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旨要容内文論

言緒

セ リ 伽 傭 乃θ抑 傭 α(BI㎜e)DC.は セ リ科Umbelli角raeの 植 物 で,湿 地や 流 水地 に

自生 して い る多 年 草 で あ る.日 本 全 国 に 自生 して い るほ か,ロ シア の沿海 州 か ら,東

南 ア ジ ア,オ セ ア ニ ア に分 布 して い る.

全 国のセ リ作付 け面積 は208haで,最 も栽 培 面 積 が 多い の は茨 城 県 の77ha,次 い で

秋 田県 の58ha,宮 城 県 の27haの 順 で あ る.年 問の販 売 量 は茨城 県 が1、363tで 最 も多

.く,次 いで宮城県の636ち 秋 田県 の358tの 順である(1998年 産野菜生牽状況表式調査,.

農林水産省).宮 城県産の販売金額 は約5億8千 万 円(2000年 産全 国農業協同組合宮

城県本部取扱実績資料)で,宮 城県 内の野菜販売金額の中では6番 目に多い品 目であ

る.'

セ リは冬の野菜 として知 られ ているが,野 菜 としての生産 は周年行 われている.仙

台市中央卸売 市場の取扱数量(2000年)は12～1,月 が最 も多 く,全 体の50%を 占めて

いる.ま た,平 均単価 は12月 が最 も高 くて,1kg当 た り1,213円 である.晩 春～夏に

は生産量が少 な く,平 均単価 も1kg当 た り200～400円 台 と低 い.
　

セ リは古くから山菜 ・野菜 として採取されたものが利用 されてきたほかに,地 域特

産野菜 として栽培 されて きた品目であるが,交 配等 による品種育成 は行われず,各 産

地 ごとに栄養繁殖 された ものの中から選抜 された種苗が在来系緯として栽培 されて

いる.宮 城県 内の産地で も,以 前は在来系統(`仙 台系 ア,`飯野川 系')が 栽培 されてい

たが,セ リの代表 的な系統で ある`島根み どり'が導入 されて以来,`島 根み どり'の作

付 けが多 くなってい る.`島 根み どり'は茎が太 くて低温で もアン トシアニンが発色

しにくく緑色で,市 場性 の高い優 良な系統 であるが,セ リ葉枯病に罹病 しやすいため,

`島根 み どり'の よ うに市場性が高 く
,し かもセ リ葉枯病に抵抗性のある新品種の育成

が望まれている.

セ リの栽培 に要する労働 時間の うち,約1/3は 収穫後の出荷調製作業が 占めている

ため,調 製作業の時間を短縮す るために病害や寒害による下葉の枯れ込みが少なく,

基部節間が詰 まって,ラ ンナーの発生が少 ない ことが望まれている.セ リは,短 日条

件 ではロゼ ッ ト葉 が発生 し,長 日条件ではランナーの発生 と抽台が起こるといわれて

いるが,セ リの生態的特性や 日長反応 について詳細に検討 した報告は見あた らない.

以上 のよ うな背景 に基づいて1本 研究 の第1章 にお いては,非 対称細胞融合法 に
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よる新規のセ リ科野菜の作出や,培 養変異を利用 してセ リ葉枯病抵抗性の新品種を

育成 しようとした.第2章 で は,第1章 で育成 したセ リの新品種 を供試 して,自 然

条件 下にお ける生育特性や温室内での日長反応を調べ,育 成親や在来系統 と比較 し

よ う孝した.第3章 では,遺 伝子工学的手法 による耐病性遺伝子の導入の可能性に

ついて検討 しようとした.

第1章.組 織培養 法による新 品種 の育成.

非対称細胞融合法や培養変異を利用 した新品種育成のための基礎技術 として,セ リ

では葉柄 セル リニ でぽ胚軌 アシタ・・では葉柄を供試 して・不定胚を高率に形成す

るヵルス(embryogeniccallus)の 形成 とカノヒスか らの不 定胚形成に及ぼす培地条件 と

培養環境の影響を調べた.そ の結果,第1表 の培養条件 が適 してい ることが明らかに

なった.

