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研究成果の概要（和文）：神経細胞は、発生の過程において活発に移動と標的細胞に向けた軸索伸長を行う。本研究で
は、この神経細胞移動と軸索伸長を制御する新たなメカニズムとして、複数の低分子量Gタンパク質と相互作用するRIN
-1分子を同定した。RIN-1は活性化型のRac1と特異的に結合し、その活性制御をもとに細胞内のアクチン動態を制御し
ていることを見出した。また反発性のガイダンス分子であるSLT-1/SAX-3の経路の下流で機能していることも明らかに
した。これらの結果は、ガイダンス分子の下流で適切に細胞骨格系を制御する低分子量Gタンパク質の複雑なネットワ
ークが存在することを示唆している。

研究成果の概要（英文）：Cell migration and axon guidance both require proper regulation of the actin 
cytoskeleton in response to extracellular guidance cues. Rho/Rac, a member of the small GTPase family, is 
an essential regulator of actin remodeling. Here we show that the VPS9-domain protein RIN-1 acts as a 
novel effector for CED-10 in C. elegans. We found that RIN-1 specifically binds to the GTP-bound form of 
CED-10, and that mutations in rin-1 cause significant defects in migration and axon guidance of some 
neuronal cell types. Our genetic analyses placed RIN-1 in the Slit-Robo genetic pathway that regulates 
repulsive signaling for dorso-ventral axon guidance. Furthermore, in rin-1 mutants, actin accumulated on 
both the ventral and dorsal sides of the developing HSN neuron. These results strongly suggest that RIN-1 
acts as an effector for CED-10/Rac and regulates actin remodeling in response to restricted guidance 
cues.

研究分野： 分子神経科学

キーワード： 細胞移動　低分子量Ｇタンパク質　軸索伸長　細胞骨格
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１．研究開始当初の背景 
低分子量 G タンパク質の Rho ファミリー

に属する「Rac」は、細胞骨格であるアクチ
ンの動態を制御する中心的分子であり、神経
細胞においても、移動から軸索伸長、シナプ
ス形成に至るまでの様々な現象に関与する。
Rac は、他の低分子量 G タンパク質と同様に
GTP 結合型が活性型であり、この活性型にエ
フェクター分子が特異的に作用する事で、細
胞外からのシグナル特異的に下流の分子経
路が働き細胞骨格制御を導く。しかしながら、
シグナル特異的に Rac の活性化や局在など
の細胞内極性を作り、領域特異的なアクチン
重合のオン･オフを切り替えるメカニズムは
解明されていなかった。 
申請者らは、Rac の新規エフェクターを単

離する目的で、線虫の Rac1 ホモログである
「CED-10」を用いて Yeast two-hybrid スク
リーニングを行い、活性型 CED-10 とのみ特
異的に相互作用する分子として線虫 RIN-1
タンパク質を同定した。ヒトの Rin1 は、も
ともと低分子量 G タンパク質である「Ras」
と相互作用する分子として単離され（Ras 
interacting protein1）、その後の解析でさら
に別の G タンパク質である「Rab5」の活性
化因子としても機能することも報告されて
いた。これらの報告と申請者らの結果から、
RIN-1 は細胞内で少なくとも３つの G タン
パク質と相互作用し、それらの活性化や局在
を細胞外からのシグナル依存的に制御する
ことで神経細胞の移動や軸索伸長といった
形態変化に関与していると推測した。また哺
乳類を含めた RIN-1 タンパク質ファミリー
は、比較的新しく同定された分子であった。
消化管系のガンにおいて、ヒト Rin1 が高発
現している等の報告もあるが、その細胞移動
に関する機能についてはあまり理解されて
いない。そこで線虫を用いた詳細な解析から、
RIN-1 を介した細胞移動の新たな知見が得
られると考えた。 
低分子量 G タンパク質群は、細胞の様々な

生理現象に関与する重要な分子群であり、そ
の役割を統合的に理解する事は細胞内のシ
グナル伝達を解き明かす上で大きな意味を
持つ。特に、移動や軸索伸長といったダイナ
ミックな細胞の形態変化を起こす神経系に
おいても、個々の分子についての詳細な解析
は現在でも大変盛んに行われている。しかし
ながら、本課題のように複数の G タンパク質
と相互作用し、その相互作用がお互いの活性
や局在に影響を与える、すなわち機能のクロ
ストークという観点からこれらの分子群や
それを仲介する分子に注目し、そのクロスト
ークが導く細胞現象を明らかにした研究は
申請者の知る限り当時は存在しなかった。 
 
