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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナのmicroRNA（miRNA）生成において中心的な役割を果たすDicer-Like1
（DCL1）タンパク質と協調して機能するタンパク質であるSERRATE（SE）の機能解析を行った。その結果、SEのN
末端領域が高度にリン酸化されており、miRNA生成に重要な役割を果たしていることが明らかになった。
また、シロイヌナズナDCL1によるmiRNA前駆体切断機構について解析を行った。その結果、miRNA前駆体のステム
に存在する複数のミスマッチ領域がそれぞれ異なる働きをしており、DCL1によるmiRNA前駆体切断反応における
効率と正確性を規定していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：miRNA is a 20-22 nucleotide long non-coding RNA that regulates gene 
regulation via nucleotide complementarity. In plants, miRNA is generated from precursor RNA called 
pri-miRNA by endonucleolytic cleavage by the RNaseIII family enzyme Dicer-like 1 (DCL1). In the 
present study, we analyzed the function of Arabidopsis SERRATE (SE), a zinc-finger domain-containing
 protein that interacts with DCL1. We also performed biochemical characterization of pri-miRNA 
processing reaction by DCL1 in vitro and clarified the recognition and cleavage mechanisms by which 
DCL1 cleavages a single-stranded RNA that forms a hairpin structure.

研究分野： 植物細胞分子生物学

キーワード： microRNA　Dicer　シロイヌナズナ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物におけるmiRNA生成機構は国内外の多くの研究者によって解析されている。miRNA生成に関与するタンパク質
は多数同定されているが、それらがどのように協調してmiRNA生成に寄与しているかに関する詳細な分子メカニ
ズムは不明な点が多い。特に、miRNA生成におけるタンパク質の翻訳後修飾の役割を示した例は少なく、本研究
はそれを明らかにした点で意義深いといえる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
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）、RNA の 5'キャップに結合するタンパク質であるキャッ
プ結合タンパク質複合体（Cap-binding complex、CBC）、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。また、DCL1 を中心とするタンパク質群が、miRNA
前駆体のどのような構造を認識しているかについても不明である。 
 
 
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）タンパク質の翻訳後修飾に着目した。SE タンパク質がリン酸化されるか調べ、その役
割を調べることで 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。申請者により、ジンクフィンガードメインは DCL1 と相互作用し、DCL1 の
活性上昇に寄与することが明らかにされているが、その他のドメインの機能は必ずしも明らか
ではない。 
また、DCL1 は分子内でヘアピン構造をとった一本鎖 RNA を切断することによる miRNA

を生成するが、その詳細な分子機構は不明な点が多い。本研究では、miRNA 前駆体のステム
上に複数存在するミスマッチ領域に着目し、これらの DCL1 による miRNA 前駆体切断におけ
る役割を明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) タンパク質のリン酸化を検出するために Phos-tag SDS-PAGE を用いた。具体的には、3xFLAG

タグを付加した SE タンパク質を発現する se-3 変異体からタンパク質を抽出したのち、
Phos-tag SDS-PAGE により電気泳動を行い、抗 FLAG 抗体を用いてウエスタンブロット解析
を行い SE タンパク質を検出した。比較対照として、抽出したタンパク質をアルカリフォ
スファターゼと反応させ脱リン酸化を行い、同時に Phos-tag SDS-PAGE に供し、電気泳動
度の違いを比較することでリン酸化の有無を判断した。 

(2) 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、N 末端領域を
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。 



(3) 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 

(4) 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（野性型もしくは
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。 

(5) シロイヌナズナ由来の精製 DCL1 タンパク質は既報の方法により調製した。すなわち、ヒ
スタグ、Strep-tag II、SUMOstar タグを N 末端側に付加した DCL1 タンパク質を昆虫細胞
株 Sf9 で発現させた。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 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。 

(6) miRNA 前駆体である Pri-miR167a 遺伝子、Pri-miR164a 遺伝子、Pri-miR399a 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。 

(7) 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) 3xFLAG-SE を発現する se-3 変異体（以下、3xFLAG-SE 植物と呼ぶ）の緑葉からタンパク質

を抽出し、Phos-tag SDS-PAGE によりタンパク質を分離したのち、抗 FLAG 抗体によるウエ
スタンブロット解析を行った結果、SE タンパク質がリン酸化されていることが示された。
この SEタンパク質のリン酸化は、N末端領域を欠失する変異型タンパク質を発現する植物
においては見られなかったことから、SEタンパク質の N末端領域がリン酸化されているこ
とが明らかにされた。 

(2) この N 末端領域を欠失させた SE タンパク質を発現するシロイヌナズナの解析を行った結
果、複数の miRNA の蓄積量が野生型株と比較して減少しており、逆に miRNA 前駆体の蓄積
量は増加していた。また、この植物は、se-1 変異体と同様の表現型異常が見られた。この
ことから、N末端領域のリン酸化がSEタンパク質の機能に重要である可能性が考えられた。 

(3) 精製 DCL1タンパク質と、Pri-miR167a を in vitroで反応させ切断断片を検出したところ、
miRNA を生成すると予想される切断位置で切断された RNA 断片が検出された。これは他の
miRNA 前駆体である Pri-miR164a や Pri-miR399a においても同様であった。さらに、21塩
基に相当するシグナルの部分から RNA を抽出し、T4 RNA Ligase を用いたクローニングを
行いシーケンス解析を行ったところ、大部分は miRNA もしくは miRNA*に相当していた。こ
のことから、DCL1 は in vitro において正確な位置で miRNA 前駆体を切断できることが分
かった。 

(4) Pri-miR167a のステム上に存在する複数のミスマッチをそれぞれ閉じた変異型
Pri-miR167aを作製し、上記と同様にin vitroプロセシングアッセイを行った。その結果、
閉じるミスマッチの位置により、DCL1によるmiRNA前駆体切断はさまざまに影響を受けた。
具体的には、miRNA/miRNA* duplex の基部側に隣接するミスマッチを閉じると、DCL1 によ
る切断の効率が減少した。また、miRNA/miRNA* duplex 領域から離れた領域のミスマッチ
を閉じると、本来の位置での切断が起こるのみならず、本来の位置とはずれた位置で DCL1
による切断が起こっていた。これらの結果は、変性 Urea PAGE による切断 RNA のサイズの
検出と、切断 RNA のクローニング、シーケンス解析により確かめられた。 

(5) Pri-miR167a で見られたミスマッチ構造の重要性は、ほかの miRNA 前駆体である
Pri-miR164a や Pri-miR399a においてもみられた。このことから、miRNA 前駆体のステム
に存在する複数のミスマッチの重要性は、複数の miRNA 前駆体に当てはまることであると
いうことが分かった。さらに、miRNA 前駆体上のミスマッチを全て閉じた変異型



Pri-miR167a と DCL1 を反応させたところ、本来の位置での切断は見られず、miRNA ではな
い 21 塩基長の small RNA が生成されたことから、ミスマッチ構造の重要性が更に確かめ
られた。 
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