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研究成果の概要（和文）： 
 植物の発生、環境応答に大きな寄与が示されている小分子 RNA の機能発現を、関与するタン
パク質性因子に注目した形で発現部位、局在、相互作用、動きについての解析をおこなった。
miRNA, siRNA さらに植物固有に見られる tasiRNA の生合成、機能発現部位についての基本
情報を得ること、さらに今後につながる研究材料の構築をすることができた。細胞質に小分子
RNA による機能発現の場として、Processing Body と SGS3/RDR6 body を見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 It is now widely accepted that small RNAs play important roles in regulation of plant 
development and various responses to environmental changes. We have analyzed protein 
factors that are involved in small RNA biogenesis and/or action focusing on their 
expression pattern, intracellular localization, intermolecular interaction and movement. 
The information obtained in this research project provided us wider understanding of basic 
knowledge leading to future research and useful molecular tools, for instance, transgenic 
plant lines, antibody against important factors. We discovered and observed the 
intracellular behaviors of processing bodies and newly coined SGS3/RDR6 bodies. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００８年度 7,400,000 2,220,000 9,620,000 

２００９年度 3,700,000 1,110,000 4,810,000 

２０１０年度 3,000,000 900,000 3,900,000 

年度    

  年度    

総 計 14,100,000 4,230,000 18,330,000 

 
 
研究分野： 環境応答学 
科研費の分科・細目：基礎生物学・植物分子生物・生理学 
キーワード：植物分子機能、発現制御、small RNA、RNA サイレンシング、植物ウイルス、P
ボディー、細胞質顆粒、AGO タンパク質 
 
１．研究開始当初の背景 
 われわれは、世界に先駆けて植物における
マイクロ RNA(miRNA)の生成過程とそこに
関与する遺伝子産物の同定に成功した
（Kurihara & Watanabe, 2004）。またウイ
ルス研究の中で植物が抵抗性状態を形成す

る際にそれと相補的な配列をもつ 21 塩基長
ほどの siRNA が合成されることを明らかに
した。実際、ウイルスに感染した植物では、
ウイルスゲノムの情報をになった siRNA が
合成されており、組織間を移行してほかの組
織にウイルス耐性の状態を賦活化すること
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が数多く観察されている。このように短い
RNA が通常の発生、あるいは種々のストレ
ス時に発現することが示唆されていた。本研
究で RNA レベルでの遺伝子発現制御が、ど
のように植物の体制維持に関与しているか
に注目したいと考えた。農業の場面でも利用
できる意味で重要な課題であると考えた。 
２．研究の目的 
 こうした siRNA や miRNA(以後小分子
RNA と総称する。)が実際に細胞内で作用す
る場、小分子 RNA の細胞内移行・組織間移
行の現象、さらにそれを可能にする補助因子
の存在を基礎科学の上でも明らかにするこ
とは非常に興味ぶかい。 
 miRNA を介して一度切断をうけた中間体
がさらにプロセスを経て生まれる tasiRNA
の存在は植物固有のものである。また
tasiRNA の標的としてオーキシン応答因子
(ARF)があり、植物の発生過程への寄与も大
きいと考えられる。tasiRNA の生成経路と
miRNA の生成経路の比較も行う。 
 世界の研究動向を見極め、RNA をめぐる
制御機構が植物の発生あるいはストレス応
答、環境適応に関わる様を、多面的に明らか
にするのが本研究課題であった。ある状態を
ハイブリダイゼーションや免疫沈降法で“平
均的”にみる解析するだけでなく、発生やス
トレス応答のなかで的確な制御が行われる
植物細胞内でのミクロの出来事や、時間軸に
そった変化の様子を解析する。 
 われわれは、さらに終始コドンが通常の位
置より前にはいった mRNA(premature 
termination codon; PTC)が翻訳の鋳型とな
らないように、こうした PTC を認識する
Nonsense mediated mRNA decay (NMD)と
いう機構が植物に存在することを世界に先
駆けて報告していた(Hori and Watanabe, 
Plant J.2005))。研究開始当初はまったく低
分子 RNA を介したサイレンシング機構と独
立な RNA 制御システムと思われていた
NMD 機構であるが、最近細胞質の P-body
という共通の場で機能する可能性が出てき
た。P-body には RISC とよばれる構造、AGO
タンパク質も局在する。この場が植物の環境
応答反応において果たす重要な寄与につい
ても明らかとすることは基礎科学的に重要
である。 
３．研究の方法 
リアルタイムの遺伝子発現解析： 低分子
RNA が対合して負の制御をかける標的
mRNA がシロイヌナズナで数十種類、明らか
とされている。これらについて、ハイブリダ
イゼーション、リアルタイム PCR などをも
ちいて、その増減を、種々の突然変異体バッ
クグラウンド、あるいは時間軸にそって解析
をおこなう。この解析結果と、注目する環境
応答の反応とを並行して記述する。 

