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オー トラ ジオ グ ラ フ ィー に よる ラ ッ ト腎 の蔭酸 分 布 と

蔭 酸 カル シウ ム結 晶付 着 部位 の検 討
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   To elucidate the intrarenal distribution of oxalate and to reveal the first site of calcium oxalate 
crystal fixation along the nephron, we carried out  '4C-oxalate renal microautoradiography by the thaw 
mount method 30, 60 and 90  min after intravenous administration of  14C-oxalate, in normal rats and in 
hyperoxaluric rats fed a vitamin B6-deficient diet for 4 and 9 weeks. In normal rats, radioactivity was 
observed in the entire kidney area at 30  min after the injection and at 90  min there was radioactivity 
only in the papilla, where radioactivity appeared in the parenchyma, mamely the epithelial cells of 
collecting ducts and the surrounding interstitial tissue. In hyperoxaluric rats, microautoradiograms 
showed the spotted deposits of  14C-oxalate in both renal papilla and medulla. In 600 X magnification 
of the autoradiograms, most of the deposits were detected in the epithelial cells of collecting ducts and 
the surrounding interstitial tissue. These deposits were identified by a polarizing microscope and X-
ray microanalysis as crystal deposits of calcium oxalate. 

   These results indicated that oxalate remained for an extended period of time in the epithelial cells 
of collecting ducts and in the surrounding interstitial tissue in renal papilla, and the calcium oxalate 
crystals fixed to the same tissue was the first step in the development of calcium oxalate stones. 

                                             (Acta Urol. Jpn. 44 : 245-251, 1998) 
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緒 言

全尿路結石症の約80%を 占める蔭酸カルシウムおよ

びこれを含有する混合結石に関 して,そ の発症機序

は,い まだ解明されていない.蔭 酸カルシウム結石症

の発症機序を明らかにするうえで,カ ルシウムおよび

蔭酸の生体内動態を解明することが重要と思われる.

カルシウムの生体内動態に関 してはかなり解明が進ん

でいるが,蔭 酸の生体内動態に関しては不明なことが

多い.最 も重要 と考えられる腎における蔭酸の動態に

関 しては,糸 球体で濾過され,近 位尿細管で分泌を受

け尿中に排泄 されると,ほ ぼ一致 した見解が示されて

いるが,こ れより遠位側のネフロンにおける動態はい

ま だ 充 分 に 明 ら か に は さ れ て い な い.最 近,上 川

ら12)は,14C一 標 識 蔭 酸 を用 い,drymount法3)に よ

る腎 ミク ロオ ー トラ ジオ グ ラ フ ィー を施 行 し,蔭 酸 の

ラ ッ ト腎 内分 布 を検 討 し た.そ の結 果,静 注 さ れ た

1℃ 一標 識 蔭 酸 は 腎 乳 頭 部
,特 に集 合管 周 囲 組 織 に 長

時 間 停 滞 す る こ とが 示 唆 され たが,drymount法 に

よる ミク ロオ ー トラ ジオ グ ラ ムで は組 織 の損 傷 が 生 じ

る こ とが 多 か っ たた め,蔭 酸 の 乳頭 部 にお け る停 滞 部

位 を組 織 学 的 に 同定 す る こ とは困 難 で あ った.

そ こで 本研 究 で は,腎,特 に乳頭 部 にお ける蔭 酸 の

局 在 部 位 を組 織 学 的 に明 らか にす るた め,よ り鮮 明 な

像 が 得 ら れ るthawmount法4)に よ る1℃ 一標 識 蔭 酸

の経 時 的 腎 ミク ロ オ ー トラジ オ グ ラフ ィー を施行 し検
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討 した.ま た,.ビ タ ミンB6欠 乏食 で誘 発 され た 過 蔭

酸 尿 症 ラ ッ トに お い て,同 様 の 方 法 に よ る腎 ミ ク ロ

オ ー トラジ オ グ ラム を作 成 し,蔭 酸 が ネ フロ ンに沿 っ

た どの 部位 にお い て最 初 に 集積 す る のか,ま た集 積 し

た穆 酸 が 実際 に カル シ ウ ム結 晶 と して沈 着 して い るの

か ど うか をX線 分析 法 に よ り検 討 した.

