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γ線誘発マウス胸腺リンパ腫発症に寄与するMyc活性化は

遺伝的素因により影響される
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要 旨

MycトリソミーまたはMyc遺伝子領域の増幅は,γ線誘発マウス胸腺 リンパ腫の発症過程

の早期によくみられ,放射線の作用標的のひとつがMycであることが示唆される.Myc活性化

はp53機能を活性化し,その結果アポ ト-シスを引き起こす,したがって,Myc活性化により

誘発されたリンパ腫の多くにp53の突然変異が認められている.欝者はp53+/-7ウスに放射線

照射でリンパ腫を誘発すると,Mycトリソミー頻度が増大するはずと仮定した.Mycトリソミ

-をPCR法により多型解析すると,放射線誘発p53+/-マウスリンパ腫の 62% (23/37)に

Mycトリソミ-がみられ 放射線誘発p53す/+マウスのリンパ腫での660/a(23/35)と類似し

ていた.この結果は,仮定したMycの トリソミー頻度の増大を示さず,放射線がMyc活性化を

討で も否定的 な結 果が得 られ た.す なわ ち,Mycトリソ ミーの頻度 は放射線誘発

Bclllb+/+p53+/-では15% (4/27)と放射線誘発Bclllb+古マウスの35% (9/25)よりもむ

しろ低頻度であった.この結果は,Bclllbの機能障害によってMycトリソミ-の寄与は減少す

ることが示唆された,その理由として,Myc活性化とBclllbの不活化がリンパ腫発症で同様の

機能を持つか,または平行なシグナル経路で働く可能性が示唆された.p53とBc111bの遺伝子

型による影響の違いから,Mycのリンパ腫発症への寄蔓封ま遺伝的背景に影響を受けることが示

唆された.
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は じ め に

γ線は環境中に存在する党がん園子であり,胸

腺 リンパ腫は放射線誘発がんの古典的なモデルの

ひとつである.放射線誘発胸腺 リンパ腫の発症機

構は実験 用 マウスを用いて研究 されてきた 25)

その発症率はマウスの系統や遺伝的背景によって

左右される 1),例えばBALB/C系統は胸腺 リンパ

腫を発症 しやすく,MSM系統は抵抗性である2),

また,p53欠損マウスは様々な腺癌を発症 しやす

くなることなどが知られている3)隼 胸腺 リンパ

腫発症原因のひとつにMycの活性化があげられ

るが,この活性化には 15番染色体の トリソミ…

またはMyc遺伝子領域の増幅の関 与 が報告され

ている5ト 7).この トリソミ弓 まリンパ腫 発症の初

期の段階から認められていることから,リンパ腫

発症の初期段階で生 じるものと考えられているB).

著者は以前,Mycトリソミーが放射線照射後の萎

縮胸腺においても検出 され,その頻度はIkaros,

PtenのIJOH,Notchlの増幅よりも高く,Bc王11b/

Ritlのアリル欠損の頻度と同様であることを報告

した 9).このBc111b/Ritまは著者が単離同定 した

ものであり,Zinc-五mger転写因子をコー ドする
ハプロ不全型の腺癌抑制遺伝子である29)28)21)23)

リンパ腫発症におけるMyc活性化と他の遺伝子

の突然変異の関係は未解決なところがあるが,発

症初期の段階から認められていることから,放射

線が誘発する2本鋳DNA切断による遺伝的不安

定性が,Mycの活性化をもたらす可能性が考えら

れる.

Mycは,細胞の増殖,成長,アポ ト-シスのよ

うなさまざまな生物学的過程において惑要な役割

を担 う転写因子であり,ヒトの癌の約 20%に異

常が報告 されている 10).Mycの過剰発現は腫癌

化を開始 し維持することができるが,興味深いこ

とに腺癌細胞でMycの不活化を誘導すると,そ

の腫塙は退縮する 12ト 15).Myc機能とp53の関

係 もよく知 られており,Mycの活性化はp19Å肝

を誘導 し,p19ARFがMdm2に直接結合すること

で,その機能を抑え,その結果p53依存性のアポ

ト-シスが誘導される26),また,Mycトランスジ

ェニックマウスに発症 した胸腺 リンパ腫ではp53

かp19ARFの不活化が高頻度でみられる.また,多

数のと 卜のがんにおいてもMycの活性化とp53

の不活化の合併が報告 されている.したがって,

これらのMycトランスジェニックマウスはMyc

の活性化や不活化がリンパ腫や他のがんにおいて

どのように影響するかを調べるのに有用である16)

