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研究成果の概要（和文）： CCR4-NOT複合体はmRNAのpoly(A)鎖の分解消化(脱アデニル化)を介してmRNAの代謝調
節を行うタンパク質複合体であり、CNOT6Lは脱アデニル化を行う酵素の一つである。本研究において、圧負荷刺
激下の心臓線維芽細胞においてCNOT6Lが線維化遺伝子であるGeneXの脱アデニル化調節を行い、遺伝子発現を負
に調節することが、心臓の線維化及びリモデリングの悪化の抑制に重要な役割を果たすことがわかった。

研究成果の概要（英文）： The CCR4-NOT complex is a protein complex that regulates mRNA metabolism 
through degradation of the poly(A) tail of mRNA (deadenylation), and CNOT6L is one of the enzymes 
responsible for deadenylation. In this study, we demonstrated that CNOT6L negatively regulates the 
gene expression of GeneX, the fibrosis gene, through deadenylation in cardiac fibroblasts under 
pressure overload, suggesting that CNOT6L plays an important role in suppression of aggravating 
cardiac fibrosis and cardiac remodeling.

研究分野： 分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
心不全は、欧米をはじめとする先進国の多くで長年にわたり死因の上位を占めており、今後も心不全患者は世界
規模で増加の一途を辿ることが予想されている。心不全の発症に関与する遺伝子変異は多数報告されているが、
分子の制御異常から病態形成に至る機序が十分に理解されていないことが心不全を根治困難に至らしめている一
つの要因ではないかと考えられる。本研究では、心不全病態発症における、CCR4-NOT複合体による遺伝子制御機
構の実体を明らかにすることで、既存の循環器学にはない診断・治療法を確立するための重要な基礎研究になる
ことが期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 CCR4-NOT 複合体は酵母からヒトまで進化的に保存されたタンパク質複合体であり、核内に
おける転写制御から、細胞質での翻訳制御、poly(A)鎖の分解消化(脱アデニル化)を介した mRNA
分解に至るまでの、広範な遺伝子発現調節の場に寄与することが報告されている。私達の研究室
では、ショウジョウバエにおける in vivo RNAi 心不全スクリーニングにより、心機能調節に関
与する遺伝子のうち複合体の構成因子を多数同定していた(Kuba et al. Cell 2010)。また申請者
は、CCR4-NOT 複合体の scaffold タンパク質である CNOT3 が、オートファジー関連タンパク
質 ATG7 の遺伝子発現制御を介し心筋細胞の生存と心機能の恒常性維持に重要な役割を果たす
ことを明らかにしてきた(Yamaguchi et al., Sci Signal. 2018)。しかし、その他の構成タンパク
質、特に複合体の実働的な酵素活性を担う脱アデニル化因子の心臓における機能はよくわかっ
ていなかった。 
 
２．研究の目的 
 申請者らの予備的な検討により、心臓の圧負荷ストレスに応答して、CNOT6L の発現が上昇
することにより、心臓の線維化が抑制されることを見出していた。そこで、本研究では心不全病
態における脱アデニル化因子 CNOT6L による抗線維化作用の分子機序を解明し、心不全の新た
な病態解明や治療戦略の応用開発につなげることを研究目的とし研究を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス圧負荷心不全(TAC)モデルにおいて施術 2 週後の心臓では、心肥大が生じ代償的に心
機能が保たれた状態を示すが、この時 CNOT6L タンパク質の発現が顕著に上昇することが予備検
討にて明らかになっていた。このことから CNOT6L が何らかの遺伝子発現調節に寄与している可
能性が考えられたため、TAC 後 2 週の野生型及び CNOT6L 遺伝子を欠損したマウス心臓の遺伝子
発現変動を次世代シークエンス(RNA-seq)により解析した。 
 
(2)CNOT6L 遺伝子欠損心臓の RNA-seq 解析により線維化遺伝子である GeneX の発現上昇を認め
た。GeneX の発現上昇が心臓リモデリングの増悪に寄与しているのかを明らかにするために、
CNOT6L遺伝子欠損マウスとGeneX遺伝子欠損マウスのかけ合わせからCNOT6L:GeneX二重遺伝子
欠損マウスを作出し、TAC 誘導後の心臓における線維化病態を解析した。 
 
(3)心臓線維化において CNOT6L が生理的に寄与する心臓組織中の細胞種を特定するために、新
生児マウス及び成体マウス心臓から心筋細胞及び心臓線維芽細胞を単離した。CNOT6L を欠損し
た細胞、もしくは siRNA により CNOT6L のノックダウンを行った細胞に対し、アンジオテンシン
II(AngII)を添加することで、GeneX タンパク質の発現が亢進するのかを Western blot にて確認
した。 
 
(4)抗 CNOT6L 抗体を用いた RNA 免疫沈降法により心臓組織において CNOT6L と GeneX mRNA が結
合しているのかの検証を行った。また、AngII を持続投与し肥大を誘導した野生型及び CNOT6L
遺伝子欠損マウスの心臓から RNA を抽出し、GeneX mRNA の poly(A)鎖長を比較した(PAT 解析)。
さらに、Luciferase 遺伝子の下流に GeneX の 3’UTR 配列を連結したレポーターベクターを作製
し、CNOT6L の過剰発現下、もしくは遺伝子欠損下におけるレポーター活性を測定した。 
 
