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1．緒 言 

ヒトを含む哺乳類において、生命現象は多くの細胞が協調して機能することで成り立っ

ている。例えば脳では、多数の神経細胞が機能的ネットワークを形成することで、単純な神

経活動の総和だけでは説明できない認知や記憶といった高次機能が生み出される。従って、

哺乳類の生命現象を記述するためには、個々の細胞を別々に計測するだけでは不十分であ

り、多数の細胞の振る舞いを組織から器官に至るスケールで同時計測することが重要であ

る。 

近年、細胞内のさまざまな分子の機能を可視化できる蛍光センサーの開発が進み、生きた

細胞内で起こる分子の挙動をリアルタイムで観察できるようになった 1。しかし、生体組織

には異なる屈折率を持つ様々な構造が詰め込まれており、その屈折率差によって光が複雑

に屈折・散乱する 2。そのため、生体組織は一般に不透明であり、深部に位置する細胞を光

学的に観察することは困難であった。 

蛍光顕微鏡を用いた深部観察は、蛍光を励起する光（励起光）の長波長化や高出力化によ

って発展してきた 3,4。1990 年代頃から共焦点顕微鏡が普及し、組織表層から約 50 µm の深

さまで、単一細胞分解能での計測が可能になった。さらに、2000 年代頃から二光子励起顕

微鏡が普及したことで、組織表層から約 500 µm の深さまで計測できるようになった。近年

では、励起光のさらなる長波長化を目指して、多くの研究者が三光子励起顕微鏡の開発を進

めている。しかし、この波長域では水分子による光吸収が大きく、熱による組織損傷が生じ

るため、細胞機能の動態を高い時間分解能で追跡することは難しい 5。従って、蛍光顕微鏡

の改良による深部観察は、すでに技術的な限界に至っており、さらなる組織深部の観察は困

難である。 

死後にホルマリンなどで固定した組織標本では、近年、組織透明化法を用いることで透明

化が可能となり、深部観察が容易になった 6-15。これらの手法では、高い屈折率の溶液（透

明化液）を組織内に浸透させることで、組織内の屈折率を均一化する。その結果、組織にお

ける光の屈折や散乱が抑えられ、組織が透明化することで、深部を含む組織全体を見通す蛍

光観察が可能となる。しかし、このような従来の透明化液は、極めて高い毒性を生じるため、

生きた細胞の正常な機能を保持することはできなかった。 

一方で、生きた動物における組織を透明化する試みもこれまでになされてきた 16。例えば、

動物の皮膚の透明化では、皮膚表面でバリア機能を担う角層を物理的に破壊したのち、ター

トラジンなどの溶液を浸透させることで、組織内で生じる光散乱を抑制する 17-19。同様に、

頭蓋骨を脱灰して透明化する方法も数多く報告されている 20-22。しかし、これらに用いられ

る試薬も、固定組織に用いられる透明化液と同様に高い毒性を生じる。従って、これらの手

法はいずれも、観察対象の組織を正常な機能を維持したまま透明化することはできない。生

きた組織を、機能を損なうことなく透明化し、深部の観察を実現することは、生命科学にお

ける長年の課題であり、多くの研究者の夢であった。 
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2．生きた組織を透明化する手法の開発 

