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研究成果の概要（和文）：温暖化により果皮の着色不良が問題となっている四倍体ブドウ「巨峰」は、着色制御
に関連するMYB転写因子が4個ある。2個は活性があり、活性のない2個にはプロモーター中にレトロトランスポゾ
ン（Gret1）が存在する。活性のあるMYB転写因子数は着色に影響するため、ゲノム編集技術でGret1を切り出す
ことで、着色安定化を目指した。エンブリオジェニックカルスを誘導・増殖し、Gret1のLTR領域に設計した
guideと CRISPR/Cas9との一体型ベクターを持つアグロバクテリウムを感染させた。得られた12個体の形質転換
植物体をマルチプレックスPCRで解析したが、Gret1欠失は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：Poor/less coloration in ‘Kyoho’ grape skin is a big problem, which can be 
frequently seen by global worming. ‘Kyoho’ has four MYB transcription factors (MYB-TFs), two of 
which are active types, but the other two are inactive ones, because a retrotransposon (Gret1) is 
inserted in the promotor of these inactive MYB-TFs. It has been known that the extent of grape skin 
coloration depends on the number of an active MYB-TF. Thus, we planned to delete Gret1 using genome 
editing, which cause reactivation of MYB-TFs, which would result in the stabilization of the skin 
color of ‘Kyoho’. Target sequence of guide RNA was selected in the LTR region. Then binary vectors
 harboring Cas9, and sgRNA were transformed to ‘Kyoho’ embryogenic calli (EC). Twelve transgenic 
plants obtained were analyzed by multiplex PCR to confirm Gret1 deletion. The results showed that no
 genome edited plants were unfortunately obtained. 

研究分野： 果樹園芸

キーワード： ブドウ　ゲノム編集

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
形質転換可能な二倍体品種「ネオ・マスカット」ではPDS遺伝子のゲノム編集に我々は成功している。しかしな
がら四倍体品種である「巨峰」について、これまでゲノム編集を行った例はない。「巨峰」の形質転換は「ネ
オ・マスカット」よりも難しく、また標的としたGret1が約8.8kbと長かった。そのため、Gret1の欠失を狙うた
めには「巨峰」の形質転換の効率化と、ゲノム編集の際のさらなる切断効率の改良の必要性が示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
我が国におけるブドウの農業生産額は、果樹ではミカン、リンゴに続いて第 3 位であり、

重要な作物である。我が国では、ブドウの品種の中では「巨峰」の栽培面積が最も広く、ブ

ドウ全栽培面積の 1/3 を占めている（平成 25 年産特産果樹生産動態等調査）が、近年温暖

化によって着色不良が問題となっている。 

ブドウの着色には MYB 転写因子が関与しており、その活性はプロモーター部分の配列に

よって影響を受けている。黄緑色ブドウはプロモーター部にレトロトランスポゾン（Gret1）

が挿入されており、MYB 転写因子が活性を持っていないため着色しない。四倍体である「巨

峰」にはこの活性を持たない MYB 転写因子が 2 個と、プロモーター部にレトロトランスポ

ゾンが挿入されていない活性のある転写因子が 2 個存在している。着色は活性を持つ MYB

転写因子の数が多いほど安定することが報告されている（Azuma et al. 2011）。 

食味などの品質のよい品種の特性を損なうことなく、望む形質のみを改良する方法の 1 

つとして、これまで形質転換系の開発が進められてきたが、導入遺伝子のゲノム中に入る場

所は決めることができない。また、形質転換によって望むようなものができても、外来遺伝

子の除去については、果樹は遺伝的にヘテロであるため、世代を回すと他の形質が分離して

しまうという問題がある。一方、近年飛躍的に進歩しているゲノム編集では、形質を制御し

ている遺伝子配列が分かれば望んだ位置に突然変異を誘発することが可能となる。また、究

極的には、人工制限酵素をタンパクの形で導入できれば、形質転換の痕跡無く自然に起きた

突然変異と同じものを得ることも可能となる。ゲノム編集技術は、シロイヌナズナやタバコ

などの実験植物から実用的な植物へと応用範囲が広がってきている。人工制限酵素として

TALEN や CRISPR/Cas9 システムが用いられている。植物のゲノム編集では、アグロバクテ

リウムなどにより人工制限酵素の発現ベクターを導入することが広く行われており、組織

培養系が確立されていることが不可欠である。我々はこれまでに形質転換系を確立した二

倍体品種「ネオ・マスカット」において、CRISPR/Cas9 システムをアグロバクテリウム法に

より導入することで、フィトエン不飽和酵素遺伝子（PDS 遺伝子：遺伝子が変異すると植

物がカロテノイドを合成できなくなり、葉緑素の分解を伴って白化症状を呈して死に至る）

への変異導入に成功した（中島ら、2016）。また、これまでに「巨峰」のエンブリオジェニ

ックカルス（EC）誘導系および EC へのアグロバクテリウム感染による形質転換系を開発

している（Nakajima et al. 2000、Nakajima et al. 2006）。 

 
２．研究の目的 
 「巨峰」の形質転換系を用いて CRISPR/Cas9 システムを導入し、「巨峰」においてゲノム

編集が起こることを PDS 遺伝子への変異導入により明らかにする。また、MYB 転写因子の

働きを抑えている Gret1 を CRISPR/Cas9 システムにより切り出すことができるか明らかに

する。人工制限酵素を用いた植物におけるこれまでのゲノム編集研究では 1～十数 bp の変



異導入が多く報告されているが、Gret1 は両側にある LTR 領域を含めると 10kb 程度あり、

欠失させたい配列が長い。しかも LTR 配列は 5’側と 3’側では 4 塩基が異なるのみで、他の

配列は相同である。そのため、guide となる標的配列を 1 つ決めることで 2 つの LTR 領域の

同じ配列箇所を切断できると考えられる。プロモーター部に LTR 領域が 1 つ残った MYB

転写因子は自然突然変異でも生じ、着色能を有することが報告されている(Kobayashi et al. 

