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������ 4.1  �	�
��
�������� U6 snRNA ������������ ����� U6 snRNA 4 ���	 (U6-1, 

U6-2, U6-3 
���	
������������������� U6-4 ����� zebrafsih genomic 

database ������
���� ��������������������������������!�"������������
��#$%� 

�&�	��!�#'����� U6-4 �	
��� zebrafsih genomic database (NW001514080.1) 

��$%�'���&�	��!�# CCAAT 
#	�	
*�
+�#�!/�����#�	&� 
+�#�!/�����#�'�*


�7#�!9�
#	���$%�'���&�	��!�# PSE 
�7  TATA box ����&�	�� ��*���:�

�9	;!�����
������9���#������� 
#	�	
*���*���:��9	; +1 
+�#��!/�����

!#
���7
#	�#%*�9��+=��&�
��!�"� intragenic control region “boxA” �&�	��

!�#9��!�"� termination sequences 
#	�	
*���*/���#��'�	!#
���
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�������� 4.1   ���
�����
������������������	�
��
�������� U6 snRNA ����������� 

 

���
 U6 snRNA coding region PSE (-79 �!� -1) DSE (-250 �!� -1) 

U6-1 ��� U6-2 

U6-1 ��� U6-3 

U6-1 ��� U6-4 

85.7 % 

86.6 % 

86.6 % 

48.8 % 

54.2 % 

53.6 % 

50.0 % 

51.7 % 

52.0 % 

U6-2 ��� U6-3 

U6-2 ��� U6-4 

96.3 % 

96.3 % 

81.3 % 

71.3 % 

73.6 % 

67.3 % 

U6-3 ��� U6-4 100.0 % 74.7 % 76.1 % 

  

 

�������� 4.2  ���
�����
������������������	�
��
��������
�" coding region ������ 

U6 snRNA �������������� coding region ������ U6 snRNA ������#���


�$�� %  

 

Zebrafish 

 

Drosophila Xenopus Mouse 

(X06980) 

Mouse 

(M10329) 

Human 

U6-1 84.82 % 88.4 % 88.4 % 88.5 % 89.3 % 

U6-2 95.3 % 97.2 % 95.3 % 95.4 % 96.3 % 

U6-3 94.4 % 98.1 % 98.1 % 96.3 % 97.2 % 
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������ 4.2   &'���� phylogenetic tree �����*
���+� neighbor-joining (Saito and Nei,  

1987) ���#�
��
B�D����
'
��=��&�	��!�#���!*F coding region '�� U6 

snRNA 9��� 3 ���	 (U6-1, U6-2, U6-3) 
�7'
��=��&�	��!�#���!*F coding 

region '�� U6 snRNA '��#��*;���	���� G ���'
��=��� GenBank �	

�% 

��$��; (X07425) /�=1 (X06980) /�=2(M10329) Xenopus (M31687) Drosophila 

(AH004871)  

     /���!/�$  9�����!*F coding region �&�	��!�#'�� U6-4 ��� U6-3 ������ 

100 % 
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B�������#�
�� phylogenetic tree :	���
 coding sequences '����� U6 snRNA '�����

�
���� 
�7���#��*;���	�%�� G 9���	
������������*
 
#	�	��D��9�� 4.2 K����7!/L��	
*%� U6-1 '��

����
�����7���*��#�����O;���
��	��� U6 snRNA '��#��*;!������=�	
*�������*%� U6 snRNA 

'��#��*;���	���� G ��'F79�� U6-2 ���*��#�����O;���
��	��� U6 snRNA '��
���/*������*%� U6 

snRNA '��#��*;���	���� G 
�7 U6-3 �7���*��#�����O;���
��	��� U6 snRNA '���� Xenopus 

����*%� 

 

���!*F:��:�!���; 

:��:�!���;'�� U6 snRNA 9��� 3 ���	 ���&�	��!�#9��
���%�������%����� (D��9�� 4.1) ��

���������������� �	
*�!���7/;:���#�
��'��#%*�'��:��:�!���;!�����&�
�����;��7���'���&�	��

