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はじめに

品種改良の出発点は、多くの場合、交雑によって親植物とは異なる遺伝子組

成を持った個体を作出することである。遠縁にあたる種属閣の交雑は、植物の

種類によって程度の差は見られるが、従来の方法によって交雑種子を得ること

は極めて困難とされ、古くは混合受粉法などが試みられ一定の成果を上げるに

止まっていた。しかし、近年の組織培養技術の発達は、匪培養や匪珠培養、ま

たは試験管内授精、更にはプロトプラストを利用した細胞融合法の技術を用い

ることによって、従来困難とされていた種属間雑種の作出を可能にしつつある。

スト'yク (Nattoiolaiocaoa R. Br.)は、地中海沿岸原産のアブラナ科の一

年草で、わが国では 11月頃から早春にかけて主に切り花として市場に出回る。

近年、ストヅクは家庭用だけではなく、庖舗の飾り付けなどに用いられるよ

うになり、需要の伸びが著しい。ストヅクの花色は白色、および赤紅、紫、青

紫にわたる紫色系が主で、その他に黄色系があるが、クリーム色に近い淡黄色

で、濃黄色の花は存在しない。そのためストックの品種間での受雑による浪黄

色花のストヅクの作出は困難である。ストックの需要を拡大するためには、多

様な花色を持った品種を多数揃えることが重要であり、その点からも浪黄色の

花色を持った品種の育成が待望されている。

そこで、同じアブラナ科に属する他の種、属からの黄色系色素遺伝子の導入

が考えられる。本実験では、そのーっとして渡黄色の色素を有し、属の異なる

ウオールフラワー (Coeiraotouscoeiri L.および ιalliooiiHort. (シベリア

ンウオールフラワーとも呼ばれる))との突雑を試みた。ウオールフラワーは、

外見はストヅクに似ているが、花色は黄、オレンジ、褐色の黄色系の色調を中

』乙1としている。

ところで、ストヅクの花は一重咲株と八重咲株があり、八重咲株は雄ずいと

雌ずいが花弁化しているため、種子を得ることはできない。今日市場に出てい

る品種は、一重咲花を支配する遺伝子と花粉の致死遺伝子とが強く連鎖してい

る系統のため、一重咲花から得た次代の種子は八重咲株と一重咲株が 1: 1に分離

するものがほとんどである。商品価値のあるのは花弁の豪華な八重咲花であり、

生産者は首の大きさなどから不要な一重咲株を苗のうちに選別して抜き取る作



業を行っている。このため八重咲きの優秀な品種の組織培養による大量増殖が

可能となれば、従来の八重苗の選別作業を必要とせず、八一重咲株だけを生産で

きるようになる。また、人工突雑や組織培養技術によって商品価値のある新花

色をもっ雑種系統が育成できた場合、それらを組織培養によって増殖すること

により、遺伝的に均一な植物を大量生産することが可能となろう。

本研究は、ストヅクとウオールフラワーを両親に用いて、従来の支配実験に

よる属間雑種を作出、並びに両者プロトプラスト閣の細胞融合による体細胞雑

種の作出による黄色花を持つ品種の育成を試みるとともに、このような方法で

作出された有性繁殖の困難な商品価値の高い植物体や八重咲き株を大量増殖す

る技術を確立するための基礎的知見を得ることを目的に行ったものである。

本論文は 4章から構成され、属間雑種作出に関する研究を第 1および2章に、大

量増殖に関する研究を第3および4章にまとめた。
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第 1章 ストヅクとウオールフラワーの人工交配による属間雑種作出の試み

緒言

ストヅクは冬場の切花として、重要な位置を占めている一年草である(第ト

1図)。花色は白を主に、赤紅、青紫、紫等の紫色系を有する品種が多く存在し、

黄色系は漉黄色がなく、クリーム色が存在するのみである。

最近、家庭用だけでなく、庖舗の商品のディスプレイ用の花として利用され

ることが多くなり、濃黄色は人目を引きやすいことから、黄色のストヅクが作

出できれば、その需要はさらに拡大することが予想される。

一方、ウオールフラワーは、ストヅクと属は異なるが、その外見は類似して

おり、花色は潰黄色、オレンジ系を中心としたー・二年草である(第 1-2図)。

ストヅクとウオールフラワーは原産地も近〈、栽培適温など生態的特性が類似

している。

現在、新花色や新たな有益な特性を持つ品種を育成するため、新しい育種技

術を用いての種問、属聞など遠縁の植物間で遺伝子を交換することが試みられ

ており、今後ますます重要になるものと考えられている。

本研究では、濃黄色ストックを作出する手段のーっとして、ウオールフラワ

ーの黄色遺伝子をストヅクに導入するために、従来より行われている人工交雑

法によって両種の交配実験を行った。このような試みは、すでに斉藤(1951) 

によってなされ、 2倍性および4倍性のストックとウオールフラワーの正逆交雑

を行ったところ、ウオールフラワーを母親にした場合にのみ、わずかに採種で

きたが、その種子を播種、栽培したところ、すべて母親であるウオールフラワ

ーと同じ外見に生長したことを報告し、ウオールフラワーは単為生殖的な偽受

精という現象を起こしやすい植物であることを示唆した。その後、濃黄色スト

ヅクの作出の試みについての報告は見られない。このため、本研究では、スト

ックとウオールフラワーの受精の可能性を調べるために、光学顕微鏡および電

子顕微鏡による花粉発芽の観察を行うとともに、交配によって得られた植物が

雑種かどうかを判断する手段として、パーオキシダーゼアイソザイムの電気泳

動法による分析を行い、ザイモグラムに、ストックおよびウオールフラワーを

識別する特異的なバンドが存在するかどうかを調べた。

の
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第1-1図ストヅク (Nattoioil1ucaoa )の花

左から、白色花(八重)、クリーム色花(八重)、紫色花(八重)および紫色花(一重)

第1-2図 ウオールフラワー (CoeIrootouscoeIrI )の黄色花(八重)
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ストヅクとウオールフラワーの人工受配第 1節

材料および方法

スト 'yクとウオールフラワーの正逆交配1 . 

有色系品種とストヅクでは白色系品種として 13品種、第 1-1表に示した様に、

各品種ウオールフラワーでは 2品種を供試し、また、して 2品種の計 15品種を、

1987年4月20日-6月2日に行った。交配は、とも温室内で慣行法により栽培した。

温室内で授粉後袋かけし、除雄当日に膏授粉し、除雄を開花 1-2目前に行い、

採種時まで肥培管理した。

ストヅクおよびウオールフラワーの供試品種

ストヅク
Nattoio]a iocaoa R. Br. 

障の雪 安房の雪
初イトセントション 先勝の雪
クリスマスホワイト ヒ・ IJ'ミーホワイト
月の輝 (川-1色)
紫鵬 (紫色)

松の雪クリスマススノーA
ホワイトコ'ヲデス
早雪 (以上白色)
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交配種子の無菌発芽と生育個体の形質2. 

正逆交配によって得られた 72個の交配種子を 1%次亜塩素酸ナトリウムで 20分

100mg/Q 1/2濃度の MS無機塩に MSビタミン、滅菌水で 3回洗浄した。間殺菌し、

pH 5. 5 および 2%サヅカロースを添加し、500mg/ Qカザミノ酸、イノシト-}レ、

培地は 5Om Q容三角フラスコ0.2%ゲルライトでゲル化させた。に調整した後、

無菌発芽させ殺菌種子を l粒ずつ各フラスコに播種し、に 15mQずつ分注した。

(3，500 1x蛍光灯)下で行った。

パーミキュライトを培養土とし

連続照明

発芽後約 5mm程度に生育した実生 (44個体)は、

p
h
υ
 

20+ 1・C、た。培養は、



た鉢に移植し温室内で馴化させた。さらに、本葉が2-3枚展開後、土:テンポ

ロン(有機化学堆肥) = 1: 1の用土を含む3号ビニール鉢に移植し、温室内で管

理し、形質調査を行った。

結果

1 .ストヅクとウオールフラワーの正逆交配

1 )ストヅク{♀)x'オールダブル， (♂)の交配(第 1-2表)

ストヅク 15品種を母親に、ウオールフラワー'オールダブル'を花粉親とした

場合、交配花数 158中、結英数87(55%)で、その中で種子を含んだ爽数は 11(7%) 

であった。種子が得られた受配の組み合わせは、 ‘クリスマススノー， A 2粒、

‘松の雪， 1粒、 ‘ホワイトセンセーション， 1粒、 ‘先勝の雪， 17粒、 ‘ホワ

イトゴヅデス， 2粒、 ‘早雪， 7粒および‘紫鵬， 11粒で、計41粒の種子が得ら

れた。

結英率が80%以上と高い値を示したのは、 ‘クリスマスホワイト'、‘早雪'、

‘先勝の雪'、 ‘クリスマススノー， B、および‘月の輝'であった。一方、

‘ボールホワイト No.16'および‘ピグミーホワイト'では結爽は認められなか

った。

2 )ストヅク{♀ )x‘アリオニーオレンジ， (♂)の交配(第 1-2表)

花粉親にウオールフラワーの‘アリオニーオレンジ'を用いた場合、受配花

数 163中、結英数99(61%)であった。その中で種子を含んだ英数は 9(6%)で

あった。種子が得られた交配の組み合わせは、 ‘峰の雪， 5粒、 ‘松の雪， 9粒、

‘先勝の雪， 3粒、‘ホワイトゴヅデス， 4粒、‘クリスマスホワイト， 1粒、‘ク

リスマススノー， B 1粒、 ‘早雪， 3粒および‘紫鵬， 2粒、の計28粒であった。

結爽率が80%以上と高い値を示したのは、‘クリスマススノー， A、‘先勝の雪'、

‘クリスマスホワイト'、 ‘銀潮'、 ‘月の輝'、 ‘早雪'および‘クリスマ

ススノー， Bであった。一方、 ‘ポールホワイト No.16'および‘ピグミーホワ

イト'では認められなかった。
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3) Iオールダブル I (♀ }xストヅク(♂)の交配(第 1-3表)

ストヅクを花粉親に用いた場合、ウオールフラワー'オールダブル'を母親に、

であっ結実英数は 1(0.8%) であったが、結英数 124(97%) 受配花数 128中、

‘ホワイトセンセーション'花粉親がた。種子が得られた受配組み合わせは、

で l粒のみであった。

ストヅク(♀)xウオールフラワー(♂)の交配後の結実状況第1-2表
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4) Iアリオニーオレンジ I (♀ )xストヅク(♂}の受配(第 1-3表)

ウオールフラワー‘アリオニーオレンジ'を母親に用いた場合、受配花数日

中、結英数81(81%)であったが、結実英数はわずか 2.(2%)であった。種子

の得られた交配組み合わせは、花粉親が‘ホワイトセンセーション， 1粒および

‘ホワイトゴ汐デス， 1粒であった。

2.交配種子の無菌発芽と生育個体の形質

受配によって得られた種子は、ストヅクを母親にした場合に 69粒、ウオール

フラワーを母親にした場合に 3粒、合計72粒であった。

1 )ストヅク(♀)X Iオールダブル I (♂)の交配種子

得られた種子数は 41粒で、そのうち培地上で正常に発芽したもの 27粒 (65.9%)、

子葉が水浸状になったもの 5粒(12.2%)、種子がカルス佑したもの 3粒 (7.3%)、

発芽しなかったもの 6粒 (14.6%)であった。正常に発芽した実生と水浸状イじした

実生を順イじさせたが、成功したのは 32本中 22本 (68.8%)であった。

2)ストヅク(♀)X Iアリオニーオレンジ I (♂)の支配種子

得られた種子数は 28粒であり、そのうち、培地上で正常に発芽したもの 22粒

(78.6% )、種子がカルス化したもの 2粒 (7.1 % )、発芽に至らなかったもの 4粒

(14.3%)であった。発芽した実生の順化処理を行い、 22本中 21本 (95.5%)で順

化に成功した。

3) Iオールダブル I (♀ )xストヅク(♂)の交配種子

得られた種子数は l粒で、培地上で発芽は見られなかった。

4) Iアリオニーオレンジ I (早 )xストック(♂)の交配種子

得られた種子数は2粒であり、培地上で正常に発芽したもの i粒で、子葉がカ

ルスイじしたもの 1粒であった。正常に発芽した実生は順化に成功した。

すべての組み合わせを集計すると、支配により得られた種子 72粒中、発芽し

た種子は 56粒(正常発芽 50粒 (69.4%)、発芽後水浸状化 6粒 (8.3%))で、種子

がカルスイじしたもの 7粒 (9.7%)、不発芽のもの 9粒 (12.5%)であった。発芽した

56粒中、順化に成功したものは 44本 (78.6%)で、すべて開花した。開花個体の



であった。一重咲個体は 13(29.5%) 中で八重咲個体は 31(70.5%)、

第 1-4表に交配種子から生育した 44の植物体の花色および花の形状を示した。

傾母性の母親の品種と類似し、ほとんどの個体で草姿および開花の早晩性は、

‘早雪'花色について母親と異なるものが、しかしながら、強い個体であった。

(♂}、'紫鵬， (♀) x'オールダブル， (♂)で各一個体出‘オールダブル'(♀) x 

現した。

ストック×ウオールフラワーにより得られた個体の花の形質第 1-4表
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第 2節 スト νクおよびウオールフラワーの柱頭上での花粉発芽

材料および方法

1 .押しつぶし法による観察

温室栽培のストヅク‘ハイランドホワイト' ‘雪まつりリトルゼムホワ

イト' ‘早雪' ‘ピグミーホワイト' ‘紫鵬'および‘銀潮'の 6品種、ならび

にウオールフラワー‘オールダブル'を用いた。各品種とも自家受精を防ぐた

め関前前に除雄した後、ストヅクおよびウオールフラワーの柱頭上に相互に授

粉させた。授粉後24時間で柱頭を採取し、コヅトンブルー染色溶液に一昼夜浸

演し染色した。染色された柱頭は、スライドグラス上で押しつぶし法によりプ

レパラートとし、花粉の発芽および伸長程度を光学額微鏡によって観察した。

2.走査型電子顕微鏡による観察

ストヅク‘ハイランドホワイト' ‘雪まつり'および‘リトルゼムホワイト'

の3品種、ならびにウオールフラワー‘オールダブル'の l品種を用いた。上記

の押しつぶし法の場合と同様、授粉後24時間の柱頭を試料として用いた。柱頭

は液体窒素で急速凍結後、凍結乾燥を行った。その凍結乾燥試料をイオンスパ

ヅタコーティング装置を用いて金蒸着し、走査型電子顕微鏡 (SEM:目立、 s-
2400)で観察した。観察時の加速電圧は 15KVとした。

結果

1 .押しつぶし法による観察

ウオールフラワーの自家受粉花粉およびウオールフラワーの柱頭上のストッ

ク花粉の発芽の様子を第 1-3図に示した。ウオールフラワーの柱頭上で、ストッ

クの供試した全ての品種で花粉の発芽が観察された雪まつり' ‘リトルゼム

ホワイト'の2品種では、ウオールフラワーの乳頭組織に花粉管が侵入している

のがはっきりと確認できた(第 1-3図ーB、D)。しかしほとんどの品種は花粉管が

わずかに伸長するのみで、コイル状に巻いた異常な花粉管も観察された(第ト

3図-c、E)。

一方、第 1-4図は、ストックの自家受粉花粉およびストックの柱頭上でのウォ

-10 -



第 1-3図 ウオールフラワー‘オールダブル'の柱頭上のウオールフラワーおよび

ストックの花粉の状況

A: ‘オールダブル， (自家受粉) B 、C: ‘雪まつり'

D: ‘リトルゼムホワイト E ‘ハイランドホワイト'

第 1-4図 ストック柱頭上のウオールフラワー‘オールダブル'およびストヅクの花粉の状況

A: ‘雪まつり， (自家受粉) B 、 C: ‘雪まつり'の柱頭上

D 、E: ‘リトルゼムホワイト'の柱頭上

-11 -



ールフラワーの花粉の状態を示した。ウオールフラワーの花粉発芽は、ストヅ

クの全品種において観察された。しかし同一品種でも、花粉が未発芽のもの、

伸長が途中で停止するもの、また良く伸長するものなど個体聞にも違いがみら

れた(第 1-4図ーD、E)。 ‘雪まつり'および‘リトルゼムホワイト'の柱頭上に

おいては、ウオールフラワーの花粉管が乳頭状組織に侵入していることが確認

された(第 1-4図4、D)。

2.走査型電子顕微鏡による観察

ストヅク 3品種とウオールフラワーとの相互の授粉において、それぞれの品種

の柱頭上で花粉発芽が観察された。その中で乳頭状組織への花粉管の侵入が確

認されたのは、ウオールフラワーの柱頭上での‘リトルゼムホワイト'の花粉

(第 1-5図)、ストヅク‘ハイランドホワイト'および‘雪まつり'の柱頭上で

のウオールフラワーの花粉であった(第 1-6図)。

第 3節 ポリアクリルアミド電気泳動法によるストヅクおよびウオールフラワ

ーのパーオキシダーゼアイソザイムの比較

材料および方法

実験操作は第 1-7図に示す手順で行った。すなはち、試料(子葉、本葉および

実生)を冷却した抽出緩衝液(第ト6表)中で磨砕し、冷却遠心機で 10，OOOrpm

で10分間遠心処理し、上澄み液を電気泳動に用いた。ゲルはゲル調製用保存液

(第 1-5表)を第 1-7表の組成で調製し、ポリアクリルアミドゲル・スラプ電気

泳動装置 (ATTO、AE-6200型)を用いて、泳動を行った。

1 .子葉および本葉

子葉はストヅクは‘峰の雪'および‘リトルゼムイエロー'の 2品種、ウオー

ルフラワーは‘オールダブル， 1品種を、また本葉は、ストックは e峰の雪'、

‘リトルゼムイエロー'、 ‘リトルゼムホワイト'、 ‘安房の雪'および eク

リスマススノー， Aの4品種、ウオールフラワーは‘オールダブル， 1品種を用い

。
た

ー 12-



第 1寸図 SEMによるウオールフラワー‘オールダブル'の柱頭上のストヅクの花粉の状況

A: ‘リトルゼムホワイト B ‘ハイランドホワイト'

第 ト6図 SEMによるストヅクの柱頭上のウオールフラワー‘オールダブル'の花粉の状況

A、B、C: ‘雪まつり'の柱頭上 D: ‘ハイランドホワイト'の柱頭上
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よム盈血
材料を生体重の約3倍程度の抽出緩衝液(第ト6表)を含む乳鉢内で冷却磨砕する。

↓ 
磨砕した液をエヲインドル7チューアにいれ、 OOC、10，OOOrpmで10分間遠心処理する。

↓ 
上澄みを泳動用のわ7'ルとする。

2.ゲル作製(分離ゲルおよび漉縮ゲル)
第1-5表のゲル調製用保存液を作成し、第1-7表に従ってA液、 C液及び蒸留水を混ぜる。
※可溶性タンハ・クは12.5耳、ハ・ーオキシゲ寸，7イソずイムは7.5覧

↓ 
十分に脱気する。

↓ 
第1-7表に従いD液及びTEMEDを混ぜ、素早く撹持する。

↓ 
2枚のYラスのゲル作製板の間に流し込み、 2-3cm蒸留水を重層し固める。

↓ 
第1-7表の混縮ゲルの組成に従い、分厳ゲM乍製の場合と同様にゲルを作成する。

↓ 
固まった分離ゲルに重層していた蒸留水を除き、代わりに濃縮ゲルを重層し、コ-Aを差
し込み固める。

三ム盆塾
固まった漫縮ゲルからコームを抜き取る。

↓ 
泳動槽に泳動用緩衝液(第1-8表)を入れ、ヶ・ルを含むYラス按を泳動槽に固定する。

↓ 
試料をずケヲトに注入する。

↓ 
Yーか色素 (BPBlmg+グリセリン 100μ Q+蒸留水 900μ Q)を2、3滴落とす。

↓ 
電流を通す。(ハ・ーオキシ9・--e・7イyif'イムは5・Cで)
※可溶性タンハ・ク;(l)定電流30mAで4.5時間

(2) 5mAで15時間または10mAで5時間
ハ・ーオキシゲ--e'アイリザイム;定電圧300Vで4時間

生ム益金
①可溶性タンハ・ク
泳動終了後、ゲルをYラス板から外し染色液酢酸:メタノール:水=1:3:6+
打γーアリリアントアト0.25覧)を入れ脱色する。

↓ 
ゲルが青くなったら、染色液を除いて脱色液酢酸:メタノール:水=1: 3: 6)を入れ脱色する

②ハ・ーオキシ9・→-アイソずイA
泳動終了後、ゲルをYラス板から外し、!被(0-γ7ニゲン 100mg+氷酢酸 O.84m Qを
再蒸留水70mQにし、さらにpH4.9のO.2M酢酸緩衝液で100皿2にしたもの)に浸潰し、
暗所、 50Cで20分反応させる。

↓ 
!被を取り除き、 2液 (3覧H202 2m QをpH6.5の酢酸緩衝液で100mQにしたもの)を入れ、
室温で7イ'Jif'イムハ・ンドが発色まで反応させる。

第1-7図 可溶性タンパクおよびパーオキシダーゼアイソザイム電気泳動法の操作手順
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溶液

第1-5表ゲル調製用保存溶液

100m Q当り pH 

A (30覧アクリルアミド溶液) アクリルアミド 29.2g 
Bis O. 8g 

B (1. 5M Tris-HCl緩衝液) Tris 18.17g 
SDS O. 4g 

8. 8 (HClで調整)

C (0. 5M Tr i s-HCl緩衝液) Tris 0.06g 
SDS O. 4g 

6. 8 (HClで調整)

D (10%過硫酸アンモニウム) 過硫酸アンモニウム O.Igに蒸留水 1mQを加える。
(必用時調整)

第1-6表抽出緩衝液組成

可溶性タン1¥・ク ハ.ーオキシ9'-t・7イyij'イム

Tris-HCl緩衝液(pH6.8) 
グリセリン
SDS 
2-メルカ7'トェタノール

10mM 
20% 
l覧
1% 

10mM 
20覧

第1-7表ゲル溶液組成 (1mm用プレート)
(m Q ) 

ゲルの種類・温度 分離ゲル 濃縮ゲル

12. 5出 7.5% 4. 5% 

A溶液 10 0.9 
B溶液
C溶液 1.5 
D溶液 0.095 0.095 0.018 
TEMED O. 015 0.015 0.006 
蒸留水 8 12 3.6 

第1-8表泳動用緩衝液

可溶性タンハ・ク

Tris 
rリクY
SDS 

O. 025M 
O. 195M 
O. 1覧
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各品種の種子を畑土とテンポロンを 1: 1に混合した培養土にそれぞれ播種し、

温室内で発芽させた。子葉は本葉が展開する前に採取し、また、本葉は播種後

約1ヶ月の、本葉が 6-7枚展開した苗の第 1-4葉目の比較的大きな葉を採取した。

2.本葉展開前の実生

ストヅクは‘早雪' ‘改良安房黄金'および‘月の輝'の 3品種、ウオールフ

ラワーでは‘オールダブル'および‘アリオニーオレンジ'の2種を、それぞれ

ロックウールに播種し、播種後約 10日の本葉展開前の実生を用いた。実生は根

を切らないようにロ汐クウールから取り出し、植物体全体を材料とした。

結果

1 .子葉および本葉

子葉のザイモグラムを第 1-8図、本業を第 1-9図に示した。ストックとウオー

ルフラワーのアイソザイムのバンドパターンを比較した場合、子葉、本葉とも

ストヅクにおいて品種間で異なるバンドパターンが観察されたが、太く明瞭な

バンドが出る位置はストック聞で共通して存在し、このバンドはウオールフラ

ワーが示すバンドパターンの位置とは明確に異なっていた。

2. 本葉展開前の実生(第ト10図)

第ト10図に示すように、ストヅクはゲル上部から中央部にかけてバンドが見

られたが、ウオールフラワーはそれよりも下部に多くのバンドが見られた。最

も太いバンドがストヅク 3品種間で共通して見られ、またそれより下部にウオー

ルフラワー2品種ではストヅクに存在しない 3本のバンドを共通に持っていた。
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1 2 3 

第 1-8図 ストヅクおよびウオールフラワーの子葉のパーオキシダーゼ

アイソザイムのザイモグラム

1 ストック‘崎の雪 2 ストヅク‘りトルゼムイエロー'

3:ウオールフラワー‘オールダブル'

2 3 4 5 6 

第 1サ図 ストックおよびウオールフラワーの本葉のパーオキシダーゼ

アイソザイムのザイモグラム

1 ストヅク‘峰の雪 2 ストヅク‘安房の雪'

3:ストック‘クリスマススノー '-A 4:ストック‘リトルゼムホワイト'

5:ストック‘リトルゼムイエロー 6 ウオールフラワー‘オールダブル'

1 2 3 4 5 

第ト10図 ストックおよびウオールフラワーの実生のパーオキシダーゼ

アイソザイムのザイモグラム

1 ストヅク‘月の輝 2 ストック‘改良安房黄金 3 ストック‘早雪'

4:ウオールフラワー‘オールダブル 5 ウオールフラワー‘アリオニーオレンジ'
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考察

ストヅクとウオールフラワーの属間雑種作出のために、正逆交配を行った結

果、ウオールフラワーを母親とした場合に結葵率は高かったが、ストックを母

親にした場合の方が、多くの種子が獲得された。ストヅクとウオールフラワー

との受配の同様な試みは、斎藤(1951)によってなされ、ウオールフラワーを

母親にした場合、交配花数460のうち結実英数 18、獲得種子数28粒の結果を得、

ストックを母親に用いた場合では全く種子が得られなかった。また結爽率につ

いても、ウオールフラワーを母親にした場合、結英率は 100%であるのに対し、

ストヅクが母親であると 13.2%と低い結果を示したことを報告している。この

結果は本実験と比較して、獲得種子に関しては全く逆の結果となり、結爽率に

関しては、ウオールフラワーを母親とした場合では、ほほ同じ値であったが、

ストヅクを母親に用いた場合では本実験よりかなり低かった。

ウオールフラワーに多く見られる結実せずに爽だけ生長する現象(単為結果)

は、ストヅクとの交配においてだけではなく、自家受粉においても頻繁に見ら

れた。 ‘オールダブル'と‘アリオニーオレンジ'をそれぞれ花粉親に用いた

場合に、両者の花粉で交配種子が得られたストックは、 15晶種中‘松の雪'、

‘先勝の雪'、 ‘ホワイトゴヅデス'、 ‘早雪'および‘紫鵬'の5品種、また

種子の得られなかったものも 5品種あった。一方、ウオールフラワーを母親にし

た場合では、 ‘オールダブル'と‘アリオニーオレンジ'の両者で交配種子が

得られたのは‘ホワイトセンセーション'を花粉親にした場合のみであった。

支配花数が異なるため明確に言えないが、組み合わせによって結実に難易があ

るように思われた。

結爽や結実に影響する要因として受配親の開花時期のずれがあるが、極早生

である‘ピグミーホワイト'と晩生の‘ボールホワイト No.16'は、ウオールフ

ラワーと開花時期が異なり、充実した花粉を十分確保できなかった。このこと

が結英しなかった原因のーっと考えられる。

本実験では交配によって、濃黄色の花色をもった個体は得られず、母親の形

質にほぼ類似していた。この結果は、斉藤(1951)の支配結果と同様で、交配

により得られた種子は、実雑種子の可能性と共に、単為生殖による可能性が示

唆された。この偽受精 (pseudogamy) という現象は、比較的遠縁の種問、ある
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いは属間で交配が行われた時まれに見られ、アブラナ科の野菜において、しば

しばみられる現象である(松尾， 1969)。その機構は授粉により花粉管は匪嚢に

達するが精核は卵核と融合せず、卵核に刺激のみを与えることで卵核が分裂を

開始し、染色体の倍化が起こり、 2倍体の匪が形成されるものと考えられている。

この場合、植物体は傾母植物となり、半数体の卵が倍化して生じた 2倍体である

ので、完全なホモ個体となり、その翌代に固定系統をつくることができるとい

う利点を有している。

前述したように、本実験で得られた受配種子からの個体は母親と類似した花

色や形態を持っていることから、これらの個体が偽受精によるものかどうか、

後代検定していないため判断できないが、ストヅクとウオールフラワーの交雑

による雑種(黄色花)の作出は極めて困難と考えられる。しかし、この二つの

組み合わせで母親の花色と異なったものが各 2株出現しており、ウオールフラワ

ーとの突雑の可能性がないと言い切ることはできない。

本実験では、属の異なるかなり遠縁の組合せにおいて受配を行ったが、遠縁

植物間では、①柱頭上での花粉発芽、花粉管の柱頭への侵入、花柱内での伸長

が抑制され、受精できない(交雑不和合性)。②受精後、実雑怪珠の組織の異

常発育・崩壊、匪乳組織の崩壊等が起こり、雑種匪が枯死する(匪珠の退化)。

③両親種がそれぞれ個別に持つ補足致死遺伝子によると考えられる雑種匠また

は雑種幼植物の遺伝的枯死(雑種致死) (中島， 1988) といったような性的関離

機構が働き、雑種植物が得られない場合が多い。

ストヅクとウオールフラワー聞の受精の可能性を探るために、光学額微鏡

(押しつぶし法)および走査型電子額微鏡による柱頭上の花粉の発芽観察を行

った。正逆受配を行い、それぞれの柱頭上の花粉を観察したところ、いずれの

組み合わせにおいても、わずかであるがそれぞれの花粉は明らかに発芽してお

り、品種によっては乳頭状組織に花粉管が侵入しているものも認められた。こ

のことから、ストヅクとウオールフラワーの不和合の主原因が、花粉が柱頭上

で全く発芽しないか、あるいは発芽しでも花粉管が柱頭組織内に侵入しないた

めである可能性は低いと考えられる。しかしながら、侵入するが伸長が不良で

ある、生理的な抑制物質の存在または花粉管の伸長を刺激する物質が不足して

いるなどという可能性が残されている。
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ストヅクの花の形態に関与する遺伝子には、一重の優性遺伝子 Sと八重の劣

性遺伝子 S、花粉の致死劣性遺伝子 Qとその優性対立遺伝子 Lが存在すると推

定されている。一重咲株の体細胞の核内染色体では、 S-Q遺伝子と s-L遺

伝子が連鎖おり、そのため卵細胞は SQとsLの2種類を生じるが、花粉におい

ては SQ型のものは Q遺伝子の致死作用が生ずるため、 sL型だけが生き残る

ことになると考えられている(斉藤， 1969)。従って、一重咲花が生産する花粉

にある程度の致死が見られることは、 Snow(1925) とWadding(1929)が人工培

養基上での花粉の発芽試験から、正常な分離を示す原種の系統と比較して 1/2程

度に発芽率が低くなることを明らかにした。これは、 SQ型の花粉が発芽しな

かったためと考えられている。しかし、本実験でストヅクの花粉を酢酸カーミ

ンなどで染色し、細胞質の充実度を見た場合、すべて染色され、不稔花粉や奇

形を呈するものもほとんど観察されなかった。同様に、獲得種子数の少ないウ

オールフラワー‘オールダブル'の花粉もストック同様よく染色された。

スト汐クとウオールフラワーとの交雑不和合性は、ウオールフラワーは自家

受粉により結爽するが、種子は取れにくいという現象があることから、雌性配

偶体の不稔性に問題がある可能性も考えられる。また、花粉は発芽するが正常

に伸長し、匪のう内ヘ侵入できる花粉が少ないこと、卵に到達以前になんらか

の原因によって伸長が停止してしまうこと、また母本組織と雑種匪の聞の生理

的アンバランスによる雑種匪の退化などの、遠縁である属間でのゲノム閣のア

ンバランスが交雑種子の得られない大きな原因と考えられる。

電気泳動法は、個体間あるいは品種聞を類縁関係を追求していく上で広く用

いられている有効な方法である(岩崎， 1984; Iwaiら， 1981; Pirrie.Power，19 

86; Power， 1976)ことから、ストヅクとウオールフラワーの交雑種子の雑種性

の判定において、パーオキシダーゼアイソザイムを用いた電気泳動を行った。

その結果、両親を識別できる特異的なバンドの存在することが確かめられた。

今後、雑種が作出された場合には、この方法をその確認に応用できるものと期

待される。
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描要

濃黄色ストヅクの作出を目的として、ストックとウオールフラワーとの属間.

