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論 文 内 容 要 旨

序言

い わ ゆ る バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー を 駆 使 して、 細 胞 及 び 分 子 レ ベ ル で の 植 物 育 種

が 期 待 さ れ て い る。 細 胞 操 作 に よ っ て 遺 伝 的 変 異 の 幅 を 短 期 間 で 格 段 に 豊 富 に

し、 そ れ を 巧 み に 選 抜 して 優 れ た 新 品 種 育 成 に 利 用 す る こ と が ね らい で あ る。

細 胞 操 作 法 は 育 種 技 術 の 基 礎 と して 開 発 の 焦 点 と な っ て い る。

本 研 究 は、 わ が 国 の 主 要 作 物 で あ る ア ブ ラ ナ 科 野 菜 及 び イ ネ を材 料 と し、 そ

れ ら の 細 胞 操 作 系 を 確 立 す る と共 に、 そ の 育 種 へ の 利 用 の 可 能 性 を 検 討 した も

の で あ る。 ア ブ ラ ナ 科 植 物 に っ い て は、 野 生 種 の.中 か ら細 胞 操 作.に 適 し た 種 を

探 索 し(第1章)、 そ の 結 果 を 基 に し て、 野 生 種 と 栽 培 種 の 間 で プ ロ トプ ラ ス ト

融 合 を 行 い2種 類 の 新 植 物 を 育 成.し.た.(.第2、3章)。 イ ネ に つ い て は、 従 来 極 め

て 困 難 と さ れ て い た プ ロ トプ ラ ス トか ら植 物 体 再 分 化 の 系 を 開 発 し(第4、5章)

・ 琳 ・ プ ・ ト プ ラ ス ト融 合 と 嫉i臨 二碑 入 を 行 ・ た(第6、7章) .・ ま た

イ ネ の 繭 培 養 に つ い て、 そ の 省 力 化 と、 ハ イ ブ リ ッ ド ラ イ ス 育 種 へ の 応 用 例 を

示 した(第8、9章)。

第 噛1章 ア ブ ラ ナ 科 野 生 種 の カ ル ス 増 殖 と再 分 化 能

Brassica属 近 縁 野 生 種 の 中 に は、 培 養 が 容 易 で し か も 遺 伝 資 源 と して 有 用 な

形 質 を 備 え た 種 が 存 在 す る と 期 待 さ れ る。 そ こ で、 野 生 種79系 統(お よ そ50種

)に つ い て、..葉 切 片 由 来 の カ ル ス増 殖 能 と芽 分 化 能 を調 査 し た。 多 く の 種 の カ

ル ス増 殖 は 良 く な い が、 活 発 に増 殖 す る カ ル ス を 形 成 す る 種、 お よ び、 カ ル ス

か ら芽 を容 易 に 再 分 化 す る 種 が 存 在 す る こ と が わ か っ た(τabしel-D。

Table1-1.Speciesproducingrapidly-growingcalli(A)andthose

regeneratingshoots(B)inBrassicaceae.

A:Brassica皇 皇flexa,王 ….maurorum,旦.
.些 皇,Diplotaxisassurqens,

D.berthautii,D.siifolia,D.tenuisilgua,Erucastrumcarda-

minoides,Sinapisarvensis,S.turgida,Moricandiaarvensis,

Lepidiumsativum.

B:B.fruticulosa,B.olerac.ea,D.catholica,Erucastrumnastur一

'セiif
。1ium,旦 ・'pUb6・cence,些arv・n・i・'A・m。raciaru・tican・,

Hesperismatronaiis.
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第2章 泌 」血Laカ ル ス を用 い たuniversalhyb∫idi2er

