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研究成果の概要（和文）：白質内の神経細胞を効率よくラベルするために、これまでに確立した子宮内電気穿孔
法を用いた部位特異的神経細胞ラベル法に加えて、フラッシュ・タグ法を改変した新たな手法を確立した。この
手法を用いて、脳内の異なる領域の細胞移動を同時に可視化したところ、これまで均一であると考えらえていた
新皮質における細胞移動が、脳の領域によって、違いが大きいことを見出した。この違いが認められる時期と、
さほど違いがない時期があることも新たに見出した。また、ヒトの大脳新皮質における白質神経細胞の解析を行
うために、倫理委員会による承認を得た上で、ヒトの死後脳組織を用いて、白質内の神経細胞に注目した組織学
的な解析を開始した。

研究成果の概要（英文）：To efficiently label neurons in the white matter, we modified the recently 
reported FlashTag technology and labeled different brain regions of developing mouse cerebral 
cortex. During the investigation, we found a regional difference in the migratory profiles of 
neurons that is dependent on developmental stage, whereas migrations of neurons in the developing 
mouse cerebral cortex were thought to progress evenly across different brain regions. Furthermore, 
to analyze the white matter neurons that are abundant in the human neocortex, we obtained approval 
of the ethics committee and have started histological analysis of the white matter neurons of human 
postmortem brains.

研究分野： 神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
フラッシュ・タグ法を改変した新たな手法を確立したことで、子宮内電気穿孔法よりも簡便で、かつ、より広い
範囲で神経細胞をラベルすることができるようになった。また、この手法を用いて、これまで均一であると考え
らえていた新皮質における細胞移動が、脳の領域によって、違いが大きいことを見出した。これらの新しい手法
や所見は、同じ研究分野の他の研究者にとっても有用で、解析の基盤となる所見であると考えられる。また、白
質神経細胞は、ヒトを始めとする霊長類に特徴的であるため、ヒトの脳を用いた解析が必須となる。ヒトの死後
脳組織を用いた解析を開始したため、最終的な目的である病態の解明への第一歩が踏み出せた。

※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 
 
統合失調症や自閉症の脳病理所見として、大脳皮質の微細な組織構築の異常が以前から指摘さ

れている。なかでも、本来は神経細胞の線維が主に存在する、大脳新皮質の白質における神経
細胞の増加は、統合失調症と自閉スペクトラム症の脳で繰り返し報告されている。これまで、
この白質内神経細胞の異所性の増加は、大脳新皮質の神経細胞の細胞移動の障害を反映してお
り、大脳新皮質の神経細胞が灰白質に移動する際に白質に取り残された結果生じると考えられ
てきた。すなわち、白質内神経細胞の増加は、あくまで大脳新皮質の形成障害に付随的に生じ
たに過ぎないと捉えられ、白質内神経細胞が積極的に病態へ関与するとは想定されていない。
また、現在のところ、白質神経細胞の増加がどのように生じるのか、そのメカニズムについて
は不明である。そもそも、増加している白質神経細胞がどのような性質を持った細胞なのかも、
詳細は明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 
応募者は、最近の自身の実験結果から、逆に、この白質内神経細胞の増加それ自体が病態に関

わる可能性があると考えるに至った。実際に、人為的方法を用いてマウス大脳新皮質の白質内
神経細胞を増加させたところ、意外なことに、その増加部位から離れた脳部位である前頭前皮
質の機能に影響が生じ、動物行動の異常が観察された（Ishii*/Kubo*, J. Neurosci., 2015）。この
白質内神経細胞の精神神経疾患の病態への関与は、これまでに提唱されていない独自の仮説で
ある。本研究ではこの独自の仮説に基づいて、白質内の神経細胞に生じる分子的変化を明らか
にすることを目的に、研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 
（１）子宮内電気穿孔法による神経細胞ラベル 
 
