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は じ め に

ヒトなど高等生物には高度に発達した神経回路が張り巡

らされ，種々の情報伝達が行われている．神経回路を構成

する個々の神経細胞は，軸索と呼ばれる“手”を伸ばして，

標的となる他の神経細胞の樹状突起と相互作用している．

神経回路が正常に機能するためには，神経細胞同士が正し

い組み合わせで“手”をつなぐことが重要であり，発生・

分化の過程で軸索は誘引されたり反発を受けたりしてナビ

ゲーションされて所定の「接続」を果たす．誘因や反発を

引き起こすのは，軸索の周りに細胞外可溶性分子として，

あるいは別の細胞上に膜タンパク質として存在する様々な

分子群で，ガイダンス因子と呼ばれ，誘因因子（attractant）

と忌避因子（repellant）がある．本稿で取り上げるセマフォ

リンは，最も有名なガイダンス因子の一つである１）．セマ

フォリンの中で神経軸索の忌避因子として最初に同定され

たセマフォリン３Aは，細胞外へと分泌される可溶性のタ

ンパク質であったが２），その後，セマフォリン３Aと相同

な細胞外領域を持つ膜貫通型のホモログも多数見つかっ

た３～７）．それらホモログのドメイン構成は多種多様である

が，いずれもアミノ末端領域に“セマ（sema）ドメイン”

と呼ばれる相同な領域を持つという点は共通している．こ

れまで見つかっているセマフォリンファミリーは八つのク

ラスに分類され，このうち１と２は無脊椎動物に，そして

３から７は脊椎動物に存在し，残りの一つはウィルスが

コードするホモログである８）．それぞれのクラスはさらに

複数のメンバーからなり，たとえばヒトではクラス３～７

で合計２１種類のセマフォリンを持つ．セマフォリンの受

容体としては，ニューロピリンとプレキシンというまった
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特集：過渡的複合体が関わる生命現象の統合的理解
―生理的準安定状態を捉える新技術と応用―

神経軸索の伸長を司るガイダンス因子セマフォリンの
シグナル伝達における過渡的複合体形成

禾 晃 和１，＊，高 木 淳 一１

細胞表面受容体の多くは，過渡的とも言える弱い相互作用を巧みに利用することで，細

胞外からのシグナルを細胞内へと伝えている．神経軸索の伸長を制御するセマフォリンと

プレキシンも，そのような準安定的な分子間相互作用によってシグナル伝達を制御してい

るリガンドと受容体のペアであることが，筆者らの研究から明らかになった．一連の構造

解析から，シグナル伝達前のプレキシンは，非常に弱い相互作用によってホモ二量体構造

をとっている一方，シグナル伝達時には会合状態が劇的に変化し，セマフォリンとの間で

ヘテロ四量体構造を形成する可能性が示された．細胞外におけるプレキシンの会合状態の

変化は「てこの原理」によって細胞内へと伝わり，シグナル伝達の引き金になるものと考

えられる．本稿では，過渡的な分子間相互作用の姿が結晶解析によって明らかになった一

例として，セマフォリンとプレキシンの構造研究を紹介する．
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く異なる２種類の I型膜タンパク質が知られている８）．セ

