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CONTINUOUS　 FLOW　 CRYSTALLIZER　 SYSTEM

の開発 と蓚酸 カル シウム結晶形成率 ・成長率測定の試み

金沢医科大学泌尿器科学教室(主 任=津 川龍三教授)

鈴木 孝 治,百 成智 津枝,津 川 龍 三

THE DEVELOPMENT OF CONTINUOUS CRYSTALLIZER 

 AND OBSERVATION OF FORMATION AND GROWTH 

       OF CALCIUM OXALATE CRYSTALS

Koji Suzuki, Chizue Domiki and Ryuzo Tsugawa 
From the Department  of Urology, Kanazawa Medical University

   A continuous flow crystallizer system of calcium oxalate has been developed. Crystal nucleation 
rate (B°) and growth rate (G) were calculated by the formula by Randolph and Larson. 

    Nucleation rate, growth rate and crystal mass concentration were decreased with increase of 
residence time. A linear relationship was observed between growth rate and nucleation rate (B° 
=1.58x 104G°.924 r=0.981). 

   Crystals formed in the solution were composed of calcium oxalate dihydrate by infrared spec-
troscopic analysis. 

   Growth rate and crystal mass did not change between pH 5.0 and 6.5 but increased above pH 
7.0. 
   CG-120 and sodium pentosan polysulfate inhibited the nucleation rate, crystal mass concentra-
tion but did not influence the growth rate of the crystals. 

                                                   (Acta Urol. Jpn. 37: 569-575, 1991

Key words: Continuous flow crystallizer, Growth rate, Nucleation rate, Sodium pentosan polysul
fate (SPP), CG-120 (citrate)

緒 言

蔭酸ヵルシウム(CaOx)結 石の原因は過カルシウ

ム尿症,過 蔭酸尿症,結 石阻止物質の低下等が知 られ

ている.こ れ らの原因がいかにして結石を発生せしめ

るかについては不明であるが一般的には核形成→成長

→凝集→固化の過程を経て臨床的結石に成長すると考

えられているD.と くに結晶のnucleation(核 形成)

やgrowth(結 晶成長)の 段階における発生機序は研

究方法の限界もあ りほとんど解明されてはいない現状

である.

nucleation,growthを 観察するinvitroの 実験

に関 してはmetastablesolution中}こ おけるseed

crystalの 変化を観察する方法,全 尿中に蔭酸を添加

し結晶の状態を観察する方法など多くの手法が開発さ

れ,わ れわれ もこれらを使用し結晶形成における阻止

因子の解明を実施 して きた2-8)し か しこれらの方法

の ほ とん どは一 定 容 量 に お い て完 結 す るbatchsys-

temで あ る た め 現 実 に 腎臓 で持 続 的 に形 成 され る尿

とは異 な る と考 え られ て きた.ヒ トに お け る尿 産 生 と

同様 な状 態 を つ くる た め持 続 結 晶 作 成 装 置(continu-

ouscrystallizer)を 使用 した 実 験 と 理 論 が(Finlay-

son)9),RandolphandLarsonlo)vこ よっ て展 開 され

そ の後Randolph,Drach,Robertsonらlt-16),Gar-

side,Blacklock,Kohriら17-20)が 種 々 の装 置 を 使用

し阻 止 因 子 の作 用,結 石 患 者 尿 に お け る異 常 な どを報

告 して い る.わ れ わ れ は この 装 置 を近 畿 大 学 郡 博 士 の

協力 で あ らた に試 作 し,基 礎 実験 の結 果 と種 々の 条件

下 に お け る結 晶の 変 化 を 調 査 した の で報 告 す る.

実 験 方 法

1.持 続結晶作製装置(Fig.1)

約150mlの 容量を持つガラス製ビーカー(近 畿大

学郡博士より提供され た ものを使用)に カルシウム
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Fig.1.Continuousflowcr}stallizersystem.

Table1. Compositionoffeedsolutionandfinal

concentrationofsolutionAandB.

