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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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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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0 41 2 3 0 41 2 3 0 41 2 3 0 41 2 3

Mini-let-7-A20 Mini-let-7-A20N10

+let-7

A20 –

A0 –

– A20N10

(hr)

B

Mock Mockcaf1[RNAi] caf1[RNAi]

– A0

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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B
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A20C5 –

D
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E

0 1 2 0 1 2 0 1 2

4W1W 4m1W 4W1m

Mini-let-7-A20N10

(hr)0 1 2

4m1m

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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2-9. 
CCR4 CAF1 (A) A 	 

(A) (A)
	 CCR4 CAF1

(A) 	 
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A� B�

C� D�

2-10. CAF1 CCR4
(A) Pop2p (CAF1 ) (A)RNA

 ( 97 )
(B) CNOT6L (CCR4 ) AMP  (
80 )
(C-D) CNOT6L AMP (C) CMP (D) 	 

CMP AMP 	 ( 98 ) 
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2-11. CNOT6L AMP
AMP AMP 	 

AMP 	 (A)
AMP 	 

AMP 	 (
80 )
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A B

C

D

2-12. mRNA (A)
(A)  mRNA (A)  (14, 101)
(B)  mRNA (A)
(C) EF2b mRNA (A) 	 

	 
Mock 39 caf1[RNAi] 41.5 (n=43)	 
(D) EF2b mRNA (A) 	 5′-3′

	 Mock caf1[RNAi] ( (A)
/ ) 	 

AAA…AAAU…

AAA…AAAU…

…

,

……

PCR

AAA…AAA…

…… …
…

A…AU

AAA…AAAG

	…

…

TUT4/7

<25nt

>40nt

40



 
 

 
pAWS 
pASW (102) 5′ -GTGAGCTCCGCCACCATGGACGAGAAGACCACC-3′
5′ -TCACGTGGACCGGTGGCCGGAGGGCTCCCG-3′ PCR 	 

pAFW 5′-CACCGGTCCACGTGACGT-3′ 5′-GGTGGCGGAGCTCACCA-3′
PCR 	 InfusionHD (Takara)  

 
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 pENTR/D-TOPO 
(Invitrogen) 	 LR  (Invitrogen) 
pAWS  
 
pFastBac Dual-CAF1-CCR4-6×His 
CAF1 S2 cDNA 5′-GAAGCGCGCGG 
AATTATGAAATGGACAATGCCCTC-3′ 5′ -GATTCGAAAGCGGCCTCATG 
AAGCGCTGTTCGT-3′ PCR CCR4 5′ -TGCATCAGCTGCT 
AGCTAATGATGATGATGATGATGCATC-3′ 5′ -CACCCGGGATCTCGAAT 
GAAAGGCAATCATTATAAAATGTCTC-3′ PCR pFastBac 
Dual (Invitrogen) EcoRI NotI CAF1 PCR 	  XhoI

NheI CCR4 PCR  
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RNA  
Mini-let-7-A20�Mini-let-7-A20N10 
psiCHECK2-let-7 4× (103) 5′-CGTAATACGACTCACTATAGGGGCAGTA 
ATTCTAGGCGATCG-3′ 5′ -TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCGCCTTAAGCG 
GCCCCCGCG-3′ 5′ -GTCAGACAAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCG 
CCTTAAGCGGCCCCCGCG-3′ PCR PCR T7-Scribe Standard 
RNA IVT Kit (CELLSCRIPT) 	 UREA

	 ScriptCap m7G Capping System (CELLSCRIPT) 
[α-32P] GTP (PerkinElmer) 	 UREA

 
 
Mini-let-7-A20C5�Mini-let-7-A20C10�Mini-let-7-A60C10�Mini-let-7-N40A20C10 
psiCHECK2-let-7 4× (103) 5′-CGTAATACGACTCACTATAGGGGCAGTA 
ATTCTAGGCGATCG-3′ 5′ -GGGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCGGCC 
AGCGGCCG-3′ 5′ -GGGGGGGGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGC 
GGCCAGCGGCCG-3′ 5′ -GGGGGGGGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTT 
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGCGGCCAGC
GGCCG-3′ 5′ -GGGGGGGGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAACCA 
ACACACAGATGTAATGAAA-3′ PCR PCR T7-Scribe Standard 
RNA IVT Kit (CELLSCRIPT) 	 UREA

