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要 旨

胸腺 細 胞の分化 ･成熟にβカテニンおよび Bclllbは重要な働きをする.1号カテニンはWnt

シグナル系の下流に位置し,刺激後に校内に移行 し,Tcf/kfのコアクチべ-夕-として,様々

ハプロ不全な癌抑制遺伝子である.雨音とも胸腺T細胞の分化に影響するが,その関連性は明

らかでない.そこで,APCmin/+マウス,Bc111bK()/+マウス,Bc111bS826G変異マウスを用い,細胞

分化の進行度と各々の分化段階にある胸腺細胞内の/?カテニン発現量を測定 した.APCmin/+マ

ウスで!?カテニンの L昇が観察され,これは生理的な発現調節に従うものであった また,胸腺

細胞の分化,成熟を促進 させることが分かった.-jjJ,Belllb発現の低 ドしているマウスでも

/!3カテニンの上昇が確認されたが,APCmin/'マウスとでは/?カテニンの発現レベルが細胞種で

異なることが分かった.すなわち,生理的な発現とは異なる特異な発現誘導を示 した.そこで,

両者の影響を同時に受けるBc111bKO/+;APC min/十マウスを作製 し検討 した結果,iヲカテニンの

発現上昇はみられたが,APCmin/+マウスでみられた分化の促進は観察 されなかった.これらの

結果は,Bc11ibがiタカテニン遺伝子を含む遺伝子発現に影響すること,その総合的な発現結果

が胸腺細胞分化に影響すること,を示唆する.
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胸腺細胞は胸腺肉のズ トロ-マ細胞 と相互作用
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し,いくつかの分化段階 を経て成熟す る 叛 3つ

の細胞表面マ-カ- CD4,CD8,TCRβを用いて

各分化段階にある細胞 を分類すると,CD4,CD8

別刷請求先 :〒95118510 彩漕摘川す央区旭町通 1-757

新潟 大学 大学院医粛学総合研究科消化 旨紺綱車､㌢:分

野 用 ｢臓病学分野 森 汀巨憤



260 新潟医学会雑誌 第 125巻 第 5号 平成 23年 は011)5月

を 発 現 し な い CD4-ソCD8-double-negative

(DN)細胞がもっとも未分化な細胞であり,この

DN細 胞 は さらに細 胞 表面 マ -カー CD44と

CD25の発現の有無によって 4タイプ 脇Nlから

DN4)に分類 される.DN3(CD舶ソCD25+)細

胞でTCRβ鎖遺伝子瑚 埠構成が起 こり,TCRi･?

タンパ ク質は発現 され,preTCRレセプ タ-が形

威 される.次に,CD8の発現量が上昇 し,CD4ソ

CD8+/TCRβ lowの細胞,すなわちimmatureCD8

single-Positive(ISP)細胞が形成 され る.続 い

て,CD4の発現量が上昇 し,CD4+/CD8+/ TCR

J9lowの DP細胞が掲現する. この時期にTCRα

鎖の再構成が起 こり,細 胞 表 面に完全な 勘.ヲTCR

鎖が構築 される,この TCRF鹿hDP細胞は,aiヲ

TCR鎖 とMHCペプチ ドの複合体の影響 により,

TCRl?highcD各十もしくはTCRI.ヲhighcD8十の sin-

glepositive胸腺細胞 (SP細胞)へ と成熟す る.

この過程でいわゆる ｢iEの選択｣と ｢負の選択｣

が行われる.

これ らの分化過程の進行には,Notehシグナル

などの多くのシグナル転達系が働 くが,その つ

にWn卜i/3カテニンシグナル伝達経路がある2ト 5)

