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研究成果の概要（和文）： 研究代表者らの研究グループはこれまでに HIV プロモーター領

域に設定した siRNA がウイルスの複製を抑制する事を明らかにし、またその抑制活性は

転写抑制（TGS）にある事を証明してきた。siRNA による転写抑制は AGO1-siRNA 複合

体形成にある事を証明し、その複合体は直接標的 DNA に結合しうる事を証明した。この

配列結合性は、来はめて特異性が高い事を明らかにし、またその結合は、siRNA, HIV-1
（標的配列）の共存在下で認められる事を証明した。 
 
研究成果の概要（英文）： Our research group previously published data demonstrate that 
of siRNA targeting conserved regions of the untranscribed HIV-1 promoter region, a single 
dose of either Prom A siRNA induced prolonged and profound suppression of HIV 
re-production. Definitive evidence of transcriptional silencing (TGS) was provided to this 
repression of HIV reproduction by several assays. There is accumulating evidence the 
Argonaute family of siRNA binding proteins, play a pivotal role in siRNA induced TGS. In 
TGS Ago1 protein accumulates at the site of initiation of silencing. To explore the role of 
Ago1 in siRNA induced TGS of HIV-1, in vitro binding assay was established for detecting 
AGO1-siRNA complex can be bind to target DNA. This assay system clearly demonstrated 
that these complex canb ebind directly to taget DNA sequence. AGO1 protein was 
co-localized with siRNA when the cells infected HIV-1 by immune-staining assay. We also 
demonstrated that these TGS effects are dependent upon close matching between the siRNA and 
the target sequence.  
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2009 年度 1,500,000 450,000 1,950,000 

2010 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

2011 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度    

  年度    

総 計 3,700,000 1,110,000 4,810,000 

 
 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・分子生物学 
キーワード：転写、TGS 
 
１．研究開始当初の背景 研究代表者は、ヒトレトロウイルスの潜伏感

機関番号：12601 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2009 年度～2011 年度   

課題番号：21570178 

研究課題名（和文）TGS 誘導における AGO-siRNA 複合体の標的 DNA 結合性の生化学的解析  

研究課題名（英文）Biochemical analysis of the AGO-siRNA complex about DNA binding 

activity to induce the TGS (Transcriptional Gene Silencing).   

研究代表者 

 石田 尚臣（ISHIDA TAKAOMI） 

 東京大学・医科学研究所・特任准教授 

研究者番号：80293447 

 



 

 

染とエピジェネティクスによる遺伝子発現
制御が密に関係していることを明らかにし
てきた。ヒト成人 T 細胞性白血病ウイルス
(HTLV-1)は、長期の潜伏期を経てヒトに白血
病を惹起するウイルスである。長期の潜伏化
は臨床的潜伏期の他（無症候）、ウイルス遺
伝子の発現が全く検出されないウイルス学
的潜伏感染でもある。すなわち、感染ウイル
スは転写を強く抑制された状態で不活化さ
れている。このプロウイルスの不活化がウイ
ルス遺伝子の発現制御を行う LTR 領域の強
固なメチル化による事を明らかにした。この
強固な DNA メチル化は、プロウイルス両端
に同一配列同一方向に存在する LTR の 5’末
端選択的であることも明らかにした。LTR の
DNA メチル化の分子機構についての解析途
中、HTLV-1 遺伝子産物である p40Tax が、
転写抑制に関わるヒストン H3K9 メチル化
酵素 Suv39H1 と物理的に相互作用する事を
明らかにした。P40Tax はウイルス自身の転
写を強力に促進する因子として機能するが、
感染初期に一過性に発現が上昇した後、ヒス
トンめとるか酵素等転写抑制因子群と会合
し、LTR 上に転写抑制複合体を形成するので
はないかと考えられた。作業仮説として研究
代表者は、H3K9 のメチル化はその後 DNA
メチル化酵素の足場形成を誘導し、LTR の強
固なメチル化を誘導するのではないかと考
えている。一方、ヒトに感染するもう一つの
レトロウイルスである HIV-1 もまた同様に、
一部の感染細胞はプロウイルスを不活化す
ることで潜伏感染細胞群を形成すると考え
られる。HTLV-1 と同様の手法を用いて解析
すると、明らかに 5’-LTR 選択的メチル化が
認められた。しかし、ヒト感染者末梢血やサ
ル感染個体の検体を用いた解析ではメチル
化 LTR を検出することはできなかった。培
養細胞系を用いた解析では抑制型ヒストン
メチル化による転写活性の抑制が認められ
たことから、HIV-1 の場合、in vivo において
はヒストンの化学修飾が潜伏感染に重要な
役割を阿多している事が示唆された。 
 
