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セルオミクス技術の開発と展望

洲﨑 悦生 1, 2

各種オミクス技術がドライブするシステム生物学的アプローチを分子階層から細胞・細胞
ネットワーク階層へ拡張しようとする試みの中，筆者らは細胞の網羅的解析技術「セルオ
ミクス」をどのように構築するかという議論を進め，細胞ラベリング・組織透明化・3次
元イメージング・画像解析を組み合わせたワークフローを提案し，約10年がかりで実装し
た．本稿では，医学・生物学にとどまらず，化学，光学，情報科学などの専門家が結集し，
学際的な研究チームを構築して実現した本技術の開発経緯と展望を概説したい．

1. はじめに

2000年前後にさまざまな生物の全ゲノム配列が次々と
決定され，生体内の分子の「カタログ」がそろうようにな
ると，従来の要素還元的な方向性だけではなく，システム
レベルで生命を理解しようとする「システム生物学」的
アプローチが現実的なものとして議論されるようになっ
た 1）．生体システムの網羅的な生体情報をハイスループッ
トに収集するオミクス技術は，近年の生命科学においてこ
のシステム生物学的アプローチを実現させた立役者であ
る．特に，多検体の網羅的多次元情報を収集し，比較解析
を行うスキームは，システム全体の要素構造と変動ダイナ
ミクスを計測し，観察している生体機能に重要な生体要素
を同定するために有効である．しかし，現行のオミクス解
析技術は，transcriptome, proteome, metabolomeなど，細胞
内の分子階層にある生体情報をターゲットにした技術がほ
とんどである．
筆者らは2010年ごろから，「個体レベルのシステム生物

学」実現を目指した複数の技術開発を進めてきた．その中

でもコアな技術として位置づけたのが，組織，臓器，全身
の細胞や細胞ネットワークに関する構造・機能情報（細胞
の種類，活動状態，空間的位置，細胞間相互作用など）を
オミクススケールで収集するための網羅的解析技術であ
る．想定される技術は，臓器や全身のすべての細胞が網羅
的に検出できるだけでなく，他のオミクス技術と同様に多
サンプルの比較解析が可能でなければならない．これが細
胞・細胞ネットワークの階層にある生体情報をターゲット
とする「セルオミクス」の基本コンセプトである．
近年は空間オミクスの技術が次々と発表され，細胞の情
報を空間情報と組み合わせて収集するという考え方も技術
も一般的となっているが，筆者らがこのセルオミクスのコ
ンセプトの議論を始めた2010年ごろは，具体的な方向性
も方法論も未確定の状態であった．この時期の先駆的な試
みとして，理化学研究所・於保，横田らの自動シリアルセ
クショニング装置を応用した方法（Transcriptome Tomogra-
phy）がある 2）．マウス脳のhorizontal, sagittal, coronalの直行
する3平面で連続断面を収集し，各切片をマイクロアレイ
で遺伝子発現解析し，3次元的に再構築してボクセル単位
で遺伝子発現プロファイル（発現密度データ）をとるとい
う画期的なアイデアであった．一方，この技術は容易に予
想されるように，多数のサンプルへの拡張性，コスト，切
片厚に依存するボクセル解像度などの問題があり，セルオ
ミクスの基本技術として利用するには難しさがあった．
筆者らが代替的な方法を模索する中で，実現可能性の

高い技術として浮上してきたのが組織透明化と高速な3次
元イメージングを組み合わせて1細胞解像度の全臓器画像
を取得するアプローチである．光学顕微鏡は数百nmから
数十µm程度の解像度を持ち，組織中の細胞一つ一つを取
得するモダリティとして最適である．問題は，生体組織
が不透明で光が通らないことに起因する，光学顕微鏡での
深部観察の困難さである．このため，一般的な組織学観察
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では，切片を作って内部の観察部位を露出させる必要があ
る．しかし，臓器全体を光が通るような透明化処理（組織
学では古くから透徹とも呼ばれた）を行うと，3次元観察
に適した光学顕微鏡を用いて全臓器・全身スケールの1細
胞解像度画像が収集できると想定された．また，遺伝学的
ツールや染色プローブによって生体情報を適切にラベリン
グしておけば，収集した3次元画像には細胞種，細胞活動，
細胞ネットワークの構造などの情報が表現され，多サンプ
ルの比較解析も実施可能だと想定された．すなわち，セル
オミクスのフレームワークは①細胞ラベリング，②組織透
明化，③1細胞解像度の光学3次元イメージング，④3次 
元画像解析，の組合わせによって実現されるという青写真
が生まれた（図1）．この青写真は一見荒唐無稽にもみえ
るかもしれない（実際，2013年ごろまでの初期開発期間中
は，多くの批判的な意見にさらされた）．しかし，2007年
にDodtらが発表した，蛍光ライトシート顕微鏡を透明化組
織と組み合わせてマウス脳全体やハエ全身を3次元撮像し
た論文 3）は，この筆者らのアイデアが現実的に実装可能で
あることを強くサポートしていた．
本稿では組織透明化と3次元光学イメージングを組み合
わせて実現したセルオミクスの開発経緯と代表的な応用例
を紹介し，今後の展開について議論したい．各論につい
ての詳しい情報は，近年優れた総説が複数出版されてお
り 4‒6），興味のある読者は副読されたい．