２．研究の目的 
 線虫 RIN-1 タンパク質とこれまで相互作
用することが知られている G タンパク質と
の制御機構を明らかにすることを目的とし

て、以下の解析を試みた。 
(1)Ras、Rab、Rac の３つの低分子量 G タン
パク質と RIN-1 タンパク質との相互作用パ
ターンと活性化のメカニズムを詳細に解析
し、RIN-1 を介した G タンパク質間クロスト
ークの実態を明らかにする。特に神経細胞移
動と軸索誘導時の極性形成において、個々の
分子による制御とクロストークを介した制
御との違いを詳細に解析し、その普遍性と特
異性を見出す。 

 
(2) RIN-1 分子の上流で細胞移動や神経軸索
誘導を制御しているガイダンス分子とその
受容体を同定し、細胞外からの情報がどの様
に RIN-1 および低分子量 G タンパク質活性
のクロストークに繋がり、最終的にガイダン
ス分子特異的な極性を持ったアクチン動態
を制御しているのかを明らかにする。これに
より、特に神経回路網形成に必須である、誘
因・反発シグナル両者のバランスが生体内の
適切な位置への細胞移動と軸索投射を制御
している分子メカニズムを理解する。 
 
３．研究の方法 
モデル生物線虫および培養細胞の系を用

いて、我々が見出したRIN-1とCED-10/Rac1
との相互作用に加えて、「RIN-1」と「Ras・
Rac・Rab」の各 G タンパク質群との相互作
用や活性化を生化学的に、その際の各タンパ
ク質の細胞内動態と細胞形態変化を細胞生
物学的に解析し、各タンパク質間の活性化や
局在がどの様に時空間的に制御されている
のかを調べた。さらに、線虫突然変異体を用
いて、軸索ガイダンス遺伝子群との分子遺伝
学的解析により、RIN-1 と各 G タンパク質間
の相互作用がガイダンス分子特異的な誘引
や反発をどの様に制御しているのかを解析
した。これらにより、RIN-1 を介した各 G タ
ンパク質間のクロストークの実体と、それが
担う細胞移動と軸索伸長に対する新たなモ
デルの提唱を目指した。具体的には、RIN-1
による G タンパク質間のクロストーク制御
の解析として、線虫RIN-1とCED-10、RAB-5、
Rasホモログである LET-60 といった各G タ
ンパク質との相互作用の詳細を以下の解析
を用いて明らかにする。特に、ある G タンパ
ク質との相互作用が他の G タンパク質の活
性化や RIN-1 との相互作用にどの様に影響
するのか、タンパク質間機能のクロストーク
に注目して解析を進めた。 
(1) 生化学的解析  
これまでの解析で線虫 RIN-1 と活性型

CED-10/Rac1 との特異的な相互作用、また
予 備 実 験 で RIN-1 と RAB-5 お よ び
LET-60/Ras との相互作用を見出していた。
まずこれらの相互作用に必要なアミノ酸領
域、相互作用の強さなどを Yeast two-hybrid
の系と培養細胞（Hela 及び PC12）を用いて
より詳細に確認した。特に活性型あるいは非
活性型となるアミノ酸変異を導入した各 G



タンパク質との特異的相互作用に注目し、そ
の後、どの G タンパク質が同時に RIN-1 と
相互作用可能なのか、また RIN-1 とそれぞれ
の G タンパク質との相互作用が他の G タン
パク質との結合にどう影響するのかを、複数
のタンパク質を発現させた培養細胞の発現
系を用いた Pull-down 法で解析した。 
 
