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研究成果の概要（和文）：先行研究において、mRNAのポリA鎖分解酵素であるCCR4-NOT複合体のCNOT3サブユニッ
ト欠損マウスは、B細胞初期分化に著明な異常を呈することを発見した。本研究ではその分子機構の詳細を解析
したところ、CCR4-NOT複合体はがん抑制遺伝子p53のmRNA分解を介した細胞死制御と、免疫グロブリン重鎖の
V-DJ遺伝子再構成を独立に制御することで、B細胞初期分化に必須の機能を担っていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The CCR4-NOT deadenylase complex plays crucial roles in mRNA decay and 
translational repression induced by poly(A) tail shortening. We have previously found a severe 
impairment of early B cell development in mice lacking CNOT3 subunit of this complex. Here, we 
analyzed the underlying molecular mechanisms, and our data suggested that the CCR4-NOT complex 
regulates B cell differentiation by controlling Igh rearrangement and destabilizing p53 mRNA. 

研究分野：免疫学、分子生物学
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１．研究開始当初の背景 

生物は，mRNA の転写制御と転写後制御によ
る遺伝子発現制御プログラムによって巧妙
で複雑な機能・形態を獲得している。特に免
疫細胞においては，TNF や IL-6 といった炎症
調節などに重要なサイトカインをコードす
る遺伝子群は，3’-UTR(非翻訳領域)を介し
て mRNA 分解レベルで精緻な調節を受けるこ
とが知られており，その分解系の破綻は自己
免疫疾患などを引き起こすことから，近年
mRNA の分解制御が生体恒常性維持および高
次生理機能発現において果たしている役割
に注目が集まっている。 
 mRNA の 3’末端に存在するポリ(A)鎖は，
ポリ(A)結合タンパク質群と協調して翻訳の
効率化，および mRNA の分解制御において重
要な役割を果たしており，mRNA 分解の第一段
階であるポリ(A)鎖の分解過程（脱アデニル
化）は，一般に mRNA 分解経路全体の律速段
階と考えられている。CCR4-NOT 複合体は哺乳
類細胞における主要な脱アデニル化酵素で
あるが，哺乳類動物生体内における CCR4-NOT
複合体による脱アデニル化の生理機能及び
分子的制御メカニズムの解析については十
分な研究がなされていなかったことから、先
行研究（若手研究(B) “CCR4-NOT mRNA 分解
酵素複合体による B 細胞分化制御機構の解
明” 2013 年 4 月～2015 年 3 月）において，
哺乳類生体内における CCR4-NOT 複合体の生
理機能と，mRNA 分解の分子メカニズムの解明
を進めてきた。その中で CCR4-NOT 複合体の
構成因子の一つ CNOT3 の B細胞特異的欠損マ
ウスを作製したところ，このマウスは骨髄プ
ロ B細胞からプレ B細胞への分化過程が著し
く阻害されており，CNOT3 が B 細胞分化に必
須に役割を担っていることを発見した。 
 さらにその分子メカニズムを解明すべく，
トランスクリプトーム解析および種々の生
化学的解析を行ったところ，プロ B細胞にお
いて p53 mRNA が CCR4-NOT 複合体によるポリ
(A)鎖分解の直接の標的であることが示唆さ
れており，Cnot3 欠損プロ B細胞において p53
経路が活性化しアポトーシスが亢進してい
ることが明らかになっていた。 
 
２．研究の目的 

Cnot3 および p53 遺伝子の二重欠損マウス
を作製したところ，アポトーシスの亢進は解
除されプロ B細胞からプレ B細胞への分化が
部分的に回復したことから，プロ B細胞にお
ける p53 mRNA のポリ(A)分解を介した転写後
制御が，プレ B細胞への分化に重要な役割を
果たしていることが明らかとなった。いっぽ
うで，p53 遺伝子との二重欠損では未熟 B 細
胞以降の分化は回復しなかったことから，B
細胞初期分化に必要な他の未知の標的遺伝
子(群)が存在すると考えられる。また，p53 
mRNA の分解については，分解を司る mRNA cis
領域，CCR4-NOT 複合体をリクルートする
trans 因子の分子的実体及びその制御機構は

