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§１．研究実施の概要 

 

本研究では、免疫系に発現する CDM ファミリー分子を対象に、発生工学・実験病理学・分子

イメージング・プロテオミクス・構造生物学・ケミカルバイオロジーを融合したアプローチにより、こ

れら分子の機能とシグナル伝達機構を包括的に解析し、その理解に立脚して、免疫難病の新し

い治療法や予防法を開発することを目的としている。本年度は、形質細胞様樹状細胞（pDC）の

活性化における DOCK2 の役割を解析し、核酸リガンドの取り込みに伴い、Toll-like 受容体

（TLR）による認識とは独立して DOCK2-Rac シグナル伝達系が作動し、IKK-α の活性化を介し

て、I 型インターフェロン産生を選択的に制御するという、新しい制御機構の存在を明らかにした。

また、構造解析に向けてタンパク質試料の調整を行うと共に、DOCK2 シグナル阻害剤開発のた

めのハイスループットスクリーニング系を構築し、数十万種類の化合物を対象にスクリーニングを

開始した。さらに、新たにノックアウトマウスを樹立し、CDM ファミリー分子群の機能およびシグナ

ル伝達機構の解析を行った。本研究の成果は自己免疫疾患や移植片拒絶といった現代医学が

解決を迫られている難病の克服に貢献できると期待される。 
 

 

§２．研究実施体制  

 

（１）「機能・シグナル解析」グループ 

① 研究分担グループ長：福井 宣規（九州大学、教授） 

② 研究項目 

 CDM ファミリー分子の機能とシグナル伝達機構の解明 
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（２）「構造解析」グループ 

① 研究分担グループ長：横山 茂之（理化学研究所、領域長） 

② 研究項目 

 CDM ファミリー分子群の構造解析 

 

（３）「創薬研究」グループ 

①研究分担グループ長：古市 喜義（アステラス製薬、常勤顧問） 

②研究項目 

CDM ファミリー分子のシグナル伝達を阻害する低分子化合物の探索 

 

 

§３．研究実施内容  

（文中に番号がある場合は（4-1）に対応する） 

1. 形質細胞様樹状細胞（pDC）は、微生物由来の核酸を細胞内に存在するTLR7／TLR９を

介して認識することで、炎症性サイトカインのみならず、大量の I 型インターフェロン（IFN）

を産生することから、近年脚光を集めている細胞である。pDC 活性化における DOCK2 の

役割を解析する目的で、CpG DNA や R848 といった TLR リガンドで pDC を刺激したとこ

ろ、DOCK2 欠損 pDC では IL-12p40、IL-6 といった炎症性サイトカインは正常に産生さ

れるにも関わらず、I 型 IFN の産生が著しく低下することを見出した。同様の知見は、pDC
にウイルスを感染させた場合においても認められた。このことから、DOCK2 は pDC におい

て I 型 IFN の産生を選択的に制御していることが明らかとなった。 

A. CDMファミリー分子の機能とシグナル伝達機構の解明 

DOCK2欠損 pDC においても、CpG DNA の取り込みは正常に起こる。しかしながら、

野生型 pDC では CpG DNA 刺激に伴いアクチン重合が惹起されるのに対して、DOCK2
欠損 pDC ではこのような形態変化が全く起こらなかった。このアクチン重合は、CpG DNA
をコートしたマイクロビーズで刺激した際にも認められることから、TLR9 による認識とは無関

係に、細胞表面で惹起されていると考えられた。事実、TLR9欠損 pDCをCpG DNAで刺

激した場合にも、アクチン重合が観察された。野生型 pDC や TLR9 欠損 pDC では、種々

の TLR リガンド刺激に伴い Rac が活性化されるが、DOCK2 欠損 pDC では、この活性化

がほぼ完全に消失していた。一方、野生型 pDC にドミナントネガティブ Rac 変異体を発現

させると、IL-12p40のレベルに影響を与えることなく、I型 IFNの産生が顕著に抑制された。

このことから、核酸リガンドは TLR 非依存的、DOCK2 依存的なメカニズムにより Rac を活

性化し、この Rac活性化が I 型 IFN 産生に重要な役割を演じていることが明らかとなった。 
pDC において、IRF-7 は I 型 IFN の産生に必須の転写因子であり、その活性化は

