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研究成果の概要（和文）：RNAサイレンシングを利用した遺伝子発現の制御により植物の代謝産物量を改変する
観点から、植物の生活環におけるRNAサイレンシングの時間的・空間的な動態を解析した。レポーター遺伝子を
導入したダイズ植物体を用いた解析により、RNAサイレンシングの植物体の生長過程における誘導と拡大、およ
び、生殖の過程におけるリセットが各世代で起きること、ならびに、これらの現象の多様性に、植物間で保存さ
れた機構に加え、その植物に特有の構造的要因が関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Spatial and temporal dynamics of RNA silencing in the life cycle of plants 
were analyzed in terms of exploiting quantitative modification of plant metabolites through gene 
expression control mediated by RNA silencing. Using transgenic soybean plants that carry a reporter 
gene, the following points were revealed: the induction and spread of RNA silencing during plant 
growth and its reset during reproduction occur in each generation; specific features of the 
architecture of the plant, in addition to the mechanisms conserved in plants, are involved in the 
diversity of these phenomena.
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１．研究開始当初の背景 
RNA サイレンシングは、RNA を介した塩基

配列特異的な相互作用によって誘導される、
遺伝子の発現が抑制される現象である。この
現象の理解は、1990 年に報告された、遺伝子
を導入した植物におけるコサプレッション
の発見に端を発する。1998 年の線虫における
RNA 干渉の発見、ならびに、その後の遺伝学
的な解析および生化学的な解析による反応
に関与する因子の同定等を経て、多様な RNA
サイレンシングの反応経路の存在が明らか
になった。RNA サイレンシングの誘導には、
二本鎖 RNA、および、そのプロセシングによ
り生じる21–24 ヌクレオチド長の低分子RNA
が関与する。これらの分子を含む反応により、
相同な塩基配列を含む mRNA の分解、あるい
は、相同な塩基配列を含む DNA に対するエピ
ジェネティックな修飾を介した転写抑制が
起きることで、遺伝子の発現が抑制される 
(Brodersen and Voinnet 2006)。 
遺伝子の転写される領域の配列を逆向き

の反復配列として含むRNAを産生するように
設計した DNA 構築物を植物に導入すると、二
本鎖 RNA が形成され、程度の強い RNA サイレ
ンシングが高頻度で誘導される (Smith et 
al. 2000)。これに対し、タンパク質の産生
を目的とした場合のように、遺伝子のセンス
鎖の RNAを産生する DNA構築物を導入した場
合、低頻度で RNA サイレンシング（コサプレ
ッション）が誘導され、組織レベルで見る限
り、さまざまな程度で遺伝子の発現抑制が起
きる。これらの場合、遺伝子機能が完全に不
活性化される突然変異の誘発とは異なり、発
現抑制に伴う量的な遺伝子機能の変化が誘
導可能である。RNA サイレンシングを利用す
ることにより、さらには、その効率を制御す
ることにより、遺伝子の発現量をさまざまな
段階に制御することができれば、植物の代謝
経路の量的制御が可能になり、代謝産物の含
量を制御することが可能になるものと考え
られた。 
植物においては、さまざまな遺伝子の導入

に伴ってRNAサイレンシングが誘導された事
例、ならびに、遺伝子導入を行っていない植
物における自然発生型のRNAサイレンシング
の事例が報告されている (Kanazawa 2008)。
しかしながら、形質変化が外観に現れる組織
特異的な遺伝子のRNAサイレンシングに関す
るものを除いては、RNA サイレンシングが植
物体の発生の過程でどのように誘導され、
RNA サイレンシングを起こす部位がどのよう
に植物体内で生じるのか、体系的に解析した
研究は少数であった。とりわけ外来遺伝子の
RNA サイレンシングに関しては、特定の組織
において誘導が阻害されることを見出した
事例 (Voinnet et al. 1998; Mitsuhara et al. 
2002; Liang et al. 2012) や、世代間での
異同を解析した事例（Mitsuhara et al. 2002）
が存在したものの、RNA サイレンシングの動
態が生活環にわたってどのように変化する

