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図１　マイクロアレイによる網羅的な発現遺伝子の解析

図２　リアルタイムPCR法による定量

図３　in situ ハイブリダイゼーションによる発現組織の解析

1. はじめに

　前号までに遺伝子の単離手法について紹介して

きました。単離した遺伝子がいつ、どの組織で発

現しているかを知ることは、単離した遺伝子の機

能を推定する上でも重要な情報となります。そこ

で今回は遺伝子発現の解析法について紹介します。

2. マイクロアレイ法

　マイクロアレイ法は遺伝子の発現を網羅的に解

析する際に用います。この手法は高密度に遺伝子

の配列をスポットしたスライドガラス（アレイ）に

解析したい組織から合成したcDNA（蛍光で標識し

たもの）をハイブリダイゼーションし、蛍光をス

キャナーで読み込むことによって発現している遺

伝子群の解析をおこないます。一度に数万種類の

遺伝子の発現を解析することが可能です（図1）。

3. リアルタイムPCR法

　遺伝子の発現量を定量的に解析したい際に用い

る手法です。この手法はサーマルサイクラーと蛍

光光度計が一体型となっている装置を使います。

目的遺伝子特異的なプライマーを用い、解析した

い組織から合成したcDNAをテンプレートにして

PCRを行います。PCR産物を蛍光でリアルタイム

に検出することにより、指数関数的に増幅する範

囲を簡単に知ることができ、実験に用いた組織に

おける目的遺伝子の発現量を定量的に解析するこ

とができます（図2）。

4. in situハイブリダイゼーション法

　遺伝子がどの組織・細胞で発現しているかを解

析する際に用いる手法です。組織や細胞上で遺伝

子の発現を直接検出することができます。組織切

片を作成し、標識した目的遺伝子の配列（プローブ）

とハイブリダイゼーションを行います。目的遺伝

子が発現している組織は呈色し、どの組織、どの

細胞で目的遺伝子が発現しているかを調べること

ができます（図3）。

（森林バイオ研究センター　栗田　学）

　新年を迎え、謹んで御挨拶を申し上げます。

　皆様には、常日ごろから、林木育種センターの業

務・運営に関しまして格別の御理解と御協力を賜り、

厚く御礼申し上げます。

　当センターでは、遺伝的に優れた特性を持つ林業

用種苗の品種開発を進めてきており、近年重点的に

取り組んできているものに、エリートツリーがあり

ます。優れた成長が、森林のＣＯ2の吸収力の増大

に、初期成長の良さが、植栽本数や下刈の軽減で、

低コスト造林に活用できるなどの評価があります。

昨年、茨城県に初の原種配布を行い、数年先には山

での植栽が可能な段階となりました。今後も、選抜・

開発を進め、産官学連携を通じた原種の生産、山行

き苗木の生産体制整備に協力して参ります。さらに、

成長量等の性能を明らかにするとともに、コンテナ

苗技術の活用も図りながら、造林者等への普及にも

努めて参ります。

　東日本大震災で被災した海岸防災林の復旧では、

植栽基盤の整備等の進捗に伴い、抵抗性クロマツの

植栽が始まりました。これまでの抵抗性品種の開発

成果が問われることとなります。結実促進等の採種

園管理や接種検定、挿し木による増殖等の技術支援

等で、円滑な種苗生産に協力するとともに、より枯

れにくい第２世代の品種開発も進めて参ります。

　先端技術を用いた育種では、現在整備中のゲノム

育種施設等を活用し、遺伝子レベルでの研究・開発

を推進し、育種・選抜の高速化、スギ等の無花粉化、

マツの抵抗性強化、成長の早い品種の開発を進めて

参ります。

　遺伝資源の収集・保存では、超低温保存施設の全

自動化を図ったことで、ＤＮＡ等での安全かつ効率

的な保管を進めるとともに、関東森林管理局と締結

した「ジーンバンク協定」の活用等で、森林の生物

多様性保全を踏まえた遺伝資源の生育域内・外での

戦略的な収集・保存を進めて参ります。

　海外技術協力では、昨年、ケニア等と郷土樹種に

よる育種技術への協力、北欧フィンランドとの共同

研究で人的交流が始まりました。引き続き、円滑な

支援協力、研究の進展を図って参ります。

　本年も、森林・林業が直面する課題に対して林木

育種の面から、国民の期待に応えるよう、着実な、

研究・事業の展開を図って参りたいと考えておりま

す。引き続き、御理解と御協力をお願い申し上げま

す。

　最後に、皆様の益々の御健勝と御発展を祈念いた

しまして、年頭の御挨拶とします。
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写真－1　開会の挨拶をする井上所長 写真－3　参加者集合写真

