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研究成果の概要（和文）：我々は、plexinがR-Ras/M-Ras GAPを直接コードし、R-Ras/M-Rasの活性を抑制することによ
り、神経軸索と樹状突起の反発作用を引き起こすことを明らかにしてきた。そこで、さらに、GAP活性の下流の情報伝
達機構を解析した。R-Ras/M-Rasのエフェクターとしてアクチン重合制御因子lamellipodin（lpd）を同定し、Sema4D/P
lexin-B1はR-Ras/M-Ras-lpdシグナルを抑制することによりアクチン重合を阻害し、軸索及び樹状突起に対する反発作
用を発揮することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Plexins are receptors for axonal guidance molecules semaphorins.  We recently repo
rted that the Sema4D receptor, Plexin-B1, functions as a GAP for R-Ras/M-Ras, inducing repulsion of both a
xons and dendrites, respectively.  We have examined downstream effectors of R-Ras/M-Ras, linking to regula
tion of actin filament cytoskeleton, and we identified lamellipodin (lpd), a regulator of actin polymeriza
tion, as a novel effector of R-Ras/M-Ras.  R-Ras/M-Ras specifically bind to lpd and recruite it to membran
es, and Sema4D/Plexin-B1 suppresses R-Ras/M-Ras activity and lpd membrane translocation, inducing repulsio
n of axons and dendrite in hippocampal and cortical neurons.  Our study shed light on how repulsive guidan
ce molecules regulate actin cytoskeleton, revealing a novel mechanism that the R-Ras/M-Ras-lpd systems reg
ulate actin-based axon and dendrite remodeling by sema/plexin in the formation of neural network system.
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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。神経回路は、神経細胞が通常、細胞体か
ら１本の軸索と複数の樹状突起を伸ばし、目
的のターゲット細胞に到達して形成して、複
雑なネットワーク回路を形成して完成する。
この神経回路網の基本構造は正確で厳密に
形成されるが、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。現在ま
でに様々な軸索ガイダンス分子が同定され
ているが、その作用から２つのグループに分
かれ、１つは軸索を誘引する分子で、netrin
ファミリーが知られている。もう１つのグル
ープは軸索を反発させる分子で、semaphorin
（sema）や、ephrin ファミリーなどが見いだ
されており、それらの受容体も次々に同定さ
れている。これらのガイダンス分子がどの神
経の軸索ガイダンスに関わっているかの研
究はかなり進んでいるが、その軸索誘導の情
報伝達の分子機構についてはまだ不明な点
が多い。 
 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。Rho ファミリーの中で、特に Rho、Rac、
Cdc42 の機能の研究が進み、Rac と Cdc42 は
軸索の伸長に、Rho が軸索の退縮に関わるこ
とがわかっている。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。一方、
軸索ガイダンス分子の中で、sema は代表的な
反発性のガイダンス分子であり、その特異的
な細胞膜１回貫通型の受容体、plexin を介し
て軸索の反発作用を発揮する。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。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、反発性の Sema/Plexin や
ephrin/Eph、誘因性のnetrinを代表とした、
神経突起ガイダンス分子のシグナル伝達に
おける、Ras ファミリー及び Rho ファミリー
の個々の G 蛋白質の機能の解析の上に、それ
ら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細胞レベ
ル個体レベルで体系的に明らかにし、ガイダ
ンスにおける 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 
 Plexin サブファミリーの下流の情報伝達
の分子機構を明らかにするため、R-Ras サブ
ファミリーの cDNA を PCR 法でクローニン
グし、様々な変異体をやはり PCR 法で作成
し、plexin サブファミリーの R-Ras GAP 活
性発現機構を生化学的に解析した。また、