(2) RIN-1 と低分子量 G タンパク質間のクロ
ストークによる軸索伸長制御 
CED-10/Rac1、あるいは RIN-1 と RAB-5 間
のクロストーク制御を明らかにするために、
各変異体を用いてその生体内でそれぞれの
タンパク質の挙動を解析した。各タンパク質
に GFP を融合させた遺伝子を導入し、野生
型と変異体における局在の変化を観察した。
観察する GFP 融合タンパク質も、野生型・
GTP 結合型（活性化状態）・GDP 結合型（不
活性化状態）を用いることで、各状態のタン
パク質がどの様に影響を受けるかを特に細
胞移動中や軸索伸長中の神経細胞に注目し
て、形態変化時にどのような局在変化が起き
るのかを調べた。また、活性化型あるいは不
活性型のタンパク質を過剰発現させた際に
細胞形態変化がどう影響するのか、相互作用
するタンパク質の局在がどう変化するのか
を調べた。 
 
(3)軸索伸長に関わるガイダンス分子の遺伝
学的解析：背腹軸に沿った軸索誘導を示す神
経を対象にして、RIN-1 および各低分子量 G
タンパク質とガイダンス分子との関係を解
析した。神経細胞として「AVM」と「HSN」
に注目し、各分子の変異体や過剰発現体内で
の伸長を解析した。さらに、RIN-1 が制御す
る細胞移動と軸索伸長に関して、それぞれの
移動に必要なガイダンス分子とその受容体
の分布やシグナル経路に RIN-1 が関与する
のかどうかを解析した。RIN-1 タンパク質は
その N 末端側に細胞膜受容体と相互作用す
る SH2 ドメインを有しており、膜タンパク
質と相互作用する可能性が示唆されていた。
線虫背腹軸に沿った細胞移動に関しては、腹
側への誘引シグナルとして UNC-6 とその受
容体 UNC-40 が働いており、逆に背側への反
発シグナルとして SLT-1 と受容体 SAX-3 が
働いている。したがって、これらの受容体と
RIN-1 が直接相互作用しうるのかを酵母の
系を用いて解析した。また受容体を蛍光タン
パク質に融合させて線虫神経に発現させ、細
胞膜上での分布パターンを野生型と rin-1 変
異体で比較し、RIN-1 がその動態に関与する
のかを調べた。 
 
(4) 形態変化中の細胞内現象の解析：ガイダ
ンス分子に応答した神経軸索内での低分子
量 G タンパク質の挙動を観察するために、各
タンパク質を蛍光タンパク質でラベルし、
HSN 神経に発現させた。これらの蛍光融合
タンパク質の局在パターンを観察するとと

もに、その下流で制御されるアクチンやエン
ドソームの動態を観察した。観察する GFP
融合タンパク質も、野生型・GTP 結合型（活
性化状態）・GDP 結合型（不活性化状態）を
用いることで、各状態のタンパク質がどの様
に影響を受けるかを特に細胞移動中や軸索
伸長中の神経細胞に注目して、形態変化時に
どのような局在変化が起きるのかを調べた。
また、活性化型あるいは不活性型のタンパク
質を過剰発現させた際に細胞形態変化がど
う影響するのか、相互作用するタンパク質の
局在がどう変化するのかを調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 線虫RIN-1タンパク質と低分子量Gタン
パク質との相互作用解析 
神経細胞の適切な移動やその軸索の伸長

制御は、脳や個体内で機能的な神経回路網が
形成されるために必須である。低分子量 G タ
ンパク質は、細胞内の様々なシグナル伝達を
制御する基本分子であり、そのうち Rho/Rac
ファミリーは、細胞骨格アクチン動態の制御
に関与する。これまでの研究で、線虫の Rac1
であるCED-10の活性化型と特異的に結合す
る分子として RIN-1 タンパク質を同定して
いた。 
哺乳類の相同タンパク質である Rin1 が相

互作用することが知られている Ras および
Rab5 の G タンパク質との相互作用に注目し、
Yeast-two hybridの系を用いて相互作用解析
を行った。RIN-1 の C 末端側の約 450 アミ
ノ酸領域に、Ras と相互作用する RA domain、
Rab5 と相互作用する VPS9 domain が存在
し、各タンパク質との相互作用に必要な事が
推測されていた。その領域の野生型配列や各
ドメインを欠失させた変異体配列をベクタ
ーに組込み、また G タンパク質側も野生型、
不活性型、活性型それぞれを組み込んで、
RIN-1 と G タンパク質それぞれを酵母に発
現させた。その結果、線虫 RIN-1 は不活性型
RAB-5 と VPS9 domain で結合することは分
かった。しかしながら、RAS ホモログである



