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研究成果の概要（和文）：コムギ卵細胞とトウモロコシ精細胞を単離し、電気融合法を用いたin vitro受精によ
り、コムギ－トウモロコシ交雑受精卵を作成した。この交雑受精卵由来のカルス培養から再分化した植物体が得
られ、形態観察、フローサイトメトリーおよびゲノムシーケンスの解析から、コムギ半数体であることが示され
た。本研究より、当該in vitro交雑受精卵の発生・再生過程において、in planta交配の場合と同様に、トウモ
ロコシ精細胞ゲノムが選択的に脱落し、コムギ卵細胞ゲノムを有する半数体が生じることが実証された。

研究成果の概要（英文）：Wheat egg cells and maize sperm cells were isolated and in vitro-fertilized 
using electric fusion to produce wheat-maize hybrid zygotes. Plantlets were regenerated from callus 
cultures derived from these cross-fertilized eggs. Morphological observation, flow cytometry and 
genome sequencing analysis of the regenerated plants indicated that they were haploid plants of 
wheat. This study demonstrates that, during the development and regeneration of wheat-maize hybrid 
zygotes produced in vitro, the sperm cell-derived maize genome is selectively eliminated, as in the 
case of in planta crosses, resulting in the induction of haploid plants carrying the egg 
cell-derived wheat genome.

研究分野： 植物遺伝育種学

キーワード： ゲノム編集　in vitro受精　Triticeae
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研究成果の学術的意義や社会的意義
コムギおよびトウモロコシから単離した雌雄配偶子のin vitro交雑受精卵からコムギ半数体が獲得されたのは世
界で初めての成果であり、この実証には挑戦的研究として大きな意義がある。今後、本研究をさらに発展させ、
ムギ類の単離卵細胞および受精卵への物質導入系技術の革新を進めることで、形質転換を伴わないDNAフリーゲ
ノム編集体の獲得が可能となり、ゲノム編集を組み入れたムギ類の新たな半数体育種法の開発につながることが
期待される。

※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 
 ムギ類では遠縁交雑による半数体育種法が確立され、実際の交配育種に利用されている。コム
ギまたはオオムギを雌親として、トウモロコシの花粉を受粉させると、受精後の交雑胚の発達途
中でトウモロコシの染色体が選択的に消失する。交雑から数日後の適切な時期に、発達中の胚を
摘出し、無菌培養することで、コムギまたはオオムギの半数体が効率よく得られる。このように
して品種間 F1から半数体を作出し、染色体倍加すれば、遺伝的に固定した個体が迅速に得られ、
育種選抜に要する期間を大幅に短縮できる。これまで、研究代表者（掛田）はムギ類の生殖関連
形質（自家不和合性、開花・閉花受粉性など）の遺伝子機能解析を、研究分担者（岡本）はイネ
やトウモロコシの単離配偶子の in vitro 受精系を用いた受精および初期胚発生過程の解析をそ
れぞれ進めてきた。両者は、配偶子単離や in vitro 受精の技術を、農学・育種学分野へ応用展
開することに共通の関心をもち、上述のムギ類の半数体出現メカニズムを議論する中で、「半数
体のゲノム編集ができないか」という斬新な研究構想が生まれた。ムギ類では、シロイヌナズナ
やイネに比べ、遺伝子導入・形質転換体作出の効率が低い点が遺伝子機能解析の一つのネックに
なっており、ゲノム編集に際してもこの形質転換の難点が高いハードルとなっている。一方、岡
本らは、単離した卵細胞または受精卵を DNA コンストラクトなどの導入物質と数分間共存培養
し、そこに PEG-Ca2+溶液を加えることによって導入物質が細胞内に取り込まれることを見出した
（図 1；Koiso et al. 2017）。この物質導入系を利用して、単離受精卵をダイレクトにゲノム編
集することができれば、ゲノム編集植物作出の簡便性とスピードが飛躍的に向上するだけでな
く、DNA フリーのゲノ
ム編集体が獲得できる
画期的な手法となりう
る。以上の経緯より、
ムギ類独自の半数体レ
ベルでの DNA フリーゲ
ノム編集技術を着想す
るに至った。 
 
