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Abstract

Thecultivar̀Yubeni'wasdiscoveredasamutantofMeiwakumquat(FortunellacrtLySlfoliaSwingle)inKushimacity,
Miyazaki.AccordingtotheresultsofflOwcytometryanalysisandmorphologicalinvestigationofseveraltissuesandorgans,
'Yubeni'wassupposedtobeaploidypericlinalchimerawithdiploid(2n-2X-I8)intheoutermostlayer(histogeniclayerL-

りandtetraploid(2n:≡4X-36)innerlayer(bistogeniclayerLHandL-ⅠⅠⅠ)intheshootapicalmeristem.Comparedwidlthe
diploidline,itshowedsimilarmolphologytothetetraploidlinesuchaslargerleaves,nowersandpollengrains.Theweightand
sizeofthe軌litwerebothgreaterthanthoseofthediploidline.Furthennore,thiscultivarhasdesirabletraitsforkumquatsuch

assmallernumberofdevelopedseedandthickerpericarp,
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緒 言
植物の茎頂分裂組織は3つの組織起源層からなる.これ

は,茎頂分裂組織の組織起源層が外衣である第 Ⅰ層 (L-Ⅰ)

と第II層 (LJI)および内体である第ⅠⅠⅠ層 (しⅡⅠ)で構成

されるとい う外衣内体説 として知られている (Schmidts,

1924).このような植物の組織学的研究は,様々なキメラの

各組織と器官を解析することで発展した.倍数体の育成に

コルヒチンが利用されるようになり,チョウセンアサガオ

(sa血aら,1940),ツルコケモモ (Derman,1947), リンゴ

(Deman,1953a)およびモモ (Deman,1953b)の倍数性細

胞キメラが作出され,それらの茎頂分裂組織の組織起源層

と各器官の組織分化との関係が明らかにされた.
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近年,フロ-サイトメータ-が植物の倍数性解析に広 く

利用されてきており (Ammuganatllan･Earle,1991;Costich

ら,1993;Toscaら,1995),カンキツ漠の育種においては,

三倍体の選抜 (徳永ら,2005;八幡ら,2003),染色体倍加

第 1図 二ンポウキンカン変異体 勇̀紅'の原木 (Bar-10cm)
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の確認 (Wu･Mooney,2002;Yahataら,2005b;Zengら,2006)

および体細胞雑種の選抜 (Kunitakeら,2002;Mirandaら,

1997;Takami ら,2005)などに応用されている-これによっ

て三倍体や四倍体等の正倍数体の選抜が容易になり,その

実用イヒの可能性が高まったものと思われる.

1997年,宮崎県串間市の金丸勇氏圃場において,果実が

大きく,葉が厚いなどの特徴を示し,倍数性変異の可能性

があるニンポウキンカンの変異体が,-樹変異として発見

され (第 1図),その特性が安定していることが確認され,

勇̀紅'として品種登壕された (金丸,2006).そこで本研

究では,フローサイトメータ-による 勇̀紅'の倍数性解

析を行うとともに形態的特性を調査した.

材料および方法

植物材料

材料には,宮崎県総合農業試験場より譲渡され,宮崎大

学圃場において14号ポットに植栽されている 勇̀紅'(接

ぎ木 10年生),ニソポウキンカン (接ぎ木約 10年生,以下

は二倍体)および河瀬ら (2005)が育成したニソポウキン

カンの同質四倍体 (接ぎ木約 10年生,以下は四倍体)を供

試した.

染色体観察

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 勇̀紅'の幼薬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7)ンで10oC,10時間浸潰し前処理した後,固定液 (ェ

タノール :酢酸 -3:I)に10oC,12時間浸潰した.次に,

幼葉を蒸留水で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 (和光純

薬工業),0.3%ペクトリアーゼや23(協和化成)および

200mMEDTAを含む酵素液で解離 (37oC,50分間),その

級,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.

