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学位論文内容の要旨

脳には約二千億個のニューロンが存在し、特異的なシナプス結合を介して神経回路網を形成し、情報の

伝達と処理を行っている。神経回路網は脳がその機能を果たす上での基本となる構造であり、その形成

に関わる分子群と作用メカニズムの解明は、脳機能の維持・再生を目指す上で極めて重要な課題である。

中枢神経系の発生過程において、神経細胞は誕生後その神経細胞固有の位置に移動・配列を行い、それ
と同時に特定の経路を辿る軸索を標的に向けて投射する。この細胞種ごとに異なる移動や投射はそれぞ

れ固有の誘導様式に従っており、その誘導の分子機構としてはガイダンス分子と呼ばれる一群の分子群

が細胞に対し外界の情報を伝達することが基本となっている。現在ガイダンス分子群の実態は明らかに
されつっあり、例えば網膜．視蓋投射系におけるEph/ephr血システムに代表される分子群によって誘導

機構の解明が進みつっある。しかしながら、現在知られているガイダンス分子群のみで、大脳皮質構築
過程などに見られる多様なニュー口ンの動きを全ては説明できず、未知‐未同定の分子の存在が示唆さ

れている。

我々は、そのような未同定のガイダンス分子の探索を目的として、単一神経細胞由来のsubtractivecDNA
1ibraryを作製することにより、特定の機能をもつ神経群に選択的に発現する分子のスクリーニングを行

い、MDGAlQ壇AMdomainconta血ingglycosylphosphatidylinositolanchorl）を単離した。MDGA1
はIgSFに属するGPI．anchor型の膜蛋白質であり、MD（払1に見られるIgドメイン、FNmドメイン、

MAMドメインは、既知のガイダンス分子群によく見られる構造モチーフであり、MDGA1はガイダンス

因子として機能しているものと類推された。これらのことから私はMDGA1の神経回路網構築過程にお
ける機能を探るべく、その解析をおこなった。

  MDGA1のマウス脳における発現を血釘ぬhybridization (ISH)により解析したところ、嗅球、大脳新

皮質、海馬、中脳上丘、橋、下オルーブ核、および発生期の小脳外顆粒細胞層に顕著な発現が観察され

た。なかでも、大脳新皮質においてはu／m層およびV層の神経群において選択的な発現が認められ、そ

の構築過程において重要な役割を担っていることが推察された。

  MDGA1には一次構造の極めてよく類似したfamily proteinであるMDGA2が存在する。同様に
MDGA2のマウス脳における発現をISHにより解析したところ、概して全般的に発現が認められ、嗅球、

大脳新皮質 、海馬、中 脳、小脳プ ルキンエ細 胞層等でや や強し〕発 現が観察された。

  それぞれ内在性の蛋白質を組織染色により確認できる特異抗体を調製し、これら分子群の分布を解析

したところ、MDGA1はISHで発現が確認された神経群の投射軸索においてその存在が認められ、

MDGA2は同じく、主として細胞体内にその存在が認められた。しかしながらゝ全脳の膜画分をショ糖
密度勾配遠心により分画すると、MDGA1，MDGA2の両者ともDetergent resistant membrane

fraction画分に存在が認められることから、両者とも、既知のGPIーanchor型ガイダンス分子と同様、lipid

laftにおいて機能していることが推定された。
  さらにMDGA1の機能を探るため、MDGA1を発現させた293T細胞上での後根神経節(DRG)移植
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片からの軸索伸長パターンを観察した。DRG移植片を293T細胞上に播種すると軸索伸長が阻害される

ため、たまたま伸長できた神経の軸索上を他の神経軸索群が走行することにより、少数の束化した軸索

群が観察される。これに対して、MDGA1を発現させた293T細胞上では、より多数の軸索がDRG移植

片から伸長する傾向が認められた。このことは、MDGA1によりDRG二ユーロンの基質選択性が抑制さ

れ、293T細胞上でも軸索伸長がおこなえるようになったものと推察される。これらのことから、MDGA1

は、ガイダンス分子として、大脳新皮質などの構築過程において、その機能を果たしているものと考え

られた。

  そこで、MDGA1の神経回路網形成過程における機能を明らかにするために、MDGA1発現細胞を

LacZ遺伝子の発現で追跡できるように、MDGA1のシグナル配列をコードする第一エクソンをLacZ遺

伝子と入れ替えたMDGA1のKI-KOマウスを作製した。挿入したLacZレポ一夕ー遺伝子の発現を

B-galactosidaseの活性染色並びにISHによって確認した結果、活性の認められた部位はMDGA1の発

現していた部位と一致しており、ホモ欠失個体では、MDGA1蛋白質の発現は完全に失われていること

を確認した。これらホモ欠失個体においては脳の巨視的な顕著な異常や、大脳新皮質nrrri層細胞が投射
する脳梁交連繊維全体の投射経路や正中線を越える時期などの軸索伸長速度に顕著な差は観察されなか

