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輝け次代の担い手たち

‘Cracking the Brain’s Code’を加速する構造と
機能の全脳イメージング

笠井 淳司
（大阪大学大学院薬学研究科神経薬理学分野）

はじめに

2013 年に米国 BRAIN Initiative（Brain Re-
search through Advancing Innovative Neuro-
technologies Initiative）１）が始動して以降、欧州
Human Brain Project２）や本邦 Brain/MINDS（革
新的技術による脳機能ネットワークの全容解明プ
ロジェクト）３）など世界各地で大型脳研究プロジェ
クトが発足し、脳研究が推進されている。これら
は革新的な技術（ニューロテクノロジーやコン
ピュータテクノロジー）を開発し、それにより、
個々の細胞や複雑な神経回路がどのようにヒトの
脳機能を制御しているのかを理解すること、さら
に、脳機能の破綻として表出する脳神経疾患を治
療・予防する新たな方法を見出すことを目指して
いる。現在は、単一細胞レベルの全脳イメージン
グ法、全ての脳細胞の単一細胞トランスクリプ
トーム/エピジェノーム解析法、細胞種特異的なラ
ベリング/トレーシングや神経活動の計測法、神経
活動の操作法、コンピュータシミュレーションな
どの脳研究の技術開発が盛んに行われている。こ
れらの脳研究ツールは、従来までの脳領域ごとの
断片的な解析では解明できない包括的な脳機能の
理解を深めるためには必須の技術である。本稿で
は、筆者らが最近開発した高精細高速全脳イメー
ジングシステム FAST４）を中心に、全脳から構造
的および機能的な情報を取得する光学顕微鏡を用
いた全脳イメージング法について概要を紹介させ
ていただく。

光学顕微鏡を用いた全脳イメージング

Paxinosら の The rat brain in stereotaxic coor-
dinates５）など脳の形態学的、構造学的知見は、機能
局在する脳を理解する上で極めて重要な役割を
担ってきた。これまでは数十～百数十 μmごとの
脳切片の解析が主であったものの、米国 Allen研
究所のマウス脳アトラス６）に代表される新たな
brain atlasやコネクトーム解析７）を実現させるた
めに、シームレスかつ高精細な全脳イメージング
が必要であると認識されてきた。そのため最近、
全脳を精細にイメージングする光学顕微鏡技術が
国内外から次々に開発されている。それらの方法
は、1）組織透明化技術と光シート顕微鏡を組み合
わせた方法と 2）光学顕微鏡と脳組織を物理的に
切断するマイクロスライサーを組み合わせた順次
断層撮影法に大別される。組織透明化法と光シー
ト顕微鏡については、様々な総説８）～10）に各方法の
特徴が詳しくまとめられているため、本稿では割
愛するが、特に霊長類などの大きな脳において、
樹状突起スパインや軸索終末などの微細構造や神
経線維を正確に全脳から検出するのは未だ困難で
あると筆者は認識している。
順次断層撮影法は、脳組織表面から高精細にイ
メージングし、光の散乱等で観察できない深部に
到達すれば、脳組織表面をビブラトームなどで除
去し、新たに露出した部位から再度イメージング
するということを自動で繰り返し、脳組織全体を
観察する方法である１１）１２）。Raganらにより 2012
年に開発された serial two-photon tomography
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図 1　順次断層撮影法を用いた高速高精細全脳イメージングシステムFAST
（A）ニポウディスク方式共焦点スキャナユニット、対物レンズのピエゾ作動装置、リニアスライサー、変倍レンズ、
sCMOSおよびXYZステージシステムを組み合わせたFASTの模式図（文献 4から改変して転載）。（B）順次切断法にて
撮影。脳組織表面から 100 μmまでを 5 μm毎に光学切断画像を取得。その後、z方向の overlap 領域を残し物理的にリニ
アスライサーにより切断・除去を行う。これを全自動で繰り返し脳全体をイメージングする。（C）0.8 mm×0.8 mmの実
視野（FOV、青線と赤線）では 1平面の脳画像を取得するには、160 FOVs の撮影が必要であったが、拡大したFOV（1.6 
mm×1.6 mm、青線）では、40 FOVs で撮影できる。
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（STPT）１３）では、2光子励起顕微鏡を用いることに
より 1光子顕微鏡では到達できない深部まで撮影
する。しかし、この方法では、サブミクロンメー
トルの空間解像度を達成することが可能である
が、その空間解像度で全脳イメージングするには、
マウスの脳でさえ、撮影時間が数日間も要すると
いう現状であった１４）。最も高解像度でかつ高速に
全脳イメージングを達成しているものに wide-
field large volume tomographyがあるが、これに
おいても、マウスの全脳を 3日間以上も要すると
されていた１５）。

