
大阪薬科大学・薬学部・教授（移行）

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４４１３

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

mTOR・Mnkプロテインキナーゼ系による翻訳調節を介した細胞増殖制御機構の解明

Molecular mechanism of translational regulation mediated by the crosstalk 
between mTOR and Mnk signaling pathways in tumorigenesis

４０１８９９６５研究者番号：

福永　理己郎（Fukunaga, Rikiro）

研究期間：

１５Ｋ０７９５３

平成 年 月 日現在３０   ６ １４

円     3,700,000

研究成果の概要（和文）：がん細胞の増殖における翻訳制御機構を解明するために，CRISPR/Cas9法を用いてヒ
トHeLa細胞のMnk1およびMnk2の遺伝子破壊を行い，mTOR経路とMnk経路の相互作用を解析した。その結果，
mTORC1を阻害するとMnk2を介して翻訳開始因子eIF4Eのリン酸化が亢進すること，また，Mnk1が各種の増殖刺激
によって活性化されるのに対しMnk2は逆に抑制されること，これらの活性制御機構の違いには主にキナーゼドメ
インのC末端領域が関与することを明らかにした。本研究により，がんの分子標的治療においてmTOR阻害剤とMnk
阻害剤の併用効果が期待できることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate translational regulation in tumor cell growth, we generated 
HeLa cells lacking the Mnk1 and/or Mnk2 genes by using the CRISPR/Cas9 method. We found that 
inhibition of mTORC1 resulted in upregulation of eIF4E phosphorylation and that this signal 
crosstalk was mediated by Mnk2 but not by Mnk1. We also found that stimulation of cells by growth 
factors resulted in upregulation of Mnk1-mediated phosphorylation of eIF4E but in suppression of 
Mnk2-mediated eIF4E phosphorylation, suggesting that Mnk2 is regulated, at least in part, by an 
unidentified mechanism that would be different from the MAPK pathway but linked to the PI3K-mTOR 
pathway. This study would raise the potential for combination treatments of mTOR and Mnk inhibitors 
for tumor therapies.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： シグナル伝達　プロテインキナーゼ　細胞増殖　翻訳制御　MAPキナーゼ
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１．研究開始当初の背景 
(1) 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・プロテイン
キナーゼであり，哺乳類はじめ脊椎動物でよく
保存されている。研究代表者らは，MAP キナ
ーゼの標的蛋白質として Mnk1 を同定し，この
プ ロ テ イ ン キ ナー ゼ が翻 訳 開 始 因 子 ４ Ｅ
（eukaryotic initiation factor 4E; eIF4E）をリン
酸化することを示した。キャップ結合蛋白質と
も呼ばれる eIF4E は，真核生物 mRNA の 5’
末端キャップ構造（m7GpppN）に結合して翻訳
開始複合体を形成する翻訳調節因子であり，
タンパク質合成に必須な役割を果たす。研究
代表者らは，Mnk1 と Mnk2 を欠損したマウスを
作製することにより，Mnk1/2 が生体内で ERK
や p38MAP キナーゼによって活性化されて
eIF4E の Ser209 残基をリン酸化する唯一の生
理的プロテインキナーゼであることを証明した
（Mol.Cell.Biol. 24, 6539, 2004）。 
 
(2) 他方，eIF4E は翻訳開始の律速因子であ
ると考えられており，その過剰発現によってタ
ンパク合成が促進されることが報告されていた。
また，多くの悪性腫瘍（大腸癌，肺癌，リンパ
腫など）（大腸癌，肺癌，リンパ腫など）におい
て eIF4E が過剰発現しており（Chemistry & 
Biology 21, 441, 2014），細胞の癌化・悪性化
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なってきた（下図）。mTOR 
はPI3Kの下流で活性化され，eIF4Eの阻害因
子である４Ｅ結合蛋白質（4E-BP）をリン酸化し
て不活化することにより，eIF4E の開始複合体
形成を促進してタンパク質合成を強く亢進す
る。一方，Mnk による eIF4E のリン酸化は，細
胞外刺激によるタンパク合成パターンの急速
な変化や特定の mRNA の選択的翻訳に機能
することが示唆されているが，その分子機構に
ついては不明な点が多かった。 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

