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研究成果の概要（和文）：大脳皮質形成時における Gタンパク質共役受容体シグナルを解明する

ために、神経前駆細胞特異的な GPCR に対する機能抗体を用いて、神経前駆細胞の機能に対する

作用およびシグナル伝達系の解析を行った。その結果、Gq および G12/13 シグナルが神経前駆

細胞の遊走を阻害するのに対し、Gs-PKA シグナルが doublecortin のリン酸化を介してラメリ

ポディア形成を誘導し、神経前駆細胞遊走を促進する新規の機構を解明した。 

 
研究成果の概要（英文）：Using the functional antibodies against the neural progenitor 
cell-specific G protein coupled receptors (GPCRs), we investigated the function and the 
signal transduction of these GPCRs in cortical development. We elucidated that Gs-PKA 
signaling regulated the phosphorylation of doublecortin that induced the lamellipodium 
formation and neural progenitor cell migration, while Gq and G12/13 signals inhibited 
the migration. 
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１．研究開始当初の背景 
 脳の複雑な構造を正常に形成、維持するた
めには、細胞の分裂、移動が正しく制御され
なければならない。一方、ヒトにおける脳形
成異常疾患の病理遺伝学的解析から、reelin、
LIS-1 や doublecortin (DCX)など神経前駆細
胞の移動を制御する分子がいくつか明らか
になっており、疾患と神経前駆細胞移動のメ
カニズムとの関わりも強い。脳における神経

細胞の発生、移動は、脳室帯（ventricular 
zone：VZ）に局在する神経幹細胞に端を発す
る。神経幹細胞の非対称分裂によって生じた
神経前駆細胞は、ラジアルグリア細胞に沿っ
て脳表面に向かって放射状に移動し（radial 
migration）、皮質板（cortical plate：CP）
を形成する。さらに、大脳切片のタイムラプ
ス顕微鏡を用いた観察により、神経前駆細胞
が VZ から移動開始し、中間体（IZ）付近で
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移動を停止、多極性に形態を変化させ、水平
方向に移動を行い（tangential migration）、
さらに再び IZ から CP に向けて再遊走し、CP
で停止するというような、その移動が複雑に
制御されていることが示唆される（J. 
Neurosci. 23: (2003)）。しかし、この神経
前駆細胞の複雑な移動が、どのようなリガン
ドや受容体を介したシグナル伝達機構によ
って制御され、またどのような意味をもつの
か明らかになっていない。一方、前頭葉の構
造に異常を示す両側性前頭頭頂多小脳回症
の患者から、オーファンＧタンパク質共役受
容体 GPR56 の変異があることが報告された
(Science 303:（2004）)。この報告はＧタン
パク質共役受容体（GPCR）の変異により大脳
皮質の局所的パターンニングが異常になる
ことを示唆する初めての例であったが、われ
われは GPR56 からのシグナルが G12／13 およ
び Rhoを介して神経前駆細胞の移動を抑制す
ることを明らかにした(J. Biol. Chem. 283: 
(2008))。一方、われわれはマウス胎児脳か
ら調製した神経前駆細胞および脳切片培養
系とアデノウイルス遺伝子導入系を用いて
Gq と JNK を介した GPCR シグナルが神経前駆
細胞の遊走を抑制することを明らかにして
いる（Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 102: 
(2005)）。これらの研究から、GPCR シグナル
が神経前駆細胞の遊走制御を担う機構の１
つであることが示唆される。 
 大脳皮質形成期おける神経前駆細胞の脳
周辺部への遊走と分化のメカニズムを知る
ことは、脳の発達、成体における神経の再生
において重要な課題である。大脳皮質形成に
おける神経細胞移動のメカニズムについて
は古くから研究が行われてきた。また、細胞
遊走におけるＧタンパク質の関与について
は、神経細胞以外のさまざまな細胞において
研究がなされている。しかし神経前駆細胞の
分化遊走の分子メカニズムの中で、Ｇタンパ
ク質に焦点を絞った研究は数少ない。われわ
れは、脳切片作成後に脳室周辺部の細胞を蛍
光標識し、機能遺伝子の導入を行うことで、
タイムラプス顕微鏡による経時的な細胞の
移動、細胞分裂などの動態を観察できる in 
vitro のシステムを確立した。神経前駆細胞
の移動、細胞分裂におけるＧタンパク質シグ
ナル伝達系に関与する機能分子の解析、さら
に神経前駆細胞表面抗原に対する抗体を用
いて、未知の細胞膜機能分子の探索を行える。
このシステムを用いて、GPCR からのシグナル
伝達機構を解明することができる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、大脳皮質形成時の神経前駆細胞
の制御機構における GPCR シグナルを解明す
ることを目的とし、神経前駆細胞特異的な
GPCR の同定を行い、同定された GPCR に対す