Feedsolution A:RobertsonB:Koh
ri(1989)(1985)

MVg/lmmol/[g/lmmol/1

147.021.76512.013.53024.02

142.044.86234.234.86234 .23

246.481.4605.921.4605.92

53.494.64386.804.64386.80

74.5612.133162.7312.140162 .82

288.380.0400.140.0400.14

134.000.1611.200.2682 .00

156.016.80043.596.80043.59

141.960.8706.120.8706.12

1.1834.021.1834.02

58.4413.505231.0913.510231 .18

288.380.0400.140.0400.14
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(Ca)系 の 溶液 と蔭 酸(Ox)系 の溶 液 を マ ル チ ポ ンプ

PA-42型(ヤ マ ト科 学)を 使 用 し同速 度 で 注 入 し溶

液量 が 常 に100mlと な る よ うに 注 入 量 と同量 を 吸 引

す る.ビ ー カ ーは二 重構 造 で 内 部 の溶 液 が 常 に370C

に なる よ うに 温水 を 循 環 させ る.注 入 溶液 と循環 温 水

は 恒 温 水 中 で あ らか じめ 加温 して お く.ビ ー カ ー内 の

溶 液 は テ フ ロ ン コー テ ィングの ス タ ー ラーバ ーを 使用

して一 定 の速 度 で 掩 絆す る.

2.溶 液

A液(Robertsonら16)):Caの 最 終 濃 度 は6m一

mol,Ox濃 度 は0.6mmolを 主 に 使用 した.ま たB

液(Kohriら 置9):Cal2mmo1,0xlmmol)も 一 部

の 実験 に使 用 した(Tablel).

3.結 晶 量 の 測定

本 装 置 で 形成 され た結 晶はCoultercounterTAII

を 使 用 し各sizeご との 数 を 測定 し,バ ー ソナ ル コ ン

ピsタPC-9801で 計 算 した・ アパ ー チ ャは100
,um

の もの を 使用 した2).

4.結 晶 のnucleationrate,growthrate,total

solidmassconcentrationの 計 算:

continuousHowsystemセ こお け る結 晶 の 変 化 は 次

の 式 に従 うと され て い る10).

n=(B"/G)exp{‐L/Gz}(a)

そ れ ぞれ の意 味 は

n:結 晶 数,Bo:nucleationrate ,G:growthrate,

L:sizeofcrystal,τlresidencetime(溶 液 量/溶

液 総 注 入 速 度)で あ る.

この(a)式 は

loge(n)=logo(Bo/G)-L/G-(b)

の 式に 変 換 され る ・X軸 にL,Y軸 にnをplotす る

と この 式 は傾 きが(-1/Gr)の 直 線 でY軸 との 交点 は

80/Gと な る.こ れ に 実 験 結果 を 当 ては め る とFig .2
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polysulfate(SPP)の 作 用:

seedcrystal法,全 尿 法 で 結 晶 形成,成 長,凝 集 阻

止 作 用 の あ るCG-120(日 本 ケ ミフ ァ株 式会 社 よ り提

供 され た.単 位 はmmolofcitrateで 表 現)(4)お

よびsodiumpentosanpolysulfate(Sigma社)3)

をOx系 溶液 に添 加 し注 入 しBO,Gを 測 定 した,

結果および考察
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Fig.4.Timecourseofgrowthrateincontrol

solutionAandB.

のように直線となる.

また形成される結晶量は次式から求められる.

MT=6pkvBG3r"

MT:totalcrystalmassconcentration,

P=

kv:

(c)

speceficgravity(CaOxで は2・229/cm3)・

volumeshapefactor(r/6)

溶 液 注 入 速 度 を 変 化 さ せ た と き のnucleationrate,

growthrate,crystalmassを 計 測 し た.ま たpHに

よ る 影 響 も測 定 した.

5,CG-120(citrate製 剤),sodiumpentosan

1.controlに お け る経 時 的結 晶形 成

A液 の 時 間 ご との結 晶 数 の 変 化 をFig.3に 示 した.

10分 後 か ら90分 ま で結 晶 数 の変 化 は み られ なか った.

