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研究成果の概要（和文）：マイクロRNAは配列依存的にmRNAに結合しmRNA分解や翻訳抑制を引き起こす、真核生
物において重要な遺伝子発現制御因子であり、植物においては、正常な発達、様々なストレス応答など、多様な
生命現象において重要である。本研究では、シロイヌナズナのマイクロRNA生成に関与する、RNAの5'末端のキャ
ップ構造を認識するタンパク質Cap Binding Complexと協調して機能するSERRATE（SE）遺伝子の機能解析を行っ
た。その結果、SEの持つジンクフィンガードメイン、N末端やC末端に存在するドメインのmiRNA生成における機
能を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：MicroRNA (miRNA) is a small non-coding RNA molecule found in eukaryotes that
 functions in regulation of gene expression by binding to mRNA in a sequence-dependent manner and 
causing mRNA degradation and/or inhibition of translation. I analyzed the molecular function of 
SERRATE (SE) protein, which has been shown to play important roles in Arabidopsis miRNA biogenesis. 
I gained insights into how SE's zinc finger domain, N-terminal domain, and C-terminal domain 
coordinately function to assist miRNA precursor processing by the RNaseIII family endoribonuclease 
Dicer-Like 1 (DCL1).

研究分野：植物分子生物学

キーワード： マイクロRNA　シロイヌナズナ
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１．研究開始当初の背景 
 
マイクロ RNA（microRNA, miRNA）は真核生
物における重要な遺伝子発現調節因子であ
る。miRNA は塩基配列依存的に mRNA に結合し
mRNA 分解または翻訳阻害を引き起こすこと
で遺伝子発現を抑制する。植物においては、
正常な発達、様々なストレス応答など多様な
生命現象を制御する重要な遺伝子発現制御
因子であることが明らかになっている。 
植物において、miRNA はゲノム DNA にコー
ドされている miRNA 遺伝子から RNAポリメラ
ーゼ II により一本鎖の miRNA 前駆体として
転写される。ミスマッチを含む不完全な二本
鎖折りたたみ構造をとり、5'キャップ構造や
Poly(A) tail が付加されるのが特徴である。
miRNA 前駆体は核内で Dicer-Like 1（DCL1）
タンパク質により二段階切断を受け、
miRNA/miRNA*二本鎖が生成される。その後、
片方の鎖（miRNA）が Argonaute 1（AGO1）タ
ン パ ク 質 に 取 り 込 ま れ RNA Induced 
Silencing Complex（RISC）を形成し、細胞
質において mRNA に結合することで mRNA の分
解や翻訳阻害を引き起こすことで機能を発
揮する（図を参照）。 

図 植物におけるmiRNA生成・機能のモ 
デル図 
 
シロイヌナズナを用いた遺伝学的解析に
より、DCL1 による miRNA 前駆体のプロセシン
グには、二本鎖 RNA 結合タンパク質である
HYPONASTIC LEAVES 1（HYL1）、ジンクフィン
ガータンパク質である SERRATE（SE）、
Forkhead-associated（FHA）ドメインをもつ
タンパク質である DAWDLE（DDL）、その他多く
のタンパク質が必要であることが明らかに
なっている。一方、それらタンパク質がどの
ように協調してmiRNA生成に関与しているか
に関しては不明な点が多い。 
 
 
２．研究の目的 
 
申請者は、シロイヌナズナの miRNA 生成に
関与する複数のタンパク質のうち、SERRATE
（SE）に特に着目し、その機能解析を行うこ
とによりmiRNA生成の分子メカニズムの解明
を目指した。SE はジンクフィンガードメイン
を持つ核タンパク質であり、miRNA 前駆体を

切断する RNaseIII ファミリーに属する RNA
分解酵素である DCL1 と協調して働くことが
明らかにされている。SE はジンクフィンガー
ドメインの他、SE の機能に重要であると予想
される複数のドメインからなる。具体的には、
N 末端側のプロリン残基やアルギニン残基に
富んだ領域や、C 末端側のモチーフがあるこ
とがアミノ酸配列解析により明らかにされ
ており、これらの特徴は植物の他の SE タン
パク質にも保存されている。 
シロイヌナズナを遺伝学的解析から、SEは
RNA の 5’末端のキャップ構造に結合するキ
ャップ結合タンパク質複合体（Cap-binding 
complex、CBC）と強調して機能することが示
されているが、その詳細な分子メカニズムは
明らかではない。本研究では、シロイヌナズ
ナ植物体を用いて SE の機能解析を行い、RNA
の5'末端キャップ構造がmiRNA生成に果たす
役割を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３． 研究の方法 
 
