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ア）概要 

本研究の目的は、腎うっ血状態に伴う近位尿細管の変化について生体内凍結技法を用

いて検討し、臨床応用に向けた基礎的データを得ることである。 

12頭のオスの Wisterラットを 4つのグループ（各グループ 3頭）に分けた。グルー

プ 1はコントロール群。グループ 2は 2分うっ血群。グループ 3は 5分うっ血群。グル

ープ 4 は 5 分うっ血をかけた後に 10 分解除した群とした。麻酔下で下大静脈の腎静脈

分岐部の中枢側で結紮して両腎のうっ血モデルを作製した。左の腎臓は生体内凍結技法

で検体を採取し、右の腎臓は切除後に従来法を用いて光学顕微鏡と電子顕微鏡で観察し

両者を比較した。生体内凍結を行った左の腎臓は、グループ 1で近位尿細管が立方状の

細胞から構成され、内腔は保たれていた。グループ 2、グループ 3では酸素欠乏の影響

を受け近位尿細管細胞は腫大し、内腔は脱落した壊死細胞成分で充満しており、管径の

著しい拡大がみられた。グループ 4では腫大した近位尿細管細胞は元の立方状細胞に戻

り、うっ血を解除したことによる回復の過程と考えられた。管径はうっ血グループと同

様に拡大していたが、うっ血グループでみられた内腔の脱落した壊死細胞成分は消失し

て、内腔は拡張していた。近位尿細管の内腔の変化は、内腔を流れる尿量と関連してい

ると考えられ、グループ１では正常時と同様に尿が流れており内腔は保たれていたが、

うっ血群では内腔は脱落した壊死細胞成分が充満しており尿量は著しく減少した状態

と考えられた。一方、うっ血解除に伴い近位尿細管内腔には多量の尿が流れ出したため、

内腔と管径ともに拡張した状態を保ったまま脱落壊死細胞成分の排泄が起こったと考

察された。従来法では生体内凍結法でみられた近位尿細管の動的な変化はみられず、い

ずれのグループも腫大した細胞からなり、尿細管内腔も不明瞭であった。 

本研究は従来の手法では明らかにされなかった、ラットうっ血腎の近位尿細管の生体

内での動的な形態像を明らかにした。 
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イ） 緒言 

１．背景 

（１）形態観察における固定の役割 

組織や臓器の形態観察のための試料作製過程において固定は重要なステップである。

固定は細胞をできるだけ新鮮な状態に保存するための処置で、生きている状態の構造と

物性をできるだけそのまま維持することを目的として行われ、化学固定法と物理固定法

に分けられる[1]。 

化学固定はグルタールアルデヒド、ホルムアルデヒドなどの還元剤やオスミウム酸な

どの酸化剤を用いて化学反応により組織、細胞の構造と物性を保存する方法であるが、

単なる酸化還元反応ではなく固定剤による蛋白などの架橋効果が重要な役割を果たし

ている。グルタールアルデヒド、ホルムアルデヒドなどの還元剤は主としてタンパク質

を固定する。ホルムアルデヒドは浸透が早く、大きな組織片も比較的速やかに固定する

ことができるが、固定力が弱く電子顕微鏡レベルの微細構造の保持には不十分である。

グルタールアルデヒドやオスミウム酸は固定力に優れるが、浸透性が低いため、大きな

組織では周辺部のみ固定され、内部は保存されないなど、観察手法に合わせて固定剤を

選択することが重要である。また、化学固定では蛋白などの架橋効果自体が超微形態像

の変化や抗原性の消失の原因となり、物理固定に比べて固定に時間がかかるため、その

間に構造の変化や可溶性蛋白の移動、消失など種々のアーティファクトが生じることな

どの問題点もある［1-5］。 

物理固定法は組織を瞬時に急速凍結することにより、組織中のすべての構成成分を氷

中に閉じ込めるという物理現象を用いている[1]。 

 

（２）急速凍結法の原理 

急速凍結法は瞬時に組織や細胞を凍らせることで構造を保存する事ができる。組織を

凍結すると組織・細胞内に氷晶形成（いわゆる cubic ice）が起こり、これが原因で細

胞の微細構造は破壊される。従って、急速凍結を行う場合は、如何に氷晶形成を防ぐか

が重要なポイントとなる。 

組織を 105 K/sec ほどの速さで急速凍結すると凍結面から 10-15μmほどの範囲で無

氷晶凍結（硝子状凍結）の領域が作られる（図 1）。この領域は超微構造の破壊もほと

んど起こらないため電子顕微鏡観察に適した領域となる。さらに深い領域になると、深

さに比例して徐々に氷晶が大きくなり、結果として凍結表面から 300～400um までは光
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学顕微鏡観察に使用できる領域が得られるが、それより深部は光学顕微鏡観察にも適さ

なくなる[6.7]  

 

（３）急速凍結法の手技 

電子顕微鏡試料を得るために当電子顕微鏡室で行っている急速凍結法は、冷却金属へ

の圧着凍結（金属圧着法）[8.9.10]と寒剤（試料を急速凍結するために用いられる冷却

剤）に試料を浸漬する急速凍結（ジャブ漬け法）の 2種類である（図 2）。金属圧着装

置は圧着面を鏡面仕上げした純銅ブロックを液体窒素（-196℃）で冷却し、圧着面に試

料を瞬時に接着させ急速凍結を行う。一方、ジャブ漬け法は、試料を寒剤に漬けるだけ

で手技は簡単であるが寒剤の選択が重要となり、融点が低く融点と沸点の差が大きい寒

剤がよい[6]。表１に主な寒剤の種類と融点および沸点を示したが、液体窒素のように

融点は低くても、融点との差の少ない寒剤では試料を浸すと同時に窒素の気化が起こり、

試料が窒素の気体で覆われる。気体の熱伝導率は低いため冷却速度は非常に遅くなり、

結果として良好な凍結組織が得られない。著者はイソペンタン・プロパン混合寒剤を用

いている[11]が、これは融点が-193℃でほぼ液体窒素と同様であるが、沸点は（正確に

は測定されていないが）室温に近い。安価で扱いやすくジャブ漬け法には適した寒剤で

ある。 

電子顕微鏡試料作製のためのその他の方法として、圧力を上げて凍結する加圧凍結や、

化学的無氷晶凍結させるためにグリセロールや dimethyl sulfoxide (DMSO) などの有

機溶剤を混ぜる方法もある。加圧凍結には専用の高価な装置や技術が必要である。また、

後者はグリセロールや DMSO 自体が新鮮な細胞にとって毒性の強いものであり化学固定

なしには使用できない。したがって、急速凍結本来の目的からは外れる[6]。 

 