2. 要素技術1：組織透明化

組織透明化はサンプル内の光学特性（屈折率分布や光

散乱体分布など）を均一にし，内部の光散乱や光吸収を抑
制することで達成される．どの程度の透明度が必要かは，
使用する顕微鏡に依存する．2光子顕微鏡は長波長パルス
レーザーを使用して生体深部を励起可能であるため，透明
度が高くなくてもmmオーダーのサンプルであれば十分観
察可能である．一方，ほとんどの2光子顕微鏡はレーザー
スキャンニング型であるため，臓器スケールの3次元デー
タ収集には相応の時間がかかる．このため，多数の臓器サ
ンプルをスループットよく3次元撮影するセットアップと
しては現実的でない．1光子のコンフォーカル顕微鏡では
透明度をさらに上げる必要があり，また2光子顕微鏡と同
様にレーザースキャンニング型のセットアップのため撮影
時間の問題が生じる．

Dodtらの論文で示されたライトシート顕微鏡は，励起
光をシート状に広げてサンプル中に光学断面を生成し，90
度方向から2次元画像として撮影を行える顕微鏡である．
サンプルをz方向に連続的に動かすことで，2次元画像の
連続断層画像（zスタック画像）が容易に収集できるた
め，臓器全体のような大型サンプルでも現実的なタイムス
ケール（数十分から数時間）で3次元撮影が可能である．
また撮影面だけを励起させるため，蛍光体の退色も最小限
に抑えられる．一方，側方から励起光を照射し上方から撮
影するというセットアップの特徴上，観察対象は光の散乱
や屈折が内部で生じない（ほぼ）完全な透明体である必要
がある．このため，セルオミクスを実施するための撮影画
像の質を得るには，きわめて高い透明度が達成できる透明
化法が必要である．
組織透明化技術は2010年代に入って急速に開発が進み，

図1 セルオミクスフレームワークの青写真
セルオミクスは組織，臓器，全身の細胞や細胞ネットワークに関する構造・機能情報（細胞の種類，活動状態，空
間的位置，細胞間相互作用など）をオミクススケールで収集し比較解析するための網羅的解析技術である．筆者ら
は①現実的なタイムスケールでの臓器，個体の細胞ラベリング，②高度な組織透明化，③光学断面の連続撮影を高
速に行えるライトシート顕微鏡を用いた1細胞解像度の3次元イメージング，④3次元画像解析によるインフォマ
ティクス，の組合わせによってこのフレームワークが実現されると想定した．
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現在では数十のレシピやプロトコルが提案されている．こ
れらの透明化試薬は大きく分けて三つのカテゴリに分類さ
れる 5）．1）有機溶媒を用いた試薬．透明化効率が非常に
高く，短時間で透明化処理が完了する．一方，蛍光タンパ
ク質のシグナル保持性や試薬の安全性の問題がある．ま
た脱水を伴う処理のため，組織は収縮する．2）水溶性化
合物を用いた試薬．安全性や蛍光シグナル保持性が高く，
目的に応じて多様なレシピが調整できる．有機溶剤試薬
に比べて透明度が低いものが多いが，組織の脱脂や脱色
と組み合わせることで同等の高度な透明化も可能となっ
た．3）組織を人工ゲルで固定する手法（hydrogel-tissue 
chemistry）．CLARITY7）とその派生技術を含む．組織中の
分子を強固に固定し，タンパク質のみならずRNAや小分
子も観察可能としたり，加熱など厳しい化学的条件に耐え
られる性質を利用したmultiplexラベリングを可能とする．
一方で透明化の条件設定が難しく，専用のデバイス利用が
推奨されている．

Dodtらの論文で使用されたBABB試薬（ベンジルアル
コールと安息香酸ベンジルの混合試薬）は，1980年代に
開発された古典的かつ代表的な有機溶媒透明化試薬の一つ
である．透明化効率が高い一方，蛍光タンパク質は数時間
オーダーで急速に消退し，多サンプルの定量的な観察に
は不適であった．2011年，理化学研究所の濱，宮脇らは，
水溶性化合物の尿素が組織透明化に寄与できることを発見
し，BABBの蛍光消退の問題を回避できる水溶性透明化試
薬Scaleの開発に成功した 8）．一方で，この当時最先端の
水溶性透明化試薬でも，有機溶剤のような高度な透明化を
達成することが難しく，ライトシート顕微鏡の3次元観察
に適用することは難しいと考えられた．すなわち，セルオ
ミクスの実施に必要な「高い透明度」「高いシグナル保持
性」「現実的なタイムスケールで並列処理が可能」といっ
た要件は，当時の透明化技術においてはトレードオフ関係
にあった．
筆者らは，蛍光シグナル保持性や安全性が高い水溶性化

