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Summary

IT-itrochromosomedoublingofnucellarembryoswasinvestigatedinMeiwakumquat(FortuneLlacrassifolia
Swingle).Nucellarembryoswereasepticallytreatedwithtwoantimitoticagents,.colchicineandoryzalinat
differentconcentrationsandtimes.Afterthesetreatments,nucellarembryosweresuccessivelyculturedonMT
mediumcontaining500mgniter-1maltextract.PloidylevelsofseedlingswereevaluatedbybothflOwcytometry
andchromosomecountingofroottips･Frequ･encyoftetraploidproductiondependedonthekindofantimitotic
agentsaswellasontheconcentrationandtimeoftreatment･Amongthetreatmentconditionstested,colchicine
gavebetterresultsthanoryzalinoninducingchromosomedoubling.Tetraploidplantswereobtainedfrom
approximately50%ofthenucellarseedlingstreatedwithcolchicineatOl05%for48hours･Thesetetraploids
showedpoorgrowthduringtheearlystageafteracclimatization,butgrew･asvlgOrOuSlyasthediploidplantswhen
graftedonto3-year-oldseedlingsoftrifoliateorange･Theseresultsshowedthatcolchicinetreatmentcombined
withembryocultureisparticularlyefficienttoinducechromosomedoublingofnucellarembryosinMeiwa
kumquat･
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緒 呂

カンキツ類の三倍体は無核性の他に量産性や耐寒性な

どを有 し,優れた特徴が期待される(Soost･Cameron,

1980;1985).一般的に,三倍体は二倍体と四倍体問の交

雑によって得られるため,四倍体は非常に重要な育種素

材となる(bngley,1926;Esen･Soost,1972;金好ら,

1997).カンキツ類には,同一種子に受精肱とともに種子

親の珠心組織から無性的に発生したいくつかの珠心肱を

含む,いわゆる多肱現象を示す品種が多数存在する

(Frost,1925;Cameron･Frost,1968;奥代ら,1981).さ

らに,多肱現象を示す品種では,二倍体の珠心肱由来の

実生中から同質四倍体が偶発的に出現することが明らか

にされている(Frost,1925;Luss,1935;Lapin,1937;舌
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里,1952).従来,カンキツ類の同質四倍体は,このよう

な偶発的に出現する珠心旺由来の四倍体から獲得されて

いたが,その頻度は非常に低く,効率的な方法とはいえ

ない.

コルヒチンは,ユリ科植物イヌサフラン(Colchicum

autumnaleL.)の種子または鱗茎から抽出されるアルカロ

イドであり,分裂細胞の紡錘体の形成,動原体の分割,紘

錘糸の発達を阻害し,染色体の異常短縮を誘導するが,染

色分体の縦裂にはほとんど影響を与えないために,人為

的に倍数体植物を作出することができるPlakeslee･

Avery,1937).コルヒチンは浸湊や寒天培地への添加な

どの方法により,これまで多くの植物で倍数体植物が作

出 されて い る (Notsukaら, 2000;Kadota･Niimi ,

2002).生山(1992)はカンキツにおいて成長点へのコル

ヒチン処理と簡易茎頂接木との併用により,人為的に同

質四倍体を獲得している.これは単腔性品種および多艦

性品種のいずれにも用いることのできる非常に有効な方

法である.しかしながら,かなりの熟練を要し,効率的
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に同質四倍体を獲得できる方法とはいい難い.

一方,ジニトロアニリン系除草剤として知られている

オリザリンは,コルヒチンより低濃度で効果的に染色体

を倍加させることが近年報告されている(Wanら,1989;

Bouvierら,1994).これまでに果樹では,オリザリン処

理によりリンゴPouvierら,1994),ナシPouvierら,

2002),キウイフルーツ(Chalak･Legave,1996)およびバ

ナナⅣanDヮrenら,1996)などで効率的に同質倍数体植
物が獲得されている.

そこで本研究では,三倍体育種に必要となる四倍体を

効率的に獲得することを目的として,多肱性を示すニン

ポウキンカンの種子へのコルヒチンおよびオリザリン処

理が四倍体誘導に及ぼす影響について検討した.