フローサイ トメトリー分析

勇̀紅'の葉,花および果実の各艇織 ･器官における倍数

性の解析は,プロ-サイトメーター (EPICSXLSYSTEM

II,BECXMANCOULTER)により行った.フローサイトメー

メ-による解析は,Yahataら (2005a)の方法に従い,試料

として成業,中肋,花弁,花糸,花柱,子房,砂 じょう,

珠心隆,珠心旺実生 (100個体),アルベドおよびフラべド

を用いた.採取した試料 50mgに2mL核単離溶液 [25mg･

r lpropidiⅦniodide(PI),50mMNa2SO3,140mM 2-メル

カプトエタノール,1.0%TdtonX-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.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550pL核単離溶液と混合し,よく懸濁した_さらに,

測定直前に50LtLの500mg･L~lpI溶液を加えて混合した

後,フロ-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.なお,珠心旺実生は,3.0%スク

ロース,0.5g･L-1麦芽抽出物および2.0g･L-1ジ-ランガ

ムを添加したMT培地 (Murashige･Tucker,1969)上で育

成した,

形態的特徴

勇̀紅',二倍体および四倍体における葉,花,花粉およ

び果実の形態調査を行った.すなわち,薬は,葉身長,葉

幅,単位面積あたりの葉重および気孔の躍径と横径の5項

目,花は,花雷の縦径と横径,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,雄ずい数の 10項

目,花粉は,乾燥花粉の縦径と横径,花粉稔性および発芽

率の4項目,果実は,果実重,果実の直径と高さ,果皮の

厚さ,室数,完全種子数および果皮と砂じょうの可溶性固

形物含量の8項目について,それぞれ10試料ずつ調査した.

葉の調査は成熟した秋枝のもの,花と果実の調査は一番

花のものを用いた.また,果実は一月下旬に成熟したもの

を用いた.花粉稔性と発芽率は,それぞれ 1%アセトカ-

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

氏.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,25oC,10時間,暗黒条件下で行った.花粉

稔性と発芽率の調査には1反復あたり503-511個の花粉

を供し,5反復した.また,アセトカ-ミンで染色された

稔性花粉 100個の大きさを測定し,大きさ別の出現頻度を

調査した,

結果および考察

【勇紅'の幼薬の染色体数を調査した結果 (第 2図),1試

料内に18本と36本の染色体数を有する細胞が確認され,

二倍体と四倍体の倍数性細胞キメラであることが明らかと

なった.

勇̀紅'におけるそれぞれの組織と器官の倍数性をフロー

サイトメーターで解析した結果 (第3図),相対蛍光強度は

成葉,花弁,花糸,花柱,子房およびフラベドでは二倍性

と四倍性,砂じょうでは二倍性,そして中肋,珠心腫およ

びアルベドでは四倍性を示した.なお, 勇̀紅'の種子から

得られた珠心旋実生の倍数性は,100個体すべて四倍体で

あった.

春晴ら(2000)は,ウンシュウミカン(Ciか7mufLShiuMarcow.)

の茎,板,子葉,フラベド,アルベド,じょうのうおよび

砂じょうにおいてフローサイトメトl)-分析を行い,菓以

外の各組織と器官においても倍数性解析が可能であること

を報告した.本研究のフローサイトメトリー分析でも,揺

とんどの鼠織と器官において明確な相対蛍光強度を示し,

各組織起源層の倍数性を推察するための重要な情報を得る

ことができた.しかしながら,アルベドにおいてほ,単離

された核の数が少なかったことと組織や細胞の残液を多く

含んだことから,二倍性の存在の有無を明確にすることは
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第2図 勇̀紅'における葉の染色体 (Bars-10pm)
A:2m-2Ⅹ-18

B:2n-4X-36

相対蛍光強度 1-21 相対蛍光強度 102. 8 相対蛍光強度 IBZl
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相対蛍光強度 ILZl

