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1. 緒 言 

 脳は、多数の解剖学的領域が相互に連携しながら、多様な生理機能や行動を支える高度に

統合された器官である。こうした機能は、脳内の空間的なつながりに加え、時間的にも精緻

に制御されることで成り立っている。なかでも概日リズムは、睡眠・覚醒、代謝、内分泌、

認知機能などを調節する基本的な時間制御機構であり、脳という動的システムの動作原理

を理解するうえで不可欠な要素である。実際、概日時計の破綻は、代謝疾患、循環器疾患、

神経疾患をはじめとするさまざまな病態と関連することが知られている[1]。 

これまで、哺乳類における中枢時計として視交叉上核（SCN）が重要な役割を担うことは

広く示されてきた[2]。しかし、脳機能は SCN 単独で完結するものではなく、睡眠・覚醒、

記憶、感覚処理といった高次機能は、多数の脳領域の相互作用によって支えられている。し

たがって、概日リズムの理解を包括的な脳機能の理解へとつなげるためには、個別領域の観

察にとどまらず、脳全体を同一の時空間スケールで捉える解析手法が必要である。しかし、

脳全域において自発的な神経活動の概日リズムがどのような時空間パターンを形成してい

るかについては、計測技術の限界から、単一細胞解像度かつ脳全域という広視野を両立した

定量評価が極めて困難であった。 

 そこで本研究では、組織透明化技術 CUBIC（clear, unobstructed brain/body imaging 

cocktails and computational analysis）[3]と全脳 3 次元 c-Fos 免疫染色を中核とし、化学・

光学・情報科学を融合させることで、マウス全脳の概日神経活動を単一細胞解像度で一元的

に捉える解析基盤を構築した。一定暗条件下で 4 時間ごとに 2 日間にわたり脳を採取する

大規模な時系列サンプリングと、独自開発の高速リズム検出アルゴリズムを含む高度な定

量解析パイプラインを適用することにより、脳全域にわたる概日神経活動の全容を解明し、

時間軸を備えた全脳神経活動アトラスを構築することを目的とした。 

 

2. 全脳の概日神経活動を捉えるための課題 

 脳における神経活動の概日リズムを観察するために、これまで電気生理学的記録、in situ 

hybridization、概日時計遺伝子レポーター、カルシウムイメージング、即時早期遺伝子ラベ

リングなど、さまざまな手法が用いられてきた。これらの手法はいずれも有用である一方、

観察領域が限られやすく、脳全体を同一の条件・同一の空間スケールで網羅的に比較するこ

とは困難であった。 

 そこで、組織透明化技術が有力な手法として考えられた[4]。全脳を透明化し、3 次元免

疫染色を行う技術は、すでに研究室から報告されていたが[5]、薬理学的刺激などによらな

い自発的な神経活動の微細な変動を、全脳にわたって定量的に捉えることは容易ではなか

った。こうした微小な変化を全脳で比較するためには、まず環境条件を厳密に統制した時系

列サンプリング系、多数のサンプルに対する均一な免疫染色法、高解像度の 3 次元画像の



取得、細胞を網羅的かつ高感度に検出する画像解析アルゴリズムを統合的に整備すること

が必要であった。 

 さらに、リズム解析においては、解剖学的に定義された単一の脳領域の内部にも、局所的

な構造や細胞構成の違いに由来する概日リズムの多様性が存在しうると考えられた。した

がって、そのような局所的な概日リズムを埋もれさせることなく可視化するには、領域単位

の解析に加えて、より細かな空間スケールでの解析が必要であった。しかし、多数のサンプ

ルに対し、現実的な時間でボクセルスケールでの全脳リズム解析を実行するためには、高効

率なリズム検出手法の実装が求められた。 

 

3. 概日神経活動の解析基盤の構築 

 これらの課題を克服するため、本研究では、組織透明化、3 次元免疫染色、ライトシート

顕微鏡による撮像、デコンボリューションを含む画像処理、細胞自動検出、標準脳アトラス

へのマッピング、および高速リズム解析法を統合した「全脳時空間解析パイプライン」を構

築した（図 1）。 

 

