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γ線照射花粉を用いたリンゴ雌性側単為発生個体獲得の試み
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Abstract
A pollination method using pollen irradiated with gamma-rays (γ-rays) was applied to induce gynogenesis. For this study, the 

apple cultivars ‘Fuji’, ‘Jonathan’, and ‘Indo’ were used as seed parents. ‘Golden Delicious’ was used as a pollen parent. The 
pollen was irradiated with 500 Gy by γ-rays. After investigating the fruit set percentages and seed appearance of sampled fruits, 
we used SSR markers to elucidate the derivation of seedlings raised from the obtained seeds. The method was insufficient to 
obtain seedlings showing gynogenesis. However, irradiation might have induced embryonic development and abortion of most 
growing embryos and seeds by pollination with irradiated pollen. Most embryos degenerated about 50 days after pollination: the 
end of June. Therefore, embryos must be rescued before the timing of gynogenesis. Obtaining individuals showing gynogenesis 
using the irradiated pollen method requires fruit set first. For this experiment, ‘Indo’ was considered a suitable cultivar because 
of its high fruit set percentage. However, ‘Jonathan’ was judged as unsuitable due to its low fruit set percentage. Self-fertilized 
individuals were completely removed by emasculation. However, self-fertilized individuals numbered less than one out of 100 
pollinated flowers. Therefore, increasing the number of flowers without emasculation must be more efficient than emasculating 
flowers because emasculation operations require much labor. Furthermore, after growing the seedlings, the derivation of the 
seeds should be investigated using the SSR marker. The results clarified that some pollen fertility was maintained after 500 Gy 
of γ-rays. However, individuals produced from irradiated pollen were very few. Such individuals numbered less than 5 out of 
700 pollinated flowers. Therefore, 500 Gy of γ radiation may have been appropriate as the exposure dose. Future studies should 
clarify procedures of pollen tube growth, fertilization, embryogenesis, and abortion of embryo growth. Acquisition of individuals 
derived from gynogenesis by embryo culture is necessary.
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緒　　言

リンゴ（Malus × domestica）などの多くの果樹は自家不和

合性を有するため遺伝的に雑種性が強く，加えて著しい自

殖弱勢を示すために純系の作出が困難である．純系を作出

する方法として，植物の生殖細胞を用いて半数体を獲得す
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る方法がある．一般に得られた半数体は生育が劣り不稔性

を示すが，染色体が倍加した倍加半数体（Doubled haploid; 
DH）は稔性を回復することが多い．半数体由来個体を獲得

するためには雄性生殖細胞または雌性生殖細胞から単為発

生を誘導する必要がある．雄性側の単為発生の誘導方法と

しては，in vitro条件下で葯を培養し胚様体経由で半数体を

獲得する葯培養が最も一般的である（Höfer, 2004; Höfer
ら， 1999, 2002, 2008; Zhang ら， 2013, 2017）．
雌性側から半数体を獲得する方法のひとつは γ 線を照射

した花粉を授粉に用いて単為生殖を誘導する方法である．

リンゴでは James ら（1985）がこの方法を用いて半数体作

出に成功し，続いて Zhang・Lespinasse（1991）がリンゴ品

種 ‘Erovan’ および ‘Golden Delicious’（‘GD’） を用いて γ
線照射花粉（γ 花粉）を利用した単為発生による未熟胚か

ら半数体の獲得に成功した．その他にも，セイヨウナシ

（Pyrus communis L．）（Sniezko・Visser, 1987）やプルーン

（Prunus domestica L．）（Peixeら，2000）でも γ花粉を用いる

ことで雌性側単為発生個体の獲得が試みられた．Bouvier
ら（1993）はナシを用いて異なる放射線量で半数体の獲得

実験を行い，250 Gyおよび500 Gyで成功したことを報告し

ている．また，Zhang・Lespinasse（1991）はリンゴを用い

て異なる放射線量での半数体獲得について検討し 200～
500 Gy で成功している．葯培養による DH の獲得効率には

品種間で大きな差があり，DH を獲得できる品種は一部に

限られているが，葯培養が困難な品種でも γ 花粉により単

為発生を誘導できる可能性がある．雌雄双方の単為発生誘

導方法を確立することは，DH 作出が可能な品種を増加さ

せ，多様な形質の遺伝解析を効率よく実施するために重要

である．リンゴにおける γ 花粉による半数体獲得の知見は

少なく，日本での報告はまだない．そこで，本研究では種

子親に現在の主力品種の ‘ふじ’ および，かつての主力品

種で日本のリンゴの祖先品種である ‘紅玉’ と ‘印度’ を用

いて，γ 花粉を授粉に用いた場合の結果率や種子の状態を

把握し，さらに獲得した種子から育成した実生の由来につ

いて SSR マーカーを用いて調査を行った．

材料および方法

1．植物材料

福島県農業総合センター果樹研究所で 2008 年 4 月 25 日

に‘GD’の風船状花を採取した．採取した花蕾から葯を採

取し，常温で開葯した後，農業生物資源研究所放射線育種

場においてコバルト 60 を線源として 500 Gy（25 Gy／hr ×  
20 hr）の γ線で花粉を処理した（以下，γ花粉）．γ花粉は交

配まで 4°C で保存した．γ 花粉は 25°C の条件で発芽培地

（17％ Sucrose，1％ Bacto Agar）に置床し，24時間後に発芽

率を調査した．‘GD’ の γ花粉は交配後の 6月 4日の調査で

は 30％以上の発芽率を示し，γ 線非照射花粉と比較しても

発芽能力および花粉管伸長能力に問題がないことを確認し

た（第 1図）．交配には農研機構果樹研究所リンゴ研究拠点

で栽培する約 45 年生のミツバカイドウ台 ‘ふじ’， ミツバ

カイドウ台 ‘紅玉’，および約 30 年生の MM106 台 ‘印度’ 
を各々 1 個体ずつ用いた．

2．交配処理

交配は 2008 年 5 月 3 日～6 日に ‘ふじ’， ‘紅玉’， ‘印度’ 
に 1 花叢 2 花で行い，各処理区約 500 花叢（1000 花）を交

配に用いた（第 1 表）．除雄を行った後に ‘GD’ の γ 花粉を

授粉した区（以下，γ花粉除雄区）と除雄を行わず‘GD’ の
γ 花粉を授粉した区（以下，γ 花粉無除雄区）を設定した．

授粉後ただちに袋かけを行い，約 1か月後の 6月 11日と 12
日に除袋した．結果率の調査は除袋時の 6 月 11 日，除袋 2
週間後の 6 月 26 日および果実採取日の 9 月 5 日に行った．

