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第1章序論

第１節研究の背景

スギ(。《yPr0加eγjα〃0"ｊｃａＤＤｏｎ）は，ヒノキ

(C〃α"αe”αγjso6"saSieb・etZucc)と並んで我が国

を代表する造林樹種の一つであり，その天然林は青森

県鯵ヶ沢町の矢倉山国有林(北緯40.42'）から鹿児島県

屋久島(北緯30.15'）まで断続的に分布している(林

1969)。スギ材は割列性が高く加工が容易であったこと

に加えて色や香りなども好まれたため，古くから建築材や

家具材,機具材など極めて多様な用途があった。例えば，

縄文時代(約6,000年前)の福井県烏浜貝塚遺跡からは，

丸木船や割板材など多数のスギ材が発見されている(鈴

木2003)。木材需要の増加に伴って，スギの植林が行

われるようになり，京都の北山では室町時代からの造林

記録が残されている(戸田1973)。その後，各地でスギ

の造林が始められるようになり，300～400年前から吉野，

天竜，西川，日田などといった有名造林地が形成された。

スギの造林面積は明治時代以来ほぼ一定であったが，

戦後の1940年代から急増し，その面積は1996年に約

454万haに達した(林野庁1997)。これは日本の全造林

面積の約45％を占める値であり，現在では北海道の南

部から鹿児島県まで全国にスギが造林されている。スギ

は前述したように木材として多様な用途があったことに加

えて，成長が早く環境に対する適応性も高いなど他の樹

種にはない優れた特性を保有している。このことから，

戦争によって荒廃した国土の緑化や将来の安定した木材

供給を目的に，スギを中心とした拡大造林政策を積極的

に進めたため現在のような状況に至った。

拡大造林政策によって諸形質に優れたスギ苗の需要が

急速に高まったことから，林野庁は1956年に林木育種

事業指針を定め，その方針に基づき1957年から精英樹

選抜育種事業を，1970年から気象害抵抗性育種事業を

開始した。この事業は現存の林分の中から表現型におい

て成長や形質が優れ，病害虫や雪害などに対する抵抗性

も保有していると推測される個体を｢精英樹｣や｢気象害

抵抗性候補木｣として選抜し，今後の造林の母材料とし

て利用するもので，全国から精英樹が3,659個体，気象

害抵抗‘性候補木が5,202個体選抜された(林木育種セン

ター2004)。選抜された個体はさし木や接ぎ木によって

クローン増殖された後，採種園や採穂園の造成に利用さ

れ，これらが整備されたことによって全国規模での苗木

の安定供給が可能になった。

スギ人工林の飛躍的な増加に伴って，スギ花粉症とい

う新たな問題が生じてきた。スギ花粉症は，その花粉に

含まれるＣｒｙｊｌ（Yasuedagtaj､1983）とＣｒｙｊ２

(Sakaguchigtα/,1990)の２種類の抗原(アレルケン）

によって引き起こされるＩ型アレルギーであり，スギ花粉

症患者がその抗原を吸引すると，くしゃみ，鼻水，鼻づ

まりなどの鼻症状や目の樺み，流涙，充血などの眼症状

などが現れる。その患者数は，1963年に栃木県日光市

で斎藤洋三によって初めて発見されて以来，年々増加し，

1998年には国民の16.2％に達した(中村ら1999)。この

ようにスギ花粉症患者が急増した原因として，花粉飛散

量の増加，大気汚染物質の増加，食生活の変化(高タン

パク質摂取量の増加)，寄生虫病の撲滅などが考えられ

ており（井上1992)，各々の寄与の程度は明らかにされ

ていないが，その患者数が急激に増えた最大の理由は，

やはりアレルゲンであるスギ花粉の飛散量が増加したこ

とによると考えられる（斎藤1991)，（馬場2002)。神奈

川県相模原市の1965年から1995年までの空中花粉観測

データによるとスギ花粉の飛散数は，1972年頃から年

変動はあるものの増加しており（信太ら1998)，これは

戦後に拡大造林されたスギが安定して花粉を生産する壮

齢期に達した時期と一致している(小笠原ら1998)。拡

大造林されたスギ林の林齢構成をみると，2001年現在

で花粉飛散量の少ない40年生以下の林分が60％以上あ

ることや(林野庁2005)，近年，安価な輸入木材に押さ

れて日本の林業は低迷しており長伐期化が進んでいるこ

となどから，その人工林から生産される花粉の量は当分

の間減少する見込みはなく，少なくとも後20～30年は増

加し続け，それに伴ってスギ花粉症の患者数も増加する

と推定されている(平1990)。

以上のことから，スギ花粉症は今後も大きな社会問題

となると予想され，それに対する有効な対策が国民の強

い要望となっている。スギ花粉症対策は,①発症の予

防・治療,②花粉飛散量の予測・観察,③花粉生産量

の抑制の３方向から総合的に推進する必要があるが，ア

レルケンであるスギ花粉と接触しないことが最も重要な

花粉症対策であることから，スギ林から放出される花粉

(アレルケン)量の軽減が何より求められている。

第２節既往の研究

スギ花粉症は，アレルケンとなる花粉数と花粉症患者

の血液に含まれるIgE抗体の量との間で正の相関が確認

されていることから(Okawagrα/､2002)，スギ林におけ

る花粉生産量の減少が花粉症の軽減に結びつくと考えら

れる。スギは長い造林の歴史から育林の施業体系や木

材の加工技術がほぼ確立された唯一無二の樹種である

ため，簡単に広葉樹などの他樹種に変換できるのもので

はない。このことから，林学サイドではスギ林からの花

粉飛散抑制を目的に,（１）枝打ち・間伐などの森林施業に

よる抑制,(2)薬剤散布による抑制,(3)育種による抑制の

３方向から研究が進められている。

(1)枝打ち・間伐などの森林施業による抑制

スギの雄花は大半が日当たりの良い陽樹冠に着くため，

陽樹冠の表面積の削減が花粉生産の抑制につながる。

枝打ちは，長幹無節の完満な良材を仕立てることを目的
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に枝を幹に沿って切る作業が行われるが，花粉生産量を

低下させるためには樹冠上部の陽樹冠の枝を切り落とさ

なければならない。このような強度の枝打ちは，成長を

阻害させるばかりでなく多大な費用もかかることから現実

的ではないと考えられる(斎藤・平2004)。また，従来

の枝打ちでは樹冠が閉鎖して下枝が被陰され始めてから

枯れ枝や生枝の一部を切り落とすものであるため，成長

等に影響はないものの雄花生産量の軽減は期待できない

(斎藤1995)◎

間伐は，個体密度を調整して成長を促すとともに健全

な林分を維持するのに欠かせない作業であるが，この作

業を実施すると陽樹冠の表面積を増大させることになり，

それに伴って花粉生産量も増加させることになる。これ

は収量密度効果の法則であり，花粉生産量が最小なの

は自然間引きの見られる最多密度の時である(佐藤

1987)。実際に，通常強度の30％程度の間伐では，雄

花生産量を抑制する効果はないことがすでに報告されて

いる(清野ら2003)。

以上のことから，短期間であれば枝打ちや間伐などの

森林施業によって花粉生産量の軽減をはかることは可能

であるが，長期間にわたって安定的に花粉生産量を軽減

させるのは困難と考えられる。

(2)薬剤散布による抑制

薬剤散布による着花抑制については，天然型アブシジ

ン酸のＳ－ＡＢＡやジベレリン生合成阻害作用をもつウニ

コナゾ９－ルP，抗オーキシン剤のエルノー(マレイン酸ヒド

ラジットコリン塩)などが知られている(長尾1993)。橋

詰・山本(1990)は，ＯＭＨ－Ｋ(マレイン酸ジドラヒドカ

リウム)，エルノー(マレイン酸ヒドラジットコリン塩)，

NAA（α一ナフタリン酢酸)，2,4-,(2,4ジクロルフェノ

キシ酢酸ジメチルアミン)，Ｂ一ナイン(Ｎ一ジメチルアミノ

ースクシンアミド酸)，ＣＣＣ(塩化２－クロルエチルートリ

メチルアンモニウム)，エスレル（２－クロロエチルフォスフ

オニック酸)，石灰硫黄合剤(多硫化カルシウム)，ＧＡ(ジ

ベレリンＡ３)の９種類の薬剤で着花抑制効果について調
査した結果，ＯＭＨ－Ｋ，エルノー，ＮＡＡ，Ｂ－ナインの

４種に抑制効果があることを明らかにし，中でも，エル

ノー水溶液はスギの花芽分化時期に散布すると顕著な着

花抑制効果があったと報告している(橋詰・山本1992)。

しかし，これらはいずれも成長調節物質であるため他の

植物への薬害が危倶される。広域的に散布するためには

ヘリコプターなどを利用しなければならなく，このような

場合，近隣の農作物や公益的機能の大きい下層植物郡に

も影響を及ぼすことになる。これらのことから，公園や

神社など人通りの多い箇所に限り局所的に散布するので

あれば，その効果は期待できるものの広い範囲で適用す

るのは困難であると考えられる。

(3)育種による抑制

遺伝的に花粉(アレルゲン)が無い，もしくはその生産

量が少ないスギを利用することによって空中アレルゲン量

を抑制する育種的方法は，その効果が現れるまで時間

がかかるものの安定‘性や持続性の面で優れており，将来，

その量を確実に減少させる対処法になりうる。育種によ

る抑制では，現在，下記の６つが考えられる。

①花粉生産量の少ないスギの利用

林木育種センターでは，全国のスギ精英樹の花粉生産

量を調査し，それらの中から１１２クローンを｢花粉の少な

いスギ品種｣として公表した(千田・近藤1998)，（大谷

ら2000)，（西山ら2000)，（戸田ら1996)。これらは北海

道を除く各育種基本区(東北，関東，関西，九州)から

選抜されているため，普及が容易であり，その効果が期

待されている。しかし，スギの着花性は樹齢によって異

なり，若齢期に着花量が少ない品種でも高齢になると多

量に着花するものもあることから(平2004)，選抜された

クローンについては今後も引き続き調査する必要があり，

現時点では恒久的な対策にはなりえないと考えられる。

②三倍体や異数体の利用

三倍体(3x)や染色体を一本過剰に持つトリソミックス

(2,=2x+l)など染色体数の異常によっても低稔性が引き

起こされる。これは減数分裂期に３価染色体が見られ不

均衡配偶子を形成するためであり，雌雄ともに高不稔性

を示すことが多くの植物種で確認されている。スギでは

松田・宮島(1977)が，さし木品種のヒノデスギやウラセ

バルスギが三倍体であることを報告して以来，次々と発見

されるようになり，佐々木(1983)は全国の精英樹の中か

ら25クローンの3倍体を見出した。また，中村ら(1991）

は枝変わりによるトリソミックスを発見し，このさし木苗

にジベレリンによる強制着花を行ったところ，成熟花粉

はほとんど形成されなかったと報告している。三倍体や

異数体は前述したように雄‘性ばかりでなく雌性も低稔‘性

となるため，種子での増殖や品種改良ができないといっ

た欠点がある。また，３倍体の中には，奈良県で選抜さ

れた宇陀４号のように形態的に正常で充実した花粉を形

成する個体もあることから(藤下2002)，注意が必要で

ある。

③低花粉アレルゲン性を保有したスギの利用

スギ花粉症は花粉そのものによって引き起こされるの

ではなく，花粉に含まれるアレルゲンが原因となって発

症することから，アレルゲン量の軽減は花粉生産量の減

少と同じ意味をなし，花粉症対策の一環として効果があ

ると考えられる。メジャーアレルゲンとして同定されてい

るＣｒｙｊｌとＣｒｙｊ２はいずれも分子量が約40,000の塩

基‘性タンパク質であるが，抗原‘性の面からは互いに独立

しており交差反応性は認められていない(安枝2000)。

それぞれcDNAの全塩基配列が決定されており（Sone

gtaﾉ.1994)，（Ｎａｍｂａｇｔａﾉ.1994)，Ｃｒｙｊｌはpectate

lyase活‘性(Taniguchi”αﾉ.1995)，Ｃｒｙｊ２はpolygalL

acuturonase活性(Ohtsukietaﾉ.1995)を持つことが確
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認されている。これらはともに細胞壁の主要な成分であ

るペクチンの分解酵素であることから(Winggtajl989)，

(Ｗｕｅｫαム1996)，ＣｒｙｊｌとＣｒｙｊ２は花粉の発芽や花

粉管の伸長に関与していると推測されている(Ｎａｍｂａｇｔ

ａﾉ.1994)，（Tとmiguchietaﾉ.1995)。

佐々 木ら(1996)は，花粉重量あたりのアレルゲン(Cry

jlとｃｒｙｊ２)含量がクローンによってlo倍以上も差があ

ることを明らかにした。この結果は，花粉症対策として

低花粉アレルゲン性品種の作出の可能性を示唆してお

り，精英樹の中からこのような性質を保持したクローン

を選抜できれば有効な手段となりうる。

④遺伝的雄性不稔性を保持したスギの利用

遺伝的雄性不稔‘性は，環境や樹齢に左右されること

なく全く花粉を形成しないことから究極の花粉症対策と

なりうる。LaserandLersten（1972）の総説によると

140を越える植物種で発見されており，この性質は雌性

が正常であることから効率的にＦ１種子を採取できるた

め，トウモロコシやタマネギといった主要な農作物です

でに実用化されている。スギの雄‘性不稔個体は，１９９２

年に富山県で初めて発見された(平ら1993)。この個

体の雌性は正常であり品種改良や種子での増殖が可能で

あることから，十分実用化は可能であると考えられる。

⑤人為的突然変異体の利用

Ｘ線やγ線，中性子の照射もしくはＥＭＳ(エチルメタン

スルフォネート）など化学物質処理などによって人為的に

突然変異を誘発し，雄性不稔や低花粉アレルゲン性個

体を作出する手法がすでに確立されている。スギではま

だ，報告例はないが，イネではγ線によって人為的に突

然変異体を誘発し，低アレルゲン‘性の新品種が育成され

ている(Nishinoandlidal993)。この手法は目的形質

だけでなく他の形質にも変異をきたすことから，他品種と

交配するなどして次世代をつくり，再度，優れた個体を

選抜するのが一般的となっている。

⑥遺伝子組み換え技術による雄性不稔スギの作出

目的形質の遺伝子そのものを直接操作することによっ

て，本来持たない新しい機能や形質を付与する遺伝子組

み換え技術は,多くの作物や園芸植物で利用されている。

この技術を用いることによって，雄性不稔植物を作出す

ることも可能であり，例えば，Marianietα/､（1990）は

花粉四分子期に発現するプロモーターとＲＮＡを分解する

リボヌクレアーゼ遺伝子を組み合わせてタバコに導入し，

雄‘性不稔のタバコを作出した。この手法はスギでも応用

可能と思われるが，針葉樹の場合，ポリフェノール性物

質やテルペンなどといった生育阻害物質を多く含んでいる

ことから，効率的な培養系が未だに確立されていないの

が現状である。

以上のように，スギ林からの花粉飛散抑制に関して

様々な方面から調査研究がなされているが，将来を見据

え安定して花粉飛散量の軽減をはかるためには，「育種」

による対策が何より重要であり，花粉症に対する体系的

な育種戦略や育種計画が必要とされている。

第３節本研究の目的

スギ花粉症に対する林木育種学的対策としては，既存

のスギ林の中から雄‘性不稔‘性や低花粉アレルゲン性を保

持したスギを選抜した後，それらを育種の母材料として

活用し普及へ繋げていくのが最も現実的な方法と考えら

れる。そこで，本研究では前述した６つの育種による花

粉飛散抑制対策のうち，雄‘性不稔性と低花粉アレルケン

‘性に着目し，木材生産‘性や森林が持つ公益的機能を損

なうことなく空中花粉数やアレルケン量を減少させる体系

的な育種戦略に向けて一連の調査および検討を行った。

本論文は,１１章からなり，第１章は序論とし,第２章では，

富山県で発見された雄性不稔スギの雄花をパラフィン切

片法や電子顕微鏡などによって観察し，詳細な発現特性

や機構について述べた。

第３章では，雄’性不稔スギ(母樹)由来の自然交配苗

の集団の中から雄性不稔個体が出現する頻度やＣＡＰＳ

マーカーを用いた雄性不稔苗の親子鑑定の結果から，ス

ギの雄性不稔遺伝子の分布について検討した。

第４章では，雄′性不稔遺伝子をヘテロ型で保有した精

英樹(Aα)を交配試験によって探索し，実用的な雄性不

稔スギの育成方法や今後の育種的展望について検討し

た。

第５章では，採種園産実生苗の中から新たな雄性不

稔スギを選抜し，それらの特徴や出現頻度について述べ

た後，雄性不稔スギの効率な選抜方法について検討し

た。

第６章では，スギ花粉中に含まれるタンパク質の抽出

からメジャーアレルゲンの一つであるＣｒｙｊｌの定量まで

一連の実験系について，できるだけ簡便かつ低コストに

なるよう検討した。

第７章では，Ｃｒｙｊｌ量についてラメート間やクローン

間における差異について検討した後，Ｃｒｙｊｌの発現に

影響を及ぼす環境要因やＣｒｙｊ，の構造的変異の有無に

ついて述べた。

第８章では，全国25道県のスギ精英樹間における

Cryjl量の差異やＣｒｙｊｌの狭義遺伝率について述べた

後，これらの結果をもとにして精英樹由来の低花粉アレ

ルゲン性(Cryjl)苗の効率的な生産方法について検討

した。また，地域におけるスギ花粉症の有症率とCryj

l量との関係についても検討した。

第９章では，野外に雄‘性不稔遺伝子をヘテロ型(Aα）

で保有したスギ個体でモデルミニチュア採種園を造成し，

雄‘性不稔苗の出現率(αα)から外部花粉混入率を推定し

た。

第'0章では，採種園外からの花粉汚染対策として閉

鎖したガラス室内にミニチュア採種園を造成し，開花フェ
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ノロジーや種子の発芽率などの結果から，その有効‘性に

ついて検討した。

第１１章では，第２章から第１０章までの知見をまとめ，

スギ花粉症に対する育種的な対策について総合的な考察

をした。

第2章スギの雄性不稔性の発現特性

第１節はじめに

遺伝的に全く花粉を生産しない雄’性不稔性を保持した

スギの利用は，安定‘性や持続‘性の面で優れており，将来

の空中花粉数を軽減させるうえで極めて有効な手段とな

る。遺伝的な雄‘性不稔′性はメンデル遺伝をする核遺伝

子型雄性不稔と細胞質遺伝をする細胞質雄性不稔，日

長や温度といった環境条件によって不稔性を発現する環

境反応型雄性不稔の３つに大別される。核遺伝子型雄

‘性不稔は一対の劣勢雄‘性不稔遺伝子によって支配されて

いる場合が圧倒的に多く（田丸1994)，雄性不稔性の遺

伝子を｢α｣，可稔性の遺伝子を｢A」とすると，「αα｣を

保有する個体は雄‘性不稔となり，「ＡＡ」もしくは｢Aα｣を

保有する個体は可稔となる。細胞質雄性不稔はミトコン

ドリアゲノムに変異がある雄性不稔誘起細胞質と雄性不

稔遺伝子，稔‘性回復遺伝子の関係によって雄‘性不稔と

可稔を制御できるためＦ,種子採取のための最も好ましい

育種体系となっており，トウモロコシをはじめとする多く

の他殖性作物で実用化されている。環境反応型雄性不

稔は，日長や温度によって可稔と不稔を制御できること

から，これまで自殖‘性のため困難とされてきたイネの雑

種強勢(ヘテロシス)育種を可能にした。この方法は２系

法と呼ばれ，中国を中心に新たなイネの育種体系として

確立されつつある(丸山・粉川1991)。

スギの雄性不稔個体は，平ら(1993)によって富山県

の社寺林で初めて発見された。このスギは外見上，著し

く異なったところはなく雄花も正常に着生するが，開花期

になっても全く花粉を飛散させない特徴を持つ。これに

対して，雌花の機能は正常であり，自然交配でも発芽率

が30％程度の種子が取れ，その後の苗の生育も順調で

ある。Tairagraﾉ.(1999)は，この自然交配苗から花粉

を採取して母樹の雄性不稔個体に戻し交配をすることよ

って，雄'性不稔性が一対の核内劣‘性遺伝子によって支

配されていることを明らかにした。

雄性不稔性は，雄芯や菊の分化阻害，花粉の発育阻

害，薪の未開裂など多様な変異が様々な発育段階で確認

されていることから（田丸1994)，雄‘性不稔性の発現機

構や多面作用を把握しておくことは，今後の育種を進め

るうえで重要である。

そこで，本章では富山県で発見されたスギの雄性不稔

性の発現時期やその機構を明らかにするため，発育段階

ごとに雄花を採取し細胞組織学的観察並びに電子顕微

鏡による微細な観察を行った。また，スギのメジャーアレ

ルゲンであるＣｒｙｊｌは花粉の発育ステージで一核期以

降に強く発現することが明らかにされたことから

(Takahashi〆α皿989)，Ｃｒｙｊｌをマーカーとして利用

し，雄性不稔‘性の詳細な発現特'性について検討した。

雄性不稔性の多面発現として，岸谷ら(1993)は，アブ

ラナ科植物の雄性不稔個体では開花前に植物ホルモン

の一種であるエチレンが有意に多く発生していることが明

らかにしたことから，雄性不稔スギでも同様の調査を行

った。

第２節材料および方法

(1)雄花内部の細胞組織学的観察

雄花が分化し始める８月下旬から開花期である３月中

旬まで５～７日間ごとに雄′性不稔個体と正常個体(タテヤ

マスギ)から雄花を採取し，酢酸アルコール(99％エタノ

ール：氷酢酸＝３：ｌ)で固定した。パラフィン切片の作

製および染色は，田中・浜(1969)の方法に従い，固体

した雄花は，９５％エタノール（３時間)→８５％エタノール

(５時間)→７５％エタノール(１２時間以上)に浸漬し酢酸

を除去した。その後，８５％エタノール（１時間)→９５％エ

タノール（１時間)→無水エタノールＩ（１時間)→無水エ

タノールⅡ（１時間)浸漬し脱水を行った。パラフィン包埋

の前処理としてエタノールとＮ－ブタノールを混合した溶液

(無水エタノール：Ｎ－ブタノール＝３：ｌ)に１時間，Ｎ－

ブタノールに２時間浸漬した後，融解したパラフィンの中

に雄花を入れ，６０℃で約１０時間保温した。雄花の入っ

た容器を水道水で急冷させパラフィンが固まったのを確

認した後，ミクロトームを用いて厚さ１０皿の切片を作製

した。その後，ヘマトキシリン・エオシンの２重染色を

行い，顕微鏡観察を行った。

(2)走査型電子顕微鏡による花粉の崩壊特性調査

雄‘性不稔個体の花粉の崩壊特性を把握するため，開

花直前（２月中旬)に雄性不稔個体と正常個体(タテヤマ

スギ)から雄花一房を採取し,７０％エタノールで保存した。

充実した雄花をカミソリの刃で半分に切り，試料台にの

せて自然乾燥させた後，スパッタリングにより白金粒子を

２分間蒸着させ，走査型電子顕微鏡による微細な観察

を行った。

(3)雄花の発育過程におけるCryjlの発現特性に関
する調査

雄性不稔個体の雄花内におけるＣｒｙｊｌの発現性につ

いて調査するため，花粉母細胞期から成熟期までの各ス

テージで雄性不稔個体と正常個体(タテヤマスギ)から

雄花0.59を採取し，液体窒素で凍結させ粉砕した後，

Coca液で抗原エキスを抽出した。その後，蛍光サンドイ

ッチELISA法を用いてＣｒｙｊｌ量を測定した。また，雄

花内におけるＣｒｙｊｌの局在部位を把握するため，

TissuePrintlmmunoblot法を行った。雄'性不稔個体と
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正常個体から成熟期に雄花を採取し，クリオスタットを用

