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研究成果の概要：イネ栽培過程において最も強く低温による障害をうける出穂前の葯および花
粉における SuperSAGE 法を用いた網羅的な遺伝子発現解析を試みた。耐冷性の強い品種ひとめ
ぼれと弱い品種ササニシキの穂ばらみ期の植物体を各々28℃および 15℃で 1 日間処理し、各試
料の凍結切片から葯組織、花粉を各々レーザーマイクロダイセクション装置を用いて単離し、
RNA 抽出を行った。抽出した RNA は増幅を行った後に SuperSAGE 法による遺伝子発現解析に供
試した。これらの試料での解析を行うに当たって近年に急速に進歩した次世代 DNA シークエン
サーを活用した SuperSAGE 法の確立を行った。454 社の機器を用いた SuperSAGE 法を確立後に
花粉等の試料の遺伝子発現解析を実施して 10 万タグ以上の花粉および葯壁の遺伝子発現情報
を収集した。花粉については低温処理区との発現データ比較により低温応答性遺伝子候補を多
数見出した。また DNA マーカー探索のために独自にイネインド型品種の全ゲノム配列解析を実
施して SNPs 情報を収集した。これらの情報を組み合わせて耐冷性プロモーター、マーカーの同
定を進めている。 
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１．研究開始当初の背景 
 耐冷性は我が国におけるイネ育種の最も

重要な育種目標の一つであり、耐冷性品種の

育成を促進するためには、本申請課題で述べ

るような遺伝子組み換えによる分子育種の

導入および DNAマーカーを利用した交雑育種

技術の確立が必要である。 

このような研究の実施において申請者が開

発した SuperSAGE 法(Matsumura et al., PNAS, 
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2003)の活用は独創的かつ有効な方法である