マフォリンの多様性に合わせて，受容体側にも多くの種類

があり，ほ乳類はニューロピリンを二つ（ニューロピリン

１と２），プレキシンについては四つ（A～D型）持ち，し

かもプレキシンはサブタイプを合わせるとヒトでは９種類

存在する８）．基本的にはあるセマフォリンは特定の型のプ

レキシンによって認識されており，細胞や組織に依存し

て，特定のセマフォリンとプレキシンのペアのみがシグナ

ル伝達を行うことができる．上述のセマフォリン３Aで

は，ニューロン上の A型プレキシンが忌避性シグナルを

伝達することが知られている９）．ところがセマフォリン３A

に対する細胞上の高親和性受容体はプレキシンでなく

ニューロピリン１である１０～１３）．セマフォリン３Aはニュー

ロピリンと A型プレキシンが細胞上で形成する特殊な複

合体を介して細胞内へシグナルを伝えるという考えが提唱

されているが１４），その分子メカニズムはよくわかっていな

い．いずれにしろ，この補助受容体としてのニューロピリ

ン要求性はすべてのセマフォリンに共通ではなく，セマ

フォリン６Aを含む多くのセマフォリンはニューロピリン

非依存的にプレキシンと直接相互作用し，単独でシグナル

伝達を行うことができる１５）．プレキシンの１２００アミノ酸

にも及ぶ大きな細胞外領域は複数のドメインからなるモ

ジュラー構造をしているが，個々のモジュールは実はリガ

ンドであるセマフォリンと共通点が多く，たとえばプレキ

シンのアミノ末端にもセマドメインが存在する．また，セ

マドメインのカルボキシル末端側には，Plexin-Semaphorin-

Integrin（PSI）ドメインと呼ばれる小型のドメインがある

が，その名が示す通り，このドメインはセマフォリンの細

胞外領域にも存在している．一方，プレキシンの細胞質側

の領域には GTPase-Activating Protein（GAP）ドメインが

存在し，このドメインが細胞内でのシグナル伝達を制御し

ていると考えられている１６）．

セマフォリンは，軸索伸長の反発因子として発見された

ものであるが，その後の研究から，血管新生や心臓形成，

免疫系の活性化，骨代謝など，様々な生命現象に関与する

ことが続々と明らかになっている１７～２１）．これらの知見は，

セマフォリンシグナルが，ヒトなど多細胞生物の形態形成

と機能維持において重要なシグナル伝達系であることを示

している．実際，このセマフォリンシグナルの異常がが

ん８）や自己免疫疾患２２，２３）などにも関わっていることが分かっ

ており，セマフォリンシグナルの作用機序の解明と，それ

に基づくシグナル伝達の制御は医学的にも重要な課題であ

ると言える．

セマフォリンシグナルに関わる分子群のうち，すでにセ

マフォリンやニューロピリンに関しては細胞外領域の構造

研究が進んでいた２４～２８）．その一方で，プレキシンに関して

は，細胞質領域の構造は報告されていたものの２９，３０），セマ

フォリンとの相互作用に関与する細胞外領域の構造は報告

されていなかった．このため，シグナル伝達時にセマフォ

リンが受容体とどのようなストイキオメトリーおよびコン

フォーメーションで結合するのか，そしてセマフォリンと

プレキシンの相互作用が如何にして細胞内シグナル伝達へ

と結びつくのかということは全くもって不明であった．そ

こで筆者らは，セマフォリンとプレキシンのファミリーの

中からセマフォリン６Aとプレキシン A２のペアを取り上

げ，構造解析を行うこととした．セマフォリン６Aは，無

脊椎動物型のクラス１セマフォリンと相同性が高く，ま

た，ニューロピリン非依存的にプレキシンに結合してシグ

ナル伝達を行うことから，脊椎動物が持つセマフォリンの

プロトタイプとも考えられる分子である６）．筆者らは，セ

マフォリン６Aとその受容体プレキシン A２を，セマフォ

リンシグナルの伝達機構を理解するためのモデルとして捉

え，X線結晶構造解析に取り組んだ３１）．

１． セマフォリン６A細胞外領域の結晶構造

シグナル伝達機構を理解するためには，受容体とリガン

ドがシグナル伝達の前後でどのような構造変化を起こすか

を調べることが重要である．そこで，筆者らは，まずシグ

ナル伝達前の状態の情報を得るため，受容体とリガンドそ

れぞれ単独での構造解析に取り組むこととした．リガンド

として働くセマフォリン６Aは I型の膜タンパク質であ

り，細胞外領域にセマドメインと PSIドメインを一つずつ

持つ．細胞外領域には PSIドメインに続いてリンカー様の

領域があり，さらに膜貫通領域へとつながっている（図１

a）．本研究では，これらのドメインのうち，アミノ末端に

存在するセマドメインから PSIドメインまでの５５０残基の

領域を可溶性断片として発現させることとした．膜タンパ

ク質の細胞外領域には，分泌タンパク質と同様に，糖鎖修

飾やジスルフィド結合など様々な翻訳後修飾が施される．

一次構造の解析から，セマフォリン６Aのセマドメインに

も六つの N型糖鎖修飾部位があり，また多数のジスル

フィド結合が形成されていることが予想された．本研究で

は，出来るだけ天然状態に近い構造をとったタンパク質を

発現させるために，動物由来の培養細胞を発現系として用

いることとした．また，付加される糖鎖の化学構造が不均

一であると良質の結晶が得られない可能性もあるので，化

学構造が整った N型糖鎖が付加されるよう，糖鎖修飾系

に変異をもつ細胞株 CHO lec３．２．８．１株３２）を用いて発現を

行った．培養上清に分泌されたセマフォリン６Aの細胞外

領域断片をアフィニティークロマトグラフィーとゲル濾過

クロマトグラフィーによって単離精製し結晶化を行った結

果，最終的に２．５A°分解能で構造を決定するに至った（図

１b）．

セマフォリン６A細胞外断片のうち，アミノ末端に存在
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するセマドメインは，７枚の羽根（βシート）からなる β-

