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セスである．mRNA分解の第一段階は，mRNAのポ
リアデニル化［ポリ（A）］鎖の短縮および除去，す
なわち脱アデニル化と呼ばれる過程により開始される
が，CCR4-NOT（carbon catabolite repression 4-nega-

tive on TATA-less）複合体は中心的な足場タンパク質
である CNOT1への結合を介して，RNA結合タンパ
ク質（RBPs）やRNA誘導サイレンシング複合体（RISC）
による mRNAのリクルート，二つの脱アデニル化酵
素（CNOT6/6L と CNOT7/8）によるポリ（A）鎖の分
解を制御することで，細胞内における mRNAの発現
量，安定性（分解量），及び翻訳を調整している2,3）．我々
は以前，複合体の足場タンパク質の一つである
CNOT3がショウジョウバエとマウスにおいて心機能
の制御に働くことを報告し，ヒトにおいては CNOT1

及び CNOT3遺伝子における一塩基多型と QT間隔の
延長に相関性を見出した1）．以上のことから，CCR4-

NOT複合体による mRNAの遺伝子発現調節が心臓の
恒常性維持に重要な役割を果たすことが考えられる一
方，その詳細な分子機構や mRNA脱アデニル化制御
の心臓における生理的意義，役割は不明である．
本研究で我々は心臓における CCR4-NOT複合体の
標的 mRNAとして，種々のオートファジー関連タン
パク質をコードする mRNAを見出した．オートファ
ジーはリソソームを介して細胞質内のタンパク質や細
胞内小器官を分解し，エネルギー産生に必要なアミノ

は じ め に

心不全は，欧米をはじめとする先進国の多くで長年
にわたり死因の第 1位を占めており，日本においても
癌に次いで，死因の第 2位になっており，今後も心不
全患者は世界規模で増加の一途を辿ることが予想され
ている． 心不全の病態では， 心肥大や線維化など心臓の
リモデリング過程を経て， 収縮不全に陥るが， 心不全の
発症に至るまでの病態メカニズムやそれを制御する分
子機序についてはいまだ不明な点が多いのが現状である．
心不全の発症に至る分子メカニズムの理解のため
に，以前に我々の研究室では，ショウジョウバエにお
ける大規模な in vivo RNAi心不全スクリーニングを行
い，心機能調節に関与する新規の遺伝子を多数同定し
た 1）．その中で見出されたのが，CCR4-NOTタンパ
ク質複合体を構成する一群のタンパク質である．
細胞内における遺伝子発現調節において mRNA分

解を介した mRNAの量的，質的な制御は重要なプロ
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酸や脂肪酸を供給するための，エネルギー恒常性維持
機構の一つとして知られている4,5）．オートファジー
は心臓においては，圧負荷や虚血傷害などによるスト
レス応答に有益な作用を担うことが報告されている一
方6,7），過剰なオートファジーの活性化を伴った細胞
死がいくつかの心臓病態で報告されている8,9）．オー
トファジーの主要調節因子である Atg7は，基質であ
る Atg8 （LC3）をリン脂質であるホスファチジルエタ
ノールアミンに，Atg12を Atg5への共有結合を触媒
することでオートファゴソーム形成に重要な役割を担
うユビキチン活性化酵素として知られている10）．一方
で，オートファジーに独立な働きとして，p53による
転写制御の調節因子としての機能も報告されている11）．
本研究にて，我々は心臓における CCR4-NOT複合体
の欠損によって生じる Atg7の mRNA脱アデニル化不
全と，それに起因する心筋細胞死を伴った心不全の発
症メカニズムについて報告する12）．

1.　心臓における CCR4-NOT複合体の欠損は 
心筋細胞死を伴った致死的心不全を生じる

本研究では，まず心臓における CCR4-NOT複合体
の生理的な役割を明らかにするため，CCR4-NOT複
合体の主要な足場タンパク質である Cnot3の遺伝子発
現を心臓にて欠失させた遺伝子ノックアウト（Cnot3 

mKO）マウスを作出し，遺伝子欠損下における心臓
の機能評価を行った．Cnot3 mKOマウスは出生後お
よそ 3週前後で死亡し始め，30日以内にすべてのマ
ウスが死亡することがわかった．また，死亡直前の心
臓を観察したところ，Cnot3を欠失した心臓では，心
臓の肥大，収縮力の低下，及び QT延長を伴う致死的

