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Bl o o d fl o w i n th e m i c r o v a s c ul at u r e pl ay s a p iv ot al r ol e in d et e r m i ni n g th e o ut c o m e ofi nj u ry a n d

r e p ai r in in fl a m e d tis s u e of kid n e y c o m p o s e d of t u b ul oin t e r stitiu m a n d gl o m e ru 1i . W e a n aly z ed

h e m o d y n a m i c e v e nt s 山at o c c u 汀 e d in vi v o d u rin g m ic r o v a s c ul a r r e g e n e r ati o n f oll o w i n g d e st r u c
-

ti o n of gl o m e ru 1 ar c apill a rie s
,

u sin g an i nt r a vit al m i c r o s c o p e e q uip p e d w ith r e al - ti m e c o n fo c al

l a s e r - s c a n ni n g m i c r o s c o p e ( CI , S M ) i n c o m bi n ati o n w ith a hi gh - sp e e d C C D vi d e o c a m e r a .

M e s a n g
.

i o 帥 c l e si o n s l e a di n g t o m i c r o a n e u I γS m S W e r e i n d u c ed by th e inj e cti o n of a nti - T hy - 1 .1

a n tib o dy . O n d a y s 3 a n d 7 aft e r a ntib o dy i nj e cti o n , FI T C I l a b el ed d e xt r an a n d FI T C - l ab el e d r ed

bl o o d c ell s ( R B C s) w e r e inj e ct e d in o rd e r t o m e a s u r e v e s s el di a m e t e r of m i c r o v a s c ul at u r e s a n d

bl o o d fl o w . T h e R B C v el o citi e s of in t e rt u b ul a r c a pill a ry w e r e 1 04 9 .6 ± 2 6 3 .5
F
L m / s e c a n d 1 1 3 6 .9 ±

2 2 0 . 9 FL m / s e c o n d ay s 3 , a n d 7 ofth e dis e a s e
,
r e sp e cti v ely . T h e dia m et e r s o f in t e rt u b ul a r c a pill a r -

i e s w e r e 7 ･8 9 ± 0 ･5 9 F
L m a n d 8 .0 7 ± 0 .9 5 FL m , r e sp e cti v ely . O n d ay 3 ,

th e s e v al u e s w e r e si m il a r

t o th o s e in u nt r e at e d g r o u p . Bl o o d fl o w in t r at u b ul a r c a p ill a ri e s w a s n o t r et a rd e d d u rin g r e c o v e ry
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fr o m th e gl o m e ru 1 a r i nj u ry .

T h e n o ni n v a si v e p r o c e d u r e
,
u sin g C I , S M

,
all o w e d u s t o e x a m in e th r e e - di m e n si o n al y h e m o d y -

n a m i c e v e nt s in in t e rt u b ul a r c apill a ry a s w ell a s gl o m e ru 1 u s at th e c ell ul ar 1 e v el .
It i s u s e fu l f o r

e sti m ati n g h e m o d y n a m i c r e s p o n s e a n d m ic r o v a s c ul a r r e g e n e r ati o n in 山b ul oi n t e r stiti u m a n d

gl o m e m l u s a s w ell
,
a n d m a y b e p r o m isi n g f o r clin i c al ap plic ati o n .

E e y w o r d s: c o n f o c all a s e r - s c a n n l n g m ic r o s c o p e

c a pill a ry ,
th r e e - di m e n si o n

は じ め に

腎疾患 の 発症 ･ 進展機序を 明らか にする上 で ,

尿細管 ･ 問質を含め た 腎微小循環系における血行

動態 を解析する こ と は重要で ある . な ぜ ならば生

来の 臓器 で あれ, 移植され た臓器で あれ, 微小 循

環系の 障害が臓器死 に至 る過程 の 第
一

段階と して

作動 して い る と考えられ, 炎症 の起点 であ る血管

透過性元進, 炎症性細胞浸潤の 最前線となる の が

微小血管だか ら で ある . しか し
,

これまで技術的

な問題 か ら実時 間的 に生体内微小血管系 の 血行動

態を観察する の は 困難 であ っ た .

