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γ線照射後の萎縮胸腺のクローナル増殖と分化停止における
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要 旨

BclllbはZnフィンガ-転写因子をコ- ドする,ハプロ不全ながん抑制遺伝 子である.

BclllbKO/KOマウスでは胸腺細胞の分化停止が生じる.胸腺細胞の分化停止は,多くの他の遺

伝子ノックアウトマウスの実験でも報告されているが,それらの遺伝子にはWnt//'3-eateninシ

グナルに関わる遺伝子も含まれる.ヒトのT細胞性白血病においても,Bclllb遺伝子座の変異

が確認されている.しかし,その変異がどのようにしてリンパ腫の発生に関与しているかは明

らかでない.この機構を解明するためにマウスにγ線照射を行い,BclllbKO/+遺伝子型が胸腺

細胞の増殖や分化にどのような影響を等･えるのかを検討した.TCRβ鎖のD-.膵 協 換えアッセ

イとフローサイトメトリーによる解析の結果から,y線照射後の萎縮胸腺には,2種環の異なる

性質をもつタロ-ナル増殖細胞が存在することが明らかになった.1つはクロ-ナル増殖をし

ながらも,胸腺細胞の分化能を保持している細胞であり,もう1つはタロ-ナル増殖し,かつ胸

腺細胞の分化が停止している細胞である.前者の胸腺細胞は自己複製能と細胞分化能をもつこ

とから,がん幹細胞との関連が考えられる.さらに,BclllbK()/+マウスの胸腺細胞において,が

ん遺伝 子として知られるl?-Cateninの発現が高いことが確認された,BclllbKO/+遺伝 子型は

針 cateninの発現を上昇させ,胸腺細胞の分化や増殖に影響を与えていることが示唆される.
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緒 ロ

がんの形成には細胞の自律性増殖が必要である

が,アポ ト-シスの抑制といった過程なども極錐

に関わっている1).一方,このがんの進行にはい

くつかの遺伝子変 異 の蓄 積がみられ,がん形成の

基礎となっている2). 白 血 病 や リンパ腫は造血系

のがんであり,慢性 期 か ら急 性 期への移行には変

異を伴い,悪性転化 と い う点では少なくとも2段

階の発がん過程をとる3ト 5),この移行には細胞

の分化停止が生 じる,慢性期の白血病細胞は,が

ん細胞の特徴である自己複製能をもつが,正常な

血液細胞に分化する能力を保っている6).

Bclllb遺伝 子は,放射線誘発マウス胸腺リンパ

腫の解析から単離されたハプロ不全ながん抑制遺

伝 子である7ト 9),Bcll飽KO/KOマウスでは胸腺

細胞がDP細胞まで正常に分化せず,未分化な状

態で停止する13)14).BclllbKO/+マウスではこの

ような特徴は見られないが,放射線誘発によって

リンパ腫形成の促進 9)と,胎児で胸腺細胞の分

化異常が見られる19).Bclllb遺伝子欠損によるこ

のような細胞分化の異常は,がん化を促進する働き

であると考えられる.しかし,一方でBclllb榊 /KO

マウスではアポ ト-シスが誘発されることが示さ

れており,これはがんの形成を抑制する働きであ

る.これらの表現型は,preTCRシグナルの低下

が原因であると考えられている 13日4).胸腺細胞

の分化停止は,多くの他Q)遺伝子ノックアウ トマ

ウスの実験でも報言誓されているが,それらの遺伝

子にはWnt//?-caten豆nシグナルに関わる遺伝子

も含まれる20ト 23)

胸腺リンパ腫は細胞がクローナルに増殖してい

るため,TCRβ鎖のⅥ)J組み換 えパターンは可

能な6パターンのうちのひとつしか見られない24)

このような限定 されたVDJ組み換えパターンは

放射線照射後初期の萎縮胸腺にも見られ 24)25),

これらの胸腺細胞の多くでBcillbの片アレル消

失が起こっている.しかし,このことがリンパ腫

の形成にどのように関与 しているかは不明であ

る.本論文では,放射線誘発の発がん初期過程の

萎縮胸腺において,BclllbKO/+遺伝 子型が胸腺

細胞@)タロ-サル増殖,分化停止を引き起 こ す こ

ど,その現 象にi'300catenin発現の上昇が関与 して

いることを載菖する.