図 1. マウス全脳神経活動の単一細胞解像度解析基盤の概要 

一定暗条件下で 4 時間ごとに 6 個体、2 日間（計 12 時点）サンプリングしたマウス脳（2 系

列で計 144 サンプル）に対し、3 次元 c-Fos 免疫染色および組織透明化（CUBIC）、ライト

シート顕微鏡による 3 次元撮像を行った。取得画像に対してデコンボリューション

（Richardson–Lucy 法）による高解像度化を行い、機械学習（XGBoost）を用いて c-Fos 陽

性細胞を全脳にわたり自動検出した。検出した細胞は標準脳アトラスに位置合わせおよび座

標変換によりマッピングし、領域およびボクセル単位での定量解析を可能とした。Analytic 

cosinor test により概日リズムの有無を評価し、ピーク時刻を同定した。 



 対象には成体オス C57BL/6N マウスを用い、一定暗条件下で 4 時間ごとに 2 日間、計

12 時点で脳を採取した。各時点につき 6 個体を用い、この実験を独立に 2 系列実施するこ

とで、総計 144 脳の大規模時系列サンプルセットを得た。自発的な神経活動に対する外的

刺激の影響を最小限に抑えるため、サンプリング時には後続の個体に刺激が伝わらないよ

う実験環境を整え、6 個体を個別ケージ内で同時に麻酔導入する系を構築した。さらに、刺

激に伴う c-Fos 誘導が検出可能となる前に固定を完了させるため、ラック扉の開放から 6

個体すべての灌流固定終了までを 20 分以内に完遂するプロトコルを確立した。 

 採取した脳は、CUBIC 法を用いて、c-Fos に対する 3 次元免疫染色を施したのち透明化

を行い、ライトシート顕微鏡で撮像した。c-Fos は脳内で広範かつ迅速に誘導される即時早

期遺伝子であり、神経活動を脳全体で可視化するのに適したマーカーである[6]。本研究で

は、多数の全脳サンプルに対して同一条件下で 3 次元免疫染色を実施できる系を整え、サ

ンプル間で比較可能な c-Fos シグナルを安定して取得できるようにした。3 次元画像は 0.63

倍対物レンズで効率よく撮像したのち、計算科学的アプローチであるデコンボリューショ

ンによって復元された高解像度画像を得た。これに対し、局所の輝度情報と点広がり関数

（PSF）に基づく理想的な細胞モデルの輝度分布との比較から算出される複数の特徴量を用

いた機械学習アルゴリズム（XGBoost）を適用することで、c-Fos 陽性細胞を全脳にわたり

単一細胞解像度で自動検出することが可能となった。その後、各脳を標準脳アトラスにマッ

ピングすることで、全 642 解剖学的領域ごとの定量解析を行った。このアトラスには、

CUBIC 処理脳に最適化された Neuron Atlas [7] を用いて精度よく位置合わせすることで、

大脳皮質の各層など正確なレジストレーションが求められる脳領域についても評価を可能

にした。 

 このマッピングに基づく領域単位での c-Fos 陽性細胞数のリズム解析に加え、20 µm ボ

クセルスケールでの全脳リズム解析も行った。これにより、単一の脳領域内部に存在する位

相差や、空間的に連続的する位相変化を評価することができた。ここでは、一億ボクセルを

超える膨大な計算負荷を解消するため、幾何学的原理に基づき P 値を解析的に導出する独

自のリズム検出法「analytic cosinor test [8]」を適用した。これにより、従来の検定法では

困難であった、大規模時系列データに対する全脳規模の統一的なリズム性評価を可能とな

った。 

 さらに、局所的な c-Fos 陽性細胞数の変化だけでなく、全脳の総活動量に対する各領域

の占有率を評価指標として導入することで、脳全体の活動パターンから個体の「脳時刻」を

推定する、オミクス解析手法を応用した情報統計的枠組みも構築した。 

 

4. 脳に広く存在する概日神経活動リズムとその位相 

 まず、全脳 3 次元免疫染色によって得られた c-Fos シグナルの妥当性を検証するため、

既知の中枢時計である SCN [9,10]に着目し、その時系列画像を比較した。その結果、SCN 



における c-Fos シグナルは、2 系列の実験を通じて再現よく明瞭な 24 時間周期の変動を示

した（図 2）。そのうえで全脳に対して本研究で構築した解析パイプラインを適用したとこ

ろ、1 脳あたり約 40 万～300 万個の c-Fos 陽性細胞が検出され、その総数にも時刻に応じ

た変動が認められた。 

 

