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研究成果の概要（和文）：分泌蛋白質リーリンは、脳の形成に必須の分子である。本研究では、

リーリン蛋白質の分布を制御する分子機構を解析した。機能的なリーリン受容体は新生直後の

神経細胞に存在しており、その後神経細胞が最終位置に移動するまでに消失した。またリーリ

ン蛋白質が結合する細胞外基質の検索をおこない、結合候補分子としていくつかの糖蛋白質を

同定した。以上のことからリーリン蛋白質は、分泌されたのち単純拡散するのではなく、複雑

な制御を受けていることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Reelin is a secreted protein essential for brain development. We 
analyzed when and where Reelin acts in developing forbrain. Functional Receptors are 
mainly present at newborn neurons, and they are downregulated at postmigrating neurons. 
We further identified some kinds of glycoproteins as candidate binding factor of Reelin at 
the extracellular milieu. These results suggest that Reelin protein is not merely a diffusive 
molecule, but also is affected by extracellular matrices or by acceptor cells.  
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１．研究開始当初の背景 
哺乳動物の大脳皮質は六層の整然とした層
構造を有する。この構造は各層毎に特定の脳
領域からの神経投射を受け、適切な脳領域に
情報を伝達する。したがって、発生時（胎生
期）に適切な層構造が形成されることは、脳

の高次機能の発現に欠かせない。分泌蛋白質
リーリンまたはリーリン受容体の遺伝子異
常により、神経細胞移動の異常とヒト大脳皮
質や小脳の著しい形成異常を伴う滑脳症が
引き起こされる。このような破綻は精神遅滞
等の高次脳機能障害の原因となるが、実際に
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発生過程の脳形成時に『いつ、どこで』リー
リンが機能するのかは全く明らかでない。そ
のためこれらの分子がいかにして機能し脳
形成を制御するのかは全く不明であった。こ
のことは、脳形成の破綻・高次脳機能障害を
理解し、患者の悩まされる社会的偏見の寛恕
と将来的な治療へ貢献するにあたりきわめ
て重要な問題である。 
リーリン蛋白質はリーリン産生細胞より分
泌され単純に拡散し分泌部位近傍の神経細
胞に受容されるものと考えられてきた。また、
リーリン分泌細胞は大脳皮質の表層側（神経
細胞移動の終点）に存在し、リーリン蛋白質
濃度もこの付近で高い。このことから、リー
リンは細胞移動の終点付近で機能するもの
と考えられてきた。 
この問題に対して申請者らは、以下の予備的
知見を得た。(1) 神経細胞移動終了発生期の
大脳皮質では、分泌部位の近傍のリーリン受
容能はそれほど高くなく、遠く離れた細胞移
動の開始点付近で受容されること、(2) 脳内
リーリン蛋白質が細胞膜に対して強い親和
性を有していること、そしてその親和性はリ
ーリン C 末端配列を含む場合増強すること
である。以上の知見より、機能部位近傍に一
定量リーリンを存在させる機構、すなわち細
胞外においてリーリン蛋白質の分布を制御
する機構（細胞外基質、脂質分子など）の存
在を仮定するに至り、研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、リーリン蛋白質の分布を制
御する機構を同定しその分子メカニズムを
明らかにすることである。 
(1)脳形成時の大脳皮質において、リーリン蛋 
 白質が機能する時期・部位を同定する。 
(2)リーリン蛋白質の機能部位を決定づける、 
 分子メカニズムを明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 脳形成時の大脳皮質において、リーリ
ン蛋白質が機能する時期・部位を同定。  
リーリン受容体の機能的発現部位および時
期の同定 
リーリン受容体のトラフィッキングは厳密
に制御されており、多量の細胞内プールが存
在することが知られている。そこでリーリン
の受容体結合部とアルカリフォスファター
ゼ（AP）を直接融合したプローブを作製し（図
1B）、脳スライスに結合させることでリーリ
ン受容領域の分布を解析する。リーリン受容
体の RNA in situ hybridization ならびにリ
ーリン受容体の特異的抗体を用いた染色と
組み合わせ詳細に検討する。リーリン受容体
のリーリン結合部位を認識する抗体を用い

た染色により、細胞膜表面上に存在するリー
リン受容体の検出を行う。また、リーリンシ
グナル活性化状態を検出する抗体を作成し、
これを用いた染色により実際にリーリンが
機能する脳領域を同定する。 
 
