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緒 言 

 
循環器疾患は先進国における死因のトップにあり疾患発症のメカニズムの解明が急務の課題である。心不全のシグナ

ル伝達における転写、エピゲノムなどmRNA合成の制御機構について多くの知見が蓄積されてきた一方で、mRNA分

解など代謝制御の解析は未だ十分とはいえない。mRNA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)）の長さの調節が不可欠な役割を担うが、その RNA poly(A)の長さをゲノム配列から予測すること

は今のところ不可能である。従来poly(A)の長さは、転写後に規則性無しに一様に短くなると考えられてきたが、最近、

網羅的な遺伝子毎のpoly(A)シーケンス（TAIL-seq）が可能となってきたが、poly(A)が心不全ストレスに応答して制御

される機構はほとんど不明である。 
CCR4-NOT 複合体は、酵母から保存された 8 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、足場の scaffold部分であるNOT 
module（CNOT1、CNOT2、CNOT3）と RNA poly(A)鎖の分解活性をもつ deadenylase module（de-A module：
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。近年、肝臓や脂肪組織におけるCNOT3やCNOT7
のエネルギー恒常性の維持の役割［1，2］、B細胞の分化における役割［3］あるいはヒトの強直性脊椎炎、網膜色素変

性症、T 細胞性急性リンパ性白血病における 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［4～6］、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ている。私達は、これまでに

CCR4-NOT複合体を新規の心機能調節因子として単離し、当初のCCR4-NOT複合体の構成因子Cnot3のヘテロ欠損

マウスを用いた解析ではエピジェネティク調節を介した転写誘導に寄与することが示唆された［7］。さらに最近、筋肉

組織に特異的なCnot3欠損マウスの心不全死のメカニズム解析において、新たにCnot3の標的mRNAとしてAtg7を

見出し、Cnot3がAtg7 mRNAに結合し、poly(A)鎖分解、翻訳抑制を介してp53誘導性の心筋細胞死を阻止すること

を明らかにした［8］。 
本研究では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、4SU-seq、TAIL-seqにより［9］、それぞれmRNA発現量、Cnot1結合強度、

転写効率、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発現を

正に調節し、さらにリボソーム合成、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。CCR4-NOT は

NOT moduleとde-A moduleを介した遺伝子発現のbuffering作用をもたらすと考えられた。 
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方 法 

 
1．CCR4-NOT欠損細胞株の樹立とRNA網羅解析 

Cnot1ｆ/ｆ;CAG-MCM Tgマウス、Cnot3ｆ/ｆ;CAG-MCM TgマウスあるいはCnot7 ＋/－;Cnot8ｆ/ｆ;CAG-MCM Tgマウス

の交配により、タモキシフェン誘導性にそれぞれCnot1、Cnot3あるいはCnot7、8を欠損させる線維芽細胞（MEF）
を樹立した。これらの細胞の培地中にタモキシフェンを添加することにより、Cnot1欠損、Cnot3あるいはCnot7、8
二重欠損が誘導されることをWestern Blot で確認した。いずれの細胞も遺伝子欠損により、最終的に増殖抑制、細胞

死をきたしたことから、細胞死の変化がみられないタモキシフェン添加後24時間の細胞を実験に用いた。RNA-seq解

析は、細胞からRNAを抽出し、Illumina Tru-seqキットによりライブラリーを調製し、Hiseq4000でシーケンスを行

った。得られたシーケンスデータをDEseq2 で解析し、scatter plot、Gene ontology などの解析を行った。TAIL-seq
解析は、total RNAをRNase Tで部分分解後、各種 linker oligoを用いて、TAIL-seqライブラリーを作製し、MiSeq
でシーケンスを行った。 
2．マウス心不全モデルにおけるde-A遺伝子の機能解析 

