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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物がウイルスやウイロイドを撃退する際に、これらの病原体のゲノム
RNAから生じる小分子RNAが果たす役割を明らかにするための基盤の確立を目指した。今回、ウイルスおよびウイ
ロイド由来の小分子RNAを取り込むことが知られているAGO1およびAGO2タンパク質に着目して研究を実施した。
本研究の主な成果は、「（１）植物において、AGO1-小分子RNA複合体が標的mRNAを決定する際のG:U wobble結合
の役割を明らかにしたこと」と、「（２）植物において、AGO2-小分子RNA複合体の標的mRNA決定機構を解析する
ためのアッセイ系を確立したこと」の二点である。

研究成果の概要（英文）：To date, it is unclear how AGO1 and AGO2 determine the target mRNAs to be 
degraded in plants. To predict the target host mRNAs of AGO1-virus-derived siRNAs (vsiRNAs) and 
AGO2-vsiRNAs more precisely, I analyzed target specificities of AGO1-miRNA and AGO2-miRNA in plants.
 In case of AGO1-mediated silencing, I tested effects of G:U wobbles between miRNA and mRNAs. 
Results of a series of transient assay showed that G:U wobble has an intermediate effect between the
 base paring and the mismatch in a position-dependent manner. In case of AGO2-mediated silencing, I 
established a transient system to test the requirement of complementarities between miRNA and mRNAs 
by using a newly generated ago triple mutant of Nicotiana banthamiana. This system allows us to 
analyze mechanisms of the AGO2 specificity in plants. These basic analyses will help establish 
algorisms to predict host mRNAs targeted by AGO1-vsiRNAs and AGO2-vsiRNAs in future.

研究分野：植物病理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに、G:U wobbleに着目して植物のAGO1の標的mRNA特異性への影響を研究した例はほぼ無く、植物のAGO2
の標的特異性を正確に検証可能な系も確立されていなかった。今回得られた成果によって、植物ウイルスやウイ
ロイドの病原性を研究する際に、AGO1やAGO2を介して分解される宿主mRNAを予測可能にするための基盤が確立さ
れた。今回得られた成果は、学術的に植物病理学上意義深いだけでなく、将来の植物ウイルス病・ウイロイド病
の防除や、ウイルス・ウイロイド抵抗性品種の開発に貢献する可能性を秘めている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 植物に植物 RNA ウイルスが感染すると、図 1 に示した RNA
サイレンシング機構による抵抗性反応が起こる。この際、ウイ
ルスゲノム全体から、大量のウイルス由来小分子 RNA (virus-
derived small-interfering RNA: vsiRNA)が生じる。また、植物に
ウイロイドが感染した際にも、おそらく同様の経路を介して、
ウイロイド由来小分子 RNA (viroid-derived small-interfering 
RNA: vdsiRNA)が生じると考えられる。vsiRNAや vdsiRNAの
うち、5'末端が Uのものは Argonaute 1 (AGO1)タンパク質に、
そして 5'末端が A のものは AGO2 タンパク質に取り込まれ
て、ウイルス RNAやウイロイド RNAの分解に働くと予想さ
れている。これらの AGO-vsiRNAや AGO-vdsiRNA複合体は、
ウイルスやウイロイドの RNAだけでなく、相補性に従って植
物の内在性 mRNAも分解しているはずである。研究開始時点
では、キュウリモザイクウイルスの Y サテライト由来の
vsiRNAによるタバコ ChlI mRNAの分解(PLoS Pathog. 2011, 7, 
e1002021)や、ジャガイモやせイモウイロイド由来の vdsiRNA
によるトマト CalS-11 like mRNA の分解(Plant Cell 2015, 27, 
2178-2194)など、少数の例が報告されていた。しかし、他の植
物ウイルスやウイロイドの感染時に、AGO-vsiRNA や AGO-
vdsiRNA複合体によって、どの植物 mRNAが分解されている
のかは不明であり、それを正確に予測する方法も確立されていなかった。 

(2) 我々は、先行研究において、一過的なルシフェラーゼアッセイによって AGO1-miRNA 複合
体の標的特異性を検証する系を構築していた。この系を用いて、AGO1 中の miRNA と標的
mRNA間に 1つから 3つのミスマッチが存在する場合に、mRNAが標的として分解されうる
かどうかを検証した。その結果、当初の予想に反して、これまでの動物の AGOタンパク質に
おける実験などから重要だと思われていなかった位置の塩基対が、植物 AGO1による遺伝子
発現抑制に重要であることを明らかにしていた。しかし、AGO1中の miRNAと mRNA間に
ミスマッチ以外の G:U wobble やバルジが生じる場合に、標的として mRNAが分解されるか
どうかは検証されていなかった。 

(3) 植物の AGO2はウイルス抵抗性に関与することが知られていた。しかし、AGO2-siRNAの標
的 mRNA特異性は不明であった。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、以下の 4点である。 

(1) 植物ウイルスおよびウイロイドが植物に感染した際に生じる vsiRNAや vdsiRNAが、ウイル
スやウイロイドの感染時に果たしている役割を明らかにすること 

(2) AGO1に取り込まれた vsiRNAおよび vdsiRNAが切断する宿主mRNAを正確に予測するため
に、AGO1中の miRNAと mRNA間に G:U wobbleが存在する際の影響を個別に評価すること 

