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研究成果の概要（和文）：リーリンは脳の層構造形成と維持に必須の分泌タンパク質であり、近

年その機能低下が精神神経疾患発症に関与することが明らかとなってきた。申請者は、リーリ

ンの C 末端領域が何らかの分子に結合して下流因子活性化に寄与することを見いだし、これを

ほぼ同定した。また、リーリン機能低下が精神神経疾患の発症や増悪化に関与するのなら、こ

れを増強または賦活化すればその治療につながる。そこでリーリン分解酵素の同定を目指し精

製を行い、有力な候補分子を得た。 

 
研究成果の概要（英文）：Reelin is essential for brain layer formation and maintenance. We 

identified the novel receptor molecule of Reelin that binds to its C-terminal region. We also 

identified the protease in charge of specific proteolysis of Reelin. Inhibiting this protease 

may increase Reelin function in adult brain and can be a new drug against 

neuropsychiatric disease. 
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１．研究開始当初の背景 

哺乳動物の脳では、機能・構造が類似した神
経細胞が美しい層（レイヤー）構造を成して
存在している。この構造は、神経ネットワー
クの形成と機能を効率化するために重要で
あり、その破綻は多くの精神・神経疾患（統
合失調症、読字障害、頻発性てんかん等）の
発症原因（またはリスク）である。層構造の
形成（及び維持）機構を解明することは、こ
れら疾患を理解し、新規かつ革新的な診断

法・予防法・治療法等の開発につなげるため
に極めて重要である。 

リーリン（Reelin）は、胎生期における層構
造形成を最上位で司ると考えられている巨
大分泌蛋白質である。近年、リーリン遺伝子
の多型や、リーリンの発現量減少が、統合失
調症や気分障害の発症と相関することが報
告された。しかし、リーリンの機能が不明な
現状では、これらの相関が意味することも不
明瞭である。 
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胎生期の大脳において、リーリンは、最も表
層側に存在する Cajal-Retzius（CR）細胞に
高発現する。分泌されたリーリンは、アポリ
ポ蛋白質 E 受容体２（ApoER2）または超低
密度リポ蛋白質受容体（VLDLR）に結合し、
これら受容体の細胞内領域に結合している
アダプター蛋白質 Dab1 のリン酸化を誘導す
る。以上の経路はほぼ完全に証明されており、
本研究でも疑わない。しかし、依然として以
下の問題が未解決、もしくは論争として残っ
ている。 

A．なぜリーリンは Fyn を活性化できるの
か？ 

リーリン受容体に、Dab1 は結合しているが、
Fyn は結合していない。申請者は、リーリン
の C 末端領域(CTR)が神経細胞膜上の何らか
の分子に結合すること、およびこの結合が
Dab1 リン酸化誘導に重要であることを発見
した（JBC 2007）。すなわち、リーリンの
CTR 結合分子は co-receptor として機能する
と考えられる。しかし、この分子の正体、お
よび、この分子が Fyn の活性化に関与するか
否かは今のところ不明である。 

B．リーリンはどの程度拡散するのか？どの
細胞の、どの部分に対して機能するのか？ 

リーリンが CR 細胞（細胞移動のゴール付近）
に高発現することから、「リーリンは細胞移
動の終了に関与する」という説は根強い。し
かしこの説に合致しない実験結果も多く、リ
ーリンの「作用点」は今なお不明である。申
請者は、独自のアプローチからリーリンの作
用点解明に取り組み、リーリンの特異的分解
の分子機構（BBRC 2009）や、「機能的」受
容体の検出方法の開発と、新たなリーリン標
的細胞の発見（J. Neurosci. 2009）などの成
果を上げてきた。 

C．リーリンシグナル・Dab1 リン酸化によっ
て、細胞機能に起きる変化は何か？ 

Dab1 の下流分子としては数種の蛋白質が同
定されているが、それらの結果実際に細胞機
能に起きるアウトプットの全貌は理解され
ていない。申請者は、リーリンにより活性化
されるキナーゼ Fyn が、スフィンゴミエリン
代謝を介して、脂質ラフトと GPI アンカー型
蛋白質の局在を制御することを発見した
（JBC 2009）。この現象は神経細胞の機能を
グローバルに変化させ得る。 

