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研究成果の概要（和文）：放射線照射後の萎縮胸腺で、Bcl11b の遺伝的変化を経時的に調べた

結果、Bcl11b は発症初期過程に働くことが明らかになった。Bcl11b は細胞周期チェックポイン

トに働く Chk1 のリン酸化に影響し、標的遺伝子として、p27 kip1 p57 kip2 およびβ-catenin

が明らかになった。マウスの発がん実験からは、Bcl11b 機能低下は細胞増殖を促し、それがリ

ンパ腫、腸管腫瘍の発がん原因であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Analysis of radiation-induced thymic lymphomas and atrophic 
thymuses revealed that Bcl11b functions as a suppressor at an early stage of the lymphoma 
development. Bcl11b transcription factor downregulates Chk1 check point kinase and its 
targets include cell cycle inhibitors such as p27 kip1 and p57 kip2 and alsoβ-catenin. Deregulation of 
these proteins in Bcl11b heterozygous mice contributes to development of lymphomas and colon 
cancers.  
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１．研究開始当初の背景
放射線誘発マウス胸腺リンパ腫は、がん系列
細胞の変異および宿主組織要因が発がんに
協調して関与することが明らかな系であり、
複雑なヒト発がんのよい実験モデルと考え

られてきた。また、前リンパ腫細胞の同定や
関与する遺伝子の単離に適した系であるば
かりでなく、胸腺リンパ腫はマウスのがんの
中では主要ながんである。この胸腺リンパ腫
から、我々はリンパ腫抑制遺伝子として
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Bcl11b/Rit1 を単離したという背景があり、
ヒトの白血病では Bcl11b に変異が報告され
ていた。Bcl11b 遺伝子欠損をもつマウスの解
析から、Bcl11b は胸腺リンパ細胞の分化に関
与する転写因子であることは分かっていた
が、その T細胞分化の制御機構は不明であり、
同様に Bcl11b の発がんへの抑制機構も不明
のままであった。
２．研究の目的

本研究の主な目標のひとつは、我々が単離し

た Bcl11b 遺伝子が発がんに寄与する時期と

その細胞の特性、およびその貢献の機構を解

析することである。また、リンパ腫以外での

発がん抑制への関与の有無を明らかにする

ことも目的とした。具体的には以下の課題を

掲げた。

(1)先ず、Bcl11b タンパク質の機能解析を行

う。Bcl11b 変異体を作製し、ドメインのもつ

機能特性を明らかにする。

(2)Bcl11b ノックダウン細胞を用いて、

Bcl11b 機能低下がもたらす細胞増殖への影

響と発がんへの関与を検討する。

(3)放射線照射誘発萎縮胸腺に存在するリン
パ腫および前リンパ腫細胞を対象に、Bcl11b
遺伝子の発がん過程への役割を解明する。こ
のために、Ikaros および Bcl11b の発現を抑
えるレンチウイルス siRNA発現ベクターを作
製し、利用する。マウス接種実験や胸腺細胞、
培養細胞での siRNA 効果を検討する。
(4)Bcl11b は胸腺以外でも皮膚や腸管で発現
している。Bcl11b-KO マウスでは皮膚の低形
成が観察されるが、腸管では大きな変化はみ
られない。これらの臓器でのがん抑制遺伝子
として働いているかどうかを検討する。具体
的には、Bcl11b のコンディショナル KO マウ
スや ENU 誘発 Bcl11b 変異マウスを作製し、
皮膚特異的、腸管組織特異的欠失を行なう。
このとき、皮膚がんを発症す ras-Tg マウス
との交配も行い、経時的に皮膚がん発症を観
察する。
３．研究の方法
(1) 用いた細胞と Bcl11b 変異体および
Bcl11b 標的遺伝子プラスミドの作製。HCT116
細胞(ヒト大腸がん細胞由来)、MCF-7 細胞(ヒ
ト乳がん細胞由来)の培養には
DMEM(sigma)+10% FBS+1% P/St 培地を使用し
た。Bcl11b標的候補遺伝子(マウスとヒト p27
kip1, Bcl-xL, p57 kip2)とコントロール遺
伝子 GAPDH のプロモーター領域を PCR 法で増
幅し、ベクターに組み込んだ。一方、Bcl11b
タンパク質は pcDNA 3.1/ myc-His A
vector(Invitrogen)の EcoRⅠと HindⅢ制限
酵素サイトにマウスの Bcl11bα、β、γの
cDNA を組み込んだものを使用した。変異体の
作製には PrimeSTAR Mutagenesis Basal
Kit(TaKaRa)を用いた。

