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第2章 リンドウ科園芸植物の組織陪養系の確立
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第2.'巾;戸T リンドウ科闘ニぷ:楠物の組織t峨計j義妥系の倣僻:J

第1自釘節i口j リンドウの再分化系の碓確?立

1 . 主将." 

リンドウの繁舶は，般に精子で行われるが，さしJfおよび株分けによる地

別も IIJ能で、ある.リンドウ属には，純知によってはさしよJ:繁舶が作幼であるが¥

その後3 航物件;が快育しにくいものが多い(r日池 1984) .また，切り花に多

くもl!われているエゾリンドウの栄長繁舶は， 刊lの系統を除いて難しい.

近年，リンドウの育種は岩手，長野，栃木および向似の名山で行われている

が，そのほとんどは交雑によるものであり，内;Jぷされた/IJI純はr~定種あるいは

F lhh純であり，優良な形質をもつためFIIμ1hV1J1

れる. F I Ml1il!育成のためには，遺伝的に均-な交配I~J本の育成が不可欠であ

る.しかし，リンドウは他殖性で n航弱勢が強く I~本の維持のため臼殖を繰り

返すと強度の1'1荊弱勢が生じ， 1'-1:本として使うことが休|難になる.また，同定

相についても地荊率が低いことがあり，その納長引先IJ>私を1i.4めることが望まれる.

これらの解決のために組織陪養法によるW:舶が期待される.羽布までリンドウ

!瓜刷物の組織地義による大量増航や栴々の314行からの航物体の再生に関する

多数の鰍(つがある(去2-1) .大;式用舶を1l(t<Jとして， 3長頂培養(佐雌

1986，阿部 1988， 丸田ら 1989，向精ら 1991， Yamada et al. 1991， 

Sharma et al. 1993)や市条原基誘導(天野ら 1989， rH干・大村 1991，消

野ら1991)が行われ，再分化系を円的として不定肝形成 ([11、p: 1991，白津ら

1991) ，不定牙形成(村山ら 1993， Hosokawa et al. 1996)などの報代が

ある . その他，半数体作出を 11的として，約1~Y1~ (松本 1986)および花粉府

主主(小林 ・米内 1991)も行われている.しかし，不定見誘導や不定限形成に

よる効端的で公定した再分化系は剥布のところ昨なされているとは芦い難い.
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ぷ2-1 リンドウ属梢物の純物語li織tf'ilfにi期する搬代 -f.L

不明 千1，

G. makinoi 

G. triflora ~ G. scabra 

G. triflora ~ G. scabra 

G. triflora ~ G. scabra 

G. triflora 

G. triflora 

G. triflora 

G. triflora 

G. triflora 

G. scabra 

G. scabra 

G. triflora 

G. scabra 

G. triflora ~ G. scabra 

G. kurroo 

G. triflora ~ G. scabra 

外航J'r-

約

寺三頂

茎頂

主主I兵

茎I兵
忠
良』

車内 出 文

航物件~11}/t f.公本(1986) 

組冬芽の形成佐藤(1986) 

大lJ(増殖 阿部(1988)

布ft物体再生 丸田ら(1989)

111条除法誘導天野ら(1989)

不定腕形成 区|平(1991)

献

中長点

't長J11

前条原必誘導 間平 ・大村(1991)

不定腕形成 西海ら(1991)

茶頂{，越冬牙)刷物体r!J'J: 

jミ受精!妊珠 ~1{物体~}生

生長点 大川地州i

生長J，'~ fl'j条)J;i基誘導

花粉 純物体i写生

葉片 不定芽形成

高橋ら(1991)

村リiら(1991)

Yamada et al.(1991) 

消野ら(1991)

小林・米内(1991) 

村山ら(1993)

茎I貞，茎 大tJl噌荊 Sharma et al.(1993) 

葉，茎，線 不定!!形成 Hosokawa et al.(1996) 
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リンドウにおいて効率的な再分化系を跡、主することができれば，大出;増舶は

もとよりプロトプラスト晴義や形質転換などバイオテクノロジーを用いた新

たな(1.fifif支術を確立できることにつながる.そこで，本研究では，リンドウの

rl}分化系の6在、止を日的として来j十倍益による航物体IT}'I:について検討した.

2.材料およびJj法

( 1 )材料

材料は，ササリンドウ (G.scabra) TO系とエゾリンドウ (G.trゴf]ora)

制|晩2およびY系の生長点由来の1照的航物体を川いた.これらの無菌植物体は，

航物成長調節物質を含まないトfurashigeand Skoog (1962)府地(tfS培地)を

法本とし，ショ糖3% (w/v)およびジエランガム0.2%(w/v)を添加し， pH 

5.8にtU~幣した培地で継代培養中のものを川いた.

(2 ) 集JIr'.t町長

外相、n-として， 1m菌純物体の比較的特い 1:{lL~をメスで、約10mm内βに切り取

ったものを用いた.カルス形成府地は， MSift地に航物成長調節物質として，

2，4-dichlorophenoxacetic acid (2，4-D) 0~2.0mg/lおよびNti-benzyladenine

(BA) 0.5--2.0mg/lを添加した12区を川いた.20 x 90mmの1照的のフ・ラスチック

シャーレに明地を30ml添加し， 1シャーレ吋たりliEj十を10個円床し，各区3シ

ャーレを川い合計30伺の葉片を出-接した.なお，約3011ごとに同じ車且成の培地

で、継イtを行った.約90日間培養後，形成したカルスは， ~1S.tB地にBAを 0 ， 0.5 ，

1.0， 2.0， 5.0mg/lあるいはN-l，2，3-thiadiazol-5-yトN'-phenylurea(TDZ)を

0， 0.5， 1.0， 2.0， 4，Omg/l添加したシュート誘導明地に継代し， 30円ごとに

hiJじ組成の階地に継代し，シュート形成を調子fした.
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次に，O. scabra TO系およびO.triflora Y系の~noから I~(般的なシユート誘

導におけるTDZの効果を調査した.11Ij述と同級に u立のliSを約10mm内jjに切り

取り外相(};-としてfI]い， 20 x 90阻のプラスチックシャーレ、'iたり10似の菜片を

iFfUえした.シュート誘導培地は， MSを法本とし， TDZ 1. 0 mg/lと10.0mg/lお

よび1-naphthaleneaceticacid (NAA)を0，0.1および1.Omg/lを添加した合『汁

61){を投与iごした.t白地にはショ粕3%(w/v)，ジェランガム0.2%(w/v)を添加

し， pHは5.8とした.約30日ごとに1，Uじ組成の的地で、継代を行った.倍長は，

すべて200C，3，0001ux (25μmol photons/IB2/s)，24H与1111111三条件下の人工気

象総件jで行った.なおシュート形成後は200C，3，000lux， 16時間日長条件ドの

人 L気象総内で培主主を行った.

