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研究成果の概要（和文）：脳の形成に必須な役割を担う分泌タンパク質リーリンは、プロテアーゼにより2カ所（N-t、
及びC-t site）で特異的な分解を受ける。しかし、リーリン分解のメカニズムや生理的意義はほとんど分かっていない
。本研究では、N-t分解部位をアミノ酸レベルで決定し、N-t分解はリーリンの生理活性持続時間や、その効果範囲を制
御することを明らかにした。また、神経細胞培養上清からリーリン分解酵素を同定し、このプロテアーゼは、胎生期大
脳皮質においてリーリン分解を担う主要なプロテアーゼであることが分かった。

研究成果の概要（英文）：Reelin is a secreted glycoprotein that plays essential roles in the brain formatio
n. Reelin is specifically cleaved at two sites (N-t and C-t site). However, the mechanism and the physiolo
gical role of Reelin cleavage is largely unknown. In this study, we determined the N-t cleavage site, and 
found that N-t cleavage of Reelin plays critical roles in regulating the duration and range of Reelin func
tions. Furthermore, we identified the protease from supernatant of cultured neurons, and found that this p
rotease is the major protease in charge of Reelin cleavage in embryonic cerebral cortex.
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の大脳皮質は整然とした 6層構造か
らなり、その正常な形成は高次機能発現に必
須である。リーリンは、脳の層構造形成を司
る巨大分泌蛋白質であり、神経細胞膜上に存
在するリーリン受容体を介して下流シグナ

ルを伝達する（図 1）。この下流シグナル経路
の活性化は、神経細胞の配置や高次機能発現
（記憶やシナプス可塑性）に必須である。 
 近年、リーリンの遺伝子のメチル化、リー
リンの発現量減少や異常分解が、アルツハイ
マー病や統合失調症などの精神神経疾患の
発症に関与することが相次いで報告されて
いる。これらのことは、リーリンの発現量や
機能の低下が、精神神経疾患の発症や病態の
増悪化に関与することを意味している。しか
しリーリンの機能調節メカニズムは今まで
ほとんど分かっていない。 
 リーリンは８回の繰り返し構造（リーリー
ンリピート:RR）を持ち、細胞外や細胞内（エ
ンドソーム内）で、プロテアーゼにより２カ
所（N-t site 及び C-t site）で分解（プロテオ
リシス）を受ける（図 2）。また、N-t site に

おけるリーリン分解は、アルツハイマー病患
者において亢進することが報告されている。
そこで、申請者はリーリンのプロテオリシス
がリーリンの機能を調節するのではないか
と仮説を立て、リーリン分解の生理的意義の
解明を試み、以下の知見を得た。1. プロテオ
リシスによりリーリンのシグナル活性が完
全に失われる（図 2）。2. 神経細胞培養上清
中から、リーリン分解を担う候補プロテアー
ゼを同定した。3. リーリンの分解部位をアミ
ノ酸レベルで同定し、分解を受けていない
（非分解型）リーリンを特異的に認識するモ
ノクローナル抗体の樹立に成功した。 
 

 
２．研究の目的 
 リーリン分解機構、及び生理的意義を解明
し、アルツハイマー病などの精神神経疾患の
新規診断法や治療薬への応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)リーリン分解機構及び生理的意義の解明 
(1)-1 培養神経細胞に、非分解型もしくは野
生型リーリン（リーリン WT）を添加し、下
流シグナル活性化能、及びエンドサイトーシ
ス後のリーリン分解抵抗性を調べる。また、
非分解型リーリン特異的抗体を用いた組織
免疫染色により、脳内でのリーリン分解を可
視化する。 
(1)-2 候補プロテアーゼが、リーリン分解活
性を持つか否かを調べる。また、このプロテ
アーゼの脳における発現パターンを明らか
にする。 
 
