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ABSTRACT 

Root tip cells of HaPlopappus gアaciliswere cytogenetically analysed at 48hr and about two 

months after the seeds were irradiated with fast neutrons in the nuc1ear reactor UTR-KINKI 

(0.4 or 1.2 Gy)or with X rays(17.1 or 34.2 Gy). When analysed at 48hr post-irradiation. fragment， 

ring， dicentric， translocation. andjor inversion were found in any of the germinating seeds in-

spected. When analysed about two months after irradiation， only 11 among total 150 seedlings 

from the irradiated groups had chromosomal changes throughout or in a portion of the root tip 

tissue. The changes were chromosome fragments with centromere (2 seedlings)， translocation 

(5 seedlings)， translocation and inversion (1 seedling)， and tetraploids (3 seedlings). The 

majority of break points of the structural changes were located at the two chromosomal sites 

previously determined as rejoining sites of chromosomal changes associated with the speciation 

from H.γ'avenii (2n = 8) to H. grαcilis (2n=4). 
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1. はじめに

高等植物では，染色体の構造変化が種分化の要因

である乙とを示す細胞遺伝学的証拠が数多く報告

されているが (Stebbins，1971参照)，いくつかの分

類群では，種分化は核型の変化を伴わずに起こってお

り(Oginuma，1987; Hizume， 1988; Takahashi，1989 

など)，他方では， 核型に違いがあるにも関わらず種

分化に至っていない分類群もある (Kuroki，1976; 

