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ニンポウキンカンにおける同質四倍体の選抜とその特性
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Summary

AtetraploidofMeiwakuⅡlquat(FortunelZacrassijbZiaSwingle)wasselectedfromnucellarseedlingsusingroot
morphology,anditsmorphologicalcharacteristicswereinvestigated1
0neseedlingwiththickshortrootletswasobtainedfrom457seedlings.Flowcytometryandchromosome

observationdemonstratedthattheseedlingwastetraploid(2n=4X=36)･ThistetraploidwaspresumedbyRandam
AmplifiedPolymorphicDNA(RAPD)analysistohavederivedfrわmnucellarembryos･Thetetraploidshowed
similarmorphologytootherCitrustetraploidssuchasthick,roundleavesandlargerstomata,flowers,andpollen
grainscomparedwiththeorlglnaldiploid.Thetetraploidfruitwasalmostequalinweightandsizetothatofthe
diploid,buthadathickerpeelandsmallernumberofdevelopedseedsthanthediploidfruit,lnthefuture,the
tetraploidobtainedinthepresentstudywillbeimportantmaterialasanewcultivaTandaparentoftriploid
breeding.
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緒 言

キンカンは,果実を丸ごと食することのできる唯一の

カンキツ類であり,生食用として消費されるほか,一部

は甘露煮,ジャムおよびマ-マレ- ドなどの加1用とし

て利用されている.果実にはビタミンCか豊富で,古く

から風邪の予防に利用されてきた.また,果皮には発ガ

ン抑制効果のあるとされるβ-クリプトキサンチンが多く

含まれており(根角ら,1998),健康槻能性を多く有する

果樹のひとつである.我が国におけるキンカンの主要な

栽培地域は宮崎県や鹿児島県などの九州南部地域であり,

その生産量は全体の90%を占めており,この地域の重要

な特産果樹 となっている. しかしながら,経済栽培され
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ているキンカンは,ニンポウキンカン(ネイハキンカン･

メイワキンカン)(FortunellacrasslfoliaSwingle)のみで

あり,種子が多いため,食べにくく,加工作業時に種子

を取り除くのに手間がかかるところが大きな欠点である.

そのため,キンカンにおける無核性品種の作出が望まれ

ている.

無核性品種の育成方法の一つとして三倍体育種があげ

られる(Soost･Cameron,1980;1985).一般的に,カン

キツ類の三倍体は二倍体と四倍体間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(Esen･

Soost, 1972;生 山, 1992;金 好 ら, 1997;八 幡 ら,

2003).従来,カンキツ類の四倍体は珠心広由来の実生か

ら選抜 され,カ ンキツ属植物 とカラタチ (Poncirus

frlfoliafa(L.)Raf.)においてこれまで多くの同質四倍体が

獲得されている(Frost,1925;Luss,1935;Lapin,1937;

古里,1952).一方,キンカン馬植物では,珠心膳からの

四倍体の出現についてこれまでのところ全 く報告されて
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いない.また,キンカン属植物の四倍体に関する報告も,

Longley(1925)によって発見されたマメキンカン(A

hindsiiSwingle)と八幡ら(2004)が珠心贋へのコルヒチン

処理によって誘導 したこンポウキンカンの2例のみであ

る.そのため,キンカン属植物における四倍体について

の詳細な調査は行われておらず,その形態的特徴に関す

る報告はほとんどない.

そこで本研究では,こンポウキンカンの四倍体を獲得

するために,決心腔実生を育成し,根の形態よる同質四

倍体の選抜を試みた.また,倍数性育種を進めていく上

で必要となる四倍体の基礎的情報を得るために,その形

態調査を行い,二倍体との比較を行った.

材 料 お よ び方 法

四倍体 の選抜

材料には,農林省園芸試験場久留米支場(覗 :農業･生

物系特定産業技術研究機構九州沖縄農業研究センター野

菜花き研究部 )栽椎のこ ンポウキ ンカン(Fortunella

crassifoliaSwingle)を用いた.1971年 3月にこンポウキ

ンカンの完全種子500枚を播種し,実生を育成した.四

倍体の選抜方法は,発芽6か月後の実生を丁寧に掘上げ,

細根か明らかに太く,少ないものを選抜した.

