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研究成果の概要（和文）：Rit1/Bcl11bはハプロ不全ながん抑制遺伝子であり、αβT細胞分化に
おいて重要な役割を果たしている。本研究では、Bcl11bがT細胞系列への運命決定において重
要な役割を果たしていることが判明した。また、CD8+胸腺T細胞やNKT細胞の運命決定後の生

存、表現型を保つ上でBcl11bが重要な役割を果たしていることが明らかになりつつある。 
 
研究成果の概要（英文）：  Rit1/Bcl11b is a haploinsufficient tumor suppressor gene and 
plays an essential role in αβT cell development. Bcl11b knockout mice exhibit a 
developmental block at DN stage and do not generate DP thymocytes. On the other hand, 
Bcl11b heterozygous mice appear to be normal but show retardation of thymocyte 
development in embryos. This suggests dose-dependency of Bcl11b function in 
differentiation of thymocytes. To analyze this dose-dependency, we generated mice carrying 
the hypomorphic allele of Bcl11b by mutagen treatment conducted in RIKEN large scale 
ENU Mutagenesis Program. Among six such mutants analyzed, one (1891mut) carries 
one-base substitution leading to a missense mutation. Here, we show a developmental 
impairment at the CD69+TCRβhigh transitional stage of positive selection caused by the 
presence of 1891mut allele. As a result, development of CD8SP cells, but not of CD4SP, was 
reduced in 1891mut/+ mice. This reduction was more severe in KO/+ mice. Our data 
suggest that differentiation of CD8 lineage T cells is controlled by Bcl11b and its processing 
level is affected by or dependent on the Bcl11b activity. 
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１．研究開始当初の背景 
 Rit1/Bcl11b遺伝子は、胸腺リンパ腫の発
症を抑制するがん抑制遺伝子であり、Znフィ

ンガーモチーフを持つ転写因子をコードす
る。 
Bcl11bはがん抑制遺伝子としてのみなら
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ず、T細胞分化においても重要な役割を果た
していることが明らかになっている。申請者
らは、Rit1/Bcll1bの遺伝子欠損マウスを作
製し、T細胞の分化が初期で停止することを
これまでに見出している。(Wakabayashi et 
al., 2003; Inoue et al. 2006) 一方、
Rothenbergらは、Bcl11bの発現が T細胞分
化に伴って増加し、成熟しても維持されるこ
と、さらにNotchシグナルが発現誘導に関与
している可能性を示しており、T細胞の分化
における Bcl11bの役割とそのメカニズムが
注目されるようになっている(Tydell et al., 
2007)。しかし、これまでの解析では Bcl11b
の欠失によるT細胞分化停止の原因は明らか
ではなかった。 
DP細胞からポジティブ選択を経てヘルパ

ーT細胞、細胞傷害性 T細胞に分化する過程
が詳細に解析され、Runx3や ThPokの役割が
注目された(Setoguchi et al., 2008; Muroi 
et al., 2008他)。Avramらのグループは、
Bcl11bの条件欠損マウスを作製し、CD4cre
トランスジーンによりDP段階でBcl11bを完
全に欠失させると、ポジティブ選択が停止し、
DP細胞の生存が阻害されることを見出して
いる。したがって、Bcl11bも、これらの因子
と相互作用しながらT細胞分化を制御してい
るものと考えられるが、その後のT細胞分化、
成熟や、免疫応答における役割については明
らかになっていなかった。 
 

２．研究の目的 
(1) Bcl11bの発現は、胸腺分化の初期のみな
らず、DP段階以降の胸腺細胞や末梢T細胞で
も認められるにもかかわらず、その役割は明
らかになっていなかった。その理由は、既存
のマウスモデルではT細胞分化が途中で停止
してしまうためであった。Bcl11b欠損マウス
では DP以前で、また、条件欠損マウスでも
DP段階で停止してうことが既に報告されて
いた。予備的解析では、BALB/c背景のBcl11b
－/+マウスの胸腺でCD8SPが著しく減少して
いることが判明しており、DP段階以降のT細
胞においても Bcl11bが重要な役割を果たし
ていることが示唆されていた。 
本研究では、DP以降の T細胞において

Bcl11b の新規機能を調べるため、新たなマ
ウスモデルを作製し、CD8SP細胞の分化を制
御するメカニズムを調べる。 
 
(2) Bcl11bがT細胞の分化初期に特異的に発
現が誘導され、Bcl11bを欠失するとT細胞分
化が初期で停止する。このことから、Bcl11b 
がT細胞分化の初期に特異的な機能を有して
いることが示唆されるが、その機能は明らか
になっていなかったので、本研究で検討した。 
 
 

３．研究の方法 
(1) Bcl11b変異マウスの樹立と解析 
 申請者らの研究室では、(ⅰ)ノックアウト
(KO)マウス、(ⅱ) loxP配列を組込んだ条件
欠損マウス(Floxマウス(F); 新潟大学脳研 
崎村博士らとの共同研究) の他、(ⅲ)化学変
異剤ENUにより変異を誘起したマウスを作製
(理研BRC権藤博士らとの共同研究)を樹立し
た。 
誘起された変異体の一つ、Bcl11bタンパク