相対蛍光強度 l剛 ● 相対蛍光強度 l●乏l

第3図 勇̀紅'における薬,花および果実の各組織と器官のフローサイトメトリー分析
A:成案,B:中肋,C:花弁,D:花糸,E:花柱,F:子房,G:砂じょう,H:珠心腔,Ⅰ:アルベド,J:フラべド

第 1表 二倍体,四倍体および 勇̀紅'における葉の形態的特徴

薬身長 葉幅 放す,_エー胤 V 菓重 気孔長 (pm)
系統 77/JTT 芦rFql 葉形指数y

(mm) (mm) 芥/I/｣口外 (mg･cm~2) 縦径 横径

84.8bz 31.7b 2.7a 25.2b 24,6b 21.1b

89.8ab 40.9a 2.2b 38.5a 31.Ia 253a
91.5a 43.6a 2.1b 35.7a 24_9b 20.ib

zT止eyの多重検定法により,異なる英文字問に有意差 (1%)があることを示す (a-10)
y薬身長/葉幅

できなかった.今後,このような残渡の除去や核単離の効

率の向上が必要であると考えられる.

次に, L勇紅',二倍体および四倍体の葉の形態を比較し

た結果 (第 1衰), 勇̀紅'と四倍体の菓幅は二倍体より有

意に大きく,二倍体の葉と比較して葉形指数が小さく,丸

くなっていた.単位面積あたりの棄重は,二倍体が25.2mg･

cm～2であったのに対し,勇̀紅'と四倍体はそれぞれ35.7mg･

cm12と38.5mg･cmM2であり,二倍体と比べ,葉は有意に

重く,厚 くなっていた.一方,気孔の大きさは, 勇̀紅'の

縦径,横径ともに四倍体より有意に小さく,二倍体とほぼ

同じであった.

さらに,花の形態を調査した結果 (第2衰),花菅の鮮径

には有意な差は認められなかったが,横径は二倍体が

5.8mmであったのに対し,̀勇紅'と四倍体はともに7.5mm
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第2表 二倍体,四倍体および 勇̀紅'における花の形態的特徴

花雷の大きさ (- ) ♯ム*,+ 花弁の大きさ (mm) はは､叫L 雌ずい長 子房の大きさ (rna)

縦径 横径 ~■]ノl肌 縦径 横径 岬ノY肌 (mm) 縦径 横径

二倍体 10.1az 5.8b 5.0a 12.2ab 5.Ob 1.0a 6.7a 3.Oa 2.4b 17.7a

四倍体 9.7a 7.5a 5.0a ll.4b 6.5a 1.0a 6.4a 3.1a 2.8a 14.8b

勇̀紅' 10.2a 7.5a 5.0a 12.6a 6.8a 1.0a 6.5a 3.2a 2.6a 17.4a

zTukeyの多重検定法により,異なる英文字間に有意差 (1%)があることを示す (a-10)

第3表 二倍体,四倍体および 勇̀紅'における花粉の形態的特徴

乾燥花粉の大きさ (pm)

綻径 横径
花粉形指数y

303bz 193b

36.2a 26.4a

36.1a 24.7a

花粉稔性 発芽率
(%) (%)

1.6a 98.7a 84,7a

i.4b 93.Ob 39.8b

1.5b 92.1b 34.1b

zTukeyの多重検定法により,異なる英文字間に有意差 (1%)があることを示す (花粉稔性と発芽率はn-5,その他の項目は
a-10)

y縦径/横径
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第4図 アセトカーミソ染色による二倍体,四倍体および 勇̀紅'における稔性花粉の大きさ別出現頻度の比較

であり,二倍体より有意に大きかった,さらに,花弁と子

房の横径も二倍体と比べ有意に大きかった.一方,花粉稔

性,発芽率および花粉の形態について調査した結果 (第3

義),二倍体の花粉稔性が98.7%であったのに対し, 勇̀紅'

と四倍体のそれはそれぞれ92.1%と93.0%であり,有意に

低かった.発芽率でも同様に,二倍体が 84,7%であったの

に対し, 勇̀紅'と四倍体のそれは34.1%と39.8%であり,

有意に低かった.乾燥花粉の大きさは,二倍体の縦径と横

径がそれぞれ30.3pmと193LLmであったのに対し,̀勇紅'

