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研究成果の概要（和文）： 

本研究においては、独自に発見した Dok-7 による受容体型チロシンキナーゼ MuSK の細胞内
からの活性化機構と神経筋シナプスの形成機構、並びに、Dok-1/2 による造血・免疫システム
の抑制機構に関する最新の研究成果を背景として、生体高次機能の新たな制御機構の解明を目
指す研究を推進した。その結果、Dok-7が MuSK を直接活性化する細胞内リガンドとして機能
することを発見した。さらに、重症筋無力症に付随する新たな自己抗体を発見し、また、
Dok-1/2/3による組織球肉腫の抑制機構の存在を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）： 
To understand molecular signaling involved in neuromuscular synaptogenesis, 

hematopoiesis, and related disorders, we focused on the Dok-family of adaptor proteins.  

Our findings together revealed that the cytoplasmic protein Dok-7 directly interacts with 

the receptor tyrosine kinase MuSK and activates it to form neuromuscular synapses.  We 

also revealed that autoantibodies to Lrp4, a MuSK’s coreceptor, in patients with 

myasthenia gravis, and that Dok-1/2/3 suppress histiocytic sarcoma.  
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者は、1990 年に Pawson らのグル
ープによって多様なタンパク質チロシンキ
ナーゼ（PTK: protein-tyrosine kinase）の
共通な基質として報告された正体不明のタ
ンパク質 p62 に興味を頂き、細胞内のアダプ
ター分子 Dok-1 として同定した。Dok-1 は細

胞の膜構造への局在が予想される pleckstrin 

homology（PH）ドメインとリン酸化チロシ
ンを含む標的配列（NPXpY 配列）への会合
が予想される phosphotyrosine binding

（PTB）ドメインを有する IRSに類似アダプ
ター分子であった。その後、他のグループが
同様の一次構造を共有する類縁分子として
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Dok-2から Dok-6までを同定し、申請者らが
骨格筋上に形成される神経筋接合部の後シ
ナプス領域（骨格筋側）や心臓に高発現する
Dok-7を報告した。 

 Dok 類縁分子の生理機能の研究は申請者
らの Dok-1 欠損マウスの解析によって始ま
った。その結果、少なくとも B 細胞受容体
シグナルにおいて、Dok-1 が Erk の活性化
と細胞増殖を負に制御していることは判明
したが、Dok-1欠損マウスに顕著な異常は認
められなかった。そこで、Dok-1と最も類縁
の Dok-2 との二重欠損マウスを樹立し、両
者が骨髄球造血や自然免疫シグナルに必須
のシグナル抑制分子であることを明らかに
した（図１）。さらに、Dok-1/2 二重欠損マ
ウスが胸腺依存性抗原に対する過剰な抗体
産生応答を示すことを見出し、両者が T 細
胞受容体下流においても負の制御因子とし
て機能することを解明している。しかしなが
ら、造血系細胞に高発現する Dok 類縁分子
全体の生理機能の理解には、同じく造血系細
胞に高発現する Dok-3 を含めた解析が必要
であり、また、非造血系細胞に高発現する
Dok-4/5/6からなるサブファミリーの生理機
能については未解明であった。ただし、
Dok-7については、それが、骨格筋の運動神
経支配を司る神経筋シナプス（神経筋接合部
／NMJ: neuromuscular junction）の形成に
必須の受容体型PTKであるMuSKの活性化
因子であり、MuSK と同じく、神経筋接合
部の形成に不可欠のシグナル分子として筋
管細胞内で機能していることを代表者らが
報告していた。さらに、我々は Dok-7 にお
ける劣性の遺伝性変異が神経筋接合部の形
成不全を伴う先天性筋無力症候群（CMS: 

