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論 文 内 容 要 旨

第1章 緒 言

組織培養技術 は、育種学、遺伝学、植物生理学、生化学 、分子生物学 な

どの発 展 に伴 って細 分化 を続 けなが ら著 しく進展 して きた。最近 では、 こ、

の技術 は従 来の交雑育種 の枠を超 えた新育種素材 の作 出を可能 にす るなど

育種分野 に も新 たな展開 を もた ら し、茎頂培養 、胚培養 、蒋 ・花粉培養、

カルス培養 、プ ロ トプ ラス ト培養等多岐 にわたる組織培養技術の育種的利

用が図 られ てい る。

落葉 果樹類 の分野で は、 これ らの技術の うち茎頂培養や胚培養 が実用化

の段階 に達 して いる ものの、プ ロ トプ ラス ト培養や体細胞雑種の作出 は数

例で成 功 して いるの みであ り、カルスか らの植物体再生 に して もまだ安定

した技術 にな ってい るとは言 えず 、カルス誘導や再分 化の最適培 地の検討

をは じめ と して解 明すべ き問題が多々残 されてい る。本研究では、落葉果

樹類 におけ る組織 培養技術 の確立 を目指 して、 カル ス誘導法(第2章)、

プ ロ トプラス ト培 養法(第3章)、 植物体再分化法(第4章)、 遺 伝子導

入法(第5章)に ついて新技 術の開発 を行 なった。

第2章 カルス誘導法

特 に、 核 果 類 葉 片 か らの カル ス誘 導

モ モ 、 オ ウ トウ、 スモ モ 、 ウメ の野 生 種 を含 む15系 統 を用 い、葉 片 か ら

の カ ル ス形 成 に及 ぼす 種 々の要 因 にっ い て検 討 した 。 モ モ の グル ー プ で は

NNお よ びB5培 地 が カル ス誘 導 基本 培 地 に は有 効 で あ った 。 ま た 、 オ ウ

トウの グ ルー プで はMS培 地 が適 して い た。 オー キ シ ン と して 、2,4-

Dあ る い はNAAを 用 い た場 合 、5～20μMの 範 囲 の濃 度 が カル ス誘 導 に

適 して いた が最 適 濃 度 は 系統 に よ って異 な って い た(Table1)。BA濃

度 は 、0.2～20μMの 範 囲 が カ ル ス誘 導 に適 して い た 。照 明下 と暗 黒下 で

は、 暗 黒下 の 方 が カル ス形 成 量 は多 か った。炭 素 源 と して は 、 シ ョ糖 お よ

び ブ ドウ糖 が カル ス誘 導 に有 効 で あ った。 これ らの結 果 、 モ モ、 オ ウ トウ

で は カル ス誘 導 に適 した培 養 条 件 を 明 らか にす る こ とが で きた。
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第3章 』プ ロ トプ ラ ス ト培 養 法