（４）凍結置換法の原理と手技 

凍結置換法は凍結試料を凍結時の超微形態や抗原性を保持した状態で化学固定に戻

す方法で、その後は試料をパラフィンや樹脂に包埋し光学顕微鏡や電子顕微鏡試料を作

製することができる[3.12.13]。溶媒にはアセトンを用い、あらかじめ光学顕微鏡試料

の場合には 2％パラホルムアルデヒドを、また電子顕微鏡試料にはオスミウム酸を 1～

2％濃度として溶解させて固定液として使用する。アセトンは-80℃でも液体であり、凍

結組織中の氷と容易に置換する。氷との置換は脱水にも相当し、脱水と固定が同時に行

われると考えられる方法である。これらの反応は氷が再結晶化しない-80℃近傍で行う
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ことで、構造蛋白質の消失や移動を抑えられ、凍結時すなわち新鮮状態の形態を観察す

るのに適した方法である。この置換過程は凍結標本を-80℃の溶媒に漬け、そのまま 1

～2日間低温に保つことで行われる。その後は徐々に温度を上昇させ室温に戻す。温度

の上昇と共に固定剤と組織蛋白質はより一層反応し強く固定される。室温に達したなら

ば過固定を避けるためにもただちに純粋なアセトンで 3回洗浄する。これ以後の過程は

一般の化学固定組織の脱水後の包埋過程と同じでパラフィンや樹脂に包埋し、包埋後は

従来通りの方法で切片を作製し、光学顕微鏡や電子顕微鏡で観察することができる。こ

の凍結置換法は細胞形態を新鮮に近い状態の切片像として捉えるだけでなく、免疫組織

化学のための固定法としても最適である。しかし、固定範囲は臓器・組織の表面から 1

～2mmに限られるため、大きな組織の固定には適さない（図 3）[3.12.13]。 

 

（５）生体内凍結技法の原理 

光学顕微鏡および電子顕微鏡観察には化学固定が通常は用いられるが、化学固定は固

定が完了するまでに時間がかかり、その間に組織や細胞に変化を与えてしまう。組織や

臓器を切除後に速やかに急速凍結することによって、化学固定した検体よりもより生体

内に近い状態で組織や細胞の観察をすることができる。しかし、急速凍結法でも生体の

組織は切除することにより血流から遮断されてしまい、虚血や低酸素にさらされる。そ

の為、真の生きた細胞や組織の形態を変化させてしまうという問題が解決できなかった

［3］。 

生体内凍結法（in vivo cryotechnique：IVCT）は、これらの問題を解決するために

1996 年に大野らによってはじめて発表された［3］。IVCT では、正常な血流が通ってい

る生きた動物の組織や臓器の一部をイソペンタン・プロパン混合寒剤で急速凍結し、そ

の後凍結組織を切除する。生体内凍結された組織や臓器は凍結置換法で化学固定に戻し

た後パラフィンや樹脂に包埋し、切片を作製し光学顕微鏡や電子顕微鏡で観察する方法

である。大野らは、組織をイソペンタン・プロパン混合寒剤で凍結すると同時に、冷却

メス刃で切れ込みを入れることで、組織深部の細胞まで電子顕微鏡に適した凍結が得ら

れるように工夫している（図 4）。組織を生体内で凍結し、それを取り出して実験に使

用する試みは以前から行われているが、電子顕微鏡試料の作製を念頭において寒剤にイ

ソペンタン・プロパンを用い臓器に切れ込みを入れるアイデアや、凍結置換法を用いて

電子顕微鏡標本や光学顕微鏡標本を作製する試みはこの IVCT の新規性である［3］。 
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（６）生体内凍結技法の臨床応用 

 藤井らは[14]生きたマウスから生体内凍結試料を繰り返し採取する生体内凍結生検

法に成功している。現在、大野らにより生体内凍結の臨床応用に向けたクライオ生検装

置の開発が行われている。これは、胃ファイバースコープ用の生検鉗子を液体窒素で冷

却し、金属圧着法の原理で検体を生体内で凍結し、採取するための装置である。生検鉗

子を通す内筒と鉗子を液体窒素下で冷却して保持するための外筒から構成される。液体

窒素を貯蔵タンクから加圧灌流し、内筒を-190℃に冷却する。さらに使用する液体窒素

を閉鎖系に収めるために気化窒素回収タンクを装備し、生検部位以外の凍結を避ける仕

組みを持っている。クライオ生検装置は、現在市販されている腹腔鏡（オリンパスメデ

ィカルシステムズ、東京）に装着が可能である［15］。さらに開発が進み、臨床応用さ

れれば、生体内凍結技法で行われた基礎的データの蓄積が、より一層重要な意味を持つ

と考えられる。 

 

