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1.　はじめに

腎臓病の最も忌避すべき臨床的な帰結は血液透析を要する

末期腎不全への移行であると長く考えられてきた．ところが，

近年になりアルブミン尿や軽度の腎機能障害を有する患者

が，末期腎不全への移行以前の早い段階から脳卒中，虚血性

心疾患などの心血管病（Cardiovascular disease: CVD）を高

率に発症し，生命予後を悪化させていることが判明した 1）．

この変化の背景には腎障害の成因そのものの大きな変化が

存在している．末期腎不全の主要原因疾患は，糖尿病性腎症，

慢性糸球体腎炎，腎硬化症の 3 つである．糖尿病性腎症と腎

硬化症が増加の一途をたどっていることは事実であるが，腎

不全の原因疾患がこの 3 つであることは，過去 25 年以上に

わたって不変である．しかしながら，軽度のアルブミン尿や

腎機能障害を呈しながら，より早い段階で高率に CVD を発

症するより大きな一群が存在し，急速に増加していることが

判明したのである．慢性腎臓病（Chronic Kidney Disease:

CKD）という疾患概念を新たに設定した理由がここにある．

CKD の成因は，耐糖能障害・糖尿病，高血圧，メタボリッ

クシンドローム，肥満，脂質代謝異常，喫煙など，生活習慣

の異常と加齢であることが明らかになった．CKD は生活習

慣病と加齢に起因する血管障害であると把握することも可能

である．

アルブミン尿は生活習慣病を基盤とした CKD において共

通した初期所見であり，現在の「微量アルブミン尿」の正常

下限値以下の超微量域から，CVD 出現のリスク因子である．

アルブミン尿の出現機構を理解することが，CVD 合併症を

防止する上で必須である 2）．

アルブミン尿の出現部位が腎糸球体であり，糸球体係締壁

（毛細血管壁）における透過性変化がその原因であることは

論を待たない．係締壁にはアルブミン以上の分子サイズを有

する分子の尿中への漏出を防止するバリアー（濾過障壁）が

存在する．アルブミン尿の出現はこの濾過障壁の破綻に他な

らない．

従来の組織学的研究手法を用いても係締壁の形態変化を解

析することは可能であった．しかしながら，機能単位として

の濾過障壁の変化を生体においてダイナミックに解析するこ

とは不可能であった．従って，アルブミン出現に直接責任を

有する係締壁の微細構造変化を究明するには，隔靴掻痒の感

を免れ得なかった．

私どもは2光子励起方式レーザー走査型顕微鏡（two-photon

laser scanning fluorescence microscope：2-フォトンレーザー

顕微鏡）を利用して生体腎において微小血流，濾過状態をリ

アルタイムで可視化解析するバイオイメージング技術の開発

に成功した．さらに本法と従来の研究手法を組み合わせるこ

とでアルブミン尿出現に腎糸球体内皮障害が関与することを

解明し得た．

2.　濾過障壁としての糸球体係蹄壁の構造

糸球体係締壁は，内皮細胞層，基底膜，上皮細胞層の 3 要

素から構成されている（図 1）．他の毛細血管と比較すると

以下の構造上の特徴を有している．①内皮細胞には多数の小

孔（fenestrae）が存在する．この小孔経は 500–1000 Å と他
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臓器の有窓性内皮細胞（内分泌臓器や腸管など）と比較して

