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研究成果の概要（和文）：遺伝子組換え技術は、短期間で大きな改良効果が期待できるために樹

木の育種には効果的な手法と考えられる。しかし、組換え樹木からの種子や花粉による遺伝子

拡散が懸念されている。本研究では種子形成を抑制する雌性不稔化の基盤情報として、スギの

雌性生殖器官で発現する遺伝子情報を蓄積することを目的とした。まず、スギの胚珠を単離し、

RNA を抽出する技術を開発した。次に胚珠で特異的に高発現する遺伝子群のライブラリーを作

製し、次世代シーケンス解析を行った。これらの結果、胚珠で特異的に高発現する遺伝子を特

定することに成功した。本研究成果は、遺伝子組換えにより作製した雄性不稔化スギからの種

子による遺伝子拡散防止技術の開発に活用できる。 
 
研究成果の概要（英文）：Genetic engineering is a powerful tool for tree breeding with 
achievement of large genetic gain in short time. However, dispersal of transgenes by 
pollen or seeds should be prevented. In this study, expression genes in Cryptomeria 
japonica female reproductive organ was profiled through steps as follows: 
micro-dissection of micro tissues, ovule, and RNA extraction from the tissue; next 
generation sequence of ovule- specific suppression subtractive hybridization library; 
identifications of the ovule specific genes. Our results will be used for female 
sterilization of no-pollen C. japonica that have been produced by genetic engineering. 
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１．研究開始当初の背景 
 スギ花粉症対策として雄性不稔化遺伝子
組換えスギの作製を進めている。これを実用

化するためには、種子による組換えスギから
の遺伝子拡散を防止するための雌性不稔化
を行なうことが必要である。 
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２．研究の目的 
 遺伝子組換えによりスギを雌性不稔化す
る技術の開発を最終目的とする。そのために
は、胚珠等の雌性生殖器官の分化に必須の遺
伝子をノックアウトする、雌性生殖器官で細
胞致死遺伝子を特異的に発現させる等、雌性
生殖器官の分化を阻害する方法が考えられ
る。これらの手法をとるためには、スギの雌
性生殖器官で発現する遺伝子の収集とその
機能解析が必要となる。 
 
３．研究の方法 
（１）スギの雌性生殖器官からの RNA 抽出 
 ジベレリン水溶液の噴霧処理を行い、雌花
の着花誘導を行った後、９月上旬に形成され
た分化途中のスギの雌花を採取し、植物試料
として用いた。 
 顕微鏡下で組織切片にレーザーを照射し
て、微小組織を切り出す方法であるレーザー
マイクロダイセクション（LMD、文献１）を
検討した（図１）。切片の作製は以下のよう
に行った。まず、採取した試料を、アセトン
または Farmer’s 固定液（エタノール:酢酸
=3:1）を用い、氷上で 2時間脱気後、4℃で
一晩撹拌しながら固定した。さらに、4℃で
一晩、撹拌しながら 10%ショ糖溶液で置換し
た。置換した試料は、川本法（文献２）によ
り凍結切片を作製した。すなわち、液体窒素
で冷却したヘキサン中で凍結包埋剤（SCEM, 
Leica）に包埋・凍結させ、LMD 用 Cryofilm
（Leica）を試料表面に接着後、凍結ミクロ
トーム用いて 10 μm 厚の雌花組織切片を作
製した。切片を接着させた Cryofilm は、100%
エタノールに 10 秒間浸漬し脱水後、風乾し
てからフォイル付きフレーム（フォイルを除
去しフレームのみを使用, Leica）に貼付け
た。LMD による胚珠組織の単離は、LMD6000 
(Leica)および LMD7000 (Leica)を使用し、切
片を接着した面が上を向くようにフレーム
を顕微鏡ステージにセット後、レーザーによ
り切断した組織はチューブキャップへ捕集
した。単離した組織からの RNA 抽出は
PicoPure RNA Isolation Kit（Arcturus）を
用い、Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent 
Technologies）により定量と品質を測定した。 
 また、組織をドライアイスで凍結させ、凍
結状態で目的組織を取り出す方法であるク
ライオマイクロダイセクション（CMD、文献
３）も検討した。採取した雌花を挟み込むよ
うにドライアイスを置き、実体顕微鏡下で雌
花の苞鱗をピンセット等で除去し、胚珠を露
出させた（図２）。胚珠を単離後に、RNA を抽
出し、Bioanalyzer により定量と品質を測定
した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ レーザーマイクロダイセクション（使
用した装置は LMD7000）によるスギの珠心の
切り取り 
上左, スギの雌花：上右, 雌花の縦断面切
片: 下左, 上右の囲み部分の拡大図: 下中
央, 胚珠のうちの珠心部分のみを切取った
後の様子: 下右, 切取られた珠心 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ クライオマイクロダイセクションに
よる胚珠の単離 
左, サンプルとドライアイスの配置: 右, 
苞鱗を除去し、露出させた胚珠 
 