２．研究の目的 

IVCT を用いた研究では、従来法に比べより詳細で機能的な組織や超微形態像が得ら

れ、特に生きている動物の臓器や組織に起こっている時間依存的な瞬時の形態像の変化、

機能性蛋白の発現などの可視化に威力を発揮すると考えられる[16-20]。また IVCT では

従来法の化学固定の際に生じる、細胞内や間質の可溶性物質のアーティファクトによる

移動や消失を防ぐことができる[21-23]。さらに、免疫染色を増強する効果[23.24]があ

り従来法と比較して多くの利点を有することが示されている。IVCT によって作製され

た検体は、光学顕微鏡や電子顕微鏡、免疫組織染色法、in-situ-hybridization など病

理診断に必要な標本作製ができる[7]。従って、腎生検を含め IVCTを用いた臨床応用を

念頭において、腎臓においてはうっ血や尿管結紮に伴う尿路閉鎖、利尿剤の使用といっ

た種々の病態に伴う糸球体や尿細管などの変化について IVCT を用い実験動物で詳細に

観察し基礎データを積み重ねる必要性があると考えている。 

腎組織における IVCT による解析はまだ少数であるが、腎臓では高血圧や心停止、蛋

白の過剰負荷による近位尿細管や糸球体の変化、近位尿細管におけるナトリウム・リン

代謝への副甲状腺ホルモンの影響などが報告されている［5.25-27］。IVCT を用いた腎

うっ血の研究では共同研究者の逸見が 5 分の腎うっ血で従来法との違いがあることを

報告している［7］が、うっ血やうっ血解除に伴う経時的な変化は検討されていない。

この研究では、5分のうっ血で尿細管細胞の変化が起こるまでの過程、さらにうっ血を
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解除した際に起こる回復の過程を経時的に IVCT を用いて解析し、臨床応用に向けた基

礎データを得ることを目的とした。 

 

ウ）対象と方法 

１．実験動物 

5-6 週齢のオスの Wister-Rats を用いて実験を行った。ラットは Oriental East 

Corporation (Tokyo, Japan)より購入し、1週間、標準的なエサと水を与えて飼育した。

動物の実験および飼育は日本大学医学部動物実験指針に準拠し、実験動物委員会の承認

を得た上で施行した。（承認番号 AP12M001） 

 

２．腎うっ血 

ラットにペントバルビタール（40㎎/㎏体重）を腹腔内投与して、麻酔をかけた。ペ

ントバルビタールは鎮痛作用が弱く、呼吸抑制、循環抑制が強い。過度の呼吸抑制、循

環抑制がなく、深麻酔により実験動物の疼痛が取り除かれていることを確認し、実験を

開始した。まず、ラットを開腹し下大静脈を腎静脈分岐部の中枢側で結紮し、両側の腎

うっ血を起こした。ラットはグループ 1をコントロール群とし、グループ 2および 3を

それぞれ 2 分および 5 分のうっ血群、グループ 4は 5 分うっ血をさせその後 10 分うっ

血を解除した群の 4 群に分けた。それぞれのグループは 3頭ずつのラットからなり合計

12 頭のラットを使用した。 

 

３．イソペンタン・プロパン混合寒剤の調整 

イソペンタン・プロパン混合寒剤は大野らの報告した方法によって作製した［3.12］。

図 5 のように 20ml のイソペンタンを 100ml 入りビーカーに用意し、液体窒素中で冷却

した。マグネットスターラーでイソペンタンを撹拌しながらプロパンガスを注入すると

プロパンガスは冷却され液化し、イソペンタンと混ざって 5 分ほどで 60ml のイソペン

タン・プロパン混合寒剤ができる。寒剤は大気中の水分を含むと凍ってしまうため作製

後速やかに使用した。 

 

４．生体内凍結技法 

生体内凍結技法は、大野ら［3.12］が報告した手順を一部修正して行った。まずイソ

ペンタン・プロパン混合寒剤の容器を 500ml のペットボトルとクッキングペーパーを使
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用して作製した（図 6）。次に生体内凍結を行う左腎の下にシート状に折りたたんだア

ルミホイルを敷くことによって凍結した時に腎臓と下部の腹膜組織が固着するのを防

ぎ、腎臓を摘出しやすく工夫した。凍結は、容器の中にイソペンタン・プロパン混合寒

剤と刃の部分をあらかじめ冷却した彫刻刀を入れ容器の先端を開腹したラットの左腎

の数ミリ上に固定し、その直後に容器の内側から彫刻刀の刃でクッキングペーパーを一

気に突き破りながら腎臓に切れ込みを入れ、同時に混合寒剤を流し込み生体内凍結を行

った。腎臓を凍結している間、容器の口で腎臓周囲組織を密着して寒剤が周囲へ流れ出

さないよう注意しながらラットの心臓が拍動し生きていることを確認した。腎臓の摘出

は右腎臓から行い、通常の化学固定標本を作製した。左腎臓は腎動脈静脈や尿管を含ん

だ周囲組織とともに凍っているので、ペットボトルの口の外側から彫刻刀の刃で削り、

腎臓を剥離・摘出し液体窒素中に保存した。尚、左腎臓を摘出すると同時にイソペンタ

ン・プロパン混合寒剤が周囲に流れ出しプロパンが揮発するため、生体内凍結の一連の

作業はドラフトチャンバー内で行った。 

 

５．凍結置換法 

生体内凍結した左腎臓は-80℃の 2％パラホルムアルデヒド・アセトン溶液中に 24時

間浸漬し、-20℃で 2 時間、さらに-4℃で 2 時間反応した後、室温に 2 時間維持した。

その後、組織を 100％アセトンで洗浄し、キシレンで置換し、パラフィン包埋を行った。

電子顕微鏡観察を行う試料は 2％パラホルムアルデヒド・アセトン溶液の代わりに、2％

四酸化オスミウム・アセトン溶液で凍結置換し Quetol-812 (Nisshin EM, Tokyo, Japan)

で包埋した［3.12.25］。 

 