遺伝子のコードされていない RNA、いわゆ
る non-coding RNA が遺伝子発現の時間的・
空間的制御を行う事が明らかにされてきた。
小分子二重鎖 RNA を用いることにより、人
為的に遺伝子の不活化を行う事が可能であ
る。この小分子 RNA（siRNA）の機能には
不明な点が多い。要約すると以下のようにな
る。 
（１）遺伝子の不活化には転写そのものと
mRNA 分解や翻訳阻害を介して制御するも
のと大きく２通りに制御方式があるとされ
る。mRNA 分解や、翻訳阻害は転写後に機能
する干渉なので、post-transcriptional gene 
silencing（PTGS）と呼ぶ。（２）siRNA の

相補的配列が、分解される mRNA や翻訳阻
害する標的特異性を発揮している。（３）
mRNA の分解には Argonaute（AGO）と呼
ばれる分子が重要な機能を果たしている。
siRNA を保持し標的 mRNA の切断する
（slicer）活性を有する。ヒトでは 1-4 までの
ファミリーを形成し、slicer 活性を有するの
は AGO2 のみである。（４）転写阻害活性を
誘 導す ること を、 Transcriptional gene 
silencing（TGS）と呼び、TGS に関する分
子機構は PTGS ほど明らかにされていない。
標的遺伝子プロモーター領域に siRNA の配
列を設定し、標的配列近傍にヒストンの化学
修飾（特に H3K9 や K27 メチル化）や DNA
メチル化を誘導する事が明らかになって居
る一方で、siRNA を保持した AGO 複合体
（ RNA-induced transcriptional gene 
silencing(RITS) complex）が直接標的配列に
結合している可能性やその複合体中にヒス
トン化学修飾荷か変る因子が会合している
事等は未だに明らかにされていない。対 HIV
戦略として mRNA の分解や翻訳阻害を誘導
する RNAi が試みられ、いくつか報告が成さ
れているが、予想される通り、HIV-1 の性質
としての易変異性から、いずれの RNAi に対
しても耐性ウイルスが出現し長期の複製抑
制には成功していない。従って PTGS の誘導
では HIV の複製抑制は困難であると考えら
れている。そこで、TGS を人為的に誘導し、
潜伏化を誘導する事が可能であれば、ウイル
ス複製を抑制する事が可能ではないかとの
仮説を基に、プルモーター標的 siRNA の応
用をシドニーセントヴィンセント病院の鈴
木博士らと共同研究を開始した。これらの実
験からプロモーター標的 siRNA は HIV-1 ウ
イルスの複製を抑制し、これらは点差 y 抑制
を介した抑制である事が明らかとなった。さ
らに転写抑制は DNA のメチル化、ヒストン
のメチル化等のエピジェンティクス制御に
よる事もあきらかにした。 
 
