
 

 

 

 

 

 

 

 

学位論文  

 

リンドウの多様性拡大に関する育種学的研究  

 

(Breeding studies on expansion of diversity in gentian) 

 

 

 

 

 

 

岩手大学大学院  

連合農学研究科  

生物資源科学専攻  

 

髙村	 祐太郎  



目次  

 

緒言  ............................................................................................................. 1 

第一章	 未受精胚珠培養による倍加半数体作出  .............................................. 6 

1 序論  ....................................................................................................... 7 

2 材料および方法  ...................................................................................... 9 

3 結果  ..................................................................................................... 19 

4 考察  ..................................................................................................... 43 

第二章	 種間交雑による遺伝的変異の拡大  ................................................... 49 

1 序論  ..................................................................................................... 50 

2 材料および方法  .................................................................................... 52 

3 結果  ..................................................................................................... 58 

4 考察  ..................................................................................................... 73 

第三章	 効率的な染色体倍加手法の確立  ...................................................... 77 

1 序論  ..................................................................................................... 78 

2 材料および方法  .................................................................................... 80 

3 結果  ..................................................................................................... 86 

4 考察  ................................................................................................... 100 

総合考察  ................................................................................................... 104 

摘要  ......................................................................................................... 108 

謝辞  ......................................................................................................... 111 

引用文献  ................................................................................................... 112 



 1 

緒言  

 

	 リンドウ属 (Gentiana)植物は、世界各地に 15 節からなる約 362 種が存在して

おり、アジアに 14 節 292 種、アメリカに 6 節 41 種、ヨーロッパに 8 節 29 種、

オセアニアに 1節 12種、アフリカに 2節 2種が分布している (Ho and Liu 2001)。

また、日本には、分類学者により異なるが、約 13−18種が分布している (吉池 1992)。 

	 リンドウは、古くから薬用、観賞用として人々に親しまれてきた植物である。

古代ローマ時代には薬効が知られており、現在でも G. lutea、G. scabra、G. 

manshurica などの根茎や根を乾燥させたものが、苦味健胃薬として用いられて

いる (清水ら 1997)。日本においても、平安時代の随筆『枕草子』に記載がみられ

るなど、古くから親しまれてきた花である。現在、海外ではロックガーデン用と

して、G. septemfida、G. acaulis、G. asclepiadea、G. lutea などが栽培されて

いる (Köhle in  1991)。日本では、G. scabra (ササリンドウ )や G. triflora (エゾリ

ンドウ )、それらの雑種から育成された品種が盆や彼岸の切り花、敬老の日の鉢物

としても利用されており、我が国オリジナルな花きとして重要な品目の一つとな

っている (日影  2013)。  

	 日本におけるリンドウの本格的な栽培は、1955 年 (昭和 30 年 )頃から長野県で

園芸用切り花として始まった (吉池  1992)。その後、岩手県、福島県、山形県など

でも行なわれるようになり、1984 年 (昭和 59 年 )以降は、岩手県が生産量、生産

額、栽培面積ともに全国 1 位となっている (日影  2013)。平成 30 年の岩手県にお

けるリンドウの作付面積は 225ha、出荷量は 51,100 千本であり、全国に占める

割合は作付面積で約 52％、出荷量で約 57%である (農林水産省 2018)。また、岩

手県の中でも、八幡平市ではリンドウ栽培が特に盛んである。  

	 日本で園芸用リンドウとして用いられているのは、主に G. scabraと G. triflora

の 2 種である。G. scabra は 9−10 月頃に開花し、開花時には花弁の裂片が外反転

する (吉池 1992)。一方、G. triflora は 7−10 月頃に開花し、花弁の裂片は外反転
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しない。リンドウの栽培は、始まって間もない頃は G. scabra、G. triflora の山

採り株や実生株を利用して行われており、形質のばらつきが大きかった (吉池

1992; 日影 2013)。そこで、自殖を繰り返して固定種の育成を試みたところ近交

弱勢がみられたため、一代雑種 (F1)育種法の利用が検討された。1977 年 (昭和 52

年 )には、岩手県園芸試験場 (現岩手県農業研究センター )において、リンドウでは

最初の切り花用 F1品種である‘いわて’が育成された。この F1品種は、選抜集

団間の交配により作出した F1 雑種である。リンドウにおいても、F1 雑種は形質

や栽培特性が両親よりも優れていることが確認されている (吉池・横山 1984)。そ

の後、多くの F1品種が開発され、切り花生産の拡大に大きな役割を果たしてきた

(藤原 1994; 高橋 1997)。一方、リンドウは多年生で挿し木や組織培養により安定

的に苗の生産ができることから、優良個体が得られると栄養繁殖で増殖でき、栄

養系の品種の登録数も年々増加している。栄養系品種は、育苗コストは高いが形

質の揃いがよいため、特に鉢物用品種に向いており、一般に欠株率は低い (吉池

1992; 日影  2013)。こうして、現在までに 300 を超える F１品種や栄養系品種が

開発されている (Nishihara et al. 2018)。  

	 F1 育種法の導入により、一定の揃いをもつ品種を育成できるようになったが、

リンドウは自殖弱勢が強く、ホモ接合度の高い両親系統の作出は困難であった。

そのため、集団選抜で親株を維持・増殖していたが、親のヘテロ性による F1品種

の品質低下を引き起こす危険性があった (岩手農研セ 2010; 日影 2013)。また、前

述したようにリンドウは多年生植物であり、圃場に定植してから開花するまでに

は 2 年を要するため、自殖や集団選抜により形質を固定するには長い時間が必要

となる。組織培養で F1品種の親株を維持する技術が開発されたが、特に G. scabra

においては組織培養由来の個体は越冬後の欠株率が高いことが判明し、そのこと

が問題となっている (Hikage et al. 2007)。このような育種上の課題の解決のため、

種子増殖可能な純系の親系統の作出が望まれていた。  

	 自殖弱勢のため自殖による純系作出が困難な植物で F1育種法を行う場合、親系
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統として配偶子由来の半数体を倍加させた倍加半数体 (DH)を用いる方法が開発

され、実際の育種に利用されている (Forster et al. 2007; Dunwell 2010)。DH の

作出法には、雄性配偶子を培養する葯培養や小胞子培養、雌性配偶子を培養する

偽受精胚珠培養や未受精胚珠培養、遠縁交雑などがあり、200 種以上の植物種で

作出が報告されている (Maluszynski et al. 2003)。栽培種リンドウ (G. triflora、

G. scabra)においては、葯培養、未受精胚珠培養の両方から倍加半数体の作出が

試みられ、いずれの手法でも倍加半数体が得られている (Doi et al. 2010, 2011; 

Pathirana et al. 2011)。両者を比較すると、葯培養では、遺伝子型間差異が大き

く、系統によっては植物体再生効率が悪く、再生植物体の多くが三倍体であるの

に対し、未受精胚珠培養では、多くの遺伝子型で半数体や二倍体の再生個体が得

られることが明らかとなっている (Doi et al. 2010, 2011, 2013)。また、得られた

倍加半数体は、育種素材や遺伝学の研究材料として活用されている。2012 年には、

葯培養由来の倍加半数体 Aki-6PS を片親とした F1品種‘安代の秋空’が品種登

録されたほか、Aki-6PS を戻し交雑した BC1集団を用いた連鎖地図の作成も行わ

れている (Nakatsuka et al. 2012)。  

	 上述のように、栽培種リンドウでは未受精胚珠培養により倍加半数体を作出で

きるようになったが、培養効率には系統間で差異があり、また野生種リンドウへ

の適用は検討されていない。したがって、野生種リンドウへの適用や培養効率向

上のための培養条件の検討を行なう必要がある。また、未受精胚珠培養からの胚

様体発生機構について、土井  (2011)は、形態観察と EST 解析により、胚様体が

胚のう内部から生じ、胚様体内で発現する遺伝子は、受精胚特異的なものと共通

のものがあることを報告している。しかし、胚様体発生機構については不明な点

が多く、特にその遺伝様式は現在のところ解明されていない。胚様体発生機構を

理解することは、基礎的には発生分化の解析につながり、実用的には培養効率の

向上に結びつく。  

	 2002 年 (平成 14 年 )には 550ha あったリンドウの作付面積は、2018 年 (平成 30
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年 )には 432ha となっており (農林水産省 2002, 2018)、リンドウ生産は縮小傾向

にある。その原因は様々あるが、品種育成の観点からは、品種のバリエーション

不足による需要減退が考えられる (日影  2013)。リンドウの育種は歴史が浅く、こ

れまでのところ、長期出荷体系の確立や均一化の向上、親系統の安定的な維持・

増殖が品種育成における重要課題であった。今後は、それらに加えて需要拡大に

つながる新奇性のある品種の育成を進める必要がある。また、八幡平市 (旧安代町 )

においては 2002 年からリンドウの輸出が行われているが、国際競争力を確保す

るためにも、バラエティ豊かな品種を展開していくことが不可欠である (横田  

2006; 日影 2013)。そのためには、野生リンドウの利用や倍数性育種により遺伝

的変異を拡大することが重要である。  

	 園芸作物では、種間交雑や染色体倍加による遺伝的変異の拡大が広く行われて

いる (斎藤 1969; Van Tuyl and Lim 2003; Sattler et al. 2016)。キク、バラ、ユ

リなどの主要な花き類では、種間交雑により変異が拡大され、多様な品種が開発

されてきた (Anderson 2007; Lim and Van Tuyl 2007; Zlesak 2007)。一方、染色

体倍加もバラ、カーネーション、シクラメンをはじめ多くの種で適用例があり、

花の巨大化や花色の濃色化などで鑑賞価値の向上に貢献している (Dhooghe et al. 

2011)。また、染色体倍加は種間雑種の複二倍体化による稔性回復にも利用され

ている。  

	 リンドウにおいても、栽培種と野生種との種間交雑で、雑種の獲得が報告され

ている (Morgan 2004; 岩手農研セ 2006; 玉掛ら 2014)。また、非公開の野生種と

栽培種との種間交雑により新奇性の高い赤花リンドウ‘ショウタイムスターレッ

ト’や‘恋紅’が育成された例もあり (日影 2016)、種間交雑による育種がもつ可

能性は大きいと考えられる。しかし、これまでに種間交雑が行われた組合せは少

なく、交雑親和性や効率的な雑種の獲得方法などは不明である。一方、染色体倍

加については、Morgan et al. (2003)がオリザリンを用いて G. triflora の四倍体

作出を報告し、一部の民間育種家がコルヒチンを用いて倍数体品種の開発に成功
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しているが (日影 2016)、それ以外にはほとんど行なわれておらず、倍加効率や最

適処理条件などは不明である。したがって、倍数体品種の育成のみならず、種間

雑種の稔性回復のためにも、効率的な染色体倍加手法を確立することが必要であ

る。  

	 本研究では、園芸用リンドウ育種における遺伝的多様性を拡大するために、未

受精胚珠培養、種間交雑、染色体倍加を行なった。未受精胚珠培養については、

多数の野生種への適用、蕾ステージの検討や培地条件の検討による培養効率の向

上を試みた。加えて、胚様体発生機構の解析を行ない、胚様体の起源や発達様式、

胚様体発生能の遺伝様式を明らかにした。野生種と栽培種の種間交雑については、

種間組合せや交雑方向による交雑親和性の調査、得られた雑種の形質調査を行な

った。染色体倍加については、オリザリンやコルヒチン、笑気ガスによる処理の

最適条件の検討、および種間雑種の早期複二倍体化を試みた。本研究で得られた

知見は、リンドウの品種育成に大きく寄与することが期待される。   
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1 序論  

 

	 リンドウの F1育種では、自殖弱勢により親系統の増殖、維持に困難があること、

親系統に残るヘテロ性のために F1 品種にバラツキが生じることが課題となって

いる (岩手農研セ 2010; 日影 2013)。また、現在のリンドウ育種は、日本に自生す

る G. scabra、G. triflora の 2 種により行われているため遺伝的背景が狭く、品

種のバリエーションが少ないことも課題である。  

	 近年、リンドウの F1育種における親系統の作出のため、葯培養および未受精胚

珠培養が開発された (Doi et al. 2010, 2011, 2013; Pathirana 2011)。このうち、

未受精胚珠培養は葯培養と比較して、胚様体形成率、植物体再生効率が高く、遺

伝子型間差異も小さいことが明らかとなっている。しかし、未受精胚珠培養が適

用されたのは、 栽培種リンドウ (G. scabra、G. triflora)とそれらの雑種に限られ

ている。一方、育種の進展しているキク、バラ、ユリなどの花き類では、種間交

雑により多様な特性を持つ品種が開発されており (Anderson 2007; Lim and Van 

Tuyl 2007; Zlesak 2007)、リンドウの育種においても、遺伝的変異の拡大のため

野生種の利用が必要と考えられる。  

	 リンドウの未受精胚珠培養では、培養効率が蕾ステージで異なること、系統間

差異があることが明らかとなっており (Doi et al. 2011, 2013)、培養効率を向上す

るためには、胚様体発生に最適な蕾ステージを明らかにすることが不可欠である。

胚様体誘導培地では、高濃度のショ糖を用いるが、ショ糖は炭素源であると同時

に浸透圧調節物質であり、配偶子のリプログラミングに重要である (Murovec and 

Bohanec 2012)。しかし、リンドウではこれまでに 10％以外のショ濃度での培養

は行われておらず、最適な濃度は不明である。また、胚からの植物体再生につい

て他の植物では高濃度の寒天による水分ストレスや、硝酸銀の添加によるエチレ

ンの作用阻害が、効果的であることが明らかとなっており (彭ら 1994; Li et al. 

2013)、リンドウの未受精胚珠培養においても培養効率向上につながる可能性が
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ある。  

	 リンドウの未受精胚珠培養では、培養効率に系統間差異がみられ (Doi et al. 

2011, 2013)、培養効率は遺伝的変異に基づくものと考えられる。現在まで、他の

植物種では組織からの再分化能に関連してダイアレル分析を用いた遺伝解析が行

われており (Ou et al. 1989; Ono and Takahata 2000)、半数体発生能に関しても

イネの葯培養 (Miah et al. 1985; 藺牟田ら 1991)や Brassica 属の小胞子培養

(Zhang and Takahata 2001)等で、カルス形成や小胞子胚発生について遺伝様式

が解析されている。また、未受精胚珠培養で生じる胚様体の起源についても不明

な点が多い。サトウダイコン (Ferrant and Bouharmont 1994)、タマネギ (Musial 

et al. 2001, 2005)、クワ (Thomas 2004)では卵細胞、イネ (Zhou et al. 1986)では

反足細胞または助細胞と報告されており、植物種により異なっている。また、珠

心 や 珠 皮 な ど の 体 細 胞 組 織 に 由 来 す る 植 物 体 の 再 生 も 報 告 さ れ て い る

(Mukhambetzhanov 1997)。  

	 本章では、リンドウの未受精胚珠培養について、栽培種以外の野生種を試み、

その遺伝子型の影響を調査した。また、3 種の野生種を用いた蕾ステージの検討、

2 種の栽培種を用いた胚様体誘導培地のショ糖濃度の検討、および植物体再生培

地の寒天濃度、硝酸銀添加の検討を行ない、培養効率の向上を試みた。さらに、

未受精胚珠培養からの胚様体発生機構を解明するため、栽培種を用いたダイアレ

ル分析による遺伝様式の解析、ならびに形態学的解析を行なった。  
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2 材料および方法  

 

(1) 植物材料  

	 野生種リンドウ  5 節 13 種 25 系統および日本の栽培リンドウ  2 種 7 系統を用

いた (Table 1-1)。これらの材料は、八幡平市花き研究開発センターのガラス温室

および露地圃場で栽培した。実験には、いずれも栽培開始から 1 年以上経過した

株を用いた。  

 

(2) 未受精胚珠培養  

	 未受精胚珠培養は Doi et al. (2011)の方法に準じて行なった。  

 

1) 胚様体の誘導  

	 ガラス温室および露地圃場で栽培していた植物体から採取した蕾 (葯も柱頭も

裂開していない蕾、または葯は裂開しているが柱頭は裂開していない蕾 )は、供試

するまでの間 4℃暗黒下で 2−7 日間冷蔵保存した。蕾から取り出した雌ずいを茶

こしに入れ、70 %エタノールに 30 秒間浸漬後、Tween 20 を数滴加えた有効塩素

2 %次亜塩素酸ナトリウム水溶液に 15 分間浸漬して滅菌した。その後、滅菌水で

5 分間ずつ 3 回洗浄した。滅菌した雌ずいから、ピンセットと薬さじを用いて未

受精胚珠を取り出し、プラスチックシャーレ (φ60mm×15mm)に分注した 1/2NLN 

(Takahata and Keller 1991)固形培地 (10%ショ糖、0.8%寒天、pH6.0)(胚様体誘

導培地 )にまんべんなく置床した。1シャーレにつき 1蕾分の未受精胚珠を置床し、

25℃暗黒下で培養した。  

 

2) 植物体の再生と馴化  

	 未受精胚珠から誘導した胚様体は、植物体再生のためにプラスチックシャーレ

(φ60mm×15mm)に分注した、1.0mg/l GA3を添加した 1/2MS(Murashige and  
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Type Sections Species Cultivar / line Distributiona

Wild Chondrophyllae G. squarrosa ‘27-1171’ Central, Northern and Eastern Asia
‘27-1173’

Cruciata G. cruciata ‘27-976’ Europe, Caucasus, Western and Northern Asia
‘27-1057’
‘27-1058’

G. dahurica ‘27-977’ Central Asia
‘27-1059’

G. gracilipes - China
‘27-1063’

G. olivieri ‘27-985’ Southen Caucasus, Western and Central Asia
G. straminea ‘25-815’ China
G. tibetica ‘27-990’ Himalayan region

‘27-1074’
Gentiana G. lutea ‘27-1064’ Mountains of Central and Southern Europe, Western Asia
Kudoa G. sino-ornata ‘27-1072’ China
Pneumonanthe G. asclepiadea - Central Europe, Caucasus, Western Asia

G. parryi ‘27-1066’ United States
G. pneumonanthe ‘27-1067’ Europe, Caucasus, Central Asia

‘27-1076’
‘27-1077’

G. septemfida ‘7-131-1’ Caucasus to Western, Central and  Northern Asia
‘7-131-2’
‘9-130-1’
‘27-1071’
‘27-1079’

Cultivated Pneumonanthe G. scabra ‘23-613’ Eastern Asia
‘26-740’

G. triflora ‘0-27-29’ Northeastern Asia
‘5-131-2’
‘7-104-1’
‘12-87-1’
‘AZ1E1’

Table 1-1. List of Gentiana used in unfertilized ovule culture

a Referred in Ho and Liu (2001).
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 Skoog 1962)固形培地 (3%ショ糖、0.8%寒天、pH5.7)(植物体再生培地 )に移植し、