(2) リーリン蛋白質の機能部位を決定づ
ける、分子メカニズムを明らかにする。 
①リーリン受容体トラフィッキングの受容
体発現部位に与える影響の解析 
リーリン受容体のトラフィッキングはリー
リンとの結合およびDab1 により制御される。
Dab1 遺伝子欠損マウスの脳スライスに前述
のプローブを用いることで、リーリン受容領
域の同定と受容体トラフィッキングの関与
を検討する。 
②リーリン蛋白質が結合する基質の同定 
申請者らはリーリン C末端配列が未知の細胞
外基質に結合することを見いだした。分泌後
のリーリン蛋白質は神経細胞膜表面に存在
するこの基質と結合し、受容体結合にいたる
までの分布が制御されるものと考えられる。
リーリンの受容体結合領域を排除したC末端
断片を用いてアフィニティーカラムを作製
し、リーリン C末端配列変異マウスの大脳皮
質抽出物より結合分子の検出および精製を
試みる。 
 
 
４．研究成果 
(1)リーリン受容体を認識する複数の抗体の
樹立に成功した。その結果リーリン受容体に
はスプライス変異により複数種の蛋白質が
存在し、それぞれの受容体に対するリーリン
の親和性が大きく異なることが明らかとな
った。リーリン受容体蛋白質は移動中の神経
細胞にも移動後の神経細胞にも存在した。こ
の結果は学術論文として神経科学会誌に掲
載され（発表論文④）、作製した抗体は各国
の研究者に分与され、当該分野の発展に寄与
している。 

図１ 胎生期大脳皮質切片における 
 リーリン受容体の分布 



リーリン蛋白質の受容体結合部位を用いた
結合実験をおこなったところ、機能的なリー
リン受容体は脳室付近で新生したばかりの
神経細胞に発現しており、その後神経細胞が
最終位置に移動し最終位置に移動するまで
に速やかに消失することが明らかとなった
（図２A）。この結果は発生過程において、リ
ーリンの機能する場所が受容体を発現する
細胞により制御されることを示唆しており、
学術論文として北米神経科学会誌に掲載さ
れた（発表論文①）。 
 

図２ 発生期脳におけるリーリン受容体分布の模式図 

（発表論文①より） 

 
リーリンシグナルの活性化状態を標識する
抗体の作成には至らず、実際にリーリンが機
能している部位・時期の精密な解析には至ら
なかった。これらの抗体については現在引き
続き作成中である。しかしながらこの抗体作
成過程において、リーリンシグナルにより活
性化される Fyn が、スフィンゴミエリン代謝
を制御することを見いだした。これはリーリ
ンシグナルの新たな標的を示唆するもので
あり、学術論文として米国生化学・分子生物
学会誌に掲載された（発表論文③）。 
 
(2)① Dab1 遺伝子欠損マウスではリーリン
欠損マウスと同様の脳構造異常を示すにも
関わらず、リーリン受容領域は正常マウスに
酷似していた。このことはリーリンと受容体
との結合により受容体トラフィッキングが
変化し、神経細胞がリーリン受容能を失うこ
とを示唆する。前述の結果とあわせ、学術論
文として北米神経科学会誌に掲載された（発
表論文①）。 
②リーリン蛋白質が結合する細胞外基質の
検索をおこない、結合候補分子としていくつ
かの糖蛋白質を同定した。これらの候補分子
は同じく脳の発生過程を制御する分泌蛋白
質を一時的に細胞外に滞留させることが知
られている。このことから、リーリン蛋白質
はこれまで考えられていたように分泌され
た後単純に拡散し機能するのではなく、細胞
表面に一時的に提示され機能するものと考
えられる。また、この細胞表面へのリーリン
の親和性について解析したところ、リーリン

C 末端部分により、リーリン蛋白質の立体構
造が変化することが明らかとなった。脳内に
C 末端配列をもたないリーリン蛋白質が存在
すること、C 末端部分を保たないリーリン蛋
白質は細胞膜への親和性が低いことを考え
合わせると、生体ではリーリン蛋白質そのも
のの構造により局所的な分布が制御される
ものと予想される。この結果は Journal of 
Neuroscience Research 誌に学術論文として
掲載された（発表論文②）。現在リーリン C
末端領域変異マウスの脳内リーリンを精製
中であり、候補分子と C 末端領域との結合に
ついて確認中である。 
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