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研究成果の概要（和文）：受容体や接着分子の取り込み（エンドサイトーシス）は多様な細胞機能に重要だが、細胞が
どの様に細胞上の膜分子を選別しているのか、という重要な問題は未解決である。私達が研究を進めてきたアクチン結
合分子Girdinはがん細胞及び神経芽細胞の運動を制御する分子である。今回の研究では、Girdinが膜小胞の切断に重要
なdynamin分子の活性を制御し、かつ取り込まれる膜分子の種類の特異性を決定することを明らかにした。さらに遺伝
子改変マウスや培養細胞を用いた検討により、Girdin/dynamin複合体による膜分子輸送の制御が、神経芽細胞の運動能
やがん細胞の極性破綻に関与している可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Despite the importance of the endocytosis of receptors and cell adhesion 
proteins, which is essential for various cellular processes, the mechanisms for the specificity and 
spatial control of the endocytosis have remained unknown. We previously identified the actin-binding 
protein Girdin that regulates the migration of neuroblasts in the postnatal brain and cancer cells. In 
the present study, we revealed that Girdin interacts with dynamin, which is central to the scission of 
membrane vesicles and subsequent endocytosis, to regulate the specificity of endocytosis. By using 
genetically engineered mice and cultured cells, we also demonstrated that the endocytosis mediated by the 
Girdin/dynamin complex has a role in the migration of neuroblasts and is involved in aberrant 
polarization of cancer cells.

研究分野： 実験病理学
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１．研究開始当初の背景 
 
エンドサイトーシスは細胞外物質や膜分子
を細胞内に取り込むための機構であり、その
基本的機序（クラスリン被覆小胞の形成機構、
ダイナミンによる小胞分離機構など）は国内
外の先行研究によって詳細に解明されつつ
ある。さらに近年の細胞生物学の知見では、
増殖因子受容体や接着分子のエンドサイト
ーシスが細胞運動に必須であることが明ら
かにされた。特に発生過程やがんの浸潤にお
いて細胞が増殖因子に誘引されて運動する
際に、細胞の先端部における増殖因子受容体
や接着面における接着分子インテグリンの
エンドサイトーシスは方向性を維持した運
動に必須である。また、細胞が取り込む膜分
子は極めて多様で、増殖因子受容体、接着分
子、トランスフェリン受容体、LDL受容体、
糖鎖受容体等が研究の対象とされている。 
	 しかしながら、これまでのエンドサイトー
シスに関する研究では、細胞が必要性に応じ
てこれらの膜分子をどの様に特異的に選別
し、かつ取り込む場所を調節しているのか、
という重要な疑問については十分に解明さ
れていない（McMahon et al., Nat Rev Mol Cell 
Biol, 12, 517, 2011）。例えば、インテグリンは
運動している細胞の接着面で、かつ他の膜分
子とは区別してエンドサイトーシスされる
必要があるがその機構は不明である。膜分子
の選別機序については、各分子の細胞内ドメ
インに結合するアダプター分子の多様性に
よって説明されるという実験結果も示され
ているが、膜分子の多様性に比してアダプタ
ー分子の種類が十分でなく、様々な細胞の状
況に応じてエンドサイトーシスされる膜分
子の特異性の制御のためには他の機構が必
要である。このような背景のもと、本研究の
目的をエンドサイトーシスの選択性制御の
詳細な分子機構の解明、およびその病態への
関与の解明と設定した。 
 
２．研究の目的 
 
私達は近年、新規アクチン結合分子 Girdin（ガ
ーディン）を同定し、Girdinが成体脳の海馬
や脳室下帯の神経新生に伴う神経芽細胞の
移動、血管新生に伴う内皮細胞の運動、乳が
ん・大腸がんの浸潤や転移に重要な役割を果
たすことを明らかにしてきた（Dev Cell, 2005; 
Cancer Res, 2008; Nat Cell Biol, 2008; Neuron, 
2009; Cancer Sci, 2010; J. Neurosci, 2011; Circ 
Res, 2011; Oncogene, 2011）。Girdinは運動する
細胞の先端部に集積し、Aktによってリン酸
化されることで運動を促進するが、詳細なメ
カニズムは不明であった。しかしながら私達
は最近、(1)Girdinがクラスリン被覆小胞に局
在すること、(2)小胞の細胞膜からの切断で重
要なダイナミン（dynamin）と Gridinの N末
端ドメインが結合すること、(3)同結合により
ダイナミンの GTPase活性が上昇すること（in 

