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研究成果の概要（和文）：組織内全細胞核位置を3次元的に記録後に各細胞のゲノムプロファイルを取得するポ
スト核酸解析を目指した基盤技術の検討を行った。臓器全体を対象とする高度な透明化手法の開発に成功した。
(Cell Rep 2018)。さらに、組織の物理化学的特性を元に染色剤浸透原理を解明し、核染色剤を均一に大型臓器
サンプルの深部まで浸透させるプロトコル構築に成功した。また、透明化組織全体を人工ゲルに包埋し、核酸を
ゲル内にキャプチャーする方法を用いて、ライトシート顕微鏡での臓器全体の観察および細胞核ボクセル位置の
取得を行うことに成功した。以上の結果を論文にまとめ投稿した（Nat Commun 投稿中、課題終了後に公開）。

研究成果の概要（英文）：We tried to develop a technology for spatial genomics to obtain the genome 
profile of each cell after recording all nuclear positions in the three-dimensional tissue. We have 
successfully developed an advanced tissue clearing method that covers the whole organ. (Cell Rep 
2018). In addition, we elucidated the principle of nuclear stain penetration based on the tissue's 
physicochemical properties. We finally constructed a uniform nuclear staining protocol for large 
organ samples. Using a developed gel embedding method of cleared samples, we also successfully 
imaged the whole organ and acquired the cell nucleus voxel's position using light-sheet microscopes.
 We summarized these results and submitted them in a paper (Nat Commun, submitted; published after 
the close of the project).

研究分野：システム生物学、薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果ではこれまで実証例のない空間的ゲノミクス実現に向けた重要な技術課題を克服し、がん、老化、発
生等におけるゲノム情報と空間位置情報との関連を紐付けながら組織・臓器の構築や極めて少数の細胞種・細胞
状態を同定できる新しい研究スキームの提示が期待できる。また、本研究成果で得られた新しい核染色プロトコ
ルは、これまで解決されていなかった染色剤の浸透原理を解明し、ボトムアップなデザインを実現した。このよ
うに組織の物理化学的性質に基づいたプロトコルデザインは、今後の組織学的手法の構築に重要な方向性を示す
ものになるとともに、3次元病理学の実現による診断確度や客観性向上に大きく貢献するものと期待される。

※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 
応募者はこれまで 3 次元組織中の全細胞解析（セルオミクス）のパイプラインとして機能する
「CUBIC」技術の開発を進め、一定の成果をあげてきた（Susaki et al. Cell 2014; Nat Protoc. 
2015; Cell Chem Biol. 2016他）。しかし、生体は多階層からなる複雑な構造のため、究極的に
は階層をまたぐマルチモダリティな全要素解析、すなわち細胞ネットワークの網羅的観察と、
個々の細胞内で機能している分子ネットワークの状態観察を同時に実現しうる統合的なオミク
ス手法の開発が望まれる。CUBICによる透明化組織内では RNAの保存性に問題があり、遺伝
子発現解析、トランスクリプトミクスとの組み合わせには障壁がある。一方、DNAの保存性は
良好で、ゲノミクス・エピゲノミクスと組み合わせた統合的なオミクス実現の潜在性がある。そ
こで、応募者は CUBICが提供する全細胞 3次元観察と各細胞内の核酸解析（特にゲノム DNA
解析）をシームレスに繋げば、階層をまたぐ統合的なオミクス（セルオミクス＋分子階層のオミ
クス）を同一の検体内で実現できると構想した。そのため、CUBICパイプラインに統合可能な、
核酸解析により適した透明化・サンプル処理法の開発と、その後の核酸解析への応用性の検討が
必要であると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
細胞ネットワークの網羅的観察と、個々の細胞内で機能している分子ネットワークの状態観察
を同時に実現しうる統合的・多階層的なオミクス手法の実現のため、本課題では 3 次元組織中
の空間的な核酸観察・解析を実現するための基盤技術開発を目的とした。具体的には、組織内全
細胞の 3 次元位置の記録後に各細胞内遺伝子発現プロファイル検出のためのポスト核酸解析を
可能とする基盤技術の検討（核酸固定法、核酸のゲル内キャプチャー法と 3次元検出、抽出核酸
のシーケンス解析に向けたクオリティチェック等）を進めることを目指した。 
 
