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研究成果の概要： 

植物の RNA サイレンシング誘起の初期過程において、small interfering RNA (siRNA)は２本鎖

RNA 切断酵素 DCL の働きにより作られ、HEN1 によりメチル化される。DCL と HEN1 が複合体を形

成している可能性を検討したが、結果は否定的であった。これは、トマトモザイクウイルスの

複製タンパク質が、生成後遊離した非メチル化２本鎖 siRNA を競合的に奪取して、HEN1 による

メチル化を介した RNA サイレンシング経路への流入を阻害している可能性と矛盾しない結果で

あった。また、試験管内合成した AGO1 タンパク質が細胞抽出液中に存在する因子の助けを借り

て遊離の２本鎖 siRNA を取り込み、siRNA 配列に特異的な標的 RNA 切断活性を現しうることを

示した。 
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１．研究開始当初の背景 
 

植物は、病原体の攻撃を察知して種々の

防御反応を誘起する。RNA サイレンシングは、

植物がウイルスに対して示す主要な防御反

応である。一方、ウイルスは、RNA サイレン

シングのサプレッサーをコードし、これを

発現することにより、持続的な増殖を遂げ

る。このせめぎ合いは、ウイルスの病徴の

激しさや質を大きく左右する。従って、い

かにして RNA サイレンシングが誘起され、

ウイルスがそれを回避しているかが理解で

きれば、広範な作物とウイルスの組み合わ

せに適用可能なウイルス病害低減策を打ち

立てることができる可能性がある。 
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植物ウイルスに対して RNA サイレンシン

グが誘起される過程は以下のように考えら

れている。先ずウイルス RNA が未知の機構

により２本鎖 RNA に変換され、２本鎖 RNA

特異的 Dicer様エンドヌクレアーゼDCL2あ

るいは DCL4 により、それぞれ 22 あるいは

21 ヌクレオチド (nt) の２本鎖 RNA (small 

interfering RNA: siRNA) を生じる。次い

で siRNA の 3'末端リボースの 2'-OH 基が、

メチル化酵素HEN1によりメチル化され、AGO

タンパク質に取り込まれ RNA-induced 

silencing complex (RISC) を形成し、標的

（ウイルス RNA）を分解する。動物の系にお

いて siRNA は、Dicer によって生じ AGO タン

パク質に結合するまでタンパク質複合体中

を受け渡されてゆくと考えられている。 

ウイルスの RNA サイレンシングサプレッ

サーは、大きさやアミノ酸配列において共

通性が見いだされないほど多様であり、作

用機作も多岐にわたることが想像されてき

た。しかし一方で、多くのウイルスの RNA

サイレンシングサプレッサーが共通して２

本鎖 siRNA に結合する能力をもち、これが

RNA サイレンシングの抑制に重要であるこ

とが提唱されている。 

トバモウイルス（ToMV を含む一群のウイ

ルスの総称）においては、RNA 複製を司る

130K タンパク質が２本鎖 siRNA に結合する

能力をもち、RNA サイレンシングのサプレッ

サーとして機能することがわかっている。

さらに、感染細胞中で複製タンパク質は膜

に結合した状態と結合していない状態の２

つの様態をとっており、前者は RNA 合成に

関与し、後者（非膜結合＝可溶性）複製タ

ンパク質は RNA サイレンシングサプレッサ

ーとして機能していること；また、感染植

物細胞内に蓄積した siRNA のメチル化の程

度が低いことが明らかになっている。これ

らの結果から、トバモウイルスの 130K タン

パク質は、DCL2 あるいは DCL4 によって２本

鎖 siRNA が作られたあと、HEN1 によってメ

チル化される前の段階で２本鎖 siRNA を奪

取し、RISC 形成を阻害すると予想された。

ここで、RNA サイレンシングサプレッサーが

容易に２本鎖siRNAを奪取できるとすれば、

２本鎖siRNAは RISC形成経路において一旦

遊離した状態を経るのか？あるいは、RISC

形成経路において２本鎖 siRNA がタンパク

質複合体中を受け渡されてゆくならば、RNA

サイレンシングサプレッサーはいかにして

２本鎖 siRNA にアクセスするのか？という

疑問が生じた。 

 

