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研究成果の概要（和文）：  

シロイヌナズナゲノムに存在する、センス鎖遺伝子と共発現する非翻訳性アンチセンス RNA の

生成メカニズムを、代表的なストレス誘導性遺伝子である RD29A 遺伝子を用いて解析した。

RNA-dependent RNA polymerase (RDR)により RD29A 遺伝子の mRNA を鋳型として環境ストレス誘

導性のアンチセンスが生成する事を明らかにした。内生 mRNA の分解産物から 2本鎖 RNA が形成

される新規な RNA 制御機構が植物の環境ストレス応答において機能することが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
Our previous study identified about 7,000 stress-inducible antisense RNAs in Arabidopsis 
and showed that RD29A locus that has typical drought-inducible gene, has a type of 
stress-inducible antisense RNA which is complementary to sequence of the sense mRNA. Real 
time RT-PCR analysis showed that accumulation of RD29A antisense RNA was decreased in 
rdr1/2/6 triple mutants. Our data indicates a novel RNA regulation mechanism that 
RDR-mediated synthesis of antisense RNAs functions in the turnover of sense mRNAs under 
the stress conditions in plants. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
本申請代表者らは、シロイヌナズナタイリン
グアレイを用いた解析により、アンチセンス
鎖に存在しセンス鎖の遺伝子と共発現する、
ストレス応答性の非翻訳性 RNAを多数同定し

た。（ Matsui et al., 2008, Plant Cell 
Physiol.）。これまでの動植物のトランスク
リプトーム研究では、一般にアンチセンス
RNA はセンス RNA の発現を抑制すると考えら
れているが、本申請代表者らの最近の実験結
果からアンチセンス RNAに新たな機能が存在
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することが示唆された。アンチセンス RNA の
存在が確認できた乾燥ストレス応答性の
CYP707A1 遺伝子（チトクロム P450 遺伝子の
1 つで ABA 8'-水酸化酵素をコードする; 
Kushiro et al., 2004）について、アンチセ
ンス RNAの生成メカニズムの解析を行ったと
ころ、アンチセンス RNA の発現にセンス RNA
の発現が必要であることが明らかになった
(Matsui et al., 2008, Plant Cell Physiol)。 
 
２．研究の目的 
 
本申請課題では、研究期間内に以下の内容を
明らかにすることを目指す。シロイヌナズナ
ゲノムに存在する、センス鎖遺伝子と共発現
する（ストレスや ABA に対する応答性に関し
て）非翻訳性アンチセンス RNA の生成メカニ
ズムを明らかにする。RNA 代謝やクロマチン
関連因子の遺伝子破壊株などを用いて解析
し、センス鎖遺伝子と共発現する非翻訳性ア
ンチセンス RNAの生成に関与する因子を同定
する。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、シロイヌナズナにおける代表的
な乾燥ストレス誘導性遺伝子であり、かつ、
アンチセンス鎖に乾燥ストレス誘導性の非
翻訳型 RNA が存在する RD29A 遺伝子領域に焦
点を絞って解析を進めた。 
 
(1) ストレス誘導性の非翻訳型アンチセンス

RNA の生成に関与する因子の同定 
 

① これまでの研究から、アンチセンス
RNA は セ ン ス RNA を 鋳 型 と し て 、
RNA-dependent RNA polymerase(RDR)により
生成する可能性が示唆されていたので、シロ
イヌナズナゲノムに存在する 6つの RDR遺伝
子の単一破壊株(rdr1,rdr2, rdr3, rdr4, 
rdr5, rdr6) お よ び 二 重 変 異 株
(rdr1/rdr2,rdr1/rdr6,rdr2/rdr6)および三
重変異株(rdr1/rdr2/rdr6)を用いて、野生株
との間で、無処理または乾燥ストレス処理 2
時間で、RD29A アンチセンス RNA の蓄積量に
関して差がないか Real-time RT-PCR 法を用
いて解析した（21-22 年度）。 
 
② アンチセンス RNA の生成に、センス
mRNAの分解産物のような不安定なRNAが基質
となっている可能性が考えられたので、mRNA
分解に関与する因子に関しても、遺伝子破壊
株を用いて RD29A アンチセンス RNA の蓄積量
に関して差がないか Real-time RT-PCR 法を
用いて解析した（23 年度）。 