(2) 転写活性の測定。ルシフェラーゼアッセ
イキットのプロトコールどおりに細胞を破
砕し、アッセイを行った。標的遺伝子の活性
(ホタル・ルシフェラーゼ)とコントロール遺
伝子の活性(シーパンジー・ルシフェラーゼ)
はイルミネーターを用いて測定した。
(3) ウエスタンブロッティングおよび ChIP
assay 法。ウエスタンブロットは通常の方法
に従い、ChIP 法 Upstate chromatin
Immunoprecipitation (ChIP) Assay Kit のプ
ロトコールをもとに行った。
４．研究成果と考察
(1) 放射線誘発マウス胸腺リンパ腫の多段
階発がん機構解明を目的とし、Bcl11b と
Ikaros 遺伝子の解析を行った。p53 ヘテロ型
の背景で Bcl11b ヘテロマウスは高頻度にリ
ンパ腫を自然発症した。しかし、野生型のア
レルの消失はみられず、Bcl11b のがん抑制は
ハプロ型不全であることが示唆された。次に、
Bcl11b と Ikaros の DNA 変化（LOH）を照射後
萎縮胸腺で経時的に調べた。その結果、
Bcl11b は発症初期過程に、Ikaros は後期過
程で働くと考えられた。
(2) 放射線照射後萎縮胸腺でクローナル増
殖する細胞を検索した。VDJ 組換えした G1 期
大型細胞が検出され、これが前リンパ腫細胞
と考えられた。この G1 期細胞は正常細胞よ
り大きく不均一で、一方 S期細胞の大きさに
は違いはなかった。萎縮胸腺内の大型リンパ
球には G1 期での細胞成長の制御に異常が存
在すると考えられた。
大型リンパ球特異的 RNA発現をマイクロア
レイ解析した。Notch1 と p21、Bim の発現上
昇がみられた。増殖と停止、細胞死シグナル
が混在し、それが前がん病変の特徴と考えら
れた。
(3) Bcl11bKO/+マウスに 3Gy のγ線を一回照射
すると、その多くは照射後 250 日以内に胸腺
リンパ腫を発症する。この発症は野生型の
Bcl11b+/+マウスの照射ではみられない。
Bcl11bKO/+マウスは照射後日数の経過に伴っ
て細胞数を減少させ、胸腺は萎縮した状態と
なる。そこで、萎縮胸腺に存在する細胞のク
ローナリティーを、T 細胞リセプター遺伝子
座の VDJ組換えパターンをアッセイし調べた。
照射後 30 日のマウス胸腺細胞でも約 1/3 に
クローナル増殖を示し、照射後 80 日の胸腺
ではさらにその頻度が上昇した。Bcl11bKO/+

マウスの代わりに、Bcl11bflox/+;Lck-Cre マウ
スを用いた場合でも、やはり照射後萎縮が観
察された（Go et al., 未発表）。これは、
Bcl11bKO/+遺伝子型の発がんへの貢献が、骨髄
細胞に由来する未分化細胞にあるのではな
く、DN3(CD44-/CD25+)細胞以降にまで分化し
た細胞にあることを示唆する。というのは、
Bcl11bflox/+;Lck-Cre マウスでは、DN3 以降の
分化した胸腺細胞でのみ Bcl11bKO/+遺伝子型



となり、骨髄の細胞には影響しないからであ
る。
(4) Bcl11b の機能を知る目的で、RNAi 法に
よる Bcl11b ノックダウン細胞を解析した。
その結果、Bcl11b は細胞周期チェックポイン
トに働く Chk1 のリン酸化に影響することが
分かった。また、Bcl11b ノックダウン細胞は
p27 および Bcl-xL の mRNA 量が速やかに減少
することが分かった。
(5) Bcl11b タンパク質には 6個の亜鉛フィン
ガードメインが存在し、細胞核内で Sirt1
deacetylase や NuRD 複合体を形成し、転写調
節することが報告されている。そこで、
Bcl11b タンパク質の DNA 結合性について、
種々の GST 融合 Bcl11b タンパク質を作製し、
結合配列として報告されている配列を用い
てゲル移動度シフトアッセイを行った。その
結果、6 個存在する亜鉛フィンガードメイン
の2番目と3番目のドメインを含むGST-融合
Bcl11bタンパク質がDNAとの結合性を示した。
同様に、Bcl11b により標的遺伝子 p27kip1 プ
ロモーターの発現が 40％程度抑制されるこ
とをルシフェラーゼアッセイ法により示し、
この抑制効果が 6番目のドメインを欠失する
ことで抑制作用がなくなる。これらのことか
ら、Bcl11b タンパク質に存在する 6個の亜鉛
フィンガードメインは、DNA 結合性を示すも
の（N 末端側のもの）と転写調節に関与する
もの（C 末端側）とに機能分担されているこ
とが示唆された。
(6) ヒト大腸がんで Bcl11b の変異検索を行
ったところ、5 例に突然変異を検出した。そ
こで、これら変異の効果を検討した。Bcl11b
変 異体の発現ベクタープラスミドを
TOP/FOPflash レポータープラスミドと共に
β-catenin の発現様式が異なるヒト大腸が
ん由来細胞株（SW480、HCT116、CaCo2、RKO
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･ルシフェラー
ゼアッセイ法によりレポーター活性の測定
を行った。その結果、Bcl11b により TOPflash
ベクターの転写活性が低下し、Bcl11b がβ
-catenin 活性を抑制することが分かった。ま
た、欠損領域を持つ Bcl11b ベクターを用い
た解析で、Bcl11b の C 末端側に存在する 3箇
所の亜鉛フィンガードメインを含む領域を
欠くことにより活性の抑制効果が見られな
くなった。これらは、β-catenin(-)の RKO
細胞を除く３つの細胞系で同様の結果が得
られた。この結果から、Bcl11b はβ-catenin
の転写活性を抑制し、C 末端側 3 箇所の亜鉛
フィンガードメインを含む領域が深く関与
することが示唆された。次に、細胞内局在へ
の影響をみた。５つの変異の内、１変異が核
内移行の異常、残り２つは核内のタンパク質
分布に異常を示した。以上の結果から、
Bcl11b転写因子はβ-catenin 発現を抑制し、

