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& !�" ���/��&������6 '�. ����
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���/3�5�,�I���������
9��������������!&$���#�$�
���������/3�5�9������������
� U6 

snRNA !�"����%��
����$
�9��9��&��6#��@������!�'�����%����+ short hairpin RNA 

(shRNA) '�����������/3�5�������
��3�#'�	%����9���!�"/3�5�9������������
� U6 snRNA !�"

���&�'&$�9��9��&��6�,C���%�#��@��%����+���������
��&��6�%����+�
�����'�
�6 �����9����
� 

U6 snRNA �����������	%����#'��
� U6 snRNA 	
�!&�&$����� 3 �
� #'�!�$ U6-1, U6-2 !�" U6-3 

������������� phylogenetic tree ,+
$��
� U6-1 �
�
��������
����+�
� U6 snRNA �����&
6��
���

���'�
������
$��
� U6 snRNA�����&
6@��'�C�� : ���*"	
��
� U6-2 �
�
��������
����+�
� U6 

snRNA ��� Xenopus !�" �
� U6-3 �
�
��������
����+�
� U6 snRNA ���!����

�����
$��
� 

U6 snRNA �����&
6@��'�C�� : �����/3�5�9�����������9��9��&��6����
� U6 snRNA �����

������ #'��%�!�� ��-$���
��
9�#	'6 TATA box !�" proximal sequence element 9'�����	
�+

&%�!��$���+��
��
9�#	'6�����&�� ,+��-$��+� CCAAT &��+���
*	
���'
$��"����+���
*��� Distal 

sequence element ��������
�����"�6 Blastn analysis ��+�
9�������������� ,+
$� �
� U6-1 �


�����"���&�
���$��9��9�9W�&$�� : ������������J3� 555 @-' ���*"	
��
� U6-2 !�" U6-3 ,+

�,
�� 1 @-'���
9�������������� ��������	%� RT-PCR !�'��������
$��
� U6 snRNA 	�������


���!�'�������
��
"&$�� : ������������ ��C���%����9��9��&��6#�&�'&$���+�
�	
���������� 

shRNA ,+
$�9��9��&��6	��� 3 @��'����
� U6 snRNA �����J����� shRNA #'���C��	%����

	'��+�E������� in vitro transcription 9'��@�������'����W��6������������ �����	'��+

'����$�
�
�!�'��������
$�9��9��&��6����
� U6 snRNA �����J�%�#��@���"9�@�6������@���

���&�'&$��
��%����+�
�����'�
�6�"�"��
#'������������ ��C��	%����	'��+���!�'������� 

shRNA '�
�9��9��&��6 U6 snRNA (������������) ��������'����W��6��������� ���#� 

!�"���'-� ,+
$��
���!�'������C���@�������'����W��6���������!&$#�$�
���!�'���������

���'����W��6������'-�!�"���#� !�'��������
$�����%�9��9��&��6 U6 snRNA ���������

���#��@���+����C�� : �"#'�����������  �������
�������
����"�6 Blastn analysis ��+������

�
9�������������� #'�,+�
� U6 snRNA �
���3��@��' (U6-4) !�'��������
$�����������
�
� U6 

snRNA 	
�!&�&$�����	�����' 4 @��' 
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Abstract

Gene function studies via gene knockdown (GKD) in zebrafish have been 

intensively conducted; however, most techniques  offer only transient interfering 

effects.  Although zebrafish genomic information is available, the U6 snRNA genes 

and the use of their promoters for short hairpin RNA (shRNA) expression have not 

been fully characterized.  In this study, the structure of the U6 snRNA genes and their 

genomic organization are elucidated.  Additionally, transcription assays utilizing the 

U6 promoters were conducted to provide sustained vector-based RNA interference 

(RNAi).  Three U6 snRNA genes were characterized and randomly designated as U6-

1, U6-2, and U6-3.  Phylogenetic tree analysis indicated that the U6-1 gene is closely 

related to the mammal U6 snRNA genes and that the U6-2 and U6-3 genes are more 

closely related to Drosophila and Xenopus U6 snRNA genes.  According to the 

conserved position of the upstream regulatory elements, TATA box and the proximal 

sequence element were located.  The “CCAAT box” is predicted to function as the 

distal sequence element in the zebrafish U6 snRNA genes.  Genomic BLASTn 

analysis revealed that at least 555 copies of the U6-1 gene are dispersed throughout the 

zebrafish genome, whereas the U6-2 and U6-3 genes are each present as a single copy.  

RT-PCR demonstrated that these three U6 snRNA genes are functionally expressed in 

various tissues.  All three putative promoters were able to transcribe shRNA in 

zebrafish, providing that they have potential to be used for vector-based RNAi in 

zebrafish.  A putative U6 promoter would provide a powerful tool for long-term GKD 

in zebrafish.  The zebrafish U6 promoter efficiently promoted shRNA in vitro

expression in cell extracts isolated from Nile tilapia, but not from catfish or common 
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carp, demonstrating that the zebrafish U6 promoters promoted variable transcription 

efficiency across species.  Another U6 snRNA was found from the genomic BLASTn 

search and designated as U6-4, suggesting that there are four different types of 

zebrafish U6 snRNA genes.   
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���+��*6����
9��

��-5�6 ��� ���H-�- !�"��������� �
+�
�#
���7������
� W3�������J����#�/3�5�#'�	��

����&��6��& (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/) ��$��#���&��!��
$��"�
�������%�'�+�+�����
�

&$�� : !&$�������%�'�+�+��,
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� (gene function) #'� �3�	%����
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�&!�'��
����'��&������ !�"��������J	��+����	
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�
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�+�
����'��&�	
����'�3�� J3�!���	����'����$�
�"�
�������	
��$�� !&$��	���E�+�&�

����������	
��"	%�����������,��7-6���'�%��,�"���"����+�
�	
����&������/3�5� �������
�����


�	��������������	6 (gene knockout) �C� ���
���!����%�'�+�+����'
��������$���%��,�"���"�� 

����"9'����!	��@����$
�'
����������#����
�	
�&������/3�5���C����&�'@����$
�����
�	
�

&������/3�5����+���$
���#'� !�"�$���	%�����
�����#�$�����J	%����#'�J��&���&$�#� ��C����

	%�������'������
���!�������
����$�������
�#�$�����J	%����#'��
� �������
�����
�	�9�9��


�
������3��	
������J�%����@������/3�5�����	
�����
�#'����C� �	��������,����
���C����J$���
�	
�

&������/3�5�����#��������
@

�& (transgenesis) �	����&$�� : ���$��
�!���"�����J�@�/3�5�����	
�

����
�#'� !&$���-$������	���E�+�&� ��&�
��$���@$� �%����+�	�9�9��
�
��������	6 !��
$��"�
���


����,�I���	�����
��������	6����&
6&$�� : !&$����%�#��@�����%���'���$!&$������	$����� �%����+

�	�9�9��
����,����
� ���J$���
�	
�&������/3�5�������$&�
�$����&
6���� ��	���E�+�&��
�	
�J$��������$

&�
�$����&
6����"�
�������#��
���+9��9�9W��������!+$��W��6���&�
�$�� 	%�������'�?�
"	
�

�W��6&$�� : ����&
6&�
�'
�
����
,��7-����#�$���C����� (mosaic) 	%����&�����
�����&
6��$������ 2-3 

�-$��3��"#'���&
6	
�#'���+���J$���
���$����+��*6!++ �������
����
�����"�6����	
�����
��"#'���

@�'�����&$���C�� �
���!�'������$���'$�@�'����
�	
��,�������#�    

�_��-+��#'��
���,�I���	�9�9��
�
�����'�
�6 (gene knockdown) W3������
�7
���	
��+�
�

��C���'�
�����	%��������
� W3���7�+��#'�'���
� �	�����
�����'�
�6 (gene knockdown) �C� 

�	����	
��@������
��
9�#	'6��C������
��
9�#	'6	
��
���'�'!���#���'�
�����	%��������
� 

��C�����������
��
9�#	'6���$��
��"�
�%�'�+�+�������$����+�%�'�+�+�����
���{����� (target gene) 

��
��
$� ���!��#	�W�W6  (antisense molecules) �3�	%���������'�
�����!�'��������
��


�
���%��,�"���9'��"�%��,�"&$��
�	
��
�%�'�+�+�	
�������$������	$����� �����'�
�����!�'����

����
�	
�	��+�%�'�+�+���$���%��,�"���"���
� �$���������/3�5������J	��+����	
�����
�9'����

���
�+���5*"	
�����E��C���
�J���+�
����!�'���� ��+���5*"	
�����E��C���
��
���	%����

��$����&� �3�#'��
���,�����6��$���
����
��
$������J�%����@������/3�5�����	
�����
�#'���$���


�
���%��,�"��� (Elbashir et al., 2002) �������
��	�9�9��
�
�����'�
�6��������	�9�9��
	
��@�

�$��@��$��#�$������ #�$&�������	������C�
�7
���	
��-$�������$
�'�
� �3�	%�����	�9�9��
�
�����

'�
�6#'�J���%�#��@������/3�5�����	
�����
������ (Nasevicius et al., 2000; Braat et al.,2001; 
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Boonanuntanasarn et al., 2002) !�"�
�����'�
�6���J���%�#���"�-�&6�@������	'���&$�� : �@$� 

����%�#�/3�5�J3��
������#�#'�	
��"�%�#��@���+������5�9��	
����'����
����'��&�	��

,��7-���� �@$� 9��9���&��� (Lacerra et al., 2000) ,�I�����������5�9����'�6 (The vitravange 

group, 2002) !�",�I��������	
��@���������5�9���"���� (Muller et al., 1998) ����&�� 

 J3�!��
$����_��-+��#'��
������,+���&$�� : 	
�	%�����	
��������!��#	�W�W6	
�����"��

�%����+��&
6 �@$� antisense RNA, 9���9���
��
9�#	'6	
��
���'�'!��� (modified 

oiligonucleotides) ���6�����������$���'���� (small interfering RNA; siRNA) !�" #�9+#W�6 

