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研究成果の概要（和文）：新規 CDM ファミリー分子に焦点をあて、T リンパ球の活性化・分化を

制御する役割と、低分子量 G蛋白質活性化について解析した。遺伝子欠損マウスの解析により、

脾臓・リンパ節といった２次リンパ組織において T リンパ球が著減しており、抗原に対する増

殖応答も障害されることを明らかにした。また、低分子量 G 蛋白質 Cdc42 に対するグアニンヌ

クレオチド交換因子であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：A	
 novel	
 CDM-family	
 protein	
 was	
 studied	
 for	
 molecular	
 mechanism	
 
of	
 lymphocyte	
 activation	
 and	
 guanine	
 nucleotide	
 exchange	
 factors.	
 The	
 numbers	
 of	
 T	
 cells	
 
in	
 the	
 spleen	
 and	
 the	
 peripheral	
 lymph	
 nodes	
 were	
 reduced	
 in	
 the	
 gene-deficient	
 mice.	
 
Also,	
 antigen-specific	
 T-cell	
 proliferation	
 was	
 impaired	
 in	
 the	
 gene-deficient	
 mice.	
 
Finally,	
 the	
 novel	
 CDM-family	
 protein	
 functioned	
 as	
 a	
 Cdc42-specific	
 guanine	
 nucleotide	
 
exchange	
 factor. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 多発性硬化症を始めとする多くの自己免
疫疾患は厚生労働省の特定疾患にも指定さ
れる難病であり、詳細な病態発症機構の解明
ならびにその治療法についての社会的関心
は高い。近年、自己免疫疾患では獲得免疫系
における自己の形成と識別機構が破綻して
いることが明らかにされた。自己免疫疾患に
おいては、なかでもヘルパーT リンパ球が中

心的役割を果たしており、ヘルパーT リンパ
球の過剰な自己免疫応答の関与が示唆され
ている。最近になって自己免疫疾患に対する
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、自己免疫疾患におけるヘルパーT リンパ
球の自己形成の破綻にいたる制御機構など
の詳細については依然不明な点が多い。生体
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内においてはこれまでに自己免疫疾患との
関与が知られていない分子が疾患発症に重
要な役割を果たしているとも推察される。 
	
 申請者のグループはこれまでに、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、この分子がケモカイン受容
体や T 細胞抗原受容体の下流で機能し、Rac
活性化を介してリンパ球遊走及び免疫シナ
プス形成を制御することを世界に先駆けて
明らかにしてきた。最近、Zizimin1 や DOCK4
といったCDMファミリー分子が同定されるに
至り、新たな CDM ファミリー分子の同定とそ
の機能解析は細胞内で起こる高次機能を理
解する上で重要であると考えられる。しかし、
従来の研究のほとんどは’gain	
 of	
 function’
のデータに基づくものであり、DOCK2 を除い
て’loss	
 of	
 function’の解析はなされてお
らず、プライマリー細胞で解析する術がない
ことも研究の進展を困難なものにしている。
一方、申請者は免疫系に発現する新規 CDM フ
ァミリー分子として DOCKX を同定した。ノッ
クアウトマウスを用いた新規CDMファミリー
分子 DOCKX の解析は、学術的に極めて大きな
意味を持つと考えられる。また、CDM ファミ
リー分子は新しいタイプの GEF であり、その
低分子量 G蛋白質活性化機構は世界的にも大
変注目されている。それ故、本研究はこの CDM
ファミリーに属する新規分子 DOCKX に焦点を
あて、低分子量 G蛋白質活性化とその生理的
機能についても併せて解析することを目的
としている。	
 
	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 申請者はヘルパーT リンパ球のシグナル伝
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、ヘルパーT リンパ球におけ
るTCRシグナル伝達機構および分化制御機構
を世界に先駆けて明らかにした(Immunity	
 
18:	
 403-414,	
 2003;	
 J.	
 Clin.	
 Invest.	
 117:	
 
2164-2175,	
 2007)。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)。さらに
DOCK2がRacの活性化を介してIL-4受容体の
細胞内輸送をコントロールすることでヘル
パーT リンパ球の分化を制御していることを
突き止め、ヘルパーT リンパ球の linage	
 
commitment を制御する新しい分子メカニズ
ムを世界で初めて明らかにした (Nat.	
 