倍数性 解析

選抜実生の倍数性の解析は,フローサイ トメ-クー

(EPICSXLSYSTEMⅢ,BECKMANCOULTER)によ

る方法と酵素解離法による染色体観察を行った.フロー

サイ トメーターによる解析は,春崎ら(2000)の方法に従

い,試料として幼葉を用いた.採取 した試料50mgに2

ml核単離溶液(25mg･liter-Ipropidiumiodide(PT),50

mMNa2SO3,140mM2-メルカプ トエタノール,1.0%

TritonX1100,50mM 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.Ltd.)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

550/∠1核単離溶液と混合 し,よく懸濁した.さらに,測

定直前に50FLlの500mg･literlpI溶液を加えて混合し

た後,フローサイトメーターで10,000佃の核の蛍光強度

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て選抜実

生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1げC,

10時間前処理後,固定液(エタノール:新穀=3:1)で1(和,

12時間固定した.固定後,幼妻を蒸留水で1時間水洗し,

固定液を取り除き,2%セルラ-ゼ`̀オノズが '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(協和化成)および200mMEDTAを含

む酵素液を用い,37C,50分間解離した.解磨後,スラ

イドグラス上で幼葉の細胞を展開し,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.

発生起 源 の解 析

選抜実生の発生起源を推測するために,RalldamAm-

plifiedPolymorphicDNA(RAPD)分析を行った.供試

材料には,こンポウキンカンおよび本研究で得られた選

抜個体の幼薬を用いた.それぞれの幼葉 100mgから,全

DNAをCTAB法(Rogers･Bendich,1985)により抽出し

た.プライマ-には,10merのランダムプライマー

(Operon)40種類 (OPA-1～20,OPC-1-20)を使用した.

Polymerasechainreaction(PCR)の反応液 (25pI)の組成

は,10mMTris-tICl(PHS.0),80mMKCl,1.5mM

MgCl2,100FLMdNTPs,0･3/上Mプライマー,2,5U

TthTagDNApolymeraseおよび 10ngDNAとした.

DNAの増幅には,PCRThermalCyclerMPTP-3000

(TaKaRa)を使用し,前処理 94℃･30秒間,熟変性 94℃･

30秒間,アニーリング37℃･2分間,伸長反応72℃･3分

間で35サイクルとした.それぞれのサンプルは,0.5

FLg･mlー1Ethidiumbromideを含む1.5%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.

形態的特徴

材料には,14号ポットに栽植 した接ぎ木7年生の選抜

系統を用い,接ぎ木5年生のこンポウキンカンを対照区と

した.葉,花および果実について形態調査を行った.す

なわち,葉は,葉身長,葉幅,葉形指数,釆葉最,翼葉

晩 単位面積あたりの葉重および気孔の縦径と横径の8項

臥 花は,全幅,花弁数,花弁の縦径と横径,雌ずい数,

雌ずい長,子房の縦径と横径,雄ずい数,染色と発芽に

よる花粉稔性および花粉粒径の12項目,果実は,果実歪,

果実の横径と縦径,果形指数,室数,果皮の厚さと割合,

完全種子数および果皮と果肉の糖度の10項目について調

査し,それぞれ 10反復ずつ行い,花と果実の調査は1番

花のものを用いた.また,花粉稔性は,1%アセ トカーミ

ンによる染色と寒天培地上での発芽試験により評価した.

発芽試験は,10%スクロースと1%寒天を添加 した寒天

培地を用い,25℃,10時間培養,暗黒の条件下で評価し

た.それぞれ3反復行い,1反復あたり500個以上の花粉

を調査した.

結 果 お よ び 考 察

こンボウキンカンの完全種子 500枚から,457本の実

生か得られた.それらの実生について,細根か他の実生

よりも明らかに太 くて短い形態を示すものを2個体選抜

した(第 1図)･これらは根の形態以外に節間が短 く,糞

が厚くて濃緑色の形態を示した.両系統とも初期成長が

劣り,1個体は育成過程で枯死 した.