 

(2) ストレス誘導性の非翻訳型アンチセンス

RNA の性質の解析 
 
① 22 年 度 ま で の 解 析 で 、

rdr1/rdr2/rdr6 の 3 重変異体で
RD29A アンチセンス RNA の蓄積が減
少している事が確認されたので、ア
ンチセンス RNA がセンス RNA と 2 本
鎖 RNA を生成している事を、
RNaseV1(二本鎖 RNA に特異的な
RNase)および RNaseI/RNaseA(一本
鎖 RNA に特異的な RNase)を用いた
RNase Protection Assay により解析
した。 

 
４．研究成果 
 
(1) ストレス誘導性の非翻訳型アンチセン

ス RNA の生成に関与する因子の同定 
 
① RDR 遺伝子の単一変異体および多重

変異体の内利用可能なもの(rdr1/2, 
rdr1/6, rdr2/6, rdr1/2/6)を用いて
乾燥ストレス処理(2 時間)後の
RD29A 遺伝子のアンチセンス RNA の
蓄積を調べた。単一変異体および二
重変異体(rdr1/2, rdr1/6, rdr2/6)
ではアンチセンス RNA の蓄積に関し
て野生株との間に差は見られなかっ
たが、rdr1/2/6 の三重変異体では野
生株と比べてアンチセンス RNA の蓄
積が半分程度に減少していた。
rdr1/2/6 の三重変異体の無処理お
よび乾燥処理（2 時間）条件での発
現プロファイルをタイリングアレイ
を用いて解析したところ、ストレス
応答関連の遺伝子約 30 個において
アンチセンス RNA の蓄積が減少して
いる事がわかった。 

 
② キャップ構造のない mRNA を分解す

る 5’-3’ exoribonuclease(XRN4) 
の変異体では、導入遺伝子に対する
small RNA 介在性のジーンサイレン
シングが起こる事、ターゲット遺伝
子領域でアンチセンス RNA の蓄積増
加が報告されている。これらの結果
から、XRN4がRD29AアンチセンスRNA
の蓄積に関与する事、mRNA の分解産
物の一部がアンチセンス RNA の生成
機構とリンクする可能性が考えられ
た。そこで、XRN4 および mRNA から
キャップを除く機能を持つ DCP5 の
変異体における RD29A アンチセンス
RNA の蓄積量を調べた。XRN4 変異体
では RD29A アンチセンス RNA の蓄積
は増加し、DCP5 変異体では RD29A ア
ンチセンス RNA の蓄積は減少してい



 

 

た。以上の結果から、内生 mRNA の分
解産物から 2 本鎖 RNA が形成される
新規な RNA 制御機構が存在すること
が示唆された。 

 

(2) ストレス誘導性の非翻訳型アンチセン
ス RNA の性質の解析 

 
① rdr1/2/6 三重変異体と野生型植物から

RNA を抽出して RNaseV1(二本鎖 RNA に特
異的な RNase)および RNaseI/RNaseA(一
本鎖 RNA に特異的な RNase)を用いた
RNase Protection Assayにより解析した。 
その結果、RD29A のアンチセンス RNA は
二本鎖 RNA に特異的な RNase で分解され
るのに対して、一本鎖 RNA に特異的な
RNase では分解されなかった。この結果
は、RD29A 遺伝子領域ではアンチセンス
RNA がセンス RNA と 2 本鎖 RNA を形成し
ている事を示唆する。 

 
以上の結果から、RD29A のアンチセンス RNA
は、内生 mRNA の分解産物から RDR を介して 2
本鎖 RNA を形成するという新規な RNA 生成機
構によって作られる事が明らかになった。以
前から環境ストレス下では mRNA の安定性が
大きく変化し、遺伝子発現制御への関与の可
能性が指摘されていた。今回の我々の研究成
果は、環境ストレス下での RNA の代謝に関与
する新しい RNA 制御機構の発見であり、私た
ちの遺伝子発現制御に対する理解を深める
ものである。 
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