しかしながら,それらはMycの活性化そのもの

の研究については無力である.たとえば,γ線に

よるMycの活性化や他の遺伝子の突然変異時に

Mycの活性化頻度などの検討には利用できない,

実際,智者はBclllb/Ritlアリル欠損をもつマウ

スに誘発された胸腺 リンパ腫では,野生型マウス

で誘発された胸腺 リンパ腫に比べ,Myc活性化の

頻度は低下することを報告している.
そこでMyc活性化への放射線および突然変異

の影響を検討するために,我々はp53や Bclllb/

Riも1アリル欠損マウスに胸腺 リンパ腫を誘発し,

これらの リンパ腫おけるMycトリソミ-の頻度

について検討した.本論文では遺伝子型の違いに

よって,γ線誘発胸腺 リンパ腫へのMycい)ソ

ミ-の寄与が異なること,およびMyc活性シグ

ナル伝達経路とBcはlb/Ritlの経路がリンパ腫発

症において平行的な役割を担うことを示す.

方 法

マウスおよびリンパ腫発症

本検討に用いたBALB/cBculb/Ritl+古マウス

とMSMp53-/-は新潟大学の動物管理施設にて

飼育された.Bclllb/Ritュ+/-マウスとp53イ-マウ

スを交配 させ,Ritl+古p53+古 ダブルへテロと

p53+声へテロの (BALB/cXMSM)Flマウスを

作製 した.64頭のマウスを4適齢で γ線 3Gyを

一回照射にて暴露した.Bclllbおよびp53の遺伝

子型のタイピングは以前報告したとおりである20)21)

胸腺 リンパ腫発症は努力性呼吸の有無そして胸腺

腫癌の硬結の触知にて診断した.腺癌存在は最終

的にはマウスの剖検にて確認した.本検討で用い

たp53+/-マウスリンパ腫は,4適齢時よりγ線

2.5Gyで遇----回照射を4週間繰 り返 したものより
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発症 したものを用いた 19).全ての動物実験は新

潟大学動物管理施設の設けるガイドラインに沿っ

て行なった.

DNA抽出

DNAはDneasyTissueKit(Qiagen)を用いて

脳およびリンパ腫から抽出した

PCR分析

pcRは以前報告 した方法で行なった9).プライ

マーは,Bcillb:5'-GGCTGAAm ACAGGATGA

GG,および 5'-CTTGAACCCCAACprTCTGTG;,

Myc:5'-GCAGACACITCTCACTGGAA,および

5'-Gm CCAACGCCCAAAGGAAで ある.PCR

産物は適切な制限酵素にて処理後にゲル電気泳動

法にて-ヌクレオチ ドの多型を分析した Mycは

TaqIによって,BALB/Cでは178bp,MSMでは

140bp+38bpのバ ンドとして認識 される.PCRバ

ンドはエチジウムブ ロミドにて染色し,Molecular

lmagerFX (Bio-Radbboratories)を用いて定

量化 した.BALB在 とMSM アリルの比 または,

リンパ腫の MSM とBALB/Cアリルの比は正常

の脳から抽出したDNAを用いて規準化した.ア

リル比は,BALB/CとMSM アリルの比が1以上

の際に正とし,1以下の際に負とした.

結 果

この実験で使問したリンパ腫の遺伝子型,放射

線照射法およびサンプル数を衰 1に示す.使用し

たサンプルのほとんどは過去に作製 されたもの

で,新たに作製したのはp5300古とBclllb/Ritュ+声

を交配して作製した系統に発症した胸腺 リンパ腫

のものである.Mycトリソミ-の解析には,PCR

を用いてMycの存在する15番染色体上における

BALB/CとMSM アリル間による多型について検

討 した 図 1A (上)は,(BALB/CXMSM)Fl

マウスのp53+/｣ニ発生 した,γ線誘発胸腺 リン

パ腫のMyc領域に設定 した 1組のプライマ-を

用いたPCR法の実験結果を示す.BALB/Cアリル

とMSM アリルに由来する多型バンドがみられ

る.図2鬼はこの結果をもとに計算 した.リンパ

腫におけるバンド濃度比の違いの分布図を示す.