材料 および方法

材料には,こンポウキンカン(ForEunellacrassifolia

Swhgle)の完全種子を供試した.まず,外種皮および内

種皮を剥皮後,1.0%アンチホルミン溶液で4分間滅菌し

た後,滅菌水で3回水洗いを行い,アンチホルミンを洗浄

した.次に,フィルター滅菌したコルヒチ~ン溶液または

オリザリン溶液にこれらの種子を浸漬し,滅菌水で洗浄

後,500mg･liter-1麦芽抽出物を添加したMT培地 (Mu-

rashige･Tucker,1969)上に置床し培養した.培養は,い

ずれも25℃,40〝M･m~2･S~1,連続照明条件下で行っ

た.コルヒチンの処理濃度試験は,処理時間をすべて48

時間とし,0,0.05,0.1,0.2,0.5,1.0および2.0%の

7処理区,コルヒチン処理時間試験では,コルヒチンの濃

度をすべて0.05%とし,0,24,48,96,168,480お

よび720時間の7処理区とした.また,オリザリンの処理

時間試験は,オリザリンの濃度をすべて0.005%とし,0,

24,48,72,96,168,240および360時間の8処理区

を設けた.各処理区の処理種子数は,いずれも30粒とし

た.

培養約2か月後に発芽した実生の倍数性の解析を行っ

た.倍数性の解析には,フローサイ トメーター申PICS

XLSYSTEMⅡ,BECKMANCOULTBR)を用い,春崎

ら(2000)の方法を用いた.すなわち,採取した試料50

mgi=2mlchoppingbufferl25mg･liter-Ipropidium

iodide(PI),50mMNa2SO3,140mM2-メルカプ ト,i

クノール,1.0%TritonX-100,50mM トリス塩酸,

pH7.5】を加え,シャーレ上において約5分間細かく刻み,

ミラクロス(Calbiochem,Co.ud.)でろ過した･ろ液を

遠心分離(12,000rpm,3分間)し,上清を除去した後,汰

殿物を550FLIchoppingbufEerと混合し,よく懸濁した･

さらに,測定直前に50FLlの500mg･liter-1pI溶液を加

えて混合した後,フローサイトメーターで10,000個の核

の蛍光強度により倍数性の判定を行った.また,いくつ

かの実生については一部修正したFukui(1996)の酵素解

離による染色体観察法を適用して染色体数を調査した.

すなわち,1.5-2.0cmに伸長した幼根の先端0.5cmを採

取し,2mM8-ヒドロキシキノリンで4℃,15時間前処

理後,固定液(エタノール:酢酸=3:1)で4℃,3時間固定

した.固定後,根端を蒸留水で1時間水洗し,固定液を取

り除き,2%セルラーゼ"オノズカ"RS(ヤクル ト),1%

マセロザイムR-200(ヤクルト),0.3%ぺクトリアーゼ

Y-23(キッコーマン)および200mMEDTAを含む酵素

液を用い,37℃,10分間解離した.解離後,根端をスラ

イドグラス上に移し,固定液を加え細胞を展開し,室温

で乾燥させた後,2%ギムザ液で30分間染色,水洗後,乾

燥させて染色体標本を作成した.これらの染色体標本に

ついて光学顕微鏡を用いて染色体数を観察した.

本研究では,多旺性種子に存在するすべての肱を培養

するために,珠心肱とともに雑種肱由来の実生が混じる

可能性がある.そこで,実生の珠心肱起源を証明するた

めに,Randam amplifiedpolymorphicDNAPAPD)分

析を行った.供試材料には,ニンポウキンカンおよび本

研究で得られた四倍体実生の幼葉を用いた.それぞれの

幼葉200mgから,全DNAをCTAB法 (Rogers･Ben-
dich,1985)により抽出した.プライマーには,10merの

ランダムプライマー(Operon)40種類 (OPA-1～20,

OPB-1-20)を使用 した.Polymerasechainreaction

(PCR)の反応液(25ill)の組成は,10mMTris-HCl(pH

8.0),80mMKCl,1.5mMMgC12,100′∠MdNTPs,

0.3〝Mプライマー,2.5UTthDNApolymeraseおよび

10Ⅰ唱DNAとした.DNAの増幅には,PROGRAM

TEMPCONTROLSYSTEMPC-700(ASTEC)を使用

し,前処理94℃･30秒間,熱変性94℃･30秒間,アニー

リング37℃･2分間,伸長反応72℃･3分間で45サイク

ルとした.それぞれのサンプルは,0･5〝g･ml~lEthi-

diumbromideを含む1.3%アガロースゲルで電気泳動後,

紫外線照射下でバンドパターンを観察した.

結果 および考察

コルヒチンまたはオリザリンの処理区は,無処理区と

比較して発芽,.発根が遅く,その傾向は処理濃度が高く

あるいは処理時間が長くなるにつれて,さらに強くなっ

た.しかしながら,培養2か月後にはそれぞれの処理区で

獲得個体数の差異があるものの,多くの実生を得ること

ができた.これらの実生のほとんどは,正常に成長した

が,･一部には,発芽あるいは発根だけする個体.節間が

非常に短い個体,葉が奇形になる個体なども観察された.