!�#9��#&���Q�%����
#	����'����� U6 snRNA  �����!*F'��:��:�!���; 3 ���;��7���	
*���� 

�	

�% 

- Distal sequence element (DSE) 

- proximal sequence element (PSE) 

- TATA box  

:	����;��7���'���&�	��!�#9���	
+=��&�
��!�"�#%*�'�� DSE �7����=%�����!*F:��

:�!���;'�� U6 snRNA 9���&�
/�%���7��F -250 +�� -240 K����7��#%*���7���'���&�	��!�#9����

�9��9�%����!�%����
#	����'����� (Wingender, 1993; Das et al., 1988) #&�/������ U6 snRNA 

������
���� ��*%�9�����!*F:��:�!���;'�� U6 snRNA ���&�
/�%�9����	*%��%��7�� DSE ���� 

�7���&�	��!�#'�� “CCAAT” :	���U6-1 �7�� CCAAT 9���&�
/�%� -244 +�� -240 
�7�� CCAAT 

boxes ��:��:�!���;'�� U6-2 
�7 U6-3 9���&�
/�%� -249 +�� -245 (D��9�� 4.1) 

 ���;��7���'���&�	��!�#9�����*��#&���Q�%����
#	����'���������$%� U6 snRNA ��� 

PSE K����	
����������*%�!�"�#%*�9�����*���&�!�"��%����9���#���� U6 snRNA !���������&�	��!�#

'�� PSE �7
���%�������#�������*��9���%�����	��� ������&�
�� PSE �����
�&�
/�%��7�7/%�����

�&�
/�%���*���:��9	;!�����
� 9���	
���������������� U6 snRNA ��#��*;���	���� G �����7��F -

79 +�� -48 ��*���:��9	;!�"�����&�
�����;��7���'���&�	��!�#'�� PSE (D��9�� 4.1) ��*%�

���!*F9����	*%��7!�"����!*F PSE '����� U6 snRNA '������
����9��� 3 ���	 ����*���:��9	;


���%�� G ��� ��%�����L������*��������'���&�	��!�#�����!*F PSE ��=%2 ���!*F��� ACCAC 

(���!*F -65 +�� -61) 
�7 AACAT (���!*F -52 +�� -48)  

 ���!*F��*���:��9	;9����	!�"� TATA box '����� U6 snRNA 9��� 3 ���	 �7��=%9�����!*F

!	��*������ 9���&�
/�%� -31 +�� -24 K���!�"����!*F9����!�#�O��	�� (thymidine; T) 
�7�7	�:�K�� 
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(adenosine; A) ��� ��'F79���&�	����*���:��9	;9����=%�7/*%�� TATA box �����*���:��9	;!�����
�

'�� U6 snRNA 9��� 3 ���	 ��%���*����
��������� 

 

��� U6 snRNA ��/�*��������������  

 �����������&�
/�%�'����� U6 snRNA  ����:��'������
���� B=
*�����	
��
'
��=�'��

�&�	��!�#9����7���	
*� PSE, coding region ��+�� termination sequence !�"� input �����

*�!���7/; Blastn :	���
[��'
��=�'����:������
���� (http:www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) B�

����������*%� ��� U6-1 �����!������*����:��'������
�������+�� 555 �$	 :	������!������*K�&�

���
��/�*�%�/�� ���&�
/�%��%��G '��:��:�:K��%�� G ����7!���	
#	��������9�� 4.3 

��'F79����� U6-2 
�7 U6-3 ��*%�����=% 1 �$	����:��'������
����  

������������B����*�!���7/; Blastn :	���
[��'
��=�'����:������
���� ����� U6 

snRNA  ��� 1 ���	 ����	
��������!�"� U6-4 	����������	
�&�'
��=��&�	��!�#'����� U6-4 �����

[��'
��=�����
������������������ ��*%� ��� U6-4 ���&�	��!�#9�� coding region ��������� coding 

region '�� U6-3 9���/�	 ��������������!*F:��:�!���;'�� U6-4 �7���&�	��!�#9��!�"�

���;��7���9��#&���Q�����
#	����'�����9���	
��%�*�*

�
*'
���
� �	

�% DSE, PSE 
�7 

TATA-rich boxes (D��9�� 4.1) 	������B������������������������/
!/L�*%�����
��������� U6 snRNA  