非対称細胞融合法では,融 合細胞 を培養 して分裂 させ ることが第一段階として重要1

であるので,融 合細胞の分裂 を促進す る方法 について調べた.そ の結果,セ ル リーの

カルス をナース細胞 と して用いてセ リのプロ トプラス トを培養すると,培 養 開始後

30日 までのコロニー形成 が促進 され,そ の後の コロニー形成 も阻害 されなかった(第

2表).セ ル リーのカルス を振盈培養 した培養濾液を調整培地として用いてセ リのプロ

トプラス トを培養すると,培 養開始後30日 のコロニー形成 は促進 されたが,培 養 開

始後60㌣90日 にはコロニー形成が著 しく阻害 された(第3表).ナ ース培養 の方法は

調整培地 を使 う方法と比べて簡便であることから,以 下の実験でセ リのプ 戸 トプ ラ

ス トを培養する場合 にはナース培養を行 うこととした.

新規のセ リ科野菜 を作出す ることを目的として,セ リとハマボ ウフウまたはセル リ

ー との非対称細胞融合を行った.80kRの 軟X線 を照射 したセ リのプ ロ トプラス トと,

10mMIOAで 処理 したハマボ ウフウまたはセル リーのプロ トプラス トを用いて細胞

融合処理を行った結果,カ ル スや シュー トが得 られ た.得 られ たカルス を供試 して

RAPD分 析 を行 った ところ,60系 統のカルス中47系 統で雑種性が示 された(デー タ省

略).そ の うちの6系 統 につ いてサザン分析 を行ったところ,雑 種 カルスであるこ と

が 確認 された.セ リとハマボ ウ:7ウ の非対称細胞融合で得 られた5系 統の雑種 カルス

ではセ リの一部 の染色体と二～四倍性のハマボウフウの染色体か ら構成 され,セ リと

セル リー の非対称細胞融合 で得 られた1系 統の雑種カルスではセル リー の染色体の
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みから構成 されていた(第4表).非 対称細胞融合カル スか ら形成 されたシュー トは発

根 しなかったので,独 立 した個体 に発達 しなかった.

品質が良 く市場性が高いがセ リ葉枯病に罹病 しやすい`島 根 み どり'か ら,培 養変異

を利用 してセ リ葉枯病抵抗性の新品種を育成することを目的として,セ リ葉枯病菌 の

培養濾液 か ら作成 した毒素粗画分溶液を`島 根み どり'(園 試 系)に 処理 してカル ス と

不定胚 の選抜 を行った.そ の結果,50倍 濃縮液相 当の毒素粗画分溶液 を添加 した培

地で培養後1日 に褐変 した不定胚 を選抜 して育成 したところ,1個 体がセ リ葉枯病に

抵抗性 を示 した.こ の選抜個体 は育成親 の`島 根み どり'(園 試系)と 比べて,小 葉 当

た りの病斑数,全 葉に 占める病変部 の面積 率お よび病斑当た りの分生子殻数が少な

く,`飯 野川系7と 同程度 の抵抗性 を示 した(第5表,第1図).外 部形態は`島 根み

ど り'(園試系)と違いが認 め られなか った(第6表).こ の選抜個体 は,種 苗法 に基

づいて品種登録 を出願 したところ,`み や ぎVWD1号Fと して2002年3月 に登録 が認

め られた。

第2章.新 品種`み やぎVWD1号'と 既存系統の生態的特性.

新品種`み や ぎVWD1号'を 供試 して 自然条件下にお ける生育状態を調べ,導 入

先の異 なる`島 根み どり'の 収集系統 と比較 した.そ の結果,系 統に よりやや異なっ

たが,ラ ンナーの発生が盛んになる時期は5月 中～下旬(第2図),基 部節 間の伸長

開始が急速に進む時期は5,月 上～ 中旬(第3図),着 蕾時期 は7,月 中～下旬(第4図)

で,新 品種`み やぎVWD1号'と`島 根み どり'(園 試系)に 大 きな違 いは認 め られ な

かった.12月 に収穫す る作型で`島 根み どり'の各系統を比べ ると,草 丈や ランナー

の発生状況,茎 葉 の色に違いが認 められたが,新 品種`み や ぎVWD1号'の 草丈や1

株 重は系統内では中程度で,葉 や葉柄 にア ン トシアニンを生ぜず,育 成親 の`島 根み

どり'(園 試系)と 同 じく,良 好 な品質 を示 した(第7表,第5図).

