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１． 研究のねらい 

低分子量 G 蛋白質 R-Ras は細胞外マトリックスへの接着刺激により細胞内で活性化され、

さらに逆に、この活性化された R-Ras が細胞内から(inside-out)に細胞接着因子受容体、イン

テグリンを物理的に活性化分子構造にし、細胞外マトリックスへの親和性を上昇させることで、

細 胞 接 着 に お け る ポ ジ テ ィ ブ フ ィ ー ド バ ッ ク を 担 う 。 一 方 、 反 発 性 ガ イ ダ ン ス 因 子

semaphorin(Sema)受容体、Plexin はそれ自身の持つ R-Ras GAP 活性により R-Ras を不活性

化し、このポジティブフィードバックループの一点を抑制することで、インテグリン活性化を効率

的に抑制し、神経軸索の伸長を抑制する。最も基本的で普遍的な細胞機能の１つにおいて

R-Ras を介した増幅機構が存在し、また、様々なガイダンスシグナルシグナルにおいて、その

機構の制御による細胞接着の制御が普遍的・中心的役割を担っていると予想されることから、

R-Ras の情報伝達経路の理解は、ガイダンス因子シグナルの普遍的駆動原理の理解に繋が

る。本研究は、個々の分子要素の同定を行い、それらの分子イメージングおよび細胞内・生体

内での機能解析で得られるデータを手がかりに、種々の誘引性・反発性ガイダンスシグナル

において普遍的に駆動される情報伝達機構の発見へとつなげることを、目標として掲げた。 

  

２． 研究成果 
（１）概要 

 発生期に生まれた神経細胞は、 個々の特定の位置に移動し、軸索および樹状突起を

適切な標的細胞に伸展させ、やがてはシナプスを形成することにより神経回路が形成さ

れる。神経回路網は複雑であるものの、正確で厳密にできており、これを可能としてい

るのは神経ガイダンス因子の誘導作用である。神経ガイダンス因子には、大きく分けて、

神経繊維に誘引的に働き伸長に促進的に働く誘引性因子と、忌避的に働き伸長に抑制的

に働く反発性因子の 2つがあり、神経細胞は軸索の先頂部にある成長円錐という構造体

で、神経細胞周辺に存在するそれらの因子を感知しながら、伸長の方向性を判断してい

る。 

 これまでのガイダンス因子シグナル伝達研究は、個々のガイダンス因子に特化された

報告が散漫に羅列されている状態で、｢ガイダンス応答｣という全体的視野では有機的に

捉えられていなかった。さらに、軸索と樹状突起という、２つの性質の異なる神経突起

形態制御が同じシステムに依っているのかどうかも不明であった。その状況で、われわ

れは、最終的に伸長や方向性の決定がどのような細胞内シグナルに統合され、神経細胞

内において、形態変化や進路の｢判断｣を下しているかのメカニズムに興味を持ち、数々

のガイダンス因子の下流で活性制御が行われているR-Rasファミリー低分子量G蛋白質



 

