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研究成果の概要（和文）：RNA制御に基づいた心機能調節の分子機構について、生理的な心機能維持ならびに心
不全病態での恒常性維持に着目して研究を行った。
生理的な心機能維持では、RNAのpoly(A)分解因子であるCCR4-NOT複合体がオートファジー分子Atg7のmRNAを制御
することにより心筋細胞の恒常性維持に寄与することを解明した。心不全病態では、線維芽細胞における脱アデ
ニル化因子がRNA制御を介して心筋リモデリング、線維化を誘導することを見出し、RNA制御が新たな心不全治療
の標的となる可能性を示した。
さらに詳細な分子機構について、PAR-CLIPや各種の網羅的なRNA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）：We conducted this research project to dissect the mechanisms how RNA 
regulation contributes to cardiac homeostasis in physiological maintenance of heart functions and 
pathological conditions in heart failure. In physiological conditions, executor of RNA poly(A) 
degradation CCR4-NOT deadenylase complex was revealed to regulate stability of Atg7 mRNA and thereby
 maintain healthy cardiomyocytes. In the pathology of heart failure, a deadenylase factor was 
elucidated to induce cardiac remodeling and fibrosis through RNA regulation in cardiac fibroblasts, 
suggesting that RNA regulation is a potential target for treating heart failure. Furthermore, 
defined molecular mechanisms for RNA regulation in cardiac homeostasis were investigated with 
PAR-CLIP and other comprehensive RNA analyses with deep sequencing, and potential new targets for 
therapeutics were identified in this study.

研究分野：循環薬理学
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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病態におけるCCR4-NOTを介したRNA制御の分子機構や分子実体が明らかになったことから、
CCR4-NOT標的因子が心臓の機能改善、再生を含めた新しい治療法の開発につながると考えられる。また、poly
(A)制御によるエネルギー代謝が解糖やミトコンドリア呼吸鎖を制御することが分かったので、これらの研究成
果は心臓の恒常性や心不全病態のみならず肥満や脂肪肝など代謝性疾患の予防や治療の開発に資することが考え
られる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
心不全病態において、心筋細胞のシグナル伝達から転写による遺伝子発現変化に至るメカニ
ズムについて多くの研究成果が蓄積されてきた一方で、近年の研究から RNAレベルでの制御の
重要性が指摘されている。しかしながら、RNA制御が心機能調節で果たす役割、意義には未だ
不明な点が多い。RNA の安定化、翻訳などの制御には、3’末端に付加されたポリアデニン鎖
(poly(A)鎖)の長さの調節が不可欠な役割を担う。poly(A)シーケンス (TAIL-seq)などの解析から
細胞内の poly(A)鎖長のダイナミックな制御機構が示唆されている（Subtelny AO Nature 2014; 
Chang H Mol. Cell 2014）。CCR4-NOT複合体は、酵母から保存された９個のNOTファミリー
分子からなる蛋白質複合体であり、近年、ヒトにおいても多様な生理機能をもつことが報告され
始めている。CCR4-NOT複合体は、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 RNA poly(A)鎖の分解活性をもつデアデニレース因子(CNOT6, 
CNOT6L, CNOT7, CNOT8)を持つ（図１）。CCR4-NOT複合体は、その構成因子と会合する因
子を介して転写や poly(A)鎖分解などの RNA制御による遺伝子発現調節に寄与する。 
私達はショウジョウバエ in vivo RNAi心不全スクリーニングにより CCR4-NOT複合体を心
機能調節因子として単離し(Cell 2010)、その後の解析から CCR4-NOTのmRNA poly(A)鎖の分
解活性が心機能調節に重要であることを見出した（図２）。CCR4-NOT のコア因子 CNOT3 の
欠損マウスは心不全死をきたし、オートファジー分子の異常活性化がかかわることを見出した
（図３）。CCR4-NOTが bulk RNAの poly(A)鎖分解によるアデニン核酸の産生を介して、AMPK
シグナルを活性化、エネルギー代謝の調節に寄与することが示唆された。実際、酵母において
AMPKの下流で CNOT6がリン酸化されることが報告された（Braun KA Science Sig 2014）。
さらに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
とが報告された(EMBO J. 2011; Cell Rep 2015)。また、ヒトの網膜色素変性症や T細胞性急性
リンパ性白血病において CNOT3 の遺伝子変異/多型が病態発症、進行に関与していることが報
告され、CCR4-NOT の疾患感受性、疾患病態の発現における重要性が強く示唆された (PLoS 
Genet 2012; Nat Genet 2013)。これらの私達の予備的なデータや他の研究グループからの報告
に基づき、本研究計画を立案した。 

 
 
