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研究成果の概要（和文）：マイクロRNAは配列依存的にmRNAに結合しmRNA分解や翻訳抑制を引き起こす、真核生物にお
いて重要な遺伝子発現調節因子であり、植物においては、正常な発達、様々なストレス応答など、多様な生命現象にお
いて重要である。本研究では、シロイヌナズナのマイクロRNA生成に関与するタンパク質群を異種タンパク質発現シス
テムにより調製し生化学的解析を行った。試験管内でのマイクロRNA生成反応や分子間相互作用アッセイにより、植物
におけるマイクロRNA生成の分子メカニズムの一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：MicroRNA (miRNA) is a small non-coding RNA molecule found in eukaryotes that 
functions in regulation of gene expression by binding to mRNA in a sequence-dependent manner and causing 
mRNA degradation and/or inhibition of translation. We analyzed molecular mechanism of miRNA precursor 
processing in the model plant Arabidopsis thaliana by using purified recombinant proteins expressed in 
insect cells. We gained insights into how efficient miRNA precursor processing is carried out by the 
RNaseIII family endoribonuclease Dicer-Like1 (DCL1) and its associated proteins.

研究分野：植物分子生物学

キーワード： microRNA　シロイヌナズナ
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１．研究開始当初の背景 
 
マイクロ RNA（microRNA, miRNA）は真核生
物における重要な遺伝子発現調節因子であ
る。miRNA は塩基配列依存的に mRNA に結合し
mRNA 分解または翻訳阻害を引き起こすこと
で遺伝子発現を抑制する。植物においては、
正常な発達、様々なストレス応答など多様な
生命現象を制御する重要な遺伝子発現制御
因子であることが明らかになっている。 
植物において、miRNA はゲノム DNA にコー
ドされている miRNA 遺伝子から RNAポリメラ
ーゼ II により一本鎖の miRNA 前駆体として
転写される。ミスマッチを含む不完全な二本
鎖折りたたみ構造をとり、5'キャップ構造や
Poly(A) tail が付加されるのが特徴である。
miRNA 前駆体は核内で Dicer-Like 1（DCL1）
タンパク質により二段階切断を受け、
miRNA/miRNA*二本鎖が生成される。その後、
片方の鎖（miRNA）が Argonaute 1（AGO1）タ
ン パ ク 質 に 取 り 込 ま れ RNA Induced 
Silencing Complex（RISC）を形成し、細胞
質において mRNA に結合することで mRNA の分
解や翻訳阻害を引き起こすことで機能を発
揮する（図を参照）。 

図 植物におけるmiRNA生成・機能のモ 
デル図 
 
シロイヌナズナを用いた遺伝学的解析に
より、DCL1 による miRNA 前駆体のプロセシン
グには、二本鎖 RNA 結合タンパク質である
HYPONASTIC LEAVES 1（HYL1）、ジンクフィン
ガータンパク質である SERRATE（SE）、
Forkhead-associated（FHA）ドメインをもつ
タンパク質である DAWDLE（DDL）、その他多く
のタンパク質が必要であることが明らかに
なっている。一方、それらタンパク質がどの
ように協調してmiRNA生成に関与しているか
に関しては不明な点が多い。 

 
 
２．研究の目的 
 
申請者は、シロイヌナズナの miRNA 生成に
関与するタンパク質について、精製タンパク
質と miRNA 前駆体を調製し、in vitro 反応系
を用いて miRNA 生成反応、タンパク質間相互
作用、タンパク質―RNA 間相互作用を詳細に
解析することで、植物における miRNA 生成の
分子機構の詳細を明らかにすることを目的

とした。本研究においては、miRNA 前駆体を
切断する RNaseIII ファミリーに属する RNA
分解酵素である DCL1 と、DCL1 と協調して働
くことが示唆されているジンクフィンガー
ドメインを持つタンパク質である SE に着目
した。 
また、SE と協調して機能することが示唆さ
れている、RNA5'キャップ構造に結合するタ
ンパク質複合体である Cap binding complex
（CBC）にも着目した。CBC は、核内において、
mRNA や miRNA 前駆体の 5'末端に付加される
7-メチルグアノシンキャップ構造を認識し
て結合する、酵母、動物、植物など真核生物
に広く保存されたタンパク質である。CBC は
二つのタンパク質 Cap binding protein 80
（CBP80）と Cap binding protein 20（CBP20）
からなるヘテロ二量体である。先行研究によ
り、これらの遺伝子を欠損するシロイヌナズ
ナ変異体は、SE 遺伝子を欠損する変異体と非
常によく似た表現系を示すことが明らかに
なっていることから、SE と CBC は協調して
miRNA 生成において機能することが推察され
た。そこで、シロイヌナズナの CBP80 と CBP20
の精製タンパク質を調製し、CBC の関与を in 
vitro 実験系により明らかにすることを試み
た。 

 
 
