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.Eleoc加7∫5γ ∫聯 ・α川 か らの 効 率 的RNA抽 出 法 の 検 討

原 田 大士朗1,泉 井 桂1ろ 秋 田 求1

要 旨

E1θoc肋酌 γ∫吻 αrαは、湿 地に生息す るカヤツ リグサ科の植 物で あ り、湿地 の水位が低下 し植物体 が気 中

に露出す る乾季 には陸生型 、雨季 には水 中に没 して水生型 とよばれ る形態 を とる。 この変化 は同一個体上

で生 じ、陸生型 の桿 の維 管束鞘 細胞 はC4型 植物 に特徴 的なKranz構 造 を とるのに対 し、水生型 の桿 では

維 管束鞘細胞 は著 しく小型 とな り、C3型 植 物の特徴 を示す。酵 素活性 等 も、陸生型 はC4型 の、水生型 は

C3型 の特徴 を示 こ とが知 られてい る。この こ とか ら、Ev∫吻 ・αアαにお けるC3型 一C4型 光合成 の相互転換

の分子機構 を明 らかにす ることで、C3型 植物 をC4型 化す るた めに必要 な遺伝子群 を明 らかにできる と期

待 され る。

一方
、 これまでE卿 脚mか ら高品質なRNAを 抽 出す る方法 は知 られ てい ない。実際 に、グアニジン

法な どでは、十分に品質の高いRNAを 効 率 よく得 ることは困難であった。 このRNA抽 出の困難 さはE

卿 脚 παの多糖類含量 の高 さに起 因 してい る と予想 され た。検討 の結果 、多糖類含 量の高い植 物 に適 した

キ ッ トであ るRIZORNAす いす いPとAgilentPlantRNAIsolutionMiniKitと い う2つ のキ ッ トを組 み合 わ

せ て使 用す るに よ り、E卿 脚7α か ら高純度のRNAを 抽 出で きた。

キ ー ワ ー ド:肋o面8ガ θガ吻az2、 リ グニ ン、RNA、 抽 出法

1.緒 言

陸上植物種の9割 以上はC3型 光合成をおこな うC3型 植物であるが、これに対し、C4型 光合成をお こ

な うC4型 植物種は陸上植物全体の約3%で あ りながら、バイオマス生産量は陸上植物全体の約25%を 占め

ると考えられている(1)。C4型植物の炭酸同化能はC3型 植物より個葉 レベルで1.5～2倍 、栽培面積あたり

の生産性 も2～3倍 で、水の利用効率も高い(2)。これはC4型 植物が二酸化炭素(CO2)を 捕集 ・濃縮 し、

カル ビン回路にCO2を 供給するC3型 植物にはない代謝経路をもつ ことと、C4型 特異的組織を構成する2

種類の細胞(葉 肉細胞と維管束鞘細胞)が 、役割を分担することに基づいている。

C3型 植物に、これまでに同定 されたC4型 光合成関連酵素の遺伝子を単独または複数組み合わせて導入

す ることで、C4型光合成代謝経路を獲得 させ、作物の収量を増加させる試みが世界各国でなされてきたが、

未だ顕著な成果は得 られていない(3)。C4型光合成の成立に必須である遺伝子群の全容は解明されてお らず、

C4型 植物の光合成細胞の分化を誘導する遺伝子も不明である。

そこで、C3型 植物をC4化 するためにはC4型 光合成の成立に必要な全遺伝子群を解明し、細胞の機能

分化にかかわる遺伝子を含む遺伝子群をC3型 植物に導入する必要があるのではないかと考えられている。

C4型 光合成の成立に必要な遺伝子群には、維管束鞘細胞の形成に関係する広範な遺伝子が含まれていると
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考え られてい る(4)。そ こで我 々はカヤツ リグサ科 のE1εoc肋 鷹v∫y脚7α に着 目した。E卿 脚mは 、陸上 で

はC4型 光合成 、水 中ではC3型 光合成 を行 う。この切 り替 えは同一個体 で起 こ り、陸上 と水 中の生育環境

の変化 に依 存 してい る。 この よ うに本植 物は生化学的特徴だ けで な く構造的特徴 まで変化す る極 めて興 味

深 い植物 であ る(5)。そ こで、我 々は陸生型(C4型 光合成)と 水生型(C3型 光合成)で 発現 してい る遺伝

子群 を比較 す ることで、C4型 光合成 の成立には どの よ うな遺伝子が発現 してい る必要が あるのかを解 明す

ることが可能にな ると考 えた。 しか し、本植 物において遺伝子解析 に必須 となる核酸や タンパ ク質 の抽 出

は比較 的困難 であった。た とえば、我 々のグループ では、C4型 光合成 において重要 な酵素 であるホスホエ

ノール ピル ビン酸カルボキシ ラーゼ(PEPC)を この植物 か ら常法 によ り抽 出す る ことは困難 であ り、スキ

ム ミル クやPVPの 共存 が必須 であ ることを報 告 した(6)。また、 この植物 に対 し未 だ効 率的なRNAの 抽 出

法は報告 されていない。本研 究では植 物か ら高品質な全RNAを 効率 良 く低 コス トで抽 出す る方法 につい

て検討 した。

2.材 料 と方法

2-1左 γル!ρ群∂の栽培

E卿 脚mは 、農業生物資源研究所 の上野修氏(現 ・九州大学農学研究院)よ り、陸生状態 の もの(図1)

