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研究成果の概要（和文）：DOCKファミリー分子は、DHR-2ドメインを介して低分子量Gタンパク質を活性化する新しいタ
イプのグアニンヌクレオチド交換因子であり、種々の細胞高次機能を制御するが、その作用機序の詳細は不明である。
本研究では、DOCK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) DOCK5がFcεRI受容体の下流
で機能し、マスト細胞の脱顆粒反応を制御すること、2) DOCK1ががんの浸潤・転移に重要な役割を演じることを実証し
た。また、3) DOCK2のリン酸化修飾や4) DOCK8の膜局在に関して重要な知見を得ると共に、5) DOCK8の新しい生体機能
を発見し、その動作原理を解明した。

研究成果の概要（英文）：DOCK family proteins are atypical guanine nucleotide exchange factors that 
mediate GTP-GDP exchange reaction through their DHR-2 domain. Recent evidence indicates that DOCK family 
proteins are involved in many cellular functions, yet their regulatory mechanisms are poorly understood. 
In this study, we have analyzed signaling and functions of DOCK family proteins and obtained the 
following important findings: 1) DOCK5 acts downstream of FCεRI receptor and critically regulates mast 
cell degranulation. 2) DOCK1 plays a key role in invasion and metastasis of breast cancer cells. 3) The 
phosphorylation sites of DOCK2 in response to chemokine stimulation were identified. 4) The critical 
domain required for membrane localization of DOCK8 was identified. 5) The previously unknown function of 
DOCK8 and its regulatory mechanism were discovered.

研究分野：機能生物化学

キーワード： シグナル伝達　生体分子　癌　免疫学
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１．研究開始当初の背景 
Rho、Rac、Cdc42 といった低分子量 G タンパ