合物による組織透明化技術が，セルオミクス実施要件に適合
すると見立て，Scaleをベースに透明化効率を大幅に向上さ
せることでこのトレードオフの解決を試みた．そこで，多数
の候補化合物から有用な物質を選別する新規スクリーニング
系を構築した．CUBICチームの岸野は，組織ブロックではな
く組織をすり潰した懸濁液を用い，濁度の低下率を測定する
ことで，各候補化合物の透明化活性を定量的に評価できる方
法を考案した．1回目の開発では，Scaleに使用された3種類
の化合物（界面活性剤，尿素類似体，多価アルコール）の
各カテゴリに分類される合計40種類の化合物を対象とした．
その結果，新たにアミノアルコールが高度な組織透明化に有
効な化合物であることを発見し，Scaleのレシピを改良した透
明化試薬（第1世代試薬：ScaleCUBIC-1, ScaleCUBIC-2）と
して報告した 9）．2回目の開発は，CUBICチームの田井中，
村上らが中心となってさまざまなカテゴリの水溶性化合物を
広く網羅する合計1600以上の化合物をスクリーニング対象

として実施した 10）．その結果，再びアミノアルコールが最上
位の組織透明化化合物として選択された．また，屈折率調
整試薬（最終的に組織と溶液の光学特性を一致させ透明化
を達成させる試薬）に適した化合物として，芳香族アミンが
選別された．さらに，アミノアルコールは血液の色素である
ヘムを除去する脱色化合物としても機能することが示され
た 10, 11）．以上のようなスケーラブルなスクリーニング方法の
確立により，筆者らはノンバイアスに多数の化合物を定量的
に評価し理想的な透明化試薬を開発することに成功した．現
在では2回目の開発で作製した2種類の試薬（第2世代試薬：
CUBIC-L, CUBIC-R）を，セルオミクス実施のための主要な
透明化試薬として推奨している．
筆者らのCUBIC試薬の他，各種有機溶剤試薬，水溶性

透明化試薬，人工ゲル透明化法でも，網羅的細胞検出・解
析の実施例が報告されている．たとえば iDISCOは代表的
な3次元染色・透明化手法で，マウス全脳のc-Fos解析に
利用された（後述）12）．CLARITYを用いて70個以上のマ
ウス全脳データを収集し，ドーパミン神経回路を解析した
例も報告された（後述）13）．また，Ce3Dという，低分子ア
ミドと造影剤（Histodenz）を組み合わせた水溶性透明化試
薬を用いて，リンパ節内の多色染色を実施し，組織学的に
サイトメトリーを実施した例も報告された 14）．

3. 要素技術2：臓器・全身スケールの3次元イメージ
ング顕微鏡

高効率な組織透明化技術とライトシート顕微鏡によるハ
イスループットな細胞解像度の3次元イメージングは，セ
ルオミクス実施のための最適な細胞検出系であると考えら
れた．実際，組織透明化技術と，透明化サンプルに最適化
されたライトシート顕微鏡の開発は，各所で同時並行的に
進んできた．代表的な有機溶剤透明化法の3DISCOを開発
したErtürkらは，透明化組織用のライトシート顕微鏡を開
発・販売するLaVision BioTecと協業し，動物全身やヒト
臓器の3次元イメージングを含むアプリケーションを次々
と成功させた 15, 16）．Hydrogel-tissue chemistryの代表的技術
CLARITYを開発したDeisserothらは，CLARITYサンプル
の高解像度撮影に適した専用ライトシート顕微鏡（CLAR-
ITY Optimized Light Sheet Microscopy：COLM）をリリース
した 17）．臓器全体をカバーできるmmオーダーの広い視野
範囲でz解像度を向上させる機構も提案されている．Gao
らはライトシートの最薄部をサンプル内で移動させながら
擬似的にサンプル全体のz解像度を向上させる tiling light-
sheet機構を提案した 18）．Fiolkaらはライトシートの最薄
部の移動とcMOSカメラのシャッターの移動（ローリン
グシャッター）を同期させ，cMOSセンサー全体のシグナ
ルがライトシート最薄部からのシグナルでカバーされる
axial sweep機構を提案した 19）．また，病理検体など平らな
形状のサンプルを簡便に3次元撮影できるセットアップと
して，上方または下方から斜めにライトシートを照射し撮
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像する顕微鏡（diSPIM, open-top light-sheet）も提案されて
いる 20, 21）．Open-top light-sheet顕微鏡は実際にヒト病理検
体の3次元観察に使用され，病理学的診断精度の向上に寄
与することが示された 21）．
筆者らも，セルオミクス開発の経緯の中でさまざまなラ

イトシート顕微鏡の改良や自己開発に取り組んできた．最
初の組織透明化試薬が完成した2013年ごろ，筆者らは市
販機として当時唯一の透明化組織用ライトシート顕微鏡
だったLaVision BioTecのUltramicroscopyを日本で初めて導
入し，プリミティブなマウス脳3次元データの取得に成功
した（図2）．しかし，メーカーのデフォルトの光学系で

