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凍結剤を使⽤しない植物由来 RNA の抽出保存⼿法を開発 
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背景・ねらい                
作物増産に向けて、開発途上地域における⽣産性の

向上した作物の開発が急務となっている。ストレス耐性
や収量向上に関わる形質は、遺伝情報を伝える RNA
の発現の変化を伴って発現することから、RNA の発現傾
向の解析により、⾼いストレス耐性と関わるメカニズムの
解明や、優れた収量をもつ作物の開発の加速化が期
待される。しかし開発途上地域では、不安定な RNA の
分解を防ぐために使⽤される液体窒素やドライアイスなど
の凍結剤や超低温槽など、必要な機資材が限られてお
り、植物の遺伝⼦発現解析を⾏うのは困難である。 

これまで、⽣物サンプルの RNA を安定に保つ核酸安
定化溶液が市販されているが、植物においては、RNA 抽
出前の組織サンプルの異なる保存条件が遺伝⼦発現
に与える影響に関する体系的な研究は⾏われておらず、
最適なサンプル保存⽅法については断⽚的な知識しか
得られていない。また、抽出後の RNA も不安定であり、
凍結剤を使⽤せずに数⽇間安定に輸送する⼿法も確
⽴されていない。本研究では、開発途上地域における遺
伝⼦研究を加速化させるため、1) 開発途上地域の圃
場から実験室まで凍結剤を利⽤せずに RNA と遺伝⼦
発現の傾向を保ったまま植物葉組織を輸送する⽅法、
および 2) 開発途上地域から⽇本などの解析設備の整
った国への輸送を念頭に置き、抽出した RNA を凍結剤
を利⽤せずに安定に輸送する⼿法を開発する。 

 

成果の内容・特徴             
1. 圃場から実験室までサンプルを輸送するために新規
開発した⽅法（インフィルトレーション法）では、圃場で
育てたイネの葉を界⾯活性剤で洗浄した後、核酸安
定化溶液を加えシリンジ内で加圧と減圧を繰り返すこ
とにより葉の細胞の隙間に溶液を浸透させる（図 1）。 

2. インフィルトレーション法によりイネの葉の細胞間隙に
核酸安定化溶液を浸透させて 4℃で 5 ⽇間保存した

サンプルは、核酸安定化溶液に浸し 4℃で 5 ⽇間保
存したサンプルと⽐較して、液体窒素で凍結させて超
低温槽で保存したサンプルと遺伝⼦発現の傾向が類
似しており、サンプル保存⽅法としてより適切である
（図 2）。 
3. マダガスカルにある⽔⽥で育てられたイネの葉をインフ
ィルトレーション法により冷蔵保存したサンプルを⽤いて
遺伝⼦発現解析を⾏うと、⽣育不良のみられる圃場
で栄養⽋乏応答性遺伝⼦の発現が⾼い（図 3）。 
4. RNA は、⼆酸化ケイ素膜と結合させることにより、少

なくとも 48 時間以内は凍結剤を使⽤しなくても⽐較
的安定に保存される（図 4）。 

 

成果の活⽤⾯・留意点           
1. 本技術を⽤いることで、凍結剤などの機資材の限ら
れる開発途上地域の植物サンプルにおいても、遺伝⼦
発現解析が⾶躍的に進むことが期待される。 

2. 核酸安定化溶液に葉サンプルを浸した状態の⽅がイ
ンフィルトレーション法による保存より適している植物種
もあることから、対象種によって最適な保存条件の検
討が必要である。 
3. 塩ストレスおよび低温ストレス応答性遺伝⼦について
はインフィルトレーション処理と低温での保存によって発
現にバイアスが⽣じることから、これらのストレス関連の
遺伝⼦発現解析における活⽤には注意を要する。 
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インフィルトレーション法により植物葉の細胞間隙へ核酸安定化溶液を浸透させることで、凍結剤を使⽤しなくて
も葉の RNA および遺伝⼦発現の傾向が安定に保たれる。また、抽出後の RNA は⼆酸化ケイ素膜に結合させ
ることにより凍結剤を使⽤せずに安定に保存できる。これらの技術により、液体窒素やドライアイスなどの⼊⼿が
困難な開発途上地域の圃場などで得られる植物の遺伝⼦発現解析が容易になる。また、開発途上地域で得
られたRNAを⽇本国内などの解析設備の整った実験室まで運搬することでゲノミクス解析の進展が期待できる。 
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図 1 インフィルトレーション
法の概要 
植物の葉を界⾯活性剤で洗浄
した後、シリンジを⽤いて葉の細
胞間隙に核酸安定化溶液を
浸透させる。その後 4℃で保存
し、凍結剤を利⽤せずにサンプ
ルを破砕し、RNA 抽出を⾏う。 

図は Ueda (2024) © Author(s)より転載/改変して作成 

図 2 RNA シーケンスによるインフィルトレーション法の評価 
異なる条件で保存したサンプルを⽤いて⾏った RNA シーケンスの主成分
分析の結果を⽰す。各ドットが各サンプルに対応し、近い位置にプロット
されるサンプルは遺伝⼦発現の傾向が類似することを⽰す。葉を核酸
安定化溶液に浸漬する従来法に⽐べてインフィルトレーション法では液
体窒素で凍結したサンプルと発現の傾向が類似することを⽰す。また、イ
ンフィルトレーション後のサンプルは-20℃よりも 4℃での保存が適している
ことを⽰す。 

図 3 インフィルトレーション法を利⽤したマダガスカルにおけるイネの遺伝⼦発現解析 
A. インフィルトレーション法によりイネの葉をサンプリングした圃場の様⼦。B. A の圃場のサンプルにおける栄養応答性の遺伝⼦の発現量。そ
れぞれの遺伝⼦において、発現量が⾼いほど各栄養が⽋乏していることを⽰す。異なるアルファベットは発現量が有意に異なることを⽰す
(Tukey-Kramer post-hoc, p < 0.05)。葉の⻩化症状（圃場２）や分げつの抑制（圃場３）のみられる圃場で鉄およびリンが⽋乏してい
ることを⽰す。 
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図 4 抽出後の RNA の運搬条件の検討 
A. ⼀般的な RNA 抽出のステップ。B. インフィルトレーション法によりサンプリングしたイネの葉から抽出した RNA を⼆酸化ケイ素膜上に
固定した状態(①)、および膜から溶出した状態(②)で、およそ 48時間の氷上での保存およびマダガスカルから⽇本へ輸送した RNA サン
プルの電気泳動結果。28Sおよび 18S rRNA はリボソーム RNA に相当するバンドを⽰す。これらのバンドが濃いほど、RNA サンプルの質
が⾼いことを⽰す。 
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