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論 文 内 容 要 旨

緒言

ア ポ ミク シス(無 融合生殖)と は、複 相の雌性 配偶子 が形成 されかっそ れ

が雄性 配偶子 と融合す る ことな く胚発生 を行 う、 とい う生殖様 式 であ り、親

の遺 伝子型 をそ のまま次代 に伝え る とい う特徴 を持っ。 この生 殖様式 を利用

す れば、 ヘテ ロ シスを示す優良 個体 をその形質を分離 させ るこ とな く種子 の

形 で容 易 に増殖 で きる。 自家不和 合性 や雄性不稔 性 を利用 した育種 法 に比 べ

て、 ハイ ブ リ ッ ド品 種 の育成 お よび種子生産 に要す る労力 を大 幅 に低減で き

ると期待 され てい る。

アポ ミク シスを制御 す る遺伝 的要因及 び環境要 因 につ いての研究 は大変遅

れて お り、 その ことが アポ ミグシス利 用育種法 の確立 を妨 げて い る。殆 どの

アポ ミク トはあ る頻度 で両性生殖 も行 う条件 的ア ポ ミク トで あ り、従 って遺

伝的要因 や環境要因 を明 らか にす るた めには アポ ミク シスを定 量的 に研 究す

る必要 があ る。 しか し胚 珠 あた り通常 ただ一 つ しかな い胚嚢母細 胞 や胚 嚢 の

内部 で起 こる現象 を観察す る ことには大 きな困難 が伴 うた め、 従来 のアポ ミ

クシス研 究 は定性 的な記載 に とどまる ことが多か った。

本研究 は、重要 な野 菜 を多 く含む ネギ属 の ニラ(Alliumtuberosum)を 材

料 と して、 その アポ ミク シスの種 々の量 的側面 を明 らか に した もので ある。

まず第一 章で ニ ラが アポ ミクシスを行 うことを確 認 した。次 に第二 章で総体

と しての アポ ミク シスの頻度 であ るアポ ミク シス率 を推定 す る方法 を確立 し

た。 さらに、 ア ポ ミク シスをその主要 な構成 要素 に分析 して研 究す るた めの

指標、即 ち複相胚嚢 形成率 と単為 発生率 を推定 す る手法 を第三 章 と第 四章 で

それ ぞれ確 立 した。 これ ら3っ の手法 を用 いて中国、 日本及 び台湾 か ら集 め

た6品 種(Table1)に つ いて各章 で それぞれの量 的指標 の推定 を実際 に行 っ

た。 また、第二章 と第三章 を通 して アポ ミクシスの全 過程 を経 時的 に観 察 し

た。
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Table1.Sourceinformationofthecultivarsused

Cultivar 2nOriginSource

Huhehaote

Manchuria

Green-Belt

Kaohsiung

Flower-Pole

Tender-Pole

32China

32China

32Japan

32Taiwan

32.Taiwan

32Taiwan

OsakaGakuinUniv.

WatanabeSeedCo.,Ltd.

TheMusashinoSeedCo.,Ltd.

TheMusashinoSeedCo.,Ltd.

TheMusashinoSeedCo.,Ltd.

SakataSeedCo.,Ltd.

第憎章 未受 精胚珠培 養 において認 め られた ニラのアポ ミク シス性

ニ ラ(四 倍 性、2匹・32)は 複相胚 嚢 を形成す る ことが知 られ て い る。 その

よ うな胚嚢 か ら単為発 生 によ り胚 が形 成 され ることを確 か めるた め、未受 精

胚珠 の培 養 を行 って四倍性植物体 が得 られ るか ど うか調べ た。 蕾培養(前 培

養)、 未受精 胚珠培 養(本 培 養)、 胚 培養 の3段 階か らなる培 養法 によ り、

品種 グ リー ンベル トに由来す る系統MS-6の400胚 珠 か ら107個 、品種 フ ラワー

ポー ルの508胚 珠 か ら27個 の植物 体 を得た。 これ らの合計134個 体 の うち132

,個 体(98.5%〉'は 四倍性で 、残 りの2個 体 のみが二 倍性半数体 で あゐた(Figs.

