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は　じ　め　に

　近年，組織透明化技術がめざましい発展を遂げ，組織
解析において有用な技術として注目を集めている．神経
科学分野で発展してきた本技術は，厚みを持つ組織ブ
ロック標本などを透明にすることにより，切片を作製す
ることなくその内部を解析することが可能になる画期的
な技術である．脳神経領域では神経回路パターンなどの
三次元的立体構築の全体像を描出するのに有効である
が，神経科学分野のみならず他分野への応用も期待され
ている．本稿では，産婦人科領域を中心として組織透明
化技術の応用について紹介する．
組織透明化技術の歴史
　厚みのある組織ブロック標本を透明化するためには，
光の散乱を減少させることが重要と考えられてきた．こ
れまで，光散乱物質である脂質の除去，高屈折率溶媒を
用いた屈折率均一化など光散乱を減少させる様々な透明
化法が開発されている．
　最初の組織透明化法は100年以上前に開発された手法
であり，組織に対して脱水処理を行い，その後に高屈折
率の有機溶剤に浸透させるという方法であった．これに
基づき開発されたのがBABB (ベンジルアルコール/安
息香酸ベンジル ) 法である1)．BABB法はエタノール処
理によって脱水処理を行い，組織中の脂質成分を取り除
いた後，屈折率の高い有機溶媒で置換を行う方法である
が，蛍光タンパク質までも変性してしまうという問題点
があった．近年，蛍光タンパク質を用いる現代科学に合
わせ，2012年に3DISCO法が開発された2)．3DISCO法は
テトラヒドロフランによる脱水処理後にジベンジルエー
テルを浸透させることで屈折率の均一化を図り，蛍光タ
ンパク質の退色を最小限に抑え脳標本の透明化を実現し
た．更に2014年には免疫染色に特化した三次元イメー
ジング手法 iDISCO法が開発された3)．一方，2011年に
開発された蛍光タンパク質の退色を抑えた水溶性透明
化試薬Scaleは尿素を主成分としており光の散乱の主因
である脂質を溶出する4)．2012年には形態保存性の高い
透明化試薬SeeDBが開発され，高濃度のフルクトースで
屈折率の均一化を促進することで脳の深部観察を可能に

した5)．2013年には電気泳動法を用いて脂質を除去する
CLARITY法が6)，2014年にはCLARITYをベースにした
PACT法が開発された7)．これらの手法はいずれもマウ
ス脳の透明化には成功したが，赤血球に含まれるヘモグ
ロビンや筋肉に含まれるミオグロビンなど内在性の色素
を豊富に含む心臓や肝臓といった臓器は，従来の透明化
手法では十分な透明度を得ることができなかった．そこ
で最近開発されたのがCUBIC法である8)．CUBIC法は水
溶性透明化試薬Scaleを一部改良し，Scaleで使用する尿
素に加え，アミノアルコールを用いることで生体色素成
分の除去を可能にした．CUBIC法の透明化試薬は尿素，
糖，そしてアミノアルコール等で構成されており，この
試薬は蛍光タンパク質の退色の問題、プロトコールの安
全性や簡便さの問題、最終的な透明度の問題を解決して
いる (表1)．
組織透明化の原理とイメージング
　組織標本は細胞外マトリックスなどからなるタンパク
質性の繊維のほかに，脂肪組織や血液成分，細胞レベル
では細胞膜，細胞内小器官といったさまざまな小構造物
を含んでおり，これらが光散乱の原因 (散乱体 ) となる．
散乱体と溶媒の屈折率を均一化することで，光散乱を減
少させることができ，理論上物体は透明なものとして認
識される．したがって，組織を透明にするためには，組
織と溶媒の屈折率を均一化すること，つまり光の散乱の
原因となる組織中の因子を除去し，高屈折率溶媒に置換
することが重要となる (図1)．透明化技術の多くは脳神
経分野で発展してきた．細胞体から連続する軸索の空間
的分布を解析する上で透明化が有用であるが，脳組織の
透明化にはその主要成分である脂質の除去が要であっ
た．一方，他臓器への応用を視野に入れた場合，光散乱
の原因となるその他の因子として重要なのが，ヘムを含
む生体色素成分である．CUBIC法に含まれるアミノア
ルコールが血液中のヘムを高効率に溶出する性質を持っ
ていることから8)，脳以外の臓器の透明化，特に血液を多
く含む妊娠子宮の透明化にはCUBIC法が最適な方法と
考えられた．
　透明化技術によって組織の深部まで解析することが可
能になったが，その画像を取得するための顕微鏡技術も
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著しく発展している．従来のポイントスキャン型の共焦
点レーザー顕微鏡や二光子励起顕微鏡でも組織の深部を
観察することは可能であるが，一臓器の画像を取得する
には膨大な時間がかかる．また，大規模な画像を取得す
る場合には電動ステージを用いてスキャンし，最後に大
量の二次元画像を貼り合わせることになるが，その際の
精度も問題となる．一方，光シート顕微鏡は励起光を薄
いシート状に照射することにより，短時間で二次元の蛍
光画像を取得することが可能であるため，格段に早く三
次元立体画像の取得ができる．また，光シート顕微鏡で
取得される画像は高解像度であり，単一細胞レベルでの
観察も可能である．こうしたことから，透明化試料の撮
影には短時間で大規模に画像取得できる光シート顕微鏡
が有用であると考えられる．