 これまでに確立した子宮内電気穿孔法（Kubo, et al. J. Neurosci., 2010、Kohno*/Honda*/Kubo*, 
et al. J. Neurosci., 2015、Ishii*/Kubo*, et al., J. Neurosci., 2015）によって、発生過程における特定
の時期に誕生した神経細胞に特異的に遺伝子導入を行った。また、これもこれまでに確立した
部位特異的神経細胞ラベル法（Niwa, et al., Neuron, 2010、Tomita*/Kubo*, et al., Hum. Mol. Genet., 
2011）や、単一の神経細胞ラベル法（Kitazawa*/Kubo*, et al., J. Neurosci., 2014）を用いて遺伝子
導入を行った。その際に、蛍光タンパク質を導入することによって、神経細胞をラベルした。 
 
（２）フラッシュ・タグ法の確立とそれを用いた神経細胞ラベル 
 
 子宮内電気穿孔法に加えて、蛍光色素を脳室に注入することで、注入時刻前後において脳室
面で分裂する将来の大脳皮質の神経細胞をラベルするフラッシュ・タグ（FlashTag）法を、注
入する蛍光色素の濃度の条件検討を行い、確立して報告した（Yoshinaga et al., iScience, 2021）。
フラッシュ・タグ法は、子宮内電気穿孔法に比べて、ラベルされる神経細胞の蛍光は弱いが、
観察には十分な蛍光強度でラベルすることができた。しかも、脳室に面して分裂する細胞は、
部位を問わずラベルされるため、電極の方向に依存する子宮内電気穿孔法よりも、より広い範
囲で神経細胞をラベルすることができた。 
 
４．研究成果 
 
（１）フラッシュ・タグ法の確立とそれを用いた解析と成果 
 
白質内の神経細胞をマウスにおいて作成するための条件検討を行うとともに、これまでに確立

したマウス子宮内電気穿孔法を用いた部位特異的神経細胞ラベル法（Tomita*/Kubo*, et al., 
Hum.Mol. Genet., 2011、Ishii*/Kubo*, et al., J. Neurosci., 2015）に加えて、最近開発されたフラッ
シュ・タグ法を改変した新たな手法を用いて、脳内の異なる領域の細胞移動を同時に可視化す
るための条件検討を行った。その結果、従来用いられていた濃度よりも、より低い濃度に改変
することで、細胞へのダメージを抑え、かつ広範囲において神経細胞をラベルすることができ
た（Yoshinaga et al., iScience, 2021）。 
このフラッシュ・タグ法を改変した新たな手法を用いて、脳内の異なる領域の細胞移動を同時

に可視化したところ、これまで均一であると考えらえていた新皮質における細胞移動が、実は
脳の領域によって、かなり違いが大きいことを見出した。当初予期していなかった、予想外の
方向への研究の進展ではあるが、我々のみならず、この研究分野の他の研究者にとっても、基
盤となる所見とデータを得ることができた。この差が大きい時期と、さほど違いがない時期が
あることも新たに見出した。このように、時期と脳の領域による神経移動について、新規手法
を用いて詳細に観察し、その結果をまとめて、論文として発表した（Yoshinaga et al., iScience, 



2021）。 
加えて、迅速な遺伝子組換え動物を作成するための方法として、improved-Genome editing via 

Oviductal Nucleic Acids Delivery （iGonad）法を導入し、作成した遺伝子組換え動物における神
経細胞移動の評価を、フラッシュ・タグ法を用いて行った（Yoshinaga et al., iScience, 2021）。こ
れらのフラッシュ・タグ法や iGonad 法を用いることで、今後、遺伝要因や環境要因による、白
質内の神経細胞の増加などの、微細な神経細胞配置の変化を、鋭敏に検出することができると
期待される。 

