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研究成果の概要（和文）：神経線維腫症１型（NF1）は神経線維種や悪性腫瘍をはじめとする、多彩な病態を示す遺伝
性疾患であり、その詳細な分子機序、病態マーカー、および治療標的は報告されていない。本研究では、新規NF1関連
分子TCTPのNF1腫瘍細胞内での機能を詳細に検討するため、TCTP結合タンパク質群の網羅的な同定を試みた。その結果
、TCTPは翻訳、およびストレス応答に関わる因子群と有意に相互作用することが明らかとなった。特に、TCTPは翻訳伸
長因子EF1A2との特異的な相互作用によって、NF1腫瘍細胞内のタンパク質合成能を活性化していることが考えられ、そ
の機能阻害がNF1腫瘍の治療標的として有効であると示唆された。

研究成果の概要（英文）：Neurofibromatosis type 1 (NF1) is an autosomal dominant disease that predisposes 
individuals to developing benign neurofibromas and malignant peripheral nerve sheath tumors (MPNSTs). 
Owing to the lack of information on the molecular mechanism of NF1-associated tumor pathogenesis, 
biomarkers, and therapeutic targets, a radical treatment for NF1 tumors has not been established.　To 
analyze the function of a novel NF1-related protein, TCTP, in detail in NF1-associated tumor, we 
identified the TCTP-interacting proteins by proteomic approach. As a result, TCTP　interacts with 
proteins related to protein translation mechinery and stress. Especially, TCTP specifically interacts 
with EF1A2, suggesting that the interaction between TCTP and EF1A2 contributes to the formation of 
NF1-tumor specific translational machinery. Our findings also suggest that the inhibition of TCTP-EF1A2 
interaction is a therapeutic target for NF1-associated tumors.

研究分野： 総合生物
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１．研究開始当初の背景 

神経線維腫症 1 型は、多発性神経線維腫を
始めとする多彩な病態を示す遺伝性疾患で
ある。原因遺伝子産物 Neurofibromin は、
Ras-GAP 相同領域を有し、Ras の下流である
MAPK シグナル、および PI3K-AKT シグナルな
どの細胞内シグナル伝達の重要な調節因子
と考えられている。NF1 原因遺伝子の同定に
より本疾患群の発症機序が明らかになり、治
療や予防法が開発されるものと期待された。
しかしながら、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
きな距離があり、具体的な治療法・予防法に
関しては、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存在しな
いのが現状である。 

本研究に先行して、NF1 遺伝子に特異的な
siRNA を処理した神経系細胞を NF1病態モデ
ルとして用い、新しい融合プロテオミクス手
法によって、新規 NF1 病態関連分子として
Translationally controlled tumor protein
（TCTP）を同定した。 

TCTPは酵母からヒトにいたるまで、真核生
物の種間で構造、および機能面において高度
に保存されており、多彩な機能を示すタンパ
ク質である。特にアポトーシスの抑制、タン
パク質の合成、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。 

TCTP は NF1 遺伝子欠損細胞において、Ras
の下流である MAPK シグナル、PI3K-AKT シグ
ナルを介した mTOR の活性化により発現が増
加すること、および NF1腫瘍組織の悪性度に
相関して発現が上昇し、とくに NF1 腫瘍で最
も悪性度の高い悪性抹消神経鞘腫（MPNST）
で発現が顕著であることが明らかとなった。
しかしながら、TCTP は多彩な機能を有する蛋
白質であることから、NF1 腫瘍内における
TCTP の詳細な生物学的役割については明ら
かとなっていない。 
 

２．研究の目的 

新規 NF1 病態関連因子 TCTP を標的とした
NF1 腫瘍の新規治療法の開発を目指し、本研
究では、NF1腫瘍内における TCTPの分子機能、
および生物学的役割について詳細に解析し、
TCTP の NF1 腫瘍発症機序への寄与、および
NF1 腫瘍治療のターゲットとしての有用性に
ついて検討した。 

