
Ⅰ. はじめに

尿路結石症数は全人口の１～20％といわれ、
毎年、１年あたり100万人の人が罹患していると
報告されている。10年間での再発率は74％と高
率であるところから、尿路結石のためのスクリ
ーニングや検出のための診断技法の開発が望ま

れるところである1)。日本でも食生活の変化から
尿路結石患者が増加し、2005年日本尿路結石症
学会が行った調査では40年前（1965年）と比べ
約３倍と急激に増え、男性は７人に一人、女性
は15人に一人の割合で、一生に一度は尿路結石
症にかかるとされている2)。日本でも尿路結石症
診療ガイドラインが2002年に出版され、その中
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に再発予防に関するガイドラインの章もある3)。
尿結石は尿に溶け込んだミネラル物質の濃度
が何らかの原因で濃い状態となり、有機物質も
巻き込んで生成される。ほとんどは腎臓で形成
され、出来た結石の位置で腎臓結石、尿管結石、
膀胱結石、尿道結石と呼ばれているが、腎臓結
石、尿管結石が約95％を占め、膀胱結石、尿道
結石は約５％である。結石の約８割がカルシウ
ムを含んでおり、尿路結石の種類にはシュウ酸
カルシウム、リン酸マグネシウム、リン酸マグ
ネシウムアンモニウム、尿酸　シスチンである
が、圧倒的に多いのはシュウ酸カルシウムであ
る４)。結石症の基礎的研究が今なお続けられて
いるが、残念ながら結石症の原因解明、再発予
防までには至っていないのが現状である。
尿路結石中の蛋白成分については、尿結石を
粉砕し、蛋白を抽出し分析する方法と、尿にシ
ュウ酸ナトリウムなどを加え人工的に結晶を生
成させ、その中の蛋白成分を調べる方法と大き
く２つの方法での研究がある。本稿ではこの２
つの方法に分類し、SDS－ポリアクリルアミド
ゲル電気泳動法を用いた研究について概説する。

Ⅱ. 尿結石中の蛋白成分分析

我々の行っている方法は以下のとおりである。
（尿路結石の前処理法）
①尿路結石をシャーレに入れておよそ10倍量の

生理食塩水を加え、室温で一晩振とうしながら、
洗浄する。
② 結石を瑪瑙乳鉢に0.3ｇ量り取り均一になる
ように細かく破砕する（簡単に粉砕できる）。
③ 破砕し均一化した結石砂、約0.03 gを栓付き
試験管にいれ、約100倍量である300μLの抽出
液を加え、転倒混和が可能な振とう器を用いて、
室温で２晩振とうしながら蛋白を抽出する。
④ 抽出後、10,000 rpm、10分遠心し、上澄みを
分析に使用する。
（SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動法）
5-20％のグラジエントゲル（アナテック）を

用いて、銀染色（和光純薬工業）により蛋白染
色を行う。
（ウエスタンブロットティング法）
ホライズブロット（アトー）を使用して２

mA/膜１cm2の条件で60分転写する。
一次抗体、二次抗体と反応させた後、3,3'ジア
ミノベンチジジンを用いて発色する。

尿路結石中の蛋白抽出液に関してはいくつか
の報告がある。抽出液に何を選択するかによっ
て、抽出してくる蛋白も異なってくる。
Yamateら5)の抽出法について図１に示した。

Yamateらは、カルシウムを含む尿結石において
マトリックス蛋白として、オステオポンチンを
検出している。オステオポンチンはリン蛋白で
あり、トロンビン消化を受けやすく、またStain-
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図１ Yamateらの尿路結石抽出法5)



All（ナカライテスク株）で特異的に染まる（オ
ステオポンチンは高濃度にリン酸化された蛋白
なので、通常用いられるCBBでは染まらない）。
このことを利用して、SDS－ポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動法を用いて検出した結果、オス
テオポンチンはシュウ酸カルシウム結石、リン
酸カルシウム結石に存在するが、マグネシウム
アンモニウム結石、尿酸結石には存在しないこ
とが判明した。このことからオステオポンチン
はカルシウムを含む尿結石の形成に関与してい
ると報告している。
Kanekoら6)はYamateらの抽出法に準じてはい

るが、EDTA液で抽出する前に4M グアニジン塩
酸50 mMTris HCl（pH 7.4、1 mM PMSFを含む）
液で抽出している。抽出後、２次元電気泳動や、
LC-MSにより分析を行い、シュウ酸カルシウム
結石において、オステオポンチン、プロトロン
ビンとともに、初発の尿路結石中にはプロテイ
ンZを検出している。プロテインZはビタミンK
依存性血漿蛋白である。
Sidduquiらは7)３種類の抽出液、0.06 M Tris HCl

（pH 6.8、10% glycerol, 5%β-mercaptoethanol, 2%
SDSを含む）、0.06 M Tris HCl（pH 6.8、10%
glycerol, 5%β-mercaptoethanol, 1% TritonX100を含
む）、0.06 M Tris HCl（pH 6.8、10% glycerol, 5%
β-mercaptoethanol, 1 mM EDTA, 8M 尿素を含
む）について蛋白抽出効率を検討して結果、最
も適した緩衝液は0.06 M Tris HCl（pH 6.8、10%
glycerol, 5%β-mercaptoethanol, 2% SDSを含む）、

