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研究成果の概要（和文）：放射状グリア(RG)は脳の構築に不可欠である。RGは放射状突起をもつが、これは発生過程で
は物理的足場なっている。本研究ではRGの形態維持の機構とその意義の解明を目指した。そしてCXCL12/CXCR4/CXCR7シ
グナル伝達系欠損遺伝子改変マウスの脊髄で、RGの突起形成の阻害を見出した。また、末梢神経の中枢神経への侵入を
観察した。さらに、RGの基底膜への接着性への関与を示し、さらにCXCL12によるRGのインテグリンB1の活性化を見出し
た。よって、CXCL12/CXCR4/CXCR7シグナル伝達系がRGの放射状突起の基底膜への接着性を増すことで、その足場構造の
維持に寄与していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Radial glia cells are crucial to construct the nervous system.  They have dual fun
ctions as neural progenitors as well as extending radial processes as physical scaffold for the developing
 neural tube.  How their radial morphology is maintained and whether this is important are the key questio
ns we have addressed in this project.  Here we show that radial processes are disrupted in spinal cord of 
mouse mutants deficient in CXCL12/CXCR4/CXCR7 signaling.  Interestingly this disruption causes leaky inter
face between the central nervous system and the periphery as cells from the latter are seen to invade into
 the former.  We then showed that CXCL12 signaling affect the adhesiveness of radial glia to basement memb
rane components.  Furthermore, we found that CXCL12 stimulation facilitates integrin B1 activation.  Thus 
CXCL12/CXCR4/CXCR7 are important in maintaining the integrity of radial scaffold which in turn maintains t
he cellular segregation of the central nervous system.  
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1 研究開始当初の背景 

放射状グリア細胞は、脊椎動物の中枢神経

系（CNS）の構築のための最も重要な細胞型

であることはほぼ間違いない。この細胞

は、神経前駆細胞としてだけでなく、発生

途上の神経管を支えるための物理的な足場

として法線方向に伸びるプロセスとしての

役割も担っている。神経上皮の頂端面を揃

える脳室帯（VZ）内に閉じ込められて、そ

の細胞体と、放射状グリア細胞の長い基礎

プロセスは、発生途上の神経管の軟膜表面

の上にある基底膜に到達し、連絡すること

を拡張する。神経管は急速に濃くしなが

ら、どのように放射状グリア細胞の放射状

形態学の完全性は、発生中に維持されてい

るのであろうか？神経管の適切な開発のた

めの放射状の足場のこの整合性はどのくら

い重要であろうか？これらの問いに関する

の我々の理解は不完全のままである。 

基底膜に放射状グリアとその上軟膜髄膜の

基礎過程のエンドフィートの持続的な接触

は軟膜髄膜から分泌外部信号が半径のプロ

セスの整合性に貢献するかもしれないとい

う可能性を提起する。ケモカイン、 CXCL12

は、発達過程では部位によらず軟膜髄膜細

胞で発現する。その受容体、主に CXCR4、へ

のシグナリングは、増殖、遊走および細胞

接着を含む神経発達の様々なのプロセスを

制御することが示されている。従って私は

放射状グリアの発達における役割を探求す

る試みとして、CXCL12 および CXCR4 に焦点

を当てた。 

 

2 研究の目的 

このプロジェクトの目的は、CXCL12 が放射

状グリア細胞の発達を制御する外来性の信

号として働くか否かを検証するとともに、

その基盤となる分子および細胞メカニズム

検討することである。 

3 研究の方法 

in situ ハイブリダイゼーションおよび免

疫組織化学を脊髄の発達途上の神経細胞分

化の時期における CXCL12 の二つの受容体

である CXCR4 および CXCR7 の発現パターン

を調べるために使用した。 

そしてマウスを用いた遺伝学的方法を、放

射状グリア発達における CXCL12 シグナル

伝達の機能的関与を調査するために使用し

た。 具体的には CXCL12 および CXCR4 欠損

マウスを用い、それらの脊髄の法線方向の

骨格構造の完全性は、ネスチンの免疫組織

化学を用いて分析した。高いレベルの

CXCR4 を発現する第二の細胞型、境界細胞

は、 Krox20 および SOX10 の in situ ハイ

ブリダイゼーションによって調べた。観察

された異常が細胞自律的または他の主要な

異常の結果起こったものであるかどうかを

調べるために、細胞型特異的なコンディシ

ョナルノックアウトマウスを、 Cre-LoxP

技術を使用して生成した。放射状グリア特



異的 CXCR4 のノックアウトマウスは、 

CXCR4 フロックスマウス系統とネスチン

CreERT2 マウスを交配することで得た。同

様に、境界キャップ細胞の発達における

CXCR4 の細胞自律的な役割は、Wnt1 - Cre

をラインおよび CXCR4 フロックスラインを

用いて調べた。 

放射状グリア発達における CXCL12 の機能

の基礎となる細胞および分子機構を調べる

るために、基底膜成分へ放射状グリアの接

着性細胞接着アッセイを用いて調べた。解

離細胞を、 CXCR4 プロモーターおよびエ

ンハンサーエレメントの制御下で GFP を発

現するトランスジェニック系統の Tg 

（CXCR4 -GFP）の胎仔の脊髄から調製し

た。基底膜成分へのこれらの細胞の接着の

程度は培養プレートを振とうした後に接着

したままである細胞の割合によって測定し

た。 CXCL12 刺激によるインテグリンベー

タ 1の立体構造の活性化は、具体的インテ

グリンベータ 1受容体の細胞外ドメインの

活性コンホメーションを認識する抗体

（9EG7）を用いて調べた。 

 

