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研究成果の概要（和文）：我々は、plexin 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、神経軸索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、

R-Ras GAP 活性の下流の情報伝達機構を解析した。PI3 キナーゼの活性抑制と PTEN の活性

化を引き起こし、その結果として Akt の活性抑制、GSK3b の活性化を介した CRMP-2 のリン

酸化による CRMP-2 の微小管重合促進作用の阻害により軸索反発作用を発揮していることが

わかった。 
 
研究成果の概要（英文）：Plexins are receptors for axonal guidance molecules semaphorins.  
We recently reported thet the Sema4D receptor, Plexin-B1, suppresses PI3 kinase signaling 
through R-Ras GAP activity, inducing growth cone collapse.  PIP3 level is critically 
regulated by PI3 kinase and PTEN.  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.  On the other hand, the expression of M-Ras, another member of 
R-Ras subfamily, is upregulated during dendritic development, and M-Ras is required for 
the denrite outgrowth.  Sema4D/Plexin-B1 shows M-Ras GAP activity and suppresses 
dendrite outgrowth through M-Ras GAP acitivty.  Thus, Plexin-B1 is a dual functional 
GAP for R-Ras and M-Ras, remodeling axon and dendrite morphology, respectively. 
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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。 
 軸索ガイダンス分子の中で、semaphorin
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。
Plexn には Plexin-A、B、C、D の４つのサ
ブファミリーがあり、plexin の情報伝達機構
として最初に明らかにされたことは、
Plexin-B の C 末端の PDZ 結合モチーフに、
Rho の活性化因子、PDZ-RhoGEF が結合し、
RhoA を活性化して軸索の退縮を引き起こし
て反発作用を発揮することであった。しかし、
PDZ 結合モチーフは B タイプのみに保存さ
れており、plexin ファミリー全体の共通の機
構とは考えにくかった。我々は、Sema4D の
受容体、PlexinB1 で、plexin ファミリー全
てに共通によく保存されている領域が 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、細胞膜を伸展させる
R-Rasの活性を抑制することにより軸索の成
長円錐の退縮を引き起こすことを明らかに
した。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、semaphorin/plexin の神経細胞
内でのシグナル伝達における Ras ファミリ
ーの機能と役割を統合的に理解し、神経回路
形成に必須な神経軸索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、神経軸索ガイダンスの分
子メカニズムを明らかにし、神経軸索ガイダ
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ることを目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
 ４つの plexin サブファミリーの情報伝達
機構の共通性と差異性を明らかにするため、
Plexin-C1、Plexin-D1 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、それらの R-Ras GAP 活性発現
機構を生化学的に解析した。 
 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 
 semaphorin はその特異的な受容体、plexin
を介して軸索に反発作用を引き起こす。我々
は、これまでに、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、R-Ras の活性を抑制し、R-Ras によ
るインテグリンの活性化を抑制することに
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。また、R-Ras GAP 活性の下
流で、Akt の活性抑制、GSK3b の活性化を介
した CRMP-2 のリン酸化による、CRMP-2 の微
小管重合促進作用の阻害による成長円錐の
消失を引き起こすことを明らかにしてきた。
R-Ras の代表的なエフェクターは PI3 キナー
ゼであり、R-Ras による PI3 キナーゼ活性化
の抑制による PIP3 量の低下が、上記のシグ
ナル伝達につながると考えられた。しかし、
PIP3量は合成酵素であるPI3キナーゼ活性と
分解酵素である PTEN の２つの酵素活性のバ
ラ ン ス で 決 ま っ て い る 。 そ こ で 、
Sema4D/Plexin-B1 が PTEN の活性に対し何ら
かの調節作用を示すのかを検討した。ラット
海馬神経細胞において、Sema4D/Plexin-B1 は、
PTEN の脱リン酸化を促進し、PTEN の細胞質
から細胞膜への移行を促進し、細胞膜で機能
を発現するようになった。また、Sema4D は
in vitro で PTEN の酵素活性を促進した。さ
らに、PTEN のリン酸化機構について検討し、
カゼインキナーゼ２が PTEN をリン酸化する
こと、また、R-Ras GAP 活性は in vitro でカ
ゼインキナーゼ２の酵素活性を抑制し、これ
により PTEN の脱リン酸化が引き起こされて
い る こ と が わ か っ た 。 し た が っ て 、
Sema4D/Plexin-B1 はその R-Ras GAP 活性を介
し、カゼインキナーゼ２の活性を抑制し、
PTEN の脱リン酸化、その活性化により PIP3
量の低下を引き起こし、神経軸索の反発作用
を発揮することがわかった。 
 Plexin には４つのサブグループ、Plexin-A、
B、C、Dが存在するが、Plexin-A と Bサブグ
ループの細胞内情報伝達機構については、比
較的よく研究されてきたが、Plexin-C と D に
関して、その分子機構についてはほとんど不



明であった。そこで、Plexin-C1 と Plexin-D1
の R-Ras GAP 活性とその調節機構について解
析した。Plexin-A と Plexin-B の R-Ras GAP
活性発現には、Rho ファミリーの Rnd サブグ
ループ（Rnd1、2、3）の Rnd1 の結合が必須
である。そこで、Plexin-C1 と PlexinD1 の
R-Ras GAP 活性の Rnd 依存性を調べた結果、
plexin-D1にはRnd2が特異的に結合し、R-Ras 
GAP 活性に必須であるが、Plexin-C1 はどの
Rnd も R-Ras GAP 活性発現に必要ではなかっ
た。これらのことから、４つの Plexin サブ
グループは、R-Ras GAP 活性を発揮するが、
その活性発現における Rndの依存性が異なり、
Plexin-A と B は Rnd1、PlexinD1 は Rnd2、
PlexinC1 は非依存性と、その活性調節機構に
おいて異なることがわかった。 
 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、
複雑な神経回路を形成する。一方、神経細胞
は、複数の樹状突起を伸長し、軸索と接着す
ることにより、シナプスを形成する。そのた
め、樹状突起の形成調節は正確な神経回路形
成にとって重要なステップとなる。我々は、
神経軸索ガイダンス分子、Semaphorin の受容
体、plexin は R-Ras GAP 活性を発揮し、神経
軸索の反発作用を発揮することを明らかに
してきた。R-Ras は、Ras ファミリーの中で、
M-Ras、TC21 と共に R-Ras サブファミリーを
形成している。そこで、他の R-Ras メンバー
の対する Plexin-B1 の GAP 活性を調べた結果、
Plexin-B1 は、TC21 に対しては GAP 活性を示
さなかったが、M-Ras に対しては強い GAP 活
性を示した。そこで、M-Ras の神経細胞の形
態における役割を解析した。初代培養大脳皮
質細胞において、M-Ras は樹状突起形成期以
降に強く発現し、M-Ras を shRNA でノックダ
ウンすると、樹状突起伸長と分枝化が抑制さ
れ、M-Ras の常時活性型変異体、M-Ras-QL を
発現させると、樹状突起の伸長と分枝化が促
進された。また、Sema4D/Plexin-B1 は M-Ras
活性を抑制し、樹状突起の伸長と分枝化を抑
制 し た 。 こ れ ら の こ と か ら 、
Sema4D/Plexin-B1 は、２つの異なる R-Ras サ
ブファミリーの G 蛋白質の活性を調節し、
R-Ras GAP 活性により軸索を、M-Ras GAP 活
性により樹状突起の調節を行っていること
がわかった。 
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