20℃16 時間日長で培養した。胚様体から根や芽が分化した個体は、ホルモンフリ

ーの 1/2MS 固形培地に移植し、20℃16 時間日長で培養した。なお、一部 1/2NLN

固形培地上で根や芽が分化する個体が存在したが、それらは直接ホルモンフリー

の 1/2MS 固形培地に移植した。再生個体は、培養土 (赤玉土：ピートモス：十和

田砂＝2：2：1)で馴化後、八幡平市花き研究開発センターの露地圃場で栽培した。  

 

3) フローサイトメトリーによる倍数性調査  

	 再生個体の葉を約 5mm角で切り出して核抽出バッファー (CyStain UV Precise 

P Nuclei Extraction Buffer, Sysmex)に浸漬し、カミソリで細かく切り刻んで核

を抽出した。その懸濁液を 30µm のフィルターでろ過して夾雑物を除去した後、

DAPI 染色液 (CyStain UV Precise P Staining Buffer, Sysmex)を加えて染色した。

その後、プロイディーアナライザー (CyFlow PA, Partec)で DNA 量を測定した。 

 

4) 押しつぶし法による染色体観察  

	 伸長している根の先端を約 10mm 採取し、2mM の 8-オキシキノリン水溶液に

浸漬し、室温で 4 時間前処理した。その後、根端をファーマー液 (99%エタノール：

酢酸＝3：1、v/v)に一晩浸漬して固定した。根端を水洗した後、60℃の 1N HCl

に 8 分間浸漬して組織を解離し、シッフ試薬で染色した。染色した根端をスライ

ドグラス上に移し、カバーガラスの上から指で押しつぶし、光学顕微鏡で観察し

た。  

 

5) データ解析	  

	 胚様体数や再生植物体数のデータの解析は、ソフトウェア JMP9.0®(SAS 

Institute Inc.)を用い、Tukey-Kramer 法による多重検定または Student の t 検

定を行なった。  
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(3) 未受精胚珠培養の調査項目  

	 上述の方法を基本として、以下の項目について検討した。  

 

1) 野生種リンドウにおける遺伝子型の影響  

	 野生種リンドウ  5 節 12 種 19 系統を用いた。リンドウは雄性先熟であり、葯が

裂開した直後は柱頭の先端が閉じていて受粉できないが、雌ずいが受精能力を獲

得すると、柱頭の先端が裂開する。実験には、葯も柱頭も裂開していない蕾と、

葯は裂開しているが柱頭は裂開していない蕾を用いた。なお、G. lutea は葯が裂

開する前に柱頭が裂開していたため、柱頭は裂開しているが葯は裂開していない

蕾を用いた。  

 

2) 野生種リンドウでの蕾ステージの検討  

	 野生種リンドウ  2 節 3 種６系統 (G. gracilipes、G. asclepiadea、G. septemfida)

を用いた。葯も柱頭も裂開していない蕾と、葯は裂開しているが柱頭は裂開して

いない蕾との 2 つのステージに分けて培養し (Fig. 1-1b)、胚様体誘導と植物体再

生に与える影響を調査した。  

 

3) 栽培種での胚様体誘導培地の検討  

	 栽培種 2 種 4 系統を用い、胚様体の誘導に用いる 1/2NLN 固形培地のショ糖濃

度 (7、10、13%)を検討し、胚様体誘導と植物体再生、および再生個体の倍数性に

与える影響を調査した。  

 

4) 栽培種での植物体再生培地の検討  

	 栽培種 1 種 3 系統に由来する 0.5–1.0mm の球状の胚様体を用い、植物体再生

に用いる 1.0 mg/l GA3添加 1/2MS 固形培地における寒天濃度 (0.8、1.2、1.6%)、

および硝酸銀の効果 (10mg/l、7、14 日 )を検討した。寒天濃度 0.8%の培地に 28 
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Fig. 1-1. Embryo like structure (ELS) induction and plant regeneration in wild 
gentians (G. septemfida). a Gentian flower at the time of harvest of flower buds. 
b Two stages of flower buds, Left; anther indehiscence, Right; anther dehiscence. 
c Ovules cultured on 1/2 NLN solid medium.  d ELS emerged from ovules.  e A 
plantlet regenerated from ELS. f A regenerated plant grown in soil. The bars in a 
= 50 mm, b, c, e = 10 mm, d = 1 mm, f = 30 mm.�

b�

e�d�

a� c�

f�
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日間置床する区 (1 区 )、寒天濃度 1.2％の培地に 28 日間置床する区 (2 区 )、寒天濃

度 1.6%の培地に 28 日間置床する区 (3 区 )、硝酸銀を添加した寒天濃度 0.8%の培

地に 7 日間置床したのち、硝酸銀を添加しない寒天濃度 0.8%の培地に 21 日間置

床する区 (4 区 )、硝酸銀を添加した寒天濃度 0.8%の培地に 14 日間置床したのち、

硝酸銀を添加しない寒天濃度 0.8%の培地に 14 日間置床する区 (5 区 )を設定した。

上記の 28 日間の処理が終了した時点で再生途中の胚様体のシュートの長さ、根

の長さ、根の本数を測定した。その後、再生途中の胚様体はホルモンフリーの

1/2MS 固形培地に移植し、28 日間経過した時点で再生した植物体の数を調査し

た。なお、再生個体は、2 枚以上の葉が展開し、発根している個体とした。  

 

(4) 未受精胚珠培養からの胚様体発生機構の解析  

1) 遺伝分析  

	 ダイアレル分析には、 親系統として G. triflora ‘12-87-1’、‘7-104-1’ ‘5-131-2’、

‘AZ1E1’の計 4 系統、およびこれらの片側ダイアレル交配で得られた F16 系統の

計 10 系統を用いた。親系統の胚様体発生能は、‘12-87-1’は胚様体発生数が多く、

‘7-104-1’は胚様体発生数が少なく、‘5-131-2’や ‘AZ1E1’は胚様体がほとんど発生し

ない  (髙橋・日影、私信 )。親系統と F1系統は、2017 年に八幡平市花き研究開発

センターの試験圃場に定植して栽培した。各系統の定植数は 16個体以上とした。

2019 年に、親 4 系統と F16 系統のそれぞれ 3 個体から、葯は裂開しているが柱

頭は裂開していない蕾を約 60 蕾採取し、上述した方法で未受精胚珠培養を行な

った。培養開始から 2 ヶ月が経過した時点で、各シャーレにおける胚様体発生数

を調査した。ダイアレル分析は、1 蕾あたりの胚様体発生数の値を用い、Hyman 

(1954)、Griffing (1956)、Jones (1965)の方法により行なった。また、Mather and 

Jinks (1971)の方法により狭義の遺伝率と広義の遺伝率を求めた。計算には、コ

ンピュータ・プログラム DIALL(鵜飼 1989)を用いた。  
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2) 形態学的解析  

ⅰ  材料の採取と固定  

	 胚様体の発生機構の形態観察には、胚様体発生数の多い G. scabra ‘23-613’、

G. triflora ‘12-87-1’を用いた。培養開始後 0 日から 50 日の間、5 日間隔でシャー

レから胚珠を採取した。採取した胚珠はバイアル瓶に入れ、直ちに固定液 (4%パ

ラホルムアルデヒド、1% Triton X-100、25mM PIPES 緩衝液 )に浸漬し、減圧脱

気を 2 回繰り返したのち室温で静置した。翌日、再び減圧脱気を行ない、固定開

始から 24 時間以上経過後、保存液 (25mM PIPES 緩衝液 )に浸漬して 4℃で保存

した。  

	 また、比較として受精胚の発達過程を調査するため、G. scabra ‘23-613’の切り

花を用いて人工交配を行なった。切り花は、水と数滴のハイポネックス原液

(N-P-K = 6-10-5)を入れたバケツに挿し、16 時間日長、昼温 25℃、夜温 15℃の

自然光型環境制御室 (コイトトロン、コイト電工株式会社 )で維持して種子を登熟

させた。その際、バケツの水は 3 日に 1 回程度の頻度で交換し、葉がしおれてき

た場合は切り戻しを行なった。胚珠および登熟種子の採取および固定は、交配後

0、2、4、5、6、8、10、15、20、25、30 日目に行なった。  

 

ⅱ  脱水  

	 下記の脱水系列の ⅰ−ⅶ の各溶液に、2 回ずつそれぞれ 1 時間以上サンプルを

浸漬した。続いて、包埋時にサンプルを確認しやすくするため、エオシン (アルコ

ール溶性 )を添加した溶液ⅷに半日以上浸漬し (エオシンは脱パラフィンの過程で

脱色される )、その後、エオシンを添加しない溶液 ⅷ に 2−3 時間、3 回浸漬する

ことで脱水した。なお、浸漬中は 30℃、30 rpm に設定したハイブリオーブン

(MULTI-SHAKER OVEN HB、タイテック株式会社 )で保温および振盪を行なっ

た。  

	 ⅰ	 tert-BuOH：EtOH：H2O ＝   0：30：70 
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	 ⅱ	 tert-BuOH：EtOH：H2O ＝   0：50：50 

	 ⅲ	 tert-BuOH：EtOH：H2O ＝  10：50：40 

	 ⅳ	 tert-BuOH：EtOH：H2O ＝  20：50：30 

	 ⅴ   tert-BuOH：EtOH：H2O ＝  35：50：15 

	 ⅵ	 tert-BuOH：EtOH：H2O ＝  50：40：10 

	 ⅶ	 tert-BuOH：EtOH：H2O ＝  75：25：0 

	 ⅷ	 tert-BuOH：EtOH：H2O ＝  100：0：0 

 

ⅲ  パラフィン置換  

	 バイアル瓶の tert-BuOH 量を瓶底から 5mm 程度とし、65℃のインキュベータ

ー (IC402、ヤマト科学株式会社 )で温めた。バイアル瓶内の温めた tert-BuOH に、

溶解させたパラフィン (融点 56-57℃ )(Paraplast Plus®、SIGMA-ALDRICH)を、

1時間以上の間隔を空けながらバイアル瓶の高さにして約 4mm量ずつ 5回注ぎ、

最終的にはバイアル瓶のおよそ 3 分の 2 までパラフィンで満たした。その後、バ

イアル瓶のフタを緩め、 65℃のインキュベーター内で 2 日間以上静置して

tert-BuOH を完全に揮発させた。  

 

ⅳ  パラフィン包埋  

	 包埋容器 (φ60mm×15mm または φ35mm×10mm のプラスチックシャーレ )に

50 %グリセロール水溶液を塗布後、温めたパラフィンを流し込み、室温で緩やか

に凝固させた。包埋容器の底に固層ができたのち、ホットプレート付スターラー

上で保温したサンプルを、パラフィンとともにパスツールピペットで吸い取り、

包埋容器に流し込んだ。その後、適宜、パラフィンを追加して室温で静置し、パ

ラフィンが完全に凝固したのち、包埋容器を氷水に浮かべて、包埋したサンプル

を取り出した。  
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ⅴ  薄切、伸展  

	 包埋したサンプルが中央に位置するようにパラフィンブロックを切り出し、ア

ルコールランプで温めたスパーテルで木製のサンプル台にブロックを貼り付けた。

ブロックが冷えたら、メスでブロックの上下が平行になるように成形し、約 25℃

の室内において、ミクロトーム (RV-240、大和光機工業株式会社 )で切片の厚さ

8µm の連続切片を作成した。連続切片は、展着液 (10 %アラビアゴム、15 %グリ

セロール )を薄く塗布して乾燥させた後、水を滴下したスライドグラスに乗せて、

38℃の伸展器 (FHP-450S、東京硝子器械株式会社 )上で保温しながら伸展させた。

切片が十分に伸展したら、水を除いて伸展器上で 1 晩乾燥させた。  

 

ⅵ  脱パラフィン、水置換、染色、脱水、封入  

	 サンプルを載せたスライドグラスは以下のように処理した。下記の溶液 ⅰ、ⅱ

でパラフィンを溶解し、溶液 ⅲ−ⅷ で水に置換した後、0.1%トルイジンブルー水

溶液 (pH 8.1−8.6)(Toluidinblau O、MERCK)で約 90 秒間染色した。水洗後、溶

液 ⅷ−ⅰ の順で脱水、キシレン置換した。その後、標本封入剤 (MGK-S、松波硝

子工業株式会社 )を滴下し、カバーグラスを被せて永久プレパラートとした。  

	 ⅰ	 100 % Xylene 10 分間  

	 ⅱ	 100 % Xylene 10 分間  

	 ⅲ	 100 % EtOH  10 分間  

	 ⅳ	 100 % EtOH  10 分間  

	 ⅴ	  95 % EtOH  10 分間  

	 ⅵ	  85 % EtOH  10 分間  

	 ⅶ	  70 % EtOH  10 分間  

	 ⅷ	  50 % EtOH  10 分間  

 

ⅶ  パラフィン切片の観察  



 18 

	 光学顕微鏡 (Axio Imager A1、Carl Zeiss)およびデジタルカメラ (Axiocam 

MRc5、Carl Zeiss)を用いて、切片の観察と撮影を行なった。   
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3 結果  

 

(1)未受精胚珠培養の調査項目  

1) 野生種リンドウにおける遺伝子型  

	 野生種リンドウ  5 節 12 種 19 系統を供試し、遺伝子型による未受精胚珠培養か

らの胚様体発生の差異を調査した。  

未受精胚珠を 1/2NLN固形培地 (胚様体誘導培地 )に置床して約 1ヶ月経過すると、

褐変化した胚珠の中央付近に球状の胚様体が発生した (Fig. 1-1d)。得られた胚様

体は、GA3を添加した 1/2MS 固形培地 (植物体再生培地 )に移植して植物体を再生

させ、再生植物体はホルモンフリーの 1/2MS 固形培地で培養した (Fig. 1-1e)。な

お胚様体の中には、植物体に再生せずに枯死するものも存在した。再生植物体を

馴化して土に移植したところ、一部の個体は開花した (Fig. 1-1f)。  

	 野生種リンドウにおける胚様体発生と植物体再生の結果を Table 1-2 に示した。

5節 12種 19系統のうち、G. squarrosa 2系統、G. tibetica 2系統、G. sino-ornata、

G. pneumonanthe ‘27-1076’を除く、3 節 9 種 13 系統で胚様体が得られた。胚様

体が得られた蕾の割合と 1蕾あたりの胚様体数は、Pneumonanthe節の G. parryi、

G. pneumonanthe、G. septemfida ではそれぞれ 17.6−65.4%、0.29−1.99 個、

Cruciata 節の G. cruciata、G. dahurica、G. gracilipes、G. straminea、G. olivieri

では 4.2−28.0%、0.06−0.40 個、Gentiana 節の G. lutea では 0.6%、0.01 個であ

った。胚様体発生には、同一の種でも系統間差があり、1 蕾あたりの胚様体数は、

G. cruciata 3 系統では 0.06−0.36 個、G. pneumonanthe 3 系統では 0.00−1.99

個の変異がみられた。1/2NLN 固形培地 (胚様体誘導培地 )で得られた 346 個の胚

様体を植物体再生培地に移植したところ、163 個体の再生植物体が得られた。胚

様体から植物体が再生したのは、胚様体が得られた 9 種のうち、G. lutea を除く

8 種であった。 1 蕾あたりの植物体再生数や胚様体からの植物体再生率は、

Pneumonanthe 節の G. parryi、G. pneumonanthe、G. septemfida ではそれぞ  
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れ 0.14−0.86 個、35.0−53.8%、Cruciata 節の G. cruciata、G. dahurica、G. 

gracilipes、G. straminea、G. olivieri では 0.01−0.18 個、25.0−76.9%であった。  

	 再生植物体 163 個体から、ランダムに選んだ 79 個体の倍数性をフローサイト

メトリーおよび染色体観察で調査した (Table 1-3、Fig. 1-2)。79 個体のうち、27

個体 (34.2%)は半数体、35 個体 (44.3%)は二倍体であり、半数体と二倍体が大部分

を占めた。G. olivieri 以外の 6 種では、半数体が得られており、再生植物体が減

数分裂後の雌性配偶子から発生したことを示した。また、少数ではあるが、三倍

体 (5.1%)、四倍体 (5.1%)、キメラ (9.8%)も得られた。  

 

2) 野生種リンドウでの蕾ステージの検討  

	 野生種リンドウ  2 節 3 種 6 系統 (G. gracilipes、G. asclepiadea、G. septemfida)

の、葯も柱頭も裂開していない蕾と、葯は裂開しているが柱頭は裂開していない

蕾を用いた (Fig. 1-1b)。本実験は、同じ材料を用いて 2017 年と 2018 年の 2 回行

なった。G. gracilipes では、胚様体形成数が少なく蕾ステージによる差異は明確

ではなかった。G. asclepiadea では、有意差は認められなかったが、2 年間にわ

た り 葯 が 裂 開 し た 蕾 で の み 胚 様 体 や 再 生 個 体 が 得 ら れ た (Fig. 1-3)。 G. 

septemfida においても同様の傾向がみられ、特に ‘7-131-2’では、2017 年の 1 蕾

あたりの植物体再生数、2018 年の 1 蕾あたりの胚様体数において、蕾ステージ間

で有意差がみられ、葯が裂開した蕾の効率が高かった。  

	 G. septemfida ‘7-131-2’の再生植物体の倍数性を蕾ステージ別に調査した

(Table 1-4)。葯が未裂開の蕾に由来する個体は、調査個体数が少ないものの半数

体の割合が高く (75.0%)、葯が裂開した蕾に由来する個体は二倍体の割合が高かっ

た (55.6%)。  

 

3) 栽培種での胚様体誘導培地の検討  

	 栽培種 2 種 4 系統を用い、胚様体誘導培地のショ糖濃度 (7、10、13%)を検討し  
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Fig. 1-2. Determination of ploidy level of regenerated 
plant (G. septemfida). a, c Flow cytometoric analysis, b 
Chromosome counting. a, b 2n = x = 13 showing a 
haploid, c 2n = 2x = 26 showing a diploid. Bars = 20 
µm. 

a b

c
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た。1 蕾あたりの胚様体数についてみると、G. triflora ‘12-87-1’は、2017 年はシ

ョ糖 10、13%において 7%より約 2 倍多く、2018 年はショ糖 10%において 7%、

13%より約 4 倍多かった (Table 1-5、Fig. 1-4)。 ‘7-104-1’の胚様体数は、2017 年

はショ糖 7、10%で多く、2018 年も有意差はないがショ糖濃度が低い方が多い傾

向がみられた。 ‘0-27-29’では、2 年間ともにショ糖 10、13%においてショ糖 7%

よりも多くの胚様体が得られ、その程度は約 2−5 倍であった。G. scabra ‘26-740’

の胚様体数は、2017 年はショ糖 10、13%においてショ糖 7%よりも約 2 倍多く、

一方、2018 年はショ糖 13%では胚様体が得られなかった。また、全体的にはシ

ョ糖 10、13%で胚様体発生数が多い傾向がみられた。胚様体からの植物体再生に

ついてみると、いずれの種や系統でも胚様体発生時のショ糖濃度が低いほど再生

率が高い傾向がみられた。ショ糖 7%と 13％を比較すると、植物体再生率は 7%

の方が 12.7−37.5%高かった。また、再生植物体の倍数性をショ糖濃度別に調査し

たところ、多くの個体が半数体または二倍体であり、ショ糖濃度による差異はみ

られなかった (Table 1-6)。  

 