交雑を試みた。また、両種の受粉後の花粉の柱頭上での細胞組織的観察および

雑種検定法のためのアイソザイムの電気泳動法の利用について検討した。

第 l節 ストヅクとウオールフラワーの人工交配

1.ストヅク(15品種)とウオールフラワー(2種)の正逆受配を行った。スト

vクを母親にした場合に 69粒、ウオールフラワーを母親にした場合に 3粒、合計

72粒の種子が得られた。

2.受配によって得られた種子を、 iovi troで無菌播種後、順イじさせ、 44個体

が生長、開花まで至った。それらの形質はほとんどの個体が母親と類似したも

ので、傾母性の強い個体であった。

3.花色において母親と異なるものが2個体出現したが、期待される濃黄色を持

った個体は作出されなかった。

第2節 ストヅクおよびウオールフラワーの柱頭上での花粉発芽

ストヅクとウオールフラワー相互の受粉後の、花粉の発芽や花粉管の伸長状

況をみるため、ストヅク数品種とウオールフラワー 1品種を供試し、受粉後の柱

頭部を光学および走査型電子顕微鏡で観察した。すべての組み合わせにおいて、

それぞれの柱頭上で花粉管の伸長が観察され、明らかに柱頭の乳頭組織に侵入

しているものが認められた。

第3節 ポリアクリルアミド電気泳動法によるストヅクおよびウオールフラワー

のパーオキシダーゼアイソザイムの比較

ストヅクとウオールフラワーの受配によって植物体が作出された場合雑種検

定の方法を確立する目的でパーオキシダーゼアイソザイムの電気泳動を行った。

ストックとウオールフラワーでは、子葉、本葉いずれにおいても、パーオキシ

ダーゼアイソザイムのバンドパターンが明らかに異なることが認められ、雑種

識別に電気泳動が利用できる可能性が示唆された。
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第 2章 スト汐クとウオールフラワーのプロトプラスト体細胞雑種作出の試み

緒言

第 1章では濃黄色花のウオールフラワーの黄色系色素遺伝子を導入し渡黄色花

のストヅクを作出することを目的に、ストックとウオールフラワーの人工受配

による属間雑種作出を試みた。しかしながら、従来の交雑育種技術による方法

では目的とする渡黄色の属間雑種を作出することは困難であった。その原因と

して、①交雑不和合性による花粉管の柱頭上での発芽不良および花柱内への伸

長抑制、②ゲノム不親和による受精不良または受精匪の発育不良が考えられた。

そこでこのような障害を克服する手段として、近年多くの植物においてプロト

プラストを用いた細胞融合法による体細胞属間雑種作出の試みが行われている。

プロトプラストとは植物細胞に固有の細胞壁を酵素処理などにより取り除い

た裸の細胞で、異種の細胞閣の融合や外来遺伝子の導入などの細胞育種技術の

展開にとって欠かせない材料として用いられてきている。 1960年代に入り細胞

壁を消イじさせて、酵素的にプロトプラストを単離することが容易に可能となり

(Cocking， 1960)、さまざまな植物においてプロトプラストからの植物体の再

生が実証されている (Nagata.Takebe，1971)。ストヅク、ウオールフラワーを

含むアブラナ科でも BrassicacampestrisやB.oJeraceaなどの数種の系統で葉や

根組織由来プロトプラストからの植物体再生 (Kohlenbachら， 1982; Iversenら2

1983;山岸ら， 1986;Robertson.Earle，1986; Nishioら， 1987;Hegazi .Matsubara， 

1992)に成功している。またストヅクにおいても Hosoki'Ando(1989)によって、

子葉カルス由来のプロトプラストからの植物体再生が報告されてるが、安定し

た技術として確立していない。

細胞融合は自然状態では受雑不能な遺伝的に遠縁の植物体の組み合わせにお

いても可能であり (Melchersら， 1987)、種間雑種、属間雑種作出の技術として

期待されている。細胞融合の方法としてはポリエチレングリコール (PEG)法、高

pHー高Ca法、ポリビニールアルコール法などの化学的方法が従来行われ、 トマ

トとジャガイモの属間雑種(ポマト)や Hicotiaoa属の種間雑種作出等の成果

を挙げている (Manczelら， 1981)。これらの方法は、高温度の PEGなどの試薬に

よるプロトプラストの強力な接着と、それらの試薬の除去過程でのプロトプラ
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ストの融合の 2段階からなっている。この方法の長所としては高価な機器を必要

とせず融合処理が可能であることであるが、一方植物種により用いる試薬が融

合後の細胞に毒性を示すことがあるため、①融合した細胞の培養が困難である、

②大量の材料を扱えない、③融合処理技術に熟練を要することなどの欠点があ

る。一方、 Zimmermann(1981)は、 PEG法などの化学的方法に代わって物理的な

方法で細胞融合を誘導できることを示した。この方法は、プロトプラストの懸

濁液に高周波 (O.5-2MHz)の電圧(100-300V/cm)をかけてプロトプラスト同

士の接着を誘導し、その後、短時間 (μs単位)の高電圧パルス(1-3KV/clI) 

を与えることにより一時的なプロトプラスト細胞膜の破壊→修復を起こさせ、

その過程で融合を誘導させるものである。この方法は、融合に用いる 2植物種の

細胞膜の高周波・高電界強度に対する耐性が極端に異なる場合、一方のプロト

プラストが破壊される危険がある、また融合装置が高価であるなどの問題もあ

るが、融合に試薬を用いないため融合したプロトプラストに対する毒性の心配

がないこと、融合処理が容易で大量の試料を扱えることなどの長所がある。電

気融合法を用い、プロトプラストの融合によって体細胞雑種を作出した例は、

B.oler8ceaとB.c8JJJpestrisとの組み合わせなど、アブラナ科においても幾っか

報告されている (Glimelius，1986;Sundberg.Glimelius，1986;西尾ら， 1987)。

細胞融合による体細胞雑種作出過程には、親植物のプロトプラストの単離→

融合処理→融合したプロトプラストの培養→プロトプラストの細胞壁再生、分

裂→コロニー形成→カルス形成→植物体再生→雑種の確認といった一連のプロ

セスがある。従って、体細胞雑種を作出するためには、プロトプラスト培養か

ら植物体再生までの培養系の技術を確立しておくことが必須要件となる。

本研究では細胞融合による体細胞雑種作出の基礎となるストヅクおよびウオ

ールフラワーのプロトプラスト培養系を確立するために、子葉およびカルスか

らのプロトプラストの単離から植物体再生までの培養系の最適条件について検

討するとともに、電気的細胞融合法によるストヅクとウオールフラワーのプロ

トプラスト融合の最適条件について検討し、体細胞雑種の作出を試みた。
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第 1節 プロトプラスト培養

1 .ストックのプロトプラスト培養

1 )子葉からのプロトプラスト培養

材料および方法

ストヅク種子を 1%次E塩素酸ナトリウムで 20分間表面殺菌後、滅菌水で 3回

洗浄した。この種子を、 1/2温度のMurashige.Skoog(MS)基本培地に 2%サヅカ

ロース、 100mg/Q イノシトールおよび500mg/Qカザミノ酸を添加し、 pHを5.5 

に調整し、 2g/Qのゲルライトでゲル化した培地を含む規格瓶(の5cmxl1cm)

に、 15-20粒播種した。播種後 10-20日自の完全に展開した子葉を供試材料に

用いた。プロトプラスト単離前に温度処理を行う場合は、子葉の部分だけを切

り放して滅菌水に浸演し、 5・Cまたは 25・Cで24時間、暗所で保存した。プロトプ

ラストの単離および精製は以下のように行った。

①子葉を lmmの短冊状に細切し、 O.6Mのマンニトール溶液に、 0.1%セルラー

ゼオノヅカ RS(Yakult)、 0.1%マセロザイム RI0(Yakult)、 0.01%ペクトリ

アーゼ Y23(Seishin pharmaceutical)および0.5%デキストラン硫酸カリウム

をとかした酵素液に浸演し、 24・C暗所で 16-17時間静置して単離処理した(一

部変更する場合あり)。②単離されたプロトプラストを含む酵素液を、 40μ皿の

ナイロンメッシュで漉過後、 50%+20%のパーコール溶液層上に重層し、 100l'で

6分間遠心処理し、 50%および20%のパーコール溶液層の聞にできたプロトプラ

ストの層を取り出した。③これを 11%マンニトールを含む 1/2MS培地に懸濁し、

さらに 100l'で2分間遠心処理し洗浄した。プロトプラスト培養用培地としては、

1/2MS培地に 4%サヅカロース、 100mg/Qイノシトール、 500mg/Qカザミノ酸、

O. 6Mマンニトール、1.Omg/ Q 6-benzyladenine (BA， Kohj in)および1.Omg/ Q 

α-naphthaleneacetic acid (NAA， Nacalai tesque)を添加したもの(以後PM培

地という)を用いた。ただし、実験目的に応じて一部の培地成分を適宜変更し

た。培養は、 3cmのプラスチヅクシャーレを用い、培養密度を 5x 104個/mQと

して、 240

C、暗所または蛍光灯下 3，000lx、 16時間照明で行った.培養 1週間自

に、プロトプラストの分裂率を以下の方法で調査した。すなわち各処理につき

2シャーレを用い、シャーレ当り 250個以上のプロトプラストについて分裂調査
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を行った。分裂率は、分裂しているプロトプラスト/全プロトプラスト x100で

表した。

実験は以下の項目について行った。

(1)サヅカロース法度の影響

‘リトルゼムイエロー'の播種後 20日目の子葉から単離したプロトプラストを

用いた。培地は PM培地から NH4N03を除いた培地に、サッカロース濃度を 0、1、

2および 4%添加し、暗所で培養した。

(2)前処理、培地中の NH4N03温度および培養温度の影響

‘リトルゼムイエロー'の播種後 17日目の子葉を用い、 5・C暗所で 16時間、前

処理を行った子葉と、前処理を行わない採取直後の子葉からプロトプラストを

それぞれ単離した。供試培地は、 PM培地の NH4N03漫度を、 0および 1/2倍混度 (4

13mg/ Q )に改変し、培養は 24および 300
Cの暗所で行った。

(3)前処理温度およびマンニトール法度の影響

‘リトルゼムイエロー'の播種後 17日目の子葉を用い、 50Cおよび 250C暗所で前

処理を行った後、それぞれの子葉からプロトプラストを単離した。培地として

はPM培地から NH4N03を除き、マンニトール O.6および 0.8Mを添加したものを用

い、暗所で培養した。

(4)前処理、グルタミン添加および光の影響

‘雪まつり'の播種後 20日目の子葉を、 5・C暗所で前処理を行ったものおよび採

取直後のものからブロトプラストを単離し次の培地上で培養した。培地は実験

(3)で用いた NH4N03を除いた PM培地と、同培地からさらに KN03を除き、 Kイオン

を補うため9.4mM KClを加えた後、 10および 30酬のグルタミンを添加した培地の

計3処理区を設けた。培養は暗所または蛍光灯下 3，000lxで行った。

(5)植物生長調節物質の影響

‘雪まつり'の播種後 10日目の子葉を、 5・C暗所で前処理を行った後、プロト

プラストを単離した。培地は、実験 (4)で用いたグルタミン (10mM)添加培地を

用い、 0、0.5，1. Omg/ Q NAA、および O.5mg/ Q NAA+ O. 5mg/ Q 2， 4-Dの4処理と、

1. 0、5.Omg/ Q BAおよび O.5mg/ Qゼアチンの 3処理とをそれぞれ組み合わせた 12

処理区とし、暗所で培養した。
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(6)無菌播種時の培養器栓の影響

‘ハイランドホワイト'の播種後7日目の子葉を用いた。無菌播種に用いた培養

器(規格瓶)の栓として、通気性の高いフィルムのミリラヅプ、およびアルミ

フオイルの 2種類を用いた。子葉は 50C暗所で前処理を行った後、プロトプラス

トを単離した。酵素液は、 0.75%セルラーゼオノヅカ RS+0.05%マセロザイム

RI0とし、そのほかの条件は同様とし、また培養は PM培地およびPM培地の無機塩

類を 2倍濃度含んだ培地(2PM)の2種類を用いた。

(7)前処理による細胞膜タンパクの変化

温室で栽培中の‘雪まつり'および‘先勝の雪'の展開葉を用い、 50C暗所で

16時間、前処理を施した本葉および処理しない本葉から第 2-1図に従って、それ

ぞれ細胞膜小胞の精製と細胞膜タンパクの抽出を行った。その後、第 1-7図に従

いSDSポリアクリルアミド電気泳動法に供し、入紅(1980)の方法に従い、銀染

色試薬(2D-銀染色試薬・ IIr第一J I第一化学薬品)を用い、染色を行った。

結果

(1)サヅカロース浪度の影響(第2-2、2-3図-A、B)

分裂率の最も高かったのは、 4%サッカロース区で 25.1 %を示し、サヅカロー

ス濃度が低下するに従い分裂率が下がった。また、凝集するものが多く見られ

た。なお、第 2-3図-A、Bは子葉プロトプラストとその第一分裂の一例を示した。

(2)前処理、培地中NH4N03濃度および培養温度の影響(第 2-4図)

培地中の NH4N03の影響については、 1/2濃度区で分裂率は高く、無添加区では

劣った。前処理については、 NH4N03無添加、 300C培養区で、前処理を行わなかっ

た区は分裂しなかったのに対し、前処理区では 10.3%の分裂率を示し、他の区

との比較においても、前処理を行うことにより分裂率は2倍以上に高まった。培

養温度については、 300Cより 240Cの方が分裂率は高く、分裂率の最も高かった

のは、前処理を行い、 1/2濃度の NH4N03を含む培地中において、 240Cで培養を行

った場合で 17.6%であった。

(3 )前処理温度およびマンニトール濃度の影響(第 2-5図)

マンニトール O.6MがO.8Mより、また前処理温度 50Cが250Cより、約2倍ほど分

裂率が高かった。分裂率の最も高かったのは、 50C前処理、 O.6Mマンニトール培
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採取した本葉の新鮮重に対して、 2倍量の摩砕用緩衝液 (0.25M if1加サ、 25mM

N-2-hydroxylethylpiperadine N'-2-ethanesulfonic acid (Hepes)ーTris、

5mM EDTA、2mMdithiothreitol (DTT)、O.2"牛血清アルアミン、 pH7. 6) 

を加え、プレンダーで5分間破砕する。

↓ 

4層のガーゼでろ過する。

↓ 

ろ液を12，000g'"で 15分間、 2回遠心処理する。

↓ 

得られた上澄み液を22，000g"で60分間遠心処理し、涜澱を得る。

↓ 

涜澱をテ7ロン杭γナイずーを用い、懸濁用緩衝液 (0.25Mサヲカロース、 10mMK+-phosphate、

lmM DTT、pH7. 8)で5mQとなるように懸濁する。

↓ 

これを水性二層分配系 (5.6覧dextranT 500、5.6"polyethylenglycol 3350、

O. 25M if1加ース、 10叫(K+-phosphate、40mMNaCl、pH7. 8、25g)に加え、

よく混合する。

↓ 

2，000 gで10分間遠心分離し、層分離を行う。

↓ 

得られた上層は、 O.25mM if1カトス、 lmMDTTで希釈し、 22，000g"で60分間遠心処理

を行う。

↓ 

得られた洗澱を再懸濁用緩衝液 (20百rリセロール、 5mMHepes-Tris、lmMEDTA、

lmM DDT、pH7.6)に、タンパク質渡度が約10mg/mQとなるように懸濁し、

この画分を細胞膜タンパクとする。

第2-1図 細胞膜小胞の精製および細胞膜タンパクの抽出手順
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ー

第2-3図 ストヅクおよびウオールフラワーの子葉プロトプラスト (A、C)と

その第一分裂の状況 (B、D)

A、B:ストヅク

C 、D:ウオールフラワー
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地で培養した場合で 23.0%であった。

(4)前処理、グルタミン添加および光の影響(第 2-6図)

グルタミン 30mM添加した培地のプロトプラストは、培養 1週間までにすべて死

滅してしまった。前処理の効果は 10mMグルタミン添加培地で認められ、暗所お

よび明所区とも 20%以上の分裂率を示した。光の影響については暗所と明所の

聞で明確な差は認められなかった。最も分裂率の高かったのは、 50Cで前処理、

10mMグルタミン添加培地で暗所培養した区で、 23.3%であった。

(5)植物生長調節物質の影響(第 2-1表)

BA添加区についてみると、いずれのNAA濃度区においても、 BA1.0 mg/ Q添加

区で分裂率が高かった。またゼアチン O.5mg/ Q添加区は、いずれのNAA濃度区に

おいても、ほぽ同じ分裂率を示した。最も分裂率の高かった区は BA1.Omg/ Q + 

NAAO. 5mg/ Q区で、 29.7%であった。

第2-1表 ストヅクの子葉プロトプラストの分裂に及ぼす BA、
ゼアチンおよび NAAの影響 (培養 1週間)

NAA 
(皿g/Q ) 0.5 1.0 

BA  1. 0 18. 3 z 29. 7 2 O. 4 

BA  5. 0 12. 3 17. 3 19. 8 

rァチン O. 5 23. 3 23. 3 22. 5 

z 分裂率(%)分裂したプロトプラスト/全プロトプラスト x100 
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(6)無菌播種時の培養器栓の影響(第 2-7図)

培養器内のの実生の生育状態はアルミフオイル区より、ミリラヅプ区の方が.

E軸が長く、子葉も大きく、全体的に生長が良かった。しかし、プロトプラス

トの分裂率は、アルミフオイル栓を用いた子葉からのプロトプラストの方が高

かった。またミリラヅプをした培養器栓の子葉からのプロトプラストを 2PM培地

で培養した場合には、分裂が認められなかった。

(7)前処理による細胞膜タンパクの変化(第 2-8図)

細胞膜タンパクのザイモグラムにおいて、供試した2品種ともに、前処理を施

したものに共通して、漉く染色されるバンドや特異的なバンドが観察され、前

処理の有無により、ザイモグラムが異なることが認められた。

2) カルスからのプロトプラスト培養

(1)下匪軸および子葉由来カルスからのプロトプラスト培養

材料および方法

種子の殺菌および播種は、子葉プロトプラストの培養時と同様の方法で行っ

た。播種後7-14日目の実生の下座軸は 5mmに、子葉は 2-3等分し、 1/2MSに2%

サヅカロース、 100mg/Qイノシトール、 500mg/Qカザミノ酸および lmg/Q NAAま

たは lmg/Q NAA+O. 1mg/ Q BAを添加し、 pHを5.5に調整後、 2g/Qゲルライトで固

化したカルス継代用培地(以後、 CM培地という)に、 2-3片ずつ置床しカルス

を誘導した。培養は 240C、暗所、または 240C、蛍光灯3，000lx、 16時間照明下

で行った。培養約 1ヶ月後、誘導されたカルスを 2mm大に細切し、カルス誘導時と

同組成の培地に移植した。その後、 2週間ごとに同様の継代操作を行い、カルス

を維持、増殖した。プロトプラストの単離は、 MS培地に1.5%メイセラーゼ

(Meiji seika)、 0.05%マセロザイム R10、 O.5Mマンニトール、 1%サッカロー

ス、 0.5%デキストラン硫酸カリウムを溶かし pHを5.5に調整した酵素液を用い、

240C暗所、 40rp皿で 6時間振とう処理した。単離したプロトプラストを含む酵素

液を、 80μmのナイロンメッシュで鴻過した後、 100gで3分間遠心処理した。そ

の後プロトプラストを O.6Mマニトールを含む MS培地に懸濁し、 100gで3分間遠心

処理を 2回行い、精製した。プロトプラストの培養は、 MS培地に O.44Mマンニト

ール、 2%サヅカロースを加え、 pHを5.5に調整したカルスプロトプラスト培養
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第2-8図 前処理の有無による本葉の細胞膜タンパクのザイモグラム

1 ‘雪まつり'無処理 2: ‘雪まつり'前処理

3: ‘先勝の雪'無処理 4: ‘先勝の雪'前処理

← 前処理によって特異的に現れたバンド
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培地(以後、 CPM培地という)を添加した直径3c皿のプラスチヅクシャーレ中で、

培養密度5x 104個/mQ、 240C、暗所条件下で行った。 l処理区につきシャーレ.

2個用いた。なお、酵素液および培地組成は適宜変更した。分裂率の調査は培養

1週間後、コロニー形成数の調査は、培養約 1ヶ月後、各シャーレごとに 10細胞以

上増殖している細胞塊を数えた。

( i) プロトプラストの単離条件の検討

lmg/ Q NAA+O. lmg/ Q BA添加のCM培地で継代した‘ホワイトワンダー'の下座

軸由来カルスの移植後9日目のものを用いた。酵素液として、 9%マンニトール、

1%サヅカロース、 0.5%デキストラン硫酸カリウム(②~④区に添加)を含む

MS培地に、ベクチナーゼとして 0.05%マセロザイム RI0を加え、①1.5%メイセ

ラーゼ(デキストラン硫酸カリウム無添加)、②1.5%メイセラーゼ③1.0%セ

ルラーゼオノヅカ RI0、④0.5%セルラーゼオノヅカ RS添加の計4処理区を用いた。

各酵素液にカルスを細切し懸濁させ、単離処理した。プロトプラストの収量は、

カルスの生体重 Ig当りで計算した。

(ii) プロトプラストの分裂条件の検討

①カルス継代培地およびプロトプラスト培養培地形態の影響

lmg/ Q NAA+O. lmg/ Q BAおよび lmg/Q NAAを添加した CM培地で継代した‘先勝の

雪'の下座軸由来カルス(移植後 11日目)を用いた。プロトプラスト培養培地

としては、 CPM培地に lmg/Q NAA+l皿g/Q BAを添加した液体培地、 2g/Qゲルライ

トを加えた固形培地および 1g/ Qゲルライトを添加した半固形培地の 3種類を用

いた。固形培地の場合は、プロトプラスト懸濁液を固形培地上に重層し、半固

形培地の場合は、培地が固まる前に、プロトプラストを培地中に包埋した。

②セルラーゼ、および培地の植物生長調節物質の影響

lmg/ Q NAA+O. lmg/ Q BA添加の CM培地で継代した e先勝の雪'の子葉由来カル

ス(移植後 12日目)を用いた。セルラーゼとして1.5%メイセラーゼおよびO.7 

5%セルラーゼオノヅカ RI0の2種類を用い、他の条件は実験(ii)ー①の通りと

した。植物生長調節物質として、 O.5mg/Q NAA+lmg/Q BA、 lmg/Q NAA+lmg/ Q BA 

および lmg/QNAA+Q. 2mg/2 2，4-D+lmg/2 BAをそれぞれCPM培地に添加した 3処理

区の培地を用い、セルラーゼの 2処理区と組み合わせて、 6処理区とした。

の
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③培地の積および植物生長調節物質の影響

lmg/ Q NAAtO. lmg/ Q BA添加のCM培地で継代した‘先勝の雪'の子葉由来カル

ス(移植後 12日目)を材料とした。プロトプラストの培養は、 CPM培地(サッカ

ロース 2%)および、 CPM培地のサッカロースを 1%にし、 1%グルコースを加え

たものの2処理を設け、さらに、植物生長調節物質として、 O.5mg/ Q NAA+ 1皿g/Q 

BA、 lmg/Q NAA+lmg/ Q BAおよび lmg/Q NAAtO. 2mg/ Q 2， 4-D+lmg/ Q BAを添加した

3処理を設け、これらを組み合わせた計6処理区で行った。

( i i i)コロニー形成条件の検討

①植物生長調節物質の影響

lmg/ Q NAAtO. lmg/ Q BA添加のCM培地で継代した，ホワイトワンダー'の下座

軸由来カルス(移植後3日目)を用いた。プロトプラスト培養培地はCPM培地お

よび、これに O.5mg/ Q NAA+ 1 mg/ Q BA、 lmg/Q NAA+O. 5mg/ Q BAおよび 1mg/ Q NAA+ 

lmg/ Q BA添加の 4処理区とした。培養2週間後、マンニトールを除去したCPM培地

にO.lmg/ Q NAA+O. lmg/ Q BAを添加した培地(L培地)、または lmg/QNAA+lmg/Q 

BAを添加した培地 (H培地)を各処理に O.3m Qずつ補充した。

②品種および培地形態の影響

lmg/ Q NAAtO. lmg/ Q BA添加CM培地で継代した‘雪まつり'および‘ホワイト

ワンダー'の下座軸由来カルス(移植後6日目)を用いた。培地としては実験

( i i)ー①と同様に液体、半固形、由形の 3種類を用いた。 2週間後、マンニトー

ルを除去した培地に O.lmg/ Q NAAtO. lmg/ Q BAを添加したものを、各処理区ごと

にO.3m Qずつ加えた。

結果

‘ホワイトワンダー'の下匪軸由来カルスを材料として、固形培地状で継代培

養を行い、生長曲線に表したものを第2-9図に示したところ、 6日目頃から増加

が始まり、乾物重では 16日目には飽和に達するのが認められた。

( i) プロトプラストの単離条件の検討(第 2-2表)

最もプロトプラスト収量が高かった区は1.5%メイセラーゼ(デキストラン硫

酸カリウム添加)の区で1.4xl05個/F.W. gであった。セルラーゼオノヅカ RS、

RIOもO.6.......0. 8x 105個 /F.w. g.と高い収量を示したが、メ-:(セラーゼと比較して
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第 2-9図



破損した細胞の残漬が目立った。メイセラーゼを用いた場合、デキストラン硫

酸カリウム添加によりやや収量が増加した。

( i i)プロトプラストの分裂条件の検討

①カルス継代培地およびプロトプラスト培養培地形態の影響(第 2-10、11図)

第 2-10図に、材料の下座軸由来カルス、カルスプロトプラストおよびその第

一分裂を示した。カルスの外観は、 1mg/QNAA添加培地上で白っぽく、 1mg/Q 

NAA+O. 1 mg/ Q BA添加培地上でやや黄色を帯び、部分的に黄緑色を呈していた。

いずれの処理区においても半数以上のプロトプラストは死滅し、分裂率は低か

った。生存率(培養7日間)は 1mg/Q NAA+O. 1mg/ Q BA添加培地のカルスからの

プロトプラストで高かった。培養に用いた 3種類の培地のうちでは、固形培地に

おいて分裂率が高く、液体培地では低い傾向を示し、分裂率が必ずしも生存率

と関連が深いとは言えなかった。

②セルラーゼおよび培地の植物生長調節物質の影響(第 2-12図)

O. 75出セルラーゼオノヅカ R10で単離したプロトプラストは緑色を呈したまま

すべて収縮し、分裂はまったく認められなかった。一方メイセラーゼで単離し

たプロトプラストもほとんどが死滅したが、全処理区でわずかであったが分裂

が見られ、 1mg/QNAA+1mg/Q BA区で最も分裂率が高かった。

第 2-2表 ストヅクの下座軸由来カルスからのプロトプラストの

単離に及ぼす酵素の影響

セルラーセe (百) デキストラン硫酸'bIJ rj A 7・ロト7リスト収量 (個/F.W.g}

メイセラ-1!' 1. 5 1.12xl05 

1. 5 + 1.39x105 

セ )~ラーセ・ 1. 0 + O.84x105 

オノラドカR10

セルラ-1!' O. 5 + O.59xl05 

オJ")・カRS
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第2-12図 ストヅクのカルスプロトプラストの

分裂に及ぼすセルラーゼおよび植物生長

調節物質の影響 (培養1週間)



③培地の糖および植物生長調節物質の影響(第2-13図)

全ての植物生長調節物質の区において、サヅカロース単独より、サヅカロー.

スとグルコースを組み合わせた培地で高い分裂率を示した。同じ糖組成の場合

では、 1mg/QNAA+1mg/Q BA区で最も分裂率が高かった。

( i i i)コロニー形成条件の検討

①植物生長調節物質の影響(第2-3表、第2-14図)

最初に lmg/Q NAA+lmg/ Q BA添加培地で培養し、その後 rL培地」を補充した区

でコロニー形成数が26と最も多かった。また、最初に 0，5mg/ Q NAA+1mg/ Q BA添

加培地で培養し、次に rH培地」を補充した区ではコロニーは全く形成されなか

った。いずれの一次培地においても、 2週間後に rL培地」を添加した区の方が、

rH培地」を添加した区よりコロニー数が優っていた。なお、第2-14図に形成さ

れたコロニーの一例を示した。

②品種および培地形態の影響(第2-4表)

両品種とも液体培地でコロニー数が多く、シャーレあたり 6-8個なのに対し、

半固形培地、固形培地は 0，5-2，5個と著しく劣った。

第2-3表 ストヅクの下匪軸由来のカルスプロトプラストのコロニー形成に

及ぼす植物生長調節物質の影響 (培養 1ヶ月)

l次培地 補充培地 z コロニー数/シャーレ
N A A (mgj Q ) B A (mg/ Q ) (個)

。
0， 5 1. 0 

1. 0 0， 5 

L 
H 

L 
H 

L 
H 

10 

12 

8 
4 

1.0 1.0 L 26 
H 2  

Z : 1次培養2週間後に L培地およびH培地をシャーレ当り 0，3m Qを補充
L培地… 0，lmg/ Q NAA+O， lmg/ Q BA、H培地…1.Omg/ Q NAA+ 1. Omg/ Q BA 
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C 

第2-10図 ストックの下座軸からのカルス(A)、カルスプロトプラスト (B)

およびその第一分裂 (C)

第2-14図 ストック‘ホワイトワンダー'のカルスプロトプラストからの

コロニー形成

第2-15図 ストヅク‘クリスマスホワイト'の本葉由来カルスからの

プロトプラストから形成されたカルス

ー 39-



第 2-4表 ストヅクの下座軸由来のカルスプロトプラストの

コロニー形成に及ぼす培養培地の形態の影響 (培養 1ヶ月)

品種 培地形態 コロニー数/シャーレ

液体 6. 0 
6雪まつり' 半面形 O. 5 

固形 2. 5 

液体 8. 0 
， ililJHIJンIJ'-' 半固形 1.0 

固形 1. 0 

(2)本葉由来カルスからのプロトプラスト培養

材料および方法

温室栽培の‘クリスマスホワイト'の開花前の中上位葉を 1%次亜塩素酸ナト

リウムで 20分間表面殺菌後5mm角に切断し、 lmg/Q NAAを添加した CM培地で 3週間、

明所 (3，000lx、14時間照明)および暗所下で培養しカルスを誘導した。プロ

トプラスト培養は、 25・Cで蛍光灯3，500lx、 14時間照明下および暗黒下で行っ

た。プロトプラスト単離は0.125%セルラーゼオノヅカ RS、0.125%マセロザイ

ムRI0、0.0125%ペクトリアーゼY23およびO.6Mマンニトールの組成の酵素液中

にカルスを静置し、暗所で行った。プロトプラストの精製は子葉および下座軸

カルスからのプロトプラストの場合と同様に行った。培養に当つてはプロトプ

ラストの密度を 1x 105個/mQに調整し、 CPM培地に1.Omg/ Q NAAt 1. Omg/ Q BAを添

加し、プロトプラスト培養を行った。培地は、液体培地と 2g/Qゲルライトの

固形培地の 2種類を用いた。また培養器には直径 6cmのプラスチックシャーレを

用い、培養は、 200C蛍光灯下3，500lx、24時間照明下で行った。プロトプラス

ト単離の酵素処理時間は、明所培養のカルスは 16.5時間、暗所培養したカルス

は17.5時間であった。

結果

プロトプラスト収量は明所培養のカルスから単離した方が高く、葉緑体を含

んでいた。培養開始2日目から、暗所培養したカルスから単離したプロトプラス

トが固形培地上で分裂し始めた。その後分裂を続け、コロニーに生長した。 lケ
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月後、コロニー培養中の培地に O.3mg/ Q BAを含むPC液体培地を加え、さらに培

養を続けたところ、 3ヶ月後に肉眼で確認できる白色のカルスを形成した(第2-

15図)。

2. ウオールフラワーのプロトプラスト培養

無菌播種、およびプロトプラストの単離・精製および培養は、ストヅクの子

葉およびカルスからのプロトプラストの場合とほぼ同条件で行った。ただし、

全酵素液に 0.5%デキストラン硫酸カリウムを添加したなど、一部改変した。品

種は‘オールダブル'を用いた。

1 )子葉からのプロトプラスト培養

材料および方法

無菌播種後 14日目の子葉を用いた。酵素液は第 2-5表に示すような処理区を設

けた。ただし、マンニトール濃度は O.7Mで行い、暗所に 18.5時間静置し単離し

た。その他単離、培養方法は、ストヅクの場合と同様に行った。単離したプロ

トプラストを採集し、子葉生体重当りのプロトプラスト密度を計算した。

結果

第2-5表に示したように、最も収量が高かったのは1.0%セルラーゼオノヅカ

RI0tO.05%マセロザイム RI0の区であった。メイセラーゼを使用した区は残さも

少なく、比較的きれいなプロトプラストが単離された。セルラーゼオノヅカ RS

を用いた区は収量は高かったが残さが多く、精製の点でメイセラーゼよりも劣

っていた。なお、第 2-3図ーC、Dに子葉プロトプラストとその第一分裂を示した。

2 )カルスからのプロトプラスト培養

材料および方法

(1)プロトプラストの単離条件の検討

lmg/ Q NAAtO. lmg/ Q BA添加した CM培地で継代した下匪軸由来カルス(移植後

7日目)を用いた。酵素液は、 MS培地に①1.5%メイセラーゼ(デキストラン硫

酸カリウム無添加)、②1.5%メイセラーゼ、③1.0%セルラーゼオノヅカ RI0、

-41 -



第 2-5表 ウオールフラワーの子葉からのプロトプラストの単離に及ぼす

酵素の影響

セルうーセ. (覧) へ.クテナ--e' (覧) 7・ロト7・ラスト収量 (個/F.W. g) 

メイセう--e' O. 5 マセロサ・イム O. 05 7.7xl05 

1.0 RI0 O. 05 4.2xl05 

セルラーセ. 1. 0 マセロサ.イム O. 05 9.6xl05 

オJ'#j・カRI0 RI0 

セルラ--e' O. 05 マセロサ・イム O. 1 7.7xl05 

オノ!γ カRS O. 1 RI0 O. 05 4.7xl05 

O. 1 O. 1 7.7xl05 

④ 0.5%セルラーゼオノヅカ RS添加した 4処理区とし、すべての区に 0.05%マセ

ロザイム RI0、 O.6Mマンニトール、 1%サヅカロースを、また、①を除いた区に

0.5%デキストラン硫酸カリウムを添加した。プロトプラストの単離はカルスを

細切してから懸濁し、 240C暗所、 40rpmで6.5時間振とう処理することによって

行った。プロトプラストの収量は、カルスの生体重 Ig当りで計算した。

(2)コロニー形成条件の検討

①植物生長調節物質の影響

lmg/ Q NAAを含む固形の CM培地で下匠軸を 1ヶ月培養し、カルスを誘導した後、

lmg/Q NAA+O.lmg/Q BA添加の CM液体培地でカルスの振とう培養を行い、 2週間ご

とに継代維持し、継代後3日目のカルスを用いた。酵素液は 0.75%セルラーゼオ

ノヅカ RI0+0.05%マセロザイム RI0を用い、他の条件は 2)ー(1)の場合と同様と

した。プロトプラスト培養培地は①CPM培地、 CPM培地+②O.5mg/ Q NAA+ 1 mg/ Q 

BA、③ lmg/Q NAA+O. 5mg/ Q BAおよび④ lmg/Q NAA+lmg/ Q BAの4処理区とした。培

養2週間後、 O.lmg/Q NAA+O. lmg/Q BA添加、マンニトール除去の CPM培地を各シ

ャーレにつき O.3m Qずつ加えた。培地添加2週間目に各シャーレごと形成された

コロニー数を数えた。さらに培養2週間後、コロニーを lmg/Q NAA+lmg/ Q BA添加

のCM固形培地に l個ずつ移植した。

②カルス継代培地およびプロトプラスト培養培地の形態の影響

lmg/Q NAAを含むCM培地で下匪軸を lケ月培養し、カルスを誘導した後、 lmg/Q 

NAA+O. lmg/ Q BAを添加した CM固形培地およびCM液体培地でそれぞれ継代培養し、
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継代後7日目のカルスを用いた。単離条件は①と同様であった。培地は、 CPM培

地の液体、固形、半固形培地を用いた。

結果

(1)プロトプラストの単離条件の検討(第2-6表、第2-16図)

収量が最も高かったのは、1.5%メイセラーゼを用いたものであった。 0.5%

セルラーゼオノヅカ RSではプロトプラスト単離が不十分で、また1.0%セルラー

ゼオノヅカ R1 0では、単離後破損したプロトプラストが多く見られた。メイセラ

ーゼを使用した場合にデキストラン硫酸カリウムの添加により、収量が高まっ

た。第 2-16図に材料である下匪軸由来カルス、カルスブロトプラストおよびそ

の第一、二分裂の例を示した。

(2)コロニー形成条件の検討

①植物生長調節物質の影響(第2-7表、第2-17図)

全ての処理区において分裂が見られ、 lmg/Q NAA+ lmg/ Q BA区では 10細胞以上

のコロニーが 14個形成され、次いで、無添加区で 6個形成された。移植したコロ

ニーはほとんどが生長を停止したが、 lmg/Q NAAt lmg/ Q BA区では 6個、無添加区

では l個のコロニーが 50から 100細胞程度に生長した。

第 2-6表 ウオールフラワーの下座軸由来カルスからのプロトプラストの

単離に及ぼす酵素の影響

セ)~7-t ・ (目) デキストラン硫酸カリウム 7'ロト7・ラスト収量 (個/F.W. g} 

メイセラ-t' 1.5 0.50xl05 

1.5 + 0.95xl05 

セルラ-t・ 1. 0 + 0.50xl05 

オ}'Y'カRI0

セルう-t' O. 5 + O. 79x 105 

オ}'Y'カRS
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第十16図 ウオールフラワーの下匪軸からのカルス (A)、カルスプロトプラスト (B)

およびその第一、二分裂 (C、 D)

第 2-17図 ウオールフラワーのカルスプロトプラストからのコロニー形成の状況
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②カルス継代培地およびプロトプラスト培養培地の形態の影響(第 2-8表)

固形培地上で継代培養されたカルスからのプロトプラストを培養した場合、

液体培地で最も多くのコロニー(14個)を形成し、次いで半固形培地で 6個形成さ

れたが、固形培地では形成されなかった。液体培地で継代したカルス由来のプ

ロトプラストは、液体および半固形培地で各 l個ずつコロニーを形成したのみで、

他はほとんど分裂も見られなかった。培養2週間後に、 O.lmgj Q NAA+ O. lmgj Q 

BA添加のCM液体培地を O.3m Q添加してさらに培養を続けたところ、培養1ヶ月後

には、液体培地で継代したカルス由来プロトプラストから形成されたコロニー

は褐変した。また、固形培地からのコロニーも 50細胞以上に生長したものは3個

だけで、他は生長が停止した。

第2-7表 ウオールフラワーのコロニー形成に対する
植物生長調節物質の影響 (培養 1ヶ月)

NAA(mgj Q ) B A (mgj Q ) 

o 0 
O. 5 1. 0 
1. 0 O. 5 
1.0 1.0 

コロニー数/シャーレ

14 

第2-8表 ウオールフラワーカルスプロトプラストのコロニー形成に及ぼす

カルスの継代培地およびプロトプラスト培養培地の形態の影響

カルス継代培地

液体

固形

7・ロト7・ラスト培養

液体
半固形
固形

液体
半固形
固形
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第 2節 ストヅクおよびウオールフラワーの細胞融合