組織透明化技術の産婦人科への応用
①マウス妊娠子宮の透明化とfeto-maternal interfaceの3

次元画像取得
　妊娠初期の胎盤形成異常は，子宮内胎児発育不全や妊
娠高血圧症候群を引き起こし，少子高齢化が深刻な我が
国における周産期医療ひいては児の健やかな発育にとっ
て大きな問題となっている．胎盤形成異常は特に，子宮
の脱落膜における胚由来の栄養膜細胞と母体細胞の相互
作用に異常を来たすことが原因とされる．絨毛外栄養膜
細胞 (EVT) の浸潤は胎盤形成において重要な過程の一
つであり，EVTは母体免疫細胞から攻撃を受けることな
く母体の子宮らせん動脈の血管に沿って子宮筋層内まで
浸潤する．EVTの浸潤制御機構においては，これまで藤
原らにより様々な分子機構が明らかにされてきた9)．
EVTが浸潤能を変化する過程でインテグリン分子の発現
が変化することが知られているが，EVTはインテグリン
/CD9分子複合体を形成し10)，それらの分子がEVTの浸
潤制御に関与し11)，さらに，CD9がEVTの浸潤を抑制し
ていることが報告されている12)．一方で母体血管に浸潤
するEVTにケモカイン受容体であるCCR1が発現し，ケ
モカインがEVTの浸潤を母体血管に誘導すること13)，さ
らに母体血管内のEVTに接着した血小板がケモカイン産
生してEVTの浸潤を誘導すること14)，また停止するEVT

にケモカインを分解するdipeptidyl peptidase-Ⅵ (DPPⅥ)

が発現し，EVTの浸潤を制御していることが報告されて
いる15)．
　こうした浸潤するEVTとその周囲の細胞や血管組織と
の関係性を解明する上で，3次元の空間的解析が有用で
あると考えられる．しかし，三次元画像を得るための従
来の方法では，組織標本より多くの切片を作製し，切片
より取得した数多くの画像をつなぎ合わせることで元の
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ScaleS
ScaleA2
CUBIC
CUBIC-perfusion
SeeDB
Clear T/T2

FocusClear

Method

Aqueous solution-based (simple)

Aqueous solution-based (hydrogel embedding)

Urea, Sorbitol
Ure, Glycerol

Urea, Aminoalchol
Urea, Aminoalchol

Fructose
Formamide

Diatrizonic acid

Main agents Detergent

TritonX-100
TritonX-100
TritonX-100
TritonX-100

－
－

Unknown

Time

several days
2 weeks

1-2 weeks
1-2 weeks

several days
2-3days

several days

Clearing capability

Strong
Medium

Very strong
Very strong

Weak
Medium
Strong

CLARITY
PACT
PARS

SDS, Boric acid
SDS, Histodenz
SDS, Histodenz

SDS 4%
SDS 8%
SDS 8%

2-4 weeks
2-4 weeks
1-2 weeks

Very strong
Very strong
Very strong

Organic solvent-based

BABB
3DISCO
iDISCO

Benzyl alchohol
Benzyl alchohol
Benzyl alchohol

－
－
－

3 days
3 days
3 days

Strong
Very strong
Very strong

表1．さまざまな組織透明化法 (文献19より一部改変し転用 )

図1．組織透明化の原理とマウス妊娠子宮への応用
 (上段 ) 組織透明化の原理．組織中の高屈折率成分の除去およ
び屈折率の均一化を行うことにより光の散乱を減少させる．
(下段 ) マウス妊娠子宮を用いた組織透明化．胎生9.5日の妊
娠子宮における透明化処理前 (a) と透明化処理後 (b)．



