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研究成果の概要（和文）：哺乳類の発生期大脳新皮質では、脳室面付近で誕生した神経細胞は脳表面下の辺縁帯
直下まで移動し、その後に神経細胞同士が互いに集積する。本研究では、この細胞集積の分子メカニズムを解明
することを目的に研究を行った。
分泌タンパク質Reelinの下流で機能する細胞接着関連分子を同定し、これらの分子が脂質ラフトに移行すること
で、N-カドヘリン依存的な細胞間接着力の増強が起こることを見出した。また、Pachygyria患者から見つかった
Reelin点変異体について、分泌機能、受容体との結合親和性および、Reelinにより誘導される細胞凝集塊形成へ
の影響の観点から検証を行い、その機能不全の原因を明らかにした。

研究成果の概要（英文）： In the developing mammalian neocortex, neurons born in or near the 
ventricular zone migrate to just beneath the Marginal Zone below the brain surface, and then they 
subsequently accumulate with each other. In this study, we aimed to elucidate the molecular 
mechanism of this neuronal accumulation. 
 We identified cellular adhesion-related molecules that function downstream of the secreted protein 
Reelin, and found that their translocation into lipid rafts leads to N-cadherin-dependent cellular 
adhesion. We also examined a Reelin point mutant found in a pachygyria patient in terms of the 
extracellular secretory ability, receptor binding affinity, and effects on Reelin-induced neuronal 
aggregate formation, and clarified the cause of the dysfunction.

研究分野：神経発生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類大脳新皮質の6層構造は脳の高次機能を担っており、その破綻は精神疾患の要因となりうるため、6層構造
形成機構の解明は重要な課題であるが、いまだ明らかにされていない。本研究では、移動直後の神経細胞の挙動
に着目して、Reelinを起点として神経細胞が互いに集合する分子メカニズムの一端を解明した。またReelinは複
数の精神疾患の原因遺伝子として同定されており、その発症メカニズムを明らかにすることは医学的に急務であ
る。本研究でPachygyria患者で見つかったReelin変異の機能不全のメカニズムを明らかにでき、この結果は、病
因解明や他精神疾患の原因究明に繋がる可能性がある。

※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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１．研究開始当初の背景 
哺乳類大脳新皮質の神経細胞は、発生期に脳室付近で誕生し、皮質内を脳表面に向かって放線

上に移動する。この時、各神経細胞は個別に移動して、細胞同士の協調は見られない。しかしな
がら、移動神経細胞が脳辺縁帯下まで達し移動を終えると、誕生時期の同じ細胞同士が互いに凝
集するのが観察される。その後、これらの神経細胞は後から誕生した神経細胞に追い越され皮質
深部に位置するが、凝集した神経細胞同士は一群のまま層を形成し、最終的に 6 層構造となる。
同層内の神経細胞は誕生時期が同じで、入力元および投射先が一様であり、複雑な情報処理等の
高次機能を発揮するのに必須な役割を果たしている。しかしながら、層構造形成メカニズムは未
だほとんど分かっていない。 
Reelin は、主に発生期大脳皮質辺縁帯に局在するカハール・レチウス細胞から分泌される糖

タンパク質である。Reelin 欠損マウスでは辺縁帯直下での移動細胞による細胞凝集が見られな
い。また、筆者の所属する研究室では、以前に発生期マウスの大脳新皮質中に Reelin を異所的
に発現させると神経細胞凝集が誘導されることを見出している。これらのことより、辺縁帯直下
で起こる神経細胞凝集は、Reelin によって誘発される可能性が示唆された。さらに筆者らは、
Reelin により神経細胞表面の N-カドヘリン依存的な接着力が増強すること、および、N-カドヘ
リンを発現抑制すると、Reelin により誘導される細胞凝集形成に異常を生じさせることを発見
し報告している(Matsunaga et al., 2017, PNAS)。 
 
２．研究の目的 
上記の結果より、辺縁帯直下で移動神経細胞が Reelin を感受することにより、細胞膜表面の

N-カドヘリン依存性接着力が亢進され、神経細胞凝集が誘導されると示唆された。また、Reelin
欠損マウスでは大脳新皮質の層構造も形成されないことから、この細胞凝集が層構造形成の礎
となると仮説を立てた。 
本研究では、(１)哺乳類大脳新皮質の辺縁帯直下で移動を終えたばかりの神経細胞が凝集す

る現象に着目し、Reelin 分子を起点にした分子メカニズムを理解することを目的とする。(２)
また、Pachygyria患者で見つかった Reelin点変異体を発生期大脳新皮質中に異所的に発現させ
ると、誘導される神経細胞凝集塊が異形成になることを見つけた。この変異 Reelin の機能障害
メカニズムを探求することにより、Reelin による細胞凝集メカニズムの解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(１) Reelin による神経細胞凝集メカニズムの解明 
 Reelin を受容した神経細胞で、Reelinシグナルのハブタンパク質として働く Dab1 分子が脂