Immunol.	
 8:	
 1067-1075,	
 2007)。このよう
にこれまでに申請者はヘルパーT リンパ球の
シグナル伝達機構および分化制御機構を明
らかにしてきた。	
 
	
 この過程で申請者は、Rac 活性化を通して
免疫系細胞において多彩な機能を担ってい
る DOCK2 の Docker ドメインとのホモロジー

を基に、免疫系に発現する新規 CDM ファミリ
ー分子として DOCKX を同定した。その生理的
機能を明らかにするために既にDOCKX欠損マ
ウスを作製している。このマウスの初期解析
により、末梢での T リンパ球が著減し、T リ
ンパ球活性化が障害されていた。また、末梢
のヘルパーT リンパ球を分化させたところ、
コントロール群と比較して Foxp3+CD25+制御
性Tリンパ球への分化が著しく亢進している
ことを見いだした。申請者はこのようにして
DOCKX が制御性 T リンパ球への分化誘導を制
御している可能性を見いだし、この成果を発
展させるべくして本研究課題を立案するに
至った。多発性硬化症のモデルである実験的
自己免疫性脳脊髄炎(EAE)では、制御性 T リ
ンパ球を除去すると疾患発症率や重症度が
上昇する一方で、制御性 T リンパ球を発症前
に移入することでその発症予防に効果を示
すことから、制御性 T リンパ球が多発性硬化
症の新たな治療法開発に向け注目を集めて
いるが、その治療応用へ向けてさらなる分子
基盤の確立が必要とされている。そこで本研
究課題においては、ヘルパーT リンパ球の活
性化・分化を制御する新規 CDM ファミリー分
子 DOCKX の役割を詳細に解析し、獲得免疫系
における自己免疫応答についての新規概念
の発見を目指すと共に、得られた知見の自己
免疫疾患治療への応用を目的として立案さ
れた。	
 
 
３．研究の方法	
 
	
 ヘルパーTリンパ球の活性化・分化におけ
る新規 CDM ファミリー分子 DOCKX の機能解析
をするために、DOCKX 欠損マウスを用いて本
研究を進めた。	
 
	
 
(1)DOCKX欠損マウスでTリンパ球が著減する
メカニズムを細胞・分子レベルで詳細に解析
した。蛍光色素で標識したTリンパ球を移入し
２次リンパ組織へのホーミング活性を検討す
ると共に、in	
 vitroで各種ケモカインに対す
る遊走活性を解析した。また、抗CD3抗体によ
る増殖応答、接着、生存やアクチン重合とい
った機能をDOCKX	
 欠損Tリンパ球と野生型Tリ
ンパ球間で比較解析した。さらにT	
 細胞受容
体下流のシグナルに関して生化学的な解析を
行った。	
 
	
 
(2)DOCKX	
 欠損マウスの解析により、in	
 vitro
でのFoxp3+CD25+制御性Tリンパ球(Treg)への
分化が著しく亢進していることを見いだした
。この制御性Tリンパ球をCFSEラベルしたTリ
ンパ球の増殖応答の系で共培養することによ
り、制御性Tリンパ球としての増殖抑制効果を
コントロール群との間で比較検討した。in	
 
vivoおけるnTregの分化の状況をDOCKX	
 欠損
マウスと野生型マウスの間で比較検討した。	
 

	
 
(3)ヘルパーT リンパ球の各種サブセットへ
の分化を詳細に解析するために、細胞内染色



 

 

FACS を用いた各種サイトカイン産生を指標
として、Th1,	
 Th2,	
 Th17,	
 Treg への分化を
DOCKX	
 欠損 Tリンパ球と野生型 Tリンパ球間
で比較解析した。	
 

	
 

(4)DOCKX欠損のMHCクラスII拘束性T	
 細胞受

容体トランスジェニック（TCR	
 Tg）マウスを

用いて、T	
 細胞受容体クロノタイプ特異的単

クローン抗体により、胸腺内Tリンパ球分化過

程における正と負の選択を解析した。	
 

	
 

(5)免疫系に発現する新規CDMファミリー分子

として同定したDOCKXが制御する低分子量G蛋

白質を同定するために、Rac,	
 Cdc42,	
 Rap,	
 

RhoAを始めとした各種低分子量G蛋白質のGST

融合蛋白質とDOCKXの会合実験を行った。	
 
	
 
(6)多発性硬化症のマウスモデルとして広く
用いられている実験的自己免疫性脳脊髄炎
(EAE)に対して制御性 T リンパ球の移入が発
症抑制に効果を示すことが知られており、多
発性硬化症治療への応用が期待され研究・開
発が進められている。個体レベルでの多発性
硬化症における制御性 T リンパ球を介した
DOCKX の役割を解析するために、野生型およ
びDOCKX欠損マウスにミエリンオリゴ糖蛋白
(MOG)のペプチドを投与して EAE を誘導し、
DOCKX 欠損が EAE の発症に及ぼす影響を比較
検討した。	
 
