
Ⅰ．はじめに

　近年，樹木においても遺伝子発現を網羅的に調べるトランスク
リプトーム解析が行われるようになってきており，信頼性の高い
結果を得るためには良質なRNAが必要である。しかし，クロマ
ツをはじめとする針葉樹には，フェノール類，テルペノイド，ポ
リサッカロイドなど多くの二次代謝物が含まれていることと，組
織がリグニン化していることからRNAの単離が難しい（6）。ま
た，RNA溶液にポリサッカロイド等が混入すると，RT−PCR
を阻害することが知られている（2）。一方，RNAはRNaseに
よって分解されやすいため，供試材料は採取後すぐに冷凍保存す
ることが望ましいが，樹木は採取するのが野外であることが多く，
それが困難な場合が多い。針葉樹から質の高いRNAを得るため
にはこれらの問題を解決しなければならない。
　そこで本研究では，ポリサッカロイド等を多く含むクロマツの
当年枝等からRNA抽出方法を検討した。これまでにテーダマツ
（Pinus taeda）の木部組織からRNA抽出に成功したとの報告の
あ る 塩 化 リ チ ウ ム 沈 殿 法（1，5）と，Concert Plant RNA 
Reagent（invitrogen，以下CPRRとする）を用いた２つの方法に，
いくつかの改良を試みた。また，供試材料保存液を用いた場合の
RNA抽出方法についても検討した。

Ⅱ．材料と方法

１．材料
　九州大学構内から供試材料として，クロマツ（Pinus 
thunbergii，以下マツとする）成木の当年枝と針葉，およびこれ
までの実験でRNA抽出が容易であるヨモギ（Artemisia 
princeps）の葉を用いた。供試材料の両面に付着したRNaseを
除去するためにRNaseZap Solution（Ambion）を用いた。
　供試材料保存液には，RNaseを不活性化し組織や細胞内の
RNAを安定化させるRNAlater（Ambion）を用いた。マツ当年
枝を５mm角に切断し保存液に浸漬した。保存液が供試材料組織
に十分浸透するよう４℃で一晩インキュベートした後，使用する
までの間−２０℃で保存した。

２．RNA抽出
①　塩化リチウム沈殿法（抽出方法−１）
　塩化リチウム沈殿法を用いたAlosi（２００３）の原法（1）に従い，
１/２０スケールで行った。４月に採取直後のヨモギの葉とマツ当年
枝各０．１５gを液体窒素で乳鉢を用いて粉砕した。酢酸カリウム濃
度を原法の １/３，２/３，１，４/３ 倍の４通りで抽出した。
②　CPRR原法（抽出方法−２）
　CPRR付属のSmall Scale RNA Isolationプロトコールに従い抽
出を行った。４月と１０月にそれぞれ採取した直後のマツの当年枝
と針葉，また４月のみヨモギの葉を試料として用いた。さらに追
加実験として，１０月に採取直後のマツ当年枝３サンプル（1A〜
1C）を用いて同様の操作を行った。供試材料は全て０．１g使用した。
③　CPRR改良法１（抽出方法−３）
　DNAとポリサッカロイド等を取り除くために抽出方法−２に
２つの操作を追加した。（１）抽出方法−２では１回だったクロ
ロホルム処理の回数を２回に増やした。（２）得られたRNA溶
液に対し １/３ 量のHigh-Salt Solution for Precipitation （Takara；　
１．２M　塩化ナトリウム，０．８M　クエン酸ナトリウム；以下HSP
処理とする）を加え，イソプロパノール沈殿を行った（2）。１０
月に採取直後のマツ当年枝２サンプル（2A，2B）を試料とし，抽
出方法−２と抽出方法−３で，得られたRNAの比較を行った。
④　CPRR改良法２（抽出方法−４）
　保存液に浸漬保存させた供試材料についてもCPRR法でRNA
の単離が行えるか確認を行った。供試材料として，１０月に採取し
保存液に浸漬させたマツ当年枝６サンプル（3A〜3F）を用いた。
抽出方法−３の操作に加え，RNAの回収率を上げるため，イソ
プロパノール沈殿の際にEthachinmate（ニッポンジーン）を１．５
μl加えた。
　前述の４つの抽出方法で得られたRNA溶液の一部を１％アガ
ロースゲルで電気泳動し，RNAの質を目視で評価した（3）。そ
れに加えて，CPRR法（抽出方法−２，３，４）で得られたRNAは，
Lane ＆ Spot Analyzer ６．０（アトー）を用いて，泳動像からDNA
とリボソームRNA（２８S，１８S）のバンド蛍光強度を測定し，抽出
された核酸量のうちDNAが占める割合（DNA混入率）を推定し
た。また，ND-１００ Spectrophotometer（NanoDrop Technologies）
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で核酸濃度，A２６０/A２８０比とA２６０/A２３０比を測定した。