一

般 に生体組織

内の 蛍光標識物を観察する場合, 深さの 異な る部

位か ら発する蛍光が重 な っ て像が不鮮明に な っ て

しまう . 共焦 点光学系 で は
,

レ ー ザ ー 光 により試

料を ピ ン ポイ ン トで照明 し
, 観察点以外か ら の散

乱光を防ぎ蛍光標的物を捉える こ と がで きる . ま

た , 受光器 の 前に ピ ン ホ ー ル 窓を設置す る こ とに

より, 観察点 以外か らの 光をカ ッ ト し, 高い 分 解

能を得 る こ とが で きる . 私どもは共焦点 レ ー ザ ー

走 査顕微鏡 c o n f o r c al l a s e r - s c a n ni n g m i c r o s c o p e

( C I , S M ) と高 速度撮影 ビデオ カ メ ラ を組 み 合 わ

せ て , 腎糸球体毛細血管, 尿細管問質微小血管像,

及びそ こを流れる血流を リ ア ル タイ ム で観察, 解

析で きる研究を進 めて い る . 本論文で は
, 被膜直

下に糸球体毛細血管, 尿細管問質血管を直視で き

る M u ni c h W i st a r r at l) I 3) を用 い
, 腎炎時に お け

る尿細管血行動態を実時間型 レ ー ザ ー 走査顕微鏡

で観察 し
, 糸球体病変, 糸球体血行動態 との 関連

を解析した結果を報告する .

( C I , S M ) ,
m i c r o v a s c ul at u r e

,
i n t e rt u b ul a r

材料と方法

実験動物

実 験 動 物 は Si m o n s e n I 』b o r at o ri e s l n c . ( D a y

R o a d , Gil r o y , U S A) より購入 し た , 6 か ら 7 適齢

の 雌 の M u ni c h W i st a r r at を用 い た
.

腎炎惹起性モ ノ クロ ー ナル 抗体

腎炎惹起 に用 い た抗 ¶1 y - 1 .1 モ ノ ク ロ
-

ナ ル

抗体 ( m A b) 1 - 2 2
-

3 (Ig G) は ラ ッ ト の 糸球体

で 免役 した マ ウ ス より産生 され た 4)
. ⅠII A b は 2

,

6 , 1 0 , 14 - t et r a - m e 也ylp e n t a d e c a n e ( Sig m a , S t .,

I , o ui s
,
M O

,
U S A) で刺激した マ ウ ス の 腹水と して

産生 された . 腹水は 5 0 % s at u r a t e d a m m o n 卜 u m

s a u f at e で沈澱させ
, 2 日間 リ ン酸緩衝溶液 (P B S)

で透析 を行 い
,
I m m u n o gl o b u li n - ri c h 血

･

a c - ti o n を

得た .

実験デザイ ン

9 匹 の ラ ッ ト を 3 群 に分 けた . ( 1) 未 処置 群

( N - 3) . (2) 0 .5 m g の m A b 卜 22 - 3 を静注 し,

3 日後 に 屠乗賛し た 群 ( 3 日後群 . N - 3) . ( 3)

0 . 5 m g の m A b l - 22 - 3 を静注 し
,
7 日後 に屠殺 し

た群 (7 日後群 . N - 3) .

組織学的検査

m A b l - 22 - 3 を静注 した後,
3 日目, 7 日目に ラ

ッ トを屠殺した
. 光学顕微鏡用に腎臓の 一 部を 10 %

n e u t r al - b u fE e r e d fo rm ali n で固定 し
,

パ ラ フィ ン に

旬 埋 した
. 2 か ら 3 FL m の 厚 さの 切片を , p e rk) di c

a cid - s c hi ff ( P A S) と p e ri o di c a cid m eth e n a m i n e

sil v e r ( P A M ) 染色 した .

腎微小循環系の生体内観察

生体の 微小循環系 の 観察は
, 生体顕微鏡 によ る

実時間的観察法を用 い た .
これ は大 島らが開発 し

た
"

腹膜播種性腫癌モ デル
”

における微小血管動
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図 1 共焦点 レ
ー

ザ
ー

走査顕微鏡 (右) と 高

速冷却 C C D ビデオ カ メ ラ

態観察法 5) を応 用 して
, 共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡

( C S U - 10 : 横河電機) と 高速冷却 C C D ビデオ

カ メ ラ ( C 2 400 - 8 9 : 浜松 フ ォ ト ニ ク ス) を連結

さ せ た シ ス テ ム で あ る ( 図 1) . 円盤 ( N ip k o w

di sk : ニ ポウ板) に配 置 した 小さな孔 ( ピ ン ホ

ー ル) を通して レ ー ザ ー 光を当て
, 反射光ない し

発蛍光を高速回転 した ピ ン ホ
ー

ル を通して共焦点

像を得 る . そ の 際, 2 万個に お よぶ マ イ ク ロ レ ン

ズ を持 つ 円盤 も同様に回転させ
, 集光効率を高 め

て 1 00 0 フ レ ー ム/ 秒以 上 の 高速走 査 が 可能 と な

る . こう して得 られた フ レ ー ム を IC C D ビデオ カ

メ ラ で 捕らえ
, 解析 した .