高速・高精細な全脳イメージング法 FASTの開
発

脳組織全体のイメージングでは、組織透明化の
有無にかかわらず、空間解像度と撮影時間はト
レードオフの関係にある。空間解像度を上げるた
めに高倍率の対物レンズを用いると実視野が狭く
なり、脳を撮影する総視野数が増え脳全体の撮影
に時間がかかってしまうからである。この関係を
両立するには、光学顕微鏡の撮影速度の高速化と
合わせて、高い分解能のまま実視野を狭くしない

工夫が必要である。特に、撮影速度の高速化につ
いては、イメージセンサー技術の改良、励起検出
系の並列化などが考えられていた。そこで筆者ら
は、これらの条件を精査・工夫することにより、
高い空間解像度を保ちつつ高速性を高めた方法と
し て block-face serial microscopy tomography、
FASTを開発した（図 1）４）。
FASTの主な改良点は 2つある。一つ目は、マ

ルチピンホールを敷き詰めた円板とマイクロレン
ズアレイを高速に回転させるニポウディスク方式
を用いたことである。励起検出系の並列化を達成
したニポウディスク方式共焦点スキャナユニット
では、そのイメージ取得が最大 2,000fpsにもな
り、多光子励起顕微鏡や共焦点操作顕微鏡で汎用
されていたレゾナントスキャナ方式に比べ、イ
メージング速度が飛躍的に向上した。このイメー
ジング速度の向上を全脳イメージに適用するに
は、検出器の感度（量子効率）とフレームレート
が課題であったが、最大量子効率 82％かつ全画素
（2,048×2,048pixel）読み出し時に 100fpsを達成す
る最新の科学用 CMOSを導入することにより、高
解像度イメージングの高速化を達成した。実際に
は、各動作の同期性・蛍光蛋白質の輝度など要因
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により、67fps（露光時間 15ms）に設定してイメー
ジングを行っている。
二つ目は、画素サイズをサブミクロンに保ちな
がら、実視野を拡大させたことである。成体マウ
スの脳は、概ね 8mm×12mm×12mmの直方体の
中に納まる。そのため、脳組織を平たんに切断し
やすい冠状面 8mm×12mmの実視野を 1,000万
画素の検出器と高開口数の対物レンズなどで一度
に撮影すれば、画像連結をせずに脳の 2次元画像
を取得できる。しかしながら、その条件下で画素
サイズをサブミクロンに保つことは現状ではほと
んど不可能である。従って、脳組織を撮影するに
は、隣接する画像を連結する必要があった。そこ
で、科学用 CMOSのセンサーサイズ、ニポウディ
スク型共焦点スキャナユニットの有効視野数、結
像・対物レンズの視野数を考慮し、変倍レンズな
どの導入により、実視野を 1.6mm×1.6mmまで拡
大させた。例えば、8mm×12mmの 2次元脳画像
は、0.8mm×0.8mmの実視野を用いて撮影すると
160視野が必要であるが、1.6mm×1.6mmの実視
野であると 40視野で済む。この実視野拡大により
全脳の撮影時間を 4倍短縮することに成功した。
FASTでは、上述の改良に加え、脳組織の切断
面が極めて平たんになるリニアスライサーを組み
合わせた。これにより、灌流固定した脳組織の表
面付近を、平面分解能 1μm以下、深さ方向 5μm
間隔で 80～100μmまで撮影したのち、その撮影済
みの脳組織を振動刃のリニアスライサーで除去
し、再び撮影することを自動で繰り返して脳全体
を撮影した。結果として、成体マウス脳を 0.7μm
×0.7μm×5μmの精細さで、2.4時間で撮影するこ
とに成功した。