生きた組織の透明化を実現するためには、組織中の屈折率を均一化して透明にするだけ

ではなく、細胞に対する毒性を最小限に抑える必要がある。特に、細胞外液の浸透圧やイオ

ン組成などを生体内の環境にできる限り近づけ、細胞機能を正常に保つことが重要である。

しかしこれまで、これらの条件を全て満たす「生きた組織の透明化」は実現していなかった。 

2-1. 生きた組織を透明化するための条件検討 

生きた細胞を透明化するうえで、浸透圧ストレスによる細胞への影響を回避することは

極めて重要である。細胞膜は半透膜として働き、水は通しやすい一方で溶質やイオンは通し

にくい。そのため、細胞外液の浸透圧が高いと、細胞質中の水分が浸透圧の高い細胞外へ流

出してしまう。その結果、細胞は収縮し、細胞内環境が変化することで、本来の機能を維持

できなくなる。溶液の屈折率は溶質の質量濃度に、浸透圧はモル濃度に依存して上昇する。

従来の高い屈折率を持つ透明化液は一般に飽和溶液に近く、通常の細胞外液の 10 倍以上に

達する高い浸透圧を示すため、細胞機能を障害する。 

そこで私はまず、グリセロールなどの細胞膜を透過可能な小分子（膜透過性小分子）を透

明化液に用いることを検討した。浸透圧による細胞への負荷は、細胞内外の浸透圧差によっ

て生じる。そのため、膜透過性小分子であれば細胞内外の浸透圧をともに上昇させることで、

浸透圧差に起因する細胞への負荷を回避できると考えられた。 

しかし実際には、膜透過性小分子を培地に添加しても細胞の透明性は大きく向上せず、む

図 1 高分子量分子を用いることで、浸透圧の上昇を最小限に抑えながら屈折率を高めること

ができる。 

溶液の屈折率は溶質の質量濃度に依存し、浸透圧はモル濃度（分子数）に依存する。従来

の透明化液では、屈折率を高めるために分子量の小さな分子が用いられてきたが、この

場合は多くの分子を溶解させる必要があるため、浸透圧も大きく上昇する（左）。一方、

ポリマーのような高分子量分子を用いれば、モル濃度を低く抑えたまま屈折率を高めら

れるため、浸透圧の上昇を抑制できる（右）。 
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しろ細胞増殖は停止し、最終的には細胞死が誘導されることが分かった。これは、細胞膜に

おける透過速度が十分に高くないため、試薬添加直後に培地の浸透圧が急激に上昇し、細胞

機能が障害されたためと考えられた。加えて、試薬が細胞内に取り込まれること自体によっ

て、細胞機能が障害された可能性も考えられた。以上のことから、膜透過性小分子は生きた

細胞の透明化液としては適さないことが明らかとなった。 

そこで次の候補として、分子量の大きな分子（高分子量分子）を透明化液に用いることを

検討した。従来の透明化液では、分子量の小さな分子が用いられていたため、モル濃度が高

くなり透明化液の浸透圧は極めて高くなっていた。一方、ポリマーなどの高分子量分子を用

いれば、モル濃度を低く抑えることができるため、浸透圧の上昇は最小限に抑えられると考

えられた（図 1）。例えば、分子量 10 万のポリマーでは、50% (w/v)で溶液に溶解しても、

計算上、浸透圧の上昇は+5 mOsm/L にとどまる（分子量の小さなグルコースでは+2778 

mOsm/L）。 

まず高分子量分子の一つであるイオジキサノールを用いて細胞外液の屈折率を段階的に

変化させ、生きた培養細胞における光の透過率を測定した。その結果、細胞外液の屈折率を

1.36–1.37 としたときに、生きた細胞が透明になることを見出した（図 2A,B）。 

通常培地の屈折率が 1.33–1.34 であるのに対し、細胞内の屈折率は 1.36–1.37 である。そ

のため、通常培地中では、光が細胞に入射すると屈折・散乱が生じる。従って、生きた細胞

が透明化したのは、細胞外液の屈折率が細胞内の屈折率に一致したことで、光の屈折・散乱

図 2 細胞外液の屈折率を細胞の屈折率に合わせることで、生きた細胞が透明になる 

(A) 高分子量分子の一つであるイオジキサノールを用いて、細胞外液（PBS）の屈折率を

変化させた際の光の透過率。生きた HeLa 細胞（生細胞）と、ホルマリン固定後に界面活

性剤で透過処理を施した HeLa 細胞（固定細胞）について計測を行った。(B) 通常培地

（屈折率 1.338）および屈折率調整培地（屈折率 1.363）における HeLa 細胞の透過光画

像。(C) 通常培地では、細胞外液と細胞の境界で光が屈折・散乱するため、細胞は不透明

に見える。一方、細胞外液の屈折率を 1.36-1.37 に調整すると、細胞内外の屈折率が一致

し、光の屈折・散乱が抑えられることで、細胞は透明化する。 
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が抑制されたためであると考えられた（図 2C）。さらに興味深いことに、生きた細胞が透明