対象ならびに方法

1.正 常 ラ ッ トに お け る14C一 標 識 蔭酸 の経 時 的 腎

ミク ロ オー トラ ジ オグ ラ ムの作 成 方 法

通 常 飼 料 で 飼 育 した10週 齢Sprague-Dawley系 雄

性 ラ ッ ト18匹 を3群 に分 け,各 実 験 動物 に尾 静脈 よ り

体 重lkgあ た り37MBqの14c一 標 識 蔭 酸(分 子 量

93。5,specificactivity4.03GBq/mmo1,Amersham

England)を 静 注 後,第 一 群 は30分,第 二群 は60分,

第 三群 は90分 で殺 処 分 し,直 ち に腎 を摘 出 した.さ ら

に摘 出腎 を メスで 細切 す る こ とに よ り,皮 質,髄 質,

乳 頭 部 す べ て を含 む厚 さ約2mmの 横 断切 片3個 を

得 た.腎 ミクロ オ ー トラ ジ オ グラ フ ィー は,水 平 らの

thawmount法4)に 従 い施 行 した.得 られ た横 断 切 片

を 液 体 プ ロ パ ン に て 凍 結 固 定 後,ク リ オ ス タ ッ ト

(LeitzKryostatl720,Leica,Heidelberg,

Germany)に て厚 さ5μmの 試 料 切 片 を 作 成 し,あ

らか じめ乳 剤 を塗 布 した ス ラ イ ドガ ラス に密 着 させ,

暗箱 内 にて6週 間露 出 した.そ の後,現 像,定 着 を行

い,組 織 を塩 基 性 フ クシ ンお よび メチ レ ン青 にて 染色

して 光 学 顕 微 鏡 下 に14C。 標 識 蔭 酸 集 積 部 位 を観 察 し

た.

2.過 蔭 酸 尿 症 ラ ッ トにお け る14C一 標 識 蔭 酸 の 腎

ミク ロ オー トラ ジ オ グラ ムの 作 成方 法

6週 齢 のSD系 ラ ッ ト12匹 に対 して ビ タ ミ ンB6欠
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Fig.2.DistributionofI℃-oxalateintherenal

papillaofa皿ormalratkidney.(A)

30min,(B)60minand(C)90min

afterinjectionatadoseof37MBqper

lkgofbodyweight,redu㏄dfrom

×600.At30and60min,themicro-

autoradiogramsshowradioactivityof

14C -oxalateintheentireareaandat90

minmostl4C-oxalateradioactivityhas

accumulatedintheepithelialcellsof

oollectingducts(CD)andthesur-

roundinglnterstitialtissue(markedby

anarrOW).

乏 食 に よる 飼育 を開 始 し,6匹 は4週 間後,他 の6匹

は9週 間 後 に,体 重1kgあ た り37MBqの14c一 標

識 蔭酸 を3日 間24時 間毎 に尾 静 脈 よ り投 与 した.最 終

投 与 よ り40時 間後 に ラ ッ トを殺 処 分 し,直 ち に腎 を摘

出 した.腎 ミク ロ オ ー トラジ オ グ ラ フ ィー は,実 験1
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Fig.4.Distributionof14C-oxalateinthe

papillaofvitaminB6-de丘cientrat

(9W)kidney40ha丘eri可ectionata

doseof37MBqperlkgofbody

weight.(A)and(B)arereducedfrom

×40and×600,respectively.(A)An

arrowshowsthelargedepositof14C-

oxalateatthepapilla(PA)tip.(B)

Anarrowshowsthedeposit量nthe

epithelialcellsofcollectingducts

(CD).

Fig・3・

(C)

(A)Distributionofl4C-oxalateinthe

papmaandinnermedullaofvitamin

B6-de丘cientrat(4W)kidney40h諭er

injectionatadoseof37MBqperlkg

ofbodyweight,reducedf}om×40.

