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研究成果の概要（和文）：哺乳類大脳皮質発生において、細胞外糖蛋白質リーリンは受容体ApoER2とVLDLRに結
合してシグナルを伝達することによってニューロン移動を制御するが、その作用機構には不明な点が残されてい
る。我々はApoER2ノックアウトマウスにおいて(1)中間帯でのニューロン移動が障害されること、(2)ニューロン
が辺縁帯直下で正常に停止せず辺縁帯内部へ侵入することを見出した。また下流分子を検討し、Rap1、
integrin、Aktが辺縁帯下部でのニューロンの移動停止に、Aktが中間帯でのニューロン移動に関与することを明
らかにした。これらの結果から、ニューロン移動におけるApoER2の作用機構が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The extracellular protein Reelin sends signals to various downstream 
molecules by binding to its receptors, ApoER2 and VLDLR and exerts essential roles in the formation 
of the mammalian layered neocortex. Here, we we found that the neurons ectopically invaded the MZ 
and that neuronal migration was disrupted in the intermediate zone in the Apoer2 KO mice. Expression
 of ApoER2 partially but significantly rescued Apoer2 KO phenotype, suggesting that ApoER2 control 
migratory behavior of neurons by both cell-autonomous and non-cell-autonomous manners. As for 
cell-autonomous functions, we found that Rap1/integrin α5 and Akt restored the failure of 
termination of migration beneath the MZ and neuronal migration in the IZ of Apoer2 KO mice. These 
data indicate that ApoER2 controls multiple processes in neuronal migration, including the early 
stage of radial migration and termination of migration beneath the MZ in the developing cerebral 
cortex.

