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要 旨

マ ウ ス 胸腺リ ンパ腫発症に 関与する R itl / B cll l b がん抑制遺伝子はポ ジ シ ョ ナ ル ク ロ ー ニ ン

グ法に より単離され, 1 4 6 例の リ ンパ腫か ら 1 1 例に ホモ 欠失を,
2 例に マ イク ロ 欠損を,

4 例に

塩基置換が検出されて い る.
この R Etl 遺伝子ががん抑制遺伝子と して働くことを確定する ため

に
,
R itl の ヌ ル型 ノ ッ ク アウ ト マ ウ ス を作製 し

,
解析 した . Ritl ( K O / ＋) マ ウ ス に放射線を照

射すると, R itl (＋/ ＋) マ ウ ス に照射 した場合と比 べ て ,
明らか に高い 頻度で胸腺リ ンパ腫が

発症 した. こ の 結果は, R itl 遺伝子が予想通り, がん抑制遺伝子である ことを示 して い る . しか

し
, もう

一

方の 野生型 Ritl ア レ ル の 脱落 ･ 変異を検討すると ,
L O H に よ るア レ ル の消失は観察

できず
,
今回用い た マ ウ ス と バ ッ クグ ラウ ン ドが異なるが ,

R itl に つ い て は野生型の マ ウ ス の

リ ンパ腫に高頻度に検出された内部欠失も検出でき なか っ た . すなわち
,
D N A レ ベ ル での 変異

を検出する ことがで きなか っ た. 従 っ て
,
R itl 遺伝子が K n u d s o n の 2 ヒ ッ ト説に か な っ たがん

抑制遺伝子と して働く ことを証明するに は至らなか っ た･ 野生撃 R itl ア レ ル の機能消失に はメ

チ ル 化などの エ ビジ ェ ネテ ィ ツ ク な不活性化機構が考えられるが, こ の 点に 関して は今後の検

討が必要で ある .

キ ー ワ ー ド : R ill/ B cll l b
,
が ん抑制遺伝子

,
胸腺リ ン パ 腫
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緒 言

ヒ トを対象と したがん関連遺伝子の探索は多く

の 貢献 をもたら して きたが , 現在解析対象家系が

限界 に近づ き つ つ あ る. そ こ で
, 今後 は動物 モ デ

ル の利用系 が重要と考えられる . 放射線で誘発 さ

れる マ ウス 胸腺リ ン パ腫 は, 古典的な放射線発が

ん研究モ デル で ある . 遺伝子研究, 細胞間相互作

用の研究, リ ン パ 腫発症頻度に影響を及ぼす生物

学的研究か ら, 放射線は骨髄 に存在するリ ンパ 球

前駆体細胞 と, そ の細胞の 増殖
･ 細胞死を調節す

る胸腺の双方 に作用 し, 発が んをもた らすこ と が

明らか と な っ てい る . すなわち, が ん細胞と宿主

組織, 両方の 要因が発 がん に関与する こと が明ら

か な系 であり, 複雑な ヒ ト発がん の よい実験モ デ

ル と考 え られる 1 ト 4) . し か し, こ の モ デル の 遺

伝的 な解析 は ゲノ ム 時代の 今 日大 幅に遅れ て お

り, ヒ トですで に発見 された がん遺伝子や がん抑

制遺伝子を対象にそれらの 活性化, 不活性化を追

実験 し たもの が そ の 大半 であ る . そ の 結 果, F a s

遮伝 子, p 1 6/ p 1 9 遺伝子, p 53 遺伝子, N o tc h l 遺

伝子の 発がん へ の 関与などがすでに報告されて い

る が
,
こ の放射線発がん モ デル が提示する本質的

な問題を明ら か にするに はほど遠い
5) 6)

木南 らの グ ル
ー プは 7 -

8 年前 か ら この モ デル

の 体系的な遺伝解析を行 っ て きた . すなわち
,
マ

ウス胸腺リ ン パ腫 D N A の L O H 解析 からポジシ ョ

ナ ル ク ロ
ー ニ ングを行い

,
a a r o s 遺伝子の 同定 7)

と新規遺伝子 Ritl / βclll b の単離 ･ 同定を行 っ た 8) .