(B)and(C)reducedf}om×600inthe

papillaandinnermedulla,respective一

賦 膿.m艦ho塙 、乎e舗 諾,εf
radiogramreducedfromX600is
obtained,mostdepositsaredetectedin
theepitheliaicellsofcollectingducts

(CD)andthesurroundinginterstitial
tissue.TAI.;thickascendinglimb

と 同様 にthawmount法 に て 施 行 し,光 学 顕 微 鏡 に

て観 察 した.

3.14C一 標 識 蔭 酸 の集 積 部 位 のX線 分 析

4週 間 お よび9週 間 ビ タ ミ ンB6欠 乏 食 飼 育 ラ ッ ト

による試料切片上の1℃ 一標識蔭酸の集積部位を偏光

顕微鏡5)で観察 した.さ らに,ス ライドグラス内には

カルシウムが含有されているために,カ ルシウムが含

有されていない硬質塩化ビニル板をスライ ドグラス大

に切 り取 り,そ れに同試料から作成 した凍結切片を付

着 した.偏 光顕微鏡下に結晶構造物の確認される部位

を トリミングして電子顕微鏡観察用ホルダに載せた

後,導 電性をもたせるために,イ オンスパ ッタリング

装置(FinecoatJEF-1100,JEoL,東 京)に て試料

上に金を蒸着 し,電 子顕微鏡下にエネルギー分散型X

線分光器(EDAX9800,日 本フィリップス,東 京)

を用いて電子線照射微小部X線 分析法6)を施行するこ

とによ り,そ のX線 スペ ク トルか ら試料切片上の
1℃一標識蔭酸集積部位 における構成元素の同定 を

行った.ま た走査電子顕微鏡観察下にて,上 記X線 ス

ペクトルで認められた各元素の特異的なピークにおい

ての特性X線 像を得,放 射活性集積部位における各元
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Fig.6.X-rayspectrumofl4C-oxalatedeposit

intherenalmicroautoradiogramof

vitaminB6-de丘cientrat(4W),

素の分布状態を解析 した.

結 果

1.ラ ッ トにお け る14C一 標 識 蔭 酸 の経 時 的 腎 ミク

ロ オー トラ ジ オ グラ ム

14C 一標 識 蔭 酸 を静 注 後30
,60,90分 に お け る 腎 ミ

ク ロ オー トラ ジ オグ ラ ムの弱 拡 大 像 に お いて は,ア イ

ソ トー プ静 注 後30分 で 腎全 体 に14C一 標 識 蔭 酸 の 放 射

活 性 が 認 め られ た が,時 間経 過 と と もに放 射 活性 の減

少 が み られ,90分 後 で は髄 質 の乳 頭 部 に のみ 集積,局

在 す る こ とが明 瞭 に認 め られ た(Fig.1).Fig.2は,

髄 質 にお け る経 時 的変 化 を示 す ミクロ オ ー トラジ オ グ

ラ ム強拡 大 像 で あ る.腎 髄 質 と くに乳頭 部 で は,静 注

後30分 で は放 射 活性 は集 合管 管 腔 内,集 合 管 上皮 お よ

び間 質 に ほ ぼ均 一 に認 め られ てお り,60分 後 で も同様

の 結果 で あ った.し か し,90分 後 で は集 合 管 管腔 内 に

放 射活 性 は ほ とん ど消 失 して い た に もか かわ らず,集

合 管上 皮 細 胞 内 お よ びそ の周 囲の 間 質 に は,30分 お よ

び60分 後 で は認 め られ なか った よ う な強 い1℃ 一標 識

蔭酸の集積像が観察された.

