
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成２４年 3 月 31 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 自家不和合性カンキツに蕾自家受粉を行って遺伝子型がホモである 8 種類の実生群
（S1S1,S2S2, ----, S11S11）を作出し，これらの花粉を多数のカンキツに授粉して，S1から
S11までの不和合性対立遺伝子を持つ品種群を明らかにした．ハッサク（S4S5）やウンシュ
ウミカン（SfS4）が S4対立遺伝子を持つクネンボの雑種であることが分かった．交配後 1
年で幼樹開花した実生の不和合性と和合性を基に，S 遺伝子と連鎖する DNA マーカーを
決定したが，S 遺伝子のクローニングはできなかった． 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We carried out self-pollination with young buds of citrus cultivars to produce eight 
groups of S1 seedlings homozygous for self-incompatibility gene (S1S1, S2S2, ----, S11S11), 
and identified many cultivars with one of the eight S alleles by pollination with these 
homozygous seedlings. It was found that Hassaku (S4S5) and Satsuma mandarin (SfS4) 
are the hybrids of Kunenbo with S4 allele. With precociously flowered hybrid seedlings 
showing self-compatibility and -incompatibility, DNA markers for S gene were 
determined, but cloning of the S gene was not successful.  
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１．研究開始当初の背景 
（１）不和合性の遺伝 

 カンキツにおける自家不和合性は古くから

比較的多数のカンキツ品種で知られていたが

，初期の自家不和合性研究は結果率と果実肥

大を向上させるための最適な受粉樹の決定に

主眼が置かれていた．Soost (1965 1969) はグ

レープフルーツなどを用いた交配から得た雑

種実生群において自家不和合性個体と自家和

合性個体が分離することを基に，カンキツの
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自家不和合性が配偶子型自家不和合性である

