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研究成果の概要（和文）：我々が新規にその機能を解明したAkt基質Girdinは血管内皮細胞と血管平滑筋細胞に発現し
ている。血管内皮細胞ではGirdinの発現とAktによるリン酸化は血管新生に関与しているが、すでに構築されている毛
細血管ではGirdinはR-Rasと結合し、VE-cadherinの細胞内輸送の調節に関与していた。この機能は血管透過性の調節に
重要であると判明した。また血管平滑筋細胞ではGirdinの発現とAktによるリン酸化は細胞遊走と細胞分裂を制御し、
血管損傷後の新生内膜形成過程に重要な役割を果たしていることが確認された。

研究成果の概要（英文）：The expression of Girdin is found in endothelial cells and vascular smooth muscle 
cells. We previously found that the expression of Girdin and its Akt-mediated phosphorylation at serine 14
16 ragulated the chemotaxis of endothelial cells and played an essential role in angiogenesis. We also fou
nd that Girdin formed a complex with R-Ras in mature endothelial cells, where Girdin regulated the intrace
llular trafficking of VE-cadherin. The results suggest that Girdin regulates transendothelial permmeabilit
y in synergy with R-Ras and VE-cadherin. 
We additionally investigated the function of Girdin in vascular smooth muscle cells. The expression of Gir
din and its Akt-mediated phosphorylation were involeved in the chemotaxis and cytokinesis of vascular smoo
th muscle cells. Both knockdown of Girdin and knock-in of alanine at serine 1416 attenuated the neointima 
formation after vascular injury. The results suggest that Girdin is essential for neointimal formation aft
er vascular injury.      
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

Girdin+/－ Girdin－/－ 

１．研究開始当初の背景 
 個体での心血管系の恒常性 (vascular 
homeostasis)は血管を構成する細胞の増殖、
apoptosis、遊走能などの生物学的機能の変化、
及びその結果として生じる血管の透過性や
トーヌスの変化、適切な血管新生制御などを
通して維持されている。このメカニズムが破
綻すると、脳卒中、虚血性心疾患、動脈瘤な
どの動脈硬化性疾患を生じたり、異常な血管
透過性亢進の結果、糖尿病性網膜症や ARDS
を生じたりして重篤な結果となる。これまで
にも様々な増殖因子や転写因子の機能が不
活性化されることで、発生段階の血管形成が
障害され胎生致死にいたることが報告され
ている。しかし、これらの下流での分子的メ
カニズムや、出生後に特異的な vascular 
homeostasis維持の分子機構の解明はまだ十
分ではない。 
 我 々 が 注 目 す る 分 子 、 Girdin は
yeast-two-hybrid screeningにより同定され
た Aktの新規基質で、その機能はアクチン線
維同士の架橋、及びアクチン線維と細胞膜と
の結合であり、細胞膜と Girdin との結合が
Aktによるリン酸化で制御されることが示さ
れている。さらに、Girdinはアクチン細胞骨
格再構築に重要であり siRNA を用いた
Girdin のノックダウンにより線維芽細胞な
どで細胞運動が障害される(Enomoto.et.al, 
Developmental Cell, 2005)。我々は、生体内
では Girdin が小血管では血管内皮と
pericyteの両方に発現しており、Girdinをノ
ックダウンすることで血管内皮細胞の
VEGFによって誘導される chemotaxisが障
害され、血管新生(angiogenesis)が著明に抑
制されることを in vitro、in vivo で示した
(Nature Cell Biology, 2008)。対照的に、筋
層を有する比較的大きな血管では、Girdinの
発現は中膜層の平滑筋細胞に限局していた。
我々が作成した Girdin ノックアウトマウス
は出生時には各臓器に肉眼的な異常を認め
ないが、体重増加が不良であり生後 25 日目
までにはすべて死亡する。このマウスでは出
生時の心血管系には異常を認めないが、生後
に血管新生を生じる網膜や大脳皮質で、血管
網の発達不全を認めた（下図）。 

これらの事実から、Girdinは血管の構造によ
りその発現パターンが異なり、血管新生を含
み生後の血管系のhomeostasis維持に重要な
役割を果たしていて、その機能の解析は、
種々の血管疾患の新たな治療法の発見につ
ながると考えられた。 
 

２．研究の目的 
 虚血性心疾患、動脈瘤、脳卒中など動脈硬
化性疾患は今日の日本人の主要な死因の一
つとなっている。また、脳卒中後の脳浮腫や
糖尿病性網膜症に認められる血管透過性の
異常な亢進の制御や悪性腫瘍の血行性転移
時の血管内への侵入過程の抑制なども、近年
治療ターゲットとするべく研究が進められ
ている。今回注目する Girdin は血管系に広
く発現するが、血管の大きさにより発現する
細胞のパターンが異なり、血管の機能によっ
て異なった生物学的意義を持っていると考
えられる。また、Girdinの機能を治療のター
ゲットとすれば、さまざまの疾患モデルでの
応用が期待される。今回の研究では培養血管
内皮細胞、血管平滑筋細胞を用いた Girdin
の分子生物学的な機能解析から、Girdinの変
異体ノックインマウスや組織特異的ノック
アウトマウスを用いた疾患モデルの作成、解
析までを行い、Girdinを血管疾患の治療ター
ゲットとできる可能性を検討した。 
 