次に,選抜系統の倍数性をプロ-サイ トメーターで解

析した結果(第2-A図),相対蛍光強度が四倍性を示し
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た･また,幼葉の染色体数を観察 したところ(第 2-8区リ,

36本の染色体数を有 しており,四倍体であることか確認

された.さらに,選抜系統の発生起源を解析するために

RAPD分析を行った結果 (第 3図),選抜欄体のバンドパ

ターンはニ ンポウキンカンのバンドパターンと一致 して

おり,珠心胚由来であることが推察された.

カンキツ類では,これまで多くの研究で珠心膳から偶発

第 1図 エソポウキンカンから得られた実生の根の形態比較

Cont:対照.SS:選抜実生

200葦 1000A 一己コ4Ci6 __ーノ八へ_ 200葦1000⊂< 2CEG

50O l 500 1

相対蛍光幾度 相対蛍光強度

選抜実生 ニンポウキンカン

第2図 フローサイトメ-ターと染色体観察による選抜実生の倍
数生解析

A:フローサイトメーターによる倍数性解析

B:染色体観察(2n-4X=36)

レ13

的に出現する同質四倍体について報蛮されている(Frost,

1925;Luss,1935;Lapin,1937;古里,1952).四倍体の

選抜方法は,葉形指数や葉の厚さ,気孔の大きさや数な

ど葉の形態的特徴, トゲの発生度合い,成長の程度なと

が主 な指標 とされて きた (Barret卜Hutchison, 1978;

Lee,1988;生山,1992).一万,枚の形態的特徴を利用

した四倍体の選抜はこれまで報告されていない.カンキ

ツ類における四倍体の根の形態は,二倍体と比較 して,親

板か粗大で短 く,その発生数か少な く,さらに,根の成

長か劣 っていることか報 告されている (岩崎･西浦,

1963;Barrctt･Hutchison,1978;Lee,1988)･本研究で

は,板の形態を選抜指標として四倍体の選抜を行ったと

ころ,効率は低いものの,1個体の同質四倍体を獲得する

ことができた.

珠心膳実生から偶発的に出現する四倍体の出現頻度に

ついてはいくつかの報告がある.Lapin(1937)はいくつ

かのカンキツ属植物とカラタデの実生について四倍体の

出現頻度を調査 したところ,カンキツ属植物では最 も高

いもので5.6%,カラタチでは3.7%の頻度で四倍体が出

現 したことを報告 している.また,古塾 (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

倍体の出現頻度かそれぞれ0.4,0.2および0_1%であっ

たことを報告 している,本研究では,こンポウキンカン

OPA-7 0PC-2 0PC-4

M2XSSH M2XSSH M2ⅩSSH

OPC-7 0PC-8

M2XSSH M2XSSH

第3図 RAPD分析による選抜実生の発生起源の解析
M:100bラダーマーカー.2X:ニンポウキンカン,SS:逮

抜実生,H:有性牡由来の実生

図中の矢印は各個体に特異的なバンドを示す
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第 1蓑 ニ ンポ ウキ ンカ ンの二倍捗 と四倍体における葉 の形態的特徴

気孔長 (〃m)

系 統 I-/L. I:∴ ･: .:: Y∴ …':- '-㍉ 縦後 横径

捌 書体 68.6 36･4 1･9 4･2 2･7 37･9 28･9a 23･1a

二倍体 70.8 30.4 2･3 7･7 3･9 31･1 23･Ob 19･3b

NSZ ** * ** ** * ** **
エNS:打.故差なし.*.**:し検定によりそれぞれ芸名と1‰水叫軽で有意差があることを示す

J紫身良/紫幅

第2蓑 ニンポ ウキ ンカ ンの二倍体 と捌 き体における花 と花粉 の形態的特徴

系統名 花器 幅 花弁数

花弁長 (rrLm)

