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研究成果の概要（和文）： 

 神経線維腫症患者から得られた病理標本を用い、神経線維腫の腫瘍部周辺の正常組織と腫瘍

部組織から蛋白質試料を抽出し蛍光色素で標識した後、同一ゲル上で１次元、２次元の電気泳

動を行い、蛍光強度を比較検討した。腫瘍部と正常部の泳動結果の比較により、一方のみに発

現有意を示す蛋白質スポットの同定を行った。同定された分子のみでは、臨床診断や症状との

統一的な説明は困難であった。むしろ、組織差より個人差由来とも考えられ、判断に苦慮する

結果となった。同定された因子をさらに詳しく生理的意義を考えて解析して行く必要がある。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We analyzed using pathological specimens obtained from neurofibromatosis patients. The 
protein samples from tumor tissue and normal tissue that exist in periphery of the tumor 
were labeled with fluorescence dye respectively. First dimension, and the second 
dimension electrophoresis for the sample performed on same gels. And we compared expressed 
protein amounts as the fluorescence intensity and color difference. From comparison of 
the portion spots of normal tissues with spots of the tumor portion, we identified and 
analyze protein that may be related to malignancy. However, it is impossible to explain 
the pathological biology of NF1 from the molecule that we identify. We have to study more 
detail for these molecules that may concern to malignancy. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 神経線維腫症(neurofibromatosis:NF)は、全
身の皮膚に多発する神経線維腫とカフェオレ

斑、神経系悪性腫瘍、学習障害等の多彩な病態
を伴う１型(NF1)と両側聴神経腫瘍を主症状と
する2型(NF2)の２つのタイプがある。異なる染
色体上にそれぞれの原因遺伝子が存在するこ
とが解明され、NF1(17番染色体長腕)とNF2(22

機関番号：82502 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間： 2009 ～ 2011  

課題番号：21591441 

研究課題名（和文）プロテオミクスを応用した神経線維腫発生機構の解析と悪性化因子の同定 

                     

研究課題名（英文）Analysis of neurofibromatosis generation mechanism and identification  

                 of malignant factors using proteomics techniques  

研究代表者 

   後藤  孝也（ GOTOH TAKAYA ） 

  独立行政法人放射線医学総合研究所・緊急被ばく医療研究センター・主任研究員 

研究者番号：80284355 



番染色体長腕)は独立した疾患とされる。この
うちNF1は、約3500人に１人の出生頻度でみら
れ、浸透率も高く最も発生頻度が高い常染色体
優性遺伝の神経皮膚疾患の一つである。NF1の
原因遺伝子はニューロフィブロミンをコード
しており、癌原遺伝子産物 Rasの活性型(GTP結
合型)から不活性型(GDP結合型)への変換を活
性化する。そのため、Nf1蛋白質の異常により、
細胞の増殖に関する活性型Rasを非活性型Ras
へ変換出来なくなることが腫瘍の発生に繋が
ると想定された。事実、NF1患者由来の細胞株
や試験管内の再構成系において、細胞内Nf1蛋
白質の発現低下や活性低下による活性型Rasの
増加が証明され、NF1の病態は腫瘍抑制遺伝子
であるNf1蛋白質の機能低下が原因と考えられ
た。コンディショナル（cre/lox）なNf1欠損マ
ウスを用いた研究では、シュワン細胞系のNf1
遺伝子欠損が腫瘍発生にとっては必要十分で
あるとの報告がされたり、最終的腫瘍発生の完
遂には腫瘍形成を運命付けられた細胞でのNf1
遺伝子欠損だけでなく、非腫瘍形成性細胞との
異型接合性が必要であると報告されたり、腫瘍
形成機構に関しては混沌としていた。 
 我々が臨床で接する患者の臨床像は多彩で
あり、腫瘍組織像もシュワン細胞、線維芽細胞、
神経周膜細胞などで構成され複雑な組織像を
呈する。よって、カフェオレ斑の成因を含め癌
原遺伝子rasの異常との関連だけでは説明が困
難である。昨年ヌーナン症候群やコステロ症候
群の原因因子として、SOS1や PTPN11、RAFとい
うRas-MAPキナーゼのカスケードに属する遺伝
子産物が同定されたが、 NF1 と同じ細胞内情
報伝達系 Rasカスケードに属する遺伝子の異
常であるにも関わらず、これらはNF1とは異な
る臨床像を呈する。この事実は、単一の遺伝子
異常は腫瘍形成の端緒に過ぎず、他の因子が協
調的に関与し、腫瘍を形成することを意味する。
また、NF1患者の臨床経過において、生命予後
を左右する最大の問題点は、比較的稀な腫瘍で
あるはずの悪性末梢神経鞘腫瘍(MPNST)が、思
春期以降の患者に合併する点である。これらが
示すことは、神経線維腫の発生とその増大・悪
性化へ導く要因は、Nf1遺伝子の異常のみなら
ず、腫瘍局所での腫瘍環境がその鍵であること
に他ならない。これらを背景とし、臨床症状の
多様性と悪性化に至る機構解明と治療に向け
た研究を遂行するために、新たな手法がブレイ
クスルーには必要とされた。 
 
