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研究成果の概要（和文）：大脳皮質形成において、脳室近辺にて誕生した神経細胞が表層へと移

動することは、哺乳類の大脳皮質に特徴的な６層構造の形成に必要であり、この異常は様々な

脳疾患を引き起こす。これまでの神経細胞移動の研究は細胞骨格制御因子に着目したものがほ

とんどであったが、本研究では、Dynamin 依存性のエンドサイトーシスの重要性を示し、細胞

骨格系のみならず細胞内膜輸送系の適切な制御も神経細胞移動の制御に関与することが明らか

となった。 
 
研究成果の概要（英文）：Neuronal migration has essential roles for cerebral cortical 
development. Although many studies have focused on the important roles of cytoskeletal 
proteins, the requirement of membrane trafficking-related proteins has remained unclear. 
In this study, we revealed that Dynamin, a central regulator for endocytosis, is involved 
in cortical neuronal migration in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
大脳皮質形成過程において、脳室近辺（脳室

帯／脳室下帯）で誕生した神経細胞は、中間

帯にて複雑な形態変化を示した後に皮質板

へと侵入し、皮質板の最も表層までの長い距

離を移動する。神経細胞の適切な移動は、哺

乳類に特徴的な大脳皮質６層構造の形成に

必要であり、その異常は、てんかんや精神遅

滞を伴う重篤な脳疾患（脳室周囲異所性灰白

質(PVH 病)、滑脳症など）を引き起こすこと

が知られている。よって、神経細胞移動は、

６層構造の大脳皮質を構築ことに加えて、脳

が正しく機能するためにも必須な発生段階

であることが示唆される。 

我々は、MAP キナーゼファミリーのひとつで
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ある c-jun N-terminal kinase (JNK) や G0

期の神経細胞で活性化している特殊なサイ

ク リ ン 依 存 性 キ ナ ー ゼ で あ る

cyclin-dependent kinase5 (Cdk5)が、微小

管およびアクチン細胞骨格系の調節を介し

て神経細胞移動を制御していることを明ら

かにしてきた（EMBO J, 2003; BBRC 2005; 

Nature Cell Biol 2006）。これらの研究より、

神経細胞が移動するためには、細胞骨格系の

適切な制御が重要な役割を果たすことが明

らかとなってきたが、細胞骨格系以外の細胞

現象が神経細胞の移動に関与するかどうか

についてはほとんど分かっていなかった。近

年、PVH 病の原因遺伝子のひとつとして、細

胞内の小胞輸送に関与するArfGEF2が同定さ

れたことから、神経細胞移動において細胞内

膜輸送系が何らかの働きをしている可能性

が示唆されたが、組織・個体レベルにおける

細胞内の膜輸送系の生理的役割については

ほとんど分かっていなかった。 

 

２．研究の目的 
細胞内の膜輸送経路は、細胞膜を起点とする

エンドサイトーシス経路、小胞体およびゴル

ジ体から続く生合成経路、細胞質で起こるオ

ートファジー経路に大別される。エンドサイ

トーシス経路は、さらにリソソームへ向かう

分解経路、再び細胞膜へと戻るリサイクリン

グ経路などに分類され、細胞膜受容体や接着

分子の限局した局在や細胞表面量の調節に

重要な役割を果たしていると考えられてい

る。細胞が移動するためには、外界からの情

報を受け取るための細胞膜受容体や移動の

足場となる細胞接着分子が適切な場所に局

在することが必要であることから、本研究で

は、エンドサイトーシス経路の起点となる

「エンドサイトーシス」の役割に着目し、エ

ンドサイトーシスが大脳皮質形成に果たす

役割を明らかにすることを目的とした。 

 

３．研究の方法 
神経細胞移動におけるエンドサイトーシス

の役割を個体レベルで解析するために、簡便

に個体への遺伝子導入を行える「子宮内エレ

クトロポレーション法」を利用した（図１）。

神経細胞移動が活発に起き始める胎生 14 日

目のマウス大脳皮質に、エンドサイトーシス

を阻害することが知られているドミナント

ネガティブ型Dynaminの発現ベクターを導入

し、様々な発生ステージで遺伝子導入細胞の

挙動を解析した。遺伝子導入細胞は、EGFP発

現ベクターを共導入することにより可視化

した。なお、子宮内エレクトロポレーション

法を用いて２種類のプラスミドDNAを導入し

た場合、90%以上の確率で２つの DNA が１つ

の細胞へと共導入されることはすでに確認

済みである。 

 

図１.子宮内エレクトロポレーション法 

 

