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研究成果の概要（和文）：Aktキナーゼの新規基質タンパク質であるGirdinとそのファミリー分子Dapleの機能解
析を進め、精神神経疾患、がんの進展における役割ついて解明を行った。Girdinは海馬神経細胞のシナプス形成
と長期記憶に関与すること、がんにおいてはアクチン細胞骨格の再構成を通じて、がん細胞の集団移動に重要な
役割を果たすことを示した。
  Dapleノックアウト（KO）マウスの解析により、Dapleは脳室上衣細胞の繊毛の極性に重要であり、KOマウスで
は繊毛の運動能の異常により水頭症が発症した。さらに、DapleはWntシグナルの活性化に関わり、胃がんの浸
潤・転移を促進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We studied the roles of the Akt substrate and actin-binding protein, Girdin 
and its family protein, Daple in the development of psyco-neurologic disorder and cancer. We found 
that Girdin is involved in the synapse formation of hippocampal neurons and their long-term 
potentiation. In addition, Girdin was shown to play an important role in cancer cell collective 
migration, and its phosphorylation in cancer-associated fibroblasts (CAF) is essential for CAF 
migration which leads to tumor progression. 
  We showed that Daple-deficient mice present hydrocephalus and their ependymal cilia lack 
coordinated orientation. Daple regulates microtubule dynamics at the anterior side of ependymal 
cells, which in turn orients the cilial basal bodies . These results demonstrate an important role 
for Daple in planar polarity in motile cilia. Moreover, we elucidated that Daple is involved in the 
activation of Wnt signaling, promoting invasion and metastasis of gastric cancer cells.

研究分野：実験病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
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
な生理的、病理的現象に重要な役割を果たしている。本研究においてわれわれが細胞運動に重要な機能を有する
分子として発見したGirdinおよびDapleの精神神経疾患、がんの進展における役割とその分子機構を明らかにし
た。今後これらの知見をもとに疾患の新規治療法の開発に貢献する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
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、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生理的、病
理的現象に重要な役割を果たしている。われわれはセリン・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（図 1）、培
養細胞およびノックアウトマウスを用いてその機能解析を進めてきた（Dev. Cell, 2005; Nat 
Cell Biol., 2008; Cancer Res., 2008; Neuron, 2009; J. Neurosci., 2011; Cir Res., 2011;, 
Oncogene, 2012, Am. J. Pathol., 2013）。Girdinは Aktによるリン酸化で機能制御を受ける他、
