
　近年，光学顕微鏡技術の発達と緑色蛍光タンパク質
（GFP）をはじめとする蛍光タンパク質の開発が相まっ
て，生命科学の分野では三次元蛍光イメージングが盛んに
なってきている．蛍光断層像の取得が可能な共焦点顕微鏡
を用いると，蛍光タンパク質で標識された生体試料を数
十 mmの深さまで三次元的に画像取得できる．二光子励起
顕微鏡を用いると数百 mmの深さまで可視化できる．こう
した三次元蛍光イメージング技術は生体試料内部の構造を
明らかにする上で非常に有効だが，生体組織の全体像を明
らかにするにはまだ十分ではない．例えば，脳の神経細胞
はしばしば数mmにわたって複雑な突起を伸ばすが，上記
の方法ではその全体像を描くことは困難である．
　生体試料の深部イメージングを行う上で最大の障害は光
散乱である．生体組織はコラーゲンなどからなるタンパク
質性の繊維のほかに，脂質に富んだ脂肪組織，髄鞘，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，すなわち散乱体となる．微細
な多数の散乱体によって生じる光散乱については，補償光
学系で解決することは困難である．光散乱の程度は，散乱
体の大きさによっていくつかの近似が知られており，例え
ば，散乱体の大きさが光の波長よりも小さい場合にはレイ
リー散乱が適用される．レイリー散乱は光の波長が長いほ
ど小さくなるため，長波長の励起光を用いる多光子励起顕

微鏡は光散乱の影響を受けにくい．もう 1点重要なこと
は，光散乱の程度は散乱体の比屈折率，すなわち，散乱体
と溶媒の屈折率の比に強く依存するということである．し
たがって，散乱体と溶媒の屈折率が近づけば近づくほど，
光散乱は減ることになる．
　生体試料をより深くまで可視化するために透明化しよう
という試みは 100年以上も前からなされているが，これは
いかにして散乱を減らすかということにつきる．これまで
に知られている方法は，散乱体の屈折率を溶媒に近づける
か，溶媒の屈折率を散乱体に合わせるか，もしくはその組
み合わせである．たとえば，透明骨格標本の作製は，アル
デヒド架橋固定した標本をアルカリ処理やプロテアーゼ処
理してペプチド結合を切断した後，グリセリン置換を行
う 1）．また，透明度が非常に高いことで知られる BABB法
は，エタノール処理によって脱水処理し，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 2）．
しかしながら，こうした方法では GFPなどの蛍光タンパ
ク質までも変性・消光してしまうという問題点があった．
蛍光タンパク質を用いる現代生命科学の要請に適った組織
透明化法を目指し，この数年間で水溶液ベースの新しい組
織透明化試薬が開発されている．そこで本稿では，それら
について紹介するとともに，蛍光顕微鏡を用いてイメージ
ングを行う上で考慮すべき点についても言及したい．
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Deep-Tissue Imaging Using Optical Clearing Agents
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Laser scanning fluorescence microscopy is powerful to obtain three-dimensional information within 
biological samples. However, light scattering has been a major limitation for deep-tissue imaging. 
Recently, several groups have developed new methods to reduce light scattering within biological 
tissues, by removing scatters and/or by index-matching of the media. These methods facilitate large-
scale three-dimensional imaging of biological samples, including neuronal circuits in the brain. Here I 
review recently developed techniques for optical clearing and discuss important issues that should be 
considered for microscopy setup.
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1. Scale法，CUBIC法
　GFPなどの蛍光タンパク質の蛍光を保持したまま組織
を透明化する方法として，2011年に理化学研究所の宮脇
らは Scale法とよぶ組織透明化法を発表した 3）．Scale液は
タンパク質変性作用のある尿素，界面活性剤およびグリセ
リンを含む水溶液であり，タンパク質や脂質などの散乱体
の屈折率を下げることで組織を透明にすることができる．
蛍光タンパク質は一般に強固な立体構造を取っており，尿
素溶液中でも安定に保持されるため，蛍光タンパク質の蛍
光は損なわれない．Scaleの問題点として，透明化に時間
がかかる，透明度が不十分であるという点が指摘されて 

