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研究成果の概要（和文）：　神経突起形成に重要な役割を果たしている低分子量G蛋白質R-Rasサブファミリー、
R-Ras、M-Ra s、TC21の情報伝達機構を分子レベルで明らかにするため、R-Rasサブファミリーの下流のエフェク
ター分子の探索とその作用機構について研究を進めた。TC21の神経細胞の形態形成における機能を解析し、TC21
がスパイン形成時に強く発現ししており、スパイン形成に重要な役割を果たしていることを明らかにした。一
方、R-Rasサブファミリーの上流の情報伝達経路について解析し、RasGRF1がBDNFの刺激でR-Rasを活性化し、神
経軸索の伸長と分枝化の促進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　R-Ras subfamily small GTPases have essential roles in multiple phases of 
developments of neurons.  We have examined the roles of TC21, a member of R-Ras subfamily, and we 
found that TC21 was specifically expressed in spines and promoted spine maturation through afadin, a
 downstream effector of TC21.  We also examined the upstream of R-Ras for R-Ras-mediated axon 
outgrowth, and we found that RasGRF1 was a GEF for R-Ras and BDNF activated R-Ras through RasGRF1, 
promoting axon outgrowth.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 記憶や学習など複雑な高次脳機能を可能
にしているのは、神経細胞がその特徴的な
構造である神経突起を伸ばし、互いに接着
することにより形成される複雑な神経回路
による。神経回路形成は、神経細胞が軸索
と樹状突起を伸ばし、目的のターゲット細
胞に到達してシナプスを形成して、複雑な
ネットワーク回路を形成して完成する。こ
の複雑な神経回路網の基本構造は正確で厳
密に作成されるが、それは神経細胞より伸
長した軸索を正確にターゲット細胞に誘導
する軸索ガイダンス分子の誘導作用による。 
近年、神経突起の伸長や退縮に低分子量 G
蛋白質 Ras ファミリーや Rho ファミリーが
重要な役割を果たしていることがわかって
きた。我々は、機能の不明であった Rho フ
ァミリー、RhoG の特異的エフェクターとし
て Elmo を同定し、RhoG-Elmo-Dock180 とい
う Rac を活性化する新しい経路を見いだし、
この経路が神経突起伸長を引き起こすこと
を明らかにした。しかし、軸索ガイダンス
分子の作用に Rho ファミリーが関わること
は示されてきたが、その詳細な分子機構は
まだまだ不明である。我々は、Sema4D の受
容体、Plexin-B1 の細胞内領域が Ras ファ
ミリーの１つ、R-Ras に対する GAP を直接
コードしており、細胞膜を進展させるR-Ras
の活性を抑制することにより軸索の反発作
用を引き起こすことを明らかにし、
Plexin-B1 という受容体が G蛋白質の GAP
であるという今までに報告のない全く新し
い情報伝達機構であることを発見した。ま
た、M-Ras の新奇エフェクターとしてアク
チン重合促進する Lamellipodin（Lpd）を
同定し、Sema4D によるアクチン骨格系の制
御機構を明らかにした。このように、様々
なガイダンス分子による軸索ガイダンス、
樹状突起形成に R-Ras サブファミリー、Rho
ファミリーG蛋白質が重要な役割を果たし
ていることが明らかにされてきたが、様々
なガイダンスシグナルがどのように神経細
胞内でインテグレートされ、シグナルの統
合にこれら G蛋白質がどのように関わるの
か、その調節機構の詳細についてはまだま
だ不明な点が多く残っている。 
 
２．研究の目的 
本研究は、反発性の sema/plexin や

ephrin/Eph、誘因性の netrin/DCC を代表と
した、それぞれの神経突起ガイダンス分子
のシグナル伝達における、R-Ras サブファ
ミリー及び Rho ファミリーの個々の G蛋白
質の機能を解析し、それぞれのガイダンス
分子のシグナルがどのような機構でインテ
グレートされ、R-Ras、Rho ファミリーG蛋
白質の活性制御に繋がり、さらに、それら
G蛋白質の密接なコミュニケーションの神
経突起ガイダンスにおいて果たす役割を分
子レベル細胞レベルで体系的に明らかにし、

ガイダンスにおける R-Ras 及び Rho ファミ
リーの機能を統合的に理解し、体系づけて
いくことを目的とし、期間内に明らかにし
ていく。そして、神経回路形成に必須な神
経突起ガイダンス分子の受容体のガイダン
ス作用の情報伝達機構を分子レベルで解析
し、ガイダンス分子により精密で正確に形
成される機能的な神経回路網の成立過程の
基本となる分子基盤の解明につなげていく。 
 