2.過 蔭酸尿症 ラットにおける1℃ 一標識蔭酸の腎

ミクロオー トラジオグラム

4週 間 ビタ ミンB6欠 乏食飼育 ラッ トにお ける
1℃一標識蔭酸の腎 ミクロオー トラジオグラム弱拡大

像において,乳 頭部と髄質内帯 に14C一標識蔭酸の大

きな集積像が明確 に観察された.強 拡大像 において

は,弱 拡大像でみられた大 きな集積像以外に,小 さな

径の斑状の集積像が集合管の上皮細胞内およびその周

囲の間質に認められた.Fig.3に,乳 頭部 と髄質内帯

における 且4C一標識蔭酸の腎 ミクロオー トラジオグラ

ム弱拡大像,乳 頭部の強拡大像,お よび髄質内帯にお

ける強拡大像を示す。

9週 間ビタミンB6欠 乏食飼育ラットにおける腎 ミ

クロオー トラジオグラム弱拡大像において,4週 間後

の場合と同様に乳頭部 と髄質内帯に14C一標識蔭酸集

積像がみられたが,と くに乳頭部の先端にはより大き

な集積像が認められた(Fig.4).強 拡大像において

は,4週 間後の場合と同様の小 さな径の放射活性の斑

状集積像が集合管の上皮細胞内に認められた.ま た,

その数は明らかに増加 していた.

3.14C一 標識蔭酸集積部位のX線 分析

4週 間および9週 間ビタミンB6欠 乏食飼育ラット

における腎 ミクロオー トラジオグラムで認め られた
14C一標識蔭酸の集積像を

,偏 光顕微鏡 にて観察 した

ところ,14C一 標識蔭酸の集積 は,結 晶構造 として存

在することが確認された.4週 間 ビタミンB6欠 乏食

飼育ラットの腎髄質内帯で認められた14C一標識蔭酸

の集積像の偏光顕微鏡像を,Fig.5に 示す.同 試料切

片の結晶をX線 分析法にて検索したところ,そ のスペ

クトルにおいて,塩 素 と金と考えられるピーク以外に

カルシウムに特異的な3.69keVに 高いピークが認め

られた(Fig.6).さ らに,走 査電子顕微鏡観察下にて

認められた結晶構造上に,カ ルシウムに特異的なピー

クにおいての特性X線 像が得 られた。なお,試 料切片

上のほかのいかなる部位において もカルシウムのピー

クは検出されなかった.Fig.7に,9週 間 ビタ ミン

B6欠 乏食飼育ラットの腎乳頭部における走査電子顕

微鏡像,お よびその像に重ねて得 られたカルシウムの

特性X線 像を示す.

考 察

蔭酸カルシウム結石症の発症要因とその機序を根本

的に解明す るためには,蔭 酸およびカルシウムの吸

収,生 体内分布,代 謝,排 泄を含めた生体内動態を明

らかにすることが肝要であり,特 に腎における蔭酸の

動態を解明することが最 も重要 と考えられる.し か

し,蔭 酸に関して,尿 中濃度の測定は可能となったも

のの7),血 中ならびに組織中濃度の測定方法は未だ確
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立 さ れ てお らず,ア イ ソ トー プ(14C一 標 識 蔭 酸)を 用

い て,そ の生 体 内動 態 の解 明が 行 わ れ て い る にす ぎな

い.す な わ ち,1℃ 一標 識 蔭 酸 のpharmacokinetic

studyに よ り,蔭 酸 の 生体 内分 布 容 積 は イ ヌ リ ンの約

L7倍 で,そ の血 中 半 減 期 は イ ヌ リ ン とほ ぼ 同値 の20

分 で あ り,静 注 され た14C一 標 識 蔭 酸 の 一 部 は胆 汁 中

に排 泄 され るが,そ の大 部 分 は尿 中 よ り排 泄 され る と

報 告 さ れ て い る8・9).ま た,経 口投 与 され た 外 因 性B

酸 の うち 腸 管 で 吸 収 され る の は わ ず かで あ り10・ll),

静 注 さ れ た 外 因性 蔭 酸 は,腎,骨 お よ び肝 に集 積 す

る こ とが 明 ら か に され て い る.蔭 酸 の 腎 内 動 態 に関

して は,14C一 標 識 蔭 酸 の ク リア ラ ンス お よ びmicro-

puncturestudyに よ り,蔭 酸 は 糸 球 体 で 自 由 に 濾 過

され,近 位 尿 細 管 に おい て 分 泌 され る と と もに,一 部

再 吸 収 を受 け,蔭 酸 の腎 ク リア ラ ンス は イヌ リ ンク リ

ア ラ ンス の1,1か ら1.3倍 で あ る こ とが 明 らか に さ れて
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い る8・12・13).さら に最 近 で は,Leiskeら 量4)は,サ ル