	 ScriptCap m7G Capping System (CELLSCRIPT) 
[α-32P] GTP (PerkinElmer) 	 UREA

 
 
noC-A20�noC-A20C5�noC-A20C10�noC-A60C10�noC-CG40A20C10  
5′ -GGTGAGAGTGAGTAGTGTAGTATTGGTAGTTGTATTAGAGTGAGGTT 
GTGGTTTGTGGGT-3′ 	 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 PCR T7-Scribe Standard 
RNA IVT Kit (CELLSCRIPT) 	 UREA

	 ScriptCap m7G Capping System (CELLSCRIPT) 
[α-32P] GTP (PerkinElmer) 	 UREA

 
 
noC-A20C1G4�noC-UG20C1G4  
5′ -GGTGAGAGTGAGTAGTGTAGTATTGGTAGTTGTATTAGAGTGAGGTT 
GTGGTTTGTGGGT-3′ 5′ -CGTAATACGACTCACTATAGGTGAGAGTGAG 
TAGTGTAGTATTGG-3′ 5′-CCCCGCCCACCAACAAACAACAACCACCC 
ACAAACCACAACCTC-3′ 5′ -CCCCGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTA 
CCCACAAACCACAACCTC-3′ PCR  ( 2′-O-

) 	 [α-32P] CTP (PerkinElmer) MAXIscript T7 In 
Vitro Transcription Kit (Ambion) UREA

 
 

 
S2 RNA TRI Reagent (Molecular Research Center) 

GFP S2 RNA 2 µg	 Dcp2
S2 RNA 10 µg 1.3%

	 Hybond-N+  (GE Healthcare) 
RNA 5′ -UGAGGUAGAUCCUUGUAUAGU-3′ 	 T4

 (Takara) [γ-32P] ATP (PerkinElmer) 
	 Perfecthyb Plus (Sigma) RNA
50  

 
RNA RNA  
GFP	 Dcp2	 CAF1	 CCR4 ORF RNA (dsRNA) 

 (66, 104, 105) T7 PCR
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T7-Scribe Standard RNA IVT Kit (CELLSCRIPT) 	 

	 

 
 
RNA  
Dcp2  (105) 1.0 × 106 cells/ml	 2 ml

S2 2 µg pASW-pri-let-7 (102) 2 µg pAWS-Rluc-let-7-A50-HhR
pAWS-Rluc-let-7-A50C10-HhR X-tremeGENE HP (Roche) 

dsRNA 30 
µg 3 CAF1 1.0 × 106 cells/ml	 10 ml
S2 20 µg dsRNA 1 	 10 µg pAFW-Ago1

X-tremeGENE HP (Roche) 	 3
CCR4 1.0 × 106 cells/ml	 10 ml S2 100 µg dsRNA

3 	 100 µg dsRNA 1
10cm 5 10 ml 	 pAFW-Ago1 CAF1

S2
 (102)  

 
 

FLAG  (1:5000; Sigma)	 CAF1  (1:5000 (66))	 CCR4  (1:5000 
(66))	 Tubulin  (1:1000; Sigma) Luminata 
Forte Western HRP Substrate (Millipore) 	 LAS-3000 
(Fujifilm Life Sciences)  
 

 
pFastBac Dual-CAF1-CCR4-6×His 5′- CACTATGTGGCCATGGCCACCGC 
GTTTCCAGGCGTGGTA-3′ 5′ -TACCACGCCTGGAAACGCGGTGGCCAT 
GGCCACATAGTG-3′ PCR CAF1 D53A D55A
	 5′ -CTGCTGCTGTGCGGTGCCTTCGCCTCGCTACCCGATTCA-3′ 5′ 

-TGAATCGGGTAGCGAGGCGAAGGCACCGCACAGCAGCAG-3′ PCR
CCR4 D411A N413A   
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CCR4/CAF1 Bac-to-Bac  
(Invitrogen) Sf9 His-trap FF 
crude  (20-400 mM imidazole)	 Mono S 	 Mono Q  (

20-1000 mM KCl) (GE Healthcare) 
	 NAP-5 (GE Healthcare) 10% 

glycerol 1 mM DTT 1× lysis  
 

 
40× reaction mix (ATP	 ATP 	 GTP	 RNase )	 lysis

 (30 mM HEPES–KOH (pH 7.4)	 100 mM KOAc	 2 mM Mg(OAc)2)	 
2× proteinase K 	  
(106) S2  (107)

CCR4/CAF1 	 6 µl
1.5 µM CCR4/CAF1 	 3 µl 5× lysis 	 1.5 µl
10 mM DTT	 0.3 µl 40 U/µl RNasin plus (Promega)	 2 µl ∼5 nM target 
RNA	 2.2 µl 25 30 (N)RNA

