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研究成果の概要（和文）： 

大脳皮質形成過程の神経細胞移動における L1cam（以下 L1と呼ぶ）の機能を明らかにする目

的で、胎生 13日のマウス胎仔終脳脳室層に、子宮内電気穿孔法を用いて、RNA 干渉法による

L1 ノックダウン(L1-KD)を惹起した。L1-KD 細胞は、放射状神経細胞移動の遅延、皮質板に

侵入するリーディングプロセスの角度に大きなばらつきを示した。さらに、大脳皮質層マーカ

ーの転写因子 Satb2、Ctip2、Tbr1の発現異常がみられた。今後、L1-KD細胞における神経細

胞移動異常の分子メカニズムを解明する予定である。 

 

研究成果の概要（英文）： 

L1 is a cell adhesion molecule associated with a spectrum of human neurological diseases, 

however; the function of L1 in neuronal migration during cortical histogenesis remains to 

be clarified. We therefore investigated the corticogenesis of mice embryos where L1 

molecules were knocked down (L1-KD) in selected neurons, employing in utero 

electroporation with shRNAs targeting L1 (L1-shRNA). The radial migration of L1-KD 

neurons was significantly delayed and the directions of the leading process of L1-KD 

neurons became more dispersed, compared with the control neurons. In addition, two 

transcription factors expressed in the neurons, Satb2 and Tbr1, were shown to be reduced 

or aberrantly expressed in L1-KD neurons. These observations suggest that L1 plays an 

important role in regulating the locomotion and orientation of migrating neurons and the 

expression of transcription factors during neocortical development. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 神経細胞接着分子 L1CAM(以後 L1)はイ

ムノグロブリンスーパーファミリーに属す

る膜貫通型蛋白で、神経発生において重要な
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役割を担っている。L1 遺伝子変異による先

天性水頭症の発生メカニズムは不明である。 

 

(2) L1細胞外領域の 6番目のイムノグロブリ

ンドメインは、L1 同士のホモフィリック結

合 お よ び GPI 結 合 型 接 着 分 子

（Axonin1/TAG-1）とのヘテロフィリック結

合に必須な領域である。我々は、6 番目のイ

ムノグロブリンドメインのみを欠損する L1

ノックインマウス（L1-6D）を作製し、この

ドメインが水頭症の発症病因として重要で

あることを示した。(J Cell Biol :2004, Mol 

Cell Neurosci:2005)。 

 

(3) 平成15年度～16年度の基盤研究C(2)で、

L1-6D マウスを用いて、胎生早期における中

枢神経形成過程を詳細に検索することを企

図したが、世代継代とともに胎生致死となっ

たため、水頭症発生メカニズム解明に至らな

かった。 

 

(4) 神経細胞接着分子 TAG-1 は発生期の中

枢神経系では早期から間脳に発現し、皮質視

床路の形成においては L1 発現軸索と相補的

に投射することが知られている。 

 

(5) 本研究では、水頭症発症のメカニズムを

追求するために、胎生中期の胎仔脳室層神経

前駆細胞に対し、RNA 干渉法を用いて、L1

および L1 の 6 番目のイムノグロブリンドメ

インのリガンドとして重要な TAG-1 のダブ

ルノックダウンを惹起することで、表現型を

増幅するという着想に至った。 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究では、マウス胎仔脳に子宮内電気

穿孔法により、L1 およびそのリガンドの一

つであるTAG-1に対する shRNAの共導入を

行い、L1、TAG-1 のダブルノックダウンを

惹起する。 

 

(2) ダブルノックダウン神経細胞の移動と定

着、軸索や樹状突起の発達、皮質視床路に注

目した神経回路の形成過程、L1、TAG-1 関

連遺伝子発現を解析する。 

 

(3) in vivo での L1ノックダウンの短期効果

ならびに長期効果を TAG-1 とのダブルノッ

クダウンにより増強することで、L1 遺伝子

異常に伴う水頭症発症メカニズムを解明す

ることを本研究の目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) GFP-L1-shRNA設計と抑制効果判定 

L1 を標的とした MGFP 発現 shRNA プラス

ミド： L1-shRNA（ pGeneClimTMhMGFP 

Vector、Promega)を設計した。胎齢 13 日

（E13）の胎仔終脳から分散培養した皮質神

経細胞に電気穿孔法（Amaxa Nucleofector）

によりプラスミドを導入後、RNAを回収し、

定量 RT-PCRによる L1遺伝子発現の低下を

確認した。また導入細胞をラミニンもしくは

抗-Fc 抗体+L1-Fc でコーティングした 24 ウ

ェルプレートにて培養し、導入後 48 時間ま

たは 96時間で共焦点顕微鏡にてMGFPを発

現している神経細胞の突起形態を観察し、L1

ノックダウン(L1-KD)効果の表現型を確認し

た。 

 

