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植物の二次的小分子RNAの生成機構

藤本 祐司，岩川 弘宙

1. 序論

RNAサイレンシングは，小分子RNAが転写段階，ある
いは転写後段階において，相補的な配列を持つ標的遺伝
子の発現を負に制御する遺伝子発現制御機構である．植
物の小分子RNAはその前駆体の種類によって，microRNA
（miRNA），small interfering RNA（siRNA）の二つのグルー
プに大別される．miRNAはゲノムにコードされたMIRNA
遺伝子の転写産物内部のヘアピン構造部分が，DICER-
LIKE1（DCL1）によるプロセシングを受けることで生成
される．他方，siRNAは二本鎖RNAを前駆体とし，DCL2, 
DCL3, DCL4によってそれぞれ22, 24, 21塩基の長さにプロ
セシングされる 1）．生成された小分子RNAは，機能タン
パク質であるARGONAUTE（AGO）タンパク質に取り込
まれ，RNA-induced silencing complex（RISC）と呼ばれる
複合体を形成することで，サイレンシング能を発揮する．
植物においては，標的RNAを認識したRISCにリクルー

トされたRNA-dependent RNA polymerase（RDR）がその標的
RNAを二本鎖RNAに変換し，その二本鎖RNAをDCLがプロ
セシングし二次的siRNAを生成することで，効率的にRNAサ
イレンシングを増幅する経路が存在する．この増幅機構は分
化や発生といった個体内の生命活動の維持に重要な役割を持
つ他に，トランスポゾンやウイルスといった外来遺伝子への
防御応答としてもきわめて重要な役割を担っている1）．本稿
では，最新の知見を踏まえ，この増幅経路の要であるRDRが
RISCにリクルートされる分子機構について議論したいと思う．

2. 植物の二次的 siRNA

植物の二次的 siRNAには，ウイルスやトランスポゾンと

いった外来遺伝子に由来するものの他に，内在のものも存
在し，phased siRNA（phasiRNA）はその代表的なものであ
る．phasiRNAの前駆体はPolIIによる転写産物であり，こ
れらのRNAはRDRによる二本鎖化の後，DCLによる21
塩基あるいは24塩基ごとの等間隔な切断（phasing）を経
てphasiRNAを生成する 2）．phasiRNAの中でも trans-acting 
siRNA（tasiRNA）と呼ばれる一群はその生成機構が精力
的に解析されている．

1） trans-acting siRNA
tasiRNAの生成は，ゲノム中のTAS遺伝子からTAS mRNA

が転写されることに始まる．TAS mRNAが特定のmiRNA
とAGOからなるRISC（22塩基のmiRNAを取り込んだ
AGO1またはmiR390を取り込んだAGO7）に認識されると，
RDR6がリクルートされ二本鎖化が行われる．合成された
二本鎖RNAは，DCL4によるプロセシングにより21塩基の
tasiRNAとなり，主にAGO1とRISCを形成することで，そ
の名のとおり自身とは異なるmRNAを標的にトランスな発
現抑制を行う．tasiRNAの生成には，RISCを形成するAGO
や，RDR6, DCL4の他に，二本鎖RNA結合タンパク質であ
るSUPPRESSOR OF GENE SILENCING 3（SGS3），機能未知
のタンパク質であるSILENCING DEFECTIVE 5（SDE5）も
必要であることが遺伝学的に示されている．SGS3はRISC
と相互作用すること，前駆体RNAの安定化に寄与してい
る 3）ことに加え，細胞内で膜と相互作用する細胞質顆粒
を形成し，RDR6やAGO7などと共局在することが報告さ
れている 4）．SDE5はRISCとSGS3が相互作用してから，
RDR6がリクルートされるまでのどこかの段階で何らかの
機能を担っていることが示されている．
シロイヌナズナにはTAS1a/b/c, TAS2, TAS3a/b/c, TAS4の

8種類のTAS遺伝子座が存在し，TAS1とTAS2のmRNAは
miR173-AGO1 RISCにより，TAS3 mRNAはmiR390-AGO7 
RISCにより，TAS4 mRNAはmiR828-AGO1 RISCによりそ
れぞれ認識されてRDR6のリクルートが起きるが，その分
子機構はRISCの結合部位の数によって「one-hit pathway」
と「two-hit pathway」に分類されている．TAS3 tasiRNA生
成機構のみが two-hit pathwayを経て生成され，それ以外の
TAS1/2/4 tasiRNAおよびその他のphasiRNAはone-hit pathway
により生成される 5）（図1）．
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2） two-hit pathway
TAS3 mRNA上には，miR390-AGO7 RISCに認識される

miR390と相補的な配列が2か所存在し，その両方にRISCが
結合することが two-hit pathwayの第一段階である．第二段
階では，2か所の結合サイトのうち，3′末端側の結合サイト
がRISCによる切断を受ける．5′末端側の結合サイトは，中
央部に保存されたミスマッチがあり，RISCの結合は起きる
が切断には至らない一方，3′末端側の結合サイトの中央部
は完全に相補的であるため，切断が生じる．続く第三段階
では，リクルートされたRDR6がRISCにより切断された3′
末端側の結合サイトから5′末端側の結合サイトに向けて相
補鎖を合成する．第四段階では，合成された二本鎖がDCL4
により21塩基にプロセシングされ，tasiRNAが完成する．

