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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、Rac 活性化を担う CDM ファミリー分子の機能や制御機構につき、解析を行った。

その結果、1)	 DOCK1 が血管内皮細胞において CXCR4 の下流で機能し、心血管形成に重要な役割

を演じること、2)	 DOCK2 が NK 細胞の細胞障害活性を制御すること、3)	 DOCK5 が破骨細胞の機

能発現に重要であること、4)	 DOCK1 が PDGF 刺激による dorsal	 ruffle 形成に必要であること、

5)	 DOCK5 と異なり、DOCK1 や DOCK2 はホスファチジン酸と会合すること等、重要な知見を得た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In	 this	 study,	 we	 have	 analyzed	 signaling	 and	 functions	 of	 CDM	 family	 proteins	 that	 are	 

known	 to	 act	 as	 Rac	 GEFs.	 We	 obtained	 several	 important	 conclusions	 as	 follows:	 

1) DOCK1	 acts	 downstream	 of	 CXCR4	 in	 endothelial	 cells	 and	 plays	 an	 important	 role	 in	 
cardiovascular	 development.	 

2) DOCK2	 regulates	 NK	 cell-mediated	 cytotoxicity.	 
3) DOCK5	 plays	 an	 important	 role	 in	 osteoclast	 functions.	 
4) DOCK1	 is	 required	 for	 PDGF-induced	 dorsal	 ruffle	 formation.	 
5) Unlike	 DOCK5,	 DOCK1	 and	 DOCK2	 bind	 to	 phosphatidic	 acid. 
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１．研究開始当初の背景 
CDM ファミリーは線虫から哺乳類に至るまで

保存された分子群で、低分子量 Gタンパク質

の上流で機能することで細胞骨格の制御に

関わっている。申請者は、免疫系特異的に発

現する CDM ファミリー分子として DOCK2 を同

定し、ノックアウト(KO)マウスを作製するこ

とで、DOCK2 がリンパ球や好中球において重

要な役割を演じていることを明らかにした。

しかしながら、DOCK2 の発現が全ての造血細
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胞に認められることを考えると、DOCK2 欠損

