
531

原 著

ヒ トT細胞性急性白血病への

Bcl11bがん抑制遺伝子変異の役割

瀧 澤 一 休

新潟大学大学院医蘭学総合研究科

分 銅t朋包医学専攻分f▲生物翠

(主任 :木南 凄教授)

Impairment in Differentiation and Cell Cycle of Thymocytes 

by Loss of aBcl11b Tumor Suppressor Allele that Contributes to Leukemogenesis

Kazuyoshi TAKIZAWA

DepafimenfofMoleculaTGenetl'cs,

Nll1'gzltaUnlveFS1秒GraduatpSchoolofMedicalanaDentalSclences

(DITeCt03･:ProfHyoKoMINjiMI)

要 旨

【背景と目的】放射線誘発マウス胸腺 リンパ腫のゲノム解析から,Bclllbは単離 されたがん抑

制遺伝子である.T-ALLにおいて BclHbはハプロ不全ながん抑制遺伝子 として働 くことが示

されている.T-ALL発症に関与する遺伝 子変異は,T細胞の分化停止 を引き起 こすもの (タイ

プA),細胞周期の異常などの表現型を与えるもの (タイプ B)に大別 される.Bc111bの変異

は分化段階の異なるT-ALLサブタイプに広 く検出 されるため,後者に属すると示唆 されてい

る.しか し,Bc恨 bの 片 ア レル欠 失 の 表現 型 へ の影 響 は解 析 され て い な い.そ こで,

Bc111bK()/+マウスをF削 ､,BcillbaMJf▲アレル欠失の表現型への影響を調べた.

【結果】Bc111bKO/+マウスとBdllb+/+マウスから胸腺細胞 を取 り出 し,各分化細胞分画を

比較 した.ISP細胞 とDP細胞の割合が,Bcl之lbK〔)/+で増加 していた.これは,DP細胞に分化

する前の段階,DP細胞から‡SP細胞に分化する段階で何らかの障害のあることが示唆 された,

AnnexinVの発現量を測定 し比較すると,CD8SP細胞において Be111bK｡/+マウスは約 3倍高

い発現を示 した,これは,BclllbK()/+遺伝子型がアポ ト-シスを誘発する傾向にあることを示

唆する,

非照射マウスで BrdU投与 且時間後,5時間後の胸腺を解析 した.‖時間後の DN,IS戸,DP細
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胞では,ほとんどのBrdU取り込み (BrdU+)細胞は大きく,S/G2/M期にあった.-方,5時

間後では,DN,ISP,DP細胞すべてでBrdU+FSCL分画の細胞数は低下し,BrdU+FSCSが増

加した.これはBrdU投与後 5時間の間に多くのBrdU+細胞がS期からG1期に進行したこと

を示す.

BrdU投与後 5時間,y線照射後4時間のDP細胞では,非照射時にみられたBrdU+FSCS細

胞の増加がみられなかった.BrdU+細胞は大きく,BrdU十FSCL分画にあった,これは照射に

よるS/G2/M期での細胞周期進行の停lLを示唆する.-乱 ISP細胞では,BrdU+FSCL分画

の細胞数は低下し,BrdU+FSCSの増加がみられた,これは照射による細胞周期進行の停止が

減弱したことを示唆する.この細胞周期進行停藍の減弱は,Bc111b+/十よりBelllbKO/+の方で

より弱かった.

【考察】Bc削bKO/+マウスで,複数の分化段階で分化の進行に障害を与えること,電離放射線

照射による細胞周期進行の停止を減弱することが示された.これらの結果は,BCLllb変異がタ

イプBの遺伝子変異グループに属することを示唆する.

