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研究成果の概要：アレルギー反応と密接に関連したインターロイキン４の受容体が、抗原刺激

に伴い一過性にその発現を低下させ、過剰なシグナルが T リンパ球に伝わるのを未然に防ぐメ

カニズムを世界で初めて明らかにしました。このダウンレギュレーションは、DOCK2 という分

子が Rac という分子を活性化し、インターロイキン４受容体をリソソームと呼ばれるタンパク

質処理場に輸送することに起因しており、DOCK2 を欠損するマウスではアレルギー疾患を自然

発症します。 
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１．研究開始当初の背景 
 戦後我が国の予防医学及び医療技術の飛
躍的進歩と相まって感染症や脳卒中による
死亡者数は大幅に減少したものの、アトピー
性皮膚炎をはじめとするアレルギー疾患患
者数は、先進諸国を中心に著明に増加してお
り、その治療法についての社会的関心は高い。
近年、アレルギー疾患ではヘルパーT リンパ
球(Th)サブセットTh1/Th2 バランスが破綻し
ていることが明らかにされた。現代の環境中
の化学物質の作用などの影響を受け、生体内

免疫系とりわけヘルパーT リンパ球に作用し
様々なアレルギー疾患をもたらし我々を悩
ませている。最近になってアレルギー疾患に
対する分子レベルの理解が進み、多くの知見
がここ数年来蓄積され、その病態の解析が進
み新しい治療の標的が明らかにされつつあ
る。しかし、最も重要なステップであるアレ
ルギー発症におけるヘルパーT リンパ球の分
化制御機構などの詳細については依然不明
な部分が多い。生体内においてこれまでにア
レルギーとの関与が知られていない分子が
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アレルギー発症において重要な役割を果た
しているものとも推察される。 
 DOCK2 は研究代表者のグループで同定され
た免疫系特異的に発現するCDM ファミリー分
子であり、これまでにこの分子が T 細胞抗原
受容体(TCR)やケモカイン受容体の下流で機
能し、Rac の活性化を介してリンパ球の遊走
や免疫シナプス形成を制御することが明ら
かにされている(Nature 412: 826-831, 2001; 
Immunity 19: 119-129, 2003; Immunity 21: 
429-441, 2004; J.Exp.Med. 202: 1121-1130, 
2005)。 
 研究代表者はTh1/Th2 細胞内情報伝達機構
に関連して新規Tリンパ球特異的遺伝子 SLAT
を同定し、Th1/Th2 細胞における TCR シグナ
ル伝達機構を世界に先駆けて明らかにした
(Immunity 18: 403-414, 2003)。また、Vav
欠損により転写因子c-Maf の発現が障害され、
その結果Th1 型の免疫応答が亢進することを
見いだした(Blood 106: 1286-1295, 2005)。
このように、これまでに研究代表者はアレル
ギー発症において重要な役割を果たす
Th1/Th2 細胞のシグナル伝達機構を明らかに
してきた。一方、研究代表者は最近になって、
DOCK2 欠損 BALB/c マウスが重篤なアレルギ
ー反応を惹起することを見いだした。そこで
本研究課題においては、アレルギー発症にお
ける細胞骨格制御分子DOCK2 の役割を詳細に
解析し、ヘルパーT リンパ球の分化制御機構
についての新規概念の発見を目指すと共に、
得られた知見のアレルギー疾患治療への応
用を目的として立案された。 
 
 
２．研究の目的 
 アレルギー疾患ではサイトカインならび
にサイトカインレセプターが重要な役割を
果たしていることが示され、それに伴う
Th1/Th2 バランスがアレルギー発症と関連し
ていることが明らかにされている。しかしな
がら、Th1/Th2 分化に関するこれまでの研究
の多くは、 in vitro での細胞分化や in vivo
での感作誘導性の反応を対象としており、ア
レルギーを自然発症するモデルマウスを用
いた研究は進んでいない。研究代表者は、in 
vitro における Th1/Th2 分化について、Th1
型反応を示すTCR トランスジェニックマウス
の CD4+T リンパ球を抗原ペプチドで刺激した
場合、コントロール群では Th1 分化が優位で
あるのに対して、DOCK2 欠損 CD4+T リンパ球
では大量の IL-4 を産生し、Th2 分化が著明に
亢進することを見いだした。real-time 
RT-PCR を用いて、この primary 刺激後の継時
的な IL-4 産生を定量したところ、DOCK2 欠損
CD4+T リンパ球の 2nd phase（72 時間後）で
の IL-4 産生亢進は予想通り認められたもの
の、驚いたことに分化を規定する initial 