Fujishima， 1988など〉。したがって，染色体の構造変

化と種分化の関係を論じる時には，どのような構造変

化であればホモ接合体として集団中に固定され，維持

されていくのか，また，どのような構造変化であれば

分類学的に別種と認識できる表現型変化を伴うのか，

を明らかにする必要がある。乙れらの問題の解明の糸

口は，自然集団における種々の突然変異体の核型分析

から得られると思われる。しかし，自然状態での染色

体突然変異の出現頻度は非常に低く，多くの変異体を

分析するには多大の労力と時間を要する。そ乙で，私

たちは，染色体の構造変化に伴う種分化が詳しく研究

されている一年生キク科植物ハプロパップスを材料と

て，放射線で人為的に誘発した染色体の構造変化を対

象とする実験遺伝学的なアプローチを採用することに

した。

本研究では，種子の時期に原子炉中性子あるいはX

線を照射したハプロパップスの染色体分析を通して，

成長過程で淘汰された後になお生残しうる染色体の構

造変化の共通点を探った。開花期に達した植物体につ

いては外部形態や稔性についても調べたので，その結

果も併せて報告する。

2. 材料と方法

(1) 植物材料

実験には，広島大学理学部附属遺伝子保管実験施設

で系統保存されているハプロパップス Hゅ10ρappus

graci1is (Nutt.) Grayの KH-1系統の種子を浸水後

24時間自に用いた。種子の発芽方法は前報〈半本ほか，

1992)に従った。

(2) 放射線照射

中性子は，最大出力 lWで運転している近畿大学

原子炉 (UTR-KINKI)の炉心中央部に材料をおい

て， 2時間あるいは 6時間照射した。乙のときの速中

性子のヒト組織吸収線量は， 0.4及び 1.2Gyである

(安閑lほか， 1989)。

X線は，目立メディコ社製のX線発生装置を用い，

1分間当たり 65Rの線量率で 1，800R及び 3，600R 

照射した。ハプロパップスの種子におけるX線の照射

線量から吸収線量への換算因子はまだ計算されていな

いので， ヒトの換算因子 (f=0.95)を用いた。 乙の

値を用いて計算されたX線の吸収線量は 17.1Gy及び

34.2 Gyである。

(3) 核型分析

放射線照射した種子は湿った伊紙を敷いたガラス製

ペトリ皿に移して20
0Cの恒温器内で発芽させた。放射

線照射後48時間目に，}IE軸が 4--6mmIζ達した発芽

種子の根を， 0.1%コノレヒチン溶液で1時間前処理し，

酢酸オノレセイン染色・押しつぶし法でプレパラート標

本とし，染色体観察に供した。

残りの種子は苗床に蒔き，本葉が4--5枚展開した

頃に鉢植えし，線質と線量に応じてそれぞれ個体番号

をつけた。移植後約2週間目(放射線照射から約2ヶ

月目〉に，新しく伸長した根を用いてプレパラートを

作成し，核型分析を行った。

核型分析は， 1個体あたり原則として4本の根端で

行った。もし根端間で異なった核型が観察された場合

には， 10本以上の根端について核型分析を行った。染

色体の構造変化を伴う核型は，それぞれ30核板以上に

ついて染色体の各腕の長さの測定を行って， 腕比

(Levan et al.， 1964)と相対長 (Kagawa，1927)を求

め，乙れをもとに核型のイデオグラムを作成した。

すべての根端で染色体の構造変化が観察された個体

については，約壁細胞の核型も観察した。蔚壁細胞の

染色体は，つぼみを0.1$ぢコノレヒチン溶液で 12時間前

処理し，酢酸オノレセイン染色・押しつぶし法でプレパ

ラートを作成して観察した。

(4) 花粉稔性

根端に染色体の構造変化が観察されなくても，首条

のそれに変化がお乙っている場合もあるので，開花期

まで成長した個体の花粉稔性を調査した。花粉稔性

は， 1個体当たり原則として2個の花について，通常

のラクトフェノーノレ・コットンブルー染色法で調べ

た。各花につき1，000粒以上の花粉を観察し，染色さ

れた花粉を稔性のあるものとした。

3. 結果と考察

(1) 正常な核型

Fig. 1は，ハプロパップスの分裂期前中期及び中期
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Fig. 1 Normal karyotypes of prometaphase (A) and metaphase (B) in the root tip 

cells of Hap!opalう，pusgracilis (2n=4). Long arrows indicate chromosme 1 
(1g) and short arrows chromosome 2 (2g). Bar is 10μm. 

