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はじめに

本報告書は,平成 14年度から16年度までの3年間にわたる文部科学省科学研究費基盤

研究C (2)による研究成果の概要をとりまとめたものである.

カンキツ類の細胞融合による体細胞雑種が育成されて20年近くが経とうとしている.

最初の成功例は,ポリエチレングリコール(PEG)法により ト̀ロピタ'スイートオレンジ

の珠心カルス由来プロトプラストとカラタチの葉肉プロトプラストを融合したものである

(Ohgawaraeta1.,1985).この体細胞雑種 オ̀レタチ'は,細胞融合をはじめとする植

物バイオテクノロジー分野の発展に大きく寄与したが,果皮が厚く,その表面は荒く,果

汁が少なく,好ましくない香りがあるなど果実形質が不良で,育種母本としても利用が困

難なものであった (Kobayashieta1.,1991).その後,同様な手法で育成された シ̀ュウ

ブル', マ̀ーブル', グ̀レーブル'および ユ̀ーブル'も厚い果皮を有し,有望な品種に

は成り得なかった (Eobayashieta1.,1995).世界的にもカンキツ類の体細胞雑種の育成

は250例以上を越えているが,現在までに有望な品種になったという報告はない.最終的

には,この細胞融合技術の欠点を解決することができず,一部の有用遺伝子のみを導入で

きる遺伝子組換え技術-と育種研究の主流が変わっていった.しかしながら,形質転換体

の安全性が懸念され,食用作物-の形質転換について消費者からの理解が得られず,米国

以外の先進国ではなかなか生産,消費が伸び悩んでいる状況である.

最近,細胞工学的手法に改良が加えられ,対称融合から非対称融合-と発展し,半数性

ゲノムまたは部分的な染色体導入が実験植物で成功し始めている.また,花粉母細胞等に

有糸分裂阻害剤を処理することにより,染色体を数本有するマイクロプロトプラストが単

離されている.このような新しい技術は,細胞融合の問題点を解消するものであり,育種

上極めて有効であると思われる.

そこで,本研究では,細胞工学的手法を用いて,キンカン属植物-カンキツゲノムを部

分的に導入していくために,非還元雌雄性配偶子が関与した非対称異質ゲノム雑種の育成,

カンキツ半数体植物の形態的および遺伝学的特性とその部分ゲノム導入-の利用,および

マイクロプロトプラストによる部分ゲノム導入について検討した.科学研究費補助金交付

期間内に,カンキツ類において,マイクロプロトプラストの単離および細胞融合による非

対称融合雑種は育成できなかったが,非還元配偶子を利用した倍数体の育成,ブンタン半

数体の特性や後代-の遺伝性,ブンタン半数体の稔性配偶子の発生原因の推測,細胞融合

による体細胞雑種の育成,培養カルスを用いた細胞融合による予期しない倍数体の発生原

因の推測は,今後キンカンを含めたカンキツ類の育種を進めるにあたり,有用な情報を提

供するものであり,カンキツ類の細胞工学的育種法に関する技術的な基盤を築いたものと

考えている.
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キンカン属植物-の細胞工学的手法によるカンキツゲノムの部分的な導入に関する研究

Ⅰ.緒 言

一般にカンキツ類とは,ミカン科,ミカン亜科のカンキツ属,キンカン属,カラタチ属

の3属を指し,世界の重要な果樹の一つとして亜熱帯から温帯に至る広い地域で栽培され

ている.

近年,我が国の果樹産業は,オレンジの輸入自由化などによる輸入果実の増大,国内で

の消費の減少,生産者の高年齢化や担い手不足など,厳しい状況にある.特にカンキツに

おいては,ウンシュウミカンの過剰生産とも相侯って,極めて困華な環境にあるため,市

場の拡大を目的とした優良品種の育成が強く望まれている.

キンカンは,カンキツ類の中では果皮を食す唯一の素材であり,果皮の皮を剥くことを

嫌がる現代人には有望な果樹の 1つである.米国では古くから属間交配による育種が行わ

れ,ライムカット (a.aumDtdoEa M̀exican'×Emargan'ta),オレンジカット [C.

retl'culataX(EjapoDl'caxFmargan'tàMeiwa')],シトルムカット[PoDCOmS.tdoEata

X EjapoDl'caorEma聯 n'ta],シトカット[Ptdoll'atax (Ptn'loEataXFjapoD)'ca)

c̀itrumquats']などが育成されたが,これらはキンカンの耐病性を利用した台木として

の育種であり,食用としての育種ではナガキンカンとウイリッツシトレンジとの交雑から

ト̀ーマスビルシトレンジカット'と テ̀ルフェアシトレンジカッド が育成され,前者

がわずかであるが品種として一部食用に利用されたのみで (岩政,1976),現在,食用キ

ンカンの栽培品種となっているのはニンポウキンカン (FwtuBella.cTaSSiloliaSwingle)

のみである.

キンポウキンカンの施設栽培 (収穫時期､1月下旬､宮崎県)

ー1-



キンカン属 (FortzzDel(a)は,植物分類学上 ミカン科 (Rutaceae), ミカン亜科

(Aurantioideae)に属し,亜熱帯から温帯に至る広い地域で栽培されており,原産地は

中華人民共和国の南部地域と考えられている.カンキツ属 (Cl'tTZLS)と異なる点は,葉に

網脈がなく,有脂かつ果面が滑らかで,室数が少なく,1室内に並生する腔珠が2つ以下

で少ないこと,常緑の低木であることや枝が細く密集することなどがあげられる.我が国

の露地栽培では,カンキツ属が5月初旬に開花するのに対し,キンカン属は7月の開花が

多い.また,果実は小さく,10g内外であり,果皮はやや厚く樫黄色から濃樺色を呈し,

果肉は淡黄色で,果汁は少なく酸が高い特徴を有している.種子は,1果当たり4-5粒程

度で,一般に小さく滑らかで,腔は濃緑色を呈している (鹿瀬,1988)これまでに,ナガ

キンカン [Ema聯 n'ta(Lour.)Swingle],ニンポウキンカン (FcTBSSiloIl'aSwingle),

マルキンカン (Ejaponl'ca(Thunb.)swingle),ナガバキンカン [EpolyaDdm (Ridl.)

Tanaka],フクシュウキンカン (E obovBtaTanaka)及びマメキンカン [E hl'Ddsit

(Champ.)Swingle]の6種が知られており,果実は生食のほかに糖果やマーマレー ドなど

の加工品として利用され,フクシュウキンカンやマメキンカンは鑑賞樹として利用されて

いる.

我が国のキンカンの栽培は宮崎県や鹿児島県など,主に南九州地域であり,近年施設栽

培による完熟果の生産が定着し,果実品質が向上したことから生具としての需要が増大し

つつある.前述したとおり,経済栽培品種がニンポウキンカンのみであり,最近,二倍体

ナガミキンカンと四倍体ニンポウキンカンとの三倍体品種雑種 ぶ̀ちまる'が品種登録さ

れたが (吉田ら,2000),カンキツ属と比べると,ほとんど品種改良が行われていないの

が現状である.