不足:肝誘導には，葉片を長さ10mm，制21lllIl-f11~皮にメスで細断して外植片とし，

I白地を30ml添加した20x 90mmのプラスチックシャーレに 1シャーレ当たり葉

J'roを10側同氏し， 10シャーレを用い合計100伽!の必nを白床した.培地は， TDZ 

10mg/lとNAA0 .1mg/l ，ショ糠3%(w/v)とジェランガム0.2%(w/v)を添加し

た郎防地を川いた.t音養は， 250C， 3，000luxの1611与Imll長の条{午で行った.な

お，緋:代桝長は初代培養と同じ組成の明地をJlJい，約3011ごとに行った.

3.結果

( 1 )リンドウ葉片からのカルス形成およびカルスからのシュート誘導

O. scabraおよび:0.trifloraを用いて2，←DとBAの車Ilみ作わせによるカル

ス形成への影響について調伐を行った.G. scabraに|刻して，カルスは，t音益

約201111ころから集片の切りrI付近に形成され、その後，t市長90円日ころに柴

n-のぷj支川こ球状の黄色のコンパクトなカルスが形成された(1刈2-1) .こ

のカルスはその後ピンセットでつまむとぱらぱらこぼれやすい形態になって
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図2-1 G. scabra TO系葉片からのカルス形成状況

葉片に形成された球状カルス

2，4-D 0.5mg/l+BA 1.0mg/l添加区(6区)

(培養約90日後)
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明航した.カルス形成率は， 2，4-01摂添加lズ(1，5， 9T()を除いた他の!メ;

で37-100%の頻度で形成された(ぷ2-2) .キJtに， 2，4-0とBA各0.5mg/l

添加lfX:(2 TOでは，すべての葉n-でカルスの形成がみられた.カルス増殖の
利!立は，カルス形成率の高い2，4-00.5mg/lとBA0.5mg/l添Jm!.迂および:2，4-0

0.5mg/lとBA1. Omg/l添加区(51_，()において良好であった.シュートおよび

似の形成はいずれの区でもみられなかった.

G. trifloraについても同機に2，4-0およびBAの組み合わせによるカルス

形成への影特について検討を行った.消長141111ごろに;iEli-の周開にカルスが

形成し，その後史片全体にカルスが形成された.カルス形成本は， 0-100% 

と変災し，特に2，4-00.5mg/lとBA1. Omg/l添加1)((5 t()および2，4-01.0 

mg/l， BA 2.0mg/l (11区)では，それぞれ100%および97%と白いカルス形成

本を心した(ぷ2-3) .また， 2，4-0 1nt添加Hx:(l，5， 9医)， 2，4-0 

1.0mg/lとBA0.5mg/l添加ほ(3 12<:)ではカルスが形成されなかった.なお， G. 

trifJoraにおいても，シュートおよび似の形成は，これらカルス形成培地で

はみられなかった.

G. scabraの葉片山来カルスについては， BAの泌!立を変えた5縄類のシュー

卜誘導府地に継代し，シュート形成についてt制作した(ぷ2-4) . BAを1.0， 

2.0および5.0mg/l添加した培地では，移梢401Jころにシュートおよび不定限綴

のものが形成された(関2-2 A) .これらの形成本は低かったが， BA濃度が

向いほど形成準が高くなる傾向があり， BA 5.0mg/l添JJIIIズがぶ113で，シュート

形成主幹は， ;η床したカルス令体の5.6%であった.また，カルス形成培地の違

いにより，シュート形成に打干の走只がみられ， 2，4-0 0.5mg/lとBA0.5-2.0 

mg/l添JJIIIメ:(2， 5， 101亙)および2，4-D1mg/lとBA0.5mg/l添)J日以(3医)

で形成したカルスだけが、シュートをJB成した.11111えしたシュートは，他物成長
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表2-2 G. scabra TO系葉片からのカルス形成に及ぼす植物成長調節物質の影響

試験区 植物成長調節物質 (mg/l)置床数 カルス シュート 線形成数

形成数 (%) 

2，4-0 BA 形成数(%)増殖け (%) 

。 0.5 30 O( 0) O( 0) O( 0) 

2 0.5 0.5 30 30(100) +++ O( 0) O( 0) 

3 1.0 0.5 30 11 ( 37) + O( 0) O( 0) 

4 2.0 0.5 30 21( 70) ++ O( 0) O( 0) 

5 。 1.0 30 O( 0) O( 0) O( 0) 

6 0.5 1.0 30 26( 87) +++ O( 0) O( 0) 

7 1.0 1.0 30 25( 83) ++ O( 0) O( 0) 

8 2.0 1.0 30 25( 83) ++ O( 0) O( 0) 

9 。 2.0 30 O( 0) O( 0) O( 0) 

10 0.5 2.0 30 20( 67) ++ O( 0) O( 0) 

11 1.0 2.0 30 25( 83) ++ O( 0) O( 0) 

12 2.0 2.0 30 24( 80) + O( 0) O( 0) 

けー :なし， + .やや増殖， ++ :普通， +++:旺盛
調査日:培養約90日目

r
hd
 

eEE-.
 



ぷ2-3 G. Lrif10ra ‘傾晩2' ~}II.からのカルス形成における植物成長調節物質

のi必哲i

ぷ験μ: 杭物成長調節物質 (mg/l)WiIぷ数 カルス シュート 線形成数

形成数 (%) 

2，4-D BA 形成数(%)増殖け (%) 

。 0.5 30 O( 0) O( 0) O( 0) 

2 0.5 0.5 30 15( 50) ++ O( 0) O( 0) 

3 1.0 0.5 30 O( 0) O( 0) O( 0) 

4 2.0 0.5 30 5( 17) + O( 0) O( 0) 

5 。 1.0 30 O( 0) O( 0) O( 0) 

6 0.5 1.0 30 30(100 ) ++ O( 0) O( 0) 

7 1.0 1.0 30 21( 70) + O( 0) O( 0) 

8 2.0 1.0 30 25( 83) ++ O( 0) O( 0) 

9 。 2.0 30 O( 0) O( 0) O( 0) 

10 0.5 2.0 30 4( 13) + O( 0) O( 0) 

11 1.0 2.0 30 29( 97) + O( 0) O( 0) 

12 2.0 2.0 30 13( 43) + O( 0) O( 0) 

けー:なし， + .やや増殖， ++持通， +++: B王峨

調作11:明義約90nfl 
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表2-4 G. scabra 'TO系3 の葉Hill来カルスからのシュート誘導

率におけるBA濃度の影響

カjレス 1) BA濃度 (mg/l) シュート

形成培地 誘導率

。 0.5 1.0 2.0 5.0 平均 (%)
2 0/10 0/10 0/10 0/10 1/10 2 

3 0/10 0/10 0/10 0/10 3/10 6 

4 0/10 0/10 0/10 0/10 。
6 0/10 0/10 1/10 0/10 1/10 4 

7 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 。
8 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 。
10 0/10 0/10 1/10 2/10 0/10 6 

11 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 。
12 0/10 0/10 0/10 。
平均(%) 。 。2.2 2.2 5.6 
1)カルス形成地地は，表2-2を参照

シュート誘導数/霞床数

調査白:シュート誘導培地に移植後約80日目
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図2-2 G. scabra TO系葉片由来カルスからの不定芽(不定匪)および植物

体の再生状況

A:葉片由来カルスに形成された不定芽および不定庇

BA 5.0mg/l添加区(移紘後40rl) 

B:葉片由来カルスからの梢物体再生

BA 5.0mg!l添加区(移植後60F 1) 
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調節物質添加のMSJ古地に移植したところ移航後6011ごろに航物体が再生した

(I~12 -2 B) . 

