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研究成果の概要（和文）：放射線誘発胸腺リンパ腫の発がん母体細胞の由来を明らかにするため、

胸腺細胞特異的にがん抑制遺伝子 Bcl11b 片アレル欠失となるモデルマウスを作製し、放射線照

射後の胸腺リンパ腫発症過程について解析した。発がん母体として特定の胸腺未分化細胞を、

またその未分化細胞から生じる前リンパ腫細胞は増殖・分化能を保持することを明らかにした。

一方、Bcl11b 片アレル欠失により未分化胸腺細胞は照射後の細胞周期停止に異常を示し、この

停止異常が発がん母体細胞としての役割に貢献すると考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）：Cell of origin in γ-radiation induced mouse thymic lymphomas 
remains obscure. In this study, we generated mouse models in which loss of one Bcl11b 
allele occurs in thymocytes at different developmental stages and examined expansion and 
differentiation of premalignant thymocytes after irradiation. We showed that thymocytes 
at the immature stage were cells of origin and premalignant thymocytes retained the 
capacity to proliferate and differentiate. Also, loss of Bcl11b allele in thymocytes led 
to impaired cell cycle arrest at S phase after irradiation, suggesting that the impairment 
contributes to the development of the premalignant thymocytes. 
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１．研究開始当初の背景 

放射線がターゲットとする細胞を明らか
にすることは、発がん機構を考える上で重要
であるが、不明確なままであった。未分化な
骨髄幹細胞がそのターゲットと一般に考え
られているが、LMO2 遺伝子の過剰発現マウ
スでは胸腺内細胞が分化能や自己複製能を
獲得し、骨髄からの未分化細胞の供給なしに
胸腺内で増殖・分化が進行することが報告さ
れている。放射線誘発によるマウス胸腺リン
パ腫の発症機構の解析から、放射線照射後初
期の萎縮胸腺内に異常増殖する胸腺前リン

パ腫細胞が出現することを明らかにしてき
たが、この前リンパ腫細胞に胸腺リンパ腫の
発生母体細胞が含まれていると考えられた。
この発がん母体細胞の形成にはがん抑制遺
伝子Bcl11bの片アレル欠失が必要であった。
Bcl11bKO/+ マウスは放射線照射に対する感
受性が高く、照射後早期に前リンパ腫細胞の
形成および胸腺リンパ腫の発症が見られる。 

２．研究の目的 

 胸腺リンパ腫における発がん母体細胞の
由来が骨髄の未分化細胞由来か胸腺内の分
化細胞由来かを明らかにするため、特定の分
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化段階にある胸腺細胞特異的に Bcl11bKO/+

となるマウスを利用し、発がん母体細胞の
同定を行う。さらに、照射後に形成される胸
腺前リンパ腫細胞がもつ性質を明らかにし、
がん幹細胞との関連性や発がん機構につい
て解析する。 
３．研究の方法 
(1)Lck-Cre;Bcl11blox/+ 、 CD4-Cre;Bcl11blox/+

マウスの作製 
 当研究室で作製済みであった、Bcl11blox/+ 
マウス(Katsuragi et al.)と 2 種類の Cre マ
ウスを交配し、それぞれ産仔を実験に用いた。
Lck-Cre;Bcl11blox/+マウスは胸腺内の DN2 
(CD4-,CD8-,CD44+,CD25+)段階以降の胸腺細
胞で Cre が発現し、胸腺細胞特異的に
Bcl11bKO/+となる。CD4-Cre;Bcl11blox/+マウス
は、DP（CD4+、CD8+）段階以降の胸腺細胞で
Bcl11bKO/+となる。 
(2)発がん実験 
 8 週齢の Lck-Cre;Bcl11blox/+マウスにγ線
3Gy を 1 回全身照射し、照射後 300 日まで経
過観察を行った。胸腺リンパ腫の発症は、努
力呼吸の有無で判定した。これらの胸腺リン
パ腫細胞や脾臓細胞の TCRβ鎖組換えパター
ンや分化能について解析を行った。また、胸
腺リンパ腫を発症したマウスの胸腺および
脾臓の組織染色を行い、腫瘍組織の構造変化
について解析した。 
 (3)γ線照射後初期の萎縮胸腺内細胞の解
析 

8 週齢の Lck-Cre;Bcl11blox/+ および
CD4-Cre;Bcl11blox/+ マウスにγ線 3Gyを 1回
全身照射した。照射後 60 日で胸腺を摘出し
て以下に示す解析を行い、前リンパ腫細胞の
出現の判定とその特徴の解析を行った。 
①胸腺前リンパ腫細胞(クローナル増殖細
胞)の検出 
 胸腺細胞から DNA を抽出し、T細胞レセ
プターである TCRβ遺伝子座の V(D)J 組換
えパターンを PCR 法によって解析した。正
常胸腺細胞ではすべての V(D)J 組換え 6パ
ターンが 6本のバンドとして検出できるが、
限られた特定の組換えパターンのみを示す
ときは、クローナル増殖する前リンパ腫細
胞と判定した。 
②胸腺前リンパ腫細胞の分化能の判定 
 CD4、CD8、TCRβの分化マーカーを用いて
フローサイトメトリーにより、胸腺細胞を各
分化段階に分画し、クローナル増殖する前リ
ンパ腫細胞の分化について解析を行った。 
 また、DP 細胞で生じる TCRα鎖の VJ 組換
えパターンを調べるため、γ線照射後の胸腺
細胞から RNA を抽出した。組換え頻度の高い
V領域と C領域にプライマーを設定し、半定
量的 RT-PCR 法により VJ組換えパターンの解
析を行った。 
③胸腺前リンパ腫細胞の増殖能の判定 