であると報告している。この緩衝液を用いて図
２に示した操作法により、結石中の蛋白の分析
を行った結果、≦12～66 kDa分子サイズを持つ
蛋白が検出できたとしている。また、尿路結石
抽出蛋白で作った抗体を用いて、健常人尿と尿
路結石患者尿を泳動したのち、この抗体でブロ
ットしたところ、尿路結石患者尿では結石の種
類にかかわらず、数多くの蛋白バンドが検出さ
れ、しかも≦12 kDaの蛋白バンドが濃染された。
このバンドは健常人尿では検出されないことか
ら、早期の結石形成に関与する蛋白であると報
告している。
Dussolら8)は図３に示したように0.1 mM PMFS、
1 mM DFP、1% thiodiglycolを含む05 M EDTA
（pH8）液で、攪拌しながら４℃で４日間蛋白抽
出を行っている。SDS－ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動により分析した結果、９つの蛋白
（アルブミン、α1-酸性糖蛋白、α1-ミクログロ
ブリン、イムノグロブリン、アポリポ蛋白A1、
トランスフェリン、α1-アンチトリプシン、レ
チノール結合蛋白、リーナルリソスタチン）が
全ての尿路結石に存在し、β2-ミクログロブリ
ンはカルシウム結石にのみ認められたとしてい
る。一方セルロプラスミン、ハプトグロビン、
Tamm-Horstall（THP）はどの結石にも存在しな
かったと報告している。これらの蛋白のうち、
アルブミンがマトリックスとなるいくつかの蛋
白に対して重要な親和力であるとしている。
THPに関しては結石中に存在するとの報告と、
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図２ Siddiquiらの尿路結石中蛋白の抽出法7)
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図３ Dussolらの尿路結石中の蛋白抽出法8)

図４ 抽出液の種類による尿路結石中の蛋白バン
ド抽出液は①～④を用いた。
①生食＋2% SDS
②0.06M Tris-HCl (pH 6.8)＋2% SDS
③生食＋2% SDS＋1mM EDTA
④0.06M Tris-HCl (pH 6.8)＋2% SDS＋1mM 
EDTA
①の抽出液では66kDa位の蛋白がより抽出
された。②と④は同程度の蛋白が抽出され
ていたが，④の方が低分子の蛋白がより多
く抽出された。③は抽出された蛋白が最も
少なかった。

図５ 尿路結石中の蛋白バンド
抽出液：50 mMトリス塩酸(pH 7.4)-4Mグア
ニジン塩酸塩-5 mM EDTA液（プロテアー
ゼーカクテルを含む）
①～⑤とも同じ検体である。



存在しないとする報告がある。THPにはpHが７
以下で、イオン強度が弱い場合は凝集を阻害し、
pHが７以上で、イオン強度が強い場合は凝集す
るという性質があるらしい。THPの有無は尿に
おける異なった物性状態の違いによってと説明
できるかもしれないとしている。
我々は研究の初期には、生理食塩水を用いて
抽出していた9)。アルブミンとTHPに注目して行
った実験だが、尿路結石患者検体では検体ごと
に泳動像の違いが見られたものの、全体的に分
子量約66kDaのアルブミンが最も多かった。
その後、抽出液の種類によって出現する蛋白
の相違について、５％ゲルを用いて実験したこ
とがある。その結果を図４に示した。４種類の
抽出液で、それぞれ検出される蛋白が異なるこ
とがわかった。更に抽出液についていろいろ検
討した結果、Kanekoら6)抽出液が一番蛋白バン
ドを検出できるとして、この抽出法を使って研
究を進めている（図５）。結石蛋白の含有量は
結石総重量の２～３％と報告されているが、結
石を生理食塩液で洗浄後にグアニジン塩酸塩を
含む抽出液を用いて抽出した結果、蛋白の含有
量は5.8％であった。蛋白の測定は我々が開発し
た高感度なドットブロットと銀染色を組み合わ
せた方法で測定している10)。他の抽出液に比べ、
グアニジン塩酸塩を含む抽出液は抽出効率が良
好であると考えている。また、抽出過程におけ
る蛋白分解反応を除くために酵素阻害剤を添加
している。結石中から様々な蛋白の存在を認め
たが抽出液の種類によって出現する蛋白が異な
ってくることから、抽出液の選択は重要なキー
ポイントになる。

Ⅲ. 尿にシュウ酸ナトリウムなどを加え

人工的に結晶を生成させ、その中の

蛋白成分を調べる方法

Hondaらは11)健常人尿に１M 塩化カルシウム
と0.1M シュウ酸ナトリウムを含む液で６時間イ
ンクベートし結晶を取り出した後、10％EDTA
（pH 8.0）で30分、結晶中の蛋白を抽出した。こ
の蛋白を結晶表面結合物質（crystal surface
binding substance、CSBS）と呼んでいるが、こ
れをDEAE-SepharoseCL-6BカラムのNaClのグラ
ジエント溶出とステップワイズ溶出で精製した

