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研究成果の概要（和文）：システム生物学を個体レベルの生命現象に応用するため、高速な「交配なし」遺伝学
と高速な全脳イメージングを組み合わせ、表現型の表出に関わる責任細胞を同定する技術（個体レベルのシステ
ム要素同定技術）の開発を目指した。その結果、次世代マウス遺伝学の実証実験（Mol Cell 2017)、高速3次元
観察・解析系のパイプライン化と応用（Nat Protoc 2015, Neuron 2017他）、組織透明化試薬の次世代化（Cell
 Rep 2018）に成功した。またこれらの技術を総括した英文総説を発表した（Cell Chem Biol 2016, npj Syst 
Biol App 2017）。

研究成果の概要（英文）：To understand the dynamic nature of biological systems at the organ and 
organism level, we hypothesized that identifying the responsible cells involved in the expression of
 the phenotype would be crucial. Toward the aim, we applied technologies of "next-generation 
genetics" and "high-throughput whole-brain imaging (CUBIC)."
We finally reported a demonstration of next-generation mouse genetics (Mol Cell 2017), a rapid 
three-dimensional observation and analysis pipeline and its applications (Nat Protoc 2015, Neuron 
2017 et al.), and next-generation tissue clearing reagent (Cell Rep 2018). We also published review 
articles related to these two technologies (Cell Chem Biol 2016, npj Syst Biol App 2017).

研究分野：基礎医学、システム生物学

キーワード： システム生物学　遺伝学的ラベリング　組織透明化　3次元イメージング

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
報告したES細胞由来の第0世代マウスで表現型解析を実現する手法は、CRISPR等の配列特異的DNA切断酵素との組
み合わせによりさらなる拡張が見込まれ、ゲノム編集技術の応用や評価、新しい疾患モデル生物の作出など、広
く医療分野にインパクトが与えられると期待される。また動物実験の倫理的側面からも、使用動物数の削減など
に貢献できる。
同じく報告したCUBIC技術は、3次元組織学や病理学への応用が始まっており、臨床病理における客観性や診断確
度の上昇や、新たな疾患メカニズムの発見等への貢献が期待されるため、同じく医療分野に大きなインパクトが
与えられると期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
生体システムの動的な性質の理解を目的とするシステム生物学の方法論を、睡眠・覚醒などの
個体レベルの現象解明に応用するため、研究代表者は「個体レベルのシステム生物学」を目指
す技術開発を推進していた。中でも、「高速な『交配なし』マウス遺伝学（次世代マウス遺伝学）」
技術と、「高速な全脳・全身イメージング」技術の組み合わせは、細胞〜組織の階層に実装され
た生体システムの要素同定を行うための強力な組み合わせになりうると想定された。「高速な
『交配なし』マウス遺伝学」は、安定的な「ESマウス（100%キメラマウス）作製技術」[Kiyonari 
et al. Genesis 2010]を応用し、ES細胞由来の第 0世代マウスで表現型解析を実現する手法で
あり[Susaki et al. 研究開始時投稿準備中]、TALENや CRISPR等の配列特異的 DNA切断酵
素との組み合わせによりさらなる拡張が見込まれた。また「高速な全脳イメージング」（CUBIC）
技術は、高効率な組織透明化＋シート照明顕微鏡による高速な全組織イメージング＋インフォ
マティクスによる多サンプルシグナル比較を統合したプラットフォームであり、マウス全脳の
3D イメージを 1 時間程度で取得可能であった。さらに、マウス全身への適応にも成功してい
た[Susaki et al. Cell 2014; Tainaka et al. Cell 2014]。 
 
 
２．研究の目的 
生体システムの動的な性質の理解を目指すシステム生物学を行動リズムや睡眠などの個体レベ
ルの生命現象に応用するため、我々が開発した「高速な『交配なし』遺伝学」と「高速な全脳
イメージング」を組み合わせ、表現型の表出に関わる責任細胞を同定する技術(個体レベルのシ
ステム要素同定技術)の開発を目指す。本研究課題では、遺伝学的ツールを多様な時間的・空間
的発現パターンで発現する多種類のマウス系統を高速・並列に作出する技術の確立を目指し、
さらに遺伝学的ツールの臓器スケールでの発現を網羅的に取得する技術開発も課題とする。 
 
 
３．研究の方法 
高速な「交配なしマウス遺伝学(次世代マウス遺伝学)」と「全脳・全身イメージング(CUBIC)」
技術を組み合わせ、表現型の表出に関わる責任細胞を同定する技術(個体レベルのシステム要素
同定技術)の開発を目指した。この目的のため、遺伝学的ツールの時間的または空間的発現バリ
エーション確保のためのストラテジー検討とフィージビリティテスト、および ES 細胞の安定
的培養法と ES 細胞からの多系統 ES マウス作製等を具体的な技術課題として取り上げ、本研
究課題にて取り組んだ。さらに、「高速な全脳・全身イメージング」(CUBIC)技術の開発を並
行し、汎用化と改良による表現型責任細胞の同定技術の確立に取り組んだ。 
 
