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研究成果の概要（和文）：死因究明において、死後の臓器・組織の病的変化を明らかにすることは重要である。
しかしながら、画像撮影や従来からの組織検査では限界があり、たとえば、精神障害等脳機能障害や急性脳症、
睡眠時無呼吸症候群、不整脈等の存在すら死後で証明することは難しい。そこで、この研究では、脳にフォーカ
スを絞って、死後脳を可視化させてその機能的評価をすることを検討した。透明化については脳、肺、膵臓で完
全な透明化が出来たの対し、心臓、肝臓、脾臓では若干色が残った。透明化脳に対して神経線維染色とヘキスト
核染色を行ったところ、ヘキストでは鮮明な画像が得られ、最重要課題であった透明化プロトコールを確立でき
た。

研究成果の概要（英文）：It is important to clarify the pathological changes of organs / tissues 
after death in investigating the cause of death. However, there are limitations in image 
photographing and histological examination in the past, and it is difficult to prove the presence of
 brain dysfunction such as mental disorders, acute encephalopathy, sleep apnea syndrome, arrhythmia,
 etc. after death. Therefore, in this research, we focused on the brain, visualized the brain after 
death and examined its functional evaluation. As to transparency, it was completely transparent in 
the brain, lungs and pancreas, whereas in the heart, liver, spleen some color remained. When nerve 
fiber staining and Hoechst nuclear staining were performed on the transparent brain, clear images 
were obtained in Hoechst, and a tissue-clearing protocol which was the most important task could be 
established.
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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 

① 学術的背景 

 法医実務において、未だ機能性疾患および

機能性障害による死亡について明らかにで

きない。このことは、たとえば浴槽内死亡に

おける原死因が、溺水、虚血性心疾患、脳梗

塞、熱性失神等に分かれているおり、いずれ

においても死後診断が明確にできないこと

が知られている。そこで、私たちは、iPS 細

胞（山中ら、Cell 2006）を用いて生前の機能

性疾患を証明する試みを行っている（平成 26

年度挑戦的萌芽研究）。その中で、分化させ

た神経細胞においては遺伝的背景がない機

能性疾患の証明が難しいことを得られてき

た（論文準備中）。一方、昨年、Chung らが

マウス全能を可視化する方法（ＣＬＡＲＩＦ

Ｙ）を考案し（Nature 2013）、さらに今年に

入って、Susaki らがマウス脳を可視化する方

法（ＣＵＢＩＣ）を考案した（Cell, 2014）。

また、Tomer らはそれを進化させた脳を可視

化する Advanced CLARITY を発表した

（Nature Protocols, 2014）。いずれも脂肪組

織を排除して全脳を透明固定させる技術で、

標的細胞や標的分子を可視化することがで

きるものである。 

 

２．研究の目的 

１）どこまで明らかにしようとするのか 

以上の背景から、この研究ではＣＬＡＲＩＦ

ＹとＣＵＢＩＣの技術を用いて、古典的てん

かんモデルマウスにおいて、てんかん発作前

と発作後の脳を可視化させ、その活性化部位

つまり皮質領域におけるドーパミン系、グル

タミン系ニューロンの活性化を検出する。次

に死後 12 時間経過した脳において同様の試

みを行う。次に薬物誘発てんかんモデルにお

けるてんかん死亡例において同様の試みを

行って、検出可能なことを証明することを目

指す。但し、明らかな死後における挑戦のた

め、透明化そのものの原理からうまく既存の

方法でうまく行かない可能性もある。したが

って、透明化プロトコールの確立を最重要の

目的とした。 

 