腎 尿 細 管 上 皮 由来 のBSC-1細 胞 を用 い た研 究 に て,

蔭 酸 はイ オ ン化 した状 態 だけ で な く,蔭 酸 カ ル シ ウム

の結 晶 と して もendocytosisに よ り,尿 細 管 腔 内 か ら

尿 細 管 上皮 細 胞 内へ 取 り込 まれ る こ と も報 告 され て い

る.こ の よう に蔭酸 の腎 内動 態 に関 して は,糸 球体 お

よ び近位 尿 細 管 で の動 態 は明 らか に されつ つ あ る もの

の,そ れ よ り遠位 側 のヘ ン レ係 蹄,遠 位 尿 細 管 お よび

集 合 管 に お いて,蔭 酸 は どの よう な挙動 をす るの か は

不 明 で あ る。

蔭 酸 は血 中に お い て は蛋 白 と結 合 せず,生 体 内 にお

いて 最 終 代 謝 産物 で あ るた め,静 注 され た14C一 標 識

蔭 酸 は内 因 性 蔭酸 と同 じ動 態 を示 す と考 え られ る13).

ま た,本 実験 で ラ ッ トに投 与 した14C一 標 識 蔭 酸 の 量

は37MBq/kgb.w.で あ り,蔭 酸 投 与 量 をspecific

activityか ら算 出す る と,ラ ッ ト1匹 あ た り約200μg

の蔭酸 急 性 負荷 に相 当 す る。 しか し,以 前 わ れ わ れが

施 行 したpharmacokineticstudyの 結 果 で は,同 量

の蔭酸 負 荷 時 に お いて も,蔭 酸 は4時 間で 生 体 内 よ り

ほ とん ど消 失 し,血 中半 減期 や イ ヌ リ ンク リ ア ラ ンス

な どの 各 パ ラメ ー タ ー に は有 意 な変 化 は なか った1).

したが っ て今 回の 実 験 で は,静 注 され た14C一 標 識 蔭

酸 は内 因性 蔭酸 の腎 排 泄動 態 に影響 を与 え ない もの と

考 え られ た.

経 時 的腎 ミク ロオ ー トラジ オ グ ラム弱 拡 大像 に おい

て,且4C一 標 識 蔭 酸 投 与 直後 は腎 全 体 に 放 射 活 性 が 認

め られ たが,時 間経 過 と と もに腎 皮 質 や髄 質 外帯 か ら

放 射 活性 の減 少 が み られ た.し か し,髄 質,特 に乳 頭

部 に は,投 与 後90分 で も放射 活 性 はな お強 く残存 して

い た.強 拡 大 像 に お い て,14C一 標 識 蔭 酸 の 経 時 的 腎

内分 布 を詳 細 に検 討 した と ころ,ア イ ソ トー プ投 与 後

30分 で は,放 射 活性 は髄 質 の組 織 内 に お いて ほぼ均 一

に認 め られ たが,90分 で は髄 質 の尿 細管 管 腔 内 か らは

消 失 し,ほ と ん どの放 射 活 性 は,と くに乳 頭 部 にお

い て,腎 の 解 剖 学 的構 造 と尿 細 管 の 形 態 的特 徴 よ り

集 合 管 と 同定 され る管 腔 の 上皮 細 胞 内 お よ び そ の 周

囲 の 間 質 に 集 積 して 存 在 して い た.14C一 標 識 蔭 酸

pharmacokineticstudyに お い て,14C一 標 識 蔭 酸 の血

中半 減 期 は約20分 で,90分 後 の1℃ 一標 識 蔭 酸 の尿 中

回 収 率 は90%以 上 で あ る と報 告 さ れ て い る こ と よ

り89),計 算 上 静 注 後90分 で 集 合 管 管 腔 内 を流 れ る

14C 一標 識 蔭 酸 は ほ と ん ど皆 無 で あ る と考 え られ る.