vitro GTPase assay）、さらに(4)Girdinが膜分子
のエンドサイトーシスを制御していること
を見いだした。特に興味深いことに、予備的
検討ではGirdinはエンドサイトーシスされる
分子の特異性も制御し得ることが判明した。
以上の結果は、「ダイナミン活性の外因的な
制御機構がある」こと（ダイナミンはその活
性制御機構を自己に内在していることで知
られるが、これまでに他分子による活性制御
機構は解明されていない）、さらに「エンド
サイトーシスされる膜分子の種類の特異性
を決定する新規機構があり、同機構ががん細
胞や神経芽細胞の運動に重要である」ことの
可能性を示唆している。Girdinのファミリー
分子である Daple、Gipieも Girdinと同様の機
能を有する可能性がある。 
	 以上の背景から私達は「エンドサイトーシ
スの特異的制御機構」を明らかにすることを
目的とした。Girdinあるいはその関連分子に
関する細胞生物学的・生化学的研究を基盤に
して研究を展開する他、エンドサイトーシス
経路の特異性の制御機構をより詳しく解明
するためのプロテオミクス的手法も用いた。 
	 またGirdinは様々な悪性腫瘍、特に乳がん、
大腸がん、神経膠芽腫に高く発現し、その浸
潤を制御することが示されている。さらに私
達は以前、Girdinはその N末端ドメインを介
して統合失調症の原因遺伝子として神経科
学分野で注目されている DISC1
（Disrupted-In-Schizophrenia 1）分子と結合し、
成体脳で新生した神経細胞の移動を制御す
ることで精神疾患の病態に関わっているこ
とを明らかにした。このような背景から、本
研究では「エンドサイトーシスの特異的制御
機構」の解明に加えて、その制御機構が「が
ん・精神疾患の分子病態において果たす役
割」まで言及したいと考え研究に着手した。 
 
３．研究の方法 
 
(1)Girdinおよびそのファミリー分子群による
エンドサイトーシスの特異性の制御機構 
 
	 「研究の目的」に述べた予備的データを発
展させ、Girdinがどの種類の膜分子の取り込
みを特異的に制御するのか、ELISA、細胞染
色、抗体 feedingアッセイ等を用いて多数の
膜分子について網羅的に検討した。また
Girdinの N末端ドメインがダイナミンの機能
に及ぼす影響の生化学的定量解析（精製タン
パク質を用いた相互作用のキネティクス、結
合に重要なアミノ酸の同定）も行った。将来
的な阻害剤の開発も考慮に入れて、両分子複
合体の精製と結晶の構造解析にも着手した
（他研究者との共同研究）。 
 
(2)エンドサイトーシスの特異性を制御する
分子機構探索のためのスクリーニング 
 
	 Girdinがダイナミンの活性を制御する、と



いう上述の予備的実験結果は細胞生物学の
領域では興味深い新知見だが、それだけでは
取り込む膜分子の特異性がどのように制御
されるか不明である。本研究ではこの機序を
明らかにするため、Girdinの結合分子群をア
フィニティークロマトグラフィー・免疫沈
降・質量分析法を組み合わせた方法で包括的
に同定することを試みた。 
 
(3)がん・精神疾患の分子病態において果たす
役割の解明 
 
	 (1)で明らかにした分子機構ががん細胞の
運動能あるいは極性制御に与える影響につ
いて培養細胞を用いた細胞生物学的手法で
解析した。また Girdinによるダイナミンの活
性制御に必要なアミノ酸残基あるいは領域
を生化学的に探索した。作成した Girdin変異
体を細胞に導入し、エンドサイトーシスに与
える影響を検討した。同 Girdin変異体を発現
するノックインマウスの作成にも着手した。
Girdinの変異体を導入したノックインマウス
の海馬・脳室下帯の神経芽細胞の移動におい
て膜分子のエンドサイトーシスにどのよう
な異常がみられるか免疫組織学的に検討し
た。 
 