３．研究の方法 
 本研究では、R-Ras 及び Rho ファミリーG
蛋白質の神経突起形成における役割と、神
経突起ガイダンスシグナルのインテグレー
ションにおけるこれら G蛋白質の役割の解
明を目指し、１）sema や netrin などの神
経突起ガイダンスシグナルによる R–Ras フ
ァミリーの活性制御と G蛋白質による突起
形成調節の分子シグナルカスケード経路の
解析、２）ephrin/Eph による軸索ガイダン
スにおける Rho ファミリーの活性制御と G
蛋白質による突起形成調節の分子シグナル
カスケード経路の解析、３）R-Ras ファミ
リーによる Rho ファミリー活性調節とその
突起形成調節の情報伝達経路の解析を行い、
神経突起形成における様々なガイダンスシ
グナル伝達経路において、それらのシグナ
ルのインテグレーションに関わる G蛋白質
の役割を統合的に解明する。 
 
４．研究成果 
神経突起形成に重要な役割を果たしてい

る R-Ras ファミリーの情報伝達機構を分子
レベルで明らかにするため、R-Ras ファミ
リーの下 流のエフェクター分子の探索と
その作用機構について研究した。R-Rasは軸
索の分枝化を促進するが、この作用は活性
型 R-Ras が結合す るエフェクター分子、
afadin を介することを明らかにしてきた。
afadinには、選択的スプライシングにより
生成される 2種類のアイソ フォーム、
s-afadin と l-afadin が存在する。そこで、
これら 2種類のアイソフォームの R-Ras の
下流での機能の役割について解析した 。
海馬初代培養神経細胞で、軸索の分枝化が
盛んな培養初期では、l-afadin の発現が主
であったが、3日以降の軸索の分枝化が減
弱す る時期で s-afadin の発現が増加して
きた。神経細胞で、s-afadin 過剰発現させ
ると R-Ras による軸索の分枝化が抑制され、
s-afadin の 発現をを特異的に抑制する
shRNA を発現させると、R-Ras による分枝化
が促進された。また、発現培養細胞で、
s-afadin は R-Ras による l -afadin の細胞
質から細胞膜への移行を阻害した。これら
のことから、s-afadin は l-afadin のドミナ
ントネガティヴ体として働くアイ ソフォ
ームで、R-Ras による l-afadin の細胞膜へ
の移行を阻害することにより、
R-Ras-l-afadinによる軸索の分枝形成を抑



制的に制御 していることが考えられる。ま
た、神経細胞の軸索形成において、軸索の
分枝化の時期と2つのafadinアイソフォー
ムの発現パターン が一致しており、
s-afadinの発現の変化で、分枝化が調節さ
れていることが示唆される。神経突起形成
に重要な役割を果たしている低分子量 G蛋
白質Rasファミリーのサブグループである
R-Ras サブファミリー、R-Ras、M-Ra s、TC21
の情報伝達機構を分子レベルで明らかにす
るため、R-Ras サブファミリーの下流のエ
フェクター分子の探索とその作用機構につ 
いて研究を進めた。これまでに、R-Ras は
神経軸索に局在し、PI3 キナーゼ経路を介
して軸索の伸長、分枝化を促進すること、
M-Ras は 樹状突起に局在し、MAP キナーゼ
経路を介して軸索の伸長を促進することを
明らかにしてきた。一方、TC21に関しては、
その神経細胞 における機能はほとんど不
明であった。その神経細胞の形態形成にお
ける機能を解析し、TC21 がスパイン形成時
に強く発現して着ることを発見した。また、
TC21の強制発現や、ノックダウン実験によ
り、TC21 がスパイン形成に重要な役割を果
たしていることを明らかに した。さらに、
TC21によるスパイン形成促進作用における、
下流のエフェクター分子を解析した結果、F
アクチン結合蛋白質である afa din に TC21
活性型が特異的に結合し、TC21 は活性化さ
れると、afadin を細胞質から細胞膜に移行
させ、細胞膜嬢でフィロポディア形成 を
促進し、最終的にスパイン形成を促進する
ことがわかった。これらのことから、3つ
の R-Ras サブファミリーG 蛋白質、R-Ras、
M-Ras 、TC21 はそれぞれ軸索、樹状突起、
スパインと異なる領域に局在し、異なる神
経突起形成に関わることを明らかにした。 
一方、R-Ras サブファミリーの上流の情報
伝達経路については全 く不明であった。
そこで、R-Ras による神経軸索の伸長作用
の上流の経路を探索した。Ras ファミリー
の Gたんぱく質を活性化する GEF には様々
な分子が知られてい るので、それらの分
子で神経細胞に発現しているものをリスト
アップし、可能性のある Ras ファミリーGEF
の関与をスクリーニングした結果、R-Rasを
活性化でき るGEFの 1つであるRasGRF1が
神経軸索成長因子である BDNF の刺激で
R-Ras を活性化し、神経軸索の伸長と分枝
化の促進を行なっていることを明らかにし
た。ま た、BDNF の受容体、TrkB は cAMP を
上昇させて、RasGRF のリン酸化により活性
化することを明らかにした。これらのこと
から、R-Ras の上流と下流の嬢伝達経路が 
明らかとなり、その全体像が明確になった。   
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