1 .子葉プロトプラストにおける細胞融合の検討

材料および方法

ストヅク‘リトルゼムホワイト'とウオールフラワー‘オールダブル'を供

試し、無菌播種後 10日目の子葉から、本章第 1節で用いた方法によってプロトプ

ラストを単離した(ただし、ウオールフラワーの単離酵素液中のマンニトール

は0.7Mとした)。単離したプロトプラストは、パーコールの密度勾配遠心によ

ってプロトプラストを含んだ層の部分を取り出して、 2.5mMのCaC12、O.6Mマン

ニトール(ウオールフラワーは0.7M)を含む溶液 (pH5.5)に懸濁させ、 100gで

2分間の遠心処理によって洗浄した。その後の融合にもこの溶液を用いた。

融合には、細胞電気融合装置(島津、 SSH-l)および融合チャンパー(島津、

SSH-C02;容積 O.4m ~、電極間隔 lmm) を使用した。

本実験では、プロトプラスト融合の最適条件を見いだす目的から下記の物理

的条件について検討した。

1 )パールチェーン形成に及ぼすプロトプラスト密度および高周波電界強度の

影響

パールチェーンとは、プロトプラストが高周波電界場において静電的に泳動

し、電流の方向にそって移動、並列してできたプロトプラストの鎖を意味し、

融合のための前提条件となる。

ストヅクは、プロトプラスト密度 5x 104および 1x 105個1m~、高周波電界強

度 lMHz、 100、 150および200V/cmに、ウオールフラワーは、プロトプラスト密

度 1x 105および2x 105個1m~、高周波電界強度 lMHz 、 100 、 150および 200V/cm

に設定し、印加時聞は 20秒として、パールチェーンを形成させ、その形成能を

ストヅクとウオールフラワーで単独に調べた。各処理に対し、計数したプロト

プラストの数は約 1，000個であった。

2) プロトプラスト融合に及ぼす直流パルスの影響

融合率に及ぼす直読パルスの電界強度およびパルス幅の影響について調べた。

ストヅクおよびウオールフラワーのプロトプラスト密度を 1x 105個1mQとし、
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高周波電界強度 1MHz、 150V/cmで20秒間印加し、パールチェーン形成後、直流パ

ルス1.0、1.5、2.0kV/c皿、パルス幅 30、50、70μsをそれぞれ組み合わせて、

ストヅク同士およびウオールフラワ一同士について融合処理を行った。各処理

において、計数したプロトプラストの数は約 1J 000個であった。

結果

1 )パールチェーン形成に及ぼすプロトプラスト密度および高周波電界強度の

影響(第 2-18、19、20図)

ストヅクのブロトプラスト密度および高周波電界強度とパールチェーン形成

との関係を第 2-18図に示した。また第2-20図-A、Bはパールチェーン形成の状況

を示したものである。プロトプラスト密度が等しい場合は、高周波電界強度の

値に関わらず、パールチェーン形成の傾向はほぼ同じであった。しかし、密度

が異なる場合、高い方がパールチェーン形成に関与しているプロトプラストの

割合が高くなり、 l個のままで存在するプロトプラストの割合は、密度が低い場

合 (5x 10勺は 60%前後であったのに対し、高い場合(lx105
)は40-50%程度と

低く、 3.......4個の長いパールチェーンを形成する割合が増加する傾向があった。

次にウオールフラワーの結果を第 2-19図に示した。ウオールフラワーの子葉

プロトプラストはストックに比べて小さいため、密度を高くして実験を行った

が、ストヅクとほぼ同じ傾向を示した。本実験より目的とするプロトプラスト

2個の融合条件としてストックの場合は密度 1x 105個/mQ 、高周波電界強度 lMHz、

150V/c皿、ウオールフラワーの場合、密度 1x 105個/mQ、高周波電界強度 lMHz、

100V/cmが好適であった。

2 )プロトプラスト融合に及ぼす直流パルスの影響(第 2-9、10表、第 2-21図)

ストヅクの場合(第 2-9表)、同じ電界強度では、パルス幅が長いほど融合す

るブロトプラストの割合は高くなったが、破損する割合も高くなり、 2.0kV/c皿、

70μsでは 43.7%のブロトプラストが壊れた(第 21図ーD)。また一方、同じパル

ス幅の場合は、電界強度が大きいほど、融合する割合は高くなる傾向が見られ

たが、破損する割合も高くなった。 2個のプロトプラストが融合(第 21図-A)し

た割合の最も高かったのは、パルス電圧1.5kV/cm、パルス幅 70μsにおける 3.5 

%であった。
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高周波電界強度の影響

電界強度 0-200V/cm 

ストックのカルスプロ第 2-22図



ー-A

第2-20図 ストヅクの子葉プロトプラストのパールチェーン形成および融合の状況

A:パールチェーン形成 B:シングルペア C:融合の状況

C 

第 2-21図 子葉プロトプラストの融合状況

A:ストック子葉プロトプラスト同士の融合

B:ウオールフラワ一子葉プロトプラスト同士の融合

C:多細胞の融合(ウオールフラワー)

D:融合処理により破損したプロトプラスト(ストック)
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第2-9表 ストックの子葉プロトプラストの融合および破損に及ぼす
直流パルス (VDC)およびパルス幅 (PW)の影響

(密度 1x 105個/mQ ) 

VDC PW 
の2細融胞合聞同) 多の細融胞合聞同) 非(融覧) 合 破(損覧) (kV / cm) (μs} 

30 O. 3 84. 3 15. 4 
1. 0 50 O. 5 O. 1 81. 1 18. 4 

70 1. 2 。 73. 8 25. 1 

30 1.8 。 67. 7 30. 5 
1. 5 50 2. 7 。 62. 1 35. 2 

70 3. 5 O. 2 65. 6 3 O. 7 

30 2. 3 O. 4 61. 3 36. 2 
2. 0 50 2. 9 O. 2 55. 5 41. 7 

70 2. 3 O. 1 53. 9 43. 7 

次にウオールフラワーの場合(第ト10表)、電界強度およびパルス幅が大きく

なるにつれて融合率、破損率が高くなる傾向は、ストヅクの場合と同様であっ

たが、ストックと比較して、融合する割合が非常に高く、 3個以上で融合する割

合も増加した(第 21図-C)。また、 2.0kV/cm程度の強い電圧に対する破損率は

ストヅクと比較して低く、 2.0kV/cm、70μsでは 33.8%とストヅクよりも 10%低

かった(第 2-10表)。ウオールフラワーの場合、 2個のプロトプラストが融合

(第21図ーB) した割合の最も高かったのは、 2.0kV/cm、30μsにおける 16.2%で

あった。

2.ストヅクのカルスプロトプラストの融合に関する検討

材料および方法

融合には細胞融合遺伝子導入装置(日本医化、 F1-700)および融合チャンパ

ー(島津、 SSH-C02;容積O.4m Q ¥電極間隔 1mm)を用いた。 ‘ホワイトワンダー'

を供試し、前述のカルスからのプロトプラスト単離で述べた方法によって、下

座軸由来のカルスを誘導し、 1mg/ Q NAA+O. 1 mg/ Q BA添加の CM固形培地で 2週間毎

に継代したカルスからプロトプラストを単離した。酵素液はMS培地に1.5%メイ

セラーゼ、 0.05%マセロザイム R1 0、0.5%デキストラン硫酸カリウムおよび

0.6Mマンニトールを添加したものを用いた。プロトプラストの単離は 2.5酬の
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第 2-10表 ウオールフラワーの子葉プロトプラストの融合および破損に及ぼす
直流パルス (VDC)およびパルス幅(PW)の影響

(密度 1x 105個1mQ ) 

VDC PW 
の2細融胞合聞同) 多の細融合胞聞併) 非(融覧) 合 破(損覧) (kV/cm) (μs} 

30 9， 4 2. 1 74. 2 14. 2 
1.0 50 12. 0 2. 2 68. 4 17. 5 

70 13. 4 2. 9 64. 4 19. 3 

30 9. 8 1.6 57. 4 31. 2 
1.5 50 10. 0 2. 2 55. 7 32. 2 

70 10. 0 1. 9 48. 2 39. 5 

30 16. 2 3. 2 55. 2 25. 5 
2. 0 50 12. 4 3. 5 54. 4 29. 4 

70 12. 7 1.7 54. 4 33. 8 

CaC12、0.6Mマンニトール溶液 (pH5.5)に懸濁させ、 100，で2分間遠心処理し洗

浄した。プロトプラストの融合にも、同組成の培養液を用いた。

1 )パールチェーン形成に及ぼすブロトプラスト密度および高周波電界強度の

影響

プロトプラスト密度を 5x 104および 1x 105個1mQの2段階とし高周波電界強度

をlMHz、200、300および400V/cmの3段階についてパールチェーン形成能を調ペ

た。印加時間は 20秒とした。各処理において計数したプロトプラストの数は約

1， 000個であった。

2) プロトプラスト融合に及ぼす直流パルスの影響

直涜パルスの電界強度およびパルス幅と融合率との関係について調べた。密

度を 1x 105個1mQとし、高周波電界強度 1MHz、300V/cmで20秒間印加し、パール

チェーン形成後、電界強度1.67および2.0kV/cmとパルス幅32、64、 128μsを組

み合わせて融合処理した。各処理に対して、計数したプロトプラストの数は約

1， 000個であった。

結果

1 )パールチェーン形成に及ぼすプロトプラスト密度および高周波電界強度の

影響(第 2-22図)
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プロトプラスト密度が同ーの場合ではパールチェーン形成は同様の傾向を示

し、高周波電界強度を高めた場合3個以上で接着する割合がやや増加し、その割

合は密度の高い 1x 10:;個1mQに調整したものの方が高かった。望ましいシング

ルペアの割合の高かった処理区は、密度5x 10‘個111Q、高周波電界強度 1MBz、

300V/cmであった。

2)プロトプラスト融合に及ぼす直流パルスの影響(第2-11表)

プロトプラスト密度が 1x 10:;個1mQの場合、同じパルス電圧の場合には、パ

ルス幅が長いほど融合に関わったプロトプラストの割合が高くなった。 5x 104 

個1mQの場合は破損率は高かったが、一方融合率も高くなった。また、同じパ

ルス幅の場合は、パルス電圧が大きいほど、融合する割合は高くなる傾向が見

られ、また破損する割合も高くなった。 2個のプロトプラストが融合した割合の

最も高かったのは、密度 1x 10:;個1mQの場合のパルス電圧 2.0kV/cm、パルス幅

128μsにおける 14.9%であった。

第2-11表 ストヅクのカルスプロトプラストの融合および破損にに及ぼす
直流パルス (VDC)およびパルス幅 (PW)の影響

(偲密/度m Q ) 
VDC  PW  

の2細融胞合閣同) 融多細合胞同)間 非(融覧) 合 破(損覧) (kV/cm) (μs) 

30 11. 5 1. 9 79. 1 7. 5 
1. 67 64 13. 8 2. 9 73. 1 10. 2 

128 8. 7 2. 7 75. 0 13. 7 
5 x 104 

30 13. 3 2. 5 71. 9 12. 3 
2. 0 64 12. 1 2. 7 67. 4 16. 9 

128 12. 0 2. 9 63. 9 21. 2 

30 5. 5 O. 9 88. 6 5. 0 
1. 67 64 7.3 1. 1 85. 9 5. 6 

128 8. 8 1. 5 80. 7 9. 1 
1 x 10:; 

30 9. 1 2. 9 80. 4 7. 7 
2. 0 64 11. 7 2. 5 77. 2 8. 6 

128 14. 9 2. 4 73. 0 9. 7 
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3. ストヅクとウオールフラワーの細胞融合

材料および方法

融合には細胞融合遺伝子導入装置(日本医他、 Fl-700)および融合チャンパ

ー(島津、 SSH-C02;容積O.4m Q、電極間隔 lmm)を用いた。

材料は、ストヅクでは‘雪まつり'、 ‘ホワイトワンダー'の播種後7-10日

目の子葉および‘ホワイトワンダー'の下座軸由来カルスを、またウオールフ

ラワー‘オールダブル'では播種後7-10日目の子葉および下座軸由来カルスを

用いた。なお、いずれの品種も lmg/Q BA+lmg/ Q NAA添加のCM培地でカルス誘導

し、継代培養したカルス(継代後3-7日目)をプロトプラスト単離に用いた。

融合実験として、プロトプラスト単離用酵素の温度、および融合時の直読パ

ルス幅がプロトプラスト融合に及ぼす影響を見るために以下の2処理区を設けて

行った。

① ストヅク‘雪まつり'の子葉、 ‘ホワイトワンダー'のカルスおよびウオ

ールフラワー‘オールダブル'の子葉とカルスからのプロトプラストを用いた。

単離の条件は、両種の子葉は、 0.3%セルラーゼオノヅカ RS+0.3%マセロザイ

ムRIOで6時間、静置処理し、カルスは 0.75%セルラーゼオノヅカ RS+0.05%マ

セロザイムRI0で行った。

融合は、ストヅクとウオールフラワーの子葉問、カルス問、両種の子葉とカ

ルス聞の相互の融合の4組合せで行った。融合条件は、高周波電界強度、 lMHz、

200V/cm、30秒処理後、直涜パルス、1.67kV/c皿、 64μsを印加した。

② ストヅク‘ホワイトワンダー'の子葉とカルス、およびウオールフラワ-

eオールダブル'の子葉とカルスからのプロトプラストを用いた。子葉からの

プロトプラストの単離は、1.0%セルラーゼオノヅカRI0+0.05%マセロザイム

RI0で、またカルスからのプロトプラストの単離は、 0.75%セルラーゼオノヅカ

RS+ 0.05%マセロザイム RI0で行った。

融合は、①と同じ4組合わせで行った。融合条件は、高周波電界強度、 lMHz、

200V/ cm、30秒処理後、直流パルス、1.67kV/cm、32μSで行った。

結果

①酵素処理時間をカルスと等しくするため、子葉はやや高濃度の酵素で単離処
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理を行ったため、ストヅクの子葉では壊れたプロトプラストが多く観察された。

子葉同士の融合は直流パルス印加後、ストヅクのプロトプラストの大部分が破

損したため、パルス幅を 32μsに変更したが、この条件でも破損が激しく、その

ため 16μsに変更した。しかしながら、この条件では融合は観察されなかった。

両種のカルス同士の融合は、 16μsで成立したが、ストヅクカルス由来プロトプ

ラストの破損が多く観察された。スト'yクの子葉プロトプラストとウオールフ

ラワーのカルスプロトプラストの場合は、子葉同士の場合と同じく、 16μsでも

子葉プロトプラストは印加によってほとんど破損したため、融合できなかった。

スト汐クのカルスプロトプラストとウオールフラワーの子葉プロトプラストの

融合は、パルス幅64μsでは、ウオールフラワーの子葉プロトプラストの破損が

多かったため、 32μsに変更したところ、第ト23図に示したように、両種間で速

やかに融合が成立した。融合処理後のプロトプラストは、 lmg/Q BA+ lmg/ Q NA 

Aおよび O.15%ゲルライトを添加した CPM培地に包埋して、 240C、暗所で培養し

たところ、 4日目に第一分裂が観察された(第2-24図)。しかしながら、その後

の分裂は認められなかった。

②子葉プロトプラストは 16時間、静置処理することで、比較的きれいに単離で

きた。子葉間およびカルス閣の融合は、 32μsで成立したが、その後の培養で、

プロトプラストがすべて収縮し枯死した。 ‘ホワイトワンダー'の子葉プロト

プラストとウオールフラワーのカルスプロトプラストは、直涜パルスのパルス

幅が 32μsでは、ウオールフラワーのカルスプロトプラストの一時的な膜の破損

が起こらないため、ストヅクの子葉プロトプラスト同士の融合は起こっても、

異種閣の融合は成立しなかった。従って、パルス帽を 64μSに変更したところ、

ストヅクの子葉プロトプラストの破損が激しく、融合できなかった。ストヅク

のカルスプロトプラストとウオールフラワーの子葉プロトプラストの融合は、

32μsで異種同士の融合も観察され、培養4日自には第一分裂が観察された。し

かしながら、その後の分裂は認められなかった。
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第2-23図 ストヅクのカルスプロトプラストとウオールフラワーの子葉

プロトプラストの融合
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A:パールチェーン形成中

C:融合処理5分後

， 
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B:直流パルス印加直後

D:融合処理 15分後

• 
第2-24図 ストヅクのカルスプロトプラストとウオールフラワー子葉

プロトプラストの融合

A:融合前 B:融合処理後4日目の第一分裂
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考察

本実験ではプロトプラスト培養の材料として、子葉、本葉および培養細胞

(カルス)を用いたが、一般にプロトプラストの単離および分裂頻度は、供試

材料の生育環境と生理的条件によって大きく影響されることが知られている。

本実験ではストヅク、ウオールフラワーともに本業からは安定したプロトプ

ラストを単離することが困難であった。本葉を材料として用いる場合には、栽

培環境が大きな問題となり、ハクランやサトイモでは、晴天、曇天および雨天

のそれぞれの日に採取した葉からプロトプラストの単眼処理をしたとき、両種

とも晴天の日には充分なプロトプラストが単離されたが、曇天、雨天日では単

離が不十分であった(大津・高柳， 1984)。このように屋外や温室などで栽培中

の植物を用いる場合、光強度、日長、温度、湿度、土壌養分などの外的環境が

大きく影響するため、安定した材料を得ることは困難である。従って、充分な

プロトプラストを単離できた時は、その植物体の栽培条件および葉の生理状態

を把握しておくことが、再現性を高める上から必要である。このような点から、

安定した材料を得るためにはファイトトロンなどの人工制御の可能な施設、ま

たは invitroで生育した材料を用いることが好ましいと考えられる。

Jn vitroの子葉、本葉、様々な部位からのカルスは安定して得られる材料と

して好適であるが、 invitroの植物体においても、培養環境条件がプロトプラ

ストの収量に大きな影響を及ぼすことが認められている。本実験でプロトプラ

スト単離に用いた子葉は、培養器栓としてアルミフオイルまたはミリラヅプを

用いた培養器に無菌播種した実生から得たが、プロトプラストの分裂率はアル

ミフオイルの方が高い結果となり、ミリラップを用いた方が匪軸も伸長し子葉

も大きくなったが分裂率では劣っていた。このように供試植物体の生育環境と

プロトプラスト分裂能との聞に関係が認められた。またプロトプラストの単醍

および分裂に及ぼす単離前の材料の処理効果が報告されており、本実験でも、

水に浸演するという前処理を行った結果、非常に高いプロトプラストの分裂率

を得ることができた。また、 50Cの低温前処理を行うことにより、 250Cで行うよ

りさらによい結果が得られた。 Araiら (1989)はカーネーションの葉肉プロト

プラストの培養において、葉片あるいは植物体自体を 50Cの低温、および 5
0

Cの

水またはABA溶液への浸演前処理が、プロトプラストの分裂→コロニー形成に対
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して有効であることを示した。これらのプロトプラストの分裂活性が高くなっ

た理由として、 Wallinら (1977)は前処理(主に低温)によって引き起こされ

た膜タンパクの変化により、細胞膜の化学組成が強度を保つ方向に変化し、そ

のためにプロトプラスト単離に必要な酵素の細胞膜に対する薬害が減少するこ

とを示唆した。 Mohapatraら (1988)は、アルフアルファの実生を低温および

ABA溶液処理し 2次元電気泳動を行い、前処理したものに無処理の実生の膜タン

パクとは異なるスポ汐トを見いだし、低温あるいはABA処理によって細胞膜の安

定化に寄与する新しいポリペプチド鎖が形成される可能性を示唆した。ストヅ

クにおいても、 5・Cの水への水浸漬前処理を行った本葉および無処理の本葉から

それぞれ細胞膜タンパクを抽出し、ポリアクリルアミドゲル電気泳動法に供し

たところ、前処理を行ったものに特異的なバンドが見られ、前処理により新し

い膜タンパクが合成されたことが予想される。

またプロトプラスト単離材料としてカルスを供試する場合、カルスの培養条

件および継代何日目のカルスを材料に用いるかがプロトプラスト単離および培

養にとって重要である。ストヅクの下座軸由来カルスの生長曲線から判断して、

このようなカルスを材料とする場合、移植 6-12日目の増殖が盛んなカルスをプ

ロトプラスト単離のための材料とすることが必要条件となる。本実験では、 MS

培地に 1mg!QNAA、および 1mg!QNAA+0.1mg!Q BA添加の 2種類の培地を用いてプ

ロトプラスト単離のためのカルスを誘導した。この培地の種類によって、形成

されたカルスの外観は異なり、増殖速度は 1mg! Q NAA単独区が早かったが、プロ

トプラスト単離後の分裂およびコロニー形成は、 BA添加区のカルスが良かった。

NAA単独区のカルスは、 BA添加区のカルスより分裂期間が短く老化のスピードが

速いこがと予想された。さらに、プロトプラストの収量や分裂に対して、カル

スの誘導段階での光の影響がみられ、蛍光灯3，000lx、 14時間明期 10時間暗期

および 24時間暗期の 2つの区を設けて比較した結果、プロトプラストの収量は明

所で高い値となったが、プロトプラストの分裂は暗所で優っていた。明所と暗

所のカルスは細胞壁および細胞膜の物理性や生理的機能の面で異なることが考

えられ、これがプロトプラストの収量にも影響していることが考えられる。

Fukunaga.King (1978)は、プロトプラスト単離に及ぼす細胞培養培地の窒素

源について種々の植物について検討したところ、細胞の生長には、硝酸態窒素

n-a 
'hυ 



(N03--Nlが適していたのに対し、プロトプラスト単離には硫酸アンモニウムが

適しており、 N03--N添加培地で生長した細胞はプロトプラスト単離の酵素活性

を低下させる性質を持っていることを示唆した。

またプロトプラスト培養に及ぼす培地の窒素源についてみると、タバコプロ

トプラスト培養などでは、アンモニア態窒素 (NH4+-Nlを全く含まない培地が適

していることが報告されているが (Zepata，1981)、ストヅクの子葉プロトプラ

ストでは、 NH4+-N無添加よりも NH4N03を400皿g/2含んだ場合に、分裂率が最も

高い結果となった。西尾ら (1986)は、アブラナ科のハクランおよびカリフラ

ワーの葉肉プロトプラストの培養において、1/2MS培地のNH4N03潰度を 0、100、

200、400、800(1/2MSと同じ浪度)、 1600および3200mg/2の6段階に変えたと

ころ、ハクラン、カリフラワーとも NH4N03温度が 100または 200mg/2のときに最

も高い分裂率を示した事を報告している。また有機態窒素の効果を見るために、

ニンジン (Kamada.Harada，1978)の培養細胞からの不定匪誘導に効果の見られ

たグルタミンを用いてみたところ、 10mMグルタミンの添加培地において分裂率

が最も高〈、グルタミンがプロトプラストの分裂に有効であることが示唆され

た。このことから、他の幾つかのアミノ酸(グルタミン酸、アスパラギン、ア

スパラギン酸、アラニン等)についても、プロトプラストの分裂に対して有効

である可能性が示唆される。

プロトプラスト培養の培地に添加する糖は炭素源(グルコース、サッカロー

ス)とともに浸透圧調整剤(マンニトール、ソルピトール)の役割をもってお

り、ほとんどのプロトプラスト培養において複数の糖を用いている。本実験の

子葉プロトプラスト培養で、浸透圧調整剤としてマンニトールを用い、炭素源

としてサヅカロース単独またはサヅカロースとグルコースを混合して用いた場

合では、 2種の糖を混合した場合の方がプロトプラストの分裂率が高く、ストヅ

クのカルスからのプロトプラストの培養には 1%サヅカロース +1%グルコース

が好適であった。またサヅカロース濃度を l、2、4%とした場合、サヅカロース

濃度が高くなるにつれて、分裂率も高くなった。このことから、子葉プロトプ

ラストの初期分裂には高温度の精が必要であることが予想される。

プロトプラストの分裂、コロニー形成にとって直接的な作用をもっ植物生長

調節物質の影響についてみると、ストヅクでは O.5mg/ Q NAAおよび lmg/Q BAを添
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加した区で分裂率が高く、分裂率においてゼアチンはNAAの温度に関わらず一定

の高い値を示したのに対し、 BAはその温度に対して適したNAA濃度が存在し、オ

ーキシンよりサイトカイニン漉度による影響が大きいように思われる。またコ

ロニー形成については、培養2週間後に添加した培地中の植物生長調節物質の混

度レベルを、初代培地のそれよりも1/10程度に低下させた場合、形成されたコ

ロニー数が多くなった。西尾ら(1986)は、 NAAとBAを用いて、キャベヅ葉肉プ

ロトプラストを培養した結果、 5mg/Q NAAとO.2または O.5mg/ Q BAを含む培地で

分裂率が高く、 O.2mg/ Q NAAでは、 BAの渡度に関係なく分裂が見られなかったこ

とを報告している。この場合、プロトプラスト分裂率はNAA温度の差によって大

きく異なり、 BA渡度の影響は少なかったとしている。

培地の形態もプロトプラスト分裂にとって重要な要因となり、 Hosoki.Ando

( 1989)はプロトプラストを 0.6%のアガロースで包埋し、培養することでコロ

ニー形成に成功した。本実験では、カルスプロトプラストにおいて、液体、固

形、半固形にして包埋するという 3種類の方法を試みた結果、液体培地でコロニ

ー形成数が最も多かった。ただし、子葉プロトプラストは、液体培地の場合、

凝集がひどく、分裂の妨げとなっているので、それを防寸ためには、半固形状

態の培地に包埋することが効果的であると考えられる。

以上より、ストヅクの子葉プロトプラストは第 1-2分裂までの誘導は確立さ

れたが、それ以後コロニー形成までは至らなかった。カルスからのプロトプラ

ストは、分裂を経てコロニー形成まで至り、一部、 lmm程度のカルスにまで生長

したが、その後停止した。今後はコロニーおよびカルスの生長に最適な培地お

よび培養環境について、さらに詳細に検討することが必要である。

ウオールフラワーのプロトプラストについては、子葉および下匪軸由来のカ

ルスを材料としたが、ウオールフラワーの子葉は、ストヅクと比較して硬質で、

表面が毛に覆われているため、酵素の種類および処理時間はストヅクと異なっ

た。セルラーゼとしてセルラーゼオノヅカ RSよりセルラーゼオノヅカ RI0の方が

有効で、デキストラン硫酸カリウム無添加ではプロトプラストが単離できなか

った。デキストラン硫酸カリウムは細胞膜を強イじする作用をもっと言われてお

り、 Passiatore.Sink(1981)はデキストラン硫酸カリウムを添加することで、

プロトプラストのダメージを最小限にできることを報告している。ウオールフ
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ラワーの子葉プロトプラストの場合も、プロトプラストの単離にデキストラン

硫酸カリウム添加が大変有効であると思われる。しかしながら、プロトプラス F

トの分裂はわずかに見られる程度であった。一方カルスプロトプラストの場合、

材料であるカルスは白色と緑色が混在した状態で、単離する場合の酵素組成も

ストックとは異なり、デキストラン硫酸カリウムの要求性が高かった。カルス

プロトプラスト培養培地は、 1mg/2NAA+1mg/ 2 BA添加が適しており、この点に

おいてもストヅクと異なっていた。

細胞融合による体細胞雑種の作出技術は、従来の交配で不可能な組合せにお

いて雑種を得ることを可能にした。プロトプラストの融合は、一般的にポリエ

チレングリコール(PEG)法 (Kao，1975;Kao・Michayluk，1980)や高pHー高Ca法

(Pirrie.Power， 1986)が行われ、育種に利用されてきた。一方、 Zimmermann

( 1981)によって報告された電気刺激による細胞融合法は、従来の化学的方法

より操作が容易で、融合率も高く、対合するプロトプラストの数をコントロー

ルすることができるため2細胞の融合率を高めることができ、また短時間に大量

の融合が可能であり、さらに PEGのような毒性をもっ物質を利用しない等の多く

の利点をもっていることから、現在植物および動物の細胞融合に広く利用され

ている。

電気融合は、まず高周波電界 (0.5""1. 5MHz、100-300V/cmの範囲が一般的)

によって、プロトプラストの接着(パールチェーン形成:電極の+一方向に平

行にプロトプラストの鎖が形成される現象)をさせた後、直読パルスによって

i時的に細胞膜を破壊し、その修復過程において融合を起こさせるという、 2段

階の手順で行われる。 Tempe1aar・Jones(1985)は、電気融合において、プロト

プラスト密度、電界強度、直涜パルスの条件を選べば、 2細胞の融合頻度を高め

ることが可能であることを、また三浦ら (1988)はタバコ葉肉プロトプラスト

で、電界強度を 100V/cmに固定し、周波数を O.25、 O.5、 1、2MHzに変化させると、

プロトプラストは 0.25MHzでは泳動を行わず、 O.5MHzでは回転しながら泳動し、

lおよび 2MHzで回転することなく泳動し、良好なパールチェーンを形成したこと

を示した。プロトプラストの回転現象はプロトプラスト聞の接着を弱めて、融

合を阻害する。この現象は一般的に O.lMHz以下の周波数で多く観察される。

本章では、ストックとウオールフラワ一子葉またはカルスブロトプラストの
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融合の基礎資料を得るため、まず同種閣の融合実験を行い融合条件を検討した。

プロトプラスト懸濁液は 2.5mMCaC12+ O. 6Mマンニトール液とし、プロトプラス

ト密度をストヅクでは 5x 104および 1x 105個1mQ 、ウオールフラワーの場合は

1 x 105および2x 105個1mQでそれぞれパールチェーンの形成を行ったところ、

ストヅクの場合は高周波電界強度、 1MHz、150V/cm、ウオールフラワーの場合は

100V/cmで、いずれの密度においてもシングルベアの割合が最も高かった。スト

ヅクのカルスプロトプラストの場合は、子葉プロトプラストと同じ電界強度条

件では泳動しにくく、 100V/cmではほとんど泳動が見られなかったため、電界強

度を 200、300、400V/cmに上げて行った。また、融合時の直流パルスに関しでも、

最適条件が子葉プロトプラストの場合より高い値となった。電界強度が高くな

るほど、プロトプラストの損傷が起こりやすい (Bate，1985)ので、電界強度を

高くすることよりも、プロトプラスト密度を上げて、パールチェーン形成率を

高め、プロトプラストに及ぼす損傷を最小限にする方が好ましいと考えられる。

今回はストックとウオールフラワーを個別に行ったが、実際に両方のプロトプ

ラスとを混合するときは、プロトプラストが受けるダメージを考えて、電界強

度の低い方に合わせる方がよいと思われる。

山口ら (1989)はカーネーシヨンとカワラナデシコの融合で、プロトプラス

ト懸濁液中の抵抗値のパールチェーン形成に対する影響について調査し、 0.5M

のマンニトールに懸濁した場合、 1x 105個1mQでは抵抗値が、 19000、 2x 105 

個1mQでは 13000、 4x 105個1mQでは 7000となり、パールチェーンの形成は良

好であったが、 0.5Mマンニトール+CPW塩液では 500以下になり融合しなかった

と報告し、これは、高濃度の塩によって懸濁液の導電率が上昇し、細胞膜表面

の分極能が低下し、プロトプラストが泳動しにくくなるためであることを示唆

している (Bate，1985)。

パールチェーン形成後の融合の頻度は直流パルスの電界強度とパルス幅によ

って決定される。西尾ら (1987)によると、キャベツとコマツナの融合におい

て、 2.35kV/cm、30μsのパルスを 2回与えると融合率が高く、その後もカルスイじ

し、不定芽を再分化したが、 2.35kV/cm、30μsのパルスを 3回与えると、プロト

プラストが大量に破壊されたと報告している。また Bate(1985)はHicoti808

属のプロトプラストの融合において、直流パルスの電界強度が1.0-2. OkV/cmの
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閣では融合率に差はないが、高い電界強度 (2.0kV/cm)を印加すると 3個以上のプ

ロトプラストの融合 (Multinucleatecell)の率が高くなり、目的とする 2個の

融合 (Binucleatecell)率が減少することを報告している。本実験も、プロト

プラスト 2個の融合を目的として行ったが、 2個の融合率の最も高かった条件は、

子葉プロトプラストの場合、パルス回数は i固とし、ストヅクでは1.5kV/cm、7

0μs、ウオールフラワーでは 2.0kV/cm、30μsであった。融合時に起きる一過的

膜破壊に必要な電界強度は、一般にプロトプラストの半径に反比例すると言わ

れている。ストヅクとウオールフラワーの場合は、後者のプロトプラストの方

がやや小さいため、その融合にはストヅクより強い直読パルスを必要としたも

のと考えられる。このことから、電界強度の最適値が異なる 2種のプロトプラス

トの融合を行う場合は、低い方の電界強度、すなわち今回の場合はストヅクの

1. 5kV/cmに合わせる方が望ましいと思われる。子葉プロトプラストでは、ウオ

ールフラワーに比べてストヅクの融合率が低かった。これは単離時のプロトプ

ラストの状態に影響されたと考えられ、単離技術の向上にともなってストヅク

の融合率も上がると予想される。

ストヅクのカルスプロトプラストの場合でも、電界強度が高くなるほど、ま

た同電界強度ではパルス幅が大きくなるほど、破損率は高くなり子葉プロトプ

ラストの場合と同じ傾向を示した。 5x 104個/mQでの最適条件は 2.0kV/cm、

128μsであり、子葉プロトプラストに比較して高い値となり、また破損率は子

葉プロトプラストの場合よりもかなり低率となり、最高でも 20%程度にとどま

った。このことより、カルスプロトプラストは子葉プロトプラストよりも融合

にはより高電圧の電界強度が必要であった。これは、プロトプラストの大きさ

も関係していると考えられるが、充分なプロトプラストを単離する時の酵素組

成や処理方法の遣いから判断して、子葉プロトプラストとカルスプロトプラス

トでは細胞膜の強度(安定性)に違いがあるものと思われる。ウオールフラワ

ーのカルスプロトプラストについては詳しい条件の検討を行っていないが、プ

ロトプラストの大きさはストヅクよりやや小さめであることから、直涜パルス

の電界強度についてはやや高めであることが予想される。

ストヅクの子葉およびカルスからのプロトプラスト、ウオールフラワー‘オ

ールダブル'の子葉およびカルスからのプロトプラストの 4種類を用い、スト汐
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クとウオールフラワーを組み合わせて、実際に融合を行った。子葉同士の融合

