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研究成果の概要（和文）：Akt キナーゼの新規基質 Girdin の機能について、細胞生物学的研究

および遺伝子組み換えマウスを用いた個体レベルの研究を推進した。線維芽細胞、様々ながん

細胞、血管内皮細胞、血管平滑筋細胞など培養細胞において、siRNA を用いて Girdin をノッ

クダウンすると、いずいれも細胞運動能が有意に低下した。その際、運動する細胞先端部のラ

メリポディア構造の形成に異常が生じており、Girdin がラメリポディア形成のためのアクチン

細胞骨格の再構成に関与していることが示唆された。Girdin ノックアウトマウスの解析により、

生体内では Girdin が生後の血管新生、神経新生に重要な役割を果たしていることが判明した。

Girdin ノックアウトマウスでは生後の血管新生部位として知られている網膜血管や大脳の血

管新生が野生型マウスに比べ 60－70％に低下していた。さらに神経系においては、生後も神経

新生がおきることが知られている海馬歯状回の顆粒神経細胞の位置異常とそれに伴う構造異常

を示すことが明らかになった。Girdin のファミリー蛋白 Gipie の機能解析を行い、Gipie は ER

ストレス反応の調節因子である GRP78 と結合することにより、ER ストレスによって誘導され

るアポトーシスから血管内皮細胞を保護する作用を有すると考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：We investigated the physiological roles of Akt substrate Girdin using a variety 

of cell lines and gene-targeting mice. Girdin knockdown by siRNA in various cell lines including 

fibroblasts, cancer cells, endothelial cells and vascular smooth muscle cells, significantly impaired their 

migration. Impaired cell migration by Girdin knockdown was due to the impairment of lamellipodia 

formation at the leading edge of migrating cells, suggesting that Girdin plays a role in actin 

reorganization at the leading edge. In addition, analysis of Girdin knockout mice demonstrated that 

Girdin plays a crucial role in postnatal angiogenesis and neurogenesis. Vascular development in the 

retina and brain cortex in Girdin knockout mice decreased to 60-70% compared with that of wild-type 

mice. Girdin deficiency also leads to overextended migration and mispositioning of the dentate granule 

cells, resulting in profound cytoarchitectural disorganization of the dentate gyrus which is known to 

develop during the early postnatal period. A novel Girdin family protein, Gipie, is expressed in 

endothelial cells, where it interacts with GRP78, a master regulator of ER stress. Our study indicated 

that Gipie/GRP78 interaction protects endothelial cells against ER stree-induced apoptosis. 
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１．研究開始当初の背景 

セリン・スレオニンキナーゼである Akt（別
名：Protein Kinase B; PKB）は増殖因子など
様々な細胞外からの刺激により活性化され、
細胞増殖、生存、代謝など細胞機能に重要な
役割を果たすことが知られている。また近年
Akt が、白血球、線維芽細胞、血管内皮細胞、
がん細胞の運動に重要であることが示され、
特に Akt の発現の高い癌では悪性度が高く、
予後が悪いと報告されるようになった。しか
しながら Akt の活性化がどのようなメカニズ
ムで細胞運動を促進するかについては、がん
の治療法の開発にも直結する重要な課題で
あるにもかかわらず、長年不明であった。わ
れわれは最近、酵母 two-hybrid 法を用いたス
クリーニングにより、Akt の新規基質である
Girdin (Girders of actin filament の略)を発見し、
Girdin が Akt の下流で細胞運動に重要な役割
を 果 た して い るこ とを 明 らか に した
(Enomoto et al., Dev. Cell, 9: 389-402, 2005)。機
能解析によりGirdin が新規アクチン結合蛋白
であり、Akt によってリン酸化を受けるとア
クチン線維の再構成を生じ、細胞運動に重要
な役割を果たす細胞先導端のラメリポディ
アの形成に関与していることを証明した。
Girdin の発現をノックダウンしたり、Akt に
よるリン酸化部位に変異を導入したGirdinを
発現させたりすると、形態異常と著明な細胞
運動能の低下を生じ、Akt-Girdin シグナル系
の細胞運動における重要性が明らかになっ
た。 

 一方、他の研究者によって Girdin のファミ
リー分子である Daple（Dishevelled-associating 

protein with a highly frequency of leucine 

residues）が発生や悪性腫瘍の進展において重
要な Wnt シグナル伝達系の制御分子である
ことが明らかとなった。さらに、もう１つの
ファミリー分子については、かずさ DNA 研
究所により遺伝子として同定されているが
（FLJ00354、本研究で Gipie と名付けた）、機
能については全く解析されていない。これら
２つのファミリー分子はGirdin とはC末端の
構造が大きく異なっており、進化の過程で機
能多様性を獲得したものと推定された。 

 

２．研究の目的 

本研究ではわれわれが発見した Akt-Girdin シ
グナル伝達系の細胞運動、特にがん細胞の浸
潤・転移、血管新生、神経細胞の移動・極性
決定における機能を細胞生物学的に解析す
るとともに遺伝子組み換え動物（Girdin 遺伝

