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研究成果の概要（和文）：本研究では、つくりや機能単位が複雑なヒト脳組織の異常を立体のまま全てを観察す
ることで判断する次世代神経病理学の開発に取り組んだ。組織透明化技術による3次元蛍光イメージングは、ス
ループット・解像度を満たす最も有用なアプローチである。そこで、透明化技術に適用可能な特異的標識手法の
開発に取り組んだ。ヒト組織の光学的障壁となる可視光透過性を向上させ、自家蛍光を褪色させることで、マル
チカラーイメージング基盤を確立した。更に、色素ライブラリを用いて、神経細胞の胞体や残留血液成分、軸
索、老人斑などに特異的なケミカルプローブを発見した。また、様々な標的分子に対して標識可能な汎用性の高
い免疫染色手法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Current biopsy and histology have long relied on thin-sectioned 2D images 
with several chemical staining methods and specific immunohistochemistry. Facile 3D visualization of
 human brain tissue with single-cell resolution would provide a novel concept of the 
neuropathological diagnosis and contribute our understanding of pathological mechanisms based on 
comprehensive and quantitative analysis of individual biomarker. In this project, we aimed at 
establishing a novel 3D neuropathology by developing highly efficient clearing and staining protocol
 for human brain tissue and combining with a rapid 3D imaging using light-sheet fluorescence 
microscopy. As a result, we developed versatile immunohistochemical method and a series of chemical 
probes for vasculature, cytoplasm, and senile plaques in human brain tissue.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 透明化　3Dイメージング　神経病理　ケミカルプローブ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は透明化処理に適用可能な蛍光プローブを探索・設計するための一般的な化学的概念の創出を目的として
おり、先駆的な研究課題である。これにより、有機化学者がヒト脳剖検サンプルを用いた蛍光プローブ開発を展
開するための基盤を確立できるため、化学と医学の間の壁を突破するケミカルメディシンを拓く一つのマイルス
トーンになりえる。また、3次元神経病理学が確立されることにより、「定量的な診断基準の確立」・「病変部
位の網羅的探索」・「立体構造の異常に基づく疾患概念の体系化」が期待され、神経病理学分野の発展に大きく
寄与できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
これまでの神経病理学では、薄切標本に基づく 2次元平面の病理学的解析が基盤となり、全ての
中枢神経疾患の疾患概念が確立・定義されている。にもかかわらず、2次元平面の病理学的解析
だけでは対処困難な多くの課題がある。 
(1)異常所見に対する定量性が欠落しているため、病理医ごとに判断が変わりうる 
(2) 著名な臨床症状にも関わらず、病変部位を特定できない場合がある 
(3) 神経細胞・グリア細胞・血管・病変マーカーの空間分布を把握できない 

この課題を解決するには、至ってシンプルに「立体的な脳組織を立体のままもれなく観察するこ
と」である。従来の連続切片画像の再構成による 3 次元解析では、膨大な解析時間を要するた
め、高速かつ高解像度に 3次元イメージングできる解析手法であることが望ましい。我々は、こ
れまでに光シート照明顕微鏡と組織透明化技術を組み合わせた 3 次元イメージング技術 CUBIC
を開発した。ヒト脳組織透明化に適した種々の染色手法を確立することができれば、「定量的な
診断基準の確立」・「病変部位の網羅的探索」・「立体構造の異常に基づく疾患概念の体系化」が期
待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、つくりや機能単位が複雑なヒト脳組織を立体のまま観察する 3 次元神経病理学を
実現するために、組織透明化・3D イメージング技術に適用可能な染色技術の開発を目的とする。
透明化と組み合わせた染色アプローチとしては、免疫組織化学的染色法と低分子蛍光プローブ
による染色手法が挙げられる。本研究では、未だに特異的なプローブが開発されていない蛍光プ
ローブの探索を中心に実施すると共に、汎用性の高い免疫組織化学的染色法の開発を実施した。
いずれのアプローチにおいても以下の課題が挙げられる。 
課題１：現行の透明化手法で生じるヒト脳組織の褐変による低い可視光透過率 
課題２：リポフスチンや残留血液などによる広い波長領域における強度の自家蛍光 
課題３：透明化処理中の屈折率調整過程におけるプローブの解離 

上述の課題１・２の組織側の光学的課題を克服するために、透明化ヒト脳組織の褐変を抑制する
ことで可視光透過性の向上を図るとともに、組織の自家蛍光を高効率に褪色させる透明化プロ
トコルを開発する。課題３は、透明化条件において標識したプローブを組織内に留める工夫が必
要であることを意味している。そこで、染色後のホルマリン固定により染色性の保持を前提とし
た染色プロトコルを開発した。また、市販の蛍光プローブライブラリを用いて、特異的な染色パ
ターンが認められるプローブのスクリーニングを実施した。 
 
３．研究の方法 
上記の課題１・２の組織側の光学的課題を克服するために、透明化ヒト脳組織の褐変を抑制する
ことで可視光透過性の向上を図るとともに、組織の自家蛍光を高効率に褪色させる透明化プロ
トコルの開発に取り組んだ。ヒト脳組織の透明化プロトコルは、組織の外液浸透性を亢進させる
ための脱脂処理と、外液－組織の屈折率の均一化を図る屈折率調整の２段階からなる。脱脂処理
では、高温で処理するため、メイラード反応様に組織が褐変する。メイラード反応に伴う架橋反
応を、還元剤やシッフ塩基捕捉剤を含む脱脂試薬、並びに過酸化水素を用いることで効率的に褐
変を抑制することができた。また、興味深いことにこれらの化学処理を施したヒト脳組織は高度
に自家蛍光が褪色していることが示された。この結果より、ヒト脳組織を複数の蛍光色素により
標識するマルチカラーイメージングの基盤が確立された。 
課題３の屈折率調整による染色色素の解離を防止するために、染色後にホルマリンによる追加
固定が可能、もしくは透明化によって結合が乖離しない蛍光色素のスクリーニングを実施した。
また、脱脂処理を行った脳組織が電解質ゲルの性質を有していることを見出した。この性質に類
似する人工ゲルを用いて抗体分子を効率よく組織内に透過させるための溶液条件の探索を実施
した。 
 
４．研究成果 
蛍光プローブライブラリから、ニッスル様、繊維状構造、微小血管、老人斑、残留血液関連因子
などの染色像を示す蛍光プローブを発見した（図１参照）。また、汎用的な免疫染色・3D イメー
ジング技術である CUBIC-HV 法を開発し、ヒト脳組織ブロックのみならず、マウスの全脳、マー
モセットの半脳を均一に染色し、3次元的な全臓器組織観察を可能にした（図２参照、Susaki et 
al., Nat. Commun. 2020）。 
本研究では主に水溶性透明化試薬に基づく CUBIC 法を用いた染色手法を開発したが、CUBIC 法で
は組織の強度を維持したまま組織の白質部位を完全に透明化することは困難であることが判明
した。今後は、有機溶媒に基づく透明化手法を開発し、その手法に適合する染色技術の開発が必
要と考えられる。 
 



 
 

図１．ヒト脳サンプルに対する各種ケミカルプローブによる 3D画像の例 
黄色：シグナル、青色：自家蛍光 

 

 
 

図２．脳アミロイドアンギオパチー(CAA)の 3D 免疫染色イメージング、GFAP（黄）Laminin（シ
アン） 
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