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서 론

최근 급부상하고 있는 조직 및 장기 전체를 투명화하고 

염색하는 기술은 의∙생명과학자들에게 넓은 범위에 걸쳐 고

해상도로 고용량의 생분자 및 구조 정보를 추출할 수 있다

는 가능성을 보여 주고 있다 [1–3]. 구체적으로 이는 하나

의 조직 샘플에서, 수 밀리미터에서 수 센티미터 범위에 걸

쳐, 빛의 회절 한계 혹은 이미징 기술에 의한 해상도 한계 

내에서, 수백에서 수천 가지 이상의 분자 정보를 추출하려

는 목표를 향한 첫 발걸음이라고 할 수 있다. 또한 조직 및 

장기 전체를 온전한 상태로 연구하여 3차원적 정보를 얻기 

위한 수요와 관심이 높아지면서, 다양한 전공의 연구자들

이 새로운 조직 투명화 및 염색 기술의 개발에 뛰어들고, 이

들에 의해 기술 수준이 성숙되며 더욱 많은 연구자들의 관

심을 불러일으키는 선순환이 만들어지고 있다. 이 글에서는 

현존하는 투명화 및 염색 기술들을 간략히 소개하고, 이들

로 인해 열릴 새 지평과 극복해야 할 점을 논의해 본다.

조직 및 장기 투명화 기술

최초의 조직 투명화는 독일의 해부학자 Walter 

Spalteholz가 benzyl alcohol과 methyl salicylate를 혼합

한 유기 용액을 만들어 조직을 부분적으로 투명화한 1910년

으로 거슬러 올라간다  [4]. 이후 조직을 투명화한다는 개념

은 거의 한 세기 동안 잊혀져 있으면서 몇몇 연구자들에 의

해 간헐적으로 시도되다가, 2007년에 조직 투명화를 이용

한Ultramicroscopy 기술이 발표되며 되살아났고 [5], 2013

년 획기적으로 개선된 투명화 기술인 CLARITY가 개발되

며 학자들의 관심을 집중적으로 받게 된다 [6]. 이를 계기로 

조직 투명화 분야는 급격히 팽창하여 수많은 연구자들이 유

사하거나 개선된 기술을 발표하였는데, 아래에서는 이를 세 

가지로 분류하여 원리 및 장단점을 요약하였다 (그림 1).

단순히 굴절률 (refractive index)을 맞추는 방법

빛의 산란(scattering)은 조직을 불투명하게 만드는 주

요 원인인데, 빛은 굴절율이 서로 다른 경계면에서 주로 산

란된다. 따라서 조직을 담그고 있는 용액의 굴절률을 조직

의 굴절률(~1.46)에 맞추면 빛의 산란을 줄이고 조직을 투

명하게 만들 수 있다. 많은 기술들이 간단히 조직을 정해진 

순서에 따라 일련의 용액에 담그는 방법으로 조직을 투명화

하는데, 그 예로ClearT(95% formamide), ClearT2(50% 

formamide, 20% PEG)와 SeeDB(80.2% fructose, 0.5% 
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thioglycerol)를 들 수 있다 [7,8]. 이들은 모두 조직을 낮

은 농도의 용액에 담그는 것에서 시작하여 몇 단계에 걸쳐 

점차 농도를 높여 최종 용액에 도달하는 방식인데, 실험방

법이 매우 쉽고 간단하다는 장점이 있지만 각 단계에서 조

직에 용액이 침투하여 평형에 도달하기까지 시간이 오래 걸

리고, 결정적으로 투명화 성능이 떨어진다. 단 무독성의 화

합물을 사용하고, 형광을 보존하기 때문에 유전적으로 형광 

표지된 조직의 분자 및 구조를 관찰하기에 용이하며, 단순

히 수용액에 담그는 것이기 때문에 다시 씻어내어 원래 조

직 그대로의 상태로 되돌릴 수 있다.

