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研究成果の概要（和文）：わが国在来のブドウ品種‘甲州’の遺伝子全体（ゲノム）の配列は、

西洋系の Vitis vinifera 品種よりも東洋系品種に近く、野生ブドウとは大きく異なった。‘甲州’

のゲノムには、ごく一部特異的に異なる配列が見いだされたが、このことは‘甲州’の形質に

有意な影響を与えないと考えられた。遺伝子発現の面からは、成熟期の‘甲州’果皮では、‘シ

ャルドネ’と比較して、耐病性・ストレス応答に関連する遺伝子の発現が比較的高いことが明

らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：Genomic structure of ‘Koshu’ was more closely related with oriental Vitis 

vinifera cultivars than with occidental cultivars and largely different from that of a wild grape species. 

Even though the genome of ‘Koshu’ contained a limited number of characteristically different sequences, 

these differences probably do not influence the character of ‘Koshu’. Transcriptomic analysis revealed 

that the expression of some disease resistance and stress response related genes in the berry skin of 

‘Koshu’ during ripening was higher than in ‘Chardonnay’.  
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１．研究開始当初の背景 

１） ブドウ‘甲州’について 

 ‘甲州’はわが国在来のブドウ品種で、生
食用のほか、日本の白ワイン用品種として重
要な品種である。‘甲州’の白ワインは穏や
かな香味で、強い特徴がないとされてきたが、
近年、‘ソービニヨン・ブラン’と共通の香
気成分を有することが報告され、改めて注目
されている。また、最近は海外へも輸出され

ており、その特徴を明らかにすることは、国
産ワイン振興のためにも重要と考えられる。 

 ‘甲州’は東洋系 Vitis vinifera に属すると
考えられており、研究代表者らの Simple 

Sequence Repeat (SSR)解析等の DNA 多型解
析によってもこのことが確認されている。ま
た、‘甲州’は同じくわが国在来のブドウ品
種である‘甲州三尺’に近いが、予想に反し
て中国の‘竜眼’や‘和田紅’等の品種とは
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あまり近くないことも明らかになっている。 

 ‘甲州’の特徴として、西洋系の V. vinifera

品種と異なり、わが国の高温多湿な気象条件
に比較的栽培適性がある点があげられる。世
界の主要なワイン醸造用ブドウはすべて西
洋系 V. vinifera 品種であり、わが国でもこれ
らの品種の人気が高いが、病害を受けやすく、
農薬を多用せざるを得ない状況にある。‘甲
州’の耐病性などの栽培特性は、将来の育種
に役立つ貴重な遺伝資源と考えられた。 

 

（２）‘甲州’の DNAマクロアレイ解析 

 申請当時、ブドウの Expression Sequence Tag 

(EST)解析結果に基づく GeneChip（Affymetrix

社）が発売されていた。この GeneChip を用
いて、‘甲州’と西洋系品種‘カベルネ・ソ
ービニヨン’のゲノム DNA をラベルしてハ
イブリダイズさせ、両者を比較したところ
（Comparative Genomic Hybridization、CGH 解
析）、大部分のプローブセットのハイブリダ
イズ強度には両品種に有意な差が認められ
なかった。しかし、一部‘甲州’のハイブリ
ダイズが‘カベルネ・ソービニヨン’の 1/10

以下のプローブセットがあり、大幅なシーケ
ンスの差違や欠損が示唆されていた。そこで
他の東洋系品種、西洋系品種にもこのような
差違が共通しているか、興味が持たれた。ま
た、大部分のプローブセットについては、‘甲
州’と西洋系品種の配列に有意な差がないと
考えられることから、ブドウ GeneChip を用
いた‘甲州’の網羅的遺伝子発現解析が可能
であることが示されていた。 

 

 

２．研究の目的 

（１） 西洋系及び東洋系 V. vinifera の比較
ゲノム的検討（CGH 解析） 

 各種西洋系、東洋系 V. vinifera 品種につい
て、GeneChip を用いた CGH 解析を行い、‘甲
州’と‘カベルネ・ソービニヨン’で認めら
れた差違が、東洋系、西洋系品種に共通のも
のであるか、検討する。また、CGH 解析に基
づく供試品種の類縁関係の推定を行い、これ
までに DNA 多型解析で明らかになった東洋
系、西洋系品種の類縁関係が、ゲノム DNA