1,2,3,Table2)。 一 貫 して ホルモ ンフ リー培地 を用 いた こ と及 びカ ル ス

形成が全 く認 め られ なか.った ことか ら、 四倍 性植物体 が この よ うに高頻 度 で

出現 した原因 を培養 中の 自然倍加 に帰 す ることは無理 であ る。従 って 、 これ

らの四倍性植 物体 は複相 の胚 嚢か ら単 為発生 によ り出現 した もの と考 え られ、

これ によ りア ポ ミク シスを構成す る2っ の要 素、即 ち複相胚嚢 形成 と卑為 発

生 の両方 の存在 を確認す るこ とがで きた。

さ らに、上 記 の二倍性 半数体 の うち1個 体 を四倍性品種 と交 配 し、得 られ

た次代6個 体 にっ いて染色体数 を調べ た ところ、4個 体 が二倍性(2E=16,

2x)で あ った。 これ らは もとの二 倍性半 数体か らアポ ミク シスに よ り生 じた

もの と考 え られ る。 また、三倍性 異数 体(2r26,鞄+2)も1個 体見 いだ され

た。 この個体 は両性 生殖 によ り生 じた もの と考 え られ る。
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'Table2
.Frequencyofdihaploidandtetraploidplantlets

obtainedthroughunpollinatedovuleculture

Strain

No.of

ovules

cultured

No.(o)of

embryos

produced

No.(%)ofplallt:Lets

obtained

Dihaploid Tetraploid

Flower-Pole

MS-6

508

400

57(11.2)

318(79.5)

1(0.20)

1(0.25)

26(5.1)

ios(26.5)
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第二 章 次 代集 団 の電 気泳動 分析 に よ り推定 した アポ ミクシス率

アポ ミク シス率 は次代集 団 に占め るア ポ ミク シス由来個体 の割 合 と して定

義 される。本 研 究 で はア イソザ イ ムの等 電点 電気泳動 によ って次代幼 苗期 に

検定 す る方法 を検討 した。酵 素種 と して は、 バ ン ド数 が多 く品種 問差 の認 め

られ たエ ステ ラーゼ を選 んだ。

6品 種 の間 で10通 りの交配 を行 って 採種 し、播種後2-4ヵ 月 の幼苗 にっ

いて ザ イモ グ ラムを調 べた ところ、 いずれ の組合 せで も次代幼 苗 の90%以 上

が母親型 のザ イ.モグ ラムを示 した(Fig.4)。 即 ち、 アポ ミク シ・ス率 はいず れ

の品種 にっいそ も90%以 上、特 に品種HuhehaoteとManchuriaで は98-99%

と推定 され た(Table3)。

エ ステ ラー ゼ分析 に基 づ いた母 親型 及 び雑種型個体 の判 定結 果 を吟味す る

ため、花 の外 部形 態 で区別で きる品種 間で の2組 合せ にっ いて その次代集 団

の花 の外部形 態 を観察 した。 エステ ラー ゼ分析 に よ り母親型 と判 定 された個

体 は外花被片 長 及び開 花期 にっ いて母 親品種 と同様の分布 を示 した。一方 、

雑種 型 と判定 された 個体 は両 親 の中間 の位 置 に分 布 し、 エステ ラー ゼによ る

検定 法 が信 頼 で きる ものであ る ことを裏 付 けた(Fi琴.5)。

また、 染色 体観 察 に よ り、1016個 体 の実生 か ら6個 体 の二倍性 半数体 が見

いだ され た。

顯1轟
藁舞饗灘蘇灘

Fig4.Esterasezymogramsinthecross-progenyfromFlower-

Pole(♀)xHuhehaote(♂)。Of58seedlings ,54showedthe

maternalzymogram.Theremainingfourshowedhybridzymograms

havingthestrongBand1(arrowhead),whichwascharacter-

isticofthestaminateparent.
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Table3.Numberofseedlingsshowingmaternalorhybridesterase

(EST)zymograminprogenyobtainedfromcross-pollination,andthe

degreeofapomixis

Pistillate

parent

Staminate

parent

岡onthof

pol-.

