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論 文 内 容 要 旨

和文要約

序章

半 数体植物 は、 ゲ ノムを1組 しか持た ないため突然変 異が容易 に検出 され る、1組 の ゲ

ノムを倍加 させ ることによ り直 ちに純 系の二倍体植物 にな るな ど、育種上 の利 用価 値が認

め られて いる。 そ のた め1930年 代 か ら半数体 を効 率 よ く作出す るための研 究 が盛ん に

行われて きて いる。 半数体植物 の起源 として は1蔚 に含 まれ る花粉 と胚珠 の胚 嚢 内 に存 在

す る卵細胞 な どの半数性 の細 胞が考え られ るが、 現在の ところ花粉 を起源 とす る蔚培 養 ま

たは花粉培養 によ る半数体作 出技術 の方 が先 行 して い る。 しか し、 種 によ って は花 粉か ら

の半 数体誘導 が困難 な ものが あ り、近年 は胚珠か らの半 数体誘 導の研究 も進展 して い る。

SanNoeum(1976)の コムギ鱒おけ る未受 精の子房培 養 によ る半 数体植物 の作 出、Raquin

(1985)の 偽受 精 の胚珠培養 によ るペチ ュニアで の成 功以 来、両手法 を用 いた胚珠 か らの半

数体作 出の報告 は増加 し、現 在 まで に11科19属22種 にっ いての報 告が あ る。 しか し

なが ら、 これ らの多 くは発 生率が低 い、発生率 が安定 しな いな どの問題 点が あ り、 宰際 の

育種 に適用で きるものは極 めて少な い。

本研 究 においては、胚珠 か らの半数体作 出技術 の育種へ の利用 を可能 とす る ことを 目的

とし、 タバ コ、 ルスチカタバ コ及 び メロンを材料 と し研究 を進 めた。 タバ コで は、 各種方

法 によ り、雌 しべ様培養体形成 の条 件 と、半数体 植物 を作 出す る方法 を検 討 した。 また、

ルスチカタバ コで は未受精胚珠 培養 によ り高頻度 で半数 体 を誘 導で きる系 を確立 した。 さ

らに花 粉か らの効率的 な半数 体誘導技術が開発 され ていな い メロ ンに おいて も、 偽受 精胚

珠培養 に より半数 体作 出法 を確立 し、 この方法 は多 くの品 種群 の実際 の育 種 に も適 用可 能

で あ ることを示 した。

第 一 章

翫cotianatabacumの 未 開 花 の蕾 か ら摘 出 した子 房 を カ イ ネ チ ン(KT)及 び イ ン ドー
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ル酢酸(IAA)を 各種濃度 で組合せ添加 した培 地で培 養 した。KTが 添加 され た実 験 区

において、花 托組穫か ら、柱頭及 び花柱 に類似 した器官(柱 頭様、 花柱様体)及 び葉状 の

器官 が分 化 した(表 一1)b5か ら50mmの 蕾か ら摘 出 され た子房 において、 これ らの

器官形成 が認め られた。5か ら20mmの 蕾 か ら摘出 した発達段 階初期 の子房、の花托 組織

では、KT2mg/1,IAA無 添加 条件下で、 また20-5・Ommの 蕾か ら採取 した発

達 段階後期 の子房 の花托組織で は、KT2mg/LIAAO.5mg/1の 条件 下 に お

いて・最 も高頻度 で柱頭様・花柱 様体へ分化 した。

得 られた柱 頭様、花柱様体 を走査型電子顕微 鏡 によ り観 察 した結果、柱 頭様 体 は乳 頭突

起 を有 していた。柱頭様体上 にのせ た花粉 は、 発芽 し花 柱様体 の なか へ花粉管 を伸 長 させ

た。 柱頭様 、花柱様体は形態 的機能 的に柱頭及 び花柱 と類似 してい るこ とが判明 した。

表 一1蕾 長5-20mm(ス テ ー ジ1)、 蕾20-50m皿(ス テー ジ 皿)の 子 房 を

培 養 した際 の 花 托 組 織 か らの柱 頭 様 、 花 柱 様 体 の 形 成 に対 す る、 カ イ

ネチ ン及 びIAAの 効 果

雌ずい様体出現子房数
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(皿9/1) a

IAA(mg/1)
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各 ステ ー ジに お いて 、 異 な る ア ル フ ァ ベ ッ トを 付 与 した 数 値 は

