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緒緒  言言  

 
わが国における尿路結石の生涯罹患率は 12％に達し、今や国民病となりつつある［1］。その予防法は飲水・食事   

指導が主体であるが、5年再発率は約50％と非常に高く、難治性である［2］。尿路結石は、90％以上の無機成分と数％
の有機成分で構成され、その形成過程は、結晶核形成、成長、凝集、石灰化を辿ると考えられてきたが、その詳細な   

機序は未だ解明されていない。 
私たちは「尿路結石本体には無機成分や有機成分の成分情報だけでなく、結石がどのようにして大きく成長したのか

といった“成長の軌跡”など重要な情報が含まれる」と考えた。従来の結石研究では、粉末化した結石に対して     

赤外分光分析、LC-MS 解析するなど、結石成分の網羅的解析が主体であった［3～5］。しかし、この分析方法では、  

結石を粉末化することで結石構造が破壊されるため、結石内部における表面的・空間的構造情報は把握できない。   

そこで今回着眼したのが、鉱物学・隕石学的アプローチである。鉱物学・隕石学では、薄片（岩石や鉱物を薄く成形し、

組織観察や分析を可能にしたもの）を作製し、その観察や種々の分析結果から、岩石や鉱物が作られた成因を推定する

分野である。さらにこの手法は、地上で得られる岩石からの地球内部環境や、宇宙から飛来した隕石や宇宙塵からの  

太陽系形成初期の宇宙環境の解明など、鉱物構成の時間軸を探るには非常に有効である。 
本研究の目的は、鉱物学・隕石学的アプローチを応用し、尿路結石の形成機序の解明することである。まず薄片作製

が困難とされていた尿路結石から、無機成分・有機成分の破損を最小限にとどめた状態で薄片を作製した。その薄片  

から無機分子の分布構造解析（偏光顕微鏡・FTIR）と有機分子の分布構造解析（蛍光免疫染色）を行うことで、     

尿路結石の形成機序を解明するために役立つ新規性のある結石分析技術を開発することである。さらに、これらの分析

手法を応用することで、結石内に含まれる無機成分・有機成分の構造的関係性を明らかにすることである。 
 

方方  法法  

  
11．．ササンンププルル整整形形法法のの確確立立  
尿路結石形成の成因を調べるためには、臨床的に採取した尿路結石から標本を作製し、その構造における構成成分の

分布を明らかにすることが重要である。そのために、患者から回収した尿路結石から無機成分・有機成分の破損を   

最小限にとどめた状態で結石薄片を作製した。平面研磨によって、構造観察や成分分析が可能な厚さ 20～30μm の  

薄片を1試料から“複数枚”を作製した。それらを用いて、下記の【研究１】【研究2】【研究3】の3段階の構造分布
解析を行った。 
22．．尿尿路路結結石石をを構構成成すするる無無機機分分子子のの構構造造・・分分布布解解析析  
尿路結石を構成する無機成分の 70％以上がシュウ酸カルシウムである。シュウ酸カルシウムには、無水物、    

一水和物（COM）、二水和物（COD）、三水和物（COT）が存在し、結石中に見られるのは主にCOMとCODである。
今回我々はシュウ酸カルシウムのCOM、CODに対して下記の方法で分析を行った。 
【【研研究究１１】】偏偏光光顕顕微微鏡鏡観観察察にによよるる結結石石構構造造解解析析：：偏光顕微鏡を用いて結石薄片を観察し、構造的・光学的特性から、  

結晶構造・成分を推定した。さらに、構造の異なる各層で結晶成分の違いを検討した。 
 

上原記念生命科学財団研究報告集, 34 (2020)

1



上原記念生命科学財団研究報告集, 34（2020） 
 

【【研研究究２２】】フフーーリリエエ変変換換赤赤外外分分光光分分析析をを用用いいたた結結石石構構造造解解析析：：①で捉えた結晶構造領域から得た FTIR スペクトラム 

からデータベースに対応付けることで成分同定ならぶに含有率を算出した。 
33．．尿尿路路結結石石をを構構成成すするる有有機機分分子子のの構構造造・・分分布布情情報報解解析析  
結石に含まれる有機成分には、100 以上のタンパク質が同定されている。中でもカルシウム結合タンパク質は、   