次に， TDZをJlJいたG.scabra~) ~-rll米カルスからのシュート誘導について

検1討を行った.特に，カルスj杉成府地の"1で2，4-D1. Omg/lとBA2.0mg/l添加
!x~ (11!メ)で形成された球状カルスを 1flMごと(巾体)に切りが{し問床したも

のと集!~'I ごとにほ床したものに区別し，シュート誘導数を比較した(去 2-5). 

その車内民， fii問で病床した場合では， TDZ 4mg/l添1m!，ズを除いたすべての医で

カルスが総色を官しt自嫡した(ぷ2-6，似12-3A).シュートは，移植後

6011ごろにTDZ0.5mg/lおよひ'1.0mg/l添JJII!ズで誘導され(!刈2-3B)，その

頻度は80-100%と高かった.その後， ri1J系llJぷの府地に継代を行ったところ，

TDZ 0.5mg/l添}mn~jのシユート形成および保育が良好であった . それに対し，

l例ごとに巾体で円床したものはすべての!ズでシュート誘導がみられなかっ

た.TDZ 1l!~添加lþ(およびTDZ O. 5mg/1添1Jr1!'><:でカルスが緑色をIJ¥したが，その

後シュートの誘導はみられず，議終的には他のIズと!IIJ械にあli死した.

( 2 )リンドウの策片からのシュート誘導

前述の実験結果からTDZがシュート誘導に効*的であったため、さらにその

効民を僻認するためにTDZとNAAの組み合わせでG.scabraおよびG.triflora'の

丸Eli-をJlJいて調斉を行った.その結果は，J<2-6および去2-7に示すとお

りである. ~I，j栂とも，培養 7 口ころにカルス形成がみられ，その後，緑色のコ

ンパクトなカルスとなった.カルス形成本は， !，lrj HlともNAAの濃度に比例して

刈くなり，NAA 1. Omg/lの時，TDZの濃度にかかわらず74%以上の形成率を示し，

G. trifloraでは100%で、あった.1な分化は， 30r IごろからG.scabraで、はTDZ

10mg/1とNAAO.lmg/1添加区で、不定限形成がみられ(凶2-4 A) ， G. 

ー 19・
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ぷ2-5 G. scabra 'TO系， ~nïll米カルスからのシュー ト誘導に及ぼすTDZ

の彫響

i内床時のカJVA形態 TDZ(mg/l) In床数 緑色カJレス数(%) シユF ト形成数(%) 

集団 。 10 10(100) O( 0) 

// 0.5 10 10(100) 10(100 ) 

// 1.0 10 10(100 ) 8( 80) 

// 2.0 10 6( 60) O( 0) 

// 4.0 10 O( 0) O( 0) 

~r.体 。 20 20(100 ) O( 0) 

// 0.5 20 5( 25) O( 0) 

// 1.0 20 O( 0) O( 0) 

/1 2.0 20 O( 0) O( 0) 

// 4.0 20 O( 0) O( 0) 

調査8:シュート誘導培地に移梢後約80日目
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J<2-6 G. scabra 'TO系'のSEJ 十.tfT1~からのカルス形成および器官形成に

&.ぽす植物成長調節物質の影特

純物成長調節物質 (mg/l)置床数 カルス形成 不定日査 不定根

本(%) 誘導率(%) 形成率(%)

TDZ NAA 

1.0 。 100 13+5.211 0+01) 0+011 

1.0 0.1 100 66+15.3 0+O 45+14.6 

1.0 1.0 100 100+O 0+O 57+8.6 

10.0 。 100 3+2.3 0+O 0+O 

10.0 0.1 100 65+10.9 3+3.2 7+4.5 

10.0 1.0 100 74+12.4 0+O 54+7.1 

11、F均+様準誤差

調資11: .1:密接約110日目

-21 -



‘-.__. -

ぷ2-7 G. triflora 'y系'の柴n-府提からのカルス形成および器官形成
誘導に及ぼす桔物成長調節物質の彬符

純物成長調節物質 (mg/l)置床数 カルス形成 シュート 不定根

本 (%) 誘導率(%) 形成率(%)

TDZ NAA 

1.0 。 100 3+2.2け 0+01) 0+01) 

1.0 0.1 100 87+6.5 13+ 4.2 7+3.2 

1.0 1.0 100 100+O 11+5.1 100+O 

10.0 。 100 94+3.6 8+5.8 0+O 

10.0 0.1 100 95+3.2 38+11.6 50+17.6 

10.0 1.0 100 100+O 25+10 99+1.1 

川、I~均+傑準誤差

調作LI:培養約110円日
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図2-3 G. scabra TO系柴片由来カルスからの不定芽形成

A:葉片に形成されたカルス(t育英約30日後)

B:葉片に形成された不定芽 TDZ 0.5mg/1添加区

(移植後約60LI後)
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図2-4 リンドウ葉片カルスからの器官形成

A : G. scabra TO系，不定庇形成

TDZ 10mg/l +NAA O.lmg/l添加区(培養約80日後)

B : G. triflora Y系，不定芽形成

TDZ 10mg/l +NAA O.lmg/l添加医(培養約80日後)
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trifloraではTDZ1. Omg/l， NAA無添加lt(以外のすべての以で不定牙形成がみ

られた(1刈2-4B).再分化本はG.scabraでは3%と低かったが，G. 

trifloraでは8--38% と比較的高いfl~i を /1' した.

-ノI_j， fl~の形成は，両種とも情長開始251111 ごろにNAAを添加したすべての

1>(でみられた.特に，G. trifloraで、は， NAA 1 mg/l添)JIII>(で99--100%の尚頻度

で似が形成された.集片あたりの艇の数は， .t出血に添加lした航物成長調節物質-

の iJ~l立に関係なく 1--10本程度で、あった.

