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研究成果の概要（和文）：個体発生や癌の浸潤において多くの細胞は集団を形成して移動することが知られてお
り、「細胞の集団的移動」と呼ばれている。本研究では、神経芽細胞の集団的移動に必須であるアクチン結合分
子Girdinが癌細胞の集団的移動にも重要な分子である可能性について検証した。Girdinの新規結合分子としてβ
-cateninを同定し、本分子複合体が癌細胞の集団的浸潤に重要であることを複数の実験モデルを用いて証明し
た。また皮膚癌の病理組織標本を用いた検証では、Girdinの発現はβ-cateninや細胞間接着分子E-cadherinの発
現レベルと相関を示し、Girdin複合体の生物学的意義を示唆する結果であった。

研究成果の概要（英文）：Pathological observations show that cancer cells invade the surrounding 
stroma in collective groups rather than through single cell migration. We studied the role of the 
actin-binding protein Girdin in collective cancer cell migration. We found that Girdin was essential
 for the collective migration of the skin cancer cell line A431 on collagen gels as well as their 
invasion in an organotypic culture model. We provide evidence that Girdin binds to β-catenin that 
plays important roles in E-cadherin-mediated cell-cell adhesion. Girdin-depleted cells displayed 
scattering and impaired cell-cell adhesion. Girdin depletion led to impaired cytoskeletal 
association of the β-catenin complex, which was accompanied by changes in the supracellular actin 
cytoskeletal organization. Finally, we showed the significance of Girdin expression in the 
progression of human skin cancer. Collectively, our results suggest that Girdin is an important 
modulator of the collective behavior 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 
 
個体発生や癌の浸潤において、多くの細胞は

個別的ではなく集団を形成して移動するこ

とが知られており、「細胞の集団的移動

（collective migration）」と呼ばれている。私
達は過去の研究で、神経芽細胞の集団的移動

に必須であるアクチン結合タンパク質 Girdin
を同定し、同分子が癌細胞にも高発現して浸

潤を促進する分子であることを明らかにし

てきた。また最近、Girdinが細胞間接着にお
いてカドヘリン特異的な取り込み（エンドサ

イトーシス）を制御する分子であることも報

告した。以上の研究結果により、神経芽細

胞・癌細胞に限らず集団的に移動する細胞群

は、その細胞間接着の強度を適度に調節する

ことによってお互いを足場にして移動する

のではないか、という仮説を得るに至った。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では上記仮説と申請時に得られてい

た予備的実験データをもとに、Girdinによる
集団的細胞移動の制御機構と癌進展におけ

る意義の解明を目的とする。 
 
(1) Girdin依存的なカドヘリン特異的エンド
サイトーシスによる集団的細胞移動の制御

機構を解明する。 
(2) 上記で得られた細胞生物学的知見をもと
に、カドヘリン特異的エンドサイトーシスの

阻害が癌の集団的浸潤に与える影響を検証

する。 
(3) 病理組織標本を用いて、Girdinによる癌
の集団的浸潤の意義を検証する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) Girdin依存的なカドヘリン特異的エンド
サイトーシスによる集団的細胞移動の制御

機構 
	 本研究の申請時までにGirdinがカドヘリン
特異的エンドサイトーシスを制御している

ことを明らかにしているので（Weng et al., 
EMBO J, 2014）、上記仮説に基づき、本機構
が細胞の集団形成あるいは集団的移動に及

ぼす影響について細胞生物学的手法を用い

て明らかにする。お互いを足場にした集団的

移動をライブイメージングで観察し、Girdin
の発現抑制が与える影響を調べることによ

って、カドヘリン特異的エンドサイトーシス

の重要性を検証する。また申請時の時点で

Girdinの新規結合タンパク質として α-catenin
および β-cateninを同定している。本結合の詳
細な生化学的特性を明らかにし、同複合体が

細胞の集団的移動に与える影響について上

記と同様の方法で検証する。 
 
(2) カドヘリン特異的エンドサイトーシスの
阻害が癌の集団的浸潤に与える影響 
	 上記検討に基づいて、カドヘリン特異的エ

ンドサイトーシスの制御機能を欠失した変

異体 Girdinの作出を試みる。次いで、本変異
体を癌細胞内に導入することによって培養

ディッシュ上の細胞集団形成およびマウス

個体に移植した際の集団的細胞浸潤に与え

る影響を検討する。 
 
(3) 集団的浸潤が観察される癌の代表として
扁平上皮癌が挙げられる。扁平上皮癌の例と

して皮膚癌を選定し、本研究では皮膚癌にお

けるGirdinとその結合分子群の発現を検証し、
癌の進展および分化度との相関を調べるこ

とによって、Girdin分子複合体の臨床的意義
を検証する。 
 
４．研究成果 
(1) 最初に、細胞の集団的移動を生体外（in 
vitro）でイメージングするための実験モデル
の構築を試みた。共同研究者のサポートによ

り、コラーゲンゲル上で癌細胞 A431を培養
することにより集団的移動を観察すること

に成功した。Girdinを shRNA発現系を用いて
ノックダウンした A431細胞をコラーゲンゲ
ル上に播種し、これをライブイメージングに

供した。Girdinの発現抑制により集団的移動
が抑制されることを見出した（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
	  