になる屈折率条件は、従来、固定した死細胞の透明化に用いられてきた屈折率条件（1.43–

1.56）とは大きく異なっていた。 

2-2. 浸透圧上昇を抑えながら屈折率を高めることが可能な試薬の探索 

そこで、さまざまな高分子量分子の溶液を調製し、屈折率が 1.365 となる条件で浸透圧を

測定した。その結果、多くの高分子量分子では、モル濃度から予測される値よりも高い浸透

圧を示した。例えば分子量 8000 のポリエチレングリコールでは、予想値が 29 mOsm/kg で

あったのに対し、実測値は 381 mOsm/kg であった（図 3）。このような予測値と実測値の

乖離は、特に直鎖状ポリマーで顕著であり、分子の形態が実際の浸透圧に影響することを示

唆していた。 

一方、球状ポリマーは、モル濃度に近い浸透圧を示すことが分かった。その中でも、タン

パク質の一種であるウシ血清アルブミンの水溶液が、最も低い浸透圧(3 mOsm/kg)を示す

ことが明らかとなった（図 3）。一般に、細胞外液の浸透圧は 280-300 mOsm/kg の範囲に

調整されているが、アルブミン添加による浸透圧上昇は 3 mOsm/kg にとどまるため、細胞

外液に加えても浸透圧はほとんど変化しなかった。 

実際、アルブミンを溶解して屈折率を調整した培地中においても、透明化した培養細胞が

3 日間にわたり正常に増殖することを確認した。これらの結果から、アルブミンを添加した

培地は、細胞に対する毒性が極めて低いことが示された。 

私は、この透明化培地を「SeeDB-Live」と名付けた 23。SeeDB-Live は、アルブミンを添

加して細胞外液の屈折率を 1.36–1.37 に調整する。これにより、細胞毒性を抑えつつ、細胞

図 3 高分子量分子の中でも、球状ポリマーは低い浸透圧を示した。 

高分子量分子として、屈折率を 1.365 に調整した X 線 CT 検査用ヨード系造影剤、直鎖

状ポリマー、および球状ポリマー溶液の浸透圧を測定した。ショ糖などの低分子や造影

剤、直鎖状ポリマーが高い浸透圧を示したのに対し、球状ポリマーは低い浸透圧を示し

た。その中でも、タンパク質であるアルブミンは極めて低い浸透圧を示した。 



- 6 - 

 

