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脳構造形成機構に関わるCNR分子群の機能と系統進化におけるゲ
ノム解析
●先崎 浩次

国立精神神経センター神経研究所

〈研究の目的と進め方〉
マウスCNR遺伝子ファミリーのゲノム構造は免疫系で

のT細胞受容体や免疫グロブリンと類似した遺伝子クラ
スター構造である。CNRの分子構造は細胞外領域と膜貫
通領域および細胞内領域のN末の一部が約2.5kbの第一エ
クソンであり、ゲノム上にタンデムに並んで存在する。
マウスにおいては１４種類存在する第一エクソンを可変
領域とし、ゲノム上の下流に細胞内領域のC末側をコー
ドするCNRに共通に用いられる３つのエクソンが存在
し、これを定常領域とする。マウス脳神経系にみとめら
れた多様化した分子群であるCNR分子群は大脳皮質形成
機構に必須のReelin分子の多重受容体として機能してお
り、大脳皮質層構造形成機構において多重化した分子が
関与することは遺伝子重複仮説と脳構造の進化を考える
上で大変興味深いと考え、脊椎動物系統進化の過程にお
けるCNR分子のゲノム構造の解析と分子機能を明らかに
することにより脳の進化とゲノムの進化との関連性を明
らかにすることを目的として、各脊椎動物種のCNRゲノ
ム構造解析とCNR分子機能解析を行う。

〈2002 年度の研究の当初計画〉
1) 2001年度においてゼブラフィッシュ(魚類)のCNRゲノ

ム構造が明らかになった。その結果、ゼブラフィッシ
ュにおいても13種類のCNR第一エクソンが存在するこ
とが明らかとなった。このゲノム配列データをもとに
各CNRに対する特異プローブを用いたin situハイブリ
ダイゼーション法をおこない、ゼブラフィッシュにお
けるCNR mRNAの発現様式を解析しCNR分子の生体
機能流域の同定を行う。

2) 解析途中であるアフリカツメガエル（両棲類）および
ニワトリ（鳥類）CNRのゲノム構造解析を進める。

3) 各CNR分子の分子機能特異性を明らかにすることを目
的として、マウス各CNRに対する特異抗体の作製を行
う。マウス脳におけるIn situハイブリダイゼーション
法の結果からCNR mRNAは生体マウス脳においては各
神経細胞において発現特異性を有していることが示さ
れており、またCNRに共通の抗体を用いた脳形成期で
の局在解析より大脳皮質を形成する神経細胞からのび
るリーディングプロセスの先端部に発現が認められる
ことよりCNR蛋白質の神経細胞ごとの発現局在特異性
の存在の確認を行う必要性があり、多重免疫染色法に
よる解析のため抗体作製においてもマウス、ラット、
ウサギ等での抗体作製を行う。

〈2002 年度の成果〉
1)ゼブラフィッシュCNRのin situ ハイブリダイゼーショ

ンによる発現パターン解析行い、ゼブラフィッシュに
おいてもマウス同様、形成期の中枢神経系において
CNR mRNAの発現がみとめられた。また、ゼブラフィ
ッシュの発生過程において一過性に発現が上昇し、そ
の後減弱する傾向が認められた。

2) ニワトリCNRゲノム構造が明らかとなり、マウスCNR

ゲノム構造と類似していたが、ゼブラフィッシュ同様、
ニワトリにおいてもニワトリCNR特異的な分子進化を
しており、系統進化の過程でそれぞれの種において
CNR分子ファミリーはその進化系統において特異的な
分子構造を獲得したことが確認された。

3)マウスCNRに対する特異抗体の作製に成功した。具体
的には、マウスCNR第一エクソン部位に対するウサギ
ポリクローナル抗体（ペプチド抗原）12種類、ラット
モノクローナル抗体（ペプチド抗原）8種類、第一エ
クソン内のEC2-3領域をGST融合蛋白質として作製し
た蛋白質に対するCNR種特異抗体2種類を作製した。
これらの抗体は免疫染色法での確認によりそれぞれin
situ ハイブリダイゼーション法によるmRNAの発現
神経細胞とほぼシグナルが一致した。また、マウス発
生過程の大脳皮質における免疫染色法による発現解析
によりCNRタンパク質は生後５日目から７日目におい
て発現様式の変化が認められた。この時期はマウス脳
においてのシナプス形成期にあたり、CNR分子群がシ
ナプス形成、もしくはそれに付随する機能的変動によ
り発現様式に変化が認められる可能性が示唆される。
今後、これらの抗体を用いた複合的発現、局在解析に
よりCNR分子の分子種特異的発現局在を明らかにし、
CNRの脳構造形成過程における役割の解明に近づきた
い。

〈国内外の成果の位置づけ〉
CNR分子群は興味深いゲノム構造と分子機能の観点か

ら国内外で精力的に研究がなされている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
1) アフリカツメガエル（両棲類）CNRゲノム構造解析が

遅れている。理由としてアフリカツメガエルにおいて
はBACライブラリーの作製より始めたためである。

2) 全てのCNRに対する特異抗体の作製ができなかった。
モノクローナル抗体作製のおいては労力と培養スペー
スの問題により一度に28種類の抗体の作製ができず、
解析上、必要性の高いものを重点的に作製した。

〈今後の課題〉
1) 解析途中であるアフリカツメガエル（両棲類）CNRの

ゲノム構造解析を進める。
2) 各脊椎動物種における脳構造形成機構におけるCNR分

子群の機能解析を行う。
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