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研究成果の概要（和文）：哺乳類の大脳皮質形成において、神経細胞は多段階の移動を行うが、その制御機構の
全体像は未解明な点が多い。近年我々は、神経細胞移動におけるエンドサイトーシス経路の重要性を報告したが
（Neuron 2010）、エンドサイトーシスは、形態的に複数に分類されるため、その生理的役割は未解明な点が多
い。本研究では、多段階の神経細胞移動において、クラスリン非依存性エンドサイトーシスによる細胞接着分子
の制御、低分子量Gタンパク質Rab5を介したエンドサイトーシス経路などが、それぞれ異なる移動段階を制御す
ることを見出し、多段階の神経細胞移動におけるエンドサイトーシス経路の使い分け機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：During cerebral cortical development, immature neurons show multi-step mode 
of migration. It was reported that the neuronal migration is associated with several neurological 
disorders, such as lissencephaly and dyslexia. While we and others have revealed that cytoskeletal 
regulation plays important roles in the neuronal migration, our recent study has indicated that 
endocytic pathways are also important. In this study, we have analyzed the “role-allocation” of 
various types of endocytosis in the neuronal migration. We show here that clathrin-independent 
endocytosis promotes the N-cadherin internalization, which regulates the immature neurite pruning, 
an essential step of the multipolar-to-bipolar transition of migrating neurons. The bipolar-shaped 
neurons undergo the long-distance migration, which is shown to be controlled by Dynamin- and 
Rab5-dependent endocytic pathways. Thus, our findings show that different endocytic machineries 
regulate the multi-step neuronal migration.

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
大脳皮質形成における多段階の神経細胞移動は、哺乳類に特徴的な６層構造の形成に必須な発生段階である。さ
らに近年、神経細胞は移動中に成熟することも明らかになっており、その制御機構の解明は脳形成の基礎的な理
解に重要である。また、神経細胞移動は、滑脳症などの脳奇形、失読症や自閉症などの高次脳機能疾患にも関与
する可能性が示唆されていることから、本研究は医学的にも重要性が高い。このような神経科学・発生生物学的
な重要性に加えて、本研究は生理的な役割が疑問視されていたクラスリン非依存性エンドサイトーシスの機能を
個体レベルで明らかにしており、分子細胞生物学分野にも大きく貢献したと考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
大脳皮質形成において、神経細胞は多段階の移動を行うが、その制御機構の全体像は未解明な点
が多い。これまでに我々は、神経細胞移動における細胞骨格制御の重要性を明らかにしてきたが
（EMBO J 2003; BBRC 2005; J Neurosci 2005; Nature Cell Biol 2006; Dev Neurosci 2008）、
細胞骨格の再編成だけでは細胞の複雑な形態変化や接着性の変化を十分に説明できない。近年
我々は、エンドサイトーシス経路の１つが神経細胞移動の特定の段階のみに関与することを報
告し、脳形成における細胞内輸送の重要性が示唆された（Neuron 2010）。しかし、エンドサイト
ーシスは複数に分類される複雑な過程であり、それらの生理的役割についてはほとんど分かっ
ていないのが現状である。そこで本研究では、ほ乳類の大脳皮質形成、特に多段階の神経細胞移
動において、様々なエンドサイトーシスおよびエンドサイトーシス経路がどのように使い分け
られているのかを個体レベルで解析することにより、多段階の神経細胞移動の制御メカニズム
の全体像を理解すること、さらに、多岐にわたるエンドサイトーシスおよびエンドサイトーシス
経路が個体の中でどのように使い分けられているのか、その生理的な意義を明らかにすること
を目指した。 
 
２．研究の目的 
大脳皮質形成における多段階の神経細胞移動のうち、多極性細胞の形成、多極性から双極性への
変換、放射状突起に沿ったロコモーション移動、に着目し、これらの移動や形態変化に関わるエ
ンドサイトーシス経路を同定し、それらの分子的な使い分けを明らかにすることを目的とした。
具体的な目的を以下に示す。 
 
(1) 多段階の神経細胞移動のうち、移動距離の大半を占める「ロコモーション移動」に関わるエ
ンドサイトーシス経路を同定することを目的として解析を行った。 
 
(2) 多極性細胞から双極性細胞への変換（multipolar-to-bipolar transition）は移動のみなら
ず神経成熟においても重要な段階であり、この異常は多くの脳疾患と関連することが知られて
いる。この変換には、複数の未成熟突起の退縮と１本の先導突起の形成という２つの大きな形態
変化が必要である。これまでに我々は、先導突起の形成に関わる分子を報告してきたが（EMBO J 
2003; Nature Cell Biol 2006）、未成熟突起の退縮機構は未解明であった。突起の退縮には、膜
の取り込みが必要であることから、この過程に関わるエンドサイトーシス経路の同定を試みた。 
 
(3) 未成熟突起の伸長には、細胞周期関連分子 p27 を介したアクチン細胞骨格の再編成が重要
であることを以前に報告しているが（Nature Cell Biol 2006）、p27 は細胞内にドット状の局在
も示すことから、何らかの膜輸送系にも関わる可能性が示唆されたため、この点について検討し
た。 
 
３．研究の方法 
(1) ロコモーション移動は、移動の大半を占める最も主要な移動段階であるが、ロコモーション
移動が始まる前に多くの形態変化が起きるため、その影響を排してロコモーション移動を解析
することは困難であった。我々は、In vivo エレクトロポレーション法、組織スライス培養法、
タイムラプス観察、薬剤スクリーニングを組み合わせることにより、ロコモーション移動を直接
解析できる実験系として Ex vivo 薬剤スクリーニング法を確立したことから（J Biol Chem 2010）、
この Ex vivo 薬剤スクリーニング法を応用して、ロコモーション移動に関わる分子を探索した。 
 
