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ABSTRACT 
 

 

ゼブラフィッシュは、発育が早く透明な胚であるため、顕微鏡を用いた比

較的高スループットのスクリーニングが可能であり、生きた動物における

薬物スクリーニングのユニークな機会を提供する。しかし、迅速で柔軟な

イメージングと解析のプラットフォームが限られているため、ゼブラフィッシ

ュの薬物スクリーニングへの利用も制限されている。我々は、生きたゼブ

ラフィッシュのハイスループットな表現型ベースのスクリーニングに適し

た、使いやすくカスタマイズ可能な自動スクリーニング手順を開発した。

我々は、胚の明視野および蛍光画像を迅速に取得するためにWiScan® 

Hermes High Content Imaging Systemを利用し、解析のためにWiSoft® 

Athena Zebrafish Applicationを用いた。このアプリケーションは、明視野

画像から魚を自動的に検出し、解剖学的構造を同定し、魚検体を領域に

分割し、所望の方向・傾きの魚を測定する人工知能主導のアルゴリズム

を利用する。最初の検証では、構造解析と蛍光画像を組み合わせて、胚

の尾にあるGFPタグの付いた造血幹細胞や前駆細胞をAIでカウントし、

手作業によるカウントと相関させた。さらに、遺伝子変異やX線照射の影

響を高含量で評価するために、幅広いアッセイを用いてこのシステムを検

証した。さらに、デュアル蛍光色素を用いた複数の細胞タイプの同時解析

をハイスループットで行った。さらに我々は、ゼブラフィッシュにおけるハイ

コンテントスクリーニングのための、幅広く適用可能で迅速にカスタマイズ

可能なプラットフォームを実証した。 
 

この論文には、筆頭著者へのインタビューが掲載されている。. 

KEY WORDS: Drug screening, High-throughput, Zebrafish 
 

 

 

はじめに 
ゼブラフィッシュはヒト疾患の優れたモデルであり、in vivo低分子表 

現型薬剤スクリーニングのユニークな機会を提供する。1つの繁殖

ペアが数百個の胚を産むことができ、胚の急速な発育と透明な性

質と相まって、通常は細胞培養に限定される顕微鏡ベースのスクリ

ーニングに適している。ほとんどのin vivoスクリーニング・プラットフ

ォームとは異なり、数千の動物を比較的ハイスループットのスクリー

ニングが可能であり、無傷の生きた動物でスクリーニングできる 
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という利点もある。 

このようなin vivoスクリーニングの有用性は、同定された化合物の

臨床試験への迅速な再利用によって実証されている。これは、 in 

situハイブリダイゼーションを用いたゼブラフィッシュスクリーンで造

血幹細胞を増強することが判明し、臍帯血移植を受ける患者の治

療薬として臨床試験に入ったdmPGE2が例証している（Northら、

2007；Hagedornら、2014）。さらに、ゼブラフィッシュ胚の有毛細胞の

ゼブラフィッシュスクリーンで同定されたORC-13661（Owensら、

2008；Chowdhuryら、2018；Kitcherら、2019）は現在、アミノグリコシ

ド抗生物質誘発性脱毛による難聴を予防する薬剤として臨床試験

中である。 

このような利点があるにもかかわらず、ゼブラフィッシュを高速かつ

柔軟なフォーマットでサポートする画像取得、特に解析プラットフォ

ームが限られているため、薬剤スクリーニングにおけるゼブラフィッ

シュの普及には限界がある。スクリーンは一般的に時間がかかり、

多くの場合、手動または特注のイメージングソリューションと手動解

析に依存している。例えば、Northら（2007）は、dmPGE2を同定する

ために、2つのプローブを用いたin situハイブリダイゼーションの後、

手作業による定性的スコアリングを利用した。有毛細胞の修飾因

子としてのORC-13661の発見も、染料で処理した後の10,960化合

物の蛍光性神経細胞の手作業による検査に依存しており、変化を

定量化するためには手作業による計数が必要であった（Owens et 

al.、2008）。この有毛細胞アッセイは迅速かつシンプルであり、多く

の追加スクリーニングで使用されている（Chiu et al., 2008; Vlasits et 

al., 2012; Esterberg et al., 2013; Pei et al., 2018）が、いずれも依然と

して個々の魚の手作業によるカウントまたはスコアリングに依存し

ており、解析スループットにおいて大きなボトルネックとなっている。 

ゼブラフィッシュはまた、新規化学療法化合物の薬剤スクリーニン

グや患者特異的反応の同定のための貴重な患者由来異種移植モ

デルとして台頭してきており、マウスモデルよりもはるかに迅速な時

間スケール、費用対効果、大量に使用できる能力など、いくつかの

利点がある（Xiaoら）. 

ゼブラフィッシュ異種移植片は、例えば肺がん細胞に対するBPIQ

の検証（Chiuら、2015年）や腺様嚢胞がんに対するレゴラフェニブの

同定（Chenら、2017年）のように、化学療法化合物の同定や検証に

うまく利用されてきた。ゼブラフィッシュが異種移植モデル用の有用

なハイスループットスクリーニングプラットフォームを提供できること

を示す例は数多くあるが（Haneyら、2020年；Zhangら、2014年；Linら、

2019年；Fuら、2018年；Somasagaraら、2021年）、これらを大規模に

使用することは今のところ限られている。柔軟性が高く、カスタマイ

ズが容易なプラットフォームは、薬剤スクリーニングにおける異種移

植モデルの使用を大いに助けるだろう。異なるモデル間のばらつき

や複雑さ、腫瘍の大きさ（Zhangら、2014年）や細胞数（Somasagara

ら、2021年）など、結果の読み出しが異なるためである。 

 

 B
io

lo
g
y
 O

p
e
n
 

 

mailto:e.payne@ucl.ac.uk
http://orcid.org/0000-0001-6592-9513
http://orcid.org/0000-0002-0176-9976
http://orcid.org/0000-0001-5894-6016
http://orcid.org/0000-0001-5894-6016
http://orcid.org/0000-0003-0441-3358
http://orcid.org/0000-0001-8854-1546
http://orcid.org/0000-0001-9544-6213
http://orcid.org/0000-0001-9544-6213
http://orcid.org/0000-0001-5841-778X


2  

METHODS & TECHNIQUES Biology Open (2021) 10, bio058513. doi:10.1242/bio.058513 

 