1.オ ウ トウ葉 肉 プ ロ トプ ラス トの培 養

酸 果 オ ウ トウの葉 肉 プ ロ トプ ラ ス トの単 離 お よび 培 養 条 件 を検 討 した6

プ ロ トプ ラ ス トの単 離 に は培 養 個 体 の 葉片 が適 して お り、 葉片 をBAで 前

培 養 す る こ とに よ り遊 離 細胞 中 の プ ロ トプ ラ ス トの割 合 が高 くな る こ とを

見 出 した(Table2)。 プ ロ トプ ラ ス トは、 シ ョ糖 密 度 勾 配 を用 いそ精 製

した(Fig.1)。 プ ロ トプ ラ ス トの培 養 に は 、NH調03を 除 い た培 地 が 適 し

て いた 。 培 地 の炭 素 源 と して は 、 ブ ドウ糖 の方 が シ ョ糖 よ り適 して お り分

裂 頻 度 が 高 か った 。 また 、 カ ゼ イ ン加 水 分 解 物 と グル タ ミンが プ ロ トプ ラ

ス トの 分 裂 に は必 要 で あ った。 プ ロ トプ ラ ス ト由来 の カ ル スが 得 られ 、 そ

の カル スか ら不 定根 を誘 導 した。

2.モ モ 懸 濁細 胞 プ ロ トプ ラス トの培 養

モ モ の懸 濁細 胞 プ ロ トプ ラス トの単 離 お よ び培 養 条 件 を検 討 した。 プ ロ

トプ ラ ス トの単 離 に は継 代 後5日 目の細 胞 が適 して お り、 ペ ク トリア ー ゼ

Y-23を 含 む酵 素 液 で処 理 した場 合 良 い結 果 が 得 られ た(Table3)。 プ

ロ トプ ラ ス トの培 養 に は、 オ ウ トウ葉 肉 プ ロ トプ ラ ス トの場 合 と同 様 、 ブ

ドウ糖 が炭 素 源 と して適 して お り、 また 、 カゼ イ ン加 水 分解 物 とグ ル タ ミ

ンの添 加 が必 要 で あ った 。暗 黒下 で培 養 した方 が 、照 明 下 に比 べ て分 裂 頻

度 は高 か った。 分 裂 した プ ロ トプ ラ ス トは 、 カル スを形 成 した。

第4章 植物体再分化法

1.マ ザ ク ラの葉 肉 由来 カル スか らの不 定 芽 誘 導

マ ザ ク ラの葉 片 か ら10μM2,4-Dと1μMBAを 含 む培 地 で誘 導

した カ ル ス を、BAの み を含 む培 地 に移 植 し不 定 芽 を誘 導 した(Fig.2)。

カ ル ス か らの不 定 芽 形成 に は 、.10お よ び5μMBAを 含 む培 地 が 適 して

い た。 再 分 化 した 不 定芽 の増 殖 お よ び発 根 個 体 の形 成 は容易 で あ った。

2.核 果類子葉か らの不定芽誘導

ウメ、スモモ」モモめ野生種 を含 む8系 統の.未熟 な胚 を培養 し、子葉か
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ら直接不定芽誘導 に成功 した(Fig.3)。 不定芽形成 には外植体 であ る胚

の発育状態が関係 してお り、未熟 な胚か ら不定芽が形成 された。培地 と し

ては、2,4-DとBAの 両方を含む培地 が適 して いた が、それぞれの最

適濃度 は系統 により異 な っていた(Table5)。 不定芽形成 は、胚 軸を除

去 し子 葉のみを培養 した場合や、 さらに子葉 を2～3mmに 細断 して培養 し

た場 合に も起 こった。 また、不定芽 はすべ て向軸側 に形成 された。切片 観

察 によ り、表皮付近 の細胞が分裂 を開始 し、やがて生長点 に分化 してゆ く

ことが明 らかにな った。

3.ブ ドウに お け る エ ンブ リオ ジ ェニ ックな カ ル ス の作 出

ブ ドウの葉 肉 由来 カ ル スか らの不 定 胚 形成 に及 ぼ す 培 地組 成 を検 討 した。

不 定 胚 形 成 に は、 カル ス誘 導 時 の植 物 ホル モ ンの組 成 が 重要 で あ り、 オー

キ シ ンと して2,4-D、2,4,5-Tお よ びNOA(Table5)、 サ

イ トカ イ ニ ンと してBA、KT-3Gお よ びTAG(Table6)を 用 い た

場 合 に の み 、不 定 胚 が誘 導 され た。

不 定胚 塊 を 、1μM2,4-Dを 添 加 したNN培 地(有 機 物 を除 く)