の正常な核型を示したものである。中期染色体は，そ

の大きさと勤原体の位置により，動原体を中部にもつ

第l染色体(以下 19と記す)と，付|泊体があり動原

体を次端部にもつ第2染色体(以下 2gと記す〉とに

区別された。また，前中期の染色体では，早期凝縮部

が 19の動原体部，長腕介在部と端部及び 2gの短腕

全体を含む動原体部に観察された。とれは，Tanaka 

(1967)の報告と一致した。

(2) 放射線照射後48時間自に観察された染色体異常

Fig.2は， X線照射後48時間自に観察された中期の

染色体異常を示している。 X線照射によって誘発され

た染色体異常は，ギャップ，逆位，転座 2動原体染

色体，染色体断片，染色体環であった。 Fig.3は， 原

子炉中性子によって誘発された染色体異常を示してい

る。観察された異常は，転座，染色体断片，染色体環

であり，ギャップや2勤原体染色体は観察されなかっ

た。乙れらX線と中性子lとよって誘発された染色体異

常のタイプは， クレピス Crψiscapillaris， トウモ

ロコシ Zeamays，タマネギ Allium cejうa，ソラマメ

Vicia faba等ですでに報告されている，X線による染

色体異常のタイプと一致した (Sax，1941参照〉。

放射線照射後48時間目では，調べたすべての個体に

染色体異常が確認された(データは示していなしサ。い

ずれかの異常を持つ中期の細胞の割合は x線17.1

Gy照射の根端で 15.3;;ぢ01/72)，34.2 Gy照射の根

端で25.17ぢ(42/167)であり ，中性子 0.4Gy照射の

根端で2.9;;ぢ(2/68)， 1.2 Gy照射の根端では 7.9;;ぢ

(8/101)であった (Table1)。

(3) 放射線照射後2ヶ月目に観察された新しい核型

X線照射した種子から成長した個体のうち，17.1 

Gy照射群では46個体中 3個体に染色体の構造変化が

確認できた (Table2)。すなわち，個体番号 1800R-

17は4倍性の細胞と正常な 2倍性の細胞からなる細胞

間キメラ (混数性 mixoploid) であり (Fig.4A)， 

1800R-38と 1800R-49では 2n=5の核型が観察さ

れた。 1800R-38は観察したすべての根端がこの核型

であり (Fig.4B)，荊壁細胞も乙の核型であるととが

確認されたので，個体全体が同じ核型から構成されて

いるものと考えられる。一方，1800R-49は2n=4の

正常な核型を持つ根端と 2n=5の核型を持つ根端と

があり ，いわゆる根端間キメラであった (Fig.4C)。

X線34.2Gy照射群では，39個体中 5個体に染色体

の構造変化が確認できた。そのうちの 1個体，3600R 

-35は4倍性の細胞と正常な2倍性の細胞との細胞間

キメラであり(データは示していなしワ， 残りの 4個

体，3600R-ll (Fig. 5A)， 3600R-29 (Fig. 5B)， 3600 

R-40 (Fig. 5C)及び 3600R-53(Fig. 5D)は新しい

核型と正常核型との根端間キメラであった。

原子炉中性子を照射した種子から成長した個体のう

ち，0.4Gy照射群では，52個体のうち 2個体K染色

体の構造変化が確認できた。そのうちの 1個体 N2-

30は4倍性の細胞と正常な 2倍性の細胞の細胞間キメ

ラであり (Fig.6A)，他の 1個体，N2-44は新しい核

型と正常核型との根端間キメラであった (Fig.6B)。
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Fig. 2 Chromosome aberrations observed at 48 hr after X-ray irradiation. A) Gap. B) Inver-
sion. C) Fragment and ring. D) Fragment. E) Translocation and fragment. F-H) Dicent-
rics and fragment. 1) Translocation， fragment and ring. Arrows indicate mutated 
chromosomes. Bar is 10μm. 
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1.2 Gy照射群では 13個体中 l個体，N6-5 le染色体

の構造変化が確認できた。 ζれは新しい核型と正常核

型との根端間キメ ラであった (Fig.6C)。

とれらの結果は，混数性を示した 4倍性細胞以外の

新しい核型がいずれも根端レベルで維持されており，

成長過程で淘汰を受けない安定した核型である乙とを

示している。

一方，混数性は植物の根端細胞では自然状態でも観

察され，Miduno (1938)は，ラン科のクゲヌマラン

Cψhalan仇era shizuoi 及びハマカキラン母itactis

sayekianaの分裂後期で隔膜が形成されず，分配され

たふたつの染色体群が一つに癒合して4倍性の核が形
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成される乙とを報告している。また，Gentscheff and 

Gustafson (1939)は，ホウレ ンソウミPinaciaoleracea 

で核分裂を伴わない染色体の複製，いわゆる核内有糸

分裂 endomitosisICよって4倍性の核が形成される

ととを報告している。ハプロパップスでも自然状態で

稀IC4倍性の核が観察される乙とがあるが，いずれも

単独に出現している。本研究における 4倍性細胞はキ

メラで見つかったととより，発芽期の放射線照射の影

響による可能性が高い。もしそうであるならば，放射

線は紡錘体障害をもたらしにくい乙とが知られている

だけに，その成因は興味深い。

(4) 放射線によって誘発された新しい稜型の起源

Fig. 7は， 4倍性以外の核型についてそれぞれ30核

板以上を用いて染色体の各腕の長さの測定を行い，乙

れをもとに作成した核型のイデオグラムである。乙の

イデオグラムと分裂期前期染色体における早期凝縮部

の分布のパターンから推定した構造変化の原因は，染

色体の切断(1800R-38，-49)，転座 (3600R-ll，-29， 

-40， -53， N2-44 ， N6-5) ，及び逆位 (3600R-40)で

ある。乙のうち， 1800R-38と 1800R-49の断片染色

体は染色体全体が早期凝縮部からなっており，他の染

色体の早期凝縮部の分布から ，19の長腕末端部の切

断によって生じた染色体断片が勤原体をもち，一つの

染色体として独立したものと思われる(乙の機構につ

いては，稿を改めて述べる予定〉。

Fig.8は，作成したイデオグラムK基づいて，それ

ぞれの構造変化における染色体の切断点を分裂前期染

色体の模式図の上にプロッ トしたものである。推定さ

れた合計 9カ所の切断点は，2カ所を除いて， Tanaka 

(1967)が推定した再結合部位ーハプロパップスの n

=2の染色体が，近縁種である H.raveniiの n=4

の染色体から再構成されたときの結合部位ーと一致し

た。したがって， 現時点においては， iハプロパップ

スの染色体は放射線照射によってさまざまな部位で切

断されてさまざまな染色体異常を生じるが，その多く

は引き続く細胞分裂の過程で除去され，ある限られた

部位で切断された染色体異常のみが安定した核型とし

て生き残りうる」と考えられる。

(5) 外部形態

開花期まで成長した103個体のうち， 肉眼レベルで

の外部形態の異常が観察されたのは， X線 34.2Gy照

射群のうちの 1個体 (3600R-40)のみであった。乙の

個体は，茎及び頭状花が偏平状を呈する奇形，いわゆ

る帯化であった。乙の個体の根端を調べたと乙ろ，一

部の細胞に，2gの長腕端部が19の短腕端部lζ転座す
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Fig. 3 Chromosome aberrations observed at 

48 hr after neutron irradiation. 
A) Translocation. B) Fragments. C) Frag-

ment and ring. D) Translocation and 

ring. Arrows indicate mutated chromo-
somes. Bar is 10μm. 