phase（3 時間後）の IL-4 産生は DOCK2 欠損
CD4+T リンパ球でむしろ低いことを見いだし
た。一方、抗IL-4中和抗体の存在下でprimary
刺激後の CD4+T リンパ球を initial phase で
回収し IL-4 刺激したところ、STAT6 のリン酸
化が DOCK2 欠損 CD4+T リンパ球で著明に亢進
していることを見いだした。このように
DOCK2欠損によるTh1/Th2バランスの破綻は、
initial phase での IL-4 産生の亢進が原因で
はなく、その受け手側である IL-4 レセプタ
ーの発現レベルや分解機構が影響している
可能性を見いだした。さらに、DOCK2 欠損
BALB/c マウスが重篤なアレルギー反応を自
然惹起することを見いだした。研究代表者は、
以上のような予備実験を重ねて本研究課題
を立案するに至った。 
 本研究は、個体レベルで細胞骨格制御分子
DOCK2 とアレルギー発症との因果関係を明ら
かにすると共に、細胞・分子レベルでヘルパ
ーT リンパ球の分化制御機構の詳細とそれに
おける DOCK2 の役割を解明にすることで、ア
レルギー発症における細胞骨格制御分子
DOCK2 の重要性を実証し、その理解に立脚し
て、新しいアレルギー疾患の治療法開発に向
け、その分子基盤を確立することを目的とす
る。 
 
 
３．研究の方法 

 アレルギー発症における細胞骨格制御分

子DOCK2の機能を個体レベルで解析するため

に、BALB/cバックグランドマウスを用いて以

下の計画に従い本研究を進めた。 

 

(1) DOCK2欠損BALB/c マウスでは、週齢を重

ねるに従ってアレルギー性眼瞼炎を自然発

症するようになる。野生型BALB/cマウスおよ

びDOCK2欠損BALB/c マウスを対象に、血清

IgE, IgG1, IgG2bを測定し、DOCK2欠損によ

りTh2型免疫グロブリン産生が優位であるこ

とを統計学的に検討を行った。また、血清IgE

値を指標として、生後早期からの各週齢で測

定しアレルギー発症起点を検定した。さらに、

眼瞼炎を指標にして、６ヶ月間以上の長期間

モニターすることで、個体レベルでのアレル

ギー発症を検証した。 

 

(2) 眼瞼の固定標本を作製し、アレルギー性

免疫応答の指標となる好酸球ならびに肥満

細胞などの細胞浸潤を組織学的に解析した。 

 

(3) 野生型BALB/cマウスおよびDOCK2欠損

BALB/c マウスを対象に、抗CD4 抗体のin 

vivo投与を行い、アレルギー発症がCD4+ Tリ

ンパ球に起因することをIgE産生ならびに眼



瞼炎を指標に証明した。 

 

 細胞・分子レベルでのヘルパーTリンパ球

分化における細胞骨格制御分子DOCK2の機能

解析に関しては、アレルギー発症の影響を除

外するため、MHCクラスII拘束性TCRトランス

ジェニックマウス(2B4 TCR Tg)を用いて以下

の様に研究を進めた。 

 

(4) DOCK2欠損および野生型の2B4 TCR Tgマ

ウスよりCD4+ T リンパ球を単離し、抗IL-4

抗体の存在下及び非存在下でTCR刺激を行い、

IL-4レセプターα鎖およびcommon γ鎖の細

胞表面での発現をFACSを用いて解析した。ま

た、common γ鎖、IL-2レセプターβ鎖、IFN-

γレセプターα鎖、IL-7レセプターα鎖に関

しても同様に解析し、DOCK2欠損の影響が

IL-4レセプターα鎖に特異的か否かにつき

検討を行った。 

 

(5) DOCK2 欠損が IL-4 レセプターα 鎖の分
解に及ぼす影響を解析するため、DOCK2 欠損
および野生型の 2B4 TCR Tg マウスより CD4+ T 
リ ンパ球を単離し TCR 刺 激を行い、
cycloheximide で蛋白合成を止めた後、IL-4
レセプターα 鎖の発現をウェスタンブロッ
トにて解析した。また、より定量的な解析の
ため、35S を用いた pulse chase の実験を行っ
た。 
 
 ここまでの研究成果を基にして、個体レベ
ルならびに細胞・分子レベルで、さらに以下
のように研究を進めた。 
 

(6) 新たに作成した IL-4 レセプターα 鎖欠

損とDOCK2欠損のダブルノックアウトBALB/c

マウスを対象に、血清 IgE の測定と眼瞼炎の

モニターを行い、DOCK2 欠損によるアレルギ

ー発症と IL-4 レセプターとの関係を個体レ

ベルで解析した。 

 

