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要 約 

 RNA サイレンシングの発見から 10 年以上を経た 2012
年，その中心的なタンパク質である真核生物型 Argonaute
の立体構造が，わずか 1 カ月のあいだに 3 つの研究グルー

プから報告された．ここでは，Argonaute に生じるダイナ

ミックな立体構造の変化と標的に特異的な RNAサイレン

シングとの密接なかかわりに焦点をあて，RNA サイレン

シングの構造生物学における最新の知見を紹介する． 
 

はじめに 

 RNAサイレンシングとは，20～30塩基長の小分子RNA
（small RNA）を介して，それと相補的な配列領域をもつ

遺伝子の発現が抑制される現象である．RNA サイレンシ

ングは 1998 年，線虫についてはじめて報告され 1)，2001
年には，真核生物に特異的な遺伝子発現の制御機構として

広く保存されていることが知られるようになった 2)．また，

応用的な観点からみると，RNA サイレンシングは特定の

遺伝子産物の発現を人為的に抑制する方法として，高い選

 

図 1 ヒトにおける RNA サイレンシングの分子機構 
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択性と汎用性とを兼ね備えたアプローチである．すでに，

実験室レベルでは遺伝子の機能を解明するうえで欠かせ

ないツールとして生命科学の実験に幅広く利用されてい

る． 

1． RNAi 経路と miRNA 経路 

 RNA サイレンシングのなかでもとくにくわしく調べら

れている経路として，おもにウイルスなど外因性の長い二

本鎖 RNA に由来する small interfering RNA（siRNA）

が原始的な防御システムとしてはたらく RNAi 経路，およ

び，ヘアピン型をとる前駆体 RNA としてゲノムにコード

されていてさまざまな生命現象の制御を行う microRNA
（miRNA）のかかわる miRNA 経路の 2 つがある 3-6)（図

1）．どちらの経路でも，生合成された 21～23 塩基長の

RNA が RISC（RNA-induced silencing complex）とよば

れる RNA-タンパク質複合体を形成し，相補的な配列領域

をもつ mRNA の発現を抑制するという共通点がある．こ

の RNA サイレンシングの機能複合体である RISC におい

て，中心的な役割をはたしているのが Argonaute（Ago）
とよばれる一群のタンパク質である 7)． 

 Ago は，4 つのドメイン（N ドメイン，PAZ ドメイン，

MID ドメイン，PIWI ドメイン）と 2 つのリンカー（L1
リンカーと L2 リンカー）から構成される，分子量が約 100 
kDa のタンパク質である．siRNA や miRNA などの small 
RNA は，通常，二本鎖 RNA として生合成され，二本鎖

のまま Ago に積み込まれる（図 1）．つぎに，Ago のなか

で二本鎖 RNA 鎖の片方の鎖（パッセンジャー鎖）が引き

はがされ捨てられることにより，もう片方の鎖（ガイド鎖）

のみがAgoに取り込まれた成熟体RISCが形成される 3-6)．

こうして形成された RISC は，ガイド鎖の配列相補性を利

用して特異的な標的 mRNA をみつけだし，翻訳の抑制や

ポリ A 鎖の短縮による不安定化をひき起こす（miRNA 経

路）．また，Ago ファミリーに属するタンパク質のなかに

は“スライサー”とよばれるエンドヌクレアーゼ活性をも

つものがあり，こうした Ago は標的 mRNA を切断するこ

ともできる（RNAi 経路）． 

2． 3 つの研究グループから報告された真核生物型

Ago の立体構造 

 ガイド鎖 RNA との結合様式や標的 mRNA の認識およ

 

図 2 Ago の全体構造 

（a）ヒト Ago2 31)（PDB ID：4EI3）． 

（b）ヒト Ago2 30)（PDB ID：4F3T）． 

（c）Kluyveromyces polysporus Ago 32)（PDB ID：4F1N）． 

（d）高度好熱性細菌 Thermus thermophilus の Ago ホモログ 27)（PDB ID：3DLH）． 

構造の比較から，真核生物型 Ago および原核生物 Ago ホモログの全体構造がもつ種間にわたる類似性をみてとることができる． 

結合している RNA あるいは DNA を紫色で，L-トリプトファンを空間充填モデルで示す．青色：N ドメイン，水色：L1 リンカー，

緑色：PAZ ドメイン，黄色：L2 リンカー，オレンジ色：MID ドメイン，赤色：PIWI ドメイン． 
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び切断の分子機構をさぐるうえで，Ago に対する構造生物