２．研究の目的 
 
 これまでの遺伝子解析、ゲノム解析では解析
することができない、いわば組織や細胞レベル
で実際に機能している分子そのものである蛋
白質を扱い、正常組織、良性ではあるが、神経
線維腫として腫瘍化した細胞組織、さらには、
悪性化した細胞組織を構成する蛋白質を比較

解析する。それぞれの病態の腫瘍発生機構、良
性の腫瘍を母地として悪性転化する悪性末梢
神経鞘腫の発生機構やその原因となる蛋白質
及びその原因蛋白質の翻訳後修飾も含めた詳
細な解析を、プロテオミクス的手法を駆使した
網羅的解析を行う。 
 
３．研究の方法 
 
【試料等】 
 大学の倫理委員会により審査許可された説
明同意書により同意を得られた患者より手術
切除標本の提供を受ける。手術標本として、皮
膚神経症腫の全身に多発している患者、び漫性
神経線維腫の見られる患者、神経線維腫を母地
とした悪性神経鞘種を合併した患者と臨床的
診断像からそれぞれ三群に分類して手術標本
の一部の提供を受ける。 
 
【腫瘍化悪性化の関連因子の同定】 
①手術標本（凍結保存標本）を基に、厚さが 12
μmの切片を切り出し、HEの組織切片用とレー
ザーマイクロダイセクション用の切片をそれぞ
れ作成する。 
 
②HE染色による組織（一部切片）：病理学的に
腫瘍組織とその周辺に存在する正常組織を弁別
しその境界を判定する。また、腫瘍組織内の細
胞塊を S100抗体での免疫染色で染色した組織
切片から腫瘍細胞を神経細胞由来細胞とそれ以
外の細胞とを弁別し、それぞれをレーザーダイ
セクション装置（ライカ社）を用いて切り出し
試料とする。 
 
③総面積が 3㎜２から 10㎜２になるように同種
の組織切片を集め、細胞の可溶化溶液（８M ウ
レアを含有）を用いて可溶化を行う。可溶化し
た後、２Dクリーンアップキット（BioRad社）
を用いて脱塩などを行い泳動用サンプルとする。 
 
④腫瘍組織由来蛋白質、腫瘍周辺（正常）由来
蛋白をそれぞれ用意し、腫瘍組織由来蛋白質に
は Cy2の蛍光色素、腫瘍周辺（正常）組織由来
には、Cy5の蛍光色素を標識ラベルする。基本
的な標識反応条件は、標準プロトコルに従い、
サンプルは pH3から pH10の広レンジ、及び pH3
から pH5、pH7から pH10の狭レンジのそれぞれ
の等電点電気泳動（１次元目ストリップゲル：
BioRad社）を行い、得られた１次元泳動後のス
トリップゲルをポリアクリルアミドゲル（15％、
10％、７％）で同時に一枚のゲル上に展開する。 
 