ク質は細胞内分子スイッチとして機能し、細

胞骨格の再構築を介して様々な細胞高次機

能を制御している。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 DH

ドメインを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るに至り、

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。	

代表者は、免疫系特異的に発現する分子とし

て DOCK2 を同定し、DOCK2 がケモカイン受容

体や抗原受容体の下流で機能する Rac 活性化

のマスター分子であり、リンパ球や好中球と

いった免疫細胞の遊走・活性化に重要な役割

を演じることを世界に先駆けて明らかにし、

以降その機能や構造、シグナル伝達機構に関

して精力的に研究を進めてきた。DOCK2 は、

DHR-2と呼ばれる領域を介してRacと会合し、

GTP-GDP 交換反応を触媒する。DOCK2 を欠損

した免疫細胞に野生型の DOCK2 を発現させる

と運動性が回復するが、GEF 活性を欠く DHR-2

変異体では、このような機能回復は認められ

ない。このことから、DOCK2 が Rac の活性化

を介して免疫細胞の遊走を制御しているこ

とは明らかであるが、DOCK2 自身の活性化機

構には依然として不明な点が多い。一方

DOCK5 は、破骨細胞の分化や機能発現に重要

な Rac 活性化分子であるが、DOCK5 欠損によ

って生じる機能異常は、GEF 活性を欠く DHR-2

変異体を発現させることで回復する。このこ

とから、DOCK5 は Rac 活性化と無関係に、破

骨細胞の機能を制御していると考えられる。	

一方、DOCK8 は、高 IgE 血症で特徴づけられ

る新規ヒト複合型免疫不全症の原因である

ことが報告され、近年注目を集めている分子

である。代表者は、DOCK8 をノックアウトす

ることで、樹状細胞の三次元環境下での遊走

が選択的に障害されることを見いだした。

DHR-2 変異体を用いた解析から、DOCK8 は

Cdc42 の GEF として三次元環境下での細胞運

動を制御していると考えられるが、DOCK8 欠

損樹状細胞においてもCdc42の活性化は正常

に起こることから、単に量的な制御だけで

は説明できない。このため、DOCK8 の動
作原理を理解するには、時空間情報も含め

た詳細なシグナルネットワーク解析が必要
である。 

また、DOCK1 は非リンパ球系細胞に発現する

Rac 活性化分子であり、培養細胞を用いた解

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

いたが、その生理的機能は不明であった。代

表者は、コンディショナル KO マウスを作製

することで、DOCK1 が心血管形成に重要な役

割を演じていることを明らかにした。DOCK1

も DOCK2 と同様に、DHR-2 ドメインを介して

Rac と、N末端の領域を介して ELMO と会合し、

受容体チロシンキナーゼの刺激に伴いリン

酸化修飾を受ける。DOCK1 はこれまで多くの

がんにおいて、浸潤能や転移能を規定する

Rac	GEF であると報告されているが、その詳

細は不明である。	

	

２．研究の目的	

本研究では、DOCK1、2、5、8 といった 4 種類

の DOCK ファミリー分子を対象に、器官形成

や免疫応答、がん細胞の浸潤・転移における

機能を明らかにすると共に、その動作原理の

全貌を解明することを目的としている。この

ため、	

1. 既に樹立している KO マウスを用いて、

各 DOCK ファミリー分子の生体機能とそ

の制御シグナルを明らかにする。	

2. 種々の Cre マウスを用いて、成体あるい

は組織特異的に DOCK1 の発現を欠くマ

ウスを作製すると共に、がん細胞の浸

潤・転移における DOCK1 の役割を明らか

にする。	

3. 各 DOCK ファミリー分子を対象に、会合

分子の網羅的探索を行うと共に、機能発

現や細胞内局在に重要なドメインを同

定し、その上流および下流のシグナル経

路を特定する。	

4. 会合分子との相互作用部位やリン酸化

サイトに変異を入れたノックインマウ

スを用いて、各シグナル伝達経路の機能

的意義を明らかにする。具体的には、

DOCK2 と ELMO の相互作用部位、DOCK2

のセリンリン酸化部位、破骨細胞の機能

発現に重要な DOCK5 ドメイン、	DOCK8

の局在制御に関わるドメイン等を対象

とする。 
 
３．研究の方法 
1)	DOCK2 の生体機能とその動作原理の解明	

構造解析の結果から、DOCK2 の 128 位のアル

ギニン酸は、水素結合を介してバンドル構造

の安定化に寄与しており、それをアラニンに

置換した変異体	(R128A)	では、ELMO との会

合が著しく障害される。そこで、この変異体

を発現するノックインマウスを作製し、

DOCK2 の機能に及ぼす R128A 変異の影響を検



 

 

討する。また、ケモカイン刺激に伴い、DOCK2

の 1683 位のセリンがリン酸化されることを

見いだしていることから、キナーゼの同定や

会合分子の探索を行う。 
 
2)	DOCK8 の生体機能とその動作原理の解明	

DOCK8 が、樹状細胞の三次元環境下での運動

に必須の分子であることを明らかにすると

共に、DOCK2 と異なり、DOCK8 が定常状態に

おいても形質膜に局在することを見いだし

た。そこで、遊走応答のスピードや直線性、

細胞形態やオルガネラの位置等の定量的な

解析を実施すると共に、Cdc42 の時空間制御

に及ぼす DOCK8 欠損の影響を検討する。また、

DOCK8 と会合する分子の網羅的探索を実施す

ると同時に、DOCK8 欠損がヒトにおいて高 IgE

血症を発症するメカニズムに迫る。	

	

3)	DOCK5の新しい機能ドメインとシグナルネ

ットワークの同定	

DOCK5 は Rac 活性化と無関係に、破骨細胞の

機能を制御しているが、そのシグナルの実体

は不明である。そこで、DOCK5 の新しい機能

ドメインを同定すると共に、DOCK5 会合分子

の網羅的探索を行う。また、免疫細胞を対象

に、DOCK5 欠損の影響を詳細に解析する。	

	