LET-60 とは明確な相互作用が見られなかっ
た。また、CED-10 との相互作用には、VPS9 
domain とその直ぐ N 末側にあるロイシンリ
ッチな配列が必要である事が分かった。（図
１） 
次に、これらの相互作用解析から得られた

結果が遺伝学的に個体の中でどの様な意義
を持つのかを解析した。まず RIN-1 が実際に
RAB-5 の活性化制御に関わるのかを調べる
ために、rin-1 変異体の表現型解析を行った
ところ、rab-5 変異体で見られるような強い
エンドサイトシス異常や膜タンパク質の局
在異常は観察されなかった。同様に、他の
Rab5 活性化因子である Rme6 や Rabex5 と
も遺伝学的相関を示さなかった。これらの結
果から、RIN-1 は RAB-5 活性化ドメインを
有しまた相互作用するが、その制御は非常に
弱いか、発現している細胞特異的か、輸送す
るタンパク質依存的である可能性が示唆さ
れた。以上の結果により、各 G タンパク質と
RIN-1 タンパク質間の相互作用の実態を明
らかにし、特に CED-10 タンパク質との相互
作用に必要なアミノ酸領域を明確にする事
が出来た。これにより、CED-10 と RAB-5
がほぼ同じ領域に結合すること、線虫タンパ
ク質では明確な結合は見られなかったが哺
乳類では Ras もほぼ同じ領域に結合するこ
とが明らかになった。これらにより、RIN-1
が有する生化学的特性の一端を明らかにし
たと同時に、線虫ではクロストーク機構に
Ras は関与しない事可能性を示した。 
ヒト相同タンパク質間での相互作用とク

ロストークを解析するために、まず HEK293
細胞にヒト Rin1 と各 G タンパク質を発現さ
せた。局在パターンを解析するために GFP
を融合させたものと、Pull-down assay に用
いるために Rin1 には flag タグを、G タンパ
ク質には Myc タグを融合させた。単独の発現
細胞、Rin1 と GTPase を 1 つずつ同時に発
現させたものからタンパク質を抽出し、ウェ
スタンブロッティングで発現を確認した。こ
れをもとに Flag-affinity gel を用いて Rin1
を回収し、Myc 抗体で各 GTPase の細胞内で
の結合を解析した。その結果、これまでの線
虫や酵母の結果と同様に、ヒト Rin1 は活性

化型の Rac1 とは細胞内で結合していること
が分かった。また野生型の Rac1 とも弱い結
合がみられた。Rab5 に関しては、どのフォ
ームと弱く結合していることが観察された。
Ras とも、野生型・活性化型両者と結合して
いた。これらの結果から、ヒト細胞において
も Rin1 は Rac/Rab5/Ras の 3 者の低分子量
Gタンパク質と相互作用することが明らかに
なった。 

 
(2) RIN-1 と低分子量 G タンパク質間のクロ
ストークによる軸索伸長制御 
まず移動中の HSN 神経内で CED-10 の野

生型および活性化型変異体の局在を観察し
た。CED-10 タンパク質は、細胞内に均一に
存在し、特に進行方向や伸長中のフィロポデ
ィアに強く局在するようには見られなかっ
た（図２）。また、その局在パターンは、rin-1
変異体や rab-5 (RNAi)においても特に大き
な変化は見られなかった。RAB-5 はエンドソ
ーム系の細胞内小胞に観察され、rin-1 変異
体においても野生型と同様な局在パターン
を示した。従って、細胞内の局在には、これ
らの分子間による制御機構は強く働いてい
ないと考えられた。しかしながら、活性化型
CED-10 を HSN 神経に発現させた際に見ら
れるフィロポディアの本数や位置が、野生型
のそれとは大きく異なることを見出した。ま
ず、野生型で見られるような軸索伸長方向の
みのフィロポディア形成は rin-1 変異体では
見られなかった。さらに、一過性で現れるフ
ィロポディアの数も、野生型と比べて著しく
増加した。この結果から、RIN-1 は CED-10
の局在を制御するというよりも、活性化型
CED-10 による不必要なサイトでのアクチン
重合を抑制していると推測された。同様に
RAB-5 の分布を観察したが、野生型・活性化
型・不活性型のタンパク質ともほぼ均一に細
胞に分布した。したがって RIN-1 は RAB-5
の局在パターンには関与しないと結論付け
た。 
 
