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第Ⅰ章 序 論

１．研究の背景

マーガレットの概要

Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip.は，スペ
イン領カナリア諸島（Bramwell et al. 2001）とポルト
ガル領マデイラ諸島を原産とし，24種（Bremer et al.
1994; Francisco‐Ortega et al. 1997）の原種が報告さ
れている多年生キク科植物である．以前は，

Chrysanthemumに属していたが，1970年代に広義
Chrysanthemumの再分類が繰り返され，マーガレッ
トは，Chrysanthemum属からArgyranthemum属に
再分類された（Anderson 2006）．Argyranthemum属
の植物は花型や葉型などが花き園芸的に評価が高い一

方，原生地が島々に限られているため，遺伝的に花色

の多様性が乏しく24種の原種のうち有色種は3種のみ
である（Bramwell and Bramwell 2001; Francisco-
Ortega et al.2000; Press and Short 1994，第1図）．日
本には，1880年代に導入され，1920年代に静岡県南
崎町（現南伊豆町）に伝来後，大規模な切り花栽培が

始まった．鉢物用マーガレットは，1990年の大阪万博

後のガーデニングブームの到来とともに，海外から多

数のマーガレット品種が導入され，鉢物生産が盛んに

なった（稲葉ら，2019）．マーガレットの品種開発の歴
史は，1987年にマーガレットで初めて白花の切花用品
種が登録され，鉢物用は，1990年に白花の品種が登録
された．1990年代からマーガレットの品種育成が盛ん
に行われ，1995年には初の有色品種が登録された．そ
の後，2003年には，マーガレットの近縁種であるハナ
ワギク（Glebionis carinata (Schousb.) Tzvelev.）との
属間雑種品種が品種登録され，2019年12月現在で
211品種が登録されている．マーガレットは冬から春季
にかけて鉢物や花壇苗として利用されている．

静岡県におけるマーガレット生産量・出荷量の推移

主要市場である株式会社フラワーオークションジャ

パンでの静岡県の鉢物マーガレット取扱量は，2000年
から2005年にかけて出荷量が約4倍に増大した．その
後は，2005年の約9万鉢をピークに減少傾向で2015年
は約7万鉢の取扱量であるものの，全国第2位の取扱量
である（第2図）．
静岡県の鉢物マーガレット生産は，主に，静岡県東部

流通センター農協（静岡県富士市）マーガレット部会が

第1図 カナリア諸島，マデイラ諸島周辺における

Argranthemum属の分布地図
（Francisco-Ortega et al.2000）
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第2図 鉢物マーガレット取扱実績（（株）フラ

ワーオークションジャパン統計データ, 2015）

第3図 鉢物マーガレット出荷量の推移

（静岡県東部流通センター農協）
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出荷している．静岡県東部流通センター農協は，静岡県

と静岡県育成品種の許諾契約し，静岡県が育成した品種

を生産出荷している．その出荷量は，平成18年から平
成24年までは約3.5万ケースで推移していたが，平成
24年以降，夏場の高温や冬場の低温による生育不良や枯
死率の増加により，製品化率の低下や出荷期間の短縮等

の影響から，出荷量が減少傾向にある（第3図）．
一方，単価は，平成15年はケース単価が約1,500円
だったが，平成18年以降は上昇傾向が続いており，平
成30年度は約2,000円で，平成15年度比で約3割単
価が上昇した（第4図）．その理由として，マーガレッ
ト部会の積極的なプロモーション活動やジャパンフラ

ワーセレクションやフロリアード等の品評会での受賞

により評価が向上したことにより，市場や販売店にお

ける「静岡県のマーガレット」の認知度が高まり，注

文数が増加していることが考えられる．

近縁種を用いた新たな形質を有する品種育成の取組

育種には，大きく分けて交配（種内や属間等）による

ものと，X線やγ線照射や，化学処理およびトランスポ
ゾン突然変異を誘発させて新たな形質を獲得する育種

方法がある（Hayes et al. 1955; Luan et al. 2007; Luo
et al. 1991; Sasaki et al. 2008）．交配育種において，従
来品種にはない新たな形質を持つ品種を育成するには，

属間交配は種内・種間交配と比較し優れている．しかし，

属間交配では，一般的に，交雑不稔性が高く，胚珠が充

実する前に生育が停止し退化してしまうため，種子を得

ることは困難である．そのため，胚珠が退化してしまう

前に，胚珠を摘出し人工的に培養する胚珠培養技術が利

用されている（Sharmaetal.1996）．これまでに胚培養
技術により，キク属，シャクナゲ属，リリウム属などの

多くの雑種が作出されてきた（Deng et al. 2011;
Eeckhaut et al. 2007; Van Tuyl et al. 1991）.

マーガレットにおいても胚珠培養技術を用いた属間

雑種が作出されている．マーガレットは花色の多様性

に乏しいため，近縁属を用いた品種開発により花色の

多様化を目指した．これまでにシュンギク（Glebionis
coronaria (L.) Cass. ex Spach.）との交配により‘伊豆イ
エロー’（古里，1977,1978）の作出や，ハナワギク
（Glebionis carinata (Schousb.) Tzvelev.）と交配・胚
珠培養により属間雑種を作出し，品種登録してきた

（Ohtsuka and Inaba, 2008, 稲葉ら 2008, 岩崎ら
2008）．ハナワギクとの属間雑種は，多彩な花色・大
輪・芳香性を有するなど観賞価値に重きを置いた育種

により，従来のマーガレット品種にはない新たな形質

が付与され，他産地との差別化が図られてきた（第5
図）．

マーガレットと多年生キク科植物の交配個体の作出

マーガレットとハナワギクとの属間雑種品種は観賞

価値を重視した品種育成のため花色の多様化，芳香性の

付与などが図られてきた一方，マーガレットとハナワギ

クとの属間雑種品種は，難栽培性，難増殖性，耐寒性・

耐暑性などの環境ストレス耐性が低いなど生産性に課

題がある．そのため，出荷時期が短く，生産圃場が制限

され，出荷量が伸び悩んでいる現状である．以上のこと

から，栽培性を重視した品種育成が必要である．しかし，

これまでマーガレットの属間雑種の作出事例は，開花後

の樹勢が著しく低下する1年生草本のシュンギクとハナ
ワギクのみであり，多年生キク科植物との属間雑種の作

出が可能であるかは不明である．そこで本研究では，多

年生キク科植物のデモルフォセカ（Dimorphotheca
sinuata DC.），オステオスペルマム（Osteospermum
ecklonis (de Candolle) Norlindh ），サイネリア
（Pericallis hybrida B. Nord.），芳香性キク‘アロマム’
Chrysanthemum lavandulifolium (Fisch. ex Trautv.)

第4図 静岡県における鉢物マーガレット単価の推

移（静岡県東部流通センター農協）

第5図 マーガレットとハナワギクの属間雑種品種
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Makino × Chrysanthemum × morifoliumRamat.），ア
ルテミシア（Artemisia absinthium L.），ローダンセマ
ム2種（Rhodanthemum gayanum (Cross. & Durieu)
B.H. Wilcox, K. Bremer & Humphries. ，
Rhodanthemum hosmariense (Ball) B.H. Wilcox, K.
Bremer & Humphries.）の計7種をマーガレットと交
配し，雑種作出の可能性を検討した．

交配親に供試した各種の特性は以下の通りである．デ

モルフォセカは，アフリカ南部を原産とするアフリカキ

ンセンカ属で，花色がオレンジ色から白色まで豊富な花

色である． 4月から6月ごろ開花し矮性で匍匐性のた
め，早春から初夏の間に花壇等の植栽に多く利用されて

いる．オステオスペルマムは，アフリカ南部を原産とす

るオステオスペルマム属で，花色が紫色，黄色，桃色等

花色が豊富である．耐寒性に優れており，冬から春季に

かけて開花するため，冬場から春先にかけて鉢物や花壇

苗として利用されている．サイネリアは，北アフリカや

スペイン領カナリア諸島，ポルトガル領マデイラ諸島を

原産とするペリカルシス属で，青色や桃色，バイカラー

があるなど花色が豊富で，草姿が良好である．また，耐

寒性に優れ，11月から5月ごろまで開花することから，
冬から春にかけて鉢物として観賞されている．芳香性キ

ク‘アロマム’は近縁属のキク同士の交雑から育成された
品種で，甘い香りを有する特徴がある．秋季に開花する

ため，秋季の鉢物として観賞される．アルテミシアは，

ヨモギ属で，香りが強く，耐寒性が強い．ローダンセマ

ムは，モロッコ原産のローダンセマム属で，耐寒性が強

く，氷点下や降霜の条件下でも生育可能である．草姿が

良好で，2月から6月ごろまで開花するため，冬から春
季の花壇の植栽に広く利用されている．

本研究において，マーガレットと上記のキク科植物7
種の交配を試みた．一般的に属間交配では，胚珠が生

育途中で停止し退化するため種子が獲得されない．そ

のため，胚珠が退化する前に摘出し，人工的に培養す

る胚珠培養が用いられている（Sharma et al. 1996）．
マーガレットと多年生キク科植物との属間交配のた

め，胚珠培養法により交配個体の作出を目指した．

交配個体の雑種識別

遺伝子マーカーの開発の歴史は，1980年にRFLP
（Restriction Fragment Length Polymorphisms）が
発表されたが（Botstein et al. 1980），再現性が高いも
のの，判別までに時間がかかることや試薬等コスト高

い.さらに，PCR技術が開発されたことを受け（Mullis

and Faloona 1989），判別が単純でその再現性の高い
PCRに基づく遺伝子マーカーが多数開発されてきたこ
とから，あまり広く普及されなかった．PCR増幅の差
異により識別する技術としてRAPD（Random
amplified polymorphic DNA）が挙げられる
（Williams et al. 1991）．RAPDは10塩基程度の短いラ
ンダムプライマーを利用しバンドの発現本数やその有

無により識別されるため，技術的要求度が低く迅速な

判定が可能である．しかし，その欠点として，ランダ

ムプライマーの塩基数が少ないため，再現性が低いこ

とが挙げられる．この再現性の低さを解決する技術と

して，PCRにより増幅された制限酵素断片長の相違に
より識別されるAFLP（Amplified fragment length
polymorphism; Vos et al. 1995）や，特異的なプライマ
ーを使用しPCR増幅により識別されるSCAR
（Sequence characterized amplified region; Paran
and Michelmore 1993），PCR増幅産物を制限酵素で切
断されることにより識別されるCAPS（Cleaved
amplified polymorphic sequence; Konieczny and
Ausubel 1993）などのマーカー開発が行われてきた．

RAPD（Kauletal.,2009），SSR（Simplesequence
repeats; Sato-Ushiku et al. 2011）， SCAR（Scheef, et
al. 2003），CAPS（Kunihisa et al. 2003），AFLP
（Chauhan et al. 2004）等のPCRに基づく遺伝子マー
カーは現在でも，植物全体で品種や系統識別に広く利用

されている．また，遺伝子マーカーを用いて識別する場

合には，品種や近縁種ごとに塩基配列の相違を基に識別

することが多く，その中で，塩基配列の欠損や挿入等の

変異が頻繁に起こるリボソームDNA内のITS領域は，
品種や近縁種を識別する時によく利用される（Álvarez
and Wende 2003; Baldwin 1992; Cheng et al. 2016;
Eriksson et al. 2003）．
今回，マーガレットは自家和合性のため自家受粉の

可能性も考えられることから，遺伝子マーカーによる

雑種識別が必要である．作出された交配個体が両親の

属間雑種であるかを遺伝的に判定するために，1塩基の
違いにおいても識別できること，両親のリボソーム

DNAの ITS領域の塩基配列がGenbankに掲載されて
いたことから，CAPSマーカーを採用した．CAPSマ
ーカーは，塩基配列情報は必要であるものの再現性が

高い特徴がある．リボソームDNAのITS領域の塩基
配列を基にCAPSマーカーを設計し交配個体における
雑種判定を試みた．
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交配個体の形態的特性

