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研究成果の概要（和文）：リーリンは脳形成と脳機能発現に必須な蛋白質であり、その機能低下は精神神経疾患の発症
に関与する。本研究では、リーリンがそのC末端領域内で分解を受けることを新たに見出し、この分解によるリーリン
の機能制御は、上層神経細胞の正常な配置と樹状突起発達に必要であることが明らかになった。また、生体内でのリー
リンのN末側での分解抑制は、リーリンの機能を増強すること、このリーリン機能増強は胎生期の脳形成には影響を与
えないことがわかった。

研究成果の概要（英文）：Reelin is glycoprotein that is essential for normal brain formation and function. 
The hypofunction of Reelin is related to neuropsychiatric disorders.
We found that Reelin is cleaved within its C-terminal region and this cleavage regulates position and 
dendrite development of upper-layer neurons. Furthermore, we found the upregulation of Reelin activity by 
inhibition of Reelin cleavage does not affect the neuronal layer formation in embryonic stages.

研究分野：分子神経生物

キーワード： 脳　リーリン　プロテアーゼ
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１．研究開始当初の背景 
 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。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に必須である。 
 近年、リーリンの発現量低下が、精神神経
疾患の発症に関与することが多くの論文で
報告された。これらの知見は、リーリンの機
能低下が、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、これを改善す
ることができれば精神神経疾患の治療にも
繋がることを示唆する。しかし、リーリンが
分泌された後の機能調節機構は不明であり、
機能を増強するアイデアも存在しなかった。 
 リーリンは、分泌シグナルを含む N末端領
域、8 回の繰り返し構造リーリンリピート、
種を超えて高度に保存される C 末端領域
（CTR）からなり、その分子内でプロテアー
ゼによる特異的な分解を受ける（図 1）。 

 これまでに申請者は、リーリンの生理活性
が、N-t 分解により制御されることを見出し、
この分解を担うプロテアーゼの候補として
ADAMTS-３を同定した。また、リーリンは CTR
内で特異的分解（within CTR（WC）分解）を
受けることを見出した。 
 
２．研究の目的 
 リーリンのプロテオリシスによる機能制
御機構と、その生理的意義の解明を行い。脳
構造形成期に、リーリンの機能を増強させた
際の効果を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
リーリン分解機構と、その生理的意義の解明 
1) ADAMTS-3 ノックアウト(KO)マウスを用い
た生化学的、組織学解析により、リーリン N-t
分解における ADAMTS-3 の寄与と、大脳皮質
形成におけるリーリン分解の意義を明らか
にする。 
 
2) WC 分解の生理的意義を明らかにするため
に、CTR 欠損（ΔC-KI）マウスの大脳皮質構
造を解析し、リーリン過剰発現系を用いて大
脳皮質形成におけるWC分解の意義を調べる。
また、リーリンとアルカリフォスファターゼ
との融合タンパク質発現ベクターを各種作
製し、リーリンと神経細胞との結合性を調べ
る。 
 
脳構造形成におけるリーリン機能増強効果
の解明 
1) リーリン発現ウィルスベクターを作製し、
これを用いることで、生体内でのリーリン機
能増強効果を評価する系を樹立する。 

 
2) ΔC-KI マウスの大脳皮質形成異常が、リ
ーリンの分解抑制による機能増強により回
復するか否かを明らかにするために、
ADAMTS-3KOマウスとΔC-KIマウスを交配し、
大脳皮質構造を組織学的解析により調べる。 
 
４．研究成果 
リーリン分解機構と、その生理的意義の解明 
1) 脳における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、
ADAMTS-3KO におけるリーリン分解を調べた。
野生型マウスに比べ、ADAMTS-3KO マウスの大
脳皮質では、有意にリーリンの N-t 分解が減
少した。さらに、ADAMTS-3KO マウスでは、リ
ーリンの下流シグナル分子である Dab1 の量
が減少することもわかった。Dab1 はリーリン
シグナルによりリン酸化を受け、リン酸化を
受けた Dab1 は速やかに分解されることが知
られている。従って、Dab1 の減少はリン酸化
を受けたDab1が多いことを示す。以上から、
胎生期の大脳皮質において ADAMTS-3 はリー
リン機能を負に制御する酵素であること、ま
た ADAMTS-3 の阻害はリーリン機能を増強さ
せることが明らかになった。さらに各種層マ
ーカーを用いた組織免疫染色により、
ADAMTS-3KO の大脳皮質は、正常に形成される
ことがわかった。このことは、リーリン N-t
分解抑制によるリーリン機能増強が、胎生期
の神経細胞移動には影響を与えないことを
示唆する。現在、成体脳でのリーリン分解に
おける ADAMTS-3 の寄与を明らかにすべく研
究を進めており、これが明確になれば、精神
神経疾患の新規治療標的として ADAMTS-3 が
注目されることが期待される。 
 
