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in Carnation
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八木　雅史

カーネーションにおける DNAマーカーの育種への利用と
品種多様性に関する研究†

Masafumi YAGI

Summary

　This study was carried out to utilize DNA markers in carnation (Dianthus caryophyllus L.) breeding and to clarify the genetic 

basis such as the ploidy level and genetic diversity of carnation cultivars.

1. Construction of genetic linkage map, quantitative trait locus (QTL) analysis and application to breeding in carnation

　To improve the selection efficiency in carnation breeding for resistance to bacterial wilt caused by Burkholderia caryophylli, 

the first genetic linkage map for the carnation was constructed by using a resistance-segregating population of 134 progeny 

lines derived from a cross between ‘Carnation Nou No. 1’ (a line resistant to bacterial wilt) and ‘Pretty Favvare’ (a susceptible 

cultivar) based on RAPD and SSR analysis. The linkage map contained 137 RAPD and 9 SSR markers. Linkage analysis 

revealed that 124 loci could be mapped to 16 linkage groups that extended for 605.0 cM. The average interval between two 

loci was 4.9 cM.

　QTL analysis was applied to replication 8 evaluations of resistance to bacterial wilt. A QTL with a large resistance effect 

was detected on Group 6, which accounted for 60.5% of the total phenotypic variance with an LOD score of 23.46. Two 

other QTL with a small effect were detected on Groups 2 and 5 with LOD scores of 2.32 and 2.87, respectively. These results 

suggest that resistance to bacterial wilt in carnation is related to one major and at least two minor genes.



花き研究所研究報告　第９号54

　The availability of marker-assisted selection (MAS) using DNA markers close to the QTL of resistance to bacterial wilt in 

carnation was examined. The STS-WG44 marker tightly linked to the major resistance gene was detected in all backcross 

lines with resistance selected by the root-soaking method. The ratio of markers OQ12 and STS-WB66 close to the two QTL 

with a small effect in resistant lines was lower in succeeding generations of backcrossing. These findings suggest that STS-

WG44 is available for selecting resistant lines. In practical breeding populations, the difference in mean disease incidence 

between two groups categorized as having or lacking STS-WG44 was 62.6% and STS-WG44 was present in most lines 

showing disease incidence of less than 20%.  These findings suggest that STS-WG44 as a selective marker facilitated the 

narrowing of populations to those that are highly resistant for practical breeding. MAS would be available for breeding 

improved resistance to bacterial wilt in carnation.

　Flower color is an important trait in ornamental plants. To understand the genetic basis for anthocyanin pigmentation 

traits in the flower petals of carnation, the segregation of anthocyanin content in petals was evaluated and QTL analysis was 

conducted by using the linkage map constructed in this study. The frequency of low anthocyanin content (<0.5 mg/g FW.) 

was highest and the frequency decreased in inverse proportion to anthocyanin content. QTL analysis identified two QTL on 

linkage Groups 6 and 9, which accounted for 21.6% and 15.0% of the total phenotypic variance, with LOD scores of 6.33 and 

4.15, respectively.

2. Identification of ploidy level and cultivar diversity by flow cytometry (FCM) and SSR markers

　FCM was conducted to estimate the polyploidy level of 304 cut and 45 potted carnation cultivars preserved at the National 

Institute of Floricultural Science. To verify the actual level, the chromosome count in the root tips was investigated. In the 

cut carnation cultivars, an estimated 297 cultivars were diploid. Three cultivars (‘Wiko’, ‘Scarlet Bell’, and ‘Spiral Vivid Red’) 

were triploid and ‘Saleya’ was tetraploid. Another three cultivars (‘Pink Roland’, ‘Youkihi’, and ‘Sonnet Sailor’) were possibly 

tetraploid. In the 45 potted carnation cultivars, the results strongly suggested that 27 cultivars were diploid, three were 

triploid, and 15 were tetraploid. The chromosome count in the root tips revealed that ‘Camille’ was diploid, ‘Baby Heart’ 

was triploid, and ‘Tula’ was tetraploid. Our results suggest that the ploidy level varies among potted carnation cultivars. The 

stomatal length of 12 cut and 10 potted carnation cultivars was measured to determine if this method was convenient for 

distinguishing polyploidy. The results drew a distinction between diploid and polyploidy cultivars, but not between triploid 

and tetraploid.

　The genotypes of 32 cultivars were investigated by using five SSR markers to estimate the correspondence with the FCM 

ploidy levels and to analyze the genetic diversity. The ploidy estimated from the maximum number of alleles per locus 

corresponded with that estimated by FCM among the diploid and triploid cultivars, but not among the tetraploids. Among 

the diploid potted cultivars, only three or four alleles were found, and most of the alleles were also found in the diploid cut 

cultivars. On the other hand, triploid and tetraploid potted cultivars had four to eight alleles, and most were unique to a 

given ploidy levels. SSR analysis suggested that diploid potted cultivars were derived from cut cultivars because of their close 

genetic relationship, and that the triploids and tetraploids were produced by crossing wild Dianthus spp. and similar genetic 

resources because of their unique genetic background. In total, 30 potted cultivars with different ploidy levels could be 

successfully differentiated using five SSR markers.

Key Words: Carnation, Anthocyanin, Bacterial wilt, Flow cytometry (FCM), Polyploidy, QTL, RAPD, SSR 
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はこれまでに多数の品種が育成されており，切り花用を
大別すると一茎一花のスタンダード系，一茎多花のスプ
レー系にわけられる．さらにジプシー系，ソネット系，
マイクロ系などの小輪で特徴的な花型をもつ品種群も存
在する（細谷，1999）．近年では，切り花用だけではな
くコンパクトな草姿を有する鉢物用のカーネーションが
ポットカーネーションと呼ばれ，母の日の贈答用として
需要が拡大している．
　切り花カーネーションの国内の生産状況を概観する
と，作付面積は 1990年の 616haをピークに減少傾向が
続き，2007年には 411haにまで減少した（農林水産省
統計）．栽培面積の減少に伴い出荷本数も減少し，最盛
期（1990年）の 6.9億本から 2000年には 5億本を下回
り，2007年には約 3.9億本にまで減少した．一方で，輸
入数量については急激な伸びを示している．2003年頃
から中国からの輸入が急増し，それに対抗するかのよう
に従来からの主産国であったコロンビアからの輸入が増
加，2007年には中国産が約0.8億本，コロンビア産が約1.2

億本で総輸入量は約 2.2億本に達した（植物防疫統計）．
輸入数量と国内出荷量を合計した国内流通量については
ここ数年増加しており，2002年までは 5.5億本前後で推
移していたが，2007年には 6億本を突破したと推計さ
れている．このように日本は依然として国内消費が 6億
本以上の切り花の需要がある世界でも有数のマーケット
であるにも関わらず，国内生産は減少の一途を辿ろうと
している．こうした状況を打破するためには様々な方策
が必要であるが，その方策の一つとして国内育種の奮起
が挙げられる（宇田，2005）．
　2003年の生産上位 10県の品種別作付面積の上位 10

品種において，スプレー系では‘キャンドル’以外は
すべてオランダのヒルベルダ社の品種であり，スタン
ダード系も約半数は外国産品種である（宇田，2005，
Onozaki，2006）．一方，同じ統計によれば，トルコギキョ
ウでは作付面積上位 10品種は全て国内育成品種であり，
実際にトルコギキョウは輸入を阻止することに成功して
いる（宇田，2005）．外国産品種が多数を占める現状では，
品種において輸入品と差別化を図ることはできず，カー
ネーションの栽培適地で栽培した輸入品と競合すること
になる．そのため，これら輸入品と対抗するためには，
日本の気候に合った日本オリジナルの品種開発が期待さ
れる．
　育種目標として，低コスト・良品・安定生産に向けて，
花色，花型をはじめ耐病性，花持ち性，耐暑性，低温生
産性，高生産性といった様々な形質が挙げられる．これ
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緒　言

　カーネーション（Dianthus caryophyllus L.）は，ナデシ
コ科（Caryophyllaceae）に属し，日本だけでなく世界的
にみてもキク，バラと並んで生産量の多い主要な花きの
一つである．カーネーションを含むダイアンサス属は，
約 300種がヨーロッパ，地中海沿岸地域，アジア，熱
帯および南アフリカの山地などに自生している（武田，
2002）．ダイアンサス属は種間交雑が容易に行えるため，
D. caryophyllusの原種と D. plumarius L.，D.chinensis L. な
どのいくつかの種が多元的に交雑され，選抜が長年にわ
たって繰り返された結果，現在のカーネーションが誕生
したと考えられている（武田，2002）．カーネーション
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に近づける育種を進めている．
　これまで浸根接種による抵抗性検定法を用いて抵抗性
個体の選抜を行ってきた．しかし，検定に必要な数の挿
し芽を得るには半年以上生育させる必要があり，さら
に抵抗性を判定するには 3ヶ月という時間を必要とす
る．また，発病が高温域（30～ 33℃）で促進されるこ
とから，地温を適温に維持するためには特別な装置が必
要である．このように抵抗性の検定には多大な労力と期
間を必要する．一方で，1980年代後半から，植物にお
いて DNAマーカー開発とそれを利用した連鎖地図の作
成が急速に行われてきた．DNAマーカーを指標に育種
選抜を行うことにより，環境の影響を受けない正確な選
抜が可能であり，植物の成熟時に現れる形質や病気の抵
抗性など肉眼では判断できない形質についても幼苗時に
選抜が可能である．また，野生種の抵抗性遺伝子を導入
する際にも，戻し交雑の回数を最小限にして最も望まし
い個体を迅速に選抜することができる (Debener，2001；
Rajapakse，2003)．このように DNAマーカーを利用し
た育種選抜技術をMAS（Marker-Assisted Selection）と
呼び，日本では，イネにおいてMASを利用した品種，
系統が多数育成され（安東，2005），近年では縞葉枯病
抵抗性，穂いもち抵抗性などの病害抵抗性をMASによ
り導入した品種が育成された（杉浦ら，2004）．そのた
め，花きにおいてもMASによる育種選抜効率向上の期
待は高い（Debener，2001；Rajapakse，2003；小野崎，
2005）．
　収量性やストレス耐性など重要な育種目標の多くは複
数の遺伝子が複雑に関与している量的形質であり，それ
らを支配する遺伝子座を QTL（Quantitaive Trait Locus）
と呼ぶ．QTLの数や位置，遺伝効果を統計的に推定す
る QTL解析は，DNAマーカーによる連鎖地図が作成さ
れることで初めて可能になった（鵜飼，2003）．QTL解
析により明らかになった QTL近傍の DNAマーカーを利
用することで，これまで選抜できなかった遺伝率の低い
形質についても選抜が可能である（鵜飼，2000）．連鎖
地図の作成は，QTL解析だけではなく，遺伝子の単離
（マップベースクローニング），ゲノム構造研究等，遺伝
解析を行う上で必要不可欠なステップになっている．
　そこで，本研究では，第 1章においてカーネーション
育種の効率化を図るために萎凋細菌病抵抗性の分離集団
を利用して，カーネーションで初めての連鎖地図の作成
ならびに QTL解析を行い，カーネーション育種におけ
るMASの検討を行った．
　第 2章ではフローサイトメトリーを用いて切り花カー

らのうち，消費者が花きに最も望む形質の一つである花
持ち性については，近年，チオ硫酸銀錯塩（STS）など
の品質保持剤を用いずに従来のシム系品種の約 3倍の花
持ち性を示す‘ミラクルルージュ’，‘ミラクルシンフォ
ニー’が育成された（小野崎ら，2006a）．これらは，品
質保持剤を必要としないことから環境負荷の少ない農業
に貢献できるとともに，育種素材として利用することで，
日本の夏秋期の栽培で問題となる花持ち日数の低下を克
服することができると考えられる．
　一方で，生産者にとっては収量性が高く，病気によ
るロスの生じない耐病性品種が最も望まれる．カー
ネーションの重要な病害として，世界的に発生の見ら
れる Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp. dianthi (Prill. and 

Delarc.) Snyd. and Hans.による萎凋病が挙げられる．萎
凋病については世界的に蔓延が見られることから，ヨー
ロッパの育種会社で抵抗性育種が取り組まれ，品種カ
タログに抵抗性の記載がみられるほど育種が進んでい
る．一方，高温多湿の気候において栽培を行う日本
特有の病害として Burkholderia caryophylli (Burkholder) 

Yabuuchi, Kasako, Oyaizu, Yano, Hotta, Hashimoto, Ezaki, 

and Arakawa（旧学名：Pseudomonas caryophylli (Burkholder) 

Starr and Bulkholder）による萎凋細菌病が挙げられる．
萎凋細菌病は夏の高温期に多発する土壌伝染性の病害で
あり，被害株は急激に萎凋し，青枯れ症状を呈して枯死
する．近年は無病苗，隔離ベンチ栽培，土壌消毒の普及
により発病を回避する技術も発達してきたが，現在でも
発生は見られ問題となっている．萎凋細菌病について
は，日本以外での発生がほとんど見られないことから国
際的には全く手掛けられていなかった．そこで，花き研
究所では，前身の野菜・茶業試験場花き部時代の 1988

年から抵抗性検定法の開発に着手し，抵抗性を有する遺
伝資源のスクリーニングを行った．その結果，栽培品種
の中に抵抗性を有する品種はほとんど存在せず（Onozaki 

et al., 1999b），カーネーションの含まれるダイアンサス
属野生種の中に有望な抵抗性素材 Dianthus capitatus ssp. 

andrzejowskianus（以下 D. capitatus）を見出した（Onozaki 

et al., 1999c）．その後，カーネーションとの種間交雑に
より（Onozaki et al., 1998），強度の抵抗性を有し，形態
的特性，生産性等の形質に比較的優れる‘カーネーショ
ン中間母本農 1号’ （以下‘農 1号’）を育成し，2000年
に種苗登録された（小野崎ら，2002）．‘農 1号’には野
生種の性質が強く残っており，カーネーション栽培品種
を掛け合わせていく戻し交雑により，D. capitatusの強度
抵抗性のみを有し，草姿，形態は通常のカーネーション
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子の染色体上の領域を特定することを可能にした．連鎖
地図を利用して農業上重要な形質に連鎖したマーカーを
開発することができれば，MASにより育種選抜の効率
化を図ることができる（Collard et al., 2005）．
　これまで花きにおいては，ペチュニア（Peltier  et al., 

1994），バラ（Debener and Mattiesch, 1999; Rajapakse et al., 

2001），ユリ（Abe et al., 2002），アルストロメリア（Han et 

al., 2002）といったいくつかの品目で連鎖地図が作成され
ている．カーネーションでは，これまでに花型（Scovel 

et al., 1998），萎凋病抵抗性（Scovel et al., 2001），切り
花の花持ち性（De Benedetti et al., 2003）などの形質に
連鎖したマーカーの探索が RAPD（Random Amplified 

Polymorphic DNA）法を用いて試みられているが，連鎖地
図作成の報告はない．
　カーネーション栽培品種は 2n=2x=30の二倍体であ
り（Gatt et al., 1998），Figueira et al. （1992）は，カーネー
ションの核 DNA量は 1.23pg/2Cであると報告している．
これは，シロイヌナズナ（0.30pg/2C；Arumuganathan 

and Earle，1991）のおよそ 4倍であり，カーネーション
のゲノムサイズは比較的小さく，花きの中でもゲノム研
究が比較的行いやすい品目であると考えられる．
　本章では，萎凋細菌病抵抗性の分離集団を用いてカー
ネーションで初めての連鎖地図を作成し，萎凋細菌病抵
抗性の QTL解析を行った．また，その結果明らかになっ
た QTL近傍のマーカーの実際の育種における有効性に
ついて検討し，さらに作成した連鎖地図を用いて花色の
濃淡に関わる QTL解析を行った．

第 1 節　RAPD および SSR マーカーによる連
鎖地図作成

　本節では，RAPD ならびに SSR（Simple Sequence 

Repeat）マーカーを用いて連鎖地図を作成した．RAPD

マーカーは，10塩基程度のランダムプライマーを用い
て生じる PCR産物の多型をマーカーとして用いる手法
であり，一般的にはホモ型とヘテロ型の個体を区別でき
ない優性マーカーである．多型が豊富で，一度の解析で
多数の遺伝子座について情報を取得でき，ゲノム全域
に多数のマーカーを迅速にマッピングできる利点がある
（Staub et al., 1996）．ところが，RAPDマーカーは PCR

反応でのアニーリング温度が低いことから，再現性に問
題があるため，STS（Sequenced Tagged Site）化により
配列特異的マーカーに変換することが望ましい（原田，
2005）．

ネーションならびにポットカーネーションについて網羅
的に倍数性の推定を行った．倍数性は交雑の成否や育成
の過程を推察する上で重要となる．花きの育種では，古
くから育成者が意識することなく野生二倍体種から倍数
性園芸種を生み出した歴史がある．現代バラをはじめダ
リア，グラジオラス，フリージア等の品種分化の過程に
は，自然倍数化を利用した多くの実例を見ることができ
る（斉藤，1969）．人為的な倍数性育種の試みは，1937