マーガレットとハナワギクとの属間雑種では，従来の

マーガレット品種にはない花色や芳香性など新規形質

を有する観賞価値を重視した品種育成が行われてきた．

生産する上で重要な草姿や樹勢の強さ，環境ストレス耐

性，増殖性に劣っているため，需要があるものの生産量

を増やすことが難しいという問題があった．そのため，

生産する上で重要な栽培特性に優れた品種育成が必要

と考えられる．

マーガレットと交配に供試した多年生キク科植物と

の属間雑種の作出事例がないことから，作出された場合，

形態特性は不明である．キクでの属間雑種は両親と異な

る形質が確認された一方（Tang et al. 2010），リンドウ
での属間雑種は両親と中間的な形質であったと報告が

ある（玉掛ら，2014）．そのため，交配個体とその両親と
の形態調査の結果から，その交配個体の形態や栽培特性

を把握する必要がある．また，従来のマーガレット品種

にはない新規形質の有無を調査するため，作出された交

配組合せによって，必要に応じて詳細な花色や芳香性，

剛健性などの特性調査を行う必要がある．

交配個体の安価な雑種識別手法の開発

遺伝子マーカーの種類は多く，RAPD（random
amplified polymorphic DNA; Morikawa et al. 2014）
や ， RFLP （ restriction Fragment Length
Polymorphisms; Wolff et al. 1995），SSR（simple
sequence repeat; Sato-Ushiku et al. 2011），SCAR
（sequence-characterized amplified region; Scheef et
al.2003），CAPS（Kunihisaetal.2003）などにより品
種や雑種等の識別がなされてきた．しかし，遺伝子マー

カーごとに，再現性や技術要求度，コスト等が異なる．

RFLPは，再現性が高いものの，判定までに時間がかか
ることや試薬等のコストが高いことが課題になってい

る．CAPSマーカーは再現性が高いものの，操作手順が
煩雑で比較的試薬等のコストが高いことから，大量なサ

ンプルを扱う早期選抜時の雑種判定には不向きで，育種

期間の短縮化を図るには，再現性が高いことに加え，安

価で迅速に大量のサンプルを判別できる遺伝子マーカ

ーを開発する必要がある．

技術要求度が低く迅速に判定できる遺伝子マーカー

として，RAPDが挙げられるが，10bp程度の塩基配列
の短いプライマーのため，PCR条件によって，結果が
異なる場合があり，判定に誤りが生じるなど再現性が

低い（DNA品種識別技術検討会，2003）．その欠点を

改良したSCARマーカーは，塩基配列に特異的な20〜
25 bpのプライマーを使用するためRAPDマーカーよ
りも再現性が高く（Paran and Michelmore 1993），
CAPSマーカーと同等な再現性と言われている
（Agarwal et al. 2008）．一般的に，SCARマーカー
は，CAPSマーカーと比較して手順が少なく，試薬等
コストがCAPSマーカーよりも低いため，CAPSマー
カーよりも安価で効率的に識別ができると考えられ

る．そのため，早期選抜を目的としたSCARマーカー
の開発に取り組んだ．

2. 研究の目的と構成
本研究は，マーガレットと多年生キク科植物との雑種

作出の可能性を検討するとともに，剛健で従来のマーガ

レット品種にはない新たな形質を有する雑種の育成と，

育種の効率化を図るための遺伝子マーカーの開発を目

的として実験を行った．

はじめに，第Ⅱ章では，胚珠培養法を用いてマーガレ

ットと多年生キク科植物との交配個体の作出に取り組

んだ．これまでマーガレットと多年生キク科植物との属

間雑種の作出に関する報告がないため，7種の多年生キ
ク科植物を用いて交配・胚珠培養を試みた．胚珠培養法

による発芽率の結果を踏まえ，胚珠培養条件や交配から

胚珠摘出までの期間について考察した．加えて，キク科

植物におけるマーガレットの遺伝子距離からこれまで

作出事例のない近縁種との属間雑種作出の可能性につ

いても考察した．

第Ⅲ章では，マーガレットは自家和合性であることか

ら，作出した交配個体を遺伝的に雑種であることを判定

するために，遺伝子マーカーを設計し，交配個体の雑種

判定を行った．加えて，市販品種等を用いて設計した遺

伝子マーカーの汎用性を確認した．

第Ⅳ章では，これまでマーガレットと多年生キク科植

物との属間雑種を作出した事例がないため，形態や花色

特性が不明である．そのため，属間雑種個体を作出され

た場合，両親と形態特性の相違点や，従来のマーガレッ

ト品種にはない新規性のある特性の有無に関する調査

を実施した．加えて，商品性として重要な形質である花

色については色差値の測定と色素量の分析を行い両親

と比較した．

第Ⅴ章では，多量のサンプルを扱う早期選抜時の雑種

識別に適している遺伝子マーカーの開発とその汎用性

を確認した．第Ⅵ章では，総合考察として，第Ⅱ~Ⅴ章の
結果から研究のまとめと今後の展望について記した．
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第Ⅱ章 胚珠培養法を用いたマーガレットと多年生キク科植物との交配個体の作出

1. 緒言
本章では，マーガレットと多年生キク科植物との交雑性

評価と，その雑種個体の作出を目的に実験を行った．

多年生キク科植物のアルテミシア（Artemisia
absinthium L.），芳香性キク‘アロマム’
〔 Chrysanthemum lavandulifolium (Fisch. ex

Trautv.) Makino   ×   Chrysanthemum   ×   morifolium
Ramat.〕,デモルフォセカ（Dimorphotheca sinuata
DC.）,オステオスペルマム〔Osteospermumecklonis (de
Candolle)Norlindh〕,サイネリア（PericallishybridaB.
Nord.），ローダンセマム ガヤナム〔Rhodanthemum
gayanum (Cross. & Durieu) B.H. Wilcox, K. Bremer &
Humphries.〕,ローダンセマム ホスマリテンゼ

〔Rhodanthemum hosmariense (Ball) B.H. Wilcox, K.
Bremer&Humphries〕の計7種を花粉親に供試し，マ
ーガレットと交配し，交配約3週間後に胚珠を摘出し培
養した．

2. 材料および方法
2.1 マーガレットと多年生キク科植物との交配および
胚珠培養

多年生キク科植物は多数存在するにも関わらず，マー

ガレットとその近縁属との属間雑種の作出事例はシュ

ンギクとハナワギクのみである．シュンギクやハナワギ

クは1年生草本であるため，その属間雑種は，難栽培性・
難増殖性など生産する上で課題がある．そこで，今回，

マーガレットとの交雑事例がない多年生キク科植物7種
を用いてマーガレットと交配し，交雑評価を行った．

2.1.1 供試植物とその育苗
アルテミシア（Artemisia absinthium L.），芳香性キ
ク‘アロマム’〔Chrysanthemumlavandulifolium(Fisch.
ex Trautv.) Makino × Chrysanthemum × morifolium
Ramat.〕,デモルフォセカ（Dimorphotheca sinuata
DC.）,オステオスペルマム〔Osteospermumecklonis (de
Candolle)Norlindh〕,サイネリア（PericallishybridaB.
Nord.），ローダンセマム ガヤナム〔Rhodanthemum
gayanum (Cross. & Durieu) B.H. Wilcox, K. Bremer &
Humphries.〕 ,ローダンセマム ホスマリテンゼ

〔Rhodanthemum hosmariense (Ball) B.H. Wilcox, K.
Bremer & Humphries〕の7種を実験に供試した．
マーガレットは，親株から花芽のついてない挿し穂を

採取し，人工培養土 {セルピート;（株）富士見工業} を
充填した128穴セルトレイに挿し芽を行った．セル苗は，
静岡県農林技術研究所伊豆農業研究センター（静岡県賀

茂郡東伊豆町）の温室内で育苗した．約2〜3週間後に
発根が十分確認された挿し芽を3.5号ポリポットにポッ
ト上げした．培養土は，赤土，バーク堆肥，セルピート

を2:1:3の割合で調整した混合土を使用した．ポット苗
は，週に1回の頻度で，液体肥料 {OATハウス1号; (株)
OATアグリオ} を1000倍希釈で施与し，約1ヶ月間，
温室内で育苗した．その後，6号鉢に鉢上げした後，伊

第1表 マーガレットと多年生キク科植物との交配組合せと交配結果

種子親 花粉親

Argyranthemum frutescens ‘サンデーリップル’ Chrysanthemum lavandulifolium  x
 Chrysanthemum x morifolium   ‘アロマム’ 3 0 0 0

Argyranthemum frutescens ‘サンデーリップル’ Osteospermum ecklonis 14 0 0 0

Argyranthemum frutescens ‘サンデーリップル’ Pericallis hybrida 5 0 0 0

Argyranthemum frutescens ‘サンデーリップル’ Rhodanthemum hosmariense 3 0 0 0

Argyranthemum frutescens ‘サンデーリップル’ Rhodanthemum ‘アフリカンアイズ’ 40 12 7 1

Argyranthemum frutescens ‘ラブリーフレンド’ Artemisia absinthium 6 0 0 0

Argyranthemum frutescens ‘ラブリーフレンド’ Chrysanthemum lavandulifolium  x
 Chrysanthemum x morifolium  ‘アロマム’ 11 0 0 0

Argyranthemum frutescens ‘ラブリーフレンド’ Osteospermum ecklonis 26 0 0 0

Argyranthemum frutescens ‘ラブリーフレンド’ Rhodanthemum ‘アフリカンアイズ’ 10 0 0 0

Argyranthemum frutescens ‘ムーンライト’ Dimorphotheca sinuata 11 0 0 0

Argyranthemum frutescens ‘ブリアンルージュ’ Rhodanthemum `エルフピンク' 10 5 2 1

交配組合せ
交配供試数 胚珠形成数 発芽数 獲得個体数
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豆農業研究センター内の環境制御温室（20 m2）内に移

動した．花粉親の7種は，それぞれ3号〜3.5号苗を購
入し，6号鉢に鉢上げした後，伊豆農業研究センターの
環境制御温室（20 m2）内に移動した．液体肥料 {OAT
ハウス1号; (株)OATアグリオ} を1000倍に希釈し，週
1回の頻度で施与した．
2.1.2 マーガレットと多年生キク科植物との交配
交配は，伊豆農業研究センターの環境制御温室内で行

った．交配当日に筆を用いて花粉親から花粉を採取し，

晴天日の午前中（午前9時〜正午）に交配を実施した．
交配後，他からの花粉が入らないように交配袋で覆った．

2.1.3 胚珠培養と順化
マーガレットとハナワギクとの属間雑種では，交配3
週間後に胚珠を摘出した場合，充実した胚珠が多く観察

され，効率的に胚珠培養できたと報告があることから

（植田ら，2006），それに倣い交配3週間後に交配花か
ら胚珠を摘出し培養した．胚珠培養には，Murashige
Skoogの基本培地中（Murashige and Skoog, 1962）に
無機塩の多量要素のみを 1/2 に希釈した培地
{Murashige and Skoog Plant Salt Mixture；（株）日本
製薬} をpH5.8に調整し，3%ショ糖，0.3%ゲランカム
を添加した培地（以後1/2MS培地という．）を管ビンに
10mLずつ分注し，オートクレーブ（120℃，20分間）
で滅菌した培地を用いた． 交配花は，1％次亜塩素酸ナ
トリウム溶液で10分間殺菌後，滅菌水で2回洗浄した．
その後，クリーンベンチ内の解剖顕微鏡下で子房を除去

し充実している胚珠を無菌的に摘出し，1/2MS培地に置
床した．その後は，23℃ 16時間日長条件下の環境制御
室で管理し，十分に発根した植物体をバーミキュライト

で充填した2号ポリポットに移植した．23℃ 16時間日
長条件下の環境制御室で約1ヶ月順化させた後，6号鉢
に移植し温室で栽培した．

3. 結果および考察
3.1 マーガレットと多年生キク科植物との交配および
胚珠培養

マーガレットとローダンセマム ガヤナム

〔Rhodanthemum gayanum (Cross. & Durieu) B.H.
Wilcox, K. Bremer & Humphries.〕との交配した60花
のうち，17の充実した胚珠が得られ，最終的に2つの交
配個体が得られた（第1表）．一方，それ以外の6種の
アルテミシア（Artemisia absinthium L.），芳香性キク
‘アロマム’〔Chrysanthemum lavandulifolium (Fisch.