congenital myasthenic syndrome）の原因
となることも解明してい た （ DOK7 

myasthenia、もしくは、DOK7 型筋無力症
と命名）。 

図１：Dok-1/2 は多様な受容体シグナルの下

流でチロシンリン酸化を受け、rasGAP 等との
会合を介して細胞の増殖や活性化に重要な
Ras-Erk シグナルを負に制御する。 

２．研究の目的 
 上述の通り、我々が発見した Dok-7 に特
徴的な機能である MuSK の活性化には、細
胞内のアダプター様分子による受容体型
PTK の活性化と言う他に類を見ない特色が
ある。また、DOK7型筋無力症において最も
高頻度に認められる異常をもった Dok-7 分
子では、この MuSK 活性化機能が著しく低
下していることも既に明らかにしていた。他
方、Dok-1/2/3の作用機構については議論の
余地が多く、Dok-4/5/6の生理機能や作用機
構と共に、未解明の重要課題となっていた。
そこで、細胞内シグナルによる生体高次機能
の新たな制御機構の理解を目指し、Dok類縁
分子の生理機能と作用機構の解明を本基盤
研究の中心的な目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) Dok-7の個体レベルでの MuSK活性化能の
解析 
 細胞内分子による受容体型 PTK の活性化は
全く新たなシグナル伝達機構であり、それが
本当に個体レベルで機能しているかどうか
確認する必要があった。そこで、筋管特異的
に Dok-7を高発現するトランスジェニックマ
ウスを樹立し、その MuSK 活性化能と NMJ 形
成能について検討した。 
 
(2) Dok-7 による MuSK 活性化機構の解析 
① ヒト疾患における異常の解析 
 Dok-7によるMuSK活性化機構の解析におい
ては、Dok-7 の MuSK 活性化能の低下によって
発症する DOK7 型筋無力症における異常の解
析が重要と考えられた。そこで、同疾患に伴
う様々な変異体の MuSK 活性化能について培
養筋管細胞を用いた解析を進め、MuSK 活性化
に重要な Dok-7 上の領域を検討した。 
 
② Dok-7によるMuSK活性化に必要なMuSK上
の領域の解析 
 Dok-7 が細胞内分子であることを考えると、
MuSK 活性化因子の誘導による間接的な活性
化と MuSK の細胞内領域に対する直接的な活
性化の可能性が考えられた。そこで、内在性
の Dok-7 や MuSK の発現が認められない
HEK-293T細胞での過剰発現によるDok-7依存
的な MuSK 活性化の系を用いて、MuSK の細胞
外領域や膜貫通領域の必要性を検討した。 
 
③ Dok-7 による MuSK 活性化の in vitro 再構
成系の確立 
 後述の通り、上記②の解析によって、Dok-7
による MuSK の活性化に後者の細胞外領域も
膜貫通領域も共に不必要であることが判明
した。そこで、Dok-7 による MuSK の直接的な
活性化の可否を検討するために、MuSK の細胞



 

 

内領域（MuSK-cyt）と Dok-7 をそれぞれ大腸
菌で産生し、高度に精製し、in vitro のリ
ン酸化反応系により Dok-7 による MuSK-cyt
の活性化の有無を検討した。 
 
(3) Dok-7/MuSKシグナルに関連する他のシグ
ナル伝達機構の解析 
 Dok-7/MuSK シグナル関連分子について、
各々の会合分子を探索し、当該シグナルに機
能的に関与するシグナル分子の同定を試み
た。また、他の報告から予想される関連分子
についても NMJ における機能解析を進めた。 
 
(4) 重症筋無力症における新たな自己抗体
の解析 
 本研究の過程で、MuSK の共受容体として
Lrp4 が同定された。そこで、自己免疫疾患で
ある重症筋無力症の病因自己抗体として
MuSK が知られていることを考慮し、当該症例
における抗 Lrp4 抗体の力価をルシフェラー
ゼにて標識した Lrp4 の細胞外領域を免疫沈
降する血清中の抗体価として検討した。 
 
(5) Dok-1/2/3 の協調的な機能の解析 
 血球に高発現し、シグナル抑制機能をもつ
と考えられている Dok-1/2/3 について、その
協調的な機能を知る目的で Dok-1/2二重欠損
マウス、Dok-3 単欠損マウス、そして、
Dok-1/2/3 三重欠損マウスを樹立し、その影
響を精査した。 
 
