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要 旨

BdilbはヒトT細胞性白血病やそのモデルであるマウス胸腺 リンパ腫において,ハプロ不全

ながん抑制遺伝子として発症に寄与することがわかっている.本論文ではBc王11b機能低下モデ

ルマウスおよびヒト大腸がん標本を利用 し,Be肌bが腸管腫境の発症に関与する可能性を検討

した Bclllbの機能低下により,小腸陰窟サイズの増大と絹毛細胞の増殖が認められ,また放

射線照射後の腸管細胞増殖抑制の減弱が観察された.腸管腫癌発生にはl?-カテニンシグナルの

関与が知られているが,機能低下マウスでは桜内19-カテニン発現細胞数が上昇する像,すなわ

ちj?-カテこンシグナルの先進がみられた.培養細胞にBclllbを導入 した実験から,Bclllbの

転写抑制の標的に19-カテニン遺伝 子があることがわかった.一方,ヒ ト大腸がんの 74検体の

変異検索を行い,5検体に変異 と15検体にLOHを兄いだした.これ ら20の DNA変化では,

LOHと変異の両方をもつ症例はなく,Bclnbがハプロ不全ながん抑制遺伝子として働 くこと

が示唆 された これらの結果から,Bc呈11bタンパク質はWnt/p-カテニンシグナルを負に制御

し,細胞増殖抑制に働 く吋能性が示唆 された.また,ヒ ト太陽がんで BCLllBはハプロ不全な
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がん抑制遺伝子として働くことが示された.

キ-ワード:Bclllb,大腸がん,i?-カテニン,γ線照軌 遺伝子変異

は じ め に

Bc拍ltHま放射線誘発マウス胸腺 リンパ腫の解

析から,がん抑制遺伝子として単離 された遺伝子

であるl).Bclllbは亜鉛フィンガ- ドメインをも

つ転写因子をコ- ドし2)3),T細胞や神経細胞な

どで発現 している.Bcll且bヘテロ型 ノックアウ ト

マウス (B鵡 lbKO/+マウス)に γ線 を照射する

ど,胸腺 リンパ腫が発症するが,Bclllb野生型ア

レルを保持 した状態で発がんに寄与する.すなわ

ち,ハプロ不全ながん抑制遺伝子として発症に寄

与することがわかっている 4)5).最近,ヒ トT細

胞性急性白血病 (T-ALL)の約 16%にBCLilB

変異が報告 され,ヒトでもがん抑制遺伝子として

働いていることがわかった 6).興味深いことに,

T-ALLの遺伝子解析からも,BCLllBはハプロ不

全ながん抑制遺伝子として働 くことが示 された.

ヒ ト大腸がんでは第 14番染色体上の BCLllB

遺伝子を含む遺伝子座で高 頻度に対立遺伝子欠損

(LOH)が観察 される7巨 9).またヒ ト大腸がんの

全ゲノムシークエ ンス解析において BCLllB変

異の存在が報告されている 10).JE,Apcmin/+遺

伝子型の大腸がんモデルマウスを用いた発がん実

験では,Bclllbへテロ遺伝子型 をApcmin/+マウ

ス導入すると,腫噴散が増加することがわかって

いる11).これらの結果は,BCLllB遺伝子が大腸

がんの発症に関与する可能性 を示唆 されている,

そこで,本論文ではモデルマウス,ヒ ト大腸がん

標本を利用 し,この可能性を検討 した.

方 法

1.BelllbS826G/KOマウスの作製

Bc111bKO/+マウスは以前に新潟大学医学部生

化学第-教室で作製 されたマウスを用いた 射

Bcは1bS826G/+点突然変異マウスは理研･権藤博 士

と共同で作製 した.すなわち,DNA変異誘発剤

(エチルニ トロソ尿素 :E耶u)投与により,突然

変異をもつマウスライブラリー 12)から,Bclllb

に変異をもつマウスをスクリ-ニンダし,その中

の一つに,826番のセリン残基がグリシンに置換

した変異体 (Bc111b-S826G点突然変異マウス)

を検出した.この点突然変異アレルとKOアレルを

もつBclllb高度機能低下マウス (BclllbS826G/KO

マウス)を作製 し,腸管の表現型を解析 した.

