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研究成果の概要（和文）：リーリンは、神経細胞の配置や形態を制御する分泌タンパク質であり、大脳皮質形成
において必須の役割を持つ。近年、リーリンの機能低下が、精神神経疾患発症の一因となることがわかってき
た。しかしリーリンが、いつどこで具体的に何を制御するのかは未解明である。本研究では、時空間的なリーリ
ンの作用機序、およびその意義の解明を試み、新規リーリン受容体Nrp1が大脳皮質浅層神経細胞の樹状突起発達
を制御すること、cofilinを介したリーリンシグナルが、海馬の遅生まれ神経細胞の配置を制御すること、生後
脳へのリーリンの局所投与は、リーリン欠損により引き起こされる運動異常を一部回復することが明らかになっ
た。

研究成果の概要（英文）：Reelin is a secreted protein that regulates neuronal migration and 
morphology, and plays an essential role in cortical formation. Recently, the hypofunction of Reelin 
has been implicated in the pathogenesis of neuropsychiatric disorders. However, when, where, and 
what Reelin regulates remain unclear. Here, we tried to elucidate the importance and significance of
 the spatio-temporal Reelin functions in the cerebral cortex. We found that the novel Reelin 
receptor Nrp1 regulates dendrite development in superficial neocortical neurons, that Reelin 
signaling via cofilin controls the positioning of late-born hippocampal neurons, and that local 
administration of Reelin protein in the postnatal brain can partially rescue the motor abnormalities
 caused by Reelin deficiency.

研究分野：分子神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大脳皮質の正常な形成は脳機能に必須であり、その破綻は精神神経疾患の発症にかかわると考えられている。し
かし、大脳皮質形成のメカニズムの詳細は未解明である。本研究では、特定の神経細胞の突起形成や配置を制御
する、リーリンの新規作用を明らかにした。また、リーリンタンパク質の脳への局所投与が、脳機能異常の一部
を回復することもわかった。これらは、脳が正常に形作られるメカニズム、ひいては脳構造異常を伴う病態の理
解やその新規治療法に貢献するものと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１１．．研研究究開開始始当当初初のの背背景景  
ほ乳類の大脳皮質は６層からなり、その破綻は統合失調症、読字障害などの発症に深く関与

する。リーリンは、神経細胞の配置や形態を制御する分泌タンパク質である。近年、リーリン
の機能低下が、精神疾患発症の一因となることがわかってきた。したがって、リーリンの機能
制御機構を明らかにすることは、脳の形成や機能発現機構を理解し、それら破綻により生じる
疾患を理解する上で極めて重要である。 

リーリンは、神経細胞膜上の受容体（VLDLR
と ApoER2）と結合し、細胞内タンパク質 Dab1
をリン酸化する（図 1A）。このシグナルが大脳
皮質形成に必要であることが、リーリンや Dab1
の欠損マウスの解析により明らかにされてきた。
しかし、これらマウスでは、胎生初期から脳構
造に大きな異常が見られるため、個々の細胞に
対するリーリンの役割を明らかにすることは非
常に難しかった。申請者は、種を超えて高度に
保存されたリーリンの C末端領域（CTR: 図 1A）
に着目し、以下の知見を得た。 
・CTR を欠くノックイン（ΔC-KI）マウスでは、

胎生期の神経細胞の配置は正常であるが、生
後に浅層神経細胞の樹状突起発達が異常とな
る（図 1B; Kohno et al., 2015）。 

・ΔC-KI マウスは精神疾患様の行動異常を示す
（図 1B; Sakai et al., 2016）。 

以上は、CTR に依存したリーリンの機能が時空間的に制御されており、これが正常な脳機能を
発揮する上で重要であることを示唆する。申請者は、これまでに基盤研究（C）17K08281 の支
援を受け、リーリン CTR に結合する新規膜タンパク質ニューロピリン 1（Nrp1）を同定し、リ
ーリンと Nrp1 との結合が CTR 内部の切断により制御されること、Nrp1 は既知リーリン受容体
と複合体を形成すること、リーリン-Nrp1 の結合が浅層神経細胞の樹状突起発達に必要である
ことを明らかにしてきた。 
 
２２．．研研究究のの目目的的  
「時空間的なリーリンの作用は、どのように制御されているのか？またその意義は何か？」 
という問いを明らかにする。特に、以下の２点を明らかにする。 
・ Nrp1を介したリーリンのシグナル伝達機構、およびその脳形成における重要性の解明 
・ 時空間的なリーリンタンパク質の投与が、脳構造および脳機能に与える影響の解明 
 