最適なゼブラフィッシュ・ハイスループット・スクリーニング・プラットフ

ォームは、様々な多重アッセイや表現型において、画像取得と解析

の両方を最小限の人的介入で自動化できるものでなければならな

い。このプロセスにおける主要な課題のひとつは、胚を手動で操作

することなく、イメージングに必要な方向に胚を移動させることであ

る。一つのアプローチとして、VAST Bioimagerのように、胚のイメー

ジングに小さなガラスキャピラリーを使用する方法があり、これによ

りゼブラフィッシュ胚を選択した向きで自動イメージングできる

（Pulak, 2016; Pardo-Martin et al, 2010; Pardo-Martin et al, 2013; 

Chang et al, 2012; Haney et al, 2020）。ゼブラフィッシュ胚もまた、96

ウェルプレート内の標準的な顕微鏡によって半自動化フォーマット

で画像化することができる（Romano and Gorelick, 2014）が、手動操

作や画像の検査なしに魚の向きを制御することには限界がある。 

既存の自動画像解析ソリューションはもっと限られており、ほとんど

のプラットフォームは特注のソリューションとして開発されている。一

般的な手法のひとつは、トランスジェニック・ゼブラフィッシュの蛍光

画像や、色素で蛍光標識した魚の蛍光画像を自動的に解析するア

ルゴリズムを設計することである。このようなスクリーニングの多く

は、Molecular Devices社の ImageXpress High Content Screening 

Systemを自動画像取得に適応させている。これには、血管新生血

管の数を定量化するアッセイ（Tran et al, 2007）、軸索の長さを分析

するアッセイ（Kanungo et al, 2011）、異種移植ゼブラフィッシュの腫

瘍サイズを測定するアッセイ（Zhang et al, 2014）、細胞をカウントす

るアッセイ（Somasagara et al, 2021）などが含まれる。しかし、これら

の自動解析には、特注アルゴリズムの開発か、より一般的なソフト

ウェアのカスタム適応が必要な場合が多い。ゼブラフィッシュ胚の

解析用に設計または適応されたオープンソースのアプローチが数

多くある。ImageJは、例えば、化学療法化合物を評価するために、

異種移植したゼブラフィッシュの蛍光を定量化するために一般的に

使用されている（Haney et al, 2020）が、これは自家蛍光の閾値処理

に依存しており、魚全体または手動で選択した領域のいずれかを

見るためにのみ使用することができる。QuantiFishは、ゼブラフィッ

シュの蛍光病巣を分析するために開発されたオープンソースのアプ

リケーションで、胚の細菌感染の分析に使用されている（Stirling et 

al, 2020）。CellProfilerはより一般的な画像解析プラットフォームで

（Kamentsky et al, 2011）、ヘモグロビンを定量化するゼブラフィッシ

ュ胚の解析（Metelo et al, 2015）など、多くのパイプラインが公開さ

れている。しかし、これらのプラットフォームを新しいアプリケーショ

ンに適応させるには、ユーザーが分析をセットアップするために多く

の開発が必要であり、専門知識がなければ困難であるため、普及

が制限されている。人工知能(AI)ベースのアプローチは、より広い

適用性を持つ自動画像解析の機会を提供することができる。Vogt

らは、Definiens Cognition Network Technology（CNT）を用いて、96

ウェルプレートに配列されたトランスジェニック蛍光胚を検出・分割

し、血管の発達を定量化するアルゴリズムを設計・訓練した（Vogt 

et al, 2009）。そして、この方法を別のトランスジェニック魚の系統や

表現型に適応させることができ、FGFシグナル伝達のケミカルスクリ

ーニングに用いた（Vogt et al, 2010; Saydmohammed et al, 2011）。 

私たちは、ゼブラフィッシュ胚の造血幹細胞および前駆細胞

（HSPCs）を調べる低分子および遺伝学的スクリーニングを行うた

めのスクリーニング・プラットフォームを探していた。長期的な目標

は、骨髄性悪性腫瘍の標的治療薬のスクリーニングである。血小

板細胞とHSPCsを緑色蛍光で標識するTg(itga2b:GFP)トランスジェ

ニック系統（Lin et al, 2005）は、HSPCsの数と位置を読み取ることが

できる。HSPCsの半自動スクリーニングは以前に開発されている

（Arulmozhivarman et al, 2016）が、このスクリーニングにはカスタム

解析プラットフォームと関心領域を定義するためのユーザー入力が

必要であった。. 

我々は、画像取得と定量解析の両方を自動化した、使いやすく、

かつ広範囲に適用可能なゼブラフィッシュ胚スクリーニングプラット

フォームを開発した。我々はまず、表現型が知られている遺伝学的

スクリーニングと放射線スクリーニングを用いて、HSPCsを定義す

る目的のスクリーニングの表現型検証を行った。次に、mCherryタ

グの付いた骨髄系細胞を用いて、複数の蛍光出力を組み合わせる

ようにアッセイを拡張し、さらに毒性スクリーニングに使用するアポ

トーシス性のアクリジンオレンジを含むようにスクリーンの読み出し

を拡張した。また、このプラットフォームの幅広さと簡便さを強調す

るために、これまで多くの手動スクリーンで使用されてきた有毛細

胞マーカーと、眼の大きさの明視野形態学的スクリーンも利用した。  

 我々のカスタマイズ可能なスクリーンは、ゼブラフィッシュの一般的な

薬剤スクリーニングのための他の解剖学的部位や表現型の研究に簡

単かつ迅速に適用することができ、1日で数千匹の自動画像取得と解

析が可能である。 

 

結果 

 