マウスは自然交配,または体外受精旺移植法

(rvF･ET)を用いて得た.この rVF･ET操作は新

潟大学脳研究所動物実験施設に委託 して行った.

遺伝子型の決定にはそれぞれ適当なプライマ-セ

ットを用いて PCR法を行った.

2.γ線照射

放射線照射条件では,生後 7週 目に 12Gyの γ

線照射を行った.照射には新潟大学アイソ トープ

総合センターの Cs-137線源内部照射型照射装置

(pS-3000SB ;ポニー工業)を使用 した.

3.マウスの免疫化学組織染色

マウス小腸の免疫化学組織染色による解析は通

常の方法を開いた 組織固定には40/oパラホルム

アルデヒ ドを用い,市販のBc沌1bモノクローナ

ル抗体 (抗 Ctip2抗体),抗BrdU抗体,抗 ir守一カ

テニン抗体を用いた

4.TOP/GALマウスの解析

TOP/GALマウスは遺伝学研究所の嵯峨教授よ

り分与された.腸管の凍結切片をⅩ一galで染色 し

解析 した.

5. トランスフェクション

トランスフェクションに用いた Bclllbの変異

DNAはTakaraPrimeSTjumutagenesiskitを用

いて作製 した.トランスフェクションはFugene6
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reagent (Roche)を使用 し,プロ トコ- ル に従っ

て使用 した.

6.ヒト大腸がんでのT3CLlltlのダイレク トシ-

クエンスとLOH解析

ヒ トBCLllB遺伝子は 4つのエクソンか らな

り,エクソン1,2,3は短 くそれぞれ一組のプラ

イマ-セ､ソトで PCR反応を行った.一方,エクソ

ン射ま長いため,三組のプライマーセットを用い

た,ヒ ト太陽がん DNAは国立がんセンター,中

釜博士から分与-された く共同研究).

ダイレク トシ-クエンスの結果は野生型と変異

型が混在する結果だったので,変異を確認する目

的で,それぞれの PCR断片をTベクタ-に組み

込み,プラス ミドDNAレベルで塩基配列を決定

した.LOH解析にはBCLllB遺伝子領域にある4

種類の--塩基多形 (SNPs)を利用 し,PCR産物

に対する制限酵素による切断の有無で判定 した.

結 果

I.BclllbS826G/Ⅸ0マウスの解析

図 1Aは,野生型マウスの小腸の HE染色 と

Bclllb,i?-カテニンおよび BrdUに対する免疫

組織化学染色の結果を示す.陰蘭下部の細胞は腸

管の幹細胞であると考えられており,陰商上部の

細胞は分裂や分化を行うTA毎ansitampli&ing)

細胞と考えられている 13)14).Bclllbタンパク質

は陰讃下部の細胞に発現 しており,BrdU取 り込

み細胞と一致する.また,ヒ トの大腸でも同様に

陰穣下部の細胞に発現が見られる (図 IB).そこ

で,Bc漫且lbの機能低 訂､一による,腸管の表現型,細

胞増殖能への影響を検討した.

