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緒　言

　カンキツ類は，一般にカンキツ（Citrus）属，カラタ
チ（Poncirous）属およびキンカン（Fortunella）属の 3
属を示す．これらの植物群はインド，東南アジア，中国，
フィリピン，台湾，日本，マレー諸島およびメラネシア
の島々に分布する（1）．カンキツは生食用をはじめ加工
用まで幅広く利用されており，それらに利用される品種
では，食べやすさ，扱いやすさから，無核（種無し）の
ものが多い．そのためカンキツ類では，無核性は極めて
重要な形質である．
　無核性カンキツの育成手法の一つとして，三倍体を利
用した育種が挙げられる（2‒5）．三倍体では，減数分裂
時に異常な染色体数を持つ配偶子が高頻度で形成される

ため，開花時に正常な受精が阻害され，無核果が生じや
すい．これまでに，カンキツ属やキンカン属では，四倍
体を用いた交雑によって多くの三倍体が得られており，
四倍体は無核性品種育成のための重要な育種素材である
と言える（6‒10）．従来，カンキツ類の同質四倍体は，
偶発的に出現する珠心胚実生から獲得されてきたが，そ
の頻度は極めて低く，効率的な方法とはいえない（11）．
そのため，近年ではコルヒチンやオリザリンなどの紡錘
糸形成阻害剤を種子や腋芽に処理する方法が主流となっ
ており，これまでに様々なカンキツ類で同質四倍体の作
出に成功している（7, 9, 12‒14）．しかし，種子への紡錘
糸形成阻害剤処理方法では，有性胚由来の実生が混入し
ている可能性があるため（15），発生起源を確認する必
要がある．
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Abstract
　SSR genotyping of the 9 citrus species using by public SSR markers and polyacrylamide electrophoresis was performed for 
screening useful DNA marker to genetic analysis in citrus. As a result, 18 markers were primary selected from a total of 281 
markers because of high polymorphism and difference of amplified fragment length between their alleles, and then, 8 markers 
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studies, and at the same time, proceed with the design of SSR markers based on the public genomic information.
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　もう一つの無核性カンキツの育成手法として，雄性・
雌性不稔性を有する品種を母本とした交雑育種がある．
その代表的な育種母本として，‘ 宮川早生 ’ ウンシュウ
ミカン（C. unshiu Marcow．）と ‘ トロビタ ’ スイートオ
レンジ［C. sinensis （L.） Osbeck］の交雑より育成された
‘ 清見 ’ タンゴールが挙げられる（16）．当品種は，後代
に遺伝する核・細胞質型の葯退化タイプの雄性不稔性
（17, 18）を有しており，種子親として ‘ 不知火 ’，‘ はる
み ’ および ‘ はれひめ ’ などの多くの少核性・無核性品
種の育成に寄与している（19）．育種年限の長い果樹に
おいて，戦略的かつ効率的な交雑育種を推進するために
は，交雑実生の早期雑種性解析は必要不可欠である．ま
た，近年では，植物の育成者権保護の関心が高まってお
り，DNAマーカーによる品種識別により交雑親の間違
い事例が発生している．例えば，愛媛県育成品種 ‘ 甘平 ’
は，2007年の品種登録時には ‘ 西之香 ’ と ‘ 不知火 ’ の雑
種とされていたが， 7年後に DNA解析によって花粉親
がポンカンであることが判明した（20）．
　これまでにカンキツ類の珠心胚における有性胚と珠心
胚の判別方法には，アイソザイム分析や CMA染色体核
型分析が用いられてきたが（21‒24），最近の主流として
Random Amplified Polymorphic DNA（RAPD）や Simple 

Sequence Repeat（SSR）分析のような分子生物学的手法
が用いられている（11, 15, 25‒28）．一方，カンキツ類の
品種・種識別では，その他にも restriction fragment length 

polymorphism（RFLP）（29），cleaved amplified polymorphic 

sequence（CAPS）（30），single nucleotide polymorphism

（SNP）（31）などの DNAマーカーが利用されており，
交雑育種の雑種性解析に応用できる．そのなかでも，
SSRは多型性・再現性が高く，共優性の遺伝様式を示し，
ゲノム中に豊富に存在するため，信頼性の高い DNA