3 次元全脳画像の再構成とデータ解析

連続する zスタック画像からシームレスに 3次
元全脳画像を再構成するため、切断する脳組織の
厚みを z方向の撮影深度よりも短く設定すること
により、連続する 2つのスタック画像に共通する
脳領域の画像を設けた。例えば、z方向 100μm
まで撮影し、80μmで切断することにより 20μm

分の共通する脳領域の画像が取得できる。筆者ら
も開発に関わった TRI/FCS-NUC64（ラトックシ
ステムエンジニアリング株式会社）を用いて、2
次元スタック画像の重なり除去、位置合わせを行
い、ボクセルベースの 3次元画像に再構築し全脳
画像を取得した。
高精細のマウス全脳画像のデータ容量は、約 1
TBにもなる。現状の汎用 PCの性能を考えると、
このデータ容量のままでは、病態モデル動物の脳
内変化などグループ間の比較解析は非常に困難で
ある。そこで TRI/FCS-NUC64では、シグナルの
形態を球体認識・粒子分離のアルゴリズムを用い
て認識し、数密度、重心座標、関心領域 ROIの体
積等を数値化することにより、データ容量の軽量
化と共に、病態モデル脳と対照脳の比較解析を容
易にした（図 2）。筆者らは、このシームレスな全
脳 3次元画像の粒子分離解析により、脳内の細胞
分布情報を保持したまま全ての細胞を数え、マウ
スの脳（7週齢）に約 1億 5千万個の細胞が存在す
ることを示した。また、抽出した数値データを用
いた群間比較の検出力を明らかにするため、海馬
歯状回神経細胞特異的にアポトーシスを誘導する
神経毒（トリメチル錫）を投与した脳において、
歯状回特異的に細胞密度の低下や細胞数の減少を
検出した。これらの障害モデルや野生型のマウス
脳において、各 ROIの大きさや細胞数のバラツキ
は比較的少なく、各群 3例の脳画像を元にした定
量データを比較することにより差を検出できるこ
とを示した。

Post-hoc 解析、免疫組織化学的染色法

光学顕微鏡を用いた全脳イメージングには、
Hoechst33258などの低分子化合物による組織染
色、Arc-dVenusマウスなどの蛍光蛋白質を発現
する遺伝子改変動物やウイルス投与など、目的の
細胞を蛍光標識する必要がある。これまでの全脳
イメージングと同様、筆者らも蛍光蛋白質を発現
する遺伝子改変マウスやウイルスベクターを用い
た蛍光標識を示した４）。一方で、遺伝子導入の時間
や労力・目的産物の異所性発現の可能性等を考慮
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図 2　FAST画像の 3Dデータ解析
（A）各種脳領域の 3Dレンダリングした元画像（hoechst33258 による核染色）とTRI/FCS-NUC64 による粒子分離画像。
異なる細胞核と認識された粒子はランダムカラーで識別される。Scale bars、20 μm。（B）粒子分離の 2つのパラメータ（the 
nearest distance to the neighboring cell、the minimal radius of the particle）の各設定値におけるF値（precision と
recall の調和平均）を図示する。それぞれを 3 voxels、7 voxels に設定すると最もF値が高くなる（橙ハイライト）。これ
らのパラメータに設定し自動計測した細胞数と、マニュアルにより計測した値の比較を示す（文献 4から改変して転載）。

Computer Manual

大脳皮質 177 166
海馬CA1 293 272
海馬歯状回 449 451
線条体 235 207
視床下部 410 389
背側縫線核 199 203
橋 175 181
小脳 400 421

脳領域
Detected cells

A B

Manual countingComputational
counting

Z-stack images
(160 × 160 × 50 m)

元画像 粒子分離後

大
脳
皮
質

橋
海
馬
歯
状
回

3D rendering
(160 × 160 × 50 m)