は、条件を低い方に合わせて、プロトプラスト密度、 1x 105個/皿 E、 1MHz、100

V/cmで30秒間処理しパールチェイン形成後、1.67kV/cm， 32μsで融合処理し培

養したが、培養24時間後にほとんどのプロトプラストが破損している状態であ

った。しかしながら、ストヅクカルスとウオールフラワ一子葉のプロトプラス

トの融合を、プロトプラスト密度、 5x 104個/皿 2、 1MHz、300V/cm、30秒間→

1. 67kV/cm、32μsで融合処理し、培養したところ、 4日後にわずかであるが分裂

が観察された。融合後に分裂した細胞が異種の融合細胞(ヘテロカリオン)で

あるかどうかの確認はカルス形成まで至っていないためできないが、融合直後

の観察で、異種同士の融合が多数確認されたことよりヘテロカリオンの可能性

が充分期待できるものと思われる。

本実験では、ストヅクとウオールフラワーの属間雑種作出のための電気的細

胞融合法によって、パールチェインの形成および融合の最適条件について検討

し、 2個のプロトプラストが高い頻度で接着する条件、およびこれらのプロトプ

ラストが効率よく融合する条件についての基礎的知見を得ることができたが、

その後の融合細胞の培養では低頻度の分裂が観察されたのみで、コロニー形成

さらにカルス形成にまで至ることはできなかった。しかしながらストックの単

独のプロトプラスト培養によりカルス形成がみられたことから、詳細な検討を

さらに加えていくことで目的とする新花色を有する体細胞雑種の獲得の可能性

が開けるものと考える。
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摘要

ストヅクとウオールフラワーの電気的細胞融合法による属間雑種の作出を目

的として、プロトプラストの単離、培養および細胞融合の最適条件を検討した。

第 1節 プロトプラスト培養

1.ストックの子葉プロトプラストの分裂を誘導する初期条件として、基本培

地 (1/2MS)に、①サヅカロース 4%、マンニトールO.6M添加区が適していた。

②培地のチヅ素形態は、 KN03とともに、 NH4N03護度を 1/2倍程含んだ場合、良好

であった。また無機態チヅ素をグルタミン (10mM)を添加した場合、好結果が

得られた。③植物生長調節物質は、 BAの影響が大きく、 1mg/Q添加したときに高

い分裂率が得られ、またゼアチンの添加効果も認められた。④プロトプラスト

単離の材料となる育成段階で、培養器栓としてミリラヅプ栓よりアルミフオイ

ルの方が、その後のプロトプラスト分裂は高かった。⑤プロトプラスト単離前

の子葉を 50C水浸潰し、前処理することにより、分裂率が高まった。この場合、

プロトプラスト培養温度は 300Cより 240Cが適していた。

2.ストックの子葉および下座軸由来カルスからのプロトプラストの分裂およ

びコロニーおよびカルス形成を高める条件として、①NAA(1mg/ Q ) + BA (0. lmg/ 

Q )添加培地で誘導されたカルスからのプロトプラストが生存率は高かった。②

酵素処理は、セルラーゼは 0.75%セルラーゼオノヅカ RSよりもし 5%メイセラー

ゼを使用した方が、その後の分裂率はやや良好であった。③培地組成のうち、

サヅカロース単独よりもサヅカロースとグルコースを組み合わせた場合に高い

分裂率を示した。④培地形態では、液体・半面形よりも固形の方が分裂率が高

かった。⑤NAA(lmg/ Q) +BA (lmg/ Q)添加した液体培地で培養し、その後、 NAA

(0. lmg/ Q ) +BA (0. lmg/ Q )を含む培地を添加する事で最もコロニー数が多く形成

され、カルス形成にまで至った。⑥葉片由来カルスプロトプラストは、明所培

養したプロトプラストが固形培地で分裂し、 1ヶ月後、 BA(0. 3mg/ Q )添加の液体

培地で培養したところ、カルスに生長した。
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3.ウオールフラワーの子葉プロトプラストの単離条件を検討した。1.0%セル

ラーゼオノヅカ RI0tO.05%マセロザイム RI0を用いることで、高いプロトプラス

ト収量が得られた。

4.ウオールフラワーの下座軸由来カルスからのプロトプラストの単離、培養

について検討したところ、①0.5%デキストラン硫酸カリウム、1.5%メイセラ

ーゼ tO.05%マセロザイム RI0を添加した区で最も収量が高かった。②コロニー

形成は、 1/2MS培地にNAA(1皿g/QtBA(1mg/Q)添加区で最も良好で、③培地形態

は液体培地が適し、 NAA(0. lmg/ Q }+BA (0. lmg/引を含む培地を添加し培養を続

けたところ、カルス形成まで至った。

第2節 ストヅクおよびウオールラワーの細胞融合

1.電気的細胞融合におけるパールチェーン形成に際し、子葉プロトプラスト

において、高い割合でシングルベアを生じる条件は、ストヅクでは高周波電界

強度、 lMI旬、 150V/cm、ウオールフラワーでは、 1MI旬、 100V/cmに設定し、密度

はいずれも 1x 105個/mQとした場合であった。また、 2細胞の融合が起こる最適

直流パルスは、ストヅクでは、パルス電圧1.5kV/cm、パルス幅70μsでウオール

フラワーは 2.0kV/cm、30μsであった。

2.ストヅクの下座軸由来カルスのプロトプラストでは、パールチェーン形成

は、高周波電界強度 lMHz、300V/cm、プロトプラスト密度 5x 104個/mQの条件下

でシングルベアの割合が最大であった。また、 2細胞の融合率はパルス電圧 2.0 

kV/cm、パルス幅 128μsで最も高かった。

3.ストヅクとウオールフラワーの子葉およびカルスプロトプラストを材料と

し、両種間の電気的細胞融合を行った。ストヅク「カルスプロトプラスト」と

ウオールフラワー「子葉プロトプラスト」の融合は、高周波電界強度、 lMHz、

200V/cm処理でパールチェーン形成後、パルス電圧1.67kV/cm、パルス幅32μsを

印加すると、速やかに融合し、培養4日目に第一分裂が認められた。
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第 3章 ストヅクの種苗生産における組織培養法の利用

緒言

ストヅク (J{lJttoio]1J iOC801J R. Br.) の花には一重咲と八重咲があり、八重

咲花は雄ずいと雌ずいが花弁化しているため種子を得ることができない。花弁

の豪華な八重咲花は商品価値が高〈、市場に流通しているものはほとんど八重

咲花であるが、現在の品種の大部分は一重咲株と八重咲株が 1: 1に分離する品種

である(斉藤， 1969)。そのため生産者は、子葉の色彩、葉形、苗の大きさなど

から一重咲株と八重咲株を選別し(横井， 1978)、幼苗のうちに八重咲株を選抜

する作業を行っている。そのためこの作業には多くの労力が要求されている。

この問題を解決する手段として、八重咲個体の組織培養を用いた大量増殖が考

えられる。

また第 1および2章で行った研究から優良な形質をもった八重咲個体や系統が

作出された場合、①種子繁殖による増殖では長期間を要する、または②種子繁

殖が極めて困難である、さらには③種子繁殖では形質分離を起こし目的の均一

な個体を大量に得ることが不可能であるといった場面が想定される。従ってこ

のような場面においても、組織培養を利用した種苗生産が考えられる。

組織培養を利用した種苗生産の利点として、①遺伝的に均質な種首を生産で

きる、②無病の苗(バクテリアおよびウィルスフリー株など)を大量に増殖で

きる、③生育スピードを制御し周年安定した種苗生産が望めるなどが挙げられ

る。

組織培養によるストックの種苦生産の試みは、福住(1986， 1988)、 Gautamら

(1983)によって試みられているが、現在までのところ、未だ有効な技術体系

は確立されていない。その原因としては、①器官分イt(特にシュート分化)の

条件の解明が不十分、②個体再生における品種間差異が著しい、③高頻度の再

生個体の形態異常(葉や茎の膨潤、肥厚、気孔の開閉調節の不全、クチクラ層

の未発達による過蒸散など)、④馴化ステージにおける高い枯死率などが挙げ

られる。

本章では、ストックの組織培養による種苗生産のための最適培養条件を確立

することを目的に、子葉、下庇軸、本葉および蔚などを供試材料に用い、それ
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ら各種組織からのカルスの誘導と増殖および器官形成に及ぼす種々の要因(培

地成分、チちF素形態、植物生長調節物質、供試材料の種類など)の影響につい

て検討した。なお、蔚の培養は、蔚内の半数性小胞子からの半数体および純系

2倍体の作出による育種素材の拡大、および優良な八重咲株の種苦生産の二つの

面から試みたものである。

本実験に共通した「材料および方法」について述べると、まず供試した種子、

本葉などの材料はすべて、 1%次亜塩素酸ナトリウム溶液(Tween20を数滴添加)

中で 20分間表面殺菌し、滅菌水で3回洗浄した。基本培地はMS培地 (Murashige

'Skoog，1962、第3-1表)の無機塩類を1/2漉度にし、 MSビタミン、 100mg/Qイノ

シトール、 500mg/Qカザミノ酸、 2%サヅカロースを加え、 O.1 NのNaOHまたは

HClでpHを5.5に調整後、ゲル化剤 (0.2%ゲルライト)を加えゲル化させた培地

(以後、 BM培地という)を用いた。培養器として試験管、三角フラスコ、およ

び規格瓶を各試験により適宜使用した。また、培養器栓として 2重のアルミフオ

イルを使用した。培地は1.2kg/cm2、 1200Cでオートクレープにより 10分間加圧

滅菌した。培養は主に 250C、白色蛍光灯3，0001x、 14時間照明下で行った。
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葉片培養と器官分化第 1節

材料および方法

の影響植物生長調節物質(BAおよびNAA)1 . 

葉片からの器を用い、‘ピグミーホワイト'‘クリスマスホワイト'および

官分化に及ぼす BAおよびNAAの影響をみた。

:温室栽培の出昔前に展開した中上位葉を用いた。‘クリスマスホワイト'

1. 0および 10.Omg/ QをO. 1、O. 1および1.Omg/ QとNAA0、培地は BM培地に BA0、

試験管(の 2c皿×長さ 12cm)それぞれ組み合わせ添加した 12処理区を設け、

5mm角の葉片を 1試験管に 2片ずつ置床し傾斜培地とした。に10mQずつ分注し、

i区当り試験管 10本を用いた。た。

で栽:ファイトトロン内(自然光・ 20
0C昼/150C夜)‘ピグミーホワイト'2 ) 

O. 1およ培地は BM培地に BA0、開花初期の 10-16葉位の展開葉を用いた。培し、

O. 1、および1.Omg/ Qをそれぞれ組み合わせ添加した 9処理

に準じた。区を設けた。外植体の調製および培養は 1) 

ぴ1.Omg/ QとNAA0、

MS培地の組成第 3-1表
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2.培地中のチッ素形態の影響

1 )無機態チヅ素 (NH4+-NおよびN03--N)の影響

屋外で栽培した‘銀潮'および‘雪まつり'を用いた。栽培はパーミキュラ

イトとビートモスを 1: 1で混合した培養土を入れたプランターで行い、 ‘銀潮'

は50%遮光(黒寒冷紗 1枚)、 ‘雪まつり'は 75%遮光(黒寒冷紗2枚)処理を

した。また、発芽後、週 1回の割合で各プランターに 1Qずつ 1/2倍大塚液肥

(1/2液)を施用した。外植体として播種後約3か月の完全に展開した中上位葉

を使用した。葉は殺菌後、 5mm角に切断し、フラスコ当り 4片ずつ置床した。供

試培地は BM培地のNH4N03およびKN03を第3-2表に示した様に組合せて、 NH4+-Nと

N03--Nの比率を変え、これに 1mg/QBAを添加した 4種類のチヅ素改変培地を用い、

50m Q三角フラスコに 10mQずつ分注した。品種と組み合わせ、 8処理の試験区を

設定した。

2)有機態チヅ素(アミノ酸)の影響

温室で栽培した開花前の‘クリスマススノー， Aおよび‘銀潮'の展開した中

上位葉を用いた。培地はBM培地から NH4N03およびKN03を除き 10および30mML-グ

ルタミン、 30mMのトグルタミン酸、 L-アスパラギン酸、 L-プロリン、 DLーメチオ

ニンをそれぞれ添加した 6区、およびBM培地(アミノ酸無添加)の i区を加えて、

計7区の培地を用いた。なお、全ての区に1.Omg/ Q BAを器加した。

第3-2表 窒素改変培地の窒素組成

NH4+ : N03- NH4N03 (mM/ Q ) 

jo:10  1:10 2.72 
1 : 5 5 
12  " 10 

z 1/2MS培地と同じ窒素組成
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KN03 (mM/ Q ) 

30 
24. 55 
20 
10 

KCl (mM/ Q ) 

5. 45 
10 
20 



3.外植体の葉齢の影響

ファイトトロン(自然光・ 20
0

C昼/15
0

C夜)内で栽培した‘クリスマスホワイ

ト'の開花前の下位葉、中位葉、および展開し始めの上位葉を用いた。供試培

地として BM培地に植物生長調節物質、①無添加、②1.Omg/ Q NAA、③O.lmg/ Q 

2，4-D、④O.5mg/ Q 2， 4-D、⑤O.5mg/ Qゼ ア チ ン (Sigma)、⑥1.Omg/ Qゼアチン

添加の 6処理区を設けた。

結果

1 .植物生長調節物質(BAおよびNAA)の影響

1 ) ‘クリスマスホワイト(第3-3表)カルス形成は全処理区において見ら

れ、カルスの形状は生長調節物質濃度によって異なっていた。 1Omg/ Q NAA添加

区で最もカルスの生長が良好で、葉片の周囲を包むように形成され、半透明の

柔らかいカルスであった。一方NAA無添加区では、葉片の切り口から形成され、

緑色の球状の堅いカルスであった。

シュート形成は、 O.lmg/Q BA単用区で 95%と最も高く、 l葉片当り 2.5本のシ

ユートを形成した。次いで1.Omg/ Q BA単用区および生長調節物質無添加区(55 

%)で良好であった。 NAA添加はシュート形成を抑制し、特に1.Omg/ Q BA添加区

ではシュートを形成しなかった。得られたシュートはすべて水浸状を呈し、緑

色でやや光沢を帯び、葉は正常の葉よりも多肉質で厚くクチクラの発達は見ら

れずロゼヅト状を呈していた。

発根は、1.0および 10.Omg/ Q NAA単用区および O.1mg/ Q BA+ 1. Omg/ Q NAA区に

おいて、全葉片からカルス全体を包むような短い綿状の根が形成された。発根

はNAA添加によって促進され、 BA添加は NAAによる発根促進を抑制する傾向を示

した。

2 ) ‘ピグミーホワイト(第3-4表)カルス形成は全処理区において認めら

れ、高い形成率を示した。カルスの形状は‘クリスマスホワイト'と同じく生

長調節物質濃度により異なり、生長は O.1および 1.Omg/ Q NAA単用区で良好であ

った。 NAA添加区のカルスは半透明で柔らかであった。一方、 NAA無添加のカル

スは準緑色の直径 1mm程度の球状の堅いカルスの集まりで、葉片の切り口に形成

された。
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シユートは1.Omg/ Q BA単用区でのみ形成された (30%)。これらのシユートは

葉切片の切断面の球状カルスから形成された。

発授はNAA単用区、および O.Il1g/ Q BA+ 1. Omg/ Q NAA区で認められ、 NAA単用区

ではカルス全体を細根が包んでいた。

第3-3表葉片からの器官形成に及ぼすBAおよびNAAの影響
(品種:クリスマスホワイト) (培養2ヶ月)

BA NAA カルス形成z シュート形成率Y シュート数x 発根率w

{皿g/Q) (mg/ Q) % % 

。 。 ++ 5501/20) 1.6 10 ( 2/20) 
O. 1 ++ 10 ( 2/20) 2.0 80 (16/20) 。 1.0 t+t 5 ( 1/20) 1.0 100 {20/20} 
10.0 ++t 15 ( 3/20) 1.3 100 (20/20) 

ー骨ー曲ー・・ーーーー・・ー圃ーーー，ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー，ーーー・・ー・ー喧ーーー骨骨ー'ーーー・・ーーーーー・ーーーー岨ー，

O. 1 。 ++ 95 (19/20) 2. 5 10 ( 2/20) 
O. 1 O. 1 t++ 40 ( 8/20) 1.3 70 (14/20) 
O. 1 1.0 t++ 5 ( 1/20) 1.0 100 (20/20) 
O. 1 10. 0 tHt 10(2/20} 1.0 50 (10/20) 

ーーー'ーーーー画・・，・ー圃ー・・ーー・・ー・・ーー帽・・・・・ーーー・ーー・・ーーー・・ーーー，ーーー・・画ーーーーーー_.・ーーー・・ーーー圃ーーーー・・ー_.・ーー

1.0 ++ 55 (11/2Q) 2.7 10 (2/20) 
1.0 O. 1 +++ 10 (2/20) 1.0 30 (6/20) 
1.0 1.0 +++ o ( 0/20) 。 10 (2/20) 
1.0 10. 0 H++ o ( 0/20) 20 (4/20) 

Z .カルス形成=直径 ++0. 5~1. Ocm +++1. O~l. 5cm ++t+l. 5~2.0cm 
1 :シュート形成率=シュート形成した葉片数/置床した葉片数x100 
x シユート数=1処理区内 (20片)のシュート数合計/シユート形成した葉片数
'H .発根率=発根した葉片数/置床した葉片数x100 

第3-4表葉片からの器官形成に及ぼすBAおよびNAAの影響
(品種:ピグミーホワイト) (培養6週間)

BA NAA カルス形成z シュート形成率y シュート数x 発根率w

(皿g/Q) (mg/ Q) % % 

。 。 + o (0/10) 。 o ( 0/10) 。 O. 1 t++t o (O/lo) 。100 (10/10) 
1.0 ++++ o (0/10) 。80 ( 8/10) 

ーーーーーーーーー・・喧ー圃ー---ーーーー・ーーーーー-ー司・ー・ーーーーーーーーーーーーー・ーーーー・・ー，ー・・ーー司，ーーーーーーーーーーー----ー

O. 1 ++ 0(0/10} 。 o (O/lo) 
O. 1 O. 1 +++ o (0/10) o (0/10) 
O. 1 1.0 t+t o (0/10) 20(2/10) 

ー，圃ーー・・ーーー----ーーーー圃ーー圃唖圃ー・ーーーーー・ーーー・・ーーーー・・ーー，ーーーーーーーーーーーー圃ー・・ーーー・ーーーーーーーーーー

1.0 。 ++ 30 (3/10) 5.7 o (O/lo) 
1.0 O. 1 +++ o (0/10) 。 o (0/10) 
1.0 1.0 Ht O(o/lo} 。。(0/10)

z カルス形成=直径 to. 1 ---..0. 5cm ++0. 5---..0. 8cm +HO. 8---.. 1. ocm tHt 1. 0ャ1.5cm 
1，1， 'H :第3-3表参照
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培地中のチヅ素形態の影響2. 

1 )無機態チヅ素 (NH4+-NおよびN03-目的の影響(第3-5表)

‘銀潮'は 100%、‘雪まつり'すべての培地で葉片の肥大現象が認められた.

カルスは球状の堅いカルスであった。は75-100%と高いカルス形成率を示した。

‘銀潮'

N03--Nのみ

(80-100")が、

の場合、‘銀潮'

‘雪まつり'

(50-80%)よりも高いシユート形成率を示した。

の①の培地で 80%と最も高いシユート形成率を示し、

シュートはこれらのカルスから形成され、

③ NH4+-Nを添加した②、

NH4+-Nの添加このことは、シュート形成率が低下した。および④の培地では、

の場合‘雪まつり'がシュート形成に対して抑制的に働く傾向を示していた。

では低浪度のNH4+-Nの添加は葉片当りのシユート数の増加に対して促進的に働

品種間で NH4+-Nに対する反応に差が認められた。形成されたシく傾向を示し、

発根は全く認められなかった。すべて水浸状を示し、ュートは、

の影響(第 3-6表)2)有機態チヅ素(アミノ酸)

カルス形成はプロリンおよびアスパラギン酸添加区でみられ(100%)、黄色の

グ30mMグルタミン添加区では外植体は褐変枯死し、柔らかいカルスであった。

ルタミン酸およびメチオニン添加区では白変枯死した。

アミノ酸無添加区で 10-20%形成された

アミノ酸添加区では認められなかった。

シュートの形成は両品種において、

のみで、

葉片からの器官形成に及ぼす無機態チヅ素の影響

(培養 12週間)

第 3-5表

シュート数 xシュート形成率 yカルス形成率 zNH4+: N03-品種

3. 5 
2. 8 
2.8 
2. 5 
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《

unu'hdu'hdw'hdu

4. 5 
6. 5 
6. 3 
5.。

100 
100 
100 
100 

銀潮

雪まつり

z カルス形成率=カルスを形成した葉片数/置床した葉片数 x100 
y シュート形成率=シュートを形成した葉片数/置床した葉片数 x100 
x シュート数 =1処理区(10片)のシュート数合計/シュート形成した葉片数
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葉片からの器官形成に及ぼす有穐態チヅ素(アミノ酸)の影響
(培養2ヶ月)

第3-6表

褐変枯死率v

% 
シュート数wシュート形成率x

% 
カルス形成率y

% 
加ス形成zアミノ酸品種

100 (10/0) 
100 (10/0) 

100 (10/0) 

-
E
&
内

H
U
n
H
H
V
内

H
U
内

H
V
《

H
U
A
H
u
・

20 (2/10) 50 (5/10) 

100 (1 0/1 0) 
100 (10/10) 

+ 

-，
T
4
6
 

'ea

・+Et
T
 

無認訪日
グルタミン(10mM)
グ砂ミン(30mM)
グルタミン酸(30mM)
η"・ラギ〉程変(30mM)
7'ロリン(30凶)
メチオニン(30mM)

クリスマス
スノーA

100 (10/0) 
100(10/0) 

100(10/0) 

-
E
A
A
H
U
《

H
U
内

H
u
n
H
U
n
H
U
内

H
U

10 (1/10) 40 (4/10) 

100 (10/10) 
100 {10/10} 

+ 

-'守
a
'
+且.

'
T
e
T
 

a
+

・

無澗日
グルタミン(10mM)
グルタミン(30凶)
1;' M~~酸 (30mM)
7スハ・ラキ・ン酸(30mM)
7'ロリン(30凶)
メチオニン(30副)

銀潮

Z .カルス形成=直径 +0.1cm........0. 3cm ++0. 3cm........0. 5cm +++0. 5cm-0. 8cm 
y .カルス形成車=カルスを形成した葉片数/置床した葉片数x100 
1 .シュート形成率=シュートを形成した葉片数/置床した葉片数x100 
w .シュート数=1処理区内のシュート数合計/シュート形成した葉片数
v .褐変枯死率=褐変枯死した葉片数/置床した葉片数x100 

3.外植体の葉齢の影響(第 3-7表)

中位葉で切り口から白い球形のカル植物生長調節物質を添加しない区では、

やや褐変した。下位葉ではわずかにカルスイじしたのみで、上、スが形成され、

カルスは半透全ての葉位の葉片でカルス形成が見られ、1. Omg/ Q NAA添加区は、

最も大きなカルスを形全処理区の中で最も生長が盛んで、明で柔らかかった。

すべての葉片において NAAO. lmg/ Q 2， 4-D区では、成したのは中位葉であった。

中、下位葉で良好であった。区の場合よりもやや小さい黄色のカルスを形成し、

O. 5mg/ Qゼアチン区枯死した。葉片がすべて白変、O. 5mg/ Q 2， 4-D処理区では、

上位葉は葉片自体が大き中位葉と下位葉の葉片がわずかにカルス佑し、では、

中
a

O. 5mg/ Q区同様、1. Omg/Qゼアテン区は、また、く肥大したのみであった。

上位葉と中位葉は葉片自体が肥大位葉と下位葉の葉片がわずかにカルス化し、

内
《

υ
nfz 

下位葉は黄変した。したのみで、



シュート形成は生長調節物質無添加区およびオーキシン添加区では認められ

(ゼアチン)添加区において中位葉および下位葉の葉片の，サイトカイニンず、

しかしながらいずれも水浸状のシュートであっ切り口から認められた (25%)。

生長調節物質無添加区および1.Omg/ Q NAA添加区で認め根の形成は、また、た。

特に NAA添加区の上位および下位葉では綿状の細根が外植体全体を被ってられ、

いた。

子葉培養と器官分化第 2節

材料および方法

子葉片からの器官分化1 . 

実生の子葉を用いた。培

葉片からの器官形成に及ぼす葉齢の影響

(品種:クリスマスホワイト) (培養7週間)

の、

1 )植物生長調節物質(BAおよびNAA)の影響

‘クリスマスホワイト'BM培地に播種後 10日目の

第3イ表

発根 wシュート数 xシュート形成率 yカルス形成 z葉位生長調節物質(皿g/Q ) 
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葉
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位
位
位

上
中
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rァチン(1.0) 

ー形成せず 直径 +0.1""'0.5cm
+++ 1. 0"'" 1. 5cm 

y シユート形成率=シュート形成した葉片数/置床した葉片 x100 
x 処理区内(4片)のシュート数合計/シュート形成した葉片数
w 発根形成せず +わずか ++ほとんどのカルスで形成

++0.5"'" 1. Ocm 
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地は BM培地に 0、 O.1および1.Omg/ Q BAと0、O.1、1.0および 10.0oig/QNAAをそ

れぞれ組み合わせ添加した 12処理区を設けた。 l試験管に子葉切片 1枚ずつ置床ー

し、 1区当り試験管 10本とした。

2 )培地濃度の影響

‘ピグミーホワイト'および‘先勝の雪'の無菌播種後2週間自の実生の子葉切

片を供試した。培地として BM培地およびBM培地の無機塩類のみ2倍にした培地

(2BM培地)を用い、これに O、 O.1および1.Omg/ Q NAAをそれぞれ組み合わせ添

加した 6処理区を設けた。なお、各区ともゼアチン 0.1mg/Qを添加した。培地は、

50m Qの三角フラスコに 15mQずつ分注し、フラスコ当り 5片ずつ置床した。

2 子葉由来カルスからの器官分佑

1 )カルスの誘導

‘ハイランドホワイト'および‘リトルゼムイエロー'の、 BM培地上で無菌発

芽した実生の子葉切片を、 BM培地に 0、O.1、1.0および 10.Omg/ Q NAA、または

0、O.1、1.0および 10.Omg/ Q 2， 4-dichlorophenoxyacetic acid (2， 4-D，東京化

成工業)をそれぞれ添加した 7処理区に置床した(一次培地)。培地は試験管に

10m Qずつ分注し、 2等分した子葉片を i試験管に 5片ずつ置床した。

2)カルスの増殖

実験 2-1)で得られた、培養約 1ヶ月後のカルスを直径約 3mmに分割し、フラスコ

当り 10片ずつ置床し、 BM液体培地(二次培地)に移植し、振とう培養(60回/

分)を行った。

3 )カルスからのシュート形成

実験2-2}の振とう培養で増殖させた培養3週間後のカルスを直径約 5mmに分割

し、 BM培地に1.Omg/ Q BAまたは 0.1mg/Qゼアチンを添加した培地(三次培地)

に移植した。培養6週間後に同組成の培地に継代し 12週間培養した。

4)シュートの移植

カルスから分化したシュートを順次移植した。培地は BM培地のゲルライト濃

度を 0.3%に改変したものを用い、試験管に 10mQずつ分注し、 1試験管に lシュ

ート置床し、通気性の高いミリラップフィルム(日本ミリポア・リミテヅド)を

用いて栓をした。
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シュートからの発根5) 

発根が認められなかった水浸状シュートを BM培地 (0.3%ゲルライト)に1.0

mg/ Q 1 BA (β-lndolebutyric acid，東京化成工業)を添加した培地に移植した。

結果

子葉片からの器官分化1 . 

の影響(第 3-8表)1 )植物生長調節物質(BAおよびNAA)

半透明の柔らかいカルスを形成しカルス形成は 1Omg/ Q NAA区で最も盛んで、

カルスの性状は生長調節物質濃度の組み合わせによって異なる傾向を示した。

1-10mg/ Qの高

子葉片からの器宮形成に及ぼすBAおよびNAAの影響

(品種:クリスマスホワイト) (培養7週間)

1. Omg/ Q BA添加区で 30"の形成率を示し、

温度のNAAの滋加はシュート形成を抑制する傾向を示した。

第 3-8表

シュート形成は、た。

発根率 w

% 
シュート数 xシュート形成率 y

% 
カルス形成 zNAA 

(mg/ Q ) 
BA 

(血g/Q ) 

1. 0 
0 

10(1/10) 
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O. 1 
O. 1 
O. 1 
O. 1 

10 (1/10) 
1. 3 30(3/10) 

10 (1/10) 
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'
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'
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'
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4
t
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O. 1 
1. 0 

10. 0 

1. 0 
1. 0 
1. 0 
1.。

+0.1-O. 3cm ++0.3-O. 6cm 
++++0. 9cm-1. 2cm 

シュート形成率=シュート形成した子葉数/置床した子葉数 x100 
x シュート数=1処理区内(10片)のシュート数合計/シュート形成した

子葉数
w 発根率=発根した葉片数/置床した葉片数 x100 
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2)培地温度の影響(第3-9表)

e先勝の雪'では、カルス形成は認められず、シュート形成は 2BM培地において

子葉片から直接形成された。一方‘ピグミーホワイト'ではカルスおよび根の

形成が見られたが、シュート形成はいずれの区においても見られなかった。ま

た発担は 2BMより BM培地で良好で、 O.1-1. Omg/ Q NAA区で 80-100%の発担率を

示し、 5-10mm程の根を多数形成した。このようにカルス形成、シュート形成お

よび担の形成にたい.する反応が品種間で異なっていた。

2.子葉由来カルスからの器官分佑

1 )カルスの誘導(第 3-10表、第 3-1図)

供試した各品種とも、全処理区においてカルス形成が見られた。カルスの生

長はNAA添加区で良好であり、 2，4-Dは高濃度になるにつれてカルス形成を抑制

した。カルスの性状は、宗滋加および NAA添加区では、半透明の柔らかいカル

スであった。一方 2，4-D添加区では淡黄色カルスであった。また、 NAA添加区で

はカルスを包むように綿状の細根が多数見られた。

第3-9表子菜片からの器官形成に及ぼすNAAおよび培地漫度の影響
(培養6週間)

晶種 培地温度 ぞ7チン NAA カルス形成z カルス形成辛y シュート形成率x シュート数w 発担率v

(mg/ Q) (mg/ Q). % % % 

O. 1 
BM O. 1 O. 1 

O. 1 1.0 。
先践の雪

O. 1 。 。 20 (1/5) 
2BMU O. 1 O. 1 20 (1/5) 

O. 1 1.0 40 (2/5) 

O. 1 + 20 (1/5) 
BM O. 1 O. 1 。

ピゲミー O. 1 1.0 + 40 (2/5) 
初イト

O. 1 。 + 40 (2/5) 。
2BM O. 1 O. 1 + .40 (2/5) 

O. 1 1.0 。
z カルス形成=ー形成せず +直径 O.1 "'0. 3cm 
y カルス形成率=カルス形成した子葉数/置床した子菜数x100 
1 シュート形成率=シュート形成した子葉数/置床した子葉数x100 
w シュート数=1処理区内 (5片)のシュート数合計./シュート形成した子菜数
v 発根率=発根した子葉数/置床した子葉数x100 
u .即時地の宗機塩類のみ2倍にした培地
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第3-10表 子葉片からのカルス形成に及ぼすNAAおよび 2，4-Dの影響

(培養4週間)

品種
(m培gj地Q ) 

カルス形成 z 発根率 y

無添加 ++ 100 

NAA O. 1 事x キ
ハイランド 1. 0 ++++ 100 
ホワイト 10. 0 +++++ 100 

2，4-D O. 1 ++++ 。
1. 0 +++ 

10. 0 + 

無添加 ++++ 100 

NAA O. 1 ++++ 100 
1. 0 +++ 100 

雪まつり 10. 0 ++++ 100 

2，4-D O. 1 ++++ 。
1. 0 +++ 

10. 0 + 。
無添加 +++ 100 

NAA O. 1 +++++ 100 
リトルt.A 1. 0 ++++ 100 
イエロー 10. 0 ++++ 100 

2，4-D O. 1 +++ 
1. 0 +++ 

10. 0 + 

z カルス形成=ー形成せず直径 +0.lcm-O. 25cm ++0. 25cm-O. 5cm 

+++0. 5cm-0. 75cm ++++0. 75cm-1. Ocm +++++ 1. 0 cm以上

y 発根率=発根した外植体数/置床した外植体数 x100 

z 汚染のため調査不可能

2 )カルスの増殖(第 3-11表、第 3-2図)

供試した両品種とも、一次培地において生長調節物質無添加区およびO.1 mg/ 

Q NAA区で誘導されたカルスを用いた場合、二次培地において球形の緑色の堅い

カルス(第 3-2図ーC)、-および淡白色の柔らかいカルス(第 3-2図-A)に、また、

一次培地において 2，4-D添加区で誘導されたカルスは、振とう培養によって、 1-
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り、イランドホワイト'

‘雪まつり'

‘リトルゼムイエロー'

o. 1 1.0 10.0 

第3-1図 子葉からのカルス形成に及ぼすNAAおよび2，4-Dの影響

(培養4週間)
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2， 4-D 

NAA 

2， 4-D 

NAA 

2， 4-D 

(mg/ Q ) 



A B C 

第3-2図 子葉由来カルスとその組織縦断切片

A:白くてもろいカルス B:黄色の粒状カルス C:緑色の堅いカルス

B 

第3-3図 子葉由来カルスからのグリーンスポヅトの形成 第 3-4図 グリーンスポヅトの

およびグリーンスポットからのシュート形成 縦断切片

左 lmg/Q BA添加 右:O. lmg/Qゼアチン添加

A:グリーンスポヅトの形成 B:シュート形成
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無添加区お根の形成は、(第 3-2図ーB)。3mmの粒状のカルスに分散し増殖した

2，4-D 1cm程度の根がカルスから 1-数本形成された。よびNAA添加区でみられ、

添加区では発根は見られなかった。

第3-3図)3)カルスからのシュート形成(第ト12表、

‘雪まつり'はーシュートの形成は三次培地に BAを添加した区で認められ、

では1.Omg/ Q NAA区でeリトルゼムイエロー'次培地が O.1mg/ Q NAA区で 90%、

10%認められた。得られたシュートはすべて水浸状を呈していた。

シュートの移植4) 

また‘

節間伸長がみられずロゼヅ

液体培地(二次培地)における子葉由来カルスの増殖

(培養6週間)

その後褐変枯死した。

のシュートは新しい葉が形成されるが、

第 3-11表

のシュートは奇形化し、‘リトルゼムイエロー'

雪まつり'

発根率 xカルスの状態 yカルス誘導培地 z

(oig/Q) 
品種

100 C+F 無添加

100 
100 
100 

C+F 
F 
F 

O. 1 
1.0 

10. 0 

NAA 

雪まつり
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O. 1 
1. 0 
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NAA 

リトルセ.A 
イエト

品
五
τ

&
玄
〒

n
H
U

ロ
"
u
L宮
守

n"u

O. 1 
1. 0 

10. 0 

2，4-D 

E=粒状カルス
z 子葉片培養の一次培地
y: カルスの状態 F=柔らかいカルス c=堅いカルス
土:発根率=発根した移植片/置床した移植片 x100 
w 汚染のため調査不可能
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第 3-12表 子葉由来カルスからのシュート形成に及ぼす BAおよびrァチンの影響

(品種:雪まつり)

カルス(誘皿g/導2培)地 =次g/培地) カルスの rリーン シュート形%成率 x シュート数 w

(mg/ Q 形成 z スホ・ヲトy

無添加 BA 1. 0 +++ ++ 。
セ， 7チン O. 1 ++++ ++ 。 。

NAA O. 1 BA 1. 0 ++ 90 (9/10) 28 
セ， 7チン O. 1 +++ + 。

NAA 1. 0 BA 1. 0 +++ ++ 。
rァチン O. 1 ++++ + 

NAA 10.0 BA 1. 0 ++++ 
t' 7f'.l O. 1 ++++ 

2，4-D O. 1 BA 1. 0 +++++ 
rァチン O. 1 +++++ 。

2，4-D 1.0 BA 1. 0 + 。
rァチン O. 1 + 

(品種:リトルセ， 11イエロー)

カjb X( 誘皿g/導2培)地 =次g/培地) カルス rリーン シュー%ト形成率 x シュート数 w

(mg/ Q 形成 z スホ・ヲトy

無器加 BA 1. 0 ++++ +++ 
rァチン O. 1 +++ +++ 

NAA 1. 0 BA 1. 0 +++ ++ 10 (1/10) 
t' 7f'; O. 1 ++++ + 

NAA 10. 0 BA 1. 0 +++ +++ 
rァチン O. 1 +++ ++ 

2， 4-D O. 1 BA 1. 0 ++++ + 
セ・ 7チン O. 1 ++++ 。

2，4-D 10.0 BA 1. 0 +++++ 
t・7チン O. 1 +++++ 

z カルス形成=直径 +0.1-0.25cm ++0.25-O. 5cm +++0.5-0.75cm 
++++7.5-1. Ocm +++++ 1. Ocm以上

y グリーンスポヅト数=ーなし + 1-10個 ++11-20個 +++21個以上
x シユート形数成処率=シュート形成したカルス数/置床したカルス数 x100 
w シュート =1 理区内シュート数合計
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第3-13表 子葉カルス由来のシュートからの幼植物再生

(培養4週間)

品種 幼植物体再生率 z% ( 正常 % 水浸状%) 