写真－2　ラムスコグラー博士による講演

 １．全国から多数の参加者

　「森林・林業再生プラン」や森林林業基本計画の

目指す、低コストで効率的な作業システムの整備・

普及に対しては、「コンテナ苗」をはじめ技術革新

による貢献が期待されており、多くの機関で様々

な取り組みがなされております。林木育種センター

でも共同研究を含めて、これまで多くの活動を行っ

ておりますが、コンテナ育苗は技術的に何となく

曖昧な部分が多い、というのが担当者の共通認識

でした。そのため、オーストリアから特別講師を

招き、また、森林総研の落合主任研究員、宮崎県

林業技術センターの三樹副部長、全国山林種苗組

合連合会の太田会長、林木育種センターの星課長

をパネリストに選び、日本製のマルチキャビティ

コンテナ（JFA-150、JFA-300）やMスターコン

テナについても横並びにして育苗システム全体を

話し合いました。また、全国の研究者、事業者さ

らには行政担当者に声をかけたところ、交通の便

が悪いにもかかわらず100人近くの方々の参加を

得、熱心なご討議を頂きました。

　参加者からは、異口同音に「非常に参考になった」

との感想を頂いております。特にオーストリアの

情報はこれまで日本にほとんどもたらされておら

ず、今回初めて触れた方がほとんどでした。また、

パネリストによる詳細な解説は、科学的な理解の

一助となったようです。

２．オーストリアから特別講師の招へい

　林木育種センターの研究者が、海外育種情報収

集活動の一環として、昨年スウェーデンを往訪す

る機会があり（詳細は林木育種情報N0.8(2012)に

掲載）、コンテナ苗生産の先進国でもあることから

情報収集活動を行いました。結果として、スウェー

デンでは既存の情報の確認に留まりましたが、同

じ時期に往訪したオーストリアの事業者（LIECO

社）による育苗方法には、日本にとって参考にな

るものが予想以上に多くありました。その際、日

本のコンテナ苗生産の状況を説明したところ、具

体的要請があれば訪日して技術に係る意見交換を

行う用意がある旨の説明があり、今回招へいする

こととしました。

３．オーストリアLIECO社の歴史

　LIECO社では事業を開始した1985年当初はス

ウェーデン製のコンテナを用いており、自社製に

切り替えたのは5年後の1990年。その後、自社製

のコンテナによる生産が軌道に乗るまでにさらに

10年近くを要しています。創業から2000年まで

の15年間に投資した金額は約10億円にも上ります

が、回収が進まず倒産の危機に何度も見舞われた

とのことです。

　1985年当初に導入したコンテナの容積は93cc

でしたが、現在のシステムは50ccのコンテナに播

種し、播種後1～ 1.5年で311ccのコンテナに床替

え、さらに2年程度養苗するという2段階方式を採

用しています。苗木の形状にマッチした最適な根

系の状態を作り出すために、幾多の試行錯誤を行っ

た結果、この2段階方式に行き着いたとのことでし

た。

４．オーストリアと日本の類似点

　LIECO社の試行錯誤から見えてくるのは、ス

ウェーデンとオーストリアでは求められている苗

木の規格が異なることです。北欧地域では雑草が

少ないため、場合によっては直播きでも更新が可

能なほどで、大きな苗を植える必要はなく、1年間

育てた苗高30cm程度の苗木を山出しすることが一

般的です。対してオーストリアでは雑草が多く、

苗高50cm程度の軸がしっかりした苗木が求められ

るため、2～ 3年苗床で育てる必要があります。ス

ウェーデンとオーストリアの相違は、翻ってみる

とオーストリアと日本の類似でもあります。特別

講師の話からは、苗木の規格も含めて日本と類似

した課題がいくつかでてきました。その主なもの

として、

●　雑草に負けないよう大型で軸のしっかりとし

た苗木が必要。

●　急傾斜地が多く、苗木の運搬や植栽の機械化

が難しい。

●　小規模森林所有者が多く、きめ細かなマーケ

ティングが必要。

が上げられます。雑草の影響は日本ほどではない

といわれますが、上記の問題点に対応する手法は

日本にとって参考になるものが多いと感じました。

５．特別講師によるアドバイス

　検討会での質疑応答、さらにその後の雑談など

も含めて特別講師のラムスコグラー博士から参加

者に対していくつかのアドバイスがありました。

技術的な話も多くありましたが、経営的なアドバ

イスとして以下のものがありました。

●　コンテナにあわせて苗木を作るのではなく、

求められる苗木の形状に合わせてコンテナや

育苗システムを選ぶことが重要。

●　コンテナ苗は裸根苗よりもコストがかかる。

価格で裸根苗と競争するのはナンセンス。性

能で選ばれる苗木づくりを行うべき。苗木の

性能が十分に発揮されるよう、運搬から植栽

に至るまで技術を管理する必要がある。

●　培地はできるだけシンプルにすることによっ

て、その後の管理が的確に行える。その代わ

り灌水・施肥の設備が必要であり、その内容

に応じて苗畑の規模が決まってくる。

●　ユーザー（森林所有者）への教育が重要。伐

採のタイミングに合わせて苗木を予約するこ

とや、コンテナのリサイクルはユーザー教育

によって解決できる。

以上には書ききれなかった今回の検討会の概要と

配付資料につきましては以下のホームページより

参照頂けます。

http://ftbc.job.affrc.go.jp/html/kaigai/

konntenanae/konntenanae.html

（海外協力部　海外協力課　木村穣）

「効率的なコンテナ苗生産のための技術検討会」の開催について
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以上には書ききれなかった今回の検討会の概要と