共同開発したWiSoft® Athena画像解析プラットフォームによる多重蛍

光イメージングでのゼブラフィッシュ胚と内部解剖の自動検出 

効果的なハイコンテントスクリーニング（HCS）には、ハイスループット

を可能にするシンプルで迅速な画像取得が必要である。我々は

WiScan® Hermes High Content Imaging System（IDEA Bio- Medical）を

利用して、受精後3日（dpf）の生きたゼブラフィッシュ胚の蛍光および明

視野画像を迅速に取得した。ワークフローを図1Aに示す。フェニルチオ

尿素で処理した生きた胚を麻酔し、96ウェルのゼブラフィッシュアライメ

ントプレート（橋本社製）に、手動ピペットを用いて1ウェルあたり1個の胚

をセットした。Hermesでイメージングする前に、プレートを短時間遠心し

た（図1A）。胚は4倍の対物レンズを用い、0.2 mmの幅で5スライスのzス

タック撮影を行い、正確な画像ステッチと全魚の可視化を可能にするた

め、各ウェルに沿って4枚の画像を重ねた（図S1）。画像取得は明視野

と蛍光チャンネルで行われ、フルプレートあたり3840枚の生画像を得る

のに約15分かかり、比較的高いスループットを可能にした。画像の前処

理は、付属のバッチ画像処理ソフトウェアパッケージ（IDEA Bio-Medical、

「試料と方法」参照）により約20分で自動的に行われた。我々は、全魚

類解析のための画像スティッチングの前に、明視野チャネルの最良zス

ライス選択（最も焦点の合ったz平面）と蛍光チャネルの最大z軸強度投

影を行い（図S1）、画像は付属のソフトウェアでバッチ処理された。蛍光

の最大強度は、魚の体積全体を通してすべての蛍光標識細胞を捉え

るために、ベストスライス選択よりも選択された。この方法で、追加処理

や画像デコンボリューションの必要なく、個々の蛍光標識細胞を可視化

することができ、同時に明視野チャネルの解析のために魚の尾と頭の

両方に適切な焦点を合わせることができた。 

IDEA Bio-Medical社は、同社のWiSoft® Athenaソフトウェアパッ

ケージ用に、ユーザー入力なしで魚と内部解剖学的構造を識別す

る新しいゼブラフィッシュ画像解析アプリケーションを開発した。この

解析アプリケーションは、独自のディープラーニングAIアルゴリズム

を使用し、ゼブラフィッシュの明視野画像を解析する（試料と方法を

参照）。アルゴリズムのトレーニングには13のデータセットを使用し、

テストにはさらに5つのデータセットを使用して、ナイーブデータの特

徴を検出するためのトレーニング済みAIの品質を確保した。このソ

フトウェアは、ゼブラフィッシュ胚の外形を自動的に検出し、同時に

内部の解剖学的構造と領域を識別するために明視野画像を使用

するように訓練された（図1B）。現在、検出された内部解剖学的構

造には、眼球、心臓、尾びれ、卵黄嚢、脊椎、膀胱、および耳小骨

が含まれる（図１B）。また、胚本体は頭部、体幹、尾部に細分化さ

れる。 
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図1. ゼブラフィッシュ胚を検出し、尾の造血幹細胞をカウントするスクリーニングのワークフローと自動画像解析。 

(A) プレートの準備、画像取得、ゼブラフィッシュ胚の画像解析含むスクリーニングプラットフォームワークフローの概略図。(B,C）Hermesから取得し

た3dpfのTg(itga2b:GFP)ゼブラフィッシュの明視野画像（B）と蛍光画像（C）。Athenaで同定された領域の一部（尾（赤）、体幹（紺）、頭部（白）、眼（ピ

ンク）、卵黄（黄）、尾びれ（水色）、蛍光小胞子（緑））を示す。(D) 3 dpfにおける尾部の造血組織（CHT）における造血幹細胞および前駆細胞

（HSPC）の位置を示す漫画。 (E) Athena Zebrafishアプリケーションを用いた、3 dpfにおけるTg(itga2b:GFP)胚の93個の個別画像におけるHSPC数

の相関（マニュアルとAI機械カウント（小胞子）の間）。r=0.844の単回帰を用いて解析した。スケールバー： 500 µm、nは解析した胚の数。. 

 

分割された各領域は、形態（目の大きさなど）や数（目の向きを決定

するために1つと2つを数えるなど）などの特徴について分析するこ

とができ、強度メトリクスや蛍光細胞や小胞体などの標識構造の同

定を含む蛍光定量化と組み合わされる（図1C）。 

.この解析アプローチでは、手作業による画像検査なしで、希望する

側方 向の魚だけを含むウェルの自動選択も可能である（図1D）。ア

ライメント・プレートの使用により、分析に適した向きの魚の数は改

善されるが（図1A,B）、各プレートに含まれる少数の魚は、ウェル内

で適切にアライメントされていない［仰向けに寝ている、尾が観察窓

から外れているなど（図S2）］。これは通常プレートあたり5%未満で

ある。

横向きの魚は、Athenaソフトウェアによって識別された解剖学的属性、

特に目の数と尾の数の両方が1に等しいものを使用して選択され、それ

によって空のウェルと望ましくない向きの魚を除外した。ソフトウェアで魚

と尾の最小面積を定義することで、魚がウェルに部分的にしか入ってい

ないウェルも除外される（材料と方法を参照）。画像を手動で検査するこ

となく、これらのウェルを自動的に除外することは、ハイスループット・ア

プリケーションにとって重要な機能であり、不正確または偏ったサンプル

選択による統計のゆがみを回避する。これらの不適切な向きの魚は、手

作業で正しい向きにすることもできるが、必要な手作業時間は、追加の

96ウェルプレートの準備、スキャン、処理、分析に必要な時間をはるかに

上回り、有用なデータの総量が少なくなる。 
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迅速な画像取得とバッチ画像処理、および魚とその解剖学的構

造の自動検出を組み合わせることで、最小限のユーザー入力でハ

イスループット解析が可能になる。検出される特徴の多様性と、ア

プリケーションの迅速で使いやすいカスタマイズ性により、このプラ

ットフォームは、以下に詳述するように、多くのスクリーニング用途

に対応する汎用性の高いツールとなっている。. 

 

2-4dpfゼブラフィッシュ胚の尾部におけるHSPCsの正確なカウント   

                                                                  