また,A液,B液 のgrowthrate測 定 結 果 では 時 間

に よる影 響 は 観 察 され なか った(Fig.4).時 間 経 過

に 伴 っ てgrowthrate,nucleationrateは 変 化 す る

との報 告 が あ る20)が,今 回 の実 験 で は 最 初 か ら安定 し

た 測 定値 が得 られ た 。 また,Robertsonら は長 時 間

観 察 す る と 凝 集 が進 行 し,結 晶 数 の 直 線化 が 変 化 し

sizeの 大 きな ものが 多 くな る と して い る.わ れ わ れ

の観 察 結 果 か らはCryStalSizeと10ge(n)の 間 の 直

線 関 係 に大 き な変 化 は 観 察 され ずLandolphら の い

うよ うに10)こ の 実 験 系 で は結 晶 凝集 は 評 価 で きな い こ

とが 確 認 され た.し か し,実 験 器 具,条 件 な どの違 い

もあ り今 後 の 検 討を 要 す る と考 え られ た.

2.Residencetimeに よる影 響(A液)

溶 液 流 量 の変 化,言 い 替 え れ ばResidencetime

(τ)の 変 化 とnucleationrate,growthrate,MTの

相 関 をFig.5,6,7に 示 す,residencetime増 加 に

と もな いBO,G,MTが 次 第 に 減 少 して い る こ とが 判

明 した.ま た,こ の と きのGとBOの 関 係 はrig.8

に示 す よ うに 有 意 な直 線 関係 が 観 察 さ れ た(BO=

1.58xIOSG° ・924,r=0.981).

通 常 の実 験 で は,溶 液 内 の結 晶形 成 が ほ ぼ安 定 した
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Table2. i�ffectofpHonnucleationrate,growthrateand

crystalmassconcentrationinsolutionA.

573

pHn

Nucleationrate Growthrate Solidmassconc

(No/mlmin)SD(microns/min)SD(g/L)SD

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

664,9712,249

660,1601,495

660,9171,916

660,2912,472

660,7115,427

0.293

0.297

0.299

0.30

0.318

0.00655.072.91

0.00352.821.34

0.00454.471.33

0.00355.502.74

0.01165.321.33

Table3. SummaryoftheeffectofCG-120andSPPonnucleationrate,growthrateand

cristalmassconcentrationinsolutionAandB.

Solution
Finalconcentration

nCi
tSPP
(mmol)(mR/L)

Nucleationrate Growthrate Crystalmass

CaOx

(mm・D(mm・ 且) (。。BO/min・ml)・D(m、cr。Gns/mi。)・D(MTmQ/L)・D

A

6

6

6

6

6

6

o.s

o.s

o.s

O.6

0.s

O.6

O

z

4

6

8

10

os

O9

03

03

03

03

66,2901,156

50,7226,065

48,1691,015

53,9795,265

44,368652

45,6553,905

0.278

0.289

0.296

0.285

0.290

0.295

o.004

0.015

0.005

0.009

0.ooa

o.ois

48.021.99

41.024.70

42.161.73

41.921.09

36.363.18

41.293.30

A

6

6

6

6

6

o.s

o.s

O.6

0.s

O.6

z

z

2

z

2

103

203

303

403

509

41,446278

43,4231,412

52,2601,976

51,5932,669

47,4342,340

0.300

0.295

0.277

0.282

0.28且

o.00s

11/.

0.007

0.00s

O.007

37.541.77

37.341.03

37.433.11

38.710.30

35.481.62

B

12

12

12

12

12

12

1.O

I.O

i.o

i.0

1.0

1.0

0

2

4

6

8

10

06

06

0s

os

O6

0s

61,2146,449

62,8404,674

58,2495,371

59,1253,136

65,2973,128

60,4137,893

0.314

0.317

0.325

0.324

0.312

0.305

0.012

0.004

0,01k

o.oos

O.005

0.oos

63.202.59

66.995.06

66.645.16

67.173.03

66.324.48

57.257.42

B

12

12

12

12

iz

12

12

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

z

2

2

2

2

2

2

5

10

20

40

60

80

100

6

6

6

5

6

6

5

60,2351,300

64,0313,862

63,4976,009

67,9988,687

59,3333,667

64,4702,996

65,1395,799

0.315

0.314

0.309

0.315

0.318

0.3且9

0.311

0.002

0.00s

o.oio

O.04

0.005

0.013

0.00s

63.100.75

66.686.11

62.371.81

n.4ia.so

64.233.64

70.798.83

65.312.88

状態と考えられる7τ(流 量12ml/min,溶 液量goo

mlで はT8.33分 のため測定時間は約60分 目となる)