(2) 多極性細胞から双極性細胞への変換は、分散培養した神経細胞ではほとんど観察されない
ことから、In vivo エレクトロポレーション法を用いて胎生 14日目に遺伝子導入した胚を用い
て、個体レベルの解析を行った。 
 
(3) 未成熟突起の形成は初代培養神経細胞でも観察できることから、胎生 15日目の発生期大脳
皮質から作成した初代培養神経細胞を用いて p27 と膜小胞/オルガネラとの関連を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) Dynamin は多くのタイプのエンドサイトーシスに関与することが知られている。しかし、In 
vivo エレクトロポレーション法を用いて Dynamin の機能阻害を行うと、遺伝子導入の３日後に
は細胞死が誘導されたことから（Neuron 2010）、ロコモーション移動における役割を解析するこ
とができなかった。そこで本研究では、ex vivo 薬剤スクリーニング法を用いて解析を行った。
胎生 14 日目に GFP 発現ベクターを導入したマウス脳を、胎生 16 日目に組織スライスにして、
タイムラプス観察を行った。インターナルコントロールとしてロコモーション移動を行う神経
細胞を経時的に観察した後、Dynamin の阻害剤 Dynasore を倍地中に添加し、引き続きタイムラ
プス観察を行った。その結果、Dynasore 添加後にロコモーション移動細胞の核移動速度が低下
した。また、ロコモーション移動に重要であることが示唆されている「先導突起の根元に形成さ
れる特殊な膨らみ」も消失した。このことから、神経細胞のロコモーション型長距離移動には、
Dynamin 依存性エンドサイトーシスが必要であることが分かった。 



Dynamin と異なり、低分子量 G タンパク質 Rab5 の機能を抑制しても、神経細胞死は引き起こさ
れない。そこで、組織スライスのタイムラプス観察実験により、Rab5 をノックダウンした神経
細胞の移動速度や形態変化を解析した。その結果、Rab5 の発現抑制によりロコモーション移動
の速度が抑制され、先導突起の根元の特徴的な膨らみの形成も抑制されることが分かった。 
以上の結果より、神経細胞移動の大半を占めるロコモーション移動には、Dynamin および Rab5
依存性のエンドサイトーシス経路が重要であることが示された（Development 2014 [発表論文
7], Front Cell Neurosci 2015 [発表論文 6], Brain Sci 2017 [発表論文 5]）。 
 
(2) 培養条件下では、神経細胞はまず複数の未成熟突起を伸長して多極性になった後、未成熟突
起をそのまま樹状突起に変化させるが、発生期の大脳皮質ではこれらの未成熟突起は刈り込ま
れ、代わりに１本の太い先導突起が形成される。さらに、この多極性から双極性への形態変化は、
多くの脳疾患と関連が深いことが報告されている重要な段階である。我々は、未成熟突起の退縮
に関わる分子を探索し、カベオラの構成因子である Caveolin-1 が重要な役割を果たすことを明
らかにした。神経細胞にはカベオラが存在しないと考えられているが、Caveolin-1 は多極性か
ら双極性への形態変化が起きる領域で強く発現していることを見出した。さらに、未成熟突起の
形成/維持には、細胞接着分子 N-カドヘリンおよび L1 が必要であり、Caveolin-1 を介したクラ
スリン非依存性エンドサイトーシスにより N-カドヘリンと L1 を細胞表面から取り除かれるこ
とが、未成熟突起の退縮に必要であることを明らかにした（iScience 2018[発表論文２], Histol 
Histopathol 2018[発表論文３]）。 
これまでの培養細胞を用いた研究か
ら、クラスリン非依存性エンドサイ
トーシスは人為的なものではないか
という議論が続いていたが、本研究
により、基底状態の培養細胞とは異
なり、個体ではエンドサイトーシス
のタイプは時空間的に厳密に制御さ
れていることが示唆され、個体にお
ける神経成熟過程では、クラスリン
依存性（Neuron 2010, Development 
2014[発表論文７]）、クラスリン非依
存性（iScience 2018[発表論文２]）
の両方を巧みに使い分けることによ
り、in vivo 特異的な神経形態を創り
出していることが分かった。 
 
(3) これまでに我々は、未成熟突起の伸長には、細胞周期関連分子 p27 を介したアクチン細胞骨
格の再編成が重要であることを報告しているが、p27 は細胞内にドット状の局在を示すことから、
膜輸送との関連も示唆される。そこで本研究では、p27 と様々なエンドソーム/オルガネラとの
関連を解析した。他の研究グループにより、p27 が後期エンドソームに局在するという結果が報
告されていたが、少なくとも神経細胞では、p27 と後期エンドソームのマーカーである Rab7 や
LAMTOR1 との共局在率は非常に低いことが分かった。そこで、他のエンドソームマーカーとの共
局在を解析したが、p27 は初期エンドソーム、リサイクリングエンドソームなどにもあまり局在
しなかった。しかし、p27 は部分的にゴルジ体のマーカーおよび微小管と共局在することを見出
した。今後、p27 とゴルジ体を介した分泌経路との関連について解析を続けていく予定である
（Front Cell Dev Biol 2019[発表論文１]）。 
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