と考えた。 
 
２．研究の目的 
イネ耐冷性品種の分子育種および交雑育種

の効率化を目的として、網羅的な遺伝子発現

解析法 SuperSAGEにより組織特異的な低温応

答性の遺伝子群を同定し、それらの遺伝子の

プロモーターの単離ならびに多品種間にお

ける一塩基配列多型（SNPs）を解析する。こ

れらの解析により耐冷性分子育種に利用で

きる新規な組織特異的かつ低温誘導性の発

現制御が可能なプロモーターを複数単離す

る。さらに耐冷性形質と連鎖した SNPs をイ

ネ耐冷性育種における DNAマーカーとして利

用する。 
 
３．研究の方法 
 穂ばらみ期、開花期において最も低温障害

を受けやすい花粉における低温応答性の遺

伝子発現解析を行うため、耐冷性の異なる品

種（ササニシキ、雲冷 17 など）を 28℃で育

成し、穂ばらみ期から開花期にかけて低温恒

温水槽を用いて 19℃の低温処理を行う。穂ば

らみ期、出穂時、開花時の低温処理個体と非

処理の個体から葯を採取し、酢酸-エタノー

ル混合液で固定し、10％PBS-スクロース溶液

で置換後に包埋剤で-60℃で凍結包埋する。

包埋した試料は凍結ミクロトームを用いて

凍結切片を作成する。切片中の花粉細胞をレ

ーザーマイクロダイセクション装置を用い

て回収し、50 細胞程度の花粉試料から RNA を

抽出する。抽出した RNA（1ng 以下、バイオ

アナライザーを利用して正確に定量し RNAの

質を確認する）から T7 オリゴ dT プライマー

を用いて 2 本鎖 cDNA を合成し、これを鋳型

にして T7 RNA ポリメラーゼにより in vitro

転写を行う。In vitro 転写で増幅された RNA

からビオチン化したオリゴ dT プライマーで

cDNA 合成した後に制限酵素処理し、cDNA 末

端に T7 配列を持つリンカーをつなげる。こ

の DNA を鋳型にして再度 in vitro 転写で RNA

を増幅する。この 2段階の増幅で 1ng 以下の

RNA から数μg 以上の polyA RNA が得られ、

この増幅 RNA を以下の発現解析に供試する。 

 種子発芽期における低温応答性の遺伝子

発現解析を行うため、低温発芽能の異なる品

種（ササニシキ、Dunghan shali 等）の種子

を冠水条件下で 28℃および 15℃で発芽させ

る。播種後 1-3 日の発芽種子を採取し、RNA

を抽出する。抽出した RNA(3μg 以上の polyA 

RNA)を以下の SuperSAGE法を用いた遺伝子発

現解析に供試する。 

 SuperSAGE 法は cDNA（mRNA）中の特定の位

置から抽出した 26bp 断片（tag）を数千個以

上解析し、各 tag の頻度から tag の由来する

遺伝子の転写産物量を定量的に明らかにす

る方法である。この SuperSAGE による解析結

果を試料間で比較することにより、正確に各

遺伝子の発現量の差を捉えることができる。

つまり SuperSAGEは同時に数千種類以上の遺

伝子の発現量を定量的に解析することが可

能な方法である。同様な網羅的遺伝子解析法

であるマイクロアレイと比較して、

SuperSAGEはmRNAの絶対量を反映したデジタ

ルデータによる解析であり、全ての真核生物

において新規遺伝子の探索にも利用可能で

ある、という 2点において優れている。 

 さらに最近の技術進歩により次世代 DNAシ

ークエンサーと呼ばれる安価に大量の DNA配

列解析を実施できる装置が利用できるよう

になった。本研究でもいち早くその技術を取

り入れて花粉、葯組織などの SuperSAGE 解析

に活用して従来よりも 10 倍以上データ量の

遺伝子発現解析を実施した。 
 
４．研究成果 
イネ栽培過程において最も強く低温による



障害をうける出穂前の葯および花粉におけ

る SuperSAGE 法を用いた網羅的な遺伝子発現

解析を試みた。耐冷性の強い品種ひとめぼれ

と弱い品種ササニシキの穂ばらみ期の植物

体を各々28℃および 15℃で 1日間処理し、そ

の葯を凍結切片作成用に固定、包埋した。各

試料の凍結切片から葯組織、花粉を各々レー

ザーマイクロダイセクション装置を用いて

単離し、RNA 抽出を行った（図 1）。抽出した

RNA は Agilent バイオアナライザーを用いて

その quality および量を評価して RNA 増幅に

供試した（図 1及び 2）。RNA 増幅法では増幅

バイアス（偏り）が大きな問題であるため、

それらを従来法より抑制し、かつより微量な

RNA からも確実に増幅できる技術の改良を行

った。この技術により、単一の花粉細胞から

でも SuperSAGE 解析が可能となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図 1 レーザーマイクロダイセクションを用
いたイネ葯組織からの花粉、葯壁の回収と
RNA 抽出 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
図 2 レーザーマイクロダイセクションで回

収した組織、細胞からの RNA を増幅、
SuperSAGE 解析まで行う手順 
 
 上記の花粉、葯組織の試料の SuperSAGE 解

析を行う前段階に当たって次世代 DNAシーク

エンサーを活用した SuperSAGE法の確立を行

った。米国 454 life science 社の DNA シー

クエンサー（Genome sequencer-20；以下 GS20

と略）では、DNA 断片をクローニングするこ

となく直接解析を行い、DNA 一断片につき平

均 100 塩基の配列を一度に 20 万断片以上で

解析可能である。その結果、約 20Mbase の DNA

配列を読み取ることが可能である。この解析

技術を SuperSAGE に利用するため、従来行っ

ていた tagのライゲーションによる長鎖コン

カテマー形成およびベクタークローニング

をせずに ditag PCR 産物を直接シークエンス

解析に供試することとした。このような

ditag の直接シークエンス解析により、1 回

のシークエンスで 20 万以上の ditag すなわ

ち、40万tag以上が解析可能と推定できたが、

多くの SuperSAGE解析の利用場面ではこれだ

けの tag 数を必要とすることは少ない。つま

り、40万tagよりも少ないtag数であっても、

多くの種類の異なる試料のデータを得られ

る方が有益な場面が多いと考えられた。そこ

で、1 回のシークエンスで複数試料の ditag 

PCR 産物を解析しても後のデータ解析で試料

間の仕分けが可能なように、試料間で異なる

配列のリンカーおよび PCR primer を設計し

て用いることを試みた。実際には表 1に示す

ような 3塩基程度の配列が異なるリンカーを

4 組み合わせ（8 種類）を設計した。試験的

な解析試料として、全ゲノム配列情報を持つ

イネ 2 試料およびゲノム情報を持たない N. 