D．リーリンの「機能低下」（欠損ではなく）
によって生じる異常とは具体的に何なの
か？ 

ヒトの精神神経疾患発症においては、リーリ
ンの「機能低下」が原因（またはリスク）と
されている。一方、リーリンのヘテロ欠損（シ
グナル量はおそらく 50%減）マウスにほとん
ど異常がなく、リーリンの「機能低下」によ
り層構造や脳機能に異常が生じるか否かは
不明であった。この問題を解決するため申請

者は、リーリンCTR欠損ノックイン（DC-KI）
マウスを作製した。このマウス大脳ではリー
リンシグナル量（Dab1 リン酸化量から推定）
が野生型の約 15%に低下していた。そして驚
くべきことに、DC-KI マウス大脳では、層構
造が胎生期にいったん正常に形成されるが、
生後にこれが維持されないことを発見した。
すなわち、「強い」リーリンシグナルは層構
造の「維持」に必要であると考えられる。 

 

２．研究の目的 

精神神経疾患の発症機構を理解し創薬等に
役立てるため、脳の層構造「形成」と「維持」
におけるリーリンの機能を包括的に解明す
る。中でも、以下の３点に焦点を絞り解析す
る。 

１．リーリンが分泌されてから標的細胞を活
性化するまでの分子機構解明（上記 A.B.の解
決） 

２．リーリン刺激により細胞内で最終的に生
じる変化（アウトプット）の同定（上記 C.

の解決） 

３．リーリンの機能低下による層構造維持の
破綻の分子機構と、その成体脳機能への影響
および疾患発症への寄与解明（上記 D.の解
決） 

 

３．研究の方法 

リーリン切断及び層構造形成・維持への関与
を知るため、これを担う酵素を同定し、その
寄与を解析する。また、プロテアーゼに対す
る抗体作製を行い、脳における局在解析を行
う。CTR 結合分子については、生化学的性状
から考えられた候補分子について解析する。
またリーリン-AP 融合プローブ染色と免疫染
色を組み合わせ、リーリンの標的となる細
胞・構造をより詳細に解析する。また、リー
リン欠損マウスや DC-KI マウスにおける機
能的受容体の局在と比較する。様々なマーカ
ーを用いた免疫染色により、層構造が乱れ
ていく様子を解明する。また、子宮内遺伝
子導入により蛍光蛋白質を神経細胞に発現
させた後に脳スライスを作製し、神経細胞
の動態をリアルタイム観察する。 

 
４．研究成果 
 
リーリンの機能が低下することによって成
体の脳にどのような影響が出るのかについ
て確定的な実験はされておらず、間接的な知
見があるにすぎなかった。そもそも、「リー
リンの機能を低下させる」ためのアイデアや
方法が報告されたことはなく、非常に困難な
問題として残されていた。申請者は、リーリ
ンの CTRがリーリンの効率的な下流シグナル
活性化に必要であることを見いだした。すな
わち、CTR を欠損するマウスは「リーリン機