３．研究の方法 

(1) 発現ベクターを用いて NF1腫瘍（MPNST）
細胞内に 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。 
(2)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。 
(3) 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）TCTP-FLAG 発現プラスミド、および
TCTP-FLAG非発現プラスミド（MOCK-FLAG）導
入 MPNST細胞由来のタンパク質溶液から FLAG
抗体免疫沈降によって、TCTP と複合体を形成
するタンパク質を抽出した。この複合体形成
タンパク質を質量分析によって解析した結
果、25712 スペクトルを検出し、11481 ペプ
チド、346 種のタンパク質を同定した。さら
に SWATH 定量解析によって、定量可能であっ
た 339 種のタンパク質の内、96 種の TCTP の
結合タンパク質（SWATH による基準値：
TCTP-FLAGのイオン強度/MOCK–FLAGのイオン
強≧4、有意差 95％以上）を同定した（表 1）。 
 
表 1. SWATH 定量解析により同定された TCTP
結合タンパク質（TCTP/MOCK のイオン強度
比：10 倍以上、有意差 95％以上） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（2）96種の TCTP結合タンパク質の機能と分
子ネットワークを、分子ネットワークデータ
ベース Keymolnet を用いて解析した。その結
果、TCTP結合タンパク質は、１. タンパク質
翻訳、2. ストレス応答、3. 細胞骨格、4.そ
の他、と大きく 4種類の機能に分類されるこ
とが判明した（図 1A）。特に、タンパク質翻
訳に関わる分子には、翻訳伸長因子複合体、
リボソームタンパク質群、翻訳開始因子等、
ストレス応答に関わるタンパク質には、熱シ
ョックタンパク質群、S100タンパク質群等が
含まれており、これらの分子群と相互作用す
ることで、TCTPは NF1腫瘍細胞内で、特にタ
ンパク質の合成とストレス応答に関連する
機能を有することが考えられた（図 1B）。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1.  96種の TCTP結合タンパク質の分子ネ
ットワーク解析(A)と分子機能のオントロジ
ー解析による TCTP の機能の推定(B) 
 
(3)TCTP 結合タンパク質の定量解析によっ
て、TCTP は翻訳伸長因子複合体（EF1A、EF1B、
EF1D、EF1G、VARS）と最も特異的に結合して
いることが示唆された。興味深いことに、 
TCTPは NF1腫瘍細胞内において、2種の翻訳
伸長因子 EF1A1、EF1A2 との相互作用が検出
され、SWATH定量解析により両者の TCTPとの
結合親和性を評価した結果、特に TCTP は
EF1A1 よりも EF1A2 と特異的に結合すること
が考えられた（SWATH 定量値 TCTP/MOCK＝
EF1A1: 19.1, EF1A2: 82.7）。 
 EF1A はタンパク質の翻訳伸長過程におい
て、tRNAをリボソームに運搬する機能を有し
ている。哺乳類の EF1A には主に、全組織に
普遍的に発現している EF1A1 と、脳神経系、
心臓、筋骨格にのみに限局して発現している
EF1A2が存在している。EF1A1と EF1A2は 92％
の配列同一性を有しており、機能の違いに関
しては明らかとなっていない。 
 TCTPの EF1A2への結合の特異性を検証する
ため、EF1A1、EF1A2 それぞれの FLAG 融合体
発現系を構築し、MPNST 細胞内に強制発現さ
せ、Western Blotting および質量分析により
細胞内 TCTPの結合量を評価した。その結果、
EF1A1、EF1A2は、その他の伸長因子複合体構
成要素（EF1B、EF1D、EF1G、VARS）とは同等
に相互作用している一方で、TCTP との相互作
用は、EF1A2 でのみ確認された（図 2）。 
 以上の結果、NF1 腫瘍内において、TCTP は
EF1A2 をコアにした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（図
3）。したがって、NF1 腫瘍の形成において、
TCTP-EF1A2 の相互作用を中心としたタンパ
ク質翻訳伸長反応機構は、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 EF1A2 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。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．NF1 腫瘍細胞内での EF1A1 および EF1A2
と TCTPの結合量の評価. (A)EF1A1-FLAGおよ
び EF1A2-FLAG 融合タンパク質を強制発現さ
せた NF1 腫瘍細胞内で EF1A1、および EF1A2
に結合するタンパク質群を質量分析により
同定した。結果はそれぞれのタンパク質の ID
と同定されたペプチドの数を示す。（B）EF1A1、
および EF1A2に結合する TCTPの量を Western 
Blotting によって評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3. TCTP-EF1A2の相互作用をコアとしたタ
ンパク質翻訳伸長反応機構 
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