を供 与 していただいた。植 物は通常のガ ラス温室(冬 期は16℃ 以上)、 自然光下で維持 した。 また、同温

室に透 明ア ク リル水槽(60cm×30cm×36cm)を 設置 し、24時 間流水 下で水 生型 を栽培維 持 した。試料 を無

菌培養す る際は、陸生型Ev∫ 吻 απαの、成長点 を含む先端約2cmを 切 り取 り、70%エ タノール に数秒 間 く

ぐらせ た後 、1.0%次 亜塩素酸ナ トリウム水溶液 を用 いて滅菌処理 したのち、B5培 地(3%ス クロー ス、1%

寒天 を含 む)を10ml入 れ た試験管(径2.3cm)に 植 え、25℃ 、連続明条件下 で培養 した。水生型 の無菌培養

植物 は陸生型 の無菌培養植 物 を上記の固形培地上で10日 間培養 した のち、滅 菌水 を30ml加 えて、約1ヶ

月間25℃ 、連続 明条件下 で培養 したものを使用 した。

2-2チ オ グ リコール酸 比色法 によ る リグニ ン量

の比較

温室で栽培 した陸生型 と水生型 の植物 と、無菌培

養 した陸生型 と水生型 の植物、そ して通常 の水 田で

栽培 されたイネの ヒコバエ を10月 下旬 にハサ ミで

切 り取 り、それぞれ100mgつ つ液体窒素 で凍結後 、

丘equency20、2分 間(10秒 ごとに液体窒素で冷却)

の条件 で ミキサー ミルMM301(Rosch)に よ り凍結

破砕 した。凍結粉砕 した試料 に約10倍 容 のメタノー

ル を加 え、60℃ で1時 間イ ン キ ュベ ー トした。

18000×g、20分 、25℃ で遠心 し、上清 を廃棄後 、風

乾 した。沈殿 に凍結粉砕 した試料の10倍 容 の2M

図1温 室 栽 培 中 の 左 〃 〃ρ〃 ∂(陸 生 型)HCIを 加 え て よ く混 和 し た 。HCIの0.1倍 容 の チ オ

グ リ コ ー ル 酸 を 加 え 、100℃ で4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト

し た 。18000×g、5分 、25℃ で 遠 心 し上 清 の 色 を 確 認 し た 。 次 に2MNaOHをHCIと 等 容 加 え37℃ で18

時 間 イ ン キ ュ ベ ー トし た 。18000×g、15分 、25℃ で 遠 心 し 上 清 を リ グ ニ ン抽 出 液 と し、A230に お け る 吸 光

度 をGeneQuant1300(GEhealthcare)を 用 い て 測 定 し た(7)。
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温室で栽培 した試 料をハサ ミで切 り取 り、液 体窒素で直 ちに凍結後、丘equency20、2分 間(10秒 ご とに

液 体窒素で冷却)の 条件で ミキサー ミルMM301(Retsch)に よ り凍結破 砕 した。使用す る金属 、ガ ラス製

の器 具は全 て185℃ 、10時 間以上乾熱滅菌す るか、DEPC処 理後 、120℃ 、20分 間オー トク レー プ処理 し

た。

2-3-1グ ァ ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト法 に よ る 抽 出(8)

Denaturingsolutionと して 以 下 の 組 成 の 溶 液 を 用 い た 。4Mグ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト、25mMク エ ン 酸

ナ ト リ ウ ム(pH7.0)、0.5%(w/v)sodiumN-laurylsarcosine。 使 用 直 前 に これ に100mMと な る よ うに2一 メ ル

カ プ トエ タ ノ ー ル を加 え た 。凍 結 粉 砕 し た 試 料 に 約10倍 容 の65℃ に 加 温 し て お い たDenaturingsolutionを

加 え て た だ ち に ボ ル テ ッ ク ス ミキ サ ー を 用 い て 混 和 した 。Denaturingsolutionの0.1倍 容 の2M酢 酸 ナ ト リ

ウ ム 溶 液 を加 え た 。Denaturingsolutionと 等 容 の 酸 性 フ ェ ノ ー ル を 加 え て 転 倒 混 和 し た 。Denaturingsolution

の0.2倍 容 のCIA(ク ロ ロ ホ ル ム:イ ソ ア ミル ア ル コ ー ル ー24:1)を 加 え て 転 倒 混 和 後 、 氷 上 で20分 間 静 置 し

た 。18000×g、20分 、4℃ で 遠 心 し 、 水 層 を 新 しい 遠 沈 管 へ 移 し た 。Denaturingsolutionと 等 容 のCIAを 加

え て 転 倒 混 和 後 、氷 上 で20分 間 静 置 し た 。18000×g、20分 、4℃ で 遠 心 し 、水 層 を 新 しい 遠 沈 管 へ 移 し た 。

水 層 と 等 容 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を加 え 混 和 後 、-20℃ で30分 静 置 した 。18000×g、15分 、4℃ で 遠 心 し上 清