 全 642 解剖学的領域を対象とした時系列解析の結果、508 領域（79%）が有意な概日リズ

ムを示した（図 3）。これは、神経活動の概日リズムが SCN のような限られた領域にとど

まらず、脳に広く存在することを示している。さらに、各領域のピーク時刻は一様ではなく、

夜行性であるマウスの活動期後半すなわち主観的夜の後半にピークを示す領域が多数を占

める一方で、非活動期である主観的昼にピークを持つ領域も確認された。 

図 2. 視交叉上核（SCN）における c-Fos シグナルの時系列変化 

一定暗条件下で 4 時間ごとに採取したマウス脳に対し、c-Fos 免疫染色を行い、取得した全

脳 3 次元画像から SCN の前額断像を再構成した。各時点 6 個体を用いた 2 系列の独立実験

で、SCN の c-Fos シグナルは再現性高く周期的な変化を示した。スケールバー：500 µm。 



 

 このようなピーク時刻の空間分布を詳しくみると、生理学的機能系ごとに特徴的な時間

構造を示すことが明らかになった（図 4）。感覚処理系においては、視覚関連領域が主観的

昼にピークを示す傾向がある一方、聴覚関連領域は主観的夜にピークを示す傾向があり、両

者は逆位相の関係を示した。また、睡眠・覚醒調節系においても、覚醒促進領域の多くが活

動期である主観的夜の後半にピークを示したのに対し、腹外側視索前野（VLPO）などの

NREM 睡眠促進領域は主観的昼にピークを示した。 

 

 さらに、記憶関連領域では海馬内部に顕著な位相差が認められた。CA1 および CA3 は

図 3. 概日リズムを示した脳領域にお

ける c-Fos 陽性細胞数の時系列変化 

有意なリズムを示した 508 領域につ

いて、 c-Fos 陽性細胞数の時系列デ

ータを正規化し、ピーク時刻に基づい

て並べ替えてヒートマップとして表

示した。色は各領域における相対的な

細胞数変化（Z スコア）を示し、右の

カラーバーはピーク時刻（概日時間）

を示す。 

図 4. 生理学的機能に関連する脳領域における c-Fos 陽性細胞数の時系列変化 

SCN および記憶、視覚・聴覚、覚醒・NREM 睡眠に関わる代表的な脳領域について、c-Fos 

陽性細胞数（またはその正規化値）の時系列変化を示した。各曲線は系列 1 の結果を示し、

縦線は各領域のピーク時刻（概日時間）を示す。灰色の領域は主観的夜を示す。 



主観的夜にピークを示したのに対し、歯状回（DG）は非活動期である主観的昼にピークを

示し、ほぼ逆位相であった。これは、海馬における記憶処理過程が、一日のうちで時間的に

分業化されている可能性を示唆している。また、小脳においては、検出された c-Fos 陽性

細胞数は比較的少なかったものの、リズムを示す領域は一貫して非活動期である主観的昼

の後半にピークを示した。これらの結果は、本研究が確立した解析基盤によって初めて、全

脳にわたる機能系ごとの時空間構造を俯瞰的に捉えることが可能になったことを示してい

る。 

 

5. ボクセル単位解析が明らかにした領域内の位相差 

 領域単位の解析に加え、20 µm ボクセル解像度での解析を適用することで、解剖学的な

領域の定義に縛られない、より微細な概日神経活動の評価を行った。その結果、SCN や視

床下部背内側核（DMH）、海馬 CA1、嗅内皮質などにおいて、同一領域の内部に異なるピ

ーク時刻を示す部位が混在し、時間的な多様性が存在することが明らかになった。 

 特に SCN では、前方背内側から腹外側にかけて緩やかに推移する連続的な位相勾配を 

3 次元的に可視化することに成功した（図 5）。また CA1 においても、遺伝子発現や細胞種

分布の違いが知られる背腹軸に沿って[11,12]、連続的な活動ピーク時刻の変化が認められ、

神経活動の時間的な違いも存在することが示された。こうした知見は、観察領域が限定され

る従来手法では捉えることが容易ではなく、本解析基盤の高い空間解像度と高速処理アル

ゴリズムによって全脳規模での定量的可視化をはじめて実現した成果である。 

 

