
フジテレビジョン賞

組織透明化による全身一細胞解析技術の開発

東京大学大学院　医学系研究科　機能生物学専攻
博士課程 4年

久保田 晋平



― ―22

1．緒　言

　細胞は生命の基本構成単位であり、生命は細胞が織り成す複雑なシステムとして考えられ
ている。Robert Hooke 博士が生物の最も基本的な構成単位である“cell”を発見したのは約
350年前のことであるが、依然として細胞・組織・臓器・個体といった複数の階層を繋ぎ合
わせ個体の表現型として現れる生命現象を包括的・定量的に解析することは非常に困難であ
り続けている。申請者らは、本研究において、臓器の脱色に注目することによってマウス全
身透明化を達成し、世界で初めてマウス全身の全細胞を一細胞解像度で網羅的に解析するこ
とに成功した［1］。この基盤技術CUBIC（clear, unobstructed brain/body imaging cocktails 
and computational analysis）は、1）脱色作用を持つ水溶性透明化試薬を用いた個体・臓器の
高効率かつ再現性のよい透明化（図1A）、2）マウス全身、マウス全臓器などのサンプルに対
する高速な1細胞解像度3Dイメージング（図1B）、3）画像解析による情報抽出、の3つのス
テップにより構成される、全身全細胞解析プラットフォームである。CUBIC は核染色剤や
抗体を用いた組織化学的アッセイとの親和性が高いため、核染色剤によるマウス全身染色、
抗体によるマウス臓器染色を行うことが可能である。これらのサンプルから取得した三次元
イメージを用いた解剖学的・病理学的な情報抽出に成功している（図1C）。申請者らは本技
術を開発することにより臓器・個体内の細胞の位置情報と機能情報を保持した状態で細胞の
網羅的解析を行う基盤技術を確立した（図1）。

2．全身一細胞解析への課題

　医学・生物学の分野において、哺乳類動物における個体、臓器の階層において張り巡らさ
れた複雑な細胞ネットワークを解き明かす事は未だに大きな課題である。これまでに、個体
を包括的に観察するためコンピュータートモグラフィー（CT）や磁気共鳴イメージング
（MRI）、Positron Emission Tomography（PET）など様々な手法が開発されてきたが、生体
観察が可能であるといった長所はあるものの、一細胞解像度での撮像が原理的に困難であり、
特定の細胞を標識する技術が不足している。また二光子励起顕微鏡といった手法は十分な解
像度を持っているが、1mm以上の厚みがある対象の観察は困難である。臓器をスライス切
片にし、観察後に三次元再構築を行う手法であれば臓器を一細胞解像度で包括的に観察する
ことができる。しかしこの手法は多大な時間と手間を必要とするため、複数のサンプルを比
較検討する事は難しい。このように複雑なネットワークを形成している分子・細胞の働きを
個体・臓器の中で包括的かつハイスループットに解析する技術基盤は未だに確立されていな
い。
　申請者らは、個体・臓器全体における分子・細胞の働きの検出系としてライトシート顕微
鏡に着目した［2］。ライトシート顕微鏡はレーザー光をシート状にしてサンプルの横から照
射することで、XY平面を同時励起させて垂直方向からXY画像を取得する顕微鏡であり、
Z軸スキャンを行うことで三次元画像の高速な取得が可能である（図1B）。一方で、ライト
シート顕微鏡を用いた光学セクショニングを行うためにはサンプルが高度に透明である必要
があり、不透明である哺乳類に適応するためには高度な組織透明化手法の開発が必要とされ
ていた。
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図1．組織透明化による三次元解析基盤技術　（A）開発したCUBIC プロトコルでマウス全身・
全臓器透明化を行う。（B）ライトシート顕微鏡を用いることで透明化組織の高速三次元撮影を
行う。（C）透明化組織に対して核染色および免疫染色を行うことにより個体の包括的な定量解
析が可能となる。