そ れ を用 い た カ リ フ ラ ワ ー と の 体 細 胞 雑 種 育 成

系統 の選 抜 と

細 胞 融 合 を 行 っ た 後 に 雑 種 カ ル ス を選 抜 す る 目 的 で、 §inapisturgid塾 の 培

養 細 胞 を 材 料 と して、 硝 酸 培 地 で 生 育 不 能 か つ、5-methyltrypt。phan(5耀 丁)抵 抗

性 の 二 重 突 然 変 異 系 統 を 選 抜 し た。 こ1の 系 統 と カ リ フ ラ ワ ー(Brassicaolera-

cea)の プ ロ ト プ ラ ス ト を デ キ ス ト ラ ン 法 で 融 合 さ せ、5Mτ を 含 む 硝 酸 培 地 で 雑 種

カ ル ス を 選 抜 し た と こ ろ、 幼 植 物 体 が 再 分 化 し た(Fig.2-D。 染 色 体 数 ア イ

ソ ザ イ ム 分 析 な ど の 結 果、 こ れ ら の 選 抜 系 統 は 雑 種 で あ る こ と が確 認 さ れ た。

さ ら に、 こ の シ ス テ ム を用 い て、S.鎚 と 昼.[趣 と の 体 細 胞 雑 種 も 得 られ

た。 こ の よ う に して 選 抜 した §.tu昭idaの 系 統 は、 融 合 相 手 の い か ん を 問 わ ず 雑

種 細 胞 を 選 抜 で き るunlversalhybr蓋dizerと し て 利 用 可 能 で あ る こ と を指 摘 し

た(Fig.2-2)。

へ く峨 ㍉

、

㌃
蟹

騨 、

鎌,纒

灘難、灘
羅

隔
、

.
灘

Fig.2-1.A:Mesophyllprotoplastof

Brassicaoleracea(a),callusprotoplast

of迦 皇 蛙(b)andtheirfusion

product(c).B:Divisionofthefused

cell.C:Embryoidformationinthe

somatichybridbetweenS.turgidaand

B.oleracea.D:Regenerationfromthe

somatichybrid.Scale:20Nm(A,B)and
mm(C,D).5

Unabletogrow

in
TNO3medium5MTresistance

non-regenerable

35.iナ

・∵ ド.

↓
NO3medium

Cauliflower

oranyother

Fusion

「 一7一 蕪 。。
x

RegenerationX

medium

↓
xybrtas

Fig.2-2.Selectionschemefor

somatichybridsbetweenuni-

versalhybridizer(35-i)of

且.聾 皇皇andotherwild-type

partners.Somatichybridsare

selectedbyNO3mediumand

then5-methyltryptophan(SMTJ

medium.
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第3章 細 胞 融 台 に よ るMof董candlaarvenslsとBrassicaolerac鎚1の 属 間 体 細 胞

雑 種 植 物 の 育 成

Moricandlaarvensis(MA)は 、C3-C4中 間 型 光 合 成 特 性 を 持 つ の で、 そ の 特

性 をC2植 物 のBrassica。leracea(レ ッ ド キ ヤ ベ ツ,RC)に 導 入 す る 目的 で、

MAとRCの 細 胞 融 合 を 行 っ た。 両 者 の プ ロ ト プ ラ ス ト をデ キ ス ト ラ ン 法 で 融 合 さ

せ、 雑 種 の 選 抜 を 行 わ ず に 培 養 し た。 再 分 化 植 物 は、 外 部 形 態 と ア イ ソ ザ イ ム

分 析 に よ りす べ て 雑 種 で あ る こ と が 確 認 さ れ た。 雑 種 強 勢 に よ り雑 種 だ け が優

先 し て 再 分 化 し た も の と 考 え ら れ る.雑 種 は 開 花 し た が、 不 稔 で あ っ た(F董8.

3-D。 ま た、 同 様 に、MAと カ リ フ ラ ワ ー の 細 胞 融 合 に お い て も 雑 種 植 物 を得 た。

光 合 成 特 性 に 注 目 し な が ら、 こ れ らの 体 細 胞 雑 種 の 諸 特 性 の 調 査 が 進 行 申 で あ

る。
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Fig.3-1.A:Shootregenerationfromthecalliofthesomatichybridbetween

Moricandiaarvensisandredcabbage.B:(lefttoright)Youngplantsof

M.arvensis,thesomatichybridandredcabbage.C:(lefttoright)Flowers

ofM.arvensis,thesomatichybridandredcabbage.D:Amatureplantof

thesomatichybrid.Scale:1cm(A-Cjand5cm(Dj.
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第4、5章