６．化学固定（従来法） 

摘出した右の腎臓は 3分割し、従来通り室温で 4％パラホルムアルデヒド溶液中に 24

時間浸漬固定した[27]。その後、試料をリン酸緩衝液（Phosphate buffered saline: PBS）

で洗浄し、エタノールで段階的に脱水を行いキシレンに置換し、パラフィン包埋を行っ

た。電子顕微鏡用の試料は、2％グルタールアルデヒド・0.1％カコジル酸緩衝液で 3時

間前固定した、0.1％四酸化オスミウム・0.1Mカコジル酸緩衝液で後固定した。その後

エタノールで段階的に脱水を行い Quetol-812 で包埋した。 
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７．ヘマトキシリン-エオジン染色および免疫染色 

 パラフィン包埋した試料をミクロトームで3µmに薄切した。型のごとく脱パラフィン

し、ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を行った。アルブミン、IgGの免疫染色は切

片を3％過酸化水素水に10分浸けて、内因性ペルオキシターゼを除去しPBSで洗浄した。

切片を抗ラットアルブミンヒツジ抗体 (1:1500) (Bethyl Laboratories Inc, 

Montgomery, TX,USA) と抗ラットIgG1ヤギ抗体(1:1000) (Bethyl Laboratories Inc, 

Montgomery, TX,USA)を用い室温で30分間反応させた。二次抗体は、それぞれVectastain 

ABC (sheep IgG) kit (Vector Laboratories Inc, Burlingame,CA, USA) とSimple Stain 

MAX-PO (goat) (Nichirei,Tokyo, Japan)を用い室温で30分反応させた。CD10の免疫染

色は、0.01M酢酸緩衝液で前処置を行い、抗原賦活のため10分間オートクレープをかけ

た。PBSで洗浄し、マウス抗CD10抗体 (1:100) (Leica Biosystems, Newcastle, UK)で

室温にて30分間反応させた。さらに切片をSimple Stain MAX-PO (Multi) (Nichirei 

Biosciences, Tokyo, Japan)を使用して室温で30分間反応させた。発色は3-3’ジアミ

ノベンジジン（DAB）を用い、ヘマトキシリンで対比染色して免疫染色標本を作製した。

陰性対照は、それぞれ一次抗体に正常ヒツジ、ヤギ、マウス抗体を用いて染色を行った。 

 

８．電子顕微鏡試料の作製および観察 

従来の固定法と凍結置換法で準備した試料からダイアモンドナイフを取り付けたウ

ルトラミクロトーム(ULTRACUT UCT, Leica, Wien, Austria)を使用して超薄切片を作製

し、銅製のグリッドに載せて、ウラニル酢酸とクエン酸鉛で対比染色した。試料は80kV

の電圧を用い透過型電子顕微鏡 (TEM-1200EX II, JEOL, Tokyo, Japan)で観察した。 

 

９．近位尿細管細胞高と尿細管径の計測 

HE染色した組織を用いて、各々のラットの腎皮質部を無作為に 5領域選択し、400倍

に拡大し顕微鏡写真を撮影した。各写真から無作為に近位尿細管細胞を選択し細胞高

（基底膜から刷子縁の基部までの距離）を 20 カ所（各ラットから合計 100 カ所）画像

解析ソフト(cellSens, OLYMPUS, Tokyo, Japan)を用いて計測した。したがって各グル

ープで計 300個の近位尿細管細胞の高さを計測した。近位尿細管の管径の測定は各々の

ラットの腎皮質部を無作為に 10 領域選択し、400 倍に拡大し顕微鏡写真を撮影した。

各写真から無作為に近位尿細管を選択しその管径を 20 カ所（各ラットから合計 200 カ

所）同様の画像解析ソフトを用いて計測した。したがって、各グループで計 600個の近



9 

 

位尿細管径を計測した。統計学的な解析にはｔ検定を用いて、p 値が 0.05 以下を統計

学的な有意差とした。また、各グループでの差が有意であるかどうか分散分析を行い検

討した。 
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エ）結果 

図 3に示したように、生体内凍結試料の光学顕微鏡観察では、腎皮質表面の 2㎜ほど

の領域が凍結置換法で良好な固定がなされる[12.14.25.27]。従って、本研究で計測に

用いた近位尿細管は主に皮質に分布している S1、S2 領域のものである。細胞の高さと

尿細管径に関しての結果を表 2 と図 7a-dにそれぞれ示した。 

 

１．近位尿細管細胞高の計測 

細胞高の平均値の比較では（図 7a）、グループ 2 は、従来法と IVCT では細胞の高さ

に差はなかった。しかしグループ 1、グループ 3、グループ 4では、従来法は IVCTに比

べて有意に細胞高が高かった（p<0.001）。従来法で各グループを比較すると、グループ

1 とグループ 2では細胞高に有意差はみられなかったが、グループ 3 ではグループ 2と

比較し軽度に増加していた（p<0.05）。グループ 4 は、他の 3 グループに比較し細胞高

が著明に減少していた（p<0.001）。逆に IVCT では、グループ 2 が最も細胞高が高くグ

ループ 2、グループ 3、グループ 4、グループ 1 の順番で次第に細胞高の減少がみられ

た（p<0.001）。 

また、多グループ間での比較に有意差があるかどうか検定する為、分散分析を行った。

通常群では細胞高（F(2.61)＝52.41、p<0.05）、生体内凍結群では細胞高(F(2.61)＝

255.77、p<0.05)であった。上記より各グループでのうっ血および解除による細胞高へ

の変化は有意であった。なお、各ラットの細胞高のブラフを図 7b に示すが、概ね平均

値で比較したグラフ（図 7a）と相関している傾向がみられた。 

 

