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要 旨

rkarosはマウスCD3∂エンハ ンサ-に結合するリンパ球特異的な転写因子として発見 され

リンパ球の分化と増殖に関与する遺伝子である.マウスにγ線照射 し誘発 された胸腺 リンパ腫

の LOH解析から,戊BTOS遺伝子がLOHと点変異を起 こすことが分かり,がん抑制遺伝子とし

て機能 していることが明らかになった.また,ヒ ト白血病患者において 汲aFOS遺伝 子の欠失が

起 こり,dominant-negativeタイプのアイソフォ-ムが過剰発現 していることも報菖 されてい

る.そこで,汲NA干渉法を用いて Ikarosの発がん過程への関与-を検索するモデルマウス実験系

の確立を目的として,IkarossiRNAを発現するレンチウイルスを作製 しその効果の検証を行っ

た.マウスにIkarossiRNA発現ベクタ-をinvivo投与する前段階として,マウス胸腺 リンパ腫

由来の BW5147細胞を用いてIkarosの発現抑制とアポ トーシスとの関連性について検討 した.

IkarossiRNA発現 レンチウイルスを感染 させたBW5147細胞にグルココルチコイドホルモンの

デキサメタゾンまたは酸化ス トレスによる細胞障害を起 こす過酸化水素を添加 しアポ トーシス

を誘導 させ,Ikaros発現抑制の影響を調べた.ヨウ化プロピジウム (PI)染色 を開いてアポ ト

ーシスの解析を行った結果,どちらの薬剤においてもIkarosの発現抑制群はコン トロール群よ

りもアポ トーシスが30-35%抑制 された.また,ウェスタンブロット解析からも,Ikarosの発

現が抑制 されるとアポ トーシス実行タンパク質 ･caspase3の低下が観察 された.抗アポ ト-

シスタンパク質 ･Bcl-2および Bci-ⅩLの発現 レベルについては,特異的な関連性は認められ

なかった.これらの結果から,今回作製されたIkarossiRNAを発現するレンチウイルスベクタ

-は,胸腺 リンパ腫発症メカニズムを調べるモデル系に利用 しうることが分かった
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図 1 Ikarosの構造模式図とsiRNAのターゲット部位

Z,DBD,ADお よび DDはそれ ぞれ Zinc丘咽erdomain,DNA

BindingDomain,AcivationDomainおよび DimerizationDomainを示

している.四角内の 1-8はエキソンを示 し,用いた IK-sillとIK-

si2の標的配列の位置を下側に示 している.

緒 昌

Ikarosタンパク質は主に胸腺や胸膜で発現 し,

リンパ球の分化と増殖に関与するリンパ球特 異的

な転写園子であることが知 られている1)-3).こ

の Ikarosは8つのエキソンから構成 され,分子中

に6つの亜鉛フィンガー ドメインをもち,N末端

側 4つの ドメインは DNA結合 ドメインであり,

C末端の 2つは二義体形威 ドメインとしての機能

をもち,Ikarosファミリ-タンパク質間でホモま

たはへテロの二量体を形成する (図 l参照)1ト 3)