第4章

第5章

イ ネの プ ロ トプ ラ ス トか らの植 物 体 再 分 化

イ ネの懸 濁培 養 と プ ロ トプ ラ ス ト培 養

イ ネ の薪 起 源 の カル ス か ら巣 離 した プ ロ トプ ラ ス トか らの半 数 体 と

2倍 体植 物 の再 分 化

従 来・ イ ネ の プ ロ トプ ラ ス ト培 養 は 極 め て 困 難 で あ っ た の で、 そ れ を達 成 す

る こ と を 目的 と し た・ 繭 培 養 で 得 ら れ た カ ル ス を、AA培 地(窒 素 源 と し て ア ミ

ノ酸 を 含 む)を 用 い て 振 盟 培 養 す る と、 細 か く均 一 な 懸 濁 培 養 細 胞 が 得 られ.

プ ロ トプ ラ ス ト が 容 易 に 単 離 で き る こ と を発 見 した。 さ ら に、 プ ロ トプ ラ ス ト

をNO3培 地(窒 素 源 と して 硝 酸 を 含 む)で 培 養 す る と緻 密 な カ ル ス が 形 成 さ れ、

置 床 カル ス の24%が 植 物 体 を 再 分 化 し た。 そ れ らは、26%が 半 数 体、 残 りが2倍

体 で あ っ た(臼g.5-D。 プ ロ ト プ ラ ス トの 単 離 と 培 養 に は 窒 素 源 が 重 要 で あ る こ

と を指 摘 し た。 本 研 究 に よ り、 イ ネ の プ ロ トプ ラ ス トか ら植 物 体 を 再 分 化 す る

シ ス テ ム を開 発 す る こ と が で き た(Flg .5-2)。

Fig.5-1.A:RicecellsuspensionsintheAAmedium.B:Freshlyisolated

protoplasts.C:Firstdivisionafter4daysofculture.D:Second

divisionafter6daysofculture.E:Protoplast-derivedcompactcallus

intheNOgmedium.F:Populationofcellcoloniesafterlmonth.G:Shoot

regenerationfromprotoplast-derivedcallus.H:Diploid(left)andhaploid

(riqht)plantsreqeneratedfro職prot二 〇p工asts・Scale:100pm(A}'20pm(B-

D),100Nm(E),1cm(F,G)and10cm(H).
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第6章 細 胞 融 合 に よ る イネ 品 種 間 の体 細 胞 雑 種 の 育成

第5章 で 確 立 し た シ ス テ ム を 用 い て 体 細 胞 雑 種 植 物 を 得 る こ と を 目的 と し た。

品 種 「ヤ マ ホ ウ シ 」 の プ ロ トプ ラ ス ト と、 紫 着 色(優 性)と 爆 性(劣 性)の2形

質 を持 つ 品 種 「紫 大 黒 」 の プ ロ トプ ラ ス ト を電 気 融 合 法 に よ り融 合 し(Fig .6-1

)・ 雑 種 カ ル ス を 選 抜 無 しで 培 養 し た。 再 分 化 植 物 の 申 で、 紫 着 色、 か っ、 正 常

草 丈 で あ る 個 体 が 体 細 胞 雑 種 で あ る と 期 待 さ れ る。640個 の カ ル ス か ら こ の よ う

な 体 細 胞 雑 種 が9個 体 得 ら れ た(Fig.6-2)。 そ の 他 の 再 分 化 個 体 は、 緑 色 か っ、

正 常 草 丈 を 示 し ヤ マ ホ ウ シ で あ っ た。 紫 大 黒 の 再 分 化 は 見 られ な か っ た。 細 胞

融 合 で イ ネ 品 種 間 の 雑 種 が 得 られ る こ と を 明 ら か に し た.
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第7章 エ レ ク ト ロ ボ レ ー シ ョ.シ 法 に よ.っ て イ ネ.プ.ロ ト プ ラ ス.ト.に.導 入 し た バ

ク テ リ.ア の β 一g塾ucur。nidase遺 伝 子 のtfansientgeneexp∫ession

遺.伝 子 の 直 接..導入 の.条 件 を 明.ら か に す る こ と を 目的 と して.、 イ.ネ の プ ロ.ト プ

ラ ス ト に、 」大 腸 菌 のGUS(.β.。giuc慨onida.se)の 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド をElec-

tr・p。ration法 で 導 入 し た。.そ の 結 果.コ ン デ ン.サ ー の 放 電 で.得.ら れ る.電 気 パ.