ESTzymogram

Materna-Hybrid

DegreeoP

apomixis(%)

Eiuhehaote

Manchuria

Green-Belt

Kaohsiung

Flower-Pole

Tender-Pole

Flower-Pole

Tender-Pole

Tender-Pole

Kaohsiung

Huhehaote

Green-Belt

Tender-Pole

Huhehaote

Huhehaote

Manchuria

June

June

July

Augu白t

June

August

August

June

June

July

6

0

9

1

1

3

8

4

2

5

8

9

5

8

8

6

6

5

5

5

2

1
.
1

3

9

1

2

4

2

3

8

9

8

6

0

8

7

3

6

5

9

9

9

9

9

9

9

9

9

9
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第三章 胚嚢母細胞減数分裂の細胞学的分析により推定 した複相胚嚢形成率

複相胚嚢形 成率 は、複相 の胚 嚢 も しく は大 胞子 を持 つ胚珠 の割 合 と して定

義 され る。 これ は胚嚢 母細胞 の減数分 裂 を観 察す ることによ り求 め られ るが、

効率 的 に検定 す るた めに は減数第 一分 裂中期 にあ る胚嚢 母細胞 のみ を的確 に

とらえる必要 が ある。 従来 のパ ラフ ィ ン切片法 や押 しつぶ し法 で は、 プ レパ

ラー トが 出来 上 が るまで胚嚢母 細胞 の ステー ジを知 ることがで きな いので、

多大 の労力 を要 した。

本 研究で は これ に替 わ る手法 と して、透 明化 一染色 一押 しっぶ し法 を考案

した。 この方 法 はノマ ル スキ微分干渉 顕微鏡 下で の胚 嚢母細胞 の予 備観 察 を

従来の押 しっぶ し法 に組 み合わせ た ものであ る。 即 ち、透 明化 処理 した胚 珠

を ノマ ルスキ微 分干渉 顕微鏡下 で観察 し、第 一中期 め胚 嚢母細 胞 を持 っ胚 珠

を選 び出 した(Fig.6A>。 選 んだ胚珠 を酢酸 カー ミンで染色 し、 押 しっ ぶ し

た ところ、観察 に適 した第一 中期像 を確実 に得 る ことがで きた(Figs.6B,

7)。

この透 明化 一染色 一押 しっぶ し法 を用 いて6品 種 の複 相胚嚢 形成 率 を調 べ

た ところ、最高 はHuhehaote及 びManchuriaの98%、 最低 はKaohsiungの76

%で 、比較的大 きな品 種間差 のあ る ことが 明 らか とな った(Table4>。 低 頻

度 ではあ るが通 常 の減 数分裂 を行 う胚嚢 母細胞 の存在 も確 認 され た(Fig.7)。

複 相胚嚢形成 の機構 を知 るため、減数 分裂 の全 過程 を同法 に よ り観 察 した。

その結果、減 数分裂 直前 もし くは第一 分裂前 期の極 めて早 い時 期 の染色体 核

内倍 加 によ り4nの 胚 嚢母細胞 が生 じ、 第一 中期 に2n組 の二 価 染色 体 が形

成 され(Fig.6B)、 その後 の減数 分裂 によ り2n即 ち複相 の大 胞子 、次 いで

複相 の胚嚢 が形成 され る ことが明か とな った。 このよ うな二価 染色 体 は遺 伝

的 に全 く等価 の姉妹 染色体 間 の対合 に よ って形成 され ると考 え られ るので、

キア ズや形成 が遺伝 的組替 えを もた らす ことがな い。従 って、 他 の多 くの ア

ポ ミク トと同様、 ニ ラにおいて も母親 の体細 胞 と全 く同 じ遺伝組 成 を持 つ卵

細胞 が生 ず る もの と考 え られ る。
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Table4.Degreeofdiplospory

No,ofEMCs Degreeof

Cultivar 2亘 4途 diplospory(%)