ex Trautv.) Makino × Chrysanthemum × morifolium
Ramat.〕,デモルフォセカ（Dimorphotheca sinuata
DC.）,オステオスペルマム〔Osteospermumecklonis (de
Candolle)Norlindh〕,サイネリア（PericallishybridaB.
Nord.） ,ローダンセマム ホスマリテンゼ

〔Rhodanthemum hosmariense (Ball) B.H. Wilcox, K.
Bremer&Humphries〕との交配では，充実した胚珠を
得ることはできず，交配個体が作出されなかった．

本研究では，マーガレットとローダンセマムの交配

組合せで，胚珠培養法により初めて交配個体を作出する

ことができた（第6，7図）．
4. 考察
今回マーガレットとローダンセマムの属間交配にお

いて，17の充実した胚珠を摘出したが，発芽したもの
は9個体で，最終的に作出された個体は2個体のみと
発芽率および植物体形成率が低かった．一般的に属間

交配における障壁として，受精前と受精後の交雑障壁

に分けられる．今回，交配個体が作出されなかったま

たは作出率が低かった原因を明らかするために，交配

個体が得られなかった組合せも含め，花粉発芽や花粉

管伸長の異常等による受精前の交雑障壁か，胚や胚珠

に発達異常等による受精後の交雑障壁のどちらの要因

であるか調査する必要がある．受精前の交雑障壁の克

服事例として，蕾受粉（福本ら，1996），老花受粉
（Ascher・Peloquin, 1966）や，花序の温湯処理（巣
山ら，2013），混合花粉の利用，高温での受粉，柱頭へ
の薬剤処理など（Van et al. 1997）が報告されている．
そのため，受精前の交雑障壁が要因であった場合に

は，高温での受粉や混合花粉による交配を行うこと

で，交配個体の作出が可能になるかもしれない．ま

た，マーガレット品種は2倍体と3倍体があると報告
されているが，近年，採種が容易な2倍体品種が鉢物
用品種を中心に流通されている（青山，2000; 稲葉
ら，2019）．一方，今回花粉親に供試した品目の倍数性
は不明で3倍体以上の奇数倍数体であった場合，一般
的に正常な花粉が形成されないため後代が作出されな

い．奇数倍数体から稔性のある偶数倍数体を作出する

方法として，コルヒチン処理（Hamill et al. 1992;
Yang et al. 2006）や，一酸化二窒素の暴露（Sattler et
al. 2016; Van Tuyl et al. 1992）による倍加や，3倍体
の自家受粉や2倍体との戻し交配など3倍体を介した
安定的な偶数倍数体の形成（Ramsey et al. 1998）が報
告されている．このように，花粉親が奇数倍数体であ
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った場合に，倍数性を誘発するコルヒチン処理や一酸

化二窒素の暴露することで，安定的な偶数倍数体を作

出し，稔性を回復させることで，交配個体の作出が容

易になる可能性がある．

一方，受精後の交雑障壁の克服には，今回用いた胚

珠培養や子房培養が報告されている（Van et al.
1997）．園芸植物における胚珠培養の発芽率に関する研
究では，交配から胚珠の摘出までの期間や，培地に添

加する糖の種類・濃度，植物ホルモンの濃度・組合せ

を検討したところ，発芽率や植物体形成率が上昇した

と報告されている（Chen and Mii 2012; Cisneros and

Tel-Zur, 2010; Fratini and Ruiz, 2006; Motohashi et
al. 2008; Pellegrineschi et al., 1997; Tar et al. 2018;
Yang et al., 2007）．今後，さらに効率的に発芽率の上
昇を図るためには，胚珠培養に用いる培地の糖分濃度

や，植物ホルモンの濃度・組合せなどの胚珠培養方法

と胚珠培養までの交配期間を検討することが必要であ

ると考えられる．それにより，今回作出されたマーガ

レットとローダンセマムとの交配個体の作出数の増加

や，今回作出されなかった種との交配組合せでも培養

条件の改良や交配時期・期間を検討することで，新た

な雑種個体の作出が可能になるかもしれない．

また，キク科植物の遺伝子距離では，今回供試した

ローダンセマム，アルテミシア，オステオスペルマム

とマーガレットとの遺伝子距離は，ローダンセマムが

一番近く，アルテミシア，オステオスペルマムの順で

遺伝子距離が近かった（Watson et al.2000; 第8図）．
マーガレットとの属間雑種育成の報告があるシュンギ

クとハナワギクの遺伝的距離は，ローダンセマムより

も近かった．ローダンセマムよりもマーガレットとの

遺伝子距離が近いクラダンツス（Cladanthus arabicus
(L.) Cass.），サントリナ（Santolina rosmarinifolia
L.），ローマンカモミール（Chamaemelum nobile (L.)
All.），ローナス（Lonas annua (L.) Vines & Druce），

第8図 Chloroplast Gene ndhFに基づくマーガレットと
近縁種との遺伝子距離（Watsonetal.2000 引用）

第7図 マーガレット‘サンデーリップル’×ローダンセ
マム‘アフリカンアイズ’の交配個体とその両
親の花と葉の形態

（左上：マーガレット‘サンデーリップル ’，右
上：ローダンセマム‘アフリカンアイズ’，下：
交配個体）

第6図 マーガレット‘ブリアンルージュ’×ローダン
セマム‘エルフピンク’の交配個体とその両
親の花と葉の形態

（左上：マーガレット‘ブリアンルージュ’，
右上：ローダンセマム‘エルフピンク’，
下：交配個体）
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ノースポールMauranthemum paludosum (Poir.) Vogt
& Oberpreiler），
ムルチコーレ（Coleostephus myconis (L.) Rchb. F.），
シャスターデージー（Leucanthemum vulgare Lam.）
との交配は，マーガレットとの属間雑種作出の可能性

が考えられる．

ノースポールやシャスターデージーは，マーガレット

と草姿や花型が類似しているが，両者ともに耐寒性に優

れ，草姿が良好なため，従来のマーガレット品種にはな

い耐寒性に優れた属間雑種が作出される可能性が考え

られる．また，クラダンツスやムルチコーレは濃黄花で

コンパクトな草姿なため，マーガレットに存在しない濃

黄花の属間雑種が作出される可能性がある．さらにサン

トリナやローマンカモミールは芳香性が強く耐寒性に

優れることから，芳香性を有する属間雑種が作出される

可能性が考えられる．これら両種ともに香草のため，そ

の属間雑種が作出された場合，アロマ効果（鎮静作用）

など副次的な効用もあるかもしれない．以上のように，

本研究結果やマーガレットとの遺伝子距離の違いを考

慮した交配を試みることで，育種目的に即したさらなる

属間雑種の作出が期待される．
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第Ⅲ章 作出個体の雑種識別

1. 緒言
第Ⅱ章において，マーガレットと多年生キク科植物7
種を交配・胚珠培養したところ，マーガレットとローダ

ンセマムとの組合せで交配個体が作出された．しかしな

がら，これまでマーガレットとローダンセマムの属間雑

種個体の作出事例がないことから，属間雑種であるかど

うか不明である．マーガレットは自家和合性のため，作

出した個体は自家受精した可能性も考えられる．そのた

め，本章では，遺伝的に雑種判定するために，遺伝子マ

ーカーを設計しマーガレットとローダンセマムとの交

配個体の雑種判定を試みた．今回，Genbankに両親のリ
ボソームDNAのITS領域の塩基配列情報が掲載されて
いたことから，雑種判定に用いた遺伝子マーカーは，塩

基配列情報は必要であるが，再現性が高い CAPS
（cleavedamplifiedpolymorphicsequences ）マーカー
を採用し，両親のリボソームDNAの ITS領域の塩基配
列を基にCAPSマーカーを設計した．また，市販品種等
を用いて設計したCAPSマーカーの汎用性を確認した．
2. 材料および方法
2.1 DNA抽出および目的領域の増幅
交配個体とその両親を供試した．サンプルの新葉から

DNA抽出キットNucleoSpin Plant II DNAextraction
kit （TAKARABIO INC.）を用いた以下の手順で
DNAを抽出した．新葉0.2gを2.0mlスクリューキャ
ップチューブ（滅菌凍結保存チューブ：ナチュラル；

(株)アシスト）に入れ，ジルコニアボール（YTZ-2 /
KN3324222 2mm，（株）テックジャム）を5粒加え
て，液体窒素で凍結後にビーズ式の細胞破砕装置を用

いて振動速度5,500rpmで20秒間を3〜4回繰り返し
粉砕した．遠心分離機を用いて，キャップに張り付い

たサンプルを落とした．サンプルを溶解するため

に，破砕したサンプルをマイクロチューブに移し，

Buffer PL1を 400 μl加え vortexで充分に混合さ
せた後，RNaseA溶液 10μlを加えて混合し，65℃
で 10分間保温した．溶解液をろ過するために，
NucleoSpin FilterをCollection Tube（2 ml）にセ
ットし，サンプル溶解液をカラムに加えて，11,000
×g，2分間遠心分離し抽出液と残渣に分離した．抽
出液にBuffer PC 450 μlを添加し，vortexで充分
に混合した．カラムへ吸着させるため，

NucleoSpin Plant II Columnを新しいCollection
Tube（2 ml）にセットし，その混合液 700μlをカ
ラムに加えて，11,000×g，1分間遠心分離し，ろ液
を捨てた．メンブレンの洗浄として，Buffer PW1
を 400 μlをカラムに添加し，11,000×gで 1分間
遠心分離した．ろ液を捨てた後，同じCollection
Tubeにカラムをセットし，Buffer PW2を 700 μl
をカラムに添加し，11,000×gで 1分間遠心分離し
た．再びろ液を捨て，Collection Tubeにカラムを
セット後，Buffer PW2を 200 μlをカラムに添加
し，11,000×gで 2分間遠心させた．DNAを抽出す
るために，カラムを 1.5mlマイクロチューブにセッ
トし，65℃に温めたBuffer PE 25μlをカラムに添
加させ，65℃で 5分間インキュベートした．その
後，11,000×gで 1分間遠心分離し，さらに 65℃に
温めたBuffer PE 25μlをカラムに添加し，11,000
×gで 1分間遠心分離し，DNAを溶出させた．
リボソームDNAの ITS領域を増幅するプライマー
の組合せとして，に5’ -
AGAAATCGTAACAAGGTTTCCGTAGG-3’（Zhao et
al. 2010）と ITS4 5’ -TCCTCCGCTTATTGATATGC -
3’（White et al. 1990）を用いた．

PCRの試薬組成は，templateDNA（100ng/μL）
を1μl，各プライマー（10μM）を1μl ，5×KapaTaq
Extrabufferを4μl，MgCl2（25mM）を1.4μl，dNTP
Mixture（10mM）を0.6μl，KapaTaq Extra DNAポ
リメラーゼ（5U/μL）を0.1μl，滅菌水を10.9μl加え，
20μlに調整した．PCR増幅は，VeritiTMThermalCycler
（Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,  MA   ,
USA）を用いて，95℃ 2分，（95℃ 20秒，55℃ 15秒，
68℃ 2分）×35サイクル，68℃ 2分の条件で増幅した．
2.2 遺伝子マーカーの設計