WnU)ガン ドがその レセプタ-に結合す ること

によって,βカテニ ン/TC巨Lefシグナルが活性

化 される.Wmtリガン ドがレセプタ-に結合 して

いない と きには,細胞質内で アキ シ ン,Ape,

GSK3右 CKiの複合体が形成 される.βカテニ

ンはこの複合体によって分解 されるため,Tcf/hf

は遺伝 子プロモ-タ～に結合できない.Wntリガ

ン ドが結合すると,掩合体が解体 し,分解 されな

くなったi才力テニンが校内に移行 し,Tcf/iJe摘婆

路のコアクチベ-タ-として働 き,様々な標的遺

伝 子 を転写する (C-myc詳yelinDなど).Ape遇

信 J'Lに 111ill変 異 をもつ AI'Ll‖-i‖･てTJ77∴まと 卜LL

腸 が ん の モ デ ル マ ウ ス として有名であり,野生型

ア レ 捗 が 消 失 す るこ と に よ って Wn巨 l'iカテニン

シ グ ナ ル が 克 進 し 書 発 が ん に 至ると考えられてい

る6).

iヲ カ テ ニ ン ほ D N 3 細 胞 で 強 く発現 し声次 U)

DN ∠摘 む粥腹 で は 発 現 が 減 少 し ゥ DP細胞ではほとん

ど検 班 さ れ な い . し か し チ TCR∫'沖ighsp細胞では

再び発現する.I.ilk-Ctで りコンビ十一ゼを川い､

DN3期で/,?カテニ ン発現 を減少 させたコンデ ィ

ショナルマウスの解析では,DN期か らDP期へ

の胸線細胞の分化進行が阻害 される7).Tcf欠損

マウスでは,DN期で細胞数が減少 しDP期への

進行がプロッタされる8).これ らの結果から,I?
カテニ ン/TcトⅠ虎f経路 は DP細胞への分化に必

須であり,また DPか らSPへの成熟にも影響す

ることがわかっている.-方, L記のコンデ ィシ

ョナルマウスの系を用いiヲカテニンの過剰発現を

誘導すると,その発現段階で胸腺細胞は分化を停

止することが報告 されている 9ト 12).しかし,中

等度のiフカテニン発現 を誘導する トランスジェニ

ックマウスでは,分化停止ではなく,分化の進行

を促すという報告がある 13ト 町 従って,分化に

は発現量も重要な因子であることが示唆 される.

Bclllbは Z豆nc畠rigerドメインをもつ転写園子
であ り,ハプロ不全な癌抑制遺伝子である 18)

Bdnb欠摘 (BcillbK｡欄そ))マウスは DP細胞 を

形成せず,DNからiSP細胞の段階で分化 を樺山

することから,Bclllbは αβT細胞の分化に重

要な役割 を果たす ことがわかっている 輔 2()). -A

方,コンデ ィショナル KOマウスを使用 し,CD4

プロモ-タ-依存性 Creリコンビナ-ゼを用い,

DP細胞で Bclllbを欠接 させ ると,ai?TCRシ

グナルは伝達 されず,SP細胞への分化は阻害 さ

れる21).BculbKO/+マウスの胸腺細胞では,わず

かであるがiヲカテニ ン発現の 上昇がみ られる22)

分化の停止時期や発現などで Be111b欠損 とlフカ

テニン発現の異常に関連性が観察 されるが,両者

の関係は明らかではない｡

そこで,我々はAPCmim/+マウスを用い,βカテ

ニン発現 とDNからDPへの分化 DPからSPへ

の成熟,への影響 について検討 を行 った.また,

BclllbK()/'マ ウスお よび Bc皿lbKO/+APCmin/+マ

ウスを用い,B測 lbの遺伝子監護変化 が攣凍 る1ヲカ

:[-二ンし])発現以上び 卜.iLIL')′′ナ化･成牲 ＼LI):.甘:tJ里二

lタカテニン発現が 妻潤 しサ胸腺細胞の射 ヒが促進

されていることチBc姐IbK軌 マウスでも′',3カテニ

ンの増加は認めるが,胸腺細目泡の分化はむしろ抑
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剃されていることがわかった.これらの結果から,

Bc豆11bの βカテニン発現に与える影響は,Ape

と異なる機構であると推測 される.