3．透明化手法

　生体組織を透明化する試みは100年以上前から取り組まれており、組織透明化にあたり光
の散乱と吸収を抑制することが課題であると考えられていた。特に散乱の抑制は重要視され
ており、光散乱物質である脂質の除去、高屈折率溶媒を用いた屈折率均一化など光散乱を抑
制する様々な透明化手法が開発されている。最初の組織透明化手法は約一世紀前にSpalteholz
博士によって開発された手法であり、臓器に対して脱水処理を行い、その後高屈折率の有機
溶剤に浸透させるという手法である［3］。この方針に基づき開発された BABB（ベンジルア
ルコール /安息香酸ベンジル）試薬による透明化が主流であったが［2］、2012年にテトラヒ
ドロフランによる脱水処理後にジベンジルエーテルを浸透させるTHF-DBE［4］、THF-DBE
を用いた三次元イメージング手法3DISCO［5］、2014年に免疫染色に特化した三次元イメー
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ジング手法 iDISCO［6］が開発された。これらの透明化手法は速やかに十分な透明度が得ら
れるが、脱水処理および高屈折率の有機溶剤に浸透させる過程において蛍光タンパク質が退
色するという問題を抱えていた。一方、2011年に理化学研究所・脳科学総合研究センター
の宮脇グループによって開発された蛍光タパク質の退色を引き起こさない水溶性透明化試薬
Scale は尿素を主成分としており光の散乱の主因である脂質を溶出する［7］。2012年には理
化学研究所・多細胞システム形成センターの今井グループが開発した形態保存性の良い透明
化試薬 SeeDB は高濃度のフルクトースで構成されており、屈折率の均一化を促進する事で
脳の深部観察を可能にした［8］。2013年には電気泳動法を用いて脂質を除去する CLARITY
が［9］、2014年には CLARITYをベースにした透明化手法 PACT-PARS が開発された［10］。
これらの透明化試薬、透明化手法は主に屈折率の均一化、散乱の主因である脂質の除去に着
目し開発されており、成体マウス脳を始めとして複数臓器の三次元イメージングに成功した。
しかし蛍光タンパク質の退色問題、試薬・プロトコールの安全性や簡便さの問題、最終的な
透明度の問題等を全て解決する透明化手法は存在しなかった。また、赤血球に含まれるヘモ
グロビンや筋肉に含まれるミオグロビンなど内在性の色素が豊富である心臓や肝臓といった
臓器は屈折率の均一化、脂質の除去に主眼をおいた従来の透明化手法ではライトシート顕微
鏡を用いて観察するために十分な透明度を得る事ができなかった。これら色素を豊富に含む
臓器を一細胞解像度で包括的に観察するためには光を吸収する生体色素を効率的に除去する
透明化試薬を開発する必要があった［11］。
　申請者らは理化学研究所・宮脇博士らが2011年に開発した水溶性透明化試薬 Scale の改
良に取り組み、脳懸濁液を用いて40種類の化合物の透明化活性をハイスループットに定量
した。その結果、Scale で報告された尿素に加え、アミノアルコールが脳に対して高い透明
化活性を持つことを見出した。このスクリーニング結果に理化学研究所・今井博士らが
2013年に報告した高濃度糖溶液を用いた屈折率均一化手法を組み合わせることによって、
水溶性透明化試薬を用いた成体マウス全脳透明化に成功した。申請者らが以前に開発した
CUBIC の透明化試薬は尿素、糖、そしてアミノアルコール等で構成されており、この試薬
は蛍光シグナルの保存性の問題、試薬・手法の安全性・簡便さの問題、ライトシート顕微鏡
で脳を観察するために必要な透明度の問題を解決することができた［12］。