ル ス(750V/cm,.RC=4mS.ec)を 与 え:た と き に、 プ.ラ..スミ.ド.が プ ロ トプ ラ.ス トに導 入

さ.れ・ ・…sl.・.・t..・・….ρ ・・.・…..i・n力 職 察 さ れ た(T・b.1.・7-D・ こ の細 胞 力・ら形

.質転.換 植 物.が 得 ら れ..る.か.否 か は.検 討 申 で あ.る。

Table7-1。ProtoplastviabilityandGUS(β991ud.uroDid.ase)

activityafterelectroporationunderdifferentconditions.GUS
.activitywaSdetectedqualitativelybyfluorescenqe

.( .+} ..

Type

of

pulse

Field

stren-

gt二h
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for
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C.ons鼎

tant`

{msec)
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ゆ 　

aq仁 ■V■ty

contro1(without昌nytr(∋a縞 応←n七.s.)

square
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exponen一.

tia1 .lyコ
d .ecay:Lng

a
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2000
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a
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第8章 イネ 幼 穂 の 液 体 振 盈培 養 に よ る、 蔚 カル スお よび プ ロ トプ ラス トの

作 出

イネ の 省 力的 な 大 量 蔚 培養 技 術 の開 発 を 目的 と し、 個 々の 病 を穎 花 か ら取 り

出 す煩 雑 な操 作 を省 き、 幼穂 をそ の ま ま液 体 培 地 中 で振 盤 培 養 す る方 法 を検討

した。 カル スは鶏 か ら形 成 さ れ、 後 に穎 花 を押 し開 いて 培 地 申 に浮 遊 し、 そ の

カ ル スか ら植 物 体 が再 分 化 す る こ とが わ か っ た(Fig、8一 足)。また、AA培 地 を用 い

た とき は、 懸 濁 細胞 か らプ ロ トプ ラ ス トが容 易 に単 離 で き た。 本 実験 の 方法 を

穂 培 養 と名 付 けた。 さ ら に再 分化 率 を高 め る た めの 改善 が必 要 で あ る が、 穂培

養 を用 いれ ば 繭培 養 に 要す る労 力 を節 約 で き る こ と を示 した。

繋
灘

趣 イ

羅

鍵 灘

凝
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灘
繍
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Fig.8-1。A=工ntactpaniclecultureinliquidmedium.B=Callusproducedin

thepanicleculture.Somecallisprungoutofthefloretsandothers

remainedwithinthem(arrows)after2monthsofculture.C:Appearanceof

callusobtainedbythepanicleculture.Largeandcompactcalliwere

formedintheB5-1medium(left)andsmallandfriablecalliintheAA

medium(right).D:Aplantletregeneratedfromthecallusafter2monthsof

cultureontheregenerationmedium.Scale:1cm.
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第9章 鶏 培 菱 を利 用 した野 生 稲 細.胞質 雄 性 不 稔 に 対す る回 復 系 統 の育 成・

野 生 稲(wPの 細 胞 質 を持 つ 細 胞 質 雄 性 不 稔 に対 す る図 復 系 統 を蔚 培 養 を利 用

し七 育 成 す る こ と を 目的 と し、 刷(♀)/.染 分F、 の 鶏 培養 を行 い、 稔 性 の 高 い

再 分化 植 物 を選 抜 し た。.こ の 自..殖系 続.を.刷 を細.胞質 とす る 雄 性不 稔 の レイメ

才 を母 本 と して 検定 交 配 し.たと こ.ろ、 稔 性 が 國復 し、 繭 培 養 で 回復 系親 が育成

で き た こ.とが確 認 され た(Fig。9-D・1一 方、 通 常 交雑 で 得 たWf(♀')/染 分 のF2

とBlF1は 、.'...稔性 が幅 広 く分 離.し、 通 常 交雑 で は 回復 遺 伝 子 の選 抜 は.容易で な

い.と思.われ た。.以 上 よ.り、 雑 種 不 稔 が.存在 す る野 生 種 か ら栽 培種 に回復 遺伝 子

を導 入す る 際 に、.菊 培.養.が.有効.忙利用 で きる こ'とを示.した6.
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結語