図 5. ボクセル単位解析により可視化された領域内の位相分布 

SCN および海馬 CA1 における c-Fos 陽性細胞数のボクセル単位解析結果を示す。各ボク

セルのピーク時刻（概日時間）を色で表示した。SCN では前方背内側から腹外側にかけて、

CA1 では背腹軸に沿ってピーク時刻の変化が観察された。スケールバー：500 µm。 



 

6. 相対位相を用いた脳時刻推定 

 次に、脳全体の活動パターンから脳時刻を推定する情報統計的な枠組みを構築した。解析

にあたり、全脳の c-Fos 陽性細胞数自体の日内変動を踏まえ、各領域の c-Fos 陽性細胞数

をその時点における全脳の総 c-Fos 陽性細胞数で割った cell count ratio を指標として導

入した。 

 各領域についてこの指標に基づくリズム解析を行ったところ、その相対位相は一日を通

じて幅広い時間帯に分布することがわかった。そこで、相対位相が均等に分散するように領

域群を抽出し、脳の概日タイムテーブル[13]を作成し、交差検証（leave-one-out cross-

validation）により個別サンプルの採取時刻を推定したところ、平均絶対誤差は約 1.44 時間

という高い精度が得られた（図 6）。 

 これらの結果は、脳全体の c-Fos パターンが、単なる局所活動の総和ではなく、個体の

時刻情報を高度に反映していることを示唆している。すなわち本研究は、概日神経活動を脳

内の局所現象としてだけでなく、個体の内部状態（脳時刻）を読み出すためのシステム情報

として活用する新たな枠組みを提示した。この枠組みは、たとえば概日リズムの減衰や位相

のずれが生じる疾患モデルにおいて、個体内部の時計を定量的に評価することを可能にし、

より正確な病態解析に寄与すると期待される。 

 

 さ ら に 、 本 研 究 で 得 ら れ た 結 果 を オ ー プ ン ア ク セ ス の デ ー タ ベ ー ス

（https://circadian.cfosdb.systems-based-medicine.org/database）として公開し、領域およ

びボクセル単位で概日リズムを探索・比較できる情報資源を提示した。このリソースは、単

に本研究の結果を閲覧するためのものではなく、遺伝子発現、神経回路、細胞種情報など他

の脳科学リソースとの統合により、新たな仮説を生み出すためのプラットフォームとなり

図 6. 相対位相を指標にした脳活動パターンに基づく脳時刻推定 

各時点における脳領域ごとの c-Fos 陽性細胞数の相対値を示す。各点は脳領域を表し、色は

その脳領域の相対的なピーク時刻（概日時間）を表す。上段は実際の採取時刻における分布、

下段は各サンプルについて推定された採取時刻を示す。 



うる。 

 

7. 結 言 

 本研究により、マウス全脳神経活動を単一細胞解像度で一元的に定量化する解析基盤が

確立された。これにより、従来は限られた領域ごとにしか捉えられなかった脳の概日神経活

動を、同一条件下かつ全脳スケールで俯瞰し、機能系ごとの時間構造を明らかにすることが

可能となった。 

  今後、この解析基盤は時間生物学にとどまらず、広く脳機能研究に展開できると期待さ

れる。たとえば、睡眠、記憶、感覚処理、運動、情動といった多様な機能を支える神経活動

を、全脳規模かつ単一細胞解像度で比較することで、脳機能の時空間的な構成原理をより深

く理解することが可能となる。また、薬理学的研究においては、薬剤投与によって生じる神

経活動の変化を全脳にわたって定量化し、その作用部位や作用時刻、さらには予期しない影

響の広がりまで評価することが可能になる。さらに、疾患モデルに応用することで、異常が

いつ、どこで現れるかという時空間的な観点から病態を捉え直すことも可能である。 

 すなわち本研究は、概日神経活動の全脳アトラスを提示しただけでなく、マウス全脳神経

活動を単一細胞解像度で定量するための共通基盤を示したものである。この基盤により、今

後、多様な脳科学研究や薬理学的研究が新たな水準へと押し広げられることが期待される。 
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single-cell atlas of circadian neural activity in mice. Science 2026;19;391:eaea3381. 
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