新 品種`み や ぎVWDI号'を 供試 して,日 長が温室内で栽培 されたセ リのランナー

の発生や,基 部節間の伸長,着 蕾な どに及 ぼす影響 を調べ ることを目的として,10

月にプランターに植 え付 けて 自然条件下で育て,11月6日 か ら翌年の3月27日 にか

けて最低気温 を10℃,日 長時間を8時 間または24時 間 に調節 した温室 に搬入 した.

その結果,い ずれの時期に搬入 しても,ラ ンナーの発生に及ぼす 日長の影響は認めら

れなかった(第6図).主 枝の基部節 問の伸長 は,い ずれの時期 に搬入 して も,長 日
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によって促進 された(第7図)1搬 入か ら主枝 の基部節間伸長を開始するまでの日数

は搬入時期が遅れるほど早まり,日 長時間 と系統間の差 も小 さくなった.い ずれ の系

統においても,8時 間 日長では24時 間 日長 に比べて節 間長が短 く,着 蕾 は24時 間 日

長でのみ認 め られ,8時 間 日長で は7月 上旬まで育てても着蕾 しなかった.新 品種`み

や ぎVWD1号'と`島 根み どり'(園 試系)の 日長反応に大 きな違いは認 め られなかっ

た.

第3章.遺 伝子工学的手法に よる耐病性遺伝子の導入.

セ リのカルスを供試 して,形 質転換体 を選抜す るための抗生物質の種類と濃度につ

いて調べた ところ,ハ イ グロマイシン50mg!1が 適 してい ることが示 された(第8図).

アグロバ クテ リウムの系統EHA101で 形質転換処理 を行い,ハ イ グロマイシン50m朗

で選抜す ることによって,セ リにGUS遺 伝子 を導入す ることが可能 であることが示

された(第9図).GUS遺 伝子 が導入 され た個体は,GUS活 性 を示 した(第10図).

セ リに病害抵抗性 を付与す るこどを目的として,GUS遺 伝子 の導入 と同様 の方法

で,セ リにチオニ ン遺伝子の導入 を試みた.得 られた123個 のハイ グロマイ シン抵

抗性個体についてPCR法 でチオニン遺伝子 の導入 を確認 したところ,31個 体でチオ

ニン遺伝子 の存在 を示すバン ドが現れた(第11図).今 後,形 質転換個体 のサザン分

析を行 ってチオニン遺伝子の導入を確認す るとともに,病 害抵抗性 を検定す る予定で

ある.

考 察

本研究では,古 くか ら食用 に供 されているが品種の育成がほとんど行われていない

セ リについて,培 養変異 を利用 してセ リ葉枯病抵抗性の新品種を育成することができ

た.ま た,育 成 したセ リの新 品種 を供試 して,自 然条件下 における生育特性や温室内

での日長反応を明らかにした.ま た,遺 伝子工学的手法 による遺伝子導入の可能性を

明らかにした.今 後は,育 成 した新品種 と生態的特性 を活用することによって,セ リ

の栽培管理や調製作業が省力化され,さ らに,新 しい品種が育成 され る と期待 され る.
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第1表.不 定胚 を高率 に形 成す るカル ス(embryogeniccallus)と 不 定胚の

形成 に適 した培養条件.

embryogeniccallusの 形 成 条 件 不定胚の形成条件

供試材料

NH、NO、2,4-DBAし ょ糖 光条 件MS培 地 しょ糖 温度

(mg/1)(mg/1)(mg/1)(9/1)(倍)(9/1)(℃)

セ リ

セル リー

1,6500.1 030～50明 所

2060.10.01～0.130～40明 所

0.50。1ま た は 暗 所

ア シ タバ1,650～2061.0 0 40暗 所

2^一1 1025～30

110^一50 30

110^一5020^一30

第2表.ナ ース培養の有無がセ リのプロ トプラス トか ら形成 され る

コロニー数 に及ぼす影響.