( 3 )リンドウ柴H-からの不定肝誘導

前述したようにG.scabraで1ま， TDZ 10mg/lとNAA0.1 mg/l添加医で策片か

らの不定阪の形成が確認された.そのため， 1I iJじ，試験|ズを設定し，葉片からの

イ41iij併誘導について追試を行った.

明地にlnwした柴片は，隣接30日ころにぷ1Mおよび‘柴JH訓JMにカルスを形成

した.その後，カルスは増婚し， 6011ころには必のぷrmを巡った.カルス形成

本は42%であった(表2-8) .形成されたカルスは，水分をやや合んだコン

パクトな形状であった . カルスの色は， i白色から淡い ~Q緑色を示した . また，

Ì~'11!i 7 0 r 1後には，カルスの一部に不定腕の形成がみられ(凶2-5A，B)， 

形成された不定月モの形成5~は， 37%であった.イくAiij陀を形成したカルスは，ピ

ンセットで摘むと，カルスが小さく分離した.また不定j陀の e部にはグリーン

スポットが観察された.形成された不定肝は，不kizHモ誘導明地と同組成の培地

に弱者代したところ成長し，シュートを形成した.その後，{rlr長したシュートは，

Nt物成長調節物質無添加のMS府地に継代したところ， ~I'~物体を再生した(関 2

-5 C) . 
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ぷ2-8 G. scabra TO系の必Hか らの不定j任形成

縞物成長調節物質 (mg/l) l~床数け

TDZ NAA 

カルス

形成本

(%) 

底

率
定

減

川川

不
売
れ
し

10 0.1 100 42+15.321 37+13.721 

11 1シャーレ当たり:葉片10例霞床

2 ) 、I~均±標準誤差

調査口:培養約70口11
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図2-5 G. scabra TO系柴片からの不定庇形成

A:葉片に形成された不定庇(培養約70日後)

TDZ 10. Omg/l +NM 0.1mg/l添加区

B:Aの拡大写点

C:不定阪から航物体再生 u荷主主約120日後)

植物成長調節物質無添加医
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4. "号旗

布I~物語Il織t荷主主の器官分化は，オーキシンおよびサイトカイ ニンの 2種類の純

物成長調節物質の沿的なバランスによって制御されること，およびカルスを誘

導する段附でもこの両者が共存する必要があることが知られている.三位

(1989)は，総代分化に対する外f主的な航物JJ，記長調節物質の要求性は，柄物の

，FH， J:l1li 1"州立などによって大きく 5~なるため，未知lの材-料を研究対象とする場

合には，必然的に広範な濃度でオーキシンとサイトカイニンを組み合わせるこ

とになるが，この2種類の植物成長調節物質で総日分化できない植物が未だに

多数残っているとしている.

本研究では，リンドウからの効率的な航物体のIl}'!=.系を確立するために，G. 

scabraとG.trif10raの集片を用いて純物成長凋節物質のカルス形成およびカ

ルスからの両分化について検討した.そのがf-*，1，1将軍で・カルス形成および‘再分

化がIIJ能であることが明らかになった.n1，j.fifiにおいて2，4-0とBAの組み合わせ

でカルス形成をみたところ，多くの附地でカルス形成したが， 2，4-0無添加l涯

ではカルス形成しなかった.G. trifloraの民nからのカルス誘導は， NAAとカ
イネチンの組み合わせでも高〉容で行われており(木村 1989) ，本研究の結果

とも与-えあわせ，リンドウのカルス形成には，オーキシンが不可欠であること

がlりjらかとなった.

カルスからのシユート再生については，従来休l難であることが報告されてい

る(阿部 1988，木村 1989，糸即 1991) .本実験において，G. scabraを用

い， BAと TDZによるシュート誘導について l'l~ft したところ，両植物成長調節物

質ともシュート誘導に効果的であることがぷされた.BAについては， 5.Omg/l 

と111濃度， TOZについては， o. 5'"'" 1. Omg/ 1と低泌皮が似j民的であり，特にTDZの

効民が尚かった.
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カルスからの再分化に対してTDZの効果がlfJかったので，G. scabraおよびG.

trif10raをJIjしγfDZの効果を追試したところ， 1川，1

導され， TDZの4矧効り功U ~果Rが6確在認認‘された . G. trifloraでは， TDZ 1. 0および10mg/l添

加の.tt'ijisで広範聞に不定芽形成がみられた. . jj， G. scabraでは， rlJ分化の頻

度は低かったが， NAA O.lmg/lとTDZ10mg/l添Jml)くでイ'i-凶作形成がみられた.

リンドウのr1J'1ミ系に関しては，前述した織に-般的に休|嫌である.その中でも

相々の航物調節物質の効果が調俺されており，村IIJら(1993)は， KT-30 (ト(2

-chloro-4-pyridyl)-3-phenylurea )がBAおよびゼアチンよりもシュート誘導

に効民的であることを報告し， i詰近， Hosokawa et al.(1996)はTDZの効果が高

いことを報伐している.本実験もHosokawaet al. (1996)の結果と同機にリン

ドウの柴n-からのシュート誘導にTDZが効果的であることを/Jミした.TDZは，
urea系のサイトカイニンで， BA，カイネチン，ゼアチンなどのadenin系のサイ

トカイニンよりも活性が高く(Moket al. 1982， Lu 1993)，特に木本純物のシ

ユート誘導に効果的であることが搬(与されている (Moket al.1982， 増田ら

1994) .本研究により， TDZが従来休l難であったリンドウ必nからの再分化を

平洋溺にし，分化に奄要な役割を来たすことがlりlらかとなった.

G. scabraとG.trifloratこおいて史片からのIIJ分化がI可能となったが，両種

において1I五分化の過程で差異がみられた.すなわち，G. triflora~ま不定芽形

成であり ，G. scabra~ま不定芽および不定})f形成の耐えiがみられ，特にTDZを用

いたとき不定妊のみ形成された.このように純山で何分化過粍に差異が生じた

~I材は現必のところ不明であり，今後多くの系統を川いることでi切らかになる

かもしれない.ただし，G. trifloraに|刻してはHosokawaet al.(1996)も不定

見形成のみを飢察しており，府間でのTDZ'こ対して巡伝的足児が布布すること

が般参持される..EJU正まで 3 リンドウの不定}Jf.)形成は， 2，4-Dを使川した崎地を
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Jrjい，G. trIflora，のみで報告があり(同i平ら 1991， 111 、I~ 1991)， G. 

scabraでは報公がなく，本研究が忌初のものである.この不定肝ー形成系は，

rlJ射性もあることから，今後大出;噌舶に利JI1できるだけでなく肝，形成の機構を

解析する 1:で、役立つものと忠われる.