はそれぞれ36.1Llm と24.7Llm,四倍体はそれぞれ36.2いm

と26.4Pmであり,二倍体より有意に大きかった.さらに,

勇̀紅'と四倍体の花粉は二倍体より丸みを帯びており,花

粉形指数にも有意な差があった,また,アセトカ-ミン染

色による稔性花粉の大きさ別の出現頻度を調査した結果

(第4図), 勇̀紅'と四倍体の花粉粒径はほぼ等しく,二倍

体より大きかった.

最後に, 勇̀紅'の果実の形態を調査した (第 5図,第4

義).その結果,果実重は二倍体が 15.8g,四倍体が 19.7g

であったのに対し, 勇̀紅'は25.0gであり有意に重かっ

た.果実の大きさも, 勇̀紅'は二倍体より有意に大きく,

有意ではないものの四倍体よりも大きかった.異形指数か

らみると, 勇̀紅'は二倍体より丸 くなっており,四倍体に

近い形質を示した.キンカンの可食部であるアルベドとフ

ラベドからなる果皮の厚さは, 勇̀紅'が二倍体および四倍

体と比較して有意に厚 くなっており,果皮が占める割合も

最も高かった.1果実あたりの完全種子数は二倍体が6.6個

であったのに対し, 勇̀紅'は4,0個,四倍体は4.5個であ

り有意に低かった.また, 勇̀紅'の果皮と砂じょうの可溶
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第4表 二倍体,四倍体および 勇̀紅'における果実の形態的特徴

l(19

果実重 果実の大きさ (mm) m J皿胤 .,果皮の厚さ

異形指数y果皮の厚さ 果?%?,禦 室数 1慧 誤 差Ltlmい(g) 直径 高さ 爪′VJ戸外 (mm )

1果実あたりの 可溶性固形物含量 (Brix)W

果皮 果肉

二倍体 15･8bz 29.Ob 31.5b 92.1b 5.0C 33.7b 6.2a 6.6a 18.4b 13.8b

四倍体 19･7b 33.6a 35･Oab 96.1a 5.9b 37.2ab 6.3a 4,5b 21.5a 17.7a
勇̀紅' 25.Oa 35.1a 36.9a 95.1a 6.7a 39.3a 6,5a 4,Ob 21.6a 17.5a

zThkeyの多重検定法により,異なる英文字問に有意差 (1%)
y(果実の直径/果実の高さ)×100

x(果皮の厚さ/果実の半径)×100

W屈折糖度計により測定

第5図 二倍体と 勇̀紅'における果実の形態比較(Bars-icm)

性固形物は,二倍体と比べ有意に高く,四倍体とほぼ等し

かった.

カソキツ類の組織起源層において,第Ⅰ層からは表皮象

第rI層からは表皮系以外の葉の大部分,花粉,珠心,肱の

うおよび茎の皮層,第ⅠⅠⅠ層からほ茎の形成層とずいが分化

するとされている (Frost･Kmg,1942).このカンキツにお

ける組織分化の基礎的知見に基づいて,最近の研究報告お

よび本研究の結果から 勇̀紅'の各組織起源層の倍数性を

推察した.表皮系に分化する第Ⅰ層は,砂じょうが二倍性

を示したことと気孔の大きさが二倍体と類似したことか

ら,二倍体であると考えられた.Yamashita(1983)は,コ

があることを示す (a-10)

バヤシミカン 〔ナツダイダイ (CnatsudaidaiHayata)+ウ

ソシュウミカン (C.unshiuMarcow.)〕における各組織と器
官のアイソザイム分析を行い,砂じょうのパーオキシダー

ゼアイソザイムパターンがウソシュウミカンのそれと類似

したため,第Ⅰ層がウンシュウミカン因子であることを推

察している.また,気孔の大きさは倍数性変異を確認する

指標として用いられている (生血 1992;Tamura,1996).坐

殖器官に分化する第ⅠⅠ層は,珠JL､姓と珠心旺実生が四倍性

を示したことと,花粉の大きさ,稔性および発芽率が四

倍体に額似したことから,四倍体であると考えられた.

