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研究成果の概要（和文）：発生期大脳新皮質の最表層を組織学的に解析したところ、組織学的に特異な性質をもってい
ることを見いだした。そこで、この発生過程の大脳新皮質の最表層を、原皮質帯と命名した。さらに、子宮内電気穿孔
法を用いて様々な分子の機能を解明した結果、大脳皮質内を移動してきた神経細胞は、原皮質帯でリーリンシグナルを
受け取ると、細胞内のシグナル経路を介して先導突起のインテグリンが活性化されて原皮質帯への進入が起こり、最終
配置部位に正しく定着することが明らかになった。また、海馬の細胞移動にもリーリンが必須であることが知られてい
たため、まず、正常の海馬神経細胞の移動形態を明らかにして報告した。

研究成果の概要（英文）：In this study we revealed that the outermost region of the developing mouse cortic
al plate has histologically distinct features and named this region the primitive cortical zone (PCZ). The
n we used in utero electroporation technique to analyze the function of various molecules and showed that 
Reelin activates integrin through the intracellular signaling pathway. This intracellular pathway is requi
red for neurons to enter the PCZ. Moreover, we analyzed the migratory profile of neurons in the developing
 mouse hippocampal CA1 region and found that the hippocampal pyramidal neurons migrate by a unique mode of
 migration.
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１．研究開始当初の背景 
 
哺乳類の脳には、神経細胞が整然と配置す
る層構造が存在する。この層構造が逆転した
変異マウス、リーラー(reeler)は 50 年以上
前に発見され、その原因遺伝子・分子リーリ
ン(Reelin)は発見から10年以上が経過した。
また、リーリンシグナルの下流に位置する
様々な分子が報告されていた。 
それにもかかわらず、リーリン分子が発生
中の神経細胞に対してどのような役割を持
っているのか、また最終的にどのような分子
を制御して脳の層構造形成を担うのか、依然
として不明な点が多かった。要因の一つに、
試験管内では実際の生体（in vivo）の脳内
における環境を再現することが困難で、神経
細胞を試験管内に移すと形質が異なったも
のになることが考えられた。このため、実際
の生体マウス脳を用いた実験研究が肝要で
あると考え、発生中マウス脳内に、子宮内胎
児電気穿孔法によるリーリン発現プラスミ
ドの導入およびリーリン発現細胞の移植を
行い、その影響を解析したところ、特徴的な
神経細胞の凝集構造がリーリンによって形
成されることを見いだした。そしてこの構造
は哺乳類で発達する大脳皮質に特徴的
な”inside-out”配列様式を持っていた
（ Kubo K et al., The Journal of 
Neuroscience 30 (33), 10953-10966 [2010]）。
この知見を足がかりにして、リーリン分子の
神経細胞への機能をさらに明らかにすると
もに、その分子メカニズムの解析を行いたい
と考えた。 
 
２．研究の目的 
 
リーリンが制御する分子を解明するとと
もに、これまで知られている上記の分子経路
とどのような関連を持つかを明らかにし、リ
ーリンの制御する分子機構の全体像を解明
することが本研究の目的である。 
リーリンがシグナルを伝える様々な分子
が知られているが、最終的にどのような分子
の挙動を制御しているのかは不明であった。 
リーリンが最終的に制御する分子の候補
の一つとして、神経細胞間の接着に関わる分
子を想定した。異所性リーリンで神経細胞凝
集が起こるという知見を上記で述べたが、逆
にリーリンを欠損する reeler マウスでも細
胞凝集パターンが正常とは異なることが知
られている（Ogawa M, et al., Neuron 14 
(5) :899-912 [1995]）。これらの所見は、リ
ーリンが最終的にはリーリンは神経細胞間
の接着を制御している可能性を示唆してい
ると考えられた。  
このため、まず、細胞間の接着に関わる分

子に注目して、それらの分子がリーリンによ
ってどのように制御されているのかを明ら
かにする。実際に候補となる分子が得られれ
ば、様々なアッセイ法を用いてその分子がリ
ーリンによる制御の検証を行う。 
 