지방을 일부 제거한 후 굴절률을 맞추는 방법

지방은 조직을 구성하는 중요한 일부이지만 조직 내의 굴

절률을 변화시켜 빛의 산란을 일으키는 주된 원인이다. 따

라서, 단백질과 핵산을 주로 연구하는 경우 유기 용매를 사

용해 조직에 존재하는 지방을 일부 제거하여 조직 내 굴절

률을 균일화하는 방법으로 조직 투명화를 촉진시킬 수 있

다. Spalteholz의 첫 투명화 용액도 유기 용매로, 후에 개발

된 Ultramicroscopy 및 3DISCO기술에서는 BABB(benzyl 

alcohol and benzyl benzoate)와 THF(tetrahydrofuran)

를 유기용매로 사용하였다 [5,9]. 이들 논문에서 마우스의 

척수 조직은 BABB와 THF의 조합으로 투명화되었고 [10], 

마우스 뇌 조직 전체는 BABB대신 DBE(dibenzyl ether)

를 사용하여 투명화가 가능하였다 [9]. 유기 용매에 기반한 

이 방법들은 수용액보다 빠른 속도로(마우스 뇌 전체의 경

우 2-3일 정도 소요) 조직을 투명화할 수 있으나, 유독성의 

화합물을 다루는 데 따른 불편함이 있고, 탈수에 의해 조직

이 변형되고 작아지며, 단백질과 핵산이 손상된다. 특히 대

부분의 형광 분자를 수 시간 내에 소광(quench)시키기 때문

에 조직을 투명화한 후 형광이 기능하는 동안 빠르게 이미

징해야만 하는 단점이 있어, 이를 극복하기 위해 최근 개발

된 iDISCO기술에서는 유기 용매에서 소광되지 않는 Alexa 

dye를 이용한다 [11]. 그럼에도 불구하고, 유기 용매 처리 

후 조직 전체의 자가형광(autofluorescence)이 높아져 고

화질의 이미징을 위해서는Alexa 647등 장파장대의 형광물

질만 사용할 수 있다.

유기 용매를 사용하는 대신, Triton-X등의 약한 세제류 

분자를 이용해 지방을 일부 제거하고, 요소(urea) 등을 이

용해 단백질을 일부 변성(denature)시켜 굴절률을 떨어뜨

리는 수용액을 사용하는 투명화 방법들로 Scale, ScaleS, 

CUBIC이 개발되었다 [12–15]. 요소를 사용한 방법은 조

직을 전체적으로 팽창시켰으나, 이는 최근 ScaleS에서 

sorbitol을 넣어 팽창된 조직을 수축시키는 방법으로 보완

되었다. 이 기술들은 조직의 크기에 따라 투명화에 며칠에

서 몇 주의 시간이 소요되는데, 단순히 여러 용액에 담그는 

방법이기 때문에 실행이 간단하고, 상당한 정도의 투명화 

성능을 보이며, 형광 물질을 잘 보존하여 좋은 투명화 방법

으로 보인다. 

조직-겔 복합체 형성 후 지방을 일부 제거하고 굴절률을 
맞추는 방법

조직 투명화를 위해 지방을 일부 제거하면 구조적 지지가 

사라지기 때문에 조직이 붕괴되고, 단백질과 핵산 등 다른 

생분자가 유실될 수 있다. 이를 방지하기 위해 CLARITY에

서는 먼저 조직 전체에 걸쳐 하이드로겔을 형성하여 조직-

겔 복합체를 형성하고, 강한 세제인 SDS(sodium dodecyl 

sulfate)를 전기장 안에서 수 일에서 수 주일간 가해 하이드

로겔 네트워크에 공유결합적으로 연결되지 않은 포화 지방

만을 효과적으로 제거한 후, 굴절률을 맞추는 용액에 담가 

투명화를 달성한다 [6]. 이렇게 하면 형광 물질뿐 아니라 단

백질과 핵산 등의 생분자를 최대한 보존하면서도 현존하는 

기술 중 조직을 가장 투명하게 만들 수 있다. 뿐만 아니라 

지방이 제거된 조직-하이드로겔 복합체는 원래의 조직보다 

다공성(porous)이기 때문에, 항체 등 분자 탐침(molecular 

probe)의 침투를 용이하게 할 수 있다. 이러한 장점 덕분에 

CLARITY 처리된 마우스의 뇌에서 최초의 뇌 전체에 걸친 

염색이 성공하였다 [6].