研究分野： 神経発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類大脳皮質は 6層構造を持ち、各

層を構成するニューロンはそれぞれ異な

る領域に投射する。この層構造に異常が

生じる病態は、てんかん・知的障害・精

神疾患の原因になりうるとして注目され

ている。このように脳機能が正常に発揮

されるためには、正しく神経回路網が形

成されるための基盤として個々のニュー

ロンが正確な位置に配置されることが重

要である。大脳皮質のニューロンの

70-80％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

脳室壁に面した脳室帯または脳室下帯で

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。この際、より遅い

時期に誕生したニューロンが表層へと移

動することにより、inside-out 様式と呼

ばれる整然とした層構造が形成される。 

この移動過程においてニューロンは移

動様式を段階的に変化させる事が知られ

ている。まず脳室帯から脳室下帯へと移

動し、一過性に多数の神経突起を有する

多極性ニューロンと呼ばれる細胞となる。

多極性ニューロンは２４時間程度脳室下

帯内をゆっくり移動しながら滞留したの

ちに、双極性ニューロンに変化し、高速

度の移動様式で放射状に移動して皮質板

に入り、最終目的地に達する。脳室下帯

で多極性ニューロンを経る生理的意義は

明らかにされていないが、多極性ニュー

ロンはのちに高等哺乳類に特徴的な 2層

から 4層を構成する細胞となること、そ

の形態は複数の分子経路により厳密に制

御されることが明らかにされており、大

脳皮質の高次機能獲得の過程で樹立した

精巧な多層構造形成メカニズムの一つの

ステップとして世界中から注目を集めて

いる。 

リーリン遺伝子は顕著な層構造異常を

伴う自然発症突然変異マウスの原因遺伝

子として同定され、巨大細胞外糖蛋白質

をコードする。リーリン欠損マウスでは、

ニューロンが移動途中で停止し、下部に

次々に蓄積するために層構造がほぼ逆転

する。リーラーマウスと同様の表現型を

示す変異マウスの原因遺伝子産物 Dab1、

及びリポ蛋白質受容体である ApoER2, 

VLDLR が同定されたのを皮切りに、リーリ

ン発見から今日に至るまでの半世紀の間

に世界中で研究が進みリーリンの下流で

機能する多様な分子群が見いだされた。

これらの分子群は最終的にアクチン・微

小管の制御を介して細胞骨格を調節する

と考えられている。 

このようにリーリンシグナルの分子機

構の詳細が解明されてきた一方で、実際

にリーリン蛋白質がニューロン移動のど

のステップでどのような細胞内イベント

に関わるかは不明な点が多い。これまで

の研究の殆どでは、リーリンは脳表層の

辺縁帯に存在するカハールレチウス細胞

から高濃度で分泌され、移動ニューロン

に作用すると考えられてきたが、近年カ

ハールレチウス細胞の大部分を除去して

も、正常な層構造が形成されることが報

告された(Yoshida et al., 2006)。また

応募者が所属する研究グループは最近、

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し、

層構造と類似した構造を形成することを

報告した(Kubo et al., 2010)。このこと

から、ニューロンは移動開始直後から、

リーリン蛋白質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る。我々はこ

の知見に基づき、微弱なリーリン蛋白質

に反応する抗体を探索し、脳室下帯で発

現するリーリンを検出することに成功し

た。これらの独自の知見は、脳室下帯で

のニューロン移動にリーリンシグナルが

関与する可能性を示唆しているが、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

動開始直後の多極性ニューロンの移動を

制御する候補因子として、リーリンシグ

ナルの作用機序を明らかにし、移動ニュ

ーロンが適確に層形成する能力を獲得す

る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）リーリンシグナルが移動ニューロンに

作用するタイミングを調べるため、受容体

ApoER2とVLDLRの発現パターンを明らかにす



ることが重要である。そこで受容体に対する

モノクローナル抗体を作成し、発生の各段階

の胎生脳における発現パターンを各種マーカ

ーとの共染色により調べた。 

（２）ApoER2ノックアウトマウスを用いた解

析：脳室下帯におけるリーリンと受容体

ApoRE2の発現に着目し、ApoER2機能阻害によ

りこの領域でのリーリンシグナルの作用を解

析した。ApoER2ノックアウト(KO)マウスでは

皮質層構造が部分的に異常になることが報告

されているが(Trommsdorff et al., 1999)、

脳室下帯における影響は未だ報告がない。

ApoER2 KOマウス（入手済）における脳室下帯

内でのニューロン移動への影響を調べるため

に、子宮内電気穿孔法により、胎生14日の脳

室帯で誕生したニューロンを標識し、経時的

に細胞分布を解析した。 

（３）ApoER2 KOマウスでの細胞移動の異常が

生じるメカニズムを明らかにするために、

ApoER2全長、下流シグナル因子を発現するベ

クターを子宮内電気穿孔法により導入し、細

胞移動に与える影響を調べた。また、細胞外

基質CSPGが細胞移動を阻害している可能性を

調べるために、CSPG分解酵素の発現ベクター

を導入し、細胞移動に与える影響を調べた。 

 

４．研究成果 

（１）ApoER2とVLDLRの発現パターンを調べた

結果、辺縁帯に両者が発現し、中間帯下部に

ApoER2が発現することを見出した。 

（２）ApoER2 KOマウスにおいて(1)中間帯での

ニューロン移動が障害されること、(2)ニューロン

が辺縁帯直下で正常に停止せず辺縁帯内部へ

侵入することを見出した。 

（３）ApoER2 KOマウスのニューロン移動異常

の出現するメカニズムを調べるため、まずApoER2

全長の発現の効果を調べたところ、中間帯で

のニューロン移動と辺縁帯内部へのニューロン

の侵入がともに部分的に回復した。このことから、

ApoER2は細胞自律的に必要であると示唆され

た。また、中間帯ではMAP2/CSPG陽性の帯状

構造の下部でニューロン移動が障害されている

ことに着目した。CSPGはニューロン反発作用を

示すことが知られているので、CSPG分解酵素

Chondroitinase ABCの発現ベクターを導入し、

ApoER2欠損ニューロンの移動が回復するかを

検討したところ、回復効果は見られなかった。次

にリーリンシグナル下流で働くことが知られている

Rap1、integrin、N-Cadherinの関与を検討するた

めに恒常的活性型Rap1およびintegrinα5、

N-Cadherin、Aktを発現させ影響を調べた。その

結果、Rap1、integrin、Aktは辺縁帯内へのニュ

ーロンの侵入を、Aktは中間帯でのニューロン移

動障害を回復させた。これらの結果から、ニュー

ロン移動におけるApoER2の下流シグナルが明ら

かになり、ApoER2を介した大脳皮質ニューロン

移動の制御機構が明らかになった。 
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