(2) マウス胎仔脳への GFP-L1-shRNA 導入

と神経細胞移動解析 

E13のマウス胎仔(C57BL/6系統)の側脳室脳

室層に子宮内電気穿孔法を用いて L1 を標的

とした shRNAプラスミド(以後、shRNA2と

呼ぶ )、スクランブル配列を組み込んだ

MGFP発現 shRNAプラスミド（以後、shNC

と呼ぶ）および MGFPのみのプラスミド（以

後、MGFP only と呼ぶ）を経子宮的電気穿

孔法により導入した(図 1A,B)。E13にプラス

ミド導入後、3 日後（E16）もしくは 4 日後

（E17）に胎仔脳を摘出(図 1C)、凍結切片を

作製し Doublecortin を一次抗体とした免疫

染色を施行後、共焦点顕微鏡下で観察した(図

1D,E)。背側終脳壁を 6 層に分割し、MGFP

を発現する導入細胞を計測し、各層に存在す

る細胞の割合を3群間で比較検討した(図4D)。

遊走細胞のリーディングプロセスの方向は、

脳表面接線方向に対する角度として測定し

統計学的解析を行った(ImageJ, 図 5A,B)。 
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図 1. マウス胎仔脳への GFP-L1-shRNA導入 

 

(3) 大脳皮質層マーカーの転写因子発現解析 

L1-KD により神経細胞の分化過程がどのよ

うな影響を受けるかを調べるために、(2)と同

様にMGFP onlyまたは shRNA2を導入した

胎仔脳切片を用いて、大脳皮質層構造マーカ



ーである転写因子の発現パターンを解析し

た。1 次抗体として、Satb2 や Ctip2、Tbr1

を用いて免疫染色を施行し形態学的に評価

した。 

 

 (4) タイムラプスによる経時的神経細胞移

動解析 

(2)の要領で胎仔脳にプラスミド導入1-2日後

(E14-15) に胎仔を摘出、胎仔終脳壁前 1/3か

ら、脳脊髄膜をつけた状態で組織切片

(200m厚)を作成し、コラーゲンゲルに包埋

して組織培養を開始した。共焦点レーザ顕微

鏡に設置した CO2 細胞培養チャンバーに移

し、タイムラプスで、L1-KD 細胞の移動、突

起伸長を 24時間～48時間観察した。 

 

４．研究成果 

(1) shRNA による L1-KD効果 

pGeneClipTM hMGFP vector に L1を標的

とした shRNA を組み込んだものを 4種類、

hMGFP-labeled mock plasmid (MGFP only 

plasmid)とネガティブコントロール shRNA

（shNC）を作製した。shRNA2 が 4 つのプ

ラスミドのうちで in vitro における L1-KD

がもっとも高効率であったため、本研究では

shRNA2を用いた(図 2)。 

 

shRNA2:  

tctcgAGCCTTACCAGAAGGGAAAGTcttcc

tgtcaACTTTCCCTTCTGGTAAGGCTct 

 

 

 
図 2. shRNA2の L1cam発現抑制 

 

 

(2) shRNA による初代培養皮質神経細胞の

機能低下 

プラスミドを導入後 48 時間で、神経細胞の

最長の神経突起の長さに関して、80m 未満

のもの、80m から 220m 未満のもの、

220m以上のものをそれぞれタイプ 1、タイ

プ 2、タイプ 3 のサブタイプに分類した(図

3A)。ラミニン基質上で培養すると、shRNA2、

shNC、MGFP only の各プラスミドを導入し

た細胞において、タイプ 1、タイプ 2、タイ

プ 3 の割合に有意な差異はみられなかった。

一方、L1-Fc基質上で培養した場合、shRNA2

をトランスフェクションした神経細胞では、

MGFP only に比較し、タイプ 1 の有意な増

加、タイプ 3の有意な減尐を認めた。さらに、

shRNA2導入細胞において、ラミニン上で培

養したそれと比べてタイプ 1の割合が有意に

増加していた(図 3B)。これは、shRNA2によ

る L1-KD によって、L1-L1 のホモフィリッ

クな結合が障害されていることを示唆する。 
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図 3. shRNA2導入神経細胞の形態観察 

 

 