3．種子・胚の調査

γ 花粉の授粉によって結実した ‘ふじ’， ‘紅玉’， ‘印度’ 
の果実と，対照として放任授粉によって結実した果実を 6
月 26 日から 9 月 5 日まで約 10 日間隔で各品種の処理区ご

とに5果ずつ採取し，種子および胚の大きさ等を調査した．

調査日は 6月 11または 12日，6月 20， 26日，7月 7， 15， 25
日，8 月 5， 15， 25 日，9 月 5 日である．取り出した種子は

有胚種子，無胚種子に分け，種子長，胚長を画像解析ソフ

ト（Win ROOF，（株）三谷商事）を用いて計測した．種子長

第 1 図　花粉発芽培地上での花粉管伸長
A：γ 線照射花粉，B：非照射花粉
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は種皮の縦径で表し，胚長は種子から取り出した胚の縦径

で示した．‘ふじ’， ‘紅玉’， ‘印度’ の交配果実は一部を除

いて 9 月 5 日に収穫し，有胚種子数，無胚種子数を集計し

た．本実験では 3 mm 以下のしいなは種子数に含めなかっ

た．なお，放任授粉の種子長は完全種子（種子の内部が充

実し，正常に成育した種子）の種子長である．

4．SSR マーカーによる実生の由来調査

9 月 5 日に収穫した果実から採取した完全種子は休眠 
打破のために 4°C で 3 か月低温処理し，その後，25°C で発

芽させ実生を育成した．実生から DNA を抽出し SSR マー

カーを用いて親品種の確認を行った．SSR マーカーは

CH02b12， CH02b03b， CH02b10， CH02f06， CH02g09， 
CH04d10（Gianfranceschiら， 1998; Liebhardら， 2002） の6種
類を用い，解析手法は Kunihisa ら（2014）に準じた．

結果および考察

1．結果率の推移

‘ふじ’， ‘紅玉’， ‘印度’ の結果率の推移を第 1 表に示し

た．6 月 11 日の ‘ふじ’ の γ 花粉除雄区の結果率は 62.1％，

γ 花粉無除雄区は 48.2％となった．‘紅玉’ の γ 花粉除雄区

の結果率は45.7％，γ花粉無除雄区は42.4％となり，‘紅玉’

の γ 花粉無除雄区はすべての処理区で最も低い結果率と

なった．‘印度’ の γ 花粉除雄区は 84.8％，γ 花粉無除雄区

は 73.3％の結果率を示した．‘印度’の γ 花粉除雄区はすべ

ての処理区の中で最も高い結果率を示した．

受粉後 36日 （6月 11日・12日）から 51日 （6月 26日）の

間に‘ふじ’の γ花粉除雄区および γ花粉無除雄区では結果

率がそれぞれ約 4％と 6％，‘紅玉’の γ花粉除雄区と γ花粉

無除雄区では約 7％と 1％， ‘印度’ では γ 花粉除雄区，γ 花
粉無除雄区ともに約2％減少した．授粉後36日は6月中旬，

授粉後 51 日は 6 月下旬に当たりジューンドロップの影響 
と考えられた．果実を収穫した 9 月 5 日の結果率は 26.6％
（‘紅玉’ の γ花粉除雄区）から75.5％（‘印度’ では γ花粉除

雄区）までの幅があり，品種による差が認められた．

2．収獲日（9 月 5 日）の果実中に含まれる種子の特徴

9 月 5 日に収獲した果実の収獲果数，3 mm 以上のしいな

および完全種子の合計（総種子数），1 果当たり総種子数，

完全種子数，1 果当たり完全種子数，しいな数，完全種子

を含む果実の数（完全種子果数），しいなのみを含む果実の

数（しいな果数），3 mm 以上の種子が全く含まれていない

果実の数（無種子果数）を第 2 表に示した．しいなは無胚

および無胚乳で種子内が空洞または充実していない種子と

した．

（1）1 果当たり総種子数

‘ふじ’ の 1 果当たり総種子数は γ 花粉除雄区で 3.69 個，

γ 花粉無除雄区で 3.72 個，放任授粉区で 8.03 個と γ 花粉 
授粉区の種子数は対照の放任授粉区の半分以下となった 
（第 2 表）．この傾向は ‘紅玉’， ‘印度’ でも同様に見られ，

特に ‘印度’ で γ 花粉による種子形成が少ない傾向が認め

られた．開花期の 1 果当たりの胚珠の数を品種ごとにほぼ

一定と仮定した場合，1 果当たり総種子数が 3 品種とも放

任授粉区で多く γ 花粉を授粉した両区で少ないことから， 
γ 花粉授粉両区は 3 mm 以下のしいなが多いことが推察さ

れた．今後は 3 mm 以下のしいなについても調査を行う必

要がある．

（2）1 果当たり完全種子数

1果当たりの完全種子数は‘ふじ’の γ花粉除雄区で 0.04
個，γ 花粉無除雄区で 0.08 個，放任授粉区では 7.73 個と

なった（第 2表）．‘紅玉’では γ花粉除雄区で 0.02個と各品

種の中で最も低い値を示し，γ 花粉無除雄区では 0.09 個，

放任授粉区では 5.03個であった．‘印度’は γ花粉除雄区が

0.04 個，γ 花粉無除雄区が 0.10 個，放任授粉区が 5.68 個と

なった．‘ふじ’， ‘紅玉’， ‘印度’ の3品種で γ花粉除雄区よ

りも γ 花粉無除雄区で 1 果当たりの完全種子数が多い傾向

を示した．このことから γ 花粉無除雄区では自家受精によ

り種子が形成されている可能性が推察された．

（3）しいなの割合

総種子に占めるしいなの割合（しいな数（％））は ‘ふじ’

