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研究成果の概要（和文）：NF1及びNF2の病態発症メカニズム解明と分子標的の開発を目的として、それぞれの原因遺伝
子産物の細胞内機能欠損によって異常化する特異的なシグナル分子群を、融合プロテオミクスにて詳細に解析した。特
にNF1病態モデルを用い、異常に活性化するmTOR経路調節因子TCTPの関わる新規ネットワークを検出した。患者組織に
おけるTCTPの発現は、NF1腫瘍の悪性度に相関し、特に悪性末梢神経鞘腫（MPNST）において顕著であり、mTORの活性化
によって翻訳レベルで制御されることが判明した。NF腫瘍においてTCTPを特異的に阻害することによって、NF腫瘍の治
療が可能となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neurofibromatosis type 1/2 (NF1/2) is an autosomal dominant disease that 
predisposes individuals to develop neural tumors including neurofibromas and malignant tumors etc. To 
identify novel biological targets for NF-associated tumors, a unique integrated-omics was performed, and 
a novel abnormal network, “Translationally controlled tumor protein (TCTP)-mTOR/EF signalings” was 
identified. This network activates the MAPK/PI3K-AKT-mTOR and specific EF1 complex associated 
translational signalings in NF1 tumors. In NF1-deficient MPNST cells, MAPK/PI3K/mTOR inhibitors 
downregulated TCTP associated cell expansions, and TCTP knockdown (or overexpression) suppressed (or 
activated) mTOR/EF1 signalings. Artesunate, a TCTP target, inhibited the TCTP-mTOR/EF1 signal cascade and 
suppressed the viability of MPNST cells significantly. These findings suggest that TCTP-mTOR/EF signaling 
is implicated in the progression of NF1-tumors and could serve as a biological target for the specific 
therapy.

研究分野：腫瘍生化学

キーワード： neurofibromatosis　NF1　proteomics　mTOR　TCTP
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１．研究開始当初の背景 
神経線維腫症(neurofibromatosis:NF)は, 全
身の皮膚に多発性結節と色素斑を初め多様
な症状を伴う遺伝性疾患である１型(NF1), 
及び類似した皮膚症状に加え中枢神経系腫
瘍を高頻度に伴う２型(NF2)の２つのタイプ
に分けられる. 1991年に NF1遺伝子, 1994
年に NF2 遺伝子がそれぞれ全く異なる染色
体上で異なる蛋白質をコードする腫瘍抑制
遺伝子として同定された. 特徴として, NF1
は 17 番染色体長腕の異常に連鎖し, 皮下の
多発性神経線維腫, 皮膚色素斑などに加え線
維肉腫, グリオーマなどの悪性腫瘍を伴う頻
度が高いのに対して, NF2 は 22 番染色体長
腕の異常に連鎖し, 両側聴神経鞘腫, 多発性
髄膜腫などの頭蓋内良性腫瘍をほぼ必発す
ることがあげられる. 両 NF 原因遺伝子同定
により両病態発症メカニズムが明らかにな
り, 治療や予防法が開発されると期待された
が, 遺伝子構造から予想される産物の機能と
疾患の表現型との間にはなお大きな距離が
ある. 具体的な治療法として, リスクを伴う
腫瘍の外科的摘出術による一時的な対処療
法以外には, その他の治療法・予防法・予後
予測法など, 全く開発されていないのが現状
である. NF1は 3000-4000人に 1人という頻
度の高さから, 又 NF２に関しては, その病
態の深刻さから, これらの発病機構の解明と
その治療法・治療薬の開発が大きく望まれて
いる.  
 現在までに, NF1遺伝子は RAS-GAPと相
同配列を有すること, NF2遺伝子は細胞膜裏
打ち蛋白群（ERM family）と相同性が高い
こと, NF１/NF2 両遺伝子共に欠失マウスは
致死, ヘテロは転移性の悪性腫瘍を高率に発
症する等が報告されているが, 両 NF 蛋白分
子そのものの性質についてはほとんど明確
にされていない. 我々は 1991 年来, NF1, 
NF2遺伝子の機能解析を行っており, 今まで
に脳腫瘍組織におけるNF蛋白の特異的な構
造変異パターンを解析し, 細胞機能破綻（腫
瘍化）との関連性を提唱してきた(Nature 
Med 1998, Oncogene 1998, FEBS Letters 
2001, 2004, Mol Cell Proteomics 2009, 2013, 
J Biol Chem 2003, 2004, 2005, 2006, 2008, 
2014, ProNAS 2015 submitted 他). 又 NF
両遺伝子の高変異部位に特異的に結合する
合計約 260種類の細胞内蛋白質を検出・同定
して機能解析を行ってきた(Oncogene 1994, 
Protein Science 1997, FEBS Letters 2001, 
2003,J Biol Chem 2006, 2008, 2014). これ
らから, NF2蛋白質が DNA修復や細胞周期, 
アポトーシスに関わる酵素蛋白質群
(PARP,DNAPK/Ku-85,Ku70)と相互作用し
て活性制御していること, 又 NF1 遺伝子の
GAP 領域に可変スプライシングが存在し, 
これによって細胞内 Ras 活性の制御と神経
系細胞の分化に関わっていることを発見し
た(Oncogene 1991; Int J Oncol 1992; Mol 
Carcinogenesis 1992; J Biol Chem 2003, 

