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Ⅰ. はじめに

1995年の調査による尿路結石症の罹患率は、
1965年と比べて、男性が4.3％から9.0％に、女
性が1.8％から3.8％に上がっていることが知られ
ている1)。その原因として、生活習慣の変化、特
に食生活の欧米化があげられる。

生活習慣の変化により、近年、増加している
疾患として、痛風・高尿酸血症があげられる。
痛風・高尿酸血症や腎性低尿酸血症では尿路結
石の合併が多いことが知られている2)。これらの
疾患では、尿中に排泄される尿酸の量が増加し
ているため、尿酸結石のみならず、シュウ酸カ
ルシウム結石の生成も早められるためだと考え
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Summary Urinary stones are recognized as a frequent complication in patients with gout, hyper-

uricemia and hypouricemia.  Liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) following the SDS-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) technique was applied for the analysis of proteins

in two urinary stones found in a hypouricemic patient.  We describe in detail the method using these

very sensitive analyses.  Analysis with a micro area X-ray diffractometer showed that one of the stones

was composed of calcium oxalate monohydrate and hydroxyapatite.  The other stone was formed from

calcium oxalate dihydrate.  After determination by LC-MS, they were both found to contain uromod-

ulin, albumin, osteopontin, protein Z, and defensins.  Lysozyme and calgranulin A were also identi-

fied in these calculi.  The role of these proteins in the process of urolithiasis is of particular interest.
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られている3)。
また、尿路結石の90～95％は結晶性の低分子
成分であるが、高分子成分、特にたんぱく質を
数%含んでいることが報告されている4)。
筆者らは、痛風・高尿酸血症に合併する尿路
結石を、まず、微小領域X線回折装置および赤
外分光分析装置を用いて部位別に分析した後、
液体クロマトグラフ質量分析装置（以下、LC-
MSと略）を用いて、タンパク質成分を分析して
いる。本稿では、腎性低尿酸血症患者に合併し
た尿路結石の分析を例にとり、その測定方法に
ついて紹介したい5)。

Ⅱ. 試料および方法5)

尿路結石を繰り返す、分泌前再吸収障害型の
特発性腎性低尿酸血症患者（男性）から自然排
泄により得られた尿路結石を試料とした。結石
１は、直径が約２mmの暗褐色の球状の結石で
表面は滑らかであった。この結石を、カッター
で２つに割り、直径100μm径のX線ビームを照
射して微小部分を調べることのできる微小領域
X線回折装置を用いて、外辺部と断面部を測定
した。断面部には、中央に白色部分があり、そ
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図１ 結石１のX線回析図形

図２ 結石２のX線回析図形



れらを数ケ所、分析する。結石２は、褐色部と
白色部および透明な部分を持つ不定形の結石で
あり、これもカッターで分割して、外辺部と断
面部を分析した。分析後は、データベースとの
比較により物質を同定した。
次に尿路結石を粉砕して臭化カリウム（KBr）
と混合して赤外分光分析を行った。赤外分光分
析は、尿路結石の成分を調べるために、一般的
に使用されている方法である。標準品と比較す
ることにより、結石に含まれる成分を同定する
ことができる。
赤外分光分析の後、0.6 mol/L塩化カリウム、

10％ ギ酸、４mol/Lグアニジン塩酸、0.5 mol/L
エチレンジアミン四酢酸（EDTA）を用いて、
別々の溶媒で順次タンパク質を抽出した。抽出
液は、脱塩して濃縮後、試料をSDS含有緩衝液
で溶解して、ポリアクリルアミドゲル電気泳動
（ATTO PAGEL NPG-D520、5-20％gradientゲル）
で分離した。ゲルはクーマシーブリリアントブ
ルー（CBB）で染色後、バンドを切り出して、
洗浄し、還元・アルキル化の後、ゲル内でトリ
プシン消化を37℃で16時間行った。ペプチド混
合液は濃縮後、液体クロマトグラフ－質量分析
装置（LC-MS）に導入した。

Ⅲ. 微小領域X線回折分析5)

図１に尿路結石１のX線回折図形、図２に尿
路結石２のX線回折図形を示した。測定条件は、
装置：JEOL JDX-8030T, DX-MAP2、条件：ター

ゲットCu；フィルターNi；電圧40 kV；電流40
mA、コリメーター径：100μmである。
図１の上段に示す褐色の外辺部は、バックグ
ラウンドの少ないスペクトルを与えた。回折角
度70°以下で認められたピークのほとんどは、下
部に示す標準品としてデータベースに収録され
ているシュウ酸カルシウム１水和物と一致した。
一方、下段に示した断面の白色部は、弱いスペ
クトルではあるが、HYDROXYLAPATITEとよ
く一致した。また、断面の透明な部分は、外辺
部と同じシュウ酸カルシウム１水和物とほぼ一
致した。
尿路結石２は、不定形の暗褐色と白色の結石
であるが、外側の暗褐色部、内側の白色部など
数箇所の測定した結果、いずれの場所もシュウ
酸カルシウム２水和物とほぼ一致していた。
両結石とも、赤外分光分析で3000-3500 cm-1

に水酸基の吸収が、1620 cm-1にカルボニル基の
吸収が認められたことから、シュウ酸カルシウ
ムが主成分であると考えられる。

Ⅳ. 液体クロマトグラフ－質量分析(LC-MS)5)