雪まつり 36.8(7/19} (57.1(4/7) 42.9(3/7)) 

z 幼植物体再生率=発根したシュート数/置床したシュート数 x100 

発根の見られなかったシュートはすべて水浸状を呈していた。

ト状を示した。しかしながら水浸状から回復するシュートもみられ、回復した

シュートの中には節間伸長するものもみられた。発根は、回復個体および水浸

状化個体の両方で認められた。幼植物体再生率(発根したシュート数/置床した

シユート数)は 23.1%(6/26)であった。

5)シュートからの発根(第3-13表)

2-4)で発根が見られなかったシュートを、 lmg/~ IBA添加培地で培養したとこ

ろ、 36.8%(7/19)の発根が観察され、根はシュート基部に形成されたカルス

より発生した。発根した個体のなかで水浸状化から回復した正常個体は 57%

( 4/7)で、残りは水浸状を呈したままであった。

第 3節 下匪軸培養と器官分化

材料および方法

1 .下庇軸切片からの器官分化

1 )植物生長調節物質(BAおよびNAA)の影響

無菌播種して得られた播種後2週間目の‘雪まつり'の実生の上部と下部をそ

れぞれ約3mm取り除いた後、約3mmの切片を調製した。供試培地として、 BM培地

に0、O.1および1.Omg/ Q BAおよびO、O.1および 1.Omg/ Q NAAをそれぞれ組み合わ

せて添加した 9処理区を設けた。試験管当り 2切片ずつ置床し、 1処理区当り試験

管 10本とした。
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2)培地渡度の影響

‘ピグミーホワイト'の無菌播種して得られた実生の下座軸切片を用いた。外

植体の調製は 1-1)に準じた。供試培地として O.lmg/ Qゼアチン添加のBM培地お

よび2BM培 地(MS無機塩温度のみ2倍)に、 0、O.1および 1.Omg/ Q NAAをそれぞれ

組み合わせ添加した 6処理区を設けた。

3)抗オーキシンの影響

‘雪まつり'および‘紫鵬'の播種後2週間目の下匪軸切片(約5mm) を用いた。

培地は①BM培地およびBM培地に②O.lmg/ Q 7-aza indole (AZI， naca1ai tesque)、

③O. lmg/ Q 2，3，5・トリヨード安息香酸 (TIBA，片山化学工業)、 ④O. 5mg/ Qゼ

アチン、⑤O.5mg/ Qゼアチン+O. lmg/ Q AZI、⑥O.5mg/ Qゼアチン+O. lmg/Q 

TIBAを添加した 6処理区設けた。

4)培地中のチ汐素形態の影響

(1)無機態チヅ素 (NH4+およびN03-)の影響

‘リトルゼムイエロー'および‘雪まつり'の実生の下匪軸を用いた。なお、

発芽処理中‘リトルゼムイエロー'は無遮光、‘雪まつり'は黒寒冷紗 1枚(50

%遮光)で培養器を被い遮光処理を施した。供試培地は、第3-2表に示した 4種

類のチヅ素改変培地を用い、品種と組み合わせ計8処理区とした。 1区当り試験

管 10本とした。

(2)有機態チヅ素(アミノ酸)の影響

‘ハイランドホワイト'、 ‘雪まつり'および‘リトルゼムホワイト'を用い、

播種後 2週間目の下座軸を用いた。培地として BM培地(アミノ酸無添加区)およ

びBM培地から NH4N03およびKN03を除きプロリン、グルタミン、グルタミン酸お

よびアスパラギン酸をそれぞれ30mM添加した 5処理区を設けた。 i処理区当り試

験管 10本とした。

2.下座軸由来カルスからの器官分化

1 )カルス形成に及ぼすNAAおよび2，4-Dの影響

‘ハイランドホワイト'、 ‘雪まつり'および‘リトルゼムイエロー'の無菌

播種後 8日目の実生の 5mmに切断した下座軸切片を外植体として用いた。培地は

BM培地に 0、O.1、1.0、 1Omg/ Q NAAおよびO.1、1.0、10mg/Q 2， 4-Dをそれぞれ添
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加した 7処理区を設けた。

2)カルスの増殖

‘ハイランドホワイト'、 ‘雪まつり'および‘リトルゼムイエロー'の実

験2-1}で得られた培養約 1ヶ月目のカルスを直径5mm程度に分割して用いた。培

地は BM培地に 0、O.lmg/QBAおよびO、O.lmg/ Q NAAをそれぞれを組み合わせ添加

した 4処理区を設けた。培養は 200C、ヅイン蛍光灯6，000lx、連続照明下で行つ

た。

3)カルスからのシュート形成

(1) BAおよびNAAの影響

‘先勝の雪'、‘雪まつり'、‘ピグミーホワイト'および‘紫鵬'の播種後4週

間目の下座軸の切片(1cm)を、 BM培地に1.Omg/ Q BA + 3. Omg/ Q NAAを添加した培

地上で 1週間培養しカルスを誘導させ、このカルスの白く透明な部分を 3mm大に

切断して外植体として用いた。カルス培養の培地は、 BM培地に 0、O.1、1.0皿g

/ Q BAおよびO、O.1、 1.Omg/ Q NAAをそれぞれ組み合わせて添加した 9処理区を設

けた(一次培養)。また培養器栓として 2重のアルミフオイルおよびミリラヅプ

(通気性膜，日本ミリポアリミテヅド)の 2種類を使用した。

(2) BAおよびゼアチンの影響

‘ハイランドホワイト'、 ‘雪まつり'および‘リトルゼムイエロー'の実験

2 -2)の増殖培地で増殖した培養3週間後の直径約 5mmに分割したカルスを用いた。

培地として BM培地に1.Omg/ Q BAまたは O.lmg/ Qゼアチンをそれぞれ添加したも

のを用いた。培養後6週間目に移植し 12週間培養した.

(3)品種間差異

実験3)-(1)で一次培養を 6週間行った後、 e先勝の雪'では lmg/Q NAA区、 O.1 

mg/ Q BA区および lmg/Q BA+ O. lmg/ Q NAA区で、また‘雪まつり'および‘ピグ

ミーホワイト'では lmg/QBA区で形成された 8........10mm大のカルスを、シュート発

生が多数観察された1.Omg/ Q BAおよび1.Omg/ Q BA+ O. lmg/ Q NAA添加培地に移植

した(二次培養)。

(4)ポリアミン類(プトレスシンおよびスペルミジン)の影響

‘先勝の雪'および‘ピグミーホワイト'の下匪軸片から O.lmg/ Q BAt1. Omg/Q 

NAA添加培地上でカルス誘導した後、 O.lmg/ Q NAA+ 1. Omg/ Q BA添加培地に移植
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し、 6週間経過したカルスを約 5mm大に切断して用いた。培地は BM培地、および

BM培地に PutrescineDihydrochloride (プトレスシン，半井化学薬品)および

Sper皿idine(スペルミジン， nacalai tesque)をそれぞれ O.005、O.05および

O. 5mM添加した 7処理区を設けた。なお全処理区に1.Omg/ Q BAを添加した。

4)シュートの移植

カルス由来のシュート(水浸状)を BM培地に移植したところほとんど発根が

見られなかったため、さらに1.Omg/ Q IBAを添加した BM培地(ゲルライト 0.3%) 

に移植した。シュートは試験管当り l本ずつ移植し、培養器栓としてミリラップ

を用いた。

結果

1 .下座軸切片からの器官分化

1 )植物生長調節物質(BAおよびNAA)の影響(第 3-14表)

良好なカルス形成は NAA存在下で、 BA無添加または低渡度 (O.lmg/Q)添加区

において認められ、高濃度の lmg/Q BAはカルス形成を抑制する傾向を示した。

NAA浪度によりカルスの性状が異なり、 O.lmg/ Q NAA添加区ではカルス全体が根

毛で覆われ、 1.Omg/ Q NAA添加区では白色の半透明で柔らかいカルスであった。

また、 O.lmg/QBA単用区は下匠軸の切り口に緑色の 2mm大の堅い球状カルスを形

成し、その部位からシユートの形成が見られた (10%)が、水浸状を呈していた。

2 )培地濃度の影響(第 3-15表)

カルス形成は全ての処理区でみられ、 NAA添加により生長が促進された。シュ

ート形成は両培地ともゼアチン単用区(NAA無添加区)において認められた。シ

ュートおよび根の形成率は BM培地が 2BM培/地よりやや高い値を示したが、大きな

差異はなかった。

3)抗オーキシンの影響(第 3-16表)

カルス形成は AZIを添加により抑制される傾向を示した。シュート形成、根の

形成とも AZIによる促進効果は見られなかった。 TIBAでは、両品種ともカルス形

成率は良好 (100%)であったが、カルスの生長は抑制された。またシュートお

よび根の形成に対する促進効果は見られなかった。
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第3-14表下座軸からの器宮形成に及ぼすBAとNAAの影響

(品種:雪まつり) (培養7週間)

BA NAA 加ス形成z 加ス形成率Y シュート形成率x タュート数w 発根率v

(mg/ Q) (mg/ Q) % % % 

o ( 0/20) 。。 O. 1 +++ 100 (20/20) 。100 (20/20) 。 1.0 +++ 100 (20/20) 100 (20/20) 
ーーーーーーーーーーー"ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー'ーーーー・・ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

O. 1 
O. 1 
O. 1 

0 
O. 1 
1.0 

+ 
++ 
+++ 

30 ( 6/20) 
100 (20/20) 
100 (20/20) 

10 (2/20) -
E
A
n
H
u
w
n
H
U
 

50 (10/20) 

1.0 
1.0 
1.0 

0 
O. 1 
1.0 

+ 
++ 

o ( 0/20) 
30 ( 6/20) 
30 ( 6/20) 

n
u
n
u
n
u
 

A
H
U
《

H
U
A
H
U

内
H
U
内
H
U
《

H
U

z カルス形成= ー形成せず直径 +0.lcm~O. 3cm ++0. 3cm~0. 5cm +++0. 6cm~I.0cm 
Y .カルス形成率=カルス形成した下座軸数/置床した下座軸数x100 
x .シュート形成率=シュート形成した下座軸数/置床したした下匠軸数x100 
w:シュート数=1処理区内のシュート数合計/シュート形成した下座轄数

v 発根率=発根した下座鞍数/置床した下座軸数x100 

第3-15表下匠軸からの器宮形成に及ぼすNAAおよび培地漫度の影響

(品種:ピグミー初イト) (培養6週間)

培地謹度 ~. 7f'J NAA カルス形成z カルス形成率Y シュート形成率x シュート数w 発担率V

(mg/ Q) (田g/Q) % % % 

O. 1 。 + 100 (5/5) 80 (4/5) 3. 0 .40 (2/5) 

BM O. 1 O. 1 +++ 100 (5/5) 。 80 (4/5) 

O. 1 1.0 ++十 100 (5/5) 100 (5/5) 

O. 1 + 100 (5/5) ，60 (3/5) 2.5 40 (2/5) 

2BM O. 1 O. 1 ++ 100 (5/5) 100 (5/5) 

O. 1 1. 0 +++ 100 (5/5) 。 60 (3/5) 

z カルス形成=直径 +0.lc田，，-，0.3cm ++0. 3cm"-'0. 5cm +++0. 5cm"-'0. 8cm 
y，l， W， V 第3-14表参照
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下座軸からの器官形成に及ぼす抗オーキシン (AZI，TIBA)の彰響
(培養12週間)

第3-16表

一
加
%

シュート数wシュート形成率x

% 
カルス形成率y

% 

加ス形成zTIBA 
(mg/ Q) 

AZI 
(mg/ Q) 

品種 t・7チン
(mg/ Q) 

10(1/10) 

《

H
V
A
H
U
内

H
H
W

の
2
h・
《

H

u

-

10 (1/10) 

90 ( 9/10) 
20 ( 2/10) 
100 (10/10) 
50 ( 5/10) 
40 ( 4/10) 

+t+ 
+t 
+ 

+ 
白変枯死

0 
0 
O. 1 

0 
O. 1 

O. 1 
0 

O. 1 

0 

0 
0.5 
0.5 
0.5 

紫鵬

20 (2/10) 

A
H
V
《

H
U
A
H
u
-
E
A
《

H

u

-

20(2/10) 

100 (10/10) 
50 ( 5/10) 
100 (10/10) 
40 ( 4/10) 
30 ( 3/10) 

+t+ 
+ 
+t 
+t 
+ 

白:変枯死

0 
0 
O. 1 
0 

O. 1 

0 
O. 1 
0 
0 
O. 1 

0 
0 
0 
0.5 
0.5 
0.5 

雪まつり

+++0. 3cm-0. 5cm ++0. 1-0. 3cm z カルス形成 +-O.lcm 
1，1， W， V 第3-14表参照

4)培地中のチヅ・素形態の影響

の影響(第 3-17表)(1)無機チツ素形態 (NH"+およびNO3-) 

とe雪まつり'‘リトルゼムイエロー'、①~④のいずれの培地においても

緑色の球状カル形成されたカルスは、も80'"100%と高いカルス形成率を示し、

‘リトルゼムイエロー'シュートは球状カルスから形成された。スであった。

!切②の培地 (NH4+:N03-，1:10)でシュート形成率が 85%と最も高く、の場合、

テヅ素比④の培地 (1/2MS培地と同じ組成)で、片当りのシュート数も最も多く、

④の培地では、‘雪まつり'一方、最も低いシュート形成率 (45%)を示した。

品種によって好適なチヅ素組成で 85%ともっとも高いシユート形成率を示し、

に違いがみられた。形成されたシュートのほとんどは水浸状であった。

の影響(第 3-18表)(2 )有機態テヅ素(アミノ酸)

カルスの生長が良好であったのは、カルス形成は全処理区において見られたが、

次いでアスパラギン酸蔀加区が良好であった。各品種ともグルタミン添加区で、

アミノ

培養6週

では球状の堅いカルスを形成したのに対し、

しかし、

(NH"N03+KN03 ) 

霞添加区では透明または淡黄色の柔らかなカルスを形成した。
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またアミノ酸添加に

下匪軸からの器官形成に及ぼす無機態チ汐素形態の影響

(培養 12週間)

聞のうちにアミノ酸添加区のカルスはほとんど褐変した。

よるシユート形成の促進効果は認められなかった。

第 3-17表

シュート数xシュート形成率 y

% 
11"'̂形成率 z

% 
NH4+: N03-品種

3. 8 
8. 2 
7.5 
4.。

リトルセf A 
イエロー

2. 7 
8. 1 
9. 5 
7.8 

85 
100 
95 
100 

雪まつり

:カルス形成率=カルスを形成した下座軸数/置床した下匪軸数 x100 
:シュート形成率=シユートを形成した下座軸数/置床した下匪軸数 x100 
:シュート数=1処理区 (20片)のシユート数合計/シュート形成した下底軸数

z
，J
Z
 

下座軸からの器官形成に及ぼす有機態チヅ素(アミノ酸)の影響

(培養6週間)

第 3-18表

褐変枯死率 x

o ( 0!10) 
100 (10/101 
100 (10/101 
50 ( 5/10) 
70 ( 7!10) 

11"'̂形成率 y

《

H
U
《

H
U
《

H
U
内

H
u
n
H
U

《

H
U
《

H
U
《

H
u
n
H
U
《

H
U

1
1
1
1
1
 

カルス形成 z

'+'''a'+''+・'+a

4
'
'
T
E
T
 

'
T
 

アミノ酸

酸
酸
川

J

n
u
h
J
り
J
&
T

告

μ
、、、、、
2
7
h
J

尽
m
b
L
7・
凶
リ

M
W副
t
w
H
曾

W

ハロ

巴
民

av

守

A

・

4
n
h
H
'
h
H
'
'
守

J
司

J

ハイランド
ホワイト

品種

z カルス形成=直径 +0.lcm-....O. 3cm ++0. 3cm-""0. 5cm +++0. 5cm"-'0. 8cm 
y カルス形成率=カルスを形成した下座軸数/置床した下匪軸数 x100 
x 褐変枯死率=褐変枯死した下匪軸数/置床した下匪軸数 x100 

50 
40 
50 
100 

n
H
u
n
H
U
《

H
U
《

Hυ
《

H
U

A
H
U
A
H
U
《

H
u
n
H
u
n
H
V

I
l
i
-
-

'
T
f
T
4

・'
T
4
8

'
T
'
T
'
T
'
T
 

'?・

酸
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J

門
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h
J
h
J
b
f

・引
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H

、、、、、、弓
'
h
J

，
守
山

m
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b
J
H
，

、
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世
白
W
H
叫
山

H

ハロ

E

k

a

'

句

A

・

A
2
2
7
h
y
ヲ

'
7

雪まつり

100 
40 
100 
70 

100 
100 
100 
100 
100 

'+・'+・t+a'+.，ゅ，

E'E.

，+at令。，+，

'
+
・
'
+
・酸

酸九
J
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u
h
J
h
J
&
f
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川
H

、、、、、、弓
J
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J
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J
h
H

，・リ
H
Y

H
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w
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μ

晋
?
・
『
A
・

品
訓
h
J
h
J
7
J
7

リトルtf A 
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-89 -



2.下座軸由来カルスからの器官分化

1 )カルス形成に及ぼすNAAおよび2，4-Dの影響(第3-19表、第3-5図)

3品種とも全処理区でカルス形成が見られた。全品種を通して、カルスの大き

さは、 2，4-Dよりも NAAの方が良好であり、 NAA添加の場合は渡度に関係なく同程

度であったが、 2，4-D添加の場合は高浪度になるにつれて抑制された。カルスの

形状は，無添加区と O.1mg/ Q NAAのカルスは、部分的に淡緑色の堅いカルスを含

む半透明の柔らかいカルスを、他の NAA添加区は部分的に褐変した半透明の柔ら

かいカルスを、また 2.4-D添加区は黄色っぽい柔らかいカルスを形成した。発担

はNAA添加区で多く見られ、カルス全体を包む綿のような根を形成した。品種間

ではカルスの大きさおよび形状について顕著な差は認められなかった。発根率

は‘リトルゼムイエロー'で 2，4-D添加区(発根なし)を除いては大差がなかっ

た。

2)カルスの増殖(第 3-20表)

用いた 3品種すべてにおいて、二次培地の種類とカルスの生長の聞に、一定の

傾向が認められなかった。しかし、一次培地に NAAまたは O.1mg/ Q 2， 4-D添加し

ていた場合は生長が促進され、 2，4-D10mg/Q添加していた場合には抑制された。

カルスの形状は、 3品種とも 2，十D1. 0および 10.0mg/Q添加区で黄色、粒状にな

り、他の区は一般に柔らかく半透明になる傾向が認められた。発根率は 2，4-D添

加区と比較して、 NAA添加区で高くなり、品種間では‘ハイランドホワイト'が

最も高かった。

3)カルスからのシュート形成

(1) BAおよびNAAの影響(第3-21表)

カルス形成は、全品種とも BAの温度に関わらず、 NAAをO.1および1.Omg/ Q含

む区で良好であった。シュート形成の見られたのは、 ‘先勝の雪'、‘ピグミー

ホワイト'、‘紫鵬'の 3品種で、 BA1. Omg/ Q単用か、これに低濃度NAA(O.lmg 

/ Q )を添加した場合であったが、形成率は低く 10%であった。 ‘雪まつり'で

はシュート形成はなかった。また、シュート形成は培養器栓により異なり、ア

ルミフオイルよりミリラップフィルムでよい結果が得られた。発根率は BAの添

加量が増すにつれて低下の傾向を示した。品種では‘紫鵬'が他の3品種に比べ
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NAA 

‘ハイランドホワイト'

2，4-D 

NAA 

‘雪まつり'

2，4-D 

NAA 

‘リトルゼムイエロー'

2， 4-D 

o. 1 1 . 0 10.0 (mg/ Q) 

第3-5図 下匪軸からのカルス形成に及ぼすNAAおよび2，4-Dの影響

(培養4週間)
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4-Dの影響
(培養4週間)

下匪軸からのカルス形成に及ぼす NAAおよび 2，第 3-19表

発根率 y

% 
Ì1~;z.形成 z培地組成

(mg/ ~ ) 
品種

100 ++ 無添加

100 
100 
100 

，，.，+'''' 

'ea

・令・'+・

4
a
E
T
'
T
 

4
a
'
T
 

O. 1 
1.0 

10. 0 

NAA 

ハイランド
ホワイト

100 
100 

++++ 
+++ 
++ 

O. 1 
1.0 

10. 0 

2，4-D 

100 ++++ 無添加

100 
100 
100 

++++ 
++++ 
+++ 

O. 1 
1. 0 

10. 0 

NAA 

雪まつり

100 
100 +

+
+
 

4
a
'
T
4
6
 

'
T
4
8
 

'+a 
O. 1 
1.0 

10. 0 

2，4-D 

100 ，，. ，ゃat
T
 

無添加

n
H
u
n
H
V
《

H
U

A
H
U
《

H
U
《

H
u

aE-Aaz-Aa---

'
T
'
T
'
T
 

4

・'
T
4
6

'
'
a
e
+

・E
命'

4

B

E

T

 

O. 1 
1.0 

10. 0 

NAA 

リトルt'A 
イエロー

《

H
U
A
H
U
A
H
U

4
a
f
T
'
T
 

'
+
a
'
+

・

，ゃ，O. 1 
1.0 

10. 0 

2，4-D 

ー形成せず直径 +0.1 cm"'-' O. 25cm ++0.25c皿"'-'0.5cm
+++0. 5cm"'-'0. 75cm ++++0. 75cm"'-' 1. Ocm +++++ 1. Ocm以上

:発根率=発根した下匪軸数/置床した下庇軸数 x100 

カルス形成=z 

y 

‘先勝の雪'および‘紫鵬'なお発根率および根の発達状況とも劣った。て、

正常であった。で得られたシュートは水浸状の徴候はなく、

(2) BAおよびゼアチンの影響(第 3-22表)

カルスの大きさいづれの品種においても、移植後もカルスの生長が見られ、

BAおよびゼアチン添加区の聞で顕著な差は見られなかっおよび色については、

グリーンスポットはカルスからシュートを形成する場合の苗条原基様の構た。

その数は BAとゼア

一次培地において 2，4-Dが高潰度であった
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チン間では差が認められなかったが、

造を有する緑色の細胞塊で、



第3-20表下匪軸由来カルスの生長に及ぼすNAAおよびBAの影響

カルス誘導 二次培地 ハイランドホワイト 雪まつり リト此.Aイエロー
培地組成2 組成Y カルス カルスの 発根率v カルス カルスの 発根率 カルス カルXの発根率
(mgf ~) (mgf ~) 形成x 状態w % 形成 状態 % 形成状態 % 
{培養4週間)(:培養2週間)

無添加 無器訪日 +++ c 40 +++ F ++ c 。
BA +++ c 60 ++ E 。 + F 
NAA ++t c 60 +++ E 20 ++ F 20 
BAtNAA +++ c 100 ++++ F 40 ++ F 40 

NAA O. 1 無添加 ++++ F 60 +++ F 。++++ F 。
BA ++++ F 90 ++t E ++++ E 。
NAA ++++ F 80 +++ E 20 ++++ F 20 
BAtNAA ++++ F 60 ++++ F 50 ++ F 40 

NAA 1. 0 無澗日 ++++ F 100 ++++ F 70 ++++ E 。
BA ++++ E 100 t++t F 70 ++++ F 
NAA ++ 50 +++ E 50 +++ F 20 
BAtNAA ++t E 100 ++++ E 50 ++++ F 50 

NAA 10. 0 無澗日 ++++ F 100 ++++ F 80 ++ E 70 
BA ++t F 100 t++ 30 ++t F 70 
NAA +++ F 40 ++t 60 ++ F 50 
BAtNAA +++ F 100 ++++ F 50 ++t F 50 

2，4-D O. 1 無添加 ++++ F ++++ F t++t F 80 
BA +++ F 20 t++t F 30 ++++ F 30 
NAA ++t F 10 ++++ F 20 ++t F 60 
BA+NAA ++++ F 20 ++++ F 50 ++++ F 50 

2，4-D 1. 0 無認訪日 ++ F ++t E + E 
BA +++ E 。 +++ E 。 +t E 
NAA +++ E ++t E + E 
BA+NAA ++t E +tt E + E 

2，4-D 10.0 無詔訪日 +t F +t F 20 + E 20 
BA + E + E 10 + E 10 
NAA + E +t E 。 + E 。
BAtNAA +t E +t E + E 

z カルス誘導・一次培地
y : BA，NAAの濃度はいずれもO.1mgf Q 
x カルス形成=直径 +0.1cm""0. 25cm ++0. 25cm""0. 5cm 

+++0. 5cm""0. 75cm ++++0. 75cm""l. Ocm 
w カルスの抗轡 F=柔らかいカルス c=堅いカルス E=粒状カルス
v 発根率=発根したカルス数/置床したカルス数x100 
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下座軸由来カルスからの器官形成に及ぼすBAおよびNAAの影響

(培養6週間)

第ト21表
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+++ 

++ 
++ 
+++ 
++ 
+++ 
+++ 
++ 
+++ 
+++ 

-
a
A
A
H
U
e
E
A
肉

H
U
-
-
a
A
H
u

n
u
n
H山

t
b
n
u
n
H刷

t
L
n
u
n
H刷

t

h

-
a
a
-
-
E
A
・
8
2
・
内
H
U
内
H
U
A
H
U

-

-

-

-

-

-

A
H
U
内
H
U
A
H
M
《
H
U
角

H
U
内
H
u
・
2
A
-
E
ι
・
E
L

先勝の雪

A
H
W
《
H
U
A
H
U
A
H
U
A
H
U
A
H
U
《
H
U
《
H
U
《
H
U

開

v
a
A
U
G
A
M
U
a
m苛

A
V
&

，h
u
a司
u
・
，
a
a
v
&

内
H
U
A
H
U
《
H
U
《
H
U
A
H
U
A
H
U
A
H
U
内
H
U
A
H
u

n
n
u
A
H
U
"
y
t
《
R
H
V
"
I
s
s
n
空
白
ヲ
白

-Ez--

《
H
U
《
H
U
A
H
U
A
H
U
《
H
U
《
H
U
A
H
U
A
H
U
A
H
U

A
H
U
《
H
U
《
H
U
《
H
V
《
H
U
《
H
U
A
H
U
《
H
u
n
H
V

+

+

4

6

4

8

4

s

+

+

+

+

 

4
6
'
T
'
T
'
T
4
・
4
・
'
T
'
T

'

T

'

T

'

T

g

T

-

-

T

'

T

 

+

+

+

+

+

+

+

+

+

 

'
T
'
T
4
'
'
e
E
4
8
'
T
4
0
・
T

'

T

4

8

4

』

4

a

4

'

-
E
A
A
H
u
-
-
A
A
H
u
-
-
-
-
A
H
U
 

....• 

，
 

A
H
V
A
H
V
'
E
A
内
H
U
A
H
u
'
『
・
・
《
H
M
《
H
仏
・
2恥

-
E
E
-
-
E
A
-
a
A
A
H
v
n
u
A
U
 

.

.

.

.

 ，
l
 

《
H
U
A
H
U
《
H
U
A
H
U
A
H
U
A
H
u
e
E
A
・
E
L
・
『
し
山

雪まつり

《
H
U
《
H
u
n
H
U
A
H
U
《
H
U
内
H
U
《
H
U
《
H
U
A
H
u

a
《
u
n
u
H
V
内
x
u
n
ソ
白
e
E
A
の
ソ
&

内
H
U
《
H
υ
《
H
U
《
H
U
《
H
u
n
H
U
《
H
U
n
H
U
《
H
U

内
h
u
《
x
u
n
x
u
'
h
υ
a
m
せ
の
γ
白

4

E

A

A
H
U
《
H
U
《
H
u
n
H
U
《
H
U
n
H
υ
《
H
U
《
H
U
A
H
U

ー

《
H
U
R
H
U
《
H
u
n
H
U
《
H
U
内
H
U
《
H
υ
《
H
U
A
H
U

-
l
a
 

t
e
'
'
+
a
'
+
・
'
+
'
'
+
'
'
+
自
『
e
l
'
e
s
t
+
a

・
+
a
'
+
'
'
+
a
'
+
，
E今
'
'
+
s
e
+
'
t
+
a
-

E

T

-

-

T

4

S

4

a

4

l

4

8

 

f
T
'
T
'
T
P
T
'
T
f
T
4
・
4
a
'
T

-

T

4

'

4

E

・

4

8

4

4

4

a

i

T

4

a

4

S

4

t

'

T

4

4

4

'

 

-
E且

A
H
U
'
E
A
《
H
U
‘
，
a
n
H
U

・

・

・

・

1

1

i

1

n
u
n
u
1
A
n
u
n
u
-
-
n
u
n
H凶

1・
u

-
E
A
-
a
a
-
E
A
《
H
U
《
H
U
A
H
U

o
o
o
o
n仙

n仙

L
L
L

t' 9'ミー
ホワイト

n
H
U
内
H
U
《
H
U
A
H
U
A
H
U
《
H
U
《
H
υ
《
H
U
《
H
U

の
‘
υ
n
I
s
"
1
8
a
4
U
A
7
a
n
y
白
n
d
u
-
E
A

《
H
U
A
H
U
《
H
U
内
H
U
《
H
U
《
H
u
n
H
u
n
H
U
内
H
U

-
E
A
η
t
《
M
u
a
d
d
v
a
ソ
&
e
z
i
q
L
・
』
i
nリ
晶

A
H
U
A
H
u
n
H
U
A
H
υ
《
H
U
A
H
U
《
H
U
《
H
υ
《
H
υ

i
 

n
H
U
A
H
U
《
H
U
A
H
u
n
H
U
A
H
U
《
H
U
A
H
U
n
H
U

4
'
4
1
4
・
4
l
'
T
'
十

'
T
4
l
4
8

'
+
・
f
+
，
E
キ
'
'
+
且
.
，
+
・
4
+
・

'
+
'
'
+
a
 

t
T
1
T
4
8
4
a
'
十

'
T
t
T
1
T
4
E

4
a
・
ι
E
・
4
0
f
T
4
0
'
T
i
e
』
4
6

'

T

4

0

 

O. 1 
1.0 

O. 1 
1.0 
0 
O. 1 
1.0 

O. 1 
O. 1 
O. 1 
1.0 
1.0 
1.0 

紫鵬

z カルス形成=直径 +0. 1 cm-O. 5cm ++0. 5cm-0. 8cm +++0. 8c叫i上
y シュート形成率=シュート形成したカルス数/置床したカルス数x100 
x 発根率=発根したカルス数/置床したカルス数x100 
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第 3-22-1表下匪軸由来カルスからのわート形成に及ぼすBAおよびrアチンの影響
(品種:ハイランドホワイト)

寸盗完売
(培養4週間)

無添加

カルス形成 x 'J'リーン シュート数 v

スホ・ヲト数 w

BA+NAA 

BA 

NAA 

BA+NAA 

BA 

NAA 

BA+NAA 

BA 

NAA 

は
0
3
0
0
0
0
0
一0
0
0
0
7
o
n
o
-
4
0
0
0
0
0
6
0
一0
0
5
0事
事

O
O
-
1
0
0
0
8
0
3
0
一0
0
0
0
0
0
0
0
一0
0
0
0
0
0
0
0

4
・
4
S
4
E
4
E
4
'
4
・
4
E
4
'
7
T
4
a
4
B
4
a
4
8
4
・
4
a
4
8
-
4
'
4
E
4
B
4
B
6
・τψ
・τ4
'
4
a

4
'
4
E
4
a

一'
T

4

0

4

8

'+， 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 

++++ 
+++ 
+++ 
+++ 

(議r&，~)
h

J

h

J

h

J

h

J

 

4
7
4
7
4
7
4
7
 

7
'
?
'
?
'
?
'
 

A
A
-
-
A
-
-
A
-
-
A
e
 

n
n
・tn
D
L
t
n
n
L
t
n
n
L
t

Jf品目)
BA 

NAA 

-
T
'
T
e
T
'
T
4
・
4
8
'
T
E
T

'
T
E
T
E
T
a
T
E
T
'
T
E
T
E
T
 

'
T
4
・
'
T
4
・
'
T
'
T
4
・

+
+
 

h
'
'
h
'
'
h
'
'
h

，a' 

手
J

手
J

手
1
4
4
J

?
'
?
'
7
'
?
'
 

A
A

・A
A

・A
A
-
v
A
A
a
v

n
D
L
t
n
D
L
t
n
D
L
t
n
D
L
t
 

BA+NAA 

無添加

BA 

NAA 

O. 1 NAA 

'+EE+''キ
a'+・・&る・&轟・'+''+・

'
T
4
‘，T
a
T
'
T
'
T
 

'
T
a
T
'
T
'
T
'
T
 

'e' 

BA 
セ・ 7f'J
BA 
t'アチン
BA 
セ・ 7チン
BA 
rァチン

BA+NAA 

無添加

BA 

NAA 

1. 0 NAA 

-
4
'
4
'
'
T
e
・7
-
-
7
T
4
'
-
4
・
4
・
4
1
T
-
-
'
T
'
+
a

+

+

+

一

+

'+・-

4
E
4
E
4
8
4』
6
・T+
-
Y
4
E
4
E

4
'
4
6
4
4
E
T
4
a
4
8
 

'
T
'
T
'
T
'
T
E
T
'
T
 

『

T
'
e
'
'
T
'
T

h

J

h

j

h

J

h

J

 

4
J
4
7
4
7
4
J
 

マ'
?

'

7

J

7

J

A
A
e
A
A
-
A
A
e
A
A

・

n
n
・tn
D
L
τ
n
D
L
t
n
D
L
t

無添加10. 0 NAA 

'
T
I
T
I
T
'
T
'
T
4
6
4
1十

'
T
4
a
'
T
'
T
4
t
4
'
 

'
T
f
T
P
T
'
T
'
T
'
T
 

'
T
'
T
4
'
'
T
4
0
 

勺
J

川
J
h
.
J
h
.
J

4
f
'
4
ず
'
エ
J
4
4
J

7

'

7

'

7

J

?

'

 

-
A
H
a
v
A品“
a'AAHav
畠

A
H
e

n
u
b
E
n
u
h
E
n
D
・0
』日
u
ゐ』

BA+NAA 

無添加

BA 

NAA 

O. 1 2， 4-D 

ー

ー
ー

ー
ー
ー

ー

E十
4
'
P
T
'
T
4
8
4
8
4』
4
1

'
T
I
T
'
T
'
T
'
T
E
T
 

4
a
'
T
'
T
P
T
'
T
'十

4
t
4
8
4
6
'
T
4
8
4
8
 

4

，
4
t
4
'
4
a
 

V

J

V

J

h

J

h

J

 

4
4
J
4ナ

エ

1
4
4
J

?
J
?
J

マJ

マJ

A
A
e
A
A
-
A
A

・A
A

・

n
D
L
t
n
D
L
t
n
U
L
t
n
D
L
t
 

無添加1.0 2.4-D 

ー
由

ー

ー

ー

'
T
'
T
'
T
f
T
，十

'
T
t
T
'
T

'十

'
T
1
T
'
T
f
T
'十

-
T
4
・
4
・
4
8
4
4
4
a

'
+
a
e
+
'
'
+
-
e
+
a
 

4
B
4
・
'
T

り
J

h

.

J

h

J

h

J

4
J
4
7
4
7

エJ

?
J
7
J
7
J
7
J
 

A
A
e
A
H
e
s
A
-
A
r
 

n
D
L
t
R
u
l
e
L
n
n
i
t
R
u
l
t
 

無添加10. 0 2， 4-D 

BA+NAA 

BAおよびNAAはいずれも O.1，m.g/ Q 
BA 1.omF/E ，t-7TY0.l IEE/Q 
カルス形成=直径 1Q.l~2.5mm +t.?5~5..0mm t++ι 立~_7'L5 ~>m L.L. 

