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Ⅰ.要旨

プレキシン(pIcxin)はアフリかソメガエルの神経系において発見された分

子量220kdの膜蛋白である｡アフリカツメガエルにおいてプレキシンはカルシ

ウムイオン依存性のホモフィリックな細胞接着分子であり､神経細胞間の相互

作用に関与していると考えられている｡プレキシンの生体内での機能を解明す

るために､ジーーンターゲッティングやトランスジェニック法により個体レベル

で遺伝子操作の可能なマウス神経系で発現するプレキシン相同分子の検索を

試みた｡マウス胎児脳のcDNAライブラリーのスクリーーニングを行った結果､

プレキシン類似分子を3種類単離同定することができた｡マウスプレキシン1

はアフリカツメガエルプレキシンと全体で糾儲ノのアミノ酸配列のアイデンテ

ィティーがあり､アフリかソメガエルプレキシンと同様に細胞外領域にc-Met

蛋白質と相同性の高い:うつのシステインリッチドメインを持っていた｡また､

マウスプレキシン2及びマウスプレキシン3も細胞外領域の3つのシステイ

ンリッチドメインは保存されていた｡マウスプレキシン1とマウスプレキシン

2の間では62%､マウスプレキシン1とマウスプレキシン3の間では66協､マ

ウスプレキシン2とマウスプレキシン3の間では59切ノのアミノ酸配列の相同

性があった｡このように､プレキシンは脊椎動物の種を越えて広く存在する分

子であり､マウスにおいては､プレキシンは類似した3種類の分子からなる分

子ファミリーー(プレキシンファミリー)を構成していることが明らかとなった｡

また､ホモロジ､一検索の結果､これらプレキシンファミリー分子はc-Met受容

体型テロシンリン酸化酵素ファミリー以外には既知の蛋白質との類似性は見

られず､新しいタイプの膜蛋白質ファミリーであることが明らかとなった｡

ノーザンブロツティングの結果､マウスプレキシン1､マウスプレキシン2､

マウスプレキシン3の転写産物は発生期の脳で強く検出され､成体脳では低か

った｡また､神経系以外の組織のノーザンブロツティングを行ったところ､3

種のプレキシンはそれぞれ違った組織で発現していることが明らかとなった｡
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しかしながら､神経系に比べ非神経組織での発現レベルは低かった｡

これらの結果から､マウス神経系においてプレキシンは多様な分子ファミリ

ーを構成しており､特異的な神経回路網の形成や維持に重要な役割を果たして

いると考えられる｡
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Ⅱ.序論

我々ヒトをはじめとする動物の脳神経系は非常に複雑でかつ､秩序だった神

経回路網を持っている｡この複雑でかつ､秩序だった神経回路網が動物の行動

を生み出す基礎となっていることは言うまでもない｡神経回路網の形成機構を

知るうえで､1)多種多様でかつ必要な数の神経細胞はいかにして生み出され

るのか､2)神経細胞が正しい位置にまでどのようにして移動していくのか､

3)神経軸索はいかにして正しい経路を選択するのか､4)神経細胞はいかに

して正しい標的細胞を見つけることができるのか､5)正しいシナプス結合は

いかにして形成､維持されるのか､が解明されなければいけない課題である｡

なかでも､神経細胞がいかにして正しい経路を選択し､正しい標的細胞を認識

してシナプス結合を形成するのかという問題は､完成した神経回路の機能と直

結する問題であり､神経発生学のなかでも最も中心的な研究課題である｡

1963年にSperryは(Sperry,1963)｢生化学的な親和性に基づいて神経細胞間

の特異的な結合が生み出される｣という化学親和性仮説を提唱した｡神経細胞

間の親和性は神経細胞表面に存在する分子によって生ずると考えられ､その検

索が進められてきている｡

これまでに細胞培養を用いた解析､あるいは分子遺伝学的な解析により神経

軸索の伸長誘導､あるいは神経細胞間の接着や相互認識に関与する多くの液性

因子､膜結合型分子が見いだされている(forreview,GoodmanandShatz,1993;

TessieトbvigneandGoodman,1996)｡

脊髄の交連神経細胞を底板(noorplate)と共培養すると､神経軸索が底板に

向かって伸長する(Tessier-LIVignetal,1988;Placzeketal,1990)ことが示され､底

板が脊髄交連神経線維に対し正の誘因因子を分泌していることが明らかとな

った｡Tessier心vignらは(Serrafinietal,1994)脊髄交連線維の伸長を促進する

因子の精製とcDNAのクローニングに成功し､この因子をネトリン(netrin)と

名付け､COS細胞にネトリンを発現させ交連線経と共培養することで､これが
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実際に軸索の誘因を引き起こすことを証明した(Kennedyetal,1994)｡さらに最

近､マウスネトリン1遺伝子のノックアウトマウスが作成され､脊髄交連線維

の形成､中枢の交連線維の形成に異常が観察され､生体内でネトリンが交連線

推の軸索誘導に関与していることが証明された(Serrafinietal,1996)｡一方､軸

索の伸長を正の方向に誘因する因子ばかりでなく､軸索を反発させる因子も数

多く明らかにされてきている｡上述のネトリンも滑車神経の軸索に対しては反

発因子としての作用を示す(Colamarinoetal,1995)｡また､腹側脊髄に脊髄神

経節に対して分泌性の軸索伸長抑制因子が存在することが示されている

(Fitzgeraldet札1993)0さらに､Raperら(Kapll-ammerandRaper,1987)は網膜神

経節細胞と交感神経節細胞を共培養する方法で､軸索の先端の成長円錐が異種

の神経の軸索と接触すると成長円錐の退縮が引き起こされることを見いだし

た､成長円錐退縮活性を持つ蛋白質をニワトリ脳の膜の抽出物より精製し､コ

ラブシンと名付けた(LtlOetal,1993)｡コラブシンはショウジョウバエからマウ

ス､ヒトに至るまで幅広く種を越えて存在する分子ファミリー(コラブシン/

セマフォリンファミリー)を形成し､それぞれが軸索の伸長に抑制的に作用す

ることが明らかとなっている(Kolodkin
etal,1993;PuscheletiJ,1995;