年にアメリカの A. F. Blakesleeおよび A. G. Avery両氏
が，植物の染色体倍加にコルヒチンが有効なことを明ら
かにしたことがはじまりである（斉藤，1969）．コルヒ
チンを利用してマツバボタン，キンセンカ，マリーゴー
ルド等で同質四倍体が作出され，茎葉の大型化や大輪咲
きが示されたことで，1940年以降，染色体倍加が花き
の育種の一つのブームになった（斉藤，1969）．カーネー
ションにおいても，東京都の秋元氏が‘ピーターフィッ
シャー’から‘クロス＝スター’を，‘コーラル’から‘レッ
ド＝クイン’と名付けた巨大輪咲四倍体を作出している
（斉藤，1969；塚本，1969）． 

　カーネーションの含まれるダイアンサス属について
は，染色体基本数が x=15であり，二倍体（2n=2x= 

30），四倍体（2n=4x=60），六倍体（2n=6x=90）が存
在する（伊藤ら，1994）．切り花用カーネーションにつ
いては，実際の染色体の観察から，栽培品種は二倍体で
あることが報告されている（筧，1972；山口ら，1980；
山口，1981）．しかしながら，それ以後，切り花カーネー
ションの倍数性に関する報告はなく，近年の栽培品種の
倍数性については明らかになっていない．また，ポット
カーネーションについては，これまで倍数性に関する報
告を始め，育成過程を記述した記録もほとんどない．そ
のため，育種の過程でどのような素材が利用され，どの
程度品種間に多様性が存在するのかなど育種に関する基
礎的知見に乏しい．そこで第 2章では，フローサイト
メトリーを用いて切り花カーネーションならびにポッ
トカーネーションについて網羅的に倍数性の推定を行っ
た．また，ポットカーネーションについては，DNAマー
カーを利用して遺伝的多様性について明らかにし，ポッ
トカーネーションの育成過程について推察を行った．

第 1 章　連鎖地図作成と QTL 解析ならびに
その育種的利用

　連鎖地図の作成は，質的形質だけではなく複数の遺伝
子が関与する量的形質についてもそれらを支配する遺伝
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Resistance-segregating 134 lines
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‘Pretty Favvare’ ‘Carnation Nou No. 1’ 　 　 ‘Pretty Favvare’

Fig. 1. Photographs of resistance segregating populations and the parents.
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集団は D. capitatusの BC1世代に当たる．

２．RAPD 解析
　ゲノミック DNAは CTAB（Cetyltrimethylammmonium 

bromide）法（Murray and Thompson，1980）を用いて，
約 0.5gの葉片から抽出した．PCRプライマーには 465

個の 12塩基のランダムプライマー（和光純薬工業）と
40個の 10塩基プライマー（オペロン社）を用いた．解
析は，初めに両親間の多型について調査を行い，‘農 1号’
に特異的バンドを生じたプライマーを選択して全 134系
統を対象として PCRを行った．次に，後述する方法に
従い連鎖解析ならびに QTL解析を行い，抵抗性に関与
する連鎖群を明らかにした．その後，QTLの検出され
た連鎖群のマーカー数を増やすために，440個の 10塩
基のプライマー（オペロン社）と 216個の 12塩基プラ
イマー（和光純薬工業）を用いてさらにスクリーニング
を行った．
　PCR反応液の全量を合計 12µlとし，1× Ex Taqバッ
ファー，24ngのゲノム DNA，2.4pmolの dNTPs，3.6pmol

　SSRマーカーは，2～ 5塩基の繰り返し配列の繰り
返し数の違いを多型として検出するマーカーである
（Staub et al.,1996）．ゲノム全域に多数存在し，偏りなく
マッピング可能な共優性マーカーである（Morgante and 

Olivieri，1993）．そのため，異なる集団の連鎖地図を比較・
統合する際に基準となるアンカーマーカーとして重要
な役割を果たす（Taamalli et al., 2007）．カーネーション
ではこれまでに 16個の SSRマーカーが報告されており
（Smulders et al., 2000，2003），本節ではこれらの SSRマー
カーを利用した．

材料および方法

１．材　料
　‘農 1号’および罹病性品種‘プリティファボーレ’
を正逆交雑して得られた萎凋細菌病抵抗性の分離集団
134系統を用いた（Fig. 1）．‘農 1号’は罹病性品種‘スー
パーゴールド’と強抵抗性野生種 D. capitatusの交配に
より得られた種間雑種である（小野崎ら，2002）．分離
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結果および考察

　合計 1161プライマーについて両親から抽出した DNA

を用いて RAPD反応を行い，両親間での多型について
調査した．その結果，‘農 1号’に存在し，‘プリティファ
ボーレ’に存在しない RAPDマーカーが 128種類のラ
ンダムプライマーから 137個得られた．
　ダイアンサス属で開発された 16の SSRプライマー
（Smulders et al., 2000，2003）のうち，9プライマーが両
親間で多型を示した．これら 9個の SSRマーカーは将
来的な連鎖地図にアンカーマーカーとして利用できると
考えられる．
　合計 146マーカーについて，全分離集団 134系統に
おけるマーカーの有無を調査し，MAPMAKER/EXPに
よる連鎖解析（LOD≧ 4.0）を行った．その結果作成
された連鎖地図を Fig. 2に示した．本研究はカーネー
ションで最初の連鎖地図作成の報告である．137の
RAPDマーカーと 9の SSRマーカーが 124座に位置付
けられ，16連鎖群に分けられた（Fig. 2）．連鎖地図に
おける 2つの座位間の平均距離は 4.9cMであり，全長
は 605.0cMであった．各連鎖群の長さは第 16連鎖群
の 4.6cMから第 1連鎖群の 79.2cMまで様々であった．
マーカー間距離の最大のギャップは第 7連鎖群におけ
る 26.0cMであった．
　今回作成された連鎖地図は全長 605.0cMであり，少数
のマーカーから構成される連鎖群も多数存在する．シロ
イヌナズナ（Hauge et al., 1993）やイネ（Harushima et 

al., 1998；Wu et al., 2002），トマト（Haanstra et al., 1999）
において報告されている飽和連鎖地図では，各染色体の
遺伝距離は 100cM程度であると推定されている．カー
ネーションにおいても上記の推定が当てはまるとすれ
ば，カーネーションの基本染色体数は 15本（x=15）で
あることから，カーネーションの遺伝距離の全長は少な
くとも 1500cMであると推定される．そのため，今回作
成した連鎖地図は 605.0cMであることから，飽和連鎖地
図にするためには更なるマーカーの追加が必要である．
　‘農 1号’由来のマーカーは，理論的には分離集団
134系統において 1:1に分離すると考えられる．今回
得られた 146マーカーについてχ2 検定を行った結果，
32.9％にあたる 48マーカーにおいて 5%水準で分離が
歪んでいた．第 3連鎖群についてはすべてのマーカーの
分離比が 1%水準で有意に歪んでいた．シャクナゲにお
いては母親，父親由来のマーカーのうち 24%と 23%で 

のプライマー，0.3unitの Ex Taq DNA polymerase（タ
カラバイオ）を含む反応液を用いた．PCRには Takara 

PCR Thermal Cycler MP（タカラバイオ）もしくは 

Takara PCR Thermal Cycler Dice（タカラバイオ）を使用
し，反応条件は，94℃ 30秒の変性後，94℃ 30秒・40℃
1.5分・72℃ 2.5分を 1サイクルとして 45サイクル行い，
72℃７分の最終伸長反応を行った． PCR産物は 1.5%ゲ
ル（typeⅠ -A，シグマ社）で 40分，100Vで電気泳動
を行うことで分離した．

３．SSR 解析
　Smulders et al.（2000，2003）が報告した 16個の SSR

マーカーを用いた．合計12µlの反応液に，1×Ex Taqバッ
ファー，24ngのゲノム DNA，2.4pmolの dNTPs，1.8pmol

の各プライマー対，0.3unitの Ex Taq Polymeraseを用
いた．PCRの温度条件は，94℃ 1分の変性後，94℃ 30

秒・55℃ 30秒・72℃ 1分を 1サイクルとして 30サイク
ル行い，72℃ 5分の最終伸長反応を行った． PCR産物
は 4.0％の NuSieve GTG agarose（Biowhittaker Molecular 

Applications, USA）で 40分，100Vで電気泳動を行うこ
とで分離した．

４．分離解析ならびに連鎖解析
　各マーカーの分離比について，1:1の適合比をもとにχ 2

検定を行った．連鎖解析には MAPMAKER/EXP 3.0コ 

ンピュータープログラム（Lander et al., 1987）を用い
た．遺伝距離の算出には Kosambi関数を用い（Kosambi，
1944），センチモルガン（cM）表記とした．連鎖群の割
り当てには“group”コマンドを用い，LOD値 4.0以上，
マーカー間の最大地図距離 30cM以下を閾値に用いた．

５．DNA マーカーの名称
　RAPD座に関して，オペロン社のプライマーを用いた
マーカーについては頭文字に“O”，和光純薬工業のプ
ライマーを用いたマーカーについては頭文字“W”で区
別できるようにデザインした．2文字目以降の名称は各
メーカーの名称をそのまま使用し，複数のバンドを生じ
たものについては枝番号を付した．その他の頭文字“A”，
“B“，“D”は，和光の 10塩基プライマーから生じたマー
カーであり，プライマー名をそのまま用いた．SSRマー
カーについては Smulders et al.（2000，2003）の報告し
た名称をそのまま用いた．
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のマーカーであり，ゲノム全域に存在することから，高
密度化を図る上で非常に有用である．さらに，SSRマー
カーは属内でも安定して保存されていることから，種を
超えて利用可能であり，種間，種内間の連鎖地図を構
築する際のアンカーマーカーとして利用できる．今後，
SSRマーカーを用いて高密度化を図り，基本染色体数に
相当する 15連鎖群に収束するカーネーションにおける
標準連鎖地図作成を目指していきたい．

第２節　萎凋細菌病抵抗性の QTL 解析

　連鎖地図を利用することで，複数の遺伝子が関与する
QTLについても，その数，位置，遺伝効果を明らかに
することができる．これまでの研究から，D. capitatusの
有する萎凋細菌病の抵抗性には作用の大きな QTLとそ
の他に複数の QTLが関与していることが示唆されてい
る（Onozaki et al., 2004）．それら QTLの地図上の位置
を特定し，近傍に存在するマーカーを取得することがで

分離比に有意な歪みが認められた（Dunemann et al., 

1999）．一方，ユリにおいては，それぞれ 23.5％，
24.5％であった（Abe et al., 2002）．本研究で歪んだマー
カーの割合は 32.9％であり，これらの種と比較するとそ
の割合はやや高かった．分離比の歪みが生じる原因とし
てはいくつか考えられる．例えば，致死因子による配偶
子レベルでの致死や不受精，また，接合体レベルでの不
接合，不調和等により特定の遺伝子型が選択的に排除さ
れること等が挙げられる（Lashermes et al., 2001）．これ
ら分離の歪みは，種間や亜種間で交配した際に多く見ら
れ，実際，‘農 1号’は種間雑種である．そのため，本
研究における分離比の歪みにもシャクナゲやユリで想定
されているような雑種不稔遺伝子や接合体レベルの選択
遺伝子が関わっているのかもしれない．
　今回作成した連鎖地図は，将来的に連鎖地図の高密度
化や花色，早晩性，花持ち性といったカーネーション
の重要形質のマッピング等に利用できると期待される．
SSRマーカーは品種間でも多型が豊富に存在する共優性 
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際，バルク法を用いて主働因子に連鎖した RAPDマー
カーを見出し，STS化を行った（Onozaki et al., 2004）．
そこで，更なる QTLを明らかにするために，第 1節で
作成した連鎖地図をもとに萎凋細菌病抵抗性の QTL解
析を行った．その結果，第 2，第 5，第 6連鎖群に LOD

値 2.0以上の QTLが検出された（Fig. 3，Table 1）．特に，
第 6連鎖群の QTLは LOD値 23.46，寄与率 60.5%と非
常に作用の大きい QTLであった（Table 1）．この QTL

は Onozaki et al.（2004）が以前に報告した主働因子に
対応しており，この QTL近傍に存在するWG44は抵抗
性個体を選抜する上で有効なマーカーであることが明
らかになっている．我々は，この作用の大きい QTLを
qtl Resistance to Burkholderia caryophylliの頭文字を取って
qRB1と名付けた．
　第 2，第 5連鎖群の QTLはそれぞれ LOD値 2.32，2.87，
寄与率 8.7%，10.8%と作用の小さい QTLであった（Table 

1）．qRB1と同様に，これらの QTLをそれぞれ qRB3，
qRB2と名付けた．作用の小さいこれらの QTLに最も近
傍なマーカーは OQ12とWA85であり，これらマーカー
の有無と発病率の関係について調査した（Fig. 4）．その
結果，これら 2つのマーカーをもつ個体は発病率が低く
高い抵抗性を示した．特に，発病率が 20％以下の全て
の抵抗性系統がWA85（第 5連鎖群）を有していた（Fig. 

4）．分離集団 134系統をマーカーの有無により分けた
場合の平均発病率の差はそれぞれ 13.8％（OQ12）と
14.8％（WA85）であった．これらの差はWilcoxon（1945）
の検定において 0.1％水準で有意であった．このことか
ら第 6連鎖群の作用の大きい QTLに加えて，第 2，第 5

連鎖群に存在する少なくとも 2つの QTLが萎凋細菌病の
抵抗性に関与していることが明らかになった（Fig. 4）．
　今回の結果を接種した菌や時期により分けて解析し
た場合，第 2，第 5連鎖群に検出された QTL（qRB3，
qRB2）の大きさや位置は変動した（データ略）．一方，
第 6連鎖群に存在する作用の大きい QTL（qRB1）のピー
クの位置は変動しなかった．このことは使用した B1菌
株と B4菌株の間に感染機構や発病の最適条件の違いが
存在することを示唆しているかもしれない．実際，B1

菌株と B4菌株では発病力が異なることが明らかになっ
ている（Onozaki et al., 1999b）．また，萎凋細菌病は高
温により発病が誘発されることから，定植後の気温の
変動の違いが結果に影響を及ぼすことも考えられる．こ
れらのことから，今回検出された 2つの作用の小さな
QTLは温度などの環境変動に対応するために必要な抵
抗性因子であると考えられた．

きれば，複数の QTLを有する強度抵抗性個体のみを選
抜できると期待される．そこで，第 1節で作成した連鎖
地図を用いて萎凋細菌病抵抗性の QTL解析を行った．

材料および方法

１．材　料
　第1節で用いた抵抗性中間母本‘農1号’と罹病性品種‘プ
リティファボーレ’ならびにそれらを正逆交雑して得られ
た萎凋細菌病抵抗性の分離集団 134系統を用いた．

２．萎凋細菌病抵抗性検定
　萎凋細菌病の抵抗性の検定には浸根接種による抵抗性
検定法（Onozaki et al., 1999b）を用いた．挿し芽を行っ
て約 30日後の発根苗の根の先端を切除し，108cfu/mlの
萎凋細菌病懸濁液に 30分間浸漬した．その後，滅菌済
みの土壌ベッドへ定植し，1週間おきに発病株数を調査
した．発病株数から検定株数を除した値を発病率として
算出し，91日後の発病率を解析に用いた．検定は異な
る季節（1月開始，6月開始，7月開始）ならびに 2種
類の菌株｛B1菌株（農業環境技術研究所より分譲），B4

菌株（兵庫県立淡路農業技術センターより分譲）｝を用
いて合計 8回行い，その発病率の平均値を QTL解析に
用いた．1月開始の試験では土壌病害検定装置を用い，
地温を 31.5℃に設定し，6月，7月の試験では無加温ハ
ウスの検定ベッドを用い，ハウスサイドビニールの開閉
により 30℃の地温維持に努めた．

３．QTL 解析
　インターバル QTLマッピングにはMAPMAKER/QTL 

ver. 1.1（Paterson et al., 1988；Lincoln et al., 1993）を用い，
LOD値 2.0以上を閾値に 0.1cM間隔で解析した．
　分離集団 134系統のうち，マーカーの有無により分
けた 2つの集団の平均発病率について，Wilcoxon法
（Wilcoxon，1945）による有意差検定を行った．

結果および考察

　Onozaki et al.（2004）は，萎凋細菌病抵抗性の分離集
団 134系統が，発病率の低い（抵抗性の）系統から発病
率の高い（罹病性の）系統まで連続的に分布しており，
この形質がポリジーンによって支配されていることを明
らかにしている．さらに，抵抗性の分布には 2つのピー
クがあることから，主働因子の存在を示唆しており，実
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Fig. 3. QTLs for resistance to bacterial wilt in carnation.
The black vertical bars represent the QTLs with a LOD score more than 2.0. qRB1, 2 and 3 indicated QTL peaks detected on the 
chromosome, respectively. The other legends were referred to Fig. 2.

Table 1. QTL analysis for bacterial wilt resistance in carnation among 134 progenies ‘Pretty Favvare’ × ‘Carnation Nou No. 1’. 