H+ 7. 5.......10mm +++++10mm以上 本:汚染のため結果ーし
・グリーンスポヅト数=ーなし + 1....... 10個 ++ 11.......20個 +t+ 211mJ~ よ
:シュート数=三次落地で 12週間に形成さ五た 10外植体がらのシュート総数
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第ト22-2表 下匪軸由来カルスからのシュート形成に及ぼすBAおよセ・ 7チンの影響
(品種:雪まつり)

一次培地

(培l砦i通信)
無添加

カルス形成 x 'J'トン シュート数 v

スホ.ヲト数 w(議r~，~)3F説日)

BA+NAA 

BA 

NAA 

BA+NAA 

BA 

NAA 

BA+NAA 

BA 

NAA 

BA+NAA 

BA 

NAA 

8
0害
事

1
0
0
0
-
2
0事
事

0
0日
o
-
o
o
U
0
5
0
0
0
一日
0
0
0
0
0
2
0
一日
0
0
0
0
0
3
0
一0
0
0
0
0
0
0
0
一0
0
0
0
0
0
0
0

+
+
事
事
+
-
-
4
8
7
す
+
毒
事
+
+
4
8
4
t

4

E

4

a

 

f
T
E
T
占
争
&
孟
T
4
a
e
T
E
T
s
T

'
T
'
T
f
T
'
T
'
T
 

4
・
4
・
4
・
『
T
4
t

'

T

4

8

E

T

 

h

J

h

J

h

J

h

J

 

4
J

忌
J

手
J

4

J

?

J

?

J

守
J

守
J

A
A
'
A
A
-
a
A

・AAav

n
D
L
t
n
D
L
t
n
D
L
t
n
D
L
t
 

BA 

NAA 

S
T
E
T
-
φ
&轟
;
T
'
T
S
T
S
T

E
T
'
T
E
T
'
T
'
T
'
T
 

-
T
E
T
E
T
4
8
 

'es 

BA 
Vアチン
BA 
t' 7チン
BA 
セ・ 7チン
BA 
セ・ 7チン

BA+NAA 

無添加

BA 

NAA 

O. 1 NAA 

四'+・E'・・+a'-a'守・'φ''+・

-
T
'
T
'
T
'
T
 

'
T
E
T
'
T
'
T
'
T
'
T
'
T
'
T
 

E
T
'
T
'
T
e
T
'
T
'
T
'
T
4
・

'
T
4
a
'
T
'
T
f
T
t
T
 

ー?・

BA 
t・7チン
BA 
rアチン
BA 
Vアチン
BA 
セ・ 7チン

BA+NAA 

無添加

BA 

NAA 

1.0 NAA 

'+'e+・'+''+a'+・'+・'+・・φa

+

+

 

'
e
a
'
T
E
T
'
T
4
l
T
'
T
a
T
 

g
T
4
'
4
6
4
'
'
T
4
S
4
a
4
-

4
S
4
'
4
'
4
6
4
a
4
8
4
8
 

4
・
4
;
T
4
・
'
T

BA 
セ・ 7チン
BA 
t'アチン
BA 
t・7チン
BA 
γァチン

無添加10. 0 NAA 

4
S
4
4
4
t
4
'
-
-
4
6
4
0
 

，
，
.
，
+
'
'
+
・

0
T
 

'
T
T
T
'
T
4
1
T
P
T
'
T
'
T
 

4
'
'
T
'
T
4
・
4
'
4
・

4
E
4
'
4
'
4』

'
T
'
T

'
+
・
f
+
・
'
+
a
'
+
'
e
+
a

h

J

H

J

L

J

h

J

 

エJ
4

7

4

7

4

7

マJ

ヲ
J

7

J

マJ

A
A
e
A
A
'
A
A

・A
A
-

nHUIe』

nHULe--nHML

，
L

・nHulf』

無添加O. 1 2， 4-D 

ー

ー

ー
ー

ー
ー

ー

'
T
4
8
4
・
4
・
4
S
4
S
4
'
'
T

4
8
4
B
4
8
4
・
4
8
4
0

4
a
4
8
4
・
'
T
'
T
'
T

1
T
s
T
'
T
 

'
T
 

h

J

h

J

h

J

h

J

 

4

4

1

4

7

4

す
'
手
'

7

'

?

J

マJ
?

J

A
A
-
v
A
A
-
-
A
-
a
A

・

R
u
b巳
日
u
・t
ロu
ゐ
E
日
u
+』

無添加1. 0 2.4-D 

ー

ー

ー

ー

ー

ー

+

+

+

+

+

+

+

+

 

『
T
4
・
4
'
f
T
4
・
4
・

'+・『+sI+a'+''+・f+目・

4
a
4
・
4
B
4
・
4
'
'
T

+
4
6
4
0
+
+
 

BA 
t・7チン
BA 
rアチン
BA 
t' 7チン
BA 
t'アチン

無添加2，4-D 10.0 

BA+NAA 

z，y，x，w，v 
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第 3-22-3表 下匪軸由来カルスからのわート形成に及ぼすBAおよびt・7f)の影響
(品種:リトルゼムイエロー)

寸盗デQ
(培養4週間)

無添加

カルス形成 x クリーン シュート数 v

スホ・ヲト数 w

BA+NAA 

BA 

NAA 

BA+NAA 

BA 

NAA 

BA+NAA 

BA 

NAA 

BA+NAA 

BA 

NAA 

0
0
0
0
0
0
0
0

一“00
0
0
0
0
0
一3
0
5
0
0
0
0
0
-
3
0
0
0
0
0
0
0
一0
0
0
0
5
0
0
0
一0
0
0
0
0
0
0
0
一0
0
0
0
0
0
0
0

ー

-
'
T
-
+

・----

++ 
+++ 
++ 
++ 
++ 
+ 
+ 
+ 

(講話~;)
BA 
t' 7チン
BA 
rァチン
BA 
t' 7チン
BA 
セ・ 7チン

間一

地
け
遇
一
口

市
街
一
副

二
川
崎
一
無

BA 

NAA 

'
T
+
・-
4
'

'
T
'
T
 

'
T
+
・
4
・
4
6
4
・
4
・
4
・
4
a

'
T
E
T
E
T
'
T
E
T
E
T
 

'
T
t
T
'
T
 

h

J

h

J

h

J

U

J

 

4

7

4

7

4

7

4

4

J

 

?

'

?

'

ヲ

J

?

'

A
A
e
A
A

・A
A
'
A
A
-

n
D
L
t
n
D
L
t
n
E
L
t
n
D
L
t
 

無添加O. 1 NAA 

74・7
T
-
+
-
+
一+
+
-
-
-
-
7
T

4

a

'

T

'

T

 

'+・

'+aa+'s+''+aT守・Eキ・'+a・+・

'
T
'
T
4
s
'
T
'
T
'
T
 

'ea 

BA 
t' 7チン
BA 
セ・ 7f'l
BA 
rアチン
BA 
rアチン

BA+NAA 

無添加

BA 

NAA 

1.0 NAA 

'
T
4
8
4
・
4
6
4
a
4
・
・
'
T
'
T

t
T
4
e
'
T
s
T
'
T
4
a
 

・+・・+a
'
T
 

BA 
t' 7チン
BA 
セ・ 7チン
BA 
t・7f'l
BA 
t・7チン

BA+NAA 

無添加

BA 

NAA 

10. 0 NAA 

-'φ
・-'+''+''+t'+''+・

'
T
4
a
'
T
 

'
'
a
・
'
+
a

4
'
4
8
4
a
4
6
4
8
4
t
4
'
'
T
 

'
T
4
S
4』
4
6
4
1
4
8
4
'
'
T

'
T
'
T
4
0
'
T
4
l
4
0
4
'
 

'+a，ゅ，，+・t+a

h

J

h

J

U

J

h

ノ

エJ
4

7

4

7

4

7

7

'

?

J

7

J

マJ

A
A
M
a
-
-
A
H
a，
aaHa，
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区は、グリーンスポットがまったく形成されなかった。植物体の再生は、グリ

ーンスポヅトから培養5週間後より次々と見られた。植物体の再生はBA添加区の

みで起こり、ゼアチン添加区ではグリーンスポヅトは形成されたにもかかわら

ずシュートは再生されなかった。また品種間では差がなかった。

(3)品種間差異(第 3-23表)

全品種および各処理区でシュート形成が見られ、最も高かったのは、 eピグ

ミーホワイト'で 70%であり、 ‘先勝の雪'は、 10%と最も低かった。また、

シュート形成には至らなかったが、堅い球状カルスを形成するものが多かった。

その後、シュート部分を分離し、 BM培地を含む試験管に移植し、アルミフオイ

ルで栓をして培養した結果、シュートは、移植2-3週間後で褐変し始めるもの

が多く見られた。また、移植後、カルスの形成が促進されたが、シュート自体

がカルス化してしまう場合もあった。移植後、葉が数枚増加し、褐変の程度が

少ないものも少しは見られたが、節聞が伸長せず、小さいままであった。水浸

状イじしたシュートは、移植後もほとんど回復しなかった。

(4)ポリアミン類(プトレスシンおよびスペルミジン)の影響(第 2-24表)

‘ピグミーホワイト'のカルス生長はプトレスシン、スペルミジンでは効果が

なく、スペルミジン 0.5mMでは明らかに匝害し、シュートは、無添加区では全く

形成されなかったが、スペルミジン 0.005mMでは 17%の形成率が得られた。発担

はプトレスシン 0.005mMでわずかに促進された。 ‘先勝の雪'のカルス生長はプ

トレスシン、スペルミジンの温度が高い場合に阻害され、低濃度でも促進され

ることはなかった。発根はプトレスシン 0.005mMでわずかに促進されたが、シュ

ート形成は促進されなかった。

4)シュートの移植(第 3-25表)

発根率は 25......55%の閣で、 ‘リトルゼムイエロー'の下匪軸由来カルスから

分化したシュートからの発根が最も高かった。なお、発根しなかったシユート

の中で‘雪まつり'は 33.3%(4/12)が水浸状を呈さない正常なシュートであっ

た。
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下匠軸由来カルスからのシュート形成における品種間差異
(培養6週間)

第3-23表

シュート数y一次培地 二次培地 シュート形成率z

BA (mg/ Q) NAA (mg/ Q) BA (皿g/Q) NAA (mg/ Q ) % 
品種

1.0 
1.0 
1.。

10 (1/10) 
10 (1/10) 
10 (1/10) 

O. 1 

O. 1 

1.0 
1.0 
1.0 

1.0 
0 
O. 1 

O. 1 
1.0 

先勝の雪

30 (3/10) 1.0 

ピグミー
初イト

1.0 
1.0 

40 (4/10) 
70 (7/10) 

。

O. 1 

1.0 

1.0 
1.0 

。
。。

1.0 

1.0 
1.0 

雪まつり

z シュート形成率=シュート形成したカルス/置床したカルスx100 
y :シュート数=1処理区内(10片)のシュート数合計/シュート形成したカルス数

下座軸からの器宮形成に及ぼす~'97~/(7・トレスシン、スヘ・ルミγ ン)の彫響

(培養2ヶ月間)

第 3-24表

発根率 w
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第3-25表 下座軸カルス由来シュートからの幼植物再生
(培養4週間)

品種 幼植物再生率 z 覧 (正常覧 水浸状覧)

L

a

-

，4E

円

μ

円ソ、，エ

ふ
品
y
b
F
a

，dg

ド
つ

1

勺

J

=

、.0』

・フ
4
H
a
'
w
n

，d1
s・2
a
l
p
-

-
昌
三
日
7

1
1
 

jjj(11fjjjjjjfjjj 
z 幼植物体再生率=発根したシュート数/置床したシュート数 x100 

第 4節 蔚培養と器官分化

材料および方法

1 .蔚からのカルス形成

1991年 4月下旬播種、本葉が3""5枚展開した時3号ビニールポヅトに移植し、

9週間後にファイトトロン(自然光・ 200C昼/150C夜)に入れて栽培し、播種か

ら約 13週間目に形成し始めた花奮を順次採取し、本実験に供した。花奮を殺菌

後、蔚を無菌的に取り出し、 2等分した後、培地上に 6""10片置床した。蔚内の

小胞子の発育段階を花奮の長径により第3-26表のように S、 M、 Lの3段階に分

類した。また開花時期が進むにつれて、花奮の大きさと小胞子の発育段階が必

ずしも一致しなくなるため、採取時に蔚を押しつぶし、顕微鏡により小胞子の

発育段階を観察した。以下の実験には、 MS培地(第3-1表)から NH4N03を除き、

KN03を2500mg/Qとし、 100mg/Qイノシトール、 500mg/Qのカザミノ酸を添加し、

pH 5. 5に調整後、 0.2%のゲルライトでゲルイじした培地を基本培地とした。糖と

してサヅカロース 2%および 10%の2処理区を設け、植物生長調節物質は O.1 mg 

/ Q NAA+ O. lmg/ Q 2， 4-DおよびO.lmg/ Q NAA+ O. lmg/ Q BAの2処理区とした。培養

は3，000lx、 14時間照明、 200Cおよび250C条件下で行った。

実験は以下の項目について行った。

1 )蔚の発育度、培地中の精濃度および植物生長調節物質の影響

(1) 200C培養: ‘ハイランドホワイト'、‘クリスマスホワイト'、‘リトルゼム

イエロー'の 3品種を用いた。

(2) 250C培養: ‘ハイランドホワイト'、‘雪まつり'、‘リトルゼムイエロー'

の3品種を用いた。
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第3-26表 蔚培養に供試した花曹の大きさ

花奮の大きさ 花曹の長径(mm) 花粉の発育段階

S <3 核期

M 3-5 核期+2核期

L >5 2核期

2 )花曹の培養前処理の影響

(1)低温浸水前処理の影響

‘ハイランドホワイト'および‘リトルゼムイエロー'を用いた。蒸留水を入

れた 100mQ容の三角フラスコに、採取直後の花奮を入れ、アルミフオイルでフ

ラスコ全体を覆い冷蔵庫内(50C)で24時間低温処理した。処理後 250C、 3，000 

lx、 14時間照明下で培養を行った。

(2)高温前処理の影響

‘リトルゼムイエロー'の蔚片を前処理として 300C、 3，0001x、 14時間照明下

で24時間培養後、 200Cおよび250C、 3，0001x、 14時間照明下で培養した。

2. 蔚由来カルスからのシュート形成

実験 iで得られた培養8週間のカルスを 2等分して1.Omg/ Q BA添加したMS培地

(+2%サヅカロース)に移植した。

結果

1 .蔚からのカルス形成

1 )蔚の発育度、培地中の糖濃度および植物生長調節物質の影響

(1) 200C培養(第 3-27表、第 3-6図)

全ての品種で蔚片から、白および黄緑色のカルスの形成がみられた。 り、イ

ランドホワイト'と‘リトルゼムイエロー'は、花曹の大きさが Sのものが最

もカルス形成率が良く、培地組成は‘ハイランドホワイト'は、 2%サヅカロー

ス、 O.lmg/ Q NAA+ O. lmg/ Q BA添加区、 ‘リトルゼムイエロー'は 10%サヅカロ

ース、 O.lmg/ Q NAA+ O. lmg/ Q 2， 4-D添加区のものが最も良かった。 ‘クリスマ
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第3-6図蔚からのカルス形成 第3-7図蔚由来カルスから形成されたシュート

(品種:ハイランドホワイト) (品種:ハイランドホワイト)

第3-11図 蔚より形成されたカルス切片

←は死滅した花粉粒
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スホワイト'は、 3品種間で最もカルス形成率が高く、全処理区において約 30-

80%のカルス形成率を示した。また花奮の大きさとカルス形成には、はっきり

した傾向は認められなかったが、培地組成は 10%サヅカロース、 O.lmg/QNAA+ 

O. lmg/ Q BA添加区のものが最も良かった。

(2) 250C培養(第3-28表)

供試したいずれの品種もカルス形成がみられた。 っ、イランドホワイト'に

ついては、カルス形成率と花曹の大きさおよび培地組成との関係は明らかでは

なかったが、花曹が Sで 10%サヅカロース、 O.lmg/ Q NAA+ O. lmg/ Q BA添加区の

ものが、 28.6%と最も高かった。 ‘雪まつり'と‘リトルゼムイエロー'は、

花曹の大きさはMが、また培地組成は 10%サヅカロース、 O.1皿g/QNAA+ O.lmg 

/ Q 2， 4-D添加区においてカルス形成率が高い傾向が認められた。カルスの形態

は、蔚片を包むように白い柔らかいカルスを形成するものと、蔚片自体が緑色

第 3-27表 蔚からのカルス形成に及ぼす花膏の大きさ、培地糖渡度および

植物生長調節物質、花曹の大きさおよび品種間差異の影響

(200C培養)

培地組成本 大花曹きのさ
カルス形成率 z % 

サヲカロース / ルモン
(目 (mg/Q ) ハイランドホワイト クリス?スホワイト リトルt'Aイエロー

NAA O. 1 L 

!11日/90?tfii5ii) l 2，4-D O. 1 M 61. 5 ( 8/13 8.3(1112 
S 44.4( 4/ 9 11. 1 (3/27 

(合計) 51.8(14/27 8.2(5/61 

NAA O. 1 L 
600j行

45111 
BA O. 1 M 50.0( 3/6 46.2 ( 6/13 

108.557 3 S 50. 0 ( 1/2 44.4( 4/ 9 
(合計) 30.8(4/13 48.1(13/27 11. 5 (6/52 

10 NAA O. 1 L 001  16 66.64/ 11 6 
30. 4 

2，4-D 0.1 M o (0/6 28.6 ( 4/14 66. 5 8/12 
S 66.7( 213 53.8 ( 7/13 37. 0 10/27 

(合計) 13.3(2/15 45.5(15/33 40. 3 25/62 

10 NAA O. 1 L 83.35/ 11 6 BA O. 1 M o (0/5 57.7( 8/14 。0/40 
S 25.0( 1/4 72.7( 8111 8. 3 1/12 

(合計) 6. 7 (1/15 67.7(21/31 2. 1 1/48 
，、h ・・~圃L・‘... ~ . 

z 
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第3-28表 蔚からのカルス形成に及ぼす花曹の大きさ、培地精護度および植物

生長調節物質、の影響

(250C培養)

培地組成ホ 大花奮の カルス形成率 z % 
サヲカロース / ルモン きさ
(覧皿g/Q ) ハイランドホワイト 雪まつり

2 NAA O. 1 L 

川jij

2，4-D O. 1 M 6.3(1/16 
S 3.9(1/26 

(合計) 5.3(1/19 4.8(4/83 

NAA O. 1 L 
BA O. 1 M 

S 
(合計) 5.3(1/19 

10 NAA O. 1 L 

i319! 
150j引2，4-D 0.1 M 23.1 ( 3/13 17.2(11/ 64 

S 33.3( 6/18 17.8 (13/ 73 
{合計) 5.0(1/20 21. 1 (15/71 16.1(28/174 

10 NAA O. 1 L 
1112ilij BA O. 1 M 

S 28. 6 ふ
(合計) 16.7(4/24 

- 邑 ‘ ーーι~ ‘唱-・ ーーιー・ ‘ z 

になり、肥大し、その端から黄緑の堅い球形カルスを形成するものが観察され

た。

2)花奮の培養前処理の影響

(1)低温浸水前処理の影響(第 3-29表)

前処理によりカルス形成は抑制された。前処理区のカルス形成は、花奮の大

きさがM、 2%サッカロース、 O.1mg/ Q NAA+ O. 1mg/ Q BA添加区、および 10%サ

ヅカロース、 O.1mg/ Q NAA+ O. 1mg/ Q 2， 4-D添加区の2処理区のみでみられ、 4.0 

........ 5.6%とわずかであった。一方、無処理区は 8........45%のカルス形成率を示した。

(2)高温前処理の影響(第 3-30表)

200Cの培養区では、前処理を行った方がカルス形成率が高まる傾向を示した。

一方、 250Cの培養区では、 300Cの高温による前処理の効果は認められなかった。

カルス形成に及ぼす培養温度は、前処理を行わなかったものは、 200

Cよりも 25

℃の方がやや良好であったが、前処理を行ったものについては 20
0

Cの方が良好
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であった。カルス形成に及ぼす花警の大きさおよび培地組成の影響には、全体

を通して一定の傾向が認められなかった。

2.蔚由来カルスからのシュート形成(第3-7図)

‘ハイランドホワイト'で 45個のカルス中、 6個体の、また eリトルゼムイエ

ロー'では 157個のカルス中 3個体のシュートが得られた。 ‘クリスマスホワイ

ト'と‘雪まつり'ではシュート形成は認められなかった。シュートの形成は

25・Cの培養区の方が 200Cの培養区より優っていた。また高温前処理を行った場

合、前処理後20・Cで培養したもののみでシュートは得られた。

第3-29表 蔚からのカルス形成に及ぼす浸水前処理の影響

(品種:ハイランドホワイト)

培地組号 花大曹の カルス形成率 z % 
サヲカロース ルモン きさ 浸水副処理
(覧) (mg/ Q ) 無有

2 NAA O. 1 L 

lijjjj 2，4-D 0.1 M 18.2l2/11 
S 11. 1 ( 1/9 

(合計) 13.2(5/38 

NAA O. 1 L 25.036 1/1 12 。!?211BA O. 1 M 45. 5 l5/11 5.6(1/18 
S 22.2 ( 2/9 o (0/24 

(合計) 31.3(10/32) 1.6(1/63 

10 NAA O. 1 L 
2，4-D O. 1 M 25.0 ( 5/20 4. 0 1/25 

S 27.8 ( 5/18 0/24 
(合計) 23.5(12/51 1.4 1/70 

10 NAA O. 1 L 

分
BA O. 1 M 10.0(1/10 0/25 

S 22. 2l 2/9 0/24 
(合計) 12.9(4/31 0/70 

ー・ 』ーー ~， ~ ・ L ・..... ・』血/I:EII:I -'- 11 、ILL.. _ _ c内向

z 
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第3-30表蔚からのカルス形成に及ぼす高温前処理の影響
(品種:リトルゼムイエロー)

培地組成 奮の カルス形成率z % 
サ姉ロース 本附ン 大きさ 20・C培養 25.C培養

(") (mg/ Q) 無処理 30.C前史偲 無処理 30.C前処理

2 NAA O. 1 L o (O/6) 33. 3 ( 4/12) o (0/6) o (0/12) 
2，4-D O. 1 M o (0/6) 25.0 (3/12)' 16.7 ( 1/6) 8.3 (l/12) 

S 33. 3 (2/6) 33. 3 (4/12) 50. 0 ( 3/6) 8. 3 (1/12) 
(合計) 11. 1 (2/18) 30. 6 (11/36) 22. 2 (4/18) 5.6 (2/36) 

2 NAA O. 1 L 16.7 ( 1/6) 16.7 (2/12) 50.0 (3/6) 41. 7 ( 5/12) 
BA O. 1 M 16.7( 1/6) 41. 7 (5/12) o (0/6) 25.0 ( 3/12) 

s 16.7 ( 1/6) 8. 3 (1/12) 33.3 ( 2/6) 16.7 ( 2/12) 
{合計} 16.7 (3/18) 22.2 (8/36) 27.8 (5/18) 27.8 (l0/36) 

10 NAA O. 1 L o (0/6) o (0/6) 33.3 ( 2/6) 。(0/12)
2，4-D O. 1 M o (0/6) 8.3(1/12) 16.7 ( 1/6) o (0/12) 

S 16.7 ( 1/6) 8. 3 (1/12) o (0/6) 8. 3 (1/12) 
(合計} 5.6(1/18) 6.7(2/30) 16.7(3/18) 2. 8 (1/36) 

10 NAA O. 1 L o (0/6) 12.5 (2/16) 16.7 ( 1/6) o (0/12) 
BA O. 1 M o (0/6) 12.5(2/16) 16.7 ( 1/6) 8. 3 (0/12) 

S 16.7 ( 1/6) 8. 3 (l!12) o (0/6) o (0/12) 
(合音十) 5. 6 (1/18) 11. 4{5/44) 11. 1 (2/18) 2. 8 (1/36) 

z カルス形成した蔚数/置床した蔚数x100 

第 5節 電気泳動法による一重咲および八重咲株の識別

八重咲個体の種苗生産の効率イじをはかるため、また蔚培養によって半数体が

得られた場合、開花前における一重と八重咲の識別を行う手段として、可溶性

タンパクおよびパーオキシダーゼアイソザイムのバンドパターンによる解析を

試みた。

材料および方法

第 1-7図に示した方法により可溶性タンパクおよびパーオキシダーゼアイソザ

イムの電気泳動を行った。装置にはポリアクリルアミドゲルスラプ電気泳動装

置(AT TO、AE-6200型)を使用した。
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①可溶性タンパク: ‘雪まつり'、‘峰の雪'、‘安房の雪'、‘リトルゼムホワ

イト'、 ‘リトルゼムイエロー'の開花中の一重および八重咲の苗の中上位葉

を用いた。

②パーオキシダーゼアイソザイム: ‘峰の雪'、‘安房の雪'、‘リトルゼムホ

ワイト'、‘リトルゼムイエロー'の開花中の一重および八重咲の首の中上位葉

を用いた。

結果

①可溶性タンパク(第3-8，-9図) ‘峰の雪'、‘安房の雪'では一重と八重間

でバンドパターンに著しい違いが認められた。この 2品種では、一重にのみ特有

のバンドが3本存在した (a、b、 c)。また‘雪まつり'、‘リトルゼムホワイト

'、‘リトルゼムイエロー'では一重と八重聞に異なるバンドは認められなかっ

たが、 ‘雪まつり'では、一重で渡く染色されるバンドが多く存在した。

②パーオキシダーゼ(第 3-10図) : 4品種とも一重と八重聞でバンドパターンに

違いはみとめられなかったが、 ‘峰の雪'と‘安房の雪'では中央部に一重の

方が濃いバンド(b)、また‘リトルゼムホワイト'と‘リトルゼムイエロー'

では原点に近い部分に一重の方が温いバンド(a) が存在した。
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2 3 4 5 6 7 8 

第3-8図 八重咲株と一重咲妹の可溶性タンパクのザイモグラム

~a 

ーb
~C 

1 ‘リトルゼムイエロー'八重 2: ‘リトルゼムイエロー'一重

3 : ‘リトルゼムホワイト'八重 4: ‘リトルゼムホワイト'一重

5: ‘安房の雪'八重 6: ‘安房の雪， -11 

7: ‘鱒の雪'八重 8: ‘峰の雪'一重

~園田

..... ー-
第3-9図 ‘雪まつり'の八重咲株と一重咲株の可溶性タンパクのザイモグラム

1 八重 2:一重

2 3 4 5 6 7 8 

---a 

---b 

第 3-10図 八重咲株と一重咲株のパーオキシダーゼアイソザイムのザイモグラム

1 ‘リトルゼムイエロー'八重 2: ‘リトルゼムイエロー'一重

3: ‘リトルゼムホワイト'八重 4: ‘リトルゼムホワイト'一重

5: ‘安房の雪'八重 6: ‘安房の雪'一重

マ:‘鰭の雪 '八重 8: ‘峰の雪'一重
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考察

組織培養による種首生産の技術を確立する上で、培養組織片(外植体)の脱

分佑・再分化を制御する植物生長調節物質は、最も重要な要因の一つである。

ストヅクの本葉、下匪軸および子葉培養において、カルスの形成はオーキシン

( NAAおよび2，4-D)によって促進され、半透明の柔らかいカルスを形成した。

一方、サイトカイニン(BA，セ・ 7チン)単用では緑色の直径約 lmmの球状の堅いカル

スを多数形成し、オーキシンとサイトカイニンのカルス形成に及ぼす影響が異

なることを示唆していた。また、上記の外植体からの直接のシュート形成は、

1. Omg/ ~および O. lmg/ ~ BA添加区で多く見られ、 BAが明らかにシュート形成を

促進した。一方NAAはシュート形成を抑制する傾向を示し、特に高灘度のNAAで

顕著であった。これはNAA添加がカルス形成を促進する方向に進み、結果的にシ

ユート形成を抑制したものと考えられる。また、 ‘ピグミーホワイト'の下座

軸培養でもゼアチン単用区で多数のシュートが形成され、 NAAはシュート形成を

抑制した。福住 (1986)は‘先勝の雪'の 5-6葉期の幼苗の本葉を用いて、 1-

2mg/ ~ BA添加区で最高の不定芽形成率 (88%)を示したことを、またGautamら

(1983)は、 BA0.1-0.8 mg/ ~単用区で、 30-43%のシュート形成率を得たこ

とを報告している。また、 Gautamら(1983)は、 MS培地に1.Omg/ ~のアデニン

を添加すると 4%、カイネチン O.lmg/ ~添加すると 8% のシュート形成率であっ

たが、オーキシンを添加するとシュート形成が抑制されることを報告している。

また、発根に対しては、福住(1988)は、 MS寒天培地に 2mg/~ BA添加した培地

上でシュートを形成させ、寒天の代りにジエランガム(ゲルライト)を用い lmg/~ 

IBA添加した培地に移植することで良好な発根が見られることを示した。また

MS培地に O.5mg/ Q NAAを添加すると 50%程度の発根率は得られたが、根はもろく、

NAAの浪度をさらに高めると、シュート自体がカルスイじするため、シュートから

の発根には IBAがNAAより有効であることを示唆した。本実験でも、 NAA単用で発

根率が高く、 BAとNAAともに含む場合発根率は低下した。また根の発育状態は、

高温度の NAAでは抑制された。 lmg/~ IBAを添加した培地にシュートを移植する

と、 50%以上の発根率を示した。

種苗生産を目的とする場合、均一な幼植物を大量に得る必要があり、そのた
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めの手段として不定匪を利用する方法が考えられる。一般に不定匪は、始めに

オーキシンを含む培地で外植体から不定匪形成能を持つカルス (embryogenic 

callus)を形成させ、その後オーキシンを除去した培地にカルスを移植するこ

とで誘導されることが幾つかの植物で知られている(鎌田， 1980)。そこでまず

始めに、外植体として下匪軸および子葉を用い、カルス形成に及ぼすNAAおよび

2， 4-Dの影響を調べた。カルス形成はNAAの方が 2，4-Dよりも良好で、 2，4-DIま低

濃度では効果があるが、高濃度になるにつれカルスの生長が抑制された。また

形成されたカルスの形状も NAAと2，4-Dでは異なり、 NAA添加では半透明の柔らか

いカルスを、高浪度の 2，4-D(1.0，10.0mg/Q)添加ではもろい粒状カルスを形

成し、オーキシンの遣いにより細胞の分裂、生長に時間的、空間的な差が生じ

る事が示唆された。次いでこれらのカルスを、オーキシン無添加または低濃度

のオーキシンを含む培地に移植した。しかしながらストヅクでは不定匪の形成

は見られず、カルスの生長が続いた。ストヅクにおいてはオーキシンを培地よ

り除去する方法では、不定匪形成は誘導できなかった。

オーキシンを除去した培地への移植によって不定匪形成がみられなかったた

め、サイトカイニンを添加した培地を用いてカルスからのシユート形成を試み

た。本実験では、サイトカイニンとして BAおよびゼアチンを用いたところ、い

ずれもシュート原基様の緑色の細胞集塊(グリーンスポヅト)を形成した。し

かし、シュート形成は BA区のみで見られたことから、シュート形成にはBAが有

効であることが示唆された。ただし、本実験に用いた法度処理区が少ないこと

から BA、ゼアチンにおけるシュート形成に対する最適濃度についてはさらに検

討する必要がある。シュート形成に及ぼすBAおよびゼアチンの影響については、

Mushrd (B. juncea)の子葉培養で、 BAはシュート形成に有効であるがゼアチ

ンは効果がないという報告 (George'Rao，1980)と、 Leaf-Mustard Cabbage 

(B. j uncea)の下座軸および子葉を用いた培養で、 BAはゼアチンよりもシュー

ト形成に効果的であるという報告がみられる (Hui'Zee， 1978)。また、カルス

形成を誘導する植物生長調節物質とシュート形成との関係は、 ChineseKale 

(B. albogJabra)の下匪軸および子葉を用いた実験でNAAとBAを添加した培地

ではシュートが形成され、 2，4-DとBAを添加した培地ではシュートが形成されな

かったという Zee.Hui(1977)の報告がある。本実験においても、一次培地にお
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いて 2，4-Dを高温度(1.0，10.0mg/Q)添加した培地で形成されたカルスからは

シユートが形成されなかったことから、シュートを目的とした場合のカルス誘

導において高温度の 2，4-Dは適さないと思われる。

振とう培養において得られた形状の異なるカルスの組織学的観察を行ったと

ころ、 2，4-D添加によって形成された粒状カルスは、徹密な細胞が規則正しく配

列していて、分離しやすいことより、細胞分裂が主にカルスの表面で行われて

いることがうかがわれた(第 3-2図ーB)。また NAA添加により形成された柔らか

いカルスは、細胞が肥大し細胞間隙も大きく、細胞がかなり老佑していると考

えられ(第 3-2図-A)、また無添加による堅いカルスは、比較的小さな細胞群の

なかに細胞分裂の盛んな小さな細臨小塊がカルスの比較的内部に点在していた

(第 3-2図ーC)。また、グリーンスポヅトについても観察を行ったところ、比較

的小さい細胞で構成されており、中心部に近い部分はより小さい細胞が存在し、

その細胞群を取り囲むように同心円状に規則正しい細胞の配列が見られた(第

3-4図)。

基本培地は外植体の生長に必須な種々の無機塩類および有機成分(精、ビタ

ミン、アミノ酸等)を含んでおり、培養に用いる植物にとってそれぞれ好適な

多数の基本培地が作成されている。それらの中で本実験で使用したMS培地はタ

バコの茎から誘導したカルスの培養のために作成された基本培地であるが、現

在最も多くの植物種で利用されている。しかしながら各植物種の培養において

その培地組成が好適かどうか十分検討されているわけではなく、ストックの培

養においても同様で、そのため好適であるとは必ずしもいえない。本実験では

基本培地のなかでも、最も重要な培地の必須要素の一つであるチヅ素について

検討した。チヅ素源の種類 (NH4+-N、N03--N、アミノ態-N)および浪度は、 io

vitroにおける外植体の生長および器官分化に大きく影響することが考えられ、

一般の培養ではチヅ素源として NH4+-N、N03--Nなどの無機態チヅ素が広く利用

されている。多くの植物では、 N03--NがNHジーNに比較してチヅ索源として優れ

ているとされているが、 N03--N単用より、 NH4+ーNを少量添加した培地で外植体

の生長が促進されることが報告されている。培地中の N03-:NH4+比が培養組織に

与える影響については多くの報告がある(Frankら， 1951;Nickell'Burkholder， 

1950;Nitshch.Nitshch，1957)。ニンジンの根由来のカルスを用いて培地中のチ
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ち， :素源の比について検討した実験では、カルスの生長(乾物重の増加)はN03-

4を含まない場合には、まったくみられず (Veliky'Rose，1973)N03--Nが必須

であることが示されたが、 NH4+-Nの添加は生長を促進する効果をもち、培地中

のNH4+:N03ーが 80:20のとき最大生長を示した。またニンジン葉柄由来のカルス

からの不定匪形成においては、 N03--Nを単独チヅ素源とした場合、不定匪形成

は非常に低率であったが、これにわずかなNH4+-Nを添加することにより形成率

を高めることが示された (Wetherrell'Dougall，1976)。またイネ‘ IR54'種子

の未熟匪由来カルスの培養では、 NH4+:N03-が85:15-50:50の広い範囲において

幼植物再生がみられるが、両者の組成比によって再生植物の草丈や根の生長量

に差が認められている (Haward'Hodges，1990)。本実験では、下座軸を材料と

しシュート形成に及ぼす培地のチヅ素源の比について検討したが、その結果、

下匪軸からのシュート形成にとっては、 N03--Nが必須で、 NH4+-Nの添加により

NOa--Nを含んだ培地においてシュートの形成を促進する傾向を示した。 NH4+-N

添加の効果は品種によって異なり、 ‘雪まつり'が‘リトルゼムイエロー'に

比べ多くのNH4+-Nを要求する傾向が見られた。培地のチヅ素源としては、この

他に有機態チヅ素があるが、その中でグルタミン酸、グルタミン、グリシン、

アラニン、アスパラギン酸、アスパラギン、アラニン、尿素などが有効である

といわれている (Kamada ・Harada，1978)。ストヅクの葉片培養において、無機

態チヅ素を含む BM培地を用いた場合、外植体は緑色を保ち、カルスは緑色の球

状を示し、その部位からシュートの発生が見られたのに対し、 BM培地から無機

態チヅ素 (NH4N03、KN03)を除き、各種アミノ酸を添加した培地では、プロリ

ン、アスパラギン酸では黄色の柔らかなカルスを形成し、グルタミン、グルタ

ミン酸、メチオニンではカルス形成は認められず、外植体は早くから褐変した。

またアミノ酸添加の全培地においてシュートは全く形成されなかった。下匪軸

培養でもアミノ酸添加によりカルス形成は促進され、特にグルタミン、アスパ

ラギン酸で大きなカルスを形成したが、カルスは早期に褐変する割合が高く、

シュート形成は認められなかった。従って、ストヅクの場合、チヅ素源として

のアミノ態チヅ素は、シュート形成を抑制し、組織の老化を促進する傾向を示

すといえる。

ストヅクの器官形成においてシュート形成はサイトカイニンによって促進さ
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れ、オーキシンは抑制する傾向を示したことから、シュート形成能が内生オー