10 mM
Na3VO4 	 2.8 µl 	 

5	 6	 18% UREA
2.8 µl 	 PhosphoImager (Typhoon FLA 7000, GE 

Healthcare)  
 

 
-  (MACHEREY-NAGEL) 2

	 2 µl
	 450 mM 1

	 PhosphoImager (Typhoon FLA 7000, GE 
Healthcare)  
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mRNA (A)  
final 5 µM 5′-pCTGACTGACTGACTGACTGATGGAATTCT 
CGGGTGCCAAGGC[AmC7]-3′ Mth RNA ligase (NEB) 20 µl 5′

	 total RNA 1 µg 5′
3 µl 	 T4 RNA ligase, truncated KQ (NEB) 20 µl

5′-GCCTTGGCACCCGAGAATTCCATC 
AGTCAGTCAGTCAGTCAG-3′ 	 SuperScriptIII RTase (Invitrogen) 

20  µl RNaseH 1 µl 37 20
cDNA 1/50 	 EF2b 5′-CGGTATCGATAAGCTGTGC 

AGCTGGCTGAGCGG-3′ 5′-ATTCG 
ATATCAAGCTGGACTAACTGCCTGATTGACCCTAGCTGCCTTGGCACCC
GAGAATTCCA-3′ PCR PCR HindIII pBluescriptII 
SK(+) InfusionHD (Takara) 	 PCR
10 µl 	 1/20 5′-GGACTAACTGCCTGATTGAC-3′

 (Eurofins) Clustal2  
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CCR4-NOT ATP  
 

 
 

microRNA (miRNA) ATP
	 Argonaute (Ago) miRNA ATP

 (42, 43) 	 ATP miRNA Ago1
ATP 	 miRNA

 (103) 	 miRNA
Ago1 	 

ATP miRNA
Smaug 	 ATP

 (108) CCR4-NOT
	 CCR4 CAF1

ATP  (38, 81, 109)	 miRNA Smaug
ATP

	 miRNA Smaug ATP 	 
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S2 ATP AMP  
 

miRNA ATP  
(103) 	  (CK)  (CP) 

ADP ATP  ( 3-1 A) 	 ATP
(A) 	 

 (HK) ATP  (Glc)  ( 3-1 
B) ATP 	 

	 miRNA
	 FLAG-Ago1 S2
	 ATP

 
Ago miRNA ATP  (42, 110)	 final 1 mM
ATP Ago1 S2 let-7/let-7*

RNA 	 Ago1 let-7 let-7
(A) RNA 	 CK + CP

HK + Glc ( 3-1 C) 	 CK + CP ATP
	 HK + Glc ATP

 ( 3-1 D)
	 CK + CP HK + Glc

 ( 3-1 D) 	 S2 ATP
 

S2 ATP 	 final 1 mM ATP
[α-32P] ATP 	 

 ( 3-1 E) 	 HK + Glc 	 let-7
30 ATP AMP

	 60 AMP
	 CK + CP AMP ATP 	 

ATP CK + CP ADP
ATP 	 AMP	 ADP	 ATP
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	 CK + CP ATP AMP
ATP 	 ATP
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AMP miRNA
 

 
	 miRNA

ATP 	 S2
ATP AMP 	 ATP

	 AMP miRNA
AMP 	 

CCR4/CAF1  (miRNA
) ATP 	 ADP 	 AMP

 ( 3-2 A-C) AMP 	 

CNOT6L (hCcr4b) CNOT7 (hCAF1)  (98)  
miRNA AMP 	 

AMP 	 

 ( : AMP)  ( : ) 
5′-  (5′-NT) 	 AMP
 ( 3-3 A,B) 3-3 C 	 CK + CP

5′-NT 	 45
 ( 3-3 C) ATP
	 5′-NT AMP 	 

 ( 3-3 D) AMP miRNA
 ( 3-3 C,D) 	 RNA

5′-NT AMP 	 

 ( 3-4 A-C) S2
	 ATP RISC 	 AMP

miRNA  
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AMP Smaug
 

 
Smaug RNA 	 

nanos mRNA  (5) Smaug
mRNA Smaug  (SRE) 	 CCR4-NOT

 (5) miRNA 	 Smaug
ATP  (108) Smaug

ATP 	 SRE nanos 3′UTR
RNA 	 Smaug 	 

Smaug S2  ( 3-5 A)
	 CK + CP ATP Smaug

	 HK + Glc ATP
 ( 3-5 B,C) 	 FLAG-Smaug
HK + Glc ATP AMP 	 5′-NT

AMP  ( 3-5 C,D) 	 

miRNA 	 Smaug
AMP 	 ATP  
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miRNA Smaug ATP
	 CK + CP ATP
	 HK + Glc ATP