QTL name Linkage group Marker interval QTL position (cM) LOD score Phenotypic variance (%) 

qRB1 6 OR19-WG44 10.3 23.46 60.5

qRB2 5 WB66-WA85 7.9 2.87 10.8

qRB3 2 OQ12-WE67 5.0 2.32 8.7

Interval QTL mapping was carried out using the software MAPMAKER/QTL version 1.1 with a LOD score threshold of 2.0. The 
linkage map was scanned at each 0.1 cM interval.
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析を行った．その結果，LOD値 23.46の作用の大きな
QTL（第 6連鎖群）に加えて，LOD値が 2.32，2.87と
作用の小さな 2つの QTLが第 2，5連鎖群にそれぞれ検
出され，それら QTLの近傍に存在するマーカーを見出
した．
　本節では，これまでに抵抗性検定により選抜してきた
萎凋細菌病に強い抵抗性を有する戻し交雑系統におい
て QTL近傍に存在する 3つのマーカーの有無を調査し，
これらマーカーの有用性について検討した．また，実際
の育種集団でマーカーの有無と発病率を調査すること
で，実際の育種現場におけるマーカー選抜（MAS）の有
効性を検討した．

　以上のように，本結果から萎凋細菌病の抵抗性には作
用の大きな QTLが一つと，少なくとも 2つの作用の小
さな QTLが関与していることが明らかになった．そこ
で，第 3節においてこれら QTLの近傍に存在するマー
カーが実際の育種においてどの程度有効であるか検討を
行った．

第３節　萎凋細菌病抵抗性育種における DNA
マーカー選抜の有効性の実証

　第 1節においてカーネーションで初めての連鎖地図
を作成し，第 2節において萎凋細菌病抵抗性の QTL解 
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Fig. 4. Frequency distributions of mean disease incidence among 
134 progenies derived from ‘Carnation Nou No. 1’ × ‘Pretty 
Favvare’, expressing OQ12 (upper) and WA85 (lower) patterns. 
■ : having OQ12 (upper) or WA85 (lower), □ : lacking OQ12 
(upper) or WA85 (lower).
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　抵抗性戻し交雑系統におけるマーカーの有無を調査す
るために，BC4世代までの抵抗性戻し交雑系統 91系統
を供試した．また，実際の育種集団におけるマーカーの
有効性を実証するために，Table 3に示した花き研究所
で育成中の品種間交雑由来の 4系統を種子親に，抵抗性
戻し交雑系統 10系統を花粉親に用いた交配を 2002年
の春に行った．2002年の 7月 16日に播種して得られた
863個体の実生のうち，2003年の 1月までに開花した早
生の 75系統と，それ以降に開花し，花色，フォーメーショ
ン等の形質の優れた 23系統合計 98系統を選抜し材料と
した．対照品種として抵抗性系統‘農 1号’とこれまで
の結果から高い発病率を示すことが明らかな罹病性品種
‘ノラ’を用いた．

２．萎凋細菌病抵抗性検定
　抵抗性検定は，第 2節で示した浸根接種検定法
（Onozaki et al., 1999b）により行った．定植床として土
壌病害検定装置（OMY4EB型，小澤製作所）を用い，
各系統あたり 5～ 12本（平均 9.6本）を定植し，地温
を 31.5℃に設定することで地温を一定に保った．結果は，
B1菌株ならびに B4菌株の 2菌株の 91日目の発病率を
平均した平均発病率で示した．

３．DNA マーカーによる判別
　DNAの抽出は，破砕機 (MM300，キアゲン )と DNA

抽出キット ISOPLANT（ニッポンジーン）を組み合わせ
た方法を用いた．2.0mLの遠心チューブに約 100mgの
若い葉片，300µLの ISOPLANT SolutionⅠ液，5mmの
ジルコニアボールと消泡剤として Antifoam A Emulsion 

（Sigma，USA）を 1滴加え，破砕機で 30frc/sec，1分間
の破砕を 2回繰り返し行うことで粗抽出液を得た．以後
の操作は，ISOPLANTに添付のマニュアルに従い DNA

の精製を行った．
　供試した DNAマーカーは，萎凋細菌病主働抵抗性
遺伝子に 0.7cMで連鎖している RAPDマーカーWG44-

1050を STS化したマーカー STS-WG44（Onozaki et al., 

2004）と，第 2節で明らかにした作用の小さい QTL

ピークに近接する RAPDマーカー OQ12（第 2連鎖
群），RAPDマーカーWB66を STS化したマーカー STS-

WB66（第 5連鎖群）を用いた．抽出した DNAを鋳型
に Onozaki et al.（2004）の方法と同じ組成の反応液，反
応条件で PCRならびにその後の操作を行い，マーカー
の有無を調査した．PCR機は Onozaki et al.（2004）の
方法から変更して Takara PCR Thermal Cycler Dice（タ

材料および方法

１．供試材料
　抵抗性野生種 D. capitatusとカーネーション栽培品種
(D. caryophyllus)の交配を行い，抵抗性検定で発病率が
20%以下であった系統を F1世代として選抜した．以後，
Onozaki et al.（1999b，c）の分類に従い，抵抗性検定に
おいて発病率が 20%以下の系統を抵抗性系統として選
抜した．‘農1号’はF1世代のうち草姿などの形態的特性，
生産性等が比較的優れる選抜系統である．さらに‘農 1

号’にカーネーションの栽培品種もしくは育成系統の戻
し交雑をした集団から選抜した抵抗性系統を BC1世代
とした．その後，抵抗性系統へのカーネーションの戻し
交雑と抵抗性検定による選抜（発病率 20%以下）を繰
り返し，BC2，BC3，BC4世代をそれぞれ選抜した．また，
BC1と BC2世代では抵抗性系統間で交雑を行い，選抜し
た抵抗性系統を BC1× BC1，BC2× BC2世代とした．カー
ネーション×（BC1× BC1）世代は，BC1× BC1世代の
抵抗性系統にカーネーションの育成系統を交配した集団
から選抜した抵抗性系統である．



Table 2. Number of lines and the percentages with markers close to QTLs for resistance to bacterial wilt in resistant succeeding 
generations of backcrossing.

Generations Number of lines
LG 2z

OQ12
LG 5

STS-WB66
LG 6

STS-WG44
F1(Carnations × D. capitatus) 7 1 ( 14.3 )y 7 ( 100 ) 7 ( 100 )

BC1(Carnations × ‘Carnation Nou No. 1’) 18 7 ( 38.9 ) 14 ( 77.8 ) 18 ( 100 )

BC1 × BC1 6 2 ( 33.3 ) 4 ( 66.7 ) 6 ( 100 )

BC2 11 4 ( 36.4 ) 2 ( 18.2 ) 11 ( 100 )

BC2 × BC2 15 2 ( 13.3 ) 1 ( 6.7 ) 15 ( 100 )

Carnations × (BC1 × BC1) 13 2 ( 15.4 ) 3 ( 23.1 ) 13 ( 100 )

BC3 15 2 ( 13.3 ) 1 ( 6.7 ) 15 ( 100 )

BC4 6 0 ( 0 ) 0 ( 0 ) 6 ( 100 )
z Linkage group.
y The percentages of lines with markers close to QTLs.

Table 3. The presence of marker STS-WG44 and resistance to bacterial wilt in parents of tested breeding lines.

Lines or Cultivars STS-WG44 Disease incidence (%)

Crossing lines among cultivars (♀ ) 62-2    –* 23.8 

702-23 – 50.0 

Miracle Rouge – 51.4 

717-36 – 92.9 

Resistant lines of backcrossing (♂ ) 0N20-2 + 0.0 

0Z29-1 + 0.0 

0N20-14 + 0.0 

97N23-22 + 0.0 

0Z24-17 + 11.1 

0Z32-2 + 12.5 

0Z25-2 + 14.3 

0Z24-21 + 15.0 

0N20-5 + 16.7 

0N20-11 + 20.0 

Control cultivars Carnation Nou No. 1 + 0.0 

Nora – 81.3 

*– : lacking, + : having
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世代を進めるにつれて保有する割合は低下し，BC4世代
では全く保有していなかった (Table 2)．もう一つの作用
の小さい QTL（qRB2）に近接するマーカーで，第 5連
鎖群に座乗する STS-WB66は OQ12と異なり，F1世代
では全ての系統が保有していた．ところが，それ以降の
世代では OQ12と同様な傾向を示し，世代を進めるにつ
れて保有する割合は低下し，BC4世代では全く保有して
いなかった (Table 2)．

２．実際の育種集団におけるマーカー選抜の有効性
　集団の育成に用いた親系統の発病率を調査した（Table 

3）．対照品種として用いた抵抗性の‘農 1号’は 2回の
検定試験ともに発病率は 0%であった．一方，罹病性の
‘ノラ’の発病率は 81.3%であった．種子親として用い

カラバイオ）を使用した．

結　果

１．抵抗性戻し交雑系統におけるマーカーの有無
　破砕機を利用した DNA抽出法では，DNAの物理的切
断が認められるものの，PCRに使用可能な質の DNAを
迅速に抽出することができた．
　抵抗性戻し交雑系統 91系統についてマーカーの有無
を調査した結果，第 6連鎖群に座乗する主働抵抗性遺伝
子（qRB1）に連鎖した STS-WG44は BC4世代までの全
ての系統が保有していた（Table 2）．一方，第 2連鎖群
の作用の小さい QTL（qRB3）に近接する OQ12は，F1

世代では‘農 1号’のみ保有していた．また，OQ12は
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Fig. 5. Frequency distribution of disease incidence in the groups 
of lines in terms of marker STS-WG44 in practical breeding 
populations.
■ ; having STS-WG44: 64 lines; mean=28.5%, □ ; lacking: 
STS-WG44: 34 lines; means=91.1%.

八木：カーネーションにおける DNAマーカーの育種への利用と品種多様性に関する研究 65

料を液体窒素中で凍結し乳鉢と乳棒を用いて粉砕す
る必要がないことから，従来の CTAB法（Murray and 

Thompson，1980）と比較すると時間の短縮が図れ，多
数のカーネーション葉サンプルから迅速かつ効率的な
DNA抽出が可能になった．
　抵抗性戻し交雑系統におけるマーカーの有無を調査し
た結果，BC4世代の 6系統は主働抵抗性遺伝子に連鎖し
た STS-WG44を 100%保有していた．QTLのピークか
らの距離も 0.7cMと近いことから，STS-WG44は抵抗性
個体を選抜する上で極めて有用なマーカーであることが
明らかになった．そこで，STS-WG44が実際の育種でも
利用できることを明らかにするために，実際の育種集団
において STS-WG44の有無と発病率を調査した．
　STS-WG44の有無による発病率の差は 62.6%と大きな
差を示し，発病率が 20%以下の強抵抗性系統はほとん
どこのマーカーを有していた．このことから STS-WG44

を選抜マーカーに用いれば実際の育種集団の中から，強
度の抵抗性を有する系統を含む平均発病率の低い集団を
絞り込むことが可能であることが明らかになった．
　第 2節では第 5連鎖群の QTLピークに最も近接した
RAPDマーカーは地図距離 4.3cMのWA85であった．し
かしWA85は供試した抵抗性戻し交雑系統で多型が得ら
れなかった．これは本 RAPDマーカーが不安定なマー
カーであり，PCR装置の機種を変更したことにより再
現性が得られなくなったと推察された．そこで WA85

に次ぐ近接するマーカーで地図距離 7.9cMに存在する
STS-WB66を用いて抵抗性戻し交雑系統におけるマー
カーの有無を調査した．
　作用の小さい QTLに近接した OQ12と STS-WB66の
2つのマーカーは，戻し交雑により世代を進めることで，
強い抵抗性を示す系統にも関わらずマーカーが存在しな
くなり，BC4世代では全く存在しなかった．このことか
ら，作用の小さい QTLの近傍に存在したこれらのマー
カーは，抵抗性個体の選抜マーカーとして利用できない
ことが明らかになった．この理由の 1つとして，検出
された QTLに存在すると思われる抵抗性に関与する遺
伝子とマーカーの距離が離れていることが挙げられる．
第 2節において QTLとマーカー間の地図距離は 5.0cM

（OQ12），7.9cM（STS-WB66）と推定され，これらのマー
カーは遺伝子と離れた位置に存在している．そのため，
抵抗性個体を選抜する過程でマーカーと抵抗性遺伝子間
で組換えが生じ，これらマーカーの領域は失われたこと
が推察される．また，STS-WG44近傍に存在するような
作用の大きい QTLの存在下では，作用の小さい QTLが

た品種間交雑系統は，62-2で 23.8%とやや発病率が低
かったものの，その他の系統は発病率が 50%以上と高
く，罹病性の系統であることが明らかになった．一方，
花粉親に用いた抵抗性戻し交雑系統は全て発病率が 20% 

以下であり，本実験からも強い抵抗性を有することが確
認された．このことから，今回供試した集団は罹病性系
統に抵抗性系統を交配して得られた後代であることを確
認した．そこで，この集団 863個体の実生の中から早生
性と花色等の形質から選抜した 98系統について，抵抗
性戻し交雑系統に 100%存在した STS-WG44の有無と発
病率を調査した．
　PCRにより STS-WG44の有無を調査した結果，選抜
した98系統のうち64系統が本マーカーを保有していた．
選抜した 98系統の発病率を浸根接種検定により調査し
た結果，異なる菌株を用いた 2回の検定試験を平均した
発病率は，いずれも 0～ 100%の範囲に分布し，抵抗性
に大きな分離が見られた (Fig. 5)．また，発病率 50%か
ら 90%の部分の頻度が少なく，分布には 2つのピーク 

が見られた．2回の検定試験の全系統の平均発病率は
44.4%であった．STS-WG44を保有する 64系統の平均
発病率は 28.5%であり，STS-WG44を保有しない 34系
統のそれは 91.1%で，STS-WG44の有無による発病率の
差は 62.6%と大きな差を示した．この差はWilcoxonの
ノンパラメトリック検定 (Wilcoxon，1945)で有意であっ
た．また，発病率が 20%以下の 24系統のうち 23系統
が STS-WG44を保有していた．

考　察

　本研究で用いた破砕機を利用した DNA抽出法は，試
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である（Onozaki et al., 1999a）．カーネーションの花色は，
アントシアニンを含むフラボノイド色素によるものであ
り（Forkmann et al.,  1995），最終産物として存在するの
はペラルゴニジンやシアニジンのような配糖体型のアン
トシアニンやケンフェロール，ケルセチンのようなフラ
ボノール化合物である（Terahara et al., 1986；Terahara 

and Yamaguchi，1986；Bloor，1998；Nakayama et al., 

2000）．
　これまでに花きにおいては，いくつかの花色のマッ
ピングが行われており，シャクナゲ（Dunemann et 

al., 1999）では量的形質として，バラ（Debener and 

Mattiesch，1999；Yan et al., 2005），アルストロメリア（Han 

et al., 2002），ユリ（Abe et al., 2002）では質的形質とし
てマッピングが行われている．
　本節では，カーネーションにおける花色の濃淡を決定
している花弁のアントシアニン色素含量の遺伝性につい
て明らかにするために，第 1節で連鎖地図の作成に利用
した分離集団のアントシアニン含量を調べ，QTL解析
を行った．

材料および方法

１．材　料
　第 1節の連鎖地図作成に利用した萎凋細菌病抵抗性の分
離集団ならびにその親である‘農 1号’ならびに‘プリティ
ファボーレ’を用いた．全分離集団 134系統のうち 120系
統について花弁のアントシアニン含量を測定した．

２．アントシアニン含量の測定
　2005年の 5月から 6月にかけて花弁が水平ステージ
に達した花を採取した．
　花から花弁のみを切り取り，新鮮重を測定した後，ア
ントシアニンの抽出を行った．3mlの 50%酢酸に一晩
浸し，パスツールピペットに脱脂綿をフィルターとして
詰めた簡易ろ過ユニットを用いてろ過した．さらに 2ml

の 50％酢酸を加えて，もう一晩浸漬し，アントシアニ
ンを抽出した．合計 5mlの溶液とし，520nmの吸光度
からシアニジン等量として総アントシアニン量を算出し
た．実験に先立ち，50%酢酸に溶解したシアニジン‐ 3

‐ルチノサイド標品の 520nmにおける吸光度から検量
線を作成した．

３．QTL 解析
　分離集団の各系統のアントシアニン含量の結果を用

加わることによる相加効果がはっきりと発現しなかっ
た，あるいは，作用の小さい QTLの効果が劣性的に発
現するため，戻し交雑世代では発現しなかった可能性が
考えられる．つまり，第 2，5連鎖群に存在する作用の
小さい QTLの効果が充分発揮されなかったことで，抵
抗性検定において作用の大きい QTLの効果のみで抵抗
性個体の選抜が行われ，抵抗性にあまり関与しないこれ
らの領域が，戻し交雑により世代を促進する過程で淘汰
されたことも推察される．
　第 2節で示すように検出された 2つの QTLは，抵抗
性検定を実施した時期や使用した菌株に分けたデータを
用いて QTL解析を行った場合に位置や大きさが変動し
た．そこで，これら以外の近傍のマーカーに関しても抵
抗性戻し交雑系統における有無を調査したが，現在のと
ころ戻し交雑を進めた世代でも高い割合で存在するマー
カーは得られていない．
　カーネーションの育種では，強度の病害抵抗性だけで
はなく，豊産性，花持ち性，新花色などの形質が優れた
品種の開発が望まれる．MASによる選抜の利点は，幼
苗期に抵抗性個体を選抜できる点にあるが，STS-WG44

のみで選抜を行った場合，理論上，供試した集団を半分
にしか絞り込むことはできない．そのため，現在のとこ
ろ，マーカー選抜にかかる時間と費用を考慮に入れる
と，早生性や花色といった望まれる形質により 1次選抜
を行ったうえで，マーカー選抜を行うことが実際的であ
ると考えられる．
　ここ数年，花きにおける DNAマーカー研究は盛んに
なってきており，連鎖地図の作成がペチュニア，バラ，
カーネーション，ユリ，シャクナゲ等で行われ，QTL

解析も行われている（小野崎，2005）．ところが，これ
らの情報を実際の育種に応用した研究はバラの黒星病
抵抗性に関する報告（Malek et al., 2000；Debener et al., 

2001；Debener et al., 2003；Debener et al., 2004）のみで
ある．今回，カーネーションにおいても DNAマーカー
を利用した育種が可能であることを明らかにし，今後，
花き分野でも，評価に時間と労力のかかる病害抵抗性の
ような形質を中心にMASを用いた効率的な育種が進む
と期待される．現在，我々は‘農 1号’に戻し交雑を進
める過程で実際に STS-WG44を用い，MASによる抵抗
性品種の開発を進めているところである．

第４節　花色の濃淡に関する QTL 解析

　花色は花きの育種においてもっとも重要な形質の一つ
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Table 4. QTL analysis for anthocyanin contents in petals.