３３．．研研究究のの方方法法  
（（11））新新規規リリーーリリンン受受容容体体 NNrrpp11 をを介介ししたたリリーーリリンンシシググナナルル伝伝達達機機構構  
これまでの検討より、Nrp1 はリーリンと VLDLR の結合を強めることを見出した。Nrp1 が共受容
体として働くかをより明確にするために、COS-7 細胞に様々な組み合わせで各種リーリン受容
体を発現させ、アルカリフォスファターゼ（AP）融合リーリンとの結合性を定量的に解析する。
また、培養神経細胞において Nrp1 をノックダウンし、リーリンとの結合性および下流シグナル
伝達に与える影響を解析する。 
（（22））海海馬馬形形成成ににおおけけるるリリーーリリンンおおよよびび NNrrpp11 のの重重要要性性  
ΔC-KI マウスの海馬は正常に形成されない。妊娠ΔC-KI マウスにブロモデオキシウリジン
（BrdU）を投与し、誕生日ごとに神経細胞をラベリングする。これにより、いつ生まれの神経
細胞の移動に異常が見られるかを調べる。Nrp1 は海馬に高発現するため、海馬形成においても
Nrp1 が関与する可能性がある。そこで子宮内電気穿孔法を用いて、Nrp1 ノックダウンベクター
を海馬神経細胞に導入し、細胞配置や細胞形態を解析する。 
（（33））リリーーリリンン欠欠損損ママウウススへへのの、、時時空空間間的的ななリリーーリリンンタタンンパパクク質質のの投投与与  
Expi293細胞にPAタグ付きリーリンを発現させ、多量のリコンビナントリーリンを回収した後、
抗 PA 抗体を用いてこれを精製する。様々な時期のリーリン欠損マウス脳内に、精製リーリンを
投与し脳構造の異常や行動に対する回復効果を調べる。 
 
４４．．研研究究成成果果  
（1）AP 融合リーリンを用いた定量的解析から、切断を受けていない完全長 CTR を持つリーリ
ンは、VLDLR 単独とは結合しにくいが、Nrp1 と VLDLR を共発現する細胞に対しては強く結合で
きることがわかった。この結果から、Nrp1 は完全長 CTR を持つリーリンと VLDLR との結合を高
める共受容体として働くことが強く示唆された。また、Nrp1 ノックダウン神経細胞にリーリン
を添加し、下流シグナル分子 Dab1 のリン酸化誘導を調べたが、コントロール細胞との間に有意
な差を見出すことができなかった。以上の結果と、申請者がこれまでに得たデータをまとめ、



J. Neurosci.誌に発表した(Kohno et al., 2020)。本論文において、1)リーリンの CTR 内の切
断により、リーリンと Nrp1 との結合が制御されること、2)大脳皮質浅層に Nrp1 と VLDLR が共
発現すること、3) Nrp1 はリーリンと VLDLR との結合を増強し、共受容体として機能すること、
4) 大脳皮質の浅層神経細胞において、リーリン-Nrp1 結合が樹状突起発達に必要であること、
を示した。以上から、Nrp1 を介したリーリンの新規作用が、浅層神経細胞の樹状突起発達を制
御することが明らかとなった。 
浅層神経細胞における樹状突起形成機構をより理解するため、BioID 法を用いた解析により、

浅層神経細胞の膜直下に豊富に発現するタンパク質を複数同定した。このうち、ミオシン Va
（Myo5a）に着目し研究を行った。Myo5a はアクチン上を移動するモータータンパク質の一つで
あり、その変異は精神発達遅滞やてんかんを呈するグリセリ症候群を引き起こす。培養神経細
胞に Myo5a のドミナントネガティブ変異体（DN-Myo5a）を過剰発現させたところ、神経突起の
発達が著しく悪く、樹状突起の長さが短くなることがわかった。また、大脳皮質浅層神経細胞
に DN-Myo5a を発現させると、その最終配置が異常となることもわかった。これらの結果から、
Myo5a は浅層神経細胞の形態や移動に重要な役割を持つことが示唆された。今後、リーリン受
容体を含めた種々の膜分子の局在決定における、Myo5a の重要性を調べる予定である。 
 
（2）BrdU ラベリング解析の結果、ΔC-KI マウスの海馬では、早生まれの神経細胞は概ね正常
に配置される一方、遅生まれの神経細胞の移動が異常となり、脳室側に異所的に配置されるこ
とがわかった（図 2）。遅生まれ神経細胞において Nrp1 のノックダウンを行ったところ、樹状
突起の長さは短くなるが、配置には影響を与えなかった。これらのことから、リーリン CTR を
介したシグナルは、海馬において遅生まれ
神経細胞の配置を制御すること、これに
Nrp1 は関与しないことが明らかとなった。 
ΔC-KI マウスの海馬では、アクチン骨格

制御タンパク質であるcofilinのリン酸化
量が顕著に低下していた。子宮内電気穿孔
法により擬似リン酸化 cofilin を ΔC-KI
マウスに過剰発現させたところ、神経細胞
の配置異常が一部回復した（図 2）。以上か
ら、リーリンは cofilin のリン酸化を介し
た細胞骨格制御により、遅生まれの神経細
胞の移動を制御することが示唆された。以
上のデータをまとめ、Mol. Cell. Neurosci.
誌に発表した(Ishii et al., 2023a)。 
 
（3）発生後期から生後初期のリーリン欠損マウス大脳皮質に、リーリンタンパク質を投与した
が、いずれの場合おいても脳構造異常の回復は観察されなかった。この検討の過程で、リーリ
ン欠損マウスの生後小脳へリーリンを投与すると、前足の協調性運動が改善されることを見出
した。さらに、小脳切片の組織免疫染色から、リーリン投与によりプルキンエ細胞の一部が層
状に並ぶこともわかった。これらの知見から、リーリン欠損マウスの小脳プルキンエ細胞は、
生後においてもリーリンに反応する能力を持つことが示唆された。これら成果は、Neurosci. 
Res.誌に発表した(Ishii et al., 2023b)。 
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