Messersmithetal,1995;Matthesetal,1995;Luoetal,1995)｡

Bonhon七rら(BaierandBonhoLTer,1992)はニワトリの網膜一視蓋投射系で､

CyLearyら(RoskinsandO,Leary,1994)はラットの網膜一上丘投射系で､尾側の視

蓋(上丘)の細胞表面には網膜耳側からの神経節細胞の軸索(視神経)の伸長

を阻害する作用を持つ分子が存在し､それがグリコシルフォスファチジルイノ

シトーール(GPI)アンカー型の膜蛋白質であることを示した｡さらに､Bonho[Ltr

ら(Drescheretal,1995)はこのような軸索伸長阻害活性を持つGPIアンカー型

の膜蛋白質RAGSを､Flanaganら(Chengetal,1995)はEph受容体型テロシン

キナーゼファミリーの一員であるMek-4のリガンドELF-1を見いだした｡

RAGSはELF-1と相同性を持ちEphリガンドファミリーーの一員である｡ELF_1

は視蓋の吻尾軸に沿って尾側に強い濃度勾配を持って発現する｡-一方､ELト1
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の受容体であるMek-4の発現は網膜の鼻側一耳側の軸に沿って耳側の視神経で

強い濃度勾配を持って発現している｡視神経と視中枢の神経結合には､耳側の

視神経は吻側の視蓋に投射するという2次元的な網膜視蓋投射パターンが形

成されるが､このような相補的な視中枢のリガンドの分布パターンと視神経で

の受容体の分布パターンから､Mek-4とELF-1は視神経と視中枢との2次元的

な結合パターンの形成に関与していると考えられた｡さらに､レトロウイルス

を用いてELト1を視蓋で異所的に発現させる実験を行った結果､耳側の視神経

の軸索は異所的なELF-1の発現部位をさけることが示された｡これらの結果か

ら､ELF-1が耳側の視神経に対し反発的に機能する神経細胞膜表面にある因子

であり､網膜視蓋投射系での2次元的な結合パターンの形成に関与しているこ

とが証明された(Nakamotoetal,1996)｡

神経細胞膜表面上にある細胞接着分子も神経回路網形成に重要な役割を果

たしていると考えられている(forreview,GoodmanandShatz,1993;Redies
and

Takeichi,1996;ChibaandKeshishian,1996)｡免疫グロブリンスーパーファミリー

に属する細胞接着分子であるショウジョウバエのファシクリンⅢを過剰発現

させると軸索束形成や軸索伸長が異常を示す(LinandGoodman,1994)｡また､

同じ免疫グロブリンスーパーファミリーに属する細胞接着分子であるショウ

ジョウバエのファシクリンⅢはショウジョウバエのRP3と呼ばれる神経細胞

とその標的筋細胞に発現しているが､標的以外の筋細胞にファシクリンⅢを強

制発現させると､R円ニューロンがこの筋細胞にも投射するようになり､ファ

シクリンⅢが標的認識分子であることが証明された(Chibaetal,1995)｡ショウ

ジョウバエでエンハンサートラップにより見いだされたロイシンリッチリピ

ート構造を持ち､ホモフィリックな細胞接着活性を持つコネクテン(Nosectal,

1992)は､SNaと呼ばれる運動神経とその標的細胞に特異的に発現し､誘因的な

作用を持つ因子として考えられているが､コネクテンを発現しない別の運動神

経がシナプス結合をする筋肉細胞に強制的に発現させると､その運動神経は晃

所的にコネクテンを発現するようになった筋肉細胞をさけてしまい､本来の投
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射ができなくなる｡このことから､コネクチンは､コネクテンを発現しない神

経細胞にとっては反発性の作用をもっているということが示された(Noseetal,

1994)｡

一方､脊椎動物神経系でも多くの免疫グロブリンスーーパーファミリーに属す

る細胞接着分子(Edelmanand Cunningham,1990)やカドヘリンファミリーに属

する細胞接着分子(Takeichietal,1990;RediesandTakeichi,1996)が見いだされ

ているo N-CAMやLl､Nカドヘリンといった細胞接着分子が視神経線維の伸

長を促進することが明らかとなっている(Dohertyetal,1990;Lemmonetal,1989;

Matsunagaetal,1988)｡またこれらの細胞接着分子がそれぞれ違った脳の領域

(ニューロメア)に発現し､その領域特異的な細胞接着に関与していることな

どが明らかになっている(MatsunamiandTakeichi,1995)｡

以上の例に示されるように､神経細胞間の相互作用に関与する分泌性の因子

や膜分子は軸索の伸長､束形成､標的細胞の認識と結合など神経回路形成の

様々な局面で重要な働きを担っている0しかしながら､神経細胞の多様さ､神

経回路の多様さを考えると､さらに多くの神経細胞間の認識や相互作用に関与

する膜分子の存在が予測され､それら新規膜分子の検索と､生体内での機能の

解析は､多様でかつ複雑な神経回路網の形成機構を明らかにする上で非常に重

要な研究課題である｡

Takagiら(Takagietal,1987)は､アフリカツメガエル幼生の視蓋を抗原にし

てモノクローナル抗体を作成し､網膜や視蓋の神経叢(Plexus)を特異的に認識

するB2と名付けられた抗体(MAb-B2)を見いだした｡CDNAクローニングに

より､MAb-B2が認識する抗原分子が新規な膜蛋白質であることが明らかとな

り､プレキシンと名付けられた(Ohbetal,1995)｡プレキシンはタイプⅠ型膜蛋

白質であり､その細胞外領域には痺原遺伝子(･-nleTの転写産物c-Met(Chanetal,

1988;Parketal,1987;Bottaroetal,1991)やc-MeL様受容体型テロシンキナーーゼ

であるc-Sea(HuLTetal,1993)や､Ron(Ronsinetal,1993)に見られる特徴的なシ

ステインの繰り返し配列を持つシステインリッチドメインが3カ所存fl三する｡

8



現在までにアフリカツメガエルを用いた実験系で次のようなことが明らか

となっている｡

1)プレキシンcDNAを株細胞(マウスIJ細胞)に強制発現させ､この細胞を

旋回培養を行うことにより､プレキシンがカルシウムイオン存在下で細胞接着

活性を示した0また､プレキシン発現細胞が精製したプレキシン蛋白質に特異

的に接着した｡これらのことから､プレキシンはカルシウムイオン依存的なホ

モフィリックな細胞接着分子(Ca++-dependenthomophiliccelladhesionmolecule)