配付資料につきましては以下のホームページより

参照頂けます。

http://ftbc.job.affrc.go.jp/html/kaigai/

konntenanae/konntenanae.html

（海外協力部　海外協力課　木村穣）

「効率的なコンテナ苗生産のための技術検討会」の開催について
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図－1　感受性と抵抗性個体における（a）感染特

異的タンパク質（PR-1 遺伝子）と (b) ペルオキシ

ダーゼ遺伝子の遺伝子発現量に関する比較

黒塗りのバーは感受性の遺伝子発現量を示し、白抜きバー

は抵抗性の遺伝子発現量を示します。

Y軸の値は、相対的な発現量を示します。

図－2　感受性クロマツおよび抵抗性クロマツに

おけるマツノザイセンチュウに対する生体防御反

応のイメージ

１．はじめに

　1969年、マツ枯れがマツノザイセンチュウに

よって引き起こされていることが明らかになりま

した（１）。この発見以降、「なぜマツノザイセンチュ

ウの感染によってマツが枯れるのか？」という疑

問に対し、多くの研究者がそのメカニズム解明に

向けて研究を進めてきました。一方、1978年から

は育種的取り組みとして抵抗性個体の選抜が行わ

れ、現在ではクロマツ110品種、アカマツ208品

種が開発されています。我々は、「マツノザイセン

チュウの感染によってなぜマツ枯れが生じるの

か？また、なぜ抵抗性マツは枯れにくいのか？」

という疑問に対し、遺伝子レベルから研究を進め

てきました。2012年1月、これまでの成果をまと

めた研究論文（２）を発表しましたので、その内

容についてご紹介します。

２．マツノザイセンチュウに対する感受性

及び抵抗性クロマツにおける生体防御反応

の違い

　一般のクロマツはマツノザイセンチュウ（以下

「線虫」とする。）に感受性です。そこで感受性ク

ロマツとして片浦1号（クロマツ精英樹）、抵抗性

クロマツとして抵抗性品種の波方73号に線虫1万

頭を接種し、接種後1日目、3日目、７日目、１４

日目後の幹から発現遺伝子を抽出し、感受性と抵

抗性間の発現遺伝子の種類と発現量について比較

を行いました。

　感受性クロマツに線虫を接種すると、接

種 後 １ 日 目 に は 感 染 特 異 的 タ ン パ ク 質

（pathogenesis-related protein）や抗微生物ペプ

チド（antimicrobial peptide）と呼ばれる生体防

御関連遺伝子が非常に多く発現しており、接種後3

日目、７日目と日を経るごとにそれらの遺伝子の

発現が増加していることが分かりました（図－１

a）。感染特異的タンパク質や抗微生物ペプチドは、

植物が病原体の感染に対して自身を守るために生

産する生化学的な産物であり、感受性クロマツで

は線虫が樹体内に侵入すると、それらのタンパク

質やペプチドを生産して、線虫に対する防御反応

を起こしていることが推測できました。

　一方で抵抗性クロマツに線虫を接種すると、感

受性クロマツと同様に感染特異的タンパク質や抗

微生物ペプチドが発現しましたが、その発現量は

感受性クロマツと比較すると低いことが分かりま

した（図－1a）。さらに線虫接種後7日目には活性

酸素種(reactive oxygen species)によって誘導さ

れるペルオキシダーゼ（peroxidase）遺伝子の発

現が増加し（図－1b）、14日目には細胞壁を強化

するエクステンシン（Extensin）遺伝子の発現が

増加していることが分かりました。

　では、なぜ感受性クロマツでは線虫に対して防

御反応を行っているにも関わらず、結果的に枯死

に結びつくのでしょうか？二井一禎博士（京都大

学、現ファイザー）は著書「マツ枯れは森の感染症」

（3）の中で「マツ枯れによる枯損は、寄主マツが

非親和性の異物として線虫を認識し、抵抗性反応

を発揮して線虫の活動を抑制しようするがうまく

いかず、その抵抗性反応の結果としてみずから枯

死してしまう現象」と述べられています。我々が

感受性個体で明らかにした線虫に対する防御反応

は、まさに二井博士が示されていた仮説で説明で

きると考えています（図－2a）。

　逆に、抵抗性個体はなぜ枯れにくいのでしょう

か？明確な答えは未だありませんが、我々の研究

結果から見えてくるものがあります。すなわち、

抵抗性個体では、自ら枯死に至る防御反応を抑え

つつ、活性酸素種の発生によって誘導される細胞

壁強化を中心とした防御反応によって線虫の移動

や増殖を抑制し、その結果として枯れにくくなっ

ている、というものです（図－2b）。

３．マツノザイセンチュウ抵抗性メカニズ

ムの解明に向けて

　現在、我々はマツノザイセンチュウ抵抗性メカ

ニズムの解明に向けて、一度に数万個の遺伝子発

現をプロファイルできるマイクロアレイを利用し

て、抵抗性反応に関係する遺伝子の発現パターン

や発現遺伝子の機能的関係について解析を進めて

います。さらに、DNAマーカーを利用した連鎖解

析を利用して、抵抗性形質を決定づける遺伝的因

子、すなわち抵抗性遺伝子の特定も試みています。

引用文献

1．徳重陽山・清原友也: マツ枯死木中に生育する線
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写真－１　ラベル発行システム

