
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

挑戦的萌芽研究

2016～2015

2光子励起イメージングに最適化した生体臓器透明化方法の開発

Optical cleaning method of living animal skull for 2photon imaging

２０２１４２０７研究者番号：

小野寺　宏（Onodera, Hiroshi）

東京大学・大学院工学系研究科（工学部）・特任教授

研究期間：

１５Ｋ１３３７６

平成 年 月 日現在２９   ６ ２０

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：　本研究は生きたマウスの頭蓋骨を透明化することにより，脳活動を広範囲にしかも
長期間観察する技術の開発を目的とする．27年度，頭蓋骨透明化試薬の開発を終了し，マウス摘出頭蓋骨を24時
間以内に透明化することに成功した．28年度，透明化試薬をマウス頭蓋骨の外側から適用し，マウス頭蓋骨透明
化を目指した．透明化処理24時間後，頭蓋骨の透明度があがり脳表面の血管および大脳皮質を透見できるように
なった．トランスジェニックマウスに上記の頭蓋骨透明化技術を適用すると，大脳皮質の神経活動ネットワーク
を連続的に解析することが可能であった．本技術は脳全体の神経活動解析に広く活用できるものと期待している

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to clarify skull bone of mice in order to analyze 
neuronal network in the cerebral cortex of living animal. First, we successfully optically cleaned 
mouse skull bone in vitro by using cleaning agent LUCID-vivo. Then we applied the LUCID-vivo 
solution on living mouse skull bone for 24 hours. We could observe cerebral cortex and blood vessels
 on the cortex through transparent skull bones.  Neuronal networks of the cerebral cortex were 
visualized by using transgenic mice (GCAMP). This method can be applicable for many research fields,
 such as memory, motor function, sensory function, and emotion.

研究分野： 生命科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
・内外の動向と位置づけ 
 2 光子励起イメージングでは数 mmの深さ
まで撮影可能ですが，生体は不透明であり
0.1mm 程度しか透見できません．そこで多く
の臓器透明化技術が提案されました．高濃度
尿素法（文献 1，透明度不足と蛋白喪失），有
機溶媒脱脂法（文献 2, 易燃物と発癌物質使
用），電気泳動脱脂法（文献 3, 脂質喪失と神
経毒使用）は透明化まで時間を要するうえ特
殊設備を必要とします．さらにこれらの方法
の場合，元々半透明な脳は透明化できるもの
の他の臓器の透明化は困難です．我々は（小
野寺，五神，小西ら），光学技術を駆使して
全く新しい臓器透明化技術 LUCID を開発し
（細胞膜屈折率，細胞浸透性を基に開発），
医学研究に活用しています．しかし生きた細
胞や血管の変化を連続的に解析するには，生
きた臓器の深部観察が必要です．北海道大の
根本は限界まで頭蓋骨を薄く削り脳表面の
神経細胞を観察しましたが脳深部の観察は
困難でした． 
 
・これまでの成果の発展，着想 
 我々が開発した透明化試薬 LUCID の臓器
浸透スピードは 1～3 mm/day ですが，透明
化液の皮膚浸透速度を安全に 1mm/hour ま
でアップできれば生きた動物の臓器透明化
が可能です．薬学領域では貼付薬技術が進歩
し（細胞同士の結合性と細胞膜流動性を制
御），多くの貼付薬が臨床治療に用いられて
います．この薬物伝達技術を透明化試薬の皮
膚透過促進に応用すれば，迅速で安全な皮膚
と骨の透明化が可能との着想に至りました． 
 
２．研究の目的 
27 年度， 貼付薬成分の体内移行に用いられ
る化合物（細胞間 tight junction 弛緩，細胞
膜流動性制御，浸透圧制御）とその類似構造
物から，迅速に皮膚と骨を透明化できる候補
物質をスクリーニングします．一次評価には
エリプソメトリーと電子スピン共鳴（ESR)
を用います． 
28 年度， 透明化試薬と透過促進薬（27 年度
決定する候補物質カクテル）を単純貼付およ
びイオン泳動法，あるいは皮内投与法等を用
いて皮膚と骨に適用し，安全・迅速に皮膚と
骨を透明化できる技術を開発します．蛍光試
薬や second harmonic generation 観察を妨
害しない透過剤を選定するとともに，撮像ス
テージ傾きを変化させてレーザー照射し CT
マトリクス計算画像を得て深部解像度を向
上させます．これにより，生きた動物を長期
間観察可能な透明化技術を確立します． 
 
