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研究成果の概要（和文）：ヒト大脳全体にわたる微細構造をシナプスレベルの解像度で記録するためのハードウ
エア開発とそれに最適化した標本処理技術開発を行った。具体的には、金沢医科大学に現有するハイスループッ
ト細胞機能探索システム Cell Voyager7000 (CV7000, Yokogawa）を、超高速広視野高精細3Dスキャナとして運
用するための改造を行った。ヒト大脳片側のcoronal断面全域に対して深部スキャンを行い、立体再構築するこ
とが可能な共焦点組織スキャナを構築した。また、ホルマリン固定ヒト成人大脳を完全に透明化するプロトコル
を確立することができた。これの免疫染色等への応用については、今後の課題とした。

研究成果の概要（英文）：We have developed hardware and optimized sample processing technology to 
record the microstructure of the entire human cerebrum at the synapse level resolution. 
Specifically, we modified the Cell Voyager7000 (CV7000, Yokogawa), a high-throughput cell function 
imaging system currently in use at Kanazawa Medical University, to operate as an ultra high-speed, 
wide-field, high-resolution 3D scanner. We constructed a confocal tissue scanner capable of 
performing deep scanning and 3D reconstruction of the entire coronal section of one side of the 
human cerebrum. We have also established a protocol for complete clearing of formalin-fixed adult 
human cerebrum. The application of this to immunostaining and other applications is a subject for 
future work.

研究分野： 解剖学

キーワード： 脳　組織透明化　RAP　3次元イメージング　ブレインスキャナー　シングルセル

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々が開発したヒト脳組織透明化技術とそれに最適化された組織スキャナを組み合わせることで、ヒト脳全域に
わたって、シナプスレベルの解像度で組織構築を完全に記述することが可能となる。これに免疫染色による情報
を加えることで、脳まるごと１個分の全ニューロン、グリアの形態学的な情報、全ニューロン同士の連絡、
subcellularレベルの情報を記述することが可能となる。
膨大なデータに対して、情報処理の分野に新しい研究テーマが創出されるとともに、臨床で得られるマクロ
（CT、MRI）とsubcellularレベルの情報がリンクすることで、革新的画像診断システムの開発・発展が促され
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 

代表者はこれまで大脳皮質の形成メカニズムについて研究を行ってきた。特に、母体―胎
盤―胎児を結ぶ白血病抑制因子―副腎皮質ホルモンによるシグナル・リレーに着目し、これ
が胎児大脳皮質の形成を正に制御する機構を初めて明らかにした 1。一連の研究において、
脳の変化の原因をニューロンの数に求めるとき、部分的な解析では正しい評価をすること
ができず、脳全体を解析しなければならないことを度々経験した。本研究では、ステレオロ
ジーの概念をヒト脳の組織学的解析に拡張し、脳全体の組織構築を高速、高精度、高解像度
でスキャンするためのシステム構築を着想した。 

脳機能地図にフォーカスをあてた研究ではコネクトーム解析を代表とする脳全体にわた
るマクロスケールでの解析があげられる。同時に、マイクロメーターあるいはサブマイクロ
メーターの解像度で脳全体の微細構築を記述する研究も盛んに行われている。ヒト脳の厚
さ２mm 程度の大脳前額断面の連続スライス全面を XYZ 方向で高精細３次元撮影を行い、
立体再構築することが可能な市販の組織画像取得装置はない。 

また、画像取得に関するハード面での問題が克服されたとしても、ヒト脳のスライス標本
を深部観察することが可能な標本作製がもう一つの課題であり、組織の透明化技術がこれ
を解決するカギとして、期待される。古典的な BABB に加え、これまでに様々な透明化技
術の提案が発表されている。代表的なものとして、尿素による組織透明化と蛍光タンパクに
よる遺伝子ラベルを組み合わせた Scale2、強力な有機溶媒で脱脂した後に Dibenzyl ether で
透明化を誘導する 3DISCO3、SDS による脂質除去とハイドロゲル包埋化学固定によるタン
パクの固定を行った PACT4、組織の着色の原因となるヘムの除去に注目した QUBIC5 など
がある。我々が開発した RAP6 は、蛍光タンパクの活性は損なわれるものの、極めて高い透
明度と迅速性、多くの抗原に対して免疫染色が可能であるという面で優れたプロトコルで
ある。いずれも、それらを各種染色に応用した発展型のプロトコルが提案されている。しか
し、RAP を含むこれまで報告された組織透明化プロトコルでは、げっ歯類やマーモセット
脳の透明化は十分に達成されるものの、ヒト脳では茶褐色半透明の状態にとどまり、完全な
透明化を可能とするプロトコルはいまだに見つかっていない。 
 
２．研究の目的 

ヒト大脳全体にわたる微細構造をシナプスレベルの解像度で記録するためのハードウエ
ア開発とそれに最適化した標本処理技術を確立する。具体的には、金沢医科大学に現有する
ハイスループット細胞機能探索システム Cell Voyager7000 (CV7000, 横河電機）を、超高
速広視野 3D スキャナ（ブレインスキャナ）として運用するための改造を行う。 

最終的には、ヒト脳全域にわたってシナプスレベルの解像度で個々の神経細胞が脳全域
に広がる様子を完全に記述できる、世界に類を見ないブレインスキャニング・プラットフォ
ームを提案する。 