図2．アミノアルコールによる血液中のヘム
の溶出　血液とアミノアルコールを混合する
と黒緑色を呈する。血液＋アミノアルコール
の上清の吸収スペクトル（黒色）はヘム＋アミ
ノアルコールの吸収スペクトル（赤線）と完全
に一致した。一方で、ヘムの代謝物であるビ
リベルジン（青線）や二価鉄とアミノアルコー
ル（緑線）の吸収スペクトルとは全く異なって
いた。このことから、アミノアルコールが血
液中のヘムを溶出していることが分かる。
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　さらに申請者らは全脳イメージングのために開発した透明化試薬が、血液を効率的に脱色
することを発見した。脳懸濁液に対する透明化活性のスクリーニングで選別された化合物が
どのようにして血液を脱色しているのか探索したところ、透明化試薬中に含まれるアミノア
ルコールが血液中のヘムを高効率に溶出する性質を持っていることを明らかにした（図2）。
　そしてこのアミノアルコールが持つ脱色活性に着目することで、マウス臓器透明化を10
日間で、マウス個体全身透明化を14日間で可能にする“CUBIC 還流プロトコール”を開発し
た。このプロトコールはマウスを4%パラホルムアルデヒド（PFA）水溶液の大量還流によっ
て固定した後に血液の脱色作用をもつCUBIC 試薬を経心臓的に循環させる。ヘムを含有し
ている脾臓および腎臓は希釈したCUBIC試薬を全身還流した直後から脱色が確認される（図
3A）。その後、臓器（心臓・肺・腎臓・肝臓）をCUBIC 試薬に10日間震盪することで臓器丸
ごと透明化、また、皮膚を剥離したマウス個体を2週間震盪することで個体全身丸ごと透明
化を行った（図3B）。この手法は血管系を介して臓器の内側から透明化を、CUBIC 試薬中で
震盪させることで臓器の外側から透明化を進めるため、今まで困難であった10cmオーダー
の大きさを持つサンプルの透明化が可能となった。

図3．CUBIC 還流法による全身・全臓器透明化　（A）CUBIC 液の全身還流により組織内部
からの透明化を行った。ヘムを含有している臓器はCUBIC液の還流直後から脱色が始まる。
（B）CUBIC 灌流後の全身・臓器を CUBIC 液中で振盪することにより組織外部からの透明化
を行った。上は成体マウスの透明化後心臓、肺、腎臓、肝臓で、下は透明化前の成体マウス、
透明化後の生体マウスである。（スケールバー：1cm）

4．臓器丸ごと・個体丸ごと高速一細胞解像度イメージング

　透明化手法の開発において蛍光タンパク質の退色は非常に重要な課題であるが、CUBIC
試薬は蛍光タンパク質の退色をほとんど引き起こさないため、これまでに作製されてきた
様々なレポーターマウスに適応可能である。申請者らはEGFP、YFP、mKate2、mCherry
といった蛍光タンパク質を内在性に発現しているレポーターマウスに対して SYTO16、
Propidium iodide といった蛍光色素を用いて核染色を行う事により臓器丸ごと・個体丸ごと
イメージングを行った。ライトシート顕微鏡は点操作ではなく面撮影を行うため1細胞解像
度の三次元イメージングデータを1時間程で取得することが可能であり、一個体からサンプ
リングした全臓器のイメージングは一日以内に完了する。筆者らが使用しているライトシー
ト顕微鏡では縦3cm、横2cm 程度のサンプルを撮像できる。そこで、b-actin-nuc- 3×
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mKate2ノックインマウスの心臓を透明化の際に SYTO16で核染色し、心臓まるごとイメー
ジングを行った。拡大断面図ではそれぞれの細胞の核が紫色のドットで観察される（図4A）。
また生後一日の CAG-EGFP トランスジェニックマウス個体全身を透明化の際に Propidium 
Iodide で核染色し、個体丸ごとイメージングを行った（図4B）。

5．個体レベルのシステム生物学

　申請者らの開発した透明化手法を用いて簡便に一細胞解像度の高速三次元イメージングを
臓器レベルで観察することができた。この技術を免疫組織化学、解剖学、病理学に応用する
ことで、臓器の生理現象を一細胞解像度で包括的に描出することが可能となりつつある。

a．一細胞解像度三次元免疫組織化学
　透明化技術をヒトの組織の解剖学・病理学解析等に適用するためには、免疫染色法への応
用が必須である。申請者らは透明化処理を行った臓器に対して免疫染色を行い、胃の平滑筋
などを染色する事に成功した（図5A）。これまでの生物学・医学で積み重ねられてきた生体
分子を観察する技術を用いることができるだけではなく、病理診断と言った医療への応用が
期待できる。

b．一細胞解像度三次元解剖学
　レポーターマウスの臓器に対して核染色を行うことにより臓器の三次元イメージを得るこ
とが出来る。これらの三次元イメージを IMARIS、ImageJ、そしてAutoQuant などのソフ
トを用いて画像解析を行うことにより、解剖学的部位により異なる細胞核の密度分布そして
レポーターマウスの種類により異なる蛍光タンパク質の発現パターンを抽出することができ
る。これらの画像解析により、心臓では冠動脈を始めとして心室・心房また弁構造を、肺で
は気管支を抽出した（図5B）。これは従来解剖学で扱われてきた臓器に対して、組織学で達

