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研究成果の概要（和文）：低分子量Gタンパク質であるRacおよびRasの活性型変異は、ヒトの様々ながんにおい
て高頻度に見つかる。本研究では、Rac特異的活性化因子であるDOCK1の遺伝的欠損、およびその選択的阻害剤
TBOPPによって、変異型RacやRasを有するがん細胞株の細胞浸潤および低栄養条件下での生存性が抑えられるこ
とを明らかにした。また、マウスにおいても、TBOPPの投与によって、がん細胞の増殖および転移が抑制され
た。以上より、変異型RacおよびRasによる細胞癌化においてDOCK1が重要な役割を担うことを明らかにすると共
に、DOCK1がRacやRasに変異を有するがんの新しい創薬標的となることを実証した。

研究成果の概要（英文）：Oncogenic mutations in the small G proteins Rac and Ras are frequently found
 in a variety of human cancers. In this study, we found that genetic ablation of the Rac specific 
guanine nucleotide exchange factor DOCK1 or its pharmacological inhibition by its selective 
inhibitor TBOPP suppressed the survival and invasion of Rac/Ras-driven cancer cells. Moreover, the 
growth and invasion of these cancer cells transplanted in mice were effectively suppressed by 
treatment with TBOPP. Thus, DOCK1 plays critical roles in malignant transformation by oncogenic Rac 
and Ras, and may be a good therapeutic target for Rac/Ras-driven cancers.  

研究分野： 生物化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
Rho、Rac、Cdc42、Ras 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働き、
シグナル伝達や細胞骨格制御を通じて様々
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)と称される分子群の働きによって、
GDP を結合した「不活性型」から GTP を結合
した「活性化型」へと変換され、その機能を
発現する。 
 
近年メラノーマをはじめとしたヒトの癌に
おいて、Rac の活性型変異（N92I、P29S 等）
が相次いで報告され、注目を集めている。変
異型 Rac は、恒常的に活性型として存在し、
細胞の癌化を引き起こしていると考えられ
ているが、変異型 Rac が、細胞内に元々存在
するGEF分子群とどのように機能的に相互作
用するのかについては不明である。 
 
一方、Ras に変異を有するがんは、ヒトのが
ん全体の３分の１を占め、特に、膵臓癌や大
腸がん、肺癌などでは、非常に高頻度
（30-95%）に変異が認められる。しかしなが
ら、変異 Ras そのものは創薬標的として適し
た構造を持たないため、これを直接ターゲッ
トにした有効な治療薬は未だに開発されて
いない。従来の研究から、変異 Ras による悪
性形質転換には、Rac の働きが重要であるこ
とが知られていたがその詳細な分子機序は
不明であった。最近の研究から、Rac は、が
ん細胞において、細胞外からの栄養源の取り
込み（マクロピノサイトーシス）や、細胞外
基質への浸潤を制御することでがん化に寄
与していると考えられるが、変異 Ras の下流
においてRacの活性化を担う制御因子の実体
は不明である。 
 
DOCK ファミリー分子は、DOCK-A、B、C、D、
４つのサブファミリーからなるRac/Cdc42に
特異的な GEF であり、ヒトやマウスにおいて
は 11 種類存在する。このうち、DOCK-A サブ
ファミリーに属する DOCK1、2、5 は、Rac に
特異的な GEF として働く。DOCK2 は、免疫系
に限局して発現し、ケモカイン受容体や抗原
受容体の下流で Rac を活性化し、リンパ球や
好中球の遊走および活性化に重要な役割を
演じている。一方、DOCK1、5は免疫系を含む、
より広範な細胞種・組織に発現しており、
dorsal ruffle や peripheral ruffle といっ
た細胞骨格構造の再編成を介して、細胞運動
や形態変化を制御する。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
る分子であると報告されているが、その詳細
については解明されていない。 
 
代表者は、以前、免疫制御を目的として、
DOCK2 阻害剤 CPYPP を開発した。CPYPP は、
TiamやTRIOといったDOCKファミリーとは異
なる GEF 分子群に対しては作用せずに DOCK2

