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研究成果の概要（和文）：活性化型のR-Rasは、神経軸索の伸長と分枝の促進を引き起こすことを以前の研究で
明らかにしている。R-Rasによる軸索形態制御のメカニズムを明らかにすることは、神経再生ターゲット分子の
解明につながることから、活性化型特異的なR-Ras結合分子を探索した。その結果得られたアクチン結合蛋白質
afadinについての評価を行った。さらに、afadinの軸索分枝調節の生理活性の発揮機序についての解析過程で、
afadinには軸索伸長を正・負に制御する２つの選択的スプライシングアイソフォーム、l-afadin, s-afadinが存
在することが明らかになったので、各アイソフォームの機能解析も行った。

研究成果の概要（英文）：We have reported that GTP-bound R-Ras stimulates axonal elongation and 
branching in cultured neurons. Elucidation of regulatory mechanisms for axonal morphogenesis by 
active R-Ras is helpful for axonal regenerative study, and we searched for R-Ras-binding proteins 
responsible for axonal development through yeast-two-hybrid screening. Through the screening, we 
identified an actin-binding protein, afadin, for R-Ras binding partner mediating axonal branching. 
We further identified alternative variants for afadin, l-afadin and s-afadin, and their opposite 
roles for inducing axonal branching.   

研究分野：神経科学
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１．研究開始当初の背景 
現在までに、様々な神経誘導因子が同定され
ているが、その生理活性から大きく２つのグ
ループに分類され、1 つは神経突起を誘引し
たり伸長を促進する分子で、netrinファミリ
ーや NGL-1 が知られている。もう 1 つのグ
ループは神経突起を反発させたり伸長を阻
害する因子で、Semaphorin(Sema)ファミリ
ー、slitファミリー、ephrinファミリーなど
がある。細胞内情報伝達機構やその調節因子
などについては、長年、数あるガイダンス因
子に関して、各々に特化し、細分化された断
片的な情報が散在していたが、近年、申請者
や他グループの研究によって、神経突起を誘
引したり伸長促進する分子は低分子量 G タ
ンパク質 R-Rasの活性を上昇させ、逆に、神
経突起を反発させたり伸長阻害する因子は
R-Rasの活性を低下させることがわかってき
た(Oinuma et al., Science , 2004, Toyofuku 
et al., Nat. Neurosci., 2005, Dail al., J. Cell 
Sci., 2006)。さらに、海馬や大脳皮質の神経
細胞を用いた実験で、全ての Semaファミリ
ーは受容体 Plexin を介して R-Ras を不活性
化することで中枢神経軸索の伸長を抑制す
ることを申請者は明らかにしてきた
(Oinuma et al., J. Neurosci ., 2004; Ito 
and Oinuma et al., EMBO Rep ., 2006)。
R-RasはRasファミリーに属する低分子量G
タンパク質で、細胞膜の伸展や PI3-キナーゼ
経路の活性化により、神経繊維の伸長を促進
する神経伸長促進分子である(Oinuma et al., 
J. Biol. Chem., 2007)。これらの成果から、
神経細胞内における R-Ras の活性状態の制
御は神経繊維の伸長におけるキーファクタ
ーであると言える。そこで、申請者は、神経
伸長阻害の生理活性を持つ Sema の受容体、
Plexin の持つ R-Ras 不活性化触媒活性
(R-Ras GAP 活性)を特異的に阻害すること
で、中枢神経繊維軸索の形態学的再生、さら
には機能的再生が可能となるのではないか
と考えられる。 
	
 本研究は、軸索形態調節に関わる R-Rasの
下流シグナル分子の同定、さらにはその下流
シグナル分子の操作により、軸索再生を目指
し、研究を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
ES 細胞や iPS 細胞由来の神経幹細胞の移植
治療による損傷中枢神経の再生治療は近年、
国民の関心や期待を集めている。しかしなが
ら、損傷組織では神経伸長阻害作用を持つセ
マフォリンが誘導され、移植した神経幹細胞
からの神経繊維の伸長が妨げられて結局再
生ができない。申請者らは、神経細胞内在性
に神経再生を阻害しているシグナル伝達経
路を明らかにし、それを操作することにより、
神経繊維再生を目指した。本研究は神経再生
阻害の分子基盤の研究であり、再生分野の開
拓的発展に相乗的に寄与できると考えられ
る。 

