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研究成果の概要（和文）：1.Girdinの神経系特異的コンディショナルノックアウトマウス(Girdin cKOマウス)を作製し
、Girdinのnestin系列細胞での発現が生体内での生理機能にとって重要であることを示した。
2.酸素誘発網膜症モデルを用いて、GirdinのAktによるリン酸化が病的血管新生において重要な役割を果たしているこ
とを明らかにした。また自家静脈グラフトモデルで誘導される内膜肥厚にもGirdinが関与していることを示した。
3.Girdinファミリー蛋白であるDapleがWntシグナルのnon-canonical経路において、Dvlと相互作用することにより、細
胞運動を促進することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To identify the cellular population responsible for the phenotype of girdin KO mic
e, newly generated girdin flox mice were crossed with nestin-promoter driven Cre-transgenic mice to obtain
 girdin conditional knockout mice.Our findings suggested that girdin expression in nestin cell lineage is 
responsible for the phenotype of girdin KO mice.
We used a mouse model of pathological ocular neovascularization: oxygen-induced retinopathy.Pathological n
eovascularization was decreased in S1416A knockin mice. The results demonstrate that girdin and its phosph
orylation play an important role in neonatal vascular development and in pathological neovascularization i
n the retina.We also found that depletion of girdin attenuated venous smooth muscle cells migration and pr
oliferation in vitro and intimal hyperplasia in vein grafts in vivo.
Moreover, we demonstrated that a girdin family protein, Dishevelled-associating protein Daple, controls th
e non-canonical Wnt/Rac pathway and cell motility
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１．研究開始当初の背景 
細胞が増殖因子や細胞外マトリックスとの
接着などにより刺激を受けると、アクチン線
維や微小管などの細胞骨格分子の構造が変
化し、細胞運動が促進される。細胞運動は発
生過程における形態形成、組織修復、免疫反
応、血管新生や癌細胞の浸潤・転移といった
様々な生理的、病理的現象に重要な役割を果
たしている。近年われわれはセリン・スレオ
ニンキナーゼ Akt の新規基質分子として
「Girdin（ガーディン）」と名付けたアクチ
ン結合蛋白を同定し、その機能解析を行って
きた (Dev. Cell 2005; Nature Cell Biol. 
2008; Cancer Res. 2008; Neuron 2009)。
Girdin は生体内では未熟な血管内皮細胞、周
皮細胞や海馬の神経細胞、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直後において
は野生型の間に明瞭な肉眼的な変化を認め
ないものの、組織学的には生後形成される網
膜および大脳の血管ネットワークと海馬お
よび嗅球の構造異常が認められた。この結果
は、Girdin は胎生期における脈管形成
(vasculogenesis)や器官形成(organogenesis)
においてではなく、生後の血管新生と神経発
生 (postnatal angiogenesis and 
neurogenesis)において重要な役割を果たす
分子であることを示した (Nature Cell 
Biol.2008; Neuron 2009)。血管新生には
VEGF による Akt 活性化とそれに引き続く
Akt による Girdin のリン酸化が重要であっ
た(Nature Cell Biol. 2008)。一方、神経細胞
では Girdin が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、海馬における新生ニュ
ーロンの移動と分化を制御していることを
示す結果を得た(Neuron 2009）。 
生後の血管新生については腫瘍血管の形成、
糖尿病性網膜症などにおける網膜血管の増
生、創傷治癒過程における血管新生などの病
態に関与する。一方神経新生については、長
年哺乳類の中枢神経系の神経細胞は再生し
ないと教科書に記載されてきたが、近年発生
を終えた生後の中枢神経系でも幹細胞から
神経細胞が新生することが明らかにされた。
特に成体における神経新生は「 adult 
neurogenesis」とよばれ、その異常は精神・
神経疾患の病態に関与する可能性が考えら
れる。このような生後の血管新生、神経新生
の分子メカニズムを解明することは、様々な
病態の理解につながるとともに、新たな治療
法の開発研究に寄与するものである。 
 
２．研究の目的 
出生後の血管新生、神経新生は様々な疾患の
病態形成、再生医療あるいは精神・記憶の形
成機序などの観点から多方面の研究者から
注目されている。われわれが発見した Akt キ