縦径 横径 雌ずい数 雌慧 )'長 縦径 横径 雄ずい数 艶色 発芽 (JLm)y

子房長 (nm) 山 .王.W 花粉稔性 (C/P) 花粉粒径

四倍体 24.1 5.2 u.6 5.0 1.0 5.2 2.8 2,1 15.4 67.9 7:4 36,5

二倍体 16.6 5.2 8,8 3,7 L0 4.2 1.9 L6 17.8 95.0 33.9 28.6

**T･ NS * * NS NS 春 NS NS ** * **
ZNS:有音蓑なし.*,**:L検定によりそれぞれ5%と1%水畔で有意差があることを示す

-'酢酸カ-ミンによって地色された花粉

第4国 ニ ンポウキ ンカ ン四倍体の果実の形態

から得られた実生457個体から1個体の四倍体を獲得す

ることかでき,その出現頻度は0･2%であり,古里(1952)

の報告と同程度の出現頻度であった.本研究では,こン

ポウキンカンにおいても低頻度ではあるが,珠心肱から

四倍体か偶発的に出現することを明らかにすることがで

きた.

次に,四倍体と二倍体の薬の形態を比較した結果(第 1

衣),四倍体の葉身長は,二倍体と比較 して差はほとんど

認められなかったが,葉幅は有意に大きくなり,葉形指

数より,E射吾体の葉は二倍体と比較して,丸 くなってい

た.単位面簡あたりの葉重は,二倍体か31.1mg/cmZで

あったのに対 し,四倍体は37.9mg/cm2であり,二倍体

と比較 し,四倍体の葉は有意に重く,すなわち厚くなっ

ていた.四倍体の気孔の大きさは,縦径,横径ともに二

倍体と比較 して有意に大きかった.次に花の形態を調査

した結果(第2表),完全に開花 したときの大きさを表す

全幅では,二倍体か16､6mmであったのに対 し,四倍体

が24.1mmであり,四倍体の花は二倍体と比べ有意に大

きかった.花弁と子房の縦径も二倍体と比べ,有意に大

きかった.しかしながら,花弁数,雌ずい数および経ず

い教については二倍体と四倍体間で差は認められなかっ

た.花粉稔性は,二倍体の染色および発芽稔性かそれぞ

れ95.0%と33.9%であったのに対し,四倍体はそれぞれ

67.9%と7,4%であり,有意に減少 した.また,アセ ト

カーミンによる染色後の二倍体と四倍体の花粉の大きさ

を比較 したところ,二倍体と四倍体はそれぞれ28.S〟m

と36.5〟mであり,四倍体の方が有意に大きかった.こ

れまでにカンキツ属植物とカラタチにおける四倍体植物

の葉と花の形態的特徴についていくつか報告されている

(岩崎･西浦,1963;Lee,1988;生LLL 1992).生 山

(1992)は,ヒュウガナツ,-ッサクおよびクレメンティ

ンの四倍体の薬と花における形態的特徴として,二倍体

と比べ,葉が厚くなること,丸みを帯びること,花弁や

子房,花粉が大きくなることおよび花粉稔性が低下する

ことなどを述べている.本研究でも,こンポウキンカン

の四倍体には同様の特徴が示された.

最後に,四倍体の果実の形態を調査 した(第 4回,第 3

表).果実の重さや大きさでは二倍体と四倍体問で有意な

差は認められなかった.しかしながら,四倍体の果形指

敬 (横径/縦径×100)は97.9,二倍休は91.1であり,四

倍体の果実は二倍体より丸くなっていた.キンカンの可

食部であるアルベ ドとブラベ ドからなる果皮の厚さにお

いて,四倍体のそれは二倍体と比べ有意に厚 くなり,果

皮の厚さは果実半径の約50%を占めていた.1果実あた

りの完全種子数は,二倍体が5個であったのに対 し,四倍

体は2.3佃であり,有意に減少していた.また,四倍体の

果皮と果肉の糖度は,二倍体と比べ有意な差は認められ

ず,同等の形質を示 した.これまで,カンキツ類の四倍

体,特に細胞融合により育成された異質四倍体の果実

形質については,いくつかの報告がある(Lee,1988;