図 1C-Eは,Bcま11b機能低 下マウスである

Bc111bS826G/KOマウスの結果を示す.機能消墓を

もた らす Bclllbホモ型 ノックアウ トマ ウス

(BclllbKO/KOマウス)は出生後致死となるため,

この高度に機能が低下 したBclllbS826GIKOマウス

を利用 した.BclllbS826G/KOマウスは同腹の野生

型マウスに比べ体蔓が 10%程度少ないが,生存

可能であった,小腸上皮細胞の表現型を解析 した

ところ,繊毛に比べ陰商のサイズが大きくなって

いた く図 IC),また,一 部の綿毛細胞では BrdU

の取 り込みが観察 され (図 1D),細胞増殖のマ-

カ-である は-67の陽性染色像 もみ られた.ま

た陰儲下部の細胞において校内にβ-カテニンの

発現 を認 めた (図 IEh これ らの結果 か ら,

Belllbの機能低 ドは陰商細胞の増殖を克進する

ことが示唆 され,腸管艦癌発症への関与の可能性

が高まった.

2.γ線照射後の細胞増殖への影響

図1の結果から,Bclllbの 機 能 低 下 が 陰詣細胞

の増殖先進をもたらすことが示唆 されたが,非照

射の BclilbKO/+マウスでは,このような表現型

の異常はみられなかった.そこで,マウスに 12Gy,

1回の全身照射を行い,放射線照射の影響を解析 し

た.照射後 16時間では,損傷が形態学的に観察 さ

れる前の時期であり,野生型マウスとBclllbKO/+

マウスで,形態学的に大きな違いはなかった.ま

た,i?-カテニンは野生型マウスとBclllbKO/+マ

ウスいずれも桜内で検出できなかった.

次に,増殖マ-カーである抗 Ki-67抗体染色

を行った.その結果,BdllbKO/+マウスの腸管幹

細胞領域 および TA細胞領域 でよ り多 く,抗

Ki-67陽性細胞が観察 された (図 2A).図 2Bは

その結果をまとめている.BrdU取込み実験でも

同様の傾向が認められ,その結果を図2Cにまと

めた.野生型マウスでは照射後陽性細胞は減少す

るが,BclilbKO/+マウスでは減少の程度が少ない

ことがわかる.また,BrdU取 り込み細胞は,陰詣

下部の腸管幹細胞領域に限局 していた

3.TOP/GALマウスを用いたβ-カテニン活性

化への照射の影響

腸管上皮細胞の増殖は主にWnt石rP カテニン

経路により調節 される 16)17),そこで,1号ーカテニ

ン経絡活性化への放射線照射影響をTOP/GALマ

ウスを用いて調べた.このTOP/GALマウスは,

活性化 された19-カテニン転写複合体が校内で結

合するTOP配列をもち,β-カテニン経路の下流

にある遺伝子の転写活性をモニタ-することがで
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図 1 Bc111bS826(;/K()マウスの解析

A :野生型 (Bclllb+/')マウス小腸の HE染色,Bc111b染色,iヲーカテニン染色,BrdU投与 1時間後

の抗 BrdU染色 (×100).陰商の腸管幹細胞からTA細胞にかけて Bclllbの発現を認める.

B :野生型マウスの大場および ヒ トlE常太陽の Bclllb染色 (× 100).大腸で も小腸 と同様 に

Bc111bの発現を認める.

C :BclilbS826G/KOマウス小腸の HE染色 (×100)では図IAに示 される野生型マウスに比べ,陰

蒲のTA細胞の増加を認める.

D :BclubS826G/lくOマウス小腸の BrdU投与 1時間後の抗 BrdU染色 (× 100)では図1Aに示 され

る野生型マウスで認められなかった紡毛での BrdUの取込みが鼠られる,

E :BclllbS826G/Ⅰく()マウス小腸の抗 19-カテニン染色 (× 100,×400)では陪蒲ド部での β-カテニ

ン陽性細胞が明瞭に認められる.

きる18).図 2Dはその結果の 1例を示す.12Gy照

射 24時間後の影響をみると,野生型マウスでは

クリプ ト内 GAL染色陽性細胞数は照射により低

下するが,BcillbKO/+マウスでは野生型マウスに

比べ GAL陽性細胞が増加 していた (図 2E).こ

の 結 果 は, 増 殖 細 胞 の 照 射 に よ る減 少 が,

BclllbKO/+マウスでは減弱 していること 個 2B,

-I.lielllbの転写抑制活性

Bclllbは転写 を抑制す る転写因子であるが,

I?-カテニン遺伝子発現 との関連性 を検討 した.

