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論 文 内 容 要 旨

緒 言

果樹品種は接 ぎ木や挿 し木などの栄養繁殖 によって増殖 され、また遺伝子が

異型接合になっているため、組織培養による大量増殖の技術開発が期待 されて

いる。 さらに組織培養技術は ウイルス フリー化、遺伝資源 の保存、変異の作 出

に も利用で きる と期待 されている。 これ らの技術は一部の果樹にお いては既に

実用1ヒされてい るが、なお 多くの果樹類ではその培養条件 にっいて詳細な検討

が待たれ ている。

本研究では、数種類の果樹 につ いて組織培養に よる大量増殖の方法 を検討 し

た。その際特にウイルスフ リー化や超低温下での遺伝資源保存に応用す るため

に1mm以 下の茎 頂か らの増殖個体の取得に留意 して検討 を行 った。 また合成サ

イトカ イニ.ン様物 質の4PU(N一(2-chloro-4-pyridyD-N-phenylurea,協 和醗酵

工業)を 実験に供 し、その効果にっいて検討 を行 った。

まずモモ、スモモ等の核果類 を供試し、茎頂培養 を試み、スモモや アーモン

ドでは;茎頂培養に よる大量増殖が可能であることを示 した(第1章)。 次にカ

キを材料 として、4PUの 効果が顕著であることを示 した(第2章)。 キウイフ

ルーツでは茎頂培養 とともに節間 カル スか らの不 定芽形成に よって増殖で きる

ことを明 らかに した(第3章)。 またパパ イヤにおいては6-BAとNAAの 組合せ

によって茎頂な らびにカル スからの大量増殖が可能なことを示 した(第4章)。

化 学 物 質 の 略 号 と 名 称

6-BA:6-benzyladenine

2,4-D:2,4-d量ch1〔 ⊃rophenoxyacelle∫ しcid

IBA:3-hldolebuしyricacid

2-ip:N一(2-isOpe1Lteny1)一ad{まllinlラ

KAkinetin

NAA1-naphthaleneaceticar_id

4PUN一(2-chloro-4-pyridyl)一N-plienylurea

ZAzeatin
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第1章 核果類の茎頂培養

モモ、ネクタ リン、オ ウ トウ、ニホンスモモそれぞれ数品種の休眠芽、およ

び アーモ ン ドの新梢 を用 いて0.5・》1.Ommの 茎頂を培養 した。培地はMS培 地 の

無機塩を1/2濃 度 に した修正1/2MS培 地(鉄 は規定量)を 用いた。ペーパー

ウイ ック法の場合は寒天1g/1を 加 えた液体培地 を試験管 に分注後、 ろ紙床 を置

いて その上 に茎頂 を置床 した。

初代培養では一般 に良好 な生存率 を示 したが、一ケ月後の茎葉の長 さお よび

葉数 では、4PU2,伽g/1を 与 えた区が他の区に比べて良好な生育を示 した(第

1表).初 代培養 した茎葉 を4PU1.Omg/1あ るいは6-BAO.5mg/1を 含む増殖培

地に移植す るとモモ、 ネクタリンは褐変が甚 しく、オウ トウはカルス化が さか

んで新たな茎葉の増殖は得 られなか った。 しか しニホンスモモの 塵大石早生ス

モモ 幽と`太 陽 翰は旺盛な生育を示 し、新たな茎葉の増殖が認め られた(第2

表)。 これ らの茎葉 を4PU濃 度を0.1μ0.5mg/1に 減 じた培地に移植す ることに

よ り発根を促 し、順化、定植 するこ とがで きた。

アーモ ンドの新梢の茎頂 も4PUを 添加 した培地で初代培養すると生存率が高

かった(第3表)。 これ を6-BAO.5鵬g/1を 加 えた増殖培地 で培養す るとえき芽

が伸長 して多数 の茎葉が増殖 した。 これ らの茎葉はNAAO.5mg/1を 含む培地 に

移植す ると根 を形成 した。

本研究の結果、4PUを 添加 したペーパー ヴ ィック培地 を利用す るこ とによ り、

1mm以 下の茎頂培養にお いて も生存率が高 ま り生育がよ くな ること、・ニホンス

モモやアーモ ン ドではこの方法によ つて大量増殖 が可能にな ることを明 らかに

した。

第2章 カキの茎頂培養

カキの休眠芽 を前章 と同様な方法で培養 した。茎頂は0.5m皿 の大きさに切 り

取 り置床 した。
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平核無、駿河、禅寺丸、次郎 』の休眠芽 を2月 に採取 し、5。C暗 黒下で保