以じみ;研究では，リンドウ2結についてJlul-を川いた不定広および不定限

形成の効率的な|与分化系を確立することができた . 今後，みJ~";if系のがLJTI性を

lりjらかにするとともに，増殖や形質転換に不IJ川することが期待される.

第 2節 リンドウの不定庇形成の組織学的観察

1. *r..;; 

受納fJf以外に形成される院は，不定月モあるいは脱線体と呼ばれ，植物系悦哉培・

1'!:fi去により 2 カルス，懸濁I育長細胞，がjおよび花粉などから誘導で、きることが

ぷされている (Tisseratet al. 1979， Enans and Sharp 1981， Ammirato 

1983) .飢餓情強で誘導された不定慌の形態I'!''.)飢伐の鰍(与は， lji子菜類では，

イネ (Jonesand Rost 1989) ，コムギ (Maheswaranand Williams 1985) ， 

トウモロコシ (Vasilet al. 1985) ，ギニアグラス (Luand Vasil 1985) 

などがある.また，双子菜類では，ニンジン (Reinert 1958， Dodeman and 

Ducreux 1996) ，キャッサパ (Stamp1987) ，ナス (Mohammadet al. 1991) ， 

トウガラシ (Binzelet al. 1996) ，チャ (Kato1996) ，セイヨウミザクラ

(Garin et al. 1997)およびチョウセンニンジン (Choiet al. 1999)など

多くの航物で報i与されている.

リンドウでは，G. trÍf10ra の箭 (rll \ l~ 1991)および茎似(内海ら 1991) 

から不定阪が形成されたことが報fりされている.しかし，これらの不定肢の槻
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竹は|勾i恨観察によるものであり，組織争的な観察は行われていない.

そこで，本研究では，第1節で明らかとなった不定j筒形成系を川い，不定限

j助成機構の解析の-っとして組織学的観妓を行った.

2.材料および点法

( 1 )材料

材料は， MS!ffl也で育成した生長点山米のG.scabra TO系の1~括的植物体の展開

策を川いた.

( 2 )不定版形成

!日j節と同級にTDZ10mg/lとNAAO.lmg/lを添))11 したMS!~y地で柴片を培長し ，

不定JJfをt誘導した.

( 3 )組織学的観察

パラフィン切n法による組織学的観終を行った. ~)\.!市長後， .t高義7H， 15 

I 1， 30 I 1， 40 I Iおよび60[1 FIの外航片を探i以後，それぞれ酢酸アルコール(酢

酸 :エタノール=1 : 3 (w/v) )で~241J..JII{Wil定し，その後， 70%エタノール

に入れ，冷)~~H!内で、保存した.脱水および透徹は，エタノーループタノールシ

リーズで行い，パラフィン切片は， fn1転式ミクロトームを川い， Hさ10μmで

作成した.染色は，デラフィールドのヘマトキシリンにより行い，組織を光学

顕微鋭で観察し， qz点J最影を行った.なお， r川定から染色およびパラフィン封

人まではぷ2-9にぷすとおりの刊l闘で、行った.

3.結果
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表 2-9 パラフィン切片の作成方法

悶定 酢酸アルコール(酢酸:エチルアルコール 1 : 3 (v /v) ) 

脱水および透徹 ( 1) 70% EtOHll 
( 2) EtOH : n-BuOH21 :蒸留水
( 3) EtOH : n-BuOH :蒸留水
( 4) EtoH : n-BuOH :蒸留水

( 5) EtOH : n-BuOH :蒸留水

( 6) EtOH : n-BuOH 
( 7) 1摂ノjくn-BuOH
( 8) AA71<n-BuOH 

40 : 10 : 50 (v/v) 
50 : 20 : 30 (v/v) 
50 : 35 : 15 (v/v) 

40 : 55: 5 (v / v ) 
25 : 75 (v/v) 

パラフィンの浸透 ・包埋(1 )パラフィン(少量の無水n-BuOH)65
0

C 

パラフィンの溶除

染色および封入

( 2 )パラフィン 65
0C 

( 3 )パラフィン 650C 

( 1 )キシレン
( 2 )キシレン

( 3 )無水EtOH
(4 )無水EtOH

( 5) 90%EtOH 
( 6) 70%EtOH 
( 7 )水洗

( 1 )デラフィールドへマトキシリン染色
( 2 )水洗
( 3 )塩酸アルコール
(4 )水洗
( 5) 70%EtoH 
( 6) 80%EtoH 

( 7) 90%EtOH 
( 8) 95%EtoH 

( 9 )無水EtoH
(10)無水EtOH
(11)キシレン

(12)キシレン
(13)封入(カナタソTルサム)

1)エチルアルコール 2) nープタノール

-32 -

8'" 12時間
8 '" 12時間
8""12時間
8""12時間

8'""12時間
8 '" 12時間
8"'12時間
8'""12時間

12時間

12時間
12時間

3'""'5分
3""5分

30秒""1分
30秒'""'1分
30秒"'1分
30秒'""'1分

3'""'5分

6分30秒
30秒'""1分

5 '""'10秒
5分

30秒""1分
30秒'""'1分
30秒'""'1分

30秒"'1分
30秒'""'1分
30秒'""'1分
30秒"'1分
30秒'""1分
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.t~1lfll'の会Eli-から，プレパラートを作成し，その縦断l耐を検鋭したものを凶

2-6から閃2-8 tこ示した.無出i植物体の柴J¥.は， 115j;-を椛成する表皮，柵

状組織および海綿状組織などの組織のlベ別は不明瞭であったが，細胞は規則的

に配列しているのが観察された(凶2-6 A) .収益した柴n.は， .t荷主~n数の

約過とともに柴Ji.組織の内部で細胞分裂が起こり，細胞の配列が不規則となり，

3011後には， SSIt-の内部にカルスを形成するとJぷわれる細胞の集問構造が観察

された(1刈2-6B). 

.tl守長'1'の来日-には， .t帝養日数の経過とともに，綴々な'1:.行段階の不定肢が観

旅された..tfy長30仁!日ごろには，カルスのぷ!伺近くに分裂活性の高い細胞群が

多くみられた(凶2-7 A) .また， IMJじく府長30r 1 r Iには，表皮細胞の一部

から球状明阪の形成が観察された(閃2-7B)..t自必401J日には，表皮細胞

に :械刊を持つ心臓型!珪以降の不定j陀が観察された (1)(12 -7 C) D) .さら

に的必6011日には，魚雷型の不定阪が形成された (1)(12 -7 E) .この不定!圧

には，よ長国付近に分裂活性の高い向付立が観察され，その反対Jj向に根の原基と

みられる分裂前性の高い部位が観察された.不定日モのJ.<J.支は，綴が染色された

細胞で形成され，腕の'i1央付近には維管点が梢成されていた.

