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5.  CCR4-NOT ɖĀ° 
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�?�(�Ɲ=�+*?( (65, 66)	
 CCR4-NOTɖĀ°-ȣȺɺ+
�?ƼȻ
�ǐǿ�@&
$!�ǯĘ'.ȃƴǲǩ+
�? mRNA Õɞ.	
 CCR4-NOT
ɖĀ°+<?ȽFgk�ë+<$&�+ɩĻ�@?(ȸ�=@&
? (67)� 
� ƨȇȑ':#
!Z�I[�IpK+

&	
 CCR4-NOT ɖĀ°. NOT1	
 
NOT2	
 NOT3	
 CCR4	
 CAF1 (=POP2)	
 NOT9 (=CAF40)	
 NOT10	
 NOT11 
(=C2orf29) - 8ȏˌ-ƹŲēī�=Ų? (67) (Ė 1-4)�NOT1. CCR4-NOT
ɖĀ°-ɽğa�qRɺ'	> LĬĚC�&
? (68)�NOT1�-ēīȧĀX
Hh-�#	
 Ƣ: C ƧȖÄ+ NOT2 ( NOT3 �ȧĀ�&
? (67, 69)�6!
NOT2 ( NOT3 .�@ @- C ƧȖ)��'ȧĀ�&
? (70)�NOT2 ;
NOT3.ÔɅʠǄC:#
!ȇȑ+<>ʁÓ; RNAƲƿ	
 mRNA-ƴĤƄÔ
2-ʪ��Ğą�@&
!�	
 ȣȺɺ+
�?ƼȻ.<�B�$&
*�$! 
(69)�Z�I[�IpK-ȣȺC:#
!Êɍȇȑ'.	
 NOT2:��. NOT3
CndRbI��?(	
 NOT1 a�qRɺ-ʥ�ˊɇ+ǜĽ�	
 �@+<>Ƚ
Fgk�ë�ʓ@?�(�Ğą�@&
? (71)�6!Ƣʈ	
 ÔɅʠǄ+

&
NOT2( NOT3 (
<1 NOT5: ÔɅʠǄ+
�? NOT3-q��S) .	
 ȽF
gk�ë-�Ǔøŧ	
 ȽP�dwC»ʑ�?(Ğą�@! (72)� 
� Z�I[�IpK- NOT1+

&	
 NOT2
<1 NOT3ȧĀXHh<>:
NƧȖÄ+ NOT9-ȧĀXHh�	? (67)�NOT9-ƼȻ.	
 ~I\+
�?
c-Myb ʚªī-ʁÓŵÛēī(�&É�¦Ĥ-Ğą.*�$!� (73)	
 Ƣʈ
miRNA Ȧɾ'É� GW182 ( NOT1 (-ȧĀCɔç�&
?(
�Ğą� 2
%-S��w�=*�@! (74, 75)� 
� NOT1 - L Ĭ-ɝ+	!?˄ě+ȽFgk�ëʠȢ CAF1 �ȧĀ�&
? 
(67)�:��%-ȽFgk�ëʠȢ CCR4 . NOT1 +.ȀƅȧĀ��	
 CCR4
�:%�HZ��dc�t�h (LRR) i�H�( CAF1 (-ȧĀC¢�&ɖ
Ā°�+ĭĘ�? (76)�ƨȇȑ-Ș�ȕ.�@=ȽFgk�ëʠȢ-ǒŪ-ɞ
ƭ'	>	
 �@=-ʠȢ+%
&.Ùʌŝʊ�?� 
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� Ƣ: NƧȖÄ+.	
 rh(Z�I[�IpKȣȺ+

&ǅʃǾƢʈāı�
@!ēī	
 NOT10 ( NOT11 �ȧĀ�&
? (70, 77)�ÔɅʠǄ+

&	
 
NOT10(NOT11-{��S.¡-(�AƝ=�+*$&
*
 (67)�NOT11
. NOT1 (ȀƅȧĀ'�?�	
 �-ȧĀ.œ�	
 NOT10 +<$&ȧĀ�»ʑ
�@? (70)�NOT10
<1 NOT11-ƼȻ.Í�Õ�$&
=�	
 NOT11.
DUF2363i�H�(
�ƼȻƦȅ-ƹʏCú?�	
 NOT10.ƙȅ-ƹʏCú
=*
 (70)�6! NOT10 ; NOT11 CndRbI��&:ȽFgk�ë+ŗ
ʿ.*
 (77)� 
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6.  CCR4-NOT ɖĀ°+
�?ȽFgk�ëʠȢ 
 
(1) CCR4 
� CCR4. EEP\�q�uE���+Ł�?	
 Fgk�+ĸ�Ŕ
ʙŸŪC:
%Mg2+¸ĭǾ 3′-5′ KP`�|lR�F�_'	? (78–81)�ÐĚǾ+	
 CCR4
. NƧȖÄ+ CAF1(-ȧĀ+Ťɗ*�HZ��dc�t�h (LRR) i�H
�(	
 C ƧȖÄ+lR�F�_i�H�C:% (31)�ȃƴǲǩ+ō�½ĭ�@
&
>	
 ÔɅʠǄ	
 ȭɌ	
 Z�I[�IpK'. 1 ȏˌ	
 ċ�ˌ'. 2 ȏˌ 
(CNOT6
<1 CNOT6L) - CCR4�ĭĘ�? (65, 82, 83)�¶Ĥ(�&	
 h
�qn`�~. CCR4-NOTɖĀ°�+ CCR4C:!*
 (84)�6!	
 ƶǩ.
CCR4C 2%:%� CAF1(-ȧĀ+Ťɗ* LRRi�H��*�	
 CCR4-NOT
ɖĀ°(.ǬȔ�&É�(ȸ�=@&�! (83, 85)����Ƣʈ	
 Hm+


&Ɩ!* CCR4( CAF1(-ȁ�³Ǵƺő�ǽə�@! (86)�Hm+

&.
LRRi�H�-¥B>+Myndƺi�H��ĭĘ�	
 CAF1(-ȧĀw�dh
uL��CƇ·�&
? (86)�:���?(ƶǩ- CCR4.�-ƖɚȧĀƺő
C:#
& CAF1(ȧĀ�	
 CCR4-NOTɖĀ°(�&ƼȻ�&
?-�:�@
*
� 
 
(2) CAF1 
� CAF1. DEDDuE���+Ł�?	
 Mg2+¸ĭǾ 3′-5′ KP`�|lR�F
�_'	? (87)�DEDD .ǒŪʜ¬CƹŲ�?F\q�Q�ʡ (D) (S�a
��ʡ (E) Cɑ�&
>	
 ȃƴǲǩ- CAF1 +

&ō�½ĭ�@&
?�	
 
ÔɅʠǄ- CAF1-7½ĭ�@&
*
 (88)�ÔɅʠǄ- CAF1.ɦˏȚÑ+


&.ǒŪC½Ž�&
?�	
 Fgk�2-ʙŸŪ.4(D)ĨB@&
> 
(88, 89)	
 ǒŪʜ¬2ģǹCĻÌ�!ÔɅʠǄ'ǹň�ə=@*
�(�= (90)	
 
ÔɅʠǄ'. CCR4CɖĀ°2%*�(9?řá+Ƿ6?(ȸ�=@&
?� 
 �Ɨ	
 ÔɅʠǄ¦Ĥ-ȃƴǲǩ
�? CAF1.Fgk�2-Ŕ
ʙŸŪC:%
(81, 90–92)�CAF1.ÕɒʠǄ	
 h�qn`�~	
 ȭɌ (CCF-1)	
 Z�I[�
IpK'. 1%	
 ċ�ˌ'. 2% (CNOT7
<1 CNOT8) ĭĘ�? (82, 84, 
88)�6!	
 ƶǩ'.ȏ+<$&ǹ*>	
 Z�Hlj]j'. 11À- CAF1�
	? (93)�ÔɅʠǄ'.�ʊ-<�+ CCR4 �ȽFgk�ë+ʣɗ'	?�	
 
Z�I[�IpK'.8�A CAF1�Ŕ�É
&
?(Ğą�@&
? (94)�  
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�1-1. ��Ý�ßÉÚÖ!mRNA!�ăÍË
ßÉÚÖ!mRNA!�ă"�q ø6ORf�	.¡'0	
 ø6ORf�"
PAN2-PAN3ÿ�v�CCR4-NOTÿ�v -��ú210	
 ø6ORf��1
�mRNA"3′Äè	.;>KKj` -���ă�10	�TUTase -/3′Ä
è U
s��10	
 U
s��1�mRNA"Dis3L2 -/3′Äè	.�ă�1
0	�3′Äè Lsm1-7/Patÿ�v
ï��0	
 Lsm1-7/Patÿ�v"5′Äè �
0>bMYËď3���*!ÿ�v3Ć©���!ÿ�vp!Dcp2
ø>bM
Y3ú�	
 ø>bMY�1�mRNA"5′Äè	.Xrn1 -���ă�10	
 

AAA…AAA�…
BG(A)(�

PAN2(PAN3����

A�

5+,� 3+,�

AAA�…
A�

CCR4(NOT����

AAAUU�…
TUTase�

…

A�
G�56<<JC�

p
,cp2�

Xrn1�

…�

U�

-�
C�

…�

C�
/�

G�

Dis3L2�
AAAUU�…�

Lsm1(7/Pat����

m7Gppp�

6E?A�%�


 �
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A�

B�

C�

�1-2. �'�'�ø6ORf�Ć©ÍË
(A)  PABP -0´¬Ý�ø6ORf�!Ć©ÍË
(B)  miRNA -0ø6ORf�!Ć©ÍË
(C)  Smaug -0ø6ORf�!Ć©ÍË

AAAAAAAAAAAAAAAA�…�

PAN2(PAN3����
A�

CCR4(NOT����

PABP�

Tob�

CAF1�

AAAAAAA�…�

A�
PABP�

CCR4(NOT����
GW182�

miRNA�
Argonaute�

…� AAAAAAA�

A�

SRE�

Smaug�

CCR4(NOT����
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��

��!�

0iRNA'���

pri(miRNA�

pre(miRNA�

miRNA/miRNA*,
��(RNA�

Argonaute21,
�3#3�

miRNA*(1,
�)�

RNABGDFJ;II�

Drosha�

Dicer�

Hsc70/Hsp90,

�1-3. miRNA!Ú�·�Í÷��0-� �0'�
microRNA (miRNA)�"BT` CjQ�1��/�pri-miRNA���Č��1
����Drosha -��pre-miRNA �/��10	
 pre-miRNA"íöĉ%Ē
#1����Dicer -��YhIEi@�1�miRNA/miRNA*rÅėRNA
�
�0	
 miRNA/miRNA*rÅėRNA"�ATPx¤Ý�Hsc70/Hsp90Eb[hiÿ
�v!�² -/Argonaute (Ago)  �/č'10	
 miRNA/miRNA*rÅė
RNA"Ago!Ëď�� -���
�10���miRNA*ė
ăĢ��ïÇ��
�miRNA
Ago Î0	
 Ago"miRNA!ĕ�3�Õ���1�ÞýÝ�ĕ�3
+�mRNA�ï���ôĄº��ø6ORf�3®�Ċ��	
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�1-4.�Ec9Fc9U;!CCR4-NOTÿ�v
Ec9Fc9U; ����CCR4-NOTÿ�v"NOT1�NOT2�NOT3�CCR4�
CAF1�NOT9�NOT10�NOT11!8äĤ!Ë·�¢	.·0	
 

NOT2�

NOT3�

NOT9�

CAF1�
CCR4�

NOT10�

NOT11�
NOT1�

C���

N���
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Ș�ȕ 

CCR4( CAF1+<?}�(A)�Ǔʞ×-ʯö 

 
ǿǾ  

 
� ŕȇȑĳ-Êɍȇȑ+

&	
 miRNA¸ĭǾ+}�(A)ʦ-�Ǔ+	? A¦
Ĥ-ʞ×�ʯ�@?ǯɴ�Z�I[�IpKȣȺ+

&ǽə�@!��=+

}�(A)ʦ-�Ǔʞ×�ʯ�@?!9+.	
 �Ǔ+	?}�(A)ʦ�ʣɗ'	?ý
ȻŪ�əÔ�@!�miRNA+<?ȽFgk�ë. CCR4-NOTɖĀ°��+Œ
�ɻ���(�= (49, 51, 54, 55)	
 CCR4-NOTɖĀ°+
�?ȽFgk�ëʠ
Ȣ'	? CCR4 :��. CAF1 �	
 �Ǔ-}�(A)ʦCɨɰ�& A ¦Ĥ-ʞ×
Cʯ�(
�Ʀȅ-ǒŪC:%ýȻŪ�ȊČ�@!�Ș�ȕ'ʊ3!<�+	
 

CCR4 ( CAF1 .Fgk�+Ŕ
ʙŸŪC:%�(�B�$&
!�����
-�Ɨ'	
 Ȟɕ�! CCR4; CAF1'. A¦Ĥ-ʞ×Cʯ�ğĀ�	?�(:
Ğą�@&
! (79, 80, 89–91)��@=-Ğą.�CCR4; CAF1.)-<�
+Õɞ�3�ʞ×CǊı�?-��(
�Ď
+ĸ�ʣɗ*ȊČCĄ8�	
 

CCR4; CAF1� A¦Ĥ-ʞ×C)-<�+ʯ�-�.ʧ=�Ɲ=�+�@&
�*�$!�Ș�ȕ-ǿǾ.	
 }�(A)ʦ-�Ǔʞ×. CCR4; CAF1+<$&
ʯ�@?-�	
 ʯ�(�@/)-<�+ʯ�-�CȊ��('	?� 
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ȧƯ  
 
Z�I[�IpK S2 ȣȺ+

& miRISC .}�(A)ʦ-�Ǔ+	? A
'.*
ʞ×Cʯ��(�'�? 
 