4) 栽培種での植物体再生培地の検討  

	 胚様体からの植物体再生について、G. triflora 3 系統の 0.5–1.0mm の球状の胚

様体を用い、培地の寒天濃度 (0.8、1.2、1.6%)、および硝酸銀の効果 (10mg/l、7、

14 日 )を 5 試験区で検討した。G. triflora ‘12-87-1’では、寒天濃度が高い 2 区 (寒

天 1.2%)や 3 区 (同 1.6%)で胚様体を再生させたとき、再生開始から 4 週間後のシ

ュート長や根長が有意に短かったが、8 週間後の最終的な植物体再生率は 1 区 (対

照区、寒天 0.8%)と比較してほとんど差がなかった (Table 1-7)。硝酸銀の処理期

間を検討したところ (4 区、5 区 )、4 週間後のシュート長や根長、植物体再生率に

差はなく、また、1 区 (0.8%寒天 )との差も小さかった。しかし、再生植物体の生

育は、硝酸銀を添加した 4 区、5 区が優れていた (Fig. 1-5)。 ‘0-27-29’では、3 区

でシュート長や根長が有意に短かったが、最終的な植物体再生率は  2 カ年にわた  
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Fig. 1-4. Effect of sucrose concentration on ELS production in unfertilized ovule culture (G. 
tiflora ‘12-87-1’, 2017). Left; 7%, center; 10%, right; 13%. Bars = 2 cm. 
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Fig. 1-5. Effect of regeneration medium on plant regeneration from ELS (G. triflora ‘12-87-1’). 
Eight weeks after transplanting ELS into various regeneration media. a Condition 1; Agar 0.8% 
(28d), b Condition 2; Agar 1.2% (28d), c Condition 3; Agar 1.8% (28d), d Condition 4; Agar 0.8% + 
AgNO3 10mg/l (7d) and Agar 0.8% (21d), e Condition 5; Agar 0.8% + AgNO3 10mg/l (14d) and 
Agar 0.8% (14d). Bars = 2 cm. 

a b c

d e
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り 3 区が最も優れていた。4 区、5 区での再生率は、1 区と比べてやや低かった。

一方、 ‘7-104-1’では、シュート長や根長において試験区間で他の系統と同様の傾

向があり、最終的な植物体再生数は 2 区と 5 区で高かった。硝酸銀での処理期間

についてみると、いずれの系統においても 14 日間処理の方がやや高い傾向がみ

られた。  

 

(2) 未受精胚珠培養からの胚様体発生機構の解析  

1) 遺伝解析  

	 親系統である G. triflora ‘12-87-1’、 ‘7-104-1’、 ‘5-131-2’、 ‘AZ1E1’の 1 蕾あた

りの胚様体発生数は、それぞれ 13.16、1.38、0.15、0.00 であった (Table 1-8)。

また、これらの 4系統間の F1の 1蕾あたりの胚様体発生数は、‘7-104-1’ × ‘12-87-1’

の組合せで 3.31 個と最も多く、 ‘5-131-2’ × ‘12-87-1’および ‘AZ1E1’ × ‘7-131-2’

の組合せで、0.09 個と最も少なかった。F1系統の胚様体発生数は、いずれも花粉

親系統の発生数よりも少なかった。  

	 胚様体発生数を支配する遺伝子の相加的効果、優性効果に関する分散分析を行

なったところ、相加的効果を表す a 項、優性効果を表す b 項は 1％水準で有意で

あり、a 項は b 項を大きく上回った (Table 1-9)。また、優性効果に関係する b1

項 (平均優性効果 )、b2 項 (親別の優性効果 )、b3 項 (特定組合せの優性効果 )のいず

れも 1%水準で有意であった。組合せ能力の分散分析の結果は、一般組合せ能力

が 5%水準、特定組合せ能力が 1%水準で有意だった (Table 1-10)。次に、Vr(片親

を共通とした r 番目の系列の分散 )と Wr(r 番目の系列の F1 と非共通親との共分

散 )の関係について検討した (Fig. 1-6)。Vr、Wr グラフの回帰直線の傾きは 0.972

であり、1 に近いことから、非対立遺伝子間の相互作用 (エピスタシス )はなく、

相加・優性モデルに適合するとみられた。Vr、Wr グラフにおいて、左下方に位

置する点は優性対立遺伝子を多く持つ親に相当し、右上方に位置する点は劣性対

立遺伝子を多く持つ親に相当する。回帰直線上の各親の (Wr、Vr)の点の位置から、 
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12-87-1 13.16 a

7-104-1 3.31 1.38
5-131-2 0.09 0.57 0.15
AZ1E1 0.42 0.47 0.09 0.00
a The underlined figures represent parental values.

Table 1-8. ELS yields from unfertilized culture in four
parents and their F1 hybrids of G. triflora

Female
Male
12-87-1 7-104-1 5-131-2 AZ1E1
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Sourcea

a 3 191.83 63.95 307.12 **

b 6 104.69 17.45 83.80 **

b1 1 38.91 38.91 186.90 **

b2 3 61.07 20.54 97.77 **

b3 2 4.71 2.35 11.30 **

Error 9 1.87 0.21
** means significant at 5% level.
a a; Additive variance

Table 1-9. Analysis of variance of the diallel table for ELS
induction, owing to Jones (1965)

 b; Dominance variance
 b1; Variance for average dominance deviation
 b2; Variance for additional dominance deviation due to parents
 b3; Variance for the residual deviation

MSSSdf F value
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Sourcea

General combining ability (GCA) 3 10.56 3.52 71.21 *

Specific combining ability (SCA) 2 4.71 2.35 47.58 **

Error (E) 5 0.25 0.05

MS F value

*, ** means significant at 5%, 1% level, respectively.

df SS

Table 1-10. Analysis of variance for general (GCA) and specific combining ability (SCA)
for ELS induction, owing to Griffing (1955)
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Fig. 1-6. Vr, Wr graph for �LS production from a 4×4 half diallel table. 

-20 

-10 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

-10 0 10 20 30 40 50 60 



 37 

‘5-131-2’および ‘AZ1E1’は優性遺伝子を多く持ち、‘12-87-1’は劣性遺伝子を多くも

つものと推定された。さらに、Wr、Vr 等の統計量から遺伝分散成分を推定した

(Table 1-11)。D(相加効果 )は、H1、H2(優性効果 )よりもやや大きかった。平均優

性度 (H1/4H1)は、0.896 と 1 以下であり、不完全優性であることが示された。優

性遺伝子の平均的作用方向 (h)は、−4.271 と形質値を減少させる方向であり、胚

様体発生数の少ない方が優性であった。広義の遺伝率は 0.995 と高かったのに対

し、狭義の遺伝率は 0.532 であった。  

 

2) 形態学的解析  

	 受精胚の発達様式を調査するために、G. scabra ‘23-613’の自殖した受精胚の発

達を人工交配後 0、2、4、5、6、8、10、15、20、25、30 日目 (DAP)に観察した。

交配前の胚珠の胚のうでは、珠孔側に極性が発達した卵細胞と助細胞、その上部

に中央細胞、合点側に反足細胞が観察された (Fig. 1-7a)。4 DAP、5DAP には、

珠孔の直上付近において、横に分裂した前胚と核分裂を繰り返しながら胚のう内

に広がる一次胚乳細胞がみられた (Fig. 1-7b, c)。8 DAP には、前胚の上部の細胞

で縦分裂が見られ、胚乳は胚のう全体に広がっていた (Fig. 1-7 d)。10 DAP には

球状の前胚 (Fig. 1-7e)、15 DAP には胚柄を付属した球状胚となり、胚乳の細胞

化が明確に観察された (Fig. 1-7f)。その後、20 DAP には心臓型胚 (Fig. 1-7g)、25 

DAP には維管束細胞が発達した魚雷型胚となった (Fig. 1-7h)。30 DAP では、25 

DAP と比較して胚の形態に変化はみられなかったが、乾燥の進行により細胞内容

物が収縮していた (Fig. 1-7i)。  

	 次に、胚様体の起源となる細胞および胚様体の発生過程を明らかにするために、

胚様体形成数の多い G. scabra ‘23-613’、G. triflora ‘12-87-1’の培養後 0〜25 日

目 (DAC)までの胚珠を観察した。培養前の胚珠では、珠孔側に卵細胞、助細胞、

中央細胞、合点側に反足細胞が観察され、雌性配偶子の分化は完了していた (Fig. 

1-8a)。なお、卵細胞と助細胞は珠孔の直上付近に隣接して存在していたが、細胞  
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Additive variance D 40.318
Dominance variance H1 32.397

H2 24.808
Product of additive by dominance effects F 33.630
Square of difference parents and whole diallel hh 18.194
Environmental variance E 0.072
Average degree of dominance (H1/D)1/2 0.896
Proportion of dominance genes (H2/4H1) 0.733
Average direction of dominance h -4.271
Balance of positive and negative alleles {(4DH1)1/2+F}{(4DH1)1/2-F} 0.191
Narrow-sense heritability 0.532
Broad-sense heritability 0.995

Estimated valueGenetic components
Table 1-11. Genetic components of variation for ELS induction in a four-parent half diallel cross of G. triflora
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Fig. 1-8. Early stage of ELS development in cultured unfertilized ovules 
of G. scabra ‘23-613’ and G. triflora ‘12-87-1’. a, c 0 DAC (day after 
culture), b 10 DAC, d 25 DAC, e-g 15 DAC. a-c, f, g G. scabra 
‘23-613’, d, e G. triflora ‘12-87-1’. c egg cell with polarity, d peripheral 
division of egg cell, e, f cell division on the micropyle, g egg cell 
detachment from the micropyle and coenocyte located on the chalazal 
end. All panels are shown with the micropyle side down. Ant: antipodal 
cell, EC: egg cell, Mic: micropyle, CC: central cell, Syn: synergid, FA: 
filiform apparatus. Bars = 50 µm.�
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CC�
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の極性の違いにより識別が可能であった。卵細胞は、珠孔側には大きな液胞がみ

られ、合点側には核を含む細胞内容物が集合していた (Fig. 1-8c)。一方、助細胞

は、合点側に大きな液胞がみられ、核や細胞質は珠孔側に集中して存在しており、

その下部には繊形装置が確認された (Fig. 1-8b)。このような極性を有する卵細胞

や助細胞、および中央細胞や反足細胞は、10 DAC までは容易に観察できた (Fig. 

1-8b)。ところが、15 DAC 以降の胚のうでは、助細胞、中央細胞、反足細胞を明

確に観察することはできなかった (Fig. 1-8d-g)。一方、卵細胞とみられる極性を

持った細胞は、15 DAC 以降も存在が確認できた。そのような細胞は、珠孔の直

上付近以外に胚のうの合点側でもみられることもあった (Fig. 1-8g)。15 DAC 以

降の胚のう内では、卵細胞とみられる細胞の核分裂や、細胞分裂が観察された (Fig. 

1-8d-f)。また、分裂していない卵細胞の上部に多核体が付着している場合 (Fig. 

1-8g)も観察された。  

	 胚様体の発達様式を調査するために、20 DACから 45 DACの胚珠を観察した。

20DAC の初期段階とみられる胚様体の表面には凹凸があり、多くの核が含まれて

おり、個々の細胞は境界は不明瞭であった (Fig. 1-9a)。発生の進んだ胚様体は表

面が滑らかになり、細胞の境界が明確に識別できた (Fig. 1-9b, c)。胚様体は、は

じめは球状であるが、次第に胚のうの内部を満たすように発達しており、小さな

多細胞体が付属している場合も観察された (Fig. 1-9c)。また、異なるサイズの核

や細胞が混在する胚様体が存在した (Fig. 1-9d, e)。45 DAC には珠皮を破って発

達した胚様体が観察され、その表面には茎頂分裂組織様の小さな細胞が密に存在

する部位が形成されていた (Fig. 1-9f)。  
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Fig. 1-9. ELS development in cultured unfertilized ovules of G. scabra ‘23-613’. a, b 20 
DAC, c 25 DAC, d 35 DAC, e, f 45 DAC. a, b ELS development on the micropyle, c 
ELS with multicellular bodies in the lower part developed from micropyle end, d, e ELS 
with a mixture of cells and nuclei of different sizes, f ELS developed to a size breaks 
integument. White arrowheads indicate multicellular bodies attached to ELS, and black 
arrowheads indicate areas where cell division is active. Bars a-e = 50 µm, f = 100 µm.�

a�

e�d�

c�b�

f�
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4 考察  

 

	 リンドウの F1育種では、強い自殖弱勢のため親系統の安定的な維持や増殖が困

難であることが課題である。それに対応するため、未受精胚珠培養が純系親作出

技術として開発された (Doi et al. 2011, 2013)。しかし、培養効率には系統間差が

あり、また、野生種リンドウに適用可能かどうかは不明であった。今後、未受精

胚珠培養をリンドウ育種に効率的に利用していくためには、野生種への適用や培

養効率の向上が必要であり、さらに未受精胚珠からの胚様体発生機構の解明が重

要である。  

	 野生種リンドウ 5 節 12 種 19 系統を培養したところ、3 節 9 種 13 系統で胚様

体が得られ、2 節 8 種 12 系統では再生植物体が得られた。培養効率については、

Pneumonanthe 節の G. parryi、G. pneumonanthe、G. septemfida が最も高く、

次いで Cruciata 節の G. cruciata、G. dahurica、G. gracilipes、G. straminea、

G. olivieri が高かった。栽培種は Pneumonanthe 節に含まれ、それと同じ

Pneumonanthe 節や近縁な Cruciata 節の種では (Yuan et al. 1996; Mishiba et al. 

2009)、栽培種リンドウと同じ培養方法が適用可能であることが明らかとなった。

一方、Gentiana 節の G. lutea では少数の胚様体のみが得られ、Chonfrophyllae

節や Kudoa 節の種では胚様体も得られなかった。これらの種では、培養条件の検

討やほかの遺伝子型の調査が必要と考えられる。なお、蕾の発達ステージの調査

で、G. asclepiadea でも植物体が得られていることから、全体では 10 種で胚様

体が得られ、9 種で植物体が得られた。  

	 未受精胚珠培養は、Beta vulgaris (Gürel et al. 2000)、Allium cepa (Geoffriau 

et al. 1997; Bohanec and Jakse 1999; Michalik et al 2000)、Cucurbita pepo 

(Shalaby 2007)では種内のさまざまな系統に適用でき、汎用性が高いことが明ら

かとなっており、リンドウでも同様のことが Doi et al. (2011, 2013)で報告され

ている。一方、種間での汎用性については、Keller (1990)が Allium 属の 5 種の
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うち 1 種、Juðkevièienë et al. (2005)が Allium 属 7 種のうち 3 種で gynogenic 

embryo を獲得したことを報告しており、胚形成率は A. cepa (Edible onion)と

A. fistulusum (Japanese leek)では高く、A. porum (Leek)では低かった。本研究

では、Gentiana 属の 12 種のうち 9 種で再生植物体を獲得しており、同種系統間

のみならず近縁な別種でも適用可能なことを明らかとした。 �

	 野生種リンドウにおいて、蕾を 2 つのステージ (葯も柱頭も裂開していない蕾、

葯は裂開しているが柱頭は裂開していない蕾 )に分けて供試したところ、葯が裂開

した蕾で胚様体形成数や植物体再生数が多い傾向がみられた。Doi et al. (2011)

は、栽培種 (G. scabra、G. triflora)の蕾を開花前から開花後までの 6 つのステー

ジに分けて培養し、いずれのステージでも培養可能だが、葯が裂開した後の蕾で

培養効率が良いことを明らかにしており、本研究での結果と一致した。未受精胚

珠培養は、一般的には雄性発生とは異なり広いステージで培養可能であるが、発

達後期の胚のうを含む蕾ステージが効率的であることが多くの植物種で明らかと

なっており (Mukhambetzhanov 1997; Bohanec 2009; Chen et al. 2011)、本研究

もそれを支持した。  

	 野生種リンドウの未受精胚珠培養で得られた再生植物体 101個体の倍数性を調

査したところ、再生植物体が得られた 9 種のうち、G. olivieri 以外の 7 種では半

数体が得られており、減数分裂後の雌性配偶子から個体の発生が生じていること

を示唆した。全体的な傾向としては、半数体や二倍体の割合が高く (それぞれ

32.1%、47.3%)、この結果は栽培種リンドウにおける Doi et al. (2011)の結果 (半

数体 31.3%、二倍体 55.9%)と一致した。一方、Pathirana et al. (2011)は半数体

58.5%、二倍体 36.9%、Doi et al. 2014 は半数体 57.9%、二倍体 34.3%と報告し

ており、それらと比較すると半数体が少なかった。再生植物体の倍数性は、遺伝

子型や培養条件によって大きく異なることが報告されている (Keller and Korzun 

1996)。本研究では、二倍体の再生植物体が純系かどうか調査していないが、Doi 

et al. (2011)は栽培種リンドウにおいて二倍体の再生植物体において DNAマーカ
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ーでの純系検定を行ない、96.3%が純系であったと報告しており、今回得られた

二倍体も純系と推察されるが、今後、再生植物体において DNA マーカーや自殖

後代の形質調査による純系検定を行なう必要がある。  

	 栽培種において、胚様体誘導培地のショ糖濃度による影響を調査したところ、

胚様体発生数は一部の系統を除き、10 または 13%で高い傾向がみられた。ショ糖

は炭素源であると同時に浸透圧調節物質でもあり、半数性細胞の胞子体型発達か

ら配偶体型発達へのリプログラミングにおいて重要な役割を持っていることが示

唆されており (Murovec and Bohanec 2012)、本実験の結果でもショ糖濃度は胚様

体発生に大きく影響していた。一方で、胚様体からの植物体再生率については、

胚様体誘導時のショ糖濃度が低いほど高くなる傾向がみられた。高濃度のショ糖

は、胚の発達を阻害する可能性が示唆されている (Keller and Krozun 1996)。ま

た、小胞子培養では、過剰のショ糖は胚における著しいデンプン蓄積を引き起こ

し、植物体再生率を減少させることが報告されている (Baillie et al. 1992; Yeung 

et al.1996; Ilic-Grubor et al. 1998)。胚様体発生と植物体再生の両方を考慮する

と、ショ糖 10%での胚様体誘導が適当であると考えられる。  

	 植物体再生培地の寒天濃度 (0.8、1.2、1.6%)および硝酸銀添加 (10mg/l、7、10

日 )を検討したところ、寒天濃度 1.6%の培地、または硝酸銀添加培地 (14 日間処

理 )で対照区と同等かそれ以上の植物体再生率となった。彭ら (1994)は、Brassica 

napus の花粉由来の不定胚において、寒天濃度 1.2−1.6%の培地がもたらす適度な

水分ストレスは胚の再生率を高めるが、水分過剰では生理障害、水分不足では栄

養吸収阻害により再生率が低下することを明らかにしている。高濃度の寒天培地

が植物体再生に効果的であることは、B. campestris の子葉培養 (Zhang et al. 