４．研究成果 
 
(1)Girdinによるエンドサイトーシスの分子選
択性制御の分子機構の解明 
 
それまでの研究結果で、Girdinはエンドサイ
トーシスに重要なダイナミン（dynamin 
GTPase）と直接結合し、その GTPase活性を
正に制御することによって膜の切断を促進
することを見出していた。今回の研究ではま
ず、Girdinをノックダウンした HeLa細胞に
おいてどのような分子（以下カーゴ分子）の
エンドサイトーシスが障害を受けるのか、
ELISAや細胞免疫染色法等によって予備的
実験結果をさらに検証した。その結果、Girdin
は E-cadherinやトランスフェリン受容体の取
り込みは制御するが、インテグリンや EGF
受容体の取り込みは制御しないことを見出
した。 
	 この選択性制御の分子機構をさらに詳細
に探索した。その結果、Girdinとダイナミン、
さらに各種カーゴ分子の 3者からなる生化学
的結合の競合が、取り込みを受けるカーゴ分
子の選択性を制御していることを見出した。
例えば Girdinが EGF受容体の取り込みを制
御できない機序として、Girdinの N末端ドメ
インが EGF受容体と結合するとダイナミン
/Girdinの複合体形成が競合的に阻害され、従
ってダイナミンの活性が上昇せず、結果的に
膜小胞の切断が抑制されることを明らかに
した。これと同様の機構でインテグリンを含
む膜小胞の切断もGirdinは制御することがで
きないことも明らかにした。一方、トランス

フェリン受容体や E-cadherin等のカーゴ分子
を含む膜小胞の場合、Girdinはこれらのカー
ゴ分子と結合せず、従ってダイナミン/Girdin
複合体が形成されることで膜小胞の切断が
促進されることを明らかにした。 
 
(2)Girdin N末端ドメインのダイナミン活性制
御に必要なアミノ酸残基の同定 
 
Girdinはダイナミンの GTPase活性を上昇さ
せる GAP（GTPアーゼ活性化タンパク質）と
して機能することをそれまでに見出してい
たが、その詳細な機構は不明であった。今回、
他のGTPase分子群に作用する既知のGAP分
子群とのホモロジー検索によって Girdinの N
末端ドメインの 63番目、75番目、および 84
番目のアルギニンが重要であるとの仮説が
得られた。各アルギニン残基をアラニンに置
換した N末端ドメインの変異体組み換えタ
ンパク質を大腸菌発現系を用いて精製し、こ
れを in vitro dynamin GTPaseアッセイに供し
た。その結果 75番目と 84番目のアルギニン
置換変異体において GAP活性の有意な低下
を認めた。これらの変異を有する Girdinを
HeLa細胞に導入したところ、トランスフェ
リン受容体の取り込みが減少したことから、
同残基の重要性が明らかとなった。今後は、
上記変異を導入したノックインマウスの作
成により生体内における本機構の意義の検
討が必要である。 
 
(3)エンドサイトーシスの時空間的制御への
関与 
 
今回明らかにされたGirdinによる選択的エン
ドサイトーシスの機序あるいはその意義に
ついては数々の疑問点も残される。その一つ
は、ダイナミンによる膜小胞の切断の時点で
カーゴ分子を区別するのは、選別のタイミン
グとしては遅すぎるのではないかという指
摘である。この疑問に対する解答を得るため、
全反射照明蛍光顕微鏡（total internal reflection 
fluorescence microscope; TIRFM）を用いて、
細胞膜近傍に限局した膜動態の観察を行っ
た。その結果、Girdinはエンドサイトーシス
の過程のごく初期から膜小胞（厳密にはクラ
スリン被覆ピット）に局在していることが明
らかとなった。また興味深いことに Girdinは
ディッシュ上に接着した細胞底面の辺縁で
はなく中心部のエンドサイトーシスを特異
的に制御することが判明した。これはエンド
サイトーシスの初期の段階からGirdinが選択
性の制御に関わっている可能性を示唆する
ものである。このことから Girdinはエンドサ
イトーシスの初期から膜小胞の形成部位の
決定に関与し、かつダイナミン・Girdin・カ
ーゴ分子の三者間の様々な結合の組み合わ
せによるダイナミンの活性制御、という二つ
の機序によってエンドサイトーシスの選択
性を制御している可能性が考えられた。 