２．研究の目的 

RNA制御による心不全治療の概念構築を目指して、心機能調節において、CCR4-NOT複合体
が、どのような細胞内シグナルにより制御されるか、どのような標的 RNAに作用するかを解明
し、心不全における RNApoly(A)鎖制御、poly(A)鎖によるエネルギー代謝制御、RNA合成・分
解の機能連環の分子機構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）心不全における CCR4-NOT構成因子による RNA制御機構の解明： 

CCR4-NOT複合体のコア因子である CNOT1, CNOT3の心臓特異的な欠損マウスは、心不全
により生後 2～3週で死亡することから、この生後 2週の心臓組織の抽出物で抗 CNOT3抗体に
よる RNA 免疫沈降シーケンス（RIP-seq）を行った。得られた標的 RNA について、培養細胞
や遺伝子欠損マウスを用いて機能解析を行った。さらに、CCR4-NOT複合体のコア因子による
RNA 認識機構について、PAR-CLIP-seq による詳細な解析を行った。細胞内の RNA に 4-
thiouridine (4SU)を取り込ませることにより、蛋白と RNAを UVクロスリンクさせ、免疫沈降
を行い、結合する RNA 配列を次世代シーケンサーで解析することにより、塩基配列レベルで
CCR4-NOTによる RNA認識機構を検討した。 
 
２）心不全病態における RNA合成・分解の機能連環についての検討 



デアデニレース因子 CNOT6/6L/7/8 の遺伝子欠損マウスは、いずれもベースラインでは心臓
に異常を認めないが、大動脈縮窄による圧負荷モデル（TAC モデル）において、いずれも一様
に心機能低下、心肥大、線維化亢進を認めている。そこで、TAC 心不全モデルの心臓組織の抽
出物で抗 CNOT6L 抗体を用いて RNA-seq を行い、デアデニレース因子の標的となる RNA を
網羅的に解析した。 
 CCR4-NOT複合体の分子機能は、複合体の足場部分である NOT moduleと poly(A)分解活性
を担う deadenylase module (de-A module)に分けられる。CCR4-NOT複合体を介した RNA制
御の詳細な分子メカニズムを明らかにするために、タモキシフェン誘導性に NOT module 
(Cnot1)あるいは de-A module (Cnot7;Cnot8)を欠損させる線維芽細胞株(MEF)を新たに樹立し、
RNA-seq, Cnot1 RIP-seq, decay-seq, 4SU-seq, RIBO-seq, TAIL-seqにより、それぞれmRNA
発現量、Cnot1結合強度、mRNA半減期、転写効率、翻訳効率、poly(A)鎖長のmodule欠損に
よる変化を包括的に解析した。 
 
３）RNA poly(A)鎖分解によるエネルギー代謝制御機構の解明 
安定同位体（13C, 15N）の ATPを用いて試験管内で poly(A)鎖を合成した。この安定同位体の

poly(A)鎖を Cnot1欠損細胞に遺伝子導入し、細胞内における代謝動態をメタボロームで解析を
行った。Cnot1欠損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、細胞外代謝フ
ラックスアナライザーで解析を行った。 
 
４）CRISPR/Cas9ライブラリースクリーニングによる CCR4-NOT制御因子の網羅的探索 
プール型 CRISPR/Cas9レンチウイルスライブラリーを用いた細胞スクリーニングを行った。
タモキシフェン処理誘導性に CNOT1を欠損できる細胞株（Cnot1 iMEF）に CRISPR/Cas9レ
ンチウイルスライブラリーを遺伝子導入し、タモキシフェンの培地添加により CNOT1 を欠損
させて、CNOT1欠損による細胞死に影響を及ぼす CRISPR gRNAをスクリーニングした。 
 
４．研究成果 
 
１）心不全における CCR4-NOT構成因子による RNA制御機構の解明： 
マウス心臓組織を用いたCNOT3のRIP-seqによりCCR4-NOTデアニレースの標的RNAの
探索を行った結果、転写制御やヒストン調節の経路が濃縮されていることが分かった。さらに、
CNOT3が ATG7 mRNAに結合することが分かった（図４）。実際、ATG7 mRNAについて、
CNOT3 欠損の心臓組織を用いた PAT assay やポリソーム分画の解析から、Cnot3 が
mRNApoly(A)鎖の分解、翻訳抑制を介してATG7の蛋白発現レベルを制御することが分かった。
Cnot3 欠損細胞の免疫染色やプルダウンの解析から poly(A)鎖の分解不全の状態では、Atg7 が
p53核内で結合することが分かった。クロマチン免疫沈降の解析から、Atg7あるいは p53が細
胞死遺伝子の転写を活性化することが分かった。さらに、Atg7の核内移行は p53依存的である
ことが分かり、Atg7が p53核内で協調的に細
胞傷害を引き起こすことが分かった。 