キーワード:T-ALL,Bc111b,タイプB変異,ハプロ不全,細胞周期

緒 口

放射線誘発マウス胸腺 リンパ腫のゲノム解析 か

ら,Bclllbは単離 されたがん抑制遺伝子である 1き

この遺伝子は Zinc一触gerドメインをもつ転写園

子をコ- ドし,T細胞や神経細胞などで発現 して

いる2)3).BclllbKO/+マウスを用いた発がん実験

から,Bclllbは片アレル欠失 した状態で発がんに

寄与することが分かっている4).最近,ヒ トT細

胞性急性白血病 (T-ALL)の約 1(巨16%にヒ ト

BCLllb遺伝子に変巽が報告 され,ヒ トでもがん

抑制遺伝子 として働 くことがわかった 5)6).興味

深いことに,T-ALLでもBCLllbはハプロ不全な

がん抑制遺伝子として働 くことが示 されている.

T-ALLの発症に開 9-する遺伝子変異について

は,多くが報菖 されている7潮.そ の 発症機構か

ら変異は 2種類に大別 されている9).一つは,遺

伝子異常がT細胞の分化停止 を引き起 こす役割

を担 うもの (タイプA変異),もう一つは細胞周

期の異常などの表現型 を与えるもの (タイプ B

変異)で,前者の分化停止機能と共摸 して発がん

に貢献するとされている.BCLllbの変異は分化

段階の異なるT-ALLサブタイプに広 く検出され

ることから,後者の遺伝子変異グループに属する

と示唆 されている.しかし,Bc音11bの片アレル欠

失がもたらす表現型への影響 は解析 されてお ら

ず, その発症への機構 は不明である.そこで,

BcillbKO/+マウスを用い,Bellibの片アレル欠

失の表現型への影響を調べた.すなわち,BCIJllb

変異が後者の遺伝子変異ゲル-プに属するかどう

かを検討 した.

実験材料と方法

マウスと放射線照射

BclllbKO什 マウスの作製と維持は,以前報告 し

た通 りである2).本研究で使用 したマウスは,節

潟太学内の SPF下の飼育施設で飼育 している.実

験は全て大学の倫理委員会に基づ く動物実験方法

を遵守 している.

フローサイ トメ トリー

1-2× 106個のマウス胸腺細胞 を 2% FCS,

0.2% NaN3を加えた リン酸緩衝液内で 4℃,20

分間抗体と反応 させた.用いたモノクローナル抗

体は,抗 CD4-PerCp-Cy5.5もしくは抗 CD4-APC,

抗 CD8-PE,抗 TCR針 FITC (eBioseience社)

を用いた.非特異的抗原抗体反応 を防 ぐために,
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図 1 胸腺細胞分化におけるBclllbKO/+遺伝子型の影響

(A)CD4,CD8,TCRi?,CD25,CD44を細胞表面マ-カ-として使用 した BelllbKO/+マウスと

Bclllb+/+マウス胸腺細胞のフローサイ トメーター解析.使用 したマーカーはそれぞれのパネ

ルの 上に示 した.胸腺細胞のTCRj,3発現に関 しては,全胸腺細胞 (左)とCD4~CD8+細胞分

画 (右)を調べた.

(B-E)胸腺細胞分画における細胞の割合 :B,DP細胞 ;C,TCR/9high細胞 ;D,ISP細胞.E,DNl,

DN2,DN3,DN4細胞の割合.Bclllb+/+ (n-9)とBclllbKO/+ (n- ll)で比較 した.P値

は 5%未満.

一次抗体反応前に抗 CD16/32抗体を添加した.抗

体染色した細胞はFACScan(Becton-Dickinson社)

を用いて FACS分析 を行い,デ-夕の解析 は

Fhw-JoSoftwaTe(Tree-S短r社)を用いた.死細

胞や壊死組織片は解析時に,forwardscatter

(FSC),sideseattcr(SSC)を用いて除外した.

アポ トー シスは 血1neXinV (BDBioscience社)

で測定 した.胸腺細胞をリン酸緩衝液内で室温,

15分間抗体と反応させた.用いたモノクローナル

抗体は,抗 AnnexinV-FITC (BDBioscience社)

とPIを用いた.アポ ト-シスはF汀C+/PI~細

胞とした.