(ribozyme) !&$!��#	�W�W6	-�&�
�
����$���'
�
����C� �
�������+�������!�'��������
���$��

�%��,�"���"��!&$�
��&$��W��6�����
@

�&��$��@��
���
�	$�����  �,��"���!��#	�W�W6�"�
��&�
���$

���W��6#'�@$
��
����3���	$����� ��������������"J��	%����'�
�����#W�6��
��
��� (nuclease) &$�� : 

���W��6  

�3�#'��
!�
��'	
��",�I���������'�
�6����
���$��J�
� 9'����J$��@-'����
� (gene 

transfer) 	
������J�����!��#	�W�W6?�����W��6 	%���������J��'�
�����!�'��������
�#'�

���"�"��
 ��C������J��'�
�����!�'��������
���$��J�
� W3�����C�������+!���,��7-����

�����&
69'����J$���
�	
��
���!�'����������!��#	�W�W6?����&�
��&
6 (Vector based gene 

knockdown) W3��@-'����
�	
��"�%�#�	%�������'�
�����'�
�6��$��J�
����� ��"��+'�
��$
����

9��9��&��6 �
�!�"�$
�����
�	
��"�%�#���������!��#	�W�W6 9��9��&��6	
��@�������$���_��-+��

����9��9��&��6@��'���6�����9,������� II (RNA polumerase II) W3��#�$����"��&$��	����

�
�����'�
�6 ��C������9��9��&��6@��'�
�����"	%�����$
�������6�������
�$
�	
����� untranslated 

region ���$	�����������������������6������ (mRNA) 	
�#'�������	�������+@�� (transcription) 

���*"	
�9��9��&��6 @��' ���6������9,�������� III (RNA polymerase III) �"�
�
������"��

����
$� �,��"����9��9��&��6	
�����"��&$������������6������������� : �3��
����&���+��%��
�

��������#��������&���6������	
�#'�������	�������+@�� W3������"��&$����!��#	�W�W6 �,��"

���!��#	�W�W6�$
����$�"�������6���������'���� !�"9��9��&��6@��'���6������9,�������� 

III ����
��&�����!�'����	
������C�	%�����
������&���!��#	�W�W6���'�����%��
���� �,C���,���

��"��	7�?�,�����'�
�����	%��������
�����"+
�����
�����'�
�6 
��������� (zebrafish, Danio rerio) �������	
������@�����&�
!	������&
6	'�����$��

!,�$������'���&$�� : �@$� 	�����!,	�6 �������
���� ���/3�5�	��'���@


�	�� !�"�������

��&
	'���	
�'
���������
���	�������$ : �%����+����,�"��
�����&
6��%��
�'�
� (Hertog, 2005; 

Bryson-Richardson et al., 2007; Kari et al., 2007) !��
$����/3�5��%�'�+�+�����
�&$�� : �
�	��� 



W

�������%�'�+�+�����
9������������"#'���+���/3�5���$����� !&$���#�$�
���/3�5����!��9��

9��&��6	
�����"��&$��
�����'�
�6 #'�!�$ 9��9��&��6��� U6 small nuclear RNA (U6 snRNA) 

���@����	�����
�����'�
�6 �����/3�5�������
��3��"	%����9��� u6 snRNA promoter ���������

��� �,C���"�@�������"9�@�6&$����/3�5��
�����'�
�6�"�"��
����������� �,C����"9�@�6�����

,�I���	�9�9��
�
�����'�
�6�"�"��
����������� W3��������&
6	'���	
��
�
�����������

���/3�5���������
�@�	�����'���
�	��/��&�6+���-	7�= 
�	��/��&�6!�"�	�9�9��
�
�	������

�,�"��
�����&
6��%�����&�� !�"�"�%����9��9��&��6����
� U6 snRNA 	
�9���#'�#�	'��+���

	%���������@��'�C�� �,C������!�
	���������%�#���"�-�&6�@�������,�"��
�����&
6��%�&$�#�  

  

�
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��� 

1. �,C��	%����!���
� U6 snRNA ������������ !�"
�����"�6�%�'�+�+�����
� U6 snRNA  

2. �,C�����/3�5��@�����
�+�	
�+���9������������
� U6 snRNA �"�
$�����������!�"

��&
6�C�� : 	
�#'��
������/3�5�#
�!��
 

3. �,C��/3�5�&%�!��$�@-' !�"&%�!��$��
�������
� U6 snRNA +�9��9�9W����            

��������� 

4. �,C��/3�5����	%��������
� U6 snRNA 	
��
���$���
9�������������� 

5. �,C��/3�5�����%�����$
����9��9��&��6��� U6 snRNA #��@������!�'�������6������

������� �,C������%�#���"�-�&6�%����+�	�����
�����'�
�6 

 

���������/���	
� 

1. ���!���
� U6 snRNA ������+��*6����
9�������������� 9'�
�7
 nested PCR 9'��@� 

zebrafsih genomic library �����
�&��!++ 

2. ���
�����"�6�%�'�+�+�����
� U6 snRNA !�"���
�����"�69������������
� U6 snRNA 

9'�������
�+�	
�+��+9��������	��
#�����
� U6 snRNA 	
�#'��
���������#
�����&
6

@��'�C�� :  

3. �������� phylogenetic tree ��� coding region ����
� U6 snRNA �"�
$�����������	
�#'�

������/3�5�������
���+������ coding region ����
� U6 snRNA ��������
@

�&@��'&$�� : 

9'��@��������� (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/) 

4. ���/3�5����	%��������
� U6 snRNA 
$��
��'���� real gene ��C� pseudogene 9'�
�7
 

reverse transcritption PCR 



�

5. ���
�����"�6&%�!��$�����
� U6 snRNA +�9��9�9W������������� !�"�%��
�@-'

����
� U6 snRNA !&$�"@��'+�9��9�9W������������� 9'��@���������� 

http:www.ncbi.nlm.nih.gov/genome 

6. ���/3�5��,C������%�#���"�-�&6�@��%����+�
�����'�
�6 9'����9����$
����9��9�

�&��6 �,C���%���&$���+�$
�����
�	
������ short hairpin RNA (shRNA) !�"	%����&�
����

�@��������
���+
!��	6�
��&��6'����$�
�����'	'��� 9'��@�������'������#W�6 

RNA polymerase III ����W��6������������ 

7. ���	'���/3�5�����@��
���+
!��	6�
��&��6����� 6 &$����	'��+���!�'������

�������@��' 9'��@�������'���#W�6 RNA polymerase III ����W��6������	
��


�
���%�����@���/�5���� +��@��' �@$� ���#� (Cyprinus carpio) ���'-� (Clarias 
garienpinus) !�"������ (Oreochromis niloticus)  

8. ���	'���/3�5�����@��
���+
!��	6�
��&��6����� 6 &$����	'��+���!�'������ 

��&
6��%��/�5���� #'�!�$ �-��	"�� 9'��@�������'���#W�6 RNA polymerase III �������-��

�-��'%� (Peneaus monodon) !�"�-����
 (Litopeneaus vannamai)  
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�
�����
����	���	�9�9��
	��@

?�,9'��^,�"���	%�������-'�
� (gene library) ���

!���
�!�"���
�����"�6�%�'�+�+� (DNA sequencing) 	%�������_��-+���
�������%�'�+�+�����
�

��������
@

�&@��'&$�� : ���$��7������
� 9'��^,�"��$�������������%�'�+�+�	
���+��*6����
9��

��-5�6 ��� ���H-�- !�"��������� �
+�
�#
���7������
� W3�������J����#�/3�5�#'�	��

����&��6��& (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/) ��$��#���&��!��
$��"�
�������%�'�+�+�����
�

&$�� : !&$�������%�'�+�+��,
����$���'
�
#�$�����J+������	
�����
� (gene function) #'� �3�	%����

���#�$�����J�@���"9�@�6����������
�&$�� : 	
�#'�/3�5�#
�#'��&��	
�  

���/3�5�
�������_��-+���3��-$�#���$���,�I��
�7
���/3�5�����	
�����
�	
�	��+�%�'�+�+�

!��
 
�7
	
��"�@�/3�5�����	
�����
�	
�#'���'
!�"�@��������
����� �C� ���	%�����
�	
�&������/3�5�

���'�������,��7-6��#�$�����J�"	%����#'�������&� 	%���������
@

�&!�'��
����'��&������ 

!�"��������J	��+����	
�����
����������
�+�	
�+�
����'��&�	
����'�3�� J3�!���	����'����$�


�"�
�������	
��$�� !&$��	���E�+�&�����������	
��"	%�����������,��7-6���'�%��,�"���"����+�
�	
�

���&������/3�5� �������
�����
�	��������������	6 (gene knockout) �C� ���
���!����%�'�+�+�

���'
��������$���%��,�"���"�� ����"9'����!	��@����$
�'
����������#����
�	
�&���/3�5���C�

���&�''
����������
�	
�&������/3�5�+���$
������#'� !�"�$���	%�����
�����#�$�����J	%����#'�

J��&���&$�#� (Lobe and Nagy, 1998; Moreadith and Radford, 1997) ��C����	%�������'���

���
���!�������
����$�������
�#�$�����J	%����#'��
� �������
�����
�	�9�9��
�
������3��	
�

�����J�%����@������/3�5�����	
�����
�#'����C� �	��������,����
���C����J$���
�	
�&������

/3�5�����#��������
@

�& (transgenesis) �	����&$�� : ���$��
�!���"�����J�@�/3�5�����	
�����
�#'� 

!&$���-$������	���E�+�&� ��&�
��$���@$� �%����+�	�9�9��
�
��������	6 !��
$��"�
���
����,�I��

�	�����
��������	6����&
6&$�� : !&$����%�#��@�����%���'���$!&$������	$����� ����%�#��@�����&
6

@��'�C�� : 9'��^,�"���������$���"'�+���
�����	$����� W3������%����@�&�������	�����C�� : !�"

