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研究成果の概要（和文）：本研究では植物 miRNA 遺伝子転写機構を明らかにし、安定的な人工

miRNA の発現系を構築することを目的に実験を行った。本研究ではイネの植物特異的 DNA 依存

的 RNA 合成酵素複合体遺伝子ノックダウン系統において miRNA 遺伝子の転写が減少している事

およびマイクロアレー解析により細胞周期関連遺伝子など、多数の遺伝子発現が変化している

事を見いだした。また、この中には遺伝子導入時の薬剤選抜マーカーも含まれていた。 

 

研究成果の概要（英文）：The goal of this research is to understand the molecular mechanism 

of miRNA gene transcription in rice and to develop a system that ensure the high level of 

amiRNA gene expression. Using the knock down lines of genes encoding DNA dependent 

RNA polymerase subunit, I found that several miRNA gene expressions were decreased as 

well as the changes in the expression of some cell cycle regulation genes. 
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１．研究開始当初の背景 

 microRNA (miRNA)をはじめとする小分子
RNA は特定の遺伝子発現を抑制する技術とし
て医療や研究など様々な場面で利用されて
いる。一方、植物育種など農学分野での積極
的な利用はその効果が不安定なため基礎・応
用の両面において立ち後れている。効果が不
安定な理由は今のところ不明である。 
 従来 miRNA 遺伝子は RNA 合成酵素 pol II
により転写されると信じられてきた。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
ーで、pol IV と pol V で共有される 2nd 
largest subunit 遺伝子も 2 コピーである。
このため、イネの pol IV と pol V には 8 通
りもの subunit 構成が存在し、これらが機能
分担していることも考えられる（図 1）。そこ
で、これらの DNA 依存的 RNA 合成酵素複合体
遺伝子の miRNA遺伝子の転写への影響を解析
した。 
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２．研究の目的 

 本研究は植物 miRNA遺伝子転写機構を明ら
かにし、安定的な人工 miRNA の発現系を構築
することを目的とした。 
 

３．研究の方法 

 本研究はイネゲノム上に 6コピー存在する
植物特異的 DNA 依存的 RNA 合成酵素複合体ラ
ージェストサブユニットとセカンドラージ
ェストサブユニットをコードする遺伝子の
RNAi 法によるノックダウン系統を作成しそ
の分子的ならびに形態的表現型を観察した。
また、6コピー存在する植物特異的 DNA 依存
的 RNA 合成酵素複合体ラージェストサブユニ
ットとセカンドラージェストサブユニット
をコードする遺伝子の一部については、挿入
変異系統を入手する事ができたので、これら
も材料にして実験を行った。 
 
４．研究成果 
 本研究ではイネの植物特異的 DNA 依存的
RNA 合成酵素複合体遺伝子ノックダウン系統
の一部において miRNA遺伝子の蓄積が減少し
ている事を培養中のカルスにおいて発見し
た事を発端に研究が始まった。そこで、miRNA
遺伝子の蓄積減少の再現性の確認を最初に
行った。その結果、イネの植物特異的 DNA 依
存的 RNA合成酵素複合体遺伝子ノックダウン
系統のうち、特定の系統について、miRNA 遺
伝子の発現低下が再現された。しかも、この
発現低下は特定の miRNA だけでなく、調べた
複数の miRNA について共通して観察された。
次に、miRNA の蓄積減少の原因が miRNA 遺伝
子の転写の減少に起因するのか、もしくは、
miRNA のプロセシングの低下に起因するのか
を明らかにするために、miRNA 遺伝子前駆体
の蓄積量の確認を miRNA の蓄積量が減少して

いるカルスと通常のカルスで比較した。その
結果、miRNA の蓄積量が減少しているカルス
では前駆体の蓄積量も減少していた。この事
から、イネの植物特異的 DNA 依存的 RNA 合成
酵素複合体遺伝子ノックダウン系統のうち、
特定の系統の系統で観察された miRNA遺伝子
の蓄積低下は前駆体の転写量の減少に起因
すると結論づけた。 
 次に、イネの植物特異的 DNA 依存的 RNA 合
成酵素複合体遺伝子ノックダウン系統のう
ち、特定の系統の系統で観察された miRNA 遺
伝子の蓄積低下が、カルスでのみ観察される
現象なのか、はたまた、個体レベルでも観察
される現象なのかを明らかにするために、イ
ネの植物特異的 DNA 依存的 RNA 合成酵素複合
体遺伝子ノックダウン系統のうち、miRNA 遺
伝子の蓄積低下が観察された系統の再分化
個体ならびにベクターのみを遺伝子導入し
た再分化個体から全 RNA を抽出し、miRNA の
蓄積を比較したところ、両者に差は見られな
かった。この事から、イネの植物特異的 DNA
依存的 RNA合成酵素複合体遺伝子ノックダウ
ン系統のうち、特定の系統の系統で観察され
た miRNA 遺伝子の蓄積低下は残念ながら、培
養中のカルスという特異な状況でのみ顕在
化する物と考えられた。 
 次に、培養中のカルスという特異な状況の
どのような要因が、miRNA の蓄積に影響を及
ぼしているのか、また、カルスにおいて miRNA
が欠損した状態で遺伝子発現にどのような
影響を及ぶすかをマイクロアレー解析によ
り調べてみた。その結果、細胞周期関連遺伝
子など、多数の遺伝子発現が変化している事
を見いだした。また、miRNA 遺伝子の転写量
に影響がある系統とそうでない系統の間に、
固形培地上でのカルスの細胞増殖速度に差
があることも見いだした。そこで、ハイグロ
マイシン抵抗性カルスを液体培養し、6 種あ
る植物特異的 DNA 依存的 RNA 合成酵素遺伝子
のノックダウン系統すべてについて増殖曲
線を取得した。その結果、一部の系統につい
て、実際に増殖が速くなっている傾向が得ら
れた。この事は、ノックダウン系統において、
細胞周期関連遺伝子の高発現を良く説明出
来る。また、これらの系統ではハイグロマイ
シン抵抗性遺伝子も高発現している事から、
高度のハイグロマイシン抵抗性により、選択
培地における増殖促進につながったと結論
づけた。 
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