BrdU の 取 り込 み 実 験 で は, 100llgの BrdU

(10mg/ml)をマウスの腹腔内へ授与 し1時間後

にγ線照射をした.胸腺をBrdU投与 1時間後あ

るいは 5時間後に分け,cyto員Ⅹ/Cytoperm (BD

Bioscience社)で固定 し,BrdUFlowKit(BD

Bioscience杜)で解析 した,112×106個のマウ

ス胸腺細胞を,固定,浸透化 し,37℃で 60分間

DNaseI(300‡鳩/ml)と反応 させた.洗浄後,室

温で 20分開抗 FITC-BrdU抗体 と反応 させた.

染色 した細胞はFACSCalibur(Becton-Dickinson

礼)を用いてFACS分析を行った,
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結 果

Tir111b](0+マウス胸腺細胞にみられる分化障害

BclllbKO/+マウスと Bclllb+/+マ ウスか ら胸

腺細胞を取 り出 し,各分化細胞分画にある細胞の

割合を測定 した.図IAはプロ-サイ トメ-夕-

で解析 した結果 を示す.CD魂とCD呂の細胞表面

マ-力-で分画すると,CD4,CD8をともに発現

しない ダブル ネガテ ィブ (CD4-CD8㌔ DN)

の未分化胸腺細胞から,どちらも発現するダブル

ポジテ ィブ細胞 (CD4+cD8十一DP)に分化 し,

さらに CDも CD8のどちらかを発現す るシングル

ポ ジテ ィブ細胞 (CD4+cI)8--SPと CD4-

cD8+-SP)に成熟する 10用 ).BdllbKO/+マ ウス

と Bcは1b+/+マウスの胸腺細胞 を比較す ると,

cD4+cD8+DP細胞の割合 が Bc111b+/+胸腺

よりBc昔日bKO/+胸腺で増加 していることが示 さ
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れた く図 1B).DP細胞からSP細胞に成熟する過

程では,TCRlタの発現 が高度 に上昇す る.この

TCR/?発現 を調べ ると,高発現す るTCRj沖励 細

胞の割合が低下 していた (図 は).これ らの結果

は分化の進行阻害がDP段階で起 こっていること

を示唆する.

CD4叩CD8+細胞分画 にはTCRjヨ発現の低 い

ISP (immatureCD8-Singlepos豆tive;TCR/glo

CD4~CD8+細胞)細胞 と高い成熟 したTCRj?hi

cD4-CD8+,すなわち CD8SP細胞が混在する.

そこで,この分画にある細胞 をさらにTCRβの発

現量で分け,全胸腺細胞中の ISPの割合を測定す

ると,王SPの割合がBclllbKO/+マウス胸腺では高

いことがわかった (図 1D上 この結果は ISP段階

でも,分化の進行障害がみ られることを示唆する.

CD4,CD8をともに発現 しないダブルネガティ

ブ (DN)細胞分画は未成熟な胸腺細 胞が占める
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図2 Bclllb+/+マウスとBclHbKO/+マウス胸腺細胞のアポ ト-シスの比較

(A)胸腺細胞分画におけるAnnexinV陽性細胞のフローサイトメータ-解析.縦軸に細胞数,横軸

にAmneXinVの発現量を示す.

(ち)胸腺細胞分画におけるAnrieXinV陽性細胞の割合.Be111b+/+(n-3)とBclllbKO/+(n-3)

で比較した.
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が,これらの DN細胞をcD崩 とCD25細胞表面

マ-力-で,DNlから,DN2,DN3,DN4にさら

に分画 し,比較 した (図1E).これらの分画 され

た細胞種で,細胞数の割合 をBclllbKO/+マウス

とBclllb+/+マウスの間で比較 したが,大きな違

いは観察されなかった.

