
緒 言

組織透明化技術は，組織サンプルの光学的特性を変化

させて，組織の深部構造を観察するための技術である．
生体組織を透明化する試みは100年以上も前からなされ
ているが，共焦点レーザーなどの新しい検出技術によっ
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Abstract

Tissue clearing techniques are useful for visualizing the

three−dimensional structure of many kinds of tissue, while

the application of tissue−clearing techniques in dental re-

search remains limited. In this study, we developed a

method for clearing hard tissue including bones and teeth

using a new clearing reagent, LUCID, and analyzed three−

dimensional structures with confocal laser microscopy. We

first examined the necessity for decalcification in clearing

the mandible and parietal bone of GFP mice, and found that

the mandible bone and parietal bone was cleared suffi-

ciently without decalcification. However, uncleared parts re-

mained in the incisors and molars, and the uncleared re-

gions were larger in the undecalcified samples. The LUCID

reagent does not contain components for decolorization, and

the color of red blood cells remained in the dental pulp.

Confocal laser scanning microscopy showed particularly

strong GFP fluorescence in the periodontal ligament. In the

molars and incisors, fluorescence was observed throughout

the dental pulp except in the enamel. Higher magnification

images showed tubular structures extending from the pulp

toward the surface in incisors. Lacunaes were clearly ob-

served in the parietal bone, and the fluorescence of osteo-

cytes present in the bone was confirmed. Osteocyte proc-

esses could be clearly visualized by fluorescence images.

Next, we observed the calcification of the parietal bone and

femur of ddy mice to which calcein（CL）and alizarin red

（AR）deposited in the calcified part had been administered

at intervals of two days. These samples were cleared with-

out decalcification, and showed CL and AL layers at the

surface and bone marrow in the parietal bone, and a layer

of AR and CL at the distal end of the femur. Observations

of the fine structure of the femur, which cannot be brought

into close contact with the cover glass surface, was

achieved by using a water immersion lens having a large

focal length and numerical aperture. The tissue clearing

technique enables three−dimensional observation of samples

without slicing. The present study shows that tissue clearing

makes it possible to analyze the three−dimensional structure

and calcification process of hard tissue by using both hard

tissue clearing technology and confocal laser scanning mi-

croscopy.
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て組織や臓器の複雑な三次元構造を細胞レベルで解析す
る技術として注目されている．個体を三次元的に観察す
る技術としては，コンピュータートモグラフィー
（CT）や磁気共鳴イメージング（MRI），Positron Emis-

sion Tomography（PET）など様々な手法が開発されてき
た．これらの技術は生体観察が可能であるといった長所
があるが，細胞レベルの解像度での解析が原理的に困難
である．また臓器をスライス切片にし，観察後に三次元
再構築を行う手法であれば臓器を一細胞解像度で包括的
に観察することができる．しかしこの手法は多大な時間
と手間を必要とするため，複数のサンプルを比較検討す
る事は難しい．組織透明化技術は，組織を薄切すること
なく観察し，その三次元構造を容易に解析することを可
能にする革新的技術として注目されている．
組織透明化においては，光散乱の減少が重要である．

組織サンプルの主要な構成要素は，タンパク質，脂質，
水であり，それらの屈折率の違いが光散乱の原因の1つ
となっている（今井，2015；茂田ら，2017）．従って，
組織透明化の過程には，組織から屈折率の高い脂質の除
去や，屈折率の低い水を高屈折率の溶媒に置換する過程
が含まれる．2011年にScaleが開発されて以来（Hama et

al., 2011），CUBIC（Kubota et al. , 2017 ; Susaki et al. ,

2014 ; Tainaka et al., 2014）やCLARITY（Chung et al. ,

2013）等の様々な透明化法が開発され，中枢神経系の研
究を中心に様々な軟組織の透明化に応用されている．こ
れらの軟組織と異なり，骨の主成分はコラーゲンなどの
タンパク質と無機物であるリン酸カルシウムであるた
め，最適な透明化には軟組織とは異なる技術が必要にな
る．
近年，小野寺らは，新規透明化試薬LUCIDを使っ

て，骨を含む様々な組織の透明化について報告した（小
野寺，2015）．本研究では，LUCIDを使ってGFPマウス
の下顎および頭頂骨を透明化し，歯と骨の観察を行っ
た．またCalcein（CL）やAlizarin Red（AR）を動物に投
与すると，石灰化部位に蓄積することが知られている．
この特徴を利用して，骨の形成過程を可視化する事がで
きる．本研究では，未脱灰の頭頂骨および大腿骨を透明
化してCLやARの蛍光を指標にした骨形成過程の解析へ
の有用性を検討した．