4)	がん細胞の浸潤・転移や心血管形成にお

ける DOCK1 の機能とその制御機構	

刺激に応答して細胞が遊走・浸潤する際、

peripheral	ruffle や dorsal	ruffle といっ

たラッフル膜が形成されるが、うち dorsal	

ruffle は、細胞外マトリックスへの浸潤に重

要であることが示されている。DOCK1 は

dorsal	ruffle 形成に必要な分子であり、そ

の発現ががんの悪性度と相関することが知

られている。そこで、Cre マウスを用いて、

組織特異的に DOCK1 の発現を欠くマウスを作

製し、化学発がんや遺伝子改変による発がん

モデルと組み合わせて、がんの発生や浸潤・

転移における DOCK1 の役割を明らかにする。	

	

４．研究成果	

1)	DOCK2 の生体機能とその動作原理の解明	

ELMOとの会合に重要なDOCK2の 128位のアル

ギニン酸をアラニンに置換した変異体	

(R128A)	を発現するノックインマウスを作

製した。この変異に伴い ELMO との会合は部

分的に障害されたが、リンパ球の遊走応答を

障害するには至らなかった。一方、ケモカイ

ン刺激に伴い、DOCK2 が部位特異的にリン酸

化修飾を受けることを見いだし、その部位に

変異を入れたノックインマウスを作製し、好

中球遊走時の直線性が低下することを見い

だした。そこで、部位特異的リン酸化抗体を

作製し、これを各種阻害剤と組み合わせるこ

とで、リン酸化酵素の同定を行った。また、

fMLFおよびPMA刺激により誘導されるRac活

性化が、DOCK2 と DOCK5 の両者を欠損する好

中球において、ほぼ完全に消失することを見

出し、その機能解析を実施した。その結果、

遊走はもちろん、neutrophil	extracellular	

trap	(NET)が顕著に障害されることを発見し

た。NET は血管炎症や自己免疫反応に関与し

ていることが知られており、NET を介した炎

症性疾患を制御する上で、DOCK2 と DOCK5 は

治療標的となる可能性がある。	

	

2)	DOCK8 の生体機能とその動作原理の解明	

DOCK2 と異なり、DOCK8 が定常状態において

も形質膜に局在することを見いだし、この制

御に重要な機能ドメインを同定した。また、

DOCK8 がマクロファージの遊走に重要な役割

を演じることを見いだし、それに関わる機能

ドメインと会合分子を同定した。また、自然

リンパ球の発生・分化における DOCK8 の役割

を解析すると共に、DOCK8 の遺伝子改変マウ

スが重篤なアトピー様皮膚炎を自然発症す

ることを見いだし、そのメカニズムの一端を

解明した。	

	

3)	DOCK5の新しい機能ドメインとシグナルネ

ットワークの同定	

気管支喘息や花粉症、アナフィラキシーショ

ックは、IgE 抗体によって惹起される I 型ア

レルギー疾患であり、その発症にはマスト細

胞が重要な役割を演じている。マスト細胞は

IgE 受容体である FcεRI を発現しており、こ
れが IgE 抗体および抗原により架橋されると

シグナルが伝達され、その結果分泌顆粒が移

動し、形質膜と融合することで、最終的にケ

ミカルメディエーターが放出される。この分

泌顆粒の移動には微小管のダイナミックな

再構築を必要とするが、それを司るシグナル

伝達機構は不明であった。私達は、DOCK5 欠

損マウスがアナフィラキシーショックに抵

抗性を示す事を見いだし、そのメカニズムの

解析を進めた。その結果、DOCK5 が Nck2 や

Akt といった分子と会合することでシグナル

伝達のハブとして機能し、GSK3β のリン酸化
を制御することで、微小管動態および脱顆粒

反応をコントロールしていること明らかに

した。	

	

4)	がん細胞の浸潤・転移や心血管形成にお

ける DOCK1 の機能とその制御機構	

乳腺組織特異的に DOCK1 の発現を欠くマウス

を作製し、それを遺伝子改変による発がんモ

デルと組み合わせることで、乳がんの浸潤・

転移における DOCK1 の重要性を実証した。ま

た、がん細胞の生存・増殖における DOCK1 の

機能的重要性を明らかにすると共に、その選



 

 

択的阻害剤を開発した。	
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