CCR4-NOT 複合体の構成因子について
PAR-CLIP-seq の解析を行ったところ、蛋白
とクロスリンクされた RNA 配列を検出する
ことができた。ところが詳細な解析の結果、
CCR4-NOT構成因子と共沈したRNA結合蛋
白（RBP）が RNA と結合していてクロスリ
ンクされたことが分かった。この構成因子に
ついて、相互作用蛋白を同定するために免疫
沈降、質量分析を行ったところ、候補の RBP
を同定することができた。さらに、この RBP
が、CCR4-NOT関連因子により蛋白修飾され
ることを見出した。RBPノックダウンにより
CCR4-NOT 関連因子欠損と同様な増殖抑制
の表現型が見られたので、蛋白修飾活性の不
活化変異ノックインマウスを作製・解析し、
さらに検討を進めている。 
 
２）心不全病態における RNA合成・分解の機能連環についての検討 
TAC心不全モデルマウスの RNA-seq解析から、心不全の代償期にデアデニレース因子によって
制御される標的 RNA 候補群を同定した。RNA-seq 解析において各種デアデニレース因子の遺



伝子欠損マウスでサイトカイン遺伝子のmRNAが発現上昇していたが、共通変動遺伝子を抽出
することにより遺伝子 X を抽出し、RIP-qPCR により CCR4-NOT でプルダウンされることを
確認した。遺伝子 X とデアデニレース因子の二重欠損マウスを作製したところ、心肥大や線維
化などの心臓のリモデリングが改善された。そこで、デアデニレース因子による遺伝子 X の制
御機構について、心不全の病態を模倣する培養細胞の実験系で解析したところ、デアデニレース
因子は直接遺伝子 X の RNA を分解するのではなく、転写の抑制を介したものであることが分
かった。RIP-seq解析から、デアデニレース因
子は転写因子 Y の mRNA を分解し遺伝子 X
の発現を抑制することが分かった。また、細胞
メカニズムについて調べたところ、心臓のマク
ロファージと線維芽細胞が転写因子 Y を介し
た遺伝子 X の制御に重要であることが分かっ
た。 
次に、CCR4-NOT 複合体を介した RNA 制
御の詳細な分子メカニズムについて、複合体の
足場部分 NOT module (Cnot1)あるいは
poly(A) 分 解 活 性 部 分 の de-A module 
(Cnot7;Cnot8)を薬剤誘導性に欠損させる線維
芽細胞株を新たに樹立し、各種の網羅的な
RNA解析により、mRNA発現量、Cnot1結合
強度、mRNA 半減期、転写効率、翻訳効率、
poly(A)鎖長の module 欠損による変化を包括
的に解析した。その結果、CCR4-NOTでは、
NOT module が転写関連遺伝子の転写、翻訳
を正に調節する一方で、de-A moduleは核酸・
エネルギー代謝、翻訳制御因子のmRNA発現
量、翻訳を正に調節し、リボソーム合成、細胞
死のmRNAを不安定化させ負に調節すること
が分かった（図５）。 
 
３）RNA poly(A)鎖分解によるエネルギー代謝制御機構の解明 

Cnot1欠損細胞、Cnot7;8二重欠損細胞を新たに樹立し、poly(A)鎖長を測定するために TAIL-
seq解析を行った。Cnot1欠損、Cnot7;8二重欠損のいずれにおいても、全体的に 100 nt以上
の長さの poly(A)鎖が増加していた。また、RNA poly(A)鎖分解によるアデノシン核酸の代謝フ
ラックスの制御機構について、安定同位体（13C, 15N）ラベルの poly(A)鎖の細胞内における代
謝動態をメタボロームで解析したところ、poly(A)のアデノシンが ATPに変換されていた。そこ
で、細胞外フラックスアナライザーで解糖系、酸化的リン酸化の活性化状態を解析したところ、
核酸代謝とこれらの経路が相互に影響を及ぼしていることが分かった。 
 
４）CRISPR/Cas9ライブラリースクリーニングによる CCR4-NOT制御因子の網羅的探索 

CNOT1欠損あるいはCNOT3欠損細胞株にCRISPR/Cas9レンチウイルスライブラリーを遺
伝子導入した。CCR4-NOT 欠損による細胞死や増殖阻害に影響を及ぼす CRISPR gRNA を次
世代シーケンサーでスクリーニングを行った。ポジティブスクリーニングで細胞死に耐性を示
す gRNA が濃縮されることが確認し、CNOT1 の標的 RNA となる候補遺伝子を抽出した。現
在、これらの候補遺伝子群について培養細胞でノックダウンして機能解析を進めている（図６）。 
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