EGF receptorや Srcによるチロシンリン酸化や機能分子と相互作用をすることで、血管新生、
神経新生およびがんの進展など生理的、病理的現象に関わる細胞運動を制御することが明らか
になりつつある。興味深いことにノックアウトマウスの解析から、Girdin の機能は胎生期の発
生過程には重要ではなく、生後から成体期に観察される血管新生(postnatal angiogenesis)およ
び海馬歯状回や脳室下帯における神経幹細胞からの神経新生(postnatal/adult neurogenesis)及
び遊走に特異的に関与していることが明らかになった(Nat Cell Biol., 2008; Neuron, 2009; J. 
Neurosci., 2011, Am. J. Pathol., 2013)。加えて、Girdinが海馬依存性の神経機能（長期記憶や
てんかん発作など）に関与するデータも得つつある。特に Girdinのノックアウトマウスの表現
型が成人の難治性てんかんとし
て代表的な海馬の病変を有する
内側側頭葉てんかんと極めて類
似していることが明らかになっ
た。また、Girdinが様々ながん細
胞の浸潤・転移に関わるのみでな
く、神経膠芽腫のがん幹細胞性性
質の維持にも関与していること
を示唆する結果を得ている
（Oncogene, 2012）。さらに、
Girdin ファミリー分子である
Daple が Wnt シグナルの下流で
Dishevelled(Dvl)と結合することにより Rac活性を制御し、がん細胞や線維芽細胞の運動に関与
していることも明らかにした(Nat Commun., 2012)（図１）。 
 以上の背景をもとに、本研究では（１）Girdinおよびそのファミリー分子 Dapleによる細胞
運動制御を含む細胞内機能の詳細な分子機構と（２）これらの分子の精神神経疾患およびがんの
病態形成における役割の解明をめざす研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
細胞運動には様々な外的刺激と細胞内シグナル伝達分子が関与し、その異常が様々な疾患発症
や病態形成に関わっている。代表者らが発見し、研究を進めてきたアクチン結合蛋白 Girdinは
運動する細胞の先導端で Akt キナーゼによりリン酸化を受け、アクチン線維の再構成を引き起
こすことによりがん細胞、線維芽細胞、血管内皮細胞、成体脳の新生ニューロンの運動を制御し
ている。機能解析により Girdinはがん細胞の浸潤・転移能や血管新生、神経新生、海馬依存性
の神経機能に重要な役割を果たすことが明らかになってきた。また、Girdin ファミリー分子で
ある DapleがWntシグナルによる細胞運動制御に関わっていることが示唆された。本研究の目
的は、Girdinおよび Dapleによって制御される細胞機能の詳細な分子機構および精神神経疾患・
がんの病態形成における役割を各種遺伝子改変マウスの作成、結合蛋白の同定による機能解析
を通じて、明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1) Girdin および Daple の精神神経疾患およびがんにおける分子病態に果たす役割 
 Girdin のヘテロおよびホモのノックアウトマウスや Akt キナーゼによってリン酸化を受ける
アミノ酸に変異を導入したノックインマウスを用いた予備的な解析により、Girdin の機能が生
後の血管新生、神経新生に加え、海馬依存性の長期記憶およびてんかん発作（内側側頭葉てんか
んのモデル）に関わる結果を得つつある。これらの神経機能に関わる Girdin の役割の解明を病
理組織学的、細胞生理学的、行動解析によりさらに進める。Daple ノックアウトマウスを用いて、
同様に神経発生および神経機能にどのような異常が生じるかを解明する。Girdin ノックインマ
ウスおよび Daple のノックアウトマウスに腫瘍を移植する系を用いて、腫瘍形成、がんの浸潤・
転移おける Girdin および Daple の意義を明らかにするとともに、腫瘍微小環境ががん細胞増殖
に及ぼす影響について解析する。 
(2) Girdin および Daple の細胞内結合タンパクの同定と機能解析 
Girdin と Daple のドメイン依存的に結合する分子群をアフィニティークロマトグラフィー、免
疫沈降法、質量分析法を組み合わせた方法で包括的に同定し、これらの分子と Girdin あるいは
Daple との複合体形成ががん細胞や神経細胞の運動能、生理機能に果たす役割を明かにする。 
(3) Girdin の EGF receptor および Src キナーゼのリン酸化による機能制御 