外液の浸透圧やイオン組成を正常条件にできる限り近づけた状態で、生きた細胞および組

織を透明化できる。SeeDB-Live は、観察する細胞の通常培地を基に作製する必要がある。 

3．SeeDB-Liveを用いた実証実験 

3-1. 三次元培養組織の透明化 

三次元培養組織における SeeDB-Live の効果を検証するため、まず培養細胞を三次元的に

培養して作製したスフェロイドにおいて実験を行った。スフェロイドを SeeDB-Live に浸す

と、15 分ほどで透明になることが確認された（図 4A）。透明化後には、蛍光タンパク質を

発現する細胞を、透明化前と比べて 3 倍ほどの深さまで観察することができた（図 4B）。さ

らに、透明化したスフェロイド内の細胞が正常に増殖することも確認した。 

次に、オルガノイドにおける透明化効果を検証した。オルガノイドは、ミニ臓器とも呼ば

れ、臓器の構造や機能を部分的に再現した三次元組織である。マウスの腸組織を取り出し、

培養皿で三次元的に培養することで作製した腸オルガノイドについても、透明化後には蛍

光タンパク質を発現する細胞を通常よりも深部まで観察することが可能であった（図 4C, 

D）。また、透明化後のオルガノイドが正常に増殖することも確認した。 

以上のことから、SeeDB-Live は、三次元培養組織であるスフェロイドおよびオルガノイ

ドを生きたまま透明化し、深部観察を可能にすることが示された。さらに、透明化処理を繰

り返し行ってもスフェロイドやオルガノイドが正常に増殖したことから、長期的な経過観

察にも適用可能であることが示された。 

図 4 生きたスフェロイドおよび腸オルガノイドの透明化 

(A) HeLa 細胞を三次元的に培養して作製したスフェロイドの透過光画像。(B) 細胞周期

センサーFucci2 を発現する HeLa 細胞スフェロイドの共焦点蛍光画像。mVenus および

mCherry の蛍光を示す細胞は、それぞれ S/G2/M 期および G1 期にあることを示す。(C) 

マトリゲルで培養した腸オルガノイドの透過光画像。(D) 腸内分泌細胞に蛍光カルシウ

ムセンサーGCaMP を発現させた腸オルガノイドの共焦点蛍光画像。 
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3-2. 生体から摘出した三次元組織の透明化 

生体から摘出した三次元組織における SeeDB-Live の効果を検証するため、生きた脳組織

のスライスである急性脳切片を用いて検討を行った。動物個体から取り出した直後の脳切

片は、培地（人工脳脊髄液）を灌流し続けることで、細胞を生かしたまま維持することがで

きる。 

まず、急性脳切片において、透明化後にも正常な神経活動が維持されているかを調べた。

図 5 急性脳切片を対象とした SeeDB-

Liveにおけるイオン組成の最適化。 

(A,B) 急性脳切片（生後 11-14 日目の

マウス嗅球）において GCaMP 発現神

経細胞のカルシウムイメージングを行

い、アルブミン/人工脳脊髄液中の総

Ca2+/Mg2+濃度に依存した蛍光輝度変

化(A)および活動頻度(B)を比較した。

(C) 最終的に決定した、人工脳脊髄液

を基にした SeeDB-Live の組成および

物性。 
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神経細胞では、活動に伴って細胞内カルシウム濃度が上昇することが知られている。そのた