近年,組織培養や細胞融合等の細胞工学的技術が急速に進歩し,カンキツにおいても多

くの体細胞雑種が報告されている.カンキツの育種は多腔性,珠心胆形成や雌雄性不稔の

ために交雑育種が困難な場合があるが,細胞融合技術を利用することで,これらの障壁に

関係なく雑種を作ることができる.カンキツの組織培養は,Rangaswamy(1959)が多腔

性品種の腫珠培養により興味ある結果を報告してから,珠心や珠心培養が集中して行われ

るようになり,急速に発展した.Kochbaetal. (1972)は, シ̀ャム-ティオレンジ'の

未受精の腔珠を培養し,腔分化能 (enbryogenic)をもつカルスをはじめて誘導し,その

後,多くの品種で珠心カルスが誘導された.カンキツのバイオテクノロジーはこの珠心腔

に由来するカルスのお陰で大きく進んだといっても過言ではない.また,細胞融合により

体細胞雑種を得るためにはプロトプラストからの植物体再生システムの開発が不可欠であ

る.カンキツのプロトプラストは,最初に シ̀ャム-ティ'オレンジの珠心カルスを用い

て作成された (Vardieta1.,1975).以後,多くの品種で珠心カルスからプロトプラストが

作られ,培養されて腫となり,植物体にいたっている(Vardieta1.,1982;Kobayashieta1.,

1983;Lingeta1.,1990).これらのプロトプラスト系を利用して作られたカンキツの最初

の体細胞雑種が オ̀レタデ である (Ohgawaraeta1.,1985).これは,トロピタオレン

ジの腫分化能を持っカルス由来プロトプラストと腔分化能を持たないカラタチの葉のプロ

トプラストをポリエチレングリコール法 (PEG)で融合したものである.この オ̀レタチ'

はカンキツの細胞融合の分野の発展に大きく寄与したが,果皮が厚く,その表面は荒く,

果汁が少なく,好ましくない香りがあるなど果実形質が不良で,育種母本としても利用が

困難なものであった (Kobayashieta1.,1991a).その後,ネーブルと マ̀-コット'の体

細胞雑種 マ̀ーブル'(Kobayashieta1.,1988a),ネーブルとウンシュウミカンの シ̀ュ

-2･



ウブル'(Kobayashieta1.,1988b),ネーブルとグレープフルーツの グ̀レーブル'
(Ohgawaraeta1.,1989)などの体細胞雑種が報告され,その後も多くの体細胞雑種が報

告された.このように,カンキツ属における体細胞雑種は数多く報告されているにもかか

わらず,キンカン属での体細胞雑種は,スイー トオレンジ+ニンポウキンカン(Dengeta1.,

1992),マメキンカン+カラタチ (Mirandaeta1.,1997),バレンシアオレンジ+ニンポ

ウキンカン (Chengeta1.,2002)の3例しか報告されておらず,カンキツと比較すると極

めて少ない.

近年､配偶子の形成､受粉､花粉管伸長､重複受精および自家不和合性等の植物の生殖

行動が明らかにされつつある.それには,非常に低い割合ではあるが,基本を逸脱した行

動をするものがある.それらの現象を明らかにし,遺伝育種学的に利用することは育種効

率を向上させることに繋がる.また,雌雄性生殖細胞を非対称細胞融合により,部分的な

ゲノムの導入に応用することは,単に倍数体を育成するばかりでなく,生殖細胞と体細胞

との機能的または生理的な違いを明らかにできる可能性がある.さらに,配偶子の細胞質

オルガネラの状態を理解する上でも興味のあることである.

以上の知見をもとに,下記の3つのテーマについて研究を行った.

Ⅰ.非還元雌雄性配偶子を利用した部分ゲノムの導入

Ⅱ.カンキツ半数体植物の形態的および遺伝学的特性とその部分ゲノム導入-の利用

Ⅱ-1.半数体の特徴とその後代実生の倍数性評価

Ⅱ-2.細胞融合による部分ゲノムの導入

Ⅲ.マイクロプロトプラストによる部分ゲノムの導入
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Ⅰ.非還元雌雄性配偶子を利用した部分ゲノムの導入

カンキツでは,二倍体間交雑で得られる充実した小粒種子は高い頻度で三倍体となり,

その発生には非還元配偶子の関与が明らかにされている.最近,限定された品種間ではあ

るが,花粉にも非還元配偶子の発生が報告されている.しかしながら,カンキツとキンカ

ンの属間交雑において,非還元配偶子関与による三倍体の発生は報告されていない.そこ

で,キンカンの種間交雑およびカンキツとキンカンの属間交雑を行い,後代の予期されな

い倍数性の発生について検討し,非対称でのゲノム統合の有無について明らかにした.

1.キンカン属植物の種間交雑

キンカン属内の種間交雑について検討するため,種子親,花粉親ともに鹿児島県出水郡

東町日本マンダリンセンター栽植のナガキンカン,マメキンカン (2Ⅹ),ナガバキンカン及

びマルキンカン,本学温室栽植のニンポウキンカン及びフクシュウキンカンの6種を供読

した.交配には,開花直前の花を用い,除雄後,前述した6種の花粉を用いてそれぞれ 4

-12花受粉し,交配袋をかけた.収穫は,種子の成熟する11-12月にかけて行った.収

穫後,全ての種子を摘出し,充実したものを ｢完全種子｣,明らかに完全種子よりも小さい

ものを ｢小粒種子｣とし,しいなの種子を ｢不完全種子｣として,種子重を測定した.外

種皮を除去した種子を,1%Tween20添加の1% アンチホルミンで10分間浸積滅菌処理後,

30g/1シュークロース及び 2g凡ジェランガムを添加した MT培地 (Murashige･Skoog,

1962)に置床し,25℃,38mmol･m･2S･1,16時間条件下で約 1ケ月間培養した.発芽し

た実生は,バーミキュライ トを入れたビニールポット-移植し,ビニール袋に封入し,節

10日間維持した後,徐々にビニール袋を破くことで順化した.実生の形態は順化8ケ月後

に観察した.

得られた実生の倍数性を調査するために,フローサイ トメーター (EPICSXL;Beckman

Coulter,Inc.,CA,USA)による方法と酵素解離による染色体観察法を適用した.フローサ

イトメーターによる解析では,春崎ら (2000)の方法に従い,半数体の葉,花 (がく片,

花弁および花糸)および果実 (砂じょう,アルベ ドおよびフラべ ド)の各器官,組織を用

いた.なお,対照区として 晩̀白柚'の成葉を供試した.採取した試料 50mgに2mlchopping

buffer[25mg･liter･lpropidiumiodide(PI),50mMNa2SO3,140mM21メルカプ トエ

タノール,1% 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 (MerckKGaA,Drarmstadt,Germany)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,沈殿物を550plchopping

bufferと混合し,よく懸濁した.さらに,測定直前に50plの500mg･literllPI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,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,半数体の

幼葉の染色体数を調査した.すなわち,幼葉の先端0.5cmを採取し,2mM8-ヒドロキシ

キノリンで4℃,6時間前処理後,固定液 (ェタノール :酢酸-3:1)で4℃,12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

ズが RS(YakultPharmaceuticallnd.Co.,Ltd.,Tokyo),1%マセロザイム R-200(Yakult

Pharmaceuticallnd.Co.,Ltd.,Tokyo),0.3%ペクトリアーゼ Y-23(KyowaChemical

ProductsCo.,Ltd.,Osaka)および200mMEDTAを含む酵素液を用い,根端を37℃,10
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分間酵素解離した.解離後,根端をプレパラー トに移し,固定液を加え展開し,染色体標

本を作成した.プレパラー トを室温で乾燥させた後,2%ギムザ液で30分間染色した.プ

レパラートを蒸留水で水洗し,乾燥させた後,光学顕微鏡を用いて染色体を観察した.

種間交雑を行った結果 (Tablel･1.),種子親がマルキンカンとナガバキンカンの場合を

除き,ほとんどの組合せで果実を得ることができた.しかし,マルキンカンとナガバキン

カンについては,ほとんどの組み合わせで着果が認められず,着果した果実にも種子は全

く存在しなかった.これは,実験樹の生育状態が不良であったことと台風の被害によるも

のと思われた.

多腔性キンカンを種子親とした種間交雑を行った結果,完全種子出現率や発芽率が高か

ったが,一部低い組み合わせもあった.得られた実生のほとんどが健全な形態を示したが,

形態的特徴から珠心腫実生と雑種実生とを区別することは困難であった.しかしながら,

ナガバキンカンやマメキンカンなど特異な形態を持つ種が花粉親の組み合わせでは,一部

ではあったが区別することができた.