プロペラー構造を取っていた．そして，１枚目と２枚目の

羽根の間と５枚目の羽根の内部には，非常に長い挿入ルー

プが２カ所あることも分かった（これらをそれぞれ Extru-

sion１,２領域と呼ぶ）．上述のようにセマドメインには６カ

所の N型糖鎖修飾のコンセンサス配列があるが，これら

のうち５カ所については Asn残基の側鎖に続く電子密度

が観測され，糖が付加されていることが確かめられた．残

りの１カ所（Asn-４９）についてはディスオーダーしている

ループ領域の内部に存在していたため，電子密度から糖鎖

の有無を判別することは出来なかった．しかしながら，

ループの可動性が高いこと自体が糖鎖修飾の存在を強く示

唆しているものと思われ，この部位にも糖鎖は結合してい

るものと思われる．セマドメインに続く PSIドメインは

５０残基ほどの非常に短いドメインであるが，三つのジス

ルフィド結合によって結びつけられた，コンパクトな球状

の構造をとっていた．PSIドメインはプロペラーの６枚目

の羽根の側面に位置し，セマドメインと密に相互作用して

いた．

セマフォリン６Aの結晶解析では，比較的多くの結晶化

条件が見つかり，三つの異なる条件から，構造決定可能な

分解能の回折データが得られた．それら三つの条件の結晶

は異なる空間群に属していたが，すべて非対称単位と呼ば

れる独立領域にセマフォリン６Aの二量体を含んでおり，

それらの二量体の構造は三つの条件でほぼ一致しているこ

とが分かった．上述のようにセマフォリン６Aのセマドメ

インは，β-プロペラー構造をとっている．そして，結晶内

で見つかった二量体では，そのセマドメインがプロペラー

の面と面を合わせるように配置しており，いわば「Face-to-

face」型の二量体を形成していた（図２a）．我々がセマフォ

リン６Aの解析を行う以前，同じセマフォリンファミリー

に属するセマフォリン３A２５）と４D２４）の細胞外断片の結晶構

造が決定されていたが，これら他のクラスのセマフォリン

についても，今回我々が決定したものとよく似た「Face-to-

face」型の二量体構造が結晶中で形成されていた．元々配

列が相同なセマフォリン分子同士が同じような配置の二量

図１ セマフォリン６Aとプレキシン A２のドメイン構成と結晶構造
（a）セマフォリン６Aとプレキシン A２は，ともにモジュラー状の細胞外領域を持ち，いずれも N
末端にセマドメインと PSIドメインを有する．受容体であるプレキシン A２の細胞質側には GAP
ドメインがあり，細胞内シグナル伝達を制御していると考えられる．（b）セマフォリン６Aの細胞
外領域断片の結晶構造．セマドメインと PSIドメインを含む．セマドメインは７枚の羽根からなる
β-プロペラー構造（灰色のリボン図で示した．また，各ブレードの横に番号をふった．）をとって
おり，Extrusion１,２（黒色）という二つの特徴的な挿入領域を持つ．PSIドメイン（黒色）は小型
の球状ドメインであり，プロペラーの６枚目の羽根の側面に位置している．（c）プレキシン A２の
細胞外領域断片の結晶構造．セマフォリン６Aと基本構造はよく似ており，Extrusion１,２に加えて
Bulgeループ（黒色）と呼ぶ挿入領域がある．
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体構造をとることは何ら不思議なことではないと受け止め

