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研究成果の概要（和文）：　RNAサイレンシングとして知られる外来遺伝子防御機構は、トランスポゾンやRNAウィルス
などのゲノム寄生因子に由来する2重鎖RNAにより起動し、これらを不活性化・分解する。一方、植物に遺伝子導入する
際にも、トランスジーンアレイや転写のリードスルーなどにより、予期せず2重鎖RNAが作られ、RNAサイレンシングの
標的とされやすい。このため、導入遺伝子が高発現しないケースや形質転換体が得られにくい事がしばしばある。そこ
で、本研究は植物が持つ外来遺伝子防御機構を抑制する事により、高発現かつ高効率に遺伝子組換え植物を作出するシ
ステムの開発を行った。

研究成果の概要（英文）：RNA silencing is known as a defense system against invading exogenous genes such 
as transposons or RNA viruses. RNA silencing is triggered by the production of double stranded RNA 
derived from invaders and this results in inactivation or degradation of invading exogenous genes. In 
case of plant transformation, the double stranded RNAs are often produced from transgenes by means of 
transcription read through or transgene array. These also can start host's RNA silencing and result in 
low efficient transformation or low expression of transgene. In this study, I aimed to develop a novel 
plant transformation system to obtain high expression and high efficient transformants.

研究分野： 植物遺伝育種学

キーワード： イネ　RNAサイレンシング
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者は、自身がこれまで行ってきた
イネの RNA サイレンシング機構の解析を通
して、「外来遺伝子防御機構」としての RNA
サイレンシングが、ゲノム寄生者（トランス
ポゾンやウィルス）にとって、宿主ゲノムへ
の侵入の足がかりとなる事を明らかにした。
つまり、ウィルスやトランスポゾンなどのゲ
ノム寄生者は宿主側の防御機構をかいくぐ
るのに、宿主の生存を脅かさない範囲でRNA
サイレンシングを抑制している（図 1）。一方、
植物の遺伝子組換えの際にも、ホスト植物の
「外来遺伝子防御機構」がしばしば起動し、
転写後ジーンサイレンシング(PTGS)を生じ、
組換え技術による物質生産・形質改変の技術
的障壁となっている。このような背景から、
申請者はトランスポゾンやウイルスが宿主
ゲノムに寄生する際の戦略を遺伝子組換え
の際にも適用し、ホストの RNA サイレンシ
ングを人為的に抑制する事による導入遺伝
子の高発現や、薬剤耐性遺伝子の高発現によ
る遺伝子導入の高効率化が可能との着想に
至った。 
 

 
２．研究の目的 
 RNA サイレンシングとして知られる外来
遺伝子防御機構は、トランスポゾンや RNA
ウィルスなどのゲノム寄生因子に由来する 2
重鎖 RNA により起動し、これらを不活性
化・分解する。一方、植物に遺伝子導入する
際にも、トランスジーンアレイや転写のリー
ドスルーなどにより、予期せず 2 重鎖 RNA
が作られ、RNA サイレンシングの標的とさ
れやすい。このため、導入遺伝子が高発現し
ないケースや形質転換体が得られにくい事
がしばしばある。そこで、本研究は植物が持
つ外来遺伝子防御機構を抑制する事により、
高発現かつ高効率に遺伝子組換え植物を作
出するシステムを開発し、この問題の解決を
目指す。 
 
３．研究の方法 
 研究代表者は、RNA サイレンシングに関
わる植物特異的 RNA 合成酵素遺伝子 pol 
IV/V のノックダウンイネ系統において、遺伝
子導入効率が著しく上昇し、薬剤耐性遺伝子
も高発現するケースがある事に気がついた。
この現象の分子的基盤を解明し、遺伝子組換

えシステムに利用するために、主に以下の二
つの実験を計画した。 
（１）イネの pol IV/V のノックダウン系統に
おける遺伝子導入効率の上昇および導入遺
伝子高発現の分子的基盤を解明する。 
（２）イネ及び、遺伝子導入の難しい種々の
作物由来 pol IV/V のノックダウン用 RNAi
カセットを載せた汎用性の高い高効率遺伝
子導入ベクターの作成と実用性の検証 
 