 (103, 108) 	 HK + Glc
	 S2 ATP 	 

AMP 	 5′-NT
ATP AMP 	 

	 miRNA Smaug ATP
 

 
ATP  

 
	 miRNA ATP

	 RISC
ATP  (110, 111)
	 miRNA/miRNA* RNA Ago 	 ATP

Hsc70/Hsp90  (42, 43)
	 miRNA* ATP  (110, 111) 	 Ago GW182

CCR4-NOT 	 ATP
	 Smaug ATP

 (112)
ATP 	 	 

miRNA Smaug ATP
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ATP  
 

HK + Glc ATP  (113–115)
ATP ATP

	 ATP   (116, 117)
ATP 	 	 ATP

	 AMP AMP  
(AMPK) AMP  (AMPD)  (116, 
118) 	 ATP 	 ATP
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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

ADP

B

(min)6015 45300
CK + CP Mock

6015 45300 6015 45300
HK + Glc

Pi–

AMP–

ADP–

ATP–

E

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
(A) クレア ンキナーゼ (CK) によって される反応

(B) ヘキソキナーゼ (HK) によって される反応

(C) D と E の 験 の図。は 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 させた。 いてキャッ

プ 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 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 の解析に なサンプルは同一サンプルから 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 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 ATP 度が一定に たれる。
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0 20 6040

1 10 100 1000 ( M)
ADP

noC-A40

(min)0 20 6040 0 20 6040 0 20 6040 0 20 6040

A0 –

A40 –

B

0 20 6040

1 10 100 1000 ( M)
ATP

noC-A40

0 20 6040 0 20 6040 0 20 6040 0 20 6040

A0 –

A40 –

C

0 20 6040

1 10 100 1000 ( M)
AMP

noC-A40

(min)0 20 6040 0 20 6040 0 20 6040 0 20 6040

A0 –

A40 –

A

図  3-2. AMP は精製 CCR4/CAF1 ヘテロダイマーの活性を

強く 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 しない一方で、ADP は く、

AMP は強く脱アデニル化を する。
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(min)

Mini-let-7-A114

6015 45300
CK + CP Mock

6015 45300 6015 45300
-

A0 –

A114 –

C

(min)6015 45300
CK + CP Mock

6015 45300 6015 45300
-

Pi–

AMP–

ADP–

ATP–

D

–30 0 60 min

let-7/let-7*
target RNA

S2 lysate
ATP

CK+CP or -  

DeadenylationPre-incubation
B

-

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

-ヌクレ ダーゼ - によって される反応

(B) C と D の 験 の図。 - をもちいた 以外は図 3-1 C と同様に 験を った。

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

されている。

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

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

いる。
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–60 0 60 min

let-7/let-7*

target RNAS2 lysate
ATP

CK+CP or -  

Pre-incubation Deadenylation

–30

A

Mini-let-7-A114

6015 45300
CK + CP Mock

6015 45300 6015 45300

A0 –

A114 –

-

B

Pi–

AMP–

ADP–

ATP–

(min)

CK + CP Mock
6015 45300

-
-60 -306015 45300-60 -306015 45300-60 -30

C

図  3-4. AMP を らか め除去すると miRNA 依存的

脱アデニル化はより く される

(A)  B と C の 験 の図。30 分間の RISC 反応の と、 - 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 て AMP を除去した。

(B) 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 で されて

いる。

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

AMP は - によって 全に分解されている。

57



(min)

Mini-nosSRE-A114

CK + CP Mock-
6015 453006015 45300 6015 453006015 45300

HK + Glc

A0 –

A114 –

C

Pi–

AMP–

ADP–

ATP–

(min)6015 45300

CK + CP Mock
6015 45300 6015 45300

-

6015 45300

HK + GlcD

–30 0 60 min

target RNA
S2 lysate

ATP
CK+CP or -  

DeadenylationPre-incubation
B

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 験 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 験を 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 - 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 の解析。HK + Glc や Mock では AMP
が するが、CK + CP や - 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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S2 	 lysis  (30 mM Hepes-KOH (pH 7.4), 100 mM KOAc 
and 2 mM Mg(OAc)2)	 2× proteinase K 	 