⑤泳動後のゲルをそれぞれの励起波長で励起し、
画像処理した後、それぞれの蛋白質の発現プロ
ファイルを比較し、解析結果として得られた腫
瘍部組織由来の特異的蛋白質の泳動スポット、
腫瘍周囲の正常組織由来の特異的蛋白質スポッ



トを同定する。 
 
⑥同蛋白質スポットをゲルから切り出す。 
 
⑦ゲル内消化法（アセトニトリルによる脱水と
トリプシン消化のための膨潤を繰り返す）によ
り蛋白質を断片化する。 
 
⑧TOF/MSによる蛋白質断片の質量分析。 
 
⑨質量分析結果の解析（コンピュータによる蛋
白質推定）および蛋白質の同定。 
 
【腫瘍内の構成細胞の分別と解析】 
 免疫抗体組織染色により細胞の由来などの特
性を判定し、弁別採取してそれぞれの由来毎の
蛋白質を用いた網羅的解析を蛍光色素標識によ
り比較検討する。 
 
(1)候補蛋白質の機能解析 
①候補蛋白質の修飾の解析として、二次元電気
泳動した後、特異抗体を用いてウエスタンブロ
ットによる解析を行う。二次元の内、一次元目
は、広レンジ、狭レンジの３つの異なる泳動レ
ンジのストリップゲルを用いて泳動を行い、２
次元目は分子量に応じて、10％と 7％の２種類
のポリアクリルアミドゲルの電気泳動を行う。 
 
