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研究成果の概要（和文）：本研究は、パルブアルブミン陽性大脳皮質介在ニューロン（PVニューロン）の大脳皮
質の領野普遍的・特異的な形態特徴を明らかにし、疾患と関連したPVニューロン細胞形態異常を探索することを
目的とした。PVニューロンは大脳皮質介在ニューロンの約40%を占め、各種精神疾患への関与が示唆されてい
る。補助事業期間中において、①高速三次元免疫組織化学法を確立し、②透明化処理標本での電子顕微鏡観察技
術の開発に成功を収め、③PVニューロンの細胞形態の完全可視化とその形態的特徴の解析を達成した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the universal and specific morphological 
features of parvalbumin-positive interneurons (PV-neurons) in the cerebral cortex and explore 
cellular morphological abnormalities associated with diseases. PV-neurons constitute approximately 
40% of cortical interneurons and have been implicated in various psychiatric disorders. During the 
research grant period, the following achievements were accomplished: 1) establishment of a 
high-speed three-dimensional immunohistochemical method, 2) development of electron microscopic 
observation techniques in optically cleared brain tissues, 3) complete visualization of PV-neuron 
cellular morphologies and analysis of their morphological features. These achievements have the 
potential to contribute to the understanding of psychiatric disorders and the development of 
treatment methods in the future.

研究分野： 神経解剖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は大脳皮質内の重要な神経細胞であるPVニューロンの形態特徴の解析を可能にする種々の実
験手法の開発に成功したことである。PVニューロンの形態特徴の詳細な解明は大脳皮質の機能や神経回路の解析
に大きく貢献する。また、PVニューロンの形態異常は精神疾患への関与が示唆されている。補助事業期間中に開
発した実験手法により、PVニューロンの形態的特徴と疾患との関連について新たな知見が得られ、将来的には疾
患の予防や治療法の開発につながることが期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
脳の高次機能は大脳皮質により担われている。大脳皮質は様々な領野に区分され、各領野はそれ
ぞれ異なる機能を分担している。大脳皮質には興奮性の投射神経細胞（皮質投射ニューロン）と
抑制性の介在ニューロン（皮質介在ニューロン）とが存在する。大脳皮質内の神経演算は、これ
ら興奮性投射ニューロンと抑制性介在ニューロンの間に形成される神経回路網により担われて
いる。皮質介在ニューロンは多種多様な複雑な細胞形態を示す（文献１）。神経細胞の情報処理
並びに情報伝達はその細胞形態により規定される。故に、大脳皮質の神経演算の原理を理解する
には、皮質介在ニューロンの完全再構築を進め、その形態多様性の全貌を明らかにする必要があ
る。２０世紀初頭の Cajal による”short axon neuron”の記述以来、その形態特徴に基づいて
数十種類以上の皮質介在ニューロンが報告されてきた（文献２）。しかしながら、未だ皮質介在
ニューロンの持つ形態多様性の全貌は明らかになっていない。例えば、これまでに報告されてい
る以外の形態学的特徴を持つ皮質介在ニューロンは存在するのか？ 皮質領野間で形態多様度に
違いはあるのか？ 形態特徴と分子発現にはどのような対応関係があるのか？ などといった問
いはようやく解明の端緒についたところである。事実ごく近年になっても、全く新しい形態特徴
を示す皮質介在ニューロンの存在が報告されきている（文献３）。 
一方、各種精神疾患において皮質介在ニューロンの機能障害が指摘されており（文献４）、神

経軸索や樹状突起の形成不全などといった細胞形態異常が機能障害を引き起こしている可能性
がある。事実、自閉症患者において皮質介在ニューロンのサブタイプの一つであるパルブアルブ
ミン陽性皮質介在ニューロンの樹状突起の形態異常を報告する論文もある（文献５）。 
皮質介在ニューロンの形態多様性の全貌を解明することができれば、大脳皮質の神経回路や

機能の解析に大きく貢献し、皮質介在ニューロンの形態的特徴と疾患との関連について新たな
知見を提供することが可能となる。皮質介在ニューロンの形態多様性の全貌の解明は、将来的に
は精神疾患の予防や治療法の開発につながることが期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、（1）「皮質介在ニューロンの領野普遍的、領野特異的な形態特徴を抽出する」、
（2）「精神疾患に関連した皮質介在ニューロンの形態異常を明らかにする」の２つを研究目的と
した。目的（1）では、マウス大脳皮質各領野における皮質介在ニューロンの完全再構築を行い、
各領野の持つ形態多様度を抽出することを目指した。具体的には領野固有の形態特徴や、ある形
態を示す介在ニューロンの各領野における確率を明らかにし、皮質介在ニューロンの形態多様
度という特徴から、大脳皮質領野の普遍性と固有性について考察することを目的とした。目的（2）
においては、精神疾患モデルマウスの皮質介在ニューロンを対象に細胞形態を再構築すること
により、疾患と関連した細胞形態異常を探る、『形態スクリーニング』、を実施し、疾患と関連す
る皮質介在ニューロンの形態異常を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
皮質介在ニューロンはその電気生理学的特徴、細胞形態、分子発現から数十種類に分類される。
本研究課題において採択者は、皮質介在ニューロンの約 40%を占め、各種精神疾患への関与が示
唆されているパルブアルブミン陽性皮質介在ニューロン（PV 細胞）（文献６）に焦点を絞り研究
を行った。具体的な研究方法の詳細を以下に記す。 
 
