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研究成果の概要（和文）：蛍光タンパク質の蛍光をほぼ完全に維持しながら植物組織を迅速かつ完全に透明化す
る透明化技術 ”iTOMEI” を開発した。本手法は組織の固定、色素の脱色、蛍光の再活性化、屈折率の均一化の
4つのステップから構成され、最短で26時間で完了する。本手法はシロイヌナズナやイネ、ゼニゴケなどの植物
組織に加え動物組織にも適用可能である。

研究成果の概要（英文）：I developed a novel clearing method “iTOMEI” which rapidly and completely 
clears plant tissue maintaining fluorescence of fluorescent proteins. iTOMEI is composed of 4 steps
 : fixation, decolorization, reactivation of fluorescent protein, and unification of reflective 
index. This method can use for not only plant tissues such as Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, 
and Marchantia polymorpha but also animal tissue.

研究分野： 植物細胞生物学

キーワード： 透明化　顕微鏡

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発された透明化技術iTOMEIは簡便かつ迅速に植物組織を透明化できることから、植物を用いた基礎研
究のみならず応用的な研究にも広く用いられると考えられる。特に非破壊的に透明化が可能であることから、農
作物における害虫や寄生虫、病原菌の発見や感染箇所の同定、作物の品種間の細胞形態、組織の内部構造の観
察、比較をもとにより良い品種改良への足がかりにつながる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
    研究開始当初、動物組織に対する多数の透明化手法が開発されていた。この手法をその
まま植物組織に用いても透明化効率が悪く、透明化の完了までに 1 週間以上の長時間処理が必
要であった。本研究に先駆けて、申請者の研究グループでは透明化が 1 日で完了する透明化手
法”TOMEI-I”および”TOMEI-II”を開発していた(Hasegawa et al., 2016)。 
 
２．研究の目的 

蛍光タンパク質の蛍光を失わずに観察するためには TOMEI-II を用いる必要があるが、
TOMEI-II は迅速に透明化が完了する代わりに、植物の葉緑体内に含まれるクロロフィルを完全
に除くことができないという欠点があった。そこで本研究ではTOMEI-IIと遜色ないほど迅速で、
完全にクロロフィルを除きつつ、これまで以上に蛍光タンパク質の蛍光を保持できる透明化手
法を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
    透明化手法を固定、脱色、蛍光タンパク質の再活性化、屈折率の均一化の 4 つのステッ
プに分けて開発を進めた。 
(1) 固定 

一般的に組織固定に用いられるグルタルアルデヒドとホルムアルデヒドの濃度、組み合わせ、
および固定液のバッファー組成を検討した。 

(2) 脱色 
数十種類の界面活性剤および有機溶媒をスクリーニングし、脱色効率が高く蛍光タンパク質
を失活させない試薬を選抜した。 

(3) 蛍光タンパク質の再活性化 
一度失活し蛍光を失った蛍光タンパク質を高 pH のバッファーでインキュベートすることで、
蛍光を回復させることができる。この処理条件の検討を行った。 

(4) 屈折率の均一化 
顕微鏡で観察する際には、高い屈折率の透明な液体に試料を浸し、試料とカバーガラスやマ
ウント用のオイルの屈折率を均一化することで、光の屈折を抑制し試料深部からのシグナル
を減衰させずに検出できる。このステップで用いる溶液の選定を行った。  

(5) 透明化の検証 
完成した透明化手法 iTOMEIがどのような植物、蛍光タンパク質に適用できるかを検証した。 

 
 
４．研究成果 
(1) 固定 

一般的に植物組織の固定に用いられるバッファーの中で pH7.0 でバッファー効果がある
HEPES, PBS, MOPS, Tris-HCL, PIPES を検証した。これらのバッファー中にホルムアルデヒ
ドを 2%になるように溶解し、固定液を作成した。これらの固定液を用いて GFP 単体を発現
するシロイヌナズナの芽生えを固定し、固定前後の GFP の蛍光輝度を蛍光実体顕微鏡を用
いて検出した。その結果 PBS をベースに作成した固定液を用いることで、固定後も蛍光輝
度が高く保たれることが明らかとなった。次に、グルタルアルデヒドとホルムアルデヒドの
組み合わせ、及びそれぞれの濃度の検証を同様の手法で行ったところ、低濃度のホルムアル
デヒドのみで固定する方法が GFP 蛍光を最も明るく維持できることが明らかとなった。ま
た、低濃度のホルムアルデヒドであっても細胞構造が固定されていることを確認している。 

(2) 脱色 
脱色に用いる試薬をスクリーニングするために、GFP 単体を発現するシロイヌナズナの芽生
えを固定し、候補試薬で 24 時間処理した後、溶液中に溶出したクロロフィル量を分光光度
計を用いて測定した。この結果、従来の透明化に用いられている TritonX-100 や Sodium 
Deoxycholate よりもクロロフィルを高効率に溶出できる界面活性剤 X を発見した。さらに、
最適な濃度と数種類の界面活性剤の組み合わせを検証し、20%界面活性剤 X で処理すること
でクロロフィルの溶出効率は最大となることが明らかとなった。また、界面活性剤 X が蛍光
タンパク質の蛍光にも影響を与えないことも確認した。 

(3) 蛍光タンパク質の再活性化 
これまでの研究で pH10.7 および pH11.3 の溶液で処理することで失活した GFP を再活性化
できることが報告されていた(Hanqing Xiong et al.,2014)。そこで、GFP 単体を発現するシロ
イヌナズナの芽生えを固定し、pH8 から pH12 まで 1 刻みで調製した溶液中で静置した。そ
の結果、pH8 で十分な再活性化効果があることが明らかになった。さらに、脱色用の溶液を
pH8 で調製して脱色処理することで脱色と同時に十分な再活性効果が得られることも明ら
かとなった。 

(4) 屈折率の均一化 
屈折率の均一化にはこれまで動物組織の透明化で報告されていたイオヘキソールを用いた。
イオヘキソールは蛍光タンパク質に影響を与えないことが示されており、かつ非常に高い屈
折率を持つ。GFP 単体を発現するシロイヌナズナの芽生えを固定、脱色し、イオヘキソール



をベースとした溶液で処理することで、植物においても蛍光タンパク質に影響を与えないこ
と、屈折率を均一にできることを確認した。 

(5) 透明化の検証 
最終的に固定から観察まで最短で 26 時間で透明化が完了する iTOMEI を完成させた。本手
法を用いてシロイヌナズナ、イネ、ゼニゴケを透明化できることを示した。蛍光タンパク質
は GFP, YFP, mOrange, tdTomato, tagRFP を失活することなく観察できた。また、驚くべきこ
とに、マウスの脳を iTOMEI で透明化することで非常に高度に透明化できることも示した。 
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