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Takejiro TAKAMURA and Natsuki YOSHIMURA

　Rapid determination of ploidy levels in cyclamen by using flow cytometry of DAPI-stained nuclei was examined. 
A strong positive linear correlation between DAPI fluorescent intensities of nuclei extracted from the leaf blades of 
cyclamen plants and the ploidy levels in diploid, triploid and tetraploid plants was confirmed. Thus, the flow cyto-
metry of DAPI-stained nuclei in cyclamen was proven to be an effective and easy tool to determine the ploidy levels 
within a short time. DAPI fluorescent intensities of nuclei extracted from the pollen grains of diploid plants having 
and without giant pollen grains were also investigated. Three peaks of 1C, 2C and 4C were observed in the plants 
having giant pollen grains, whereas only 1C and 2C peaks were observed in the plants without giant pollen. The re-
sults suggested that the giant pollen grains were unreduced 2n pollen grains.   
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緒 言

　シクラメン（Cyclamen persicum Mill.）には二倍体と
四倍体とが存在し，それぞれの倍数性に特有の形質が存
在するが，近年まで異倍数体間交雑による品種改良はほ
とんど行われてこなかった．しかしながら，二倍体と
四倍体の交雑においては発芽能力のある種子はわずか
しか得られず（１）,その多くまたは全てが四倍体であるこ
と（１，２，３，４），その四倍体形成は二倍体における非還元性
配偶子の形成に起因すること（５），接合胚の発育停止お
よび退化により種子数が減少すること（６），ならびに胚
珠培養により三倍体の救出が可能であること（７）が明ら
かとなり，さらに倍加による倍数体の育成（８，９）や葯培
養による半数体の育成（10）も可能となったことから，異
倍数体間交雑や倍数性操作による有用変異の拡大が期待
されている．
　倍数性を利用した育種においては，育種素材や作出個
体の倍数性の確認は不可欠である．しかしながら，シク
ラメン園芸品種では細胞および染色体が非常に小さく，
染色体数も多いことから，染色体観察には多大な労力を
要し，効率も悪いため，簡易かつ効率的な倍数性検定法
の確立が望まれている．
　フローサイトメトリーは，いくつかの作物でDNA量

や倍数性の検定法に有効な手段であることが示されてお
り（11，12，13，14），分析手順が簡易かつ迅速であるため，大
量のサンプルの倍数性レベルを短時間で検定できる有効
な手段とされている（15）．そこで本研究では，フローサ
イトメトリーを用いたシクラメンにおける倍数性の簡易
かつ迅速な検定法の開発を試みた．また，それを用いて
シクラメン二倍体個体に認められる巨大花粉（１，５）の倍
数性の調査も試みた．

材料および方法

１．シクラメン成株の簡易倍数性検定
　シクラメン二倍体５品種・系統を用いて，それぞれ
の個体の成葉を５mm角程度に切り取り，内部標品とし
てオオムギ ‘Bonus’ の葉を用いて核抽出用バッファー
（Partec社）中で細断した．得られた懸濁液を５分間放置
した後，20または30μm孔径のメッシュでろ過した．ろ
過した懸濁液に５倍量のDAPI染色液（16）を加え，さらに
10分間放置した後，懸濁液中の核のDAPI蛍光強度を，
プロイディーアナライザーPA型（Partec社）で分析した．
また，既に染色体数が確認されている四倍体園芸品種
‘ボンファイア’ および ‘ビクトリア’，ならびに二倍体園
芸品種×四倍体園芸品種の交雑により得られた三倍体
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F１（‘アンネッケ’ × ‘ボンファイア’），F１（‘カゲイエロー’
× ‘ボンファイア’），F１（‘ピュアホワイト’ × ‘ボンファ
イア’），F１（‘ピュアホワイト’ × ‘ビクトリア’）を用い，
二倍体品種と同様の手順でフローサイトメトリーにより
核のDAPI蛍光強度を分析した．ただし，三倍体および
四倍体の分析では内部標品にオオムギではなく，二倍体
シクラメン品種のF１（‘ラルゴ’ × ‘ピュアホワイト’）を
用い，DAPI染色液にはPartec社の核染色用B液を用いた．

２．シクラメン花粉の倍数性検定
　二倍体品種 ‘ピュアホワイト’ の巨大花粉を分離する
または分離しない成株の花粉をそれぞれ採取し，核抽出
用バッファー中で細断した．得られた懸濁液を５分間放
置した後，10μm孔径のメッシュでろ過した．ろ過した
懸濁液に５倍量のDAPI染色液（16）を加え，さらに10分間
放置した後，懸濁液中の核のDAPI蛍光強度を，プロイ
ディーアナライザーPA型で分析した．なお，２Cのピー
クの位置は，花粉からの核抽出液と巨大花粉を分離しな
い成株の成葉からの核抽出液とを混合した後に分析を行
い確認した．