Genbank に掲載されているマーガレット
（EF577287）とローダンセマム（L77777）の ITS領域
の塩基配列を基に，タカラ社の Takara Cut-Site
Navigator （ http://www.takara-
bio.co.jp/enzyme/enzyme_search.php）を活用し，いく
つかのCAPSマーカー（制限酵素）の中から，マーガレ
ットのPCR産物では，ある部位において切断されるが，
ローダンセマムのPCR産物では，切断されないと考え
られる制限酵素を選択した．
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第9図-1 マーガレットとローダンセマムのリボソームDNAにおけるITS領域の塩基配列（Genbank）
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2.3 制限酵素反応と電気泳動
制限酵素反応の試薬組成は，PCR増副産物を3μl，制
限酵素AflⅡを0.5μl，10×MBufferを1μl，0.1%BSA
を1μl，滅菌水を4.5μl加え10μlに調整した．その
後，37℃, 3時間で酵素反応を行い，酵素反応産物8μl
とBPB液2μlを混合したものを1.5%アガロースゲル
のウェルにアプライした．また，ゲルの両端のウェルに

50bpマーカー（Nippon Genetics Co, Ltd）を5µlアプ
ライした．0.1mg/mlになるようにEthidium Bromide
を加え1×TAE Bufferで充填させた電気泳動槽を用い，
100v，40分間で泳動した．その後，トランスイルミネー
ターにのせ写真を撮影し，発現バンドを確認した．

2.4 遺伝子マーカーの汎用性の確認
2.2で選択したCAPSマーカー（制限酵素AflⅡ）の
汎用性を確認するために，マーガレット83品種，ロー
ダンセマム7品種を供試した．2.1と同様にDNAを抽
出し目的部位をPCRで増幅し，2.3と同様な方法で，
PCR産物を酵素反応させた後に，電気泳動により発現
バンドを確認した．

3. 結果
3.1 マーガレットとローダンセマムの識別可能な遺伝
子マーカーの選択

Genbankに掲載されているリボソームDNAのITS領

域のマーガレット（EF577287）とローダンセマム
（L77777）の塩基配列を基に，マーガレットとローダン
セマムで違いが見られる塩基配列を探索した．マーガレ

ットとローダンセマムとの塩基配列の相違は，70〜80bp，
120〜170bp，200〜240bp，460〜490bp，600〜660bp
の範囲で確認された（第9図）．
タ カ ラ 社 の Takara Cut-Site Navigator
（ http://www.takara-
bio.co.jp/enzyme/enzyme_search.php）を活用し，マー
ガレットとローダンセマムを識別可能な制限酵素を探

索したところ，227bpの塩基の相違から，制限酵素によ
る切断の有無の違いがみられると考えられた制限酵素

Afl II（（株）タカラバイオ）を選択した（第10図）.

C T T A A G
G A A T T C

第10図 制限酵素Afl IIの配列

第9図-2 マーガレットとローダンセマムのリボソームDNAにおけるITS領域の塩基配列（Genbank）
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3.2 遺伝子マーカーを用いた交配個体の雑種識別
制限酵素Afl Ⅱを用いた酵素反応物を電気泳動した
際のバンドの発現数の違いから雑種判定を行った．マー

ガレットでは，特異的なバンドが2本（約300bp，800bp）
確認された．一方，ローダンセマムでは，特異的な1本
のバンド（約1100bp）が確認された．マーガレットとロ
ーダンセマムの交配個体では，3本のバンド（約300bp，
800bpおよび1100bp）で，両親に特異的なバンドの両
方が確認された（第11図）．

3.3 選択したCAPSマーカーの汎用性の確認
マーガレット83品種，ローダンセマム 7品種を用い
てCAPSマーカーの汎用性を確認した．供試した品種の
うち，マーガレットでは，バンドが2本確認され，ロー
ダンセマムでは1本のバンドが確認された（第12〜18
図）．以上の結果から，CAPSマーカー（制限酵素Afl II）
は，マーガレットとローダンセマムを識別できる汎用性

の高いマーカーであると考えられた．

4. 考察
Genbankにより，マーガレットとローダンセマムの

リボソームDNAにおけるITS領域の塩基配列情報が得
られたため，再現性の高いCAPSマーカーによる雑種識
別を試みた．

CAPSマーカー（制限酵素Afl Ⅱ）を用いた酵素反応
物を電気泳動し，バンドの発現数の違いから雑種判定し

た．マーガレットでは，特異的なバンドが2本（約300bp，
800bp）確認された一方，ローダンセマムでは，特異的
な1本のバンド（約1100bp）が確認された．マーガレ
ットとローダンセマムの交配個体では，3本のバンド
（約300bp，800bpおよび1100bp）がみられ，両親に
特異的なバンドの両方であると確認されたため，マーガ

レットとローダンセマムの雑種であると判定された．

さらに，マーガレット83品種，ローダンセマム7
品種を用いてCAPSマーカーの汎用性を確認した結果，
マーガレットでは，バンドが2本確認され，ローダンセ
マムでは1本のバンドが確認された．以上の結果から，
CAPSマーカー（制限酵素Afl II）は，マーガレットと
ローダンセマムを識別できる汎用性の高いマーカーで

あることが確認された．本研究の結果，マーガレットと

ローダンセマムの交配個体は，属間雑種であると遺伝子

的に判定されたため，初めてマーガレットとローダンセ

マムの属間雑種が作出されたことが証明された．

1200bp

800bp

500bp

200bp

M 1        2       3       4 5       6    M

第11図 制限酵素Afl IIを用いたマーガレッ
ト，ローダンセマムおよびその交配個体のCAPS
バンドの発現パターン

M:50bpマーカー，1~2:マーガレット，3~4:ロー
ダンセマム，5~6：マーガレット×ローダンセマ
ム．

1: ‘サンデーリップル’, 2: ‘ブリアンルージュ’,
3: ‘アフリカンアイズ’, 4:‘エルフピンク’,
5:‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’,
6:‘ブリアンルージュ’ ’ × ‘エルフピンク’

第12図 制限酵素Afl IIを用いたマーガレットとローダンセ
マムのCAPSバンドの発現パターン
M:50bpマーカー，1~13:マーガレット，14:ローダンセマム．
1: ‘風恋香’，2: ‘カーニバルクイーン’，3: ‘エンジェルマイス’，
4: ‘スイートリップル’，5: ‘おぼろ月’，6: ‘ピーチクイーン’，
7: ‘クイーンマイス’，8: ‘ムーンライト’，9: ‘ガーネットクイー
ン’，10: ‘カナリアクイーン’，11: ‘キューティーマイス’，
12: ‘サワーリップル’，13: ‘サンデーリップル’，14: ‘アフリカ
ンアイズ’
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第13図 制限酵素Afl IIを用いたマーガレットとローダン
セマムのCAPSバンドの発現パターン
M:50bpマーカー，15~28:マーガレット，29:ローダンセマ
ム．

15: ‘ファイアークラッカー’，16: ‘サッシーレッド’，17: ‘サ
ッシーピンク’，18: ‘サッシーコンパクトホワイト’，19: ‘コ
ンパクトディープローズ’，20: ‘マギーパステルイエロー’，
21: ‘ヘリオウォーターメロン’，22: ‘ミニダブルホワイト’，
23: ‘ミニホワイト’，24: ‘ミニイエロー’，25: ‘イエローアネ
モネ’，26: ‘モンローローズ’，27: ‘ダブルディープローズ’，
28: ‘ブリアンルージュ，29: ‘エルフピンク’

第16図 制限酵素Afl IIを用いたマーガレットとロ
ーダンセマムのCAPSバンドの発現パターン
M:50bpマーカー，56~68,13:マーガレット，14:ローダ
ンセマム．

56: ‘ぽぽたんレモンホワイト’，57: ‘ぽぽたんイエロ
ー’，58: ‘ぽぽたんピンクブーケ’，59: ‘ルビールビー’，
60: ‘ダブルチェルシー’，61: ‘初恋ほっぺ’，62: ‘チェル
シーガール’，63: ‘ぽぽたんマカロンピンク’，64: ‘ミル
キーティアラ’，65:‘たんぽぽ’，66: ‘エンジェリックキャ
ンディピンク’，67: ‘エンジェリックルビー’，68: ‘エン
ジェリックスノー’，13: ‘サンデーリップル’，14: ‘アフ
リカンズアイズ’

第15図 制限酵素Afl IIを用いたマーガレットとローダ
ンセマムのCAPSバンドの発現パターン
M:50bpマーカー，43~55,28:マーガレット，29:ローダン
セマム．

43: ‘フェアリーダンスレッド’，44: ‘フェアリーダンスイ
エローマジック’，45: ‘フェアリーダンススイートピン
ク’，46: ‘フェアリーアイイエロー’，47: ‘サマーソングロ
ーズ’，48: ‘メテオールレッド’，49: ‘コメットピンク’，
50: ‘ぽぽたんパステルピンク’，51: ‘ぽぽたんスイートピ
ンク’，52: ‘ぽぽたんピンクホワイト’，53: ‘ぽぽたんクリ
ーム’，54: ‘ぽぽたんピンク’，55: ‘ぽぽたんディープピン
ク’，28: ‘ブリアンルージュ’，29: ‘エルフピンク’

第14図 制限酵素Afl IIを用いたマーガレットと
ローダンセマムのCAPSバンドの発現パターン
M:50bpマーカー，30~42,13:マーガレット，14:ロ
ーダンセマム．

30: ‘ボンザレモンイエロー’，31: ‘ボンザラズベリ
ー’，32: ‘ボンザサクラ’，33: ‘ボンザチェリー’，34:
‘ボンザイエロー’，35: ‘ボンザホワイト’，36: ‘ボン
ザルージュピンク’，37: ‘ボンザキャラメルホワイ
ト’，38: ‘マックスマムホワイト’，39: ‘マックスマ
ムピンク’，40: ‘マックスマムレッド’，41: ‘マック
スマムイエロー’，42: ‘フォーシーズンズホワイ
ト’，13:‘サンデーリップル’，14: ‘アフリカンアイズ’

M    15  16   17  18  19  20   21  22  23  24   25  26  27   28   29   M

M    30  31  32  33  34  35   36   37  38  39   40  41   42  13   14   M

M   43  44  45   46  47  48   49  50  51   52   53  54  55  28   29   M

M   56  57  58   59  60  61   62  63  64   65   66  67  68  13   14   M
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M  82 83  84 85 86 87 88 89 90 13  14   M

第18図 制限酵素Afl IIを用いたマーガレットと
ローダンセマムのCAPSバンドの発現パターン
M:50bpマーカー，82~85,13:マーガレット
86~90,14:ローダンセマム．
82: ‘パーカッションディープローズ’，83: ‘パーカ
ッションタンバリンレッド’，84: ‘パーカッション
シンバルダークピンク’，85: ‘モモコ’，86: ‘ピーチ
ジャム’，87: ‘マーキュリー’，88: ‘エアルローズ’，
89: ‘プチマカロン’，90: ‘アプリコットジャム’，
13: ‘サンデーリップル’，14: ‘アフリカンアイズ’

M  69 70 71   72 73 74 75 76 77  78 79  80  81   28 29   M

第17図 制限酵素Afl IIを用いたマーガレットとローダン
セマムのCAPSバンドの発現パターン
M:50bpマーカー，69~81,28:マーガレット29:ローダンセマ
ム．

69: ‘アルプス’，70: ‘エンジェリックメイズ’，71: ‘エンジェ
リックベイビーピンク’，72: ‘エンジェリックバーガンデ
ィ’，73: ‘エベレスト’，74: ‘エンジェリックフクシマ’，75:
‘エンジェリックジャイアントピンク’，76: ‘エンジェリック
レモンパステル’，77: ‘マーズ’，78: ‘リフレクションピン
ク’，79: ‘キャンディホワイト’，80: ‘パーカッションホワイ
ト’，81: ‘パーカッションシンバルライトピンク’，28: ‘ブリ
アンルージュ’，29: ‘エルフピンク’
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第Ⅳ章 マーガレットとローダンセマムの属間雑種個体の形態的評価

1. 緒言
第Ⅲ章において，マーガレットとローダンセマムとの

組合せにより作出された交配個体が両親との属間雑種

であると判別された．これまでマーガレットとローダン

セマムの属間雑種の作出事例がないことから，その形態

特性は不明である．

そこで，本実験では，属間雑種個体の形質を評価

するために，属間雑種個体と両親の形態や花色特性を

調査した．

2. 材料および方法
2.1 属間雑種個体の形態的特性
2.1.1 供試植物とその育苗
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種個体お
よびその両親，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’
の属間雑種個体およびその両親の6品種（系統）を実験
に供試した．