マウスにγ線照射 し誘発された胸腺 リンパ腫の

lossofheterozygosity(LOH)解析から,11番染

色体上に存在するがん抑制遺伝子 として IkaFOS

が同定 された 畑 さらに,リンパ腫 を発症 した

Ikaros遺伝子の塩基配列決定から,N末端側 (ア

ミン酸残基 147-194)に存在する亜鉛ブイガー

ドメインに6箇所とC末端側に位置するactiva-

tiondoma豆n(ア ミン醸残基 329-352)に 5箇所

のア ミ}醸置換があり,lkarosタンパク質にフレ

-ムシフ トやナンセンス変異が生じることが明ら

かになり,IkaFOSがマウスリンパ腫発症に酎 妾的

に関与することが強 く示唆 された畑 リンパ腫発

症にはIkaros4)5ラ剃 豊か,Bclllb/Rill,蝕 nとい

ったがん抑制遺伝子 6ト 8)や Myc,Notcthlとい

ったがん遺伝子の関与▲が知れている9)10).これら

遺伝子の変異 は胸腺 リンパ腫で高頻度 (23-

89%)に起きることが認められている5).野生型

マウスに放射線照射 した30日後の萎縮胸腺で比

較 したところ,Bclllbや 蝕 nのLOH,Mycトリ

ソ ミ-がみ られ るが,汲ofTOSの LOHや Notchl

の内部欠裾 引き弱射後 100日以 降 の 萎 縮 胸 腺 で 高 頻

度に検出 された.また,Bclllb+/一型マウスに放

射線照射 した30日後の萎縮胸腺では,Ika1-osの

LOHが検出されるようになるが,他の遺伝子変

異は野生型マウスの場合と変わらず顕著な差はな

かった.このことから,リンパ腫発症の過程で,

Bclllbや Mycの遺伝子変異 は初期 に起 こり

Ikaros,触 および Notchlの変異は後期に起 き

ることが推測されている5)ll)

ヒト白血病患者においても,LkaFOS遺伝子領域

に欠失が生じ,とくにrkarosのアイソホームであ

るIK-6(エキソン3か ら7の欠落 したもので

DNA結合 ドメインを欠 くもの)の過剰発現が

dominant-negativeとなり白血病の発症 と関連す

ることが報 告 されている 12上 潮 .近年,CML

(ChronicMyelogenousLeukaemia) か ら ALL

(AcuteLymphoblasticLeukaemia)に転換する時

(lymphoidblastcrisis),この Ikaros遺伝子の欠失

が高頻度 (83.70/a)に認められることも報告され

ている15)

このように,リンパ腫発症過程の時期特異的に

Bclllb/Ritlや Ikarosの変異が観察 されている.

リンパ腫発症における分 子的基盤の解明には,こ
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れ ら変 異の時 期特異性と遺伝子間の相毎月研村を解

析する必要があり,そのためのマウス実験系が必

要となる.そこで,RNA干渉法を用いてIkarosの

発がん過程への関与を検索するモデルマウス実験

系の確 蓬を目的として,マウス胸腺 リンパ腫由来

の BW5147細胞を用いて IkarossiRNA発現 レン

チウイルスベクタ-によるIkarosの発現抑制 と

その抑制の薬剤で誘導 されるアポ ト-シスへの効

果の検証を行った.

方 法

BW5147細胞培養

マウス胸腺 リンパ腫由来の BW5147細胞 は

10% FCS,1% ペニシリン ･ス トレプ トマイシ

ンを加 えた RPMI1640培地 を用いて 37℃,5%

CO2存在 下で培養を行った.

IlHIrOSShRヽ :1発現 レンチウイルスの作製

レンチウイルスベクタ-pLK0.1に組み込まれ

たIkarosに対する2種類の siRNA発現プラス ミ

ド (MISSIONshRNA)をSigma-Aldrichから購

入 した.プラスミドDNAをkntiviralPackaging

Mixを用いて inv如Oでバ ッグ-ジンダした後,

HEK293T細胞にFugeme6を用いて トランスフェ

ク トし,レンチウイルス粒子を作成 した トラン

スフェク トして72時間後,培養細胞を3000回転

/分,10分間の遠心 で集め,上清 を回収 した.

0.45tlmのフィル ターろ過 した後,AmiconUltra

lOOKNM肌 dev豆ceを用いて遠心濃縮 し,使用す

る まで-80℃で保 存 した.ウ イル ス力価 は

QuickT豆teriJentivirus Quantitat豆on mt( Cell

Bioiabs社)を用いて測定 した.

細胞へのレンチウイルスベクター感染

12ウエ ル マ イ ク ロプ レ- トで培 養 した

BW5147細胞 (5×105細胞/m旦)にshRNA発現

レンチウイルス (m.0.ilo)をPolybrene(6〃g/

ml)用いて感染させ,37℃,5%CO2存在下で培

養を行った.
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デキサメタゾンまたは過酸化水素によるアポ トー

シスの誘導

IkarossiRNAを発現す るウイル スを BW5摘7

細胞に感染 させてから48時間後に,BW5147細

胞培養滴にデキサメタゾン (250nM)13)14)または

過酸化水素 (2501澗 )16)を添加 した.デキサメ

タゾン処理は48時間後に,過酸化水素処理は 6

時間後にそれぞれ細胞を回収 した.