���C����C��-���*6������
	
�&����@��$��@�$����� �%����+�	�9�9��
����,����
� ���J$���
�	
�&������

/3�5�������$&�
�$����&
6���� ��	���E�+�&��
�	
�J$��������$&�
�$����&
6����"�
�������#��
���+

9��9�9W��������!+$��W��6���&�
�$�� 	%�������'�?�
"	
��W��6&$�� : ����&
6&�
�'
�
����


,��7-����#�$���C����� (mosaic) 	%����&�����
�����&
6��$������ 2-3 �-$��3��"#'���&
6	
�#'���+���J$��

�
���$����+��*6!++ (Stone and Vulchanova, 2003)�������
����
�����"�6����	
�����
��"#'���

@�'�����&$���C�� �
���!�'������$���'$�@�'����
�	
��,�������#�    
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�_��-+��#'��
���,�I���	�9�9��
�
�����'�
�6 (gene knockdown) W3������
�7
���	
��+�
�

��C���'�
�����	%��������
� W3���7�+��#'�'���
� �	�����
�����'�
�6 (gene knockdown) �C� 

�	����	
��@������
��
9�#	'6��C������
��
9�#	'6	
��
���'�'!���#���'�
�����	%��������
� 

��C�����������
��
9�#	'6���$��
��"�
�%�'�+�+�������$����+�%�'�+�+�����
���{����� (target gene) 

��
��
$� ���!��#	�W�W6  (antisense molecules) �3�	%���������'�
�����!�'��������
��


�
���%��,�"���9'��"�%��,�"&$��
���{�����	
��
�%�'�+�+�	
�������$������	$����� �����'�
�����

!�'��������
�	
�	��+�%�'�+�+���$���%��,�"���"���
� �$���������/3�5������J	��+����	
����

�
�9'�������
�+���5*"	
�����E��C���
�J���+�
����!�'���� ��+���5*"	
�����E��C���
��


���	%������$����&� !�"#'��
���,�����6��$���
����
��
$������J�%����@������/3�5�����	
����

�
�#'���$���
�
���%��,�"��� (Elbashir et al., 2002; Harboth et al., 2001) �������
��	�9�9��


�
�����'�
�6��������	�9�9��
	
��@��$��@��$��#�$������ #�$&�������	������C�
�7
���	
��-$����

���$
�'�
� �3�	%�����	�9�9��
�
�����'�
�6#'�J���%�#��@������/3�5�����	
�����
������ 

(Nasevicius et al., 2000; Braat et al.,2001; Boonanuntanasarn et al., 2002) !�"�
�����'�
�6���J��

�%�#���"�-�&6�@������	'���&$�� : �@$� ����%�#�/3�5�J3��
������#�#'�	
��"�%�#��@���+���

���5�9��	
����'�
����'��&�	��,��7-���� �@$� 9��9���&��� (Lacerra et al., 2000) ,�I��������

���5�9����'�6 (The vitravange group, 2002) !�",�I��������	
��@���������5�9���"���� (Muller 

et al., 1998) ����&�� 

 J3�!��
$����_��-+��#'��
������,+���&$�� : 	
�	%�����	
��������!��#	�W�W6	
�����"��

�%����+��&
6 �@$� antisense RNA, 9���9���
��
9�#	'6	
��
���'�'!��� (modified 

oiligonucleotides) ���6�����������$���'���� (small interfering RNA; siRNA) !�" #�9+#W�6 

(ribozyme) !&$!��#	�W�W6	-�&�
�
����$���'
�
����C� �
�������+�������!�'��������
���$��

�%��,�"���"��!&$�
��&$��W��6�����
@

�&��$��@��
���
�	$�����  �,��"���!��#	�W�W6�"�
��&�
���$

���W��6#'�@$
��
����3���	$����� ��������������"J��	%����'�
�����#W�6��
���
��� (nuclease) &$�� : 

���W��6  

�3�#'��
!�
��'	
��",�I���������'�
�6����
���$��J�
� 9'����J$��@-'����
� (gene 

transfer) 	
������J�����!��#	�W�W6?�����W��6 	%���������J��'�
�����!�'��������
�#'�

���"�"��
 ��C������J��'�
�����!�'��������
���$��J�
� W3�����C�������+!���,��7-����

�����&
69'����J$���
�	
��
���!�'����������!��#	�W�W6?����&�
��&
6 (Vector based gene 

knockdown) W3��@-'����
�	
��"�%�#�	%�������'�
�����'�
�6��$��J�
����� ��"��+'�
��$
����

9��9��&��6 �
�!�"�$
�����
�	
��"�%�#���������!��#	�W�W6 9��9��&��6	
��@�������$���_��-+��

����9��9��&��6@��'���6������9,������� II (RNA polumerase II) W3��#�$����"��&$��	����
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�
�����'�
�6 ��C������9��9��&��6@��'�
�����"	%�����$
�������6�������
�$
�	
����� untranslated 

region ���$	������� 5’ !�"���� 3’ �������������6������ (mRNA) 	
�#'�������	�������+@�� 

(transcription) ���*"	
�9��9��&��6 @��' ���6�����9,�������� III (RNA polymerase III) �"�


�
������"������
$� �,��"����9��9��&��6	
�����"��&$������������6������������� : �3��
���

�&���+��%��
���������#��������&���6������	
�#'�������	�������+@�� W3������"��&$����!��

#	�W�W6 �,��"���!��#	�W�W6�$
����$�"�������6���������'����!�"�
9���������^,�" (���

�&���+��%��
��������#�	
�����	���������� ���	%�����
������
���!���9��������	
������J

	%����#'�) �������
�9��9��&��6@��'���6������9,�������� III ����
��&�����!�'����	
������C�

	%�����
������&���!��#	�W�W6���'�����%��
���� �,C���,�����"��	7�?�,�����'�
�����

!�'��������
���{�����	
�&������/3�5� 

��������� (zebrafish, Danio rerio) �������	
�
���@

�&���� (��"��* 3�'C����������&�+9&

J3��"�"9&�&��
��) ���,�I��������"�"
���$���@��
������ (��"��* 1 ���'��6) ������,��7-6

���'?����� !�"���#�$��C�&�
�$���%��
���� #�$����
���C����!�"9��$�!�� 	%���������J

�����&���,�I��������&�
�$�����#�$���#'��$�� �3������@�����&�
!	������&
6	'�����$��

!,�$������'���&$�� : �@$� 	�����!,	�6 �������
���� ���/3�5�	��'���@


�	�� 	����
���C������

����������
���!�'��������
�	
��������3����!�'��������
������-5�6 !�"���������&
	'�

��	
�'
���������
���	�������$ : �%����+����,�"��
�����&
6��%��
�'�
� (Postlewait et al., 2000; 

Hertog, 2005; Dahm and Geisler, 2006; Bryson-Richardson et al., 2007; Kari et al., 2007) !��
$�

���/3�5��%�'�+�+�����
�&$�� : �
�	��� �������%�'�+�+�����
9������������"#'���+���/3�5�

��$����� �3��
������	��'����
9��	
���+��*6�� http://zfin.org !&$���#�$�
���/3�5����!��9��9�

�&��6	
�����"��&$��
�����'�
�6 #'�!�$ 9��9��&��6��� U6 small nuclear RNA (U6 snRNA) ��

�@����	�����
�����'�
�6 �����/3�5�������
��3��"	%����9��� u6 snRNA promoter ���������

��� �,C���"�@�������"9�@�6&$����/3�5��
�����'�
�6�"�"��
����������� �,C����"9�@�6�����

,�I���	�9�9��
�
�����'�
�6�"�"��
����������� W3��������&
6	'���	
��
�
�����������

���/3�5���������
�@�	�����'���
�	��/��&�6+���-	7�= 
�	��/��&�6!�"�	�9�9��
�
�	������

�,�"��
�����&
6��%�����&��   
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�
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�����������	
� 

 

1. �,C��	%����!���
� U6 snRNA ������������ !�"
�����"�6�%�'�+�+�����
� U6 

snRNA  

2. �,C�����/3�5��@�����
�+�	
�+���9������������
� U6 snRNA �"�
$�����������

!�"��&
6�C�� : 	
�#'��
������/3�5�#
�!��
 

3. �,C��/3�5�&%�!��$�@-' !�"&%�!��$��
�������
� U6 snRNA +�9��9�9W����       

��������� 

4. �,C��/3�5����	%��������
� U6 snRNA 	
��
���$���
9�������������� 

5. �,C��/3�5�����%�����$
����9��9��&��6��� U6 snRNA #��@������!�'�������6

������������� �,C������%�#���"�-�&6�@��%����+�	�����
�����'�
�6 

 

 �����8��������	
� 

 ���/3�5�
����������
��@����������������&
6	'��� 9'�	%������
�������,C���%����@����$
�

�����
+�����	%�������' genomic DNA  !�"�%�����
��"
"?���������' ���6�������,C��/3�5�

���!�'��������
� !�"	%�����,�",��7-6�������,C���%������������	'��+���!�'�������

�
� �������
����/3�5�������
�������+��-�#�J3�����,�",��7-6���	
��
�
���%����	���/�5����+��

@��' �@$� ���'-� ���#� !�"������ �,C��	'��+���!�'��������
���C���@�9��9��&��6	
�#'����

�����/3�5�������
�  
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�++�( 2 

���8��	���
�� 

 

 �
�����
����	���	�9�9��
@

?�, 	%�����
����"���������
�����	��'����%�'�+�+����

�
�&$�� : ���������@��'��$�������� ��$��#���&��������	��'����%�'�+�+��,
����$���'
�
���#�$

�,
��,�	
��"	%����	��++	+�	����	
�����
�#'���$����+��*6 �3�#�$�����J�%��������
�����

	��'����
�#��@���"9�@�6#'���$��!	�����  '���������_��-+���
����
�	��/�&�6�3�#'�,�����,�I��

�	�9�9��
�,C���%����@������/3�5�+	+�	����	
�����
�  �	���������/3�5�����	
�����
�

�����3��	
�����"���%����+����%����@�����&
6��%� ���C� �	�����
�����'�
�6 (Gene knockdown)  

 

 ����!��"���� (Gene knockdown) 

 �
�����'�
�6 �C� �����'�
����"+
����!�'��������
���$���%��,�"���"�� W3��#'�!�$ 

�����'�
����"+
����	�������+@�� !�"/��C� ���	
� mRNA J��	%���� !�"/��C���"+
����

	
���'�
�����	������@�� (��"+
���������9��&
�) 	%����������&9��&
�	
����������&����
�

�'������ ��C�J����+������@$
��
�������$���&$���"+
����	��@

?�,����W��6��C������
@

�&

���
���#� �3�	%���������J	��+����	
�����
�����9'�������
�+�	
�+���5*"����E	
����
���#�

��C�������
@

�&J������'�
�6��+���5*"����E	
���&�  (?�,	
� 2.1) ���	
��%����@�����"+
����

�
�����'�
�6 �"&����
�-*��+�&�	
��%����	
��"��'�
�����	%��������
���$���%��,�"���"�� W3���"

��
�����	
��%�����'�
�����	%��������
�
$� ���!��#	�W�W6 (antisene agents) ���!��#	�W�W6

�
����@��'!&$	-�@��'�"�
�+�	
������$
���"��+�����
��
9�#	'6	
������+���$�� 

(complementary base) ��+�
���{�����	
�&������/3�5� ���!��#	�W�W6	
�#'�J���%���/3�5�	��'���

�
�����'�
�6������
����@��' #'�!�$ !��#	�W�W6���6������ (antisense RNA) !��#	�W�W69���

9���
��
9�#	'6 (antisense oligonucleotides) ���#����6������ (siRNA; small interfering RNA) 

!�" #�9+#W�6 (ribozyme) ����&�� 

 !��#	�W�W6���6������ (antisense RNA) �C����6������	
��
�+���$����+�������6����������
�

��{����� (McKee and McKee, 1999) !�
��'������%�!��#	�W�W6���6���������@����	����

�
�����'�
�6���'���������,+
$�!��#	!W�W6���6��������'�
�����!�'��������
�	
��
+�-�

����%����&�
������,�����'���W��6!+�	
��
� Escherichia coli (Stougaard et al., 1981) !�"���

,+�
����!��#	�W�W6���6�������%��
���3�����
9�������&
6 �3���'
$�!��#	�W�W6���6������

����"�
+	+�	������
+�-����!�'��������
�	
��
�%�'�+��
��
9�#	'6	
������+���$�� 

(Adelman et al., 1987; Celano et al., 1992; Hatzaglou et al., 2002) ��$��#���&������7�+����#�	
�
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!��#	�W�W6���6������#���'�
�����	%��������
����#�$�
���,�����6!�$@�' ���"�"!��#'��
���

�%����!��#	�W�W6���6���������@����	�����
�����'�
�6����� �@$� ����������� (Roth et al., 

1999) !�"������9+
6�	���  (Onchrhynchus mykiss) (Boonanuntanasarn, unpublished data) !&$

,+
$�!��#	�W�W6���6�������
��&$������'�
�����	%��������
���{��������"�"�
������ : 

�	$����� �����C������
$�!��#	�W�W6���6����J��	%����9'���
��
��� (nuclease) &$�� : ?�����W��6

#'��$��  ��$��#���&��#'��
���������	'������&�'&$��
�!��#	�W�W6���6����������
� 

gonadotropin releasing hormone (GnRH) ��������9+
6�	��� �,C��	%�������+!���,��7-�������

������9+
6�	����,C�����#'�������9+
6�	���	
��������� 9'����J$���
�!��#	�W�W6��� GnRH ����

��$&�
�$��������9+
6�	��� ,+
$�������9+
6�	���	
�#'���+���J$���
����!��#	�W�W6���6������

��� GnRH �
���!�'���� ��C��
������&!��#	�W�W6���6��������� GnRH !�"�
��	%��������

���6��������� GnRH W3�������������6��������{������'��#'� !&$#�$�
���,
��,�	
��"	%����������

9+
6�	�����������#'� (UZbekova et al., 2000) 

 

 
 

;�&+�( 2.1  ������
�+�	
�+���!�'��������
�9'���&� (normal gene expression) !�"

��"+
�����
�����'�
�6 (Gene knockdown) ��"+
�����
�����'�
�6	%�������

!�'��������
�J����'�
�� 	%����#'�9��&
�	
����������&����
��'�� 	%���������
@

�&

�
���5*"����E���
���#���C���������
���{�����	
�J������''�
�6   
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 &$����
����%����!��#	�W�W69���9���
��
9�#	'6���@����	�����
����''�
�6����� 

�����!��#	�W�W69���9���
��
9�#	'6&$������'�
�����	%��������
���$���%��,�"���"����

�W��6�����
@

�& J�����,+�����!��9'� Paterson et al. (1977) ��������3�#'��
���	'����%����!��#	

�W�W69���9���
��
9�#	'6���@��������'�
������,����%��
�#
������W��6�����
@

�& (Stephenson 

and Zamecnik, 1978; Zamecnik and Stephenson, 1978) �
���,�I���	�����
�����'�
�69'�!��

#	�W�W69���9���
��
9�#	'6��$��&$���C��� �,��"�����	����	
�#�$�-$���� 9'��@�!��#	�W�W69���

9���
��
9�#	'6���'��"��* 15-25 ��
��
9�#	'6 !�"#'��
���,�I������!��#	�W�W69���9���


��
9�#	'6!++'�'!��� (modified oligonucleotide) 9'�������
���9��������!���������!��

#	�W�W69���9���
��
9�#	'6!&$������$
���"��+����+���$��#
� �,C������
�
����&�
���W��6

�����
@

�&#'�����3�� #'�!�$ phosphorothioate oligonucleotides (?�,	
� 2.2) W3��J3�!��
$��"�
�"�"�
��

���	%������
�3�� !&$����"���'��������
��&$��W��6��&
6 �3�������+!���9�����������9���9���


��
9�#	'6���� morpholino phosphorodiamidates oligonucleotides (?�,	
� 2.2 ) W3���
�
������,�5

�'�� �����J��+��+���6��������{�����#'�'
�3�� ��#����	%�������!��#	�W�W69���9���
��
9�

#	'6�������'�
�����	%��������
���{������
 2 ��#� �7�+��'��?�,	
� 2.2 �
����%�!��#	�W�W6

9���9���
��
9�#	'6#���"�-�&6�@��������/3�5�����	
�����
� �@����������5�9��#
��� !�" �@�

��������5�9��	
����'��������'��&�����
� (Braat et al., 2001; Galderisi et al., 1999; Schmajuk 

et al., 1999; Lacerra et al., 2000; The vitravene group, 2002) #'��
����%����!��#	�W�W69���9���


��
9�#	'6#��@������/3�5���������
������������ �����'��" !�"������9+
6�	��� 

(Nasevicius and Ekker, 2000; Boonanuntanasarn et al., 2002; Boonanuntanasarn et al., 2004; 

Yasutake et al., 2004; Candel et al., 2004; Yamamoto and Suzuki, 2005) 9'��"����#'�
$��


�����
��������@�!��#	�W�W69���9���
��
9�#	'6���������'�
�6�������
$� 300 ^+�+  

J3�!��
$�!��#	�W�W69���9���
��
9�#	'6�"����	
������@������$��!,�$�����%����+

�	�����
�����'�
�6 !&$
$�����������-'�������!�'��������
����'�,
���"�"���� �3��%���'����@�

���$�����/3�5�����	
�����
����"�
$�����,�I��������#�$�����C��"�"&�
�$���������	$�����

!�" ���	%�������!��#	�W�W6 morpholino phosphorodiamidates oligonucleotides W3���
������+

!���9��������������	%���� ����#W�6���6���������@ (RNase H) #�$�����"�'�%�#'� �3�	%������

��������'�
�����!�'��������
� ����!�$�,
������{��������	%�������#�9+9W����������

#���+��+�������6��������{������,C������������"�69��&
��	$����� 	%�������&�
���+���	%����

����
�����'�
�6&�������	���������
�'�����*9��&
� W3��
�7
���
�'�"'�+9��&
�����@��'

&�������	����	
�W�+W��� �3�#'��
����%�������#����6������ (siRNA; small interfering RNA) ��

	'����@��������'�
�����	%��������
���������9+
6�	��� (Boonanuntanasarn et al., 2003) 
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!�"��������� (Dodd et al., 2004) ��#����	%����������#����6�����������&�'�������6������

��{������7�+��#'�'��?�,	
� 2.3 ��C������ siRNA ����9����-�������6������	
�#�$#'��
���'�'!��� 

�3������J	
��"�%�#���"�-�&6��+�	�������J$���
� (Gene transfer) 9'�������������'
���������

����	
�&$�������+9��9��&��6	
�����"�� W3��'
��������������
��"��"��+'�
��$
���� sense strand, 

loop !�" antisense strand ��C��'
������J��	�������+@�� �"#'����6������	
���
��
$� short hairpin 

RNA (shRNA) W3�������������6������	
���
�����+���'�
��+���$�� !��
 shRNA �"J�� dicer ?����

�W��6&�'�$
���� loop ���#� !��
���
������� siRNA (?�,	
� 2.4) �,C��#���'�
�����!�'����

����
�'��?�,	
� 2.3 &$�#�  
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;�&+�( 2.2  ��#������'�
�����!�'��������
�9'�9���9���
��
9�#	'6 (A) !�" 9��������

���9���9���
��
9�#	'6	
��
���'�'!��� (B) ��#��
�����'�
�6!+$�������� 2 ��#�

���� �C� RNase H-dependent mechanism �C� ���	
�!��#	�W�W69���9���
��
9�#	'6

����#���+��+�������6��������{����� !��
	%��������#W�6 RNase H W3���'�%�9��������	
�

���6��������+��+'
������ !��
	%����&�'����������6������ !�"�
���#���3���C� RNase 

H-independent mechanism �C���"+
����!��#	�W�W69���9���
��
9�#	'6��+��+

����������6��������{�����#'�'
 ��	%����#�9+9W�#�$�����J����#���+��+�������6����

���,C��	%���������9��&
�����
���{�����#'�  
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;�&+�( 2.3  ���6�����������$ (doublestranded RNA; dsRNA) ��'�
�����!�'����

