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研究成果の概要（和文）：本研究では，個体全身のイメージングが可能なメダカを用いて系統間の表現型比較解
析を可能とする計測・解析技術を構築し，疾患に関わる遺伝背景の解明に向けた研究を目的とした．まず，メダ
カ稚魚の全身に渡る高解像３次元細胞観察のために，広視野・高分解能２光子励起ライトシート顕微鏡の開発を
行った．この顕微鏡を用いて骨異常を有する変異体系統の計測・解析を進め，骨形態を局所特徴量記述子によっ
て定量化する方法を考案し，メダカ変異体系統を個体レベルで比較する方法の開発を行った．

研究成果の概要（英文）：This study aimed to construct measurement and analysis techniques that 
enable phenotypic comparative analysis between medaka strains, which can image the whole body of 
individuals, in order to elucidate the genetic background related to diseases. First, we developed a
 wide-field, high-resolution two-photon excitation light sheet microscope for observing cells 
throughout the body of juvenile medaka fish. Using this microscope, we proceeded with the 
measurement and analysis of mutant strains with bone abnormalities, and devised a method for 
quantifying bone morphology using a local feature descriptor, and developed a method for comparing 
medaka mutant strains at the individual level. 

研究分野：バイオイメージング

キーワード： バイオイメージング　蛍光イメージング　光学顕微鏡　画像解析　メダカ　遺伝統計学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝学的な未解決問題をより基礎的な立場から検証するためにモデル生物を利用した計測・解析の方法論の発展
は極めて重要である．メダカの利点は近交系の樹立が可能であることで遺伝学研究において脊椎動物としてユニ
ークなモデルとなる．本研究では近年急速に発展している蛍光計測技術および画像解析技術の応用により定量的
な個体解析から遺伝学へ結びつける研究を目的とした。今後これまで捉えられなかった表現型の検出から遺伝背
景の理解が可能となると期待される．

※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 
近年のゲノム配列解読技術の発展により多因子遺伝疾患の原因解明に向けたゲノム医学研究

が大きく進展しているが，未だ疾患と疾患感受性遺伝子の因果的理解は十分ではない．今後はモ
デル動物を利用した遺伝的多型と疾患の量的関連性を明らかにする方法論の発展が重要である．
メダカは小型の淡水魚で脊椎動物のモデル生物として広く利用されてきた．全ゲノム配列が解
読され，メダカとヒトの間でゲノムに多くの共通性があることが明らかになり，遺伝子機能解析
の重要なリソースとなっている．また一方で，小型であるために個体全身の蛍光イメージングに
よる表現型解析に適した生物である．したがって，メダカと先端画像計測・解析技術を駆使する
ことでヒトでは解析することが困難な疾患の原因特定のための方法論の創出が期待される． 
 
２．研究の目的 
 上記の背景のもと，本研究では技術開発として，独自のシングルセル光イメージング装置とメ
ダカ系統間の表現型比較解析が可能な画像情報解析法の構築を行い，疾患に関わる遺伝背景の
解明に向けた研究を目的とした。 
 