ナー ス培養1)セ リのプ ロ トプ ラス トか ら形成 され た コロニー数2)

30目 後 60日 後 90日 後

有

無

82.0ｱ1.5

5.3ｱ0.9

580.3ｱ38.3

414.0ｱ25.7

862.3±22.1

940.7ｱ106.6

1)ナ ー ス細胞 と してセ ル リー の カル ス を用 いた.＼

2)コ ロニー数 は,2×106個 のセ リのプ ロ トプ ラス トか ら培養 開始後

30日 まで に形 成 され た0,3㎜ 以上 の コロニー 数,ま たは培養 開始 後60

日お よび90目 まで に形成 され た0.5㎜ 以上 の コロニー数 で示 した,

第3表.調 整培地の濃度がセ リのプロ トプラス トから形成 され る

コロニー数 に及ぼす影響.

調整培 地1)

濃度

(%)

セ リのプ ロ トプ ラス トか ら形成 された コロニー数2)

30日 後 60日 後

nU

F
D

O

り
右

卍
0

5.3ｱ0.9

164.7ｱ7.3

220.0ｱ15.4

414.0ｱ25.7

39.0ｱ6.4

22.0ｱ7.1

1)セ ル リー のカル ス を1.Omg/12,4-D,0.2mg/lBA,0.4Mグ ル コース を

含 んだ2倍 濃 度 のMS培 地 で14日 間振盟培養 して調整培 地 を作成 した.

2)コ ロニー数 は,2×106個 のセ リのプ ロ トプ ラス トか ら培養 開始後30日

までに形成 され た0.3㎜ 以上の コ ロニー数,ま た は培 養開始後60日 ま

でに形成 され た0.5㎜ 以 上の コロニー数 で示 した.
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第4表.非 対称細胞融合系統の雑種性 と分化の状況.

系 統1)踏PD分 析 で のプ ライ マー

OPAOlmt3LHClF

染色 体数2)ア イ ソザイ ム 再分 化状況

(ACPase)

4

0
U

9

9

F
D

5

ハ
0

一

}

一

一

}

F

F

F

F

F

-
⊥

1

1
↓

1
⊥

-

P

P

P

P

P

1

1

1

1
↓

-

P

P

P

P

P

Oj+Pl

Oj+Pl

Oj+Pl

Oj+Pl

Oj+P1

Oj7^一10+P122^一23

0」5～10+P133～44

0j15^一22+Pl44

0j7^'10+P122^一24

0j5～7+P122

Pl

Oj+Pl

Pl

Oj+Pl

Oj+P1

シ ュー ト形成,未 発根

/!

n

不定胚発芽始め

シュー ト形成,未 発根

D-56 AgAgOj Ag22 Ag5㎜ 程度の不定胚

1)F系 統180kRの 軟X線 を照射 したセ リと10mMIOA一 で処 理 したハ マ ボ ウフ ウを融合 。

D系 統:80kRの 軟X線 を照射 したセ リと10mMIOAで 処 理 したセル リー を融合.

2)Oj:セ リ型.Ag:セ ル リー型.P1:ハ マボ ウフ ウ型.

染色 体数 に幅 があ るもの は,細 胞間 で染 色体数 が異 なってい た こ とを示 す.

第5表.選 抜個 体,`島 根 み ど り'(園 試 系)お よび`飯 野川 系'へ のセ リ葉 枯病菌 の接種

に よ る発 病程度.

供試系統 病斑数)

個/小 葉

全葉に占める 分生子殻数2)

個/cm2病 変部の面積率(%)(個/病 斑)

選 抜 個 体3)24.3±17.21.3±0.9

島 根 み ど り(園 試 系)40,5±22.92.0±1.1

飯 野 川 系20.7±14.31.1±0.8

4.0ｱ3.2

47.1ｱ34.0

7.5ｱ5.1

4.6ｱ6.3

23.8ｱ16.1

5.4ｱ4.9

1)病斑数および病変部の面積率は接種20日 後に調査 した.