M u ni c h W i st a r r at は thi o b u t a b a rbit al s o di u m

s alt (100 m g / E g) の腹腔 内注射にて麻酔した . 体

温 は ホ ッ ト パ ッ ドに より 3 7
o

C に保 っ た . 薬剤投

与用 に ポリ エ チ レ ン カ テ
ー

テ ル ( P E 5 0) を大腿

図 2 3 日後群 の 光学顕微鏡所見 ( P A S 染色
,

20 0 倍)

静脈 に挿入 した . 腎表面 の 微小循環観察の た め
,

麻酔し た ラ ッ ト の 左背側部 を切 開 し腎を露出さ

せ
,

動静脈を保 っ た まま C L S M 下 に静置 した . 管

臓 は温度 を 3 7
o

C に加 温 し た生理 食塩水 に浸 し,

こ の 状態 で 血行動態 が 安定する まで , 約 30 分待

っ て か ら観察した
.

糸球体微小血管系にお ける計測

血管径の計測

血 管 の 径 を 測 定 す る た め に F l u o r e s c e i n

l s o 也i o c y a n at e ( F 汀C) で ラ ベ ル した デキ ス ト ラ

ン ( FIT C - D x
,

m ol e c u l a r w eig h t 15 0
,
000; Sig m a

c h e m i c al C o .) を静注 し (lo n g/ m l
,
2 m l/ k g) ,

血

管を造影 した 6 ト 8)
. こ の 方法により血管内腔 が

蛍光造影さ れ
, 径を測定する こ とが で き る . 径は

ビデオ に記録された個々 の画像をノ ギス を用 い て

計測 した.

赤血球速度

赤血球速度 を計測するた め に FIT C で ラ ベ ル し

た 自己赤血球を静注 した
6)‾8)

. 要約する と, 実験

ラ ッ トからあらか じめ採取 した赤血球を1 m g / m l

FIT C ( IC N P h a r m a c e u ti c al l n c .

,
Cl e v el a n d , O H ,

U S A) を含む P B S (137 m m ol/ L N a Cl , 6 .4 m m ol/ L

N a 2 H P O 4 , 2 .7 m m ol/ L K C l
,
1 .5 m m ol/ L K H 2 P O

4
, p H 7 .8) 中で 反応させ た後, 結合 しなか っ た蛍

光色素を除去す るた め に, 1 % b o vi n e s e m m alb u -

m i n ( B S A ; Sig m a C h e m i c al C o .) を含む生理食塩
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図 3 共焦 レ ー

ザ
ー 顕微鏡を用 い た 問質の 血管像

a . 弱拡大 b . 強拡大

図 4 糸球体毛細血管東と 問質の 血管像

a . 未処置群 b . 3 日後群 c . 7 日後群

水で 2 回洗浄した
. 最終的 には H t 5 0 % に なるよ

う に 調整 して
, 体 重 1 k g あ た り 1 m l 静注 した が

,

概算上, 全赤血球 の 1 % が標識 される こ と にな る .

速度 に つ い て は
, 画像 の フ レ ー ム 毎の 解析に より,

同
一

の 赤血球が移動 した距離を時間で 割る こ と に

より求め た . ラ ッ ト 1 匹 に つ き 5 - 10 個 の 糸球

体 と その 周辺 の尿細管, 各 5 ケ所 に お ける微小血

管部位を 5 回計測した ( m e a n ± S D) .

統計学的処理

すべ て の 測 定値 は m e a n ± S D で 示 した . p 値



田中他 : 共焦点 レ
ー

ザ
ー

顕微鏡を同 い た腎微小循環動態 の 解析

表1 各部位 の 血管内径 ( 〃
m )

G n

末処置群 7 ･4 6 士0 ･6 0 * 7 ･9 3 ±1 1I 3 水 盤 寒

3 日後群 7 ･1 2 士0 ･6 3 * 8 3 1 1 4 ±3 9 ･4 5 2 ･6 5 士0 ･4 7 串 * 7 ･ 89 士0 ･5 9 氷 結 米

7 日後群 6 . 9 0 ±0 . 5 2 * 2 ･9 8 士0 ･0 5 * * 8 ･0 7 ±0 ･ 9 5 米 末 光

* * * * * *
; N S

} 1

G n; gl o 111 e r u) a r c a pi u a ri e s w it h n o r m al a p p e a r a Ⅰl C e

B ; m i c r o v e s s el s a r o u n d B o w m a n
†

s c ap s ul e

”; m i c r o a n e u ry s m

I; j nt e rt u b ul a r rrli c r o v e s s el

表 2 各部位 の 赤血球速度 (
∫
" m )

