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研究成果の概要（和文）：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

応のひとつである。RNA-induced silencing complex (RISC) は、RNA サイレンシングにおい

て中核的な役割を果たす複合体である。本研究で我々は、AGO1 タンパク質が分子シャペロン

HSP90 およびそのコシャペロンである CYP40 の助けを借りて２本鎖 small interfering RNA
をとりこむ過程を経て RISC を形成することを明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）： RNA silencing is one of major antiviral responses in plants. In RNA 
silencing, RNA-induced silencing complexes (RISCs) recognize target mRNAs to inhibit the 
expression of corresponding proteins. Here, we found that AGO1 protein binds 
double-stranded small interfering RNAs (siRNAs) with the help of a molecular chaperone 
HSP90 and its co-chaperone CYP40, and then, one of the siRNA strands is removed to form 
an active RISC. 
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１．研究開始当初の背景 
 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のひとつであ
る。その一方で、ウイルスは、自身がコード
する RNA サイレンシングサプレッサー（以
下、サプレッサー）の働きにより RNA サイ

レンシングを抑制し、増殖を遂げる。RNA
サイレンシングの誘起とその抑制は、病徴の
質や激しさを決める重要な要因となってい
る。従って、RNA サイレンシングの誘起と
抑制の分子機構を理解することは、ウイルス
による病害の制御法を構築するために重要
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な要素のひとつであると考えられる。RNA
サ イ レ ン シ ン グ で は 、 RNA-induced 
silencing complex (RISC) と呼ばれる、AGO
タンパク質と１本鎖 small interfering RNA 
(siRNA)を含む複合体が、siRNA の相補配列
をもつ標的 RNA に結合し、それを分解ある
いは翻訳阻害に導く。研究開始当初、我々は、
タバコ BY-2 細胞由来の脱液胞化プロトプラ
スト抽出液 (BYL) で AGO1 mRNA を翻訳
し、そこに２本鎖 siRNA を添加すると、対
応する RISC が形成されることを明らかにし
ていた。また、トマトモザイクウイルス 
(ToMV) がコードする 130K タンパク質が
ds-siRNA 結合活性をもつサプレッサーであ
ることを見いだしていた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、BYL を用いた試験管内 RISC
構築系を利用して RISC 形成の分子機構、お
よび、130K タンパク質による RISC 形成阻
害機構を解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 BYL を用いた試験管内翻訳・RISC 形成系
を用いた。具体的には、試験管内合成した
AGO1 mRNA (5’ キャップ付加) を BYL で
翻訳後、２本鎖 siRNA を添加してさらにイ
ンキュべートすることにより、RISC を形成
させた。２本鎖 siRNA は、3’末端リボースの
2’水酸基にメチル化修飾を入れた合成品の 5’
末端をリン酸化し、相補鎖とアニールして作
製した。標的 RNA は試験管内転写により合
成した。試験管内系に添加する 130K タンパ
ク質も BYL を用いて合成した。 
 
 
４．研究成果 
 BYL 中で AGO1 タンパク質を対応する
mRNA の翻訳反応により合成し、そこに 22
ヌクレオチドの 2 本鎖 siRNA を添加すると、
そのうちの一方の鎖（ガイド鎖）を捕捉した
AGO1 タンパク質複合体が形成された。この
複合体は、ガイド鎖と相補的な配列をもつ
RNA に特異的に結合し切断する活性、すな
わち RISC 活性を有していた。エンドヌクレ
アーゼ活性を失った変異 AGO1 タンパク質
は２本鎖 siRNA を取り込んだが、1 本鎖化で
きなかったことから、AGO1 タンパク質は２
本鎖 siRNA を取り込んだあとに、不要な鎖
（パッセンジャー鎖）を切断することにより
除去していることが示唆された。興味深いこ
とに、エンドヌクレアーゼ活性を失った変異
AGO1 タンパク質は siRNA と異なり、ミス
マッチをもつ２本鎖マイクロ RNA を取り込
み、1 本鎖化することができた。 

 この試験管内 RISC 形成反応が、熱ショッ
クタンパク質 HSP90 の特異的阻害剤である
ゲルダナマイシン (GA) の添加によって阻
害されることを見いだした。HSP90 は、ATP
を結合した状態で基質タンパク質に結合し、
ATP の加水分解をきっかけに基質タンパク
質を解離する。このサイクルにより基質タン
パク質のコンフォメーション変化が誘導さ
れる。GAはHSP90と２本鎖 siRNAのAGO1
への結合を阻害した。また、難加水分解性
ATP 類縁体である ATP-S を添加すると、
HSP90-AGO1-２本鎖 siRNA 複合体が蓄積
した。このことから、AGO1 タンパク質が、
ATP をもった HSP90 に結合した状態で 2 本
鎖 siRNA をとりこみ、HSP90 による ATP
の加水分解をきっかけに 2 本鎖 siRNA を１
本鎖化して、保持した１本鎖 siRNA と相補
的な RNA を切断する活性を獲得することを
明らかにした。 
 さらに、ATP-S 存在下で形成された
AGO1-HSP90 複合体を、AGO1 に付したタ
グを用いてアフィニティー精製すると、いく
つかのタンパク質が共精製されることを見
いだした。共精製されたタンパク質を
SDS-PAGE のゲルから切り出してトリプシ
ン消化後液体クロマトグラフィー－タンデ
ムマス解析に供したところ、その多くは
HSP90 のコシャペロンとして知られる TPR
タンパク質であることが判明した。試験管内
RISC 形成系に試験管内合成したこれらのタ
ンパク質を添加する実験から、これらコシャ
ペロンのうち cyclophilin 40 (CYP40) は
RISC 形成を促進し、protein phosphatase 5 
(PP5) は RISC 形成を阻害することが明らか
になった。また、CYP40 阻害剤 cyclosporine 
A を用いた実験などから、CYP40 は HSP90
を介して AGO1 に結合し、２本鎖 siRNA の
AGO1 への結合を促進あるいは安定化する
可能性が示唆された。一方、完成した RISC
にはHSP90とCYP40は結合していなかった
ことから、HSP90 による ATP 加水分解後、
これらの分子は AGO1 から解離することが
わかった（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図１ 植物 AGO1 RISC 形成機構モデル 
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 また、BYL を用いた試験管内翻訳反応で合
成したToMV 130Kタンパク質 (RNAサイレ
ンシングサプレッサー) を添加することによ
り、RISC 形成が阻害されることを示唆する
結果を得た。これについて詳細に調べたとこ
ろ、130K タンパク質により RISC 形成に必
要な ATP が急速に分解されていることがそ
の原因の少なくとも一部になっていること
が判明し、ここでは生体内での RNA サイレ
ンシング抑制機能との関連は明らかにでき
なかった。   
 本研究により、植物における RISC 形成
の細かな分子機構がはじめて明らかになっ
た。発表の時期を同じくして、ショウジョ
ウバエの RISC 形成においても HSP90 が
重要な役割を果たしていることが示され、
これが動植物に共通の機構であることが示
唆された。残念ながら、植物ウイルスによ
る RNA サイレンシングの抑制機構につい
ては深く掘り下げることができなかったが、
解明に向けた準備は十分に整えられ、また
新たに解明すべきポイントも明確になって
きたことから、これらについては、発展的
に計画した後継課題において追求したい。 
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