ラベルプリンタ（左：SATO 社製、Petitlapin）と

発行されるラベル（右）

写真－２　ICタグの取り付け状況

矢印：黒いのがICタグ、四角：ガムテープの部分が

コイル状になっている。

 １．はじめに

　イネを始めとする育種において系統管理は重要

であり、それは林木育種でも同様です。特に林木

では生育に長期間を要することを考えれば、系統

管理が適切ではない場合に被るその時間的損失は

多大なものとなります。そのため、現場では植栽

個体にラベルを貼付するなどの工夫をしてきまし

た。しかし、川内・後藤（1999）は、DNAマーカー

を利用して採種園における管理実態を明らかにし

た結果、植栽個体の20％程度に管理ミスがあるこ

とを報告しました。そこで、林木育種センターで

は系統管理に資するためスギ及びヒノキについて

全国の精英樹を網羅したDNAタイピングデータ

ベースを完成させています。これらを活用して管

理実態の把握を行ったところ、川内・後藤（1999）

が指摘するようにラベルが手書きであったことや

配置図が不明瞭であったことに起因する管理ミス

の存在がみられました。一方で、DNA分析はコス

トや労力がかかるのが難点です。従ってDNA分析

に代わる新たなシステムが求められてきました。

　林木育種センターではこのような現状を踏まえ

て、林木育種に対応したPDA（携帯情報端末）や

アンドロイド端末を利用した新たなラベルシステ

ムによるトレーサビリティシステムの開発を行い

ましたので紹介します。

２．収集時のラベル発行システム

　全てのミスが人為的に発生することを考慮すれ

ば、自動化を図ることが重要です。林野庁のある

プロジェクトでは、二次元バーコードはコスト面

や情報量から優れたトレーサビリティシステムで

あると結論づけられています。そこで、二次元バー

コードを利用したラベル発行システムを株式会社

サトーと共同開発しました。

　開発したシステムはアンドロイド端末を利用し

ており、増殖用の穂木や種子を採取する際、樹種

や個体情報、実行部署、または簡単な調査項目を

入力することができます。また、これらの情報を

二次元バーコード（QRコード）に変換し、シール

としてプリントアウトし、採取した試料に貼り付

けることができます。二次元バーコードには個体

位置がGPSデータとして取り込める機能も含まれ

ています。入力した情報は事務所に戻ってから電

子データとしてアンドロイド端末からPCに取り込

むことが出来るだけでなく、ラベルに印字された

二次元バーコードを読み取ることで全ての情報を

改めて入力することなく、PCに取り込むことがで

き、大幅な自動化が可能です。

　本システムは、穂木や種子採取だけでなく、分

析用サンプルの収集などにも利用可能で、印字さ

れたシールラベルも短期間であれば野外でも活用

できます。そのため、人工交配や花粉収集の際の

ラベルとして活用することで現地での不明瞭な記

載を大幅に排除できます。このアンドロイド端末

と簡易ラベルプリンタを利用したラベル発行シス

テム（もばらべ）は株式会社サトーとともに第14

回自動認識システム大賞（平成24年）でフジサン

ケイビジネスアイ賞を受賞しました。

３．試験地調査システム

　検定林では数十年単位で成長量のモニタリング

を行っています。長期間に及ぶモニタリングの結

果、地形の変化等で個体識別が不明確になる場合

があります。調査個体へのラベル貼付が効果的で

すが、長期間に耐久性のあるラベル、例えば金属

プレートなどはコスト面で問題があります。また、

これらのラベルはラベル以上の価値を見いだすこ

とは困難であり、費用対効果の面で問題がありま

す。最近、「SUICA」に代表されるIC（RFID）タ

グが社会的に浸透しつつあります。流通業界にお

ける多様なニーズと併せて様々なICタグが登場し