の γ花粉除雄区で 98.95％，γ花粉無除雄区で 97.77％，放任

授粉区は 3.74％となった（第 2表）．‘紅玉’は γ花粉除雄区

が 99.26％，γ 花粉無除雄区 96.39％，放任授粉区 14.10％ 
となり，‘印度’ は γ 花粉除雄区 98.50％，γ 花粉無除雄区

94.29％，放任授粉区 21.18％であった．3品種とも γ花粉無

除雄区より γ 花粉除雄区でしいなの割合が多く，採取した

種子のほとんどがしいなであった．この結果からも γ 花粉

無除雄区では自家受精により種子が形成されていることが

推察された．また，獲得した種子のほとんどがしいなで，

完全種子の獲得数はわずかであったことから，γ 花粉の授

粉によって初期の種子形成は誘導されるが，正常の花粉に

比べて発育途中で退化する種子が多いことが示された．

（4）しいな果の割合

‘ふじ’ のしいな果数の割合は γ 花粉除雄区で 96.33％，γ
花粉無除雄区で 91.72％，放任授粉区は 0％であった（第 2
表）．また，無種子果の割合は γ 花粉除雄区で 1.63％，γ 花
粉無除雄区で 0.96％となり，収穫した果実の大部分がしい

な果であった．同様に ‘紅玉’ のしいな果の割合は γ花粉除

雄区で 95.67％，γ 花粉無除雄区で 87.40％，放任授粉区で

0％となった．無種子果の割合は γ 花粉除雄区で 3.15％，γ

第 1 表　γ 線照射花粉による結果率の推移

種子親 交配方法 交配花数
結果率 （％）

6/11 6/26 9/5

ふじ γ 花粉除雄 1000 62.1 58.0 51.3
γ 花粉無除雄 1000 48.2 42.2 32.9

紅玉 γ 花粉除雄 1000 45.7 38.6 26.6
γ 花粉無除雄 1000 42.4 41.4 38.2

印度 γ 花粉除雄 1300 84.8 82.8 75.5
γ 花粉無除雄 700 73.3 71.2 58.0
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花粉無除雄区で 7.40％となった．‘印度’ のしいな果の割合

は γ花粉除雄区で 72.15％，γ花粉無除雄区で 59.47％，放任

授粉区で 0％と他の 2 品種に比べて，しいな果の割合が低

くなった．一方， ‘印度’ の無種子果の割合は γ 花粉除雄区

で 25.95％，γ 花粉無除雄区で 35.79％と他の 2 品種と比較 
して高い値を示した．‘印度’ で無種子果が多い原因は ‘印

度’ は単為結果能力が高い品種（石山ら， 1995; 齋藤ら， 
1994）であることと関係していると考えられた．3 品種と

も共通してしいな果の割合が γ 花粉無除雄区より γ 花粉除

雄区で高い値を示した．しいな果の割合は無種子果や完全

種子果の割合と連動しているが，γ 花粉除雄区は γ 花粉無

除雄区より胚が退化した種子の割合が多い可能性も考えら

れる．完全種子果の割合は3品種とも γ花粉除雄区より γ花
粉無除雄区が多く，γ 花粉無除雄区は自家受精により種子

が形成されていることが推察された．

3．有胚種子数，有胚乳種子数の経時的変化

6月 26日以降，約 10日ごとに 5果ずつ採取した果実の中

に含まれる有胚・有胚乳種子数を示した（第 3表）．‘ふじ’ 
の γ花粉除雄区では 7月 25日に有胚乳種子が 2個得られ，γ
花粉無除雄区では 7 月 7 日，7 月 15 日に有胚種子をそれぞ

れ 1 個確認した．‘紅玉’では γ 花粉除雄区では有胚・有胚

乳種子は得られなかったが，γ花粉無除雄区で 7月 25日，8
月 5 日に有胚乳種子をそれぞれ 1 個確認した．‘印度’ でも

γ 花粉除雄区では有胚・有胚乳種子を得られなかったが， 
γ花粉無除雄区で 6月 26日に有胚種子を 2個確認した．‘ふ

じ’， ‘紅玉’， ‘印度’ の3品種で8月15日以降の有胚・有胚

乳種子の存在は確認できなかった．

γ花粉除雄区で有胚乳種子が得られたのは‘ふじ’の 7月
25 日のみでそれ以外の有胚種子および有胚乳種子はすべ

て γ 花粉無除雄区に由来していた．γ 花粉除雄区の有胚乳

種子は単為発生の可能性があるが，γ 花粉無除雄区の有胚

種子，有胚乳種子は単為発生に加えて自家受精の可能性が

ある．さらには γ 花粉の稔性残存，他花粉の混入の可能性

についても検証が必要である．

γ線照射花粉の花粉管は正常に伸長する（第 1図）ことか

ら，受精は行われている可能性がある．また，6 月 26 日以

降の調査日において果実中にしいなが多数存在したことか

ら（第 4表），初期の胚形成は誘導されており，種子形成が

開始された後に胚の退化が生じ，しいなが多数残されたと

考えられる．このことは 6 月～7 月の区で少数の胚や胚乳

が認められ，しかも 8月 15日以降は有胚・有胚乳種子は確

認されなかったことからも推察される（第 3 表）．従って，

単為発生個体は退化した可能性があり，早期に退化する胚

を救出することが必要と考えられた．今後，γ 花粉が受精

に至るか，また，仮に受精した場合にはその後の胚発生と

胚の発育停止の過程を調査する必要がある．それによって

胚の救出の時期と胚培養の開始時期に関する知見が得られ

ると考えられる．
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4．種子長径の経時的変化

第 2図に‘ふじ’，‘紅玉’，‘印度’ の各処理の種子の長径

の経時変化を示した．あわせて，放任授粉区での種子およ

び胚の長径を示した．‘ふじ’ の放任授粉区の種子長は 7月
25 日にピークに達した後減少に転じ，‘紅玉’ と ‘印度’ で
は 7 月 15 日に最大になった後にわずかに縮小した．一方，

γ花粉除雄区と γ花粉無除雄区の種子長は 7月 15日～25日
に最大値になった後，わずかに減少した．γ 花粉処理を

行った両区と放任授粉区との種子長の差は ‘ふじ’ では 7
月 7日以降顕著になり （第 2図A）， ‘紅玉’ と ‘印度’ では 6
月26日で既に放任授粉区の種子長と γ花粉処理を行った両