3） one-hit pathway
TAS1/2/4 mRNAおよび tasiRNAを除いたphasiRNAの前

駆体となるmRNA上には，22塩基miRNAとAGO1により
構成されるRISCに認識される配列が1か所存在する．こ
の結合サイトはRISCによる切断を受けるが，SGS3がTAS 
mRNAと結合したRISCと相互作用することで，切断の後
も断片どうしをつなぎ止めていることが明らかにされてい
る 3）．二本鎖RNAのプロセシングを行うDCLのすべてを
変異させたdcl2/3/4変異体では，TAS mRNAの3′ poly（A）配
列部分にも相補鎖を持った二本鎖RNAが蓄積しているこ

とから，3′ poly（A）配列からRDR6は相補鎖合成を開始で
きると考えられる 6）が，リコンビナントRDR6を用いた生
化学的解析では，RDR6はpoly（A）を持たないRNAを鋳型
としてより好むことが報告されている 7）．
二次的 siRNA生成経路は，phasiRNAのみならず，ウイ

ルスやトランスポゾンのような外来遺伝子に対する防御機
構としてもきわめて重要であり，おそらくは tasiRNA生成
経路と多くの部分を共有していると考えられる．しかしそ
の重要性に比して，詳細な分子機構はあまりにも未解明な
点が多い．では，何がその解明を阻んでいたのであろう
か．障壁の一つは，生化学的な実験系の欠如であったとい
える．RISC, SGS3, SDE5, RDR6，前駆体RNAといった複
数の因子が関わる複雑な反応について，個々の因子がどの
ようなタイミングでどのように関わっているのかを明らか
にするためには，tasiRNA生成経路を試験管内で再構成で
きる系を確立した上で，各因子の変異体を用いた解析や，
それらを添加するタイミングの検討などを行う必要があ
る．以下，試験管内 tasiRNA生成系を用いた解析による，
複数の新規知見を概説する．

3. 試験管内TAS3 tasiRNA生成経路の再構成とその評価

Sakuraiらは，タバコ培養細胞Bright Yellow-2（BY-2）細
胞由来の抽出液を用いて，試験管内でのTAS3 tasiRNA生

図1 二次的 siRNA生成経路の概要
RISCのうち，miR390とAGO7により構成されたものと22塩基小分子RNAとAGO1により構成されたものは，そ
れぞれ two-hit pathwayとone-hit pathwayを経由してRDR6による標的RNAの二本鎖化を行う．二本鎖化された標的
RNAは，DCLにより二次的 siRNAとなりシスあるいはトランスに標的のサイレンシングを行う．
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成経路の再構成を試みた 8）．本抽出液は，高い翻訳活性
を持ち，AGO1 mRNAとmiRNAの二本鎖を加えること
で機能的なRISC形成の再現ができること 9），DCL活性
を持つことが報告されている．この抽出液にシロイヌナ
ズナ由来の tasiRNA生成関連因子であるAtAGO7 mRNA, 
AtSDE5 mRNA, AtSGS3 mRNA, AtRDR6 mRNA, TAS3 mRNA, 
miR390/miR390*を加えたところ，TAS3 tasiRNAが蓄積し
た．これらの因子のうち，AtSGS3 mRNAとAtRDR6 mRNA
は加えなくても tasiRNAが十分量蓄積したことから，抽
出液中には一定量の内在のSGS3とRDR6が存在し，これ
らはAtSGS3, AtRDR6のTAS3 tasiRNA生成における機能
を代替するのに十分であると考えられた．一方，AtAGO7 
mRNA, AtSDE5 mRNA, TAS3 mRNA, miR390/miR390*を加
えなかった場合では tasiRNAは蓄積しなかったため，以降
の実験はこれら4因子を抽出液に添加して行った．
植物個体内では，21塩基ごとに切断を受けて生成された

tasiRNAは，それぞれが同程度に蓄積するのではなく前駆体
mRNAの特定の領域から発現したもののみが高蓄積してお
り，この領域をhotspotと呼ぶ 5）．試験管内で生成した tasiR-
NAをRNAシークエンスしマッピングしたところ，植物個
体でみられるhotspotと共通した領域にhotspotが確認された
ことから，この試験管内再構成系は植物個体におけるTAS3 
tasiRNA生成系を基本的に再現できていると考えられた．