ゾJ，mdSH数の経過したカルスを構成する細胞は，柔細胞と分裂活性を持

つ細胞併に分けられ，さらに後者の細胞併は，細胞'1'の級の形態的特徴から二

つのタイプに分けられた(表2-10) . Aタイプの細胞併は，外部形態的に核

が制点し，カルス表面部分に多く分布したが，カルス内部にも観察され，この

分裂活性を持つ細胞は，柔細胞とは細胞の形態および染色状況から区別された

( 1刈2-8A).Bタイプの細胞は，その同点がAタイプと同織にカルスの去

1(1 i近くに観察されたが，濃く染色された核が小心にあり，細胞全体に対する核

の;月IJfiが小さいなどの特徴を持っていた(凶2-8B). 
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関2-6 G. scabra TO系の葉片情義における不定位形成の組織学的観察

A:無菌植物体の展開禁断固 (x100) 

B:培養30日後の葉片断固(x 100) 
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図2-7

A:表皮周辺の分裂活性を持つ細胞群(培養30日後)

B:表皮からの球状阪形成(地長30円後)

C:心臓型庇(精養40円後)

D:心臓型庇から発達した二様性を持つ不定庇(培養40日後)

E:魚雷型庇(培養60日後)
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関2ー8 G. scabra TO系葉片培養においてみられた分裂活性を持つ細胞群

A:Aタイプ型細胞群(情義3011後)

B:Bタイプ型細胞群(府議3011後)
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ぷ2-10 リンドウ柴j十由来カルス組織内に見られる細胞群分布状況と形態的特徴1)

タイプ 細胞併の分布状況

A 

B 

カルスj持辺，内部

表皮周辺，内部

け写真は，出12-8を参照

細胞中の核の形態的特徴

械が偏-It，骸の別合が大きい

核が111心に存在核の;切合が小さい
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4.与-察

航物語11織前提をJ日いた大量噌殖には，装fn，不定JJあるいは不定院を月jいる

Jj法があり，不定限の用殖効率が高いとされ(内村ら 1990) ，純物の各器白

から不定院をi誘導することが幸IH有されている (Tisseratet al. 1979) . 

本研究では，リンドウ葉片山来カルスから誘持された不定JJモおよびカルスの

制凶私学的飢察を行うことにより，不定JJiJ形成過れの機構の解明を行った.消長

301111の~}~-飢終で，集j十内の細胞配列が変化し，細胞分裂していると忠われ

る細胞集HIの(f-点を催認した.この形態的変化はリンドウ(小れら 1994)お

よびリンゴ (War官arete 1988)において搬仇されている柴n-内部の表皮細胞
配列の乱れや維管点周辺の細胞分裂および純状構造の111現と一致している.

次に，形成されたカルス細胞を観察した結栄，カルスのぷ而付近および内部

に分裂泊料:を持つ細胞群がみられた.カルスぷI(JIに形成された細胞群の細胞は，

濃く染色された大きい核を持っていた.また，カルス内部の細胞では， 二つの

タイプの細胞併がみられた. ーつは，紘がqIJL，¥tこあり， itiく染色され，細胞全

体に対する核の;則合が大きい細胞で構成されたもの(Aタイプ)，もう-つは，

核が何点し，細胞質が大きく紘の制合が小さい細胞で市I~JJ.x.されたもの (B タイ

プ)であった.これらA，B 両タイプの細胞併は，カルスを構成している周辺

の細胞とは形態的特徴から明らかに異なっていた.不定併を形成する細胞の特

徴は，細胞が小さく細胞質に富むもの(鎌111・原111 1982)，細胞が小さく細

胞液胞が発述せず大昭の核が細胞の1=11*にあるもの(総本 1988)としている.

また，イi臥(1965)はニンジンカルスの組織観察を行い，腕r('.)組織を形成して

いる細胞の形態と染色性が，他の細胞と異なり，泌く染色された細胞で構成さ

れていることを搬併している.以仁のことから判断すると，本実験で観察され

たカルスぷ!而の細胞群およびカルス内部のAタイプの細胞で構成された細胞
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ItHよ，ヂ~fJそを形成する細胞と形態的に類似していたことから，これら細胞群

から不定JJfが形成されると推察された.また，)<皮細胞の・部からは，球状明

j怖の形成が観察された.これらカルスや去皮組織でみられたj照的組織は，その

後3 1車場料を持つ心臓型肝，さらには分裂t;f;fll:の尚い~fJ1と似端j京主主をもっ魚

川)~Wkへと発述していった.これらの発述泊料は，従来組織ltt~で報f与されて

いる不定j任形成過相 (Stewardet al. 1958， Ali et al. 1991， Binzel et al. 

1996)と-殺していることから，不定肝であると断定することができた.

以上のことから，本実験では，第1節で舵立したリンドウ柴片からの不定朕

形成系について組織学的に不定妊の発達過料を明確にした.今後，本情義系を

川いて不定j陀分化に関連する遺伝子発射あるいは分子マーカーなどを解析す

ることにより，リンドウの不定庇形成の機構についてより詳細に明らかになる

ことが期待される.

知3卸j エキザカムのlヰ分化系の確心:

1 .紡fr"i 

エキザカム(別称べニヒメリンドウ) (Exacum affine Bal f)は，リンド

ウ科エキザカム属の闘芸植物で，淡紫色あるいは白色の花色を持ち，近年鉢物

として広く利川されている.特に 6月から 7JJにかけて応頭などで販売されて

いる.エキザカムは，リンドウ科に属するが他のリンドウ科純物とは異なり，

mty在地は比較的温度が高い地域のアラビア海のソコトラ.Qである.またアフリ

カから熱市アジア， rll同にかけて約40栂が分布している(サンティスク 1994). 

r I本には， gドワーフミゼットブルー¥ ‘ドワーフミゼットホワイ卜¥ gブ

ルー ・ロココ'および‘ホワイト ・ロココ'など数1111141Eが導入されているが，
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これら導入品稀は品樟改良がほとんどされておらず)J.京純のまま利用される場

介が多い . また陪l~HJ花井としてだけではなく，インドに n午する同属のE.

bicolor.およびE.te tragonumなどは解熱剤として不Ij)日されており(サンディ

スク 1994)，薬川純物としても今後利川倒的があるものと期待される.

エキザカムの繁銅線式は2 ほとんど純子繁航であるが，統的精の中には繁殖

)Jの低いものもあり (Ornstrupet al. 1993) ，そのため組織情義などによる

大川町!刑の舵ιが求められている.また，バイオテクノロジーを利則した他の

リンドウ科凶ぷ純物との遺伝子導入による新{~/fの付:11}なども与えられ，その

ための)~礎となる組織情義に関する妓術開発が不nl欠である.エキザカムの組

織前提に!刻しては， Torres and Natarella (1984)が， j長rft1:育長による多芽体

の形成)Ornstrup et al. (1993)が懸濁細胞からの体制11胞肝誘導および植物

体のrlJ'l:などの報常があるのみである.そこで，ノド節では，エキザカムの来酪説

明1~に|却する嶋礎的な知見を得るために，エキザカムの IIJ.分化系の検討を行っ

た.