Linkage group Nearest marker Distance from
nearest marker (cM) LOD score Variance

explained (%)
6 BT45 0.0 6.33 21.6 

9 WG11 0.9 4.15 15.0

Interval QTL mapping was carried out using the software MAPMAKER/QTL ver. 1.1 with an LOD threshold of 2.0. The linkage 
map was scanned at 0.1-cM intervals.
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表現型を超えることから説明できるとされている（Han 

et al., 2002）．
　花弁のアントシアニン含量の QTL解析を行った結果，
第 6，第 9連鎖群の 2つの連鎖群に QTLが検出された
（Table 4）．LOD値はそれぞれ 6.33と 4.15であり寄与率
は 21.6%，15.0%であった．第 6連鎖群の LOD値のピー
クは RAPDマーカー BT45に対して 0.0cMの位置に存在
した（Table 4）．また，第 6連鎖群には萎凋細菌病抵抗
性の主働因子（qRB1）が存在しており，同じ連鎖群で
はあるが qRB1の LOD値のピークよりは 15.6cM離れて
いた（Fig. 7）．
　現在，‘農 1号’にカーネーション栽培品種を交配す
ることで野生種由来の抵抗性を有するカーネーションを
作出しようと試みている．これらの育種過程において， 
D. capitatusの BC1，BC2世代のほとんどの花色は赤紫色
であった．これらの原因として，本研究から明らかになっ
た萎凋細菌病の主働因子とアントシアニン含量の QTL

が同じ染色体上に存在する連鎖関係にあることが関係し
たのかもしれない．
　本研究からカーネーションの花弁のアントシアニン含
量には少なくとも 2つの QTLが関与していることが明
らかになった．第 1節で作成した連鎖地図は 16の連鎖
群から構成されており，基本染色体数の 15に一致して

いて QTL解析を行った．インターバル QTLマッピン
グにはMAPMAKER/QTL ver. 1.1（Paterson et al., 1988；
Lincoln et al., 1993）を用い，LOD値 2.0以上を閾値に
0.1cM間隔で解析した．

結果および考察

　分離集団の親である‘農 1号’は Fig. 1に示すように
八重の鮮赤紫色の花であり，片親の‘プリティファボー
レ’は一重の鮮ピンク色の花色である．それらの後代で
ある分離集団の花色は，ピンク，濃ピンク，赤紫，紫，
クリーム，薄いオレンジ等様々な花色が含まれていた
（Fig. 1）．これら花弁からアントシアニンを抽出し，吸
光度の測定から算出したアントシアニン含量の分布を
Fig. 6に示した．その頻度分布は，0.5mg/gF.W.以下のア
ントシアニン含量が少ない系統の頻度が最も高く，アン
トシアニン含量の増加に伴いその分布は低下した．供試
した系統のうち 18系統では親の‘農 1号’（1.91mg/g F.W.）
よりも高い含量を有していた．このような超越分離は非
自殖性作物においてよく見られる（Han et al., 2002）．こ
れは，形質に関与する複数の遺伝子座において正の効果，
負の効果をもつ対立遺伝子を親がヘテロで有する場合
に，後代において正の対立遺伝子が集積することで親の



花き研究所研究報告　第９号68

されている．そこで，第 1節ではカーネーションの切り
花用品種についてフローサイトメトリーを用いて網羅的
に倍数性の推定を行った．
　カーネーションには切り花用の品種だけではなく，近
年，母の日の贈答用として人気が出てきたわい性タイプ
のポットカーネーションも存在する．ポットカーネー
ションの倍数性についてはこれまで報告がないことか
ら，第 2節においてフローサイトメトリーによりポット
カーネーションの倍数性の推定を行った．また，ポット
カーネーションについては倍数性だけではなく，育種過
程等を記述した文献がほとんど存在せず，その育成過程
でどのような育種素材が利用されてきたかなど詳細は明
らかになっていない．一方，DNAマーカーを利用して，
遺伝資源，品種等の遺伝的多様性を推察する試みがイネ，
ムギ，ダイズ等の作物をはじめとして多くの品目で行わ
れている（Roussel et al., 2004；Li et al., 2008）．我々は，
現在，第 1章で作成した連鎖地図の充実を図るために，
多数のSSRマーカーを開発している．そこで，ポットカー
ネーションにおける遺伝的多様性について評価するため
に倍数性の異なる品種を用いて SSRマーカーの遺伝子
型の調査を試み，倍数性品種の育成経過等について推察
を行った．

第 1 節　フローサイトメトリーによる切り花
カーネーションの倍数性の検討

　カーネーションはすでに古代ギリシア時代にも観賞
されていたと言われているが，広く栽培されるように
なったのは 16世紀になってからである（小西・武田，
1994）．カーネーションの品種改良は 16世紀初めころか
らイギリスで盛んにすすめられ，17世紀には絞り，覆
輪，八重等の花型をもつカーネーションが出現した（小
西・武田，1994）．19世紀の中ごろに四季咲き性品種が
開発され，1866年には tree carnationと呼ばれる現代の
カーネーションの原型が出来上がった．その後，育種の
本場はアメリカに移り，1939年にその後世界的に普及
する品種群の親となる‘ウィリアム・シム’が育成され
た（小西・武田，1994；武田，2002）．‘ウィリアム・シム’
は非常に枝変わりしやすい性質を持っており，交配によ
るものを含めると数えきれないくらいのシム系品種が誕
生した．1960年頃からイタリア，フランス，オランダ，
イギリスなどでは，地中海系と称される交雑品種群が育
成され，耐病性，花型などシム系にない特性により，日
本では 1980年代から急速に普及した．また，従来は一

いない．また，少数のマーカーで構成される連鎖群も存
在することから，染色体をカバーできていない領域が存
在する．そのため，今回は 2つの QTLが検出されたが，
今後，マーカーを増やし，飽和連鎖地図を作成すること
でさらに他の QTLも検出されると考えられる．
　カーネーションにおいては Mehlquist and Geissman

（1947）によって，様々な形質の遺伝性が調べられており，
アントシアニンの濃度を支配する因子として Sが想定
されている．これまでにほとんどのアントシアニン生合
成経路上に存在する酵素をコードする遺伝子が単離され
ており，それら遺伝子の発現とアントシアニン量の関係
が調べられている（Dedio et al., 1995；Mato et al., 2000，
2001；Yoshimoto et al., 2000）．それらの解析結果から，
Mato et al.（2000）は，アントシアニン合成経路上の構
造遺伝子は，mybや mycといった転写因子と相同性の
あるトウモロコシの CI，PI，R，B，キンギョソウの
Del，Eluta，Roseaなどの転写因子によって全体の発現調
節が行われているのではないかと推察している．また，
近年の研究ではアントシアニンの液胞への輸送に関与し
ている GST（glutathione S-transferase）のトランスポゾ
ン等による変異がカーネーションの花色の濃淡に関与
していることが示唆されている（Larsen et al., 2003；小
関，2008）．本研究で明らかになった，アントシアニン
の多寡すなわち花色の濃淡に関与する QTLはそうした
アントシアニン生合成経路の調節遺伝子や GSTをコー
ドする遺伝子と関係しているのではないかと考えられ
る．将来的に，アントシアニン生合成経路上の遺伝子な
らびに転写因子のマッピングを順次行うことで，これら
の QTLがどの遺伝子に対応するか明らかになると考え
られる．

第２章　フローサイトメトリーおよび SSR
マーカーによる倍数性と多様性の検討

　倍数性の推定には従来から顕微鏡観察による染色体
数の計測が用いられてきた．しかし，カーネーション
の染色体は 1～ 2µmと非常に小さく，観察は困難であ
り（Gatt et al., 1998），多数のサンプルを扱うには多大
な労力と時間を要する．近年，フローサイトメーターに
よる簡易な倍数性測定法が開発され，倍数性の判別や雑
種性の確認が可能であることが報告され（三柴・三位，
1998），ヘメロカリス属（Saito et al., 2003），アスパラガ
ス属（González Castañón and Schroeder，2002），ダイア
ンサス属（牛尾ら，2002）において倍数性の推定に利用
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サイトメーターはプロイディアナライザー PA型（Partec 

GmbH，Münster，Germany）を用い，DAPI蛍光強度を
測定した．

２．酢酸カーミン染色による根端細胞の染色体数の観察
　フローサイトメトリーにより二倍体と推定された 2品
種（‘フランセスコ’，‘ノラ’），倍数体と推定された 7

品種（‘スカーレットベル’，‘ウィコ’，‘スパイラルビビッ
ドレッド’，‘ピンクローランド’，‘楊貴妃’，‘サレヤ’，
‘ソネットセーラー’）の合計 9品種を供試した．
　供試材料母株から展開葉 3～ 4対の挿し芽を採取し，
発根促進剤として 0.5%インドール酪酸粉剤を基部に粉
衣し，発根培地（パーライト）に挿し芽を行った．ミス
ト下で約 2週間発根させた植物体から 1～ 2cmに伸長し
た根を採取し，固定液（酢酸：エタノール＝ 1：3）に浸
し，観察に用いるまで保存した．観察時に試料を 60℃の
解離液（1N HCl：45%酢酸＝ 2：1）に 30秒浸し，スラ
イドガラス上で根端を 2mm程度切り出し，2%酢酸カー
ミン液を 1滴加え，45%酢酸蒸気を満たしたシャーレ内
で2時間染色を行った．その後，余分な染色液をふき取り，
押しつぶし法によりプレパラートを作成し，光学顕微鏡
AX70（OLYMPUS）を用いて検鏡を行った．

３．走査型電子顕微鏡による気孔の長径の測定
　二倍体 5品種（‘スケニア’，‘レナ’，‘ゆふ（大分 2号）’，
‘フランセスコ’，‘ノラ’），三倍体 3品種（‘スカーレッ
トベル’，‘ウィコ’，‘スパイラルビビッドレッド’），四
倍体 4品種（‘ピンクローランド’，‘楊貴妃’，‘サレヤ’，
‘ソネットセーラー’）の合計 12品種を供試した．供試
材料母株の側枝から最も若い完全展開葉を採取し，走査
型電子顕微鏡 VE-7800（キーエンス）を用いて，裏面中
央部における気孔の長径を各品種 5か所測定した．

結　果

１．フローサイトメトリーによる倍数性の推定
　供試したカーネーション栽培品種のうち，日本におけ
る 1960年代までの赤の主力品種であった‘コーラル’
が二倍体であることが明らかになっている（筧，1972；
山口，1981）．そこで，フローサイトメトリーによる測
定で得られた各品種の核 DNA量について‘コーラル’
の値を 1.00とした時の相対的核 DNA量を求めた（Table 

5）．解析した 304品種のうち，297品種は相対的核 DNA

量が 0.79から 1.15の範囲に分布しており，二倍体品種

茎一花のスタンダード系のみであったが，1952年にシ
ム系の枝変わり品種からの枝変わりの‘エクスクィジッ
ト’に端を発する中輪房咲きのスプレー系が誕生した（小
西・武田，1994；細谷，1999）．その後，スタンダード
系とスプレー系のやや長期にわたる安定，共存期を経た
のち，1980年以降，チャイニーズ系，マイクロ系，ジ
プシー系といった小輪の品種群も誕生し，現在まで様々
な品種が育成されている．日本でも多数の品種が育成
されており，1940年に井野喜三郎氏により育成された
‘コーラル’は名花であり，戦後 1970年頃まで栽培面積

1位を占めていた．1960～1970年代には主として大分県，
福岡県，山口県，香川県，静岡県などの公立試験場で精
力的に育種がすすめられ，‘せとのはつしも’，‘伊豆ピ
ンク’などが誕生した（細谷，1999）．
　花き研究所では（独）農業生物資源研究所のジーンバ
ンク事業に参画し，カーネーション栽培品種約 300点お
よびダイアンサス属野生種約 200点を収集，保存してい
る．そこで，本節では，これまで倍数性が明らかになっ
ていない花き研究所で保有するカーネーション栽培品種
ならびに近年育成された主要品種についてフローサイト
メトリーにより網羅的に倍数性の推定を行った．さらに，
倍数体と推定された品種について，根端細胞の染色体数
の確認を試みた．また，カーネーションにおいて，倍数
体の気孔の長径の大きさは，二倍体の植物体に比べて大
きく，倍数性と気孔の大きさには相関があることが示唆
されている（山口ら，1980；山口，1981）．そこで，フロー
サイトメーターのような高額な機械を用いずに簡便に倍
数性を推定する方法を検討するために気孔の長径を測定
した．

材料および方法

１．フローサイトメトリーによる倍数性の推定
　花き研究所で保存している切り花用カーネーション栽培
品種 304品種を材料とした．無加温ビニルハウス内に鉢植
えした材料から側枝をサンプリングし，実験に供した．
　プラスチックシャーレに供試材料から未展開葉 1cm

程度を採取し，植物倍数性分析用キット（Partec High 

Resolution Staining Kit for Plant DNA Analysis，Partec 

GmbH，Münster，Germany）の A液（核粗抽出液）を
500µl加え，カミソリで試料を細かく刻んで裸核を抽出
した．その後，試料液をメッシュでろ過し，プラスチッ
ク製試験管に移した後，同試薬キット B液（DAPI染色
液）を 1250µl加え，染色を行い分析に供した．フロー



Table 5. The relative nuclear DNA contents and estimated ploidy levels in cut carnation cultivars. 