３．研究の方法 

上記目的のために，本研究では，メダカ個体全身で 3 次元高解像度計測が可能なライトシー

ト顕微鏡の開発，顕微鏡の生体応用とメダカ全身での骨組織の 3D 蛍光イメージング，画像解析

による骨形態の量的評価法の構築を行った． 
 
４．研究成果 
広視野高分解能２光子励起ライトシート顕微鏡の開発 
ライトシート顕微鏡は照射系と検出系が別れた蛍光顕微鏡システムで，検出対物レンズの焦

点面に側面からシート状の蛍光励起光を入射しその光学切片をカメラで撮像することで高速・
高解像にイメージング可能な装置である．近赤外光を蛍光励起光源とする 2 光子励起現象の利
用は，光毒性の低減および生体深部到達性の向上の観点から生体イメージングに有用であり動
物の観察に適している．しかしながら，2 光子励起のライトシート顕微鏡への応用には励起範囲
（ライトシート顕微鏡では“視野範囲”）の狭さが問題となっていた．我々はこの問題を解決する
ために，レーザー集光範囲を光軸方向に伸長させる（励起範囲を広げる）ベッセルビームを用い
て広視野化を実現した顕微鏡システムを構築した（図 1）．ベッセルビームは非回折ビームの一
つで，リング形状のビームをレンズに入射することで形成され，中心スポットのビーム形状がニ
ードルのように光学軸方向に伸長する．我々は 2 光子励起に必要なエネルギーの損失を大きく
抑制したベッセルビーム光学ユニットを開発した．拡大率 10 倍の対物レンズを用いた場合に，
軸方向分解能を 2-3μm に保ったままビーム長 1000μm を達成し，従来技術(視野範囲 600μm，
分解能 2μm)からの改善を果たした（Takanezawa et al, Nat Commun 2021）． 
 
 

 
 
 
 
 

図 1．近赤外光ベッセルビームを用いた 2 光子励起ライトート顕微鏡． 



 
 
顕微鏡の生体応用性評価とライブイメージング応用 
生体応用のために，この顕微鏡の持つ低光毒性能について評価を行った．その結果，今回開発

したベッセルビームを用いた顕微鏡はガウシアンビームを用いた従来のライトシート顕微鏡と

比べ光毒性が格段に低いことが示され，ライブイメージングに適していることが示唆された．今

回開発した光シート顕微鏡をメダカ全身脈管系の観察に応用したところ，広視野と高解像度で

生きたメダカの全身を細胞レベルで観察する３次元蛍光画像計測に成功した（図 2）．さらに長

期間に渡るライブイメージングへの応用として，リンパ管発生過程の観察を行った．リンパ管内

皮細胞を緑色蛍光タンパク質で標識したメダカ（FLT4-EGFP 系統）を利用して、z 方向 2μm 間

隔での 3 次元画像計測（撮像速度 100ms/slice で，約 700 枚の画像からなる 3 次元像を 2 分程

度で撮影）を 5 分間隔で行い，発生を阻害せずに 3 日間（80 hour post fertilization (hpf)から孵

化 160hpf）に渡るタイムラプスイメージングに成功した(図 3B,C)． 
 
メダカ全身骨形態の計測と定量形態解析 
メダカの骨特異的な蛍光画像計測のため，カルセインによる標識法について検討し，蛍光試薬

溶液の濃度等の最適条件を決定した．メダカの骨異常を有する変異体として脊椎骨の癒合がみ

られる Fused 系統を導入し，上記の２種の蛍光試薬によってその骨異常の解析が全身にわたっ

て生きたまま可能であることを示した．  
メダカ系統間の比較を行う画像解析方法として、(A)形態標準形の構築と(B)形態特徴量抽出の

２つの項目について研究を進めた．(A)においては，メダカの形態特徴を考慮した画像レジスト

レーション法を構築し，個体間での撮像のばらつきを補正する方法を考案した（図 3）．(B)にお

いては，画像レジストレーションを行った画像に対して特徴量記述子による解析を進めた．特徴

量記述子 SURF, KAZE, BRISK 法を用いて骨形態の数値化と判別分析による解析を行ったとこ

ろ SURF による特徴の記述が優れていることが判明した．画像の局所特徴量記述子を用いて形

態ランドマーク点の抽出と骨形態の数値化を行い，特徴量空間における確率場を構築し，最尤推

定法による特徴点推定法の検討を行った．野生型，変異体での形態特徴量の分類が十分な精度で

可能であることを検証することができた．形態特徴量とゲノム情報の関連解析に関して，複数の

メダカ変異体系統群を導入する予定であったがコロナ禍の様々な制限の下，導入がうまく進ま

なかった．代わりにゲノム編集技術のメダカへの応用を進め、遺伝子ノックアウトのための各種

配列の設計とコンストラクト作成を進めた． 
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図 3。骨形態の定量解析．（上）大域的レジストレーション．頭尾軸に垂直な平面を切り出し，各平

面を直線状に配列することでレジストレーションを行う．サンプリングによるぶれを補正し一様な

画像解析を行うことができる．（下）骨形態特徴量の抽出と定量化．形態ランドマーク点を抽出

し，局所特徴量記述子により特徴量空間における確率場を構築し、点群集合により形態の特

徴づけを行う方法を構築． 
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