アポ トーシスの測定

細胞 をヨウ化プロピジウム (PI)(0.10/OBSA,

10/1g/mLRnaseA,0.06才u蛋/mLPHfmXPBS)栄

色 し,FACS分析 を行 った.デ- タの解析 は,

Flow-JoSoftware (Tree-Star社)を用いた.

ウェスタンブロット

各条件下で培露したBW5147細胞を集め,P告s

で遠 心洗 浄 した後,SDS-PAGEの サ ンプル

bufferで 106細胞当たり100miに溶解 した.lo艶

SDS-PAGEゲルで電気泳動後,PVDF膜にタン

パク質を電気泳動的に転移 させた,膜を 1次抗体

と4℃で一昼夜インキュべ- 卜した後,HRPで標

識 した2次抗体を室温で 1時間反応 させた.その

後 Amershamの ECLウェスタンブロット検出試

薬キットを用いて化学発光 させ,オ- トラジオグ

ラフィーでタンパク質の検出を行った.

抗体

用 いた 1次 抗体 は,Ikaros(SantaCTuZSC-

13039),Actin(SantaCruzsc-1615),Caspase3

(CellSignaling#9662),Bd2 (SanはCruzsc-492),

BetXL(CellSignaling#2762),Ba又(CellSignaling

#2772)である.用いた 2次抗体は HRP結合抗

goatlgG (SanもaCruzse-2020)と H肝 結合抗

rabbitlgG (AmersharnNA934V)である.

結 果

I.IkilrOSSiRN▲二l発現 レンチウイルスによる

IkilrOSの発現抑制

図 1に示 した位置に標的部位がある2種類の
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図2 BW5147細胞に ⅠkarossiRNA発現 レンチウイルスを感染 させたと

きの Ikaros発現抑制の時間経過

マウスゲノム中に存在 しない配列 (Random)(レ-ン2と5),Ⅰkaros

の標的配列をもつIKISil(レーン3と6)およびIK-si2(レ-ン冬と7)

の siRNA発現 レンチウイル スをBW5147細胞に感染 (moi-10)させ,

48時間後と96時間後に細胞を回収 し,細胞抽出液を調製後,ウェスタン

ブロッ ト法で狭arosの発現を調べた, レ-ン1の BW51逢7は無処理の細

胞からの細胞中抽出液の発現昼を示 し,サンプルアプライ巌の対照とし

てAet嘉nを示 している.

IkarossiRNA発現 レンチウイル (IK-silとIK-

si2)を作製 し,これらが IkaFOSの発現抑制を行

うかどうかを調べた.マウス胸腺 リンパ腫由来の

BW5147細胞にIK-sit,IK-si2レンチウイルス

と対照としてランダム配列をもつrandomsiRNA

発現 レンチウイルス (Random)をm.o.i.10で感

染 させ,48時間後と96時間後に細胞 を回収 し,

ウェスタンブロット法によりIkarosタンパク質

の発現レベルを調べた.その結果は図 2に示 した

ように,感染 48時間後 (レ-ン2-4)では,IK-

silでの発現抑制効果がやや弱いものの (レーン

3)IK-si2では>95%の抑制が認められ (レー

ン射,感染後96時間 (レーン5-7)ではIK-sit

(レーン(i)とIIト si2(レーン7)のl両音とも>

95%の発現抑制が認められた.一方,Random レ

ンチウイルスは48時間後 (レーン2)でも96時

間後 (レーン5)においても無処理の BW5i47細

胞 (レ-ン1)と同じレベルの Ikarosの発現がみ

られた.これらの結果から,用いた2種類のレン

チウイルスベクタ- (IK-silとIK-si岩)は特異

的にIkarosの発現抑制を行うことが確認できた.