ニンポウキンカンが種子親の組み合わせでは,マメキンカンを除くすべての組合せで果

実が得られ,完全種子出現率も80%以上であり,発芽率も高かった.また,フクシュウキ

ンカンを種子親とした組み合わせでも,マメキンカンを除くすべての組合せで果実が得ら

れ,多数の実生が得られた.

マメキンカンを種子親とした組み合わせでは,すべての組合せで着果が認められたが,ナ

ガバキンカンでは着果率や1果実あたりの種子数が低く,それぞれ 33.3%と1.5個/果であ

った.また,マルキンカンを花粉親とした交雑組み合わせでは,他の組合せと比較して不

完全種子が多く,完全種子出現率は57.5%と低かった.平均種子重についてもマルキンカ

ンで低く,放任受粉区で約 100mgであったのに対し,約半分程度の55.6mgであった.

さらに,発芽率も他の4種を花粉親に用いた組み合わせでは80%以上であったが,マル

キンカンでは38.5%と最も低かった.発芽した実生は,マルキンカンが特徴的な葉を持っ

ているにもかかわらず,花粉親との中間的な形態をもつ実生は観察されなかった.

単腫性のナガキンカンが種子親の交配組み合わせでは,すべての組み合わせで完全種子

を得ることができた.着果率は花粉親間でほとんど差異は観察されなかったが,1果あた

りの種子数には差異が認められた.1果実あたりの種子数は,放任受粉区で 3.9個であっ

たのに対し,花粉親にマメキンカンを用いた交配組み合わせで4.3個,ニンポウキンカン

とフクシュウキンカンでは 1.3個であった.また,ニンポウキンカンでは不完全種子が多

く,完全種子出現率は36.4%であった.得られた種子の発芽率はマルキンカンやマメキン

カンで高く,両種とも70%以上であったが,ニンポウキンカンとフクシュウキンカンでは

低く,それぞれ50と40%であった.すべての交配組合せで,実生を得ることができたが,

ナガバキンカンまたはマメキンカンが花粉親である実生は両親の中間の形態を示し,視覚

的にも雑種であることが判断できた.しかしながら,すべて二倍体雑種であり,非還元配

偶子が関与した実生は得られなかった.
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Table 1-1 Seeds and their germination obtained from interspecific crosses in FortUMlla species.

Seed

Parent No. of No.. af %offiuit No.ofseeds No. of seeds Av.seedwt.(mg) No.of . !ion Gennioalion No.ofplants
ftowe!"s mms % ofnorma1 seeds" genuna -

Pollen pollinated obtained set Nonna1 SmaD. Total Undeve~d per liuit?' Total Normal Small Undeveloped Normal Small Total Undeveloped rate('Yo)" obtained"

oo()o10.0

OvaIlmmquat RoUlldkumquat 10 4 40.0 11 0 11 4 2.8 73.3 64.3 64.3 - 14.5 8 - 8 - 72.7 6
Meiwakumquat 10 3 30.0 4 0 4 7 1.3 36.4 94.0 94.0 - 12.1 2 - 2 - 50.0 1

Mala.yankomquat 10 4 40.0 10 4 14 5 3.5 52.6' 62.4 78.6 21.8 10.2 9 - 9 - 64.3 10
Changshaukumquat 10 4 40.0 5 0 5 :5 1.3 50.0 70.0 70.0 - 30.0 2 - 2 - 40.0 2

_ __. _ _.__._.._ _.!!.~_~cpt_...1.'?- . ..~__.__~Q:Q E._ _ Q....._. !2. _ _L._ .....i:.L. 89.5 8.9.:.~ _._~~.:.Q_ _..__.= 2~:.Q..._ .._._._ _~. = §... _ _=_ _---!Q;p__.__._.._ .!.!__..
Round kumquat Oval kumquat 10

Meiwllkumquat 10
Mtdllyankomquat 10

Cbangshou kumquat 10 2 20.0 0 0 0 0 0

_.__._._ _._ __~~,.~~ !.~ ..__ __.!... .~2. __ Q__._••••••_<.!__._..__ .2...__._ _P__ _ _ _Q_..__ .__= _..=-__ ..=-__._.._.=_.__._..__=__ _ = _.. =_ = =.. .=__ _.__._=_ _.
MeiWllkumquat OvaIkumquat 10 6 60.0 33 0 35 :5 5.8 8B 112.0 112.0 - 29.2 34 1 35 - 100 114

ROIIIldkumquat 10 1 10.0 3 () 3 0 3.0 100 119.3 119.3 - - 3 - 3 - 100 3
Malayankumquat 10 3 30.0 20 () 20 1 6.7 95.2 108.3 108.3 - 55.0 20 - 20 - 100 III

Changsboukumquat 11 4 36.4 21 () 21 3 5.3 87.5 96.5 96.5 - 44.3 18 - 18 - 85.7 69

• . . ..-!!.~~?!!L.~~_._.!_~_._. __-= ___= __-=- -=.. =_ _ =._._.__.. =-._ __._._=_.__.._- -:.._. =_ -__._.__=__.....•_.= - ._...=-__. ..=-__.._ =__.
O:l M.alayankumquat Ovalkumquat 10. - - - - - - - - - - - - - -

ROIIIld kumquat 4
Meiwa kumquat 10

Oiangsbau kumquat 10

_ _ __.. ._.__ H~p--~.~~_}.Q_. .___= = =. =.._._._.__=_ ._.= .._._.=__._.. = =. .._-=- .=-_.__-=. ._=_.__._=_ -=- =- =. =__
Chlmgshoukumquat OvaIlcumquat 12 6 50.0 48 :2 SO 2 8.3 92.3 173.0 178.9 3l.S 64.0 35 I 36 1 72.0 ISO

Rowdkumquat 10 2 20.0 2 () 2 2 1.0 50.0 137.5 137.5 - 36.0 - - - 2 0 14
Meiwakumquat 10 I 10.0 10 3 13 0 13.0 76.9' 112.2 133.3 33.0 - 9 3 12 - 92.3 31

MalaYllll kumquat 10 1 10.0 5 0 3 0 5.0 100 130.8 130.8 - - 5 - 3 - 100 30

_ .__.__ _._--!!~!!~~,.~_ !2. -=-_._-= =___. = .__=-_. .=.. .._= =._ _._= .._=_ _ =__. =_. .=- =.__ .:-_ __.._=--__ _= __._.--= _
Hongkoogkumquat OvaIkumquat 10 4 40.0 9 () 9 1 2.3 90.0 112.8 112.8 - 9.0 9 - 9 - 100 55

Roundkumqum 10 5 50.0 10 3 13 5 2.6 55.6 57.5 74.8 26.7 42.4 4 1 3 - 38.3 6
Meiwakumquat 10 10 100 15 3 18 0 1.8 83.3 81.7 98.1 37.7 - 13 - 15 - 83.3 81

Malayan kumquat 6 2 33.3 3 0 3 1 l.S 75.0 88.3 88.3 - 6.7 3 - 3 - 100 6
Changsboukumquat 10 8 80.0 25 0 25 5 3.1 83.3 94.2 94.2 - 16.4 25 - 25 - 100 149

'% offiuits set =DO. offiuits obtaioed 100. offlowers pollinmd

!'No. ofseedsperfillit=no. oftotal seeds I no. offiuits set

X% ofnormal seeds = lIOmIaI seed/ (no. oflota! seeds+1IIldeveioped seeds)

"'GenDiawion rate =no. of seeds germinatedino. ofseeds

"No. ofobtailled plant were cooclued IIUceliar seedliJg.