子のノックアウトマウス、Akt によるリン酸
化部位に変異を導入したノックインマウス
など）を作製して個体レベルで解析し、その
生理学的、病理学的意義を解明する。さらに
Girdin のほかの２つのファミリー蛋白(Daple, 

Gipie)の機能解析を推進し、ファミリー蛋白
の細胞内、個体レベルでの機能多様性を明ら
かにすることにある。 

 

３．研究の方法 

(１)Girdinファミリー遺伝子の遺伝子改変マ
ウスの作製と解析 

 Girdin遺伝子のノックアウト、およびAktに
よってリン酸化されるセリン1417 をアラニ
ンに置換したノックインマウスを作製し、発
生過程および個体レベルでのGirdinの機能解
析、リン酸化の意義を明らかにする。 

(２)腫瘍細胞の浸潤・転移におけるGirdinの役
割の解明 

 様々な組織由来の腫瘍細胞株に、レトロウ
イルス発現系を用いてGirdinが恒常的にノッ
クダウンされた細胞株、あるいは Girdin を強
制発現した細胞株を作製し、腫瘍細胞の浸潤、
転移における役割を in vitro, in vivo で解析す
る。また臨床検体をもちいて Girdin およびリ
ン酸化 Girdin の発現を調べ、癌細胞の悪性度
との関連を明らかにする。 

(３)血管新生における Girdin の役割の解明 

Akt-Girdinシグナル伝達系が血管新生にお
いて果たす役割について、 shRNA（ short 

hairpin RNA）を用いてGirdinを恒常的にノッ
クダウンした培養血管内皮細胞(HUVEC)を
用いてin vitroで解析し、さらに虚血や内膜障
害を生じる動物モデルを用いた研究に展開
する。Girdinのノックアウトマウスを用いて
血管新生の異常について解析する。 

(４)神経細胞の移動・極性決定および大脳皮質
形成におけるGirdinの役割の解明 

 shRNAを用いてGirdinを恒常的にノックダ
ウンした培養培神経細胞や１）の項目で作製
するノックアウトマウス、ノックインマウス
を用いて、神経細胞の移動や神経系の形成に
おける役割をin vitro, in vivoの系を用いて明
らかにする。 

(５)Girdinファミリー蛋白の機能解析 

 DapleについてはWntシグナル伝達系におけ
る役割、Gipieについては未知の機能について、
細胞生物学的解析を進める。同時にGirdinフ
ァミリー蛋白への結合蛋白を酵母two-hybrid

および質量分析計を用いて同定し、機能解析
に資する。 



 
４．研究成果 
(1) Akt-Girdin シグナル伝達系の腫瘍細胞
の浸潤、増殖における役割について
MDA-MB-231ヒト乳がん細胞を用いて検討
した。MDA-MB-231 細胞に Girdin の short 

hairpin 型 siRNA をトランスフェクトし、
Girdin の発現をノックダウンした細胞株を
樹立した（以下 MDA-Girdin KO と呼ぶ）。
ボイデンチャンバー法や Wound healing 法
により、IGF-1 非存在下、存在下における
MDA細胞とMDA-Girdin KO 細胞の細胞運
動能を比較したところ、IGF-1 存在の有無に
関わらず MDA-Girdin KO 細胞の運動能が
有意に低下していることが判明した。また細
胞増殖能を検討した結果、MDA-Girdin KO

細胞の増殖能は MDA 細胞に比較して軽度
に低下するものの、両者の間に有意差は認め
なかった。さらに、両細胞株を 3x106個ヌー
ドマウスの皮下に移植して 10 週間後の肺へ
の転移能を比較した結果、MDA-Girdin KO

細胞の転移能は著しく低下した。以上の結果
より Girdin のノックダウンにより引き起こ
されるアクチン線維の再構成の異常は、
MDA-MB-231細胞の運動能を低下させるこ
とより、肺への転移を抑制することが明らか
になった。がん転移に対する治療法として、
Akt-Girdin シグナル伝達系を制御すること
の有用性が示唆された。 
 次に Girdin の発現を免疫染色法にてヒト
の乳がんおよび消化器がん組織で検索した。
その結果、正常乳腺上皮や消化管粘膜上皮に
は発現を認めないものの、がん細胞の約
10-20％の症例で Girdin が高発現し、20-30%

の症例で中等度に発現していることが判明
した。今後 Girdin の発現ががん細胞の悪性
度に関与しているかどうか検討する必要が
ある。 

(2) Girdin は生体内では未熟な血管内皮細胞、
周皮細胞に発現が観察された。まずヒト血管
内皮細胞 HUVEC を用いて、Girdin の機能
を解析した。HUVEC 細胞にて Girdin の発
現をノックダウンすると、VEGF 依存性の細
胞運動能とマトリゲル内での管腔形成能が
著しく低下した。さらに作製した Girdin-/-