 
４．研究成果 
(1) Dok-7 の個体レベルでの MuSK 活性化能の
解析 
 Dok-7 を筋特異的に発現するトランスジェ
ニックマウス（Dok-7 Tg マウス）における
NMJ 形成を検討したところ、正常な部位（筋
管の中央部分）での NMJ 形成が著しく亢進し
ていた。さらに、骨格筋における MuSK の自
己リン酸化の亢進と MuSK の下流でチロシン
リン酸化を受けるアセチルコリン受容体（β
1 サブユニット）のチロシンリン酸化の亢進
が認められた。他方、Dok-7 欠損マウスの骨
格筋におけるアセチルコリン受容体のチロ
シンリン酸化は全く検出されなかったこと
から、やはり、Dok-7 は個体レベルで MuSK 活
性化能をもつことが判明した。興味深いこと
に、それまで MuSK の活性化因子として認め
られてきた運動神経由来の Agrin が、Dok-7
非存在下では MuSK を活性化できないことも
明らかとなった。これらの知見は、Dok-7 が
MuSK の第一義的な活性化因子であることを
示すものである。 
 
(2) Dok-7 による MuSK 活性化機構の解析 
① ヒト疾患における異常の解析 

 DOK7 型筋無力症に認められる様々な Dok-7
変異体について検討したところ、培養筋管細
胞では、Dok-7 の PH ドメイン、PTB ドメイン
の変異や、C 末端側のチロシンリン酸化部位
の欠失により MuSK活性化能が喪失、または、
減弱することが明らかになった。ただし、当
該疾患においては、機能喪失型の変異をホモ、
もしくは、ヘテロな組合せとしてもつ症例は
なかった。この事実は、ヒトにおいても、
Dok-7 の機能喪失が NMJ の欠失に帰結するこ
とを強く示唆するものである。 
 
② Dok-7によるMuSK活性化に必要なMuSK上
の領域の解析 
 まず、Dok-7 が MuSK の細胞外活性化因子の
発現を誘導する可能性を考えて、MuSK の細胞
外領域の欠失変異体と Dok-7 の相互作用を確
認したところ、MuSK 変異体の強い活性化が確
認された。さらに、MuSK の膜貫通領域を欠失
させても、Dok-7 による強い活性化をうけた。
これらの結果から、Dok-7 は MuSK の細胞内領
域に働きかけて、活性化する機能をもつこと
が判明した。 
 
③ Dok-7 による MuSK 活性化の in vitro 再構
成系の確立 
 前項②の結果は Dok-7 が MuSK の細胞内領
域に直接働きかけ、活性化することを示唆し
ている。そこで、 MuSK の細胞内領域
（MuSK-cyt）と Dok-7 を大腸菌で産生し、精
製した上で in vitro 反応系にて解析したと
ころ、Dok-7 による MuSK-cyt の活性化能が確
認された。この事実は、Dok-7 が受容体型 PTK
である MuSK を細胞内から直接活性化すると
いう前例のない作用機構を意味するもので
ある。 
 
(3) Dok-7/MuSKシグナルに関連する他のシグ
ナル伝達機構の解析 
 Dok-7/MuSK シグナル関連分子の会合分子
のひとつに着目して解析を進めたところ、そ
れが、他のシグナル分子の翻訳後修飾の制御
機能をもち、また、MuSK シグナルと協調的に
機能することを発見した。さらに、他の報告
から予想された関連分子についても、NMJ 形
成に関わる機能が確認された。 
 
(4) 重症筋無力症における新たな自己抗体
の解析 
 前述の通り、ルシフェラーゼで標識した
Lrp4 の細胞外領域を免疫沈降する活性につ
いて、病因自己抗体が未知の重症筋無力症の
血清を検討したところ、その約 3%で抗体陽性
例を発見した。 
 
(5) Dok-1/2/3 の協調的な機能の解析 
 多様な Dok欠損マウスについて検討したと



 

 

ころ、Dok-1/2/3 三重欠損マウス特異的に組
織球肉腫の発症を確認した。この事実は、
Dok-1/2/3 が協調的に当該腫瘍を抑制してい
ることを示すが、その他の知見を含めて、
Dok-1/2/3 三重欠損マウスが組織球肉腫の良
いモデルであることも判明した。 
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