はサンプル全体をカバーできず，また球面収差も大きかっ
たため，対物レンズやリレーレンズ系，サンプルホルダー
などを改良して最適化させた 9）．このような最初期の試行
錯誤ののち，筆者らはライトシート顕微鏡を自己開発，ま
たはメーカーと共同開発し，より最適な仕様のイメージン
グ系を整備することに取り組んだ．大型サンプル用ライト
シート顕微鏡は，透明化マウス全身を撮影できるスペッ
クを追求した 22）．また，光学系を前後2軸に増築し，撮影
シーケンスの最適化によりさらに高速な3次元撮影（～15
分／マウス全脳）を可能としたライトシート顕微鏡も整備
した 23）．この顕微鏡には tiling light-sheet機構を組み込み，
視野全体で高いz解像度を達成した（図2）．また，CUBIC
チームの真野，村上が中心となり，高倍率・高開口数の対
物レンズと組み合わせ，細胞が密な領域でもすべての細胞
を分離して検出できる解像度を有するライトシート顕微鏡
も整備された 24）．近年では，解像度と撮影スピードのト
レードオフを解消するため，三谷，松本らがzステージを
連続的に動かしながらzスタック画像を収集できるシステ
ム（MOVIE顕微鏡）を開発した 25）．
使用する顕微鏡の種類にかかわらず，適切な透明化法，
顕微鏡のセットアップ，対物レンズの仕様，および画像の
解像度の選択が，実験ワークフロー全体の設計を最適化さ
せるために重要である．一部の有機溶媒は揮発性が強く，
また対物レンズの構造に使用されている接着剤を溶解させ
るため，フュームフード中に顕微鏡を設置し，有機溶剤耐
性の部材を用いた顕微鏡の利用が必要である．オーバーサ
ンプリングを避けつつ，実験・分析の目的に合致した解像
度のデータを収集するため，適切な光学解像度を設定する
ことも重要である．各種透明化試薬はそれぞれ最終的な屈
折率が異なるが，おおむね1.5前後の高い屈折率を持つた
め，対物レンズが高屈折率サンプルに対応している必要が
ある．解像度を上げるほど，屈折率の不一致による球面収
差は大きくなる．また，必要以上に解像度の高い高開口数
の対物レンズは，動作距離が短いため3次元のボリューム
イメージングが困難となり，深部での球面収差の問題も大
きくなる．セルオミクスで対象とするサンプルは，アトラ
スなどのリソースデータを除き，比較的疎にラベルされた
細胞を網羅的に検出することが要件となるため，低解像度
で広視野をカバーするセットアップを用いることが多い．

4. 要素技術3：臓器・全身スケールの細胞ラベリング
技術

透明化して何が観察できるかは，透明化する前に（ある
いは透明化処理と組み合わせて）何をラベリングしたかに
依存する．したがって，観察対象とする細胞・細胞ネット
ワークの構造や機能を適切なラベリングツールを用いて可
視化することが，セルオミクス実施には重要である．大き
く分けて1）遺伝学的ラベリング，2）組織学的ラベリン
グが細胞ラベリングに利用できる．

図2 顕微鏡の開発・改良による取得画像の質向上
（A）筆者らが最初期のCUBIC透明化試薬で透明化したマウス
半脳（ヒストン‒蛍光タンパク質ノックインマウス）を，Ultra-
microscopyでデモ撮影した際のデータ．蛍光タンパク質の発現
がおぼろげながら取得された．（B）筆者らの最新論文 23）で報告
した，自作ライトシート顕微鏡によるマウス全脳の3次元デー
タ．Thy1-YFPトランスジェニックマウス（YFP, 黄）をドーパ
ミン神経マーカー（Dat，マゼンタ），アセチルコリン神経マー
カー（Chat, シアン）でラベリングしたもの．
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近年は発生工学やウイルスベクターツールの技術革新
が進み，多様な遺伝学的ツールを短期間で生体内に導入
することが可能となった．筆者らはセルオミクス実現の
観点からマウス発生工学の次世代化に取り組み，遺伝子
改変を施したマウスES細胞から最初の世代（従来のキメ
ラマウスの世代）で解析個体を作出できる「交配なしの
次世代マウス遺伝学」26）確立に貢献した（図3）．従来の
マウス発生工学による遺伝子改変マウス作出には複数の
ボトルネックがあった．一つ目はES細胞における遺伝子
改変率，二つ目はES細胞から最初のキメラ個体を作製す
るときの作出率とキメラ率，三つ目は遺伝学的バックグ
ラウンドをES細胞の系統（古典的には株化が容易な129
系統など）から解析系統（C57BL/6など）に寄せるため
の複数回のバッククロスである．一つ目の問題は，近年
のTALENやCRISPR等によるゲノム編集技術の大幅な向
上により，従来数％程度だったターゲッティング率を数
十％（チャンピオンケースでは100％近く）に改善するこ
とでクリアされた．二つ目と三つ目の問題は，3i培地な
どの新しいES細胞培養培地を用いて解析系統から直接ES
細胞が作製できるようになったこと，さらには従来ES細
胞のインジェクションに使用されてきた胚盤胞期の胚で
はなく，より早い時期の8細胞期胚を用いることで，胚
全身がES細胞由来の細胞で形成されるキメラ（100％キ
メラマウス，またはESマウスと呼ばれる）の作出が可
能になったことにより解決された 27）．これらの新しい発
生工学技術の組合わせにより，筆者らは次世代マウス遺
伝学のワークフローを確立した．実証実験として，時計
遺伝子Cry1/Cry2のダブルノックアウトマウスからES細
胞を作出，さらに転写制御配列やコーディング配列にさ
まざまな改変や変異を加えたCry1の発現カセットをノッ
クインするレスキュー実験を合計20系統にわたって実
施し，個体レベルでの体内時計表現型を比較解析するこ