マウスにおける血管形成の異常の有無を検
討した。出生後の VEGF（血管内皮増殖因子）
依存性の血管形成としては目の網膜血管が
良く研究されている。そこで、生後 3 日目と
7 日目の網膜血管形成を調べたところ、
Girdin-/-マウスでは wild type に比べ、約
40％減少していることが明らかになった。ま
た生後３日目の大脳における血管形成
（VEGF 依存性かどうかは明らかではない）
についても検討した結果、Girdin-/-マウスに
おいて約 30％減少していた。また生後 7 日目
の大動脈を採取し、コラーゲンゲル上で培養

すると、VEGF 依存性に毛細血管が伸長する
ことが知られている。そこで、大動脈を 7 日
間培養し、毛細血管のゲル内への伸長面積を
調べた結果、Girdin-/-マウスの大動脈からの
伸長は、wild type に比べ約 50％減少してい
た。以上の結果より、Girdin は出生後の
VEGF 依存性の血管新生に関与しているこ
とが明らかになった。 

(3) 免疫染色法による解析の結果、Girdin は
神経系において海馬の神経細胞、嗅球の形成
に重要な rostral migratory stream (以下 RMS)

を構成する神経細胞で強く発現していた。
Girdin のノックアウトマウスは生後 4

週間以内に死亡するが、その原因は現時
点では不明である。ノックアウトマウス
の組織学的な解析を行った結果、中枢神
経系において海馬歯状回と嗅球の形態
に異常があることが判明した。海馬歯状
回では神経前駆細胞の位置異常が見ら
れた。正常では神経前駆細胞は海馬歯状
回の subgranular zone(以下 SGZ)に一
層から数層に限局して存在するのに対
し、ノックアウトマウスでは顆粒層の中
やそれを超えた分子層に局在していた。
Girdin の short hairpin RNA をレトロ
ウィルスベクターに組み込み、海馬歯状
回の神経前駆細胞に発現させたところ、
ノックアウトマウスで観察されたよう
に、神経細胞の位置異常を生じた。また
嗅球の形成異常については、脳室周囲の
脳 室 下 帯 (subventricular zone, 以 下
SVZ)から産生される神経前駆細胞が嗅
球に向かって移動する過程において、遅
延を生じていることが原因であった。そ
の た め そ の 経 路 で あ る rostral 

migratory stream (RMS)の幅が著しく
拡大していた。この結果は Girdin が出
生後の海馬や嗅球の形成における神経
前駆細胞の移動や位置決定に重要な役
割を有する分子であることを示唆して
いる。  

 Girdin との結合蛋白を解析した結果、統合
失調症や双極性障害（躁うつ病）の脆弱因子
と し て 最 近 注 目 さ れ て い る
DISC1(Disrupted-In-Schizophrenia 1)と分子複
合体を形成し、海馬における神経前駆細胞の
移動と分化を制御している可能性を示す結
果を得た。さらにラットの海馬を培養し、
Girdin の局在を調べたところ、細胞体、
神経突起、成長円錐にすべて陽性像を示
した。Girdin の発現をノックダウンした
結果、神経突起の長さや数が有意に減少
したことから、海馬神経細胞の神経突起
の形成や成熟に関与しているもと考え
られた。この結果と一致して、 Girdin

ノックアウトマウスでは歯状回の顆粒
層から海馬の CA3 領域へ投射される軸



索である mossｙ fiber の形成が著しく障
害されていた。今後さらに Girdin を介
したこれらの神経系の形成の分子機序
を結合蛋白の同定などを通して、より詳
細に解析する予定である。  

(4) Girdinのファミリー蛋白でGipie 

(GRP78-interacting protein induced by ER 

stress)と名付けた蛋白の機能解析を行った。

Gipieは1476アミノ酸からなる蛋白をコード

し、C末端領域の配列がGirdinとは相同性が

なく、ユニークな機能を有することが示唆さ

れた。その発現をRT-PCRあるいはウェスタ

ンブロット法で検討した結果、主に血管内皮

細胞とマクロファージに発現していることが

判明し、細胞内ではERとゴルジ体に局在して

いた。質量分析法により結合蛋白を検索した

ところ、再現性良く検出できる蛋白として、

ERに局在し、ERストレスを制御するGRP78

を同定した。GRP78はGipieのC末端領域と結

合した。そこでGipieの発現が種々のERスト

レス負荷により変化するかどうかを検討した

結果、thapsigargin, tunicamycin, 

homocysteine添加などによるERストレス負

荷により、Gipieの発現が蛋白レベルで有意に

増強した。機能解析の結果、GipieはERスト

レスに関与するGRP78とIRE1の結合を安定

化させることにより、IRE1によるJNK活性化

やCHOPの発現を抑制し、ERストレスによる

細胞死を抑制した。よって、GipieはERスト

レス反応の調節因子であり、細胞保護作用を

有すると考えられた。さらにラット頸動脈の

内皮をバルーンで損傷し、内膜肥厚を引きお

こすと、同部位にGRP78とGipieの発現が増

強し、血管内皮の物理的傷害に伴うストレス

に応答し、発現誘導されることが明らかにな

った。 
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