� ŕȇȑĳ-Êɍȇȑ+

&	
 miRNA+<?ŵÛ-�#ȷɤŵÛ-7-èƯ
Cɬ3?!9+	
 �}�a�RNA-}�(A)ʦ-�Ǔ+Fgk�¦Ĥ-ʞ×�=
Ų?Ȇ
 RNAʞ× (¦�	
 }�(A)�Ǔʞ×) C¤æ�?�('ȽFgk�ëC
ƾ9?ɦ7�*�@!�miRNA +<$&ɩĻ�@?ȽFgk�ëʠȢ CCR4
( CAF1 .Fgk�+Ŕ
ʙŸŪC:% 3´→5´KP`�|lR�F�_'	?
(Ğą�@&
!!9	
 }�(A)�Ǔʞ×.ʯ�@*
(�ŭ�@!�Ĳʴ	
 114
Ġĝ-}�(A)ʦ( 40 Ġĝ-}�(A)�Ǔʞ×C:%�}�a�RNA '.ȽF
gk�ë.ɻ�=*�$! (95)�����-Ĳˏ-ʕȎ'	
 <>Ȇ
}�(A)
�Ǔʞ×'.ȽFgk�ëCƾ9?�(�'�*
�(�Ɲ=�+�@!� 
� Ø9+	
 Z�I[�IpK S2ȣȺ+

&	
 Ȇ
}�(A)�Ǔʞ×�miRNA
¸ĭǾ+ʯ�@?(
�Êɍȇȑ-ȧƯCȉɨ�!�Êɍȇȑ'.	
 ȣȺ+



&ŮĖ�! 3′ƧȖC:% RNACǽǯ��?!9	
 ȿǽǾ+Öƕ�
�?o�
~�xdi�|YH� (HhR) C}�(A)�Ǔʞ×-�Ǔ+ĻÌ�&
! (95)�
�-¶+Â
	
 Renilla luciferase (Rluc) - ORF(	
 S2ȣȺ'.ǽǯ�&
*

 miRNA'	? let-7+ĸŧ�?ƻǾʞ× 8À+æ� (96)	
 3′ƧȖ� 50Ġĝ
-}�(A)ʦ(*? RNA (	
 }�(A)ʦ+æ�& 10 Ġĝ-}�(C)(*? RNA
C�@ @ S2ȣȺ'ǽǯ��! (Ė 2-1 A)� 
� �@=- RNA . S2 ȣȺ+

&įı'	$!�	
 let-7 -Ýˎ°'	?
pri-let-7Cǽǯ��?()#=:ǽǯ�ˊɇ+­��! (Ė 2-1 B, Mock)�ǽǯ
-­�� RNA-Õɞ+<?�(Cɬ3?!9	
 ȽFgk�ëŝ+É�ȽP�d
wʠȢ Dcp2 CndRbI��!��?( pri-let-7 Cǽǯ��!(�+ȽFg
k�ë�@! RNA �ɈȐ�&
! (Ė 2-1 B, dcp2[RNAi])��-<�+	
 
miRNA. S2ȣȺ+

&	
 }�(A)�Ǔʞ×Cʯ
&�}�a�RNACȽF
gk�ë�?�(�'�?� 
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ȣȺŹÔǖ+
�?ȽFgk�ëǒŪ.}�(A)�Ǔʞ×-ʧ�(�-�
Ǔ-}�(A)ʦ-ʧ�+ŗʿCû�? 
 
� }�(A)�Ǔʞ×�ʯ�@?øŧC<>ɧȣ+ɞƭ�?!9+	
 S2ȣȺŹÔǖ
CǴ
&ȽFgk�ëøŧCɜĶ�!�Êɍȇȑ+

&	
 Ago1Cʕàǽǯ�
�! S2ȣȺŹÔǖ+�ƨʦ miRNACÌ@	
 Ago1+ miRNACw�S���
�!	(+miRNA+ĸŧ�?ƻǾʞ×C:% RNACǙæ�	
 øŧŝǑéŀʨ
�?�('ȽFgk�ëCɜĶ'�?ȟ�Ğą�@&
! (95)� 
� ȣȺŹÔǖ':}�(A)�Ǔʞ×�ʯ�@?-�Cȉ�9?!9	
 let-7+ĸŧ
�? 4 À-ƻǾʞ×+æ�	
 20 Ġĝ-}�(A)ʦC:% RNA (	
 }�(A)ʦ-
�Ǔ+ 5Ġĝ-}�(C)C:% RNACɦˏȚÑʁÓ+<>³ɕ�! (Ė 2-2 A)�
�@=- RNA C	
 let-7 Cw�S���!ŹÔǖ+Ǚæ�&ȽFgk�ëCɜ
Ķ�!(�A	
 }�(A)ʦ-7- RNA+ǅ3&èǮ.­��?:--	
 }�(A)
�Ǔʞ×C:% RNA':ȽFgk�ë.ʑɍ�! (Ė 2-2 B,C)� 
� Êɍȇȑ�= S2 ȣȺ+

&	
 }�(A)�Ǔʞ×�íÕ+ʧ
(ȽFgk�
ë.ƾ6?�(�Ğą�@&
!-' (95)	
 ŹÔǖ�':}�(A)�Ǔʞ×�ʧ
�*?4)ȽFgk�ë-èǮ�­��?-�Cɬ3!�10Ġĝ-}�(C)C}
�(A)�Ǔʞ×(�&:% RNAC	
 let-7Cw�S���!ŹÔǖ+Ǚæ�!(
�A	
 5Ġĝ-}�(C)C:% RNA<>:ȽFgk�ëèǮ.­��! (Ė 2-2 
A-C)��-ȧƯ.	
 }�(A)�Ǔʞ×�ʧ�*?4)ȽFgk�ëèǮ.­��
&
��(CȊ�&
?� 
� }�(A)�Ǔʞ×-�Ǔ+	?}�(A)ʦ.ȽFgk�ë+ŗʿC��?-�
Cɬ3?!9	
 }�(A)ʦ-�Ǔ-}�(C)C 10 Ġĝ+ėı�	
 }�(A)ʦC 20
Ġĝ�= 60Ġĝ+�! RNAC³ɕ�! (Ė 2-2 A)�ɁćǗ
�(+	
 �Ǔ-
}�(A)ʦ� 20Ġĝ- RNA<>: 60Ġĝ- RNA-Ɨ�ȽFgk�ëèǮ.
ː�$! (Ė 2-2 B,C)� 
� �-ȧƯ.}�(A)ʦ�ʧ�*$!!9'.*�	
 RNA-Íʧ�ʧ�*$!!
9+ȽFgk�ë�»ʑ�@!ýȻŪ:ȸ�=@?���'Íʧ.ā�"�	
 

�Ǔ-}�(A)ʦ� 20 Ġĝ'	? RNA ( 60 Ġĝ'	? RNA C³ɕ�! (Ė
2-2 A)�}�(A)ʦ� 20Ġĝ- RNA<>: 60Ġĝ- RNA-Ɨ�	
 èǮ<�
ȽFgk�ë�@! (Ė 2-2 D,E)��-ȧƯ. RNA-Íʧ'.*�	
 �Ǔ-}
�(A)ʦ-ʧ��ȽFgk�ë+ŗʿC��&
?�(CȊ�&
?� 
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}�(A)�Ǔʞ×C:% RNA +

&: CCR4-NOT ɖĀ°�ȽFgk
�ë�&
? 
 
� miRNA+<?ȽFgk�ë.	
 �(�& CCR4-NOTɖĀ°�Œ�ɻ��&

?�(�ȅ=@&
? (49, 51, 54, 55)�}�(A)�Ǔʞ×C:% RNA+


&: CCR4-NOT ɖĀ°�ȽFgk�ë�?-�Cɬ3?!9+	
 CCR4-NOT
ɖĀ°�-ȽFgk�ëʠȢ'	? CCR4 ( CAF1 C S2 ȣȺ+

&ndR
bI��! (Ė 2-3 A)�CAF1 CndRbI��! S2 ȣȺ-ŹÔǖ'.	
 
Mini-let-7-A20.ȽFgk�ë�@*�$! (Ė 2-3 B)��Ɨ	
 CCR4-ndR
bI�+<? Mini-let-7-A20 +
�?ȽFgk�ë2-ŗʿ.ʭıǾ'	$! 
(Ė 2-3 C,D)��@=-ȧƯ.	
 CCR4-NOT ɖĀ°-ƹʏ�	
 CAF1 � CCR4
(ɖĀ°-ɽğa�qRɺ'	? NOT1 (Cȱ
'
?!9+	
 CAF1 C*�
�( CCR4:ɖĀ°�=ʹ@?�	
 CCR4C*��&: CAF1.ƼȻ'�?	
 
(
�ȅə(<��ɀ�&
? (66)�ʣɗ*�(+	
 CAF1 -ndRbI�'
: CCR4-ndRbI�':}�(A)�Ǔʞ×C:% RNA-ȽFgk�ë�ʓ
@! (Ė 2-3 B-D)��@=-ȧƯ. CCR4-NOTɖĀ°�}�(A)�Ǔʞ×C:
% RNA+

&:ȽFgk�ë�&
?�(CȊČ�&
?� 
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CCR4 ( CAF1 -Ȟɕ 
 
� CCR4-NOT ɖĀ°�}�(A)�Ǔʞ×CȀƅʯ
&
?-�Cɬ3?!9+
.	
 }�(A)�Ǔʞ×�Ȟɕ�! CCR4( CAF1+<>ʯ�@?�(CȊ�/Ƀ

����Z�I[�IpK- CCR4( CAF1Cðʹ�!Ğą.*�$!��
�' CCR4( CAF1-Ȟɕƪ¨CƷɡ�?�(+�!� 
� 6�	
 CCR4 ( CAF1 Cǽǯ��?ǲǩ(�&ĦȾɆ (BL21 Ƴ) CʙŸ�	
 
yRa�(�&	
 ­Ǟ'ǽǯɩĻCɍ� pColdZ��]CʙŸ�!�CƧȖ+ 6
À- HisaS�¤�<� CCR4( CAF1C�@ @R��k�S�	
 ĦȾɆ+
ǽǯ��&Ȟɕ�!��-ƗǏ' CAF1 .Ȟɕ+Ųå�!�	
 CCR4 .ǽǯ�
��!:--�ǡë�!�CCR4-NƧȖ+6À-HisaS	?
.1À-SBP
aSC%�&ȞɕCɦ7!�	
 ;.>�ǡë�!� 
� Êɍȇȑ+

&	
 ĦȾɆ'ǽǯ��!rh-Íʧ CNOT6L (hCcr4b) .Ȟ
ɕ'�*
(
�Ğą�	$! (80)�CNOT6L-lR�F�_i�H�-7'
	@/ĦȾɆ'ǽǯ��&:Ȟɕ'�?�(�=	
 �ǡë-õē. CCR4 -:
% CAF1(-ȧĀi�H�	
 LRRi�H�'	?(ȸ�=@?�a�qRɺ-
ȧĀ˄ě.�ɂ+ǺǆŪ*-'	
 CAF1 (-ȧĀ˄ě�ʼÔ�&
?�(�	
 
CCR4 ��ǡë�?õē'.*
�(ȸ�!���' pETDuet + CCR4 (
CAF1 CR��k�S�	
 ĦȾɆÑ' 2 %Cāƞ+ǽǯ��!����
CCR4/CAF1xf�bH~�.�ǡë�!� 
� ĦȾɆ'.LRRi�H�CʘÖ+ŷ>!!8�(�'�*
ýȻŪ�	$!
-'	
 pP��IG�\C:#
&ƜɌȣȺ'	? Sf9ȣȺ+ CCR4( CAF1
Cǽǯ��?�(+�!�pFastBac Dual+CCR4(CAF1CR��k�S�	
 
Sf9 ȣȺ' 2 %Cāƞ+ǽǯ��!��?( CCR4/CAF1 xf�bH~�.ý
ǡë�!-'	
 kdT�s�]N��	
 ʱHM�N��	
 ʰHM�N��-˂

+Ȟɕ�! (Ė 2-4)�ƢȤǾ+	
 ʤǲĚ(ǒŪģǹ°Cȥ7ĀB�! 4 ȏˌ-
Ȟɕ CCR4/CAF1xf�bH~�C³ɕ�! (Ė 2-5 A)� 
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CCR4 ( CAF1 .�@ @ǬȔ+}�(A)�Ǔʞ×Cʯ�ǒŪC:% 
 
� CCR4-NOTɖĀ°�}�(A)�Ǔʞ×CȀƅʯ
&
?-�Cɬ3?!9+	
 
miRNA +ĸ�?a�Udhʞ×C:!*
�}�a�RNA C³ɕ�	
 Ȟɕ�
! 4ȏˌ- CCR4/CAF1xf�bH~�C³Ǵ��! (Ė 2-5 A,B)��?(�
Ɨ�ǒŪC:!*
ğĀCʯ
&	
 }�(A)ʦ-7C:%�}�a�RNA.ȽF
gk�ë�@! (Ė 2-5 C)�ȩ
&}�(A)�Ǔʞ×C:% RNA (noC-A20C5) +
ĸ�& CCR4/CAF1 xf�bH~�C³Ǵ��!(�A	
 )#=��ǒŪC:
&/ȽFgk�ë.ɻ�?�(�B�$! (Ė 2-5 D)�6!	
 }�(A)�Ǔʞ×
(�& 5Ġĝ- C'.*�	
 ��b�* 10Ġĝ-ʞ× (UUUGUCUGAC) C
:%�}�a�RNA':ȽFgk�ë.ɻ�$! (Ė 2-5 E)��@=-ȧƯ.	
 
CCR4( CAF1-�Ɨ�ǬȔ+ A¦Ĥ-ʞ×Cʯ�ǒŪC:%�(CȊ�&

?� 
� ��' 30 Ġĝ-}�(A)	
 (U)	
 (G)	
 (C)RNA +ĸ�& 4 ȏˌ-Ȟɕ
CCR4/CAF1 xf�bH~�C³Ǵ��	
 CCR4 
<1 CAF1 -ĠĝĐĩŪC
ɬ3!��%&-Ğąʍ>	
 CCR4( CAF1. A+ĸ�?Ŕ
ĐĩŪC:$&

! (Ė 2-6 A-D)��Ɨ' noC-A20C5'.ʯ�@&
! C .	
 30 Ġĝ-}�
(C)RNA'.�Ġĝ:ʯ�@*�$! (Ė 2-6 A-D)�6!	
 }�(U)+

&Z
Sj�Ŕŏ-­��ə=@!�	
 CCR4 ( CAF1 -�Ɨ�ǒŪC:!*
(�
+:­��&
?�(�=	
 ǪǹǾ*Õɞ'	?(ȸ�=@? (Ė 2-6 A-D)�
�@=-ȧƯ.	
 CCR4( CAF1� A¦Ĥ-ʞ×Cʯ�ʴ+.	
 �Ǔ-}�(A)
ʦ�Ťɗ'	?�(CȊ�&
?� 
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Ȟɕ CCR4/CAF1xf�bH~�-ǒŪ.}�(A)�Ǔʞ×-ʧ�(�-
�Ǔ-}�(A)ʦ-ʧ�+ŗʿCû�? 
 
