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研究成果の概要（和文）：Ccr4-Not複合体は、ポリA鎖の長さを調節するだけではなく、定常状態における翻訳
抑制にも関与する。Ccr4-Not複合体のサブユニットPop2のリン酸化を見出し、Pho85キナーゼによるPop2のS39の
リン酸化が、グルコース感知システムの一部であることを示唆する結果を得た。また、ccr4変異株、pop2変異株
の中では、標的mRNA群のポリA鎖が長くなり、そこにPab1とPbp1が多く結合することにより、標的mRNAからの過
剰な翻訳が起こり、増殖遅延・温度感受性増殖・遺伝子発現の異常などが引き起こされることを示した。

研究成果の概要（英文）：The Ccr4-Not complex not only regulates the length of the poly A tail, but 
is also involved in translational repression in the steady state. We found that the phosphorylation 
of S39 of Pop2 by Pho85 kinase is part of the glucose sensing system. In addition, among the ccr4 
and pop2 mutants, the poly A tails of the target mRNAs become longer, and Pab1 and Pbp1 bind to the 
longer poly A tails, resulting in excessive translation from the target mRNAs. These excessive 
translation confers to growth retardation, temperature-sensitive proliferation and abnormal gene 
expression.

研究分野：分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ポリA鎖はmRNAの翻訳効率とmRNA分解に重要な役割を果たしているが、生体内におけるポリA鎖の役割については
不明な点が多い。ポリA鎖を短縮させるCcr4-Not複合体とPan2-Pan3複合体の活性がどのように調節されているか
も明らかではない。本研究では、これらの不明な点にアプローチする。本研究の対象は、出芽酵母であるが、
Ccr4、Pop2、Dhh1、Pbp1、Puf5など本研究の対象とする分子は進化上も保存されており、ポリA鎖の長さと翻訳
効率・mRNA安定性の関係の進化上普遍的な分子機構の解明につながると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
真核生物の mRNA には 5’端にキャップ構造、3’端にポリ A 鎖が付加される。5’端のキャ
ップ構造と 3’端のポリ A鎖は、一般的に mRNAの安定性と翻訳効率に働くと考えられて
いる。5’端のキャップ構造には翻訳開始因子 eIF4Eが、3’端のポリ A鎖にはポリ A鎖結合
タンパク質(PABP1 /Pab1)が結合し、eIF4E と PABP1 が eIF4G を介して相互作用すること
により、mRNAがループ構造を形成し、翻訳効率を促進する。mRNAの分解経路において
は、まずmRNAのポリA鎖がCcr4-Not複合体と Pan2-Pan3複合体によって分解された後、
5’-3’および 3’-5’の２つの経路によって分解される。5’-3’の分解経路では、5’端のキャップ構
造がデキャンピング酵素 Dcp1-Dcp2によって除去された後、5’-3’エクソヌクレアーゼ XrnI
によって mRNAが分解される。3’-5’の分解経路ではポリ A鎖が短縮された mRNAが 3’側
からエクソソームによって分解される。このように、ポリ A 鎖は mRNA の翻訳効率と
mRNA 分解に重要な役割を果たしているが、生体内におけるポリ A 鎖の役割については
不明な点が多い。例えば、単純に mRNAのポリ A鎖が長ければ、安定な mRNAで翻訳効
率が高い、というわけでもなく、ポリ A鎖が短いのに効率よく翻訳されている遺伝子も存
在する。最近、ポリ A鎖の長さが翻訳効率に影響するのは胚発生の初期だけであり、それ
以降では影響を及ぼさないという結果も報告されており（Poly(A)-tail profiling reveals an 
embryonic switch in translational control. Nature. 2014 Apr 3;508(7494):66-71.）、ポリ A鎖の長
さと翻訳効率・mRNA安定性の関係には不明な点が多い。また、ポリ A鎖を短縮させるデ
アデニラーゼである Ccr4-Not 複合体と Pan2-Pan3 複合体の活性が栄養源など外部からの
シグナルにどのように調節されているかも明らかではない。 
  
２．研究の目的 
研究代表者は、出芽酵母を用いて、Ccr4-Not複合体、Pab1結合タンパク質 Pbp1、デキャ
ンピング酵素の活性化因子 Dhh1, Scd6、RNA結合タンパク質 Khd1, Puf5の作用機構と生理
機能を明らかにし、mRNA局在・安定性制御と局所的翻訳の解析で成果を挙げてきた。本研
究では、これまでの成果を元に、とくに Ccr4と Pbp1に焦点をあて、酵母の①対数増殖期と
定常状態におけるポリ A鎖の長さと翻訳効率・mRNA安定性の関係、②Ccr4-Not複合体に
よるポリ A鎖の長さと翻訳の調節機構、③栄養源からのシグナルによる Ccr4-Not複合体の
活性調節機構について明らかにし、mRNAのポリ A鎖の長さを介した mRNAレベルでの遺
伝子発現制御機構と栄養源シグナルとの関係を解明する。 
 本研究は、これまでの研究代表者の独自の知見を基盤に本研究を立案している点が独創
的であり、出芽酵母の強力な遺伝学的・生化学的・細胞生物学的解析より、少ない予算で、
早期にかつ確実に上述した目標に到達することが可能であると考えている。本研究の対象
は、出芽酵母であるが、Ccr4 (ヒト Ccr4)、Pop2 (ヒト Dhh1)、Dhh1 (ヒト p54)、Pbp1 (ヒト
Ataxin2) 、Puf5 (ヒト Puf)など本研究の対象とする分子は進化上も保存されており、ポリ A
鎖の長さと翻訳効率・mRNA 安定性の関係の進化上普遍的な分子機構の解明につながると
考えている。 
 