Huhehaote

Manchuria

Green-Belt

Kaohsiung

Flower-Pole

Tender-Pole

-
一

1

7
・

2

1

0

1

1

噌⊥

9

9

3

8

9

0

4

4

4

3

3

4

8

8

6

6

8

0

9

9

8

7

7

8
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第四章 胚発生過程の分析により推定した単為発生率

授 粉花 と無 授 粉花 の それぞれか ら胚珠 を切 り出 して透明化処 理 し、 ノマル

スキ微分 干渉 顕 微鏡下 で胚発生 を観察 して比 較 した。授粉花 と無授粉 花の間

で胚 の頻度 と発 生 の過 程 に殆 ど違 いが なか った(Tables5,6)。 授粉 花 と無

授粉花 にお け る胚 をFig.8とFig.9に それぞれ例示 した。 また、 透 明化 一染

色 一押 しっぶ し法 に よる観察 か ら、発生 開始 の時期が花粉管 か らの精 核放 出

以前 であ る ことが 明か とな った(Fig.10)。 従 って、 ニ ラの単 為発生 は花粉

の影響 を全 く受 けな い極 めて 自律的 な もので ある と考 え られ、 無授 粉花 にお

ける胚発生 の頻 度 を調 べ ることによ り単 為発生率 を推定で きる ことが分か っ

た。

今 まで単為発 生 を定量 的 に研究 した例が ほ とん どな く、単為 発生 率 の定義

はなか った。本 研究 で は単為 発生率 を、 自発的 に分裂 を開始す る卵細 胞 を持

つ胚珠 の割 合、 と定 義 した。

上記 の方法 によ り6品 種 について推 定 した単為発生率 は、 いず れの品種 で

も第三章 で求 めた複 相胚 嚢形成率 にほ ぼ等 しい、高 い値 とな った(Table7)。

従 って、複 相卵細 胞 の殆 ど全 てが単為発生能 を持 っ と考 え られた。

品種 間交 配(KaohsiungxHuhehaote)に よ り得た種子 を発 芽 させ、胚 と

胚乳 とを分 けて取 り出 し、 エステ ラーゼ の等電点電気泳動像 を調 べた と ころ、

胚 は母親型 で あ ったが胚 乳 は雑種型 を示 した。 この ことか ら、 胚乳 形成 は 自

律的 な もので はな く極核 の受 精 を必要 とす る ものであ ることが分 か った。即

ち、 ニラが偽 受精 を要す るアポ ミク トで ある ことが明 らか にな った。

なお、反足 細胞 に由来 す る胚 が、授 粉、無授粉 にかかわ らず 卵細 胞 由来 の

胚 とほぼ等 しい頻度 で観察 され た。 ま た、珠皮'に由来す る胚 も希 に生 じた。
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Fig.8.Egg-embryo(e)in

pollinatedflower.Four

daysafteranthesis.

s,synergid.x250.
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Fig.9.Egg-embryo(e)in

unpollinatedflower.

Sixdaysafteranthesis.

x250.
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(arrows)unabletobefertilized

witheggcellduetoprecocious

embryogenesis.Fourdaysafter

anthesis.Onedayafterpollina-

tion.Arrowhead,vegetative

nucleus;e,egg-embryo,2-celled;

s,synergid;x,x-body.x250.
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結語