実験材料と方法

マウス

今回使用したBelllbノックアウトマウスは,われ

われが以前報箆した通りである19).Bc王11bKO/S826G

変異マウスは理化学研究所の ENU突然変緊マウ

ス計画による作製体である (理研 ･権藤博士との

共同研 究 に よ り作 製 され た 23日.す なわ ち,

C57BL/6雌 マ ウスに N-ethy豆-N-nitrosourea

(ENU)を授与し,そのFlマウスのライブラリー

を作製 した.これらの精子 DNAの配列 を検索す

ることによって,Bd11b遺伝子の変異を抽出 し,

シ-クエ ンス法によってその変異 を確認 した.

BC王11bKO/S826Gマウスは,826番目のアミノ酸が S

か ら Gに置換 されてお り,他遺伝子の背 景は

C57BIノ6を維持 している.BclllbKO/S826Gマウス

は Bc豆11bKO/十マウスとBclllb+/S826Gマウスを交

配 して得た.APCmin/すマウスは,Apc遺伝 子の

850番目のコ ドンが切断型変異を来しており,他

遺伝背景はC57BL/6である.

本研究で使用したマウスは,新潟大学内の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℃で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TCRβ-FITC,抗j,3カテニ

ン-FrrC (eBioscience社)を用いた.非 特異的

抗原抗体反応を防ぐために,-次抗体反応前に抗

CD16/32抗体を染色前に添加 した.染色 した細胞

は FACScan(Becton-Dickinson社)を用いて

FACS分 析 を行 い,デ ー タの解析 は Flow弓o

Software(Tree-StaT社)を用いた.死細胞や壊
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死組 織 片 は解析 暗 に,forwardscatter(FSC),

sidescatter(SSC)を用いて除外 した.

結 果

APCm邑n/+マウスでの βカテニン上昇 と胸腺細胞

の分化促進

APCmin/+マウス捌 毎腺細胞で発現 している/9

カテこン量を,抗 13カテニン抗体を用いプロ-普

イ トメ トリー法で測定 した.同時に,抗 CD4,抗

CD8抗体で染色した 図 1鬼左図は野生型マウス

のCD4,CD8の発現鼠,中図は′ヲカテニン抗体を

加えたときと加えないときの胸腺細胞全体での染

色細胞を示す.抗体を用いたとき明らかに測定値

が上昇しているので,検出の妥当性が確認 された.

右図はDN,DP,CD4SP細胞での発現量を示 して

いる.βカテニンは DN細胞で高い発現 を示 し,

DPで低く,CD4SP細胞では中程度の発現を示 し,

これは以前の報告 と一致 し24),測定法の妥当性

を示す.固相 はAPCmin/+マウスと野生型マウス

の DN,DP,CD4SP細胞での19カテニンの発現星

の違いを示す.APCmin/十マウスでは,いずれの分

画でも野生型に比 し高い発現を認めた.図2Aと

慧Bは全体の結果をまとめている.レーン1に野

生型の発現量を,レ-ン2にAPCmin/+マウスの

発現量を桑す.

i?カテニンの胸腺分裾 二対する影響は複雑であ

り,過剰な上昇は胸腺分化の停止を,中程度の上

昇は分化の元進をもたらす.中程度 _i:.昇をもたら

す トランスジェニ ックマウス (CAT-Tgマウス)

はDN3段階での分化の促進,DN4での停LtI,さ

らに ｢正の選択｣の分化過程が促進 される,とい

う報告がある 13)16㌦APCmin/十マウスでの分化影

響 を測るために,DNからDPへの分化指標 とし

て,ⅠSP細胞の% を用いた.すなわち,CD4ソ

CD8+分画に含まれる細胞 (図3A 右下分画)

をさらにTCR/ヲ発現量で分け,発現の低いTCR

Jヲlow細胞を特定 した (図 3B).また, ｢正の選択｣

以降の過程を,TCRβの発現上昇 (%)および成

熟CD4SP細胞の%上昇,の 2過程に分け検討 し

た.前者はTCR13high/totalthymocytes%で表 し
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図 1 1フカテこンの発榔義

(A)左図は野生型マウスのCDも CD8の発現鼠 明 細ま;才力テニン抗体を加えたときと加え

ないときの胸腺細胞全体での染色細胞を示す.右剛 まDN,DP,CD4SP細胞での;3カテ

ニンの発現量を示している.