マーカーとして様々な遺伝解析に用いられている．カン
キツ属では，これまでに Ollitraultら（32）や Shimizuら
（33）などによって多くの SSRマーカーが設計・公開さ
れており，それらの情報に基づいた蛍光プライマーと
キャピラリーシークエンサーを利用したフラグメント解
析が主流となっている（33‒35）．しかしながら，この手
法では高価な機械や蛍光試薬が必要であり，その利用は
限定的である．
　そこで本研究では，カンキツ類における同質四倍体の
発生起源や交雑実生の雑種性の解析などに有用な DNA

マーカーの探索を目的として，既に設計・公開されてい
る SSRマーカーから，比較的安価かつ容易なポリアク
リルアミドゲル電気泳動（Polyacrylamide gel electrophoresis, 

PAGE）を用いた分析により選定を試みた． 

材料および方法

植物材料
　静岡大学農学部附属地域フィールド科学教育研究セン
ター植栽のウンシュウミカン ‘ 宮川早生 ’（英名：
Satsuma mandarin）（Citrus unshiu Marcow.），ポンカン ‘ 太
田ポンカン ’（Ponkan mandarin）（C. reticulata Blanco），
タチバナ（Tachibana）［C. tachibana （Makino） Tanaka］．
シキキツ（Calamondin）（C. madurensis Lour．），ニンポ
ウ キ ン カ ン（Meiwa kumquat）（Fortunella crassifolia 

Swingle），マルキンカン（Round kumquat）［F. japonica 

（Thunb.） Swingle］，マメキンカン（Hongkong kumquat）
［F. hindsii （Champ. ex Benth） Swingle］，チョウジュキン
カン（Changshou kumquat）（F. obavata hort. ex Tanaka），
ナガハキンカン（Malayan kumquat）［F. polyandra （Ridl.） 
Tanaka］のカンキツ属植物 4種とキンカン属植物 5種の
計 9種を供試した．なお，マメキンカンに関しては二倍
体の変種（F. hindsii var. chintou），マルキンカンについ
ては，宮崎大学農学部植栽の実生を用いた．

ゲノムDNAの抽出
　供試植物の成葉から改変 CTAB法（36）によりゲノ
ム DNAを抽出した．すなわち， 2 mLチューブに成葉
約200mgとクラッシャーを入れ，液体窒素と SKミル
（SK-100，Tokken, Inc.）を用いて凍結・粉砕した．そこ
に予熱した CTAB溶液 1 mLとメルカプトエタノール10
μL を加えて混和，ブロックインキュベーター
（PowerBLOCK Shaker, ATTO）で65℃，600rpm，30分間
振とう，その間に RNaseを 4μL添加した．その後，室
温，14,000rpm， 5分間遠心分離して得られた上清につ
いて，フェノール /クロロホルムとクロロホルム /イソ
アミルアルコール抽出およびイソプロパノール沈殿を実
施し，DNAペレットを TE buffer　100μLに溶解した．
微量分光光度計（NanoDrop2000c, ThermoFisher Scientific 

K.K.）で DNA溶液の濃度を測定後， 5 ng/μLに調整し
て PCRに用いた．

SSRマーカーの一次選抜
　Ollitraultら（32）がクレメンティン（C. clementina cv. 