親株から挿し穂を採取し，人工培養土 {セルピー
ト; （株）富士見工業} を充填した128穴セルトレイに
挿し芽を行った．セル苗は，静岡県農林技術研究所伊

豆農業研究センター（静岡県賀茂郡東伊豆町）の温室

内で育苗した．約2~3週間後に十分な発根が確認され
た挿し芽を，3.5号ポリポットにポット上げした．培養
土は，赤土，バーク堆肥，セルピートを2:1:3の割合で
調整した混合土を使用した．ポット苗は，週に1回の
頻度で，液体肥料 {OATハウス1号; （株） OATア
グリオ} を1000倍希釈で施与し，約6週間，温室内で
育苗した．その後，6号鉢に鉢上げした．
2.1.2 生育調査
調査項目は，葉色，花型，花色（舌状花，筒状花），

花粉の有無，草丈，株張り，花首長，花径，一次分枝

数，葉長，葉幅，舌状花数，舌状花長，舌状花幅，葉

の毛状突起の有無の計15項目で，１区3株3反復とし
た．

2.1.3 統計解析
各測定項目について，処理区間や供試植物間に有意

な差があるかを調べるため，統計解析用ソフトウェア

{IBM SPSS Statistics version 22.0; 日本IBM （株）}
を用いて，多重比較（Tukey検定）を行った．
2.2 属間雑種個体の花色特性の定量

2.2.1 色彩色差計を用いた花色測定
1品種6株から株ごとに完全開花した舌状花をランダ
ムにサンプリングし，色彩色差計（KONICA
MINOLTAINC. CM-700d）を用いて色差値
（L*a*b*）を測定した．
2.2.2 色素分析
高速液体クロマトグラフィー〔HPLC（High
performance liquid chromatography），Prominenceシ
リーズ（LC-20AB, SIL-20A, CBM-20A, SPD-M20A
and CTO-20A），（株）島津製作所〕を用いて主要なア
ントシアニジン（デルフィニジン，シアニジン，ペラ

ルゴニジン，ペオニジン，ペチュニジン，マルビジ

ン）の定量分析を行った．舌状花0.1gを2.0mlスクリ
ューキャップチューブ（滅菌凍結保存チューブ：ナチ

ュラル；（株）アシスト）に入れ，ジルコニアボール

（YTZ-2 / KN3324222 2mm，（株）テックジャム）を
6粒加えて，液体窒素で凍結後にビーズ式の細胞破砕装
置を用いて振動速度5,000rpmで30秒間粉砕した．遠
心分離機を用いて，キャップに張り付いたサンプルを

落とした後，MAW（MeOH：CH3COOH：D.W＝9：
1：10）を1ml加えて再度，細胞破砕装置を用いて振
動速度5,000rpmで20秒間粉砕し，色素を抽出した．
これを遠心分離器に入れて，回転速度12,000rpmで3
分間遠心分離を行い，抽出液と残渣に分離した．アン

トシアニジンの溶出している上澄み液を取り，1000µl
チップにセラミックウールを詰めたものに流して濾過

した．全濾液に6規定の塩酸を500μl加え，80℃で
1.5時間湯煎して加水分解を行った．湯煎が終わった
ら，すぐに氷水で冷却した．サンプルが冷めた後に，

ジエチルエーテル1 mlを加え，ボルテックスで攪拌
し，上部のエーテル層と下部の水層に分離させた．ア

ントシアニジンは水層に溶けているため，上部のエー

テル層のみを取り除いた．残った水層に3-メチル-1-ブ
タノールを1 ml加え，ボルテックスで攪拌した後，上
層にアントシアニジンが移動するまで1時間程度，静
置した．上層のアントシアニジンが含まれる層をサン

プル瓶に移し，ドライヤーの冷風にて水分がなくなる

まで乾燥させた．これにMAWを200μl加え，シリン
ジフィルター（TOYOADVANTEC DISMIC-25HP 孔
径0.20μm，アドバンテック東洋（株））でろ過してバ
イアル小瓶に移し，各サンプル100μlをHPLC分析
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に供した．HPLC分析機には，（株）島津製作所LC－
Solutionシステムを用いた．分析装置の情報および，
流速設定は以下の通りである．

＜分析装置＞

アプリケーション：SHIMADZU LC－Solution
カラム：ShodaxC18M No.4EK011518（4.6×

250mm 5μm）
オンラインデガッサ：SHIMADZU DGU-

20A3/20A5
送液ユニット：SHIMADZU LC-20AB
検出器：SHIMADZU SPD-M20A
カラムオーブン：SHIMADZU CTO-20A/20AC
オートサンプラ： SHIMADZU SIL-

20A/20AC/20AHT/20ACHT
システムコントローラー： SHIMADZU CBM-

20A/20Alite

＜移動層＞

・A液 H2O：H₃PO₄ = 985：15
・B液 H2O：CH₃COOH：CH₃CN：H₃PO₄ =

535：250：200：15
・送液システム：B.CONC

0 - 40min．20 - 85 ％
40 - 45min．85 - 20 ％

50min．STOP
・流速：1.0ml/min．
・検出波長：530nm
・カラムオーブン温度：40℃

2.2.3 統計解析
各測定項目について，処理区間や供試植物間に有意

な差があるかを調べるため，統計解析用ソフトウェア

{IBM SPSS Statistics version 22.0; 日本IBM （株）}
を用いて，多重比較（Tukey検定）を行った．
3. 結果
3.1 属間雑種個体の形態的特性
3.1.1 交配個体の形態調査
葉色，花型，花色（舌状花，筒状花），花粉の有無，

草丈，株張り，花茎長，花径，一次分枝数，葉長，葉

幅，舌状花数，舌状花長，舌状花幅，葉の毛状突起の

有無の計15項目の調査結果を第2〜4表に示した．
1)葉色

‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種とそ
の両親は，灰緑色であった． ‘サンデーリップル’ × ‘ア
フリカンアイズ’の属間雑種および‘アフリカンアイズ’は
灰緑色で，‘サンデーリップル’は薄緑色であった．
2)花型・舌状花色

‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種は，
一重咲きで，舌状花が赤紫色であり，種子親と同様な

花色であった．一方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカ
ンアイズ’の属間雑種は，一重咲きで，舌状花が薄桃色
であったが，両親は白花であった．

3)筒状花色・花粉の有無
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種は，
筒状花が黒茶色で花粉は観察されなかった．‘ブリアン
ルージュ’は，筒状花が黄茶色で花粉は観察されなかっ
た．‘エルフピンク’は，筒状花が黒茶色で花粉を有して
いた．一方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’
の属間雑種は，筒状花が黒茶色で花粉は観察されなか

った．‘サンデーリップル’は筒状花が黄色で，‘エルフピ
ンク’は黒茶色であった．両親はともに花粉を有してい
た．

4)草丈
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の草
丈（61.3cm）は，‘ブリアンルージュ’（77.0cm）より
も低く，‘エルフピンク’（39.5cm）よりも高かった．一
方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑
種の草丈（44.0cm）は，‘サンデーリップル’
（31.3cm）よりも高く，‘アフリカンアイズ’
（42.3cm）と同等であった．
5)株張り

‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の株
張り（36.7cm）は，両親と有意な差がなかった．一
方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑
種の株張り（39.2cm）は，‘アフリカンアイズ’
（28.2cm）よりも大きく，‘サンデーリップル’
（36.9cm）と同等であった．
6)花茎長

‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の花
茎長（59.3cm）は，‘エルフピンク’（38.5cm）よりも
長く，‘ブリアンルージュ’（62.0cm）と同等であった．
一方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間
雑種の花茎長（42.7cm）は，‘サンデーリップル’
（28.3cm）よりも長く，‘アフリカンアイズ’
（41.0cm）と同等であった．
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7)花径
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の花
径（48.4mm）は，‘エルフピンク’（40.0mm）よりも
大きく‘ブリアンルージュ’（50.5mm）と同等であっ
た．同様に，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’
の属間雑種の花径（45.5mm）は，‘アフリカンアイズ’
（35.4mm）よりも大きく‘サンデーリップル’
（46.6mm）と同等であった．
8)一次分枝数

‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の一
次分枝数（3.3本）は，‘エルフピンク’（13.0本）より
も少なく‘ブリアンルージュ’（4.7本）と同等であっ
た．同様に，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’
の属間雑種の一次分枝数（6本）は，‘アフリカンアイ
ズ’（20.7本）よりも少なく，‘サンデーリップル’（8.5
本）と同等であった．

9)葉長，葉幅
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の葉
長（48.4mm），葉幅（28.4mm）は，‘エルフピンク’
（26.5mm,14.9mm）よりも大きく‘ブリアンルージュ’
（55.3mm, 27.8mm）と同等であった．一方，‘サンデ
ーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種の葉長
（48.2mm），葉幅（22.0mm）は，‘サンデーリップル’
（76.8mm,45.1mm）よりも小さく‘アフリカンアイズ’
（29.4mm,14.9mm）と同等であった．
10)舌状花数

‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の舌
状花数（24.3枚）は，両親よりも枚数が多かった．一
方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑
種の舌状花数（20.7枚）は，両親と有意な差がなかっ
た．

11)舌状花長，舌状花幅
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の舌
状花長（23.4mm）は，‘エルフピンク’（18.8mm）よ
りも長く，‘ブリアンルージュ’（23.6mm）と同等であ
った．舌状花幅（4.6mm）は，両親よりも狭かった．
同様に，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属
間雑種の舌状花長（21.5mm）は，‘アフリカンアイズ’
（16.0mm）よりも長く，‘サンデーリップル’
（20.8mm）と同等であった．舌状花幅（6.5mm）
は，アフリカンアイズ（5.0mm）よりも広かった．
12)葉の毛状突起の有無
両属間雑種の葉の毛状突起は，花粉親のローダンセ

マムと同じく有していた．

3.2 属間雑種個体の花色特性の定量
3.2.1 色彩色差計を用いた花色測定
マーガレット‘ブルアンルージュ’ × ローダンセマム

‘エルフピンク’の属間雑種とその両親の舌状花を色彩色
差計で測定し，明度を示すL*値，赤みを示すa*値，黄
色みを示すb*値および彩度を示すC*値を表した（第5
表）．同様に，マーガレット‘サンデーリップル’ × ロー
ダンセマム‘アフリカンアイズ’の属間雑種とその両親の
舌状花を色彩色差計で測定し，L*値，a*値，b*値およ
びC*値を示した（第6表）．
1)L*値

‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種で
は，L*値が両親の中間であった．一方，‘サンデーリッ
プル’ × アフリカンアイズ’の属間雑種では，両親と比
べ，有意に低かった．

2)a*値
‘ブリアンルージュ’×‘エルフピンク’の属間雑種では，

a*値は‘ブリアンルージュ’と同等で，‘エルフピンク’より
も有意に高かった．一方，‘サンデーリップル’ × ‘アフ
リカンアイズ’の属間雑種では，両親と比べ，有意に高
かった．

3)b*値
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種で
は，b*値は‘エルフピンク’と同等で，‘ブリアンルージュ’
よりも有意に低かった．一方，‘サンデーリップル’ ×
‘アフリカンアイズ’の属間雑種では，両親と比べ，有意
に低かった．

4)C*値
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種で
は，C*値は‘ブリアンルージュ’と同等で，‘エルフピンク’
よりも有意に高かった．一方，‘サンデーリップル’ ×
‘アフリカンアイズ’の属間雑種では，両親と比べ，有意
に高かった．

3.2.2 色素分析
属間雑種の色素組成や色素量を両親と比較するため

に，マーガレット‘ブリアンルージュ’ × ローダンセマ
ム‘エルフピンク’の属間雑種とその両親および，マーガ
レット‘サンデーリップル’ × ローダンセマム‘アフリカ
ンアイズ’ の属間雑種とその両親の舌状花から6つのア
ントシアニジン（デルフィニジン，シアニジン，ペラ