 

４．研究成果 

エンドサイトーシスは、クラスリン依存性、

カベオリン依存性など、いくつかのタイプに

分類されるが、その多くは、GTP 結合蛋白質

のDynaminによって制御されている。そこで、

簡便に個体への遺伝子導入を行える「子宮内

エレクトロポレーション法」を用いて、胎生



14日目のマウス大脳皮質にDynaminのドミナ

ントネガティブ体（Dynamin-K44A）の発現ベ

クターを導入し、in vivo でエンドサイトー

シスを阻害する実験を行った。この手法では、

DNA 溶液を脳室に注入してエレクトロポレー

ションを行うため、遺伝子は脳室に面した神

経前駆細胞へと導入されるため、ここから誕

生した移動神経細胞の動態を観察すること

ができる。出生0日目（遺伝子導入の５日後）

において、コントロールでは、遺伝子が導入

された細胞は大脳皮質の表層近くに存在し

たことから、これらの神経細胞は、脳室側か

ら表層までの長距離移動をほぼ終えていた

と考えられる（図２左）。これに対して、

Dynamin-K44Aを発現させた神経細胞は、表層

への移動が大きく阻害されていた。共発現さ

せた EGFP の輝度を指標として、遺伝子導入

細胞の配置を定量したところ、Dynamin-K44A

を発現させた細胞の大半は皮質板に侵入す

ることができず、中間帯にとどまっているこ

とが分かった（図２中央）。 

 

 

図２.エンドサイトーシスの阻害により 

神経細胞の移動が障害された 

 

しかし、Dynamin-K44A発現ベクターを導入し

た大脳皮質では、コントロールと比較して、

EGFP陽性細胞の数が減少しており、特にEGFP

強陽性の細胞がほとんど確認できなかった

ことから、遺伝子導入の５日後には多くの細

胞が細胞死を起こしてしまっている可能性

が考えられた。そこで、胎生 14 日目に

Dynamin-K44A発現ベクターを導入後、１、２、

３日目（それぞれ胎生 15,16,17 日目）に固

定をして、遺伝子導入細胞の挙動を観察した。

その結果、Dynamin-K44A発現ベクターが導入

された細胞は、遺伝子導入の２日後には正常

に脳室帯を脱出していたが、その後表層への

移動ができず、多くの細胞は（おそらくは細

胞死によって）消えてしまうことが示唆され

た（図３）。実際、Dynamin-K44A 発現ベクタ

ーを導入した大脳皮質では、アポトーシスの

マーカーである活性化カスパーゼ３陽性の

細胞が多くみられた。 

 

 

図３.Dynamin依存性エンドサイトーシスの

阻害による神経細胞死への影響 

 

これらの結果より、Dynamin の機能阻害によ

って、神経細胞移動が障害され、さらに神経

細胞死も増加することが分かった。そこで次

に、Dynamin-K44Aの発現による神経細胞移動

の異常が、細胞死を引き起こす経路が活性化

したことによる２次的な影響なのかどうか

を確認する実験を行った。Dynamin-ΔPRD は

内在性のDynaminに対してドミナントネガテ

ィブ効果を示すが、Dynamin-K44Aと比較して

ドミナントネガティブ効果が弱いことが知

られている。そこで、子宮内エレクトロポレ

ーション法により、ドミナントネガティブ効

果が弱いDynamin-ΔPRD発現ベクターを胎生

14日目のマウス大脳皮質に導入し、遺伝子導

入の５日後にその影響を観察した。その結果、

細胞死は観察されなかったが、神経細胞移動

は異常になっていることが分かった（図２



右）。 

以上の結果より、Dynamin 依存性のエンドサ

イトーシスは、神経細胞の生存と、表層への

移動に必要であることが示唆された。 

また、本研究では、エンドサイトーシスを含

む細胞内膜輸送系と細胞骨格系が協調的に

働く可能性を検証するために、これら両方の

細胞現象に関与することが示唆されている

低分子量 G タンパク質 Rac1 およびその下流

因子であるJNKの役割についても解析を行っ

た（これらは共同研究として関わったもので、

筆者が中心となった研究ではない）。以前筆

者らのグループは、Rac1およびJNKが神経細

胞移動に関与することはすでに報告してい

るが（EMBO J 2003; J Neurosci 2005, BBRC 

2005）、本研究ではこれに加えて、Rac1 が神

経前駆細胞でも機能すること、JNK が軸索の

伸長に関与することが明らかとなり、それぞ

れ共同研究の論文として報告した。 
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