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研究成果の概要（和文）：Girdinは海馬、嗅球・RMS、前交連、皮質のGABA作動性神経の脳構造形成に重要であ
る。Girdinはチロシンリン酸化修飾を受けるとともに、GEF活性を有するが、これらの生体内での役割は不明で
ある。Girdinのチロシンリン酸化修飾の意義を調べるため、リン酸化部位に変異を導入したGirdin Y1764,1798F
変異マウスを作製・解析したところ、変異マウスには脳構造に異常は生じなかった。一方、GEF活性を失活する
変異を導入したGirdin F1696A変位マウスには海馬と嗅球/RMSに異常が生じたが、前交連、GABA作動性神経の異
常は軽微であり、GEF活性が細胞運動に重要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Girdin play important roles for brain development at hippocampus, olfacrory 
blub/RMS, anterior commissure and GABAergic neurons of cortex. Girdin has two tyrosine 
phosphorylation sites and GEF domain, but these functions in vivo have not been clear.   
To study the function of Girdin tyrosine phosphorylation at Y1764 and Y1798, we generated Girdin 
Y1764,1798F mutant mice. Mutant mice show no obvious phenotype at hippocampus and olfactory 
bulb/RMS, which may indicate the less important roles of Girdin tyrosine phosphorylation for cell 
motility at developing brain. In addition, we generate Girdin F1696A mutant mice, which would lack 
GEF activity of Girdin. Mutant mice show abnormal brain structure at hippocampus and olfactory 
blub/RMS resembling Girdin knockout mice. Mutant mice also show milder phenotypes at anterior 
commissure and distribution of GABAergic neurons in cortex. These data suggest importance of Girdin 
GEF activity for cell motility. 

研究分野：実験病理
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１．研究開始当初の背景 
 細胞運動は発生過程における形態形成、生
後の組織修復、免疫反応、血管新生、がんの
浸潤・転移といった様々な現象に重要な役割
を果たしている。我々はセリン・スレオニン
ニキナーゼ Aktの新規基質として Girdin 
(girders of actin filaments)と名付けたアクチン
結合蛋白を同定し、培養細胞およびノックア
ウトマウスを用いて機能解析を進め、嗅球へ
の神経前駆細胞の移動における役割、様々な
がん細胞の浸潤・転移への関与などを明らか
としてきた。 
 GirdinはAktによるセリン 1416のリン酸化
に加え、チロシン 1764と 1798がリン酸化さ
れ、PI3K/Aktシグナルを調節する（図 1）。 

 
pY1798 Girdin抗体にて免疫染色を行ったと
ころ、脳での生後の神経新生において脳質下
帯から嗅球へと血管に沿って移動する神経前
駆細胞に強いリン酸化が観察された（図 2）。
これらは、Girdinのチロシンリン酸化が細胞
の運動制御に関わっている可能性を示唆する
ものであり、特に“血管に沿った細胞運動”は
興味ある所見と考えられた。 

 
 “血管に沿った細胞運動”は、上記に挙げた
脳室下帯から嗅球への移動以外にも、虚血に
よる脳損傷部に向かって脳室下帯から神経前
駆細胞が移動する際に観察される。また、“血
管に沿ったがん細胞の浸潤”は angiotropism 
もしくは extravascular migratory metastasis 
(EVMM)と呼ばれ、メラノーマもしくはグリ
オーマにおいてしばしば観察される事象であ
り、卵巣がん、前立腺がんにおいても同様の
事象が起こるとされる。しかしながら、これ
らの“血管に沿った細胞運動”の分子メカニズ
ムはほとんど分かっておらず、がんの浸潤様
式としても広くは認知されていない。 
 
２．研究の目的 
 “血管に沿った細胞運動”に注目して、
Girdin の機能解析を行うことを研究の目的と

した。チロシン 1764および 1798のリン酸化
の生理的な意義を解析するため、Girdin チロ
シンリン酸化部位の変異マウス Girdin 
Y1764,1798F (以下 Girdin YY)を使用して、個
体レベルでの機能解析を行った。更に、以前
に作製したGirdinのAktリン酸化部位変異マ
ウス Girdin S1416A (以下 Girdin SA)、および
Girdin の GEF 活性を喪失する変異マウス
Girdin F1696A (以下 Girdin FA)を用いること
により、細胞運動における Girdinのリン酸化
修飾による機能制御と GEF 活性の重要性に
ついて研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
(1) Girdin変異マウスの作製と解析 
 チロシンリン酸化部位Y1764とY1798に変
異を導入した Girdin YY 変異マウス、Girdin
のGEF活性を喪失する F1696A変異を導入し
た Girdin FA変異マウスの作製と組織学的解
析を行った。また、既存の Girdin ノックアウ
トマウス(以下 Girdin KO マウス)、Girdin の
Akt リン酸化に変異を導入した Girdin SA 変
異マウスとの比較を行った。 
 