� ȩ
&	
 ȣȺŹÔǖ'ɜĶ�@!	
 }�(A)�Ǔʞ×-ʧ�(	
 �-�Ǔ-}
�(A)ʦ-ʧ��ȽFgk�ëǒŪ+ŗʿC��?ǯɴ�	
 Ȟɕ CCR4/CAF1x
f�bH~�+

&:ɜĶ�@?�Cɬ3!��-Ĳˏ-!9+	
 ǹ*?ʧ

�-}�(A)�Ǔʞ×
<1�-�Ǔ-}�(A)ʦC:%�}�a�RNACǠÇ
�! (Ė 2-5 B)��@=-�}�a�RNA+ĸ�&Ȟɕ CCR4/CAF1xf�b
H~�C³Ǵ��!(�A	
 ȣȺŹÔǖC:#
!(�(āƺ+	
 }�(A)�Ǔ
ʞ×�ʧ
4)ǒŪ.ʬĴ�@	
 �Ǔ-}�(A)ʦ�ʧ
4)ǒŪ.»ʑ�@! 
(Ė 2-7 A,B)�6!	
 �-ȧƯ.;.> RNA-Íʧ+<?èƯ'.*�$! (Ė
2-7 C,D)��=+�@=-ÈĂ.	
 CCR4( CAF1-)#=��ǒŪC:%ğ
Ā':āƺ+ɜĶ�@! (Ė 2-7 A-D)��@=-ȧƯ.	
 CCR4( CAF1.Ǭ
Ȕ+}�(A)�Ǔʞ×Cʯ�ǒŪC:#	
 �-ǒŪ.}�(A)�Ǔʞ×-ʧ�(�
-�Ǔ-}�(A)ʦ-ʧ�-p��\+¸ĭ�&
?�(CȊ�&
?� 
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CCR4 ( CAF1 .KP`lR�F�_ǒŪ'}�(A)�Ǔʞ×Cʯ�  
 
� Z�I[�IpK- CCR4( CAF1. A+Ŕ
ĐĩŪC:% 3′–5′ KP`�
|lR�F�_'	?(Ğą�@&
? (66)��@'. CCR4( CAF1.)-
<�+}�(A)�Ǔʞ×Cʯ�-"A��? K�ilR�F�_ǒŪ�KP`l
R�F�_ǒŪ�CƝ=�+�?!9	
 }�(A)�Ǔʞ×CƏĺŪ�y��	
 Õ
ɞǳǩCɞƭ�!�<>Ï°Ǿ+.	
 }�(A)ʦ-�Ǔ. C CĄ6�	
 }�(A)
�Ǔʞ×��CGGGG�(*?<�ʁÓf�w��hCɣɠ�	
 ƏĺŪ��õī
C:% CTP CǴ
&ɦˏȚÑʁÓ�?�('	
 �}�a�RNA �-!"�%
- CCƏĺŪƻɰ�!�6!	
 V�h���(�& 20Ġĝ-}�(A)ʦ-¥B
>+U(G�=*?ʞ×C:%RNA (noC-UG20C1G4) CǴŮ�! (Ė2-8 A)�
:�CCR4;CAF1�K�ilR�F�_ǒŪ'}�(A)�Ǔʞ×Cʯ�*=/	
 
Õɞǳǩ(�&ƕǨ�ƷÔ�@?�(��ŭ�@?��Ɨ	
 KP`lR�F�

_ǒŪ'ʯ�*=/ CMP�ƷÔ�@?�ȧƯ(�&	
 �@=-�}�a�RNA
+Ȟɕ CCR4/CAF1 xf�bH~�C³Ǵ��?(	
 �Ġĝ-Õɞǳǩ�ǲ�
! (Ė 2-8 B)�noC-A20C1G4'7=@?Õɞǳǩ-ZSj�.	
 CCR4( CAF1
-�Ɨ�ǒŪC:!*
ğĀ;	
 �Ǔʞ×�}�(A)'.*� U ( G �=*?
RNA+
�?ZSj�<>:ˊɇ+Ŕ�$! (Ė 2-8 B)��-ȧƯ.	
 Õɞǳ
ǩ-ZSj��CCR4(CAF1-}�(A)�Ǔʞ×ÕɞǒŪ+¸ĭ�&
?�(
CȊ�&
?��=+ɉłR�~hS�uG�'�Ġĝ-Õɞǳǩ� CMP'	
?�(Cȉ�9! (Ė 2-8 C)��@=-ȧƯ.	
 CCR4( CAF1.KP`lR
�F�_ǒŪ+<$&}�(A)�Ǔʞ×Cʯ��(CȊ�&
?� 
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ȸĶ  
 
� ƨȇȑ+<>	
 CCR4 ( CAF1 +.}�(A)ʞ×��Ǔ+	?(�+-7	
 A
¦Ĥ-ʞ×Cʯ�ǒŪ�	?�(�Ȋ�@!���&�-ǒŪ.	
 �Ǔ-}�(A)
ʞ×�ʧ
4)»ʑ�@	
 }�(A)�Ǔʞ×�ʧ
4)ŵÛ�@?Ūɺ�	?�
(:B�$!�6!	
 CCR4 ( CAF1 .)#=:KP`lR�F�_ǒŪ' A
¦Ĥ-ʞ×Cʯ���@=-ȧƯ.	
 CCR4 ( CAF1 -�Ɨ� 3′ƧȖ�=ʹ@
!¬Ȳ+	?}�(A)ʞ×Cɨɰ�	
 ȩ
& 3′ƧȖ- A¦Ĥ-ʞ×CKP`lR
�F�_ǒŪ'ʯ��(CȊČ�&
? (Ė 2-9)� 
 
CCR4 ( CAF1 -Fgk�ɨɰƼƹ 
 
� Êɍȇȑ+
�?ȧƠƹʏɞƭ-ȧƯ�=	
 CAF1 ( CCR4 -ǒŪʜ¬.F
gk�Cɨɰ�?�(�'�?(Ğą�@&
? (80, 97) (Ė 2-10 A,B)�Õɒ
ʠǄ- Pop2p (CAF1-{��S) '. Ser122�Fgk�- 3¬+	?ȓȢõ
ī(ǆȢȧĀCŖŲ�	
 �=+ Leu125 -Äʦ�w��Ǳ-¬ȲCįıë�&

?(ȸ�=@&
? (97) (Ė 2-10 A)��Ɨ'	
 rh- CNOT6L (hCcr4b) -
ǒŪʜ¬'.	
 Fgk�-w��Ǳ� Phe484 ( Pro36 -Ǳ+ƀ6@?<�+
ɨɰ�@&
?���&	
 Fgk�- 6 ¬-ȓȢõī� Asn412 -N�|k�
ĝ(ȁ�³Ǵ�&
? (80) (Ė 2-10 B)� 
� ���ƨȇȑ-ȧƯ.	
 �Ǔ+}�(A)ʞ×�	@/A¦Ĥ-ĠĝC:%RNA
CÕɞ'�?�(CȊ�&
?��ɢ-Êɍȇȑ'.	
 CCR4 
<1 CAF1 -
ǒŪʜ¬(Fgk�(-ȁ�³Ǵ.�@ @ 1 �ų��*�	
 A ¦Ĥ-ʞ×�
ǒŪʜ¬+Ì?²ę�	? (Ė 2-10 A,B)�Ĳʴ+	
 CMP� CNOT6L-ǒŪʜ
¬+Ì>ʆD"ȧƠƹʏ�ƢʈĞą�@! (98) (Ė 2-10 C,D)��-Ğą+<?
(	
 CMP( CNOT6L-ǒŪʜ¬(-¬Ȳʪº.	
 AMP-�@(4(D)ā�
'	$!��-ȧƯ.	
 A¦Ĥ-ĠĝC:% RNA':	
 �ŏǒŪʜ¬+ɨɰ�
@?(Öƕ�@?ýȻŪCȊČ�&
?��Ɨ'	
 CMP.AMP<>:CNOT6L

<1 CNOT7 (hCaf1) -ʬĴÞ(�&œ�	
 AMP- 1/3�1/104)-Ŕ�'
	?�(�= (98)	
 CMP. AMP<>:ȽFgk�ëʠȢ+ɨɰ�@+�
(
ȸ�=@?�ĠĝCɨɰ�?ǂʲ' A ¦ĤC.��Ƽƹ-ĭĘ.	
 CCR4 ;
CAF1� ACĩ8ǰǵ-�ȖCź$&
?�����Ɨ'	
 AMP¦Ĥ:	?Ȏ
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ŏ.ȧĀ�?�(Cȸ�?(	
 CCR4 ; CAF1 �Fgk�+ĸ�&ǪǹǾ(:

�?Ŕ
ʙŸŪC:%ǰǵ.Ʀ"ɪƝ'�&
*
�CCR4 ; CAF1 +<?
Ġĝ-ʙŸŪ.	
 3′ƧȖ(ǒŪʜ¬-ʪºŪ"�'.İȧ�*
	
 <>ɖʸ*Ƽ
ƹ+<$&Ǌ9=@&
?ýȻŪ�	?� 
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CCR4 ( CAF1 -�Ǔʞ×-ɨɰ 
 
� CCR4 ( CAF1 .}�(C)ʞ×CÍ�Ü@*
�Ɨ'	
 }�(A)ʞ×-�Ǔ-
}�(C)ʞ×.ʯ��(�'�?��-ȧƯ.	
 CCR4( CAF1� A¦Ĥ-ʞ×
Cʯ�ʴ+	
 �Ǔ-}�(A)ʞ×Cɨɰ�&
?�(CȊČ�&
?����	
 
CCR4( CAF1�)-<�+�Ǔ}�(A)ʞ×Cɨɰ�&
?-�	
 �-Ŵ��
>.ǯƞǦ'��ĥ�.*
�Êɍȇȑ+

&	
 CNOT6L-ǒŪʜ¬+ AMP
�Ì$!ȧƠƹʏCŠ?ʕȎ'	
 ǒŪʜ¬(.Ù-¬Ȳ+ AMP�ĭĘ�?ȧƠ
ƹʏ�Š=@! (80) (Ė 2-11)��-ȧƯ.	
 ǒŪʜ¬(.Ù-¬Ȳ+: ACɨ
ɰ�?˄ě�ĭĘ�?ýȻŪCŘŚ(��?�	
 �Ɨ'ȧƠëʕȎ-F�fG

uERh'	?ýȻŪ:ăı'�*
�:��%-ýȻŪ(�&	
 CCR4 	?

. CAF1� A¦Ĥ-ʞ×-ʯöC±ŏ:ɦ��#+	
 ÅǽǾ+�Ǔ-}�(A)
ʞ×�ǒŪʜ¬-Fgk�ɨɰXHh+Ì>ʆ7	
 A ¦Ĥ-ʞ×-ʯö�ɻ�
?	
 (
�§ɪ�ſ�=@?���� CMP( CNOT6L-ȧƠƹʏCə?ʭ>	
 
Zc[�.ǒŪʜ¬-Fgk��ɨɰ�@?ğųCòŻ�&
> (98)	
 3′ƧȖ
-Ġĝ¦Ĥ-Ġĝ�ȁ�³Ǵ�?²ę.*
(ŨB@? (Ė 2-10 C,D)� 
� �-<�+	
 3′ƧȖ<>�Ǔ-ʞ×�ɨɰ�@?�Nk]�.�Ɲ'	?�Ɨ
'	
 }�(A)ʞ×+ʭ=�	
 �Ǔ-ʞ×� CCR4; CAF1+<?ȽFgk�ë+
ŗʿC��&
?(
�Ğą.ƨȇȑ"�'.*
 (38, 99)�Ȟɕ�!ÔɅʠ
Ǆ- CCR4+<?ȽFgk�ë.	
 ƻǾ RNA-}�(A)ʦ-ʧ�Cėı�	
 �
-�Ǔ-A¦Ĥ-ʞ×CȆ��?(	
 ɇ+ʓ@?�(�Ğą�@&
? (99)�
RNA-Íʧ�ȽFgk�ë+ʣɗ'	?ýȻŪ:	?�	
 
�@+�< CCR4
+<?ȽFgk�ë� 3′ƧȖ'İȧ�?øŧ'.*
�(CȊ�!Ø9&-Ğ
ą'	$!��=+Ƣʈ	
 CCR4-NOTɖĀ°CɦˏȚÑ'ÒƹŲ�!ȇȑ-�
'	
 }�(A)ʦ<>�Ǔ-ʞ×�ȽFgk�ë+ŗʿC��?(žƋ�@! (38)�
}�(A)ʦ-�Ǔ'�ƽƹʏCȥ8 RNA'.	
 ā�ʧ�-ȥ6*
 RNA<>:
ȽFgk�ë�ʓ@?�(�Ğą�@!��=+	
 }�(A)ʦ<>:�Ǔ-ʞ×
+ȁɔǾ*M�W DNACǙæ�?(	
 M�W DNACǙæ�*
(�+ǅ3&
ȽFgk�ë�ˊɇ+ʓ@! (38)��@=-ȧƯ.	
 �Ǔ-}�(A)ʞ×Cɨɰ
�?(
�ƨȇȑ-§ɪCŔ�ƍŽ�?�Ɨ'	
 CCR4 ; CAF1 +.Ɲ=�*
RNAȧĀ�c�u.ĭĘ��	
 *� 3′ƧȖ<>�Ǔ-ʞ×�ȽFgk�ë+ŗ
ʿC��?-�+%
&.¡ŝ-ɞƭ�ś!@?� 
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CCR4 ( CAF1 -}�(A)�Ǔʞ×ʯöǒŪ-ǲǩĮǾŮȵ 
 