心不全を生じていることがわかった （図 1）．また，
CCR4-NOT複合体の中心的な足場タンパク質である
Cnot1を心臓にて欠失させた遺伝子ノックアウト
（Cnot1 mKO）マウスを作出し同様の評価を行ったと
ころ，Cnot1 mKOマウスは生後 10日から 15日まで
にすべて死亡し，その心臓も Cnot3 mKOマウス心臓
と同様の心不全病態を認めた．以上のことから，
CCR4-NOT複合体は心臓の恒常性維持に重要な役割
を担っていることが示唆された．

2.　CCR4-NOT複合体は心臓において 
オートファジーmRNAの脱アデニル化 
を介しタンパク質発現を制御する

 Cnot3を欠損した心臓について HE染色像を観察し
たところ，多数の空胞変性を伴うネクローシス様の心
筋細胞死を認めた．また，電子顕微鏡での観察を行っ
たところ，ミトコンドリアの配列異常，細胞質成分の
溶解に加えてオートファジー様の液胞の蓄積を伴った
ネクローシスと思われる心筋細胞死を観察した（図
2）．以上の結果から，心臓における Cnot3の欠損によ
りオートファジーの変化による細胞死が疑われたた
め，Cnot3を欠損した心臓におけるオートファジー関
連因子の分子動態を調べた．Cnot3 mKOマウスの心
臓における各種オートファジー関連タンパク質の発現
量を野生型マウスの心臓と比較したところ，栄養条件
に関わらず，Cnot3を欠損した心臓では Ulk1, Pik3c3, 

Atg7, p62タンパク質の発現が上昇していた（図 3）．
siRNAを用いて Cnot3や脱アデニル化酵素の発現を抑
制した心筋細胞にて，オートファジー因子をコードす
る mRNAの発現動態を解析したところ，mRNAポリ

図 1.　Cnot3遺伝子欠損（Cnot3 mKO）マウスにおける心不全病態．（文献 12より引用，一部改変）
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（A）鎖の伸長，及び mRNAの安定化（分解の抑制）
を確認した （図 4）．以上の結果は，CCR4-NOT複合
体が数種のオートファジー関連 mRNAポリ（A）鎖の
脱アデニル化を介して，タンパク質発現を制御してい
ることを示している．心臓における抗 Cnot3抗体を用
いた RNA免疫沈降及び RNA-seq （RIP-seq） の解析に
より，この中でも特に Atg7  mRNAが Cnot3に強固に

結合していることが明らかとなった（図 5）．

3.　心臓における Atg7の欠損は 
CCR4-NOT複合体の欠損による 
心不全病態の進行を緩和する

CCR4-NOTの欠損により生じる心不全が，オート
ファジー関連因子の発現増加に起因したものなのかを
明らかにするために，心臓における Cnot3の欠損に加
え，Atg7も欠損した（Cnot3 ; Atg7 dmKO） マウスの
心機能評価を行った．Cnot3 mKOマウスはすべて 4

週までに死亡してしまうが，Cnot3 ; Atg7 dmKOマウ
スはその生存が 7週までに延長することがわかった．
また，心機能についても，Atg7の欠損は Cnot3 mKO

マウスに見られる心臓肥大，収縮力の低下，及び QT

延長などの心不全病態を部分的に回復させ （図 6），組
織像における心筋細胞死を抑制していることがわかっ
た．また，Cnot3欠損同様に Cnot1の欠損により生じ
る心不全病態も Atg7との二重欠損により回復するこ
とがわかった．興味深いことに，Atg7と同様にオー
トファゴソーム形成に必須である Atg5を心臓で欠損
させた Cnot3 ; Atg5 dmKOマウスでは Cnot3欠損によ
る心不全病態の改善は認められなかった．したがって，
CCR4-NOT複合体を欠損した心臓における心筋細胞
死は Atg7の働きに強く依存しているが，オートファ
ジーによる分子機序とは独立したものによる可能性が
考えられた．

図 2.　野生型および Cnot3 mKOマウス心臓組織の電子顕微鏡観察像．（文献 12より引用，一部改変）

図 3.　心臓におけるオートファジー関連タンパク質
の発現上昇．（文献 12より引用，一部改変）
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4.　Cnot3を欠損した心筋細胞では核内 Atg7が 
p53による転写活性を亢進し 

細胞死関連遺伝子の発現を上昇させる

線維芽細胞や HCT116細胞においては，飢餓環境
でのストレス応答として，Atg7が核内へと移行し，

p53が介する p21遺伝子発現を増強することで細胞周
期を制御していることが報告されている11）．また，が
ん細胞や B細胞などでは CCR4-NOT複合体の欠損は
p53の発現を上昇させることが報告されており13,14），
実際に Cnot3を欠損させた心臓においては p53タンパ
ク質の発現が著しく上昇していた（図 7）．また，抗