また,蔭 酸 の生 体 内 分布 容 積 は体 重 の 約60%と 算 出 さ

れ,さ らに,ラ ッ トに お け るマ クロ オ ー トラジ オ グ ラ

フ ィーに よる検 討 か ら,イ ヌ リ ンが腎 よ りほ とん ど排

泄 され た 時点 に おい て も,蔭 酸 は 腎 の と くに乳 頭 部 に

お い て 一 時 的 に残 存 停 滞 す る こ とが示 され た こ と よ

り15),蔭 酸 は イ ヌ リ ン に比 し,よ り自 由 に生 体 内 に

拡 散 して い くこ と が示 唆 さ れ て い る.以 上 の こ と か
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ら,ラ ッ トに投 与 され た14C一 標 識 蔭 酸 は,腎 髄 質 と

くに乳 頭部 にお い て,そ の 機序 は不 明 で あ るが,集 合

管 管 腔 内 か ら集 合管 上 皮 細 胞 内 お よ び周 囲 の 間質 に取

り込 まれ,尿 中 に 大 部 分 が 排 泄 さ れ た 後 も,14C一 標

識 蔭 酸 は一 時 的 にこ の部 位 に停 滞 し,高 濃 度 で 存在 す

る こ とが強 く示 唆 さ れた.

