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腎臓を視る̶̶組織透明化による腎臓病の3次元病態解析̶̶

長谷川 頌 1，洲崎 悦生 2, 3，上田 泰己 2, 3，南学 正臣 1

1. はじめに

生物はさまざまな機能を持つ細胞が複雑に絡み合って構
成されており，そのネットワークを包括的に捉えることは
生命科学における大きな課題である．特に，病態や薬剤投
与によって臓器内部で引き起こされる変化を包括的に理解
することは医学研究において重要であり，そのためには細
胞どうしの位置関係や相互作用を3次元で解析する技術が
求められる．
臓器全体での3次元構造を把握する手段としてコン

ピュータ断層撮影（CT）・磁気共鳴映像法（MRI）・ポジ
トロン断層法（PET）などがあるが，特定の機能を持った
細胞を標識して細胞レベルで観察することは困難である．
一方，従来の病理組織学的解析では臓器を薄切してスライ
ドガラスに載せることで特定の細胞を標識することはでき
るものの，臓器全体を観察するためには膨大な数の切片を
作製して3次元再構成する必要があり，再現性の面で大き
な問題がある．
これらの課題を解決するため，上田・洲崎らは組織透明

化技術とライトシート顕微鏡による高速3次元撮影を組み
合わせることで臓器さらには個体全体を細胞レベルで包括
的に解析するパイプライン（clear, unobstructed brain/body 
imaging cocktails and computational analysis：CUBIC）を開
発し，発展させてきた 1）．その流れの中で，南学・長谷川

らは腎臓内科医の視点からCUBICを用いた腎臓病の病態
解析（CUBIC-kidney）に取り組み，従来の手法では観察
が難しかった現象を捉えることに成功している 2, 3）．本稿
では，最新の技術的発展に関する知見を盛り込みながら，
主に腎臓の3次元病態解析について概説する．

2. 組織透明化の原理

「組織が透明でないこと」は光の散乱および吸収という
二つの物理学的な要素によって生じる．生体の組織は脂
質・水・タンパク質など屈折率の異なる物質から構成され
ており，光が組織の中を通る際に散乱のため真っすぐ進ん
でいかない．そのため，組織透明化の基本的な原理は「観
察したい対象（≒タンパク質）に屈折率を合わせる」こと
であり，脂質などの生体内光散乱物質の除去（脱脂）・高
屈折率溶媒の浸透（屈折率調整）という二つの過程によっ
て透明化を実現してきた（図1a）．さらに，ヘモグロビン
など生体内色素の除去（脱色）・組織の膨潤による平均屈
折率の低減（膨潤）も透明化に関与しており，特に骨の透
明化ではリン酸カルシウムの溶出（脱灰）も重要な要素と
なる．
この組織透明化研究の歴史は古く，1911年にドイツの

解剖学者であるWerner Spalteholzが石油会社との共同研究
で有機溶媒を用いた方法を報告したことが知られている．
これは今日ではBABB・3DISCO4）といった手法へと発展
しており，高度な透明化を実現するに至っている．これら
有機溶媒を用いた方法は短時間の処理で透明化を行うこと
ができるが，一方でサンプルが収縮してしまう欠点があ
り，また試薬が実験者や顕微鏡などの機器にとって安全で
なく，蛍光タンパク質が退色しやすいという問題もある．
そのため，有機溶媒ではなく，生体親和性が高く蛍光タ
ンパク質の保存性の面で優れている水溶性化合物を用いて
組織透明化を行う手法の開発も試みられてきた．2011年
に報告されたScale5）は水溶性化合物において透明化と3次
元蛍光イメージングを両立させた点でブレイクスルーとな
り，それ以降SeeDB6）・CUBIC1）など本邦を中心にさまざ
まな手法が開発されてきた．また，CLARITY7）のように
アクリルアミドゲルによって組織のタンパク質・核酸を空
間的に固定することで強力な脱脂を行う戦略も報告されて
いる．さらに，最近報告されたSHANEL8）では水溶性膜タ
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ンパク質可溶化剤であるCHAPSを有機溶媒と併用するこ
とでより高度な透明化を実現している．
このように現在ではさまざまな透明化技術が存在し，そ

れぞれに長所・短所があるが，一般的に「高度な透明化」
は強力な脱脂を必要とすることから「微細構造の保持」と
トレードオフの関係にあり，用途に応じて使い分けるのが

図1 CUBICによる腎交感神経の3次元解析
（a）CUBICによる透明化は，CUBIC-L液による脱脂・CUBIC-R＋液による屈折率調整の二つの工程（それぞれ50％，

