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高等植物において、RNA サイレンシングは形態形成、環境応答、防御機構などの生命現象に広く関わる。

サイレンシング RNA 増幅機構は 22 塩基小分子 RNA と ARGONAUTE1(AGO1)を含む RISC 複合体に切

断された RNA から新たに siRNA を生成する経路である。RNA サイレンシングは小分子 RNA が配列特

異的な標的 RNA の抑制に役割を果たす。この植物の小分子 RNA は、miRNA と siRNA に分かれている。

Trans-acting siRNA(tasiRNA)は、シロイヌナズナの栄養成長期の相転換に異常を示す変異体の解析から

見出した植物に特異的な内在性 siRNA の一種である。tasiRNA は、TAS２RNA を標的とする 22 塩基

miRNA と AGO1 に切断されて生成が始まる。この過程において、SDE5、SGS3、RDR6、DCL4 が生成

経路に関わる遺伝子として同定されている。これらの分子のうち RDR6 や DCL4 はそれぞれ RNA 依存的

RNA ポリメラーゼおよび RNA ヘリカーゼとして作用することが知られている。一方、SDE5 や SGS3 は

RNA に結合して作用することは知られているが、具体的にどのような構造で、どのように作用するか不明

である。私達はこの謎を解明する目的で SDE5 と SGS3 の構造機能解析を行っている。 
今年度は昨年度に引き続き、SGS3 と SDE5 の組換え蛋白質の発現と構造機能解析を行った。SGS3 と

SDE5 にはコイルドコイル領域や天然変性領域が複数存在するため、全長の蛋白質は不安定で、精製中に

大部分が分解されてしまった。この分解を避けるため MBP や GST、ヒスタグといったタグを適切な位置

に配置して精製を行った。その結果、発現量が低く不安定な蛋白質でも機能解析に必要な組換え蛋白質を

調整することに成功した。 
一方、構造解析では保存されたドメインの発現精製を行い、大量発現に成功した。結晶化ロボット Mosquito
を使用して結晶化を試みたところ、微小な結晶がいくつかの条件で得られた。これらの結晶は放射光で測

定するには十分な大きさではなかったため、今後は結晶化条件を最適化し、立体構造解析を目指す予定で

ある。また、構造情報をもとに機能解析も行う予定である。 


