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はじめに

　この度は、大変栄誉ある賞を頂き、誠にありがとう

ございました。今回の受賞対象となった研究内容は、

極めて基礎的なものであるにも関わらず評価を頂き、

推薦頂いた林木育種センター星比呂志育種部長、秋田

県立大学木材高度研究所の高田克彦教授および選考

に携わって頂いた多くの先生方や学会会員の皆様に

も重ねて御礼申し上げます。また、このような機会を

得られましたのも、本研究の共同研究者である九州大

学の渡辺敦史准教授、森林総合研究所組織材質研究室

の藤原健室長をはじめ、職場である林木育種センター

育種部の皆様のお引き立てによるものであり、この場

を借りて心より御礼を申し上げます。本稿では、本受

賞研究を報告したMishima et al.（2014）から一部を引

用する形で報告させて頂きます。

研究の背景

　スギの育種を進めるうえで、材質形質は最も重要な

育種目標の一つであり、これまで森林総合研究所林木

育種センターではスギ精英樹の材質に関わる諸形質

について評価し、材料の整備を継続して行っている。

これらの材料を背景に数年前からゲノム情報を利用

した早期選抜手法についても取り組んでいる。ゲノム

情報に関しては、近年のシークエンス技術の進展によ

る塩基配列取得の大量化、高速化かつ低価格化とそれ

に伴う解析手法の進展により、樹木の分子育種につい

ても着手が容易になった。

　既に約10年前からPinus、Populus、Picea等の主要

な育種対象樹種で材形成に関わる発現遺伝子（EST：

Expressed Sequence Tags）の配列情報の集積とその発現

パターンに関する研究行われてきている（Allona et al. 
1998；Sterky et al. 1998；Pavy et al. 2008）。また、P.radiata
の6-7年生の材質形質の異なる若齢木間における剛

性に関わる候補遺伝子の発現量の違いを網羅的に

明らかにした報告もされている（Li et al. 2011）。一

方スギにおいては、ForestGen （Forest EST and Genome 
database）に内樹皮や辺材、Yoshida et al.（2012）による

白線帯（移行帯）のESTが登録されているにすぎない

うえ、材関連の遺伝子発現に関しては知見がほぼな

く、欧米での取り組みとは大きな開きがある。

　従って、材となる細胞を生み出す場となる形成層帯

から材関連の遺伝子の収集とその発現データの集積

を行った。

形成層帯からの網羅的な発現遺伝子情報の収集

　日立市にある林木育種センター場内に植栽されて

いる数クローンを対象として、１年にわたって形成

層を含む短冊状の木片を採取毎に同一クローンの別

個体から採取した。採取した木片を形成層帯付近で

割り、割った内側の両面を削ぎ落とした細胞 /組織を

RNA抽出に用いた。また、RNA抽出後のサンプル片

を顕微鏡観察し、用いた組織が師部と形成中木部（拡

大帯）を含む形成層帯であることも確認した。抽出

した通年のRNAサンプルを混合した後、標準化する

ことなく、次世代シークエンサー（Roche454）を利

用して発現遺伝子の塩基配列情報、約30万リードを

取得した。これらのリードをアセンブル後、平均長

1,069bpの14,616 isotigs （isotig：リードのアセンブル

の結果得られたcontigをさらに連結して得られた配
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列）と40,435singlets （singlet：オーバーラップ配列がな

く、アセンブルされなかったリード）の合計55,051の
配列を得た。取得した55,051配列は、既知のライブラ

リーとの塩基配列の類似性をBLAST検索により解析

した。その結果、ForestGen の登録配列と最も類似性が

高いことに加え、広葉樹であるPopulusよりも針葉樹

との類似性の方が高いという結果が得られた。また、

木部及び形成層に関する既知のライブラリーに限っ

て比較すると、今回取得した配列はForestGenの材関

連データよりも、むしろ既に良く知られているPinus、
Populus及びPiceaとの類似性の方が高かった。詳細な

（図を含む）、形成層帯からの網羅的遺伝子収集におい

ては、既に本学会誌3:167-172に記しており、原著論文

Mishima et al.（2014）も参照されたい。

形成層帯における遺伝子発現データの集積

　得られた配列から高発現していると考えられる

14,616isotigsに加え、ForestGenの既知の材関連データ

ベースの配列を加えて、18,082プローブを3-4反復し

た72Kマイクロアレイスライドガラスを設計した。

これらのマイクロアレイに成層帯の活動期における

細胞の変化を一通り捉えられるように3月24日、4月
27日、6月22日、8月27日、10月7日の5時期を選び

RNA抽出後、マイクロアレイ解析に用いると共に、形

成層帯の組織を観察した。の結果、18,082遺伝子中

10,380遺伝子が材形成期間に有為に異なる挙動を見

せた（p < 0.05，q < 0.2）。発現パターンは、形成層活

動開始時期及び材形成のピーク時に発現が上昇する

4,019遺伝子とそれとは反対に分裂の減少期及び成長

停止期に発現が上昇する6,361遺伝子の大きく2つに

分かれた。

　さらにそれぞれのパターンは、7ずつに細かく分

かれ、合計14のパターン（クラスター）に分割でき

た。各クラスターにおける全ての遺伝子の配列情報

は、COGs（clusters of orthologous groups）database に対

して、BLSTX検索により類似性を解析し、遺伝子の

機能を分類化した。その結果、形成層活動開始時期

及び材形成のピーク時に高発現すると考えられ、材

形成遺伝子としてよく知られている機能グループで

ある「炭水化物の輸送と代謝（Carbohydrate transport 
and metabolism）」、「細胞壁・膜組織等の生合成（Cell 
wall/membrane/envelope biogenesis）」や「 細 胞 骨 格