2.カンキツ品種 清̀見'および 南̀風'とキンカン属との属間交雑における予期しな

い倍数体の発生

種子親には,熊本県農筆研究センター果樹研究所栽植の 清̀見'タンゴール (̀宮川早生'

× ト̀ロピタ'オレンジ)の成木及び宮崎県宮崎市古城町奥野安弘氏栽植の 南̀風'(̀清

見'× フ̀ェアチャイル ド')を用いた.花粉親として,前年の7-8月に採取したナガキ

ンカン,マルキンカン,ニンポウキンカン,ナガバキンカン,フクシュウキンカン,マメ

キンカン及びシキキツの貯蔵花粉を用いた.なお,それぞれの花粉は,春崎(1996)の方法

に従い,-35℃の冷凍庫で約1年間保存した.交配は,10花以上について行い,交配方法

は,前述した方法と同様とした.また,開花直前に採取した花粉と1年間貯蔵した花粉の

稔性調査を行った.また,前述した方法と同様に,実生を培養,順化した.獲得された実

生の倍数性は,前述した染色体観察およびフローサイ トメーター法により決定した.

まず,1年間貯蔵した花粉の稔性を調査した結果,いずれの種も開薪直後の値に比べ減

少したが,ナガキンカン,ニンポウキンカン及びフクシュウキンカンでは,10%以上であ

り,交配には充分な稔性を示した,しかしながら,ナガバキンカン,マルキンカン及びマ

メキンカンの花粉は,開花直後の稔性も低く,貯蔵後は5%以下まで減少した.

これらの貯蔵したキンカン属各種の花粉を用いて 清̀見'･タンゴールを種子親に属間交

雑を行った結果 (Table1-2),フクシュウキンカンでやや低かったものの (15.8%),他の

組合せでは,いずれも20%以上の着果率を示した.しかしながら,マルキンカンとマメキ

ンカンとの交雑では種子は得られず,ナガキンカンとニンポウキンカンとの交雑では,得

られた果実の1果あたりの種子数がそれぞれ0.3と0.4個と少なかった.一方,ナガバキ

ンカンの交雑では,1果あたりの種子数は極めて多く,13.0(放任受粉区で7.0個)個で

あった.また,それらの種子のほとんどは完全種子であり,その出現率は87.3%であった.

属間交雑から得られた種子はほとんどが正常に発芽し,種子親として供試した 清̀見'が

単勝性であることから,これらの実生はいずれも属間雑種であることが期待できる.

次に, 南̀風'を種子親に属間交雑を行った結果 (Tablel･2), 清̀見'の場合と同様に,

マルキンカンおよびマメキンカン以外の花粉親で完全種子が得られた.ニンポウキンカン

との交雑では,1果実あたりの種子数が0.3個と少なかった.しかしながら,完全種子が

得られた組み合わせではすべて実生を獲得することができた.

清̀見'とニンポウキンカンとの属間雑種の倍数性を調査したところ,2個体とも三倍

体であった.一方, 南̀風'とニンポウキンカンとの属間雑種は,2個体とも二倍体であっ

た.おそらく, 清̀見'とニンポウキンカンとの属間雑種は,雌性の非還元配偶子が関与し

ていると推測され,今後,ゲノム構成について調査していく必要がある.

清̀見'とニンポウキンカンの2系統はカラタチ台木に接ぎ木した.葉が厚く,トゲが

強いなどの三倍体の特徴が示された.5年経過した現在もまだ開花,結実していない.
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Tablell2FruitsetandseedcontentsinthecrossesbetweenCi加 sculdvarsandFoTtynellaspecies.

No.ofnowers NO.of %offhitsAvJhitwt. No,ofseed No･of %of
developed developed

set 也) D即eloped Undevdoped se孟 l;I,Y品it seedsz
Potlinated fhitsset

lO

20 5

30 7

22 6

20 5

20 8

19 3

30 15

Crosscombinadon

Seedparent Pouenpatent

Openpouimi on

Meiwakumquat

Ovdhunqud

TKiyomi･ Malayankumquat

tangor Roundkumquat

Hongkongkumquat

Changshoukumquat

Calamondin

275.2 136 6

25.0 370.8 2 7

23.3 262.9 2 0

27.3 358.2 76 1I

25.0 3842 0 0

40.0 329.0 0 0
15.8 334.7 12 0
50.0 334.7 53 5

13.6 95.8

0.4 22.2

0.3 100

12.7 87_4

4.0 100

3.5 91.4

OpenpoJlination 10 306.0 57 10

Meiwakumquat 56

0valkumquat 30

･NaJIPu･ Malayankumquat 15

tongor Roundkumquat 15

Hongkongkumquat 25

Changshoukumquat 35

Calamondin 30

6 10.7

4 13.3

7 46.7

1 67

1 4.0

4 11.4

5 16.7

186.0 2 0

1$7.3 19 0

367.9 115 33

231.2 0 0

226.‡ 0 0
284.0 36 1
241.2 31 2

5.7 85.1

0.3 100

4.8 100

16.4 77.7

9.0 97.3

6.2 93.9

Z(myelopedsccd/totdseed)×100.

2.ニンポウキンカンの有糸分裂阻害剤処理による四倍体の育成

1)ニンポウキンカン種子-のコルヒチンおよびオリザリン処理が四倍体植物誘導に及ぼ

す影響.

ニ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て検討した.有糸分裂阻害

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

四倍体の初期生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,腔培養を組合せた種子-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.

公表論文参照 (23-29ページ)

八幡昌紀､柏原夕希子､園武久登､小松春喜 :ニンポウキンカン種子-のコルヒチンお

よびオリザリン処理が四倍体植物誘導に及ぼす影響.園芸学研究､3巻､1号､ll-16(2004)

3.二倍体 と四倍体との種属間交雑における予期 しない倍数体の発生

1) 晩̀白柚'と四倍体の正逆交雑から得られた種子の重さと倍数性との関係

晩̀ 白柚'を用いた三倍体育種を効率的に進めるために,二倍体 と四倍体間で

の正逆交雑か ら得 られた種子の重 さとその倍数性 との関係 を調査 した.
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晩̀ 白柚 'に四倍体ユズまたは四倍体ナツダイダイを交雑 したところ,完全

種子出現率が対照区 (放任受粉果)と比較 してそれぞれ 48.0%と8.4%まで減少

した.それ らの実生の倍数性 を調査 した結果,三倍体 と四倍体が確認 され,前

者の組合せか らは六倍体が 1個体得 られた. 晩̀ 自柚'×四倍体ユズでは三倍

体の発生率が高 く (88.0%), 晩̀ 白柚 '×四倍体 ナ ツダイダイでは低かった

(30.2%).二倍体 ×四倍体の両組合せか ら得 られた三倍体 と四倍体の平均種子

重は,三倍体が四倍体 よ り有意 に軽い ことが明 らか となった.さらに,これ ら

の組合せか ら得 られた不完全種子を培養 した結果,得 られた実生はすべて三倍

体であった.

一方,四倍体ユズお よび四倍体ナツダイダイに 晩̀ 白柚 'を交雑 した結果,

放任受粉果 と比較 して,それぞれの完全種子出現率には大きな差異は観察 され

なかったものの,種子重は有意に減少 した.三倍体は,珠心腫由来 と考えられ

る四倍体に混 じって,それぞれの組合せで約 50%の頻度で得 られた.三倍体が

発生 した種子 とそれ以外の種子の重 さには有意な差異は観察 されなかった.

公表論文参照 (30-36ページ)

八幡昌紀､岡信孝､園武久登､小松春喜 :晩白柚と四倍体の正逆交雑から得られた種子

の重さと倍数性との関係.園芸学研究､2巻､4号､247-252(2003)

2)単勝性カンキツと四倍体ニンポウキンカンとの属間交雑

四倍体ニンポウキンカン,つまり興津系,串間系,H9-1006および H9-1008を花粉親

として,単腔性カンキツ品種である 清̀見'と 南̀風'との交雑を行った.その結果,両

品種ともいくらの着果が認められたが,果実中にまったく完全種子はなく, 南̀風'との交

雑でいくつかの不完全種子が得られたのみであった.不完全種子は,前述した方法により,

腔培養を行ったが,発芽は観察されなかった.