材料と方法

且.実験動物およびγ線照射

BclllbKO/+マウス (BALE/cbackground)と

MSM野生型マウスを交配し,BclllbKO/+および

Bclllb+/+のマウスを作成 した.8,10週齢で γ

線 3Gy1回照射を行った.y線照射後30,60,80

日で胸腺を左右に分けて摘出し,以下の解析を行
った.

2.フローサイトメトリー解析

1-2×106個の胸腺細胞を2%FCSおよび

0.20/oNaN3含有 pBSに浮遊 し,各モノクロ-チ

ル抗体(CD4,CD8,TCRβ,13-Catenin,IL-7Rα)

を添加 し,反応 させた.細胞周期の解析は,マウ

スにBTdUIOO/il(long/ml)を腹腔投与し,1時

間後に胸腺を摘出 した.摘出 した胸腺は,BrdU

Flowk豆t(BDpharmingen)を用いて処理 した.

FACSean(Becton-Dickinson)鮎Wcytometerで

解析 を行い,データ処理 には Fiow-Jo(TTee-

Sはr,hc)を使用した,

3.VDJ組み換えパターンの決定とLOH解析

以前の方法に順 じて 24)25),polymerasechain

reaction(PCR)法によりTCRβ鎖の D弓 組み

換えパタ-ンを決定 した.BclllbのLOH解析は,

mitmarker(D12mit53,Di2miも279) を用 い た

PCR法で行い, Molecu豆arまmageFX (B豆O-汲ad

bboratories)で定量解析 した.

結 果

I.γ線照射後の胸腺細胞数の解析

ァ線照射後14,30,60,80日で胸腺を摘出し,
BclllbKO/+およびBclllb+/+マウスそれぞれの

胸腺細胞数を比較 した (図 l).Bclllb+/+では,

照射後30日で細胞数が非照射の細胞数と同程度
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図1 γ線照射後の胸腺細胞数

(左)Bclllb+/+マウスの胸腺細胞数.(右)Bc肌 bKO/+

マウスの胸腺細胞&.グラフ内の数字は,平均値 (単位×107
佃1.

まで回復 し,その後80日まで細胞数は維持 され

ていた.一方 BclllbKO/+では,細胞数瑚卵巣が

不完全であった.照射後 30日の細胞数の平均は,

Bclllb+/+で5.0×107個,BclllbKO/+で1.8×

107個であり,BclllbKO/+で有意に減少していた

(p-9.93×10-8).その後80日まで細胞数は回

復 しなかった.BclllbKO/+遺伝子型では胸腺細

胞数の回復が悪く,胸腺の萎縮 した状態が維持さ

れることが示された.

2.＼=J組み授ヌハJj-ンの祈tliもよひ Iit･LIJh

遺伝子座のI.OH解析

γ線照射後の胸腺細胞のタロ-ナル増殖を見る

ため,VDJ組み換えアッセイを3種類のprimer

を用いて行なった (図2A).γ線照射されていな

い胸腺細胞では,D領域からJ領域の間で組み換
えを起こして,6種類の組み換え部位に対応した

6つの異なるバンドがみられる (LaneTh).加え

管,組み換えを起こしていないgermまineのバン

ドが1つ見られる.一方,Lymphomaでは1つのバ

ンドのみ検出される (laneLy).Brainでは,組み

換えが起こらないため,germlineのバンドが 1つ

鼠られる (bneBr).照射後 30日の BclllbKO/+

マウスの胸腺では20例のうち2例で 1つまたは

数 個 の限られたバンドを示 した.これはクローナ

ル 増殖を起こした細胞が存在することを示す (以

後,Ctypeとする).17例は,正常な胸腺と同じ組

み換えパタ-ンを示 した (以後,Ttypeとする).

残 りの 1例はTおよび ctypeの判定が困難であ

り,これをC/Ttypeとした.照射後 80日におい

て BclllbKO/+胸腺では,10例の うち 6例が C

typeを示 した.さらに時間経過とともに,Bclllb

KO汁 におけるCtype胸腺の増加が見られた (図

2B).Bclllb+/+では,照射後30,80日ともにす

べてTtypeを示した.これらのことから,Bclllb

KO/+遺伝子型がγ線照射後の胸腺細胞のタロ-

ナル増殖を促進することが示された.

次に,これらBclllbKO/+マウスの萎縮胸腺細

胞でのBclllb遺伝子の野生型アレル欠失につい

てmitmarkerを用いて調べた.40例で解析を行

い,射列で野生型アレルの消失が見られた (図

2C).これらの萎縮胸腺はすべてCtypeを示した.

