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論 文 内 容 要 旨

はじめに

ユ リ科の雌雄異株野菜であるシオデ ㊨励 謡伽'Miq.)と アスパ ラガス

.(!卸a躍g昭 轟 舳:L
.)は 、食味 ・風味が類似 してお り、シオデは 「山のアスパラ

ガス」、「山菜の王様」等と称 されている。園芸作物の中で雌雄異株野菜は多くはなく、

シオデとアスパラガスのほかに、ホウレンソウとゼンマイなどが一例としてあげられる。

これ らの雌雄異株野菜において収量向上を目的とした品種改良の方法として、ホウレン

ソウでは雑種強勢の利用が一般的に行われてお り、アスパラガスでも雑種強勢の利用が

行われっつある。さらに、アスパラガスでは多収のための戦略として、3倍 体品種の育

成、雌雄洞 体性雄性および蔚培養を利用した全雄品種の育成なども行われている。

山菜のゼンマイとシオデは種苗生産がされないで収穫 されていることから山菜資源

の枯渇に晒されている。すなわち、ゼンマイは採取 ・食用の対象が雌株に限られている

ため、里山では採取が困難な山菜 ξなりつつある。シオデは前述のようにアスパラガス

と同じユリ科野菜であるが、アスパラガスのように発達した多肉質の根茎を有しないた

め(第1図)、1年 に複数回および継続して毎年同じ株から若茎を地際から収穫するこ

とが不可能である。すなわち、シオデは根茎の分化と発達が不十分であるため、若茎の

裏折収穫と言う方法で翌年の収穫に必要な同化産物を生産 ・蓄積ずる栄養体を残存させ

た収穫方法が必要であることから、山菜としての収穫量は少ない。

そこで本研究では、雌株の乱獲採取によって資源枯渇に晒されているゼンマイと同様

に、乱獲採取と低い再生力のため資源枯渇に晒されているシオデを供試して、組織培養

による大量増殖方法を開発 しようとした。また、シオデと同じユ リ科野菜のアスパラガ

スでは、収量増加の戦略の一つとして、多収であるものの発芽率が低いため種苗の生産

効率が低い3倍 体品種を供試 して、種子の発芽率を向上させる方法を開発しようとした。
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第1章.『シオデの組織培養苗増殖方法と繭培養の方法。

本章ではまず初めに、実生繁殖では、播種から収穫まで長年月を必要とする山菜のシ

オデの種苗を組織培養により短期間に大量に増殖する方法を開発しようとした。次いで

菊培養により半数体を育成して遺伝子分析の素材とすることを目的に、繭培養の方法を

開発しようとした。

第1節 。シオデの組織培養苗増殖方法.

目 的

シオデの実生繁殖の場 合、播種後地上に出芽するまでに2回 越冬す る必要がある。し

かし、硬実種子であるため自然条件下では地上に出芽するまでにより長い年月を経てい

ると推察 される。出芽後、収穫が可能な植物体に成長するまでには、更に5～6年 が必

要である。以上のよ うに、シオデの実生繁殖は、時間的、労力的に必ず しも効率的な繁

殖方法であるとは言えない。

そこで本節では、組織培養によってシオデの種苗を大量に増殖する方法を開発するこ

ととした。

材料および方法

シオデの若い節間茎を自生地および移植圃場から採取 し、組織培養の外植体とした。

採取した節間茎は、70%エ タノールおよびアンチホル ミン(有 効塩素濃度1%)で 滅菌

後、滅菌処理により損傷 した両端を切断して約2㎝ に調整 した。調整 した節間茎を固

形MS(MurashigeandS:koog,1962)培 地に置床 してプ ロ トコーム様体(恥(》㎞m・hke

bo電 以下PLBと 略称)を 誘導 し、:PLBか ら塊状体(PLBク ラスター)を 増殖 した。

次いで、固形MS培 地上のPLBク ラスターからPLBを 切 り出し、液体MS培 地に移

植 して振盟培養 した(第1次 増殖 と称する)。更に、第1次 増殖で増殖 したPLBク ラス
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ターから15週 後にPLBを 切 り出して、再度液体MS培 地に移植 して振量培養 を行っ