Tabkl-3放血sdandseed∝雌 血血 mssabetwcqC紬 血 S血 b t叫 zneiwlktzBqtEZtS_

Cross伽血

Ne完kbedn 意 ;fd %d- sdAy-- -W
加M fseed No..f血軸 ed %ofd叫

seedpaqent p血 parezd P血 ed 触 sd 一日~~W --II-ー~-M ー-W D打dqed t加ev軸 Stedsper血点 seedSZ

中也P舶 m

Ch

鞄 ombta喝Cr KtEShina

諾9-ll)【妬

H9-100S

10 2751 136 6

10 1 10_0 ヱ85.1 0 8

10 0 0.0

10 1 18_0 280.0 0 0

10 3 30.8 ユ35.4 0 0

軸 卵 血 5 311.0 13 26

0血 I

'hT叫 tangq Kushh

H9-1006

H91loos

20 6 38.8 305.0 0 11

ヱ0 3 15.8 ユタ1.7 0 0

20 2 18.0 447.5 0 7

20 2 10.0 ヱ70.0 0 2

13.6 95.1

0.0 0

0 0
0 0

2,6 33.3

0 0

0 0

0 0

0 0

zpⅣd甲edseed,'to血secp吟yloo_

-9-



Ⅱ.カンキツ半数体植物の形態的および遺伝学的特性とその部分ゲノム導入-の利用

カンキツ類の細胞融合による体細胞雑種の育成は,交雑不和合の組み合わせも含めて

250例を超えている.しかしながら,現在までに栽培品種として登録された例はない.そ

の理由として,体細胞雑種が対称融合の結果,育成された四倍体であり,果皮や酸高など

の好ましくない形質が発現するからである.'最近,二倍体と半数体を細胞融合することに

より,三倍体が育成されており,その果実の形質が注目されている.また,我々は小粒種

子から発生した 晩̀白柚'の半数体を育成し,農林水産省から譲渡いただいたクレメンテ

インと リ̀ー'半数体とともに維持保存している.本研究では,現在までに世界的にも開

花結実の例がないカンキツ半数体の遺伝的特徴を明らかにするとともに,その部分的な導

入のための細胞融合についても検討した.

Ⅱ-1.半数体の特徴とその後代実生の倍数性評価

1)晩白柚半数体の形態的特徴

カンキツ類における半数体植物の基礎的情報を得るために,ブンタン品種である 晩̀白

柚'から得られた半数体における葉,花,花粉および果実の形態を調査した.また,半数

体の倍数性が維持されているかを調査するために,フローサイ トメーターにより半数体の

莱,花および果実などの様々な器官,組織の倍数性の解析を行った.

半数体の葉,花および花粉は, 晩̀白柚'と比較して有意に小さく,奇形の花が多く観察

された.半数体の花粉稔性について調査した結果,̀晩白柚'と比較して著しく低かったが,

わずかながら稔性が認められた.一方,果実は 晩̀白柚'と比べ,1/8程度の重さであり,

非常に小さくなっていた.また,種子の形成は認められなかった.

次に,半数体の葉,花および果実の各器官,組織において,フローサイ トメーターで解

析した結果,半数体の葉,がく片,花弁,花糸,砂じょう,アルベ ドおよびフラべ ドとも

に相対蛍光強度が 晩̀白柚'と比較して半数性を示した.さらに,半数体の幼葉の染色体

数を観察した結果,調査したすべての細胞において9本の染色体数が確認された.これら

の結果より,この半数体は調査したすべての器官および組織において半数性を維持してい

ることが明らかとなった.

公表論文参照 (37-43ページ)

YAhata,M.,S.Harusaki,K.Takami,P.Toolapong,H.Kmi take,T.Yabuya,K.YamashitaandH.

Komatsu:MorphologiCalcharacterizationandmolecularverifiCationofafertilehaploidpummelo

(CitrusgrandisOsbeck).JAmer.SocHortSci 130(1):34-40(2005)

2)カンキツ単腫性品種と 晩̀白柚'半数体との交雑

ブンタン品種である 晩̀白柚'の実生から得られた半数体における雌性および雄性配偶

子の生殖機能を評価するために,半数体と種々の二倍体カンキツ品種との交雑を行った.

半数体に二倍体の花粉を授粉した場合では全く着果しなかったが,半数体を花粉親とした

場合, 清̀見', 南̀風', 宮̀内'イヨカンおよび 土̀佐文旦'の 4品種で完全種子が得ら

れた.これらの完全種子を播種したところ,それらのほとんどは正常に発芽し,多くの二

倍体実生が得られた.これらの実生は旺盛に成長し, 晩̀白柚'の形態的特徴である大きな
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翼葉を有していた.さらに, 清̀見'と半数体との交雑から得られた 1個体の実生につい

て,RAPD分析を行った結果,その実生はそれぞれの両親に特異的なバンドを有していた.

また,CMA染色による染色体構成を解析したところ,半数体由来と考えられるA型染色
体がその実生に遺伝されていたため,雑種であることが確認された.これらの結果から,

本半数体では正常な花粉 (n=9)が形成されていることが明らかとなった.

公表論文参照 (44-52ページ)

Yahata,M.,H.Xurogi,H.Kunitake,K.Nagano,T.Yabuya,K.YamashitaandH.

Komatsu:Evaluationofreproductivefunctioninahaploidpummelobycrossingwith

severaldiploidcitruscultivars.JJapaDSocHutSDI()'DPZ'eSS)

3)キンカン単腫性種と 晩̀白柚'半数体との交雑

日本で保存されているキンカン属植物において唯一の単腫性種であるナガキンカンと

晩̀白柚'半数体との交雑を行った.その結果,まったく着果は認められなかった.

4)非還元雌雄性配偶子の発生要因の解明

半数体は 1組の染色体のみからなり,染色体接合の相手となる相同染色体をもたない.

半数体の減数分裂は,第一減数分裂中期に一価染色体のみの出現が一般的であり,第一減

数分裂後期にそれらの一価染色体が機械的に両極に分配される.そのため,半数体は減数

分裂が行われても不稔となる.

しかしながら,植物の種類によってはしばしば半数体植物で稔性のある配偶子を形成す

ることが報告されている (Hesse,1971;Craneら,1982;Veilleux,1985;Zagorcheva

ら,1987;Yanら,2000).果樹では,モモの半数体においてわずかではあるが雌性と雄

性配偶子それぞれに生殖能力があることが報告されている(Hesse,1971;Pooler･Scorza,

1995a).半数体植物における配偶子の稔性回復機構として,第一減数分裂後期にすべての

染色体が同一極に移動した場合や退行現象による復旧核の形成,第二分裂後の核融合,紡

錘糸の形成方向の平行などが報告されている (Hesse,1971;Pooler･Scorza,1995a;

Veilleux,1985;Yanら,2000).

本研究で用いているブンタン半数体は,前の実験において本半数体に花粉および腫珠の

形成が観察され,わずかながら花粉に稔性があることが認められた.さらに,種々の二倍

体カンキツ品種との交雑を行ったところ,正常な花粉 (n=9)が形成されていることが明

らかとなった.しかしながら,その雄性配偶子の稔性回復機構や雌性配偶子の形成過程に

ついてはまったく明らかにされていない.

そこで本研究では,ブンタン半数体の雄性および雌性配偶子における減数分裂について

詳細な細胞遺伝学的解析を行い,その形成過程を調査した.

材料には接木約 10年生のブンタン半数体と約 10年生の 晩̀白柚'を供試した.