全体から見た場合にも見いだせるか、検討す
る。以上の研究から、西洋系品種や他の東洋
系品種と比較した‘甲州’のゲノム配列の特
徴を明らかにする。 

 

（２） ‘甲州’の遺伝子発現解析 

 ‘甲州’は西洋系品種の栽培が困難なわが
国の風土に適応した品種であり、その特徴は
遺伝子のシーケンスや発現のレベルの違い
に起因すると考えられる。特に、‘甲州’は
耐病性に関与する遺伝子の発現強度に違い
があるのではないかと予想されることから、

果皮及び新葉を用いた網羅的発現解析を行
い、‘シャルドネ’などの西洋系品種や他の
東洋系品種との比較を行う。また、耐病性以
外にも特徴的に発現が高い／低い遺伝子が
ないか、検討する。以上の研究から、西洋系
品種と比較した‘甲州’の遺伝子発現の特徴
を明らかにし、‘甲州’の特性に関わると想
定される遺伝子を明らかにする。 

 

 

３．研究の方法 

（１）GeneChip を用いた CGH 解析 

 東洋系 V. vinifera として‘甲州’、‘甲州三
尺’、‘竜眼’、‘白鶏心’、‘マスカット・オブ・
アレキサンドリア’、西洋系 V. viniferaとして
‘カベルネ・ソービニヨン’、‘ピノ・ノアー
ル’、‘シャルドネ’、並びに野生ブドウのリ
ュウキュウガネブ（V. ficifolia var. ganebu）を
供試した。各品種の新葉からゲノム DNA を
抽出し、１反応当たり 100 ng のゲノム DNA

を、BioPrime DNA Labeling System (Invitrogen)

を用いてビオチンラベルした。ラベル後、２
倍量のエタノールによるエタノール沈殿を
５回繰り返し、ラベルされていない DNA を
除去した。ビオチンラベルDNAを10 ug/50 uL

に調整し、発現解析と同じ方法で Affymetrix

社製Vitis GeneChipへハイブリダイズ、洗浄、
染色（ビオチン抗体結合）、スキャンを行っ
た。得られたシグナル値は Global Scaling 

Factor 500 でスケーリング（中央値を合わせ
る操作）をした。１品種のハイブリダイズを
ラベルから 2 回繰り返し、GeneSpring GX11

ソフトウェアを用いて解析した。 

  

（２）GeneChip を用いた‘甲州’及び‘シャ
ルドネ’の網羅的発現解析 

 2009 年は、‘甲州’及び‘シャルドネ’の
新葉、並びに幼果期、ベレゾン（成熟開始期）、
ベレゾン後３週目、及び収穫期の果皮を供試
した。当所圃場で栽培する両品種から樹ごと
に３回の繰り返しでサンプリングし、Reid et 

al. (2006)の方法で total RNAを抽出、RNeasy 

Mini Kit (Qiagen、RNA clean up protocol)を用
いて DNase I 処理及びカラム精製を行った。
バイオアナライザー（Agilent RNA 6000 ナノ
キット）で RNA の純度及び分解がないこと
を確認し、total RNA 500 ng から GeneChip 3’ 

IVT Express kit を用いて 2本鎖 cDNA合成、
これを鋳型にしたビオチンラベル aRNA合成
（16 時間反応）、及びフラグメント化を行っ
た。得られた aRNA フラグメントを Vitis 

GeneChip へハイブリダイズし、（１）と同様
にハイブリダイズ～スケーリングを行った。
2010年は‘甲州’及び‘シャルドネ’のベレ
ゾン後３週目の果皮を用いて、同様の発現解
析を行った 

 



 

 