(3)以上の研究背景に基づき，研究代表者ら
は，mTOR 経路の阻害によって Mnk 経路が活
性 化 さ れ る こ と を 見 出 し ，
（Mol.Cell.Biol.27,7405,2007; Mol.Phar macol. 
78, 778, 2010; Oncotarget 5, 8442, 2014），グ
ローバルな翻訳抑制に対して Mnk を介したフ
ィードバック機構が存在することを示した。一
方で研究代表者らは，Mnk1/2 二重欠失マウ
スでは癌抑制遺伝子 Pten の欠失によるＴリン
パ腫の発症が野生型マウスより遅延することを

明らかにした（Ueda et al. Proc.Natl.Acad.Sci. 
USA, 107, 13985, 2010）。以上の研究背景の
もと，研究代表者らは以下の目的を達成する
ために本研究計画を立案した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では，２つの主要な翻訳制御経路であ
るmTOR経路とMnk経路のクロストークによる細
胞増殖制御の分子機構の解明を目的とし，具
体的には以下の３つの主題に焦点をしぼって
研究を遂行した。 

 
(1) mTOR経路とMnk経路のクロストークによる
翻訳制御の分子機構を解明し，mTOR阻害剤
とMnk阻害剤の併用による細胞増殖抑制効果
の分子的基盤を明らかにする。 

 
(2) Mnk1/2の誘導的活性化システムおよび誘
導的ノックダウンシステムを作製し， Mnkを介
して翻訳制御を受けるタンパク質をプロテオー
ム解析によって同定する。 

 
(3) 活発に翻訳されているmRNA群の網羅的
解析法であるトランスレイトーム（Translatome）
解析によって， mTOR/Mnk翻訳制御システム
の標的mRNA群を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) Mnk1とMnk2の活性化機構や生理的機能の
違いを解析するために，ヒト Mnk1 と Mnk2 のキメ
ラ分子を作成した。具体的には Mnk1 と Mnk2 の
アミノ酸配列を相同性に基づいて整列させ，キ
ナーゼドメインのＮ末端側境界部位，Ｃ末端側
境界部位，およびキナーゼドメインのＮローブと
Ｃローブの境界部位の３カ所で両者の配列が乗
り換わるキメラ分子を計６種類作成した。 
 
(2) ヒト Mnk1 に種々の点変異や欠失変異を導
入した変異体や，ヒトMnk1/Mnk2キメラ分子をレ
トロウイルスベクターあるいはリポフェクション法
によってマウス Mnk1/2-ダブルノックアウト
（DKO）細胞や HeLa 由来 Mnk-DKO 細胞（下
記）に導入した。これらの細胞をウシ胎仔血清や
過バナジン酸で刺激し，Mnk1，Mnk2 の活性化
の指標として eIF4E の Ser209 リン酸化をウエスタ
ンブロットによって解析した。また， mTOR シグ
ナル経路と Mnk 経路のクロストークについて解
析する目的で，mTORC1 特異的阻害剤である
Everolims および mTOC1 と mTORC2 の両者を
阻害する Torin1 について，eIF4G(Ser1108)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。 
 
(3) CRISPR/Cas9 システムを利用してヒト HeLa
細胞の Mnk1 および Mnk2 遺伝子のノックアウト
を試みた。CRISPR と Cas9 を同時に発現させら



れる pX330 プラスミドを用いてヒト Mnk1 遺伝子
および Mnk2 遺伝子のそれぞれ 2 ヶ所ずつを標
的とする発現ベクターを作 成 し ，ピューロマイシ
ン耐性遺伝子を有するプラスミド（pUREF-EX）と
の共トランスフェクションを行い，トランフェクショ
ン後に約１日間だけのピューロマイシン選択処
理を行い，薬剤耐性とな った HeLa 細胞集団を
選択して以後の実験に使用した。 
 
(4) 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，レトロウイルスベクター系を
用いてヒト Mnk1 を高発現するマウス Mnk-DKO
細胞を樹立した。この細胞を用いて，蛍光２次元
電気泳動法によるプロテオーム発現差異解析を
行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) マウス由来 Mnk ノックアウト細胞(Mnk1-KO, 
Mnk2-KO, および Mnk1/2-ダブル KO マウスの
株化線維芽細胞)を用いて，増殖因子や過バナ
ジン酸刺激による Mnk 活性化動態を検討した結
果，Mnk2-KO 細胞では上記の刺激によって
eIF4E のリン酸化が速やかに誘導されるのに対
し，Mnk 1-KO 細胞では eIF4E リン酸化が逆に
低下することを見出した。すなわち，Mnk1 が存
在しない条件下では，増殖刺激によって Mnk2
の不活化と eIF4E の脱リン酸化が促進されること
を見出した。 
 