カ イ 自乗検 定 で 統 計 的 に 有 意 な差 が あ る こ と を 示 す(P〈0.05)。

ス テー ジ1で は各 実 験 区15個 、 ス テ ー ジ 皿で は10個 の子 房 を

実 験 に供 した。
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第二章

翫cotiaれatabacu皿 の未受精の胚珠 を胎座 とと もにKT及 びIAAを 各 種濃度 で組 合せ

添加 した培地 で培 養 した。発達段階初 期の胚 珠 は、 植物成長調節物 質の添 加 の有無 にかか

わ らず、柱頭様、 花柱様体 へ分化 した。一方 、発達 段階後期 の胚珠 はKTの 添 加条 件下 に

おいてのみ柱 頭様、花柱様体へ分化 した。胚 珠 の発 達段階 によ り、 柱頭様 、花 柱様 体へ の

分化 が導かれ る培地条件 が明か に異な ることが見 出 された(表 一2)。

培 養 された胚珠 か ら分化す る柱頭様、花柱 様体 は植物成長 調節物 質 の種 類 及 び添 加濃度

によ り、 多様な形 態 を示 した。 しか しなが ら、胚珠 か ら植物 体は分 化 しなか った。 培養 中

の胚 珠の切片を作成 し観察 した結果、 柱頭様、花 柱様体 は珠皮組織 が起 源 とな り、 そ の発

達過 程において胚 嚢が崩壊す ることが明か にな った。

得 られた柱頭様、花 柱様体 を走査型 電子顕微鏡 で観察 した結果、 表面 構造 は柱頭 及 び花

柱 に極めて類似 して いた。花粉 は柱頭様体上 で発 芽 し、花柱 様体中へ花 粉管 を伸長 させた。

表 一2蕾 長8-15m顕(ス テ ー ジA)、 蕾 長25-30塒 皿(ス テー ジB)の 胚 珠 を

培 養 した 際 の 胚 珠 の形 態 形 成 に対 す る カ イ ネ チ ン及 びIAAの 効 果

KTス テ ー ジAス テ ー ジB

(mg/1)¥IAAOO.1110(mg/1)00.1110(mg/1)
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各実験 区、胚珠 を伴 った20切 片の胎座 を4週 間培 養 した。
1)表 中のアルフ ァベ ッ トは胚珠が分化 した形 態を あ らわす。
A:褐 変 し、萎縮 した胚珠D3柱 頭様、 花柱様体

E:柱 頭様、花柱 様体及 び胚珠様体F:胚 珠様 体を伴 った胎座 様体

第 三 章

Nicotianatabac凱 の 成 熟 期 の胚 珠 に っ い て 、 各 種 栄 養 素 の 飢 餓 処 理 後 の培 養 、 偽 受 精
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後 の培 養、KT存 在下 での培 養を.行い培養 結果 を比 較検討 した。1KT2mg/1存 在下

で培 養 した場 合 には、胚珠 の珠皮組織 が柱 頭様、花 柱様体 へ分化 し植物体 は得 られ掌か っ

た。 蒸留水 によ る飢 餓処理 は、KTの 存在 下で お こ る胚珠 の珠皮 組織 の柱 頭、花柱 様体 へ

の分化 を抑制 した。 さらに飢餓処理を35℃ で3日 間お こな った後、胚 珠 を培養 す る と、

胚珠か らカルスが誘導 され た(表 一3)。 カル スか ら分化 した植物体 の多 くは、 二倍体 で

あ ったが、一部 は半数体 の植物 であ っえ。 得 られた植物体 にっ いて、 カナマ イ シン耐 性 を

遺伝 的指標 と して解析 を行 った ところ、二 倍体植 物 は体細 胞起源 であ る ことが判明 した。

飢 餓処 理 にっいて検討 した結 果、 しょ糖 の飢餓 が必要 であ るこ とが分 か った(表 一4)。

花粉 をX線 照射 によ り不活化後、受粉 させ'数日経過 した子房 か ら胚珠 を胎座 とと もに摘

出 し、培 養す ると子 房当 り1,14の 頻度で植 物体 が得 られた。 植物 体 はカル スを経 由す

る「ことな く、偽受 精 によ り形成 された胚 が発 育す るこ とに より得 られ、 その多 くが 半数体

で あ ることを確 認 した。

これ らの結 果 によ り、 タバ コの胚珠 は外 的刺激 によ り分 化 の方 向性 を変 え うることを示

した(表 一5)。

表 一3培 養 した胚 珠か らのカルス形成 に対 す る、 飢餓処理 期間 の効果

飢餓 日数 温 度

(℃)