とに成功した 28）．この実験はダブルノックアウト＋ノッ
クインという5アレルの遺伝子改変個体を作出する必要
があるため，従来のような交配ベースでの作出では実現
不可能な実験であった．筆者らはさらに，セルオミクス
の実証の目的で高輝度の赤色蛍光タンパク質発現マウス 
（3×mKate2ノックインマウス）を次世代マウス遺伝学で
作出し，第1世代試薬によるマウス全脳イメージングのデ
モンストレーションに活用した 9）．現在では受精卵（1細
胞胚）に直接CRISPRとターゲッティングベクターを導入
して遺伝子改変する技術も開発が進んでおり，マウス遺伝
学は従来のように何年もかけて解析個体を準備する状況が
一変している．
発生工学による遺伝学的ツールの組込みに加え，神経科
学など一部分野ではアデノ随伴ウイルス（adeno-associated 
virus：AAV）や狂犬病ウイルスをはじめとしたウイルス
ツールが充実し，発生工学に並ぶ有用な遺伝学的ラベリ
ング技術を提供している．たとえば，GradinaruたちのCre 
recombination-based AAV targeted evolution（CREATE）に
よって改良されたAAVは，ウイルスを末梢から全身投与
することで，特定の臓器全体への遺伝子導入を可能とす
る 29）．このため，古典的な遺伝子改変動物作出に類する
システミックな細胞ラベリングが実施可能である．
もう一つの重要な細胞ラベリング手法として，抗体や染
色剤などで組織を染色する組織学的染色がある．一般的
な組織学的染色では，染色面を切削により露出させ，切
片にして施行する．しかし，セルオミクスでは臓器や全身
スケールでのラベリングを実施するため，組織学的染色
も3次元化が必要であった．実際，3次元組織学は透明化
技術の利用や開発とほぼ並行して試みられてきた．1980
年代には，Dentらがカエル胚の3次元観察のため，whole-
mount免疫染色をBABB透明化試薬と組み合わせた例が報
告された 30）．近年の透明化試薬開発でも，免疫染色への

図3 ESマウス技術による次世代マウス遺伝学
従来のマウス発生工学による遺伝子改変マウス作出では，①ES細胞ターゲッティングにおける低い遺伝子改変率，
②ES細胞から最初のキメラ個体を作製するときの低い作出率とキメラ率，③遺伝学的バックグラウンドをES細胞
の系統（129系統）から解析系統（C57BL/6など）に寄せるための複数回のバッククロス，などのボトルネックに
より，新規遺伝子改変マウスの作製に年単位の時間を要していた．筆者らはサイト特異的ヌクレアーゼによるター
ゲッティング効率の大幅な向上と，新しいES細胞培養法による解析系統からのES細胞作出，8細胞期胚へのES細
胞インジェクションを組み合わせることで，胚全身がES細胞由来の細胞で形成されるキメラ（100％キメラマウ
ス，またはESマウス）の作出を高効率で可能とする次世代型のマウス遺伝学をデザインした．この技術により実
験に使用する解析個体を交配なしで1世代で作出でき，遺伝子改変マウス作製の大幅な時間短縮と並列化によるス
ケールアップが可能になった．Susaki et al. （2017） NPJ Syst. Biol. App.26）の原図から改変．
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適合性が一つの重要なクライテリアとなってきた 7‒9, 31）．
しかし，3次元染色を2次元切片染色と同等に施行するこ
とは一般的に困難である．一番のボトルネックは，抗体や
染色剤などの染色プローブの浸透の問題である．核染色剤
などの小分子化合物でも，3次元サンプルの表面のみにト
ラップされ，内部が染色されないケースは頻繁に経験され
るため，これは単純な分子量などの問題ではなく3次元染
色系の複雑な物理化学的環境の問題であると想定された．

3次元染色の問題を解決するため，歴史的にさまざまな
アプローチがテストされてきた．たとえば，脱脂，脱水，
弱い固定法，プロテアーゼ処理などによる固定組織の透過
処理は，ある程度の有効性が示された．現行の3次元染色
技術として最も広く利用されている iDISCO12）は，DMSO
やメタノールで透過処理した組織を使用して，比較的高効
率な3次元染色を実施可能としている．また，尿素やSDS
などの添加剤を用いて浸透中の染色プローブと組織との
間の結合親和性を調節する方法も示された．前者はScale
技術を開発した濱らが，ChemScale, AbScaleとして報告し
た 32）．また後者はCLARITYを開発したChungらが，染色
プローブの結合性をオフからオンに切り替えることで深部
浸透を達成させるSWITCH法として報告した 33）．さらに，
電気泳動や圧力などの物理的手法によって染色プローブの
浸透性を上げる方法も試された 34, 35）．ChungらはSWITCH
と電気泳動（電場を確率的に変動させて浸透の均一化を