2.材料およびJj法

( 1 )材料

材料は，エキザカム (Exacumaffine) (ドワーフミゼットブルー， ((株)

サカタのタネ)を用いた.

( 2 )β法

精子を70%エタノール(ツイーン20 0.1%添加)で30秒間滅闘し，減蔚水

で11111洗浄した.さらに有効温ぷ0.6%次IIE恥ぷ椴ナトリウム的被(ツイーン

20 0.1 %添加)で20分間滅的後2 滅的水で21111洗浄した.滅的した穂子は，
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滅的水を約10ml添加し，滅前済みデスポザプル25mlのプラスチック製の湖f誌

で、滅的水ごと吸い取り，植物成長調節物質無添加のMS!I'1;地(ジェランガム0.2%

(w/v)) 100mlが人った300ml培長JTJ:_fCjフラスコの的地1-.耐に沌入し，帰結

した.これから生育した縞物を知的村(物体として実験材料とした.幣益条件は

すべて250C，3，000lux， 241時間11長条件の明後宅内で行った.

jiSJl-m必では，1!提出i純物体の比較的打い!-.fu:の民を，約lcmV4メjに切り取り 2

外品fill-とした.初めにカルス形成に及ぼす航物成長訓幣物質の影響について検

I討するためにMSi白地(ジェランガム0.2%(w/v) ，ショ納3% (w/v) )に

2，4-D 0，0.5， 1.0， 2.0mg/lおよびBA0.5， 1.0， 2.0 mg/l添加した12区の試

験以を設定した(ぷ2-11).t青地は， 20 x 90凹の滅的済みのプラスチックシ

ャーレに30ml注入し，各区1シャーレ吋たり10例の来日-をjFttkし， 1 rx:当たり

2シャーレを川いた.形成された葉片山米カルスは，約30Uごとに同じ来日成の

明地で、紙代を行ない， j者養90f1nころにBA0.5mg/lおよび1.Omg/l添加のシユ

ート誘導的地に移航し，約30日f1ごとにIIiJじ組成の明地で継代しシュート誘導

についてl制作を行った.

AMi市長では， j照l靖植物体の桜を約1cmのj返さに切り取り，外航片とした.培

地は柴jrtiV伎と問機のものを用い， 2，4-D 0~2.0mg/l と BA 0~2. Omg/lを組み

台わせた16t(を設定した.また，エキザカム1nt州航物体の似に形成されたカル

ス綴のもの(約5mm)を外植片とし， 2，十DとBAを0，0.1， 0.5， 1.0， 2.0mg/l 

を添加した合，汁5区を設定し，カルス形成およひ'シュート誘導について調査し

た.なお，柴g-j脅養および根t書長の培提条件はすべて250C，3，000lux， 24時間

11長条{午のtif長室内で、行った.
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)<2-11 エキザカム来片からのカルス形成および操作形成にぷばす純物成長調節

物質のi必響

試験ば 純物成長調節物質(mg/l) 鐙床数 カノレス シュート 根形成数

形成数 (%) 

2，4-D BA 形成数地勉(%) (%) 

。 0.5 20 18( 90) + O( 0) O( 0) 

2 0.5 0.5 20 19( 95) ++ O( 0) O( 0) 

3 1.0 0.5 20 20(100 ) ++ O( 0) O( 0) 

4 2.0 0.5 20 19( 95) ++ O( 0) O( 0) 

5 。 1.0 20 20(100) ++ O( 0) O( 0) 

6 0.5 1.0 20 20(100) +++ O( 0) O( 0) 

7 1.0 1.0 20 20(100) +++ O( 0) O( 0) 

8 2.0 1.0 20 20(100) ++ O( 0) O( 0) 

9 。 2.0 20 19( 95) + O( 0) O( 0) 

10 0.5 2.0 20 20(100 ) ++ O( 0) O( 0) 

11 1.0 2.0 20 18( 90} + O( 0) O( 0) 

12 2.0 2.0 20 20(100 ) + O( 0) O( 0) 

カルス地荊:ーなし，+やや形成， ++詳述， + + +nf:硲
調子trl:明-義約60円円
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3. 車内~ミ

2，4-0とBAの組み合わせによる柴g.からのカルス形成への影特について調査

を行った.カルスは、初め葉片の周1mに形成され，その後約60fJごろには柴g.

全体に緑色のコンパクトなカルスが形成された (1~12-9 A).カルス形成は，

すべての|メでみられ，特にBA1.0mg/l添JJlllx.(5， 6， 7， 8 rxJではカルス
形成本が100%であった (表2-11) .また， 2，4-0Jm添加|メ(1， 5， 9 [;() 

でも90--100%のカルス形成P事をぶした.シュートおよび似の形成はすべての

|ズでみられなかった.

さらに，カルスをBA0.5および1.Omg/l添加のシュート誘導府地に移植し，

シュート形成について調査を行った結*，移動((後約50rIごろにシユート誘導が

みられた(去2-12，関2-9B).シュート誘導は，カルス形成明地の植物

成長，JM節物質の組み合わせに大きく影科され，特に2，4-00.5mg/lとBA0.5 

mg/l添J1II1メ(2区)は，どちらのl与分化tff地で、も80%以1:のシユー 卜形成率を

ぶした.また)2) 4-0 2mg/lとBA 0.5--1. Omg/l添JJIlIX(4， 8医)) 2，4-0 

1. Omg/lとBA1. Omg/l添加区(7区)で形成したカルスもr1j.分化率は44%以上

であった.なお，これら形成されたシュートは，航物成長調節物質無添加のMS

tff地に継代したところ，約7日11ごろに恨の形成がみられた(関2-9C). 

その後)~((物体が再生し，順化することができた(同 2-9D) . 