 
 



	 また Girdinと α-cateninおよび β-cateninの
結合を免疫沈降および蛍光免疫染色で示し

た。結合領域のマッピングを行い、Girdinの
C末端ドメインと、β-cateninの N末端ドメイ
ンが直接結合することを示した。Girdinの C
末端ドメインは複数のキナーゼでリン酸化

されることが知られている。そこで各キナー

ゼがGirdin/β-cateninの結合に与える影響を検
証した。Aktの活性化変異体、Cdk5と p25の
活性化複合体、Srcの活性化変異体を導入し
たが、いずれのキナーゼの活性型の過剰発現

も上記結合に影響を与えなかった。細胞を

EGF（上皮成長因子）で刺激した場合も
Girdin/β-cateninの結合に対する影響が観察さ
れなかった。 
 
	 また、Girdinおよびその結合分子群をノッ
クダウンした際に細胞間接着の強度に与え

る影響をカルシウムキレート剤の有無によ

って細胞凝集塊の量を検証する Cell 
dissociation assayによって検証した。その結果、
Girdin/β-cateninの結合が細胞間接着の強度に
重要であることが判明した。 
	 また、細胞分画を調べると、Girdinの発現
抑制によって β-catenin、E-cadherinあるいは
α-cateninの細胞膜上への発現量が減少してい
ることが判明した。本結果により Girdinは
E-cadherin/catenin複合体が細胞膜上に存在す
るために重要な分子であることが明らかと

なった。 
 
(2) 前述のように Girdin/β-cateninの結合を制
御するキナーゼの同定に難渋したため、

β-cateninとの結合能を欠く Girdin変異体の作
出も難渋した。本検討の途中で、β-cateninの
N末端ドメインを細胞に過剰発現させると、 
内因性のGirdin/β-cateninの結合が競合的に阻
害されることを見出した。そこで、β-catenin
の N末端ドメインの過剰発現がコラーゲン
ゲル上での集団的移動に与える影響を検証

した。その結果、β-cateninの N末端ドメイン
の過剰発現により、集団的移動が阻害される

ことが明らかとなった。 
	 癌の集団的浸潤を観察するもう一つの実

験モデルとして organotypic cultureを共同研
究者の助言を得て確立した。マトリゲル内に

癌関連線維芽細胞を埋入し、その上層に A431
細胞を播種し、トランスウェルのインサート

上で気相培養したところ、癌細胞の集団的浸

潤が観察された。Girdinあるいはその結合分
子群を発現抑制した癌細胞を播種したとこ

ろ、いずれも集団的浸潤の程度が減弱するこ

とを確認した（図 2）。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 皮膚扁平上皮癌の病理組織標本を用いて、
Girdinおよびその結合分子群の発現を検証し
た。病理組織標本については名古屋大学医学

部附属病院皮膚科における手術検体のほか、

購入した組織アレイを用いて行われた。

Girdinの発現と β-catenin、E-cadherinあるい
は α-cateninの発現の間に相関が観察され、癌
の進展におけるGirdin分子複合体の意義を示
唆する結果であった。一方、癌の進展を示す

各種指標（進展の深さ）との相関は観察され

なかった。癌の分化度との相関は観察され、

Girdinの高発現群では、扁平上皮癌の分化度
が高い傾向が観察された。分化度の高い扁平

上皮癌は、低分化型に比して集団的浸潤をき

たしやすいと推定され、高分化型扁平上皮癌

の浸潤におけるGirdin分子複合体の意義が示
唆される結果であった。 
	 以上の生化学的データ、細胞生物学的デー

タおよび組織標本を用いた検証により、

Girdinは E-cadherin複合体の機能および局在
を制御することにより、癌細胞の集団的浸潤

を制御している可能性が示唆された。Girdin
ノックアウトマウスでは脳室下帯で生じる

神経芽細胞の集団的移動が顕著に障害され

ている。本結果から、神経芽細胞と癌の集団



的移動に共通するメカニズムが存在するこ

とも示唆された。 
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