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研究成果の概要（和文）：本研究により、グアニンヌクレオチド交換因子であるDock3を網膜神経節細胞に過剰発現さ
せると、グルタミン毒性による神経細胞死が抑制されることが見出だされた。Dock3はグルタミン酸受容体サブユニッ
トであるNR2Bの分解を促進することによって、グルタミン酸毒性を低減する。正常眼圧緑内障モデルであるGLAST欠損
マウスとDock3 過剰発現マウスを交配したところ、Dock3 の過剰発現により緑内障様症状の進行が抑制されることが判
明した。一方、Dock3は髄鞘保護にも働き、cuprizoneによって誘導される脱髄症状を緩和する事も見出だした。

研究成果の概要（英文）：Dock3 is a guanine nucleotide exchange factors for the small GTPase Rac1. We found
 that Dock3 directly binds to NR2B, an N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor subunit. In transgenic mice ov
erexpressing Dock3 (Dock3 Tg), NR2B expression in the retina was significantly decreased and NMDA-induced 
retinal degeneration was ameliorated. In addition, overexpression of Dock3 protected retinal ganglion cell
s (RGCs) from oxidative stress. We previously reported that RGC degeneration due to glutamate neurotoxicit
y and oxidative stress is observed in GLAST-deficient (KO) mice. In GLAST KO mice, the NR2B phosphorylatio
n rate in the retina was significantly higher compared with Dock3 Tg:GLAST KO mice. Consistently, glaucoma
tous retinal degeneration was significantly improved in GLAST KO:Dock3 Tg mice compared with GLAST KO mice
. These results suggest that Dock3 overexpression prevents glaucomatous retinal degeneration by suppressin
g both NR2B-mediated glutamate neurotoxicity and oxidative stress.
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１．研究開始当初の背景 
 グアニンヌクレオチド交換因子（GEF）
dearu Dock family は Rho ファミリー低分子
量 G タンパク質（Rac1, Cdc42）の活性を制
御することにより、細胞内でアクチン細胞骨
格の再構築を調節している。これまで GEF に
は Dbl- homology（DH）domain と呼ばれる共
通の触媒領域が存在すると考えられてきた。
しかし近年になって DH domain を欠く全く新
たな GEF として Dock family が見出された。
Dock family は現在までに 11分子が知られて
おり、いずれも DHR-1 および DHR-2 という特
徴的な領域を持つ。また、Dock family は様々
な組織に発現し、多くの疾患の病態に関与す
ることが明らかになっている。 
 
２．研究の目的 
 申請者は神経細胞機能と細胞骨格制御と
の関係に注目し、アクチン細胞骨格を制御す
る GEF の研究を行ってきた。本研究ではこれ
まで重点的に機能解明を進めてきた Dock 
familyであるDock3の詳細なシグナル伝達機
構を明らかにし、神経発生および神経変性疾
患に与える影響を主に in vivoで解明するこ
とを目的とする。すでに完成済みの野生型
Dock3 過剰発現マウスを活用して緑内障や多
発性硬化症などの神経変性疾患について、神
経保護・軸索再生・再髄鞘化療法の可能性に
挑戦する。 
 緑内障はわが国で最大の、そして世界で
も第 2位の失明原因である。ヒトは外部環
境からの情報の 80％以上を視覚情報に頼
っており、視機能の低下は Quality of Life
の点からも深刻な事態を引き起こす。最近
の調査で緑内障は 40 歳以上の約 5%に発症
し、潜在患者数は 500 万人とも推定されて
いる。また今後の高齢化社会においては、
さらなる患者数の増加が危惧されている。
そこで Dock ファミリー分子を活用した神
経保護・再生療法により、特に緑内障治療
を対象にした基盤研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 グルタミン酸は中枢神経系における主要
な神経伝達物質であり、学習や記憶はもち
ろん、視覚においても重要なはたらきをし
ている。通常、細胞外のグルタミン酸濃度
はグルタミン酸輸送体などによって適切に
制御されているが、虚血などの病的条件下
では、過剰量のグルタミン酸による興奮毒
性が神経細胞死を誘導する。特にグルタミ
ン酸受容体のサブユニット NR2B は神経細
胞死に深く関与すると考えられている。 
そこで、Dock3 と NR2B の分子間相互作用の
有無、およびグルタミン酸受容体機能への
影響について生化学的、分子生物学的な解
析を行った。さらに、グルタミン酸トラン
スポーターである GLAST を欠損した GLAST
欠損マウス（緑内障モデル動物）を利用し
て、Dock3 がグルタミン酸による興奮毒性

