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研究成果の概要（和文）：神経細胞移動は、中枢神経系の形成における重要な発生過程であり、これがうまくいかない
と、てんかんや精神遅滞の原因となりうる。我々は、ある自閉症関連遺伝子がアクチン細胞骨格系を制御し、神経細胞
移動及び神経突起伸長に関与していることを見いだした。そのノックアウトマウスでは、認知機能障害や不安様行動の
低減が認められた。さらに、脳スライスに対する各種キナーゼ阻害剤のスクリーニングから、神経細胞移動に関与する
可能性のあるリン酸化酵素を多数同定した。またFocal Cortical Dysplasia様構造を持つマウスを作り出したが、てん
かん発作を観察するには至らなかった。

研究成果の概要（英文）：Neuronal migration is one of pivotal steps during brain development, whose malfunc
tion causes epilepsy and/or mental retardation. We found that an autism-related gene regulates actin dynam
ics and participates in neuronal migration. Targeted disruption of the gene in mice results in abnormal be
havior resembling some human psychiatric disorders. By screening of kinase inhibitors that affect neuronal
 migration in slice cultures, we identified some candidate kinases involved in neuronal migration. Althoug
h we generated mice carrying focal cortical dysplasia-lie structures in the brain, we could not detect epi
leptic symptoms among them. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 神経細胞移動は、中枢神経系の形成にお
ける重要な発生過程であり、これがうまくい
かないと、てんかんや精神遅滞の原因となり
うる。我々は子宮内エレクトロポレーション
法を開発し(EMBO J 2003)、Rac1 シグナル伝
達系による微小管制御機構（EMBO J 2003, J. 
Neurosci.2005）、Cdk5-p27 経路によるアクチ
ン制御機構(Nat Cell Biol 2006）、Rab ファ
ミリー蛋白室による N カドヘリン輸送
(Neuron 2010）が神経細胞移動に関与してい
ることを明らかにしてきたが、その分子機構
は未だに未解明の部分が多い。 
(2) また、難治性てんかん患者の多くには、
Focal Cortical Dysplasia（局所的な大脳皮
質の形成異常）という神経細胞移動の異常に
よる変異が認められるため、この Focal 
Cortical Dysplasiaがてんかんの原因となっ
ているのではないかと予想されてきた。しか
し、Focal Cortical Dysplasia によっててん
かんが引き起こされるしくみは未だに不明
であり、またこのタイプの難治性てんかんに
対する有効な治療法も確立されていない。そ
の理由の一つとしては、Focal Cortical 
Dysplasia のモデル動物が開発されていない
ことが挙げられる。逆に言えば、このモデル
動物が開発されれば、難治性てんかんの発症
機構の解明や、有効な治療法の発見につなが
る事が期待される。我々は、Rac1 や Cdk5 の
機能欠失変異(DN)体の子宮内エレクトロポ
レーションによる導入により、 Focal 
Cortical Dysplasia様の病態をマウスに作り
出せることを報告した(EMBO J.2003)。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究では研究代表者のこれまでの経
験と蓄積した技術を活かし、神経細胞移動に
関与する分子群を網羅的に同定し、その分子
機構を包括的に理解することを第一の目的
とする。具体的には、我々の開発した子宮内
エレクトロポレーション法にさらに RNAi 法
および機能阻害薬剤(JBC 2010 責任著者)を
組み合わせることによって、神経細胞移動に
関与する分子群を網羅的に同定し、その機能
を個別に解析し、最終的にそれぞれの果たす
役割を神経細胞移動の各過程にプロットす
ることで、その分子機構を包括的に理解する。 
(2) 本研究では、Focal Cortical Dysplasia
のマウスモデルを作製し、いかにしててんか
ん発作が引き起こされるのかを調べること
によって、ヒトの Focal Cortical Dysplasia
タイプのてんかんの発症機構について調べ
る。 
 
３．研究の方法 
(1)子宮内エレクトロポレーションによる、
各種分子の検証 
子宮内エレクトロポレーション法により
様々な細胞内情報伝達分子のドミナントネ
ガティブ体あるいは RNAi の発現ベクターを

