
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１４０１

基盤研究(B)（一般）

2016～2014

心機能調節におけるCCR4-NOTデアデニレースの作用機構と創薬への応用

Mechanistic insight into CCR4-NOT deadenylase-mediated heart function control 
and its potential application for therapeutics

１０４５１９１５研究者番号：

久場　敬司（Kuba, Keiji）

秋田大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２６２９３０５０

平成 年 月 日現在２９   ６ ２１

円    12,300,000

研究成果の概要（和文）：心機能調節におけるCCR4-NOTデアデニレースを介したRNA分解ならびに核酸制御に関
して研究を行った。CCR4-NOTのデアデニレース活性（RNA分解活性）によりアデニン核酸レベルが変化すること
を明らかにした。CCR4-NOTによるbulk mRNAのpoly(A)鎖短縮、核酸レベルの変動を感知するセンサー分子として
オートファジー分子を同定した。さらに、CCR4-NOTによるアデニン核酸レベルの調節がエネルギー感知シグナル
を制御する分子機構が存在することを解明した。最後に、疾患治療へのRNA分解制御の応用を目指して、
CCR4-NOTデアデニレースの阻害剤の化合物スクリーニングを行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the mechanisms how CCR4-NOT deadenylase regulates
 mRNA decay and nucleotide metabolism in controlling heart functions. mRNA decay by CCR4-NOT complex
 was revealed to alter adenine nucleotide levels in the heart. In addition, bulk mRNA poly(A) 
shortening and alteration of nucleotide levels were sensed by an autophagy molecule, which is 
crucial for cardiomyocyte survival. Furthermore, CCR4-NOT-mediated adenine nucleotide regulation was
 also shown to affect energy-sensing signaling pathway. Both pathways are likely important for 
CCR4-NOT-mediated heart function control. Finally, we conducted chemical compound screening for 
CCR4-NOT deadenylase inhibitors.

研究分野：循環薬理学
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１．研究開始当初の背景 
高血圧、動脈硬化、虚血性心疾患などによ
る心不全病態の発現において、転写、エピゲ
ノムによる遺伝子発現の調節について多く
の研究成果が蓄積されている一方で、mRNA
加工、核外移行、翻訳、分解など転写後の
mRNA制御が、心不全病態で果たす役割、意
義には不明な点が多い。CCR4-NOT 複合体
は、酵母で見出された 10個の NOTファミリ
ー分子（CNOT1～10）からなる分子量 1 MDa
の巨大な蛋白質複合体であり、酵母において
はグローバルな転写調節因子として考えら
れていた。細胞レベルの解析から、
CCR4-NOT 複合体は、その構成因子の中に
転写調節因子 (CNOT1, CNOT2, CNOT3)と
mRNAデアデニレース（mRNA poly-Aから
のmRNA分解）(CNOT6, CNOT6L, CNOT7, 
CNOT8)を持つ。CCR4-NOT複合体は、その
構成因子と会合する因子との相互作用を介
して、核内のmRNA転写、mRNAの核外移
行、mRNAから蛋白への翻訳、非コード RNA
による遺伝子サイレンシング、mRNA分解・
安定性制御など様々な RNA 代謝過程をコン
トロールし、mRNA代謝の多様な階層で複雑
な遺伝子発現調節に関与する。 
ショウジョウバエのRNAiスクリーニング
により CCR4-NOT が新たな心機能の調節因
子として見出され、マウスの心臓においても
CNOT3 が心臓の収縮力や心電図の QT 時間
制御に重要な役割を担うことが明らかにさ
れていた（Cell 2010）。CNOT3 ヘテロ欠損
マウスの心機能低下が、ヒストン修飾の状態
と相関し、HDAC阻害剤でレスキューされた
ことから、エピジェネティクな制御に
CNOT3 が関与していることが考えられた。
また、ヒト GWAS において、申請者らは、
ヒトCNOT1, CNOT3の遺伝子多型が心電図
QT 時間の長さを規定することを明らかにし
た（Nat Genet. 2009; Cell 2010）。一方で、
それまでの研究から心臓特異的CNOT3欠損
マウスは、心筋細胞の異常により拡張型心筋
症の病態を示し心不全で死亡することがわ
かり、CCR4-NOT のデアデニレース活性が
心筋細胞の機能維持に重要であることが示
唆されていた。さらに本研究者らは
CCR4-NOT のデアデニレース活性により産
生されるアデノシン一リン酸（AMP）が、心
筋細胞の代謝制御系に何らかの影響をおよ
ぼすという予備データを取得していた。した
がって、CCR4-NOT デアデニレースの作用
機構は、遺伝子の発現調節を担うだけではな
く、核酸代謝やエネルギー代謝といった多様
な細胞機能とリンクしていることが示唆さ
れたことから本研究課題を立案した。 
 