	
 
(7)DOCKX の発現を欠く T 細胞株に、HA タグ
を導入した完全長 DOCKX 及び Docker ドメイ
ンを含む欠失変異体を発現する stable	
 
transfectant 細胞株を対象に、抗 HA 抗体に
よるアフィニティークロマトグラフィーを
行い、HA ペプチドで溶出することで、DOCKX
と会合する候補分子をプロテオミクスの手
法により網羅的に解析した。候補分子に対し
て会合実験を行い、DOCKX と会合することを
確認した。	
 
	
 
(8)抗原提示細胞とペプチドを用いて DOCKX
欠損 TCR	
 Tg マウスと野生型 TCR	
 Tg マウスと
の間で T リンパ球の細胞増殖応答を比較し、
より生理的なレベルでDOCKXが抗原特異的反
応において重要な役割を果たしていること
を見出した。	
 
	
 
(9)野生型ならびに DOCKX 欠損マウスに抗原
を投与することで生体内におけるTリンパ球
の増殖応答を比較検討し、生体内で DOCKX 欠
損Tリンパ球の増殖応答が障害されることを
見出した。	
 
	
 
(10)DOCKX 欠損 TCR	
 Tg マウスを用いて、免疫
シナプスの中央部のマーカーとして TCR と

PKCθ、周辺部のマーカーとして LFA-1 と
Talin、脂質マイクロドメインのマーカーと
しては GM1 を用いて、免疫シナプスおよび脂
質マイクロドメイン集積におけるDOCKXの役
割を解析した。	
 
	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 CDM ファミリーに属する新規分子 DOCKX に
焦点をあて、ヘルパーT リンパ球の活性化・
分化を制御する役割を解析するとともに、低
分子量 G蛋白質活性化とその生理的機能につ
いても併せて解析することを目的に研究を
進めた。	
 
	
 DOCKX	
 欠損マウスの解析により、脾臓・リ
ンパ節といった２次リンパ組織において、B
リンパ球やマクロファージの数は正常に保
たれているものの、CD4+ならびに CD8+	
 T リン
パ球が著減していることを明らかにした。一
方、胸腺での Tリンパ球の分化・成熟には大
きな異常は認められなかった。DOCKX	
 欠損 T
リンパ球は、２次リンパ組織へのホーミング
活性は正常に保たれているものの、抗原に対
する増殖応答が障害されていた。これらのこ
とから、T リンパ球の intrinsic なメカニズ
ムにより DOCKX 欠損マウスでは末梢の Tリン
パ球が著減していると示唆された。	
 
	
 DOCKX 欠損が EAE の発症に及ぼす影響を比
較検討したところ、DOCKX 欠損マウスでは抵
抗性であることが明らかとなった。一方、
DOCKX	
 欠損 T リンパ球では、in	
 vitro での
Foxp3+CD25+制御性Tリンパ球への分化が著し
く亢進していた。また、DOCKX	
 欠損制御性 T
リンパ球を CFSE ラベルした T リンパ球の増
殖応答の系で共培養することにより、制御性
T リンパ球としての増殖抑制効果をコントロ
ール群との間で比較検討したところ、増殖抑
制効果に障害は認められずコントロール群
と同程度の抑制活性を示した。制御性 T リン
パ球がEAE発症抑制に効果を示すことが知ら
れてことから、DOCKX 欠損マウスが EAE に抵
抗性である理由の一つとして制御性Tリンパ
球を介している可能性が示唆された。	
 
	
 DOCKX が制御する低分子量 G 蛋白質を同定
するために、Rac,	
 Cdc42,	
 RhoA といった低分
子量 G蛋白質の GST 融合蛋白質と DOCKX の会
合実験を行い、DOCKX が Cdc42 と選択的に会
合することを明らかにした。また、グアニン
ヌクレオチド交換因子(GEF)アッセイにて
DOCKX が Cdc42 に対して GEF 活性を持つが、
Rac に対しての GEF 活性がないことを明らか
にした。	
 
	
 これらの研究成果に基づき、T リンパ球活
性化制御においてDOCKXが重要な役割を果た
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免疫応答におけるリン
パ球活性化の制御におけるDOCKXの役割をさ



 

 

らに詳細に解析することで、今後、自己免疫
疾患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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