るとともに， 2gの残りの部分で逆位を生じている核

型が見い出され (Fig.5C)，正常な核型を示す根端と

の根端間キメラであった。

帯化は植物の茎，根，花などの器官lと起乙り，植物

の奇形現象の中ではもっとも普通なものの一つである

が(藤田，1949)，ハプロパップスの KH-1系統では

自然発生的な帯化は観察されていないので，本研究の

X線 34.2Gy J照射群に生じた帯化個体は，例え l個

体といえども x線照射によって生じた可能性があ

る。

一方，植物体全体が新しい核型の細胞から構成され

- 5ー



半本他:核分裂中性子あるいはX線によって一年生キク科植物ハプロパップス種子で
誘発された体細胞染色体変異の成長過程での消長

Table 1 Types and frequencies of chromosomal mutations observed at 48 hr after irradiation 

Dose No. cells No. cells with chromosomal mutation 
Irradia tion 

lFraRgImng ent|Dicentric|Transl |Total (Gy) observed Gap 
or Ring 1 + Fragment 1 or Inver. 

X rays 17.1 72 1 7 2 1 11 

34.2 167 7 20 9 6 42 

Neutrons 0.4 68 。 1 。 1 2 

1.2 101 。 6 。 2 8 

Table 2 Frequency of seedlings with mutated karyotypes observed about 
two months after irradiation 

Dose No. seedlings No. seedlings with mutated karyotypel) 

Irradiation 
Fragment I Translo叫 onI Tetraploid I (Gy) observed Total 

X rays 17.1 46 2 O 1 3 

34.2 38 。 4 l 5 

Neutrons 0.4 52 。 1 1 2 

1.2 13 。 1 。 1 

1) Except for one seedling with a fragment chromosome， all were either inter-roots or 
intercellular chimera having both normal and mutated karyotypes. 

令
A B 

Fig. 4 Mutated karyotypes observed about two months after X-ray irradiation at 17.1 Gy. A) 

1800R-17， Tetraploid (intercellular chimera). B) 18.00R-38， Fragment (whole). C) 1800R-49， 

Fragment (inter-roots chimera). Normal karyotypes in 1800R-17 and 1800R-49 are not 
shown. Arrows indicate mutated chromosomes. Bar is 10μm. 
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Fig. 5 Mutated karyotypes observed about two months after X-ray irradiation 
at 34.2 Gy. A) 3600R-ll. B) 3600R-29. C) 3600R-40. D) 3600 R-53. All mu-
tations are translocations and each plants shows inter-roots chimera 
with normal and mutated karyotypes. Normal karyotype in each plant is 
not shown. Arrows indicate mutated chromosomes. Bar is 10μm. 

ていた 1800R-38の外部形態は，肉眼レベルでは対照

群と差が認められなかったととから，乙の植物体が担

っていた 19の断片化は外部形態の変化を伴わないも

のと思われる。

(6) 花粉稔性

Table 3は，開花期まで成長した103個体の花粉稔

性を示したものである。根端細胞で染色体の構造変化

を示した個体のうち，花粉稔性を確認する乙とができ

たのは 5個体， 1800R-38， 1800R-49， 3600R-ll，3600 

R-40， N6-5であった。このうち花粉稔性が30;;ぢ以下

であったのは 1個体 (1800R-49)のみで，他の 4個体

はいずれも比較的高い花粉稔性を示した。

また，根端では染色体の構造変化を示していない個

体のうち，花粉稔性を確認できた98個体中27個体にお

いて花粉稔性が30;;ぢ以下の花が確認された。なお，各

個体あたり原則として2花の花粉稔性を確認したが，

両花の花粉稔性が必ずしも一致せず，1800R-40 や

3600R-6などのように両花の花粉稔性が著しく異な

っているものもあった。とのととは， 1800R-38のよ

うに根端と茎頂とで同時に同じ構造変化を持つ乙とは

稀であり，多くの場合は，茎頂における染色体の構造

変化は，根端のそれとは無関係であるととを示してい

る。したがって，染色体の構造変化を持つ個体の選別

とその系統の維持は，X1 世代の根端の核型分析によ

- 7-
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Fig. 8 Breakage points deduced from the idiograms of mutated karyotypes found in 
the root tip cells of HaPlopaρρus gracilis about two months after irradiation 
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The letters r and g indicate haploid sets of H. ravenii and of H. gracilis chr-
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放射線影響K関する研究」 の一部と して行われたもの