1 4 6 例 の リ ン パ 腫 に つ い て R itl / βcll l b 遺伝 子の

変異 の検索を行うと, 1 1 例 に ホモ 欠失を ,
2 例に

マ イ ク ロ 欠損を, 4 例 に塩基置換 を検出する こと

が で きた 8) . 従 っ て , 本遺伝子 はが ん抑制遺伝子

と して働くと考 えられるが
,
その ことを確定する

には
,
ノ ッ ク ア ウ ト マ ウス を作製し解析する必要

が ある . そこ で , Ritl の ヌ ル 型 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ

ス を作製 した 9) . Rftl/ B cll l b ( K O /
-

) ホ モ個休

は正常に誕生するが , 生後 1 日程度 で死亡する .

本論文 で は, Rftl / B clll b ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に

放射線を照射 し
,
リ ン パ腫発症頻度 へ の遺伝子型

の 影響を検討 した .

対象と方法

1 . 胸腺リンパ腫の 誘発

R itl/ B cll l b - K O マ ウ ス と B A L B / c マ ウ ス を交

配 して F l マ ウ スを作製した . 生後 4 週齢の F l マ

ウ ス に γ 線 2 . 5 G y を週
一 回

,
4 回 の 分割照射を行

い
, 合計 10 G y の 放射線を照射 した

7)
. 以後 3 00

日間観察 し, 努力呼吸の 症状をも っ てリ ンパ 腫の

有無を診断 した . リ ンパ 腫発症 と診断 した マ ウス

は
, 解剖 により各臓器 とリ ンパ 腫を摘出 し, その

一 部を切り取 っ て ゲ ノ ム D N A を抽出 した . こ の

ゲノ ム D N A を用い て 以下の 実験を行 っ た .

2 . 遺伝子型の決定 -

P C R ( P oly m e r a s e c h ai n r e a cti o n) 法 により遺

伝子型 を決定 した . P C R は 1i L l (5 0 n g/il l) , 2 Ⅹ

G C B u ff e r (
′

I A K A R A) 5 FL l , 各 プラ イ マ
ー 0 . 2 FL l

( 1 0 F L M ) , 2 .5 m M d N T P m ix 1 .6 FL 1 , T A E A R A I A

T a q O .5 U を含 む 1 0 〃1 の 系 で , G e n e A m p 9 7 00

P C R s y st e m ( A p pli e d Bi o s y st e m s) で行 っ た . プ

ラ イ マ ー の 配 列 は
,
F W -

N e o : C C T G C T T G C C -

G A A r A T C A T G G T G G , F - W I O6 : T Tj u G C m C -

C G G G C G A T G C C A , R l
-

Ritl : A C T r r C C C A G A A C -

C C C A C G C で あ る . P C R の 条 件 は , 9 4 ℃ 1 分 ,

94 ℃ 30 秒
-

5 5 ℃ 1 分 - 7 2 ℃ 30 秒を 4 5 回, 7 2 度

5 分と し た. P C R 産物は 2 % ア ガ ロ -

ス ゲル電気

泳動 で分離後, エ チ ジウ ム ブロ マ イ ド染色 により

検出した .

3 . 読計学的検定

統 計学 的有意差 検定 は x
2 検 定

,
生存 曲線は

K a pl a 皿
-

M ei e r 法 を用 い , そ の 生存 率解析 に は

I A g r an k 検定を用 い た.

1 . L O H 解析

P C R ( P oly m e r a s e ch ai n r e a cti o n) 法によりL O H

(l o s s o f h et e r o zy g o u sity) を決定 した . P C R はゲ

ノ ム D N A I FL 1 ( 50 n g/FL 1) , 10 Ⅹ P C R B u ff e r

( A p pli e d Bi o s y st e m s) 1 FL l , 各 プ ライ マ
ー

0 .2 FL l

( 1 0
.