大きい．②厚い基底膜を有する．③毛細血管外層に外膜構造

を有していない．代わりに高度に分化した上皮細胞（足細胞）

が外側から血管壁を被覆している．④通常の毛細血管に存在

する pericyte に該当する細胞はメサンジウム細胞であるが，

血管外層に位置せず糸球体の軸構造を形成している 3）．

糸球体では水分子や小分子物質が大量に濾過され，一方で

アルブミンなどの maclomolecule は血液内に保持される．ul-

trafiltration membrane としての糸球体係締壁には，高い選択

性と高効率の濾過機能が必要とされ，上記の様な特徴的な形

態をとるに至ったと考えられる．

糸球体係蹄壁は水や小分子物質をほぼ完全に通過させる

が，アルブミン（分子量約 69000）はほとんど濾過されない．

糸球体での濾過障壁（filtration barrier）はどこに存在するの

であろうか．内皮細胞の fenestrae はアルブミン分子よりも

はるかに大きく，当初よりバリアーは基底膜ないしは上皮細

胞層に存在するものと考えられていた．

糸球体基底膜（glomerular basement membrane: GBM）は

type IV collagen による三次元的網目構造を主構造とし lam-

inin，entactin，nidogen，heparan sulfate-proteoglycan（HS-PG）

等の分子により構成されている．1960 年代から電子顕微鏡

で観察可能な物質を tracer として用いて filtration barrier の

存在部位が検討されている．ferritin や dextran を用いると，

lamina rara interna と lamina densa の境界部にこれらの tracer

の集積を認めることから，GBM に主たる barrier（main bar-

rier）が存在すると考えられてきた．

近年，上皮細胞の slit diaphragm に nephrin をはじめとす

る蛋白の透過性を制御する重要な分子群が次々に発見されて

いる．詳細は本誌他項にゆずるが，上皮細胞と slit diaphragm

が filtration barrier として重要な役割を果たしていることは

間違いない．

糸球体における main filtration barrier の所在部位が長年論

じられてきた．これまでは GBM が main barrier であるする

考えが主流であった．ところが，近年，上皮細胞及び slit

diaphragm の蛋白透過性制御における役割が判明し，上皮細

胞層こそが main barrier ではないかという認識もある．

糸球体濾過率を 140 l/day，血漿アルブミン濃度を 40 g/l と

すると，一日 5600 g のアルブミンが糸球体に負荷される．

後述するアルブミンのふるい係数 θ = 4 ～ 6 × 10−4 であるか

ら，濾過されるアルブミンは 5600 g × 4 × 10−4 = 2.24 g に過

ぎない．上皮細胞層が main barrier と仮定するとこれだけ大

量のアルブミンが内皮細胞層，GBM 内を通過していること

になる．糸球体係締壁を構成する 3 つの層，内皮細胞層，

GBM，上皮細胞層が協調的に機能して filtration barrier を構

成していると考えるべきではないだろうか 4）．

3.　2 つの濾過障壁：size barrier と charge barrier

糸球体係蹄壁には前述したように，透過する物質の大きさ

に基づく size selectivity あるいは size barrier が存在する．分

子量とも相関するがより正確には溶液中における物質の有効

径（Einstein-Stokes radius: ESR）と相関する．ある物質がど

の程度，糸球体で透過されるかを表す指標として，ふるい係

数 θ（sieving coefficient: CE）が用いられる．ある物質のふ

るい係数 θはボウマン嚢中濃度／血漿中濃度で示される．完

全に濾過される物質は θ = 1 であり，まったく濾過されない

物質では θ = 0 となる．また尿細管で吸収も分泌もされない

物質のふるい係数 θはその物質の fractional clearance と一致

する．

古くから各種サイズの dextran を probe として糸球体の

size barrier の大きさが検討されている．dextran では 48–

60 Å になると，全く濾過されなくなる（θ = 0）．ficoll を用い

てもほぼ同様で ESR45–52 Å 以下で濾過されなくなる．一方，

球状蛋白（globular protein）を用いると，糸球体に存在する

小孔の有効半径は小さく，37 あるいは 38 Å と推測される．

この様に用いる probe の種類によって異なる数値となる理由

は何であろうか．

糸球体での物質の透過は，分子のサイズ（有効経や分子量）

のみならず，形態や可塑性（flexibility），変形能（defromability）

によっても異なることが判明している．多糖類である

dextran や ficoll は球状蛋白と異なり flexibility が異なること

が示されている 3）．アルブミンは分子量約 69000，有効径は

約 36 Å である．アルブミンでは θ = 4 ～ 6 × 10−4 と小さく，

ほとんど濾過されない．従って，基底膜に物質を透過させる

小孔の存在を想定すると，その小孔半径は球状蛋白について

は約 36 Å 以下，多糖類については 45 Å 以下と考えられる．

糸球体係蹄壁では物質のサイズのみならず，荷電の状態に

よっても透過性が変化することが報告されている．これを

図 1 糸球体係締壁の構造

糸球体係締壁は内皮細胞（End），基底膜，上皮細胞（Pod）か

ら構成されており，いずれもが barrier 機能に寄与していると

考えられる．内皮細胞には fenestrae（矢印）が存在する．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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charge selectivity あるいは charge barrier と呼ぶ．charge bar-