２．研究の目的 
上述した研究背景を基に、研究代表者は、
siRNAを介したTGS誘導時におけるHIVの
長期抑制を TGS の分子機構解明の有効な実
験系とし、（１）生命科学現象の根幹をなす
転写制の調節機構として、siRNA-AGO 複合
体による制御がどのような分子機構によっ
てもたらされるのか。（２）その応用として
の HIV-1 複製の長期抑制の分子機構につい
て。（３）siRNA-AGO 複合体とエピジェネテ
ィクス制御因子群との関わり（クロマチン構
造制御）。以上３点を研究の柱とし等が医研
究では主に（１）の「生命科学現象の根幹を
なす転写制の調節機構として、siRNA-AGO
複合体による制御がどのような分子機構に
よってもたらされるのか」について、HIV-1



 

 

複製の長期抑制系を実験系として明らかに
する事を目的とする。 
当該研究は、以下５点を青木等かにする事を
目標とした。 
（１）Argonaute 蛋白質は、保持した siRNA
の相補鎖を利用して標的 DNA に結合する事。
（２）標的 DNA に結合した argonaute 蛋白
質複合体は、近傍のヒストン化学修飾に関わ
る酵素群を含む事。（３）４種あるヒト
argonaute 蛋白質の TGS に対する役割につ
いて。（４）標的配列に対する siRNA の相補
性について、その特異性を決める領域の同定。
（５）応用研究として臨床検体を用いた
HIV-1ウイルス再活性化の抑制の可否につい
て。 
 
３．研究の方法 
上記５点を明らかにするため、当初研究代表
者は、以下のような研究計画を立案した。 
（１）Argonaute を強制発現させ、そこに RI
標識した siRNA を導入し、核抽出液から
Argounate 蛋白質を免疫沈降する。抗原ペプ
チドにて抗体から、Argonaute 複合体を溶出
し、放射活性を測定して in vitro において、
標的 DNA に結合する実験系を構築し（in 
vitro binding assay）、標的 DNA に対する結
合能について評価する。 
（２）(1)で完成させた in vitro binding 
assay 系を用いて AGO1 から AGO4 の siRNA の
核における結合性、標的 DNA に対する結合性
について検討を加え，４種ある Argonaute 蛋
白質の TGS における機能について考察する。 
（３）(1)で完成させた in vitro binding 
assay 系を用いて、配列変異を加えた siRNA
を複数準備し、assay 系に加え、AGO 蛋白質
が SIRNAを保持する配列特異性について考察
する。さらに、in vitro binding assay 時に
用いる標的DNA配列にも変異を加え、標的DNA
に対する配列特異性についても考察を加え
る。 
 
 

 
 

 
In vitro binding assay 
(1) AGO 強制発現細胞に RI標識した siRNA を
導入し、核抽出液を得る。 
(2) 核抽出液から AGO 複合体を免疫沈降し、
抗原ペプチドを用いて AGO複合体をビーズよ

り溶出する。 
(3) 溶出された AGO 複合体をあらかじめ標的
DNAを固相化した96穴プレートに加える。ATP
を加え反応を開始し、37℃で１時間加温する。 
(4) ３階の洗浄の後、残存する放射活性を定
量する。 
 
（４）AGO 複合体中のヒストンメチル化活性
についての評価は、in vitro 
Methyltransferase assay 系を樹立して検討
を加える。 
 
４．研究成果 
 
HIV-1LTR 標的 siRNA が１年以上の長期間、ウ
イルスの複製を抑制し、その抑制がエピジェ
ネティクス制御を介した転写抑制に起因す
る事を証明した（図１. Yamagishi M, Ishida 
T. et al., 2009 Microb Inf.） 

 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

図１.細胞内発現させたヘアピン型 siRNA の
構造と HIV-1 の複製抑制 
 
 
siRNA が作用している HIV-1 LTR 上に siRNA
を作用させた時にのみ AGO1 が LTR 上に集積
してることを証明し（図２）、in vito binding 
assay 系を樹立するため、RI 標識した siRNA
の AGO 結合性を確認し、に siRNA と AGO1 は
共局在するする事を明らかにした。また、
AGO1に結合するsiRNAは主にantisense鎖で
ある事を確認した（図３）（ Ishida T. 
unpublished） 
 
 

 
 

 
 

 
 



 

 