区の種子長との間に差が認められ，γ 花粉処理を行った両

区は種子長が小さい値を示した（第 2 図 B， C）．放任授粉

区と γ 花粉処理両区の種子長の比較から， ‘ふじ’ の γ 花粉

処理区のしいなは 6月下旬に種子（種皮）の発育が停止し， 
‘紅玉’， ‘印度’ は 6 月下旬より前に種子（種皮）の発育が

停止することが推察された．このことからも単為発生由来

個体を獲得するためには，早期の胚を救出し胚培養を行う

必要があると推察された．

5．種子長の分布

第 4 表に ‘ふじ’， ‘紅玉’， ‘印度’ の 6 月 26 日と 9 月 5 日

の交配方法，種子の種類別の種子長を示した．‘ふじ’， ‘紅

玉’， ‘印度’ の 6 月 26 日および 9 月 5 日の種子長径を比較

した結果（第 4 表），3 品種とも γ 花粉除雄区および γ 花粉

無除雄区で 6月 26日と 9月 5日間でしいなの種子長に有意

な差はなく，同日の放任授粉区の充実種子と比べて小さい

ことから，しいなは 6月 26日時点で既に発育が停止してい

ることが推察された．一方，放任授粉区の充実種子は 6 月

26 日より 9 月 5 日でさらに伸長していた．

γ 花粉除雄区のしいなの数は 3 品種とも 6 月 26 日と 9 月

5 日でほとんど同じだった．このことは遅くとも 6 月 26 日

時点でしいな数がほぼ決定していることを示唆している．

一方，γ 花粉無除雄区では ‘ふじ’ と ‘紅玉’ で 6 月 26 日よ

り 9 月 5 日のしいなの数が増えており，この期間にかなり

の数の種子が退化したことが推察された．一方， ‘印度’ は
6 月 26 日と 9 月 5 日の間でしいなの数に差は認められな

かった．‘印度’ の γ花粉無除雄区のしいなは 6月 26日の時

点で既に γ 花粉除雄区と同程度に多かった．

6．SSR マーカーによる完全種子の由来調査

‘ふじ’， ‘紅玉’， ‘印度’ の 9 月 5 日に収穫した完全種子

から実生を育成した．‘ふじ’ の γ 花粉除雄区では獲得した

19個の完全種子のうち，1個の実生を育成し，γ花粉無除雄

区では 26 個の完全種子のうち 7 個の実生を育成した（第 5
表）．‘紅玉’はγ花粉除雄区で獲得した5個の完全種子のう

ち実生 5 個体を育成し，γ 花粉無除雄区では 32 個の完全種

子を獲得し実生 16 個体を育成した（第 6 表）．‘印度’ では

γ 花粉除雄区で獲得した 35 個の完全種子のうち 8 個体の実

生を育成し，γ 花粉無除雄区では獲得した 39 個の完全種子

のうち 39個の実生を育成した（第 7表）．3品種の実生の育

成個体数が収穫した完全種子数より少ない原因は不発芽や

第 3 表　調査日ごとの有胚種子と有胚乳種子の数

種子親 交配方法 種子の種類
採種日

6/26 7/7 7/15 7/25 8/5 8/15 8/25 9/5

ふじ γ 花粉除雄 種子数 z 25 21 21 22 19 11 12 23
有胚種子数 y 0 0 0 0 0 0 0 0
有胚乳種子数 x 0 0 0 2 0 0 0 0

γ 花粉無除雄 種子数 14 21 19 19 20 13 17 20
有胚種子数 0 1 1 0 0 0 0 0
有胚乳種子数 0 0 0 0 0 0 0 0

紅玉 γ 花粉除雄 種子数 15 18 15 13 10 24 16 13
有胚種子数 0 0 0 0 0 0 0 0
有胚乳種子数 0 0 0 0 0 0 0 0

γ 花粉無除雄 種子数 7 10 16 8 11 18 16 15
有胚種子数 0 0 0 0 0 0 0 0
有胚乳種子数 0 0 0 1 1 0 0 0

印度 γ 花粉除雄 種子数 15 16 33 19 24 14 26 18
有胚種子数 0 0 0 0 0 0 0 0
有胚乳種子数 0 0 0 0 0 0 0 0

γ 花粉無除雄 種子数 16 20 16 18 3 11 16 17
有胚種子数 2 0 0 0 0 0 0 0
有胚乳種子数 0 0 0 0 0 0 0 0

1 区当たり 5 果採取
z 長径 3 mm 以上のしいなと充実種子の数
y 胚を含む種子の数
x 胚乳のみで胚を含まない種子の数
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発芽後の枯死のためである．これらの実生をSSRマーカー

によって親を判別した．

（1）‘ふじ’

‘ふじ’ の γ 花粉除雄区の実生 1 個体は他殖由来であっ

た．γ 花粉無除雄区では実生 7 個体のうち，2 個体が他殖 
由来で，5 個体が自殖個体であった（第 5 表）．γ 花粉除雄

区の他殖実生 1 個体と γ 花粉無除雄区の他殖実生 1 個体は

‘ふじ’ と ‘GD’ の allele を有していることから，花粉親は 
‘GD’ と推定された．γ 花粉無除雄区のもう一つの他殖実

生は ‘ふじ’ と ‘GD’ 以外の allele が検出されたことから花

粉の混入が推定された．自殖と判定された個体は種子親の

alleleのみを有しているが，1つの SSRマーカーにつき 2つ
の allele が検出される場合が多かった．生殖細胞に由来す

る単為発生個体では 2 つの allele のうち片方のみが検出さ

れるが，本実験では 2 つの allele が多く検出されたことか

ら，生殖細胞に由来する単為発生個体ではなく受精を経て

いる個体であることが推察された．一方，γ 花粉無除雄区

の実生番号 7 では，調査した 6 つの SSR マーカすべてで種

子親の‘ふじ’に由来する 2つの alleleが検出されているこ

とから無配偶生殖による単為発生の可能性もあるが，リン

ゴ栽培種が無配偶生殖性を有するとする報告はないため

（Olien, 1987; Sax, 1959），自家受精を経た個体である可能性

が高いと考えられた．

（2）‘紅玉’

‘紅玉’ の γ 花粉除雄区の実生 5 個体すべてと γ 花粉無除

雄区の実生16個体のうち15個体は ‘紅玉’ と ‘GD’ 以外の

allele が検出されたことから花粉の混入による他殖由来で

あることが推察された（第 6 表）．γ 花粉無除雄区の実生番

号 15はCH02b03b， CH02b10， CH02g09， CH04d10のそれぞ

れ二つのalleleが ‘紅玉’ に由来していることから ‘紅玉’ の
自殖個体と推定された．

（3）‘印度’

