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論文内容の要旨

1. 研究背景と目的

神経団路形成時、神経細胞の軸索先端にある成長円錐がガイダンス分子を認識し、成長方向を決定すると考えられ

ている。それらガイダンス分子のーっとして同定されたセマフォリンファミリーは、構造上、細胞膜結合型と分泌型

とに分けられ、多彩な生理機能を持つことが明らかになりつつある。 Furuyama らによってクローニングされた

Sema-4D は神経系や免疫系を中心に発現している膜結合型セマフォリン分子であり、最近、その受容体として

PlexinB1 が同定され、 PlexinB1 のシグ、ナル伝達系にアクチン細胞骨格系を制御する低分子量 G 蛋白質 Rho ファミ

リ一分子が関与することが明らかにされてきた。しかしながら、神経系における Sema-4D の具体的な生理機能につ

いては依然不明な点が多いことから、本研究では Sema-4D-PlexinB 1 の生理機能を明らかにするため、そのシグナル

伝達系の解析をさらに進めた。

2. 結果

(1)PlexinB1 の細胞内領域に結合する RhoGEF10 分子の同定

Yeast two hybrid 法により、 PlexinB1 の細胞内領域に新規の Rho ファミリーguaninenucleotide exchange factor 

(グアニンヌクレオチド交換因子: RhoGEF) が結合することを見出した。本分子は、従来の RhoGEF 分子がグア

ニンヌクレオチド交換反応を触媒する領域である DH (dbl homology) 領域とそれに引き続く PH (pleckstrin 

homology) 領域から構成されるタンデム構造を有しているのに対し、 PH 領域を持たない全く新しいタイプの

RhoGEF 分子であった。この RhoGEF 分子は、最近、海外の病因遺伝子解析グループρから、 109 番目の部分アミノ

酸変異により髄鞘変性を伴う末梢神経変性疾患を引き起こすことが報告されている RhoGEF10 と同一分子であった。

(2)RhoGEF10 分子の発現の解析

RhoGEF10 のマウス各種臓器における発現を RT-PCR を用いて検討した結果、広範囲な臓器に発現を認めた。発
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生段階では、小脳で、は生後 15-21 日齢にかけて強い発現を認めた。また、末梢神経における髄鞘形成細胞であるシ

ュワン細胞での RhoGEF10 および PlexinB1 の発現を検討するため、ラット坐骨神経よりシュワン細胞を選択的に培

養し、 RT-PCR による解析を行ったところ、 RhoGEF10 および PlexinB1 の発現をともに認めた。

(3)PlexinB1 と RhoGEF10 分子の特異的結合の解析

PlexinB1 と RhoGEF10 のそれぞれの結合部位を同定するために、 glutathione-S-transferase (GST)-fusion of 

RhoGEF10 DH 領域と PlexinB1 細胞内領域を段階的に欠損させた mutant を用いてアフイニティ結合実験を行った

結果、 PlexinB1 細胞内領域に存在する CRIB (Cdc42lRac interacting binding) 領域を含む mutant との結合を認め

た。 Yeast two hybrid 法を用いた結合実験でも、同様の結果が得られた。また、 PlexinB1 の細胞内領域に存在する

CRIB 領域に結合することが知られる活性化型 Rac1 分子は、 RhoGEF10 DH 領域の PlexinB1 細胞内領域への結合

を阻害した。以上の結果から、 RhoGEF、10 は PlexinB1 細胞内領域に存在する CRIB 領域に結合することが明らかに

なった。

(4)RhoGEF10 の性状解析

RhoGEF10 がどの種類の低分子 GTP 結合蛋白質に対するグアニンヌクレオチド交換因子であるかを明らかにする

ため、 Rho ファミリー低分子量 G 蛋白質、 RhoA， Rac1 , Cdc42 に対して 3H-GDP 解離反応測定や GST-rhotekin お

よび GST-PAK を用いた pull down assay を行った結果、いずれの G 蛋白質に対しても顕著な GEF 活性は認められ

なかったが、 Rac1 ヌクレオチドフリーフォームへの結合を認めた。

(5)protein kinase 刺激下蛋白質発現の解析

ヒトにおいて末梢神経の髄鞘形成不全の原因として報告されている RhoGEF10 の 109 番目アミノ酸スレオニンか

らイソロイシンへの mutant Thr109Ile と wild type との蛋白質発現量を protein kinase刺激下にて検討したところ、

RhoGEF10 wild type の蛋白質発現量は低下したが、 RhoGEF10 Thr109Ile の蛋白質発現量の低下は認められなかっ

た。

3. まとめ

以上の結果より、 Sema-4D-PlexinB1 シグナル伝達機構がこの新規の RhoGEF、10 と協調して、末梢神経形成、特

にシュワン細胞の分化や髄鞘化等の機能制御に関与する可能性が示され、その際 Rac1 等の Rho ファミリ一分子の情

報伝達系との相互作用や RhoGEF10 の発現量の制御が重要な役割を果たしていることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は、 Sema-4D 受容体 PlexinB1 細胞内領域に RhoGEF10 が結合することを見い出し、その性状解析を行っ

たものである。 RhoGEF10 の point mutation による末梢神経髄鞘形成不全が報告されている。末梢神経髄鞘形成細

胞シュワン細胞において PlexinB1 および RhoGEF10 の発現をともに認めた。また、 protein kinase 刺激下において

RhoGEF10 wild type と point mutant 聞に蛋白質発現量の差を認めたことから、 RhoGEF10 蛋白質発現量の制御が

末梢神経髄鞘形成に重要な役割を果たしている可能性を示した。

この論文は、 Sema-4D の神経系で、の生理機能について検討したものであり、末梢神経髄鞘形成不全の発症機序解

明につながる可能性からも非常に有意義であり、博士(歯学)の学位に値するものと認める。
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