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研究成果の概要（和文）：Argonauteファミリータンパク質はすべての小分子RNA作用マシナリーの核心を成す因子であ
り、恒常的に発現するAGOサブファミリーと生殖細胞特異的なPIWIサブファミリーに分類される。AGOサブファミリータ
ンパク質については、これまで機能未知であった「Nドメイン」が小分子RNA二本鎖の一本鎖化に極めて重要な役割を果
たしていることを見いだすなど、作用マシナリーの形成と機能に関する多数の重要な知見を得た。またPIWIサブファミ
リーについては、piRNAの生合成過程の一部を再現出来るin vitroの実験系の構築に成功しその素過程を初めて生化学
的に明らかにするなど、顕著な成果を上げた。

研究成果の概要（英文）：At the core of the small RNA effector complex lie Argonaute family proteins, which
 can be divided into ubiquitous AGO subfamily and gonad-specific PIWI subfamily. We have made a series of 
important discoveries about the effector complex assembly and target silencing functions of AGO-clade smal
l RNAs, including our finding that the N domain of AGO plays a critical role in separating the two small R
NA strands within AGO to mature the effector complex. We have also successfully reconstituted the core par
t of the piRNA biogenesis pathway in vitro, paving a new path to biochemical understanding of PIWI-clade s
mall RNAs. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 すべての小分子 RNA は、共通のエフェク
タ ー 複 合 体 で あ る RISC (RNA-induced 

silencing complex)を介して、ゲノム情報の発
現制御に重要な役割を果たしている。RISC

の核心をなすタンパク質は、「Argonaute ファ
ミリータンパク質」と呼ばれ、酵母からヒト
に至るまで高度に保存されている。Argonaute

は小分子 RNAと直接結合し、標的 RNAの切
断を触媒することが知られているが、二本鎖
として生成される小分子 RNA がいかにして
Argonaute に取り込まれ RISCを形成し、標的
を認識し、リサイクルするかという各素過程
については、不明な点が多く残されている。
また、Argonaute ファミリータンパク質は、恒
常的に発現する AGO サブファミリーと生殖
細胞特異的に発現する PIWI サブファミリー
とに分類されるが、PIWI サブファミリーの
RISC形成経路は、研究の進んでいる AGO サ
ブファミリーのものとは全く異なることが
示唆されており、その実態についてはほとん
ど何も分かっていないのが現状である。 

  

２．研究の目的 

 本研究は、AGO サブファミリー、PIWI サ
ブファミリーの両方を含む、Argonaute ファミ
リー全体を網羅し、小分子非コード RNA 作
用マシナリーの分子基盤を明らかにするこ
とを目標とする。比較的理解の進んでいる
AGO サブファミリーについては、その多機能
的な役割を切り分けて評価できる解析系を
確立し、さらに AGO 自身に系統的変異を導
入することによって、それぞれの素過程に必
要な AGO サブファミリーの機能ドメインを
アミノ酸レベルで解析する。ショウジョウバ
エおよびヒトにおいて複数個存在する AGO

サブファミリーのうち、Ago2 だけが「標的
の切断」と「標的の翻訳制御」の両方を行う
能力を持つが、特にショウジョウバエの Ago2

に関しては過剰発現系や翻訳抑制を含む各
素過程の評価系をすでに確立していること
から、恒常的に機能する小分子 RNA 作用マ
シナリーの非常に良いモデルとなりうる。ま
た、理解の遅れている PIWI サブファミリー
については、生殖細胞株が樹立されているカ
イコを用いることによって、結合する piRNA

の生合成過程や、PIWIサブファミリーに結合
する未知因子を解析することにより、生殖系
列特異的な小分子 RNA 作用マシナリーの分
子メカニズムを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 AGO サブファミリーが機能する過程は、大
まかに (1) Argonaute への小分子 RNAのロー
ディング (2)二本鎖小分子 RNA の一本鎖化 

(3)ターゲットの認識 (4)ターゲットの切断ま
たは翻訳抑制 (5)リサイクル という各段階
に分けられる。 

 我々は、アガロースネィティブゲルを用い
た複合体の同定、アクリルアミド・ネイティ

ブゲルを用いた小
分子 RNA の二本
鎖・一本鎖の判別、
標的認識状態の検
出、標的切断反応、
in vitro での翻訳抑
制の再現、リサイ
クリングの評価等、
これまでに想定さ
れているほとんど
の素過程を定量的
に評価できる実験
系を確立している。
この系をもちいて、
和田らの計画研究
と連携し、光学活
性ホスホロチオエ
ート RNAが、各素
過程に与える影響
を解析し、動作原
理を明らかにする
とともに、医薬応
用に向けた基礎的
知見を提供する。 