Finlaysonら16)は,腎 にお け る尿 流 速,蔭 酸 お よび

カ ル シ ウム の濃 度 な ど を仮 定 したモ デ ル実 験 か ら,尿

路 に停 滞が ない場 合,尿 路 結 石 の核 とな る結 晶 が た と

え生 じて も尿 細 管 管 腔 内 でtrapさ れ る ほ ど結 晶 が 大

き く成長 す る こ とは皆 無 で あ る と推 論 して い る.そ し

て尿 路結 石 症 の発 症 には,析 出 した結 晶 が ネ フロ ンの

いず れ かの 部 位 に付 着 す る 伍xedparticle)必 要 が あ

り,こ の付 着 した結 晶 が結 石 に まで成 長 して い く と推

測 した.し か しこの結 晶 が付 着 し成長 して い く部 位,

す なわ ち結 石 形 成 の最 初 の段 階 が どの部 位 で起 こ るか

に 関 して は,尿 細 管 細 胞 内 ま た は腎 間質 にお け る可 能

性 を示 唆す る報告 が 近 年散 見 され る1・17・18)が,未 だ明

確 に は され てい な い.そ こで本 研究 にお い て は,蔭 酸

カ ル シ ウム結 晶 が最 初 に沈 着 す る部 位 を組織 学 的 に明

らか にす る ため,蔭 酸 カル シ ウ ム結 石 発 症 モ デル と し

て ビ タ ミンB6欠 乏食 で誘 導 した過 蔭酸 尿 症 ラ ッ トに

対 し14C一 標 識 蔭 酸 の 腎 ミ ク ロ オ ー トラ ジ オ グ ラ

フ ィー を施 行 した.ビ タ ミ ンB6は 蔭 酸 の前 駆 物 質 で

あ るglyoxalateと グ リシ ンの 変 換 の 際 の 補 酵 素 と し

て働 き,そ の 欠 乏 に よ りglyoxalateの 蓄 積,内 因性

蔭 酸 産生 の 充進 が生 じる こ とで 過蔭 酸 尿症 が 惹 起 され

る11'19)蔭 酸 カル シ ウ ム結 石発 症 モ デ ル と して は,

ほ か に外 因 性 蔭 酸 の大 量 投 与20)や エ チ レン グ リコ ー

ル な ど の蔭 酸 の 前 駆 体 の投 与2Dが あ るが,い ず れ も

腎 全体 に蔭 酸 カ ル シ ウムが 沈 着 し,著 し く腎 機 能 が低

下 す る.そ れ に 対 して,ビ タ ミンB6欠 乏 食 を用 い た

この結 石発 症 モ デ ル で は,尿 中蔭 酸 排泄 量 が 正 常 の約

2倍 と他 の モ デル に比 し軽 度 の増 加 で あ り,腎 機 能 も

保 たれ て い る.ま た実 際,生 体 内で 蔭酸 カル シウ ム結

石 生 成 に関与 す る蔭酸 は,そ の大 部 分が グ リ シ ンや ア

ス コル ビ ン酸 由 来 の 内 因性 の もので あ る と報告 さ れて

い る22)以 上 の こ とか ら,ビ タ ミンB6欠 乏食 に よ る

過 蔭 酸尿 症 ラ ッ トは,よ り臨床 像 に 近 い尿 路結 石 発 症

モ デ ル と考 え られ る.よ って本 研 究 にお いて用 い た.

4週 間 ビ タ ミ ンB6欠 乏食 飼 育 の 腎 ミクロ オ ー トラ ジ

オ グ ラムで は,弱 拡 大 像 に お いて,乳 頭 部 と髄 質 内 帯

に1℃ 一標 識 蔭 酸 の 大 きな集 積 像 が 明確 に観 察 され,

強拡 大 像 で は斑 状 の集 積像 が 集 合管 上 皮 細胞 内お よび

そ の周 囲 の 間質 に認 め られ た.9週 間飼 育 ラ ッ トに お

い て は,4週 間 に 比 し集 積 像 の 数 が 増 加 す る と と も

に,よ り大 きな集 積像 がみ られ,特 に乳頭 部 の 先端 に

大 きな 集積 像 が 認 め られ た.本 研 究 で は14C一 標 識 蔭

酸 最 終投 与 後40時 間 で ラ ッ トを殺 処 分 し,腎 ミク ロ

オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー を施 行 した.14C一 標 識 蔭 酸

の尿 中 回収 率 は4時 間 で 約95%8・9)で あ る こ と を考 慮

す る と,腎 ミク ロ オ ー トラジ オ グ ラ ム上 で 認 め られ た

且℃ 一標 識 蔭 酸 の 集 積 像 は
,ネ フ ロ ンを 流 れ て い る蔭

酸 で は な く,腎 組織 中 に 蓄積,あ るい は沈 着 した蔭 酸

と考 え られ た.さ らに,腎 ミク ロ オー トラジ オ グ ラ ム

上 の 且℃ 一標 識 蔭 酸 集 積 部 位 を偏 光 顕微 鏡 に て観 察 す

る と,こ の 集積 像 は結 晶 構 造 を呈 して い る こ とが 観 察

され た.さ らに 集積 部 位 にお け る構 成 元 素 を同 定 す る

た め にX線 分 析 を施 行 した と こ ろ,カ ル シ ウ ム,塩

素,金 に特 異 的 なX線 ス ペ ク トル の ピー クが 検 出 され

た.し か し,塩 素 の ピー クは試 料 切 片 の 付 着 固 定 に使

用 した 塩化 ビニ ル板 に由 来す る もので あ り,ま た 金 の

ピー ク は,分 析 に際 し,試 料 上 に蒸 着 塗 布 した金 に 由

来 す る もの と考 え ら れ た.試 料 切 片 上 の1℃ 一標 識 蔭

酸 の 集積 部 位 以 外 で は,塩 素 と金 の ピー ク は検 出 され

る に もか か わ らず,カ ル シ ウ ムの ピー クは まっ た く検

出 され ず,ま た,集 積 部 位 上 の み に カ ル シ ウ ムの ピー

クで の特 性X線 像 が得 られ た.し た が っ て,過 蔭 酸尿

症 ラ ッ トにお け る腎 ミク ロ オー トラジ オ グ ラ ム上 に認

め られ た14C一 標 識 蔭酸 の 集 積 像 は,単 に 蔭 酸 が 集 積

して い るの で は な く蔭 酸 カル シウ ム結 晶 と して存 在 し

て い る こ とが確 認 され た.