Nules）のゲノム配列データより設計した526個の SSR

マーカーより選抜した79個，Shimizuら（33）がクレメ
ンティン，ウンシュウミカンおよびスイートオレンジ
［C. sinensis （L.） Osbeck cv. Ridge Pineapple］のゲノム配
列データより設計した202個の SSRマーカーを対象とし
た．これらのマーカーのうち，多型性の指標である多型
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情報含有量（PIC）値が高く，アレル間の増幅断片長の
差異が約10bp以上であるものを各連鎖群より最低 1個
以上選抜した．

SSR分析および遺伝子型決定
　0.5ng/μLゲノム DNA，0.2μM forward/reverseプライ
マー，2.5μL GoTaqⓇ Green Master Mix（Promega）を含
む計 5μLを PCR反応溶液とした．サーマルサイクラー
（Thermal Cycler Dice Touch, Takara）を用いて PCR反応
を行った．なお，ポリメラーゼの違いなどにより期待さ
れた増幅が得られなかった場合は，PCR条件を再検討
した．最適化された PCR反応後，反応溶液を100bp 

DNA Ladder（Bioneer）と20bp DNA Ladder（Takara）と
ともに12%ポリアクリルアミドゲル上にアプライし，
電気泳動用電源装置（PowerStation Ghibli I, ATTO）を用
いて200V，80分間電気泳動を行った．泳動後，ポリア
クリルアミドゲルを0.1μg/mLのエチジウムブロマイド
を含む TBEバッファーで30分染色後，紫外線照射下で
可視化した．デジタル画像を Microsoft PowerPoint

（Microsoft）を用いて簡易処理し，100bp DNA Ladder間
の直線を基準として増幅バンドの多型性により遺伝子型
を決定した．

ダイレクトシークエンスおよび塩基配列決定
　タチバナの NSX02遺伝子座における PCR産物につい
て， 4 %アガロースで電気泳動し，異なる 3つの断片
長のバンドを含むゲル部分をカミソリで切り出し，
GENECLEAN kit （MP Bio Japan K.K.）とGEL/PCR Purification 

Column（FAVORGEN Biotech Co.）を用いてゲル抽出を
行った．抽出した増幅産物は，ExoSAP-IT ™ Express 

PCR Product Cleanup Reagent（ThermoFisher Scientific 

K.K.）により精製し，増幅産物13.36 μLと10 pmolのプ
ライマー0.64 μLを混合・調整後に，FASMAC Ltd.へ
シークエンス分析を委託した．Forward/reverseリード配
列のオーバーラップ領域で配列を決定し，比較した．

結　果

　SSRマーカーの一次選抜の結果，Table 1 に示した18
マーカーを本試験に用いることとした．それらのプライ
マーペアを用いたカンキツ属 4種とキンカン属 5種の
PCRでは，期待される増幅が得られなかったマーカー
が多かったため，グラジエント PCRによりアニール温
度を中心に条件の最適化を行った（Table 2）．その結果，
再現性が良く，増幅断片間の識別性が高い CiBE3936， Ta
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NSX175，TSGR264，NSX02，NSX165，GSR3138，
GSR6101および SSR07B25の 8 マーカーを選抜できた．
　 8マーカーを用いたカンキツ属 4種とキンカン属 5種
の PCRと PAGEを行ったところ，すべての遺伝子座で
既報の期待される断片長を有する明瞭なバンドが得られ
た（Table 3）．しかしながら，GSR3138（Fig. 1a）を除
く 7マーカーでの PCRでは，それら以外にも複数のバ
ンドが検出されたため，既報の断片長かつ明瞭な強いシ
グナルを有するバンドを本研究における遺伝子型決定に
用いた（Fig. 1b, Fig. 2）．供試した 9種の 8遺伝子座に
おける遺伝子型を Table 4 に示した．最も多くの種間多
型が得られたのは第 5連鎖群に座上する GSR3138であ
り，ウンシュウミカン，シキキツおよびチョウジュキン
カンの 3種間，ナガハキンカンとマルキンカンの 2種間
において同じ遺伝子型を示した．また，ニンポウキンカ
ンを除く 8種でヘテロ接合であった．第 1連鎖群に座上
する CiBE3936は 9 種中 4種でホモ接合であったものの，
種間多型は多く観察され，ウンシュウミカンとナガハキ