4 研究成果 

（ 1 ）我々は、 CXCL12 の主要な受容体で

ある CXCR4 は、発達中の脊髄の脳室帯にお

いて発現されることを見出した。高解像度

の研究は、CXCR4 が放射状グリア細胞とその

基底エンドフィートで発現されることを示

した。CXCR4 発現の高いレベルの第 2部位

は、末梢神経系の細胞であり、感覚および

運動神経の根を包む境界キャップ細胞であ

る。また、 CXCL12 は脊髄全体を覆う髄膜で

発現されることを確認した。 

（ 2 ） CXCL12 または CXCR4 のノックアウ

トマウスの解析の結果、2つの興味深い異常

が明らかになった。第一に、これらの変異

体における脊髄の放射状の骨格は異常を呈

していた。具体的には、相互接続された基

底エンドフィートの層に隙間があり、いく

つかの basal 側のプロセスが基底膜に到達

する前に曲がったり発育がとまったりして

いた。第二に、末梢神経である境界キャッ

プ細胞は、これらの変異体では異所的に脊

髄内に配置されていた。 

（ 3 ）これらの欠陥の性質を理解し、それ

らを CXCL12/CXCR4 シグナリングの細胞自律

機能によって引き起こされているかどうか

を知るため、我々は、細胞型特異的コンデ

ィショナルノックアウトマウスを構築し

た。ネスチン CreERT2 ： CXCR4（フロック

ス）トランスジェニックマウスは放射状グ

リアに影響を与えずに、境界キャップ細胞

で CXCR4 ノックアウトすることができる。

一方、の Wnt1 - Cre を： CXCR4 （フロッ

クス）トランスジェニックマウスは、特に

境界キャップ細胞からではなく、放射状グ

リアから CXCR4 をノックアウトするために

作成した。2つのタイプのコンディショナル

ノックアウトマウスの解析の結果、 

CXCL12/CXCR4 シグナル伝達が細胞自律的に



正常な法線方向の足場形成に必要であるこ

とを示した。また放射状グリア足場の欠陥

は、二次的に境界キャップ細胞の位置異常

の原因となる。 

（ 4 ）また、放射状グリア開発における

CXCR7 、 CXCL12 の第二の受容体の関与を解

析した。我々は、 CXCR7 も現像脊髄の VZ に

発現し、その発現パターンは、 CXCR4 の発

現パターンと部分的に相補的な、部分的に

重複であることを示した。放射状グリア形

態はまた、 CXCR7 ノックアウトマウスで破

壊されている。 

（ 5 ）次に、放射状グリア発達における

CXCL12 の役割の基礎となる細胞および分子

メカニズムを検討した。まず、これらの細

胞は神経幹/前駆細胞であるため、このシグ

ナリングは、放射状グリア細胞の増殖に影

響を与えるかどうかを調べた。まず、これ

らの細胞の増殖への影響は見つからなかっ

た。そこで直接放射状グリアの basal 側の

突起の発達に CXCL12 シグナルが影響を与え

るのではないかと考えた。CXCL12 は細胞接

着を調節することが知られている（特にイ

ンテグリンの調節を介して）。そこで私

は、CXCL12 が基底膜への放射状グリアの接

着を調節するという仮説を立てた。私は、

細胞接着アッセイを使用して、この仮説を

検証し、実際 CXCL12 刺激がフィブロネクチ

ンおよびラミニンに放射状グリアの密着性

に小さいが有意な増加を引き起こすことを

見出した。次に、CXCL12 刺激が放射状グリ

ア細胞の解離培養系における活性形インテ

グリン b1 のの増加につながることを示すた

めに実験を行った。in vitro データに一致

して、我々は、脊髄 CXCL12 ノックアウト動

物におけるインテグリン b1 の活性型レベル

の低下を検出した。 

 

結論として、このプロジェクトは、これま

で知られていなかった神経管の発達の神経

細胞産生期間中に放射状グリアプロセスの

正常な形態を維持する上で

CXL12/CXCR4/CXCR7 が果たす役割を明らかに

した。これは、発生過程の放射状のプロセ

スに異常が生ずることで、末梢に存在する

はずの境界キャップ細胞がその二次的効果

で脊髄内に位置する可能性があることを示

している。 CXCL12 シグナリングは放射状

グリア細胞基底膜へ接着性を増加させ、細

胞接着分子β1インテグリン活性を増加させ

る。このことは、CXCL12 シグナル伝達は、

神経管が急速に成長する際に basal 側の

endfeet が基底膜に継続的に接触を維持する

のに役立つというモデルを提起する。弱い

接着は、放射状のプロセスを切り離し、脊

髄の表面から離れていくことになり、その

結果末梢の細胞の浸潤を"招く"原因となる

ものと考えられる。 
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