
　ガンマ線照射は農業分野においてジャガイモの発
芽防止や種子の防虫法として広く利用されてい
る 1），2）。特に育種学では放射線照射による突然変異
を利用した品種改良が行われており，作物の新規形

質創出及び新品種育成に大きく貢献している 3），4）。
　ケナフ （Hibiscus cannabinus L.）はアオイ科ハイ
ビスカス属の一年生草であり，成長に伴う温室効果
ガスの固定量が高く，森林資源保護や地球温暖化対
策に有効な植物であると期待されている 5）。またケ
ナフ靭皮は豊富な繊維質を有しており，紙や木材の
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Summary

はじめに

　　Kenaf and roselle are widely cultivated in many countries and it has been used to produce several products or 

beverages.  Also, these plants are recognized as an environmental friendly crop.  The gamma-ray irradiation was 

commonly used to avoid the spoilage of several vegetables or to inhibit the emergence of larvae from seeds.  Recently, 

radiation breeding was characterized for the creation of new varieties and the improvement of vegetative propagation.  As 

of today, little studies have been reported regarding the radiation sensitivity of these plants.  To gain a better 

understanding on the embryos growth of kenaf and roselle, gamma-ray irradiation was performed on these seeds using 

60Co irradiator.  A statistically significant difference was observed on germination and embryo growth at irradiated 

kenaf seeds between control groups.　In case of roselle,　there was not statistically significant difference in the 

germination of irradiated seeds between control groups at the same doses.  Moreover, the several truncated DNA forms 

were detected at the irradiated seeds and their embryos in electrophoresis assay.  Based on these results, inhibitory 

effect on germination and embryo growth were closely related to the DNA damages.  The present study demonstrates 

that remarkable difference on the radiation tolerance of seed was found between kenaf and roselle.
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代替品として様々な工業製品に利用されてい
る 6），7）。一方，ケナフ亜種であるローゼル（Hibiscus 
sabdariffa L.）は主として熱帯で栽培されており，食
用ケナフとしてハーブや飲料品などへ利用されてい
る 8）。既報 9）において Shomeらはケナフ及びローゼ
ルへの X線照射試験を実施しており，幼芽生育が著
しく阻害されたものの，種子照射による発芽抑制は
認められなかったと報告している。しかしながら，
ケナフ類への放射線照射に関する研究は少なく，両
者の放射線感受性を言及した報告は見受けられない。
　本研究ではケナフ及びローゼルの品種改良研究の
一環としてガンマ線照射による放射線感受性と影響
について検討した。両植物の種子及びスプラウトへ
ガンマ線を適宜照射し，発芽及び生長能力の欠損と 
DNA 鎖切断との関係について考察した。

実験方法

１．供与種子

　本研究では中国産ケナフ種子（品種：湘紀麻 1
号）及びローゼル種子（品種：改塊麻 1号）を試料
とした。両種子をプラスチックチューブに充填した
試料を実験に供した。

２．照射処理

　試料の照射処理は日本原子力開発研究機構高崎量
子応用研究所にて実施した。60Co線源の線量率
（0.1kGy/h及び 4kGy/h）及び試料配置距離より照

射線量を算出し，室温にてガンマ線照射した（Fig. 1）。
試料への吸収線量は 10～ 200Gy（0.1kGy/h）及び
0.3～ 4kGy（4kGy/h）とし，照射後の種子は速やか
冷却され，使用時まで-80℃で凍結保存した。なお，
ガンマ線照射を行わずに凍結保存した両者の種子を
コントロールとして用いた。この他に播種後 3日目
のケナフ及びローゼルのスプラウトをプラスチック
シャーレに充填し（n=25），同様の条件にて 0.2～
4kGy照射した。

３．発芽試験

　発芽率に対する影響は既報 10）に準じた置床試験
により検討した。プラスチックシャーレ（内径
90mm）に直径 90mmのろ紙を敷き，15mLの精製
水を注いだ。そこに 1％次亜塩素酸溶液にて表面殺
菌した種子を等間隔で 1列 10粒，合計 50粒播種し，
パラフィンフィルムで密封し，以後の精製水補充は
行わなかった。これらのシャーレは 23℃ の暗条件
下で 96時間栽培し，24時間毎に発芽数を計測した。
発芽判定は 2mm以上の新芽が認められた場合を陽
性とした。なお，発芽試験における各照射群の例数
は 6例とした。

４．生長試験及び栽培試験

　発芽試験を終了した全てのスプラウトを回収し，
植物表面の付着水を除去して総重量を計測した。そ
の後95℃で2日間乾燥処理して秤量し，乾燥重量と
した。なお，ケナフ及びローゼルスプラウトへ照射
した際の生長量も同様の方法により検討した。
　両植物の照射種子を市販品の有機土壌中に播種し
て栽培試験を行った。プランターを約 15cm平方で
仕切り，それぞれの領域に種子を 10粒等間隔で播
き，植物成長に伴う形態学的な変化を 10週間まで
観察した。

