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研究成果の概要（和文）：本研究では、内在性小分子 RNAの一種である endogenous siRNA 

（esiRNA）生合成機構の解明を目指した。esiRNAは主にトランスポゾンの発現抑制に機能し、

ゲノム品質管理に必須な因子と考えられている。小分子RNA研究に優れたモデル生物であるシ

ョウジョウバエを用い、esiRNA生合成因子の細胞内局在性とその機能との関連を明らかにした。

またesiRNA生合成関連因子の変異体を作成し、各因子の局在及び機能における重要領域を同定

した。 
 
研究成果の概要（英文）：Small RNAs provide specificity to protein effector complexes that 
repress mRNA transcription or translation, or catalyze mRNA destruction. In this research 
program, we tried to gain a better under standing of the molecular mechanisms underlying 
the endogenous siRNA (esiRNA) biogenesis. Using Drosophila cell, we found a novel 
cytoplasmic granules which contains the esiRNA biogenesis proteins and that this granule 
is necessary for the specific association between esiRNA and the effector complex.   
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１．研究開始当初の背景 
 塩基配列特異的な遺伝子発現抑制機構であ
る RNAサイレンシングは、発生や細胞周期、
ウイルスからの生体防御など様々な生体内プ
ロセスに必須である。本機構の引き金因子と
なる小分子 RNAは、サイレンシング活性を持
つ作動複合体 RISC (RNA induced silencing 
complex)を標的RNAへと導く役割を担う。 
 内在性小分子RNAの一種であるesiRNAは、

ゲノム上のトランスポゾン（TE）領域もしく
は反復配列領域から転写された二本鎖 RNAか
らプロセシングを受けて、約21塩基の一本鎖
小分子 RNAに成熟し、RISC中核因子である
Argonaute蛋白質の一つAGO2に取り込まれる。
esiRNA/AGO2複合体(esiRISC)は、esiRNA配列
に対して相補鎖を含む標的 RNAを特異的に認
識し、切断する。esiRNAを介した遺伝子発現
抑制機構は、主にTE抑制によるゲノム品質管
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理機構である。 
 これまでにショウジョウバエ esiRNA生合成
関連因子として、Dcr-2、R2D2、Loqsおよび
AGO2が同定されていた。これまでにDcr-2お
よびLoqsが細胞質におけるesiRNA前駆体の
プロセシングに、Dcr-2-R2D2複合体がesiRNA
の AGO2への受け渡しに必須であることが明
らかになっていた。しかし、それらの細胞内
局在性や細胞内輸送、他の RNAサイレンシン
グ機構である microRNA（miRNA）機構との交
差性などの詳細については明らかにされてい
なかった。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生化学的および細胞生物学的
手法を用いて、新規esiRNA生合成因子の同定
および既知因子（Dcr-2と R2D2）の細胞内局
在性の観察を行い、どのようにesiRNA生合成
が細胞内で行われているのか、その分子メカ
ニズムの詳細を明らかにすることを目的とし
た。 
 
 
３．研究の方法 
（１）既知esiRNA生合成因子と相互作用する
新規関連因子の同定および機能解析：esiRNA
生合成因子であるDcr-2およびR2D2に対する
モノクロナール抗体を所属研究室で作成し、
免疫沈降法により、Dcr-2複合体およびR2D2
複合体の単離・精製を行った。その後、質量
分析法によりそれぞれの相互作用蛋白質の同
定を行った。新規因子の機能解析の為、各因
子をRNA干渉法（RNAi）により、ショウジョ
ウバエS2培養細胞内で欠失させ、esiRNAの
生合成量の変化をノザン解析により観察し、
それらがesiRNA生合成に関与するかを解析
した。 
 
（２）Dcr-2およびR2D2の細胞内局在性の観
察とその局在性の役割： 
抗Dcr-2および抗R2D2モノクロナール抗体を
用いて、細胞内局在性の観察行った。これら
により細胞質において顆粒状構造体に共局在
することを明らかにした。そこで、本顆粒状
構造体と既知の細胞質顆粒状構造体の比較を
行うとともに、どのように顆粒体が形成され
るのか、顆粒状構造体形成の意味について、
Dcr-2及びR2D2欠失変異体を作成し、分子生
物学的手法によりそれらの顆粒状構造体形成
と機能解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）既知esiRNA生合成因子と相互作用する
新規関連因子の同定および機能解析： 
抗 Dcr-2抗体を用いた免疫沈降解析から、核