材料と方法

試薬
石灰化の検出用蛍光試薬としてCalcein（CL；Do-

jindo）とAlizarin Red（AR；和光純薬工業），透明化液
の作成用にチオジエタノール（和光純薬工業），グリセ

ロール（和光純薬工業），スクロース（和光純薬工業），
イオメロン400（エーザイ）を用いた．実験に用いた透
明化試薬LUCID1とLUCID2はニコンインステック社
から供与された．一部の実験ではLUCID1としてチオ
ジエタノール：グリセロール：30％スクロース＝20：
40：40の溶液，LUCID2としてチオジエタノール：グ
リセロール：イオメロン400（ヨウ素含有量40％の非イ
オン性有機ヨウ素化合物水溶液）＝45：5：50の溶液を
使用した．

実験動物
C57BL／6－Tg（CAG-EGFP）マウス（GFPマウス）

およびddyマウスは三協ラボラトリー（札幌）から購入
した．GFPマウス（5－6週齢）に1g/kgのウレタンを
投与し，意識消失後に心臓を切開して放血死させ，下顎
骨，頭頂骨および大腿骨を摘出した．ddyマウス（5－
6週齢）にCLを腹腔内投与（20mg/kg）し，その2日後
にARを腹腔内投与（40mg/kg）した．その翌日にGFPマ
ウスと同様の方法で下顎骨，頭頂骨および大腿骨を摘出
した．動物実験は「北海道医療大学動物実験規定」に基
づき，「北海道医療大学動物実験委員会」の審査を経
て，北海道医療大学長の承認を得て行った（承認番号：
第083号および135号）．

サンプルの調製
マウスから組織を摘出し，生理食塩水で洗浄後に4％

パラホルムアルデヒドで1－2日間固定した後，生理食
塩水中で4℃で保存した．一部のサンプルは，マイルド
脱灰液OSTEOSOFT（Sigma-Aldrich）の方法に従って
10％EDTA液に3日間に浸漬して脱灰した．組織透明化
はサンプルを4℃で一晩蒸留水に浸漬した後，LUCID

1に室温で1日浸漬した．その後，LUCID2に室温で
1日浸漬した後，新しいLUCID2に浸漬して室温・暗
所に保存した．

共焦点レーザー顕微鏡観察
シリコンパテ（アズワン社製，AZP601）あるいは1

－5mmのBioplast（松風社製）をカバーガラスに接着し
て作成した観察用チャンバーに透明化液（LUCID2）
を満たし，その中に透明化した組織を入れ，さらにカ
バーガラスを被せた．この透明化組織を含むチャンバー
を共焦点レーザー顕微鏡システム（Nikon, C1）の倒立
顕微鏡にセットして観察を行った．GFP蛍光およびCL

蛍光の観察には488nmの励起光を用い，515nmのバンド
パスフィルター（半値幅30nm）で蛍光を取得した．AR
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蛍光の観察には542nmの励起光を用い，570nmのロング
パスフィルターで蛍光を取得した．これらと同時に微分
干渉像を取得した．取得した画像の解析および三次元画
像の構築には，画像解析ソフトウェアNIC-Elements

（Nikon）を用いた．使用したレンズとそれらの開口数
（NA），焦点距離（WD）は下記のとおりである．

Nikon社製，Plan APO2x（NA＝0．1，WD＝8．5mm），
Plan APO4x（NA＝0．2，WD＝15．7mm），Plan APO10x

（NA＝0．45，WD＝4．0mm），Plan APO 20x（NA＝
0．75，WD＝1．0mm），Plan Apo LWD25x（NA＝1．10，
WD＝2．0mm），Plan Apo TIRF60x（NA＝1．45，WD＝
0．22）．

結 果

1．下顎の透明化
図1に未処理の下顎（図1A），未脱灰で透明化した

下顎（図1B），脱灰してから透明化した下顎（図1C）
の外観を示す．脱灰処理をせずに透明化した下顎では，
下顎骨は脱灰した下顎と同等に透明化されたが，脱灰し
たものと比較して切歯や臼歯に透明化されない部分が大
きく残存した．脱灰後に透明化した下顎骨はほぼ完全に
透明になり，背景の格子がはっきりと確認できた．臼歯
と切歯はかなり高い透明度を示したが，切歯や臼歯の中
心部に透明化されない部分が認められた．またLUCID

は，ヘム等を脱色する成分を含まないため，歯髄に含ま
れる血球が認められた（図1B，1C）．
脱灰後に透明化したGFPマウス下顎の共焦点レーザー

顕微鏡観察の結果を図2に示す．強いGFP蛍光が，歯と
歯槽骨の間に存在する歯根膜で認められた（図2A，2
B，2C）．臼歯部では，歯髄に強い蛍光が観察された
（図2D，2E，2F）．切歯部では透過像によって歯髄か
らエナメル象牙境に向かって伸びる象牙細管と思われる
構造が確認できた（図2G，2H，2I）．また蛍光像か