‘印度’ の γ 花粉除雄区の実生 8 個体はすべて他殖由来

で，γ 花粉無除雄区の実生 39 個体は 32 個体が他殖由来， 
7 個体が自殖由来であることが明らかになった（第 7 表）． 
γ花粉除雄区の5個体は ‘GD’ の alleleを有するため‘印度’

第 4 表　各品種の調査日ごとの種子長

種子親 採種日 交配方法 種子の種類 種子数 z
平均種子長 （mm）y

平均 ± 標準偏差

ふじ 6/26 γ 花粉除雄 しいな 25 7.355 ± 0.754 bcx

γ 花粉無除雄 しいな 14 7.680 ± 0.460 bc
放任授粉 充実種子 23 8.119 ± 0.464 b

しいな 26 4.789 ± 1.046 d
9/ 5 γ 花粉除雄 しいな 23 7.048 ± 1.247 c

γ 花粉無除雄 しいな 20 7.226 ± 1.381 c
放任授粉 充実種子 36 8.870 ± 0.698 a

しいな 37 7.650 ± 0.512 bc

紅玉 6/26 γ 花粉除雄 しいな 15 6.203 ± 1.739 C
γ 花粉無除雄 しいな 7 7.073 ± 1.339 BC
放任授粉 充実種子 17 8.261 ± 1.218 AB

しいな 5 4.121 ± 0.273 D
9/ 5 γ 花粉除雄 しいな 13 6.690 ± 1.350 C

γ 花粉無除雄 しいな 15 7.602 ± 1.320 BC
放任授粉 充実種子 30 9.133 ± 0.909 A

しいな 15 7.424 ± 0.139 BC

印度 6/26 γ 花粉除雄 しいな 15 6.890 ± 0.476 γ
γ 花粉無除雄 充実種子 2 8.456

しいな 16 6.299 ± 0.994 γ
放任授粉 充実種子 18 9.235 ± 0.711 α

しいな 34 5.182 ± 1.436 δ
9/ 5 γ 花粉除雄 しいな 18 6.251 ± 0.638 γ

γ 花粉無除雄 しいな 17 6.372 ± 0.974 γ
放任授粉 充実種子 41 9.265 ± 0.722 α

しいな 41 7.877 ± 0.603 β

1 区当たり 5 果採取
z 直径 3 mm 以上の種子数
y 種子の長径を計測
x 異なる文字間に 5％水準の有意差あり （Tukey-Kramer HSD 検定）
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と ‘GD’ の交雑実生と推定されるが，他の 3個体は ‘印度’

と ‘GD’ 以外の allele が検出されたことから花粉の混入が

推定された．γ 花粉無除雄区の 32 他殖個体の内訳は 5 個体

が ‘印度’ と ‘GD’ の交雑実生，27 個体が花粉の混入と推

定された．

（4）γ線照射花粉の稔性

このように今回育成した実生では 3 品種ともに γ 花粉受

粉の両区で単為発生半数体由来を示す個体はなかった． 
また，γ 花粉除雄区で獲得した実生はすべて他殖由来で， 
γ 花粉無除雄区でも 3 品種ともに自殖由来の実生以外に 
他殖由来実生が含まれていた．他殖個体のうち， ‘ふじ’ の 
γ 花粉除雄区で 1 個体（100％），γ 花粉無除雄区で 1 個体

（14.3％）が ‘GD’ と同じ alleleを持つ個体であり ‘GD’ 花粉

由来の他殖個体と推定された．‘印度’でも同様に γ花粉除

雄区で 8 個体中 5 個体（62.5％），γ 花粉無除雄区で 39 個体

中 5 個体（12.8％）が‘GD’花粉由来の他殖由来と推定さ

れた．‘紅玉’の実生個体で‘GD’花粉に由来する個体はな

かった．‘GD’ と同じ alleleを持つ実生は，交配樹の近くに

‘GD’ の樹がないことから，γ 線照射による花粉の精核が

破壊されず受精した個体である可能性が高い．このことか

ら，500 Gy の γ 線照射では一部の花粉が稔性を維持してい

たことが推察された．

（5）花粉の混入

‘紅玉’ と ‘印度’ で花粉の混入が多いことから確実に未

開花の花を交配に用いることの重要性が示された．‘印度’

は開花時期が早いことから人工授粉前に他花粉が混入して

いた可能性が考えられた．

（6）胚培養の必要性

獲得した種子の中で発芽しなかった種子や発芽後に枯死

した個体には単為発生由来の個体が含まれている可能性も

あるが，今回調査に用いた ‘ふじ’， ‘紅玉’， ‘印度’ におい

て収穫期まで維持された果実から種子を取り出す現在の方

法を続けても発芽後正常に成長できる単為発生由来個体を

獲得することは困難と推察された．Yahata ら（2010）は

ブンタン品種‘晩白柚’に 400 Gyの軟X線を照射した‘土

佐文旦’花粉を授粉し，授粉後 40日に胚珠培養を行い‘晩

白柚’由来の半数体の獲得に成功している．今後，リンゴ

でも胚の退化時期を正確に把握し胚培養等の方法（大宮， 
1993）で単為発生個体の獲得を検討する必要がある．

7．γ線照射花粉による雌性側単為発生個体の獲得方法と

その可能性

（1）照射線量の妥当性

γ 線照射で不稔化した花粉を用いて雌性側の単為発生を

誘導し半数体由来個体を獲得するためには，まず結実の確

保と種子形成および胚発生の確認を行うことが必要とな

る．Zhang・Lespinasse（1991）はリンゴ花粉に 125 Gy から

1000 Gy の γ 線を照射し雌性側単為発生個体の誘導実験を

行っている．それによると，γ 線の線量が少ない 125 Gy で

は結果率は高く多く種子を獲得できるものの，半数体由来

以外の 2 倍体も多く含まれるため単為発生個体の獲得効率

が下がるとし，750 Gy以上の線量ではしいな種子がほとん

どで胚は獲得できず，線量が 1000 Gy になると結果率が低

下し無胚種子が形成されやすいとしている．また，250 Gy
と 500 Gy では供試した ‘Erovan’， ‘GD’， ‘X6677’， ‘R1-49’ 
の 4 品種すべてで半数体を獲得できたことから，γ 線照射