バン ド濃度比で MSM/BALE/Cの比が 1より大

きいときを正に,BALB/C/MSM が 1より大きい

ときを負として表示 した.バンド比が 1.2以上ま

たは- 1.2以下の際に トリソミーや Myc部の部

分増幅が生じたと判定したが,それは正常組織で

のバンド濃度比が-1.2から1.2に分布 していた

ためである 個 IB,2B).この検討におけるMyc

増幅頻度は62% (23/37)であった (表 1).図

1Aの中段および下段はMyc領域よりもセントロ

メア側およびテロメア側の領域にセットした別の

2組のプライマ-を用いて行った結果を示す.23

サンプルのうち18サンプルで,3種のプライマー

で同じか同様の結果が得られ,残りの 5サンプル

はMye部にのみ不均衡を示 した.このことから

バンド比の違いのほとんどは トリソミ-によるも

ので,一部には転座や遺伝子領域部分のみの増幅

といったものもみられることが考えられた (これ

らのものも含め今後は単に トリソミ-と表現す

る).この検討結果では,p53+/J)ンパ艦におけ

るトリソミ-頻度は62%であり,p53野生型の放

射線誘発リンパ腫における66% (23/35)と類似

の結果であった 9).p53野生型アリルの欠損率は

810/a(26/32)であり (データは示さない),以前

著者の報告した結果の86% (137/160)20)と閣様

の結果であった.p53野生型アリルの高い欠損頻

度および Mycトリソミ-頻度に差がないことか

ら,p53不活性化は放射線照射後のMyc活性化に

影響を及ぼさないことが示唆された.

著者は以前,Bclllb+/-マウスに発症するァ線

誘発胸腺 リンパ腫におけるMycトリソミー頻度

の減少について報告したが 9)(表 1を参照),この

ことからBclllbノックアウ トアリルの存在が

Mycトリソミー頻度を減少させていることが考え

られた そこで,著者はp53-/-とBclllb/Ritl十古

を交配 させ 59頭の個体を作製 し,3Gyの全身-日｡

回照射を行なった.照射後 300日まで観察した結

栄,47頭のマウスに腺癌が発症 し,そのほとんど

(29頭)が胸腺 リンパ腫であった.Bclllbの遺伝

子型は,36頭がBclllb+古であり,23頭が+/十で
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図 I PCR-RFLP

(A)照射後p53十/-7ウス胸腺 リンパ腫 :Myc領域 (上段),セ

ントロメア側領域 巨裡封,テロメア側領域 (卜捜).セントロメア
領域はセン トロメアより3.3Mb部に位置 し,Myc領域は62.2Mb,

テロメア側領域は90.OMbに位置 している.(B)正常マウスの脳

より抽出 したDNAを用いて PCR解析を行なった.(C)自然発症

の p53-/-マウス胸腺 リンパ腫を用いた.PCRは,Myc,セントロ

メア側 ,テロメア側のプライマーを用いて行い,それぞれTaqI,

Haem,良pa‡をl削 1て切断 し,アガロ-スゲル電気泳動にて分離

した.△▽はMycトリソミ-を示唆するような,BALB/CとMSM

バンド比の不均衡を認めたものであり,△はMSM由来の,そして
▽はBALB/cFtl粟のクロモソ-ムの倍体による トリソミ…と考え

た.▼はMyC領域へのプライマーのみで,バンド比に不均衡を認

めたもので,Mycの部分増殖を示唆する.



佐藤 :γ線誘発マウス胸腺 リンパ腫発症に寄与するMyc活性化は遺伝的素因により影響 される 447

嚢 l リンパ腫におけるMycトリソミ-の発生頻度

Genotype lR aI
NumberoI Numberof% of 叫

Myctrisomy examined trisomy

Wl-Idtype 4times

Bc111b+/･ 4tirTleS

p53+/･ 4times

Bdllb+/-p53+/- ltime

p53-/･ No

Bc111b+/Ip53+/･ No

23 35

9 25

23 37

4 27

16 42

4 13

a)γ線照射は2.5Gyの4回照射か,3Gyの1回照射を用いた b)Myc
を用いて解析を行なった.

あった.泰 2は,腫壕別の発症個数 を示す.

Bclllb+/-p53+/-の36頭のうち27頭が胸腺 リン

パ腫を発症 し,9頭は他の腫塙を発症 した.腫癌

を発症 しなかったのはわずか3頭のみであった.

一方で,p53単独へテロの23頭のうちわずか5頭

が胸腺 リンパ腫を発症 し,9頭が他の腺癌を発症

した.腺癌を発症 しなかったのは9頭であった.

