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研究成果の概要（和文）：申請者らはこれまでにマウスモデル並びにヒト細胞株を用いた異種移植モデルによって、セ
リン・スレオニンキナーゼMnk1とMnk2が、 mRNAのキャップ依存的翻訳開始に必須の翻訳因子eIF4Eをリン酸化して癌を
促進することを明らかにした。本研究では、さらにMnk-eIF4E経路と相互作用する新規タンパク質群を同定し、 この経
路に関与する新たな活性制御機構を探索することを目的とし、エピトープタグ発現精製法および質量分析法を用いて、
Mnk1の相互作用タンパク質群の検索と機能解析をこころみた。結果、新規Mnk1結合タンパク質のひとつとして、分子量
 約130kDa の脱ユビキチン化酵素を同定した。

研究成果の概要（英文）：MAP kinase-interacting kinase 1 (Mnk1) and Mnk2 are protein-serine/threonine kinas
es that are activated by ERK or p38 and phosphorylate a translation initiation factor eIF4E. We have previ
ously reported that Mnk1/2 double deficiency delays tumor development in a mouse lymphoma model and that s
uppression of Mnk1 significantly reduces the tumorigenic activity of xenografted human glioma cells. To fu
rther investigate the regulatory network of Mnks, we attempted to search for Mnk1- interacting proteins. T
he Flag-tagged wild-type Mnk1 and kinase-dead Mnk1 complexes were affinity-purified from mouse embryonic f
ibroblasts, and then the identities of binding proteins were determined by tandem mass spectrometry. As a 
result, a 130kDa deubiquitinase was identified as a novel Mnk1-binding partner. We are currently exploring
 the impact of the interaction between these proteins.
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１．研究開始当初の背景 
(1)セリン・スレオニンキナーゼ Mnk1と Mnk2
は、酵素活性部位に関して約 90%の類似性を
示すファミリー遺伝子であり、mRNA のキャッ
プ依存的翻訳開始に必須である翻訳因子
eIF4E をリン酸化して蛋白合成制御に関与す
ることが示唆されている。申請者らは以前に
ヒト Mnk1 を同定し、 Mnk1 が MAP キナーゼに
よってリン酸化を受け活性化されるセリ
ン・スレオニンキナーゼであることを明らか
にした (Fukunaga et al. EMBO J 1997)。 ま
た Mnk1/Mnk2 の二重欠損マウスを作製して、
二重欠損マウス由来の細胞では eIF4E のリ
ン酸化が完全に消失していることを見出し、
Mnk1 と Mnk2 が生体において、eIF4E のリン
酸化を担う唯一のプロテインキナーゼであ
ることを明らかにした (Ueda et al. Mol 
Cell Biol. 2004)。 
 
(2)T 細胞特異的 Pten 欠損マウスでは、
PI3K-Akt 経路が恒常的に活性化し全例がリ
ンパ腫を発症する。eIF4E は PI3K-Akt 経路の
下流で癌の進展に寄与するエフェクター分
子のひとつとして機能することが知られて
いる。申請者らは T 細胞特異的 Pten 欠損マ
ウスのリンパ腫組織ではeIF4Eのリン酸化レ
ベルが著明に上昇していることを見出した。
一方で、このマウスからさらに Mnk1/2 を二
重欠損させた個体由来のリンパ腫では、
eIF4E のリン酸化が検出されず、同時にリン
パ腫の進展が有意に遅延することを明らか
にした。さらに Pten の機能欠失型変異を有
するヒト神経膠腫細胞株を用いたヌードマ
ウスへの異種移植実験により、Mnk1 の発現抑
制が癌の進展を阻害することを明らかにし、
Mnk 阻害剤が新規がん治療薬となる可能性を
示した (Ueda et al. Proc Natl Acad Sci U 
S A. 2010)。 
 
２．研究の目的 
Mnk の二重欠損はマウス個体発生には影響を
及ぼさないため、Mnk 特異的阻害剤は副作用
の少ない癌治療薬になる可能性がある。一方
で、上記の背景および、これまでの研究成果
より、Mnk-eIF4E 経路に相互作用し活性制御
する新規タンパク質群もまた、新たながん治
療の標的になりうると考えられる。その基盤
となる研究を行う。 
Mnk-eIF4E 経路に相互作用しうる新規タンパ
ク質群を同定し、相互作用の細胞生物学的な
機能的意義づけを行う。 
 
３．研究の方法 
(1)タンパク質の機能解析を行う場合、その
タンパク質がどのようなタンパク質と結合
するかは、生体内におけるタンパク質の機能
および活性制御機構を理解する上で必要不
可欠である。エピトープタグ発現精製法は、
目的タンパク質を、タグとして用いるエピト
ープペプチドとの融合タンパク質として細