キシンレベルに影響されている可能性が示唆された。そこでシュート形成に及

ぼす抗オーキシン (AZ1、T1 BA)の影響について検討した。本実験でAZIを添加した

下匪軸培養では、 AZI添加によりカルス形成率は低下し、カルスの発達も劣り、

発根、シユート形成を抑制する傾向を示した。このことは抗オーキシンのAZIが

内生オーキシンレベルを低下させ、その結果カルス形成を抑制したものと思わ

れる。 Kochba'Roy(1977)は‘ Shamou t i'オレンジのカルスにAZIを添加したと

ころ、 AZI O.OOI-3.0mg/~ で不定匪形成が多く見られたが、 TIBAを添加した場

合はシユート形成、発根とも認められなかったとし、両者の閣で効果がことな

ることを示した。またDetrzeら(1988)は、 NAA、BAおよびTIBAを含むMS培地で

無菌播種したサトウダイコンの実生の葉柄を、 NAAおよびBAを含むMS培地で継代

培養すると、多くの異常な水浸状のシユートを形成し、無菌発芽時のTIBA処理

が葉柄からのシュートの形態形成に直接関与することを報告している。これら

のことより、器官形成における生長調節物質の影響の解析には、内生および外

生の生長調節物質の質的および量的なバランスを考慮することが重要であろう。

ストヅクの各種組織からカルス経由で器官形成を行う場合、問題となる点は

分化能をもったカルスの維持、増殖であるが、ストヅクの場合他の植物と比較

してカルスの老化が早い傾向を示した。そのため分化能を有するカルスを長期

間継代維持することが困難であった。そこで老化抑制物質として働くポリアミ

ンの一種であるプトレスシンとスペルミジンの効果について検討した。これら

の物質はタンパク質、核酸合成の盛んな組織中に多く見いだされ、細胞分裂や

分化に重要な役割を果たしているといわれており(白幡， 1989)、Michaelら

( 1978)は、ニンジンの細胞を生長調節物質無添加の培地から 2，4-Dを含む培地

に移植すると、細胞の増殖に伴い、細胞内のプトレスシンとスペルミジンの濃

度が高くなることを明らかにしている。また、 Feirerら (1984)や、 Montague

ら (1978)は、プトレスシンやスペルミジンが匪形成時の細胞の分化に必要で

あることを報告している。これらのポリアミン類はエチレン生成の抑制を通じ

て、老化を抑制し器官形成を促進することが考えられる。本実験では、低濃度

のスペルミジンの添加により、 ‘ピグミーホワイト'でシュート形成に効果が

認められた。しかしながら高温度では、カルス、シユート形成を抑制したこと
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から、低温度での使用により細胞分裂および分化に促進効果を有すると考えら

れる。一方、 ‘先勝の雪'では効果は見られず、品種によって差が認められた。

今後、ストヅクの器官分イじに及ぼすポリアミン類とエチレンの影響について、

それらの相互作用という点から詳しく検討する必要があろう。

組織培養においては、品種、供試組織の部位および齢等の違いによって、カ

ルス形成および器官形成に対する結果は大きく異なってくることが知られてい

る。本実験でも、同一品種内で、外植体として本葉、子葉および下座軸切片を

比較した場合、シュート形成についてみると、下匪軸では安定したシュート形

成率を示したのに対して本葉では実験によってシュート形成率に大きな差がみ

られた。これは、一般に本葉は自然条件下で栽培されたものから実験材料とし

て採取されるため、材料の生理状態が、栽培期間中の気温、日射量、施肥条件

などにより強く影響を受けることが考えられ、そのため外植体として本葉を用

いた場合シュート形成能に大きな変動が見られるものと考えられる。しかしな

がら第 lおよび2章のような実験によって、商品価値の高い系統が作出され、そ

れらの種子繁殖が困難な場合には、本葉を材料として用いなければならないの

で、上記の問題点は今後克服しなければならない課題である。またストヅクの

場合、商品価値のあるのは八重咲株であるので、子葉や下座軸を材料として種

首生産を行う場合には、その供試材料として八重咲株を還ばなければならない。

しかし、八重咲株を識別するには、開花を待たなければならない。そこで実生

の聞に、八重咲個体を確実に選別する方法を確立することが必要となる。その

方法として、電気泳動法による可溶性タンパクやアイソザイムの利用が考えら

れる。電気泳動により得られたザイモグラムに現れるバンド(酵素帯)はその

植物種の遺伝子型を直接的に示していることより、各植物種聞の類似性の検討

に利用されている(岩崎， 1984)。本実験においても、パーオキシダーゼアイソ

ザイムおよび可溶性タンパクにおいて一重と八重を判別できるバンドが認めら

れた。本実験から、実生の段階で八重咲個体を早期識別できる可能性が示され

たこと、また泳動材料には少量の子葉や根で十分であるので八重咲個体の下座

軸を確実に種苗生産の材料として得る方法として、電気泳動法が利用できるも

のと考えられる。アイソザイム法を利用することによる、雌雄異株植物の早期

の雌雄判別は、ナツメヤシ(菅沼・岩崎， 1983)、イチョウ(岩崎， 1980)、アス
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パラガス(岩崎， 1981)などで行われ、また岩崎ら(1987)は、パーオキシダー

ゼアイソザイムでストヅクの一重、八重判別を試み、本実験と同様な結果を報

告している。

本章では供試材料として、本葉、子葉、下座軸および蔚を用いたが、前三者

(本葉、子葉、下匪軸)が栄養繁殖による種苗生産のみを目的として用いたの

に対し、蔚培養は花粉からの半数体および純系二倍体作出による遺伝的変異の

拡大と、それらからの優良系統の遷抜および大量増殖といった育種的側面を合

わせ持ったものである。ストヅクを含むアブラナ科の蔚培養は、 Kameya.Hirata

( 1970)がキヤベヅ (Brassica01eracea) においてカルス経由で半数体植物の

作出に成功した後、 Kellerら(1975)がカプ (B. callpe9 tr i 9)の半数体作出を

行い、 Satoら (1989)がハクサイ (B. CaDlpe9 t r j 9) で、 Thomas'Wenzel(1975) 

が西洋ナタネ (B. oapus)で、 Chiangら (1985)がキャベヅ (B. 01 er8Cea)で、

Keller'Armstrong (1983)がプロヅコリー (B. o]cracca)等で蔚培養について

報告している。花粉から半数体を作出する経路には、花粉細胞からカルスを誘

導し、カルスから不定芽および不定根を分イじさせ植物体を得る方法と、花粉細

胞から直接に匪様体を誘導し、匪発育により植物体を得る方法の二通りがある。

カルスを経由する場合は、カルス細胞が絹壁などの体細胞に由来している可能

性も考えられ、半数体の作出には匪様体経由の方が望ましい。

カルス形成に最適な花粉の発達段階を見るとほとんどの植物では花粉4分子

期から花粉 l核期初期にあるが、開蔚前の花粉成熟期においてもカルス形成がみ

られることがあり、 Kameyaら (1970)はキャベヅ (B. 01cracca)で、開花直前

および数日前の花粉成熟期の蔚でカルス形成率が高かったことを報告している。

本実験においては、花奮を大きさにより S、 M、 Lの3段階に分けて培養を行っ

たが、カルス形成は、 Mのほぼ花粉 l核期初期のもので多くみられた。しかしな

がら Lの花粉2核期から成熟期の蔚においてもカルス形成が認められたことから、

カルス形成に対する花粉の発育段階の適用範囲は広いことが示された。

カルス形成はオーキシン単用で認められ、サイトカイニンの添加は必ずしも

必要としなかった。これは子葉、下座軸からのカルス形成の場合とほぼ同様な

傾向であった。またサヅカロースの影響が認められ、一般に培養に用いる濃度

(2% )より高濃度(10%)でカルス形成率が高い傾向を示した。
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花粉からのカルス形成率の向上および花粉からの直接的な不定匪形成を目的

に、前処理が数種の植物で行われている。高温前処理では、 Keller'Armstrong

( 1978)のB. D8PUSの蔚培養により、 30・Cで 1-21日間高温前処理を行うと不定

匪形成率が上がることや、 B. C8D1pestl'isを材料として 350Cの1日処理が有効で

あった (Keller.Armstrong，1979)という報告が見られる。本実験でも、高温前

処理することによりカルス形成率が高くなり、処理の効果は認められた。また

米津ら(1991)はアスパラガスを材料とし、浸水前処理がカルス形成に有効で

あることを明らかにしたが、本実験では浸水前処理はカルス形成率を低下させ、

匝害的であった。

この他、蔚からのカルス形成に及ぼす要因として、花警の採取時期および位

置が考えられ、 ‘クリスマスホワイト'および‘リトルゼムイエロー'では、

花の時期の終わり頃の花奮でカルス形成率が良好なことが観察された。これは

花粉の栄養生理的条件が関係していると考えられ、正常な花粉の発達過程から

はずれて花粉が脱分イじするためには、花粉にある種のストレスが必要なことを

示唆している。前記の浸水処理や高温処理なども、花粉にストレスをかけるこ

とによって脱分化の過程に導く手段と考えられる。

カルスおよびカルスからの不定根を用いた染色体観察による半数体の確認は

できなかったが、形成されたカルスの組織的観察により蔚壁からではなく、花

粉の存在する蔚室内で分裂像が観察されていることから、花粉由来の半数体の

作出の可能性が示唆された(第 3-11図)。またカルスよりシユートが得られた

ことより、今後はこれらのシュートから植物体の再生を行い、多くの育種素材

を得るための条件の検討が必須であろう。

本章では、スト 'yクの種苗生産技術の確立を目的に、外植体の種類、培地組

成、生長調節物質、チヅ素源などについて検討し、順イじまでの最適な系を確立

することを試みた。しかしながら本実験で得られたシユートは、奇形や水浸状

イじしたシュートの割合が高く、順イじが容易でないことなど、今後解決すべき問

題が多く残されている。しかしながら低率ではあるが組織培養をとおして、シ

ュート形成から鉢あげまでの最適な経路を確立する可能性を示すことができた。

今後は本実験の結果を基礎に、より詳しい検討を加えることで、ストヅクの種

苗生産も可能となるであろう。
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摘要

ストヅクの種苗生産技術を確立のための基礎的知見を得るため、外植片から

の個体再生に及ぼす最適培養条件について検討した。

第 1節 葉片培養と器官分化

①植物生長調節物質の影響については、カルス形成および発根は NAAおよび2，

4-Dによって、またシュート形成はBAおよびゼアチンによって促進された。②培

地のチッ素形態の影響については、 NH4+-NとN03--Nの比がシュート形成に影響

し、 NHぷ-Nが阻害的に働く場合または低濃度のNし+-Nが促進的に働く場合など、

品種聞で差が見られた。培地の無機態チヅ素を有機態チヅ素に置き換えた場合

は、おもにカルス形成を促進し、器官分化に対しては促進的な効果は認められ

なかった。③供試植物の葉位の違いがカルス形成に影響し、上位葉は中および

下位葉より劣った。

第 2節 子葉培養と器官分化

①葉片培養と同様に、カルス形成および発根は NAAおよび 2，4-Dによって、ま

たシュート形成はBAによって促進された。②再分佑培地における子葉由来カル

スからのシュート形成は、 O.lmg/Qゼアチンでは見られず、1.Omg/ Q BAで効果

的であった。③2，4-Dを添加した培地で誘導されたカルスからはシュート形成は

見られず、 NAAを添加した培地の場合にのみ見られた。

第3節 下匪軸培養と器官分化

①植物生長調節物質の効果は、葉片および子葉培養の場合と同様であった。

②培地中のチヅ素形態も、葉片培養と同様にシュート形成に対して、好適な NH

4+-NとN03--Nの比が品種間で異なり、無機態チヅ素を有機態チヅ素に置き換え

た場合にはシュート形成は促進しなかったが、カルス形成を促進した。③抗オ

ーキシンのAZIおよびTIBAの添加はカルス形成を抑制した。また、ポリアミン類

のスペルミジン O.005mMの添加はカルスからのシュート形成を促進したが、プト

レスシンは効果が見られなかった。④カルスからのシュート形成に及ぼす培養

器栓の影響は、アルミフオイルよりミリラップフィルムを用いた区で良い結果

が得られた。
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第 4節 蔚培養と器官分イじ

カルス形成についてみると、①200C培養下では、蔚内の小胞子の発育段階や

培地組成の影響が品種閣で異なり、一定の傾向は見られなかった。 25・C下での

培養では花曹の大きさは S(1核期)およびM (1+2核期)で、培地のサッカロース

温度は 10%でカルス形成率が高かった。また植物生長調節物質の影響が品種間

で異なった。②培養温度に関しては、 200Cよりも 250Cの方がやや良好であった

が、 30・Cによる高温前処理(1日)を施した場合、 200C培養の方が良好であった。

50Cの低温水浸演による前処理はカルス形成を抑制した。

第 5節 電気泳動法によるストヅクの一重咲および八重咲株の識別

ストヅクの生産において、商品価値のある八重咲株を栽培するため、組織培

養による種苗生産で子葉や下匪軸を材料とする場合は、八重咲株であることが

必要である。そこで実生の段階で八重咲個体を確実に選別する方法として、電

気泳動法の利用を試みた。パーオキシダーゼアイソザイムおよび可溶性タンパ

クのザイモグラムにおいて、一重と八重を識別するバンドが存在することが確

認され、八重の識別に電気泳動法が利用できるものと恩われる。
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第 4章 種苗生産技術確立のための最適培養環境条件の検討

緒言

組織培養による種苗の生産は、基本的には無菌の培養器内で行われるため、

培養器内の環境(光強度、光質、温度、湿度、 CO2、エチレンなど)が植物体の

再生とその後の生長および発育を強く支配している。そのため効率の良い種首

の大量増殖法を確立するよで、植物の種や供試材料の生育ステージに合わせた

最適な培養環境を設定する事が必須の要件となってくる。 また、そのための

前提として培養に用いる外植体の親植物の選定が重要となる。

培養器内 iovitro}環境は培養器外 (er vitro )環境と比較し、半閉鎖系

の特異的な環境であり、そのため invitroで再生した植物はしばしば異常な生

育形態を示すことがある。その中でも問題となっているもののーっとして、再

生植物体の茎葉の水浸状化現象 (vitrification)がある。この現象は、茎葉が浸

水状態を呈したように肥厚、肥大イじする現象で、形態的にはクチ.クラ層の未発

達、気孔の未発達または機能不全のため、 iovitroから ervi troへの煩化過

程における環境ストレス(特に水ストレス)に対する抵抗性が極めて弱く、そ

の結果、増殖率を大きく低下させる原因となっている(古在・富士原 I1986 ;古在，

1987)。ストヅクにおいても、組織培養によって再生した植物の多くが水浸状

を呈し、そのため順イじを困難にしている。

本章では種苗生産のための好適な培養環境を確立するための基礎的知見を得

るため、器官分化に及ぼす供試植物の栽培環境(前歴)の影響、および培養器

内の環境要因の変動と iovitroの植物の生育並びに形態形成反応との関係につ

いて検討した。
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第 1節 器官分イじに及ぼす供試植物の前歴の影響

材料および方法

1 .葉片培養

‘銀潮'および‘雪まつり'の種子を、パーミキュライトとビートモス(1: 1 

v/v)の混合培養土を入れたプランターに 5月中旬に播種し、発芽後に遮光処理を

施し屋外で管理した。遮光処理は、 75%遮光(黒寒冷紗2枚)、 50%遮光(黒寒

冷紗 l枚)および無遮光(対照区)の 3処理とし、施肥処理は、園試処方水耕液

の1/4および 1/2濃度に準じた大塚液肥の1/4および 1/2法度の 2処理とし(週 l団

施用)、これらを組み合わせた 6処理区を設けた。播種後約2か月の、完全に展

開した 10-14葉位の葉を供試した。葉は滅菌後、中肋を取り除いた葉身部分を

5mm角に細断し、これを外植体として用いた。培地は 1/2MS培地に、 MSビタミン、

100mg/Qイノシトール、 500mg/Qカザミノ酸を添加し、 pHを5.5に調整後、 O.2 

%ゲルライトで屈化した培地(BM培地)とし、、第 3章の結果をふまえてシュー

ト形成に効果的であった lmg/Q BAを添加した。培地は試験管に 10mQずつ分注し、

l試験管当り 1外植体を置床し、 2重のアルミフオイルで栓をした。処理区当り試

験管 10本とした。

2.下座軸培養

‘リトルゼムイエロー'および‘雪まつり'の種子を BM培地を含むカルチヤ

ーボトル (10xl0xl0cm)に無菌播種した。播種後、 10，OOOlxツイン蛍光灯

(ナショナル)下で葉片培養の場合と同様の遮光処理を施した。遮光処理後2週

自の実生下座軸の上端と下端をそれぞれ約 3mm取り除いた部位から、約3mmずつ

の切片に調整した。培養条件は葉片培養に準じた。

結果

1 .葉片培養(第 4-1表)

培養期間中、葉片の肥大現象が認められた。カルス形成は全ての培地で認め

られ、 ‘銀潮'、 ‘雪まつり'とも 100%であった。肥大したすべての葉片の切

断面に淡緑色の直径2mmほどの球状のカルスが形成された。シュート形成はいず

れも球状のカルス上で観察され、これら球状のカルスは表層が規則的な細胞毘
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列を示し、茎頂構造に分イじする可能性を有するカルスと考えられた。

液肥漫度とシユート形成との関連についてみると、 ‘銀潮'は、 1/4倍液施用

区よりも 1/2倍液施用区でやや高いシュート形成率を示したが、 e雪まつり'で

は、液肥進度による明確な差は見られなかった。

遮光処理とシユート形成との関連についてみてみると‘銀潮'の場合、 1/2倍

液施用、 75覧遮光処理区で 70%と最も高いシユート形成率を示し、遮光処理によ

りシユート形成の促進効果が認められた。また、 1/4倍液施用でも、遮光処理の

効果が認められたが、1/2倍液施用区ほど明確な差は認められなかった。一方、

‘雪まつり'の場合、液肥浪度に関係なく、遮光処理によりシユート形成は抑

制され、特に 75%遮光処理区ではシュート形成は認められなかった。

また、本葉のクロロフィル含量に及ぼす遮光処理の影響について調べた結果を

第 十2表に示した。両品種において、遮光率が高くるほどクロロフィル含量も多

くなる傾向を示した。

第十l表葉片からの器官分イじに及ぼす供試材料養成期間中の遮光およて踊肥量の影響
(培養10週間)

品種 液肥 遮光率 カルス形成率z シュート形成率Y シュート数x 発根率w

% % (本) % 

1/2 。 100 (8/8) 25 (2/8) 1.0 。
50話 100 (8/8) 50 (4/8) 1.8 
75児 100 (10/10) 70 (7/1 O) 2. 3 

銀潮 ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー・ー・・ーー-ーーーーーーーーーーー-ー司・ー咽ーーーーーーー・ーーーー'ーー岨ーーーーーー

1/4 。 100 (10/1O) 20 (2/1 O) 2.0 
50% 100 (6/6) 50 (3/6) 1.0 。
75百 100 (10/10) 30 (3/1 O) 1.0 

1/2 100 (10/10) 45 (4/10) 1.0 10 (1/10) 
50覧 100 (6/6) 17 (1/6) 1.0 
75覧 100 (8/8) 

雪まつり ーーーーー・・ー，ーーーーーーーーー・・ー---ーーーー--ーーーーーー『ーー・ーー--司・ーーーー司ー・・ーーー圃ーー・・ーー曲--圃

1/4 。 100 (10/10) 30 (3/1 O) 1.0 
50覧 100 (l0/10) 20 (2/1 O) 1.5 
75覧 100 (10/10) 。 10(1/10) 

z カルス形成率=カルス形成した外植片数/置床した外植片数x100 
y シュート形成率=シュート形成した外植片数/置床した外植片数x100 
x 処理区内(10片)のシユート数合計/シュート形成した外植片数
w 発根率=発根した外植片数/置床した外植片数x100 
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第 4-2表 本葉のクロロフィル含量に及ぼす遮光処理の影響 z

(mg/F. W. g) 

品種 遮光事(%) クロロ7イル a クロロ7イ}lI b 全クロロ7ィル

銀潮 。 O. 60 O. 28 O. 88 
50 O. 59 O. 30 O. 90 
75 O. 64 O. 34 O. 97 

雪まつり 。 O. 50 O. 34 O. 84 
50 O. 68 O. 34 1. 02 
75 O. 69 O. 38 1. 07 

z:クロロフィルの測定はArnon法 (Arnon，1949)に従った

第 十3表 下匠軸切片からの器官分化に及ぼす供試材料養成中の遮光の影響

(培養 10週間)

品種 遮光%率 培 地 カルス形成率 z シュート形%成率 y シュート数 x

% {本)

リト )~t' Aイエロー BM 
90iVIOl "iVIol 

5. 6 
50 BM 80 (8/10 40 (4/10 5. 5 
75 BM 60(6/10 50(5/10 4. 4 

雪まつり BM 
301VIol 

6. 0 
50 BM 30 (3/10 2. 3 
75 BM 100 (8/8 10 (1/10 6. 0 

Z， y， I 第 4-1表参照

2. 下匪軸培養(第十3表)

カルス形成は両品種で良好で、特に‘雪まつり'では全てカルスイじした。カ

ルスは切断面から認められ、半透明で緑色の 5mm大の球状カルスであった。シュ

ートはほとんどカルスから形成されたが、直接下座軸から不定芽を形成したも

のも認められた。供試した 2品種では eリトルゼムイエロー'が‘雪まつり'よ

りも高いシュート形成率を示した。遮光によるシュート形成率の低下の割合は

‘リトルゼムイエロー'において著しかった。
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第 2節 器官分化および再生幼植物の形態に及ぼす培養器栓の影響

材料および方法

1 .培養器の C02換気回数に及ぼす培養器栓の影響

2重のアルミフオイル、ルミラー(東レ、ポリエステルフィルム## 25)およ

びミリラヅプフィルム(日本ミリポアリミテヅド) (第 4-1図， p.136)でそれぞ

れ閉栓した 10mQのBM培地を含んだ試験管(気相 21mQ )を、高C02条件下の密閉

チャンパー内に置き、培養器内外の C02渡度(約3，500ppm)が平衡になるまで保

持した。その後チャンパーより取り出し、通常の培養条件下に置き、培養器内

のC02渡度を測定開始後 30分間隔で 3時間、および4、6時間後の計9回測定し、古

在ら (1986b)の式により換気回数を算出した。 C02濃度測定は、ガスクロマト

グラフィー(島津、 GC-14A)にデータ処理装置(島津、 C-R6A) を接続して行っ

た。カラムはステンレス製カラムにポラパック Qを詰めたものを用い、キャリア

ガスは窒素ガス(涜量、 50cm3/min) を、検出器には、熱伝導度検出器(TCD) 

を用いた。電涜 150mA、カラム温度は 500C、検出器温度は 110・Cとし、 1回のサン

プル量は O. 5m Qとした。

2.下匪軸からのシュート分イじに及ぼす培養器栓の影響

‘ホワイトワンダー'の無菌播種後7日目の実生の下匪軸(3cm) を5mmの長さに

切断し外植体として用いた。供試培地は BM培地に1.Omg/ Q BAを添加したものを

用いた。培養器として試験管(の20mmX120mm) を用い、これに培地を 10mQ入

れ、 2重のアルミホイル、ルミラーフィルム、またはミリラヅプフィルムで栓を

した。試験管当り 2外植体を置床し、処理区当り試験管 10本とした。培養は 200C、

5，000 1x昼光色蛍光灯、 14時間照明下で行った。

3.茎頂部からの幼植物再生に及ぼす培養器栓の影響

‘ホワイトワンダー'の無菌播種後 7日目の実生の茎頂部(5mm) を外植体とし

て用いた。供試培地は BM培地に1.Omg/ Q BAを添加したものを用いた。培養器と

して試験管(② 20mmX120mm) を用い、これに培地を 10mQ入れ、 2重のアルミホ

イル、ルミラーフィルム、またはミリラヅプフィルムで栓をした。試験管当り

l外植体を BM培地に置床し、 1処理区当り試験管 10本とした。培養は 200C、5，000 
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lx昼光色蛍光灯、 14時間照明下で行った。

4.培養器内C02法度の変動に及ぼす培養器栓の影響

‘ホワイトワンダー'の実生の茎頂を外植体として用い BM培地上で培養した。

試験管当り 1外植体を置床し、アルミフオイルで閉栓し、 240C、 5，000lx昼光色

蛍光灯、 14時間照明下で培養した。 4週間後、正常シュート(第4-4表)を、そ

れぞれBM培地を含む試験管に 1本ずつ移植し、アルミフオイル、ルミラー、ミリ

ラヅプの3種類のフィルムで閉栓した。栓の下部はセロテープで密封し、試験管

とフィルムの隙聞からのガス交換を抑えた後、移植前と同様の条件で培養を行

った。

培養器内のC02濃度を、培養2週間自に暗期開始後5.5、7.5、9.5時間目の 3回

および明期開始後 l、2、5時間目の3回の計6回、 3種類のフィルム毎にそれぞれ

測定した。なお、試験管の気相容積は 21mQであった。炭酸ガス測定は、実験1.

と同様の方法で行った。

5.培養器内エチレンガス漉度の変動に及ぼす培養器栓の影響

測定は、 C02測定に使用した同じ試料(第十4表)を用い、アルミフオイル、

ルミラー、ミリラヅプの 3種類のフィルムで閉栓した試験管内の気相中エチレン

浪度をガスクロマトグラフィーで測定した。劃定は培養開始3週間自に、暗期開

始後7時間目および明期開始後4時間目の 2回行った。カラムは活性アルミナを、

検出器には水素炎イオン化検出器(F 1 D) を用い、カラム温度 800

C、検出器温度

1250Cとし、 i回のサンプル量は O.5m Qとした。

第 4-4表 炭酸ガスおよびエチレンガス測定に供試した材料の生育状態

培養器栓 葉の状態 葉数(枚) 生体重 (mg) 乾物重 (mg)

アルミ7オイル
水正浸常状

13 420 36 
12 500 54 

一
ルミラー

水正浸常状
12 380 47 
7 330 43 

ミリラヲ7'
水正浸常状

12 250 27 
10 260 30 
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6.培養器内温度の変動に及ぼす培養器栓の影響

200C、 5，000lx、 14時間明期の培養条件で、アルミフオイル、ルミラー、ミ

リラップの 3種類のフィルムで閉栓した試験管内の培地面から 1cm上部および試

験管外の同じ高さでの温度変化を銅ーコンスタンタン熱電対をデータ処理装置

(サーモダヅク E，江藤電気)に接続し測定、記録した。

7.培養器内光環境に及ぼす培養器栓の影響

実験6と同し培養条件で、上記の 3種類のフィルムで閉栓した試験管内および

栓をしなかった試験管内の培地面 lcm上部の照度および光量子束密度を、照度セ

ンサー(IKS-15，小糸製作所)および光量子束密度センサー(IKS-25，小糸製作

所)をデータ処理装置に接続して測定した。

8.子葉のクロロフィル含量に及ぼす培養器栓の影響

BM培地を含む規格瓶に‘ホワイトワンダー'の種子を播種後、上記の3種類の

フィルムで栓をし、実験6.と同条件の環境で 8日間培養して得られた実生の子葉

を材料とし、その生体重当りのクロロフィル含量を測定した。

結果

1 .培養器の C02換気回数に及ぼす培養器栓の影響(第十2図)

ミリラ γ プは外気とのガス交換能が極めて高く、次いで、アルミフオイル、

ルミラーの順となった。ミリラップの換気回数は 6.48回/時間で、アルミフオ

イルの O.54回/時間、ルミラーの O.29回/時間に比べて、 12-20倍であった。

ルミラーは極めて気密性が高く、 2重のアルミフオイルの約 1/2であった。

2. 下座軸からのシュート分化に及ぼす培養器栓の影響(第十5表)

シュート形成率およびシュート数は、アルミフオイルが最も良く、次いでル

ミラー、 ミリラヅプの順となった。シュート形成率は、アルミフオイルとルミ

ラーではほとんど差がなかったがミリラップでは劣り、 60%であった。また下

匠軸当りのシュート数では、アルミフオイルは、ルミラーの 2倍以上となり、ま

た、ルミラーとミリラップでは差が見られなかった。しかし、得られたシュー
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第 十2図 培養器内のCO2潰度の推移

.ーアルミフオイル Oールミラー

ム一ミリラップ 口一培養器外

下匠軸切片からのシュート形成に及ぼす培養器栓の影響

(培養5週間)
第 4-5表

シュート数 zシュート形成率
% 

培養器栓

6. 7 
3. 0 
2. 8 

90 (18/20) 

別;淵
アルミフォイ J~

J~ ミラー
ミリラヲ7'

z シュート形成した下座軸当りのシュート数
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トはいずれの処理区においても水浸状を呈していた。

3.茎頂部からの幼植物再生に及ぼす培養器栓の影響(第 4-6表)

正常個体率は、ミリラヅプ、アルミフオイル、ルミラーの順で高く、ミリラ

ヅプでは90%が正常個体に生長したのに対し、アルミフオイルおよびルミラー

は約半数が水浸状個体、または茎頂部と茎葉の区別が不明瞭であるような奇形

の水浸状個体であった。

4.培養器内C02浪度の変動に及ぼす培養器栓の影響(第 4-3図)

3種類のフィルムを用いた培養器内の C02の経時的変化を正常個体について測

定した。アルミフオイル、ルミラーを用いたものは、炭酸ガス浪度は暗期開始

後急激に上昇し、特にルミラーを用いた場合に極めて高い値を示し、暗期開始

7. 5時間後ではアルミフオイルの2倍以上、ミリラップの 10倍以上となり、 8，000 

ppmを上回った。反対にアルミフオイルでは明期開始 1時間後に、ルミラーでは

3時間後に培養器外より低い値となり、その後も時間とともに低下した。ミリラ

汐プについては、暗期、明期を通して培養器外とほぼ同じ値で推移した。

5.培養器内エチレンガス潰度の変動に及ぼす培養器栓の影響(第4-4図)

エチレン濃度はルミラーを用いた場合やや高い値を示し、次いでミリラヅブ、

最も低かったアルミフオイルではルミラーの約半分であった。いずれのフィル

ム閉栓区でも明期の方が暗期よりエチレン法度がやや高い傾向を示した。

第 4-6表 茎頂部外植体からの幼植物再生に及ぼす培養器栓の影響

(培養5週間)

培養器栓 正常個体率 水浸状個体率 葉数 z

% % 

7ルミ7オイIY 50015/l 500isiloi 
6. 9 

ルミラー 4444j9 556j9 5. 4 
iリラヲ7' 88.9( 8/9 11.1(119 7.0 

z 個体平均葉数

ー 127-



アルミフオイル
9 

0
 

0
 

・
b

q
 。。

8 

7 

6 
(
E

向。
5 

4 

3 

同

O

H

X

M

『暴咽
O
U

2 

1
P
3
 

O 
9 (U初日〉8 7 6 4 3 2 

-圃 ー.明期暗期

Jレミラー

Q
.
 