ました。中には、長期間野外での使用に耐えるこ

とができるICタグも登場しています。これまで成

長量調査の際、検定木の配置を確認しながら紙野

帳へ記入する作業をしてきましたが、このシステ

ムでは、ICタグを読み取り、PDAに入力すること

で記録できることから、ラベルとして利用出来る

だけでなく、ラベル以上の価値を付加することが

出来ます。ICタグとPDAを利用することで大きな

問題点であった野外での人為による不明瞭な記載

が排除できるばかりでなく、PCへ直接データを送

信できるため、転記のミスもなく、入力作業がほ

ぼ省力化できます。

　本システムでは、例えば試験地を設定する時に

枝条や切り株、岩があり、その場を避けて植栽し、

植栽列が揃っていないことで数年経過すると行列

を把握することが難しい試験地でも、ICタグを読

み取ることで誰でも間違えることなく、その個体

を認識することが可能となります。数十年単位で

の調査を想定するのであれば、同じ者ではなく異

なる者が調査に出かけることとなり、その際に発

生する個体位置の認識ミスは重大なデータの錯誤

を招きます。ICタグを貼付しておけば、正確で、

効率的な調査が可能となります。本システムは配

置情報を持たない試験地にも対応しており、行列

情報ではなくGPSによる位置情報を取得し、調査

データについても同様に記録することができます。

　ICタグの取付については、ジャンパ線をコイル

状にし、樹木の肥大成長に対応した取り付け方を

考案しています。PDAについては野外で利用する

ことを考慮し、防水性・防塵性に優れたものを採

用しています。PDAで入力した調査データはPDA

を事務所に持ち帰り、PCと接続することで電子

データとして取り込むことが出来ます。

　最近、電子機器による簡易測量も同時に導入し

ました。これにより、行列情報だけでなく、個体

の位置を三次元で視覚的に把握できるようになり

ました。いままでの行列情報で格子状に区切られ

た配置図ではなく、このようなXY情報による配置

図を利用することにより、より正確な位置の把握

が可能となり、目的の個体を探す際の有用な情報

となると考えられます。

４．今後の問題点

　林木では現地での材料及び情報の収集から、増

殖、植栽、伐採に至るまで全ての過程に多くの人

手が介在します。ミスが人為によって引き起こさ

れるのであれば、システム化や自動化のみでこれ

を防ぐことが可能です。今後は収集時の二次元バー

コードから植栽時のICタグまでを一連のシステム

として体系化する必要性があります。

　DNA分析やICタグの導入により、林木育種の問

題であった系統管理については、「できるかできな

いか」ではなく「やるかやらないか」に問題が移

行しました。但し、機器やシステムの導入コスト

やICタグの取り付けに手間が掛かる等問題点は山

積しています。コスト・労力と併せて、取り組む

課題の重要度・期間を考慮し、どのシステムを導

入するか検討していく必要があります。

　最後に、本原稿の執筆及びこれらシステムの開

発については九州大学大学院渡辺敦史准教授にご

尽力いただいたことを感謝申し上げます。

（育種部　育種第二課　小野雅子）

林木育種におけるトレーサビリティシステムの開発
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写真－１　ラベル発行システム

ラベルプリンタ（左：SATO 社製、Petitlapin）と

発行されるラベル（右）

写真－２　ICタグの取り付け状況

矢印：黒いのがICタグ、四角：ガムテープの部分が

コイル状になっている。
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写真－１　小笠原諸島の森と海（母島）