花粉の授粉による半数体の獲得には 250～500 Gyの線量で

照射した花粉を用いることが効果的としている．今回の実

験では，γ 線を照射した ‘GD’ の花粉で形成されたと推定

される生育可能な実生個体の数は ‘ふじ’ の γ 花粉除雄区

で 1000 交配中 1 個体，γ 花粉無除雄区では 1000 交配中 1 
個体（第 1 表，第 5 表），‘紅玉’の γ 花粉除雄区で 1000 交

配中 0個体，γ花粉無除雄区で 1000交配中 0個体（第 1表，

第 6 表），‘印度’ の γ 花粉除雄区では 1300 交配中 5 個体， 
γ 花粉無除雄区で 700 交配中 5 個体（第 1 表，第 7 表）と 

第 2 図　種子長と胚長の経時的変化
A：‘ふじ’，B：‘紅玉’，C：‘印度’
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少なかった．線量を上げると結果率が下がることから 
（Sniezko・Visser, 1987; Zhang・Lespinasse, 1991），500 Gyの
照射線量は妥当と考えられた．

（2）除雄操作の必要性

γ 線照射花粉による授粉作業はバルーンステージの花を

除雄し交配するが，この除雄作業は手間がかかり，多数の

第 5 表　‘ふじ’実生の SSR マーカーによる由来の確認

交配方法

親品種
実生番号

SSR マーカー

判定
CH02b12 CH02b03b CH02b10 CH02f06 CH02g09 CH04d10

♀‘ふじ’ 137 / 137 75 / 104 128 / 130 136 / 156 103 / 107 164 / 208
♂‘GD’ 137 / 137 75 / 96 118 / 122 142 / 156 116 / 134 190 / 190

γ 花粉除雄区 1 137 / 137 96 / 104 118 / 128 136 / 156 107 / 116 164 / 190 他殖 z

γ 花粉無除雄区 1 137 / 137 75 / 104 128 136 / 156 103 164 / 208 自殖

2 137 / 137 75 / 96 128 / 130 154 / 156 103 / 116 164 他殖

3 137 / 137 75 / 104 128 136 / 156 103 164 / 208 自殖

4 137 / 137 75 118 / 130 156 107 / 134 190 / 208 他殖 z

5 137 / 137 75 / 104 128 136 / 156 103 / 107 164 自殖

6 137 / 137 75 / 104 128 / 130 136 103 / 107 164 / 208 自殖

7 137 / 137 75 / 104 128 / 130 136 / 156 103 / 107 164 / 208 自殖

z 花粉親が‘GD’と推定される個体
：‘GD’， ‘ふじ’ と同じ対立遺伝子
：‘GD’ と同じ対立遺伝子
：‘GD’， ‘ふじ’ 以外に由来する対立遺伝子

第 6 表　‘紅玉’実生の SSR マーカーによる由来の確認

交配方法

親品種
実生番号

SSR マーカー

判定
CH02b12 CH02b03b CH02b10 CH02f06 CH02g09 CH04d10

♀‘紅玉’ 121 / 123 92 / 94 122 / 130 148 / 156 107 / 132 168 / 208
♂‘GD’ 137 / 137 75 / 75 118 / 122 142 / 156 116 / 134 190 / 190

γ 花粉除雄区 1 121 / 137 75 / 94 120 / 128 148 107 / 132 190 / 208 他殖

2 121 / 137 75 / 92 120 148 / 156 107 168 / 208 他殖

3 123 / 133 92 / 96 130 / 142 148 / 156 107 / 116 154 / 168 他殖

4 121 / 139 90 / 94 126 / 130 156 132 / 134 154 / 208 他殖

5 121 94 / 96 120 156 107 / 134 208 他殖

γ 花粉無除雄区 1 121 / 137 75 / 94 120 148 / 156 107 / 132 168 / 190 他殖

2 121 92 / 94 120 148 / 156 107 / 132 168 / 208 他殖

3 121 / 137 94 122 / 130 144 / 156 107 / 134 166 / 208 他殖

4 123 92 / 94 120 156 107 / 132 208 他殖

5 123 / 137 75 / 94 120 156 132 190 / 208 他殖

6 121 94 120 107 / 116 168 / 190 他殖

7 121 / 123 75 / 94 122 / 130 144 / 147 132 208 他殖

8 123 92 / 94 130 144 / 156 132 208 他殖

9 121 / 137 88 / 94 110 / 122 148 99 / 107 208 他殖

10 123 / 137 75 / 92 111 / 122 144 / 156 97 / 132 168 他殖

11 123 / 139 92 / 96 148 116 / 132 168 / 190 他殖

12 121 / 123 94 120 156 132 168 他殖

13 123 / 137 94 / 96 130 / 154 142 / 156 107 / 116 166 / 268 他殖

14 121 / 139 75 / 92 128 / 130 136 / 148 107 208 他殖

15 123 92 / 94 122 / 130 156 107 / 132 168 / 208 自殖

16 123 94 120 148 / 156 107 / 132 168 他殖

：‘GD’， ‘紅玉’ と同じ対立遺伝子
：‘GD’ と同じ対立遺伝子
：‘GD’， ‘紅玉’ 以外に由来する対立遺伝子
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第 7 表　‘印度’実生の SSR マーカーによる由来の確認

交配方法

親品種
実生番号

SSR マーカー

判定
CH02b12 CH02b03b CH02b10 CH02f06 CH02g09 CH04d10

♀‘印度’ 133 / 137 75 / 94 130 / 140 136 / 142 107 / 163 154 / 208
♂‘GD’ 137 / 137 75 / 96 118 / 122 142 / 156 116 / 134 190 / 190

