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研究成果の概要（和文）：Srcファミリーキナーゼはその重要性が広く認識されて多くの研究がなされているに
も関わらず、それらは様々な種類の細胞や時期によるものであるため、ロコモーション様式の移動におけるFyn
やSrcの上流・下流経路は不明であり、解明が待たれていた。そこで大脳皮質のスライス培養法や細胞内小器官
の動態解析などを用いて、これまで謎に包まれていたSrcファミリーキナーゼがロコモーション様式の移動をど
のように制御しているかを解析し、脳形成における役割を明らかにすることを目的として、Srcファミリーキナ
ーゼの上流経路の解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：Although the importance of Src family kinases has been widely recognized and
 much research has been conducted, the upstream and downstream pathways of Fyn and Src in locomotion
 mode of migration are unknown and waiting to be elucidated because  these experiments were 
conducted on various types of cells and stages. Therefore, using the slice culture method of the 
cerebral cortex and the dynamic analysis of intracellular organelles, we analyzed how Src family 
kinases control locomotion mode of migration and proceeded to analyze the upstream pathway of Src 
family kinases with the aim of clarifying their role in cortical formation.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Srcファミリーキナーゼは、がん研究などの分野においては解析が進んでいるが、実際に生体内を移動する神経
細胞においてその制御機構を詳細に解析した例はなく、また、これまでの神経細胞移動の研究は遺伝学的もしく
は解剖学的な解析に偏りがちであったが、本研究ではイメージング技術と分子細胞生物学的な解析を中心的に行
ったため、これらの解析を通して大脳皮質形成における「個々の神経細胞の動態」、およびその異常によって起
こる胎生期、周産期に起こる脳疾患を分子レベルで解析した点において意義がある。

※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 
大脳皮質形成過程において、脳室
帯を出た神経細胞はまず多極性細
胞になり、その後極性を獲得して一
本の先導突起を持つロコモーショ
ン細胞となって脳表層までの長い
距離を移動し、整然とした層構造を
形成する（図 1）。層構造形成の異常
により滑脳症などの精神遅滞を伴
う脳疾患がひき起こされることが
知られていることから、この神経細
胞移動は脳が高次機能を発揮する
ための必須段階であると考えられ
る。 

 
多極性細胞の形態形成や先導突
起形成などを含む初期段階の移動
（図 1）を制御する分子経路は遺伝
子改変動物やマウス胎仔脳に外来
遺伝子を導入できる子宮内エレク
トロポレーション法を用いるなど
して比較的容易に解析できるため
多数の報告がある。しかし、移動の
最も長い距離を占めており正常に
機能する脳の形成に重要なロコモ
ーション様式の移動（図 1）に関し
ては、多極性などの初期段階の移動
を経た後に行われるため、従来の実
験手法では二次的な影響を排して
直接特定の分子の機能を抑制する
実験が困難であった。 

 
そこで、研究代表者は大脳皮質の
スライス培養法とタイムラプス観
察法を組み合わせた阻害剤スクリ
ーニングの実験系を確立（図 2）し、
Src ファミリーキナーゼや Cdk5 な
どの重要性を明らかにした（1）。ま
た、Cdk5 については移動神経細胞
に特異的な構造体である dilation（先
導突起根元の膨らみ）の形成と核の
形態変化に関わることを報告した
（2）。さらに、Src ファミリーキナ
ーゼのうち脳で発現が高い Fyn の
ノックダウンにより、ロコモーショ
ン移動が阻害されることが分かっ
た。一方、貝淵らにより、同じ Src
ファミリーキナーゼの Lyn が神経
極性の形成に関与することが報告
され、同じ Srcファミリーキナーゼ
でも機能的な差異があることが示
唆された。また、プロトオンコジー
ンの Srcや Fynは、非神経細胞にお
いてはインテグリンの裏打ちタン
パク質をリン酸化することにより
細胞移動や細胞骨格の再編成に関
与することが知られているが、イン
テグリンのノックダウンは移動の
最終段階のみが異常となり、Fynの
ノックダウンとは表現型が異なる。



また、Fynは神経細胞移動で重要な役割を担っている Reelinシグナルの Dab1をリン酸化するこ
とが知られているが、Dab1 のノックダウンも移動の最終段階のみが異常となり、神経細胞移動
の大部分は正常である（図 3）。 

 
このように、Srcファミリーキナーゼはその重要性が広く認識されて多くの研究がなされてい
るにも関わらず、それらは様々な種類の細胞や時期によるものであるため、ロコモーション様式
の移動における Fynや Srcの上流・下流経路は不明であり、解明が待たれていた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では大脳皮質のスライス培養法や細胞内小器官の動態解析、生化学的手法などを用い
て、これまで謎に包まれていた Srcファミリーキナーゼがロコモーション様式の移動をどのよう
に制御しているかを、その上流・下流の経路まで解析して、脳形成における役割を明らかにする
ことを目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
（1）ロコモーション細胞の可視化：マウス胎仔脳に簡便に外来遺伝子を導入することができる
「子宮内エレクトロポレーション法」（図 2）を用いて、移動神経細胞の細胞形態を EGFP や核
移行シグナル付 DsRedで可視化すると同時に、RNAiを共導入することにより、Srcファミリー
やその周辺の分子の働きを解析した。 
 
（2）ロコモーション細胞の経時的観察：大脳皮質のスライスをタイムラプス顕微鏡下で培養し、
その培養液中に様々な分子に対する機能阻害剤を添加することにより特定の分子の機能を抑制
する実験を行った（図 2）。さらに一つ一つのロコモーション細胞をより詳細な時間間隔で観察
することにより、ロコモーション細胞の時間依存的な形態変化を制御する分子機構を解析した。 
 
（3）Csk が神経前駆細胞の分裂や神経分化に影響を与えるかどうかを調べるために、子宮内エ
レクトロポレーション法により Csk をノックダウンした大脳皮質の固定切片を分裂および神経
分化のマーカーで免疫染色した。 
 
 
４．研究成果 
（1）一般的な Srcの上流分子として知られる Csk の RNAiベクターを EGFP と共に導入した大
脳皮質の固定切片をつくり検討したところ、EGFP 陽性細胞の分布に異常がみられた。そこで、
大脳皮質のスライスをタイムラプス観察し、個々の移動神経細胞の形態変化の様子を詳細に解
析したところ、Csk のノックダウンにより移動神経細胞の先導突起の根元に特徴的に観られる
dilationという膨らみに異常は生じなかったが、ロコモーション細胞の核の形態に異常が見られ、
移動速度もコントロールよりわずかに低下していることが分かった。また、Cskのノックダウン
による神経前駆細胞の分裂や神経分化には影響を与えないことが分かった。 
 
（2）大脳皮質のスライスをタイムラプス顕微鏡下で培養し、その培養液中に Src ファミリーキ
ナーゼに対する機能阻害剤を添加したところ、(1)における Csk のノックダウンの時に観られた
のと同様に、ロコモーション細胞の核の形態や移動速度に異常が生じた。 
 
（3）SrcファミリーFynの恒常活性型を EGFPと共に導入した大脳皮質の固定切片をつくったと
ころ、EGFP陽性細胞の分布に異常がみられた。そこで、大脳皮質のスライスをタイムラプス観
察し、個々の移動神経細胞の形態変化の様子を詳細に解析したところ、Fynの恒常活性型により、
ロコモーション細胞の移動速度のみならず、dilationという膨らみにも異常がみられた。 
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