②泳動結果のパターンからリン酸化修飾が考え
られるものについては、抗リン酸化抗体を用い
て、ウエスタンブロットを行い、その修飾の変
化を解析する。 
 
③質量分析（TOF/TOF）を用いた修飾解析 
 
(2)修飾解析として、質量分析装置を用いて、各
ピークのフラグメント解析によりそのピークの
アミノ酸残基の修飾を解析し、既存の蛋白との
比較検討をする。 
 
(3)得られたイオン型を、解析ソフトを用いて推
定する。 
 
(4)生理機能の解析 
①候補蛋白質を培養細胞系に過剰発現、またノ
ックダウンさせ、細胞形態、細胞の増加速度、
EGF、TGFβ、NGF刺激応答を観察する。 
 
②蛍光蛋白（GFP）との融合蛋白質を発現する細
胞を樹立し観察する。 
 
４．研究成果 
 
【腫瘍組織の解析と臨床症状】 
説明同意を得て、24名の患者から手術時の切除
組織標本を得た。 
(1)：皮膚の神経線維腫とカフェオレ斑のみを症

状と主とする患者群 
 
(2)：全身に小型の神経線維腫を多発する症状を
主症状とする患者群 
 
(3)：び漫性の比較的大きな神経線維腫の併発を
主症状とする患者群 
 
(4)：悪性神経鞘腫を併発した患者群 
以上のように症状から４つの病態群に分類し切
除手術時に病理標本として得た。 
 
【臨床像とそれぞれの組織の差異解析】 
 本研究に用いた臨床病理組織と臨床像の比較
検討では、(1)の患者に見られるような大小の
様々な神経線維腫の見られる患者（皮膚に見ら
れる個数は 20〜30 個程度）と(2)の患者に見ら
れるような全身の皮膚に多発する（100個以上）
の病理組織に同じようなサイズの神経線維腫に
関してはその差は特に見られないことがわかっ
た。病理組織としては、全体に疎な組織構成で、
構成する膠原線維の中に紡錘型の神経由来と思
われる細胞がみられ、また細胞体の明るい由来
の解らない細胞がその周囲にも見られた。血管
（血管の内皮は総じて薄い）からの漏出と見ら
れる赤血球やリンパ球の浸潤も見られ、臨床像
および病理組織像として神経線維腫の診断判断
できるものであった。(3)のび漫性の組織標本で
は、部分を病理標本として切り出して観察した
が、(1)、(2)の組織と同様の組織像であったが、
巨大なび漫性の腫瘍の一部であり、部分ごとに、
より塊状の斑になっていた。(4)の悪性神経鞘腫
では、それぞれの細胞が良性の神経線維腫に比
べ、細胞体の異形成や核の濃染状態などから悪
性度が高いことが推定でき、また、良性の神経
線維腫にみられた由来の解らない細胞体の明る
い細胞の数は減っており、神経由来の細胞と思
われる紡錘形の細胞が比較的密になっている像
が見られた。このことから、病理組織のみから
その悪性度に関しての推定は可能であるが、臨
床像特異的な病理像が判定できないということ
が改めて確認された。 
 
【腫瘍細胞特異的な蛋白質の同定】 
 凍結切片か
らクライオト
ームで薄層切
片を作成し、
顕微鏡下に病
理像から腫瘍
部位を切り出
した後、蛋白
質を抽出し、
２次元電気泳
動を行い蛋白
質の発現差異を比較検討した。 
  図１に示すように２次元の電気泳動のゲルか



ら得られたスポットは蛋白質の修飾などにより
泳動状況に差が見られる。 
 このように腫瘍部に於いて、悪性神経鞘腫の部
分と良性の神経線維腫の部分との比較により悪
性化した組織由来の蛋白質のみにみられるスポ
ットの内、量の多いもの（大きなスポット）の
ものを特定しそれぞれのスポットゲルを切り出
し、ゲル内消化法でトリプシン処理し TOF/MS
の質量分析装置で質量分析して、図２に示すよ
うな結果を得た。（図２には、それぞれのフラグ
メントの質量値は記載していない。）図２に示し
たのは、特定した１つの蛋白スポットの結果例
である。 
これをもとにデータベースから理論値との比較
により、候補としていくつかの分子を同定する
に至った。 

 その分子群は、細胞骨格、転写因子などであ
った。 Ras、Rho などの低分子 G蛋白質の 
情報伝達系の因子は同定できなかった。また、
MAP-kinase と関係するであろう因子も蛋白質
量の変化、リン酸化の変化などを伴う因子とし
ては確認できなかった。このように同定できて
いないという事が、すなわち疾患との関連が否
定できたということにならない点は本手法の難
しい問題点であった。 
 
【悪性化関連因子の生理機能の解析】 
 特定した蛋白質の内、転写関連因子の内、TGF
βの情報伝達の下流の因子群に対象を絞り込み
その転写活性を、ルシフェラーゼレポーターア
ッセイを使い測定した。 
 NF1の蛋白の欠損した細胞では、相対的に Ras
が活性化した状態であることが想定される。そ
のため、Rasの恒常活性型変異体である RasV12
を導入した細胞を用いて実験系を組んで測定を
行った。その結果、我々の実験系では転写活性
に変化を及ぼさなかった。更なる解析が必要で
ある。 
 
【臨床症例の検討】 
(1)幼少時より増大を見た神経線維腫に発生し
た悪性神経鞘腫の症例。び漫性神経線維腫から
発生したと判断でき、切除手術と放射線治療を
併用したが、肺転移の合併を来たした。通常、

悪性転化する例は経過の長い中年以降の事が多
いがこの症例は若年での悪性転化の症例であっ
た。悪性転化する因子としては複雑な機構が考
えられる。 
 
(2)皮膚の一部のみにカフェオレ斑や神経線維
腫が見られる症例はモザイク型として考えられ
ている。これ迄の経験例や診療録などから 58
例の検討を加えた。 
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