� ƨȇȑ. CCR4 ( CAF1 +}�(A)ʦ-�Ǔ+	? A ¦Ĥ-ʞ×Cʯ�ǒŪ
�	?�(CȊ�!�	
 �-ǲǩĮǾ*Ůȵ(.*D"A��ˑ 
� }�(A)�Ǔʞ×.ÔɅʠǄ	
 ƶǩ	
 rh-ÑĘ mRNA 'ə%�$&
>	
 
mRNA-įıŪ+ʪB$&
? (21, 100, 101) (Ė 2-12 A)�rh-ȣȺ+


&	
 Ƣ:ːˆŏ'ə=@?}�(A)�Ǔʞ×. U'	>	
 25Ġĝ¦�-}�(A)
ʦC:%mRNA+ĥ
ÈĂ�	? (101)�	?mRNAȏ+
�? UC:%ˆ
ŏ(	
 �- mRNA ȏ+
�?îǜƤ(-ʩ+.ȯ;�+ɵ-ȁʪ�	>	
 
mRNA Õɞ-ZSj�(�&ƼȻ�&
?�(�ȊČ�@? (101)�rh+


&	
 }�(A)ʞ×-�Ǔ-U. TUT4:��. TUT7+<$&¤æ�@?�	
 
TUT4/7 .ʧ
}�(A)ʦ<>:Ȇ
}�(A)ʦCĩ8�(�B�$&
? (14)�
ĸǧǾ+	
 G. 40Ġĝ¦�-}�(A)ʦC:%mRNA+ĥ
ÈĂ�	>	
 mRNA
+
�?îǜƤ(ƿ-ȁʪ�	? (101)�¡-(�A	
 mRNA-}�(A)ʦ-�
Ǔ+ GC¤æ�?ʠȢ.āı�@&
*
� 
� CCR4 ; CAF1 -}�(A)�Ǔʞ×-ʯöǒŪ.	
 ���!ÑĘ-}�(A)�
Ǔʞ×Cʯ��('mRNA-įıŪCÛš�&
?-�:�@*
�ƨȇȑ'
.�-§ɪ-ƷɥCɦ7!�CCR4; CAF1�ÑĘ mRNA+

&:}�(A)
�Ǔʞ×Cʯ
&
?�(CȊ�!9+.	
 CCR4(CAF1C*��!(�+	
 
ʍň<>:ÑĘ- mRNA +
�?}�(A)�Ǔʞ×�«ʧ	
 	?
.ːˆŏ+
Ôǯ�?�(CȊ�/<
(ȸ�!��ÇĲˏ(�&	
 CAF1 ndRbI� 
(CAF1�*
(CCR4.NOT1(ȧĀ'�*
) (Mock- total RNACǴŮ
�	
 }�(A)ʦ-�Ǔ+Fbwa�ʞ×C¤æ�!�Ǫı- mRNA (Fbwa
�ʞ×+ĸ�?w�H~�' PCR �!ŝ	
 PCR ǳǩCR��k�S�&}�
(A)ʦÄ�=ʞ×Cɞƭ�?�('	
 }�(A)�Ǔʞ×CƷÔ�<�(ɦ7! (Ė
2-12 B)��g� mRNA (�&	
 ǽǯʥ�ĥ
�('ȅ=@? EF2b CʙŸ�
!�6�	
 Mock<>: CAF1ndRbI�'}�(A)ʦ�ȉ�+«ʧ�!ʷĔ
�ə=@!�(Cȉɨ�! (Ė 2-12 C)�¡-(�AZ�I[�IpK'.ÑĘ
mRNA -}�(A)�Ǔʞ×.Ğą�@&
*
�	
 �-Ĳˏ'}�(A)ʦ-�Ǔ
- U
<1 GCǽə�! (Ė 2-12 D)����	
 CAF1ndRbI�+

&
}�(A)�Ǔʞ×-ˆŏ
<1ʧ�.	
 Mock +ǅ3&8�Aǜ$&
! (Ė
2-12 D)�g�a-X�w�Ƒ�Ľ*
-'ȉ�*�(.ɟ�*
�	
 CAF1n
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dRbI�+<$&mRNAÍ°-}�(A)ʦ�«1!ȧƯ	
 Ȇ
}�(A)ʦ'¤
æ�@;�
 U�¤æ�@+��*>	
 �-ȧƯ}�(A)�Ǔʞ×�Ľ*�*$
!ýȻŪ�ȸ�=@?��-ȧƯCû�&	
 }�(A)�Ǔʞ×CȫȳǾ+ɬ3?
�(:Ʒɡ�!�	
 CAF1 ndRbI�+<?}�(A)ʦʧ-«ʧ-ŗʿ�Ƅʯ
'��	
 }�(A)�Ǔʞ×ʯöǒŪ-ŗʿ-7CÖ>Õ�&ɞƭ�?�(�'�
*
�(�=ĲƘ�*�$!�� �  
� �-4�+ȸ�=@? CCR4; CAF1-}�(A)�Ǔʞ×ʯöǒŪ-Ůȵ.	
 
}�(A)ʦÑ+ȡ@!A¦Ĥ-ʞ×+<$&ȽFgk�ë�Ãƾ�&�6�-C
ʫ�É�;	
 3′UTRÑ+	?}� A«ʧøŧ+Ťɗ*ʞ×�AAUAAA�C CCR4
; CAF1 �ɨɰ�&ʯ��('	
 ÒFgk�ëCʫ�É��	?�(:ȸ�=
@?�CCR4 ; CAF1 -}�(A)�Ǔʞ×ʯöǒŪ-ǲǩĮǾ*Ůȵ+%
&	
 
¡ŝƝ=�+*$&
��(CƤś�?� 
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m7Gppp Renilla luciferase A50

m7Gppp Renilla luciferase A50

Rluc-let-7-A50-HhR

Rluc-let-7-A50C10-HhR

8× let-7 
target sites

Hammerhead
ribozyme

C10

A

– – + – + – – + – +
– –A50-HhR A50C10-HhR A50-HhR A50C10-HhR

pri-let-7

B Mock dcp2[RNAi]

Rluc-let-7

図  2-1. miRNA は S2 細胞において A ではない配列の

除去を誘導できる

(A) Rluc-let-7-A50-HhR と Rluc-let-7-A50C10-HhR の模式図。これらのレポーター RNA は

Renilla luciferase (Rluc) の ORF、8 個の let-7 に対応する標的配列、そしてハンマーヘッ

ドリボザイム (HhR) をもつ。塩基に示された下付き文字はその配列の長さを表す。

(B) A に示したレポーター RNA のノザンブロットの結果。レポーター RNA は GFP ノッ

クダウン下では pri-let-7 を発現させると分解されるが、Dcp2 ノックダウン下では

pri-let-7 を発現させると脱アデニル化された RNA が検出された。
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A
m7G*ppp

4× let-7 
target sites

C10

Mini-let-7-A20

m7G*ppp

m7G*ppp

A60

m7G*ppp

C10

C10N40C5

A20

Mini-let-7-A20C5

A20

Mini-let-7-A20C10

A20

m7G*ppp
Mini-let-7-A60C10

Mini-let-7-N40A20C10

A20

D

0 01 2 3 4 1 2 3 4 (hr)

Mini-let-7-
A60C10

Mini-let-7-
N40A20C10

A60C10 –

A0 –

– A20C10

– A0

+ let-7

Mini-let-7-A20 Mini-let-7-A20C5 Mini-let-7-A20C10 Mini-let-7-A60C10

+ let-7

A0 –

A20 –

– A60C10

– A20C10A20C5

0 41 2 3 0 41 2 3 0 41 2 3 0 41 2 3 (hr)

B
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図  2-2. 細胞抽出液における脱アデニル化活性はポリ (A) 下流配列

の長さとその上流のポリ (A) 鎖の長さに影響を受ける

(A) Mini-let-7 レポーター RNA シリーズの模式図。これらのレポーター RNA は 4 個の

let-7 に対応する標的配列をもち、[α-32P] GTP をもちいてキャップされた。塩基に示さ

れた下付き文字はその配列の長さを表す。アスタリスクは放射性標識を表す。

(B) Ago1 を過剰発現させた S2 細胞抽出液における Mini-let-7 レポーター RNA の脱アデ

ニル化解析

(C) B におけるバンドのシグナル強度を定量した。A0 におけるシグナル強度を全体のシ

グナル強度で割り、その値をプロットした。Mini-let-7-A20 は効率よく脱アデニル化を受

けるが、ポリ (A) 下流配列が長くなると脱アデニル化の効率は低下していく。しかし上

流のポリ (A) 鎖が長くなると脱アデニル化効率は改善した。グラフは平均と標準偏差を

表す (n=3)。
(D) Ago1 を 過 剰 発 現 さ せ た S2 細 胞 抽 出 液 に お け る Mini-let-7-A60C10 と

Mini-let-7-N40A20C10 の脱アデニル化解析

(E) D におけるバンドのシグナル強度を定量した。A0 におけるシグナル強度を全体のシ

グナル強度で割り、その値をプロットした。Mini-let-7-A60C10 は Mini-let-7-N40A20C10 より

も効率よく脱アデニル化を受けた。グラフは平均と標準偏差を表す (n=3)。
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図  2-3. CCR4-NOT 複合体はポリ (A) 下流配列をもつ

RNA を脱アデニル化する

(A) ウェスタンブロットの結果。S2 細胞において、CCR4 と CAF1 はそれぞれに対応す

る二本鎖 RNA の添加により発現量が顕著に低下する。

(B) CAF1 をノックダウンした S2 細胞抽出液を用いた脱アデニル化解析。Mock では

Mini-let-7-A20 と Mini-let-7-A20N10 の両方で脱アデニル化が起こるのに対し、CAF1 ノック

ダウンでは脱アデニル化は起こらなかった。

(C, D) CCR4 をノックダウンした S2 細胞抽出液を用いた脱アデニル化解析。Mock と比

べ、CCR4 をノックダウンすると脱アデニル化がわずかに遅れる。
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42-4. �+��+�%�CCR4/CAF1
("/ �)1�@E 

pFastBac Dual��+��+�%��CCR4
CAF1��/1$0���Sf9AC
�#,0�'���+0�����.�56�D���
�Sf9AC�8;���
CCR4/CAF1("/ �)1�>=����>=�?F7�93<�2E��
$!�.&1��,* (HisTrap FF Crude)�H��0�,* (MonoS)�G��
0�,* (MonoQ)�I�@E���@E��CCR4/CAF1("/ �)1

NAP-5�,*	1×lysis%!'�1 + 10% �-�/1. + 1 mM DTT�B:��
��

HisTrap(FF(crude(�

Mono(S�

Mono(Q�
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図  2-5. CCR4 と CAF1 はポリ (A) 下流配列を除く活性をもつ

(A) 4 種類の精製したショウジョウバエ CCR4/CAF1 ヘテロダイマーの SDS-PAGE およ

びクマシー染色。左から CCR4 と CAF1 の両方が野生型、CCR4 のみが活性変異体、

CAF1 のみが活性変異体、両方が活性変異体のヘテロダイマー。(W) 野生型、(m) 活性変

異体。

(B) noC レポーター RNA シリーズの模式図。これらのレポーター RNA は [α-32P] GTP
をもちいてキャップされた。塩基に示された下付き文字はその配列の長さを表す。アス

タリスクは放射性標識を表す。

(C) 4 種類の精製 CCR4/CAF1 ヘテロダイマーをもちいた noC-A20 の脱アデニル化解析。

noC-A20 は両方が活性をもたない場合を除いて脱アデニル化された。(4W1W) CCR4 と

CAF1 が野生型 (4m1W) CCR4 が活性変異体、CAF1 が野生型 (4W1m) CCR4 が野生型、

CAF1 が活性変異体 (4m1m) CCR4 と CAF1 が活性変異体。

(D) 4種類の精製CCR4/CAF1へテロダイマーをもちいたnoC-A20C5の脱アデニル化解析。

CCR4 と CAF1 は noC-A20C5 を脱アデニル化することができた。

(E) 4 種類の精製 CCR4/CAF1 へテロダイマーをもちいた Mini-let-7-A20N5 の脱アデニル

化解析。CCR4 と CAF1 は 4 種類の塩基を含むポリ (A) 下流配列をもつレポーター RNA
を脱アデニル化することができた。
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図  2-6. CCR4 と CAF1 は A に嗜好性をもつ

(A) 4W1W (B) 4m1W (C) 4W1m (D) 4m1m の CCR4/CAF1 ヘテロダイマーを 30 塩基の

ポリ (A)、(U)、(G)、(C)RNA に作用させた。CCR4 と CAF1 の両方がポリ (A)RNA を基

質として好む。ポリ (U) は 4m1m を含むすべてのタイプの CCR4/CAF1 ヘテロダイマー

により分解されているようにみえるが、これはおそらく非特異的なヌクレアーゼのコン

タミネーションと思われる。
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図  2-7. CCR4 と CAF1 の活性はポリ (A) 下流配列の長さと

その上流のポリ (A) 鎖の長さに影響を受ける

(A) noC レポーター RNA に 4 種類の精製 CCR4/CAF1 ヘテロダイマーを 2 時間反応させ

たときの脱アデニル化

(B) A におけるバンドのシグナル強度を定量した。A0 におけるシグナル強度を全体のシ

グナル強度で割り、その値をプロットした。図 2-2 C と同様に、noC-A20 は効率よく脱

アデニル化を受けるが、ポリ (A) 下流配列が長くなると脱アデニル化の効率は低下して

いく。しかし上流のポリ (A) 鎖が長くなると脱アデニル化効率は改善した。グラフは平

均と標準偏差を表す (n=3)。
(C) noC-A60C10 と noC-CG40A20C10 に 4 種類の精製 CCR4/CAF1 ヘテロダイマーを 2 時間

反応させたときの脱アデニル化

(D) C におけるバンドのシグナル強度を定量した。A0 におけるシグナル強度を全体のシ

グナル強度で割り、その値をプロットした。図 2-2 E と同様に、noC-A60C10 は

noC-CG40A20C10 よりも効率よく脱アデニル化を受けた。グラフは平均と標準偏差を表す 
(n=3)。
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図  2-8. CCR4 と CAF1 はエキソヌクレアーゼ活性で