写真－２  オガサワラグワの雄花穂（左）と雌花穂（右）

写真ー３　温室で生産された種子由来の苗木

 １．小笠原諸島について

　平成23年6月に「世界自然遺産」に登録された

小笠原諸島（写真－１）は、本土から1,000km以

上離れた太平洋上の広大な海域に散在する多くの

島々で構成されています。ここは島の誕生以来一

度も大陸と陸続きになったことがなく、動植物が

隔離した環境で独自の進化をとげたため、他の地

域ではみられない固有種が数多く生育しています。

植物では、在来種のうち約5割が固有種とされてお

り、オガサワラグワもそのひとつです。

２．オガサワラグワとは

　オガサワラグワ（Morus boninensis）は、クワ

科クワ属の落葉広葉樹で小笠原諸島の父島、母島

および弟島に自生しています。材が緻密で材質が

優れているため、盛んに伐採され利用されてきま

した。さらに近年、外来種であるアカギの分布拡

大等に伴い、生育環境が悪化し個体数が激減しま

した。現在は３島で200本以下しか残存していな

いと言われています。このようなことから、オガ

サワラグワは、環境省により「絶滅危惧種」に指

定されています。

３．現地での種子生産の問題点

　オガサワラグワは雌雄異株であるため、個体数

の減少は次世代の種子生産に、よりシビアに影響

します。加えて、小笠原に養蚕用として導入され

たシマグワの問題があります。小笠原の環境に合っ

たシマグワは生育場所を拡大し、オガサワラグワ

の生育適地を奪ってしまいました。さらにクワ属

の特徴として容易に種間雑種をつくるという性質

があることから、オガサワラグワもこのシマグワ

と簡単に交雑し種間雑種ができています。

　以上のような状態では、純粋なオガサワラグワ

の子孫を残すには、何かしら人間の手助けが必要

と思われます。小笠原でオガサワラグワ同士の人

工交配（雌花に花粉をかけ受精させる行為）を行い、

得られた種子を用いて現地で育苗し、山に植える、

ということができれば理想的です。しかし、現地

で確実な人工交配を行うことができる技術を持っ

た人や種子の採取から育苗まで継続的な作業を行

う人の確保、育苗用地の問題（プラナリア等の土

壌中の外来生物を拡散させないために同じ島内で

も苗木の移動が禁止され、苗木育成場所を山の中

に作らなければならない）等があり容易ではあり

ません。

　そこで、林木育種センターでは、希少樹種の生

息域外保存の一環として組織培養苗として保存し

てきたオガサワラグワを用いて、小笠原とは全く

異なった環境下で種子生産が可能かどうか研究を

行っています。以下にこの取組について紹介しま

す。

４．茨城県日立市での種子生産試験

　組織培養苗として保存してきたオガサワラグワ

を発根させ、馴化させた鉢植え個体を試験材料と

しました。大きさは30-50cm程度ですが、もとも

とは立派な成木です。この鉢植え個体をビニール

ハウス内に並べ着花を観察しました。2011年には、

23個体で雄花（写真－２）、14個体で雌花（写真

－２）の着花が見られ、最終的に500個以上の種

子を得ることができました。環境が整えば生息域

外でもオガサワラグワの種子生産が可能なことが

わかりました。

  

　前述したとおり、クワ属植物は容易に種間で交

雑して雑種を作ります。温室のある日立市周辺で

は、クワ属のヤマグワ、コウゾ属のコウゾが自生

しています。また、数種類の養蚕用のクワの品種

も植えられています。このような樹種との交雑の

可能性を明らかにするため、それぞれの樹種の開

花期を調査しました。すると、周辺に生育する近

縁種は、全て7月までに開花を終了するのに対し、

オガサワラグワは、9月中下旬から開花し始め、11

月中旬まで開花することがわかりました。このよ

うに開花時期が大きく異なることから種間交雑の

可能性は非常に低いと考えられます。

 

５．生産された種子の雑種性の確認

　生産された種子が雑種でないことを実証するた

め、「倍数性」の調査を行いました。オガサワラグ

ワは4倍体であるのに対し、シマグワやヤマグワは

2倍体です。よってオガサワラグワとこれらの2種

との雑種は共に3倍体になります。生産された種子

由来の苗木（写真－３）が4倍体なら純粋なオガサ

ワラグワ、3倍体なら種間雑種と判定できるわけで

す。「倍数性」の調査は、フローサイトメーターと

いう分析機器を用いて行いました。この機器は、細

胞中に含まれるDNAの量を蛍光の強度から推定す

るものです。対照としてオガサワラグワ親個体（4

倍体）、オガサワラグワとシマグワの雑種（3倍体）

およびヤマグワ（2倍体）を用いて分析したところ、

全ての苗木は、オガサワラグワ親個体と同じ蛍光強

度にピークを持ち4倍体であると確認されました。

６．今後に向けて

　小笠原の生態系は、外部からの圧力に対して非

常に脆弱であり、現在オガサワラグワだけでなく

多くの動植物種が絶滅の危機に瀕していると言わ

れています。オガサワラグワを守るために植栽等

の行為を行うことで、生態系全体への悪影響が出

ないとも限りません。小笠原諸島世界自然遺産地

域科学委員会では、「小笠原諸島の生態系の保全・

管理の方法として「植栽」を計画するにあたって

の考え方」を出しています。これには「植栽に伴

い想定されるリスクに比べ、植栽を実施しないこ

とがより大きなデメリットをもたらす場合にのみ、

植栽は計画されるべきである。」と示されています。

　小笠原以外で育成したオガサワラグワのクロー

ンや実生個体を現地に「植栽」する場合は、オガ

サワラグワの現状や今後の推移予測を踏まえ、多

くの関係機関のコンセンサスが得られるような総

合的な保全計画を策定し、それに沿ってどの個体

をいつ、どのような方法で植えるかといった綿密

な計画が必要と考えられます。

（遺伝資源部　探索収集課　生方正俊）

絶滅危惧種オガサワラグワの生育地以外での種子生産
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絶滅危惧種オガサワラグワの生育地以外での種子生産
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表－１　研修コース一覧

