
　慢性腎臓病は，その進行により腎臓低酸素を誘発し，ま
た腎臓低酸素は慢性腎臓病の進行を促進する1, 2）。特に近
年，慢性腎臓病においては，低酸素の存在に比して相対的
に低酸素に対する細胞応答が不十分であるという報告があ
り，このため低酸素と，低酸素に対する細胞応答を区別し
て計測する必要があることが認識され始めた 3, 4）。低酸素
の計測については，その検出方法は複数存在しているもの
の，腎臓領域のみならず悪性腫瘍などの他領域も含めて，
新たな手法の必要性が叫ばれてきた。既存の低酸素検出法
には，生体内の酸素検出法としては，微小電極などの酸化
還元反応を利用したもの，blood oxygen level dependent MRI 

（BOLD-MRI）など酸素とヘモグロビンの結合を利用したも
の，低酸素応答因子の水酸化など酸素分子を酵素反応の基
質として用いる反応の観測などがあげられるが，これらの
手法は測定対象や空間解像度に問題があり，慢性腎臓病に
おける低酸素の出現・進展メカニズムを精緻に描出するに
は新たな手法の開発が必要である。

　本研究では，りん光に着目し酸素状態の定量化を行っ
た。りん光は，近年では工業的には有機 EL （electro-lumi-

nescence）などに用いられている 5）。りん光は，三重項励起
状態から発する発光現象と定義され，類似した発光現象に
蛍光がある。その詳細を図 1に示す。
　蛍光物質およびりん光物質は，励起光などによる刺激で
一重項励起状態に移行する。一重項励起状態から発せられ
る光を蛍光と呼称する。一部の分子は一重項励起状態から
三重項励起状態に移行することができ，三重項励起状態か
ら発せられる光がりん光と定義される。三重項励起状態の
分子は，りん光を発する以外に，酸素分子の衝突によりそ
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図 1　蛍光とりん光
基底状態の分子は，励起エネルギーにより一重項励起
状態に移行し，一重項励起状態から蛍光を発し基底状
態に戻ることができる。一部の物質は，一重項励起状
態から三重項励起状態に移行することができ，この三
重項励起状態の分子はりん光を発するほか，酸素分子
の衝突によりその基底状態に戻ることができる。この
ため，りん光の強度・寿命は酸素分子の濃度に依存し
変化する。
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の励起エネルギーを酸素分子に譲与して基底状態に戻るこ
とができる。りん光の寿命はすなわち三重項励起状態の分
子の寿命と考えてよいが，酸素が多いほど三重項励起状態
の分子に酸素分子が衝突し，その励起エネルギーを失わせ
るため，りん光寿命は酸素が多いほど短縮する6）。また，
一般に光の強度はその寿命に比例するため，寿命のみでな
くりん光強度も酸素濃度と逆相関する。このため，りん光
強度を用いて酸素状態を推定することも可能である。本研
究においてはマウス腎臓を対象にするため，りん光寿命測
定は特殊な機器を必要とする一方，色素の濃度に依存しな
い結果を示すため，生体内での色素濃度が一定でないこと
を考慮し，りん光寿命を測定することで腎臓の酸素状態を
評価することとした。
　本研究では，りん光色素として BTPDM1を使用した。こ
のりん光色素は群馬大学大学院理工学府にて開発された色
素であり，これまでに悪性腫瘍の低酸素イメージングに活
用され，また腎臓への分布が多いことが証明されていたも
のである7, 8）。BTPDM1はマウスに対して全身投与すると，
腎臓においては尿細管によく分布していた。このため，腎
表面から観測されるりん光は尿細管の酸素分圧を反映して
いると考えられ，この手法を用いることで腎の低酸素の定
量的評価が必要となった。しかしこの手法は，定量性には
優れているものの解像度を有しておらず，腎臓の低酸素に

ついて新たな知見を得るには不十分であった 9）。

　前述の問題点を解決すべく，BTPDM1投与後の腎臓にお
いて，りん光寿命イメージング顕微法 （phosphorescence 

lifetime imaging microscopy : PLIM）を行う手法を開発した。
りん光は蛍光と類似する発光現象であるため，基本的には
蛍光寿命イメージング顕微法（fluorescence lifetime imaging 

microscopy : FLIM）と同様ではあるが，一般的にりん光は
蛍光と比して寿命が著しく長く，本研究においても腎臓の
自家蛍光を含めた蛍光はナノ秒オーダーであったのに対し
て，BTPDM1のりん光寿命はマイクロ秒オーダーである。
したがって，1枚の PLIM画像を取得するには 1分程度の
時間が必要であり，その間マウスの呼吸，心拍，体動の影
響を受けない撮影法を開発することが必要であった。倒立
顕微鏡とスライドグラスチャンバーを用いた撮影を行うこ
とでこの問題を解決し，BTPDM1を用いたりん光寿命イ
メージング画像を取得した結果が図 2である 10）。
　驚くべきことに，尿細管（腎表面から 10 μmという深度
を考慮するとすべて近位尿細管と考えられる）においては，
りん光寿命の短い 1群と，長い 1群が存在する，すなわち
酸素分圧により近位尿細管が 2群に分けられることが明ら
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図 2　腎表面におけるりん光イメージング顕微法画像
BTPDM1を用いたりん光イメージング画像（a），Lycopersicon esculentum （Tomato） lectinを用いた血管標識画像（b），および結
合画像（c）。腎表面から 10μm程度の深さの部位を撮影している。りん光寿命の長い（=低酸素の）尿細管と，りん光寿命の短い（=
高酸素の）尿細管が存在することがわかる。
PLIM：phosphorescence lifetime imaging microscopy，FLIM：fluorescence lifetime imaging microscopy

（vascular staining）
Tomato-lectin 1,000～3,000μs

MergedFLIMPLIM×40

a b c



かになった。次に，この酸素分圧の異なる 2群の特性を確
認するため，糸球体から濾過され排泄される色素を追跡し
たところ，まず，りん光寿命の短い尿細管を通過し，その
後りん光寿命の長い尿細管を通過することが明らかになっ
た。尿中色素の通過の順に S1セグメント，S2セグメント
であると解釈でき，また，培養細胞を用いてりん光寿命と
酸素分圧の検量線を作成し，生体での結果に外挿すること
で，S1セグメントの酸素分圧は 51 mmHg，S2セグメント
の酸素分圧は 41 mmHgと換算された。これらの結果は，針
電極法を用いた過去の腎皮質の酸素分圧測定結果と乖離は
みられず，妥当と解釈できる 11, 12）。

　本研究は腎臓における特殊な酸素勾配を示すことができ
た一方，さまざまな今後の課題を有している。慢性腎臓病
の研究としては，疾患により酸素勾配がどのように変化す
るかを描出する必要があるが，BTPDM1がアルブミン結合
性を有するため，アルブミン尿を呈するモデルでは尿細管
細胞を精密に描出することができず，本法では酸素分圧を
推定することができない。また，S1セグメントと S2セグ
メントの酸素分圧の差異のメカニズムについても今後解明
が必要であり，その詳細解明のためにわれわれは，血管内
分布性りん光色素の開発を行っている。さらに，生体内の
腎臓で酸素勾配が存在することが，今回初めて確認され
た。肝臓などでは組織内に酸素勾配が存在することが知ら
れているが，この酸素勾配が低酸素応答にどのように関与
するかも今後証明すべき課題であると考えられる。
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