こと，複対立遺伝子(Sn)の発現には優劣がなく

て共優性であること，および自家和合性を支

配する対立遺伝子 (Sf) が有ればヘテロ（SnSf
）で自家和合（正確には半自家和合）を示す

こと，研究に用いたグレープフルーツは半自

家和合の遺伝子型（SnSf）を持つことを明らか

にした．最近，ウンシュウミカンが後代に自

家不和合性個体を分離することから，半自家

和合性（SnSf）であることが報告されている（

Valdi et al., 2000）.しかし，カンキツでは交配

から得た交雑実生の開花までには長い年月を

要するために，S対立遺伝子変異に関する遺伝

解析は，これら以外の報告がなく，いまだ良

く分かっていない． 

（２）不和合性品種 

 カンキツの自家不和合性品種については，

申請者らを含めて，現在までに多くの研究報

告がなされた（Binh et al., 2001; Yamamoto et al., 

2007 など）．これらによればブンタン品種は

すべて自家不和合性であり，ミカン品種では

九年母，シークワシャ，クレメンティン，ダ

ンシータンジェリンなど，雑柑類ではヒュー

ガナツやハッサク，タンゼロ・タンゴール類

ではオーランドやミネオラなどが自家不和合

性であった．これらの結果は，パペダ類，シ

トロン類，ライム類を除けば，カンキツ類の

多くの品種・個体が自家不和合性対立遺伝子S
nをホモまたはヘテロで保有する可能性を示

唆し．対立遺伝子変異がかなり大きいことを

示唆している． 

（３）分子マーカー（標識遺伝子）を用いた

解析 

 申請者らはグルタミンオキザロ酢酸アミノ

転位酵素（GOT）のアイソザイムを支配する２

遺伝子（Got-3とGot-1）の複対立遺伝子によっ

て作られるアロザイムが一部の交配では雑種

実生群において歪み分離する（すなわち，連

鎖している）ことに着目した．約８０組合せ

の交配を行って交雑種子を得，発芽後すぐの

発芽胚，または，数葉を展開した後の葉を供

試して，GOTアイソザイム分析を行い，各雑種

実生群における歪み分離からこれらの交配親

の自家不和合性遺伝子型を推定した（Wakana 

et.al., 1998）．その結果，自家不和合に関する

８つの複対立遺伝子の存在を予測し，１０

品種のS遺伝子型を推定した．しかし，この

方法は分析に多大な時間を要するのが欠点

であった． 

（４）幼樹開花性の利用 

 幼樹開花は秋に播種した種子が発芽した後

10-20℃の低温条件に数カ月間遭遇した後，茎

頂に単生花が着き，その後5-10年間花が着か

ない一過性の現象である（Furr et al., Amer.J.Bot

., 34:1-9,1947）．初秋に１年生実生を基部まで

切り戻して腋芽を発芽・生長させて10葉程度

の新梢とすれば２年目の春にも開花させるこ

とができる（Iwamasa and Oba, 1972）．申請者ら

は胚発芽能力（成熟度），幼樹開花を促進する

温度条件，幼樹開花性を示す品種・個体を詳

細に調査し（Wakana et al., 2004.など），最も効

率的な幼樹開花促進法を確立した．これらの

花を自家受粉して花粉管の行動を観察するこ

とにより，自家不和合性を直に判定できる． 

（５）S遺伝子型がホモの個体群の利用 

 申請者らは６年前６つの自家不和合性品種

（晩白柚，ハッサク，ヒューガナツ，クレメ

ンティン，エレンﾃﾞーﾙマンダリン，平戸ブン

タン）に蕾受粉を行って自家交雑実生（S1）

を作出した（Wakana et al., 2004）．ヒューガナ

ツS1間の交配やヒューガナツの戻し交配によ

りS対立遺伝子型がホモであるS1実生群を同

定した（金ら, 2008）．これらはヒューガナツ

のS遺伝子型をSxSyとすれば，SxSxまたはSySy

となり，SxまたはSyを持つ品種との交配では不

和合性を示すことから，SxまたはSyを持つ品種

・個体が同定できるはずである． このことは

他の５つの自家不和合性品種のS1実生につい

ても同様である． 

 
２．研究の目的 
 カンキツの自家不和合性はブンタン類や雑
柑類を中心に良く知られており，無核品種の
育種に有効な形質である．しかし，カンキツ
は初結果までの交雑実生の幼若期間が５年
から１０年以上と著しく長く，しかも，多胚
性品種が多くて交雑実生を得ることが困難
な場合が多い（Cameron & Soost, 1968）．これら
のことはカンキツにおける遺伝分析や育種
の大きな障壁と成っている．このため，自家
不和合性に関しても自家不和合遺伝子の数，
その複対立遺伝子変異，品種の自家不和合遺
伝子型が不明である．そこで本研究では，幼
樹開花性，自家不和合性遺伝子型がホモであ
る自家交雑実生群，自家不和合遺伝子の標識
遺伝子（分子マーカー）を探索・駆使して効
率的に短期間に遺伝解析を行い，自家不和合
遺伝子の数，その複対立遺伝子変異および主
要品種の自家不和合遺伝子型を明らかにす
ると共に，遺伝子地図を作成する．さらにこ
れらの情報を基に，カンキツの自家不和合性
反応の分子機構を mRNA（遺伝子）と産物（不
和合関連タンパク・酵素）の双方向から追究
し解明する．以上の結果を基に，不和合性の
進化，S 遺伝子型の早期診断法および不和合
性を利用した無核品種育種の新展開を図る．  
 
３．研究の方法 



 

 