リアルタイムの生細胞内での観察: 低分子
RNA の生成や機能にかかわるいくつかの重
要なタンパク質因子について、イメージング
技術を駆使し、蛍光タンパク質を利用した生
細胞内での細胞学的観察、複数因子同士の相
互作用の有無、その動態解析を行う。特定の
RNA の細胞内挙動の追跡も試み、RNA と関
連因子であるタンパク質とのダイナミック
な関係を、時間軸にそって詳細に解析する。 
P-body の環境応答における存在意義： 最近
われわれが存在を明らかとした、細胞質の
Processing Body (P-body)は種々の RNA を
介した遺伝子発現制御の場として重要なも
のである。本研究では P-body に局在する
DCP1, DCP2、UPF1-3, XRN4 などに注目し、
細胞レベル、分子レベルでの遺伝子発現制御
を介した新たな環境応答機構を明らかにす
る。 
AGO タンパク質がもつ環境応答における意
義：RNA を介した細胞質内での翻訳制御に
大きく関与すると思われるのは、PIWI，PAZ
という二つのドメインをもつ Argonaute と
よばれるタンパク質分子である。シロイヌナ
ズナのゲノムには AGO1-10 と名付けられた
10 個の遺伝子があり、それぞれに何らかの役
割分担があると考えられる。そのなかで
AGO1 はいわゆる RISC(RNA-induced 
silencing complex)の slicer 活性を担う。し
かし、それ以外現時点において機能，生物学
的役割の明らかとなったものは AGO4,7,10
にかぎられていた。 
 
４．研究成果 
tasiRNA合成経路に関連して 
 植物特有の遺伝子である suppresor of 
gene silencin3 (SGS3)に焦点を当てた。植
物ゲノム内に存在する RNAサイレンシングに
関与する遺伝子産物の多くが動物のものと
同じ起源をもつなかで、SGS3 は植物固有にみ
られる産物である。シロイヌナズナ SGS3 の変
異体は葉の形態が細くなるなどの異常を示し、さ
らに一部のウイルスに対し抵抗性が低下する。
先行研究により、SGS3 はウイルス由来の RNA
や、内在性の TAS 遺伝子を前駆体とする
tasiRNA の生合成に関わり、その tasiRNA を
介したサイレンシング機能によって形態形
成やウイルス防御に関与することが明らか
となっていた。SGS3 は RNA dependent RNA 
polymerase6(RDR6)と協働して small RNA を
合成する。この 2 つの遺伝子産物（SGS3 と
RDR6）の関与はこれまで遺伝的に示されてい
る。今回 SGS3を mCherryと融合した形、RDR6
は GFP と融合した形でクローニングし、
Nicotiana benthamiana タ バ コ に
Agroinfiltrationによって導入し、発現をさ
せた。その結果双方の発現に成功し、両タン
パク質が細胞質中でドット状に共局在した。



 

 

さ ら に BiFC (bimolecular fluorescent  
complementation) 法をもちいて、この 2 つ
の分子の相互作用を検出することもできた。
また SGS3と RDR6の局在はこれまで報告のあ
った mRNA の分解や貯蓄を担う RNA サイレン
シングの場である Processing-body(P-body)
や、ミトコンドリア、色素体などのオルガネ
ラとも異なる新規な構造体であることから
SGS3/RDR6-body と名付けた。現在、この構造
体の一般性、TAS RNA の存在を示す解析を行
っている。 
 一過的発現による SGS3/RDR6 ボディーの解
析を継続した。さらに、自然に近い状態での
SGS3, RDR6 の局在、挙動を明らかとするために、
蛍光タンパク質と融合した遺伝子構築をおこな
い、それぞれの変異体 sgs3, rdr6 に相補した植
物を作成した。植物体をラインとして確立しつつ
ある。 
RISC-AGO1に関係して 
 AGO1-Flag を発現する形質転換体を用いて、
免疫沈降法により AGO1 と結合するタンパク質
の探索を行った。免疫沈降によって得られたタ
ンパク質群を電気泳動にかけ、特異的なタンパ
ク質バンドを質量分析にかけた結果、候補タン
パク質を検出している。そこで得られた部分配列
から、シロイヌナズナのタンパク質 10 種類ほどを
同定した。これらから 3 つの遺伝子に絞り、解析
をおこなった。それぞれの遺伝子を蛍光タンパ
ク質と融合させた形でクローニングを行った。ア
グロインフィルトレーション法を用いて Nicotiana 
benthamiana タバコに発現させ、細胞内局在を
蛍光顕微鏡で観察した。いずれのタンパク質と
もに細胞質に存在する顆粒に局在がみとめられ
た。P-body マーカーである DCP１との共発現に
ついて詳細に観察すると、完全に重なる局在を
示すもの 2 種、一部重なるものが 1 種であった。
小分子 RNA の生成、機能発現に関わる因子に
ついての解析のために、種々の因子タンパク質
に対する抗体を作成した。組織染色でも使える
AGO1 に対する抗体を得ることができた。野生型
の植物組織を固定して、AGO1 の局在を網羅的
に調べることが可能となった。 

P-bodyの実体解析

 

: 一過的な発現ではなく、
ナチュラルに近い状態での発現をさせた形で
のP-body可視化をめざし、DCP2遺伝子のプロ
モーターに、GFPを融合したDCP2遺伝子を連
結し、dcp2変異体を相補した植物を作成した。
その結果、P-bodyが通常の状態で可視化でき
る植物を確立することができた。現在、この植
物を用いて、種々の生物学的あるいは非生物
学的ストレスを与えた際の植物内のP-bodyの
挙動を解析する系を立ち上げた。 
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