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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、Dab1 が樹状突起形成に関与し、核移行出来る事を

明らかにした事から、Reelin は樹状突起形成に関わる遺伝子の発現制御を Dab1 の核移行を介

して行うという仮説を考えた。dab1 のノックダウンと同時に、下流で働くと考えられる候補分

子を発現させた所、樹状突起が部分的に正常に形成され、候補分子が Reelin シグナルの下流分

子である可能性が示唆された。また、候補分子の樹状突起形成作用はリガンドとの結合により

担われている可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：As we found that Dab1 is involved in dendrite formation and can 
translocate into nucleus, we hypothesized that Reelin regulates an expression of dendrite 
formation related genes through the Dab1 nuclear translocation. When we coexpressed dab1 
knockdown vector and candidate gene expression vector, apical dendrite formation was 
partially normalized. Thus it was suggested that the candidate gene functions downstream 
of Reelin signaling pathway. Furthermore, the function of the candidate gene in the 
dendrite formation is dependent on its ligand-binding domain. 
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研究分野：総合領域 
科研費の分科・細目：神経科学・神経解剖学・神経病理学 
キーワード：神経発生・分化・異常 
 
１．研究開始当初の背景 
 発生期の大脳新皮質において、脳室帯で誕
生したニューロンは、脳表面に向かって移動
し、辺縁帯直下で移動を終了させ、樹状突起
を発達させた後、皮質と呼ばれる層構造を作
る。これまで、辺縁帯にある Cajal-Retzius
細胞から分泌される Reelin が、ニューロン
の細胞内の Dab1 をリン酸化し、ニューロン

の移動や配置に大変重要な役割を果たして
いる事が、変異マウス (それぞれ reeler と
yotari の解析等から明らかにされてきた (図
1)。 
 しかしその後、Reelin-Dab1 シグナルがど
のような分子に伝達され、どのようにニュー
ロンの配置を制御し大脳皮質層形成に関与
しているか、つまり Reelin シグナルのアウ
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トプットが何であるのかは未だ明確な答え
は得られておらず、神経発生分野の大きな未
解決問題の一つとなっている（Tissir and 
Goffinet, Nat. Rev. Neurosci. 2003)。 
 研究代表者らは、dab1 に対する siRNA 
(small interfering RNA) 発現ベクターをエ
レクトロポレーション法により子宮内の胎
仔脳に導入し、dab1 をノックダウンし、in 
vivo でのニューロンの移動、発達過程を詳細
に観察した。その結果、通常は脳表面に向か
い十数本分岐を行う樹状突起が、一、二本分
岐を持つのみになり、また生後発達するにつ
れて辺縁帯を避けるように樹状突起が配向
する等、樹状突起の発達とガイダンスに異常
が集中して観察された(図 2)。 
 樹状突起のガイダンス異常は reelerマウス
で既に観察されてはいたが、ニューロンの配
置異常に伴う二次的な異常と考えられてお
り、Reelin シグナルそのものの異常であるの
かは不明であった (Terashima et al., J. 
Comp. Neurol., 1985)。しかしながら、上記
の実験結果と、reeler マウス、yotari マウス
では主として樹状突起の発達によって形成
される辺縁帯が形成されない事を考え合わ
せると、Reelin は Dab1 を通じて樹状突起形
成を制御する重要な役割を果たしている可
能性が非常に高いと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者らは、これまで細胞内タンパク
質と考えられてきた Dab1 が、一つの核移行
シ グ ナ ル (Nuclear Localization Signal: 
NLS)と二つの核外輸送シグナル (Nulcear 
Export Signal: NES)を持ち、核と細胞質間
を両方向に移動している核細胞質間シャト
ルタンパク質である事を明らかにした
(Honda(研究代表者) and Nakajima, JBC, 
2006, 図 3)。 
 Dab1 が核に移行する事実を考え合わせる
と、“Reelin シグナルは移動を終えたニュー
ロンに対して、Dab1 の核移行を介して何ら
かの遺伝子の発現制御を行い、それにより辺
縁帯での樹状突起の形成を促進・ガイダンス
している”、という仮説が可能性の一つとし
て考えられるようになった。 
 
 研究代表者らは、樹状突起形成に関与する
と考えられているタンパク質について調査
した。その結果、あるタンパク質をノックダ
ウンあるいはノックアウトした際のニュー
ロンの形態が、dab1 をノックダウンした際
に観察される形態と非常に似ていることに
気がついた。Reelin-Dab1 シグナルとの関連
は不明であったが、Reelin シグナルの下流分
子がその候補分子であり、dab1 をノックダ
ウンした場合、その候補分子の遺伝子発現量
が減少しているのではないかと考えた。そこ

