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研究成果の概要（和文）：肥満・脂肪肝や心不全におけるRNA制御について、細胞内オルガネラでの翻訳やmRNA
分解の時空間的制御の分子機構に焦点を当てて研究を行った。脂肪や肝臓におけるCNOT4は核内RNA/エピゲノム
制御に重要であり、CNOT4がRNA結合蛋白を介して脂肪細胞の分化や炎症応答を誘導することが分かった。心不全
ではRNA poly(A)分解因子による線維化誘導因子のmRNA分解が心臓リモデリングの抑制に重要であることが分か
った。エネルギー代謝におけるCCR4-NOT複合体の役割について新たにミトコンドリアが重要であることを見出し
た。さらに時系列的の心不全の翻訳解析により新たな治療標的因子の候補を見出した。

研究成果の概要（英文）：Spatiotemporal regulation of RNA in obesity, fatty liver and heart failure 
was studied focusing on the molecular mechanisms of regulation of translation and mRNA degradation 
in intracellular organelles. The regulatory mechanism by CNOT4 in adipose and liver was found to be 
important for nuclear RNA/epigenome regulation, and CNOT4 was found to be involved in the 
pathogenesis of obesity and fatty liver by inducing adipocyte differentiation and enhancing 
inflammatory responses through binding to RNA binding proteins. In heart failure, mRNA degradation 
of fibrosis-inducing factors by RNA poly(A)-degrading factor CNOT6L was found to be important in 
suppressing cardiac remodeling. We also found that mitochondria are key organelles for the new role 
of the CCR4-NOT complex in energy metabolism. Furthermore, we identified new candidate therapeutic 
target factors by time-series analysis of the translation dynamics of heart failure.

研究分野： 薬理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により心不全や肥満・脂肪肝における時空間的なRNA分解や翻訳制御の分子メカニズムが明らかになり合
わせて新たな治療標的の候補因子を見出したことから、新しい治療法の開発に資することが考えられる。また、
CCR4-NOT複合体やその関連因子を介したミトコンドリア機能や核内恒常性維持の制御機構が新たに見出され、
RNAとオルガネラ制御という観点で学術的意義が高いと思われる。

※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 
循環代謝病(Cardio-Metabolic disease)は、高血圧、高脂血症、高血糖、肥満などによっても

たらされる循環器疾患、代謝性疾患であり、超高齢化社会を迎えつつある先進国ではその予防・
治療法の確立は重要な課題である。循環代謝病の病態について、シグナル伝達・転写・エピゲノ
ム制御に関する多くの研究成果が蓄積してきたが、RNA 制御(RNA 局在、翻訳、分解など)の果た
す役割、意義については不明な点が多い。これまでに、応募者は、RNA 分解の実行因子である CCR4-
NOT 複合体を心機能調節因子として見出し(Cell 2010)、CCR4-NOT 複合体が心筋細胞の生存や細
胞の分化に寄与することを解明してきた(Genes Dev. 2016, Science Signaling 2018)。さらに、
応募者は恒常的 RNA 分解が細胞内のヌクレオチドプールや細胞内のエネルギーセンサーである
AMPK の活性化を介して細胞内 ATP レベルの調節に関与している可能性や、圧負荷心不全の刺激
に対して RNA 脱アデニル化因子が抗線維
化作用を発揮することを見出していた。ま
た、肝臓や脂肪組織において CNOT3 や
CNOT7 がエネルギー恒常性の維持に重要
であることが報告されていたが(EMBO J. 
2011; Cell Rep 2015)、CCR4-NOT 複合体
関連因子である CNOT4 が SREBP シグナル
の活性化を介してコレステロール合成に
関与する予備的知見を新たに得ていた。い
ずれも、RNA の時空間的な制御が組織恒常
性維持において極めて重要な役割を担う
ことを示唆するものであるが、分子制御機
構の詳細やその制御不全と病態形成メカ
ニズムとの関連性は不明であった。そこ
で、循環代謝病の疾患病態とエピトランス
クリプトーム、翻訳、mRNA 分解を結びつけ
る分子メカニズムの解明を通じて、RNA の
時空間制御による循環代謝病の新しい予
防・治療法につなげることを目標とし、本
研究計画を立案した。 
 