全く不明であり，詳細な分子生物学的解析が
必要とされている。そこで本研究ではマウス
B 細胞における CCR4-NOT 複合体による標的
mRNA 分解の分子メカニズムの解析と、B 細胞
初期分化制御機構の解明を目的として研究
を実施した。 
 
３．研究の方法 

 Cnot3 および p53 遺伝子の二重欠損マウス
を詳細に解析し、Cnot3 単独欠損で見られた
プロ Bからプレ B細胞への分化が部分的に回
復するものの、未熟 B細胞以降の分化が全く
回復しない原因を、p53 以外の標的遺伝子を
同定することで明らかにする。 
 
 
４．研究成果 
(1) CNOT3は免疫グロブリン重鎖遺伝子(IgH)
の V-DJ 遺伝子再構成に必要である 
 
まず Cnot3 および p53 遺伝子の二重欠損プロ
B 細胞のゲノム DNA を解析したところ、IgH
遺伝子の V-DJ 再構成が阻害されていること
が分かった(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. Cnot3 欠損プロ B 細胞における IgH 
V-DJ 遺伝子再構成の異常 
Cnot3 単独欠損、および Cnot3 p53 二重欠
損プロ B 細胞のゲノム DNA の PCR 解析よ
り、IgH の遠位 Vファミリー/DJ 遺伝子の
再構成が著しく阻害されていることが分
かった。 



そこで、NP ハプテン特異的 IgH 遺伝子のノ
ックインマウス(B1-8hi KI)を Cnot3 欠損マウ
スと交配し、IgH V-DJ 遺伝子再構成の過程を
スキップさせたところ、このマウスは未熟 B
細胞までの分化が回復した(図 2)。 
このことから、Cnot3 および p53 遺伝子の

二重欠損マウスで未熟 B細胞以降への分化が
回復しなかった原因は、CNOT3 が p53 を介し
た細胞死の制御とは独立に、プロ B細胞にお
ける IgH の V-DJ 遺伝子再構成にも関与して
いるためと考えられる。 
 
(2) CNOT3 欠損プロ B 細胞では遠位 V 遺伝子
座と DJ 遺伝子座の距離が長くなっている 
 
野生型のプロ B細胞では遺伝子再構成の際に
ゲノムの遠位(distal) V 遺伝子座と D、J 遺
伝 子 座 が 空 間 的 に 近 づ く こ と (locus 
contraction)により効率的な再構成が可能
になっていると考えられている。そこで
3D-DNA FISH 法を用いて IgH の遠位 V 遺伝子
座と DJ 遺伝子座を蛍光染色し顕微鏡観察し
たところ、CNOT3 欠損プロ B 細胞では V-DJ 遺
伝子座間の距離が長くなっており(図 3)、遠
位 V-DJ 遺伝子再構成が損なわれているとい
う結果に関連していると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) CNOT3 欠損プロ B 細胞では IgH 遠位 V 遺
伝子のgermline transcript(GLT)の転写が阻
害されている 
 

詳細な分子機序は不明であるが，野生型プロ
B 細胞において，IgH 遺伝子座の locus 
contractionとV-DJ遺伝子再構成に先んじて
様々なノンコーディング RNA (IgH GLT)が発
現することが知られている。そこで CNOT3 欠
損プロ B 細胞におけるノンコーディング RNA
の発現を調べたところ、一部がまったく転写
されていないことを見出した(図 4)。CCR-NOT
複合体は mRNA の脱アデニル化とは異なる機
構、おそらくノンコーディング RNA の転写制
御においても重要な役割を果たしているの
ではないかと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(4) Cnot3 欠損、p53 欠損、B1-8hi KI 三重変
異マウスの解析 
 
Cnot3 欠損、p53 欠損、B1-8hi KI 三重変異マ
ウスを作製、解析したところ、骨髄における
B 細胞分化は概ね回復したものの、末梢（脾
臓）における T1 細胞から T2 細胞への分化に
異常が認められた。このことは、Cnot3 は末
梢における B細胞成熟過程においても重要な
役割を果たしていることを示唆しており、T1
細胞における標的遺伝子の同定やその発現
制御機構の詳細解明が今後の課題である。 
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