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研究成果の概要（和文）：Ras遺伝子の突然変異は多くのがん発症の原因となることが知られている。本研究で
私達は新規Rasファミリーの一つであるkappaB-Rasが、細胞内の蛋白質リン酸化酵素mTORC1の活性化を介して発
がんシグナルに寄与することを明らかにした。さらに、kappaB-Rasの蛋白質複合体を精製し、その結合蛋白質
TRB3が、発がんシグナルを抑制する新しい発がんシグナル抑制機構を見出した。その分子機構の詳細は明らかで
ないが、TRB3は、kappaB-Ras蛋白質にSUMOと呼ばれる蛋白質を架橋させる（SUMO化）ことにより、発がんシグナ
ルを抑制することが明らかにされた。

研究成果の概要（英文）：It is well established that genetic mutations of Ras genes are involved in 
many cases of tumorigenesis. In this study, we found that a member of Ras family, kappaB-Ras 
contributes to the cellular transformation mediated the activation of protein kinase mTORC1. 
Furthermore, we purified the protein complexes including kappaB-Ras, and found that TRB3 which is 
identified as an interacting protein of kappaB-Ras functions as novel type of tumor suppressor. 
Although detailed mechanism is still unclear, it is clarified that TRB3 suppresses the oncogenic 
signals mediated the SUMO-conjugation of kappaB-Ras.

研究分野： 細胞内情報伝達
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１． 研究開始当初の背景 
 

低分子量 GTP 結合蛋白質は、GDP 結合型か
ら GTP 結合型への変換により活性化される
細胞内シグナル伝達経路の分子スイッチと
して機能する。低分子量 GTP 結合蛋白質は、
細胞の増殖や分化を誘導する重要なシグナ
ル分子であり、低分子量 GTP 結合蛋白質の活
性調節機構の破綻が様々な疾患に深く関与
する。例えば、大腸がんや膵臓がんなど多く
の固形癌では、低分子量 GTP 結合蛋白質 Ras 
の恒常的活性化を引き起こす Ras(G12V)など
の突然変異が見出されている。また、これま
でに数多くの低分子量 GTP 結合蛋白質が同
定され、その機能が解析されてきたが、現在
もその分子種と機能は多様性を広げている。 
B-Ras は Ghosh らのグループにより、転写因
子 NF-B を阻害する低分子量 GTP 結合蛋白
質として同定された（Fenwick C. et al. Science, 
2000）。これまでに私達は、B-Ras が、(1) 
GTP/GDP の結合状態に依存して、核と細胞質
の間を移動すること、(2) 転写活性化因子
p300/CBP と NF-B との結合を抑制すること
により、NF-B の活性化を阻害するという分
子機構を明らかにした（Tago K. et al. J. Biol. 
Chem, 2010）。 
 
２． 研究の目的 

 
最近になり、申請者はB-Ras が、がん遺伝

子 Ras (G12V) を起点とした発がんシグナル
においても重要な役割を担っていることを
見出した。Ras (G12V) はマウス線維芽細胞の
形質転換（がん化）を引き起こすが、shRNA
による内在性B-Ras の発現抑制は、Ras 
(G12V) による形質転換を完全に阻害した。
さらに、B-Ras を介した発がん機構を明らか
にするため、B-Rasの蛋白質複合体を精製
した。その結果、B-Ras 結合分子として、細
胞の生存、増殖シグナルなど様々な生理機能
に関わることが報告されている様々な蛋白
質を同定した。B-Ras はこれらの結合分子の
機能を介して、発がんシグナルに関わってい
る可能性が考えられた。従って、本研究は
B-Ras およびその結合分子の機能を明らか
にし、B-Ras による発がんの分子機構を解明
することを目的として行われた。 
 
３． 研究の方法 

 
B-Ras の形質転換能への影響とそのシグ

ナル伝達系の解析 
B-Ras およびB-Ras 結合蛋白質、さらに
はそれらに対する shRNA を発現するレト
ロウイルスをそれぞれ作成し、NIH-3T3
細胞に感染した。その後、Ras (G12V)によ
る形質転換能に対する影響について軟寒
天培地を用いたコロニーの形成アッセイ
により評価した。また、細胞抽出液につい
て、各種抗体を用いたイムノブロットによ

