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研究成果の概要：反発性軸索ガイダンス分子 semaphorin受容体、Plexinのシグナル伝達にお
いて、低分子量 G蛋白質、R-Rasの活性を受容体自身の GAP活性により低下させることが必
要である。本研究により、その GAP 活性の詳細な制御機構を明らかにした。さらに、R-Ras
ファミリーに属する R-Ras、TC21、M-Rasについて、それぞれ Plexinの GAP活性のターゲ
ットとなりうるかを検証した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
学習や記憶など、複雑な脳機能を可能とする
基本要素は、神経細胞が神経突起を伸長し、
お互いに接着することにより形成される複
雑な神経回路である。発生期に生まれた神経
細胞は個々の特定の位置に移動し、軸索及び
樹状突起を適切な標的細胞に伸展させ、やが
てはシナプスを形成することにより神経回
路が形成される。神経回路網は複雑であるも
ののかなり正確で厳密にできており、これを
可能としているのが軸索ガイダンス因子の
誘導作用である。神経軸索は様々な軸索ガイ
ダンス分子に導かれて伸長し、目的のターゲ

ット細胞に到達してシナプスを形成させる。
軸索ガイダンス分子は脳の様々な部位に発
現しており、これを指標に神経軸索が脳内を
迷うことなく正確に目的の細胞に到達でき
るようになっている。現在までに、様々な軸
索ガイダンス因子が同定されているが、その
作用から大きく２つのグループに分類され、
１つは軸索を誘引する因子で、netrinファミ
リーや NGL-1 が知られている。もう１つの
グループは軸索を反発させる因子で、
semaphorin(Sema)ファミリー、slitファミリ
ー、ephrinファミリーなどが見いだされてい
る。また、これらの因子に対する受容体も
次々と同定されている。しかしながら、これ
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らのガイダンス因子がどのような分子機構
で軸索誘導を引き起こすのかという研究は
まだ始まったばかりである。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、神経軸索ガイダンス因子の細胞内

情報伝達で、その活性制御が重要な役割を果

たすことが明らかになってきたにもかかわ

らず、いまだその神経機能がほとんど知られ

ていない Ras ファミリー低分子量 G 蛋白質
の１つ、R-Rasの情報伝達機構の解明をする
ことを目的とする。R-Rasは神経系に限らず、
幅広い組織で発現している。また、反発性ガ

イダンス因子 Semaは元来、発達期の神経系
においての反発因子として働く因子として

単離されたが、近年の報告で、Sema が神経
系以外を含めた幅広い細胞種で細胞接着や

細胞運動を制御していることがわかってき

た。さらに、Semaおよびその受容体 Plexin
は癌化した細胞にも発現しており、Sema お
よび Plexinの変異と癌の転移・浸潤の能力に
相関があることが知られている。このことか

ら、私は、R-Rasの情報伝達機構の解明によ
り神経系のみならず、幅広い細胞種において

のガイダンス分子の情報伝達の共通で基本

的な機構の解明につなげることを目的とし

て研究を行う。 
 
３．研究の方法 
 
(1)  Plexin ファミリーの R-Ras GAP 活
性の解析とその反発作用における役割の

解析   
Plexinファミリーは大きく分けて Plexin-A、
B、C、Dの４つのグループに分かれる。R-Ras 
GAP構造である C1と C2は種を超えて全て
の Plexinファミリーに保存されている。これ
までに、Plexin-B1 と Plexin-A1 は R-Ras 
GAP 活性により R-Ras を不活性化すること
で反発作用を発揮することを明らかにした

(Oinuma et al., Sc ience 2004)。しかし、他
の Plexin ファミリーについては未だ明らか
ではない。そこで、Plexin-C1 および D1 で
も実際に R-Ras GAP活性を示すのかを生化
学的に証明し、またその活性を介して神経軸