2)分 生子殻数は接種28日 後に調査 した.

3)栽品種`みやぎVWD1号'.

第6表.選 抜個体の形態.

供試系統 丈

切

草

¢

葉柄長 調整後の 調整後 の

(cm)葉 数(枚)1株 重(g)

小葉 の大 き さ(cm)

横 縦

選 抜 個 体3)31.5±0.g17.7±0.64.5±0。214.8±0.g2.6±0.12.6±0.2

島 根 み ど り(園 試 系)30.7±1.017.7±0.54.4±0.113.6±1.02.6±0.22.7±0.1

1)9月21日 に苗 を植 付 け,12,月15日 に調 査 した.

2)新 品種`み や ぎVWD1号'.
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B

第1図.セ リ葉枯病菌接種後の病斑.

A

B

C

`島根 み ど り'(園 試 系)
. .

選抜 個 体(新 品種`み や ぎVWD1号').

`飯 野川 系'

/
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5/75/216/46/187/2

月/日

7/167/308/13

第2図.露 地 にお け るラ ンナー の発 生状況.

A:`島 根 み ど り'の 選抜 系統。

B:`島 根 み ど り'と 異 な る系統.
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咽 一島 根 み どり(S-11-5系)

→一 島 根 み どり(S-17-1系)

0

5/75/145/215/286/4

,月目

第3図.露 地 にお ける基部節 間の伸長 開始時期.

A:`島 根 み ど り'の 選抜 系統,

B=`島 根 み ど り'と 異な る系統.

+み やぎWD1号

+島 根みどり(園試系)

+仙 台系

+飯 野川系

一 京都系

+青 森系
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7/97/167/237/308/68/13

月/日

第4図.露 地 に お け る 着 蕾 時期.

A;`島 根 み ど り'の 選 抜 系 統.

B:`島 根 み ど り'と 異 な る系 統.

+み やぎVWD1号

+島 根みどり(園試系)

+仙 台系

+飯 野川系
一一京都系

+青 森系

第7表.12月 の収穫時に鋤 る各系統の葉色と葉柄色および寒舗 受性

系統 葉 色' 葉柄色 寒害

み や ぎVWDI号

島 根 み どり(園 試 系)

仙 台 系

青森 系

島根 みどり(1-16,18系)

島根 みどり(S-1-4系)

島根 み どり(S-5-3系)

島根 み どり(S喝 一1系〉

島根 み どり(S-7-2系)

島根 み どり(S-9-3系)

島根 み どり(S-10-5系)

島根 み どり(S-11-5系)

島根 み どり(S-17-1系)

緑

緑

やや赤1)

やや赤

基部やや赤

やや赤

基部やや赤

緑

緑

基部やや赤

緑

基部やや赤

緑

緑

緑

緑

緑

緑

やや赤1)

基部やや赤

緑

緑

緑

緑

基部やや赤

緑

十

1)ア ントシアニンの発 による・.
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第5図.12月 の収 穫 時 にお け る各 系 統 の 品質.

WD1号:`み や ぎWD1号',島 根:`島 根 みどり'(園試 系).

1-16,18:`島 根 み どり'(園試 系)の 培 養 変 異系 統.

S-1-4～S-17-1=`島 根 み どり'の選抜 系統.

A:調 製後 の草 丈.B:ラ ンナ ー数.C:最 長節 間長.

D:調 製1株 重.E:調 製 後 の展 開葉 数.

F:最 大小 葉 の縦 横 比.

2000年10月1日 に植 え付 けて,12月27日 に収穫 して調 査 した.
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第6図.ラ ンナ ー発生 数 に及 ぼす 日長時 間 と温 室
への搬入 時期 の影響 .隔

2000年10月6日 にプランター に植 えて 自然 条件

下で育てたセリを11月6日 から3月27日 まで5週

間間 隔で最低 気温10℃ の温室 に搬入 した.

