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研究成果の概要（和文）：植物や動物などの多細胞生物が、生活を営み、生長するしくみを理解する手段として、生体
内の臓器や組織の遺伝子発現解析は重要なアプローチです。そこで我々は、植物体内の遺伝子発現分布を、詳細に解析
する技術を開発しました。生きたままの植物体から、興味のある部分の微小組織片（約0.1mm）を、微細なニードルを
用いて正確に採取し、その微小組織片の遺伝子発現を網羅的に解析することが可能です。我々は、モデル植物であるシ
ロイヌナズナの４日齢の若芽について、その生長点（茎頂）部分を50μm間隔で解析し、生長点周辺の遺伝子空間分布
を調べることに成功しました。

研究成果の概要（英文）：Cell and tissue-specific gene expression profiles are important for understanding 
how multicellular organisms function and develop. We report a novel, highly reliable position-specific 
gene expression profiling method developed for plants. It consists of an automatically dissecting system 
with a narrow, sharpened needle coupled with an optimized protocol to synthesize a high-quality cDNA 
library on magnetic beads using a single micro-sample. Using this method, gene expression patterning and 
clustering at successive 50-μm intervals was demonstrated in the shoot apex of a 4-day-old Arabidopsis 
seedling.

研究分野：ＤＮＡ等生体関連物質計測
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)基礎医学やバイオテクノロジー分野にお
いて、生命体の最小単位である細胞を１つの
生命システムと捉え、個々の活動や、その集
団的な動態などを把握する事により、これま
での「平均量での評価」では解明できなかっ
た新しい現象・機能を解明する試みが活発化
していた。また、個々の細胞の遺伝子状態を、
１細胞レベルで解析し、細胞の状態や細胞間
相互作用の理解に活用するニーズが高まっ
ていた。 
 
(2)我々は、１細胞に分離したヒト細胞を用い
た高効率の cDNA ライブラリー合成技術を
確立していた（文献①）。 
 
(3)植物を対象に、組織ごとに分離した遺伝子
発現解析が試みられていた（文献②）。しか
し、植物の遺伝子解析は、以下の課題が存在
する。 
①細胞が細胞壁により結合しているため、

１細胞化が難しい。 
②細胞壁が遺伝子抽出の障害となり、遺伝

子回収率が低下する。 
③細胞内の液胞に遺伝子分解酵素が多量

に存在し、破壊的刺激により液胞が破裂する
と、分解酵素が細胞内に染み出す。そのため、
細胞内の遺伝子（mRNA）が分解されやすい。 
 
２．研究の目的 
(1)植物体の組織ごとに分離した遺伝子発現
解析を、高感度に解析するためには、以下の
技術が必要である。 
①分解能として、数十細胞レベルの微小組織
片を、確実に植物体より採取する技術。 
②採取した組織片より、高効率で遺伝子を抽
出する技術。 
③液胞内の遺伝子分解酵素の影響で生じて
しまう遺伝子分解を抑制し、高感度に遺伝子
解析を行う技術。 
これらの技術を統合し、植物体の遺伝子発現
分布解析技術の確立を目的とした。 
 
(2)さらに、開発した技術を、植物生理学研究
に応用し、植物の環境感覚を解明する共同研
究を実施することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 植物体からの微小組織の採取では、採取
時の刺激で遺伝子分解が開始されるため、迅
速な採取と分解酵素の失活が必要である。そ
こで、以下の技術を開発した。 
①内径 0.13mm の組織採取用ニードルを用
いる微小組織片採取技術を開発した。ニード
ルによる組織の採取は、目的の部位について、
迅速に操作できることが特徴である。組織片
が確実に採取できる先端形状を検討すると
共に、顕微鏡観察で目的の部位から正確に組
織片が採取できる装置を試作した。 
②組織の破砕と遺伝子回収時に、遺伝子分解

や損失が極力少ない cDNA 合成プロトコル
を開発した。 
③得られた cDNA を鋳型とする一括増幅技
術と、大規模シーケンサーを利用し、微小組
織片の網羅的遺伝子発現解析プロトコルを
確立した。 
 
４．研究成果 
(1)開発した微小組織片採取ニードルを図１
に示す。ニードルは、サイズ：外径 0.26mm，
内径 0.13mm で、４つの突端を有することが
特徴である。ポンチの様な円筒状の先端では、
ニードル貫入時に植物体が裂けることが多
く、組織片の採取成功率が低い。一方、この
４つの突端を有するニードルでは、ニードル
貫入時に４点で同時に切断が開始されるた
め、組織片が確実にニードル内に採取される。
これにより、約 130μm の微小組織片を、確
実に採取することが可能となる。シロイヌナ
ズナの子葉を用いた評価では、得られる組織
片の大きさのバラつきは、約 9.7%（標準偏差）
であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．組織採取ニードル 
 
(2)植物体を顕微鏡観察し、部位を選択して
採取する微小組織採取装置を試作した。図２
は、装置外観写真である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．微小組織採取装置 
装置は、ビデオマイクロスコープ①、波長
510nm の単色 LED リング照明②、X-Y ステー



ジ③、切片採取用ニードル④、組織片回収用
チューブホルダ⑤、洗浄液ホルダ⑥、組織採
取ステージ⑦、および制御コントローラー⑧
で構成される。植物体を組織採取ステージ⑦
に乗せ、ビデオマイクロスコープ①で確認し
た後、制御コントローラー⑧で採取実行命令
を選択すると、採取ニードルが自動で動作し
て、組織片の採取とチューブへの回収を自動
的に実行する。採取後のニードルは、洗浄液
で洗浄することで、キャリーオーバーによる
コンタミを防止する。図３は、試料として４
日齢のシロイヌナズナの若芽を用いて、その
茎頂部分の組織採取を行った例である。この
採取装置は、組織採取から回収までを、約 15
秒で完了させることが可能であり、遺伝子の
分解を最小限に抑えること可能である。また、
採取場所の誤差は、約 10μm であった。 
 