" M ) 2 5 m M M g C1 2 0 . 6 〟 1 , 2 m M d N T P m i x

O ･8
一

" 1
,
A m pliT a q G old o . 2 5 U を含む 1 0 / ∠1 の 系で,

G e n e A m p 9 70 0 P C R sy st e m で 行 っ た . P C R の 条

件 は
,
9 5 ℃ 1 0 分 , 9 5 ℃ 3 0 秒 - 5 5 ℃ 3 0 秒 -

7 2 ℃

30 秒 を 35 回 , 72 ℃ 1 0 分 と し た . P C R 産物 は
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8 % P A G E ( P oly a c ryl a m id e g el el e ct r o p h o r e si s)

により分離後, エ チ ジ ウム ブロ マ イ ド染色 により

検出した.

5 . 内部欠失解析

坂 田らの 方法 10) に順じて 行 っ た . 第 一 段階の

ス ク リ ー ニ ン グ と して P C R 法を用い た . R Itl 遺

伝子の イ ン トロ ン 1 とイ ン トロ ン 3 に任意に設定

した プ ライ マ ー を用 い て P C R を行 い
,
増幅産物

を認 める リ ン パ腫を検索した . すなわち ,
内部欠

失 が存在 しなけ れば, 増幅領域が 大 きす ぎて ,

P C R による増幅は認 められない か らである . 次 に

ダイ レ ク ト シ
ー ク エ ン ス 法で

,
塩基配列を決定し,

欠矢部分を特定 した . P C R は 1 F L l ( 50 n g/il l) , 2

Ⅹ- G C B u ff e r ( T A K A R A) 5 F Ll , 各プ ラ イ マ
ー

0 . 2

FL 1 ( l o ll M ) , 2 . 5 m M d N T P
' m i x 1 .6 F L 1 , T A E A R A

u T a q O .5 U を 含 む 1 0 FL l の 系 で ,
G e n e Am p

9 7 0 0 P C R s y st e m で行 っ た . P C R の 条件は, 9 4
o

C

l 分 , 9 4 ℃ 3 0 秒
- 58 ℃ 3 0 秒- 7 2 ℃ 1 分× 4 0 , 7 2

度 5 分.
P C R 産物 は 2 % ア ガ ロ - ス ゲル電気泳動

により分離後, エ チ ジウム ブロ マ イ ド染色 により

検出 した . 残りの P C R 産物を ダイ レ ク トシ
ー ク

エ ン ス法に用い たが, 今回対象と した リ ン パ腫 に

は P C R 法による増幅産物は認め られなか っ た.

結 果

I . R l
'

tL //省cIL L b ノ ッ クアウ トマ ウス の解析

Ritl - K O マ ウ ス は胸腺 T 細胞 の 分化停止 と ア

ポト ー シ スを示 した が, 発が ん過程で確か にが ん

抑制遺伝子と して働くかどうかの 検討はされて い

ない . そ こ で , Rftl/ B cll l b ( K O / ＋) ヘ テ ロ マ ウ

ス を用 い て, 放射線を用 い て 発がん実験を行 っ た.

放射線 に より誘発 され た腫癌 の 内訳 を表 1 A ,

1 B にまとめ た . 照射した マ ウ ス 3 5 例の うち,
リ

ン パ腫は 1 5 例, その 他の 腫痛が 5 例, 腫壕を発症

しなか っ た もの が 1 5 例 とな っ た .

が ん発症群, およびリ ン パ腫発症群と非発症群

に分け統計学的検定 を行 っ た ( 図 I A , B) . RItl

( K O / ＋) マ ウス は Ritl ( ＋/ ＋) マ ウ ス に比 べ ,

発症顔度 の 上昇および潜伏期間の 短小を示 した .

こ の 結果 か ら, R itl 遺伝子は発が ん過程で がん抑

表1 解析対象と した腫癌 の 内訳 ( A) と胸腺 リ

ン パ腫 の遺伝子型 ( B)

tb y m i c ly JTI p h o m a s

非発症 1 5

発症 15

o t h e r tl l m O r S

5y St e m ic le tl k e 皿Iia I

l u -1g C a n C e r 4

t o t al 3 5

発症 非発症

R itl ･ w t 9 2

R itl ･(Ji O / ＋) 6 1 3

1 5 15

( B) : 胸腺リ ン パ 腫 の Rit l 遺伝子型 に つ い て 2 ×

2 表で x
2
乗検定を行 っ た結果

,
P - 0 ･0 98

, x
2

-

2 .7 2 と な っ た .

利通伝子と して働く こと が示 された .