TAC心不全モデルについては、de-A遺伝子欠損マウスあるいは野生型マウスに対し、麻酔下に横行大動脈の腕頭動

脈と総頸動脈の間を外科的結紮により27Gの太さに絞扼し、左心室に圧負荷を誘導した。野生型マウスでは、TAC誘

導後の発現変化について継時的に心臓組織をサンプリングし、Western Blotによりde-A蛋白の発現を検討した。また、

de-A遺伝子欠損マウスの心臓における遺伝子発現解析は、TAC後2週間の心臓組織からRNAを抽出して、RNA-seq
解析を行った。また、線維化遺伝子の発現解析については、qRT-PCRにより行った。マウスの心機能測定は、Vevo770
を用いて心エコーを行った。 
 

結果および考察 

 
1．CCR4-NOT欠損細胞株の樹立と遺伝子発現解析 

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。NOT moduleとde-A moduleの機能を調べるために、Cnot1欠損によりNOT 
module を欠失させる一方で、Cnot7、8 二重欠損により de-A module を欠失させた（図 1a）。これらの細胞の培地中

にタモキシフェンを添加し、24時間後にCnot1欠損あるいはCnot7、8二重欠損が誘導されることを確認した（図1b）。
Cnot1欠損あるいはCnot7、8二重欠損の細胞からRNAを抽出し、RNA-seq解析を行い、scatter plot、Gene ontology
解析を行った（図1c）。さらに、Cnot1欠損とCnot7、8二重欠損での共通変動遺伝子を抽出し、NOT moduleとde-
A moduleのそれぞれによる制御バイアスのかかった遺伝群の抽出を試みた。その結果、NOT module欠損（Cnot1欠

損）によりリボソーム合成の遺伝子群の発現が上昇し、転写制御関連の遺伝子群の発現が顕著に低下していた。また、

de-A module欠損（Cnot7、8二重欠損）では、クロマチン制御、細胞周期、ユビキチン化の遺伝子群の発現上昇が顕

著である一方で、ATP核酸代謝や酸化還元の遺伝子群の発現低下を認めた。したがって、CCR4-NOTでは、NOT module
が転写関連遺伝子の転写を正に調節する一方で、de-A module はATP 核酸代謝、翻訳制御因子のmRNA 発現を正に

調節し、クロマチン制御、細胞周期の遺伝子群を負に調節することが分かった。さらに、NOT moduleとde-A module
が共通して制御する遺伝子群としては、リボソーム合成のmRNA発現を負に調節し、ATP核酸代謝、翻訳制御因子の

mRNA発現を正に調節することが分かった。グローバルなmRNA分解・合成の制御にCCR4-NOT複合体が寄与する

とされていたが、遺伝子機能でも標的mRNAがある程度絞り込めることが分かった。 
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図1．CCR4-NOT欠損細胞の遺伝子発現解析 
a）CCR4-NOT複合体におけるNOT module（Cnot1/2/3）とdeadenylase（de-A）module（Cnot6/6L/7/8）。 
b）CCR4-NOT 構成因子の各種欠損マウスより単離、樹立した線維芽細胞：タモキシフェン添加に

よりCnot1欠損あるいはCnot7、8二重欠損を誘導し、Western Blotにより確認した。 
c）NOT module欠失細胞あるいはde-A module欠失細胞のRNA-seq解析。 

 
2．CCR4-NOT欠損によるpoly(A)鎖長の変動解析ならびにRNA制御との相関解析 
前述のCnot1欠損細胞、Cnot7、8二重欠損細胞に加え、新たに樹立したCnot3欠損細胞を用いて、TAIL-seq解析

を行った。Cnot1欠損、Cnot7、8二重欠損、Cnot3欠損のいずれにおいても、グローバルなpoly(A) lengthは100 nt
以上の長さのpoly(A)鎖が増加する傾向を示した（図2a左）。CCR4-NOT欠損によるpoly(A)鎖の長さ毎の変化率を見