を 除 い た 。 沈 殿 を 最 初 に 用 い た 量 の0.05倍 容 のDenaturingsolutionに 懸 濁 後 、 回 収 し た 。 等 容 の イ ソ プ ロ

パ ノ ー ル を加 え 混 和 後 、-20℃ で30分 静 置 した 。18000×g、15分 、4℃ で 遠 心 し 上 清 を 除 い た 。 回 収 し た 沈

殿 を75%エ タ ノ ー ル で 洗 浄 後 、 風 乾 し た の ちDEPC処 理 水 に 懸 濁 し た 。NanoDrop⑭Spectrophotometer

ND-1000(NanoDropTec㎞lologies)を 用 い て 吸 光 度 を 測 定 後 一80℃ で 保 存 し た 。

2-3-2グ ァニ ジン塩酸塩 による抽 出(8)

グアニジ ンチオシアネー トが多糖 類 と凝固 を起 こ しRNA抽 出が不 可能 になる ことを避 け るため、2-3-1

で用 いたDenaturingsolutionの グアニジ ンチオシアネ ー トの代 わ りに4Mグ アニジン塩酸塩 を用い て作成

した。 その他 の操 作は2-3-1に 準 じた。

2-3-3簡 易版SDS/フ ェノール法 による抽 出(8)

SDS抽 出液 として以下の組成 の溶液 を用いた。100mMTris-HCI(pH8.0)、10mMEDTA(pH8.0)、100mM

塩化 リチ ウム、1.0%(w/v)sodiumlaurylsul魚te。 それ ぞれ試料 の約5倍 容 のSDS抽 出液 と酸性 フェノール

を混和 し80℃ に保 温 した。凍結粉砕 した試 料 に加 えてただ ちにボルテ ックス ミキサー を用 いて混和 した。

SDS/フ ェノール溶 液の05倍 容 のCIAを 加 えて混和 した。18000×g、15分 、4℃で遠 心後、水層 を回収 した。

水層 と等量の4M塩 化 リチ ウム溶液 を加 えよ く混和 し一20℃で一晩静置 した。18000×g、15分 、4℃ で遠心

し上清 を除いた。 回収 した沈殿 を適 量のDEPC処 理水 で溶解後 、イ ソプロパ ノール沈殿 を行 った。 回収 し

た沈殿 を75%エ タ ノール で洗 浄後 、風乾 しDEPC処 理 水 に懸 濁 した。NanoDrop⑪Spectrophotometer

ND-1000を 用いて吸光度 を測定後一80℃で保存 した。

2-3-4SDS/フ ェノール法 による抽 出(8)

2M塩 化 リチ ウム洗浄溶液 として以下の組成の溶液 を用いた。50mMEDTA(pH8.0)、2MLiCl。 それぞ

れ試料 の約5倍 容 のSDS抽 出溶液 と酸1生フ ェノール を混 和 し80℃ に加温 しておいた。凍結粉砕 した試料

に加 えてただちにボルテ ックス ミキサー を用いて混和 した。SDS/フ ェノール溶液 の0.5倍 容のCIAを 加 え

て、ボルテ ックス ミキサー を用 いて混和 した。18000×g、15分 、4℃ で遠心後 、水層 を回収 した。水層 と等
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容 のPCI(フ ェノール:ク ロロホル ム:イ ソア ミルアル コールニ25:24:1)を 加 え、よ く混和 し18000×g、15分 、

4℃ で遠 心後、水層 を回収 した。水層 の0.25倍 容 の10M塩 化 リチ ウム溶 液 を加 えよく混和 し一20℃で一晩

静置 した。18000×g、30分 、4℃で遠心 し上清 を除いた。沈殿 に2M塩 化 リチ ウム溶液 を最初 に用いたSDS/

フェ ノール の05倍 容加 え、18000×g、15分 、4℃ で遠心 し上清 を除い た。再び沈殿 に2M塩 化 リチ ウム洗

浄溶液 を最 初に用いたSDS/フ ェノール の0.5倍 容加 え、18000×g、15分 、4℃ で遠心 し上清 を除いた。回収

した沈殿 を適容 のTEbuf飴rで 溶解 し、TEbuf飴rと 等容のPCIを 加 えて18000×g、10分 、4℃ で遠心 し水層

を回収 した。水層 と等容 のCIAを 加 えて混和後18000×g、10分 、4℃ で遠心 し水層 を回収 し、イ ソプロパ

ノール 沈殿 を行 った。沈殿 を75%エ タノール で洗浄後、風乾 しDEPC処 理水 に懸濁 した。NanoDrop⑪

SpectrophotometerND-1000を 用いて吸光度 を測定後一80℃で保存 した。

2-3-5CTAB法 に よ る 抽 出(8)

CTABexsolutionと して 以 下 の 組 成 の 溶 液 を 用 い た 。100mMTris-HCI(pH8.0)、25mMEDTA(pH8.0)、2

MNaCl、2.0%(w/v)臭 化 ヘ キ サ デ シ ル ト リ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム(CTAB)、0.1%(w/v)spermidine。SSTE溶

