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研究成果の概要（和文）：本研究では、免疫細胞の動態制御機構を解明し、免疫細胞の器官間移動に関する定量
解析を行うことを目的とし、以下の成果を挙げた。1) DOCK8が免疫細胞の遊走に必須の役割を演じていることを
実証し、その制御機構の全貌を解明した; 2) DOCK8を発現できないように遺伝子操作したマウスでは、アトピー
様皮膚炎を自然発症することを見いだし、その解析から痒み物質IL-31の産生に重要な分子を同定した；3) 光変
換蛍光タンパク質KikGRを発現するマウスを作成することで、定常状態や炎症モデルにおける免疫細胞の動態と
性状を定量的に解析した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to elucidate the mechanism controlling leukocyte 
trafficking during adaptive immune responses and to obtain quantitative information on immune cell 
migration between lymphoid tissues.  We have revealed that 1) DOCK8 plays a key role in migration of
 dendritic cells and macrophages by linking Cdc42 activation to actomyosin dynamics through the 
association with LRAP35a; and 2) CD4+ T cells from DOCK8-deficient mice produce large amounts of 
IL-31, a major pruritogen associated with atopic dermatitis, depending on the transcriptional factor
 EPAS1.  In addition, we developed knock-in mice expressing photoconvertible protein KikGR and 
quantitatively analyzed migration of various subsets of leukocytes under steady and inflammatory 
conditions.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
免疫細胞の分化と免疫応答は、骨髄・胸腺・
リンパ節・脾臓といったリンパ器官を主たる
「場」として逐次的に引き起こされる四次元
時空間事象である。免疫細胞は異なるリンパ
器官を巡って産生・選別・活性化・維持され
るため、免疫細胞が‘動く’ということが、
免疫システムの統御に不可欠であることは
言うまでもない。例えばリンパ球は、骨髄・
胸腺で分化・成熟した後、血行性にリンパ節
などの二次リンパ組織へ移動する。ここで抗
原に出会うとナイーブリンパ球は活性化さ
れエフェクター細胞やメモリー細胞へと分
化するが、抗原刺激を受けなかったリンパ球
は輸出リンパ管を経てリンパ組織を離れ循
環を繰り返す。一方、末梢組織に存在する樹
状細胞は、抗原に暴露されると輸入リンパ管
を介してリンパ節に移動し、T	細胞に抗原を
提示することで免疫応答を惹起する。抗原特
異的T	細胞の頻度が極めて低いことを考え
ると、免疫系はリンパ節という「場」を利用
して、樹状細胞とT	細胞の出会いを最大限に
高めていると推察されるが、その動態制御機
構の詳細は依然として不明である。例えば樹
状細胞は、三次元微小環境下では、二次元環
境と異なり、インテグリン非依存的に細胞外
マトリックスの隙間を形を変えながら進ん
でいくことが報告されているが（Nature	453:	
51-55,	2008）、このアメーバ様運動を制御す
るシグナル伝達機構やスペースを感知する
メカニズムは明らかではない。また、リンパ
球は免疫の場である器官内微小環境から分
化･生存などのシグナルを受け動的平衡状態
を維持しているため、リンパ器官の連携を理
解する上で、リンパ球の状態変化と器官間移
動を関連づけて定量的に解析することが重
要であるが、技術的な困難さもあって、この
分野の研究は進んでいない。	
	
免疫細胞はケモカインや脂質メディエータ
ーの濃度勾配を感知して移動するが、このた
めにはRac、Rap1、Cdc42、Rhoといった低分
子量Gタンパク質が協調して機能することが
不可欠である。これらの分子はいずれも、グ
アニンヌクレオチド交換因子(GEF)と称され
る分子群によって、GDPを結合した不活性型
からGTPを結合した活性型へ変換されること
で、その機能を発現する。従来GEFはDblホモ
ロジー（DH）ドメインとpleckstrinホモロジ
ー（PH）ドメインをタンデムにコードする分
子として特徴づけられてきたが、近年このよ
うな構造を持たない新しいタイプのGEFとし
てDOCKファミリーと呼ばれる分子群が同定
され、その機能やシグナル伝達機構は国際的
にも大きな関心を集めている。DOCK8もその
一つであり、その欠損はヒトにおいて重篤な
アトピー性皮膚炎を伴う複合型免疫不全症
を惹起するが、DOCK8の機能や作用機序の詳
細は不明であった。	
 

２．研究の目的 
本研究では、免疫の場の重要な機能として免
疫応答を捉え、(1)	DOCK8 やその関連分子の
機能解析やシグナル解析を通じて、免疫細胞
の動態とその制御機構を解明すると同時に、
(2)	新たなマルチラベリング臓器間細胞動
態評価系を開発し、器官内微小環境における
リンパ球の状態変化と器官間移動の四次元
数量的解析を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)免疫細胞動態制御における DOCK8 の役割	
各種免疫細胞サブセットを対象に、タキシス
キャンやコラーゲンゲルを用いた細胞レベ
ルのアッセイから、２光子共焦点レーザー顕
微鏡を用いた組織あるいは個体レベルの解
析まで、多階層に及ぶ多面的な解析を実施し
た。 
 