����
���{����� 9'�	
� dsRNA �"J��&�'9'�����#W�6 dicer �������6

�����������$���'���� (small interfering RNA; siRNA) 	
��
���'

��"��* 15-25 ��$�+� ������� siRNA �"��+��+ RISC (RNA induced 

silencing complex) W3���
�$
���"��+	
������J&�'����������6������

#'� siRNA ��+��+�������6��������{�����'�
��+���$�� !��
,� RISC 

����#�&�'�������6��������{����������'�������� ��������������6����

����{������3�J���$��'�
�����#W�6�$�����6�������C�� : ���W��6&$�#� 
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;�&+�( 2.4  ���&�'&$��
� shRNA ������+9��9��&��6 �,C�����	�������+���� 

shRNA !�"J�����
������� siRNA 9'�����#W�6 Dicer ������� siRNA 

������$��"+
�����
�����'�
�6'��?�,	
� 2.3 &$�#� 

 

 

 

 

 
 

;�&+�( 2.5  9�����������#�9+#W�6 (ribozyme) !�"�
�����'�
�69'�#�9+#W�6  
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�������
����#'��
���,�I���	�����
�����'�
�69'�����@�#�9+#W�6 W3���������6������	
��


H��6�����$��,�/5 #�9+#W�6	
������%����+�
�����'�
�6����� �C�#�9+#W�6��
���� 

(hammerhead ribozyme) (?�,	
� 2.5) ��C������#���+��+�������6��������{����� 	%�������'�E����������


�$������	%������������6��������{�������'���������#'�  !�"�����'�
�����	%��������
������


��&$����	%�����������6��������{����� ��#����	%����!�'�9'�?�,	
� 2.5 �3�	%�������

&�
���+�	�����
�����'�
�6�����J�@��	�������
�'�"'�+�������6��������{�����#'� (Tanner, 

1999; Warashina et al., 2001; Boonanuntanasarn et al., 2005) !�"�	����'����$�
�
������J�"

�%�#���"�-�&6�@��%����+�	�����
�����'�
�6�"�"��
 ��C�������
���!���,��7-��������
�

��{���������
���	%�����'�� 9'����&�'&$��
���� shRNA !�"/��C� #�9+#W�6 ������+9��9�

�&��6	
�����"�� !��
�%�#��@��$
���+�	�������J$���
� (Gene transfer) (Xie et al., 1997) '������ ��

�_��-+���3�����	
����������$����������/3�5��,C�����!��!�"���9���9��9��&��6	
��
�
��

����"��&$�����%�#��@������,�I���	�����
�����'�
�6 ��C������9����������� shRNA !�" 

ribozyme �������6���������'���� !�"���	%��������
�����'�
�6�%����+�
�+���
�&�������"'�+

��C������*��� siRNA !�" ribosome ��� �,C��	
��"�����J��-'�������	%��������
�#'�!�"

�����J������#'���$��@�'��� 

 

 RNA polymerase III promoter 

���W��6�����
@

�&�%�,
�������9�& �����J!+$���-$����6���������� : ������� 3 ��-$�#'�!�$  

ribosomal (r)RNA W3���
���$��"��* 80 ����6�W�&6������6������	�����'?�����W��6 �
� 5 

����6�W�&6�"���� messenger (m)RNA !�"	
����C��
� 15 ����6�W�&6�"�������6�������%�,
� 

transfer (t)RNA  ���	�������+@��������6���������$��
�J��	%����9'�����#W�6&$����� �C� ���	

�������+@��9'�����#W�6 RNA polymerase I (Pol I), RNA polymerase II (Pol II) !�" RNA 

polymerase III (Pol III)  &���%�'�+ (Wingender, 1993)  9��9��&��6����
�����-$� Pol II 	%�����	
�

���������� mRNA !�" ��-$����6������	
���
��
$� small nuclear RNA (U-snRNAs) (W3��	%�����	
���

��"+
���� splicing) 9'���&��"'�+���!�'����9'� Pol II �"!�'�������"'�+	
�#�$������ 

!�"���!�'��������
�+��@��'����
�
���%��,�"&$�@��'����W��6��C��
��
" �
�	��������&

���6������	
�#'�����"�
�$
�������6������	
��,����&��	��'������� 5’ (5’untranslated region !�" cap 

structure) !�" 3’ (3’untranslated region !�" poly A tail) (Ohkawa et al., 1993; Taira et al., 1991) 

���	
������&	
�#'�������	�������+9'� Pol II �
�����
��
9�#	'6�,����&�� '������J������%�9��9�

�&��6��� Pol II ���@����������� shRNA !�"/��C�#�9+9W� ���6������	
�J���,����&�����	%����
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����$�������
�&�
��� shRNA !�"/��C� #�9+#W�6���
���#� W3��9��������	
����
���#��������	%�

���#�$�����J������$��"+
������'�
�����!�'��������
���{�����#'� 

 ���	�������+��� Pol III W3��9'�7���@�&�	%�����	
�������������"�6���6���������'���� 

�"�
����&����
��
9�#	'6'������� 5’ !�" ���� 3’ ������+���6�����������&�,
���������� �"'�+

���!�'�����$�����������C�����
�+�	
�+��+ Pol II (Bertrand et al., 1997) �$
����$���!�'����

�"#�$�
�
���%��,�"&$��W��6!�"�
��
"&$�� : (Wingender, 1993) �3��$��"����9��9��&��6	
�

����"��������%����@�������@C���&$���+@����$
����'
������	
��"��������� shRNA !�" #�9+

#W�6 

 Pol III 	%�����	
��������������6������	
���
��
������+��"+
���������9��&
� #'�!�$ 

tRNA, 5S RNA !�" small nuclear RNA (snRNA) +��@��'W3����
��
������"+
���� RNA splicing  

�����J!+$�������� 3 ��-$����$ #'�!�$ Type I promoter W3���"���$�� ribosomal 5 S gene, Type II 

promoter ����� tRNA !�" adenovirus 2 VA I gene !�" Type III promoter 	
�	%�����	
����������� 

U6 small nuclear RNA (U6 snRNA) 9'�	
�9��9��&��6@��' Type I !�" Type II �"��'���$����-$� 

intragenic control region (ICR) �����C��$
�	
��%����&$�����
+�-����	�������+���$?���� coding 

region !&$ type III promoter �"�
���5*"���� external promoer �����C� �$
����9��9��&��6�"���$

'������	������ 5’ ���C��9������������
�����-$� Pol II  (Wingender, 1993) 

 ����-*��+�&����9��9��&��6@��' Pol III '��	
�#'���$�
��	%�����
�������������%����

9��9��&��6��� Pol III #��@��%����+�	�����
�����'�
�6 9'�#'��
����%����9��9��&��6��� 

tRNA #��@C���&$���+�
����#�9+#W�6 �,C��/3�5���"��	7�?�,�������%�#��@��������#�9+#W�6 

&���#
���9����'�6 (Kuwabara et al., 1999; Warashina et al., 2001) !�"�%�#��@������/3�5�

����	
�����
� neuregulin-1 ����� (Zhao and Lemke, 1998) ��������9+
6�	��� 

(Boonanuntanasarn et al., 2005) &$�����C��#'��
���������	'���J3���"��	7�?�,������@� siRNA 

���	�9�9��
�
�����'�
�6 	%�����
���
����,�I��9��9��&��6@��' Pol III 	
����$����-$� Type III 

promoter ���@��%����+�
�����'�
�6 #'�!�$ 9��9��&��6��� U6 snRNA �%���&$�������+�
� shRNA 

�,C���@��%����+���/3�5�����	
�����
� !�"�������'�
�6�
��"�"��
 ( Sui et al., 2002; Kwak et al., 

2003)  

 U6 snRNA �����$
���"��+��� nuclear ribonucleoprotein 	
��
+	+�	�%��������"+
� 

RNA splicing #'��
������,+ U small nuclear RNA 	�����' 8 @��' 	
���
��
������+��"+
���� 

RNA splicing 9'�	
��
�U small nuclear RNA �C�� : �
���	�������+9'� Pol II !&$ U6 snRNA �


���	�������+9'� Pol III !�"�
���5*"	
��%���� : '��&$�#��
�  
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1) �����J	'��+���!�'���������'	'���9'��@� cyotplasmic extracts 	
��
 Pol III 

!�" transcription factors   

2) �-amanitin �������&�
��3��	
������J�%����@��%�!�����	%������� RNA polymerase 

@��'&$�� : �
�����-$� Pol III �"J����+�������	%�������?�
"	
��
 �-amanitin ��� !&$

����J	%����#'�'
���?�
"	
� �-amanitin ���"'�+&�%� 

3) �
� U6 snRNA ��"��+'�
��$
���� intragenic box A 	
�&%�!��$������
��
9�#	'6	
� 

48-59 !�"��
��
�#	'6	
�	%�����	
����� termination signal �"��"��+'�
�#7��'
� 

(thymidine) 4-5 �+� ��
��&$����   

 #'��
���������!���
�!�"���/3�5�9������������
� U6 snRNA ���� ��� Xenopus 

(Krol et al., 1987; Das et al., 1988; Kunkel and Pederson, 1988) !�" !����

� (Das et al., 1987) 

9'������J��-�9��������	
��%����	
��
+	+�	&$����!�'��������
� U6 snRNA (?�,	
� 2.6) W3��

��"��+'�
� 

 

 

 
 

 ;�&+�( 2.6  9������������
� U6 snRNA  

 &�
��������$��!�'�&%�!��$�	
��	
�+��+��
��
9�#	'6�����&�������-$������
��


9�#	'6	
��
�
���%����&$����!�'��������
� U6 snRNA #'�!�$ DSE = 

Distal sequence element, PSE = proximal sequence element, TATATA = 

TATA box, G = start nucleotide, Box A = intragenic box A 

   

1. Distal sequence element (DSE)  

��-$������
��
9�#	'6	
��",+	
�&%�!��$���"��* -250 ��"��+'�
���-$�����%�'�+

�+�	
�	%�����	
����� enhancer �����!�'��������
� 9'����
� U6 snRNA ���� 
�
 ��� #�$ 

Xenopus �",+��-$�����%�'�+�+�	
���
��
$� Octamer motif (ATTTGCAT)  