분자 및 구조 정보를 잘 보존하기 위해서는 고정제

(fixative)를 충분히 사용하고 하이드로겔을 치밀하게 만들

어야 하는데, 이렇게 만든 조직-하이드로겔 복합체에서는 

단순히 세제 용액에 넣고 흔들어서 지방을 제거하는 데 오

랜 시간이 걸리게 된다. 조직 전체에 강한 전압을 가해 지
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방 제거를 촉진하기 위해 특수하게 제작된 전기 영동 장

비가 고안된 것은 바로 이러한 이유 때문이다. 반면에 특

수 장비를 만들거나 구해야 하는 불편함을 덜거나, 지방 제

거 속도를 단축하기 위해 고정제를 적게 처리하고, 하이드

로겔을 성기게 만드는 방법들이 시도되었다 [16–18]. 이

렇게 하면 같은 세기의 전기장이 가해져도 훨씬 빠른 시

간 내에 조직이 투명화될 수 있고, 심지어 전기장 없이 단

순히 SDS용액에 담그고 수 시간에서 수 일간 흔들기만 해

도 쉽게 투명화를 달성할 수 있다. 그러나 투명화 속도를 

단축시키는 방법들은 필연적으로 분자 및 구조의 보존 정

도를 희생할 수밖에 없기 때문에, 조직 투명화 방법을 사

용하는 연구자들은 좋은 균형점을 찾기 위해 유의해야 한

다. 최근 발표된 SWITCH기술에서는 이와같이 조직-하이

드로겔을 약화시키는 시도와는 정반대로 글루타알데하이드

(glutaraldehyde)를 이용하여 조직이 더욱 강하게 고정되

고 치밀한 조직-겔 복합체를 만들어, 200V이상의 전압이

나 70-80℃의 고온 등 혹독한 조건에서 조직을 손상시키지 

않으면서도 빠르게 투명화할 수 있다 [19]. 이 기술은 분자 

및 구조 정보의 보존을 극대화시키면서도 조직을 빠르게 투

명화 할 수 있고, 실행이 간단하고 쉬워서 널리 사용될 것으

로 전망된다.

조직 및 장기 염색 기술

현재는 조직 투명화를 목적으로 많은 기술이 개발 및 발

전되어, 많은 연구자들이 CLARITY 및 CLARITY에서 파생

된 여러 방법, SWITCH, 수용액 및 유기 용매 기반의 여러

투명화법 등을 이용해 조직 투명화를 대부분의 조직 및 장

기에 대해 쉽게 달성할 수 있게 되었다. 반면에 투명화된 조

직의 구조나 분자의 분포를 관찰하기 위해 필수적인 염색 

방법에 대한 기술 개발은 상대적으로 미진하다. 분자의 확

산은 본질적으로 느리기 때문에, 유전학적으로 형광 표지가 

되어 있지 않아 면역조직화학법(immunohistochemistry) 

등으로 염색을 해야 할 경우 항체 등 분자 탐침이 조직 전

체로 침투하는 데 오랜 시간이 걸린다. 이를 해결하기 위

해 조직의 보존 정도를 희생해 가며 고정제를 적게 쓰거

나 성긴 겔을 만드는 방법 [16–18], 얼리고 녹이는 것을 반

복하거나, 탈수(dehydration) 및 재수화(rehydration) 등

을 반복하여 조직 자체를 좀 더 다공성으로 만드는 방법 

[11,20,21], 확산 속도를 높이기 위해 온도를 높이거나 [21], 

마이크로파를 사용하는 방법 [21], 혈관을 이용해 염료 등을 

perfusion으로 조직 전체에 전달하는 방법 [17] 등이 시도

되었으나, 아직까지 조직 및 장기 전체를 다양한 분자 탐침

으로 염색한 설득력 있는 데이터는 iDISCO방법에서 제시된 

정도이다. 그러나 iDISCO의 염색법은 유기용매를 이용한 

투명화 전에 실행되어야 하기 때문에 한 번에 여러 가지 분

자를 볼 수 없고, 한 조직으로 한 번의 염색밖에 할 수 없어 

multiplexing capability가 떨어진다는 단점이 있다.

한편, 조직의 보존 정도를 희생하여 염색 시간을 줄이지 

않고도 전기장 등의 외력을 가하여 조직 내에서 분자 탐침

의 침투 속도를 높일 수 있다. 전기장은 매우 효과적으로 분

그림 1.  조직 투명화의 주요 원리 및 현존하는 방법
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자 탐침을 조직 내로 이동시킬 수 있지만, 충분히 강한 전

기장을 걸었을 때 조직이 띠고 있는 전하로 인해 조직이 망

가지는 단점이 있어  쉽게 염색에 적용될 수 없었다. 이를 

극복하기 위해 최근 필자가 CLARITY의 개발자인 매사추

세츠 공과대학(MIT)의 정광훈 교수와 개발한 확률적 전기

수송(stochastic electrotransport)기술을 이용하면 회전

하는 전기장을 이용하면 조직을 손상시키지 않고도 큰 조

직을 빠르고 균일하며 완전하게 염색할 수 있다 (마우스 뇌

의 경우 합성유기염료, 렉틴, 항체 모두 하루 이내) (그림 2) 