100％液で2段階処理）からなる（Scale bar＝10 mm）．3次元免疫染色は脱脂の後に行う．（b）腎臓全体の交感神経・
動脈の3次元構造を示す．交感神経は tyrosine hydroxylase（TH）抗体，動脈はα-smooth muscle actin（αSMA）抗体を
用いて標識し，ライトシート顕微鏡で撮影した画像を3次元再構成した．（c）虚血再灌流障害後に腎交感神経の異常
が生じており，徐々に回復するものの，28日後まで遷延していることがわかる．（文献2から一部改変して作成）
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大切である．その中で，2014年に我々が発表したCUBIC1）

は高度な透明化・蛍光タンパク質の保持・プロトコルの再
現性の点において優れている．さらに，先述した透明化に
重要なパラメータの評価に基づいて1600種類以上の化合
物スクリーニングを経ることでプロトコルを改訂し 9），よ
り高い透明度を達成していることから臓器全体の3次元観
察を目的とした場合には第一選択となりうる手法である．

3. ライトシート顕微鏡による透明化臓器の3次元観察

透明化した臓器全体を観察する際に力を発揮するのがラ
イトシート顕微鏡である．多くの顕微鏡は光を照射してそ
の蛍光もしくは透過をみる構造をとっており，光の照射方
向と観察する方向が平行になっている．一方，ライトシー
ト顕微鏡はシート状のレーザーを左右から照射し，サンプ
ル内の蛍光シグナルを上部に設置されているレンズで検出
する構造をとっており，光の照射方向と観察する方向が垂
直となる．ライトシート顕微鏡は古くから存在していた
が，不透明な構造物だと表面にしか光が届かないため長年
あまり有効な使い道に恵まれなかった．しかしながら，透
明化した臓器を観察する際には一度のレーザー照射で断
面をすべて撮影でき，垂直方向に断面を少しずつずらすこ
と（光学的セクショニング）によって，臓器全体の3次元
データを高速に取得することができるため，大きな力を発
揮する．さらに撮影している断面にしかレーザーが当たら
ないため，共焦点顕微鏡や二光子顕微鏡と比較すると観察
時の蛍光の退色がはるかに少ない点も有利となる．このよ
うに，ライトシート顕微鏡は透明化技術ときわめて相性の
よい顕微鏡であり，CUBICを含めたさまざまな透明化技
術と組み合わせた適応例が多数報告されている．

4. 腎臓における交感神経系の3次元解析

腎臓の複雑な働きを制御するために交感神経系は重要な
働きを担っていると考えられてきたが，腎臓内での分布に
ついては解明されていなかった．我々はCUBICで透明化
した腎臓（図1a）に対して，交感神経を tyrosine hydroxy-
lase（TH），動脈をα-smooth muscle actin（αSMA）の抗体
を用いて標識し，腎臓内の3次元構造を解析した 2）．その
結果，腎臓内の交感神経は動脈の周囲を取り巻くように走
行していることが明らかとなり，交感神経が動脈の収縮を
制御していることが裏づけられた（図1b）．
次に病的状態にある腎臓では交感神経のネットワークに

どのような変化が生じているのかに興味を抱き，マウスに
虚血再灌流障害（腎臓の血流が一時的に急激に低下するこ
とによる障害；急性腎障害）を起こし，10日後の腎臓を
同様の手法で観察した．その結果，交感神経マーカーで標

識される領域が健康な腎臓と比べて著明に減少し，交感神
経が脱落していることが示唆された．障害後の腎組織内で
は交感神経から分泌される神経伝達物質であるノルアド
レナリンの量も著明に低下していたことから，交感神経の
異常が生じていることが裏づけられた．さらに，経時的な
変化を観察したところ，交感神経マーカーで標識される領
域は障害直後に最も減少し，時間とともに徐々に回復する
ものの，28日後でも完全には回復しておらず，交感神経
の異常が長期間にわたって遷延していることがわかった 2）