以上の結果から,2種類の細胞分画でその割合

に違いを示すことがわかった.その 一つはISP細

胞の割合で,BCはlbK()/+マウスで明らかに増加 し

ていた.これは,DP細胞に分化する前の段階で

何 らかの障害のあることを示唆する.もう-一つは

DP細胞の割合で,DP細胞からSP細胞 (CD4SP

細胞,CD8SP細胞)に分化する段階で何 らかの

障害のあることが示唆 された.
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アポ トーシスの比較

胸 腺 細胞の分化はアポ ト-シスと密に関連す

る10)ll),そこで,ISP,DP,CD4SPおよび CD8SP

細胞で,アポ トーシスを反映するAnnexinVの発

現巌を測定 し,比較 した.図 2Aはプロ-サイ ト

メ-タ-のパ タ-ンを示 し,図2Bはその結果を

まとめたものである.ISP,DP,CD8SP細胞分画

の細胞でAnnexinV発現 を認めたが,CD4SPは

陽性細胞の出現を示 さなかった.Belllb+/+マウ

スと BelllbKO/+マウスの比較では,CD8SP細胞

が約 3倍高い発現を示 した 潤 2B).この結果は,

BclllbKO/+遺伝子型がアポ ト-シスを誘発する

傾向にあることを示唆する.
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図3 胸腺細 胞分画におけるBrdU陽性細胞のプロ-サイトメ-タ-解析

(A)縦軸に細泡数,横軸にBrdU取 り込み量を示す.

(B)iSP糸胴祖とDP細胞におけるBrdu取り込みの割合.
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(A)BeJllbKO/+マウス胸腺跡地のCD4.CD8.TCR,ヲ党別のフローサイトメー タ-解析 解析は

γ鰍照射後4時帖=こ行った

(B)E旧制とjr:照41におけるISP細胞とDP抑胸の細胞故

BctHbKO/+マウス胸腺細胞にみられる細胞増殖

の元進

細胞増殖の制御輿杓はFILrll病糾胞の特色の つ

である そこで.マウスにBrdUを按J=JL.その 1

時仰後に的腺を取りlLhL,その頃 り込みを検討 し

た CD4,CD8.TCR･細胞表面マーカーで附腺

細胞を染色し,図 1の実版と同様にフローサイト

メーターで分由 した これにより.上sp.DP.

CD4SPおよびC1)8SPという契なる分化段隅にあ

る細胞を/分所 した さらr=,それぞれの分耐 二あ

る細胞について.13rdUfJ't体を用いて,BrdUの取

り込みLiをiWJi:した 図 3Aは構軸に触り込み'tlt

杏.縦軸に細胞の数を'Tl'している FJい取り込み

を示 したのはISP細川'BとT)P細川包であり.CD4SP

およびCD8SP鼻ItlJYdはほとんど取り込まなかった

この魅lRLは.DNA合成州にある細胞がこれらの

Alr胞雌に多いこと.すなわち細胞噌刑辿Jtlが比較

して速いことを'T'す.しかし.ISP棚胞,DP細胞

の雨薪とも.取 り込み,;Ttに Bc111bKO/+胸腺 と

BcLllb+/+胸腺のlJ'')で大 きな差 は示 さなかった

(図3B)

放射線照射の細胞分化.抵胞数への影響

BclHbKO/+マウスは放射鰍 !El射後に的腺 リンパ

腕を高柳度に発揺する.したがって.BclHbKO/+

迫伝7-型の胸腺捌胞和始への彩亨甲はIk側 との関姓

ウスに照射 し.4時間後に細胞/))化,細胞数への

形轡を検剤 した.細胞付il糾測定のため.γ鰍 約 [

の lElJrElHrTJtJ-にBrdUをマウスに授 与した 胸腺細

胞をCD4,CD8,TCRJ9細胞水面マーカーおよび

BrdU抗体で姶色し,フローサイトメーク-で/Ji由

したバ ターンを図 LIAに示 し.ISP紺川也とDP細

胞についての結米を図 4Bにまとめた 細胞/分化

への人きな彫廿はみられなかった また.lSP細

胞とDP細胞のどちらの細胞/Jl両でも人重な細胞

数の減少はみられなかった_

放射線照射の描胞分裂周期への影響

次に.細胞周矧への影智を湘べた 図 5Aはコ

ントロールとして,非照射のマウスで J3rdU授与

l時間後.5時l'"1J綾の的腺細目胞を船析 した船架を

示す BrdUを1=T意に取り込んだDN.lSP.DP分

画の細胞のAli架のみを示 している.縦軸はBrdU

取 り込みti主を'TtL.横軸はFSC仙 (洲lruの人き

きを反ElJ!する)を示 している この解析では.