２．研究の目的 
心機能調節における CCR4-NOT デアデニ
レースの制御機構、作用機構をシグナル伝達、
タンパク、mRNAのレベルで解明することを
研究目的とし、さらにデアデニレース阻害剤

の探索を試みることにより mRNA 代謝制御
の創薬への応用を目指した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
１）CCR4-NOTの各構成因子によるmRNA
制御機構の解析：poly(A)鎖長ごとの分画ある
いは直接的な poly(A)シーケンスの解析のた
め、total RNA の 3’末端を dATP,[32P]で
ラベルし、非 poly(A)配列を分解した後に電
気泳動で展開し、bulk poly(A)の長さを測定
した。 
２）CCR4-NOT による核酸代謝制御機構の
解析：CE-TOF/MSによる細胞内代謝物のメ
タボローム解析により、CNOT3 遺伝子欠損
マウスあるいは他の CCR4-NOT 構成因子の
遺伝子欠損マウスの心臓組織について、細胞
内の核酸を含む多様な代謝物のレベルを網
羅的に測定した。Cnot3欠損細胞、Cnot3欠
損マウスの心臓組織などについて、マイクロ
アレイならびに RNA-seq による遺伝子発現
解析を行い、発現変動遺伝子のリストから in 
silico 遺伝子ネットワーク解析を行った。さ
らに、ネットワーク解析から同定された‘核酸
代謝のセンサー分子’の siRNA ノックダウン
などにより、CCR4-NOT 構成因子の遺伝子
欠損細胞に対するレスキュー効果の検討、生
化学的な分子間相互作用、シグナル伝達機構
などの分子レベルの解析を行った。 
３）新規 CCR4-NOT 関連因子の遺伝子欠損
マウスの作製：心不全や心臓のストレス負荷
で発現する機能未知の mRNA 制御因子につ
いて CRISPR/Cas9ゲノム編集により遺伝子
欠損マウスを作製した。 
４）RNA 代謝因子の阻害剤・活性化剤の探
索：近年明らかになった CNOT6L の結晶構
造をもとに、in silico で CNOT6L の活性中
心やCNOT1結合部位などのポケットに対す
る約 50 万個の化合物のライブラリーの結合
をシミュレーションすることにより、阻害
剤・活性化剤の候補物質をスクリーニングし
た。得られた候補化合物について、実験的に
組み換え CNOT6L蛋白を用いた in vitroア
ッセイ系で CNOT6L のデアデニレース活性
に対する効果を検証した。 
 