アポ ミク シスは胚珠 内で生起す る現 象 であ るため、従来 は主 にパ ラフ ィン

切片法 に よる観察が行 われて きた。 しか しこの方法 は多大 の労 力 を要す る。

アポ ミク シスの量 的側面 を理 解す るた め にはよ り効率 的 な観察 手法 の開発 が

不 可欠で あ る。 本研 究 は アポ ミク シス性 を評価す るための3っ の手 法、即 ち、

次代検定 、細 胞学 的観察及 び発生 学的観 察 にっ いて効 率的 な方 法 をそれ ぞれ

確 立 し、 ニラにお けるアポ ミク シスの 全過 程 を経時 的かっ定量 的 に観 察 した。

さ らに これ らの手 法 を用 いて アポ ミク シス性 の3つ の量 的指 標 を推 定 し、

6品 種 の間で ア ポ ミクシス率が90-99%、 複相胚嚢形 成率 が76-98%、 そ し

て単為発生 率 が62-94%に 変 異す るこ とを認 めた。100%近 い アポ ミク シス

率を持 っ品種 が見 いだ された ことは、 ネギ属作物 にお けるアポ ミクシス利用

育 種 の素材 と して ニ ラが有 望で あるこ とを示す。 また第一章 で確立 した未受

精 胚珠培 養法 は、種 間交配後 の胚珠 の培養 に応用す れば、 アポ ミクシス性 の

他種 への導入 に も役 立 っ もの と期待 され る。

現在 までに知 られて い るア ポ ミク トの殆 どは四倍体 な どの倍 数体 であ り、

この ことが アポ ミク シスの研 究、特 に遺伝 様式の解明 を困難 に して い るも う

一 っ の大 きな要因 で ある。 しか し本研究 の なかで、 ニ ラで は未 受精胚珠培 養

や実生 か らの選抜 に よ り二倍性 半数体 の得 られ る ことが分か った。 さ らに、

二倍 体 に もアポ ミク シス及 び両 性生殖 の両方の存在す るこ とが 示 された。 こ

れ らの ことか ら、 ニ ラは二倍体(2x)レ ベ ルで アポ ミク シスの遺伝様 式解

明の研究 を行 え る極 めて有望 な研 究素材 であ るこ とを指摘 した。
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審 査 結 果 の 要 旨

アポ ミクシスとは,複 相の雌性配偶子が形成され,そ れが雄性配偶子と融合することな く胚発

生をする生殖様式である。この生殖様式を利用すればヘテロシスを示す優良個体を種子の形で増

殖できるので,育 種への利用価値が高い。 しか し,こ の性質は胚殊にただ一つしかない胚嚢母細

胞や胚嚢の中で起こる現象であるため,従 来のアポ ミクシスの研究は定性的な記載に とどまり,

育種に利用された例は多 くない。本研究はアポ ミクシスの種々の定量的形質の測定法を考案 し,.

ネギ属のニラ(AIliumtuberσsum)を 材料にして,そ のアポミクシスの定量的側面を明らかに し
@

たものである。

第1章 では,未 受精胚珠の培養を行って,四 倍性植物体が高頻度に得 られることを示 し,そ の

複相胚嚢から単為発生によって胚が形成されることを確証 した。

第2章 では,ア イソザイム分析に注 目し,次 代植物集団に母親型の植物が出現する 「アポミク

シス率」を推定 した。6品 種の間で10通 りの交配を行い調査 した結果,い ずれの品種でも90%以

上のアポ ミクシス率を示すことがわかった。

第3章 では,胚 嚢母細胞の減数分裂を細胞学的に容易に観察する方法を考案 し,そ の方法 を

使 って 「複相胚嚢形成率」を推定した。従来このような観察は専らパラフィン切片法でしか観察

できず,多 大の労力を要するために,少 数例でしかデータが得られていなかった。本実験では透

明化一染色一押 しつぶし法を用いて,ノ マルスキ微分干渉顕微鏡下で予備観察を行い,観 察に適

した時期の胚嚢だけを選び出 して詳細な観察を行 うものである。この方法を適用することによっ

て,ま ず胚嚢母細胞の減数分裂の全過程を明らかにして,減 数分裂直前 もしくは第一分裂前期の

きわめて早い時期に4nの 胚嚢母細胞が生 じることを示 した。そして,複 相胚嚢形成率は品種に

よって98%か ら76%ま で大幅に変異 し,ア ポ ミクシス率に比べて大きく変異することを明らかに

した。

第4章 では,胚 の発生頻度を計測 し,「単為発生率」を求めた。受粉 した花 と無受粉 の花の間

で,単 為発生率に殆ど差が無いことを示 し,ニ ラの単為発生は花粉の影響を受けない,自 立的な

ものであることを明らかにした。

以上本論文は,こ れまでに殆 ど検討されなかったアポミクシスの量的な側面をニラを材料にし

て明らかにしたものであ り,農 学の研究に大きな貢献を したものである。 よって本論文は農学博

士を授与するに値するものと判断した。
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