ナーゼの基質でアクチン結合蛋白である
Girdin は、血管内皮細胞、神経細胞、線維芽
細胞、がん細胞などの細胞運動能に関与する
極めて重要な分子であり、Girdin のノックア
ウトマウスの解析から、特に生後における血
管新生、神経新生に重要であることが明らか
になってきた。本研究の目的は Girdin およ
びその結合蛋白の解析を通じて、生後におけ
る血管新生、神経新生の分子機構の解明と
様々な病態形成における役割を明らかにす
ることにある。同時に Girdin のファミリー
分子(Daple, FLJ00354)の機能解析を進め、
ファミリー分子の機能多様性を明らかにす
る。これらの解析を通じて、生後の血管新生、
神経新生を制御する分子ネットワークおよ
び細胞内シグナル伝達機構の解明につなげ
たい。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子改変動物の作成とその表現系解
析：Girdin ノックアウトマウスの表現系をよ
り詳細に解析する他、成体において時期を選
んで発現制御が可能なコンディショナル遺
伝 子 改 変 マ ウ ス を 作 成 し 、 postnatal 
angiogenesis および adult neurogenesis に
おける Girdin の機能を解析する。 
(2) Girdin ファミリー分子 DAPLE および
FLJ00354 の機能解析：ヒトゲノム中には
Girdinのファミリー分子が少なくとも2種類
（Daple および FLJ00354)存在している。こ
れら 2つ遺伝子の機能について、細胞生物学
的解析と遺伝子改変動物作成による表現系
解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 神経特異的 Girdin コンディショナルマ
ウスの作成 
Girdin+/-マウスのLacZ染色による全身にお
ける Girdin の発現を検索した。その結果、
中枢神経系、自律神経系、腸管神経系を含む
広範な神経細胞、一部の血管、腱や心臓弁な
どに Girdin の発現が強く見られた。そこで
神経系における Girdin の発現の意義をさら
に明らかにするため、Girdin flox:nestin 
Cre マウスを用いた神経系特異的コンディシ
ョナルノックアウトマウス(Girdin cKO マウ
ス)を作製した。Girdin cKO マウスでは歯状
回 顆 粒 層 神 経 細 胞 の 分 散 や rostral 
migratory stream(RMS)の拡大を伴う嗅球の
低形成が見られ、生後 1か月以内に全例が死
亡するという Girdin KO マウスとほぼ同じ表
現型を示した。この結果は Girdin の nestin
系列細胞での発現が生体内での生理機能に
とって重要であることを証明した。 
(2) 酸素誘発網膜症モデルにおける病的血
管新生におけるリン酸化 Girdin の役割 
 新生仔期マウスを 75%程度の高濃度酸素状
況下に 5 日間曝露し、さらに通常環境下で 5
日間飼育した。その後経時的に網膜を摘出し、
異常血管新生の程度を野生型とAktによるリ



ン酸化部位セリン 1416 をアラニン置換した
マウス（S1416A マウス）の両群で比較した。
S1416A マウスでは異常血管新生の程度は有
意に低下しており、Girdin の Akt によるリン
酸化が病的血管新生において重要な役割を
果たしていることを明らかにした。さらに
VEGF を網膜に過剰発現するトランスジェニ
ックマウスにおける病的血管新生について
も、S1416A マウスと交配することにより、有
意に低下することが判明した。 
(3) 自家静脈グラフトモデルで誘導される
内膜肥厚における Girdin の役割 
閉塞性動脈硬化症の臨床例に類似した静脈
グラフトモデルを用いて内膜肥厚における
Girdin の役割を検討した。内膜肥厚は静脈グ
ラフト後約 1 週間で明瞭になり、4 週頃にピ
ークに達する。肥厚した内膜における Girdin
の発現を免疫染色法およびウェスタンブロ
ット法にて検討したところ、グラフト後 7日
目で有意に増強し、2 週間頃に発現がピーク
に達し、その後減少した。蛍光抗体法により
肥厚した内膜で増殖している平滑筋細胞に
おいて Girdin の発現が増強していることが
明らかになった。静脈グラフトより血管平滑
筋を分離培養し、 siRNA で Girdin の発現を
ノックダウンすると、培養平滑筋細胞の増殖
能、運動能ともに有意に低下し、Girdin がそ
の増殖能、運動能に重要な役割を果たしてい
ることが明らかになった。 
(4)  Girdin ファミリー蛋白である Daple の
機能解析 
Daple は Wnt シグナルに重要な役割を果たす
Dishevelled(Dvl)の結合蛋白として同定さ
れていた(図１)。本研究においてわれわれは
Daple が non-canonical Wnt シグナルに重要
な役割を果たすことを明らかにした。すなわ
ち、Daple は Wnt シグナルの non-canonical
経路において、Dvl と相互作用することによ
り、Dvl と aPKC の結合を増強し、aPKC 活性
化を誘導することが明らかになった。aPKC 活
性化は Tiam1 などの RacGEF を活性化を介し
て Rac 活性を増強し、細胞運動を促進するこ
とが示唆された。（図 2） 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
図 2: Wnt シグナルによる Daple を介した Rac の活性化

とラメリポディア形成機構 
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