２．研究の目的 
 2012 年に報告された CRISPR/Cas9 法によるゲノム編集は、簡便に効率よく標的遺伝子の特異
的改変を可能とする技術として、多くの生物研究分野で爆発的に拡がっている。特に、動物とは
異なり遺伝子ターゲティングが困難な植物においては画期的な技術であり、シロイヌナズナな
どのモデル植物だけでなく、イネ、トウモロコシ、トマトなどの農業上重要な作物でもゲノム編
集が可能になっている。しかしながら、それらのゲノム編集植物はCas9およびガイドRNA (gRNA) 
をコードする DNA(および薬剤耐性マーカーDNA)を遺伝子導入して作成されるため、遺伝子組換
え体として扱われる。このため、特に作物育種への実利用を視野に入れ、DNA フリーのゲノム編
集技術の確立を目的とした研究が世界中で活発に行われている。これには、Cas9 タンパク質と
gRNA の複合体（Cas9-gRNA ribonucleoprotein(RNP)）を直接導入する手法が用いられている。
Cas9-gRNA RNP 導入細胞ではゲノム編集が生じるが、細胞内の Cas9 タンパク質と gRNA は分解さ
れてしまうので、当該細胞のゲノム中に外来性 DNA が挿入する可能性がない。これまでに、タバ
コやシロイヌナズナにおいて、Cas9-gRNA RNP を導入した体細胞プロトプラストを増殖・再分化
させてゲノム編集植物を得る系が報告されている。近年、研究分担者の岡本らは、イネおよびト
ウモロコシから単離した卵細胞および受精卵中に、PEG-Ca2+法によりプラスミド DNA を導入し、
その遺伝子を発現させる系を確立した（図 1）。さらに、この系を応用して受精卵に Cas9-gRNA 
RNP を導入する実験系（以下、RNP-CRISPR と記す）の検討を開始している。 
 一方、コムギやオオムギにおいては、ゲノム編集が可能になりつつあるものの、形質転換効率
の低さがネックとなり、効率的なゲノム編集植物の作出は一般に困難な現状にある。本研究では、
従来ムギ類で確立されている遠縁交雑による半数体作出法にヒントを得て、受精卵を用いた DNA
フリーの斬新なゲノム編集技術の開発を目的とした。すなわち、単離したムギ類の卵細胞とトウ
モロコシの精細胞を in vitro 受精により融合させたのち、その交雑受精卵に Cas9-gRNA RNP を
導入し、さらにそれを増殖・発生させるものである。この組み合わせの交雑受精卵では、胚発生
過程で精細胞ゲノムが脱落することが想定され、結果的に、ムギ類卵細胞からゲノム編集半数体
植物を直接作出できることになる。本研究は、このムギ類卵細胞の人為活性化と RNP-CRISPR に
よるゲノム編集半数体の作出に向けた新たな実験系の確立を目的とする。本研究により、ムギ類
の高効率なゲノム編集が可能となるだけでなく、DNA フリーのゲノム編集技術を用いたムギ類の
半数体育種法として将来的な利用が期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) in vitro 受精系を用いたムギ類半数体植物の作出 
 コムギ(cv. Fielder)の花の子房から卵細胞を、トウモロコシ(Inbred line A188)の葯から精



