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研究成果の概要（和文）：リーリンが大脳皮質の神経細胞間の接着力を高めて集合させる機能を持つことを、分
散した神経細胞を用いて直接証明した。また、リーリンによる接着力の増強は、細胞接着分子のN-カドヘリンを
介して行われることを発見した。N-カドヘリンの機能を阻害すると、リーリンを加えても神経細胞は集合しなく
なることから、リーリンが N-カドヘリンを使って神経細胞同士を接着させることが明らかになった。さらに、
原子間力顕微鏡を使って、N-カドヘリンを介した神経細胞の接着力を直接測定した。その結果、リーリンによる
神経細胞の接着力増強は持続的なものではなく、一度強まった接着がその後弱まる一時的な現象であることが明
らかになった。

研究成果の概要（英文）：Reelin is an essential glycoprotein for the establishment of the highly 
organized six-layered structure of neurons of the mammalian neocortex. Although the role of Reelin 
in the control of neuronal migration has been extensively studied at the molecular level, the 
mechanisms underlying Reelin-dependent neuronal layer organization are not yet fully understood. In 
this research, we directly showed that Reelin promotes adhesion among dissociated neocortical 
neurons in culture. The Reelin-mediated neuronal aggregation occurs in an N-cadherin-dependent 
manner, both in vivo and in vitro. We directly measured the adhesive force between neurons and 
N-cadherin by atomic force microscopy, and found that Reelin indeed enhanced the adhesiveness of 
neurons to N-cadherin; this enhanced adhesiveness began to be observed at 30 min after Reelin 
stimulation, but declined by 3 h. These results suggest that Reelin transiently (and not 
persistently) promotes N-cadherin-mediated neuronal aggregation.

研究分野： 神経発生
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類の脳には、神経細胞が整然と配置す

る層構造が存在する。この層構造が逆転した
変異マウス、リーラー(reeler)は 50 年以上前
に発見され、その原因遺伝子・分子リーリン
(Reelin)は発見から 20 年近くが経過した。ま
た、リーリンシグナルの下流に位置する様々
な分子が報告された。それにもかかわらず、
リーリン分子が発生中の神経細胞に対して
どのような役割を持っているのか、また最終
的にどのような分子を制御して脳の層構造
形成を担うのか、依然として不明な点が多い。
要因の一つに、試験管内では実際の生体（in 
vivo）の脳内における環境を再現することが
困難で、神経細胞を試験管内に移すと形質が
異なったものになることが考えられた。 

このため、発生中の生体マウス脳内に、子
宮内胎児電気穿孔法によるリーリン発現プ
ラスミドの導入およびリーリン発現細胞の
移植を行い、その影響を解析したところ、特
徴的な神経細胞の凝集構造がリーリンによ
って形成されることを見いだした（Kubo K 
et al., J. Neurosci., 2010）。さらに、実際の
生体内で発生中の大脳新皮質において、リー
リンが発現する辺縁帯（MZ）の直下に、細
胞密度が高く、細胞凝集が起きていることが
示唆される原皮質帯（Primitive Cortical 
Zone; PCZ)が形成されることを見いだした
（Sekine K et al., J. Neurosci., 2011）。 

このように、生体内において、リーリンは
神経細胞同士の接着／凝集に関与している
可能性が生じているが、それがどのような分
子によって制御され、またそれが大脳皮質形
成においてどのような役割を持っているの
かについては、依然として不明のままであっ
た。そこで、リーリンがどのような分子を制
御して神経細胞の凝集を生じるのかを明ら
かにしたいと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではリーリンが神経細胞の凝集を
生じる際に、最終的に制御する分子を明らか
にすることを目的とした。 
 
（１）リーリンによって制御されて凝集に関
わる接着分子の同定 
 リーリンによって制御されて凝集に関わ
る分子を明らかにするため、細胞間の接着に
関わる分子に注目して解析を行った。 
 
（２）リーリンによる Nカドヘリン制御メカ
ニズムの解析 
 細胞間の接着に関わる分子のうち、N カド
ヘリンに着目して、リーリンが Nカドヘリン
を制御するメカニズムを明らかにするため
の解析を行った。 
 

３．研究の方法 
 
（１）リーリンによって制御されて凝集に関
わる接着分子の同定 
 リーリンによってどのように接着分子が
制御されて細胞凝集を生じるのかを明らか
にするため、子宮内胎児電気穿孔法によって
リーリン発現プラスミドを導入する際に、ワ
イルトダイプやドミナントネガティブ体の
接着分子の発現ベクターや、接着分子をノッ
クダウンするためのsiRNAベクターをリーリ
ン発現プラスミドとともに導入して、リーリ
ンによって誘導される神経細胞の凝集構造
への影響を解析した。また、この現象の特異
性を検証するために、ノックダウン抵抗性の
接着分子を発現するベクターを作成し、これ
を用いたレスキュー実験を行った。 
 