4. SGS3とSDE5は協調してRDR6のリクルートに関わる

SGS3とSDE5の役割を解析するため，再構成系からこ
れらの因子を抜いた場合について試験を行ったところ，
TAS3 mRNAのRISCによる切断は問題なく起きていた一
方で，RDR6による二本鎖化が起きていないことがわかっ
た．Sakuraiらはこの結果から，SGS3とSDE5はRISCと複
合体を形成してRDR6のリクルートに関わっていると仮説
を立て，共免疫沈降によりこれを検証した．結果，SGS3
またはSDE5が十分量存在しない条件下では，RISCと
RDR6との相互作用が起こらなかったことから，これら2
因子は協調してRISCを介してTAS3 mRNAにRDR6をリク
ルートする役割があることが明らかとなった．

5. TAS3 two-hit pathwayにおいて，2か所のRISC結合
サイトは独立な役割を担う

TAS3 mRNA上に2か所存在するRISC結合サイトの機
能を解析するため，5′末端側の結合サイト，3′末端側の結
合サイトおよびその両方をRISCの結合が起こらないよう
な配列に置換した変異体TAS3 mRNAについて，RISCと
RDR6との相互作用を共免疫沈降で確認した．結果，RISC
とRDR6との相互作用は5′末端側の結合サイトにのみ依存

していた．興味深いことに，3′末端側の結合サイトのみを
変異させたTAS3 mRNAでは，RISCとRDR6の相互作用は
起きているにもかかわらずRDR6による二本鎖化が起きて
いなかった．
リコンビナントRDR6が3′ poly（A）配列を持たない一本

鎖RNAを相補鎖合成の鋳型としてより好むことから，3′
末端側の結合サイトの意義は，TAS3 mRNAの切断を引き
起こしpoly（A）配列を除去することにあると仮説を立てた
Sakuraiらは，3′末端側結合サイトの変異体TAS3 mRNAの
3′ poly（A）配列を非poly（A）配列に置換することで，二本
鎖化が起こるのではないかと考えた．そこで，実際にpoly
（A）配列を持つ場合と非poly（A）配列に置換した場合につ
いて，RISCとRDR6との相互作用とTAS3 mRNA二本鎖化
を解析したところ，相互作用は同程度であった一方，非
poly（A）配列置換を行った場合に特異的に二本鎖化が起
こった．以上より，3′末端側の結合サイトは3′ poly（A）配
列を除去し，RDR6の活性を高める役割を担っていること
が明らかとなった．

6. one-hit pathwayにおいては22塩基の small RNAと
AGO1のRISCが二次的 siRNA産生を引き起こす

one-hit pathwayの分子機構についてはシロイヌナズナの
培養細胞由来の抽出液を用いた生化学的解析を行ったYo-
shikawaらの報告が詳しい 10）．Yoshikawaらは，抽出液に ta-
siRNA生成能があることを確認した後，人工的に設計した
レポーター系を用い，21塩基のsmall RNAとAGO1が形成
するRISCと22塩基のsmall RNAとAGO1が形成するRISC
のどちらが二次的siRNA合成を引き起こすのか解析した．
結果，22塩基のsmall RNAとAGO1で形成されたRISCがよ
り強く二次的siRNA合成を引き起こすことがわかった．

Yoshikawaらのone-hit pathwayをモデルとする実験系に
おいても，RDR6はSGS3とSDE5の両者の存在下でのみ標
的RNAにリクルートされた．また，3′ poly（A）配列を持つ
標的RNAはRDR6による二本鎖化の効率が低かった．し
たがって，SGS3とSDE5が協調してリクルートしたRDR6
が，非3′ poly（A）配列を好んで二本鎖化し二次的 siRNA生
成を引き起こすというモデルは，two-hit pathwayとone-hit 
pathwayに共通するものであると考えられた．one-hit path-
wayにおける二本鎖化はRISC結合サイトの3′末端側で起
きているため，実際には標的RNAは3′ poly（A）配列を持
つ場合が想定される．確かに3′ poly（A）配列からRDR6が
相補鎖合成を開始することは可能ではあるが，植物細胞内
では，先に生成されていた tasiRNAによるTAS mRNAへの
セルフアタックにより3′ poly（A）配列を含む3′末端配列が
除去される，two-hit pathwayのような過程によりRDR6の
働きが促進されている可能性がある．
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7. SGS3はRISCと協調してリボソーム停滞を引き起こ
し，二次的 siRNA産生を促進する

