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研究成果の概要（和文）：長期高リン食負荷マウスの腎組織を用いて試料作製法を検討し、リン酸カルシウム粒
子(CaP)の組織内観察に適した方法を開発した。この過程で高圧凍結-凍結置換固定を用いることに加えて電子染
色を低減し、走査型電子顕微鏡における高感度検出器を用いたイメージングを応用して、CaPを組織内に保ち、3
次元解析にも応用可能と考えられる微細形態観察技術を確立した。蛍光プローブを用いた光電子相関顕微鏡観察
も併用し、軽度なCaP形成を検出可能な手法を開発した。これらの技術を応用し、皮質髄質境界部の近位尿細管
内部のCaPの形成、および粒子の成長過程におけるマグネシウムの関与の可能性を見出し、論文発表した。

研究成果の概要（英文）：We developed sample preparation methods using renal tissue from mice on a 
long-term high-phosphate diet and developed methods suitable for observation of calcium phosphate 
particles (CaP) in the tissues. In addition to using high-pressure freezing and freeze-substitution,
 we minimized electron staining and utilized imaging with a highly sensitive detector in scanning 
electron microscopy to keep CaP in the tissues, and finally established technique for 
ultrastructural observation that could be applicable to 3-dimensional analyses. Combined with 
correlative light and electron microscopy using fluorescent probes, we developed a technique that 
can detect small CaP. By applying these techniques, we found the formation of small CaP particles in
 the proximal tubules at the corticomedullary border and the possible involvement of magnesium in 
the growth of CaP, and published the results.

研究分野： 解剖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
リン代謝異常に伴うリン酸カルシウム粒子(CaP)の形成は、老化の加速と臓器機能低下につながる可能性が指摘
されたが、CaPの微細構造レベルでの観察は困難で、組織内のCaPi形成過程や周囲組織への影響などの進行過程
の大部分が不明であった。本研究では、技術開発によりCaPの初期形成過程を明らかにするとともに、マグネシ
ウムがその生体内での形成に深く関わる可能性を明らかにした。本研究の成果は、走査型電子顕微鏡を用いた新
たな形態イメージング技術を確立してCaPによる病態の理解のための今後の研究の基礎を築くとともに、CaPが関
与する臓器障害の予防や改善に向けた介入方法の開発に貢献すると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

リン代謝異常に伴うリン酸カルシウム(CaPi)の沈着は、細胞障害や慢性炎症を介して、老化の

加速と臓器機能低下につながる可能性が指摘されている。しかし CaPi の精緻かつ微細構造レベ

ルでの観察は困難で、組織内の CaPi 形成過程や、その伝搬、そして周囲組織への影響など、臓

器障害の進行過程の大部分がよくわかっていなかった。また、走査型電子顕微鏡(SEM)によるエ

ネルギー分散型 X 線分析(EDX)は、試料の元素組成情報を得るため、材料科学分野を中心に活

発に用いられていたが、こうした手法の組織内 CaPi 形成過程の解明への応用は、ほとんど行わ

れていなかった。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、試料の元素組成情報を得る目的で活発に用いられているエネルギー分散型 X

線分析(EDX)による元素マッピングに走査型電子顕微鏡（SEM）による 3 次元構造解析と関連

技術開発を組み合わせ、生体内元素成分の分布を正確にとらえる技術を開発し、高リン負荷状態

下を中心とした生体腎臓内の CaPi の形成過程の可視化に応用することである。 

 

３．研究の方法 

高リン含有食を摂取したマウスより、腎などの組織を採取し、化学固定、導電ブロック染色、

樹脂包埋を行った。連続切片の導電性基盤上への回収、もしくは集束イオンビーム(FIB)切削の

反復などを SEM 観察と組み合わせ、反射電子検出による電顕画像と EDX による元素マップの相

関画像を取得した。3次元再構築と相関解析を行い、得られたデータを光顕、生化学データと統

合し、CaPi の形成と伝搬過程の解明を目指した。この中で、組織内成分の保持に優れる高圧凍

結法を用いて、高リン含有食摂取マウスの腎などの組織を採取、凍結することを試みた。そして、

タンニン酸、ウランなどを用いた凍結置換固定法により、強い導電染色も検討した。樹脂包埋後、

電顕画像-元素マッピング像の取得を行う際、生物組織の包埋用の樹脂は導電性が極めて低く、

SEM 観察ではチャージングのアーチファクトや電子線ダメージが起きやすい。そのため、この問

題に対して樹脂に特殊な添加剤を加え、樹脂自体の導電性と物理特性を改善し、高解像度の構造

-元素相関観察のための樹脂包埋法の開発・応用も目指した。 

 

４．研究成果 

 まずは明らかな CaPi 結晶の形成が認められる高リン食を長期間負荷したマウスの腎組織を用

いて試料作製法を検討し、SEM と EDX による元素観察による CaPi の組織内観察に適した方法を

開発した。化学固定および導電染色による試料作製方法によっても大きな CaPi 粒子の元素分析

と微細形態観察は可能であったが、高圧凍結固定-凍結置換固定法を用いることで、微細形態が

非常に良好に保たれること、その中で CaPi の観察が可能であることが明らかになった。 

この過程で、生物試料の電子顕微鏡観察に広く用いられている鉛を含む金属染色が、CaPi の

安定性に影響を及ぼすことも明らかになった。そこで高圧凍結-凍結置換固定を用いることに加

えて構造観察のための電子染色を極力低減し、オスミウム酸による凍結置換固定のみによる処

理を行い、さらに走査型電子顕微鏡における高感度検出器を用いた block-face imaging を応用

した。このようにすることで、CaPi を組織内に保ったまま、3次元開発にも応用可能と考えられ



 

 

る微細形態観察技術を確立した。 

次に、より軽度な CaPi の形成が起こる可能性のある短期間の高リン食負荷マウスの腎組織の

解析を行った。この過程で、電子顕微鏡で観察可能な非常に限られた領域内に CaPi を捉えるこ

とができないという問題が明らかになった。そのため、光学顕微鏡により広領域を観察して CaPi

をスクリーニングし、CaPi が観察される領域の電子顕微鏡観察を行うことを試みた。この目的

で、蛍光標識アレンドロネート誘導体を応用した蛍光プローブを電子顕微鏡用試料の切片上に

濃度を最適化して用いることで、組織内の CaPi を樹脂包埋試料の切片上で検出する技術を開発

した。 

これらの技術を統合した光電子相関顕微鏡観察を用いて、小さい CaPi を広い腎組織内で光顕

レベルで検出した上で、SEM と EDX により詳細な解析を行うことのできる手法を確立した。この

アプローチの結果、内腔表面に刷子縁を有する近位尿細管の特に皮質髄質境界部の管腔内部に

おいて、CaPi の微細な粒子が形成されていることが分かった。さらに、小さい CaPi 粒子では大

きい粒子に比較して、比較的高い Mg のシグナルが検出されることが分かった。この結果は、生

体の腎組織内における CaPi 粒子の成長過程を、マグネシウムの含有が抑制する可能性を示唆し

ていると考えられた。 

以上の成果を 2報の原著論文として発表し、さらに複数の学会発表として報告した。 
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