 我々のスクリーニングの第一目標は、Tg(itga2b:GFP)レポーター株を

用いて、HSPCsを正確に数えることであった（図1C）。3dpfでは、HSPC

は尾の付け根の尾側造血組織（CHT；胎児肝臓に類似）に存在し、卵黄

嚢の尾側最末端に近接している（図1D）。私たちは、患者のHSPCsで同

定された骨髄異形成症候群（MDS）関連の遺伝子変異の影響を分析で

きるように、この領域だけに存在する細胞数を自動的にカウントできる

スクリーニング・プラットフォームの開発を目指した。最終的には、この

ようなツールによって、変異幹細胞を標的とする大規模な低分子ライブ

ラリースクリーニングが可能になり、変異HSPC集団のみを枯渇させる

薬剤を同定することができる。私たちのアッセイを自動化する上での課

題のひとつは、3dpfのゼブラフィッシュは、特に頭部と卵黄の周囲にか

なりの自家蛍光を持つことである（図1C）。目的のHSPCはGFPlo細胞で

あり、GFPhi細胞は血小板細胞で、一部は循環している（Lin et al, 

2005）。このため、画像全体の自動蛍光を閾値処理するだけでは、

多数の目的の細胞が誤って除去されたり、我々の質問とは 

関係のない蛍光スポットが含まれたりした。Athena Zebrafishアプリケ

ーションは、画像の手動検査やセグメンテーションを行うことなく、魚

の選択された領域、我々の場合は尾（図1C、赤で輪郭を描く）の蛍光

小胞子の自動カウントを提供することができる。96ウェルプレートの

解析には約10分かかる。測定された数を検証するため、3dpfの野生

型トランスジェニック・ゼブラフィッシュの96ウェルプレートをAthenaソ

フトウェアで解析し、同じ画像の手作業による細胞カウントと結果を

比較した。この2つの計数方法には強い相関があり、r=0.844（図1E）

であったことから、自動検出でも手動計数と同等の結果が得られるこ

とが示された。 

幹細胞は約2dpfで初めてCHTに移動し、そこで増殖を始める（Chen 

and Zon, 2009）。我々はこのプラットフォームを様々な年齢の胚でテ

ストし、CHTにおけるHSPCの蓄積を経時的に観察した（図2A）。私た

ちの自動HSPC計数アッセイを用いると、2dpfの時点で少数のHSPC

がCHTに存在し、その後48時間かけて着実に増加することが確認さ

れた（図2A, B）。この実験では、各年齢で異なるバッチの胚を用いた。

しかし、胚は生きたまま画像化され、ピペットでプレートから簡単に取

り出せるので、必要に応じて同じ胚の縦断的研究が可能である。

我々は5dpfの胚の画像化も試みたが、泳動膀胱の膨張のため、望

ましい方向に整列する魚はごくわずかであり、解析はもはや望ましい

スループットでは行えなかった。胚の形状や卵黄嚢の遠心分離に対

する脆弱性から、丸底プレートのような別のプレートを使用する必要

があるが、このシステムを若い胚の画像化に使用することは可能で

ある。現在のところ、このソフトウェアは2～6dpfの魚を識別するよう 
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図 2. ゼブラフィッシュ胚の年齢や遺伝による幹細胞集団の違いを検出するために、Athena ゼブラフィッシュ アプリケーションを使用し、 HSPC 数を検証

した。(A) 2～4 dpf の Tg(itga2b:GFP) 胚の明視野画像と蛍光画像。尾部領域 (赤) の HSPC 数 (緑) を分析した。(B) 2 dpf (n=48)、3 dpf (n=54)、4 dpf 

(n=47) の HSPC 数。時間の経過に伴う HSPC 数の増加を示す。 (C) 24時間phz溶血ストレスを与えた後の3日後のrps14+/+およびrps14+/−Tg(itga2b:GFP)の

尾部の蛍光画像。尾部領域(赤)のHSPC数(緑)を分析したストレスなしのコントロールデータと並べて表示。 (D) 異なる条件での HSPC 数。ストレスのない 

rps14+/− (n=27) とストレスのない rps14+/+ (n=22) 胚の間で HSPC 数に差はないが、phz ストレスを受けた rps14+/+ 胚 (n=29) では野生型と比較して HSPC 

数が増加している。これは、phz ストレスを受けた rps14+/− 胚 (n=29) では発生しない。3 回の実験 (Peñaら, 2020 プレプリント) による。統計分析には、

無対 t 検定を使用した。エラー バーは、平均 ± 標準偏差 ns、P>0.05、**P<0.01 を示す。スケール バー: 500 µm。n は、各条件で分析された胚の数を指

す。細胞数は、示されている例の画像の Athena 細胞数を示す。. 
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にトレーニングされているが、トレーニングデータセットを追加すれ

ば、より若い魚を識別するようにトレーニングすることも可能である。 

HSPC と骨髄細胞数の表現型の違いの検出 

我々は、Rps14 変異体ラインを含むゼブラフィッシュの MDS モデル

をいくつか開発した (Peña ら、2020 年プレプリント)。このモデルでは、

動物がストレスにさらされていない限り、ヘテロ接合性胚は野生型動物

と表現型的に区別がつかない。フェニルヒドラジン (phz) はゼブラフィッ

シュの溶血ストレスとして使用され、ヘモグロビンの酸化と貧血を引き

起こす (Lenard ら、2016 年、Shafizadeh ら、2004 年、Ferri-Lagneau ら、

2012 年)。受精後24～48時間（hpf）にphzを24時間適用すると、野生型

の胚のみが誘発された貧血から回復する（Schneider et al., 2016; Peña 

et al., 2020 preprint）。HSPCカウントアッセイを使用して、野生型では3 

dpfでphzが貧血に反応してHSPCの増加につながることを示したが、

Rps14変異体ではこの反応は観察されなかった[P<0.01、図2C、D（Peña 

ら 2020 プレプリント）]。  

プラットフォームの感度をさらに定義するために、さまざまな非致死

量のX線照射が胚のHSPC数に与える影響が評価された（Traverら

2004; McAleerら 2005）。胚は 2 dpf で放射線照射され、その後 3 dpf で

画像化された。この結果、40 Gy で幹細胞が大幅に減少し、100 Gy でさ

らに減少がみられた (図 3A)。このプラットフォームでは、大量の画像 

を迅速に分析でき、表現型の違いは高い統計的有意性で簡単に測

定が可能となる (P<0.001、図 3B)。 

MDS モデルで HSPC のみを分析するだけでなく、他のゼブラフィッ

シュ トランスジェニックを含む他のアッセイに簡単に拡張して、さまざ

まな細胞タイプをラベル付けできる汎用スクリーニング プラットフォ

ームの開発を目指した。Tg(itga2b: GFP) と、mCherry タグ付き骨髄

細胞 (Buchan ら、2019) を持つ Tg(lyzC:mCherry) の 2 色トランスジ

ェニック ラインを使用して、赤と緑の両方のチャネルで画像化するた

めに、多重蛍光画像取得を実行した (図 3C)。この魚の系統をX線照

射アッセイに使用し、両方の蛍光チャネルでイメージングし、2つの色

それぞれに蛍光スポットカウント機能を適用することで、同じ魚の

GFPタグ付きHSPCとmCherryタグ付き骨髄細胞の両方を特定した

（図3C）。GFPタグ付きHSPCの減少と同時に、照射後のmCherryタグ

付き骨髄細胞の減少も観察された（Aldridge and Radford、1998年、

Lehnertらl.、1985年）（P<0.0001、図3D、E）。 
蛍光出力を使用した拡張アプリケーション - アポトーシス、有毛細胞
検出、血管新生 

我々は、血液関連のスクリーニングを超えて、ゼブラフィッシュ胚の

薬物スクリーニングに一般的に使用される他のアッセイに対するプ

ラットフォームの有用性をさらに評価し、様々なスクリーニングアプ

リケーションへの幅広い適用性を示したいと考えた。ゼブラフィッシ
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図 3. ゼブラフィッシュ胚における、X 線照射が HSPC 数と骨髄細胞数に及ぼす影響、およびアポトーシスに対する自動解析 (デュアル蛍光体画像)。(A) 受