まず,/?-カテニン遺伝子のプロモ-タ-の下流

にルシフェラ-ゼレポ-タ-を結合 したプラスミ

ドを作製 し,Bclllb発現ベクタ-プラスミドと共

に,ヒ ト大腸がん由来細胞株 (HCTl16細胞)に

コ トランスフェクションした.48時間後に細胞を

回収 して,デュアル･ルシフェラーゼアッセイ法

によりレポ-タ-活性の測定を行った.その結乳

Bcll且bの導入により191カテニン遺伝子の転写活

性が低下することが分かった (図 3A).

次に,iプーカテニン経路の下流にある遺伝子の
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図2 マウスの免疫化学組織染色およびTOp-GAL染色による解析

A :生後 7適齢のマウスに ま2Gyの 1回照射を行い 16時間後に腸管を取出 した群 と,非照射の郡 と

で Ki-67染色による比較を行った (X ユ00).全て同腹のマウスを用いた.非照射では遺伝 子型

による違いは認められないが,照射 16時間橡では野生型マウスで増殖細胞 (Ki-67陽性細胞)

の減少を認め,BelllbKO/十マウスでは殆ど減少 していなかった.

B :照射 16時間後に Ki-67陽性細胞の数をカウン トし,腸管細胞列あたりの Ki-67陽性細胞数を

比較すると,有意にBelllbKO/+マウスで多く認められた (p<0.0001),

C:同様にBrdU投与 1時間後の腸管細胞列あたりの BTdU陽性細胞数を比較すると,特に腸管幹細

胞において有意にBclllbKO/+マウスで多く認め られた (p-0,007).

D : ふ誹♂)陰濁細胞で校内にⅩ一gal染色陽性細胞を認める (×100)月 例を示す.

E:照射 24時間後のⅩ-gal染色陽性細胞数を比較すると,野生型マウスでは陰蔵内のⅩ-gal染色

陽性細胞数は照射により低下するが,Bcま11bKO/+マウスでは逆にⅩ-gal染色陽性細胞が増加 し

ていた.

転写活性 をモニ タ-す るTOP/FOPflashプロモ

-夕-にレポーター結合 したプラス ミドを用い

た.この系はWnUl,マーカテニンシグナルの活性測

定に広 く利用されている 19)20).TOP/FOmashレ

ポ一夕-プラス ミドとBc111b発現ベクタ-プラ

スミドを共に,ヒト大腸がん由来細胞株 (SW480,

CaCo2細胞)にコ トランスフェクションし,48

時間後に細胞を回収 してデュアル ･ルシフェラ-

ゼアッセイ法によりレ求-ダー活性の測定を行っ

た.その結果,Bclllbの導入によりTOPnashプ

ロモータ-の転写活性が低下することが分かった

(図3B),これらの結果は,BclllbがWnt//3-め

テニンシグナルを抑制すること,その機構 として

β-カテニン遺伝子の転写活性を抑制する可能性

を示唆する.

5.ヒ ト大腸がんでの BCI-11Ii遺伝子変異 と

LOH解析

BCLllBがヒ トがん抑制遺伝子として腸管魔境

発症に関与する可能性を,変異解析を行 うことに

より試みた.ヒ ト大腸がんの PCR産物,74検体

をダイレク トシ-クエンスした.その結果,5検

体 (6.80/a)に異 なる変異 を兄いだ した.図4A

は解析の 1例 を示す.以下に,5つの変異の部位
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図3 Bclllbの転写抑制活性の解析

A･']r3-カテニン遺伝子のプロモ-タ-の下流にルシフェラーゼレポ-タ-を結合したプラスミドと

Bclllb発現ベクタ-プラスミドをHCT116細胞にコトランスフェクションし,48時間後に細胞

を回収 してデュアル･ルシフェラ-ゼアッセイ法によりレポーター活性の測定を行った.

pcDNA3.1はnegativecontrolとして使用した.Bc111bの導入によりiプーカテニン遺伝子の転写

活性が低 下したが,Bclllbの亜鉛フィンガ-ドメインに点突然変異を有する変異体 (K604T)

では}ヲーカテニン遺伝子の転写活性の低 卜は見られなかった.