 具体的には、以下の実験を計画した。 
 RNA合成酵素 I ~ III (pol I ~ III)はそれぞ
れ主に rRNA, mRNA, tRNA等の転写を担う
ことが知られている。一方、近年植物ゲノム
にはこれら pol I ~ III と構造上の類似性は見
られるが機能の異なる RNA 合成酵素遺伝子
の存在が明らかになっている。これらのRNA
合成酵素遺伝子は pol IV および pol V と呼ば
れ、それぞれ siRNA のソースとなる RNA の
転写と RNA 依存的 DNA メチル化によるエ
ピジェネティックサイレンシングに必要で
ある事が知られている。イネでは pol IV およ
びpol Vの largest subunit遺伝子はそれぞれ
2 コピー(pol IV: NRPD1a, NRPD1b; pol V: 
NRPE1a, NRPE1b)で、pol IV と pol V で共
有される 2nd largest subunit 遺伝子も 2 コ
ピー(NRPD2a, NRPD2b)である。研究代表者
はイネを材料にこれら pol IV, pol V のサブユ
ニットをコードするすべての遺伝子のノッ
クダウン系統を作出し解析したところ、一部
の subunit のノックダウン系統 (NRPD1ab, 
NRPE1a)では遺伝子導入効率が著しく上昇
し、薬剤耐性遺伝子も高発現していた。本研
究では、この現象の分子的基盤の理解および
この現象を利用した高効率・高発現遺伝子導
入系の開発を行うことを計画した。 
 
４．研究成果 
 上述の通り、これまでの研究において RNA
ポリメラーゼ IV と RNA ポリメラーゼ V を構
成するタンパク質をコードする遺伝子のノ
ックダウンイネ系統において、形質転換カル
スの選抜に使う薬剤耐性遺伝子や導入遺伝
子そのものが高発現する事が明らかになっ
ていた。そこで、初年度においては遺伝子導
入効率上昇の分子的基盤の理解を重点目標
に研究を行った。研究代表者は遺伝子導入効
率の上昇が、遺伝子導入細胞すなわち耐性遺
伝子をもつ細胞の増殖が、通常のベクターで
遺伝子導入したカルスよりも早い事が、見か
け上の遺伝子導入効率が高くなっている理
由であると考えた。つまり、実際に遺伝子導
入される細胞の数は、コントロールベクター
と差はないが、その後の分裂速度が早いため
に、耐性カルスが多く出現しているように見
えているのだろうと考えた。これはこれで、
多数の耐性カルスを取得するという点で、遺
伝子導入効率の上昇と換言する事もできる。
そこで、この仮説を検証するために、RNA ポ
リメラーゼのノックダウン系統とコントロ



ール系統における、薬剤耐性遺伝子の発現と、
細胞周期関連遺伝子の発現をqRT-PCR法によ
り解析した。その結果、両者には高い相関が
ある事が判明した。次に、ノックダウン系統
由来のカルスの増殖がコントロール系統由
来のカルスよりも早い事を液体培養後の細
胞ボリュームを計測する事により確認した
ところ、液体培養する限りカルスには明確な
増殖速度の差は見られなかった。この事は、
当初の仮説である、実際に遺伝子導入される
細胞の数は、コントロールベクターと差はな
いが、その後の分裂速度が早いために、耐性
カルスが多く出現しているように見えてい
ると言う考えが正しくない事を示唆してい
る。おそらく、実際にアグロバクテリア感染
細胞の数が、RNA ポリメラーゼ IV/V のノック
ダウン系統においては増えている事が予想
されるが、その検証まではいたらなかった。 
 次に、RNA ポリメラーゼ IV/V のノックダウ
ンを利用した高効率・高発現遺伝子導入シス
テムをより汎用的なイネの形質転換用ベク
ターに導入する事により、容易に任意の導入
遺伝子を高発現させることのできるベクタ
ーの開発を行った。このベクターは ACTIN プ
ロモーターにより RNA ポリメラーゼ IV/V を
構成するタンパク質をコードする遺伝子の
RNAi カセットを発現させ、導入遺伝子を UBI
プロモーターで発現させている。また、UBI
プロモーターの下流には MCS を導入し、任意
の遺伝子がクローニングし易いように工夫
した。実際に、UBI プロモーターの下流に GFP
遺伝子を挿入し、イネに形質転換したところ、
通常のベクターよりもGFPを高発現する耐性
カルスを多数取得出来た。この事から、本シ
ステムの有効性が実証された。 
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