F-
m

ea
su

re
 (%

)

3
60

70

80

100

90

6
The nearest distance to the neighboring cell

 (voxels)

F-
m

ea
su

re
 (%

)

The minimal radius of the particle
 (voxels)

100

90

95

85

80
3 51 107 8 92 4 5 2 4 6

すると、任意の遺伝子の蛋白質発現を簡便に可視
化する免疫組織化学法を用いることができれば、
詳細な構造、機能、病態解析が可能になる。その
ため、抗体を深部まで浸透させて脳全体を染色す
る方法１６）～18）がいくつか開発されているものの、使
用可能な抗体が少なく、抗体を脳深部まで浸透さ
せる時間や透明化法の中には抗原性の保持が困難
な試薬がある１９）ことなど、全脳イメージングに適
用するにはまだハードルが高いと考えられる。
FASTや STPTなどの順次断層撮影法では、全脳
イメージング後の脳切片は撮影用水槽に溜まって
いることから、全ての脳切片（FASTの場合、80
μm厚の切片が 150～200枚）を容易に回収するこ

とが出来る。そのため、通常の免疫組織化学的染
色に用いることができる抗体を入手すれば、従来
の free-floating法を用いて様々な蛋白質発現や細
胞種の同定などの解析ができる。冠状切断する場
合、尾側正中嗅内皮質や嗅球などの離散しやすい
脳部位を free-floating法により染色する場合に
は、脳組織と架橋を形成し形態を保持する酸化型
アガロースゲル１２）２０）を用いるなどの工夫は必要で
ある。また、FASTによる撮影後に回収した切片
の免疫染色画像に対応する元の FAST画像を自
動的に見つけるため、筆者らは、OpenCVの cv：：
matchTemplateを用いたプログラムを作成した。
これにより、全脳イメージングにより差を見出し
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たのちに、同じ脳において詳細な蛋白質発現解析
や細胞種の同定などが簡便に行えるようになっ
た。

FAST の霊長類脳への適用

FASTによるイメージングでは、組織の透明化
は不要であることから、対象とする脳組織の大き
さに原理的な制限はない。従って、サブミクロン
の高解像度のまま、大きな脳組織のイメージング
が可能である。その拡張性を示す例として、成体
マウス脳の約 17倍の重量を有する非ヒト霊長類
マーモセットの全脳や、ヒト死後脳においても、
筆者らが知る限りでは光学顕微鏡イメージングと
して最大となる、マウス脳と同等の高精細 3D画
像の取得にも成功している４）。実際には、撮影用水
槽や電動ステージの可動域、リニアスライサーに
装着する刃の長さなどにより撮影可能な組織の大
きさは制限されており、現在のところ成獣マーモ
セットの全脳イメージングにとどまっている。ヒ
トに近い実験動物として用いられてきたマカクな
どの全脳イメージングに FASTを用いるために
は、可動域の拡大などの改良が必要である。

おわりに

筆者らが開発した FASTを含む高精細な全脳
イメージングに加え、神経活動の操作や標識法な
ど次々に新たな脳研究ツールが開発されている。
これらの研究ツールを組み合わせることにより、
脳機能の仕組みや精神神経疾患の病態の詳細が明
らかになることが期待される。このような脳研究
ツールの開発は、従来のような特定の脳領域に着
目した研究から、脳全体の中から仮説フリーで変
化を見出す研究へ脳研究の手法のパラダイムシフ
トを加速させると予想する。2017年 12月、オース
トラリア キャンベラで開催された世界主要脳プ
ロジェクト代表者会議において、International
Brain Initiativeを設立することが宣言された。こ
れまでに世界各地で推進されている大型脳研究プ
ロジェクトだけでは脳を解読することは時間を要

するが、様々なリソースを世界レベルで協力・集
結させることによって、‘cracking the brain’s
code’を加速することが出来る２１）。日本の Brain/
MINDS project も International Brain Initiative
の初期メンバーとして参画する。本稿で紹介した
FASTが、世界規模の脳研究を加速させる一助と
なることを期待する。
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