ポリ (A) 下流配列を除く

(A) noC-A20C1G4 と noC-UG20C1G4 の模式図。これらのレポーター RNA はポリ (A) 下流

配列の一カ所以外に C をもたないので、[α-32P] CTP を含む NTP をもちいて試験管内転

写をすると、ポリ (A) 下流配列内のただ一つの C を放射性標識できる。

(B) noC-A20C1G4 と noC-UG20C1G4 に 4 種類の精製 CCR4/CAF1 ヘテロダイマーを 2 時

間反応させたときの脱アデニル化。CCR4 と CAF1 はどちらのレポーター RNA でも

CMP を放出するが、活性をもつ CCR4/CAF1 ヘテロダイマーと noC-A20C1G4 の組み合

わせで検出されるシグナルの方が、活性のない CCR4/CAF1 ヘテロダイマーや

noC-UG20C1G4 で検出されるシグナルよりも強いため、このシグナルは CCR4 や CAF1
の活性依存的に強くなることを示している。

(C) B のサンプルの薄層クロマトグラフィーの結果。
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CCR4�CAF1"^e(A)ėnÒ!At�!ĕ�3Ğ�Ñ³3�1�1Øæ +�	
 
�!Ñ³"^e(A)nÒĕ�
Ę�&�Ĝ¨�1�mÒ!^e(A)ė
Ę�&�
zĐ�10	
 CCR4�CAF1"��.+;>KS?g6jJÑ³ -��^e
(A)nÒĕ�3Ğ�	
 

37



A� B�

C� D�

�2-10. CAF1���CCR4� +)*
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ƩƔ(ƗǏ  
 

w�\�i-³ɕ 
pAWS 
pASW (102) C 5′ -GTGAGCTCCGCCACCATGGACGAGAAGACCACC-3′(
5′ -TCACGTGGACCGGTGGCCGGAGGGCTCCCG-3′' PCR�!ġŉǳǩ(	
 
pAFWC5′-CACCGGTCCACGTGACGT-3′(5′-GGTGGCGGAGCTCACCA-3′
' PCR�&ȭŖ+�!ġŉǳǩC	
 InfusionHD (Takara) C:#
&ȧĀ�!� 
 
pAWS-Rluc-let-7-A50-HhR�pAWS-Rluc-let-7-A50C10-HhR  
pUC57-Rluc-let-7-A114 (95) �= 5′-CACCATGGCTTCCAAGGTGTACGAC-3′
(5′-CCTGTTTCGTCCTCACGGACTCATCAGACCGGAAAACACATCCGGT 
GACAGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTCTAAATGAGTCTTCGGACCT-3′:��. 5′-CCTGTTTCGTCCTCAC 
GGACTCATCAGACCGGAAAACACATCCGGTGACAGGGGGGGGGGGGT
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCC
AGCGGCCGCGTCGAC-3′' PCR �!� PCR ǳǩC pENTR/D-TOPO 
(Invitrogen) +R��k�S�	
 LR R�j�_  (Invitrogen) C:#
&
pAWS+ƂÌ�!� 
 
pFastBac Dual-CAF1-CCR4-6×His 
CAF1 .Z�I[�IpK S2 ȣȺ cDNA �= 5′-GAAGCGCGCGG 
AATTATGAAATGGACAATGCCCTC-3′( 5′ -GATTCGAAAGCGGCCTCATG 
AAGCGCTGTTCGT-3′C:#
& PCR�!�CCR4. 5′ -TGCATCAGCTGCT 
AGCTAATGATGATGATGATGATGCATC-3′( 5′ -CACCCGGGATCTCGAAT 
GAAAGGCAATCATTATAAAATGTCTC-3′C:#
& PCR �!�pFastBac 
Dual (Invitrogen) C EcoRI( NotI'Öƕ�& CAF1- PCRƕǨC	
  XhoI
( NheI'Öƕ�& CCR4- PCRƕǨCƂÌ�!� 
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a�Udh RNA -³ɕ 
Mini-let-7-A20�Mini-let-7-A20N10 
psiCHECK2-let-7 4× (103) C5′-CGTAATACGACTCACTATAGGGGCAGTA 
ATTCTAGGCGATCG-3′(5′ -TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCGCCTTAAGCG 
GCCCCCGCG-3′:��.5′ -GTCAGACAAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCG 
CCTTAAGCGGCCCCCGCG-3′'PCR�!�PCRǳǩCT7-Scribe Standard 
RNA IVT Kit (CELLSCRIPT) C:#
&ʁÓ�	
 UREAU�'Ǒéŀʨ�&
Ö>Ô�Ȟɕ�!��-ŝ	
 ScriptCap m7G Capping System (CELLSCRIPT) 
([α-32P] GTP (PerkinElmer) C:#
&ƏĺŪƻɰ�	
 ÒŏUREAU�'Ǒé
ŀʨ�&Ö>Ô�Ȟɕ�!� 
 
Mini-let-7-A20C5�Mini-let-7-A20C10�Mini-let-7-A60C10�Mini-let-7-N40A20C10 
psiCHECK2-let-7 4× (103) C5′-CGTAATACGACTCACTATAGGGGCAGTA 
ATTCTAGGCGATCG-3′(5′ -GGGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCGGCC 
AGCGGCCG-3′:��.5′ -GGGGGGGGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGC 
GGCCAGCGGCCG-3′:��.5′ -GGGGGGGGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTT 
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCGGCCAGC
GGCCG-3′:��.5′ -GGGGGGGGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAACCA 
ACACACAGATGTAATGAAA-3′'PCR�!�PCRǳǩCT7-Scribe Standard 
RNA IVT Kit (CELLSCRIPT) C:#
&ʁÓ�	
 UREAU�'Ǒéŀʨ�&
Ö>Ô�Ȟɕ�!��-ŝ	
 ScriptCap m7G Capping System (CELLSCRIPT) 
([α-32P] GTP (PerkinElmer) C:#
&ƏĺŪƻɰ�	
 ÒŏUREAU�'Ǒé
ŀʨ�&Ö>Ô�Ȟɕ�!� 
 
noC-A20�noC-A20C5�noC-A20C10�noC-A60C10�noC-CG40A20C10  
5′ -GGTGAGAGTGAGTAGTGTAGTATTGGTAGTTGTATTAGAGTGAGGTT 
GTGGTTTGTGGGT-3′C	
 5′ -CGTAATACGACTCACTATAGGTGAGAGTGA 
GTAGTGTAGTATTGG-3′(5′ -TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTACCCACAAAC 
CACAACCTC-3′:��.5′ -GGGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTACCCACA 
AACCACAACCTC-3′:��.5′ -GGGGGGGGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTT 
TTACCCACAAACCACAACCTC-3′:��.5′-GGGGGGGGGGTTTTTTTTT 
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TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTA
CCCACAAACCACAACCTC-3′:��.5′-GGGGGGGGGGTTTTTTTTTTTT 
TTTTTTTTCCCGCGGGCCGGGCGGGCGGGCGGGCGGGCGGGCGGGCG
GACCCACAAACCACAACCTC-3′'PCR�!�PCRǳǩCT7-Scribe Standard 
RNA IVT Kit (CELLSCRIPT) C:#
&ʁÓ�	
 UREAU�'Ǒéŀʨ�&
Ö>Ô�Ȟɕ�!��-ŝ	
 ScriptCap m7G Capping System (CELLSCRIPT) 
([α-32P] GTP (PerkinElmer) C:#
&ƏĺŪƻɰ�	
 ÒŏUREAU�'Ǒé
ŀʨ�&Ö>Ô�Ȟɕ�!� 
 
noC-A20C1G4�noC-UG20C1G4  
5′ -GGTGAGAGTGAGTAGTGTAGTATTGGTAGTTGTATTAGAGTGAGGTT 
GTGGTTTGTGGGT-3′C5′ -CGTAATACGACTCACTATAGGTGAGAGTGAG 
TAGTGTAGTATTGG-3′ (5′-CCCCGCCCACCAACAAACAACAACCACCC 
ACAAACCACAACCTC-3′:��.5′ -CCCCGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTA 
CCCACAAACCACAACCTC-3′ 'PCR�! (�ȭ.2′-O-�c�ëlR�Mc
iCɑ�)��-ŝ	
 [α-32P] CTP (PerkinElmer) ĭĘ�'MAXIscript T7 In 
Vitro Transcription Kit (Ambion) +<>ʁÓ�!�UREAU�'Ǒéŀʨ�&
Ö>Ô�Ȟɕ�!� 
 
nY�v�dh 
S2ȣȺ�=h�a�RNACTRI Reagent (Molecular Research Center) C:#

&ŹÔ�!�GFPndRbI�S2ȣȺǵƫ-h�a�RNA.2 µg	
 Dcp2nd
RbI�S2ȣȺǵƫ-h�a�RNA.10 µgC1.3%{��F�griFO��
\U�'Ǒéŀʨ�	
 Hybond-N+ ��v�� (GE Healthcare) +ʁÓ�!�
ƷÔ-!9-RNAw��v5′ -UGAGGUAGAUCCUUGUAUAGU-3′.	
 T4}
�lR�MciPj�_ (Takara) ([γ-32P] ATP (PerkinElmer) C:#
&
ƏĺŪƻɰ�@	
 Perfecthyb Plus (Sigma) (h�a�RNA�ʁÓ�@!��
v��((:+50�'H�P�y�h�@!� 
 
RNAŊǛ-!9-�ƨʦRNA-³ɕ 
GFP	
 Dcp2	
 CAF1	
 CCR4-ORF+ĸŧ�?�ƨʦRNA (dsRNA) CÊɍȇ
ȑ+ş$&³ɕ�! (66, 104, 105)��ƗĂ+T7w���a�C:%PCRǳǩ
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CT7-Scribe Standard RNA IVT Kit (CELLSCRIPT) 'ʁÓ�	
 \t�bI�
�&�ǚCĒù�!��ǚCKan��ǋǃ�&z�dhCǆ+ǡ��!	(	
 

ʟʡF��kI�ǋǃ�&z�dhCǆ+ǡ��&µǴ�!� 
 
RNAŊǛ(h��\uJRZ�� 
Dcp2ndRbI�.Êɍȇȑ(āƺ+ɍ$! (105)�1.0 × 106 cells/ml	
 2 ml
-S2ȣȺ+2 µg-pASW-pri-let-7 (102) (2 µg-pAWS-Rluc-let-7-A50-HhR:
��.pAWS-Rluc-let-7-A50C10-HhRCX-tremeGENE HP (Roche) C:#
&
h��\uJRZ���!�w�\�iǙæ(ā�aH��S'ÿdsRNAC30 
µgǙæ�&3ƚʩĜˍ�!�CAF1ndRbI�.1.0 × 106 cells/ml	
 10 ml-
S2ȣȺ+20 µg-dsRNACǙæ�&1ƚĜˍ�!��-ŝ	
 10 µg-pAFW-Ago1
CX-tremeGENE HP (Roche) C:#
&h��\uJRZ���	
 3ƚĜˍ�
!�CCR4ndRbI�.1.0 × 106 cells/ml	
 10 ml-S2ȣȺ+100 µg-dsRNA
CǙæ�!�3ƚŝ	
 100 µg-dsRNACÒŏǙæ�1ƚĜˍ�!��-ŝȣȺC
10cmgGdZ�5Ʈ+Õ�&ÿ10 ml(�	
 pAFW-Ago1CCAF1ndRbI�-
(�(āƺ+h��\uJRZ���!�S2ȣȺ�=-ŹÔǖ.Êɍȇȑ-<
�+³ɕ�! (102)� 
 
IJ\a�v�dh 
FLAGŶ° (1:5000; Sigma)	
 CAF1Ŷ° (1:5000 (66))	
 CCR4Ŷ° (1:5000 
(66))	
 TubulinŶ° (1:1000; Sigma) C�ƽŶ°(�&µǴ�!�Luminata 
Forte Western HRP Substrate (Millipore) +<>ëĮǽË��	
 LAS-3000 
(Fujifilm Life Sciences) 'ƌŗ�!� 
 
ģǹĻÌ 
pFastBac Dual-CAF1-CCR4-6×HisC5′- CACTATGTGGCCATGGCCACCGC 
GTTTCCAGGCGTGGTA-3′(5′ -TACCACGCCTGGAAACGCGGTGGCCAT 
GGCCACATAGTG-3′'PCR�?�('CAF1+D53A(D55AģǹCĻÌ�!�
6!	
 5′ -CTGCTGCTGTGCGGTGCCTTCGCCTCGCTACCCGATTCA-3′(5′ 
-TGAATCGGGTAGCGAGGCGAAGGCACCGCACAGCAGCAG-3′'PCR�?
�('CCR4+D411A(N413AģǹCĻÌ�!�  
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a�qRɺȞɕ 
CCR4/CAF1xf�bH~�.Bac-to-Bac pP��IG�\ǽǯZ\f� 
(Invitrogen) C:#
&Sf9ȣȺ+ǽǯ��!�xf�bH~�.His-trap FF 
crude N�� (20-400 mM imidazole)	
 Mono SN��	
 Mono QN�� (�@
 @20-1000 mM KCl) (GE Healthcare) C:#
&ǂʲǾ+FuGkfG�
R�~hS�uG�Ȟɕ�!�Ȟɕŝ	
 NAP-5 (GE Healthcare) C:#
&10% 
glycerol(1 mM DTT-Ì$!1× lysispduE�+Ȳƈ�!� 
 
ɦˏȚÑȽFgk�ëɞƭ 
40× reaction mix (ATP	
 ATPÒǲȟ	
 GTP	
 RNaseʬĴÞCĄ8)	
 lysispd
uE� (30 mM HEPES–KOH (pH 7.4)	
 100 mM KOAc	
 2 mM Mg(OAc)2)	
 
2× proteinase KpduE�	
 {��F�iǑéưɄǖ.Êɍȇȑ+ş$! 
(106)�S2ȣȺŹÔǖ+
�?ȽFgk�ëɞƭ.Êɍȇȑ+ş$! (107)�Ȟ
ɕCCR4/CAF1xf�bH~�C:#
!ȽFgk�ëøŧ.ÐĚǾ+	
 6 µl-
1.5 µM ȞɕCCR4/CAF1xf�bH~�	
 3 µl-5× lysispduE�	
 1.5 µl-
10 mM DTT	
 0.3 µl-40 U/µl RNasin plus (Promega)	
 2 µl-∼5 nM target 
RNA	
 2.2 µl-ǆC25�'H�P�y�h�!�30Ġĝ-}�(N)RNA+ĸ�?
ȽFgk�ëøŧ+