索の反発作用を発揮するのかを初代培養神

経細胞を用いて調べ、R-Ras GAP 活性が
Plexin ファミリーの反発作用における普遍
的な情報伝達系であることを証明する。 
 
(2)  ガイダンス因子受容体の変異による
発ガンの分子機構の解明  

R-Rasは神経系に限らず、全身の幅広い組織
で、広範な時期において発現しており、細胞

運動や増殖を制御している。また、反発性ガ

イダンス因子 Semaは元来、発達期の神経系
においての反発因子として働く因子として

単離されたが、近年の報告で、Sema が神
経系以外を含めた幅広い細胞種で細胞接着

や細胞運動を制御していることがわかって

きた。さらに、Semaおよびその受容体 Plexin
は癌化した細胞にも発現しており、悪性度の

高い癌細胞では Plexin の細胞内領域に点変
異が生じていることが知られている。私はこ

れらの癌細胞での変異体 Plexin に R-Ras 
GAP 活性があるのかどうかを生化学的に検
証し、変異した Plexin が R-Ras に対する
GAP として機能することができないことが
細胞の過剰な運動や増殖をひきおこし、癌細

胞の悪性化につながるのかどうかを明らか

にする。 
 
(3)  Plexin の R-Ras GAP 活性のターゲ
ットとなりうる低分子量 G 蛋白質の探索   
R-Rasファミリーは、R-Ras、TC21、M-Ras
の 3つから成る。そこで、R-Ras以外のこれ
らの R-Ras ファミリー蛋白質に対して
Plexin が GAP活性を発揮出来るかどうかを
検討し、その生理的意義について初代培養神
経 細 胞 を 用 い た 系 や 、 in utero 
electroporation 法を用いた方法により探索
する。 
 
４．研究成果 
 

(1)について 
Plexin は、共役する Rho ファミリーの違い
によって、R-Ras GAP 活性の発揮のシステ
ムに違いを出していることを明らかにした。 
Plexin-A1、B1については Rhoファミリー低
分子量 G 蛋白質、Rnd1 の結合によって、
Plexin-D1についてはRhoファミリー低分子
量 G蛋白質、Rnd2の結合によって、リガン
ドであるセマフォリン刺激依存的に R-Ras 
GAP活性を発揮することを明らかにした。一
方で、Plexin-C1についてはその R-Ras GAP
活性の発揮に Rho ファミリー低分子量 G 蛋
白質の結合を必要としなかった。これらから、
R-Ras GAP活性は Plexinファミリーに普遍
的であり、その機能発揮には異なる Rhoファ
ミリー低分子量 G 蛋白質の機能共役が必要
であることを明らかにした。 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)について 
Plexin-B1 の前立腺ガン患者の術中摘出組織
における点変異を探索したところ、悪性度の

高い組織においては、Plexin-B1 の細胞領域
の R-Ras GAP活性に必要な領域に点変異が
入っていることがわかった。私はこれらの癌

細胞での変異体 PlexinにR-Ras GAP活性が
あるのかどうかを生化学的に検証したとこ

ろ、変異した Plexinが R-Rasに対する GAP
として機能することができないことがわか

った。その結果、細胞の過剰な運動をひきお 
こし、癌細胞の転移につながることを明らか

にした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 (3)について 
R-Rasファミリーは、R-Ras、TC21、M-Ras
の 3つから成る。そこで、R-Ras以外のこれ
らの R-Rasファミリー蛋白質に対し Plexin
が GAP活性を発揮出来るかどうかを生化学
的に検討したところ、Plexin-B1は R-Rasフ
ァミリーの中で、R-RasおよびM-Rasに対
してGAP活性を示すことがわかった。M-Ras
は海馬および大脳皮質初代培養神経細胞に
おいて、樹状突起形成・成熟に関わっている
ことを、shRNAを用いたノックダウン法に
より明らかにした。Plexin-B1のリガンドで
ある semaphorin 4D (Sema4D)を海馬およ
び大脳皮質初代培養神経細胞に処理すると、
神経細胞内在性のM-Rasの活性が抑制され、
樹状突起の退縮が観察された。また、この樹
状突起退縮は常時活性型のM-Rasの過剰発
現により阻止されることがわかった。さらに、
Sema4D/Plexin-B1によるM-Ras GAP活性
低下の下流シグナルについても検討したと
ころ、M-Ras活性の低下により、MAPK経
路の抑制がおこることが、樹状突起退縮につ
ながることがわかった。 
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51907/negishi/index.html 
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