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〈要 約〉

　発達期をおえた成体脳でも側脳室の周囲の“脳室下帯”では持続的にニューロンが産生されている．新生ニューロンはアストロサイトにより形成されたトンネルの内部をとおって嗅球へと高速度で移動しているが，このトンネルの形成・維持や新生ニューロンとの相互作用の分子機構については不明であった．筆者らは，この研究で，新生ニューロンが分泌するタンパク質Slitが，トンネルを形成するアストロサイトに発現している受容体Roboを介してその形態や分布を制御し，自らの移動経路を維持しているという，成体脳に独自の細胞間相互作用による新規の移動制御の分子機構を明らかにした．

はじめに

　成体脳においても，側脳室の外側壁に存在する脳室下帯，および，大脳辺縁系に属する海馬歯状回では神経幹細胞がニューロンを産生しつづけていることが明らかになっている．脳室下帯で産生された新生ニューロンは吻側移動経路（rostral migratory stream，RMS）とよばれる移動経路をとおって，脳の最前端の嗅球までの長距離をわずか数日のうちに移動していく1-3)（図1，左）．新生ニューロンの役割や生理的な意義についてはいまだ不明な点が多いが，発達をおえた成体脳の内部でこのようなダイナミックなニューロンの移動が行われているということには驚くべきである．

　ニューロンの移動は脳の形成過程において大規模に行われる．特定の場所で産生された未熟なニューロンは，最終的にニューロンとしての機能をはたす場所へ移動し分化・成熟する．発達過程において新生ニューロンの移動を制御することが知られているタンパク質の一部は，成体脳の吻側移動経路における新生ニューロンの移動にも関与していることが近年の研究により明らかになった．しかし，成体脳は神経線維やグリア細胞の神経突起の発達した組織であり，この成熟した組織の内部を移動するには発達期とは異なった分子機構による制御が必要であるものと考えられる．

　一般的に，細胞の移動方向は移動環境における多様な誘引性因子および忌避性因子の分布と，移動する細胞自体の受容体の発現パターンによって制御されている．Slitタンパク質は脳の発達過程において忌避性因子として移動する細胞や軸索の伸長方向を反発性に誘導することが広く知られている分泌性のガイダンス因子である4,5)．脳においては機能や構造がよく似たSlit1とSlit2が発現しており，発達期をおえた脳でも一部の領域では発現が持続するが，これらのSlitの役割はほとんどわかっていない．しかし，興味深いことに，成体脳の吻側移動経路においてSlit1が移動する新生ニューロンに発現していることが報告された6)．移動する細胞自体が忌避性因子Slitを発現するという典型的なガイダンス因子としての作用モデルとは明らかに異なったこの発現パターンから，筆者らは，Slit1が新生ニューロンと周囲組織との相互作用に関与しているのではないかと考えた．

　成体脳の内部の吻側移動経路における新生ニューロンの移動には，胎生期のニューロンの移動とは異なった2つの大きな形態的な特徴が知られている1-3)（図1，右）．ひとつは，移動する新生ニューロンが細長い鎖状の細胞塊“チェーン”を形成し，このなかで互いを足場として乗り越えながら移動する“鎖状移動”（chain-migration）という移動形式である．もうひとつは，このチェーンが移動する通路を形成するトンネル構造である．このトンネルは，脳の発達の末期から現われるグリア細胞の一種であるアストロサイトの神経突起によって形成され，“グリアチューブ”とよばれている．ニューロンの鎖状移動が障害されるいくつかの遺伝子変異マウスにおいて同時にアストロサイトのトンネル構造にも異常がみられるため7-10)，この構造の形成・維持と新生ニューロンの正常な鎖状移動とは関連の深い事象であると推測された．吻側移動経路のアストロサイトの機能に焦点をあてた研究はごく少数しかないが，分泌性タンパク質および非分泌性タンパク質の発現や細胞外環境に供された移動調節タンパク質の量や分布の調節によって新生ニューロンの移動の制御されていることが報告されている．しかし，この特徴的なアストロサイトのトンネル構造がどのように形成・維持されているのか，また，新生ニューロンとの相互作用がどのような分子機構で調節されているのかは解明されていなかった．筆者らは，この研究で，新生ニューロンが忌避性因子Slit1の分泌によってこのトンネル構造を制御し自らの移動経路を形成・維持するという新規の分子機構を明らかにした．