1998)や B. rapa の小胞子培養 (Takahashi et al. 2012)で報告されている。硝酸銀

は、エチレンの作用阻害剤であり (Beyer 1976)、Cucumis sativus の子房培養

(Diao et al. 2009)や未受精胚珠培養 (Li et al. 2013)、Cicer arietimum の葯培養、

Brassica 属 で の シ ュ ー ト 再 生 (Palmer 1992; Eapen and George 1997; 
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Akasaka-Kennedy 2005)など多くの組織培養で用いられ、効果が示されている。

本研究でも、硝酸銀によるエチレンのコントロールは植物体再生の改善に効果が

あることが確かめられた。  

	 栽培種リンドウでの未受精胚珠培養では、胚様体形成数に系統間差異があるが

(Doi et al. 2011, 2013)、その遺伝機構に関しては不明であった。胚様体発生数の

異なる G. triflora 4 系統を用いて胚発生形成数に関するダイアレル分析を行なっ

た。胚様体発生数を支配する遺伝子の相加効果、優性効果に関する分散分析の結

果はいずれも 1%水準で有意であり、胚様体形成には相加効果と優性効果の両方

が関与していると考えられた。Miah et al. (1985)はイネの葯培養、Ou et al. 

(1989)はコムギの体細胞胚形成、Ono and Takahata (2000)はナタネの子葉から

のシュート再生、Zhang and Takahata (2001)は Brassica 属の小胞子培養におい

て、同様の結果を報告している。さらに、胚様体形成数の遺伝子作用に関してエ

ピスタシスはなく、組合せ能力の分散分析の結果、一般および特定組合せ能力と

もに有意であり、イネ (Miah et al. 198; 藺牟田ら 1991)、コムギ (Lazar et al. 

1984)、トウモロコシ (Petolino and Thompson 1987)における葯培養の結果と一

致した。  

	 藺牟田ら (1991)は、対立遺伝子の一方しか持たない半数性細胞である花粉のカ

ルス形成について、カルス形成率が花粉の遺伝子型だけで決定されるのならば、

形成率は相加的効果だけに支配され、優性効果は期待できないと指摘している。

しかし、イネの葯培養 (Miah et al. 1985; 藺牟田ら 1991)、Brassica 属の小胞子

培養 (Zhang and Takahata 2001)、および本研究では優性効果が認められている。

藺牟田ら (1991)は、イネの葯培養で優性効果がみられる原因として、カルス形成

率に関する花粉間の干渉作用やカルス形成の有無に関する閾値の存在をあげてい

る。リンドウの未受精胚珠培養においても、胚様体を形成しない胚珠が形成しや

すい胚珠の胚様体発生を抑制する可能性や、胚様体形成しやすい胚珠がある一定

の割合に達すると胚様体が発生する可能性が考えられる。  
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	 リンドウの未受精胚珠培養での胚様体発生数の遺伝は、不完全優性で、発生数

が多い方が劣性であり、イネの葯培養におけるカルス形成率の結果と一致した  

(Miah et al. 1985; 藺牟田ら 1991)。一方、Brassica 属の小胞子胚発生は不完全

優性または超優性で、発生数の多い方が優性であることが報告されている (Zhang 

and Takahata 2001)。培養効率の遺伝様式は、植物種や培養方法により異なるこ

とが示唆された。また、遺伝率については、広義の遺伝率は 0.995 と高いのに対

し、狭義の遺伝率は 0.532 であり、選抜効果の指標である狭義の遺伝率が高くな

いことから、胚様体発生数の選抜効果はあまり高くないと推定される。  

	 未受精胚珠培養における胚様体の起源細胞は不明で、発達様式の知見も少ない

ことから、形態学的解析を行った。培養胚珠においては、培養後 5 日目、10 日目

には、培養前の胚珠と同様に卵細胞、助細胞、中央細胞とその極核、反足細胞が

容易に確認できた。しかし、培養後 15 日目以降の胚のうでは、極性を持った卵

細胞以外は明確に観察できなくなり、培養中に胚のう内の細胞が退化・消失した

可能性が考えられる。培養中の胚のうの退化は、クワ (Thomas 2004)、タマネギ

(Musial et al. 2005)でも報告されている。培養後 15 日目以降、珠孔の直上付近

で卵細胞様の細胞の核分裂や細胞分裂がみられ、卵細胞が胚様体の起源となる可

能性を強く示唆した。また、分裂前の卵細胞や分裂した卵細胞様の細胞は、胚の

うの珠孔の直上以外でも見られたが、これらは卵細胞の珠孔付近からの離脱や移

動と考えられ、オオムギ (Ferrant and Bouharmont 1994)やタマネギ (Musial 

2001)での報告と一致した。一方、核分裂した卵細胞様細胞に多細胞体が付着し

ている場合や、分裂していない卵細胞に多核体が付着している場合も観察され、

卵細胞以外の細胞が分裂する可能性が示唆された。Doi et al. (2011)は、未受精胚

珠培養で低頻度ながらヘテロな個体やキメラな倍数性の再生個体が生じることを

報告している。その原因として、卵細胞以外の細胞が分裂して胚様体が生じた可

能性が考えられる。  

	 珠孔の直上で生じた胚様体は、次第に細胞を明確に識別できるようになり、中
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央細胞の液胞部分を満たすように合点側に向かって発達していた。その際、まれ

に発達中の胚様体に別の多細胞体が発生している場合があり、胚様体の起源細胞

が単一ではない可能性、または胚様体から別の胚様体が生じる可能性が示唆され

た。胚様体は、ほぼ同じサイズの細胞の集合体として存在する場合が多かったが、

時として異なるサイズの核や細胞が混在していた。リンドウの未受精胚珠培養で

は、キメラ個体や倍数体が再生する場合があることから (Doi et al. 2011, 2013, 

本結果 )、サイズの大きな細胞は自然倍加している可能性が考えられる。

Parra-Vega et al. (2015)は、ナタネの小胞子培養で、胚発生の初期に核の融合が

起こることを報告している。また、Daghma et al. (2014)はオオムギの花粉胚発

生の初期段階に、倍数体のキメラが発生することを報告しており、そのメカニズ

ムとしては、細胞質分裂を伴わない核分裂により生じた 2 つの娘核の融合を推察

している。培養後 45 日目には、細胞分裂が盛んな部位が存在する大きな胚様体

が観察され、この胚様体は植物体を再生する段階へ向かっていると推察される。  

	 以上より、リンドウの未受精胚珠培養では、卵細胞が胚様体の起源となる可能

性が高いと考えられる。一方、卵細胞周辺の多核体の存在や胚様体と多細胞体の

共存もみられるため、胚のうを構成する卵細胞以外の細胞からの胚様体発生を否

定できなかった。Doi et al. (2011)は、二倍体の再生植物体のマーカー分析により、

3.7%がヘテロであったことを報告している。なお、今回の実験で観察された胚様

体は、いずれも胚のう内部から生じており、珠心や珠皮からの細胞分裂はみられ

なかったことから、リンドウの未受精胚珠培養では、半数性細胞から植物体が再

生していることが確かめられた。  
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第二章	 種間交雑による遺伝的変異の拡大  
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1 序論  

 

	 リンドウの育種では、1977 年に最初の F1品種である ‘いわて ’が開発されて以来、

300 を超える F1品種や栄養系品種が開発されている (Nishihara et al. 2018)。し

かし、これまでに開発された品種のほとんどは、いずれも Pneumonanthe 節に分

類される G. scabra と G. triflora、および両種間交雑で育成されており、花や草

姿などのバリエーションは限られていた。一方、Gentiana 属は 15 節、約 360 種

からなり、花色、花型、開花期、草姿には多様性がみられる (Kohlein 1991; Ho and 

Liu 2001)。  

	 花き類の育種において、種間交雑は遺伝的変異を拡大させるための主要な手段

であるが (Van Tuyl and De Jeu 1997)、異なる種同士の交雑では、生殖的隔離に

より雑種が得られないことが多い。生殖的隔離には、柱頭上で花粉が発芽しなか

ったり、花粉管伸長が停止したりするなどの受精前隔離と、受精しても胚の発達

が途中で停止したり雑種種子が発芽しなかったりするなどの受精後隔離がある。

受精後隔離は、胚培養や胚珠培養、子房培養で胚を救済することで克服できるこ

とが明らかであり、花卉においても Lilium (Van Tuyl et al. 1991)、Gypsophila 

(Kishi et al. 1994)、Alstroemeria (De Jeu and Jacobsen 1995)、Sandersonia 

(Morgan et al. 2001)、Chrysanthemum (Deng et al. 2011)、Begonia (Chen and 

Mii 2012)など多くの植物種での適用例がある。また、種間交雑では、交雑方向が

雑種獲得に大きく影響することが多くの植物種で知られている (香川 1957)。  

	 リンドウにおける種間交雑については、いずれも胚珠培養を適用し、Morgan 

(2004)が G. triflora と G. lutea の組合せ、岩手農研セ (2006)が G. triflora と 3

種の野生種  (G. acaulis、G. clusii、G. frigida)の組合せ、玉掛ら (2014)が G. 

triflora と 5 種の野生種 (G. dahurica、G. tibetica、G. andrewsii 、G. paradoxa、

G. septemfida)の組合せで個体獲得を報告している。しかし、詳細については不

明な点が多く、これまでのところ、リンドウの種間交雑において胚救済法を用い
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ない雑種獲得や、交雑方向による影響に関する知見はみられない。  

	 本研究では、栽培リンドウ 2 種 (G. scabra、G. triflora)と野生リンドウ 20 種  

を用いて種間交雑を行ない、胚珠培養および種子登熟での個体獲得を試みた。そ

の際、種間組合せによる交雑親和性の違いや交雑方向による影響について調査し

た。また、種間交雑で得られた個体について、DNA マーカーによる雑種検定や形

質調査を行ない、雑種性を確認した。  
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2 材料および方法  

 

(1) 植物材料  

	 実験には、野生リンドウ 20種 23系統、栽培リンドウ 2種 (G. scabra、G. triflora)

を供試した (Table 2-1)。これらの材料のうち、G. paradoxa は、岩手大学農学部

植物育種学研究室で保存している個体で、ビニールハウスで鉢植えとして栽培し

た。それ以外の種や系統は、八幡平市花き研究開発センターのガラス温室または

露地圃場、岩手大学農学部の自然光型環境制御室で栽培したものを用い、切り花

または鉢植えの状態で維持、栽培した。  

 

(2) 種間交雑  

1) 人工交配および種子発芽試験、圃場での栽培  

	 実験には、鉢植え、または切り花の状態の母本を用いた。鉢植えは 16 時間日

長、昼温 25℃、夜温 15℃の自然光型環境制御室 (コイトトロン、コイト電工株式

会社 )、または八幡平市花き研究開発センターのガラス温室で栽培し、切り花は自

然日長、25℃の室内で維持した。なお、露地圃場で栽培していた材料を母本とす

る場合、昆虫による意図しない交配や風雨の影響を避けるため、切り花の状態で

供試した。リンドウでは、室内での切り花による採種方法でも、十分に採種でき

ることが報告されている (氏原ら 1973)。  

	 人工交配を行なう数日前、供試する蕾は除雄し、交配に用いない蕾は除去した。

それから数日後、開花し雌ずいの柱頭が裂開した時点で、爪楊枝や綿棒を用いて

柱頭に花粉を塗布した。交配に用いた花粉は、いずれも葯が裂開する前の蕾から

採取し、シリカゲルとともに−20℃、または 4℃で保存したものである。なお、人

工交配は 2014 年から 2017 年に行なった。  

	 交配後、大部分は胚珠培養に供したが、一部では培養を行なわず植物体上で種

子を登熟させ種子稔性を調査した。植物体上での種子登熟は、鉢植えの母本を自  
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然光型環境制御室で栽培し行なった。交配から約 1 ヶ月間種子を登熟させたのち、

莢を収穫し、数日間乾燥させてから内部の種子を取り出した。その後、室温で 5

日程度乾燥させ、種子重量を測定した。乾燥後の種子は、100 ppm の GA3に 48

時間浸漬後、5 日間乾燥させ、発芽試験まで−20℃で保存した。  

	 種子の発芽試験は、水で湿らせたろ紙を敷いたシャーレに播種後、25℃16 時間

日長の人工気象器 (LH-200-RD、株式会社日本医化器械製作所 )で行なった。発芽

率は播種から 14 日後に調査した。  

	 なお、G. scabra ‘15-438-1’、G. triflora ‘5-131-1’、と G. septemfida ‘7-131-1’

の組合せにおいて種子登熟で得られた種子は、128 穴セルトレイに播種し、花き

研究開発センターのビニールハウスで約 12 週間育苗後、露地圃場に定植して栽

培した。  

 

2) 胚珠培養  

	 胚珠培養は、Morgan (2004)の方法を改変して行なった。交配後 10−13 日目の

胚珠を培養に供した。植物体から採取した子房は、70 %エタノールに 30 秒間浸

漬後、Tween 20 を数滴添加した有効塩素 1.4％次亜塩素酸ナトリウム水溶液で

15 分間滅菌し、その後、滅菌水で 5 分間ずつ 3 回洗浄した。滅菌した子房から、

ピンセットと薬さじを用いて胚珠を取り出し、MS 培地 (Murashige and Skoog 

1962)の無機塩類のうち多量成分 (N、P、K、Ca、Mg)の濃度を 1/2 とした 1/2MS

固形培地 (3 %ショ糖、0.8 %寒天、1 mg/l GA3、pH5.8)を分注したプラスチック

シャーレにまんべんなく置床し、20℃16 時間日長の人工気象器で培養した。なお、

プラスチックシャーレは φ60mm×15mm のものを用い、1 シャーレに置床する胚

珠は 1 蕾分とした。胚珠から発生した実生は、約 5−10mm に達した時に培養試験

管 (φ25mm×120mm)に分注したホルモンフリーの 1/2MS 固形培地 (3%ショ糖、

0.8%寒天、pH5.7)に移植し、20℃16 時間日長で培養した。再生個体は、培養土 (赤

玉土：ピートモス：十和田砂＝2：2：1)に植えて馴化し、八幡平市花き研究開発
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センターの露地圃場で栽培した。  

 

(3) DNA マーカーによる雑種検定  

	 ゲノム DNA の抽出は、改変した CTAB 法 (Murray and Thompson 1980)で行

なった。約 0.25 cm2の生葉をマイクロチューブに入れ、液体窒素で凍結させ、マ

ルチビーズショッカー (MB901U、安井器械株式会社 )を用いて 2,000 rpm、10 秒

間の破砕を 2〜3 回繰り返した。粉末状の葉が入ったマイクロチューブに、65℃

の 2×CTAB 溶液 400µl を加え、65℃で 10 分間静置した。続いて、クロロホルム

/イソアミルアルコール (24:1 v/v)400µlを加え、室温で 15分間振盪後、12,000 rpm

で 1 分間遠心した。上清を回収し、等量のイソプロパノールを加えて転倒混和後、

12,000 rpm で 5 分間遠心分離して DNA を沈殿させた。沈殿した DNA は、70 %

エタノールでリンスした後、15,000 rpm で 5 分間遠心し、乾燥させ、滅菌水 30µl

に溶解させた。  

	 DNA マーカーとして、フラボノイド生合成関連遺伝子 anthocyanid in  

synthase  (ANS)、f lavanone  3 -hydroxy lase  (FHT)、転写制御因子遺伝子 bas ic  

he l ix  l oop  he l ix  1  (bHLH1)のイントロンの長さの多型を用い (Shimada et al. 

2009; Nakatsuka et al. 2012; 西原  私信 )、それらを検出できる PCR 法のプライ

マーを (Table 2-2)に示した。両親間で多型を示すマーカーをスクリーニングし、

交雑組合せ毎に使用可能なマーカーを明らかにした後、雑種個体を調査した。反

応液の組成は、鋳型 DNA 約 60ng、dNTPs 200µM、プライマー  0.15µM、Taq DNA

ポリメラーゼ  0.5unit で全量 20µl とした。反応には、サーマルサイクラー

(TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice®、タカラバイオ株式会社 )を用い、最初に

94℃1 分の熱変性を行なった後、95℃20 秒の熱変性、60℃40 秒のアニーリング、

72℃2 分の伸長反応を 35 回繰り返し、最後に 72℃5 分間の伸長反応を行なった。

増幅した DNA 断片は、1.6%アガロースゲルで電気泳動し、エチジウムブロマイ

ドで染色後、UV 下で観察した。   
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Primer name Sequence (5'→3')
ANS intron F TGT ATT TAC CCT GAA AGG AAA AGG

R TCT AAA CCA AGC CCA ACA GAG AGC
FHT 1st intron 1 F GAT TCA TTG TTT CCA GCC ATT TGC

R GTC ATG GAT CAC AAA ACA AGA TCA
FHT 1st intron 2 F TTA CAC AAA AAT AGG GTC AGT TCC

R TCG TTA TAA ATA GAT GTG GTC CTC
FHT 1st intron 3 F TTG CAC CTG AAG TAG AAT TTT ACA

R TTC TGA CAG AAC TTC AAG CAA TTT
bHLH1 intron F AAG GTG ATC GTT GTG AAA ATG TCT 

R GGC CGT CTA GTT TGG TGG TTG GTT 

Table 2-2. List of primers used for identification of interspecific hybrids
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(4) 形質調査  

	 親として用いた野生種や栽培種の個体、および種間交雑で得られた個体が開花

したとき、葉や花の形質調査を行なった。葉については、主茎の基部から 1/2 に

着生する葉の長さと幅を測定した。花については、頂部に着生する花冠の長さ (が

くを含む )と、先端の直径を測定したほか、花弁の色や花弁先端の反りの程度を調

査した。なお、親の形質データは、3 個体 3 サンプルの平均値であり、種間交雑

で得られた個体の形質データは、1 個体の平均的な 1 サンプルの値である。  

	 花粉稔性は、酢酸カーミン染色で染色される花粉の粒数をカウントする方法で

調査した。調査数は、1 個体につき 200 粒以上とした。  
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3 結果  

 

(1) 種間交雑における種子稔性と発芽試験  

	 G. scabra ‘22-1176’を母本、野生種リンドウ 11 種 12 系統を父本として人工交

配を行ない、種子の獲得を試みた (Table 2-3)。種間組合せにより、種子稔性は大

きく異なった。G. paradoxa、G. septemfida ‘5-39-3’、 ‘27-1079’との組合せでは

多くの充実した種子が得られ、1 花あたりの種子数は 107.3−195.3 個、1 蕾あた

りの種子重は 8.8−13.7mg、発芽率は 50−80%であった。一方で、G. gracilipes(種

子量が少なく、種子重は測定不能 )、G. siphonantha ‘25-576’、G. straminea 

‘25-815’、G. pneumonanthe ‘21-1049’との組合せでは、種子数は 3.3−50.7 個、

種子重は 0.3−4.7mg、発芽率は 5−35%であり、種子量、発芽率ともに少なかった。

また、G. jamesii、G. squarrosa、G. algida ‘25-585’、G. purpurea ‘25-809’、G. 

asclepiadea との組合せでは、0.7−17.3 個とわずかに種子が得られたが、それら

は発芽能力を有していなかった。さらに、G. scabra ‘15-438-1’、G. triflora 

‘5-131-2’、と G. septemfida ‘7-131-1’の組合せで正逆交雑を行なった。G. scabra 

‘15-438-1’と G. septemfida ‘7-131-1’との組合せでは G. scabra ‘15-438-1’を母本

とした時に種子重が多く、G. triflora ‘5-131-2’と G. septemfida ‘7-131-1’との組

合せでは、G. septemfida ‘7-131-1’を母本とした時に種子重が多かった。これら

の交配組合せの種子については、シャーレでの発芽試験を実施していないが、い

ずれの組合せの種子も土に播種したところ、良好な発芽がみられた。  

 

(2) 胚珠培養  

	 交配から 10−13 日後、膨らんだ子房から胚珠を取り出し、培地に置床した (Fig. 