 γ線照射後 60 日のマウスに BrdU 100µl 
(10mg/ml)を腹腔投与し、1時間後に胸腺を摘
出した。上述の分化マーカーおよび BrdU 抗
体を用いてフローサイトメトリーによる解
析を行い、各分化段階の胸腺細胞における細
胞増殖能を調べた。 
(4)Bcl11b 遺伝子の LOH 解析 
 γ線照射後の前リンパ腫細胞および胸腺
リンパ腫細胞について、LOH 解析により
Bcl11b の野生型アレル消失の有無を調べた。 
(5)γ線照射直後の胸腺細胞における細胞周
期の解析 
8 週齢の Lck-Cre;Bcl11blox/+および

CD4-Cre;Bcl11blox/+マウスに BrdU 100µl 
(10mg/ml)を腹腔投与し、1時間後にγ線 1Gy
を 1 回全身照射した。照射後 4時間で胸腺を
摘出し、Bcl11b 片アレル欠失が細胞周期停止
に及ぼす影響について、フローサイトメトリ
ーによる解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)発がん実験 
Lck-Cre;Bcl11blox/+ マウスにγ線 3Gy1 回

を全身照射して経過観察を行ったところ、照
射後 300 日までに 5頭中 4頭において胸腺リ
ン パ 腫 の 発 症 を 認 め た ( 図 1) 。
Lck-Cre;Bcl11blox/+ マウスは、胸腺内 DN2 段
階以降の胸腺細胞において Bcl11bKO/+となる
ことから、骨髄の未分化細胞ではなく DN2 段
階以降の胸腺内細胞が発がん母体細胞とな
り得ることが示唆された。 
 
 
 

 
 
 
 
 

図 1.γ線照射後マウスの生存曲線 
 

(2)γ線照射後初期の萎縮胸腺内細胞の解析 
Lck-Cre;Bcl11blox/+ マウスにおいて、γ線

照射後、胸腺リンパ腫が発症したことから、
照射後初期に見られる萎縮胸腺の解析を行
った。γ線照射後 60 日の Lck-Cre;Bcl11blox/+

および CD4-Cre;Bcl11blox/+ マウスの胸腺を
摘出し、その胸腺細胞数をコントロール群で
ある非照射およびγ線照射後の Bcl11blox/+マ
ウスと比較した。Lck-Cre;Bcl11blox/+マウス
の胸腺細胞数はコントロール群の胸腺細胞
数と比べて有意に減少しており、胸腺が萎縮
し た 状 態 で あ っ た ( 図 2) 。 一 方 、
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CD4-Cre;Bcl11blox/+マウスの胸腺細胞数は、
コントロール群と同程度であり、胸腺の萎縮
は見られなかった。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．γ線照射後胸腺細胞数の比較 

 
次に、γ線照射後の胸腺細胞における TCR

β鎖の組換えパターンの解析を行った。する
と、Lck-Cre;Bcl11blox/+マウスの 50%(9/18 サ
ンプル)において、限られた特定の V(D)J 組
換えパターンのみが検出され（C typeとする）、
クローナル増殖する胸腺細胞の存在が認め
られた(図 3)。 
 
 
 
 

 
 
図 3.TCRβ鎖の DJ 組換えパターン解析 

 
一方、CD4-Cre;Bcl11blox/+マウスにおいては、
全てのサンプルで V(D)J 組換えパターンはコ
ントロール群と同様に複数の組換えパター
ンが見られた(T type とする)。以上から、γ
線照射後、Lck-Cre;Bcl11blox/+ マウスにおい
て胸腺前リンパ腫細胞が出現することが示
された。Lck-Cre;Bcl11blox/+は、胸腺 DN2 段
階以降の胸腺細胞でのみ、Bcl11bKO/+となるた
め、これ以降に発がん母体細胞が含まれてい
ると考えられた。一方、CD4-Cre;Bcl11blox/+

マウスでは前リンパ腫細胞は出現しないと

考えられたため、DP 段階以降の胸腺細胞は、
発がん母体細胞とはならないと判断した。 
しかし、Lck-Cre;Bcl11blox/+マウスの前リ

ンパ腫細胞の分化についてフローサイトメ
トリー解析で調べると、これらの前リンパ腫
細胞は、TCRβ発現の高い DP 以降 CD8SP まで
の分化細胞から主に構成されていた(図 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