(7) 野生型 BALB/c マウスおよび DOCK2 欠損

BALB/c マウスから、CD4+ T リンパ球を単離

し、nude マウスへ移入することでアレルギー

発症を誘発する実験系を構築し、アレルギー

発症における CD4+ T リンパ球と DOCK2 欠損の

因果関係を個体レベルで検証した。 

 

(8) DOCK2 が Rac の制御分子であることから、

IL-4レセプターにおけるRacの関与を検討し

た。具体的には、DOCK2 欠損および野生型の

2B4 TCR Tg マウスより CD4+ T リンパ球を単

離し、ドミナントネガティブ変異体を一過性

に発現させた後、FACS を用いて IL-4 レセプ

ターの発現や分解に及ぼす影響を検討した。

変異体の発現は、Tat 配列を挿入した組み換

え蛋白による protein transfer あるいは GFP

をコードするようにデザインしたプラスミ

ド DNA の gene transfer によって行った。 

 

(9) DOCK2 欠損および野生型の 2B4 TCR Tg マ

ウスより CD4+ T リンパ球を単離し、細胞表

面のみならず細胞内での IL-4 レセプターの

局在を DeltaVision を用いて観察した。分解

系リソソームのマーカーとして LAMP1、リサ

イクリングのマーカーとして Transferrin を

用いて IL-4 レセプターとの局在について比

較解析した。 

 

 
４．研究成果 
 アレルギー発症における細胞骨格制御分
子DOCK2 の機能を個体レベルで解析するため
に、BALB/c バックグランドマウスを用いて、
血清 IgE, IgG1, IgG2b を測定し、DOCK2 欠損
によりTh2 型免疫グロブリン産生が優位であ
ることを明らかにした。また、眼瞼炎を指標
にして、６ヶ月間以上の長期間モニターする
と共に、眼瞼の固定標本を作製しアレルギー
性免疫応答の指標となる好酸球ならびに肥
満細胞などの細胞浸潤を組織学的に解析し、
DOCK2 欠損により個体レベルでのアレルギー
発症が優位であることを明らかにした。さら
に、細胞・分子レベルでのヘルパーT リンパ
球分化における細胞骨格制御分子DOCK2 の機
能解析に関しては、アレルギー発症の影響を
除外するため、MHC クラス II 拘束性 TCR トラ
ンスジェニックマウス(2B4 TCR Tg) よりCD4+ 
T リンパ球を単離し、抗 IL-4 抗体の存在下
及び非存在下で TCR 刺激を行い、IL-4 レセプ
ターα 鎖の細胞表面での発現を FACS にて解
析したところ、DOCK2 欠損によりその発現レ
ベルが高く維持されていた。また、DOCK2 欠
損および野生型の2B4 TCR Tg マウスよりCD4+ 
T リンパ球を単離し TCR 刺激を行い、35S を用
いた pulse chase などの実験により IL-4 レ
セプターα 鎖の発現を確認したところ、
DOCK2 欠損により IL-4 レセプターα 鎖の分
解が障害されていることが明らかとなった。 
 IL-4 レセプターα 鎖欠損と DOCK2 欠損の
ダブルノックアウトBALB/c マウスを対象に、
血清 IgE の測定と眼瞼炎のモニターを行い、
DOCK2欠損によるアレルギー発症がIL-4レセ
プター依存的であることを明らかにした。ま
た、野生型 BALB/c マウスおよび DOCK2 欠損
BALB/c マウスから、CD4+ T リンパ球を単離
し nude マウスへ移入したところ、DOCK2 欠損
によるアレルギー発症がCD4+ Tリンパ球依存
的であることを個体レベルで明らかにした。
さらに、DOCK2 欠損および野生型マウスより



CD4+ T リンパ球を単離し、Rac のドミナント
ネガティブ変異体を一過性に発現させた後、
IL-4 レセプターの発現や分解に及ぼす影響
を解析したところ、DOCK2-Rac シグナルが
IL-4 レセプター分解を制御していることを
明らかにした。また、DOCK2 欠損および野生
型マウスより CD4+ T リンパ球を単離し、細
胞 内 で の IL-4 レ セ プ タ ー の 局 在 を
DeltaVision を用いて詳細に観察したところ、
DOCK2-RacシグナルがIL-4レセプター分解系
への蛋白輸送を制御していることが明らか
となった。本研究において明らかとなったア
レルギー発症における細胞骨格制御分子
DOCK2 の役割をさらに詳細に解析することで、
今後、アレルギー治療法開発に向けての分子
基盤が確立されることが期待される。 
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