２．近位尿細管径の計測 

尿細管径の平均値を図 7c に示した。従来法で各グループを比較すると、グループ 1、

グループ 2、グループ 3ともに尿細管径に差はみられなかった。しかし、グループ 4で

は尿細管径の明らかな減少がみられた（p<0.001）。IVCT では、グループ 1、グループ 2、

グループ 3 の順番で管径が増加していた（グループ 2、グループ 3、p<0.001）。グルー

プ 3 とグループ 4 の間では管径に有意差は認められなかった。従来法と IVCT を比較す

るとグループ 1、グループ 2、グループ 3共に IVCT で尿細管径が減少しておりグループ

1、グループ 2で有意差を認めた（p<0.001）。しかし、グループ 4では逆に、IVCT は従

来法よりも尿細管径が増大していた（p<0.001）。また、多グループ間での比較に有意差

があるかどうか検定する為、分散分析を行った。通常群では尿細管径(F(2.61)＝22.28、
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p<0.05)、生体内凍結群では尿細管径(F(2.61)＝44.65、p<0.05)であった。上記より各

グループでのうっ血および解除による尿細管径の変化は有意であった。なお、各ラット

の尿細管径のグラフを図 7d に示すが、概ね平均値で比較したグラフと相関している傾

向がみられた。 

 

３．光学顕微鏡像 

図 8 にグループ 1 の組織像を示した。IVCT では近位尿細管の大部分で内腔が開いて

おり、立方状の細胞から構成されていた。間質の幅は軽度に拡がっており、毛細血管中

に少数の赤血球が観察された（図 8a）。従来法では IVCT と比較して尿細管細胞が腫大

し、尿細管腔も不明瞭であった。間質も著しく狭く毛細血管は虚脱しており、所々で尿

細管が互いに接していた（図 8b）。HE 染色では、固定剤の PH の違いの影響を受けて、

通常法に比べて、IVCT ではエオジンの染色性が薄かった。免疫染色では、いずれのグ

ループでも染色性は IVCT の方が、従来法に比べて増強していた。IVCTでは、アルブミ

ンと IgG1の免疫染色が間質と毛細血管内で陽性を示した（図 8c, d）。また、CD10の免

疫染色では尿細管微絨毛で陽性を認めた（図 8e）。 

グループ 2、グループ 3 の組織像を図 9 に示した。IVCT で近位尿細管細胞の腫大と

尿細管内腔の狭窄がみられた。また、核の配列は不揃いで内腔側への核の偏位がしばし

ばみられた。間質は著しく拡張し、毛細血管内には多くの赤血球を認め、また尿細管細

胞の基底線条が明瞭に観察された（図 9a）。従来法ではグループ 1とほぼ同様の所見を

示しており、尿細管細胞は腫大し内腔は狭窄した状態であった。また、間質は狭く毛細

血管は虚脱し基底線条も不明瞭であった（図 9b）。さらにうっ血のグループでは尿細管

細胞質に多数の空胞が認められた（図 9a 挿入図）。これらは電子顕微鏡像との対比か

らファゴゾームと考えられ、グループ 2に比べグループ 3で増加傾向を示していた。う

っ血グループの免疫染色では明瞭化した基底線条と毛細血管を含む間質でアルブミン

と IgG1の陽性所見がみられた。また、ファゴゾームもアルブミンと IgG1が陽性であっ

た（図 9c, d）。さらに、一部の近位尿細管細胞の細胞質もアルブミンの免疫染色で陽

性像をみとめた。うっ血をかけたグループの CD10 の免疫染色では、近位尿細管の微絨

毛領域が部分的に破壊され陰性化していた。また、尿細管の中心部にみられた細胞核は

微絨毛との位置関係から尿細内腔に脱落壊死した細胞の核であった（図 9e）。 

グループ 4 の尿細管の組織像を図 10 に示した。近位尿細管の形態像からは、うっ血

時の像を伴った尿細管（図 10a左側）と正常尿細管に似た回復期の像を伴った尿細管（図
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10a右側）が混在してみられた。前者は腫大した細胞からなり尿細管内腔の狭窄や内腔

に脱落した細胞核や細胞成分がみられた。後者はグループ 1でみられたように、細胞腫

大から回復した立方状細胞からなる近位尿細管像を示しており、内腔は拡張していて脱

落した細胞核や細胞質成分は消失していた。従来法では近位尿細管細胞はグループ 1～

3 のものと同様で腫大しており尿細管内腔は不明瞭で、間質は狭く毛細血管は目立たな

かった（図 10b）。グループ 4の免疫染色ではアルブミンと IgG1 は間質と空胞に陽性を

示したが、基底線条は不明瞭化に伴いアルブミンと IgG1は陰性化していた（図 10c、d）。 

 

