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研究成果の概要： 
ERK および p38 MAP キナーゼによって活性化される Mnk プロテインキナーゼは，翻訳開

始因子 eIF4E のリン酸化などを介してがん細胞の高い増殖能の維持に寄与すると考えられ
ている。がん細胞の増殖における Mnk1 の役割を解析するために，Mnk1 に対する
miR30-mimetic shRNAを作成して培養細胞に導入し，Mnk1の発現を効率良く抑制する系を
作成した。また， Mnk1/2- DKO マウスから樹立した MEF 細胞に Mnk1 を用いて解析した結
果，mTOR シグナル系の活性化による eIF4G (Ser1108)のリン酸化が Mnk1シグナル系によっ
て阻害あるいは修飾されることを見出した。これはリン酸化 Ser1108残基の脱リン酸化で
はなく，Ser1105/1106のリン酸化による可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

Mnk1及びMnk2は，MAPキナーゼによって活
性化されるセリン/スレオニンキナーゼで
あり，翻訳開始因子４Ｅ（eIF4E：mRNAキャ
ップ結合蛋白質）をリン酸化することによ
り，一群のmRNAの翻訳開始を制御すると考
えられている。研究代表者は，Mnk1/Mnk2
ノックアウトマウスを作製することにより，
MnkがERKやp38MAPキナーゼによって活性化
されてeIF4Eをリン酸化することを明らか
にした。翻訳開始の律速因子であるeIF4E
は多くの悪性腫瘍で過剰発現しており，細
胞のがん化に伴うタンパク合成促進に重要
な役割を果たしている。eIF4Eの活性は主に
mTORとMnkの２つのプロテインキナーゼ経
路で制御されることが近年明らかにされた。
mTOR はPI3Kの下流で活性化され，eIF4E阻
害因子である4E-BPをリン酸化して不活化
することによって翻訳開始複合体形成を促
進し，一方，MnkはeIF4Eを直接リン酸化し
てmRNAの選択的翻訳に機能すると考えられ
ている。研究代表者らは，リンパ腫発症モ
デルマウスにおいてMnk1/2が発がん促進的
に作用することや，mTOR経路を阻害すると
フィードバック的機構によってMnk経路が
活性化されることを報告した。また最近，
mTOR経路によるeIF4Gのリン酸化をMnkが負
に制御することも示された。一方，善岡ら
はストレス応答MAPキナーゼ（JNK, p38）の
足場タンパク質として同定したJSAP1がERK

のシグナル伝達をも制御することを明らか
にし，JSAP/JLPがMnkを介した翻訳制御に関
与する可能性を示した。 
 
 
２．研究の目的 

２つの主要な翻訳制御シグナル系である
mTOR 経路と Mnk 経路の相互作用における
JSAP1/JLP の機能を明らかにすることを目
的として本研究を計画した。近年，タンパ
ク合成の亢進が認められる多くの悪性腫瘍
に対して，mTORなどのタンパク合成促進分
子を標的とする治療法が試みられ，ラパマ
イシン類縁体の治験が行なわれている。本
研究の成果は，がん治療において両経路の
阻害剤を併用する試みの分子的基盤を提供
すると共に，新たな標的分子の探索にも繋
がることが期待できる。 
 
 
３．研究の方法 
ﾋﾄ Mnk1に対する 2種類の miR30-mimetic 

shRNA (Mnk1-5 および Mnk1-7)を設計し，
pLMP発現プラスミドに挿入した。これらを
HEK293T 細胞で発現させ，抗ヒト Mnk1mAb
を用いたウエスタンブロットによりノック
ダウンの検討を行なった。他方，ヒト Mnk1
に種々の点変異や欠失変異を導入した変異
体を Mnk1/2-ダブルノックアウト（DKO）マ
ウスの不死化胚性線維芽細胞（MEF）に導入
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し，安定発現細胞株を樹立した。これらの
細胞を TPAや FCS で刺激し，翻訳制御に関
わるmTORシグナル系およびMnkシグナル系
について，eIF4G(Ser1108残基)のリン酸化
や eIF4E(Ser209)のリン酸化を主な指標と
して解析した。各部位のリン酸化レベルは，
リン酸化特異的抗体を用いたウエスタンブ
ロットにより解析した。 
 
 
４．研究成果 
がん細胞における Mnk1 の役割を解析す

るために，ヒト Mnk1のノックダウンを行っ
た 。 ヒ ト Mnk1 に 対 す る ２ 種 類 の
miR30-mimetic shRNA (Mnk1-5 お よ び
Mnk1-7)を設計し，RNA ポリメラーゼ II に
よって shRNA を発現するレトロウイルスベ
クターpLMPを用いて HEK293T細胞に導入し
てノックダウン効率を検討した。Mnk1-5あ
るいは Mnk1-7 の単独でも内在生 Mnk1の発
現 抑 制 が 認 め ら れ た が ， 両 者 の
Co-transfection がより効果的であった。
現在，Tet-on 応答プロモーターを有する
pTMPベクターを利用して２種類の shRNAを
培養細胞に導入し，誘導的に Mnk1 のノック
ダウンを行う系を構築している。また，Mnk1
と Mnk2 は細胞外シグナルによる活性化動
態が全く異なることから，その機能相違を
明らかにする目的で， Mnk2 のノックダウ
ン系を同様に構築している。 
  一方、Mnk1 を強制発現させた Mn1/Mnk2
ダブルノックアウト MEF細胞を血清で刺激
すると，リン酸化特異抗体で検出した
eIF4Gのリン酸化 Ser1108レベルが急速に
低下する現象を見出した。オカダ酸や
Cyclosporinなどの脱リン酸化阻害剤およ
び各種のMnk1変異体を用いてSer1108の脱
リン酸化について検討した結果，プロテイ
ンホスファターゼの活性化ではなく，
Ser1105 あるいは Ser1106残基のリン酸化
によってリン酸化 Ser1108抗体による認識
が阻害されている可能性が示唆された。そ
こで現在，Ser1105/1106が Mnk1 あるいは
他のプロテインキナーゼによってリン酸化
される可能性について検討している。 
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