胞内に発現させ、目的のタンパク質と結合す
るタンパク質成分を、細胞抽出液からタグを
利用して複合体として回収する。回収には抗
エピトープ抗体を不溶化したビーズが利用
できるため、汎用性が高く、タンパク質の相
互作用解析に有用である。タンパク質の相互
作用を解析する手段として広く用いられて
いる。 
Mnk1 と Mnk2 蛋白質は、全体で 70%以上、リ
ン酸化酵素活性部位について約 90%のアミノ
酸相同性を有し、それぞれ類似した構造をも
つ蛋白質と結合
することが予想
された。そこで
本 法 を 用 い た
Mnk の新規活性
化制御機構に関
与する相互作用
タンパク質の検
索として、まず
Mnk1 結合タンパ
ク質の探索を行
うこととした。 
 
(2)Flagペプチド配列が結合したマウスMnk1
タンパク質の野性型あるいは機能欠失型変
異体(マウス Mnk1 の 197 番目と 202番目のス
レオニン残基をアラニンに置換した変異体)
をコードする cDNA、をレトロウイルスの手法
を用いて Mnk1 遺伝子欠損マウス由来の不死
化線維芽細胞に発現させ、薬剤選択によって、
これらタンパク質が恒常的に発現した細胞
株を樹立した。 
 
(3)それぞれの細胞株より細胞抽出液を得た
後、Flag-Mnk1 結合蛋白質複合体を抗 FlagM2
抗体アガロースアフィニティゲルを用いて
免疫沈降により得る。最終精製物 (蛋白質複
合体)を SDS-PAGE で分離後、ゲルよりタンパ
クの抽出、精製を行い、プロテアーゼ(トリ
プシン)処理後に質量分析法を用いて含まれ
るペプチドのアミノ酸配列を特定する。異な
るペプチド配列の数を Mock infection した
細胞と比較した。 
 
４．研究成果 
(1)上記の研究方法にしたがいMnk1相互作用
タンパク質の同定を試みた。野性型 Mnk1, 機
能欠失型 Mnk1 変異体のいずれか一方で 8 つ
以上の異なるペプチド断片が検出され、かつ
Mock では、2つ以下のバックグラウンドレベ
ルでしか検出されなかったタンパク質を有
意な相互作用の判定基準としたところ、15 種
類の異なる相互作用タンパク質が同定され
た。 
 
(2)Mnk1のリン酸化酵素のひとつp38alphaが
野性型 Mnk1, 機能欠失型 Mnk1 双方の相互作
用タンパク質として含まれていた。また、こ
れまでに Mnk1 は、翻訳開始因子複合体の構



成因子eIF4Gと結合することが知られている
が、eIF4G ならびに、eIF4G を含む翻訳開始
因子複合体の他の構成因子(eIF4E, eIF3複合
体構成因子群)も、野性型、変異 Mnk1 共通の
相互作用タンパク質として同定された。これ
ら既知の Mnk1 相互作用関連タンパク質群と
考えられるものが約 80%を占めており、本ア
ッセイは、結合タンパク質スクリーニングと
して機能していると考えた。 
 
(3)同定された新規結合タンパク質のひと
つとして、分子量約 130kDa の脱ユビキチ
ン化酵素に着目した。このタンパク質は 
p53 の阻害因子である MDM2 ならびに PTEN
を基質として、タンパク質の安定性や局在
制御に関与し、腫瘍の進展に関わることが
指摘されている。また、セリン残基がリン
酸化をうけると核-細胞質局在が変わるこ
とが知られている。Mnk1 ノックアウトマウ
ス 由 来 の 繊 維 芽 細 胞 に 発 現 さ せ た
Flag-mouse Mnk1 が、内在性のこの新規結
合タンパク質と相互作用することを免疫沈
降により確認した。また、ヒト培養細胞株
に両タンパク質のヒトホモログを過剰発現
させた場合にも両者の相互作用が認められ
た。これら相互作用は、Mnk1 のリン酸化酵
素活性を欠いた変異体においても同様に観
察された。この新規タンパク質を野性型と
Mnk1/Mnk2 ノックアウトマウス繊維芽細胞
それぞれに過剰発現させて、細胞レベルで
の機能的関連について検討を行った。通常
培養条件下においては両者の細胞増殖には
明らかな違いが認められなかったため、現
在ストレス下での細胞応答に関して、これ
ら分子の相互作用が細胞機能に与える影響
の解析をすすめている。 
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