2. Proximal sequence element (PSE) 

��-$�����%�'�+��
��
9�#	'6	
�#'��
���	'���,+
$��
�
���%����&$����!�'��������
� 

U6 snRNA �"���$	
�+���
*&%�!��$���
��
9�#	'6 -79 J3� -48 �%�'�+�+������
��
9�'6	
�J���%�!��
$�
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���� PSE �� U6 snRNA ��������
@

�&&$��@��'����"�
�
��!&�&$�������� 9'�	��
#��3��@����

�	
�+&%�!��$�������%�!����-$��+���� PSE 

3. TATA box 

,++���
*&%�!��$���
��
9�#	'6	
� -31 J3� -24 9'���+���
*�
��"��"��+'�
� ��
��


9�#	'6@��' thymidine !�" adenosine �%��
���� 

4. intragenic box A 

��-$������
��
9�#	'6 (RRYNNRRYGG) (Wingender, 1993)#�$#'�������
��
9�#	'6

	
��%�����&$����	�������+����
� U6 snRNA 

5. start nucleotide 

��������&�����	�������+@���"���'	
���
��
9�#	'6 G 	
����$�$����� TATA-rich boxes 

��"��* 24-25 ��
��
9�#	'6 

6. termination nucleotides 

��"��+#�'�
� thymidine ��"��* 4 -5 ��
��
9�#	'6 

 

&$���#'��
���/3�5�!���
� U6 snRNA !�"����%�!����-$�����%�'�+�+�	
��
+	+�	�%����

	
�#'���$�
#
�����&�� ��#�$ (Kudo and Sutou, 2005; Wise et al., 2007) !�"��9� (Lambeth et al., 

2005; Lambeth et al., 2006) �
�	�������%�#��@����������� shRNA �%����+�	�����
�����'�
�6 

��$��#���&��#'��
���������
$� 9��9��&��6 U6 snRNA 	%����#'��%��,�"&$�@��'�����&
6 (Das et 

al., 1987) �%����+���/3�5��
� U6 snRNA ����� ,+
$��
���������/3�5��
�����-$� small 

nuclear RNA ���
9��������H-�- Fugu rubripes (Mysliniski et al., 2004)  

��������� (Danio rerio) ��'���$�� Family Cyprinidae ���������%��C'���'���� ��/�����$��

!��$���%���&���� ���'�
����
��C��9&�&��
���
���' 4-5 �W�&���&� ����
�
����
J3� 6 

�W�&���&� ����
���-�C�J3� 5 �; �����J
��#�$#'���C���
���-J3� 2-3 �'C�� �%�&�
�
���!J+'%�,�'

&����
����%�&�
#���J3���� 7 !J+ ����,/����"�
�%�'�
��
��
�
�
$� ����$�������
$� !�"�"�
!J+

�
	���"�
$��!J+'%�����%�'�
 �$
�����,/��
��"�
�%�&�
���$�
$� '���
��
$� 	����"������� �"�


!J+�
�����"�
$��!J+'%�����%�'�
 ������,��7-6
��#�$���'?���������%�&�
 (External 

fertilization) ������,��7-6
��#�$�������3�����#'�#�$���J3� 100 H�� (������J3� 300-500 H��) #�$

,�I��?������%�&�
!�$ #�$����
���5*"�� �����J����������,�I��������&�
�$��#'���$��

@�'��� �3�����	
������%����@������/3�5�	��'������,�I��������&�
�$�� �����@�����9��'�

/3�5�	��'���,��7-/��&�69'��^,�"+	+�	����	
�����
�	
��%����&$����,�I����� �������������

	
������%�������9��'�/3�5�	��'���+	+�	����	
�����
������-5�6 �,��"��'
$��$��"�
�%��
�



 16

�
�������
����+�� (Postlethwait et al., 2000; Dahm and Geisler, 2006) �������
��������������


�������%�'�+�+�����
9��	
���C�+��+��*6 (http://Zfin.org) �3�#'��
���,�I���	�������/3�5�����	
�

����
������������ ��$��&$���C��� 9'�����@� antisense RNA, modified oligonucleotides, double 

stranded RNA, siRNA, ribozymes (Roth et al., 1999; Stenkamp et al., 2000; Nasevicius and 

Ekker, 2000; Oates et al., 2000; Zhao et al., 2001; Xie et al., 1997; Dodd et al., 2004) ��$��#���

&��!��
$������/3�5�����@����!��#	�W�W6&$�� : �"�
���������
$������J�%����@���

���/3�5�+	+�	����	
�����
�#'�������$��'
 !&$���!��#	�W�W6���$��
����
��&$��
�����'�
�6

��@$
��"�"�
������ : �	$����� ���/3�5����9���!�"���!��9��9��&��6 @��' U6 snRNA 

�%����+�	�����
�����'�
�6�3���������	
��%����������,�I���	�9�9��
�
�����'�
�6�"�"��
��

��������� �,C����"9�@�6������@��������������9��'�/3�5�
����	��'������!,	�6 '���@


�	�� 

!�"'�������,�"��
�����&
6��%�  
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�++�( 3 

�,%���������/���� 

 

1. ��������� U6 snRNA �
��
������	��	�������%�������� �"���/� nested PCR �"�$#� 

zebrafsih genomic library �%F����8����� 

1.1 	%�����
+�
��������%�'�+�+�����$
���� coding region �
� U6 snRNA ����&
6	
�#'��


���������/3�5����$�� (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/) #'�!�$ human U6 snRNA 

(X07425), mouse U6 snRNA (X06980), xenopus U6 snRNA (M31678) !�" Drosophila 
U6 snRNA (AH004871) 

1.2 	%���� alignment �,C�����$
�	
��
�
��&���������%�'�+�+� �,C���%����@���������!++

#,�����6�%����+���9����
� U6 snRNA (?����
�) 

1.3 	%����!���
� U6 snRNA ���$
���� 5’-flanking region ����
9��������������9'�

���	%� nested PCR 9'��@� zebrafish genomic library �����	��,�	 !�"�
�$
������� 

PCR �������&�	�����' 10 μl #'�!�$ 

- each deoxynucleotide  200 μM 

- each primer    1 pmol 

- EX Taq Polymerase   0.25 U 

- 1X Ex Taq buffer (Takara Shuzo, Shiga, Japan)    

�?�
"�����	%� PCR  

 
      #,�����6 (����"��
�'�%�'�+�+�!�'���&����	
� 1)   

�%����+ PCR �����	
� 1  �fix-F !�" U6-r1  

�%����+ PCR �����	
� 2 �fix-F !�" U6-r2 
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1.4 �%������& PCR 	
�#'���	%����+���-	7�= 9'��@� Gelpure DNA purification kit (GeneMate, 

Kayswille, UT, USA) !�"�%�#�9���������$ pGEM T-Easy plasmid (Promega, Madison, 

WI, USA) �,C��	%����
�����"�6�%�'�+�+���������& PCR  

1.5 	%����!���
� U6 snRNA ���$
���� coding region ��J3� termination sequences ���

�
9��������������9'����	%� nested PCR 9'��@� zebrafish genomic library �����	�

�,�	 �
�$
������� PCR !�"��"+
���������	%� PCR �@$�'
�
��+��� 1.3 

      #,�����6 (����"��
�'�%�'�+�+�!�'���&����	
� 1)   

   �%����+ PCR �����	
� 1 U6-f1 !�" �fix-R  

�%����+ PCR �����	
� 2 U6-f2 !�" �fix-R  

      !�"	%����
�����"�6�%�'�++���������& PCR 	
�#'� �@$��'
�
��+����"��
�'	
�!�'�#
���

��� 1.4 

 

2. ����������*�����
���������� U6 snRNA �"�����%�����+����
�����
����+
(�=%������ U6 

snRNA +�(="������������=��$�

8��#��"�'(� H  

	%����/3�5�9������������
� U6 snRNA 	
�#'������������� 9'����/3�5����
�+�	
�+

�%�'�+�+�	
��
�
���%����&$��
� U6 snRNA 	
�#'��
���������#
� #'�!�$  

- �$
���� proximal sequence element (PSE)  

- �$
���� TATA box 

- �$
���� distal sequence element (DSE) 

- Initiation nucleotide 

- Intragenic box A  

- Termination sequences 

 

3. ���
���� phylogenetic tree ��� coding region ������ U6 snRNA ���%�������� ������ 

U6 snRNA ���
�(���#���8#��"8<�� H  

��C�����������	'����
�,+
$� ������������
 U6 snRNA 3 @��'	
�!&�&$����� #'�!�$ U6-1, 

U6-2 !�" U6-3 �3�#'�	%����
�����"�6�
�����,��76����
�	��� 3 @��'��+ U6 snRNA ����� 

(X07425), mouse U6 snRNA (X06980), xenopus U6 snRNA (M31678) !�" Drosophila U6 

snRNA (AH004871) 9'��������� phylogenetic tree '�
�
�7
��� Neighbor-joining method (Saito 

and Nei, 1987) 
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8����+�( 3.1   �)�"
���
���=&�����������������������=+"�+�($#�$�����������@ 

Primer Sequence 

�Fix-F 

�Fix-R 

U6-r1 

U6-r2 

U6-r3 

U6-f1 

U6-f2 

cU6-1f 

cU6-2f 

cU6-3f 

cU6-1r 

cU6-2r 

cU6-3r 

pU6-1f 

pU6-2f 

pU6-3f 

pU6-1r 

pU6-2r 

pU6-3r 

slc-plus 

 

slc-minus 

 

pGEM-f 

pGEM-r 

5’-GAGCTCTAATACGACTCACTATAGG-3’ 

5’-GAGCTCAATTAACCCTCACTAAAG-3’ 

5’-TATGGAACGCTTCACGAAT-3’ 

5’-TGCGTGTCATCCTTGCGCAG-3’ 

5’-TGCGCAGGGGCCATGCT-3’ 

5’-GTGCTTGCTTCGGCAGCACA-3’ 

5’-TGGAACGATACAGAGAAGAT-3’ 

5’-GTGCTCGCTACGGTGGCACA-3’ 