カル ス形成 い
一 十

2日 間

3日 間

4日 間

5

0

5

5

0

5

5

0

5

2

3

3

2

3

3

2

3

3

10

10
is

io
s

a
s
4

7

0

0

0

0

4

0

4

6

3

1

胚 珠 は 蒸 留 水 に よ る飢 餓 処 理 後 、2mg/1カ イ ネ チ ン及 び0.5mg/12¶ethy1-

4-chlorophenox楓ceticacid(MCPA)を 添 加 したN6培 地 で 培 養 し た。

各 処 理 に お い て、10個 の 子 房 を 実験 に 供 した。

1)一:カ ル ス形 成 が認 め ら れな い 子 房 、+:カ ル ス形 成 が 認 め られ た子 房
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表 一4胚 珠か らのカルス形成 に対す る各種 飢餓処理 の影響

飢餓処理 カ ル ス形 成1》
一 十

蒸留水
蒸留水+無 機塩 の
蒸留 水+2.7瓢 マンニト漉

蒸留 水+5鑑 しょ轄

0

2

」
触

01

.0

8

の
0

ハU

1

胚珠 は各種飢餓培 地上で3日 間、35度 で培 養 した後、2mg/1
カイネチ ン、0.5mg/1MCPAを 含むN6培 地 で培養 した。

各実験区、10個 の子房を実験 に供 した。
1)一:カ ル ス形 成が認め られ ない子房
+:カ ル ス形成が認め られた子房

2)N6の 無機塩組 成 ・

表 一5「 各種刺激 がタバ コの胚 珠の分化 に及 ぼす効果

分化様式

刺 激 柱頭様花柱様体 カ ル ス 半数性胚

二倍体 半数体

サ イ トカ イ ニ ンD

軽 度 の 飢 餓 処 理2》

+培 養 の(5%し ょ糖)、

飢 餓 処 理 心

+培 養(5%し ょ糖)

飢 餓 処 理

+培 養(11%し ょ糖)

偽 受 精+培 養 の

↓
騨

十

十

十 十

十

1)胚 珠 は2mg/1カ イ ネ チ ン また、は ベ ン ジル ア デ ニ ン(BA)を 添 加 したNitsck&

Nitscb'69(NN)培 地 で 培 養 した 。

2)軽 度 の飢 餓処 理:25-35℃ 、2日 間 ま た は25℃ 、3日 間 の 処 理 を 行 っ た。

3)胚 珠 は飢 餓 処 理 後 、2mg/1カ イ ネチ ン及 び0.5mg/1MCPAを 添 加 した

N6培 地 で培 養 した。

4)飢 餓 処 理:30-35℃ 、3日 間 また は25-30℃ 、4日 間 の 処 理 を 行 った。

5)胚 珠 は ホル モ ンフ リーN6培 地 で培 養 した。
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第四 章

Nicatianarusticaの 未受精の胚珠を胎座 とと もに培養 した結果、不 定胚 また はカル ス

経 由 の植 物体が高頻 度で作 出 された。植物体 はKTの 添加 によ り.、二大 胞子母 細胞期 か ら8

細胞 期 まで の発達段 階 の胚珠 か ら誘導 されたみKTの 添加濃度 は8mg/1、 培地 の無機

塩 組 成 と して はN6培 地 が適 していだ(表 一6)。 植物体 の発 生率 について は、材 料 とな

る親 植物 の遺 伝子型 によ り大 きな差異が認 め られ た(子 房当 り0～100%)`(表 一7)。

得 られ た植 物体 の61%が 半数体植 物で あった。 植物体の倍数性 の識別方法 と して気孔

孔辺 細胞 の葉緑体数 を指標 とす る方法が あ る。N.rusticaに おいて も半数 体 と二 倍体の そ

の数 には明確 な違 いが認 め られ半数体 が分化 して いることがわか った。培 養中 の胚 珠 の切'