コース名 実施期間 氏名

林木育種事業

管理

5.8.2012~

11.8.2012

KEFRI 所長

Dr. Ben Chikamai

林木育種管理 22.7.2012~

11.8.2012

KEFRI 次長

Dr. Gabriel Muturi

林木育種理論 4.7.2012~

11.8.2012

Mr. Jason Kariuki

Mr. David Muchiri

林木増殖技術 4.7.2012~

28.7.2012

Ms. Mary Mwangi

Ms. Frouza Maingi

林木遺伝分析 4.7.2012~

25.8.2012

Mr. Joseph Machua

Mr. Stephen Omondi

１．JICA育種プロジェクトの開始

　国際協力機構（JICA）ではケニア国において「気

候変動への適応のための乾燥地耐性育種プロジェ

クト」を24年7月から5年間の予定で開始しまし

た。林木育種センターでは事業の一部（短期専門

家派遣、研修員受入れ）を委託契約で実施してお

ります。

２．メリアとアカシアの育種

　プロジェクトでは、乾燥が進むアフリカ東部で

の緑化推進のため、乾燥耐性が強くかつ良質材生

産に適したメリア(Melia vilkensii)及びアカシア

(Acacia tortilis)の育種を行い、住民に優良苗木の

提供を行うための基盤整備を行います。メリアは

センダンの仲間で、早生樹種ではありますが材質

に優れ、現地では家具材や建築用材として高価に

取引されています。

３．精英樹の選抜と採種園の造成

　ケニアでは1987年から2009年まで社会林業関

係のJICAプロジェクトが実施されてきており、終

盤においては郷土樹種としてメリアにも視点があ

てられてきておりました。その中で林木育種セン

ターから派遣された専門家により、精英樹を選抜

する考え方が導入されており、精英樹選抜も徐々

に進められてきていました。今回のプロジェクト

ではそれを引き継ぎ、精英樹選抜を完遂するとと

もに、精英樹を用いた採種園の造成を行います。

なお、アカシアはクローン増殖が難しいため、実

生採種林の造成を行います。

４．増殖技術

　プロジェクトでは5年間の中で精英樹クローンに

よる採種園を造成し、そこから生産する種子を用

いて普及活動を行うというスケジュールになって

います。メリアは、接ぎ木増殖により作られた苗

木でも2年目には開花結実します。台木とさし穂材

料の供給が行われれば、5年間で目的を達成するこ

とは可能でありますが、途上国の作業環境の中で

は多くの課題を乗り越えなければなりません。そ

のため、林木育種センターではプロジェクト開始

前から専門家を現地に派遣し、1万本の台木の確保

を進めました。また、さし穂を効率的に集めるため、

測高竿の先に鎌を装備した特注の器材をケニアに

送り、精英樹からの挿し穂採取を計画的に進めま

した。

５．遺伝変異の分析

　育種の成果によって得られた優良品種を現地に

普及するに当たって、遺伝資源の保存に悪影響が

ないよう普及する範囲を慎重に見極める必要があ

ります。そのための判断材料として、DNAレベル

での遺伝変異の分析を行い、品種レベルでの多様

性やその広がりを評価することとしています。す

でにメリアについてはDNAマーカーの開発を終え

ており、今後は母集団毎の個体の変異の解析を行

うこととなります。また、アカシアについても、マー

カーを一部開発することに成功しており、今後、

ケニア人研究者の成果として研究論文に取りまと

められる予定です。

６．委託契約による効果的な活動

　今回のプロジェクトでは、短期専門家の派遣と

研修員受入を行う委託契約をJICAと取り交わし実

施しております。これまでのJICAプロジェクトで

は専門家派遣と研修員受入が別々に実施され、お

互いの連携が難しかったのですが、一つの契約の

中で実施されることにより、プロジェクトの進捗

にあわせてより効果的に、そして柔軟に実施する

ことが可能となっています。

７．研修員の受入れ

　これまでのJICAプロジェクトでは開始から1年

程度経ってから研修員の受入れが行われています

が、今回はプロジェクトの開始とともに受入れが

行われました。また、研修プログラムの多くを現

地派遣予定の研究者・技術者に担当して頂き、プ

ロジェクト実施に必要な技術を集中的に修得する

ための特別なカリキュラムを組みました。その成

果は、その後のプロジェクト活動において十分に

発揮されています。

　平成24年度は、表のとおり7月から8月にかけ

て5コース8名のケニア人研修生を受け入れまし

た。育種センター各課、森林バイオ研究センター、

各育種場等、全体で研修プログラムの組み立てや

受け入れに取り組み、非常に充実した研修となり

ました。

（海外協力部　海外協力課　木村穣）

ケニア国におけるJICAプロジェクト開始と研修生の受入れ
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図１　マイクロアレイによる網羅的な発現遺伝子の解析