存 した もの を培養す ると緑色茎葉の 伸長やカルス化が観察 された。特 に4PU

O.05MO.1mg/1添 加 区ではカルス化が少な く緑色茎葉の生存率が高かった(第

4表)。 また次年 に 卵富有、早生次郎、甘百 目"を 供試 した ところ、前年 と同

様に4PUO.1mg/1区 で緑 色茎葉率が高かった(第5表)。 さらに これ らの中の

生育良好な個体を4PUO』5mg/1添 加培地で継 代培養す ると、茎葉基部に褐色の

堅 く丸いカルス を形成 し、 このカルスか ら不定芽 を生 じることが観察 された(

第1図)。 この方法によ り多数の増殖茎葉 が得 られ ることか ら、 この方法はカ

キの増殖 に有効であ ると示唆 した。

一方 ◎富有、早生次郎"等 を含 む10品 種 を供試 して、11月 と2月 に採取 した

休眠芽 をただちに培養す ると、4PUを 与 えた ものでは2週 間は生存 したがその

後すべて褐 変 し生育 しなか った。 しか し6-BA区 では生育が認め られた(第6表)

。休眠芽の生理状態 と4PUの 間には強い相互 作用があると考 えられた。

第3章 キウイフルーツの茎頂培養と節問カルスからの不定芽誘導

キウイフルーツの茎頂 を約0.5mmに 切 り取 り、寒天培 地で培養 した。4PU

O.1,0.5,1.Omg/1添 加 区で 初代培養す ると生長は速か ったが、葉 が厚 くガラ

ス状 になるなどの形態の異常が多発 した。一方KA2.Omg/1添 加区で初代培養す

るとく生育は遅 いが異常個 体は出現 しなかった。KA区 で初代培養後ZA又 は4PU

を含む培地で継代培養す ると茎葉は伸長 し基部にはカル スが形成 された(第7

表)。 これ らの カルスには第2代 、第3代 継 代培養過程で不 定芽の出現が観察

された。そしてこれ ち不 定芽 由来の再生茎葉 には形態異常が認め られなか った。

これ らの茎葉をNAA又 はIBAを 含むWHITE培 地に移植す ることに よって発根を

促 し、植物体を鉢 上げで きた。

一方キウイフルーツの節問切片の培養 を試みた ところ、2,4の 添加培地では

カルスが形成されなかったが、4PU,NAA,IBAの いずれか を含む培地では100%

カルスが形成 された。NAA区 、IBA区 の カル スは柔 らか く増殖が速か ったのに
一22一



対 し、4PU区 のカルスは堅 く緻密で増殖はやや遅か った。4PU区 で得 られたカ

ルスは再分化培地に移植す ると容易に不定芽 を形成 し再分化個体が得 られた(

第8表)。 これ らをZA区 に移植す ると不定芽数も多 く、再生茎葉の生育 も良好

であることがわか った(第2図)。

以上の結果か らキ ウイ フルーツにおいては茎頂培養、カルス培養の両系で大

量増殖が可能であることがわか った。 またカルスか らの再分化には4PU培 地で

のカルス誘導 とZA培 地での再分化が有効であ ることを指摘 した。

第4章 パパイヤ実生の茎頂培養と実生カルスか らの不定芽誘導

市販のハ ワイ産パパイヤの種子 を播種 し、2～'3か 月の実生を実験 に供 した。

茎疽 または えき芽 を1.5吋2.⑪mmの 大 きさに切って外植体 とし、6-BAとNAAを

各種濃度で組み合 わせた1/2MS培 地に置床 した、茎葉の伸長は6-BA,NAAが 低

濃度の時に良好で、両者の濃度が ともに高 くなると異常な生育 を示 した。継代
ロワのる

培養 を続けると6-BAlx10M,NAAlx10M区 で葉 えきからの茎葉の増殖が さか

んだ った(第9表)。

一方実生の葉身、葉柄、茎 を6唱Aと 猟Aを 組み合わせ て添加 した培地で培養

す るとカルス を形成 した。特 に茎 葉柄由来 カルスは生育が旺盛 で、緻密な乳

白色のカルスが得 られた。 これ ちは再分化培地に移植す ると多数 の緑点を生 じ、

茎葉が再分化 した(第1・0,11表)。

以上の結果か らパパイヤにおいては茎頂培養、カルス培養 の両系 による大量

増殖が可能で あることを指摘 した。

結 語

本研究では数種の果樹を供試して茎頂培養あるいはカルス培養による増殖技

術を検討 した。・その結果次の一覧表に示 した培養条件が明ちかになった。
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本研究で明らかにした各種果樹の増殖条件