雄性配偶子形成の観察については,山下･山口(1992)の方法に従い行った.すなわち,

開花 2週間前から半数体と 晩̀白柚'の花膏を経時的に採取し,FAA (70%エタノール :

酢酸 :ホルムアルデヒド-90:5:5)で固定した.固定後,薪中から種々の発育ステージ

にある小胞子をスライ ドグラス上に取り出し,核染色を行って蛍光顕微鏡下で花粉母細胞

や減数分裂の過程について観察した.また,四分子期には1花粉母細胞に由来する小胞子
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数を数えた.なお,核染色は1mg･liter-14'･6･diamidin0-2-phenyl･indole(DAPI)で行

った.

花粉稔性の調査は,2004年 5月に開花直前の花膏から取り出した薪を常法により関前

し,前の実験と同様に 1%アセ トカーミン染色により評価した.なお,花粉稔性調査は 3

反復行い,1反復あたり1000個以上の花粉を調査した.

ハツサクを交配した半数体の花を用い,半数体の雌ずい内における花粉管伸長について

調査した.交配後 1日から8日までの花を採取し,FAAで固定した.同定後,lNNaOH

に1時間浸漬し,水洗した.花を柱頭,花柱上部,花柱中部,花柱下部および子房に分け,

Martin(1958)の方法に従い,0.1%アニリンブルー/1NKP03に5℃で一昼夜浸漬 ･染色

し,蛍光顕微鏡で観察を行った.なお, 晩̀白柚'にハツサクを交配したものを対照区とし

た.

雌性配偶子形成の観察は,雄性配偶子形成の観察と同様に,開花2週間前から半数体と

晩̀白柚'の花膏を経時的に採取し,nlAで固定した.固定後,それぞれの花弁と雄ずい

を取り除き,子房を常法に従いエタノールとブタノールで脱水し,パラフィンで包埋qyた.

包埋後,回転式ミクロトームで厚さ15pmの連続縦断切片を作成し,サフラニンとファー

ストグリーンで二重染色を行った.これらの連続切片は,光学顕微鏡を用いて腫珠の縦経

と横径を測定するとともに腔珠の内部形態を観察した.

半数体における減数分裂過程を調査した結果 (Fig.211),半数体は連続した2回の分裂

を行っていた.第-減数分裂前期に核内に広がっていた染色質は凝縮を開始し,赤道面に

一価染色体が出現し(Fig.2-1b),それらの一価染色体が不均一に両極に分配された (Figs.

2-1C,d).その後,第二減数分裂に移り,各極に分配された一価染色体は核分裂を行い,

染色分体は両極に分配された (Figs.2･le～g).しかしながら,一部の分裂細胞では減数

分裂の異常が認められた (Fig.2･2).第一分裂後期において,いくつかの一価染色体が両

極に分配されず,赤道面付近に残るものが観察された (Figs.2-2a,b).また,周惨の細

胞が第二減数分裂過程にもかかわらず,赤道面に9個の二価染色体が並列し,両極に分裂

するものも観察された (Fig.2-2C).

花粉四分子期における半数体の小胞子型は一分子から六分子の小胞子が観察された.さ

らに,半数体が形成した二分子から六分子における小胞子の大きさを観察したところ,二

分子では2つの小胞子の大きさがほぼ同じであったのに対し,三分子から六分子ではそれ

ぞれの小胞子の大きさが不均一であった (Fig.2･1h).半数体と 晩̀自柚'の花粉四分子

期における小胞子型の出現頻度を調査した結果, 晩̀白柚'では,三分子,四分子および五

分子が観察されたが,99.3%が四分子であった.一方,半数体におけるそれぞれの小胞子

の出現頻度は,一分子が 1.1%,二分子が 24.7%,三分子が 11.8%,四分子が 61.2%,五

分子が 1.1%および六分子が0.1%であり, 晩̀白柚'と比べ二分子と三分子が多く発生して

いた.

酢酸カーミンにより花粉稔性を調査した結果, 晩̀白柚'の染色稔性は 97.5%であり,

育成当時の結果 (98.0%)とほぼ同じであった.しかしながら,半数体における酢酸カー

ミンによる染色花粉の出現頻度は 14.1%であり,半数体が初めて開花した 3年前 (2001

年5月)に測定した結果 (1.6%)より高くなっていた.おそらく半数体の樹勢が徐々に強

くなってきたものと考えられる.今後,経時的に半数体の花粉稔性を調査していく必要が

ある.
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Fig.2-1 Meiotic stages of the haploid. Bars=lO /lm.
a : Prophase 1. b : Metaphase I. c : Anaphase I.
d: Telophase I and prophaseII. e : Metaphasell.
f: Telophase II. h : Tetrad stage.
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Fig. 2-2. Abnormalities of meiotic stage of the haploid. Bars=10 ~.
Arrows indicate the abnonnal cell.
a, b : Chromosomes remained in equatorial plane.
c : 9 bivalents lined in equatorial plane.

Fig. 2-3. Pollen tube elongation in pistil of the haploid. Bars=200 Ilffi.
a : Stigma. b: Base of the style.
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これまでに,モモ,セイヨウアブラナ, トマ トおよび トウガラシなどの半数体植物で稔

性花粉の形成が認められている (Hesse,1971;Veilleux,1985;Pooler･Scorza,1995a;

Yanら,2000).半数体植物における配偶子の稔性回復機構として,第一減数分裂後期に

すべての染色体が同一極に移動した場合に稔性のある配偶子が出現する.その頻度は植物

がもつ染色体数によって大きく変化するが,基本的にn本の一価染色体が2mに分配される

ため,1/2nで稔性花粉の出現頻度を求めることができる.つまり,本半数体 (n=9)では

1/29となり,0.2%の確率で稔性のある花粉が形成されることになる.しかし,本章の結果

では,稔性花粉は 14.1%であり,その期待される出現頻度よりはるかに高い値を示した.

この原因の一つとして退行現象があげられる.退行現象とは減数分裂が途中で停止し,形

態的に静止核-移ることであり,減数分裂過程で様々な時期に発生することが明らかとな

っている.Yanら (2000)は,半数体 トウガラシを材料として稔性花粉の形成機構につい

て調査したところ,第一減数分裂が行われずに復旧核を形成し,第二減数分裂だけを行う

FDRにより稔性花粉が形成したものと推察している.また,FDRが発生することによっ

て形成される小胞子は二分子であることを報告している.

本研究では,ほとんどの細胞で第一減数分裂と第二減数分裂が行われていたが,一部の

分裂細胞では減数分裂の異常が認められた (Fig.2･2).第一減数分裂後期においていくつ

かの一価染色体が両極に分配されず,赤道面付近に残るものが観察された (Figs.2･2a,b).

また,周りの細胞が第二減数分裂過程にもかかわらず,赤道面に9個の一価染色体が並列

し,両極に 9本ずつ染色体が分裂するものも観察された (Fig.2･2C).さらに,花粉四分

子期では,多くの二分子が出現していた.二分子を稔性花粉と仮定すると,14.7%の頻度

で稔性配偶子が発生することとなり,酢酸カーミン染色による花粉稔性調査の結果

(14.1%)とほぼ同じであった.本研究においてもトウガラシと同様に稔性花粉が二分子

由来であるかもしれない.おそらく,赤道面に9個の一価染色体が並列し,両極に9本ず

つ染色体が分裂する細胞が二分子形成に寄与しているものと考えられ,このような減数分

裂の異常は,本半数体においてもFDRのような退行現象が起こっていることを示唆した.

次に,半数体の雌ずい内における花粉管伸長について調査した結果,交配後 1日には,

半数体の柱頭において多くのハツサク花粉の発芽が観察された (Fig.2-3a).花粉管は花

柱溝に入り,交配後 2-3日で花柱上部,交配後 4日で花柱中部,交配後 5日で花柱下部

を通過し,交配後6日には花柱最下部までハツサクの花粉管が伸長していた (Fig.2･3b).