る機能抗体の作製を行う。大脳皮質切片培養
系を用いたタイムラプス顕微鏡観察により、
機能抗体の神経前駆細胞の機能に対する作
用、シグナル伝達系の解析を行う。また機能
抗体を用いた GPCR の活性化および不活性化
機構の解析を行う。 
 われわれは、神経前駆細胞の遊走において
Ｇタンパク質シグナルによる正と負の二重
制御機構が存在することを見出している。こ
の制御機構が、複雑な radial migration の
メカニズムの解明に結びつく可能性が高い。
また本研究の手段として用いる機能抗体は、
神経前駆細胞の機能を調べる良いツールと
なるのみならず、疾患に対する治療薬の開発
にもつながる可能性がある。GPCR に対する機
能抗体は、ムスカリン作動性受容体、βアド
レナリン受容体で同定されており、また自己
免疫疾患において甲状腺刺激ホルモン受容
体を恒常的に活性化する自己抗体が発見さ
れている。一方、リガンドがない状態でも、
受容体のアミノ酸変異により恒常的活性型
受容体になること、GPCR の過剰発現によって
活性化受容体が増大しうることが報告され
ている。われわれは、神経前駆細胞に発現し
ているＧタンパク質共役受容体として GPR56
に注目し、GPR56 の過剰発現が、G12/13 シグ
ナルにより serum responsive element (SRE)
を介した転写の活性化を引き起こすことを
明らかにした。さらに GPR56 の細胞外ドメイ
ンを抗原とした抗体作製を行い、GPR56 を発
現させた細胞の転写活性をさらに増加させ
るアゴニスト抗体を得て、特許申請も行って
いる（特願 2007-284829）。GPR56 に対する機
能抗体の例を応用し、神経前駆細胞に特異的
に発現する GPCR の機能解析を機能抗体によ
り行う。 
 
３．研究の方法 
（１）大脳皮質培養による神経前駆細胞移動
アッセイシステムを用いたシグナル伝達系
の解析 
 GPCR シグナル伝達系が神経前駆細胞の機
能をどのように制御しているのかを解明す
るために、胎生 11 日目マウス脳から調製し
た培養前駆細胞、あるいは胎生 16 日目マウ
ス大脳皮質組織培養によるアッセイシステ
ムを用いて解析を行った。大脳皮質切片の組
織培養を用いたアッセイシステムは、脳室帯
の神経前駆細胞を、アデノウィルスを用いた
GFP 発現ベクターの導入により標識し、タイ
ムラプス共焦点レーザー走査型蛍光顕微鏡
により生きたまま脳切片における細胞の動
態をリアルタイムで観察できる。これらのシ
ステムを用いて、各種リガンド、活性化剤、
阻害剤などの薬剤投与による効果を検討し
た。また、種々の細胞内シグナル伝達分子の
遺伝子をアデノウィルスにより発現させる



 

 

ことで下流の分子を特定し、大脳皮質形成に
おける遊走の制御機構、さらには脳形成異常
疾患の原因を追求した。さらに JNK や PKA な
どのタンパク質リン酸化酵素の標的分子の
同定を行い、神経前駆細胞の遊走の分子機構
を解明した。 
 
（２）脳発生過程におけるオーファン GPCR
の発現と機能抗体の作製および活性化機構
の解析 

GPR56 の細胞外ドメインのリコンビンナン
トタンパク質を抗原とした抗体作製を行っ
た。機能抗体の評価系としてボイデンチャン
バー法などの in vitro における神経前駆細
胞の移動や、レポーター遺伝子を用いた転写
活性、細胞内 Ca 濃度測定など用いて、機能
抗体の効果を検討した。さらに機能抗体の
GPR56 における認識部位を同定するために、
GPR56 の細胞外ドメインの部分欠損変異体の
作製、さらに GPR56 の予測糖鎖修飾部位の点
変異体の作製を行い、抗体を用いたイムノブ
ロット、細胞免疫染色およびフローサイトメ
トリーにより GPR56の活性化機構の解明を目
指した。 
 