た(第2次 増殖 と称す る)。

結果お よび考察

は じめに、無菌的に、高効率で培養可能な節間節位を特定することを目的として、節

問節位数とホルモン濃度と反復数の組み合わせ処理区を設けて培養したところ、培養菰

約300個 全ての処理区でバ クテ リアが繁殖 したので培養を継続することができなかっ

た。その原因として、発達した維管束部の導管にバクテリアが侵入していたものと考え

られた。そこで、維管束部の未発達な節間茎を培養 したところ、培養に適する節問節位

は、維管束が未発達で、バクテリアが導管に侵入していないとみられる茎の上端に近い

若い節聞茎であることが明らかとなった(デ ー タ省略)。 したがって、その後は若 い節

間茎 を固形MS培 地に置床して培養す ることに した(第2図A)。 継代培養を経て、約

90日 後に、固形MS培 地で誘導 したPLBク ラスターか らPLBを 切 り出 して液体MS

培地に移植 し(第2図B)、 振欝 音養 によ りP卑B(ク ラスター)の 第1次 増殖を行った

ところ、PLBク ラスタ→数とPLBク ラスター生体重はスムーズに増加 した(第3図)。

第1次 増殖における振塗培養 では、培養開始 とともに培養液のpHの 低下(第4図)と

褐変化がおこった。そのため、培養液のpHの 低下 と褐変化に対す る方策としてシステ

インを添加した処理区と培養液の更新を行 う処理区を設けたところ、培養液の更新処理

区の方が効果的であった(デ ータ省略)。 そ こで、第1次 増殖では培養開始後6週 まで

培養液の交換を2～3日 の間隔で行い、それ以降は1週 間の間隔で更新することとし

た。

第1次 増殖開始後15週 に形成 ・増殖 したP:LBク ラスターか らPLBを 切 り出 し、新

たな液体MS培 地 に移植 して、P:LB(ク ラスター)の 第2次 増殖 を行 っ鳥 その結果、

第2次 増殖では、培養液のpHの 低下 と褐変化が第1次 増殖に比較 して小さかった。ま
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た、第1次 増殖 と比較 して、PLBク ラスター数が著 しく増加 して(第5図)、PLBク

ラスター内のP:LBに 不定芽が分化 した(第6図)。 第2次 増殖においてP:LBに 不定芽

が分化 したのは、PU3が 液体MS培 地に適応 したこと、培養開始後15週 が不定芽分

化の時期に相当することなどによるものと推察されたが、今後の研究課題として残 され

た。分化した不定芽をホルモン ・フリーの固形MS培 地に移植 した結果、高頻度で根を

分化 し(第1表)、 容易に順化 した(第7図)。

本節の結果、枯渇が懸念 され るシオデの山菜資源 としての保存と、シオデの栽培にお

ける育苗期間の短縮が可能となった。すなわち、実生繁殖の場合に比較 して、組織培養

による種苗生産から収穫までの期間を約8年 か ら約4年 と1/2に 短縮す ることが可能

と推察 された。ただし、収穫までの年数が短縮された場合でも、若茎発生のための養分

を貯蔵する根茎が未発達であるため継続 して毎年同じ株から収穫することが不可能で

あることから、収穫年の異なる複数の圃場でのローテーション栽培が必要である。

第2節.シ オデの荊培養の方法.

目 的

シオデは雌雄異株野菜であるため、実生苗を植えた圃場においては異型接合体の個体か

らなる集団を形成する。シオデと同じ雌雄異株野菜であるアスパラガスでは、倍加半数

体を供試 して、特定遺伝子の染色体における座乗の同定が行われている。さらに、準同

質系の集団が育成 されれば、Q㎜titat孟vet面t1㏄i(QTL)解 析などに供試すること

が可能である。また、倍加半数体から有用な遺伝子型を有する個体を選抜することも可

能となる。そこで本節では、薪培養により、シオデの半数体植物を育成することとした。

材料および方法

シオデは散形花序でたくさんの小花を着生することと、小花 も適度な大きさである
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(第8図)こ とから、蕾の採取が容易である。そこで第1節 の場合 と同様に、自生地お