 
２．研究の目的 
 

本研究は、130K タンパク質による RNA サイ

レンシング抑制機構の理解に向けて、先ずは

RNA サイレンシングの誘起機構自体を解明す

ることを目的とした。特に、非メチル化２本

鎖 siRNA が DCL により作られたあと、HEN1 に

よってメチル化される前に、130K タンパク質

が遊離の２本鎖 siRNAを奪取することにより

RISC 形成を阻害する、という仮説の正当性を

評価することに主眼を置いた。 
 
 
３．研究の方法 
 

siRNA の生成、修飾（メチル化）および標

的 RNA の切断に関わるタンパク質（複合体）

の生化学的な性状解析を行う。これにあたり、

解析対象となる細胞抽出液へのプロテアー

ゼあるいは非特異的ヌクレアーゼの混入は

致命的である。植物細胞にはヌクレアーゼや

プロテアーゼを多量に含む液胞が存在する

ため、細胞を直接破砕したのではこれらの因

子を解析することは困難である。そこで、本

研究では、非特異的ヌクレアーゼおよびプロ

テアーゼ活性の低い脱液胞化タバコ BY-2 プ

ロトプラスト抽出液 (BYL) を用いて RNA サ

イレンシング関連活性およびタンパク質の

解析を行った。また、必要に応じ、BYL を用

いた試験管内翻訳反応により合成した RNAサ

イレンシング関連タンパク質を用いた。 

 
 
４．研究成果 

 

（１）植物においてRNAサイレンシングに関

わることが知られているタンパク質（DCL2,

 DCL4, HEN1, AGO1）がBYL中でどのような

複合体を形成しているのかを明らかにする

目的で、これらのタンパク質に対する抗体

の作製を試みた。大腸菌で発現し精製した

各タンパク質の部分断片を抗原として、ウ



サギを免疫した。HEN1およびAGO1について

は、抗血清を用いてBYLに含まれる内在性の

タンパク質が検出できたが、DCLタンパク質

は検出できなかった。 

 

（２）二本鎖 siRNA の生成にかかわる DCL と

メチル化酵素 HEN1 の間に 130K タンパク質が

介入できるかについての情報を得るために、

DCLとHEN1が複合体を形成しているかを検討

した。前項で HEN1 を特異的に認識する抗体

が作製できた。DCL については抗体が得られ

なかったため、DCL タンパク質を直接検出す

ることはできなかった。そこで、32P 標識した

長鎖２本鎖 RNA を２本鎖 siRNA に変換する活

性を指標にして DCL タンパク質の存在を

推定することにした。BYL の抗 HEN1 抗体

による免疫沈降物あるいは BYL を用いた

試 験 管 内 翻 訳 反 応 に よ り 合 成 し た

HEN1-FLAG の抗 FLAG 抗体による免疫沈

降物に長鎖２本鎖 RNA を添加したが、顕

著な siRNA の産生はみられなかった。こ

の結果は、HEN1 が DCL タンパク質と結合して

いることを示唆するものではなかった。なお、

抗 FLAG 抗体で精製した HEN1-FLAG は、２本

鎖 siRNA をメチル化する活性をもっていた。

このことから、メチル化活性発現に補助因子

が必須ならば、HEN1-FLAG と共精製されてい

ることが予想された。そこで、精製画分に含

まれるタンパク質を SDS-PAGE と銀染色で調

べたが、HEN1-FLAG タンパク質以外には

HEN1-FLAG mRNAを翻訳しなかったコントロー

ルサンプルと異なるバンドは見いだされな

かった。HEN1 タンパク質が、単独でフリーの

２本鎖 siRNA をメチル化しているとすれば、

フリーの二本鎖 siRNA をめぐって HEN1 と

130K タンパク質との間で競合が起きること

が予想された。 

 

（３）我々は、研究の過程で、BYL を用

いた試験管内翻訳反応により AGO1 を合

成し、合成メチル化２本鎖 siRNA を添加

す る と 、 対 応 す る RNA-induced 

silencing complex (RISC) が形成され

ることを見いだした。このとき、アフィ

ニティー精製した AGO1 タンパク質に２

本鎖 siRNA を添加しても RISC は形成さ

れなかったが、精製した AGO1 タンパク

質を BYL と混合してから２本鎖 siRNA を

添加すると RISC が形成されたことから、

２本鎖 siRNA の AGO1 へのローディング

を補助する因子が BYL中に存在すること

が示唆された。さらに、BYL には内在性

の HEN1 活性が存在し、合成非メチル化

２本鎖 siRNA を添加すると急速にメチル

化され、AGO1 タンパク質存在下ではメチ

ル化 siRNA と同様に RISC を形成した。

この実験系は、130K タンパク質が優先的

に遊離２本鎖 siRNA に結合し、HEN1 によ

るメチル化を阻害する可能性を検討す

るために有用と考えられ、現在この系を

利用した解析を進めている。 
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