 
 
 
 
 
 
図３．組織採取例（左：採取前、右採取後） 
 
(3)採取した組織片より mRNA を回収し、cDNA
ライブラリー合成を行うプロトコルを開発
した。試料処理工程の概略図を、図４に示す。
手順は、以下の通りである。植物体の任意の
部分より組織片を採取し①、PCR チューブに
回収する②。回収の際、チューブ内に予め用
意した核酸分解酵素抑制試薬（Buffer RLC, 
Qiagen）の液滴に回収する。その後、液滴を
液体窒素で凍結し、ペッスルで完全に破砕す
る③．その後、ペッスルに付着した試料を、
遠心器によりチューブ内に再回収する④。回
収した試料を、PCRチューブ内で cDNA 合成す
れば、cDNA ライブラリーを得られる⑤．なお、
cDNAライブラリー合成は、文献①の技術を用
いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４．試料処理工程の説明図 
 
我々の技術では、採取から液滴に回収して凍
結するまで、15秒で完了する。そこで、シロ
イヌナズナの子葉を用いて、採取から凍結ま
での時間を変化させて、cDNA として得られる
遺伝子量（代表として、TUB2（AT5G62690））
を比較する実験を行った（図５）。これより、
組織片採取時の刺激によって遺伝子分解が
誘引されること、およびその分解により、

cDNA 量が指数関数的に減少することが明ら
かとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５．遺伝子分解の影響 
 
(4)得られた cDNA ライブラリーを鋳型とし、
一括増幅を行うことにより、大規模シーケン
サー解析用サンプルを得る。一括増幅は、文
献③，④の技術を応用した。そこで、以下の
応用研究を行った。光や温度の生活環境が、
植物の生育に及ぼす影響を解析することは、
本学術の主要なターゲットである。また、植
物の生育は、その生長点である茎頂分裂組織
が重要な組織となる。そこで、開発した技術
を用いて、茎頂組織付近の遺伝子状態を空間
的に解析する実験を行った。４日齢のシロイ
ヌナズナは、直径約 0.2mm程度の若芽である
が、生長著しい時期に相当する。また、若い
ため、個体差が小さく、比較しやすい。そこ
で、図６に示す様に、茎頂部分において、鉛
直方向に 50μm毎ずらした採取位置を設定し
て、組織片を採取し、得られた組織片の網羅
的遺伝子発現解析を行った。図中、位置(3)
が、茎頂分裂組織が存在すると想定される位
置である。なお、４日齢のシロイヌナズナに
おける茎頂分裂細胞組織の大きさは、約 70
～130μm と報告されている。また、茎頂以外
の組織として、胚軸(7)、および子葉中心(8)
の組織も同時に比較した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６．茎頂分裂細胞付近の採取位置 
 
茎頂部分６ヶ所、及び胚軸と子葉中央の合計
８ヶ所の微小組織片について、網羅的遺伝子
発現解析を行い、場所ごとの遺伝子発現分布



を比較した。その結果、８ヶ所の組織片の何
れかで、発現量の平均値が 20RPKM 以上で且
つ変動係数（CV）が 0.4以下の遺伝子は、3,795
個存在した。図７は、3,795 個の遺伝子につ
いて、クラスタリング解析を行った結果であ
る（６クラスター）。クラスター解析は、
gCLUTO（文献⑤）を用いた。まず、クラスタ
ー３は、茎頂の上部、すなわち葉原基に特異
的な遺伝子群である。また、クラスター１お
よび４は胚軸、クラスター２は子葉に、それ
ぞれ特異的な遺伝子群である。一方、茎頂組
織に特異的な遺伝子群は、クラスター５に分
類された。これより、茎頂分裂組織に関与す
る可能性のある複数の遺伝子を抽出するこ
とが出来た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図７．発現遺伝子のクラスター解析 
 
また、この８種の組織片について、遺伝子発
現パターンから試料の相同性を評価した結
果が図８である。P1～P6 は、発現パターンが
近い組織片が構成する山であり、２つの山の
距離はそれらの山の相同性を示している。ま
た、各山を構成している遺伝子の内訳を、旗
で示した。例えば、P2 の山は、位置(3)の組
織片の４／７と、位置(1)の 1/6 および位置
２の 2/6で構成されていることを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図８．発現パターンによる相同性評価 
 

この結果、位置(3)の組織片の過半数は P2の
山に属するため、P2 の山の遺伝子発現パター
ンは茎頂に特徴的であると推定されるが、位
置(1)および位置(2)の組織片の一部も、その
パターンに近い遺伝子発現分布を示したこ
とがわかる。逆に、P1の山の遺伝子パターン
は、位置(1)および位置(2)に特徴的な発現パ
ターンを有しているが、位置(3)のうち 2/7
は近い発現パターンを示したことがわかる。 
本学術研究で開発した解析方法を用いるこ
とにより、遺伝子発現の空間分布解析や、そ
の発現パターンのクラスタリング解析が可
能である。今後、生活環境の異なる植物間で
の比較や、刺激に対する遺伝子発現応答の組
織及び場所による違いなどを、比較解析する
ことが可能であり、応答メカニズムの解明に
大いに役立つと考えている。現在、いくつか
の共同研究を推進しており、その成果として、
文献⑥および⑦を報告している。 
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