図２　リアルタイムPCR法による定量

図３　in situ ハイブリダイゼーションによる発現組織の解析

1. はじめに

　前号までに遺伝子の単離手法について紹介して

きました。単離した遺伝子がいつ、どの組織で発

現しているかを知ることは、単離した遺伝子の機

能を推定する上でも重要な情報となります。そこ

で今回は遺伝子発現の解析法について紹介します。

2. マイクロアレイ法

　マイクロアレイ法は遺伝子の発現を網羅的に解

析する際に用います。この手法は高密度に遺伝子

の配列をスポットしたスライドガラス（アレイ）に

解析したい組織から合成したcDNA（蛍光で標識し

たもの）をハイブリダイゼーションし、蛍光をス

キャナーで読み込むことによって発現している遺

伝子群の解析をおこないます。一度に数万種類の

遺伝子の発現を解析することが可能です（図1）。

3. リアルタイムPCR法

　遺伝子の発現量を定量的に解析したい際に用い

る手法です。この手法はサーマルサイクラーと蛍

光光度計が一体型となっている装置を使います。

目的遺伝子特異的なプライマーを用い、解析した

い組織から合成したcDNAをテンプレートにして

PCRを行います。PCR産物を蛍光でリアルタイム

に検出することにより、指数関数的に増幅する範

囲を簡単に知ることができ、実験に用いた組織に

おける目的遺伝子の発現量を定量的に解析するこ

とができます（図2）。

4. in situハイブリダイゼーション法

　遺伝子がどの組織・細胞で発現しているかを解

析する際に用いる手法です。組織や細胞上で遺伝

子の発現を直接検出することができます。組織切

片を作成し、標識した目的遺伝子の配列（プローブ）

とハイブリダイゼーションを行います。目的遺伝

子が発現している組織は呈色し、どの組織、どの

細胞で目的遺伝子が発現しているかを調べること

ができます（図3）。

（森林バイオ研究センター　栗田　学）

　新年を迎え、謹んで御挨拶を申し上げます。

　皆様には、常日ごろから、林木育種センターの業

務・運営に関しまして格別の御理解と御協力を賜り、

厚く御礼申し上げます。

　当センターでは、遺伝的に優れた特性を持つ林業

用種苗の品種開発を進めてきており、近年重点的に

取り組んできているものに、エリートツリーがあり

ます。優れた成長が、森林のＣＯ2の吸収力の増大

に、初期成長の良さが、植栽本数や下刈の軽減で、

低コスト造林に活用できるなどの評価があります。

昨年、茨城県に初の原種配布を行い、数年先には山

での植栽が可能な段階となりました。今後も、選抜・

開発を進め、産官学連携を通じた原種の生産、山行

き苗木の生産体制整備に協力して参ります。さらに、

成長量等の性能を明らかにするとともに、コンテナ

苗技術の活用も図りながら、造林者等への普及にも

努めて参ります。

　東日本大震災で被災した海岸防災林の復旧では、

植栽基盤の整備等の進捗に伴い、抵抗性クロマツの

植栽が始まりました。これまでの抵抗性品種の開発

成果が問われることとなります。結実促進等の採種

園管理や接種検定、挿し木による増殖等の技術支援

等で、円滑な種苗生産に協力するとともに、より枯

れにくい第２世代の品種開発も進めて参ります。

　先端技術を用いた育種では、現在整備中のゲノム

育種施設等を活用し、遺伝子レベルでの研究・開発

を推進し、育種・選抜の高速化、スギ等の無花粉化、

マツの抵抗性強化、成長の早い品種の開発を進めて

参ります。

　遺伝資源の収集・保存では、超低温保存施設の全

自動化を図ったことで、ＤＮＡ等での安全かつ効率

的な保管を進めるとともに、関東森林管理局と締結

した「ジーンバンク協定」の活用等で、森林の生物

多様性保全を踏まえた遺伝資源の生育域内・外での

戦略的な収集・保存を進めて参ります。

　海外技術協力では、昨年、ケニア等と郷土樹種に

よる育種技術への協力、北欧フィンランドとの共同

研究で人的交流が始まりました。引き続き、円滑な

支援協力、研究の進展を図って参ります。

　本年も、森林・林業が直面する課題に対して林木

育種の面から、国民の期待に応えるよう、着実な、

研究・事業の展開を図って参りたいと考えておりま

す。引き続き、御理解と御協力をお願い申し上げま

す。

　最後に、皆様の益々の御健勝と御発展を祈念いた

しまして、年頭の御挨拶とします。

林木育種におけるDNA分析技術（８）
―　発 現 解 析　－ 
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