学的な理解は欠かすことができない．これまでに報告され

ていた Ago についての構造生物学的な知見は，個々のド

メインを切り分けたレベルでの構造解析 8-22) か，あるい

は，生理的な機能のわかっていない原核生物の Ago ホモ

ログ 23-29) にかぎられていた．しかし，2012 年 4 月から 5
月にかけて，ヒトに由来する Ago2 30,31)，および，出芽酵

母の一種である Kluyveromyces polysporus に由来する

Ago 32)（新着論文レビュー でも掲載）の全長の結晶構造

が報告され，真核生物における RNA サイレンシングの核

心が明らかになった（図 2）． 
 特筆すべきことに，今回，3 つの研究グループから報告

された真核生物型 Ago の立体構造は，どれも一本鎖 RNA
と複合体を形成した状態において構造が決定されており

（図 2），成熟体 RISC の構造を反映したものと考えられ

た．K. polysporus Ago およびヒト Ago2 の報告の一方で

は，タンパク質を発現させたときに非特異的に短い RNA
が取り込まれていた 31,32)．また，ヒト Ago2 のもうひとつ

の報告では，RNA を含まない空の Ago2 を精製すること

に成功し，そこに単一の RNA（ヒトの miRNA の一種で

ある miR-20a）を取り込ませ結晶化を行った 30)． 

3． 真核生物型 Ago の立体構造の特徴 

 いずれの構造においても，ガイド鎖 RNA は，おもに 5’
末端から 1～7番目のヌクレオチドにおいて Agoと結合し

ていた 30-32)．5’末端の塩基とモノリン酸基は，MID ドメ

インとPIWIドメインとの境界部分にある5’末端結合ポケ

ットにより認識されていた．原核生物の Ago ホモログと

真核生物型 Ago の構造を比較すると，ガイド鎖の 5’-モノ

リン酸が MID ドメインと PIWI ドメインとの境界部分に

ある結合ポケットに認識される様式に明らかな違いがみ

られた．興味深いことに，原核生物の Ago ホモログはリ

ン酸基との相互作用に Mg2+を用いていたが 14,15,27)，真核

生物型 Ago ではこのような二価イオンの代わりに真核生

物でのみ保存されているリジン残基の側鎖のもつアミノ

基により同じ役割がはたされていた（図 3）． 

4． RNA 塩基のスタッキングとねじれ構造 

 Ago は，あらかじめガイド鎖の seed 領域を A 型ヘリッ

クス様の構造に整列させることで，標的 RNA との塩基対

の形成の際に生じる立体配置のエントロピーコストを低

減させ，標的 RNA との塩基対の形成を開始するための

“核”となる部位を提供していると考えられている 16,27-29)．

実際に，今回，決定された真核生物型 Ago の 3 つの構造

すべてにおいて，ガイド鎖 RNA の 2～6 番目のリン酸-糖
骨格は A 型らせん構造によく重ね合わさる配置をとって

整列されており，塩基の部分は連続的にスタッキングして

いた（図 4）．その一方で，6 番目と 7 番目の塩基のあい

だ 30-32)，および，9 番目と 10 番目の塩基のあいだに 30)，

それぞれイソロイシン残基およびアルギニン残基が挿入

されることによりねじれが生じており，RNA 塩基のスタ

ッキングが途切れていることがわかった（図 4）．ガイド

 

図 3 ガイド鎖による 5’-モノリン酸基の認識 

ガイド鎖の 1 番目と 3 番目のリン酸基が 5’末端結合ポケット

により認識されている．原核生物 Ago ホモログでは 2 つのリ

ン酸基に Mg2+が配位しているが，真核生物型 Ago では保存

されたリジン残基（Lys939）が同様の役割をはたしていた． 

残基番号は K. polysporus Ago に対応する．′ 

 

図 4 ガイド鎖にみられる 2 つのねじれ構造 

ヒト Ago2 と miR-20a との複合体の構造において，ガイド鎖の 6 番目と 7 番目の塩基のあいだにみられたねじれは，PAZ ドメイン

と MID ドメインとを結ぶ L2 リンカーに含まれるヘリックスにある Ile365 の側鎖が挿入されることでひき起こされていた．9 番目

と 10 番目の塩基のあいだにみられたもう 1 つのねじれは，2 つのアルギニン残基（Arg635 と Arg710）のスタッキング相互作用に

より生じていた． 
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鎖と標的 RNAとのあいだで整列したらせん構造をとりな