（２）スギ雌性生殖器官発現遺伝子のシーケ
ンス解析 
 10 月下旬に採取した雌花より、クライオマ
イクロダイセクション法で胚珠を分離し、そ
れらより抽出した RNA から cDNA を合成した。
次にサブトラクション（SSH）ライブラリー
を作成した。SSH ライブラリーとは、テスタ
ーに含まれる cDNA よりドライバーに含まれ
る cDNA を差し引くことにより、テスターに
特異的に含まれる cDNA を収集する方法であ
る。テスターには胚珠の cDNA を、ドライバ
ーには栄養生殖組織（成木シュート先端、無
菌培養物のシュートと根、培養細胞（不定胚
形成細胞））の cDNA を用いた。PCR-Select 
cDNA Synthesis Kit (Clontech)によりサブ
トラクション反応させ、増殖した cDNA 産物
を次世代シーケンス解析（Roche GS-FLX 
Titanium ,1/16 regions）に、プラスミドベ
クターのサブクローンをサンガー法による
シーケンス解析に供した。 
 



４．研究成果 
（１）スギの雌性生殖器官からの RNA 抽出 
 本研究では、スギの雌花のごく一部の組織
である胚珠や珠心で発現する遺伝子の解析
が目的であり、これら微小な組織から RNA を
抽出する手法の確立を第一の目的とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ レーザーマイクロダイセクションで
単離した珠心から抽出した RNA（上）とクラ
イオマイクロダイセクションにより単離し
た胚珠から抽出した RNA（下）のバイオアナ
ライザーによる品質の比較(RIN 値の比較) 
両方法とも十分な品質の RNAを単離すること
ができた。 
 
 LMD では、凍結切片作成前に組織の固定操
作が必要とされる。そこで、固定液を検討し
た結果、アセトン固定組織から LMD による切
り出しを行う前に抽出した RNA は RNA 
Integrity Number （RIN）が 4.4 であり、RNA
の品質は悪かった。これに対し、Farmer’s
固定組織では 8.3 と高く、実用的品質である
ことが示された。このことより、以後の操作
では Farmer’s 固定液を用いることとした。
固定済みの雌花より凍結切片を作製し、
LMD6000 を用い、各種パラメーターを検討し
た結果、珠心を切り出すことに成功した。し
かし、抽出した RNA の RIN は 2.9 と低く、実
用的品質には至らなかった。これは、川本法
で用いた Cryofilm は一般的な LMD で用いる
フォイルよりも切断に強いレーザーエネル
ギーを必要とし、さらに、今回標的とした切
断領域も小さいため、切断時のレーザーによ
る RNA への障害が大きいと推測された。そこ
で、レーザーの強度が高く、鋭利に高速切断
が可能な LMD7000を用いて実施した結果、RIN
は 7.2 となり、LMD により実用的品質の RNA
を得ることができることを明らかにした（図
３）。また、CMD では単離した胚珠の RNA の
RIN は 8.7 であり（図３）、この方法により
単離した胚珠からも実用品質の RNAを抽出で
きることが明らかになった。 
 LMD と CMD を比較すると、LMD の方がより
小さい領域を単離することができることが
メリットであるが、操作が煩雑で十分な量の

RNA を抽出するためには多くの切片作製と組
織片の切り出しが必要であり、また高価な装
置が必要となる。一方、CMD は操作が単純で
特別な装置も不要であり、抽出される RNA の
品質も高い。本研究で注目する胚珠組織は、
苞鱗に包まれる突起状の組織であるために
凍結下で簡単に単離することができ、CMD 法
の方が有効であると考えられた。そこで、本
研究では CMD 法を採用することとした。 
 