精後 3 日の Tg(itga2b:GFP) 胚の尾部の蛍光画像。受精後 2 日で 0 Gy、40 Gy、または 100 Gy の X 線を照射し、尾部領域 (赤) の HSPC 数 (緑) を解析。(B) 

0 Gy (n=48) と比較して、40 Gy (n=46) および 100 Gy (n=48) での HSPC 数の減少を示す。 (C) 受精後3日目のTg(itga2b:GFP)(lyzC:mcherry)二重蛍光体胚の

尾部の蛍光画像。受精後2日目に0 Gyまたは40 GyのX線を照射し、尾部（白）のHSPC（緑）と骨髄細胞（赤）を分析。 (D、E) 尾部のGFP陽性細胞のHSPC数

（D）とmCherry陽性細胞の骨髄細胞数（E）。照射なし（n=42）と比較して、照射あり（n=43）では両方の細胞タイプが減少。 (F) 受精後3日目のアクリジ

ンオレンジ染色胚の蛍光画像。受精後2日目に0 Gyまたは40 GyのX線を照射し、魚全体の小胞子数（緑）を分析。 (G) 魚全体の小胞子数。照射後 (n=40) は

未照射 (n=42) と比較してアポトーシスが増加していることを示す。照射実験は 3 回実施。統計分析には対応のない t 検定を使用。エラーバーは平均 ± 標

準偏差を示す。***P<0.001、****P<0.0001。スケール バー: 500 µm。n は各条件で分析された胚の数を示す。細胞数は、デュアル蛍光体画像の各細胞タイプ

について、示されている例の画像の Athena 細胞数を示す。 
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ュのアポトーシスアッセイは、制御および誘導アポトーシスの分析
や毒性評価などの薬物スクリーニングに利用できる (McGrath and 
Seng, 2013; Parngら 2004)。アクリジンオレンジは蛍光アポトーシス
マーカーであり、生きた胚を染色液中でインキュベートし、続いて蛍
光イメージングを行うことで、ゼブラフィッシュの細胞死を簡単に視
覚化できる (Abramsら, 1993; Furutani-Seiki ら1996; Tucker and 
Lardelli, 2007)。この蛍光の迅速な自動定量化は、薬物スクリーニン
グや化学スクリーニングの毒性評価に貴重なツールとなる可能性
がある。我々のスクリーニングプラットフォームが細胞死の評価に
適応できるかどうかをテストするために、3 dpf での分析の前に、2 
dpf での X 線照射を使用してゼブラフィッシュ胚でアポトーシスを誘
導した。ゼブラフィッシュの胚への放射線照射はアポトーシスを引き
起こし、特に脊髄内の細胞に感受性がみられる (Geiger ら、2006)。
放射線照射後の死にゆく細胞を超生体染色アクリジンオレンジで
標識し、Hermes でハイスループットで画像化した (図 3F)。Athena 
分析パイプラインは、小胞子検出のしきい値、スムージング、およ
び面積パラメータを調整して最適化され、魚全体の死にゆく細胞集
団を定義する小さな染色小胞子をカウントする。放射線照射による
細胞死の増加は容易に観察された (P<0.0001、図 3G)。 

ゼブラフィッシュの側線の有毛細胞を分析するアッセイは、これら

の細胞と人間の内耳有毛細胞との類似性により、難聴や耳毒性を

媒介する化合物の創薬にも利用されてきた  (Whitfield、2002; 

Nicolson、2005; Ton および Parng、2005)。側線の有毛細胞は、ゼ

ブラフィッシュの頭部と体に沿って神経節に配置されており、蛍光マ

ーカー YO-PRO-1 を使用して染色できる。これは、いくつかの化学

的および遺伝学的スクリーニングで利用されている (Chiu ら、2008; 