液 と し て 以 下 の 組 成 の 溶 液 を 用 い た 。10mMTris-HCI(pH8.0)、1mMEDTA(pH8.0)、IMNaCl、05%(w/v)

sodiumlaurylsul伍te。 凍 結 粉 砕 し た 試 料 に 約10倍 容 の65℃ に 加 温 し て お い たCTABexsolutionを 加 え て た

だ ち に ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー を 用 い て 混 和 した 。65℃ で30分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。18000×g、15分 、 室 温

で 遠 心 し 上 清 を 回 収 し た 。CTABexsolutionと 等 容 の 酸 卜生フ ェ ノ ー ル と0.4倍 容 のCIAを 加 え ボ ル テ ッ ク ス

ミ キ サ ー を 用 い て よ く 混 和 した 。室 温 で10分 間 静 置 後 、18000×g、15分 、室 温 で 遠 心 し水 層 を 回 収 し た 。

水 層 と 等 容 のCIAを 加 え 、 よ く 混 和 し18000×g、15分 、 室 温 で 遠 心 後 、 水 層 を 回 収 した 。 水 層 の0.25倍

容 の10M塩 化 リチ ウ ム 溶 液 を 加 え よ く混 和 し一20℃ で 一 晩 静 置 した 。18000×g、30分 、4℃ で 遠 心 し上 清 を

除 い た 。 沈 殿 を5mlのSSTEbuf飴rに 溶 解 し等 容 のPCIを 加 え 、18000×g、15分 、 室 温 で 遠 心 し水 層 を 回

収 し た 。 水 層 と 等 容 のCIAを 加 え18000×g、15分 、 室 温 で 遠 心 し水 層 を 回 収 した 。 水 層 の0.25倍 容 の10

M塩 化 リチ ウ ム 溶 液 を 加 え よ く 混 和 し一20℃ で6時 間 静 置 し た 。18000×g、30分 、4℃ で 遠 心 し上 清 を 除 い

た 。 沈 殿 を 適 容 のTEbu伽rで 溶 解 し 、TEbu働rと 等 容 のPCIを 加 え て18000×g、10分 、4℃ で 遠 心 し水 層

を 回 収 し た 。 水 層 と 等 容 のCIAを 加 え て 混 和 後18000×g、10分 、4℃ で 遠 心 し水 層 を 回 収 し、 イ ソ プ ロ パ

ノ ー ル 沈 殿 を 行 っ た 。 沈 殿 を75%エ タ ノ ー ル で 洗 浄 後 、 風 乾 しDEPC処 理 水 に 懸 濁 し た 。NanoDrop⑪

SpectrophotometerND-1000を 用 い て 吸 光 度 を 測 定 後 一80℃ で 保 存 し た 。

2-3-6QIAGENRNeasyMaxiKit(QIAGEN)を 用 い た 抽 出

凍 結 粉 砕 した 試 料 をlg用 い 、キ ッ トの プ ロ トコル に 従 っ て 抽 出 を 行 っ た 。得 ら れ たRNA抽 出 液 はNano

Drop⑪SpectrophotometerND-1000を 用 い て 吸 光 度 を 測 定 後 一80℃ で 保 存 した 。

2-3-7TaKaRaRNAiso(TaKaRa)を 用 い た 抽 出

凍 結 粉 砕 した 試 料lgに60℃ に 保 温 して お い たRNAiso液3mlを 加 え て 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー を 用 い

て よ く 混 和 し、室 温 で5分 静 置 し た 。18000×g、10分 、4℃ で 遠 心 し 、上 清 を 新 しい チ ュ ー ブ に 回 収 し た 。

ク ロ ロ ホ ル ム を1200μ1加 え て よ く 混 和 し、 室 温 で5分 静 置 した 。18000×g、10分 、4℃ で 遠 心 し 、 水 層 を

新 し い チ ュ ー ブ に 回 収 した 。再 び ク ロ ロ ホ ル ム を1200μ1加 え て よ く混 和 し 、室 温 で5分 静 置 し た 。18000×g、

10分 、4℃ で 遠 心 し 、水 層 を 新 しい チ ュ ー ブ に 回 収 した 。TaKaRaHighSaltSolutionfbrPrecipitation液 を750

μ1、イ ソ フ ロ゚ バ ノ ー ル を750μ1加 え て よ く混 和 し 、-20℃ で10分 静 置 し た 。18000×g、10分 、4℃ で 遠 心 し 、

上 清 を 完 全 に 除 い た 。75%エ タ ノ ー ル で 洗 浄 後 、適 量 のDEPC処 理 水 に 溶 解 し た 。 イ ソ フ ロ゚ バ ノ ー ル 沈 殿

を 行 い 、 再 び75%エ タ ノ ー ル で 洗 浄 後 、 風 乾 さ せ 適 量 のDEPC処 理 水 に 懸 濁 し た 。NanoDrop⑭
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SpectrophotometerND-1000を 用 い て 吸 光 度 を 測 定 後 一80℃ で 保 存 し た 。

2-3-8AgilentPlantRNAlsolutionMiniKit(Agilent)を 用 い た 抽 出

凍 結 粉 砕 し た 試 料100mgにExtractionsolutionをlmlと β一メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル を10μ1加 え た 。 ボ ル

テ ッ ク ス ミ キ サ ー を 用 い て よ く 混 和 し、16000×g、5分 、 室 温 で 遠 心 し 、 上 清 を 回 収 した 。 回 収 し た 上 清 を