がら塩基対の形成が伸長する際には，これらのねじれが解

消される必要がある．seed 領域における塩基対の形成が

ねじれを解消しながら段階的に進むとすれば，このような

段階的な対合は標的 RNAの認識における校正機能をはた

すと考えられる．実際に，真核生物型 Ago と同じような

ねじれ構造は，高度好熱性細菌 Thermus thermophilus
の Ago ホモログのガイド鎖を含む構造の 7 番目と 8 番目

の塩基のあいだにも弱いながらみられる 27)．さらには，9
番目と 10 番目の塩基のあいだのアルギニン残基の挿入は，

Ago が活性型の構造をとるためのスイッチとしての役割

をはたしている可能性も考えられる． 

5． 4 番目の活性残基の発見 

 Ago の PIWI ドメインは Asp-Asp-His（DDH）または

Asp-Asp-Asp（DDD）という 3 残基の触媒中心を使って

標的 RNA を切 断す ると長 らく 信じら れて きた

12,14,15,19,23,24,27-29)．しかしながら，K. polysporus Ago の構

造において，PIWI ドメインのループに存在するグルタミ

ン酸残基が活性中心に挿入されており，RNase H に似た

Asp-Glu-Asp-Asp（DEDD）という 4 残基触媒中心の形成

されていることが見い出された 32)（図 5）．この観点から

再度，これまでに構造決定された原核生物の Ago ホモロ

グや Ago の部分構造を検証してみると，新たにみつかっ

た活性残基を含むループが活性中心に挿入された

“plug-in”構造をとっているものがみられる一方で 28,29)，

活性中心に別のループが挿入され 4 残基触媒中心の形成

がブロックされている“unplugged”構造がいくつかの

Ago の結晶構造においてみられることが判明した 19,27)（図

5）．ヒト Ago2 においても，K. polysporus Ago と同様に，

新たにみつかった活性残基を含むループが活性中心に挿

入された“plug-in”構造がみられた 30,31)．現時点では，

活性部位の構造がどのようにplug-inとunpluggedとのあ

いだで切り替わっているのかはわかっていないが，RNA
との結合状態に対応して全体的なドメインの配置が変化

することにより，活性型の 4 残基触媒中心がダイナミック

に形成されている可能性がある．このように，4 番目の活

性残基の発見は Ago の構造変化と生物学的な機能との密

接な結びつきを示している． 

6． 2 つのトリプトファン結合ポケット 

 Ago は標的 RNA の切断を触媒するだけではなく，下流

で RNA サイレンシングに機能するタンパク質を動員する

プラットフォームとしても機能する．これらのタンパク質

の多くはグリシン残基とトリプトファン残基に富んだ領

域（GW リッチ領域）をもつという特徴がある．このよう

な RNA サイレンシングに機能するタンパク質としてもっ

とも研究の進んでいる GW182（TNRC6 としても知られ

ている）は，GW リッチ領域を介して Ago に結合し，

miRNA経路における翻訳の抑制やポリA鎖の短縮に重要

な役割をはたしている 33)．では，GW182 はどのようにし

てAgoと結合するのだろうか？ ヒトAgo2の報告の一方

では，L-トリプトファンとの共結晶構造解析により PIWI
ドメインに 2 つ並んで存在するトリプトファン結合ポケ

ットが同定された 31)（図 6）．この 2 つのポケットのあい

だの距離は柔軟なアミノ酸リンカーの長さおよそ 8 残基

分に相当しており，複数のトリプトファン残基が点在して

いる GW リッチ領域に対する結合ポケットという性質に

合致していた．過去の変異体解析の結果によると，今回，

同定されたトリプトファン結合ポケットを破壊するよう

な変異の導入は，Ago の RNA 結合能には影響をあたえず

GW182 との結合を阻害する一方で 19,34)，PAZ ドメインや

MID ドメインへの変異の導入では，small RNA の結合を

阻害するものの GW182 への結合に影響はみられない

34-37)．これらの結果は，Ago において small RNA の取り

込みと GW182 との結合とは独立して起こることを示し

 

図 5 PIWI ドメインにあるスライサー活性部位は構造変化により活性型に切り替わる 

左側は，青色で示すループが挿入されることにより活性部位がブロックされている“unplugged”構造．右側は，緑色で示すループ

が挿入されることにより保存されたグルタミン酸残基（紫色）が RNase H 型の Asp-Glu-Asp-Asp（DEDD）モチーフを完成させて

いる“plugged-in”構造． 

残基番号は K. polysporus Ago に対応する． 
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ている． 

おわりに 

 今回，報告された真核生物型 Ago の構造に関する 3 つ

の論文により，標的 RNA を正確に認識し遺伝子の発現を

負に制御するという RISC の作用機序について，Ago の立

体構造とその構造変化との密接なかかわりに新たな光が

あてられた．しかし，RISC そのものの形成過程について

はまだ多くの謎が残されている．RNA サイレンシングに

おけるつぎの大きな課題は，RNA の取り込み，パッセン

ジャー鎖の放出，機能複合体の形成，標的 RNA のサイレ

ンシング，そして，ターンオーバーの過程を解明すること

にほかならない．構造生物学のさらなる進歩が“RISC の

一生”における Ago と RNA との動的な相互作用をより精

密な視点から解き明かすことに期待したい． 
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