尿路結石から抽出したタンパク質は、電気泳
動（SDS-PAGE）後、CBB染色してバンドをゲ
ルから切り出し、トリプシン処理してペプチド
断片にする。電気泳動で１つのバンドに見えて
も１種類のタンパク質とは限らないので、トリ
プシン消化液の中には、さまざま種類のペプチ
ドが混合物として存在することになる。このよ
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図３ 尿路結石１から検出されたタンパク質



うな多くのペプチドを、液体クロマトグラフで
分離しながら、質量分析を行う。LC-MS条件
は、装置：LC部；AMR MAGIC 2002、MS部；
Thermo Fisher Scientific LCQDACA、LC：カラム；
Magic C18  0.2×50 mm、移動相；0.1mol/Lギ酸
/CH3CN gradient（5-50% in 20分）、流速；２μL/
分、MS：イオン化；ESI（electrospray ionization）、
検出；イオントラップ型（MSn）、ソフトウェ
ア；X calibur 1.2およびBioworks 2.0（SEQUEST
Search）で行った。
検出された最大イオン強度のフラグメントを、
さらに、開裂させて得られるMS/MS分析の結果
から、Bioworks 2.0を用いてタンパク質検索を行
った。本測定法ではナノフローLCを用いること
により、一個の尿路結石の一部から、タンパク

質を高感度に測定することが可能である。

Ⅴ. LC-MSによる測定例5)

尿路結石１のSDS電気泳動図とゲルから検出
されたタンパク質を図３に示した。尿路結石か
らグアニジン塩酸とEDTAで抽出した液は、
SDS-PAGEにおいて、スメア状で分離の悪いバ
ンドを示したが、バンド１、３、４、６からウ
ロモジュリン、バンド１、２、３からオステオ
ポンチン、バンド１、２、３、４からプロテイ
ンZ、バンド２、４からアルブミン、バンド８
からリゾチーム、バンド９からディフェンシン
の６種類のタンパク質が検出された。
図４はband１から検出されたウロモジュリン
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図４ 尿路結石１から検出されたウロモジュリン（バンド１）

図５ ウロモジュリンに由来するペプチドのMS/MSスペクトル



で、640個のアミノ酸のうちの48個にあたる４つ
のペプチドが検出されている。LC-MSによって
検出されたペプチドは配列の中で赤く示されて

いる。図５は、検出されたペプチドの一つであ
る532～547残基目のアミノ酸16個から成るペプ
チド（DSTIQVVENGESSQGR）のMS/MSスペク
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図６ 尿路結石１から検出されたプロテインZ（バンド２）

図７ プロテインZに由来するペプチドのMS/MSスペクトル

図８ 尿路結石１から検出されたおすてオステオポンチン（バンド２）



トルである。左側に理論値が示されており、測
定値が理論値と合致したm/zが、bイオンは赤、
yイオンは青で表示されている。右側の測定され
たMS/MSスペクトルでは、理論値と合致するピ
ークに赤と青で合致する開裂イオンの記号が書
かれている。このように検出されたイオンのほ
とんどがDSTIQVVENGESSQGRのペプチドに由
来するピークであることからペプチドを同定し、
それらの複数のペプチドを含むタンパク質が候
補として検索される。
同様にband２から検出されたプロテインZを

図６に示した。４つのペプチドフラグメントが
同定され、422個のアミノ酸のうちの35個、
8.3％の合致率を示した。図７には、プロテイン
Zの204～215番目にあたるアミノ酸12個のペプ

チドのMS/MSスペクトルを示した。ウロモジュ
リン同様、理論値とよく一致したスペクトルが
得られている。
図８にはband２から検出されたオステオポン

チンbフラグメントを示した。300アミノ酸残基
の18％にあたる４つのペプチド、54個のアミノ
酸、が検出されている。同様に図９、図10にリ
ゾチームCを示したが、分子量が小さいタンパ
ク質であるため、47％の合致率、148個のアミ
ノ酸中の69個にあたる６つのペプチドが検出さ
れた。このように小さいタンパク質であると、
検出されるペプチドの比率が大きくなり、合致
率が上がる。
図11に、尿路結石２のSDS-PAGEとそこから

検出されたタンパク質を示した。尿路結石２
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図９ 尿路結石１から検出されたおすてリゾチームC（バンド８）

図10 Lysozyme Cに由来するペプチドのMS/MSスペクトル



は、タンパク抽出を0.6 mol/L KCl, 10％ギ酸、
４mol/Lグアニジン塩酸、0.5 mol/L EDTAで別々
の画分に分けて分析した。その結果、ギ酸画分
にcalgranulin A、 uromodulin、albumin、defensins
が検出され、EDTA画分にカルシウム結合性の
osteopontin、protein Zが検出された。

Ⅵ. 測定結果のまとめ5)

尿路結石１は、シュウ酸カルシウム１水和物
が主成分で内部にハイドロキシアパタイトが含
有されており、タンパク質としてはalbumin、
uromodulin、osteopontin、protein Z、lysozyme、
defensinsが検出された。尿路結石２はシュウ酸
カルシウム２水和物が主成分であり、10％ギ酸
画分からalbumin、uromodulin、calgranulin A、
defensinsが、EDTA画分からosteopontin、protein
Zが検出された。２つの尿路結石は結晶性成分
に違いがあるものの、含有されるタンパク質は
類似していた。一部、異なるタンパク質もあり、
それらの役割について現在検討中である。

Ⅶ. おわりに

腎性低尿酸血症患者から得られた尿路結石の
分析例を通して、高感度な機器分析法を紹介し
た。尿路結石を繰り返している症例においては、
個々の結石から得られる情報がその原因物質の
解析に役立つ可能性がある。
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図11 尿路結石２から検出されたタンパク質


