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第5"完結 r.l 

凶」;:川イb;'fとしてのリンドウ，特に切花月jリンドウは，わがi司で戦後エゾリ

ンドウ(G.triflora)やササリンドウ (G.scabra)の山保り株を品極改良した

比般的燃sl!の浅い1tJ'fで、あり，わが同独自に開発したオリジナルな花井という

ことができる..EJ.Uf:，その生産はr1 本の北からr}:jまで行われており，その生産・

;詰裂が全111附jに1111びている.一方，従米のお徐などの;JJ要に加えて，新たな需

要を時び起こすために周年的な観11:に適した新刷な形質をもっ品格の開発を

求めるJHは大きい.しかし，育砲の照史が浅いため， .!U11:の品紹の遺伝的背鼠-

は狭く，またF孔l合

る，イ必6色変〉見宅が狭い等等.の問題点が数多くある.さらに，内祁の素材として利用

される巡伝資源の植物群の類縁関係などの基礎知凡も不卜分であり，またバイ

オテクノロジー妓術もト分開発されているとはいえない.

このようなリンドウ育樟を取り巻く状況を汗以として，本研究は，はじめに

バイオテクノロジー技術の基礎となるリンドウの防長系の開発をは的にし2 次

に分子'1:.物争的手法をmいたリンドウj同制物の系統解析を行った.

組織t行主主を川いたリンドウのI育長系のIm~~は， F l IlfI純の優良親系統および‘

問主主将の大;ti地嫡が効率よく行われることをIIJ能とする.また，効率的な再分

化系を利川することにより，培養変異によるソマクローナルバリエーションの

利JHおよびアグロパクテリウム等による遺伝子導入妓術の開発につながる.本

研究では，切花用リンドウの素材であるG.scabraおよひ'G.trifloraの再分化

系の確立をおこなった.G. scabraで、は， m現性のある不定!陀形成系を確立す

ることができ，さらに組織学的観察によりリンドウで初めて不定限形成過程に

関する知凡をねることができた.今後，サスペンジョン防長系等，より効率の

良いtff必系へと改良することで，不定!阪を川いた大;11mHiはもとより，科穐ス

-109 -



----

トレスに対する細胞選抜や人工穂 子の開発等ヘ不'1JIJできるものと期待される.

・jj，G. trifloraで、は， TDZをJHいることで、効ヰEの良い不定~:r1j'l:系を確立す

ることができた.TDZはG.scabraでも不定限形成に効米があることから，リン

ドウj凶の組織I市長にとって，再分化に司t~なサイトカイ ニン系の航物成長調節

物質ということができる . 切イtJTIのリンドウの;n.~なみE材 2祁で I'j分化系が確

なされたことは，)~T~転換体作成技術につながり，新たな花色，耐病性，新形

態等に関係する泣伝子を導入することで，今後新しいJ~白を{、J うしたリンドウ

が開発されることが期待される.

プロトプラスト培長に関しては，現-IEまでにf1j.分化の桜代伊lはあるが

(Takahata組dJomori 1989， Nakano et al.1995，村山 1996， Meng et al. 

1996) ，細胞融介による体細胞雑栂の報{りはない.このJlp'rJ1としては，プロト

プラストからの再分化系が不安定であることが与えられる.本研究では，リン

ドウj瓜3純6系統およびトルコギキョウ，エキザカムでプロトプラスを単離す

ることができた.しかし， t官接に関してはG.scabra， G. trifloraの両樟を用

い，コロニー形成と恨の分化は見られたが， ~r'(物件~I IJ' I :はできず，安定した再

分化系を開発することができなかった.そのJJ;uペは不明だが，一つには，純物

成長調節物質を詳細に検討しなかったことがあげられる.前述のようにリンド

ウの|耳分化にはTDZが有効であることが明らかとなり ，プロトプラスト地養で

もG.trifloraのコロニー形成でその効果が認められた.しかし，その後カル

スからの!可分化の際，広範な濃度のTDZを検川しなかったことが，再生系を開

発できなかったものと考えられる.今後， TDZの好適濃度を検討することで，

rf}'I:系の開発はnJ能と考えられる.現jt， ;立伝子導入系はアグロパクテリウム

やパーテクルガン等に代表されるものがh流になっているが，プロトプラスト

を川いた非対称融合による遺伝f導入や対林融??による新形質組み合わせの
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新たな航物の開発も花j午類では軍要と考えられ，本手JiJRはそれらの開発の基礎

的な矢口比を与えたものと考えられる.