rier の存在は荷電状態の異なる dextran の透過性を比較した

研究によって示された．すなわち同サイズの dextran であっ

ても，fractional clearance は陽性荷電 dextran > 中性荷電

dextran > 陰性荷電 dextran であることが示された．GBM 及

び上皮・内皮細胞膜は陰性に荷電していることが示されてい

る．一方アルブミンを代表とする血漿蛋白の多くが陰性に荷

電している．陰性荷電物質は糸球体毛細血管壁に存在する陰

性荷電との間に働く斥力によって濾過されにくいと考えられ

た．

多糖類 dextran を用いたこの実験には，その後，いくつか

の反論が提出された．dextran に陰性荷電を与えるために硫

酸基を付与している（sulfated dextran）が，硫酸化 dextran

は糸球体細胞に結合し処理されることが示された．さらに血

漿蛋白とも結合することも報告されている．また硫酸化以外

の方法で陰性荷電化された dextran と中性 dextran との間に

透過性の相違がないことも報告されている．ficoll について

も同様の報告があり，少なくとも大分子量の多糖類の透過性

については，分子量と三次元構造の影響が荷電の影響よりも

大きいと考えられる．

しかしながら，蛋白を tracer に用いた研究により charge

barrier の存在が再確認された．陰性荷電 horseradish peroxi-

dase（HRP）（等電点 isoelectric point：pI < 4.0）は中性荷電

HRP（pI 7.3–7.5）と比較して透過性が約 11％に減少し，逆

に陽性荷電 HRP（pI 8.4–9.2）は中性荷電 HRP に比較して透

過性が約 7 倍増大することが示された．native（陰性荷電）

アルブミンと陽性荷電アルブミンとの間にも透過性が約 3 倍

異なることも報告された．同様に荷電状態によって透過性が

異なることは，IgG や LDH などの蛋白においても証明され

ている．

糸球体には細胞外基質成分としてプロテオグリカン（pro-

teoglycan: PG） が 存 在 す る．PG は core protein と gly-

cosaminoglycan（GAG）鎖から構成されている．メサンジウ

ム 基 質 に は chondroitin sulfate-PG が 存 在 し，GBM に は

heparan sulfate-PG（HS-PG）が存在することが Kanwar らに

より発見された．GAG 鎖には陰性に荷電した硫酸基が多数

存在するために PG 分子は強く陰性に荷電している．GBM

の陰性荷電は HS-PG の存在によって付与されていることが

示されている．

大量の血漿を常時効率良く濾過するためには，GBM に存

在する微細な pore の目詰まりを防ぐ必要がある．Kanwar は

限外濾過膜を用いた hollow fiber の製造過程で高い濾過機能

を維持するために膜構造に陰性荷電を付与していることに着

目した 5）．この事実から着想を得て GBM に同様の陰性荷電

分子が存在するのではないかと考え，GAG の発見に至った

という．陰性に荷電した GAG は GBM に親水性を付与し，

GBM 内に水分子を保持させる．GBM を hydrated gel matrix

とみたてたわけである．これによって GBM の微細 pore 内

に血漿蛋白が目詰まり（clogging）することを防ぎ，濾過率

の低下を阻止していると推測した．HS-PG の発見者である