２．研究の目的 
 循環代謝病における RNA 制御の役割の解明と同因子群を標的とした新たな治療戦略の開発を
目指して、肥満・脂肪肝の脂肪組織・肝臓や心不全における心臓リモデリングにおいて、poly(A)
などのエピトランスクリプトーム、翻訳、mRNA 分解に焦点を当てて細胞内オルガネラでの RNA
時空間制御の分子メカニズムを解明することを目的として本研究を行った。 
 
３．研究の方法 
1) 肥満・脂肪肝における RNA 制御の分子機構の解明 
 CNOT4 のヘテロ遺伝子欠損マウスは野生型マウスに比べやせ型の表現型を示す予備的な知見
を得ていた。そこで、生後 8週から 20 週まで高脂肪食を与えた野生型マウス及び CNOT4 ヘテロ
遺伝子欠損マウスより、血液及び各臓器を採取し、血清成分の生化学分析、組織重量測定、およ
び組織学的観察を行った。顕著に組織重量の差を認めた肝臓、白色脂肪組織、褐色脂肪組織から
RNA を抽出後、RNA-seq により遺伝子発現変動を解析した。 
 HEK293T 細胞において CNOT4-Halo タグ融合タンパク質を強制発現後、pull-down 及び PAR-
CLIP-seq 解析により、CNOT4 が結合する RNA を網羅的に探索した。また、受精後 13.5 日齢の野
生型及び CNOT4 ヘテロ遺伝子欠損胎児マウスより線維芽細胞(MEF)を単離し、脂肪細胞分化誘導、
TLRs 刺激を行い、分化過程の経時的観察や精製 RNA を用いた RT-qPCR による遺伝子発現解析を
行った。 
 
2) CCR4-NOT 複合体を介した心臓リモデリングにおける RNA 制御の分子機構の解明 
 外科的横行大動脈絞扼手術による圧負荷モデル(TAC モデル)において、代償的心肥大が生じ始
める TAC 後１週の野生型マウスの心臓では CNOT6L のタンパク質発現が増加し、TAC 後の CNOT6L
遺伝子欠損マウスでは心機能低下、心肥大、線維化が亢進することを見出していた。そこで、TAC
後の CNOT6L 遺伝子欠損マウス心臓の RNA-seq 解析、および CNOT3 抗体を用いた心臓の RIP-seq
解析により CNOT6L の標的遺伝子を網羅的に探索した。同定した CNOT6L 標的遺伝子について、ア
ンジオテンシン II(AngII)持続投与後の CNOT6L 遺伝子欠損マウス心臓から RNA を抽出し、遺伝
子発現量及び mRNA poly(A)鎖長を解析した。 
 同定された線維化因子 Fsf の 3’UTR 配列とルシフェラーゼ遺伝子を連結したレポータープラ



スミドを構築し、CNOT6L の過剰発現下、もしくは CNOT6L を欠損した HEK293T に導入し、レポー
ターアッセイを行い、CNOT6L による発現調節に必要な cis-element の存在について検討を行っ
た。また、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心臓線維芽細胞を単離
後、AngII 処理を行い、CNOT6L の非存在下における Fsf タンパク質の発現変動を解析すること
で、両細胞における CNOT6L の役割を解析した。 
 
3) 心不全病態における RNA を介したエネルギー制御機構の解析 
 CNOT1 遺伝子欠損マウスの心臓のメタボローム解析及び AMP,ADP,および ATP の定量解析を行
った。また、薬剤(タモキシフェン)誘導により CNOT1 遺伝子のヘテロ遺伝子欠損を誘導可能なマ
ウスの胎児から MEF を単離し、フラックスアナライザーを用いることで、同細胞における解糖
系、ミトコンドリア呼吸鎖の変化について解析した。さらに、同細胞から、ミトコンドリアを単
離し、in vitro における cytochrome c oxidase の活性を測定した。 
 