Ⅲ．結果と考察

　酢酸カリウム量の異なる４通りの塩化リチウム沈殿法（抽出方
法−１）を用いて，採取直後のマツ当年枝とヨモギの葉から
RNA抽出を行った。得られたRNAの泳動像より，ヨモギでは酢
酸カリウムの量が増えるほどRNAの収量が減少したのに対して，
逆にマツでは増加した（図− １A，B）。このヨモギとマツの違い
は，植物種や組織によってポリサッカロイドの量など，細胞中の
成分組成が異なるためだと推定された。原法の高濃度の酢酸カリ
ウムは，ポリサッカロイド等の含有量の高い植物から不純物を除
去しRNAの収率を挙げるために用いられている（1，4）。そのた
め，ポリサッカロイド等の含有量の高いマツでは酢酸カリウム量
が増えるに伴って，RNAの収量が上がったと考えられた。一方，
ポリサッカロイド等の不純物の含有量がマツよりも少ないと推定
されるヨモギの場合，高濃度の酢酸カリウムはRNA収量を減少
させたと思われた。また，マツでは１８Sに対して２８Sのバンド蛍
光が著しく弱く，RNAの分解が起こったと予想された。その理
由としては，組織に内在するRNaseに加えて，今回のように野
外から採取した試料を用いた場合にはRNaseの混入が多かった
ことが考えられた。また，この塩化リチウム沈殿法は操作が複雑

で使用する試薬が多いこと，全行程に２日間かかることから，操
作の途中でRNaseが混入するリスクも大きいと考えられた。塩
化リチウム沈殿法で用いたRNase阻害剤では，これらRNaseの
働きを抑えることができなかったと推定された。さらに，DNA
の混入も多いことから，この方法によるマツ当年枝からの良質な
RNAの抽出は難しいと考えられた。
　そこで，CPRR付属のプロトコールに従ったRNA抽出を行っ
た。この方法は，全行程を約半日で終えることができ，また塩化
リチウム沈殿法に比べステップ数が少なく操作が簡便であること
からRNaseの混入が少ないと考えられた。抽出方法−２を用い
てヨモギとマツ（共に４月採取）からRNA抽出を行ったところ，
抽出方法−１を使用した場合とは異なり，劣化の少ない良質な
RNAが得られた（図−2A）。これはCPRR溶液に，十分な
RNase阻害剤が含まれているためだと推定された。マツ針葉と
当年枝については，泳動像からはDNAの混入も確認できなかっ
た。１０月採取のマツ針葉と当年枝から同様の方法で抽出を行った
ところ，針葉からはDNAの混入の少ないRNAが得られたが，
当年枝ではわずかであるがDNAの混入がみられた（図− ２B）。
このことは，マツ当年枝３サンプル（1A〜1C）を用いた分析で
も確認された（表−１）。Lane ＆ Spot Analyzer ６．０を用いて３
サンプルの泳動像から核酸量を定量したところ，当年枝基部断面
積における木部面積が占める割合が高いほど、DNA混入率が高
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図−１．抽出方法−１で単離したRNAの泳動像
（A）採取直後のヨモギの葉のRNA