カルシウムイオンに特異的に結合するため結石成長に大きな影響を及ぼすといわれる。今回私たちは、3 つの     

カルシウム結合タンパク質（Osteopontin（OPN）、Renal Prothrombin-1（RPTF-1）、Calgranulin-A（Cal-A））に   

着目し、分布構造解析を行った。 
【【研研究究３３】】蛍蛍光光免免疫疫染染色色をを用用いいたた有有機機分分子子のの分分布布情情報報解解析析：：クエン酸によるエッチング処理を行った薄片に対して、 

複数の有機分子の局在を蛍光免疫染色（蛍光多重染色法）で可視化した。目的とする有機分子に対する特異的な    

一次抗体を薄片に反応させ、その後蛍光標識された二次抗体を反応させた。蛍光顕微鏡で観察し有機分子の分布情報を

評価した。 
 

  結結  果果  

 
まず、尿路結石の代表的サンプルに対して【研究１】【研究2】【研究3】の構造分布解析を行った（図1）。 
【研究１】偏光顕微鏡観察の光学的特徴から、結石中心部では均一な層構造を呈している領域（A）、直径10μm程度
の不均一な結晶が凝集している領域（B）、に、結石辺縁部では直径数μm の結晶が凝集している領域（C）、楔形状   

構造を呈している領域（D）に分類できた。 
【研究２】その分類した領域に対し FTIR で分析した結果、結石中心部領域（A）、領域（B）では 99％が COM を   

認めたのに対して、結石辺縁部領域（C）領域（D）ではCODが30％以上を認めた。 
【研究３】領域（A）では、OPN、RPTF-1のみが層状かつ数μm均一の間隔で分布していた。一方、Cal-Aは層状に
分布を認めるも10μm～50μmの不均一な間隔で分布していた、領域（B）（C）（D）ではOPN、RPTF-1は結晶内に
分布するものの、Cal-Aは結晶粒界に分布していた。 
 

  
図1．薄切切片を用いた有機成分マッピング 

a） サンプル1に対する偏光顕微鏡観察。 
b） 領域（A）に対するFTIR分析結果。 
c） 領域（A）に対するOPN、RPTF-1、Cal-Aの蛍光免疫染色結果。 

  
  
さらに我々は 10 サンプルの追加分析結果から、尿路結石を構成する COM、COD 結晶の種類、およびそれぞれの 

結晶サイズ・構造の類似性から4つのTypeに分類した（図2）。 
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結石中心部では、数μm 大の COM 結晶から成る顆粒状領域（Type1）と、数十μm 大の COM 結晶から成る     

モザイク状領域（Type2）を多く認めた。一方で結石辺縁部では、数nm大のCOM結晶から成る層構造領域（Type3）
と、数十μm大のCOD結晶から成る領域（Type 4）を多く認めた。蛍光免疫染色の結果から、Type1とType2では、
OPN、RPTF-1 は結晶内部に分布していたが、Cal-A は結晶粒界にしか分布していなかった。Type3 では、OPN、   

RPTF-1は数μm均一な周期で層状に分布していたが、Cal-Aは 10～50μmの不均一な周期で層状に分布していた。
Type4では、OPNは結晶内を点状で直線状に、RPTF-1は線状かつ縞状に分布していた。 

 

  
 

図2．Type1～4に対するOPN、RPTF-1およびCal-Aに対するそれぞれの蛍光免疫染色結果 
 

考考  察察  

  
今回我々は、隕石学・鉱物学で用いられた技術を応用することで、尿路結石の無機成分・有機成分の二次元     

マッピング法を開発した。この手法により尿路結石を構成する COM、COD の無機成分の同定そして含有量を評価  

することができ、さらに有機成分である OPN、RPTF-1、そして Cal-A の局在を可視化することに成功した。     

また複数のサンプル分析結果から、COM、COD 結晶の種類・サイズ・構造には類似性があり、それぞれの結晶に    

おいて3つの有機成分の分布に違いがあることがわかった。 
有機成分の局在の違いから、結石形成過程において無機成分との相互作用が異なることが示唆された。今後さらに 

無機成分と有機成分の構造的関係性が明らかにし、結石形成メカニズムの解明につなげていきたい。 
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