いて切片を作製後，それらを転写用メンブランに押しつ

けてタンパク質を吸着させた。メンブランは抗Ｃｒｙｊｌ抗

体と反応させた後，抗ウサギIgG抗体(Ａ,Ｒ標識)を用

いて発色させ，反応する部位について調査した。

(4)エチレン発生量の比較調査

雄‘性不稔個体と正常個体の雄花と針葉から発生するエ

チレンの量を比較するため，花粉の発育ステージで一核

期と成熟期の頃に両者から雄花0.59と針葉ｌｇを採取し，

バイアル瓶に入れて４時間密閉した。その後，容器内の

空気を注射針で１ｍ､吸引し，ガスクロマトグラフィー

(ShimazuGC-l4A)を用いて発生したエチレンの量を測

定した。反復は４回行い，保持時間とピークの高さを測

定することによって単位時間に発生するエチレンの量(ｎｌ

/h/g)を定量した。

第３節結果

(1)雄花内部の細胞組織学的観察

雄‘性不稔個体と正常個体で雄花内部の顕微鏡観察を

行った結果，花粉母細胞期の蒋内組織(図2-1A,Ｇ)，

減数分裂時の染色体対合(図2-1B'○，四分子期までの

小胞子成長過程と満内組織(図2-1,,Ｈ)では両者の間に

大きな違いは認められなかったが，一核期になると雄‘性

不稔個体の小胞子が肥大し始め，互いに融合した薄い

花粉膜の退化花粉が観察された(図2-1E)。その後，肥

大した花粉粒が増加していき成熟期になる頃には全ての

花粉粒が崩壊した(図2-1F)。

(2)電子顕微鏡による花粉の崩壊過程の観察

開花期における正常個体と雄‘性不稔個体の雄花内部

を電子顕微鏡で観察した結果，正常個体は蒋内に球形

の花粉が隙間なく詰まっていたのに対して(図2-2A)，

雄‘性不稔個体ではパラフィン切片の結果と同様に全ての

花粉粒が崩壊していた(図2-2B)。また，花粉粒を電子

顕微鏡で観察した結果，正常個体の花粉ではパピラと無

数のオービクルスが観察されたのに対して(図2-2○，雄

性不稔個体の花粉の残骸では両者共に認められなかっ

た(図2-2,)。

(3)雄花の発育過程におけるcryjlの発現特性
花粉母細胞期から成熟期までの各ステージの雄花から

抽出した抗原エキス中のＣｒｙｊｌ量(ＦＵ値)の推移を図2

-3に示した。花粉母細胞期から一核期まで正常個体と

雄‘性不稔個体で大差なくほとんど反応しなかったもの

の，成熟期になると両者ともに反応し，雄‘性不稔個体で

も高い値を示した。また，成熟期の雄花断面における抗

Ｃｒｙｊｌ抗体との反応‘性を調査したところ，正常個体では

満の内部が全て反応して強く染色されていたのに対して，

雄性不稔個体ではタペート組織のみが強く染色された

(図2-4)。

(4)エチレン発生量の比較

雄‘性不稔個体と正常個体の針葉と雄花から発生したエ

チレンの量を図2-5に示した。針葉では両者の間で差が

なかったものの，雄花では雄‘性不稔個体が一核期と成

熟期共に有意に多くのエチレンを発生していた。特に，

花粉の崩壊が始まる一核期の雄花では正常個体のそれよ

り１０倍近くのエチレンを発生し，成熟期には大幅に減少

していたことから，エチレンは花粉の崩壊が始まる時期

の雄花で特異的に発生していることが明らかになった。

第 ４ 節 考 察

雌雄配偶子形成を考えると，花粉は一般に旺珠よりも

発育異常を起こしやすく雌‘性器官は機能を持っているも

のかかわらず，花粉だけが不完全な場合がしばしばあ

る。このような不稔性は雑種強勢利用の育種において，

はなはだ好都合であるため実用上の利用価値が高く，ト

ウモロコシやテンサイなど多くの他殖性作物で利用されて

いる(松尾1970)。しかし，スギの場合，これまで述べ

てきたように花粉症が大きな社会問題になっているため，

雑種強勢利用の育種的価値よりも花粉を全く飛散させな

いという点から花粉症対策にとって極めて有効な遺伝資

源であると考えられる。このような背景のもと，本章で

は富山県で発見されたスギの雄‘性不稔‘性の発現特‘性の

解明を試みた。

植物でみられる雄性不稔系統は異常花粉の形態と出

現時期により以下のような７群に類別されている（田丸

1991)。

①花粉母細胞残存型一満が十分に生育しても満中に花

粉母細胞が見られる。

②四分子・小胞子期異常型一四分子期直後の速やかな

花粉膜の肥厚が見られず，小胞子は発育を停止する。

③タペート細胞異常型一タペート細胞に風船状の異常肥

大が見られ，開花期には花粉が全く見られない。

④小胞子中期異常型一タペート組織の顕著な異常は認め

られない。小胞子は膨らみ，開花期には薄い花粉膜

の退化花粉が満中に見られる。

⑤空虚花粉型一花粉核をとりまく細胞質が花粉の内膜か

ら遊離するような異常が見られる。

⑥花粉核残存型一タペート組織は正常であるが，開花

期になっても栄養核と生殖核に分離しない。

⑦充実花粉型一花粉の発生がはやく，早期から充実し

た花粉粒が多く見られるが受精機能を持たない。

パラフィン切片による結果では，雄‘性不稔スギのタペー

ト組織に異常は認められず一核期以降に小胞子の肥大

が確認された。このことから，この雄‘性不稔‘性は小胞子

中期異常型であると判断された。
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電子顕微鏡による観察結果から，雄性不稔個体では

スギ花粉に特徴的なオービクルスが形成されていないこ

とが明らかになった。オービクルスは花粉外壁の主成分

であるスポロポレニンを有する微粒子のことで，四分子

期のタペート細胞内に生じたオービクルスやスポロポレニ

ンの前駆体が一核期の頃にタペート細胞の外へ放出され

て，花粉外壁となる(岩波1980)。このことから，オー

ビクルスは花粉外壁を形成するうえで重要な役割を果たし

ているため，雄性不稔個体の花粉粒が一核期以降に肥

大し始めるのは，一核期の頃に起こるタペート組織内で

のオービクルスの形成および転送がうまくいかないことに

よって，正常な花粉外壁を形成することができずに引き

起こされると推定された。また，TissuePrint

lmmunoblot法により成熟期のタペート組織でＣｒｙｊｌが

産生されていることが明らかになったが，Ｃｒｙｊｌは一核

期から成熟期かけて雄花内のタペート組織で特異的に発

現するタンパク質であることから(Takahashiejaﾉ．

1989)，この雄’性不稔性はＣｒｙｊｌを産生した後(成熟期

の直前)に発現し，電子顕微鏡による観察結果と同様に，

Ｃｒｙｊｌを花粉側へ転送するオービクルスが機能していな

いためタペート組織内にＣｒｙｊｌが残留していると考えら

れた。雄性不稔遺伝子は，花形異常や開花遅延，組成

成分の変化など様々な異常を伴って不稔‘性を引き起こす

例が数多く確認されている（田丸1991)。この現象は雄

性不稔遺伝子の多面発現であり，本章で使用した雄性

不稔スギの場合も花粉の崩壊が始まる一核期の雄花で特

異的にエチレンを発生していることが明らかになった。植

物ホルモンの一種であるエチレンは果実の｢色づき｣や｢軟

化｣といった成熟に関与しており，これはエチレンがセル

ラーゼやポリガラクチュロナーゼ活‘性を高めることによっ

て(HortonandOsbornel967)，細胞膜組織の破壊が

誘導されるためと考えられている。雄性不稔スギでも同

様のことが起こって，花粉の細胞壁や細胞膜が分解され

た後，花粉粒が崩壊するメカニズムも考えられる。また，

エチレンは様々なストレスによっても発生することから，

花粉形成が正常に行われないことがストレスとなって大

量のエチレンを発生している可能性も考えられる。この

場合は，雄‘性不稔性の副産物としてエチレンが発生して

いることになる。いずれにせよ，本材料の雄性不稔‘性の

多面発現の一つとしてエチレンが有意に多く発生している

と判断された。

本章の結果は，スギの雄性不稔性の詳細な発現特性

や多面発現を明らかにしたことから，今後の雄‘性不稔性

に関する育種学的研究に活用できると考えられた。

第１節はじめに

遺伝的雄‘性不稔の変異体は農作物を中心に古くから自

然突然変異として発見されており（石川1929)，その頻

度は0.01～0.001％と推定されている（田丸1991)。例え

ば，ライマビーンやトマトでは，約２万個体の集団中にｌ

個体の割合で単一劣‘性遺伝子支配の雄性不稔変異体が

見出されている(志賀2003)。富山県で発見された雄‘性

不稔スギ(雄性不稔母樹とする）（平ら1993)も同様に単

一劣性遺伝子支配であるが(平ら1999)，スギのような

針葉樹ではその出現頻度は明らかにされていない。同じ

雄‘性不稔遺伝子を保有するスギがある一定の頻度で存

在すると仮定すると，雄‘性不稔母樹由来の自然交配種子

から雄性不稔‘性を保有した個体の出現が期待される。

そこで，本章では雄'性不稔母樹から自然交配によって

できた種子を育苗し，それらの中から雄‘性不稔苗がどれ

くらい頻度で出現するのかについて調査するとともに，雄

‘性不稔母樹の近隣に生育している個体と交配させること

よって雄‘性不稔苗の花粉親を探索した。また，最近，ス

ギで開発された共優性のＣＡＰＳ(cleavedamplified

polymorphicsequences)マーカー(Iwataerα/,2001)を

用いて，その親子関係についても調査を行った。

第２節材料および方法

(1)調査プロット

雄性不稔スギが発見された社寺林に50ｍ×60ｍの調

査プロットを作った(図3-1)。このプロット内には，雄性

不稔母樹，タテヤマスギ(地域‘性実生品種)24個体，ボ
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図3~１本章で使用した調査プロット
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(4)CAPSマーカーを用いた雄性不稔苗の親子鑑定に

閏する調査

雄性不稔母樹とプロット内にある全個体，自然交配に

よって得られた雄性不稔苗の針葉から改変ＣTAB法

(TsumuraetaJ.1995)によりＤＮＡを抽出し，CAPSマ

ーカーを用いた親子鑑定を行った。ＰＣＲの条件や使用す

る制限酵素などは，Iwataeraﾉ.(2001)の方法に従い，

８種類のプライマーを用いて調査した(表3-1)。ＰＣＲ反

応液(20“＠）の組成は，02,ｕＭプライマー，０．２，Ｍ各

dNTP，２０mMTris-HCl（ｐＨ8.4)，５０ｍＭＫＣ１，２．０

mMMgCl2,0.4UTaqpolymerase,４，g鋳型ＤＮＡとし，

サーマルサイクラーはPTC-100programmablethermal

controller(MJResearch社)を使用した。ＰＣＲ増幅は，

94℃で５分間変性処理を行った後，変性94℃－１分，ア

ニーリング50～65℃－１分，伸長72℃－１．５分で35～45サ

イクルの反応を行い，最後に72℃－５分の伸長反応を行

うようプログラムをセットした。ＰＣＲ後，得られた増幅産

物は，表3-1に示した各制限酵素で切断し，２０％アガ

ロースゲルで電気泳動した。その後，エチジウムブロマ

イドで染色を行い，ＵＶトランスイルミネータ三上で多型を

検出した。

篭鍵謹琴

図3-2雄性不稔個体の選抜方法

(A:ジペレリン処理|こよって着花したスギ苗Ｂ:70％エタノールで保存された雄花
Ｃ正常苗の雄花から得られた花粉Ｄ:雄性不稔苗の雄花から得られた崩壊した花粉）

－１０－

埴

，．

カスギ(さし木品種)３個体が生育しており，1994年の時

点で全ての個体が15年生以上であった。また，それら

のほとんどは毎年，着花していた。

(2)自然交配によって得られた雄性不稔苗の出現頻度

に閏する調査

雄性不稔苗の出現頻度について調査するため，１９９４

年に雄性不稔母樹から自然交配種子を採取し，それら

の中から765個体を２年間育苗した後，1996年７月上旬

に１００ppmのジベレリンを噴霧して雄花を人為的に着花

させた(図3-2A)。同年12月に各個体から雄花一房を採

取して70％で保存した後(図3-2B)，顕微鏡を用いて花

粉の有無について調査した(図3-2c,Ｄ)。

(3)人工交配による雄性不稔遺伝子をヘテロ型で保有

した個体の探索

雄性不稔遺伝子をヘテロ型で保有した個体を探索する

ため，雄性不稔スギの近隣に生育しているタテヤマスギ

11個体(510,513,515,520,523,524,525,530,532,534,

822)とポカスギから花粉を採取し，1995年３月に雄性不

稔母樹と交配を行った。交配によって得られたＦ１家系の

苗を２年間育苗した後，７月上旬にジベレリン処理をして

雄花を着花させ,花粉の有無について調査した(図3-2)。
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、
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表3-2雄性不稔スギとの交配によって得られたF,集団

の花粉稔性とＸ２検定

表3-1使用したCAPSマーカーおよび制限酵素の種類

肩冒掲クｻｲｸﾙ数制限酵素CAPSマーカー Forwa｢ｄｐｒｉｍｅｒ Reverseprimer

観測結果

CCO337

CCO342

CCO346

CCO446

CCO460

CCO482

CCO493

CCO507

Ａ１Ｔ｢ACCCGT｢｢GCAAAGAT「

GGCAGCAGAGCAGAAGGT「

GCAGATCGAT｢GTGGG

GTAATCGCCGCCAACTATCAT

AATCTCACCACGGGCT｢CTC

TGGAACGTCACTCTGCGAAAC

T｢ATAACATAT｢GGCAAAGCA

GCAGATCGA1TGGAAGGAA

CAGGATCGCATAGGGT｢CTA

GACAAGCCAACAGGACTCCA

AGCAGCAAT｢AGTAACCAGA

TGAGTGGGCGTG1T｢CCTC

TACAT｢GAGGTAGCGGGT｢CC

1TGTAAT｢AGCCGCCCATCCT

CCCGTCGAACAGAGAAG

GCAGTAAT｢ACATCCGCTGAA

Ｈｑｅｌｌｌ

Ｈｈｄｌ

Ｄｍｌ

Ｄｒｑｌ

Ｈｄｅｌｌｌ

Ｄｍｌ

８９川
Ｈｄｅｌｌｌ

０
５
０
５
５
５
５
５

５
６
６
５
５
６
５
５

０
０
０
６
６
０
０
０

４
４
４
３
３
４
４
４

正 常

苗29個体の花粉親を表3-4にまとめた。雄性不稔苗２９

個体中17個体の花粉親は，タテヤマスギ525と822では

なかった。また，それらのうちの８個体の花粉親はプロ

ット内に存在しないことが明らかになった。

第３節結果

(1)自然交配によって得られた雄性不稔苗の出現頻度

765個体の苗木から雄花を採取して花粉の有無につい

て調査した結果，それらのうち29個体(約3.8％)が雄性

不稔‘性を保持していた。

(2)雄性不稔遺伝子をヘテロ型で保有した個体

雄性不稔母樹との交配による花粉稔‘性の結果を表3-

2に示した。雄性不稔母樹とタテヤマスギ９個体(510,

513,515,520.523,524,530,532,534)及びボカスギとの

交配によって得られたＦ１集団はすべて可稔であったが，

タテヤマスギ525と822との交配によって得られたＦ１集

団は，雄‘性不稔個体と可稔個体に分離した。タテヤマス

ギ822のＦ,家系はｘ２検定でｌ：ｌの分離比に適合しな

かったが，タテヤマスギ525と822は雄′性不稔遺伝子を

ヘテロ型で保有している可能性が極めて高いと判断され

た。

第 ４ 節 考 察

一般的に，雄'性不稔になる突然変異は数万のl程度の

割合で自然発生するといわれているが(田丸1991)．今

回の調査結果では自然交配による雄性不稔苗の出現頻度

は約3.8％と非常に高かった。このことから，雄性不稔

スギ(母樹)の近くに雄‘性不稔遺伝子をヘテロ型(Aα)で

保有したスギが存在すると予想されたため，雄性不稔母

樹を中心に50×60ｍのプロットを作り，プロット内の個

体と交配試験を行った結果，２個体（タテヤマスギ525

と822)が雄‘性不稔遺伝子をヘテロ(Ａα)型で保有してい

る可能性が極めて高いことが明らかになった。タテヤマ

スギ822のＦ１家系の分離比が歪んだ原因は不明である

が．戻し交配を行っても雄‘性不稔個体のみ特異的淘汰さ

れることはなかったため(Taira〆α/､1999)．少なくとも

雄性不稔性が発現したことによって引き起こされた致死

現象ではないと考えられる。

タテヤマスギ525と822は雄性不稔母樹と２０ｍ程度し

か離れていないため，自然交配による雄性不稔苗29個

体の花粉親の大半がこれら２個体のうちのいずれかであ

ると予想された。このことを明らかにするため．ＣＡＰＳマ

ーカーを用いて雄性不稔母樹．雄性不稔苗29個体．プ

ロット内25個体の遺伝子型を決定し親子鑑定を行った。

CAPSマーカーはゲノム上の特定部分をＰＣＲによって増

殖した後，制限酵素処理によって多型を検出する分析方

法であるため，マーカーとして安定しており，遺伝子型の

ホモとヘテロが識別できる共優'性の優れたＤＮＡマーカー

である(Iwatagjα/､2001)。ＣＡＰＳ分析の結果から，雄

性不稔苗の半数以上の花粉親はタテヤマスギ525と822

ではなく，さらにそれらのうちの８個体の花粉親はプロ

ット外に存在することが明らかになった。スギ花粉の飛

散距離は少なくとも数十kmは飛散すると予測されているこ

とから（長野ら1992)，雄性不稔遺伝子を保有している

個体は他にも広く分布しており．スギの場合，一般の農

作物で言われている頻度よりも高い値でこの遺伝子が存

不稔
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(3)CAPSマーカーを用いた雄I性不稔苗の親子鑑定