細胞をそれぞれ単離したのち、それら配偶子を電気融合法により融合させることでコムギ-トウ
モロコシ交雑受精卵を得た。作出した交雑受精卵をコムギ受精卵培養用の培地で培養し、増殖カ
ルスにまで発生させた。最終的に、増殖したカルスを植物体に再分化させ、当該植物体の形態特
性、倍数性およびゲノムシーケンスの解析を行った。 
(2) 交雑受精卵への物質導入系の検討 
 コムギ-トウモロコシ交雑受精卵の Cas9-gRNA RNP 処理の前段階として、コムギ卵細胞および
受精卵への物質導入系の検討を行った。イネ卵細胞・受精卵と同様または一部の改変を加えた条
件で、コムギ卵細胞および受精卵への PEG-Ca2+法によるプラスミド DNA の導入を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) コムギの子房から卵細胞を、トウモロコシの花粉から精細胞をそれぞれ単離し、それらの雌
雄配偶子をコムギ in vitro 受精(IVF)系(Maryenti et al. 2019)の手法を用いて融合させるこ
とでコムギ-トウモロコシ交雑受精卵を 5個体作出した。その後、それら交雑受精卵を培養・再
分化させることで植物体（4ライン）を得た（図 2）。得られた交雑受精卵由来の植物体はコムギ
親の形態をしていたが、植物体の穂、種子、子房、葯の大きさはコムギ親よりも小さく（図 3）、
フローサイトメトリー解析からコムギ親の約半分の核 DNA 量をもつことが示された。さらに、再
生植物体の全ゲノム解析を行い、トウモロコシゲノム断片の当該植物ゲノム中への挿入の有無
を調べた。次世代シークエンスの結果から得られたシークエンスリードをコムギおよびトウモ
ロコシゲノムへマッピングしたところ、核ゲノム、ミトコンドリアおよびプラスチドゲノム断片
が挿入されている可能性が示された。しかし、核ゲノムに関しては 5カ所の推定挿入部位に対す
るゲノム PCR 解析を行ったが、挿入は確認されなかった。また、ミトコンドリアおよびプラスチ
ドゲノムに関しても推定挿入部位におけるトウモロコシゲノム断片の挿入は確認されなかった。
これらのことから、in vitro 受精系で作出したコムギ-トウモロコシ交雑受精卵の発生・再生過
程においてトウモロコシゲノムがほぼ完全に脱落すること、および再生した植物体はほぼ純粋
なコムギ半数体であることが示された。 

 
(2) コムギ受精卵への物質導入の確立にあたって、まず、コムギ卵細胞への PEG-Ca2+法によるプ
ラスミド DNA 挿入を試みた。これは、PEG-Ca2+法の条件検討・設定にあたって、IVF 系で作出し
たコムギ受精卵よりもコムギ卵細胞をそのまま用いた方が処理検体数を増やすことができ、解
析効率が上がると考えたからである。ちなみに、イネにおいては、卵細胞および受精卵への導入
効率はそれぞれ約 30％および 70％である（Koiso et al.2017）。 
 イネ卵細胞・受精卵の PEG-Ca2+法と同様の手法でコムギ卵細胞を処理したところ、処理中に大
部分の卵細胞がカバーガラス表面に接着してしまい、細胞が崩壊してしまった。これは、コムギ
卵細胞の細胞膜の性質がイネ卵細胞のそれと異なること(Maryenti et al. 2019)に起因してい
る可能性が考えられた。卵細胞のカバーガラスへの接着を回避するために実験条件を検討した
結果、PEG-Ca2+に 0.3%アガロースを加えることが有効であることを見出した。しかしながら、こ
の＋0.3%アガロース改変法を用いることで PEG-Ca2+処理後のコムギ卵細胞生存率は約 70％と著
しく増加したが、導入プラスミド由来の蛍光タンパク質の検出には至らなかった。 
 コムギ卵細胞での物質導入が困難なことが示されたことから、前述のイネのケースのように、
コムギにおいても卵細胞に比べて受精卵への物質導入の方が細胞あたりの導入効率が高いと考
え、コムギ受精卵を IVF により作出し、PEG-Ca2+処理に供した。まず、イネ卵細胞・受精卵の PEG-



Ca2+法と同様の手法でコムギ受精卵を処理したところ、コムギ卵細胞の場合とは異なり、PEG-Ca2+

処理中のカバーガラスへの接着は見られなかった。しかしながら、PEG-Ca2+処理後に培養したコ
ムギ受精卵の発生率（分裂率）は約 20％と著しく低く、導入プラスミド由来の蛍光タンパク質
は検出されなかった。このことから、PEG-Ca2+処理時の細胞ストレス低減のために＋0.3%アガロ
ース改変法を用いてプラスミド導入をコムギ in vitro 受精卵に対して行った。その結果、PEG-
Ca2+処理受精卵の発生率はほぼ 100％へと改善したが（図 4)、導入プラスミド由来の蛍光タンパ
ク質シグナルは検出できなかった。 
 以上より、コムギ受精卵へのプラスミド DNA の導入系が確立できなかったことから、本研究に
おけるゲノム編集部分に関しては、今後の検討課題として残された。 
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