 本研究はカンキツに広くまた大きな遺伝的
多様性をもって存在することが予想される
自家不和合性のメカニズムを解明するため
に，まず，グレープフルーツ（SnSf）の花粉
を様々な単胚品種に交配して作出した幼樹
開花雑種実生群に自家受粉を行って花粉管
の行動を観察し，自家和合と自家不和合個体
の分離を基に単胚品種の遺伝子型（仮の推
定）や不和合性遺伝子の数を決定する．さら
に，これらの分離個体の GOT アイソザイム
分析や DNA の分析を行い，自家不和合遺伝
子と連鎖するマーカーを選抜して連鎖地図
を構築する．一方，すでに作出しているホモ
の S1 個体（12 種類）を多胚性や単胚性の多
数の品種に交配し，半自家和合品種を同定す
ると共に，12 種類のそれぞれと共通の S 対
立遺伝子を持つ品種・個体を豊富な遺伝資源
を用いて探索し，その頻度から S 対立遺伝子
の多様性程度（頻度）を推定する．次に，自
家不和合性反応が花蕾の発達段階の特定の
時期から始まること（Wakana et al,. 2005）
からその時期の前後に花蕾から花柱を採取
し，mRNA とタンパク（RNase など）を抽
出し，不和合反応を持つ花柱に特異的な
mRNA（cDNA を合成して PCR 増幅）とタ
ンパクを探索する．特異的な mRNA（cDNA）
は配列を決定して類似遺伝子を検索する．以
上の結果から，カンキツにおける自家不和合
性の進化とメカニズムを明かにすると共に，
主要品種の自家不和合性遺伝子型を明かに
して，育種の効率化を図る． 
（１）交雑実生の幼樹開花を利用した自家不
和合性の解析 
 幼樹開花関連遺伝子（群）を持ち半自家和
合性であるフォスターピンクグレープフル
ーツ（SnSf）を 100 品種・個体に交配し，10
月にそれぞれ 500 から 1000 種子を採取して
種皮を取り除き，胚を 25℃で発芽させて得ら
れた交雑胚実生を幼樹開花最適条件で生育
させる(切り戻して２年連続開花させ，２反復
する)．開花直前の実生に袋掛けを施して，開
花日に自家授粉処理を行い，授粉後７日目に
花柱を採取して酢酸アルコール液で固定す
る．固定した花柱の基部を切り取り，水酸化
ナトリウム水溶液で軟化した後，アニリンブ
ルー溶液で染色し，花柱基部に到達している
花粉管の本数を蛍光顕微鏡下で調査する． 
 花柱基部における花粉管が０本または極
少数である場合を自家不和合性，多数の花粉
管がある場合を自家和合性とする．このグレ
ープフルーツ（GF）を交配する場合の自家和
合性雑種実生と不和合性雑種実生の分離は
以下の５つのいずれかである： (1)自家不和
合性品種 (Sn’Sn”)×GF(SnSf)では自家不和
合(SnSn’とSnSn“)：自家和合(SfSn’とSfSn”)
＝1:1，(2)１つの共通な S 対立遺伝子 Sn を
持つ自家不和合性品種(SnSn′)×GF(SnSf)