2-1a, b)。置床から約 1 か月で胚は実生となり、実生を再生培地へ移植すると正

常な植物体へと発達した (Fig. 2-1c, d)。胚には、正常な実生へ発達するものだけ

でなく、カルス状に異常増殖するものや根または葉が欠損した発達をするものも  
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a� b�

c� d�

Fig. 2-1. Ovule culture and plant regeneration 
in interspecific hybridization of gentiana. a 
Swelled stigmas of G. triflora ‘18-424’ × G. 
gracilipes (10 days after cross), b Ovule culture 
on 1/2MS (+GA3) solid medium of G. 
septemfida ‘5-39-3’ × G. triflora ‘18-424’, c 
Germination from ovules on medium of G. 
scabra  ‘22-1326’ × G. pneumonanthe , d 
Hybrid seedling of G. scabra ‘22-1326’ × G. 
septemfida ‘5-39-3’. Bars = 1 cm. 
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存在した。胚珠培養で得られた実生数の調査においては、子葉と 1 対目の本葉が

展開し発根しているものを normal seedlings、それ以外のものを abnormal 

seedlings として計数した。  

	 G. scabra を母本、20 種の野生種を父本として交雑し、胚珠培養した結果を

Table 2-4 に示した。1 花あたりの正常実生の獲得数は 0−427.7 個と組合せによ

り大きく異なり、G. oschtenica、G. jamesii、G. acaulis、G. tibetica ‘27-1074’、

G. algida ‘25-585’との組合せを除く 15 種間組合せで正常な実生が得られた。G. 

scabra と G. paradoxa、G. parryi ‘27-1066’、G. septemfida ‘5-39-3’、‘7-131-1’、  

‘27-1079’との組合せでは 1 花あたりの正常実生数が 94.5−427.7 個と多く、正常

実生の割合は 76.9−99.0%だった。一方、G. straminea、  G. pneumonanthe 

‘21-1049 との組合せにおける 1 花あたりの正常実生数は 9.5−21.7 個とやや少な

く、G. squarrosa ‘27-1173’、G. cruciata ‘27-1058’、G. dahurica ‘27-1059’、G. 

gracilipes、G. olivieri ‘27-985’、G. siphonantha ‘25-576’、G. lutea ‘27-1064’、

G. purpurea ‘25-566’、G. sino-ornata ‘27-1072’、G. asclepiadea との組合せで

は、正常実生数は 0.2−2.8 個と少なかった。また、1 花あたりの正常実生数は同

じ種間組合せでも系統間で異なり、G. scabra ‘22-1176’と G. septemfida ‘5-39-3’、

‘7-131-1’、 ‘27-1079’との組合せでは 250.5 −427.7 個であったが、G. scabra 

‘22-1326’との組合せでは 94.5−291.2 個であった。G. scabra ‘22-1176’、‘22-1326’、

‘15-438-1’と G. asclepiadea との組合せでは 0−2.3 個の差異がみられた。最終的

には、正常実生が得られた 15 種間組合せのうち、10 組合せで 192 個体の植物体

が得られた。  

	 G. triflora を母本、14 種の野生種を父本とした交雑、および 4 種間での正逆交

雑を行ない、胚珠培養した結果を Table 2-5 に示した。G. triflora を母本とした

時、すべての種間組合せで正常な実生が得られ、1 花あたりの正常実生数は、組

合せにより 0−258.7 個の差異がみられた。G. triflora と G. cruciata ‘27-1058’、

G. dahurica ‘27-1059’、G. olivieri ‘27-985’、G. paradoxa、G. parryi ‘27-1066’、  
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G. scabra ‘22-1176’ × G. jamesii 3 0 0 (0.0) 0 ± 0 0 0 0
G. scabra ‘22-1176’ × G. squarrosa 3 0 0 (0.0) 0 ± 0 0 0 0
G. scabra ‘22-1176’ × G. gracilipes 3 16 1 (6.3) 0.3 ± 0.3 1 1 1
G. scabra ‘22-1176’ × G. siphonantha 3 7 1 (14.3) 0.3 ± 0.3 1 0 0
G. scabra ‘22-1176’ × G. straminea 2 41 19 (46.3) 9.5 ± 2.5 19 3 1
G. scabra ‘22-1176’ × G. algida ‘25-585’ 3 0 0 (0.0) 0 ± 0 0 0 0
G. scabra ‘22-1176’ × G. purpurea 3 4 1 (25.0) 0.3 ± 0.3 1 0 0
G. scabra ‘22-1176’ × G. asclepiadea 3 12 0 (0.0) 0.0 ± 0.0 0 0 0
G. scabra ‘22-1176’ × G. pardoxa 4 1137 924 (81.3) 231.0 ± 54.6 91 47 23
G. scabra ‘22-1176’ × G. pneumonanthe ‘21-1049’ 3 56 35 (62.5) 11.7 ± 1.2 35 24 17
G. scabra ‘22-1176’ × G. septemfida ‘5-39-3’ 2 608 501 (82.4) 250.5 ± 17.3 42 25 17
G. scabra ‘22-1176’ × G. septemfida ‘7-131-1’ 3 1434 1283 (89.5) 427.7 ± 49.7 62 44 26
G. scabra ‘22-1176’ × G. septemfida ‘27-1079’ 2 896 770 (85.9) 385.0 ± 24.7 42 23 12
G. scabra ‘22-1326’ × G. gracilipes 4 36 11 (30.6) 2.8 ± 1.6 11 4 3
G. scabra ‘22-1326’ × G. asclepiadea 4 277 9 (3.2) 2.3 ± 0.5 9 0 0
G. scabra ‘22-1326’ × G. pardoxa 4 1000 769 (76.9) 192.3 ± 14.6 80 40 17
G. scabra ‘22-1326’ × G. pneumonanthe ‘21-1049’ 3 259 65 (25.1) 21.7 ± 4.8 65 11 10
G. scabra ‘22-1326’ × G. septemfida ‘5-39-3’ 3 882 723 (82.0) 241.0 ± 19.7 60 20 15
G. scabra ‘22-1326’ × G. septemfida ‘7-131-1’ 5 1696 1456 (85.8) 291.2 ± 32.0 96 36 19
G. scabra ‘22-1326’ × G. septemfida ‘27-1079’ 2 232 189 (81.5) 94.5 ± 22.3 46 23 16
G. scabra ‘15-438-1’ × G. oschtenica 5 0 0 (0.0) 0.0 ± 0.0 0 0 0
G. scabra ‘15-438-1’ × G. squarrosa ‘27-1173’ 6 2 2 (100.0) 0.3 ± 0.2 1 1 0
G. scabra ‘15-438-1’ × G. acaulis 6 0 0 (0.0) 0.0 ± 0.0 0 0 0
G. scabra ‘15-438-1’ × G. cruciata ‘27-1058’ 6 64 17 (26.6) 2.8 ± 1.4 5 5 5
G. scabra ‘15-438-1’ × G. dahurica ‘27-1059’ 6 13 11 (84.6) 1.8 ± 0.4 5 5 5
G. scabra ‘15-438-1’ × G. olivieri ‘27-985’ 6 9 4 (44.4) 0.7 ± 0.4 2 2 2
G. scabra ‘15-438-1’ × G. tibetica ‘27-1074’ 6 1 0 (0.0) 0.0 ± 0.0 0 0 0
G. scabra ‘15-438-1’ × G. lutea ‘27-1064’ 6 3 2 (66.7) 0.3 ± 0.2 0 0 0
G. scabra ‘15-438-1’ × G. sino-ornata ‘27-1072’ 6 16 11 (68.8) 1.8 ± 0.8 3 3 1
G. scabra ‘15-438-1’ × G. asclepiadea 6 2 1 (50.0) 0.2 ± 0.2 0 0 0
G. scabra ‘15-438-1’ × G. parryi ‘27-1066’ 6 1288 1275 (99.0) 212.5 ± 32.3 4 4 2
Total 192

Normal
seedlings /
flowera

a Values represent the mean ± SE.

Table 2-4. Seedling and plant production from ovule culture in interspecific hybridization between G. scabra and 20 wild species

Cross combination (♀×♂)

No. of
swollen
ovaries
cultured

No. of
total
seedlings
obtained

No. of normal
seedlings
obtained (%)

No. of
normal
seedlings
transplanted

No. of
plants
acclimated

No. of
potted
plants
obtained
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G. triflora ‘5-131-2’ × G. oschtenica 5 10 8 (80.0) 1.6 ± 1.0 2 2 2
G. triflora ‘5-131-2’ × G. squarrosa ‘27-1173’ 5 0 0 (0.0) 0.0 ± 0.0 0 0 0
G. triflora ‘5-131-2’ × G. acaulis 5 4 1 (25.0) 0.2 ± 0.2 0 0 0
G. triflora ‘5-131-2’ × G. cruciata ‘27-1058’ 5 463 329 (71.1) 65.8 ± 13.7 4 4 3
G. triflora ‘5-131-2’ × G. dahurica ‘27-1059’ 4 315 261 (82.9) 65.3 ± 7.6 5 5 4
G. triflora ‘5-131-2’ × G. olivieri ‘27-985’ 5 487 451 (92.6) 90.2 ± 23.1 2 2 2
G. triflora ‘5-131-2’ × G. tibetica ‘27-1074’ 4 4 3 (75.0) 0.8 ± 0.5 1 1 0
G. triflora ‘5-131-2’ × G. lutea ‘27-1064’ 5 6 4 (66.7) 0.8 ± 0.6 1 1 0
G. triflora ‘5-131-2’ × G. asclepiadea 4 12 1 (8.3) 0.3 ± 0.3 0 0 0
G. triflora ‘5-131-2’ × G. parryi ‘27-1066’ 5 1092 1092 (100.0) 218.4 ± 23.8 4 4 4
G. triflora ‘7-104-1’ × G. oschtenica 5 9 9 (100.0) 1.8 ± 0.9 5 5 5
G. triflora ‘7-104-1’ × G. squarrosa ‘27-1173’ 3 23 21 (91.3) 7.0 ± 7.0 5 5 5
G. triflora ‘7-104-1’ × G. acaulis 1 1 0 (0.0) 0.0 ± 0.0 0 0 0
G. triflora ‘7-104-1’ × G. cruciata ‘27-1058’ 4 596 556 (93.3) 139.0 ± 30.6 5 5 5
G. triflora ‘7-104-1’ × G. dahurica ‘27-1059’ 4 174 149 (85.6) 37.3 ± 12.7 5 5 5
G. triflora ‘7-104-1’ × G. olivieri ‘27-985’ 3 61 55 (90.2) 18.3 ± 13.8 5 5 5
G. triflora ‘7-104-1’ × G. tibetica ‘27-1074’ 2 7 7 (100.0) 3.5 ± 2.5 4 4 4
G. triflora ‘7-104-1’ × G. lutea ‘27-1064’ 2 108 88 (81.5) 44.0 ± 10.0 5 5 3
G. triflora ‘7-104-1’ × G. asclepiadea 3 131 68 (51.9) 22.7 ± 2.6 5 5 4
G. triflora ‘7-104-1’ × G. parryi ‘27-1066’ 3 776 776 (100.0) 258.7 ± 39.6 5 5 5
G. triflora ‘18-424’ × G. gracilipes 7 55 39 (70.9) 5.6 ± 2.3 29 15 12
G. triflora ‘18-424’ × G. asclepiadea 7 163 3 (1.8) 0.4 ± 0.3 3 0 0
G. triflora ‘18-424’ × G. pardoxa 7 137 135 (98.5) 19.3 ± 4.9 57 33 31
G. triflora ‘18-424’ × G. pneumonanthe ‘21-1049’ 7 545 432 (79.3) 61.7 ± 28.1 116 60 57
G. triflora ‘18-424’ × G. septemfida ‘5-39-3’ 2 16 15 (93.8) 7.5 ± 1.8 12 9 8
G. triflora ‘18-424’ × G. septemfida ‘7-131-1’ 6 133 126 (94.7) 21.0 ± 6.4 74 38 35
G. triflora ‘18-424’ × G. septemfida ‘27-1079’ 2 87 85 (97.7) 42.5 ± 5.3 16 11 11
G. gracilipes × G. triflora ‘18-424’ 3 0 0 (0.0) 0.0 ± 0.0 0 0 0
G. asclepiadea × G. triflora ‘18-424’ 3 4 0 (0.0) 0.0 ± 0.0 0 0 0
G. pneumonanthe ‘21-1049’ × G. triflora ‘18-424’ 3 696 685 (98.4) 228.3 ± 55.3 57 10 10
G. septemfida ‘5-39-3’ × G. triflora ‘18-424’ 3 17 11 (64.7) 3.7 ± 3.2 11 2 1
G. septemfida ‘27-1079’ × G. triflora ‘18-424’ 2 16 8 (50.0) 4.0 ± 1.0 8 1 1
Total 222
a Values represent the mean ± SE.

Table 2-5. Seedling and plant production from ovule culture in interspecific hybridization beween G. triflora and 14 wild species (reciprocal cross)

Cross combination (♀×♂)

No. of
swollen
ovaries
cultured

No. of
total
seedlings
obtained

Normal
seedlings /
flowera

No. of normal
seedlings
obtained (%)

No. of
normal
seedlings
transplanted

No. of
plants
acclimated

No. of
potted
plants
obtained
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G. pneumonanthe ‘21-1049’、G. septemfida ‘7-131-1’、‘27-1079’との組合せでは、

1 花あたり 18.3−258.7 個と比較的多くの実生が得られたのに対し、G. triflora と

G. oschtenica、G. acaulis、G. gracilipes、G. tibetica ‘27-1074’との組合せでは、

0.2−5.6 個と少なかった。1 花あたりの正常実生数は、同じ種間組合せでも系統間

で差があり、G. triflora ‘18-424’と G. septemfida ‘5-39-3’、 ‘7-131-1’、 ‘27-1079’

との組合せでは 7.5−42.5 個と変異し、G. triflora ‘18-424、 ‘5-131-2、 ‘7-104-1

と G. asclepiadea との組合せでは 0.3−22.7 個、G. triflora ‘5-131-1’、 ‘7-104-1’

と G. squarrosa ‘27-1173’、G. olivieri ‘27-985’、G. lutea ‘27-1064’との組合せで

は、それぞれ 0−7.0、18.3−90.2、0.8−44.0 個と差異がみられた。また、交雑方向

による差異もみられた。G. gracilipes、G. asclepiadea との組合せでは、G. triflora

を母本とした場合のみに正常な実生が得られ、G. septemfida ‘5-39-3’、‘27-1079’

との組合せでは G. triflora を母本とした方が正常な実生の数が多かった。一方、

G. triflora ‘18-424’ と G. pneumonanthe ‘21-1049’ と の 組 合 せ で は 、 G. 

pneumonanthe を母本としたときに 3 倍以上多くの正常な実生が得られた。最終

的には、正常な実生が得られた 14 組合せのうち、G. acaulis との組合せを除く

13 組合せで植物体が得られ、その個体数は合計で 222 個体だった。  

 

(3) DNA マーカーによる雑種検定  

	 胚珠培養で得られた個体が種間雑種であるかどうかを確認するために、15 組合

せからなる 82 個体について、DNA マーカーを用いた雑種検定を行なった。G. 

triflora ‘7-104-1’と G. tibetica ‘27-1074’の組合せを除く 14 組合せ 78 個体につい

て、1−2 種類の DNA マーカーで調査したところ、全ての個体で両親のバンドが

検出された (Table 2-6、Fig. 2-2a)。一方、G. triflora ‘7-104-1’と G. tibetica 

‘27-1074’の組合せでは、3 つの DNA マーカーで調査したところ、1 個体は全ての

DNA マーカーで両親のバンドが検出されたのに対し、3 個体はいずれの DNA マ

ーカーでも母本のバンドしか検出されず (Fig. 2-2b)、これら 3 個体は種間雑種で  
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Fig. 2-2. Confirmation of hybrid plants derived from interspecific crosses using DNA marker. a Plants of 
G. scabra ‘22-1176’ × G. septemfida ‘27-1079’, b Plants of G. triflora ‘7-104-1’ × G. tibetica ’27-1074’ . 
M: 100bp molecular maker. 
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はない可能性が示唆された。  

 

(4) 種間交雑で得られた個体の形質調査  

	 胚珠培養で得られた個体は、2018 年の春に馴化し、3 寸ポットで栽培した。2019

年の春に、それらの個体を 4 寸ポットに鉢上げした。2019 年の 7 月以降、開花

した個体とその両親 (同じく 4 寸ポットで栽培 )の形質を調査した。葉の長さや幅、

花の長さについては、ほとんどの雑種個体が両親の中間、またはどちらかの親に

近い値を示した (Table 2-7、Fig. 2-3)。花色は、白色の栽培種 (G. scabra ‘15-438-1’、

G. triflora ‘7-104-1’)と 青 色 の 野 生 種 (G. cruciata ‘27-1058’、 G. dahurica 

‘27-1059’、G. olivieri ‘27-985’)の組合せの個体では淡青色、花弁先端の反りの程

度は、花弁先端が直立する栽培種 (G. triflora ‘5-131-2’、 ‘7-104-1’)と外反転する

野生種 (G. cruciata ‘27-1058’、G. dahurica ‘27-1059’、G. olivieri ‘27-1074’)の組

合せの個体では、やや外反転となる場合が多く、ほとんどの個体が両親の中間の

形質となっていた。一方で、花の先端の直径については、両親の中間の値である

場合もみられたが、親の値を上回る個体が多く存在した。  

	 例えば、G. scabra ‘15-438-1’ (葉長 3.5cm、葉幅 1.6cm、白色花、花冠長 4.8cm、

花冠直径 3.2cm、花弁先端は外反転 )と G. dahurica ‘27-1059’ (葉長 7.7cm、葉幅

0.9cm、青色花、花冠長 2.8cm、花冠直径 2.1cm、花弁先端は外反転 )の組合せの

雑種個体 29-3217 は、葉長 3.7cm、葉幅 1.0cm、淡青色花、花冠長 3.2cm、花冠

直径 2.2cm であり、いずれかの親の値に近いものの、すべての調査項目で両親の

範囲内の値を示した (Fig. 2-3 a-c, h-m’)。G. triflora ‘7-104-1’ (葉長 5.1cm、葉幅

0.9cm、白色花、花冠長 4.5cm、花冠直径 1.1cm、花弁先端は直立 )と G. dahurica 

‘27-1059’の組合せの雑種個体 29-3173 は、葉長 6.9cm、葉幅 0.9cm、淡青色花、

花冠長 3.6cm、花冠直径 3.1cm、花弁先端はやや外反転であり、花冠直径は両親

よりも大きかったが、それ以外の調査項目の値は両親の中間だった (Fig. 2-3 c-e, 

l-o’)。G. triflora ‘7-104-1’と G. tibetica ‘27-1074’(葉長 10.6cm、葉幅 2.3cm、白  
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花色、花冠長 3.4cm、花冠直径 1.5cm、花弁先端はやや外反転 )の組合せの雑種個

