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研究成果の概要（和文）： 

 

本研究は、新規プローブを開発し、‘いつ’、‘どこで’神経細胞がリーリンシグナルを受容して

いるのかを明らかにすることが目的です。私は、Dab1 がリン酸化されると SH2 ドメインと結合

することを利用して、CFPと YFPを近接させ、紫色（440nm）の光で励起したときに、水色（480nm）

の蛍光が黄色（530nm）へ変化するプローブを作製し、７％程度のレシオの変化率を達成しまし

た。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 

To clarify the mechanism of laminar arrangement of neurons in the cerebral cortex, I have 

tried to generate the indicator of reelin signal, which controls the migration of neuron 

to form cortical structure in cerebrum. Since reelin signal causes phosphorylation of mouse 

disabled 1 (mDab1), the genetically encoded indicator is consisting of yellow fluorescent 

protein, mDab1, SH2 domain of Src, and cyan fluorescent protein. Phosphorylation of mDab1 

by sodium orthovanadate causes 7% change in the ratio of yellow to cyan emissions in live 

cells. Therefore, the indicator is thought to be a promising for visualizing reelin signal. 
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図１ 大脳皮質形成過程における神経細胞

の移動の様子 

図２ 開発する FRET 型プローブ 

図３ リーリンシグナルプローブの候補

（一部） 

からなる層構造を持っています。それぞれの

層には共通の形態と線維連絡をもつ神経細胞

群が整然と配置されています。各層の神経細

胞はほぼ同時期に脳室側で誕生し、髄膜側へ

と移動します。その際、新しく産まれた神経

細胞は、すでに移動を終了した古い神経細胞

を追い越して表層近くに配置されることによ

り６層の構造をとります（図１）。リーラーマ

ウスとよばれる突然変異のマウスはリーリン

と呼ばれる分泌タンパク質の異常により、大

脳皮質層構造が逆転することが知られており、

リーリンシグナルと呼ばれるシグナルが大脳

皮質層構造形成の分子メカニズムに重要な役

割を果たしていることが知られています。そ

こで私はこのリーリンシグナルを可視化した

いと考えました。 

分泌タンパク質であるリーリンは髄膜側の

辺縁帯にあるカハール・レチウス細胞で発現

しています（図１）。神経細胞の産まれる脳室

側から離れた場所にあるリーリンタンパク質

を神経細胞はどうやって認識し、移動に利用

しているのでしょうか？ 現在までの仮説で

は、移動した神経細胞はリーリンタンパク質

に出会うと移動をやめ、その場所に配置され

るというストップシグナル説が有力です。し

かしながら、リーラーマウスの脳室側にリー

リンを発現させたトランスジェニックマウス

では部分的なレスキューが見られるという報

告もあり(Magdaleno et al., Neuron 2002)、

単なるストップシグナルであるということに

も疑問が残ります。本研究で提案しているリ

ーリンシグナルを可視化する技術はこれらの

謎を解明することに貢献し、大脳皮質形成過

程に関わる分子の機能を解明するためのブレ

イクスルーになると考えます。 

 

２．研究の目的 

大脳皮質の層構造形成過程における神経細

胞の移動および配置に関わる分子基盤は徐々

に明らかにされつつあります。しかしながら、

それらの分子が‘いつ’‘どこで’機能するの

かというような時空間的制御機構については

未だ何もわかっておらず、この分野の理解が

進まないことの理由の一つとなっています。

そこで私は新奇蛍光プローブを開発すること

により、層構造形成シグナルと神経細胞の移

動を脳スライス上で同時に可視化し、いつど

こでそのシグナルが活性化し、神経細胞が配

置情報を受容しているのかを明らかにします。 

 

３．研究の方法 

本研究ではリーリンシグナルを可視化する

ために Dab1のリン酸化を検出する FRET(蛍光

共鳴エネルギー移動)型プローブを開発しま

す。このプローブは Dab1 がリン酸化されると

SH2ドメインと結合することを利用して、CFP

と YFPを近接させ、紫色（440nm）の光で励起

したときに、水色（480nm）の蛍光から黄色

（530nm）へ蛍光が変化することを検出します

（図２）。これまで私の所属した研究室では

CrkII を用いたチロシンリン酸化を検出する

プローブを開発していることから(Kurokawa 

et al., J Biol Chem 2001)、Dab1のリン酸

化を検出するプローブを開発することは可能

であると考えます。そして移動する神経細胞

へのプローブの導入方法は電気穿孔法を子宮

内胎仔に使用し (Tabata et al., 

Neuroscience 2001)、スライスした胎仔の脳

を共焦点顕微鏡で観察し、時空間的情報を獲

得します。 

 

４．研究成果 

私は候補となるプローブをまず６種類作製

しました（図３）。これらのプローブはリン酸



 

 

図４ リン酸化によるレシオ変化 

化される Dab1をさまざまな長さにし、リン酸

化した Dab1 に結合する SH2 ドメインは、Src

と Fyn より使用します。また、これらのドメ

インをつなぐ順番を Dab1 を先にするものと、

SH2ドメインを先にするものを作製しました。

そして、これらのプローブを Hela細胞や COS7

細胞などの培養細胞に導入し、蛍光顕微鏡で

ライブイメージングしました。リン酸化を惹

起する刺激としては非特異的なリン酸化を誘

導するオルソバナジン酸ナトリウム(Na3VO4)

を用いました。 

Na3VO4 を添加し、440nm で励起したときの

CFP、YFPの蛍光の ratio をイメージングした

ところ、３つの候補プローブがわずかに反応

しました（図４）。その変化率は７％程度であ

ったたため、脳スライスに適用するには十分

な変化率ではない可能性が考えられました。

そこで、この３つの中で一番反応が大きかっ

たプローブをさらに改変することにしました。

リンカーの長さの変更、蛍光タンパク質に円

順列変異体を適用、シアン、イエローの FRET

ペアをグリーン、レッドの FRETペアに変更な

どしてみましたが、最初の 7％程度の変化率

を超えるものを獲得することはできませんで

した。 

 私はさらに Dab1 の長さの変更、使用する

SH2 ドメインを変更するなどして、より変化

率の高いプローブの作製を目指します。また、

それと並行して、今回作製したプローブを脳

スライスに導入し、リン酸化による変化を検

出できるかどうか検討します。 
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