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研究成果の概要（和文）：組織透明化技術CUBICを用いてマウス全脳のc-Fos染色方法、c-Fos陽性細胞の検出ア
ルゴリズムの開発を行い、これらの技術を用いてマウスの時系列による全脳での神経活動の変化の定量を実施し
た。マウス全脳をCUBICとc-Fos抗体による３D免疫染色を行い、高解像光シート顕微鏡を用いて３D画像を得た。
これから、マウス全脳の全c-Fos陽性細胞を検出することに成功した。さらに、時間によって脳のどの領域の神
経活動がどのように変化するのかを定量することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Using the tissue clearing technique CUBIC, we developed a method for c-Fos 
protein staining of mouse whole brains and an algorithm for detecting c-Fos positive cells, and used
 these techniques to quantify changes in neural activity in the whole brain of mice over time. Whole
 mouse brains were subjected to 3D immunostaining with CUBIC and c-Fos antibodies, and 3D images 
were obtained using a high-resolution light sheet microscope. From this, we succeeded in detecting 
all c-Fos positive cells in the whole mouse brain. Furthermore, we succeeded in quantifying how 
neural activity in which regions of the brain changes with time.

研究分野： 神経科学

キーワード： 組織透明化　顕微鏡　マウス脳

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
概日リズムによって薬剤の効果がかわることが既に知られており、効果的な投与には投与する時間を決定する必
要がある。これは、創薬段階からも考慮すべき課題であり、効果的なタイミングで薬剤の効果を判定する必要が
あるが、現在はどのような薬剤をいつ投与すると効果的かどうか予測できないため、経験によって決めることし
かできなかった。全脳の全神経細胞の1日の活動の変化を定量することで、いつどの領域のどの細胞が活性化す
るのかを知ることができ、中枢神経系の薬剤の効果的な投与時間の推定や、実際の効果を正確に判断することに
も利用できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
脳はおおくの生命で最も重要な臓器であり、これまで最も盛んに研究が行われてきた臓器でも
ある。fMRI などによるマクロな研究から、神経細胞内のメカニズムまで様々なスケールでの研
究が行われてきたが、近年のコンピュータの発達により、詳細かつ広域の研究を行うことは不可
能ではなくなってきたはずである。この、詳細かつ広域の次世代の研究を実際に可能にするため
には、技術面と基礎データの２つのハードルがあった。技術面においては、臓器の切断による切
断面での情報の消失や実験の手間などの面から、組織透明化が適しており、マウス全脳は高度に
透明化することが既に可能である。また、全臓器レベルの染色技術も発展してきており、マウス
全脳の免疫染色も多くの抗体で可能となってきている。しかし、これまでは 3 次元イメージング
速度の遅さ（2-4fps 程度）から、高倍率（10 倍～）でマウス全脳をイメージングするには数日
が必要であり、実用的な技術ではなかった。また、数テラバイトにおよぶ 3 次元画像データから
マウス全細胞の高精度な検出は時間と精度の両面で実用てきではなかった。そこで、申請者は高
速 3 次元イメージング技術（MOVIE 技術）を開発し、解像度を落とさずに 20fps 以上で 3 次元
撮像を可能にした（詳細は“これまでの研究活動”に記載）。 これに、高 NA（0.6）かつ長作動
距離（8mm）の対物レンズを用いた高解像観察系と組み合わせ、高速高解像 3 次元イメージン
グを可能な光シート顕微鏡を作製した。さらに GPU を用いた高速細胞検出プログラムを開発し
た。これらを用いることで、マウス全脳を 5 時間以内に撮像し、全細胞を 2 時間以内に検出、領
域情報などをアノテーションできるようになった。この新規の撮像技術と解析手法により、透明
化、染色、撮像、解析のすべての要素が揃い、詳細かつ広域の次世代の研究を実際に可能にする
技術面は解決された。しかし、現在のマウス全脳の全細胞アトラス（CUBIC-Atlas）はおよそ 1
億個の細胞の座標とその細胞の属する領域名しか登録されておらず、新たなステージの研究の
ためのアトラスとしては情報量が不足しており、基礎データの蓄積が必要である。 
 