D
 

σ
 

「
l
B
I
r
l
-炉
S
I
s
-

9

8

7

6

 

5 

4 

3 

〈
賓
室
)

R
O
H
X
 

M
H
詣
H
O
U

6 3 2 9σ与1::])8 7 5 4 

口町守'"
・'J"Jl'司

ミリラップ

時期

FE-----a'LH.
，E''az'h-aEE--z'』
'E
，EBB-'

9

8

7

6

5

 

4 

3 

2 

O 

(司
-a)

同

O

H

X

M

国
語

N
O
U

9 (a."tl:;f) 8 6 3 2 

• 明}引

培養器内のCO2漫度の変動に及ぼす培養器栓の影響

@一正常個体 0-水浸状

明期 14時間、暗期 10時間の周期で、

培期

第 4-3図

測定開始は培期 5.5 

-128-

時間目とした。



6.培養器内温度の変動に及ぼす培養器栓の影響(第4-5図)

アルミフオイル、ルミラー、ミリラップとも明期および暗期の温度変化はほ

ぼ同様のパターンを示した。また、暗期では各培養器栓閣で差は認められず、

明期において遮光程度の大きいアルミフオイルでやや低く推移したが、その差

はIOC以内で、容器内の温度では3種類の栓の間で大きな差が見られなかった。

7.培養器内光環境に及ぼす培養器栓の影響(第4イ表)

3種類の栓をした培養器内の照度および光量子束密度は、透過率の最も高い

(95% )ルミラーで最も高く、照度 1，8801x、光量子束密度28(皿01/血2)であり、

続いてミリラップ、アルミフオイルの煩で、アルミフオイル栓では、ルミラー

の約 1/3、ミリラ汐プの半分程度であった。

8.子葉のクロロフィル含量に及ぼす培養器栓の影響(第 4-8表)

子葉の全クロロフィル含量は、ルミラーで最も高く、生体重 1g当たり 78.9mg 

であり、アルミフオイルおよびミリラヅプはともに 20mg程度で、ルミラーの 1/

3程度であった。

第4-7表 培養器内の光強度に及ぼす培養器栓の影響

培養器栓 光透過率(百)照度 (lx) 光量子束密度 (mo1/皿2)
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第4-8表 子葉のクロロフィル含量に及ぼす培養器栓の影響 z

(mg/F. W. g. ) 

培養器栓 クロロ7イ}lI a クロロ7ィ}lI b 全知的イ)~

アルミ 7 才イ)~ 12. 0 8. 9 2 O. 9 
ルミラー 35. 1 47. 6 78. 9 
ミリラヲ7' 12. 6 11. 3 23. 9 

Z .第 4-2表参照
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第 3節 正常個体および水浸状個体を有する培養器内のガス環境の比較

材料および方法

1 .培養器内炭酸ガス

‘ホワイトワンダー'の正常または水浸状の葉を展開しているシュート(第4-

4表)を、それぞれBM培地を含む試験管に 1本ずつ移植し、アルミフオイル、ル

ミラー、ミリラヅプの3種類のフィルムで閉栓し、栓の下部をセロテープで密封

し、試験管とフィルムの際聞からのガス変換を抑えた後、移植前と同様の条件

で培養を行った。

培養器内の炭酸ガス濃度の測定機器および測定方法は第2節ー1に準じた。

2. 培養器内エチレンガス

エチレンガス測定については、上記の炭酸ガスの実験と同じ材料(第4-4表)

を用い、測定機器および測定方法は第2節 -5に準じた。

結果

1 .培養器内炭酸ガス(第十6図)

3種類のフィルムを用いた培養器内の炭酸ガスの経時的変化を正常個体および

水浸状個体について測定した。水浸状個体においては、暗期では正常個体と同

様に、炭酸ガス法度は上昇し、アルミフオイルでは正常葉の場合より高潰度と

なり、 6，500ppm程度まで上昇した。また明期では正常個体と同様に時間ととも

に減少したが、正常葉と比較した場合、減少は緩やかで、明期開始5時間後でも、

いずれの区においても培養器内炭酸ガス潰度が培養器外より下回ることはなか

った。ミリラヅプでは正常葉の場合と同じく、明期、暗期を通して培養器外と

ほぼ同じ値で推移した。

2. 培養器内エチレンガス(第 4-9表)

正常および水浸状個体のエチレン渡度は、いずれの個体でもルミラーを用い

た場合やや高い値を示した。暗期の測定では、正常個体と水浸状個体の聞で、

ミリラヅプでは大きな差が認められたが、アルミフオイル、ルミラーでは差は

ほとんど認められなかった。明期ではアルミフオイル、ルミラーおよびミリラ
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ヅプいずれも、正常葉の方が高い値を示し、特にその傾向はルミラー、ミリラ

ヅプで著しかった。

第 4節 水浸状個体の正常個体への回復の試み

材料および方法

1 .培養器栓の影響

‘ホワイトワンダー'の下匪軸切片をアルミフオイル、ルミラー、ミリラヅプ

フィルムでそれぞれ閉栓した培養器内で培養して得られた水浸状化シュートを

BM培地に移植した。移植後の培養器栓は、シュート分化時にアルミフオイルを

用いたものについては 3等分し、アルミフオイル、ルミラー、ミリラップの3種

類の栓を使用し、ルミラーおよびミリラヅプの栓で分化したものについては、

引続き同じ栓を用いて培養した。

2. ゲルライトおよびマンニトール渡度の影響

第 4節目lのアルミフオイルで栓をした区で得られた下座軸由来の水浸状シュー

トを用いた。培地は、 BM培地のゲル化剤のゲルライト法度を O.1、 O.2、0.4%に

改変した 3処理区と、 BM培地に 50または 100mMのマンニトールを添加した 2処理区

の計5処理区を設けた。シュートは、 1試験管に 2......， 3本置床し、 2重のアルミフオ

イルで栓をし、 1処理区当り 10本とした。

第 4-9表 エチレンガス温度に及ぼす培養器栓の影響

培養器栓 供試個体 暗期 (ppm) 明期 (ppm) 平均 (ppm)

アルミ 7 オイ~
水正浸常状個個体体

O. 023 O. 033 O. 028 
O. 024 O. 027 O. 026 

ルミラー 正常個体 O. 049 O. 067 O. 055 
水浸状個体 O. 047 O. 036 O. 042 

ミリラヲ7'
水正浸常状個個体体

O. 030 O. 036 O. 033 
O. 006 O. 014 O. 010 
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3. ジベレリン(GA3) およびアプシジン酸(ABA)の影響

第4節ー1のアルミフオイルで栓をした区で得られた下匪軸由来の水浸状シュー

トを用いた。培地は BM培地に O.1、1.0、 10.Omg/ Q GA3、およびO.1、1.Omg/ Q 

ABAをそれぞれ添加した区および無添加区を設け、 1試験管に水浸状シュート 1-

2本ずつ置床し、 2重のアルミフオイルで栓をした。 1処理区当り試験管 10本とし

た。

4. フロリジンの影響

フロリジン (Nacalaitesqu)はリンゴ、ナシ等の樹皮から得られる配精体で、

リグニン合成の促進物質であると報告されている (Phan'Hegedus，1986)。材料

には第4節ー1のアルミフオイルで栓をした区で得られた下座軸由来の水浸状シユ

ートを用いた。培地は、 BM培地に 0、O.1、1.0、 10.0mg/Qフロリジンをそれぞ

れ添加した。 1試験管に水浸状シュート i本ずつ置床し、 2重のアルミフオイルで

栓をした。 l処理区当り試験管 10本とした。

5.光源の種類および培養温度の影響

材料には第4節ー1のアルミフオイルで栓をした区で得られた下匪軸由来の水浸

状シュートを用いた。培地は、 BM培地を用い、 l試験管に水浸状シュート 1-2本

ずつ置床し、 2重のアルミフオイルで栓をした。培養条件は①200C、蛍光灯、

② 200C、メタルハライドランプ(陽光ランプ)③250C、蛍光灯の 3条件を設けた。

いずれの光源も、 4，000lx、16時間照明とした。 l処理区当り試験管 10本とした。

結果

1 .培養器栓の影響(第十10表、第 4-7図)

水浸状シュート移植、 5週間目では、完全に正常個体に回復したシュートは存

在しなかった。またどの栓を用いた場合でも半数近くのシュートが褐変または

黄変し、枯死した。特に、ルミラーからルミラーへ移植したシュートは 75%が

枯死した。回復の兆しである、茎葉の緑色が漉くなるものの割合が高かったの

は、アルミフオイルからルミラーに移植した区で 33.3%であった。しかし 7週間

後の観察では、ミリラヅプからミリラップに移植し、緑色が潰くなっていた 3個
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体が、完全に正常個体に回復した。

2. ゲルライトおよびマンニトール漫度の影響(第十11表)

いずれの方法においても完全な正常個体に回復したシュートは認められなか

った。どの培地においても、 1/3-1/4が褐変枯死し、 0.1%ゲルライトの培地で

は、 100%枯死した。緑色が漉くなる回復の兆しを示す個体の割合が高かったの

は、 0.4%ゲルライトおよび50mMマンニトールであったが、その後も完全には回

復が認められなかった。

第十10表再分化シュート移植後の生長および水浸状化に及ぼす培養器栓の影響

(移植後5週間)

移植前培養器栓移植後
濃緑色%個体率 水浸状%個体率 褐変枯死率

% 

アルミ7オイル 7ルミ7オイル ぺ717i
52sigil7j ルミラー 33.3(6/18 16.7(3/18 50. 0 (9/18 

ミリラヲ7' 16.7(3/18 27.8(5/18 55.6 (10/18) 

ルミラー ルミラー 。 25. 0 (3/12) 75.0(9/12) 

ミリラヲ7' ミリラヲ7' 17. 6 (3/17) 41.2(7/17) 41.1(7/17) 

第4-11表再分イじシュート培養における水浸状回復に及ぼすゲルライトおよびマンニトール法度の影

響
(培養5週間J

濃度 法緑色個体率 水浸状個体率 褐変枯死率 カルスイじ率

% % % % 

ゲルライト O. 1 (出) (0/20) (0/20) 100. 0 (20/20) (0/20) 

O. 2 22. 7 (5/22) 22.7(5/22) 36.4(8/22) 18. 1 (4/22) 

0.4 58.3(14/24) 8. 3 (2/24) 29. 2 (7/24) 4. 2 (1/22) 

マンニトJv 50 (mM) 54.5(12/22) 4.5(1/22) 36. 4 (8/22) 4. 5 (1/22) 

100 33. 3 (8/24) 41. 7 (10/24) 25. 0 (6/24) 
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第4-1図培養器栓種類

A:ミリラヅプ B:ルミラー C:アルミフオイル

第 4-7図 培養器内で形成されたシュート

A:正常シュート B:水浸状シュート

~H~ J~ーブ J~
第 十8図 水浸状からの回復に及ぼすジベレリン(GA3) と

アプシジン酸(ABA)の影響

A:無添加

C : 10mg/ Q GA3添加

B : lmg/Q GA3添加

D : lmg/Q ABA添加

第 4-9図 水浸状からの回復に及ぼすフロリジンの影響

A:無添加 B: O.lmg/Q添加

C : 1 mg/ Q添加 D : 1 Omg/ Q添加
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3.ジベレリン (GA3) およびアプシジン酸 (ABA)の彫響(第十12表、第十8図)

GA3を添加した培地では、いずれの進度においても、約半数において

節間伸長が認められ、通常のシュートの 3-5倍程度のシュート長となったが、

緑色が渡くなったのは 0.ll1g/2添加した場合だけで、正常個体に回復したもの

はなく、 GA3渡度が高くなるにつれて、シュートがカルスイじする割合が増加した。

また、完全に正常個体にはならなかったが、 ABAでは、 O.Il1g/ 2添加により約8

0%が緑色が漫くなり、水浸状の程度が軽減された。

4. フロリジンの影響(第十13表、第十9図)

フロリジン添加により、緑色が滋くなり、やや回復したと思われる個体の割

合は増加したが、完全に正常個体と認められるシュートはなかった。1.Omg/.2 

添加では90%が明らかに緑色が濯くなり、回復の兆しを示した。

第十12表再分佑シュート培養における水浸状回復に及ぼすGA3およABAの影響
(培養5週間)

法度 法緑色個体率 水浸状個体率 節間伸長個体率褐変個体率カルスイじ率
(mg/ Q) % % % % % 

無処理区 27.8 (5/18) 61. 1 (l1/18) (0/18) 5.6(1/18) 5. 6 (1/18) 

GA3 O. 1 13.3(2/15) 20.0 (3/15) 40. 0 (6/15) 13.3 (2/15) 13.3(2/15) 
1.0 o (0/15) 26.7 (4/15) 46.7 (7/15) (0/15) 26.7(4/15) 
10. 0 (0/12) (0/12) 41. 5 (5/12) 8. 3 (1/12) 60. 0 (6/12) 

ABA O. 1 81. 3 {13/16} 12.5 (2/16) 。(0/16) 6.3(1/16) 。(0/16) 
1.0 20.0(2/10) 40.0(4/10) (0/10) 20. 0 (2/10) 20. 0 (2/10) 

第十13表 再分イむシュート培養における水浸状回復に及ぼすフロリジンの影響

(培養5週間)

浪度 法緑色個体率 水浸状個体率 褐変個体率 発根率
(mg/ Q ) % % % % 。

101floj BOWlo! 。!?? 01711 
O. 1 40 (4/10 40 (4/10 20(2/10 10 (1/10 
1. 0 90 (9/10 10 (1/10 0(0/10 10 (1/10 

10. 0 30(3/10 60 (6/10 10 (1/10 30 (3/10 
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5. 光源の種類および培養温度の影響(第十14表)

200C培養で光源が異なる場合、メタルハライドランプの方が蛍光灯よりも、

褐変枯死やカルス佑するシュートの割合が高く、蛍光灯の方が回復の兆しであ

る緑色が漉くなる個体の割合は高かった。同じ蛍光灯を光源とし、培養温度が

異なる場合では、 240Cで培養したシュートは 80%褐変枯死あるいはカルス化し、

緑色が混くなる個体は認められなかった。本実験では、完全に正常個体に回復

したシュートは認められなかった。

第 5節 再生した正常個体と水浸状個体の組織形態学的および生化学的比較

材料および方法

1 .光学顕微鏡および走査型電子顕微鏡(SEM)による葉の断面、表面および気

孔の観察

1 )光学顕微鏡による観察:正常および水浸状葉のプレパラートはパラフィン

切片法により作成した。パラフィン切片は第 4-10111図に示す手順で作成した。

2) SEMによる観察:正常葉および水浸状葉の試料は液体窒素で急速凍結、凍結

乾燥を行った後、イオンスパヅタコーティング装置を用いて金蒸着した。試料

はSEM(目立、 5-2400)を用いて観察した。

第十14表再分化シュート培養における水浸状回復に及ぼす光源および培養温度の影響
(培養5週間)

光源 培養温度 濃緑色個体率 水浸状個体率 褐変枯死率 カルス化率

("C) % % % % 

蛍光灯 20 27.8(5/18) 61.6(11/18) 5.6(1/18) 5.6(1/18) 

24 (0/10) 20.0(2/10) 60. 0 (6/10) 20. 0 (2/10) 
ーーーーー・--ー--・ー圃ー・---ーーー司ー ー ーー圃ーーー・・ー甲ーー・ー・・ーーーー・・ーーーーー，ーーーーー--・ーー司，ーー・ーーーーーーー・ーー一ーーー ーー ーーーーーーーーー

対)~ハうイド 20 11. 8 (2/17) 52. 9 (9/17) 23.5(4/17) 11. 8 (2/17) 

ラン7'
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材料の細切(z)→固定(y)→脱水 (x)・置換(w)→パラフィン→包埋→台木への固定

浸透(v) トリミング

↓ 

観察 ← 封入 ← 染色 ← 切片の伸展・貼布 ← ミクロトーミング

(切片作製)

(Z) 細切

試料を5凹角の大きさに切る。

↓ 

(Y) 固定

FAA (ホルマリン5:酢酸5:70%エタノール90)に24時間以上浸演。

↓ 

(X) 脱水

1) 70%エタノールで2時間以上:保存液としても使用可能

2) 80%エタノールで2時間以上:保存液としても使用可能

3) 90%エタノールで1-24時間

4) 95%エタノールで1-24時間

↓ 

(W) 置換

1) 95%エタノール1:テルピネオール!被に浸し、洗んだ後移す。

2) 95%エタノール1:テルピネオール鈴鹿に1時間。
3) 95%エタノール1:テルピネオール織に1時間。
4)テルピネオールlに1時間

5)テルピネオール2に1時間

6)テルピネオール3に1時間

↓ 

(V) パラフィン浸透 (51-530Cで行う)

1)テルピネオール5:パラフィンlに30分

2)パラフィン1に30分

3)パラフィン2に30分

4)パラフィン3に30分
↓ 

パラフィンに包埋する

第十10図パラフィン切片作製法の手順
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キシロールに3分

↓ 

別のキシロールに2分

↓ 

無水アルコールに30秒

↓ 

90%アルコールに30秒

↓ 

70%アルコールに30秒

↓ 

ヘマトキシリン染色液に10......30分

↓ 

水洗1時間......1晩

↓ 

70%アルコールに1......2分

↓ 

80%アルコールに1......2分

↓ 

90%アルコールに1......2分

↓ 

95%アルコールに1......2分

↓ 

純アルコールに1-2分

↓ 

クレオソート2:キシロール8に1......2分

↓ 

別のキシロールにl分以上

第十11図パラフィン切片の染色の手順
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2.正常個体と水浸状個体の可溶性タンパクおよびパーオキシダーゼアイソザ

イムの比較

ポリアクリルアミドゲル・スラプ電気泳動装置 (ATTO、AE-6200)を用いて、

第 1-7図に示した方法により、可溶性タンパクおよびパーオキシダーゼアイソザ

イム電気泳動を行った。

1 )可溶性タンパク:雪まつり'および‘リトルゼムイエロー'の水浸状シュ

ート、栽培株の開花前本葉および開花後の八重咲と一重咲株の本葉を用いた。

2)パーオキシダーゼアイソザイム:①‘雪まつり'および‘リトルゼムイエ

ロー'の水浸状シュート、栽培株の開花前本葉、②‘ホワイトワンダー'の完

全に水浸状化した 4個体と、水浸状であるが正常に回復しつつある 3個体の計7個

体のシュートを用いた。

結果

1 .光学額微鏡および定査型電子顕微鏡(SEM)による葉の断面、表面および気

孔の観察

1 )光学顕微鏡による観察(第十12，13図)

水浸状葉の細胞は、正常葉の細胞に比べ、全体に大きな液胞イじした不規則な

形の細胞で占められ、柵状組織と海面状組織の区別がはっきりしなかった。ま

た、大きな細胞間隙が認められ、維管束の大きさや位置も不規則で未発達であ

った。また、生長点付近では正常のものは、やや四角形の小さな細胞で構成さ

れているのに対し、水浸状個体では小さな細胞の形成する層が薄く、楕円形の

大きな細胞が多く観察され、生長点の下部に細胞間隙が認められた。

2) SEM'こよる観察(第十14，15図)

水浸状葉は、外観は光沢を帯びて透明感があり、葉の肥厚が見られた。水浸状

葉の断面(第十14図-B)は正常葉(第十14図-A)の5倍程度に肥大し、維管束は

認められたが、細胞の大きさが不均ーであった。正常葉の表皮(第十15図-A、

C) は鱗状の表皮細胞が形、大きさとも均一で規則的に配列しているのに対し、

水浸状葉の表皮(第十15図ーB、D)では、表皮細胞が不規則に肥大し、表面の凹

凸が正常葉と比較して著しかった。気子しについてみると、裏面の気孔数が表面

に比べて多いという傾向は、正常および水浸状の葉の双方に共通に見られたが、
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第 十12図 パラフィン切片による葉の縦断面

A、C:正常葉 B 、D:水浸状葉

区!
第十13図 パラフィン切片による生長点近傍の縦断面

A:正常 B:水浸状
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水浸状の葉では気孔の分布が一様でなく、数も正常葉に比べて少ない傾向を示

した。また、気孔の形態を見ると、正常葉の気孔(第十15図ーC、E) と比較して、

水浸状葉の気孔(第ト15図恒D、F)は孔辺細胞が肥大する傾向を示していた。ま

た、正常葉の気孔が表皮細胞とほぼ同じ水平面に位置しているのに対し、水浸

状葉の気孔は、表皮細胞から隆起または陥没しているものが多く観察された。

2.正常個体と水浸状個体の可溶性タンパクおよびパーオキシダーゼアイソザ

イムの比較

1 )可溶性タンパク(第十16図)

‘雪まつり'および‘リトルゼムイエロー'の両種の水浸状シュートに、正常

葉では認められないバンド aが共通して存在した。

2)パーオキシダーゼアイソザイム

(l)‘雪まつり'および‘リトルゼムイエロー， (第十17図)水浸状シュー

トにのみ存在する特有のバンド a、 bがあり、水浸状シュートのバンドは正常

シュートのバンドより太く、強く活性染色された。

(2)‘ホワイトワンダー(第4-18図)水浸状シユートに特異的なバンドは

認められなかったが、いずれのパントにおいても、水浸状個体の方が、回復し

つつある個体よりも強く活性染色された。
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第十14図 SEMによる葉の縦断面

A、C:正常葉 B、 D:水浸状葉
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第十15図 SEMによる気孔

A、C、E:正常葉 B、D、F:水浸状葉
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2 

1234567  

a 

第4-16図 正常葉と水浸状葉の可溶性タンパクのザイモグラム

1 ‘リトルゼムイエロー'一重 2 : ‘リトルゼムイエロー'八重

3: ‘リトルゼムイエロー'水浸状 4 雪まつり'一重

5: ‘雪まつり'八重 6: ‘雪まつり'開花前

7: ‘雪まつり'水浸状

3 4 
2 3 4 

骨 -a

← b 

5 

第 十17図 正常葉と水浸状葉のパーオキシダーゼ

アイソザイムのザイモグラム

第十18図‘古川トワンゲ J の正常に回復する兆しのある

シュートと水浸状シュートのハ・ーオキシ9・--t'7イリサ・イムの

すイモゲラム1 ‘雪まつり'正常 2: ‘雪まつり'水浸状

3: ‘リト}~-t . ilイエロJ 正常 4: ‘リトルγムイエロー' 水浸状
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考察

組織培養において iovitroでの器官形成は、一般に供試植物の採取時の生育

状態、葉や茎の齢や生理状態によって大きく影響されること、また形成された

器官や組織の生理生態的な特性は培養器内外の環境条件により大きく異なるこ

とが予想される。そこで本研究では、材料採取時の植物体の生育状態(前歴)

が iovitroでのシュート形成に及ぼす影響を見るために、供試材料の育成時の

施肥条件と光環境の影響について検討した。まず施肥条件の影響をみると、供

試材料の生育状態は、園試処方に準じた大塚液肥の 1/2倍液を施用した場合は、

1/4倍液よりも植物体の生育が良好であり、 iovitl'oのシュート形成は‘銀潮'

では1/2倍渡度区の方がやや良好な形成率を示した。しかしながら‘雪まつり'

では、大きな差は見られなかった。このように施肥条件に対する iovitroでの

器官形成の反応に品種間差が見られた。

また遮光処理の影響についてみると、栽培期間中の照度が晴天時には 10Klx 

以上を記録し、無遮光区では強光による生育の抑制が認められ、 50%遮光区が

最もよい生育を示した。これは秋から翌春にかけて栽培されるストヅクにとっ

て無遮光区の光強度は強すぎたためと考えられ、光合成能の指標となる葉内の

クロロフィル量が遮光処理により増加する傾向を示したことからも伺える。こ

のため、‘銀潮'では遮光処理を施すことにより、シュート形成率が向上する傾

向が見られた。しかしながら一方、 ‘雪まつり'では遮光処理によりシュート

形成率が低下する傾向を示し 75%遮光区ではシュート形成は認められず、供試

植物のクロロフィル量と器官形成の聞に相関は認められなかった。

上記の観察結果は培養前の材料の生育環境および栽培条件の違いにより培養

中の外植体の反応(シュート形成)が異なること、そしてその程度は品種間で

極めて異なることを示唆していた。従って、それぞれの品種に好適な生育条件

を整えることが iovitl'oの器官形成率を向上させ、大量の種苗を生産する上で

大切であることを示唆している。

次いで器官形成および形成された器官の生理生態的特性に及ぼす培養環境の

影響についてみると、培養器内環境(光、温度、湿度、 C02、エチレンなど)は

培養器の形、容積、培地形態、培地量および培養器の栓の種類によって異なり、

特に培養器栓の通気性の程度により大きく変化することが知られている。古在
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ら (1986b)は試験管内のガス環境は、炭酸ガスをトレーサーとした場合、培養

器のガス換気回数 (gaschanges~hour) によって左右され、同一容器の場合、

培養器栓の種類によりガス交換能に違いがみられ、プラスチヅク、発泡シリコ

ンゴム、およびアルミフオイルを用いた場合では、プラスチヅク〉発泡シリコ

ンゴム〉アルミフオイルの願に炭酸ガス換気回数が小さくなることを報告して

いる。

本実験においても、換気回数の小さい(通気性の低い)アルミフオイルおよ

びルミラーを培養器栓に用いた場合では、 C02混度は暗期で極めて高くなり、一

方、明期では、培養器外のC02浪度以下になるという富士原ら(1987)や土井ら

( 1989)の実験結果と同様の傾向を示した。これらのことより、換気回数の低

い培養器栓を用いた場合の培養器内の植物体は、明期での光合成活動が、極端

なC02不足のため抑制されていること、および暗期においては呼吸による酸素濃

度低下と C02濃度の極端な上昇による生育阻害が示唆された。富士原ら(1987) 

は、プラスチヅクキヤヅプを培養栓に用いて、観葉植物の培養小植物体を入れ

た容器内 C02の 1日の経時的変化を調べたところ、明期では 90ppm以下と外気のほ

ぼ1/4に低下し、暗期に入ると 3，000から 9，OOOppmと急激に上昇することを報告

している。また土井ら(1989) もラン等を用いた実験により、培養器内の CO2潰

度変イじが同様な傾向を示すことを明らかにしている。また培養器内の酸素混度

の植物体の生育に及ぼす影響についての報告は少ないが、田中ら (1991)のキ

クを用いた培養では、酸素濃度を 10%程度に制御すると光呼吸が抑制され生育

が促進されるが、 5%以下にした場合では生育が抑制されることを報告しており、

他の植物においても暗期における高 CO2、低02温度が植物の生育を抑制すること

が示唆された。この点、通気性の高いミリラヅプフィルムを培養器栓に用いた

場合では、換気回数が高いため、培養器内外の空気が容易に突換されて、明期、

暗期を通して濃度の変動が小さくほぼ一定であった。

培養器内における C02以外の環境要因として、培養器内の温度、光強度および

湿度などが考えられる。温度環境については、この 3種類の培養器栓を用いた試

験管内の温度の差は 1日を通して IOC以内であり、容器内の温度環境に関しては

大きな差は見られなかった。一方、光環境は、 3種類の培養器栓をした試験管内

の照度および光量子束密度は、透過率の最も高い (95%)ルミラーで最も大きく、
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続いてミリラヅプ(透過率38%)、アルミフオイル(透過率0)の順で、アルミ

フオイル栓をした試験管内は散乱光だけが入射するため、ルミラーを用いた場

合の 50%以下であった。また、この光環境は、培養植物体のクロロフィル含量

にも影響すると考えられ、 3種類の栓を用いて培養したところ、透過率の最も高

かったルミラーを用いた培養器内の子葉のクロロフィル含量が最も高い値を示

し、アルミフオイルおよびミリラヅプはルミラーの 1/3程度であり、栓を変える

ことがクロロフィル含量に影響し、また間接的には培養植物体の光合成能力に

も影響することが予想される。

ところで培養時においてしばしば観察される葉や茎、シュートの生理的、形

態的異常、中でも葉や茎が肥厚し膨軟になり、浸水状態を呈する現象(一般に

水浸状化現象と呼んでいる)は再生植物の順化を著しく困難なものにする。

培養器内環境と水浸状佑シュート発生の関係については、タバコの茎切片の培

養の場合、水浸状発生率は培養器栓の種類によって異なり、綿栓→金属キヤヅ

プ→アルミフオイルの願で増加する傾向を示した(斉藤 11991)。本実験の茎頂

培養では、水浸状発生率はルミラー→アルミフオイル→ミリラップの順で低下

し、通気性の高いミリラヅプを使用することにより約 90%が正常個体として生

長し、水浸状化が抑制されることが明らかとなった。これは、ミリラヅプでは

他の培養器栓と比較し、換気回数が極めて高くなるため、明期の CO2の急濠な減

少と暗期の異常な蓄積が緩和されるとともに試験管内の湿度が低く保たれるこ

とによるものと思われる。

正常個体または水浸状個体を有する培養器内の CO2濃度の変化は、暗期では両

者ともはっきりした上昇傾向を示し、一方、明期では正常個体は著しい CO2渡度

の低下を示したが、水浸状個体では濃度の低下は・緩やかであった。このことよ

り、水浸状個体の光合成能は正常個体と比較して低いことが示唆された。水浸

状化発生と強い相闘がみられる培養器内の湿度は、培地の水ポテンシャルと関

連し、水ポテンシャルは培地、精およびゲル佑剤の温度によって制御されてい

る(古在ら ，1986a;富士原， 1991)が、外気との換気の程度によっても大きく変

動することが予想される。本実験で、 ミリラヅプを培養器栓として用いた場合

では、他の栓に比べて培地からの水分蒸発量が多く培地量の減少が著しいこと

より、培養器内の湿度は相対的に低く保たれていることが予想された。
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また光環境と水浸状化との関係についてみると、本実験では相対的に光強度

の低いミリラップ区(透過率 38%)で正常個体が多く観察され、再生植物体の

クロロフィル量と水漫状化との関連は認められなかった。しかしながら 3種類の

栓を用いて、培養器に無菌播種後8日目の子葉のクロロフィル量を測定した結果

では、光透過率の最も高いルミラーで最も多く、アルミフオイルおよびミリラ

汐プはルミラーの 1/3程度であった。 Hazelら (1985)は50、 155および315μE.

m-2・s-1の3段階の光量子量を設定し、 tiquidambarstyracilluaを培養した場

合、光量子量が大きいほど葉緑体中のグラナがはっきりした正常に近い構造を

示していたことを報告している。これらのことから水浸状佑と葉緑体の構造と

機能との関係について検討する必要のあることが示唆される。

また、水浸状葉の発生と関係があるとみられる試験管内のエチレン渡度は、正

常葉と水浸状葉でほとんど差が見られないか、むしろ正常葉の方が幾分高い値

を示す場合も見られた。 Keversら(1984)は、カーネーションを含む培養器内

エチレン温度を測定したところ、培養 1ヶ月後の個体では正常個体の方が水浸状

個体より高かったのに対し、培養 l、2日後の個体では水浸状個体の方が高かっ

たことを報告し、培養初期のエチレン濃度と水漫状との関連を示唆している。

しかしながらストヅクにおいては水浸状葉の発生とエチレンとの間に強い相関

は認められず、エチレンとの関連は明瞭ではなかった。

水浸状化の発生過程および生理的変化を組織形態学的および生化学的方法で

正常葉との比較により検討した。

まず水浸状葉および正常葉の組織形態観察を光学顕微鏡および走査型電子顕

微鏡を用いて行った。水浸状葉は正常葉と比べ、細胞が肥大し大きな細胞間隙

がみられ、維管束組織および葉肉組織の細胞配列が不統一で(第 4-12図)、生

長点近傍の細胞の配列も粗であった(第4-13図)。葉の表面および裏面は、水

浸状葉は正常葉に比べ、気孔の数が少なく局在する傾向が見られ、また奇形な

気孔が多く見られた(第十15図) 0 Werkerら (1987)によると、カーネーショ

ンの水浸状の葉の気孔の密度も正常な葉に比べて低く、気孔の形は丸く、表皮

よりも高くなっていた。水浸状の幼植物は、ワヅクスの欠乏と気孔機能の不完

全などのため水分を調節しにくくなっており、順化を困難にし生存率を著しく

低下させている (Sutter・Langhans，1979)。
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次いで水浸状佑現象によって葉組織内に水浸状化と関連がある特異的な酵素

タンパクが出現するかどうかを知るため、電気泳動法による可溶性タンパクの

分析を行った。また水浸状化した植物では、細胞壁構成成分であるリグニン含

量が減少し、リグニン合成酵素の一つであるパーオキシダーゼが水浸状と関係

していることが示唆されている (Keversら， 1990)ことから、パーオキシダーゼ

アイソザイムの分析を併せて行った。その結果、パーオキシダーゼアイソザイ

ムの分析では、水浸状シュートと本葉で異なったバンドパターンを示した。ま

た可溶性タンパクでは水浸状化シュートに特有のバンドが見られた。しかし、

この場合には、再分化した正常個体との比較を行っていないので、特異的に現

れたバンドが水浸状化に起因するものかどうか、さらに検討する必要があろう。

Leshem (1983)はカーネーションの培養苗の水浸状化を回復する手段として、

培地の寒天温度を通常用いている 0.8%より高浪度の、1.2、1.4%にして実験を

行ったところ、正常な幼植物の割合を高めることは可能であったが、一度水浸

状になったものは高法度の寒天培地を用いても正常にすることはできなかった。

本実験では正常個体への回復方法として、様々な物質の添加を試みたが、そ

れらの中で植物ホルモンの GA3は、その生理作用のーっとして節間伸長の促進が

ある(桜井・柴岡 ，1989)。ストックの水浸状個体はすべてロゼヅト化しており、

一方正常に回復した個体の大部分は節間伸長が観察されていることから、節間

伸長の促進に及ぼすGA3の影響について検討した結果、 GA3添加により節間伸長

は促進されたが、水浸状化の回復にまでは至らなかった。ロゼヅト化と水浸状

化との関連についてはさらに検討する必要があると思われる。また、同じく植

物ホルモンである ABAは、生理作用のーっとして、水ストレス条件下では気孔を

閉じ、蒸散を抑制することによって、葉内の水分の損失を回避し細胞の膨圧を

維持する作用が知られている。本実験においても水ストレス耐性の付与による

水浸状佑の克服を目的に ABAの添加を試みたところ、完全に正常に回復する個体

は見られなかったが、葉色が濃くなり、幾分回復の可能性が示唆された。また、

水浸状の原因としてリグニン合成の欠陥が指摘されており、そのためリグニン

合成の促進にフロリジン滋加が有効であることが Phan・Letouze(1983)のリン

ゴの水浸状シュートを用いた実験で報告されている。フロリジンはヒドロキシ

ケイ皮酸合成を通じてリグニン合成を促進するといわれている。本実験では、

ー 151-



フロリジン添加により、正常個体ヘ回復は見られなかったが、葉色が漉くなり

やや水浸状イじの回復の可能性がABAの場合と同じく示唆された。

大量増殖を目的とする場合、外植体当りのシュート形成数がより多いことが

望ましく、その点からはアルミフオイルを培養器栓とし培養した場合、最も多

くシュートが形成されたが、いずれも水浸状化していた。この水浸状化シュー

トをアルミフオイルを培養器栓とした試験管に継代培養した場合には、水浸状

化を克服することはできなかったが、ミリラヅプ栓を用いた場合には正常個体

に回復させることが可能であった。このことからアルミフオイルを培養器栓と

した培養器内で形成された水浸状佑シュートをミリラヅプ栓を用いた培養器に

移植することにより正常な植物体を大量に得る可能性が考えられる。今後、培

養環境を最適に制御することにより確実な大量種苗生産技術を確立するために

は、増殖過程の最終段階である順化過程において再生植物体の生存率を決定的

に低下させる水浸状化の原因を生理生化学的、組織化学的および組織形態学的

な面からさらに究明し、検討していくことが是非とも要求される。
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摘要

組織培養において、供試植物体の栽培環境や培養環境は、器官分イじに大きく

影響すると考えられる。そこで、種苗生産のための好適な培養環境を確立する

ため、器官分化に及ぼす供試植物の前歴の影響および培養器内の環境要因の変

動と、培養器内の植物の形態形成との関係について検討した。

第 l節 器官分化に及ぼす供試植物の前歴の影響

シュート形成に及ぼす供試植物の前歴の影響を見るために、光の強さと施肥

渡度について検討した。葉片培養では、 ‘銀潮'は 75%述光によりシュート形

成が促進されたが、 ‘雪まつり'では遮光により、シュート形成は抑制された。

‘銀潮'では、園試処方水耕液の 1/4より 1/2倍液で高いシュート形成率を示し

た。下匪軸培養では供試した両品種とも、遮光処理によりシュート形成率は低

下した。

第 2節 器官分化および再生幼植物の形態に及ぼす培養器栓の影響

1.三種類の培養器栓を用いて、 C02の喚気回数を測定したところ、ミリラヅプ

が最もガス交換能が高く、 6.48回/時間で、アルミフオイルは O.54回/時間、

ルミラーは O.29回/時間であった。

2.上記の培養器栓を用いて下庇軸培養を行ったところ、シュート形成率およ

びシュート数はアルミフオイルが最も高く、ルミラーとミリラヅプでは同程度

であった。また、形成されたシユートはすべて水浸状を呈した。一方、茎頂部

を培養した結果、 ミリラヅプは 90%が正常個体に生長したのに対し、アルミフ

オイルおよびルミラーは半数が水浸状になった。

3.正常幼植物が生育している培養器内の CO2の継時的変化を、各種培養器栓を

用いて測定したところ、暗期はアルミフオイルおよびルミラーで高い値を示し、

特にルミラーでは 8，OOOppmを上回った。また、明期では培養器外より低い値ま

で減少した。ミリラップについては、暗、明期を通じて低い値で一定していた。

4.正常幼植物を含む培養器内のエチレンの変佑を各種培養器栓を用いて測定

したところ、ルミラーを用いた場合やや高い値を示し、ついでミリラヅプであ
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った。いずれの栓においても明期の方が暗期よりエチレン渡度はやや高い傾向

を示した。

第3節 正常個体および水浸状個体を有する培養器内のガス環境の比較

正常および水浸状幼植物の生育している培養器栓の異なる培養器内の C02の継

時的変化およびエチレン渡度を測定した。 C02濃度は、アルミフオイルでは正常

および水浸状とも暗期で上昇したが、明期での減少は、水浸状は正常葉よりも

緩やかで、培養器外以下になることはなかった。ミリラヅプでは、水浸状葉も

正常葉と同じく明、暗期を通して一定していた。エチレン準度は正常および水

浸状ともルミラーで高く、明期では水浸状個体より正常個体の方が、いずれの

栓において温度が高かった。

第4節 水浸状個体の正常個体への回復の試み

水浸状化したシュートを正常に回復するための実験を試みた結果、ミリラヅ

プ栓をした培養器で継代することで完全な正常個体に回復した。また、ゲルラ

イト (0.4%)、マンニトール (50mM)、ABA(0. lmg/ Q )、フロリジン(1.Omg/ Q )の

培地への添加は、完全な回復は見られなかったが、緑色が護くなるなどの囲復

の兆しを示した。また、培養温度は 200C、光源は陽光ランプより蛍光灯の方が

水浸状の程度が軽くなった。。

第5節 再生した正常個体と水浸状個体の組織形態学的および生化学的比較

1.再生した正常個体と水浸状個体の組織形態学的比較を、光学および走査型

電子顕微鏡により行った。その結果、水浸状イじしたシュートは葉が正常葉の5倍

程度に肥厚しており、細胞は全体に液胞化した大きさの不規則な細胞で構成さ

れ、大きな細胞間隙が存在した。また、水浸状の葉の表面は凹凸が著しく、孔

辺細胞が肥大し、気孔が陥没するなどの奇形を呈した気孔が観察された。

2.再生した正常個体と水浸状個体の電気泳動によるパーオキシダーゼアイソ

ザイムザイモグラムを比較したところ、水浸状個体は正常個体に比べ、バンド

が濃く染色され、また水浸状個体に特有のパンドが存在した。
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hydrid plants (HicotU08 glutioosa(n) +爪 tabacum(2n) } via genetic: 
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