(2) リーリン活性測定系の構築 
 非分解型リーリンのみを認識する抗体を
利用し、リーリン活性を定量的、迅速かつ簡
便に測定する実験系を構築する。 
 
 
４．研究成果 
(1)-1 エンドソーム内でのリーリン分解の
意義の解明 
 これまでの研究により神経細胞上清から
部分精製したプロテアーゼは、リーリンを
1244 番目の Pro と 1245 番目の Ala の間
（RR3 内）で特異的に分解することが分かっ
た。そこで、1244 番目の Pro 残基に点変異
を導入し、Asp 残基に変えたリーリン（リー
リン PD）を作製した。リーリン PD は、部
分精製したプロテアーゼに抵抗性を持ち N-t 
site で分解を受けないことが分かった（図 3）。 

N-t site でのリーリン分解は、エンドソーム
内でも起り、リーリンの N 末断片はリサイク
リングエンドソームを経て細胞外へ再放出
される（Hibi and Hattori., FEBS lett., 
2009）。リーリン PD を神経細胞に添加し、
エンドソーム中での分解に抵抗性を持つか
否かを調べた。その結果、細胞内に取り込ま
れたリーリン PD は、1) エンドソーム内でも
分解を受けないこと、2) リーリン WT に比
べて、下流シグナル活性を持ち続けること、
3) 細胞外に再放出されるN末断片が著しく

図 1 リーリンの構造と下流シグナル活性機構 

図 2 プロテアーゼによるリーリン分解 

図 3 リーリン PD は、プロテアーゼ抵抗性を持つ 



減少することが分かった。 
 また、リーリンの N 末端領域を認識する抗
体と、非分解型リーリンを認識する抗体を用
いた組織免疫染色により、N 末端領域を持つ
リーリンは、リーリン産生細胞から離れたと
ころにも存在するが、非分解型リーリンはリ
ーリン産生細胞の近傍にのみ存在すること
が分かった。 
 以上のことから、エンドソーム内における
リーリンの分解は、リーリンの生理活性持続
時間や、その効果範囲を制御することが示唆
された（Koie et al., J. BIol. Chem., 2014）。 
                                    
(1)-2 リーリン分解プロテアーゼの同定 
 質量分析法により、部分精製プロテアーゼ
を含む画分からメタロプロテアーゼの一種
である ADAMTS-3 を同定した。リコンビナ
ント ADAMTS-3 がリーリン分解活性を持つ
か否かを検討したところ、ADAMTS-3 は N-t 
site でリーリンを分解する活性を持つことが
分かった。さらに、神経細胞培養上清から得
た部分精製プロテアーゼ含有画分に、
ADAMTS-3 が含まれることが分かった。ま
た、ADAMTS-3 の脳における発現を in situ 
hybridization 法により調べ、胎生期では皮質
板に広く発現することが分かった。 
 生 体内で の リーリ ン 分解に 対 す る
ADAMTS-3 の寄与を明らかにするために、
Wellcome Trust Sanger Institute より、
ADAMTS-3 ノックアウトマウスを分与して
いただき、胎生期大脳皮質におけるリーリン
分解量を調べた。その結果、野生型マウスと
比べて ADAMTS-3 ノックアウトマウスでは、
リーリンの分解産物量が著しく減少するこ
とが分かった。 
 以上のことから、胎生期大脳皮質において
ADAMTS-3 はリーリン分解を担う主要なプ
ロテアーゼであることが強く示唆された。今
後、各種神経細胞マーカーや、移動中の神経
細胞を GFP で標識することにより、リーリ
ン分解の大脳皮質形成における意義を解明
する予定である。 

 
 
(2) リーリン活性測定系の構築 
 リーリン活性を定量的、迅速かつ簡便に測
定できれば、N-t site 分解に対する阻害剤の
探索が効率的に行える。そこで、非分解型リ
ーリンのみを認識する抗体を利用し、リーリ
ン活性測定系の構築を試みた。しかし、抗非
分解型リーリン抗体は、精製を行うと抗原を
認識しにくくなることが分かり、高濃度かつ
高純度の抗体を準備することが難しく、実験
系の構築には至らなかった。 
 N-t site 分解を受けたリーリンのみを認識
するモノクローナル抗体の作製にも着手し、
有望なクローンをいくつか樹立した。今後の
検討により良い抗体が得られれば、リーリン
活性測定系の構築が可能になると考えてい
る。 
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