質の826番目のセリンをグリシンに置換する
変異(S826G)は、機能喪失型ではなく活性低
下型変異であり、KO/KOではDPが分化しなか
ったのに対し、KO/S826GではDP段階まで分
化するという結果が得られていた。 
Bcl11bの機能をDP段階で完全に欠失させ

ると、それ以降の分化が進行しないことから、 
(ⅰ)-(ⅲ)を交配し、Bcl11bの活性がDP以降
も残存しているマウスを作製した。これらの
マウスの胸腺T細胞分化、末梢T細胞集団の
異常をフローサイトメトリー法により検討
した。 
 
(2) 胸腺T細胞の初代培養 
Bcl11bを欠損した胸腺T細胞の性状を明ら

かにするため、胸腺T細胞を初代培養した。 
NotchのリガンドであるDL-1を安定発現す

る胸腺上皮細胞株TSt-4をフィーダーとして
DN胸腺T細胞を培養するとDP段階まで分化
する 実験系が河本博士らによって確立され
ている(Miyazaki et al., 2005)。さらに、
固層化したDL-1タンパク質だけでもDN2段
階までT細胞分化が進行すること、DN2以降
の分化プログラムも培養液のIL-7濃度を下
げることで進行することが伊川博士らによ
り明らかにされていた。 
 
４．研究成果 
(1) T細胞系列へ運命決定する際にBcl11bが
マスターレギュレーターとして機能するこ
とが判明した。Bcl11bを欠損したT前駆細胞
を TSt-4/DL-1上で培養すると DN2段階以降
の分化が進まず、NK細胞に分化することが分
かった。一方、野生型の初期T前駆細胞を固
層化DL-1の存在下で培養してもBcl11b の発
現は上昇せず、分化はDN2までが、Bcl11b遺
伝子をレトロウィルスベクターで導入し、強
制発現するとDN3段階に進行することが判明
した。これらの結果は、Bcl11bがT細胞への
運命決定に必須であることを示している。 
また、Bcl11b関連遺伝子のデータベース

解析の結果は、T細胞が軟骨魚類より高等な
脊椎性動物に存在するという事実と符合し
ていた。Bcl11b様遺伝子がヤツメウナギにも
存在することが既に報告されていたが、
Bcl111bのパラログ、Bcl11aであることを確
認した。さらに、無脊椎動物や、無顎脊椎動



 

 

物に存在しているBcl11b様遺伝子は、Bcl11a
であり、Bcl11b遺伝子は、軟骨魚類以上の脊
椎性動物にのみ存在していることが判明し
た。この結果は、Bcl11b遺伝子の進化のみな
らず、免疫系の進化や獲得免疫系の起源につ
いても新たな知見を加えるものである。 
なお本研究は、河本宏博士らと共同研究で

ある。 
 
(2) Bcl11bS826G変異マウスは、ポジティブ
選択後のT細胞分化を調べるのに適した実験
系であることが明らかとなった。 
(ⅰ)ノックアウト(KO)マウス、(ⅱ) Floxマ
ウス(F)、(ⅲ)化学変異剤 ENUにより誘起し
たS826G変異マウスから、Bcl11bの活性を段
階的に変化させた一連のマウスを作製した。
その結果、T細胞のポジティブ選択、成熟、
NKT細胞発生の正常な進行に必要なBcl11bの
活性はそれぞれ異なっており、Bcl11bの活性
低下の度合いによっては低下がみられるも
のの、T細胞分化が完全に停止することはな
かった。 
 
(3) Bcl11b S826G変異を持つマウスでは、
運命決定後の胸腺CD8+T細胞の生存が低下し
た。胸腺αβT細胞の成熟を調べると、S826G
変異を有した個体では胸腺 CD8+(CD4－CD8+)
細胞が顕著に減少していた。Bcl11bS826G/+
でも CD8+T細胞が減少したことから、S826G
変異はCD8+T細胞の発生を特異的に阻害する
優性の変異であることが示唆された。運命決
定は正常であり、CD4+ T細胞が分化しない
MHC II欠損マウスと交配しMHC Iで選択され
たT細胞の分化を調べたが、Bcl11bが変異し
ていてもCD4+T細胞には分化していなかった。
一方、Bcl11bS826G/+の成熟胸腺 T細胞を培
養するとCD8+ T細胞はCD4+ T細胞より早く
減少したことから、CD8+ T細胞の生存が低下
していると考えられた。  
 
(4) Bcl11b変異により成熟 CD8SP細胞の表
現型が変化した。Bcl11bS826G/F CD4creマウ
スの胸腺CD8+細胞では、CD44、CD122の発現
が上昇しており、PMAと Ionomycinで刺激す
るとIFNγを高産生し、Innate様の細胞傷害性
T細胞に変化したことが示された。これらの
結果は、Bcl11bが成熟したT細胞の表現型の
健全性(Integrity)を保つうえで重要な役割
を果たしていることを示唆する。  
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