��=% 4 ���	����:�� 

���'
��=�'
���
�����/
!/L�*%�����
��������� U6 snRNA  ��=% 4 ���	9��
���%����� 
�%�����%

#����+9����	
*%�������	�	�����
#	���� 
�7���	�	�
��9����%�����
#	���� ����������������

�����
*�O� reverse transcription PCR :	���������
�����!���;9���/
���*���&�!��7�%����!*F 

coding region '����� U6 snRNA  9��
���%����� 3 ���	 �����������������	
��
��*��%���*��*7�%�� G 

'������
�����	

�% #��� �� !/���� ��� �7���%����/�� ����'% 
�7 ��F^7 D��9�� 4.3 
#	��/


!/L�*%���� U6-1 
�7 U6-2 snRNA  �����
#	�������*��*7�%�� G 9���	
9&���������  
�7 ��� U6-

3 
�7//��� U6-4 �����
#	������9$��*��*79��9&��������� 
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�������� 4.3   �&�
/�%�
�7�&��*�'�� U6 snRNA ����:��'������
���� 

U6  

Locus 
Chromosome Number of loci 

Number of 

copies 
strand 

U6-1 

 

1 

3 

4 

5 

12 

14 

18 

20 

23 

Not placed 

1 

2 

2 

2 

1 

11 

1 

1 

1 

3 

2 

56 

121 

60 

6 

260 

3 

1 

15 

31 

Minus 

Plus 

Plus and 

Minus 

Plus and 

Minus 

Minus 

Plus and 

Minus 

Plus and 

Minus 

Plus 

Plus 

Plus and 

Minus 

U6-2 21 1 1 Minus 

U6-3 11 1 1 Plus 

U6-4 9 1 1 Minus 

/���!/�$  �&��*��$	9������������������ U6 snRNA 9����#%*�'���&�	��!�#'�� PSE ��+��  
    termination sequences 9��#��=�F;!9%�����
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 ������ 4.3 '� RT-PCR ������&�
���������� U6-1, U6-2 &�: U6-3 ��������:�;�� % 

cDNAs #��	����*��*7�%�� G �	

�% ��� (1), ����'% (2), �� (3), #��� (4), 

!/����(5), �7��9��!	����/�� (6) 
�7 ��F^7 (7) N ��� negative control ��


��&������
9� cDNA 

 

 

�����:�<��#���*��*�
���#������ U6 snRNA  
�$�����&�
���� short hairpin RNA (shRNA) 

 *��+$��7#��;/����9��#&���Q'������������������ ���!��������&�!��:��:�!���;'������
����

9��
���	
����7�$��;��
#&�/���!9��������L��	�*�; B=
*��������	
9&������	�%����:��:�!���;'�� U6 

snRNA  ���	9��
���	
 ��� :��:�!���;'�� U6-1, U6-2 
�7 U6-3 !������%��������#%*�	�!�L�!�9���7

B���!�"� shRNA D��9�� 4.4 
#	�:���#�
��'�����9����	�%�	����%�*!������
!�"�����
�
�������

*�!���7/;���9���#����'�� shRNA 	
*�!�L��K�; RNA polymerase III 9��#��	�	
�������
���� 

:	�*�O� in vitro transcription 
�7*�!���7/;B�B��� transcription :	���
 northern blot analysis B�

��������
#	���D��9�� 4.5 ��*%� :��:�!���;������ U6 snRNA  9��� 3 ���	'������
����

#����+B��� shRNA �	
 
�7�7!/L��	
*%� B�B��� transcription '��9$�:��:�!���;�7��
+����;

!�L�!� 2 
+� ���
��� 
#	��/
!/L�*%� B�B���9���#������������7���	
*� terminal sequences 9���� 

thynidine 4 ��*���:��9	; /��� 5 ��*���:��9	; 

���������!����9&����9	#�����
#	����'��:��:�!���;'����� U6-1, U6-2 
�7 U6-3 

������
#	������������	���� G :	������
#��#��	!�L��K�; RNA polymerase III 9���	
������

	$� ����� 
�7������ ��*%�:��:�!���;'����� U6-1, U6-2 
�7 U6-3 '������
����#����+

9&�����	
!������
#��#��	!�L�!K�; RNA plymerase III 9���	
��������� (D��9�� 4.5) 
�%��%#����+


#	�����	
!������
#��#��	!�L��K�; RNA polymerase III 9���	
������	$� 
�7����� (��%�	



#	�B�) 

 �������������������'���'��!'������9	#�������7�$��;��
:��:�!���;'����� U6 

snRNA  9��� 3 ���	'������
������#��*��&�!���[������� !�%� �����
#��#��	!�L�!K�; RNA 
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polymerase III ����$
��$��	&� 
�7�$
�'�* ��*%������9���#����������`��������9����
:��:�!���; 

U6-1 
�7 U6-2 ��%�����L���B����9���#�������!��	�
�����    

 

 
 ������ 4.4  &'����&�
������
�;����*��*�
���#��� U6-1, U6-2 &�: U6-3 �;����  

     shRNA �&�	��!�#'�� PSE 	=�	
9�� D��9�� 4.1 
�7 �&�	��!�#'�� shRNA  

     ��7���	
*� #%*�'��sense shRNA, 9-mer loop, shRNA antisense   

 

   

 

 

 
  

������ 4.5  '���������
���:=#����	� in vitro transcription 
��� northern blot analysis  

    ����������� &�:������ U6-1, U6-2 
�7 U6-3 ��� !9�!��9#&�/��� in vitro 

transcription �	
��������	�%����
�
*�	
:���#�
�� pU6-1shRNA, pU6-

2shRNA 
�7 pU6-3shRNA ����&�	�� 	��
#	�
B�D����D��9�� 4.4   
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������ 4.6  '���������
���:=#����	� in vitro transcription 
��� northern blot analysis  

���<����� (Litopenaeus vannamai) &�:�<���<��
	� (Penaeus monodon) U6-1, 

U6-2 
�7 U6-3 ��� !9�!��9#&�/��� in vitro transcription �	
��������	�%����


�
*�	
:���#�
�� pU6-1shRNA, pU6-2shRNA 
�7 pU6-3shRNA ����&�	�� 

	�
#	� 
B�D����D��9�� 4 .4  
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����� 5 

��/��"#'� &�:��<�'�����
��� 

 

������������������ �	
9&����
����� U6 snRNA  �����:��'������
�����	
 3 ���	9��


���%����� :	����*��
���%�����9���&�	��!�#9���9�����!*F:��:�!���;
�7���!*F coding region 


�7�	
��������:	����#$%� 	����� U6-1, U6-2 
�7 U6-3 !����������� U6 snRNA 9���#�����*��


���%�����'���&�	��!�#��%����� ����&�
����$%�'���&�	��!�# 9��!�"���$%�'���&�	��!�#9����

�*��#&���Q�%����
#	����'����� U6 snRNA �	

�% Distal sequence element (DSE), proximal 

sequenc element (PSE) 
�7 TATA-rich boxes 9���	
���������������� (Krol et al., 1987; Das et 

al., 1988; Kunkel and Pederson, 1988) �����
���!9����&�
/�%������*���:��9	;!�����
�   

��$%��&�	��!�# DSE !�"���$%��&�	��!�#9���7����=%��7��F���!*F 258 +�� 210 ��*���:�

�9	;�%��+����*���:��9	;!�����
� (Wingender, 1993) 9&�/�
�9��!�"� enhancer /������9��9�����

!�����7	�����
#	����'����� U6 snRNA (Das et al., 1988) ����������������������$%��&�	��!�# 

CCAAT 9�����!*F�&�
/�%� -249 +�� -240 !���������	
����������������*%���$%�!�# CCAAT box 

9&�/�
�9��!�"� enhancer ��������� G (Ach and Weiner, 1991; Park and Levine, 2000; Boularand et 

al., 1995; Eklund and Skalnik, 1995) 	�������F7B=
*�������#�$�*%� CCAAT �%��7�����9�����9&�

/�
�!�"� DSE ����� U6 snRNA '������
���� B�����������������
���%�������������'����� 

U6 snRNA ���� /�= ��% 
�7*�* 9���	
������*%���$%�!�#9��9&�/�
�9��!�"� DSE ����� U6 snRNA �7

���&�	��!�#!�"� ATTTGCAT /���!����*%� octamer motif (Krol et al., 1987; Das et al., 1988; 

Kunkel and Pederson, 1988; Kudo and Sutou, 2005; Lambeth et al., 2005) ��'F79������� U6 

snRNA '��
���/*����%����$%�!�# octamer motif 
�7��%�	
������������&�
��*%���$%�!�#�	9&�

/�
�9��!�"� DSE ����� U6 snRNA '��
���/*�� (Das et al., 1987) 

!���������&�!�#9���	
������&�
��*%�!�"� PSE �� �� (Domitrovich and Kunkel, 2003), /�= 

(Oshima et al., 1981), *�* (Lambeth et al., 2005), Xenopus (Krol et al., 1987), 
�7 
���/*�� (Das 

et al., 1987) �7���*���������
�� (D��9�� 5.1) ������������������ ����&�
����$%�'��!�#9��9&�/�
�9��

!�"� PSE :	���
���!9����&�
/�%�'�� PSE ������ U6 snRNA 9���/���9���	
����������!���*
  �7

!/L��	
*%� PSE ����� U6 snRNA ��#��*;���	!	��*����7���*��������'��!�#����&�
/�%� (D��

9�� 5.1) 
�7 PSE '����� U6 snRNA ��#��*;!������=�	
*������*����
���������#=��*%�!����

!�����!9������ PSE '��#��*;����7	=�#��/���������&� (D��9�� 5.1)
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������ 5.1  ���
�����
������������������	�
��
��
>��:�;����� PSE 

         �&�	��!�#'�� PSE ��#��*;���	!	��*�����������'���&�	�!�#����&�
/�%� PSE  

��#��*;!������=�	
*������*����
���������#=��*%�!����!�����!9������ PSE '��

#��*;����7	=�#�� /���������&� 

     /���!/�$ 1Dahlberg and Lund (1988)  

        2Domitrovich and Kunkel (2003) 

        3Ohshima et al. (1981) 

        4Lambethet al. (2005) 

        5Krol et al. (1987) 

        6Das et al. (1987) 

 

�&�	��!�#9��#&���Q������/����9��������� U6 snRNA �����$%�'���&�	��!�#9���O��	�� 


�7�7	�:�K����� /���9��!����*%� TATA box �7�� TATA box ����� U6 snRNA 9$����	'�����

�
���� 
�7�����!*F�&�
/�%� (-30 +�� -24) K����&�
/�%�'�� TATA box �7#�	��
������&�
/�%�
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'�� TATA box '����� U6 snRNA 9�������� (Domitrovich and Kunkel, 2003), /�= (Oshima et 

al., 1981), *�* (Lambeth et al., 2005), ��% (Kudo and Sutou, 2005), Xenopus (Krol et al., 1987), 


�7 
���/*�� (Das et al., 1987) 
�%��*���:��9	;9����=%�7/*%�� TATA box �����*���:��9	;!�����
���

�*��
���%�����#=� �7!/L��	
*%���*���:��9	;���!*F�7/*%�� TATA box ��� ��*���:��9	;!�����
� 

'����� U6 snRNA �7���*��
���%�����#=��� U6 snRNA 9���%����� /����� U6 snRNA '��#��*;

�%�����	��� 
#	��/
!/L�*%��&�	����*���:��9	;�����!*F�����%���*��#&���Q 
�%�&�
/�%�/���

�7�7/%��'�����!*F�7/*%�� TATA box ��� ��*���:��9	;!�����
����*��#&���Q�%����
#	����

'����� U6 snRNA K���!�"���7:���;������&�����
�����:���!����!�"�:��:�!���;#&�/��� 

shRNA !���7#����+!�������&�	��!�#���!*F�7/*%�� TATA box �����*���:��9	;!�����
�!�"�

�&�	��!�#'��!�L��K�;��	�&�!��79���
�����!���������	�%�����	
   

������*�!���7/;�&�
/�%�'����� U6 snRNA  ����:��'������
���� ���9&��/
����� U6 

snRNA ������	/���� �����������*%�!�"� U6-4 K������&�	��!�#��#%*�'�� coding region ������ 100 %

��� coding region '����� U6-3 
�%���&�	��!�#9�����!*F:��:�!���;�%����� ���#�$��	
*%�����
����

����� U6 snRNA 9��
���%����� 4 ���	 
�7!����9&����*�!���7/;�&�/�%�'�������:��:�:K��%�� G 

����:��'������
������*%� ��� U6-1 �����!������*���+�� 555 �$	����:��'������
���� K����7

��=%���:��:�:K��%�� G ���#����+��	��� U6-1 �/
��=%��������	 multigene family ��������

������������ G (Hayashi, 1981; Domitrovich and Kunkel, 2003) 9��!����*'
����� U6 snRNA �L�����

��*%���� U6 snRNA !�"� multigene family 
�7�����!������*��=%��:��:�:K��%�� G 	������B�

�������������������#�$��	
*%�����
������� U6 snRNA 
���%����� 4 ���	 
�7����=% 1 ���	9����	��=%

����$%�'�� multigene family ��� 3 ���	!�"����9������=%!�����$	!	��*����:��'������
���� 

������9����*%�����
��������� U6 snRNA 9��
���%�������=% 4 ���	 ���!�"�9���%�#���*%����

9��� 4 ���	�����
#	����/�����% 
�7�����
#	�������*��*7�	�
�� ���������������������
*�O� 

reverse transcritpion PCR :	�9&����*�!���7/;���
#	����'����� U6 snRNA ���*��*7�%�� G 

!�%� #��� �� !/���� ��� �7��9��!	����/�� ����'% 
�7 ��F^7 '������
���� !��������

���;��7���'���&�	��!�#'����� U6-4 
�7 ��� U6-3 ���*��������9���/�	 �����%#����+9���

�	
*%����9��� 2 ���	
#	�����	
/�����% /���!�"����
#	����'�����!�������	!	��* �������������

�����*%� ��� U6 snRNA  9��� 3 ���	�����
#	����������
���� 
�7�����
#	������9$��*��7

*79��9&����*�!���7/;������#�$��	
*%���� U6 snRNA ��	��=%����7!D9 house keeping gene  

�����������������	
��*�#�����9&����'��:��:�!���;��� U6 snRNA �����9���#���� 

shRNA :	������	�%�:��:�!���;'����� U6-1, U6-2 
�7 U6-3 ���	�!�L�!�9��#�
�� shRNA 
�79&�

�����*����9���#����'��:��:�!���;��/��	9	���:	���
#��#��	'�� RNA polymerase III 
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9���	
�����*�%������
���� ��*%�:��:�!���;9��� 3 ���	#����+B��� shRNA K���B����9	������

#�	��
�����'
�#�$�9���	
��%�*��
�
**%����9��� 3 ���	9&�/�
�9��!�"����9��
9
����/��������
#	����

������
���� ���#�$��	
*%�:��:�!���;9���	
����������������#����+�&�����7�$��;��
�����

!9�:�:�������L��	�*�;
���7�7��*������
�����%��� K����7!�"���7:���;�%���������/�
�9��

'����� /�����������9��	
����**�9��	
���%�� G 9����
����
����!�"�#��*;9	���  

�	
�����������B����9	������9���#����'��:��:�!���; U6 snRNA ��#�������*���%��

���	��� �	
B�9��
���%����� !�%� :��:�!���; U6 snRNA 9���	
���
���/*�� ��%#����+9���#���� 

U6 snRNA �	
��#��#��	 RNA polymerase III 9���	
���!K��;'��#��*;!������=�	
*��� 
�%

#����+9���#���� U6 snRNA �	
��#��#��	!�L��K�;9���	
���
���/*��!9%����� (Das et al., 1987) 