胸腺細胞数は平均0.2×107個であり,図1で示

したBclllbKO/+マウスの胸腺細胞数と比べても

著 しく減少していた BclllbKO/KOマウスにおい

てアポ トーシスが誘発されることから,この減少
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照射後30日
βC/77b
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C
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･了綿照射後Bclllbkか 胸腺

†千 号千
野生型アレルの消失

野生型アレル

野生型アレル

図2 8適齢 BclllbKO/+マウスのγ線照射後の胸腺細胞のD-J組み換えアッセイと
LOH解析

(A)γ線照射後30および80日のDIJ組み換えパターン.上の図は,TCRI9座の

各PCRプライマ-の位置を示す,下の図は,各プライマ-セットのPCR産物の電気

泳動の結果である.汁 )F-D/?1とR弓/ヲ1.6, 悼 )F-Diヲ2とR-Ji32.6,(千)
F-D131とR一拍 2.6.図の下にそれぞれのD-J組み換えパタ…ンを示す,T :正常胸

腺の組み換えパタ-ン,C:タロ-ナル増殖の組み換えパタ-ン,C/T :TおよびC

の判別がつかないもの. (a)γ線照射後に見られるBclllbKO/+マウスのタロ-ナル

増殖胸腺の発生率の経時的変化.Ctypeは黒,C/Ttypeは灰色 Ttypeは白で示す.敬
字は照射後の経過 日数, (C)Bclllb遺伝子のLOH解析, (上)D12Mit53(下)

D12M1億79の各プライマ-の電気泳動の結果を示す.セントロメア側からD12Mlt53,

Bclllb,DlBML.t279;108.69Mb,109.15-24Mb,109.69Mbに位置する.矢印は,野生

型アレルが消失しているものを示す.
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はBclllb遺伝子の機能低 事､-と関連するものと考

i()れる.

:i.細胞周期と細胞サイズの解析

Iir(lU持IjLl日用旧新二7ウスし'-)f胸腺をl侶‖IIJL,

胸腺細胞の細胞周期の解析を行なった,図3Aは

プロ-サイトメトリ-解析の結果を示す.正常な

胸腺細胞では,S期にある細胞の割合は約10%

である.γ線照射後3鋸 的 BclllbKO/+マウスの

胸腺では,平均臥8%となり,正常な胸腺に比べ

てその割合が減少する.γ線照射後80日では,辛

均7.4%であった.次に胸腺細胞の大 きさを比較

すると,正常胸腺でG1期細胞のFSC値はシャー

プな波形であり,均一な大きさの細胞が集まってい

ることが分かる. 一方,γ線照射したBclllbKO/+

胸腺では,Gl鞘細胞が広がった波形を示し,正常

なGl鞘細胞に比べて大きな細胞が含まれていた.

この大型のGl鞘細胞とS期細胞の割合を比較し

たものを,図3Bに示す一Y線照射後60,8鋸 Iで

は,Bci31bl榔+胸腺8例で大型のG1期細胞の割

合が20%以 上であり,すべてCtypeであった.

また,それらの S期細胞の割合は様々であった.

BclllbK()/+胸腺では Gl鞘細胞が成長して大型

化し,GlからS期への移行する時期でIJA.まって

しまっていると考えられ,細胞周期進行の阻害が

起きていることが示唆 された.細胞の大型化は胸

腺リンパ腫の特徴の一つであり,ここで示された

大型の G1期細胞が リンパ腫前駆細胞であると考

えられる.

･1.胸腺細胞分化の解析

BclllbKO/KOマウスでは,胸腺細胞の分化が停

_l王サ る13)14). γ線照射後30,80日のBclllbKO/+
マウスの胸腺 22例 ほ0日12例,80日10例)の

分化能についてCD野呂,TCRi守でプロ-サイトメ

ト1)一解析をh'･-)た (図Iu.li上照射一棟:ういLILJ)

VDJ組み換えパ タ-ンが_蔓音澗 な げt叩e)胸腺細

胞では,Bclllbの遺伝 子型に関わらずDP細胞ま

で分化していた (図4Aa-逮).しかし,威熟T

細胞であるTCRl'ghighcD8SP細胞の割合は,T

typeのBclllbKO/+胸腺で減少していた (図4C).

■:.. -iz･;■ ＼･･: ･ ＼川 :~･･; I/

-ンがCtypeであるBcll飽K町+胸腺銅剣でDP
細胞まで分化する細胞の割合は賢しく滅少し く図

4Bi,蛋,虹 TCRl3highcD8SP細胞の割合も減少
していた.これらのことから,タロ-ナル増殖を

示すBclllbK｡/+胸腺では分化能が低下している

ことが示唆 された.Bci31か+/+胸腺は,すべてT

typeであり,d三常に分化 していた.