片の観 察 によ り、 不定胚及 びカル スの起 源の多 くが胚嚢 内の細胞で あるが、一 部 は珠心 組

織 であ る ことを確認 した。

表 一6 ルスチ カタバ コの未受精胚珠培養 によ る不定胚 また はカル スの発生頻度

と植物 成長調節物質 の関係

植物 成長 培 養 した
調節 物質(皿g/1)子 房数

を

"

ス

数

+

ル

房

+

力

子
・
た

胚

し

定

成

+

不

形
培養 した子 房当 りの

不定胚 ・カル スの発生頻度
(%)

0

4

8

ρ
0

8

8

8

1

TK

【」

5

5

0

0

0

0

0

4

8

AA io

io

20

is

10

io

io

0

」
馳

2

0

1

0

9
南

0

0

8

0

8

5

4

1

0

40

100

0

90

50

so

基本 培地 は5%し ょ糖及 び0.2%ジ ェ ランガムを添加 したN6箪 坤 を用 いた。
培養 開始4週 間後 に不定 胚、 カル スの発生頻度 を調 査 したσ
1)+:1か ら3個 の不定胚 また はカルスが得 られた子房数
.++:4個 以上、の不定胚 またはカルスが得 られた子房数
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表 一7ル スチカタバコの各種遺伝子型 におけ る不定胚及 び カル ス発生率

遺伝子型 培養 した 不定胚 ・カル スを
子房数 形成 した子房数且}

十 十十

培 養 した子房 当 りの
不 定胚 ・カル スの発生 頻度

(%〉

cv.Rustics

cv.No.l

cv.SovietNo.4

cv.Qumduz2

cv.Mambatabako

cv.K.P.8

var.humilis

var,brasilia

var.pavonii

Zo

10

io

10

io

io

10

io

10

2

0

4

0

4

1

2

0

0

8

0

0

0

1

0

0

0

0

1 ioa

O

40

0

so

io

20

0

0

胚 珠 は2mg/1カ イネチン及び0.5mg/11AAを 添加 したN6培 地で

培 養 した。培 養開始4週 間後、不定胚及 びカル スの発生 率 を調べ た。
1>+:1か ら3個 の不定胚 また はカルスが得 られた子 房数

++:4個 以上 の不定胚 また はカル スが得 られた子房数

第五章

Cucumismeloの 偽受 精胚珠培 養に よる半数体植物 の作 出方法 を確立 し、得 られ た植物 の

倍数 性 につ いて調 査 した。X線 を照 射 し不活化 した花粉 を授粉 し、2、3週 間経過 した子

房 か ら胚 珠 を摘 出 し、成長調節物質無添加 またはIAAO.01mg/1を 添加 した培地

で培 養 した結 果、 胚珠当 り最高3.4%で 植 物体 が得 られた。 供試 した12品 種 す べて か

ら植 物体 が得 られたが、植物体発生率 には異 な る遺 伝子型 の供試植 物間で差異 が認 め られ

た(表 一8)。

得 られた植 物の生育初期 の主根 の染色体数 は、半数性 を示 した。 しか しなが ら、 根 で は

生 育す るに伴 い 自然倍加 が高頻度 で起 きることが認め られた。 得 られた植 物 の葉 肉細 胞 の

DNA含 量 を測定 した結 果は、 多 くの細胞 のDNA量 は、 種子由来 の二 倍体植物 の半 分 で

あ るが、一 部二倍 体 と推 定 され 弓細胞 を含むことを示 した。 しか しなが'ら、花 粉母細 胞 の

染色 体数 は半数性 を示 し、 また花粉稔性 を有す る個 体 は出現 しなか った ので、 得 られ た個
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体 は半数 体 と判別 した。 気孔孔辺細胞内 の葉緑体 数で倍数性 を判定 す るた めに、半数 体及

び二倍 体 におけ る葉 緑体数 の平均値 を明 らかに した(表 一9)。

表 一8メ ロン11品 種 に おける偽受 精胚珠培養 によ る植物 体発生率

品種 変種 子 房 恥.