 
４．研究成果 
(1) 交配なしマウス遺伝学(次世代マウス遺伝学)の確立と応用 
所属先及び理化学研究所の共同研究者らとともに稼働させた ES マウス作製系を利用し、次世
代マウス遺伝学の実証実験を完了させ報告した(Ode, Ukai, Susaki et al. Mol Cell 2017, 
co-first)。本論文では、24 時間の行動リズムが消失する表現型を示す概日時計遺伝子 Cry1 及
び Cry2 のダブルノットマウスに Cry1 のレスキューカセットをノックインし、行動リズム表
現型の回復を個体の行動レベルで観察する系を開発した。最終的に、転写制御領域や Cry1 タ
ンパク質中の変異体を含む合計 20 種類のレスキューカセットを準備して、Cry1/Cry2 ダブル
ノックアウトバックグラウンドにノックインし、交配なしに解析個体を作製して行動解析を行
うことに成功した。このようなマウスの多重ゲノム改変体を F0 世代で多数構築し比較解析し
た例はこれまでになく、本研究スキームの有効性を実証する結果となった。合わせて、本研究
計画の集大成の一つとして、「次世代マウス遺伝学」を実現するスキームをまとめた英文総説を
発表した(Susaki et al. npj Syst. Biol. App 2017)。 

その他、ESマウス作製系の導入のため、ES細胞の培養系の導入と改良、ES細胞イ
ンジェクションのためのインジェクターとレーザー穿孔装置の導入を行った。さらに、ES マ
ウス作製系の代替・補完的技術と位置付けているアデノ随伴ウイルスを用いた細胞ラベリング
系について、ウイルスインジェクションシステムを所属先に初めて導入し稼働させた。 
 
(2) 全脳・全身イメージング(CUBIC)の確立と応用 
研究代表者らが 2014 年に発表した CUBIC 技術の初期の報告をベースに、組織透明化・イメ
ージング・画像解析のプロトコル化とリソース化を進めた(Susaki et al. Nature Protocols 
2015)。また、上記のパイプラインを中心とした関連手法を取りまとめ、英文総説として発表
した(Susaki and Ueda, Cell Chemical Biology 2016)。さらに、CUBICを応用した投薬下マウ
スの脳神経活動の全脳モニタリングと in situ hybridizationを用いた validation studyを行っ
た(Tatsuki et al. Neuron 2016)。より発展的な課題として、CUBIC技術のヒト病理学への応
用を目指した研究を進め、論文発表した(大阪大学大学院医学系研究科病態病理学講座との共同
研究)(Nojima et al. Sci Rep. 2017)。同様に、CUBIC技術を共同研究ベースで活用し、マウス
腎臓や膵臓、トリ胚などへの適用例を共同研究ベースで報告した(Yamamoto et al. Nat 



Commun. 2017; Watanabe et al. Dev Biol. 2018; Puelles et al. Kidney intl. 2019; Hasegawa 
et al. Kidney intl. 2019)。 

これらの研究開発過程で明らかとなってきた組織透明化試薬やイメージング方法の
限界を克服しさらに適用を広げるため、1600以上のケミカルライブラリをスクリーニングし、
得られた化合物を用いて第二世代 CUBIC試薬の開発に成功し、マーモセット全脳など従来は
透明化が困難だった大型臓器の透明化と 3 次元観察に成功した（Tainaka et al. Cell Rep. 
2018）。さらに、撮影用顕微鏡をアップデートし、イメージングの高速化に向けた画像取得シ
ーケンスや、取得画像から必要な前処理やセグメンテーションを行うための解析パイプライン
の構築を進めた。この中で、マウス全脳を例とした場合 1 データセットあたり 100GB 近いサ
イズとなり、PC のスペックが極めて重要であることが判明したため、ハイスペックなワーク
ステーションを導入し、画像の前処理から基本的な解析までを運用する体制を整えた。 
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ホームページ等 
臓器透明化（CUBIC）を用いて腎臓全体の交感神経系の 3次元構造を可視化し、その機能障害
を解析 http://www.h.u-tokyo.ac.jp/press/press_archives/20190409.html 
 
水溶性化合物による組織透明化の化学 －包括的ケミカルプロファイリングに基づく化学的原
理の体系化－ http://www.riken.jp/pr/press/2018/20180822_1/ 
 
組織透明化技術「CUBIC」をヒト病理組織診断に応用 －次世代の 3次元病理診断法の新たな
可能性－ http://www.riken.jp/pr/press/2017/20170830_1/ 
 
体の一日を刻むタイマー機構を発見 -遺伝子導入マウス個体高速作成法を用いた概日時計周期
長制御の解明-  
http://www.m.u-tokyo.ac.jp/news/admin/release_20161223.pdf 
http://www.riken.jp/pr/press/2016/20161223_1/ 
 
カルシウムがマウスの睡眠時間を制御  
http://www.u-tokyo.ac.jp/ja/utokyo-research/research-news/calcium-controls-sleep-duration
-in-mice.html 
 
CUBIC resource website http://cubic.riken.jp 
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