では自家不和合(無し)：自家和合(SnSf と
SfSn′)＝0:1，(3) 半自家和合性品種(Sn′
Sf)×GF(SnSf)では自家和合（SnSf， SfSn’
と SfSf）：自家不和合(SnSn‘)＝3:1，(4) １
つの共通な S 対立遺伝子 Sn を持つ半自家和
合性品種 (SnSf)×GF(SnSf)では自家和合
(SnSf と SfSf)：自家不和合(無し)＝1:0， (５)
自 GF(SnSf)では自家和合(SnS と SfSf)：自
家不和合(無し)＝1:0 となるはずである．以上
の結果を基に，ターゲット品種がグレープフ
ルーツと共通した対立遺伝子を持つのかど
うか，半自家和合（ヘテロ）であるのかどう
かを明らかにする．結果を学会で発表し，研
究の進展を図る． 
（２）ホモの個体群を用いた S 対立遺伝子の
探索・同定 
 ６年前に自家不和合性の６品種に蕾受粉
を行って自家交雑実生を育成した．開花し始
めているこれらの実生群に親品種を戻し交
配し，花粉管の伸長が阻害されない交配和合
実生（S 遺伝子型がホモ）を同定し，さらに
ホモの実生間の交配を行って花粉管の行動
を調査し，２種類のホモ実生をそれぞれ決定
する．これらの結果を基に不和合性の遺伝が
一遺伝子支配であるのかどうかを X２検定す
る．また，６品種の自家交配実生群で識別し
たS対立遺伝子型がホモである実生の花粉を
それぞれ100品種に授粉して７日後にそれぞ
れ５花柱を採取して前述の方法により花柱
基部の花粉管数を調査し， S 対立遺伝子のい
ずれかを持つ（花粉管伸長が阻害される）品
種を探索する．この方法は単胚性カンキツの
みならず，多胚性カンキツの半自家和合性品
種・個体のS対立遺伝子の探索に優れている．
結果は学会発表して批評を得，研究の進展を
図る． 
（３）分子マーカーの探索と連鎖地図の作成 
 この研究は時間を要するためにポスドク
を採用する．１の研究において自家和合性と
不和合性が分離した個体群から自家和合性
と不和合性個体をそれぞれ１００個体選び，
これらの葉を供試して，DNA を抽出後常法
に従って DNA 分析を行う．得られたデータ
と自家不和合性形質の相関を調べる；相関が
得られれば自家不和合性遺伝子の近くに位
置するマーカーが得られたことになる．さら
に，これらの DNA マーカーによる連鎖地図
の作成を進める．結果は学会発表して批評を
得，研究の進展を図る． 
（４） S 遺伝子関連 mRNA とタンパクの探
索 
 時間を要するためにポスドクを採用する．
自家不和合性反応が花蕾の発達段階の特定
のステージ（蕾長が開花前の蕾の二分の一：
‘クレメンティン’で 8mm）から始まるこ
と（Wakana et al,. 2005）からその前後の‘ク
レメンティン’や‘ヒューガナツ’の花蕾か



 

 

ら花柱を採取し，mRNA を抽出し，cDNA を
合成してこれを鋳型として PCR 行う．PCR
産物をアガロースゲルで電気泳動して分離
し，不和合反応を持つ花柱に特異的に見い出
される PCR 増幅断片を調査する（ディファ
レンシャルディスプレイ法）．この作業は３
反復し，安定した候補断片を決定する．次に，
候補断片をゲルから切り出し，クローニング
し，配列を決定する．また，花蕾の発達段階
の特定の時期の前後に花蕾から花柱を採取
し，タンパク（RNase など）を抽出し，不和
合反応を持つ花柱に特異的なタンパクを電
気泳動して比較探索する．特異的なタンパク
は精製し，分子の大きさを推定する． 
 
４．研究成果 
（１）交雑実生の幼樹開花を利用した自家不
和合性の解析 
 フォスターピンクグレープフルーツ
（SnSf）を約 100 品種・個体に授粉し，それ
ぞれ 100 から 1000 の交雑胚実生を得た．幼
樹開花率は 0.0%から 17%であった．これら
の実生に自家授粉処理を行って花柱基部に
おける花粉管の伸長阻害を調査した結果，自
家不和合性であるブンタン品種群や自家不
和合性品種群（河内晩柑など）では自家和合
と自家不和合が 1:1 に分離した．自家和合性
であるイヨカンでは 3:1 に分離し，雄性不稔
である‘清見’でも 3:1 に分離したことから，
イヨカンと‘清見’は半自家和合（SnSf）で
あることが分かった．他の交雑実生群では幼
樹開花実生数が少なく，遺伝分析をおこなえ
なかった． 
（２）ホモの個体群を用いた S 対立遺伝子の
探索・同定 
 蕾自家受粉を行って高接ぎ育成し，開花が
始まった実生群に親品種を戻し授粉し，花粉
管の伸長が阻害されない交配和合 S1 実生（S
遺伝子型がホモ）を同定し，さらにホモの実
生間の交配を行って，２種類のホモ実生をそ
れぞれの S1 実生群で決定した．ホモとヘテ
ロの自家不和合性分離（ホモ：ヘテロ：ホモ
＝1:1:1）から不和合性の遺伝は一遺伝子支配
であることを確認した． S 対立遺伝子型がホ
モ（S1S1, S2S2, S3S3, S4S4, S5S5, S9S9, S10S10
および S11S11）である実生の花粉（S1, S2, S3, 
S4, S5, S9, S10および S11）をそれぞれ約 100
品種に授粉して花柱基部の花粉管数を調査
した結果，S1対立遺伝子を持つ品種は 29.9%, 
S2対立遺伝子を持つ品種は 21.3%, S3対立遺
伝子を持つ品種は 16.4%, S4対立遺伝子を持
つ品種は 19.4%, S5対立遺伝子を持つ品種は
6.9%, S9対立遺伝子を持つ品種は 11.1%, S10
対立遺伝子を持つ品種は 00.0%, S11対立遺伝
子を持つ品種は 24.6%であった．また Sfを除
いた S 対立遺伝子頻度は S1 対立遺伝子が
21.3%, S2対立遺伝子が11.6%, S3対立遺伝子