３．研究の方法 
 
 大脳皮質が正常に形成させる機構を明ら
かにするため、主に子宮内胎児脳電気穿孔法
を用いて、発生中のマウス大脳皮質において
一連の分子を阻害する、強制発現の影響を調
べる等の実験を行った。 
 まず、RNA 干渉法を用いて遺伝子の機能を
抑制するプラスミドベクターや、ドミナント
ネガティブ体を強制発現するためのプラス
ミドベクターを作成した。これらのベクター
を、子宮内電気穿孔法を用いることにより発
生中のマウス大脳皮質に導入した。また、こ
れらのベクターとともに、緑色蛍光タンパク
質（Green Fluorescent Protein、GFP）等の
蛍光タンパク質を発現するベクターを共発
現することで、移動中の神経細胞を可視化し
た。この方法を用いて移動中の神経細胞にお
いて任意の遺伝子の機能を調節することに
よって、様々な分子の機能を解析した。 
 
４．研究成果 
 
 特に主要な研究成果として、リーリンが大
脳皮質を正常に形成させる分子機構を明ら
かにするため、当研究室で開発した簡便な遺
伝子導入法である子宮内電気穿孔法を用い
ることよって様々な分子の機能を解明した。 
 まず、Reelin-Dab1 シグナルに依存する
“inside-out”様式の大脳新皮質の層構造
形成には、発生期大脳新皮質の最表層におけ
る特殊な移動様式が必須であることを明ら
かにした。この発生期大脳新皮質の最表層を
組織学的に解析したところ、この部位は、組
織学的にも細胞が密に集まっており、成熟し
た神経細胞のマーカーである NeuN が染まら
ない未成熟の神経細胞で構成される、組織学
的に特異な性質をもっていることを見いだ
した。そこで、この発生過程の大脳新皮質の
最表層を、原皮質帯（Primitive Cortical 
Zone；PCZ）と命名した。 
 次に、Dab1 のリン酸化が原皮質帯への進入
に必要であるかを検証した。Dab1 はリーリン
刺激によって複数のチロシン残基がリン酸
化されることが知られていた。また、Dab1 を
RNA 干渉法でノックダウンすると原皮質帯へ
の進入が阻害されるが、この表現型は野生型
の Dab1 を同時に導入することで元に戻る。
このとき、Dab1 のすべてのチロシン残基を変
異させリン酸化できない Dab1 を同時に導入



しても、上記の表現型は元に戻らなかった。
このため、Dab1 のリン酸化が必要であること
が明らかになった。 
 PCZへの進入に必要なDab1上のチロシン残
基とDab1以降の下流分子を同定するために、
さまざまなDab1の変異体を作成したところ、
チロシン残基の 220番ないし 232番が必要で
あることが判明した。この結果、Dab1 の下流
分子の候補として Crk/CrkL と呼ばれるタン
パク質が挙げられた。RNA 干渉法を用いて解
析したところ、Crk/CrkL が原皮質帯への進入
を含む細胞移動を制御していることが明ら
かになった。さらに、Crk/CrkL と結合しリー
リン刺激で活性化されるC3Gと呼ばれるタン
パク質も、PCZ への進入に必要であることが
判明した。 
 C3GはRap1と呼ばれる低分子量Gタンパク
質の活性化因子であることが知られている。
そこで次にRap1の機能を解析するため、Rap1
の機能阻害因子 Spa1 を子宮内電気穿孔法で
移動神経細胞に導入した。すると Rap1 の機
能を阻害した場合にはPCZへの進入に異常が
出ることが明らかになった。この結果、リー
リンシグナルによる C3G を介した Rap1 の活
性化がPCZへの進入を制御していることが明
らかになった。 
 この PCZへの進入は放射状グリアに依存し
ない特殊な移動様式で起こることから、神経
細胞が周囲の環境を足場にして動き、移動を
終了するのではないかと仮説を立てた。PCZ
を含む脳表面で特異的に発現する分子があ
ることが所属研究室の先行研究により明ら
かになっている。なかでも、PCZ を含む脳表
面付近に細胞外マトリックスであるフィブ
ロネクチンが多く発現していることに着目
した。フィブロネクチンは接着分子インテグ
リンα5β1 と結合することが知られている。
活性化したインテグリンを特異的に認識す
る抗体を用いた免疫染色を行うと、PCZ 付近
のフィブロネクチンが発現している部位に
おいて、インテグリンが移動神経細胞の先導
突起で活性化されていることを見出した。リ
ーリンシグナルの欠損マウスにおいてはこ
のインテグリンの活性化が観察されなかっ
たため、リーリンシグナルによるインテグリ
ンの活性化がPCZへの進入に重要なのではな
いかと考えられた。 
 そして実際にインテグリンの作用をRNA干
渉法で阻害したところ、PCZ への進入に異常
が見られた。このことから、インテグリンが
PCZ への進入に必要であることが明らかにな
った。 
 加えて、インテグリンの阻害がリーリンシ
グナルの阻害と同様に細胞の最終的な配置
である“inside-out”様式に影響を与えるか
を、連続子宮内電気穿孔法によって先輩細胞

