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研究成果の概要（和文）：哺乳類の大脳皮質の発生過程において、リーリンシグナルはニューロ

ンの移動と層形成に重要な機能を有するが、その作用機序には不明な点が多く残されている。

本研究では胎生期大脳皮質の深部においてリーリン蛋白質とその受容体 ApoER2 が発現し、新

生ニューロンの形態と移動を制御することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：During the development of mammalian neocortex, Reelin signaling 
control the migratory behavior of immature neurons and layer formation, detailed cellular 
and mechanisms of Reelin function remains to be elucidated.  Here we found that Reelin 
and its receptor ApoER2 are expressed in deep position of developing cortex and that 
knockdown of ApoER2 resulted in an abnormal morphology and migratory pattern of 
newborn neurons. 
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１． 研究開始当初の背景 
大脳皮質のニューロンの 80-90％は興奮

性ニューロンに占められる。興奮性ニューロ

ンの多くは胎生期に脳室の側壁に面した脳

室帯で誕生し、脳表面の辺縁帯直下まで放射

状に移動して停止する。より遅い時期に誕生

したニューロンが、先に移動を終えたニュー

ロンを通り越していく過程を繰り返すこと

により、早生まれのニューロンほど最終的に

より深層に配置され、遅生まれのニューロン

ほどより浅層に配置される。その結果、脳表

面に平行な６層から成る精巧な多層構造が

形成される。 

 大脳皮質形成過程におけるニューロン移

動と層構造形成の主要な制御因子のひとつ

がリーリンシグナルである。リーリンは主に

脳室表層の辺縁帯においてカハールレチウ

ス細胞によって分泌され、移動中のニューロ

ンに働きかけ、細胞内にシグナルを伝達する

と考えられているがその詳細な細胞・分子レ 

ベルの作用機構には不明な点が多数残され

ている。 
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 最近の報告で、リーリンを異所的に皮質内

に発現させると、中間帯においてニューロン

が凝集することが示された(Kubo et al., 

2010)。この凝集塊においては正常の層形成

時と同様に、遅生まれのニューロンが早生ま

れのニューロンを追い越して凝集塊の中心

部へと到達していたことから、移動中のニュ

ーロンは移動開始直後から、リーリン蛋白質

に正常に反応し層構造を形成するために必

要な受容体などの分子群セットを有してい

ると推測された。また近年の報告では脳表層

に存在するカハールレチウス細胞の大部分

を、遺伝子操作を用いて除去しても、ニュー

ロン移動が正常に行われ、層構造が形成され

ることが報告された(Yoshida et al., 2006)。

よって、皮質板浅部に進入する以前にリーリ

ン蛋白質が移動ニューロンに作用する可能

性が高い。実際に、胎生期１２日から１８日

にかけて、皮質板の深部にリーリン mRNA が

少量発現する可能性が示唆されている

(Yoshida et al., 2006)ことから、この部位

において少量のリーリン蛋白質が移動ニュ

ーロンに対してなんらかの移動を促進する

作用を持っていることが推測されるが、その

作用メカニズムは未解明である。 
 
 

２．研究の目的 

 本研究では、皮質形成過程において移動を

開始した直後のニューロンに対するリーリ

ン蛋白質の作用機序を明らかにし、層形成初

期のニューロン動態の分子メカニズムを明

らかにすることを目的とする。 
 
 

３．研究の方法 

(1) リーリンシグナル構成因子の皮質深部

における発現パターンの解析:リーリンの発

現時期、消失時期を明らかにするために、組

織切片染色に使用可能な抗体を探索した。ま

た皮質深部で働くリーリン受容体の分布を

明らかにするために、ApoER2 および VLDLRに

対するモノクローナル抗体を作製した。これ

らの個体を用いて発生の各段階におけるリ

ーリンシグナル構成因子の大脳皮質におけ

る発現を調べた。 

 

(2) 皮質深部におけるリーリンシグナル阻

害の移動ニューロンに与える影響の解析：脳

室深部で発現するリーリン受容体の機能阻

害を行うために、ノックダウン配列を設計し、

培養細胞にて効果を検証した。阻害効果が見

られた配列を用いて、胎生期 14.5 日脳の脳

室帯に子宮内エレクトロポレーションによ

ってノックダウンベクターを導入し、移動ニ

ューロンが中間帯に移動する４８時間後に

解析した。 

 
(3) 初代培養を用いた解析：皮質深部で発現
するリーリン蛋白質の機能を in vitro で検討
するために、初代培養を行った。胎生期 14.5
日に子宮内エレクトロポレーションによっ
て脳室帯の細胞に受容体のノックダウンベ
クターを導入し、４８時間後に解剖・単離し
た。これらの細胞をプレート上で培養するこ
とにより、多極性の形態を持つニューロンを
観察し、受容体ノックダウンの影響を調べた
（図１）。 
 
 
４．研究成果 

(1)リーリン蛋白質の胎生期脳の皮質深部に

おける発現時期・発現領域を抗体染色によっ

て調べた。その結果、胎生期 14.5 日の脳に

おいて、リーリンが脳室下帯を移動中の介在

ニューロンおよび脳室下帯に低濃度に発現

することを見いだした（図２）。次に、リー

リンの２つの主要な受容体 ApoER2 および

VLDLR に対するモノクローナル抗体を作製し、

ノックアウトマウスの切片で発現が消失す

ること、ウエスタンブロットにより予想され

る分子量のバンドを検出することを指標に、

特異的な染色を示す抗体をスクリーニング

した。その結果、ApoER2, VLDLR とも特異的

な染色を示す抗体を得て、染色パターンを観

察したところ、リーリン受容体 ApoER2 が脳

室下帯に発現することを見いだした（図２）。

一方、VLDLR は主に脳表層の辺縁部に発現し

ていたことから、皮質深部におけるリーリン

は ApoER2 を介してシグナル伝達されること

が示唆された。 



 

 
 
(2) 皮質深部でのリーリンシグナルの機能を
調べるために、この部位を移動するニューロ
ンで ApoER2 の機能を、RNA 干渉法を用い
た遺伝子ノックダウンによって阻害し、移動
ニューロンの分布を調べた。その結果、
ApoER2ノックダウンではニューロンが有意
に脳表側へと分布がシフトした(図３)。 
 

 
 

またこの際、ニューロンの極性をゴルジ体マ

ーカーで調べたところ、ゴルジ体の局在が脳

表側にある細胞が増加した。脳室下帯で幼若

ニューロンは一過性に多数の突起を持った

多極性形態をとることが知られている。

ApoER2 を阻害したニューロンの突起を調べ

たところ、数が有意に減少していた。 

 

(3)さらに初代培養系で ApoER2の阻害を行っ

たところ、生体内と同様にニューロンの突起

数の減少が認められた（図４）。 

 

 

  

これらの結果は、ApoER2が移動開始直後の

ニューロンにおいて細胞自律的な機能を持

ち、神経突起形成と移動の制御を行うことを

示唆している。本研究により、皮質深部にお

いてリーリンシグナルが作用し、その後の最

終的な層形成に寄与する可能性が示された。 
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