で培 養 し、 エ ンブ リオ ジェニ ックな カ ル スの作 出 に成 功 した 。 この場 合 、

培地 か ら有 機 物 を除 くこ とが 重 要 で あ り、有 機 物 を 含 む 培地 で は不 定 胚 形

成能 を欠 い た カ ル ス のみ が誘 導 され た。 エ ンブ リオ ジ ェニ ックな カル スは、

同組 成 の培 地 で 維 持 す る ことが で き、 ホル モ ンフ リー培 地 に移 植 す る と多

数 の不 定 胚 を形 成 した(Fig.4)。 この よ うに して 得 られ た エ ンブ リオ ジ

ェニ ックな カル ス は、不 定胚 形 成 能 を 安定 して保 持 して お り、2年 以 上継

代 を繰 返 して も不定 胚 形 成能 を消 失 しなか った。

第5章 遺伝子導入法

特 に、 キ ゥイ フ ル ー ツへ の外 来遺 伝子 の導 入

ア グ ロバ クテ リウムを利 用 した キ ウイ フル ー ツへ の遺 伝子 導 入 を検 討 し

た 。葉 片 に ア グ ロバ ク テ リゥムを接 種 し3日 間 共 存 培 養 した後 、 ア グ ロバ

クテ リウム除 菌 用 と して カ ル ベ ニ シ リン、形 質 転換 細 胞 選 抜 用 と して カナ

マ イ シ ンを 添 加 した再 分 化 培 地(MS培 地 に10μMZE.Aま た は5μM
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4PUを 添 加)で 培 養 した 。 ア グ ロバ クテ リウム の感 染 には 、共 存 培養 時

に100μMア セ トシ リン ゴ ンを添 加 す る こ とが必 要 で あ り くTable7)、 そ

の場 合 にの み カ ナ マ イ シ ンを 含 む培 地 で不 定芽 が 形 成 され た(Fig.5)。

再 分 化 した 不 定 芽 か ら、GUS活 性 を示 す 個 体 が得 られ(Fig.6)、 カ ナ

マ イ シ ン抵 抗性 遺 伝子 お よびGUS遺 伝子 を導 入 した キ ウイ フル ー ッが 作

出 で きた 。

第6章 総合論議

落葉果樹類 は栄養系繁殖の永年生木本作物で あ り、組織培養 を行 な う上

での制約 が多 く、このことが落葉 果樹類で の組織培養 に関す る基礎的情報

の不足 の一因 に もな って いる。落葉 果樹類 は、栄養系繁殖 のため純 系化 さ

れてお らず 、異型接合体であ る。 そのため、未熟胚 や子葉 、胚軸 は、個体

ごとに遺伝子型が異 なってお り、未熟胚 を用 いた培養系は新 たな遺伝子型

作成 には利用で きる ものの、遺伝子型 の保存に は利用 で きない。その他、

生殖器官 を用 いる場 合年1回 しか実験がで きな いことや フェノールな どの

二次代謝物が多 いことな ども問題 である。 また、い ろいろな培養手法 を通

じて最 も解決が望 まれているのは、植物体再生 条件 の解明で ある。再分化

能 は遺 伝子 型 によって異 な ってお り、品種 問差 があ るため、 まだ安定 した

技術 とな ってい ない樹種 も多 い。

本論 文で は、落葉 果樹類 の特殊性を念頭 において、これ ら果樹類の カル

ス誘導 、 プ ロ トプラス ト培養、再分化、遺伝子導入 の各手法の基礎的知見

の蓄積 を図 った。 その結果、核果類では葉片か らのカルス誘導 に最適 な培

養条件を明 らか に し、数種の植物 にっいてプ ロ トプ ラス ト培養条件や再分

化条 件を明 らかにす る ことがで きた。 また、ブ ドウで は不定胚形成によ り

有効 な植物 ホルモ ンを新 たに見出 し、エ ンブ リオ ジェニ ックなカル スを作

出す る こと に成功 した。 さ らに、キ ウイフルー ッで はア グロバクテ リウム

を用 いて遺伝子 を導入す ることに成功 した。落:葉果樹類 において も各種 の

知見 を更 に積 み重ね て、農業 に役 立っ組織培養技術が近 い将来に展開 され

るもの と期待 で きる。
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一Table2.EffectofBApretreatmentonprotoplastisolationfromcherryleaf.
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Table3. Effectofenzymesolutionandcellageon
isolationfrompeachsuspensioncells.
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Table4. Effectoftheculturemediumcompositionontheadventitiousbud
formationfromtheimmaturecotyledonsofstonefruits.