４．研究成果 
(1)CNOT6 遺伝子欠損マウ
ス心臓における遺伝子発
現変化：CNOT6L 遺伝子欠
損マウスは野生型マウス
に比べ、TAC 後 2 週で有意
に心機能が低下すること
が申請者らによる予備検
討によりわかっていた。
そこで、このような病態
形成がどのような遺伝子発現変動により生じてい
るのかを明らかにするために、RNA-seqによるトラ
ンスクリプトーム解析を行った。その結果、CNOT6L
を欠損した心臓において 202 個の遺伝子の発現上
昇を認め、Gene ontology 解析の結果、その多くが
細胞外マトリックス因子、および細胞浸潤や炎症
反応に関与する遺伝子群であることがわかった
(図 1)。qPCR 解析により遺伝子発現変動の再現性



を確認したところ、とりわけ心臓リモデリングに関与することで知られる線維化誘導因子
(GeneX)が、CNOT6L 遺伝子欠損マウスの心臓において有意に上昇していることがわかった(図 2)。 
 
(2) CNOT6L;Gene-X 二重欠
損による心臓線維化の改
善：CNOT6Lを欠損した心臓
における線維化遺伝子
GeneXの発現上昇が心不全
病態の悪化の一因である
と考えらえたことから、
CNOT6L;Gene-X二重遺伝子
欠損マウスを作出し、TAC 後の心不全病態の表現型を解析し
た。その結果、CNOT6L;Gene-X 二重欠損マウスでは CNOT6L
の欠損で増悪した心臓線維化病態(図 3)や線維化関連遺伝
子の遺伝子発現(図 4)の有意な改善を認めた。また、AngII
を持続投与して心肥大を誘導したCNOT6L欠損マウスにおい
ても、GeneX の欠損による線維化の減少を認めており、以上
の結果から、レニン-アンジオテンシン系に誘導される圧負
荷心不全病態において、CNOT6L による GeneX の発現調節機
構が線維化の抑制に重要な役割を果たすと考えられた。 
 
(3)心臓線維芽細胞における
GeneX の発現制御：CNOT6L の標
的細胞を明らかにするために、
マウス新生仔の心臓より心筋
細胞及び線維芽細胞を単離し
て AngII 刺激を行ったものの
いずれも GeneX の発現誘導を
認めなかった。そこでコラゲナ
ーゼ灌流法により、成体マウス
心臓から心筋細胞及び線維芽
細胞を単離し、AngII 刺激を行
ったところ、CNOT6Lを欠損した心臓線維芽細胞においてGeneXタンパク質の発現上昇を認めた。
同様に siRNA を用いて CNOT6L のノックダウンを誘導した成体心臓線維芽細胞においても GeneX
タンパク質の発現上昇を再現した(図 4)。以上の結果から、心臓線維芽細胞における CNOT6L の
GeneX 遺伝子の発現制御が心臓線維化を抑制するうえで重要な役割を担う可能性が示唆された。 
 
(4)CNOT6L による GeneX 遺伝子発現制御の解析：RNA 免疫沈降法を用いて、心臓組織サンプルを
解析したところ、CNOT6L の免疫沈降画分に GeneX mRNA の共沈を認めた(図 5A)。また、AngII 持
続投与により肥大した心臓において PAT 解析を行ったところ、CNOT6L 欠損心臓では GeneX mRNA
の poly(A)鎖が伸長していることがわかった(図 5B)。さらに、GeneX の 3’UTR 配列をルシフェ
ラーゼ遺伝子に融合したレポータープラスミドを構築し、AT1 受容体及び CNOT6L の発現ベクタ
ーを HEK293T 細胞へ導入したところ、AngII 処理下において CNOT6L の強制発現によりレポータ
ー活性が減衰した。逆に、CRISPR/CAS9 システムを用いて、CNOT6L 遺伝子の欠損を導入した
HEK293T 細胞に同レポーターを導入した結果、レポーター活性の上昇を認めた。以上の結果から、
CNOT6L は直接的に GeneX mRNA に結合し、脱アデニル化制御による安定性制御を介して同遺伝子
の発現調節を行っていると考えられる。また、Gene X の 3’UTR 配列に存在する何らかの cis-
element が CNOT6L による脱アデニル化制御に重要な役割を果たすことが示唆されたことから、
現在は GeneX mRNA の二次構造や RNA 結合因子の探索に焦点を当て、分子制御の詳細について解
析を進めている。 
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アンジオテンシン変換酵素2様酵素B38-CAPによるCOVID-19急性肺傷害の治療効果

Dissecting the roles of CCR4-NOT complex and CNOT4 in maintaining tissue homeostasis.

アンジオテンシン変換酵素2(ACE2)酵素活性によるCOVID-19急性肺傷害の治療効果

Dissecting the roles of CCR4-NOT complex and CNOT4 in maintaining tissue homeostasis.
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圧負荷心不全におけるCNOT6L脱アデニル化因子の抗線維化作用の解明

微生物由来のACE2様酵素B38-CAPはマウスにおける心臓のリモデリングと機能不全を改善する

アンジオテンシン変換酵素2(ACE2)酵素活性によるCOVID-19急性肺傷害の改善
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微生物由来のACE2様酵素B38-CAPはマウスにおける心臓リモデリングと心機能不全を改善する

Suppression of SARS-CoV-2-induced lung injury by ACE2-like carboxypeptidase B38-CAP in COVID-19 mouse model

The CCR4-NOT deadenylase complex controls the expression of autophagy genes and prevents Atg7-dependent cell death in the
heart.
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