茎 頂 培 養 に よ る 方 法

種 初代培養 増殖培養 発根条件

ニホンスモモ 4PU2.0

ペ ー パ ー 法

4PU1.0 4PUO.1-0.5

アーモ ン ド QPU2.0-4.0

ペ ー パ ー 法

6-BAO.5 NAAO.5

カキ 4P[30.1

.ペ ー パ ー 法

4PUO.05

キウイフルーツ KA2.0 ZAO.5-1.0 腋lm賠 地

NAA1.0

パパイヤ
一e

NAAlx10-M 6銅 ・1喚
NAAlx10"M

臨500㎎/1

に30秒浸漬

体 細 胞 培 養 に よ る 方 法

種 カルス誘導 不定芽形成

キウイフルーツ 4YU2.0 ZA2.0ゴ

パパイヤ
一S

6蔀Alx10阿
づ【

NAA1-5xlllM

6-BAlx1σ'M

N顛1x1σ`M

特に記入のないものは1/2MS(鉄 は規定量)、 寒天または

ゲルライ トによる固形化培地、単位は㎎/1。

核果類のニホ ンスモモとアーモ ン ド、な らびにカキでは4PUと ペーパー ウ ィ

ック法の組合せ によ り茎頂培養に よる大量増殖が可能 となった。これ らにおい

てはいずれ も1mm以 下の茎頂か らの増殖が可能であるこ とからウイルスフ リー

株の取得や茎頂 の超 低温保存法に利用で きる と'考える。

キウイフルー ツお よびパパ イヤは雌雄異株であ るために組織培養に よる再分

化系の確立 と大量増殖が強 く求め られているものである。本研究の結果、 これ

らの果樹 においては茎頂培養の方法 とともに、カルスか らの再分化系が利用 で

きることを明 らかに した。特にキウ イフルー ツのカルス誘導 に4PU.を 用いると

カルスか らの不 定芽形成が著 しく促進 され ることが明らかにな った。
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Tahle1. Shootlengthsandleafnumbersof

culturedforo口e叩on七.honva.rious

mediawithpaper-wick.
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shmellt
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C2.Omg/11

KA

(2.Om9/11

4PU

(0.2mg/11

cuitivar a b a b a b

4PU
C2.Omg/11
一
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Yahatahakuhau

Kurakatawase
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Sweetcherry
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Ooishiwasesumomo

TaiYou
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0

,●

●
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∠
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0
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●
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り
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●
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Q
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ー
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O

●

●

1

9
畠

1.3

R
}
0

7

・

●

■

3

5

2

0

9

・

・

1
5
2

7
可
0

●

●

3

5

4.5

4

4

0

●

●

●

パリ

6

バリ

0

4
・

.
■

3

2
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8

●

●

-

星

1.2

6

0

8

ロ

　

の

3

4

4

2.7
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s.a

3

0

3

●
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0

6

7

7

a.2

9

0

●

・

1

3

i.o

4

7

8

・

●

幽

7

一b

7

9

4

0

●

4

4
τ

5.2

6.5

1.5

n◎

8

0

.

・

.

,

Q
)
0

1

1

1

5.3

5.8

Mean 2.7 6.7 2.5 4.6 2.8 5.4 4.5 s.s

a)Lengthofshoot(mm).

b)Numberofleavesona shoot.

Table2. PropagationrateofPrunusshootsonmultiplying
contaiηingl.Omg/14PUorO.5mg/16-BA..

medlum

4PU (i.Omg/11 6-8A(O.5m4/1)

species

cultivar

No.ofNo.of

shootsshoots
trans-survived
planted

No.ofpropa-

shoots4ation
withnewrate

shoot

「
No.ofNo.ofNo.ofPropa-

shootsshootsshoots4ation

trans-survivedwithnewrate

plantedshoot

Peach
Yahatahakuhou
Kurakatawase

Nectarine
Shyuhou
Sweetcherry
Napoleon
Satounishiki
Takasaso
Pluro
Ooishiwasesumomo
Taiyou

7
.2

4
.5

53

25

zo

PO

2

3

2

6

3

2
覧

.

14

0

4

3

2

0

..r
ハ0

0

0

0

0

0

0

2

02

1.0.1
.0

i.a

0

0

.

O

O

-

1

8.O

t.s
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7

一
4

3

7

51

り
↑
0

3

一
〇

-

7
21

0

0

0

0

0

7

う
一

L

1.D

i.o

1.0

1

7
,

●

5

5

Propagationrate Totalnumberofshootsdevelopedontheshoots
survived/Numberofshootssurvived.

Table3. Survivalratesof-almondshoottiFs
culturedonestablishmentmedium.

cYtokininconc.