これらの結果は,全身一回照射は (BALB/cX
MSM)Flの遺 伝背 景 の マ ウスにおいて,

Bclllb+/-p53+声では胸腺リンパ腫発症の傾向を

示し,p53単独へテロにおいては他の臆病を発症

す る傾 向 に あ る と考 え られ た .図 3Aは

Bclllb+声p53+/-およびBclllb+/+p53+古のマウ

スにおける腺癌の累積発症率を示す.p53+声単独

ヘテロに比し,ダブルへテロにおいては発症期間

の短 縮 お よび発症 率 の増加 が認 め られ た

(p=0.0037),

Bcillb+声p53+声のマウスに発症 した27頭の

胸腺リンパ腫を対象に,Mycプライマ-を用いて

トリソミーを検討した.その結果をもとにバンド

比を計算し,バンド比不均衡の分布図を図2Cに

示す.Mycいノソミ-頻度は15% (4/27)と低

く (衰l),p53+/-の遺伝背景においても,Bculb

66%

36%

62%

15%

38%

31%

トリソミ-はPCR法

表2 Bclllb+/-p53+/-および p53+/-マウスに発

症 した腫癌

Genotype :5Cil･llb●- p53'-

No.oImice 38 23

Thymiclymphoma27 5

Systemicleukemは1 0

skintumor 4aI 7

Lungtumor 2 0
Livertumor 1 2

Freefromtumors 5 9

a)B班 lb+/-p53十古マウスの皮膚魔境 を

発症 した4頭のうち2頭は胸腺 リンパ腫 も

発症 した.
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図2 胸腺リンパ腫におけるBALB/C･MSMの

Mycアリル比の分布図

(A)照射後p53+声,(B)野生型脳 DNA,(C)

照射後 Bclllb+/-p53+/-,(D)末照射 p53-古,
(E)未 照射 BclllB+/-p53十/-.ア リル比 は,

MSM/BALBが i以上の際に正,BAI月/MSMが1
以上の際に負とした.

ノックアウトアリルはMycトリソミ-の頻度を

減少させていることが考えられた.これらの結果

より,Bclllbの機能障害は,Mycトリソミ-の頻

度を減少させるか,またはリンパ腫発症過程にお

けるMyeの活性化した胸腺細胞に対し選択的に

影響を与えることで,Mycトリソミ-の胸腺リン

パ腫発症への関与を減少させていることが考えら

れた.

著者は以鼠 p53-声およびBclllb+声p53+声の

(BALB/cXMSM)Flマウプ‖二は胸腺 リンパ腫

が自然発症することを報告した23)2隼 p53-声か

ら生じる胸腺リンパ腫における発症までの期間は

Bclllb+/+p53+声のものよりも短 く,また放射線

誘発胸腺 リンパ腫の場合も同じ傾向がみられた

(図3B).比較のために放射線照射なしに発症し

た胸腺リンパ腫を対象にした,Mycトリソミ-の

の結果を示す.図ICではp53イーマウスの胸腺リ
ンパ腫を3種のプライマ-を用いてPCR解析し

たものを示し,図2Dではリンパ腫におけるMyc

バンド比不均衡の分布図を示す.Myeトリソミー

はMycプライマ-を用いて42頭中16頭 (38%)
であり (衰 l),この 16頭の トリソミーのうち14

頭は,セントロメア側およびテロメア側のプライ

マーを用いても同じまたは同様の結果であった.

これらから,バンド比不均衡は トリソミ-による

ものであり,照射誘発および自然発症どちらの胸

腺 リンパ腫においてもMyc増幅起源には違いが

ないことが示唆 された.図 2Eは自然発症 した

Bclllb+/-p53+/-リンパ腫のバンド比の分布図を

示す.Mycトリソミーの頻度は31% (4/13)で

あった (表 l),これらの結果から,胸腺リンパ腫

におけるMyeトリソミーの発現頻度はγ線照射

と関係ないことが示唆された.

考 察

γ線が2本鎖 DNA切断によりゲノム不安定性

を誘発すること,および放射線照射後萎縮胸腺で

Mycトリソミ-が観察されることから,放射線誘

発ゲノム不安定性により胸腺細胞や前駆細胞に

Mycトリソミ-が生じる可能性がある.著者は,
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図3 異なった遺伝的素因では,腫癌発症への感受性も異なる

(A)γ線照射Bclllb･/-p53+/-(黒線)およびp53+左 (灰線)マ
ウスに発症した腫癌についてKaplan-Meier法を用いて解析した.

Bclllb+/-p53+/-のマウスは,p53+/一よりも高い頻度で,かつ発症ま

での期間は短く,腫癌が発症した.

(B)p53-古 く黒線)およびBclllb+/-p53+/-(灰線)マウスに自
然発症した腺癌について解析した.同デ-タは以前我々が報告したも

ので比較として提示した.

トリソ ミ-によるMyc過剰発現 の寄 与 が,

p53+/-マウスの胸腺 リンパ腫では増大すると仮

定した.というのは,Mycの活性化によるアポ ト

-シスをp53の不活化が回避 させるからである.