 
（２）正常に灰白質へ移動した神経細胞の解析と成果 
 

 移動が障害される場合に、マウスにおいても白質内の神経細胞の増加が観察される
（Tomita*/Kubo*, et al., Hum.Mol. Genet., 2011、Ishii*/Kubo*, et al., J. Neurosci., 2015、Kubo, et al. 
JCI Insight, 2017）のに対し、正常に灰白質へ移動した神経細胞は、移動の最終段階において、
リーリン分子をはじめとする脳の最表層にしか存在しない分子に反応するため、その際に神経
細胞の性質が大きく変わると考えられる。その際の神経細胞動態を明らかにするために、従来
のマウス子宮内電気穿孔法を用いた神経細胞の可視化による解析を行ったところ、辺縁帯の直
下に移動してきた神経細胞が哺乳類特異的なインサイドアウトパターン（遅生まれの細胞ほど
最終的に深層に位置し、早生まれの細胞ほど浅層に位置する）の配列を行いながら、神経細胞
同士が密に接着した凝集構造が形成されることを見出だした。さらに電子顕微鏡を用いた解析
を行うことにより、発生中の大脳新皮質における辺縁帯の直下では、比較的未成熟な神経細胞
同士が直接その細胞体同士で密に接着した凝集構造が形成されることを明らかにして、報告し
た（Shin*/Kitazawa*, et al., J . Comp. Neurol., 2019）。 
 
（３）前障に移動する神経細胞の解析と成果 

 
これまでマウス子宮内電気穿孔法ではラベルが難しかった脳領域であり、白質内の神経細胞が

多いことでも注目される、前障について、時期による神経移動と配置について、フラッシュ・
タグ法を改変した新たな手法を用いて、詳細に観察した。その結果、前障において、これまで
明らかになっていなかった様式の細胞移動が存在することを見出したので、所見をまとめて学
会発表を行った。また論文発表への準備を進めた。 
 
（４）白質内神経細胞が増加する独自のモデルの解析と成果 

 
 以前に白質内神経細胞が増加する独自のモデルとして報告している、胎児期虚血のモデルマ
ウスを用いて、移動の障害が生じる神経細胞の分子プロファイルの変化についての解析を進め
た。実際には、マウス子宮内胎児電気穿孔法等を用いて、発達中のマウス胎仔脳の神経細胞に
蛍光タンパク質を発現するプラスミドを導入することによって、あらかじめ神経細胞の可視化
を行っておいた。生後の胎児期虚血のモデルマウスと対照群のマウスの脳から、蛍光タンパク
質を用いてセルソーターによって移動中の神経細胞を抽出したのち、それらの細胞から RNA
を抽出してマイクロアレイ解析を行った。その結果についての解析と検証を進めた。 
  
（５）ヒトの大脳新皮質における白質神経細胞の解析と成果 

 
 ヒトにおいては、大脳新皮質における白質神経細胞の増加は、統合失調症に加えて、自閉ス
ペクトラム症や双極性障害においても報告されており、種々の精神神経疾患における、疾患横
断的な脳の組織構築の変化であると考えられる。この白質神経細胞の増加は、発生・発達の過
程でなんらかの脳への障害が生じたことを示唆する痕跡であるとともに、それ自体が脳機能に
影響することも想定されるため、疾患病態を理解する上で重要な手がかりとなる可能性がある。
これまで、多くの研究者が、白質神経細胞の増加をはじめとする、白質神経細胞の密度の変化
について報告してきたが、その部位や領域は研究によって異なる。また、解析に用いた神経細
胞マーカーや、脳が由来するブレインバンク、対象とした疾患も異なる。これらの、これまで
の報告の詳細についてまとめ、総説として報告した（Kubo, Psychiatry Clin Neurosci., 2020）。こ
の報告のなかで、併せて、現段階で想定されている、白質神経細胞の増加がどのように生じる
のか、そのメカニズムについて、整理して発表した。 
実際に、ヒトの大脳新皮質における白質神経細胞についての解析を行うために、倫理委員会に

よる承認を得た上で、ヒトの死後脳組織を用いて、白質内の神経細胞に注目した組織学的な解
析を開始した。その結果、白質内の神経細胞は、白質内に均一に分布するのではなく、白質内
に偏りを持って分布しており、白質内に神経細胞の密度が高い領域と低い領域が存在すること
を見出した。また、その背景として想定される、発生過程における神経細胞移動について、ヒ
トとマウスの比較を行いつつ、これまでに得られた知見を俯瞰した総説を執筆した（Kubo and 
Deguchi, J . Obstet. Gynaecol. Res., 2020）。これらの知見は、今後の研究で、発生過程における障
害が想定されている精神神経疾患の病態に、白質神経細胞の増加をはじめとする、微細な組織
構築変化がどのように関与するかを理解する上で、有用であると考えられる。 
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