最 大600μ1キ ッ ト付 属 のPremtrationカ ラ ム に加 え 、16000×g、3分 、 室 温 で 遠 心 し、 ろ 液 を 回 収 し た 。 同

じ カ ラ ム に 残 りの 上 清 を 加 え 、 同 条 件 で 遠 心 し、 ろ 液 を 回 収 した 。 回 収 した ろ 液 に 等 容 の イ ソ プ ロ パ ノ ー

ル を 加 え 混 和 後 、 室 温 で5分 静 置 し た 。 最 大500μ1の 混 液 を キ ッ ト付 属 のMiniIsolutionカ ラ ム に 加 え

16000×g、30秒 、 室 温 で 遠 心 し、 ろ 液 を 捨 て た 。 同 じカ ラ ム に 残 りの 混 液 を 加 え 同 条 件 で 遠 心 し、 ろ 液 を

捨 て た 。 キ ッ ト付 属 のWashsolutionを500μ1カ ラ ム に 加 え 、16000×g、30秒 、 室 温 で 遠 心 し 、 ろ 液 を 捨 て

た 。 再 びWashsolutionを500μ1カ ラ ム に 加 え 、16000×g、2分 、 室 温 で 遠 心 し、 ろ 液 を 捨 て た 。 カ ラ ム に

キ ッ ト付 属 のNucleaseFreeWaterを30μ1加 え 、室 温 で1分 静 置 した 後 、16000×g、1分 、室 温 で 遠 心 し た 。

これ を 数 回 繰 り返 し 、 回 収 した ろ液 をRNA抽 出 液 と した 。NanoDrop⑧SpectrophotometerND-1000を 用

い て 吸 光 度 を 測 定 後 一80℃ で 保 存 し た 。

2-3-9RIZORNAす い す いS、 す い す いP、 す い す いR(RIZO)を 用 い た 抽 出

凍 結 粉 砕 し た 試 料 をlg用 い 、キ ッ トの プ ロ トコル に 従 っ て 抽 出 を行 っ た 。得 られ たRNA抽 出 液 はNano

Drop⑭SpectrophotometerND-1000を 用 い て 吸 光 度 を 測 定 後 一80℃ で 保 存 した 。

2-3-10RIZORNAす い す いPとQIAGENRNeasyMaxiKitを 用 い た 抽 出

凍 結 粉 砕 した 試 料 をlg用 い 、RIZORNAす い す いPの プ ロ トコル に 従 っ て 抽 出 を行 っ た 。得 られ たRNA

の ペ レ ッ トをDEPc処 理 水lmlに 溶 解 した 。 こ れ を 、QIAGENRNeasyMaxiKitの プ ロ トコ ル に 従 っ て 精

製 し た 。 得 られ たRNA抽 出 液 はNanoDrop⑧SpectrophotometerND-1000を 用 い て 吸 光 度 を 測 定 後 一80℃ で

保 存 し た 。

2-3-11RIZORNAす い す いPとAgilentPlantRNA

lsolutionMiniKitを 用 い た 抽 出

凍 結 粉 砕 した 試 料 をlg用 い 、RIZORNAす い す いPの プ

ロ トコル に 従 っ て 抽 出 を 行 っ た 。 得 られ たRNAの ペ レ ッ ト

をDEPC処 理 水lmlに 溶 解 した 。 こ れ をAgilentPlantRNA

IsolutionMiniKitを 用 い2-3-8と 同 様 に 精 製 した 。 得 られ た

RNA抽 出 液 はNanoDrop⑪SpectrophotometerND-1000を 用 い

て 吸 光 度 を 測 定 後 一80℃ で 保 存 し た 。

2-4RNAの 電 気 泳 動

FlashGelTMSystem(TaKaRa)を 用 い 、FlashGelTMRNA

Cassettes(TaKaRa)に 試 料 を レー ン あ た りRNAと し て100ng

と な る よ うに 用 い プ ロ トコ ル に した が っ て 変 性 及 び 非 変 性 条

件 で275V、 約5分 間 電 気 泳 動 した 。

図2チ オ グ リコール酸 比色 法 による

リグニ ン含量の相 対的比較結 果

1:イ ネ 、2:陸 生型E卿 脚 πα(温室栽

培)、3:水 生型Ev綱gαrα(温 室栽培)、4:

陸生型E卿 脚m(試 験管培養)、5:陸

生型E卿 脚 雌(試 験管培養)
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3.結 果

3-1チ オグ リコール酸比色法 による リグニ ンの確認

無色 のチオ グ リコール酸 と リグニ ンは酸性 条件下で加 熱す るこ とで赤色 のチオ グ リコール酸 リグニン と

な るの。イネ と比べ てE卿 脚mで は育成条件の違い に関わ らず 、濃い赤色 の上清 が確認 され た。特 に陸

生型 の材料 で発 色は強 くなっていた。それ ぞれ の試料 のA230に おけ る吸光度 を表1に 示す。イネ と比べ て

Ev1吻 αアαの吸光度 は約2.6倍 ～約3.5倍 と高 くな っていた。

表1.チ オグリコール酸比色法による各植物抽出液の吸光度

イネ
陸生型E.γ

(温室栽培)