&.Ƚ��ʡëʠȢʬĴÞ(�&ƢȤǥŏ10 mM-
Na3VO4CǙæ�!�aH�V�\-ÿƞǦ'	
 X�w��=2.8 µl�%Ēù�	
 
șʥ-{��F�iǑéưɄǖCǙæ�!�X�w�C5	
 6	
 18%-UREAU
�+2.8 µlFw�H�&Ǒéŀʨ�	
 PhosphoImager (Typhoon FLA 7000, GE 
Healthcare) 'ɞƭ�!� 
 
ɉłR�~hS�uG� 
}�Kc��H��-^���\w��h (MACHEREY-NAGEL) Cǆ'2ƞ
ʩǑé�!�w��hC���	
 2 µl-{��F�iǑéưɄǖÌ>X�w�C
w��h+ǣ��!�w��hC���	
 450 mMȈʡF��kI�'1ƞʩǑ
é�!�w��hC���!ŝ	
 PhosphoImager (Typhoon FLA 7000, GE 
Healthcare)'ɞƭ�!� 
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ÑĘmRNA-}�(A)�Ǔʞ×-ɞƭ 
final 5 µM-Fbwa�ʞ×5′-pCTGACTGACTGACTGACTGATGGAATTCT 
CGGGTGCCAAGGC[AmC7]-3′CMth RNA ligase (NEB) C20 µlȟ'5′Fg
k�ë�!��-ŝ	
 total RNA 1 µg+ĸ�&5′Fgk�ë�!Fbwa�ǡǖ
C3 µlµ
	
 T4 RNA ligase, truncated KQ (NEB) C:#
&20 µlȟ'ȧĀ�
!�Fbwa�-ʞ×(ȁɔǾ*ʞ×5′-GCCTTGGCACCCGAGAATTCCATC 
AGTCAGTCAGTCAGTCAG-3′CǙæ�&	
 SuperScriptIII RTase (Invitrogen) 
C:#
&20  µlȟ'ʋʁÓ�!�¤Ł-RNaseHC1 µlæ�&37�20Õøŧ
��!�cDNAC1/50+Ňʢ�	
 EF2bÑ-ʞ×5′-CGGTATCGATAAGCTGTGC 
AGCTGGCTGAGCGG-3′(Fbwa�+ĸ�?ȁɔǾ*ʞ×CĄ85′-ATTCG 
ATATCAAGCTGGACTAACTGCCTGATTGACCCTAGCTGCCTTGGCACCC
GAGAATTCCA-3′'PCR�!�PCRǳǩCHindIIINdh�!pBluescriptII 
SK(+)+InfusionHD (Takara) C:#
&ȧĀ�!��-ŝ	
 V�k�PCRC
10 µlȟ'ɍ
	
 øŧǖC1/20Ňʢ�&5′-GGACTAACTGCCTGATTGAC-3′-w
�H~�'ʞ×ɞƭC¸ˇ�! (Eurofins)�ȧƯ.Clustal2'ɞƭ�!� 
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Ș�ȕ 

CCR4-NOTɖĀ°+<?ȽFgk�ë+
�? ATP-ŤɗŪ 
 

ǿǾ 
 
� ü��=microRNA (miRNA) Ȧɾ.ATP¸ĭǾ'	?�(�ȅ=@&
?�
Ǫ+	
 Argonaute (Ago) �miRNACú>ʆ8ǂʲ+. ATP¸ĭǾZ�z��
�Ťɗ'	?�(�Ȋ�@&
? (42, 43)�6!	
 ATPĭĘ�'miRNACAgo1
+ú>ʆ6�!	(+øŧȟ�= ATPCʯ�(	
 miRNA+<?ȽFgk�ë
�ˊɇ+ʓ@?(
�ǯɴ�Ğą�@&
! (103)��-ȧƯ�=	
 miRNA�
Ago1(ƼȻǾɖĀ°C³?ǂʲ"�'.*�	
 �-�Ǔ'ƻǾ-ȽFgk�ë
CŒ�ɻ��ǂʲ:6! ATP¸ĭǾ'	?(ȸ�=@&
?�6!miRNAȦ
ɾ"�'*� Smaug Ȧɾ+

&:āƺ+	
 ATP ʯö+<$&ȽFgk�ë
�ʓ@?�(�Ğą�@&
! (108)��@=-Ȧɾ'. CCR4-NOTɖĀ°�
�+ȽFgk�ëCŒ�ɻ���	
 Ȟɕ�@! CCR4; CAF1+<?ȽFgk
�ëøŧ�-:-. ATPCŤɗ(�� (38, 81, 109)	
 *�miRNA; Smaug
�ɩĻ�?ȽFgk�ë+ ATP�ɗǈ�@?-�.�Ɲ'	?�Ș�ȕ-ǿǾ
.	
 miRNA ; Smaug �ɩĻ�?ȽFgk�ë+ ATP .ƨŕ+Ťɗ*-�	
 
Ťɗ*=/�-ǰǵCƝ=�+�?�('	?� 
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ȧƯ 
 

Z�I[�IpK S2 ȣȺŹÔǖ+

& ATP . AMP +ģƈ�@? 
 
� miRNA¸ĭǾ*ȽFgk�ë+. ATP�Ťɗ'	?(Ğą�@&
? 
(103)��-ȧɭ.	
 R�Fc�Pj�_ (CK) �R�Fc���ʡ (CP) C:
#
& ADPC ATP+ģƈ�?øŧ (Ė 3-1 A) +<>	
 ŹÔǖ�- ATPǥŏ
��ı+½!@&
?ƪ¨�'.}�(A)ʦ.ʇʎ+Ȇ�*?-+ĸ�	
 xP`
Pj�_ (HK) �ATP¸ĭǾ+S�V�\ (Glc) C��ʡë�?øŧ (Ė 3-1 
B) C:#
&ŹÔǖ��= ATPCʯ�(ȽFgk�ë�ˊɇ+ʓ@?	
 (

�ȧƯCƵŻ(�&
?���'6�	
 miRNA¸ĭǾ*ȽFgk�ëCɜĶ�
?�(-'�?	
 FLAG-Ago1Cʕàǽǯ��!Z�I[�IpK S2ȣȺ�=
ŹÔǖC³ɕ�	
 ATPCʯö�?(ȽFgk�ë�ˊɇ+ʓ@?(
�Êɍȇ
ȑ-ȧƯCȉɨ�?�(+�!� 
� Ago�miRNACú>ʆ8ǂʲ+. ATP�Ťɗ*-' (42, 110)	
 final 1 mM
- ATP((:+ Ago1Cʕàǽǯ��! S2ȣȺŹÔǖ( let-7/let-7*�ƨʦ
RNACH�P�y�h�	
 Ago1+ let-7Cú>ʆ6�!��-ŝ let-7(ʜÕ
Ǿ+ȁɔǾ*ʞ×C:%}�(A)ʦ¤�ƻǾ RNA((:+	
 CK + CP:��.
HK + GlcCǙæ�!(Ė 3-1 C)�Êɍȇȑ-ȧƯ(āƺ+	
 CK + CP+<> ATP
�Òǲ�@?ƪ¨�+

&ȽFgk�ë.Ŕ�ɻ�$!�	
 HK + Glc' ATP
Cʯö�!ƪ¨�+

&ȽFgk�ë.Ŕ�ʬĴ�@! (Ė 3-1 D)����
ʣɗ*�(+	
 CK + CP: HK + Glc:Ǚæ�*
ğĀ+

&:ȽFgk�
ë.ʬĴ�@! (Ė 3-1 D)��-ȧƯ.	
 S2ȣȺŹÔǖ�-:-� ATPCǕ
ɸ�&
?ýȻŪCȊ�&
?� 
� S2ȣȺŹÔǖ+
�? ATP-ǕɸCɜĶ�?!9+	
 final 1 mM- ATP
+æ�&[α-32P] ATPCǙæ�	
 ȦƞǾ+X�w�CĒù�&ɉłR�~hS�
uG�'ŀʨ�! (Ė 3-1 E)��-ȧƯ	
 HK + GlcCæ�*�&:	
 let-7Cú
>ʆ6�?!9- 30ÕH�P�y�Z��-ʩ+ ATP.45İÍ+ AMP+
ģƈ�@&
>	
 �-ŝ 60Õʩ-ȽFgk�ëøŧ� AMPǥŏ.�ı+½!
@&
!�ĸǧǾ+	
 CK + CPCǙæ�?( AMP.óŐ+ ATP+ģƈ�@	
 
ȽFgk�ëøŧ�. ATPǥŏ��ı+½!@&
!�CK + CP. ADPC
ATP+ģƈ�?ʠȢ'	?�(Cȸ�?(	
 ȣȺŹÔǖÑ- AMP	
 ADP	
 ATP
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ʩ-ŋɐC	
 CK + CP+<?øŧ� ATPÄ2(Zuh��?�(' AMP�
ATP+ģƈ�@!(ŨB@?��-<�+	
 ATP-ǥŏ.ȽFgk�ë-èǮ
(<�ȁʪ�&
?� 
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AMP -ʯö. miRNA ¸ĭǾ*ȽFgk�ëCǒŪë��?-+íÕ'
	? 
 
� ��6'-ȧƯ.�ə	
 �@6'Ƈč�@&�!�miRNA¸ĭǾ*ȽFgk
�ë+. ATP�Ťɗ'	?�(
�§ɪ(�ɀ�&
?����	
 S2ȣȺŹ
Ôǖ+

& ATP. AMP+ģƈ�@?�(Cȸ�?(	
 ATP-�ɽ�!ȧƯ
'.*�	
 AMP�ɈȐ�!ȧƯmiRNA¸ĭǾȽFgk�ë�ʬĴ�@!ýȻ
Ū�	?�AMP.ȽFgk�ë+<>ǳǲ�@?ǩɺ'	>	
 ǰɭǾ+.èƯ
Ǿ*ȽFgk�ëʬĴÞ(�&É�(ȸ�=@?�!��+Ȟɕ�@!

CCR4/CAF1xf�bH~� (miRNA¸ĭǾ*ȽFgk�ë+
�?ȽFgk
�ëʠȢ) . ATP+.Í�ʬĴ�@*
�	
 ADP+<>œ�	
 AMP+<>Ŕ
�ʬĴ�@? (Ė 3-2 A-C)�6! AMP+<?Ŕ
ʬĴèƯ.	
 Ȟɕ�@!rh
- CNOT6L (hCcr4b) ; CNOT7 (hCAF1) +

&:Ğą�@&
? (98)� 
� :�miRNA+<?ȽFgk�ë� AMP+<$&ʬĴ�@&
?*=/	
 
AMPCʯ�/ǒŪ�ĒŢ�?(ȸ�=@?��-§ɪCƷɥ�?!9+	
 �n
lR�Mci (¶: AMP) ClR�MZi (¶: FgnZ�) (��ʡ+æǆÕ
ɞ�?ʠȢ'	? 5′-lR�Mcb�_ (5′-NT) C	
 AMPCȣȺŹÔǖ�=ʯ
�!9+:#
! (Ė 3-3 A,B)�Ė 3-3 C+Ȋ�<�+	
 CK + CP-¥B>+
5′-NTCǙæ�?(	
 Ǚæŝ 45Õ-ƞǦ�=ȽFgk�ë�ˊɇ+»ʑ�@&

?-�ɜĶ�@! (Ė 3-3 C)�ɉłR�~hS�uG�+<$& ATP-Ǖɸ
CɜĶ�&7?(	
 5′-NT�Ş�+ AMPCÕɞ�	
 ��ʡ�ǳǲ�@&
?ƺ
ī�ɜĶ�@! (Ė 3-3 D)���& AMP-Õɞʎŏ(miRNA¸ĭǾ*ȽFg
k�ë-»ʑ.<�ȁʪ�&
! (Ė 3-3 C,D)��=+	
 ƻǾ RNACǙæ�?
Ý+ 5′-NTCǙæ�&	=��9 AMPCʯ
&
�(	
 ȽFgk�ë.<>ƛ

ǂʲ'ɻ�?�(�B�$! (Ė 3-4 A-C)��@=-ȧƯ. S2ȣȺŹÔǖ+


&	
 ATP¸ĭǾ+�ŏ RISCCŖŲ��&�6�/	
 AMPCʯ�"�'
miRNA¸ĭǾ*ȽFgk�ë�ʑɍ�?�(CȊ�&
?� 
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AMP -ʯö. Smaug ¸ĭǾ*ȽFgk�ëCǒŪë��?-+íÕ'
	? 
 
� Smaug. RNAȧĀa�qRɺ'	>	
 Z�I[�IpKØƤȹ+

&
nanos*)-Ǫı-ǄŪmRNA-ȷɤŵÛ;ÕɞCŒ�ɻ�� (5)�Smaug
.ƻǾmRNA- Smaugɨɰʞ× (SRE) +ȧĀ�	
 CCR4-NOTɖĀ°CɩĻ
�? (5)�miRNA¸ĭǾȽFgk�ë(āƺ+	
 Smaug¸ĭǾȽFgk�ë
+

&:6! ATP�Ťɗ'	?(�@&
? (108)�Smaug¸ĭǾ*ȽFg
k�ë+ ATP�Ťɗ*-�CÒɬƱ�?!9	
 SRECĄ8 nanos- 3′UTRC
:$!ƻǾ�}�a�RNA(	
 Smaug¸ĭǾȽFgk�ëCɜĶ'�?	
 