 またこれまでに、タグ付きショウジョウバ
エ AGO サブファミリータンパク質を培養細
胞において過剰発現させ精製した後、当該
Argonaute 欠失系統ハエあるいは当該
Argonauteをノックダウンした S2細胞由来の
抽出液で補完することで、上記の過程を生化
学的に再構築することが可能であることを
見いだしている。この独自の実験系を用いて
ショウジョウバエやヒトの Ago2 をモデルと
して、様々な系統的変異を導入したライブラ
リーを作成し、AGO サブファミリーの機能ド
メイン解析を行う。特に、まだ機能未知の「N

ドメイン」の役割を明らかにする。 

 また前述の通り、PIWIサブファミリーが機
能する過程は、AGO サブファミリーと大きく
異なることが示唆されているものの、その実
体は全く分かっておらず、結合する piRNAの
生合成経路、および RISC 形成経路の解明が
喫緊の課題である。したがって、生殖細胞由
来の培養細胞株が樹立されているカイコを
モデル系とし、PIWI サブファミリーのメンバ
ーである Siwi と BmAgo3 に対する抗体を用
いて、両者に結合する piRNAの特徴を解析す
る。さらに、免疫沈降と質量分析を組み合わ
せることで、それぞれの PIWI サブファミリ
ーと相互作用するタンパク質因子の同定を
行う。 

 

４．研究成果 

 AGO サブファミリータンパク質について
は、ハエ、ヒト、およびシロイヌナズナとい
う幅広い種の RISC 形成過程に、少なくとも
「RISC前駆体の形成 = Argonauteへの小分子
RNA二本鎖の取り込み」と、「RISCの成熟化 

= 小分子 RNA 二本鎖の一本鎖化」の 2 つの
段階があることを見い出し、さらにそれぞれ



の過程に必要な小分子 RNA の構造的特徴を
明らかにした(Nature Struct Mol Biol 2009; 

Nature Struct Mol Biol 2010; EMBO Rep 2011; 

EMBO Rep 2013)。これによって、これまで一
見ランダムに見えていた天然の miRNA の構
造的特徴を包括的に説明できる様になった
と同時に、人工的な miRNA の論理的デザイ
ンも可能になったため、その設計法について
国内特許・国際 PCT 特許出願を行った(特開
2011-4708 PCT/JP2010/061036)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 さらに、全く機能未知であった AGO サブ
ファミリーの「Nドメイン」について、種間
の保存性に着目した大規模な系統的変異解
析を行なった結果、ヒトの Argonaute2 におい
ては、その N ドメインが、小分子 RNA 二本
鎖の一本鎖化の途中段階に機能しているこ
とが強く示唆された。これを核として様々な
検証を行い、RISC形成に Wedging、すなわち
RNA 二本鎖の末端への「くさびの打ち込み」
という新しい素過程が存在するモデルを提
唱し、当初の目的である AGO サブファミリ
ーの機能ドメインの解明を達成した (Nat 

Struct Mol Biol. 2012)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 また、siRNAに光学活性ホスホロチオエー
トを系統的に導入し、その RISC 形成過程に
おける影響を上記の系を用いて in vitro で調
べたところ、特定の位置に特定の光学活性ホ
スホロチオエートを導入することによって、
Argonauteへの小分子二本鎖 RNAの取り込み、
および、小分子二本鎖 RNA の一本鎖化のそ
れぞれの素過程に特異的な影響を与えるこ
とが明らかとなり、医薬応用を目指した光学
活性ホスホロチオエートを含む siRNA の合

理的設計に道を開いた。 

 また、AGO サブファミリーによる標的
mRNA のサイレンシングのメカニズムに関
しても詳細な研究を行った。特に、miRNAが
切断を介さずに標的 mRNA からのタンパク
質合成を抑制する具体的なメカニズムに関
しては、これまで相矛盾するモデルが乱立し
混乱を極めてきた。miRNA は標的 mRNA の
「翻訳の抑制」と「poly(A)鎖の分解」を誘導
すると言われているが、やっかいなことに、
poly(A)鎖には本来翻訳を促進する働きがあ
るため、「poly(A)鎖の分解」を受けた mRNA

からの翻訳はおのずと抑制される。逆に、「翻
訳の抑制」を受けた mRNA はリボソームによ
る保護を受けなくなるために不安定化し、
poly(A)鎖の分解が促進される。このように、
miRNA が引き起こす 2 つの異なる抑制経路
は、お互いに密接に影響を及ぼし合うため、
典型的な「ニワトリが先か卵が先か?」という
ジレンマが生じてしまう。従来の研究では、
これらの総和としての最終的な効果しか解
析されて来なかったため、因果関係が不明で
あったことが混乱の大きな原因であると考
えられる。 

 そこで我々は、microRNA の上記二つの抑
制経路を忠実に再現できる独自の in vitro 系
を確立し、それらの素過程を世界に先駆けて
生化学的に切り分けることによって、長年に
わたり当該分野の足かせとなっていた問題
を打破することに成功し、miRNAによる抑制
が翻訳開始の極めて早い段階(リボソーム小
サブユニットの mRNA への誘導以前)に起こ
ることを明らかにした(Mol Cell 2009, EMBO 