末処置群 4 1 7
･3 士粥 ･O l 18 4 ･6 土26 3 ･5 米 津

3 日後群 200 ･0 士1 88 ･ 8 * 1 0 4 9 ･ 6 士1 9 2 ･
7 策 米

7 日後群 2 1 7 .9 士1 9 3 ,6 * l1 3 6 ･ 9 j :22 0 ･ 9
* 米

*
; Sig nifi c a n tly r ed u c ed fr o m B of c o rlt f Ol( P < 0 ･0 5)

串*
; N S

B ; m i c r o v e s s el s a r o u n d B o w m a rl
f

s c a p s ul e

I; i nt e rt tlb Lll a r r ni c r o v e s s e]

が 0 .05 以下を有意と した .

結 果

組織学的所 見 : すで に報 告 の あ る通 り
9) I l l)

,

3 日後群 は空胞変性を含む著名な メ サ ン ギウ ム 融

解 がみ と め られ たが
, 尿細管問質は異常所見 が無

い ( 図 2) . 7 日後群 で は微 小動脈癌 は殆 どなく ,

分節状に メ サ ン ギウ ム細胞 の 増殖と マ トリ ッ ク ス

の 増加が み と め られ る の みで , 問質にも著変はみ

とめ られなか っ た
.

尿細管問質血管の 観察

園 3 に未処置群 の 尿細管 問質血 管 の C I ,S M に

よる像を示 した . 尿細管毛細血管 は分枝が つ な が

2 0 5

りあ い 網目状に流れて い る こ と が わか る .
こ の 部

位の 速度は 11 84 .6 ± 263 .5 /∠ m / s e c であ っ た ･

血管径の測定

表1 に
, 各部位 の 血管内径を示 す. 末処置群で

は 糸球体 血 管7 .46 ± 0 .6
′
" m

, 問質微小血 管 :

7 .93 ± 1 .1 4 〃 m
,
3 日後群で は糸球体血管7 ･1 2 ±

0 .63 〃 m
, 問質微小血管 : 7 .89 ± 0 ･95

′
" m で あ っ

た . 微小動 脈癌 の 径 は最 大径 を計測 し
,
83 .14 ±

39 .5 4 〃 m で あ っ た . 7 日群 で は 糸球 体 血 管束

6 .9 ± 0 .52 F L m , 問質微小血 管 : 8 ･07 ± O 195 F L m

で あり, 糸球体血管, 問質微小血管径は 3 日後群,

7 日後群とも未処置群と有意差 はみ とめられ なか

っ た .
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尿 細管問質赤血球速度

図 4 a は未処置群 の 糸球体と
,

その 周 囲の 毛細

血管像であ る . 未処置群 の ボ ー

マ ン 嚢周囲の 血流

速度 は 41 7 .3 ± 89 .O i l m / s e e
, 尿細管微小血管 の

血流速度 は 11 84 .6 ± 26 3 .5 〃 m / s e c で あ っ た . 図

4 b に 3 日後群 の 糸球体周辺 の 像を示 し た . 微小

動 脈 癌 に 接 し た ボ ー マ ン 嚢周 囲の 血流速度 は
,

2 00 .0 ± 1 88 .8 /∠ m / s e c と低下 して い た . 尿細管微

小 血管の 血流速度 は 104 9 .6 ± 2 63 .5 / メ m / s e c で あ

っ た . 7 日群で は明らか な微小動 脈癌は 認め られ

ず ( 図 4 c) , 再生血 管と 思われる微小 血管像 (壁

不整 など) が み られ た . こ の 部位 で は赤血球流

量 ･ 速度 と も低下 して い た . ボ ー マ ン嚢周囲の 血

流速度 も 217 .9 ± 19 3 .6 〃 m / s e c と
, 未処置群と比

較 して有意 に抑制 が み と め られた が, 尿細管微小

血管の 血流速度 は 113 6 .9 ± 220 .9 FL m / s e c と保た

れて い た
.

考 察

腎は尿細管系 と血管系が密に連関 した独特な構

造 を取 り, 単位時間当た りの 血流量も多く
,
虚 血

変化, 炎症変化が 起 き易 い 臓器 で ある . B o bl e ら

は 腎機能の 低下 は必ずしも糸球体硬化の 程度と平

行 せず,
む しろ 問質病変, 傍尿細管微小 血管量 と

相 関す る 事 を報告 し た 12)
.