体 29-3202 は、葉長 6.1cm、葉幅 1.5cm、白花色、花冠長 4.4cm、花冠直径 1.8cm、

花弁先端はやや外反転であり、花冠直径は両親よりも大きく、花弁先端の反転は

父本に近かったが、その他の調査項目の値は両親の中間だった (Fig. 2-3e-f, p-u’)。

また、花粉稔性については、親に用いた系統の稔性は 55.3-96.5%であるのに対し、

種間交雑で得られた個体の稔性は 0.0-10.9 であり、著しく低かった (Table 2-7)。

中には、葯が退化し、花粉粒を観察できない個体も存在した。  

	 栽培種 (G. scabra ‘15-438-1’、G. triflora ‘5-131-2’)と野生種 (G. septemfida 

‘7-131-1’)を用い、正逆交雑して得られた個体の形質を調査した。G. scabra 

‘15-438-1’との組合せでは、花冠長や花冠直径で交雑方向による差異がみられたが、

いずれの交雑方向でも花の形態は正常であり、葉長や葉幅の差異はほとんどなか

った (Table 2-8、Fig. 2-4a-e)。一方、G. triflora ‘5-131-2’との組合せでは、G. 

triflora ‘5-131-2’を母本とした個体は、その逆交雑の個体と比べて葉長、葉幅、

花冠長、花冠直径が大きかった。また、花の形態は、G. triflora ‘5-131-2’を母本

とすると奇形となったのに対し、その逆交雑では正常だった (Fig. 2-4f, g)。  
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Fig. 2-4. Difference of flower in reciprocal crosses. a G. scabra ‘15-438-1’ (cultivated), b G. 
triflora ‘5-131-2’ (cultivated), c G. septemfida ‘7-131-1’ (wild species), d G. scabra 
‘15-438-1’×G. septemfida ‘7-131-1’, e G. septemfida ‘7-131-1’×G. scabra ‘15-438-1’, f G. 
triflora ‘5-131-2’×G. septemfida ‘7-131-1’, g G. septemfida ‘7-131-1’×G. triflora ‘5-131-2’. 
Bars = 1 cm. 

d� e� f� g�

a� b c�
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4 考察  

 

	 現在のリンドウ育種は、主に日本に自生する G. scabra と G. triflora の 2 種で

行なわれており、品種の多様性が乏しい。新奇性ある品種の開発には種間交雑に

よる遺伝的変異の拡大が有効だが、リンドウにおける種間交雑は、Morgan (2004)、

岩手農研セ (2006)、玉掛ら (2014)以外に報告されていない。そこで、栽培種 2 種

(G. scabra、G. triflora)と 20 種の野生種を用いて種間交雑を行ない、胚珠培養に

よる雑種の獲得を試みた。なお、一部の種間組合せにおいては、胚救済法を用い

ず雑種が得られるかを調査した。  

	 G. scabra と 20 種の野生種を交配して胚珠培養を行なったところ、20 種間組

合せのうち 15 種間組合せで正常実生が得られ、そのうち 10 種間組合せでは植物

体が得られた。また、G. triflora と 14 種の野生種との組合せでは、胚珠培養に

よりすべての種間組合せで正常実生、13 種間組合せで植物体を得ることができた。

栽培種との交雑で、正常実生の獲得数が特に多かったのは、栽培種と同じ

Pneumonanthe 節に分類される G. paradoxa、G. parriy、G. septemfida、G. 

pneumonanthe との組合せであった。G. triflora と G. paradoxa および G. 

septemfida との組合せによる雑種獲得は、玉掛ら (2014)も報告している。また

G. triflora と G. pneumonanthe との組合せについて、日影 (2016)は、種間交雑

が容易であると述べている。本研究の結果は、これらの知見と一致しており、ま

た、G. scabra についても同様に Pneumonanthe 節の野生種との組合せでは交雑

親和性が高いことを明らかにした。また、Pneumonanthe 節の種に次いで、正常

実生の獲得数が多かったのは、Cruciata 節に含まれる G. cruciata、G. dahurica、

G. gracilipes、G. olivieriとの組合せだった。核リボソーム DNAの ITSs (Internal 

transcribed spacers)領域や葉緑体 DNA に基づく系統発生解析により、Yuan et 

al. (1996)および Mishiba et al. (2009)は、Pneumonanthe 節と Cruciata 節は系

統発生的に近縁であることを報告しており、本研究での交雑結果と一致した。一
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方、胚珠培養を行なわずに雑種が得られるかどうかについて G. scabra と 11 種の

野生種、および G. triflora と 1 種の野生種を用い調査した。その結果、

Pneumonanthe 節の G. pneumonanthe、G. septemfida との組合せでは発芽率が

高い充実した種子が多く得られ、Cruciata 節の G. gracilipes、G. siphonantha、

G. stramiea との組合せでは、発芽率の低い種子が少量得られた。したがって、

交雑親和性は胚珠培養を行なった場合と同様の傾向であった。しかし、これらの

実生では雑種検定を行なっておらず、雑種かどうかは不明であるが、栽培種と近

縁な野生種との組合せであれば、胚珠培養を適用しなくても雑種個体を獲得でき

ることが推察された。  

	 栽培種と Pneumonanthe 節の野生種との組合せでは、一般に交雑親和性が高か

ったが、従来の分類において (Nilsson 1967; Ho and Liu 2001)、Pneumonanthe

節に分類されている G. asclepiadea との組合せでは正常実生数が少なかった

(0−22.7)。一方、分子遺伝学的解析によると、G. asclepiadea は系統的には

Pneumonanthe 節よりも Gentiana 節に近縁であることが示されている (Yuan et 

al. 1996; Mishiba et al. 2009)。本研究における交雑結果は、G. asclepiadea が

Pneumonanthe 節には分類されないことを支持した。  

	 G. scabra と G. oschtenica、G. jamesii、G. acaulis、G. tibetica、G. algida

の組合せでは正常な実生が得られず、また、G. triflora と G. oschtenica、G. 

acaulis、G. tibetica との組合せでも正常な実生の獲得数は少なかった (0−3.5)。

このうち、G. tibetica は Pneumonanthe 節と近縁な Cruciata 節の種であり、G. 

jamesiiは Pneumonanthe節や Cruciata節と近縁な Chondrophyllae節の種であ

る (Yuan et al. 1996; Mishiba et al. 2009)。これらの組合せで交雑親和性が低か

った理由の一つとしては、 供試した系統の影響が考えられる。本研究ではこれら

の種については 1 つの系統しか用いていない。一方で、種間交雑における生殖的

隔離の程度については、用いる系統により異なることが Dianthus (Nimura et al. 

2003)や Brassica (Tonosaki et al. 2013)等の多くの作物で報告されている



 75 

(Hadley and Openshaw 1980)。したがって、同じ種であっても他の遺伝子型を

用いることで、雑種が得られる可能性が考えられる。  

	 本研究では、交雑の方向により実生の獲得程度が異なることも明らかになった。

特に、G. triflora と G. gracilipes との組合せでは、G. triflora を母本とした交雑

でのみ、雑種が得られた。交雑方向により交雑親和性が異なることは、Brassica 

(Takahata 1990)、Alstroemeria (De Jeu and Jacobsen 1995)、Dianthus (Nimura 

et al. 2003) 、 Hibiscus (Van Laere et al. 2007) 、 Streptocarpus 

(Afkhami-Sarvestani et al. 2012)、Capsicum (Manzur et al. 2015)のように多

くの作物で報告されている。このような差異が生じる機構は不明であるが、雌蕊・

花粉相互作用、花粉管ガイダンス、胚乳のゲノムインプリンティングの影響など、

受精前および受精後の隔離が関与していると考えられる (Kinoshita 2007)。  

	 胚珠培養で得られた個体の雑種性を DNA マーカーで調査したところ、15 組合

せ 82 個体のうち 15 組合せ 79 個体では両親のバンドが検出され種間雑種である

ことを確認できたが、G. triflora と G. tibetica の組合せの 3 個体では、調査した

3 つの DNA マーカーすべてで母本由来のバンドしか検出されず、それらは偽雑

種である可能性が示唆された。なお、これらの 3 個体は、開花前に枯死したため

形態的に雑種かどうか判断することはできなかった。G. scabra では、野生種と

交雑して胚珠培養したところ、母本として用いた G. scabra とよく似た個体が得

られたことがある (日影、私信 )。Hordeum vulgare と H. bulbousm との種間交雑

では、H. bulbousm の染色体が胚発生の早い段階で選択的に除去されることで、

半数体が生じることが知られている (Kasha and Kao 1970)。また、Dianthus 

caryophyllus と D. japonicaus との種間交雑では、母本と非常によく似た個体が

得られ、それらの DNA マーカーを調査すると母本のバンドしか検出されなかっ

たことが報告されている (Nimura et al. 2003)。上述の 3 個体については、偽受

精により生じた半数体なのか、除雄ミスで自殖が生じて得られた個体なのか不明

であるため、再度交配を行なって確かめる必要がある。  
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	 種間交雑で得られた個体の形質調査では、花の先端の直径以外の葉や花の形質

は、ほとんどの個体で両親の中間的であり、雑種性が確認できた。種間交雑にお

いて、両親の中間的な形質の個体が生じることは典型的であり、Dianthus 

(Nimura et al. 2003)、Capsicum (Yoon et al. 2006)、Chrysanthemum (Cheng et 

al. 2011) 、 Streptocarpus (Afkhami-Sarvestani et al. 2012) 、 Kalanchoë 

(Kuligowska et al. 2015)など多くの植物種でも報告されている。一方、花の先端

の直径については、両親を上回る値となった個体が多かった。その理由としては、

花筒部の直径が大きく花弁先端が展開しない G. triflora と、花筒部の直径が小さ

く花弁先端が外反転する野生種とを交雑したため、花筒部の直径は野生種よりも

増大し、一方で花弁先端の外反転は中間的に維持されたためと考えられる。また、

G. septemfida と G. triflora を用いた正逆交雑では、いずれの交雑方向でも胚珠

培養をせずに種子が得られ、種子を播種すると植物体は正常に生育したが、G. 

triflora を母本にした個体では奇形花が生じた。したがって、G. septemfida のゲ

ノムと G. triflora の細胞質は、不親和性を示すことが明らかとなり、遺伝的変異

の拡大における正逆交雑の重要性が示唆された。また、種間交雑で得られた個体

の花粉稔性は、親と比較して著しく低かった。花粉稔性が低いことは、種間雑種

をそのまま品種として利用する場合には、花持ちの向上が期待されるため有利で

あるが、育種素材として利用する上では障害となる。今後は、稔性回復のため、

得られた雑種の染色体を倍加して複二倍体を作出したり、戻し交雑を試みる必要

がある。なお、効率的な複二倍体の作出については、3 章で詳述する。  
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第三章	 効率的な染色体倍加法の確立  
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1 序論  

 

	 これまでのリンドウの品種の多くは、二倍体の G. triflora と G. scabra、およ

びそれらの雑種から開発されており、倍数性育種は一部でしか行なわれていなか

った (日影 2016)。また、染色体倍加手法に関しては、Morgan et al. (2003)がオ

リザリン処理で G. triflora の四倍体を作出したことを報告しているが、それ以外

の報告は見当たらない。一方、花き類の倍数性育種では、花の巨大化、花色の濃

色化、日持ち性の向上、生理障害耐性の向上などが報告されており (Takamura 

and Miyajima 1996; Ketsa et al. 2001; Okazaki and Hane 2005; Kobayashi et 

al. 2008; Sattler 2016)、リンドウの育種においても、新たな形質の作出には、倍

数性育種が有効と考えられる。また、染色体倍加手法は、種間雑種の複二倍体作

出にも用いられ、雑種の稔性回復において重要な役割を果たしている (Asano 

1982; Ishizaka and Uematsu 1994; Nimura et al. 2006)。  

	 染色体倍加には、分裂細胞の紡錘糸の形成や発達を阻害する薬剤を用いるが、

その中で最も古くから行なわれている手法はコルヒチンによる処理であり、1930

年代に開発された (Blakeslee and Avery 1937)。現在、植物の倍数体作出では、

コルヒチンが最も一般的に使われているが (Dhooghe et al. 2011)、コルヒチン処

理した植物体では、生育異常や稔性低下、遺伝子突然変異の発生がみられること

も報告されている (Luckett 1989; Dhooghe et al. 2011)。コルヒチン以外の有糸

分裂阻害剤として代表的なものとしては、ジニトロアニリン系除草剤の一種であ

るオリザリンがあり (Dhooghe et al. 2011)、奇形や生育異常の発生が少ないこと

や (Van Tuyl et al. 1992)、低濃度で効率的に倍加個体を誘導できることが報告さ

れている (Väinöolä 2000)。これらのコルヒチンやオリザリン処理においては、濃

度や期間が不十分だと倍数体が得られず、一方、過剰な処理では致死を引き起こ

すため、効率的に倍数体を誘導するためには、適切な濃度や期間の検討が不可欠

である (Dhooghe et al. 2011)。  
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	 笑気ガスが紡錘体形成を阻害する作用を持つことは、1940 年代に初めて報告さ

れた (Östergren 1944)。笑気ガスは、気体であるため組織内部に浸透しやすく、

一方、圧力を下げると直ちに消散することから、処理後に組織に残留しないとい

う利点がある (Okazaki et al. 2012)。また、笑気ガス処理したユリの小胞子母細

胞の観察により、笑気ガスが微小管の重合を阻害することで染色体倍加を誘導す

ることが明らかとなっている (Kitamura et al. 2009)。これまでに、 Crepis 

capillaris (Östergren 1954)、Triticum dicoccum (Kihara and Tsunewaki 1960)、

Turipa spp. (Zeilinga and Schouten 1968)、Zea mays (Kato and Birchler 2006)、

Lilium spp. (佐藤  2015)では、受精後の接合子の倍加による倍数体の作出が、ま

た、Turipa spp. (Okazaki et al. 2005)、Lilium spp. (Barba-Gonzalez et al. 2006, 

Akutsu et al. 2007; Nukui et al. 2011)では、花粉母細胞や葯に発達する胞原細

胞に対する処理で 2n 花粉の作出が報告されている。特に、比較的多くの種で適

用例がある接合子での笑気ガス処理についてみると、笑気ガスに対する感受性や

ガス処理開始適期は、種や品種・系統による差があることが明らかとなっている。

さらに、キメラの発生を防ぐため、接合子が最初の有糸分裂を行なう時期にガス

処理する必要があり (Kihara and Tsunewaki 1960; Okazaki et al. 2005)、交配後

のガス処理時期は、効率的な倍数体誘導において極めて重要な要因の一つである。 

	 本研究では、リンドウにおける効率的な染色体倍加手法を確立するため、コル

ヒチンについては処理濃度、オリザリンについては主に処理期間の検討を行なっ

た。また、笑気ガスについては、交配後のガス処理開始時期の検討やガス処理容

器のサイズ、登熟中の温度の影響について調査した。これらの実験により、効率

的に四倍体を誘導できる処理方法を明らかにした。  
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2 材料および方法  

 

(1) 植物材料  

	 G. tiflora 3 系統 (‘5-131-2’、 ‘0-27-29’、 ‘12-87-1’)、G. scabra 6 系統 (‘26-476’、

‘15-438-1’、 ‘26-444’、 ‘27-713’、 ‘27-732’、 ‘27-735’)、G. gracilipes 1 系統、G. 

septemfida 1 系統の合計 4 種 11 系統を用いた。これらの材料は、八幡平市花き

研究開発センターにおいて露地圃場やガラス温室で栽培したもの、および組織培

養で無菌的に維持されていたものである。  

 

(2) コルヒチン、オリザリンによる倍加  

	 G. triflora、G. scabra各 2系統を用いた。MS培地 (Murashige and Skoog, 1962)

の無機塩類濃度を 1/2 にした 1/2MS 固形培地 (3%ショ糖、0.8%寒天、pH5.7)で無

菌的に維持されていた植物体を、1/2MS 液体培地 (3%ショ糖、0.01%寒天、1mg/l 

GA3、pH5.5)において、20℃16 時間日長、60rpm で振盪培養することでシュー

トを増殖した。得られたシュートを長さ約 1−2cmに切り出し、1/2MS固形培地 (3%

ショ糖、0.8%寒天、pH5.7)に移植し、20℃16 時間日長で継代培養して生長させ

た。その後、シュートを約 1cm の長さに切り出して、倍加処理に供試した。  

	 コルヒチン処理は、シュートを 125µM または 250µM の滅菌したコルヒチン水

溶液に 24 時間浸漬した (Fig. 3-1)。オリザリン処理では、シュートを 25µM の滅

菌したオリザリン水溶液 (最終濃度 1% DMSO を添加 )に 24 時間浸漬した。また、

オリザリン処理では水溶液処理に加えて、培地での処理を行なった。すなわち、

シュートを 25µM オリザリンを添加した 1/2MS 固形培地 (3%ショ糖、0.8%寒天、

1mg/l GA3、1mg/l BAP、pH5.7) (オリザリン添加 Pr 培地 ) (Morgan et al. 2003

を改変 )に 7 日または 14 日間置床した。  

	 コルヒチンやオリザリン処理したシュートは、1/2MS固形培地 (3%ショ糖、0.8%

寒天、1mg/l GA3、1mg/l BAP、pH5.7)(Pr 培地 )に置床し、20℃16 時間日長で培   
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Fig. 3-1. Chromosome doubling treatment by colchicine and 
oryzalin. a Immersion in colchicine solution, b Treatment on 
Pr medium (1/2MS solid medium supplemented with 1mg/l 
GA3 and BAP) with oryzalin, c  Shoot generation from 
treated shoot on Pr medium.�

a� b� c�
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養して新たなシュートを発生させた。新たに発生したシュートは切り出し、ホル