Kanwar は，陰性荷電を担う HS-PG を anti-clogging 因子とし

て位置づけたわけである．その後 GBM の陰性荷電を減少さ

せると pore size の減少（collapse）が随伴することも示され

ている．

4.　糸球体係蹄壁におけるプロテオグリカン

糸球体における HS-PG の含量は少なく，HS-PG 分子の同

定には長時間を要した．最初に分離同定されたのが perlecan

である．perlecan は当初 EHS 腫瘍細胞から発見され，糸球

体にも存在することが示された．ヒト cDNA 配列から core

protein の分子量は 467 kD と推定された．糸球体で発見され

た最初の HS-PG としてその機能，とりわけ charge selectivity

や蛋白尿における役割が注目された．しかしながら，

perlecan の GAG 鎖を欠損する遺伝子改変動物においても蛋

白尿は認められず，perlecan は蛋白透過性の制御には重要な

役割を果たしていないことが示された 4）．

その後，糸球体に存在する HS-PG として agrin，type

XVIII collagen が同定された．ヒト cDNA 配列から agrin，

type XVIII collagen の core protein の分子量は各々，212 kD,

180 kD であることが示されている．core protein に対する抗

体を用いた免疫組織学的検討では，perlecan，type XVIII

collagen は主としてメサンジウム領域に存在し，agrin が主

として GBM に存在することが示された．存在部位，分子量

からみると，〔35S〕sulfate で GAG 鎖が最も高率にラベルさ

れる，すなわち最も多くの硫酸基を有する糸球体 HS-PG は

agrin である可能性がある．

これらのプロテオグリカン類は，GBM のみならず上皮・

内皮細胞の細胞膜，内皮細胞層の fenestrae 内にも存在する

ことが判明し，後述する glycocalyx を構成する重要分子群と

して再認識されるに至った．

5.　2-フォトンレーザー顕微鏡を用いた解析

2-フォトンレーザー顕微鏡では，通常の蛍光顕微鏡と比し

て励起波長が短く光毒性が低いため，生体臓器の深部まで低

侵襲性に長時間観察可能である．時間・空間分解能が高く，

蛍光標識した小分子の生体内挙動が 3 次元的に動画で記録可

能である 6）．

従来からの形態学的解析は摘出標本を用いてなされてき

た．臓器摘出，固定，組織標本作製の各過程で様々な修飾が

生じ，生体内での真の姿から解離する可能性を回避すること

ができなかった．生体内での事象を「その現場で」「ありの

まま」観察，解析できることが最良であることは自明である．

2-フォトンレーザー顕微鏡を用いることで，生体内でリアル

タイムで生じている生命現象を低侵襲で捉えることができる

ようになり，この分野の研究は画期的に進歩したといえる．

本法を利用して，生体腎において微小血流，濾過状態をリ

アルタイムで可視化解析するイメージング技術の開発に成功

した 7）．2-フォトンレーザー顕微鏡で観察するには，蛍光標

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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識プローブを使用することになる．fluorescein isothiocyanate