GFP 発現ベクターと共に E14 の胎仔の脳室帯
の細胞群に導入し、E16, P0, P4 の各発生段
階でマウス脳の切片を作製し、その GFP シグ
ナルにより、神経細胞の位置、形態に異常が
あるかどうかについて調べる。また明らかな
異常のあるものについては、 
(2) タイムラプススライス培養系での、様々
な分子機能阻害剤によるスクリーニング。 
 GFP 発現ベクターを子宮内エレクトロポレ
ーションで E14 の胎仔脳に導入し、E16 でそ
の脳組織を 36 時間スライス培養する系にお
いて、様々な分子の機能阻害薬剤(特にキナ
ーゼ阻害剤)を加えることによって GFP で標
識された移動神経細胞の動態に影響を与え
るものをスクリーニングする。最初はかなり
広汎な分子・キナーゼに作用する阻害剤から
初めて（既にいくつかの候補が得られてい
る）、次第により選択的、特異的な阻害剤に
狭めて、神経細胞移動に関与する分子、特に
キナーゼの同定に努める。ここで同定された
分子に関しては、1の方法でその RNAi または
ドミナントネガティブ体を用いてさらに確
認する。 
(3) Focal Cortical Dysplasia 様の大脳皮
質異常を持つマウスの作成と解析 
Rac1およびCdk5のドミナントネガティブ体
発現ベクター(IRES-GFP を組み込んでおく)
を E14 の胎仔脳の様々な特定の領域に導入
しその領域での神経細胞移動を阻害する。電
圧、電極の向き、DNA 濃度などをコントロー
ルすることによって、大脳皮質の様々な領域
で、様々な重症度で、 Focal Cortical 
Dysplasia 様変異を引き起こしたマウスを
作成する。GFP の蛍光によって、生まれた直
後に大脳皮質のどのあたりに病変があるの
かは予想がつく。さらに、てんかん発作が生
じるかどうかについて調べる。 

４．研究成果 
(1) 神経細胞移動に関与する重要な遺伝子
と し て 、 Auts2 (Autism Susceptibility 
Candidate 2)を同定した。この遺伝子のコー
ドする AUTS2 蛋白質は、Rho ファミリーG 蛋
白質の一つである Rac1 の活性化因子である
P-Rex1 や Elmo2/Dock180 複合体と結合し、
Rac1 を活性化する。それによって、アクチン
細胞骨格系の再構成を引き起こし、神経細胞
移動に寄与する、ということを明らかにした。
さらに、AUTS2 は、同様なシグナルカスケー
ドを介して、神経突起伸長も引き起こす。 
 また、Auts2 のノックアウトマウスを作製
したところ、ホモ接合体において神経細胞移
動と神経突起伸長が著しく阻害されていた。
ヘテロ接合体でも、やや穏やかではあるが有
意な異常が認められた。 
 このヘテロ接合体は、AUTS2 遺伝子異常に
よって引き起こされるヒト精神疾患のモデ



ルとなりうることが、マウス行動解析による
認知機能障害や不安様行動の低減などによ
って示された（現在投稿中）。 
(2) GFP を子宮内エレクトロポレーションし
て移動神経細胞をラベルしたスライスカル
チャーにおいて、各種のキナーゼ阻害剤を加
えて神経細胞移動に影響を引き起こす薬剤
をスクリーニングした。その結果、Cdk5、PKC
の一部のアイソフォーム、PKA などの阻害剤
が抽出されたため、現在 siRNA による検証を
行っているところである。 
(3) Rac1 および Cdk5 のドミナントネガティ
ブ（DN）体を導入し、FCD 様の構造を作り出
すことに成功した。特に、前者では神経突起
を持たない FCD の細胞塊、後者では神経突起
（神経連絡）を持つ FCD の細胞塊が観察され
た。しかしながら、それらの中でてんかん様
発作が引き起こされた個体を得ることはで
きなかった。このことは、FCD はヒトてんか
ん患者に多く観察されるが、実はてんかん発
症とは関連が無い、ということを示唆してい
るのかもしれない。しかしながら、ヒトとマ
ウスではやはり脳の構造および機能に大き
な差があるために、そのように結論するのは
大変危険であると思われる。今後は、マーモ
セットなど、ヒトにさらに近い動物モデルを
使った検証を行う必要があるかもしれない。 
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