次に,得られた実生の倍数性をフローサイ トメーターで

解析した結果(第1図),二倍体,四倍体および二倍体と

四倍体の細胞キメラ個体を確認することができた.また,

無作為に選抜した数個体の四倍体実生の染色体数を調査

した結果(第2図),36本の染色体数を有しており,四倍

体であることが確認され,フローサイ トメーターによる

倍数性解析とすべて一致した.これらの四倍体は,二倍
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相対蛍光強度 相対蛍光強度 B 相対蛍光強度 1821

第 1図 コルヒチンおよびオリザリン処理から得られた実生のフローサイトメーターによる倍数性解析

A.二倍休;B,四倍体;C,二倍体と四倍体の細胞キメラ個体

第2図 コルヒチン処理から得られた四倍休実生の根端の染色体

(2n=4Ⅹ=36)
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第4図 ニンポウキンカンにおける種子の発芽率と四倍体実生

率に及ぼすコルヒチン処理時間の影響

Z(四倍体数/供試数)×100yコルヒチン濃度ははすべて
0.05%とした

体と比較して,節間が短く,葉が厚くて濃緑色の形態的

特徴を示した.また,細胞キメラは奇形の葉を有してい

るものが多かった.

次に,コルヒチン処理濃度について検討した結果(第3

図),発芽率では無処理区が93.3%であったのに対 し,

0.05,0.1,0.2%の処理区では,それぞれ90.0,60.0,

40.0%となり,濃度が高くなるにつれて発芽率が低下し,

2.0%の処理区ではわずか3.3%の発芽率であった.四倍

体実生率では,0.05%の処理区が46.7%と最 も高 く,

0.1,0.2%の処理区では,それぞれ36.7,23.3%となり,

発芽率が低下するとともに四倍体実生率も低下し,2.0%

の処理区では全 く四倍体が得られなかった.次に,コル
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第3図 二ンポウキンカンにおける種子の発芽率と四倍体実生
率に及ぼすコルヒチン処理濃度の影響

2(四倍体数/供試琴)×100yコルヒチン処理時間はすべて
48時間とした

ヒチン処理時間について検討した結果(第4図),発芽率

では無処理区が93.3%であったのに対し,48,96,168

時間の処理区では,･それぞれ86.7,83.3,50.0%と低下

し,480時間の処理区の発芽率はわずか3.3%,720時間

の処理区では全く発芽がみられなかった.四倍体実生率

では,24時間の処理区では6.7%と低く,48時間の処理

区で50.0%と最も高かった.96,168,480時間の処理

区では,それぞれ36･7,33･3,3･3%となり,I48時間以

上の処理では処理濃度と同様に発芽率の低下に伴い四倍

体実生率が低下した･Lii,お,Sanford(1983)は,コルヒチ
ン処理において濃度が高くなる程,あるいは処理時間が

長くなる疫,処理された部位は枯死しやすくなると報告

しているが,本研究においても高濃度または長時間のコ

ルヒチン処理により発芽率の低下や奇形の発生が観察さ

れた.

次に,オリザリンの処理時間について検討した結果(第

5図),発芽率では無処理区が100%,24-72時間の処理

区がいずれも93.3%であったのに対し,96,168,240

時間の処理区では,それぞれ90.0,70.0,40.0%と漸次

発芽率が低下し,360時間の処理区では全く発芽がみら

れなかったことから,オリザリンについてもコルヒチン

と同様に処理時間が長くなると種子の発芽を抑制するも

のと思われた.四倍体実生率は,0.005%,48時間の処

理区で16.7%と最も高かったが,本処理条件の範囲では

コルヒチン処理 と比較 して四倍体実生率が低かった.
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第5図 二ンポウキンカンにおける種子の発芽率と四倍体実生

率に及ぼすオリザリン処理時間の影響

Z(四倍体数/供試数 )×100yオリザリン濃度ははすべて
0.005%とした

M 2Ⅹ4Ⅹ-14Ⅹ-2 は 2Ⅹ4X-14Ⅹ-2 姐 2Ⅹ4X-14Ⅹ-2

第6図 RAPD分析による四倍体実生の発生起源の解析

図中の矢印は異質四倍体に特異的なバンドを示す

M,100bラダーマーカ12X,ニンポウキンカン

4Ⅹ-1,同質四倍体 4Ⅹ-2,異質四倍体

第7図 コルヒチン処理から得られた四倍体ニンポウキンカン植物の形態

A,初期成長の比較(左,二倍体 ;右,四倍体)