Ohgawaraら,1991;Kobayashiら,1995).Kobayashiら



蘭学敵 (Hort.Res.(Japan))4(2)‥14ト146.2005,

第3蓑 こンポウキンカンの二倍体と四倍体における果実の形態的特徴2

倍数性 果実藍 空 大きさ(讐｣
(g) 横径 縦径

異形指数x 室数

四倍体 13.6 28.6 29.2 97.9 6.0

二倍体 14.7 28.6 31.4 91.1 6.0

NSY NS NS ** NS

果皮の厚さ 果皮の割合 1果実あたり 糖度 (Brix)
(mn) (港)Y の完全種子数 果肉 果皮

6.8 47.6 2.3 12.0 15.1

4.3 30.1 5.0 11.4 15.0

** ** * NS NS

之2003年1月25日に収穫した果実を供米

yNS二者音差なし,辛,棉 :t検定によりそれぞれ5%と1%水準で有意差があることを示す

x(横径/縦径)×100

'(果皮の厚さ/果実の半径)×100

(1995)は,体緋 包雑種4品種における果実の形態的特徴

について調査 したところ,二倍体の融合親と比較 して果

皮か厚 くなっていたことを報告 している.本研究で得ら

れたこンポウキンカンの四倍体は,これまで報告されて

いる異質四倍体と同様に果皮が厚 くなっていた.カンキ

ツ属植物とは異なり,キンカン属植物の主な可食部は果

皮であるため,果皮が厚 くなることは可食部が増加する

ことであり,このような形質になることは逆に望ましい.

本研究で得 られたこンボウキンカンの四倍体は,二倍体

と比較 して,ほとんどの果実品質は同等であり,果皮部

厚く,1果実あたりの種子数が減少 していたことから,痩

接的に栽培品種として用いることが可能であると考えら

れる.今後,露地や近年増加 しつつある施設などでの本

格的な栽培試験を行い,四倍体の経済栽培について検討

する必要があると考えられる.

前述 したように一般的にカンキツ類の四倍体は,経済

栽培品種としてではなく,三倍体育種のための育種母本

としての利用が提唱されている(Soost･Cameron,1980;

1985).実際に本研究で得られた四倍体ニンボウキンカン

を花粉親として用い,ナガキンカンとの交雑によって.≡

倍体キンカン品種 ぶ̀ちまる'が育成されている(吉田ら,

2003). ぶ̀ちまる'は片親が観賞樹として用いられてい

るナガキンカンであるのにもかかわらず,ニンポウキン

カンより良好な果実品質を示すことが報告されている.

今後,より優れたキンカン品種の育成のためには,本研

究で得 られたこンポウキンカンの四倍体と二倍体間で交

雑を行い,三倍体のニンポウキンカンを獲得する必要が

あると考えられる.このように,本研究で得られたこン

ポウキンカンの四倍体は我が国のキンカン産業に大きく

貢献するものと期待される.

摘 要

実生の根の形態を指標としてニンポウキンカンの珠心

広実生から四倍体を選抜 し,その形態調査を行った.

こンポウキンカンの完全種子を播種 して得 られた457

本の実生から,太 くて短い細根を有する1個体を見出し

た.この実生の倍数性を調査 した結果,36本の敗色体を

有しており,四倍体であることが明らかとなった.また,

RAPD分析により,この四倍体はこンポウキンカンの珠
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心肝由来であることか推察された.この四倍体の形態に

ついて調査 したところ,二倍体と比べ,葉は丸 くて厚 く,

気孔,花および花粉は大きくなっており,四倍体特有の

形態を示した.四倍体の果実は,果実の重さや大きさに

おいて二倍体 と同等の形質を示 した.さらに,可食部で

ある果皮が厚 くなり,完全種子数が少なくなっていた.将

栄,本研究で得 られたこンポウキンカンの四倍体は直接

的な品種としての利用や三倍体育種の親として重要な素

材となるであろう.
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