2005, 2006 2008, 2013, 2014). さらに, NF1
蛋白は様々なキナーゼによるリン酸化や
GAP活性が細胞内NF1結合蛋白質群(14-3-3, 
Ras, PI3K, MAPK, Tub, PAK等)によって制
御されていること, 又 NO/NOS 制御因子群
と相互作用して, 細胞内レドックス系を制御
していること , 又ニューロンにおいては
CRMP2や microtubles構成因子群とコンプ
レックスを形成し, これらのリン酸化を制御
することによって axon formation, ひいては
神経系細胞分化をコントロールしている事
等を明らかにするなど (FEBS Letters 1996, 
2001, 2003, J Biol Chem 2006, 2008, 2014, 
Mol. Cell. Proteomics 2009, 2013, 
ProsOne2013), NFの腫瘍抑制機構に新しい
概念を導入してきた.  
  
２．研究の目的 
本研究では、NF1 及び NF2 の病態発症メ
カニズム解明と治療ターゲットの開発を目
的として、それぞれの原因遺伝子産物；
NF1 蛋白(Neurofibromin),及び NF2 蛋白
(Merlin)の細胞内機能欠損によって異常化
する特異的なシグナル分子群を、我々の開
発によるプロテオーム・トランスクリプト
ーム統合解析システム（病態プロテオミク
スコアシステム）にて詳細に明らかにする。
特に独自に構築した NF1 病態モデルを用
いて、特異的な病態に関わる細胞内分子ネ
ットワークを mRNA と蛋白質両レベルで
同定し、これらをユニークな分子情報統合
データマイニング法にて融合して抽出する
ことにより絞り込みを行い、これら同定分
子群の生化学的／細胞生物学的な検証実験
と、臨床応用への可能性を検討した。 
 
３．研究の方法 
質量分析を用いた解析には、複数の高感度タ
ンデム質量分析器（ nano ESI-QqTOF:  
QStarElite, QstarPulsari, TripleTOF5600, 
MALDI-TOF-TOF:4700,5800, nano 
ESI-ionTrapQQQ:4000QTRAP, AB Sciex）、
および付随する nano レベルのクロマトグラ
フィー装置（nanoLC:Ultimate 3000,Dionex, 
DiNa,MaL,KYA ） , 解 析 ソ フ ト 群
（ ProteinPilot, MASCOT, Analyst 
QS,MRM/MRM pilot,quant,scheduled, 
GPS, Progenesis, Decyder, GeneSpringsGP, 
MANGO, iPEACH等）を用いた。高感度タ
ンデム質量分析器 nanoLC-ESI-QqTOF、
nanoLC-MALDI-TOF-TOF は網羅的なペプ
チドの高感度検出および比較定量／同定用
に 、 さ ら に nanoLC-ESI-ionTrapQQQ 
(QTRAP4000 Applied Biosystems)は高感度
定量用に、それぞれ融合的に組み合わせて使
用した。 
 高感度同時比較定量解析法として、
iTRAQ(isobaric Tagging for Relative and 
Absolute Quantitation)法および検証用に
MRM(Multiple Reaction Monitoring)法を用