2 . R J
'

t) 遺伝子座の L O H 解析

発症 した リ ン パ腫 1 5 例に つ い て, L O E 解析を

行 い , その 結果の
一

部を示 した ( 図 2) . K O ア レ

ル は B 6 マ ウ ス に由来する た め , 正常組織で は ,

野生型 マ ウス は B A L B / c パ タ ー ン になり, K O ア

レ ル をもつ マ ウ ス は＋/ - パ タ ー ンと な る . すな

わち L O H を示す と, 野生型 マ ウ ス は B A L B / c パ

タ ー ン の まま で バ ン ドの 濃度 が小 さく なり, K O

マ ウス の場合, B J u B / c , 又 は B 6 パ タ
ー ン とな る.

今 回用 い た マ ウ ス と バ ッ ク グ ラ ウ ン ドが異な る

が
,
REtl に つ い て は野生型の マ ウス に生 じたリ ン

パ 腫 で は約 7 0 % と い う高 い 頻度 の Ritl 遺伝子座

の L O H を示 して い た . し か し
, 今 回 ヘ テ ロ マ ウ

ス に生 じた リ ン パ 腫で は全く L O H は検 出されな

か っ た .
こ の こ と は R ftl 遺伝子 の 不活 性 化 に

L O H 以外の機構が関与する ことを示唆する .

3 . Rit l 遺伝子内部欠失の解析

Ⅴ ( D) J 組み換え活性の 誤認識 により, R itl 遺

伝子 の ホモ 欠失 が高頻度 に生 じ る こ とを報 告 し

た 10) . そ の ホモ 欠失の 多く は Rit l 遺伝子 の エ ク

ソ ン 2 および 3 の 2 0 kb - 50 k b 領域に限局 される

内部欠損 (in t e r n al d el eti o n s) と L O H によ り生
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図 1 腫壕を発症 した全 マ ウ ス の 生存曲線 (A ) と リ ン パ腫を発症 し

た マ ウス の生存曲線 ( B )

C h r . 1 2
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R i一l
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3 桝柑a y s

図2 L O H 解析

K O ア レ ル は B 6 マ ウ ス に由来するため
.
正常組織で は

,
野生型 マ ウ

ス は B A L B/ c パ タ
ー

ン に なり, K O ア レ ル をも つ R itl ( ＋/ - ) マ ウ ス

は B 6 と B A L B / c の F l パ タ
ー

ン と なる. す なわち
,
R itl ( ＋/ - ) マ ウ

ス の場合
,
L O H を示すと

,
B A L B / c ま た:ま B 6 バ タ

ー

ン と なる.

1 3
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I Jy m p h o m a s

1 2 3 4 5 6

図 3 内部欠損解析

Ritl 遺伝子の イ ン ト ロ ン 1 と イ ン ト ロ ン 3 に設定したプ ラ

イ マ
ー

を用 い て P C R を行 い
,
増幅産物が認められるリ ン パ腫

を検索した . こ れら の プ ラ イ マ ー

部位は 正常 ゲ ノ ム で は約

30 k b 離れ, 内部欠損が な い と増幅されな い .

一

方 , 内部欠損が

存在すると, コ ン ト ロ ー

ル と して用い たリ ン パ腫 D N A と同じ

サイ ズ ( 約 5 00 塩基長) の バ ン ドが検出される.

じる . また
, その 内部欠失 には ホ ッ トス ポ ッ トが

1 カ所存在する .
L O H の結果 と同様に, RItl に つ

い て は野生型 マ ウ ス の リ ン パ腫 で はその 約 2 0 %

に内部欠失 が観察さ れた が , 今回発症 し た Ritl

(＋/ - ) マ ウス の リ ン パ腫で は全く観察されな か

っ た (図 3) .

考 察

Rftl/ B cll l b ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を作 製 し
9)
,

こ の マ ウ ス を使 っ て 発が ん 実験 を行 っ た . R itl

( K O / ＋) マ ウス に放射線を照射すると ,
Ritl ( ＋

/ ＋) マ ウ ス に照射 した場合と比べ て, 明ら か に

高い 頻度 で胸腺リ ンパ 腫を発症する こ とが示され

た . 言 い換えると, 片方の Ritl ア レ ル が機能 しな

い と
, その マ ウス は発がん感受性を示すと言 える .