５．ケナフ及びローゼルの DNA抽出
　両者の種子またはスプラウトからの DNA抽出は
市販品抽出キット（DNeasy tissue kit, QIAGEN）を
用いて実施した。すなわち試料に液体窒素を添加し
て機械的に破砕後，アルカリ処理により可溶化し
た。溶解試料を前処理カラムよりタンパク質及び多
糖類を除去しライセートを得た。ライセートをシリ
カゲルメンブランにてDNAを吸着させ，精製水によ
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Fig. 1 Irradiation of gamma-ray to kenaf and roselle 
seeds.

 Each dose groups were arranged at the several 
distance form radiation source.



る溶出作業を経て DNA画分を回収した。なお，発
芽試験により得られたケナフ及びローゼルスプラウ
トも同様の DNA抽出及び精製作業を行った。

６．ゲル電気泳動

　前述の抽出方法により得られた DNA試料をアガ
ロースゲル電気泳動により分離してガンマ線照射に
よる DNA損傷を検討した。1％アガロースゲルの各
レーンに DNA試料を 10μL注入し，40mM Tris-
acetate 1mM EDTA （pH8.3）緩衝液を満たした電気
泳動槽（Mupid , ADVANCE）にて 100Vの条件で 約
20 分間泳動した。泳動終了後はゲルをエチジウムブ
ロマイドにて染色し，トランスイルミネーターによ
り紫外線照射下で泳動像を観察した。

７．計算方法

　ケナフ及びローゼルのスプラウト重量及び発芽数
より各照射群の生長量（embryo growth: EG）並び
に生長率（EG ratio: EGR）を式（1），式（2）より算出
した。

　式（1） EG（mg）=（総重量－乾燥重量）/発芽数 
　式（2） EGR（％）=（EG Irradiated / EG Control）X 100

　有意差検定は Student’s t-検定により実施し，
p<0.05を示した場合は有意とした。この他に発芽
率，胚生長率及びスプラウト生長率に対するガンマ
線照射の阻害作用について見かけ上の阻害定数
（IC50）を直線回帰にて算出した。全ての成績は 4-6
群の平均値±標準偏差で表記した。

実験結果および考察

１．ガンマ線照射による発芽率及び生長量への影響

　ガンマ線照射によるケナフ及びローゼル発芽率の
用量依存的変化を Fig. 2（A）に示す。両者のコント
ロール群（0Gy）において発芽数は播種後 48時間ま
で直線的に増加し，その後定常状態となった（data 
not shown）。コントロール群では播種後 96時間ま
でにケナフで 82± 4％，ローゼルで 98± 1％の発芽
率を示した。ケナフでは 100Gyまでは放射線照射に
よる顕著な発芽率変動は認められなかったが，
200Gy以上では用量依存的な発芽率低下を示し，
1500Gy照射群では 39± 5％，4000Gy照射群では 16
± 4％まで低下した。一方，ローゼルでは発芽率の

低下はいずれの照射線量においても認められず，最
高照射群（4000Gy）での発芽率は 93± 6％であっ
た。なお，ケナフ発芽率については 50Gy以上の照
射にてコントロール群との有意差を示したが，ロー
ゼルでは有意な低下は認められなかった。両者の発
芽率に対する阻害定数（IC50）はそれぞれ，ケナフ
で 1045Gy，ローゼルで 4000Gy以上であり，顕著な
差異が認められた（Table 1）。
　Fig. 2（B）にケナフ及びローゼルの生長量を示す。
両者の播種後 96時間におけるコントロール群の生
長量はケナフで 74± 13mg，ローゼルで 138± 25mg
であった。ケナフでは 200Gy以上，ローゼルでは
300Gy以上の照射において有意な抑制効果を示し，
吸収線量依存的な生長阻害が認められた。4000Gy
照射群における生長量はケナフで 34± 4mg ，ロー
ゼルで 68± 6mg まで低下した。両者の生長率
（EGR）に対する IC50はケナフで 2848Gy，ローゼ
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Fig. 2 Inhibitory effect on germination (A) and 
embryo growth (B) after gamma-irradiation 
to kenaf and roselle seeds. 

 Each point represents the mean and S.D. of 
six groups.

rosellekenaf(IC50 : Gy)

>4000
3469± 654

>4000

1045± 208
2848± 80
2917± 1251

germination
embryo growth
sprout growth

Table 1 Inhibitory constants (IC50) on the several 
stages on growth of kenaf and roselle

Each values represent the mean and S.D. of four-six groups.