であることが明らかとなった(Ohtaetal,1995)｡

2)アフリカツメガエル網膜ではアマクリン細胞と神経節細胞がシナプス結合

をする内網状層にプレキシンが局在する｡発生初期の網膜を抗プレキシン抗体

存在下で培養すると内網状層の形成が阻害されることから､プレキシンが網膜

内網状層においてアマクリン細胞の突起と神経節細胞の樹状突起との接着に

関与していると推察される(Ohtaetal,1992)｡

3)アフリカツメガエル幼生の嘆神経では､プレキシンを発現する嗅神経のサ

ブセットと､ニューロピリンを発現する嗅神経のサブセットが存在し､これら

膜分子の違いにより喚神経が選別されるようになり､それぞれ嗅球の異なった

部位に投射している0このことからプレキシン及びニューロピリンが選択的な

軸索束形成に関与していることを示唆している(SatodaetこIl,1995)｡

4)アフリカツメガエルの側線神経系､聴覚､平衡覚神経回路ではこれらの神

経回路を構成する刺激受容細胞､感覚神経細胞､中枢神経核のすべてにプレキ

シンが発現する0プレキシンがホモフィリックな細胞接着分子であることをあ

わせて考えると､プレキシンがこれらの神経回路の形成や維持に関与している

と推測できる(Ohtaetal,1995)｡

アフリカツメガエルで得られているこれらの結果は､プレキシンが軸索束形

成や神経細胞間の接着に重要な役割を果たしていることを示唆している｡しか

しながら､上記1)はあくまでもf…血でのモデル実験系での結果であり､

3)と4)はプレキシンの発現パターンにもとづいた推測の域をでない｡また､
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抗体による阻害実験(上記2)もプレキシン分子の機能を正しく反映している

保証はない｡

プレキシンの生体内での機能を解析するためにはマウスを用いた実験系が

有効であると考えられる｡その最も大きな理由の一つは､マウスでは発生工学

的手法によるリバースジェネティクスが可能であるという点である｡月割生幹細

胞(ES細胞)を利用して､相同的組み換えにより目的遺伝子を破壊する手段や､

プロモーターを用いて目的遺伝子を異所的､強制的に発現する手段があり､こ

れによって目的分子の生体内での機能を解析することが可能である｡また､ア

フリかソメガエルに比べ､マウスでは神経解剖学的な知見や神経生理学的知見

が集積されており､プレキシンの発現パターンや､脳の高次機能の発現とプレ

キシン分子の関わりについての詳細な解析が可能となる｡

そこで､本研究ではマウスでのプレキシン相同分子の単離を試みた｡アフリ

カツメガエルプレキシンcDNAをプローブにしてマウス胎児脳cDNAライブラ

リーを検索した結果､プレキシン相同分子(マウスプレキシン1)の単離同定

に成功し､プレキシンが脊椎動物の種を越えて保存された分子であることを明

らかにした0さらに､クローニングの過程で､アフリカツメガエルプレキシン

と相同性は認められるものの､マウスプレキシン1とは異なった配列を持つ2

種類のプレキシン類似分子(マウスプレキシン2､マウスプレキシン3)を同

定することができた0これにより､マウスにおいてはプレキシンは多様な分子

ファミリーを形成していることが明らかとなった｡
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Ⅲ.材料と方法

CDNAクローニングとシークエンス

アフリかソメガエルプレキシンのコーディング領域全長を含む6.2kb
cDNA

インサートをブローーブに用い､マウス17.5日胚脳および生直後マウス脳より調

整し､ランダムプライマーにより合成したcDNAライブラリー(Kawakamictal,

1996)のスクリーニングを行った｡ハイプリグイゼーションは､6×SSC､10×

玩nhard's液､0･5%SDS､20mMSodiumPhosphate(P=7.2)､200/Lg/mQサケ

精子DNA､20O/Lg′mQ 酵母tRNA､50℃の条件で行った｡フィルターの洗い

は､2×SSC､0･1%SDS､50℃＼30分の条件で3回行った｡その結果､1つの

陽性クローン(mb92,Fig.1)を単離し､以後､これをブローーブとして用いた｡

最初に用いたcDNAライブラリーでは､mb92以外のクローンを得ることが

できなかった0そこで､全長のcDNAクローンを得るため､新たにランダムプ

ライマー､及び､01igo(dT)プライマーによる17.5日胚ICRマウス脳のcDNA

ライブラリーをSUPERSCRIPTChoiceSystem(GIBCOBRL)を用いて調整し､入

ZAPⅢベクターに挿入したo cDNAライブラリーは増幅を行うとファージ粒子

が均一に増えず､特にインサートの長いクローンのライブラリー中での比率が

落ちることが懸念された0そこで､未増幅のcDNAライブラリーをmb92クロ

ーンのcDNAインサートをプローブにして､強い条件下(ハイプリダイゼーーシ

ョン液は上述の組成の溶液､65℃で､洗いは0･2×SSC､O.1%SDS､65℃)で

スクリーニングし､複数個の陽性クローーンを得た｡さらに､5末端を得るため

に､qigo(dT)-CDNAライブラリーのスクリーニングで得たcDNAクローンの

インサートをプローブに用いて､末増幅のランダムプライマーCDNAライブラ

リーのスクリーdニングを行ったocDNAインサー斗はpBluescriptにサブクロー

ニングし､サンガ一法(Sangeretal,1977)にもとずきALFⅢオートシークエン

サー(Pharmacia)を用いて行ったo DNAならびにアミノ酸配列の解析はGene
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Works(IntelliGenetics)プログラムを用いた｡