次にタロ-ナル増殖と細胞分化能U)低 Fとの関

連を調べるため,10適齢のBclllbKO/+マウスに

γ線3Gyl回照射し,照射後30日で同様に解析を

行った (図5A,B).10適齢マウスでは,照射後

クローナル増殖が早期に多く出現するため,今回,

実験に用いた.VDJ組み換えパターンは12例中

6例がCtype,残り6例がTtypeを示した (図

5A).ctypeを示す胸腺の分化をみると,DP細胞

まで分化しているものが射神事1射期で革まられた

(図5B也,管).残り2例は分化能が低 ドしていた

(図5Bb,鉦 これはや照射後 鮒 HのC糎pe胸腺

の結果とは異なる.TCRl'ihidlCD8SP細胞の割合

は減少していた.Ttypeを示す胸腺は8週齢で解

析した結果と同様であった. これらのことから,

クローナルに増殖する胸腺細胞は,初期には分化

能を保持した状態であり,その後,分化停1日こ至

る過程が考えられる.

5.1?-Cateninの発現解析

以前に行ったCD4,CD8,TCRi′ヲのフローサイト

メトリー解析を行った結果,非照射のBclllbKO/+

マウスの胸腺では,未分化な胸腺細胞であるTCR

iヲlowcD8SP,すなわち王SP細胞が増加することが

分かった (datanotshown)事いくつかのゲル-プ

の報告から,胸腺細胞の分化能低下にはWnt/針

cateninシグナルの発現上昇が関与していると

されている21ト23).そこで非照射BclllbK()/+マ

ウスにおけるβーeateninおよびその下流にある

IIJ17Ⅰく())発現を7u-サ1ト日､I)I-1調押T.した

(図6丸 B,C上 また今軋 緋葺ぞ葦としてAPCmir3/+

マウスの解析を同様に行った.APCはlヲーCatenin

と結合して,i'3-eateminの分解を誘導することに

より,その発現を制御している23).従って,Ape
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図3 胸腺細胞の増殖とG1期の細胞サイズのプロ-

サイトメトリ-による解析

(A)上の図は,非照射,γ線照射後のBclllb+/+
およびBclllbKO/十マウスの細胞周期を表す.線で囲ま

れた部分がそれぞれのS期を示す (数字は%). 卜の

図は,Gl鞘細胞の大きさを見たヒストグラムである.

バーは大型の細胞の割合を示す (数字は%),正常胸

腺では,FSC値の大きい方から5%を大型細胞として
いる. 摘)S期細河嶺と大型の Gl鞘細胞の割合の比

較.上のグラフは照射後30m,卜のグラフは照射後

60/80円の結果を示す,各グラフにおいて,左側が
Bclllb+/+マウス,右側がBcll路KO/+マウスの結果で
ある.

80
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図5 10適齢BclllbKO/+マウスにおける γ
線照射後の胸腺細胞の解析

(A)y線照射後 30日の D-J組み換えパ

ターン.図2を参照. 摘)CD4,CD8および

TCRIr?のプロ-サイ トメ い)- 解析.図4を
参照.
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(A)DNおよびDP細胞における各遺伝 門 g_のl'3-Cateninの発現巌

を示す.灰色の領域はBclllb+/+マウス,太線 (異)はBclllbK｡/+

マウス,細線 (異)はAPCn-～+マウスである. 沌)β -Cateninの

meanfluoresceneeinもensity(MFI)を示す,*:p<0.05,**:p<
0.01.(C)Y線照射後30日のl'3-cate血 のmeannuorescenceintensi-

ty(MFI)を示す.☆:p<0.05. (D)DNおよびDP細胞における
ⅠL-7Rの発現量を示す.灰色の祷 域は Bclll折 /十マウス,黒線は
BclllbKO/+マウスである.
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遺伝子のmin変異により針 cateninの蓄積が起

こると予想される.図6Aは,フローサイトメトリ

-解析の一例を示す.DP細胞よりDN細胞でl3-
cateninの発現が商いが,これは以前の報 告 27)28)

KO/+およびAPCmin/+で/3-Cateninの発現が上昇

していることが分かる.図6Bのグラフから,DN

お よび DP細胞 において,BclllbKO/十のp-
cateminの発現が,Bclllb+/+に比べて有意に上

昇 していた (図 6B :p -0,0034,㍗-0.019).