らこの細管状構造が歯髄から伸びる細胞性の突起を含む
ことが確認された．外観からは切歯や臼歯の象牙質の透
過性が比較的低いが（図1C），象牙細管中の細胞が確
認できる程度の透明度であった（図2H）．

2．頭頂骨の透明化
GFPマウスの未処理の頭頂骨（図3A）と未脱灰で透

明化した頭頂骨（図3B）を比較すると，頭頂骨は脱灰
をしなくても十分に透明化された．共焦点レーザー顕微
鏡で観察すると，透過像によって骨小腔が明瞭に観察で
き，その中に存在する骨細胞の蛍光が確認されたが（図
3C，3D，3E），GFP蛍光で骨細胞の突起の観察は困
難であった．NA＝1．45の全反射顕微鏡（TIRF）用60倍
レンズで観察すると，透過像および蛍光像で骨細胞の突
起を明瞭に観察できた（図3F，3G，3H）．

3．CLやARによる石灰化の観察
図4はCLを投与し，その2日後にARを投与したddy

マウスの頭頂骨の微分干渉像（図4A）と，その骨髄部
分を拡大して100µm程度の深度から表面までを1µm間
隔で取得した微分干渉像と蛍光像である（図4B−G）．
それらの画像を重ねて三次元構造を構築した（図4
H）．頭頂骨の表面にCLとALの層が観察され，また骨髄
では，CLの内側にARのラベリングが観察された．さら
にこの透過像を含む三次元構造（図4H）から蛍光像を
抜き出す事によって，骨髄および骨表面の立体構造を明
瞭に観察する事ができた（図4I，4J，4K）．図4Jと
4Kに示すように，先に投与したCLの緑ラベリングのよ
り表層にARのラベリングが観察された．また骨髄では
CLの内側にARのラベリングが観察された．これによ
り，頭頂骨が表面や骨髄の内側に向かって成長する時間
経過を容易に解析できることが示された．
図5は同様にCLの投与2日後にARを投与し，その翌

図1 GFPマウス下顎の透明化
未処理の下顎（A），未脱灰で透明化処理した下顎（B），10％EDTAで脱灰後に透明化処理した下顎（C）の外観．矢
印：不透明化領域の残存．
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日に固定したddyマウスの大腿骨である．大腿骨の遠位
端では，CLラベリングの領域の外側にARラベリングの
層がみられた（図5A）．図5Bは大腿骨遠位端の骨端部
を拡大したものである．骨端部では肥大軟骨細胞層と思
われる部位に柱状のARラベリングが確認できた．

考 察

本研究では新規透明化試薬であるLUCIDを使って，
歯を含む下顎，頭頂骨，大腿骨を透明化し，GFP蛍光を
使って硬組織の周囲の結合組織や硬組織内の細胞の観察
が可能であることを明らかにした．また頭頂骨において
は，脱灰操作無しに透明化できることから，石灰化部に
沈着するCLやARを使った石灰化部の可視化にも利用で
きることが示された．共焦点レーザー顕微鏡の使用に
よって，切片を作成することなくサンプルの直接観察だ
けで三次元構造の解析が可能であった．この技術を利用
し，2日間の間隔を空けて投与したCLとARの蛍光の三次
元構造から，頭頂骨や大腿骨の成長量を容易に計測する
ことができることが示された．石灰化部に沈着する蛍光
色素には，今回用いた CL（ Calcein Green）やAR

（Red）に加えて，Calcein Blue，Calcein violetが知られて
おり，これらを利用することによって，骨形成のより詳
細な解析が可能になると期待される．
硬組織を薄切せずに観察するこの方法では，微細構造

の観察に使用するレンズの選択が重要になる．微細構造
の観察には，開口数が大きいレンズが必要である．一般
的に用いられている40－100倍の油浸レンズは，開口数
が1．3－1．4で解像度は高いが焦点距離が0．2－0．3mmと
短い．比較的変形し易い軟組織は，容易にカバーガラス
面に密着させることができるが，硬組織の場合は，カ
バーガラスに接触する一部の領域しか観察ができない．
比較的変形し易く扁平な頭頂骨であれば，焦点距離の短
いレンズを使った観察が可能であるが，焦点距離を超え
る深部の観察はできない点は注意が必要である．一方，
焦点距離が1．0mmを越えるドライタイプのレンズを使
用すれば深部観察が可能であるが，開口数が0．7程度の
レンズでは，微細構造の可視化が困難であった．
本研究では，これらの問題を解決する方法として25倍