り、シグナル伝達系や各種蛋白質の発現レ
ベルについて解析した。 

(2) がん化型 Ras が誘導する遺伝子発現変化
に対するB-Ras の影響の解析 
DNA ア レ イ を 用 い た 解 析 に よ り
Ras(G12V)が発現誘導する遺伝子群を明
らかにした。それらの発現に対する
B-Ras の影響を RNA 干渉法による
B-Ras 発現抑制を用いて検討した。さら
に、発現変化が認められた遺伝子につい
て、そのプロモーター活性を Luciferase
アッセイにより解析を行った。 

 
４． 研究成果 

 
NIH-3T3 細胞にB-Ras を発現するレトロ

ウイルスを感染し、Ras (G12V)による形質転
換能に対する影響を検討した。B-Ras の強
制発現は Ras (G12V)による形質転換能を顕
著に促進した。一方、shRNA による内在性
B-Ras の発現抑制は、Ras (G12V) による形
質転換を顕著に阻害した。興味深いことに、
B-Ras の発現抑制は、Ras (G12V) によるプ
ロテインキナーゼ mTORC1 の活性化を阻害
していた。さらに、B-Ras を介した発がん
機構を明らかにするため、B-Ras の蛋白質
複合体から同定されていたB-Ras 結合分子
の中で、とくに細胞の生存、増殖シグナルな
ど様々な生理機能に関わることが報告され
ている TRB3 (Tribbles -Homologue 3)、および
DDB1 に着目し、研究を行った。TRB3 と
DDB1 の Ras (G12V) による形質転換能への
影響を検討したところ、TRB3 は Ras (G12V) 
による発がんシグナルに対して抑制的に作
用するのに対して、DDB1 はむしろ Ras 
(G12V) による形質転換能を促進するという
逆の効果を示した。さらに、shRNA を用い
た TRB3 の発現抑制は、Ras(G12V)による形
質転換能を強く促進することがわかった。以
上の結果から、B-Ras はこれらの結合分子
に対する機能制御を介して、Ras (G12V) に
よる発がんシグナルに関わっている可能性
が考えられた。B-Ras 結合蛋白質として
TRB3 が同定された当初、私達はB-Ras が
TRB3によるがん抑制能を解除するのではな
いかと予想した。しかしながら、B-Ras の
過剰発現は TRB3 による形質転換抑制能を
わずかながら有意に解除することはできた
ものの、その効果は我々の予想したレベルよ
りはるかに低く、我々の当初の仮説を支持す
る実験結果は得られなかった。さらに、TRB3
を過剰発現した条件下では、B-Ras のバン
ドシフトが検出された。検討の結果、TRB3
はB-Ras の SUMO 化を促進することが明ら
かになり、B-Ras のバンドシフトの原因と
考えられた。SUMO 化は様々な蛋白質の機
能を修飾することが知られており、TRB3 は
SUMO 化を誘導することによってB-Ras の
機能を負に制御することで、Ras (G12V) 形
質転換能を抑制している可能性が考えられ



た。SUMOとB-Rasの融合蛋白質をNIH-3T3
細胞に発現すると、Ras (G12V) による形質
転換能および mTORC1 の活性化が顕著に阻
害されることが分かった。TRB3 は、ER ス
トレスに応答して発現するがん抑制蛋白質
として同定されたが、未だにその機能、発が
んシグナルを抑制する作用機序は報告され
ていない。本研究により、TRB3 が SUMO 化
を介して機能する新しいタイプのがん抑制
遺伝子産物であることが示された。さらに、
各種 Ras シグナルにおけるB-Ras の関与を
解析した。 DNA アレイ解析の結果、
Ras(G12V)によって、炎症性サイトカイン
IL-33 とその受容体タンパク質 ST2/ST2L の
発現が誘導されることが分かった。興味深い
ことに、核内に局在する IL-33 前駆体
NF-HEV は Cyclin D1 のタンパク質合成に必
須であり、Ras(G12V)による形質転換に必要
であることが明らかになった。また、
ST2/ST2L の発現誘導には、転写因子 STAT3
と ELK1 の活性化が必要であることも分か
った。一方で、shRNA による内在性B-Ras
の発現抑制は、これらの現象に影響を及ぼさ
なかった。以上の結果から、B-Ras は IL-33
及び ST2/ST2L を介したシグナル経路とは独
立して発がんシグナルに関与すると考えら
れた。 
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