 
(4)成体脳の神経芽細胞の移動における N-カ
ドヘリンの動態に与える影響 
 
Girdinは前述のように成体脳の神経芽細胞に
発現し、その移動を制御する分子である。神
経組織内では DISC1と結合しており、精神疾
患の病態との関わりが示唆されている。今回、
上記の細胞生物学的検証で得られたエンド
サイトーシスにおける Girdinの機能が、どの
ように神経芽細胞の移動に関わるか検証し
た。 
	 以前 Girdinの機能欠失変異体として Girdin
のC末端ドメインの塩基性アミノ酸に富む領
域の変異体ノックインマウスを作成した
（Girdin Basic mutマウス）。Girdin Basic mut
マウスではGirdinノックアウトマウスと同様
に脳室下帯から嗅球にかけての神経芽細胞
の移動が顕著に障害されている。このマウス
の組織切片を用いた免疫染色によって、多数
の膜分子の局在や発現を検討したところ、N-
カドヘリンの膜への局在および発現レベル
が顕著に低下していることが判明した。一方、
神経芽細胞移動の重要な制御因子として知
られている接着分子 PSA-NCAM 
(polysialylated neuronal cell adhesion molecule)
は著変を認めなかった。このことは Girdinに
よって制御されるカーゴ分子選択的エンド
サイトーシスが神経芽細胞の細胞間接着に
おいて重要な役割を有することを示唆する
結果である。脳室下帯で産生された神経芽細
胞と、海馬歯状回で産生された神経芽細胞の
移動機序には多くの共通点が指摘されてい
る。 
	 海馬の生理学的機能および脳の精神活動
におけるGirdinの関与についても徐々に明ら
かにしつつある。名古屋大学大学院医学系研
究科医療薬学・山田清文教授および永井拓准
教授との共同研究では、海馬神経細胞におけ
る BDNF刺激依存的な Girdinの 1416番目の
セリンのリン酸化が NMDA受容体の活性化
に重要であることを見出した。このリン酸化
部位のセリンをアラニンに置換したGirdin変
異体マウスでは、シナプスの構造的及び機能
的な修飾と長期記憶の形成が障害されてい
ることを示した。ただし現時点で、1416番目
セリンのリン酸化と選択的エンドサイトー
シスの関連は示されていない。 
 
(5) がんの進展における Girdinの選択的エン
ドサイトーシスの意義 
 
上述のようにGirdinは様々ながん細胞で高い
発現が確認される分子である。Girdinとダイ
ナミンの相互作用、あるいはその異常がどの
ようにがんの進展に影響を及ぼすのか明ら
かにするため、まずは細胞生物学的見地から
検証を行った。MDCK細胞で Girdinをノック
ダウンすると本来は基底側膜でのみ観察さ
れるトランスフェリン受容体や E-カドヘリ

ンが、頭頂膜（apical membrane）にも局在す
るという表現系が観察された。がん細胞では
本来上皮細胞が有する極性が乱れているこ
とが指摘されているが、本実験結果は Girdin
の発現や機能の異常が細胞極性の適切な制
御に関わっていることを示唆する所見であ
る。さらに Girdinノックアウトマウスの脳室
下帯で産生された神経芽細胞においても極
性の異常（ゴルジ装置の細胞内配置の異常）
が観察された。以上の結果により、Girdinは
神経芽細胞あるいはがん細胞の両者におい
て、細胞極性の適切な制御に関わる分子であ
ることが証明された。 
	 がんの進展において、近年はがん細胞以外
の因子、すなわち免疫系を含めた腫瘍の微小
環境が注目されている。免疫組織学的検討で
Girdinは腫瘍細胞のみならず、間質のがん関
連線維芽細胞（cancer associated fibroblasts; 
CAF）にも高く発現していることが示された。
残念ながら CAFの挙動における Girdinによ
る選択的エンドサイトーシスの意義までは
解明できなかった。 
 
(6) まとめと展望 
 
以上の結果は、Girdinあるいは類似の機能を
有する分子が、ダイナミンの機能を調節する
ことによって、カーゴ分子選択的エンドサイ
トーシスを制御することを示している。選択
的エンドサイトーシスは成体脳における神
経芽細胞の移動に重要であり、また悪性腫瘍
においてはがん細胞の極性破綻に関わる可
能性が示された。 
	 論文発表としては示すことができなかっ
たが、私たちは免疫沈降法と質量分析を組み
合わせた生化学的手法によってGirdinに結合
する膜分子を複数同定しており、それらのエ
ンドサイトーシスがGirdinによって制御され
ることも明らかにしている（未発表）。さら
に本制御機構ががん幹細胞の代謝制御に関
わることも明らかにした。 
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