（FITC）標識分子量 500 kD dextran で血流を可視化した．本

法では観察深度を連続的に変化させ，得られた画像を重積し，

生体糸球体の 3 次元立体構造を再構築することが可能であ

る．その様にして得られた正常ラットの糸球体立体構築像を

示す（図 2）．また，ほぼ完全に濾過されるサイズの 3 kD

dextran（rhodamine 標識）で糸球体濾過，尿細管再吸収動態

を観察しえた．血管腔からボウマン嚢腔内への経時的な蛍光

強度の変化を測定することにより，観察下にある単一糸球体

の濾過率（single nephron glomerular filtration ratio: snGFR）

を測定可能である（図 3）．

6.　2-フォトンレーザー顕微鏡の病態解析への応用

本邦において血液透析や腎移植を必要とする末期腎不全患

者の数は増加の一途をたどっている．その原因は糖尿病と糖

尿病性腎症の増加にある．糖尿病性腎症は 1998 年以降，本邦

の腎不全の最大原因疾患となっている．糖尿病性腎症の発症

機序，とりわけ早期の指標であるアルブミン尿の発症機序を

解明すべく，2-フォトンレーザー顕微鏡技術の利用を試みた．

糸球体濾過率 GFR は糸球体内圧によって規定される．輸

入細動脈には，糸球体内圧を一定に維持するための機構（自

動調節能）が付与されている．これによって，糸球体内圧は

ほ ぼ 50 mmHg に 維 持 さ れ て い る．Brenner ら は micro-

puncture 法を用いて腎障害モデルにおいて糸球体内圧の上昇

（糸球体高血圧：glomerular hypertension）を見いだした．糸

球体高血圧は同時に糸球体過剰濾過（glomerular hyperfiltra-

tion）状態でもある．糸球体過剰濾過を反映して糸球体サイ

ズ自体も増大する（glomerular hypertrophy）．本来，糸球体

高血圧（= 糸球体過剰濾過）は GFR を維持しようとする適

応機転である．しかしながら，糸球体高血圧が一定期間持続

すると，次第に糸球体構築変化をもたらし，ついには糸球体

硬化に至る 8）．

自動調節能の破綻と糸球体高血圧のメカニズムは糖尿病モ

デルを用いて詳細に解析されている．高血糖下では近位尿細

管におけるブドウ糖再吸収が亢進するが，ブドウ糖-Na 共輸

送体を介するため，Na 再吸収も亢進する．結果として下流

に位置する緻密斑の NaCl 濃度が低下し tubulo-glomerular

feedback（TGF）機構を介して輸入細動脈血管抵抗が減弱す

る．また輸入細動脈における prostaglandin 産生の亢進，膜

電位依存性 Ca チャネルの機能異常が示されており，myo-

genic reaction の障害につながる 4）．糖尿病は低レニン状態で

あるが，腎組織の組織 RAS 系はむしろ亢進していると考え

られている．アンジオテシン II（AII）により輸出細動脈血

管抵抗がより強く増強するために，糸球体内圧の上昇をもた

らす．

インスリンは近位尿細管における Na 再吸収亢進を介して

TGF を増強する．またインスリン抵抗性は輸出細動脈の拡

張能を障害することも示されている．腎交感神経系の活性化

は腎・糸球体血流量を減少させるが，一定レベルの交感神経

活性化は輸出細動脈血管抵抗を増強し，糸球体内圧を上昇さ

せることが報告されている．

糖尿病モデルとしてラットストレプトゾトシン誘導糖尿病

（STZ-DM）モデルを作成し 2-フォトンレーザー顕微鏡を利

用して腎内微小循環，係蹄壁における透過性変化の解析を試

みた．

10 週目になると STZ-DM 群では糸球体肥大を認めたが，

同時に糸球体間のサイズの heterogeneity が大きくなり，糖

尿病における糸球体肥大は一様でないことが明らかとなっ

た．個々の糸球体の構造にも顕著な変化が認められた．毛細

図 2 ラット糸球体 3 次元構築

SD ラットに FITC 標識分子量 500 kD dextran を経静脈的に投

与し血流を可視化，2-フォトンレーザー顕微鏡で観察した．観

察深度を連続的に変化させ，得られた画像を重積し，ラット生

体糸球体（G）の3次元立体構造を再構築することが可能である．

PTC：傍尿細管毛細血管

ラット腎における糸球体濾過の可視化

FITC 標識分子量 500 kD dextran 糸球体血流を可視化し，その後，3 kD dextran（rhodamine 標識）で糸球体濾過を可視化観察した．

血管腔からボウマン嚢腔内へ経時的に rhodamine 標識 3 kD dextran が漏出される様子を観察することができる．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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血管内腔径の均一性が失われ，部分的な拡張部位を各所に認