モンフリーの 1/2MS 固形培地 (3%ショ糖、0.8%寒天、pH5.7)に継代した。その後、

生長したシュートの葉を用い、フローサイトメーターで倍数性を調査した。  

 

(3) 笑気ガスによる倍加  

	 実験には、鉢植え、または切り花の植物体を用いた。切り花の維持には、抗菌

剤や無機イオン、糖類を含む水揚げ剤 (美咲プロ、OAT アグリオ株式会社 )を水で

100 倍希釈した溶液を使用した。笑気ガス処理は、柱頭が裂開した雌ずいに自殖

または種間交雑を行ない、交配から 3、5、7 日後 (3、5、7 DAP)にガス処理容器

内に入れ、6 気圧の笑気ガスで 72 時間処理した (Fig. 3-2)。笑気ガス処理には、

大型 (φ34×103cm, 93.5 cm3, 145 kg)または小型 (φ16×66cm, 13.3 cm3, 32 kg)の容

器を用い、1 度の処理で容器に入れる切り花の本数は 3–6 本とした。笑気ガスに

よる加圧および減圧は、1 分間に 0.6 気圧のペースで 10 分間かけて行なった。な

お、笑気ガス処理は、切り花を少量の上記溶液に浸した状態で行なった。ガス処

理終了後の切り花は溶液に浸して維持し、交配から 11−13 日後に 2 章で述べた方

法により胚珠培養を行なった。胚珠培養開始後、1 ヶ月が経過した時点で、発生

した実生数を調査した。胚珠培養により得られた実生のうち本葉が 2 対以上展開

した個体を無作為に選び、倍数性調査を行なった。以上を基本として、以下の条

件について検討した。  

 

1) ガス処理開始時期と遺伝子型  

	 G. scabra 4 系統の切り花を用いた。自殖から 3、5、7 日後に小型容器を用い

て笑気ガス処理を行なった。全ての植物体は、交配から胚珠培養開始までの間、

昼温 23℃、夜温 17℃、16 時間日長に設定した岩手大学の環境制御室 (コイトトロ

ン、コイト電工株式会社 )で維持した。  
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Fig. 3-2. Chromosome doubling treatment by nitrous oxide gas. a Nitrous oxide gas tank 
(7.5 kg, 5.2 MPa) with regulator (left), nitrous oxide gas chamber (right). b Nitrous oxide 
gas chamber, left; large chamber (φ34×103cm, 93.5 cm3, 145 kg), right; small chamber 
(φ16×66cm, 13.3 cm3, 32 kg). c Swelled ovaries after pollination for nitrous oxide 
treatment. d Cut flowers in nitrous oxide gas chamber before treatment. e The chamber 
contained the gas at a pressure of 600 kPa during nitrous oxide gas treatment. f 
Germination from fertilized ovule on 1/2MS (+GA3) solid medium after nitrous oxide 
gas treatment.�

a�

d� e�

b�

c� f�
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2) 交配からガス処理開始前までの温度  

	 G. triflora ‘5-131-2’の鉢植えを用いた。交配からガス処理までの登熟を、八幡

平市花き研究センターのガラス温室 (成り行き )、および岩手大学の環境制御室 (昼

温 23℃、夜温 17℃、16 時間日長 )の 2 区で行なった。実験期間中の気温は、温度

データロガー (TR-71U、T&D Corporation)を用いて 10 分間隔で測定した。なお、

笑気ガス処理は、いずれも岩手大学の環境制御室で小型容器を用いて行なった。  

 

3) ガス処理容器のサイズ  

	 G. scabra ‘27-732’の切り花を用い、岩手大学の環境制御室で行なった。前述の

大型または小型の容器を用いた。また、通常は空気を含んだ状態で笑気ガス処理

を行なうのに対し、容器内の空気を笑気ガスで置換した処理も行なった。交配に

用いる切り花の本数は、いずれの処理条件においても 3 本とした。  

 

4) 種間交雑  

	 G. triflora 2 系統 (鉢植え )を母本とし、G. gracilipes 1 系統、G. septemfida １

系統を父本として種間交雑を行なったあと、交雑した植物体を鉢植えごと大型容

器に入れて笑気ガスで処理した。交配から胚珠培養開始までの間、植物体は八幡

平市花き研究開発センターのガラス温室で維持した。  

 

5) 笑気ガス処理で得られた種間雑種の形質調査  

	 2 章と同様の方法で行なった。  

 

(4) 倍数性調査  

1)フローサイトメトリー  

	 1 章と同様の方法で行なった。  



 85 

2) 染色体観察  

	 1 章と同様の方法で行なった。  

 

(5) DNA マーカーによる雑種検定  

	 ゲノム抽出、PCR、電気泳動は、2 章と同様の方法で行なった。PCR には、フ

ラボノイド生合成関連遺伝子 anthocyanidin synthase (ANS)のイントロンの長

さの多型を検出できるプライマー (西原、私信 )を用いた。  
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3 結果  

 

(1) コルヒチン、オリザリンによる倍加  

	 G. triflora 2 系統 (‘5-131-2’、‘0-27-29’)、G. scabra 2 系統 (‘26-476’、‘15-438-1’)

の無菌シュートを用い、コルヒチンおよびオリザリン水溶液への浸漬、あるいは

オリザリン添加 1/2MS 固形培地へ置床し、倍加を試みた (Fig. 3-1a, b)。  

	 シュートをコルヒチンやオリザリン水溶液で処理した時は、いずれの種や系統

においても、無処理区と比べて新たに発生するシュートの数が減少した (Table 

3-1)。減少の程度は、コルヒチン濃度の増加に応じて大きくなる傾向がみられ、

無処理区と比べ 125µM 処理では 64.3−85.7%、250µM では 38.5−70.8%のシュー

ト数であった。オリザリン処理では無処理区に対して 29.5−81.6%のシュート数

となり、コルヒチンと同程度の減少がみられた系統とそれ以上の減少がみられた

系統があった。倍加処理後に得られたシュートの倍数性を調査したところ、四倍

体の誘導率は、G. triflora では、125µM のコルヒチン水溶液で処理した時に

27.6−30.8%と高く、G. scabra では、250µM のコルヒチン水溶液で処理した時に

22.2−25.0%と高かった (Table 3-1)。25µM のオリザリン水溶液での処理では、四

倍体誘導率は 0−4.3%と低かった。  

	 25µM のオリザリン添加 1/2MS 固形培地での処理では、すべての系統で処理期

間の延長に応じてシュート発生数の減少がみられ、7 日間処理では無処理区に対

して 39.1−96.6%、14 日間処理では 30.2−77.9%であった (Table 3-2)。四倍体誘導

率については、G. triflora ‘5-131-2’では処理日数による差異は小さかったが、G. 

triflora ‘0-27-29’、G. scabra ‘26-476’では 14 日間処理した時に、17.9−26.3%と

高かった。  

	 一方、水溶液および培地での処理ともに倍数性キメラがみられた。コルヒチン

やオリザリンの水溶液処理では、処理区によるキメラ発生率の差は系統によって

異なり明確な傾向はいえなかったが (Table 3-1)、オリザリン添加培地での処理で  
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は、処理期間が短い区でキメラ発生率が高かった (Table 3-2)。水溶液および培地

のすべての処理区を含めて系統別にみると、G. scabra ‘26-476’はキメラの発生率

が低く (0.0−7.1％ )、G. triflora ‘5-131-2’、 ‘0-27-29’は中程度であり (8.3−53.3%)、

G. scabra ‘15-438-1’はキメラの発生率が高かった (9.1−85.7%)。四倍体以外の倍

数性では、三倍体が比較的多く発生しており、一部の種や系統では少数ではある

が五倍体、六倍体、七倍体、八倍体の発生も確認された。  

	  

(2) 笑気ガスによる倍加  

1) ガス処理開始時期と遺伝子型の影響  

	 G. triflora 1 系統 (‘12-87-1’)、G. scabra 4 系統 (‘26-444’、 ‘27-713’、 ‘27-732’、

‘27-735’)の切り花を用い、四倍体の誘導効率が高い笑気ガス処理開始時期と、遺

伝子型の影響について調査した (Table 3-3)。  

	 笑気ガス処理後に行なった胚珠培養で形成した 1 蕾あたりの実生数は、無処理

区と比較してガス処理区では減少する傾向があり、その程度は 7 DAP 処理より 3 

DAP、5 DAP処理で顕著であった。特に、G. scabra ‘27-713’の 3 DAPまたは 5 DAP

に処理した時に大きく、無処理区の 1/5 程度の実生数であった。また、G. triflora 

‘12-87-1’の無処理区では、1 蕾あたり 60.0 個の実生が得られたが、5 DAP 処理区

では 22.6 個であり、G. scabra では無処理区では 41.8−204.0 個の実生が得られ

たのに対し、3 DAP 処理区では 0−7.8 個、5 DAP 処理区では 8.2−84.5 個と減少

した。得られた実生の倍数性を調査したところ、G. triflora ‘12-87-1’、G. scabra 

‘26-444’ではすべての処理区で四倍体が得られ、そのうち 5 DAP における四倍体

誘導率が、それぞれ 46.7%、100%と高かった。G. scabra ‘27-713’、‘27-732’、‘27-735’

では、 3 DAP 以外の処理区で四倍体が得られ、 5 DAP での四倍体誘導率は

30.8−92.9%であった。四倍体誘導率は、遺伝子型間での差異が確認されたものの、

いずれの種や系統においても 5 DAP で最も高かった。得られた倍数体の割合は、

四倍体が最も多かったが、三倍体、五倍体、六倍体、八倍体やキメラも確認され  
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た。キメラ個体は、G. scabra ‘27-732’の 3 DAP 処理での 1 個体を除くと、7 DAP

処理でのみ発生しており、その割合は 14.3−40.0%だった。  

 

2) 交配からガス処理開始前までの温度の影響  

	 G. triflora ‘5-131-2’ の鉢植えを用い、交配からガス処理開始前までの温度条件

による影響を環境制御室 (岩手大学 )とガラス温室 (八幡平市花き研究開発センタ

ー )で育成した植物を用いて調査した。実験期間中の平均温度および温度範囲は、

岩手大学の環境制御室では、それぞれ 22.2℃および 14.8−22.2℃、八幡平市の花

き研究開発センターのガラス温室では、それぞれ 19.9℃および 13.6−31.0℃だっ

た。胚珠培養で得られた実生の数は、どちらの温度条件でも笑気ガス処理により

減少し、その程度は笑気ガス処理開始時期が早いほど大きく、無処理区と比べて

3 DAP では 8.1−9.3％、7 DAP では 32.6−67.4%の実生数であった  (Table 3-4)。

四倍体誘導率は、環境制御室では 3 DAP で 93.3%、5 DAP で 20.0%、ガラス温

室では 3 DAP で 53.3%、5 DAP で 45.5%であり、両条件とも 7 DAP での四倍体

誘導率が最も低かった (Table 3-4、Fig. 3-3)。また、キメラの発生が 7 DAP での

み確認された。  

 

3) ガス処理容器のサイズとガスの影響  

	 G. scabra ‘27-732’の切り花を用い、ガス処理容器のサイズ (小型；13.3cm3、大

型；93.5cm3)および笑気ガスで空気を置換した処理による影響を調査した (Table 

3-5)。胚珠培養による実生の形成数については、どちらの容器で処理した場合で

も、無処理区と比較すると、処理開始時期が早い方が 1 蕾あたりの実生の減少程

度が大きく、特に 3 DAP で顕著だった。減少の程度に容器サイズによる明確な差

異はみられなかった。四倍体誘導率は、小型容器では 3 DAP で 71.4%、5 DAP

で 42.9%、大型容器では 3 DAP で 28.6%、5 DAP では 46.7%であり、3 DAP で

は小型容器で 2.5 倍高くなったが、5 DAP では容器サイズ間の差異は小さかった。 
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Fig. 3-3. Determination of ploidy level of G. triflora 
‘5-131-2’ seedling after treatment of nitrous oxide gas. a, 
c Chromosome counting, b, d Flow cytometoric analysis. 
a, b 2n = 2x = 26 showing a diploid (Non-treated) , c, d 
2n = 4x = 52 showing a tetraploid. Bars = 20 µm. 

c

a b

d

2C 

4C 
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	 笑気ガスで空気を置換した処理区では、ガス処理後、植物体が著しく褐変化し

ており、胚珠培養を行なったが実生は得られなかった。  

 

4) 種間交雑  

	 G. triflora ‘5-131-2’、‘0-27-29’を母本、G. gracilipes、G. septemfida ‘27-1079’

を父本として種間交雑を行なった後、鉢植えで笑気ガス処理を行ない、複二倍体

の種間雑種の獲得を試みた (Table 3-6)。 1 蕾あたりの実生数は、G. triflora 

‘0-27-29’×G. gracilipes の交配組合せを除きガス処理区で少なく、特に G. 

triflora×G. septemfida の組合せの 3 DAP 処理区 (無処理区の 4.0−18.0%)や 5 

DAP処理区 (同 7.0−17.3%)で少なかった。四倍体誘導率は G. triflora ‘5-131-2’×G. 

gracilipes では 5 DAP、G. triflora ‘5-131-2’×G. septemfida では 3 DAP 処理区

で高く、それぞれ 28.6％、55.0%だった。G. triflora ‘0-27-29’との種間交雑では、

いずれも 5、7 DAP 処理区で四倍体が得られ、G. gracilipes との組合せでは 5 DAP

で 23.5%、G. septemfida との組合せでは 7 DAP で 55.0%の四倍体獲得率であっ

た。G. triflora ‘5-131-2’×G. septemfida 由来の四倍体 4 個体、G. triflora 

‘0-27-29’×G. gracilipes由来の四倍体 4個体の雑種性を DNAマーカーで調査した

ところ、すべての個体で両親のバンドがみられ、種間雑種であることが確認され

た (Fig. 3-4)。  

	 G. triflora ‘0-27-29’×G. gracilipes の組合せで得られた複二倍体雑種の形質を

調査した。G. triflora ‘0-27-29’ (葉長 5.7cm、葉幅 1.4cm、青色花、花冠長 5.6cm、

花冠直径 1.8cm、花弁先端は直立 )と G. gracilipes (葉長 9.9cm、葉幅 1.2cm、淡

青色花、花冠長 2.6cm、花冠直径 1.8cm、花弁先端は外反転 )の組合せの雑種個体

29-3217 は、葉長 9.2cm、葉幅 1.6cm、淡青色花、花冠長 5.7cm、花冠直径 2.4cm

であり、葉長以外の形質は、すべて両親よりも大型化していた (Fig. 3-5 a、Table 

3-7)。また、花粉を酢酸カーミンで染色して観察したところ、花粉サイズは約 45

μM と大きく (Fig. 3-5 b)、80.9%と高い稔性を示した。   
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Fig. 3-4. Analysis of genetic constitution of tetraploids derived from interspecific crosses and 
nitrous oxide treatment. a Hybrid plants of G. triflora ‘5-131-2’ × G. septemfida ‘27-1079’, b 
Hybrid plants of G. triflora ‘0-27-29’ × G. gracilipes. M: 100bp molecular marker. 
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Fig. 3-5. Interspecific hybrids (amphidiploid) derived from 
interspecific crosses and nitrous oxide treatment (No. 28-3065). 
a. Flower of hybrid, b. Pollen grains stained with acetic carmine. 
Bars in a = 5 cm, b = 50 µM.�

b�a�
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4 考察  

 

	 現在のリンドウ品種の大部分は二倍体であり、倍数性育種は一部で民間育種家

が行なっているが (日影 2016)、倍加の効率性など詳細は不明である。一方、現在

まで、リンドウの倍加については Morgan et al. (2003)がオリザリンによる G. 

triflora の染色体倍加法を報告しているが、それ以外は見当たらない。効率的な

染色体倍加手法の確立は、倍数体品種の育成や種間雑種の稔性回復に不可欠であ

り、本研究では、コルヒチン、オリザリンおよび笑気ガスの異なった化学物質を

用い、効率的な倍加処理条件の検討を行なった。  

	 倍加処理としてシュートを用い、コルヒチンやオリザリン水溶液や、オリザリ

ンを含む固形培地で処理したところ、コルヒチンでは濃度の増加に応じて、オリ

ザリンでは処理期間に応じて、新たに発生するシュートの数が減少する傾向がみ

られた。Petersen et al. (2003)は、高濃度のコルヒチンでススキのシュートを処

理すると、処理後に発生するシュートの数が減少することを報告している。また、

オリザリンについても、長時間の処理や高濃度での処理により、シュートの生存

率が低下することがバラ属、フジウツギ属で報告されており (Kermani et al. 

2003; Allum et al. 2007; Dunn and Lindstrom 2007)、本研究の結果はそれらと

一致した。  

	 コルヒチンとオリザリンの水溶液の間の比較では、四倍体誘導率はそれぞれ

15.4−30.8%、0.0−4.3%であり、コルヒチンの方が高かった。コルヒチン水溶液処

理による倍加の最適濃度は、G. triflora では 125µM、G. scabra では 250µM で

あり、種間で差があることが示唆された。また、固形培地でのオリザリン処理で

は 7 日より 14 日処理が高かったが、G. triflora の四倍体誘導率は、14 日処理で

‘0-27-29’が 26.3%であるのに対し、‘5-131-2’では 8.3%であり、系統間で感受性が

異なることが示唆された。有糸分裂阻害剤に対する感受性の遺伝子型による差異

は、ススキ、ボケ、バラでも明らかとなっている (Petersen et al. 2003; Stanys et 



 101 

al. 2003; Khosravi et al. 2008)。オリザリンについては水溶液と固形培地の 2 処

理行なったが、四倍体誘導率が高かったのは固形培地であり、Morgan et al. 