しかしながら,今回の著者の検討ではMycトリ

ソミー頻度の増大は認め られず,その頻度は

62%と,p53野生型マウスにおける放射線誘発胸

腺 リンパ腫における66%と差はなかった.同様

の結果がBclllb+/-の遺伝背景においてもみられ

た.すなわち,Mycトリソミーの頻度はBclllb+/

+p53+声における放射線誘発 リンパ腫では 15%

ど,Bclllb+/一放射線誘発リンパ腫の36%よりも

むしろ低値であった.Myc活性化とp53不活化の
リンパ腫発症への働きについては,現在まで発症

の最初のステップでMycが活性化し,p53の不活

化がMyc活性化の働きを助けると推測 されてい

る.しかし今回の検討では,p53ノックアウ トア

リルをはじめに導入しp53不活化を誘導したとき

ち,リンパ腫発症におけるMycの活性化に影響
を与えないことが示された.

(BALB/cXMSM)Flの遺伝背景をもつ

p53+/-マウスに発症 した放射線誘発腫癌のほと

んどは,皮膚感癌である.わずか14個のうち5個

(36%)のみが胸腺 リンパ腫であった 対照的に,

放射線照射Bc111b+/-p53+声マウスに発症するも

っとも頻度の高い感癌は胸腺 リンパ腫であり,そ

の頻度は33個中の27個 (82%)であった.興味

深いことに,16頭の Bc111b+/-p53+声において,

自然発症 した14個の腫癌はすべて胸腺 リンパ腫

であった23).これらから,γ線照射におけるp53

の不活化は,胸腺 リンパ腫とは異なった他の腫癌

を誘導する傾向がありき一方で,Belllb不活化は

胸腺 リンパ腫を好んで発症する傾向があると考え

られた.

Bc111bはマウス胸腺 リンパ腫のポジショナル

クローニングより同定されたハブロ不全型の腫鳴

抑制遺伝子である29)28)21)23).Bclllbソーマウス胸

腺細胞,および Bdllbを不活化 したJurkat細胞

はアポ ト-シスを生 じるが 22)30)31),Myc活性化
細胞もまたアポ ト-シスを弓は 起こす.三の表現
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形の類似点は,嘩白いことに両者とも腰痛形成に

は一見逆向きに働くということである.しかしな

がら,過形成性または異常性増殖を示す細胞は高

い分裂指数と同時に,アポ トーシスの表現型をと

ることが知られている32)33).したがって,アポ ト

-シスはこれらの細胞の過剰増殖を除く調節機構

と考えられる.Bclllbのアリル欠損は,Myc活性

化と同様に放射線照射後の萎縮胸腺にも高い頻度

で認められる9).このことから,リンパ腫発症の

早期の段階ではBcuibはMycと同様の役割を担

って い る ことが考 え られ る.放 射 線誘 発

Bcllib+/-マウスリンパ腫におけるMycトリソミ

ーの頻度は360/Oであり,野生型における66%よ

りも低値であった.また,放射線誘発Bclllb+/-

p53+/-マウスリンパ腫におけるMycトリソミ-

頻度 は 150/Oと,放射線誘発 p53+声マウスの

62%よりも低値であった.この低下はBclllbが

Mycの上流にある制御因子であるか,または

Belllbの不活化とMyc活性化が胸腺 リンパ腫発

症過程で平行的な経路をとっていることを示唆す

によって,γ線誘発胸腺 リンパ腫に対するMyc

活性化の寄与が影響を受けることを意味する.

注目すべきは,Mycトリソミーがp53-/-およ

びBclllb+声p53+/一に自然発症したマウスリンパ

腫においても高い頻度で認められていることであ

る (38%,31%).このことおよび放射線照射の

Bclllb+古p53+/-マウスに発症 したリンパ腫にお

けるトリソミーの低頻度 (15%)という結果は,

γ線照射のリンパ腫発症への関与はMyc領域の

増幅を含むMycトリソミーを誘導することにあ

る,という仮説を支持するものではない,と考察

される.

結 論

放射線誘発マウス胸腺 リンパ腫発症において,

放射線はMycトリソミ-を直接誘導するのでは

なく,他の機構によると考えられた.他の一つの

可能性として,正常胸腺の微小環境を変化させる

ことで,MycトリソミーやBclllbの変化などの

遺伝的変化をもつ細胞をアポ ト-シスから救出す

ることで,リンパ腫発症を生じさせている可能性

が考えられた.
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