めるようになった．また輸入細動脈経の増大と輸出細動脈経

の縮小傾向も観察することができた（図 4）．これらは通常

の固定した組織標本からは得られなかった知見である．

次いで，糸球体係蹄壁における大分子量物質の透過性変化

を本法を用いて解析した．まず分子量 40 kD の texas red 標

識 dextranと分子量 500 kDのFITC標識 dextranを灌流し各々

の透過性変化を解析した．正常ラット腎では赤色の texas

red 標識 dextran の糸球体毛細血管外への漏出は確認できな

いが，一方，STZ-DM ではボウマン嚢腔内への著しい漏出が

認められた．糖尿病では早期から毛細血管透過性が亢進し，

分子量 40 kD の macromolecule の過剰濾過が出現しているこ

とが，2-フォトンレーザー顕微鏡による観察により明確に示

された（図 5）．

7. 糸球体内皮細胞（機能）障害とアルブミン尿：glyco-
calyx の関与

糸球体内皮細胞は有窓性内皮細胞（fenestrated endotheli-

um）であり，アルブミン程度の maclemolecule は容易に通

過し，濾過障壁への寄与は少ないものと考えられていた．し

かしながら，糸球体内皮細胞も濾過障壁として一定の役割を

果たしていることが明らかになってきた 9,10）．

真核細胞，原核細胞共に細胞表面には glycocalyx と総称さ

れる layer が存在する．glycocalyx は糖蛋白，糖脂質，プロ

テオグリカンなどから構成される．内細胞表層にも glycoca-

lyx が存在し，endothelial surface layer（ESL）とも呼称される．

腎糸球体内皮細胞表面及び fenestra 内にも glycocalyx 層が存

在することが示されている．colloidal lanthanum を用いて電

子顕微鏡で観察すると糸球体内皮表層は 60–200 nm の glyco-

calyx 層で被覆されていることが示された．Glycocalyx 層は

lectin を用いても検出可能である．WGA lectin を用いて糸球

体係蹄壁の glycocalyx 層を可視化検出した．

肥満，耐糖能障害，高血圧を呈し，メタボリックシンドロー

ムモデルとされる Zucker fatty rat を用い glycocalyx 層の変化

を解析した 11）．18 週齢の同ラットでは対照群と比較して有

意なアルブミン尿を認める．この時期において glycocalyx 層

の減少を認めた（図 6）．さらに 2-フォトンレーザー顕微鏡

を用いて in vivo で観察すると，Zucker fatty rat では肥大した

糸球体から，40 kD dextran の著しい漏出が観察された．ア

ンジオテンシンⅡ受容体拮抗薬（angiotensin receptor block-

er: ARB）は臨床的にも強いアルブミン尿減少作用が示され

ている薬剤である．ARB を用いると大分子量の dextran の漏

出を著明に抑制することが，生体において確認された（図 7）．

図 4 ラット糖尿病モデルにおける糸球体形態変化

SD ラットに STZ を投与し糖尿病モデルを作成した．FITC 標

識分子量500 kD dextran糸球体血流を可視化し，2-フォトンレー

ザー顕微鏡で観察した．対照群（A）と比較して，5 週目の早

期から糖尿病群（B）で糸球体肥大を認める．輸入細動脈（Af）
と輸出細動脈（Ef）の長径変化を評価することもできる．

図 5　ラット糖尿病モデルにおける糸球体係締壁の透過性変化

分子量 500 kD の FITC 標識 dextran で血流を可視化し，分子量 40 kD の texas red 標識 dextran を投与した．正常ラット腎（A）
では赤色の texas red 標識 dextran の糸球体毛細血管外への漏出は確認できないが，一方，STZ 糖尿病（B）ではボウマン嚢腔

内への著しい漏出が認められた．糖尿病では早期から毛細血管透過性が亢進し，分子量 40 kD の macromolecule の過剰濾過が

出現していることが，2-フォトンレーザー顕微鏡による観察により示された．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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8.　活性酸素種と一酸化窒素（NO）の可視化