（３）doublecortin リン酸化による神経前駆
細胞遊走の制御機構の解析 
 Gs シグナルからどのような機構で神経前
駆細胞の遊走を促進するかを検討するため、
微小管結合タンパク質 doublecortin (DCX)
に注目して解析を行った。DCX のリン酸化変
異体あるいは内在性 DCXをノックダウンする
shRNA を発現するウィルスベクターを用いて
切片培養や胎生マウス脳室にウィルスベク
ターを注入し、in vivo での大脳皮質におけ
る細胞移動の観察、また in vitro での培養
神経前駆細胞によるボイデンチャンバー法
により解析した。DCX の微小管に対する親和
性は、HEK293 細胞や培養神経前駆細胞におけ
る微小管分画法により分析した。またラメリ
ポディアの形成および動態は GFP融合アクチ
ンおよびｍCherry融合DCX変異体を神経前駆
細胞に発現させ、タイムラプス顕微鏡により
観察した。Rac の活性化は PAK-CRIB を用いた
プルダウン法により検出した。 
 
４．研究成果 
（１）大脳皮質培養による神経前駆細胞移動
アッセイシステムを用いたシグナル伝達系
の解析 
大脳皮質培養による神経前駆細胞アッセイ
システムを用いて、神経前駆細胞の radial 
migration における GPCR の機能を解析した。
われわれはすでに培養神経前駆細胞を用い
てエンドセリンが Gq シグナルを介して細胞
遊走を抑制することを報告しているが、細胞
遊走のどの過程に作用して遊走を阻害して

いるのか明らかになっていない。本研究にお
いて、培養神経前駆細胞および大脳皮質組織
培養によるタイムラプス顕微鏡を用いた解
析により、神経前駆細胞の細胞同士の接着性
を高めることで遊走を阻害していることが
示唆された。また、リガンド未知である GPR56
は、機能抗体により G12/13 を介して同様に
遊走を阻害するが、GPR56 に対する機能抗体
では、エンドセリンでみられたような細胞凝
集はみられなかった。このことから、Gq と
G12/13 による遊走抑制機構は異なるもので
あることが示唆された。 
 さらに神経前駆細胞の遊走における Gタン
パク質の関与を調べるために、Ｇタンパク質
と GPCR の共役を特異的に阻害する各種 G タ
ンパク質αサブユニット C末端ペプチドをア
デノウィルスベクターにより脳切片に過剰
発現させ、細胞移動の変化を調べた。その結
果、Gαs-C 末端ペプチド(Gαs-ct)特異的に
神経前駆細胞遊走の阻害がみられた。一方、
他の Gαi, Gαq, Gα12 に対する C末端ペプ
チドは効果がみられなかった。さらに、Gα
s-ct による遊走阻害は、アデニル酸シクラー
ゼ活性化剤であるフォルスコリン(Fsk)や
cAMP ア ナ ロ グ で あ る ジ ブ チ リ ル
cAMP(dbcAMP)に解除された(図１)。また Gs
共役 GPCR のリガンドである下垂体アデニル
酸シクラーゼ活性化ポリペプチド（PACAP）
は、脳切片においても遊走促進活性を示し、



 

 

PACAP アンタゴニストは遊走を阻害した。こ
れらの結果より、Gs/cAMP/ PKA シグナルは神
経前駆細胞遊走に対して促進的に働くこと
が示唆された。 
 Ｇタンパク質サイクルを調節する因子と
して、Ric-8 が報告されている。Ric-8A は Gq
や Gi と相互作用し、グアニンヌクレオチド
交換因子として作用することが報告されて
いるが、Gs と相互作用する Ric-8B の機能は
まだ不明であった。われわれは、Ric-8B は
Ric-8A とは異なり、Gs と相互作用すること
でプロテオソーム系における Gs の分解を阻
害する働きがあることを新たに見出し、Gs シ
グナルの調節に関与することを報告した。培
養神経前駆細胞にアデノウィルスベクター
を用いて Ric-8 の発現抑制を行ったところ、
Ric-8BのノックダウンはPACAPによる遊走促
進活性を減少させた。 
 さらに、大脳皮質形成期の神経前駆細胞遊
走における GPCR の機能を解析することを目
的に、培養神経前駆細胞を用いて Gs シグナ
ルが細胞遊走を促進する機構を解明するこ
とに重点をおき実験を進めた。まず微小管結
合タンパク質 doublecortin（DCX）に注目し
て解析を行った。神経前駆細胞の内在性 DCX
を、アデノウィルスを用いた shRNA 発現によ
りノックダウンし、さらに、DCX の疑似リン
酸化型変異体および非リン酸化型変異体を
神経前駆細胞に過剰発現させ、ボイデンチャ
ンバー法により遊走能を評価した(図２)。そ
の結果、野生型 DCX（WT）を発現すると、Fsk
依存的な遊走促進がみられ、その効果は PKA
阻害剤(KT)により抑制された。一方、非リン
酸化型変異体(S47A)では Fskによる遊走促進
がみられなかった。疑似リン酸化型変異体
(S47E)は Fskによる刺激がなくても遊走促進
がみられ、さらに PKA 阻害剤はこの促進効果
を 抑 制 し な か っ た 。 こ の こ と か ら 、
Gs/cAMP/PKA の経路により DCX がリン酸化さ
れ、遊走を促進することが示唆された。 