の活性を阻害する点で有用であったが、DOCK 
-A サブファミリーである DOCK1、2、5の選択
性に乏しい等、動物での利用には問題があっ
た。そこで、この経験に基づいて、DOCK1 の
機能制御を目的として、20万を超える化合物
ライブラリーを新たにスクリーニングし、ヒ
ット化合物の構造最適化を行って、DOCK1 の
GEF 活性を選択的に抑える低分子阻害剤を開
発した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ヒト変異型 Rac、および Rac を
介した変異型 Ras による細胞癌化において
DOCK1 の役割を明らかにするとともに、DOCK1
の選択的阻害剤を用いて、癌化を制御するこ
とを目的とする。 
このため、 
(1) 変異型 Racまたは変異型 Rasを導入した
マウス線維芽細胞（MEF）、および Rac や Ras
に変異を有するがん細胞株を用いて、細胞増
殖、マクロピノサイトーシス、浸潤における
DOCK1 の役割を明らかにする。 
 
(2) DOCK1 の選択的阻害剤 TBOPP を用いて、
RacやRasに変異を有するがん細胞株の増殖、
マクロピノサイトーシス、および浸潤に対す
る抑制効果を検討する。 
 
(3) マウスへの移植モデルを用いて、変異型
Ras を有するがん細胞の増殖、浸潤・転移に
対するDOCK1の選択的阻害剤の抑制効果を検
討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 変異型 Rac/Rasによる細胞癌化における
DOCK1 の役割 
野生型マウス由来の MEF および、DOCK1 ノッ
クアウトマウス由来の MEF に、レトロウィル
スベクターを用いて変異型 Rac(N92I)、また
は変異型 Ras (H-Ras G12V)を過剰発現させた
細胞株を作製し、細胞のマトリゲル内への浸
潤能、マクロピノサイトーシス活性、グルタ
ミンを枯渇させた低栄養条件下での生存性
を比較検討する。 
 
(2) 変異型 Rac/Rasを有するがん細胞株の浸
潤と生存における DOCK1 の役割 
変異型 Rac(N92I)を有するヒト線維芽肉腫株
HT-1080、および変異型 Ras を有するヒト大
腸がん細胞株 DLD-1(K-Ras G13D)、およびマ
ウス肺がん細胞株3LL(K-Ras G12C)を用いて、
ゲノム編集や RNA サイレンシングによって
DOCK1 遺伝子発現を欠損した細胞株を作製し、
上記同様に細胞のマトリゲル内への浸潤能、
マクロピノサイトーシス活性、低栄養条件下
での生存性を調べ、DOCK1 の機能を明らかに
する。 
 
(3) DOCK1 選択的阻害剤によるがん細胞の増
殖、浸潤の制御 



上記 HT-1080、および DLD-1、3LL 細胞株を用
いて、細胞のマトリゲル内への浸潤能、マク
ロピノサイトーシス活性、低栄養条件下での
生存性に対する DOCK1 選択的阻害剤 TBOPP の
阻害効果を検討する。 
 
(4) DOCK1 選択的阻害剤によるマウスにおけ
るがん細胞の増殖、浸潤の制御 
変異型Rasを有する高転移性のマウス肺がん
細胞株 ex-3LL (K-Ras G12C)をマウスに移入
し、肺への浸潤・転移に対する TBOPP の効果
を検討する。また、DLD-1、3LL をマウスに移
植し、がんの生着・増殖に対する TBOPP の効
果を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 変異型 Rac/Rasによる細胞癌化における
DOCK1 の役割 
Rac1 N92I を過剰発現する野生型 MEF および
DOCK1 ノックアウト MEF を作製し、その細胞
外基質への浸潤、細胞外からの栄養源の取り
込みを担うマクロピノサイトーシス、細胞の
生存に必要なアミノ酸であるグルタミンを
欠乏した培養液中での細胞生存性を調べた。
Rac1 N92I の過剰発現によって、野生型 MEF
の細胞浸潤、マクロピノサイトーシス活性、
生存性はいずれも亢進していた。一方、DOCK1
ノックアウト MEF においては、上記すべての
活性は低下しており、Rac1 N92I の過剰発現
細胞においても亢進することはなかった。ま
た、同様の現象は、変異型 Ras (H-Ras G12V)
を過剰発現させたMEFにおいても観察された。
このことから、DOCK1 は変異型 Rac および変
異型Rasによる細胞癌化に重要な役割を演じ
ることが明らかとなった。 
 