った。そこで次に、大脳新皮質構築時における放射状神経細胞移動について検証を行った。

  大脳新皮質は6層よりなる層構造をなしており、それぞれの層には特定の機能をもつ細胞が集積し、

層ごとに異なった特定の投射先ヘ軸索を送っている。この構造は、あとに生まれた上層の神経群が、先
に生まれた下層の神経群を追い越すようにして、放射状に上層へと移動していくことにより形成されて

いる。そこでdeeper layerのマーカーとしてV層細胞に発現するER81を、upper layerのマーカーと
して皿/m層細胞に発現するCux2を用い、最終的にH′m層に到達するMDGA1陽性細胞の移動過程を

WTマウス胚ではMDGA1を、KOマウス胚では挿入した遺伝子であるLacZを指標に、それぞれISH

によって追跡した。
H／m層細胞が移動を開始した直後のE16．5から基本的な層構造の構築が完成するP7まで解析した結

果、E16．5においては野生型マウス胚では4勿G4j陽性細胞はcorticalplateに広く分布していたの
に対し、KOマウス胚では大部分が田ぢZ陽性細胞層よりも深層に分布していた。E18．5においては、

野生型マウス胚ではn勿匸謝J陽性細胞はD脚陽性細胞層の上方辺まで移動したが、KOマウス胚で

はヱ幺cZ陽性細胞はの工瑠下方から皿甜陽性細胞層上方にかけての層と珊ぢZ陽性細胞層よりも
深層側の層の2つに分かれて分布した。なお、D脚陽性細胞群の移動には野生型マウス胚とK0マ

ウス胚の間に顕著な差は認められなかった。
これらの結果から、MDGA1は大脳新皮質の構築過程において、その放射状細胞移動に細胞自律的に寄

与する分子であることが明らかになった。また、K0マウスにおいては、一部の細胞の移動が停滞して

しまうなど、皿D6HJ陽性細胞群の中でもMD（払1欠失の影響が異なる細胞種が存在し、また、＆む凹
陽性細胞群の放射状移動には異常が認められないことなどから、同じ層に移動・配置される神経細胞群

であっても、その放射状移動は、それぞれ異なったメカニズムで制御されている可能性が考えられる。

  続いてMDGA1がガイダンス分子として機能する際の分子機構の実態を明らかにするために、

MDGA1と協働する相互作用分子の探索を試みた。まず今回表現型を観察したマウス脳においても結合

分子がこれまでの報告同様に繊維性の組織に多く存在することを検証し、単離のための可溶化・解離条

件を検討した。続いてりコンピナントMDGA1蛋白質のアフイニテイーピーズを作製し、二ワトリ胚脊

髄から結合分子の単離及び質量分析を用いた同定を試み、MDGA1同士のホモフィリックな結合の可能

性を示した。
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これらのことから、新規IgSF分子であるMDGA1は新規ガイダンス分子として機能しており、大脳
新皮質を構成する多種多様な神経群が正しく移動・配置されるにあたっては、今回明らかにしたMDGA1
を はじ めとする因子 群により、精 妙な制御がな されていること が推察された 。



学位論文審査の要旨
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大脳新皮質構築過程における新規IgSF分子IVIDGAIの役割