いたが，これらの点は，2014年に理化学研究所の上田ら
によって報告された CUBIC 法によって改善された 4）．
CUBIC法では，Scale法で用いていたグリセリンに代えて
アミノアルコールを用い，短時間で効率よく透明化するこ
とができる．また最終的にスクロースを用いて溶媒の屈折
率も上げることで，さらに透明度を上げることに成功して
いる．これらの方法は比較的簡便に組織を透明化できる利
点がある一方，透明化の過程で組織の膨張や変形を伴う．
このため，組織がもろくなる，微細な構造が損なわれる，
といった問題があり，微細構造の解析には向かない．比較
的マクロな構造の三次元解析に威力を発揮するものと期待
される．
2. CLARITY法
　組織の構造を強固に保ったまま散乱体を取り除いて組織
を透明化する試みとして，スタンフォード大学のダイセロ
スらは 2013年 4月にCLARITY法を発表した 5）．Scale法や
CUBIC法では組織がもろくなるという問題点があるが，
CLARITY法では組織中のタンパク質をポリアクリルアミ
ドゲルに架橋することでこの問題を克服した．ゲルに架橋
した試料を界面活性剤を含む緩衝液に浸けて電流を流すこ
とで脂質を取り除き，その後溶媒の屈折率を調整すること
で透明化する．CLARITY法ではタンパク質成分がゲルに
架橋されているため，抗体などを用いて繰り返し組織染色
できるという点も利点である．この論文は大きなセンセー
ションをもって迎えられ，サイエンス誌が 2013年の 10大
ブレークスルーに選んだほどであったが，各ステップが非
常に煩雑であるために再現性が低く，当初期待されたほど
は普及していない．
3. SeeDB法
　組織透明化の応用が最も期待されているのは神経科学分
野である．神経細胞はしばしば複雑で長い神経突起を伸ば
すことで神経回路を構成している．近年，神経回路の全貌
を三次元的に可視化することで脳を理解しようという機運

が高まっており，光学顕微鏡と組織透明化を組み合わせた
アプローチがその一助になるものと期待されている．神経
回路の定量的な解析を行う上で重要なことは，組織の形態
が保持されていること，蛍光タンパク質などの神経線維
マーカーの蛍光が十分に保持されていることである．そこ
で筆者らは，組織にダメージを与えることなく組織を透明
化する試薬の検討を行った．組織のダメージを防ぐ上で
は，変性剤や界面活性剤は使わず，極力溶媒の屈折率調整
のみで解決すべきであると考え，さまざまな高屈折率水溶
液について検討を行った．著者らはその中でもフルクトー
ス溶液が透明化に最適であることを見いだした．飽和フル
クトース水溶液は常温での質量％濃度が 80％，屈折率が
1.49に達する．フルクトースは還元糖であるため，生体試
料中のアミノ基とメイラード反応を生じ，自家蛍光をもつ
褐色物質を生じるという問題があるが，著者らは微量のチ
オールの添加によりこの反応を抑えられることを見いだし
た．著者らは，高濃度フルクトース（屈折率 1.49～1.50）
とチオールを組み合わせた組織透明化法を SeeDB法と名
付け，2013年 6月に発表した 6）．SeeDB法は他の方法に比
べて短時間で透明化できるうえ，他の方法でみられるよう
な生体試料の大きさの変化や微細形態へのダメージがみら
れないという特長をもつ．蛍光タンパク質の蛍光も，これ
までの透明化法よりもよく保持されていることが判明し
た．また，細胞膜を含む脂質も試料中に保持されているた
め，脂溶性蛍光色素を用いた神経線維の染色・同定に適し
ている．著者らは，マウス脳標本を SeeDB処理すること
で，共焦点レーザー顕微鏡で 2 mm程度，二光子励起顕微
鏡を用いるとそれ以上の深さまで可視化できることを見い
だした（図 1）．
4. 透明化試料の顕微鏡観察
　しかしながら，SeeDBのような高屈折率透明化試薬を
用いて脳標本の深部イメージングを行うには，標本の透明
度を上げるだけでは不十分である．まず，通常の対物レン
ズの作動距離は限られており，厚みのある標本を観察する
には十分な作動距離を確保する必要がある．また，生体試
料観察用の対物レンズは水浸レンズであることが多く，高
屈折率液体中の試料をイメージングしようとすると球面収
差を生じ，十分な明るさと分解能を得ることができない．
そこで著者らは顕微鏡メーカーに作製を依頼して，SeeDB