３．研究の方法 
 
(1) シロイヌナズナの DCL1、SE タンパク質を、
バキュロウイルス／昆虫細胞による異種
タンパク質発現系を用いて発現させた。
具体的には、ヒスタグ、Strep-tag II、
SUMOstarタグをN末端側に付加したDCL1、
SEタンパク質を昆虫細胞株Sf9でそれぞ
れ発現させた。粗タンパク質抽出液を調
製し、ニッケルカラムとストレプタクチ
ンカラムを用いて精製した後 SUMOstar
プロテアーゼ（Lifesensor 社）で切断し
た。再度ニッケルカラムにかけ、SUMOstar
タグを除去すると共に SUMOstar タグを
持たない DCL1、SE タンパク質を素通り画
分に回収した。さらにゲル濾過カラムに
かけ目的タンパク質を精製し、透析によ
りバッファー交換を行った。 
 
(2) シロイヌナズナの CBP80 と CBP20 を発現
するコンストラクトを作製し、大腸菌異
種タンパク質発現システムを用いてそれ
ぞれ単独で発現、もしくは共発現させた。
CBP80 は N末端側にヒスタグ、C末端側に
Strep-tag II を付加したものを発現させ
た。また、CBP20 に関しては、N末端側に
ヒスタグを付加したものを発現させた。
タンパク質発現誘導後、粗タンパク質抽
出を調製し、ニッケルカラム、ストレプ
タクチンカラム、イオン交換カラム、ゲ
ルろ過カラムなどを用いて精製した。そ
の後、透析によりバッファー交換を行っ



た。 
 
(3) Pri-miR167b を始めとする miRNA 前駆体
をコードする遺伝子をシロイヌナズナ
Col-0 のゲノム DNA を鋳型に PCR 法によ
り増幅した。T7 プロモーターの下流に連
結させ、T7 RNA ポリメラーゼによる in 
vitro 転写反応により RNA を調製した。
そ の 後 、 変 性 Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis（PAGE）により全長の
miRNA 前駆体を含むゲル片を切り出し
RNA を抽出し精製した。 
 
(4) In vitro での miRNA 前駆体切断反応は、
基本的には以下の条件で行った。10 μl
の反応系（20 mM Tris-HCl (pH 7.0), 50 
mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM ATP, 150 nM 
miRNA 前駆体, 50 nM DCL1, 240 nM SE）
で 37℃で 20 分間反応させた後、エタノ
ール沈殿により RNA を回収した。変性
12%PAGE に 供 し 、 SYBR Gold （ Life 
Technologies 社）染色により RNA を検出
した。 
 
(5) Surface Plasmon Resonance（SPR）によ
る分子間相互作用の際には、まず、タン
パク質は CM-5 チップ、RNA はビオチンで
ラベルしたものをストレプトアビジン
（SA）チップに固定した。その後、DCL1
や SE タンパク質をインジェクトし、相互
作用を検出した。 
 
 
４．研究成果 
 
本研究の成果を箇条書きで記す。 
 
(1) 精製DCL1タンパク質はmiRNA前駆体を切
断しmiRNA/miRNA*二本鎖を生成する活性
を有するがその活性は低く、精製 SE タン
パク質の添加によりその活性は上昇する
こと、この上昇度合いは反応系の塩濃度
により異なることが分かった。 
 
(2) 精製DCL1タンパク質はATP非存在下でも
miRNA 前駆体を切断する活性を有してい
た。また、ATP 添加により切断活性の上
昇が見られたが、その上昇度合いはわず
かであった。 
 
(3) Surface Plasmon Resonance（SPR）解析
により、精製した DCL1 タンパク質と SE
タンパク質は直接相互作用することを明
らかにした。また、DCL1 と SE はそれぞ
れ RNA に直接結合することを示した。
DCL1 と RNA の相互作用は比較的強いが、
その一方、SE と RNA の相互作用は弱く、
塩濃度に非常に感受性であることを示し
た。 
 

(4) SEはプロリン残基とアルギニン残基に富
む N 末端ドメイン、ジンクフィンガード
メイン、C末端ドメインを持つ。精製 DCL1、
SE タンパク質、miRNA 前駆体からなる in 
vitro 反応系において、ジンクフィンガ
ードメインが、DCL1 の miRNA 前駆体切断
活性に重要であることを示した。一方、N
末端ドメインと C 末端ドメインはこの反
応系においては重要ではないことを示し
た。 
 
(5) DCL1 と SE の相互作用には、SE のジンク
フィンガードメインが重要であることを
明らかにした。一方、SEが RNA と相互作
用するには N 末端ドメインが重要である
ことを明らかにした。 
 
(6) シロイヌナズナ CBP80 と CBP20 タンパク
質をそれぞれ単独で大腸菌異種発現シス
テムにより精製を試みた結果、CBP80 は
精製に成功したが、CBP20 は可溶化画分
にタンパク質は得られずほとんどが不溶
化していた。一方、CBP80 と CBP20 を共
発現させたところ、CBP80 だけでなく
CBP20 も可溶化タンパク質として精製す
ることが出来た。このことから、CBP20
は相互作用パートナーである CBP80 の存
在下でのみ正しくフォールディングでき
ることが示唆された。 
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