水生型Ev

(温室栽培)

陸生型Ev

(試験管培養)

水生型Ev

(試験管培養)

吸 光 度(A230)1.82 6.28 5.02 5.87 4.81

各3連 以上の測定に よる平均値 を示す。Ev:Ev畷 ραrα

3-2五 〃〃ρヨ1ヨか らのRNA抽 出法の検討

本研 究では、グアニ ジンチオ シアネー ト(GT)法 、グアニ ジン塩 酸塩(GC)法 、SDS/フ ェノール(SP)法 、

簡 易版sDs/フ ェノール(ssP)法 、cTAB(cTAB)法 、QIAGENRNeasyMaxiKitを 用いたRNA抽 出(Qmaxi)

法、TaKaRaRNAisoを 用いたRNA抽 出(Riso)法 、AgilentPlantRNAIsolutionMiniKitを 用い たRNA抽 出

(Amini)法 、RIZORNAす いす いS(RS)、 すいすいP(即)、 すいす いR(RR)を 用 いたRNA抽 出法、RIZO

RNAす いすいPとQIAGENRNeasyMaxiKitを 併用 したRNA抽 出(RP+Qmaxi)法 、RlzoRNAす いす い

PとAgilentPlantRNAIsolutionMiniKitを 併用 したRNA抽 出(RP+Amini)法 を比較 した。各抽 出法 に よ り

得 られ た抽 出物 のスペ ク トルデー タを図3に 示す。また、表1に 各抽 出液 の品質 とRNAの 生重量 当た り

の回収 量 を示す。 また、表3に 対照 と してイネの ピコバエか らGT法 、Gc法 、sP法 、cTAB法 、Q-maxi

法、A-mini法 で抽 出 したRNAの 品質 と回収 率を示す。

核酸 はA260に 吸収極大 を持 ち、核 酸抽 出液 中に リグニ ンや多糖類が多 く混入 していた場合 はA230で の吸

光度 が高 くな り、 タンパ ク質な どが多 く混入 していた場合 はA280で の吸光度 が高 くなる とされ ている(9)。

A260/A230とA260/A280が ともに1.8以 上 の とき、 良好 な核酸抽 出液 である とされ てお り(lo)本報 もこれ に従 っ

た。

使用 したキ ッ トの うちRSは デ ンプ ンの多い植物 に、即 は多糖類の多い植 物 に、RRは 粘性物質 の多い

植物 に適 してい るとされてい る。試 料生重量 当た りに換算 して、最 も回収量が多か ったのはRP法 であっ

たが、品質は低 かった。 一方CTAB法 では最 も品質の高いRNAが 得 られた と考 え られ たが 回収量 は少 な

かった。RPを 用い て調製 したRNA溶 液 はA230の 値 が大きい ものの、A260の 値 が他 の抽 出法 と比べ て大 き

い値 を示 したので、 これに他 の精製 キ ッ トを併用す る方法 を試みた。結果、CTAB法 と、Aminiを 単独 か

RPと 組み合 わせ て用 い る方法 に よって純度 の高いRNA溶 液 を調 製す るこ とがで きた。それ以外 の方法 に

よって得 られ る試料 はA260/A230の 値が1.8未 満 であ り、多糖類が多 く混入 してい る と考 え られた。CTAB

法は抽 出までに約30時 間 を要す る うえ、材料の生重量lg当 りのRNA抽 出量はAminiを 単独 かRPと 組

み合 わせ て用い る方法 と比べて も低か った。Aminiを 単独で用いた場合 はカラム1本 あた りの抽 出量 が少

なかった。 これ に対 して、イネの ヒコバエか らは、いずれの方法で も、A260/A230とA260/A280が ともに1.8

以上のRNAが 抽 出で き、RNA回 収 量 もEγ1吻 ・αrαと比べ て多 くなった。



図3各 抽 出 法 に よ る 左 γル1ρ∂!∂のRNA抽 出 液 の 吸 収 ス ペ ク トル

各 種 キ ッ トを 利 用 し な い 方 法(A)と キ ッ トを 使 用 す る 方 法(B)を 示 す 。 縦 軸 は10nm光 路 長 に お け

る 吸 光 度 、 横 軸 は 光 波 長 を 示 す 。

GT:グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト法 、GC:グ ア ニ ジ ン塩 酸 塩 法 、SP:SDS/フ ェ ノ ー ル 法 、SSP:簡 易 版

sDs/フ ェ ノ ー ル 法 、cTAB:cTAB法 、Qmaxi:QIAGENRNeasyMaxiKitを 用 い たRNA抽 出 法 、Riso:

TaKaRaRNAisoを 用 い たRNA抽 出 法 、Amini:AgilentPlantRNAIsolutionMiniKitを 用 い たRNA抽 出

法 、RS:RIZORNAす い す いS、RP:す い す いP、RR:す い す いRを 用 い たRNA抽 出 法 、RP+RIZORNA

す い す いPとQIAGENRNeasyMaxiKitを 併 用 し たRNA抽 出 法 、RlzoRNAす い す いPとAgilentPlant

RNAIsolutionMiniKitを 併 用 し たRNA抽 出 法



56 MemoirsofTheFacultyofB.0.S.T.ofKinkiUniversityNo,30(2012)

表2.各 種 抽 出 法 に よ る 左 〃 〃ρ∂r∂RNA抽 出 液 の 品 質 とRNA回 収 量

抽出方法 A260/A230 A260/A280

濃度

(ng/μ1)