(B,C)APCmiー/+マウス (B),BclllbK()/S826G変異マウス (C)と野生型マウスの DN,DP,

cm4SP細胞での/?カテニンの発現量の違いを示す.

(図 3C),後者の指標 を CD4SP/DPO/Oで表 した

(図3A 左上分画).

図 4Aの レ-ン2(レ-ン 1は野生型 を示す)

はその総合結果を示す.ISP細胞数の%はほとん

ど変わ らなかった.図4Ⅰ葺の レーン2はTCR!?

high細胞の%の結果を表す,野生型に比べ1.9%

増加 していた.図4Cのレーン2はCD4/DPの%

を表す.野生型に比べ 0.9%増加 していた.これ

らの結果は,｢正の選択｣とその後の胸腺細胞の

成熟ではどちらもAPCmhl/+マウスの胸腺細胞で

は克進す ることを示 している.これは APC'¶in/+

マウス胸腺細胞でのβカテニンの上昇によると考

えられる.

]'･t･‖lhのβカテ二ン発現への影幣

BclllbKO/+マウスの胸腺細胞では19カテニン

の発現 上昇が観察 されることをすでに我々は敬

子等しているが,その上昇は少 ない 22),そこで,

B測lbKO/S826G変異マウスを用い,Bc111b機能低

下と/ヲカテニン発現 上昇 との関連性 を検討 した.
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1 2 3 4

(tP≦0.01)

1 2 3 4

1.Wモ

2.APCmm lナ

3.Bc-11bト＼0-

4.APC-川･一･:BclllbhO.

図2 各表現型毎の1,号カテニン発現鼠

(A)全胸腺綱 か中の1'iカテニンを発現する細胞の割合および平均値を示す.

(B)CD4SP細胞中のJ?カテニンを発現する細胞の割合および平均値を示す.

Bclllbヰ/SB26G変異マウスはENU投与マウス群か

らBc111も遺伝子に変異をもつマウスを選び出し

たものである.選ばれた変異マウスはBc111bの

アミノ酸位置 826のセリン (S)がグアニン (G)

に置換した遺伝子をもつマウスである.

図 ICはBcillbKO/SB26G変異マウスと野生型マ

ウスの lgカテニ ンの発現 量 の違 い を示 す.

BclllbKO/S826G変異マウスではigカテニンの上昇

が明らかに認められ Bdllb発現の低下とβカテ

ニンの発現上昇との関連を確認できた.ところが,

BclllbKO/S826G変異マウスとAPCmin/+マウスとで

は,分化段階で発現レベルが異なることが分かっ

た.APCmin/'マウスでは,DNで高く,DPで低下

し,再びspで上昇する.これは生理的な発現調

節に従っている.一方 BclilbKO/S826G変異のマウ

スでは,DNで高 く,DPでやや低下 し,SPでさ

らに低下する.これは単純に生理的な発現調節に

従って,Bcillb低下がi?カテこンの上昇をもたら
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すわけでなく,他の影響も加味されていることを

示唆する.BLl111bとAPCによる抑制は,前者は

転写レベルでの制御であり,後者はタンパク質分

解のレベルの制御と異なる機構であり,/タカテニ

ン発現上昇のパタ-ンの差はその違いを反映する

と考えられる.

Bclllbli0//+マウスにみられるβカテニン上昇と

胸腺細胞分化

図3はBclllbKO/+マウス胸腺細胞の分化パタ

ーンを含む.図4A,4B,4Cのレ-ン3はそれぞ

れ,DNからDPへの分化指標 として ISP細胞

の 0/0,TCRiタの 発現上昇 の%,お よび成 熟

CD4SP細胞の%の結果をまとめたものを嚢 して

いる.ISP細胞数の%は,野生型に比べ約 2倍上

昇 していた.一方,TCRI?highの%は 2.8%低下

し,CD4SP/DPのD/Oも1.8%低下していた.これ

はDNからDPへの分化過程,DPからSPへの分
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図3 各表現型毎の分化パ タ-ンの比較

各種表現型の胸腺細胞におけるCD4,CD8,TCRfr3の発現をフローサイ トメ トリ-

にて検討 した.

