
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２２年 ４月１９日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：神経回路形成の基本的な過程である軸索ガイダンスに、低分子量 G
蛋白質 Rho ファミリーや Ras ファミリーが重要な役割を果たしている。我々は、代表的な反
発性の軸索ガイダンス分子、Sema4Dの受容体、Plexin-B1が R-Ras GAPを直接コードし、
R-Rasの活性を抑制することにより、軸索の反発作用を発揮することを明らかにしてきた。我々
は、R-Ras GAPの下流の情報伝達機構を解析し、Sema4D/Plexin-B1が R-Rasによるインテ
グリン活性化を抑制することにより、反発作用を発揮することを明らかにした。また、R-Ras
によるインテグリンの活性化は、R-RasがMyo7に結合し、モーター活性を促進し、インテグ
リンを細胞膜先端に運ぶことにより引き起こされることを明らかにした。一方、

Sema4D/Plexin-B1は R-Ras GAPの下流で、PTENの活性化、Aktの不活性化、GSK3bの活
性化、CRMP-2のリン酸化による微小管重合作用の阻害により、軸索の反発作用を引き起こす
ことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Small GTPases play important roles in the formation of neural 
network, especially axon guidance. We recently reported that the Sema4D receptor, 
Plexin-B1, suppresses PI3 kinase signaling through R-Ras GAP activity, inducing growth 
cone collapse.  We then revealed that Sema4D/Plexin-B1 suppresses PI3 kinase activity 
but stimulates PTEN activity, leading to Akt activity suppression, GSK3b activation and 
CRMP-2 phosphorylation and then promotes growth cone collapse in hippocampal neurons.  
Sema4D/Plexin-B1 suppresses the ECM-dependent R-Ras activation and R-Ras-mediated 
integrin activation through R-Ras GAP activity.  We also revealed that R-Ras binds to 
Myo7a and stimulates its motor activity, promoting trafficking integrin to the leading edge 
of plasma membrane and then induces resultant integrin activation.  We here propose 
that Sema4D/Plexin-B1 suppresses R-Ras-mediated Myo7a stimulation and trafficking 
integrin to the plasma membrane, leading to integrin inactivation and subsequent axon 
repulsion. 
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１．研究開始当初の背景 
 神経細胞は特異的な極性を有する細胞で、
その特徴的な構造である神経突起を介して
互いに接着し、複雑な神経回路を形成し、高
次脳機能の発現を可能にしている。神経突起
の成長発達は、神経発生や神経再生、神経可
塑性の過程で、極めて重要なステップである。
近年、神経突起の伸長や退縮を調節する機構
が少しずつ明らかにされ、低分子量 G蛋白質
RhoファミリーやRasファミリーが神経突起
形成に深く関与していることが示唆され、そ
の機能の障害は精神遅滞など様々な神経疾
患を引き起こすことがわかってきた。Rhoフ
ァミリーの中で全身に発現しており、比較的
よく研究が進んでいるのは、Rho、Rac1、
Cdc42 で、Rho は神経突起の退縮を、Rac1
と Cdc42 は突起伸長に関与することが知ら
れている。Rhoファミリーには多くの種類が
存在するが、Rho、Rac1、Cdc42以外の Rho
ファミリーの神経機能はほとんど不明であ
る。我々は、別の Rhoファミリー、RhoGが
Rac1、Cdc42 の上流で働き、これらの G 蛋
白質を活性化して神経突起を伸長させるこ
と、また、RhoG の特異的なエフェクターと
して Elmo を同定し、RhoG-Elmo-Dock180
が Rac1 を活性して神経突起伸長に関与する
ことを明らかにした。一方、代表的な反発性
の軸索ガイダンス因子、Sema4D の受容体、
Plexin-B1 の細胞内領域が R-Ras に対する
GAP を直接コードし、Sema4D/Plexin-B1
が R-Rasの活性を抑制し、神経軸索の反発を
引き起こすことを明らかにした。さらに、こ
の R-Ras GAP活性の発現には、Rhoファミ
リーの中の Rnd サブファミリーに含まれる
Rnd1 が Plexin-B1 の細胞内領域に結合する
ことが必須であることがわかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、Rhoファミリーや Ras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が神経回
路形成において果たす役割を明らかにし、神
経回路形成における低分子量 G 蛋白質群の
機能を統合的に理解し、体系づけていくこと
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
Sema4D/Plexin-B1 による反発作用は、R-Ras