5’-GTGCTTGCTTCGGCAGCACG-3’ 

5’-GTGCTTGCTTCGGCAGCACA-3’ 

5’-AAAACAGCAATATGGAGCGC-3’ 

5’-AAAATGAGGAACGCTTCACG-3’ 

5’-AAAAGATGGAACGCTTCACG-3’ 

5’-TCCATATTGCTGTTTTAGTGCGTGG-3’ 

5’-TGGCTTCAAGTCTCTCAGCG-3’ 

5’-TCCGAGAGTCTGTGAATGTT-3’ 

5’-TCTAGACTCGAGGGATCCGTGGACAGGCTCAGGGC-3’ 

5’-TCTAGACTCGAGGGATCCAGAGCTGGAGGGAGAGC-3’ 

5’-TCTAGACTCGAGGGATCCGGAGCCTGGAGGACTGC-3’ 

5’-GATCCGGGCGACATCGGCGTCAGCTTCAAGAGAGCTGACGCCGA 

TGTCGCCCTTTTTT-3’ 

5’-CTAGAAAAAAGGGCGACATCGGCGTCAGCTCTCTTGAAGCTGACG 

CCGATGTCGCCCG-3’ 

5’-TAATACGACTCACTATAGGGC-3’ 

5’-GGAAACAGCTATGACCATGA-3’ 
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4. �����������+)���������� U6 snRNA �<����$"�%F� real gene *�'� pseudogene �"���/� 

reverse transcritption PCR 

������	
�,+ U6 snRNA 3 @��'���
9�������������� !&$���#�$	��+
$� U6 snRNA !&$

�"@��'�
���!�'������C�#�$ !�"�
���!�'����
��
"	
�!&�&$�������C�#�$ ���	'����
��3�	%�

���
�����"�6���!�'������� U6 snRNA 	��� 3 @��' ���
��
"&$�� : !�"	%����&�
���+���

!�'����9'����	%� reverse transcription PCR '������"��
�'&$�#��
� 

4.1 �%����������	
����'9&�&��
����C����-��"��* 3 �'C�������+&�
��$���
��
" #'�!�$ &� 

���� ���C�� &�+ �
��"
"���"++	���'������� ��*�" ��C� ���#�$  

4.2 	%�������' total RNA ����
��
"&�
��$�� 9'��@� TRIZOL Reagent (Gibco BRL, 

Rockville, MD, USA) &��
�7
������+��5�	������&!�"	%�������''
������ 9'��@�����#W�6 

DNase I (Promega) 

4.3 	%�����������"�6 First-strand cDNA '�
� First-Strand cDNA Synthesis Kit (Amersham 

Pharmacia Biotech Ltd) 9'��@�#,�����6 hexadeoxynucleotides &��
�7
���	
�!�"�%�9'�

+��5�	������&  

4.4 	%����
�����"�6���!�'������� U6 snRNA 	��� 3 @��'9'����	%� PCR !�"�@� first 

strand cDNA ����
��
"&$�� : ������ 4.3 ����'
������&��!++ �
�$
������� PCR 

�@$��'
�
��+��� 1.3 

�?�
"�����	%� PCR 

 
#,�6����6 �%����+ U6-1:  cU6-1f !�" cU6-1r  

  �%����+ U6-2:  cU6-2f !�" cU6-2r  

  �%����+ U6-3:  cU6-3f !�" cU6-3r  

 

4.5 
�����"�6�����& PCR 	
�#'�9'����	%� Electrophoresis '�
� 15 % nondenaturing 

polyacrylamide gel �����
'�
� 0.5 μg/ml ethidium bromide in 1 X TBE buffer !�"

J$��?�,?���&�!�� UV 
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5. ����������*�8)��*�<������� U6 snRNA ��������J����%�������� ���	)����#,"������ 

U6 snRNA ��������J����%��������  

��C�������
���������
$� 9�����������'����	
��-'����
� U6 snRNA 	
������J!�'����

#'� �"��"��+'�
��$
���� proximal sequence element (PSE), TATA box, coding sequence ��J3� 

termination sequence (Das et al. 1988; Goomer and Kunkel, 1992) �����/3�5�������
��3��@��%�'�+

�+����'
����������
� U6 snRNA !&$�"@��'	
���"��+'�
��%�'�+�+�	
���"��+'�
� PSE ��J3� 

termination sequence (-79 J3� 106 ��C� 112) �������,-7 �����	%� BLASTn search9'��@�

!��$���������� zebrafish genome (http:www.ncbi.nlm.gov/genome) 

 

6. ���������&'(�����)�=%%���,�8�$#�
)�*�
�����!��"���� �"��������
<������%����8��� �&'(�

�)���
���� expression vector �"��)�
<������%����8���8<��
�
<��������+�(
���� short 

hairpin RNA (shRNA) ���+)����8��	���$#�����������������+�����8���"
���<��$�

*��"+"��� �"�$#�
��
�
"������=J�� RNA polymerase III 	���J������%�������� 

 

6.1 ���9����$
����9��9��&��6����
� U6 snRNA 

6.1.1 	%�������' genomic DNA ����������������$
������
+������� 9'��@� 

Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega)  

6.1.2 	%����9����$
����9��9��&��6����
� U6-1, U6-2 !�" U6-3 '�
� nested PCR 

W3���
�$
������� PCR ����"��
�'�@$��'
�
��+��� 1.3 !�"�@� genomic DNA 	
�

���'#'������� 6.1.1 ����'
������&��!++ 

�?�
"�����	%� PCR 

 
#,�6����6  

PCR �����	
� 1 �%����+ U6-1:  pU6-1f !�" U6-r3 

�%����+ U6-2:  pU6-2f !�" U6-r3  
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�%����+ U6-3:  pU6-3f !�" U6-r3  

PCR �����	
� 2 �%����+ U6-1:  pU6-1f !�" pU6-1r 

�%����+ U6-2:  pU6-2f !�" pU6-2r  

�%����+ U6-3:  pU6-3f !�" pU6-3r 

 (#,�����6 pU6-1r, pU6-2r, pU6-3r #'��
������!++����
�$
�������#W�6&�'�%��,�" 

Bam HI !�" Xba I) 

 

6.1.3 �%������& PCR 	
�#'���	%����+���-	7�= 9'��@� Gelpure DNA purification kit 

(GeneMate) !�"�%�#�9���������$ pGEM T-Easy plasmid (Promega, Madison, 

WI, USA) �,C��	%����
�����"�6�%�'�+�+���������& PCR !�"��'��C��9���	
��


�%�'�+�+�J��&������@������	'���&$�#� 

6.1.4 �%�9���	
��
�%�'�+�+�'
������J��&���#�&�''�
�����#W�6 Bam HI !�" Xba I !�"

	%����+���-	7�= 9'��@� Gelpure DNA purification kit (GeneMate) 

 

      6.2 �������� expression vector !�"����'
������&��!++�%����+��������� in vitro transcription 

      ���
�����
�-'�-$������%����+���
����������& �����	
��"	%��������'�
�6���5*" golden 

phenotype 	
��������5*"	
��
+�-�9'��
� slc24a5-1 (GenBank accessions no. AY 538713) 	
�

&%�!��$�      ��
��
9�#	'6	
� 385-405 ������
��3����!++9���9���
��
9�#	'6 (slc-plus !�" slc-

minus) (&����	
� 3.1)�%����+ short hairpin RNA (shRNA) 	
�&%�!��$��
�'����$�
�
� !�"�
����&�����$

H���H&	
����� 5’ �,C���%����@�������@C���&$���+,�����'	
��
�$
����9��9��&��6��� U6 

snRNA ����� 6.1.4  

              6.2.1   ���	%� in vitro hybridization &��
�7
��� Boonanuntanasarn (2005) 9'��E�������

��� annealing W3���
�����&�	�����' 15 #�9����&� �
�$
���"��+ 20 mM Tris pH 7.5, 10 mM 

MgCl2, 15 μg slc-plus, !�" 15 μg slc-minus 

 �%��$
���"��+����E������� annealing #�����
������	
��-*�?��� 85 ��/��W��W
�� 5 

��	
���������$���������	
��-*�?���������"��* 15 ��	
  

              6.2.2   �%�@���'
������	
�#'������� 6.2.1 ��	%�����@C���&$���+,�����'����� 6.1.4 !�"	%�

��� transformation ������$!+�	
��
� Escherichia coli �������	%�������',�����'���+���-	7�= !�"


�����"�6�%�'�+�+� �%�������
�����"�6�%�'�+�+����@��������C���@�9���	
��
�%�'�+�+�	
�J��&��� 

     6.2.3   ������&'
������&��!++�%����+�E�������  in vitro transcription 	%�#'�'�
�����,���

�����*�
�&��!++'�
�
�7
 PCR W3���
�$
���"��+���������'������"��
�'�@$��'
�
��+��� 1.3 
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!�"�@�,�����'	
��
�$
����9��9��&��6��� U6-1, U6-2 ��C� U6-3 	
�&$���+ shRNA (��� 6.2.2) 

����'
������&��!++�%����+ PCR  

�?�
"�����	%� PCR 

 
 

#,�6����6 pGEM-f !�" pGEM-r 

 �%������& PCR 	
�#'������'���+���-	7�=9'�����@� QIA quick®Gel Extraction Kit (Qiagen, 

Hilden, Germany) 

 

 6.3 ������&������' RNA polymerase III ������������ 

 ������&������' RNA polymerase III 	%�&��
�7
��� Weil et al. (1979) 9'��
���'�'!���

�������"��'���
����"��
�''��&$�#��
� 

 6.3.1 �%�������������	
��"�"	
��
����@���������J-�#�$!'���' ��C��"�"	
������
$����%�

�3���� 	%������+'�
�����"��� phenoxyethanol 300 ppm !��
!@$&�
��$��������������"���

+�H�H��6 PBS 	
�!@$���$����%�!���   

 6.3.2  �%�������	
���+!��
��&�'����@����������'��"��* 5 �������&� ������"���

+�H�H��6 PBS 	
�!@$���$����%�!��� !��
����'�
�����"���+�H�H��6 PBS !@$���� 3 ����� !��
J$�����

����"���+�H�H��6	���#� 

 6.3.3  �&������"������� hypotonic buffer (10 mM HEPES-KOH, pH 7.9, 10 mM KCl, 

1.5 mM MgCl2, 0.5 mM dithiothreitol) ��#����W��6&�
��$�� �����&� 2 �	$���������&������� 

���$����������� &���	���#
�����%�!�����"��* 10 ��	
 !��
+''�
� homogenizer 5����� 

 6.3.4  	%������-'�E������� hypotonic 9'�����&������"������� hypotonic stop solution 

(0.3 M HEPES-KOH, pH 7.9, 1.4 M KCl, and 0.03 M MgCl2) ��#���&�
��$����� 6.3.3 ��

�����&� 1 �� 10 �	$���������&�&�
��$�� ���$����������� 

 6.3.5  �%�&�
��$��#��_<���

���	
��
�����
��+ 100 000 g �-*�?��� 4 ��/��W��W
�� �����
�� 

1 @��
9�� �������	%�������+����"����$
�+���
�'�����*9��&
�9'��@� Total protein Kit, Micro 
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Lowry (Sigma, MO, USA) !��
	%������C�������#'������*9��&
��
��������� 5 mg/ml �������

���+	
��-*�?��� -80 ��/��W��W
�� ���
$��"�%����@�  

 

 6.4  in vitro transcription 

 ���&�
���+����@�9��9��&��6��� U6 snRNA �%����+���!�'������� shRNA 9'�

�E�������	�������+@�������'	'��� &��
�7
������ Fan et al. (2005) 9'��
���'�'!������

����"��'���
� 

 6.4.1  �&�
����������� �������&��
� 300 μl W3���
�$
���"��+ 20 mM HEPES-KOH, pH 

7.9, 80 mM KCl, 5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol, 10% glyerol, ������' RNA 

polymerase III ���&�
��$����� 900 μg  !�" '
������&��!++(������ 6.2.3)1.5 mg ���+�����&�

����"����
�	�����'���#'� 270 μl 9'��@���%��"��'���/��� RNase &���	���#
�	
��-*�?��� 28 ��/�

�W��W
�� �����
�� 30 ��	
 �,C��������'��������9�������� preinitiation complex formation (PIC) 

 6.4.2  	%����������E�������	�������+@��9'�����&�� 250 μM rNTP (ATP, UTP, CTP, 

GTP) ���$����������� &���	���#
�	
��-*�?��� 28 ��/��W��W
�� 1.5 @��
9��  

 6.4.3  	%������-'�E�������	�������+@��9'�����&������"��� stop solution (5% SDS, 

100 mM EDTA, 1 M sodium actate, pH 4.8) ��#����E������� �������&� 1 �� 10 ��������&�

	�����' 

 6.4.4  	%�������'���'
������&��!++��� 9'��@����#W�6 DNase (Promega) �����������

	%����!�����&�
��$�����+���-	76'�
� phenol/Chloroform  

6.4.5  &�&"������6������'�
���	���� ��������_<�!��&"��� !��
����&"�������"��' 

�"���&"����� loading buffer 5 μl (95 % formamide, 18 mM EDTA, 0.025 % bromophenol 

blue, 0.025 % xylene cyanol, 0.025 % SDS)  

6.4.6  ���
�����"�6���6������'�
�
�7
 northern blot analysis  

   

7. ���	'���/3�5�����@��
���+
!��	6�
��&��6����� 6 &$����	'��+���!�'���������

����@��' 9'��@�������'���#W�6 RNA polymerase III ����W��6������	
��
�
���%���� 

�@���/�5���� +��@��' �@$� ���#� ���'-� !�"������  

7.1 	%�������&������' RNA polymerase III ������'-� (Clarias garienpinus) ���#� 

(Cyprinus carpio) ��C� ������ (Oreochromis niloticus) 9'��@�������	
��"�"����@�

��������J-�#�$!'���' ��C��"�"	
������
$����%��3���� ��+������'�
�����"��� 

phenoxyethanol 300 ppm !��
!@$&�
��$��������������"���+�H�H��6 PBS 	
�!@$���$��
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��%�!���  !��
	%�������' RNA polymerase III 	%�&��
�7
��� Weil et al. (1979) 9'��
���

'�'!����������"��'���
����"��
�'�@$��'
�
��+��� 6.3  

7.2 	%����
�����"�6���!�'������� shRNA 9'��@� vector construct ����� 6.2 ��������' 

RNA polymerase III 	
�#'�������'-� ���#� ��C� ������  9'��@�
�7
����'
�
��+��� 6.4 

!��
	%����
�����"�6�����&���6������	
�#'�9'�
�7
 northern blot analysis  

 

8. ���	'���/3�5�����@��
���+
!��	6�
��&��6����� 6 &$����	'��+���!�'��������&
6��%�

@��'�C�� �@$� �-���-��'%� (Peneaus monodon) �-����
 (Litopeneaus vannamai) 9'��@�������'

���#W�6 RNA polymerase III ����-��
���$��	
��"�" post larvae 10-15 	%������+�-��9'����

!@$�-��������"��� PBS 	
�!@$����%�!��� ���-����+ !��
����&�
��$���-������@������� : ���'

��"��* 5 �������&� !��
���'���&������"��
�'�@$��'
�
��+��� 6.3 �������	%����
�����"�6

���!�'������� shRNA 9'��@�
�7
����'
�
��+��� 6.4 '�
� vector construct (��� 6.2)  !��
	%�

���
�����"�6�����&���6������	
�#'�9'�
�7
 northern blot analysis  

 

9. Northern Blot analysis 

9.1 �&�
��!�$���� 15 % denaturing polyacrylamide gel 	
��
 8 M urea ��������%������& in 

vitro transcription 	
�#'���!����!�$����	
��&�
��#'� 

9.2 	%�����������6��������!�$����'�
� 0.5 μg/ml ethidium bromide in 1 X TBE buffer !��



�����"�6?�,���6������	
�#'�9'�'�'�
�!�����&��#
9����& 

9.3 �%�!�$����	
��
���6������&�
��$��#�J$��9�����6������#�	
�!�$�����+�� HybondTM-

N+membrane (Amersham) 9'��@���"!�#HH{���	
� 80 9
�&6 3 @��
9��  

9.4 �������J$��9�����6������#�	
�!�$�!���+��!��
 �%�!�$�����+��#��+	
��-*?��� 80 

��/��W��W
�� 2 @��
9�� 

9.5 �%�!�$�����+����#�+��#'W6��+ oligonucleotide probe 

(5’AAGGGCGACATCGGCGTCAGC-3’Dig) 	
��
�+���$����+�$
����!��#	�W�W6��+

�
���{����� 9'�	%����#�+��#'W6�����C� &��
�7
���	
�!�"�%����+��5�	������& (Roche, 

Manheim, Germany) ��������%�#�
�����"�6!J+���6������	
�#'�'�
� anti-digoxigenin-AP 

antibodies !�"	%�������'!J+�
'�
� NBT/BCIP &��
�7
���	
�!�"�%����+��5�	������& 

(Roche) 
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�++�( 4 

7����+"��� 

 

����
���������� U6 snRNA $�%�������� 

 ������9����
���+���
*���9��9��&��6!�"+���$
���� coding region ����
� U6 

snRNA ����
9�������������� '�
�
�7
 nested PCR 9'��@� genomic DNA library ������������

�����
�&��!++ #'������&,
W
���6���'��"��* 550 �+�!,�6 �������	%����9��������&@���

'����$�
�
�������$ pGEM T easy vector !��
	%����
�����"�6�%�'�+�+� ,+
$��
�
� U6 snRNA 3 @��'	
�

!&�&$����� �3�#'�&���@C��
$� U6-1, U6-2, !�" U6-3 !�"	%����9����
�������+��*6����
�!&$�"�
� 

������%�'�+�+�!�'���?�,	
� 4.1 

 

 +���
* coding region 

 �����/3�5�������
�,+
$��
� U6-1 �
�$
���� coding sequences �	$���+ 112 �+� !�"�
� 

U6-2 !�"U6-3 �
�$
���� coding sequences �	$���+ 107 !�" 106 �+� &���%�'�+ W3��������

���
�+�	
�+�
��&���������%�'�+�+� ,+
$�+���
* coding sequences ����
�	��� 3 �
�$
����

�%�'�+�+�	
��
�
��&�������� (&����	
� 4.1) ,+�$
�	
���
��
$� intragenic “box A” W3���
�$
���"��+

����%�'�+�+�	
�J���%�!��
$��
�
���%���������	%�����	
�������
+�-����!�'��������
���

��-$�	
�J��	�������+9'� RNA polymerase III !�"�����$
�	
��%����&$����!�'��������
���

��-$�	
��
�$
����9��9��&��6���$?���� coding sequences ��$��#���&�� intragenic “box A” #�$#'�

�����$
�	
��%�����&$����	�������+����
�����-$� RNA polymerase III 	
��
�$
����9��9��&��6

���$������� coding sequences 

 ,+��-$�����%�'�+�+�	
�	%�����	
���������������������-'	�������+ ���
� U6 snRNA 

	��� 3 �
� �C� +���
*	
���"��+#�'�
���
���
9�#	'6	
������+� thymidine ��
��"��* 4-5 ��
��
9�

#	' W3�������/3�5�������
�,+
$� +���
*	
����� termination sequences ��� �
� U6-1 ��"��+'�
� 

thymidine 4 ��C� 5 ��
��
9�#	'6 ���*"	
��
� U6-2 �
+���
*	
����� termination sequences ���� 

thymidine 5 ��
��
9�#	'6 !&$ U6-3 �
+���
*	
����� termination sequences ���� thymidine 4 ��
��


9�#	'6 

 �%�'�+�+����+���
* coding sequences ����
� U6 snRNA ������������	��� 3 @��' �


�
���������3������� (&����	
� 4.1) !�"�
�
���������3������+ coding sequences ����
� U6 

snRNA 	
�#'������&
6@��'�C�� : ����@$��'
�
��� (&����	
� 4.2) 

  