２）学術的な特色及び予想される結果と意義 

ＣＬＡＲＩＦＹおよびＣＵＢＩＣは脳の脂

肪成分を除去し可視化させる技術である。現

在はその技術的な部分について論文化され

てはいるものの、病態脳に関する応用はもち

ろん死因に関係する部分についての検討は

なされていない。現在、てんかんをはじめと

する脳における機能障害は死後証明できて

いない。この形態学的に可視化する技術を用

いて機能障害を明らかにすることがこの研

究の特色である。予想される結果として活性

化したニューロンの検出が可能であること

が明らかになり、結果としてヒトへの応用が

可能となる。一方で、明らかな死後における

挑戦のため、透明化そのものの原理からうま

く既存の方法でうまく行かない可能性もあ

る。したがって、透明化プロトコールの確立

が重要かつ意義深いと考えた。 

 

３．研究の方法 

ＣＬＡＲＩＦＹ（Nature Protocols, 2014）

およびＣＵＢＩＣ法（Cell, 2014）にしたが

って脳可視化法を確立する。その後、てんか

ん誘発モデルマウスにおいて、同様に脳を可

視化させ、活性化したニューロンを検出する。

さらに誘発させたてんかんにて死亡したマ



ウスモデルについても同様に検討し、てんか

んで死亡したことを可視化させた脳で証明

できることを確立させる。順調に進んだ場合

は、倫理委員会の承認後にヒト剖検脳に応用

し可能か否かを検討し、死因診断技術の確立

を目指した。 

１）ＣＬＡＲＩＦＹおよびＣＵＢＩＣ法を用

いた脳可視化法の確立 

Nature Protocols （ Nature Protocols 

9:1682-1697）に従って、ラットを麻酔下で

脳、心臓、肝臓、脾臓、腎臓、副腎をホルマ

リンとアクリルアミドが含有したＨＭ液に

て２０分間灌流固定する。その後摘出しＨＭ

液で丸１日暗室にて４℃でインキュベート

した。次に脳から、真空ポンプを用いて酸素

を除去した後、３７℃の水槽にて密封された

コニカルチューブ内に脳を入れて３〜４時

間おき、重合を促進させた。ＳＢＣ緩衝液に

て２４時間室温で洗った後、ＥＴＣチャンバ

ーで透過するまで３７℃で最大４週間まで

ＳＢＣ緩衝液を灌流した。 

２）透明化した各臓器を蛍光顕微鏡にて観察

した。 

３）透明化脳に対して、特殊染色の可能性の

有無、抗体染色法の確立を試みた。 

 

４．研究成果 

ＣＵＢＩＣ法を採用して透明化を行い、抗体

を用いて分子検出までを検討した。ＣＵＢＩ

Ｃ法については、透明化と観察に対して２種

類の特別調整液を用いて、ラット脳、心臓、

脾臓、肺臓、膵臓、肝臓、副腎に対して、ヘ

パリン含有によるＰＢＳで灌流固定をした

後、４度で１日静置、ＰＢＳで１日洗浄した

後、脱脂肪・脱色を３７度で７日間から１０

日特別調整薬行った。その後ＰＢＳで１日洗

浄した後、２日間特別調整試薬でＲＩマッチ

ングを行った。 

 透明化については、脳、肺、膵臓で完全な

透明化が出来たの対し、心臓、肝臓、脾臓で

は若干色が残った。 

 透明化脳に対して、神経線維染色とヘキス

トによる核染色を行ったところ、ヘキストで

は鮮明な画像が得られ、重要な、透明化につ

いてプロトコールを安定させ、確実に透明化

することができた。この結果を用いて、さら

なる透明化とゴルジ染色等の特殊染色と免

疫組織染色に検討を行った。特殊染色につい

ては、透明化技術そのもののが、物質の屈折

率等によるものであるため、逆に透明化でき

なくなるという結果が得られ、特殊染色につ

いては適用できないことが明らかになった。

免疫組織染色については、比較的深部にまで

抗体をアプライさせることが可能なことを

証明した。ただし、二次抗体のアプライ等に

はブロッキングや洗浄等の諸課題に関する

解決が課題として得られた。以上については、

死後臓器透明化法として特許申請準備中と

ともに投稿準備中である 
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