ノーザンブロッティング

12･5日捌臥16･5日捌臥生後1日新生マウス脳､成体脳､ならびに生後1

日マウスの胸腺､心臓､肝臓､腎臓､骨格筋を用いた｡全RNAはAGPC法

(ChomczynskiandSachi,1987)に従い精製した｡Poly(A)+RNAの精製はmRNA

PuriL､icationKit(Pharmacia)を用いた020LL
gの全RNAまたは0･5/L gの

Poly(A)十RNAを1%アガロースー6%ホルムアルデヒドゲルで電気泳動し､

Hybond-N+ナイロンメンプレン(Amersham)に転写した｡プレキシン1の784_

3057bpの領域､プレキシン2の2790-3497bpの領域､プレキシン3の1626_

2716bpの領域をそれぞれBcaBESTラベリングキット(TaKaRa)をもちいて

[32p]dCTPでラベルし､プローブとして用いた｡ハイプリグイゼーションは30%

ホルムアミドを含むバッファー中で42℃で行った0ハイプリダイゼーション後

の洗いは､2×SSC､0･1%SDS､室温30分を2回行った後､0.2×SSC､0.1%SDS､

65℃､30分を2回行った｡

RT-PCR

プレキシン3のcDNAのクローニング過程で､-一部欠失を含んだクローンが

単離されてきた(結果の項を参照)0それらのcDNAの不一致がクローニング

アーティファクトでなく実際のmRNAレベルでの塩基配列の欠失を反映して

いるのか否かを確かめるためにRT-PCRを行った｡

PCRは17･5日月杢マウス脳より抽出したmRNAから逆転写させたcDNAをテ

ンプレートに用いた0欠矢部分を挟むように5,側のプライマーとして5,_

GGCCCCAGTCAGAGCCCTATCACC-3,(3129-3152bp)と3･側のプライマーーと

して5,-GCGGTCTGCATCCTGAGTCTTACG3,(3876-3899bp)を用いた｡PCRの

12



条件は､95℃で5分の後､95℃で30秒､60℃で60秒､72℃で90秒を45サイ

クル行った｡

13



Ⅳ.結果

1･マウスプレキシンファミリー分子群のcDNAクローンの単離

まず､アフリカツメガエルプレキシンcDNAをプローブに用いてマウス胎児

脳のcDNAライブラリー(ランダムプライマー､0･9×106plaques)のスクリいニ

ングを行った0その結果､1つの陽性クローン(mb92,Fig･1)を単離した｡部

分的に塩基配列を決定したところアフリカツメガエルプレキシンcDNAの一部

との相同性が認められた｡クローンmb92は予測されるマウスプレキシン蛋白

質の細胞外領域の一部､及び､細胞膜貫通部､細胞内領域の一部に相当してお

り､プレキシンの全長をコードするものではなかった｡

最初に用いたcDNAライブラリーではmb92以外のプレキシンをコーードして

いるcDNAクローンを単離する事ができなかった0そこで､新たにqigo(dT)

プライマーによるcDNAライブラリーとランダムプライマーによるcDNAライ

ブラリーを作成し､mb92のcDNAインサート全長をプローブに用いてスクリ

ーニングを行った0 末増幅の01igo(dT)プライマーによるcDNAライブラリー

のスクリーニングを厳しい条件下で行ったところ､al､b2､bll､C26と名付け

た4個の陽性クローンを単離することができた｡(Fig.1)これらのクローンの

塩基配列を部分的に決定したところ､どのクローンもアフリカツメガエルプレ

キシンと高い塩基配列の相同性を示した｡しかしながら､いづれのクローンの

塩基配列もお互いに異なっていた｡

これらの内､クローンalがコードする蛋白質が最もアフリカツメガエルプレ

キシンと類似しており､マウスプレキシン1と名付けた｡後述するようにクロ

ーンb2とbllも同一のプレキシン様蛋白質をコーードしていると考えられ､マ

ウスプレキシン2と命名した0また､クローンc26もプレキシン様蛋白質をコ

ードしており､マウスプレキシン3と名付けた｡al､b2､bll､C26のどのクロ

ーンもpoly(A)付加シグナル及び､POly(A)配列を持つ｡しかしながら､いずれの
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Fig■1マウスプレキシン1仏)､マウスプレキシン2(B)､マウスプレキシン3(C)の

CDNAの模式図及び塩基配列を決定したcDNAクローン 蛋白質コード領域をオープンボ

ックスで､非翻訳領域は実線で示した8細胞膜貫通部を黒塗りのボックスで示した｡制限
酵素サイト:B･BamHI:C･ChI;K･KpnI;N,NotI;Sa,SacI;Sm,SmaI;Sp,SphI;Ⅹ,

