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研究成果の概要（和文）：本研究では、酸化剤HIO4水溶液とFAM hydrazideを組み合わせ、PAS染色における
Schiff試薬に互換となる新たな蛍光染色法PAFhy stainを開発した。この染色法と組織透明化/3次元イメージン
グ技術であるCUBICと組み合わせることで、新たな3次元的イメージング法を開発した。この手法により大腸陰窩
構造の3次元的構造の評価が正確かつ詳細に行えるようになり、陰窩炎・陰窩膿瘍における炎症の様式を詳細に
観察できた。更に、本法を用いて定量評価した陰窩のねじれの構造の程度を指標に、これまでの2次元的診断で
は不可能であった炎症性腸疾患の正確な鑑別が可能となった。

研究成果の概要（英文）：Although the utility of tissue clearing and three-dimensional imaging 
techniques in clinical histopathology has been established, further methodological developments are 
required for their use in clinical practice. We developed a novel periodic acid-FAM hydrazide 
staining method (PAFhy stain), which is based on a principle similar to the classical PAS stain. 
This method could be applied to 3D imaging with a tissue-clearing technique; it enabled clear and 
detailed imaging of the 3D architecture of crypts in human colorectal mucosae. The 3D imaging also 
revealed the 3D distributions of neutrophils in cryptitis and crypt abscesses in ulcerative colitis 
tissues. Quantitative analysis of crypts based on 3D morphological changes enabled differential 
diagnosis among ulcerative colitis, Crohn's disease, and non-inflammatory bowel disease colitis. 
Therefore, PAFhy staining and the 3D imaging with it are promising approaches for next-generation 
experimental and clinical histopathology.

研究分野：病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で新たに開発されたPAFhy stain法は、3次元病理組織学における特殊染色に位置する有用な手法であり、
基礎病理学・臨床病理学の新たな基盤的技術となりえるものである。これらがより標準化され他の技術と組み合
わされることで新たなプラットフォームが確立できる可能性があり、これを元に疾患に根差した多くの病理学的
研究、臨床的研究が蓄積されることで、新たな診断基準・臨床予測法の確立、新規治療法の開発に繋がることが
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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
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少なく、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 

本研究は、最先端イメージング技術 CUBIC をヒト病理組織診断に実践的に応用することを目
的に行われた。特に、臨床病理診断における PAS 染色やレクチン染色といった所謂“特殊染色”
に該当するような新たな蛍光染色法を開発し、現在の２次元の評価では難しいような診断を可
能とする新規イメージング系を確立することをその主軸に置き行った。申請者は申請の段階に
おいて、FAM hydrazide という蛍光プローブと酸化剤を組み合わせることで、PAS 染色と互換
となる染色動態を示す新たな蛍光染色法を既に開発していた。この手法を応用し、炎症性腸疾患
に対する新規診断法を確立することを本研究計画の主な目的として行った。 
 
３．研究の方法 

炎症性腸疾患のひとつである潰瘍性大腸炎においては、陰窩構造の湾曲の程度が診断価値の
高い所見のひとつとされるが、病変が初期の段階には、薄切された 2 次元のスライドガラスに
おける組織像からは診断が難しいことが少なくない。申請者の開発したイメージング法におい
ては、陰窩の構造・走行が明瞭に描出できることが予想されたため、これを潰瘍性大腸炎の早期
診断/確定診断に応用した。具体的には、潰瘍性大腸炎および対照となる Crohn 病、非自己免疫
性大腸炎組織を生検検体相当の大きさに切り出し、これを２分割、一方は３次元的イメージング
を行い、陰窩の湾曲、拡張の度合い等を数値化することを試みた。もう一方については、標準的
な方法で HE 染色のスライドガラスを作製し、申請者を含む複数の病理診断医がこれを診断し
た。３次元的画像から取得した定量データに閾値を設けることで定量的に診断を行う系を設定
し、病理診断医が従来の方法にて診断できないあるいは診断の難しい組織において、厳密に潰瘍
性大腸炎か否かの診断ができるようになるか否かについて検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 染色法/イメージング法の確立 

申請者は申請時の段階において、ヒト大腸粘膜の薄切凍結切片を用いた蛍光プローブを用い、
FAM hydrazide という蛍光プローブと酸化剤である HIO4 水溶液による処理を用いることで、
PAS 染色と同様の染色性を持つ蛍光染色が可能であることを既に見出していた。PAS 染色にお
いては、酸化剤である HIO4 水溶液により多糖類などに含まれるα - グリコル基がアルデヒド
基となり、Schiff 試薬は NH2を介してアルデヒド基に結合する。FAM hydrazide も同様にアル
デヒド基に結合することで染色性を呈しているものと考えられた。この FAM hydrazide を用い
た方法を Periodic Acid- FAM hydrazide（PAFhy） stain と命名した。 

