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はしがき

この研究は、平成 12年度および 13年度日本学術振興会　科学研究費補助金　基
盤研究 (C)(2) によっておこなわれたものである。この補助金によって本研究代表者の
研究は大きく発展することができた。厚く感謝の意を表する。
なお、この研究の遂行にあたっては、政田　正弘教授の協力を得た。厚く感謝申し
上げる。

研究組織
研究代表者：児玉　浩明（千葉大学園芸学部助教授）
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研究成果

序

植物に遺伝子を導入すると、比較的高頻度にジーンサイレンシングと呼ばれる遺伝
子発現抑制現象が観察される。転写後抑制型ジーンサイレンシングでは、転写後に
mRNAが分解されることにより導入遺伝子自身と塩基配列において相同性のある内
在性の遺伝子の発現がともに抑制される。この分解には RNA dependent RNA 
polymerase によるアンチセンスRNAの形成が重要であると考えられている。
本申請者はリノレン酸合成を触媒する "-3 脂肪酸不飽和化酵素遺伝子をタバコに導
入し、得られた高リノレン酸含量植物の生理的特性を調べてきた。"-3 脂肪酸不飽和
化酵素には小胞体膜と葉緑体膜に局在する 2種類のアイソザイムがある。高発現プロ
モーターの下流にタバコ小胞体局在型 "-3 脂肪酸不飽和化酵素遺伝子 (NtFAD3) を接
続したものを導入すると、導入遺伝子の過剰発現により小胞体膜の主成分であるフォ
スファチジルコリン (PC) のリノレン酸含量が大幅に増加した系統（S20）が得られた。
一方で同じ外来遺伝子を導入したタバコの中に、T-DNAがホモ接合になると PCば
かりでなく葉緑体膜の主成分である糖脂質（MGD）のリノレン酸含量まで大幅に減
少する系統（S44）を見いだした。この表現型は T-DNAの存在に完全に依存するこ
とから、導入遺伝子と内在性の脂肪酸不飽和化酵素遺伝子の発現の両方が抑制された
cosuppression と呼ばれるジーンサイレンシングが誘導された結果と考えられる。
S44 系統の脂肪酸組成は、小胞体局在型のみならず葉緑体局在型 "-3 脂肪酸不飽和化
酵素遺伝子 (NtFAD7) の発現まで抑制されていることを示している。しかし、ノーザ
ン解析を行うと、驚くことに T-DNA がホモ接合の S44 植物においても NtFAD3 
mRNA は導入遺伝子からの活発な転写により野性株よりも多く蓄積し、逆に
NtFAD7 mRNAは大幅に減少していた。ノーザン解析ではNtFAD3 の転写産物は内
在性の遺伝子に由来するものか、外来遺伝子に由来するものか不明なため、それぞれ
の遺伝子から転写されたRNA種を区別できる条件下でRT-PCR 解析を行ったところ、
内生のNtFAD3 mRNAは S44 系統ではほとんど検出されないことが明らかになった。
したがって S44 系統でのジーンサイレンシングでは、導入遺伝子の転写産物は蓄積す
るが、内在性の脂肪酸不飽和化酵素遺伝子に由来するmRNAの蓄積が阻害されてい
る。本研究では、(1) 内在性の遺伝子に由来するmRNAはなぜ蓄積しないのか、(2)
導入遺伝子から転写されたmRNAは大量に蓄積しているのに、なぜリノレン酸含量
が大幅に低下するのか、について明らかにすることを目的とした。

(1) 内在性の遺伝子に由来するmRNAはなぜ蓄積しないのか。

ジーンサイレンシングを生じた葉から核を単離し、さらにRNAを核から調製した。
このようにして野生株のタバコの葉から調製した核RNAをもとにRT-PCRをおこなっ
たところ、リノレン酸合成酵素のRT-PCR 産物はスプライシングされた形で増幅され
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た。しかしジーンサイレンシングを起こした葉から調製した核RNAからはスプライ
シングされた分子量に相当するRT-PCR 産物が得られなかった。この結果より内在性
のリノレン酸合成酵素遺伝子のRNAのスプライシングが異常になっていることが示
唆された。そこで詳細なRT-PCR 解析を total RNA画分を用いて行ったところ、ジー
ンサイレンシングを起こした植物体から調製したRNA画分から、スプライシングの
異常により形成したと考えられるRNAを検出した。これらのことから、内在性の遺
伝子の転写産物のスプライシングがジーンサイレンシングにより影響を受け、正常な
RNAが作られていないことが明らかになった。

(2) 導入遺伝子から転写されたmRNAは大量に蓄積しているのに、なぜリノレン酸含
量が大幅に低下するのか。

ジーンサイレンシングを起こした葉から単離した poly(A)+RNAから cDNAライブ
ラリーを作成した。リノレン酸合成酵素遺伝子をプローブにして、スクリーニングを
行った結果、5つのクローンを得た。その塩基配列を決定したところ、得られた
cDNAは導入遺伝子由来であり、塩基配列は正常であった。これらの結果から蓄積し
ているmRNAは正常なものであり、翻訳段階以降のステップでジーンサイレンシン
グによる抑制的な制御を受けていることが明らかになった。

本研究により、従来の塩基配列特異的な RNAの分解という機構だけでは説明でき
ないジーンサイレンシングが存在することが明らかになった。これは転写後の遺伝子
発現調節においてこれまでに知られていない発現調節機構が存在することを示唆して
いる。ジーンサイレンシングは育種の分野においても重要な技術となっている。実際、
葉緑体膜脂質のリノレン酸含量が低下したジーンサイレンシング形質転換体について、
高温に対する耐性が向上することを明らかにし、その論文が Science に掲載された。
このようにジーンサイレンシングを利用することで、 新しい植物の分子育種につな
がることを実証した。
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