SmaugCʕàǽǯ��! S2ȣȺǵƫ-ŹÔǖC³ɕ�! (Ė 3-5 A)�Êɍȇ
ȑ(āƺ+	
 CK + CPCǙæ�& ATPǥŏC�ı+½%( Smaug¸ĭǾȽF
gk�ë�ɻ�?�	
 HK + Glc+<> ATPCʯö�?(ȽFgk�ë.ˊɇ
+ʬĴ�@! (Ė 3-5 B,C)�ʣɗ*�(+	
 FLAG-SmaugCʕàǽǯ��!ȣ
ȺŹÔǖ': HK + Glc*�' ATP. AMP+ģƈ�@	
 �=+ 5′-NT+<>
AMPCʯö�?(ȽFgk�ë.»ʑ�@! (Ė 3-5 C,D)��-<�+	
 
miRNA¸ĭǾȽFgk�ë(āƺ	
 Smaug¸ĭǾȽFgk�ë+

&:
AMP�ȽFgk�ëCʬĴ�&
>	
 ATP.Ťɗ*
�(�B�$!� 
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ȸĶ  
 
� �@6' miRNA; Smaug�ɩĻ�?ȽFgk�ë+. ATP�Ťɗ'	?
(ȸ�=@&�!��-ȧɭ.	
 CK + CP+<$& ATPǥŏCȪŽ�?(ȽF
gk�ë.Ŕ�ɻ�?�Ɨ'	
 HK + Glc+<$& ATPCʯ�(ȽFgk�ë
.ƾ6?(
�ȧƯ�=Ļ�@! (103, 108)����	
 HK + GlcCǙæ�*�
&:	
 Z�I[�IpK S2ȣȺŹÔǖ. ATPC	
 ȽFgk�ë+ĸ�?Ŕä
*ʬĴÞ'	? AMP+Õɞ�?Ūɺ�	$!�ʣɗ*�(+	
 5′-NTC:#

& ATPCġ;��(*� AMPCʯ�(	
 ȽFgk�ë.ɻ�?�(�B�$
!��-ȧƯ.	
 miRNA ; Smaug �ɩĻ�?ȽFgk�ë+. ATP �Ťɗ
'.*
�(CŮć�?� 
 
ȽFgk�ë¦Ĥ-ǂʲ+
�? ATP -ŤɗŪ 
 
� Ș�ȕ-g�a.	
 miRNA+ɩĻ�@?ȽFgk�ë-ƢȤǂʲ+ ATP.
Ťɗ*
�(CȊ�:-'	?�	
 �-øŧ+ÊȔ$&ɻ�? RISC -ŖŲ+
. ATP-æǆÕɞ�Ťɗ'	?�(�ȅ=@&
? (110, 111)�<>Ï°Ǿ+
.	
 miRNA/miRNA*�ƨʦ RNA� Agoa�qRɺ+ú>ʆ6@?ʴ+	
 ATP
¸ĭǾ* Hsc70/Hsp90Z�z��ɖĀ°+<?øŧ�Ťɗ'	? (42, 43)��
Ɨ'	
 miRNA*ʦ-ɞʹ+ ATP.Ťɗ*
 (110, 111)����	
 Ago+ GW182
; CCR4-NOTɖĀ°	
 ȷɤŵÛēī�ɩĻ�@?ʕȎ' ATP�Ťɗ�)��
.ı�'.*
�Ĳʴ	
 Smaug �ȷɤŵÛɖĀ°CŖŲ�?ʕȎ. ATP +<
$&»ʑ�@?�(�Ğą�@&
? (112)�ƨȇȑ.ȽFgk�ë�-:-+
ATP .Ťɗ*
�(CȊ�	
 ƙĭ-�g�+ÒȸCǈ9?:-'.	?�	
 
miRNA ; Smaug +<?ƻǾŵÛƼƹ+
�?Ʀɞƭ-ǂʲ+

& ATP �
Ťɗ(�@?ýȻŪCăı�?:-'.*
� 
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ATP ʯö-ŗʿ 
 
� HK + Glc. ATPʯö-!9-ƗǏ(�&ō�µB@&
? (113–115)��
=+ƺ�*ëĮǩɺ;\h�\ƪ¨� ATP -Ǖɸ»ʑ; ATP ĀŲʬĴ+<$
&	
 ȣȺÑ'ũǤ* ATPǕĨCŒ�ɻ���(�ȅ=@&
?  (116, 117)�
ATPǕĨ-ȣȺ+ĸ�?ŗʿ.	
 
�%�-ğʾ+

&	
 ATP�*�*$!
!9'.*�	
 AMP �ġæ�!�(' AMP ǒŪĚa�qRɺPj�_ 
(AMPK) ; AMP ȽF�nëʠȢ (AMPD) �É��(+ʪº�&
? (116, 
118)�ƨȇȑ-ȧƯ.	
 ATPCʯö�!(�+ɻ�?ȧƯ-õē.	
 ƨŕ+ ATP
�ĨB@!�(*-�C	
 £-ȇȑ˄ě':Òŏȉɨ�?Ťɗ�	?�(CŮ

ć�&
?� 
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(min)

Mini-let-7-A114

6015 45300
CK + CP Mock

A0 –

A114 –

HK + Glc
6015 45300 6015 45300

D

–30 0 60 min

let-7/let-7*
target RNA

S2 lysate
ATP

CK+CP or HK+Glc

Pre-incubation Deadenylation
C

A

Creatine kinase

Creatine phosphate

Creatine

ADP

ATP

Hexokinase

Glucose

Glucose phosphate

ATP
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図  3-1. S2 細胞抽出液における miRNA 依存的脱アデニル化と

ATP ᾘ㈝

(A) クレアࢳンキナーゼ (CK) によってゐ፹される反応

(B) ヘキソキナーゼ (HK) によってゐ፹される反応

(C) D と E のᐇ験᮲௳の図。はࡌめに FLAG-Ago1 を過剰発現させた S2 細胞抽出液に

let-7/let-7* 二本鎖 RNA と 40× reaction mix ( ᭱⤊的に⣙ 1 mM となる⃰度の ATP 含む )、
[α-32P] ATPを添加し、30分間インキࣗ࣋ーションしてRISCをᙧᡂさせた。⥆いてキャッ

プᵓ㐀を放射性標識した標的 RNA、Mini-8xlet-7-A114 とともに CK + CP、HK + Glc もし

くは Mock としてỈをサンプルに添加して 60 分間インキࣗ࣋ーションした。脱アデニ

ル化と ATP ᾘ㈝の解析にᚲせなサンプルは同一サンプルからᅇ཰した。

(D) miRNA 依存的な脱アデニル化の解析。CK + CP において脱アデニル化は強く起こる

が、HK + Glc や Mock では起こらない。

(E) 薄層クロマトグラフィーをもちいた ATP ᾘ㈝の解析。HK + Glc 添加においてだけで

なく、Mock においてさえも ATP は AMP に変᥮される。一方、CK + CP 添加において

AMP は ATP に変᥮され、そのᚋ ATP ⃰度が一定にಖたれる。
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図  3-2. AMP は精製 CCR4/CAF1 ヘテロダイマーの活性を

強く㜼ᐖする

(A) AMP、(B) ADP、(C) ATP を、⃰度を変えて添加したときの精製 CCR4/CAF1 ヘテロ

ダイマーによる脱アデニル化。ATP は脱アデニル化を㜼ᐖしない一方で、ADP はᙅく、

AMP は強く脱アデニル化を㜼ᐖする。
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–30 0 60 min

let-7/let-7*
target RNA
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ATP

CK+CP or �Ⱦ-17 

DeadenylationPre-incubation
B

�Ⱦ-QXFOHRWLGDVH

Adenosine

AMP

Phosphate

A

図  3-3. AMP の除去は miRNA 依存的脱アデニル化を

活性化させるのに༑分で࠶る

�$���Ⱦ-ヌクレ࢜ࢳダーゼ ��Ⱦ-17��によってゐ፹される反応

(B) C と D のᐇ験᮲௳の図。�Ⱦ-17をもちいたⅬ以外は図 3-1 C と同様にᐇ験を⾜った。

(C) miRNA 依存的な脱アデニル化の解析。�Ⱦ-17添加ᚋ 45 分で脱アデニル化が顕著にಁ

㐍されている。

(D) 薄層クロマトグラフィーをもちいた ATP ᾘ㈝の解析。�Ⱦ -17 は AMP をᚎࠎにアデ

ノシンとリン㓟に分解している。AMP の分解㏿度と脱アデニル化の㏿度はよく┦㛵して

いる。
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-60 -306015 45300-60 -306015 45300-60 -30

C

図  3-4. AMP を࠶らかࡌめ除去すると miRNA 依存的

脱アデニル化はより᪩くಁ㐍される

(A)  B と C のᐇ験᮲௳の図。30 分間の RISC ᙧᡂ反応の࠶と、�Ⱦ -17 を添加してさらに

30 分間インキࣗ࣋ートすることで、標的 RNA の添加にඛࡌࢇて AMP を除去した。

(B) ๓もって AMP を除くと図 3-3 C に比べて脱アデニル化がより᪩いẁ㝵でಁ㐍されて

いる。

(C) 薄層クロマトグラフィーをもちいた ATP ᾘ㈝の解析。標的 RNA を添加する時Ⅼで

AMP は �Ⱦ-17によって᏶全に分解されている。
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CK+CP or �Ⱦ-17 

DeadenylationPre-incubation
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図  3-5. AMP の除去は Smaug 依存的脱アデニル化を

活性化させるのに༑分で࠶る

(A) C と D のᐇ験᮲௳の図。FLAG-Smaug を過剰発現させた S2 細胞抽出液をもちいた

こと、標的 RNA として Mini-nosSRE-A114 をもちいたこと、そして let-7/let-7* 二本鎖

RNA を添加しなかったこと以外は図 3-1 C や図 3-3 B と同様にᐇ験を⾜った。

(B) 変異 SRE をもつ RNA では Smaug 依存的な脱アデニル化は起こらない。

(C) Smaug 依存的な脱アデニル化の解析。miRNA のときと同様に、Smaug においても

CK + CP るいは࠶ �Ⱦ-17 添加で脱アデニル化は起こるが、HK +Glc や Mock では起こら

ない。

(D) 薄層クロマトグラフィーをもちいた ATP ᾘ㈝の解析。HK + Glc や Mock では AMP
が⵳✚するが、CK + CP や �Ⱦ-17では AMP の⵳✚は起こらない。

(min)

Mini-nosSRE-A114

6015 453006015 45300

SRE

A0 –

A114 –

SRE mut

A
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ƩƔ(ƗǏ  
 

ÎʍɦɊ 
S2ȣȺŹÔǖ	
 lysispduE� (30 mM Hepes-KOH (pH 7.4), 100 mM KOAc 
and 2 mM Mg(OAc)2)	
 2× proteinase KpduE�	
 {��F�iǑéưɄǖ
.Êɍȇȑ+ş$! (106, 107)�40× reaction mix (106) +. GFP(F�nʡ
CÌ@�+ĲˏCɍ$!� 
 
w�\�i-³ɕ 
pUC57-Mini-nosSRE-A114�pUC57-Mini-nosSREmut-A114  
pUC57-Mini-nosSRE-A114. 5′-TAGGCGATCGCTCGAAGAGGGCGAATCC 
AGCTCTGGAGCAGAGGCTCTGGCAGCTTTTGCAGCGTTTATATAACATG
AAATATATATACGCATTCCGATCAAA-3′( 5′-AGGCGGCCAGCGGCCTC 
TAAATCTCTTTAAAATCGAACGCGCCAGGCGCTATTTAAACGTTACTAT
CTATCTATCTGGTTAACCCAGCTTTGATCGGAATGCG-3′ C F k � � ŝ
PCR�!�Infusion HD (Takara) C:#
& PCRǳǩ( XhoI( NotI'Öƕ
�! pUC57CȧĀ�!�pUC57-Mini-nosSREmut-A114. pUC57-Mini-nos 
SRE-A114(āƺ+³ɕ�!�5′-TAGGCGATCGCTCGAAGAGGGCGAATCCA 
GCTCTGGAGCAGAGGCTCTCGCAGCTTTTGCAGCGTTTATATAACATGA
AATATATATACGCATTCCGATCAAA-3′( 5′-AGGCGGCCAGCGGCCTCT 
AAATCTCTTTAAAATCGAACGCGCGAGGCGCTATTTAAACGTTACTATC
TATCTATCTGGTTAACCCAGCTTTGATCGGAATGCG-3′CFk��ŝ PCR
�!��@=- DNAʞ×. (108) +ş$!� 
 
a�Udh RNA -³ɕ 
Mini-let-7-A114�Mini-nosSRE-A114�Mini-nosSREmut-A114  
Mini-let-7-A114	
 Mini-nosSRE-A114	
 Mini-nosSREmut-A114.�@ @ pUC57- 
Mini-let-7-A114	
 pUC57-Mini-nosSRE-A114	
 pUC57-Mini-nosSREmut-A114�

= T7-Scribe Standard RNA IVT Kit (CELLSCRIPT) C:#
&ʁÓ�@!�
�-ŝ UREA U�'Ǒéŀʨ�&Ö>Ô�Ȟɕ�	
 ScriptCap m7G Capping 
System (CELLSCRIPT) ([α-32P] GTP (PerkinElmer) C:#
&ƏĺŪƻɰ
�&Òŏ UREAU�'Ǒéŀʨ�&Ö>Ô�Ȟɕ�!� 
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noC-A40  
5′-GGTGAGAGTGAGTAGTGTAGTATTGGTAGTTGTATTAGAGTGAGGTT
GTGGTTTGTGGGT-3′C 5′-CGTAATACGACTCACTATAGGTGAGAGTGA 
GTAGTGTAGTATTGG-3′( 5′-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 
TTTTTTTTTACCCACAAACCACAACCTC-3′C:#
& PCR�!�PCRǳǩ
C T7-Scribe Standard RNA IVT Kit (CELLSCRIPT) C:#
&ʁÓ�	
 
UREAU�'Ǒéŀʨ�&Ö>Ô�Ȟɕ�!��-ŝ	
 ScriptCap m7G Capping 
System (CELLSCRIPT) ([α-32P] GTP (PerkinElmer) C:#
&ƏĺŪƻɰ
�	
 Òŏ UREAU�'Ǒéŀʨ�&Ö>Ô�Ȟɕ�!� 
 
