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研究成果の概要（和文）：慢性腎臓病(CKD)はミネラル代謝異常を発症し、軟部組織の繊維化や異所性石灰化を発症す
る。本研究では重症度の異なるCKDラットを作製し、赤外およびラマンイメージング、同位体顕微鏡を用いてそのカル
シウム(Ca)代謝と線維化について検討しながら、病態の新規可視化手法の開発を行った。その結果、二次性副甲状腺機
能亢進症を発症した初期段階では、必ずしも異所性石灰化を発症しないことが示された。また、CKDに伴って骨から溶
出したCaが直ぐに異所性石灰化に結び付かないことも示された。新規可視化手法の開発では繊維化の計測方法として配
向性の評価法を確立し、更に試料の固定や包埋による影響も示した。

研究成果の概要（英文）：Chronic kidney disease (CKD) can lead to mineral and bone disorder, soft tissue 
fibrosis, and ectopic calcification. In this work, calcium metabolism and soft tissue fibrosis in rats 
with different severity of CKD were characterized using FTIR imaging, Raman imaging, and isotope 
microscopy. In addition, the new visualization methods of the pathological condition were developed. 
FTIR, Raman, and isotope images indicated that ectopic calcification was not necessarily developed at the 
early stage in the development of secondary hyperparathyroidism. Furthermore, it was found that Ca eluted 
from bones with CKD did not cause ectopic calcification immediately. In developing new visualization 
methods of the pathological condition, a method to determine fiber orientation in tissues was developed 
in order to characterize fibrosis, and negative effects of fixation and embedding processes were 
investigated.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 腎臓はミネラル代謝の維持に重要な臓器
である。したがって、腎機能が徐々に低下し
ていく慢性腎臓病(Chronic Kidney Disease: 
CKD)ではミネラル代謝異常を発症し、軟部組
織が石灰化する異所性石灰化を発症する可
能性がある。このような異所性石灰化は、動
脈硬化や心筋梗塞などの原因となり、心筋の
石灰化は線維化の原因の一つであると考え
られている。一方、異所性石灰化のプロセス
や線維化との関連について、これまで詳細な
研究報告はない。 
 本研究で使用した赤外イメージングや顕
微ラマンイメージングは、材料分析に古くか
ら用いられているが、生体組織に用いた研究
報告は少なく、僅かに骨質のみ系統的な研究
が行われている。また、生体組織に対して同
位体顕微鏡を用いた研究報告はない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、4/5 腎摘出(4/5Nx)ならび 5/6
腎摘出(5/6Nx)ラット CDK モデルを作製し、
カルシウム(Ca)安定同位体を一定期間食餌
として摂取させた後、腎臓、骨、心臓(左心
室)、肝臓を摘出し、赤外イメージング、顕
微ラマンイメージング、同位体顕微鏡を用い
て各組織の構造や病態を可視化、解析する新
規可視化手法を確立し、Ca代謝異常で発症す
る異所性石灰化と組織の線維化の関連につ
いて検討することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1)CKD 動物モデルの作製 
a.4/5Nx CKD モデルラット(4/5Nx-CKD ラッ
ト) 
 10 週齢雄 SD ラットに 4/5Nx を施し、食餌
として Ca 調整食(40Ca、42Ca、44Ca が一定量含
まれる)を 15週間与えて飼育した。 
b.5/6Nx CKD モデルラット(5/6Nx-CKD ラッ
ト) 
 10 週齢雄 SD ラットに 5/6Nx を施し、食餌
として Ca 調整食(40Ca が一定量含まれる)を
16 週間与えて飼育した。 
 
(2)CKD ラットの腎臓、骨、心臓、肝臓の摘出 
 4/5Nx-CKD、5/6Nx-CKD、Sham ラットの各群
は安楽死させた後、それぞれ採血を行ってか
ら腎臓、骨、心臓(左心室)、肝臓を摘出し、
70%アルコールで固定した後に凍結保存した。 
 
(3)CKD ラット各組織の包埋と薄切片の作製 
 アルコール固定した各腎臓、心臓、肝臓は
パラフィン包埋後に 3μmの連続切片(各 3枚
以上)を作製し、それぞれ赤外イメージング
測定、顕微ラマンイメージング測定、同位体
顕微鏡観察の試料にした。 
 アルコール固定した大腿骨は長軸に沿っ
て半分に切断し、片側をPMMAで包埋した後、
3μm の薄切片を作製して赤外イメージング
測定の試料にした。また、PMMA ブロックは同

位体顕微鏡観察用の試料にした。残った半分
の大腿骨は凍結保存して顕微ラマンイメー
ジング測定の試料にした。 
 
(4)赤外イメージング測定 
 4/5Nx-CKD、5/6Nx-CKD ならび Sham ラットの
腎臓、大腿骨、心臓、肝臓について、その薄
切片の赤外イメージング測定を行った。また、
各イメージから赤外スペクトルを抽出して
詳細な解析を行った。 
 