    博士学位論文審査等の結果についてく幸＆告）

  ほ乳類の大脳新皮質におしゝては、投射先・機能の異なる神経群が層状に整然と配置されており、｜この層

構造 は、領 野・カ ラムと 共に 大脳新 皮質の 基本的 な構築 原理 のひと っとな ってい る。 この6層よ りなる層

構造 は、大 脳新皮 質形成 期に おいて 、脳室 帯より 生まれ た神 経細胞 群が、 外側へ向げて放射状方向に移動

し、 後から 生じた 神経が 先に 生まれ た神経群を乗り越えてしゝくことにより形成されている。その基本的な

分 子 メカ ニ ズ ム は現 在明ら かにさ れつ っあり 、移動 制御に 関わ るReelinな どの細 胞外因 子や、 秩序 だっ

た 放 射状 細 胞 移 動 に必 要 な Cdk5．  Doublecoinな どの細 胞骨格 系制 御因子 群の同 定・機 能解 析が進 んで

いる 。しか しなが ら、大 脳新 皮質は 多種多 様な神 経群の 精緻 な集合 体であ り、同一の層内においても、詳

細に 見れば 、発現 する遺 伝子 の異な る、す なわち 機能に 差違 のある 何種類 もの神経群が存庄しており、こ

れら 多種多 様な神 経群の 移動 と配列 が、す べて同 様のメ カニ ズムで 進むの かは不明である。本論文におい

て、 著者は 、二ワ トリ胚 運動 神経の サプタ イブ特 異的に 発現 する因 子とし て単離された、免疫グロプリン

ス ー バ ー フ ァ ミ リ ー (IgSF)に 属 す る GPIア ン カ ー 型 の 細 胞 外 因 子で あ る MDGA1に 着 目 し、 マ ウ ス ホ

モロ グを単 離して 血血鈿 hybridization法に より その発 現を解析したところ、マウス大脳新皮質において、

層選 択的に 発現し ている こと を新た に見いだした。既知の層選択的に発現する転写因子群と比較しながら、

発 生 ス テ ージ を 追 っ て 詳 細に 解 析 を 進 める こ と に よ り、 MDGA1は 、 大 脳 新皮 質 に お い て はnnn層 に属

す る 神経 群 と VI層 に 属 す る 神 経群 の 叫 Bに おい て 選 択 的 に発 現 が 認 め られ る こ と 、 発生 期にお いては

II/m層の 神l経群の 誕生 時より 発現が 認めら れ、そ の後 放射状 に移動 してい くこ とを明 らかに した。 さら

に 、 血wZroでの 解 析 か ら 、こ の 因 子 に 軸索 ガ イ ド 活 I陸 カ ミ 認 め ら れた こ と よ り 、MDGA1は 、nmi層に

属す る神経 群の放 射状細 胞移 動およ 乙陣瞬 洲t戞過程 において重要な機能を担っていることが推察された。

そ こ で、 MDGA1の 大 脳 皮 質形 成 過 程 に おけ る 機 能 を 明ら か に す る た めに 、 LacZノ ッ ク インー ノック ア

ウ ト マウ ス を 作 製し た。内 在性の MDGA1をウエ スタン プロ ットお よ乙膠 皀疫細 繃Wビ笋で 特異的 に検 出で

き る 抗体 を 調 製 し、 ノック アウト マウ スにお いては MDGAユの 発現が 完全に 失わ れてい ること を確認 後、

遺 伝 背 景 を そ ろ え る た め に congemcと し て よい レ ベ ル ま でC57BL6マ ウ ス と 10代 以 上 パ ック ク ロ ス を

す す め た 後 、 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に お ける MDGA1発 現 細 胞 の挙 動 を 、 ノ ッ クイ ン し た LacZ遺 伝 子の

発 現 を 指 標 に 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 MDGA1ノ ッ ク ア ウ ト マウ ス に お い ては 、 MDGA1発 現 神 経 細胞 の

放射 状移動 に遅滞 が認め られ 、その 一部は VJ[層 付近に 停滞していることが明らかとなった。この時、runi

層 選 択的 に 発 現 す るCux2陽陸 神 経 細 胞 群の 移動に 1ま 変化が 認めら れなか った 。これ らの解 析結果 は、

MDGA1陽 性 神 経 細 胞 に お い て 、 MDGA1は こ れ ら が 正 し く 放 躰 け 湘胞 移 動 を 行 うた め に 必 須 で ある こ

ー 1375 -



とを示 してい るのみならず、同じ皿I皿層を構成してしゝる細胞群でも、その放射状移動につぃゝては異なっ

た制御 メカニ ズムが 存在 してい ること を示唆 する初 めて の結果 である 。した がって、本論文は、精緻に構

成され た「知 」の「 座」 である 大脳新皮質がどのように構成されていくのかについて、．新規な知見を付け

加えた にとど まらず 、そ の構成 機購に ついて 新たな 洞察 を与え るもの であり 、医薬科学分野における生命

科学の 進展に 大きく 貢献 するも のであ る。

  よって 、m：海道 大学大 学院 生命利 学院生 命医薬 科学 コース博士後期課程を修了する著者は、北海道大学

博士（ 生命科 学）の 学位 を授与 される 資格が あるも のと 認める 。
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