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研究成果の概要（和文）： 

本研究においては、がんの発生や悪性化と密接に関連する蛋白質リン酸化シグナルに関する研
究を、独自に単離したシグナル制御因子である Dok ファミリー分子を中心として推進した。そ
の結果、シグナル抑制性の Dok ファミリー分子（Dok-1、Dok -2、Dok -3）が造血細胞の増殖を
協調的に抑制し、悪性度の高いがんである組織球肉腫の発症を防いでいることを解明した。ま
た、受容体型チロシンキナーゼの全く新しい制御機構として、細胞内からの直接の活性化機構
の存在を発見し、新たな発がん制御機構の可能性を呈示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
To understand protein kinase signaling involved in malignant transformation of cells, 
we focused on the Dok-family of adaptor proteins.  Our findings together revealed that 
Dok-1, Dok-2, and Dok-3 negatively regulate proliferation of hematopoietic cells and 
suppress aggressive histiocytic sarcoma.  In addition, we found that Dok-7 is an 
essential cytoplasmic activator of the receptor protein-tyrosine kinase MuSK, proposing 
a novel mechanism of receptor kinase activation. 
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１．研究開始当初の背景 

 がん遺伝子として初めてその実体が明ら
かにされた srcが蛋白質のチロシンリン酸化
酵素（チロシンキナーゼ）をコードする遺伝
子であることが報告されてから３０年以上
が経過し、チロシンキナーゼシグナルなどの
蛋白質リン酸化シグナルの異常が、がんの発
生や悪性化と密接な関係にあることは周知

の事実となっていた。しかしながら、蛋白質
のリン酸化シグナルの実体、特にチロシンキ
ナーゼ下流のシグナル分子の機能と、がん細
胞の異常増殖におけるその破綻に関する知
見は不十分であり、その詳細な解析が必要と
されていた。本研究代表者は、チロシンキナ
ーゼ活性をもつがん蛋白質や増殖因子受容
体の主要な共通基質として着目されていた
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正体不明の蛋白質 p62 の精製に成功し、それ
が主要ながん蛋白質として知られる Ras の抑
制因子 p120 rasGAP と会合するアダプター分
子（Dok-1 と命名）であることを発見した。
そのアミノ酸配列から、Dok-1 はアミノ末端
側に Pleckstrin Homology（PH）ドメインと
Phospho Tyrosine Binding（PTB）ドメイン
をもち、カルボキシル末端側に Src Homology 
2（SH2）ドメインの結合配列をもつ IRS
（Insulin Receptor Substrate）ファミリー
分子に類縁のアダプター蛋白質であること
が明らかになった。さらに、我々は Dok-1 が
チロシンリン酸化依存的な p120 rasGAP との
会合によってチロシンキナーゼ下流の増殖
シグナルを負に制御することを明らかにし
た。さらに我々は Dok-1 が B 細胞受容体シグ
ナルの下流で非受容体型チロシンキナーゼ
Lyn 依存的にチロシンリン酸化を受け、
Ras-MAP キナーゼ経路を抑制し、B 細胞の増
殖応答を負に制御していることも Dok-1 欠損
マウスの解析を通じて明らかにしていた。こ
の際、Dok-1 欠損マウスにおいては細胞の明
らかな増殖異常は認められなかったが、
Dok-1 と最も近縁なファミリー分子である
Dok-2 との二重欠損マウスにおいては慢性骨
髄性白血病に類似の骨髄球系細胞の増殖異
常を発見している。また、Dok-1 と Dok-2 が
共にサイトカインによる骨髄球系細胞の
Ras-MAP キナーゼシグナルの誘導と増殖・生
存応答を負に制御することを発見し、両者に
よる協調的な細胞増殖抑制機構を明らかに
した。 
 

 

 しかしながら、Dok ファミリー分子には、
少なくとも in vitro の系においてチロシン
キナーゼシグナルに抑制的に機能する Dok-3
が知られており、Dok ファミリー分子による
協調的な増殖抑制機構の全容の解明にはさ
らなる実験が必要とされていた。また、これ
ら以外の Dok ファミリー分子の機能を含め、
蛋白質リン酸化シグナルの破綻によるがん
細胞の異常増殖機構の解明も不十分であっ
た。 

２．研究の目的 

 上述の背景を踏まえ、本研究の申請時には
予定される研究期間内に造血系細胞に高発
現するシグナル抑制性の Dok ファミリー分子、
すなわち、Dok-1、Dok-2、Dok-3 による造血
細胞の増殖抑制機構とその破綻による発が
ん機構について、具体的ながんとの関連も含
めて、分子及び個体レベルで解明することを
第１の目的として計画した。さらに、蛋白質
リン酸化シグナルの未知の分子機構の解明
とそれに基づくがん細胞の異常増殖に関す
る新たな知見を求め、蛋白質リン酸化シグナ
ル系の新たな機能分子の同定とそれらの作
用機構の細胞、組織、個体レベルでの解明を
第２の目的として計画した。 
 

