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研究成果の概要（和文）：高等生物mRNA代謝に関わるCCR4-NOT複合体について、それを構成する9種のタンパク質を個
々に欠損するマウスを作成した。それらが、胚発生、肝・脂肪組織形成、免疫機能、エネルギー代謝などの異常を引き
起こすことを見いだして、CCR4-NOT欠損マウスがヒト疾患の病態モデルマウスとなると示唆した。また、mRNA分解のメ
カニズムを、CCR4-NOT複合体構成成分の構造やmRNAとの会合様式を解析することで追求し、標的mRNAの3’UTR配列にCC
R4-NOT複合体の調節成分が会合し、その結果活性成分によりmRNAの脱アデニル化が進み、当該mRNA分解が進むことを示
唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：We have studied the physiological roles of the CCR4-NOT deadenylase complex by gen
erating mouse lines in which each gene encoding individual subunit of the CCR4-NOT complex is disrupted. M
ice thus produced were analyzed pathologically and anatomically, and we so far found that those mice were 
either embryonic lethal or abnormal in tissue development or showed loss of regulation in immune system an
d/or energy metabolism. We, therefore, assumed that CCR4-NOT deficient mouse lines could be models of huma
n diseases. We also analyzed the molecular mechanisms by which the CCR4-NOT complex recognizes and degrade
s poly(A) tail of its target mRNAs. We solved the crystal structures of oligo(dA)-interacting enzymatic su
bunits CNOT6L and CNOT7. We also found the enzymatic subunits can target poly(A) tail of specific mRNA spe
cies through their interaction with regulatory subunits such as CNOT1 and CNOT3 that can recognize specifi
c sequences present at 3'UTR regions of particular mRNAs.
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１．研究開始当初の背景 
近年になって mRNA 分解系による遺伝子発現
制御の重要性が認識されてきた。また、
microRNA の関与の元での mRNA 分解調節によ
る遺伝子発現制御が脚光を浴びるようにな
ってきた。しかしながら、外来刺激に応答し
たmRNA分解調節機構には不明点が多かった。
我々は増殖抑制性蛋白質でEGF受容体刺激後
にリン酸化される Tob が、mRNA 代謝制御に関
わる poly(A) binding protein や CCR4-NOT 
deadenylase 複合体と会合することを見出し
ていた。CCR4-NOT については主に酵母で解析
が進み、哺乳類での生理学的重要性は分かっ
ていなかった。 
 
２．研究の目的 
有核細胞 mRNA 分解制御の重要なステップを
担う CCR4-NOT 複合体についてその構成因子
の遺伝子を改変したマウスを作成する。それ
らの異常、病態を解析し CCR4-NOT の生理学
的意義を明らかにする。また、外来刺激に応
答した mRNA 分解の基本的なメカニズムを、
TobとCCR4-NOTの会合の意義を追求しながら
確立する。 
 
３．研究の方法 
CCR4-NOT 複合体の生理的意義を確立する為
に発生工学の手法を用いて CCR4-NOT 遺伝子
改変マウスの作成と解析を進める。また
CCR4-NOT 複合体作用の解析は、生化学、分子
細胞生物学、バイオインフォマティクス、構
造生物学の手法を用い、総合的に進める。 
 
４．研究成果 
CCR4-NOT 複合体構成蛋白質の発現解析 
CCR4-NOT を構成するサブユニットそれぞれ
について、マウスでの臓器特異的、時期特異
的発現を調べた結果、量的にも質的にも臓器
発現パターンは各サブユニットでばらつき
があり、形成される CCR4-NOT 複合体は一様
ではないことが示唆された。また CNOT3 の肝
臓での発現が絶食させると減少し、再度摂食
すると回復することがわかり、CNOT3 が栄養
条件のセンサーとなっていることが示唆さ
れた。 
欠損マウスの異常／病態解析 
deadenylase 活性を持つ CNOT6, 6L, 7 サブユ
ニットを欠損させたマウスは、精子形成不全
であったり抗肥満傾向にあったりするもの
の、見かけ上正常に成長する。CNOT8 サブユ
ニットはdeadenylase活性を示すが欠損させ
た 場 合 胚 性 致 死 と な る の で 、 他 の
deadenylase サブユニットでは代替えできな
い特別の機能を有していると考えられた。他