によるインテグリン活性化の抑制を介して
発揮されるが、R-Ras によるインテグリン活
性化機構は全く不明である。そこで、R-Ras
のインテグリン活性化のエフェクターをク
ローニングするため、酵母 two-hybrid 法、
アフィニティーカラム法やホモロジースク
リーニング法などを用いてスクリーニング
を行った。 
 Rho ファミリー、Ras ファミリーや
Sema/Plexin のシグナル伝達経路に関わる分
子の神経軸索ガイダンスにおける機能を解
析するため、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 
 我々は、これまでに Sema4D の受容体、
plexin-B1 の細部内領域が R-Ras に対する
GAP を直接コードし、R-Ras の活性を抑制し、
R-Ras による軸索伸展作用を抑制することに
より、成長円錐の消失を引き起こすことを明
らかにしてきた。そこで、この反発作用の分
子機構をさらに解析し、細胞が細胞外マトリ
ックスに結合すると、R-Ras を活性化し、活
性化された R-Ras がインテグリンを活性化す
ることにより細胞膜が伸展すること、そして、
Sema4D/Plexin-B1 は R-Ras GAP 活性により
R-Ras によるインテグリンの活性化を抑制し、
細胞の運動を抑制することを見いだし、この
ことにより、軸索の反発作用を発揮すること
を明らかにした。また、この活性には Rnd1
の Plexin-B1 への結合が必要であった。 
 ところで、R-Ras はインテグリンを活性化
して軸索を伸展させるが、R-Ras がどのよう
な機構でインテグリンを活性化するのかは
全く不明であった。そこで、R-Ras のインテ
グリン活性化機構を明らかにするため、活性
型 R-Ras に結合する分子をスクリーニングし
た結果、ミオシンファミリーの１つ、Myo7 に
活性型 R-Ras が特異的に結合することがわか
った。Myo7 は２つの FERM ドメインを持ち、
活性型 R-Ras は 1st-FERM ドメインに結合し、
Myo7 のモーター活性を促進した。また、Myo7
の 2nd-FERM ドメインにはインテグリンが結
合し、活性型 R-Ras-Myo7-インテグリンの３



 

 

者複合体を形成し、R-Ras はインテグリンを
細胞先導端に運搬し、インテグリンを活性化
することがわかった。このように、R-Ras は
全く新しい分子機構でインテグリンを活性
化することがわかった。 
 一方、軸索の反発作用には、微小管の脱重
合が必要であることがわかっていた。そこで、
まず、Sema4D/Plexin-B1 による R-Ras GAP 活
性の下流でどのようなシグナル伝達機構で
微小管脱重合の制御がなされているのかを
解析した。神経軸索内での微小管の重合促進
作用を有する CRMP-2 は GSK3b によりリン酸
化され、その微小管重合促進作用は抑制され
る。GSK3b は常時活性型のリン酸化酵素であ
り、Akt によりリン酸化されてその活性が抑
制される。Sema4D/Plexin-B1 による R-Ras 
GAP 活性が、R-Ras の活性を抑制し、R-Ras に
よる PI3 キナーゼの活性化の抑制、Akt の活
性を抑制し、GSK3b を活性化して CRMP-2 のリ
ン酸化を促進し、CRMP-2 による微小管重合の
促進作用を阻害することにより軸索の反発
作用を発揮していることがわかった。さらに、
R-Ras GAP 活性は Plexin-B1 を含む全ての
Plexin に共通の分子機構であることが推定
され、Sema3A/Plexin-A1 においても同様に
R-Ras GAP 活性により Akt の活性抑制、GSK3b
の活性化が引き起こされることを明らかに
し、インテグリン活性の抑制と連携したこの
機能が semaphorin の反発作用の重要な分子
機構であることを明らかにした。 
 Ephrin は semaphorin と共に代表的な反発
性の神経軸索ガイダンス因子である。Ephrin
はその特異的な受容体、Eph 受容体に結合し、
反発作用を発揮する。我々は、ephrin による
神経軸索の反発作用の分子機構を明らかに
するため、Ephrin B3-EphA4 の細胞内シグナ
ル伝達における Rho ファミリーの役割を解析
し、Ephrin B3 が EphA4 に結合して活性化す
ると、Rac1 の特異的な GAP である a-chimerin
が EphA4 に結合し、Rac1 の活性を抑制し、
Ephrin B3 による運動神経の軸索反発作用を
発揮することを見いだした。また、
a-chimerin の発現を抑制したマウスでは、運
動神経の軸索ガイダンスが乱れ、正常な歩行
ができなくなった。EphA は Ephexin-1 により
RhoA を活性化するので、RhoA を活性する一
方で、a-chimerin によって Rac1 の活性を抑
制し、Rho ファミリーの正負の制御により軸
索ガイダンスを行っていることが明らかに
なった。 
 脳神経系に主要に発現している Rho ファミ
リーの G蛋白質の Rnd サブファミリーの一員
である Rnd2 の特異的なエフェクターとして
新奇な分子を酵母の two-hybrid 法によりス
クリーニングし、Plagmin と命名した新奇の
分子をクローニングした。Pragmin は Rnd2 の
結合により RhoA を活性化し、RhoA-Rho キナ

ーゼの活性化により神経突起の退縮を引き
起こした。一方で、Rnd1 は RhoA を抑制する
ことが知られているので、Rnd1 と Rnd2 はお
互いにアンタゴニスティックに働くことに
より、RhoA の活性を制御することにより神経
細胞の形態調節を行っているものと思われ
る。 
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