 
３．研究の方法 
（1）ブレインスキャナの開発 

CV7000（金沢医科大学に現有）の優れたハイスループット性能を生かしたヒト脳標本の
イメージングスキャナとして運用するために、スキャニング性能を確認したところ、マウス
大脳の横断面の全視野 18,711 領域のスキャンが数時間で完了した。この性能をヒト脳標本
全域で発揮できるように、以下の改造を行う。CV700 は撮影範囲が限定されており、自由
な領域の撮影ができないため、ヒト脳全域をカバーし深部撮影にも対応するよう CV7000
の駆動制御系の改造・ROM のアップデートを行う。また、標準的な成人ヒト脳の前額断面
半側全面を搭載することが出来る全面スライドアダプタを製作する。 
（２）組織透明化と多重免疫染色 

厚い切片（0.5-2mm）を作成し、我々が開発した迅速透明化プロトコル RAP（Sakata et 
al., SciRep 2018, PCT/JP 2013/079388 号）に加え新規プロトコル開発も視野に入れて、透
明化処理条件を検討する。血管が赤色蛍光を発するマウス脳を CLAP で処理した例を示す
（図３）。通常、50μm 程度が限界の共焦点レーザー顕微鏡でも、深部 2mm まで観察が可
能である。本技術は、先行発表された方法よりも処理時間の著しい短縮が期待される。これ
に多重免疫染色を組み込んだプロトコルの確立を目指す。 
（３）画像処理 

膨大な数の画像データに対して、画像間の平面軸のアラインメントや変形の補正、タイ
リング後の巨大画像の表示方法や各種画像解析に関する問題について検討する。 



 本研究は、金沢医科大学医学研究倫理委員会の承認を経て行われた（整理番号 I370）。 
 
４．研究成果 
（１）CV7000 の撮像エリア拡張とスライド関連パーツの製作 

ヒト脳のサイズをカバーする撮像領域で、対物 10 倍および 20 倍の長作動レンズが作動
するように、CV7000 の駆動制御系の改造・ROM のアップデートを行った。これにより撮
像エリアの拡張（視野 XY=120mmｘ60mm）が達成され、エリア全域で深部 2mm までの
観察、画像取得が可能となった。また、中央領域では、4 ㎜までの深部共焦点撮影が可能で
あり、ライトシート顕微鏡に匹敵する深部観察性能が得られた。このエリアであれば、標準
的な成人ヒト脳の前額断面半側をカバーできる。これに
合わせて、ヒト脳半側全面を搭載することが出来るアル
ミ製の全面スライドアダプタを外部委託にて製作し、前
額断最大面付近から切り出した脳のスライスを撮影し
たところ、問題なく画像取得できることが確認された
（図 1）。また、研究室に現有の 3D プリンターを用いて
スライドアダプタを作成した。低倍率での撮影には支障
をきたさなかったが、対物 20 倍以上での高倍率撮影で
は、CV7000 のオートフォーカス機能が動作しないこと
が判明した。アダプタ底面の精度（ガラス面）が低いこ
とが原因と考えられた。ヒト脳連続スライスのスキャン
を行うためには、１脳の片側につき 70－100 枚程度は必要となるため、コスト面からも３
D プリンターでアダプタを作成する方法について継続して検討を行う。 
（２）組織透明化と多重免疫染色 
 先行開発した RAP よりも透明化作用に優れる CLAP が完成し、特許出願を行った（特願
2022-157329)。CLAP を用いることで、マウス脳の 2 ㎜スライスであれば、1 時間ほどで透
明化が完了し、GFP 等の蛍光タンパク質の活性も保持される。CLAP を用いることで、わ
ずか 6 スライスでマウス大脳全域をスパインレベルまで全自動・全記述が可能となる。し
かし、ヒト成人のホルマリン固定脳から切り出したスライス標本に対して CLAP にて透明
化を試みたところ、茶褐色半透明までしか透明化が進まないことが判明した。これまで
BABB や DBE などの疎水系プロトコル、Scale や CUBIC などの親水性プロトコル、その
他のプロトコルでもヒト脳の透明化が困難で
あることは知られていたが、CLAP でも十分な
透明化は得られなかった。ヒト脳の特徴である
透明化に伴い出現する褐色の着色を取り除く
方法の検討を続け、有効に作用する組成 A を
発見した（特許準備中のため詳細は未公開）。
ホルマリン固定ヒト成人脳の 1mm スライス標
本を組成 A にて 42℃、12－24 時間インキュベ
ートしたのちに、CLAP に浸漬すると、数時間
で完全に無色透明になった（図１）。短時間で、
完全にヒト脳を透明化することが可能な画期
的な方法を発見することができた。 

透明化脳の多重染色に関して、CLAP で透明化したマウス標本では Propidium iodide (PI)
による核染色や各種免疫染色が使用可能であることが確認された。ヒト脳において、今回発
見した組成 A による前処理がヒト脳の透明化に必須であるが、その開発が遅れたため、核
染色や免疫染色に及ぼす影響について十分な検討を行うことができなかった。 
（３）画像処理 

大量の取得画像を高速でタイリングするために、ImageJ 上で動作する MIST というマク
ロプログラムが有効であることが確認された。透明化ヒト脳サンプルからの実画像の取得
には至っていないため、これについても今後の検討課題とした。 
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