能減弱マウス」になると考えられる。リーリ
ンのゲノムは巨大かつ複雑であるが、CTR は
単一のエキソンにコードされている。常法に
従い、この CTR をコードする配列を FLAG エ
ピトープをコードする配列に変換するよう
なターゲティングベクターを作成し、これを
用いて遺伝子組み換え ES 細胞を得た。その
後、やはり常法に従いキメラマスを作成し、
これを交配して CTR を欠損するノックイン
（DC-KI）マウスを作成した。このマウスは、
世界初かつ、今なお唯一の、リーリンゲノム
遺伝子改変マウスである。 
このマウスは、一見正常に発達した上で出生
し、リーラーマウスで見られるような歩行異
常や振戦は起こさなかった。また雌雄ともに
交配可能であった。脳や他の臓器にも一見し
て判る異常は見出されなかった。しかし、生
後脳を詳細に解析した結果、様々な興味深い
異常を見いだした。まず大脳皮質においては、
最も外側の層（marginal zone）に神経細胞
が異所的に侵入することが見いだされた。こ
の表現型は、生後直後には明瞭ではなく、成
長するにつれて顕著になっていくこともわ
かった。リーリンはまさにこの marginal zone
に局在する。よってリーリンは、神経細胞の
運動を負に制御することで生後脳の層構造
の維持に必要であることが強く示唆された。 
海馬において胎生期には明瞭な異常は観察
されないが、生後になって CA1領域や歯状回
の神経細胞の整列が乱れ、生後数週間以降は
異所性の神経細胞が数多く観察された。極め
て興味深いことに、本来あるべき場所から離
れた神経細胞は、それ自体が新たな層構造を
形成するように並んでいた。この現象のメカ
ニズムや意義は現在解析中であるが、統合失
調症などの精神疾患の患者ではしばしば異
常な層構造が観察されることが知られてお
り、「リーリンの機能低下」→「層構造異常」
→「疾患発症」という因果関係を示唆してい
る。 
リーリンの CTRが何らかの co-receptorに結
合して下流因子活性化に寄与することは既
に報告した。この co-receptor 分子の生化学
的性質と、リーリン CTRの構造（塩基性アミ
ノ酸に富む）を考慮することで、いくつかの
候補分子が挙げられた。これらについて一つ
一つ検証した結果、有力な候補分子を得た。
この分子は、リーリン CTRに結合するだけで
なく、リーリン受容体の ApoER2および VLDLR
とも複合体を形成することを見いだした。さ
らに、CTR に対するモノクローナル抗体を樹
立し、この抗体がリーリンと Neuropilin の
結合を阻害することをみいだした。 
 
（３）リーリン機能増強を志向した、リーリ
ン特異的分解酵素の研究 
リーリン機能低下が精神神経疾患の発症や

増悪化に関与するのなら、リーリンの機能を
増強または賦活化すればその治療につなが
ることが期待できる。しかし、ヒトの遺伝子
改変や、患者の脳室にリーリンタンパク質や
遺伝子を投与することは現実的ではなく、他
の方策が求められる。そこで申請者はリーリ
ンの分解酵素に注目した。すなわち、リーリ
ンの分解不活化を止めれば、その機能が増強
できると予想される。このリーリン分解酵素
の同定を目指し、精製を行った。 
初代培養マウス大脳皮質神経細胞の培養上
清にはリーリンを分解する酵素活性が検出
される。これを出発物質として用いるために、
培養条件、前処理法、カラムクロマトグラフ
ィーの条件検討だけでほぼ 2年を費やしたが、
最終的には最適な条件を決定することがで
きた。これをもとに神経細胞培養上清約
400ml（マウス胎児約 250 匹相当）から、複
数のカラムクロマトグラフィを組み合わせ
て精製を行い、リーリン分解活性と挙動をと
もにするバンドを同定した。このバンドを質
量分析に供した結果、分泌型メタロプロテア
ーゼの一種である ADAMTS（a disintegrin and 
metalloproteinase with thrombospondin 
motif）-３という酵素がリーリン分解活性を
担うことが示唆された。ADAMTS-3 の分子量や
酵素学的・生化学的性質は、脳に存在するリ
ーリン分解酵素のそれと酷似していた。そこ
で ADAMTS-3 の cDNAをクローニングし、リコ
ンビナントタンパク質を作製したところ、予
想通りリーリン分解活性を有していた。また、
リーリンの分解部位をアミノ酸レベルで同
定した結果、分解は特定のプロリン残基の C
末端側で起きていることを見いだした。この
プロリン残基に変異を導入したリーリンは、
神経細胞の培養上清で分解を受けないこと
も見いだしたが、リコンビナント ADAMTS-3
もこの変異方リーリンを分解できなかった。
なお、ADAMTS-3のファミリー分子のうち、脳
に存在することが知られている ADAMTS-1、-5、
-9、-12、-19 は、リーリン分解活性を示さな
かった。唯一、ADAMTS-4は弱いリーリン分解
活性を持っていたが、生化学的性質が脳内在
性リーリン分解酵素と異なる（また、上記の
プロリン変異体をも分解できる）ことから、
脳におけるリーリン分解酵素の実体ではな
いことも判明した。 
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