BrdU触 り込み有 り (+)と無 し (-)に先ず2

分割 し,さらに FSC値が人 (L)と′ト(S)の細

胞群に分両した したがって.4/Jl由に分けられ

た BrdU+FSCLはJ3rdU投与縁Slg)E二入った大
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図5 73cHlb+/+マウスとBc)llbKO/十マウスのilu他周期におけるy触!糾 tの影野
(A)非.F打幡†マTJJスの胸腺細胞におけるBT･(IU桐り込み丑 (縦軸)とFSC(横軸)のフぴ-サイト

メーター解析

(B)1Cy照射後48-川 のBrdU取り込みi'主とFSCのフローサイトメーター解IrT

(C)lGy照射4時rLilO)lSP細胞におけるT3cl11b+/+マウスとBclllbE(O/+マウスのBr(lU+FSCS
o)割合.P位は05%未満_

QU細胞,すなわちS/C2/M期に存在する細胞であ

り,BrdU十FSCSはBrdU揺 り一後sJglに入った細

胞が小型の(;1糊の細胞まで細胞周糊が進JlJ-した

ものを鼓す.BldUーFSCIおよび BrdU~FSCS

はBrdUを取 り込まなかった細胞で,今岡の脈析

対象とはしなかった

BrdU投与 l時l馴麦の DN.lSP,DP細fruでは.

ほとんどの BrdUf振り込み (BrdU+)細胞は大

きく,細胞周糊のS/C2/MJqJにあることが示され

た 一方.BrdU投与5時間後では.DN.ISP.DP

細川包すべてで Bl･dU+FSCL･分lIbIの刺"胞数は低下

し,BrdU+FSCSが桶hTする この結果は.BrdU

授与後5Ll馴tJのI馴こ多くの BrdU+抑胞がS朋か

らGllglに進rJ･したことを示す

γ線哨射は共なった分化段階の細胞により弊なっ

た影響を与えた.BrdU投5-枚5時間,γ線照射

後 4時間の DP細胞では.非照射時にみ られた

BrdU十FSCS細胞の将hlがみられなかった (図

51i).BrdU取 り込み (BrdU十)細胞は大 きく.

BrdU+FSCL分画にあった.これは雌!射による

S/C2/M期での細胞同州進行のfJ;I,lLを示唆する

この停止に,Bc111bKO/+胸腺 とBc111b+/十的腺

の間で大きな差はみられなかった 一方,ISP細胞

では.BrdU+FSCL/Jl由の榊胞数は低下 し.

BrdU+FSCSの増加がみられた.これは照射によ

る射l胞J祁羽進行の停止が減弱 していることを示唆

する 興味深いことには,この釧胞15I朋進行停止

の滅～肘が,Bclllb+/十胸腺よりJ3clllbKO/+胸腺

の方 でより弱か った (図 5C) この ことは,

BclllbKO/+迫伝1-型が放射線照射誘発の細胞周

期進行停止を減鉄は せる作川のあることを示唆す

る 一方.DN剃1胸は ISP細胞と同様に.BrdU十
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FSCS細胞の増加を示 し,照射による細胞周期進

行の停止が弱いことを示唆する.しかし,この停

止減弱作用に,BclllbKO/+胸腺 とBdilb+/+胸

腺の間で大きな差はみられなかった.