こ の 結果は, Ritl 遺伝子 が予想通り, が ん抑制遺

伝子である こ とを示 して い る . し か し
,
もう 一

方

の野生型 Ritl ア レ ル の 脱落
･ 変異を検討する と,

L O H によ る ア レ ル の 消失は観察で きず, Ritl に

つ い て は野生型の マ ウス の リ ン パ腫で高頻度に検

出された内部欠失も検出で きなか っ た . すなわち,

D N A レ ベ ル で の 変異を検出する こ と が で きな か

っ た . 従 っ て
,
R itl 遺伝子 が K n u d s o n の 2 ヒ ッ ト

説にか な っ たが ん抑制遺伝子と して働く ことを証

明するに はまだ至 っ て い ない . 野生型 Ritl ア レ ル

の機能消失には メ チ ル化などの エ ビジ ュ ネテ ィ ツ

ク な不活性化機構が考えられるが , こ の 点に関 し

て は
, 今後の検討が必要である .

1 . R J
'

t) / B cl) L b 遺伝子と抗アポ ト ー シス作用

R Itl ( K O / ＋) マ ウス の リ ン パ腫に L O H や 内部

欠失が観察 で きな か っ た理由は不明だが, それは

Rit l 蛋白の もう 一

つ の性質, 抗 ア ポト ー シ ス 作用

と の 関連性が考 え られる . Ritl ノ ッ ク ア ウト マ ウ

ス の解析か ら, Rit l 蛋白の もつ 以下の 性質が明ら

か にな っ てい る. Ritl ( K O / - ) マ ウス は正常 に誕

生するが , 生後
一

日程度で死亡する . 胸腺で は皮

質と髄質の境界が完全 に消失 し, 比較的大き か)

ン パ球が胸腺全体 に 一 様 に分布する外見を示 す.

胸腺内リ ン パ球の F A C S 解析を行うと, αβ
-

T 細

胞の 分化の停止が観察される が, B 細胞や γ8
- T

細胞の分化 ･ 細胞死に は影響は見られな い 9) . 胸

腺細胞を T u n n el 染色する と, Ritl ( K O / ＋) マ ウ

ス よりも R itl ( K O /
-

) マ ウス で はる か に多くの

T u n n el 陽性細胞 が認め ら れる .
こ れら の 結果 か

ら
,
R itl は T 細胞の 増殖, 分化と ア ポト ー シ ス に
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関連する遺伝子 であると示唆されて い る. 従 っ て
,

放射線照射時 に R itl ( K O / ＋) マ ウ ス に L O H や

V D J 組 み 換え によ る R Itl 内部欠失 が起 こ る と ,

Ritl
-

n ull 胸腺細胞 が出現するが , これら の 細胞

はがん化する前に ア ポト ー シ ス に陥る可能性があ

る . Ritl 野生型および Ritl ( K O / 十) マ ウ ス に見

られる胸腺リ ンパ腫 の 発がん過程 で, Ritl 遺伝子

の 不活性化が い つ 発生 し, どの よう にがん化 に貢

献するの か は今後 の課題である 11)

2 . 放射線誘発胸腺リンパ腫発症と間接効果

Ritl/ B clll b ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の放射線照射

による発がん実験 か ら, R itl 遺伝子の 機能欠失 が

リ ン パ腫発症 に貢献するこ と が示 されたが, 照射

が Ritl 遺伝子の 変異, 不活性化に直接作用 したと

い う結果は得られなか っ た . 従 っ て , 放射線照射

の作用点に つ い て は不明で ある . 文献上で は, 放

射線が D N A に直接作用 し, 変異をもたらすと い

う直接説と 以下 に示す間接説とが提案されて い

る
1) - 4) 12)

E a pl a n ら は系統的 に放射線誘発胸腺 リ ン パ 腫

の細胞生物学研究を行 い , 放射線の 発がん へ の 間

接効果を主張した 13) 14) . すなわち, 発が んをもた

らす放射線量 には闘値があり
,
しか も得られた リ

ンパ 腫の 組織像は, 自然に起 こ るリ ン パ腫 とほ と

んど区別が つ か か 1 . これらの こ と から, 放射線

は リ ン パ 腫前駆細胞 に変異 を導入 するの で は な

く, 自然に起 こる (他の原因 で起 こ る) リ ンパ 腫

の発症頻度を促進する, と間接効果説を提案 した .