（２）スギ雌性生殖器官発現遺伝子のシーケ
ンス解析 
 SSH法によるcDNA産物の次世代シーケンス
解析の実績はなかったために、シーケンス解
析を２種類の方法で行い、結果を比較した。
SSH ライブラリーの次世代シーケンス解析を
約 65,000 リードについて、また、サンガー
法による解析では約 1,000クローンについて
行った。各解析結果の概要を表１と図４に示
す。まず、次世代シーケンス解析については
結果概要（表１）とリード長の分布図（図４）
が示すように、Qualityの平均値が34であり、
またリード長の平均値が 394bp、リード長の
ピークが約 500bpと解析に用いた装置である
GS-FLX のスペックにほぼ一致し、正常に解析
されたことが示唆された。また、SSH ライブ
ラリーは作製の過程で制限酵素による分断
を行っているため、複数の cDNA がコンカテ
マーを形成しているリードが幾つか存在し
ていた。そこで、ソフトウェア上でこれらの
リードを再度分割し、別々のリードとして使
用した。その結果、サンガー法による解析で
は 1,137 リード、次世代シーケンス解析では
およそ 76,000 リードが得られた。アセンブ
ルの結果、得られた unigene を構成していた
リード数の分布は、サンガー法と次世代シー
ケンス解析ともに多くが singleton であり、
リード数が 10 リード以下で構成される
unigene はいずれも 9 割程度以上と、次世代
解析でもサンガー法と同等の高いバリエー
ションと均一化された形で解析できている
ことが示された。以上のことから SSH ライブ
ラリーの次世代シーケンサーによるアンプ
リコン解析が正常に行われていると予想さ
れた。そこで、サンンガー法と次世代解析で
得られたリードを混合し、再度アセンブルし、
最終的に約 27,000 の unigene を得た。 
 
表１ 胚珠の SSH ライブラリーに含まれる
cDNA のシーケンス解析の概要 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 胚珠の SSH ライブラリーに含まれる
cDNA の次世代シーケンス（GS-FLX）解析にお
けるリード長分布 
 
 胚珠における発現量が高いと推定される
遺伝子の機能を推定するために BLASTX によ
る相同性検索と Blast2GO ソフトウェアによ
るアノテーション解析を行った。その結果、
雌花形成に関与すると考えられる class B な
どの MADS-box 様の遺伝子が複数存在した。
また、耐凍性、耐乾燥性に関与する遺伝子も
多く存在し、10 月下旬に採取した雌花の胚
珠では、MADS-box のような形態形成関与遺伝
子の他に、越冬に必要と考えられる遺伝子が
発現していることが示唆された。 
 また、Real-time RT-PCR により、発現の組
織特異性を解析したところ、解析した多くの
遺伝子は、胚珠での発現が高く、シュート、
根、培養細胞での発現量が低いことが確認さ
れた。このことより、組織特異的に発現する
遺伝子が SSH法により効率的に得られている
ことが明らかになるとともに、スギの雌性生
殖器官で特異的に高発現する遺伝子を特定
することができた。 
 現在、雌性生殖器官の分化段階別の発現遺
伝子の詳細な情報の集積を進めている。即ち、
雌性生殖器官の分化段階別(胚珠原基分化、
胚珠形成時期、雌花開花、雌性配偶子形成)
に雌花を採取した。クライオマイクロダイセ
クションにより雌花から単離した胚珠等か
ら RNA を抽出し、分化段階別の cDNA ライブ
ラリーを作製した。これらのライブラリーに
ついは、次世代シーケンス解析を行い、in 
silico での解析により雌性生殖器官で高発
現する遺伝子情報を収集することとしてい
る。 
 以上のようにスギの雌性生殖器官で特異
的に高発現する遺伝子を特定することがで
きた。また、現在進めている解析の結果と合
わせると、雌性生殖器官の分化段階別の発現
遺伝子やそれらの遺伝子が発現する期間（長
さ）などに関する情報も蓄積される。それら
を網羅的に解析し、スギの雌性不稔化に最適
な遺伝子を特定する。研究代表者らのグルー
プは遺伝子組換えによるスギの雄性不稔化
技術を既に開発している（文献４）。既開発
の雄性不稔化技術に本研究成果を利用する

雌性不稔化技術を組み合わせることにより、
両性不稔のスギ、即ち遺伝子拡散を防止した、
花粉を飛散しないスギを作製する技術が開
発される。 
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