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研究成果の概要（和文）：TRB1はショウジョウバエTribblesのホ乳類でのオルソログである。TRB1はTRB2やTRB3と同様
、キナーゼの基質結合ドメインをもっているが、ATP結合ドメインおよびキナーゼ活性化ドメインをもたないシュード
キナーゼである。最近、TRB1ががんの進展に関与することが報告されているが、未だに十分には解明されていない。
　本研究では、ある種のがん細胞株においてTRB1はTGF-βのシグナル伝達分子であるSmadのDNA結合を阻害することで
、Smadの活性を抑制することを明らかにした。また、TRB1はSmadの活性依存的にTGF-βによってその発現が誘導される
ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：TRB1 is a mammalian ortholog of Tribbles in drosophila. TRB1 has a conserved 
substrate-binding domain of a protein kinase, but not ATP-binding and kinase-activation domains, as well 
as other TRB family proteins (TRB2 and TRB3). While some reports including our study have suggested that 
TRB1 plays important roles on cancer progression, the function of TRB1 has not been fully elucidated.
 In this study, we found that TRB1 represses TGF-β signaling by inhibiting interaction between Smad and 
DNA and expression of TRB1 protein is induced by TGF-β in a manner dependent of Smad activation.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 TRB1 はショウジョウバエの Tribbles のヒ
トでの orthologであり、TRB2、TRB3と共に
TRB ファミリータンパク質を構成している
タンパク質である。TRB1 は、基質結合部位
を 持 つ が キ ナ ー ゼ 活 性 を 持 た な い
pseudekinase であり、アダプタータンパク質
として細胞内の様々なシグナル伝達を調節
している。また、トランスジェニックマウス
やノックアウトマウスの解析から、脂質代謝
や M2マクロファージの分化、急性骨髄性白
血病の発症に関与することが報告されてい
るが、生体内における TRB1の機能の全容は
つかめていない。 
 TGF-βは細胞増殖や分化、アポトーシスな
ど多彩な細胞応答に関与するサイトカイン
であり、特に上皮細胞に対して強い細胞増殖
抑制作用を示すことが知られている。がんに
おいては、消化器系のがんなどにおいて
TGFβ のシグナル伝達に関わる因子の変異や
欠損が見つかっていることから、これらのが
んにおいて TGF-β はがん抑制シグナルとし
てがんの発症や進展に関与すると考えられ
ている。 
 申請者は最近、TRB1 を過剰発現させると
TGF-βシグナル伝達因子Smad3の転写活性化
能が抑制され、また逆に TRB1の発現を抑制
すると Smad3 の活性が上昇することを発見
していた。さらに、抗炎症性サイトカインで
ある TGF-βが TRB1の発現を誘導することを
明らかにしていた。 
 以上の予備的な検討から、TRB1 の異常発
現が TGF-β シグナルを過剰に抑制すること
で細胞がん化を促すことが推察された。そし
てより詳細な解析を進めることで、がんの新
たな分子標的を見つけることにもつながる
と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、TRB1が TGF-βシグナルを抑
制する分子メカニズムを解明し、TRB1 の細
胞がん化に対する作用を明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）TGF-βによる TRB1の発現制御 
 TRB1 mRNAの発現変化については全RNA
を抽出し逆転写後、リアルタイム PCR法ある
いは半定量的 PCR法により検討した。タンパ
ク質発現変化はウエスタンブロッティング
を行った。TRB1 プロモーター活性は種々の
長さや変異を持つレポータープラスミドを
作製し、ルシフェラーゼアッセイにより評価

した。 
 
 
（２）TRB1による TGF-βシグナルの制御 
  TGF-β による Smad の活性化はレポータ
ーアッセイにより評価した。タンパク質間相
互作用は免疫沈降法により、DNAとタンパク
質の結合はクロマチン免疫沈降法により検
討した。mRNAの発現変化は（１）と同様の
手法で検討した。 
  
４．研究成果 
 
（１）TGF-βによる TRB1の発現制御 
 TGF-β応答性をもつがん細胞株をTGF-βで
刺激すると、濃度依存的に TRB1の発現が上
昇すること、この発現上昇は TGF-β刺激後 2
時間からみられることが明らかになった。ま
た、TRB1 タンパク質と同様、mRNA の発現
も上昇したことから、TGF-βによる TRB1の
発現上昇は TRB1の転写の亢進が関与してい
る可能性が考えられた。そこで、TRB1 プロ
モーターの活性化に対する TGF-β の影響を
調べたところ、TGF-βは TRB1プロモーター
活性を促進した。TRB1の mRNA安定性につ
いても検討したところ、TGF-β による TRB1 
mRNAの安定性の変化はなかった。TGF-βに
よる TRB1発現制御のメカニズムを検討する
ため各種阻害剤を用いた検討を行ったとこ
ろ、TGF-β受容体のひとつである ALK5阻害
剤および TGF-β シグナル伝達分子 Smad3 の
阻害剤により TGF-β依存的な TRB1の発現上
昇は抑制された。また、TGF-βシグナルを抑
制する Smad7 の過剰発現により TGF-β によ
る TRB1プロモーター活性化が抑制された。
以上の結果から、TGF-β は Smad を介して
TRB1の発現を誘導すると考えられた。 
 
（２）MAPKによる TRB1の発現制御 
 TRB1 の発現制御を解明する過程において、
MEK 阻害剤により TRB1 の発現が著しく減
少することが明らかになった。MAPK経路に
関わる因子に変異を持ついくつかのがん細
胞株を用いて TRB1の発現を比較したところ、
MAPK シグナルが恒常的に活性化した変異
を持つがん細胞では TRB1の発現が上昇して
いる傾向がみられた。このことから、MAPK
の活性亢進によって TRB1 が誘導されると
TGFβ シグナルを過剰に抑制し、細胞がん化
を促進する可能性が考えられた。 
 
（３）TRB1による TGF-βシグナルの制御 
 TGF-β 応答性をもつがん細胞株に Smad 結
合配列を 12 個つなげた配列を含むレポータ
ープラスミド SBE12-Lucを導入し、TGF-βに
よる Smad の活性化に対する TRB1 の影響を



調べた。すると、TGF-β 依存的な Smad の活
性化を TRB1は用量依存的に抑制した。一方、
TRB1 をノックダウンした場合、TGF-β によ
る活性上昇は増強された。また、TRB1 は
TGF-βの標的遺伝子 PAI-1のプロモーター活
性化も抑制した。そこで、TRB1 がどのよう
に TGF-β シグナルを抑制するか検討したと
ころ、TRB1は Smadの DNAへの結合を抑制
することが明らかになった。一方、TRB1 は
Smad の複合体形成や転写活性化には影響を
与えなかった。 
 次に、TGF-βにより上皮間葉転換（EMT）
が誘導されることが知られているがん細胞
株を用いて TGF-β によるがん悪性化に対す
る TRB1の影響について検討を行った。TRB1
のノックダウンにより EMT 関連転写因子の
発現が低下することが明らかになった。以上
の結果から、TRB1 は標的遺伝子や細胞に応
じて TGF-β シグナルの異なる制御をするこ
とでがんの進展や増悪に関与していること
が示唆された。 
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