（図1c）．このように，血管や神経など臓器全体で複雑な
ネットワークを作る構造の解析において組織透明化は特に
強力な手段となりうる．

5. 腎臓における糸球体の3次元解析

腎臓の構成単位はネフロンと呼ばれ，糸球体とそれに続
く尿細管・集合管からなっている．糸球体で血液を濾過し
て大量の原尿を作り，その後に長く続く近位尿細管・遠位
尿細管・集合管で水や必要な物質の再吸収を行うことで，
排出する尿の成分を細かく調節して体内環境を一定に保つ
働きをしている．
組織透明化を用いた糸球体の病態解析については複数の
報告がなされている．我々は，糸球体全体に分布して血
液濾過に中心的な役割を果たす足細胞のマーカーである
Podocinを3次元免疫染色することによってCUBICで透明
化した腎臓全体の糸球体を可視化することに成功した 2）．
これを用いて糖尿病性腎臓病の糸球体のサイズを解析する
ことで，糖尿病によって引き起こされた糸球体肥大がエネ
ルギー代謝に影響を与える薬剤の投与で改善しているこ
とを可視化して報告した 3）（図2a）．なお，血管内皮を染
色するために用いられるレクチン灌流はCUBICも含めて
透明化技術との相性が悪く，透明化後の臓器を観察すると
毛細血管の染色が保たれないことがわかっているが（その
ため透明化に適した血管ラベリングを確立する試み 10）も
報告されている），蛍光レクチン灌流を行った後の腎臓を
CUBICで透明化してみると，すべての血管の描出は完全
ではないものの結果的に血管密度の高い糸球体のみが描出
されていた 2）（図2b）．Østergaardらは iDISCO11）（免疫染色
面での性能を高めた3DISCOの改良版）においてもレクチ
ン灌流と組み合わせて糸球体をラベリングできることを報
告し 12），我々と同じような糖尿病による糸球体肥大の解
析を行っている．
これらの報告は糸球体全体を一つの塊と捉えてマクロな
視点から腎臓全体の解析を行ったものであるが，Puellesら
はCUBICを含めた複数の透明化手法を用いて急速進行性
糸球体腎炎モデルにおける足細胞脱落・半月体形成といっ
た病理像をミクロな視点から3次元で解析することに成功
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している 13）．このように透明化手法を用いることで，マク
ロな視点・ミクロな視点の双方から糸球体障害の解析を行
うことが可能となりつつある．

6. 腎臓における尿細管・集合管の3次元解析

糸球体に続く尿細管・集合管は複雑に蛇行した構造をと
ることから，3次元で構造解析を行う意義は大きい．我々
は sodium-glucose cotransporter 2（SGLT2）抗体を用いて
近位尿細管のS1/S2セグメント（糸球体に最も近い部位），
aquaporin 2（AQP2）抗体を用いて集合管をそれぞれ標識
し，腎臓全体の3次元構造を可視化することに成功した 2）

（図2c）．集合管については iDISCOでも同様の可視化が行
われている 11）．
尿細管はそれぞれの部位で異なる再吸収機能を有して
いることがわかっているが，その複雑な構造ゆえに解剖
と機能を結びつけて解析することが難しい．Schuhらは，
CLARITYによる透明化を応用して蛍光標識したタンパク
質やデキストランの腎臓での集積を解析することで近位尿
細管の再吸収機能に関するセグメント間（S1とS2）の違
いを示した 14）．さらに近位尿細管の中で特定の物質を再
吸収する部位の長さはネフロンによって大幅に異なり，一
つの腎臓内でも不均一性が存在することが示唆される結果
であった．このような不均一性の解析は昨今発展の目覚ま

図2 CUBIC-kidneyの応用例
（a）Podocin抗体を用いて腎臓全体の糸球体を標識してサイズを解析した．糖尿病にさらされた腎臓で生じる糸球体
肥大が薬剤介入によって改善していることがわかる．（b）蛍光レクチン灌流による微小血管の染色は不完全だが，
結果として血管密度の高い糸球体のみが描出される．動脈（αSMA）との二重染色を示す．（c）近位尿細管S1/S2セ
グメント（sodium-glucose cotransporter 2：SGLT2），集合管（aquaporin 2：AQP2）の3次元構造を可視化した．（文
献2, 3から一部改変して作成）
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しいシングルセル生物学の得意とするところであるが，透
明化技術は空間的な情報を提供することでこの分野に貢献
できる可能性がある．

7. 透明化組織における免疫染色手法の発展

ここまで組織透明化を用いた腎臓研究について紹介して
きたが，研究を進めるにあたって一つのハードルとなるの
が3次元免疫染色の困難さである．先述した交感神経・動
脈・糸球体・近位尿細管・集合管の染色は経験則に基づい
た染色プロトコルで行ったが，抗体によっては深部まで浸
透せずに表面にとどまってしまう現象が生じることから，
より洗練された3次元免疫染色プロトコルが求められてい
た．我々は透明化した組織が電解質ゲルの性質を持つこ
とを発見し，それを基に3次元免疫染色に必要な条件を探
索するスクリーニング系を構築することで，理想的な3次
元染色プロトコルであるCUBIC-HistoVIsion（CUBIC-HV）
をボトムアップにデザインすることに成功した 15）（図3）．
本手法を用いることで，さらに多種類の抗体を用いて透明
化臓器の3次元免疫染色を行うことが可能となり，研究の
幅が大きく広がると考えられる．

8. おわりに

本稿では，我々が行ったCUBICによる腎臓病の病態解
析（CUBIC-kidney）を中心に組織透明化を用いたさまざ
まな腎臓研究を概説し，最新の技術的発展についても紹介
した．臓器全体の3次元解析に関する技術基盤は整いつつ

あり，腎臓研究においても従来捉えられなかった細胞ネッ
トワークの解明につながることが期待される．
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