 (106, 107) 40× reaction mix (106) GFP
 

 
 

pUC57-Mini-nosSRE-A114�pUC57-Mini-nosSREmut-A114  
pUC57-Mini-nosSRE-A114 5′-TAGGCGATCGCTCGAAGAGGGCGAATCC 
AGCTCTGGAGCAGAGGCTCTGGCAGCTTTTGCAGCGTTTATATAACATG
AAATATATATACGCATTCCGATCAAA-3′  5′-AGGCGGCCAGCGGCCTC 
TAAATCTCTTTAAAATCGAACGCGCCAGGCGCTATTTAAACGTTACTAT
CTATCTATCTGGTTAACCCAGCTTTGATCGGAATGCG-3′
PCR Infusion HD (Takara) PCR XhoI NotI

pUC57 pUC57-Mini-nosSREmut-A114 pUC57-Mini-nos 
SRE-A114 5′-TAGGCGATCGCTCGAAGAGGGCGAATCCA 
GCTCTGGAGCAGAGGCTCTCGCAGCTTTTGCAGCGTTTATATAACATGA
AATATATATACGCATTCCGATCAAA-3′  5′-AGGCGGCCAGCGGCCTCT 
AAATCTCTTTAAAATCGAACGCGCGAGGCGCTATTTAAACGTTACTATC
TATCTATCTGGTTAACCCAGCTTTGATCGGAATGCG-3′ PCR

DNA  (108)  
 

RNA  
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) 
UREA 	 ScriptCap m7G Capping 

System (CELLSCRIPT) [α-32P] GTP (PerkinElmer) 
UREA  
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noC-A40  
5′-GGTGAGAGTGAGTAGTGTAGTATTGGTAGTTGTATTAGAGTGAGGTT
GTGGTTTGTGGGT-3′  5′-CGTAATACGACTCACTATAGGTGAGAGTGA 
GTAGTGTAGTATTGG-3′  5′-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 
TTTTTTTTTACCCACAAACCACAACCTC-3′ PCR PCR

T7-Scribe Standard RNA IVT Kit (CELLSCRIPT) 	 

UREA 	 ScriptCap m7G Capping 
System (CELLSCRIPT) [α-32P] GTP (PerkinElmer) 
	 UREA  

 
ATP  

S2
(107) 	 7.5 µl FLAG-Ago1 FLAG-Smaug

S2 	 4.5 µl 40× reaction mix (
)	 1.5 µl 500 nM let-7/let-7* RNA (Smaug

lysis )	 2 µl [α-32P] ATP (PerkinElmer) 25 °C
	 2 µl 0.35 U/µl  

(Millipore) 300 mM Sodium creatine phosphate dibasic tetrahydrate 
(Sigma) 	 1 µl 2 U/µl  (Sigma) 2 µl

200 mM 	 2 µl 100 ng/µl 5′-  
(human CD73; R&D Systems) 	 25

	 30 	 1.5 µl ~5 nM 
5′ RNA 	 20 µl

25 	 2.8 
µl ATP 1 µl

 (107) ATP 4 µl
	 95 3

2 µl - 	 

 (81)  
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1.   
 

	 CCR4-NOT 	 miRNA
	 

4-1 CCR4 CAF1
	 CCR4 CAF1 3′

A 3′ (A) 	 3′
	 CCR4 CAF1 RNA

3′ 	 

	 ATP
CCR4-NOT 	 ATP

	 CCR4-NOT
	 

ATP  
	 A
	 ATP
	 CCR4 CAF1

	 CCR4 CAF1
	 CCR4	 CAF1	 

CCR4	 CAF1	 
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2.  CCR4 CAF1  
 

CCR4-NOT CCR4 CAF1 2
	 2 ? CAF1

CCR4 	 CCR4
CAF1 	 	 CCR4

CAF1 CCR4 S2
CCR4 	 CCR4
mRNA (A) 	 

	  (66) 	 

mRNA CAF1
	 CCR4 	 

 (119, 
120) 	 nanos cyclin 	 

mRNA (A) 	 

 (119, 120) 	 CAF1
	 CCR4

 
	 CAF1 	 

CAF1 	 Hsp70 mRNA
	 CCR4 	 

 (94) 	 	 

CAF1 	 

CCR4/CAF1 	 

1M4W>1W4W>1W4M 	 CAF1 CCR4
( 2-5 C) 	 CAF1

 
2 	 CCR4-NOT

	 CAF1 CCR4
 (38) 	 

	 CCR4-NOT
 (38) 	 
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CAF1 NOT1
	 	 CAF1