(1) 本研究では、シロイヌナズナの SE 遺伝子
の第 1 エキソンに T-DNA が挿入された変
異体 se-3 を用いることとした。se-3 は
形態異常、生育異常など様々な表現型を
示す変異体であり、miRNA 生成に異常を
示し、miRNA 蓄積が減少している。この
se-3 変異体に、上記のドメインを欠失さ
せた SE タンパク質を発現させ、形質転換
体を作出し、表現型の回復度合いを調べ
ることで、欠失させたドメインの機能を
推定するというアプローチを取った。 
 
(2) SE cDNAをクローニングし、5'末端にFLAG
タグをコードする DNA 配列を PCR により
付加し、SEプロモーターの制御下で発現
させるコンストラクトを作製した。次に、
ジンクフィンガードメイン、N 末端ドメ
イン、C 末端ドメインを欠失させた同様
のコンストラクトを作製した。得られた
バイナリベクターをアグロバクテリウム
に導入し、フローラルディップ法により
シロイヌナズナ se-3 変異体に導入した。
得られた種子を除草剤耐性によりスクリ
ーニングを行い、得られた個体を T1 個体
とし、それぞれの T1 個体から T2 種子を
得た。その後、得られた T3 ホモ個体を解
析に用いた。それぞれのコンストラクト
につき複数のラインを以降の詳細な解析
に用いた。 

 

(3) miRNA 前駆体 RNA や miRNA の定量は、植
物から全 RNA を抽出した後、リアルタイ
ムPCRを用いた定量RT-PCRにより行った。
なお、miRNA 前駆体 RNA の定量の際には
ランダムプライマー、miRNA の定量の際
には各miRNAに特異的なステムループRT
プライマーを用いて逆転写反応を行った



後、得られた cDNA を用いて定量 PCR を行
った。FLAG-SE（野性型もちくは欠失型）
の検出にはウエスタンブロットを用い、
定法に従ってタンパク質抽出、SDS-PAGE
を行い、抗 DDDDK 抗体（MBL 社）を用い
て検出した。 

 

(4) シロイヌナズナの DCL1、SE タンパク質を、
バキュロウイルス／昆虫細胞による異種
タンパク質発現系を用いて発現させた。
具体的には、ヒスタグ、Strep-tag II、
SUMOstarタグをN末端側に付加したDCL1、
SEタンパク質を昆虫細胞株Sf9でそれぞ
れ発現させた。粗タンパク質抽出液を調
製し、ニッケルカラムとストレプタクチ
ンカラムを用いて精製した後 SUMOstar
プロテアーゼ（Lifesensor 社）で切断し
た。再度ニッケルカラムにかけ、SUMOstar
タグを除去すると共に SUMOstar タグを
持たない DCL1、SE タンパク質を素通り画
分に回収した。さらにゲル濾過カラムに
かけ目的タンパク質を精製し、透析によ
りバッファー交換を行った。 

 

(5) miRNA 前駆体である Pri-miR167a 遺伝子
はシロイヌナズナ Col-0 のゲノム DNA を
鋳型に PCR 法により増幅した。T7 プロモ
ーターの下流に連結させ、T7 RNA ポリメ
ラーゼによる in vitro 転写反応により
RNA を 調 製 し た 。 そ の 後 、 変 性
Polyacrylamide Gel Electrophoresis
（PAGE）により全長の miRNA 前駆体を含
むゲル片を切り出し RNA を抽出し精製し
た。 

 