(mg/ユ 〕

No.ofshoot

tipsplaced

No.ofshoots
survived

4PU

4PU

6-BA

0

0

0

●

O

・

2

4
7
2

0

0

0

1

1

1

7

8

4

1)Elongatedshootswerecounted.
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Table9. GreenshootratesandcallusLnductlonrates.obtained

from'shoatt(pcultureofTapaneseperstmononthe

m6d1Umc・ntとin童nウvar垂9usk垂nd.・f.ρyt・ 琴1n虹ns.{%}・

cytokinlnconcentration(mg/1)

cult重var 6-BA

t.o

A

O

K

・
1

4PU

o.ot 0.05 0,1 t.o
【⊃
.

C SC S C S C S C S C

Hiratanenashi
Suruga

ZenJlmaru
Jiro

18.4
18.4
23.6
34.0

0

0

0

0

0
..0

0

0

0

0

0

0
.

0

0

0

0

8

8
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●
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7
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4

2

6

25.0033.3

0024.0

66.7070.8

58.30tOO.0

0
32.0

0
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2

.
9

5

.

●

o

.

7

0

7

.2

1

阻

58.6

83.8

23.1

97.5

S)Greenshootrate.
C).Calluslnductionrate.

Table5. Greenshootratesobtainedfromdormant

shoottipcultureofJapanesepersimon

卑nMay,.、1987〔.%⊃ 。

cytokininconcentration(mg/11

CUlt重var 4PU 0.聾 6-BA5.0 ZA t.a

2w 4w 2w 4w 2w 4w

Fuyu
WaseJlrou
AmahYakume

100

too

6

goo

監00

6

0
り
0

0

nO
4

9

5

G

8

3
Boa

70

is

0

0

0

9

7

藍

Greenshootrateswerecalculatedtwoorfourweeks
afterculturlnsonthe,estabiishmentmedium.

Table6. Greenshootratsobtainedfromdormant

shoottlpcultureofJapaneseperslmon

五nFebruary,蓋987〔%⊃.

cultivar
cYtoklninconcentration(mg/1)

4PUO.16-BA5:0

2w 4w 2w 4w

Fuyu

Matsumotowasefuvu
Jtrou
WaseJlrou

Hiratanenashl
Amahyakume
Suruga
ZenJlmaru
Izu

21Q.No.12

94
88
92
61

95
86
ss
66
60

50

6

3

4

8

2

8

4

9

8

2

3

4

8

2

8

4

8

7

5

3

8

r

2

3

7

8

4

4

3

5

3

5

7

2

8

4

8

7

5

3

GreenshootrateswerecalcuPatedtwo

orfourweeksafterculturtngonthe
establis4mentmedium.
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Table7. Shootsrowthobtainedfromthe2ndandthe3rd

withZA.4PUorKA.pas5年ge.Culture..ofド1騨 江frUit.

5weeks.cultureon

the2ndpassage
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〔mgイD
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審 査 結 果 の 要 旨

果樹品種は遺伝子が異型接合になっているために,接 ぎ木や挿 し木などの栄養繁殖によって増

殖されてお り,果 樹類の組織培養は大量増殖,ウ イルスフリー化,遺 伝資源の超低温保存,変 異

の作出,な どに極めて有効であると考えられ,そ の技術開発が期待されている。

本研究は数種類の果樹を材料として,ウ イルスフリー化や低温保存に利用価値の高い1mm以 下

の茎項を培養 して,大 量増殖技術の開発を試みたものである。また合成サイ トカイニン様物質

4PU(N一(2-chloro-4-pyridy1)一N-phenylurea)の 効果についても検討を行った。

まずモモ,ス モモなどの核果類を供試して茎項培養を試み,4PUを 添加 した培地を用い,

ペーパーウイック法を利用することに よって,茎 項の生存率が高まり生育が良 くなることを示 し

た。そして,ニ ホンスモモおよびアーモン ドはこの方法によって大量増殖が可能になることを明

らかに した。

次にこの方法をカキの休眠芽の茎項培養に適用し,そ の増殖条件を明らかにした。そして休眠

芽の生理状態 と4PUと の間には強い相互関係があ り,休 眠芽を早期に採取すると生存率が低下

することを明らかにした。一方,カ キにおいては茎葉基部に堅 く丸いカルスを形成し,こ のカル

スから多数の不定芽が分化するので,こ の方法によっても増殖が可能であることを示 した。

キウイフルーツやパパイヤは,雌 雄異株であるために,組 織培養による大量増殖が強 く望まれ

ていることから,こ れらを材料に して実験を更に展開し,キ ウイフルーツの茎項培養条件を明ら

かに した。キウイフルーツの節間切片の培養においてはカルスが得られること,そ の再分化には

4PUに よって誘導 したカルスを用いると再分化しやすいことも示 した。また,パ パイヤにおい

ては,茎 項培養およびカルス培養の両系による大量増殖が可能であることも示している。

以上のように,本 研究ば果樹類の茎頂培養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カミあるものと認定した。
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