γ 花粉除雄区 1 133 / 137 75 / 96 122 / 130 136 / 142 116 / 163 190 / 208 他殖 z

2 137 75 122 / 130 136 / 156 116 / 163 154 / 190 他殖 z

3 133 / 137 75 / 96 122 / 140 142 107 / 116 190 / 208 他殖 z

4 121 / 133 75 / 94 122 / 130 142 / 148 107 / 163 154 / 168 他殖

5 137 75 118 / 130 136 / 142 107 / 134 154 / 190 他殖 z

6 133 / 137 75 122 / 140 136 / 156 190 / 208 他殖 z

7 137 75 / 90 122 / 130 136 / 144 107 / 116 154 / 168 他殖

8 133 / 137 94 / 104 128 / 130 136 / 156 107 154 / 164 他殖

γ 花粉無除雄区 1 133 / 137 75 / 94 130 / 140 136 107 / 163 154 自殖

2 133 75 / 94 130 / 140 136 107 154 自殖

3 137 75 130 / 140 142 / 156 103 / 163 154 / 164 他殖

4 137 75 / 136 107 154 / 208 自殖

5 123 / 133 75 122 / 130 136 / 156 107 190 / 208 他殖

6 133 / 137 75 / 94 128 / 130 136 / 156 103 / 107 154 / 208 他殖

7 133 / 137 75 / 94 128 / 130 136 / 156 103 / 107 154 / 208 他殖

8 137 90 / 94 126 / 130 136 / 144 107 / 134 154 / 208 他殖

9 133 / 137 94 / 96 140 / 142 142 / 156 103 / 107 154 / 208 他殖

10 133 / 139 75 / 96 128 / 140 136 / 148 116 / 163 154 / 168 他殖

11 133 / 137 94 / 96 118 / 140 142 107 / 134 154 / 190 他殖z

12 123 / 133 94 115 / 140 142 / 144 130 / 163 208 他殖

13 133 / 137 94 130 / 140 142 163 154 自殖

14 133 / 137 75 / 94 128 / 140 136 107 / 163 154 / 164 他殖

15 137 / 139 90 / 94 130 / 142 136 / 144 103 / 163 154 / 208 他殖

16 137 75 / 104 130 / 142 142 / 156 103 / 163 208 他殖

17 137 94 / 96 118 / 140 142 107 / 116 154 / 190 他殖 z

18 123 / 133 75 / 92 122 / 130 142 / 148 107 / 116 154 / 190 他殖

19 133 / 137 75 / 94 130 / 140 136 / 142 107 / 163 154 / 208 自殖

20 123 / 133 92 / 94 122 / 130 136 / 142 107 / 163 154 / 168 他殖

21 133 / 137 75 / 94 130 142 / 156 103 / 107 154 / 164 他殖

22 133 / 137 75 118 / 130 142 134 / 163 190 / 208 他殖 z

23 137 75 / 94 136 / 142 107 208 自殖

24 133 / 137 94 / 104 130 / 140 136 / 142 103 / 107 154 / 164 他殖

25 137 75 / 96 122 / 130 142 / 156 107 / 134 154 / 190 他殖 z

26 123 / 133 94 122 / 140 142 132 / 163 154 / 208 他殖

27 137 / 143 94 / 100 111 / 130 136 / 146 118 / 163 150 / 154 他殖

28 133 / 137 75 / 94 130 / 140 142 / 156 103 / 107 154 / 164 他殖

29 137 94 / 104 128 / 149 142 / 156 103 / 163 208 他殖

30 123 / 137 75 / 92 122 / 149 142 / 156 107 168 / 208 他殖

31 137 / 139 94 / 96 126 / 140 136 / 144 134 / 163 154 / 208 他殖

32 133 94 130 136 / 142 107 / 163 154 / 208 自殖

33 133 / 137 75 / 90 126 / 140 142 / 156 103 / 163 154 / 208 他殖

34 123 / 137 75 / 92 120 / 139 142 / 148 116 / 163 154 / 190 他殖

35 137 94 / 96 122 / 130 136 / 142 116 / 163 190 / 208 他殖 z

36 133 / 139 88 / 94 128 / 140 142 / 148 107 154 / 166 他殖

37 133 / 137 75 / 94 130 136 103 / 163 154 / 208 他殖

38 137 94 / 104 128 / 140 136 / 156 103 / 163 208 他殖

39 123 / 133 75 142 / 156 107 / 116 154 / 168 他殖

z 花粉親が ‘GD’ と推定される個体
：‘GD’， ‘印度’ と同じ対立遺伝子
：‘GD’ と同じ対立遺伝子
：‘GD’， ‘印度’ 以外に由来する対立遺伝子
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交配を行う場合の障害となる．そのため今回の実験では，

除雄後に交配を行った区と除雄せずに交配を行った区を 
設定した．γ 花粉除雄区では自殖個体は確認されず γ 花粉

無除雄区のみで自殖個体が確認されることから（第 5 表，

第 6 表，第 7 表），除雄操作で自殖個体が除かれることは 
明らかだが，γ 花粉無除雄区で得られた自殖個体は ‘ふじ’ 
で 1000 交配中 5 個体（第 1 表，第 5 表），‘紅玉’ で 1000 交

配中 1 個体（第 1 表，第 6 表）， ‘印度’ で 700 交配中 7 個体

（第 1 表，第 7 表）と比較的少ないことから，除雄操作の 
手間を考慮した場合，無除雄で交配果数を多くし，実生育

成後に遺伝子マーカーで選抜する手順が効率的と考えら 
れる．

（3）γ線照射花粉を使用した場合の結実率の品種間差

γ 線照射花粉の授粉区では ‘ふじ’， ‘紅玉’， ‘印度’ の 3
品種すべてで結実が確認され，品種による結果率の差も 
確認された．結果率が低いことは種子および胚を獲得する

