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研究成果の概要（和文）：　動脈硬化モデルマウスを背景に作製したCnot3ヘテロ欠損マウス(ApoEKO;
Cnot3Hetz)では、動脈硬化の病態がより悪化したことから、Cnot3(CCR4-NOT複合体)の機能不全は動脈硬化進行
に繋がることが明らかとなった。またそのメカニズムとして、ApoEKO;Cnot3Hetzでは炎症が亢進しており、マク
ロファージを中心とした解析から、Cnot3欠損マクロファージではInterferonシグナル応答が増強していること
を突き止めた。

研究成果の概要（英文）：CCR4-NOT complex was involved in immune/inflammatory diseases. However, the 
physiological role of CCR4-NOT in the development of atherosclerosis has not been elucidated.
In this study, by using established ApoE null Cnot3 heterodeficient mice (ApoEKO;Cnot3Hetz), it was 
demonstrated that dysfunction of Cnot3(CCR4-NOT) exacerbates the progression of atherosclerosis. 
Interestingly, aberrant inflammation was observed in ApoEKO;Cnot3Hetz. It was found that Cnot3 was 
highly expressed in atherosclerotic lesions, including macrophages. Macrophages play major roles in 
mediating inflammatory responses during atherosclerosis. The inflammatory response was significantly
 enhanced in Cnot3 deficient macrophages under Interferon-gamma stimulation, suggesting CCR4-NOT 
complex was a negative regulator of IFN signaling.

研究分野：分子免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　近年、免疫・炎症性疾患におけるCCR4-NOT複合体の役割が注目される中、最近では脳血管の難治疾患であるも
やもや病(Moyamoya disease)患者においてCNOT3遺伝子のde novo変異が報告され、CCR4-NOTの血管系疾患におけ
る重要性が強く示唆された。本研究課題では動脈硬化症を標的に、RNA制御に重要なCCR4-NOT複合体が如何なる
機序を介して動脈硬化病態形成に影響するかを解明することにより、新しい血管系疾患の治療の概念創出に繋が
ることが期待される。

※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 

炎症性疾患である動脈硬化症は、血管の狭窄や閉塞をきたし、脳卒中や心筋梗塞の主な病因と

なることから、その克服が医学的・社会的に解決すべき喫緊の課題となっている。 

CCR4-NOT(carbon catabolite repressor 4-negative on TATA)複合体は、10個の NOT ファミ

リー分子からなる蛋白質複合体であり、その構成因子の中に RNA 合成と分解に寄与するコア因

子(CNOT1, CNOT2, CNOT3)と poly(A)鎖の分解活性をもつデアデニレース因子(CNOT6, CNOT6L, 

CNOT7, CNOT8)などを持つ。これらの構成因子と会合する RNA 結合タンパクを介して、CCR4-NOT

は poly(A)の分解など RNA 制御による遺伝子発現調節に寄与する。CCR4-NOT 複合体の生理的役

割に関しては、コア因子 Cnot3 の欠損マウスは心不全を来し、CCR4-NOT の標的の一つであるオ

ートファジー分子 Atg7 が細胞死に寄与することが報告された (Kuba K, et al. Cell 2010; 

Yamaguchi T, et al. Sci Signal 2018)。また、組織特異的に Cnot3 を欠失したコンディショ

ナルノックアウトマウスを用いた解析から、Cnot3 は肝臓や脂肪組織などの恒常性維持に重要で

あることが報告された(Development 2019; FEBS Lett 2017)。一方で、Cnot3 は B 細胞の分化、

抗原提示にも関与し(Genes Dev 2016; Sci Rep 2017)、免疫・炎症性疾患における CCR4-NOT の

役割が注目されつつあるが、その病態形成における CCR4-NOT の RNA 制御やエピトランスクリプ

トーム調節は全く不明である。 

 

２． 研究の目的 

本研究の目的として、RNA 制御による炎症性疾患治療の基盤構築を目指して、動脈硬化症を標

的とし、遺伝子組換えマウスと次世代シーケンサーを用いた解析から、RNA 制御において重要な

役割を持つ CCR4-NOT 複合体が、どのような細胞において、どのように標的 RNA に作用するかを

明らかにする。 

 

３．研究の方法 

Cnot3(CCR4-NOT 複合体)の動脈硬化病態形成における役割を検証するため、 

(1) 動脈硬化モデル動物である ApoE 欠損マウス(ApoEKO)の動脈硬化巣における Cnot3 の発現パ

ターンを検討した。また ApoEKO を背景にした Cnot3 ヘテロ欠損マウス(Cnot3Hetz)を樹立し、大

動脈における ApoEKO;Cnot3Hetz の動脈硬化進行程度を検討した。 

(2) 動脈硬化進行において重要な役割を持つマクロファージに着目し、フローサイトメトリー

法を用いて Cnot3 が欠損した骨髄由来マクロファージ（bone marrow-derived macrophages, 

BMDMs）の細胞機能について解析した。 

(3) 動脈硬化発症メカニズムとして、Interferon(IFN)シグナルによるマクロファージの炎症応

答に焦点をあて、Cnot3 欠損 BMDMs において IFN 関連遺伝子の発現量をリアルタイム PCR 法およ

びウェスタンブロット法を用いて評価し、炎症応答における Cnot3 の役割およびそのメカニズ

ムについて検討した。 

 

４．研究成果 

(1) マウス動脈硬化巣組織免疫染色の結果から、Cnot3 は動脈硬化に重要なマクロファージおよ

び平滑筋細胞に強く発現していた(図 1)。そこで、ズダン IVを用いた en face staining の解析

から、ApoEKO;Cnot3Hetz の大動脈では脂質の蓄積がコントロールに比べより顕著であることが



明らかとなり(図 2)、CCR4-NOT 複合体の機能不全は動脈硬化進行に繋がることが示唆された。 

 

 

(2)今までの報告から、CCR4-NOT 複合体は細胞分裂をはじめとする様々な細胞機能を制御するこ

とが知られているが、野生型に比べ Cnot3 を

欠損した BMDMs は、形態異常に伴い PI 陽性細

胞の割合が増加しており、細胞死が亢進して

いることが明らかとなった(図 3)。 

 

(3) 次世代シーケンサーを用いた RNA-Seq の

解析から、ApoEKO;Cnot3Hetz における動脈硬

化巣では、より多くのマクロファージやCD4陽

性 T細胞の浸潤が示唆されたと同時に、IFN 

シグナルによって誘導される Cxcl9 や Cxcl10 などの遺伝子が高発現を示し、つまり IFN による

炎症応答が亢進していることが考えられた。そこで、動脈硬化促進作用を持つ IFNによるマク

ロファージの活性化を解析したところ、Nos2 や Cxcl10 の遺伝子誘導が Cnot3 欠損 BMDMs におい

て顕著に促進されていた(図 4)。さらに、Cnot3 欠損マクロファージでは IFN シグナルに重要な

転写因子 STAT1 の発現が上昇していた(図 5)。 

 

 

以上の結果から、Cnot3(CCR4-NOT 複合体)は IFN シグナル経路の制御に関与し、動脈硬化症を

はじめとする炎症性疾患の負のレギュレーターであることが示唆された。 
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