
　生体イメージングは臨床応用されているMRIや PETな
ど，全身や標的臓器の描出を目的としたものから，レー
ザー顕微鏡に代表される細胞内構造にまで焦点を合わせた
ものまで幅広い応用がなされている。腎臓における生体イ
メージングは半世紀以上前に端を発し，フィルムカメラの
フィルム送りを高速にすることで可視光観察における腎イ
メージングが実現されていた1）。
　筆者の所属するグループは，腎臓における腎実質の三次
元的関係や血流との関係をみる目的で，CCD付き蛍光顕微
鏡による腎生体イメージングを 2000年当初より導入し
た。アンジオテンシン IIやカルシウム拮抗薬など種々薬
物の腎薬理効果を描出し，傍尿細管毛細血管における血
流に対する作用を報告している2）。大島賞受賞に至った一
連の研究は，2光子レーザー顕微鏡を用いて行われた。2光
子レーザー顕微鏡は 1990年に開発され，2000年頃から生
きた小動物に対する応用が報告され始めた。腎臓における
応用の先駆者は Indiana University School of Medicineの
Bruce Molitorisを中心としたグループであり，2002年に
American Journal of Physiology誌に発表している3）。その後，
University of Southern Californiaの Janos Peti-Peterdiラボとの
2大拠点により実験方法として成熟していった。筆者は
2006～2008年の留学中（David Pollockラボ，Medical College 

of Georgia）に，Peti-Peterdi先生と既知であったため，彼の
研究室にて 2光子レーザー顕微鏡を用いた生体腎イメージ
ングの実験法を学んだ（2010年に 6カ月間滞在）。

　初めに Peti-Peterdiラボで取り組んだプロジェクトは，腎
内レニン・アンジオテンシン系（RAS）マーカーとしてのア
ンジオテンシノーゲン（AGT）に関する取り組みであった。
AGTは肝臓で産生され血中に常に存在するたんぱく質で
あるが，香川大学薬理学講座および Tulane大学の共同研究
グループでは，腎臓で de novo合成される AGTが腎内局所
での RAS活性を反映し，これは尿中 AGT量にて測定でき
ることを提唱してきた。
　折りしも，2光子レーザー顕微鏡による腎糸球体濾過バ
リアー観察が熱を帯びている時代であり，「血中アルブミ
ン（66kDa）と AGT（59kDa）には，糸球体濾過バリアー通過
率に差はあるか」とのテーマで研究を行った。糸球体が腎
表面に存在する特殊ラット（Munich Wistar Fromterラット）
を用いて，蛍光ラベル化した各たんぱく質の通過率を計測
した結果，AGTはアルブミンに比べて糸球体を通過しにく
いという結果が得られた4）。臨床検体において，尿中 AGT

は尿中アルブミンと同時期に出現し，尿細管たんぱく質取
り込み障害が存在している状態でも，その尿 /血濃度比は
AGTのほうが有意に高いこと5），腎臓あるいは肝臓におけ
る AGT-KOマウスでは，腎臓の KOにより尿中 AGTが減
少したことから，腎臓における AGT産生と尿中排泄の存
在が確認された。

　帰国後，2光子レーザー顕微鏡にて捉えられるダイナ
ミックな像が強みを発揮する研究領域について，しばらく
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探索する日々が続いた（表に顕微鏡機種などを記す）。さま
ざまな病態を観察した結果選択した病態が急性腎障害
（AKI）であった。ラットにおける虚血再灌流などの手技は
大阪薬科大学での学生時代に習得しており，マウスも香川
大学腎臓内科との共同研究にてモデルとして確立していた
ため6），顕微鏡実験への応用も障害は少なかった。当初は，
虚血再灌流障害などにおいてみられる細胞死を観察し，
tubular cell sloughingや tubular cell migration，cast formation

などを捉えることに成功した7）。しかし，これらは既存の
仮説の範疇を出ず，2光子レーザー顕微鏡を使用して，何
か新規のものは捉えられないかとさらに観察の継続を決意
した。
　そのような折り，Indiana University School of Medicine

にて同じ顕微鏡を用いていた波戸岳博士らが，リポポリ
サッカライド（LPS）を蛍光ラベル化させてマウスに投与
すると近位尿細管に蓄積するという報告をされた8）。これ
に強い興味を持ち，早速 LPSを蛍光標識してマウスに投
与したところ，見事な再現性が得られた。ここで不思議に
感じたことは，LPS投与初期（～6時間）の LPS蓄積尿細管
において，管腔構造がはっきりと保たれていた点である。
糸球体血流低下に伴う GFRの低下は管腔容積を減少させ
るはずである（事実，LPSモデルも 24時間から 72時間まで
は管腔が劇的に狭窄していた）。この時点ですでに乏尿が
生じていることは確認していた。「管腔構造が保たれてお
り（GFRはある），かつ乏尿が生じている」事実に対して，
尿の流れを追うことを決断した。糸球体を自由に通過する
蛍光色素（Inulin-FITCやLucifer yellow）をbolus投与すると，
近位尿細管において尿が滞留するような像が得られた9）。2

光子レーザー顕微鏡による高時間解像度の動画では，近位
尿細管に流れてくる速度と，そこから流出する速度を推算
することが可能である（図）。綿密に調べると，LPS 投与 6