の屈折率（1.49）に合わせた超長作動距離（8 mm）対物レ
ンズを用いることにした．また，SeeDB処理した標本を
観察する際には，2,2¢-thiodiethanolと水の混合液からなる
高屈折率の液体をイマージョンに用いるとよいことを見い
だした（図2）．そして，二光子励起顕微鏡を用いて最適な
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条件下で観察することで，厚さ約 6 mmの成体マウス脳の
透明化試料を上から下まで可視化することに成功した 6）．
　透明化試料の顕微鏡観察をするにあたって明らかになっ
たもうひとつの問題は，いかにして広範囲の画像を取得す
るかという点である．透明化技術によって深くまで画像取
得できるようになったため，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を用いると，た
とえマウスといえども全脳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．
こうしたことから，透明化試料を短時間で大規模に画像取
得できる光シート顕微鏡が着目されている．光シート顕微
鏡は励起光を薄いシート状に照射し，二次元の蛍光像を取
得するため，格段に早く三次元画像の取得ができる．実際
に，BABB 法や CUBIC 法の透明化標本に関しては，光
シート顕微鏡の一種である Ultramicroscopeを用いてマウ
ス全脳の画像取得に成功している 2，4）．ただし，光シート
顕微鏡では蛍光像を CCDないし CMOSカメラを用いて画
像取得するため，蛍光シグナルが試料中で散乱することは
避けられず，したがって試料の透明度が十分に高くないと
光散乱の影響を大きく受けることになる．観察領域の広さ
と分解能のどちらを優先するかによって顕微鏡法を選択す
る必要がある．

　今後は，さらに透明度を上げることで光シート顕微鏡を
活用し，より大きな標本の画像取得を可能にするという方
向性のほか，蛍光タンパク質で標識されていない標本に対
して，抗体などを用いて蛍光標識して透明化するためのよ
り簡便な方法が望まれている．シナプスの微細な構造を可
視化するには，超解像顕微鏡の活用も有用だろう．生きた

動物の透明化も今後の目標のひとつではあるが，生きた動
物組織の屈折率を調整するためにはある程度侵襲的になら
ざるを得ず，適用可能な動物や部位は限られるであろう．
透明化技術は三次元蛍光像を広範囲にわたって定量的に解
析するという現代生命科学の要請に応えるものであり，ま
すますの改良・応用が期待される．
　本研究は科学研究費補助金若手研究（A），JSTさきがけ，
三菱財団，住友財団，中島記念国際交流財団，理化学研究
所の助成を受けた．共同研究者の柯孟岑博士，藤本聡志博
士（理化学研究所）に感謝いたします．
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図 1　マウスの大脳皮質と海馬を含む脳領域の可視化（4 
mm×5 mm×2 mm）．一部の神経細胞を蛍光タンパク質
YFPで標識したトランスジェニックマウスの固定脳標本を
SeeDBで透明化処理し，二光子励起顕微鏡で観察した．図
は画像貼り合わせを行った後，三次元再構成したもの．

図 2　高屈折率に対応した特注対物レンズ（オリンパス社）
における分解能の向上．アガロースに蛍光ビーズ（直径 0.5 
mm）を埋め込んだ後，SeeDBで透明化し，二光子励起顕微
鏡を用いて分解能（ full width at half maximum）を測定し
た 6）．SeeDB試料中の分解能は高屈折率対応特注レンズのほ
うが優れている．透明化試料の観察にあたっては球面収差も
重要なファクターであることがわかる．