図る stochastic electrotransportと呼ばれる技術）を組み合わ
せ，最終的にeFLASHという高効率3次元染色技術を確立
した 36）．
以上のような，さまざまな技術開発の経緯で浮かび上
がってきたのは，1）経験的な検討が多く，設定・導入さ
れたパラメーターが本当に3次元染色に有効なのかが定量
的に評価されていない，2）有効とされるプロトコルでも
効率や適用範囲が不十分，3）デバイスを使用する方法は
導入ハードルが高い，などの問題点である．したがって，
筆者らは従来の2次元切片染色から容易に拡張でき，多く
の染色プローブに適合できる3次元染色技術の開発を目指
した．その際，経験的なパラメーター設定に頼らず理想的
なプロトコルをボトムアップに設計できるよう，3次元染
色系の物理化学的環境，特に生体組織そのものの物理化学
的物性を明らかにすることを目指した．
さまざまな生体組織の物性検討を行った結果，筆者ら

は，3次元観察のため固定し透明化処理を施した生体組織
が，主にポリペプチドから構成される電解質ゲルの一種
であることを突き止めた．この「組織ゲル」は，ある種の
人工ゲル（実験では固定ゼラチンゲルを使用）と性質がき
わめて似通っていたため，筆者らは人工ゲルを用いた3次
元染色条件のスクリーニング系を新たに構築し，3次元染
色に必須，あるいは不必要な条件を定量的に広く探索し
た．最終的に同定された必須条件は以下のようであった． 

図4 組織のゲルとしての性質を利用したボトムアップな3次元染色法の開発
（A）透明化処理のため脱脂したマウス脳の膨潤収縮挙動．このような繰り返す膨潤収縮挙動は，ゲルの重要な性質
の一つである．筆者らは組織の物性をさまざまな方法で調べる中で偶然にこの挙動を発見し，最終的に組織（透明
化処理組織）を「架橋ポリペプチドから構成される親水性電解質ゲル」であると結論した．（B）組織ゲルの性質を
模倣できる人工ゲルを用いたスクリーニング系を構築し，3次元染色に必須，あるいは避けるべき条件を広く探索
した．（C）新規にデザインした3次元染色・イメージングのためのプロトコル「CUBIC-HistoVIsion」で染色・撮影
されたマウス全脳の血管網．血管平滑筋マーカー（α-SMA）抗体でラベリング．Susaki et al. （2020） Nat. Commun.23）

より抜粋．
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1）組織と染色プローブとの結合性の調整（抗体染色の場
合は，間接法を使用しない），2）染色プローブの初期濃度
や染色温度などの物理化学的パラメーターの最適化．最終
的に，筆者らはこれらの必須条件を組み合わせた3次元染
色・イメージングのためのプロトコル「CUBIC-HistoVIsion
（CUBIC-HV）」を構築し，マウス全脳や成体マーモセット
半脳，1 cm3サイズのヒト病理脳検体など，多様なサンプ
ルの3次元染色に成功した（図4）23）．CUBIC-HVは広い用
途に使用できる3次元染色技術として，30以上の抗体や染
色剤への適合性を確認済みで，現在も適用範囲を広げて
いる．また，本開発で同定された一連の必須パラメーター
は，iDISCOやAbScaleなど他の3次元染色プロトコルの染
色性向上にも寄与することが確認されており，一般性を持
つという点は重要なポイントである．

5. 要素技術4：1細胞解像度の全臓器情報解析技術

セルオミクス実施のためには，マイクロアレイや次世代
シーケンサーのインフォマティクス解析と同じような，3
次元1細胞解像度画像から生体情報を取得するための解析
フレームワークが必要である．筆者らが初期開発を進めて
いた2012～2013年ごろは，そのようなオミクススケール
の網羅的細胞解析に対する解析フレームワークが存在して
いなかったため，自分たちでワークフローを設計し要素技
術を開発する必要があった．まず，二つの脳のタンパク質
発現の直接比較解析を実現するため，3次元全脳画像の重
ね合わせとシグナルの差分計算を行うことを試みた．こ
の目的のため，CUBICチームのPerrinが理化学研究所の横
田らの研究室と共同で，医療画像に用いられるNIfTi形式
の画像の重ね合わせと位置合わせ（レジストレーション）
を行うためのソフトウェア 37）を適用し，神経活動の下流
でVenusレポーターが発現するトランスジェニックマウス
（Arc-dVenusトランスジェニックマウス 38））の全脳活動の
比較解析を成功させた 9, 39）．この解析系の最新の適用例で
は，異なる10種類の抗体でそれぞれ染色した10個のマウ
ス脳を重ね合わせ，疑似多色染色の3次元データを構築す
ることにも成功した 23）．
複数の全脳データの重ね合わせからオミクス的な比較定