（1）高速三次元免疫組織化学法の開発 
各領野における皮質介在ニューロンの形態再構築を行うには、ハイスループットで高コントラ
ストかつ高解像度のイメージングを行う必要がある。この技術的要請に応えるため採択者は、迅
速な細胞形態再構築と形態解析を可能にする三次元免疫組織化学法である『POD-nAb FT-GO/3D-
IHC 法』の開発に取り組んだ。 
 
（2）PV 細胞の細胞形態の完全標識法の開発 
本研究では、皮質全体を通して PV 細胞の細胞形態を隅々まで可視化する実験系の構築が必要不
可欠となる。PV細胞の標識は、PV 細胞特異的に Cre リコンビナーゼを発現するマウス（PV-Cre
マウス）に対して、Cre 存在下でのみレポータータンパクを発現する AAV (adeno-associated 
virus) ベクターを注入することにより行うこととした。なお、AAV ベクターは発現効率が高く、
細胞毒性も低いことが知られている。効率良く PV 細胞の細胞形態を隅々まで可視化できるよう
に、AAV ベクターセロタイプ、レポータータンパク、POD-nAb FT-GO/3D-IHC 法の染色条件の検討
を行った。 
 
（3）post-hoc IHC 法の開発 
皮質介在ニューロンの約 40%を占める PV 細胞には十種類を超えるサブタイプが存在する。これ
らサブタイプ間では電気生理学的特徴、細胞形態、分子発現が異なる。透明化標本において細胞



形態を再構築した PV 細胞のサブタイプを同定することを目的に、観察した透明化標本から凍結
切片を作成し、切り出した切片上で免疫組織化学を行う post-hoc IHC 法を開発した。 
 
（4）post-hoc EM イメージングの開発 
シナプス前部・後部の形態は神経細胞機能に大きな影響を及ぼす。超解像顕微鏡の開発が進む現
在においても、シナプスを間違いなく同定するには電子顕微鏡（EM）による観察が必要となる。
よって、透明化標本において形態再構築を行った神経細胞のシナプスを観察する技術を開発す
ることができれば、神経回路の演算原理の解明に大きく貢献するはずである。そこで透明化溶液、
反応時間、反応ステップ、対象とする神経細胞の標識法、標識された細胞の染色法の開発、改良
を繰り返すことにより、透明化処理を行った標本において電子顕微鏡観察を行うことのできる
技術（post-hoc EM イメージング法）を開発した。 
 
（5）大脳皮質各領野における PV細胞の形態多様度の解明 
上記(1)〜(4)の実験技術を用いて大脳皮質各領野の PV 細胞の完全再構築に取り組んだ。再構築
された PV細胞の細胞形態を領野間で比較解析することにより、PV細胞の領野普遍的な形態特徴
並びに領野固有の形態特徴の抽出を目指した。 
 
（6）疾患モデルにおける PV 細胞形態スクリーニングの実施 
疾患モデルマウスにおいて PV 細胞の完全再構築を行い、疾患と関連した PV 細胞の形態異常の
探索を実施した。疾患モデルマウスと PV-Cre マウスの交配により、疾患モデルマウスの PV 細胞
を特異的に標識していくには多くのマウスの交配が必要になる。そこで、新規に AAV ベクターの
設計を行うことにより、PV 細胞を特異的に標識できる実験系の構築に取り組んだ。具体的には
PV 細胞エンハンサー（文献７）の制御下で膜移行シグナルを付加した蛍光タンパク質を発現す
る AAV ベクターを設計、作成し、その評価を行なった。また、PV 細胞エンハンサーの制御下に
おいて Cre リコンビナーぜを発現する AAV ベクターの設計、作成、評価も行なった。 
 
４．研究成果 
補助事業期間中において、高速三次元免疫組織化学法を確立させ、PV 細胞の細胞形態の完全標
識法の開発に成功した（文献８）。加えて、post-hoc IHC 法による染色技術を確立させ、十種類
を超える抗体に対して同手法を適用した。更には post-hoc EM イメージングにより、標識 PV 細
胞へのシナプス入力を解析できる実験系の開発に成功し、論文報告を行なった（文献９）。「大脳
皮質各領野における PV細胞の形態多様度の解明」と「疾患モデルにおける PV 細胞形態スクリー
ニングの実施」の二項目に関しては、補助事業期間終了後も継続して研究を遂行している。以下、
補助事業期間中に得ることのできた研究成果の詳細を記す。 
 