ルゴニジン，ペオニジン，マルビジン，ペチュニジ

ン）を測定した（第7，8表）．また， ‘ブリアンルージ
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ュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種は，色素組成をその両
親と比較した（第9表）．
1)デルフィニジン

‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の含
有量は，‘エルフピンク’と同等で，‘ブリアンルージュ’よ
りも有意に低かった．一方，‘サンデーリップル’ × ‘ア
フリカンアイズ’の属間雑種では，検出されたのに対
し，両親では検出されなかった．

2)シアニジン
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の含
有量は，両親の中間であった．一方，‘サンデーリップ
ル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種では，検出された
のに対し，両親は検出されなかった．

3)ペラルゴニジン
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種で
は，両親と比べ，有意に含有量が多かった．一方，‘サ
ンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種で
は，検出されたのに対し，両親では検出されなかっ

た．

4)ペオニジン
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種およ
びその両親では，検出されなかった．一方，‘サンデー
リップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種では，検出
されたのに対し，両親は検出されなかった．

5)マルビジン
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の含
有量は，‘エルフピンク’と同等で，‘ブリアンルージュ’よ
りも有意に低かった．一方，‘サンデーリップル’ × ‘ア
フリカンアイズ’の属間雑種では，検出されたのに対
し，両親は検出されなかった．

6)ペチュニジン
両属間雑種およびその両親において，検出されなか

った．

7)色素組成
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種の色
素組成は，シアニジン系（シアニジン含有量とペオニ

ジン含有量の総量）比率が，約60%であったのに対
し，その両親のシアニジン系比率が約90％であった．
一方，ペラルゴニジンの比率は，約30％であったのに
対し，両親のペラルゴニジン比率は約2％であった．デ
ルフィニジン系（デルフィニジン含有量とマルビジン

含有量の総量）比率は，3〜7％と有意な差は見られな
かった（第9表）．

4. 考察
4.1 属間雑種個体の草姿・花数
属間雑種個体の形態調査の結果，両属間雑種ともに，

一次分枝数がローダンセマムよりも少なく草丈が高か

ったことから，鉢物商品として一般的に求められている

コンパクトで分枝数が多いものではなかった．しかしな

がら，花径は，種子親のマーガレットと同等で，花粉親

のローダンセマムよりも大きかったため商品性が高い

と考えられる．また，‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピン
ク’の属間雑種は，舌状花数が両親よりも多かった．その
ため，マーガレットとローダンセマムの属間雑種は，有

益な形態特性を有する場合があると考えられた．さらに，

属間雑種では，マーガレットにはない毛状突起が葉や茎

に観察された．毛状突起の役割は，強光や乾燥に対する

防御，物理的かつ分泌液を出す線状の毛状突起では，そ

の分泌液により病害虫の食害を防除する効果があると

言われている（Werker,2000）．このような特性をマーガ
レットとローダンセマムの属間雑種が有していた場合，

生産側では，農薬使用量・回数の削減がされ生産コスト

と農薬散布に係る労働時間の削減につながる可能性が

ある．また，病害虫被害が軽減することで，観賞期間の

延長や病害虫防除に関わる農薬散布の削減に寄与され

ると考えられる．さらに，環境ストレス耐性を有してい

た場合，環境の変化が激しい露地栽培でも生育への影響

が軽減されることから，花壇の植栽にさらに利用されや

すくなるかもしれない．以上のことから，雑種個体には，

ローダンセマムと同様に毛状突起が観察されたため，耐

虫性や耐候性を含む詳細な栽培特性に関する調査が必

要である．

作出された属間雑種個体は，ともに筒状花は黒茶色

で花粉は観察されなかった．一般的に無花粉の個体

は，自家受粉することがないため花の観賞期間が長く

なることや，輸送時の振動などで花粉が飛散すること

がなく，花粉で花が汚れることがないという利点があ

る．マーガレットの筒状花色は，黄色から黄茶の個体

がほとんどであるが，マーガレットとハナワギクの属

間雑種では，筒状花が黒茶色で，無花粉であり，ロー

ダンセマムとの属間雑種と同様であった．形態的に属

間雑種と推察する指標として，筒状花色と花粉の有無

が考えられる．さらにマーガレットとローダンセマム

との属間雑種では，毛状突起が観察された．毛状突起

は，マーガレットでは観察されず，ローダンセマムで

は観察されることから，マーガレットとローダンセマ
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ムとの属間雑種の場合，毛状突起の有無が，形態的に

属間雑種と推察する指標になりうると考えられた．

4.2 属間雑種個体の花色
‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の雑種個体の舌
状花色は，‘ブリアンルージュ’同様に赤紫色で，色差値
（a*値，C*値）も類似していたが，舌状花の色素分析の
結果，総アントシアニジン量が両親の中間で，シアニジ

ン系やペラルゴニジン系の含有量や比率に違いがみら

れた．

一方，‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間
雑種の舌状花色は，両親（白花）と異なり薄桃色であっ

た．色差値（L*値，a*値，b*値，C*値）は両親と有意な
差が見られた．アントシアニジン含有量を分析したとこ

ろ，属間雑種には，アントシアニジンの蓄積が確認され

たが，両親ではアントシアニジンが検出されなかった．

これらのことから，マーガレットとローダンセマムの交

配により，両親と異なる新たな花色を有する属間雑種個

体を作出する可能性があると考えられた．

白花化の原因遺伝子は，アントシアニン生合成遺伝

子 [Gentian （Nishihara et al., 2006）, Antirrhinum
majus （Martin et al., 1991）]や，アントシアニン調
節遺伝子[Antirrhinum majus （Martin et al., 1991）,
Ipomoea nil （Morita et al., 2006）, Petunia hybrid
（Albert et al., 2011）]や，液胞への輸送関連遺伝子
[Petunia hybrid （Mueller et al., 2000）]の変異等な
ど多くの植物で様々な要因の報告がある．これらの知

見や花色分析の結果から，両親の白花がそれぞれ異な

る色素関連遺伝子の変異に由来することが示唆され，

属間雑種は，両親の各原因遺伝子が互いに補完された

ため，有色になったと推測された．今後，これらの原

因遺伝子の発現解析など詳細な分析を行うことで，両

親での白花の要因および，属間雑種での有色化の要因

が明らかになると考えられる．

4.3 属間雑種個体のその他形質の評価の必要性
属間雑種の花粉親であるローダンセマムは耐寒性に

優れており，冬季から春季にかけて花壇用，鉢物用と

して流通されている．一方，マーガレットも主に春季

に流通されるが，出荷期間としては秋季〜春季にかけ

て出荷されている．マーガレットの生育適温は20〜25
度で，耐寒性が弱いため，静岡県における冬場の栽培

管理では，加温が必須である．栽培温度や栽培品種に

よっては低温障害が発生し生産性が低下するという課

題がある．また，冬場の露地利用は，氷点下まで気温

が下がらない地域や無霜地域に限られている．キク科

植物では，耐寒性に優れた近縁種との交配により耐寒

性を有する属間雑種が作出されたと報告されている

（Cheng et al. 2010; Deng et al. 2011）．今回作出され
たマーガレット × ローダンセマムの属間雑種も，花粉
親が耐寒性に優れるローダンセマムであるため，その

属間雑種も同様に耐寒性に優れている可能性が考えら

れる．今後，属間雑種の耐寒性を含めた更なる栽培特

性の評価を行う必要がある．
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第2表 マーガレットとローダンセマムの属間雑種およびその両親の花・葉の特性

第3表 ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種とその両親の形態特性

z：平均値± 標準偏差 （n = 6）
y：表中の同一カラム内の同一英小文字間には Tukeyの b検定により 5%水準で有意な差が存在しないことを示す
x：‘-’は葉の毛状突起が観察されなかったことを示す．‘◯’は葉の毛状突起が観察されたことを示す．

A. frutescens  ‘ブリアンルージュ’ 77.0 ±0.6z cy 36.5 ±3.3 62.0 ± 5.5 b 50.5 ±0.9 b 4.7 ±0.3 ab

R. gayanum  ‘エルフピンク’ 39.5 ±1.2 a 32.3 ±5.3 38.5 ± 2.1 a 40.0 ±1.5 a 13.0 ±2.1 b

属間雑種 61.3 ±1.9 b 36.7 ±1.5 59.3 ± 1.9 b 48.4 ±0.5 b 3.3 ±0.7 a

A. frutescens  ‘ブリアンルージュ’ 55.3 ±3.9 b 27.8 ±1.8 b 20.7 ±0.9 a 23.6 ±0.4 b 5.6 ± 0.1 b

R. gayanum  ‘エルフピンク’ 26.5 ±1.9 a 14.9 ±1.0 a 20.5 ±0.3 a 18.8 ±0.3 a 5.4 ± 0.1 b

属間雑種 48.4 ±4.5 b 28.4 ±3.3 b 24.3 ±0.3 b 23.4 ±0.3 b 4.6 ± 0.1 a

草丈 株張り 花茎長 花径 一次分枝数

(cm) (cm) (cm) (mm) (本)

葉長 葉幅 舌状花数 舌状花長 舌状花幅 毛状突起

(mm) (mm) (枚) (mm) (mm) の有無

−
x

◯

◯

品種

n.s.

品種

品種 葉色 花型 舌状花色 筒状花色 花粉の有無

A. frutescens  ‘ブリアンルージュ’ 灰緑 一重 赤紫 黄茶 無

R. gayanum  ‘エルフピンク’ 灰緑 一重 桃 黒茶 有

属間雑種 灰緑 一重 赤紫 黒茶 無

A. frutescens  ‘サンデーリップル’ 薄緑 一重 白 黄 有

R. gayanum  ‘アフリカンアイズ’ 灰緑 一重 白 黒茶 有

属間雑種 灰緑 一重 薄桃 黒茶 無
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第4表 ‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種とその両親の形態特性

第5表 ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’の属間雑種とその両親の色差値

z：平均値 ± 標準偏差 （n = 6）
y：表中の同一カラム内の同一英小文字間にはTukeyのb検定により5%水準で有意な差が存在しないことを示す

第6表 ‘サンデーリップル’ × ‘アフリカンアイズ’の属間雑種とその両親の色差値

z：平均値 ± 標準偏差 （n = 6）
y：表中の同一カラム内の同一英小文字間にはTukeyのb検定により5%水準で有意な差が存在しないことを示す

z：平均値± 標準偏差 （n = 6）
y：表中の同一カラム内の同一英小文字間には Tukeyの b検定により 5%水準で有意な差が存在しないことを示す
x：‘-’は葉の毛状突起が観察されなかったことを示す．‘◯’は葉の毛状突起が観察されたことを示す．

A. frutescens  ‘サンデーリップル’ 31.3 ± 1.0z ay 36.9 ± 0.9 b 28.3 ± 1.8 a 46.6 ± 0.7 b 8.5 ± 1.7 a

R. gayanum  ‘アフリカンアイズ’ 42.3 ± 2.3 b 28.2 ± 1.4 a 41.0 ± 0.6 b 35.4 ± 0.6 a 20.7 ± 0.3 b

属間雑種 44.0 ± 4.4 b 39.2 ± 1.6 b 42.7 ± 1.5 b 45.5 ± 1.1 b 6.0 ± 0.0 a

A. frutescens  ‘サンデーリップル’ 76.8 ± 6.5 b 45.1 ± 3.7 b 21.7 ± 0.2 20.8 ± 0.4 b 20.8 ± 0.4 b

R. gayanum  ‘アフリカンアイズ’ 29.4 ± 1.7 a 14.9 ± 0.6 a 21.0 ± 0.0 16.0 ± 1.0 a 16.0 ± 1.0 a

属間雑種 48.2 ± 3.7 a 22.0 ± 0.4 a 20.7 ± 0.3 21.5 ± 0.4 b 21.5 ± 0.4 b

草丈 株張り 花茎長 花径 一次分枝数

(cm) (cm) (cm) (mm) (本)

葉長 葉幅 舌状花数 舌状花長 舌状花長 毛状突起

(mm) (mm) (枚) (mm) (mm) の有無

−x

◯

◯

品種

品種

n.s.

