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大脳 発生 にお いて脳室 帯 に存在す る神経幹細胞 は 自己複 製 を行 うと共 に、一部 の細

胞が脳室 帯か ら皮質側へ と移動 し、成熟 したニ ュー ロ ンへ と分化す る。 これ ら一連 の

プ ロセ スが細胞 骨格や細 胞内外 のシグナル分子 によ って適 切 に制御 され る ことで最終

的 に6層 か らな る大脳 皮質 を形作 る。すなわ ち、それ らの分子 の遺伝 的変異や活 性 の

変動 は大 脳皮 質形成異 常へ とつ なが る。近年 、GPR56が 大脳 皮質形成 異常 を示す 両側

性前頭頭頂多 少脳 回症 で変異が見 られ る遺伝子 として報告 され た。本研 究で は、GPR56

の発現お よび生理 的役割 を明 らか にす る ことを 目的 と して解析 を行 った。

GPR56はmRNAの 発現 が神経前駆細 胞 に認 め られ て いる もの の、 リガ ン ド不 明のオ

ー フ ァンGタ ンパ ク質共役受容体で あ り、そ のシグナル伝達機構 も不 明で あった。申請

者 は、大脳 組織 を用 いたイム ノブ ロッ ト解 析 と免疫組織 染色 を行 な い、GPR56が 発 生

初期 に発現 量が 高 く、神経 前駆細胞 の存在 す る脳室 帯 に発現 して いる ことを示 した。

次 に、GPR56の 下 流で働 くシグナル を解析 す るため に、HEK293T細 胞 にGPR56を 発現

させ、 さ まざまな プロモー ター配列 を用 いた レポー ター ア ッセ イ を行 な った。そ の結

果、SREとNF-KB応 答配列 を介 した転写活 性 の上昇 が認め られ た。そ こで、SREの 活性

を指標 に、種 々の特異 的な 阻害 分子 を用 いた解析 を行 い、GPR56に よ るSREの 活 性 は

Gα12/13とRhoを 介 して いる ことを明 らか に した。 さ らに、細胞 内でRhoの 活性 型が増

加 す る こと、Rhoの 活性化 に伴 いアクチ ン骨格 の再構築が誘導 され る ことを、それぞれ

GTP型 のRhoに 特異 的 に結合す るmDiaRBDを 用 いたPulldownassay、F-actinの 染色 によ

って明 らか に した。

次 に、神経前駆細 胞 にお けるGPR56の 役割 を調べ るため、アデ ノウィル ス を用 いて

神 経前駆細胞 にGPR56を 発現 させ 、GPR56が 発現量依存 的 に神経前駆細胞 の遊 走 を抑

制 す ることを示 した。さ らに、神経前駆細胞 に内在的 に発現 して いるGPR56を 活性化

させ るため に、GPR56のN末 細胞外領域 を抗原 とした、GPR56に 対す るアゴニス ト抗

体 を見 出 した。この抗体 はHEK293T細 胞 にお いて、GPR56を 発現 させ た細胞 でのみ、

濃度依存 的 にSREの 転写活性 を増加 させ 、 また、抗原 によ ってそ の効果が 消失 した。

さ らに、抗GPR56抗 体 は神経前駆細胞 の遊走 を阻害 した。 この阻害効 果 は、GPR56

をノ ックダウ ンす る ことで見 られな くな る ことか ら、特異 的に内在 性GPR56を 刺 激

す る ことがで き る ことが 示 された。最後 に、 この抗体 を用 いて神経前駆細 胞 の遊 走抑

制 にお けるGPR56の シグナル の関与 を調べ た。抗GPR56抗 体 は神経前駆細胞 の遊 走

を阻害す るが、Gα12/13とRhoの 作 用 を阻害す ることで 、そ の遊 走阻害 は完全 に解 除

された。以 上の結果 よ りGPR56がGα12/13とRhoを 介 して神経 前駆 細胞 の遊走 を負 に

制御す る ことが明 らか とな った。
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Gタ ンパ ク質 を介 す るシグナル伝達 は、神経 系、心臓血管 系や免疫 系な どの組織 ・

細胞 の機能 だ けでな く、個 体発 生 にも広 く関与 して い る ことが知 られて いる。近年 、

Gタ ンパ ク質 シグナルが大脳皮質 形成時の細胞移 動や細胞増殖 に重要 な役割 を果 た し

てい る ことが ノックアウ トマ ウスの解 析や 、ア ゴニ ス ト、 阻害分子 を用 いた実験 よ り

報告 され つつ あるが、 まだ多 くの不 明 の部分 が残 され て いる。 申請者 は大脳 皮質形 成

に関与 す る ことが遺伝学 的 に示唆 され たオー フ ァンGタ ンパ ク質共役受容体GPR56

の解析 を行 い、神経 前駆 細胞 にお けるGPR56の 生理的役割 とそ のシグナル伝達機構

を初 めて明 らか に した。

まず 申請者 は、GPR56が 神経前駆細胞 に多 く発現 してい ることを細胞、組 織 レベル

で明 らか に した。次 に、 レポー ター ア ッセイの結果か ら、GPR56がSREとNF-i〈B応

答配 列依存性 の転写活性 の上昇 を引き起 こす ことを明 らか に した。 また、 この転写活

性上 昇がGα12/13とRhoの 阻害分子 を共 発現 させ る ことで見 られな くなる ことを示 し、

GPR56がGα12/13と 共 役 し、Rhoを 介 して シグナル を伝 達 して いる ことを明 らか とし

た。 さ らに、GPR56に よ るRhoの 活性 化 を生化学 的 に示す と共 に、Rhoを 介 す るアク

チ ン細胞骨格 の再構築が起 こる ことも実験 的に証 明 した。 申請者 は次 に、神 経前駆細

胞 でのGPR56の 生理 的機能 を明 らか にす るた め、GPR56に 対す るアゴニ ス ト抗体 を用

いる ことで、 内在性 の受容体 を活 性化す る手法 を構築 した。 この抗体 を用 いてGPR56

が神 経前駆細胞 の遊走 を負 に制御 して いる こと、更 にそ の制御 はGα12/13とRhoを 介

したシ グナル による ことを明 らか に した。

Gタ ンパ ク質共役受容体 と大脳皮質 形成異常 との関連 が遺伝学的 に示 唆 された のは

GPR56が 最初 であ るが、申請者 は不 明で あ ったそ の下流 の シグナル伝達機構 を明 らか

に した のみ な らず、そ のシ グナル を介 して神経 前駆細胞 の遊走が負 に制御 され て いる

ことを明 らか に した。 この知見 に基づ き、GPR56の 変 異が見 出 された ヒ トの両側性前

頭頭頂多 少脳 回症 の発症機構 の解 明が進 む もの と期待 され る。 さらに、GPR56は そ の

発現 量が癌 の転 移能 にも関与 して いる ことが知 られてお り、本論文で 明 らか とな った

知見が癌 の転移浸潤 のメカニズムの解 明に も大き く貢献す る と思わ れ る。

以上 のよ うに、本論文 はGタ ンパ ク質 シ グナル による大脳 発生時 の神経前駆 細胞 の

移動 制御 機構 につ いて新 たな知見 を示 す もので あ り、学術 上、応用上貢 献す る ところ

が少な くな い。よ って審査委員 一 同は、本論文 が博士(バ イオサイエ ンス)の 学位 論

文 として価 値 ある もの と認 めた。