Vlasits ら、2012; Esterberg ら、2013; Pei ら、2018; Owens ら、2008)。

現在まで、これらのスクリーニングでは、神経節を数えるか分解を

スコアリングするかのいずれかによって手動で評価する必要があっ

た。そこで我々は、自動分析プラットフォームを使用して、これらの

スクリーニングの 1 つの結果を再現しようと試みた。Chiu らは、米

国食品医薬品局 (FDA) が承認した 1040 種類の化合物の聴器毒

性をスクリーニングし、ペンタミジンイセチオン酸 (PI) と臭化プロパ

ンテリン (PB) が 100 µM で有毛細胞の生存をほぼ 50% 減少させる

ことを発見した (Chiu ら、2008)。我々は、YO-PRO-1 で染色し、

Hermes でイメージングする前に、4 dpf の胚を 100 µM PI または PB 

で 1 時間培養を行った。どちらの化合物も有毛細胞の減少をもたら

した (図 4A)。魚全体に含まれる蛍光小胞子の Athena 分析を使用

して、関心領域 (神経節) を定義し、その蛍光強度と面積を測定して、

その中の有毛細胞の劣化を調べた。両化合物は、Chiu ら (2008) の

結果と一致して、統合蛍光強度と蛍光小胞子サイズの両方で統計

的に有意な減少をもたらした (図 4B、C、P < 0.0001)。 

血管新生 (既存の血管から新しい血管が形成されること) を分析

するアッセイも治療上の関心事であり、固形腫瘍の治療に関心の

ある抗血管新生化合物の薬物スクリーニングが行われている

(Teleanu ら、2019 年、Zirlik および Duyster、2018 年)。ゼブラフィッ

シュは、抗血管新生化合物の生体内薬物スクリーニングに有用な

ツールを提供する (Serbedzijaら、1999; Chávez ら、2016)。また、ト

ランスジェニックゼブラフィッシュは、以前にもゼブラフィッシュ胚の

血管新生の程度を分析するために使用され、血管の発達を低下さ

せる化合物を特定している (Tranら 2007; Mauroら 2019)。我々は、

我々のプラットフォームが血管新生の程度の評価に使用できるか

どうかを評価しようと試みた。Tg(kdrl:mCherry) フィッシュを使用して、

Tranら(2007) によってゼブラフィッシュで抗血管新生として特定され

たジメチルスルホキシド (DMSO)、AG1478、または SU4312 のいず

れかで、受精後 24 日目胚を 24 時間処理を行った。48 hpf で、胚

は Hermes で画像化され、両方の化合物が血管新生の減少につな

がることが示された (図 4D)。次に、Athena を使用して蛍光領域を

特定し、魚全体の蛍光の総領域を血管形成の程度の代替として使 

用した。予想どおり、AG1478 と SU4312 の両方が魚全体の蛍光領

域の大幅な減少をもたらした (図 4E、F、P < 0.0001)。後者は、以前

に報告された最大阻害濃度 (IC50) の下限と一致し、低濃度でより

大幅な減少を引き起こした (Tran ら、2007)。Athena に繊維識別ア

ルゴリズムを導入して、血管新生をより直接的に読み取ることがで

きる。 

明視野表現型分析 - 眼のサイズ蛍光アッセイに加えて、プラット

フォームを明視野での形態学的スクリーニングに適応できるかどう

かを評価した。 Mab21l2は健康な眼の発達に関与しており、ホモ接

合型 mab21l2 変異を持つゼブラフィッシュは小眼球症 (眼が小さい

症状) を示す (Gath and Gross, 2019; Deml ら 、2015; Hartsockら、 

2014)。4 dpf で Hermes で明視野で撮影した mab21l2u517 ヘテロ

接合型胚 (Wycliffeら、 2020) の交配を用いて、我々はAthena を使

用して明視野で眼を特定し、サイズを測定した。以前の研究と一致

して、Athena で測定すると、mab21l2u517 ホモ接合型の眼のサイ

ズは小さくなることが示された (図 4G) (P<0.05、図 4H)。 

 

考察 

ゼブラフィッシュの胚は生体内スクリーニングの優れた機会を提供

するが、多くの場合、そのようなスクリーニングは時間のかかる手

動アッセイや、開発に時間と専門知識を必要とする特注の自動化ソ

リューションの開発が必要となる。IDEA Bio-Medical社 の Hermes 

および Athena HCS プラットフォームを利用すると、多用途で使いや

すいゼブラフィッシュ スクリーニングの自動化ソリューションが提供

可能となる。. 

画像取得のためのセットアップは簡単で、簡単なプレートの装填とイ

メージングのみとなっている。プレートは標準的なピペットを使用して

研究室内で装填可能で、アライメントプレートの使用以外に胚の特

別な処理は必要ない。イメージングは簡単に実行可能である。プレ

ートを顕微鏡に配置し、ユーザー フレンドリーなソフトウェアを使用し

てパラメータを選択する。このソフトウェアでは、イメージングの前に

変更をインタラクティブに視覚化可能である。イメージングパラメータ

は保存して読み込むことができるため、いつでも取得した画像間の

一貫性を保つことができる。毛細血管内の胚の 360° イメージング

を提供する VAST システム (Pulak、2016 年、Pardo-Martin ら、2010 

年、Pardo-Martin ら、2013 年、Chang ら、2012 年) とは異なり、

Hermes 顕微鏡はプレートの下から魚をイメージングする。これによ

り、2～4 dpf の魚の側面からの多重画像 (図 2A) を複数の蛍光色で 

(図 3C) 取得可能となる。多くのアプリケーションではこれで十分であ

り、我々の方法ではすべての胚がウェル内で完全に整列するわけで

はないが、意図通り整列していない割合は、プレートあたり約 5%程

度になっており、ソフトウェアパラメータにより、手動で画像を検査す

ることなくこれらのウェルを自動的に除外可能である。 

Athena ゼブラフィッシュ アプリケーションを使用すると、取得した画

像を簡単に自動分析できる。このシステムの主な利点の 1 つは、さ

まざまなアッセイへのカスタマイズが簡単に実行できることである。

HSPC アッセイのセットアップに続いて、本論文に示されているその

後の最適化はそれぞれ 1 回の実験で完了した。このシステムは、ス

トレスを受けた Rps14 変異体胚とストレスを受けていない Rps14 変

異体胚の HSPC 数 (Peña ら、2020 年プレプリント) (図 2C、D)、薬物

処理した胚の有毛細胞の分解 (Chiu ら、2008 年) (図 4A-C)、化学

的に誘導された血管新生の減少 (Tran ら、2007 年) (図 4D-F)、およ

び mab21l2 変異体における眼の大きさの減少 (Wycliffe ら、2020 年) 

(図 4G、H) など、さまざまなアッセイから公開された結果を正確に再

現できることが示された。
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図 4 ゼブラフィッシュ胚の有毛細胞の喪失、血管新生、眼の大きさの自動分析を含む、分析プラットフォームの拡張アプリケーション。(A) DMSO、100 µM 

ペンタミジンイセチオン酸 (PI)、または 100 µM プロパンテリン臭化物 (PB) で 1 時間処理後、YO-PRO-1 染色した 4 日齢胚の蛍光画像。魚全体の蛍光小胞

子 (赤) を分析。(B、C) 魚全体の総蛍光強度 (B) と蛍光小胞子の平均面積 (C)。以前に説明済みの通り (Chiu ら、2008)、薬物処理による減少を示す。 (D) 2 

dpf の Tg(kdrl:mCherry) 胚の蛍光画像。24 hpf から 24 時間、DMSO、AG1478、または SU 4312 で処理し、魚全体の mCherry 蛍光を分析。(E、F) AG1478 

処理後の魚全体の蛍光領域の合計 (E) と SU4312 処理後の魚全体の蛍光領域の合計 (F)以前に説明済みの通り (Tran ら、2007)、処理した魚では対照群と比

較して血管新生が減少していることを示す。(G) 4 dpf の mab21l2+/+、mab21l2+/−、および mab21l2−/− 変異体胚の明視野画像。眼の大きさ (ピンク) を

分析。(H) 眼の領域。mab21l2−/− 変異体では眼の大きさが小さくなっていることを示す。これらのアッセイのそれぞれについて、単一の実験で、以前の発

表と一致する結果が得られた。統計分析には、無対t検定を使用。エラーバーは、平均±標準偏差ns、P>0.05、*P<0.05、***P<0.001、****P<0.0001を示す。 

スケールバー：500µm。nは、各条件で分析された胚の数を示す。. 

 

取得および分析プロトコルはカスタマイズして保存が可能なため、

実験間の一貫性が保たれ、数週間または数か月にわたって実行さ

れるハイスループット スクリーニングに役立つ。. 