品種

A. frutescens  ‘ブリアンルージュ’ 21.2 ±0.6z ay 44.4 ±1.1 b 3.1 ±0.6 b 44.5 ±1.1 b
R. gayanum  ‘エルフピンク’ 69.6 ±1.2 c 8.5 ±1.0 a -5.3 ±0.7 a 10.0 ±1.1 a

属間雑種 27.6 ±0.8 b 44.7 ±1.0 b -3.0 ±1.7 a 45.0 ±0.9 b

L* a* b* C*

品種

A. frutescens  ‘サンデーリップル’ 85.4 ± 0.7z by -1.3± 0.1 a 2.6 ± 0.3 b 3.0 ± 0.3 a

R. gayanum  ‘アフリカンアイズ’ 83.1 ± 1.2 b -1.1± 0.1 a 2.3 ± 0.2 b 2.6 ± 0.2 a

属間雑種 76.6 ± 0.7 a 6.8± 0.8 b -3.0 ± 0.5 a 7.4 ± 1.0 b

L* a* b* C*
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第Ⅴ章 マーカー選抜に適したSCARマーカーの開発
1. 緒言
第Ⅲ章では，CAPSマーカーによりマーガレットとロ
ーダンセマムとの属間雑種であると判定され，そのマー

カーの汎用性の高さも確認された．しかしながら，CAPS
マーカーを用いた雑種判定は，一般的に，操作手順が煩

雑で判定までに時間がかかり，比較的試薬等の費用がか

かるため，属間雑種育種を効率的に進める上で，多量の

サンプルを扱う一次選抜時におけるマーカー選抜に適

していない．CAPSと同等な再現性があり，迅速な判定
が可能であるSCARマーカーは，多くの植物の品種識別
等に利用されている（Bautista et al. 2003; Mariniello
et al. 2002; Melotto et al. 1996）．
そこで，本章では，マーガレットとローダンセマムの

属間雑種を育成する過程で多くのサンプルを扱う一次

選抜を，より効率的かつ安価に行うために雑種識別可能

なSCARマーカーの開発を試み，そのマーカーの汎用性
を確認した．

2. 材料および方法
2.1 DNA抽出および目的領域の増幅
雑種個体とその両親を供試し，DNA抽出は第Ⅲ章2.1.
に準じて行った．

PCRの試薬組成は，templateDNA（100ng/μL）
を1μl，各プライマー（10μM）を1μl ，5×KapaTaq
Extrabufferを4μl，MgCl2（25mM）を1.4μl，dNTP
Mixture（10mM）を0.6μl，KapaTaq Extra DNAポ
リメラーゼ（5U/μL） を0.1μl，滅菌水を10.9 μl加
え，20μlに調整した．マーガレットに特異的なプライ
マーでは，PCR 増幅を，VeritiTM Thermal Cycler
（Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham,   MA   ,
USA）により，95℃ 2分，（95℃ 20秒，50℃ 15秒，
68℃ 2分）×35サイクル，68℃ 2分の条件で増幅した．
一方，ローダンセマムに特異的なプライマーでは，PCR
増幅を，VeritiTM Thermal Cycler （Thermo Fisher
Scientific Inc. Waltham, MA , USA）により，95℃ 2
分，（95℃ 20秒，60℃ 15秒，68℃ 2分）×35サイク
ル，68℃ 2分の条件で増幅した．
2.2 遺伝子マーカー（SCARマーカー）の設計

Genbank登録があるマーガレット（EF577287）とロ
ーダンセマム（L77777）のリボソームDNA における
ITS領域の塩基配列を基に（第19図），各両親に特異的
なSCARマーカーを設計した（第10，11表）．設計した

SCARマーカーと，リボソームDNAのITS領域を増幅
す る プ ラ イ マ ー の 5 ’ -
AGAAATCGTAACAAGGTTTCCGTAGG-3’（Zhao et
al., 2010）（以下 ITS（C.）という．）と ITS1 5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ’ , ITS4 5 ’ -
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ （Whiteetal.1990 ）
を組合せてPCR増幅産物を電気泳動し，バンドの有無
を確認した．

2.3電気泳動
PCR増幅産物4μlとBPB液2μlを混合したものを

1.5%アガロースゲルのウェルにアプライした．また，ゲ
ルの両端のウェルに50bpマーカー（Nippon Genetics
Co, Ltd）を5µlアプライした．0.1mg/mlになるように
Ethidium Bromideを加え，1×TAE Bufferで充填した
電気泳動槽を用いて，100v，40分間泳動した．その後，
トランスイルミネーターにのせ写真を撮影し，発現バン

ドを確認した．

2.4 遺伝子マーカーの汎用性の確認
2.2で開発した特異的なSCARマーカーセットの汎用
性を確認するために，マーガレット22品種，ローダン
セマム7品種，雑種2系統を供試し，PCR増幅産物を
2.3と同様な方法で，電気泳動し発現バンドの有無を確
認した．
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SCA R(R.g)1f

SCA R(R.g)2r

第19図-1 マーガレットとローダンセマムのリボソームDNAにおける ITS領域の塩基配列
（Genbank）
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3. 結果
3.1 マーガレットに特異的なSCARマーカーの開発
設計した SCARマーカーのうち，ITS（C.）: 5’ -

AGAAATCGTAACAAGGTTTCCGTAGG-3 ’，SCAR
（A.f.）3r : 5 ’ - TTTATAGAGTGTTCCATTGC-3’の
SCARマーカーセットでは，マーガレットおよびその属
間雑種でバンドが約700bpで確認されたのに対し，ロー
ダンセマムではバンドが確認されなかった（第20図）．

3.2 ローダンセマムに特異的なSCARマーカーの開発
設計したSCARマーカーのうち，SCAR（R.g）1f :5’

-TAATACAACCAAGCGTCGAG-3’，SCAR（R.g）2r:
5’-AATATCCGCCCCCTACAAATAT-3’のSCARマーカ
ーセットでは，ローダンセマムおよびその属間雑種でバ

ンドが約500bpで確認されたのに対しマーガレットで
はバンドが確認されなかった（第21図）．

SCAR(A.f)3r

第19図-2 マーガレットとローダンセマムのリボソームDNAにおけるITS領域の塩基配列
（Genbank）

第10表 設計したマーガレットに特異的なSCARマーカー

1200bp

700bp

500bp

200bp

M     1       2       3       4       5       6      M

第20図 マーガレットに特異的なSCARプライマー[ITS
（C.） - SCAR（A.f）3r]を用いたマーガレット，ローダン
セマムおよびその属間雑種個体のバンドの発現パターン

M:50bpマーカー，1~2:マーガレット，3~4:ローダンセマ
ム，5~6：マーガレット×ローダンセマム．
1: ‘サンデーリップル’, 2: ‘ブリアンルージュ’, 3: ‘アフリカ
ンアイズ’, 4:‘エルフピンク’, 5:‘サンデーリップル’ × ‘アフリ
カンアイズ’, 6:‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’

第11表 設計したローダンセマムに特異的なSCARマーカー

プライマー名称 5′ to 3′ sequence 塩基数 アニーリング
温度 (°C)

SCAR(A.f.) 1f AAGGAAACACTCTTCAAATACCC 23 51.6

SCAR(A.f.) 2f GTGCTTTGTCGATGTGCATT 20 49.6

SCAR(A.f.) 3f ATGCGTGCCAAGGAAAACTA 20 49.6

SCAR(A.f.) 4f TGCTTTGTCGATGTGCATTT 20 47.6

SCAR(A.f.) 5f AACTTAAGAAGGCTTGTTTC 20 41.8

SCAR(A.f.) 1r GGTCGAAGCATCGTCCTAAG 20 53.7

SCAR(A.f.) 2r ATCTTAAGACAACACATTGG 20 41.8

SCAR(A.f.) 3r TTTATAGAGTGTTCCATTGC 20 41.8

プライマー名称 5′ to 3′ sequence 塩基数 アニーリング

温度 (°C)

SCAR(R.g) 1f TAATACAACCAAGCGTCGAG 20 45.9

SCAR(R.g) 2f GATGCGCATTAACTTGAGTCCT 22 49.2

SCAR(R.g) 1r TCGTTCTTTGTTTTGTGCTGA 21 44.7

SCAR(R.g) 2r TATTTGAAGAGTGTTTCCTTGC 22 47.9

SCAR(R.g) 3r AATATCCGCCCCCTACAAATAT 22 47.3
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3.3 開発したSCARマーカーの汎用性の確認
マーガレット22品種，ローダンセマム7品種，雑種

2系統を用いて設計したSCARマーカーの汎用性を確認
したところ，マーガレットに特異的なSCARマーカーで
は，マーガレットおよびその属間雑種のみバンドが確認

された（第22, 23図A）．一方，ローダンセマムに特異
的なSCARマーカーでは，ローダンセマムおよびその属
間雑種のみにバンドが確認された（第22，23図B）．そ
のため，マーガレットとローダンセマムを識別できる汎

用性の高いマーカーであると考えられた．

4. 考察
SCARマーカーは，塩基配列に特異的な20〜25bpの
プライマーを使用するため，10 bp程度のランダムプラ
イマーのRAPDマーカーよりも再現性が高いことから
（Paran and Michelmore 1993），SCARマーカーを用
いた品種・雑種等の識別は多くの植物で報告されている

（Liu et al. 1999; Bautista et al. 2003; Mariniello et al.
2002; Melotto et al. 1996）．本研究において，マーガレ
ットとその属間雑種ではバンドが確認され，ローダンセ

マムではバンドが確認されないマーガレットに特異的

なSCARマーカーと，ローダンセマムとその属間雑種で
はバンドが確認され，マーガレットではバンドが確認さ

れないローダンセマムに特異的なSCARマーカーの開
発に成功した．開発した両特異的なSCARマーカーセッ
トを使用することにより，マーガレットとローダンセマ

ムとの雑種判定が可能であると考えられた．

さらに，マーガレット22品種，ローダンセマム7品
種および雑種2系統を用いて同様の操作を行ったところ，
各SCARマーカーで同様なバンドの発現パターンが確
認された．以上の結果から，開発したSCARマーカー
は，マーガレットとローダンセマムとの雑種判定を可能

とする汎用性の高いマーカーであることが示された．

本マーカーを利用することで，CAPSマーカーと比べ，
雑種判定に伴う費用を1サンプルあたり約500円抑え
られ，判定までの時間が約4時間短縮可能であることか
ら迅速な判定が可能となり，多量のサンプルを扱う一次

選抜時にも，マーカー選抜が導入しやすくなり育種の効

率化が図られると考えられる．

第21図 ローダンセマムに特異的なSCARプライマー
[SCAR（R.g）1f - SCAR（R.g）2r]を用いたマーガレッ
ト，ローダンセマムおよびその属間雑種個体のバンドの

発現パターン

M:50bpマーカー，1−2:マーガレット，3−4:ローダンセマ
ム，5−6：マーガレット×ローダンセマム．
1: ‘サンデーリップル’, 2: ‘ブリアンルージュ’, 3: ‘アフリ
カンアイズ’, 4:‘エルフピンク’, 5:‘サンデーリップル’ × ‘ア
フリカンアイズ’, 6:‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’

1200bp

700bp
500bp

200bp

M     1      2       3       4      5       6      M

A

B

第22図 各特異的なSCARマーカーを用いたバンド発現
パターン

A: マーガレットに特異的なSCARプライマー[ITS（C.） -
SCAR（A.f.）3r]を用いたマーガレット，ローダンセマムお
よびその属間雑種個体のバンド発現パターン

B: ローダンセマムに特異的なSCARプライマー[SCAR
（R.g）1f - SCAR（R.g）2r]を用いたマーガレット，ローダ
ンセマムおよびその属間雑種個体のバンド発現パターン

