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研究成果の概要（和文）：正常大脳組織および腫瘍組織の随伴血管のイメージングを行った。CUBIC-L, CUBIC-R
+を用いて透明化処理を行い、Tomato-lectinを用いて染色することで、腫瘍随伴血管の走行や分布の不整さにつ
いて、明瞭にイメージングすることができた。また、特発性心筋症についても、CUBIC-HL, CUBIC-R+を用いて透
明化処理を行い、SYTO16を用い染色することで、心筋細胞の走行について明瞭にイメージングできた。このイメ
ージングにおいて、拡張型心筋症の心筋は心筋径が一定でなく、走行もやや錯綜していることが描出できた。

研究成果の概要（英文）：We could perform imaging of vasculature in brain tumor using tissue-clearing
 method by CUBIC-L, CUBIC-R+ reagents and fluorescent dye-conjugated Tomato-lectin. We were also 
able to observe irregular arrangement of myocardial fibers in a tissue from a patient of dilated 
cardiomyopathy.

研究分野： 実験病理、診断病理

キーワード： イメージング　組織透明化　3次元イメージング　人工知能　機械学習

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
透明化試薬、蛍光プローブを用いることで、腫瘍内部を走行する血管構造を明瞭にイメージングする手法を確立
することができた。今後これらの技術が標準化されることで、従来では難しかった診断が可能になることや、自
動診断の発展に寄与することが期待できる。

※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 

病理組織診断は、腫瘍の悪性度・分化度・転移の程度や、病変の炎症・線維化の程度

といった所見を組織形態学的に診断する医行為のことで、病理診断医という専門の医師

がこれを行っている。病理組織診断の結果は患者の治療方針の決定に直接関わり、医療

における最終診断と位置付けられている。病理組織診断は、固定後薄切した組織標本を

HE 染色で染色し作製したスライドガラスを用いて行われるが、その標本作製方法・染

色方法の根幹については、1870 年代に HE 染色が開発されて以来ほとんど改変が加え

られておらず、新たな技術の導入が望まれている。 

一方で、近年、基礎生命科学分野において蛍光顕微鏡を利用した最先端イメージング

技術が目覚ましい発展を遂げている。特に、生体組織を透明化し、３次元的に観察する

技術について次々と新しい試薬、光学的機器が開発されてきており、その代表格である

独立行政法人理化学研究所を中心に開発された生体透明化試薬および３次元イメージ

ング技術である CUBIC は、マウス成体の臓器を透明化し 1 細胞解像度で観察する画期

的な新技術であり、世界的にも大きな注目を集めている（Susaki EA, Ueda HR, et al. Cell. 

2014 Apr ; Tainaka K, Ueda HR, et al. Cell. 2014 Nov）。本技術により、マウスの臓器・全身

丸ごとを透明化することがはじめて可能となり、透明化した臓器や個体サンプルを共焦

点蛍光顕微鏡やライトシート蛍光顕微鏡で観察することにより、体内の解剖学的構造や

遺伝子発現などの様子を、“1 細胞解像度”の３次元イメージとして取得することが可

能となっている。全身の細胞の働きを高解像度かつ網羅的に観察するこの技術は、生物

学だけでなく医学分野にも多大な貢献をもたらすことが期待されているが、実際の臨床

検体、特に病理組織標本においてこれを実践レベルにまで応用した報告はまだほとんど

なく、実際の臨床検査に応用されるためには、さらなる技術的検索がなされ、方法論が

標準化されることが必要と考えられている。 

 

 

２．研究の目的 

申請者の研究プロジェクトはこの最先端イメージング技術である CUBIC をヒト病

理組織診断に応用せんとする試みで、最先端イメージング技術と古典的病理形態学の融

合を目指すものである。ヒト病理組織を透明化の後、最新鋭の蛍光顕微鏡を用いて立体

的・網羅的に観察、得られた３次元的病理組織学的所見を集積することにより、まった

く新しい診断手法を確立し、最先端イメージング技術と古典的病理組織形態学的を融合

させることを目的としている。 

 

 

３．研究の方法 

研究開始前に、申請者は既に CUBIC を病理組織検体の３次元イメージングに応用、そ

の有用性を検討し、ヒト組織を良好に透明化・３次元的に撮影する実験条件を確立して

いた（Nojima S, et al. Sci Rep. 2017）。これらの検討から、３次元でも病理組織学

的診断が十分に可能な解像度にて細胞形態・組織構築が観察できることが証明されてお

り、また、ホールマウント免疫染色やコンゴーレッド染色のような特殊染色を併用し、



特定の分子・物質を染色する方法についても確立ができていた。さらに、これらの手法

とレクチンによる染色を組み合わせ、ヒト組織内の血管の走行を明瞭にイメージングし、

その３次元的構築を評価する方法を予備的に見出していた。 

これらの手法を応用し、本研究計画では、患者由来の腫瘍組織における血管の３次元

構築を研究対象とした。透明化試薬について複数の種類のもの（CUBUC-1, CUIBC-2, 

CUBIC-L, CUBIC-R+, CUBIC-HL 等）を試し、蛍光プローブ（各種のレクチン等）や抗体

についても条件検討を行った。明瞭なイメージングが行えた後に、３次元的血管構造デ

ータを取得、IMARIS 画像解析ソフトウェアを用いて解析し、分岐の本数・複雑さ、蛇行

の程度、血管径の不均一性といった所見について評価を行った。同様の手法を、他の疾

患である特発性心筋症にも応用した。 

 また、上記のイメージングの将来的な応用を見越し、機械学習系の導入も行った。尿

細胞診スライドガラスより細胞診画像を取得し、尿路上皮癌を含む画像あるいは含まな

い画像を収集、VGG-16 を基盤とする機械学習を用いて training/test を行い、悪性細

胞のスクリーニング成績の評価を行った。これらの学習の際に、必要に応じ臨床情報の

教師情報としての付与も行った。 

 

 

４．研究成果 

研究計画に従い、正常大脳組織および腫瘍組織の随伴血管のイメージングを行った。

組織検体として、神経膠腫（Glioblastoma, WHO grade IV）のパラフィンブロック包埋

組織を脱パラフィンして用い、透明化試薬の種類や処理時間、蛍光プローブの種類や染

色条件について最適化を行った。条件検討の結果、検討した条件の中では、CUBIC-L, 

CUBIC-R+を用いて透明化処理を行い、Tomato-lectin を用いて染色した場合に、最も良

好に腫瘍随伴血管のイメージングできた。この条件のイメージングにおいて、腫瘍随伴

血管の走行や分布の不整さについて、明瞭にイメージングすることができた。 

 また、別の題材疾患である特発性心筋症についてもイメージングを行った。その結果、

CUBIC-HL, CUBIC-R+を用いて透明化処理を行い、SYTO16 を用い染色した場合に最も、

心筋細胞の走行について明瞭にイメージングできた。このイメージングにおいて、拡張

型心筋症の心筋は心筋径が一定でなく、走行もやや錯綜していることが描出できた。 

 また、こういった３次元イメージング技術の将来的な臨床応用を想定して、機械学習

を用いた診断系の確立を独立して行った。題材として尿細胞診検体における尿路上皮癌

細胞のスクリーニングを用い、検体内における癌細胞を好成績でスクリーニングできる

診断系を確立することに成功した。また、通常細胞診からは診断できないとされている、

癌が浸潤癌か否か、高異型度癌かといった要素を診断する機械学習システムの確立も達

成することができた（Nojima S, et al. Cancer Cytopathol. 2021, in press）。 
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