また、変異型 Ras を過剰発現した DOCK1 ノッ
クアウトMEFにおいて低下した細胞浸潤能や
マクロピノサイトーシス活性は、野生型
DOCK1 の addback によって回復した。一方、
DOCK1 の Rac 活性化能力を特異的に欠失させ
た変異体(V1534A)を add-backした場合には、
回復が見られなかった。以上より、変異型 Ras
による細胞癌化において、DOCK1 による Rac
活性化が重要であることが明らかとなった。 
 
(2) 変異型 Rac/Rasを有するがん細胞株の浸
潤と生存における DOCK1 の役割 
マウス肺がん細胞株 ex-3LL (K-RasG12C)、お
よびヒト大腸がん細胞株 DLD-1 (K-RasG13D) 
をもとに、DOCK1 を発現できないように遺伝
子操作した DOCK1 欠損細胞を作製した。これ
らの細胞浸潤、マクロピノサイトーシス、細
胞生存を調べたところ、対照となる細胞に比
べて、いずれも顕著に低下していた。この結
果から、変異 Ras によるがん細胞の浸潤、生
存応答において、DOCK1 が重要な働きをして
いることが明らかとなった。 
 
(3) DOCK1 選択的阻害剤によるがん細胞の増

殖、浸潤の制御 
TBOPP は、試験管内の RacGEF アッセイにおい
て、IC50 値 8 .4 マイクロモルで DOCK1 によ
る Rac 活性化を抑制するが、他の GEF である
DOCK2 や DOCK5, Tiam1 による Rac活性化には
影響しない。HT-1080、DLD-1、および 3LL 細
胞を 12.5 マイクロ M の TBOPP で前処理した
ところ、細胞浸潤、マクロピノサイトーシス、
および生存が顕著に抑制された。この結果は、
TBOPP によって DOCK1 遺伝子欠損の効果を再
現できることを示している。一方、免疫応答
に重要な働きをするリンパ球の遊走や生存
には、DOCK2 を介した Rac 活性化が必要であ
るが、TBOPP はリンパ球の遊走および生存に
は影響しなかった。このことから、DOCK1 選
択的阻害剤 TBOPP は、細胞レベルにおいても
DOCK1 と DOCK2 を識別していることが明らか
となった。 
 
(4) DOCK1 選択的阻害剤によるマウスにおけ
るがん細胞の増殖、浸潤の制御 
実際に、マウス個体内において、TBOPP がが
んの増殖や浸潤を抑えられるかどうかを検
討するために、高転移性のマウス肺がん細胞
株 ex-3LL をマウスの尾静脈から移入して、
TBOPP または溶媒のみを投与し、２週間後の
肺転移を比較した。その結果、TBOPP の投与
群（0.67 mg/マウス、移入後 0、1、3、5 日
に投与）では、コントロール群（溶媒のみ投
与）に比べて、肺の転移巣の数が激減し、転
移の結果としての肺重量の増加も、正常肺と
同程度にまで抑えられた。また、3LL 細胞や
DLD-1 細胞をマウスの背側皮下に移植して、
その生着・増殖度を調べたところ、いずれも
TBOPP（1 mg/300 マイクロリットル、0.7 マ
イクロリットル毎時）の持続投与によって、
顕著に抑制され、週間後の腫瘍サイズはコン
トロール群の 1/5〜1/3 となった。一方で、
TBOPP の投与によって、マウスのリンパ球の
数や体重変化には影響が無く、明らかな副作
用は認められなかった。 
 
本研究により、変異型 Rac および変異型 Ras
を有するがん細胞において DOCK1 が、細胞増
殖および浸潤の制御に重要な働きをしてい
ることが明らかとなった。このため、DOCK1
は、これらのがんの新たな創薬標的になるこ
とが期待される。 
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