結果および考察

　フローサイトメトリーは，染色された細胞内核DNA
の蛍光強度を DNA含有量の相対値とみなして計測する
ものである．二倍体品種・系統の葉身から抽出された核
のDAPI蛍光強度の平均値はオオムギの値を１とした場
合，0.441から0.445を示し，二倍体品種・系統間では核
のDAPI蛍光強度，すなわち核DNA量にほとんど差異は
ないものと考えられた（第１表）．第１図に二，三および
四倍体の葉身から抽出した核DNAにおける蛍光強度ヒ
ストグラムを示した．二倍体のF１（‘ラルゴ’ × ‘ピュア
ホワイト’）では，２Cレベルを示すと考えられる大きな
ピークが認められた．一方，二倍体園芸品種×四倍体園

芸品種の交雑により得られた三倍体F１系統では，F１（‘ラ
ルゴ’ × ‘ピュアホワイト’）の約1.5倍の蛍光強度を示す
位置に３Cレベルと考えられるピークが認められ，四倍
体園芸品種では約２倍の蛍光強度を示す位置に４Cレベ
ルと考えられる大きなピークが認められた．なお，いず
れの倍数体においても，主要なピークの約２倍の蛍光強
度を示す位置に小さなピークが認められたが，これら
の小さなピークはアスパラガスで報告されているよう
に（17），主にそれぞれの倍数体におけるG２期の細胞によ
るものであると推測される．
　アスパラガスにおいては，フローサイトメトリーで検
出される蛍光強度と倍数性レベルとの間に明白な相関関

Table １. Relative DAPI fluorescent intensities of the promi-
nent peak in diploid cultivars and strains to that in 
barley.

Cultivar or strain（F１）
Mean relative DAPI
fluorescent intensity z

Standard（Barley ‘Bonus’） １　　　　　
‘Anneke’ 0.441 ± 0.001
‘Largo’ 0.442 ± 0.001
‘Piccolo（purple-flowered）’ 0.441 ± 0.003
‘Pure White’ 0.445 ± 0.004
F１（‘Largo’ × ‘Pure White’） 0.441 ± 0.002
z Mean ± SE（n＝３）.

Fig. １. Typical histograms of DAPI fluorescent intensity of 
nuclei extracted from the leaf blades of cyclamen. 
A: 2x F１ （‘Largo’ × ‘Pure White’）, B: 2x F１ （‘Largo’ 
× ‘Pure White’）+ 3x F１（‘Pure White’ × ‘Bonfire’）, 
C: 2x F１ （‘Largo’ × ‘Pure White’）+ 4x ‘Bonfire’.
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係が認められ，倍数性レベルの検出にフローサイトメト
リーが利用できると報告されている（17）．シクラメンに
おいても二倍体のF１（‘ラルゴ’ × ‘ピュアホワイト’）の
２Cピークの測定値を1とした場合，三倍体F１系統にお
ける３Cピークの相対値は1.493～1.518，四倍体品種に
おける４Cピークの相対値は2.044～2.076となり，各倍
数体においては品種・系統間に大きな差異はなく，各倍
数体間では，有意な差が認められた（第２表）．また，
葉身から抽出された核のDAPI蛍光強度と倍数性レベル
との間に強い相関関係（r = 0.9988）が認められた（第
２図）ことから，シクラメンの簡易的な倍数性測定にフ
ローサイトメトリーを利用できるものと考えられる．
　シクラメンの花粉においても成葉と同様にフローサイ
トメトリーにより，核のDAPI蛍光強度の明確なピーク

が得られ，巨大花粉をほとんど形成しない株では明確な
２つのピークが，巨大花粉を有する株では３つのピーク
が認められた（第３図）．なお，巨大花粉は認められる
ものの，その割合が比較的低い株では，３つのピークの
うち最も蛍光強度が高いピークが不明確になる傾向が
認められた．ユリ花粉のフローサイトメトリーにおい
ては，非還元性の２n花粉を形成しない株では１Cと２C
の２つのピークが，２n花粉を有する株ではそれに加え
て４Cのピークが認められ，これはユリの花粉が二核性
で，雄原核が精核に分裂する直前の段階でDNA量が２
倍になっており，さらに２n花粉では通常の花粉に比べ

Table ２. Relative DAPI fluorescent intensities of the prominent peak in triploid and 
tetraploid plants to that in diploid F１（‘Largo’ × ‘Pure White’）.