３．研究の方法 

 本研究の開始時点における研究代表者の
所属は東京医科歯科大学難治疾患研究所で
あり、所属分野の教員、大学院生からなる研
究グループを組織し以下の方法による研究
を始動した。また、平成 20 年度以降は現所
属にて同様の研究グループとして研究を推
進した。 
 
（１）シグナル抑制性の Dok ファミリー分子
による増殖抑制機構とその破綻 
 本研究課題については Dok-1、Dok-2、Dok-3
の細胞レベルでの作用機構について培養細
胞を用いたシグナル伝達、及び、増殖応答に
関する解析を進めた。また、関連するシグナ
ル分子や制御因子の同定を意図し、これらの
Dok ファミリー分子と相互作用する蛋白質の
探索を行った。さらに、個体レベルでの機能
解析として既に作成済みの Dok-1/2欠損マウ
スに加え、Massachusetts General Hospital
の Brian Seed 博士らが作出した Dok-3 欠損
マウスを利用した多重欠損マウスの解析を
進めた。 
 
（２）蛋白質リン酸化シグナルの未知の分子
機構とその破綻 
 本研究課題については、新たな Dok ファミ
リー分子を含む蛋白質リン酸化シグナル関
連分子の同定と培養細胞レベルでの機能解
析を進めた。その過程で、受容体型チロシン
キナーゼを細胞内から活性化する分子の発
見に成功したため、その生理機能と分子機構
の解明を培養細胞ならびに遺伝子改変マウ
スの解析を通じて推進した。 
 
４．研究成果 
 上述の通り、本研究ではシグナル抑制性の
Dok ファミリー分子全体の生理機能や作用機
構、また、その破綻による細胞の増殖異常に
ついて詳細な解析を進めた。同時に、新規の
蛋白質リン酸化シグナル関連分子に関する



 

 

研究についても、主に、Dok ファミリー分子
を含むアダプター蛋白質を中心に解析を進
めた。これらの課題について、以下の成果を
得た。 
 
（１）シグナル抑制性の Dok ファミリー分子
による増殖抑制とその破綻 
①Dok-3 の作用機構 
 Dok ファミリー分子の中で Dok-1、Dok-2、
Dok-3 は他のファミリー分子とは異なるサブ
ファミリーを形成し、全て、造血系細胞に高
発現し、Ras-MAP キナーゼシグナル系を抑制
する。しかしながら、チロシンリン酸化され
た Dok-1、Dok-2 に会合し、それらのシグナ
ル抑制機能に重要と考えられている p120 
rasGAP は Dok-3 とは会合しない。そこで、チ
ロシンリン酸化された Dok-3 に会合する分子
を網羅的に探索したところ、Grb2 が同定され
た。さらに、Src の下流では、Shc に結合す
ることで Ras を活性化している Grb2/Sos 複
合体が、Dok-3 と Grb2 の会合によって Shc に
結合できなくなることを解明した。これは、
Dok-1、Dok-2 と共に血球に高発現する Dok-3
が、両分子とは異なる作用機序で Ras-MAP キ
ナーゼシグナルを負に調節できることを示
している。 
 
②Dok-1/2 による T 細胞の増殖抑制 
 本研究では、これまで Dok ファミリー分子
の機能が知られていなかった造血系細胞と
して T 細胞に注目し、Dok-1 及び Dok-2 の T
細胞受容体（TCR）シグナルでの役割につい
て検討した。その結果、両者が協調的に TCR
シグナルによる細胞の増殖とサイトカイン
の分泌を抑制していることが判明した。興味
深いことに、サイトカインシグナルの場合と
は異なり、TCR シグナルに対する抑制機能に
は両分子の C末端側の SH2 結合配列は不要で
あった。このことから、既知のアダプター分
子としての作用機序とは異なる Dok-1/2 の作
用機構の存在が示された。 
 
③Dok-1/2/3 による組織球肉腫の抑制 
 上述の通り、シグナル抑制性の Dok ファミ
リー分子（Dok-1、-2、-3）は造血細胞に高
発現し、様々なシグナル伝達経路において細
胞増殖を負に制御している。しかしながら、
確かに Dok-1/2二重欠損マウスにおいては慢
性骨髄性白血病様の造血異常は認められる
ものの、Dok-1/2 二重欠損マウスにも Dok-3
欠損マウスにも悪性度の高い腫瘍は認めら
れない。そこで、本研究では Dok-1、-2、-3
の協調的なシグナル抑制機構の存在を予想
し、それらの三重欠損マウスを樹立した。そ
の結果、Dok-1/2/3 三重欠損マウスには組織
球肉腫（HS：Histiocytic Sarcoma）が他の
悪性腫瘍や顕著な疾病を伴わずに発症した。