培養 した 植物体
胚珠数 発生数

発生率
(髭)

E.favoritereticulatus

Hamiuriinodorus

FIHamiuri"

HoneydewPF"

Mauriconomon

Elisabethintervarietal
hybrid
(nonettype)

Sweetheart"

Alice'

Cossackintervarietal
hybrid
(nettype)

BonusNo.2"

Maoriintervarietal
xBirdnesthybrid

1

2

3

1

2

3

1

2

1

2

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

5

5

0

0

0

4

4

0

5

0

5

4

0

0

0

0

0

4

0

5

4

0

4

6

5

2

8

5

8

0

8

0

4

9

0

6

6

6

0

8

8

2

6

8

6

2

6

0

6

0

7

0

0

4

5

2

4

7

7

6

2

7

4

3

3

4

3

4

2

5

2

4

3

2

2

4

4

5

4

2

5

3

4

6

4

1

5

3

3

3

5

3

3

0

6

3

0

7

4

9

6

1

2

9

8

4

4

2

5

9

6

9

5

2

4

3

6

6

6

5

5

L

砿

砿

2
・
L

伍

L

O
。
L

臥

巳

砿

砿

砿

砿

0

乞

L

砿

L

O
。
砿

歌

L

砿

0
.
O

O

L

飢

砿

胚 珠 は0。Olmg/lIAAを 添 加 したE20A培 地 で 培 養 した。
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表 一9 培養により得 られた半数体植物及 び種子由来の植物体の孔辺
細胞に含まれる葉緑体数

個 体No. 平均 標準偏差

二倍体植物 1 4.95融 0.76

半数体植物 り
6

り
0

」
隈

【
U

0

0

【
り

0

7

」
陸

」
脹

0

2

2

り
轟

3

0.57

0.so

O.51

0.79

異 な る ア ル フ ァベ ッ トを 付 与 した 数 値 は 、

差 が 認 め られ た こ とを 示 す(P〈0.05)。

t検 定 によ り有意 なノ
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「

論 文 審 査 の 要 旨

本提出論文は胚珠からの半数体作出技術について,タ バコ,ル スチカタバコおよびメロンを材

料として開発研究 したものである。

まず,タ バコの蕾および胚珠から雌 しべ様器官が出現する培養条件について検討 し,蕾 の発育

ステージと培地のカイネチン濃度が強 く影響することを明らかにした。そして,こ こで形成され

る雌 しべ様体は花粉を発芽伸長させる機能を有していることを示 した。

ついで,成 熟期の胚珠を蒸留水で前培養することによって,半 数体が得られることを発見 した。

この前培養には糖やカイネチンの有無,温 度条件が大きく影響することを示し,組 織の糖飢餓の

影響によるものと考察 した。さらに花粉をX線 によって不活化 してから受粉することによって,

胚珠から半数体が得られることを明らかにした。これらの結果から胚珠の分化方向をきめる外的

刺激の規則性を明らかに して,タ バコ胚珠培養の制御技術を確立 した。

次に,ル スチカタバコを材料として用いて,そ の未受精の胚珠を胎座 と共に培養す ることに

よって,不 定胚またはカルスを経由して半数体が高頻度で得られることを示した。そのための培

養条件 として,カ イネチン添加などカミ有効であ り,ま た植物体の発生率は系統によって幅広 く変

異することが分かった。この材料について不定胚およびカルス発生の起源を調査 し,そ の多 くは

胚嚢内の細胞に由来するものであるが,一 部は珠心組織に由来するものであることを明らかに し

た。

メロンでは花粉培養による半数体の育成が困難であることが知られているので,半 数体を得る

ために胚珠培養法の適用を検討した。X線 照射によって不活化 した花粉を受粉したのち胚珠を摘

出して培養することによって,胚 珠当 り最高3.4%の 割合で半数体植物が得られることを明らか

にした。本技術を適用することによって,品 種間に発生率の変異はあるものの,供 試 した12品 種

すべてにおいて半数体植物体が得られ,本 技術が実用的にも利用できる可能性を示 した。

これ らの研究成果は半数体を利用した育種に新 しい局面を開いたものとして評価 されるので,

博士(農 学)の 称号を授与するにふさわしいものと判断 した。

/
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