ȽFgk�ëɞƭ( ATP Ǖɸɞƭ 
S2 ȣȺŹÔǖ+
�?ȽFgk�ëɞƭ.Êɍȇȑ+¿ƿCæ�&ɍ$!
(107)�ÐĚǾ+	
 7.5 µl- FLAG-Ago1:��. FLAG-SmaugCʕàǽǯ�
! S2ȣȺŹÔǖ	
 4.5 µl- 40× reaction mix (R�Fc�Pj�_(R�Fc
���ʡCĄ6*
)	
 1.5 µl- 500 nM let-7/let-7*�ƨʦ RNA (Smaug-ğĀ
. lysispduE�CµǴ)	
 2 µl-[α-32P] ATP (PerkinElmer) Cǘ�& 25 °C
'H�P�y�Z���!�ȩ
&	
 2 µl - 0.35 U/µl R�Fc�Pj�_ 
(Millipore) ( 300 mM Sodium creatine phosphate dibasic tetrahydrate 
(Sigma) -ǘĀǡǖ	
 :��. 1 µl- 2 U/µl xP`Pj�_ (Sigma) ( 2 µl
- 200 mM S�V�\	
 :��. 2 µl - 100 ng/µl 5′-lR�Mcb�_ 
(human CD73; R&D Systems) Cĸŧ�?X�w�+Ǚæ�	
 25�'H�P�
y�Z���!�āƞ	
 :��. 30ÕH�P�y�Z��ŝ	
 1.5 µl-~5 nM 
5′P�dwƏĺŪƻɰa�Udh RNACǙæ�	
 ƢȤʥ� 20 µl(*?<�+
ǆ'ɬƒ�!�25�'aH�V�\C(>	
 ÿƞǦ'ȽFgk�ëɞƭǴ+ 2.8 
µl( ATPǕɸɞƭǴ+ 1 µl-X�w�CĒù�!�ȽFgk�ëɞƭ.Êɍ
ȇȑ(āƺ+ɍ$! (107)�ATP ǕɸɞƭǴX�w�. 4� µl -{��F�i
ǑéưɄǖ�Ǚæ�@	
 95�' 3 ÕH�P�y�Z���!ŝ��+Ǉ�+


!�2 µl-X�w�C}�Kc��H��-^���\w��h+ǣ��	
 ɉ
łR�~hS�uG�CÝȕ-<�+ɍ$! (81)� 
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Șđȕ 

ȬĀȸĶ 
1.  ƨȇȑ-ȧɭ 
 
� ƨȇȑ-ǿǾ.	
 CCR4-NOTɖĀ°+<?ȽFgk�ëøŧC	
 miRNAȦ
ɾC�g�(�&ǲëĮǾ+ɞƭ�?�('	
 <>ɧȣ+ǰɞ�?�('	$

!�ƨȇȑ-ȧɭCĖ 4-1+Ȋ��Ș�ȕ'.�CCR4; CAF1.)-<�+
Õɞ�3�ʞ×CǊı�&
?-��(
�Ď
+ĸ�	
 �CCR4; CAF1. 3′
ƧȖ- A:��. 3′ƧȖ<>�Ǔ-}�(A)ʦCɨɰ�!ğĀ+	
 3′ƧȖ-ʞ×
CÕɞ�?�(
�ȧɭC��!�Ș�ȕ-ȧɭ.	
 CCR4; CAF1.ƻǾ RNA
- 3′ƧȖ"�'İȧ�*
	
 <>ɖʸ*ĝɺɨɰƼƹC:#
&Õɞ�3�ʞ
×CǊı�&
?�(CŮć�&
?��=+Ș�ȕ'.	
 �@6' ATP�Ť
ɗ(ȸ�=@&�! CCR4-NOTɖĀ°+<?ȽFgk�ë+.	
 Ĳ. ATP.
Ťɗ*
�(CȊ�!�Ș�ȕ-ȧɭ.	
 CCR4-NOTɖĀ°+<?ȽFgk�
ë-�g�Cơ�ƈ�!"�'*�	
 £-ȇȑ˄ě+
�?ʠȢC:#
&

ATPCʯö�!ȇȑȧƯ+:ÒȸCʉ?:-'	?� 
� ʣɗ*�(+	
 �+ A CʙŸ�&Õɞ�?(
�ȽFgk�ëøŧ.�əɖ
ʸ+7�?�	
 Õɞ�3�ʞ×-ʙŸ;ȽFgk�ëøŧ�-:-+. ATP-
ç�CŤɗ(��	
 CCR4 ( CAF1 �ȿʀ-Ūɺ+<>ȽFgk�ëCŲ�ʒ
�?����	
 ȽFgk�ë-øŧȿ°. CCR4; CAF1-7'İȧ�&
?
�Ɨ'	
 ȣȺÑ-ȽFgk�ë. CCR4	
 CAF1	
 
<1ĥ�-Ćʅēī�ïɬ
�?�('ʖŲ�@&
?�Șđȕ'. CCR4	
 CAF1	
 
<1Ćʅēī(-ʪ
ºŪ+%
&ȸĶ�?� 
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2.  CCR4 ( CAF1 -µ
Õ� 
 

� CCR4-NOT ɖĀ°.ȽFgk�ëʠȢ(�& CCR4 ( CAF1 - 2 %C:%
�	
 *�ā�ǒŪC:%ʠȢC 2%:Ž$&
?-"A��? CAF1C*��(
CCR4 :ɖĀ°�=*�*?(
�ƹʏ�-Ďˉ�=	
 CCR4 -7Cǁ�&
CAF1C*��(
�Ĳˏ.	
 ǯƞǦ'.ĕʺ'	?��-�Ɨ'	
 CCR4C*
��& CAF1 Cǁ�(
�Ĳˏ.ýȻ'	?�CCR4 CndRbI��! S2
ȣȺ	?
. CCR4ndRFIhZ�I[�IpKC:#
!ȇȑ'.	
 CCR4
C*��&: mRNA Í°-}�(A)ʦ-ʧ�.	
 �ʜ«ʧ�&
?ʷĔ�	?
:--	
 ʤǲĚ(4(D)ģB=*
�(�Ȋ�@! (66)��-ȧƯ.	
 ĥ�
-mRNA+

&.CAF1�ǁ$&
@/íÕȽFgk�ë.ʑ8�(CȊ�
&
?��-�Ɨ'	
 CCR4 -ndRFIhZ�I[�IpK'.	
 ôŖŲ;
ØƤǽǲ+ǹňC�!�À°��ıƑĭĘ�?�(�Ğą�@&
? (119, 
120)�6!	
 nanos ; cyclin (
$!	
 ǽǲ;ȣȺÕɒÛš+ʣɗ*ēīCV
�i�? mRNA -}�(A)ʦ�«ʧ�&įıë�&�6��(�	
 ǹňCŒ�
ɻ��õē'	?(ȸ�=@&
? (119, 120)��@=-Ğą.	
 CAF1 -ǒ
Ū"�'.�íÕ'	>	
 CCR4 -ǒŪ�Ťɗ'	?ğʾ�	?�(CȊ�&

?� 
� Z�I[�IpK+

&	
 CAF1 -ǒŪģǹ°Cʕàǽǯ�?�('	
 Ñ
Ę- CAF1 -ƼȻCʬĴ�?(	
 Hsp70 CV�i�? mRNA -ȽFgk�ë
.ˊɇ+ʓ@?��Ɨ'	
 CCR4 -ǒŪģǹ°Cʕàǽǯ�&:	
 ȽFgk�
ë+ŗʿ.*�$! (94)��-ȧƯ�=	
 Z�I[�IpK-ȽFgk�ë.	
 
�+ CAF1 +<$&Œ�ɻ��@&
?(�@&
?����	
 ƨȇȑ-Ș�
ȕ ' Ȟ ɕ � ! CCR4/CAF1 x f � b H ~ � - ǒ Ū - Ŕ � . 	
 

1M4W>1W4W>1W4M-˂'	>	
 CAF1-ǒŪ. CCR4-ǒŪ<>œ�$!
(Ė 2-5 C)��-ȧƯ.�ə	
 CAF1��+ȽFgk�ëCŒ�ɻ��(�?ʕ
ö-ȧƯ(ȄȂ�&
?� 
� �-ȄȂ+. 2%-ɪƝ�ȸ�=@?�Ș�+	
 ÕɒʠǄ- CCR4-NOTɖĀ
°CɦˏȚÑ'ÒƹŲ�!Ƣʈ-ȇȑ+

&	
 CAF1 ( CCR4 -ǒŪ+Ŕ�
-ʗ
.4(D)*
�(�Ȋ�@! (38)��=+	
 lR�F�_�[���
"�-(�<>:	
 CCR4-NOTɖĀ°-(�-4��ȽFgk�ë-èǮ�Ƀ
�$! (38)�ǲǩȏ+<?ʗ
-ýȻŪ.	?:--	
 :���?(Z�I[
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�IpK- CAF1 . NOT1 (-ȧĀ+<>ǒŪ�»ʑ�@?-�:�@*
�
Ș�+	
 Êɍȇȑ-ǒŪģǹ°Cʕàǽǯ�?Ĳˏ+%
&	
 CAF1 -ǒŪģ
ǹ°Cʕàǽǯ�&:ÑĘ- CCR4 -Ƒ+.ʭ>�	?-'	
 CCR4 (ȧĀ�
&
*
 CAF1 -ǒŪģǹ°C:% CCR4-NOT ɖĀ°-ʷĔ�ġ�!ȧƯ	
 
ȽFgk�ë�ʬĴ�@!ýȻŪ�ȸ�=@?�
�@+�&: CCR4 :��
. CAF1+<?ȽFgk�ë�µ
Õ�=@&
?-�	
 6!	
 *� CCR4�
Ťɗ*ǫǍ�ǲ6@?-�	
 ǯƞǦ'.Ɲ=�+*$&
*
� 
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3.  PAN2-PAN3 ɖĀ°( CCR4-NOT ɖĀ°-ʪº 
 

� ȣȺ+
�?ȽFgk�ë.	
 PAN2-PAN3 ɖĀ°( CCR4-NOT ɖĀ°-
�ǂʲøŧ'	? (9, 10)�����ǂʲøŧ�)-<�+�&ʖŲ�@?-�
.�Ɲ'	?�PAN2-PAN3 ɖĀ°( CCR4-NOT ɖĀ°-ˊɇ*ʗ
(�&
�%ſ�=@?-. PABP+<$&ʬĴ�@?�)��'	?�CCR4-NOTɖ
Ā°+<?ȽFgk�ë. PABP+<$&ʬĴ�@? (65)��Ɨ'	
 ü��=
PAN2-PAN3ɖĀ°+<?Ș�ǂʲ-ȽFgk�ë. PABP+<$&»ʑ�@
?�(�ȅ=@&
>	
 PAN2-PAN3ɖĀ°-ǒŪ+ PABP�Ťɗ'	?(ȸ
�=@&�!(121–123)� 
� Ƣʈ	
 PABP( PAN2-PAN3ɖĀ°-ʪºŪ+%
&	
 ȧƠƹʏɞƭ(ǲë
Į-ŴǏC:#
!ɁćǗ
Ğą�ȁƽ
'*�@! (33–35)��@=�ʐ-
Ğą.	
 PABP.ȉ�+ PAN2-PAN3ɖĀ°-ȽFgk�ëC»ʑ�?�	
 Ť
ɗ'.*
�(CȊ�!��-ȧƯ�=	
 PABP. PAN2-PAN3ɖĀ°C}�
(A)ʦ+ɩĻ�?�('	
 �-ǒŪC»ʑ�&
?(ɞʢ�@!��=+	
 PAN2
� RNase ǒŪC:$&
?�(.ȅ=@&
!�	
 PAN2 ðǬ-(�<>:
PAN3+ȧĀ�!4��ãǾ+ʎ�ȽFgk�ë'�	
 �=+ A�ǁ> 25Ġĝ
�=
+*?(Õɞʎŏ�­��?�(:B�$!�6!	
 PAN3�:% CCCH
[�RuG�O���Ǔ-}�(A)CĩD'ȧĀ�?�(:Ɲ=�+*$!��
@=-ȧƯC6(9?(	
 PABP. PAN2-PAN3ɖĀ°C}�(A)ʦ+ɩĻ�?
�('ȽFgk�ëC»ʑ�	
 PAN2-PAN3ɖĀ°ȿ°�}�(A)ʦCɨɰ�&
ȽFgk�ëCɍ��}�(A)ʦ�ǁ> 25Ġĝ�=
-(�A' CCCH[�R
uG�O�i�H���Ǔ-}�(A)ʞ×Cɨɰ'�*�*>	
 PAN2-PAN3ɖ
Ā°+<?ȽFgk�ë�ȤB?(
��g��Ƈč�@&
? (34)�:��
�?( PAN2-PAN3 ɖĀ°. PABP �ȧĀ�&
&:	
 PAN3 -F���
PABPCɼ�&�Ǔ-}�(A)ʦCɨɰ�?�('	
 PABP+ PAN2�ɏȒ�?
ȀÝ6'.ȽFgk�ë'�?-�:�@*
� 
� PAN2-PAN3 ɖĀ°+<?Ș�ǂʲ-øŧ.	
 PAN2-PAN3 ɖĀ°ȿ°-Ū
ɺ+<$&ɻ�?(ȸ�=@?�Ɨ'	
 CCR4-NOTɖĀ°2-Œ�ǝ��)-
<�+ɻ�?-�.<�B�$&
*
�:���?( PABP�}�(A)ʦ+ȧ
Ā�&
?ğĀ. PAN2-PAN3 ɖĀ°	
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4.  ȽFgk�ë( PABP (-ʪº 
 

� ȽFgk�ë+ʪ�?ȇȑ+
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&}�(A)ʦ+ȧĀ�&
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��(�	
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*
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�(A)ʦCʯ
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-�	
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&
}�(A)ʦCʯ��(�'�?-�	
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&
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127, 136)	
 �-ŵÛ+. DDX6�Ťɗ'	?�(�Ȋ�@! (74, 75, 137)�
DDX6 . ATP ¸ĭǾx�N�_(�&ȅ=@	
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 ȷɤʨĪɖĀ°	
 Ǫ+�-Ñ- eIF4G, 
eIF4A, eIF4B -)@� (	?
.ɖƑ) CʬĴ�&
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5.  mRNA Õɞȇȑ-ɍƗ 
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CCR4-NOTɖĀ°+<?ȽFgk�ë+¸ĭ�&
?�(;	
 Dhh1p (ÔɅʠ
Ǆ+
�? DDX6-{��S) � non-optimal codon'ÃǢ�!�|`��-
ɨɰ+ʣɗ'	?(Ğą�@&
? (141, 142, 144)� 
� �@6'-ȸĶCɿ6�&ȷɤ(mRNA-Õɞ(-ʪºCȸ�?(	
 Ė 4-4
+Ȋ�<�*	
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6.  Ȭż 
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4-2. PAN2-PAN3 CCR4-NOT
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4-4. mRNA
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