CCR4 	 CCR4
CAF1 CCR4-NOT 	 

CCR4
CAF1 	 	 CCR4
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3.  PAN2-PAN3 CCR4-NOT  
 

	 PAN2-PAN3 CCR4-NOT
 (9, 10)

PAN2-PAN3 CCR4-NOT
PABP CCR4-NOT

PABP  (65) 	 

PAN2-PAN3 PABP
	 PAN2-PAN3 PABP

(121–123)  
	 PABP PAN2-PAN3 	 

 (33–35)
	 PABP PAN2-PAN3 	 

	 PABP PAN2-PAN3
(A) 	 	 PAN2

RNase 	 PAN2
PAN3 	 A 25

	 PAN3 CCCH
(A)

	 PABP PAN2-PAN3 (A)
	 PAN2-PAN3 (A)

(A) 25 CCCH
(A) 	 PAN2-PAN3

 (34)
PAN2-PAN3 PABP 	 PAN3

PABP (A) 	 PABP PAN2
 

PAN2-PAN3 	 PAN2-PAN3
	 CCR4-NOT

PABP (A)
PAN2-PAN3 	 PABP (A)

CCR4-NOT 	  ( 4-2)  
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4.  PABP  
 

PABP
	 PABP

 (8, 24, 30, 122) (A)
PABP 	 3′ 	 5′

 (124, 125) (A) PABP
	 (A)

	 CCR4-NOT
PABP  (65) 	 

ATP PABP CCR4-NOT
	 ATP

	 PABP 	 CCR4-NOT
	 

 
CCR4-NOT PABP 	 CCR4
CAF1 (A) 	 PABP A

	 

	 PABP P-body  (24, 
126) 	 P-body CCR4-NOT

(A) PABP P-body 	 P-body
PABP 	 CCR4-NOT P-body

(A) 	  
PABP ?
PABP ? 	 CCR4-NOT mRNA

PABP  (127) CCR4-NOT
	 	 PABP

PABP 	 PABP
 (127) miRNA

	 

 (128–135) 	 miRNA GW182
CCR4-NOT  (52, 70, 
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127, 136)	 DDX6  (74, 75, 137)
DDX6 ATP 	 CCR4-NOT

NOT1  (74, 75, 137) DDX6 4E-T
	 4E-T 	 

GW182 (138)	 
DDX6 CCR4-NOT

DDX6 	 

	 	 

 (45) 	 DDX6
	 Xp54 	 	 eIF4G, 

eIF4A, eIF4B  ( )  
(139) PABP 	 PABP
eIF4G eIF4B 	 (A) 10

 (140) CCR4-NOT
DDX6 	 PABP

	 PABP (A)
(A)  ( 4-3) 	 

PABP (A) 	 CCR4-NOT (A)
PABP 	 PABP P-body

	 3′ CCR4 CAF1
	 	 (A) PABP
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5.  mRNA  
 

	 PABP 	 

	 	 

mRNA 	 

tRNA  ( ) 	  (
) mRNA  

(141–143) 	 tRNA  
(optimal codon) mRNA 	 

tRNA  (non-optimal codon) mRNA
	 non-optimal codon mRNA

	  (141) 	 

tRNA 	 tRNA
	  (141)

mRNA 	 

	 non-optimal codon mRNA
CCR4-NOT 	 Dhh1p (

DDX6 ) non-optimal codon
 (141, 142, 144)  
mRNA 	 4-4

	 mRNA 	 mRNA
	 

mRNA 	 

	 mRNA
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6.   
 

CCR4	 CAF1	 	 

mRNA 	 

RNA RNA-seq 	 

CRISPR-Cas9
CCR4 CAF1

	 CRISPR-Cas9
	 mRNA (A) 	 

CCR4 CAF1 (A)
mRNA 	 mRNA

	 mRNA 	 CCR4
CAF1 	 

	 PABP mRNA
	 

	 

	 PABP mRNA
	 mRNA

CCR4-NOT 	 	 

	 	 

mRNA 	 	 
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4-1. 
miRNA

CCR4-
NOT (A) (A)

RNA CCR4-NOT
ATP
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4-2. PAN2-PAN3 CCR4-NOT

PAN2-PAN3 CCR4-NOT
PAN2-PAN3 CCR4-NOT
PABP (A)
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4-3. CCR4-NOT

CCR4-NOT
DDX6 4E-T

PABP
(A)
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4-4. mRNA

(A) mRNA mRNA

(B) mRNA mRNA
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