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研究成果の概要（和文）： siRNA や microRNA などの小分子 RNA は、Argonaute と呼ばれ

るタンパク質と RISC と呼ばれるエフェクター複合体を形成して機能する。本研究では、小分

子 RNA 二本鎖を Argonaute に取り込まれる際に、Hsc70/Hsp90 を中心とするシャペロンマシ

ナリーの働きが必須であることを示し、さらに、シャペロンを含む 7 つの因子によって RISC
の形成過程を試験管内で再構成することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： Small RNAs including siRNAs and microRNAs act through 
formation of RNA-induced silencing complex (RISC), the core component of which is 
Argonaute family proteins. Here we show that the Hsc70/Hsp90 chaperone machinery is 
essential for loading of small RNA duplexes into Argonaute. Moreover, we established an in 
vitro reconstitution system for RISC assembly composed of seven protein factors including 
the chaperone machinery. 
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１．研究開始当初の背景 
 
small interefering RNA (siRNA) や
microRNA (miRNA)などの小分子 RNA が、
一群の標的遺伝子の発現を抑制することに
よって、発生、分化、代謝、記憶などの高次
生命現象におけるゲノム情報の発現制御に
重要な役割を果たしていることが、近年急速
に明らかになってきた。これらの小分子 RNA
は、単独で機能するわけではなく、共通のエ
フ ェ ク タ ー 複 合 体 で あ る RISC 
(RNA-induced silencing complex)を介して、
初めて標的の発現抑制が可能となる。よって、
小分子 RNA の働きを考える時、RISC がど
のようにして形成されるのか、そしてその形
成にどのような因子が関与しているか、とい
うことを明らかにすることは、喫緊の課題で
ある。siRNA と miRNA は、共に 21 塩基程
度の二本鎖 RNA であるが、siRNA は長い二
本鎖 RNA から、miRNA はステムループ構
造を取るヘアピン型 RNA から、それぞれ
Dicer によって切り出される。これらの反応
を総称して Dicing と呼ぶ。ショウジョウバ
エ に お い て 、 siRNA 二 本 鎖 は 、 ま ず
RISC-loading complex (RLC)と呼ばれる複
合体を形成する。RLC の役割は、文字通り、
siRNA を RISC に積み込む(受け渡す)ことで
ある。RLC には、Dicer-2(長い二本鎖 RNA
から siRNA 二本鎖を切り出す酵素と同一の
ものである)と、R2D2と呼ばれる二本鎖RNA
結合タンパク質が含まれることが分かって
いるが、その他の構成因子は不明である。 
 
RISC において中心的な役割を果たすのが、
Argonaute (Ago)と呼ばれるタンパク質であ
る。ショウジョウバエでは、siRNA は Ago2
を核とする RISC に取り込まれる。RLC は、
siRNA を二本鎖のまま Ago2 に積み込む(受
け渡す ) が、この二本鎖を含む状態を
pre-RISC と呼ぶ。その後、Ago2 は片方の鎖
を選択的に切断・排除し、もう片方の鎖が
Ago2 内に残ることで、成熟体 RISC が作ら
れる。siRNAによるRISC形成過程において、
もっとも重要な段階は、Dicer-2 と R2D2 を
含む RLC が、RISC の核となる Ago2 に
siRNA 二本鎖を受け渡す段階である。実際、
この反応には ATP が必要であり、RNA–タン
パク質複合体のダイナミックな構造変化を
伴うものであると予測される。しかしながら、
この受け渡しが具体的にどのようなもので
あるかは全く分かっておらず、次項で述べる
通り、この反応は既知因子だけでは起こらな
い。すなわち「RISC 積み込み反応」を触媒
する因子は、大きな謎のまま残されていた。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、ショウジョウバエにおいて RLC
から RISC への siRNA の受け渡しを触媒し
ている「RISC 積み込み因子」を同定し、そ
の動作原理を解析することを目的とする。そ
のために、RISC 積み込み反応を定量的に評
価できる独自の実験系と、カラムを用いた古
典的な生化学的精製法を組み合わせること
で、「RISC 積み込み因子」を直接精製する。
さらには、ショウジョウバエ miRNA 経路に
おける RISC 積み込み因子の探索・同定、お
よびヒト細胞における検証を行う。これらの
研究により、RISC 形成過程における核心部
分の分子メカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
これまでの我々の予備的知見から、ショウジ
ョウバエ胚抽出液中に存在する未知因子が、
siRNAのRISC積み込み反応を直接触媒して
いることが明らかとなった。そこで、生化学
的なカラム分画を行い、RLC の既知因子であ
るDicer-2とR2D2の二重欠失系統ハエ(樹立
済み)由来の胚抽出液から、この「RISC 積み
込み因子」を精製する。当該因子を精製後は、
質量分析を用いて同定し、生化学的な機能解
析を行う。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 
カラムクロマトグラフィーの結果、因子の単
離にこそ至らなかったものの、精製の過程に
おいて Hsc70, Hsp90 およびそのコシャペロ
ンが再現性良く観察され、Hsc70/Hsp90 シャ
ペロンマシナリーこそが「RISC 積み込み因
子」の本体であることが示唆された。そこで、
Hsp70 や Hsp90 の阻害剤を用い、RISC 形成
に与える影響を解析したところ、ATP 依存的
な小分子 RNA二本鎖の Argonaute への積み
込みにはシャペロンマシナリーの働きが必
須であるのに対し、積み込みの後の巻き戻し
(片方の鎖が押し出されRNA二本鎖が一本鎖
化する過程)には、ATP もシャペロンマシナ
リーも必要では無いということが明らかに
なった。また、この現象は、ショウジョウバ
エとヒトにおける siRNA 経路と miRNA 経
路の両方において保存された普遍的なもの
であることも明らかになった。 
 