で、dab1 をノックダウンしたニューロンに、
候補分子を同時に発現させた所、樹状突起形
成異常がレスキューされる事が明らかとな
った（図４）。 
 そこで本研究計画では、Reelin-Dab1 シグ
ナルと候補分子とのクロストークメカニズ
ムを明らかにすることを目標とした。 
 
３．研究の方法 
 Dab1による樹状突起形成の制御を説明す
る最も単純なモデルは、Reelinシグナルを受
けた Dab1が核内に移行して候補分子の発現
を誘導し、樹状突起の発達とガイダンスを制
御しているというものである。作業仮説通り
であるならば、reeler 及び yotariマウスで
候補分子のタンパク質量の差が変化してい
ることが期待されるので、発現量の差の有無
をウエスタンブロット解析や、免疫組織化学
染色で比較する。差が検出された場合、タン
パク質量の差を生むメカニズムとして、転写
を制御する可能性と、タンパク質の生成・分
解を制御する可能性がある。転写制御である
可能性については定量的 PCR を行い、mRNAの
量に差があるか検証する。 
 また、dab1 のノックダウンによる樹状突起
形成異常を候補分子がどのようにレスキュ
ーしたのかを明らかにするため、候補分子の
欠失変異体を用いてレスキューに必要な領
域を探索する。 
 候補分子を介した Reelin-Dab1シグナルは
樹状突起形成に重要であると考えられるが、
reelerや yotariマウスで観察されるニュー
ロンの移動障害とどのように関連している
のかは明らかではない。つまり、Reelinシグ
ナルの機能は樹状突起形成が主で、その異常
により二次的に移動障害も引き起こされる
のか、あるいは樹状突起形成以外にも、移動
に関わる機能がある為に配置異常が起こる
のかを区別出来ていない。そこで、reelerマ
ウスに候補分子をエレクトロポレーション
により導入し、候補分子が reelerマウスの
移動障害をレスキューするか解析し、候補分
子が樹状突起形成を促進する作用以外にニ
ューロンの移動にも関与しているか検証す
る。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 候補分子の reeler マウスに於けるタンパ
ク質量の変化の有無を検討する為、胎生 17.5
日（E17.5）と生後 0日（P0）の reelerマウ
ス（rl/rl）とヘテロ接合マウス（+/rl）の
大脳皮質を切り出し、ウエスタンブロット解
析を行った。その結果、タンパク質量には大
きな差は検出されなかった（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また、生後 0 日（P0）の reeler マウス
（rl/rl）とヘテロ接合マウス（+/rl）及び、
yotariマウス(yot/yot）とヘテロ接合マウス
（+/yot）について候補分子の免疫組織化学
染色を行ったが、染色強度に大きな差は観察
されなかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、dab1 のノックダウンによる樹状突起 
形成の異常を候補分子がどのようにレスキ
ューしたのかを明らかにする為、候補分子の
リガンド結合部位を欠損させた変異体を用
いて、レスキュー実験を行った（図６）。E14.5
日目のマウス脳にエレクトレポレーション
を行い、生後７日目で固定した。この際、そ
れぞれの細胞の形態を観察しやすくする為、
細胞がまばらに蛍光タンパク質 GFPを発現す
るように工夫したベクターを導入した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
ラベルされた細胞の形態については、先端樹
状突起の長さの合計（図７）、先端樹状突起
の分岐の数（図８）、先端樹状突起が辺縁帯
と皮質板の境界線を乗り越えている細胞の
割合（図９）について定量解析を行った。 
 尖端樹状突起の長さの合計については、
Dab1 を用いたレスキュー実験でコントロー
ルと同じ程度に回復、候補分子によるレスキ
ュー実験では部分的に回復した。リガンド結
合部位を欠く候補分子では Dab1 のノックダ
ウン実験とほぼ同じ値であった。先端樹状突
起の分岐の数についても同様な傾向が観察
された。また、先端樹状突起が辺縁帯と皮質
板の境界線を乗り越えている細胞の割合に
ついては、Dab1によるレスキュー実験で部分
的にレスキューされた。また、候補分子によ
るレスキュー実験でもわずかではあるが、レ
スキュー効果が確認された。一方、リガンド
結合部位を欠損した候補分子については、コ
ントロール実験より低い値が観察された。こ
れらの実験結果より、候補分子による Dab1
ノックダウンレスキュー効果は候補分子と
リガンドとの結合に依存している可能性が
示唆された。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 次に、reeler や yotari マウスで観察され
る移動障害を候補分子がレスキューするこ
とが出るかを観察した。E14.5 日に GFP 発現
ベクターと候補分子発現ベクターを同時に
導入し、P0で固定して GFPを発現している細
胞の位置を観察した（図１０）。候補分子の
発現では、reeler、yotariマウス両方で観察
される細胞の移動障害をレスキューするこ
とは出来なかった。 
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