２．研究の目的 
 
全細胞解析を行う時、多数の個性あるサンプル間の比較が必須となる。マウス全脳の全細胞アト
ラス（CUBIC-Atlas）は既に作製され、公開されており、だれでも利用できるようになっている
が、ここには標準脳の細胞の座標と領域がアノテーションされているだけであり、それがどのよ
うな細胞なのか、いつどのようなときに活性化するのかなどの情報はまだない。そこで、本研究
ではマウス全脳の全細胞の c-fos 活性を継時的に定量し、すべての神経細胞の 
概日リズムなど日内変動での活性の変化をすべて CUBIC-Atlas 上にマップし、その情報を公開
する。さらに、薬剤や刺激（断眠や拘束など）で脳のどの細胞がどの程度活性化するのか、バイ
オロジー研究に必要な基礎データを作製する。本申請研究の後、それぞれの細胞がどのような細
胞種（ドーパミン作動性、グルタミン作動性など）を同様に特定し、その情報をより深いものに
していく予定である。 
 
３．研究の方法 
概日リズムによる神経細胞の活動がもっとも基準の神経活動になると考えられる。そのため、マ
ウスを暗室下（Dark-Dark（DD））で飼育し、4 時間おきに 48 時間サンプリングを行い、全脳
の c-fos 免疫染色、透明化、全細胞解析を行い、マウス全脳の全神経細胞の活性ベースラインを
作製する。つぎに、実際の実験条件に近い Light-Dark(LD)条件下で同様に時系列アトラスを作



製する。これにより、光によって活性化した神経細胞、それに付随して起きた神経細胞の活性状
態の変化を網羅的に特定することができる。本申請研究では、c-fos の細胞検出の精度の検証お
よびパラメータの調整を行い、個体差の影響を抑えるため、各タイムポイントで３匹以上の解析
を行う。 
 
４．研究成果 
本研究では、48 時間、4 時間おきにマウス脳を 6 匹ずつサンプリングを実施した。マウスは体
内時計を合わせるために、1 週間 LD（Light-Dark）条件下で飼育を行った後、DD（Dark-Dark）
条件下で光刺激がない状態で概日リズムのみで飼育を行い、サンプリングを実施した。マウスは
当研究室で開発した非侵襲睡眠測定チャンバーSSS の中で飼育され、睡眠覚醒情報を継時的に得
た。これにより、DD 条件下で概日リズムのずれもそれぞれのマウスごとに補正することが可能
である（図 1）。 

 
図 1. SSS による概日リズムの計測 

 
 このように時系列サンプリングしたマウス脳を CUBIC を用いて透明化し、当研究室で開発し
た３D 免疫染色手法である CUBIC-HV を用いてマウス全脳の c-Fos を染色した。さらに、脳の
いくつかの部位と概日リズムの中枢としてしられている視交叉上核の染色性と細胞検出可能な
シグナルが得られているのかを確認した。その結果、脳の深部まで染色されており、c-Fos 陽性
細胞を検出することが可能であることを確認した。 
 
 

 
図 2. マウス全脳の c-Fos 染色、３D イメージングと SCN のシグナル 

 
その後、それぞれのサンプルの c-Fos 染色を行い、高解像光シート顕微鏡で撮影を実施した。得
られた画像から c-Fos 細胞を検出し、座標情報にしたものを、マウス全脳の全細胞アトラスであ
る CUBIC-Atlas を用いて簡便に全細胞解析が可能な CUBIC-Cloud を使って各脳領域の時間変
化を解析した（図 3）。 



 

図 3. マウス全脳の神経活動の CUBIC-Cloud を用いた解析 
 
その結果、時間ごとに各領域の c-Fos の陽性細胞数の変化を定量することに成功した。しかし、
個体間の違いが比較的大きいことから概日リズム以外の刺激による c-Fos 発現の細胞も含まれ
る可能性が高いことが示唆されたが、個体間の共通の要素を抽出することで 48 時間の神経活動
の日内変動を定量することに成功した。さらに、本プロジェクトにおいて、各社の c-Fos 抗体
（Abcam 2H2, サンタクルーズ C-10, E-11, CST 9F6)について、スクリーニングを行い、３Ｄ染
色が可能でありホルマリン固定による抗原性の低下などの影響を比較的受けにくいクローン２
Ｈ２を用いることとした。これを用いてＣＵＢＩＣ－ＨＶの条件を決定し、同時に４６脳の免疫
染色を可能なプロトコール作製に成功した。また、c-Fos の免疫染色のシグナルは弱く、非特異
結合や自家蛍光によるバックグラウンドノイズとの区別が困難であったが、3 次元的にシグナル
の形状を計算し、形状の特徴量によって c-Fos のシグナルかノイズかを高精度に判定するアルゴ
リズムの開発に成功した。 
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