立体構造を再構築するという方法がとられてきたが，非
常に多くの時間と労力を要する作業であり，さらに切片
を作製する際の組織に対するダメージや組織の変形も大
きな問題であった．近年，神経科学領域において組織透
明化技術を用いることで切片化することなく組織を深部
まで観察できるようになってきた．そこで，我々はこの
組織透明化技術が産婦人科領域でも有用ではないかと考
え，CUBIC法を用いてマウスの妊娠子宮における浸潤す
る栄養膜細胞の存在する領域 feto-mataernal interfaceの3

次元画像化を試みることとした．
　CUBIC法を基本とし条件検討を行った結果，マウス妊
娠子宮を透明化することに成功した．このmodified-

CUBIC法を用いて透明化した胎生9.5日 (E9.5) からE14.5

の妊娠子宮組織は，肉眼的に十分な透明度が得られただ
けでなく，光シート顕微鏡を用いることにより切片化せ
ずとも単一細胞レベルでの解像度で深部まで観察可能で
あることが分かった．さらに取得した三次元構築画像
データをコンピューター処理することにより，任意の方
向での断面を描出することも可能であった (図1,2)．注
目すべき点は，透明化処理後の妊娠子宮に膨張や変形が
見られなかったことである．CUBIC法を脳組織に適応
した場合，脳組織の膨張が問題とされているが，羊水を
含む妊娠子宮では，羊水腔が保たれるだけでなく，妊娠
子宮の全体構造も保持されていることが分かった．ま
た，野生型のメスマウスとCAG-EGFPオスマウス (全身

で緑色蛍光タンパク質EGFPを発現しているマウス ) を
交配させることによって，胎仔・胎盤のみでEGFPが発現
している妊娠マウスが作成できるが，このマウスの妊娠
子宮を上記と同様に透明化することにより，これまで2

次元像でしか捉えられなかったfeto-maternal interfaceを
3次元像として構築することが可能になり，これまで困
難であった3次元空間の中での浸潤する栄養膜細胞を単
一細胞レベルの解像度で容易に観察することが可能に
なった (図3)．
②マウス卵巣の透明化と卵胞構造の3次元画像取得
　卵胞発育において，卵母細胞や顆粒膜細胞，莢膜細胞
との相互作用は重要であると考えられている．原始卵胞
のように小型で多数存在する構造は，比較的容易に切片
化し観察することができるが，成熟卵胞のように大型の
構造体から特定の断面を切片化することは困難である．
我々は組織透明化技術を卵巣に応用することができれ
ば，こうした大型の卵胞構造を切片化することなく解析
できるメリットがあると考えた．そこで，上記の妊娠子
宮透明化と同様の手法を用いて卵巣の透明化を試みた結
果，成体マウス卵巣においてもCUBIC法を用いて十分に
透明化できることがわかった．Propidium iodide(PI)核
染色を用いた検討では，得られた三次元構築画像データ
をコンピューター上で再構築することで，任意の断面か
ら様々な発育段階の卵胞構造を観察することが可能で
あった．さらに，より詳細な組織構造を観察するため，
全身が緑色に光るCAG-EGFPマウスの卵巣を透明化し観
察を行ったところ，単一細胞レベルの解像度でより詳細
な卵胞構造を描出することが可能であることがわかった 

(図4)．CUBIC法では屈折率の均一化のため高濃度スク
ロール液の置換処理が行われるが，卵胞の構造は保たれ
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図2．透明化処理を行ったマウス妊娠子宮の3次元画像データと
コンピュータ処理により作成した断面画像 (文献16より転載 ) 

 (a) 胎生10.5日の妊娠子宮に対して透明化処理後 (核染色のみ
施行 )，光シート顕微鏡で撮影し3次元画像構築を行った．(b) 
XY平面の断面画像．(c)(b)の四角部分の拡大画像．浸潤する
栄養膜細胞を単一細胞レベルの解像度で観察可能．(d) 3次元
画像データからコンピュータ処理により任意断面を描出する
ことができる．任意の角度で胎仔や胎盤を描出できる．スケー
ルバー　1 mm (a), 500 µm (b, d), 200 µm (c)．

図3．浸潤する栄養膜細胞の可視化と feto-maternal interfaceの3
次元画像構築　 (文献16より一部転載 ) 