2.デキサメタゾンおよび過酸化水素で誘導さ

れたアポ ト-シスの IkarossiRNAによる

Ikaros発現抑制がアポ トーシスに与える影

響のP卜 FACS解析

グルココルチコイドホルモンであるデキサメタ

ゾン13)14)や過酸化水素 16)はアポ ト-シスを誘

導することが知れている.BW5147細胞に IK-

sil,IK-si2および Random レンチウイルスを感

染させ,48時間後にデキサメタゾンまたは過酸化

水素をそれぞれ 250nM と250〃M の濃度で添加

し,デキサメタゾン処理 したものは舶 時間後に

過酸化水素処理したものは6時間後に細胞を回収

し,ヨウ化プロビジウム (PI)染色 したのち

FACS解析でアポ トーシスの程度を測定 した.

図3はデキサメタゾンで誘導されるアポ トーシ

スに対するIK-silおよび IK-si2レンチウイル
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図3 デキサメタゾンで誘導 したアポ トーシスに対するIkaros発現抑制の影響

(a)王kaTOSSiRNAを発現するレンチウイルス (IK-silとIK-si2)と対照ウイ

ルス (Random)をBW5147細胞に感染 させてから48時間後に,BW5147

細胞培養液にデキサメタゾン (250nM)を添加 したものと無添加の対照群

の 2つに分け,48時間後に細胞を回収 し,P王染色を行い,FACS解析 した結

果を示 している.右側のピークがアポ ト-シスにより断片化 されたDNAを示 している.

(b)2回のアポ ト-シス測定結果の平均したものをグラフに表 したもの.
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スベクタ-によるIknros発現抑制の影響を調べ れている.Random レンチウイルス感染細胞では,

た結果を示 している.図3-(a)はFACS解析結 デキサメタゾンの存在しない時は10.2%,処理後

果の-働Jを示しており,アポ ト-シスの程度はPI は 52.7%と上昇 している.一方,IK-silまたは

染色陽性の分画 (バ-でその領域を指定)で表さ IK-si2感染細胞では処理前はそれぞれ 8.86%,
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図L4 過酸化水素で誘導 したアポ ト-シスに対するIkaros発現抑制の影響

a)ikarossiRNAを発現するレンチウイルス (IK-silとiK-si2)と対照ウイル

ス (Random)をBW5147細胞に感染 させてから48時間後に,BW5ユ47細胞

培養液に過酸化水素 (250′′湖 )を添加 したものと無添加の対照群の 2つに

分け,6時間後に細胞を回収 し,PI染色を行い,FACS解析 した結果を示 して

いる.

b)2回のアポ トーシス測定結果の平均 したものをグラフに表 したもの.

16.6% で あ るの に対 して,処 理 後 は 34.4%,

36.9%と,その 上昇は抑えられていた 図3月b)

はそれぞれのレンチウイルスベクターでのアポ ト

ーシスの割合を2回の実験結果の平均で示 してい

る.このように,Ikarosの発現抑制によりデキサ

メタゾンで誘導 されるアポ トーシスの抑制がみち

わた.

図 4には過酸化水素で誘導 されるアポ ト-シス

に対するIkarossiRNA発現 レンチウイルスの影

響の結果を示 している.図4-(a)はFACS解析

結果の-=一例 を示 しており,アポ ト-シスの程度を

現わしているピークの割合は過酸化水素の存在 し
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図5 デキサメタゾンで誘導したアポトーシスに対するIkaros発現抑制のア

ポト-シス関連タンパク質への影響

図3と同様な処理をした細胞抽出液を調製し,ウェスタンブロット法でア

ポトーシス関連タンパク質の解析を行った,サンプルアプライ量の対照とし

てアクチンを示している.

ない時には Random,IK-sit,IK-si2それぞれ

13.5%,12.7%,ll.4%であるのに対 して,過酸

化水素処理でアポ ト-シスを誘導 した時にはそれ

ぞれ 49.8%,23.50/0,27.9%となった.図4-(b)

はそれぞれのレンチウ木ルスベクタ-でのアポ ト

ーシス割合の 2回の実験結果の平均を示 してい

る.Ikarosの発現抑制により過酸化水素で誘導 さ

れるアポ トーシスの抑制がみられ,図3のデキサ

メタゾンと同様な結果が得 られた.図 3と図4の

結 果 が示す Ikarosの アポ ト-シス抑制能 は,
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Ikarosががん抑制遺伝子として機能する仮説と矛

盾がなく,Ikarosの発現 とアポ ト-シスの実行は

逆相関することが確認 された.

