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1  はじめに 

Argonaute は、原核生物から真核生物まで、広く

保存されており、ガイド鎖の塩基配列に依存したタ

ーゲット鎖への結合によって、多種多様なサイレン

シング機構の中枢を担うタンパク質である。真核生

物の Argonaute は、小分子 RNA（siRNA,  miRNA,

piRNA）をガイド鎖として結合し、ターゲット RNA 

の分解や機能を抑制する「 RNA-guided RNA 

silencing」を引き起こすことが知られている。一方、

原核生物の Argonaute では、小分子 DNA をガイド鎖

とし、ターゲット DNAを分解するシステム「DNA-

guided  DNA  silencing」により、生体防御機構とし

て機能することが近年明らかとなった。同じ原核生

物の光合成細菌 R. sphaeroides のスライサー活性欠

損型 Argonaute（RsAgo）は、DNA だけでなく RNA 

とも相互作用することは示されているが、ガイド/タ

ーゲット鎖の核酸の種類やその構造学的知見は、不

明なままであった。しかし我々は、RsAgo が RNA 

をガイド鎖として、DNA を ターゲ ッ ト 鎖 と し て

認 識 し 、 新 規 の Argonaute 作 用 メ カ ニ ズ ム

「RNA-guided  DNA  silencing」で機能していること

を明確にした[1]。さらに我々は、RsAgoによる guide

RNA/target DNA 核酸結合メカニズムの構造基盤を解

明するため X 線結晶構造解析を試みた。

2  実験 

RsAgo は大腸菌を用いて発現させ、各種クロマト

グラフィーにより精製を行った。結晶化は、RsAgo、

RNA および DNA を、1:1.2:1.2 のモル比で混合し、

その溶液を 0.05 M sodium cacodylate trihydrolate pH 

7.0、42% (v/v) 2-methyl-2,4-pentanediol を含む溶液と

1:1 の割合で混合し、シッティングドロップ蒸気拡

散法により行った。測定は PF-AR NW12Aにて行っ

た。位相決定は、上記同様の方法で作製した Se-Met

同型置換体の結晶を使用して SAD 法により行った。 

3  結果および考察 

構造解析の結果、我々は、RsAgo•guide RNA•target 

DNA3 者複合体の構造を分解能 2.0 Å で決定するこ

とに成功した（右図）(PDB ID: 5AWH) [1]。その結

果、RsAgo による guide RNA•target DNA heteroduplex

の認識機構が原子分解能レベルで明らかになった。

なお、通常の Argonaute 中では、guide RNA の 3’末

端領域は N末端ドメインにより Watson-Crick塩基対

が引き離されることが分かっているが、驚くべきこ

とに今回決定した RsAgo 中では、この領域は N 末

端ドメインと PIWI ドメインにより挟み込まれ、安

定に target DNAとWatson-Crick塩基対を形成してい

た。この塩基対安定化様式により、RsAgo は target 

DNA に強固に結合し、そして RNAポリメラーゼの

働きを効率的に阻害することで DNA サイレンシン

グを行うと考える。その他、我々は生化学的解析と

合わせて、MID ドメインと PIWI ドメインが共同的

に働いて 5’リン酸化ウリジン guide RNAを選択して

いること、PAZ domain 中のループがターゲット遺

伝子のサイレン

シングに重要で

あること、L2 リ

ンカーおよび

PIWI ドメインが

ガイド鎖および

ターゲット鎖の

核酸種識別に重

要な役割を果た

していること等

を明らかにした。

4  まとめ 

本研究で明らかにした“RsAgo•ガイドRNA”システ

ムは標的とするDNAに直接作用するため、RNA干渉

の弱点（遺伝子（DNA）に直接作用できない）を補

う新規システムとして、基礎生命科学や先端医療研

究への応用が期待される。
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