（３）NimbleGen Chip を用いた西洋系品種・
東洋系品種の網羅的発現解析 

 2010年、2011年は、東洋系品種として‘甲
州’、‘甲州三尺’、‘竜眼’、‘白鶏心’、‘和田
紅’、西洋系品種として‘シャルドネ’、アメ
リカ系（V. labrusca 系）品種として‘ナイア
ガラ’を供試した。樹ごとまたは房ごとに３
回の繰り返しをとり、ベレゾン後３週目の果
皮を供試した。（２）と同様の方法で精製し
た total RNA 10 ug から、Invitrogen SuperScript 

Double-strand cDNA Synthesis Kit を用いて 2

本鎖 cDNAを合成した。この cDNA 1ugをCy3

標識ランダム 9mer でラベルし、イソプロパ
ノール沈殿で精製後、4 ugｘ12サンプルを熱
変性させてアレイにハイブリダイズさせた。
洗浄後、NimbleGen MS 200 マイクロアレイス
キャナーで Cy3 の蛍光をスキャンし、生デー
タからノーマライズされた遺伝子単位の発
現強度データ（***RMA.calls）を求めた。 

 

 

４．研究成果 

（１）GeneChip を用いた CGH 解析 

 各プローブセットのハイブリダイズ強度
の品種間の相関係数は、‘甲州’と東洋系品
種間（0.942～0.982、平均 0.982）の方が、‘甲
州’と西洋品種間（0.928～0.965、平均 0.951）
よりも概ね高く、‘甲州’が東洋系 V. vinifera

であることを裏付ける結果となった。なお、
野生ブドウのリュウキュウガネブとの相関
係数は 0.905 と低い値であった（図１）。 

以前に見いだした‘カベルネ・ソービニヨ
ン’と比較して甲州で特異的にハイブリダイ
ズ強度が低いプローブセットがあるという
現象は、東洋系品種共通ではなく、むしろ‘ピ
ノ・ノアール’と共通のものがあるという興
味深い結果が得られた（図１）。 

 

これら‘甲州’で特異的にハイブリダイズ
強度が低いプローブセット 40 個には、同じ
ゲノム配列と対応しているものが、12組含ま

れていたことから、実際には 28 ヶ所の配列
であった。そのうち、プローブセットの全プ
ローブで有意なハイブリダイズが認められ
なかった４ヶ所について、該当する‘甲州’
の配列をサザン解析で検討した。その結果、
‘甲州’ではフラグメントが検出されず、該
当配列の欠損が示唆された。これらの配列は
いずれも機能未知の配列であった。 

一方、これら 28 ヶ所のうち、プローブセ
ットの一部のプローブでのみ‘甲州’のハイ
ブリダイズが弱いもの 2ヶ所について、該当
部分の甲州の配列を PCR やゲノムウォーキ
ングなどで確認したが、大きな欠損などは検
出されなかった。従って、これらの場合は‘甲
州’以外の品種では、類似する他の配列がハ
イブリダイズしている可能性も想定された。 

いずれの場合も、この 40 個のプローブセ
ットは、西洋系品種の EST データベース、並
びに（２）で述べる発現解析でハイブリダイ
ズ強度の低い配列であった。したがって、こ
れらの差違は‘甲州’のゲノムの特徴ではあ
るが、その形質に大きな影響を及ぼすもので
はないと推定された。 

 

（２）GeneChip を用いた‘甲州’及び‘シャ
ルドネ’の網羅的発現解析 

 2009年は‘甲州’と‘シャルドネ’の果皮
を経時的にサンプリングするとともに、新葉
も供試した。ハイブリダイズデータを 75% 

percentile でノーマライズし、続いて各品種の
ゲノム DNA のハイブリダイズデータに対し
て baseline transformation をした。これによっ
て、両品種の遺伝子配列の差違の影響が排除
されると考えられる。 

両品種とも、新葉と果皮ではハイブリダイ
ズ強度の相関係数が 0.6 前後と低く、遺伝子
発現のパターンが大きく異なった。果皮では、
MIPS の分類 32．ストレス応答に分類される
遺伝子のうち、ベレゾン前には‘シャルドネ’
で有意に高発現するものが多かったが、ベレ
ゾン後３週目及び収穫期には‘甲州’で高発
現する方が多かった。 

 2009 年、2010 年のベレゾン後３週目のデ
ータの相関係数から、同年の品種による遺伝
子発現の差違は、同品種の年による差違より
も大きいことが示された（表１）。 