Bcl11b 機能低下はβ-catenin を上昇させ、
それがリンパ腫、腸管腫瘍の発がん原因であ
ると考えられた。
(7) Jurkat 細胞を用いた ChIP アッセイ法に
より、Bcl11b が p27 kip1 および p57 kip2 遺
伝子に結合しているかどうかを検討した。免
疫沈降の際、Bcl11b 抗体と Bcl11b と共沈降
することが報告されている Sp1抗体も使用し
た。その結果、Bcl11b 抗体と共に p27 kip1
と p57 kip2 の転写開始点上流の配列が沈降
し、Sp1 抗体とは Bcl11b 抗体を用いた場合と
同様に p27 kip1 と p57 kip2 の転写開始点上
流配列の沈降が認められた。対照として用い
た beta-actin や DHFR (dihydrofolate
reductas)は沈降が認められなかった。同様
に、Bcl11b のβ-catenin プロモーターへの
結合性を検討した。ChIP アッセイの結果、
Bcl11b 抗体と共にそれぞれの転写開始点上
流の配列が沈降した。以上の結果から、
Bcl11b は３つの遺伝子の転写調節に関与し
ていることが示唆された。
(8) Ikaros の発現を抑えるレンチウイルス
siRNA 発現ベクターを作製し、マウス BW5147
細胞に感染させてその効果を調べた。感染後
2日後には、Ikaros の発現が 95％以上抑制さ
れ、浮遊系細胞にも効率良く効果を示すこと
が分った。デキサメサゾンを培地に添加し、
Ikaros siRNAの有無におけるアポトーシス誘
導への影響を調べた。その結果、Ikaros siRNA
で Ikaros の発現を抑制すると、アポトーシ
スが抑制されることが、ウエスタンブロット
解析（caspase3 の活性化の低下）やフローサ
イトメトリーによる解析（DNA の断片化の低
下）により確認された。しかし、残念ながら
発がん段階特異的に抑える実験系とはなら
なかった。それは抗アポトーシス作用が期待
より小さく、強い細胞障害性という副作用が
みられたからである。
一方、Bcl11b-siRNA 発現レンチウイルスを
作製し、利用した。しかし、Bcl11b の発現抑
制は、細胞のアポトーシスを誘導するため、
発がん抑制効果を検討することはできなか
った。
(9) Bcl11b遺伝子の皮膚がん発症への関与の
有無を検討している。この解析には、Bcl11b
のコンディショナル KO マウスおよび ENU 誘
発 Bcl11b 変異マウス（理研筑波・権藤博士
との共同研究）を利用している。Bcl11b は皮
膚で発現し、KO マウスの皮膚は低形成である。
Bcl11b のコンディショナル KO マウスを作製
し、皮膚がんを発症す ras-Tg マウス（Balmain
教授より供与）と交配を行っている。ras-Tg
マウスでの皮膚がん発症を観察する系は確
立されたが、Bcl11b 遺伝子型の皮膚がん発症
への影響は、まだその観察をする時期に至っ
ていない。
(10) ENU 誘発 Bcl11b 変異マウス利用実験



も進行中である。このマウスは 1891 番目の G
がAに置換したもので、その結果zinc-finger
ドメイン内の 826 番目のアミノ酸 Sが Gに置
き換わった変異マウス（Bcl11b91m）である。
ホモ接合体は生存可能であるが、胸腺細胞の
分化や増殖に異常を示す。また、Bcl11bKO/91m

マウスは顔面骨格、歯の発達異常なども示す。
従って、Bcl11b91mマウスは皮膚がんへの関与
の解析に有用と考えている。
一方、Bcl11b-KO マウス Bcl11b コンディシ
ョナル KO マウスを利用し、マウス腸管腫瘍
発症への検討を開始している。コンディショ
ナル KOマウスでは、Mx1-cre および Lgr5-cre
Tg マウスを利用している。また、β-catenin
の転写促進活性をモニターするため、
TOP-GAL マウスと交配し、解析している。
Bcl11b のコンディショナル KO マウスおよび
ENU 誘発 Bcl11b 変異マウスを作製し、解析
した結果、腸管ホメオスタシスの関与し、
Bcl11b が発がん抑制的に働くことが分かっ
た。しかし、TOP-GAL マウスとの交配実験で
は、β-catenin の転写促進を証明することが
できなかった。現在までの結果をまとめると、
Bcl11b 機能低下は細胞増殖を促し、それがリ
ンパ腫、腸管腫瘍の発がん原因であると考え
ている。
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