リンドウの他リンドウ科に含まれる陪iiZ航物として，トルコギキョウとエキ

ザカムがあるが，本研究ではエキザカムについてもIWI:.系の検l討を行い，再現

門のある不定評を終111した再生系を佐立することができた.近年，エキザカム

の不定JJ1~形成やフ。口トプラストからの航物体IIJ/1:の制作もあり(尚縞 2000) ， 

本実験はこれらの蝦告に基縫的な知>~をうえることができたものと考えられ

る.

!日j述したように切花用のリンドウはG.scabraとG.trifloraという 2種を

ぷ材として内相されてきた.両種は交西~I-IJ能で、 ~ftjfifi 1mの交雑によるFt品種も作

11¥されている.このrd，j極の系統学的類縁関係についてはI洋細にはわかっていな

いが，交配i吋IJ能なこと力か当らかなり近縁で何

このI刷d山刈I}柿の系統類縁|除関葉刻!係を|明閃らかにするため，臥PDi.泣法l点;を月川jいて検2討、イIした.その

れ11*， lil，jfifiはlりH確に分かれ，分子レベルでは分化していることが明らかとなっ

た.さらに， "可純を識日IJで、きるSCARマーカーを開発することができ，穐間交雑

や体制IIJ泡雑柿.の作成の際の識別マーカーとして利川できるIIJ能性を示した.

.Jj，リンドウj民全体としてみると 3 その分布はIlt界Ijlにあり，種の数も約

360tif(と多く，これらは切花用リンドウを1拍手信改良を行う kで泣伝資源として

イi川なものと考えられる.しかし，これらの航物利の失点縁関係は，現在のとこ

ろそれほど明確に解析されていない . 本研究でよ~総体DNAのPS-ID配列に着目し

て系統解析を行ったが，ft]いたリンドウ属の17柿のうち切品川リンドウを含め

12椛が1.iJ "の配列を持っていた.このことから，これらの純聞の知縁関係はか

なり近いものと考えられ，リンドウの丹精を進める 1:で斥IJJIJできるものと考え

られた. -/j ， JJI(三兆のリンドウとしてその他色の導入がJ~H与されている G.
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lutealま，リンドウとはかなり遠縁であることがIJ¥され，交配による員色の花

色を導入することは不可能と考えられ，細胞融nや巡伝子導人法を適用する必

要があることがぷ唆された.

以上のように，本研究ではリンドウの丹精を効率よく進める1:で必要と考え

られる組織附長技術の催立と栂問の類縁関係の解析について検I討し，基鎚的な

矢II>oをうえることができた.しかし，組織m.1'!iに別しては， .filllm雑栂を得るた

めに必嵯なj陀併症 ・fwt吉養，純系を効率よくねるために必要な約 ・花粉明-養

等についての研究は未検討である.また，純IIUの知縁関係についても，わが国

のリンドウ)~の椅をすべて解析できなかった.今後， これらの点について，研

究を進めることが期待される.
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本研究は，リンドウ属 (Gentiana)悼liZ航物の打将を進める 1:で必要な2

1ぷについて研究を行った.まず，細胞[学的手法による庁純Jj法を開発する

ために，そのj主能的な組織倍長によるr1j:分化系の侃-Jf:を行ない，さらに，リ

ンドウ料品I~物の類縁関係を切らかにするために分子生物学的下法を月]いた系

統W~析を行った .

1 .リンドウ科闘ぷ純物の再分化系の確な

~12:川リンドウ (Gentiana Spp.)の丙分化系を昨なすることを円的とし

て， liSj;-を外植j十としてカルス形成およびシュート誘導における植物成長調

節物質の影特について検討した.ササリンドウ (G.scabra)およびエゾリン

ドウ (G.triflora)では， 2，4-DとBAの来flみ介わせによりカルス形成した.

さらに，G. scabraでは， BAおよび叩Zにより形成されたカルスから不定芽

と不定j陀が形成された.また， TDZのIl}分化に対する効民を舵認する日的で

~) '，-J:n. j~を行ったところ ， G. scabraでは， イZLKiJ!陀を，G. trif10raでは，不

定症をi誘導できた.さらに，G. scabraで、誘導された不定f1fについて組織学

的観察を行い，不足肝は形成されたカルス内およびliEj十のぷ皮細胞から由来

していることが明らかとなった.次に，エキザカム (ExacUD1affine)の再分

化系の佐立を行い，葉片培養では 2，4-DとBAの制lみ代わせによりカルス形成

し，さらに BAによりカルスからの不定芽形成がnJ能となった.また，無鈎植

物体の縦に形成したカルスを外植j十とすると何分化がみられ，両分化能のあ

る外航)~.として利川司能なことをが明らかとなった .