1．Slit1は新生ニューロンの吻側移動経路における高速移動に必要である
　Slit1ノックアウトマウスの新生ニューロンの移動経路（脳室下帯-吻側移動経路-嗅球）では，脳室下帯前方が拡大し嗅球側の経路が狭小化するという新生ニューロンの移動障害を示唆する組織像が得られた．まず，新生ニューロンの移動へのSlit1の関与を明らかにするため，野生型マウスとSlit1ノックアウトマウスの脳切片において吻側移動経路を移動する新生ニューロンを蛍光色素で標識し，実際に組織の内部を移動するようすを経時的に観察した．野生型マウスの吻側移動経路では新生ニューロンは嗅球へむかって直線的に移動し，その平均速度は時速120μm以上であったが，Slit1ノックアウトマウスの吻側移動経路では新生ニューロンの移動方向は不規則で，移動速度も40％ほど低下していた．

　つぎに，Slit1の新生ニューロンの移動における機能が細胞自律的なものであるかどうかを，野生型マウス脳およびSlit1ノックアウトマウス脳の切片培養への野生型新生ニューロンおよびSlit1ノックアウト新生ニューロンの移植実験によって検討した．すると，野生型マウス脳切片の吻側移動経路を移動する野生型ニューロンの移動速度に対し，野生型マウス脳切片におけるSlit1ノックアウトニューロンの移動速度，および，Slit1ノックアウトマウス脳切片における野生型ニューロンの移動速度は有意に低下しており，新生ニューロンの発現するSlit1は，細胞自律的な面および細胞非自律的な面の両方の側面から自らの細胞移動を制御していることが明らかになった．

2．Roboはトンネルを形成しているアストロサイトに発現している
　Slitはその受容体Roboに結合することで細胞内シグナルに変換される．Roboサブタイプには，Robo1，Robo2，Robo3/Rig1と，血管内皮細胞に発現するRobo4の4種類が存在する．各タンパク質に特異的な抗体（大阪大学大学院生命機能研究科 村上富士夫教授より供与）を用いた免疫染色により，脳室下帯-吻側移動経路-嗅球周辺領域におけるRobo1，Robo2，Robo3の発現パターンを調べた．すると，Robo2とRobo3はこの経路にそって強く発現していることがわかった．また，Robo2とRobo3の両者とも移動する新生ニューロンに発現していたが，意外なことに，周囲でトンネルを形成するアストロサイトの細胞体および神経突起により強く発現していた．つまり，吻側移動経路では，新生ニューロンにリガンドであるSlitが，周囲のアストロサイトにその受容体Roboが発現しているという，従来の忌避性ガイダンスシグナルとしての作用から推測された分布とは異なるパターンをとっていることがわかった．これらから，新生ニューロンとアストロサイトとの相互作用にSlit-Roboシグナルが関与している可能性が示唆された．

3．SlitはRoboを介してアストロサイトの分布や神経突起の配列を制御する
　この可能性を検討するため，Slit1ノックアウトマウスの吻側移動経路におけるアストロサイトのトンネル構造を詳細に解析した．脳室下帯-吻側移動経路-嗅球を含む矢状断切片における新生ニューロンのチェーンとアストロサイトの神経突起の配列を二重免疫染色により解析したところ，野生型マウスの吻側移動経路では大部分のアストロサイトの神経突起が新生ニューロンのチェーンにそって伸展しているのに対し，Slit1ノックアウトマウスではアストロサイトの神経突起の伸展方向は不規則で，チェーンと交差して走行する神経突起も多数みられた．吻側移動経路の新生ニューロンおよびアストロサイトの形態や細胞間の相互関係および配置は，電子顕微鏡を用いた解析により詳細に記述されている．この方法を用いてSlit1ノックアウトマウスの吻側移動経路を解析したところ，野生型マウスにおいてアストロサイトの神経突起は新生ニューロンのチェーンの周囲を被覆するように配置されその内部にはほとんど存在していなかったが，Slit1ノックアウトマウスではチェーンの内部への神経突起の侵入がしばしば観察された．これらの結果から，新生ニューロンに由来するSlit1が周囲のアストロサイトの形態や神経突起の配列に関与していることが示唆された．

　そこで，これらのアストロサイトに対するSlitの直接の作用をin vitroで検証した．Slitを安定的に産生するHEK細胞株を混ぜ込んだコラーゲンゲルの小塊を中央に固定した培養プレートの周囲に，脳室下帯および吻側移動経路から単離培養したRoboを発現するアストロサイトを共培養したところ，Slitを分泌しない対照群のHEK細胞を混和したゲル上には多数のアストロサイトが移動してきていたのに対し，Slitを含むゲル上へのアストロサイトの移動は抑制されていた．また，このSlit含有ゲルのアストロサイト反発作用は，Roboのドミナントネガティブ体や，Robo2およびRobo3のshRNAの導入により消失したことから，アストロサイトのRoboを介したものであることが示された．