2004)。したがって、ゲノム編集により LTR 領域を残して Gret1 を欠失させることで、着色

能が回復すると考えられる。本研究では 1 つの guide で、「巨峰」の 2 つの活性を持たない

MYB 転写因子に存在する Gret1 を 2 つ同時に欠失させることができるのか、また欠失でき

た場合にはどのように欠失できたのかについても明らかにする。 

 
３．研究の方法 

4℃で保存していた「巨峰」の休眠枝を 2 芽ずつで切り、ロックウールに挿して、22℃16

時間日長 8 時間暗黒下で発芽（発蕾）を促した。蕾が出てきたものは、成育が進んで蕾同士

が離れ始めた頃に有効塩素 1％の次亜塩素酸ナトリウム水溶液で滅菌し、滅菌水で 2 回洗っ

た。実体顕微鏡下で蕾の中から未受精胚珠や花糸を取り出し、1 µM 2,4-D、1 µM TDZ と 30g/L

シュークロースを含んだ 1/2MS 液体培地に置床した。26℃暗黒条件下において 60rpm で振

盪培養を行った。得られたエンブリオジェニックカルス(EC)は 1 µM 2,4-D、50g/L マルトー

スおよび 3％寒天を含んだ 1/2MS 培地で継代、増殖を行った。PDS 遺伝子の配列の中から、

CRISPR/Cas9 システムで切断でき、かつ変異が導入されると制限酵素で切断できなくなる

配列を選び、guide 配列とした。このようにすることで、変異が導入された場合に CAPS 解

析が可能となる。また、Gret1 の欠失を狙って Gret1 の 5’および 3’LTR 領域に設計した。遺

伝子組換え細胞（再分化植物）の選抜にはカナマイシンが有効であるため、カナマイシン耐

性遺伝子を用いた。Cas9 と guide RNA（およびカナマイシン耐性遺伝子）一体型のベクター

を作成し、アグロバクテリウム LBA4404 へ導入した。EC に PDS 遺伝子あるいは Gret1 を

標的とした CRISPR/Cas9 ベクターを持つアグロバクテリウムを感染させた。形質転換個体

を再分化させ、ゲノム編集が起こったかを CAPS 解析あるいはマルチプレックス PCR によ

って確認した。 

 
４．研究成果 

CRISPR/Cas9 システムを導入するため「巨峰」の EC を誘導・増殖した。休眠枝をインキ

ュベーター内で育てて出てきた蕾を用いることで、圃場の材料を用いる場合のように 1 年

に一度きりではなく、実験計画に対応して EC を誘導することが可能となった。しかしなが

ら、アグロバクテリウムの感染に適した調子のよい EC の継代・増殖は非常に難しく、また

再分化植物体が得られるのに１年程度かかるため、アグロバクテリウムの感染実験回数が

限られた。当初 PDS 遺伝子についても計画していたが、PDS（あるいは Gret1）の guide を

持つアグロバクテリウムの感染条件が悪く失敗したため、次に GFP をコントロールとして

アグロバクテリウム感染方法を確認しつつ Gret1 の欠失を狙うこととした。 



これまでに「シャインマスカット」において Gret1 の欠失を狙って Gret1 の 5’および 3’LTR

領域に設計した guide 配列の 5 種類の中から、Gret1 の欠失の認められる guide 配列を明ら

かにしている。「巨峰」においても guide 部分のシークエンスを確認したところ、「シャイン

マスカット」と同じであった。そのため、同じ guide を用いて CRISPR/Cas9 との一体型ベク

ターを持つアグロバクテリウムを「巨峰」の EC に感染させた。 

その結果、Gret1 の欠失を目標とする形質転換候補不定胚が 94 個得られ、そこから植物

体となったのは 14 個であった。成育のよかった 12 個体について形質転換体であるかを PCR

で確認したところ、全て形質転換体であった。アグロバクテリウムは完全に除菌されていた。

その 12 個体について、Gret1 が欠失した際に solo LTR のバンドが検出できるように設計し

たマルチプレックス PCR（常にバンドの出るコントロールは PDS 遺伝子を用いた）によっ

て Gret1 の欠失の確認を行ったが、12 個体全てで Gret1 の欠失は認められなかった。guide

配列部分の小さな変異については今後検討を行う。Gret1 は約 8.8kb と長いため、Gret1 の欠

失を狙うには「巨峰」の形質転換系をさらに効率化し、形質転換体をより多く獲得すること、

およびさらなる切断効率の改良の必要性が示唆された。 
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