 
（２）GPR56 に対する機能抗体の作製および

GPR56 活性化機構の解析 
まずヒト GPR56に対する機能抗体の作製を行
った。その結果、GPR56 を内在的に発現する
U87グリオーマ細胞の細胞内Ca増加を引き起
こし、またボイデンチャンバー法による細胞
遊走を阻害する抗体を新たに得ることに成
功した。一方、マウス GPR56 に対するモノク
ローナル機能抗体をラットに対して免疫を
行い、モノクローナル機能抗体を作製した。
その結果、機能抗体を得ることはできなかっ
たが、イムノブロット、免疫沈降、細胞免疫
染色やフローサイトメトリーに用いること
ができる抗体を数種類得ることができた。 
 これらの抗体を用いて、GPR56 の活性化機
構について調べた。GPR56 の細胞外ドメイン
に対する欠損変異体を作製し、HEK293 細胞に
SRE レポーター遺伝子とともに過剰発現をさ
せ、ルシフェラーゼ活性を指標に SRE 転写活
性の変化を調べた。その結果、細胞外ドメイ
ン欠損変異体は、野生型に比べて活性が高い
ことが示唆された。このことは、細胞外ドメ
インが抑制的に作用していることを示唆し
ている。さらに GPR56 の糖鎖修飾の役割を調
べるために、糖鎖修飾の予測部位に対する点
変異体を作製し実験を行った。６つの予測部
位すべての変異体は、SRE 転写活性の増加を
引き起こさなかった。また、GPR56 個体を用
いたフローサイトメトリーや細胞免疫染色
の結果、糖鎖修飾部位の点変異体は、細胞表
面への GPR56の移行が抑制されていることが



 

 

示唆された。さらにイムノブロット、細胞免
疫染色およびフローサイトメトリー解析の
結果、糖鎖修飾部位の点変異体は、adhesion 
GPCR の共通構造である GPS(GPCR 
proteolytic site)での切断が起こらず、膜
への移行が行われないことがわかった。 
 
（３）Doublecortin リン酸化による神経前駆
細胞遊走の制御機構の解析 
DCX リン酸化の微小管における機能を解析し
た。その結果、PKA シグナルは DCX の微小管
への親和性を減少させ、また野生型に比べ、
リン酸化型変異体はチューブリン重合能が
減少していることが明らかとなった。しかし、
PKA シグナルによるリン酸化 DCX の微小管に
対する効果だけでは、遊走能促進効果が説明
できず、アクチン系に対する効果を調べたと
ころ、疑似リン酸化型 DCX は、ラメリポディ
ア形成を促進し、さらにその運動性を増加さ
せることがわかった（図３）。 
ラメリポディアの形成は、Rac の活性化によ
って行われる。Rac の優性抑制型変異体を発
現させたところ、リン酸化 DCX によるラメリ
ポティアの形成は阻害された。さらに Rac の
活性化を PAK-CRIB を用いたプルダウン法に
より検出した。培養神経前駆細胞を PACAP で
刺激すると Rac の活性化がみられ、この活性
化はPKA阻害剤により抑制された。またPACAP
による Rac の活性化は DCX のノックダウンに
より抑制された。また、Rac の活性化は DCX
リン酸化変異体によってもみられた。これら
の結果から、Gs-PKA シグナル伝達系が DCX の
リン酸化を介して Racを活性化することがわ
かった。さらに、リン酸化 DCX が Rac のグア
ニンヌクレオチド交換因子である Asef-2 と
相互作用することを見いだした。以上の結果
から、微小管結合タンパク質として微小管の
機能を調節する DCX が、Ｇタンパク質シグナ
ルによりリン酸化されることで、微小管から
離れ、Rac を介してアクチン繊維のダイナミ
クスを調節するという新しい機構を見いだ
した(図４)。 
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