よび移植圃場から2.5～3,0m血 の蕾 を採取 し、組織 培養 の外植体とした。他の植物で

の知見に基づき、半数体の植物体再生率を高めることを目的として、蕾に5℃ で1、3、

7お よび10目 間の低温処理を行った(第2表)。 低温処理後、蕾を定法によって滅菌 し

た後、繭を取り出し、固形MS培 地に置床 した。

結果および考察

固形MS培 地に置床 した繭の内部か らカル スとP:LBが 分化 した(第9図A)。 これ

らのP:LBを 切 り出 して固形MS培 地に置床 してP:LBを 増殖 した(第9図B)。 次いで、

固形MS培 地にお けるP:LBク ラスターからPLBを 切 り出して液体MS培 地に移植 し、

振盤培養によってP:LB(ク ラスター)の 増殖 を行った(第9図C)。 液体MS培 地で振

盈培養 して増殖 したP:LBク ラスターか らPLBを 切 り出してホルモン ・フ リーの固形

MS:培 地に移植 したところ、P:LBに 不定芽が分化 した(第9図D)。 固形MS培 地にお

いて増殖 したPLBク ラスターか らPLBを 切 り出 してホルモン ・フ リーの固形MS培

地に移植 しても、P:LBに 不定芽が分化 した(第9図D)。 繭培養の場合 も、第1節 の場

合 と同様に、PLB(ク ラスター)の 増殖は、固形MS培 地 よりも液体MS培 地におい

て速かった(デ ータ省略)。 ホルモ ン ・フリーの固形MS培 地に移植 したPLBか らの

不定芽形成 と植物体再分化に及ぼす低温処理の影響は、5℃ 、『3日 間の処理区で高かっ

た(第2表)。

本節の結果、他の作物で行われている繭培養の方法に準じて培養すると、シオデにお

いても半数体の育成が可能であった。今後の課題として、再分化個体の半数体の確認 と、

倍加半数体の育成およびその中からの有用系統の選抜が残っている。また、アスパラガ

スで行われている倍加半数体植物を用いた特定または有用遺伝子分析と同じ方法を用

いれば、シオデにおいても倍加半数体を育成することができる可能性が示唆された。
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第2章.3倍 体アスパ ラガスの発芽率向上方法.

雌雄異株野菜であるアスパ ラガスは、若茎収穫の場合、雌株に比較して、果実を着生

しない雄株の収量が高い。しかし、アスパラガスの実生集団の性比は約1:1で あること

か ら、実生栽培す ると雄株の高い収量は雌株の低い収量によって相殺される。そのため、

アスパラガスで組織培養による雄株だけの種苗の大量増殖が考えられている。そのほか

に、アスパラガスの収量を向上 させるための戦略として、雑種強勢の利用、果実を着生

しない3倍 体品種の育成(ヒ ロシマ ・グリーン)、および実生繁殖性全雄品種の育成(ポ

ロネーズり が行われている。 しかし、実生繁殖性全雄品種ポロネーズの種子は保証発芽

率が80%と 高いものの、種子は50gで4万 円程度 と高価である。3倍 体品種のヒロシ

マ ・グリーンは種子の価格が2倍 体品種(メ リー ・ワシン トン500W、 保証発芽率70%)

とほぼ同等であるが、通常栽培における発芽率は約40%と 低い。このような理由で、ア

スパラガスの3倍 体品種および全雄品種は一般には栽培に利用されていない。

そこで本章では、種子の価格が比較的安価な3倍 体品種の低い発芽率の原因を解析し、

発芽率を高めて3倍 体品種 を実際の栽培に利用可能となる方法を開発 しようとした。

第1節.リ ンゴ酸脱水素酵素のアイ ソザイム分析.

目 的

植物の発芽、生育、結実には、酵素活性が密接に関係している。発芽は、貯蔵物質を

分解し、新たな器官形成を行 う過程であるため、とくに呼吸系の酵素活性に注目する必

要がある。

そこで本節では、呼吸系に関与している酵素のうち、リンゴ酸からトリカルボン酸回

路の出発物質となっているオキザロ酢酸を生成する酵素であるL一 リンゴ酸脱水素酵素

(以下MD:Hと 略称)に 注 目し、アスパラガスの2倍 体品種、3倍 体品種、お よび全雄
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品種を用いてMDHの アイ ソザイムバ ン ドパターンと、いずれかのバン ドが欠失した個

体の発現頻度を発現様式と表 して調べた。MDHの 比較 として、基質非特異的酵素 とし

て知られているエステラーゼ(以 下ESTと 略称)と 酸 性ボスフアターゼ(以 下ACP

と略称)に っいてアイ ソザイムバ ン ドパ ターンと発現様式についても調べた。

材料および方法

材料には、2倍 体品種(メ リー ・ワシン トン500W)、2倍 体品種のメリー ・ワシン ト

ン500Wを コル ヒチンで倍加 して育成 された4倍 体品種のセ ト・グリーンにメ リー一・ワ

シン トン500Wを 交配 して育成 された3倍 体品種(ヒ ロシマ ・グリーン)、および全雄

品種(ポ ロネーズ)の2000年 度産種子を供試 した。種子は、滅菌後シャー レに濾紙を

敷いて播種 し、25℃ で発芽 させた。発芽初期段階のアイソザイム分析には、種子から

1㎝ の幼芽が発生 した生育段階の種子を供試 した。

生育の進んだ段階のアイソザイム分析には、2倍 体品種(メ リー ・ワシン トン500W)