こ の 事 か ら も尿 細管

問質微小血管の 生理 的 ･ 病理 的状態 における機能

の 重要性は 明ら か と い え る .
しか し

, 糸球体微小

血管, 問質微小血管の 血行動態 を検索する には技

術的な問題 点が多く, 臨床的応 用可能な検査手技

に は限界 があ る . 今回, 私ども は腎臓表面 か ら非

観血的 に微小血管造影が可能な実時間型共焦点 レ

ー ザ ー 顕微鏡 ･ ビデオ撮影装置の 実用性に つ い て

検討した .

抗 メ サ ン ギ ウ ム 細胞 抗体を投与して 惹起 した

T h y - 1 腎炎 で は
, 初期 に糸球体微小 動脈 痛 が生

じ
,

その 部位で は血 流が停滞 し
,

ま た
, 動脈癌 に

庄排された ボ ー

マ ン嚢周 囲血管も血流が低下 して

い た . 病日 7 日目 の 糸球体微小血管再生時に も血

管壁不整 が残存 し
, 庄排が解除されて い る はずの

ボ ー マ ン嚢周囲血管でも血行動態 の 変化が生 じて

い た
.

生体 腎の微小循環系解析法と して は
,

マ イ ク ロ

パ ン ク チ ャ
ー 法 が よく知 ら れて い る

1 3)
.

マ イ ク

ロ ピ ペ ッ トを尿細管, 微小血管に穿刺 して
, 試料

の 注入や 内圧 の 変化を測定する . こ の 手法も被膜

直下 に糸球体を直視で きる M u ni c h W i st a r r at な

どを用 い なくて はなら ない
. 水腎症モ デル 14) ‾ 17)

も有名で あ る . 尿管を結紫 し
, 尿細管を壊死 , 吸

収さ せ て 血管系を顕著に して行 う実験で ある が ,

尿細管糸球体 フ ィ
ー

ド バ ッ ク反応など の 細胞相互

作 用 を解析す る に は非 生理 的 な モ デ ル と い えよ

う . N a v a r ら が 開発 した多く の 血 管を結紫 し
, 管

を縦切開 して腎孟被膜下 の 皮髄境界部位の ネ フ ロ

ン を残す手術標本 は
18)

,

一

種 の ス ライ ス 標本と

して糸球体の部位特異性, 尿細管と の 相互作用を

解析する上で有用 な方法で ある が
, 術法 の 困難 さ

に 問題 があ る . 伊藤ら の グ ル
ー プは

, 輸入 ･ 輸出

動脈 , 尿細管が付着 した単離糸球体 を作製して濯

流する こ と により尿細管糸球体フ ィ
ー ド バ ッ ク反

応 を含め た糸球体微小循環系 に つ い て解析して き

た 1 9)
.

こ の 方法 は傍糸球体領域 に お ける細 胞 間

相互作用を解析する上で 大変有用で あ る . 内視鏡

を用 い た生体 の 実時間的観察法 も開発 されて き て

い る 2 0)
. フ ァ イ バ ー ス コ ー プ の 先 端に ニ ー ド ル

型また は ペ ン シ ル型 の レ ン ズ を装着した内視鏡的

な シ ス テ ム で の 解析方法で ある .
ヒ ト へ の応 用も

可能で ある が深部の 糸球体などに ア ク セ ス する と

き に , カ メ ラ部先端 の 直径 が 1 m m 以下 と は い え

腎皮質に挿入する た め非侵襲的で は ない 点に 問題

があ る . 筆者らは
, 大島ら が開発 した

``

腹膜播種

性腫 癌 モ デ ル
”

に お け る微小 血管動 態観 察法 5)

を応 用 して
, 共焦 点 レ ー ザ ー 顕 微鏡 と高 速冷 却

C C D ビデオ カ メ ラ を連結 した シ ス テ ム を用 い て

い る . こ の 方法 だと尿細管問質血管を含め た 腎微

小循環動態を非侵襲的に検索で きる . さらに
, 管

だけに と どまらず他臓器 , 組織に お ける微小循環

系の 病態生理 機能解析 に も貢献する こ と が で き

る . 移植臓器 を含め た臓器微小循環系障害の発症,

進行 の診 断, 血管新 (再) 生 の 検索, 微小循環系

に対する薬剤作用の 解析に投立 つ と予想 され, 今

後の 光学系機械技術の 進歩が期待される .
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結 請

血管再生 により, 光顕上, 正常化 して み え る血

管も血行動態を三 次元的に リ ア ル タイ ム で解析す

る こ と により, 糸球体毛細血管, 尿細管問質血管

再生 が完成 し た か否か を検討する こ と が で き る .

機能再生 の 面か ら糸球体血行動態 の 解析は重要で

あ るが , 同時に尿細管問質血管の評価も重要で あ

る と考 え られた .
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