Ploidy level Strain（F１）or cultivar  No. of plants
investigated 

Mean relative DAPI
fluorescent intensity z 

2x（standard） F１（‘Largo’ × ‘Pure White’） 1 　　　　　
3x F１（‘Anneke’ × ‘Bonfire’） 2 1.502 ± 0.008

F１（‘Kage Yellow’ × ‘Bonfire’） 3 1.493 ± 0.024
F１（‘Pure White’ × ‘Bonfire’） 3 1.500 ± 0.017
F１（‘Pure White’ × ‘Victoria’） 3 1.518 ± 0.007

4x ‘Bonfire’ 3 2.044 ± 0.020
‘Victoria’ 3 2.076 ± 0.019

z Mean ± SE（n＝No. of plants investigated）.

Fig. ２. Relationship between ploidy level and mean DAPI 
fluorescent intensity in cyclamen. Relative DAPI 
fluorescent intensity: The value in F １ （‘Largo’ × 
‘Pure White’）＝１.

Fig. ３. Typical histograms of DAPI fluorescent intensity 
of nuclei extracted from the pollen grains in diploid 
‘Pure White’ without （upper） or having （lower） gi-
ant pollen grains.
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てDNA量が２倍になっていることによると報告されて
いる（18）．シクラメンにおいても葉身からの核抽出液と
の比較（データ未掲載）から，巨大花粉をほとんど形成
しない株の２つのピークは１Cと２C，巨大花粉を有す
る株における３つのピークは１C，２Cおよび４Cレベル
であると考えられ，ユリの花粉と同じ現象が起きている
ものと示唆される．また，巨大花粉を形成しない株の花
粉では，１Cと２Cレベルの核の割合はほぼ同じである
のに対して，巨大花粉を有する株の花粉では２Cレベル
を示した核の割合が高くなったが，これもユリでの報
告（18）と同様であった．
　シクラメンの四倍体×二倍体の交雑では，花粉親の二
倍体株に巨大花粉が認められるときに四倍体後代が得ら
れ（１，５），その減数分裂の観察から，巨大花粉は減数分裂
の失敗に起因する非還元性の花粉であると示唆されてい
る（５）．本研究においても，巨大花粉が通常の花粉の２
倍量の核DNAを含んでいると考えられたことから，巨
大花粉は非還元性の２n花粉であることが改めて強く示
唆される．
　本研究の結果，シクラメンの葉身，花粉のいずれを用
いてもフローサイトメトリーによる分析およびそれを
利用した倍数性の推定が可能であることが示唆された．
なお，花粉の分析においては核抽出液のろ過時に20μm
以上の孔径のメッシュを使った場合に３Cと考えられる
ピークが認められた場合があり（データ未掲載），これ
は染色された花粉管核と雄原核の蛍光発色が同時に検出
された可能性があると思われた．したがって，シクラメ
ンの花粉を用いてフローサイトメトリーを行う場合には

メッシュの孔径に注意する必要があるものと思われる．
前述したように，フローサイトメトリーはDAPIやPIで
染色された細胞内核DNAの蛍光強度を計測しているも
のであり，染色体数を分析しているものではないため，
植物種によっては染色体１～２本の違いといった異数体
レベルの分析まで行うことは容易ではない．しかしなが
ら，本研究の結果，多大な労力を要する染色体観察と比
較して，フローサイトメトリーを用いてDAPI染色され
た細胞内核DNAの蛍光強度を計測する方法がシクラメ
ンの倍数性レベルの簡易検定として有用であることは明
白であり，フローサイトメトリーによる分析は，シクラ
メン倍数性育種の効率化に非常に有効な手段になり得る
ものと考えられる．

摘 要

　フローサイトメトリーを用いた，シクラメンの簡易か
つ迅速な倍数性検定法の確立を試みた結果，各倍数体レ
ベルとDAPIにより染色された細胞内核DNAの蛍光強度
との間に高い相関が認められ，フローサイトメトリーが
シクラメンの簡易倍数性検定に有効な手段であることが
示された．また，フローサイトメトリーを用いて，巨大
花粉を分離しないまたは分離するシクラメン二倍体個体
の花粉分析した結果，前者では１Cと２Cのピークが認
められたのに対して，後者では１Cと２Cに加えて４Cの
ピークが認められ，巨大花粉は非還元性の２n花粉であ
ることが強く示唆された．
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