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研究成果の概要（和文）：Trib1 と Trib2 は過剰発現により急性骨髄性白血病 (AML) を誘導す

るが、私達はこの Trib1による白血病発症には MEK1との直接結合を介した MAPキナーゼ経路の

活性化と C/EBPαの分解が必須であることを報告している。一方で Trib1, Trib2共にホモノッ

クアウト (KO) マウスには重篤な異常が見られず、正常組織における機能は不明な点が多い。

本研究ではマウス 13.5日胚と成体組織における Trib1/2の発現を調べ，両者の発現は一部重複

するが多くの組織において両者の発現分布が異なることを示した。また造血においては Trib1

をノックアウトすると顆粒球分化の促進が見られ、C/EBPαとその標的である複数の分化制御遺

伝子の発現が上昇することを明らかにした。このことから Trib1 は正常造血において C/EBPα

の分解を介してその標的遺伝子を制御し、顆粒球分化を調節している可能性が考えられた。ま

た Trib2 KO マウスでは分化の亢進は見られず、Trib1/2ダブル KOによっても Trib1シングル

KO と同程度の顆粒球分化の促進しか見られなかった。正常骨髄における Trib1 の mRNA を調べ

たところ Trib2の約 5倍発現量が多いことから。顆粒球分化の調節においては Trib1がより優

先的に機能していることが示された。 

 

研究成果の概要（英文）：Overexpression of Trib1 or Trib2 induces acute myeloid leukemia 

(AML). We have previously reported that enhancement of MAP kinase pathway through 

interaction of Trib1 with MEK1 and degradation of C/EBPα is required for leukemic 

activity of Trib1. However Trib1 or Trib2 KO (knockout) mice did not indicate severely 

abnormal phenotype and it is no clear the Trib1/2 function in normal tissues. In this 

study, we demonstrated that Trib1 and Trib2 show different expression pattern in many 

tissues of E13.5 embryo and adult mice. In addition, bone marrow of Trib1 KO mice indicated 

increase of segmented neutrophils, C/EBPα protein and its target genes that induce 

granulopoiesis. These results suggest that Trib1 regulates granulopoiesis through 

degradation of C/EBPα . On the other hand, Trib2 KO mice did not show abnormal 

differentiation and Trib1/2 double conditional KO indicated the same level of 

granulopoiesis as Trib1 single KO. In normal bone marrow cells, expression of Trib1 is 

about 5 fold by compared with Trib2, indicating Trib1 dominantly plays a key role in 

regulation of granulopoiesis. 
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１．研究開始当初の背景 

Trib ファミリータンパク質（Trib1–3）は種

を超えて保存された pseudokinase ドメイン

を持ち、ハエの胚発生のおける細胞回転の制

御やマウスにおける脂質の代謝、炎症反応な

ど様々な機能をもつことが報告されている。 

Trib1と Trib2は過剰発現により AMLを誘導

するが、私達は Trib1 が MEK1 との直接結合

を介した MAPキナーゼ経路を活性化と、顆粒

球分化を誘導する C/EBPαの分解により AML

を誘導することを明らかにしている。さらに

私達は GATA-1 変異を有するダウン症候群関

連急性巨核球性白血病 (DS-AMKL) において、

TRIB1 の gain-of-function mutation である

可能性が考えられる somatic mutation を同

定した。一方でこれまでに他の研究グループ

によって Trib1–3 それぞれのノックアウト 

(KO) マウスが作製されているがいずれも重

篤な異常は見られず、正常組織や造血におけ

る機能は不明な点が多い。本研究では骨髄細

胞に対する作用と C/EBPα分解において機能

が類似している Trib1/Trib2 のダブル KO マ

ウスの作製と解析をおこない、 C/EBPαの制

御を介した造血幹細胞分化の制御因子とし

て機能する可能性について検討した。 

 

２．研究の目的 

(1) Trib1および Trib2シングル KOマウスに

おいて発達段階と成体組織における異常の

有無と発現について調べ、正常組織における

機能について検討する。  

(2) Trib1,Trib2シングル KOおよび造血器特

異的に Trib1/2を欠失させた時の成体造血機

能への影響を調べる。これらの異常が

Trib1/2 欠失による MAP キナーゼ経路や

C/EBP の制御異常によるものであるかを検討

し、Trib1/2 が造血幹細胞分化の制御因子で

あることを解明する。 

 