ンカンの 2種間，ポンカン，マルキンカンおよびマメキ
ンカンの 3種間において同じ遺伝子型を示した．さらに，
GSR3138で識別できなかった 2組の種間では，それぞれ
まったく異なる遺伝子型を示した．一方，その他の 5遺
伝子座では，ホモ接合も多く，比較的多型性は低かった．
興味深いことに，第 2連鎖群に座上する TSGR264の
PCRでは，キンカン属 5種のみバンドがまったく検出
されなかった（Fig. 1b）．
　既報の期待される断片長以外のバンドが SSRである
かどうかを確認するため，代表として第 3連鎖群に座上
する NSX02におけるタチバナで増幅された 3本のバン
ドのダイレクトシークエンスを実施した．最も長い鎖長
のバンド（l）は技術的な問題で明瞭な波形が得られな
かったが，残り 2本のバンドでは一部の配列を決定する
ことができ，中間の鎖長のバンド（m）は既報と同様の
断片長を有するバンド（s）と少なくとも19塩基の差異
がある SSR遺伝子座［（TA）n（CA）n］であることが明ら
かとなった（Fig. 2）．

Table 2．Optimization of PCR conditions for 18 SSR markers.

Locus
PCR condition ［temprature・time (℃・sec)］

Denaturation Annealing Elongation Cycle

CiBE0447

94・60z 58
・30 72・30 30

CiBE1644

CiBE2227

CiBE3936

CiBE4796

CiBE2165 60
SSR07B25

94

・20

56

・35

72

・25

32

GSR3138 54

・35

NSX02

56TSGR265

NSX175

TSGR264 58
NSX156

・60

55 ・60
NSX43 56 ・25 ・35

TSRA107 55 ・45 ・45
GSR2101 52

・60 ・60
35GSR6101 53

NSX165 55 ・45 ・45
z　Bold letters indicate modified conditions.

Table 3．The range of the amplified fragment length by PCR with 8 SSR markers.

Locus
Linkage

group
Amplified fragment length （bp）

80~100 101~120 121~140 141~160 161~180 181~200 201~300 301~400 401~500

CiBE3936
1

1A / 1B / 1C / 1D / 1E

NSX175 1A 1B / 1C 1D

TSGR264 2 2A 2B / 2C 2D

NSX02
3

3A / 3B 3C

NSX165 3A / 3B / 3C 3D / 3E

GSR3138 5 5A / 5B 5C 5D / 5E 5F / 5G

GSR6101 7 7A 7B 7C

SSR07B25 9 9A 9B / 9C
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考　察

　本研究では，TaKaRa Taq ™（TaKaRa，約27.5円/10μL 

PCR混合液）や rTaq DNA Polymerase（TOYOBO，約9.5
円/10μL PCR混合液）などより比較的安価で操作性の良
い GoTaqⓇ Green Master Mix（約7.8円/10μL PCR混合液）
を用い，供試したプライマーペアのアニール温度を最適
化できた．汎用性を重視して PAGEによる増幅産物の分
離を試みたため，一次選抜した18マーカーのうち遺伝解
析に有用なものは 8個であった．これらの SSR遺伝子
座において，供試 9種には 3～ 7つのアレルが存在し，
近縁であるカンキツ属とキンカン属の属間および属内で
多くの遺伝子多型を確認することができた．Yasudaら
（37）は，チョウジュキンカン，ナガハキンカンおよび
シキキツがカンキツ属とキンカン属の属間雑種であるこ
とを明らかにしている．そのため，本研究でキンカン属
が TSGR264のアレルを有していなかったことから，こ
れらのうちキンカン属 2種は当遺伝子座にキンカン属由
来のホモ接合，シキキツはカンキツ属由来のホモもしく
はヘミ接合であることが示唆された．
　明らかとなった 8マーカー 9種の SSR遺伝子型によ
り，これらの種は GSR3138と CiBE3936の最少 2マー
カーで種の識別が可能であることが明らかとなった．カ
ンキツ類の珠心胚における有性胚と珠心胚の判別には，
いくつかの遺伝子座における同一性とともに，周囲に植
栽している別種・品種の遺伝子混入がないことを証明す
る必要性がある．Sudoら（38）は，ウンシュウミカン
の珠心胚より偶発的な倍加個体を獲得し，本研究で選定
した NSX165と GSR3138を用いた遺伝解析により，この
系統が珠心胚由来の同質四倍体であることを明らかにし
ている．一方，本研究では，すべての種において遺伝解
析のために有用であるヘテロ接合のアレルを観察できた．
Yasudaら（39）は，一部の種でのみ明確なバンドが得
られた NSX43と CiBE2227（データ省略）を用いて，‘ 清
見 ’ タンゴールとニンポウキンカンとの二倍体間交雑よ
り得られた三倍体と異数体の雑種における SSR解析に
より，これらの倍数体化がニンポウキンカンの非還元配
偶子に由来することを明らかにしている．これらのよう
に，本研究で選定した SSRマーカーは，同質四倍体や
雑種の発生起源のような遺伝解析に有用であると言える．
　既報の期待される断片長以外のバンドの塩基配列決定
により，一部の種において 1つの SSRマーカーに対し
て複数のアレルが存在する可能性が示唆された．このよ
うな場合，系統分類学や集団遺伝学的な研究では高い多
型性より有用なマーカーとなり得るが，優良個体の選抜