 Girdin のチロシン 1764と 1798が EGF receptor および Src によってリン酸化されることが報
告されている。これらのリン酸化の意義を明らかにするため、チロシンに変異を導入した Girdin
を発現する細胞株を樹立する。また、これらのリン酸化特異的抗体を作成し、Girdin チロシン
リン酸化の細胞運動能など細胞機能における意義について解明する。 
 
４．研究成果 
(1)-1.Girdin の精神神経疾患およびがんにおける分子病態に果たす役割 
① ヒト PEHO-like syndrome における Girdin (CCDC88A)変異の同定(Nahorski et al. Brain 
2016): PEHO-like syndrome は小頭症、てんかん発作、手背や足背の浮腫、視神経委縮などを示
す常染色体劣性遺伝病である。イギリスの研究グループとの共同研究において、本症候群を示す
イギリス人の家系において、Girdin(CCDC88A)遺伝子の germline 変異を世界で初めて同定した。
Girdin のコドン 2313 の T の欠失変異により、772 番目のアミノ酸に stop codon が生じること
により、短縮型 Girdin が発現することを証明した。Girdin のノックアウトマウスにてんかん発
作が高頻度に生じるが、神経細胞特異的な Girdin ノックアウトマウスの解析により、大脳の大
きさの有意な低下や脳梁の低形成が見られることが明らかになり、ヒトの PEHO-like syndrome
患者にみられる表現型と一致した。 
② Girdin の Akt のリン酸化がシナプス形成、記憶に果たす役割(Nakai et al. J. Neurosci. 
2014): 海馬神経細胞にシナプス形成および記憶における Girdin のリン酸化の意義を明らかに
するため、Girdin の Akt によるリン酸化部位である Ser1416 を alanine に置換したノックイン
マウス（以下 SAマウス）を用いて解析した。まず、海馬神経細胞では BDNF/TrkB シグナルの下
流で Girdin が Akt によってリン酸化されることを示した。SA マウスでは海馬神経細胞の spine
の大きさが減少し、Long-term potentiation（LTP）が低下した。さらにリン酸化 Girdin は細胞
内で Src キナーゼと NMDA 受容体の NR2B サブユニットと複合体を形成し、Src による NR2B のチ
ロシン 1472 のリン酸化を誘導することにより NMDA 受容体を活性化に寄与することが示唆され
た。マウス行動解析により Girdin の Akt によるリン酸化が海馬依存性の長期記憶に関与するこ
とが明らになり、BDNF/TrkB シグナルと NMDA 受容体シグナルが Girdin リン酸化を介してクロス
トークする新たな機序を示した。 
③ リン酸化 Girdin の腫瘍微小環境における役割(Yamamura et al. Cancer Res. 2015): 腫瘍
微小環境におけるリン酸化 Girdin の意義を検討するため、SA マウスを用いて解析した。Lewis 
lung adenocarcinoma (LLC)を野生型マウスと SA マウスの皮下に移植して、腫瘍増殖を比較し
た。SA マウスにおいて、腫瘍の増大が有意に抑制されており、腫瘍組織に存在するがん関連線
維芽細胞（cancer associated fibroblasts; CAF）の数も有意に少なかった。SAマウスから得
られた線維芽細胞や CAF をがん細胞と共にマウスへ移植すると、野生型マウスからの線維芽細
胞や CAF を用いた群と比較して、腫瘍の増大が抑えられ、CAF 内における Akt-Girdin シグナル
が腫瘍の増殖に関与していることを支持する結果を得た。SA マウスから得られた線維芽細胞や
CAF は TGF-や PDGF に反応して誘導される運動能が低下しており、Girdin のリン酸化の低下が
腫瘍周囲への CAF の遊走の低下と CAF の機能低下を生じ、腫瘍の増殖に影響を及ぼしているこ
とを示した。 
④ Girdin のがん細胞集団移動における役割(Wang et al. Cancer Sci. 2018): Girdin のがん
細胞集団移動における役割をコラーゲンゲルおよびマトリゲル中で A431 扁平上皮癌細胞を培養
することにより解析した。Girdin の発現をノックダウンすると A431 細胞の集団移動能が明らか
に低下し、その際、運動中のがん細胞表面の Filopodia 形成が顕著に減少した。すなわち、Girdin
ノックダウン細胞ではアクチン細胞骨格の再構成に異常を生じ、集団移動能が低下することを
示した。さらに、Girdin は-catenin と結合することが明らかになり、Girdin ノックダウン細
胞では cadherin/catenin 複合体とアクチン細胞骨格との相互作用の低下がみられた。その結果、
Girdin ノックダウン細胞では細胞間接着の低下と運動能の低下を生じ、がん細胞の集団移動能
を障害することを示唆した。 
 
(1)-2.Daple の精神神経疾患およびがんにおける分子病態に果たす役割 
① Daple ノックアウトマウスにおける脳室上衣細胞の繊毛形成異常と水頭症の発症(Takagishi 
et al. Cell Rep. 2017): Daple ノックアウトを作成し、表
現型の解析を行った。形態学的な異常として出生 10日目以降
に脳室の拡大が顕著になり、水頭症を発症した（図２）。走査
型電子顕微鏡による解析により、ノックアウトマウスの脳室
上衣細胞の繊毛運動に異常が見られ、正常上衣細胞の繊毛で
みられる方向性のある規則的な運動が観察されなかった。こ
の繊毛の運動能の異常により水頭症が発症するものと推測さ
れた。蛍光染色や電子顕微鏡を用いた解析により、ノックア
ウトマウスでは繊毛基部の構造体である basal body(BB)や
basal foot(BF)の配列に異常が観察され、Daple の機能とし
てこれらの構造体の極性に関与することが示唆された。Daple
ノックアウト細胞では微小管の伸張、退縮が障害されてお
り、Daple が微小管と結合し、そのダイナミクスに関与し



ていることが示された。 
② Daple の胃がんの浸潤、転移における機能解析(Ara et al. Cancer Sci. 2016): 胃がんの
浸潤、転移における Daple の役割を、胃がん組織を免疫染色することにより解析した。その結
果、Daple の発現が高い群ではがん細胞の胃壁への浸潤、リンパ節転移の頻度が高く、予後不良
であることが判明した。胃がん細胞株を用いた実験により、Daple をノックダウンすると Wnt5a
で誘導される Rac および JNK の活性と laminin-2 の発現が低下し、さらに細胞運動能、浸潤能
も低下した。胃がん細胞のマウスへの移植系において、Daple をノックダウンした細胞では肝臓
への転移能が有意に低下し、Daple が non-canonical Wnt シグナルを介した胃がん細胞の浸潤、
転移に重要な役割を果たしていることを示した。 
 