一方,半数体の雌ずい内において花柱溝の形態異常が観察された.つまり, 晩̀白柚'では

1雌ずいあたり15程度の花柱溝が確認され,それぞれ独立していたのに対し,半数体では

雌ずいの中心部で花柱溝同士が結合していた.さらに,花粉管数を調査したところ,花柱

上部では 100以上の花粉管数が観察されたが,子房に近づくにつれ,その数は減少し,千

房上部では,その数は極わずかであった.なお,半数体と 晩̀白柚'間で花粉管の伸長速

度に差は認められなかった.

腫珠の大きさを測定した結果,縦経はほぼいずれの時期も半数体が小さかった.横経は

開花前4日までは半数体の方が小さかったが,それ以降は 晩̀白柚'とほぼ同じ大きさで

あった.次に腔珠の内部を観察した結果, 晩̀白柚'では開花前 12日より腔のう母細胞が

観察され (Fig.2-4a),その後,減数分裂-4細胞-遊離核 (1-8核)と発育が進み (Figs.

214b-i),開花後2日には1腔珠あたり1個の完全腔のうが観察された (Fig.2･4g).しか

しながら,開花前4日頃までは未分化の腫珠が多く,腔のう母細胞以降の発育を示す腔珠

は20%程度であった.その後,開花日にかけて急激に腔のうの発達が認められ,開目前2
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Fig. 2-4. Developmental stage ofembryo sac in 'Banpeiyu' pummelo from 14 days before
flowering to 2 days after flowering. Bars=] 0 11m.
a : Embryosac mother cell. b: Meiosis. c: Tetrad. d: One-nuclei embryosac.
e : Two-nuclei embryosac. f: Four-nuclei embryosac. g: Eight-nuclei embryosac.

Fig. 2-5. Abnormalities of ovule in the haploid. Bars=20 Jlrn.
a : 14 days before flowering.
b : 4 days before flowering.
c : 2 days before flowering.
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日より,2核期の腔のうが観察されるようになり,開花後2日には完全腔のうが25%程度

確認された.一方,半数体では,開花前,開花日および開花後のいずれの時期においても

正常に発達した腔のうは全く観察されなかった (Fig.2-5a).腔珠の外部形態についても,

晩̀白柚'では外珠皮と内珠皮が発達した正常な形態であったが,半数体では内珠皮と外

珠皮ともに外側に反り返るものや内珠皮と外珠皮の間に空隙を生じる腫珠など奇形のもの

が多く観察された (Figs.2･5b,C).

カンキツ類の花粉管伸長の速度は遅く,柱頭から腫珠に到達するまで 5-6日要する.

一方,開花時の腔のうは2-4核期の未熟なものが多く,腔のうの完成は開花後 3-4日と

されている (岩政,1999).本章では,半数体の雌ずい内におけるハツサクの花粉管伸長

は,交配後 6日には花柱最下部に到達し,ハツサクの花粉管は通常の速度で伸長したが,

花柱最下部に到達する花粉管数がわずかであった.半数体の雌ずい内は,花粉管が通る花

粉溝が雌ずいの中心部で不規則に結合する異常が確認された.さらに,腔のうでは,開花

後 2日までしか観察を行っていないが, 晩̀白柚'は腔のう母細胞が形成され,減数分裂

を経て,開花後2日で低い頻度ではあるが完全腔のうが観察され,正常な雌性配偶子形成

を行っていた.それに対し,半数体では, 晩̀白柚'と比べ雌性配偶子形成異常が認められ

た.半数体は外珠皮と内珠皮が形成されるものの,いずれの時期においても腔のう母細胞

については全く確認されなかった.前の実験において半数体の果実の形態的特徴を調査し

たところ,種子は全く形成されていなかった.また,半数体に種々の二倍体カンキツ品種

の花粉を交配したが全く着果しなかった.おそらく,この原因として,柱頭上で花粉管が

正常に発芽するものの,花柱溝の異常により花粉管の伸長が阻害され,たとえ花粉管が腔

珠に到達しても腔のう母細胞が全く形成されないため,腔のう形成にいたらず,正常な受

精が行えないためであると考えられる.

以上より, 晩̀白柚'から得られた半数体の雄性および雌性配偶子形成において,雄性配

偶子は第一減数分裂中に異常が起こり,すなわち FDRのような退行現象が起こり,稔性

を回復しているものと推測された.また,半数体の雌性不稔の原因として,雌ずい中の花

柱溝の異常と腔のう母細胞の無形成によることが明らかとなった.

Ⅲ-2.細胞融合による部分ゲノムの導入

1)カンキツとシトロプシスとの電気細胞融合

カンキツにおける交雑不和合を克服し,遺伝的多様性を拡大するため,カンキツ属の先

祖とされているシトロプシスガブネンシス (C1'tTOPSIsgabuDenSl'sSwing.&M.Kell)と
シ̀ョウグン'マンダリン (C.zlet)'culataBlanco)との電気細胞融合による属間体細胞雑

種の育成を試みた.獲得された再生植物体は,旺盛に成育し,両親の中間である三出葉を

形成した.また,そのゲノムサイズは シ̀ョウグン'マンダリン (0.75pg/2C)とシトロ

プシス (0.97pg/2C)をほぼ合わせた大きさである 1.75pg/4Cを示しており,染色体観察

を行ったところ,四倍体 (2n=4Ⅹ=36)と確認された.さらに,核DNA解析の結果,再生

植物体は,両融合親の核DNAをもつ体細胞雑種であることが証明され,オルガネラDNA

の解析により,シトロプシスのcpDNAと シ̀ョウグン'マンダリンのmtDNAを有する

ことが明らかになった.本実験で得られた体細胞雑種は,シトロプシス属とカンキツ属と

の類縁関係を探る一つの指標として,また,細胞融合による成分育種のための重要な素材

になるものと思われる.
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公表論文参照 (53-67ページ)

Takami,K.,A.Matsum aru,M.Yal1ata,H.KumitakeandH.Komatsu:Utilizationof

intergenericsomatichybridsasan indexdiscriminatingtaxainthegenus Citrusandits

relatedspecies.SexualPlantReproduction(inpress)

2) 晩̀白柚'半数体とニンポウキンカンとの電気細胞融合

半数体と二倍体を電気細胞融合させ,直接的に非対称融合雑種を育成するために, 晩̀白

柚'半数体の葉肉プロトプラス トとニンポウキンカンの珠心カルスプロトプラス トとの電

気細胞融合を行った.しかしながら,処理区からカルスは得られたものの,雑種と考えら

れる系統は確認できなかった.

3)ネーブルオレンジとキンカンとの電気細胞融合

カンキツにおける交雑育種の問題点である遺伝的不稔性を打破し,特徴ある品種を育成

するため,雌雄性不稔品種である 森̀田ネーブル'オレンジとマルキンカン (FwtzzDella

japom'caSwingle)との珠心カルスプロトプラス ト同士の電気細胞融合による属間体細胞

雑種の作出を試みた.その結果,獲得された再生植物体は,両親の中間的な形態を示し,

フローサイ トメーターと染色体観察により,四倍体 (2n=4Ⅹ=36)であることが確認され

た.また,RAPD法とCAPS法による核DNAの解析の結果,得られた再生植物体は,両

融合親の核 DNAを有する体細胞雑種であることが証明され,オルガネラDNAの解析に

より,cpDNA とmtDNAは共にマルキンカン由来であることが明らかとなった.本実験

で獲得された体細胞雑種は,遺伝的不稔品種の育種-の利用を促進する貴重な中間母本に

なるものと思われる.