2.リンドウ版植物のプロトプラスト府長
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リンドウ属高貨物3段 (G.scabra， G. trゴflora，G. acaul is)， およびトル

コギキョウ (Eustomagrandif1orum)，エキザカム (Exacumaffine)の計5

柿8系統についてプロトプラストの巾離Jj法を検t付した.また，G. scabra 

および G.trifloraのプロトプラスト.tPf1.'t:fについてtf'i1Yi条件を検討した.そ

の私liJ44，プ口トプラストの単離については， 3祁飢の両手M*llJJ.比を川いて調査

したところ，すべての材料でプロトプラストが仰られたが，純Il¥Jや系統間定

見が認められ，G. scabraでは，セルラーゼオノズカ RSを合む酔ぷ組成，G. 

trifloraでは，セルラーゼオノズカト10を合む静ぷ露出ぷで多くのプロトプ

ラストが何られた.また，プロトプラストの活性本は，エキザカムの23.3%

から G.triflora 'いわて乙矢'の 86%まで変災した.G. scabraのプロ

トプラスト収後では， MS.t青地の硝椴アンモニウム濃度を1/4にし， NAA 2mg/l 

とBAlmg/lを含む情地でコロニーj影成させることができ，さらにカルス形成

と艇の分化がみられたが，植物体再'1=，に宅らなかった.また，プロトプラス

トの制変化防止物質の効果を調査したところ，アスコルビン椴添加によりプ

ロトプラスト褐変化防止がみられたが，分裂はみられなかった方，G. 

trifloraでは，BAよりも TDZがプロトプラストの分裂およびコロニー形成に

効民的であった.しかし，根の分化がみられただけで杭物体再生には至らな

かった.

3.分子生物字的手法によるリンドウ科航物の分類

同ぷ川のリンドウの育種に利用されているG.trifloraとG.scabraの種内お

よび純IsJの変!lM'I:を明らかにするため，G. scabra4系統，G. triflora 6系

統， (lI，j，FRの交雑楠3系統およびG.triflora fifi内の交雑純2系統の合員1'15系統

を川いRAPD法により解析した.Jilいた36例のプライマーのうち，8側のプライ
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マーで53の多引をぷすバンドが得られ，純1m変災とrliJ綴に純内変異が{J.{i正して

いた.数11i化則論III類およびクラスタ一分析を行った結果，川いた系統はG.

scabraとG.trif10raの2併に分かれた.ただし，G. scabraの1系統OZ(尾

瀬系)のみはG.trifloraのグループに属した.また， [lI，jlil{の交雑系統(G. 

scabrax G. triflora)はG.scabraと"iJじグループに崩した.次に，両栂を識

別するためのSCARマーカー化を試みた.それぞれの純にIbiも特民的な多型バン

ドの取)，4配ダIJを決定し，新たな2組のSCARプライマーをデザインした.これら

のプライマーのうちG.trif10raに特果的なものは， "材ITiおよび同将内の交雑

系統8系統のうち 6系統で特異断片を刑制し，G. scabraに特異的なプライマ

ーは，RAPD法で分類に疑問が出ているOZ(尾瀬系)を除く全ての系統で特異断

g-を火定して明幅した.これらのSCARプライマーについては，さらに多くの系

統を1制作してその安定性を明らかにする必要があるが3現イ1:のところある程度

析を識別できるマーカーとして利用できると与えられた.

次に， liS総体DNAのrpl16マpl14の介点配ダIJのPlastidsubtype ID (PS-ID) 

配列の解析により，リンドウ属17ぬ，トルコギキヨウ，エキザカムおよびセン

ブリの介rH20純22系統を川いてそれらの矧縁関係をI制作した.その結果，得ら

れた月:，lt~配列は， 98--102bpであり， 1'1Jじ配列をもつものが12椅14系統あり，

J誌なるものはM大で45個の配列が異なっていた.崎市)，t配列に法づき，系統樹を

作成したところ，リンドウ属とその他のj国に大きく:つに分かれた.リンドウ

属内の祁については， 2n=26の染色体数を持つ純は，すべて同 ーのPS寸D配列

を持っており，近縁t'J:をポしたが， 2n=36など染色体数のy~なる栂とは部分的

に火なる配ダIJをIJミし，系統的に異なると与・えられた.また， PS-ID配列および

形態的な特徴から，G. lutea'ま，G. scabraなどの析からは泌総であることが

IJ~ I俊された . -Jj ，リンドウ属以外のグループでは，エキザカムとセンブリが
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比較的近縁で， トルコギキョウがそれらと泌総であることがぶされた.
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