の酵素活性を持たないサブユニットは欠損
させると胚性致死であった。複合体の
deadenylase 活性に、これらサブユニットが
構造上あるいは機能上必須であると考えら
れる。ただ、胚性致死であっても個々の、マ
ウスで胚発生に異常を生じる時期や胚死の
原因は異なっており、個々のサブユニットが
特徴的な役割を果たしていることが示唆さ
れた。 
Conditional KO マウスの作成と解析 
成体での機能を探るために、conditional KO
マウスラインを作成した。これまでに、
CNOT3loxマウスと以下のCreマウスの掛け合
わせを進めた。albuminCre マウスの掛け合わ
せで、CNOT3 を肝臓特異的に欠損させ、瘠せ
で背体毛の脱毛という表現形を認めている。
また肝臓の発生遅延が認められた。AP2Cre マ
ウスとの掛け合わせでは、胚発生は順調で出
生前後に死亡した。心臓肥大などが認められ
たが死因は不明である。AdipoQCre マウスと
の掛け合わせでは脂肪萎縮症様の症状を持
つマウスを得た。また体温調節異常が認めら
れた。その他に、LckCre や Nkx2.1Cre マウス
との交配から免疫系や肺での異常を持つマ
ウスを得ている。 
遺伝子発現解析 
ヌルあるいはconditional欠損マウスで異常
あるいは病態を示す原因は mRNA 分解の遅延
に基づくと推測されるので、表現形を示す組
織と対応する野生型との間で mRNA 発現を
microarray で比較し gene ontology 解析した。
例として、CNOT3+/- マウス肝臓でエネルギー
代謝や成長に関わる Pdk4 mRNA や Igfbp1 
mRNA が発現亢進していることを見いだした。
これら mRNA の３‘側では、CNOT3 欠乏状態で
poly(A)が分解されにくいことも示した。ま
た、肝臓特異的 CNOT3-/-マウス肝では、胎児
性 mRNA(AFP mRNA, IGF2 mRNA 等)の発現が生
後一月後にも見られた。脂肪組織特異的
CNOT3-/-マウス脂肪組織では、SREBP mRNA や
UCP1mRNA が白色脂肪組織で亢進していた。更
に、高脂肪食誘導性肥満に抵抗性を示す
CNOT6L ヌル欠損マウスで、FGF2(adipokine) 
mRNA の発現が亢進し、またその半減期が上昇
していることを見いだした。 
分子機構の解析 
miRNA 標的 mRNA 上にリクルートする
Argonaute/GW182 複合体のうちの GW182 が
CNOT1 と会合することを pull-down 法等で示
した。また、CNOT6L と CNOT7 deadenylase そ
れぞれが oligo(dA)と会合する様子を共結晶
解析から明らかにした。一方、マイクロアレ
ー解析、Rip-ChIP 解析、免疫共沈、またバイ



オインフォマティックスにより、CCR4-NOT 複
合体が標的 mRNA の代謝を制御する分子機構
を追求し、FGF21(adipokine) mRNA の 3’UTR
領域に CNOT6Lが会合することを見いだした。
その会合は、CCR4-NOT 複合体中の CNOT1 と
CNOT6L mRNA 3’UTR 中の AU-rich 配列に結
合する TTP(Tristetraprolin)との相互作用
を介することを示すデータを予備的に得て
いる。また、IGF2 mRNA の 3’UTR に CNOT3 が
IMP2 タンパク質を介して会合していること
を見いだしている。 
 以上、CCR4-NOT 複合体成分の機能不全がマ
ウス個体に様々な異常を引き起こすことを
見いだして来ており、CCR4-NOT 欠損マウスが
ヒト疾患の病態モデルマウスとなる可能性
を指摘できた。また、CCR4-NOT の作用機構の
解析から哺乳類での mRNA 分解制御を統一的
に理解する上で重要な知見が得られた。 
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