4) ヒトの循環器病態における RNA 時空間制御の解析 
 TAC 施術後 24 時間、48時間、1週間、8週間のマウス心臓を採材し、シクロヘキシミド存在下
での心臓の破砕、リボソームフットプリントの抽出、ライブラリ作製、および次世代シークエン
スによる Ribosome profiling 解析を行った。また、それぞれの心臓溶解サンプルより RNA を抽
出し、RNA-seq 解析を行った。リボソームフットプリントをトータル RNA のリード数でノーマラ
イズすることで各 mRNA の翻訳効率の変化について解析した。心臓外科より入手した凍結検体で
の Ribosome profiling 解析を試みたが、サンプルの保存状態が良くなかったので今回は解析を
断念した。 
 
４．研究成果 
1) 肥満・脂肪肝における RNA 制御の分子機構の解明 
 脂肪細胞における CNOT4 を介して SREBP シグナルを活性化させる分子機構について、上流因
子の探索を行ったところクロマチン制御因子 Z が候補として見出されたことから、遺伝子 Z に
焦点を当てて解析を進めた。RNA-seq などの解析から CNOT4 欠損による遺伝子 Z の発現変化は
RNA の発現変動によるものではなく、蛋白質のレベルの変動であった。遺伝子 Zと CNOT4 の結合
や CNOT4 によるユビキチン修飾について検討したが、直接の蛋白質間相互作用やユビキチン化
は見られなかった。翻訳レベルでの制御の可能性を考え、Ribosome profiling による網羅的な
翻訳動態の解析を行ったが、大きな変化はなかったことから、翻訳後の制御であると考えられた。 
また、これまでに CNOT4 によるユビキチン化の標的として RNA 結合タンパク質 X(RBP-X)を同

定していたが、HEK293T 細胞における CNOT4 結合 RNA について PAR-CLIP-seq 解析を行ったとこ
ろ、その多くが既に報告のある RBP-X の標的 RNA と共通していることがわかった。以上の結果か
ら、CNOT4 は RBP-X のユビキチン修飾による RNA 制御を介して、SREBP シグナルの調整に働いて
いる可能性が示唆された。 
 CNOT4 ヘテロ遺伝子欠損マウスより単離した線維芽細胞(MEF)は、野生型の MEF に比べ増殖に
差は認めない一方で、脂肪細胞への分化が顕著に抑制されることがわかった（図２）。また、高
脂肪食負荷後の脂肪組織においては、CNOT4 のヘテロ遺伝子欠損によって TNF 等の炎症性サイト
カインの産生が低下することがわかり、CNOT4 のヘテロ遺伝子欠損 MEF においても TLRs 活性化
によるサイトカイン応答が顕著に抑制されていた。MEF の RNA-seq 解析により、CNOT4 非存在下
では、エピゲノム制御の不全により DNA 傷害が亢進することが分かった。前述のクロマチン制御
因子 Xの発現変化と合わせて、核内 CNOT4 によるエピゲノム制御が脂肪細胞への分化、および脂
肪細胞における炎症反応や肝臓細胞の SREBP シグナルにおける転写調節に重要な役割を果たし
ている可能性が考えられた。さらに、炎症応答の観点からも解析を進め、インフルエンザウイル
ス感染において、CNOT4 が核内でのウイルス複製に対する制御作用を有することを見出した。 

 
2) CCR4-NOT を介した心臓リモデリングにおける RNA 制御の分子機構の解明 



 線維化誘導遺伝子 Fsf と CNOT6L の二重欠損マウスは CNOT6L 欠損による TAC 誘導性のみなら
ず AngII 誘導性の線維化亢進も顕著に抑制した。成体マウス心臓から単離した線維芽細胞を Ang 
II で刺激したところ、CNOT6L 遺伝子を欠損した心臓線維芽細胞において線維化誘導因子 Fsf の
発現上昇を認め、CNOT6L は線維芽細胞における Fsf の発現調節により、心筋の脱落に伴う過剰
な線維化を抑制することで心臓リモデリングの制御に重要な役割を果たすと考えられた。そこ
で、CRISPR/Cas9 で CNOT6L を欠損した HEK293T 細胞を作製し、Fsf 遺伝子の promoter 領域ある
いは 3’UTR のレポーターアッセイを行ったところ、3’UTR のレポーター活性の上昇を認めた。
また、poly(A) tail assay により、Fsf の poly(A)鎖が CNOT6L 欠損により伸長していることが
分かった。よって、CNOT6L は Fsf の 3’UTR に存在する cis-element を介した脱アデニル化を誘
導し発現を抑制し抗線維化作用をもたらすことが分かった。 
 