で測定 した.こ のときの τはヒトの腎尿の通過時間を

考慮 して3分 か ら10分が適当とされているが,研 究老

によ ってそれぞれ設定値が異なっている.ヒ ト尿細管

は200μmの 結晶で閉塞されるとされている9)が,A

液を使用した場合の実験では約50μmの 結晶が最大

であった.B液 では100μmア パーチャは頻繁に閉

塞し除去清掃 しなければならないほど大きな結晶が形

成された.B液 を使用 して計測す る場合 は100um

以 上 の ア パ ー チ ャを 装 着す る ことが 望 ま しい と考xら

れ た.

形成 され た 結 晶 を 赤 外線 分 光分 析 した 結 果,す べ て

の 結 晶 は 蔭 酸 カル シ ウム2水 加物 と判 明 した(Fig.9).

3.pHに よる影 響(A液)

pHを5.0,5.5,6.0,6.5,7.0と 変 化 させ た場 合,

pH5.0か ら6.5ま では ほ ぼ 安 定 して い る が,pH7.0

ではGとMTが 著 明 に 増 加 した(Table2).顕 微 鏡

的 観 察 お よび赤 外 分 光 分 析 か ら形 成 され た結 晶 の成 分

はCaOxで は な く燐 酸 カル シ ウ ムで あ った.pH上 昇
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に と もな い結 晶数 が 増 加 したた め で あ る と考 え られ た.

4,CG-120,SPPの 影 響(A液,B液)

A液 お よびB液 にCG-120,SPPを 添 加 した場 合 の

Bo,G,MT測 定 結 果 をTable3に 示 す ・A液 に お

い てCG-120は 濃 度増 加 に した が ってBO,MTを 抑

制 した が,Gは 増 加 した.SPPに お い て もBO,MT

の抑 制 が 観察 され た が,Gは や や 増 加 した.B液 で は

CG-120,SPPと もBO,G,MTに 大 き な変 化 は 与 え

なか った.CG・120お よびSPPと もbatchsystem

では 強 力 な 凝 集成 長 阻 止物 質 で あ る こ と が 判 明 して

い る3--5)が,今 回 の実 験 結 果 か らnucleationの 段 階

で抑 制 的 に作 用 す る こ とが 判 明 した とい え る.ヒ トに

おけ るcitrateの 排 泄量 は2mmol/Lと され て い る

が,こ の 濃度 で もBO,MTを 抑 制 した こ と は結 石 治

療 の 観点 か ら も有望 な薬 剤 で あ る こ とが 確 認 せれ た と

いえ る,ま た,SPPはheparin類 似 作用 を持 つ 対 外

物 質 で あ るが300mg投 与 の 場 合 尿 中 に は10mg/L

前 後 排 泄 され る.こ の 濃度 で もnucleationの み な

らずcrystalmassも 著 明 に 抑制 した た め,結 石 予 防

薬 と して有 効 で あ る と考 え られ た.

以 上 の よ うに,continuousflowc「ystallize「sys『

temは 結 石 研 究 に お い て 最 も重 要 で あ る と され て い

る結 晶核 形成 率 や結 晶 成 長 率 を算 出で きる とい う優 れ

た 装置 であ る と同時 に 人 工 的 に最 も尿 産生 に近 い 状 態

を 自由 に 作 り出す こ とが で きる ため,結 石 患 者 尿 の 評

価 や種 々 の阻 止物 質 の 機 序解 明に 利 用 で き有 効 な装 置

で あ る とい え よ う.

稿を終えるにあた り,マ グヌス管を提供 していただき適 切

な ア ドバイスをいただいた 近畿大学郡r,士 に深謝の意を表 し

ます.
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