そこで、RISC 形成の試験管内再構成を試み
た。リコンビナントタンパク質としてショウ
ジョウバエ Hsc70-4 と Hsp90 を発現・精製
し、すでに調製済みであった Dicer-2/R2D2
ヘテロダイマーと共に、免疫沈降精製した
Argonaute2 に加えることで、RISC が形成さ
れるかどうかを調べたところ、これらのタン
パク質だけでは、小分子 RNA 二本鎖の
Argonaute2 への取り込みは起きないことが
明らかとなった。また、Argonaute2 に結合
するタンパク質を網羅的に探索した際に同
定された、Hop (Hsp70/Hsp90 organizing 

protein)および DnaJ2 (J ドメインタンパク
質の一種)という二つの Hsc70/Hsp90 のコシ
ャペロンについても、リコンビナントタンパ
ク質を調製し、反応系に加えたところ、わず
かながら RISC 形成活性が確認された。しか
し、その活性は、ショウジョウバエ胚あるい
は S2 細胞の粗抽出液のものに比べてかなり
低く、さらに不足する因子が存在することが
示唆された。 
 
そこで、RISC 形成と同様に Hsc70/Hsp90 シ
ャペロンマシナリーを必要とするステロイ
ドホルモン受容体の成熟化の例を参考に、
p23 と呼ばれる Hsp90 のコシャペロンをリ
コンビナントタンパク質として作成し、上記
因子に加えて RISC 形成能を調べたところ、
細胞粗抽出液と同能の活性を呈するという
ことが明らかとなった。すなわち、ショウジ
ョウバエ Ago2 の RISC 形成は、Ago2, 
Dicer-2, R2D2 という既知因子に加え、
Hsc70-4, Hsp90, Hop, DnaJ2 および p23 と
いうシャペロン・コシャペロンを含む、合計
7 つの因子によって試験管内で再構成される
ということが分かった。これにより、本研究
の大きな目的である「RISC 積み込み因子」
の同定は達成されたと考えられる。 
 
なぜシャペロンマシナリーが小分子 RNA 二
本鎖の Argonaute への積み込みに必要なの
だろうか？ ATP の加水分解が必要であると
いうことから考えて、積み込みという反応は
単なるタンパク質と RNA の結合ではない。
ATP と積み込みの関係を考察する上で参考
になるのが、近年解かれた高度好熱菌
Thermus thermophilusのArgonauteの立体
構造である。この立体構造の解析からは、21
塩基程度の A-form helix を組む小分子 RNA
二本鎖は Argonaute に対して大きすぎ、小分
子 RNA 二本鎖が取り込まれるはずの位置に
は収まりきらない、ということが示唆される。
よって、Argonaute が 21 塩基程度の小分子
RNA 二本鎖を取り込むためには Argonaute
の大規模な立体構造変化が必要であること
が推察される。我々は、ATP の加水分解が、
まさにこの Argonaute の大規模な立体構造
変化を引き起こす駆動力になっている、とい
うモデルを提唱した(次ページ)。 
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