ⅩhoIo打obe-1･什obe-2,Prdbe-3はそれぞれノーザンブロツティングに用いたブロープ

の位置を示している｡

(D)プレキシン3の細胞外街域の欠矢部位付近のRT一花R解析
レーン1は17.5日胚

InR阻を鋳型にした仔｢PCR産物｡レーン2は100bpラダーである｡



クローンもプレキシン蛋白質の全長をコードするものではなかった｡そこで､

さらにこれらのクロいンの5例のcDNA断片をそれぞれプローブにしてラン

ダムプライマーによるcDNAライブラリーのスクリーニングを行い､プレキシ

ン1に相当するものとしてクローンa25を､プレキシン2に相当するものとし

てクローンb14､プレキシン3に相当するものとしてクローン｡35とクローン

c38を得た｡

2.ノーザンブロツティング

単離したこれらのプレキシンcDNAが､別々の遺伝子であるのか､また､違

った遺伝子であるならばその転写産物の大きさはどのくらいであるのかを確

かめるために､それぞれのプレキシンに特異的なプローブを用いてノーザンブ

ロッティングを行った｡その結果､プレキシン1のプローブが9.5kbのmRNA

を､プレキシン2のプローブが10･5kbの主要なバンドと9kb､7.2kbの弱いバ

ンドを､プレキシン3のプローブがおよそ7･5kbのややブロードなバンドを認

識した(Fig･2)o
mRNAの大きさの上からも得られた3種のプレキシンは違っ

た遺伝子であると結論づけられた｡

3･プレキシンファミリー分子のアミノ酸配列とその特徴

3-1.プレキシン1

クローーンal､及び､クローンa25の塩基配列を解析したところ､これら2つ

のクローンのオーバーラップしている領域の塩基配列は一致していた｡そこで

この2つのクローンをつなげ､プレキシン1の塩基配列を決定した[塩基配列

はDNAデー一夕ベース(DDBJ/EMBL′GeneBankaccessionnumtxrD86948)を参

照]0265-267塩基の位置にあるATGコドンはKozakのコンセンサス配列(Kozak,

1989)を満たしており､また､それに続き疎水性の20アミノ酸残基が存在し､
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それはvonHeりneの"(-3,-1)ルーール"(VOnHeijne,1986)に従いシグナル配列であ

ると予測される｡従って､265-267塩基のATGコドンが翻訳開始コドンである

と推定される｡終止コドンであるTGAは5947-5949塩基の位置に存在した｡

翻訳領域は5682塩基対存在し､それから推定されるポリペプチドは1894ア

ミノ酸残基である(Fig･3)｡Kytcとn)Olittle法(KyteandIholittle,1982)による

マウスプレキシン1のアミノ酸配列の疎水性解析の結果(Fig.6A)､1238-12糾

アミノ酸残基の位置で疎水性の高いアミノ酸残基が続く細胞膜貫通ドメイン

が存在した｡予測細胞外領域には14個のアスパラギン結合型糖鎖結合部位

(Asn-X-Ser/Thr,X≠Pro)が存在した｡アフリカツメガエルプレキシンの細胞外

領域には8個のシステイン残基がCys-X(5,6)-Cys-X(2)-Cys-X(6,7,8)-Cys-X(2)-

Cys-X(5)-Cys-X(5,6)-Cys-X(12,15,16)-Cysの様に繰り返し配列するシステイン

リッチドメインが3カ所(Cl,C2,C3)存在する(Ohkl,etL11,1995)｡マウスプ

レキシン1の細胞外領域においてもこの3個のシステインリッチドメインが

存在する(Fig･3)0 また､アフリカツメガエルプレキシンのシステインリッチ

ドメインはc-mef塩原遺伝子産物(c-Mct蛋白質)(Chan,etal,1988;Park,etal,

1987;BotklrOetal,1991)､あるいは､C-Met様受容体型テロシンキナーゼである

C-Sea(HuLT,J･L･,etal,1993)やRon(Ronsin,C.,etal,19993)に存在するシステ

インリッチドメインと相同性があることが明らかになっている(Ohb,etal,

1995)0マウスプレキシン1のシステインリッチドメインについても同様にc一

帖t蛋白質のシステインリッチドメインとの相同性が認められた｡プレキシン

1の細胞内領域は63()アミノ酸残基からなり､アフリかソメガエルプレキシン

の細胞内領域と非常に高い相同性を有していた(アミノ酸配列のアイデンティ

ティーで94′払)0アフリカツメガエルプレキシンの場合(Ohb,etal,1995)と同

様に､マウスプレキシン1の細胞内領域にも山′fet蛋白質の細胞内領域で見ら

れるテロシンキナーゼドメインは存在していなかった｡

3-2.プレキシン2
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FIg･4 マウスプレキシン2のアミノ酸配列 N未満の青色
で囲まれた領域はシグナル配列を示し､3カ所の線色の領域

はシステインリッチドメインを､赤色の領域は膜貫通領域を

示している｡システイン残基の位置は○で示し､アスパラギ

ン結合型糖鎖結合部位は◆で示している｡細胞内領域のチロ

シンリンキナーゼの基質となりうるテロシン残基を▼で示
す｡
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マウスプレキシン2の全長の塩基配列はクローンb2とクローンb14をつな