抽出液量

(μ1)

RNA回 収量

(μ9/9)

GT

GC

SP

SSP

CTAB

Qmaxi

Riso

Amini

RS

RP

RR

RP+Qmaxi

RP+Amini

0.16

0.41

051

0.62

2.39

0.58

1.11

1.97

1.71

1.06

1.15

0.71

2.39

1.30

1.43

156

1.00

2.19

1.34

2.00

2.09

1.87

1.79

1.78

1.60

2.10

79.4

49.5

672

276

640

ll.1

140

152

229

1.19×103

424

192

987

300

300

300

300

200

1000

300

180

300

300

300

300

300

23.8

14.9

202

82.8

128

ll.2

42.0

274

68.8

357

127

57.6

296

GT:グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト法 、GC:グ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 法 、SP:SDS/フ ェ ノ ー ル 法 、SSP:簡 易 版SDS/

フ ェ ノ ー ル 法 、cTAB:cTAB法 、Qmaxi:QIAGENRNeasyMaxiKitを 用 い たRNA抽 出 法 、Riso:TaKaRa

RNAisoを 用 い たRNA抽 出 法 、Amini:AgilentPlantRNAIsolutionMiniKitを 用 い たRNA抽 出 法 、RS:RIZO

RNAす い す いS、RP:す い す いP、RR:す い す いRを 用 い たRNA抽 出 法 、RP+RIZORNAす い す いP

とQIAGENRNeasyMaxiKitを 併 用 し たRNA抽 出 法 、RlzoRNAす い す いPとAgilentPlantRNAIsolution

MiniKitを 併 用 したRNA抽 出 法

表3.各 抽 出 法 に よ る イ ネRNA抽 出 液 の 品 質 とRNA回 収 量

抽出方法 A260/A230 A260/A280
濃度

(ng/μ1)

抽出液量

(μ1)

RNA回 収量

(μ9/9)

GT

GC

SP

CTAB

Qmaxi

Amini

2.34

2.25

2.33

2.29

2.42

2.39

2.04

1.98

2.02

1.98

2.1

2.1

1.63×103

1.49×103

1.39×103

2.17×103

580

172

300

300

300

200

1000

300

489

448

417

435

580

516

GT:グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト法 、GC:グ ア ニ ジ ン 塩 酸 塩 法 、SP:SDS/フ ェ ノ ー ル 法 、CTAB:CTAB法 、

Qmaxi:QIAGENRNeasyMaxiKitを 用 い たRNA抽 出 法 、Amini:AgilentPlantRNAIsolutionMiniKitを 用

い たRNA抽 出 法
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3-4抽 出 したRNAの 電気泳動 による品質検査

吸光度 測定の結 果、純度が高い と予想 され、かっ、生重量

1g当 た りの抽 出量の多か ったAmini法 とRP+Amini法 を用いて

抽 出 したRNAを 電気泳動 した(図4)。 約3kbに28S、 約15kb

に18SのrRNAの バ ン ドが確認 された。このこ とか ら、各RNA

サンプル には分解 や断片化 は見 られない と判断 した。

Ml 2 3 4

4.考 察

C3型 、C4型 光合成 切 り換 えの分子機構 を解析す るた めには、

高純度 のRNAを 十分量入 手す るこ とが必要不可欠で ある。例

えば、市販 され てい るcDNA構 築 キ ッ ト(TaKaRacDNALibrary

ConstructionKitな ど)を使用す る場合 、mRNAが 最低 で も5μg

必 要であ り、 これには500μg以 上 の高純度 なtotalRNAが 必要

であ る。 しか し、 これまでE卿 脚rα か らの効率的なRNA抽

出法は知られていなかった。実際に、一般的に用い られるGT

法やSP法 ではRNAを 効率よく抽出す る事が出来なかった。

リグニンは複雑な芳香族化合物の重合体で植物の二次細胞

壁に特徴的な成分である。植物の器官に堅さを与え、細胞壁

を疎水性にし、二次壁の構造や細胞壁の物理的な機能を生み

出している。 しかし、核酸やタンパクを抽出するさい、網 目

状に広がった リグニン分子によって、核酸やタンパクが絡み

取られ抽出効率が低下す ると報告がされている(9)。本研究に

おいて、チオグリコール酸に対する反応か らE卿 脚rα には

イネ と比べて多くの リグニンが含まれていると予想 された。

図4各 抽 出 法 に よ る 左 γル1ρ∂r∂ の

RNA抽 出 液 の 電 気 泳 動 結 果

M:FlashGelRNAMarker,(9.Okb5.Okb,

3.Okb,1.5kb,1.Okb,0.5kb)、1:Agilent

minikit(変 性 条 件)、2:Agilentminikit

(非 変 性 条 件)、3:す い す いPとAgilent

minikit(変 性 条 件)、4:す い す いPと

Agilentminikit(非 変 性 条 件)