(2003)の手法の有効性が確認された。一方、水溶液での処理濃度については、デ

ータは示していないが 50µMでの予備実験でほとんどのシュートが枯死したため、

本研究では 25µM で処理を行なったが、今後、濃度や処理時間等を再検討する必

要がある。コルヒチンとオリザリンの倍加効率については、オリザリンが効果的

な場合 (Väinöolä 2000; Thao et al. 2003; 津田ら  2012)と、コルヒチンが効果的

な場合 (Petersen et al. 2003; 八幡ら  2004)があり、対象とする植物材料において

比較する必要があると考えられる。  

	 笑気ガスによる倍加処理は、交配後の接合子を標的に行なうことが多くの植物

で報告されている (Östergren 1954; Kihara and Tsunewaki 1960; Zeilinga and 

Schouten 1968; Kato and Birchler 2006; 佐藤 2015)。この方法では、笑気ガス

処理を開始する時期が極めて重要であるため、本研究では G. triflora 1 系統と

G. scabra 4 系統を用い、効率的に四倍体を誘導できる時期を検討した。交配後の

接合子の笑気ガス処理により、7 DAP の処理時期を除いて得られる実生の数は大

きく減少した。笑気ガス処理により、トウモロコシでは無胚種子やシワのある種

子の増加 (Kato and Birchler 2006)、エンマーコムギでは種子重や種子の発芽率

の減少 (Kihara and Tsunewaki 1960)が報告されており、本研究の結果と一致し

た。詳細なメカニズムは不明であるが、笑気ガスにより紡錘体形成が阻害され、

それにより細胞分裂が異常となり胚発達や胚乳発達が阻害されることが推察され、

特に胚発生のごく初期は感受性が高いと考えられる。四倍体誘導率については、

処理開始時期で顕著な差がみられ、今回供試した 2 種 5 系統では、5 DAP でのガ

ス処理で最も効率が高く、キメラの発生も回避できることが示された。接合子の

倍加では、初回あるいは 2 回目の分裂中に処理することが望ましく、アジアティ

ックハイブリッド系ユリでは交配後 10−13 日からの処理、トウモロコシでは交配

後 30−36 時間からの処理で効率的に倍数体が得られており、この時期は、受精
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卵の初回、または初回から 2 回目の有糸分裂が生じる時期と一致していた (Kato 

and Birchler 2006; Okazaki et al. 2012)。したがって、今回供試した材料では、

3−5 DAP で初回から 2 回目の接合子の分裂が生じたと推察される。また、5 DAP

での四倍体誘導率について、30.8−100%と系統間差異がみられた。笑気ガス処理

における倍加効率の系統間差異は、シンテッポウユリ (73.3−100%)(佐藤 2015)、

トウモロコシ (0.5−20%)(Kato and Birchler 2006)でも報告されている。  

	 倍加処理についてはキメラの発生頻度も考慮する必要があり、コルヒチンやオ

リザリンでシュートを処理する方法では、本実験の結果も含めキメラの発生が多

いことが明らかとなっている (Kermani et al. 2003; Petersen et al. 2003; Thao 

et al. 2003; 津田ら  2012)。笑気ガス処理でも、処理時期が遅れるとキメラが発

生することが知られており (Okazaki et al. 2012)、本研究においても、7 DAP で

はキメラの発生率が高かった。一方、笑気ガスで接合子を処理する方法ではキメ

ラの発生は比較的少ないことも報告されており (Kihara and Tsunewaki 1960; 

Kato and Birchler 2006)、本実験でも 7 DAP での処理を除き、キメラの発生率

は極めて低かった。このことは、接合子を笑気ガスで最適時期に処理することが

重要であり、また笑気ガスの利点と考えられる。  

	 Kato and Birchler (2006)は、笑気ガスによるトウモロコシの倍加において、

供試系統やガス圧、ガス処理開始時期を変えずに処理したにもかかわらず、実験

毎に倍加効率に違いがみられ、その原因は受粉後の温度の違いであると推察して

いる。そこで、受粉からガス処理までの温度条件が、倍加効率に与える影響を調

査した。環境制御室 (22.2℃、14.8−22.2℃ )で育成したときの四倍体誘導率は、ガ

ラス温室 (19.9℃、13.6−31.0℃ )で育成したときと比較して、3 DAP 処理では高く、

5 DAP では低かった。この原因として、平均温度が高い環境制御室では、接合子

が分裂を開始する時期が早まり、3 DAP での四倍体誘導率が高まった可能性があ

る。したがって、温度制御ができない条件で交配後育成する場合には、ガス処理

開始時期を複数設定できるように時期をずらして交配しておくことが必要と考え
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られる。  

	 本研究では、当初の予備実験では大型容器 (93.5 cm3)を用いて実験していたが、

大型容器は移動や蓋の開閉、ボルト・ナットの締結にかかる労力が大きく、さら

にガス使用量も多いため、なるべく小型の容器で同様の効果が得られることが望

ましい。そこで、小型容器 (13.3cm3)を用い、大型容器 (93.5cm3)との倍加効率の

差異を調査した。3 DAPでの倍加効率は小型容器の方が約 40%高かったが、5 DAP

では容器サイズによる差はほとんどみられなかった。また、実生の獲得数にも差

がみられなかったことから、容器サイズによる差異は小さく、小型容器でも十分

に倍加個体が得られることが明らかとなった。なお、容器内の空気をガスで置換

した処理では、植物体が褐変化して実生が全く得られなかったことから、ガス処

理時には空気が必要であることが明らかとなった。  

	 種間雑種は一般的に稔性が極めて低く、リンドウにおいても 2 章で花粉稔性は

ほとんどないことが明らかであり、育種で利用するためには複二倍体化による稔

性回復が不可欠である。そこで、種間交雑後に笑気ガス処理を行ない、迅速な複

二倍体獲得を試みた。G. triflora 2 系統と G. gracilipes、G. septemfida との組

合せでは、全ての組合せで四倍体が得られ、それらの一部については DNA マー

カーで雑種性が確認できた。さらに、G. triflora と G. gracilipes の組合せで得ら

れた複二倍体の形質を調査したところ、葉長以外の形質は両親よりも大きく、花

粉稔性が回復していることを確認できた。接合子を笑気ガスで倍加する手法は、

同質倍数体の獲得のみならず異質倍数体の獲得、稔性回復にも利用できることが

明らかとなった。これまでのところ、花粉母細胞や葯に発達する胞原細胞に対す

る笑気ガス処理での種間雑種の稔性回復は報告されているが、種間雑種の接合子

に対する笑気ガス処理の適用は本研究が初めてと考えられ、今後迅速に複二倍体

が得られることが期待される。  
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総合考察  

 

	 リンドウは、日本における重要な花き品目のひとつであるが、栽培や育種の歴

史は比較的浅い。育種は F1育種と栄養繁殖作物に準拠した育種が行なわれている

が、課題も多い。すなわち品種の多くが自生種である G. scabra、G. triflora お

よびそれらの雑種で育成され、品種のバリエーションが乏しいことや、自殖弱勢

のため F1育種における親系統の維持、増殖が難しいこと等である。そこで、現在

までほとんど育種に利用されていない野生種を用い、F1育種に有用な倍加半数体

の作出方法である未受精胚珠培養や種間交雑を行なうとともに、効率的な染色体

倍加法の確立を試みた。加えて、未受精胚珠培養の効率化と胚様体発生機構の解

明を試みた。  

	 リンドウの未受精胚珠培養は、野生種リンドウに対して適用可能かどうか不明

であったが、本研究では 5 節 13 種を供試し 2 節 9 種で再生植物体を獲得した。

それらの大部分は栽培種 (G. scabra、G. triflora)と近縁な Pneumonanthe 節、

Cruciata 節の野生種であり、これらの種には栽培種と同じ手法が適用可能である

ことが明らかとなった。本研究では、得られた植物体の純系検定は行なっていな

いが、7 種の再生植物体には半数体が含まれていることから、雌性配偶子由来の

植物体が発生したことを確認できた。野生種リンドウは、栽培種リンドウと異な

り遺伝的な固定はほとんど行なわれていないため、今後、野生種リンドウを用い

た F1育種に未受精胚珠培養を活用できると考えられる。  

	 リンドウの未受精胚珠培養では、系統間差異がみられることから (Doi et al. 

2011, 2013)、蕾ステージや培地条件の検討を行なった。蕾ステージについて、野

生種リンドウで検討したところ、葯が裂開した蕾で効率がよい傾向がみられ、栽

培リンドウでの Doi et al. (2011)の結果と一致した。培地の浸透圧に着目し、胚

様体誘導培地のショ糖濃度を検討したところ、ショ糖 10−13%で胚様体発生数が

多く、植物体再生率はショ糖 7％の培地で形成した胚様体が最も高かった。胚様
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体発生数と植物体再生数の両方を考慮すると、最も効率的なのはショ糖 10%での

培養であったが、植物体再生率が特に低い系統においては、ショ糖 7%での胚様

体誘導も検討の価値があると考えられる。水分ストレスやエチレンに着目し、植

物体再生培地の寒天濃度、硝酸銀添加を検討したところ、寒天濃度 1.6%の培地や

硝酸銀 10mg/l添加培地での 14日間処理は、再生率の向上に多少の効果を示した。

以上より、葯が裂開した蕾を用いて、ショ糖 10%で胚様体を誘導し、寒天 1.6%

または硝酸銀添加培地での植物体植物体を再生させることが最善と考えられる。

一方、培養効率が低い系統に対しては、今後のさらなる検証検討が必要である。  

	 リンドウの未受精胚珠培養では、胚様体発生機構の詳細は不明のままである。

胚様体発生能の遺伝様式を解明するため、胚様体発生能が異なる G. triflora 4 系

統を用い片側ダイアレル分析を行なったところ、培養効率が低い形質が優性であ

ること、不完全優性であること、広義の遺伝率は 0.995 と高いが、狭義の遺伝率

は 0.532 と高くないため、選抜による固定効果はあまり高くないと推定された。

難培養系統の培養効率を改善するためには、できるだけ培養効率が高く、一般組

合せ能力が高い系統を探索して用いる必要があると考えられる。また、培養胚珠

の形態観察を行なったところ、珠孔付近で分裂する卵細胞様の細胞がみられ、加

えて卵細胞以外の細胞の核分裂もみられたことから、卵細胞が胚様体の起源とな

るが、卵細胞以外も起源となる可能性が示唆された。卵細胞と助細胞は隣合わせ

に存在しており、切片での観察には限界があることから、胚様体発生機構のさら

に詳細な解明のためには、胚珠を透明化して非破壊的に観察する必要があると考

えられる。  

	 リンドウの種間交雑は、Morgan (2004)、岩手農研セ (2006)、玉掛ら (2014)以

外には行なわれておらず、交雑親和性や効率的な種間雑種の獲得方法が不明であ

った。G. scabra と野生種 15 種、G. triflora と野生種 14 種の組合せで種間交雑

を 行 な い 、 胚 珠 培 養 に よ り 正 常 な 実 生 が 得 ら れ 、 中 で も 栽 培 種 と 同 じ

Pneumonanthe 節の野生種や Pneumonanthe 節と近縁な Cruciata 節の野生種と
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の組合せでは交雑親和性が高かった。また、一部の種間組合せで、胚救済を行わ

ずに種子を登熟させて、種子の発芽率を調査したが、Pneumonanthe 節の野生種

と栽培種との組合せでは発芽率が高かった。したがって、Pneumonanthe 節同士

の種間交雑では、胚救済の必要性は低く、種間雑種の F1品種の育成も容易である

と推察される。一方、胚珠培養を行なっても G. purpurea(Microsperma 節 )、G. 

lutea(Gentiana 節 )などの組合せでは正常実生をほとんど得ることができなかっ

たが、これらの野生種は、栽培種 (G. scabra、G. triflora)にはない花色を有して

おり、遺伝資源として重要である。雑種の獲得には系統間差異や胚と胚乳の相互

作用等いくつかの要因が考えられることから、今後、多数の系統を用いたり倍数

体の利用を試みる必要があり、さらには、細胞融合による体細胞雑種の作出も検

討する必要がある。  

	 種間交雑で得られた個体の形質を調査したところ、多くの個体において葉や花

の形態は両親の中間的であった。これまでの栽培種にはないタイプの草姿を持つ

個体が得られ、また、花粉稔性は著しく低いため、受粉が起こらず鑑賞期間が長

かった。不稔性であることは、種間交雑で得られた個体を F1品種または栄養系品

種として直接用いる際には、花持ちの向上につながり有利だと考えられる。一方、

F2世代を展開したり、他の系統と交雑する場合、不稔性であることは障害となる

ため、複二倍体化による稔性回復が必要である。  

	 リンドウの育種では、一部の民間育種家の例を除き、倍数性育種はほとんど行

なわれていなかった (日影 2016)。組織培養での倍加処理として、コルヒチン、オ

リザリンの処理条件を検討したところ、オリザリンの最適処理条件は明らかにで

きなかったが、コルヒチンでは G. scabra は 250μM 水溶液、G. triflora は 125

μM 水溶液で 24 時間処理することで、倍加効率が高いことを明らかにした。組

織培養での倍加は、無菌植物の作成から始まり時間と労力を要するが、未受精胚

珠培養で得られた半数体や胚珠培養で得られた種間雑種など、培養植物がある場

合には有利である。一方、笑気ガスを用いた方法を検討したところ、多くの系統
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において 5 DAP からの笑気ガス処理で倍加効率が高く、倍数性キメラの発生も極

めて少ないことが明らかとなった。接合子の笑気ガス処理での倍加は、供試材料

が胚発生を行なうことが前提となるが、固定系統や純系からの同質四倍数体の作

出や迅速な複二倍体種間雑種の作出に活用できると考えられる。複二倍体の作出

については、G. trifloraと G. gracilipesとの交雑後に笑気ガス処理をすることで、

稔性がある個体を獲得できた。なお、笑気ガス処理では、6 気圧のガスを封入で

きる頑丈な耐圧容器が必要なところが欠点ではあるが、倍加効率に容器サイズの

影響は小さく、小型の容器でも倍加が行なえることも明らかにした。  

	 未受精胚珠培養、種間交雑、染色体倍加において本研究が明らかにした知見は、

リンドウ育種における基盤となり、特に野生種リンドウを用いた遺伝的変異の拡

大と、効率的な新品種の育成に寄与することが期待される。  
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摘要  

 

	 リンドウは日本における重要な花き品目であり、盆や彼岸の切り花、敬老の日

の鉢物等として利用されている。リンドウの育種では、多くの品種が Gentiana 

scabra、G. triflora およびそれらの雑種で育成された二倍体であるため、品種の

バリエーションが乏しく、また、多年生で自殖弱勢が強いため F1品種の親系統の

作成には時間がかかり、増殖・維持が困難である。本研究は、現在までリンドウ

育種にほとんど利用されてこなかった野生種を用い、倍加半数体作出法である未

受精胚珠培養、種間交雑を行なうとともに、効率的な染色体倍加法の確立を試み

た。加えて、未受精胚珠培養の効率化と胚様体発生機構の解明を試みた。  

 

第一章	 未受精胚珠培養による倍加半数体作出  

	 野生種リンドウ 5 節 13 種 25 系統を未受精胚珠培養に供試し、2 節 9 種 17 系

統で再生植物体を獲得した。特に、栽培種と近縁な Pneumonanthe 節、Cruciata

節の野生種には未受精胚珠培養が適用可能であることを示した。また、培養条件

について、蕾の発達ステージを検討し葯が裂開する前よりも裂開した後の方で培

養効率が高いことを明らかにした。胚様体誘導培地では、胚様体発生に重要なシ

ョ糖濃度の検討を行ない、7%よりも 10−13%で胚様体発生数が約 1.7−4.8 倍増加

する傾向がある一方、高濃度のショ糖は植物体再生率を 12.7−37.5%低下させるこ

とが明らかとなり、ショ糖 10%が汎用的かつ効率的であることが示唆された。植

物体再生培地の検討では、高濃度の寒天による水分ストレスと硝酸銀によるエチ

レン作用阻害の効果を調査した。系統により反応が異なったが、寒天 1.6%の培地

(通常は 0.8%)の使用、または 10mg/l 硝酸銀を添加した培地で 14 日間処理するこ

とで、植物体の再生率を 5.9−20.0%向上できることを明らかにした。  

	 胚様体発生機構の解析では、遺伝様式を明らかにするために、培養効率が異な

る G. triflora 4 系統を用いて胚様体発生能に関する片側ダイアレル分析を行なっ
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た。胚様体発生能には相加効果、優性効果の両方が関与すること、胚様体発生能

が低い方が優性で、不完全優性であること、広義の遺伝率は 0.995、狭義の遺伝

率は 0.532 であることが明らかとなった。形態学的観察では、15 DAC(置床後日

数 )以降の培養胚珠において珠孔付近で分裂する卵細胞や、卵細胞以外の細胞が核

分裂する様子がみられ、卵細胞が胚様体の起源となるが、卵細胞以外の細胞も起

源となる可能性が示唆された。  

 

第二章	 種間交雑による遺伝変異の拡大  

	 野生種リンドウ 9 節 20 種と栽培種リンドウ (G. scabra、G. triflora)を交配し、

胚珠培養を行なったところ、8 節 15 種との組合せで正常な実生が得られ、1 花あ

たりの実生数は、栽培種と近縁な Pneumonanthe 節、Cruciata 節の野生種との

組合せで最大 427.7 個と多かった。5 節 11 種の野生種との組合せでは胚救済をせ

ずに種子を登熟させたところ、G. asclepiadea を除く Pneumonanthe 節の野生種

との組合せでは、1花あたり 50.7−195.3個と多くの種子が得られ (発芽率 25−80%)、

胚珠培養を適用しなくても雑種獲得が可能と推察された。また、G. asclepiadea

は従来 Pneumonanthe 節に分類されていたが、交雑親和性が著しく低く、

Gentiana 節に分類されるとする近年の分子系統的解析の結果を支持した。正逆

交雑では、交雑方向により実生獲得数のみならず雑種個体の形質にも違いがみら

れ、その重要性が示唆された。胚珠培養で得られた 15 組合せ 82 個体について、

DNA マーカーによる雑種検定を行ない、15 組合せ 79 個体が雑種であることを確

認し、また、形質調査の結果、多くの形質は両親の中間的特性を持ち、花粉稔性

は両親と比べて著しく低かった。  

 

第三章	 効率的な染色体倍加手法の確立  

	 栽培種リンドウ (G. scabra、G. triflora)4 系統を用い、コルヒチンやオリザリ

ンの処理条件を検討した結果、コルヒチンでは G. scabra では 250μM での処理
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(四倍体誘導率 22.2−25.0%)、G. triflora では 125μM の処理 (四倍体誘導率 27.6−

30.8%)が検討した条件の中では効率的であることを明らかにした。オリザリンに

ついては、全体的に効率が低く、条件検討が必要と考えられた。一方、栽培種リ

ンドウ 2 種 4 系統を用いて、接合子の笑気ガス処理における自殖後のガス処理開

始時期と遺伝子型による影響を調査したところ、いずれの系統でも 5DAP(交配後

日数 )での四倍体誘導率が 30.8−100%と高く、7DAP を除きキメラの発生は極めて

少なかった。また、交配からガス処理開始前までの温度の影響やガス処理容器の

サイズ等についても検討し、登熟時の温度が高いと最適処理時期はやや前進する

こと、ガス処理容器のサイズの影響は小さいことを明らかにした。種間雑種の稔

性を回復するために、G. triflora と G. gracilipes の種間交雑後にガス処理を行な

い、複二倍体を作出し、その個体は 80.9%の花粉稔性を有することを確認した。

笑気ガス処理の利点として、倍加効率が高く、キメラの発生が少ないことが明ら

かとなった。  

 

	 以上より、未受精胚珠培養については野生種リンドウにも適用可能であること、

効率的な培養方法、胚様体発生能の遺伝様式や胚様体の起源細胞についての知見

を得た。種間交雑については、種間組合せや交雑方向による交雑親和性の違いや

効率的な雑種獲得方法を明らかにした。染色体倍加法については、コルヒチンと

笑気ガスについて、効率的な処理条件を確立した。これらの知見は、リンドウ育

種の基盤となり、今後のリンドウ育種の発展に貢献することが期待される。  
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