(6) In vitro での miRNA 前駆体切断反応は、
基本的には以下の条件で行った。10 μl
の反応系（20 mM Tris-HCl (pH 7.0), 50 
mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM ATP, 150 nM 
miRNA 前駆体, 50 nM DCL1, 240 nM SE）
で 37℃で 20 分間反応させた後、エタノ
ール沈殿により RNA を回収した。変性
12%PAGE に 供 し 、 SYBR Gold （ Life 
Technologies 社）染色により RNA を検出
した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) まず se-3 変異体に、FLAG-SE を SE プロ
モーターの制御下で発現するコンストラ
クトを導入し、複数の形質転換体を得た。
se-3 でみられた形態異常や生育異常は、
得られた形質転換体において野性型と同
様まで回復していた。このことから、
FLAG-SE は内在性の SE と同様に機能し、
FLAGタグをN末端側に付加することによ
る SE タンパク質への機能阻害は無いこ
とが確認できた。 

 
(2) 次に、ジンクフィンガードメイン、N 末
端ドメイン、C 末端ドメインをそれぞれ
欠失させた SE を発現するコンストラク
トをそれぞれ se-3 変異体に導入し、各コ
ンストラクトにつき複数の形質転換体を
得た。表現型を観察したところ、いずれ
のコンストラクトを持つ形質転換体も、
野生型と同様のレベルにまでは回復しな
かった。なかでも、ジンクフィンガード
メインを欠失する SE を発現する形質転
換体は、あまり表現型の回復はみられず、
よりシビアな表現型を示したことから、
ジンクフィンガードメインが SE の機能
において非常に重要であることが示唆さ
れた。N 末端ドメインや C 末端ドメイン
を欠失させた形質転換体は、ジンクフィ
ンガードメインを欠失させた形質転換体
よりは表現型は回復していたものの、野
性型レベルにまでは回復していなかった。
このことから、N 末端ドメインや C 末端
ドメインも SE の機能において一定の役
割を果たしていることが示唆された。 

 

(3) 作製した形質転換体における miRNA 蓄積
レベルの定量を、定量 RT-PCR により評価
した。具体的には miR159、miR166、miR167
について調べた。se-3 変異体は野性型に
比べて少ない miRNA レベルを示したが、
FLAG-SE（野性型）を発現させることによ
り miRNA レベルは野生型のレベルにまで
回復した。次に各ドメインを欠失する SE
を発現する形質転換体について調べたと
ころ、いずれの形質転換体においても
miRNAレベルは野生型と比べて低かった。
中でも、ジンクフィンガードメインを欠
失させる植物において miRNA レベルが低
かった。さらに、miRNA 前駆体 RNA の蓄
積レベルについても定量 RT-PCR により
評価した。具体的には、pri-miR159a、
pri-miR166b、pri-miR167a について調べ
た。se-3 変異体は野生型に比べて多くの
miRNA 前駆体 RNA を蓄積していたが、
FLAG-SE（野性型）を発現させることによ
り miRNA 前駆体 RNA レベルは野生型のレ
ベルにまで減少した。次に角度メインを
欠失する SE を発現する形質転換態につ
いても調べたところ、いずれの形質転換
体においても miRNA 前駆体 RNA レベルは
野生型と比べると減少していたが se-3
変異体のレベルにまでは減少していなか
った。このことから、それぞれの変異型
SEタンパク質はmiRNA前駆体のプロセシ
ングにおいて正の作用があるが野性型SE
ほどの効果はないことが言える。特にジ
ンクフィンガードメインを欠失する SE
を発現する形質転換体における miRNA 前
駆体蓄積量は se-3 変異体のものよりわ
ずかに減少していたのみであったことか
ら、ジンクフィンガードメインのもつ機



能の重要性が確かめられた。 

 

(4) in vitro での miRNA 前駆体切断反応を行
った。精製 DCL1 タンパク質と miRNA 前駆
体の一つである pri-miR167a を反応させ、
変性 PAGE により電気泳動した結果、DCL1
単独で miRNA 前駆体 RNA を切断し miRNA
を生成したが、精製 SE タンパク質を加え
ることにより切断量は増大し、より多く
のみ RNA が検出された。一方、各ドメイ
ンを欠失する精製 SE タンパク質を調製
し、同様にin vitro反応に供したところ、
ジンクフィンガードメインを欠失させる
ことにより SE の切断活性上昇への効果
が無くなることが分かった。このことか
ら、ジンクフィンガードメインが SE の機
能に非常に重要であることがin vitro実
験系においても確かめられた。 
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