いた。又、リン酸化および proteolysis など
の翻訳後修飾発現差異解析に関しては、
ProQ-Diamond による染色法を併用した
2D-DIGE 法を用いた。mRNA 発現解析は、
DNA chip (Human Genome U133 Plus 2.0 
Array, affimetrix)を用いた。 
 検証法の一つとして、独自に開発を行った
全自動２次元電気泳動装置を用いた
Western Blotting法（Auto2D-WB）を用い
て、複数個のマーカー分子の同時迅速検出法
の最適化を検討した。 
 siRNA による NF1 発現を抑制した NF1
病態モデル PC12細胞とコントロール細胞を
用いて、FCSまたはNGFによる分化誘導後、
経時的にサンプルを調製した。同一のサンプ
ルを同時にタンパク質(iTRAQ、2D-DIGE)
と mRNA (DNA array)用に抽出調製して解
析に用いた。まず学習セットを選択し全ての
解析データを iPEACH(特願 2010-81524)を
用いて統合し、GO 解析 GeneSpring GX 
(Agilent Technologies), ネットワーク解析
KeyMolnet（医薬分子設計研究所）を用いた
機能解析を行い、抽出された特異的活性化シ
グナル分子群に対して、各抗体を用いて
1D/2D-Western Blotting法、組織免疫染色法
によって検証した。 
 TCTP 発現実験および結合タンパク質同法
として、主に、NF1 腫瘍（MPNST）細胞を用い、
TCTP-FLAG タグ融合タンパク質を強制発現さ
せ、FLAG 抗体を用いて共免疫沈降複合体を精
製し、超微量還元アルキル化・Trypsin/LysC
消化処理の後、nanoLC-ESI- MS/MS 解析、
sequential window acquisition of all 
theoretical spectra（SWATH）定量解析によ
り、TCTP 複合体分子群の網羅的同定を行った。
分子ネットワークデータベースと分子機能
オントロジーを用いたインシリコ解析によ
り、TCTP と相互作用する分子群を機能分類し、
TCTP の NF1 腫瘍内における役割を推定した。
TCTP と相互作用する新規分子群について、同
定された TCTP 結合タンパク質の共免疫沈降
によって、TCTP との相互作用形式を解析し、
TCTPのNF1腫瘍内での機能について検証した。 
 
４．研究成果 
(1) 融合プロテオミクス法による NF1 病
態関連分子ネットワークの同定 
融合プロテオミクス法の各手法による解析
の結果、DNA array では 21349 プローブ
（10868 遺伝子）、iTRAQ では 3189 タン
パク質、2D-DIGE では 2way-ANOVA 解
析を行い、NF1ノックダウンにより有意に
発現変動した 332 spots を同定した。各解
析の分子データをデータマイニングソフト
iPEACH によって統合し、総計 10926 分
子の発現情報の取得に成功した。これら分
子の情報からデータマイニングソフト
Subioを用いて NF1発現抑制および NGF
刺激によって特異的な発現誘導を示す 112
種の蛋白質を抽出し、分子パスウェイ解析

ソフト KeymolentによりNF1新規病態関
連分子ネットワークの探索を試みた。 
その結果、特徴的かつ新規なものとして、
Dynein IC2-GR-COX-1の一連の分化活性
化シグナルネットワーク、および腫瘍促進
関 連 ネ ッ ト ワ ー ク
MAPK-PI3K/AKT–TCTP-mTOR シグナ
ルがシミュレーション的に検出された。こ
れらネットワークの構成因子群の siRNA
や阻害剤処理による検証実験を行った。 
 
