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緒　言

　生体分子はリガンド結合，構造変化，多量体化などさまざまな動的現象をともなって，その生理機能を発揮する．ウ
イルス感染細胞内におけるインターフェロン (IFN) 誘導に必須な役割を担う細胞内ウイルス RNA センサー RIG-I 様
受容体 (RIG-I-like receptor: RLR) は，基質 RNA 特異的なシグナル伝達能を示すことが知られている．DExD/H ボッ
クス型 RNA ヘリカーゼドメインを持つ RIG-I 1) は様々な末端構造を持つ二本鎖 RNA (double-stranded RNA: dsRNA)
と ATP 非依存的に結合する 2-5)．このうち 3'突出末端を持つ dsRNA は RIG-I のヘリカーゼ活性により解かれるが，平
滑末端および 5'突出末端構造を持つ dsRNA は解かれない．さらに興味深いことに，RIG-I に解かれない dsRNA のみ
が IFN 産生シグナルを誘発することが明らかとなっている 2)．すなわち，RIG-I のヘリカーゼ活性とシグナル伝達能は
逆相関する．しかし，dsRNA の末端構造に対応して RIG-I にどのような構造変化がもたらされ，その機能の使い分け
がなされているのかは明確ではない．そこで，本研究では RIG-I–RNA 複合体の機能–構造相関の解明を目的とし，DNA
origami 法 6) に基づく試料調製法と液中原子間力顕微鏡 (AFM) によるナノスケールイメージングを利用した RNA–タ
ンパク質複合体の 1 分子可視化解析システムの構築を目指した．

方法、結果および考察

１．DNA ナノ構造体への基質 RNA 鎖の導入
　基質 RNA として，60 bp の二本鎖領域と 48 nt および 16 nt の一本鎖突出構造を持つ RNA 鎖をデザインした．48
nt の突出末端が 3'（AB 鎖）または 5'（CD 鎖）になるよう二種類の鎖を用意し，これらの RNA 鎖を我々の研究室で
デザインした 40 nm×40 nm の空間を持つ DNA origami 構造体（DNA フレーム）7-9) に導入することで，RIG-I と RNA
の複合体構造を観察するための足場を構築した（図 1）．この際，RNA 鎖両端の 16 nt の一本鎖領域は DNA フレーム
への結合に利用される．また，DNA フレームの一端には欠損部があり，これを方向性のマーカーとして利用すること
で，内部に導入した二本の RNA 鎖を区別することが可能となっている．DNA フレームは材料となる scaffold 一本鎖
DNA (single-stranded DNA: ssDNA, M13mp18, 7,249 nt) と構造にあわせて配列設計した相補的な staple ssDNA（多
くは 32 nt）の溶液を混合し，－1℃/min で 85℃から 15℃へアニールすることで，90％以上の収率で得られた．続い
てこの DNA フレームに対し AB 鎖と CD 鎖を混合し，－0.5℃/min で 40℃から 15℃へとアニールすることで，二本の
RNA 鎖が橋架けされた DNA フレーム構造を約 87％の収率で得た．
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図 1． RNA 鎖のデザインと DNA origami 構造体（DNA フレーム）への導入．
Scale bar: 25 nm．

２．RIG-I–RNA 複合体の形成と観察
　二本の RNA 鎖（AB 鎖と CD 鎖）を導入した DNA フレームと RIG-I 分子とを ATP 非存在下でインキュベートし，
得られた複合体構造を液中 AFM により観察した．AB 鎖および CD 鎖への RIG-I 結合の頻度をそれぞれ解析したとこ
ろ，ともに約 8％程度であった．ところが，RNA 上に観察された構造を比較すると，AB 鎖では 3'突出末端の根元付近
に枝分かれ様の構造が見られるのに対し，CD 鎖では C–D 間の中心付近によりコンパクトな複合体がつくられるとい
う傾向が見られた（図 2）．加えて，ヘアピン型 RNA を用いた電気泳動移動度シフト解析により，複合体形成におけ
る突出末端の影響を比較した場合，3'突出末端を有する方が 5'突出末端を有する場合に比べ RIG-I–RNA 複合体の移動
度が下がることから，RIG-I は基質 RNA 鎖の末端構造に依存して異なる複合体構造をとると考えられる．現在，これ
らの複合体構造と機能との関連を明らかとするため，DNA フレーム内でのヘリカーゼ活性の評価，および RNA 結合
能や ATP 加水分解能に変異を加えたタンパク質を利用した検討を行っている．

図 2． DNA フレーム内における RNA 鎖と RIG-I 複合体の AFM 観察．
DNA フレームの欠損部（白三角印）の位置から，AB 鎖および CD 鎖の判別が可能である．Scale bar: 25 nm．

３．RIG-I 分子の溶液中高速 AFM 観察
　RNA 非結合状態の RIG-I の構造と振る舞いを理解するために，RIG-I 分子の高速 AFM 観察を行った．精製した
RIG-I 分子を緩衝溶液中で観察したところ，大きな構造に細いひも状のリンカーを介して小さな球状ドメインが繋がれ
たような構造が多数観察された（図 3A）．さらに，このリンカー部がクネクネと動いたり伸縮することで，球状の構
造が大きな構造から離れたり近づいたりするという動的な挙動が観察された（図 3B）．X 線結晶解析の結果 10) を踏ま
えると，この球状構造はヘリカーゼドメインのアミノ酸リンカー領域に繋がれた C 末端側ドメイン (CTD) と推測され
る（図 3C, D）．今後，RIG-I の動的構造特性と機能との相関をより詳細に解析することを目指して，ATP 加水分解能
を欠損した変異体や常時 IFN 活性化能を示す変異体の高速 AFM 観察および動態解析を予定している．
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図 3． RIG-I の１分子観察．
A) 溶液中 AFM 像．Scale bar: 25 nm．B) RIG-I の１分子の高速液中 AFM 像．イメージング速度は 250 ms/
frame．Scale bar: 25 nm．C) RIG-I のドメイン構造．RIG-I は N 末端領域に IFN 産生シグナルの伝達に必要な
caspase recruitment domain (CARD) を２つ有し，中間領域に RNA ヘリカーゼドメインを持つ．RNA は C 末
端ドメイン (CTD) によって認識されると考えられている．D) AFM 像から推測される溶液中における RIG-I 分
子の構造．
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