既述した一連の結果から，アルブミン尿と糸球体内皮障害

との関連が示唆された．内皮細胞は多彩は機能を有している

が，一酸化窒素（Nitric Oxide: NO）産生はその中核をなし

ている．NO は血管平滑筋細胞に作用して血管の tonus を調

整している．糖尿病，メタボリックシンドロームモデルにお

いて糸球体内皮細胞における NO 産生異常・NO bioavailabili-

ty 低下が生じており，NO 産生酵素（endothelial NO syn-

thetase: eNOS）の機能異常（uncoupling）が関与することが

示された．CKD では糸球体内において主として NAD（P）

H oxidase 活性化に由来する活性酸素種（reactive oxygen

species: ROS）産生過剰状態があり，そのために eNOS の補

酵素である BH4 が酸化・減少するためである 12～14）．

この様に ROS，NO の腎疾患病態形成上の関与は以前より

認識されていた．しかしながら，①両者とも半減期が短命な

非ペプチド性小分子であり実体検出が困難である，② ROS，

NO 共に両義的存在であり，生理機能伝達を介して内皮機能

維持に必須でありながら，過量産生により細胞障害因子とし

ても働く，③両者は相互に反応し，消去，増強（ONOO-形

成等）する関係にある，以上の理由から病態形成上の正確な

意義づけが困難であった．

従って，ROS，NO の病態形成上の真の意義を知るために

は，①両者の実体を同時に直接検出し，②組織変化の推移と

ともに両者の消長を検討し，③ ROS，NO 不均衡是正による

病態改善を評価する，必要がある．

私共はこれを可能にする，ROS，NO 両者を同時に組織上

で検出しうる方法（in situ 可視化法）を開発しえた．細胞内

で活性酸素と反応し緑色蛍光を発する Dichlorofluorescein-

diacetate（DCFH-DA），及び一酸化窒素と反応し，赤色蛍光

を発する Diaminorhodamine-4M（DAR-4M）を用いる．両者

及び一定濃度 Ca イオン，L-Arginine を含む灌流液をラット

心腔内より微量ポンプにより投与する．摘出腎スライスを共

焦点レーザー顕微鏡で異なる波長下で観察すると ROS，NO

を可視化し検出する事が可能である（図 8）．
本法を用いて，糖尿病，高血圧などの各種疾患モデル動物

の腎内血管系における ROS，NO の産生変化を可視化検討し

た．共通して腎内微小血管系（糸球体を含む）において

ROS の産生亢進と NO の低下，両者の不均衡を認めた．

9.　終わりに

2-フォトンレーザー顕微鏡を用いた最新のイメージング技

術を駆使することで，世界に先駆けて生体動物において疾患

図 6 ラット糸球体における Glycocalyx
ラット腎糸球体における glycocalyxの局在を colloidal lanthanum
と電子顕微鏡を用いて検出した．対象群である Zucker lean rat
（A）では糸球体上皮細胞表層，基底膜さらに内皮細胞表層，

fenestrae 内に glycocalyx を認める（矢印）．メタボリックシン

ドロームモデルである Zucker fatty rat（B）を用い glycocalyx
層の変化を解析した．18 週齢の同ラットでは対照群と比較し

て有意なアルブミン尿を認める．この時期において内皮側の

glycocalyx 層の減少を認めた．Scale bar: 1 μm

図 7　薬物投与による過剰濾過改善作用

Zucker fatty rat では，40 kD の大分子量 FITC 標識 dextran が肥大した糸球体から濾過される（A）．ARB 投与によりこの大分

子量物質の過剰濾過は著しく抑制される（B）．この技術を利用することで，生体腎で各種薬剤の過剰濾過改善作用を直接，

リアルタイムで検証することができる．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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腎における微小循環変化，透過性変化を可視化することに成

功した．生体における微小血行動態変化を動的に解析しうる

この技術は，腎臓のみならず，他の臓器障害の基盤病態を解

明する上でも大きく貢献しうるものとして期待される．
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図 8　腎組織における一酸化窒素（NO）及び活性酸素種（ROS）
の可視化

細胞内で活性酸素と反応し緑色蛍光を発するDichlorofluorescein-
diacetate（DCFH-DA），及び一酸化窒素と反応し，赤色蛍光

を発する Diaminorhodamine-4M（DAR-4M）を用い，摘出腎ス

ライスを共焦点レーザー顕微鏡で異なる波長下で観察すると

ROS，NO を可視化し検出する事が可能である．対象群である

正常血圧を呈する Dahl salt resistant rat では，腎組織に有意な

酸化ストレスを認めない（A）．また腎内小血管の血管壁及び

糸球体に十分な量の NO を検出する（C）．一方，高血圧を発

症した Dahl salt sensitive rat1 では，腎内小血管，糸球体にお

いて強い酸化ストレスを認める（B）．これとは逆に本来 NO
を検出すべき，血管壁，糸球体において NO の有意な存在を検

出できなかった．A と C，B と D はそれぞれ同一組織である．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】