３．研究の方法 
（1）Girdin の vascular permeability 調節
機能の in vitro での解析 
Girdin は新生過程にある血管だけではなく、
既に構築されている毛細血管内皮細胞でも
発現しているが、その機能は不明である。微
小循環を構築している血管内皮細胞の重要
な機能の一つに、血管透過性の調節がある。
Girdin が血管内皮細胞層の透過性に与える
影響を評価した。また、血管透過性の制御に
は VE-cadherinの homophilicな結合で形成
される adherens junctionが重要であると知
ら れ て い る 。 adherens junction は
VE-cadherin の endocytosis や recycling に
よりさまざまなシグナル伝達の下流で制御
されていることが報告されているので、
Girdin が adherens junction の維持や
VE-cadherin の細胞内輸送に与える影響も
評価した。同時に Aktによってリン酸化され
るセリン 1416 をアラニンに置換した SA 
form や細胞膜結合領域を deletion した
delta-PB formを発現させた場合と表現型を
比較検討し、Girdinの血管内皮透過性調節に
おける意義を検討した。 
（2）Girdin の血管平滑筋細胞(VSMC)での機
能解析 
前述のように、筋層を有する比較的大きな血
管では Girdin は中膜の血管平滑筋細胞で発
現を認めた。培養ヒト大動脈平滑筋細細胞で、
siRNAを用いた Girdinのノックダウンを行
い VSMC の増殖、アポトーシス、細胞運動
に Girdinが与える影響を評価した。 
 
（3）ラット頸動脈内膜擦過モデルでの
Girdin による遺伝子治療の検討 
冠動脈での血管形成術後、ステント留置後に
生じる再狭窄は臨床上、いまだ大きな問題で
ある。血管形成術後の再狭窄は主として中膜



層の平滑筋層細胞が内膜面に遊走・増殖した
結果として形成される新生内膜が主因とし
て生じると考えられている。この過程におけ
る Girdin の役割を検討するために、我々は
血管形成術後ラット頚動脈内膜擦過モデル
を用いた。balloon injury作成時に総頚動脈
をクランプし、Girdinに対する shRNAを発
現するアデノウイルスベクターを注入し、内
膜の擦過部にアデノウイルスを曝露させ、中
膜平滑筋細胞でGirdinをノックダウンした。
得られた組織標本で新生内膜厚をコントロ
ール群と比較した。同様にコントロールとし
て EGFP を発現するアデノウイルスベクタ
ーと Girdin wild type、SA formを発現する
アデノウイルスベクターを用いて擦過後の
頚動脈中膜平滑筋で Girdin wild type、SA 
formを過剰発現させる。新生内膜厚を計測し
比較した。さらに、得られた標本で、PCNA
の免疫染色や TUNEL 染色を行い、in vivo
での細胞の増殖、アポトーシスの変化を検討
した。 
 Girdinのセリン 1416 の Aktによるリン酸
化が新生内膜形成に与える影響を評価する
ために、セリン 1416 をアラニンに置換した
GirdinS1416A ノックインマウスを作製した。 
このマウスの大腿動脈を用いて wire injury
モデルを作成して、ラット頸動脈モデルと同
様の解析を行った。 
（４）組織特異的 Girdin ノックアウトマウ
スの作成と解析 
 Girdinは血管内皮細胞、平滑筋細胞に発現
しているが、血管の大きさにより差の発現の
分布が異なる特徴を持つ。すでに作成されて
いる generalなノックアウトマウスや、作成
中の複数の Girdin 変異体ノックインマウス
に加えて、血管内皮特異的、平滑筋特異的な
ノックアウトマウスを作成することで機
能・大きさの異なる血管での Girdin の機能
を検討した。 
 
４．研究成果 
1. 血管内皮透過性調節におけるGirdinの機
能解析 
 ヒ ト臍帯静脈内皮細胞 (HUVEC)を
confluent に培養し、血管内皮細胞の
monolayerを作成して実験を行った。 
 VEGF刺激を行い、VE-cadherinの免疫染
色を検討した。下図のようにコントロールで
は adherens junctionの解離が認められたが、
Girdin をノックアウトした HUVEC ではこ
の現象は抑制されていた。また、VEGF刺激

後の HUVEC をトリプシン処理したのちに
タンパクを回収して Western blot を行い、
VEGF 刺激により細胞内に取り込まれた
VE-cadherinの量を比較した。コントロール
に比べて、Girdin をノックダウンした
HUVEC で は 下 図 に 示 す よ う に 、
VE-cadherin の総量は変化していなかった
が、細胞内に存在する VE-cadherinは著明に
減少していた。 