げることで決定した[塩基配列はDNAデータベース(DDBJ/EMBL/GeneBank

accessionnumberD86949)を参照]0翻訳領域は､580-6231bpの5652塩基対を

含み､これから推定されるポリペプチド鎖は1884アミノ酸残基であった｡ク

ローンb2は5413bp(819-6231bp)の翻訳領域と432bpの3>#翻訳領域を含み､

POly(A)付加シグナル及び､POly(A)配列を持っていた｡CDNAクローンb11の5,

端は翻訳領域内にあり､翻訳領域内の塩基配列はマウスプレキシン2の塩基配

列と一致していた0このクローンb11は3`末端にpoly(A)配列の存在する3kbp

の3`非翻訳領域を持っていた0疎水性解析の結果(Fig.6B)､マウスプレキシン

2はシグナル配列と細胞膜貫通ドメイン(1223-1249アミノ酸残基)を有して

いることが明らかとなった｡

Fig･4に示すように､マウスプレキシン2もその細胞外領域に3回のシステ

イン繰り返し配列を持っている0それぞれのシステインリッチドメインは8個

のシステイン残基を有し､先に述べたような特徴的な繰り返し配列をとってい

た0また､プレキシン2では14カ所のアスパラギン結合型糖鎖結合部位が細

胞外領域に存在していた0マウスプレキシン1と同様に､マウスプレキシン2

もその細胞内領域にはテロシンキナーゼドメインは持っていなかった｡

3-3.プレキシン3

マウスプレキシン3の全長の塩基配列は､クローンc26､クローンc35､クロ

ーンc38の塩基配列にもとづき決定した[塩基配列はDNAデータベーース(DDBJ

/EMBL/GeneBankaccessionnumberD86950)を参照]0シークエンシングの結

果､クローンc26及びc35には翻訳領域内に231塩基対の欠失があることが明

らかとなった(Fig･5黄色部分;3358-3588bp､マウスプレキシン3蛋白質の

1072-1148アミノ酸残基に相当する)0この領域以外では､クローンc26､C35､

C38の塩基配列は完全に一致していた017日胚マウス脳のRNAをテンプレー

トにしたRT-PCRの結果､上述の欠失を伴うものも増幅されてきた｡しかしな
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FIg･5 マウスプレキシン3のアミノ酸配列 N末端の青色

で囲まれた領域はシグナル配列を示し､3カ所の緑色の領域

はシステインリッチドメインを､赤色の領域は膜貫通領域を

示している｡また､膜貫通領域付近の黄色で示された領域は

クローンC26及びクローンC35において欠失されている部位

を示す｡システイン残基の位置は○で示し､アスパラギン結

合型糖領結合部位は◆で示している｡細胞内領域のテロシン

リンキナーゼの基質となりうるテロシン残基を▼で示す｡
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がら欠失を伴わない770塩基対のPCR産物の方が､欠失を伴う539塩基対の

PCR産物に比べ数倍以上多かった(Fig･1D)0このことから､231塩基対の欠失

を伴わないmRNA由来のものをマウスプレキシン3とした｡マウスプレキシン

3は14牛5759bpにわたる5616塩基対の翻訳領域を持ち､推定されるポリペプ

チド鎖は1872アミノ酸残基である0疎水性解析の結果(Fig.6C)､マウスプレ

キシン3もシグナル配列及び細胞膜貫通ドメイン(プレキシン3､1216-1242

アミノ酸残基)を持っていた｡

Fig･5に示すように､マウスプレキシン3においてもその細胞外領域に3回

のシステイン繰り返し配列を持っている｡Clを除きはかのシステインリッチド

メインは8個のシステイン残基を有し､既に述べたような特徴的な繰り返し配

列をとっていた0マウスプレキシン3のClドメインでは9個のシステイン残

基をその領域内に含んでいた010カ所のアスパラギン結合型糖鎖結合部位が

細胞外領域に存在していた0マウスプレキシン1､マウスプレキシン2と同様

に､マウスプレキシン3もその細胞内領域にはテロシンキナーゼドメインは無

い｡

4･プレキシンファミリー分子の構造比較

アフリカツメガエルプレキシン､及び､マウスプレキシン1はその全長のア

ミノ酸配列のレベルにおいて糾%のアイデンティティーを持っていた(Fig.7)｡

細胞外領域の3カ所のシステインリッチドメインにおいてはそのアミノ酸配

列は高く保存されており､62-91%のアミノ酸配列の相同性を有していた｡さら

に､細胞内領域においてはアフリカツメガエルプレキシンとマウスプレキシン

1でおよそ630アミノ酸にわたって94%と非常に高い相同性を持っていた｡

また､システインリッチドメインにおけるマウスプレキシン1とマウスc-Met

蛋白のアミノ酸配列を比較すると､C3ドメインが最も相同性が高く､32切ノのア

イデンティティーがあった｡
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細胞内街域でのアミノ酸の相同性を示している｡



mPLl mPL2 mPL3 mPLl

吉･62%･･▼･- 一一雪
59%･･一手

ヨ
66%

巨

J
由
一
ヱ
t
父
忘
烏
扇
由

L
虐
ち
t
l
む
U
d
L
}
已
Ⅰ

Fig.8 マウスの各プレキシン蛋白質の1次構造の比較｡マウスプレキシン

1(mPLl)､マウスプレキシン2(mPL2)､マウスプレキシン3(mPIJ3)｡細胞
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)｡/トセントは､全長､あるいは､システインリッチドメイン､細胞内嶺

域でのアミノ酸の相同性を示している｡



マウスのプレキシンファミリー間でアミノ酸配列の相同性を比較すると

(Fig.8)､蛋白質の全長にわたって59-66%であり､アフリカツメガエルプレキ

シンとマウスプレキシン2､マウスプレキシン3との相同性はそれぞれ62%､

65%であった｡また､細胞外領域の3カ所のシステインリッチドメインはマウ

スプレキシンファミリー分子間で5ト63(払､細胞内領域は76-83%と非常に高い

アミノ酸配列のアイデンティティーを示していた｡

5.プレキシンファミリー分子の発現

プレキシンファミリー分子の発現様式を明らかにするため､発生期､及び､

生直後のマウスの脳､胸腺､心臓､肝臓､腎臓､骨格筋より全RNAを抽出し､

ノーザンブロツティングを行った(Fig.9)｡マウスプレキシン1は9.5kbのバン

ドを､マウスプレキシン2は10.5kbのバンドを､マウスプレキシン3は7.5kb

のバンドをそれぞれ認識していた｡マウスプレキシン2でPoly(A)+RNAのノー

ザンプロットで検出された9kbと7･2kbのバンド(Fig.2)は検出されなかった

が､これは検出限度以下であったためであると考えられる｡

生後1日目のマウスの各組織における発現はそれぞれ次のようであった｡プ

レキシン1は脳で圧倒的に優勢に発現し､そのほかの組織では腎臓､胸腺､心

臓､骨格筋で発現し､肝臓での発現は検出できなかった｡プレキシン2も特に

脳に強く発現しており､そのほかの組織では心臓､骨格筋､腎臓､肝臓で非常

に弱いながら発現していた0プレキシン3も脳で強く発現がみられ､脳以外で

は腎臓で弱く発現していた｡

発生段階を追って脳での発現をみると､プレキシン1は神経前駆細胞が最終

分裂を行い神経細胞の分化が起こり始めている12日目胚で既に強い発現が

認められた0その後､後期胚から生後に至るまで発生が進行している間は強い

発現を維持しているが､成体になるとその発現は弱まる｡プレキシン2及び3

もプレキシン1とはぼ同様の発現動態を示し､発生中の脳で強い発現を示し､
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Fig.9 ノーザンブロツティングでの各プレキシンのrnRNAの発現｡マウスプ