(2) そこで，Mnk1 と Mnk2 の活性制御機構の違
いを解析する目的で，ヒト Mnk1 とヒト Mnk2 のキ
メラ分子の発現プラスミドを６種類構築した。これ
らを Mnk1/2 ダブル KO 細胞で発現させて増殖
刺激による Mnk 活性化動態を検討した結果，
Mnk1 型(誘導的活性化)，Mnk2 型(誘導的不活
性化)，及び中間型(活性不変)に分類でき，活性
化動態を決定するのは主に 2 か所のリン酸化部
位(ヒト Mnk1 の Thr209 及び Thr214)を含むドメ
インであることが明らかになった。 
 
(3) トランスレイトーム解析(mRNA 翻訳プロファイ
リング)の前段階として，Mnk-ダブル KO 細胞と，
これに Mnk1 を発現させた細胞を用いて，二次
元差分電気泳動(2D-DIGE)によるプロテオーム
解析を行った。その結果，Mnk1 の発現条件下
でタンパク質レベルが低下する候補タンパク質と
して KRIT1(Krev-interaction trapped 1)を同定し
た。KRIT1 は Ras-MAP キナーゼ経路への関与
が示唆されており，KRIT1 mRNA の翻訳効率が
Mnk1 によって制御される可能性が示された。 
 
(4) miR30模倣RNA発現系を利用して各種のヒト
由来細胞で Mnk1 を誘導的に発現抑制する系
の樹立を試み，同一標的に対する複数の mi 
R30 模倣 RNA を共発現させることで抑制効率が

高まることを見出した。しかし，この Mnk1 ノックダ
ウン系では eIF4E リン酸化の生理的機能を解析
す る 目 的 に は 不 十 分 で あ る と 判 断 し ，
CRISPR/Cas9 システムによるノックアウトを試み
る計画に変更した。 
 
(5) CRISPR/Cas9 システムを利用してヒト HeLa
細胞の Mnk1 および Mnk2 の遺伝子ノックアウト
を試みた。クローン単離を経ずにノックアウト細
胞を樹立する目的で，一過性ピューロマイシン
選択法の条件検討を行った結果，HeLa 細胞で
迅速・簡便に遺伝子ノックアウトできる条件を見
出した。また，ヒト HEK２９３T 細胞でも同様の方
法で遺伝子ノックアウトできることを確認した。そ
こで，この手法を用いて HeLa 細胞由来の
Mnk1-KO，Mnk2-KO，及び Mnk1/2 ダブル KO
細胞を作成し，内在性 Mnk1 あるいは Mnk2 の
発現が検出限界以下に低下していることを確認
した。 
 
(6) 得られた HeLa 由来 Mnk1-KO 細胞および
HEK２９３T 由来 Mnk1-KO 細胞では，マウス
Mnk1-KO MEF 細胞と同様の活性化動態，すな
わち血清による増殖刺激によって eIF4E のリン
酸化が低下する現象が観察され，Mnk2 活性制
御の普遍性が示唆された。Mnk1 と Mnk2 の活性
制御機構の違いが HeLa および HEK293T 細胞
で確認されたことから，様々なヒト由来がん細 胞
について Mnk1/2 のノックアウ トを行って，細胞
増殖に及ぼす影響を解析する意義が再確認さ
れた。 
 
(7) mTORC1 シグナル伝達複合体の阻害剤であ
る Everolimus を用いてクロストークの経路につい
て解析した。その結果、Everolimus 処理は Mnk1
の活性には影響しないが，Mnk2 を介した eIF4E
リ ン酸化が促進される事が明らかとなった。
mTORC1 阻害によって mTORC2 がフィードバッ
ク活性化されることが報告されており、上記の結
果から mTORC2 から Mnk2 へのクロストークが存
在する可能性が示唆された。  他方，上記 HeLa
由来 Mnk-KO 細胞を用いて JNK 経路の関与に
ついて解析したところ，Mnk1-KO 細胞における
eIF4E リン酸化が JNK 阻害剤 SP600125 あるい
は CC-401 のいずれによっても強く阻害されるこ
と，Mnk2-KO 細胞では阻害効果は認められな
いことを見出した。この結果は Mnk2 の活性化に
JNK 経路が関与している可能性を示唆しており，
Mnk1/Mnk2 は ERK または p38 によってのみ活
性化されるという従来の知見について再検討す
る必要が生じた。 
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