ると、Cnot1欠損では150 nt以上の長さのpoly(A)の fractionが増加しているのに対し、Cnot7、8二重欠損では80～
170 ntの長さのものが増加していた（図2a右）。一方、Cnot3欠損ではpoly(A)鎖の伸長はごくわずかであった（図2a
右）。また、scatter plotにおいても同様の変化が確認できた（図2b）。さらに、転写効率の網羅解析やCnot1 RIP seq
解析との相関解析を行うことにより、興味深い予備的な知見を得ることができたのでさらに解析を進めている（図2c）。 

Cnot1 欠損と Cnot7、8 二重欠損で poly(A)鎖の伸長が異なる理由としては次のようなことが考えられた。まず、

Pan2/Pan3 という活性が弱いdeadenylase がCCR4-NOT 複合体と会合することが知られており、Cnot1 と結合して

いることが考えられる。次に、CCR4-NOT複合体がdeadenylationの実行因子であるのに対し、Pan2/Pan3複合体は

deadenylation開始に重要であることから、Cnot1欠損はNOT module欠失により、CCR4-NOT複合体のみならず会

合するPan2/Pan3複合体も機能不全に陥っていることが考えられた。 
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図2．CCR4-NOT欠損細胞（MEF）のpoly(A)鎖の長さの測定と転写制御、RNA結合との相関  
a）TAIL-seq解析におけるグローバルなpoly(A)鎖の長さの変化（WT：野生型、1KO：Cnot1 KO、3KO：

Cnot3 KO、78KO：Cnot7、Cnot8 dKO. Duplicateで行ったうちの rep2を提示）。 
b）TAIL-seq解析におけるmean poly(A) lengthのscatter plot。 
c）Cnot1欠損によるpoly(A) lengthの変動比と新生RNA（転写活性）の変動比との相関（左側）ならCnot1

欠損によるpoly(A) lengthの変動比とCnot1結合度 （Cnot1 RIP/Input）との相関（右側）。 
 
3．マウス心不全モデルにおけるde-A遺伝子の機能解析  
心不全におけるde-A遺伝子の発現を調べたところ、圧負荷手術1週間から8週間の経時的変化において、野生型マ

ウスの心臓でde-Aの発現が上昇していた（図3a）。de-A遺伝子欠損（de-A KO）マウスは圧負荷手術2週間で心機能

が低下し（図3b）、心体重比も野生型マウスに比較して上昇していた（図3c）。de-A遺伝子欠損マウスの心臓を用いて

遺伝子発現解析を行ったところ、Factor-X（FX）遺伝子の上昇が認められたため、de-A、FX double KOマウスを作製

した。TAC手術を行ったところ、de-A、FX double KOマウスにおいて心機能が改善していた（図3d、e）。さらに、

線維化遺伝子のCol8a1 mRNAの発現上昇も抑制された（図3f）。つまり、心不全病態において、de-AによるFXの遺

伝子発現制御機構が心機能調節に重要であることが分かった。 
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図3．TAC圧負荷心不全モデルにおけるde-A遺伝子の機能解析 
a） TAC（大動脈縮窄手術）による圧負荷導入後の心臓におけるde-A蛋白の発現変化。 
b、c）de-A欠損マウス（de-A KO）のTAC術後2週間の心機能（b）と心体重比（c）。 
d～f）de-A：Factor-X二重欠損マウス（de-A：FX dKO）のTAC術後2週間の心機能（d）、 

心体重比（e）、線維化遺伝子（Col8a1 mRNA）の発現変化（f）。 
（n = 4～6、Mann–Whitney U testによる検定結果を示す。 # P < 0.1、* P < 0.05、** P < 0.01、*** P < 0.001） 

 
本研究において解析した単一の de-A 遺伝子は多くの mRNA 発現制御に関与しており、心不全病態におけるその一

つがFactor-Xであると考えられた。Factor-Xは負荷時に発現が上昇することで心臓リモデリングを促進する因子とし

て知られているが、心不全の代償期において de-A がその発現制御に重要であると考えられる。今後、細胞内の制御機

構ならびに細胞間の相互作用を介したメカニズムを解明していく予定である。 
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