J 2011, Mol Cell 2012)。また、植物のmicroRNA

を含む AGO サブファミリーが、翻訳伸長途
中のリボソームの進行を物理的に阻害する
ことによって翻訳抑制を引き起こすことを
明らかにした(Mol Cell 2013)。さらには、シ
ョウジョウバエにおいて microRNA前駆体か
ら microRNA 二本鎖を切り出す Dicer-1 と呼
ばれる酵素の基質認識機構を明らかにした
(Nat Struct Mol Biol. 2011)。 

 

 理解の遅れていた PIWI サブファミリータ
ンパク質については、公募班員であり鱗翅目
昆虫を専門とする勝間と密接な共同研究を
行い、カイコ卵巣由来の培養細胞である
BmN4 細胞を用いて、piRNA生合成経路の一
端を再現できる in vitro 系の構築に初めて成
功した。その結果、piRNA の前駆体となる長
い一本鎖 RNAは、まず長いまま PIWI タンパ
ク質に取り込まれ、「トリマー」と名付けた
Mg

2+依存的な 3’→5’エキソヌクレアーゼによ
って 3’末端が削りこまれ、さらにその削り込
み反応と共役して、Hen1メチル基転移酵素が
3’末端を 2’-O-メチル化する、という一連の流
れが明らかとなった(Mol Cell 2011)。この知
見は、今後の piRNA研究の生化学的な基盤と
して極めて重要である。また、一本鎖 piRNA

前駆体が PIWI サブファミリーに取り込まれ



る際、Hsp90 シャペロンマシナリーが重要な
役割を果たしていることを明らかにした
(RNA 2013) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 さらに、BmN4 細胞を用い、カイコの 2 種
PIWI サブファミリータンパク質である Siwi

とBmAgo3のそれぞれについて抗体を作成し、
特異的に相互作用する因子の探索を精力的
に進め、Tuder ドメインタンパク質を始めと
する新規因子を多数同定した。これらのタン
パク質間の相互作用には、PIWIがもつ対称型
ジメチルアルギニン修飾が必須であり、その
ような相互作用依存的に、核のまわりのニュ
アージュ様の細胞質構造体に局在すること
が明らかとなった。また、SpnE と Qinに特異
的に結合する因子および RNA の解析をすす
めたところ、Maelstrom がそれらと共に働く
因子である事が明らかになった。さらに、
piRNA 増幅機構因子の一つである Vasa につ
いて生化学的な解析を行うため、BmVasa 抗
体を作成し、その解析をすすめたところ、
BmVasa は、Siwi によって切断された RNAの
RISC からのリリースに関わる可能性を示唆
する結果が得られた。 

 また、カイコ Vasa（BmVasa）抗体を作成
しBmN4抽出液から免疫沈降をおこなったと
ころ、BmVasa は Siwi と特異的に結合するこ
とが判明した。In vitro での標的切断アッセイ
をおこなったところ、Siwi によって切断され
た標的 RNAは piRISC から解離せず、piRISC

に結合した状態にあることが判った。これに
BmVasa リコンビナントタンパク質を加えた
ところ、RNAの解離活性がみられた。BmVasa

変異体にはその活性は見出されなかった。こ
のことから、BmVasa の piRNA増幅機構への
機能的寄与が明らかになった。 

 さらに、piRNAの一次生成機構に関しては、
ショウジョウバエ細胞株 OSC を用いて行っ
た。我々はこれまでの解析から細胞質核膜周
辺に局在する構造体を piRNA 一次生成機構
の場として同定し、Yb body と名付けた。
piRNA 前駆体 RNA の挙動を調べるため
RNA-FISH をおこなったところ、Yb body の
近傍に集積することが明らかになった。我々

はこれを Flam bodyと名付けた。Yb bodyの
中核因子である Yb をノックダウンした条件
下では、Yb bodyのみならず Flam bodyも消
滅する。レスキュー実験を行なったところ、
野生型 Ybでは Yb bodyも Flam bodyも復活
するが、RNAに結合しない変異型 Ybでは両
者とも形成されないことが判明した。つまり、
Yb タンパク質が piRNA 前駆体に結合するこ
とが、piRNA前駆体の Flam bodyへの集積お
よび piRNA生合成因子のYb bodyへの集積に
必須であるといえる。Yb は piRNA 生合成機
構、特に細胞質内の反応における中核因子で
あると結論づけた(Cell Reports in press)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 また、非コード RNA 研究の現状や問題点
をまとめ、将来への展望を提唱する英文総説
を執筆し、世界に向けて情報発信を行った
(EMBO Rep. 2014; Genes Dev. 2014; Nat Struct 

Mol Biol. 2012; Trends Biochem Sci. 2010)。 
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