（２）リーリンによる Nカドヘリン制御メカ
ニズムの解析 
 神経細胞上のNカドヘリンがリーリン刺激
の前後でどのような制御を受けるのかを確
認するため、リーリン刺激の前後で活性や分
布の変化が起こるかどうか、分散培養をおこ
なった上で、培養細胞表面の Nカドヘリン分
布や N カドヘリン発現量を、免疫染色法や
Western ブロット法を用いて解析した。さら
に、N カドヘリンへの結合力を一細胞ごとに
解析できる、原子間力顕微鏡を用いた解析を
行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）リーリンによって制御されて凝集に関
わる接着分子の同定 
 リーリンが制御する分子の候補として、ま
ず、細胞間の接着に関わる分子に注目して解
析を行った。 
 当初は、リーリンシグナルの下流に位置す
ることが知られる、α１β５インゲグリンと
N カドヘリンの両方に注目して解析を行った。
発生中マウス脳内に、子宮内胎児電気穿孔法
を用いて、ワイルトダイプやドミナントネガ
ティブ体の接着分子の発現ベクターや、これ
らの接着分子をノックダウンするための
siRNA ベクターをリーリン発現プラスミドと
ともに導入した。その結果、α１β５インゲ
グリンと Nカドヘリンのいずれも、機能阻害
を行った際に、リーリンによる神経細胞の凝
集構造の形成に影響を及ぼすが、N カドヘリ
ンの方がその影響が大きいことが明らかに
なった。この解釈としては、N カドヘリンの
方がより持続的に細胞同士の接着に関わる
可能性が考えられた。 
 この現象の特異性を検証するために、ノッ
クダウン抵抗性の Nカドヘリンを作成し、こ
れを用いたレスキュー実験を行ったところ、
RNAiを用いたNカドヘリンのノックダウンに
ノックダウン抵抗性のNカドヘリンを共発現
することで、リーリンによる神経細胞の凝集



構造形成がレスキューされた。これによって、
N カドヘリンがリーリンによる神経細胞の凝
集構造の形成に必要であることが明らかに
なった。 
 
（２）リーリンによる Nカドヘリン制御メカ
ニズムの解析 
 次に、細胞膜表面上の Nカドヘリンがリー
リン刺激の前後でどのような制御を受ける
のかを明らかにするため、リーリン刺激の前
後でNカドヘリンの活性や分布の変化が起こ
るかどうか、培養細胞膜表面の Nカドヘリン
分布や Nカドヘリン発現量を、免疫染色法や
Western ブロット法を用いて解析を行った。
しかし、繰り返し条件検討を行ったにも関わ
らず、リーリン刺激によって、N カドヘリン
が細胞膜表面にわずかに増加する傾向は観
察されたものの、リーリン刺激の前後で明瞭
な差は得られなかった。また、N カドヘリン
の活性を反映すると考えらえる、N カドヘリ
ンのリン酸化状態や、βカテニンへの結合量
についても、リーリン刺激の前後で有意差が
得られなかった。 
 予期した通りの結果が得られない要因と
して、大脳皮質全体の細胞の分散培養を用い
た実験では、大脳皮質の異なる分化状態にあ
る神経細胞が入り混じっているため、特定の
分化状態にある細胞でのリーリンによる制
御がマスクされてしまうことが想定された。
そこで、子宮内胎児電気穿孔法によって、リ
ーリンによる制御を受けるステージにある
神経細胞をラベルした上で、N カドヘリンへ
の結合力を一細胞ごとに解析できる新規の
解析系である、原子間力顕微鏡（AFM）を用
いた解析を行った。すると、特定の分化状態
にある細胞をラベルした上で、それらの細胞
を一細胞ごとに解析した場合は、細胞膜表面
のNカドヘリン結合力がリーリン刺激によっ
て有意に強まるとともに、細胞膜表面の Nカ
ドヘリン量も有意に増加することが明らか
になった。 
 そこでさらに、リーリン刺激によって Nカ
ドヘリン結合力が強まる分子メカニズムを
明らかにするための解析をおこなった。発生
中マウス脳内に、子宮内胎児電気穿孔法によ
るリーリン発現プラスミドを導入してリー
リンの強制発現を行った際に、特異的にリン
酸化されるタンパク質の中から、リン酸化量
の変化をもとにして得られた候補分子につ
いて、生化学的な解析を行った。その結果、
この候補分子が、培養細胞にリーリンを加え
た際に特異的にリン酸化されることが明ら
かになった。また、発生中マウス脳内におい
て、子宮内胎児電気穿孔法を使用したこの候
補分子の機能阻害を行ったところ、細胞移動
の遅れが認められた。 
 今後、この候補分子が、リーリンを加えた
際の細胞膜表面のNカドヘリン量や結合力の
変化を制御するメカニズムについて解析を
進めていきたいと考えている。 
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