 

表１ ハイブリダイズ強度の相関係数 
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図１ ブドウ品種の

CGH解析結果

（２品種間の散布図）
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次に、品種によって特異的な発現パターン
を示す遺伝子を検索するため、少なくとも同
一年の１品種で 3 回とも Present または
Marginal と判定されたプローブセット
（10,404/16,602）を用いて品種×年の 2 元配
置の分散分析を行った。品種によってハイブ
リダイズ強度に有意な差が検出された 8,171

個のプローブセット（年によって有意差が検
出されたものは 4,464 個）から、２年とも品
種間で３倍以上の差があるプローブセット
272個を選択した。このうち、‘甲州’＞‘シ
ャルドネ’の 141 個には、‘甲州’の果皮が
ピンクに着色することから、アントシアニン
合成系遺伝子（UFGT， GST など）が含まれ
ていたが、その他にフラボノールシンターゼ，
スチルベンシンターゼ，ポリフェノールオキ
シダーゼ（２個），アクアポリン（４個）な
どが含まれていた。これらの遺伝子の高発現
は、‘甲州’にフェノール化合物が多く、褐
変しやすいこと、またスチルベンシンターゼ
が高いことから耐病性との関連が推察され
た。さらに、アクアポリンが高発現している
ことから、果粒の肥大との関連も示唆された。
一方、‘シャルドネ’＞‘甲州’の 131 個に
は、アミノ酸 permease 6、ジベレリンオキシ
ダーゼ１（2個）などが含まれていたが、‘シ
ャルドネ’の性質との関連が推定されるもの
は少なかった。MIPS の分類 32．ストレス応
答に分類される遺伝子は、‘甲州’で高発現
するグループには 14個、‘シャルドネ’で高
発現するグループには 8 個が含まれていた。
‘甲州’のみでストレス応答関連遺伝子が高
発現した訳ではなかったが、‘甲州’の方が
‘シャルドネ’よりも高発現するストレス応
答遺伝子の多いことが示された。 

 

（３）NimbleGen Chip を用いた西洋系品種・
東洋系品種の網羅的発現解析 

１サンプル当たりのコストが低い
NimbleGen チップの利用が可能になったこと
から、これを用いて、‘甲州’を含む東洋系 5

品種、‘シャルドネ’及び V. labrusca 系品種
の‘ナイアガラ’の発現解析を行った。２年
間のデータを合わせて階層的クラスター解
析を行ったところ、V. vinifera 品種が１つのク
ラスターを形成したが、東洋系品種のみのク
ラスターは形成されなかった。このことは、
東洋系品種群の遺伝子発現パターンが西洋
系品種とさほど大きく異なるものではない
ことを示唆するものと考えられる。 

次に、各遺伝子のハイブリダイズ強度につ
いて、各年の‘シャルドネ’の平均値に対す
る比をとり、両年とも‘シャルドネ’と東洋
系品種で有意に差のある遺伝子 532個を抽出
した。これらの遺伝子を GO 解析したところ、
東洋系に共通して発現が低い遺伝子にモノ
テルペンアルコール合成遺伝子の Terpene 

synthase 群が、高い遺伝子に植物ステロール
生合成系の Cycloartenol synthase 群が見いだ
された。モノテルペンアルコールはブドウの
香気成分の一つであり、東洋系品種に共通し
て低いことは、これまで認識されていなかっ
た。また、ブドウ果皮細胞のステロール成分
についてはこれまで報告がなく、東洋系、西
洋系の品種による差違があるのか興味が持
たれる。 

 

 以上の結果から、‘甲州’のゲノム配列は、
V. vinifera のなかでも東洋系品種に近いこと、
並びに成熟期の‘甲州’果皮では、耐病性や
ストレス応答に関連する遺伝子に発現に高
いものがあることなどが明らかになった。さ
らに、東洋系品種群に特徴的な遺伝子の発現
パターンについても新たな情報が得られた。
今後は、SNPs 解析によって‘甲州’の分類
的位置づけを明らかにするとともに、その有
用形質の利用についても研究が期待される。 
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