B:TOP/FOP鮎shレポ一夕-プラスミドとBclllb発現ベクタ-プラスミドを共に,ヒト大腸がん

由来細胞株 (sw480細胞,CaCo2細胞)にコトランスフェクションし,48時間後に細胞を回収

してデュアル ･ルシフェラ-ゼアッセイ法によりレポ-タ-活性の測定を行った.pcDNA3.1

はnegativeeontrolとして使周した.SW480,CaCo2いずれもBclllbの導入によりTOPBashベ

クターの転写活性が低下したが,Bc111b遺伝子のC末端の 一一-･部が欠接した変異体 はe1632)で

はTOPflashベクターの転写活性の低 卜は見られなかった,

と変異が与 える結果 を示す.

検体 1:1623- 1625GAG脱 落 (535-543の

E連続配列の iつの E脱落)

検体 2:1620- 1625GAGGAG脱落 (535-

543の E連続配列の 2つの E脱落).

検体 3:1967G脱落 (656か らの フレ-ムシフ

ト変異)

検体 4:1138G-A置換 (v380M)

検体 5:1706G- A置換 (G569D)

特徴 をまとめ ると,ア ミノ酸の置換 または脱落

をもた らす変異 が 4腫癌であり,フレ-ムシフ ト

変異が 1腺癌であった.置換 または脱落す るア ミ

ノ酸は進化的に高度に保存 されたア ミノ酸配列で

あった.

一一万,LOH解析 は ヒ ト大腸がん 74検体の うち

53検体が解析可能であった.LOH解析の結果,15

検体 (28%)に LOHが確認 された,図 4Bは解析

の 1倖瞳 示す.この 15症例 には変異が無 く,LOH

と変異の両方 をもつ症例はなかった (図4C上

考 察

1.1ir111b蛋白質は腸管の恒常性維持に関与する

Bc服lbタンパ ク質はマウスの小腸,大腸組織お
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図4 ヒト大腸がんでのBCLllB遺伝子変異とL()H解析

A :ヒト大場がん検体のBCLllB領域のシ-クエンスで変異のあった5検体のうち,1例として検

体3と検体4のシークエンスを示す.

防:BCLllBエクソン4内に存在するSNPを用いたLOH解析を示す.6検体のうち2検体でLOH

が確認される,

C :シ-クエンスとLOH解析結果を表で示す.点突然変異とLOHの両方を有する検体はなく

BCLllBがハプロ不全な大腸がん修飾遺伝子として機能することを示唆するものである.

よびヒトの大腸組織で発現 しているが,陰滞 ド部

の細胞核昌 ､わゆる腸管幹細胞の校内にもよく発

現 していることがわかった.Bcilllb機能が高度

に低 下したBcillbS826G/KOマウスを解析 し,小腸

で陰背サイズの増大を認め,純毛で BrdUの取込

みを認めた.これは陰蔵細胞および絹毛細胞の両

方で通常よりも強い増殖傾向があることが示唆 さ

れる.

i?-カテニン遺伝子発現は腸管の恒常性維持に

必要であり 16)18),観察 された細胞増殖傾向は,

Apcmin/+マウスに観察 されるもの 15)と類似 して

いた BclllbS826G/KOマウスでは棟内/3-カテニン

発現細胞数が上昇する像がみられており,BCほほ

は転写因子として19-カテニン発現を抑制的に作

用す ることが示唆 され た. その結果 と して,

Bclllbが腸管組織の恒常性の維持に関与-すると

考えられる.