Cultivars NIFS No. z Passport No.
Relative nuclear
DNA contentsy

Estimated 
ploidy levels

Cultivars NIFS No. z Passport No.
Relative nuclear
DNA contentsy

Estimated 
ploidy levels

C-7 S33 27012593 1.01 2 Kortina Pink 504 27021116 1.03 2
CSU 1 27012279 1.03 2 Gordirock 536 27023588 1.00 2
CSU Red S35 27012595 1.03 2 Gorena S62 27012622 1.03 2
G-G 8 27012286 1.03 2 Koreno 1.03 2
K-1 528 27023580 1.04 2 Colo. White Pikes Peak S24 27012584 1.06 2
P. S. N. Pink Sim 21 27012298 1.11 2 Salmon Pink Sim 214 27012448 1.00 2
Arthur Sim S 2 27012562 1.09 2 Sacha 522 27023574 1.02 2
Akane 537 27023589 1.00 2 Samantha 49 27012642 1.06 2
Asaka 241 27012474 1.05 2 Sam 5 27012283 1.04 2
Anny 1.01 2 Sam's Pride 116 1.06 2
Anniversary 275 27012508 1.04 2 Sam's White Scania S27 27012587 1.04 2
Anon 302 27012535 1.06 2 Sarispritt 320 27012553 1.05 2
Apollo 258 27012491 1.07 2 Sunset S26 27012586 1.05 2
Alaska S 3 27012563 1.09 2 Santorini 1.01 2
Alice 521 27023573 1.06 2 Sandrosa 514 1.00 2
Alice Sim 219 27012453 0.97 2 Syeren S32 27012592 1.03 2
Alicetta 172 27012412 1.02 2 Sissi 185 27012425 1.05 2
Albivette 146 27012387 1.03 2 Shinano Red 531 27023583 1.01 2
Anne Marie S 1 27012561 1.08 2 Sinera 324 27012557 1.04 2
Anbasary S 7 27012567 1.09 2 Shimada's Peter 533 27023585 1.00 2
Yellow NO. 3 S11 27012571 1.06 2 Chanel 304 27012537 0.99 2
Yellow Imp. 129 27012370 1.05 2 Shamrock SP S29 27012589 1.03 2
Yellowstone 166 27012406 1.05 2 Jumbo Cardinal 261 27012494 1.00 2
Yellow Dusty 66 27012659 1.03 2 Shocking Pink Sim 55 27012648 1.03 2
Yellow Dusty Sim 26 27012303 1.08 2 Silver 540 27023592 1.07 2
Evening Glow 283 27012516 0.98 2 Shiro S70 27012630 1.05 2
Evening Red 272 27012505 1.02 2 Sweet Heart 113 27012355 1.07 2
Illuminator 22 27012299 1.08 2 Super Gold 137 27012378 1.05 2
Imp. White Sim 40 27012316 1.10 2 Super Scania 223 27012457 1.03 2
William Sim S13 27012573 1.06 2 Scarlet King 286 27012519 1.04 2
Wink 1.02 2 Scarlet Queen 1.03 2
Exceria 1.03 2 Scarlet Plus 1.04 2
Edisu 264 27012497 1.00 2 Skyline 268 27012501 1.05 2
Etna 106 27012348 1.10 2 Scania 513 1.00 2
Elsy 158 27012399 1.07 2 Starlight 105 27012347 1.09 2
Erufego S15 27012575 1.08 2 Stephany 126 27012367 1.04 2
Elegance 402 27012559 1.08 2 Snow Crown Pink S30 27012590 1.02 2
Yellow Sim 216 27012450 0.99 2 Snow fall 244 27012477 1.05 2
Yellow Smiling 210 27012444 1.00 2 Sparkle S31 27012591 1.00 2
Yellow Beauty 602 27012513 1.02 2 Spectrum 251 27012484 1.04 2
Angel S68 27012628 1.03 2 Smatee 318 27012551 1.05 2
Ember Sim S16 27012576 1.07 2 Smiling 207 27012441 1.02 2
Ember Rose S14 27012574 1.06 2 Seto no Otome 548 27023600 1.05 2
Orchid Royal 401 27012558 1.06 2 Seto no Hagoromo 546 27023598 0.89 2
Orange Elf 535 27023587 1.00 2 Seto no Hatusimo 34 1.07 2
Orange smiling 607 27012579 1.01 2 Seto no Hana 33 27012310 1.06 2
Orange Triumph 285 27012518 1.07 2 Seto no Hinode 545 27023597 1.06 2
Orange Beauty 603 27012304 1.02 2 Seto no Miyabi 501 27021112 1.05 2
Cardinal Sim 211 27012445 1.00 2 Seto no Megumi 502 27021113 1.06 2
Cain 1.03 2 Cerise Royalette 112 27012354 1.08 2
Casablanca 1.00 2 Serisroyal 321 27012554 1.01 2
Casino 175 27012415 0.99 2 Select White Royaletty 319 27012552 0.89 2
Kapuri 170 27012410 1.02 2 Soana 64 27012657 1.05 2
Kaly 88 27012342 1.07 2 Sonata 145 27012386 1.03 2
Karina 165 1.05 2 Sonnet Maria 0.90 2
Carifornia 263 27012496 0.84 2 Sorubig S34 27012594 1.02 2
California White 23 27012300 1.08 2 Solbit Sydney 296 27012529 1.04 2
Calypso 6 27012284 1.01 2 Sorubik White Sca 224 27012458 1.03 2
Guernseyellow 1.02 2 Dark GJ Sim 222 27012456 1.07 2
Keefers Cherry Sim S22 27012582 1.05 2 Dark Pink Barbara 0.97 2
Galaxy 156 27012397 1.11 2 Dark Red Sim 213 27012447 1.00 2
Candy 505 27021117 1.04 2 Dark Lena 225 27012459 1.04 2
Candle 1.04 2 Dusty S38 27012598 1.11 2
Killer 506 27021118 1.04 2 Dusty Pink Sim 217 27012451 0.99 2
Crown 259 27012492 1.05 2 Tsman 1.03 2
Green Magic 1.04 2 Tamara 163 27012404 1.06 2
Cleopatra 271 27012504 1.05 2 Tanga 73 27012327 1.05 2
Kurenai 32 27012309 1.08 2 Tango Banbi 301 27012534 1.02 2
Glory 7 27012285 1.03 2 Tangerine 50 27012643 1.07 2
Crowley's Sim S41 27012601 1.05 2 Dannebu Rope 281 27012514 1.02 2
Gete 276 27012509 0.99 2 Tikusi 233 27012466 1.05 2
Coral 606 27012320 1.00 2 Dizeel 292 27012525 1.05 2
Golden Wonder S25 27012585 1.05 2 Teddy 140 27012381 1.06 2
Corise 61 27012654 1.05 2 Tetra Red 249 27012482 1.05 2
Koranja S61 27012621 1.06 2 Telstar S48 27012608 1.08 2
Kolivetta 144 27012385 1.04 2 Delphy 551 0.96 2

z Accession no. of Genebank activity at NIFS. The cultivars with the blank column were conserved at research team for regulation 
of growth and flowering.
y �Relative values of fluorescence intensity for each cultivar are expressed relative to the fluorescence intensity of 'Coral' (a diploid 
cut cultivar), which was normalized 1.00.
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Table 5. Continued.

Cultivars NIFS No. z Passport No.
Relative nuclear 
DNA contentsy

Estimated 
ploidy levels

Cultivars NIFS No. z Passport No.
Relative nuclear 
DNA contentsy

Estimated 
ploidy levels

Terresa 530 27023582 1.02 2 Malea 0.95 2
Totem S39 27012599 1.12 2 Mandodorina 317 27012550 1.05 2
Tortosa 59 27012652 0.98 2 Manmail Myriam 315 27012548 1.05 2
Toska 157 27012398 1.09 2 Manroromina 316 27012549 1.03 2
Dooka Pink 109 27012351 1.08 2 Miss. Kokura 236 27012469 1.04 2
Donary Shupreem 252 27012485 1.01 2 Mini Queen 198 27012433 1.03 2
Tony 149 27012390 1.09 2 Ministar 122 27012363 1.06 2
Tobia 549 1.00 2 Myan 403 27012560 1.09 2
Don Sierra 287 27012520 1.01 2 Mirutean Maid 269 27012502 0.80 2
Don Di Aburo 294 27012527 1.04 2 Monako 532 27023584 1.00 2
Nikky 523 27023575 1.05 2 U conn 60 27012653 1.07 2
New Pink Sim 215 27012449 1.00 2 U Conn NR68 S59 27012619 1.06 2
Northland 255 27012488 1.05 2 U Conn White 541 27023593 1.04 2
Nocto 181 27012421 1.00 2 Yufu 229 27012462 1.05 2
Novada 527 27023579 1.03 2 Yufu no Kagayaki 11 27012289 1.10 2
Nora 57 27012650 1.06 2 Yurise 303 27012536 1.04 2
Barbara 518 1.04 2 Light Pink Barbara 0.93 2
Pasio 1.02 2 Light Pink Barbi 102 27012344 1.10 2
Butter Scotch 63 27012656 1.06 2 Lilac 148 27012389 1.15 2
Paburo 323 27012556 1.07 2 La vie en Rose 1.00 2
Pallas 313 27012546 1.05 2 Raggio di Sole S45 27012605 1.10 2
Paradiso 168 27012408 1.03 2 Raspberry Ice 266 27012499 0.93 2
Bianca 161 27012402 1.07 2 La Reve 15 27012292 1.02 2
Peter Fisher K2 201 27012435 1.01 2 Ricardo 1.01 2
Peter Fisher OT 203 27012437 1.00 2 Lisa 118 27012359 1.05 2
Peter Fisher South 202 27012436 1.01 2 Lilli Ann 117 27012358 1.06 2
Peter Fisher American 204 27012438 1.01 2 Linda S46 27012606 1.07 2
Peterson's Red Sim S42 27012602 1.09 2 Luna 234 27012467 1.04 2
Pink Ice 16 27012293 1.01 2 Rure-bu 42 27012318 1.07 2
Pink Calypso 20 27012297 1.00 2 Reico 0.98 2
Pink Sim 212 27012446 0.99 2 Regina 162 27012403 1.07 2
Pink Smiling 208 27012442 1.02 2 Red Ivette 143 27012384 1.04 2
Pink Barbi 115 27012357 1.08 2 Red Gayety S57 27012617 1.04 2
Pink Hirisal S81 27012640 1.03 2 Red Cross 250 27012483 1.05 2
Pink Francesco 0.99 2 Red Sun 54 27012647 1.07 2
Pink Furit 515 1.00 2 Red Smiling 209 27012443 1.02 2
Pink Mamie 290 27012523 1.01 2 Red Diamond 284 27012517 1.02 2
Pink Mist 288 27012521 0.98 2 Red Barbara 0.95 2
Pink Ministar S74 0.99 2 Red Baron 103 27012345 1.07 2
Fernal 308 27012541 1.02 2 Red Ministar 107 27012349 1.10 2
Fantasia 169 27012409 1.03 2 Red Rum 164 27012405 1.06 2
Fidelio 180 27012420 1.03 2 Red Lena 227 1.05 2
Fairy Pink 0.99 2 Lena 520 27023572 1.06 2
Bridal White 1.03 2 Lena Super 53 27012646 1.04 2
Pride of Woburn 267 27012500 0.80 2 Revada 526 27023578 1.02 2
Flamingo S56 27012616 1.04 2 Royaletty S71 27012631 1.02 2
Flamingo Sim 18 27012295 1.02 2 Rodeo 67 27012660 1.06 2
Francesco 508 27021120 1.05 2 Roma 72 27012326 1.05 2
Princess Irene 260 27012493 1.03 2 Romeo 14 27012291 1.00 2
Blue Bell 195 27012430 1.06 2 Lolita 41 27012317 1.07 2
Pulcino 188 27012428 1.06 2 Ronda 86 27012340 1.05 2
Florence 62 27012655 1.03 2 Rondorageru 135 27012376 1.04 2
Besper Sim 218 27012452 1.01 2 Izu No.8 S10 27012570 1.07 2
Peppermint Sim 220 27012454 1.02 2 Izu Coral S 6 27012566 1.10 2
Peppermint lace 10 27012288 1.00 2 Izu no Odoriko S 8 27012568 1.06 2
Hellas 68 27012661 1.03 2 Izu Pink S 4 27012564 1.09 2
Berigete Sim S52 27012612 1.06 2 Izu Rose S 5 27012565 1.08 2
Persian Pink 291 27012524 1.06 2 Kibou 3 27012281 1.06 2
Verona 85 27012339 1.03 2 Kibou no Hikari 503 27021115 1.06 2
Portrait 278 27012511 1.00 2 Hikari 538 27023590 1.04 2
Holy Kapri 289 27012522 0.98 2 Haru no Yosooi 247 27012480 1.07 2
Boston 270 27012503 1.00 2 Yosooi S51 27012611 1.08 2
Honoo 228 27012461 1.07 2 Sinyosooi 235 27012468 1.02 2
White Karipuso 306 27012539 1.02 2 Yukikesyou 512 1.02 2
White Cancan 305 27012538 0.79 2 Tikuma 30 27012307 1.08 2
White Christmas 243 27012476 1.07 2 Oita No. 9 231 27012464 1.01 2
White Sim S43 27012603 1.07 2 Hi no Tukasa 2 27012280 1.06 2
White Barbara 1.00 2 Fuji 248 27012481 1.03 2
White Mind 552 0.97 2 Yuubae 246 27012479 1.03 2
White Rusena 550 1.02 2 Scarlet Bell 4 27012282 1.62 3
Mercury 0.95 2 Wiko 183 27012423 1.64 3
Maj Britt 125 27012366 1.08 2 Spiral Vivid Red 510 1.80 3
Majestic 309 27012542 0.99 2 Pink Roland 2.03 4
Manon 70 27012324 1.05 2 Youkihi 534 27023586 2.06 4
Mamie 295 27012528 1.06 2 Saleya 2.07 4
Marina 322 27012555 1.06 2 Sonnet Sailor 2.08 4

z Accession no. of Genebank activity at NIFS. The cultivars with the blank column were conserved at research team for regulation 
of growth and flowering.
y �Relative values of fluorescence intensity for each cultivar are expressed relative to the fluorescence intensity of 'Coral' (a diploid 
cut cultivar), which was normalized 1.00.
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A B C

Fig. 9. Microphotographs showing the root tip cells of three cut 
carnation cultivars.
(A) ‘Nora’ (2n=2x=30); (B) ‘Scarlet Bell’ (2n=3x=45); 
(C) ‘Saleya’ (2n=4x=60). Scale bar=10µm.

A B C

Fig. 10. Scanning electron photomicrographs of stomata on 
abaxial leaf side in cut carnations.
(A) ‘Scania’ (2x); (B) ‘Scarlet Bell’ (3x); (C) ‘Pink Roland’ (4x).
 × 2000. Scale bar = 5µm.
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Fig.8. Frequency distribution of the relative nuclear DNA 
contents of 304 cut carnation cultivars.
zRelative values of fluorescent intensity compared with 'Coral' 
(a diploid cultivar with a normalized fluorescence value equal to 
1.00).
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DNA量 1.62），‘ウィコ’（同 1.64），‘スパイラルビビッ
ドレッド’（同 1.80）の 3品種については 45本の染色体
が確認され，三倍体であることが明らかになった（Fig. 9. 

B）．また，相対的核 DNA量が 2.00以上の 4品種のうち，
‘サレヤ’については 60本の染色体が確認され，四倍体
であることが明らかになった（Fig. 9. C）．残りの 3品種
（‘ソネットセーラー’，‘楊貴妃’，‘ピンクローランド’）
については明確に染色体数を確認することはできなかっ
たが，50本以上の染色体が確認されたことから四倍体
であると推察された．

３．気孔の大きさ
　フローサイトメトリーならびに根端細胞の染色体観
察により倍数性が明らかになった 12品種について気孔
の長径を調査した（Fig. 10）．気孔の長径は二倍体品種
が 17.6～ 22.0µmであり，三倍体品種は 29.0～ 32.3µm，
四倍体品種は 30.1～ 39.2µmであった（Table 6）．また，
12品種の相対的核 DNA量と気孔の長径の大きさとの間
には有意な正の相関（r=0.90＊）が認められた．

考　察

　フローサイトメトリーによる核 DNA量の推定，根端
細胞の染色体数の観察，気孔の大きさの測定から，供試
したカーネーション栽培品種はほとんどが二倍体と推定
され，わずかながら三倍体，四倍体の品種も存在するこ
とが明らかになった．
　本研究で倍数体と推定された 7品種のうち‘サレヤ’
以外については，花径，花弁数，花弁の欠刻の深さ，草姿，
形態等の特徴から野生種との交雑が示唆される．実際，
‘ウィコ’はマイクロ系，‘スカーレットベル’はエンゼ
ル系，‘ソネットセーラー’はソネット系と呼ばれる野
生種との交配で誕生した品種群に分類されている（細谷，
1999；武田，2002）．‘楊貴妃’は，さらに野生種の血が
濃く，佐藤（1995）の分類によると宿根性ナデシコに分

‘コーラル’とほぼ同じ相対的核 DNA量を有している
ことから，二倍体であると推察された（Table 5，Fig. 8）． 
残りの 7品種については，相対的核DNA量が 1.62～ 2.08

の範囲に分布しており（Table 5，Fig. 8），二倍体品種の
およそ 1.5～ 2倍の相対的核 DNA量を有していること
から，これらの品種は三倍体もしくは四倍体であると推
察された．

２．根端細胞の染色体数の観察
　根端細胞の染色体数の観察を行い，実際の倍数性につ
いて確認を行った．カーネーションの染色体基本数は x 

=15であることから，二倍体，三倍体，四倍体の品種は
それぞれ 30，45，60本の染色体が確認されるはずであ
る．相対的核 DNA量が 1.06の‘ノラ’および 1.05の‘フ
ランセスコ’について根端の染色体数を確認したところ，
30本の染色体が確認でき二倍体であることが明らかに
なった（Fig. 9. A）．
　フローサイトメトリーによる測定結果から三倍体，四
倍体と推定された 7品種についても根端細胞の染色体数
を調査した．その結果‘スカーレットベル’（相対的核



Table 6. Relationship between the relative nuclear DNA contents and stomatal length in cut carnations.

