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研究成果の概要（和文）：二次的小分子RNAを生み出す鍵因子であるRNA依存性RNAポリメラーゼ６（RDR6）の基
質特異性を調べたところ, ポリA配列を持たない異常なRNAを特異的に相補鎖合成することを見出した. さらなる
解析により, RDR6のRdRPドメインに非ポリA配列を好む性質が存在すること, ポリA配列はRDR6の相補鎖合成開始
段階を阻害することを見出した. また, 我々は二次的小分子RNA生成機構をタバコ細胞抽出液内で再現すること
に成功した. RDR6による効率の良い相補鎖合成には, AGO7-RISCの標的への結合と, SILENCING DEFECTIVE 5の試
験管内翻訳が必須であった.

研究成果の概要（英文）：RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 6 (RDR6) is one of the key components for the 
secondary short interfering RNA (siRNA) biogenesis in plants. Here, we showed that RDR6 specifically
 converts aberrant non-polyadenylated (non-poly(A)) mRNAs into double-stranded RNAs, which are the 
precursors of siRNAs. We also demonstrated that the C-terminal RdRP domain of RDR6 possesses a 
preference for non-poly(A) sequences. Biochemical and biophysical experiments suggest that the poly
(A) sequence inhibits the initiation step rather than the elongation step of complementary strand 
synthesis by RDR6. We have also successfully recapitulated the secondary siRNA biogenesis pathway in
 the tobacco cell extract. In this system, both the binding of AGO7-RISC to the target mRNA and in 
vitro translation of SILENCING DEFECTIVE 5 were required for the efficient complementary strand 
synthesis by RDR6.

研究分野：分子生物学

キーワード： RNAサイレンシング　siRNA　microRNA　植物　自己・非自己認識
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１．研究開始当初の背景 
 
microRNA (miRNA) や short interfering 
RNA (siRNA) に代表される, 21 塩基程度の
長さを持つ小分子RNAは, Argonaute （AGO）
タ ン パ ク 質 と , RNA-induced silencing 
complex (RISC) と呼ばれる複合体を形成し, 
標的 mRNA を切断または翻訳抑制すること
で様々な生命現象を緻密に制御している. 植
物は内在遺伝子発現制御機構, およびウイル
ス抑制機構として, RISC が切断した一部の標
的 RNA から小分子 RNA を作り出す, 二次的
小分子 RNA 生成機構を持っている. これま
での遺伝学的研究および分子生物学研究より, 
この機構は RISC による「標的認識・切断モ
ジュール」, RNA 依存性 RNA ポリメラーゼ
6（RDR6）による「相補鎖合成モジュール」, 
Dicer 様タンパク質 DCL4 による「二本鎖
RNA 切断モジュール」から形成されることが
明らかになっている（図１）. しかしながら, 
反応モジュール間の連動機構には多くの謎が

残されている. 特に, なぜ RDR6 が特殊な
RISC の標的 RNA のみを特異的に鋳型にし, 
その他の転写産物を鋳型にしないのかは未だ
明らかになっていない. 
 
２．研究の目的 
 
本研究は多因子・多段階反応である二次的小
分子 RNA 生成機構を試験管内で再構成し, 
反応モジュール間の連動機構を生化学的, 生
物物理学的に解析することで, 二次的小分子
RNA 生成機構の最重要反応である RDR6 の
鋳型選択機構を明らかにすることを目標にす
る. 
 
３．研究の方法 
	
(1)「相補鎖合成モジュール」のコアタンパク
質である RDR6 のリコンビナントタンパク質
を,	大腸菌,	昆虫培養細胞,	または植物のセ
ルフリー系を用いて作成を試み,	活性を評価
する.	 作成したリコンビナント RDR6 を用い
て試験管内で相補鎖合成反応を行う.	新規に
合成された相補鎖をラベルするため,	反応系
に[a-32P]	 UTP または[a-32P]	 CTP を加え,	

反応産物は変性ゲルで展開する.	
(2)	RDR6 には,	アミノ末端に RNA 結合ドメイ
ンとして知られている RRM ドメインが,	カル
ボキシ末端に RdRP ドメインが存在する.	 RRM
ドメインが鋳型特異性に必要かを調べるため,	
RRMドメイン欠失変異体を作製し,試験管内で
の相補鎖合成実験を行う.	
(3)RDR6 と鋳型 RNA とのゲルシフトアッセイ
は RRM ドメインを欠失したリコンビナント
RDR6	と 5′キャップラベルした RNA とを用い
る.	 一分子蛍光顕微鏡観察では,	 5′ビオチ
ン化した RNA と,	Halo タグを介して蛍光標識
したリコンビナント RDR6 を用意し,	 全反射
照明蛍光顕微鏡の下,	ガラス基板上で結合頻
度・時間を観察する(図２).	
	