(2) Dynein-GR-Cox1シグナルの解析 
NF1 ノックダウンによりタンパク質レベ
ルで経時的に変動していた Dynein 
intermediate chain 2および COX-1を含
む Dynein-GR-Cox1 新規シグナルに注目
した。まず、Dynein IC2、Cox-1 の発現
変動および GRの核移行を、各種抗体を用
いたウエスタンブロット解析により検証し
た。二次元電気泳動で展開した Dynein 
intermediate chain 2（Dynein IC2）蛋白
質スポットは４スポット以上検出され、そ
のうち２つのスポットはリン酸化されてい
ることが確認された。Dynein IC 2に対す
る抗体によって、Dynein IC2 の蛋白質ス
ポットを検出し、NF1をノックダウンした
PC12細胞を NGFで刺激すると、Dynein 
IC2の Isoform Cの発現が NGFで刺激し
たコントロール PC12細胞と比較して有意
に上昇し、特に Dynein IC2C のリン酸化
型の顕著な蓄積が確認された。NF1をノッ
クダウンした PC12 細胞において、NGF
刺激により発現誘導されると同定された
COX-1 の発現変動の検証をウェスタンブ
ロット解析により行った。COX-1の発現量
は、コントロール細胞と NF1 をノックダ
ウンした細胞と比較して、特に NGF 刺激
を受けた後で、コントロールと比べて継時
的に発現が有意に上昇していることが明ら
かとなった。また核画分の GR発現量をウ
ェスタンブロット解析により比較し、GR
の核移行を検討した結果、NGF 刺激した
NF1ノックダウンPC12細胞の核内GR発
現量は、コントロールと比較して有意に上
昇していることが明らかとなった。  
NF発現抑制細胞では、Dynein IC2-のスプ
ライシングとリン酸化の亢進によって GR
の核輸送が誘導され、その結果 COX-1 の
発現を亢進させた。興味深いことに、NF1
欠損 PC12 細胞において、この COX-1 の
過剰発現を抑制したところ、神経突起伸長
阻害が回復して分化異常が正常化すること
が判明した。Cox-1 の神経線維腫症１型に
おける病態への寄与は現在のところ不明だ
が、NF1機能抑制による Cox-1の発現誘導
の抑制によって、NF1病態が改善されるこ
とが期待される。（発表論文２を参照） 
 
(2) MAPK-PI3K/AKT–TCTP-mTOR シグ
ナルの解析 



NF1 腫瘍に関連する分子ネットワークと
して、特に mTOR 経路調節因子である
TCTP (Translationally controlled tumour 
protein) に関わるネットワークに注目し
た。TCTPは酵母からヒトにいたるまで、
真核生物種間で構造および機能面において
高度に保存されており、多彩な機能を示す
蛋白質である。特にアポトーシス抑制、蛋
白質合成、細胞分裂に関わる機能などの面
から、TCTPは腫瘍との関連が示唆されて
いる。しかしながら、NF1病態の代表的な
腫瘍である神経線維腫とTCTPとを関連づ
ける報告はない。そこで、NF1腫瘍である
皮下神経線維腫、網状神経線維腫および悪
性末梢神経鞘腫（MPNST）の 3 種の腫瘍
組織内における TCTPの発現状態を、免疫
組織染色により解析した。その結果、TCTP
の発現は組織の悪性度に相関して、高くな
る傾向にあることから、TCTPは、神経線
維腫の悪性化の指標として有用であること
が示唆された（発表論文９を参照）。 
 NF1 遺伝子を欠失している悪性末梢神
経鞘腫瘍(MPNST)において最も TCTP の
発現が顕著であったことから、NF1遺伝子
機能がTCTPの発現に及ぼす影響を検討す
るため、MPNST由来の培養細胞内に Ras
を負に制御するNF1-GAP領域を過剰発現
させ、 TCTPの発現を評価した。その結果、
GRD の過剰発現によって MAPK、
PI3K-AKT経路の活性低下が誘導され、そ
れに伴い、TCTPの発現が減少することが
判明した。さらに、MEK、PI3Kを阻害す
ることによってもTCTPの発現が減少する
ことを見出した。また、興味深い事に TCTP
の発現減少は、mTOR (mammalian target 
of ranapamycin)経路の活性低下に伴って
起こることが判明した。TCTP の mRNA
の 5’末端の配列には 5’-末端オリゴピリ
ミジン領域が存在することが想定されてい
ることから、TCTP は mTOR 活性による
正の翻訳制御を受けることが考えられるた
め、MPNST 細胞の mTOR 活性のラパマ
イシンによる阻害がTCTPに及ぼす影響を
検討したところ、ラパマイシン処理により
TCTPの発現は翻訳レベルで減少すること
を明らかとなった。以上の結果、MPNST
細胞内において Ras-MAPK, および
PI3K-AKT を介した mTOR の活性化が
TCTPの発現上昇に寄与していることが判
明した。（発表論文９を参照） 
 