(2)	DOCK8 の動作原理の解明	
DOCK8 会合分子の網羅的探索を行い、免疫細
胞の動態制御に重要なシグナルネットワー
クの同定・解析を行った。また、DOCK8 の細
胞内局在を制御する分子機構についても検
討を加えた。	
	
(3)	DOCK8 欠損症の病態解明	
抗原特異的 TCR を発現するトランスジェニッ
クマウスを用いて、T 細胞の発生・分化・移
動における DOCK8 の役割を解析した。	
	
(4)	マルチラベリング臓器間細胞動態評価
系の開発	
光変換蛍光タンパク質 KikGR を発現するマウ
スを作成することで、マルチラベリング臓器
間細胞動態評価系を開発し、単一細胞レベル
の遺伝子発現評価系と組み合わせ、定常状態
や炎症モデルにおける免疫細胞の動態と性
状を解析した。	
	
４．研究成果	
(1)免疫細胞動態制御における DOCK8 の役割	
ノックアウトマウスを作成すること
で、DOCK8 を欠損した樹状細胞では、
リンパ節実質への集積が障害されて
おり、その結果 T 細胞を活性化できな
いことを見出した。DOCK8 欠損樹状細
胞は、障害物のない二次元環境下では
正常に動くことできるが、コラーゲン
ファイバー間隙での遊走応答が顕著
に障害されていた。また、２光子共焦点
レーザー顕微鏡を用いた解析から、 DOCK8
欠損樹状細胞では、subcapsular	sinus	
floor の通過が障害されていることを
見いだした。以上より、DOCK8 が間質
組織での樹状細胞の運動に重要な分
子であることが明らかとなった。一方、
DOCK8 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ で は 、
nucleokinesis	(核の移動)が障害され、その
結果、三次元のみならず、二次元環境下で



の遊走も障害されていた。このように、
DOCK8 欠損の影響は、樹状細胞とマク
ロファージで異なっていたが、これは
恐らく細胞接着性の違いに起因する
ものと推察された。	
	
(2)	DOCK8 の動作原理の解明	
DOCK8 が制御する低分子量 G タンパク
質を探索した結果、Cdc42 特異的な GEF
として機能することを明らかにし、そ
の複合体の構造を決定した。DOCK8 を
欠損した樹状細胞やマクロファージ
において、ケモカイン刺激で誘導される活
性型 Cdc42 の総量は変わらなかった。しかし
ながら、DOCK8 欠損マクロファージに野生型
の DOCK8 を発現させると、遊走応答が回復す
るのに対して、GEF 活性のない DOCK8 変異体
を発現させても、回復しなかった。このこと
から、DOCK8 は Cdc42 の活性化を介して、免
疫細胞の運動を制御している事が明らかと
なった。	
	 	 LRAP35a は、Cdc42 のエフェクター分子
である MRCK に会合するアダプター分子であ
る。DOCK8 の会合分子を解析する過程で、
DOCK8 が LRAP35a と会合し、 myosin	 II	
regulatory	light	chain	(MLC2)	のリン酸化
を制御することを見いだした。野生型の樹状
細胞やマクロファージにおいて、DOCK8 と
LRAP35a の相互作用をブロックすると、DOCK8
欠損細胞の場合と同様に、遊走応答が障害さ
れた。以上の結果から、DCCK8 が LRAP35a と
の会合を介して、Cdc42 の活性化をアクトミ
オシンのダイナミクスにリンクさせ、免疫細
胞の動態を制御していることが明らかとな
った。	
	
(3)	DOCK8 欠損症の病態解明	
DOCK8 を欠損した CD4+	T 細胞では IL-31 の産
生が著しく亢進することを見いだした。その
メカニズムを詳細に解析したところ、DOCK8
の下流で EPAS1 が作動し、IL-31 産生を誘導
していることを発見した。EPAS1 は ARNT とい
う分子と協調して低酸素応答を制御するこ
とが知られているが，EPAS1 による IL-31 の
産生誘導に ARNT は必要ではなく、別の SP1
という分子が関与していた。一方、EPAS1 は
細胞質から核に移行して機能するが、DOCK8
は MST1 という分子を介して、EPAS1 の核への
移行を抑制していることを突き止めた。この
ことから、DOCK8 の下流で EPAS1 が作動し、
EPAS1 が IL-31 産生に重要な役割を演じるこ
とが明らかになった。	
	
(4)	マルチラベリング臓器間細胞動態評価
系の開発	
皮膚炎症時に誘導される Treg において、免
疫抑制関連遺伝子の発現は階層的であり、
IL-10を発現しているTregは稀でTh1様細胞
にバイアスしていること、および Treg の機
能発現に、炎症部位への集積と複数の免疫抑

制関連遺伝子の発現が関わっていることを
明らかにした。また、定常状態におけるエフ
ェクターT 細胞の末梢リンパ組織への移動を
定量解析すると共に、大腸炎発症時に、
IL-10/CTLA-4を高発現するTregが誘導され、
大腸から所属リンパ節に移行することを示
した。	
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