3.デキサメタゾンで誘導 されたアポ トーシス

に対するIkarossiRNAによる IkilrOS発現

抑制がアポ トーシスに与 える影響のウエス

タン法による解析

図3と図4の結果は,Ikarosの発現 とアポ ト-

シスの実行が逆相関することを物語っている.そ
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こで,図3に示 したのと同様なデキサメタゾン処

理を行った後,アポ ト-シス関連因子発現への影

響をウエスタン法により調べた.

図 5に示すように,Random配列 siRNAの発現

では Ikarosの発現抑制効果はなく (レ-ン1と

2),デキサメタゾン処理でプロカスペ-ス-3が

活性化 され活性型カスペ-ス-3に変換 して (レ

ーン1とレーン2の比較)アポ ト-シスが起きて

いるLr)が確認 された. ･万.IIt-siRNAlとIlく-

siRNA2の発現で,Ikarosの発現は抑制 され (レ

ーン3-4,レ-ン5-6),活性型カスペ-ズー3レ

ベルの低下がみられ (レーン4とレーン6),対照

(Random,レ-ン2)に比べてアポ トーシスの実

行が低下 していることが確認された.

次 に,Bci-2フ ァ ミリー タンパ ク質で ある

Bc卜2とBcトXL(アポ ト-シス抑制に働 く) お

よびBax (アポ ト-シス促進に働 く)のタンパク

質発現について調べた.その結果,Bc卜2発現 レ

ベルはいずれの場合も顕著な変化がみられなかっ

たが,Be a -ⅩL発現 レベルが Random (レ-ン1

と2の比較)や IK-sil(レ-ン3と4の比較)

で上昇がみ られ,特 に IK-si2で顕著であった

(レ-ン5と6の比較).また,Bax発現 レベルは

Random (レーン1と2)に比べて,IK-sil(レ

-ン3と4)とIK-si2(レーン5と6)でやや低

下 していたが,アポ トーシス誘導の有無では変化

が見られなかった.

以上の結果から,Ⅰkarosの発現抑制によってデ

キサメタゾンで誘導 されるアポ トーシスが抑制さ

れる現象は,BcトⅩL発現 レベルの上昇と関連す

ることが示唆された.

考 察

マウスリンパ腫 17),ヒ ト急性 リンパ性白血病

摘LL;aeute及ymphoblasticまe故emia)12)や CML

(Chronicmyelo酢nOuSleukemiaからALLに変換

するlymphoi摘 Iastc摘S豆Sの とき 15)にみ られる

LkaTOSの遺伝子欠失は,DNA結合 ドメイン (図1

のエキソン3から7の領域)を欠くものでアイソ

フォームIK-4,Ik16や IK-8の過剰発現による

dominant-negativeタイプのものが高頻度にある

ことが報吉 されている2)3㌧ この欠失にはRagに

よる組換 えの関与が示唆 されている 15).これら

の報告やこれまでのIkaros変異の報告はDNA結

合 ドメインのエキソン3から7を欠き,dominant-

negativeとして働 くものである.従って,Lkaros

はがん抑制遺伝子と想定 されるが,その役割,抑

制機構は不明である.

放射線照射で誘発されるマウスリンパ腫はヒト

の一つの リンパ腫 ･白血病のモデルである.発症

に関与する遺伝子としてがん抑制遺伝子としての

LkaFOS4)5)のほか,Bclllb,蝕 nといったがん抑

制遺伝子 6ト 8)や Myc,Notchlといったがん遺

伝子の関与が知られている9)10).リンパ腫および

放射線照射 30日後,100日後および 150-250日

後の萎縮胸腺でのこれら遺伝子変異の解析を野生

型マウスや Bclllb+/-マウスで行った結果から,

リンパ腫発症の過程で,Belllbや Mycの遺伝 子

変異は初期に起 こりIkaros,鞠 mおよび Notchl

の変異は後期に起きることが推測されている 5)ll)

このように,リンパ腫発症過程の時期特異的に

Bclllbや Ikarosの変異が観察 されたことか ら,

リンパ腫発症における分子的基盤の解明には,こ

れら遺伝子変異の時期特異性と遺伝子間の相互作

用を解析する必要があり,そのためのマウス実験

系が必要と考えられる.