水浸レンズPlan Apo LWD25x（NA＝1．10，WD＝2．0
mm）を使用した．水浸レンズは，本来はパッチクラン

図2 透明化した下顎のGFP蛍光
共焦点レーザー顕微鏡で観察した歯根部（A−C），臼歯（D−F），切歯（G−
H）の微分干渉像（A, D, G）とGFP蛍光（B, E, H），およびそれらのマージ画
像（C, F, I）．観察にはPlan Apo10x（A, B, D, E）とPlan Apo20x（G, H）を
使用した．AB：歯槽骨，DP：歯髄，D：象牙質（D）．
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プなどの電気生理学的な解析に用いられるレンズであ
る．開口数が比較的大きいが，ガラス電極を使用するた
めに焦点距離が2mm程度に設計されている．特に，今
回用いたレンズは，開口数が1．1と大きく設計されてお
り，通常のレンズより一回り大きいため，使用する場合
はステージを高くするアダプターが必要である．このレ
ンズを用いることにより，関節部における石灰化の三次
元構造を高解像度で可視化が可能になった．
現在使われている組織透明化技術には，日本で開発さ

れたScale（Hama et al., 2011；日置ら，2017）やCUBIC

（Susaki et al. , 2014）に加えて，BABB（Dent et al. ,

1989），3DISCO（Becker et al., 2012），SeeDB（Ke et

al., 2013），CLARITY（Chung et al., 2013）やSWITCH

（Murray et al., 2015）などの方法が知られている．Scale

やCUBICには水溶性化合物が用いられており，比較的
簡便で蛍光タンパク質の褪色も少ないことが特徴であ
る．本研究で使用したLUCIDは，チオジエタノール，

グリセロール，スクロースを主成分とする透明化液であ
る．市販されているCUBICと比較すると短時間（2－
3日）での透明化が可能であり，Triton等の界面活性剤
を使用しないため組織の膨潤などが起こり難い利点を有
する．
近年，BABB法を改変したmodified Murray’s法や

PEGASOS法を使って硬組織を透明化した研究が報告さ
れている（Hong et al., 2019 ; Jing et al., 2019）．これら
の方法では有機溶媒を使用することで比較的高い透過性
を実現できる反面，サンプルの収縮，脱色による蛍光タ
ンパク質の褪色，試薬の安全性などの欠点が指摘されて
いる．またPEGASOS法では，20％EDTAによる脱灰が
必要であるため，CLやARを使った実験には不向きであ
る．一方，水溶性の利点に加えて優れた脱色能を持つ
CUBICでは，骨の透明化はできないと言われている
が，実際にはある程度の透明化は可能である．近年，硬
組織透明化が注目され，様々な透明化法を比較した研究

図3 GFPマウス頭頂骨の透明化
未処理の頭頂骨（A），未脱灰で透明化処理した頭頂骨（B）の外観．
骨表面から共焦点レーザー顕微鏡で観察した骨小腔と骨細胞（C−E）とその拡
大（F−H）の微分干渉像（C, F）とGFP蛍光（D, G），およびそれらのマージ
画像（E, H）．観察にはPlan Apo20x（C, D）とPlan Apo60x（F, G）を使用し
た．
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図4 ddyマウス頭頂骨のCalceinとAlizarin Redの蛍光
Calcein（CL）投与2日後にAlizarin Red（AR）を投与し，その翌日に固定したddyマウスの頭頂骨の微分
干渉像（A）．頭頂骨の表面から約100µmの深部までの領域の微分干渉像と蛍光像を1µm間隔で取得した
マージ画像（B−G）を使って三次元画像（H）を構築した．パネルB−Gは，パネルHの最上部から，10µm
（B），20µm（C），30µm（D），60µm（E），75µm（F），90µm（G）の部位の画像を示す．Hから微分干渉
像を消去した蛍光像（I）と，それを回転させて矢印の方向から見た三次元画像（I, J, K）．観察にはPlan
Apo10x（A）とPlan Apo TIRF60x（B−F）を使用した．AB：骨髄

図5 マウス大腿骨のCalceinとAlizarin Redの蛍光
Calcein（CL）投与2日後にAlizarin Red（AR）を投与し，その翌日に固定したマウ
スの大腿骨（FB）遠位端の表面から約1．5mmの深部までの領域の蛍光像を10µm間
隔で取得し，それらを使って構築した三次元画像（A）．Aの白枠部分の表面から約
200µmの領域の蛍光像を5µm間隔で取得し，それらを使って構築した三次元画像
（B）．矢印：骨端部のARラベリング層，矢頭：肥大軟骨細胞層と思われる柱状の
ARラベリング．観察にはPlan Apo2x（A）とPlan Apo LWD25x（B）を使用し
た．
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（Berke et al., 2016）や総説（Jing et al., 2019）が発表さ
れている．硬組織の透明化は近年始まったばかりで，さ
らなる発展が期待される技術である．目的に応じて適し
た透明化法および光学系を選択することが必要である．
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