（Cytoskeleton ）」が材形成活動期に高発現するグルー

プに見られた。一方、分裂の減少期及び成長停止期で

は様々な環境状態に対する耐性や細胞プロセスに関

連すると考えられる「転写後の加工過程と修飾（RNA 
processing and modification）」、「 シ グ ナ ル 伝 達 機 構

（Signal transduction mechanisms）」や「防御機構（Defense 
mechanisms）」等の機能グループが顕著に認められた。

以上の遺伝子の発現データの集積においても本学会

誌3:167-172、原著論文Mishima et al. (2014)も参照され

たい。

発現遺伝子の季節変動

　得られた個々の遺伝子発現情報は、BLAST検索に

よる既知のデータとの比較により、機能グループに分

けられるのに加え、他樹種での報告と比較できる。本

パラグラフでは、原著論文内で取り上げた主にスギの

材形成に関連するいくつかの機能グループの遺伝子

の季節変動を取り上げる。　

細胞周期に関連する遺伝子群

　材形成においては、これらの遺伝子群の動態は、細

胞分裂のシグナル、成長開始のシグナルととらえる事

ができる。Druart et al.（2007）は、Populus tremula にお

いてArabisopsisで明らかとなった細胞周期に関連する

主要な80遺伝子の発現挙動を調べ、68遺伝子が同様

に発現している事を明にしている。スギにおいては、

これらの遺伝子のうち25遺伝子がマイクロアレイ上

に存在し、16遺伝子が3月から4月にかけての分裂初

期に高発現していた。また、Druart et al.（2007）は、分

裂初期の細胞分裂増大の観察結果と発現挙動が、一致

していないことから、前年度の分裂停止後からこれら

の遺伝子において転写調節が働いている事を示唆し

ている。今回のスギでの結果は、分裂直後のサンプル

を採取できていないため検証できないが、スギの成長

サイクルを詳細に理解する上で、形質からは判断でき

ない成長開始時期の特定がこの遺伝子群の挙動から

判断できる可能性がある。　

細胞壁形成関連遺伝子群

　これらの遺伝子群はおもにリグニン、セルロースお

よびマトリックス多糖類関連遺伝子群に分類できる。

リグニン関連遺伝子群については、リグニンの生合成

経路がその関連遺伝子と共にすでに明らかとなって

いる。P. trichocarpa、P. abies、P. taedaでは、生合成経
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路で発現する遺伝子の同定とその遺伝子ファミリー

も報告されている（Koutamieni et al. 2007；Shi et al. 
2010；Anterola et al. 2002）。スギにおいても本研究のマ

イクロアレイの発現動態から生合成経路で発現する

候補遺伝子が明らかとなっており、今後は、完全長の

決定による遺伝子ファミリーの同定などを行う必要

がある。

　セルロースおよびマトリックス多糖類関連遺伝子

群については、モデル植物においてノックアウト変異

体での候補遺伝子の材形成変化に関する事例も多く

存在する（Taylor et al. 2003；Brown et al. 2007など）。こ

れらの研究では、ノックアウト変異体において細胞壁

の表現型が変化する事から、明らかとなった候補遺伝

子はIRX（irregular xylem）と冠されている。今回のマ

イクロアレイ解析においても活動期に、これらIRXを

冠するセルロースおよびマトリックス多糖類関連遺

伝子群と極めて類似性の高いホモログが高発現して

いた。この事は、それらが細胞壁形成におけるスギで

の候補遺伝子であると共に、モデル植物と種としての

系統が大きく離れているにも関わらず配列と機能の

保存性があること示唆している。

細胞骨格に関連する遺伝子群

　これらの遺伝子群は細胞にいわばワイヤーのよう

な働きを担い細胞の維持に重要な役割を持つ。とく

に、2次壁において最大であるS2層における微小管

（microfibril）の配向は、材質において重要なとなるミ

クロフィブリル傾角として知られている（Spokenvicius 
et al. 2007）。この微小管を2量体の形で形成するα /β
tubulinや微小管の配向の安定化、不安定化、束化に関

与するMicrotuble-associated protein gene（MAPs）、微小

管に沿って移動でき細胞内輸送をになうKinesin gene 
family、またアクチンフィラメントを形成するActin/
Actin related genesについては、マイクロアレイの発現

動態から、材形成活動期に高発現する遺伝子が存在

し、微小管の配向等の候補遺伝子となると考えられ

る。微小管の配向のメカニズムは分かっていないが、

材質形質のとくに弾性について大きな影響がある事

から、スギにおいてもこれらの遺伝子の制御機構の解

明が期待される。

おわりに

　本稿では、形成層活動期の形成層帯からのEST集積

とそれに基づくマクロアレイ解析の概要を述べた。詳

細なマイクロアレイ解析から別の遺伝群の季節変動

については、原著論文Mishima et al.（2014）を参照され

たい。

　また、今回の論文に記したESTデータや個々の遺伝

子の発現情報が、今後の樹木の遺伝子研究、特にスギ

の材質育種に貢献するものとなれば幸いです。
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