次に、PAFhy stain と組織透明化/3 次元イメージング法である CUBIC を組み合わせ、3 次元
的な特殊染色イメージング法を開発した。約 4mm 大四方に切除したホルマリン固定後ヒト大腸
粘膜組織を用いて、PAFhy stain が 3 次元的イメージング法に応用可能であるかについて検討
した。PAFhy stain は CUBIC によるホールマウント染色に応用可能であり、大腸粘膜の陰窩



における杯細胞、基底膜、好中球が明瞭に
染色され、これにより陰窩の立体的構造
をきわめて明瞭にイメージングすること
が可能であった（図 1）。 

 
(2)病理組織検体の３次元イメージング 

次に、陰窩の構造が診断において重要
となる、炎症性腸疾患の病理組織検体を
用い、イメージングを行った（図２）。代
表的な炎症性腸疾患である潰瘍性大腸炎
の組織を PAFhy stain にて染色し、この
3 次元的イメージングを行った。高度の
炎症細胞浸潤を伴う例において、陰窩炎の
所見、すなわち陰窩内に浸潤する好中球
と、炎症により杯細胞の粘液が減少してい
る所見（Goblet cell depletion）が明瞭にイ
メージングされた）。次に、潰瘍性大腸炎に
特徴的な、陰窩膿瘍の所見に着目した。同
じ症例において陰窩膿瘍の所見が確認さ
れ、この所見において、底部に微小膿瘍が
形成され、これらの膿瘍は陰窩斜め下方よ
り浸潤した好中球により形成され、陰窩管
腔を伝って上方にも好中球が分布してい
ることが分かった。 
 
(3)３次元イメージングを用いた陰窩の形態変化の定量評価 

次に、陰窩の 3 次元的構造を基準に、2 次元的には診断の難しい炎症性腸疾患の診断が可能に
ならないかについて検討を行った。潰瘍性大腸炎、クローン病、非特異的腸炎（大腸癌検体にお
ける非腫瘍部）の手術材料より組織小片を切り出し、その半分で PAFhy stain を用いた 3 次元
的イメージングを行い、残り
半分は古典的 HE 染色、PAS
染色のスライドガラスを作製
し、両手法から得られる所見
を比較検討した（図３）。潰瘍
性大腸炎、クローン病といっ
た疾患の病理組織診断におい
ては、陰窩膿瘍や類上皮肉芽
腫といった特徴的所見の有無
が有用な手がかりとなるが、
治療修飾などにより炎症が著明でない症例においては必ずしもこういった所見が得られず、病
理組織学的には非特異的腸炎としか言えず、臨床情報を加味しない病理組織診断のみからは確
定診断が難しいことが実際である。事実、潰瘍性大腸炎、クローン病、非特異的腸炎の HE 染
色、PAS 染色スライドガラスを病理診断医に診断させたところ、潰瘍性大腸炎の 58.6%, クロー
ン病の 63.1%は非特異的腸炎と診断され、潰瘍性大腸炎の 31.0%, クローン病の 26.3%について
も病理医間で診断が一致しなかった。潰瘍性大腸炎の診断においては、陰窩に distortion がある
ことが所見のひとつとされている。そこで申請者は、陰窩のねじれの程度に着目することにより
上述のような 2 次元的診断からは診断の難しい一群についても正確な診断が可能となるのでは
ないかという仮説を立てた。各検体の 3 次元的イメージングから、潰瘍性大腸炎において陰窩
のねじれが多く見られ、これらの所見はクローン病でも見られ得ることが分かった。これらをよ
り定量的に評価するため、3 次元的解析において、Volume, Ellipticity, Tortuosity の 3 パラメ
ータを定義し、潰瘍性大腸炎、クローン病、非特異的腸炎についてこれらの集学的観察、定量化
を行った。Volume, Ellipticity, Tortuosity のいずれのパラメータにおいても、統計学的有意差が
得られた。Volume については潰瘍性大腸炎で他の 2 者に比べて増加しており、Ellipticity につ
いては潰瘍性大腸炎およびクローン病で非特異的腸炎に比べて値の低下が認められた。
Tortuosity については潰瘍性大腸炎、クローン病、非特異的腸炎の順に高い、値の差が認められ
た。また、病理医が“非特異的腸炎”と診断した検体のみを用いた場合でも、同様に統計学的有
意差が得られた。 
 以上、我々は酸化剤と蛍光色素を組み合わせて新規染色法 PAFhy stain を開発し、その有用
性を示した。本法は 3 次元病理組織学における特殊染色に位置する有用な手法あり、基礎病理
学・臨床病理学の新たなプラットホームとなりえる新規技術である。これらがより標準化され、
他の技術と組み合わされることで、新たな病理学が拓ける可能性がある。 
 
＜参考文献＞ Nojima S, et al. Cell Mol Gastroenterol Hepatol. 2022;14(4):905-924. 
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