(5)ラマンイメージング測定 
 4/5Nx-CKD, 5/6Nx-CKD ならび Sham ラット
の腎臓、大腿骨、心臓、肝臓の薄切片と凍結
保存した大腿骨のラマンイメージング測定
を行った。測定には 785 nm と 1064 nm のレー
ザーを用いた。各イメージからラマンスペク
トルを抽出して詳細な解析を行った。 
 
(6)同位体顕微鏡観察 
 4/5Nx-CKD、 5/6Nx-CKD ならび Sham ラット
の腎臓、心臓、肝臓の薄切片と PMMA 包埋し
た大腿骨について、同位体顕微鏡観察を行っ
た。 
 
(7)試料調整法の標準化 
 健常ラットの心臓と腎臓についてパラ
フィン包埋切片と凍結切片を作製し、その赤
外イメージング測定で得られた赤外スペク
トルを比較検討した。健常マウス大腿骨につ
いて、未固定、エタノール固定、 エタノー
ル固定＋PMMA 包埋した試料を作製して、その
赤外イメージング測定で得られた赤外スペ
クトルを比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1)CKD の重症度と異所性石灰化 
 4/5Nx-CKD、5/6Nx-CKD、Sham ラットの腎臓
を比較した結果、CKD ではそれぞれ肥大と組
織の繊維化が認められ、その腎髄質ではリン
酸の蓄積が確認された。特に 5/6Nx-CKD ラッ
トでは著しく、僅かな Ca の蓄積も観察され
た。 
 また、CKD ラットは心臓でも肥大が認めら
れた。5/6Nx-CKD ラットでは変色部位(石灰
化)、過剰なリン酸の蓄積、繊維化を確認し
たが、4/5Nx-CKD ラットでは僅かな変色部位
のみ認められた。尚、肝臓については、大き
な変化が認められなかった。  
 一方、CKD ラットの大腿骨では骨端と海綿
骨において骨吸収が認められ、共に高代謝回
転骨であることが確認された。5/6Nx-CKD
ラットの骨吸収が著しいことから、末期 CKD
においてもその重症度によって骨代謝は異
なることが示された。  
 以上の結果から、CKD が原因で組織にリン
が蓄積する二次性副甲状腺機能亢進症を発
症した場合も、初期段階では必ずしも心臓な
どに異所性石灰化を発症しないことが示さ
れた。また、骨から溶出したカルシウムが直



ぐに異所性石灰化に結び付かないことも示
唆された。 
 
(2)CKD の骨質 
 4/5Nx-CKD、5/6Nx-CKD、Sham ラット大腿骨
の石灰化度と炭酸塩含有率は、CKD ラットで
減少傾向にあり、CKD ではリン酸塩に比べて
炭酸塩が先に溶け出していることが示唆さ
れた。特に、その傾向は 5/6Nx-CKD ラットで
著しかった。 
 一方、Ca安定同位体の分布から、末期 CKD
においても日々骨形成が行われていること
が示され、骨形成時を特定することができた。
骨コラーゲンの二次構造を調べた結果、CKD
と Sham では異なることが明らかとなった。 
 
(3)病態の新規可視化法の標準化 
 固定化や包埋法を変えた硬組織 (大腿骨) 
薄切片と軟組織(心臓・腎臓) 薄切片を用意
し、赤外イメージングによる解析を行った。 
 軟組織の場合は包埋剤を完全に除くこと
が難しく、赤外スペクトルに包埋剤の影響が
現れた。パラフィン包埋切片と凍結切片の赤
外スペクトルを比較した結果、僅かではある
が包埋剤を除去し易い凍結切片法が赤外イ
メージングやラマンイメージングに適して
いることが示された。しかしながら、いずれ
の場合も包埋剤の除去が完全ではないため、
詳細な解析を行うためには複数の包埋法を
使用するべきたど考えられる。 
 硬組織の場合、未固定、エタノール固定、 
エタノール固定＋PMMA 包埋した大腿骨では、
ヒドロキシアパタイト由来のリン酸バンド
の波形や吸光度が著しく異なっていた。また、
コラーゲン由来のバンドでは、amide II バ
ンドが PMMA 包埋によって高波数側にシフト
した。各バンドを用いて骨質を評価した結果、
PMMA 包埋した試料の石灰化度、結晶化度は高
値を示した。これらの結果から、骨質を評価
するためには、前処理を同じにする必要があ
ることが示された。 
  
(4)繊維化の新規計測法 
 繊維化の新規計測法として新たに確立し
た赤外二色性イメージングによる配向性の
可視化手法を用いて 4/5Nx-CKD、5/6Nx-CKD、
Sham ラットの心臓の繊維化部位を調べた。そ
の結果、5/6Nx-CKD ラットではより組織の繊
維化が進み、繊維化した組織の配向性は高ま
ることが示された。また、大腿骨のコラーゲ
ン繊維配向性を調べた結果、CKD により二次
性副甲状腺機能亢進症を発症した大腿骨の
皮質骨では、骨幹端部で配向性が低下するこ
とが示された。 
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