M: 50bp DNAマーカー，1–10, 14:マーガレット品種，
11–13, 15:ローダンセマム品種 16: マーガレット×ローダン
セマム雑種

1: ‘エンジェリックジャイアントピンク’， 2: ‘ボンザラズベ
リー’ ，3: ‘ボンザホワイト’， 4: ‘チェルシーガール’， 5:
‘コメットピンク’， 6: ‘キューティーマイス’， 7: ‘ダブルチ
ェルシー’ ，8: ‘ダブルローズピンク’， 9: ‘エベレスト’ ，
10: ‘風恋香’， 11: ‘アプリコットジャム’ ，12: ‘エアルロー
ズ’ ，13: ‘マーキュリー’， 14: ‘ブリアンルージュ’ ，15:
‘エルフピンク’，
16: ‘ブリアンルージュ’ × ‘エルフピンク’

M   1   2   3    4    5   6   7    8   9  10  11  12 13  14  15  16

M   1   2    3    4   5    6  7   8   9  10  11  12  13 14  15  16
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今回開発したSCARマーカーは，それぞれバンド
の発現の有無により雑種識別を行ったが，PCRや試薬
の調整等の人為的失敗を回避させるため，バンドの長さ，

本数により識別することが望ましい．バンドの長さや本

数の違いから識別でき，さらにサンプルや試薬の使用量

の削減が図れるとともに，同時検出により作業時間の短

縮が可能なマルチプレックスPCRは，イネやイチゴの
品種識別に活用されている（新村ら，2005；田崎ら，
2008）．マーガレットとローダンセマムの雑種判定をさ
らに簡素化・高精度化を図るために，マルチプレックス

PCRを開発する必要がある．

A

B

第23図 各特異的なSCARマーカーを用いたバンド発
現パターン

A: マーガレットに特異的なSCARプライマー[ITS
（C.） - SCAR（A.f.）3r]を用いたマーガレット，ロー
ダンセマムおよびその属間雑種個体のバンド発現パター

ン

B: ローダンセマムに特異的なSCARプライマー[SCAR
（R.g）1f - SCAR（R.g）2r]を用いたマーガレット，ロ
ーダンセマムおよびその属間雑種個体のバンド発現パタ

ーン

M: 50bp DNAマーカー，17–26, 29:マーガレット品種，
27–28, 30:ローダンセマム品種 31: マーガレット×ロー
ダンセマム雑種

17:‘ヘリオウォーターレモン’，18: ‘マーズ’， 19: ’マック
スマムレッド’， 20: ‘マックスマムホワイト’， 21: ‘メテ
ロレッド’， 22: ‘ミニダブルホワイト’， 23: ‘パーカッシ
ョンディープローズ’， 24: ‘ぽぽたんクリーム’，25: ‘ぽ
ぽたんレモンホワイト’，26: ‘リフレクションピンク’，
27: ‘ピーチジャム’，28: ‘プチマカロン’，29: ‘サンデーリ
ップル’，30: ‘アフリカンアイズ’，31: ‘サンデーリップ
ル’×‘アフリカンアイズ’

M  17  18  19  20 21  22  23  24 25  26  27  28  29  30  31

M  17 18  19  20 21 22  23  24  25 26  27  28  29  30  31

A

B
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第Ⅵ章 総合考察

静岡県では，秋季から生産可能な早生のマーガレット

品種育成や，花色の多様化を目指し，近縁種との交雑に

より花色・花型等の観賞価値に重きを置いた育種に取り

組んできた．その結果，花色や芳香性など従来のマーガ

レット品種が有していなかった新規形質を持つ属間雑

種が育成され，それら育成品種は，ジャパンフラワーセ

レクションやフロリアード等品評会で受賞を受けるな

ど高い評価を受けている．さらに，積極的なプロモーシ

ョン活動や展示会等への出展などの取り組みを通して，

「静岡県のマーガレット」として市場や量販店の認知度

は高まり，注文取引が増加し単価は上昇傾向である．し

かしながら，近年の冬場の低温や夏場の高温の影響によ

り，枯死率の上昇や，低温・高温障害等による生育不良，

製品化率の低下や，出荷期間の短縮，生産圃場の制限な

どが，マーガレット生産において問題となってきている．

以上のことから，従来までの観賞価値に重きを置いた育

種開発から，栽培特性を重視した品種育成が必要である．

そこで，本研究では，剛健な形質の獲得を目指し，多年

生キク科植物とマーガレットの交配を試みた．

第Ⅱ章において，これまで検討されてこなかったマー

ガレットと多年生キク科植物との交配を行い，栽培特性

に優れる属間雑種の作出を試みた．その結果，デモルフ

ォセカ（DimorphothecasinuataDC.），オステオスペル
マ ム 〔 Osteospermum ecklonis (de Candolle)
Norlindh〕，サイネリア（Pericallis hybrida B. Nord.）
芳 香 性 キ ク ‘ ア ロ マ ム ’ 〔 Chrysanthemum
lavandulifolium (Fisch. ex Trautv.) Makino   ×  
Chrysanthemum × morifoliumRamat.〕，アルテミシア
（ArtemisiaabsinthiumL.），ローダンセマム ホスマリ
テンゼ〔Rhodanthemum hosmariense (Ball) B.H.
Wilcox, K. Bremer & Humphries〕との交配組合せでは，
充実した胚珠が確認されず，交配個体の作出はできなか

ったが，ローダンセマム ガヤナム〔Rhodanthemum
gayanum (Cross. & Durieu) B.H. Wilcox, K. Bremer &
Humphries.〕との交配・胚珠培養法により交配個体が作
出された．

しかしながら，本研究では，17の充実した胚珠を摘出
し，それを培養したが，発芽したものは9個体で，最終
的に作出された個体は2個体のみと発芽率および植物体

形成率が低かった．今回，試みた交配組合せでの交雑障

壁が，受精前又は受精後によるものかを特定することで，

その障壁を克服する手法により交配個体の作出が可能

になるかもしれない．受精前における交雑障壁の克服方

法として，蕾受粉，老花受粉，混合花粉の利用や高温条

件での受粉が報告されている（Ascher・Peloquin,
1966；福本ら，1996；巣山ら，2013；Vanetal.1997）．
受精前の交雑障壁が要因であった場合，上記の方法を試

みることで，属間雑種の作出が可能となり，作出率が向

上するかもしれない．また，鉢物用マーガレット品種は

2倍体品種が主に流通されているが，花粉親に供試した
品目の倍数性は不明である．奇数倍数性の3倍体であっ
た場合，一般的に正常な花粉が形成されないため後代が

作出されない．コルヒチン処理（Hamill et al. 1992;
Yang et al. 2006）や，一酸化二窒素の暴露（Sattler et
al. 2016; Van Tuyl et al. 1992）による倍加や，3倍体を
介した安定的な偶数倍数体の形成（Ramseyetal.1998）
により，稔性のあるを作出し，稔性を回復させることで，

交配個体の作出が容易になる可能性がある．一方，受精

後における交雑障壁の克服方法として，今回用いた胚珠

培養法や胚培養，子房培養法が報告されている（Van et
al.1997）．今回，マーガレットとハナワギクとの属間雑
種作出における最適な胚珠培養方法に準じたため，胚珠

培養の培地の糖分濃度や，植物ホルモンの濃度・組合せ

などの胚珠培養方法と，胚珠培養までの交配期間や交配

時期を改良・検討することにより，各交配組合せでの雑

種作出に適した方法が確立され，発芽率や植物体形成率

の向上が期待される．

キク科植物の遺伝子距離では，マーガレットと今回供

試したローダンセマム，アルテミシア，オステオスペル

マムの3種と，マーガレットと属間雑種育成報告がある
ハナワギク，シュンギクとの遺伝子距離は，シュンギク，

ハナワギク，ローダンセマム，アルテミシア，オステオ

スペルマムの順で近かった．今回作出された雑種の花粉

親であるローダンセマムよりもマーガレットとの遺伝

子距離が近いサントリナ（SantolinarosmarinifoliaL.），
ローマンカモミール（Chamaemelumnobile (L.)All.），
ノースポール（Mauranthemum paludosum (Poir.)
Vogt & Oberpreiler ），シャスターデージー
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（Leucanthemum vulgare Lam.）などは，マーガレッ
トとの属間雑種作出の可能性が考えられるため，新たな

属間雑種育成に期待される．

第Ⅲ章において，マーガレットは自家和合性のため，

作出された交配個体が遺伝的に属間雑種であるかを判

定した．Genbankに掲載されている両親のリボソーム
DNAにおける ITS領域の塩基配列を基に選択した
CAPSマーカー（制限酵素Afl II）を用いて，バンドの
発現数の違いから雑種判定を試みた．マーガレットとロ

ーダンセマムの交配個体では，両親に特異的なバンドの

両方が確認されたため，マーガレットとローダンセマム

の雑種であると判定された．その結果，本研究により初

めてマーガレットとローダンセマムの属間雑種が作出

されたことが証明された．

第Ⅳ章においては，マーガレットとローダンセマム

との属間雑種の形態・花色特性の調査を行った．属間雑

種の花形態はマーガレットに類似していたが，葉形態は，

ローダンセマムと同様に毛状突起が観察され，従来のマ

ーガレット品種にはない新たな形質が確認された．一般

的に毛状突起は耐虫性や環境ストレス耐性効果がある

ことから，農薬使用量・回数の削減への寄与と，病害虫

被害の軽減による観賞期間の延長が期待される．また，

環境の変化が激しい露地生産でも生育への影響の軽減

が期待されることから，農地の効率利用にもつながると

考えられる．

花粉親のローダンセマムは耐寒性に優れており，氷点

下でも栽培が可能で，冬〜春の花壇の植栽や鉢物に使わ

れている．キク科植物では，耐寒性に優れた近縁種との

交配により耐寒性を有する属間雑種が作出されたと報

告されている (Cheng et al., 2010; Deng et al., 2011)．
今回，作出した属間雑種も，花粉親のローダンセマムと

同様に耐寒性を有する場合，これまでマーガレットの植

栽利用が困難であった寒冷・降雪地域での植栽が可能と

なり，出荷先の拡大につながると期待される．さらに，

生産圃場の加温温度抑制により，省エネルギー化および

温室効果ガス削減に寄与されると考えられる．これらの

耐虫性や耐寒性を含む詳細な栽培調査を行うことで，よ

り栽培特性に優れた品種育成に期待される．

花色特性では，両親と色素組成の変化や有色化等がみ

られたことから，今後，さらなるマーガレットとローダ

ンセマムとの属間雑種の作出を図ることで，優れた栽培

特性に加え，多様な花色の品種育成が期待される．また，

白花の両親から作出された雑種の有色化の要因につい

ては，今後，さらに詳細な色素分析や色素の遺伝子発現

等を解析することで，雑種の有色化の原因究明が可能で

あると考えられる．

第Ⅴ章においては，マーカー選抜の導入を容易にする

ため，迅速な判定が可能で低コストなSCARマーカーを
開発した．この遺伝子マーカーを早期選抜時に活用する

ことで，マーガレットとローダンセマムとの属間雑種育

種の効率化が図れると考えられる．さらに，人為的失敗

の回避や，同時検出による判定時間の短縮など簡素化・

高精度化を図るために，マルチプレックスPCRの開発
が必要である．

これらのことから，本研究で明らかとなった知見を

活用し，さらなる胚珠培養法の改良や新たな近縁種と

の属間雑種育種を検討することは，属間雑種作出の成

功率を高め，より栽培特性に優れた属間雑種の育成の

一助となるだろう．これまでの観賞価値に重きをおい

た育種から，栽培特性に配慮した育種への転換は，低

温障害による農業被害の軽減や燃料使用量削減による

省エネルギー化，温室効果ガス排出の抑制に大きく寄

与するものと考えられる．また，本研究から加温温度

抑制に対応する育種や，育種期間の短縮化として，近

縁種を用いて栽培特性を重視した育種開発と，遺伝子

マーカーの開発により育種の効率化が示された．本研

究結果が，加温温度抑制に対応する育種開発の発展お

よびマーカー選抜による育種の効率化に貢献するもの

と期待する．
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