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研究成果の概要（和文）：GirdinによるダイナミンGTPaseの活性化機構を、GirdinとのX線共結晶構造解析などによっ
て検討した。
Girdinのエンドサイトーシスおよび膜リモデリングへの影響とその機構については、TIRF顕微鏡でのエンドサイトーシ
スの動態観察により検証し、これまでに真核細胞中の様々な輸送に特有のアダプターこそ同定されていたものの、完全
には理解されてはいなかった選択的なクラスリン依存性エンドサイトーシス(CME)のためのメカニズムが新規のdynamin
 GTPase結合タンパク質Girdinによってコントロールされることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The activation mechanism of dynamin GTPase by Girdin was investigated by X-ray 
crystallography and confocal laser scanning microscopy.
We showed that the actin-binding protein girdin is a regulator of cargo-selective CME.　Girdin interacts 
with dynamin 2, a GTPase that excises endocytic vesicles from the plasma membrane, and functions as its 
GTPase activating protein. Interestingly, girdin depletion leads to the defect in clathrin-coated pit 
formation in the center of cells. Also, we find that girdin differentially interacts with some cargoes, 
which competitively prevents girdin from interacting with dynamin 2 and confers the cargo selectivity for 
CME.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

アクチン細胞骨格は腫瘍細胞の浸潤・転

移などを制御しており、アクチン細胞骨格

とエンドサイトーシス形質細胞膜の輸送と

の関係が重要であることが明らかにされつ

つある。 

ダイナミン（dynamin）は、エンドサイ

トーシスの基盤として、1 から 3 の三つの

アイソフォームが知られており、動的な膜

構造に局在して機能し、膜状仮足や

circular dorsal ruffles などで細胞内の

膜構造を積極的に変化させ、運動や浸潤を

制御することを示唆していた。さらに、

circular dorsal ruffles などにクラスリン

やそれに結合するアダプタータンパク質の

局在が観察されないことを考えると、ダイ

ナミン複合体は、エンドサイトーシスだけ

ではなく、形質膜を変形や切断（リモデリ

ング）することで膜状仮足の前方への進展

や細胞の接着に関わっている可能性も推測

されていた。この様にダイナミンが膜の変

形や切断などに重要な働きをしていること

は容易に推定されていたものの、その詳細

はこれまで不明であった。一方、Akt の活

性化と癌の浸潤・転移（細胞運動能）の促

進との関係を探ることは依然として重要な

課題であり、研究分担者は Akt の基質とし

てアクチン結合分子 Girdin (Girders of 

actin filament)を発見し、Girdin のノッ

クダウンにより、癌細胞の転移能が著しく

低下することを見出し、血管新生には VEGF

（血管内皮細胞増殖因子）による Akt 活性

化とそれに誘導される Akt による Giridin

のリン酸化が重要であることなども指摘し

ていた。これらは、癌が浸潤・転移し増殖

するには、新たな腫瘍血管の形成が不可欠

であり、Akt の基質である Girdin が腫瘍細

胞の運動能と血管新生の両者を制御するこ

とで、腫瘍の進展に重要な役割を演じてい

ることを意味していた。 

  

 

２．研究の目的 

前述の背景のもと、ダイナミンとGirdin

の関係について調査した結果、両者の直接

的な相互作用がダイナミンの GTPase 活性

を促進することを見出し、その活性化がア

イソフォームの中でもユビキタスなダイナ

ミン 2選択的であることを明らかにした。

そこで本研究課題では、(1)Girdin のダイ

ナミン GTPase の活性化機構、(2) Girdin

のエンドサイトーシスおよび膜リモデリン

グへの影響とその機構を検証し、さらに

(3)Girdin によるダイナミン 2 の識別機構

の解析を行って、癌の浸潤・転移機構解明

への展開を計ることを目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

(1)Girdin のダイナミン GTPase の活性

化機構を、ダイナミン 2と Girdin との相互

作用領域の探索、Girdin の X 線共結晶構造

解析によって検討した。(2)Girdin のエン

ドサイトーシスおよび膜リモデリングへの

影響とその機構については、各種顕微鏡で

のエンドサイトーシスの動態観察により検

証した。 

 

 

４．研究成果 

(1)GirdinのダイナミンGTPaseの活性化機

構 

まず、Girdin とダイナミンの局在を検

討したところ、非刺激下では細胞質のドッ

ト状の構造物においてのみ共局在したが、

EGF 刺激下では膜状仮足における両者の共

局在が確認された（図 1）。 

 

 



 

 

そこで、Girdin のダイナミン GTPase 活

性への影響を調査したところ、Girdin の NT

はユビキタスなダイナミン 2を選択的に活

性化し、組織特異的なダイナミン 1につい

ては活性化しなかった（図 2） 

これらの現象の構造生物学的な理解を行

うために、Girdin のダイナミンとの相互作

用領域である N末端に関して発現・精製か

ら再現性よく結晶化する条件を確立し、放

射光施設による回折実験を行ない、分解能

4.0 Å のデータを収集した。現在、Girdin

の NT 領域のモデルを構築し精密化を進め

ている（図 3、4）。 

(2)Girdin のエンドサイトーシスおよび膜

リモデリングへの影響 

Girdin 遺伝子のノックダウンによるエ

ンドサイトーシスの影響を観察することに

より、Girdin の N 末端ドメインとエンドサ

イトーシス関連 GTPase であるダイナミン

の相互作用が、様々な輸送物の取り込みに

重要なクラスリン依存性エンドサイトーシ

スを制御していることを明らかにした（図

5）。 
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