を窓とし、研究を行った。その一連の研究成果をここに報告する。 

（２）詳細 

１) 軸索の分枝化のエフェクターの同定 

 われわれのこれまでの研究で、R-Ras は神経軸索の形成に必要であることが明らかになっ

ている。さらに最近の研究で、反発性ガイダンス因子 Sema の１つ、Sema4D は軸索の分枝を

減少させ、また、誘引性ガイダンス因子 netrin-1 の刺激は逆に、軸索の分枝を増加させること

がわかっている。しかしながら、どのような分子機構で軸索分枝の形態を制御するかは不明

であったので、われわれは R-Ras による軸索の形態制御に必要な下流のエフェクター分子の

同定を試みた。酵母のツーハイブリッドシステムを用いた結合蛋白質のスクリーニングによ

り、活性型 R-Ras の結合蛋白質として、アクチン細胞骨格に連結した足場蛋白質である

Afadin を得た。Afadin は N 末端側に RA ドメイン(Ras 蛋白質結合ドメイン)を有する蛋白質で、

in vitro での結合実験により、R-Ras は活性(GTP 結合)依存的に Afadin の RA ドメインに直接

結合することが明らかになった。 

 また, 初代培養神経細胞における内在性 Afadin 蛋白の発現を調べたところ、大脳皮質およ

び海馬由来の神経細胞のいずれにおいても、Afadin は培養初期の軸索の形成時期に多く発

現していることがわかった。また、培養２日目

の初代培養大脳皮質神経細胞を用いた免疫

沈降実験によって、内在性の R-Ras と Afadin

の結合が確認され、内在性の Afadin は軸索の

先 頂 部 の 成 長 円 錐 お よ び 、 分 岐 部 分 に

F-actin と共局在するかたちで集積していた(図

１)。 

 次に、初代培養大脳皮質神経細胞の軸索形

態における R-Ras および Afadin の役割を検討

した。活性型の R-Ras を大脳皮質神経細胞に

発現させると、神経軸索の分枝化が引き起こ

され、この分枝化は内在性 Afadin のノックダ

ウンにより阻害されることがわかった。さら

に、R-Ras による Afadin を介した軸索分枝の

増加の分子メカニズムを検討したところ、

Afadin はそれ単独では大部分が細胞質画分

存在するが、活性型 R-Ras が結合することに

より、細胞膜へと移行した。Afadinを強制的に

細胞膜に移行させる CAAX シグナルを付加し

た Afadin-CAAX を大脳皮質神経細胞に発現

させておいた神経細胞では、著しい軸索分枝の増加が認められ、膜移行と軸索分枝の機能

相関が示された。 

 さらに、下流のシグナル伝達経路についても検討した結果、R-Ras および Afadin を介した軸

索分枝化には Afadin の C 末端のアクチン結合ドメインが必要であり、実際に、R-Ras および

図 1. 大脳皮質神経細胞内在性の Afadin

の局在 

培養 2 日目の大脳皮質初代培養神経細

胞における Afadin(赤色)の細胞内局在を

F-actin(緑色)との共染色で示す(右上の

挿入写真は、軸索先端の成長円錐の拡

大写真)。 



 

Afadin による軸索分枝化は、アクチン重合阻害剤であるサイトカラシン B により、阻害された。

以上の結果から、神経細胞において R-Ras は Afadin を介したアクチン細胞骨格再編成により

軸索の分枝化を制御することを明らかにできた(参考文献 1)。 

 

２)樹状突起伸長・分枝化のエフェクターの同定 

 R-Ras サブファミリーは R-Ras(R-Ras1)、TC21(R-Ras2)、および M-Ras(R-Ras3)からなり、

われわれは過去に、R-Ras が軸索の形態制御、M-Ras が樹状突起の形態制御を行っている

という研究成果を報告している。しかしながら、M-Ras がどのような分子機構で樹状突起の形

態を制御するかは不明であったので、M-Ras による樹状突起形成に必要な下流のエフェクタ

ーの同定を試みた。データベースを用いた結合蛋白のスクリーニングにより、M-Ras の新奇

結合蛋白質として、アクチン細胞骨格系制御因子 Ena/VASP 蛋白質の結合蛋白質である

Lamellipodin (Lpd) を得た。Lpd は N 末端側に RA ドメインを有する蛋白質であり、 in vitro で

の結合実験により、M-Rasは活性依存的にLpdに直接結合することが明らかになった。また、

大脳皮質初代培養神経細胞において、M-Ras と Lpd の内在性の結合が確認された。 

  次に、樹状突起形成における Lpd の役割を検討した。われわれは以前の報告で、恒常的

活性型の M-Ras (M-RasQL) を過剰発現させると、大脳皮質神経細胞において樹状突起伸

長や分枝の増加が引き起こされることを明ら

かにしている。この条件において、内在性の

Lpd を shRNA を用いてノックダウンしたところ、

M-RasQL による樹状突起伸長が抑制された。

以上の結果から、Lpd は M-Ras による樹状突

起伸長作用に必須であることが明らかになっ

た。 

 われわれは以前の報告で、反発性ガイダン

ス因子 Sema 受容体、Plexin はそれ自身の持

つ R-Ras GAP 活性により直接的に R-Ras を

不活性化し、神経細胞の軸索に対して反発作

用を示すことを明らかにしているが、今回の研

究で、Sema4D 刺激によって軸索に加え、樹状

突起が退縮し、それに伴ってアクチン骨格が

樹状突起の先から消えて無くなっていることが

わかった(図 2)。さらに、これらの樹状突起の

分 枝 の 退 縮 や ア ク チ ン 骨 格 の 消 失 は 、

M-RasQL を導入しておくことで、阻止されたこ

とから、Sema による樹状突起の分枝の退縮に

は受容体の Plexin が M-Ras に対する GAP 活

性を発揮してM-Ras の活性を抑制することで、

アクチン骨格の崩壊を引き起こすことが必要で

あることが明らかになった。 

図 2. Sema4D 刺激が大脳皮質神経細胞

の樹状突起先端のアクチン細胞骨格に与

える影響 

培養 7 日目の神経細胞に Sema4D 刺激を

90 分間行い、観察した。 



 