また、GT法 、Gc法 、sP法 、Qmaxi法 は どれ もEγ ∫v脚アαか らのRNA抽 出には適 さなかったのに対 し、

イネ か らは同法に よ りA260/A230とA260/A280が ともに1.8以 上の高品質 なRNAを 抽 出す るこ とができた。

さらに、これ らの方法に よるEv'v脚 πα抽 出液 ではA230の 吸光度 が高かった。これ らの ことか ら、Eγ∫y脚rα

では、リグニ ンや多糖類な どが抽 出時 に大量 に混入 し、RNAの 抽 出効率 を低下 させてい るので はないか と

考え られた。

2010年 に永松 ら(5)によってEv∫y脚 アαか らPEPCを 抽出す る方法が検討 された。 この際、Ev∫v脚 アαの

PEPCは 通常 の抽 出方法で は抽 出できず、抽 出時にスキム ミル クやPVPを 共存 させ るこ とが必須 であった。

Ev'吻 απαは、 リグニ ンな どが豊富に含 まれてい るた め、抽 出中にそれ らにPEPCな どのタンパ ク質 が吸

着 され ると考 えられた。 同様 の問題 は核 酸抽出の際 にも見 られ るはずで あ り、従 って、E卿 脚 παか ら核

酸や タ ンパ ク質を抽 出す るためには、大量に混入 して くるポ リフェノール類や多糖類へ の対策 が必要 と考

え られ る。 実際、 グアニジ ンチオ シアネー トを用い る方法で は十分な量、 品質 のRNAを 得 るこ とができ

なかった。 これ はグアニジンチオシアネー トが多糖類 と結合 して しま うた めで あ り(9)、上記の考察 と一致

す る。 また、CTAB法 は、ポ リフェノール類 を多 く含む植 物か ら効率的 に核酸 を抽 出できる とされ てお り

(8)、本研究 でもCTAB法 で得 たE卿 勿7αRNA抽 出液 は良好 なスペ ク トル を示 した。抽 出に30時 間近 く

かか り、生重 量lg当 りのRNA回 収効率 も低 かったが、本法 はスケール ア ップが容易 であ り、コス トも低

いため、改良 を試 み る価値 はあ るか も知れない。AgilentPlantRNAIsolutionMiniKitを 用いた場合、RNA
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の分解 が見 られ ない高純度 なRNAを 抽出で きた。 しか し、一度 に扱 えるサ ンプルが少量 であるこ とと、

キ ッ トの性 質上スケールア ップが不可能であ ることか ら、RNAの 大量抽 出には向いていなかった。しか し、

RIZORNAす いすいPとAgilentPlantRNAIsolutionMiniKitを 併用す る事 で、スケール ア ップが可能 で

RNAの 分解 が少 ない高純度 なRNAを 抽 出でき ると考 えた。RIZORNAす いすいPはSDS/フ ェノール法 の

原理 を応用 してい るキ ッ トとされてい るので、SDS/フ ェノール法 とAgilentPlantRNAIsolutionMiniKitを

組 み合 わせ て も高純度なRNAが 抽出で きるか も しれ ない。

これ までに、陸生型E卿 脚 阻 と水生型1丑v'v脚7α か らRP+Amini法 でRNAを 抽 出 し、cDNAラ イ ブラ

リーを構 築 してい る。このcDNAラ イブ ラ リーはサブ トラクシ ョンス ク リーニ ングを行 うこ とが出来 る品

質であった(結 果省略)。 また、Amini法 で抽 出 したRNAを 用い次世代 シー ケンサー による トランスク リプ

トーム解析 を行 ってい る。本研 究ではイネ と比べて リグニ ン量が多 く、 また、多糖類 が多 く含 まれ る と予

想 され るEy1吻 αrαか ら短時間で高品質な全RNAを 効率 良 く抽 出す る方法 を明 らかに した。本手法 を用

い ることで、 リグニ ンや多糖類 を多 く含むた めに今までRNAの 抽 出が 困難だ った植物か らも、効率 良 く

高品質 のRNAが 抽 出で きるよ うにな る と期待 され る。
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英文抄録

Comparative study for the efficient RNA extraction method from Eleocharis vivipara

Daijiro  Haradal, Katsura  Izuil'2, Motomu Akita'

 Eleocharis vivipara is an amphibious sedge which develops C4 traits under terrestrial conditions and C3 traits 

under submerged conditions. The plant seems quite useful for the screening of genes and proteins which are 

indispensable for C4 photosynthesis and for the elucidation of molecular mechanism for the integrated expression of 

C4 genes. On the other hand, the efficient method to extract high quality RNA from E. vivipara is not known. For 

this plant conventional methods such as the guanidine thiocyanate method and SDS-phenol method which are 

applicable to large scale preparation were not successful. Difficulty of extraction RNA was suspected to be due to 

high polysaccharide and lignin contents of E. vivipara. After many trials, an improvement of method for RNA 

preparation was accomplished in which RNAsuisui P by RIZO Co. (Tsukuba, Japan) was used for extraction and 

columns of Plant RNA Isolation Mini Kit (Agilent Co.  Clifornia, USA) for purification.

Key words : Eleocharis vivipara, lignin, RNA, extraction
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