公表論文参照 (68-74ページ)

Takami,K.,A.Matsum aru,M.Yahata,H.KmitakeandH.Komatsu:Productionof

intergenericsomatichybridsbetweenroundkum quat(FortunellajaponicaSwingle)and
Moritanavelorange(CitrzLSSinensねOsb.).PlantCellReports,23:39-45(2004)

4)カンキツとグレープフルーツとの電気細胞融合

シ̀ョウグン'タンゴールと L-1グレープフルーツの組み合わせで非対称体細胞雑種

を2個体育成した.それらの体細胞雑種の葉は両親と中間的な形態を示し,フローサイ ト

メトリーによるDNA量の解析の結果,三倍体であった.また,… D法により核DNAを

分析すると,供に両親に特有のバンドを持っており体細胞雑種であることを確認できた.

PCR-RfLP法でcpDNAを解析したところ,本研究で用いた制限酵素では両親に特異的なバ

ンドを観察することができなかった.本研究では,二倍体間融合により予期しない三倍体

の非対称体細胞雑種が育成された.この発生起源の解明のため,前処理した珠心カルスを

フローサイ トメーターによりDNA量を解析したところ,半数体と思われるピークが観察

された.このことにより,半数性プロトプラス トが二倍性葉肉プロトプラス トと融合し三

倍体の体細胞雑種が育成されたと考えられた.

公表論文参照 (75-83ページ)

Kunitake. H.,K.Nagasawa,K Takami and H.Komatsu:Molecularand cytogenetic
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characterization of triploid somatic hybrids between Shougun mandarin and Grapefruit, Plant

Biotechnology, Vol. 19, No.5, 345-352 (2002)
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Ⅲ.マイクロプロトプラス トによる部分ゲノムの導入 ∫

植物の花粉母細胞または培養細胞に分裂阻害剤を処理すると,異常分裂が誘導され,微

小核を有する細胞が形成される.さらに,それらをセルラーゼ等の酵素処理を行うことに

より,マイクロプロトプラストが単離でき,細胞融合を行うことにより2n+αの生物体

を育成することができる.本手法は,遺伝子組換えによる作物育種-の批判が高まる中,

染色体を有用遺伝子集団としたベクターと考える有望かつ独創的な育種手段である.しか

しながら,本手法はタバコやペチュニアなどの実験植物のみに限られており,有用作物で

の成功例はない.そこで,ニンポウキンカンの雄性配偶子からプロトプラス トを単離し,

二倍体培養細胞プロトプラストとの細胞融合について検討した.

1)ニンポウキンカンからの花粉プロトプラス トの単離

材料には,ニンポウキンカンを供試した.小胞子プロトプラストの単離条件を明らかに

するために,酵素組成と精製について検討した.その結果,1%セルラーゼオノズカR-10,

0.5%マセロザイムオノズカR-10,0.5%デキス トラン硫酸カリウム,10mM塩化カルシウ

ム,0.6Mマンニトールを添加した酵素液で25℃,暗黒条件下で30分間処理することによ

りプロトプラストを単離することができた (Fig.3-1a,b).本条件下において,プロトプラ

ストが単離できたものは,四分子期のみで,-核期以降のステージでは全く単離されず,

破裂した.四分子期から単離されたプロトプラストは直径が均一であり,豊富な細胞質を

有していた.プロトプラスト単離のために,酵素液中のマンニ トール濃度と塩化カルシウ

ムは重要な要因であり,マンニトール濃度は0.6M,塩化カルシウムは 10mM で最も効率

的に単離された.単離したプロトプラス トは,0.65Mショ糖による遠心分離法で精製した.

プロトプラス トはショ糖液の上層に集まり,未消化のものは沈殿した.精製したプロトプ

ラスト中には10%以下で未消化花粉が混入していた.
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Fig.3-1IsolationfromtetradpolleJIOfMeiwakum quat.
a.Tetrads

b.ReleaseofmicrosporeprOtOPlasts

2)ニンポウキンカンの花粉プロトプラス トとカンキツ二倍体との電気細胞融合

単離したニンポウキンカンの花粉プロトプラス トと シ̀ョウグン'マンダリンのカルス

由来プロトプラス トとの電気細胞融合を行った.花粉プロトプラス トとカルス由来のプロ

トプラス トとの融合は低頻度ながら確認できたが,雑種細胞由来と推定されるカルスは得

られなかった.
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総合考察

キンカン属植物の育種は,カンキツ属と比較すると遅れており,現在までに登録されて

いる品種は, ぶ̀ちまる'と こ̀ん太'の2品種のみである.緒言でもふれたように,まる

ごと食べられるようなカンキツ果実は少なく,機能性成分も豊富な素材としては注目すべ

き種である.また,宮崎県では,ニンポウキンカンの施設栽培が普及し,食味のよい完熟

キンカンとして栽培,消費が伸びている.しかしながら,キンカンの育種はほとんど行わ

れておらず,枝変わり等の突然変異にたよる部分が大きい.

そこで,本研究では,非還元雌雄性配偶子が関与した非対称異質ゲノム雑種の育成,カ

ンキツ半数体植物の形態的および遺伝学的特性とその部分ゲノム導入-の利用,およびマ

イクロプロトプラストによる部分ゲノム導入について検討した.

まず, 清̀見'タンゴールとニンポウキンカンとの交雑において,予期しない三倍体の雑

種が2個体得られた.おそらく, 清̀見'タンゴールの非還元型の雌性配偶子と正常なニン

ポウキンカンの雄性配偶子が受精し,発生したものと思われる.つまり,この雑種は, 清̀

見'タンゴールを2ゲノム,ニンポウキンカンを1ゲノム持っているものと思われる.形

態的にはニンポウキンカンタイプであり,葉は厚く, トゲは強い.現在までに,開花はし

ていないが,非対称ゲノムを有する三倍体属間雑種として貴重な育種母本であると思われ

る.今後,さらに栽培を続け,花や果実の調査を行う予定である.

次に, 晩̀白柚'の小粒種子から得られたブンタン半数体の特性を調査した結果,わずか

ではあるが,稔性花粉が生じることが明らかとなった.また,単肝性カンキツを種子親と

してブンタン半数体を交雑したところ,二倍体雑種が多数得られた.しかしながら,単腫

性キンカンであるナガキンカンとの雑種は得られなかった.さらに,このブンタン半数体

の新梢にコルヒチン処理を行うことにより,倍加半数体を育成した.倍加半数体はカンキ

ツ類の遺伝解析を効率的に進めるにあたり,非常に有用な材料になると考えられる.

また,カンキツ類において電気細胞融合による部分ゲノム導入について検討した.ブン

タン半数体の非対称雑種は得られなかったが,シトロプシスとショウグンマンダリン,マ

ルキンカンと森田ネーブルの対称雑種を得ることができた.また,グレープフルーツの葉

肉プロトプラス トとショウグンマンダリンのカルスプロトプラストについて細胞融合を行

った結果,三倍体の体細胞雑種が2個体再生した.ゲノムの状態やこれまでの報告からカ

ルス内で発生した半数性細胞と二倍体葉肉細胞が融合して再生したものと考えられる.本

体細胞雑種は,形態的にはグレープフルーツに類似したものを有しており,種なし果実が

着果すれば,直接的に有望な品種になる可能性が高い.今後,さらに栽培を継続し,果実

の評価を行う予定である.

さらに,カンキツの四分子期の花粉を材料として,小胞子プロトプラストを単離した.

他のステージでは単離できなかったが,四分子期のみ可能であった.一方,カルス細胞ま

たは懸濁培養細胞-の有糸分裂阻害剤処理による多核化,マイクロプロトプラスト化は安

定的なシステムを構築できなかった.再度,詳細に検討していく予定である.

以上のように,交雑や細胞融合を利用して非対称での雑種を育成することができた.今

後は,これらの個体の詳細な遺伝的解析を行うと共に,果実評価を行っていく予定である.
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