（1）高速三次元免疫組織化学法の確立 
３日以内に 1 mm 厚のスライス標本中の神経細胞の subcellular structure までを標識できる三
次元免疫組織化学法の技術『POD-nAb FT-GO/3D-IHC 法』を確立させ、学会報告を行なった
（Yamauchi et al., 第 127 回 日本解剖学会総会･全国学術集会、第 45 回日本神経科学大会）。
染色法の開発に用いた 1 mm 厚の脳スライスは PV 細胞の細胞形態再構築に十分な厚さである（文
献１０）。採択者の開発した高速三次元免疫組織化学法は、透明化技術 ScaleS 法に基づく三次元
免疫組織化学法（文献１１）、ペルオキシダーゼ融合ナノボディ(POD-nAb)（文献１２）並びに採
択者が独自に開発したチラミドシグナル増幅法（TSA 法）である FT-GO 法（文献１３）の組み合
わせからなる。本手法は既存の三次元免疫組織化学法と比較して、高速、高感度の免疫染色を可
能にした。前障の PV陽性介在ニューロンに POD-nAb FT-GO/3D-IHC 法を適用することより、同ニ
ューロンの形態再構築に成功し、論文報告を行なった(文献８)。 
 
(2) PV 細胞の細胞形態の完全標識法の確立 
PV 細胞の細胞形態再構築のため、遺伝子組換え動物の使用、PV 細胞エンハンサーの導入、全脳
に幅広く感染する PHP.eB セロタイプの使用、レポータータンパクの検討、レポータータンパク
に付加する膜移行シグナル検討を行なった。最終的には、PV-Cre マウスに対して、テトラサイ
クリン制御性トランス活性化因子(tTA)を発現する AAV ベクター、Cre コンビナーゼ並びに tTA
存在下で膜移行型 EGFP を発現する AAV ベクターを定位脳手術により注入する方法が、特異的か
つ高輝度で PV細胞を標識できることを見出した(文献８)。なお、細胞の標識密度は AAV ベクタ
ーの力価調整により最適化した。この標識法と前掲の POD-nAb FT-GO/3D-IHC 法を組み合わせ、
さらに染色した脳スライスを ScaleS 法を用いて透明化することにより PV 細胞の細胞形態再構
築を実現した。神経突起が長距離伸長している場合は、複数のスライス中の形態情報を統合する
ことにより、細胞形態の完全可視化を行なった(文献８)。この手法を前障へと応用することによ
り、前障 PV 細胞の細胞形態の解析に取り組み、論文報告を行なった(文献８)。加えて同論文に
おいて、当項目で開発した手法が前障ソマトスタチン陽性介在ニューロンの解析にも適用可能
であることも示した(文献８)。 
 
 



(3) post-hoc IHC 法の確立 
画像取得を行なった透明化標本から凍結切片を作成し（re-sectioning）、作成した切片上で免疫
組織化学を行う post-hoc IHC 法の技術を確立させた。本手法により、透明化標本内で形態を再
構築した PV 細胞のサブタイプを同定することを狙った。透明化は採択者らが開発した ScaleSF
法を用いた（文献９）。ScaleSF 法は微細構造、組織内発現分子の保持に優れており、電子顕微
鏡観察が可能な水準で微細構造を保持することができる透明化技術である。本手法の技術の確
立のため、凍結切片の作成法、一次抗体、二次抗体の反応時間、抗体反応溶液の検討を行い、神
経化学マーカー、シナプス関連分子を中心に十種類以上の抗体で染色可能な条件を見出した。 
 
(4) post-hoc EM イメージング技術の確立 
透明化標本中で形態再構築した細胞を電子顕微鏡観察できる post-hoc EM イメージングの開発
に成功した（文献９）。電子顕微鏡観察には標本中の超微細構造の保持が必要不可欠である。そ
のため、宮脇らにより開発された ScaleS 法（文献１１）の各過程を一つ一つ見直すことにより
新規透明化技術である ScaleSF 法を開発した。ScaleSF 法は既存の透明化技術と比較して、超微
細構造、組織内発現分子の保持に優れており、12〜15 時間で透明化反応の全過程が終了する。
ScaleSF 法は、グルタルアルデヒドを含む固定液により固定した標本も透明化した。グルタルア
ルデヒド固定は超微細構造の保持に優れた固定法である。透明化標本観察では蛍光シグナルを
検出することにより、電子顕微鏡観察は電子密度の差異を検出することにより行う。よって、透
明化標本中で形態再構築した細胞を電子顕微鏡観察するには、これら二つのモダリティの検出
に対応したプローブが必要不可欠となる。そこで採択者は、AAV ベクターによる高発現遺伝子発
現システムに緑色蛍光タンパク（GFP）とアスコルビン酸ペルオキシダーゼ（APEX2）の融合タン
パク（EGFP-APEX2）を搭載することにより、光学顕微鏡と電子顕微鏡との両方で効率良く目的構
造物を標識できるシステムを構築した。これら技術を組み合わせることにより、反体側の大脳か
ら PV 細胞へと入力するシナプス構造を、ズームインしながらシームレスに観察することに成功
した（文献９）。現在、開発した技術を透明化標本中で形態再構築した細胞に対して適用を進め
ているところである。また、多くの研究者が post-hoc EM イメージングを容易に使用できるよう
に、方法の詳細と実際を記した論文を二報報告した（文献１４、１５）。 
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