３．研究の方法 

(1) KOマウスの作製 

Trib1 の第 2、第 3 エクソンのコーディング

領域を loxP 配列で挟むターゲッティングベ

クターを構築し、Trib1flox/floxマウスを作製し

た。この Trib1flox/floxマウスと Mx-1-Creトラ

ンスジェニックマウスとを交配させ、

polyI-polyC 投与により造血器特異的に

Trib1 ノ ック ア ウ ト の 誘 導 が可 能 な

Trib1flox/floxMxCreマウスを得た。さらに西中

村隆一教授ら (熊本大学発生医学研究所) 

より供与された Trib2 KO マウスとの交配に

より、Trib1を Trib1flox/flox Trib2ko/ko Mx-1-Cre

マウスの作製した。 

(2) KOマウスを用いた Trib1、 Trib2の発現

解析 

 Trib1、Trib2の各ホモ KOマウスの成体組織

および 13.5日胚の凍結切片を作製し、 LacZ

発現カセットを利用したβガラクトシダー

ゼ染色により Trib1と Trib2の発現を調べた。 

(3) 造血幹細胞分化における Trib1, Trib2

の機能解析 

Trib1、 Trib2および Trib1/2コンディショ

ナル KOマウスの骨髄細胞を採取してギムザ

染色による形態観察をおこない、またフロー

サイトメーターを用いて各分化段階におけ

る細胞の割合を調べた。各 KOマウス骨髄に

おける C/EBPαのタンパク質量と顆粒球分化

関連遺伝子の発現を調べた。またそれぞれの

シングル KOマウスの造血幹細胞をメチルセ

ルロース培地中で培養し、分化への影響につ

いて調べた。 

 

４．研究成果 

(1) Trib1、Trib2 のマウス 13.5 日胚および

成体組織における発現を調べたところ、肝細

胞や膵臓ラ氏島β細胞、皮膚の基底層や毛嚢

では Trib1のみが発現しており、他に小脳プ

ルキニエ細胞、腎尿細管のヘンレ係蹄、末梢



の気管支上皮、消化管上皮、血管内皮などで

Trib1 の強い発現が見られた。一方で Trib2

は神経細胞と一部のグリア細胞、ヘンレ係蹄

以外の尿細管、糸球体，中枢側の気管支上皮、

消化管筋層、血管平滑筋などで強い発現が見

られ、また心筋と骨格筋では Trib1/2のどち

らも発現していた。本研究においても Trib1、 

Trib2ホモ KOマウスはいずれも重篤な異常は

見られなかった。 

(2) Trib1ホモ KOマウスの骨髄細胞を採取し

てギムザ染色し、形態観察を行ったところ分

葉核白血球の割合が増加していた。さらに各

分化段階における骨髄細胞の割合をセルソ

ーターで調べた結果 granulocyte (Mac-1+, 

Gr-1high) の割合が増加していた。また Trib1

コンディショナル KO マウスにおいて骨髄細

胞特異的に Trib1 を KO させた場合も同様に

顆粒球分化の亢進が見られた。さらに Trib1 

KOマウスの骨髄細胞において C/EBPαタンパ

ク質の増加が見られ、また C/EBPαの標的遺

伝子であり顆粒球分化を誘導する遺伝子

IL6r，Mpo および Gsf3r の発現上昇が見られ

た。このことから Trib1は正常造血において

も過剰発現と同様に C/EBPαを分解し、C/EBP

αのタンパク質量を調節することで顆粒球

分化を制御していることが示唆された。一方

Trib2ホモ KOマウスではこれらの異常は見ら

れ な か っ た 。  次 に

Trib1flox/floxTrib2ko/koMx-1-Cre マウスで骨髄

細胞特異的に Trib1を欠失させて Trib1/2ダ

ブル KOによる影響を調べたところ、Trib1シ

ングル KO と同程度の顆粒球分化促進が見ら

れた。正常骨髄細胞における Trib1 と Trib2

の発現量を RT-qPCRで比較したところ、Trib1

は Trib2の約 5倍発現が高いことがわかった。

このため Trib2 KO マウスでは Trib1 による

機能補完のため分化促進がおこらず、また

Trib1/2ダブル KOによっても相乗効果が見ら

れないことが考えられた。一方顆粒球分化以

外の各分化段階における細胞の割合は Trib1、 

Trib2および Trib1/2 KOマウスで変化は見ら

れず、また各 KO マウスの骨髄細胞を用いた

colony formation assayにおいても分化の異

常は見られなかった。  

(3) 骨髄細胞における Trib1による MAPキナ

ーゼ経路の制御機能を調べるため、野生型およ

び Trib1ホモ KOマウスの骨髄細胞に Hoxa9 を

導入して不死化細胞株を樹立した。これらの細

胞を IL3で刺激し 2–90分後の ERK1/2のリン酸

化を調べたが、Trib1 KOによる影響は見られな

かった。  
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