られるかもしれない．しかしながら，配列が相同なセマ

フォリンファミリーの間で，この二量体化に関わる領域は

決して相同性が高い訳ではなく，またインターフェースを

形成する相互作用の質（水素結合，イオン結合，疎水性相

互作用などの使われ方）も全く異なっている．これらの知

見は，セマフォリンファミリーがホモ二量体構造をとると

いう選択圧の元に進化してきたことを示しているとも考え

られる．セマフォリンファミリーの分子が，共通の性質と

する「Face-to-face」型のコンフォーメーションは，セマフォ

リンの生理的な機能と密接な関係があるものと考えられ

る．そこで，筆者らは次に示すような機能解析を行うこと

とした．

２．「Face-to-face」型のホモ二量体構造をとった

セマフォリンがプレキシンを活性化する

「Face-to-face」型のコンフォーメーションと生理的機能

の関連を考える場合，これがプレキシンを活性化する際の

コンフォーメーションであるという可能性がまず考えられ

る．しかしながら，セマフォリン３Aを解析したグループ

は，受容体活性化時にはセマフォリンは二量体から単量体

へと解離し，プレキシンと結合するという説を提唱してい

た２５）．実際に，セマフォリン６Aに関しても，二量体化の

親和性はそれほど高くなく，超遠心分析で二量体化の解離

定数を見積もったところ３．５µMとなることが分かった．

そこで筆者らは，単量体と二量体のいずれが活性型の構造

であるかを調べるため，二量体を固定化する変異体を作製

し，野生型との間で受容体活性化能を比較することとし

た．

セマフォリン６Aの二量体の固定化は，分子間ジスル

フィド結合の導入によって行った．結晶構造に基づいて二

量体のインターフェースを調べたところ，互いのMet-４１５

が近接した位置にあることが分かったので，これを Cys

に置換した変異体を作製した．するとM４１５C変異体は予

想通り分子間ジスルフィド結合による安定な共有結合性二

量体を形成した．次に培養細胞にプレキシンを発現させ，

これにセマフォリン６A細胞外断片の野生型と二量体化変

異体を添加した．これはコラプスアッセイと呼ばれる実験

で，受容体プレキシンを介して，セマフォリン６Aのシグ

ナルが伝わると，細胞骨格に変化が生じ細胞は収縮する

（図３a）．野生型とM４１５C変異体の両方について，濃度を

変化させてプレキシン発現細胞に添加すると，野生型では

添加した可溶性断片の終濃度が µMを越えなければ細胞の

収縮が見られなかった一方で，M４１５C変異体では２桁低

図２ 結晶構造で見られたセマフォリン６Aとプレキシン A２のホモ二量体構造とシグナル伝達複
合体の結晶構造

（a）セマフォリン６Aの細胞外領域は，β-プロペラーの面と面を介して，「Face-to-face」型のホモ二
量体構造を形成する．（b）シグナル伝達前のプレキシン A２の細胞外領域は，β-プロペラーの側面
を介して「Head-on」型のホモ二量体構造を形成すると予想される．（c）シグナル伝達時のプレキ
シン A２は，セマフォリン６Aとの間で２：２のヘテロ四量体を形成する．それぞれの会合体の解離
定数を図中に示した．

９４１２０１１年 １０月〕



い１０nMオーダーの添加量でも細胞収縮が見られた（図３

b）．上述のように野生型のセマフォリン６A断片は，解離

定数３．５µMで単量体と二量体の平衡状態にあることが分

かっており，受容体の活性化に必要な濃度と解離定数の間

に高い相関が見られる．M４１５C変異体では二量体構造が

保たれているため低濃度の条件でも活性を示す一方，野生

型では添加量が少ない場合，二量体から単量体に解離して

しまい，結果として活性が低下するということをアッセイ

の結果は示しているものと考えられる（図３c）．以上のこ

とから筆者らは，セマフォリンファミリーで共通する

「Face-to-face」型の二量体構造は，プレキシン受容体を活

性化するためのコンフォーメーションであると結論付け

た．

３． プレキシンのセマドメインも

ホモ二量体構造を形成する

筆者らは続いて，受容体であるプレキシン A２について

も単独での構造解析に着手した．プレキシン A２もセマ

フォリン６Aと同様に I型の膜タンパク質であり，非常に

長いモジュラー状の細胞外領域を有する（図１a）．アミノ

末端には，セマフォリンと同じように，まずセマドメイン

があり，その後ろに PSIドメインとイムノグロブリン様

（Ig-like）ドメインが交互に３回繰り返された後，さらに

Ig-likeドメインが３個連結されている．本研究では，セマ

フォリンと結合する領域の構造情報を得るため，プレキシ

ン A２に関してもセマドメインと PSIドメインを一つ含む

領域までを可溶性断片として発現させ，構造決定を行うこ

ととした．セマフォリン６Aと同様に，糖鎖修飾系に変異

を持つ動物細胞（HEK-２９３GnTI-株）３３）を用いてタンパク質

図３ 二量体化変異体を用いたコラプスアッセイ
（a）プレキシン発現細胞に活性型のセマフォリンを添加すると細胞収縮が見
られる．（b）セマフォリンの添加量と細胞収縮率の関係．二量体化変異体
（M４１５C）は，野生型に比べて２桁低い濃度でも細胞収縮が見られた．（c）野
生型及び二量体化変異体の溶液内での会合状態．野生型の解離定数は～３．５
µMで単量体と二量体の平衡状態にあるため，低濃度の条件では単量体に解
離し不活性型になるものと考えられる．一方，M４１５C変異体は，分子間ジス
ルフィド結合によって活性型のコンフォーメーションに固定されているた
め，低濃度の条件でも細胞収縮活性を示す．
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を発現させ，結晶解析を行った結果，最終的に２．１A°分解