使用した８種類のＣＡＰＳマーカー全てにおいて明瞭な

共優性のバンドパターンが検出できた(図3-3)。これら

のマーカーを用いて雄性不稔母樹，雄性不稔苗29個体，

プロット内25個体の遺伝子型を表3-3に示した。また，

この遺伝子型と交配試験の結果から推定した雄性不稔

升

升

饗

ｎ
Ｕ
ｎ
Ｕ
ｎ
Ｕ
ｎ
Ｕ
ｎ
Ｕ
ｎ
Ｕ
ハ
ブ
ｎ
Ｕ
ｎ
Ｕ
ｎ
Ｕ
ｎ
フ
ｎ
Ｕ

１
１

つ
二

８
０
０
０
８
０
１
８
０
０
３
０

１
５
５
５
６
７
３
７
５
５
５
６

鈴Ｘ２＝２．２８Ｐ＝０．０９籍餐Ｘ２＝７．０２Ｐ＝0.008



Ｂ
Ａ
８
Ａ
８
Ａ
Ｂ
Ａ
Ａ
Ｂ
Ｂ
Ａ
Ａ
Ｂ
Ａ
Ａ
Ａ
Ｂ
Ａ
Ａ
Ｂ
Ｂ
Ｂ
Ａ
Ｂ
Ｂ
Ｂ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ｂ
Ｂ
Ｂ
Ａ
Ｂ
Ｂ
Ａ
８
Ｂ
Ａ
Ａ
Ｂ
Ａ
Ｂ
Ｂ
Ｂ
Ｂ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
８
Ｂ
Ｂ

Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ｂ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ｂ
Ａ
Ｂ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ｂ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ
Ａ

にCO482-D/zｦ／’

一 一 － 画

図３－３雄性不稔苗29個体と雄性不稔母樹のCAPSマーカーによるバンドパターン

表3-3CAPSマーカーによる雄性不稔苗29個体とタテヤマスギ24個体,ボカスギ,雄性不稔母樹の遺伝子型
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表3-4交配試験とCAPS分析の結果から推定した雄性不稔苗29個体の花粉親

128(F,）

164(Ｆ１）

167(F,）

179(F,）

184(F,）

185(F,）

270(F,）

269(F,）

258(F,）

237(F1）

223(F,）

219(F,）

271(F,）

272(F,）

273(Ｆ１）

275(F,）

277(F,）

278(F,）

305(F,）

297(F,）

291(F,）

284(F,）

282(F,）

279(F,）

306(F,）

307(F,）

308(F,）

311(F,）

313(F,）

４
１
４
２
４
５
７
８
９
１
９
４
９
５
９
４
４
４
５
４
７

引
匁
馴
理
引
不
不
里
不
別
別
匁
不
不
不
兄
里
不
引
里
匁
匁
引
不
別
別
匁
引
鬼

822

525

822

529 822 826

823

明
明

明

521

519

525

527

526

529

528

822

529

823

822

■
■
■
■
■
■
□

｜
■
｜
■
｜
■
｜
■
｜
■
｜
■

528 529 822

823

518

明

823

519 822 823518 527 529

８月

823５１９ 527 529 822

823

823

が極めて低く，雄性不稔母樹以外に発見できなかったと

すると，実用化に向けて雄性不稔スギ(母樹)の遺伝的

改良を行うには，戻し交配家系かF2家系を利用しなけ

ればならないが，この場合は近親交配による遺伝的な劣

化(近交弱勢)の問題が出てくる。しかし，本章の結果

から雄性不稔遺伝子は比較的高い頻度で存在すること

が明らかになったため，血縁関係のない雄性不稔遺伝子

を保有した個体同士で交配を行えば，近交弱勢のない雄

性不稔個体の作出が可能となる。また，精英樹や気象

害抵抗性候補木は全国に約9,000クローンあることから，

これらの中に雄‘性不稔遺伝子を保有したクローンが存在

する可能性は高く，このようなクローンを育種の母材料

に利用できれば近交弱勢のない遺伝的に優良な雄性不

稔スギの作出が可能になると考えられた。

在していると推測された。この理由として，雄性不稔ス

ギは第２章で記したとおり，外見上，正常なスギと変わ

ることころはなく，発芽率や初期成長も劣ることはない

ため，この遺伝子が人為的にも自然界においても淘汰さ

れないことが考えられる。

表3-4より，タテヤマスギ514や529もその遺伝子を

ヘテロ型で保有している可能性が高いと考えられるが，

これらの個体はすでに伐採されたため交配による確認は

できなかった。いずれにせよ，プロット内に雄性不稔遺

伝子が非常に高い頻度で存在することから，ここに植栽

されたタテヤマスギは同一母樹から採種した兄弟家系で

ある可能性も考えられる。

本章の結果は，今後の雄‘性不稔スギの育種を進めるう

えで重要な意味を持つ。仮に，雄′性不稔遺伝子の頻度

－１３－



第４章雄性不稔遺伝子をヘテロ型で保有
したスギ精英樹の探索

第１節はじめに

第３章で記したように，富山県で発見された雄性不稔

スギと同一の雄性不稔遺伝子を保有したスギは他の地域

にも広く分布しており，その頻度は盤作物で言われてい

る値よりも高いと推定されたことから，精英樹や気象害

抵抗性候補木の中にも同一の雄性不稔遺伝子を保有し

たクローンが存在することが期待される。精英樹などの

クローンが雄性不稔遺伝子をヘテロ型(Ａα)で保有して

いるかどうかは，雄性不稔個体と交配したＦ１集団の花

粉稔性を調査すると明らかになる。花粉親となるクローン

が雄‘性不稔遺伝子をヘテロ型(Aα)で保有していれば，

劣性ホモ(αα)×ヘテロ(Aα)の交配になるため，Ｆ,集団

は可稔個体(Aα)と雄性不稔個体(αα)が1対1に分離し，

それを保有していなければ，全てのＦ,個体が可稔(Ａα）

となる。

雄性不稔遺伝子を保有した精英樹は品種改良を行うう

えで極めて有望な育種材料となることから，本章では雄

性不稔スギ(αα)と富山県の精英樹や雪害抵抗性候補木

等との交配家系(F,）を育成し，それらの花粉稔性を調

査することによって雄‘性不稔遺伝子をヘテロ型(Ａα)で保

有したクローンを探索した。

第２節材料および方法

(1)雄性不稔スギとの交配

雄性不稔遺伝子をヘテロ型で保有したクローンを探索

するため．富山県の精英樹や雪害抵抗性候補木など６４

クローンから花粉を採取し，1995年から2000年にかけ

て雄‘性不稔母樹と交配した(表4-1)。

(2)発芽率の調査

雄'性不稔個体との交配によって得られたＦ,種子の発

芽特性について把握するため，各Ｆ１家系の種子を１００粒

ずつシャーレに入れ，人工気象器内で23℃に保温した。

発芽率の調査は約50日間行った。

(3)F,家系の花粉稔性調査

交配によって得られたＦ１集団の花粉稔‘性について調査

するため，富山県林業試験場の苗畑でＦ,種子を３年間

育苗した後，第３章(図3-2）と同様の方法で雄花を人為

的に着花させ，花粉の有無について調査した。

第３節結果

(1)F1家系の発芽率
雄性不稔個体と交配した55家系の発芽率は１０２～

72.0％と家系によって大きくことなり，平均発芽率は

46.0％だった(表4-1)。

(2)F,家系の花粉稔性
各Ｆ,家系の花粉稔性について調査した結果を表4-1に

まとめた。６４家系中62家系のＦ,苗は全て花粉をつけた

が，精英樹である小原13号とのＦ,家系は，雄性不稔６４

個体と可稔52個体に分離し，雪害抵抗‘性候補木である

了輪６号とのそれは，雄性不稔３個体と可稔31個体に分

離した｡ｘ2検定の結果，小原13号とのＦ１家系はｌ：ｌ

の分離比に適合したが，了輪６号とのそれはｌ：ｌの分

離比に適合しなかった。

第４節考察

今回の調査で，富山県の精英樹である小原13号は雄

性不稔遺伝子をヘテロ型(Aα)で保有していることが明

らかになり，了輪６号も雄'性不稔遺伝子を保有している

可能性が高いと判断された。了輪６号とのＦ１集団の分

離比が大きく歪んだのは調査した集団が小さかったため

と考えられたことから，現在，改めて了輪６号とのＦ１家

系を育成中であり，今後，この花粉稔性を確認する予定

である。

小原13号は，成長が早く，樹幹が通直で芯材が赤色

という林業上優れた特性を保持している。また，交配よ

って得られたＦ,種子の発芽率も70％と高かった。これら

のことから，雄性不稔母樹(αα)と小原13号(Aα)を掛

け合わせることによって遺伝的に優良であると予想される

雄性不稔個体を50％の頻度で得ることができる。この

交配で得られた不稔個体をさし木によって増殖し，その

まま利用することも可能であるが，より優れた雄性不稔

スギを作出するためには，雄‘性不稔遺伝子を保有した精

英樹(Ａα)同士で交配を行うのが良いと考えられる。こ

のような交配を行うことによって，２５％(図4-1Ａ）もしく

は50％(図4-1B)の頻度で遺伝的に優良な雄‘性不稔個体

を得ることができ，これらは戻し交配家系やF2家系のよ

うな近交弱勢による遺伝的劣化の心配がない。また，こ

れらの交配によって得られた雄‘性不稔個体は両親ともに

優れた特性を持った精英樹であることから，高い木材生

産性を維持したまま花粉生産量の大幅な軽減が期待され

る。2005年に小原１３号と了輪６号を交配し種子を得た

ことから，今後はこれらの成長等について定期的に調査

を行い，富山県の風土に適した優良な雄‘性不稔スギの

選抜を行う予定である。

平(2004)は，屋久スギの天然林で雄‘性不稔遺伝子を

ヘテロ型(Ａα)で保有した個体を発見したことから，他

の地域にも雄性不稔遺伝子を保有した精英樹や気象害

抵抗性候補木は複数存在すると考えられる。今後は富山

県だけではなく全国の精英樹について同様の調査を行

い，種苗法の各育種基本区内で選抜されたクローン同士

で交配を行うことによって，全国レベルでの実用的な雄

性不稔スギの作出が可能となると期待される。

雄'性不稔性は劣性遺伝することから，採種園方式(実

生)で全ての個体を雄性不稔にするのは不可能であり，

最大でも50％の頻度でしか雄性不稔‘性の実生苗を生産
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表4-1雄性不稔スギとの交配によって得られたF,家系の発芽率と花粉稔性
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観察された個体数発芽率

（%）

調査した

個体数
花粉親のクローン名

49.0

78.0

29.0

10.8

63.0

61.0

51.0

71.0

26.4

雄性不稔正常

53.0

42.0

12.4

67ｐ

69.0

35.0
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０
０
０
０
０
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０
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することができない。このことから，品種改良された雄ン増殖が適していると考えられた。

性不稔スギの増殖・普及には，さし木などによるクロー

37,

23.0

53.5

53.0

40.0

38.3

55.0

62.0

ビルタニ１号（５）

ビルタニ５号(S）

ビルタニ６号(S）

ボカ(P）

長水５号(P）

長水６号(P）

長水7(P）

早月１７号(T）

東西原２号(S）

猪谷２号(S）

上市２号(P）

上市３号(P）

上平打越(S）

片池１号(T）

片貝５４号(T）

片貝55号(T）

木根１号(S）

木根２号(S）

木根７号(T）

木根８号(T）

三オ１号(S）

三オ２号(S）

ミオ３号(S）

三オ４号(5)

三オ６号(S）

ミオ９号(S）

ミオ１０号(S）

ヌカゴジマ１号(S）

小原１号(P）

小原２号(T）

小原３号(P）

小原５号(P）

小原７号(P）

小原11号(P）

小原13号(P）

小原14号(T）

小原16号(P）

小原501号(P）

小原502号(P）

小原503号(P）

了輪６号(5)

三角３号(S）

三角５号(T）

下高井11号(P）

下高井１９号(P）

立山１号(P）

砺波１号(P）

砺波２号(P）

峠島(S）

70.0

63.0

60.0

44.0

65.0

38.9

35.0

40.0

44.0

72.0

50.0

61.0

32.6

50.0
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(S):雪害抵抗性候補木（P):精英樹（T):優れた性質を保有したタテヤマスギ

鵠Ｘ２=1.24Ｐ=0.27粋Ｘ２=23.05Ｐ＝1.57×10-6

図4-1
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第5章採種園産実生個体からの新たな
雄性不稔スギの選抜

第１節はじめに

スギ花粉症は全国的な問題であることから，花粉症対

策の一環として雄‘性不稔スギの普及を図るためには病虫

害などに対する危険の分散や様々な環境に対する適応‘性

を考慮する必要があり，そのためには，全国各地のスギ

の集団の中からその地域に適応した雄性不稔スギを選抜

し，それを母材料として各地域で品種改良を行うことが

望ましい。また，全国レベルでの雄‘性不稔スギの実用化

を考慮すると，今後は雄性不稔遺伝子の多様化を図る

必要がある。

以上のことから，本章では新たなタイプの雄‘性不稔ス

ギの発見を目的に，採種園産の実生苗を材料に用いて効

率的な雄‘性不稔個体の選抜方法について検討を行った。

表5-2調査した年と個体数

年 個体数

第２節材料および方法

(1)材料

富山県魚津採種園由来の3年生実生苗(タテヤマスギ）

を供試材料用いた。魚津採種園は表5-1に示したとおり，

富山県の精英樹を中心とした66クローンで構成されてい

る。本研究では1994年から2000年にかけて魚津採種

園から生産された種子に由来する実生苗，10,902個体に

ついて花粉稔性を調査した(表5-2)。

表5-1富山県魚津採種園を構成しているクローン

1994

1995

1996

1997

1998

1999

2000

2,301

2,348

1,999

1,089

1,943
７２８

４９４

小原１号

小原３号

小原４号

小原７号

小原８号

小原９号

小原１０号

小原１１号

小原１２号

小原１５号

小原１６号

小原１７号

小原２１号

小原501号

小原502号

小原503号

小原504号

畠山署102号

畠山署104号

富山署105号

畠山署106号

畠山署107号

富山署108号

富山署１１１号

畠山署１１３号

金沢署101号

金沢署102号

金沢署103号

鳥取署101号

鳥取署102号

鳥取署103号

鳥取署104号

鳥取署105号

計
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(2)着花の促進および花粉観察

採種園由来のスギ苗の集団から雄‘性不稔個体が出現

する頻度を調査するため，第３章(図3-2）と同様の方法

で雄花を人為的に着花させ，よく充実した雄花一個をス

ライドガラス上でカミソリを用いて二分し‘水道水を一滴

落とした後，それを虫ピンで砕いて顕微鏡で花粉の有無，

形態等の観察を行った。個体毎には500～600粒の花粉

について観察した。このとき花粉の無い個体や形態的に

異常のある個体を雄‘性不稔の候補個体として選抜した。

ここで選抜した個体は翌年，再度ジベレリン処理を行い，

再現‘性についても調査した。

(3)デンプン反応による花粉の発育異常調査

正常なスギの成熟花粉は非デンプン花粉であるが，花

粉形成に異常が生じると花粉内部のデンプンが完全に

糖化されずヨード・ヨードカリ液に反応する(藤下2002)。

そこで，雄‘性不稔と思われる個体に対して花粉の発育異

常によるデンプン反応を見るため，ヨード・ヨードカリ液

を雄花を砕いたプレパラート上に一滴落として，その反応

を観察した。

(4)走査型電子顕微鏡による花粉崩壊特性の調査

新たに発見された雄‘性不稔スギと1992年に富山県で

発見された雄性不稔スギ(富山不稔とする）の花粉の崩

壊特性を比較調査するため，７０％エタノールで保存した

雄花をカミソリの刃で半分に切断し，試料台にのせて自

然乾燥させた後，スパッタリングにより白金粒子を２分間

蒸着させ，走査型電子顕微鏡で観察した。

(5)花粉形成に異常が認められた個体の発芽率の調査

選抜された個体の雌花の機能を調査するため，１０月上

旬に選抜された個体から自然交配によって得られた球果

を採取し種子を得た。４℃で２ヶ月間種子を保存した後，

蒸留水を浸したろ紙に種子１００粒を置床して23℃で保温

し，約５０日間発芽試験を行った。

(6)花粉形成に異常が認められた個体の発根率の調査

選抜された個体のさし木発根性を評価するため，２００２

年４月上旬に，選抜された個体からさし穂をとり，発根

剤（オキシベロン液剤)処理した後．バーミキュライトに

挿しつけて発根率を調査した。

(7)花粉形成に異常が認められた個体の染色体数の

調査

染色体異常により雄性不稔を生じたのかを確認するた

自
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め，下記の方法で染色体数を調査した。４月上旬に，さ

し木で発根した11iIil体からよく伸長した根端(5～10mm)を

採取し、0.002Ｍの８－オキシキノリン水溶液に浸漬し，

４℃で約１４～１６時間の前処理を行った。その後．酢酸ア

ルコール(99％エタノール：氷酢酸=３：ｌ)に浸漬し，４

℃で24時間以上間定した。酢酸カーミンで染色後，押

しつぶし法によってプレパラートを作成し顕微鏡で染色体

を観察した。１佃休につき約30細胞の染色体を観察した。

第３節結果

(1)花粉観察による雄性不稔スギの選抜

10,902本の魚津採種園産種子由来の３年生実生苗(タ

テヤマスギ)の花粉稔性について調査した結果，雄性不

稔と思われるスギが22個体(Ｍ－１，Ｍ-2)得られた。正

常なスギと比較して，Ｍ－ｌとM-2は，外見上，著しく

四

典なった特徴はなく，雄花も正常に形成されるが，開花

1111:前の雄花をカミソリの刃で切断し顕微鏡観察すると，

小さく萎縮したような約が認められた(図5-1)。これら

のスギの花粉粒は一核期で成長が停止したような小さな

花粉が90％以上を占め(表5-3)，花粉数も少なかった(図

5-2A,Ｂ)。この結果は５年間同様であった。次に，ヨー

ド・ヨードカリ溶液で染色したところ，正常な花粉では

全く反応しなかったのに対して，Ｍ－１，Ｍ-2では強く

染色された花粉粒が認められた(図5-2C,Ｄ)。このこと

から，Ｍ－ｌとＭ－２の花粉内のデンプンは完全に糖化さ

れず残留していることが明らかになった。また，1999年

から2003年までＭ－ｌとM-2から雄花の藩いた枝を採

取し，１５℃の人工気象器内で開花試験を行ったが，Ｍ－

１，Ｍ-2とも雄花の花ililllは伸長させるものの花粉は全く

飛散させなかったｃ

画

、

５ｍｍ

図5-1雄性不稔スギ(Ｍ-1,Ｍ－2)とタテヤマスギの雄花および雄花断面の写真

（A)Ｍ-1,（B)Ｍ-2,(Ｏタテヤマスギ(正常）

－１８－



齢，，

－１９－

異常花粉の

出現率(％）

ヨード反応

(染色された頻度）
系統名 計測花粉数 正常 異常調査年

(2)電子顕微鏡による花粉崩壊過程の観察5-3)。2,000倍に拡大して花粉粒を観察すると富山不稔

通子顕微鏡を用いて，新たに発見された雄性不稔スギの場合，スギ花粉に特徴的なオービクルスが認められな

２個体（Ｍ－１，Ｍ-2）と富山不稔スギの花粉崩壊過程かつたのに対して，Ｍ－１とＭ－２では，それが確認され

について比較調査した結果，富山不稔の雄花内部は細た（図5-4)。このことから，富山不稔とＭ-1,Ｍ-２は

かく崩壊した残骸が認められたのに対して．Ｍ－１とＭ－異なるタイプの雄性不稔である可能性が示唆された。

2は花粉の表面で互いに融合したような形をしていた（図

2001

2001

2001

2002

2002

ﾌ002

96.1

92.2

１．２

９刀

97.9

１９

Ｍ－１

Ｍ－２

タテヤマ(正常)鵜

Ｍ－１

Ｍ－２

タテヤマ(正常)籍

512

528

504.5

589

529

509.7

２０

41

498.4

１７

１１

５００

492

487

6.1

572

518

９７

有(11.1％）

有(19.1％）

無(0％）

図5-2顕微鏡観察による雄性不稔スギ(Ｍ-1,Ｍ-2)とタテヤマスギの花粉粒

（A)M-1の花粉粒,(8)Ｍ２の花粉粒,(C)ヨード反応を示したM-1の花粉粒
（D)ヨード反応を示したＭ２の花粉粒,(E)タテヤマスギの正常な花粉粒

鵜正常なタテヤマスギ１０個体の平均
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図5-3雄性不稔スギ(富山不稔,Ｍ-1,Ｍ-2)とタテヤマスギの雄花内部

（A)富山雄性不稔スギ,(B)Ｍ-1,(○Ｍ-2,(D)タテヤマスギ(正常）

図5-4雄性不稔スギ(富山不稔,Ｍ-1,Ｍ-2)とタテヤマスギの花粉粒の形態(Bar＝101ul）
（A)富山雄性不稔スギ,(B)Ｍ-1,(０Ｍ-2,(D)タテヤマスギ(正常）