ルで 3469Gyであり，ケナフでは発芽率の約 3倍高
い IC50を示した。
　この他に播種後 3日目のスプラウトへガンマ線照
射した際の生長率への影響も検討したが，両者共に
同様の成績を示した（Table 1）。

２．ケナフ及びローゼルの形態学的変化

　Fig. 3に播種後 96時間の各照射群におけるケナフ
及びローゼルスプラウトの形態学的変化を示す。コ
ントロールと比較して，両者のスプラウトは用量依
存的な生長阻害を示した。特にケナフでは 800Gy以
上，ローゼルでは 1500Gy以上の照射群において根
幹伸長が著しく阻害されていた。これらの成績は前
述の生長阻害に根幹の伸長抑制が大きく関与するこ
とを支持する内容であった。

３．DNAの電気泳動解析 
　Fig. 4にケナフ及びローゼル全 DNA試料の電気
泳動像を示す。ケナフ種子の DNA試料において用
量依存的な DNA崩壊像が観察されたが，ローゼル

種子では DNA損傷を示唆する泳動像の変化は見出
されなかった（Fig. 4 upper）。一方，ケナフスプラ
ウトにおいて 1kbp付近に損傷DNA由来と推定され
る DNA断片が認められた。これらの断片は吸収線
量増加との相関性を示したが，ローゼルでは DNA
断片に相当する泳動像は検出されなかった（Fig. 4 
lower）。

４．照射種子の栽培試験

　ケナフ及びローゼルの照射種子を播種し，10週間
栽培して形態学的変化を観察した。ケナフでは
400Gy以下，ローゼルでは 600Gy以下の照射群で顕
著な形態学的変化は観察されなかった（data not 
shown）。しかしながら，800Gy及び 1000Gyのケナ
フ照射群において茎部伸長の分岐または湾曲等の異
常所見が複数例検出された（Fig. 5 A, B）。またロー
ゼルでは 1000Gy以上の照射群にて顎部の形態学的
異常が多く認められた（Fig. 5 C）。これら異常所見
を示した植物の多くで不稔性が観察された。なお，
1500Gy以上の照射群では両植物の胚生長は停止し，
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Fig. 3 Inhibitory effect of gamma-irradiation to the embryo growth of 
kenaf (A) and roselle (B) seeds.
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Fig. 5 Morphological abnormalities of kenaf (A and B) and roselle (C) 
following gamma-ray treatments of both seeds.

Fig. 4 Electrophoresis assay of gamma-irradiated seeds (upper) 
and embryos (lower).

 (A): kenaf, (B): roselle
 Ten seeds and five embryos were used for the extraction of 

each DNA samples.



2週間以後は生育しなかった。

まとめ

　本研究においてガンマ線照射によるケナフ発芽率
及び生長の阻害が確認された。一方，ローゼルでは
発芽率への影響はほとんど認められず，両者で放射
線感受性が大きく異なることを見出した。Shome
はケナフ種子へのX線照射は発芽率低下を伴わない
と報告しているが 9），我々の成績とは異なる内容で
あった。ゲル電気泳動試験においてもケナフでは種
子及びスプラウトにてガンマ線照射による DNA損
傷が認められたが，ローゼル DNAでは顕著な変化
は認められなかった。これらの成績より，発芽率及
び生長阻害は DNA損傷と密接に関係しており，放
射線感受性は DNA損傷と良好な相関性を示すと考
えられた。
　水分含量は様々な生物の放射線感受性に大きく影
響する他 11），クマムシの休眠期及び活動期における
放射線耐性を変化させることが報告されている 12）。
本研究でもケナフ種子とスプラウトで IC50値が大き
く異なる成績を示し（Table 1），根幹水分が放射線
によるDNA損傷を軽減させたと推察される。一方，
ローゼル種子重量はケナフ種子の約1.5倍であるが，
含水率は非常に低く，放射線感受性差を説明するに
は不十分であると考えられる。
　一般的に休眠中の種子が発芽や胚生長等へ移行す
る因子として水，酸素及び温度等が考えられる。本
研究はいずれも同一条件にて暗所にて実施してお
り，これらの因子の影響は少ないと考えられる。本
研究においてガンマ線照射は両植物の根部伸長を阻
害しており（Fig. 3），根幹を介した水分吸収力の低
下が生長抑制に大きく寄与していると考えられる。
　最後に，栽培試験においてガンマ線照射による形
態学的異常や不稔性が高用量で認められたが，
600Gy以下の照射群では両植物の種子を得ることが
できた。今後は次世代の影響について検討する予定
である。これらの知見はケナフ類の放射線を用いた
品種改良に有用な情報となりうると期待される。
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