従 来、 植 物 の 細胞 操作 は タバ コ を材 料 と して発 展 して きた が、 農 業 上 は イネ

を代 表 とす る主 要 穀 物 や三 大 露地 野菜 を含 む アブ ラ ナ科 植物 な ど につ し}て細 胞

操 作技 術 の 開 発 が期 待 さ れ て い た。 本 研 究 で は・ イ ネ とア ブ ラ ナ科 植 物 を材 料

と して細 胞 操 作 の騨 騨 を行 い・ 育 種 へ の応 用髄 搬 寸.した・・⑳ 結 果 ア

、ブ ラナ科 植 物 で は・ 野 生種.と 栽 培種 の細 胞 融 合 で体 細 胞 雑 種.が得 られ る こと が

わ か り、 イ ネ で も珊 胞 融 合 や 形 貿 転換 が で き る こ とが わ かっ た1そ して、 異種

ゲ ノム や外 来 遺 伝 子 の導 入 と発 現 の可 能 性 を示 した。 これち め 細胞 操 作 は、 農

業 形 質 発現 の遺 伝 的 メ カ 三ズ ムの解 明、 遺伝 変 異 の 拡大、 細 胞 の選 抜 な どに役

立 ち、 従来 の 交配育 種 と共 に 品種改 良 に 利 用で き ると考 え られ る∴
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審 査 結 果 の 要 旨

本研究は,我 が国の主要作物であるアブラナ科野菜およびイネを材料として,そ れらの細胞操

作系を確立したものである。

アブラナ科植物については,ま ず野生種の中から細胞操作に適した種を探索 し,そ の結果を基

にして,野 生種 と栽培種の間でプロトプラス ト融合を行い2種 類の新植物を育成 した.第 一の場

合には,5∫ηα体 孟獅g∫4αを材料にして,い わゆるユニバーサル ハイブ リダイザ ー(universal

hybridizer)を 作成 し,こ れとBアα∬∫`αoZθプαoθα間,お よびB.πfgm間 の細胞融合個体を得た。第

二の場合には,ルfo痂 α屈fα俳御π廊 とB.oZθrασθ4との細胞融合個体を得た。これらの成果はアブ

ラナ科植物の細胞融合条件を明らかに し,ま た細胞融合法を育種に適用する際の問題点を明らか

にしたものであって,評 価に値する。

イネについては,従 来極めて困難とされていたプ揖トプラス トからの植物体再分化の系を確立

した。この系は,繭 培養細胞を材料としてアミノ酸培地を用いる,ユ ニークな系である。次いで

この培養系を用い,電 気融合法によって品種間細胞融合雑種の育成にも成功 した。さらにこのプ

ロトプラス トに外来遺伝子を導入することにも成功し,そ れぞれの条件を明らかにしている。本

研究の特徴は,繭 培養起源の半数および自然:二倍体性のカルスを用いていることであって,遺 伝

操作上極めて応用範囲の広いものである。 これらの研究は,イ ネ細胞における全能性を立証 した

ばか りでなく,イ ネの細胞操作の基礎を築いたものとして十分に評価できる。

さらに本軒究においては,イ ネ繭培養の省力化方法について新 しい培養方法を提案 し,ま た,

繭培養のハイブリッドライス育種への応用例も示している。 このことは,本 研究が極めて幅広い

視野の下に展開されていることを示 している。

以上のように,本 研究は細胞操作法の開発に多大の貢献をなしたものであ り,著 者は農学博士

の学位を授与される十分な資格があるものと認定した。
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