4．移動する新生ニューロンはアストロサイトの形態をダイナミックに変化させる
　吻側移動経路を移動する新生ニューロンのダイナミックな形態変化やその分子機構についてはこれまでに詳細に研究されてきたが，その移動経路であるトンネルを形成するアストロサイトの挙動については過去に報告はない．筆者らは，蛍光タンパク質で標識されたアストロサイトと新生ニューロンとを生体組織を模した3次元ゲル内で共培養し，タイムラプス撮影を行って両者の相互作用を3次元的に観察した．すると，新生ニューロンが接した部分のアストロサイトの細胞膜がその移動方向にそって陥入し，溝のような構造をつくっていることが見い出された．この溝は新生ニューロンが通過すると消失する一時的なもので，アストロサイトは新生ニューロンの移動にともなって非常に動的にその形態を変化させていることがわかった．

　この形態変化を定量的に評価するため，アストロサイトの単層培養上を新生ニューロンの集団が移動する2次元的な培養条件をつくりだした．Roboのドミナントネガティブ体の導入によりアストロサイトのRoboシグナル伝達を抑制させたとき，あるいは，共培養する新生ニューロンのSlit1が欠損しているときのいずれも，この形態変化の出現頻度は低下した．よって，新生ニューロンとの接点におけるアストロサイトの形態変化は，移動する新生ニューロンに由来するSlit1とアストロサイトに存在する受容体Roboとを介するものであることが示唆された．

　つぎに，アストロサイトの形態変化と新生ニューロンの移動速度との関係を調べた．Roboのドミナントネガティブ体の導入によってアストロサイトの形態変化を抑制すると，同時に，新生ニューロンの移動速度も低下した．また，Slit1ノックアウトマウスの新生ニューロンは，アストロサイトが存在しない培養条件における移動では野生型の新生ニューロンと比較して障害はみられないのにもかかわらず，アストロサイトとの共培養条件ではその移動は抑制されていた．つまり，新生ニューロンはアストロサイトのうえを高速で移動するため，自らの分泌するSlit1とアストロサイトの受容体Roboとの相互作用を必要とすることが明らかになった．

　以上の結果から，新生ニューロンに由来するSlit1とアストロサイトにある受容体Roboとの相互作用がアストロサイトの形態および分布を制御し，新生ニューロンの移動経路であるトンネル構造を維持することによりその高速移動を可能にする，という成体脳のニューロン移動における新たな分子機構が示された（図2）．

5．おわりに

　ニューロンの移動が大規模に行われる発生期の知見を基盤とした研究により，成体脳における新生ニューロンの移動に関与するさまざまなタンパク質が報告されてきたが，成体脳の細胞構築や細胞外環境は発生過程とは大きく異なっている．この研究の対象である吻側移動経路のアストロサイトのトンネルは胎生期には存在せず，ニューロンの移動が吻側移動経路のみに限定された現象となる生後に形成されるため，成体脳の内部でニューロンの長距離かつ高速の移動を可能にする重要な構造であるものと考えられている．筆者らは，この研究により，新生ニューロンが自らSlit1の分泌を介してその受容体Roboを発現している周囲のアストロサイトの形態を変化させ，自ら移動経路を形成・維持しているという，成体脳の新生ニューロンの能動的な移動制御の分子機構をはじめて提示した．

　脳室下帯で産生された新生ニューロンは，ニューロンの脱落するような傷害がくわわると傷害部に移動してごく少数ではあるがニューロンを再生する11,12)．この過程を促進し多くのニューロンを再生することができれば，現在は不可逆性の病態と考えられているさまざまな脳疾患に対する治療的な戦略となる可能性がある．この研究で明らかになった細胞間相互作用による成体脳の内部での新生ニューロンの移動制御系は，ニューロン再生過程の理解やその促進手法の開発にかかわる再生医学的な応用性が期待される．
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〈図説明〉

図1　成体脳の内部での新生ニューロンの移動経路

脳室下帯で産生された新生ニューロン（赤色）は吻側移動経路をへて嗅球へ供給されている．このとき，新生ニューロンは細長いチェーンのような細胞塊を形成し，アストロサイト（青色）の形成するトンネルの内部を移動していく．
図2　Slit1を介した新生ニューロンによるアストロサイトのトンネル形成・維持の機構

（a）野生型マウス．新生ニューロン（赤色）はSlit1を分泌し，受容体Roboを発現するアストロサイト（青色）の形態および分布を制御してトンネル構造を維持することにより，高速移動が可能となっている．
（b）Slit1欠損マウス．Slit1の発現が欠損すると，アストロサイト（青色）のトンネル形成が乱れ，新生ニューロン（赤色）は移動が障害されて脳室下帯-吻側移動経路の起始部に蓄積する．