質ラフトに集積することを示唆するデータが得られた。そこで、Dab1 cDNAに脂質ラフト移行シ
グナルを付加した発現プラスミドを作製して神経細胞に導入したところ、これらの神経細胞で
N-カドヘリンタンパク質に対する接着力の増強が認められた。この結果から、Reelin による細
胞接着力の増強カスケードは、脂質ラフトがシグナル伝達の場となることが示唆された。続いて、
Reelin 刺激後に神経細胞上の脂質ラフトに局在するタンパク質の同定を行った。分散神経細胞
に Reelin添加後に細胞を溶解し、脂質ラフト画分を分画して局在する分子の網羅的解析を行い、
Reelin 刺激の有無で脂質ラフト局在に差の生じる分子を同定した。さらに同定分子の中から、
細胞接着に関連のある分子を選択した。また、既知の Reelin 下流分子で細胞接着に関連のある
分子が Reelin 刺激により脂質ラフトに局在するか否かも検討した。その結果、PI3-Kinase、
Girdin、Rabep1 等の分子が候補として残った。続いて、各候補分子に対するノックダウンベク
ターを作製し、Reelin により誘導される神経細胞凝集への影響を調べた。その結果、PI3-Kinase
をノックダウンした時に Reelin により誘導される神経細胞凝集塊が異形態になることが分かり、
PI3-Kinase が Reelin の下流で N-カドヘリン制御に働くことがわかった。 
(２)  Pachygyria患者から得られた Reelin点変異による機能異常メカニズムの解析 
Pachygyria 患者で同定された Reelin の点変異による機能異常について解析を行った。初めに、
Reelin によって形成される神経細胞凝集塊への影響について検証した。前述のように、野生型
Reelin を発生期マウス大脳新皮質に異所性発現させると凝集塊を形成する。その内部構造は指
向性があり、構成する各神経細胞の細胞体が辺縁部に位置し、先導突起が凝集塊の中心部に伸び
ている。一方、変異型 Reelin を発生期マウス大脳新皮質に異所性発現させると、凝集塊自体は
形成されるが細胞体が中央部まで侵入して、突起の伸長方向がランダムである異形態になるこ
とを見つけた。続いて、変異 Reelin の細胞外への分泌能を解析するため、変異 Reelinもしくは
野生型 Reelin を HEK293T 培養細胞に導入し、培養液中に分泌される Reelin タンパク質量を比
較したところ、野生型 Reelin と比較して変異型 Reelin では有意に細胞外分泌量が減少してお
り、逆に細胞内残存量が増加していることを観察した。最後に、変異 Reelin の Reelin受容体と
の結合力を検証した。Reelin受容体は ApoER2、VLDLR、NRP1 の 3 種類報告されている。各受容
体を培養細胞に発現させ、その後に野生型 Reelinもしくは変異型 Reelin を培養液中に添加し、
Reelinの細胞への接着レベルを比較検討した。その結果、VLDLRに対する結合力は、野生型 Reelin



 

 

と変異型 Reelin の間に有意な差は認められなかったが、NRP1 に対しては野生型 Reelin と比較
して変異型 Reelin では結合が低下することを発見した。 
 
４．研究成果 
50年以上前に自然発症 Reelin 欠損マウスが発見されて以来、多くの研究者により Reelin の

研究が為されており、Reelin受容体や Dab1 などの下流分子が発見されてきた。その機能も様々

報告されており、誘因因子としての機能の報告がある一方、放射状グリア細胞からの遊離シグナ

ルや terminal translocation と呼ばれる細胞移動モードへのスイッチングとしての役割も報告

されている。しかしながら、既存の報告を組み合わせても Reelin 欠損マウスで見られた大脳新

皮質層構造の逆位を説明できない。今回、筆者は Reelin の新たな機能である細胞凝集誘導に着

目した。Reelin は発生期大脳新皮質の辺縁帯に局在しており、神経細胞が移動の最終段階で

Reelin を受容することができる。今回の研究で、神経細胞が Reelin を受容することにより Dab1

が脂質ラフトに移動し、N-カドヘリン依存性の細胞間接着力が増強することを見出した。脂質ラ

フトはコレステロールが豊富なマイクロドメインで、外部からの刺激に反応して種々のタンパ

ク質が脂質ラフトに集合し、シグナル伝達が効率よくなされる。Reelin シグナルも、このメカ

ニズムを用いて迅速に N-カドヘリン依存的な細胞間接着力を増強させていると考えられる。実

際に、本研究で神経細胞が Reelin を感受することにより、Dab1 以外にも複数の分子が脂質ラフ

トに移行することを見出した。このメカニズムにより、移動神経細胞が Reelin に即座に反応し

て、辺縁帯の直下で移動を停止し、神経細胞同士が互いに凝集する仕組みになっている可能性が

考えられる。この現象が実際に大脳新皮質の層構造形成に繋がるかどうか、今後検証していきた

い。 

今回、Pachygyria 患者から得られた Reelin の点変異により、Reelin による細胞凝集誘導機

能、分泌能、受容体との親和性と Reelin の複数の機能が障害されることを見つけた。Reelin受

容体の機能解析は、VLDLR と ApoER2 を通したカスケードの研究が主であるが、NRP1 を介したシ

グナル伝達は全く分かっていない。今回の結果は、Reelin の NRP1 を介した機能活性が生体の発

達に重要な役割を果たすことを示した。今後、Reelin の NRP1 を介した活性機構の詳細を解明し

ていく予定である。また、複数の研究者から、Reelin 遺伝子の変異による精神疾患の発症報告

がなされているが、その発症メカニズムは全く分かっていない。Pachygyria は神経細胞の移動

障害が原因と考えられている。今回の研究結果が Reelin遺伝子の異常を起因とする精神疾患の

病因解明に繋がる可能性もありうる。 
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