 
図２. siRNA 導入後１１日目における HIV 
LTR上のAGO1蛋白質をクロマチン免疫沈降し、
promA( 複製抑制可能なプロモーター標的
siRNA)を作用させたときのみ、LTR 配列が確
認できた。 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３.免疫沈降法を用い RI 標識した siRNA
と AGO1 の結合を確認した（A）。AGO1 に
結合する siRNA は主に antisense 鎖であり
（B）、siRNA と AGO1 は核内で共局在す
る事を明らかにした。 
 
in vitro binding assay 系の樹立を試み、
AGO1-siRNA 複合体が LTR DNA に直接結
合しうる事を証明した（図４ . Ishida T. 
unpublished） 

 
図４. AGO1-siRNA 複合体は LTR 配列に直接結
合する。(A). 実験の模式図。(B). AGO1-promA 
siRNA の結合複合体のみが LTR 標的配列に結
合できる、(C). DNA に結合する活性は ATP に

依存し、また標的配列特異性を有する。 
 
In vitro binding assay 系の不利な点として
大量の RI を必要とする事や核抽出液からの
免疫沈降が主な実験操作であるため、多くの
パラメータ（siRNA の様々な配列や標的 DNA
配列等）を同時に評価することが困難であっ
た。このため、siRNA の配列特異性は、従来
の HIV-1 複製抑制活性によって評価した（図
５，Suzuki K. Ihida T et al., 2011. RNA 
boil.） 
 

 
図５A. 配列特異性を考察する為に作製した、
siRNA 配列変異 siRNA 
下線部は NF-kB 認識配列部位を示し、配列中
の赤字で示した塩基が変異塩基である。 
 

 
図５B. 変異 siRNA を用いて HIV-1 複製抑制
活性を評価した。その結果用いた全ての変異
siRNA は HIV-1 の複製を抑制することができ
なかった。変異塩基のパターンから、TGS 誘
導活性を有する siRNAは配列特異性が非常に
高い事が示唆された。 
 
次に、AGO1-siRNA 複合体の解析を行った。図
４で明らかにした通り、AGO1-siRNA は核に局
在する。一方で、従来の報告では AGO ファミ
リー蛋白質の核局在についての詳細な報告
は無い。そこで、HIV 感染、非感染下での AGO1
蛋白質の局在性について実験を試みた。結果
を図６に示す。 



 

 

 
 
 
図６. HIV-1 感染下 siRNA と AGO1 は格に共局
在する。 
HIV 感染下、siRNA(promA)と AGO1 蛋白質は核
に共局在する事が明らかとなった。なお図に
は示さないが、AGO2 は核に共局在しない事が
示されている。 
 
次に、siRNA-AGO1 複合体を核から免疫沈降法
によって精製し、その複合体中にヒストン化
学修飾活性が含まれるかどうか in vitro 
Methyltransferase assay 系の樹立を試みた
が、ヒストンメチル化活性の評価を行う事が
できなかった。これは、in vitro でのメチル
化活性を高感度で検出する事ができなかっ
た為である。 
また、研究期間内に計画を変更し、精製した
AGO1-siRNA 複合体のプロテオーム解析を用
いることによって、ヒストン化学修飾因子が
含まれるか同定を試みたが、核抽出液からの
複合体精製が、プロテオーム解析に必要な蛋
白質量を確保できず、また収量をあげる工夫
をすると、非得意的結合物が増加する事がわ
かり、現在まで、精製系を樹立することがで
きていない。 
 
生物活性を指標にしたアッセイ系を用いる
ことによって、生物学的意義を保持した結果
を評価する事が可能であるが、一方で、複雑
な実験系の為に複数のパラメータ評価や、ま
た精製等には大量の細胞培養が必要な事等
困難な事柄が明らかとなった。今後、解析を
進めるにあたり、さらに簡便な
AGO-siRNA-DNA 結合活性を検討することが可
能なアッセイ系の樹立するが望ましい。 
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