B����9	������
���%�����B����9	���9����
:��:�!���; U6 snRNA '��/�= #����+
#	����

�	
����*�%��'�� Xenopus 
�7���9��:��:�!���; U6 snRNA '����#����+�&���9	#�����


#	����'�� shRNA �	
��!K��;'����%  (Kudo and Sutou, 2005) ������������������ ���9	���

���9���#����'��:��:�!���; U6-1, U6-2 
�7 U6-3 :	���
#��#��	 RNA polymerase III ���

����� ���	$� 
�7������ B�������9&� northern blot analysis ��*%� :��:�!���;'�� U6-1, U6-

2 
�7 U6-3 '������
���� #����+
#	�����	
�������� 
�%��%#����+
#	�����	
������� 


�7���	$� ��������������*%�:��:�!���;'�� U6 snRNA '������
����#����+9&�����	
#��

#��	 RNA polymerase III 9���	
����$
�97!�
�
*%��7�	
B���%��	!������L���  B�����������������!����

!�����!9������B���������9���	
��B=
�������*
�%��/�
���� #����+�D������	
*%� ���9��:��:�!���; 

U6 snRNA �7#����+9&�����	
��#�������*��'
�����	����	
/�����%���� �%��7!��	!���������*��

��
���������'���&�	��!�#��#%*�9��#&���Q'��:��:�!���;'�� U6 snRNA :	�!}��7��$%�!�# 

DSE 9��!�"� octamer motif 9������:��:�!���; U6 snRNA '����% /�= �� 
�7 Xenopus  
�%��%

����:��:�!���; U6 snRNA '��
���/*��  ��%�����L������!�"�9���%�#���������%���!����/�

�&��O�������9&����'��:��:�!���; U6 snRNA �����'
�����	���:	����!�����!9����&�	����

*���:��9	;����$%�!�#9�����9��99��#&���Q��:��:�!���;'�� U6 snRNA ��������	�%�� G �%���  
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1. ������������������ #����+9&����
����� U6 snRNA ��� genomic DNA library '������
�

����	
 3 ���	9��
���%����� 
�7�	
����������� U6 snRNA 9���	
����������*%� U6-1, U6-2 
�7 U6-

3 :	���� U6 snRNA 9��� 3 ���	���*��
���%�����'���&�	��!�#��#%*�'��:��:�!���;#=� 

����	
������&�
����$%�!�#9�����9��9#&���Q��#%*�'��:��:�!���;'����� U6 snRNA 9��� 3 

'������
����:	���
*�O����!9����&�
/�%���*���:��9	;����$	!�����
� �	

�% ��$%���*���:�

�9	; Distal sequence element (DSE), Proximal sequence element (PSE) 
�7 TATA box  

 

2. 
�
*%���� U6 snRNA �7���*��
���%��'����*���:��9	;9�����!*F:��:�!���;#=� 
�%��

��
���������'���&�	����*���:��9	; 9�����!*F coding region ���  

 

3. ���!*F coding region '����� U6 snRNA 9��� 3 ���*����
���������������!*F coding region 

'����� U6 snRNA 9���	
���#��*;���	���� G #=�!�%�!	��*���  

 

4. B�������#�
�� phylogenetic tree :	���
�&�	��!�#���!*F coding region '����� U6 snRNA 

��������������������� U6 snRNA ���� /�= Xenopus 
���/*�� ��*%� U6-1 ���*��#�����O;

���
!������� U6 snRNA '��#��*;!������=�	
*������*%� U6 snRNA '��#��*;���	���� G 

��'F79�� U6-2 ��#�����O;���
!������� U6 snRNA '��
���/*������*%�#��*;���	���� G 
�7 

U6-3 ���*��#�����O;���
!������� U6 snRNA '�� Xenopus ����*%�  

 

5. ���*�!���7/; Genome Blastn :	���
'
��=��&�	����*���:��9	;��#%*�'�� PSE 
�7 coding 

region ��*%� ��� U6-1 �����!������*���
��K�&���� 
�7�����+�� 555 �$	 ��=%���:��:�:K�

�%�� G ��'F79�� U6-2 
�7 U6-3 ����=%����:��'������
����!������%���7 1 �$	 ���#����+

��	��� U6-1  !�"�����&��*� multigene family 

 

