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論文内容の要旨

【目的】

尿路結石中には必ず有機性基質 CStone Matrix) が含まれているが， この Stone Matrix の尿路結石形成過程に

おける作用は未だ明らかにはされていない。本研究はこの Stone Matrix の由来と尿路結石形成過程における役割を

明らかにするために， Stone Matrix の中の可溶性分画 CSoluble Stone Matrix)，穆酸カルシウム結晶表面吸着物

質，及び尿中高分子分画について， Glycosaminoglycans C以下 GAGs と略す)の分析とそれぞれの穆酸カルシウ

ム結晶形成に対する作用につき比較検討を行なった。

【方法】

1.尿中高分子分画 CUrinary macromolecular substances ;以下 UMMs と略す〉の精製:細胞成分等を除去し

たプール尿を分画分子量3000の限外漉過膜にて脱塩，濃縮し凍結乾燥を行ない， UMMs の試料とした。 2. 穆酸カ

ルシウム結晶表面吸着物質 CCrystal surface binding substances ;以下 CSBS と略す)の作製:細胞成分等を除

去したプール尿 1 p_に， 1M の CaC1 2 32mf， と O.lM の NaZ C Z 0 4 320mf，を添加し ， 37 0C, 6 時間振彊後，遠沈を行

ない穆酸カルシウム結晶を得た。これを多量の穆酸カルシウム飽和水溶液にて洗練後， 10%EDTA 溶液にて結晶を

溶解した。次いで，分画分子量3000の限外慮過膜を用いて，脱塩，濃縮後，凍結乾燥し CSBS の試料とした。 3.

Seed crystal surface binding substances C以下 Seed CSBS と略す)の作製: CSBS と同様に処理した尿 3 p_ に

市販穆酸カルシウム l 水和物の結晶50g を加え， 37 0C, 6 時間振塗した後， CSBS と同様の処理をし得た試料を

Seed CSBS としたo 4. Soluble Stone Matrix の精製:乾燥保存していた結石の中から穆酸カルシウム l 水和物を

選び，細かく粉砕した後，透析チューブ(分画分子量3500) に入れ， 5 %EDTA 溶液にて脱灰した。さらに三日間

の蒸留水透析を行なった後， Stone Matrix 溶液を遠沈後，上清を採取し， Soluble Stone Matrix 溶液を得た。こ

の溶液を凍結乾燥し試料とした。 5. ウロン酸，蛋白量の測定:各試料は Bitter and Muir らの方法により，ウロ

ン酸量の測定を行ない，蛋白量は Bradford 法にて測定を行なった。 6. GAGs の分析:除蛋白した各試料は Hata

and Nagai の方法によるセルロースアセテート膜を用いた二次元電気泳動法を行ない，含まれる GAGs の同定を行

-211-



なった。 7. 穆酸カルシウム結晶形成に対する阻止作用の検討: Robertson の方法に準じ，準安定過飽和溶液を用い

た seed crystal 法にて阻止活性の測定を行なった。

【成績】

1.二次元電気泳動において， UMMs ではコンドロイチン硫酸，ケラタン硫酸，デルマタン硫酸 (DS) ， ヒアルロ

ン酸，及びヘパラン硫酸 (HS) が認められた。 Seed CSBS では UMMs と同様の GAGs が認められたが， HS の

占める割合が高くなっていた。急激な結品形成の過程において吸着した CSBS では HS と少量の DS のみが認めら

れた。 Soluble Stone Matrix では HS だけが認められた。

2. 阻止活性の測定における UMM ， CSBS , Soluble Stone Matrix の三者の比較では単位重量あたり，単位蛋白量

あたりでは差を認めなかったが，ウロン酸量あたりで Soluble Stone Matrix が最も阻止活性が強く次いで CSBS

であり， UMMs は最も弱かった。さらに， Soluble Stone Matrix の閉止活性を蛋自分解の前後で比較すると単位

重量あたりでの比較では差を認めなかったが，ウロン酸量あたりでの比較で蛋自分解後は閉止活性が低下していた。

【総括】

1. GAGs の分析で Seed CSBS は UMMs の一部が特異的に結晶表面に吸着したものであり，さらに CSBS にはそ

の傾向が強く， Soluble Stone Matrix は CSBS の一部が特異的に取り込まれたものと考えられた。

2. HS の含有率が増加するにつれ，その阻止活性が増強することから，これらの高分子物質の阻止作用は HS-蛋白

複合体がその主たる作用を担っていると考えられた。

3. Soluble Stone Matrix 中の HS は結晶表面に吸着した結晶凝集の強~'\阻止物質でありながら，結石形成過程に

おいて結石内に取り込まれたものであると考えられた。

論文審査の結果の要旨

Stone Matrix の由来と尿路結石形成過程における役割を明らかにするために， Stone Matrix 中の可溶性分画

(Soluble Stone Matrix)，穆酸カルシウム結晶表面吸着物質，及び尿中高分子分画について， Glycosaminoglyｭ

cans (GAGs) の分析とそれぞれの穆酸カルシウム結晶形成に対する作用につき比較検討した。

尿中高分子分画 Urinary macromolecular substances(UMMs) と Soluble Stone Matrix の精製をおこない，

プール尿に 1 M CaCl z と o. 1M Na Z C Z 0 4 を加えて穆酸カルシウム結晶形成を促し Crystal surface binding subｭ

stances (CSBS) を抽出し，さらにプール尿に市販穫酸カルシウム 1 水和物の結晶を加えて結晶に吸着する物質

Seed crystal surface binding substances (Seed CSBS) を抽出した。

セルロースアセテート膜を用いた二次元電気泳動において， UMMs ではコンドロイチン硫酸，ケラタン硫酸，デ

ルマタン硫酸 (DS) ， ヒアルロン酸，及びヘパラン硫酸 (HS) が認められた。 Seed CSBS では UMMs と同様の

GAGs が認められたが， HS の占める割合が高くなっていた。急激な結晶形成の過程において吸着した CSBS では

HS と少量の DS のみが認められた。 Soluble Stone Matrix では HS だけが認められた。

阻止活性の測定における UMMs ， CSBS , Soluble Stone Matrix の三者はウロン酸量あたりの比較で Soluble

Stone Matrix が最も阻止活性が強く次いで CSBS であり， UMMs は最も弱かった。さらに， Soluble Stone Maｭ

trix の阻止活性を蛋自分解の前後で比較すると蛋自分解後は閉止活性が低下していた。

GAGs の分析で Soluble Stone Matrix は CSBS の一部が特異的に取り込まれたものであることが示唆され，さ

らに Soluble Stone Matrix 中の HS は HS-蛋白複合体として結晶表面に吸着した結晶凝集の強い阻止物質であり

ながら，結石形成過程において結石内に取り込まれたものであることを明らかにしたことは学位論文に値する。
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