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研究成果の概要（和文）：難治てんかん原性病巣の外科的切除組織における脳病変をより正しく評価する目的か
ら、脳の透明化技術とシート照明顕微鏡を使い、神経細胞やグリア細胞の配列を３次元で鮮明に捉える新規標本
観察法を開発した。数百種類のケミカルスクリーニングを行いヒト脳組織専用新規CUBIC試薬と、一般蛍光染色
法を開発した。本研究により、神経病理学領域におけるイノベーティブな新規方法論を開発できる可能性が拓け
た。

研究成果の概要（英文）：To investigate the 3-dimensional cytoarchitecture of the cerebral cortex 
taken from patients with epilepsy, we developed new chemical protocols for clearing human brain 
tissue and driving methodology of the sheet-scanning fluorescence microscopy. By the methods, we 
were able to observe fine features of neurons and glia distributed widely within extremely thick 
brain blocks. The methods created by this feasibility study would open an innovative era for the 
neuropathology field.

研究分野：神経病理学
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１．研究開始当初の背景 
（１）てんかんは古くて新しい学問領域であ
る。近年、この罹患率の高い症候群に対し文
字通りメスが入れられるようになったこと
から、その診療・研究の両面で神経病理学が
関与する状況は一変した。すなわち、局在性
難治てんかん患者に対する外科的切除脳を
組織診断する機会が増え、このことは同時に、
こうした標本リソースを用いたさまざまな
研究を展開し得ることともなった。本研究代
表者らは、自験例 900例を通じ、てんかん焦
点に見られる皮質形成異常の多様性の実態
を知る 1)とともに、臨床病理学的特徴を示す
症例の分子病理学的解析 2)や、病態関連分子
の生化学的解析 3)、あるいはヒト脳スライス
を用いた実験生理学的解析 4)などの基礎研究
を行ってきた。 
 
（２）“現在の標本観察法では病変を正しく
評価できないのではないか”。本研究代表者
らは、てんかん外科病理診断の経験から、素
直にそう思わざるを得ない症例の存在が気
になっていた。 dysmorphic neuron や
balloon cell が 出現す る focal cortical 
dysplasia (FCD) type IIの組織診断は問題な
い。問題なのは FCD type Iあるいはもっと
軽微な異常が疑われる症例である。何度とな
く繰り返し標本を見返しても、自信を持って
そこに異形成が存在すると踏み込めない症
例を何度も経験してきた。そもそも細胞配列
の乱れを 4 m厚の切片上で評価することに
無理があるのではないか、とも思ってきた。 
 
（３）ではどうするか。立体的な組織像をそ
のまま丸ごと評価する。これが自然に想起
される理想的方法論ではなかろうか。最近、
これを現実のものとする革新的技術：
CUBICが登場した 5-7)。この水溶性溶剤系
試薬は、マウスの脳全体、更にはボディ全
体を透明化することができる。ただし、今
のところマウスでの話である。この脳を透
明化する革新技術をヒト脳組織に応用でき
れば、それは病理診断の現場にもイノベーシ
ョンを創出する可能性がある、と考えた。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究は、神経細胞の配列を３次元
で捉える新規標本観察法を確立し、てんか
ん原性脳病巣における病態形成基盤を明ら
かにすることを目的とする。このことは、
信頼性の高い病理診断指標を策定すること
でもあり、また同時に、生理学や生化学か
ら得られる脳機能に関する知見を形態学的
側面から理解する強力なツールとなるであ
ろう。新皮質てんかんにおける神経細胞配
列の評価に焦点を定め、その方法論を確立
することに注力した。もしこうした新規方
法論が確立されれば、それはてんかん病理
学上の意義にとどまらない。実は、神経病
理学におけるイノベーティブな方法論とな

る可能性があると考えた。例えば、神経変
性疾患においては異常蛋白が伝播する可能
性が想定されているし、脳腫瘍の特徴は腫
瘍細胞が脳実質に広く浸潤することにある。
こうした病態を理解する上で、脳組織を３
次元で可視化し蛋白局在を知ることは極め
て重要なことである。 
 
（２）本研究は、この革新的技術を応用し、
神経細胞の配列を３次元で捉える新規標本
観察法を創出し、てんかん原性脳病巣にお
ける病態形成基盤を明らかにすることを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）内側側頭葉てんかん患者から採取さ
れた側頭葉外側新皮質を検索対象とし、組
織の透明化と細胞の標識（染色）法を検討
した。てんかん外科手術標本を生のまま新
潟大学脳研究所病理学分野実験室に搬送し、
本研究用組織を切り分けた。固定期間の長
さの違いが透明化の効率にもたらす影響を
知るために、20% buffered formalinに固
定後 1日から 5年程度までの保存標本を用
いた。標本のサイズは、5 mm – 2 cm厚と
した。 
 