量解析を実施するため，CUBICチームの幸永，Perrinらが
中心となって，NMDA受容体阻害剤のMK-801を慢性投与
したArc-dVenusトランスジェニックマウスから脳を時系
列サンプリングし，全脳イメージングおよび解析を実施
した 40）．合計8条件（薬物投与ありなし，6時間おきサン
プリング，各群N＝2～3）の全脳神経活動データをAllen 
Brain Atlasにマッピングし，脳領域ごとのラベル細胞数を
定量した．この脳領域ごとの活動神経細胞量を多次元デー
タとしてクラスタリング解析し，時間帯ごとに薬物に反
応して活動した脳領域の抽出に成功した．さらなるワーク
フロー改良のため，CUBICチームでは領域ごとのマスク
データではなく，1細胞解像度で表現された脳アトラスの

構築に取り組んだ．村上らは，撮像解像度を向上させるた
め組織を膨潤させつつ透明化する新しいプロトコル「CU-
BIC-X」を開発し，マウス全脳全細胞（約1億個）の座標情
報を取得することに成功した．この座標情報にAllen Brain 
Atlasの解剖学的情報を付与することで，世界初の全脳1細
胞解像度アトラス「CUBIC-Atlas」を構築することに成功
した 24）．さらに近年，真野を中心にCUBIC-Atlasを基盤と
して多数の脳を1細胞解像度で解析するためのクラウドソ
フトウェア「CUBIC-Cloud」をリリースした 41）．CUBIC-
AtlasとCUBIC-Cloudを使用することにより，ユーザーは
自身で取得した複数のマウス全脳データをCUBIC-Atlas上
にマッピングし，同一プラットフォーム上で1細胞解像度
の定量的な比較解析を行うことが可能となる．論文中で
は，薬物投与による神経活動（c-Fosの全脳免疫染色）の
比較解析や，視床下部ニューロペプチドの制御に関わる神
経回路の雌雄差解析など，全脳3次元データでなければ実
施不可能なセルオミクスの実践例を多数報告した．
上記のような全脳スケールの神経回路や神経活動解析
はセルオミクスのよい適用例であり，ニーズも高い．筆者
ら以外のグループからも類似のワークフローが提案され
ている．たとえば神経活動解析のフレームワークとして，
iDISCO法を開発したRenierらが全脳c-Fos免疫染色と脳
領域ごとの定量解析を実現するワークフロー（ClearMap）
を報告した 12）．また，内田らは70個以上の狂犬病ウイル
ストレーサーでラベルしたマウス全脳を解析するワーク
フローを独自に構築し，ドーパミン神経回路を全脳解析
した例を報告した 13）．さらに，神経活動解析と回路解析
を組み合わせたフレームワークとして，Deisserothたちは
CLARITYを応用し，特定の条件下で活動した神経の投射
マッピングを行う手法（CAPTURE）を報告した 42）．近年
では神経だけではなく全脳スケールの血管解析やアミロイ
ドβ沈着などの病的プロセス解析も複数開発が進められて
おり 32, 41, 43），セルオミクス的な解析ワークフローは今後さ
らに適用範囲が広がると期待される．

6. セルオミクスの応用例と今後の展開

近年，空間 transcriptomicsをはじめとして，分子レベル
のオミクス情報を組織中の空間的位置情報と組み合わせる
技術が発展中である．発現分子の軸に加え位置情報の軸を
多次元情報として収集可能であるが，3次元化に関しては
100 µm程度の厚みの切片での部分的実施例にとどまるな
ど 44），現時点ではハードルが高い．一方，現行のセルオ
ミクスはシグナルの3次元的な空間情報取得は容易である
が，発現分子のチャンネル数についてはまだ改善の余地が
大きい．しかしながら，限られた数の分子発現情報に，顕
微鏡画像特有の細胞の形や大きさの情報，位置情報を加
え，空間オミクス解析を実現させる試みも進行中である．
水溶性化合物（フルクトース，尿素，グリセロール）から
構成されるFUnGIを開発したRiosらは，8チャンネルの染
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色データに細胞形態情報と位置情報を加え，3次元1細胞
解像度のオミクス解析を行うワークフロー（segmentation 
analysis by parallelization of 3D datasets：STAPL-3D）を報告
した 45）．また，CLARITYを開発したChungらは，ヒト大
脳オルガノイドの細胞種マーカー発現，微小環境，全体の
構造等のマルチチャンネル情報を透明化・3次元イメージ
ングによって収集し，発生段階やジカウイルス感染モデル
におけるマルチスケールオルガノイド解析手法（SCOUT）
の開発を報告した 46）．これらのセルオミクス技術は現在
の空間オミクス技術と融合する方向にあり，近い将来，組
織中全細胞の統合的なオミクス技術が実現するだろう．
セルオミクスは一般的なシングルセル解析と同様に，各