(3) MPNST細胞内における TCTPの役割 
一方、siRNA によって TCTP の発現を抑
制し、その表現型を検証したところ、TCTP
の発現抑制によって、MPNST細胞の生存
能は低下し、さらに細胞サイズの低下を引
き起こしていることが明らかとなった。
TCTPは細胞サイズの調節に密接に関わっ
ている mTOR 経路を正に制御しているこ
とが報告されていることから、TCTP の

mTOR経路の下流である S6のリン酸化レ
ベルへの寄与について検討したところ、
TCTP 発現抑制が S6 のリン酸化レベルを
低下させることが明らかとなった。以上の
結果から、TCTPはMPNST細胞のサイズ、
および mTOR 経路を正に制御し、細胞の
増殖を促進していることが明らかとなった。
TCTP の発現上昇が引き金となる mTOR
経路の異常な活性化が、NF１の腫瘍化を引
き起こす要因の一つと考えられ、TCTPの
機能やそのシグナルの上流および下流の分
子を標的とした治療戦略、特に TCTPを分
解させるアーテスネート(ART)を用いた手
法が有効であることが示唆された。 
 
(4) TCTP の NF 関連腫瘍の治療標的とし
ての可能性の検討 
プロテオミクス手法を用いた解析により、
NF1機能を欠損させた細胞内で、TCTPを
中心となる分子ネットワークが活性化して
いること、NF1 腫瘍の悪性化に相関して
TCTPの発現は上昇し、MPNST細胞内で
Ras-MAPK, および PI3K-AKT を介した
mTOR の活性化が TCTP 発現上昇に寄与
していることを明らかにした。また、TCTP
は MPNST 細胞のサイズ、および mTOR
経路を正に制御し、細胞の増殖を促進して
いることが明らかとなった。これらのこと
より、TCTPの分解を促進して、細胞増殖
を抑制するARTとmTOR阻害剤の併用に
よる NF1 腫瘍治療への有用性を検討した
ところ、MPNST細胞の生存率を優位に減
少させることが判明した。又、TCTP は EF1
ファミリータンパク質を代表とする翻訳伸
長因子複合体と最も特異的に結合している
ことが、更なる結合実験にて明らかになった
ことから、NF1 腫瘍内において、TCTP は翻訳
伸長因子複合体の形成に重要な働きを示す
ことが示唆された。したがって、NF1 腫瘍の
形成において、TCTP-mTOR タンパク質翻訳の
促進は、NF1 腫瘍に特徴的なタンパク質合成
活性化の要因の一つとなっていると予想さ
れ、TCTP とその翻訳複合体の相互作用の阻害
が、NF1 腫瘍形成を抑制する方法として有効
であることが考えられた。(論文投稿準備中) 
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