め、蛍光カルシウムセンサーGCaMP を用いることで、蛍光輝度の変化として神経活動を捉

えることができる。そこで、GCaMP を用いて神経細胞のカルシウムシグナルを計測したと

ころ、予想に反して、アルブミンを添加した人工脳脊髄液（アルブミン/人工脳脊髄液）で

は、神経細胞が異常に大きな活動を示すことが分かった（図 5A, B）。 

その原因を検討した結果、アルブミンが溶液中の Ca2+/Mg2+と結合することで、神経細胞

が実際に利用できる遊離 Ca2+/Mg2+濃度が低下していることが判明した。そこで、神経細胞

のカルシウムシグナルの変化量と活動頻度を指標として、アルブミン/人工脳脊髄液に

Ca2+/Mg2+を追加で添加し、遊離 Ca2+/Mg2+濃度が正常範囲となる条件を決定した（図 5A, 

B）。その結果、アルブミン/人工脳脊髄液中の総 Ca2+/Mg2+濃度を人工脳脊髄液の 2-3 倍に

すると、神経活動が正常範囲に収まることが明らかとなった。さらに、神経活動をより正常

な状態に近づけるため、Na+, Cl-, グルコース濃度等についても同様に詳細な検討を行い、

最終的に人工脳脊髄液を基にした SeeDB-Live を完成させた（図 5C）。 

急性脳切片にこの SeeDB-Live を 1 時間ほど灌流すると、組織が透明になることが確認さ

れた（図 6A,B）。さらに、GCaMP を用いて神経細胞のカルシウムシグナルを計測したとこ

ろ、透明化後も正常な神経活動が維持されていることが確認された（図 6C）。また、透明化

された急性脳切片が正常な神経活動を維持しているか調べるため、神経細胞の電気的活動

図 6 急性脳切片の透明化 

(A, B) 急性脳切片（生後 5 日目のマ

ウス大脳皮質）の透明化。通常培地（人

工脳脊髄液）(A）および SeeDB-Live 

(B)に、それぞれ 1 時間ほど浸した後

の脳切片の透過光画像。透明化した脳

切片では、標本の下にある縞模様が明

瞭に観察できた。(C) 急性脳切片（生

後 11 日目のマウス嗅球）の比較的浅

い位置（深さ 100 µm）において、透

明化前後で神経細胞のカルシウムシ

グナルを比較した。(D) 急性脳切片

（生後 9 日目のマウス嗅球）の深い位

置（深さ 150 µm）において、透明化

前後で神経細胞の経時的な蛍光輝度

を比較した。透明化後には、カルシウ

ムシグナルを明瞭に観察できるよう

になった。 



- 9 - 

 

を直接記録する電気生理学的計測を行った。その結果、透明化後も神経細胞の膜電位の特性

や活動動態はほとんど損なわれないことが分かった。 

そこで次に、深部での蛍光イメージングが可能になるか検証した。神経細胞に蛍光タンパ

ク質を発現させた急性脳切片で評価を行ったところ、SeeDB-Live で透明化した脳切片では、

通常の約 2 倍深い領域においても、細胞からの蛍光を観察することが可能であった。さら

に、通常では計測が困難なより深部の領域において、透明化前後でカルシウムシグナルを計

比較したところ、透明化後には蛍光輝度が上昇し、神経活動を明瞭に観察できることが確認

された（図 6D）。 

以上のことから、人工脳脊髄液を基にした SeeDB-Live は、イオン組成を緻密に調整する

ことで、生体から摘出した三次元組織である急性脳切片を生きたまま透明化できることが

示された。さらに、神経細胞の正常な機能を維持したまま、より深部における活動計測を可

能にすることが示された。 

3-3. 生きたマウスにおける脳の透明化 

続いて、生きたマウスの脳（大脳皮質領域）を対象として、SeeDB-Live による透明化を

試みた。麻酔下マウスの頭蓋骨と硬膜を除去したのち、蛍光標識アルブミンを含む SeeDB-

図 7 生きたマウスにおける大脳皮質の透明化 

(A) 麻酔したマウスにおいて、脳表面に SeeDB-Live を 1 時間流し続けて浸透させ、透

明化を行った。(B) 大脳皮質第五層錐体細胞の三次元蛍光画像。蛍光タンパク質を神経

細胞に発現する（Thy1-EYFP-H）マウスを二光子励起顕微鏡により撮像した。(C-E) 大

脳皮質第五層錐体細胞の樹状突起およびスパイン（C）。透明化前（D）と比べ、透明化後

（E）には蛍光輝度が向上し、樹状突起や樹状突起スパインの蛍光画像がより明瞭に観察

できるようになった。 
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Live で脳表面を約 1 時間灌流したところ、SeeDB-Live が大脳皮質内へ浸透することを確認