３．研究の方法 
透明化試薬LUCIDと透過促進剤を混合して皮
膚・骨表面に塗布することで，短時間に LUCID
を皮膚および骨に浸透させることを目指し
ます． 

我々が開発した臓器透明化試薬LUCIDは臓器
屈折率と細胞膜透過性を調節するための溶
媒カクテルであり（多糖，チオール化合物，
ヨード化合物，アルコール類の混合物），そ
のほとんどは医薬品としての使用が認可さ
れている安全な物質を使用しています．ホル
マリン等で固定された臓器への透明化試薬
LUCIDの浸透速度は平均 1～3 mm/day ですが，
本研究では生きた状態（および未固定状態）
における皮膚と骨への浸透速度として
1mm/hour を目指します．1LUCID の組織移行
を促進する薬物についても，可能な限り臨床
使用が認められている安全な薬物から選定
します．貼付薬の体内移行促進剤を参考に細
胞間隙拡張剤（高浸透圧液および有機溶媒を
予定）と細胞膜流動性制御剤（貼付薬成分等
の有機化合物）を種々の濃度で混合し，迅速
に皮膚と骨を透明化できる候補薬をスクリ
ーニングします．評価には未固定の皮膚と骨
（マウスおよびラットより調製）を用い，エ
リプソメトリー（紫外～可視光～赤外領域の
屈折率測定），電子スピン共鳴 ESR（スピント
ラッパー試薬を用いて膜流動性測定)，およ
び多光子顕微鏡観察(コラーゲンの second 
harmonic generation SHG)を用います． 
貼付薬の皮膚透過にはESRによる膜流動性測
定法が標準的な手法として確立しており，本
研究においても鋭敏なスクリーニングマー
カーとして期待しています．細胞間隙拡張
（細胞間の tight junction における分子移
動性促進）は脳への薬剤移行法として知られ
ています．脳血管は容易に外来分子の脳内移
行を許しませんが（脳血管関門），高浸透圧
薬の動脈注射により tight junction を一時
的に緩めると，薬剤の脳内移行が一時的に可
能になります．本研究では臨床で広く使用さ
れるマンニトールやグリセリンを，組織障害
を起こしにくい細胞間隙拡張試薬の候補と
考えています． 
28 年度  生きた実験動物の皮膚と骨の透
明化効果を判定 
透明化試薬と透過促進剤（27 年度決定する候
補薬のカクテル）を単純貼付およびイオン泳
動法を用いてマウス皮膚と骨に適用し，安
全・迅速に皮膚と骨を透明化できる方法を確
立します． 
・透明化試薬＋透過促進剤 
エリプソメトリーとESRによる物理特性なら
びに実際の動物での組織透過促進効果をす
り合わせ候補薬カクテル組成を最適化しま
す．剃毛したマウスの皮膚および頭蓋骨（頭
頂骨）に透明化試薬 LUCID と透過促進剤を適
用し，透明化の程度と速度を多光子顕微鏡で
リアルタイム観察します． 
 
４．研究成果 
 27 年度，生きた動物の頭蓋骨を透明化処理
することにより，頭蓋骨を除去することなく
大脳皮質を透見することを目指しました．数
種類の候補溶媒カクテルを準備し，マウス頭