B,接木2年後の四倍体の樹形 C,

VanDurenら(1996)は,バナナの培養 したシュー トにコ

ルヒチンとオリザ リンを処理 し,コルヒチン処理 (0.2%,

48時間)の四倍体実生率が最高23.1%であったのに対 し,

オリザリン処理 (0.01%,7日間)のそれは最高29.1%で,

オリザリン処理の方が四倍体実生率が高かったとしてい

る･リンゴPouvierら,1994)やキウイフルーツ(Chalak

･Legave,1996)でもバナナと同様コルヒチン処理に比べ

てオリザリン処理で四倍体の誘導率が高いことが報告さ

れている.しかし,本研究のオ リザリンの濃度では,コ

ルヒチン処理の四倍体実生率と比較 してオリザ リン処理

トゲの比較 (左,二倍体 ;右,四倍体)

のそれは約 1/3程度と低かったことから,オリザリンの処

理濃度や時間などの条件については,さらに検討を行う

必要があると考えられた.

次に,コルヒチンおよびオ リザリン処理から得 られた

25個体の四倍体の発生起源を解析するためにRAPD分析

を行った結果 (第 6図),1個体はニンポウキンカンと異

なったバンドパターンを示 し,雑種胚由来であると考え

られた.一方,残 りの個体はすべてニンポウキンカンの

バンドパターンと一致 しており,珠心腔由来であること

が推察された.カンキツ類では珠心腔実生から偶発的に
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四倍体が出現することが知 られている(取ost,1925;

Luss,1935;Lapin,1937;古里,1952)･本研究では,コ

ルヒチンおよびオリザリンの無処理区から得られた実生

の中に四倍体はみられなかったが,Lapin(1937)は多膝性

のカンキツ属8種とカラタチの実生について四倍体出現

頻度を調査 し,カンキツ属 8種では1%以下から最高

5.6%,カラタチでは3.7%であったことを報告している.

古里 (1952)は,ウンシュウミカン,ナツダイダイおよび

ダイダイにおける四倍休の出現頻度が,それぞれ0.4,

0.2および0.1%であったことを報告している.これらの

報告からみると,本研究で用いたコルヒチンおよびオリ

ザリン処理と肱培養を組合せた手法は,珠心旺由来の偶

発的に発生する四倍体実生の出現頻度よりはるかに高率

で四倍体を誘導できたことになる.いずれにしても,ニ

ンポウキンカンの種子へのコルヒチン処理では,0.05%

の濃度で48時間浸漬処理することで最も効率的に四倍体

が誘導できたことから,本処理条件がカンキツの四倍体

育成のための種子へのコルヒチン処理として適している

と思われた.実際に,本処理条件で 不̀知火', 津̀之香 ',
早̀香 'および 太̀田ポンカン'などのカンキツ多肱性品種

の種子を処理 したところ,いずれの品種からも40-50%

の頻度で同質四倍体を獲得することが可能であった(デー

タ未掲載).

なお,本研究で得られたニンボウキンカンの四倍体の

初期成長は二倍体と比べ劣っていたが,3年生のカラタチ

台に高接ぎすると旺盛に成長し,太く長いトゲの発生が

みられ,強い樹勢を示した(第7図).今後,これらの四

倍体の特徴を調査するとともに,三倍体育種への利用に

ついて検討する予定である.さらに,本手法はカンキツ

類ばかりでなく,マンゴーやマンゴスチンのような多腫

性を示す果樹においても有効な手法であると考えられる.

摘 要

こンポウキンカンの種子を用いた試験管内染色体倍加

につい七検討 した.有糸分裂阻書剤であるコルヒチンと

オリザリンを様々な濃度や時間で種子に処理 し,その後

500mg･liter~1麦芽抽出物を添加したMT培地で培養し

た.処理2か月後,発芽率を調査し,フローサイトメー

ターと根端の染色体観察により得られた実生の倍数性を

解析 した.四倍体実生率は有糸分裂阻害剤の種類,処理

濃度および時間に依存しており,本処理条件内では,コ

ルヒチンの方がオリザリンより染色体倍加の効果が高か

った.0.05%,48時間でコルヒチン処理を行った時,約

50%と最も高い頻度で四倍体を獲得することができた.

これらの四倍体の初期成長は貧弱であったが,3年生のカ

ラタチ台に接ぎ木すると二倍体と同様に旺盛な成長を示

した.以上のように,肱培養を組合せた種子へのコルヒ

チン処理は,ニンポウキンカンの四倍体を効率的に誘導

できることが明らかとなった.