 (a) 野生型メスマウスとCAG-EGFPオスマウス (全身で緑色
蛍光タンパク質EGFPを発現するマウス ) を交配させること
により，胎仔と胎盤のみがEGFP蛍光を持つ妊娠マウスを作
成した．(b) このマウスの妊娠子宮に対して透明化処理を行
い，光シート顕微鏡で3次元画像を取得したのちに，断面像
を作製した．EGFP蛍光を持つ胎仔と胎盤が撮影できている．
(c) 浸潤する栄養膜細胞を任意の角度で単一細胞レベルの解
像度で観察することができる．スケールバー　50 µm (c)．



ており，萎縮や膨張は見られなかった．さらに興味深い
ことに，CAG-EGFPマウスでは，全身ほぼ全ての細胞に
遺伝子発現を誘導できると考えられているCAGプロモー
ターによりEGFPを発現させているが，このCAG-EGFP

マウスの卵巣では顆粒膜細胞からの蛍光シグナルは認め
られなかったため，EGFPの蛍光シグナル強度の違いか
ら，卵胞構造内で明瞭なコントラストが生じ，卵母細胞
が強調されることが分かった (図4c)．このことから，
CAG-EGFPマウスと卵巣の透明化三次元画像構築の組み
合わせは，卵母細胞の空間的分布や発達段階の解析に有
用であることが示唆された17)．

透明化技術の臨床応用への可能性
　我々は臨床応用を考える上で，まず，組織ブロック標本
を透明化し取得した三次元画像を用いてその中の重要部
位を同定し，続いて，その重要部位を含む部位のみで切片
を作製し組織学的に詳細に解析するができれば，重要部
位に限定した詳細な解析を行うことができる．これによ
り，解析の迅速化，効率化が期待できる．しかし，透明化
後の組織の抗原性やヘマトキシリン・エオジン (HE) に対
する染色性が保持されているかどうかについては，これ
まで不明であった．そこで我々は，透明化した組織の中
から特定の部位を含む切片を作製し，組織学的解析が可
能か検討を行った (図6)．透明化したマウス妊娠子宮の
中から光シート顕微鏡によりfeto-maternal interfaceを同
定し，同部位を正確に切り出せるよう工夫し凍結を行い，
クリオスタットにより切片化した．切片化した組織に対
して免疫染色およびHE染色を行ったところ，透明化処理
前の染色性と同等の染色性を示すことが分かった．この
ことから透明化処理後の組織においても，その抗原性，
HEの染色パターンは保持されていることが示された16)．
　一方，野島らは，CUBIC法をヒトの病理組織検体に応
用し報告している．病変を発見するための実際の臨床病
理検査におけるスクリーニング系にこの技術を応用し，
検査の感度を向上させることを報告している．また，長
期保管されているパラフィン包埋された検体にも適応可
能であることを示している18)．臨床病理学分野への透明
化の導入により診断精度の向上につながる可能性が示唆
されており，組織透明化技術への関心が高まっている．

お　わ　り　に

　組織透明化技術の有益性は，立体的な組織を切片化する
ことなく全体像を描出できる点にある．したがって，血管
やリンパ管などの管腔構造や，神経軸索などの連続する構
造体の立体構造解析，さらに連続する構造体に関わる細胞
の位置，数，距離などの解析に威力を発揮する手法となる
であろう．我々の報告は，子宮・胎盤・臍帯・胎児を切片化
することなく，妊娠子宮全体を同時に解析することができ
る可能性を示唆しており，当該方法は，生殖・周産期，発
生生物学の進展に寄与しうる技術である．また金沢大学
眼科において，組織透明化技術を眼球に応用する研究が進
められているなど，脳神経系に端を発した組織透明化技術
は，全身の様々な臓器への応用が進められている．さらに
悪性腫瘍における浸潤経路，血管分布や免疫細胞の空間分
布の解析への応用も考えられるなど，腫瘍学などを含む臨
床病理学的分野への応用も今後期待される．
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図5．透明化後の組織学的検討
 透明化処理を行った組織を光シート顕微鏡で撮影し，3次元
画像データを取得する．続いて，この画像データを用いて，
解析対象とする部位を決定する．その部位を切り出し，切片
を作製したのちに染色を行うことにより，重要部位に限定し
た詳細な解析を行うことができることから，解析の迅速化，
効率化が期待できる．

図4．マウス卵巣の透明化と卵胞構造の描出 (文献17より一部
転載 )

 還流固定したマウス卵巣の透明化処理前 (a)と透明化処理後
(b)．(c) CAG-EGFPマウスの卵巣を透明化し光シート顕微鏡
で撮影後，3次元画像構築を行った．(d) 3次元画像から再構
成した成熟卵胞部分の拡大図．大型の成熟卵胞の任意断面を
描出することができる．スケールバー 2 mm (a,b)，100 µm (d)．
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