４．電子顕微鏡像 

IVCT による電子顕微鏡観察では、彫刻刀で切れ込みを入れた面から 5-10μm の範囲

に氷晶のできない良好な観察範囲を得ることができる[3.7.28]。今回の実験でも、割面

の表層部は良好な電子顕微鏡像が得られたが深部では、氷晶によるアーティファクトが

みられた（図 11a）。 

基底線条の電子顕微鏡像を図 11に示した。IVCTによるうっ血グループとグループ１

の比較では、前者では基底線条の著しい拡張がみられたが（図 11a b）、後者では基底

線条は接着していた（図 11c）。また、従来法でのうっ血グループは、IVCT のものと比

較すると基底線条が著しく狭小化していた（図 11d）。これらの所見は IVCT の光学顕微

鏡像で観察される基底線条の変化に一致していた（図 8a, 図 9a b）。 

従来法によるうっ血グループの近位尿細管細胞尖端部の電子顕微鏡像を図 12 に示し

た。近位尿細管細胞の微絨毛には所々で破壊像がみられ、管腔内には脱落・壊死した細

胞の核や小器官を含んだ細胞成分が詰まってみられた（図 12a b）。これらの所見はう

っ血グループの CD10 の免疫染色の結果と一致した（図 9e）。 

従来法によるファゴゾーム・ライソゾームの電子顕微鏡像を図 13 に示した。うっ血

グループではグループ１（図 13a）と比較し多数のファゴゾームと一次および二次ライ

ソゾームの増加がみられた（図 13b c d）。ファゴゾームは多量の膜状構造物を含んで

おり（図 13b c）、この所見は光学顕微鏡によるうっ血グループの尿細管細胞質にみら

れた空胞（図 9a、挿入図）に一致し、免疫染色では IgG1、アルブミン陽性を示してい

た（図 9c d）。また、絨毛領域には境界の不明瞭な球状の構造物であるポストライソゾ

ームを多数認めた（図 13e）。 
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オ）考察 

マウスやラットのように小さい動物で腎臓の IVCT を行う場合、腎臓にイソペンタ

ン・プロパン混合寒剤を上から注ぐ方法で行われていた。しかし、この方法ではしばし

ば反対側の腎臓まで凍結されてしまうため対側腎を別の目的で使用することは手技的

に困難であった。今回、著者は大野らによる IVCT のプロトコール[3]を改良し、片方の

腎臓を着実に凍結するために図 6のような手製の容器を作製した。この容器を用いるこ

とにより，左腎臓が着実に生体内凍結され、反対側の腎臓を別の目的に使用することが

可能であった。結果として、同じラットから IVCT と従来法の試料を同時に採取するこ

とができ両者の比較試験を行うことができた。一方、IVCT を用いた電子顕微鏡観察で

は凍結の良好な電子顕微鏡像を得るのに苦慮した。これは、今回作製した容器によって

寒剤の温度の上昇を招き、その為に電子顕微鏡で観察できる領域を減少させてしまった

ことが要因と思われた。それゆえ IVCT の工程では一層の手技的な工夫が必要と考えて

いる。 

本研究では、近位尿細管細胞の高さは細胞腫大の指標として用いた。グループ 2では

IVCT と従来法で比較すると細胞の高さに差はなかった。しかし、他の 3 グループでは

従来法で近位尿細管の細胞の高さが著明に増加していることが示された。従来法では固

定に時間がかかり、その間に細胞は虚血と低酸素にさらされ膜の透過性の亢進がおこり

血漿成分が細胞内に流入し、細胞の腫大を引き起こすことが知られている[7.25]。従っ

て、IVCT よりも従来法のほうがより顕著な細胞腫大を示したという結果は化学固定に

伴う虚血や低酸素に起因したアーティファクトと考えられた。一方で、IVCT における

近位尿細管細胞高の変化は近位尿細管の生体内で起こっている構造的な変化をより正

確に表していると考えられた。これらの中でグループ 2の近位尿細管の細胞高は他の 3

つのグループに比べて著明に増加しており、グループ 2から 4の順番で段階的に減少を

示した。グループ 3 ではループ 2 と比べてより長い時間うっ血にさらされているため、

生存している近位尿細管細胞が減少していると考えられる。このことが残存している細

胞にとっては虚血や低酸素の程度の改善に繋がり、これがグループ 2 と比較してグルー

プ 3の細胞の腫脹が改善した理由と考えられた。グループ 4ではグループ 3と比べて細

胞の腫大はさらに改善したが、これは再灌流によって酸素が供給された結果と考えられ

た。 

本研究では、近位尿細管の管径を解析するうえで、①間質圧、②近位尿細管細胞の体

積、③近位尿細管内の細胞崩壊物の量、④近位尿細管中を流れる尿の量の 4つの因子が
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重要と考えられた。グループ 1，2，3 では従来法の方が IVCT より近位尿細管の径が大

きかったが、これは従来法による化学固定では、固定が完了するまでに低酸素によって

細胞の体積の膨張が起きたこと、検体の採取のときに起こる間質圧の減少（切除された

腎臓は正常な血流から遮断されてしまう為、間質圧は 0 になる。）の 2 つの因子による

と考えられた。一方で IVCT では、グループ 1 から 3 の順に近位尿細管の径は増加して

いた。IVCT によるうっ血をかけたグループでは、間質のスペースが拡大し、間質の毛

細血管や基底線条は開いていた。これらの所見はうっ血をかけたグループはグループ１

に比べて間質の圧が増加していることを示す。それにも関わらず、グループ 2での尿細

管径が拡大していたのは、近位尿細管の細胞腫大や内腔の細胞崩壊物の増加による管腔

内圧の増強効果が間質圧を上回った結果と考えられた。グループ 3ではグループ 2より

更に管径の拡大がみられたが、これは前者では近位尿細管の腫大した細胞の総体積と細

胞質崩壊物の総量がグループ 2 より一層増加した結果と考えられた。 

グループ 4 では回復像を呈した近位尿細管とうっ血像を残した近位尿細管が混在し

て観察され、再循環による近位尿細管の回復にはネフロンごとに程度の差が著しいこと

が示された。一般的に近位尿細管が回復するとき、その径はグループ 1でみられるサイ

ズに回復することが予想されるが、回復期の近位尿細管ではグループ 3で観察されたよ

うに内腔が著しく拡張した状態を保ち続けていた。結果、グループ 1 とグループ 4では

細胞像が似ているのにも関わらず尿細管径は著しい違いがあることが判明した。過去の

マウスの IVCT のレポートでは、急性高血圧を導入したことによって尿量が増加した結

果、近位尿細管の管腔径が拡大したことが報告されている[23]。今回の結果では、グル

ープ 1では近位尿細管の内腔が軽度に開いており、グループ 2および 3では管径は拡張

しているものの、内腔は尿細管細胞の腫大による狭窄と脱落細胞成分による閉塞を生じ

ていた。さらにグループ 4になると管径の著しい拡大を保った状態で内腔も拡張してお

り脱落細胞成分は消失した。この結果は、正常状態で通常に近位尿細管を流れていた尿

量が 2分から 5分のうっ血状態では著しく減少しており、うっ血状態を解除すると今度

は大量の尿が近位尿細管を流れ始め、尿細管径が拡張し内腔も著しく拡張した状態で細

胞崩壊物が洗い流された事を示している。一方で、従来法ではグループ 4で近位尿細管

の管径は著明に縮小していた。従来法では、近位尿細管の中にあった尿は腎臓を切除し

組織を切り出した時点で外に流れ出てしまう。その結果、近位尿細管が縮んだ状態で固

定されるために尿細管径の縮小が起こったと考えられる。従来法のグループ 4の尿細管

像もアーティファクトであった。 
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今回の実験では、電子顕微鏡像においても興味ある所見が得られた。第一にうっ血グ