Sugawaraら (2002)は,4つの系統の合成周縁キメラを用

いた各組織と器官のRAPD分析を行い,珠心肱のバンドパ

ターンが葉肉のバンドパターンと類似したことを報告して

おり,本研究の結果と同様であった.形成層とずいに分化

する第ⅠⅠⅠ層は,中肋が四倍性を示したことから,四倍体で

あると考えられた.これらのことから, 勇̀紅'は,第Ⅰ層

一第II層一第IrI層が二倍体-四偲体-四倍体の組織起源

層を有する倍数性周縁キメラであることが推察された,近

年,砂じょうの組織分化に関しては,新たな知見が報告さ

れている.SllgaWaraら (2002)は,砂じょうが第Ⅰ層のみ

ではなく,第Ⅰ層より内側の組織起源層,少なくとも第H

層から分化した細胞を含むことを証明している.しかしな

がら,本研究のフロ-サイトメ-メ-分析では,砂じょう

に四倍性の細胞がほとんど確認できなかった.このことか

ら, 勇̀紅'における砂じょうの起源は,第Ⅰ層が中心であ

ると考えられた.

次に, 勇̀紅'における形態的特性を評価したところ,勇̀

紅'の葉,花および果実の大部分は,二倍体より四倍体に

類似していた.これは,表皮系へ分化する第Ⅰ層が二倍体

であるにも関わらず,それ以外の組織や器官形成に関与し

ている第ⅠⅠ層と第ⅠⅠⅠ層がともに四倍体であったことが,強

く影響していると考えられる.特に果実特性に関しては,

四倍体より同等もしくは大きく,果皮の割合は二倍体より

有意に高かった.Cameron･Frost(1968)は,カンキツに

おける四倍体の特徴として,果皮か厚 くなることと油胞が

大きくなることを報告している.一般的に果皮を剥 くカソ

キツにとって,これは望ましくない形質である.しかし,

主な可食部を果皮とするキンカンにとってはその特徴は望
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普しい形質である.このように,第ⅠⅠ層と第ⅠⅠⅠ層が四倍

体に変異した倍数性周縁キメラ化は,1果実あたりの完全

奄子数を減少させ,果皮を厚くしたことから,ニンポウキ

ンカンの果実特性を向上させたと言える.

以上の結果から,各組織と器官における倍数性の解析に

より,宮崎県串間市で発見されたエソポウキンカンの突然

変異体 勇̀紅'は,第Ⅰ層一第ⅠⅠ層一第ⅡⅠ層が二倍体一四

倍体-四倍体の組織起源層を有する倍数性周縁キメラであ

ると推察された.また,その果実特性は,キンカンとして

優れたものであることが明らかとなった.

摘 要

宮崎県串間市でニンポウキンカンの変異体として発見さ

れた登録品種 勇̀紅'(登録番号第 14416号)について,磨

数性解析ならびに形態的特性について検討した. 勇̀紅'の

倍数性を調査した結果,18本と36本の染色体を有してお

り,二倍体と四倍体の倍数性細胞キメラであることが確認

された.また,フローサイトメ-クーによる解析と形態的

特性から, 勇̀紅'は組織起源層の第Ⅰ層が二倍体,第 H層

と第ⅠⅠⅠ層が四倍体である倍数性周縁キメラであることが推

察された. 勇̀紅'は二倍体と比較して丸 く,厚い葉をも

ち,花および花粉は四倍体と同程度に大きく,果実は四倍

体より大きかった.さらに,それらの果実特性に加え, 勇̀

紅'は種子が少なく,厚皮であり,キンカンにとって望ま

しい形質を有していた.
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