2)リーリン WC 分解の生理的意義を明らかに
するために、ΔC-KI マウスの大脳皮質構造を
調べた。下層に位置する神経細胞の配置は正
常であったが、上層の神経細胞は通常より表
層側に配置し、樹状突起の発達が悪いことが
わかった。さらに、リーリン過剰発現系を用
いた検討により、上層神経細胞の正常な配置
に、WC 分解を受けていない（すなわち完全長
CTR を持つ）リーリンが必要であることが明
らかになった。また、WC 分解を受けていない
リーリンは、WC 分解を受けたものに比べ強く
神経細胞に結合することがわかった。以上か
ら、リーリン CTR は上層の神経細胞の配置と
樹状突起形成に必要であり、WC 分解によりこ
の機構が制御されることが示唆された。
（Kohno et al., J. Neurosci., 2015）。現
在、WC 分解によりリーリンとの結合が制御さ
れる分子の候補を得ており、今後大脳皮質形
成におけるこの分子の重要性を明らかにす
る予定である。 
 
3) リーリンN-t分解の研究の過程で、C-t 部
位でのリーリン分解活性は、大脳皮質神経細
胞の培養上清にはほとんど含まれないが、小



脳顆粒細胞の培養上清には、N-t 分解活性に
加え、C-t 分解活性が含まれることを見いた
した。そこで、C-t 分解断片を大量に精製し、
エドマン分解により、C-t 分解部位をアミノ
酸レベルで同定することに成功した。C-t 分
解部位周辺の配列から、meprinαと meprin
βが、リーリン分解プロテアーゼとして候補
に挙がり、これらはリーリン分解活性を持つ
ことがわかった。しかし、meprinβKO マウス
の大脳や小脳では、リーリン分解が抑制され
なかったため、生体内での meprinβのリーリ
ン分解への寄与は低いと思われる（Sato et 
al., J. Biochem., 2016）。 
 
脳構造形成におけるリーリン機能増強効果
の解明 
1)従来用いられているウイルスベクターは
長くても 8kbp 程度の外来 DNA を挿入するの
が限界であった。リーリンは、全長 10kbp を
超える巨大分子であり、従来法ではウイルス
ベクターを作製することができなかった。そ
こで、20kbp を超える DNA を挿入できるガッ
トレスアデノウイルスベクターを利用し、リ
ーリン発現アデノウイルスベクターを作製
した（アデノウイルスの作製は、東京大学の
斎藤教授にご協力いただいた）。生後マウス
大脳皮質にリーリン発現アデノウイルスベ
クターを注入したところ、リーリンの発現を
確認することができた。しかし、その発現は
非常に弱かったため、脳層構造形成や樹状突
起発達に効果があるかどうかは分からなか
った。今後、ウイルスベクターの力価を上げ、
感染時期と部位を検討することにより、ウイ
ルスベクターを用いたリーリンの機能増強
評価系を樹立する予定である。 
 
2) ADAMTS-3 を欠損させるとΔC-KI マウスの
大脳皮質脳でもリーリンの分解が抑制され、
リーリンの Dab1 活性能が増強されることが
わかった。しかし、このマウスの大脳皮質構
造を組織学的解析により解析したところ、Δ
C-KI マウスで見られる表現系（上層神経細胞
の配置異常）は回復しなかった。このことか
ら、大脳皮質上層神経細胞が正常に配置され
るためには、リーリン下流シグナルが単に増
強されるだけでは不十分であり、リーリン
CTR を介したシグナルが必要であることが示
唆された。 
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