－２０－



(3)花粉形成に異常が認められた個体の発芽率

M-lとＭ－２から自然交配によって得られた種子の発

芽率は，両者共に一般的なスギの発芽率(20～40％）よ

り低かった(表5-4)。特に，Ｍ－ｌは３年間の平均で１

％以下であることから。雌花の機能にも異常があると判

断された。一方，Ｍ－２は2003年に20％の発芽率を示し

ており，得られた苗も順調に生育していることから（図5-

5)，雌花の機能は正常であると考えられた。

表５－４花粉稔性に異常を有するスギの発芽率(％）

系統名2001年2002年2003年平 均

Ｍ－１

Ｍ－２

タテヤマ(正常)静

1.0

9.0

98

雑冨山県魚津採種園由来の種子

０．５

４．７

ﾌ３６

１．Ｃ

20.0

36.5

0.8

11.2

23.3

蕊
〒壁、鍾懸醗蕊謹填職

図5-5雄性不稔スギ(Ｍ-2)から自然交配

によって得られた苗

(4)花粉形成に異常が認められた個体の発根率

Ｍ－ｌとＭ－２は，ともに95％以上の高い発根率を示し

た(表5-5)。このこから，これらのスギをさし木によって

増殖・普及することは可能であると判断された。

表5-5花粉稔性に異常を有する個体の発根率

系統名さし穂の本数発根した穂数発根率(％）

Ｍ－１

Ｍ－フ

23

3Ｃ

Z３

２９

100

96.7

(5)花粉形成に異常が認められた個体の染色体数

Ｍ－１とＭ－２の根端を採取し染色体数の調査を行った

結果，両者ともにその数は22本(2,=22)と正常であり，

三倍体(3,=33）（佐々 木・黒木1982)や三染色体性

(2,=23）（染郷・菊池1980)のような異常は確認できな

かった(図5-6)。

Ｂ

‘ﾗｒ:異ﾐﾝi蒋雰善プﾊー８

』壁､一

二二;で
も、－

〔
胸

図5-6雄性不稔スギ(Ｍ-1,Ｍ-2)とタテヤマスギの
根端細胞における分裂中期の染色体

（A)Ｍ-1,(B)Ｍ-2,(Ｏタテヤマスギ(正常）

第 ４ 節 考 察

スギの花粉症が大きな社会問題になっていることから．

花粉を飛散させない新たなタイプの雄性不稔スギは，花

粉症対策としての新しい品種を開発する上で重要な育種

母材料となる。今回富山県魚津採種園産種子由来の

実生苗10,902個体の中から２個体の雄性不稔スギ(Ｍ－

１，Ｍ-2)を選抜することができた。若花年齢に達した

スギ林の中から雄性不稔個体を選抜するには．多大な労

力と時間が必要になるが，今回の選抜方法では材料に３

年生の実生苗を用いることから数千本単鰯位であればそれ

程大きな栽培面積を必要とせず，しかもジベレリン処理

後，数ヶ月で結果が出るため短い生育期間で雄性不稔個

体を選抜することができる。また．スギと並んで花粉症

が問題になっているヒノキもジベレリン処理により苗木に

－２１－



着花させることができるため，同様の方法でヒノキの雄

性不稔個体を選抜できる可能'性がある。

今回得られたＭ－１，Ｍ－2は，染色数に異常が確認

できなかったこと等から考慮すると，この不稔性は染色

体異常によるものでなく花粉形成に関与する何らかの遺

伝子の突然変異(雄性不稔遺伝子とする）によるものと

推測された。さらに，小胞子の崩壊が一核期以降に発

現することが明らかになったが，富山不稔の花粉粒は完

全に崩壊してオービクルが確認できなかったのに対して，

Ｍ－ｌとＭ－２は花粉の表面で互いに融合したような壊れ

方をしていてオービクルが存在していたことから，富山不

稔とＭ－１，Ｍ－2は異なる雄‘性不稔遺伝子によって引き

起こされている可能性が示唆された。Kaulerα/,(1988）

によると，雄'性不稔植物では減数分裂以前の花粉母細

胞期から開花期の花粉にいたるまで様々な時期に種々の

異常が出現し，その遺伝子数は，トウモロコシで60,ト

マトで55,オオムギで48あると報告されている。このこ

ともあって．スギにも多様な雄性不稔遺伝子が存在して

いる可能性が高い。また，Ｍ－ｌは発芽率が1％以下と低

く両性不稔の可能性が高いが，M-2は発芽率の結果な

どから育種の母材料として利用することが可能であると

考えられる。このスギを実用化するためには，その遺伝

様式を明らかにした後，富山不稔と同様に，精英樹を中

心とした交配家系を育成しつつ精英樹や気象害抵抗性

候補木の中から同一の雄性不稔遺伝子を保有したクロー

ンを探索する必要がある。そうすることによって，木材

生産性に優れ，さらに遺伝的に多様な雄性不稔スギの作

出に結びつくと期待される。

本研究では10,902個体中２個体の雄性不稔個体が出

現したことから，その頻度は5,451分の１となる。トマト

の同様の値は２万分の1程度と報告されていることに比べ

ると(Rickl948)，今回の結果は高い値となった。また，

今回は採種園産の種子を混合して使用したため，選抜さ

れた２個体の母樹は特定できなかったが，採種園を構成

している精英樹等の中に雄性不稔遺伝子を保有したクロ

ーンが存在する可能性がある。

雄‘性不稔スギの普及を図るためには，生態的なリスク

を考慮して雄‘性不稔性の遺伝子プールを拡大しておく必

要がある。本手法は少ない栽培面積と短い生育期間で雄

性不稔スギを選抜できることから，全国各地で適用可能

であり，多くの地域からそれを選抜することによって雄

性不稔性の遺伝子プールの拡大に繋がると考えられた。

第６章マイクロプレートリーダーを用いた
簡便なスギ花粉アレルゲン

ーCryjl-の定量法の確立

第１節はじめに

序論で記したように，スギ花粉症を引き起こすメジャー

アレルゲンとしてＣｒｙｊｌとＣｒｙｊ２の２種類のタンパク質

が同定されており，スギ花粉症患者の90％以上がこれ

らのいずれか，または両方に対する特異的IgE抗体を

保有している(Hashimotogtaﾉ.1995)。ＣｒｙｊｌとＣｒｙｊ

２は，どちらも主要なアレルケンでありながら抗原‘性が

異なり，Ｃｒｙｊｌ含量がCryj2より数倍多く存在してい

ると報告されている(津谷ら1994)。また，アレルギー患

者を対象にしたＣｒｙｊｌとＣｒｙｊ２による皮内テストでも，

Cryj2よりＣｒｙｊｌの方が高い陽性率を示した(安枝

1994)。これらのことから，スギ花粉症患者にとってCry

jlが最も重要なアレルゲンであると言える。

最近，Ｃｒｙｊｌ量がスギのクローン間によって大きく異

なることが明らかにされたことから(佐々 木ら1996)，（津

崎ら1997)，（後藤ら1999)，アレルゲン(Cryjl)フリ

ーの変異体やそれが極めて少ない精英樹などが選抜でき

れば，雄‘性不稔と同様に重要な遺伝資源となる。また，

これまでに林業サイドでの花粉症対策として，精英樹を

中心に雄花の着花量に関する調査が行われてきたが(千

田・近藤1998)，（大谷ら2000)，（西山ら2000)，（戸田

ら1996)，今後はスギ花粉に含まれるアレルゲン量につ

いても調査研究する必要があると考えられる。

そこで本章では，サンドイッチELISA法をもとにして

感度が高い蛍光色素発色反応を加えた手法を確立し，

スギ花粉のタンパク質の抽出からｃｒｙｊｌの定量まで一

連の実験系について，できるだけ簡便かつ低コストにな

るよう検討した。

第２節材料および方法

(1)材料

富山県の主要品種であるカワイダニスギとリョウワスギ，

対照としてヒノキの花粉を用いた。花粉は1998年２月中

旬に採取し，４℃で保存した。

(2)タンパク質の抽出

タンパク質の抽出法については，抽出バッファーの違

い，振とう時間の差，ジエチルエーテルによる脱脂効果

について検討した。サンドイッチELISA法の条件設定は

下記の抽出法'で行った。

･抽出法１

シリカゲルで乾燥させた花粉０．１９にlOm0の抽出液

(Coca液，表6-1）を加え30秒程VOrtexした後，室温

で１０時間振とう（TAITECMildMixerSI-36)させた。

その後3,000rpm１５分２３℃で遠心分離を行い，上清を

４℃で保存した。

･抽出法２(脱脂あり）

シリカゲルで乾燥させたスギ花粉０．１９にlOn10のジエチ

ルエーテルを加え一時間振とうし，脱脂した。その懸濁

液を減過し，室温で乾燥させ，ｌＯｍ０の抽出液(Coca液

またはTrisバッファー，表6-1）を加えた。３０秒程

Vortexした後，室温で１４時間振とうさせ，その後

－２２－



10,000rpm１５分４℃で遠心分離を行い，上清を４℃で

保存した。

･抽出法３（脱脂なし）

シリカゲルで乾燥させた花粉0.19にlOmOの抽出液

(Coca液または'ｍｓバッファー）を加え30秒程VOrtexし

た後，室温で１４時間振とうさせた。その後10,000rpm

１５分４℃で遠心分離を行い，上清を4℃で保存した。

上記の手法による花粉抽出液を４－１から４－１'まで希釈

液(表6-1）で希釈し，それぞれをサンプルとした。

表6-1タンパク質の抽出に使用した緩衝液の組成

Coca液

Ｎａｄ

ＮａＨＣＯ３
Ｐｈｅｎｏｌ

Trisバッファー

Ｔｒｉｓ(ｐＨ8.0）
ＥＤＴＡ

ＮａＣｌ

２－Mercaptoethanol

希釈液

Ｔ｢is(ｐＨ7.5）
Ｎａｑ

ＴＷｅｅｎ２０

ＢＳＡ

８５，Ｍ

32.7ｍＭ

４２５ｍＭ

５０，Ｍ

５ｍＭ

１２５ｍＭ

２ ％

５０，Ｍ

１４５，Ｍ

0.05％

０．１％

(3)サンドイッチELlSA法

サンドイッチELISA法は２種の抗体を使用してＣｒｙｊｌ

に対する原抗体反応のはさみうちを行うことにより検出す

る方法で,発色にはABC法(抗体標識にビオチンを用い，

ビオチンにアビジン酵素複合体を結合させた後，酵素と

基質を反応させ発色させる方法)を用いた(図6-1)。

実験の手順を図6-2に，用いた薬品を表6-2にまとめ

た。９６穴マイクロプレートの各穴に炭酸緩衝液で希釈し

たＣｒｙｊｌポリクローナル抗体を含むウサギIgG分画を

lOO似lずつ加え，４℃で一晩静置し，抗体を固相(プレ

ート）に吸着させた。ＴTBS液で６回洗浄後，ブロッキ

ング液を200皿ずつ各ウェルに分注し，４℃で３時間静

置させた。その後，ＴTBS液で６回洗浄後し，それぞ

れの濃度に希釈液で希釈したサンプルを１００αlずつ分注

し，４℃で一晩静置した。再びＴTBS液で６回洗浄後，

ビオチンラベル化したＣｒｙｊｌに対するモノクローナル抗

体(JIBOl)を希釈液でそれぞれの濃度に希釈し，５０以ｌ

ずつ分注した。室温で１時間静置させた後，ＴTBS液で

６回洗浄し，アビジンーβ一ガラクトシダーゼ用希釈液で

１，０００倍に希釈したアビジンーβ一ガラクトシダーセ溶液を

50mずつ分注した。室温で30分静置後，ＴTBS液で６

回洗浄し，酵素希釈液で希釈した４－メチルウンベリフェ

リル反応液を１００“lずつ分注し,３７℃で30分反応させた。

Ｘ
☆ｏｙｊｌ 主ピオチン

Ｙﾓﾉｸﾛーﾅﾙ抗体函アビジン

Ｙポﾘｸﾛーﾅﾙ抗体叢発色物質@-MU）

。◆◇▽★その他のタンパク質

図6-1蛍光サンドイッチELlSA法の原理

希釈したｏｙｊｌのポリクローナル抗体を
プレートの各穴に吸着させる。

↓4℃で一晩
１TBS液で６回洗浄

↓
ブロッキング液でコーティングする。

↓4℃で3傭闇
１TBSで６回洗浄

↓
サンプルの注入

↓4℃で~晩
１TBSで６回洗浄

↓
ビオチンラベル化したClryjlのモノクローナル抗体を各穴に入れる。

↓塞温で'時闇
Ｔ｢BSで６回洗浄

↓
アビジンーβ－ガラクトシターゼ溶液の注入

↓重潟で30分
１TBSで６回洗浄

↓
４－メチルウンベリフエリルーβ－，－ガラクシドを

加え反応させる。

↓37°Ｃで30分
停止液を加え,自動蛍光光度測定器で測定する。

図6-2蛍光サンドイッチELlSA法の手順
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0.5

１

０．１

実験系で使用するタンパク質の希釈率は4-4または4-3が

適していると考えられた。

固相に吸着させたポリクローナル抗体の量は，500,

1,000,2,500ngの間でＦＵ値に大きな差が認められなか

った。このことから，500,9を適量とした。また，ビオ

チン化したモノクローナル抗体はすべての組み合わせで

125,9の方が高いＦＵ値を示したが，品種間もしくはクロ

ーン間のＣｒｙｊｌ量を比較する際にその差は問題になら

ないことから，経済性も考慮し25,9を適量とした。

表６－２ELISA法に使用した緩衝液等の組成

咽
帆
％

炭酸緩衝液

Na2CO3

NaHCO3

NaN3

1T8S液

Tris(ｐＨ7.5）
Ｎａｑ

ＴＷｅｅｎ２０

１５ｍＭ

３４８ｍＭ

Ｏ､0２％
表6-3実験に使用したタンパク質とCryjlのポリク

ローナルおよびモノクローナル抗体の濃度
５０，Ｍ

１４５，Ｍ

0.05％

(2)検量線の作製

この条件下でｃｒｙｊｌを定量する検量線を作成した。

１０蝿/'noの濃度に調整されているＣｒｙｊｌ標準液(安枝ら

1996)を4-4から4-10まで希釈した後，ＦＵ値を測定し

回帰分析を行った結果，Ｃｒｙｊｌの量とＦＵ値の間でy＝

0.00000lx2＋0.0025x-0.0797(R2=0999)の関係式が得

られ，この式を検量線とした(図6-4)。

(3)Cryjlの抽出条件
カワイダニスギの花粉を材料に用い，効率よくＣｒｙｊｌ

を抽出する条件を検討した。

抽出バッファーの中に花粉を入れ振とうさせる時間の

長さを１０時間と14時間で比較した結果，１４時間の振と

うの方が１０時間のそれより4-4希釈の時で約6.8倍，４－３

希釈の時では約1.9倍量のＣｒｙｊｌ(､g/InO)が抽出され

た(図6-5)。次に，２種類の抽出液(Coca液とTrisバ

ッファー)で抽出されるＣｒｙｊｌ量を比較した結果，Ｃｏｃａ

液の方が'Irisバッファーより4-4希釈の時で約2.4倍，４－３

希釈の時では約1.4倍多く抽出された(図6-6)。ジエチ

ルエーテルによる脱脂の効果を２種類の抽出液で調査し

たが，すべての希釈においてＦＵ値に差は認められなか

った(図6-7)。

(4)モノクローナル抗体の交差反応性

実験で使用したモノクローナル抗体の交差反応性につ

いて調査するため，ヒノキの花粉から抽出法２でタンパ

ク質を抽出し同じ条件でELISAを行った結果，低い交

差反応が認められた(図6-8)。

タンパク質濃度ボリクローナル抗体型(､9)モノクローナル抗体量
４~１

４－２ ５０

４~３

４~４ １２５

４~５ ５００

４－６

４－７

４－８ 1,000２５

４－９

４~1０

４~1１ 2,500

ブロッキング液

Tri5(ｐＨ7.5）
ＮａＣｌ

Ｂ５Ａ

アビジンーβ一ガラクトシターセ液
Avidin-β-9alactoSidaSe
T｢BS液

ＢＳＡ

アビジンーβ－ガラクトシ
ダーゼ用希釈液(ｐＨ7.0）

Na2HPO4､１２Ｈ２０

ＮａＨ２ＰＯ４２Ｈ２０
ＮａＣｌ

ＭｇＣ'2.6Ｈ２０
ＮａＮ３

ＢＳＡ

酵素希釈液（ｐＨ7.0）
ＮａＨ２ＰＯ４
Ｎａｄ

Ｍ９Ｃｌ２
ＮａＮ３
ＢＳＡ

４－メチルウンベリフエリル反応液

４－Methylumbelliferylβ-,‐
galactoside
酵素希釈液

停止液(ｐＨ10.3）
ＧＩｙｄｎｅ
ＮａＯＨ

５０ｍＭ

１４５ｍＭ

１％

停止液をlOOulずつ加えて反応を停止させ，酵素反応に

よって生じた４－メチルウンベリフェロンの蛍光を自動蛍光

光度測定器(ラボシステムジャパン社)で測定した。

Ｃｒｙｊｌポリクローナル抗体及びモノクローナル抗体は

Yasuedaetaﾉ.(1983)によって調整されたものを使用し

た。

0.68

２０

噌
帆

４．５，Ｍ

５．５ｍＭ

１００ｍＭ

１，Ｍ

０．１％

０．１％

Ｍ
Ｍ
Ｍ
％
％

ｍ
ｍ
ｍ

Ｏ
Ｏ
１
１
１

１
０
０
０

１

第３ 節結果

(1)Cryjlを定量するサンドイッチELlSAの条件設定
至適なタンパク質の希釈濃度とＣｒｙｊｌの固相(ポリク

ローナル)抗体及びモノクローナル抗体の量について検討

した。その組み合わせを表6-3に示した。すべての組み

合わせにおいてタンパク質の希釈率が高くなるほどＦＵ

(fluorescenceunit)値は低くなり，4-5よりも高い希釈率

ではＦＵ値に差は認められなかった(図6-3)。4-2よりも

低い希釈率ではＦＵ値に頭打ちが認められたため，この

２００，Ｍ

０．２Ｎ

－２４－
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タンパク質の希釈率

図6-5振とう時間の違いによる抽出された

Cryjl量の差

５
０
５
０
５
０
５
０
５
０

４
４
３
３
２
２
１
１

（
一
Ｅ
へ
、
こ
）
唄
二
ご
〕

ｙ＝１E-05x2＋0.0025ｘ‐0.0797
Ｒ２＝0.9995

Coca液

2000

1600

図６－７２種類のバッファーを用いて抽出した花粉

タンパク質の脱脂効果

'四１１２００
－

三８００

400

０

０ 5 00１０００

Ｆ Ｕ 値

1５００２０００

-11‐９－７－５‐３‐１

タンパク質の希釈率
図６－４０yjl量とＦＵ値の関係

Trisbuffer3５

図6-8Cryjlモノクローナル抗体とヒノキ花粉
タンパク質との交差反応性

ロ１０時間

■１４時間

2000

０
５
０
５
０
５

３
２
２
１
１

（
ｌ
Ｅ
へ
団
匡
）
鯛
一
一
ご
Ｕ

一ヒノキ

ヨースギ

1６００

埋1200

宝８００

400

０
-11‐９－７－５‐３‐１

1６００

タンパク質の希釈率

５
０
２
２

（
一
Ｅ
へ
、
亡
）

3５ 2000

／

Ｐ

ノ

－４‐ ３

タンパク質の希釈率

図6-6抽出バッファーの違いによるCryjl量の差

－２６－

．８０O
Ｌ

４００

■Coca液

pTrisbuffer 〆ー■

ノ

3０

ノ

-11－９‐７－５-３－１

タンパク質の希釈率

理１２００

０

５
０
１
１

園
一
一
ご
〕

０

５

一一脱脂あり

・・士・・脱脂なし

丘

房
ゴ

Ｑロ

一一■一一脱脂あり

・・＊・・脱脂なし 茸廻守田

／
算
ﾉﾉ

０１



第４節考察

本章では，スギ花粉のタンパク質の抽出からＣｒｙｊｌ

の定量まで一連の実験系についてできるだけ簡便かつ低

コストになるよう検討した。アレルゲンを抽出する場合，

一般的に,①磨砕,②脱脂,③抽出,④漉過,⑤透析，

⑥濃縮,⑦無菌化の工程がとられる。もちろん全ての物

質でこの全工程を必要とするわけではなく，例えば花粉

の場合，透析は一般的に必要としない(油井1979)。

本実験では，Ｃｒｙｊｌの多くが花粉外壁の表面とオービ

クルスに存在していることから(Miki-Hiroshigeataﾉ．

1994)，手間をかけて花粉を破壊する必要はないと判断

し，磨砕の工程は省略した。しかし，同様の実験系で

花粉の内部に存在するＣｒｙｊ２を定量する場合は，花粉

の細胞壁を壊す工程(磨砕)が必要になると考えられる。

脱脂は刺激性成分を除きアレルケン物質の抽出効果をよ

くするために行われるが，本実験によりスギ花粉の場合，

脱脂の効果はほとんどないことが明らかになった。この

ことはアレルゲンであるＣｒｙｊｌが鼻粘膜上で容易に溶け

出すことを示唆しており，スギ花粉症患者急増の原因の

一つになっている可能性が考えられた。抽出ではCoca液

と14時間振とうの組み合わせが最も高い収率であった。

安枝（1994)は，0.125Ｍの炭酸水素アンモニウムや炭酸

水素ナトリウムを用いると花粉１９あたり300～500蝿の

Cryjlが短時間のうちに抽出されてくると報告しており，

津谷ら（1993）も0.125Ｍ炭酸水素ナトリウムによるＣｒｙ

ｊｌ，Ｃｒｙｊ２の抽出はともに60分で終了すると報告してい

る。しかし，今回の実験では振とう時間を10時間と１４

時間で比較した結果，約２～７倍の差がみられた。この

ことから，今回の実験系では少なくとも１０時間の振とう

ではＣｒｙｊｌを抽出しきれていないことが示された。また，

１０時間振とうの場合，Ｃｒｙｊｌ量に希釈率を乗じた値に

定量性がなかった。この理由は明らかではないが，スギ

品種の違いにより抽出効果の悪い場合や抗原抗体反応

に対する何らかの阻害物質の存在も考えられる。次に抽

出液による比較では津谷ら(1993)によると，トリス，炭

酸水素ナトリウム，炭酸水素アンモニウムのいずれを用い

ても弱アルカリであれば同程度の収率であったと報告さ

れているが，本実験では使用した２種類の抽出液とも弱

アルカリであったにもかかわらず，1.4～２倍の差がみら

れた。このことからＣｒｙｊｌの収率はｐＨの効果だけでは