多細胞体サンプルごとに，ある種の「状態」を定義できる
情報を計測し，多数の多細胞体サンプル集団のクラスタ
リング解析を行う方法も構築できると期待される（図5）．
この際必要となる生体情報は，たとえば分子のチャンネル
が低次元（1～2分子）であったとしても，セルオミクス
が得意とする空間位置情報を同時に取得することで，多数
のサンプルについて状態クラスタリングが可能な多次元情
報を与えうると考えられる．例として6種類の中枢作用性
薬物を投与したマウス全脳のc-Fos免疫染色データを取得
し，各脳をクラスタリング解析した例がある 47）．この例
では，収集されている分子情報はc-Fosの1チャンネルだ
けだが，各薬物投与条件に対応する脳の活動領域（c-Fos
発現の空間的位置）の情報が次元圧縮され独立主成分分析
によってクラスタリングされうることを示した．また，筆
者らは近年発表した総説の中で，オルガノイドのような小
型の多細胞体ですべての細胞位置情報を取得した上で，数
学的な形状解析等を適用することで，各オルガノイドの構
造状態を定義・分類できる可能性を指摘した 48）．このよ
うな解析アプローチの実現によって，セルオミクスは現在
のシングルセル解析のように，多細胞体を解析する基盤技
術の一つとして展開できる可能性があると期待される．
セルオミクス技術の別の展開として，組織透明化と3次

元イメージングが実現する次世代の病理学（3次元病理
学）の実現も期待されている．もともと3次元的な構築を
持つ生体組織を正確に客観的に評価するには，本来3次元
的な情報の取得が求められる．たとえば，脈管など複雑な
3次元空間上の構造や，膵臓ランゲルハンス島など分散し
て存在する構造体は，2次元切片の像からその正確な3次
元情報を再構成することは不可能である．3次元病理学の
実証例として，大阪大・野島らと筆者らの共同研究チー
ムはヒト大腸がん患者の郭清リンパ節を3次元イメージン
グによって検証し，微小がん転移の検出力がどの程度向上
するかを検討した．その結果，代表的な切片のみで評価す
る従来の病理検査では15％程度見逃しが発生するのに対
し，3次元病理学のスキームでは検出感度が100％に向上
した 49）．また，Glaser, Liuらのグループは前立腺がんの生
検サンプルに対して2次元評価と3次元評価を比較した例
を報告した．2名の病理医が独立に評価した結果，2次元
評価では診断が一致しなかったのに対し，3次元評価では
一致を見せた．この診断結果は手術適応の可否の判断にも
関わるため，医療リソースや診療コスト，患者のQOLの
観点からも，3次元病理学による診断能や客観性の向上は
非常に重要であると考えられた．臨床病理分野では近年，
機械学習と組み合わせた自動診断技術の報告も相次いでい
るが，3次元病理学は教師データの作成や診断性向上にも
寄与できると期待されている 50）．3次元病理学の近年の動
向については最近の日本語総説にもまとめたので，興味が
ある読者はそちらも参照されたい 51）．
多くの研究者の貢献により，組織透明化技術や3次元細

胞ラベリング技術は近年容易に利用可能となっている．一
方，現在のセルオミクス実施におけるボトルネックの一つ
は，3次元観察を行うためのライトシート顕微鏡の普及で
あろう．近年の組織透明化技術の発展に後押しされ，複数
のメーカーがライトシート顕微鏡の市販機をリリースす
るに至っている．しかし，その多くは高価（5000万円以
上）で，1研究室が容易に購入できるものでないことは自

図5 多細胞体・臓器の状態解析
次世代シーケンスによるシングルセル解析では，各細胞の網羅的遺伝子発現情報を多次元データとして収集し，ク
ラスタリング解析によって細胞種や細胞状態を定義・分類する．同様に，臓器やオルガノイドなどの多細胞体で
も，ある種の多次元情報を収集することで，臓器状態，オルガノイド状態などが定義可能と考えられる．
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明である．mesoSPIMなど，透明化組織観察用のオープン
ソースのライトシート顕微鏡も発表されているが（https://
mesospim.org/）52），自作顕微鏡を自力で構築できる生物系
研究者も少数であろう．たとえば，数百万円くらいで簡単
に構築できるキット化された小型ライトシート顕微鏡は導
入ハードルが比較的低く，普及に貢献できる可能性がある
と筆者は考えている．
また，データ解析は個別のアプリケーションに依存する

部分もあり，標準化が難しい部分である．実際，現在では
開発グループによって解析手法が分散している．しかし
ながら，CUBIC-Atlasのように1細胞解像度のデータ（あ
るいは1細胞解像度にたたみ込んだデータ）を前提とした
ワークフローなど，ある程度標準化されたワークフローが
普及することにより，よりセルオミクスがさまざまなアプ
リケーションで利用される環境が構築されていくと期待さ
れる．また上記で議論したように，標準アトラスに依存し
ないサンプル間の標準化法や全細胞解析法の開発が進め
ば，動物組織に限らずオルガノイドや昆虫など他のモデ
ル・非モデル生物にも展開が見込める．筆者らのCUBIC
技術をはじめとして，透明化試薬，染色試薬，デバイス，
解析ツールなどの多くの要素技術が製品化されたりオープ
ンソースとして利用可能な環境となっており，これらの社
会実装は技術を標準化し新規ユーザーが参入しやすい状況
を醸成するのに一役買っている．
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