機会が減少することになるため，結実しやすい品種を選択

することは重要と考えられる．今回の結果では（第 1 表），

‘印度’が高い結果率を示しており実験に適した品種と考

えられる．一方，‘紅玉’は結果率が低く，この実験には適

さない可能性が高い．‘印度’が高い結果率を示す原因は以

下に考察する偽単為結果と他動的単為結果の影響が強いと

考えられる．

（4）偽単為結果

Ogata ら（2008）は ‘土佐文旦’ を用いて 1000 Gy の軟 X
線を照射したヒュウガナツ花粉と照射していない花粉によ

る結果率を比較している．それによると両者の結果率には

差が認められないことを報告している．‘土佐文旦’は自家

不和合性が強く，単為結果能力も低い（山崎ら， 2007）．
従って，軟X線照射花粉と非照射花粉とで同程度の着果率

が認められたことは，照射花粉によって何らかの結実促進

機構が誘導されたと推察される（Ogata ら， 2008）．今回の

実験でも通常の交配試験では自家授粉で結実することの 
ない ‘ふじ’ において自殖個体が獲得できている（第 5 表）

ことから，γ 線照射花粉によって結実が促進され収穫期ま

で結実が維持されたと考えられる．また，本実験により，

500 Gy の γ 線を照射した不稔花粉を用いることで，交配後

約1か月で42％～85％，9月上旬の時点でも27％～76％の

結果率が維持される（第 1 表）ことが判明した．一般にリ 
ンゴの単為結果率は高くても 10％程度であることから（小

森ら， 1999），γ 花粉の授粉により偽単為結果が誘導され結

実を促進したと推察される．

（5）他動的単為結果

本実験の 6 月 11 日時点では，供試した 3 品種とも γ 花粉

除雄区が γ 花粉無除雄区より高い結果率を示していた（第

1表）．この原因としては除雄の刺激が，雌性側の他動的単

為結果を誘導した可能性が考えられる．斎藤ら（2007）は

除雄・無受粉処理の ‘王林’ が74％の結果率を示し， すべて

の果実が単為結果であったことを報告し，齋藤ら（1994）

は除雄・無受粉処理の結果から ‘印度’ が他動的単為結 
果性を有することを明らかにしている．小森ら（1999）は

無除雄・無受粉処理で ‘印度’ の 3 年間平均の結果率が

34.8％， ‘王林’ の 2 年間平均の結果率が 88.3％で両品種と

も無種子で結実したことを報告しているが， ‘ふじ’ と ‘紅

玉’ は単為結果性を示さなかったとしている．また，石山

ら（1995）は無除雄・自家受粉処理で‘ふじ’の 6年間平均

の結果率が 2.2％で 1 果当たり種子数が 2.1 個，‘紅玉’の 7
年間平均の結果率が4.3％で1果当たり種子数が2.1個，‘印

度’ の 4 年間平均の結果率が 16.5％で 1 果当たり種子数が

2.5個， ‘王林’ の 3年間平均の結果率が 18.7％で 1果当たり

種子数が 1.3 個であったと報告している．これらの結果か

ら， ‘ふじ’ と ‘紅玉’ はわずかながら自家和合性を有する

が単為結果能力はなく， ‘印度’ と ‘王林’ は他動的単為結

果能力を有することが示唆された．

（6）単為発生の確認方法

リンゴの赤葉形質は 1 対の遺伝子によって制御されてお

り，赤葉を発現する遺伝子が緑葉に対して優性であること

が判明している（Espley ら， 2007; Lespinasse ら， 1983; 松
本， 2018; Morimotoら， 2013）．Zhang・Lespinasse（1991）は

この赤葉遺伝子をホモで有する赤葉系品種の花粉に γ 線を

125 Gy の線量で照射した後に‘Erovan’に授粉している．

その方法で獲得した種子数は 1 果当たり 5.9 個で，500 Gy
では 1.4 個であった．さらに獲得した種子を発芽させ，そ

の植物体に赤葉形質が遺伝していない植物体を選抜した．

調査の結果，125 Gyの種子からは赤葉の実生と緑葉の実生

が出現したが，500 Gyでは赤葉の実生は出現せず，すべて

の実生が緑葉であった．このことから，500 Gyの線量で照

射した花粉によって獲得した種子はすべて雌性由来の可 
能性があると結論したうえで，獲得した実生の染色体数 
調査を行って半数体を選抜している．現在では，個体の 
由来を識別する方法として SSR 等の遺伝子マーカーを 
使用する方法が発達し遺伝解析への適用も進んでいる

（Gianfranceschi ら， 1998; Guilford ら， 1997; Kunihisa ら， 
2019）．倍数性についてもフローサイトメトリーによって

正確に把握でき（近藤ら， 2000），SSRマーカーを用いて葯

培養等によって獲得した植物体が単為発生に由来するか識

別することも可能である（Höferら， 2002, 2004, 2008; Kenis・ 
Keulemans, 2000）．津國（2006）は葯培養で作出した 2倍体

の植物を SSR マーカーを用いて解析し，各マーカー 1 組の

allele のうち片側の allele のみが現れることから半数体由来

であったことを報告している．

（7）まとめ

今回の試験では γ 花粉の授粉によって獲得した実生から

雌性側単為発生個体は獲得できなかったが，γ 花粉によっ

て胚発生が誘導され生育途中の胚および種子のほとんどが

退化することが推察された．γ 線の線量が 500 Gy では一部

の花粉は稔性を維持することが示されたが ‘GD’ の γ 花粉

由来と考えられる個体はわずかであり，照射線量は 500 Gy
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が妥当と考えられた．今後は γ 花粉の花粉管伸長，受精お

よび胚発生，胚発育の停止過程を明らかにし，胚培養によ

る半数体由来個体獲得の可能性を探る必要がある．

摘　　要

雌性側の単為生殖を誘導する方法として γ 線をはじめと

する放射線を照射した花粉を授粉に用いる方法が実施され

ている．本研究では種子親に ‘ふじ’，‘紅玉’，‘印度’ を用

いて，500 Gyのγ線を照射した ‘Golden Delicious’ の花粉を

授粉に用いた場合の結果率や種子の状態を調査し，SSR
マーカーを用いて獲得した種子から育成した実生の由来に

ついて調査した．試験の結果，γ 線照射花粉の授粉によっ

て獲得した実生から雌性側単為発生個体は獲得できなかっ

たが，γ 線照射花粉によって胚発生が誘導され成育途中の

胚および種子のほとんどが退化することが推察された．多

くの胚および種子の発育が停止する時期は 6 月下旬（交配

後約 50日）以前であり，単為発生由来個体を獲得するため

にはそれ以前の時期に胚を救出し胚培養を行う必要がある

と推察された．雌性側単為発生個体を獲得するためには γ
線照射花粉の授粉によって結実する必要がある．今回用い

た品種では ‘印度’ が高い結果率を示しており実験に適し

た品種と考えられた．一方，‘紅玉’ は結果率が低く，この

実験には適さない可能性が考えられた．除雄操作によって

自殖個体は確実に除かれたが，γ 線照射花粉無除雄区で得

られた自殖個体は100交配中1個体以下と少ないことから，

除雄操作の手間を考慮した場合，無除雄で交配果数を多く

し，実生育成後に遺伝子マーカーで選抜する手順が単為発

生個体を獲得する方法として効率的と考えられた．γ 線 
の線量が 500 Gy では一部の花粉は稔性を維持することが

示されたが ‘GD’ の γ 線照射花粉由来と考えられる個体は

最大でも 700 交配中 5 個体とわずかであり，照射線量は

500 Gy が妥当と考えられた．今後は γ 花粉の花粉管伸長，

受精および胚発生，胚発育の停止過程を明らかにし，胚培

養による半数体由来個体獲得の可能性を探る必要がある．
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