これらの事実から、Girdin は HUVEC の
monolayer では VEGF 刺激によって生じる
VE-cadherin の細胞内輸送に必要であり、
adherens junction の制御に関与していると
考えられた。この結果を受けて、HEVECの
monolayer での FITC-デキストランの透過
性の変化を検討した。下図に示すように
Girdin をノックダウンした HUVEC では
FITC-デキストランの透過性が有意に低下し
ていた。 

Girdinのセリン 1416 のリン酸化を生じない
変異体である Girdin S1416A、 Girdin 
delta-PB の外因性の発現でもデキストラン
の透過性亢進は部分的に抑制されていた。こ
れらの結果から、Girdin は VE-cadherin の
輸送を制御することで、血管内皮透過性の制
御に関与していると考えられた。 
 この現象のメカニズムを解析するために、
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Girdin は VEGF 刺激依存性に、細胞内で
R-Rasと複合体を形成していた。コントロー
ルの HUVECでは Girdinは細胞の辺縁に局
在していたが、R-Rasをノックダウンすると
子の局在は消失した。さらに、下図に示すよ
うに VEGF 刺激後にコントロールの
HUVECでは Girdinと VE-cadherinは複合
体を形成していたが、R-Rasをノックダウン
するとこの複合体形成は認められなくなっ
た。 

FITC-デキストランの透過性に関しても検
討を行ったところ、R-Rasのノックダウンで
認められる血管内皮透過性の亢進は Girdin
を同時にノックダウンすることで消失した。
これらの結果から、Girdinは血管内皮細胞で
R-Ras の標的分子として働いており、
VE-cadherin の細胞内輸送を制御すること
で血管内皮透過性を制御していることが判
明した。 
（2）Girdin の血管平滑筋細胞(VSMC)での機
能解析 
 まず培養ヒト大動脈血管平滑筋細胞
(VSMC)で siRNAを用いて Girdinをノック
アウトして、細胞の増殖性、遊走能、アポト
ーシスを検討した。Girdinは血管平滑筋細胞
でも PDGF やアンギオテンシンⅡによる刺
激で、PI3-kinase-Akt の下流でセリン 1416
がリン酸化され、細胞内ではストレスファイ

バーやラメリポディアなど、アクチン線維で
形成される構造に局在していることが判明
した。また、Girdinをノックダウンすること
でこれらの構造は消失し、Girdinはアクチン
線維の構成に重要であることが判明した。 
 Girdin のノックアウトで、VSMC の増殖
能、遊走能は有意に低下していたが、アポト
ーシスには有意な変化は認められなかった。
増殖能、遊走能の低下は、GirdinＳ1416Ａマ
ウスから単離した血管平滑筋細胞でも同様
に認められた。 
（3）ラット頸動脈内膜擦過モデルでの
Girdin による遺伝子治療の検討 
 次いで、ラットの頸動脈バルーン擦過モデ
ルでの Girdin のノックダウンの効果を検討
した。バルーン擦過後の頸動脈では Girdin
の発現は経時的に増加しており、セリン 1416
のリン酸化も増強していることが確認され
た。免疫染色では下図に示すように Girdin
は主として新生内膜で発現していた。 

 下図に示すように、Girdinのノックダウン
では新生内膜厚は有意に減少していた。 
TUNEL染色では新生内膜の細胞におけるア

ポトーシスに有意な変化は認められなかっ
たが、PCNA 染色では Girdin のノックダウ
ン群では PCNA 陽性細胞数は有意に減少し
ていた。エバンスブルー注入により、障害血
管の再内皮化の差異を検討したが、コントロ
ール群、Girdin 群で有意差を認めなかった。
これらの結果から、Girdinの中膜層の平滑筋
細胞でのノックダウンは再内皮化の過程に
影響せずに、平滑筋細胞の遊走能、増殖能を
抑制して新生内膜厚を減少させると考えら
れた。さらに、Aktによりリン酸化を受ける
セリン 1416 をアラニンに置換した変異体を
発現する Girdin S1416A マウスの大腿動脈
wire injuryモデルでも同様の検討を行った。
次ページの図に示すように Girdin S1416A
マウスでは新生内膜厚の有意な減少が認め
られた。 



以上の結果から、Akt-Girdin経路は血管損傷
後の新生内膜形成に重要な役割を果たして
おり、治療のターゲットとして有望であると
考えられた。 
（４）組織特異的 Girdin ノックアウトマウ
スの作成と解析 
 血管内皮細胞、血管平滑筋細胞に特異的な
Girdinノックアウトマウスは、通常成育下で
は特に異常を示さなかった。現在、腫瘍移植
モデルや心筋梗塞モデルでの表現型を検討
中である。 
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