.jj)桜I告義の場合も葉片培養とlnJ織に， 2，4-0とBAの組み合わせによるカ

ルス形成への影轡について調査を行った.カルス形成は， BA 2.0mg/l添加区

(13Ix:)を除いた合計15t{でみられ，カルス形成本は5--95%であった(表2

-13) .特に， 2，4-0 2.0mg/l 単独添加|メ (41.>0のカルス形成本は95%と傾

めて刈かった.また，植物成長調節物質Jnt添加|ズ(11ズ)でもカルス形成率は

85%を1)¥した.シュート形成はすべての1)(:でみられなかったが， 似の形成は
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ぷ2-12 エキザカム~j\-からのシュート誘導に及ぼす植物成長調節

物質の影響(古~1 ，fi1\ ドワーフミゼットブルー)

カjレスけ BA(mg/l) 位休数 シュー卜 線形成数

j彰JJ.えI高地 形成数(%) (%) 

0.5 2 O( 0) O( 0) 

1 1.0 2 O( 0) O( 0) 

2 0.5 16 15 ( 94) 1( 6) 

2 1.0 11 9( 82) 2( 22) 

3 0.5 5 O( 0) O( 0) 

3 1.0 1 (100) O( 0) 

4 0.5 3( 60) O( 0) 

4 1.0 6 3( 50) 1( 17) 

6 0.5 3 O( 0) O( 0) 

6 1.0 2 O( 0) O( 0) 

7 0.5 9(100 ) O( 0) 

7 1.0 9 4( 44) O( 0) 

8 0.5 8 5( 63) O( 0) 

8 1.0 8 5( 63) O( 0) 

リカルス形成培地は表2-11を参照

調布rj :シュート誘導府地移植後約17011 r~ 1 
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ぷ2-13 エキザカム似からのカルス形成に及ぼす品目物成長調節物質の

i;彩特

z試験|メ N(物成長調節物質何g/l) iFtud数カルス シュート {M形成
形成数 形成数 数(%)

2，4-D BA (%) (%) 

。 。 20 17(85) O( 0) 4(20) 

2 0.5 。 20 7(35) O( 0) O( 0) 

3 1.0 。 20 1( 5) O( 0) O( 0) 

4 2.0 。 20 19(95) O( 0) O( 0) 

5 。 0.5 20 2(10) O( 0) O( 0) 

6 0.5 0.5 20 16(80) O( 0) O( 0) 

7 1.0 0.5 20 10(50) O( 0) O( 0) 

8 2.0 0.5 20 5(25) o ( 0) O( 0) 
9 。 1.0 20 2(10) O( 0) O( 0) 

10 0.5 1.0 20 11 (55) O( 0) O( 0) 

11 1.0 1.0 20 1( 5) o ( 0) O( 0) 
12 2.0 1.0 20 2(10) o ( 0) O( 0) 
13 。 2.0 20 O( 0) O( 0) O( 0) 

14 0.5 2.0 20 5(25) O( 0) O( 0) 

15 1.0 2.0 20 1( 5) O( 0) O( 0) 

16 2.0 2.0 20 l( 5) O( 0) O( 0) 

調内11: j市長約301111
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図2-9 エキザカム葉片からのカルス形成および植物体再生

A:葉片に形成されたカルス(局長約60H後)

B:葉片由来カルスからのシュート形成(培養約120日後)

C:シュートからの根形成

D:順化した植物体
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M物成長調節物質無添加区(11天)のみで20%の頻度で観察された.

次に，エキザカムの無菌植物体の桜に形成されたカルス織のものを用い，

2，←o 0"'2.0mg/1とBA0'" 2. Omg/l添加した 51)(:を設定し，シュート誘導およ

び、似形成について調奇を行った(ぷ2-14) .その来月以，シュート形成は梢物

成長iJlJi1日物質111t添加|ズ(1灰)および2，4-00.1mgflとBAO.lmg/1添}JIII亙(2 

1)(:) でt~'ilH11111 ころからみられ，シュート形成本はそれぞれ47%および7%

であった (1刈2-10) . 1.艮の形成は，シュート形成したい〈と1，tlじ1[?Zおよび2

Kで明長2411flころから形成され，縦形成本は，それぞれ40%および7%であ

った.

4. ~号然

エキザカムの組織t育長に関する報代は， Torres and Natarella(1984)， 

Ornstrup et al.(1993)があるのみである.本実験では，エキザカムの禁片お

よびfl~を川いて，カルス形成に及ぼす布IJ.!助成長調mj~Tîの影特について検討を

行しり rrld外相りi-で2，4-0およびBAの来nみ作わせでカルスを誘導することができ

た.特に， f;Eli-t古義では，広範凶の航物成長調節物質の濃度に反応し，カルス

の形成がみられたが，般培養ではBAの濃度に比例しカルスの形成準が低下する

傾向がみられた. ーβ，根t脅養の場合，植物成長調節物質を含まない試験医で

も効率良く，カルス形成がみられた.一般的に，組織からのカルス形成はオー

キシンやサイトカイニンの添加によって誘導されることが知られている.本実

験のエキザカムの般明-義では，オーキシンとサイトカイニンのどちらとも存布

しない明地でカルス形成がみられ，艇は内'I~の布II~物成長IUI~節物質の濃度が高い

ことが椛多持された.このことは3 前述したようにMSi/'f地で継代しているqlの無

|浦和町物に '1: じたfl~でもカルス織のものが形成されることからも支持されると
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ぷ2-14 エキザカム無菌植物体に生じた般山米カルスからのシュート

形成に及ぼす植物成長調節物質の影符

g試験iメ .ffi'{物成長調節物質 (mgjl) カルス シュート 根形成数

形成数 (%) 

2，4-D BA 置床数形成数(%) (%) 

1 。 。 15 15(100) 7(47) 6(40) 

2 0.1 0.1 15 15(100) l( 7) 1 ( 7) 

3 0.5 0.5 15 13( 86) O( 0) O( 0) 

4 1.0 1.0 15 11 ( 73) O( 0) O( 0) 

5 2.0 2.0 15 7( 46) O( 0) O( 0) 

調査rI :防長約90日目
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図2-10 エキザカムの線に形成されたカルス繊組織からの

シュート形成(移梢後711) 
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jぷわれる.

~)~ïIIJkカルスは) BA添加のシユートt誘導tif地で比較的尚い頻度でシュート

を誘導することができ，それらは純物成長調節物質11R添加のMS.t白地で線を形成

し，品f[物体を11f'l:した.従来のエキザカムの組織防必では，芸I貞(Torresand 

NaLarella 1984) ，倍および花便 (Ornstrupet al. 1993)を川いた報告があ

るのみで)~J~'および級などを川いた搬(17例はない.本実験で外航j十として)lJ

いたmJ十および似は，入手が容易なことやm1~には簡ßl!な材料であることから，

綴々なI庁長系に応用できると与えられる.

また)i試験竹内で、倍長している純物体の似にカルスが形成されることをみい

だし，このカルスを府主主した結果，シユートを誘導することができた.この般

山米のカルスもこのことから，エキザカムのrlf分化系の新たな外植片として高

い利川fdfi{ll1iを持っていることが/示唆された.

以上の争点架から，イ丈夫験では，エキザカムのiiSj;-およひ、似山米カルスから比

較的ll.2頻度に航物体rlJ'tで、きることが明らかとなった.今後，本実験で開発し

たIIJ'j:.系を利川し，ソマクローナルバリエーションの利川およびプロトプラス

トIiT必))影質転換体の作lHなどに応川できるものと与えられる.
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