レキシン1(PLl)､マウスプレキシン2(PL2)､マウスプレキシン3(PL3)｡全

RNA(20/上g/レーン)を泳動し､それぞれ特異的なプローブでハイプリグイ

ズさせた｡下段のパネルは､コントロールとして28SリボソームRNAの量を

示している｡



成体の脳ではその発現が弱くなっていた｡
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Ⅴ.考察

プレキシンファミリーの同定とその構造

本研究では､アフリカツメガエルで見いだされた膜蛋白質プレキシンの相同

分子がマウスにおいても存在することを明らかにしたばかりでなく､マウスに

おいてはプレキシンが分子ファミリー(PlexinFamily)を構成していることを

明らかにした0当研究室の須藤によるゲノムサザンプロットによる解析の結果､

マウスではさらに多くのプレキシンファミリー分子が存在することが示唆さ

れている0本研究ではアフリカツメガエルプレキシンcDNAをプローブに用い

てマウス胎児脳cDNAライブラリーを検索することで､プレキシン1､プレキ

シン2､プレキシン3の3種類の分子を同定したが､最近､須藤により､RT_

PCR法で脳に発現する新たなプレキシン分子(プレキシン4)も同定されてい

る0このようにマウス神経系では少なくとも4種類のプレキシンが発現してお

り､多様な神経回路の形成に関与しているものと推察できる｡

プレキシン2ではノーザンブロッティングで3つの長さの異なるmRNAが

検出された(Fig･2参照)0一方､本研究では3,非翻訳領域の長さの異なる2

個のプレキシン2cDNAクローン(クローンb2､クローーンbll)を単離してい

る(Fig･1参照)0これら2つのクローンの翻訳領域内での塩基配列は一致し

ており､それぞれの3,末端にはpoly(A)付加シグナルとpoly(A)配列が存在す

る0クローンbllとクローンb14を組み合わせるとその長さはおよそ10kbに

なり､クローンb2とクローンb14を組み合わせるとその長さはおよそ7kbに

なる0このことから､主要な10･5kbのmRNAと7･2kbのmRNAは､fX)1y(A)付

加サイトの違いによって生じた3,非翻訳領域の長さの違いと考えることがで

きる0しかしながら､本研究では9kbのmRNAに相当するcDNAクローンが得

られていないため､翻訳領域内でのスプライシングによるアイソフォームが存

在する可能性が残されている｡
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プレキシン3ではRT-PCR及びcDNAクローーンの解析の結果から2種類のア

イソフォームが存在することが明らかとなった｡ノーザンブロッティングでプ

レキシン3に相当するバンドがブローードであったのはこのためであると考え

られる0プレキシン3のアイソフォームが時間的空間的にどのように制御され

た発現を示すのか､アイソフォームによる機能的な差は存在するのかは､今後､

解明されなければならない問題である｡

アフリカツメガエルプレキシン及びマウスプレキシンファミリー分子間で､

細胞外のシステインリッチドメインは非常によく保存されていた｡3種のプレ

キシンすべてにおいて､それぞれのシステインリッチドメインは8個の(マウ

スプレキシンのClのみ9個)のシステイン残基の繰り返し配列からなり､そ

れはHGF(肝細胞増殖因子)受容体(Bottaroetal･,1991)であるc-Metとの相

同性が認められた0細胞成長因子受容体の細胞外領域に存在するシステイン残

基の繰り返し配列は一般的にリガンドとの結合に重要であると考えられてい

る(Ullrichetal･,1984,1985;Parketal･,1987;BottNOetal･,1991)｡プレキシン蛋白

質とc-Met蛋白質のシステインリッチドメインにおける構造上の類似から､プ

レキシンが成長因子受容体としての機能をはたしている可能性も考えられる｡

しかしながら､プレキシンの細胞内領域はファミリー間で非常によく保存され

ているにも関わらず､そこには成長因子受容体の最も重要な機能ドメインであ

るチロシンキナーゼドメインは存在しない0また､C-Met桜紙胞成長因子受容

体に特徴的な蛋白質の分解を生じるプロセシング部位の配列(Lys-Arg-Arg-Lys-

Arg-Ser;Chanetal,1988)はプレキシンの細胞外領域には存在しない｡このよう

なことから､プレキシンは細胞成長因子の受容体であるとは考えにくい｡

プレキシンの細胞内領域はおよそ630アミノ酸残基からなり､アフリカツメ

ガエルプレキシンとマウスプレキシン1の間でアミノ酸配列のレベルで94%

のアイデンティティーを示し種間を越えて非常によく保存されている(80%前

後のアミノ酸配列のアイデンティティー)0またマウスプレキシンファミリー

分子間でも非常によくその配列が保存されている0また､C末端付近には2カ
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所テロシンキナーゼrFig･3～5,▼印;コンセンサス配列(Arg/Lys-X(2,3)-Asp/