 さらに、分子メカニズムを詳細に検討したところ、M-RasQL は Lpd に結合してそれを細胞膜

へ運ぶ作用があることが生化学的な分画実験により明らかになった。一方で、不活性型であ

る M-RasSN にはそのような作用はなかった。このことから、Lpd は M-Ras の活性依存的に細

胞膜へ運ばれると考えられる。大脳皮質神経細胞に Sema4D 刺激を加えると、膜画分に存在

する Lpd の量が減少していた。Lpd に CAAX シグナルを付加した Lpd-CAAX を大脳皮質神経

細胞に発現させておいた神経細胞では、Sema4D によって引き起こされる樹状突起の退縮が

阻止された。 

 これらの結果から、Sema が無い状態で

は受容体の Plexin が活性化されていない

ため、樹状突起内の M-Ras の活性が高

いので、Lpd が樹状突起の先端の細胞膜

へ運ばれ、アクチン骨格系の伸長が起こ

るが、Sema が存在すると、受容体の

Plexin の GAP 活性が活性化され、樹状突

起内の M-Ras が不活性化状態に変換さ

れることによって、Lpd が樹状突起の先端

の細胞膜へ運ばれなくなり、アクチン骨格

系の伸長が抑制されるということがわか

った (図３)。また、今回の成果により、Plexin

による R-Ras GAP 活性発揮のシステムは、

軸索と樹状突起という、性質の異なる神経

突起における共通のシグナル機構であるこ

とを明らかにできた(参考文献 2)。 

 

３． 今後の展開 

本プロジェクトによって、神経細胞の分枝化および伸長に必要な細胞骨格制御に必要なエフェ

クターを明らかにできた。また、反発性ガイダンス因子受容体 Plexin による R-RasGAP システム

(R-Ras 不活性化システム)は、軸索と樹状突起という、２つの性質の異なる突起の形態制御おい

て共通のメカニズムであることが明らかになった。今後は、同定したエフェクターが種々のガイダ

ンス因子の下流で普遍的に使われているのかを検討することで、シグナル集約点として働く分子

であるかを見たい。その上で、ガイダンス応答過程での軸索成長円錐および樹状突起先端部の

高詳細なイメージングおよびそれに基づいた数理モデル解析を行うことにより、突起が様々なガ

イダンス情報を汲み取って最終的に自らの進路(あるいは伸長)を判断するに至る閾値(いわば、

判断基準)を明らかにしたい。 

 

４． 評価 

（１）自己評価 

（研究者） 

本研究では、さまざまな誘引性・反発性ガイダンス因子のシグナル統合地点としての R-Ras

に着目し、その下流のエフェクターを２つ同定できた。さらにそのエフェクターはいずれも、細胞

図 3. semaphorin 刺激によって引き起こさ

れる Plexin の GAP 活性を介した樹状突起

先端のアクチン細胞骨格制御のモデル 



 

形態調節で最も基本的役割をもつ、アクチン細胞骨格の再編成を直接的に制御する分子だっ

た。さらに、軸索の形態制御だけでなく、樹状突起の形態制御においても共通に駆動されるシ

ステムとしての R-Ras GAP システムの位置付けを明らかにすることができた。また、現段階で

は誌上公表には至っていないが、２期生の戸島拓郎博士(理研BSI)に技術的アドバイスをいた

だき、同定したエフェクターの軸索先端部成長円錐の局所での速い動きを全反射顕微鏡でイ

メージングすることに成功しており、さらにその局在がガイダンス因子刺激で制御されることを

確認している。さらに、領域会議においてアドバイザーの先生からご意見をいただき、同定した

エフェクターの in vivo での役割を検証する必要性を感じ、１期生の松田孝彦博士(京都大学

iCeMS)に in vivo での遺伝子発現誘導システムの技術を学び、in vivo での機能解析実験にも

着手し、成果を得ている。これらの研究はさきがけに参画していなかったら為し得なかったもの

であり、さきがけに参画したことで、今後長い研究人生の中での自身の研究の幅が大きく広が

ったことを実感しており、その点を期間中の論文発表実績以上に、自身では評価している。 

本研究の成果は、一見すると地味な基礎研究である。しかしながら、損傷神経において損

傷部位周辺では、神経細胞は一定期間生存しているものの、sema などの複数の反発性ガイ

ダンス因子が発現誘導されることにより、損傷神経繊維の再生が阻害されることが明らかにな

っており、それぞれの反発性ガイダンス因子に対応する阻害剤の開発は既に、様々な研究者

や企業によって進められているが、あくまでもそれらは、特定の因子に対する阻害作用をもつ

ものでしかない。われわれの研究を発展させ、シグナル統合地点である R-Ras の活性操作お

よびその直下のエフェクターの活性制御をすることにより、再生阻害因子環境中においても効

率良く機能的な神経繊維再生が可能になると信じている。 

また、ガイダンス因子情報伝達に関する一連の成果の積み重ねにより、各種受賞に至った

ことにも、この場に感謝の意を表したい。 

 