である。共同研究班の代表として，いろいろとど援助

いただいた京都大学の武部啓教授に深謝する。 また，

ノ、プロパップスの種子を分譲していただいた広島大学

の近藤勝彦教授にも感謝する。

るよ りも，花粉稔性の低い X1世代同士を交配してえ

られる X2世代の核型分析による方が有効である と思

われる。 今後の課題としたい。
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半本他:核誘分発裂され中性た子体細あ胞る染い色は体X線変異によの成って長一過年程生でのキ消ク科長植物ハプロノfップス種子で

Table 3 Pollen ferti1ities of plants from seeds irradiated with X rays or neutrons 
at the ear1y stage of germination 

Plant1) Fer〈t9i6l〉ity2〉 Plant Fertility Plant Ferti1ity 
No. No. (労〉 No. C%) 

1800R-1 57.2， 61.1 3600R-1 17.9， 51.5 N2-3 53.9， 78.2 

2 5.9， 3.6 3 40.2， 38.4 5 75.2， 86.3 

5 24.0， 1.0 6 5.5， 70.5 6 1. 7， 50.6 

6 。。 7 80.4， 79.6 8 28.3， 37.3 

7 68.7， 69.4 9 28.9， 12.0 10 65.5， 78.0 

8 37.0， 41.4 10 72.1， 61.5 11 93.8， 89.5 

9 69.5， 49.4 113) 59.8， 67.4 12 41.1， 45.8 

12 78.3， 93.5 13 48.7， 81.9 14 37.2， 57.6 

13 93.4， 94.2 14 36.1， 35.6 15 89.3， 71.3 

14 81.5，83.1 18 39.1， 37.0 18 20.9， 33.5 

18 76.0， 79.3 19 78.1， 83.0 19 91.3， 76.7 

20 64.7， 69.0 20 89.0， 75.4 22 85.4， 59.3 

21 70.5， 63.8 22 48.6， 82.8 24 90.0， 88.6 

22 18.2， 17.5 23 81.0， 72.2 25 26.6， 65.6 

23 17.1， 11.1 24 36.1， 47.0 27 80.2， 69.7 

25 83.9， 76.4 25 74.3， 58.2 31 87.1， 86.9 

27 82.6， 73.3 27 25.0， 32.4 34 96.5， 82.1 

28 8.9 28 81.5， 91.6 37 74.8， 50.2 

29 60.8， 89.6 30 13.4， 22.3 38 93.4， 76.5 

30 71. 7， 74.6 31 41.6， 39.4 41 57.7， 69.7 

31 61.1， 71. 9 36 32.9， 3.6 42 83.3， 77.1 

34 39.0， 40.7 39 35.2， 14.9 46 6.2， 0 

35 59.3 403) 48.2， 57.7 47 14.9， 27.4 

36 71.8， 71.7 41 67.3， 62.5 48 45.9， 84.3 

37 27.5， 32.8 43 49.3， 0.1 50 54.5， 82.2 

383) 61. 2， 90.1 44 77.7， 37.0 51 77.5， 69.0 

39 54.6， 59.7 47 81.1， 91. 5 

40 67.8， 7.1 49 87.1， 64.9 N6-2 79.8， 19.3 

41 4.0， 6.6 56 44.4， 40.8 4 2.5， 50.8 

43 92.4， 88.8 59 37.0， 40.0 53) 69.2， 65.4 

44 86.9， 88.4 60 98.5， 75.7 8 91.5， 80.0 

45 40.7， 4.6 63 84.3， 87.2 9 57.4， 62.7 

46 15.9， 13.8 68 86.7， 85.9 10 77.4， 65.9 

47 38.3， 48.6 69 40.3， 66.1 16 73.8， 65.1 
493) 5.9 78 8.0， 75.5 

1) Plants were numbered according to the type and dose of radiation， i. e.， 1800R-: X rays， 
17.1 Gy; 3600Rー:X rays， 34.2 Gy; N2-: neutrons， 0.4 Gy; N6-: neutrons， 1.2 Gy. 

2) Two head f10wers were randomly selected in each plant and more than 1000 pollen grains 
were examined in each head. 

3) Plant with a mutated karyotype in the root tip cells. 
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