考 察

この研究はBeulbKO/+遺伝 子型が与える胸腺

細胞の表現型への影響,すなわち細胞分化 アポ

ト-シス,細胞増殖への影響を検討 している.細

胞分化については,2種類の ISPとDP分化段階

で,胸腺細胞の分化進行障害が観察 された.一万,

DN細胞では分化に影響はみられなかった.以前

に行われたBclllbKO/KOマウスの胸腺細胞の解析

では,DN2および DN3の莱 分化段階で分化の進

行 停止 が観 察 され る 12ト l隼 したが って,

Be111bKO/K〔)マウスとBc服1bKO/+マウスで観察 さ

れた結果は異なっている.Bclllbの片アレル欠失

那,マウス胸腺 リンパ腫 2)15),ヒトT-ALL5)6)で

高頻度に見られるが,南アレルの欠失は稀である,

これらの結果を総合すると,Bclllbの片アレル欠

失がもたらす影響と南アレル欠失する影響が,胸

腺 リンパ腫発症において異なる可能性があり,輿

味深い.

アポ ト-シスについては,その傾向の助長が

DP細胞,CD8SP細胞で観察 された.胸腺細胞 で

TCRβの発現低 卜が観察 されたが,このpYCRaj3

シグナルの低下がアポ トーシスの原因である可能

性がある.CD4-ere;BcillbFIox/F3oxマウスを利用

し,DP段階に到達 した胸腺細胞で Bclllbタンパ

ク磐を消朱 させると,TCRβの発現およびそのシ

グナル低 摘 ミ起こる抽i7).このことはBclllbKO/+

マウスでのTCR勘?シグナル低下を支持する.餐

異によるTCRai･ヲシグナルの活性化がT-All等

観察 されるが,細胞生存に寄与するという点でタ

イプB変異に分類されている.しかし,BclllbKO/+

胸腺細胞でみられたのは発現の低 卜であり,白血

病発症に寄与する可能性は少ない.

細胞増殖,細胞周期については,非照射のマウ

スでは BC豆11bKO/+遺伝子型の影響はみられなか

った.しかし,電離放射線を1Gy照射 したときに

揺,ISP細胞で細胞周期に影響がみられた.照射

は DNA損傷を引き起 こし,損傷シグナルにより

細胞の周期が停五二する18).業際,DP細胞ではS

期にあった細胞はS/62/M 期に留まりチG1期に

進行 しないことが示 された.しか し,ISP細胞は

DP細胞ほど進行の停止が強 くなく,一部の細胞

は G1期に進行する.すなわち,照射による細胞

周期進 行 の停止が弱い.重要な点はこの停止を,

BclllbKO/十胸腺ではより多くの細胞が G1期に進

行 したことである.すなわち,BclllbKO/+遺伝子

型により細胞周期進行の停止が減弱することが示

唆 されたことにある.

T-ALLの発症に関与する遺伝子変異には多く

a凋巨吉がある 7)隼 最近,さらに BCLllb遺伝子

a)変異が追加 された5)6).この変異は南アレルの

欠失は稀で,片アレルの変異,欠失が報告されて

いる,遺伝子変異は発症に寄 落する機構によって,

2種類に大別 されている9).タイプA変異は,過

伝子異常がT細胞の分化停止を引き起 こす役割

を担 うものであり,特産のT-ALLサブタイプに

特異性がある.これはマイクロアレイを用いた遺

伝子発現プロファイルから示 されている19ト 21)

タイプ B変異は細胞周期の異常などの表現型を

与えるもので,T-ALLサブタイプに広 く検出さ

れる.タイプA変異がもたらす分化停止機能と共

役 して党がんに貢献するとされている.本研究か

ら, BCLilbの片 ア レル が 欠失 したマ ウ ス

(BclllbK()/十マウス)で,複数の分化段階で分化

の進行に障害を与えること,電離放射線照射によ

る細胞周期進行の停止を減弱することが示 され

た.これらの結果は,BCLllb変異がタイプBの

遺伝子変異ゲル-プに属することを示唆する.こ

の示唆は,BCLま且bの変異は分化段階の異なる

管-ALLサブタイプに広 く検出 されるという結果

と一致する6).
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