のか、さらには、これらの事象が植物種間で
同じであるのか否かといった基礎的な知見
は、集積していなかった。 
 
２．研究の目的 
植物におけるRNAサイレンシングによる遺

伝子発現の量的制御を念頭に、RNA サイレン
シングの強度に影響を及ぼす要因として、そ
の誘導や拡大、世代間における伝達を含む、
時間的・空間的な動態を明らかにすることを
第一の目的とした。RNA サイレンシングの誘
導を植物体の全身にわたり視覚的に観察す
ることを可能にすることから、緑色蛍光タン
パク質 (green fluorescent protein: GFP)
の遺伝子を恒常的な転写活性を持つプロモ
ーターに連結して導入したダイズを研究材
料として用いた。他の植物を対象とした研究
において得られた知見と比較することで、こ
の植物を用いて検出された事象が、植物種に
よらず普遍的なものであるか、あるいは、こ
の植物に特有のものであるか検証し、その機
構を明らかにすること、ならびに、その機構
を制御することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 研究材料 
カリフラワーモザイクウイルス35Sプロモ

ーターに連結した GFP遺伝子を導入したダイ
ズ形質転換体の集団が作出され (Sato et al. 
2007)、その初期世代において GFP 蛍光が消
失した個体が見出されていた。この個体の自
殖後代の植物集団を本研究の解析に用いた。
GFP 遺伝子のサイレンシングを解析するため、
植物体のさまざまな発生段階の組織をGFP蛍
光の観察、ならびに、RNA の抽出に用いた。 
 
(2) GFP遺伝子の発現状態の解析 
GFP 遺伝子の発現状態を、蛍光顕微鏡によ

り観察した。また、組織から RNA を抽出し、
Kasai et al. (2012) の方法に基づき、定量
RT-PCR 法により解析した。 
 
(3) 低分子 RNA (short interfering RNA: 
siRNA) の解析 
Goto et al. (2003) に基づく方法により、

組織から低分子RNAを含む画分を単離し、GFP
遺伝子のsiRNAの産生状態をノーザン法によ
り解析した。 
 
(4) トレーサーを用いた解析 
カルボキシフルオレセインジアセテート 

(CFDA) 溶液を葉に注射し、蛍光を発する領
域の時間の経過に伴う変化を解析した。 
 
(5) 組織学的解析 
植物体より組織を切り出し、寒天に包埋し

た後、振動刃ミクロトームにより組織切片を
作成した。組織切片を蛍光顕微鏡により観察
した。 
 



４．研究成果 
(1) 植物体の生長過程におけるRNAサイレン
シングの誘導と拡大の様式 
GFP蛍光および GFP遺伝子のmRNA量に関す

る解析から、GFP 遺伝子の発現量は、個体間
で異なること、ならびに、一つの個体内にお
いても発生段階の異なる組織の間では異な
ることが明らかになった。GFP 蛍光強度の減
少および GFP遺伝子の mRNA 量の減少は、GFP
遺伝子の siRNA の産生と関係しており、GFP
遺伝子の転写後のRNA分解によるサイレンシ
ングが起きているものと推察された。 
ダイズの生活環のさまざまな段階におけ

る GFP 蛍光の解析から、GFP 遺伝子のサイレ
ンシングの誘導と拡大の様式について以下
のことが明らかになった。GFP 遺伝子のサイ
レンシングは、植物体の生長過程を通して同
じ程度で起きているわけではなく、発芽後の
ある段階において局所的に誘導され、その後
の植物体の生長過程において他の組織へ、や
がては全身的に、誘導範囲を拡大した。植物
体の生長過程で GFP遺伝子のサイレンシング
が最初に誘導される組織は、初生葉である場
合が最も多かった。 
 
