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研究成果の概要（和文）：κB-Rasは細胞内で恒常的にGTP結合型を示す低分子量GTP結合蛋白質で、その細胞内局在は
結合するグアニンヌクレオチドにより制御される。私たちは、κB-Rasが発がんシグナルに深く関与することを見出し
た。R&#61518;&#61505;干渉法により、κB-Rasはがん遺伝子産物Ras (G12V) による形質転換に必須であることを明ら
かにした。さらに、κB-Rasの蛋白質複合体を精製した。κB-Rasの結合分子としてTRB3、DDB1を同定した。TRB3はRas 
(G12V) による形質転換を抑制した。TRB3はκB-RasのSUMO化を促進し、がん抑制能を示すことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：kappaB-Ras is a nuclear-cytoplasmic GTPase that mainly present as GTP-bound form w
ith no stimulating conditions, and its cellular localization is regulated by its bound guanine nucleotides
. Here, we found that kappaB-Ras is essential for Ras (G12V)-induced tumorigenesis, although kappaB-Ras it
self lacks the oncogenic activities. To clarify the mechanism, by which kappaB-Ras is involved in Ras (G12
V)-caused tumorigenesis, we purified the protein complexes including kappaB-Ras2, and identified novel int
eracting proteins of kappaB-Ras, such as TRB3 and DDB1. TRB3 exhibited the tumor suppressive activity agai
nst Ras (G12V). Furthermore, TRB3 induced SUMOylation of kappaB-Ras, and this seems to cause the inhibitio
n of Ras (G12V)-induced transformation. These observations suggest that kappaB-Ras harbors the critical ro
les in tumorigenesis induced by oncogenic Ras, and this is most likely to be regulated by novel tumor supp
ressor TRB3 through the SUMOylation of kappaB-Ras.
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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、私達は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、私達は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) B-Ras結合蛋白質の同定 
B-Rasの C末端に FLAGタグおよび His
タグをタンデムに付加した蛋白質を
NIH-3T3細胞に発現し、その後、二段階の
アフィニティクロマトグラフィーにより、
蛋白質複合体を精製した。得られた複合体
をトリプシンで消化後、LC-MS 解析によ
り含まれるB-Ras 結合蛋白質を同定した。 

 
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。
そこで、B-Rasを介した発がん機構を明らか
にするため、私達は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小胞
体（ER）ストレス関連蛋白質 TRB3 (Tribbles 
-Homologue 3)、SmgGDSおよび DDB1などに
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。 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。むしろ、TRB3はB-Rasによる形質転
換促進効果を抑制することが明らかになり、
TRB3はB-Rasの抑制分子である可能性が示
唆された。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。現在まで、TRB3がB-Rasの SUMO化を
促進する分子機構は明らかでなく、今後はそ
の解明が重要であると考えられる。また、そ
の他のB-Ras 結合蛋白質、とくに DDB1 や
SmgGDS の機能解析も今後の重要な課題と
考えられる。 
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