プロトコルを保存しておけば、画像の取得と分析はどちらも非常
に高速です。96 ウェル プレートの胚の場合、画像の取得には約 15 
分、画像処理にはさらに 20 分、画像分析には約 10 分かかる。1 日
で多数の胚を高い一貫性でスクリーニングおよび分析でき、 

 

ns *** 

 
 

 

   

 

 
 

F
lu

o
re

s
c
e
n
c
e
 I

n
te

n
s
it
y
 

F
lu

o
re

s
ce

n
t 
A

re
a

 μ
m

2
 

F
lu

o
re

s
c
e
n
t 

G
ra

n
u
le

 

A
re

a
 μ

m
2
 

E
ye

 A
re

a
 μ

m
2
 

 B
io

lo
g
y
 O

p
e
n
 

 



8  

METHODS & TECHNIQUES Biology Open (2021) 10, bio058513. doi:10.1242/bio.058513 

 

ユーザー入力が限られているため、このプラットフォームは、多数の

胚が必要な薬物スクリーニングや遺伝子スクリーニングなどの高ス

ループット アプリケーションに特に役立つ。 

このシステムの使用における潜在的な大きな障壁はコストであり、顕

微鏡と分析パッケージの両方が一部の研究室では手の届かない可

能性があることには留意したい。幅広いアッセイにわたる柔軟性によ

り、本システムは多目的用途で、かつマルチユーザーが仕様可能で

あり、グループ間で共有できる。Hermes 顕微鏡と Athena パッケージ

はどちらも、ゼブラフィッシュ以外にも、細胞生物学の多くのアプリケ

ーションに使用でき、複数の研究室や部門で共有して使用したり、コ

ストを共有できる可能性がある。 

ゼブラフィッシュは、急速に発達する透明な胚を大量に生産するた

め、生きた動物全体で薬物スクリーニングを行うユニークな機会を提

供する。専門知識やトレーニングなしで迅速なカスタマイズが可能、

かつ使いやすい自動スクリーニング プラットフォームを開発すること

で、このユニークなシステムをより有効に活用できるようになる。本論

文で示されているように、このプラットフォームは、幅広い研究トピック

にわたる多数の異なるアッセイに適用でき、ユーザー フレンドリーな

環境を使用して新しいアッセイを簡単に開発できる。取得と分析の速

度により、より大きな化合物ライブラリにアクセス可能である。実験間

の一貫性により、複数の実験の結果比較が可能となる。また、使い

やすさにより、プラットフォームにすべての人がアクセス可能である。

魚と解剖学を識別するために使用されるトレーニングセットは一元管

理され、継続的に更新/維持されるため、研究グループ間の再現性と

一貫性も確保される。 

本プラットフォームにより、ゼブラフィッシュでのハイコンテンツスクリ

ーニングが可能になるだけでなく、統計的検出力を高めるために多

数の胚を使用できるため、よりターゲットを絞った実験にも役立つ。本

プラットフォームは、使いやすさ、画像化と分析のスピード、異なる時

間に取得した画像間の一貫性により、小規模実験と大規模実験の両

方に役立つ。現在我々は、このプラットフォームを低分子薬物スクリ

ーニングに使用し、ここで紹介した自動 HSPC カウントを使用して、

MDS 関連変異体バックグラウンドで合成致死スクリーニングを実施

する予定である。 

試料と方法 

 

ゼブラフィッシュの飼育と実験条件 

ゼブラフィッシュ  (Danio rerio) のストックは、英国内務省認定の水槽 

(Westerfield、2007) に示される標準手順に従って維持した。胚は、野生型 

AB ま た は  AB/TL 、 緑 色 蛍 光  HSPC を 持 つ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 株 

Tg(itga2b:GFP) (Linら 2005)、赤色蛍光骨髄細胞を持つ Tg(lyzC:mcherry) 

(Buchaら2019)、赤色蛍光血管を持つ Tg(kdrl:mCherry) (Choiら 2007)、また

は変異株  rps14E8fs (Peñaら  2020 プレプリント ) および  mab21l2u517 

(Wycliffeら 2020) から取得した。胚は Kimmel ら(1995) に従ってステージン

グされ、hpf/dpf で発現した。すべての手順は英国内務省のガイドラインに

準拠して実施した。. 

 

イメージングのための胚の準備 

24 hpf で、胚はプロナーゼを使用して脱絨毛化され、色素形成を防ぐために

0.003% フェニルチオ尿素添加 E3 培地で育てた。2～4 dpf で、胚はトリカインで 

麻酔され、その後、ワイドオリフィスチップを使用して 75 µl の E3 培地で 96 ウェ 

ルゼブラフィッシュアライメントプレート (Hashimoto ZF プレート、日本、96 ウェル) 

にロードした。その後、プレートはイメージングの前に 200 g で 20 秒間穏やかに

遠心分離を行った。. 

 
WiScan® Hermes 画像取得 

96 ウェルプレートは、WiScan® Hermes High Content Imaging System (IDEA 

Bio-Medical社、レホヴォト、イスラエル) を使用してイメージングを実施した。

画像は、明視野と緑および赤の蛍光チャンネルで 4 倍の倍率で撮影され、

ウェルのカバレッジは 150%、フィールド密度は 150% であった。これにより、

各ウェルに沿って 4 つの重なり合った画像が得られた。明視野は、35% の光

強度、40 ms の露出、30% のゲインで撮影を実施した。蛍光チャンネルは、

90% の光強度、200 ms の露出、30% のゲインで撮影を実施した。ただし、

Tg(kdrl:mCherry) は蛍光チャンネルで 50 ms の露出で撮影を実施した。Z ス

タックは、5 つの平面で、平面間距離が 50.6 µm で撮影を実施した。. 

定量分析の前に、付属の画像前処理ソフトウェア パッケージ (Advanced 

Data Processing ソフトウェア、IDEA Bio-Medical社、レホヴォト、イスラエル) 

を使用して、複数のデータセットの生画像のバッチ処理を行った。本ソフトウ

ェアは、WiScan® Hermes 顕微鏡で取得した 1 つ以上の画像データセットを

読み込み、1 つ以上の連続した画像処理操作をバッチで実行する。画像処

理操作には、強度投影 (時間または Z スライス経由)、蛍光デコンボリューシ

ョン、最も鮮明な (最も焦点が合った) Z 平面の選択、および画像モンタージ

ュ (ステッチング) が含まれる。ここでは、明視野チャネルの各生の視野の最

も鮮明な Z スライスを選択し、蛍光チャネルの各生の視野の最大強度投影

を実行した。その後、ウェル内のすべての視野 (最も鮮明な明視野と最大蛍

光) がスティッチングされ、ウェルごとに 1 つの 2 色チャネル画像が提供さ

れた。 

 