(2) 生殖過程における RNA サイレンシング 
ダイズの莢における GFP遺伝子のサイレン

シングの有無に関わらず、その内部に形成さ
れる胚においては GFP遺伝子のサイレンシン
グは検出されなかった。このことから、自律
的な GFP 遺伝子のサイレンシングの誘導と
GFP 遺伝子のサイレンシングを誘導するシグ
ナルの拡散の両者が、胚発生の過程では制限
されているものと考えられた。組織学的な解
析から、GFP 遺伝子のサイレンシングは種皮
においては起きうるものの、その内部ではそ
れが起きないようにする仕組みがあること
が示唆された。これらのことから、GFP 遺伝
子のサイレンシングは、配偶子形成から胚発
生の過程においてリセットされ、発芽後のシ
ュートにおいて細胞自律的に誘導されるも
のと推察された。また、こうした事象が各世
代の生活環において繰り返されるものと考
えられた。 
 
(3) RNA サイレンシングの組織間での拡大に
影響する要因 
前述のとおり、GFP 遺伝子のサイレンシン

グが、植物体の生長の過程で、組織内、およ
び組織間で広がる現象が観察された。一般に
RNA サイレンシングの誘導には、細胞自律的
に起きるものに加え、他の細胞や組織から移
動してきたシグナルによって起きるものが
あると考えられている。後者に関しては、原
形質連絡を介して細胞間でシグナルが移動
する機構と維管束を通って全身的にシグナ
ル が 移動す る 機構が 想 定され て い る 
(Melnyk et al. 2011)。本研究において検出
された GFP 蛍光の消失は、これらの機構と矛
盾しない様式で拡大していた。シグナルの移

動が関与する可能性を検証するため、トレー
サーとして用いられる CFDA の溶液を葉脈に
注入して、蛍光を発する領域を経時的に観察
した。その結果、GFP 蛍光の消失が広がる過
程で見られたものに類似した形状での蛍光
の広がりが観察され、維管束を介したシグナ
ルの移動が支持された。 
こうした観察結果に加え、特定の組織にお

ける GFP遺伝子のサイレンシングの誘導の抑
制が観察された。その一つとして、GFP 蛍光
が互いに接続している組織間で異なる現象、
例えば、GFP 蛍光が消失している茎に接続し
ている葉柄においてGFP蛍光が消失していな
いといった現象が観察された。このことから、
GFP 遺伝子のサイレンシングの有無に両組織
が接続する節の構造が関わっていることが
示唆された。節に関する組織学的な観察から、
茎から一つの葉柄に入る葉跡数が少数であ
ること等を確認した。このように組織間が限
られた数の維管束によって連絡しているこ
とが、GFP 遺伝子のサイレンシングが植物体
内で広がることを制限する要因となりうる
ものと示唆された。 
 以上のことから、植物体内での RNA サイレ
ンシングの誘導とその後の生長過程におけ
る誘導範囲の拡大は、基本的に植物種間で保
存された機構によって起きるものの、それに
加えて、植物種間で異なる構造的な要因によ
って影響を受けると考えられた。また、これ
らのことが複合的に作用することにより、植
物体内におけるRNAサイレンシングの動態の
多様性が生じているものと推察された。 
  
(4) 考察 
現在までにRNAサイレンシングの反応効率

を細胞レベルで自在に制御する方法は確立
していない。この目的では RNA サイレンシン
グの反応経路に含まれる因子を改変するこ
とが有効である可能性がある。一方、本研究
で得られた知見は、個体レベルおよび組織レ
ベルでのRNAサイレンシングの効果を理解す
る上で有用であると考えられる。上記の現象
に加え、本研究では、GFP 遺伝子のサイレン
シングが起きている個体の後代の集団が、強
いサイレンシングを各世代で起こす個体群
と、サイレンシングを起こさない、あるいは
その程度が低い個体群に分化する傾向が見
られた。このような変化を利用すること、な
らびに、本研究で明らかにした RNA サイレン
シングの動態を勘案することにより、少なく
とも個体レベルおよび組織レベルにおいて、
代謝産物を量的に制御することが可能にな
るものと考えられた。 
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