Y線照射後30日の胸腺についても同様の結果が

得られた 個 6C).IL-7Rは,DN細胞において
Bclllb十/十に比べてBclllbKO/+で発現が上昇し,

予想された結果と一致した (図6Ⅰ旺 これらのこ

とから,BclllbKO/+遺伝子型はβ-cateninの発現
を上昇させ,胸腺細胞の分化や増殖に影響を与え

ていることが示唆された.

考 察

野生型マウスを用いたγ線分割照射実験から,

照射後初期に胸腺が萎縮 した状態を経て,胸腺 リ

ンパ腫が発症することが分かってきた.この萎縮

胸腺がリンパ腫の前駆状態にあると考え,その特

徴についてこれまで解析を行ってきた25).この論

文では,発がんの初期過程においてBclllbKO/+

遺伝子型が胸腺細胞に与える影響について報告し

ている.3Gy1回照射後 60,80日の Bcll飽KO/+

マウスの胸腺では,リンパ腫の特徴である細胞の

タロ-ナル増殖が高い頻度で確認された 野生型

マウスでは,3Gy1回照射でこのような変化は観

察されない.Bclllb遺伝子欠損が及ぼす影響につ

いていくつかの報告があるが 13~ 18),その中で

Bclllb欠損によりpreTCRシグナルが低下する

ことが示 されている 14)19).preTCRシグナルは,

胸腺細胞の分化を制御 しており29-32),preTCR

シグナルが失われることによって胸腺細胞の分化

の停まとやリンパ腫発症が引き起こされる.また,

preTCRシグナルが Erkを介して針 cateninを安

定化することも報告 されている26)27).これらの

ことからBclllbKO/+マウスではpreTCRシグナ

ルが減少することで,β-eaもenin発現が減少する

と推測 された.しかし,本論文では,Bclllb遺伝

子低下によって針 cateninの発現が上昇すること

が示 され た.このβ-Cateninの発現上昇 は,
preTCRシグナルとは別 の過程で起きていると考

えられる.針 cateninは,axin,Ape,GSK3,CKI

などによって制 御 されている23)33).メカニズム

は不明だが,Bclllbがそれらのタンパク質の発現

の制御に関わっているのかもしれない.Bclllb

KO/+マウスのリンパ腫の発症に13-Cateninの上昇

が重要な役割を果たしていると考えている.㍗
catenimはがん遺伝子 として知 られており34),

Tcflや Leflと複合体を形威 して,その下流にあ

る遺伝子C-mycやcyclinDlを活性化し,細胞周

期の進行を促進する23)33)

BclllbKO/+マウスでは,タロ-ナル増殖を示

す胸腺細胞の分化が停止していた,野生型マウス

におけるγ線分害断噴射後の萎縮胸腺では細胞分化

は正常であった25)ことからも,萎縮胸腺におけ

る細胞分化能の低 下はBclllb遺伝子の機能低下

によるものと推察 される.分化能の低下により,

BclllbK()/+マウスの胸腺ではDN粛朋包,ISP細胞
が増加するが,正常な状態のISP細胞は高い増殖

能をもち35),細胞周期においてもS期の割合が

商い (約45%,datanotShown),今Wjl,Y線照射

したBclllbKO/+マウスでは,S期の割合が低 く

く約5%),本来もつ高い増殖能は見られなかった.

γ線照射後80日のBclllbKO/+マウスでは胸腺

が萎縮 し,タロ-ナル増殖を示す胸腺で細胞数が

著 しく減少 していた.また,細胞周期 G1期で正

常なG1期細胞に比べて大きな細胞の割合が増加

していた この大型の細胞がリンパ腫前駆状態の

細胞であると考えられる.-一方,γ線照射後早い

時期 (30日)のBclllbKO/+マウスでは,タロ-

ナル増殖でありながら,分化能を保持している胸

腺が見られた.

今回示された,分化能を保持 しクローナル増殖

する胸腺細胞は,自己複製能と分化能をもったが

ん幹細胞との関連が考えられる.Bclllb遺伝子

が,どのような機構で関わっているかまだ不明で

あるが,胸腺 リンパ腫におけるがん幹細胞の形成
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に重要な役割を果たしていると考えられる.しか

し,これらの胸腺細胞は増殖能が低下 しており,

悪性化していない.それゆえ,この後何らかの変

化が加わることで細胞の異常増殖が起こり悪性転

化すると考えられる.
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