上川 ら1・2)は,i℃ 一標 識 蔭 酸 を用 い た ラ ッ トに お け

る オ ー トラ ジオ グ ラ フ ィー に よ り,蔭 酸 の 腎 内分 布 を

検 討 し,正 常 ラ ッ トで は,静 注 され た14C一 標 識 蔭 酸

は 腎乳 頭 部,特 に集 合 管周 囲組 織 に長 時 間停 滞す る こ

と を示 唆 し,さ ら に尿 路 結 石 モ デ ル ラ ッ トに お い て

は,14C一 標 識 蔭 酸 を投 与 し た後 に,斑 状 の 集 積 像 が

お もに集 合管 の管 腔 周 囲組 織 に認 め られ た と報 告 して

い る.そ の 際,蔭 酸 は 易水 溶 性 で あ る こ と よ り,作 成

過 程 に お い て 一 切 融 解 させ な いdrymount法 を用 い

て1℃ 一標 識 蔭 酸 の 腎 ミク ロ オー トラ ジ オ グ ラ フ ィー

を施 行 して い るが,得 られ た組 織 像 で は細 胞 間 隙が 広

が り,組 織 の損 傷 が生 じる こ とが 多 か った.そ こ で本

研 究 で は,腎 ミ ク ロ オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー に お い

て,drymount法 と異 な り,よ り鮮 明 な 像 が 得 ら れ

るthawmount法 を施 行 す る こ と で,蔭 酸 の 腎 内 動

態,と くに髄 質 お よび 乳頭 部 で の動 態 を さ らに詳 細 に

検 討 した.ま た,蔭 酸 カ ル シ ウ ム結 石発 症 モ デ ル ラ ッ

トを用 い,同 様 にthawmount法 に て1℃ 一標 識 蔭 酸

の 腎 ミク ロ オ ー トラジ オ グ ラ ム を得 ,蔭 酸 カル シウ ム

結 晶 が生 成 され るか 否 か,生 成 され る とす れ ば ネ フロ

ンの いず れ の 部 位 に析 出 沈 着す る か を
,X線 分析 法 を

併 用 す る こ と に よ り詳 細 に 検 討 した.Thawmount

法 で は,凍 結 乾 燥 を行 わ な い た め組 織 が 半 融 解 し,標

本作 成 中 に組 織 内 で 蔭 酸 が移 動 す る可 能 性 が あ るが

少 な く と も蔭 酸 カル シウ ム結 晶 と して組 織 に沈 着 した

蔭 酸 の 移 動 は 生 じ な い と考 え られ た.Thawmount
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法 に よる今 回の 腎 ミクロ オ ー トラ ジオ グ ラ フ ィー の結

果 は,上 川 らのdrymount法 に よ る もの と同様 で あ

り,し か も得 られ た 組織 像 は非 常 に鮮 明 で あ るた め,

蔭 酸 の 腎組 織 内局 在 部位 をよ り詳 細 に,か つ 正確 に 同

定 す る こ とがで きた,

結 語

正 常 ラ ッ トに お け るthawmount法 を用 い た14C一

標 識 蔭 酸 の経 時 的腎 ミク ロオ ー トラジ オ グ ラ ムで は,

投 与 され た14C一 標 識 蔭 酸 は そ の 大 部 分 が 尿 中 に排 泄

され た後 も,集 合 管 上皮 細 胞 内お よび そ の周 囲 の 間質

に一 時 的 に停 滞 す る こ とが観 察 され,こ の蔭 酸 の停 滞

が蔭 酸 カル シウ ム結 石 発症 に かか わ って い る こ とが強

く示 唆 され た.事 実,過 蔭酸 尿 症 ラ ッ トにお い て は,

集合 管 上 皮細 胞 内お よび そ の周 囲 の 問 質で の 蔭酸 カル

シウ ム結 晶 の析 出沈 着 が最 初 に出 現 し,こ の 析 出沈 着

した結 晶 が次 第 に成 長 す る こ とが,X線 分 析 を併 用 し

た14C一 標 識 蔭 酸 腎 ミ クロ オー トラ ジ オ グ ラ フ ィー に

よ り証 明 され た.
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