植物においては，多くのmiRNAは21塩基であり，
AGO1とRISCを形成して標的のサイレンシングを行う．
一方，二次的 siRNA産生を引き起こすRISCは22塩基の
miRNAとAGO1，またはmiR390とAGO7により構成され
たものに限られている．これらの限定的なRISCのみが二
次的 siRNA産生を誘導する能力を持つのはなぜであろう
か．Wuらは，環境ストレスに応じて蓄積する22塩基の
siRNAは，標的の切断を伴わずに翻訳抑制すること，二
次的 siRNAの蓄積を誘導することを見いだした 11）．siRNA
ではなくmiRNAにおいても，人工的に設計したRNAを用
いた解析により，miR173結合部位をORFの直後に配置し
た場合に二次的 siRNA産生が促進されることを見いだし
た報告 12）や，TAS2 mRNAのmiR173結合部位にオーバー
ラップした短いORFが翻訳されることが tasiRNA生成に重
要であることを示した報告 13）がなされている．
これらの22塩基の small RNAが植物体において翻訳抑制

を引き起こし二次的 siRNA合成の引き金となるというこ
れまでの知見は，Yoshikawaらによる22塩基の small RNA
とAGO1によるRISCがより多くの二次的 siRNA産生を引
き起こすという報告ともよく調和する．それでは，この翻
訳抑制はどのように二次的 siRNA合成とつながっている
のだろうか．そして，このつながりはone-hit pathwayだけ

ではなく，two-hit pathwayにも共通しているのだろうか．
TAS1 mRNA, TAS2 mRNAのRISC結合サイトは短いORF

と重複している．この短いORFは tasiRNA生成に重要であ
ることが示されており，TAS3 mRNAのRISC結合サイトの
直前にもORFが存在している．シロイヌナズナの植物体を
用いたリボソームプロファイリングの結果，TAS mRNA上
のRISC結合サイトの直上に大量のリードが蓄積していた
ことから，ここでリボソームの停滞が起きていると考えら
れた．sgs3変異体シロイヌナズナについて同様にリボソー
ム停滞を解析すると，TAS mRNA上のリボソーム停滞は起
きていなかったため，TAS mRNA上のリボソーム停滞には
SGS3が何らかの必須な役割を担っていると考えられた．
BY-2細胞由来抽出液を用いた無細胞系での解析から，SGS3
はmiR390または22塩基small RNAの3′末端を認識しTAS 
mRNA, RISCに直接結合していることが明らかとなった 14）．

TAS3mRNAのRISC結合サイトから段階的に直上のORF
を遠ざけ，リボソームとRISC-SGS3複合体との衝突が起
こらないようにした変異体TAS3 mRNAをNicotiana ben-
thamianaに発現させ tasiRNAの蓄積を解析すると，リボ
ソーム停滞の起こらない変異体からの tasiRNAの蓄積は
大きく減少していた．以上より，RISCがTAS mRNAに結
合すると，small RNAの3′末端を介してSGS3がRISC, TAS 
mRNAと複合体を形成し，リボソーム停滞を引き起こすこ
とで二次的 siRNA産生を促進するというモデルが提示さ
れた 14）（図2）．

図2 二次的 siRNA合成経路における各因子の役割のモデル図
22塩基小分子RNAとAGO1により構成されたRISCとmiR390とAGO7により構成されたRISCはSGS3, SDE5と協
調してRDR6をリクルートする．このとき，RISCとSGS3の複合体がリボソーム停滞を引き起こすと二次的 siRNA
の生成効率が増大する．また，RISC認識部位の下流で標的の切断が起こりpoly（A）配列が除去されるとRDR6の活
性が高まることで，二次的 siRNAの生成効率が増大する．
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8. おわりに

本稿では，植物の二次的 siRNA生成機構について概説
した．一連の研究により，標的RNAを認識したRISCが
SGS3, SDE5と協調しRDRをリクルートすることが明らか
となったが，これらの因子がどのようにリクルートに関
与しているのかの詳細は依然として明らかになっていな
い．同様に，poly（A）配列がRDRの活性を抑制する機構
や，リボソーム停滞が二次的 siRNA生成を促す機構も詳細
は不明である．加えて近年，SGS3のN末端側に存在する
プリオン様ドメインが液-液相分離を引き起こし，細胞内
で siRNA bodyと呼ばれる液滴を形成することが報告され
ている．siRNA bodyにはRDR6, AGO7, SDE5なども含まれ
ており二次的 siRNA生成における重要な役割を担ってい
ると示唆されている 15）．SGS3の機能解析を含む多角的な
解析により，未解明な点を含む二次的 siRNA生成機構の
さらに詳細な理解が進むことが期待される．
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