(A)抱軸をCD4の発現鼠 横軸をCD8の発現巌とし,胸腺細胞全体での染色細胞を

′JH-.

(B)CD4ソCD8十分画に含まれる細胞におけるTC況βの党規巌.縦軸に細胞数,横軸

にTCRl才の発現巌を示す.低発現観の分画が 王SP細胞である.

(C)全胸腺細胞におけるTCRJ才の発現鼠 縦軸に細胞数,横車離ニTCI㍉才の発現鼠を

示す.

化過軋 どちらの過程も障害されていることを示 Belllb発現の担カテニン作用にあたえる影響

している.B測 温bKO/+マウス胸腺細胞ではIr?カテ Bdllbの発現量低 Fとβカテニンの発現およ

こン上昇が観察 されたが,これらはこの発現 上昇 び作用との関連性について,両 者の影響を同時に

から期待 される結果とは逆の表現型を示 してい 受けるマウス (BclllbKO/+;APCmin/'マウス)杏

る. 作製 し,検討した.このマウ封 まBdllbKO/+マウ

スとAPCmim/'遺伝 子型が導入されたマウスを交
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図 4 各表現型毎の分化パターンの比較の結果

(A)全胸腺細胞中のISP細胞の割合とその平均値を示す.

(B)全胸腺細胞中のTCRi才を高発現する細胞の割合とその平均値を示す.

(C)DP細胞とCD4SP細胞の比,およびその平均値を示す.

配することによって得た.i?カテニ ンの 発現は野

生型と比べ L昇 していたが,Bc払1bKO/十マウスと

比較 し大きな変化はない一丸 APCmi /十マウスと

比較 しむしろ低 下していた (図2,レ-ン4).漢

に,胸腺細胞分化の進行を検討 した.分化パター

ンは図 3に,そのまとめは図4に表 した.ISP細

胞の細胞数%は上昇し,APCmin/'遺伝子型が導入

されても,DNからDPへの分化障害は改善され

なか った.TCRijDhi町 totaHhymocytesの 0/Oは,

APCmim/十遺伝子型の導入により若 戸のr舶削まみ

られ るが,その程度 は大 きくない.CD4SP/DP

の0/Oも同様に改善の程度は少なかった,これは,

Bd1ibKO/+遺伝子型の影響が強く,APCmin/+遺伝

子型の作用は強く影響 していないことを示す.こ

の ことは,Bcllibの機能低下によりAPCm主n/+作

用が減弱 したと考えられる.

考 察

胸腺細胞は胸腺肉のス トローマ細胞と相互作用

し,互いにシグナルの伝達を行 う.これにはTCR

シブナ町 Notchシグナルなどの多くの因子が関与

するが,Wnt/i?カテニンシグナルも含まれる2)3)5)

この伝達 される細胞内シグナルは,異なる分化段

階にある細胞で異なり,このシグナルの変化に従

い,l才力テニン発現は変動する.具体的には,野

生型 マ ウスで は DN3で iヲカテニ ンが 卜昇 し,

DN銅貨階に進行すると低 ドする.DN4で /?カテ

ニン低下の起 こらない トランスジェニックマウス

(cATi g)では,DN4段階で分化が停止する15)16)

この 玉二昇と低下は DPに移行するのに必要であ

る.DP剥朋毎ではほとんど発現 は見 られないが,

SP細胞では再び発現が観察 される.この発現変

動が細胞分化をコントロールする重要な要因の一

つであると考えられている 13)抽 17).本 論 文 では,
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これらの既知所見に以 Fの新知見を加えた,

APCmin/+マウスは生理的な発現制御 を受ける

条件 下で,βカテニンの発現 上昇を示すことがわ

かった.これは L記の CAT-Tgマウスとは異な

り,βカテニンの生理機能を知る土で重要な要件

である.APCmin/+マウスの胸腺細胞では DNや

王SP細胞での分化障害はみ られず,DP細胞から

SP細胞への分化の先進が観察 された.これ らの

結果はβカテニンの分化促進作用を示す.このこ

とを生理的条件をJ嘉嘆 した系で示せたことに意義

がある.