が 11.1%, S4対立遺伝子が 12.5%, S5対立遺
伝子が 5.8%, S9対立遺伝子が 5.7%, S10対立
遺伝子が 6.2%, S11対立遺伝子が 3.8%であっ
た．本研究によって決定された主要なカンキ
ツ品種の S 遺伝子型は晩白柚（S1S2），土佐
文旦（S1S3），ハッサク（S4S5），スイート
スプリング（SfS５），ウンシュウミカン（SfS4）， 
キヌカワ（SfS2），ナツダイダイ（SfS2），
カオパン（S1S2），平戸ブンタン（S9S10），
カブス（SfS9），クレメンティン（S3S11），
エレンﾃﾞーﾙマンダリン（S3S11）などである．
また，S 遺伝子型の決定はできなかったが，
スイートオレンジと清見が同じ半自家不和
合性遺伝子型を持つこと等々，S 遺伝子型決
定のための多くの基礎情報を得ている．本研
究で特に興味深い品種分化（進化）に関する
結果はクネンボが S4 対立遺伝子を特異的に
持っており（その起源は東南アジアのブンタ
ンが持つ S4 にあることが示唆された），ク
ネンボがタチバナなどの様々な在来カンキ
ツと交雑することにより日本独自の品種群
を生み出したことが明らかになってきたこ
とである．  
（３）分子マーカーの探索と連鎖地図の作成 
 河内晩柑×グレープフルーツから得た幼
樹開花実生群において，１：１に分離した自
家和合性と不和合性実生をそれぞれ１０個
体選び，これらをバルクし，DNA を抽出し，
RAPD 分析を行って，自家不和合性実生に特
異的に見られる DNA 断片（S 遺伝子の近く
に連鎖するマーカー群）を得た．だだし，自
家不和合性を確認した両実生群の数が100に
満たなかったために追って確認実生数を増
やして精密な遺伝子地図の構築を図る．  
（４）S 遺伝子関連 mRNA とタンパクの探
索 
  ‘クレメンティン’の長さ 6-7mm の蕾（自
家和合性）と 8-9mm の蕾（自不家和合性）
から花柱を採取し，全 RNA を抽出し，cDNA
を合成し，これを鋳型として PCR 行い，PCR
産物をアガロースゲルで電気泳動して分離
し，不和合反応を持つ花柱に特異的に見出さ
れる PCR 増幅断片を探索した．比較的少数
の安定した候補断片のみをゲルから切り出
し，クローニングし，配列を決定した．配列
を検索した結果，比較的ヒットした（相同性
の高かった）報告されている配列は機能不明
であった．よって，S 遺伝子の（一部の）ク
ローニングが成功したのかは疑わしい．なお，
本研究の遂行に多量の花柱材料と時間を要
したために，平行して行う予定であった和合
性花柱と不和合性花柱のタンパクの比較研
究は中断した． 
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