図 4.　心筋細胞におけるオートファジー関連 mRNAポリ（A）尾部の長さ（左），及び mRNAの安定性（右）．
（文献 12より引用，一部改変）

図 5.　抗 Cnot3抗体による心臓の RNA免疫沈降（RIP）．
2回の RIP-seqの結果を示す．
（文献 12より引用，一部改変）
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Atg7抗体を用いた免疫沈降を行ったところ，Cnot3を
欠損させた心臓においては p53-Atg7の結合が強化さ
れていることがわかった（図 7）．そこで，Cnot3を欠
損した線維芽細胞における Atg7タンパク質と p53タ
ンパク質の局在を調べたところ，通常細胞質内にのみ
存在している Atg7タンパク質の一部が核内へと移行

しているとともに，p53タンパク質の核内における発
現量が増加していることがわかった（図 8）．そこで，
心臓において p53が標的とする細胞死関連因子の
mRNA発現量を調べたところ，Cnot3の欠損により
Puma, Ripk3  mRNAの発現が Atg7依存的に上昇して
いることがわかり（図 9），Atg7 が p53 依存的に
Puma, Ripk3のプロモーター領域に結合することを明
らかにした（図 10）．また，Cnot3を欠損することに
より生じる心筋細胞死は siRNAを用いた Atg7及び
p53の発現抑制により減少していた（図 11）．以上の
結果から CCR4-NOT複合体の欠損により生じる心筋
細胞死は，Atg7と p53の異常な活性化により Puma, 

Ripk3等の細胞死促進因子をコードする遺伝子の転写
発現を誘導することに起因していることが明らかと
なった．

さ い ご に

本研究では Cnot3を欠損した心臓は，心筋細胞死の
亢進により，心肥大，心収縮率の低下，QT延長を伴

図 6.　Atg7遺伝子欠損（Atg7 mKO）による Cnot3 mKOマウスの心不全病態の回復．（文献 12より引用，
一部改変）

図 7.　心臓における p53タンパク質の発現（左），及び抗 Atg7抗体による免疫沈降（右）．（文献 12より引用，
一部改変）

図 8.　線維芽細胞分画サンプル中の Atg7と p53タ
ンパク質．（文献 12より引用，一部改変）
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う重篤な心不全を発症することを明らかにした．この
ような心臓において，脱アデニル化作用の不全は，主
要なオートファジー制御因子である Atg7タンパク質
の発現量を増加させていることがわかり，Atg7の欠
損は Cnot3欠損により生じる心不全の進行を遅延させ
たことから，心不全病態の悪化に Atg7が強く関与し
ていることが示された．また，Cnot3を欠損した細胞
では Atg7と p53のタンパク質発現量の増加，両タン
パク質の結合の強化，核内への移行，及び Pumaと
Ripk3のプロモーター領域への蓄積を観察し，オート
ファジーとは独立した Atg7依存的な細胞死誘導の分

子機序を明らかにした．一方で，Atg7，p53タンパク
質による転写活性制御の詳細な分子メカニズムは依然
として明らかにできていない．今回の Cnot3抗体を用
いた RNA免疫沈降の解析では，Cnot3に結合する
mRNAとして Atg7を含む 1,000個以上の遺伝子を同
定しており，遺伝子オントロジー解析の結果，転写制
御やメチル化制御に関与する遺伝子がその多くを占め
ていることがわかった．これらのことから，CCR4-

NOT複合体は mRNA分解と連動して，mRNA合成（転
写）を制御している可能性を示唆しており，細胞内
mRNAの発現量調節機構の詳細について明らかにす

図 9.　心臓における p53標的遺伝子の mRNA発現．（文献 12より引用，一部改変）

図 10.　抗 Atg7抗体による線維芽細胞のクロマチン免疫沈降（ChIP）．（文献 12より引用，一部改変）
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ることが今後の重要な課題の一つと考えている．また，
本研究にて CCR4-NOT複合体が心臓において Atg7を
含むオートファジー関連 mRNAの脱アデニル化を介
し，タンパク質発現量を調節していることを明らかに
したが，CCR4-NOT複合体がどのようにしてこれら
mRNA種を選別しているかは非常に興味深い問題と
いえる．おそらくは，これらの mRNAを特異的に認
識し，脱アデニル化酵素に提示を行う RNA結合タン
パク質との相互作用が示唆されるが，今後その存在を
明らかにすることで，心臓における mRNA分解の詳
細を説明できると考えている．本研究により得られた
知見は，オートファジータンパク質の活性や RNA分
解を標的とした，既存の循環器額にない心不全の診断・
治療法の開発に貢献できるものと期待している．
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