３．研究の方法 
本研究計画では、出芽酵母を用いて、出芽部位における低分子量 Gタンパク質 Rho1によ
る細胞壁合成、シグナル伝達、先端成長を RNAレベルで調節する系を用いて解析する。RNA
結合タンパク質 Khd1, Puf5、Ccr4-Not複合体、デキャンピング酵素活性化因子 Dhh1などの
ターゲット遺伝子が Rho1 の GTPase activating protein をコードする LRG1 であり、CCR4, 
DHH1などの遺伝子破壊がこの系に異常を示すことから、種々の因子の遺伝学的相互作用を
検討する場合、表現型（酵母の増殖、細胞壁の合成能、Rho1 からのシグナル伝達経路の活
性化）をモニターしやすく、かつ、タンパク質・RNAのイメージング可能だからである。 
 
４．研究成果 
(1) RNAタンパク質 Puf5の作用機構 

PUFファミリーRNAタンパク質 Puf5は、酵母の細胞壁合成経路の調節に関与している。
Puf5は、Rho1 small GTPaseの GTPase活性化タンパク質をコードする LRG1 mRNAの発現
を負に調節する。今年度、Puf5と Ccr4-Not複合体のサブユニットである Ccr4、Pop2、脱キ



ャップ活性化因子 Dhh1、他の PUF ファミリーRNA タンパク質との相互作用を解析した。
puf5Δ変異体の増殖低下は、LRG1 欠失により部分的に抑制された。puf5Δ変異体の増殖低
下は ccr4Δ変異により増強された。Lrg1タンパク質レベルは、単独変異体よりも ccr4Δpuf5
Δ二重変異体において上昇していた。LRG1 mRNAのポリ（Ａ）テール長は、ccr4Δ変異体
においてより長かったが、puf5Δ変異体においては長くなかった。したがって、Puf5はmRNA
不安定化のために Ccr4-Notデアデニラーゼ複合体を動員するが、Puf5は Ccr4とは無関係に
LRG1 発現を調節することがわかった。また、puf6Δ突然変異は ccr4Δpuf5Δ二重変異によ
って引き起こされる増殖不全を抑制した。リボソームサブユニットをコードする RPL43a, 
RPL43bの喪失もまた、ccr4Δpuf5Δ二重変異によって引き起こされる増殖不全を抑制した。
今回の結果は、Puf5がデアデニラーゼ非依存的に LRG1発現を調節することによって、CWI
経路で機能すること、および Puf6が Rpl43との会合を介して Ccr4および Puf5を介した細
胞増殖の調節に関与することを示唆する。 
 
 (2) Ccr4-Not複合体のサブユニット Pop2のリン酸化 
 Ccr4-Not 複合体は、ポリ A 鎖の長さを調節するだけではなく、定常状態における翻訳抑
制にも関与するが、この Ccr4-Not 複合体の機能が酵母の栄養状態によってどのように調節
されるかについて解析した。Ccr4-Not 複合体のサブユニット Pop2 のリン酸化を見出した。
以前の研究で、Pop2がグルコース制限に応答して Yak1キナーゼによって 97番目のトレオ
ニンがリン酸化されることを示されていた。しかしながら、Pop2 のリン酸化の生理学的な
重要性は不明であった。今回、グルコース存在下で、Pop2の 39番目のセリン（S39）がリ
ン酸化されることを見出した。S39の脱リン酸化はグルコース枯渇後急速に起こり、グルコ
ースの添加により回復する。S39 のリン酸化は、Pho 85 キナーゼに依存していた。Pop2 が
Rho1 の GAP をコードする LRG1 mRNA を調節することによって細胞壁合成経路に関与す
ることを示していた。しかし、Pop2の S39のリン酸化は LRG1 mRNAを調節には関与しな
かった。一方、Pop2の S39のリン酸化は、HSP12, HSP26の発現制御に関与していた。これ
らの結果は、Pho85キナーゼによる Pop2の S39のリン酸化が、グルコース感知システムの
一部であることを示唆している。 
 
(3) ccr4変異株における Pbp1の働き 
 Ccr4-Not 複合体は、ポリ A 鎖の長さを調節するだけではなく、定常状態における翻訳抑
制にも関与するが、この Ccr4-Not 複合体の機能が酵母の栄養状態によってどのように調節
されるかについて解析した。Ccr4-Not 複合体のサブユニット Ccr4 および Pop2 の遺伝子ノ
ックアウトの表現型である増殖遅延・温度感受性増殖・遺伝子発現の異常に、ポリ A 鎖結
合タンパク質（Pab1）の結合タンパク質である Pbp1が関与することを見出した。ccr4変異
株、pop2変異株の増殖遅延・遺伝子発現の異常は pbp1変異により回復した。逆に、これら
の表現型は Pbp1 の過剰発現によって増悪した。ccr4 変異株、pop2 変異株の中では、標的
mRNA 群のポリ A 鎖が長くなり、そこに Pab1 と Pbp1 が多く結合することにより、標的
mRNAからの過剰な翻訳が起こり、増殖遅延・温度感受性増殖・遺伝子発現の異常などが引
き起こされることが示唆された。 
また、翻訳開始因子 eIF4E 結合タンパク質 Eap1 が Ccr4-Not 複合体と増殖制御および遺
伝子発現調節において重複した機能を持つこと、Pbp1 が培地の栄養源を非発酵性炭素源に
した時の増殖・遺伝子発現制御に重要な役割をもつことを見出した。Eap1と Pbp1は、栄養
源シグナルによる遺伝子発現調節に機能すると考えられる。 
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