ループにおける IVCT と従来法の比較で、前者は基底線条の著明な拡大（近位尿細管の

細胞間距離の拡大）がみられたが、後者では基底線条が狭小化していたことである。こ

のことは生体内でうっ血が起こると間質圧が上昇し基底線条も拡張するが、従来法では

間質圧が減少し、その結果基底線条も狭小化してしまうことを示している。IVCT によ

る形態観察の重要性を裏付ける所見である。第二にうっ血が起こると近位尿細管細胞に

多数のファゴゾームが出現し、これらが多量の膜状構造物を含み IgG やアルブミン陽性

像を示したことである。一般的に細胞障害が起こると膜構造からなる小器官が破壊され

るため、膜成分などを貪食するためにファゴゾーム（オートファゴゾーム）が増加する

[29]。またこのようなファゴゾームは空胞内に多量の膜状構造物を含んでいることが特

徴である。近位尿細管細胞では原尿からの蛋白吸収が亢進した場合にファゴゾーム様の

空胞（頂部空胞）が出現することがあり IgG やアルブミンが陽性を示す。これらは尿蛋

白の取り込み空胞であり、細胞膜の破壊とは無関係に出現する[29]。そのため空胞内に

は多量の膜状構造物はみられない。したがって、今回観察されたファゴゾームはオート

ファゴゾームと考えている。IgG やアルブミンの陽性像は、うっ血による細胞障害の結

果、小器官のみならず細胞側壁や底部の膜にも障害がおこり、それらをファゴゾームが

貪食する際に細胞間に存在していた IgG やアルブミンも一緒に取り込まれたたことに

よると考えられた。ファゴソームはその後、一次ライソゾームと融合して二次ライソゾ

ームを形成し、さらに膜構造物が消化しきれないとポストライソゾームになり細胞頂部

の微絨毛の間から排泄される[29、30]。今回の実験でポストライソゾームは微絨毛領域

に多数みとめられており、この所見もファゴゾームがオートファゴゾームであることを

示している。 

IVCT を用いた本研究では、近位尿細管はうっ血や尿量の変化などに対し柔軟にその

形態像を変化させることを示した。細胞崩壊物などの異物が尿細管内に留まるとキャス

トを形成し、キャストは骨髄腫腎のように腎障害の原因となる[31.32]。従って、近位

尿細管の異物の排泄の際に尿細管腔の拡張が起こることは、異物の排泄を容易にし、腎

障害を予防するための重要なメカニズムの一つであると考えられた。また、下大静脈結

紮による腎うっ血モデルラットの形態解析で得られた基礎的データは、起立性蛋白尿、

ナットクラッカー症候群、うっ血性心不全や腎静脈血栓症のモデルなど腎静脈灌流の障

害によって起こる病態の解明に有用となる可能性がある。今回の研究では、各グループ

n=3で尿細管細胞高、管径の変化を検討した。個体間のばらつきに関して、今後さらに
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多くの個体で検討する必要があると考える。 

最後に、IVCT では従来法より詳細で機能的な組織像を得ることができるため、今後

臨床応用が重要な課題と考えている。その為に種々の病態と腎臓の形態像の関連につい

て IVCTによる調査の積み重ねが必要である。今回、IVCT の臨床応用のための基礎研究

としてラットうっ血腎の形態変化を IVCT で詳細に観察を行い、従来法では捉えられな

い生きた近位尿細管像を解析し報告した。 
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カ）まとめ 

本研究では、ラットうっ血腎の近位尿細管の変化について IVCT を用いて観察した。

図 14のシェーマで示したように IVCTでは正常からうっ血状態、うっ血解除に伴う尿細

管の変化を詳細に観察でき病態の変化に対応し近位尿細管は柔軟に形態像を変化させ

ていることが判明した。さらに一連の経過中に起こる近位尿細管内を流れる尿量の変化

についても推察することが可能であった。一方、このような尿細管の動的な変化は通常

法では観察することができなかった。生体内凍結技法の臨床応用に向かい、本研究は基

礎データとして有用である。 
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表 1：寒剤の種類および融点と沸点 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 2：従来法と IVCT による近位尿細管細胞高と管径の計測 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Group mean mean

11.18±1.64 8.86±1.14

12.24±2.32 7.86±1.01

12.96±1.75 7.63±1.75

12.64±1.56 12.55±2.05

13.07±1.65 11.69±1.80

11.19±1.74 12.96±1.73

12.27±1.65 9.34±1.63

12.32±1.84 11.38±1.90

13.56±2.15 13.96±2.21

11.20±1.89 9.49±1.72

10.15±1.55 8.53±1.09

11.17±1.93 11.46±1.76

40.67±4.02 33.17±1.14

37.99±3.80 32.82±5.44

35.86±3.69 35.75±4.45

38.11±3.30 35.15±5.62

39.37±3.89 35.82±5.34

36.80±3.97 37.12±5.70

36.94±4.99 34.95±4.52

38.00±4.14 41.67±4.64

38.99±4.03 35.68±5.41

36.05±4.30 39.04±5.78

35.10±3.55 35.67±4.81

35.29±3.68 38.75±5.12

Group3

37.99±4.48

35.48±3.87

Group4

PT cell hight

(µm)

PT diameter

(µm)