（２）研究総括評価（本研究課題について、研究期間中に実施された、年２回の領域会議での

評価フィードバックを踏まえつつ、以下の通り、事後評価を行った）。 

（研究総括） 

神経細胞の軸索や樹状突起がどうして正しい方向に伸長してゆくことができるのかは神経科学

の長年の課題であり、多数の誘引性あるいは反発性ガイダンス因子が同定され細胞接着分子

の関与が研究されてきたが、それらのシグナルが細胞内でどう処理、伝達、統合されるかにつ

いてはほとんど不明であった。生沼研究者らは先に低分子量 G 蛋白質 R-Ras の関与明らかに

してきたが、本課題は軸索に対する誘引性ガイダンス因子 netrin-1 刺激の下流において

R-Ras がAfadinに結合して細胞膜への移行を引き起こし、アクチン細胞骨格再編成により軸索

分枝を呈すること、一方樹状突起においては M-Ras がアクチン細胞骨格系制御に関わる

Lamellipodin に結合すること、さらに反発性ガイダンス因子 Sema4D 受容体 Plexin-B1 の下流

の R-Ras の関与は軸索と樹状突起に共通であることなどを、神経細胞プライマリーカルチャー

系を用いた精力的な実験によって明らかにしたことは大きな成果であり、課題をほぼ達成した

ものと言える。これらの成果は論文発表も行っている。今後は同定したエフェクター系が他のガ

イダンス因子にも普遍的なものであるかの解明が注目されるとともに、軸索成長円錐および樹

状突起先端部の詳細な解析と in vivo での検証が大いに期待される。 
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主要な学会発表、招待講演 

1. 生沼泉 

神経軸索ガイダンス分子セマフォリンの情報伝達機構 

平成 26 年度日本生化学会奨励賞、受賞講演 

2014 年 10 月 15 日(国立京都国際会館) 

 

2.  生沼泉 

軸索形態調節における R-Ras の役割 

第 7 回神経発生討論会 

2014 年 3 月 14 日（大阪大学） 

 

3.    生沼泉、根岸学 

軸索形態調節における R-Ras シグナル 

第 86 回日本生化学会大会、シンポジウム 

｢神経回路形成のシグナル伝達クロストークを解くー神経再生応用に向けて｣ 

2013 年 9 月 13 日（パシフィコ横浜） 

 

4.  生沼泉 

神経軸索ガイダンス因子の情報伝達経路の解明 

第 15 回花王研究奨励賞、受賞公演 

2013 年 6 月 13 日（花王芸術・科学財団） 

 



 

5.  Izumi Oinuma 

R-Ras family GTPases in semaphorin signaling 

日米脳科学情報交換セミナー 

｢Growth Cones and Axon Regeneration: Entering The Age of Informatics｣ 

2012 年 10 月 10 日（米国ニューオリンズ） 

 

6.  生沼泉、根岸学 

神経回路形成における R-Ras サブファミリーの役割 

第 31 回日本神経科学大会、シンポジウム 

｢次世代の担い手による最先端脳科学｣ 

2012 年 9 月 19 日（名古屋国際会議場） 

 
受賞 

1. 2014 年 日本生化学会奨励賞 

｢神経軸索ガイダンス分子セマフォリンの情報伝達機構｣ 

 

2. 2013 年 第５回 井上リサーチアウォード 

｢神経ガイダンスの分子基盤の解明–神経再生応用に向け

て｣ 

 

3. 2013 年 第１５回 花王研究奨励賞 

｢神経軸索ガイダンス因子の情報伝達経路の解明｣ 

 
プレスリリース等 

・ ２０１２年６月１３日  

The Journal of Neuroscience に掲載された論文の内容に関

して、京都新聞（夕刊６面）に、｢神経細胞の成長制御—再生

応用に期待｣というタイトルの記事として報道された。（右の

記事） 

 

・ ２０１２年８月６日 

われわれの近年の semaphorin による神経軸索の伸長阻害作用の分子メカニズムに関する

研究内容 に つ い て 、 讀 賣 新 聞 の 科 学

MONDAY （朝刊３１面）において、慶応大学

の岡野栄 光之教授の研究成果とともに、新

聞 報 道 さ れた。 

（ 下 の 記 事） 

 