Cultivars Relative nuclear 
DNA contentsz Estimated ploidy levels Stomatal length (µm)

Scania 1.00 2 21.5 ± 1.1y

Lena 1.06 2 21.7 ± 0.7

Yufu 1.05 2 20.8 ± 1.1

Francesco 1.05 2 22.0 ± 2.2

Nora 1.06 2 17.6 ± 2.1

Scarlet Bell 1.62 3 31.5 ± 0.7

Wiko 1.64 3 32.3 ± 1.4

Spiral Vivid Red 1.80 3 29.0 ± 0.9

Pink Roland 2.03 4 30.1 ± 1.3

Youkihi 2.06 4 39.2 ± 1.1

Saleya 2.07 4 30.4 ± 0.9

Sonnet Sailor 2.08 4 37.0 ± 0.8
z  Relative values of fluorescence intensity for each cultivar are expressed relative to the fluorescence intensity of 'Coral' (a diploid cut 
cultivar), which was normalized 1.00.

y Av. ± S. E. (n = 5)
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ついては，二倍体の倍加による同質四倍体の可能性が考
えられる．
　カーネーションでは，染色体数キメラの品種が存在し，
根端の染色体数にも変異が見られることが報告されてい
る（筧，1972；山口ら，1980；山口，1981）．しかし，
本研究で観察した根端においては，染色体数がキメラで
存在する品種を見出すことはできなかった．カーネー
ションを含むダイアンサス属の染色体は 1～ 2µmと小
さく，数も多いため，正確に染色体数をカウントするに
は労力を必要とする（Gatt et al., 1998）．そのため，フロー
サイトメトリーによる倍数性の推定は，簡便に倍数性を
知る上で有用である．さらにカーネーションには，倍数
性の異なる細胞からなる倍数性キメラの品種も存在して
いるが，フローサイトメトリーは，細胞の倍数性が異な
る場合，蛍光強度のピーク位置が移動するため，より正
確に倍数性を判定できると考えられる．
　フローサイトメーターを用いた倍数性の推定は，正確
で簡便であるが，高額な機械を必要とするため，利用範
囲が限られることが考えられる．本結果から，二倍体と
倍数体については気孔の長径により倍数性を明確に区別
することが可能であったが，気孔の長径だけでは三倍体，
四倍体を区別することはできなかった．山口ら（1980）は，
8節目の葉の表皮を用いて気孔の観察を行い，二倍体品
種の長径は 38.8～ 41.8µm（8品種），三倍体は 46.2µm（1

品種），四倍体は 49.8～ 51.8µm（2品種）であったと報
告している．倍数体品種の供試数が少なく，気孔の観察
部位が異なるため，本研究における測定値とは差がある
ものの，本結果と同様に，三倍体と四倍体の気孔の大き

類されている．‘ウィコ’は過去の研究で萎凋細菌病抵
抗性を有することが明らかになっている（Onozaki et al., 

1999b）．しかし，‘ウィコ’は花粉を全く生産しないの
で花粉親として使えず，種子親としてカーネーションと
の交配に用いても種子が得られないことから，抵抗性育
種素材として利用できなかった（Onozaki et al., 1999b）．
本研究から，この結果は‘ウィコ’が三倍体であること
に起因すると考えられた．‘スカーレットベル’は，改
良イセナデシコ，ミカドナデシコ（カーネーション×セ
キチク），マーガレットカーネーション，種子系カーネー
ション‘アンファンドニース’を育種素材として育成さ
れた濃ピンク色の‘エンゼル’にガンマ線照射して得ら
れた赤色変異体である（林，1995）．‘ソネットセーラー’
の属するソネット系は長野県の個人育種家中曽根和雄
氏により育成された小輪多花性の品種群である（竹岡，
1995）．ダイアンサス属野生種には，二倍体のほか四倍体，
六倍体の種が多数存在することが示されている（牛尾ら，
2002）．また，ダイアンサス属では種間交雑が容易であ
ることが知られている（Hamilton and Walters, 1989；武
田，2002）．これらのことから育成過程が明らかでない‘ス
パイラルビビッドレッド’，‘ピンクローランド’を含め，
‘サレヤ’以外の倍数性品種の成立には，四倍体もしく
は六倍体の野生種が関係していることが示唆された．一
方，‘サレヤ’については，草姿，形態的特徴から，野
生種との交雑を認めることはできない．浅緑黄の地色に
濃ピンク色の条及び覆輪が入る特徴的な花色を持ち，ス
タンダード系品種の中でも特に花径が大きく，開花につ
いては中晩生の品種である．したがって，‘サレヤ’に 
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トな栽培が可能な栄養系の‘ミニスカーレット’が誕生
したが，種苗費が高く普及せず，その後も実生系のピカ
デリー系が主流であった．1985年に実生系の‘スカーレッ
ト・リリポット’と同時に栄養系の‘フィーリングピン
ク’が育成された．これらは栽培が容易で母の日までに
全量が出荷可能であったことから，飛躍的にポットカー
ネーションの生産が増えた（八代，2003）．そのため生産
者や業者の間でポットカーネーションへの関心が高まっ
たことから急速に育種が進み，多くの品種が発売された．
その後，実生系の品種は徐々に生産が減り，現在では栄
養系の四季咲き性品種が主流となっている．
　このように育種の歴史をうかがい知ることはできる
が，実際のポットカーネーションの育種の過程でどの
ような系統が素材として利用されたかは不明である．
Moyal-Ben Zvi and Vainstein（2007）によると，ポットカー
ネーションは D. chinensisと D. barbatusの交雑によって
生じたという記述が見られる．ダイアンサス属野生種に
ついては，二倍体（2n=2x=30），四倍体（2n=4x=60），
六倍体（2n=6x=90）が存在する（伊藤ら，1994）．こ
れら野生種がポットカーネーションの育成に関与してい
るとすれば，ポットカーネーションには様々な倍数性が
存在する可能性がある．そこで，ポットカーネーション
の基礎的知見を得るためにフローサイトメトリーを用い
て主要品種の倍数性について明らかにした．

材料および方法

　5つの種苗会社より販売されている 45品種（Table 7）
について，第 1節で示した手法を用いてフローサイト
メトリーによる倍数性の推定を行った．基準品種には，
第 1節で二倍体であることが明らかになった切り花カー
ネーション‘フランセスコ’を用いた．フローサイトメ
トリーにより二倍体，三倍体，四倍体であると推定され
た‘カミーユ’，‘ベイビーハート’，‘トゥーラ’につい
ては，第 1節で示した押しつぶし法により根端細胞の染
色体数の観察を行った．また，フローサイトメトリーに
より二倍体であると推定された 4品種（‘カミーユ’，‘ピ
グレット’，‘メル’，‘カミーユピンク’），三倍体である
と推定された 2品種（‘トゥルーラブ’，‘ベイビーハー
ト’），四倍体であると推定された 4品種（‘ピンクサプ
ライズ’，‘カレリア’，‘トゥーラ’，‘ボスコ’）につい
て気孔の観察を行った．

さの差は小さく，気孔の大きさだけで三倍体と四倍体を
区別することは難しいと報告している．これらのことか
ら，気孔の長径測定は，フローサイトメトリーを利用で
きない場面において，二倍体と倍数体を区別する方法と
して利用できると考えられる．
　本研究から，カーネーションの栽培品種においてもダ
イアンサス属野生種と同様にフローサイトメトリーによ
る倍数性の推定が可能であり，カーネーションの栽培品
種のほとんどが二倍体であると推定された．また，わず
かに存在する三倍体，四倍体の倍数性の品種は，草姿，
形態等の特徴から野生種との交雑が示唆される品種であ
り，供試した品種の中で‘サレヤ’のみそれが認められ
ない品種であった．山口・筧（1985）は，二倍体の栽培
品種にコルヒチン処理を行い四倍体のカーネーションを
作出した．それらの生育について調査した結果，花径，
花弁数，葉重，茎径等の植物体の巨大化を認める一方，
生育と開花の遅延による著しい収量の減少を認めている
（筧・山口，1985）．やはり，山口（1981）が指摘するよ
うに，カーネーションの長い栽培の歴史の中で四倍体，
三倍体，異数体などがほとんど現われていないのは，実
用形質を持たなかったため，淘汰の対象として排除され
てきたのかもしれない．‘サレヤ’については，花径の
大型化等の倍数化による影響と考えられる特徴を有して
おり，生育特性，生産性等の詳細については，今後明ら
かにしていきたい．

第２節　フローサイトメトリーによるポット
カーネーションの倍数性の検討

　ポットカーネーションは 2007年には約 510万鉢が花き
卸売市場で販売されており（農林水産省統計），母の日の
贈答品として愛好されている．ポットカーネーションの
ようなわい性のカーネーションは，日本ではあまり花壇
用に栽培されることはないが，欧米では古くから栽植さ
れており，花壇用の品種が古くから育成され，現在でも
その需要は多い（八代，2003）．しかし，日本で花壇に栽
植すると北海道を除いて，梅雨期に入るために花が長雨
で腐りやすく，花の美しさが発揮できないために品種改
良はほとんどおこなわれず，当初は主に欧米からの輸入
品であった（八代，2003）．その後，1970年に F1品種の‘ピ
カデリー・スペシャルミックス’がサカタのタネから販
売されたのを契機に，母の日の鉢物用に栽培され始めた
が，母の日までに開花させることは技術的に難しく定着
しなかった（八代，2002）．1978年には，よりコンパク



Group 1

21

20

25

rs

15

of
 cu

lti
va

r

Group 2 Group 3

5

2
3 3

6

2
5

10

N
um

be
r

1
2

1 1
2

0
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 

Relative nuclear DNA contents

Fig.11. Frequency distribution of the relative nuclear DNA 
contents of the 45 potted cultivars in Table 7, estimated from 
the relative fluorescence compared with 'Francesco' (a diploid 
cultivar with a normalized fluorescence value equal to 1.0).
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Fig. 12. Microphotographs showing the root tip cells of three pot 
carnation cultivars.
(A) 'Camille' (2n=2x=30); (B) 'Baby Heart’ (2n=3x=45); 
(C) 'Tula' (2n=4x=60). Scale bar=10 µm
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DNA量 0.98）は 30本の染色体を有していた．一方，グ
ループ 2の‘ベイビーハート’（同 1.55）は 45本，‘トゥー
ラ’（同 2.28）は 60本の染色体が観察された．カーネー
ションの基本染色体数は x=15であることから，‘カミー
ユ’，‘ベイビーハート’，‘トゥーラ’はそれぞれ二倍体，
三倍体，四倍体であることが明らかになった．このこと
から，グループ 1，グループ 2，グループ 3に含まれる
品種もそれぞれ二倍体，三倍体，四倍体であることが強
く示唆された．種苗会社別にみると雪印種苗の 12品種
は全て二倍体，Pコーイ社の 8品種は全て四倍体である
のが特徴的であった（Table 7）．
　二倍体，三倍体，四倍体の合計 10品種について気孔
の観察を行った結果を Table 8に示した．二倍体と推定
された 4品種は 21.2～ 24.1µmであり，三倍体品種が
28.5～ 31.0µm，四倍体品種が 33.2～ 37.9µmであった．
また，10品種の相対的核 DNA量と気孔の長径には有意
な相関が認められた（r=0.88*）．第 1節の結果，切り花
カーネーションでは気孔の大きさにより三倍体，四倍体
の区別はできなかった．しかし，ポットカーネーション
では，三倍体と四倍体を区別することは可能であった．
しかし，その差は小さく実用性があると断定するには困
難であった．これらのことから，切り花カーネーション
と同様に気孔の観察による倍数性の推定は，フローサイ
トメトリーを利用できない場面における二倍体と倍数体
を区別する方法として活用できると考えられた．
　本研究は，ポットカーネーションの倍数性を明らかに
した初めての研究である．第 1節で明らかにしたように
切り花品種では供試した 304品種のうち 297品種が二倍
体であると推定され，倍数体品種はほとんどなかった．
一方で，本結果からポットカーネーションでは供試した
45品種中 18品種が倍数体であると推定され，多くの倍
数体が存在することが明らかになった．

第３節　SSR マーカーによるポットカーネー
ションの多様性ならびに倍数性の検討

　現在，我々は第 1章の連鎖地図の充実を図るため，
SSRマーカーを多数開発している．SSRは，2塩基反復
のものだけでも一般的な生物で数万から数十万塩基ごと
に一つ存在するといわれており，ゲノム上には数万から
数十万個存在すると考えられる（井鷺，2001）．そのため，
3塩基以上の反復を含めれば無数に存在すると考えられ
る．また，SSRは反復数の違いを多型として検出するが，
その反復数は，品種間・系統間内といった近縁な個体間

結果および考察

　Table 7に示したポットカーネーション 45品種につい
てフローサイトメトリーによる解析を行った．本研究で
基準品種として使用した二倍体の‘フランセスコ’は
2003年において最も流通している赤のスタンダード系
の主力切り花品種である（Onozaki，2006）．そこで，‘フ
ランセスコ’を 1.00とした時の相対的核 DNA量を各品
種について算出した．相対的核 DNA量は 0.89-1.05（グ
ループ 1），1.55-1.62（グループ 2），1.96-2.35（グループ 3）
の 3つのグループに分かれた．（Table 7，Fig. 11）．グルー
プ 1に属する 27品種は二倍体の‘フランセスコ’とほ
ぼ同じ相対的核 DNA量を持つことから，二倍体である
と推定された．一方で，グループ 2やグループ 3に属す
る品種は，それらのおよそ 1.5～ 2倍の相対的核 DNA

量であるので，それぞれ三倍体，四倍体であると推定さ
れた．実際の倍数性を確認するために，各グループに属
する 1品種について，根端細胞の染色体数を観察した
（Fig. 12）．グループ 1に属する‘カミーユ’（相対的核



Table 7. Estimated ploidy levels of the 45 potted carnation cultivars based on the results of FCM. Cultivars within each ploidy group 
are presented in order of their relative nuclear DNA contents*.

Cultivar name Distributor (Abbreviation) Relative nuclear 
DNA contents

Estimated ploidy
level

Chiffon Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 0.89 2

Amore Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 0.93 2

Orange Duo Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 0.94 2

Ariel Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 0.94 2

My Fair Lady Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 0.95 2

Audrey Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 0.95 2

Winecat Snow Brand Seed Co., Ltd. (SN) 0.95 2

Seti Snow Brand Seed Co., Ltd. (SN) 0.95 2

Buryule Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 0.96 2

Annette Snow Brand Seed Co., Ltd. (SN) 0.96 2

Waffle Snow Brand Seed Co., Ltd. (SN) 0.96 2

Lahana Snow Brand Seed Co., Ltd. (SN) 0.96 2

Limone Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 0.96 2

Madeleine Snow Brand Seed Co., Ltd. (SN) 0.96 2

Lemonsoft Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 0.96 2

Polaris Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 0.97 2

Teatime Snow Brand Seed Co., Ltd. (SN) 0.98 2

Unforgettable Snow Brand Seed Co., Ltd. (SN) 0.98 2

Dreaming Snow Brand Seed Co., Ltd. (SN) 0.98 2

Camille Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 0.98 2

Dear Mama Red M&B Flora Co., Ltd (M&B) 0.99 2

Camille Pink Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 1.00 2

Mel Snow Brand Seed Co., Ltd. (SN) 1.00 2

Summerdress Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 1.00 2

Piglet Snow Brand Seed Co., Ltd. (SN) 1.01 2

Ascot Snow Brand Seed Co., Ltd. (SN) 1.02 2

Can Can Scarlett Sakata Seed Corporation (SA) 1.05 2

Ruby Bell Sakata Seed Corporation (SA) 1.55 3

Baby Heart M&B Flora Co., Ltd (M&B) 1.55 3

True Love Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 1.62 3

Bosco Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 1.96 4

Castel P. Kooij & Zonen B.V. (KO) 2.02 4

A26091-01 P. Kooij & Zonen B.V. (KO) 2.07 4

Bambino Sakata Seed Corporation (SA) 2.09 4

Rodin Kirin Agribio Co., Ltd. (KI) 2.16 4

Karelia Sakata Seed Corporation (SA) 2.19 4

Coppelia Sakata Seed Corporation (SA) 2.19 4

Pretty Rose Sakata Seed Corporation (SA) 2.22 4

Nina Sakata Seed Corporation (SA) 2.22 4

A26200-01 P. Kooij & Zonen B.V. (KO) 2.27 4

Pink Surprise P. Kooij & Zonen B.V. (KO) 2.28 4

A16241-04 P. Kooij & Zonen B.V. (KO) 2.28 4

Tula P. Kooij & Zonen B.V. (KO) 2.28 4

A36237-01 P. Kooij & Zonen B.V. (KO) 2.31 4

Flamingo P. Kooij & Zonen B.V. (KO) 2.35 4

*Relative values of fluorescence intensity for each cultivar are expressed relative to the fluorescence intensity of ‘Francesco’
 (a diploid cut cultivar), which was normalized to 1.00.
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Table 8. Relationship between the relative nuclear DNA contents and stomatal length in potted carnations.

Cultivars Relative nuclear 
DNA contentsz Estimated ploidy levels Stomatal length (µm)

Camille 0.98 2 21.2 ± 0.9y

Piglet 1.01 2 21.5 ± 0.9

Mel 1.00 2 22.4 ± 1.3

Camille Pink 1.00 2 24.1 ± 0.6

True Love 1.62 3 28.5 ± 0.6

Baby Heart 1.55 3 31.0 ± 0.5

Pink Surprise 2.28 4 33.2 ± 0.5

Karelia 2.19 4 35.2 ± 0.7

Tula 2.28 4 36.6 ± 0.5

Bosco 1.96 4 37.9 ± 0.5
z  Relative values of fluorescence intensity for each cultivar are expressed relative to the fluorescence intensity of ‘Francesco’ (a 
diploid cut cultivar), which was normalized to 1.00.

y Av. ± S. E. (n = 10)

Table 9. Characteristics of the SSR loci.