IKK-αによって制御されている。野生型pDCをCpG DNAで刺激すると、活性化ループ上

のセリン残基がリン酸化される。しかしながら、DOCK2 欠損 pDC では、この IKK-α の活性
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化が障害されており、その結果 IRF-7の核移行が起こらなかった。同様の結果は、TLR9欠

損 pDC においても認められた。以上より、TLR による抗原認識とは独立して DOCK2-Rac
シグナル伝達系が作動し、IKK-α の活性化を介して、I 型インターフェロン産生を選択的に

制御するという、新しい制御機構の存在を明らかにした 1)。pDC による I 型 IFN の産生は、

SLE や乾癬といった自己免疫疾患の発症に深く関わっていることから、DOCK2 はこのよう

な疾患を治療・予防する上で、格好の分子標的になると期待される。  

2. 好中球遊走における DOCK2 細胞内動態の制御機構を解析し、ホスファチジルイノシトー

ル３リン酸（PIP3）とホスファチジン酸（PA）という二種類のリン脂質が順序立てて産生され、

DOCK2 を適切な時期に適切な位置に導くことにより、仮足の形成に必要なアクチンの重

合を、時間的・空間的に制御していることを明らかにした 3）。 

3. ケモカインによる T 細胞の共刺激活性が、DOCK2-Rac シグナル系に依存することを実証

すると共に 4）、DOCK2 が DOCK180 と協調して、T 前駆細胞の胸腺への移入を制御する

こと 5）、DOCK2がミクログリアにおいても機能すること 6）、を明らかにした。また、新たに数種

類 DOCK2 と会合する分子を同定した。 

4. 完全長DOCK2を、DOCK2 の発現を欠くプライマリーT 細胞に効率よく発現させる実験系

を構築し、遺伝子導入により DOCK2 欠損 T 細胞の運動性が回復することを実証した。こ

の実験系は、DOCK2 変異体の機能解析を進めていく上で、極めて重要な方法論になると

期待される。 

5. DOCK180 の生理的機能の一端を解明すると共に（論文準備中）、遺伝子改変マウスを用

いて、DOCKX の機能やシグナル伝達機構、自己免疫疾患の発症や移植片拒絶における

役割を検討した。また、涙腺の免疫組織形成 7）やウイルス感染に伴うリンパ組織再構築 2)の

分子機構の一端を解明した。 
 

CDM ファミリー分子の DHR-2 ドメインについて、対応する低分子量 G タンパク質との複合体の

構造解析に向け、十分量の良好な性質のタンパク質試料を用意した。また、DOCK2 の N 末端

領域とELMOの複合体の構造情報を取得し、創薬の標的としての特異性を検討した。さらに、完

全長 DOCK2、DOCK180 の構造解析に向けて、性質の悪い部分を取り除いた全長タンパク質

の精製条件の検討を行った。その結果、ある種の添加物により精製過程のタンパク質凝集が抑

制され、純度の向上した試料が得られた。 

B. CDMファミリー分子群の構造解析 

 

DOCK2シグナル伝達系に対する阻害化合物探索の為に、DOCK2により活性化されるGTP結

C. CDMファミリー分子のシグナル伝達を阻害する低分子化合物の探索 
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合型Rac を特異的に検出するアッセイ系（96 ウェルプレート対応可能な系）を構築した。このハイ

スループットスクリーニング(HTS)プロトタイプを基に、384 ウェル化及びオートメーション化に対

応できる系へと検討を行い、最終的に HTS 系として最適化に成功した。 次に HTS 実施（プレ

ート約 4000 枚程度のアッセイ）に必要なタンパクサンプルや試薬類の大量調製、資材の調達、

及びパイロットスクリーニングを実施し、詳細なスクリーニング条件（化合物濃度等）を設定し、実

際のスクリーニングを開始した。 
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