 
３．研究の方法 
組織透明化と光学顕微鏡観察を組み合わせ、セルオミクスとの統合のため組織内全細胞位置を 3
次元的に記録した後に、各細胞 内の遺伝子発現やゲノム状態のプロファイルを検出する(ポス
ト核酸解析)を可能とするための、以下の基盤技術の検討を行った。 
1) 固定・透明化法の改良による核酸保存法の検討：透明化組織内の核酸の保存性を核酸染色等
により評価する。標準的に使用されるパラホルムアルデヒド固定のほか、必要に応じて 1-ethyl-
3-3-dimethyl-aminopropyl carbodiimide(Sylwestrak et al. Cell 2016)等の核酸固定方法を
検討する。 
2) 核酸のゲル内キャプチャー法の検討:3次元組織の透明化と核酸の 3次元的保存を両立させ、
その後のラベリングや逆転写処理、観察等を容易にするため、組織全体を人工ゲルに包埋し脂質
やタンパク質を除去することで、核酸のみを 3次元的にキャプチャーする方法を検討する。 
3)ゲル内キャプチャーされた 3次元組織の全細胞位置記録手法の検討:ゲル内に包埋された組織
を核染色剤でラベリングし 3次元観察することで、全ての細胞位置を 3D 画像として記録する手
法を検討する。 
4) 3 次元的核酸検出・シーケンシングに向けたクオリティの検討:ゲル内に包埋された組織に対
し、3次元的なイメージングやポスト核酸抽出法などの可能性を検討する。 
以上の研究計画を、研究代表者及び本研究予算で雇用予定のテクニカルスタッフを中心に、H30-
31 年度(2 年間)で遂行した。H30 年度は応募者が主に各項目の条件検討のための実験系を構築
し 、H31 年度中にテクニカルスタッフによる条件検討を進めた。 
 
 
４．研究成果 
本研究課題では、1) 透明化組織中の DNA の保存性が良好であること、2) 細胞核はイメージン
グにより「点」として認識され、細胞単位での解析が容易なこと、3) 1 細胞核解析技術の開発、
普及が急速に進んでいること、4) 空間情報と核ゲノム情報を組み合わせる研究スキームはまだ
ほとんど報告されていないこと、などの理由から、主に「空間的ゲノミクス」を実現するための
基盤技術開発に重点を置いて研究を進めた。 
 
1) 核酸のラベリングと保存性の検討：透明化組織内の DNA の保存性を核酸染色等により評価し、
マウス全脳などの大型臓器中でも良好なシグナルが得られることを確認した。この際、核染色剤
が深部まで浸透せず、臓器全体の核酸ラベリングが不均一になり保存性が評価できないことが
問題となった。そこで、代表者等は組織の物理化学的物性を詳しく検討し、組織が電解質ゲルの
１種であることを明らかにした。組織と核染色剤の間に存在するイオン性相互作用をはじめと
する複数の相互作用が核染色剤の浸透を阻害していると考え、これらの相互作用をキャンセル
する添加剤をテストし、最終的に大型臓器サンプル全体を均一に染色するプロトコルの構築に
成功した（成果論文 1）。 
 
 



 
2) 核酸のゲル内キャプチャーと全細胞位置記録手法の検討：3次元組織の透明化と核酸の 3次
元的保存を両立させ、その後のラベリングや観察等を容易にするため、組織全体を人工ゲルに包
埋し脂質やタンパク質を除去することで、核酸のみを 3 次元的にキャプチャーする方法を検討
した。大型臓器サンプルの 3次元イメージング実施のため、組織透明化技術の大幅な向上を目指
した試薬の次世代化を行なった。1600 以上の化合物ライブラリからスクリーニングを行い、組
織透明化に必要な化学的性質を解析するとともに、2014 年に報告した透明化化合物よりも圧倒
的にパフォーマンスに優れる次世代透明化試薬の開発に成功した（成果論文３）。また、所属研
究室で検討されたアガロースゲル中に透明化組織を包埋する手法（Murakami et al. Nat 
Neurosci 2018）を応用し、上記の次世代透明化試薬と組み合わせて核酸染色を施した透明化組
織をゲル中に包埋する手法の開発に成功した。さらに、透明化組織用マクロライトシート顕微鏡
システムを用い、マウス脳、マーモセット脳、幼生マーモセット全身の核酸シグナルを 3次元的
に取得することに成功した（成果論文 1、3）（図）。また、複数のゲル包埋法を検討することで、
アクリルアミドゲルベースの組織のゲル包埋法は核酸のほか、血管構造の描出にも有効である
ことを報告した（成果論文 2）。 
 
以上の 2項目の検討により、マウス全脳、マーモセット全脳、幼生マーモセット全身の核酸染色
および 3次元イメージングによるボクセル情報取得に成功し、論文報告した（下図）。 
 
成果文献： 
1. Susaki et al., Nat Commun. (2020) 投稿中（研究期間終了直後の 2020 年 4 月に公開） 
2. Miyawaki, et al. Nat Commun. (2020) 11:1104. 
3. Tainaka et al., Cell Rep. (2019) 24:2196-2210. 
 