図4．全身・全臓器一細胞解像度イメージ
ング　（A）細胞に蛍光タンパク質（赤色：
mKate）が発現している b-actin-nuc- 3×
mKate2ノックインマウスの心臓を、核染
色剤（青色：SYTO16）で染色し、心臓イメー
ジングを行った。（B）細胞に蛍光タンパク
質（赤色：EGFP）が発現している生後一日
の幼若マウス個体全身を、透明化の際に核
染色剤（青色：Propidium Iodide）で染色し、
個体丸ごとイメージングを行った。
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成されてきた細胞レベルの観察が可能になったことを意味する。

c．一細胞解像度三次元病理学
　臓器の一細胞解像度の高速イメージングが病理学的解析に用いることができるかを調べる
ためにストレプトゾトシン誘導糖尿病モデルマウスを作製し三次元病理解析を試みた。スト
レプトゾトシンは膵臓のβ細胞を特異的に破壊するためストレプトゾトシンンをマウスに大
量投与することにより糖尿病を誘導することができる。また膵臓においてランゲルハンス島
は非常に高い細胞密度を持つ事を利用してランゲルハンス島の体積・個数を統計解析する手
法を構築し、糖尿病モデルマウスのランゲルハンス島の体積分布の定量的評価を行った（図
5C）。この解析により糖尿病モデルマウスにおいて膵島の体積・個数が減少していること、
また膵管近位部に存在する1.0x107μm3より大きいランゲルハンス島が特に減少しているこ
とが確認された。

6．おわりに

　包括的に哺乳類個体の細胞ネットワークを観察する技術を開発することにより「個体レベ
ルのシステム生物学」が可能となった。申請者らの開発した透明化手法は臓器を均一に染色
することのできる免疫組織化学染色法と組み合わせる事によって分子から細胞そして個体と
いう多階層にわたる複雑な生命現象の解明に更なる力を発揮すると期待できる。本技術は基
礎医学・生物学への貢献のみならず、病理学・再生医学など医療応用が可能である。既に申
請者は全身病態の理解を目指し、癌転移の時系列的変遷、薬剤による癌微小環境変化といっ
た全身性疾患の病態可視化に取組んでいる。また申請者らが開発した全身全細胞解析プラッ
トフォームは創薬において重要な役割を持つ。CUBIC を用いることにより、医薬品が作用
する細胞種の特定および、医薬品の予期せぬ体内局在などを明らかにすることが可能となる。
全細胞解析プラットフォームは治療効果の定量的評価を行うための革新的な基盤技術となる
ことが予想される。
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図5．個体レベルのシステム生物学　（A）核染色剤（青色：SYTO16）により染色した胃を、
平滑筋アクチンに対する蛍光標識抗体で免疫染色（赤色：α-SMA Cy3）し、ライトシート顕
微鏡を用いて撮影した。CUBIC と免疫染色を組み合わせることで、臓器丸ごとの三次元イ
メージングに成功した。（B）細胞核の密度の違いや蛍光タンパク質の発現パターンの違い
から、画像解析により臓器の特徴的な構造を抽出できる。心臓の冠動脈（赤色）、肺の気管
支（赤色）などを一細胞解像度で抽出できた。（C）糖尿病を発症したマウス、および健常マ
ウス由来の膵臓を透明化するとともに核染色剤（青色：Propidium Iodide）で染色して、膵
臓の三次元イメージングを行った。画像解析により細胞核が密集したランゲルハンス島（赤
色）や膵管（緑色）の構造の三次元分布を抽出することにより三次元病理解析を行った。
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