6. B�������*�!���7/;���
#	����'����� U6 snRNA ���*��*7�%�� G �	

�% #��� �� ��� 

�*��*7���7��9��!	����/�� !/���� ����'% 
�7 ��F^7 :	�*�O� Reverse transcription PCR 

��*%� ��� U6 snRNA#����+
#	���9$��*��*79��9&����9	#�� 
#	�*%� U6 snRNA ��	!�"�

�������$%� house keeping gene 
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7. :��:�!���;'����� U6 snRNA #����+�&�����
�����
#	���� short hairpin RNA �	
��

#��#��	 RNA polymerase III 9���	
�����*�%������
���� 
#	��/
!/L�*%� :��:�!���;'����� 

U6 snRNA 9���	
�������������������#����+�&�����
��7:���;����������!9��������L��

	�*�;�7�7��* /���!�����������
������O$����'������
����!���������������9&����'��

���������
�����%����	
 

 

8. :��:�!���;'����� U6 snRNA 9���	
�������
�����%��7#����+�&�����
��7:���;�����

����
������O$����'��������K���!�"����9�����*��#&���Q9��!���[����	
  

 

9. ���*�!���7/; Genome Blastn :	���
'
��=��&�	����*���:��9	;��#%*�'�� PSE 
�7 coding 

region 9&��/
����� U6 snRNA ��� 1 ���	����:��'������
���� (U6-4) ���#����+#�$��	


*%�����:��'������
��������� U6 snRNA 9���/�	 4 ���	9��
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ABSTRACT 

We have characterized three U6 snRNA genes in zebrafish and randomly 

designated them as U6-1, U6-2, and U6-3.  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 the Drosophila and Xenopus U6 snRNA genes.  The upstream regulatory sequences 

were located based on their conserved position relative to the transcription start site.  

Furthermore, we speculate that the “CCAAT box” functions 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.  Three U6 snRNA 

genes are functionally expressed in various tissues.  All three putative promoters were 

able to transcribe short hairpin RNA (shRNA) in zebrafish cell extracts.  Our findings 

demonstrate that these putative promoters have the potential to be used for vector-

based RNA interference (RNAi) 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 carp, suggesting 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, demonstrating that there are four 

different types of zebrafish U6 snRNA genes. 
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INTRODUCTION

Recently, the zebrafish (Danio rerio) has become the most popular vertebrate 

used as a genetic model for developmental biology studies, models of human disorders, 

and drug discovery research (Hertog, 2005; Bryson-Richardson et al., 2007; Kari et al., 

2007).  The short life cycle provides a number of embryological and experimental 

advantages.  Moreover, zebrafish are easy to maintain and breed.  The zebrafish is 

expected to have roughly the same number of genes in its genome as the human 

(Postlethwait et al., 2000).  It was found that the zebrafish genome contains about as 

many transcripts including expressed sequence tags (EST) and microarrays as the 

human genome assembly (Dahm and Geisler, 2006).  In addition, the zebrafish 

genome is fully sequenced and mapped, and this information is available to the 

scientific community at (http://zfin.org).  As a result, there has recently been more 

scientific focus on developing various genetic tools and methods that can rapidly 

elucidate gene function.  Gene knockdown (GKD) technologies using antisense 

morpholino oligonucleotide (MO) and small interfering RNA (siRNA) have been 

widely used for gene function analysis in zebrafish (Nasevicius and Ekker, 2000; 

Dodd et al., 2004).  However, these techniques lead to transient loss-of-function 

phenotypes, which are only applicable for investigating gene function during 

embryogenesis.  Additionally, the loss-of-function phenotype is not transmitted to 

subsequent generations.  Thus, vector-based expression of short hairpin RNA 

(shRNA) that can provide constitutive, sustained GKD effects in zebrafish is needed to 

expand the knowledge of genes with redundant functions. 

In order to mediate long-term gene silencing effects in zebrafish, a DNA-based 

construct that stably synthesizes shRNA from either the RNA polymerase II or III 

promoters is required.  RNA polymerase III (Pol III) systems naturally promote 