１−４；それぞれの酢酸カリウム濃度
を原法の１/３，２/３，１，４/３ 倍で抽出

（B）採取直後のマツ当年枝のRNA
１−４；それぞれの酢酸カリウム濃度
を原法の１/３，２/３，１，４/３ 倍で抽出

M；１００bp DNA ladder

表−１．抽出方法−２を用いて単離されたマツ当年枝のRNA
A２６０/A２３０比A２６０/A２８０比DNA混入率（％）核酸量（ng）木部面積の割合＊サンプル名

０．６２．１３６．３２０７７０．５６１Ａ
２．２２．１１３．１４７４２０．４８１Ｂ
１．９２．２５．６１１４４０．２７１Ｃ

＊：枝の基部断面積で木部面積の占める割合

表−２．マツ当年枝からのRNA抽出方法の比較
A２６０/A２３０比A２６０/A２８０比DNA混入率（％）核酸量　（ng）抽出方法サンプル名

１．２１．９１５．８２２７８０２
２Ａ

２．９２．１　３．８　１８９３３
０．９２．０１７．４　８５２９２

２Ｂ
２．１２．１１１．０　６３９９３

図−２．抽出方法−２で単離したRNAの泳動像
（A）４月に採取したサンプル
　　１；採取直後のヨモギ
　　２；採取直後のマツ針葉
　　３；採取直後のマツ当年枝
（B）１０月に採取したサンプル
　　１；採取直後のマツ針葉
　　２；採取直後のマツ当年枝
M；１００bp DNA ladder



かった（表−１）。これは，４月の針葉のまだ伸びていない当年枝
では代謝が活発であった細胞が，その後，代謝が鎮静化し，１０月
では相対的にDNAの割合が高くなった可能性が示唆された。ま
た，DNA混入率の高かったサンプル １Aでは，A２６０/A２３０比の
値は０．６と低くかった（表−１）。低いA２６０/A２３０比の値は，ポ
リサッカロイドの混入を示唆している（6）。
　抽出方法−３では，DNAやタンパク質を取り除くためにクロ
ロホルム処理の回数を増やし，ポリサッカロイド等を取り除くた
めにHSP処理を追加した。その結果を表−２に示す。抽出方法
−２に比べて抽出方法−３におけるサンプル ２Aとサンプル ２B
のDNA混入率はそれぞれ１２．０％と６．４％減少し，A２６０/A２３０比
はそれぞれ１．７と１．２上昇した。このことから，得られる核酸量は
減少したものの，マツ当年枝においてDNAやポリサッカロイド
等の混入が少ない良質なRNAの単離には，この２つの操作が有
効であることが示唆された。A２６０/A２８０比も２．０程度であること
から，タンパク質等の混入も少ないと考えられた。
　保存液に浸漬したマツ当年枝の６サンプル（3A〜3F）につい
ても，抽出方法−４を用いて良質なRNAの単離に成功した。泳
動像からはDNAの混入は認められず，A２６０/A２８０とA２６０/A２３０
の平均値はそれぞれ２．２と１．９を示した（図−３，表−３）。これに
より，保存液を使用した場合でもCPRR法によって良質のRNA
の単離が可能であることが確認され，冷凍保存やRNA抽出が採
取後すぐに行うことのできない野外のサンプルについてもRNA
分析が可能なことが確認された。

Ⅳ．まとめ

　マツ当年枝からRNA抽出を行う場合，RNA回収率を高めると
ともに，DNAとポリサッカロイドの混入を減らす必要がある。
CPRR原法に，クロロホルム処理の回数を２回に増やすことと
HSP処理を追加することにより，種々のRNA分析に使用可能な
良質なRNAを得ることが可能になった。また，保存液に浸漬さ
せたサンプルであってもCPRR法を用いた抽出が可能であること
が確認された。
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図−３．抽出方法−４で単離したRNAの泳動像
１；１０月に採取したマツ当年枝を保存液

に浸漬したサンプル３FのRNA
M；１００bp DNA ladder

表−３．抽出方法−４を用いて単離した保存液に浸漬したマツ当
年枝のRNA

A２６０/A２３０比A２６０/A２８０比核酸量　（ng）サンプル名

１．９２．１２８１２３Ａ

１．９２．２１００２３Ｂ

２．１２．２２１１５３Ｃ

１．６２．１　３７４３Ｄ

２．２２．２２７８２３Ｅ

１．８２．３１２１５３Ｆ

１．９２．２１７１７平均値