WiSoft® Athena 画像解析 

画像の定量化は、 WiSoft® Athena ソフトウェア Zebrafish Application (IDEA 

Bio-Medical, Rehovot, Israel)で行った。このソフトウェアアプリケーションは、

明視野と蛍光チャンネルを異なるアルゴリズムで同時に処理することにより、

自動的に多重画像解析を行う。ゼブラフィッシュ胚全体の明視野解析では、魚

と内部構造を識別するために、新しいディープラーニングベースのAIアルゴリ

ズムを利用した。この方法は「教師あり畳み込みニューラルネットワーク」に基

づいており、入力として2～4dpfのゼブラフィッシュ胚の数百の画像を用いて訓

練され、それぞれ手動でセグメンテーションされたグランドトゥルース出力と対

になっている。カスタム、マニュアルセグメンテーションのためのオプションもゼ

ブラフィッシュアプリケーションに存在する。得られたアルゴリズムは、魚の外

形、内部解剖学的構造、および3つの魚領域（頭部、体幹、尾部）を自動的に

識別する。ユーザーは、最小サイズと最大サイズの制約のみを入力し、識別

および分析される解剖学的オブジェクト/領域の適切な範囲を選択する。蛍光

チャンネルは、最適化されたアルゴリズム（平滑化、バックグラウンドサブトラク

ション、強度閾値、領域制約；表1）を用いた画像解析技術を用いて解析され、

蛍光小胞子のような高シグナル対バックグラウンドの対象物を同定する魚、器

官、部位の形態学的特徴（長さ、面積、形状など）は、明視野チャンネルで同

定された構造に基づいて定量化される。太字で識別されたオブジェクト（蛍光

小胞子など）は、デフォルトから調整されたパラメータを示す。

 

表１. 異なるアッセイに対する蛍光小胞体のAthena Zebrafish Applicationパラメーター 
 

 itga2b:GFP lyzC:mCherry Acridine Orange kdrl:mCherry YO-PRO-1 

分析部位 尾部 尾部 魚の体全体 魚の体全体 魚の体全体 

蛍光チャンネル 緑 赤 緑 赤 緑 

平滑化 (µm2) 3 3 3.5 1 3 

バックグランドサブトラクション 
(µm2) 

15 15 20 30 15 

強度閾値 1200 1200 1800 1200 4000 

最大統合面積 (µm2) 20 20 25 500 200 

最小面積 (µm2) 10 10 10 100 50 

最大面積 (µm2) 400 400 600 5000 5000  B
io
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y
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n
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表２ ウェル内の胚検出のためのAthena Zebrafish Applicationパラメーター 
 

検出部位 最小面積 (µm2) 最大面積(µm2) 

魚の体全体 950,000 1,600,000 

頭部 15,000 1,000,000 

胴体 25,000 1,300,000 

尾部 150,000 1,000,000 

目 20,000 250,000 

卵黄 100,000 300,000 

ひれ 15,000 300,000 

 

蛍光解析のために、小胞子はAthena Zebrafishアプリケーション内で蛍光閾

値、小胞子の面積、バックグラウンドサブトラクション、スムージングを定義

することにより同定された。パラメータは各アッセイごとにカスタマイズした 

（表2）。 

 

魚の輪郭に含まれる蛍光チャンネルは定量に含まれ、魚の外側のスポットは無

視される。蛍光スポットは、魚全体および解剖学的・局所的構造（尾の小胞子数、

脊椎のスポット強度など）内の数と強度を定量化する。 

パラメータは、2-4dpfの胚において、検出される魚の許容サイズと内部の特徴を

定義するために設定された（表2）。AIアルゴリズムはこれらのオブジェクトを自動

的に識別するように訓練されているため、これらのオブジェクトを識別するために

追加のパラメータ入力は必要なかった。分析のためのオンサイド・オリエンテッド

な魚の集団は、目の数と尾の数が1に等しいものとして定義された。 

 
統計分析 

各実験について、希望するデータをAthenaからcsv形式でエクスポートした。

例えば、HSPCカウント実験では尾の小胞子数、個々の胚では蛍光面積や

目の大きさなどである。統計解析はGraphPad Prism v9.0.2を用いて行った。

有意水準はP<0.05とし、解析には対応のない両側t検定を用いた。データは

平均値±s.d.で示した。. 

 
変異体の遺伝子型決定 

rps14およびmab21l2変異体については、画像化後に遺伝子型を決定する

必要があった。マルチチャンネルピペットとワイドオリフィスチップを用いて

50μlのヌクレアーゼフリー水で胚を取り出し、1μlの50×HotSHOTベース

溶液（KOH 1.25M、EDTA 10mM）に直接加えた。95℃で30分間インキュベー

トした後、1×HotSHOT中和溶液（40mM Tris-HCl）で中和した。rps14および

mab21l2変異体の遺伝子型を同定するために、Kompetitive Allele Specific 

PCR (KASP) genotyping assay (LGC Genomics)を用いた。 

 
X線照射 

48 hpfで胚を6ウェルプレートに移して照射した。NDI-321固定陽極X線管（Varian）

を装備したAGO HS 320/250 X線装置（AGO X-ray）を用いて、総線量40 Gyまた

は100 GyのX線（250 kV、12.5 mA、1.0 mm Alフィルター）を照射した。胚は28℃で

24時間飼育した後、上記と同様に3dpfで撮影した。 

 
アポトーシス検出のためのアクリジンオレンジ染色 

3 dpfで、6ウェルプレート中の生きた胚をアクリジンオレンジ（Invitrogen）染色液

（E3培地中1 µgアクリジンオレンジ）中で暗黒下、穏やかに揺すりながら30分間イ

ンキュベートした。トリカインで麻酔をかける前に、胚をE3培地で4回すばやく洗

浄し、上記のようにイメージング用のプレートにロードした。プレートはホイルで遮

光し、染色後速やかに画像化した。 

 
有毛細胞アッセイ 

プロトコールはChiuら（2008）から改変した。4 dpfで、6ウェルプレート中の

生きた胚をYO-PRO-1（Invitrogen）染色液（E3培地中2 µM YO-PRO-1）中

で暗黒下、穏やかに揺らしながら30分間インキュベートした。胚は速やか

にE3培地で4回洗浄した。その後、胚を100 µM PI、100 µM PBまたはDMSO

コントロールで1時間処理し、トリケインで麻酔し、上記のようにイメージン

グ用のプレートにロードした。

血管新生阻害アッセイ 
プロトコールはTranら(2007)を参考にした。24 hpfで、Tg(kdrl:mCherry)胚をプ

ロナーゼで脱色し、6ウェルプレートでAG1478またはSU4312またはDMSOで

24時間処理した。 
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