時期特異的な発現阻害を行うマウス実験系とし

て conditionalknockoutマウスを用いることも選

択肢としてあるが,既にBclllb+/~マウス 6)7)が

利和できることからIkarosの発現抑制をRNA干

渉法により時期特異的に行うモデル系の確立を目

指すこととした.その前段階として,マウス胸腺

リンパ腫由来の BW5147細胞 を用いて Ikaros

siRNA発現レンチウイルスベクターによる効率の

よいIkarosの発現抑制効果が認められるか,また

その抑制がデキサメタゾンまたは過酸化水素で誘

導 されるアポ ト-シスに及ぼす影響を調べた.荏

来の IkaFOSの機能阻害の研究はエキソン3から7

を欠く (図 1) タイプ ･IK-6U)発現ベ クターを

リンパ球系細胞に トランスプェタ トすることで行

われており13)捕 ,siRNAによるIkaros発現抑制
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アポ トーシスに抵抗性を示す

を用いた報箆はみ られていない.

図2および図 5に示 したように,IkarossiRNA

発現 レンチウイルスを感染 させた BW5147細胞

の 王karos発現は,感染後 48時間でほぼ 95%以上

抑 制 され た.マ ウ ス ゲ ノム 中 に存 在 しな い

Random配列 を発現するレンチウイルスでは何 ら

阻害効果は見 られなかったことか ら,ウイルスを

感染 させたことによる阻害効果ではな く1kaTOS

特異的抑制効果であることが確認 された.siRNA

によるIkaros発現の抑制が,デキサメタゾンまた

は過酸化水素で誘導 されるアポ トーシスに対 して

どのような影響を与えるのかを検討 した結果がそ

れぞれ図 3と図 4に示 した.IkaFOSはがん抑制遺

伝子 としての機能 をもつことから,Ikarosの発現

抑制をうけた細胞はアポ トーシス抵抗性を示すこ

とが予測 され 実際,予想通 りの結果が得 られた.

こ の ア ポ ト- シ ス 抵 抗 性 を 示 す こ と は ,

domnanトnegat量veタイプの 汲arosで報告 されて

いるの と同様の結果であった 14)15).このアポ ト

ーシス抵抗性がアポ トーシスに関与するどのよう

なタンパク質の変化と関連 しているのかを検討 し

たのが図5に示すウェスタンブロッ ト解析の結果

である.Ikarosの発現抑制によりアポ ト-シスの

実行 タンパ ク質である活性型 Caspase3の減少が

み られたが,抗 アポ トーシスタンパ ク質 Bcl-XL

および Bc卜2レベルには相関が見 られなかった.

この結果 は,dominanトnegativeタイプの IK-6

を用いたときに報告 されている結果 とはかならず

Lも一致 しなか った.IK-6の過剰発現 によ り

BcトXLレベルが上昇するがBcl-2には変化がな

いとす るもの 14)と Bc卜2レベルが 上昇するが

BcトⅩい 二は変化がないとす るもの 15)が報告 さ

れている.

迅速で効果的な遺伝子解析の手段や遺伝子治療

の新 しいアプロ-チとして,レンチウイルスベク

ターに組み込 まれた siRNAが細胞か らマウス個

体に応用 されることが既に報告されている 18)19)

このことからも,リンパ腫発症過程における遺伝

子変異の時期特異性 と遺伝子間の相互作用を個体

レベルで解析す るモデルマウス実験系に,IK-

siRNAレンチウイルス発現ベクターの利用が有用

であると考えられる.

結 請
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IkaTOSはアポ トーシス促進作用をもつがん抑制

遺伝子である.この Ikaros発現を抑制するIkaros

siRNA発現 レンチウイルスを僅製 した.マウス胸

腺 リンパ腫由来の BW5147細胞 にこの ウイル ス

を感染 させると,アポ ト-シス誘導物質投与によ

り誘発 されるアポ トーシスから抵抗性 となること

がわかった.この IkarossiRNA発現ベクターは リ

ンパ腫 発症 メカニズムの解析 を行 うマ ウス in

vfvoモデル実験系に利用 しうることが分った.
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