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研究成果の概要（和文）：ウイルスが植物に感染すると、RNAサイレンシング機構による抵抗性反応が引き起こ
される。この際、大量に生じるウイルス由来小分子RNA (vsiRNA)が主にAGO1に取り込まれた後に、配列特異的な
RNAの分解が起こる。本研究では、AGO1-vsiRNA複合体の配列特異性を明らかにし、ウイルス感染時にウイルス
RNA以外のどのmRNAが副次的に分解されているのかを予測できるようにすることを目指した。本研究の結果か
ら、これまで詳細に解析されていなかった植物AGO1の特異性決定機構の一部が明らかとなり、植物ウイルス感染
時の遺伝子発現抑制におけるvsiRNAの役割を評価することが可能となった。

研究成果の概要（英文）：In plants, viral infection induces RNA silencing, which is a basal immune 
response against viruses. In the anti-viral pathways of plant RNA silencing, abundant viral-derived 
small-interfering RNAs (vsiRNAs) are generated through functions of Dicer-like enzymes (DCLs). A 
class of 21 nt vsiRNAs cleaved by DCL4 is incorporated into Argonaute 1 (AGO1). The AGO1-vsiRNA 
complex has a potential to cleave not only viral RNAs but also endogenous mRNAs dependent on the 
complementarity between target RNAs and vsiRNAs in AGO1. However, determinants of target specificity
 of AGO1-vsiRNA complex are unknown and thus we cannot predict the target mRNAs downregulated upon 
viral infection. In this study, we examined the AGO1 specificity in plants experimentally by using a
 massive transient luciferase assay. We identified several determinants of the plant AGO1 
specificity, which can help predict the target mRNAs of vsiRNAs in viral-infected plants in future. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 モ デ ル 植 物 の シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ
(Arabidopsis thaliana)に RNA ウイルスが感
染すると、図 1に示した RNA サイレンシング
経路を通じてウイルス抵抗性反応が起こる。
この際、ウイルスゲノム全域から、大量のウ
イルス由来小分子 RNA (virus-derived 
small-interfering RNA: vsiRNA)が生じる。
vsiRNA のうち、5'末端が U のものは
Argonaute 1 (AGO1)タンパク質に、そして 5'
末端が A のものは AGO2 タンパク質に取り込
まれて、ウイルス RNA の分解に働くと考えら
れている。これらの AGO-vsiRNA 複合体は、

ウイルス RNA
だけでなく、
相補性に従っ
て植物の内在
性mRNAも分解
しているはず
である。実際、
研究開始時点
では、キュウ
リモザイクウ
イルス (CMV)
の Y サテライ
ト由来 siRNA
に よ る 植 物
mRNA の分解例
が報告されて
い た (PLoS 
Pathog. 2011, 
7, e1002021)。
しかし、他の
植物ウイルス

感染時に、AGO-vsiRNA 複合体によって、どの
植物 mRNA が分解されているのかは不明であ
り、それを予測する方法も確立されていなか
った。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、植物ウイルス感染時に生
じる vsiRNA が、ウイルス感染時に果たして
いる役割を明らかにすることである。RNA ウ
イルスが植物に感染すると、RNA サイレンシ
ング機構によるウイルス抵抗性反応（図 1）
が引き起こされる。この際、21 塩基長の
vsiRNA が大量に生じ、vsiRNA が主に AGO1 と
AGO2 に取り込まれた後に、配列特異的なウイ
ルス RNA の分解が起こる。vsiRNA は、相補性
に従って植物の mRNA も分解に導いているは
ずである。しかし、vsiRNA による植物 mRNA
分解のウイルス感染時における役割はよく
分かっていない。本研究では、AGO1-small RNA
複合体の配列特異性を明らかにし、ウイルス
感染時に個別の vsiRNA がどの mRNA を分解し
ているのかを予測できるようにすることを
目指した。 
 