2.4.一DBA・

(μM)(μ.M)

Reg§ne【弓⊥iΩn§一」墨一 一一一.
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0
0
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5
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0
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,1Sbasalmediumwasusedasculturemedium.

bMロ蹴e;Fuji=F璽ljibotan

Plum;Abun=Abundancia,Melh=Melhley,Myro=Myrobalan,

Peach:Naga=Nagano(Okute),Aka=Akame,Nema=Nemaguard

KD=1(riko随Da田son、PS曇=ヒ.§2inΩ §a

↑ab董e.5. F,ffectofauxintreatmentoncallusinductionfromleafofgrape`K
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Auxin Callusfresh
weightｰ(mg)
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Culturemedium
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2,4-D
2,4,5-T
CPA
FPA
NAA
NOA
IAA
IBA
PlC

ユ66.6
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0/65
0/65
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`Leafcalliweretransferredto

supplementedwithlμM2,4-D.
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amedium(withoutorganic component)
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Table6. Effect ,ofcytokinin.treatmentoncallusinductionfromleafof
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Callus
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1審査 結 果 の 要 旨

本論文は果樹類の育種に組織培養を利用することを 目的 として,モ モ,ウ メなどの核果類やブ

ドウ,キ ウイフルーツなどを含む落葉果樹類を材料として,カ ルス誘導法,プ ロトプラス ト培養

法,植 物体再分化法,遺 伝子導入法などの組織培養技術の開発を行ったものである。

まずモモ,オ ウトウ,ス モモ,ウ メなどの野生種を含む核果類の葉片からのカルス誘導に対す

る培地組成,光,糖 などの条件を明らかにした。'

次にこの結果を踏まえて,プ ロトプラス トの培養について検討 した。オウ トウにおいては葉肉
ノ

細胞からプロトプラス トを単離 してそのプロ トプラス トからの カルス誘導に成功し,ま た,モ モ

においては懸濁培養細胞からプロトプラス トを単離 して培養し,カ ルスを得ることに成功し,そ

れぞれの培養条件を明らかにした。 これらの技術開発は,プ ロ トプラス ト培養が困難であった核

果類の細胞培養技術を一歩進めた成果 として評価できる。

組織培養では,植 物体の再分化法の開発が最も重要な課題である。本研究ではマザクラの葉肉.

由来カルスから不定芽を誘導する条件を決定 した。次に,ウ メ,モ モ,ス モモなどの核果類で

は,未 熟な胚を培養すると不定芽が誘導できることを発見し,そ の条件を明らかにした。ブ ドウ

においては,葉 肉由来 カルスか らρ不定胚形成の条件を検討するとともに,こ の不定胚の塊をさ

らにホルモンを加えた特定の培地に移植することによって,エ ンブリオジェニックなカルスの作

出に成功 した。このカルスは多数の不定胚を一斉に形成し,そ の性質を2年 以上維持し続けた。

これ らの新知見は,今 後の果樹育種法展開の基礎を与えるものである。

組織培養を用いた育種法のもう一つは,遺 伝子導入である。本研究では,ア グロパクテリウム

を用いて,キ ウイフルーツへの外来遺伝子の導入を試みた。そしてアセ トシリンゴンを添加する

ことによって,GUS遺 伝子を導入したキウイフルーツ植物体が得られることを明らかにした。

これらの組織培養に関す る新知見は,こ れまで培養が困難とされてきた落葉果樹類の組織培養

による育種の可能性を広げるものである。事実,本 論文で検討 したブ ドウの再分化法を利用 し

て,著 者はブ ドウにおいても遺伝子導入植物体が得られることを本論文提出後に確かめている。

本論文の研究成果は果樹の育種技術発展の基礎 となるもので,著 者に博士(農 学)の 学位を与え

るにふさわしいものであると判断した。
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