2月19日 搬 入

3月27日 搬 入
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搬 入 後週数

24時 間日長区8時 間 日長区
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一 青森系 ・・争 ・青森系

第7図.主 枝 の基部節 間伸長 開始株 率 に及 ぼす

時間と温室へ の搬入 時期の影響.

日長2000年10月6日 にプランター に植えて

自然条件 下で育てたセリを11月6目 から2002

年3月27日 まで5週 間問隔で最:低気温10℃

の 温室 に搬入 した.
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第8図.セ リの緑色不定胚 の形成率 に及ぼす抗生

物質の影響.

シャー レ1枚 当た り0.1gの セ リのカルス

を薄 く広 げて培養 した.培 養後3週 間に緑

色不定胚の形成数 を数 え,抗 生物質無添加

の対 照区の緑色不定胚の形成数 に対する百

分率で示 した.対 照区では1シ ャー レ当た

り495個 の緑色不定胚 を形成 した.

第9図.セ リの形 質転換体 のサザン分析.

Ct:非 形質転換個体.

T1～T42:形 質転換個体.
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第10図.セ リの形質転換個体にお けるGUS遺 伝子

の発現.

A～C:形 質転換個体T3.

D～G:形 質転換個体T39.

AとD:成 葉.

BとE:茎.

CとF:根.

MCtTIT2T3T4TST6T7T8

軌'嚇 蜘論 繊締 蜘購 轍

第11図.PCR法 によるチオニン遺伝子の確認.

チオニ ン遺伝子翻訳領域 をプライマー

としてPCRを 行 った。

Ct:非 形質転換個体.

T1～T8:形 質転換個体.

T9～T31:デ ータ省略.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

セリは日本全国に自生 しているセリ科の植物で,地 域特産野菜として栽培されてきた。宮城県内では

約27ha栽 培 されていて,販 売量では全国第2位 の産地である。セリは古 くから栽培 されている品目で

あるが,交 配等による品種育成は行われず,各 産地ごとに栄養繁 殖されたものの中から選抜 された種苗

が在来系統 として栽培されている。宮城県内の産地でも,以 前は在来系統が栽培 されていたが,セ リの

代表的な系統である`島 根みどり'が 導入されて以来,`島 根みどり'の 作付けが多 くなっている。`島

根みどり'は 市場性の高い優良な系統であるが,セ リ葉枯病に罹病 しやすいため,市 場性が高 く,し か

もセリ葉枯病に抵抗性のある薪品種の育成が望まれている。また,品 質の良いセリは,茎 葉が緑色で,

基部節間が詰まっているものとされ,調 製作業の省力化のためにはランナーの発生が少ないことが望ま

れているが,セ リの生態的特性や日長反応について詳細に検討 した報告は見あたらない。

以上のような背景に基づいて,本 研究においては,培 養変異を利用してセリ葉枯病抵抗性の新品種を
＼

育成 し,そ の生態的特性を調べ ようとした。また,遺 伝子工学的手法による耐病性遺伝子の導入の可能

性について検討 した。

その結果,培 養変異の選抜により,セ リ葉枯病に対 して在来系統の`飯 野川系'と 同程度の抵抗性 を

示 し,外 部形態は育囎 の`島 根みどり'(園 試系)と ほぼ同噺 羅`み やぎWD1号'を 育成 した。

新品種`み やぎWD1号'の 自然条件下にお1ナる蜻 や温室内における脹 反応,12月 の収鶴 に

おける品質は,育 成親の`島 根みどり'(園 試系)と ほぼ同 じであった。また,基 部節間の伸長は8時

間日長に比べて24時 間日長で著 しく促進されることと,セ リのランナー発生には日長時間が影響 しな

いことが明らかになった。

アグロバ クテリウムの系統EHA101で 形質転換処理を行い,ハ イグロマイシンで選抜することによっ

て,セ リにGUS遺 伝子を導入することが可能であったので,こ の方法 を用いてセリに抗菌性 タンパク

質遣伝子(チ オニン遺伝子)を 導入した。

以上の結果から,本 研究で育成 した新品種と生態的特性を活用することによって,セ リの栽培管理や

調製作業が省力化され,さ らに新 しい品種が育成 されると期待 される。そこで,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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