2.11ぐ111blくり+遺伝子型は照射による細胞増殖

に影響を与える

BclllbKO/+マウスに 12Gy,1回の全身照射を

行い,16時間後の腸管上皮細胞 を観察 した.

BrdU取 り込み実験や K1-67の染色で,照射後の

腸管細胞にみられる増殖抑制の減弱が観察 され

た.BrdU取 り込み実験で増殖抑制が顕著に見ら

れた細胞は,いわゆるTA細胞であり,幹細胞領

域にある細胞は増殖を維持 していた.

幹細胞の増殖は主に Wnt/β-カテニン経路に

より調節 される.そこで,TOP/GALマウスを用

い,照射後の影響をみると,Bc111bKO/十マウスで

は GAL陽性細胞がより多いことがわかった.す

なわも,幹細胞は照射により増殖能をより維持 し

てい ることがわか った. これ らの結果 よ り,

Bclllbタンパク質はWnt石9-カテニン経路の調

節に関与-し,放射線照射などの損傷による細胞増
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殖抑制に働 く可能性が示唆 された.

3.Belllbはβ-カテニン遺伝子の転写を抑制する

すでに我 々の報告 を含めいくつかの報告で,

Bclllbは転写の抑制に関与するとされている.

Bc王11bは細胞核 内で転写抑制複合体で あ る

NuRDcomplexの一員として転写に関与 し,その

標的遺伝子として p21,p27,p57(細胞周期抑制

因子)が報菖 されている2)3).今回の培養細胞系

を用いた実験から,i?-カテニン遺伝子 もBdllb

の転写抑制の標的となることがわかった.したが

って,Bc111bの機能低下はl9-カテニンを介して

細胞の増殖促進に働き,それが発がんに寄与する

と考えられる.

4土 BCLllB遺伝子変異はヒト大腸がんに関与

する

ヒト大腸がんの 74検体を検査 したところ,5検

体に変異と15検体にLOHを兄いだした.5つの

変異はフレ-ムシフトが 1,置換が2,脱落が 2で

あった.これら20の DNA変化では,IJOHと変異

の両 方 を もつ症例 はなか った. これ に よ り

BCLllBがハプロ不全ながん抑制遺伝子としての

働きをもつことが示唆 された.マウスの小腸腺癌

ではApcmin/+単独では Bcillbの LOHは高頻度

に観察 されるが,Apcmin/+;BcillbKO/+マウスの

腰痛では野生型の Bclllbアレルの消失は全 く見

られないことは以前報告 している 11).この結果

は,Bclllbがハプロ不全ながん抑制遺伝子または

修飾遺伝子であることを示唆 していたが,本論文

で得 られた結果 とよく一致す る. したがって,

BCLllBはハプロ不全な大腸がん修飾遺伝子とし

て機能 している可能性が高い.

総合すると,約 27% (20/74)のヒ ト大腸がん

で BCLllBの変化が観察され,ヒト大腸がんへの

関与が示 された,すなわち,ヒ トの大腸がん発症

の リスク因子,診断,治療,予後を考える上で重

要な点となるはずと考えられる.

結 読

BelllbKO/+マウスにおけるBclllb活性の低下

は,放射線照射による腸管障害時にみられる増殖

抑制の減弱をもたらし,更に Bclllb機能が低下

したBclilbS826G/KOマウスでは腸管の恒常的な組

織維持においても障害がみられる.これらの表現

型は腸管の恒常性維持に必須であるWnt/i?-カ
テニン経路を活性化することにより出現 している

ことが推測 された.

これらの結果は,ヒト太陽がんの BCLliB変異

の結果と合わせて,BCLllBアレルの欠損が少な

くとも一部のヒ ト大腸がん発症に関与することを

強く示唆するものである.
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