[22]. 확률적 전기수송 기술의 원리는 조직 투명화에도 적

용되어 구조와 분자를 잘 보존하면서도 기존의 CLARITY보

다 10배 이상 빠르게 각종 조직을 투명화하는 데에도 사용

될 수 있다 [22]. 한편 SWITCH기술에서는 분자 탐침과 표

적과의 반응 속도를 조절하고, 동시에 분자 탐침을 매우 높

은 농도를 사용하여 농도 구배(concentration gradient)를 

극대화시켜 확산 속도를 증가시켰다 [19]. 이 기술은 반응 

속도를 조절하여 조직 전체를 균일하게 염색할 수 있다는 

비전을 제시한 데 큰 의의가 있다. 특히 SWITCH기술에서 

glutaraldehyde로 처리된 조직은 20회 넘게 반복적으로 염

색이 가능하기 때문에, stochastic electrotransport기술과 

결합하여 다차원적 분자 정보를 넓은 범위에 걸쳐 고해상도

로 추출할 수 있도록 해 줄 것으로 기대된다. 이 외에도 외

부에서 가해지는 압력을 이용하여 분자 탐침의 이동속도를 

증가시킨ACT-PRESTO 기술이 발표되었다 [18]. 

향후 연구 전망

조직 투명화 및 염색 기술은 여러 학문 분야에 걸친 융합 

연구와, 산∙학의 협업이 필수적으로 요구되는 대표적인 예

이다. 생물학자와 화학자, 의공학자, 재료공학자 등  다양

한 과학기술 분야에서의 참여가 두드러지며, 기업에서 표준

화되고 사용하기 쉬운 장비를 만들어 기술의 적용을 촉진하

고, 기술의 사용에서 나오는 새로운 아이디어가 다시 장비

의 디자인에 이용되는 선순환이 돋보인다. 국내에서도 라이

브셀인스트루먼트(Live Cell Instrument)사에서 대표적으

로 기술의 개발 단계에서부터 긴밀하게 참여하여, 조직-하

이드로겔 형성과 조직 투명화 및 염색을 용이하게 하는 장

비를 만들어 공급하며 기술의 발전과 보급에 중요한 역할을 

수행하고 있다.

다음으로 투명화되고 염색된 조직에서 고해상도의 정보

를 넓은 범위에 걸쳐 추출하려면 그것을 가능케 하는 이미

징 기술이 필요하다. 먼저 개구수(numerical aperture)

가 높으면서도 작동거리(working distance)가 긴 대물렌

즈(objective lens)가 필수적인데, 현재 20-25x로 1.0 NA

에 5.6-8.0 mm의 작동거리를 갖는 대물렌즈가 주요 현미

경 회사에서 개발되어 있다. 투명화된 조직은 two-photon 

현미경이 아니라 one-photon 공초점 레이저 주사 현미

경으로도 이미징이 가능하지만, 빠른 속도로 넓은 부피를 

photobleaching없이 이미징을 하기 위해서는 최근 주목받

는 light-sheet microscopy가 매우 유용한 방법이 될 수 

있다. 이러한 이미징의 결과로 얻어지는 수십 기가바이트에

그림 2.  확률적 분자수송법(stochastic electrotransport)를 이용한 빠른 
조직 투명화 및 염색 ([22]의 이미지 일부 사용)
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서 수백 테라바이트에 달하는 거대한 이미지 데이터를 어떻

게 시각화하고 효과적으로 분석할지를 해결하기 위해 전 세

계의 빅데이터 및 이미지 분석 전문가들이 노력하고 있다.

이러한 어려움은 수년 내에 극복될 수 있을 것으로 예상

되며, 필자는 전 세계의 수많은 학교와 기업 연구소, 병원 

등에서 기존의 조직학적 방법을 대체하는 기술로서 조직 투

명화 및 염색 기술이 널리 보급될 것이라 전망한다. 투명화 

기술로 처리된 각 조직 샘플에서 넓은 범위에 걸쳐 고해상

도로 고차원적 생분자 및 구조 정보를 추출함으로써, 더욱 

발전된 조직 가공 기술이 생명 현상 및 질병 연구를 촉진시

키고, 조직 검사법에 적용되어 진단의 정확도를 획기적으로 

향상시키며, 나아가 신약 개발의 플랫폼으로 자리매김할 날

을 기대해 본다.
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