骨を浸漬することにより骨の透明度（可視光
領域での透過率上昇）および透明化までの所
要時間を指標としてスクリーニングしまし
た．その結果，28 年春には約 16 時間で摘出
マウス頭蓋骨透明化が可能になりました（図
１）． 
 試薬の安全性について，ヘアレスラットを
用いて検討しました．ヘアレスラットの背部
に透明化試薬を皮内投与し１か月観察しま
した．対照には生理食塩水投与群を使用して
います．透明化試薬投与１カ月後もラットの
健康状態は良好で体重減少や異常行動は認
められません．皮内投与部の皮膚を図２に示
します．生理食塩水投与では皮膚は透明にな
りませんが，透明化試薬投与により表皮（角
質を含む）の全層が透明化し，皮下の血管が
透見できるようになりました（図 2）．このこ
とから本透明化試薬LUCIDは皮膚の透明化が
可能であることがあきらかになりました． 
 次に，マウスの頭蓋骨を露出し，透明化試
薬を塗布してその効果検討に進みました．生
きたマウスを非麻酔条件で透明化試薬を頭
蓋骨上に保持するためのシステム開発が必
要でした．また，頭蓋骨に透明化試薬を保持
するためのタンク搭載・タンクを頭蓋骨に接
着するための接着剤選定に時間を要しまし
た．精密造形が可能な（2 種類の材料）３Ｄ
プリンターを用い，液漏れのない透明化液投
与タンクを試行錯誤の末に完成させました．
この結果，マウス頭蓋骨を破壊することなく
長期間マウス脳表面や脳血管を観察できる
ようになりました（図３）．頭蓋骨を破壊損
傷していないため，脳出血や脳表面の損傷は
全く認められません．GCAMP5 遺伝子導入マウ
スの頭蓋骨を透明化し，マウスに外部刺激を
与えると，関連する大脳領域の神経活動が活
性化することを見出しました（投稿準備中）．
透明化処理後のマウスの成長（体重）および
生存率は未処置動物と差が無く，1 カ月間透
明化試薬タンクを搭載した動物においても
神経学的異常も明らかではありませんでし
た．このことから，本透明化試薬による頭蓋
骨透明化方法はマウスに明らかな毒性を示
さないと推測さます． 
 本研究により，脳を露出せずに連続的に大
脳全体という，これまで不可能であった大脳
皮質表面全体の観察が可能になりました．記
憶・認知症・運動機能の研究への応用が期待
されます．また，本試薬は生体の皮膚透明化
にも使用可能であることが明らかになりま
した．皮膚科領域での病態解析や化粧品等の
開発に活用可能と考えられます． 
 透明化試薬LUCIDの明らかな生体毒性は今
のところ認められておらず，動物実験に広く
活用可能な技術として開発することができ
ました．創薬における薬物効果判定，副作用
の迅速なスクリーニングに活用可能であり，
とくに抗がん薬の効果判定，皮膚などの転移
巣への薬効を同一動物個体を連続観察する
ことにより，薬効スクリーニング精度向上，

実験動物数削減，労働負荷の軽減に貢献でき
ると期待しています．さらに遺伝子改変動物
のフェノタイプ解析に威力を発揮するもの
と考えます． 
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図１ 摘出マウス頭蓋骨の透明化 
 透明化試薬への浸漬により数時間（最短２
時間）でマウスの頭蓋骨の透明度が上がり骨
の下に置いた新聞の文字の判読が可能にな
り，12 時間後には頭蓋骨の下に敷いた新聞を
苦も無く読めるまでに透明度があがる．いっ
ぽう，生理食塩水への浸漬のみでは頭蓋骨は
透明化しない． 



 

 

図２ ラット皮膚の透明化   
 生理食塩水の皮内注射では皮膚や皮下組
織は透明化できない．いっぽう，透明化試薬
LUCID の皮内注射により角質を含む表皮が透
明化し，皮下組織や血管が透見できるように
なった．投与 12 時間後の写真を示す． 
 
 
 

 
図３ 生きたマウスの頭蓋骨透明化 
 マウス頭部へ透明化試薬を連続投与する
ことにより，頭蓋骨越しに脳と脳表血管が観
察できる．頭蓋骨透明化前には頭蓋骨を透か
して脳表を観察することは不可能だが，透明

化処理の後には脳表の血管，大脳皮質を観察
することができる．頭蓋骨を破壊していない
ため脳表面の出血や損傷は全く認められな
い． 
 生きたままの状態で大脳皮質を直視下に
観察するためには骨に穴をあけて脳のごく
狭い範囲を短時間観察するのが一般的であ
る．長期間の観察のため，頭蓋骨を極限まで
薄く削って脳の一部分を観察する方法が知
られているものの，頭蓋骨の切削作業には長
時間を要し，難易度の高い技術の習得が不可
欠であり普及には至っていない．しかも観察
できる範囲は非常に狭く，大脳皮質を簡便か
つ広範囲に観察する方法が待たれていた． 
 今回我々が開発したLUCID頭蓋骨透明化技
術は，露出した頭蓋骨に透明化試薬 LUCID（改
良版）を適用するのみであり，頭蓋骨切削作
業は不要であり，神経科学初心者であっても
大脳皮質全体の神経活動を観察することが
できる． 
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