(2) Girdin の機能におけるチロシンリン酸化
制御と GEF活性の役割に関する解析 
 発育各段階の各種臓器および病的負荷を与
えた各種組織における Girdinリン酸化状態を
調べるとともに、下流シグナルの活性化を評
価して、Girdinの機能におけるリン酸化制御
と GEF活性の役割について検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Girdinチロシンリン酸化部位の変異マウ
スの作製と解析  
 Girdinのチロシンリン酸化部位 Y1764と
Y1798の両者をフェニルアラニンに置換した
変異マウス(GirdinY1764,1798F: Girdin YY)の
作製を試み、変異マウスの樹立に成功した。
Girdin KOマウスのホモは、生後 1~ 3週間のう
ちに生育不良となり、離乳前には全匹が死亡
するが、Girdin YY変異マウスのホモは外見上、
正常に発育して生き続けた。また、Girdin KO
マウスには、脳室下帯で新生された神経前駆
細胞の嗅球への移動に障害が起きることによ
る移動経路である RMSの拡張、海馬の歯状回
で新生された神経細胞が過剰に移動すること
による歯状回の神経層の肥厚という異常が生
じるが、Girdin YY変異マウスの RMSと海馬
は正常の構造が保たれていた（図 3）。 
 



 従って、RMSおよび海馬における神経前駆
細胞の移動にはGirdin Y1764およびY1798の
リン酸化は必ずしも必要でないと考えられる。
Aktによるリン酸化制御についても、Girdin 
SA変異マウスで RMSと海馬は正常の構造が
保たれていたので、Girdinのリン酸化制御の
脳発生における神経前駆細胞の移動に果たす
役割は限局的ではないかと考えられた。 
 
(2) 生体における Girdin Y1798リン酸化 
 発生過程の脳における Girdin Y1798リン酸
化の経時的変化を調べた。生後 7日目の脳で
はリン酸化は観察されないが、生後 10日目以
降の脳室下帯と RMSにおいて、神経前駆細胞
での Girdinリン酸化が起こっていた。また、
海馬では生後10日目に一過性のGirdinリン酸
化が観察されるものの、その後にはリン酸化
シグナルは減弱していた（図 4）。 
 

 RMSの形成過程においてリン酸化は維持
されており、リン酸化部位の変異によって何
かしらの異常が生じるものと予想したが、意
外なことに構造の異常は見出されなかった。  
 海馬では Girdinのリン酸化は形成初期に一
過性に亢進した後、形成後は低いレベルに維
持されている。海馬神経の機能におけるリン
酸化の働きを調べる目的で、pentylenetetrazole
投与によって、てんかん発作を誘導すること
で神経の過剰刺激状態を作り出して、Girdin
リン酸化を調べたところ、海馬歯状回におい
てリン酸化が亢進することが確認された。同
様の条件でのリン酸化亢進は Aktリン酸化部
位である S1416にも起こる。Girdin SA変異マ
ウスでは Girdin YY変異マウスと同様に海馬
構造には異常は生じないものの、NMDA受容
体の機能制御の障害によって海馬記憶能の異
常が起こるので、Girdin YY変異マウスでも同
様の海馬機能異常が起こっている可能性が考
えられ、将来の研究課題として興味深いと思
われる。 
 
(3) GirdinのGEF活性を喪失する変異マウス
の作製と解析 
 GirdinはC末端部にGEF活性をもつドメイン
を有し、F1696Aの変異によりGEF活性は喪失
する。他の研究グループより、GEF 活性とチ
ロシンリン酸化によるシグナル制御との密接
な関わりが報告されている。今回、GEF活性喪
失変異であるF1696A変異マウス(Girdin FA)を

作製し解析を行った。Girdin FA変異マウスの
ホモはGirdin KOマウスと同様、生後1~3週間
のうちに生育不良となり、離乳前に全匹が死
亡し、RMSの拡張と海馬歯状回の肥厚が生じ
ていた。特にRMSにおいては、神経前駆細胞
が一列に並んで移動するchain migration（図2
の現象）が見られなくなることから、“血管
に沿った細胞運動”にはGEF活性が重要であ
ると考えられた（図5,6）。 

 
 また、Girdin KOマウスと同等の表現型に加
えて、左右の脳半球を繋ぐ前交連がGirdin KO
マウスでは欠損するのに対し、Girdin FA変異
マウスでは前交連が保たれていること、Girdin 
KOマウスでは大脳皮質のGABA作用性神経
の分布異常が起こるが、Girdin FA変異マウス
では弱い異常しか示さないことなど、異なる
表現型が見られた。従って、GirdinのGEF活性
はGirdinの機能の全てを担っているのではな
く、部分的であると考えられた。 
 
(4)Girdin変異マウスにおける繊維芽細胞の
移動の異常 
 以前の研究により、癌周囲の線維化や創傷
治癒の過程で、病巣に移動する線維芽細胞に
おいて GirdinがAktによるセリン残基リン酸
化制御を受けることが分かっている。今回、
線維化の際の Girdinのチロシン残基リン酸化
を調べたところ、線維芽細胞でリン酸化が起
こることが分かった。 In vivoでの機能を調べ
るため、Girdin SA変異マウスと Girdin YY変
異マウスを用いて、四塩化炭素の腹腔内投与 
による肝臓線維化の実験を行ったところ、
Girdin SA変異マウスでは線維化が抑制され



たのに対し、Girdin YY変異マウスでは線維化
に変化がなかった。従って、肝線維化のモデ
ルにおいては線維芽細胞の移動には Girdin 
Y1764および Y1798のリン酸化は重要ではな
いと考えられた。 
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