時間の時点ではGFRに有意な変化はなく，正常レベルで保

たれていた。しかし，近位尿細管内において劇的に尿流速
が減少していることがわかった。近位尿細管に流れてきた
原尿が下流ネフロンに流れなかった場合の原尿の行き先は
どこか。尿細管構造を透過して間質・毛細血管へと回収さ
れる可能性しか考えられない。PubMedで LPSの水・電解
質再吸収に与える影響について丁寧に検索をかけたが，出
てくる論文はいずれも「LPSは近位尿細管再吸収に対して
無効あるいは抑制」であり，生体イメージングにおいて確
認された現象を説明してくれるものではなかった。細胞内
を介した再吸収の可能性が薄いとなると，残るは細胞の
外，すなわち細胞と細胞の間を通過する経路が残される。
現在，この経路を介した乏尿メカニズムについて解析を続
けている。
　また，AKI時の治療効果についても生体イメージングを
活用した。心房性ナトリウム利尿ペプチド（ANP）は，経
験的に AKIに対して使われているが，その薬理作用も含
めて不明な点が多く残されていた。前述の新たに発見さ
れた乏尿メカニズムに対する ANPの作用を検討したとこ
ろ，LPSを投与した内毒素症ラットにおいて，ANPは血
圧に影響を与えない用量で十分に尿量を回復できること
が示された10）。輸液蘇生（6 mL/時間）単独と ANP併用との
比較により，ANPは腎臓内の輸液抵抗性尿細管の数を減ら
すことがわかった。また，内因性のANPは血管内皮細胞に
働きGFRを維持する方向に，外因性の（薬物としての）ANP

は尿細管における尿流速減少を抑制する方向に働くことが
明らかとなった。
　一方で，ANPが治療効果を示すのは，LPS投与初期の血
圧がある程度保持されている間のみであり，ショックのよ
うな全身血圧が劇的に低下した状態においては，全く治療
効果がみられないこともわかった。同様のことが臨床でも
起きているのであれば，ANPに対するエビデンスが一致し
きれない原因の一つとも考えられる。
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表　使用している 2光子レーザー顕微鏡システムの性能
メーカー Olympus, FV-1000MPE

レーザー Coherent, Chameleon Ultra-II MP laser

使用する励起光波長 特徴
720 nm NADH自家蛍光による細胞形態観察
860 nm 「赤」や「緑」蛍光色素の観察

レーザーパワーも強いため（約 2.5W）深部観察
（腎臓で約 50 μm）が可能
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図　 近位尿細管最上流部に流れ込む FITC結合イヌリンの蛍光強度変化を捉えることで計測で
きる，糸球体濾過と近位尿細管から下流へのウォッシュアウト

① 流入時間：蛍光色素流入からピークまでの時間で，GFRと逆相関する。
② 流出時間：蛍光強度が半減するまでの時間で，下流尿細管へのウォッシュアウトを表わす。
上段：正常
中段：GFRが維持された状態でも近位尿細管から下流尿細管への流出が遅延する。
下段：GFRの減少に伴い，蛍光強度の立ち上がりが緩やかになる。

② ウォッシュアウトの遅延

① GFR減少

② ウォッシュアウトの遅延

① GFR不変

② 正常な尿流による蛍光減衰

① 正常GFR
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　2光子レーザー顕微鏡は，培養細胞や採取検体で観察さ
れた現象を生きた動物で確認できるという点で，非常に強
力な実験ツールである。しかし開発当初は，あまりに先駆
的で強力なツールであったために，報告された観察像に対
してさまざまな議論がなされた。特に，顕微鏡の扱いに習
熟しているものの麻酔下小動物実験は初めてであったグ
ループと，その逆のグループとが混在することになり，コ
メント，レター，査読を通して「artifact」の 8文字が踊り狂
うような時代が続いた。その後，10年ほどかけて腎臓にお
ける生体イメージング法のルールのようなものが成熟して
きた。他のすべての実験法と同じであるが，意図してかど
うかにかかわらず，ステップのうちの一つを間違えるだけ
で見えてくる像が全く変わってしまうこともある。黎明期
には，そこに気づかず misleadが発生してしまった。「直接
見せる」という説得力の高さゆえに，使用している研究者
はより一層高い確実性・再現性の確認が求められる。
　筆者にとって幸運であったことは，生体イメージングを
行ううえでの小動物麻酔下実験にすでに習熟していた点も
含まれる。2000年にはすでに麻酔下動物実験を開始してお
り，2光子レーザー顕微鏡実験を学び始めたときには，麻
酔下小動物の全身血行動態維持，腎機能維持に関しては，
10年の経験があった。その状態で，顕微鏡にも詳しい Peti-

Peterdi先生に師事したことが，短期間で確立できた一因と
考えている。今後，2光子レーザー顕微鏡を始められる方
には，まず小動物 ICUをイメージした麻酔下での動物状態
維持に関する練習から始めることをお勧めする。微力では
あるが，ご相談いただければ，筆者の持っているノウハウ
はすべてお伝えしたい。
　上述のほかにも細胞周期 6），傍尿細管毛細血管血流 9, 11），
内皮細胞表層 glycocalyx 12），エリスロポエチン産生細胞の
挙動 13），糖取り込み14），好中球細胞外トラップなどが 2光
子レーザー顕微鏡を用いた生体腎イメージングにより測定
可能であることを確認している。それにより腎研究が進歩
し，今までわからなかったことが「見える」ようになれば，
何よりの喜びである。
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