(3) L1-KD による皮質神経細胞放射状遊走の

障害 

MGFP only プラスミドを導入した神経細胞

は、E16では中間層で皮質板に向けて垂直に

伸長した束状のリーディングプロセスを有

し、E17ではおよそ 70％が皮質板に達してい

た。一方、shRNA2 導入神経細胞(L1-KD 細

胞)では、E16の中間帯ではリーディングプロ

セスは短く方向は多彩で、E17では多極性の

神経細胞が中間帯に残存し小集団を形成し

ていた。形態計測を行ったところ、E16にお

いて、MGFP only プラスミド導入細胞の

51％が皮質板に到達していたが、L1-KD 細

胞では 27％しか皮質板に到達していなかっ

た(図 4A)。さらに、MGFP プラスミド導入

細胞の 25％は上部皮質板に到達していたが、

L1-KD細胞ではわずか5％しか上部皮質板に

到達していなかった(図 4B)。E17 では、

MGFP only プラスミド導入細胞の 22％が中

間帯に存在したが、L1-KD 細胞では 34％が

中間帯にとどまっていた(図 4C)。これらから、

shRNAによるL1-KDが皮質神経細胞の遊走

速度を遅延させることが示唆された。 



lower    upper  lower middle upper**P<0.01, *P<0.05, Kruskal-Wallis test, Dunn’s Multiple Comparison Test

0

10

20

30

40

50

60

70

80

VZ IM CP

NC shRNA2 MGFP only

*

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

VZ lower-IM upper-IM lower-CP middle-CP upper-CP

NC shRNA2 MGFP only

*

0

10

20

30

40

50

60

70

80

VZ IM CP

NC shRNA2 MGFP only

**

VZ  IZ      IZ CP   CP CP

A：E13-16                                                                            B：E13-16
Percent of cells Percent of cells

Percent of cells
C：E13-17                                                                            D

 

図 4. shRNA2導入細胞の分布解析 

 

(4) L1-KD による皮質神経細胞リーディング

プロセス伸長の攪乱 

shRNA2導入神経細胞(L1-KD細胞)では放射

状遊走の際のリーディングプロセスの方向

に高度なばらつきがみられた。そこで、リー

ディングプロセスの方向を辺縁層の接線に

対する角度として計測したところ、L1-KD 細

胞では、MGFP only プラスミド導入細胞に

比し、統計学的に有意なばらつきを示した(図

5C)。このことから L1-KD により、皮質神経

細胞の放射状移動を決定するリーディング

プロセスの形成方向が攪乱されることが示

唆された。 
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図 5. リーディングプロセスの方向の解析 

 

(5) 皮質層構造マーカーである転写因子発現

の変動 

Satb2 は皮質表層に強く中間層に弱発現、

Ctip2は皮質深層に、Tbr1は皮質深層からサ

ブプレートに発現する転写因子である。

E16.5において、MGFP only プラスミド導入

細胞では皮質表層近傍まで遊走した神経細

胞に Satb2の発現がみられたが、Ctip2、Tbr1

の発現はみられなかった。しかし、shRNA2

導入細胞(L1-KD 細胞)では、サブプレートで

Satb2 の発現が高頻度にみられるとともに、

皮質深層において Ctip2の発現が一部の細胞

でみられた。また、Tbr1 発現は、皮質板深

層でごく一部の細胞にみられるのみならず、

中間層深層で異所性に発現していた(図 6)。

このことは、L1-KD によって細胞遊走遅延が

引き起こされたのみならず、皮質神経細胞の

分化の方向までを変えた可能性を示唆する。 

 

Ｌ
１
Ｋ

D
M

G
F

P
Ｌ
１
Ｋ

D
M

G
F

P

Satb2 Ctip2 Tbr1

E
1

3
-1

7
E

1
3
-1

6

 

図 6. L1-KDによる 転写因子の発現かく乱 

 

(6) タイムラプスによる経時的神経細胞移動

解析 

L1-KD 細胞では、中間層での神経細胞移動速

度の有意な低下、サブプレートから皮質板へ

の細胞侵入の遅延を示すとともに、皮質板で

の terminal translocation に異常がみられた。

off-target 効果を除外するために、今後、複

数の L1 を標的とした shRNA を用いて確証

を行う予定である。 

 

(７) 今後の展望 

本研究は、胎生期の一時期に、将来の大脳皮

質を形成する神経細胞において特異的に L1

をノックダウンする手法を用いて、皮質形成

過程における L1 の新たな機能を提示するこ

とができた。しかし、当初の計画が遅延し、

L1、TAG-1 のダブルノックダウンによる機

能解析に至らなかった。今後も当該研究を続

行し、L1-KD による神経細胞移動障害の分子

メカニズムを解析し、L1cam が大脳皮質形成

過程において果たす役割を解明する。 
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