38.20±4.30

38.09±3.87

Group1

36.03±5.60

37.44±5.72

37.82±5.46

Group2

Group3

Group4

IVCTConventional

8.11±1.44

12.40±1.93

11.56±2.70

9.83±1.97

33.91±4.90

12.10±2.05

12.30±1.83

12.71±1.98

10.84±1.85

Group1

Group2

寒剤 融点(℃) 沸点(℃) 温度差（℃）
プロパン -188 -42 146

イソペンタン -160 28 188
アセトン -94 57 151
エタノール -117 79 196
窒素 -210 -196 14

ヘリウム -271 -269 2
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図 1：急速凍結法の原理 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2：金属圧着法とジャブ漬け法のシェーマ 
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図 3：凍結置換法による固定領域（腎臓、HE 染色） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４：生体内凍結技法のシェーマ 
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図 5：イソペンタン・プロパン混合寒剤の作製 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6：ペットボトル容器を用いた生体内凍結技法の概要 
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図 7：近位尿細管の細胞高(a)と管径(b) 
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図 8：グループ１の組織像  
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図 9：グループ 2（a,c,d）とグループ 3（b,e）の組織像 (a, c, d；連続切片) 
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図 10：グループ 4の組織像 (a, c, d；連続切片) 
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図 11：グループ１と 3の電子顕微鏡像 (a,b IVCT グループ 3 ;c IVCT グループ 1 ; d 

従来法 グループ 3) 
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図 12：グループ 3 の電子顕微鏡像（従来法） 
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図 13：グループ 1 とグループ 3 の電子顕微鏡像（従来法）（a グループ 1 ; b-e グループ 3） 
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図 14 うっ血腎近位尿細管の経時的変化 
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図説 

図１急速凍結法の原理 

 

図 2金属圧着法とジャブ漬け法のシェーマ 

 

図 3 凍結置換法による固定領域（腎臓、HE 染色） 

 

図 4生体内凍結技法のシェーマ（文献[7]から引用） 

 

図 5イソペンタン・プロパン混合寒剤の作製（文献[7]から引用） 

 

図6 ペットボトル容器を用いた生体内凍結技法の概要 

 

図7 近位尿細管の細胞高(a)と管径(b) 

Conventional; 通常法 IVCT; 生体内凍結技法 (a n = 300 per group; b n = 600 per 

group) 

 

図8 グループ１の組織像  

（a）IVCT による HE 像：近位尿細管は立方状細胞からなり内腔は保たれている。間質

は軽度に拡張し部分的に毛細血管内に赤血球がみられる。 

（b）従来法の HE像：近位尿細管の細胞は腫大し内腔が狭窄している。間質は狭い。 

（c）IVCT の免疫染色（アルブミン）、（d）IVCTの免疫染色（IgG1）：間質にアルブミン

と IgG1が陽性である。 

（e）IVCT の免疫染色（CD10、右上は連続切片による HE 像）：微絨毛を含む領域に陽性

像をみとめる。 
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図 9 グループ 2（a,c,d）とグループ 3（b,e）の組織像 (a, c, d；連続切片) 

（a）IVCT の HE 像：近位尿細管は腫大した細胞からなり内腔は狭窄しており、核も不

揃いに配列している。細胞質内に空胞がみられ、空胞内には無構造な物質が存在する（右

上 HE像；矢印）。間質は拡大して多数の赤血球を含み拡張した毛細血管がみられる。ま

た基底線条も明瞭である。 

（b）従来法の HE像：近位尿細管の細胞は腫大し内腔は狭窄している。基底線条は不明

瞭で間質も狭い。 

（c）IVCT の免疫染色（アルブミン）、（d）IVCTの免疫染色（IgG1）：基底線条の領域と

空胞内（矢印）および間質にアルブミンと IgG1が陽性である。 

（e）IVCTの免疫染色（CD10、右上は連続切片による HE像）：微絨毛領域は一部で CD10

が陰性である。また、尿細管内腔に脱落細胞の核が観察される。 

 

図 10 グループ 4の組織像 (a, c, d；連続切片) 

（a）IVCT の HE 像：写真の右半分は近位尿細管が広がっており、内腔は拡張している。

細胞は立方状を示し基底線条も不明瞭である。写真の左半分では、近位尿細管は腫大し

た細胞からなり空胞もみられ部分的に内腔は狭窄している。内腔には脱落細胞核（矢印）

もみられる。 

（b）従来法の HE像：ほとんどの近位尿細管細胞は腫大し内腔は狭窄しており、間質も

狭い。 

（c）IVCT の免疫染色（アルブミン）、（d）IVCTの免疫染色（IgG1）：間質と空胞（矢印）

にアルブミンと IgG1 が陽性である。 

 

図11 グループ1と3の電子顕微鏡像 (a,b IVCT グループ3 ; c IVCT グループ1 ; d 従

来法 グループ3) 

a, 割断面（矢頭）近傍では凍結状態はよく基底陥入の拡大（矢印）がみられる。深部

は氷晶によるアーティファクトが目立つ。（b；aの強拡大） 

c, 基底陥入は閉じている（矢印）。 

d, a,bと比較して基底陥入は狭小化している。 

図12 グループ3の電子顕微鏡像（従来法） 

a, 微絨毛（MV）の一部で破壊がみられる（矢印）。内腔には脱落した壊死細胞成分が存

在する（b; aの強拡大）。 
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図13 グループ1とグループ3の電子顕微鏡像（従来法）（a グループ1 ; b-e グループ3） 

a, 近位尿細管細胞にはライソゾームやファゴゾームはみられない。 

b, 近位尿細管の細胞質には多数のライソゾーム（矢印）と一部にファゴゾーム（*）が

みられる。 

c, ファゴゾーム（*）には膜状の構造物がみられる。 

d, 細胞質には多数のライソゾームがみられる。一部は基質が不均一で二次ライソゾー

ム（矢印）である。 

e, 0微絨毛領域にはポストライソゾーム（矢印）がみられる。 

図 14 うっ血腎近位尿細管の経時的変化 

腎うっ血に伴い細胞の腫大、基底線条の拡大、ファゴソームの増加を認めた。うっ血解

除と共にこれらの所見は改善した。管径はうっ血に伴い拡大し、うっ血解除後も拡大を

維持していた。 
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