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研究成果の概要（和文）：本研究代表者らは、ストレスにより誘導されセンス鎖RNAと共発現するアンチセンスRNAは、
タンパク質コード領域からRNA依存性RNAポリメラーゼ(RDR)により生成することを見出している。rdr1/2/6の3重変異体
と野生型からsmall RNA画分を抽出し、次世代シーケンサーを用いて解析したところ、RDR1/2/6依存性のアンチセンスR
NA生成領域とRDR1/2/6依存性のsmall RNA生成領域はほとんど一致しなかった。以上から、RDR1/2/6は既知のsmall RNA
生成とは別の新規経路で、センス鎖RNAを鋳型にしてストレス誘導性のアンチセンスRNAを生成している事が明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：Arabidopsis transcriptome analysis under drought, cold, high-salinity stress and A
BA treatment conditions, using tiling array, showed that approximately 6,000 novel transcripts existed in 
the antisense strand of the AGI code genes and they were induced under abiotic stress. To study the biogen
esis mechanism of the antisense RNAs, accumulation of RD29A antisense RNA was analyzed, using RNA-dependen
t RNA polymerase (RDR) mutant series. Finally, we found that rdr1/2/6 mutation decreased accumulation of R
D29A antisense RNA. RNase protection and RNA decay analyses showed that RD29A antisense RNA formed double 
stranded RNA and promoted degradation of RD29A mRNA. However, RNA-seq analysis did not detect siRNA accumu
lation in this locus. These results show that antisense RNAs are produced by RNA-dependent RNA polymerase 
(RDR) 1/2/6 without involving siRNA generation. 
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１． 研究開始当初の背景: 
アンチセンスRNA を介したストレス応
答 性 遺 伝 子 の 制 御 に 関 し て は 、
Jian-Kang Zhu らにより nat-siRNA 
パスウェイが報告されているが、センス
鎖とアンチセンス鎖のRNA の発現プロ
ファイル（ストレスに対する応答性）は
異なっている(Borsani et al.2005)。一方、
本申請代表者らが最近見出したアンチ
センス RNA とセンス RNA のストレス
に応答した発現プロファイルは似てお
り、数千個以上のストレス誘導性遺伝子
のアンチセンス鎖に非翻訳型のRNA が
存在する事を見出している(Matsui et 
al.2008)。 

21～25 塩基程度のsmall RNA を介
したRNA サイレンシング経路の基本的 
な仕組みは真核生物に広く保存されて
いる。現在知られている small RNA は、
生合成過程の違いから microRNA 
(miRNA) と small interfering RNA 
(siRNA)に分けられる。miRNA は RNA 
polymerase II によって転写され、部分
的に 2 本鎖 RNA 構造をとるステムル
ープ領域の前駆体から切り出される。一
方、siRNA は完全な相補性をもつ二本
鎖 RNA から生じる。植物では、繰り返
し配列由来の siRNA 、 trans-acting 
siRNA (ta-siRNA)、内在性のセンスーア
ン チ セ ン ス 鎖 由 来 の siRNA 
(nat-siRNA)などの新規の siRNA の存
在が報告されている。 
そこで、本研究で、本申請代表者らが

見出した、環境ストレスにより誘導され
てセンスRNA と共発現するアンチセン
ス RNA(上記参照、Matsui et al.2008) 
を介する遺伝子発現制御に新規な
siRNA 生成パスウェイかどうか解析し
た。また、新規なパスウェイが存在する
場合経路の因子の同定を目指して研究
を進めた。 

 
２． 研究の目的： 

研究期間内に以下の 2 つを明らかにす
ることを目指した。 
1.環境ストレスによりセンス鎖およびア
ンチセンス鎖で共に発現誘導される遺
伝子領域（センス/アンチセンス遺伝子領
域）から新規な siRNA が生成する事を
確認する。 
2. 新規な siRNA の生成が確認された
場合、環境ストレス応答に関与する新規
な siRNA 経路の因子を同定する。 

 
３． 研究の方法： 

環境ストレスにより発現誘導され、かつ、
センス鎖 RNA と共発現するアンチセン
ス RNA の解析を続けた結果、上記アン
チセンス RNA は、タンパク質をコード
する領域から RNA 依存性 RNA ポリメ

ラーゼ(RDR)により生成し、細胞内でセ
ンス鎖 RNA と 2 本鎖 RNA を生成する
事を見出した。そこで、本研究で、上記
アンチセンス RNA の生成経路が small 
RNA の生成経路と直接リンクしている
かどうか解析した。具体的には、rdr1/2/6
の 3重変異体と野生株から 17-30塩基の
small RNA 画分を抽出し、次世代シーケ
ンサーを用いて解析した。 
 

４．研究成果： 
  rdr1/2/6 の 3 重変異体と野生株からの

small RNA を次世代シーケンサーを用
いて解析した。Small RNA をゲノム上に
マッピングしたところ、タンパク質をコ
ードする発現遺伝子領域にも mRNA の分
解産物と考えられる低分子RNAが存在し
ていた。そこで、野生株と rdr1/2/6 の 3
重変異株を比較して変異体で small RNA
の蓄積量が減少する領域を RDR1/2/6 依
存性の small RNA 生成領域とみなした。
その結果、意外にも RDR1/2/6 に依存し
てアンチセンス RNA が生成する領域と
RDR1/2/6 依存性の small RNA 生成領域は
ほとんど一致しなかった。アンチセンス
RNA は主にタンパク質をコードする遺伝
子領域から生成しているのに対して、
small RNA は主にトランスポゾン領域か
ら生成していた。以上の結果から、
RDR1/2/6 はこれまで報告済みの small 
RNA 生成経路とは異なる新規な経路で、
センス鎖RNAを鋳型にして環境ストレス
誘導性のアンチセンスRNAを生成してい
ることが明らかとなった。 
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