SSR marker 
name

Forward and reverse
primer sequences (5'-3')

Fluorescent chemical 
labeled with forward

primer
Repeat motif

Linkage
groupz

PCR product 
size (bp)y Publication

CF001 F: GAGAGAGAAGTAGAACATATTCG Fam (AG)6ACTG(AG)4 12 101 Unpublished
R: gtttcttTCTACTCTTTCACTTCGCCACTx

CB004a F: GATTTGGGTGGGGCGTGA Fam (AG)12 4 157 Kimura et al. (2009)
R: gtttcttCCATCCTCCTCCTTTCTATCTTCCCT

CB008 F: ACTACGAACAAAATGAAGGTGACTA Fam (GTGA)6 8 139 Unpublished
R: gtttcttTTCCCCCCTCATAAATTGC

CB018a F: AGTGTCTAAGAGTCTAAGGTTGTG Vic  (AGAGAGT)6 9 110 Kimura et al. (2009)
R :gtttcttGTAATACAATGGCATAACTTCA

CB026a F: CCGAGTGGAAGAGAGAGAG Fam (AG)31 3 175 Kimura et al. (2009)
R: gtttcttGGAGGGAGTAGAAAATAGTGTG

z The linkage groups were determined by Chapter I.
y The PCR product size was determined from the sequences of the clone isolated from 'Francesco' or ' Barbara'.
x The lower-case letters (gtttctt) represent the pigtail sequence (Brownstein et al., 1996).
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材料および方法

１．SSR 解析
　ポットカーネーション 32品種（二倍体 15品種，三倍
体 2品種，四倍体 15品種）と Fig. 13に示す切り花 12

品種（スタンダード系 8品種，スプレー系 4品種）につ
いて Table 9に示す CB004a，CB018a，CB026a（Kimura 

et al., 2009），CF001，CB008（未公表）の 5つのマー
カーを用いて SSR解析した．これらマーカーは第 1章
で作成した連鎖地図上で異なる連鎖群に存在することを
確認している（Table 9）．PCR法は Kimura et al.（2009）
の報告に基づいて行った．それぞれのプライマーのう
ち，片側は蛍光ラベル (Fam，Vic)で標識し，もう片側
には増幅安定のために pig tail（gtttctt）配列（Brownstein 

et al., 1996）を付加した．増幅は 94℃ 5分の熱変性後，
94℃ 1分・55℃ 1分・72℃ 2分を 1サイクルとしたサ
イクルを 35回行い，72℃ 7分の最終伸長反応を行った．

でも多型を示すことから，現在，品種識別や親子鑑定に
利用されている．第 2節において，ポットカーネーショ
ンには三倍体や四倍体といった倍数体が存在し，その割
合は切り花カーネーションに比べて極めて高いことが明
らかになった．ポットカーネーションには第 2節冒頭で
も述べたように，花壇用の品種や野生種などの倍数性が
異なる品種が交配に利用された可能性があることから，
このような多くの倍数性品種が存在するのではないかと
考えられた．そこで，本節では，SSRマーカーを利用し
てポットカーネーションの遺伝的背景について明らかに
することを試みた．さらに，SSR解析によって生じる 1

遺伝子座あたりのアリル数は，全てヘテロ接合型であっ
た場合，その個体の倍数性を反映していると考えられる．
実際，オリーブの近縁種では，フローサイトメトリーと
SSRマーカーによる倍数性の推定結果が一致したことが
報告されている（Besnard et al., 2008）．そこで異なる倍
数性を有する品種を用いて SSRマーカーによる倍数性
の推定について検討した． 



Table 10. Genotypes of 32 potted cultivars at the five SSR loci (described in Table 9) and the ploidy levels estimated by means of 
SSR analysis. Allele size is given in bp. 

Cultivar name
(Distributorz)

Ploidy level estimated 
by FCM analysis

Ploidy level estimated 
by SSR analysisy

SSR locus (allele sizes, in bp)

CF001 CB004a CB008 CB018a CB026a

Chiffon (KI) 2 2 91/102 155/161 136/ 98/112 170/

My Fair Lady (KI) 2 2 91/102 161/ 145/ 93/98 170/

Audrey (KI) 2 2 102/104 161/ 136/162 112/ 170/

Annette (SN) 2 2 102/104 161/ 145/ 93/98 170/

Polaris (KI) 2 2 91/102 155/161 145/162 93/112 170/

Teatime (SN) 2 2 102/ 161/ 145/162 93/98 170/

Unforgettable (SN) 2 2 102/ 161/171 128/145 93/ 170/

Camille (KI) 2 2 91/102 155/161 136/145 98/112 170/

Dear Mama Red (M&B) 2 2 91/104 161/ 136/162 98/112 170/

Camille Pink (KI) 2 2 91/102 155/161 136/145 98/112 170/

Mel (SN) 2 2 102/ 155/161 145/162 98/ 170/

Summerdress (KI) 2 2 102/ 161/ 136/ 93/ 170/185

Piglet (SN) 2 2 102/ 155/ 145/ 98/106 170/

Ascot (SN) 2 2 102/ 161/ 145/ 98/112 170/185

Can Can Scarlett (SA) 2 2 91/ 161/ 145/162 112/ 152/170

Baby Heart (M&B) 3 3 91/101/105x 155/157/162 136/162 93/98/112 170/187

True Love (KI) 3 3 91/102 155/157/161 136/162 93/98 170/185

Bosco (KI) 4 4 91/102/103/104 159/161 136/162 93/98 185/187

Castel (KO) 4 3 91/98/102 161/162 128/162 93/98 187/

A26091-01 (KO) 4 4 91/101/102/105 151/161/184 128/136/162 93/98 170/187/189

Bambino (SA) 4 3 91/101/105 157/161 136/162 93/98 170/172/181

Rodin (KI) 4 3 98/101/102 155/161/165 128/162 98/ 164/185

Karelia (SA) 4 3 91/102 151/161 136/162 93/98 170/187/189

Coppelia (SA) 4 4 91/ 151/157/161/162 162/ 93/98 170/187/189

Pretty Rose (SA) 4 3 91/102 157/161 136/162 93/98 170/187/189

Nina (SA) 4 2 91/102 151/157 136/145 93/ 170/187

A26200-01 (KO) 4 4 91/98/102/104 151/161/162 128/145/162 93/98 164/185

Pink Surprise (KO) 4 3 91/101/105 155/157/162 136/162 93/98 170/181/189

A16241-04 (KO) 4 3 91/101 151/155/162 128/136 98/ 170/181/189

Tula (KO) 4 2 102/ 151/162 128/136 93/ 187/

A36237-01 (KO) 4 2 102/104 162/184 128/162 93/98 181/187

Flamingo (KO) 4 3 102/104 155/184 128/136/162 93/98/99 187/

Number of alleles 7 9 4 5 8
z Abbreviations represent the distributors listed in Table 7.
y Maximum number of alleles per locus.
x Underlined characteristics represent unique genotypes in the potted polyploid cultivars.

花き研究所研究報告　第９号78

結　果

　Table 9に示した 5つの SSRマーカーを用いて，第 2

節で倍数性の異なることが明らかになったポットカー
ネーション 32品種を解析した．各マーカーから生じた
アリル数は 4～ 9であり，5つの遺伝子座において合計
33アリルが検出された（Table 10）．フローサイトメト
リーによる解析により二倍体と推定された品種は 5つの
遺伝子座において全て 1もしくは 2のアリル数であった
（Table 10）．一方，フローサイトメトリーにより三倍体

PCR産物は ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer（Applied 

Biosystems）を用いて分離検出後，内部標準 400HD-

ROX（Applied Bisosystems）をもとに GeneScan software

（Applied Biosystems）を用いて解析した．

２．統計解析
　二倍体のポットカーネーション 15品種と二倍体
の切り花カーネーション 12品種を用いて UPGMA

法（unweighted pair-group method using arithmetric 

averages）により樹形図を作成した．樹形図の作成には
NTSYS-pc, ver 2.11（Exeter Software, USA）を用いた．



Table 11. Different carnation alleles identified using the five SSR loci in Table 7. Allele size is given in bp.

SSR locus (allele sizes, in bp)

CF001 CB004a CB008 CB018a CB026a

15 potted diploid cultivars 91 155 128 93 152
102 161 136 98 170

104 171 145 106 185
162 112

No. of alleles 3 3 4 4 3

12 cut diploid cultivars 91 161 145 93 148

102 162 98 152

112 179

181

185

187

189

No. of alleles 2 1 2 3 7

17 potted triploid and tetraploid cultivars 91 151 128 93 164

98 155 136 98 170

101 157 145 99 172

102 159 162 112 181

103 161 185

104 162 187

105 165 189

184

No. of alleles 7 8 4 4 7

Bold and italic values represent alleles that were found in both the cut and the potted diploid cultivars.
Underlined values represent unique alleles in the potted polyploid cultivars.
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トカーネーションに共通するアリルをまとめるとその数
は 5つの遺伝子座において 1～ 3種類であった（Table 

11）．二倍体のポットカーネーションと切り花カーネー
ションの遺伝的距離を推察するために，UPGMA法によ
り樹形図を作成した（Fig. 13）．その結果，ポットカーネー
ションと切り花カーネーションはそれぞれ独立のグルー
プを形成することは認められず，樹形図上で混在してい
た．一方，切り花カーネーションは，二つのグループに
分かれた．一つのグループには‘コレノ’，‘スーパーゴー
ルド’，‘ブライダルホワイト’が含まれており，これら
はいずれもスプレー系と呼ばれる品種群であった．もう
一つのグループは，‘バーバラ’を除いて 8品種全てが
スタンダード系であった．‘ホワイトシム’と‘ユーコ
ンシム’は 5つの遺伝子座において全く同じ遺伝子型を
有していたことから樹形図上でも同一のクラスターに分
類された（Table 10， Fig. 13）． 

　次に，倍数体のポットカーネーションで検出された
アリルについて検討を行った．三倍体 2品種と四倍体
15品種合計 17品種で検出されたアリル数は 4～ 8で
あった（Table 11）．これをポットカーネーションの二倍
体 15品種と比較した場合，その数は CB008と CB018a 

や四倍体と推定された品種はいくつかの遺伝子座で 3か
それ以上のアリル数を示した（Table 10）．例えば，三倍
体の‘トゥルーラブ’では，マーカー CB004aの遺伝子
座において，155，157，161の 3つのアリルを示した．
また，四倍体の‘A26200-01’ではマーカー CF001の遺
伝子座において 91，98，102，104の 4つのアリルを示
した．
　各品種の 1遺伝子座あたりの最大のアリル数から推定
される倍数性を Table 10に示した．すべての二倍体，三
倍体品種は第 2節で明らかにしたフローサイトメトリー
による解析と SSR解析による倍数性の推定結果が一致
した．一方，四倍体では，4品種はフローサイトメトリー
による解析と SSR解析の推定が一致したが，残りの 11

品種では異なる結果であった．
　次に，切り花カーネーションとポットカーネーション
で検出されたアリルを，二倍体のポットカーネーション
と倍数体のポットカーネーションに分けて Table 11にま
とめた．二倍体のポットカーネーション 15品種のアリ
ルの種類は 5の遺伝子座において 3～ 4種類であり，二
倍体の切り花カーネーション 12品種のアリルの種類は
1～ 7種類であった．切り花カーネーションならびにポッ



Coefficient
0.000.130.250.380.50

Annette (SN)
Teatime(SN)
My Fair Lady(KI)
Ascot(SN)
Mel(SN)
Piglet (SN)
Koreno (sp)
Super Gold（sp)
Bridal White（sp)
Summerdress (KI)
Unforgettable (SN)
Chiffon (KI)
Camille (KI)
Camille Pink (KI)
Audrey (KI)
Dear Mama Red (M&B)
Polaris (KI)
Can Can Scarlett (SA)
Coral（st)
Francesco （st)
Ricardo（st)
Barbara（sp)
White Sim（st)
U Conn Sim（st)
Miracle Symphony（st)
Sandorosa （st)
Miracle Rouge （st)

Fig. 13. Phenogram of the 27 genotypes of diploid pot and cut carnation cultivars.The phenograms was produced using the UPGMA 
method with J&C coefficients. Cut carnation cultivars are underlined. ST, standard type; SP, spray type.

Fig. 14. Photographs of tetraploid cultivars with distinctive 
flower colors.
Left: ‘Castel’; center: ‘Bosco’; right ‘Flamingo’.
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した切り花カーネーションの倍数性品種と同様に，花径
は二倍体品種より 1cm程度小さい品種が多く，10月定
植の開花期はむしろ早い傾向が認められた（駒形，私信）．
また，四倍体品種の中で‘ロディン’，‘フラミンゴ’は，
花の中心部に‘目’を持つ特徴的な花色をしている（Fig. 

14）．このような花色に‘目’を持つ品種は，供試した
二倍体，三倍体品種には存在しない．また，‘ロディン’
と‘カステル’の花色は，暗緋赤色，暗赤紫色であり（Fig. 

14），これらは野生種のもつ花色に類似していた．
　さらに SSR解析の結果から，倍数性品種には二倍体
のポットカーネーションや切り花カーネーションに存在
しない特異的なアリルが多数存在することが明らかに
なった（Table 11）．ダイアンサス属野生種には二倍体，

においては同じであったが，CF001，CB004a，CB026a

においては 2倍以上であった．また，倍数体に特異的
に認められるアリル数については，CF001，CB004a，
CB008，CB018a，CB026aの各遺伝子座において，それ
ぞれ 4，6，0，1，2であった．特に CB004aの遺伝子
座においてはほとんどが倍数体特異的アリルであった
（Table 11）．

考　察

　第 1節で明らかにしたように切り花カーネーションで
は供試した 304品種のうち 297品種が二倍体であると推
定され，倍数体品種はわずかであった．一方，第 2節の
結果から，ポットカーネーションでは供試した 45品種
中 18品種が倍数体であると推定され，多くの倍数体が
存在することが明らかになった．切り花カーネーション
では，コルヒチン処理により人為的に倍加した四倍体系
統は，花径が大きく，花弁数が多く，葉重，茎径が大き
くなっていたが，生育遅延や開花遅延により生産性が著
しく減少した（筧・山口，1985；山口・筧 1985）．しかし，
ポットカーネーションの倍数性品種も第 1節で明らかに
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れは，スプレー系はもともとスタンダード系であるシム
系品種の枝変わりから生じたとの記述（Vainstein et al., 

1991；細谷，1999）とも一致する．以上のことから，二
倍体のポットカーネーションについては，スタンダード
系やスプレー系を含む切り花カーネーションと遺伝的背
景に違いは認められず，二倍体のポットカーネーション
の育成に，切り花カーネーションが関与していることが
推察された．
　本研究において，切り花カーネーションで開発した 5

種類の SSRマーカーを用いることで，枝変わり品種を
除いた倍数性の異なる品種を含むポットカーネーショ
ン 30品種と切り花カーネーション 10品種を識別するこ
とができた（Table 10，Fig. 13）．このことから今回供試
した 5種類のマーカーが切り花カーネーション，ポット
カーネーションどちらのタイプの品種識別にも有効であ
ることが明らかになった．
　SSRマーカーによる倍数性の推定について，四倍体の
15品種のうち 4品種のみがフローサイトメトリーによ
る解析と SSR解析による倍数性が一致した（Table 10）．
このことは供試した 5つのマーカーでは，1遺伝子座あ
たりの最大のアリル数で倍数性を推定することは困難で
あるということを示している．しかしながら，CB004a

マーカーは全ての倍数性品種で倍数性特異的アリルを検
出した（Table 10）．このような多型性の高いマーカーを
増やすことで，SSR解析でももう少し精度よく倍数性を
推定できるのではないかと考えている．
　以上のように，ポットカーネーションには多くの三倍
体や四倍体といった倍数体が存在し，野生種等の倍数性
の異なる素材の関与が示唆された．本研究で明らかにし
た倍数性は交雑の可否や起源を推定する上で参考にな
り，DNAマーカー解析は遺伝的関係を推察する上で有
力なツールとなる．今後，こうした情報がポットカーネー
ションや切り花カーネーション育成において少しでも役
に立つことを期待している．

総合考察

　カーネーションでは，近年，輸入の急増，生産者の高
齢化に伴う国内生産の低下が顕著になっており大きな問
題である．育種を海外の種苗会社に依存する現状では，
輸入品との差別化を図ることができず，日本オリジナル
品種の開発が急務になっている．また，花きは品種の変
遷が激しいことから，新たなニーズに対応した新品種を
短期間で開発する技術が必要である．そこで，本研究で