能で構造を決定することが出来た（図１c）．プレキシン A２

断片の構造は，配列相同性からも予想された通り，セマ

フォリン６Aの構造と非常によく似ていた．セマドメイン

は７枚の羽根からなる β-プロペラー構造をとり，やはり１

枚目と２枚目の羽根の間，そして，５枚目の羽根の内部に

長い Extrusion領域を有する．ただし，これらの Extrusion

領域のコンフォーメーションは，セマフォリン６Aのもの

とは大きく異なっており，よく似た β-プロペラー構造の

中にあってセマフォリンとプレキシンの違いを際立たせて

いる．そして，さらにもう一つセマフォリンの構造と異な

る点として，プレキシン A２には３枚目の羽根の内部にも

特徴的なループ領域があり，プロペラー構造の外に大きく

突き出した構造をとっていた（以降，このループを Bulge

ループと呼ぶ）．

プレキシン A２単独での構造解析から得られた情報の中

で，最も予想外であったことは，プレキシン A２のセマド

メインも二量体構造をとるということであった．プレキシ

ンファミリーに関しては，細胞内に存在する GAPドメイ

ンが二量体化するという説はこれまでも提唱されていた

が，細胞外においてセマドメインを介して二量体化すると

いう報告はこれまで無かった．我々の解析した結晶では，

結晶格子の非対称単位内に２分子のプレキシン A２断片が

存在しており，それらは２回対称によって関係付く配置を

とっていた．そして，このプレキシン A２の二量体構造

は，セマフォリンファミリーで見られる「Face-to-face」型

とは全く異なるものであった．結晶格子内の２分子のプレ

キシン A２は，プロペラーの側面を向かい合わせて，あた

かも頭突きしたかのような「Head-on」型の二量体構造を

形成していた（図２b）．この二量体化のインターフェース

は，二つの Extrusion領域とプロペラーの側面が作る比較

的平坦な分子表面であった．そして，先に述べたプレキシ

ン A２に特徴的な Bulgeループが，この二量体化の相互作

用において重要な役割を担っていることも分かった．

Bulgeループはインターフェースの中心に位置して，結合

パートナーの分子表面のくぼみに深くはまり込んでいた．

Bulgeループの先端には保存された Asp-２２０と Phe-２２１が

あるが，それぞれ静電的相互作用と疎水性相互作用を形成

し，結合の安定化に寄与していた．

結晶解析によって予想外なホモ二量体構造が見つかった

ことから，この二量体形成が細胞膜上でも起こりうるもの

かどうか考えてみた．プレキシン A２のセマドメインが

「Head-on」型の二量体構造をとる場合，二つの分子のカル

ボキシル末端は，互いに反対側に向くことになる．プレキ

シンは膜タンパク質であり，同じ細胞上に発現している分

子の間の cisの二量体形成を考えると，互いのカルボキシ

ル末端が真反対に位置することは，膜に対するトポロジー

の観点から望ましくないように思える．しかしながら，プ

レキシンの細胞外領域には複数の PSIドメインと Ig-like

ドメインがモジュラー状に連なっているため（図１a），こ

の領域が折れ曲がって膜貫通領域へとつながっているとす

れば，膜近傍ではカルボキシル末端同士が同じ向きに並ぶ

ことが可能である．また，このホモ二量体化のインター

フェースの表面積を計算すると，約１，７００A°２と見積もら

れ，生理的に意味のあるタンパク質間相互作用面の目安と

される表面積の範囲（１，２００―２，０００A°２）３４）に入っていること

も分かった．さらに，このプレキシン A２の細胞外断片を

用いて超遠心分析を行い，溶液状態で多量体化が見られる

かどうかの検討も行った．沈降平衡法によって解析した結

果，濃度依存的な分子量の増加が見られ，二量体化の傾向

があることが確かめられた．しかしながら，親和性は極め

て低く，解離定数は少なく見積もっても６０µM以上と算

出された．可溶性タンパク質同士の親和性を議論する場

合，解離定数が数十 µMの相互作用というのは非常に弱

く，生理的にはほとんど意味のないものと見なされること

が多い．しかしながら，このプレキシン A２のセマドメイ

ンは３次元拡散をする可溶性タンパク質ではなく，膜上に

固定されているタンパク質の一部である．２次元にしか拡

散せず，また膜面からの高さも制限された膜タンパク質の

細胞外ドメイン同士であれば，非常に低い親和性でも特異

的な相互作用を形成する可能性は十分にあると考えられ

る．以上のことから判断し，筆者らは結晶中で見出された

プレキシン A２細胞外断片の二量体構造は，膜上での生理

的な状態を反映した構造である可能性が高いという結論に

至った．

４． セマフォリンとプレキシンは，２：２のヘテロ四量体

の複合体を形成する

セマフォリン６Aとプレキシン A２，それぞれ単独での

構造解析に続いて，二つのタンパク質のシグナル伝達状態

の構造を調べるべく，複合体の結晶解析に取り組んだ．二

量体化変異体を用いた活性測定から，セマフォリン６Aは

複合体においても「Face-to-face型」の二量体構造をとる

ことが予想されるが，プレキシン A２がどのようなコン

フォーメーションでセマフォリン６Aに結合するのかは全

くもって不明である．プレキシン A２も「Head-on」型の

二量体構造を保ったままセマフォリン６Aに結合する可能

性もあるだろうし，二量体から単量体に解離して結合する

可能性もある．また，単量体に解離するとすれば，どのよ

うな量比でセマフォリン６Aと結合するのかということも

問題となる．

タンパク質分子同士の複合体を結晶化させる場合，二者

が安定な複合体を形成するならば，クロマトグラフィーな

どの分離操作で複合体のみを単離して結晶化する方が望ま
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しい．しかしながら，セマフォリン６Aとプレキシン A２