図 4．γ線照射後胸腺細胞の分化パターン 
 
Lck-Cre;Bcl11blox/+の前リンパ腫細胞が DP

以降の分化した表現型を示したことから、DP
段階で生じるTCRα鎖のVJ組換えパターンに
ついて半定量的 RT-PCR 法で調べた。すると、
これらの前リンパ腫細胞においても、コント
ロール群と同様に複数の組換えパターンが
検出された(図 5)。これらのことから、
Lck-Cre;Bcl11blox/+の前リンパ腫細胞は、胸
腺未分化細胞から DP 以降の細胞へ分化する
能力を保持していると考えられた。 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5.TCRα鎖の VJ 組換えパターン解析 



 

 

Mice bearing tumor

x20x20

Unirradiated mice

thymus

spleen

x20x20

total TCRβhigh

%
 o

f 
B

rd
U

h
ig

h
th

y
m

o
cy

te
s

10.0 10.5

18.9

26.8

10

20

30

40

50

**

**

1.9 1.8 
13.0 

37.1 

0

10

20

30

40

50

60

70

**

**

T type C type T type C type

**P＜0.01

Thymus

flox

⊿flox

wt

Spleen
flox

⊿flox

wt

Lck-Cre;Bcl11bflox/+  TL

Br
Th

Br
Sp 1 21 2 3

F-Dβ2

R-Jβ2.6

F-Dβ1

R-Jβ2.6

R-Jβ1.6

F-Dβ1

 次に、γ線照射後の Lck-Cre;Bcl11blox/+ マ
ウス前リンパ腫細胞の細胞増殖能について
BrdU の取り込みをフローサイトメトリーを
用いて解析した。これらの前リンパ腫細胞に
おいては BrdU の取り込みが高く、特に TCR
β発現の高い分化の進行した胸腺細胞にお
いて取り込みが増加していた(図 6)。通常、
野生型マウスにおけるこれら分化胸腺細胞
の BrdU 取り込みは低い。γ線照射後の胸腺
前リンパ腫を構成する分化細胞は、細胞増殖
が亢進していると考えられた。 
 
 

 
 
 

 
 
 
図 6. γ線照射後胸腺細胞の BrdU 取り込み 
 
(3)胸腺リンパ腫発症マウス胸腺の解析 
γ線照射後、Lck-Cre;Bcl11blox/+マウスで

は胸腺リンパ腫を発症したが、これらのマウ
スの胸腺および脾臓細胞における TCRβ鎖組
換えパターンの解析を行った(図 7)。その結
果、前リンパ腫では胸腺内に留まっていると
考えられた異常増殖胸腺細胞（クローナル増
殖胸腺細胞）が脾臓にも存在することが認め
られた。また、胸腺および脾臓の組織 HE 染
色から、胸腺リンパ腫発症マウスの胸腺およ
び脾臓で、これらの異常増殖細胞の浸潤によ
り正常な構造が消失していることが明らか
となった(図 8)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7. TCRβ鎖の DJ 組換えパターン解析 

  
 
 

 
 
 
 

 
 
 

図 8.胸腺リンパ腫発症マウスの胸腺および
脾臓の組織像 
 
(4)Bcl11b 遺伝子の LOH 解析 
γ線照射により生じた Lck-Cre;Bcl11blox/+

マウスの前リンパ腫細胞および胸腺リンパ
腫細胞において、がん抑制遺伝子 Bcl11b の
野生型アレル消失の有無を調べるため、LOH
解析を行った。前リンパ腫細胞および胸腺リ
ンパ腫細胞のいずれも野生型アレルの消失
は認められず、Lck-Cre;Bcl11blox/+マウスの
胸腺リンパ腫発症においても Bcl11b がハプ
ロ不全型がん抑制遺伝子であることを確認
した(図 9)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 9. Bcl11b 遺伝子の LOH 解析 
 
(5) Bcl11b片アレル欠失が細胞周期停止に及
ぼす影響 
 胸腺リンパ腫の発症母体細胞の形成には
Bcl11b 遺伝子片アレル欠失が必要であるが、
このことが放射線照射後の胸腺細胞に及ぼ
す影響について解析した。BrdU を腹腔内投与
した Lck-Cre;Bcl11blox/+マウスに、γ線 1Gy
を照射し、照射 4時間後の胸腺細胞について
細胞周期解析を行った。Lck-Cre;Bcl11blox/+

マウスの ISP(CD4-、CD8+、TCRβlow)分画で
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は、G1 期および S 期に相当する BrdU+ FSC 
small/BrdU+ FSC large 細胞の割合が、
Bcl11blox/+マウスの ISP 細胞と比較して有意
に増加していた(図 10)。これらの結果から、
Lck-Cre;Bcl11blox/+ マウスの ISP 細胞では、
γ線照射後に生じる細胞周期停止が減弱す
ることが示めされた。Bcl11b 片アレル欠失に
よる細胞周期停止の異常が、一部の胸腺細胞
に DNA 損傷を蓄積させる要因となり、胸腺前
リンパ腫細胞の形成を促進すると考えられ
た。 

 

 
 
 

 

 
 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
図 10.γ線照射直後の胸腺細胞における細胞
周期解析 
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