お よび3倍 体品種(ヒ ロシマ ・グリーン)の 第12葉 が最新展開葉 となった生育段階の

第10葉 ～第12葉 を供試 した。

アイ ソザイム分析 は等電点電気泳動法で行った。等電点電気泳動は、σFane11

(1975)の 方法に準 じて作成 した溶液を用い、定法に従って行った。

結果および考察

発芽初期段階におけるMD且 のアイ ソザイムバ ン ドパターンと、いずれかのバン ドが

欠失 した個体の発現頻度を発現様式と表して第10図 と第11図 に示 した。2倍 体品種

において、MDHの アイソザイムバ ン ドの欠失個体は極く少なかった。しか し、3倍 体

品種において、MDHの2本 のアイ ソザイムバン ド(FとG)は 発現 していなかった。

また、MD且 の他の2本 のアイソザイムバ ン ド(Eと 且)も 多 くの個体で発現 しない

傾向がみられた。全雄品種においても、MDHの2本 のアイソザイム・バン ド(FとG)
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は、多くの個体で発現しなレ傾 向がみられた。ESTお よびACPに 関 しては、供試 し

た3品 種間でアイ ソザイムバ ン ドパ ターン、発現様式に一定の傾向はみられなかった

(データ省略)。

生育の進 んだ段階におけるMDHの アイ ソザイムバン ドパターンと、いずれかのバン

ドが欠失した個体の発現頻度を発現様式 と表して第12図 と第13図 に示 した。3倍 体

品種において、MDHア イ ソザイムバ ン ドのGとH:を 発現 しない個体がやや多かっ

たものの、2倍 体品種 と3倍 体品種間でアイ ソザイムバ ン ドパターン、発現様式に一定

の傾向はみられなかった。したがって、3倍 体品種の種子の発芽率を向上 させる方法の

一っとして、MD且 の基質前処理の効果を調べることが必要であると考えられた。

第2節.リ ン ゴ酸脱水 素酵素 の基質前処 理による種子の発芽率向上方法。

目 的

本節では、アイソザイム分析の結果に基づき、アスパラガスの3倍 体品種の発芽率向

上を 目的 として リンゴ酸脱水素酵素の基質前処理を行った。なお、前節においてEST

とACPは 、3品 種間でアイ ソザイムバン ドの発現に一定の傾向がみられなかったので、

本節では基質特異性が認められたMDHに 注 目して実験を行った。

材料および方法

発芽処理時にMDHの 基質 として0.3%リ ンゴ酸 ナ トリウム溶液を3、5お よび7

日間吸収 させる前処理を行 った。次に、発芽処理時にリンゴ酸 ナ トリウムの0.3、0.8

および1.0%浴 夜を3日 間吸収 させ る前処理を行った。前処理終了後は純水で発芽させ

た。
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結果および考察

3倍 体品種の発芽率は、0.3%リ ンゴ酸 ナ トリウム溶液による3日 間の前処理が最 も

高い ものとみられた(第14図)。3日 間よ り長い期間の前処理では、時間の経過 とと

もに幼植物が枯死した。リンゴ酸ナ トリウム3日 間前処理の場 合、0.3%で 発芽率が最

も高 く、全雄品種の発芽率とほぼ同じに高まった(第15図)。0,3%よ り高濃度の場合

も、時間の経過 とともに幼植物が枯死した。発芽勢は、3倍 体品種が全雄品種よりも高

い傾向を示 した。

本節の結果、MD且 の基質 として、0.3%の リンゴ酸ナ トリウム溶液で3日 間前処理

す ることにより、アスパラガスの3倍 体品種の発芽率 を2倍 体品種の発芽率の保証水準

(70%)に 高めることができた。なお、本節において、'MDHの 基質で前処理 しても、

3倍 体品種は2倍 体品種に比較 して発芽率が低かった。このことから、MDHの 活性 と

ともに、他の遺伝的 ・生理的要因も3倍 体品種 の発芽率に関係 していると考えられた。

まとめ

本研究の結果、シオデにおいては組織培養苗の生産とそれを用いた実用栽培が可能で

あることが示された。また、他の作物で行われている繭培養の方法に準じて異型接合体

であるシオデの半数体を比較的容易に育成することができたので、今後倍加半数体を育

成することを通して遺伝子分析に役立っと考えられた。アスパラガスにおいては3倍 体

品種の種子の発芽率を向上させることが可能となったので、3倍 体品種を用いた実用栽

培の可能性が示唆された。
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第7図.第2次 増殖後 にホルモン・フリーの固形MS培 地で発根 した

シオデの幼植物.
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第9図.シ オデの繭培養による半数体の育成.