さらに、これらの HS は高い致死性を伴うと
共に多臓器への高い浸潤性と可移植性を示
した。HS は原因不明の稀少疾患であり、また、
その良いモデル動物が確立されていないこ
とを考えると、本研究にて樹立された
Dok-1/2/3 三重欠損マウスには当該疾患研究
に適したモデルマウスとしての役割が大い
に期待される。既に、Dok-1/2/3 三重欠損マ
ウス由来のマクロファージの解析から、これ
らの Dok分子が協調的にマクロファージの増
殖を抑制していることが明らかになってい
る。HS がマクロファージ様の腫瘍であること
を考えると、シグナル抑制性の Dok ファミリ
ー分子はマクロファージの増殖を抑制する
ことで HS の発症を抑制していることが予想
される。 

 他方、Pandolphi らのグループから 129 系
統の Dok-1/2/3 三重欠損マウスは高頻度に肺
の腺癌を発症することが既に報告されてい
る。この知見と我々の Dok-1/2/3 三重欠損マ
ウスが 129 系統と B6 系統の交雑系であるこ
とを考え合わせると B6 系統に特異的な遺伝
的背景が肺癌の発症を抑制し、HS の発症を促
進していることが予想された。 
 
（２）蛋白質リン酸化シグナルの未知の分子
機構とその破綻 
①受容体型チロシンキナーゼの細胞内から
の活性化 
 受容体型チロシンキナーゼは細胞外の情
報を個々のリガンドとの結合として認識し、
その細胞内領域に内包するチロシンキナー
ゼドメインの活性化を起点とする細胞内シ
グナルに変換すると言う極めて重要な役割
を担っている。また、EGF受容体や ErbB2/HER2
などの例からも知られているように、受容体
型チロシンキナーゼの異常な活性化はがん
の主要な原因のひとつである。しかしながら、
本研究において、我々は新規に単離した Dok
ファミリー分子（Dok-7）が受容体型チロシ
ンキナーゼ（MuSK）を細胞内から活性化する
ことを発見した。その根拠としては、１）in 
vivo での MuSK 活性化に Dok-7 が必要とされ



 

 

る、２）in vivo での Dok-7 の過剰発現によ
って MuSK の過剰な活性化が誘導される、３）
培養細胞での Dok-7 による MuSK の活性化に
MuSK の細胞外領域と膜貫通領域は必要では
ない、４）大腸菌で産生し、高度に精製した
Dok-7は同様に精製したMuSKの細胞内領域を
直接、活性化する、ことが挙げられる。最近、
我々の知見に続き、EGF 受容体の細胞内の活
性化因子として Cytohesin が報告されたが、
これらの知見は、受容体型チロシンキナーゼ
を発現する細胞が、単なる受け手としてでは
なく、細胞外のリガンド（活性化因子）と協
調しつつ、細胞内からも受容体型チロシンキ
ナーゼの機能を制御し得ると言う新たな概
念を生み出した。また、一部のがん細胞では
Cytohesin の高発現が認められ、受容体型チ
ロシンキナーゼの細胞内からの異常な活性
化と発がんとの関連が提示されている。 
 
②新規アダプター分子の機能解析 
 本研究においては、新規の蛋白質リン酸化
シグナルの同定を意図し、線虫の新規アダプ
ター分子として ROG-1 を同定した。ROG-1 は
線虫で唯一 IRS と Dok に類縁の PTB ドメイン
をもつアダプター様蛋白質であり、その遺伝
子欠損は卵形成における pachytene 期から
diakinesis 期への移行を阻害した。さらなる
遺伝学的な解析から、ROG-1 が卵形成におけ
る Ras-MAPキナーゼ経路に重要な正の制御因
子であることが判明した。この知見は、
Ras-MAP キナーゼ経路の新たな制御機構の存
在を示している。 
 
以上の通り、代表者らが発見したシグナル抑
制性の Dokファミリー分子が造血系細胞の増
殖抑制を通じてそのがん化を負に制御して
いることが明らかとなった。さらに、悪性度
の高い HS の研究に必要とされていた良いマ
ウスモデルの作出にも成功した。他方、新た
な蛋白質リン酸化シグナルとして、これまで
全く知られていなかった受容体型チロシン
キナーゼの細胞内活性化因子を発見し、全く
新しい活性制御機構を明らかにしたことは、
受容体型チロシンキナーゼの異常な活性化
を伴う発がん機構の理解に新たな視座を与
える重要な知見と言える。 
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