(2). Girdin および Daple の細胞内結合タンパクの同定と機能解析 
① Girdinと dynamin2の結合による選択的エンドサイトーシスの制御機構(Weng et aおよびl. 
EMBO J. 2014): Girdin の結合分子としてエンドサイトーシスにおいて重要な役割をはたす
dynamin2 を同定した。れわれは生化学的解析により Girdin が dynamin2 と直接結合し、dynamin2
の GTPase 活性を上昇させることを明らかにした。Girdin の dynamin2 に対する結合の責任ドメ
インは Girdin の N 末端ドメインであり、同ドメインを介した dynamin2/Girdin 間の結合が膜小
胞の切断に重要な働きをすることを明らかにした。興味あることにトランスフェリン受容体や
E-cadherin のエンドサイトーシスを制御する一方、EGFR やインテグリンのエンドサイトーシス
には関与しないことが判明した。この選択的エンドサイトーシスの機序については、以下のよう
なモデルが示唆された。Girdin は EGFR と結合することが明らかにされているが、実験結果より
Girdinの N末端ドメインがEGFRと結合するとdynamin2/Girdinの複合体形成が競合的に阻害さ
れ、従って dynamin2の活性が
上昇せず、結果的に膜小胞の
切断が抑制される。一方、ト
ランスフェリン受容体や E-
cadherin のカーゴを含む膜
小胞の場合、Girdin はこれら
のカーゴと結合せず、従って
dynamin2/Girdin 複合体が形
成されることで膜小胞の切
断が促進され、エンドサイト
ーシスが起きるメカニズム
が示唆された（図３）。 
② Girdin と 4F2hc(CD98hc)との結合によるアミノ酸シグナルと mTORC1 活性の制御 (Weng et 
al. PLoS Biol. 2018): 質量分析法により Girdin との結合蛋白としてアミノ酸輸送体 LAT1 の
補助因子 4F2hc を同定し、この複合体形成が細胞内の mTORC1 活性を負にコントロールすること
を明らかにした。両者の結合には、Girdin の MAPK によるリン酸化と 4F2hc の細胞内ドメインの
ユビキチン化が重要であることを示した。Girdin/4F2hc 複合体の形成は細胞表面の LAT1 の発現
量を低下させ、その結果、mTORC1 の活性低下が誘導された。同時に細胞内アミノ酸、特にグル
タミンとロイシンの濃度低下も誘導されることが判明した。以上の結果は、Girdin と４F2hc と
の結合が、mTORC1 活性を負に制御することを示している。これまで mTORC1 の活性を負に制御す
るメカニズムは知られておらず、本研究は mTORC1 の負の制御メカニズムの１つを明らかにした。 
③ Daple と dynein の結合による脳室上衣細胞における繊毛の極性決定機序(Takagishi et al. 
iScience in press): Daple の KO マウスは脳室上衣細胞の繊毛の極性異常により、その規則的
な方向性ある運動能が失われ、脳脊髄液の流れの乱れが生じることにより水頭症を発症する。そ
のメカニズムの解明をさらに進めるため、結合タンパクを探索した結果、Daple が微小管上を動
くモータータンパクである dynein の中間鎖と結合することを明らかにした。Daple は Dvl1 と結
合することにより、Wnt レセプターである Fzd6 とともに上衣細胞の前方（脳脊髄液の流れる方
向）の膜近傍に局在する。Daple-dynein 複合体形成により、微小管のマイナス端に存在する繊
毛基底部の Basal Body(BB)を細胞の前方方向へと引っ張る力が発生し、BBの極性が決定される
ことを示す結果を得た。 
 
(3)．Girdin の EGF receptor および Src キナーゼのリン酸化による機能制御 
Girdin のチロシン 1798 に対する抗体の作製と細胞内局在の解析(Ohmori et al. BBRC 2015; 
Kuga et al. J Histochem Cytochem, 2017): Girdin チロシン 1798 に対するポリクローナル抗
体を作成し、EGF 依存性の Girdin リン酸化を培養細胞を用いて解析した。その結果、Girdin チ
ロシン 1798 リン酸化は EGF 刺激後 5分でピークを示す様式でリン酸化を生じた。NIH3T3 細胞を
用いた免疫染色により、Girdin チロシン 1798 リン酸化は lamellipodia, filopodia, focal 
adhesion, stress fiber といった細胞運動を密接に関わるアクチン線維の構造体を特異的に染
色した。Src 阻害剤によってその染色性が消失することから、Src 依存性にリン酸化されること
も明らかになった。また、ヒトおよびマウスの種々の組織を用いて免疫染色を行った結果、消化
管に存在する Tuft 細胞と名付けられた特徴的な形を示す細胞を特異的に染色し、Tuft 細胞の特
異的マーカーになることを明らかにした。 
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