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３次元構築の重要性

• 各組織、器官を３次元的に観察することによって、誰
でも簡単にその形状を把握することができる。

• 組織の凹凸や血管、気管支の走行などは２次元画像で
は捉えにくい。

• 作成した3Dデータから標的となる構造や細胞集塊の体
積や表面積を定量できる。



組織透明化による３次元構築の例



組織透明化による３次元構築の問題点

• 適応範囲が限定される！！

理由
1. 特殊な顕微鏡が必要。

2. 蛍光を遮断する異物が存在すると撮影できない。

3. 解像度が低く、１細胞レベルの局在は解析できない。



組織透明化の例（環境中微粒子曝露マウス肺）



切片画像からの肺組織三次元再構築

これまでの課題
• 一般的な組織切片の画像の積算による三次元構築は、膨大な手間と時間がかか
る（一つの肺の数週間が必要）。

• 肺組織全体を捉えた広視野画像では、解像度が悪く、１細胞レベルの局在は解
析できない。

対策
• 組織透明化技術の応用

→バックグラウンドの軽減によってコンピューテーショナルに標
的細胞や構造を抽出

• 高解像度スキャナーの導入
→広視野高解像度画像の取得

• 三次元構築ソフトウエアの改良（AI技術の導入）
→より精細かつ簡便な三次元構築



４％PFA固定

MeOH脱水

CUBIC透明化

BB洗浄 25℃
１h x 3

パラフィン包埋 透明化→Benzyl Benzoate（BB)置換
→パラフィン包埋→薄切→免疫染色

透明化マウス肺の薄切と免疫組織化学染色
（DAB/ヘマトキシリン）

透明化した組織の切片画像から3D構築

透明化組織をBB置換することで、パラフィン包埋が可能



透明化試料の連続切片を用いた三次元再構築法



黄砂（ASD）とアレルゲン（OVA）曝露マウス肺解析

微粒子曝露マウスでは、矢印で示す細胞の集塊が顕著に認められる。



曝露回数が増えるに伴い、マクロファージの血管や気管支周辺への浸潤が増加する。

黄砂（ASD）とアレルゲン（OVA）曝露マウス肺解析



気管支 血管 B細胞 マクロファージ

環境中微粒子を曝露されたマウスではマクロファージが血管や気管支を鞘状に
取り囲んでいる。また、血管や気管支に付随したB細胞の集塊も確認できる。

黄砂（ASD）とアレルゲン（OVA）曝露マウス肺解析



B細胞 マクロファージ

マクロファージとB細胞のみを抽出した3次元画像。正常マウスでは肺全体に
散らばっていたマクロファージが、微粒子曝露マウスでは血管や気管支を鞘
状に取り囲んでいる。

黄砂（ASD）とアレルゲン（OVA）曝露マウス肺解析



３次元解析例１：黄砂曝露マウス肺深部の血管に付随した誘導性血
管周囲リンパ組織inducible Perivascular lymphoid Tissue：iPLT）



３次元解析例１：黄砂曝露マウス肺深部の血管に付随した誘導性血
管周囲リンパ組織inducible Perivascular lymphoid Tissue：iPLT）



黄砂＋OVA曝露マウス肺三次元画像によるiBALTおよびiPLTの定量解析

B細胞マーカー（B220）抗体のシグナルでiBALTおよびiBALTを抽出し、体積別に
色分けを行った。iBALTとiPLTの識別は最寄りの気管支への距離を測定し、
200µm以上離れているものをiPLTとした（104 µm3以下のものは除外）。iBALT
と比較してiPLTが小型であることが分かる。



３次元解析例２：マクロファージ集塊



マウス肺組織３次元構築概要
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