ないことが示唆された。濃縮や無菌化の工程は手法の簡

便化を目的としているため省略した。

タンパク質の抽出からＣｒｙｊｌの定量まで本実験系で

適した条件を表6-4にまとめた。タンパク質の希釈濃度

は図6-3より4-4または4-3の希釈が適していると考えら

れたが，Coca液-14時間振とうで抽出した場合，4-3希

釈で頭打ちがみられたため4-4希釈を適量と判断した。

表６－４タンパク質の抽出とELlSAの至適条件

タンパク質の抽出

バッファーの種類

振とう時間

脱脂

ELlSAの条件

タンパク質の希釈濃度

固相抗体の愚

モノクローナル抗体の壷

Coca液

14時間

なし

4-4

500,9

２５，９

マイクロプレートリーダーを用いたＣｒｙｊｌの定量には，

モノクローナル抗体を使用することが望ましい。津谷ら

(1994)はＣｒｙｊｌのポリクローナル抗体でELISA分析を

した結果，Ｃｒｙｊ２や調査した１０種の花粉すべてに交差

反応が認められたと報告している。このことからビオチン

化したポリクローナル抗体を同様の実験系で使用した場

合，目的以外のタンパク質も測定する危険性が十分考え

られる。Suzukielaﾉ.(l996a)は今回使用したモノクロ

ーナル抗体(JIBOl）を用いてスギ花粉抽出液を材料にウ

ェスタンブロッテイングを行った結果，Ｃｒｙｊｌの分子量

である約40kDaに一致したバンドしか現れなかったと報

告している。このことから，本実験系においてCryjl

以外のタンパク質を測定している可能性は低いと考えられ

た。また，今回使用したモノクローナル抗体(JIBOl)と

結合するエピトープに高い頻度で変異が認められた場

合，Ｃｒｙｊｌとの結合‘性が大幅に低下するため，その定

量に適さないと判断されるが，後藤(2005)は全国の精

英樹522クローンについて調査した結果，約99％のクロ

ーンがこの抗体と反応したと報告している。このことか

ら，本実験系でJIBOlを使用することに大きな問題はな

いと考えられた。

今回の調査で低い数値ながらもヒノキとの交差反応が

認められたが，これはＣｒｙｊｌとヒノキのメジャーアレル

ゲンであるＣｈａｏｌがアミノ酸配列で約80％の相同性を

持ち(Suzukigta1l996b)，共通のエピトープを保有し

ているため(阪口1998)と考えられた。

作製した検量線をもとにカワイダニスギの花粉から

Coca液－１４時間振とうで抽出されたＣｒｙｊｌ量を算出す

ると，１９あたり約502蝿であった。この量は安枝

(1994)の報告とよく一致することから，本実験系に大き

な問題はなくＣｒｙｊｌも十分抽出されていると思われた。

Cryjlの含有量について安枝（1994)は，この量は花粉

の産地や採集年度にかかわらずほぼ一定であるとしてい

るが，本研究で使用したカワイダニスギとリョウワスギを

比較した結果，両クローンとも富山県の主要品種である

にもかかわらずカワイダニスギの方がすべての組み合わせ

で高い数値を示した。このことは品種間やクローン間で

Cryjlの含有量が異なることを示唆しており，さらに詳

細な研究の必要性をものがたっている。

－２７－



本章で使用した蛍光サンドイッチELISA法は感度が

高いことから品種間やクローン間の差を検出しやすいとい

う利点があり，定量には96穴のマイクロプレートを使用

しているため効率的な手法である。以上のことから，本

手法はＣｒｙｊｌの発現特‘性やクローン間差などのような育

種的研究に効果的に活用することができると考えられた。

VOrtex

!、』

第２節材料および方法

(1)品種間およびラメート間での花粉1個あたりの重

さとCryjl含量の変異
1999年に富山県林業試験場の構内に植栽されている

２品種のスギ（ミオスギ，マスヤマスギ)，それぞれ８個

体から花粉を採取し，シリカゲルを用いて乾燥させた。

これらの花粉０．１９をlOm0の水道水の中に入れvortexを

かけた後，そこからｌ似lとり，さらに10倍に希釈して血

球計算盤(フオックスローゼンタール盤)を用いて，その

数を数えた(図7-1)。この数値から逆算して花粉１個あ

たりの重さを算出した。次に，０．１９の花粉をｌＯｍ０の抽

出Buffer(Coca液)の中に入れ，Ｃｒｙｊｌの抽出および

定量を第６章で記した蛍光サンドイッチELISA法で行っ

た。ここで得られた結果から，花粉一個あたりのCryj

l量を換算し求めた。

(2)ｸﾛー ﾗﾉ間における花粉'個あたりの重さとcryj’
量の変異

1999年に富山県林業試験場の構内に植栽してある富

山県の精英樹や雪害抵抗'性候補木，117クローンから花

粉を採取し同様の方法で花粉１個あたりの重さとＣｒｙｊ，

含量を求めた。

(3)ジベレリン処理によるcryjl量への影響
富山県林業技術センターの構内に植栽されているボカ

第７章Cryjlの発現に関する基礎的研究

第１節はじめに

これまでの免疫化学的な調査から，Ｃｒｙｊｌの大部分

は花粉の最表層を構成する花粉壁外層(sexine)および

その表面に付着している微粒子のオービクルスに存在し

(Miki-Hiroshigeataﾉ.1994)，その分子量は40,000前

後で(Yasuedagtα/､1983)，ヒノキと交差反応‘性がある

こと（Panzaniataﾉ.1986)，（斎藤・寺西1999)などが

明らかにされているが，実用化に向けて花粉アレルケン

の少ないスギを選抜するためにはＣｒｙｊｌの発現特‘性に

関してさらなる基礎的な調査が必要となる。

そこで，林木育種的な面からＣｒｙｊｌ量に関する基礎

的データを得ることを目的として，ラメート間やクローン

間でのＣｒｙｊｌ量の比較調査を行った。また，スギの着

花促進で一般的に利用されるジベレリン(GA3)処理や生

育環境の違いがｃｒｙｊｌの発現量に及ぼす影響，ｃｒｙｊｌ

の構造的な変異の有無についても調査を行った。

図7－１

柵ル…

－２８－

スギを材料に用い，ジベレリン処理をした個体と無処理

の個体から1999年に花粉を採取し，同様の方法で花粉

１個あたりのＣｒｙｊｌ含量を求めた。

(4)標高の違いによるCryjl量の差異
1999年に標高９ｍ(富山県富山市百塚)と240ｍ(富山

県中新川郡立山町吉峰)に植栽されているボカスギ(さし

木品種)，それぞれ４個体から花粉を採取し，花粉1個

あたりのＣｒｙｊｌ含量を求めた。また，標高９ｍ(富山県

富山市百塚)と240ｍ(富山県中新川郡立山町吉峰)，

720ｍ(富山県中新川郡立山町芦峨寺字前谷)に植栽され

ているタテヤマスギ(実生品種)の集団，それぞれ１９個

体，２２個体，２４個体の花粉1個あたりのＣｒｙｊｌ含量を

求めた後，標高間で比較調査した。

(5)cryjlの構造的変異に関する調査
ウェスタンブロッティング法によってＣｒｙｊｌの構造的

変異の有無について調査した。1999年に富山県の精英

樹や雪害抵抗性候補木103クローンの花粉を材料に用い，

同様の方法で抽出したスギ花粉抽出物をポリアクリルアミ

ドゲルで電気泳動し，ニトロセルロース膜に転写させた。

次に，５％のスキムミルク溶液でニロセルロース膜をブロ

ッキングした後，抗ＣｒｙｊｌｌｇＧ(コスモバイオ社)と反応

させた。TTBS溶液で洗浄した後，抗rabbitlgGAP

(Dakopatts社）と反応させ，再びTTBS溶液で洗浄し

た後，アルカリフオスファターゼ基質キット（フナコシ社）

でバンドを検出し，位置確認を行った。

血球計算盤

血球計算盤を用いた花粉一個あたりの

重さの算出方法

「
一

戸
」
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(a）
第３節結 果

(')品種間およびラメート間での花粉1個あたりの重

さとcryjl含量の変異

ミオスギとマスヤマスギ，それぞれ８個体の花粉１個あ

たりの重さを調査した結果，同じ品種内（ラメート間)で

は差がなかったものの，品種間ではミオスギ(平均

lOO9ng)とマスヤマスギ(平均8.59,9)の間で約1.2倍の

差があり，有意差(p<0.01)が認められた(図7~2)。こ

の結果をもとに花粉1個あたりのＣｒｙｊｌ量を求めた結果，

ミオスギとマスヤマスギの間では約1.8倍の差があり有意

差(p<0.001)が認められたが，ラメート間ではほとんど

差が認められなかった(図7-3)。

(2)クロ→ﾉ間における花粉1個あたりの重さとCryjl
量の変異

花粉１個あたりの重さについて調査した結果，最も軽

いクローンと重いクローンの問では約1.9倍の差があった

が，１１７クローン中72クローンがlO～llngの間にあり全

体の約92％が８～llngの間にあったことから，花粉1個

あたりの重さの変異は小さいことが明らかになった(図7-

4a)。この結果をもとに花粉１個あたりのＣｒｙｊｌ量を算

出した結果，最も多いクローン(7.54pg/個）と少ないク

ク
ロ

ン
数

6～７７～８８～９９～１０１０～１１１１～１２１２～１３

花粉１個あたりの重さ（､9）

3０

三 オマスヤマ

図7-3品種間およびラメート間での

花粉一個あたりのCryjl量の比較

(b）
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花粉１個あたりのＣｒｙｊｌ量（pg）

図7-4クローン間における花粉一個あたりの

重さ(a)とCryjl量(b)の比較

ｐ＜0.01
ローン(0.26pg/個)では29倍の差があり，３～５ｐｇ/個

を中心に正規分布することが明らかになった(図7-4b)。

(3)ジベレリン処理によるCryjl量の影響
ジベレリン処理をしたボカスギのＣｒｙｊｌ量は1.97±0.21

(pg/個)であり，無処理のそれは1.95±０．１３(pg/個)で

あった。両者の間で有意な差は認められなかった。

(4)標高の違いがcryjl量に及ぼす影響
標高240ｍと標高９ｍに植栽されているボカスギのＣｒｙ

ｊｌ量を比較した結果，標高９ｍでは3.93(pg/個)，標高

240ｍでは1.92(pg/個）となり，同一クローンにもかかわ

らず標高９ｍのボカスギの方が有意(p<0.01）に多いとい

標高９ｍ 標高240ｍ

鋳鵠は1％で有意差があったことを示す。

図7-5標高の違いによるボカスギのCryjl量の比較
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図７－２品種間およびラメート間での

花粉一個あたりの重さの比較
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１

う結果になった(図7~5)。また，タテヤマスギの実生集

団でも標高９ｍで491(pg/個)，標高240ｍで469(pg／

個)，標高720ｍで3.89(pg/個）となり，標高が高くなる

につれてCryjl量は減少する傾向が認められ，５％水

準で右意な差が認められた(図7-6)。
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郷・菊池1980)，（二宮ら1986)◎スギの糖英樹でも３

倍体が数多く見つかっていることから(染郷1982)，（佐々

木・黒木1982)，（近藤1986)，（朱長・岡崎1989)，ク

ローン間でアレルゲン量の比較を行う場合は花粉1個あ

たりの重さを本手法によって算出し，それをもとにＣｒｙｊ

ｌの定量を行う方がより精度が高くなると判断された。た

だ，調査する全てのクローンについて花粉1個あたりの重

さを算出するには多大な労力を必要とするため，最初に

重量あたりのｃｒｙｊｌ量を測定してスクリーニングした後，

本手法によって花粉一個あたりのＣｒｙｊｌ並を算出し，

低花粉アレルゲン(cryjl)性のクローンを選抜した方が

効率的であると考えられる。

次に，外部環境がｃｒｙｊｌの発現量に及ぼす影響につ

いて調査する必要がある。スギはクローン間によって雄

花の着花性が著しく異なり(橋詰1990)，（増田ら1993)，

(千田・近藤1998)，さらに豊作年と凶作年の差も非常

に大きいことから(藤崎1988)，（信太ら1998)，スギの

採種園では安定的に種子生産を行うためジベレリン

(GA3)による着花促進が一般的に行われている。ジベレ

リンは生育促進や花芽分化に関与する植物ホルモンの一

種であり，スギの場合，６月下旬から７月下旬にかけて

ジベレリン水溶液を葉面散布するかジベレリン穎粒を幹

や枝に埋め込むことによって着花促進される。本章の結

果から，ジベレリンはｃｒｙｊｌ量に影響を与えないことが

明らかになり，Ｇｏｔｏｇｵαﾉ.（2003）も同様も報告をしてい

る。このことから，ジベレリンによる着花促進技術を利

用することによって自然着花量の少ないクローンや凶作年

でも花粉のサンプル採取が可能となり，効率的にＣｒｙｊ

ｌ量の少ないクローンの選抜を行うことができると考えら

れた。

今回の調査でポカスギ，タテヤマスギともに標高が高

第４節考察

スギ花粉症対策の一環としてｃｒｙｊｌ鮭の少ないスギ

を選抜するためには，クローン間での比較を行わなけれ

ばならないが，その場合，いくつかの基礎的な調査が必

要になる。最初に，比較調査の出発点をどこにするのか

が重要になる。これまでのクローン間によるアレルゲン量

の変異は花粉lｇあたりのcryjl量について報告(佐々

木ら1996)，（Kondoaaj.1997)，（後藤ら1999)されて

いるが．この場合はクローン間による花粉１個あたりの重

さの違いを考慮していない。今回の調査結果で，花粉１

個あたりの重さの変異は小さいもののクローン間によって

異なることが明らかになり，最も重いクローンと軽いクロ

ーンでは約1.9倍の差があった。３倍体や異数体のような

染色体数に異常が認められる個体では花粉母細胞の減

数分裂時に染色体の不均等な分配が生じるため，花粉

の大きさや形態が異常になることが報告されている(染

－－－－■■■■■■■■■－－－■■■■■■■■■■■－－－

図7-7遺伝的変異を保有したCryjlの
パンドパターン

(5)cryjlの構造的変異

ウェスタンブロッテイング法によってＣｒｙｊｌの構造的

変異の有無について調査した結果，１０３クローン中94ク

ローンが過去の報告(安枝2000)通り，約40kDaのと

ころに２本のバンドが検出されたが，９クローンでは約

34kDaのところにもバンドが検出された(図7-7)。次に，

この34kDaのバンドを保有したクローンと保有していない

クローンでｃｒｙｊｌ量の比較を行ったが，両者(バンドあ

り-3.68±L65pg/個，バンド無し-3.64±l45pg/佃)の

間で有意な差は認められなかった。

９ｍ 240ｍ 7201ｍ

図7-6標高の違いによるタテヤマスギの

cryjl量の比較
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表7-1標高別調査地における気象データ

25Z4

239.4

210.9

平均気温

標高 1 2 月 １ 月 ２ 月 ３ 月 平均

143.2

174.2

181.1
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3.2
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2.4

0.4

-1.7

２．６

0.4

-1.6

5.7

3.5

1.6

４．０

1.9

-0.2

日照時間

標高

国
璽
一
二
同

剛
標 1 2 月 １ 月 ２ 月 ３ 月 平均

1 2 月 １ 月 ２ 月 ３ 月 平均

9ｍ

240ｍ

720ｍ

<なるにつれてCryjl量は減少する傾向が認められ，そ

の量は環境の影響を受けることが明らかになった。スギ

は６月下旬から９月下旬にかけて新芽を成長させながら

花芽を分化させ，１２月までにはそのほとんどが成熟花粉

になる(橋詰1962)。Ｃｒｙｊｌは満のタペータムと成熟花

粉の外壁およびオービクルスに存在するので，タペータム

由来であると考えられており（Miki-Hiroshigeeｫαム

1994)，その量は花粉が成熟した後の１２月から３月にか

けて急増することが報告されている('makahashigtα/，

1989)。このことから，１２月から３月までの気象条件に

着目し国土交通省の気候値メッシュファイルから調査した

３カ所(標高９，，２４０，，７２０ｍ)の月別の平均気温，

降水量，日照時間を算出してみると，平均気温のみで顕

著な差が認められた(表7-1)。アレルゲン量と気象条件

の関係については，Gotoetaﾉ.（2004)が精英樹８クロー

ンのCryjl量を関東圏内４カ所で測定し気象条件との

関係について調査した結果，Ｃｒｙｊｌ量と９月の降水量の

間に負の相関があったと報告した。Ahlholmerα/、

(1998)はカバノキ属花粉症のアレルゲンであるＢｅｔＶｌ

は標高の異なる植栽地間で有意な差があることを明らか

にし，気温差がＢｅｔＶｌ量に影響を及ぼしていると考察

した。前述したように，Ｃｒｙｊｌは主に12月から３月まで

の成熟期に発現することを考慮すると，この時期の気象

条件の影響を受けると考えるのが妥当であり，今回の結

果を見る限りではAhlholmeraﾉ.（1998)の考察と同様

に，Ｃｒｙｊｌの発現量は12月以降の気温の影響を受けて

いると考えられた。ただ，Ｃｒｙｊｌの発現には土壌条件

や局所的な日射量による影響など他の要因が関係してい

ることも十分考えられるため，今後は人工気象器などを

用いて詳細な発現特性を把握する必要があるだろう。ま

た，ほぼ同一の生育環境であればラメート間でＣｒｙｊｌ

量の変異はほとんどなかったことから，クローン間で

Cryjl量の比較調査を行う場合には，採種園や採穂園

などのようなほぼ同一環境のクローン集積所から花粉を

採取し調査するのが望ましく，このような場所から選抜

された低花粉アレルゲン(Cryjl)性のクローンは遺伝的

にその発現量が少ない特性を保有していると期待され

る。

富山県で選抜されたスギのクローンについてＣｒｙｊｌの

構造を調査した結果，クローン間で変異があり，３４kDa

のバンドを保有したクローン(変異体)と保有していない

クローン(正常)の２つのタイプに分けられることが明らか

になった。Ｃｒｙｊｌの構造については，Soneetaﾉ．

(1994)によってｃＤＮＡのクローニングが行われており，

9ｍ

240ｍ

720ｍ

175.3

195.4

192.4

75

75.7

74.4

205.4

208.6

201.1

63.8

６５

６９．４

－３１－

129.6

120.3

118.7

80.4

80.6

82.2

その翻訳領域は１，l22bpで成熟タンパク質の総分子量は

38,500であることやＮ一グリコシル基部位の170番目と

333番目のアスパラギンにフルコースとキシロースが結合

した糖タンパク質であることが明らかにされている(Hino

etaﾉ.1995)。これまでにCryjlのｃＤＮＡの塩基置換

(Wangetaﾉ.1998)やアミノ酸レベルでの変異(後藤

2005)は報告されているものの，今回のような大きな構

造的変異は報告例がない。３４kDaのバンドを保有したク

ローン(変異体)と保有していないクローン(正常)の間で

Ｃｒｙｊｌ量に差は認められなかったことから，本実験で

使用した抗体のエピトープには変異が起こっていないと

考えられる。Ｃｒｙｊｌはmultigeneであり，ゲノムあたり

５～８コピー存在すると推定されているため(Wangetaﾉ．

1998)，３４kDaのバンドを保有したクローンのゲノムには

正常なＣｒｙｊｌ遺伝子と変異を起こしたそれが混在してい

ると予想される。富山県の場合，約３４kDaのバンドを

保有する変異体のクローン頻度は約９％の割合であった

が，全国レベルで地理的な傾向があるのか興味がもた

れる。

本章の調査結果から，富山県で選抜された117クロー

ンの花粉１個あたりのCryjl量の変異は非常に大きく，

最も多いクローンと少ないクローンとでは29倍の差がある

ことが明らかになった。これらのクローンは富山県林業

試験場構内の採穂園および採種園内に植栽してあり生育

環境がほぼ同一であることから，その差は遺伝的な特性

によるものであり，Ｃｒｙｊｌ量の少ないクローンを複数選

抜することは可能であることが示唆された。

872

85.4

86.2
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第８章全国25道県におけるCryjl量の
変異と遺伝率の推定