後、ハイドロオキシアパタイトカラムのリン酸
ナトリウムのステップワイズ溶出を行った。得
られた５つの分画について、SDS－ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動法により、蛋白分析を行
った。CSBS中にはアルブミン、α1-酸性糖蛋白、
α1-ミクログロブリン、α2-HS蛋白、レチノール
結合蛋白、トランスフェリン、THP、プロトロ
ンビンが含まれていた。α1-アンチトリプシン、
β2-ミクログロブリンは検出されなかった。30
mMリン酸ナトリウム液ではα1-ミクログロブリ
ン、60、125 mM液ではα1-酸性糖蛋白、60、125
mM、250 mMリン酸ナトリウム液でα2-HS蛋白、
250、500 mMリン酸ナトリウム液ではプロトロ
ビンが見出され、THPとアルブミンはリン酸ナ
トリウムの全ての溶出液で検出された。500 mM
リン酸ナトリウム液で溶出された分画液におけ
る30 kDaの蛋白はプロトロンビン、60 mMリン
酸ナトリウム液で溶出された分画液における67
kDaの蛋白はオステオポンチンであるとアミノ
酸配列分析から同定された。
Hondaら12)はCSBSにおいて強力な阻害の役割

を演じているオステオポンチンや結晶のマトリ
ックス蛋白以外の蛋白が尿結石形成に直接的で
はないが重要な役割を演じていると考えている
としている。
AtmaniとKhan13)は健常者尿と結石患者尿に対

して、in vitroでシュウ酸ナトリウム（pH 5.9～
6.5）および、リン酸ナトリウム液（pH 7.2）を
加えシュウ酸カルシウム、リン酸カルシウム結
晶を生成させ、その中に含まれている蛋白につ
いて研究している。結晶は0.25 M EDTA（pH 8）
液で抽出しているが、健常人尿からのシュウ酸
カルシウム結晶ではプロトロンビン関連蛋白が
一番多く、ついでアルブミン、オステオポンチ
ンであり、リン酸カルシウム結晶ではTHPが主
たる蛋白で、ついでアルブミン、プロトロンビ
ン関連蛋白であった。一方尿路結石患者尿で生
成したシュウ酸カルシウムとリン酸カルシウム
結晶のいずれもアルブミンが主たる蛋白であっ
た。この報告は電気泳動法を用いたデーターで
はないが、尿路結石形成にはアルブミンが決定
的な役割を演じていると推論している。
Nishioら14)は、健常人尿からリン酸カルシウム
結晶を作り出すために、10 mM NaOHを一滴ず
つ滴下し、pHを7.4～8.0に調整したあと、２時
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間室温で振盪した。生じた結晶を0.1 mol/L
EDTA液で処理することにより、結晶中の蛋白
を抽出し、陰イオン交換樹脂で0-0.5 mol/L NaCl
グラジエント勾配で溶出を行ったところ、図６
のごとく３つのピークが得られた。それらのピ
ークについてSDS－ポリアクリルアミドゲル電
気泳動を行ったところ、ピーク１の蛋白はα2-
HS-糖タンパク、ピーク２はプロトロンビン-F1、
ピーク３はオステオポンチンであることが判明
した。これらの蛋白がリン酸カルシウム結晶に
選択的に関与しており、特にプロトロンビン-F1
とオステオポンチンはシュウ酸カルシウム結晶
を強く阻害していると報告している。
Okumuraら15)はビクリンがシュウ酸カルシウム
結石の成長を阻害するとしている。ビクリンは
35 kDaの分子サイズをもち、免疫組織染色によ
って、腎皮質にある近位尿細管に主に局在して
いることを明らかとしている。
Sidduqui7)らは≦12～66 kDa分子サイズを持つ

尿路結石抽出蛋白で作った抗体を用いて、健常
人尿と尿結石患者尿を泳動したのち、この抗体
でブロットしたところ、尿路結石患者尿では結
石の種類にかかわらず、数多くの蛋白バンドが
検出され、しかも、≦12 kDaの蛋白バンドが濃

染された。このバンドは健常人尿では検出され
ないことから、早期の結石形成に関与する蛋白
であると報告している。

Ⅳ. おわりに

Merchant16)らは尿結石のプロテオミックス分析
はカルシウム結石形成における炎症の過程で重
要な役割を演じると報告している。MSと組織免
疫化学を用いて、158の蛋白を同定し、そのう
ち28の蛋白は一般的な蛋白としている。尿路結
石を持つ人が増加している今日、研究段階から
更には尿路結石の早期発見のための検査法の開
発が早急に望まれるところである。
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図６ 陰イオン交換樹脂（DE52）を用いたリン酸カルシウム中蛋白の溶出パターン14)

３つの蛋白ピーク(Ⅰ－Ⅲ）が検出された。
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