した（図 7A）。その結果、大脳皮質深部に位置する神経細胞の蛍光を、透明化前と比べて 3

倍以上明るく観察できた（図 7B）。さらに、通常は観察が困難であった大脳皮質第五層錐体

細胞の基底樹状突起やスパインといった微細構造も明瞭に観察することができた（図 7C-

E）。また、GCaMP を用いることで、大脳皮質第五層錐体細胞のカルシウムシグナルも、高

い精度で計測することができた（図 8）。 

SeeDB-Live による生きた組織の透明化では、細胞外液が一時的に SeeDB-Live へ置換さ

れる。そのため、生きた動物の脳では、透明化処理の数時間後に SeeDB-Live が洗い流され、

透明度は元の状態に戻る。従って、同一個体を長期間にわたって蛍光観察するには、その都

度、SeeDB-Live を脳内に浸透させて透明化する必要がある。私は、生きたマウスにおける

脳の透明化を 4 ヶ月以上にわたって繰り返し行い、神経細胞のカルシウムシグナルに異常

を生じさせることなく継続的に計測できることを示した。その際、脳内に炎症が生じず、行

動異常も生じていないことを確認した。 

これらの実験から、SeeDB-Live は、生きたマウスの脳を透明化できることが示された。

さらに、正常な神経活動を維持したまま、炎症や行動異常を生じることなく、大脳皮質のよ

り深部における計測を可能にすることが示された。 

図 8 覚醒下マウスにお

ける大脳皮質第五層錐体

細胞の二光子カルシウム

イメージング。 

(A,B) 透明化前(A)と透

明 化 後 (B) に お け る

jGCaMP8m 発現細胞の

蛍光画像（上）と蛍光強度

の時系列データ（下）。 
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4.  結論と展望 

従来の組織透明化法では、主に分子量の小さな分子が用いられており、極めて高い浸透圧

により生じる毒性のため、生きた組織に適用することはできなかった。今回私は、①高分子

量分子であるアルブミンを用い、②浸透圧上昇を最小限に抑えつつ細胞内外の屈折率を一

致させることで、正常な機能を維持したまま生きた組織を透明化することに、”世界で初め

て”成功した。アルブミンは、直径約 7 nm の球状タンパク質であり、血液中に豊富に存在

する。比較的安価に入手できるうえ、溶解度が非常に高く、粘性も低いため、透明化液に用

いるには最適であった。このアルブミンを用いた生きた組織の透明化試薬「SeeDB-Live」

は、対象とするサンプルの培地を基に作製される。これにより、生きた培養細胞、スフェロ

イド、オルガノイド、急性脳切片、さらにはマウスの大脳皮質の透明化に成功した。 

スフェロイド等の三次元培養組織では、通常培地にアルブミンを添加するだけで細胞機

能が正常に保たれていた。一方、急性脳切片では、SeeDB-Live のイオン組成を緻密に検討

する必要があった。これは恐らく、急性脳切片が生体から摘出した直後のきわめて脆弱な組

織であるうえ、興奮性の高い細胞を多数含むため、細胞外環境のわずかな変化にも機能が大

きく影響されやすいためと考えられる。しかし、イオン組成を綿密に検討することで、急性

脳切片の透明化に適した SeeDB-Live を確立することができた。さらに、急性脳切片におい

て時間をかけて条件を最適化したことが、生きたマウス脳における透明化の成功にもつな

がった。 

SeeDB-Live を用いた研究の展望として、主に二つの方向性が考えられる。その一つは、

オルガノイドを用いた薬剤探索への応用である。これまで、ヒト iPS 細胞から作製した細胞

を用いて、疾患治療を目的とした薬剤探索が行われてきた。本来、薬剤探索は、生体により

近い環境を再現したオルガノイドを用いて行うことが望ましい。しかし現状では、オルガノ

イド深部の細胞を十分に観察することが難しいため、一般には分散培養した細胞を用いて

薬剤効果を評価することが多い。そこで将来的には、SeeDB-Live をオルガノイドに最適化

し、その大規模観察を可能にすることで、生体内で有効に機能する薬剤をより効率的に開発

できるようになると考えられる。 

二つ目の展望として、SeeDB-Live は脳機能の理解を大きく前進させると考えられる。こ

れまでマウスの脳における光学的計測は、脳の表面に限られていた。そのため、表層で生じ

る脳機能についての理解は進んできた一方で、深部を含む脳全体の機能については、いまだ

十分には分かっていない。今後、SeeDB-Live を効率良く脳に導入できる手法を開発するこ

とで、さらに脳深部の計測を可能にしたいと考えている。これにより、マウスの皮質下領域

だけでなく、より観察が難しい霊長類の脳機能計測にも応用できる可能性がある。将来的に

は、脳をまるごと観察できる技術へと繋げることで、全脳レベルでの機能理解を目指したい。 
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