四倍体，六倍体が存在し，種間交雑も容易に行える（伊
藤ら，1994）．これらのことから，ポットカーネーショ
ンの倍数性品種はこれら様々な倍数性を有する野生種と
の交雑により，多様な倍数性を有する品種が誕生したと
考えられた．
　また，カーネーションには，ボーダーカーネーション
と呼ばれる花壇用の品種も存在し，これらの形態的特
徴はむしろ野生種に近い（八代，2002）．初期のポット
カーネーションの育成には，これら花壇用の品種が利用
されていたとの記述が見られることから（八代，2002，
2003），倍数性は不明であるが，これらボーダーカーネー
ションの交雑による影響も考えられた．このように，ポッ
トカーネーションには多数の倍数性品種が存在し，その
育種には野生種等の利用が推察された．この理由として，
切り花カーネーションの育種では生産性や茎の硬さ等の
品質も重視されるのに対して，ポットカーネーションは，
植物体そのものを観賞用として用いるため，野生種との
交雑による茎の軟弱化，側枝の多発等の品質への影響が
切り花カーネーションに比べ少ないと考えられる．その
ため，野生種等の素材がもたらす新規の花型，花色等が
好まれ，倍数体品種が多く存在するのではないかと考え
られた．また，二倍体品種でも‘アンフォゲッタブル’
のように，草姿・花型の特徴から明らかに野生種との交
雑が推察される品種も存在し，倍数性品種に限らずポッ
トカーネーション育種における野生種の積極的な利用が
示唆された．
　UPGMA法により作成した樹形図において，二倍体の
切り花カーネーションと二倍体のポットカーネーション
は独立のクラスターを形成することはなく混在していた
（Fig. 13）．一方，切り花カーネーションの中では，スプ
レー系とスタンダード系は‘バーバラ’を除いて二つの
グループに分かれた（Fig. 13）．Kimura et al.（2009）は，
切り花カーネーションの品種識別を目的にスタンダード
系 23品種とスプレー系 18品種を 13の SSRマーカーを
用いて遺伝子型を解析した．その結果，スタンダード系
とスプレー系は樹形図上で混在しており，遺伝的背景に
違いは認められなかったとしている．これは，本研究と
異なる結果を示唆している．しかし，各品種の樹形図上
の相対的な位置は Kimura et al. (2009)の報告と一致して
いることから，本研究においてスプレー系とスタンダー
ド系が二つの集団に分かれたのは，マーカー数や品種数
が少ないためであり，マーカー数や品種数を増やすこ
とで Kimura et al. (2009)の報告と同様，スプレー系とス
タンダード系は遺伝的に混在するものと考えられた．こ
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れまで全国から 10菌株を収集し実験に供したが，供試
した菌株におけるレース分化は認められていない．今後
も引き続きレース分化に関して検討を行う必要があると
考えられる．また，DNAマーカーによる連鎖地図を作
成することの目的の一つに，地図を利用した遺伝子の単
離（マップベースクローニング）が挙げられる．将来的
には，抵抗性遺伝子近傍のマーカーの高密度化ならびに
既知の抵抗性遺伝子の情報等を利用して原因遺伝子が特
定されることが期待される．
　第 1章第 3節において，萎凋細菌病抵抗性の QTL近
傍に存在するマーカーが実際の抵抗性育種に利用可能
か検討を行った．その結果，第 6連鎖群に存在する作
用の大きな QTLに連鎖したマーカー STS-WG44を用い
ることで，実際の育種集団の中から強度の抵抗性を有
する系統を含む平均発病率の低い集団へ絞り込みが可
能であり，カーネーションにおいてMASが可能である
ことを明らかにした．実際に，2004年度交配の選抜か
ら STS-WG44による選抜を実施している．これまでに， 
D. capitatusにカーネーションを 5回戻し交雑した BC5

世代の中から赤色の 6AZ37-1，6AZ37-2を選抜し，つく
ば 4号，つくば 5号の系統名を付与した．現在，生産
性，形態的特性，花持ち性等について調査を継続してお
り，優れた特性が明らかになれば種苗登録を行う予定で
ある．これらの品種は，実用品種として素材そのものが
利用できるだけではなく，抵抗性素材として DNAマー
カーとともに育種に利用されることで，より大きく国内
カーネーションの安定生産に貢献できると考えられる．
　これまでに萎凋細菌病抵抗性（第 1章第 1節），花色
（第 1章第 4節）の QTL以外に一重，八重の花型を支配
する遺伝子が第 16連鎖群にマッピングされている（小
野崎ら，2006）．連鎖地図は，様々な形質がマッピング
され，形質相互の連鎖関係が明らかになることで，その
価値が飛躍的に高まる．DNAマーカーは，育種や検定
を行うのに多大な労力と長い時間を必要とする形質にお
いてより重要である．今後，カーネーションの重要形質
である花持ち性，病害抵抗性を中心にマッピングを進め
ていき，複数形質を同時に選抜できる技術を開発してい
く予定である．また，今後のマーカー開発において，野
生種集団においても利用でき，品種間でも利用できるな
ど汎用性の高い SSRマーカーの開発の重要性はますま
す高まると考えられる．そのため，現在，SSRのゲノム
濃縮ライブラリーを作成し，多数の SSRマーカーの開
発ならびに SSRマーカーによる連鎖地図の作成を進め
ている．これらが完成することで，カーネーションにお

得られた成果をもとに，近年，育種の効率化を図る上で
重要な技術である DNAマーカーのカーネーション育種
における利用の可能性について考察した．
　育種の効率化を図るために DNAマーカーを利用する
試みはイネ，ムギ，ダイズ等の主要作物をはじめとして
多数の品目で行われている（Staub et al., 1996）．しかし
ながら，カーネーションを含む花きにおいては，バラの
黒星病抵抗性育種への利用（Debener et al., 2003）が知
られているのみであり，DNAマーカーを育種へ利用し
た例は世界的に見ても少ない（Arus，2000）．その理由
として，花きの種類は多品目にわたり，品目ごとの研究
勢力が小さいこと，主要作物に比べ有用形質の基礎研究
や育種に関する研究蓄積が少ないこと，現在の花き生産
主要品目はキク，バラ，カーネーションを含めて種間交
雑に由来する栄養繁殖性の品目が多いことなどが挙げら
れる（小野崎，2005）．
　本研究では，第 1章において萎凋細菌病抵抗性育種を
もとに，カーネーションにおいて DNAマーカーによる
育種選抜（MAS）が可能であることを実証した．第 1章
第 1節において，形質に連鎖したマーカーを取得する上
で基盤となる連鎖地図を作成した．萎凋細菌病抵抗性の
分離集団を利用して作成した連鎖地図は全長 605.0cM，
137の RAPDマーカーと 9の SSRマーカーが 124座に
座乗し，16の連鎖群から構成される．これは，カーネー
ションを含むダイアンサス属において初めての連鎖地図
の報告である．第 1章第 2節において，作成した連鎖地
図をもとに萎凋細菌病抵抗性の QTL解析を行った．そ
の結果，D. capitatusの有する萎凋細菌病の抵抗性には第
6連鎖群に座乗する一つの作用の大きな QTLと第 2，第
5連鎖群に座乗する少なくとも二つの作用の小さな QTL

が関与していることが明らかになった．萎凋細菌病菌の
ように導管閉塞により上部茎葉への水分供給を止めるこ
とで萎凋を引き起こす細菌病菌には，ナス科植物青枯病
菌（Ralstonia solanacearum），イネ白葉枯病菌（Xanthomonas 

oryzae pv. oryzae），トウモロコシ萎凋細菌病菌（Erwinia 

stewartii）などが挙げられる（露無・高橋，1998）．ト
マト青枯病には 5つのレースと 6つの生物型（biovar）
が知られており（Carmeille et al., 2006），レースごとに
抵抗性の QTL解析が試みられている（Thoquet et al., 

1996；Mangin et al., 1999；Carmeille et al., 2006）．また，
イネの白葉枯病については，多数のレースが知られてお
り，抵抗性に関与する遺伝子がこれまでに少なくとも
27種類単離されている（Xiang et al., 2006；Iyer-Pascuzzi 

et al., 2008）．カーネーション萎凋細菌病については，こ



八木：カーネーションにおける DNAマーカーの育種への利用と品種多様性に関する研究 83

は存在しない倍数体品種特異的なアリルがいくつか認め
られた．今後，広範な野生種ならびに育種素材の遺伝子
型を解析することで，これら倍数体品種特異的アリルの
由来について推察可能ではないかと考えられる．このよ
うに DNAマーカーを利用することで，形態的特徴の違
いを客観的に数値で示すことができ，さらにクラスター
解析などにより，遺伝的近縁度を推定することで，品種
間，種間相互の遺伝的距離についても推察できる（Rout 

and Mohapatra， 2006）．そのため，DNAマーカーの利用
は適切な交配母本の選定や交配集団の遺伝的偏りを推察
することを可能にすると考えられる（Rajapakse，2003；
Fu et al., 2008）．
　第 2章第 3節において，SSRマーカーを利用してポッ
トカーネーション 30品種とポットカーネーション 10品
種を識別することができた．近年，カーネーションで
は，海外で無断増殖された苗から生産された切り花が
不法に大量に輸入されることが問題になっている（鈴
木，2008）．現状では，比較栽培試験を行い，登録品種
との同一性を確認する必要があることから時間がかか
るため，有効な差し止め手段になっていない．そのた
め，水際で差し止めるにあたり，迅速に結果を判定でき
る DNAマーカーによる品種判別技術が望まれ，品種識
別用の DNAマーカーの開発が行われきた（Smulders et 

al., 2000，2003；Kimura et al., 2009）．近年，ヨーロッパ
では Applas社において品種識別システムが開発され（鈴
木，2008），国内でも農林水産省の補助事業により（財）
かずさ DNA研究所による技術開発が進められている．
今後，我々が開発していくマーカーについてもその利用
が期待される．
　以上，本研究は萎凋細菌病抵抗性育種を例に連鎖地
図の作成，QTL解析を行い，カーネーションにおいて
DNAマーカーを利用した選抜育種が可能であることを
実証した．また，カーネーションの倍数性について網羅
的に明らかにし，SSRマーカーを利用して遺伝的多様性
について推察した．これらの成果は，生産性等の複雑形
質の遺伝解析，野生種からの戻し交雑，遺伝的多様性の
推定，品種識別等様々なカーネーション育種場面に応用
でき，カーネーション育種の効率化に貢献できるものと
考察した．

摘　要

　本研究は，カーネーション育種における DNAマーカー
の利用可能性ならびにカーネーションの倍数性や育種的

けるゲノム研究基盤が構築されることが期待される．
　第 2章において，フローサイトメトリーを用いて切り
花カーネーションとポットカーネーションの倍数性を明
らかにした．切り花カーネーションについては 304品
種中 297品種が二倍体であり，従来の報告同様ほとん
どが二倍体であることが明らかになった．一方，ポット
カーネーションについては 45品種中 18品種が倍数体
であり，その割合は切り花カーネーションに比べると
高かった．今回，明らかになった倍数体は，切り花カー
ネーションにおいてもポットカーネーションにおいても
形態的特徴から野生種との交雑が示唆された．これま
でにダイアンサス属野生種を利用した育種の取り組み
は，D. capitatusを利用した我々の取り組みの他に，国内
では，ヒメナデシコ（D. deltoids L.），ハマナデシコ（D. 

japonicus Thunb.），ホタルナデシコ（D. knappii Asch. et 

Kanitz ex Borb），エゾカワラナデシコ（D. superbus L.）（神
田，1992），イセナデシコ (Dianthus× isensis Hirahata 

et Kitamura)やハマナデシコ（Nimura et al., 2003, 2006a, 

2006b, 2006c, 2008）を利用した試みが報告されている．
野生種の中には，ハマナデシコのもつ耐暑性（伊藤ら，
1994）やイセナデシコのもつ特徴的な花型など，現代
のカーネーションには存在しない優れた特性をもつ系
統が多数存在する（Nimura et al., 2006b）．現在でも，ソ
ネット系やジプシー系と呼ばれる野生種の特性を活かし
た品種群がいくつか存在するが，長日開花性や側枝の多
発等営利栽培上不利な劣悪形質を排除するには至ってい
ない．そのため，野生種の優れた特性のみを栽培品種に
導入するには長い年月が必要である．実際，第 1章で示
した萎凋細菌病抵抗性育種については，抵抗性の検定に
よる選抜と戻し交雑を 5回繰り返すことでようやく D. 

capitatusのもつ強い抵抗性だけを有しその他は実用形質
に近い系統を育成することができた．このような野生
種からの戻し交雑を行う上で威力を発揮するのが DNA

マーカーである．目的の形質に連鎖する DNAマーカー
が効率よく開発できれば，目的の形質に関与する領域の
みをもつ個体を正確に選抜でき，戻し交雑の回数を減
らし，育種年限を短縮できる．DNAマーカーを利用す
ることで，カーネーションにおいても野生種をより積極
的かつ効率的に利用できる可能性が開かれると考えられ
る．
　第 2章第 3節において，SSRマーカーを用いてポット
カーネーションの遺伝子型の多様性について解析した．
その結果，ポットカーネーションの倍数性品種には，二
倍体の切り花カーネーションやポットカーネーションに
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の二つの QTLが検出された．
　第 2章では，花き研究所で保存しているカーネーショ
ンの切り花カーネーション 304品種ならびにポットカー
ネーション 45品種についてフローサイトメトリーによ
る倍数性の推定を行った．実際の倍数性については，根
端細胞の染色体数を観察することで確認した．供試した
切り花カーネーション 304品種のうち，297品種は二倍
体と推定され，‘スカーレットベル’，‘ウィコ’，‘スパ
イラルビビッドレッド’の 3品種が三倍体，‘サレヤ’
が四倍体であることが明らかになった．‘ピンクローラ
ンド’，‘楊貴妃’，‘ソネットセーラー’の 3品種は四倍
体であると推定された．ポットカーネーション 45品種
については，27品種が二倍体，3品種が三倍体，15品
種が四倍体と推察された．このうち根端細胞の染色体観
察から‘カミーユ’は二倍体，‘ベイビーハート’は三
倍体，‘トゥーラ’は四倍体であることを確認した．こ
れらの結果，ポットカーネーションには多数の倍数体品
種が存在することが示された．
　気孔の長径を測定することで，簡便に倍数性を推定す
ることが可能か明らかにするために，倍数性の異なる切
り花カーネーション 12品種とポットカーネーション 10

品種の気孔の長径を測定した．その結果，気孔の長径を
測定することで，二倍体と倍数体を区別することは可能
であったが，三倍体と四倍体を区別することはできな
かった．
　倍数性の異なるポットカーネーション 32品種につい
て，5種類の SSRマーカーを用いて倍数性ならびに遺伝
的多様性を解析した．各遺伝子座に検出されたアリル数
から倍数性を推定した結果，二倍体と三倍体については
フローサイトメトリーの結果と一致した．一方，四倍体
については 5種類の SSRマーカーのみによる倍数性の
判別は困難であった．5つの SSR座におけるアリルの
多様性について評価した結果，二倍体のポットカーネー
ションでは，各アリルとも 3～ 4種類と少なく，二倍体
の切り花カーネーションと共通するアリルが多かった．
一方，倍数体のポットカーネーションには倍数体品種特
異的アリルが複数存在し，アリル数も4～8種類と多かっ
た．このことから二倍体ポットカーネーションは切り花
カーネーションと遺伝的に近く，倍数体ポットカーネー
ションは野生種などの切り花カーネーション以外の育種
素材から育成された可能性があることが示唆された．ま
た，今回使用した 5種類の SSRマーカーで枝変わり品
種以外の倍数性の異なる品種を含む 30品種を識別する
ことが可能であった．

背景を明らかにするために行われたものである．
　第 1章では，カーネーション萎凋細菌病抵抗性育種の
さらなる効率化を図るため，萎凋細菌病抵抗性の‘農 1

号’ならびに罹病性の‘プリティファボーレ’を交雑し
て得られた抵抗性分離集団 134系統を用いて，RAPDお
よび SSRマーカーによるカーネーションで初めての連
鎖地図を作成した．作成した連鎖地図では 137の RAPD

マーカーおよび 9の SSRマーカーが 124遺伝子座に位
置付けられた．これらのマーカーは 16連鎖群に分類さ
れ，連鎖地図の全長は 605.0cM，遺伝子座間の平均距
離 4.9cMであった．さらに 8回の萎凋細菌病抵抗性検
定の結果を用いて QTL解析を行った結果，作用の大き
な QTLは第 6連鎖群に座乗し，LOD値 23.46，寄与率
60.5%を示した．さらに LOD値 2.32，2.87の作用の小
さな QTLのピークが第 2，5連鎖群にそれぞれ検出され
た．このことからカーネーション萎凋細菌病抵抗性には
一つの作用の大きな QTLと少なくとも二つの作用の小
さな QTLが関与していることが明らかになった．
　次に，検出された QTL近傍のマーカーが実際の抵抗
性育種に利用可能か検討を行った．これまでに浸根接種
による抵抗性検定で選抜してきた抵抗性戻し交雑系統に
おけるマーカーの有無を調査した結果，作用の大きな
QTLに連鎖したマーカー STS-WG44は全ての系統が保
有していた．一方，作用の小さい 2つの QTL近傍のマー
カーである OQ12と STS-WB66は戻し交雑を進めた系統
で保有する割合は低下した．このことから，STS-WG44

が抵抗性個体を選抜する上で有効であることが明らか
になった．実際の育種集団を用いて，STS-WG44の有無
と発病率を調査した結果，STS-WG44の有無による発病
率の差は 62.6%と大きく，発病率が 20%以下の強抵抗
性系統のほとんどは STS-WG44を保有していた．この
結果，カーネーション萎凋細菌病抵抗性育種において
STS-WG44を選抜マーカーとして用いることで，強度の
抵抗性を有する系統を含む平均発病率の低い集団へ絞込
みが可能であり，DNAマーカーによる選抜育種が可能
であることを明らかにした．
　花きの育種において，花色は重要な形質である．作成
した連鎖地図を利用して，花弁のアントシアニンを抽出
し，花色の濃淡に関する QTL解析を行った．連鎖地図
作成に使用した分離集団の花弁におけるアントシアニン
含量の頻度分布は，0.5mg/g F.W.以下の系統が最も多く，
アントシアニン含量の増加に伴い，その分布は低下した．
この結果を用いて QTL解析を行った結果，第 6，9連鎖
群にそれぞれ寄与率 21.6％，15.0％，LOD値 6.33，4.15
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