E a pl a n ら の 実験 とその 後 の 研究者 による主 な

研究結果は以下の ようなもの である 1 ト 4) 1 5 ト 17)

4 回分割 γ線照射の 過程 で , 照射 した マ ウ ス か ら

胸腺を取り除く と, 胸腺リ ン パ 腫 ( T 細胞性リ ン

パ 腫を含む) は発症 しない . 興味深 い こ と に は,

こ の と き
, 非照射 の マ ウ ス から胸腺を取 り出 し,

こ の 照射した マ ウ ス の 腎臓 の 皮膜下に移植する

と, 移植された胸腺 か らリ ン パ 腫が比較的高頻度

に発症する.
これが放射線発が ん間接説の 主要な

根摸とな っ て い る.

一

方, 骨髄に注目した研究 も

進め られて い る. 放射線照射時に骨髄を放射線 か

ら遮断すると, リ ンパ腫発症 は極端 に抑 えられる .

さら に, 放射線照射直後の マ ウス に, 非照射の マ

ウ ス か ら骨髄細胞を取り出し, こ の 細胞を移植す

る とや はりリ ン パ腫発症が抑制される . すなわち,

リ ン パ腫発症 には骨髄 の 照射が必要であり, 非照

射 の , 障害を受けて い ない 骨髄細胞 が存在すると

発症が抑えられる . 骨髄細胞が リ ン パ腫発症の 鍵

となる働きをする ことが示されて い るが, 骨髄細

胞 の中の どの種 の細胞がその抵抗性を担う か につ

い では
, その後様々 な研究室で検討が行われて い

るが結論には至 っ て い ない .

まとめると, 放射線誘発 マ ウス胸腺リ ンパ腫発症

には Ritl 遺伝子が深く関わる ことが ,
Ritl/ βcll l b

ノ ッ ク ア ウ トマ ウス を用い た発が ん実験から明ら

か とな っ た . し か し
,
その 不活性化 へ の放射線の

関与機構は全く不 明で あ っ た . 少なく とも D N A

の 2 垂鏡切断によりもた らさ れる L O H は観察さ

れな か っ た .
こ れらの 結果 は, 放射線照射の 作用

点 が D N A で は ない こ と を示唆 し, 放射線作用の

間接説を支持するもの である .

3 . ヒ ト放射線誘発がん と間接作用

細胞 ががん に至 るに は, 細胞 に複数の 遺伝子の

機能欠損, また は異常機能獲得 が蓄積する必要が

ある 18) 19) . も し 5 つ の 遺伝子変異 が発 がん に必

要で あり, 放射線がその 内の いく つ か の 変異を照

射直後に誘発する とすれば, 放射線による突然変

異 の数に応じた発がん頻度の 上昇と潜伏期間の 短

縮が期待で きる はずである 12) . しか し
,
広島の 成

人被ばく者の 固形 がん で は, 頻度の 上昇は見ら れ

るが
,
潜伏期間の短縮は認められな い 20) . これは

放射 掛 こより誘発された突然変異 が, 成人被ばく

で の 固形がんの 発症に直接関与する, と いう単純

な機 構だ けで は説 明 しにく い こ と を示唆 して い

る .

一

方, 被ばく者の 白血病 で は被ばくか ら比較

的短 い
一

定の 潜伏期間をもち,
一 般 の がん年齢以

前に 発症する こ と が多い .
こ の 2 種類の異なる経

過 を示すが ん へ の 放射線影響の 相違点 は興味深

い
. 放射線発が んの 研究は古い歴史をもつ が, そ

の機構は 多様であり, 不明確な点が多々残 っ てい

る 2 1 )

今後 ,
こ の Ritl/ B cll l b ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を

用 い て Ritl 遺伝子の 不活性化の 放射線関与機構

に つ い て研究を進めて い く事により
,
詳細が不明
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であ る発がん に及ぼす放射線の 間接作用機序を明

らか にで きる の で は凌 い か と考えてい る.
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