(3) AGO1に取り込まれた vsiRNAおよび vdsiRNAが切断する宿主mRNAをより正確に予測する
ために、AGO1中の miRNAと mRNA間に 10,000種類以上の様々なミスマッチや G:U wobble
の組合せを持つ標的 mRNAプールを確立し、次世代シークエンサーを利用した超並列レポー
ターアッセイ系を確立すること 

(4) AGO2 に取り込まれた vsiRNA および vdsiRNA が切断する宿主 mRNA を予測するために、
AGO2による遺伝子発現抑制を個別に評価するための一過的アッセイ系を構築すること 

 
３．研究の方法 
(1) AGO1タンパク質は、ウイルス非感染時には主にマイクロ RNA (miRNA)と呼ばれる内在性小
分子 RNAを取り込んで AGO1-miRNA複合体を形成する。本研究では、Nicotiana benthamiana
葉で発現していない miRNA を利用した一過的ルシフェラーゼアッセイ系によって、AGO1-
vsiRNAおよび AGO1-vdsiRNA複合体の特異性決定における G:U wobble の影響を検証した。 

(2) AGO1-miRNA 複合体の特異性を網羅的に解析するために、様々なミスマッチや G:U wobble
を組み合わせた 10,000種類以上の標的配列プールを構築した。このプールを用いて超並列レ
ポーターアッセイを行い、AGO1-miRNA複合体の特異性をより詳細に決定することを試みた。 

(3) AGO2-vsiRNAおよび AGO2-vdsiRNA複合体の特異性を予測できるようにする目的で、AGO2
に取り込まれることが報告されている miRNA を利用して、AGO2 タンパク質の標的 mRNA
認識機構の解明を試みた。AGO2-miRNA複合体の標的 RNA認識特異性を定量的に調べるた
めに、モデルタバコの Nicotiana benthamiana 葉での一過的ルシフェラーゼアッセイ系の構築
を試みた 
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図1. vsiRNA経路の模式図 



 
４．研究成果 
 本研究では、植物ウイルスおよびウイロイド感染時に生じる vsiRNA と vdsiRNA の作用を予
測するために、AGO1-miRNA と AGO2-miRNA 複合体の特異性の検証を試みた。本研究の成果
は以下の(1)〜(4)の通りである。 
 
(1) AGO1-miRNA 複合体の遺伝子発現抑制能を一過的・定量的に調べる系を用いて、miRNA と
標的 mRNA間に 1つおよび 2つの G:U wobbleを持つ区で遺伝子発現抑制が起こるかどうか
を検証した。また、miRNAと標的 mRNA間に 1つの G:U wobbleと 1つのミスマッチを持つ
区でも遺伝子発現抑制が起こるかどうかを検証した。その結果、G:U wobble には、塩基対と
ミスマッチの中間的な影響があることが明らかとなった。また、G:U wobbleの位置によって、
塩基対のように振る舞う場合とミスマッチのように振る舞う場合があることが明らかとなっ
た。 

(2) AGO1-miRNA 複合体の特異性を網羅的に解析するために、様々なミスマッチや G:U wobble
を組み合わせた 10,000種類以上の標的配列プールを構築した。このプールを用いて超並列レ
ポーターアッセイを行った。次世代シークエンス解析の結果、個別のアッセイで遺伝子発現
抑制が見られた区でも、遺伝子発現抑制が認められなかった。この結果は、AGO1中の miRNA
と標的 mRNA 間に 1~4 つのミスマッチを含むような mRNA が、想像以上に target mimicry 
(miRNAの機能を阻害する mRNA)として機能する可能性を示唆している。 

(3) AGO2に取り込まれることが報告されている複数の miRNAを利用して、AGO2-miRNA複合
体の標的 RNA 認識特異性を定量的に調べるための Nicotiana benthamiana 葉での一過的ルシ
フェラーゼアッセイ系の構築を試みた。AGO2 の発現はウイルス感染時に誘導されるため、
外来の AGO2を一過的に発現させてウイルス感染時の状況を再現することを試みた。実験の
結果、テストした複数の miRNA を単独で発現させただけで標的ルシフェラーゼの発現抑制
が起こってしまった。この結果は、実験に用いた miRNAが内在性の AGO2の他、他の AGO
タンパク質に取り込まれて機能した可能性を示唆している。 

(4) (3)の結果から、AGO2-miRNA 複合体の標的 RNA 認識特異性を評価するためには、N. 
benthamiana の遺伝的改変が必要であることが考えられた。そこで、N. benthamiana の AGO2
遺伝子、および系統解析で同じクレードになる AGO7 遺伝子を破壊することを試みた。
CRISPR-Cas9 を用いたゲノム編集の結果、ago2/ago7a/ago7b の三重変異体の作出に成功した
（外来遺伝子の除去には至っていない）。この三重変異体を用いて AGO2-miRNA複合体の標
的 RNA 認識特異性を調べるための一過的ルシフェラーゼアッセイを行ったところ、外来で
発現させた AGO2 に依存して標的遺伝子の発現抑制が起こった。この系を利用することで、
今後 AGO2-miRNA複合体の標的 RNA認識特異性を検証することが可能になった。 
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