 
３．研究の方法 
我々は、以前の研究で、活性化型(GTP 結合
型)の低分子量 G 蛋白質は、神経軸索の伸長
と分枝の促進を引き起こすことを以前の研
究で明らかにしている。R-Rasによる軸索形
態制御のメカニズムを明らかにすることは、
神経再生ターゲット分子の解明につながる
ことから、酵母 two-hybrid 法を用いて、活
性化型特異的な R-Ras 結合分子を探索した。
その結果得られたアクチン結合蛋白質
afadinについて、in vitroでの結合実験、初
代培養大脳皮質神経細胞を用いた軸索形態
の評価を行った。 
	
 さらに、afadinの軸索分枝調節の生理活性
の発揮機序について詳細に検討、抗体を作製
しての発現パターンの解析を行った。その解
析過程で、afadinには軸索伸長を正・負に制
御する２つの選択的スプライシングアイソ
フォーム、l-afadin, s-afadinが存在すること
が明らかになったので、各アイソフォームの
機能解析も行った。 
	
 
４．研究成果	
 
(1) われわれは、従来の研究で、afadin によ
る軸索分岐促進を明らかにしていた。平成２
８年度の研究で、その afadinには軸索分枝に
促進的に働く l-afadinと、l-afadinによる軸
索分枝促進に対してドミナントネガティブ
に働く s-afadin の２つのアイソフォームが
存在すること、また、それらの神経軸索分枝
に対する機能を明らかにした。まず、ラット
初代培養神経細胞の発達過程において、L 体
が培養初期から恒常的に発現しているのに
対し、S 体は培養後３日目以降に遅れて発現
してくることを明らかにした。生体組織内で
の発現の検討においても、出生前から発現し
ている L体に対し、S体は出生後から発現し
てくることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（培養神経細胞発達過程におけるL体および
S体の内在性タンパク質の発現変化） 
 
さらに、各々の発現を特異的に抑制する
shRNA を用いた機能解析を行い、L 体のノ
ックダウンにより、大脳皮質神経細胞の軸索
の分岐が抑制される一方で、S 体のノックダ
ウンにより、逆に、軸索分枝の促進が確認さ
れた。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（L体による軸索分枝促進） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（S体による L体抑制による軸索分枝抑制） 
 
この成果により、内在性の S体の発現抑制に
より、神経軸索の成長促進を引き起こすこと
ができることが明らかになったことから、今
後、S 体の操作による損傷神経軸索の再生が
可能であるかの検証を行う。 
 
(2) 損傷神経組織内での afadinのS体および
L 体の発現量や局在の差違を調べるために必
要となる、S 体特異的抗体の作出を行った。
具体的には、選択的スプライシングで付加さ
れるS体に特異的な配列を含むペプチド抗原
をウサギに免疫し、得られた抗血清について、
ウエスタンブロット法および免疫組織化学
法を用いて、特異性を検証した。その結果、
S体および L体を過剰発現させた 293T細胞
の細胞抽出液を用いたウエスタンブロット
法により、得られた抗血清は S体タンパク質
を特異的に認識することが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、成体の大脳皮質切片に対する免疫組
織化学法により、得られた抗血清による特異
的シグナルを得た。以上から、afadinの S体
に特異的な抗体が得られたと考えられるこ
とから、今後、この抗体を用いて、損傷神経
組織内での、神経軸索成長阻害因子としての
S 体タンパク質の誘導を検証する予定である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) S 体の発現制御による神経軸索繊維再生
応用を目指し、神経細胞内在性の afadinを遺
伝子置換するのに必要なゲノム編集の技法
の構築を行った。この技法により、s-afadin
および l-afadinの各アイソフォームを標識す
ることに成功した。今後、この技法を用い、
内在性の s-afadin の発現操作を行うことで、
損傷神経繊維の再生が起こるかを検証する
予定である。 
 
(4) S 体の大脳皮質神経細胞での過剰発現に
よる影響の検証を行った。具体的には、マウ
ス大脳皮質体性感覚野２／３層の神経細胞
に S体を発現させることで、軸索形態に与え
る影響を観察した。その結果、S体の発現は、
大脳皮質神経軸索の成長を負に制御し、特に、
対側での軸索の分枝を抑制することが観察
されたことから、in vivo においても S 体は
軸索の成長に負に作用することが明らかに
なった。このことから、今後は、S 体特異的
に発現を抑制させることにより、損傷神経繊
維の再生が起こるかを、検証する予定である。 
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