R-Rasサブファミリーの下流のエフェクター
分子を同定するため、R-Ras サブファミリー
に結合する分子を酵母の two-hybrid 法を用
いてスクリーニングして、候補分子の cDNA
をクローニングした。 
 Plexin サブファミリーの神経軸索ガイダ
ンスシグナルを調べるため、胎生１８日のラ
ット胎児の脳より海馬および大脳皮質を取
り出し、採取した神経細胞を初代培養し、
様々な cDNA をリポフェクトアミン法や
nucleofection 法を用いてトランスフェクシ
ョンし、発現させて機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
 記憶や学習など複雑な高次機能の基盤と
なる神経回路は、神経細胞が軸索と樹状突起
を伸ばし、ターゲット細胞とシナプスを形成
して完成する。このように、神経回路形成に
おいて、特徴的な神経突起伸長は必須であり、
その神経突起伸長は低分子量 G蛋白質 Rhoフ
ァミリーにより調節されている。Rho ファミ
リーには様々な分子があり、その中で、Rnd
サブファミリー（Rnd1、Rnd2、Rnd3）は中枢
神経系に主要に発現しており、様々なエフェ
クターを介して神経細胞の形態を含めて神
経機能の調節に関わっている。３つの Rnd 分
子の中で、Rnd1 と Rnd3 は Rho の活性を抑制
して、神経突起の伸長を促進するが、Rnd2 は
Rho の活性を促進して、神経突起の退縮を引
き起こし、Rnd 分子群は Rho の活性を正と負
の活性調節を行い、アンタゴニスチックに働
く調節機構であると考えられる。しかし、in 
vitro において、Rnd は全て Rho の GAP であ
る p190RhoGAP に結合し、Rho の活性を抑制す
る能力があった。そこで、この分子機構を明
らかにすることにした。Rnd１と Rnd3 は Rnd2
と異なり、ユニークな N末端配列を持つ。こ
の意味を解析したところ、Rnd1 と Rnd3 は細
胞膜のラフトに局在するが、Rnd2 はラフト以
外に局在し、Rnd2 に Rnd1 の N 末端を付加し
たところ、ラフトに局在するようになり、
Rnd1 と Rnd3 の N 末端の配列がラフト局在シ
グナルになっていることがわかった。また、
Rnd1とRnd3はp190RhoGAPをラフトに移行さ



せ、Rho の活性を抑制するが、Rnd2 は
p190RhoGAP をラフトに移行させることがで
きず、Rho の活性を抑制しないが、Rnd1 の N
末端を付加した分子は、p190RhoGAP をラフト
に移行させ、Rho の活性を抑制したので、Rnd1
の N 末端が、ラフト移行シグナルで、Rho 抑
制機能の発揮に関与していることがわかっ
た。このことから、分子の機能発現には分子
の細胞膜への局在の特異性が重要な役割を
果たしていることが示された。一方、我々は
Rho ファミリーのシグナル伝達経路で、
RhoG-Elmo-Dock180 による Rac の活性化経路
を研究してきた。Dock180 は CDM ファミリー
に属するRhoファミリーの活性化因子である
が、CDM ファミリーのメンバーで Dock4 が神
経細胞のスパインに発現し局在することを
見いだした。そして、Dock4 はスパインにお
いて、アクチン骨格調節分子のコータクチン
に結合し、Rac を活性化することにより、ス
パイン形成を制御していることを明らかに
した。 
 R-Ras サブファミリーに関し、我々は、
神経軸索に局在して軸索の伸長を促進する
R-Ras に対し、M-Ras は樹状突起に局在し、
樹 状 突 起 の 伸 長 を 促 進 す る こ と 、
Sema4D/Plexin-B1はR-RasとM-Rasに対し共
に GAP 活性を示し、それぞれの活性制御で、
軸索の反発作用と樹状突起の成長抑制をす
ることを見いだした。そこで、R-Ras と M-Ras
の下流で働くエフェクターの探索を行った。
まず、M-Ras のエフェクターとして、
lamellipodin（lpd）を同定し、M-Ras は活性
型特異的に lpd に結合し、lpd を細胞膜に移
行させ、アクチン細胞骨格に結合して、樹状
突起の伸長と分枝化を促進した。また、
Sema4D/Plexin-B1はこのM-Ras-lpdシグナル
経路を抑制し、アクチン繊維の樹状突起先端
からの消失を引き起こして、樹状突起に対し、
反発作用を発揮した。一方、R-Ras も活性型
特異的に lpd に結合し、アクチン繊維の伸長
を促進し、軸索の伸長を促進した。また、
Sema4D/Plexin-B1 は、R-Ras-lpd シグナル伝
達経路を阻害し、軸索の反発作用を発揮した。 
 我々は、R-Rasの下流で働くさらなるR-Ras
のエフェクター分子を酵母 two-hybrid 法で
スクリーニングし、アクチン繊維結合分子で
ある afadin を同定した。そして、R-Ras によ
る軸索形成の調節作用における afadin の役
割を解析した結果、afadin は R-Ras による軸
索伸長作用ではなく、R-Ras による軸索の分
枝化に必要であることがわかった。また、
R-Rasはafadinを細胞膜にリクルートするこ
とにより分枝化の制御を行い、この作用には、
afadin のアクチン繊維への結合によるアク
チン骨格の再構築が必要であることを明ら
かにした。我々は、以前、R-Ras の下流のエ
フェクターとして、PI3 キナーゼ及び PTEN を
同定し、R-Ras が PIP3 リン脂質代謝系の制御
を介した微小管伸長の調節により、軸索の伸
長を行っていることを明らかにしてきたが、

今回の研究により、R-Ras が異なるエフェク
ター系を用いてアクチン骨格系、微小管系２
つの細胞骨格の再構築を連携して制御する
ことにより、軸索の伸長と分枝化を調節して
いることを明らかにした。 
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