４．研究成果 



１）CCR4-NOT 構成因子の遺伝子欠損マウ
スにおける核酸代謝動態の解析： 
・bulk poly(A)の長さの測定：poly(A)鎖長ご
との分画あるいは直接的な poly(A)シーケン
スの解析のため、total RNA の 3’末端を
dATP,[32P]でラベルし、非 poly(A)配列を
分解した後に電気泳動で展開したところ、
CCR4-NOT 欠損により bulk poly(A)が伸長
することを確認でき、poly(A)鎖長ごとの
RNA分画の準備を整えることができた。 
・核酸代謝センサー分子の機能解析：CNOT3
遺伝子欠損マウスにおける核酸代謝の変化
を感知するセンサー分子について、ネットワ
ーク解析からオートファジー分子が候補で
あることが分かった。この分子に対する
siRNAノックダウンはCNOT3欠損による細
胞死を部分的に抑制することが分かった。 
・CCR4-NOT によるオートファジー分子制
御機構の解析：心臓特異的な Cnot3欠損マウ
スの心不全死の原因のひとつとしてオート
ファジー分子によるオートファジー非依存
的な細胞死が重要であり、その細胞死のメカ
ニズムとしてネクローシスとアポトーシス
の両方がおきていることが分かった。オート
ファジー分子がこれらの細胞死に寄与する
分子の転写制御にかかわることが ChIP解析
から明らかになった。さらに、CCR4-NOT
はオートファジー分子mRNAの安定性制御、
翻訳制御を介して遺伝子発現を調節するこ
とが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２）CCR4-NOTの各構成因子によるmRNA
制御機構の解析：  
・RNA免疫沈降シーケンスの検討： CNOT3
抗体を用いた RNA免疫沈降を行い、CNOT3
欠損マウスの心臓組織の発現解析との相関
を調べた。その結果、CNOT3 欠損により
mRNA が安定化し発現レベルが上昇する遺
伝子とCNOT3抗体で沈降される遺伝子に明
らかな相関は見られなかった。デアデニレー
スによる poly(A)の短縮が mRNA 不安定化、
分解と必ずしも同義ではないことが考えら
れた。また、CCR4-NOTと RNAの直接的な
結合を検討するために、共同研究ベースで
PAR-CLIPの予備検討を開始した。 
・CCR4-NOT複合体による RNA制御機構の

解析：PAR-CLIPの手法により、CNOT1が
直接 RNA を認識し結合する可能性を検討し
たが、明らかにCNOT1と直接結合するRNA
は認められなかったことから、CNOT1 と会
合する RNA 結合蛋白からのアプローチが重
要であると結論づけられた。 
・内因性 Cnot1蛋白と会合する RNA認識分
子の探索：CCR4-NOT複合体による RNA制
御機構を解明するため、CRISPR/Cas9 ゲノ
ム編集によるCnot1のFlagタグ付加を行い、
内因性の Cnot1蛋白のプルダウン、質量分析
による結合蛋白の解析を行った結果、RNA
認識蛋白群を同定することができた。これら
のRNA認識蛋白について PAR-CLIPの予備
検討を行った。 
・デアデニレース欠損マウスの心不全病態モ
デルでの解析：CCR4-NOT の deadenylase
サブユニット 4 個全ての遺伝子欠損マウス
について、心不全モデルで機能解析を行った
結果、いずれの deadenylase欠損マウスにお
いても心機能低下と心肥大をきたした。つま
り、deadenylaseサブユニットがそれぞれに
特異的な標的遺伝子、RNA 結合タンパクを
介して poly(A)鎖長、遺伝子発現を制御する
というよりも、deadenylase欠損による量的
な酵素活性の低下により心臓の表現型がも
たらされたことが考えられた。さらに
RNAseqによる遺伝子発現解析を行ったとこ
ろ、サブユニット間の標的 RNA や機能の類
似性などが見出された。 
 
３）新規 CCR4-NOT 関連因子の遺伝子欠損
マウスの作製： 
CCR4-NOT 複合体内のデアデニレース酵素
（CNOT6/6L/7/8）以外にも、生理機能が不
明なデアデニレース遺伝子について、
CRISPR/Cas9 ゲノム編集により 2 系統の遺
伝子変異 ES細胞を作製し、個体化を進めた。
また、CCR4-NOT 関連の蛋白修飾因子につ
いても conditional 遺伝子改変マウスの作製
を進めた。また、CCR4-NOT 関連の蛋白修
飾因子について機能欠失型のノックインマ
ウスを作製した。 
 
４）CCR4-NOT デアデニレース阻害剤の候
補物質のスクリーニング：in silicoでのデア
デニレース因子の活性中心に結合する化合
物のスクリーニングを行い、得られた候補物
質について in vitroでのデアデニレース蛋白
を用いたアッセイでのスクリーニングを行
ったところ候補阻害物質を得ることができ
た。しかしながら、活性中心への候補阻害物
質の特異的結合を確認することができなか
った。 
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