3) 心不全病態における RNA を介したエネルギー制御機構の解析 
 これまでに CCR4-NOT 複合体による恒常的 poly(A)鎖分解が AMP 産生を介して細胞内 ATP レベ
ルの維持に寄与することを見出しており、実際に筋肉特異的な CNOT1 欠損マウスの心臓組織中
の ATP 量は野生型マウスに比べ優位に低下していることを見出していた。そこで、薬剤添加によ
り CNOT1 ヘテロ欠損を誘導した MEF を用いて、CCR4-NOT 機能低下におけるミトコンドリア呼吸
鎖並びに解糖系の変化を細胞外フラックスアナライザーで解析した。その結果、CNOT1 の機能不
全によってミトコンドリア機能が有意に低下することがわかった（図３）。さらに、単離ミトコ
ンドリアの cytochrome c oxidase 活性を測定したところ、CNOT1 ヘテロ欠損により cytochrome 
c oxidase 活性が低下していることがわかった。心臓における CNOT1 及び CNOT3 の欠損はミトコ
ンドリア生合成にも関与することで知られる AMPK のリン酸化の低下を誘導することを見出して
おり、おそらくは mRNA poly(A)鎖の脱アデニル化の不全によって引き起こされる細胞内 AMP 量
の低下がその一因ではないかと考えている。また、近年 CNOT4 がミトコンドリア上でのタンパク
質翻訳機構と連動してマイトファジーを制御することでミトコンドリアタンパク質の品質管理
に寄与することが報告され、さらに酵母においては NOT5(哺乳類の CNOT3)が NOT4(哺乳類の
CNOT4)とともにリボソーム上でのコドン監視により、コドン優先度に応じてダイナミックに翻
訳速度の調整を行うことでタンパク質の持続的な品質管理機構に重要な役割を担うことが報告
されている。したがって、CCR4-NOT 複合体が心筋ミトコンドリア上において翻訳と連動したミ
トコンドリアタンパク質の品質管理制御を介して、ATP 産生の恒常性に重要な役割を果たしてい
る可能性が考えられることから、今後は、CCR4-NOT 脱アデニル化により制御される細胞内核酸
プールとミトコンドリア量との関連性について解析を進めていくと共に、Ribosome profiling
を活用し、心筋ミトコンドリア上における CCR4-NOT 複合体の翻訳制御の役割についても検討し
ていく必要がある。 

 
 
4) ヒトの循環器病態における RNA 時空間制御の解析 
 マウス TAC 心不全モデルについて、施術後時系列の翻訳動態の変化を Ribosome profiling に
より解析した。mRNA の翻訳効率の変化について、リボソームフットプリントを細胞内 RNA のリ
ード数でノーマライズすることで解析したところ、TAC 後 48h で翻訳効率の有意な減少を認めた
遺伝子群の中に鉄代謝因子 geneX を同定した（図４）。圧負荷刺激に対する急性的な適応反応と
して心筋細胞内における鉄代謝の変化の重要性が示唆された。また、TAC 後 1週は心臓肥大によ
り代償的に心機能が維持される時期であるが、この時有意に翻訳効率が上昇する遺伝子として
geneY を同定した。同遺伝子はスプライシング及び RNA 分解に寄与することで知られているが、
代償的心肥大における分子的役割はわかっていない。また CCR4-NOT 複合体の構成因子の中で
CNOT10 はいまだに分子的役割がよくわかっていない因子であるが、TAC 後 1 週において翻訳効
率が 2倍以上増加していることが分かった。以上の結果から、圧負荷後の心臓において急性反応
における geneX の翻訳抑制、および代償的心肥大における geneY 及び CNOT10 の翻訳亢進が心臓
リモデリングの制御に何らかの役割を果たす可能性が示唆されたことにより、今後はこれらの



遺伝子の翻訳制御やその破綻による心不全発症の分子メカニズムについて解析を進めていく予
定である。 
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