のヘテロフィリックな相互作用も解離定数は２µM前後と

見積もられており，結合はそれほど強くない．また，セマ

フォリン６Aの「Face-to-face型」の二量体も解離・会合の

平衡状態にあるため，ゲルろ過クロマトグラフィーなどカ

ラム操作によって複合体を分画することは非常に困難で

あった．そこで，本研究では，分離操作は行わず，二者を

単純に混合するだけで結晶化条件の探索を行った．その結

果，セマフォリン６Aとプレキシン A２をモル比１：１で混

合した条件で，再現良く複合体結晶が得られる条件が見つ

かり，最終的に３．６A°分解能で構造を決定するに至った．

構造解析の結果，セマフォリン６Aとプレキシン A２は

２：２のヘテロ四量体構造を形成することが明らかになっ

た（図２c）．セマフォリン６Aは予想通り，「Face-to-face」

型の二量体構造を保持しており，このコンフォーメーショ

ンが活性型，すなわちシグナル伝達型であることが改めて

確かめられた．ところがそれとは対照的に，プレキシン A２

は単量体に解離し，１分子ずつ独立にセマフォリン６Aの

二量体に結合していた．その相互作用面を見てみると，プ

レキシン A２は，「Head-on」型のホモ二量体形成の時と同

じ，β-プロペラーの側面を用いてセマフォリン６Aに結合

しており，あたかもプレキシン A２同士のホモフィリック

な結合から，セマフォリン６Aとのヘテロフィリックな結

合へと結合相手を交換しているかのようにも見えた．この

プレキシン A２の相互作用面は，前述のように，二つの

Extrusion領域と β-プロペラーの側面が形成する平坦な分

子表面であり，Bulgeループはこのヘテロフィリックな相

互作用においても中心的な役割を担っていた．すなわち

Asp-２２０と Phe-２２１が，セマフォリン６Aとの結合におい

てもそれぞれ静電的相互作用と疎水性相互作用に関わり，

結合の安定化に寄与していた．一方，セマフォリン６A側

のプレキシン結合面としては，ちょうどプレキシンのそれ

と相同な領域，すなわち Extrusion領域とプロペラーの側

面が作る平坦な分子表面が使われていた．当然ながら，こ

のヘテロ相互作用面とホモ（Face-to-face）相互作用面は完

全に独立で，分子表面で別々の領域に位置していた．前述

のように，セマフォリンとプレキシンにはそれぞれ複数の

クラスが存在し，特異的に相互作用するものの組み合わせ

は決まっている．Extrusion領域は，セマフォリンとプレ

キシンの個性を際立たせている領域だと上で述べたが，そ

れと同時に，セマフォリンとプレキシンの結合特異性を決

定している領域であるとも考えられる．

５．２：２のヘテロ四量体構造は細胞膜上での

シグナル伝達複合体の構造を反映している

筆者らは，結晶構造において見出された相互作用が細胞

膜上での相互作用を反映したものかを検証するため，細胞

を用いた結合実験に取り組んだ．この実験では，アルカリ

フォスファターゼ（AP）融合タンパク質として発現・精

製したセマフォリン６Aをプレキシン発現細胞に添加し，

APの発色反応を利用して結合量を評価した．前述のよう

に，セマフォリン６Aはホモ二量体構造を保持した状態で

プレキシンと相互作用し活性化を行うが，その一方で細胞

外断片のホモ二量体化の親和性はそれほど高くない．その

ため，セマフォリン６Aの細胞外領域断片を低濃度で添加

する場合，容易に単量体に解離してしまい，プレキシンと

の結合が検出出来ない可能性もあった．しかしながら，都

合が良いことに，融合させた APは安定なホモ二量体とし

て存在するタンパク質であるため３５），セマフォリン６Aの

二量体構造も同時に安定化され，低濃度で添加した条件で

もプレキシン A２と相互作用することが可能となった．セ

マフォリンとプレキシンの両方について変異体を作製し結

合実験を行った結果，静電的相互作用に関与する残基を逆

の電荷を持つものに変異させたものや，相互作用面に糖鎖

修飾を導入した変異体については，結合が弱まることが確

かめられた．特に，セマフォリン６Aの Lys-３９３とプレキ