３．研究の方法 
 
 AGO1 タンパク質は、ウイルス非感染時には
主にマイクロ RNA (miRNA)と呼ばれる内在性
小分子 RNA を取り込んで AGO1-miRNA 複合体
を形成する。この AGO1-miRNA 複合体は、植
物の発生・分化やストレス応答における遺伝
子発現調節を担っている。 
 本研究では、AGO1-vsiRNA 複合体の特異性
を予測できるようにする目的で、はじめに
miRNA を利用して AGO1 タンパク質の標的
mRNA 認識機構の解明を試みた。AGO1-miRNA
複合体の標的RNA認識特異性を定量的に調べ
るために、モデルタバコの Nicotiana 
benthamiana 葉での一過的ルシフェラーゼア
ッセイ系の構築を試みた。 
 次に、miRNA と一つのミスマッチをもつ 21
種類のルシフェラーゼコンストラクト群を
構築し、遺伝子発現抑制が起こるかどうかを
検証し、AGO1 による遺伝子発現抑制の際に重
要となる塩基対の同定を試みた。 
 一つのミスマッチをもつ実験区の結果を
元に、ルシフェラーゼ遺伝子と miRNA 間に二
つのミスマッチをもつコンストラクト群を
作成し、遺伝子発現抑制が起こるかどうかを
検証した。さらに、二つのミスマッチをもつ
実験区の結果を元に、ルシフェラーゼ遺伝子
とmiRNA間に三つのミスマッチをもつコンス
トラクト群を作成し、遺伝子発現抑制が起こ
るかどうかを検証した。 
 上記の実験結果を元に、vsiRNAの標的mRNA
の予測を試みた。 
 
４．研究成果 
 
 本研究では、植物ウイルス感染時に生じる
vsiRNA の作用を予測するために、AGO1-miRNA
の特異性を検証した。本研究の成果は以下の
(1)〜(5)の通りである。 
 
(1) 通 常 の 栽 培 条 件 下 で Nicotiana 
benthamiana の葉で発現していない miRNA を
利用して、AGO1-miRNA 複合体の遺伝子発現抑
制能を一過的・定量的に調べる系の構築に成
功した。 
 
(2) (1)で構築に成功した系を用いて、miRNA
とルシフェラーゼ mRNA 間に一つのミスマッ
チをもつ 21 種類の区で遺伝子発現抑制が起
こるかどうかを検証した。その結果、21箇所
中 6箇所において、一塩基のミスマッチが生
じただけで AGO1-miRNA 複合体による遺伝子
発現抑制が起こらなくなることが明らかと
なった。 
 
(3) (1)で構築に成功した系を用いて、miRNA
とルシフェラーゼ mRNA 間に二つのミスマッ
チをもつ区で遺伝子発現抑制が起こるかど
うかを検証した。その結果、当初の予想に反
して、これまでの動物の AGO タンパク質にお
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図1. vsiRNA経路の模式図 



ける実験などから重要だと思われていなか
った位置の塩基対が植物 AGO1 による遺伝子
発現抑制に重要であることが明らかとなっ
た。 
 
(4) (1)で構築に成功した系を用いて、miRNA
とルシフェラーゼ mRNA 間に三つのミスマッ
チをもつ区で遺伝子発現抑制が起こるかど
うかを検証した。その結果、miRNA と mRNA 間
に 4つ以上のミスマッチが生じる場合、ほぼ
例外なく遺伝子発現抑制が起こらなくなる
ことが示唆された。 
 
(5) 上記 (2)〜 (4)の実験結果を元に、
AGO1-vsiRNA の標的 mRNA を予測した。研究期
間は終了したが、予測された標的 mRNA 候補
が実際に発現抑制されるかどうかを検証し
た後、成果を発表したいと考えている。 
 
 今回の一連の実験から、これまで未知な部
分が存在した AGO1-miRNA 複合体の特異性決
定メカニズムの一端が明らかとなった。本研
究の成果は、miRNA や tasiRNA などの既知の
内在性小分子 RNA や、ウイルスやウイロイド
由来のsiRNAによる遺伝子発現抑制に関する
研究の進展に貢献するものになるであろう。 
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