	
(4)これまで私はタバコ培養細胞 BY-2 から作
成した試験管内アッセイ系を用いて,	「標的
認識・切断モジュール」を再現することに成
功している.	「相補鎖合成モジュール」を再
現するために,	これまでの遺伝学によって二
次的小分子 RNA 生成機構に必要であることが
明らかになっている因子	(RDR6,	SGS3 および
SDE5)を試験管内翻訳する.	 同じ試験管内で
AGO7 と miR390 から作られる RISC を形成し,	
RISC が結合した標的 RNA が特異的に相補鎖合



成されるか否かを調べる.	
	
４．研究成果	
	
(1)	RDR6 はポリ A 配列を欠いた異常な RNA を

特異的に二本鎖 RNA に変換する	

ショウジョウバエ S2 細胞発現系を用いるこ
とで高純度のリコンビナント RDR6 を用意す
ることに成功した.	 我々は RDR6 の活性を
様々な鋳型 RNA を用いて評価する過程で「精
製 RDR6 はポリ A 鎖を 3′端にもつ RNA を転写
の鋳型に出来ない」という驚くべき結果を得
た.	この結果は,	RDR6 自体に鋳型特異性があ
ることを示すとともに,	なぜポリ A 鎖をもつ
細胞内の内在 mRNA が RDR6 によって二本鎖化
されず,	 RISC によって切断された mRNA やウ
イルスなどの異常な RNA のみが二本鎖化され
サイレンシングされるのか,	という長年の謎
を解き明かす可能性がある.さらなる解析に
より,	RDR6 は 8 塩基以上のポリ A 配列をもつ
RNA を転写の鋳型にできないこと,	 アデニン
以外の連続配列を 3′端にもつ RNA や,	 配列
の内部にポリ A 配列を持つ RNA は鋳型にでき
ることが示された.	このことから,	 RDR6 は,	
転写の伸長段階ではなく,	開始段階でポリ配
列をチェックしていることが明らかになった
（図３）.以上の結果は Nature	plants 誌に論

文として発表した(Nature	 Plants	 2017).ま
た RDR6 による試験管内アッセイの詳しい手
法を Bio-protocol 誌で発表した	 (Bio-
protocol	 2018).	なお研究(1),	 (2),	 (4)は
Baeg	Kyungmin 大学院生とともに遂行した。	
	
(2)	 RDR6 の RdRP ドメインに非ポリ A 配列を

好む性質が存在する	

RDR6 が持つ RRM ドメインと RdRP ドメインの
どちらのドメインが鋳型選択性に関わるのか
を調べるため,	RRM 欠損 RdRP 変異体を作成し,	
試験管内相補鎖合成実験を行ったところ,	変
異体も,	野生型と同様の相補鎖合成活性を持
つと共に,ポリ A 鎖を嫌う特徴も保持してい
た.	以上のことからRdRPドメインにポリA鎖
を嫌う性質が存在することが示された.	
	
(3)	 ポリ A 鎖の有無は鋳型 RNA と RDR6 との

相互作用に影響を与えない	

次に RDR6 の RdRP ドメインと鋳型 RNA との結
合親和性を,	ゲルシフトアッセイを用いて解
析した。その結果、ポリ A 鎖の有無は鋳型 RNA
と RDR6 との結合に影響を与えないことが明
らかになった。次に,	連携研究者である多田
隈	尚史	博士,	 および研究協力者の坪山	幸
太郎	大学院生とともに,	 RDR6 の鋳型選択機
構を,	 全反射照明蛍光顕微鏡観察を通して,	
一分子レベルで解析した.	具体的にはガラス
基盤に 3′末端にポリ A をもつ RNA またはポ
リ A を持たない RNA を固定し,	蛍光標識した
RDR6を加え,	結合頻度および結合の長さを調
べた.予備的な結果ではあるが,	 ポリ A 鎖の
有無は RDR6 の結合頻度および結合の長さに
影響を与えなかった.以上より,	 RDR6 は単純
な結合親和性の違いで鋳型選択をしているわ
けではなく,	相補鎖合成の開始段階で選択し
ていることが示唆された.	
(4)	 タバコ試験管内系で RDR6 が相補鎖を合

成するには,	特殊な RISC による「認識」,	お

よび Importin 様タンパク質である SDE5 の添

加が必要である	

RISC による認識・切断モジュールが相補鎖合
成モジュールに与える影響を調べるため,	タ
バコ細胞抽出液内で RDR6 による相補鎖合成
を解析する実験系の開発を行った.	その結果
RDR6 による相補鎖合成は,	 AGO7-RISC による
認識・切断モジュールに加えて,	 SILENCING	
DEFECTIVE	5	(SDE5)という Importin 様タンパ
ク質を加えることが必須であることが明らか
になった.	この結果,	様々な反応阻害因子が
存在する環境では,	RDR6 のみでは,	たとえポ
リ A 鎖を欠いた RNA であっても,	効率よく相
補鎖合成できず,	RISCによる標的認識とSDE5
という補助因子が必須であることが明らかに
なった.以上の結果は,	 RISC と SDE5 が RDR6
を標的 RNA に積極的にリクルートする可能性
を示唆している（図４）.	
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