シン A２の Asp-１９３の間に形成された塩橋を破壊した変異

体の相互作用解析では興味深い知見が得られた．セマフォ

リン６Aの Lys-３９３を Gluに置き換えた変異体（K３９３E）

とプレキシン A２の Asp-１９３を Lysに置き換えた変異体

（D１９３K）を作製し結合実験を行ったところ，セマフォリン

６Aかプレキシン A２のいずれか一方のみを変異体にした

組み合わせでは結合が見られなかったものの，K３９３E変

異体と D１９３K変異体を組み合わせたものについては再び

結合が見られるようになった（図４）．この結果は，一方

のみが変異体の場合は電荷の反発が起きてしまうが，二つ

の変異体を組み合わせた場合は塩橋が形成され，親和性が

回復したことを意味していると考えられる．これらの知見

から，Lys-３９３と Asp-１９３の間に形成されている塩橋が複

合体の安定化に大きく寄与していることが示唆される．

また，我々は同様のアッセイ系を利用することで，シグ

ナル伝達におけるニューロピリンの役割を検証するための

実験を行った．前述のように，セマフォリン６Aとは異な

り，セマフォリン３Aはプレキシンへの結合と活性化のた

めに共受容体であるニューロピリンを必要とする．我々は

セマフォリン３Aに関しても AP融合タンパク質を調製し，

まず，脊髄後根神経節ニューロンを用いたコラプスアッセ

イによって，受容体の活性化能の評価を行った．その結

果，プレキシンとの相互作用部位と予想される残基に変異

を導入したセマフォリン３Aはシグナル伝達活性が著しく

低下することが分かり，セマフォリン３Aがセマフォリン

６Aと同じインターフェースを用いて，プレキシンと相互

作用していることが確かめられた（図５a）．またこれと並

行して，ニューロピリン発現細胞に対して，セマフォリン
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３A―AP融合タンパク質を添加して，ニューロピリンへの

結合アッセイを行った．すると，プレキシンの活性化能を

失ったと判定された変異体についても結合が見られ，

ニューロピリンへの結合能は低下していないことが明らか

になった（図５b）．これらの結果は，セマフォリン３Aの

変異体はニューロン上のニューロピリンには結合出来るに

もかかわらず，シグナル伝達活性を失っていることを意味

している．ニューロピリンはあくまで，セマフォリン３A

分子を膜近傍に誘導する役割を担っているのみであり，

ニューロピリン自体にはシグナル伝達活性は無いことが，

筆者らのアッセイによって確かめられたとも言える．恐ら

く，ニューロピリンは，プレキシンとの親和性が低いセマ

図４ プレキシン A２発現細胞を用いたセマフォリン６Aの結合実験
セマフォリン６Aの K３９３E変異体とプレキシン A２の D１９３K変異体を作成
し結合実験を行った．プレキシン A２を発現させた HEK２９３T細胞に，セマ
フォリン６A-AP融合タンパク質を結合させた後，APの発色反応を利用し
て結合の有無を比較した．セマフォリン６Aとプレキシン A２のいずれか一
方のみが変異体の組合せでは結合が見られないが，両方とも変異体の組合
せでは，野生型同士の場合と同様，結合が見られた．

図５ セマフォリン３A変異体を用いたコラプスアッセイと結合実験
（a）脊髄後根神経節ニューロンを用いたコラプスアッセイ．セマフォリン６Aとの構造比較から，プレキ
シン結合部位と予想される残基に変異を導入したところ，野生型セマフォリン３Aで見られた成長円錐の
崩壊が見られなくなった．（b）ニューロピリン１発現細胞を用いた結合実験．COS-７細胞にニューロピリ
ン１を発現させ，セマフォリン３A-AP融合タンパク質を結合させた．コラプスアッセイでシグナル伝達
活性が見られなくなったセマフォリン３A変異体も，野生型と同様にニューロピリン１には結合すること
が分かった．
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フォリン３Aを近くに引き寄せ，プレキシンに対して提示

