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研究成果の概要（和文）：OsRDR１変異株についてイネマイクロアレイ解析の結果リポキシゲナーゼ等の防御遺伝子の
発現が低下していた。本遺伝子,OsRDR6, OsSGS3の各変異株及びOsRDR1,OsSGS3の各過剰発現株において、ウイルス、細
菌および菌類に対する感染応答を解析した。その結果各変異株においては感受性が高まり、過剰発現株においては抵抗
性を示す結果が得られた。OsRecQ1およびOsRDR1 の各変異株について、紫外線照射やEMS処理によるDNA損傷ストレスに
対してDNA損傷特異的小分子RNAの蓄積が見られず、これらの遺伝子が関係することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Defense gens including lipoxygenase were proven to be down-regulated in an OsRDR1 
mutant by rice 44K microarray. Using rice mutants and overexpressed lines, response to infection with 
virus, bacterial and fungal pathogens were analyzed. All mutants of OsRDR1, OsRDR6 and OsSGS3 were found 
to be more sensitive to pathogen infection, respectively, than wild type while the overexpressed lines of 
OsRDR1 or OSSGS3 showed resistance. DNA damaging stress induced rice to produce DNA damage specific small 
RNAs. Both OsRDR1 and OsRecQ1 were elucidated to be involved in this small RNA biogenesis.

研究分野： 分子生物資源学
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１．研究開始当初の背景            
 
RNAサイレンシングにおけるキーとなるもの

は2本鎖RNAである。このことは最初線虫で明ら
かにされた（Fire et al., 1998）が、それ以来
ショウジョウバエ等の動物、植物、菌類で証明
されている。転写されたRNAが2本鎖をつくるこ
とができればRNAサイレンシングは誘導される。
例えば、DNAの転写で、センス鎖とアンチセンス
鎖の転写物から2本鎖が、またメチル化DNAから
異常なRNAが転写され、それを認識するRNA合成
酵素により、アンチセンスのRNAができる、また、
1本鎖RNAウイルスでは複製時に2本鎖RNAができ
る、1本鎖のウイルスRNA単独でも部分的に相補
性があれば2本構造をとることができる。2本鎖
RNAができると、ダイサーと呼ばれるRNA分解酵
素により、21-15ヌクレオチドの短い2本鎖RNAに
切断される。この短い2本鎖RNAはsiRNAと呼ばれ、
RNAサイレンシングに特徴的な構造物である。こ
れは1999年初めて植物を材料に単離された
（Hamilton and Baulcombe, 1999）。ダイサー
はショウジョウバエで初めて見つけられた
(Bernstein et al., 2001)。さらにsiRNAのアン
チセンス鎖がRISCと呼ばれるいくつかのタンパ
ク質からなる複合体に取り込まれ、このアンチ
センスRNAはセンスRNA（ｍRNA）があれば結合し、
mRNAが分解される。このようなサイクルが次々
と起こり、効率的にRNAの分解が起こる現象が
RNAサイレンシングとされる。また、siRNAは核
内のDNAとも相互作用し、DNAのシトシン塩基の
メチル化さらにはヒストンたんぱく質のメチル
化をもたらし、染色体構造に影響し、転写阻害
に導く（Gruwal and Jia,2007）。 
 
２．研究の目的 
本研究課題においては、イネにおける RNA

サイレンシング関与遺伝子（RNA 依存 RNA ポ
リメラーゼ１,RDR1,等）の突然変異株や過剰
発現株を用い、①イネに感染するウイルスの
感染に対する応答反応（ウイルスの増殖・病
徴）を解析する。ウイルスとして、キュウリ
モザイクウイルス（CMV）や菌類により伝搬さ
れるイネえそモザイクウイルス（RNMV）を供
試する。②またサイレンシングの目印となる
小分子 RNA（siRNA 等）の蓄積への影響、③さ
らにマイクロアレイを用いた RNA サイレンシ
ング関与遺伝子のイネ発現遺伝子への影響を
検討する。④またウイルスのみならず、他の
病原体感染に対する影響についても明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
(1)イネにおける RNA サイレンシング関与遺
伝子の変異株を選抜する。これはイネのレト
ロトランスポゾンTos17の挿入変異株のコレ
クションから選抜した。供試したものはイネ

の RDR1（OsRDR1）変異株およびイネの SGS3
ホモログである OsSGS3 の変異株を選抜し、
それぞれのホモ接合体を用いた。また、両者
を交配し、二重突然変異株を作出した。 
さらに、OsRDR1およびOsSGS3については、

それぞれの完全長 cDNA をカリフラワーモザ
イクウイルスの３5S のプロモターの下流に
配置し、イネに形質転換した過剰発現系統を
作出した。また、OsRDR6については Tos17 挿
入による変異株は得られてないので、突然変
異誘導剤処理により作出された、変異株
（shl2-rol）を供試した。一部の実験では、
OsReqQ1の Tos17 挿入変異株を供試した。 
 
(2)ウイルスの感染応答の解析のために、CMV
および RNMV を用いたが、前者については、
純化ウイルスを供試し、イネ葉身にカーボラ
ンダムをふりかけ、ガラスベラで直接こすり
つけることにより接種した。後者については、
RNMV を保持している菌を含む土壌に、イネを
移植することにより、感染させた。また、他
の病原体として、イネの白葉枯れ病細菌なら
びにイネいもち菌を供試した。前者は、ペト
リ皿上の培地上にコロニーから、一部を液体
培養し、接種源とした。後者は、ペトリ皿上
に植え付けた後、菌叢から胞子を集め、接種
源とした。これらの細菌と菌は、イネの切離
葉に接種し、感染反応をチェックした。 
また、一部の変異株については、DNA 損傷処
理による解析を行った。これには、イネ幼苗
に紫外線や EMS による処理を行い、エバンズ
青による染色によりイネの細胞死を観察す
るとともに、全量RNAならびに低分子画分RNA
をさらに調製した。これらの RNA は、その後
電気泳導した後、ブロット解析に用いた。 
 
４．研究成果 
 
（1）ウイルス感染に対する応答反応 
CMVおよびRNMVを接種後、全量RNAを調製し、
RT-PCR ならびに RT-qPCR により、ウイルスの
蓄積量について検討した。OsRDR6 の変異株
shl2-rol についての結果は、野生株に比べ、変
異株の方が、それぞれのウイルス蓄積量が多
くなり、ウイルスが増えやすくなっているこ
とが明らかになった。図 1 に CMV の RNA 蓄
積量の比較データを示す。OsRDR1変異株にお
いて OsSGS3 変異株においても同様に調査検
討したが、同じような結果であった。さらに、
両者の交配した 2 重突然変異株においては、
単独の変異株に比べ、より一層ウイルス蓄積
量の多いことが判明した。また、それぞれの
過剰発現株についてもウイルス接種を行っ
た。その結果、野生株よりもウイルス蓄積量
が少なく、抵抗性を示した。病徴を呈する 
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