 
図：全臓器・全身の均一な核酸染色による、3次元内細胞核位置情報の取得例。成果文献 1, 3 よ
り抜粋。 
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Watanabe T, Nakamura R, Takase Y, Susaki EA, Ueda HR, Tadokoro R, Takahashi Y 444
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岡山大学次世代研究拠点シンポジウム2020「口腔器官の再構築から器官の発生・再生の統一原理の解明」（招待講演）

The Light Sheet Microscopy Conference 2019（国際学会）

Society for Neuroscience 2019（国際学会）

第78回日本癌学会学術総会（招待講演）

 ３．学会等名

 ３．学会等名
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洲崎悦生

洲崎悦生

Susaki EA et al.

洲崎悦生
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 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

セルオミクスによる多細胞システム解明へのアプローチ

A versatile three-dimensional whole-organ/body staining and imaging with single-cell resolution based on electrolyte-gel
properties of biological tissue

A versatile protocol for three-dimensional whole-organ/body staining and imaging with single-cell resolution based on
electrolyte-gel properties of biological tissue.

組織透明化技術の開発と医学生物学応用（モーニングレクチャー）



2019年

2019年

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

RIKEN BDR seminar at Kobe (host: Dr. Kazunari Miyamichi)

JSTさきがけ・統合1細胞領域 第4回成果報告会（日本化学会第99回春季年会2019 コラボレイション企画）

シングルセルゲノミクス研究会2019（招待講演）

第19回日本蛋白質科学会年会・第71回日本細胞生物学会大会 合同年次大会 共催シンポジウム「総力戦でのぞむ細胞社会ダイバーシティー
解明への挑戦」（兼オーガナイザー）
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全臓器・全身スケールの多階層空間オミクス実現に向けたアプローチ

全臓器・全身の細胞ダイバーシティー解明を目指す臓器スケール3次元組織学への挑戦

CUBIC-HistoVIsion: A pipeline for three-dimensional whole-organ staining  and imaging with single-cell resolution based on
chemical properties of tissue

組織3D染色による細胞の網羅的解析技術の開発

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名
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Visiting seminar at Oxford University, UK (host: Host: Dr Ana Domingos)（国際学会）

Visiting seminar at Science for Life Laboratory (KTH), Sweden (host: Prof. Hans Blom)（国際学会）

Single cell biology meets diagnostics: 12th International workshop on approaches to single cell analysis, Uppsala
University, Sweden（招待講演）（国際学会）

Bioscience seminar (visiting seminar), Uppsala University, Sweden  (Host: Prof. Ola S?derberg)（国際学会）
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 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ３．学会等名

 ４．発表年
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Whole-organ/body analysis of multicellular systems by CUBIC platform

CUBIC-HistoVIsion: a pipeline for three-dimensional whole-organ/body staining and imaging with single-cell resolution based
on chemical properties of tissue gel

CUBIC-HistoVIsion: a pipeline for three-dimensional whole-organ/body staining and imaging with single-cell resolution based
on chemical properties of tissue gel

CUBIC-HistoVIsion: a pipeline for three-dimensional whole-organ/body staining and imaging with single-cell resolution based
on chemical properties of tissue gel
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第58回 生命科学夏の学校（招待講演）

第５回包括的緩和医療科学学術研究会/第６回Tokyo疼痛緩和次世代研究会 合同研究会（招待講演）
 ３．学会等名

洲崎悦生
 １．発表者名

 １．発表者名

 ３．学会等名
第41回日本分子生物学会年会

 ２．発表標題

 ４．発表年
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 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

洲崎悦生

洲崎悦生

 ３．学会等名

多細胞システムの状態定義・分離を目指す技術開発

CUBIC-HistoVIsion: a pipeline for three-dimentional whole-brain/organ staining and imaging with single-cell resolution

多細胞システムの理解に向けた要素技術開発と展望

網羅的細胞観察・解析技術による、多細胞システム解明への挑戦

 １．発表者名
洲崎悦生

 ３．学会等名

ECRO 2018（招待講演）（国際学会）
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EMBO practical course on light sheet microscopy（招待講演）（国際学会）

SBIC seminar, A*STAR, Singapore（招待講演）（国際学会）

第91回日本内分泌学会学術総会 中堅・若手の会YEC企画2「生体リズム研究の新展開」（招待講演）
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 ３．学会等名
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 １．発表者名
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 ４．発表年

 ４．発表年

Tissue clearing and 3D imaging: basics and applications

CUBIC-HistoVIsion: a pipeline for 3D whole-organ/body staining and imaging with single-cell resolution based on chemical
properties of tissue gel

個体レベルのシステム生物学実現を目指す技術開発
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(12601)

臓器透明化（CUBIC）を用いて腎臓全体の交感神経系の3次元構造を可視化し、その機能障害を解析 
http://www.h.u-tokyo.ac.jp/press/press_archives/20190409.html 
水溶性化合物による組織透明化の化学 －包括的ケミカルプロファイリングに基づく化学的原理の体系化－ 
http://www.riken.jp/pr/press/2018/20180822_1/
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