や品種識別などにはしばしば混乱を生じさせる．近年，
カンキツ類と一部の近縁野生種の全ゲノム解読が進めら
れており，スイートオレンジ（40），クレメンティン（C. 

clementina hort. ex Tanaka）（41），ウンシュウミカン（42），
ブンタン（C. maxima Merr.），パペダ，シトロンおよび
アタランティア（43），でゲノム配列が公開されている．
また，農研機構は，カンキツの DNAマーカーの開発を
支援するデータベース「ミカンゲノムデータベース
（MiGD）」（https://mikan.dna.affrc.go.jp/）を開発・公開し
ている．そのため，このような公開情報を利用して，将
来的に単一遺伝子座かつ特異性の高い SSRマーカーの
設計を行う必要性があると考えられた．
　本研究において，特に有用な GSR3138と CiBE3936を
含む 8つの SSRマーカーを選定し，カンキツ属 4種と
キンカン属 5種におけるそれらの遺伝子型を明らかにす
ることができた．これまでに，共同研究機関である宮崎
大学と静岡大学では，種子へのコルヒチンやオリザリン
処理により多くの四倍体カンキツ類を作出している．一
部の四倍体系統については RAPD分析（11，15）およ
び CMA核型分析（7）による発生起源の解析が行われ
ているが，未解析の四倍体系統が多く残されている．今
後，本研究で選定した SSRマーカーを用いて同質四倍
体の発生起源を明らかにするとともに，雑種性などの遺
伝解析に有用な SSRマーカーの選定・設計を進める予
定である．

要　約

　カンキツ類における遺伝解析に有用な DNAマーカー
の探索を目的として，カンキツ類 9種および既に構築さ
れた SSRマーカーを供試し，ポリアクリルアミドゲル
電気泳動による遺伝子型決定を行った．その結果，合計
281マーカーについて，多型性が高く，アレル間の増幅
断片長差が大きい18マーカーを一次選抜し，さらにその
中から再現性と識別性の高い 8マーカーを選定すること
ができた．これらの SSR遺伝子座において，近縁であ
るカンキツ属とキンカン属の 9種間に多くの多型を確認
することができ，GSR3138と CiBE3936の最少 2つの
マーカーで供試した種を識別することができた．一方で，
既報の期待される断片長以外のバンドの塩基配列決定に
より，一部の種において 1つの SSRマーカーに対して
複数のアレルが存在する可能性が示唆された．今後，選
定した SSRマーカーを用い，これまでに作出した四倍
体や雑種系統の遺伝解析を実施するとともに，公開され
ているゲノム情報を利用した SSRマーカーの設計を進
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める予定である．
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