（２）透明化試薬は論文公開されたプロト
コールを改良したものを用いた。一般染色 
(HE, K-B, Bodian, Holzer, 
Gallyas-Braak)を試みた。染色液濃度や処
理時間を検討し、組織への浸潤状況を把握
する必要がある。そこで、組織を agar で
包埋し、vibratomeで 50 m厚の連続切片
を作製し、光学顕微鏡で観察した。 
 
（３）免疫組織化学染色を試みた。一次抗
体には、神経細胞のマーカーとしてNeu-N, 
SMI-31, pan-neurofilament抗体を、アス
トロサイトのマーカーとして GFAP を用
いた。二次抗体として、Alexa Fluor 蛍光
抗体を用いた。抗体濃度や処理時間を検討
し、組織への浸潤状況を検討した。上記、
一般染色標本と同様に、50-100 m厚の連
続切片を作製し、共焦点レーザー顕微鏡で
scanし、標識状況を観察した。 
 
以下の研究を実施した。(i) <CUBIC試薬を
用いて脳組織の透明化を図る> ヒト脳組
織は齧歯類等のそれと比較し、脂質の含有
割合が極端に高いなど、従来の透明化試薬
では本研究の目的を達成出来ないことが明
らかとなった。そこで、数百種類の化学物
質を対象に、ヒト脳の透明化に最適なプロ
トコールを探索した。(ii) <細胞標識方> ヒ
ト脳組織は自家蛍光が極端に強い。そのた
め、これを完全に除去することは困難であ
った。そこでこの特徴を逆手にとって、自
家蛍光発色構造物を捉え、次いでこれを化
学的に消退させる方法を見出した。更に、



光学顕微鏡標本で一般的に使用される染色
法：HE 染色、K-B 染色に匹敵する、蛍光
一般染色試薬を見出した。これにより、例
えばアルツハイマー病の老人斑が可視化で
きる事が明らかになった。(iii) ＜免疫組織
化学染色＞ 透明化後の脳ブロックに免疫
組織化学染色を施し、抗体が浸透し、蛍光
分子を標識した二次抗体で抗原を可視化出
来る条件検定を進めた。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト脳組織は齧歯類等のそれと比較
し、脂質の含有割合が極端に高いなど、従
来の透明化試薬では本研究の目的を達成出
来ないことが明らかとなった。そこで、数
百種類の化学物質を対象に、ヒト脳の透明
化に最適なプロトコールを探索した。 

 
（２）ヒト脳組織は自家蛍光が極端に強い。
そのため、これを完全に除去することは困
難であった。そこでこの特徴を逆手にとっ
て、自家蛍光発色構造物を捉え、次いでこ
れを化学的に消退させる方法を見出した。
更に、光学顕微鏡標本で一般的に使用され
る染色法：HE 染色、K-B 染色は、透明化
後であっても浸透性が悪く、有効な標識像
が得られないことが解った。そこでこれら
一般染色に匹敵する、蛍光一般染色試薬を
探索し、1 万種類を超える化学物質の中か
ら有力な分子を見出した。これにより、例
えばアルツハイマー病の老人斑が可視化で
きる事が明らかになった。 
 
（３）透明化後の脳ブロックに免疫組織化
学染色を施し、抗体が浸透し、蛍光分子を
標識した二次抗体で抗原を可視化出来る条
件検定を進めた。 
 
（４）組織を固定し薄切しこれを染める。日
常の顕微鏡像：すなわち透過光を通して見え
る視覚イメージが、いかに多くの情報を含み
有用であるか。これは病理医としては疑いの
ない実感であり、経験知に裏打ちされた標本
の読みは、医療人としての重要なスキルであ
る。本研究はこうした現在の方法論を否定し
ようとするものでは全くない。むしろ、薄切
することでどうしても犠牲となる３次元情
報を、最新の方法で取得することにより、脳
病巣における組織変化を、もう一つ別の視点
で理解しようとしたものである。 
 

（５）この新規方法論は、立体構築が複雑で
ある脳組織の解析において最も威力を発揮
すると考えられる。それは、本研究が守備範
囲とするてんかん原性病巣の解析にとどま
らない。例えば、タウやシヌクレイン、TDP-43
といった神経変性疾患関連蛋白質は、いまや
プリオノイドとまで言われ、神経突起を伝わ
って伝播する可能性が示唆されている。本研
究から得られた成果は、こうした異常リン酸
化蛋白質の存在様式を脳のいたるところで
立体的に確認することができる方法論とな
る可能性がある。３次元での病変理解：それ
は神経変性疾患、脳腫瘍、精神疾患、免疫性
疾患など、神経病理学がカバーする広い疾患
カテゴリーの研究において、イノベーション
となる可能性を開くものである。 
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