benthamiana2試料を用いて、RNA抽出を行い、

各々異なるリンカーを用いて SuperSAGE の

ditag 形成を行った。その後、各試料の ditag

について PCR を行い、1μgずつの PCR 産物を



得た後に、等量ずつ混合して 1回の GS-20 に

よるシークエンス解析に供試した結果、リン

カー配列情報で各試料のタグを仕分け可能

であり、各々の試料で数万から十万個以上の

タグを解析する事ができた（表 2）。 

 
表 1 SuperSAGE解析に用いたリンカー配列 

表 2  454 シークエンスによる複数試料の

SuperSAGE解析の結果 

 上述の花粉、葯組織からのRNA抽出と増幅、

および次世代シークエンサーを用いた

SuperSAGE 法の確立を受けて花粉、葯組織に

おける大規模な遺伝子発現解析を実施した。

実際には耐冷性の強い品種ひとめぼれの穂

ばらみ期の植物体を各々28℃および 15℃で 1

日間処理し、その葯を凍結切片作成用に固定、

包埋した。各試料の凍結切片から葯組織、花

粉を各々レーザーマイクロダイセクション

装置を用いて単離し、RNA 抽出を行い、さら

に増幅処理を行った RNA を用いて SuperSAGE

解析を行った。 

 その結果、非低温処理花粉で 140,072 タグ、

低温処理花粉で 137,212 タグ、低温処理の葯

壁組織で 151,864タグを解析する事ができた

（表 1）。これらのデータ中には各々40,000

種類のタグ配列が含まれており恐らく花粉

および葯壁で発現している全ての遺伝子を

モニターしていると予測できる。これらの

SuperSAGE データから花粉と葯壁で発現量に

差のある遺伝子を 20種類ほど選び RT-PCR で

発現様式を確認した結果、ほとんどの遺伝子

で SuperSAGE 解析と同様な結果が得られた 

 
表 3 花粉、葯壁における SuperSAGE 解析の結

果 

 

 
 この結果から本技術で花粉および葯壁特

異的な遺伝子発現を網羅的かつ正確に解析

する事ができた。 

 同様な解析により、ひとめぼれの 28℃処理

の花粉と 15℃処理の花粉の遺伝子発現を解

析、比較する事で低温応答の発現を示すと思

われる遺伝子候補を見出した。（表 4） 

 
表 4 28℃と 15℃処理の花粉の SuperSAGE 解

析の結果 

 
これらの結果を基に候補プロモーター単離

および耐冷性マーカー遺伝子の単離進めて

いる。 



 またさらに効率的かつ多数の花粉等にお

ける遺伝子発現解析を可能にする技術とし

てイルミナ社の次世代シークエンサーを活

用した SuperSAGE 解析法の確立を試みた。そ

の結果、花粉、葯組織を各々30 万タグ以上解

析した（論文投稿中）。これらのうち花粉で

の発現しているタグおよび低温応答性のタ

グ配列について遺伝子のアノテーションを

行った。それらアノテーションされた遺伝子

配列についてデータベースに登録されてい

るイネ日本型とインド型品種間での多型を

比較した結果、花粉で発現している遺伝子で

はアミノ酸置換を伴う多型が多いことが明

らかになった。同時にそれらの遺伝子のプロ

モーター領域の多型も解析している。データ

ベース中のインド型イネ品種のゲノム配列

情報は限られていることから、独自にインド

型イネ品種の全ゲノム配列を次世代シーク

エンサーにより解析し、配列多型情報を収集

した。それらのデータと品種日本晴のゲノム

配列との比較の結果、多くの配列多型を見出

すことができた。それらの多型、花粉での遺

伝子発現情報を組み合わせて耐冷性識別マ

ーカーの同定を実施中である。本研究による

デジタル遺伝子発現情報とゲノム配列情報

を組み合わせて育種への利用を目指した多

型（マーカー情報）を収集する解析戦略を確

立できた。 
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