する役割を担っているのだろうと思われる．

６． セマフォリンは，「てこの原理」によって

プレキシンを活性化する

一連の構造解析の結果から，プレキシン受容体は，単独

では「Head-on型」のホモ二量体構造をとっており，セマ

フォリンと遭遇することで２：２のヘテロ四量体構造をと

るという可能性が示された．これら二つの状態の間で，プ

レキシンのセマドメインの「向き」は大きく変化しており，

細胞質側に連結された GAPドメインの配置も「てこの原

理」によって大きく変化するものと考えられる．現状では

図６ 結晶構造から導き出されたプレキシンの活性化モデル
プレキシン A２同士の「Head-on」型のホモ二量体構造からセマフォリン６Aとのヘテロ四量
体構造へと変化する過程で，膜上でのプレキシン分子の向きは大きく変化する．この分子の
向きの変化が「てこの原理」によって細胞質側に伝わり，GAPドメインの活性化を引き起
こすと考えられる．GAPドメインの活性化機構に関しては，次の二つのモデルが想定され
る．（a）シグナル伝達前はホモ二量体化している GAPドメインが，単量体へと引き離され
ることによって活性化が起きるというモデル．（b）シグナル伝達前は引き離され単量体とし
て存在している GAPドメインが，構造変化によって近くに引き寄せられることによって活
性化が起きるというモデル．どちらのモデルが正しいかを検証するためには，セマドメイン
と GAPドメインをつないでいるストーク（茎）状の領域の構造を調べることが重要である
と考えられる．
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細胞質領域の構造変化の詳細は不明であるが，元々二量体

化していた GAPドメインが単量体に引き裂かれる（図６

a），もしくは，元々離れていた二つの GAPドメインが近

くに引き寄せられて二量体化する（図６b）というモデル

が想定される．実際，プレキシンの GAPドメインの構造

解析からも同じような活性化モデルが提唱されている．こ

れまでプレキシン A３２９）と B１３０）については，細胞内の GAP

ドメインの立体構造がすでに決定されている．そして，そ

れらの構造を決定したグループも GAPドメインの単量体

と二量体の間の会合状態の変化が GAP活性を調節してい

るということを主張している．複合体形成の過程で，GAP

ドメインの会合状態がどのように変化しているかを明らか

にするためには，プレキシンという巨大な I型膜タンパク

質分子の全体構造を明らかにする必要がある．特に，セマ

ドメインと GAPドメインをつなぐストーク状の領域がど

のような形をしているのかを明らかにすることが，GAP

ドメイン活性化機構の全容を理解する上で重要であると考

えられる．

終 わ り に

結晶構造，とくに結晶中で観察された分子間相互作用は

アーティファクトであり，タンパク質本来の姿を反映して

いないという批判をしばしば受ける．しかしながら，結晶

化したことによって初めて，タンパク質機能の新たな一面

が明らかになることもあると筆者らは考える．本稿で取り

上げた低親和性のタンパク質複合体の結晶解析はその良い

例であり，希薄溶液を用いた相互作用解析では検出できな

い“過渡的な”会合体の姿が，結晶解析を行うことによっ

て初めて明らかになったとも言える．本研究で解析したセ

マフォリンとプレキシンそれぞれのホモ二量体構造，そし

て，二者のヘテロ四量体構造はすべて，µM以上の大きな

解離定数を示す非常に弱い相互作用によって成り立ってい

た．特にプレキシンのホモ二量体形成の親和性は低く，構

造解析を行う以前は，このような相互作用があることすら

知られていなかった．このような親和性は，３次元に拡散

する可溶性タンパク質同士の相互作用であるならば，ほと

んど生理的に無意味と見なされる程度のものである．しか

しながら，本研究で取り上げたセマフォリンやプレキシン

は細胞膜の２次元平面上に拘束された状態で存在している

分子であり，実際に生体内で働いている時には，この程度

の親和性でも十分に特異的で「意味のある」相互作用にな

るものと考えられる．そして，セマフォリンとプレキシン

は，非常に弱い相互作用で結合と解離を行うが故に，迅速

にシグナルを伝えることも出来るのだろうし，また逆に，

迅速にシグナル伝達を停止させることも出来るのだろうと

思われる．そもそも，セマフォリンによる忌避シグナル

は，シグナルを伝えた後には細胞同士が離れることを前提

としており，つまりはリガンドと受容体もいつまでも結合

していては具合がわるい．さらに，ここで示した未刺激時

のプレキシンのホモ二量体も，常に結合と解離をくり返す

弱いものだからこそセマフォリンが近づいてきたときにヘ

テロ相互作用に切り替えることが可能なのであり，安定な

二量体ではそもそもリガンド認識すらできないことにな

る．セマフォリンとプレキシンのペアに限らず，細胞表面

受容体とその細胞外リガンドが非常に弱い相互作用で結合

している例は多い．リガンドと受容体の結合が「過渡的」

とも言える弱い相互作用で成り立っていることは，アナロ

グで微弱な状態変化をシグナル伝達の ON-OFFというデ

ジタル信号に変換するために，そしてそれを制御する経路

を何重にも保持するために，極めてふさわしい性質と言え

るのかもしれない．
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