15

謝 辞 本論文をまとめるにあたり千葉大学園芸学部

三位正洋教授にご指導をいただいた.ここに記して感謝

の意を表する.

引用文献

Blakeslee,A.F.andA.G.Avery.1937.Methodsofinducing

doublingofchromosomesinplants･J･Hered･28:393-

411.

Bouvier,L.,F･R･FillonandY･LesplnaSSe･1994･Oryzalin

asanefficientagentforchromosomedoublingof

haploidappleshootsinvitTO･PlantBreed･113:3431

346.

Bouvier,L･,P･Guerif,M･Djulbic,C.Durel,E.Chevreau

andY･LesplnaSSe･20021Chorosomedoublingofpear

haploidplantsandhomozygosityassessmentusinglSO-

2:ymeandmicrosatellitemarkers･Euphytica123:255-

262.

Cameron,J･W.andH･B･Frost.1968.Genetics,breeding

･andnucellarqmbryony･325-370.In:TheCitruslndus-

try,vol.Ⅱ,Reuther.W.,L.D.BatchelorandWebber,

HIJ･(eds･),University ofCalifomia,Divisionof
AgriculturalSciences,California.

Chalak,L･andJ.M･Legave･1996,Ory2:alincombinedwith

adventitiousregenerationforanefficientchromosome

doublingoftrihaploidkiwifruit･PlantCellRep･16:97-

100.

Esen,A･andR･K･Soost･1972･Tetraploidprogeniesfrom2x

x4xcrossesofcitrusandtheirorigin･J.Am er･Soc･

Hort.S°i.97:410-414.

Frost,ILB･1925･TetraploidyinCitrusIProcINatl･Acad･

Sci.U.S.A.ll:535-537.

Fukui,K.19961Plantchromosomeatmitosis･p･1-17･In:

K.FukuiandS･Nakayama(eds.).PlantChromosome･

LaboratoryMethods.CRCPress,Florida･

古里和夫.1952,柑橘における倍数体.遺伝学雑誌.

27:206.

春崎聖一･国科大輔･囲武久登･小松春喜,2000.フローサイ

トメトリーによるカンキツ類の倍数性の判定.九州東海

大農紀要.19:45-52.

Kadota,M.andY.Niimi.2002.Invitroinductionoftetra-

ploidplantsfromadiploidJapanesepearcultivar(Pyrus

pyrifoLiaNICV･Hosui)･PlantCellRep･21:282-286･

金好純子･加納徹治･桑田祐二･平尾晃･中谷宗一･小林省蔵.

1997.カンキツ類の三倍体品種の育成(第1報)ウンシ

ュウミカンと四倍体ポンカンの交雑による雑種三倍体の

作出,園学雑.66:9-14.

Lapin,WIK･1937･InvestigationsonpolyploidyinCitruS･U･

S.S･R･Al1-unionSci･Res･Int.HumidSubtropICS

Works.1:1-68.



16 八幡昌紀･柏原夕希子･黒木宏憲･園武久登･小松春喜

Longley,A.E.1926.Triploidcitms･WashingtonAcad･Sci･

16:543-545.

Lu島s,A.Ⅰ.1935.CitrusintroductionandselsctionintheU.

S･S･R･Sovetsk,Subtrop･ll:17-27･

Murashige,T･andD･P･HITucker･1969･Growthfactor

requlrementSOfcitrustissueculture･p･1155-1161･In:

H･D･Chapmam(ed.)IProc･FirstInt･CitrusSymp･Voll

3.UniversityofCalifornia,Riverside･

Notsuka,K,,T.Tsuru and'M.Shiraishi.2000.Induced

polyploidgrapesviainvitrochromosomedoubling･J･

･JapanSoc･Hort･Sci･69:543-551･

生山 巌.1992.カンキツ類の倍数性育種に関する研究一

圭として四倍体育種素材の作出について.果樹試報.特

報3:41-48.

奥代直巳･生山 巌･高原利雄.1981.多肱性カンキツ類に

おける雑種実生獲得率の向上に関する研究.Ⅰ品種,系

統間の肱数及び雑種実生獲得率の差異について.果樹試

報D3:24-34.

Rogers,S,0.andA･J･Bendich11985･ExtractionofDNA

frommilligramamountsoffresh,herbariumandmum-

mifiedplanttissues･PlantMol.Biol･5:69-761

Sanfbrd,J.C･1983･Ploidymanipulations,100-123･In:

MethodsinFruitBreeding.Moore,J.N.andJanick,J.

(eds･)IPurdueUniversityPress,Indiana･

Soost,良.K.and∫.W.Cameron.1980. Òroblanco',a
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