(3) 軸索伸長におけるRIN-1とガイダンス分
子の関係 
背腹軸に沿った細胞移動および軸索ガイ

ダンスへの関与を明らかにするために、
RIN-1 とガイダンス分子受容体との相互作



用を Yeast-Two hybrid の系を用いて解析し
た。RIN-1 の N 末端側と UNC-40、あるいは
SAX-3 とを発現させたところ、RIN-1 は両方
の受容体と相互作用した。この相互作用が受
容体の分布や局在に関与するのかを調べる
ために、両受容体に GFP を融合して移動中
の HSN 神経に発現させた。その結果、野生
型で UNC-40 は、進行方向の腹側に強く集積
した。それに対して rin-1 変異体においては、
その集積は若干背側にも観察され、UNC-40
に対する厳密なリガンド依存的な集積制御
が変化していると思われた。SAX-3 に関して
は、発生過程に伴わず、細胞膜上にほぼ均一
に存在しており、そのパターンは rin-1 変異
体中でも同様であった。（図 3） 
 しかしながら、AVM 神経軸索の背腹軸に沿
った伸長パターンには、UNC-6/UNC-40 の
経路ではなく SLT-1/SAX-3 の経路で RIN-1
は機能していることが示された（図 4）。遺伝
学的な解析として、各ガイダンス分子変異体、
あるいは受容体分子変異体と rin-1 変異体と
の二重変異体を作製し、AVM 神経の走行パ
ターンを解析した。unc-6 および unc-40 との
二重変異体では、単独の変異体よりも有意に
高い走行異常の割合を示した。それに対して、
slt-1および sax-3変異体との二重変異体では、
単独の変異体と有意差は見られなかった。こ
の結果は、遺伝学的には RIN-1 の効果は
UNC-6 の効果と相加的に働いていると言え、
異なる経路でそれぞれのタンパク質が AVM
神経の軸索伸長に関与していると推測され
る。逆に SLT-1 とは同じ経路にあるために、
表現型の増強が見られないと思われた。
RIN-1 と SAX-3 受容体とのタンパク質間の
相互作用は観察されているので、リガンド
SLT-1 を受けた下流で、RIN-1 が SAX-3 の
活性化を細胞内でアクチン動態制御に伝え
ている可能性は十分考えられる。逆に
UNC-40 受容体に関しては、AVM 神経を例
にした軸索伸長では別々の経路で機能し、
HSN 神経を例にした細胞移動時は RIN-1 に
よる UNC-40 受容体の集積パターン制御の
機構が働いているのかもしれない。 
 
 
(4) 形態変化中の細胞内現象の解析 
 RIN-1 による細胞移動および軸索伸長にお

ける細胞骨格制御の実態を、アクチンの集積
を基に解析した。アクチンとGFPを融合し、
HSN 神経および AVM 神経に発現させた。
AVM 神経内のアクチンは、軸索伸長に伴っ
た発現・局在の変化を明瞭に観察できず、細
胞全体が蛍光を発していた。発現調節がうま
くできていない可能性が考えらえる。HSN
にアクチン GFP を発現させたところ、細胞
の移動時にその局在パターンが変化するこ
とが見られた。発生初期の背腹軸に沿って移
動を始めるタイミングで、進行方向側の膜、
特にフィロポディア用の突起内にタンパク
質が多く集積するのが観察された。突起では
なく通常の膜にも腹側により多い発現が観
察された。しかしながら、rin-1 変異体に発
現させた場合、野生型と同様に進行方向の腹
側のフィロポディアにもアクチンの集積が
観察されたが、それ以上に反対側の背側の膜
上にも多くのアクチンが集積していた。また、
尾部側にも同様なフィロポディア用の突起
が異常に多く形成され、その中にも多くのア
クチンが集積することが分かった（図 5）。こ
の結果は、RIN-1 はその活性に応じて各
GTPase と結合し、局在パターンには大きな
関与をしないが、最終的な活性制御パターン
応じて Ra5 を感知したうえ自分の進行方向
に合わせたアクチン骨格の制御をしている。 
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