第１節はじめに

第６章と第７章で示したように，Ｃｒｙｊｌ量が品種間や

クローン間で大きく異なるということは，その量の軽減に

向けた選抜育種が可能であることを示唆している。林木

育種的な面からの花粉症対策としてＣｒｙｊｌ量の少ないス

ギ苗の安定生産や新しい品種を開発するためには，スギ

全体でＣｒｙｊｌ量がどの程度の変異を持っているか把握

し，さらにその遺伝率等の情報が必要になる。遺伝率

は表現型によって選抜した効果がどれくらい後代に反映

されるかを示す指標になり，選抜効果(遺伝獲得量)は

遺伝率と選抜差の積で示されることから，高い選抜効果

を得るためには遺伝率も高い値でなければならない。遺

伝率の推定には，植栽地の異なる複数のクローン間の変

異から分散分析によって求める広義の遺伝率と血縁関係

の明らかな交配家系から親子回帰によって求める狭義の

遺伝率の二つ方法が用いられており，選抜育種において

重要なのは狭義の遺伝率である。そこで，本章では北

海道から九州までの全国25道県のスギ精英樹から花粉

を収集し，Ｃｒｙｊｌ量が全体でどの程度の変異を持って

いるのかについて調査した後，母親を共通とする交配家

系を利用してＣｒｙｊｌの狭義遺伝率を推定した。また，

Ｃｒｙｊｌは花粉の細胞壁にあるペクチン質を分解するペク

テートリアーゼ活性を持ち(Taniguchigtaﾉ.1995)，花

粉の発芽や花粉管の伸長に関係していることが示唆され

たため(Wanggtaﾉ.1998)，Ｃｒｙｊｌ量が花粉の発芽能

力や種子の発芽率に影響を及ぼすことも考えられる。こ

のことから，母親を共通とする交配家系を用いてｃｒｙｊｌ

量が種子の発芽率に及ぼす影響についても調査した。

スギ花粉症の有症率は，関東・東海地域では高く，

東北・北陸地域では低い傾向が認められ，地域間で差

があることが報告されている(井上1991)，（中村ら

1999)。これまでにそれぞれの地域で飛散している花粉

数と花粉症有症率との関係については，いくつか報告が

あるものの(岸川1997)，（岸川1998)，花粉に含まれる

アレルゲン量まで考慮した報告はみあたらない。植栽さ

れているスギ品種は地域によって異なることから，飛散し

ている花粉中のＣｒｙｊｌ量はそれぞれの地域によって異

なることも考えられる。そこで，スギ花粉症有症率の高

さの違いをもとに全国を①北海道・東北,②関東．東海，

③北陸,④関西以南の4つのブロックに分け，そのブロッ

ク間でＣｒｙｊｌ量の比較，検討も行った。

ルを交換した。

表8-1調査した道県名とクローン数

合計

クローン数道県名

420

から278クローンの精英樹の花粉を富山県林業試験場に

郵送してもらい，４℃で保存した(表8-1)。富山県の精

英樹及び雪害抵抗'性候補木の花粉は，1998年と１９９９

年に富山県林業試験場の構内にある採種園と採穂園か

ら142クローン採取して，４℃で保存した。また，２００２

年に富山県内の３カ所のタテヤマスギ(地域性実生品種）

の林分から約20個体ずつ計65個体の花粉を採取し，４

℃で保存した。保存中は花粉を乾燥させるため，パラフ

ィン紙で包んだシリカゲルを花粉の入っている容器の中に

入れ，その色が変わらなくなるまで１週間おきにシリカゲ

７
１
４
５
８
８
８
７
４
４
１
２
８
５
５
７
２
１
４
３
６
３
５
３
９

１

２
１
１
１
１
１
１
２
４
２
１
１
１

１

第２節材料および方法

(1)花粉の収集および保存

1999年から2002年にかけて全国24道県の研究機関

Ｃｒｙｊｌの抽出および定量は，第６章の蛍光サンドイッ

チELISA法に従った。スギ花粉抽出液は，１０m@の抽出

液(Coca液)の中に０．１９の花粉を入れ６時間振とうさせ

た後，3000rpm２０分で遠心分離を行い，上澄み液を採

取した。この抽出液を256倍まで希釈した後，Ｃｒｙｊｌの

ポリクローナル抗体の入っているELISA用96穴マイクロ

プレート（ヌンク社製)の各ウェルにそれぞれ分注した。

洗浄後，ビオチンでラベルしたモノクローナル抗体と反応

させ，さらにアビジンーβ一ガラクトシダーゼと反応させ

た。その後，アビジンーβ一ガラクトシダーゼとの酵素反

応によって生じた４－メチルウンベリフェロンの蛍光

(2)Cryjl量の定量
Ｃｒｙｊｌの抽出および定量は，

－３２－



(auorescenceunit)を自動蛍光光度測定器(ラボシステ

ムジャパン社)で測定した。検量線は，１２５蝿/m@の濃

度に調整されているＣｒｙｊｌ標準液(日本アレルギー学会）

を2-5から２-'6まで希釈した後,ＦＵ(fluorescenceunit）

値を測定し，回帰分析により求めた。この検量線をもと

に，スギ花粉抽出液中のＣｒｙｊｌ濃度を算出した後，花

粉1個あたりに含まれるＣｒｙｊｌ量に換算した。第７章よ

り花粉1個あたりの重量はクローン間で大きな差がないこ

とが明らかにされたため，その重量を107,9(安枝

1991）として作業の効率化を図った。また，定量は３回

の平均値とした。

(3)Cryjlの狭義の遺伝率の推定
Ｃｒｙｊｌの狭義の遺伝率を推定するため，雄性不稔ス

ギ（ｌ個体)と富山県の精英樹及び雪害抵抗性候補木１１

クローンを交配し，Ｆ１家系を作出した(表8-2)。それぞ

れのＦ１家系を６年間，富山県林業試験場の構内で育成

させた後，各個体にジベレリン処理をして人為的に着花

させ花粉を採取した。その後，同様の処理および方法

によってCryjl量を定量した。今回の調査で得られたそ

れぞれのF,家系の平均値と花粉親の値から，ｈ２=2ｂ

(h2：遺伝率ｂ：回帰係数)の親子回帰によって狭義の

遺伝率を推定した。また，母樹に雄性不稔スギ(平ら

1993)を用いていることから，使用したＦ１家系のＣｒｙｊｌ

が正常であるか確認するため，ウェスタンブロッテイング

法(SaitoandTbranishi2002)でその分子量についても

調査した。

表8-2交配に使用した花粉親とＦ１家系の個体数

第３節結果

(1)cryjl量の変異
北海道から大分県までの25道県420クローンについて

花粉1個あたりのＣｒｙｊｌ量を定量した結果，最小で0.38

pg，最大で１０．２３ｐｇと大きな変異を示し，４～５pgを中

心に正規分布することが明らかになった(図8-1)。アレ

ルゲンフリーのクローンはなかったが，ｌ（pg/個)以下

のクローンは420クローン中７クローン発見された。

(2)Cryjl量の地域間差
中村ら（1999)の報告を基にして，スギ花粉症有症率

の高さの違いから全国を①北海道･東北(北海道･青森・

秋田・岩手・山形・福島一有症率の平均11.6％),②関

東・東海(茨城・栃木・千葉・埼玉・群馬・神奈川・

静岡・愛知・三重一有症率の平均21.3％),③北陸(新潟・

富山・石川一有症率の平均9.7%),④関西以南(滋賀・

兵庫・奈良・和歌山・鳥取・徳島・大分一有症率の平

均13.5％)の４つの地域に分けＣｒｙｊｌ量の比較を行った

結果，北海道・東北地域では，０～２（pg/個)のクロ

ーンはなく，５～６（pg/個）を中心に偏った分布になっ

たが，他の地域は全て4～５(pg/個)を中心とした正規

分布を示した(図8-1)。これらの地域間では，北海道・

東北地域が最も高く北陸地域が低いという結果になり，

平均値で比較すると両者の間で約1.2倍の差があった(表

8-3)。また，地域間で分散分析を行ったところ，５％水

準で有意な差が認められた(表8-4)。次に，調査したス

ギ精英樹等のＣｒｙｊｌ量が，その地域で飛散している花

粉のＣｒｙｊｌ量を反映しているのかについて調査するた

め，北陸地域の精英樹および雪害抵抗性候補木190ク

ローンと富山県内３林分から採取したタテヤマスギ65個

体の間でＣｒｙｊｌ量を比較した結果，北陸地域の精英樹

等の平均が402±1.64(pg/個)で，タテヤマスギの平均

が4.46±1.41(pg/個）となり，両者の間で有意な差は認

められなかった。このことから，調査した各地域の精英

樹と人工林の間で花粉に含まれるCryjl量には大きな差

はないと判断された。

(3)Cryjlの狭義の遺伝率の推定
雄性不稔スギとの交配によって作出されたＦ,家系の花

粉は，受精能力があって正常であり（mairagtaﾉ.1999)，

Cryjlの構造(分子量）も正常なスギと同様に約40kDa

のバンドしか見られなかったことから(図8-2)，これらの

Ｆ,家系をＣｒｙｊｌの遺伝率の調査に用いた。それぞれの

Ｆ１家系の平均値と花粉親の関係(親子回帰)を(図8-3）

に示した。相関係数はr=0.83,回帰係数はｂ＝0.55とな

り，１％水準の高い相関が認められた。この回帰係数

からＣｒｙｊｌの狭義の遺伝率を推定すると，ｈ２＝１．０以

上となり高い値が算出された。

Ｆ１家系の個体数花粉親のクローン名

－３３－

小原１号

小原２号

小原５０２号

三オ

峠島

石動１号

山田１号

片貝５５号

キ ノネ２号

東西原２号

サルクラ５号

０
７
４
４
２
９
８
３
２
２
４

３
２
２
２
２
１
１
２
２
２
２

(4)発芽率の調査

Ｃｒｙｊｌ量が花粉の発芽能力や種子の発芽率に及ぼす

影響について調査するため，2001年２月下旬から３月上

旬にかけて送られてきた１３道県81クローンの花粉を雄性

不稔スギに交配した。同年の１０月上旬に球果を採取して

種子を精選した後，シャーレにlOO粒ずつ播種し，２３℃

に設定した人工気象器内で発芽率の調査を行った。そ

の後，これら81クローンのＣｒｙｊｌ量と発芽率の関係に

ついて調査した。
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図8-1Ｃ｢ｙｊｌ型のクローシ間変異と4つの地域(①北海道・東北,②関東・東海’③北陸,④関西以南）

におけるcryjl風(pg/個)の頻度分布
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図8-2ウエスタンフロツテインク法による

cryjlのバンドパターシ
1.ミオ,２－６．Ｒ(雄性不稔×ミオ)，7-11.F,(雄性不稔×
東西原2号)，12.東西原2号，１３－１スF,(雄性不稔×石動
1号)，18.石動1号
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図8-3Ｃｒｙｊｌ量における花粉親とF,家系の関係

第 ４ 節 考 察

今回の調査で．全国の精英樹の花粉に含まれるCryj

l雄の変異は非常に大きく，花粉一個あたりのＣｒｙｊｌ量

がlpgに満たないクローンが全体の約1.9％と比較的高

い頻度で存在することが明らかになった。このような低ア

レルケン性のスギは，花粉症対策の新たな遺伝資源とし

て期待される。集団選抜によって目的とする形質の遺伝

的な改良を行う場合，その効果が上がるかどうかは主に

世伝子の数と遺伝率によって決まる(松尾1974)。つま

り，関与している遺伝子の数が少なくて遺伝率の高い形

質ではより効果的に選抜効果が現れる。今回の調査で

Ｃｒｙｊｌの遺伝率は計算上、100％と推定された。このこ

とに加えて，Ｃｒｙｊｌは５～８コピーの少数の造伝子によ

って支配されていることがすでに報告されている（Ｗａｎｇ

ｅｌｆａｊ,1998)。これらのことから考えると．Ｃｒｙｊｌ量の

場合，次世代における選抜効果が顕著に現れると予想さ

れる。そこで，今後のスギ花粉症に対する育種的な戦略

としては，精英樹や雪害抵抗性候補木の中からｃｒｙｊｌ

ｊｊｔの少ないクローンを選抜した後，それらを用いて新た

にミニチュア採種園(ItooandKatsutal986)を造成する

のが有効だと考えられる。この方法を用いると年数がそ

れほどかからず．効率的にｃｒｙｊｌ量が少ないスギの実
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平均．

平均

４１７

(4)Cryjl量と発芽率の関係
雄性不稔スギは雌花の機能が正常であることが明らか

にされており（SaitograI､1998)，除雄の手間も省けるこ

とから交配による発芽試l険の母樹に利用した。８１クロー

ンのＣｒｙｊｌ堂とそれらのＦ１種子の発芽率の間で回帰分

析を行ったが，有意な相関は得られなかった。このこと

から，花粉に含まれるＣｒｙｊｌ並は種子の発芽に影群を

及ぼしていないと判断された。

関西以南

滋賀

兵庫

奈良

和歌山

烏取

徳島

大分

蕊５％水準で有意

２３４５６７８

9.1983.709藷

2４８０

花粉親のｑｙｊｌ塗（pq/個）

3

416

419

27594

1031.796

１０５９３９

変動要 因 平 方 和自由度平均平方Ｆ値

表8-4Cryjl量の地域間差に関する分散分析表
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する選抜効果を確認する予定である。

表8-6Ｃｒｙｊｌ量の年次変動

表８－５富山県で選抜された低アレルゲン

（Cryjl)性のクローン

花粉1個あたりのCryjl量(pg）
クローン名

Cryjl量(P9/個）

1999年2000年2001年

クローン名

ミ オ

東西原２号

出羽の雪1号

那賀20号

7.18

3.70

4.34

4.27

7.54

3.56

4.10

4.43

ビル谷２号

木根3号

小原15号

小原４号

ビル谷1号

木根８号

三角８号

高峯２号

東西原1号

イトシロ110号

黒部2号

小原504号

原牧６号

ビル谷６号

桐谷６号

早月２１号

三角7号

ボカ

地域で高いことが明らかにされている（中村ら1999)。

本章ではその有症率の高さの違いをもとに全国を４つの

地域に分け，その地域間でCryjl量の比較を行ったが，

最も多い地域と少ない地域の間で1.2倍程度の差しかな

く，有症率の高い関東．東海地域よりも有症率の低い

北海道．東北地域の方がCryjl量は多いという結果に

なった。このことは，それぞれの地域で植栽されている

スギの品種は異なるが，飛散している花粉中のｃｒｙｊｌ

量は地域間で大差はなく，花粉症の有症率に影響を及

ぼすほどではないことを示唆している。次に，花粉の飛

散量について比較してみると，花粉の発生源となるスギ

人工林の面積は，関東．東海地域よりも東北．北陸地

域の方が多いが(林野庁2003)，実際に飛散している

花粉の量は，東北．北陸地方より関東．東海地方の方

が多い(佐橋2002)，（岸川1997)。この主な理由と

して，次の２つが考えられる。日本海側ではスギ花粉の

飛散シーズンとなる春先は雪や雨が多く花粉の飛散には

悪条件になる。これに対して，太平洋側はその期間に乾

燥していることが多ため花粉が飛散しやすく，さらに一

度地表に落ちた花粉が風によって再び舞い上がる頻度も

高い。また，体内の'9E抗体の生産を助長するといわれ

ている大気汚染(定永ら1994)も都市部の多い太平洋

側の方が進んでいると予想される。これらのことから総

合的に考えると，地域におけるスギ花粉症有症率の差

は，各地域で植栽されているスギ品種のアレルゲン(Cry

jl)量の違いよりも飛散している花粉数や住環境に大きく

左右され，その飛散数はスギ人工林の面積や飛散源か

らの距離などよりも飛散地域における春先の気候要因に

強く影響を受けていると予想された。

生苗を作出することが可能となる。ここで作られた実生

集団は，花粉中のアレルゲン(Ｃｒｙｊｌ)量が少ないこと

から花粉生産量の少ないスギの集団と同じ意味をなし，

さらに，成長や木材生産を基盤とした特性も親木に精英

樹等を利用していることから，従来の採種園産のスギと

大きく変わることはないと予想される。現在，第７章で

示した結果を基に，富山県の精英樹と雪害抵抗‘性候補

木の中からＣｒｙｊｌ量の少ない１８クローンを選抜し，さ

し木によってクローン増殖中である(表8-5)。今後は，

これらを用いてミニチュア採種園を造成し，Ｃｒｙｊｌに対
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第9章野外に造成したモテル三二チユア