と後輩細胞を別々に標識することで解析し
た。その結果、確かに最終配置に乱れが生じ
ることが判明した。 
 以上の実験から、大脳皮質内を移動してき
た神経細胞は、PCZ でリーリンシグナルを受
け取ると、細胞内のシグナル経路を介して先
導突起のインテグリンが活性化され、細胞体
を持ち上げることで PCZ への進入が起こり、
最終配置部位に正しく定着することが明ら
かになった。 
 これらの結果を踏まえながら、インテグリ
ンに加えて、Nカドヘリンを含めた、細胞間の
接着に関わる分子に注目して、それらの分子
がリーリンによってどのように別々に制御さ
れているのかを明らかにしようと考え、検証
を行った。特に、Nカドヘリンとインテグリン
α５β１については、子宮内胎児電気穿孔法
を用いたin vivoの系に加え、in vitroの回転
培養系と分散培養系を用い、それぞれが、ど
のようにリーリンによって制御されるのかを
明らかにすることを試みた。 
 子宮内胎児電気穿孔法を用いてNカドヘリ
ンとインテグリンα５β１の機能阻害を行う
と、それぞれリーリンによって誘導される細
胞凝集に変化を生じた。このため、リーリン
の下流において、Nカドヘリンとインテグリン
α５β１が一部異なった役割を持っている可
能性が示唆された。それぞれの共通点と相違
点を明らかにするため、更にin vitroの系を
用いた解析を試みた。これまで、リーリンの
活性を調べるためのin vitroの系は確立され
ていないため、in vitroの回転培養系を用い
てリーリンの活性の測定を試みた。まず再現
性よく回転培養系を用いた細胞凝集が生じる
実験条件を検討し、培養時の試験管の材質が
重要であることを見いだした。今後、この確
立した回転培養系を用いて、Nカドヘリンとイ
ンテグリンα５β１それぞれについて、リー
リンの下流での役割の共通点と相違点を明ら
かにしていく予定である。 
 また、海馬の細胞移動にもリーリンが必須
であることが知られていたため、新皮質と海
馬を対照としてリーリンの機能を理解するこ
とを試みたが、意外なことに、正常の海馬神
経細胞の移動形態についてはこれまで報告さ
れていなかった。このため、まず、正常の海
馬神経細胞の移動形態を明らかにして報告し
た。海馬神経細胞の移動を異なるステージに
おいて詳細に観察し、定量的な解析を行った
ところ、海馬神経細胞が移動に要する時間は、
発生の時期によって大きく異なることが明ら
かになった。また、海馬の神経細胞は大脳新
皮質の神経細胞とは異なる、未知の様式で移
動することを見いだした。得られた情報は今
後の海馬におけるリーリンの機能を理解する
上で重要な基礎情報になると考えられる。 
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