膜孔因子 Nup214/Nup88および核細胞質輸送
因子 RanPB5を同定した。esiRNAはゲノムか
らの転写産物を前駆体とし、細胞質において
Dcr-2によるプロセシングを受けて21塩基程
度の二本鎖esiRNAに切断される。その後、細
胞質において Dcr-2-R2D2-AGO2複合体により
一本鎖化されたesiRNAがAGO2と複合体を形
成し活性中心複合体 esiRISCが合成される。
これまで esiRNA前駆体の同定や核内におけ
る esiRNAプロセシングの有無については明
らかにされていない。Dcr-2結合因子として、
細胞質側に局在する核膜孔蛋白質（Nup214／
88）を取得したことから、esiRNA生合成にお
ける核外輸送経路の解明が期待された。しか
しながら RNAiによる各因子ノックダウン S2
細胞では、esiRNA生合成量の変化は観察され
なかった。つまり、Dcr-2の核膜への局在は
esiRNA生合成以外に必要であると考えられる。
最近、Dcr-2が核内に局在し、AGO2と共に転
写レベルの遺伝子発現制御に関与することを
報告した（発表論文➀）。本機構におけるDcr-2
の核内移行に、Nup214/88およびRanBP5が関
与する可能性が予測される。 
 一方、R2D2免疫沈降物から、数種の相互作
用因子を同定した。これらの中に Dcr-2は含
まれていたが、核膜孔関連因子は含まれてい
なかった。同定した相互作用因子について、
RNAi法によるノックダウンを行い、esiRNAの
存在量を解析したが、大きな変化は観察され
なかった。これらの因子群は、esiRNA生合成
後の esiRISCの機能に関与すると考えられる。 
 
（２）Dcr-2およびR2D2の細胞内局在性の観
察とその局在性の役割： 

 Dcr-2が核膜孔蛋白質と結合することから、
ショウジョウバエ S2細胞および卵巣細胞に
おいて、Dcr-2の細胞内局在性を観察した。
予想に反し、核膜周辺への局在があまり観察
されず、細胞質に顆粒状構造体として観察さ
れた（図 1）。また Dcr-2と R2D2は本顆粒状
構造体に共局在することが明らかになった。
既知の細胞質顆粒状構造体マーカー（P-body、
Stress Granule、ゴルジ体及びU-body）とは
共局在しなかったことから、新規顆粒体であ
ると判断し、D2-bodyと名付けた。D2-bodyは
R2D2ノックダウン細胞で消失したことから、
R2D2依存的に形成されると考えられる。つぎ
に、Dcr-2及び R2D2の欠失変異体を作製し、
それらの細胞内局在性を観察した。その結果、



 

 

Dcr-2（全長1722アミノ酸）のN末端572ア
ミノ酸領域が顆粒状構造体を形成し、N末端
207アミノ酸領域は顆粒状構造体を形成しな
かった。この結果は、R2D2との相互作用と相
関性が観察されたことから、Dcr-2のD2-body
局在は R2D2との結合に依存することが明ら
かとなった。一方、R2D2においては、野生型
（R2D2-WT）および N末端欠損変異体
（R2D2-dsR2Aux: 82-311アミノ酸）によって
D2-bodyが形成されることが明らかとなった。
また、Dcr-2ノックダウン細胞においても、
R2D2-dsR2Auxは顆粒状構造体を形成した。
R2D2は二つの二本鎖RNA結合ドメインを持つ。
二本鎖 RNA結合ドメインに保存されたアミノ
酸 の 置 換 変 異 体 （ A153E A154D: 
R2D2-dsR2Aux-mut）は D2-bodyを形成しなか
った。これらの結果から、二本鎖esiRNA依存
的に D2-bodyが形成されることが考えられる。 
 ショウジョウバエにおいて、恒常的に機能

している内在性小分子 RNAは二種類存在し、

それらは esiRNAとマイクロ RNA（miRNA）で

る。miRNA前駆体はDcr-1により約23塩基長

の二本鎖 RNAに切断され、一本鎖化された成

熟型miRNAはArgonaute蛋白質の一つAGO1と

相互作用し、miRISCを形成し、主に転写後レ

ベルにおける遺伝子発現制御に機能する。最

近、r2d2欠失変異体では、AGO2特異的に結合
するesiRNAがAGO1に結合することが報告さ

れた。本研究においても、S2細胞において内

在性R2D2をRNAi法によりノックダウンする

と、AGO1に相互作用するesiRNA（esiR-sl-1）

の量が増加することが示された。言い換えれ

ば、D2-body形成されない状況下において、

esiRNAと AGO2の特異的な相互作用が失われ

た。R2D2-WTもしくは R2D2-dsR2Aux（図 2）

を内在性 R2D2ノックダウン細胞で過剰発現

させると D2-body形成は回復するが、

R2D2-dsR2Aux-mutでは回復しないことが明ら

かとなった。現在、R2D2ノックダウン細胞に

おけるesiRNAの間違ったAGO1への結合が、

D2-body形成可能なR2D2-dsR2Auxによって抑

制できるか検討している。 R2D2ノックダウ

ン 細 胞 の esiRNA の 受 け 渡 し 異 常 を

R2D2-dsR2Auxが抑制し、R2D2-dsR2Aux-mutが

抑制しなければ，我々の仮説を一層強く支持

すると考え、さらに解析を進めている。 
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