Bdlibの発現低 卜は/才力チエンの発現上昇 を

もたらすが,生理的な発現制御に従い修飾するも

のではなかった.すなわち,DN,DP,SP段階 と

いう分化の進行に伴い発現が低下するという特異

な結果をもたらす ことがわかった.この Bclllb

発現低下による1?カテニン発現修飾の機構は明ら

かでない.βカテニンの発現調節は主に分解レベ

ルで制御 されているが,その調節はそれぞれの分

化段 階の細胞内シグナル環境により!?カテニン発

現が影響 される.その例 として,preTCRシグナ

ル,a/?TCRシグナルの影響が挙げられる.DN3

で分化停止 した胸腺細胞 (RAG卜 KOマウス)

をanti-CD3抗体で preTCRレセプタ-を刺激す

ると,βカテニン発現が 丘二昇 し,平行 して DN3か

らの分化が進行す ることが種告 されている 15)

このシグナル伝達過程を詳細に解析 し,preTCR

からErkの リン酸化 この リン酸化により!?カテ

ニン発現が 掴 むするという経路を示 している16)25)

また,DP細胞や弛rkat細胞に抗 CD3と抗 CD28

抗体で α/?TCRレセプタ-を刺激すると,βカテ

ニンタンパク質の上昇 (安定化,分解の抑制)が

み られることが報告 されている 17).このシグナ

ル伝達馴司様に,勘9TCRsignal五mgからErkを経

てβカテニンが活性化 される,という経路が示さ

れている.従って,Bc111bKO/'マウス胸腺細胞で

みられたJヲカテニンの発現上昇は,これらの細胞

内シグナル環境により影響 されている,と考えら

れる.

Bcllib欠失が与える細胞内シグナル環境への

影響の例 として,preTCRや α/'iTCRレセプタ-

を介したものがある.どちらのシグナルも匝R害 さ

れることがわかっている 19ト 21).これ らの影響

は, 五二記のようにiヲカテニン発現を低 ドさせるは

ずである.しかし,実際は少なくともDN対朋包で

明 らかに上昇 していた.従って/?カテニン発現へ

の影響は,これらのシグナル系以外の遺伝 予発現

の変化 もしくは Bcillbが直接 βカテニン遺伝

子発現に作用 し,その機能低 摘 ミ遺伝 子発現を 正二

昇 させている可能性がある.それぞれの分化細胞

でのβカテニン発現 レベルは細胞内シグナル環境

の総合結果により決定 される,と考えられる.

BclllbKO/+;APCmin/+マウスの解析では,Jrフカ

テニンの発現 し昇が観察 されたが,APCmin/'マウ

スよりその発現は低下 していた.また,DNから

DPへの分化,spへの分化の進行は促進 されなか

った.これ は,BclllbKO/+遺伝子型 の影響 が,

APCnlin/+が与える影響 より強い可能性,または

Bclllb重く0/+遺伝 子型がAPCmin/+の影響 を負に調

節する可能性が示唆 される.上記のようにBclllb

の欠失は preTCRシグナル,α1号TCRシグナルの

どちらも阻害するので,これ らの TCRシグナル

の低 卜が,APCmi n/十が与える胸腺細胞分化への影

響に作用 している可能性がある.

結 語

APCmiI-/+マウス,BclllbKO/+およびBclllb+/S826G

変異マウスを用い,βカテニン発現星とその胸腺

細胞分化に及ぼす影響 について検討 を行 った.

APCmh/'遺伝 子型はi?カテニン発現 を上昇させ,

胸腺細胞 分 化U)｢巌の選択｣を促進 させることが

わかった. ･方,Bdllbの機能低下 も!?カテニン

上昇を含め様々な遺伝子発現を格納 し,その総合

作用として,1?カテニンのもつ糊 泉細胞分化影響

を減弱 させることがわかった.
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