Glu-X(2,3)-Tyr);Hunter,1982;Cooperetal,1984]の基質となりうる配列がすべ

てのプレキシンファミリー分子において保存されている｡このようにプレキシ

ンファミリーの細胞内領域は非常に高く保存されているにも関わらず､既知の

分子とのホモロジいは全く見いだせない｡そのため､プレキシンの細胞内領域

がどのような役割を担っているのか不明である｡

本研究によりマウスにおいてプレキシン1､プレキシン2､プレキシン3と

3種類のプレキシンファミリー分子が存在することを示したが､アフリカツメ

ガエルにおいてマウスのプレキシン2及びプレキシン3に相当する分子が存

在するのかは不明である0最近､ヒトにおいてプレキシンに相当する分子群

(Met関連分子群)が存在することが報告された(Maestrinietal,1996)｡ヒトの

Met関連分子NOVは､その全長の塩基配列及びアミノ酸配列は明らかになって

いないが､プレキシン1のC末端側約半分(アミノ酸残基769-1530)と96%ア

ミノ酸配列のアイデンティティけがあり､プレキシン1のと卜相同分子である

と考えられる0また､ヒトMet関連分子∝T及びSEXはそれぞれプレキシン

2及びプレキシン3と同一の分子であると考えられる｡OCrのcDNA断片(マ

ウスプレキシン2のアミノ酸1126-1561に相当する)がクローニングされてお

り､マウスプレキシン2と98%のアミノ酸配列の相同性があることが明らかと

なっているosEXについてはその全長の配列が報告されており､マウスプレキ

シン3と全長のアミノ酸配列が94%同一である｡

これらのことは､プレキシンがアフリカツメガエル､マウス､ヒトを含む脊

椎動物で進化的に広く分布している膜蛋白質であり､少なく-と･もマウスとと卜

においては分子ファミリー(Plexin/SEXfbmily)を構成していることを示してい

る｡

プレキシンファミリー分子の予測される機能
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アフリカツメガエルにおける研究から､1)プレキシンはカルシウムイオン

依存的なホモフィリックな細胞接着分子であること(Ohtaetal,1995)､2)プレ

キシンはアマクリン細胞と神経節細胞がシナプス結合をする内網状層に局在

して発現し､アマクリン細胞の突起と神経節細胞の樹状突起との接着に関与し

ていること(Ohtaetal,1992)､3)プレキシンは喚神経線維の選択的な軸索束形

成に関与していること(Satodaetal,1995)､4)プレキシンが特定の神経回路を

構成するすべての神経要素において発現する(Ohbetal,1995)ことが明らかと

なっている0 このようなことから､プレキシンはホモフィリックな細胞接着性

により､軸索の束形成や神経細胞相互の接着､あるいはシナプス結合の形成や

維持に関与している可能性が考えられる｡

本研究におけるノーザンプロット解析の結果､プレキシン1､プレキシン2､

プレキシン3はともに発生期のマウス脳において強い発現が認められた｡ノー

ザンプロット解析では脳全体でのプレキシンの発現消長しか追跡することは

できない0個々のプレキシン分子が発生途上の神経系のどこで発現するのかを

明らかにするためには′′=血ハイプリグイゼーション法による解析が不可欠

である0当研究室の村上との共同研究により､f′=血ハイプリグイゼーション

による各プレキシンのmRNAの発現の解析が進行している｡マウスプレキシン

1は副嘆党系と聴覚系において､この神経回路を構成する感覚器官から中枢の

神経核などすべての神経要素でmRNAが検出されている｡マウスプレキシン2

は､一般体性感党系を構成するすべての神経要素に発現が認められる｡マウス

プレキシン3では末梢の神経節において強い発現が認められている｡このよう

に発生途上の神経系で､個々のプレキシン分子が違った神経回路に選択的に発

現していることから､プレキシンが特定の神経細胞間の相互認識や接着に関与

し､特定の神経回路の形成や維持に重要な役割を果たしているものと推察され

本研究ではマウス神経系で複数のプレキシンファミリーー分子が発現するこ

とを明らかにしたが､プレキシンの機能については不明である｡アフリカツメ
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ガエルでは､プレキシンはカルシウム依存性のホモフィリックな細胞接着分子

であることが明らかとなっている(0虹betal,1995)｡従って､マウス神経系で

のプレキシン分子の機能を理解するうえで､マウスプレキシンが細胞接着能を

持っているのか､また､異なるタイプのプレキシンで細胞接着の特異性はある

のかを明らかにすることは重要である｡細胞接着性を解析するためには株細胞

にそれぞれのプレキシンを強制発現させ､旋回培養する手段が有効である｡こ

のためには､プレキシンを発現する細胞を識別するための抗体(抗プレキシン

抗体)を作製することが不可欠である｡既に､附図1Aに示すように､プレキ

シン1の細胞外領域の一部を大腸菌で発現させ､それを抗原にしてポリクロー

ナル抗体を作製した｡さらに､この抗体を用いてマウスプレキシン1を強制発

現させた細胞株の確立を試み､附図1Bに示すように､脳内に存在するプレキ

シン1とほぼ同じ分子量のプレキシン1蛋白質を発現する株細胞を分離して

いる0今後､この様な強制発現細胞株を用いてプレキシン1については細胞接

着性を明らかにすることが可能であると考える｡神経系の膜蛋白質は神経細胞

上の特定の部位に局在して機能していることが多く､プレキシンの機能を理解

するうえには､それぞれのプレキシンを特異的に認識する抗体を作製し､プレ

キシン蛋白質の局在を正確に把握することも重要である｡

さらに､プレキシンの機能を明らかにするためには標的遺伝子破壊､トラン

スジェニックマウスの作出などの手段が不可欠である｡本研究でマウス神経系

に発現するプレキシン分子ファミリーが同定されたことで､このような発生工

学的､遺伝子工学的な解析の道が開けたものが考えられる｡今後､生体内でプ

レキシンの機能を改変し､その機能を明らかにしていくことを通して､多様な

神経回路網の形成機構の一端が明らかにされると考えられる｡
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抗原領域

附図1 抗マウスプレキシン1抗体の作成に用いた抗原額域と

得られた抗体によるウエスタンプロット

17E]胚脳とプレキシン1発現細胞をSDS-PAGEしたもの｡
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