第2表.シ オデの調培養における幼植物体再分化

に及ぼす低温処理の影響.
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の値である.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

シオデ とアスパラガスは,食 味 ・風味が類似 しているユ リ科の雌雄異株野菜である。シオデは半陰

性植物であるため生育は旺盛でないことと,貯 蔵根が発達 していないため若茎収穫後の再生力が弱い

ので,継続 して毎年同じ株か ら収穫することができない山菜である。また,実生繁殖 も困難であるため,

山菜資源の枯渇に晒 されている。さらに,品 種改良も行われていないことと,各 種形質の遺伝的特徴

の解析も行われていない。一方,古 くから栽培されているアスパラガスにおいては各種形質の改良が

進んでいるものの,雌 雄の性比が1:1で あるため,実 生繁殖すると種子を着生 しない雄株の高い収

量は雌株の低い収量によって相殺 され る。アスパラガスにおける収量向上の方法 として種子を着生し

ない3倍 体品種が育成されているが,同質3倍 体品種は発芽率が低いため実用栽培は行われていない。

これらのことか ら,シ オデにおいては種苗を大量に生産 して山菜資源 を保存するとともに収量 を向上

す ることが重要であ り,ア スパ ラガスにおいては3倍 体品種の発芽率を高めることが収量向上の上で

重要である。

そこで本研究 においては,シ オデの若い節間茎 を植物成長調整物質を添加 した固形Murashige・

Skoog(MS)培 地に置床 してプロトコーム様体(PLB)を 誘導 した。固形MS培 地ではPLBの 増殖速

度が低かったので,固 形MS培 地で誘導したPLBを 液体MS培 地に移植 して振盗培養を行った。液体

MS培 地におけるPLBの 増殖速度は高 く,さ らにPLB内 に不定芽が高い効率で分化 した。不定芽を植

物成長調整物質を添加 しない固形MS培 地に移植 した ところ発根 し,容 易に順化することができた。

これ らの結果は,シ オデの実用栽培のための種苗を組織培養による大量増殖によって供給す ることを

可能にした重要な知見であ り,ま た山菜資源保存の観点からも貴重な知見である。

さらに,品 種改良のほとん ど行われていないシオデにおいて,遺 伝的基礎研究のための素材 として

の半数体を繭培養によって増殖 した。すなわち,若 い節間茎を用いたPLBと 不定芽の増殖方法 と同様

な手法を用いて,5℃ ・3日間の低温処理 を行った繭か らPLBを 増殖 し,植 物成長調整物質を添加 し

ない固形MS培 地においてPLBか ら半数性不定芽を大量に発根 ・順化 させた。この結果は,シ オデの

倍加半数体の育成を可能にし,シ オデの多収 ・耐病性な どの諸形質に関する遺伝的研究を可能にする

重要な知見である。

アスパラガスにおいては,TCA回 路で リンゴ酸か らオキザ ロ酢酸を生成するリンゴ酸脱水素酵素の

アイソザイムバン ドパ ターンの発芽初期段階における発現様式に注 目して調べた結果,2倍 体品種 と

全雄品種に比較 して発芽率の低い3倍 体品種 において特定のリンゴ酸脱水素酵素アイ ソザイムバ ン ド

が欠失 していることを明らかにした。3倍 体品種のアイ ソザイムバ ン ドパターンにおける特定のリン

ゴ酸脱水素酵素アイ ソザイムバン ドの欠失に関する知見に基づき,3倍 体品種の種子を リンゴ酸脱水

素酵素の基質であるリンゴ酸ナ トリウム溶液で前処理 した ところ,リ ンゴ酸ナ トリウム溶液の0.3%・

3日 間処理を行った区において3倍 体品種の発芽率が無処理区よ りも有意に高 く,市 販の2倍 体品種

の保証発芽率の水準(70%)に 高まった。この結果は,ア スパラガスの3倍 体品種の種子を用いて大

量種苗繁殖 と収量向上を目的として実用栽培が可能であることを示 した重要な知見である。

このように,本 研究においては園芸学的に優れた成果が得 られたため,審 査員一同は博士(農 学)

の学位を授与するに値するものと判断 した。
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