採種園における外部花粉混入率の推定

第１節はじめに

スギの苗は，現在でも全国で年間2,400万本程度生産

されており（林野庁2003)，この大半は精英樹クローン

等で構成された採種園から生産されている。ここでは園

内の個体間で任意交配が行われることによって遺伝的に

平 均

今回の一連の調査で，Ｃｒｙｊｌ量の年次変動の問題が

考えられる◎榎本ら(2000)は，５年間にわたって同一

木から花粉を採取しＣｒｙｊｌ量の年次変動について調べ

たが，最大でも1.2倍程度の差しかなかったことを報告し

ており，高橋ら(2002)も３年間にわたる調査で同様の

報告をしている。今回の調査でもミオスギと東西原２号

は1999年と2001年で,出羽の雪1号と那賀20号は2000

年と2001年でほとんど差が認められなかった(表8-6)。

これらのことから，本来なら同一年に採集した花粉で比

較調査する方が望ましく，より正確な結果になると思わ

れるが，今回はＣｒｙｊｌ量に大きな年次変動はないと判

断されたため考慮しなかった。

スギ花粉症の有症率を都道府県別に比較すると，全

体的な傾向として東北・北陸地域で低く，関東・東海

1.23



優れた種子の大量生産が期待されているが，近年，ス

ギ花粉症が大きな社会問題になっていることから，でき

るだけ花粉(アレルゲン）を放出しないスギ苗の生産が強

く求められるようになった。第８章で記したように，今後，

低花粉アレルゲン(Cryjl)性の実生苗を効率的に生産

する場合，その性質を保有した精英樹等を採種木として

利用し，新たにミニチュア採種園を造成するのが有効と

考えられる。ミニチュア採種隙|は，従来の採種園と比較

して①採種木の樹高が120cm程度に小さく保たれており，

植栽間隔も狭いことから小面稚で効率的に作業を実施で

きる｡②更新が容易であることから，最新の育種素材を

採種木にすることで新茄種の種子を早期に生産できる．

などの利点を持っている(林木育種推進東北地区協議会

技術部会2001)。しかしながら，このような採種園を野

外に造成した場合，大きな問題点として園外からの花粉

混入が考えられ，目的とする形質を保持した苗の生産効

率の低下が危倶される。

そこで，本章では野外に造成したミニチュア採取園の

外部花粉混入率を推定するため，雄性不稔遺伝子をヘ

テロ型(Aα)で保有したスギでモデルミニチュア採種園を

造成し、雄性不稔苗の出現率(αα)から外部花粉混入率

を推定した。

第２節材料および方法

(1)材料

1993年に雄性不稔スギと３クローンの精英樹(小原１０１

号，小原１０３号，砺波２号)及び２クローンの雪害抵抗

性候補木(小原102号，キノネ１号)を交配してＦ１家系

を作出した。

(2)モテル三二チユア採種園の造成

1995年に富山県林業試験場の構内で，５種類のＦ１

家系を2ｍ間隔で家系ごとに列状に植栽し（６本植／家

系）（図9-1)，ミニチュア採種園を試験的に造成した(以

下，モデルミニチュア採種園と呼ぶ)。また，1999年１０

月に２ｍの商さで断幹した(図9-2)。

(3)種子の採取

2000年７月にモデルミニチュア採種園内の個体に

100Ppmのジベレリン水溶液を葉面散布して人工的に落

花させ，2001年の春に自然交配させた。同年の１０月上

旬にすべての個体から成熟した球果を採取した後，自然

乾燥させて種子を得た。

(4)発芽率の調査

得られた種子を混合して4℃で２ヶ月間程保存した後，

lOO粒重を測定した。発芽率の調査はシャーレの中にろ

紙を敷き，蒸留水で浸して種子１００粒を慨床した後．２３

℃で保温して約５０日間発芽の調査を行った。また．対照

として↑;仙県魚津採種園(以下．魚津採種剛とする）産

の種子を用い，反復はそれぞれ３回とした。

(5)雄性不稔苗の選抜

モデルミニチュア採種園産の向然交配苗の集団から雄

性不稔個体を選抜するため．２年生の苗883個体に

2003年７月上旬頃，100ppmのジベレリン水溶液を葉面

散布して人工的に若花させ，雄性不稔個体の選抜は第３

章(図3-2）と同様の方法で行った。

２ｍ
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F，Ｆ１Ｆ１Ｆ，Ｆ１

波原原原ノ
２ １ ２ ３ ネ

砺小小小キ

図9-1モデル三二チユア採種園の配置図

（注一F,砺波2とは,雄性不稔スギ×砺波2号
のF,家系のことで他汚同じ）

図9-2雄性不稔遺伝子をヘテロ型で保有した個体に

よって造成されたモデルミニチュア採種園

第 ３ 節 結 果

(1)種子の採取

モデルミニチュア採種園内の全ての個体から球果を採取

した結果，１本あたり3299(全体で987.99）の種子を

採取することができたが，これは一般的なミニチュア採

種剛の採種量(約209/本）（林木育種推進東北地区協

議会技術部会2001）よりも多かった。

－８７－



(2)種子の重量および発芽率

モデルミニチュア採種園産と魚津採種園産の種子で

１００粒重と発芽率について比較した結果，１００粒重は両

者の間で差がなかったものの，発芽率はモデルミニチュ

ア採種園産で21.2±9.2％，魚津採種園産で9.9±3.5％と

なり，モデルミニチュア採種園産の方が高かった(表9-

1)。

表９－１ミニチユア採種園と富山県魚津採種園由来の
種子の100粒重と発芽率の比較

ミニチュア採種園

魚津採種園

100粒車（９）発芽率(％）

0.20

0.21

21.2

９．９

(3)雄性不稔苗の出現頻度

モデルミニチュア採種園産の苗883個体を育苗しジベ

レリン処理をした結果，866個体が雄花を着けた。これ

らの苗のうち83個体が雄性不稔苗だった。

第４節考察

採種園は，遺伝的に優れた種子の安定生産を目的に

各都道府県で設定されているが，今後の森林造成を考え

ると，小面積で多様なニーズに対応できるミニチュア採

種園(ItooandKatsutal986)が有効であると思われる。

特に，近年スギ花粉症が社会問題になっていることから，

低花粉アレルゲン(Ｃｒｙｊｌ)‘性を保有したスギのミニチュ

ア採種園は重要になると予想される。しかし，野外にそ

れを造成した場合，園外からの花粉混入により選抜効果

が低下するおそれがある。今回，造成したモデルミニチ

ュア採種園の採種木は雄性不稔遺伝子をヘテロ型(Aα）

で保有しているため，園外からの花粉流入の影響がなけ

れば，ヘテロ型個体相互の交配(Aα×Ａα)となり，得ら

れた苗木集団のうち約25％の個体が雄性不稔ということ

なる。つまり，今回調査した集団が二項分布に従う変量

であることを考慮すると，866個体中217(216.5±12.7）

相当数の個体が雄‘性不稔となることが期待される(秋元

1989)。しかし，雄性不稔苗は83個体しか得られなかっ

た。戻し交配を行っても雄性不稔個体のみが特異的に淘

汰されることはなかったことから('nairagtajl999)，近

親交配の影響は低いと予想される。以上のことから判断

すると，ミニチュア採種園の外部花粉混入率は約62％と

なり非常に高いことが明らかになった。今回の結果と同

様に，海外の針葉樹採種園でも外部花粉混入率は深刻

な値になっており，アイソザイムやＤＮＡ分析による調査

結果から，ヨーロッパアカマッ(P""ssyﾉ"estγ/s)で５１

～55％(Wanggtα/､1991)，データマツ(P伽"s”eda)で

36％(FriedmanandAdamsl985)，アメリカトガサワ

ラ(ps"dots"gzz"e"zjes")で42～61％(Adamsetaﾉ．

1997)，ドイツトウヒで(Pjceaa6jes)で69～71％

(Pakkanenaaﾉ.2000）と報告されている。また，森口

(2003)はＤＮＡマーカーを用いて５カ所のスギ採種園の

外部花粉混入率について調査した結果，３５～66％と高

い値となり，これらの混入率と採種園周辺のスギ林の面

積の間には有意な関係があったことを報告している。今

回造成したモデルミニチュア採種園の周りには50年生以

上の成熟したスギが多数存在していたことに加えて，そ

のサイズも小さかったため，外部花粉混入率が高くなっ

たと予想される。ただ，スギの場合，花粉の飛散距離は

気象条件によっては数百kmに及ぶことから(平ら1991)，

野外に造成した採種園から目的形質を保持した優良苗を

効率的に生産するのは困難だと思われる。そのため，今

後はガラス室やビニールハウス内に小型化した採種木を入

れ，その中で任意交配を行わせるハウス内ミニチュア採

種園(大谷・大庭1984)が有効であると考えられる。こ

れは室内が高温多湿になるなどの問題点が指摘されてい

るものの，この方法によれば園外からの花粉混入を確実

に防ぐことができるため，花粉症対策として低花粉アレ

ルゲン‘性を保有したスギ苗の大量生産は可能であると考

えられた。

第１０章ガラス室内スギ三二チユア採種園
の特徴とその有効性

第１節はじめに

第８章で記したような精英樹由来の低花粉アレルケン

(ｃｒｙｊｌ)‘性の実生苗を効率的に生産する場合，選抜さ

れた個体で新たにミニチュア採種園を造成するのが有効

であると考えられるが，第９章で記したように野外にこの

ような採種園を造成した場合，大きな問題点として採種

園外からの花粉混入が危‘倶される。高い頻度で採種園

外からの花粉混入が起こると選抜効果が薄れ，生産さ

れる種子の遺伝的素質の低下に繋がる。この対策として

ビニールハウスを用いたハウス内採種園が試験的に作ら

れたが(大谷・大庭1984)，北海道や東北，北陸などの

ような多雪地域では雪の重さによってビニールハウスが倒

壊してしまうため，この方法は利用することができない。

そこで，本章ではこれらの対策として閉鎖したガラス

室内にミニチュア採種園を造成して，開花フェノロジーや

種子の発芽率などについて調査した後，その有効性につ

いて検討した。

第２節材料および方法

(1)材料

1996年に雄'性不稔スギと１６クローンの精英樹および

雪害抵抗‘性候補木を交配して作出したＦ１家系を用いた

(表10-1)。

(2)ガラス室内ミニチュア採種園の造成

2000年４月に富山県林業試験場のガラス室内(図10-

－３８－
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1）に鉢植えにしたＦ１家系16家系延べ52個体（ｌ家系

あたり３～４個体)を図10-2に示したように80cm間隔で

配散し室内ミニチュア採種園を造成した。このガラス室に

は自動潅水の設備があるので一日一回自動潅水するよう

に設定したが．2002年１月中旬から４月中旬までは濯水

をやめ，週に21111程度,鉢に水を与えるようにした。また，

同年１月上旬から３月上旬までは雪の重さによるガラス室

の倒壊を防ぐため，降雪日のみ手動で温水循環型の暖

房を入れた。

(3)着花の誘導および種子の採種

2001年７月中旬にガラス室内ミニチュア採種園内の全

ての個体に１００ppmの濃度でジベレリンを噸霧して着花

を誘導した。その後，花粉飛散が始まる前の１月下旬か

らガラス室内に扇風機２台を向かい合わせに設置するこ

とによって空気を循環させ．自然交配させた。2002年

－３９－

家系番号 家系名 個体番号

図１０－１ガラス室の外観

①
②
③
④
⑤
⑥
⑦
⑧
⑨
⑩
⑪
⑫
⑬
⑭
⑮
⑯

Ｆ,片貝55号

Ｆ１キノネ

Ｆ１砺波２号

Ｆ,小原１２号

Ｆ,ミオ４号

Ｆ１カワイタ‘二

F,小原３号

F,小原１号

F,ボカ

F,小原２号

F,小原501号

F,八尾２号

F,平打越

F,早月１号

F,小原５号

F,三角６号

１，１７，３３，４９

２，１８，３４，５Ｃ

3,19,35

4,20,36,51

5,21,37,52

6,22,38

7,23,39

8,24,40

9,25,41

10,２６，４２

１１，２７，４３

１２，２８，４４

１３，２９,４５

１４，３０，４６

１５，３１，４７

１６，３２，４８

億

ロ

ぷ３２７

図１０－２ガラス室内ミニチュア採種園の採種木位置図

（①～⑯は家系番号,１～５２は個体番号を指す｡）

１０月上旬に着花したすべての個体から球果を採取した

後，自然乾燥させて種子を得た。

(4)開花試験および着花量調査

ガラス室内ミニチュア採種園の開花特性を把握するた

め．2002年ｌｊｊ２０Ｈから３月３１日まで．ほぼ毎日．雄

花と雌花の観察を行った。雄花は，短い棒で軽くたたき，

肉眼で花粉の飛散が確認された日を開花とした｡雌花は，

肉眼で珠孔液が確認された日を開花とした。また，着生

している雄花の遇を把握するため，Ｉ|視によって以下のよ

うに４段階で評価し系統間で比較を行った。（o)なし_雄

花が観察されない,(1)少一疎らに着花,(2)中一個体の上

部に多くの雄花が着生,(3)多一ほぼ全面に多くの雄花が

若生。

(5)野外の空中スギ花粉調査

野外のスギ花粉飛散状況について把握するため，富山

県林業試験場の構内にDurhamの標準花粉検索器を設

置した。ワセリンを塗布したスライドグラスは，2002年１

月３０１１から４月271-1まで原則として毎朝９時に交換した。

花粉の染色はグリセリンゼリー(菅谷1973)で行い，l

clIiあたりの花粉数を顕微鏡下でカウントした。

(6)発芽率の調査

ガラス室内ミニチュア採種園111来の種子の発芽特性に

ついて把握するため，得られた種子を４℃で２ケ月間程

保存した後，シャーレの中にろ紙を敷き，蒸留水で浸し

て種子100粒を慨床した。その後．２３℃に設定した人工

気象器内で約５０日間発芽を調査した。また，対照とし

て富山県魚津採種園産の自然交配種子を用い、同様の

調査を行った。

(7)気温の調査

ガラス室内ミニチュア採種園内と外の気温差について

調査するため，2003年１月71-|から４月２０日までデータ

ーロガー(ＨOBO社)を用いて１時間間隔でそれぞれの

気温を測定した。､
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第３節結果

(1)採種個体の着花および着花量

ジベレリン処理をした結果，５２個体中47個体に雄花

が着生し，雌花は46個体に着生した。系統間での雄花

の着花量には偏りがあり‘最も多い家系と少ない家系の

着花指数は９倍の差があった(表10-2)。また，Ｆ,ミオ

４号の系統は，全ての個体（４個体)で雌花を着生しな

かった。

(2)開花フエノロジー

ガラス室内では，2002年２月４日から雄花の開花が認

められ，２月１７日には80％の個体が開花した(図10-3A)。

その後，約１ヶ月間（３月１３日まで)は80％以上の個体

が開花していた。開花した個体数は３月15日から徐々に

減り始め，３月27日に花粉の飛散は終了した。雌花は２

月５日から珠孔液が観察され始め，２月１５日には80％の

個体が開花した(図10-3B)。その後，３月３日まで80％

以上の個体が開花していた。開花した個体数は，３月４

日から徐々に減り始め，３月22日に全ての雌花から珠孔

液が観察されなくなった。

(3)ガラス室外(林業試験場構内)の花粉飛散

ガラス室と同じ敷地の野外のスギ空中花粉は２月21日

から連続的に観測され始め，３月９～17日にかけて飛散

のピークとなった。その後，飛散数は徐々に減少し，４

月６日には概ね終了した(図10-4)。

(4)ガラス室内採種園産種子の発芽率

ガラス室内採種園の全個体の発芽率の結果を表10-2

に示した。全個体の平均値は21.4％であり，過去20年

間の富山県魚津採種園の平均発芽率(18.2％)と大差な

かった。系統間で平均発芽率の比較を行った結果，７．０

～36.0％と大きな違いが認められた。次に，図10-2に示

したように採種園の外側から内側へ４つのブロックに分

け，発芽率に及ぼす位置効果について調べた結果，外

側のブロックから中心へいくにつれて発芽率は高くなる傾

向が認められた(表10-3)。

(5)気温の比較

2003年１月７日から４月20日の期間でガラス室内と外

の気温について調査した結果，ガラス室の外では一日の

平均気温が-3.9～21.1℃であったのに対して，ガラス室

内では4.1～25.6℃と常にガラス室内の方が気温は高く，

室内で一日の平均気温が4℃を下回る日はなかった(図

10-5)。また，月ごとの平均気温を比較すると，ガラス

室内は，１月9.1℃，２月Ｚ7℃，３月10.6℃，４月16.1℃

だったのに対して，室外は１月1.1℃，２月1.4℃，３月

3.7℃，４月11.3℃であり，両者の差は，１月で8.0℃，

２月で6.3℃，３月で6.9℃’４月で4.8℃あった。

表10-2家系間の着花指数および発芽率の比較

個 体 番 号 着 花 指 数 発 芽 率系 統 名

９
王
釧

F,片貝55号 4０

１０

１４

３９

３
１
２
３

１

１７

３３

４９

1２

２

平均 2.3 25.8

平均

Ｆ１キノネ 2５

１８

１３

６

２
旧
弘
別

１
３
２
１

7.0

平均 1.8 1５．５

Ｆ,小原２号

Ｆ１砺波２号 ２
１
２

1３

１４

２９

３
℃
王

1６

２３

１６

平均 1.7 1８．７

平均

Ｆ,小原12号 ４
ｍ
光
引

１
１
３
２

８
羽
妃
３

1８．３

平均 1.8 20.3

Ｆ１小原501号

Ｆ１三オ４号 ５
刀
諏
匁

１
１
１
１

３
３
２

平均 1.0

3０

１７

３１

Ｆ１カワイダニ ６
塑
犯

１
２
２

2２

２７

１６

平均

平均 1.7 21.7

26.0

Ｆ１小原３号 ７
羽
刃

０
２
１

1０

４４

１３

ｎ
羽
“

平均 1.0 22.3

2２

２９

１９

Ｆ,小原１号 ８
型
如

３
１
０

９
６

１
１

平均

平均 1.3

－４０－

23.3

Ｆ１ボカ

2.3

１
０
０

平均 2.0

1６

３２

４８

0.3

一;雌花が着生しなかった個体

２
３
１

Ｆ１平打越

1０

２６

４２

１

２

１

1３

２９

４５

２
３
３

1７．３

1.3

1.3平均

1２

２１

１９

1１

２７

４３

1５

３１

４７

1１．３

２

１

１

Ｆ,小原５号

2.7

36.02.0

Ｆ１八尾２号

3０

２１

５５

３
２
２

０
３
３

４
０
６

１
３
４

”
ぬ
９

５
刀
８

Ｆ,三角６号

2.7

平均

平均

Ｆ１早月１号

35.3
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内側－１内側－２内側－３外側

同漏喜一葵弄奉~耐一個係番号一発芽率(%）個体番号発芽率(%）個体番号発芽率
１４０６２２１３３０２２２７
２２５７１０１４５９２３４４

３１３８１９１５１２３０４０

４８９１２１６５３１２１

１０１６１２２２２４１６

１１３０ １ ７ １０２９２１

１８１８２０３２３２２１

１９１４２５２３８１６

２６２３２８２９３９１３

２７１７３３１４

３４１３３６３８

３ ５２９４４１９

４２１６４５５５

４３３１４６９

４８８４７１９

４ ９３９

５ ０６

５１３

％

33.0平均 20.8 21.419.4

０
５
０
５
０
５
０

３
２
２
１
１

（
Ｕ
ｏ
）
唄
嘘

表10-3室内採種園の発芽率と位置効果

第４節考察

今後のスギ林造成を考慮すると，これまでのような集

団選抜育種を基本とした遺伝的多様性の高い種子の大

量生産(大面積の採種園)から，低花粉アレルゲン‘性や

病虫害に対する抵抗性など特定形質の利用を目的とした

種子生産へ方向転換を検討すべき時期に来ており，これ

には多様なニーズに対応し易い小面積のニミチュア採種

園が有効であると考えられる。採種園を管理する上での

問題点として，以前から①園外からの花粉汚染,②開花

フェノロジーの違いによる花粉親としての貢献度の偏り，

③自殖による種子生産,④着花能力の違いによる交配機

会の不均一の４つが挙げられていた(古越1978)。中で

も，高い頻度での園外からの花粉混入は選抜効果や遺

伝的素質の低下に繋がることから重大な問題となってお

り，海外でもテーダマツ(P加邸s"ααα)やドイツトウヒ

(Picgaa6jes)のような天然分布が広くかつ造林樹種とし

て広く植栽されている樹種では，それが問題になってい

る(津村2004)。本研究では，園外からの花粉汚染対

策として図10-1に示した閉鎖したガラス室内にミニチュア

採種園を造成し，その得失について調査した。ガラス室

の中は温室効果に加えて降雪日に限って暖房も入れたこ

とから常に外より気温が高く，開花に影響を及ぼす１月

と２月の平均気温は外より平均で約７１℃も高かった。ス

ギの開花は個体によって差があるものの休眠覚醒後，有

効積算温度で200日度前後で開花することが明らかにさ

れている(金指・横山2002)。本実験では休眠覚醒時

期は明らかではないものの，ガラス室内の個体の開花は

早まり，雄花は野外の花粉飛散が始まる17日前の２月４

日から，雌花は２月５日から開花が始まり，２月１７日に

雪
ｂ公、

、&、１Ｘ，、
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は雌雄ともに開花のピークに達した。これにはガラス室

内の気温が高かったことが影響したと考えられた。これ

に対して，野外では２月21日まで連続的な飛散は認めら

れず，飛散数のピークは３月９日から17日であり，ガラス

室内と野外では開花期が３週間程度のずれがあった。以

上のことから，本研究で使用したガラス室は閉鎖されて

いることに加えて野外の花粉飛散がピークになる３月１１

日から20日頃にはガラス室内の雌花は終息期になってい

たため，ガラス室内のスギの雌花が外部花粉と交配した

可能性は極めて低く，「①園外からの花粉汚染｣を防ぐこ

とができると期待される。このことについてはマイクロサ

テライトマーカー(Moriguchiejaﾉ.2003)などを用いた

DNA分析によって，正確な外部花粉混入率を把握してお

く必要がある。また，この方法は室内の高い気温の影

響を受けて開花の有効積算温度に達する期間が短くなる

ことから，開花の個体間差が小さくなり交配の均等化を

図ることも期待できる。今回の調査でも，室内の開花の

ピークは雄花が２月１７日から３月１３日まで，雌花が２月

１５日から３月３日までであり，その期間はほぼ完全に重

複していたことから，確実な交配が行われたと考えられ

る。以上のことから，採種園管理の問題点の一つになっ

ている｢②開花フェノロジーの違いによる花粉親としての

貢献度の偏り」も野外よりは軽減できると期待される。

一方，スギの自殖は発芽率の低下や成長阻害など様々

な悪影響を引き起こすことから，採種園では自殖による

遺伝的な低下をできるだけ防ぐ必要がある。今回使用し

たガラス室は完全に閉鎖されており，そのままでは風も

無く自殖率が高まると予想されたため，扇風機２台によ

って人工的に風を作り，任意交配させるための配慮を行

った。全個体の平均発芽率は21.4％であり，平均的なス

ギの発芽率(20～40％）と変わらなかったことや，ガラス

室内採種園の外側(縁)の個体でも平均で19.4％の発芽

率があったことから，ガラス室内の花粉は扇風機によっ

て効果的に循環していると推測された。また，ガラス室

内の中心へ向って発芽率が高くなっていたことから，中

心部ほど花粉濃度が高くなる傾向にあると推測される。

横山(1977)によると自殖した171クローンの精英樹の平

均発芽率は4.8％と低くなることが報告されている。この

ことから，今回の発芽率を見る限り，本採種園の｢③自

殖による種子生産｣の量はそれ程多くないと考えられる。

また，従来の採種園でも，ＤＮＡ分析の結果から25クロ

ーン程度のクローン数を保持していれば自殖は問題ない

と報告されており（清藤2000)，本採種園では遺伝的に

同一な個体はなかったことから，自殖による遺伝的素質

の低下は特に問題視する程ではないと推測された。この

点についても花粉汚染と同様，ＤＮＡ分析等によって正確

な自殖率を把握しておく必要がある。

スギやヒノキの採種園では着花促進のためジベレリン

処理が行われているが，機械的にそれを散布した場合，

ジベレリンに対する感受性の違いから個体間で着花量に

大きな差が出てしまい，花粉親としての寄与率に偏りが

生じて問題になっている(清藤2000)。本採種園でも表

'0-2に示した通り，系統間で着花量に大きな差があり

｢④着花能力の違いによる交配機会の不均一｣に繋がっ

ていると思われた。この対策としては採種園を造成する

前に各クローンの着花量を把握し，同程度の着花量のク

ローンで採取園を構成する方法が考えられる。極端に着

花量の多い個体は採種園産種子に遺伝的偏りを引き起こ

す原因となるので，構成クローンからはずすか構成本数

を減らすべきであろう。また，ジベレリンに対する感受

‘性は加齢とともに変化してくることから，着花量に合わせ

てジベレリンの散布回数や濃度を調節する等の対策も考

える必要がある。

園外からの花粉汚染が無く，採種園構成クローン間で

ランダムな交配が行われ，全クローンが等しく花粉親とし

て寄与していることが採種園の理想である。本研究のガ

ラス室を用いたミニチュア採種園は,①園外からの花粉汚

染を防ぐことができる,②開花フェノロジーの違いによる

花粉親としての寄与率の偏りを野外よりは軽減できる，

③雪による被害を防ぐことができるなど様々な利点を持っ

ている。得られた種子の発芽率も従来の採種園と変わら

なかったことから，Ｃｒｙｊｌ量の少ない精英樹を採種木

に用いたガラス室内ミニチュア採種園を造成することによ

って’低花粉アレルゲン(Cryjl)性を保持した実生苗

の安定生産が期待できる。ここで作られた実生集団は第

８章で記したとおり，親木に精英樹等を利用しているこ

とから，成長や木材生産性も従来の採種園産のスギと大

きく変わることはないと予想されるため，年数がそれほ

どかからずに低花粉アレルゲン性実生苗の実用化は可能

であると考えられた。

第11章総合考察

第１節実用化に向けた雄性不稔スギの遺伝的改良

近年，スギ花粉症が大きな社会問題になっているため，

遺伝的に全く花粉を飛散させないスギの雄性不稔性は極

めて重要な遺伝資源となる。現在までに雄性不稔個体

は富山県３個体(平ら1993)，（斎藤ら2005)，新潟県

lO個体(平ら2005)，福島県３個体(五十嵐ら2004)，

神奈川県ｌ個体(平ら2005)，茨城県ｌ個体(高橋ら

2005)で選抜されていることから，それらの実用化を図

るためには花粉の崩壊特性や発芽率，遺伝様式など様々

な特性を明らかにする必要がある。富山県で最初に発見

された雄性不稔スギは，第２章より，花粉母細胞から四

分子期までは正常に発育するものの一核期になると小胞

子が肥大し始め，最終的には核のない崩れた花粉粒にな

るという特‘性を持ち，この雄性不稔‘性は戻し交配より一

対の核内劣性遺伝子(αα)によって支配されていることが
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明らかにされた(mairaetaﾉ.1999)。仮に，この雄性不