から神経を保護するかについて網膜神経節
細胞の残存数計測によって判定を行った。 
 一方、Dock3 は神経細胞だけでなく、髄鞘
を形成するオリゴデンドロサイトにも発現
していることを見出だしている。したがって、
Dock3 による細胞作用が髄鞘保護にも効果的
である可能性が推測された。申請者は
cuprizone 誘発急性脱髄モデルの安定的な作
製に成功していることから、Dock3 過剰発現
マウスにおけるcuprizone誘導性の脱髄につ
いて組織免疫学的、生化学的な解析を行った。
さらにDock3過剰発現マウスを用いた多発性
硬化症のモデル動物（EAE マウス）の脱髄・
再髄鞘化についても検討を行った。 
 
４．研究成果 
本研究の解析からNR2Bの細胞内ドメインが、
Dock3 と結合することを見出した。通常、野
生型マウスの眼球に過剰量のグルタミン酸
を投与すると、網膜神経節細胞が死滅して減
少する。ところが Dock3 過剰発現マウスでは、
グルタミン酸投与後の NR2B 発現量が野生型
マウスと比較して有意に減少し、神経細胞死
も抑制されていた（図１A）。グルタミン酸投
与後の網膜神経細胞の残存数を計測したと
ころ、Dock3 過剰発現マウスでは細胞死が抑
制されていた（図１B）。Dock3 は細胞表面に
おける NR2B の発現量を低減することで、グ
ルタミン酸毒性を抑制した可能性がある。実
際にDock3過剰発現マウス由来の培養網膜神
経節細胞では、グルタミン酸負荷後のカルシ
ウム流入と神経細胞死が抑制される。また詳
しいメカニズムは不明であるが、Dock3 過剰
発現 マウス由来の培養網膜神経節細胞は、
過酸化水素による細胞死についても耐性を
発揮することが確認された。 
 
 

 さらに、正常眼圧緑内障モデル動物である
GLAST 欠損（KO）マウスと Dock3 過剰発現マ
ウスを交配し、網膜組織の神経保護効果が得
られるかどうかを検討したところ、GLAST 

図１ Dock3がグルタミン酸毒性による網
膜神経節細胞死に与える影響.  (A) Dock3
過剰発現マウスでは野生型マウスと比較し
て、NR2B の発現量が減少している. (B)グ
ルタミン酸毒性による網膜神経細胞死が抑
制されている. 



KO:Dock3 過剰発現マウスでは、GLAST KO マ
ウスで観察される緑内障様症状である網膜
神経節細胞の消失が抑制されることがわか
った（図 2）。さらに NR2B の Tyr1472 におけ
るリン酸化状態を調べたところ、GLAST KO マ
ウスではリン酸化が亢進していたが、GLAST 
KO:Dock3 過剰発現マウスでは野生型マウス
と同レベルまで低下していた。Dock3 と結合
した NR2B では Tyr1472 のリン酸化が抑制さ
れ、細胞内部への引き込みと分解が促進され
たために、グルタミン毒性から保護されたこ
とが考えられる。 
 一方、Dock3 過剰発現マウスに cuprizone
を投与したところ、脳梁部位での脱髄が軽症
化していることが抗MBP抗体を用いた組織免
疫染色により判明した。しかしながら、Dock3
過剰発現マウスを利用して多発性硬化症の
モデル動物（EAE マウス）を作製したが、脱
髄の軽症化は認められなかった。これは EAE
では免疫細胞の攻撃による脱髄の症状が強
力であったために、保護効果が見られなかっ
たと推測された。 
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