の影響が一部の細胞に限定しているのはむ

しろ不思議であった。この観点から、DOCK2

欠損の影響が認められない骨髄系樹状細胞

やマクロファージといった造血細胞を対象

に CDM ファミリー分子群の発現解析を行った

ところ、これらの細胞では DOCK2 に加えて、

別の Rac 活性化分子である DOCK1 や DOCK5 が

発現していることを見いだした。DOCK1 は非

リンパ球系細胞に発現する分子であり、細胞

株を用いた解析より細胞運動、アポトーシス

細胞の貪食、神経突起形成を制御することが

報告されているが、その生理的機能は明らか

ではない。また、DOCK5 は破骨細胞の分化に

伴って発現が上昇する分子であるが、その機

能的意義は不明であった。	 
 
２．研究の目的 
本研究は、DOCK1、DOCK2、DOCK5 という Rac

活性化を担う CDM ファミリー分子に焦点を当

て、その遺伝子改変マウスを駆使して、「生

命高次複雑系の構築や恒常性維持、機能発現

におけるこれら分子の役割」を明らかにする

と共に、その構造、シグナルネットワーク、

細胞内動態に関する包括的な解析を行うこ

とで、「各種受容体から Rac 活性化に至るシ

グナル伝達経路」を解明することを目的とす

る。このため、具体的には以下の項目に関し

て、研究を進めた。	 

1)	 心血管形成における DOCK1 の役割	 

2)	 破骨細胞の分化・活性化における

DOCK2/DOCK5 の役割	 

3)	 NK 細胞の機能における DOCK2/DOCK5 の役

割	 

4)	 胸腺の構築における DOCK1/DOCK5 の役割	 

5)	 生 体 の 恒 常 性 維 持 に お け る

DOCK1/DOCK2/DOCK5 の役割	 

6)	 ラッフル膜形成における DOCK1/DOCK5 の

役割 
 
３．研究の方法 
1) 心血管形成における DOCK1 の役割	 
KO マウスから AV	 canal 部分を単離し、コラ

ーゲンゲル上で３次元培養することで、内皮

細胞の形質転換（EMT）や浸潤能を、野生型

マウスのそれと比較した。また、血管形成に

おける DOCK1 の役割を明らかにするため、

PCAM-1 や α-smooth	 muscle	 actin に対する抗
体にて免疫染色を行い、血管の発達や走行、

ブランチング等につき、比較解析した。さら

に、マウス胎児から PECAM-1 抗体とマグネテ

ィックビーズを用いて血管内皮細胞を単離

し、その増殖や遊走に関与するとされる様々

なリガンド(VEGF、CXCL12、スフィンゴシン

１リン酸等)を作用させ、細胞の遊走能やマ

トリゲルへの浸潤能、およびラッフル膜形成

の進展速度に関して、野生型マウスと比較し

た。	 

2) 破骨細胞の分化・活性化における
DOCK2/DOCK5 の役割	 

骨髄細胞から MCSF と RANKL を用いて破骨細

胞を誘導し、細胞の機能や形態を、野生型お

よび KO マウス間で比較した。	 

3) NK 細胞の機能における DOCK2/DOCK5 の役
割	 

NK 細胞の細胞障害活性を、種々の腫瘍細胞株

を用いて解析すると共に、NKG2D といった受

容体や F-アクチンの局在	 （NKシナプス形成）、

Rac 活性化、シグナル分子のリン酸化につき、

細胞生物学的および生化学的手法を用いて

解析した。また、NK 細胞と腫瘍細胞を共培養

し、溶解性顆粒の移動を解析した。	 

4) 胸腺の構築における DOCK1/DOCK5 の役割	 
コンディショナル KO マウスを FoxN1-Cre マ

ウスと交配することで、胸腺上皮細胞特異的

に DOCK1 と DOCK5 の発現を欠くダブル KO マ

ウス（FoxN1-Cre	 DKO）を樹立し、胸腺の構

築や T細胞の分化を、野生型マウスと比較し

た。	 

5) ラッフル膜形成における DOCK1/DOCK5 の

役割	 

KO マウスから繊維芽細胞（MEF）を単離し、

PDGF 刺激によるラッフル膜形成につき比較

検討すると共に、DOCK1 や DOCK5 の挙動を解

析した。また、その局在制御に重要なドメイ

ンとその会合分子の探索を行った。	 

	 
４．研究成果	 

1) 心血管形成における DOCK1 の役割	 
コンディショナル KO マウスを用いて、DOCK1

の生理的機能を解析した。その結果、すべて

の細胞系譜で DOCK1 を欠損させたマウスは全

例、心室中隔欠損（VSD）と両大血管右室起

始症(DORV)を呈し、全身の浮腫を伴い胎生後

期に死亡することを見いだした。同様の所見

は、Tie	 Cre マウスを用いて、DOCK1 の発現

を血管内皮細胞特異的に欠損させた場合も

認められた。また、DOCK1 欠損マウス胎児で

は midgut における血管形成にも異常が生じ

ていた。これらの表現型はケモカイン受容体

CXCR4 の欠損マウスのそれと類似しているこ

とから、DOCK1	 KO マウスから血管内皮細胞を

単離し、CXCL12 で刺激したところ、Rac 活性

化およびラッフル膜形成が顕著に障害され

ていた。以上より、DOCK1 が血管内皮細胞に

おいて CXCR4 の下流で機能する Rac 活性化の



 

 

マスター分子であり、心血管形成に重要な役

割を演じることを明らかにした。	 

2) 破骨細胞の分化・活性化における
DOCK2/DOCK5 の役割	 

破骨細胞の形態や多核化、骨吸収能につき解

析した結果、DOCK5	 KO マウスではこれらの機

能が障害されていることを見いだした。また、

この機能発現に重要な DOCK5 のドメインを同

定するため、アデノウイルスを用いて、破骨

細胞に、欠失変異 DOCK5 を発現させる実験系

を構築した。	 

3) NK 細胞の機能における DOCK2/DOCK5 の役
割	 

DOCK5 の単独欠損では、NK 細胞の機能に全く

影響を与えなかったが、DOCK2 欠損により、

細胞障害活性が顕著に障害されることを見

いだし、そのメカニズムを解明した（under	 

revision	 for	 publication）。また、細胞膜

上での Rac の発現量が限られている生理的な

状況下では、lobe	 A を介した DOCK2 の 2 量体

形成が、Rac 活性化や細胞運動に重要である

ことを実証した。	 

4) 胸腺の構築における DOCK1/DOCK5 の役割	 
FoxN1-Cre	 DKO を樹立したが、胸腺の構築や

T 細胞分化に大きな defect は生じなかった。	 

5) 生 体 の 恒 常 性 維 持 に お け る

DOCK1/DOCK2/DOCK5 の役割	 

LysM-Cre	 TKO を樹立し、貪食、遊走、インフ

ラマソームの活性化につき、機能的および生

化学的に解析した結果、いくつかの異常を見

いだし、そのメカニズムつき、現在引き続き

解析を進めている。	 

6) ラッフル膜形成における DOCK1/DOCK5 の

役割	 

DOCK1/DOCK5 欠損 MEF を用いて、PDGF 刺激に

よる Rac の活性化やラッフル膜形成につき解

析した。その結果、Rac の活性化及び

peripheral	 ruffle 形成が DOCK1 と DOCK5 に

より協調的に制御されているのに対し、

DOCK1 単独欠損により dorsal	 ruffle 形成が

障害されることを見出した。DOCK1 は DOCK5

と異なり、C 末の polybasic	 amino	 acid	 

cluster を介して phosphatidic	 acid（PA）

と結合し、dorsal	 ruffle 膜へ局在した。ま

た ， PA 産 生 を 触 媒 す る 酵 素 で あ る

phospholipase	 D	 (PLD)の活性化を遺伝学的

及び薬理学的にブロックしたところ、dorsal	 

ruffle の形成は顕著に抑制された。以上より、

PDGF 受容体の下流で PLD	 が活性化し、PA の

産生を介して DOCK1 の局在をコントロールす

ることで、dorsal	 ruffle 形成を選択的に制

御していることが明らかとなった。さらに、

DOCK1 による Rac 活性化をブロックできる低

分子化合物を開発し、これを用いて乳がん細

胞の浸潤が抑制されることを実証した。	 
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