稔遺伝子の頻度が極めて低く一個体しか発見できなかっ

たとすると，この個体の遺伝的改良を行うには戻し交配

家系かF2家系を利用しなければならないため近交弱勢

の問題が出てくる。しかし，第３章の結果から，雄‘性不

稔遺伝子は比較的高い頻度で存在すると推定され，さら

に第４章より，精英樹の中にも雄性不稔遺伝子をヘテロ

型(Aα)で保有したクローンが存在することが明らかにな

った。このことは，近交弱勢のない遺伝的に優良な雄性

不稔スギの作出が可能であることを示唆している。精英

樹や気象害抵抗性候補木，各地の主要なさし木品種を

合わせると全国で約9,000クローンになることから雄性不

稔遺伝子を保有した精英樹等は他にも複数存在する可能

性が高いため，今後は第４章と同様の方法で新たに雄

性不稔遺伝子を保有した精英樹等を選抜した後，これ

らの精英樹同士で交配家系を育成する予定である。ま

た,雄′性不稔‘性は劣‘性遺伝することから,採種園方式(実

生)で全ての個体を雄‘性不稔にするのは不可能であるた

め，品種改良された雄‘性不稔スギの増殖・普及には，さ

し木などによるクローン増殖が適していると考えられた。

スギ花粉症は全国的な問題であることから，雄性不稔

スギの普及を図るためには病虫害などに対する危険分散

や様々な環境に対する適応性を考慮する必要があり，そ

のためには雄性不稔遺伝子の多様化を図ることが重要な

課題となる。第５章より，10,902個体の実生苗の中から

新たなタイプの雄性不稔スギを２個体選抜することができ

た。これらは富山県で最初に発見された雄性不稔スギと

は花粉の崩壊過程が異なることから，別の雄性不稔遺

伝子によって引き起こされていると推定される。また，富

山県以外で発見された雄性不稔個体も顕微鏡による観察

結果で，減数分裂期から成熟期まで様々なタイプの花粉

崩壊ステージが確認されていることから，今後，検定交

配などによって多様な雄性不稔遺伝子座が明らかになる

と予想される。遺伝様式の決定後は，富山県で最初に

発見された不稔個体と同様に精英樹等から同じ雄‘性不

稔遺伝子を保有したクローンを探索し，これらの材料を

上手く利用することによって遺伝的多様性を損なうことな

く，それぞれの地域に適した優良な雄‘性不稔スギの実

用化が可能になると期待される。また，これから数多く

雄‘性不稔遺伝子座が決定されるにつれて混乱が予想され

ることから，今後はそれを避けるために下記のようなルー

ルを作り，その命名法の標準化を提案する。遺伝子座

名に加えて花粉の崩壊ステージやその他の特性を明記し

て一覧表を作成し，これを公開することによって雄‘性不

稔スギの研究の進展に大いに役立つと期待される。

スギの雄性不稔遺伝子の標準化

l)スギの雄性不稔個体の名称は，発見された都道

府県名に不稔をつけ，発見された順に番号をつけ

る。

2)雄性不稔遺伝子座名は，原則として｢遺伝子命

名国際規約」（1958年日本学術会議承認)に従

い，遺伝様式が決定された順に｢"s-Z｣，「"s一

２｣，と番号をつける。

3)遺伝子座が決定された雄‘性不稔個体には，個体

名の後に括弧付きで遺伝子記号を付記する。

第２節低花粉アレルケン(cryjl)性実生苗の
効率的な生産体制の確立

本研究で使用した雄性不稔性は劣‘性遺伝することか

ら，その後代で全ての個体を雄性不稔にすることは不可

能であり，最大でも雄‘性不稔個体は50％の頻度でしか

得られない。このことから，実生苗による造林で雄性不

稔性よりもその効果が期待できる低花粉アレルケン(cry

jl)性に着目した。雄‘性不稔と同様に精英樹の中からア

レルゲンフリーやそれが極めて少ないクローンが選抜で

きれば，花粉症対策として重要な遺伝資源となる。第６

章で記した蛍光サンドイッチELISA法を用いて第７章で

Ｃｒｙｊｌの発現特性について調査した結果，ほぼ同一条

件で生育しているラメート間ではほとんど差はなかった

が，標高で200ｍ以上異なると同一クローンでもその量

に有意な差がでることが明らかになった。このことから，

精英樹をはじめとするクローン間でＣｒｙｊｌ量の比較調査

を行う場合には，採種園や採穂園などのような生育環境

がほぼ同一条件のクローン集積所から花粉を採取し調査

する必要があると判断された。そこで，富山県林業試験

場の構内に植栽してある富山県の精英樹や雪害抵抗‘性

候補木１１７クローンについてＣｒｙｊｌ量の調査を行った結

果，0.26～7.54(pg/個）とその量の変異は非常に大きい

ことが明らかになった。また，次世代の選抜効果をはか

るうえで重要な指標となるＣｒｙｊｌの狭義の遺伝率を母親

を共通とする11のＦ１家系を用いて算出した結果，ｈ２＝

1.0と高い値になった。これらの結果はＣｒｙｊｌ量の軽減

に向けた選抜育種は有効であることを示唆しており，精

英樹の中からＣｒｙｊｌの少ないクローンを選抜した後，そ

れらでミニチュア採種園を造成することによって遺伝的に

優良な低花粉アレルケン(Ｃｒｙｊｌ)‘性実生苗の大量生産

が比較的短期間で可能になることを示唆している。ここ

で作られた実生集団は花粉中のアレルゲン(Ｃｒｙｊ，)量

が少ないことから花粉生産量の少ないスギの集団と同じ

意味をなし，さらに成長や木材生産を基盤とした特‘性も

親木に精英樹等を利用していることから，従来の採種園

産のスギと大きく変わることはないと予想される。現在，

表8-5に示した低花粉アレルケン‘性の１８クローンをさし
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木によって増殖中であり，今後はこれらを用いて新たにミ

ニチュア採種園を造成し，Ｃｒｙｊｌに対する選抜効果を

確認する予定である。しかし，第９章で記したとおり，

野外にそれを造成した場合，園外からの外部花粉混入

率は60％以上で非常に高いことが明らかになった。採種

園の外部花粉混入率については森口ら(2003）も同様の

値を示していることから。野外に造成したミニチュア採種

園から低花粉アレルゲン(ｃｒｙｊｌ)性を保有した実生苗

を効率的に生産するのは困難であると思われた。この対

策として，第１０章ではガラス室内に同様の採種園を造成

し，その中で任意交配を行わせた結果，平均発芽率は

21.4％で従来型の採種園と同程度であり，その後の苗の

生育も順調であった。ガラス室内ニチュア採種園は外部

からの花粉混入を確実に防ぎ，開花フェノロジーも野外

よりは揃うといった利点がある。以上のことから，ガラス

室内ミニチュア採種園を利用することによって，精英樹由

来の低花粉アレルケン(Ｃｒｙｊｌ)‘性実生苗の大量生産お

よび実用化が可能になると考えられた。

第３節スギ花粉症の軽減に向けた育種的対策

これまで,スギやヒノキを中心とした林木の育種は,「成

長量の増大｣，「材質の向上｣，「気象害や病害虫に対す

る抵抗性の向上」を中心に進められてきたが(田島

2001)，近年，森林に対するニーズの多様化と環境問題

などが加わり，「特定形質｣に関する育種も重要な位置を

占めるようになってきた。その中でも，花粉症対策とし

て花粉飛散量の軽減に向けた育種は社会的な関心も高

く重要な課題として取り組むべき状況になっている。本

論文ではスギ花粉症の軽減に向けた育種的な対策とし

て，雄‘性不稔,性と低花粉アレルケン‘性に着目した。これ

らは，既存のスギ林の中から目的形質を保有した個体を

選抜した後，品種改良して増殖し普及へつなげるといっ

た従来の育種方法がそのまま適応でき，最も現実的な

育種戦略になると判断されたためである。本研究により，

雄性不稔‘性と低花粉アレルケン性ともに精英樹由来の優

れた特‘性を持った個体の作出および生産が可能であるこ

とを明らかにした。スギの造林には，さし木苗と実生苗

の２種類が利用されており，植栽する地域の条件や目的

に応じて使い分けされている。このことから，さし木に

よる造林を行う場合は品種改良された雄･性不稔のさし木

苗を，実生による造林を行う場合は精英樹由来の低花

粉アレルゲン(Ｃｒｙｊ，)性の実生苗を利用することによっ

て，従来の木材生産性や遺伝多様‘性を損なうことなく，

将来の空中スギ花粉(アレルゲン）量を確実に減少させる

対処法になると考えられる。ただ，現在の主な花粉飛散

源となっているスギの人工林は海外から安価な木材が大

量に輸入されるなど産業や社会的な変化に伴い，粗放化

もしくは放棄が進んでいる。このことから，スギ花粉の

飛散量を軽減させるためには，まず人工林の適切な管理

と伐採(収種)を実施することである。その後，スギ造

林の適地には雄’性不稔‘性や低花粉アレルケン‘性のスギを

利用し，不成績造林地(長谷川1991)では広葉樹などへ

の樹種転換か自然力に任せて天然林へ誘導してやること

によって，緩やかであるが森林環境に対して負担の少な

い確実な花粉飛散の抑制方法になると考えられる。

木材生産をはじめとする森林の生物資源管理は，生物

多様性保全を原則としたうえでの持続的な収穫を目標と

することそして，生態系保全を重要視した資源・土地

管理政策を実行することが世界的な課題なっている

(SeymourandHunterl999)，（長池2000)。このこと

からも、今後の人工林管理は従来のような大面積で木材

の収穫量を簸大限発揮させるための集約的な施業ではな

く，花粉症も問題も含めて，生物多様性や水源かん養，

CO2吸収などのような公益的機能を総合的に評価し，こ

れまでの実績から経済林と環境林を明確に区別して取り

扱うなど整合的な管理へ方向転換すべきであると考え

る。

摘要

近年，大きな社会問題になっているスギ花粉症に対す

る育種的な対策として，本研究では最も現実的と思われ

る雄'性不稔‘性と低花粉アレルゲン(Ｃｒｙｊｌ)‘性に着目し，

将来の空中スギ花粉量や空中アレルケン量の軽減に向け

た育種戦略について検討した。

スギ花粉症に対する育種的な対策として，遺伝的雄性

不稔‘性を保持したスギの利用は環境や樹齢に左右される

ことなく安定して花粉を生産しないことから極めて有効な

手段となる。スギの雄‘性不稔個体は，富山県で初めて発

見され，その遺伝様式は一対の核内劣性遺伝子(αα)に

よって支配されていることが明らかにされたが，そのスギ

を育種の母材料として利用するためには詳細な発現特性

を把握する必要がある。そこで，花粉の各発育ステージ

から雄花を採取しパラフィン切片法により雄花内部の観

察を行った結果，この‘性質は一核期以降に発現し，成

熟期には完全に花粉を崩壊させることが明らかになった。

また，電子顕微鏡で崩壊した花粉の残骸を観察した結

果，花粉外壁を形成するうえで重要な役割を果たしてい

るオービクルスが認められなかった。このことから，この

雄‘性不稔‘性は一核期から成熟花粉になる課程で正常な

花粉外壁の形成を妨げ花粉を崩壊させると推測された。

次に．この雄'性不稔遺伝子の分布について調査するた

め，雄’性不稔の母樹から自然交配によって得られた雄,性

不稔苗29個体の花粉親についてＣＡＰＳマーカーを用い

て調査した結果，花粉親は複数存在し，雄性不稔遺伝

子をヘテロ(Ａα)で保有したスギは広く分布していると推

定された。このことから，精英樹の中にも雄‘性不稔遺伝

子を保有したクローンが存在すると期待されたため，富
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山県の精英樹や気象害抵抗‘性候補木64クローンと雄‘性

不稔スギとの交配家系(Ｆ１）を育成し，それらの花粉稔

性について調査した結果，精英樹の小原１３号との交配

によって得られたＦ'集団は，雄性不稔64個体と可稔５２

個体に分離した｡ｘ2検定でｌ：ｌの分離比に適合したこ

とから，小原１３号は雄性不稔遺伝子をヘテロ型(Aα)で

保有していることが明らかになった。このような精英樹は

他にも存在すると予想されることから，これらの精英樹

同士で交配(Aα×Ａα)することによって遺伝的に優良な

雄性不稔スギ(αα)が約25％の頻度で出現すると期待さ

れる。今後，交配によって品種改良された雄性不稔スギ

はさし木によって増殖し普及するのが有効であると考えら

れた。

雄性不稔スギの全国的な普及を図るためには病害虫に

対する危険分散や様々な環境に対する適応性を考慮する

必要があり，そのためには雄性不稔遺伝子の多様化が

重要な課題となる。そこで，３年生の10,902個体の実生

苗から新たなタイプの雄性不稔スギを探索した結果，雄

性不稔と思われるスギを２個体選抜することができた。

これらの雄花を電子顕微鏡で調べてみると花粉同士が崩

れた形で融合しており，正常な花粉はほとんど認められ

なかった。富山県で最初に発見された雄‘性不稔スギとは

花粉の崩壊過程が異なることから，別の雄性不稔遺伝

子によって引き起こされていると推定された。これらの個

体の遺伝様式を決定するため，現在，交配家系を育成

中である。また，この方法は３年生の実生苗を材料に用

いるので少ない栽培面積と短い生育期間ですむことか

ら，多様な雄性不稔スギを選抜するのに有効な手法であ

ると考えられた。

アレルゲン(Ｃｒｙｊｌ)フリーや低花粉アレルゲン性を保

有したスギを選抜するため，簡便なＣｒｙｊｌの定量法に

ついて検討したところ，Ｃｒｙｊｌに対するポリクローナル

抗体とモノクローナル抗体で抗原を挟み込むサンドイッチ

ELISA法を用いることによって，Ｃｒｙｊｌ標準液と測定値

の間でＲ２=0.99以上の相関を得ることができた。この方

法を用いて，Ｃｒｙｊｌの発現量について調査した結果，

同一クローン内のラメート間ではほとんど差がなかった

が，全国25道県における精英樹のクローン間の変異は

非常に大きく，最大で約29倍も差があることが明らかに

なった。また，次世代の選抜効果をはかるうえで重要な

指標となるｃｒｙｊｌの狭義の遺伝率を母親を共通とする

交配家系から算出した結果，ｈ２=1.0と高い値になった。

これらのことから，Ｃｒｙｊｌ量の軽減に向けた選抜育種

は有効であり，精英樹の中からＣｒｙｊｌの少ないクローン

を選抜した後，それらを採種木とするミニチュア採種園

を造成することによって遺伝的に優良な低花粉アレルケ

ン‘性実生苗の大量生産が可能になると考えられた。

野外に造成したミニチュア採取園の外部花粉混入率を

推定するため，雄性不稔遺伝子をマーカーとして利用し，

それをヘテロ型(Aα)で保有したスギでモデルミニチュア

採種園を造成した。雄‘性不稔苗(αα)の出現率から外部

花粉混入率を推定した結果，約62％となり非常に高いこ

とが明らかになった。この対策として，ガラス室内に同

様の採種園を造成し，その中で任意交配を行わせた結

果，発芽率は21.4％で従来型の採種園と同程度であり，

その後の苗の生育も順調であった。ガラス室内ニチュア

採種園は外部からの花粉汚染を確実に防ぐことができる

ため，低花粉アレルケン(Ｃｒｙｊｌ)を保有した実生苗を

生産するうえで本採種園は有効な手法であると判断され

た。

スギの造林には，さし木苗と実生苗の２種類が利用さ

れており，植栽する地域の条件や目的に応じて使い分け

されている。このことから，さし木による造林を行う場

合は品種改良された雄性不稔のさし木苗を，実生による

造林を行う場合は精英樹由来の低花粉アレルゲン(Cryj

l)性の実生苗を利用することによって，従来の木材生産

性や遺伝多様性を損なうことなく空中スギ花粉量や空中

アレルゲン量を確実に減少させる対処法になると考えられ

た。
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StudyonfbresttreebreedingfbrmalesterilityandlowpollenallergenofQ1yPto”ｅｒｉａｊ”0"伽、､Don．
－PollinosismeasuresbybreedingmethodfOrreductionofC､jaPo"icapollenallergenintheair-

Summary

Sugi,CXyPto"zeγ/α,〃0"jcaDDon,isoneofthemostcommerciallyimportantconifersinJapan,However，

ＣｊｔＺＰｏ"jcapollinosis,causeｄｂｙＣｒｙｊｌａｎｄＣｒｙｊ２ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＣ..〃0"jcapollen,hasbecomeaseriousalle碓

gicdiseaseTherefOre,animportantissueistoreducetheamountofairbornepollenbybreeding，

Male-steriletreeofCjZPo"jcawasfOundin'IbyamaPrefecture,Japan､Thetreewas26yearsoldin2006・

Therewasnodifferencebetweenthemale-steriletreeandnormaltreesinsizeandshapeofthemaleflower・

Howeve田themicrosporescollapsedafterseparatingfrompollentetrads,resultingintotalmalesterilitybInthis

case,malesterilityiscontrolledbyarecessivealleleatasinglelocusandisexpressedonlyinhomozygotes(αα)．

Tofindplustreecloneswhichareheterozygousfbramale-sterilityge､ｅ(Ａα),６４cloneswerecrossedwitha

homozygousmale-steriletree(αα).Flseedlingsobtainedfromthecrossingbetweenthemale-sterilemother

treeandaplustreeclone,Oharal3,produced64male-sterilemdividualsand52fertileindividuals､Thesegre‐

gationratiofittedtheexpectedl:lratioaccordingtoachi-squaretest,Theseresultsclearlydemonstrateｔｈａｔ

theOharal3cloneisheterozygousfbramale-sterilitygene､Itispossibletocreatesuperiormale-steriletrees

bycrossingwithplustreespossessingthemale-sterilitygene・

Cryjlcontentof420plustreeclonesshowedvariationfromO38tol０．２３pgperpollengrainand7clones

hadleｓｓｔｈａｎｏｎｅｐｇperpollengrain,TheheritabilityofCryjlestimatedbyparent-offSpringregressionwａｓ

ｖｅｒｙｈｉｇｈａｔ1.0.Fromtheseresults,itwassuggestedthatalargenumberofseedlingwithlowallergenscould

becreatedbycrossingthe7treesselectedinthisstudyb

TheminiatureseedorchardofQ：yPr0"z〃ｊα〃0"icatreeswithaheterozygousmale-sterilitygene(Ａα)was

establishedintheoutdoors､Ｆｒｏｍtheresultoffrequencyofopen-pollinatedmale-sterileseedlings(αα)inthe

seedorchard,ｉｔｗａｓｐｒｅｓｕｍｅｄｔｈａｔｐollencontaminationratewasabout６２％・Theglasshouseminiatureseed

orchardwasestablishedtopreventpollencontamination・Thegerminationfrequencyofseedsproducedinthe

glasshousewasalmoｓｔｔｈｅｓａｍｅａｓｔｈａｔｏｆｓｅｅｄｓｐｒｏｄｕｃｅｄinoutdoorseedorchards､Ｓｏ,glasshouseminiature

seedorchardwithlowallergensbecomesaneffectivefbrpollinosismeasure・

Ｔｈｅｕｓｅｏｆｓｕｐｅｒｉｏｒｍａｌｅsterilecuttingsandlowallergensseedlingswillreducepollenproductionwhile

maintainingtheyieldofhigh,qualitytimberinthefuture．

－５２－
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