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論 文 内 容 要 旨

緒 論

近 年 多 くの作 物 にお いて 遺伝 子 導入 に よ る育種 が試 み られ,新 しい育 種 法 と し

て注 目され てい るが,オ オム ギ にお いて は培 養細 胞 か らの植 物体 再 分化 や プ ロ ト

プ ラス ト培養 が 難 し く,遺 伝子 導 入 に よ る育種技 術 の 開 発 も進 ん では いな い.

この よ うな状 況 を考慮 して 本研 究 では,オ オム ギ の組 織培 養 の 品種 比較研 究 を

展開 して再 分化 能 の高 い 品種 を 見い だ し(第1章),こ の 品種 の高 い再 秀 化能 の

遺伝 性 に つい て検 討 す る とと もに(第2章),再 分化 能 に影響 を及 ぼす 各種 要 因

の検 討 を行 った(第3章).そ して,こ れ らの検 討 を基 礎 に して,オ オ ムギ に お

い て も,パ ー テ ィクル ガ ン法 によ って 遺伝 子 導入 が 可能 で あ る こ とを実証 した も

の であ る(第4章).

第1章 再 分 化 能 の 品 種 変 異

本 実 験 で は,世 界 各 地 か ら 収 集 し た 品 種 や 近 縁 野 生 種 の 再 分 化 能 等 の 評 価 を 行

っ た.は じ め に,世 界 各 地 の269在 来 品 種 を 供 試 し て 完 熟 胚 培 養 で の カ ル ス 形 成

能 お よ び 再 分 化 能 の 品 種 変 異 を 調 査 し た と こ ろ,カ ル ス 形 成 能 に は 幅 広 い 品 種 変

異 が 認 め ら れ た が,不 定 芽 は 再 分 化 せ ず,不 定 根 の み が 形 成 さ れ た.不 定 根 発 生

率 と 各 種 遺 伝 形 質 と の 関 係 を 検 討 し た 結 果,栽 培 オ オ ム ギ の 地 理 的 分 化 と 密 接 な

関 わ り を 持 つ 小 穂 非 脱 落 性 遺 伝 子 型(尻 尻2型 と 尻 βあ 型)と の 間 で は 有 意 な 相

関 が 認 め ら れ,尻 鋭2型 の 方 が 高 い 値 を 示 し た(Table1).し か し,条 性,

皮 ・裸 性 お よ び エ ス テ ラ ー ゼ 同 位 酵 素 遺 伝 子 型 と は 無 関 係 で あ る こ と が わ か っ た.

次 い で,未 熟 胚 を 用 い て 培 養 を 行 っ た と こ ろ,供 試87品 種 に は 不 定 芽 再 分 化 率

に つ い て 幅 広 い 変 異 が 認 め ら れ た.不 定 芽 再 分 化 率 と 小 穂 非 脱 落 性 遺 伝 子 型 と の

関 係 を み る と,完 熟 胚 培 養 に お け る 不 定 根 発 生 率 の 場 合 と 同 様 にb亡 β亡2型

が 尻 尻2型 に 比 べ て 有 意 に 高 か っ た(Table2).こ れ ら の こ と に よ り,カ ル ス

か ら の 器 官 再 生 が 小 穂 非 脱 落 性 遺 伝 子 型 と 関 係 す る こ と を 示 し た.

近 縁 野 生 種(∬orゴ θα〃5poη 舌8ηθ召刀お よ び ∬.a8●rfoopf飴oη)95系 統 に つ い て 未

熟 胚 培 養 を 行 い,カ ル ス 生 長 量 お よ び 不 定 芽 再 分 化 率 を 栽 培 種(∬.レ 召188rθ)の

調 査 結 果 と 比 較 し た.11.8pO刀 施 ηθぴ皿と π.a8rfoorf紬0η の 間 で は,カ ル ス 生 長 量

お よ び 不 定 芽 再 分 化 率 に 差 は 認 め ら れ な か っ た(Table3)。 ま た,近 縁 野 生 種
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と栽培 種 の 間で カル ス 生長 量 お よび 不定 芽再 分 化 率 を比 較 す る と,両 形 質 とも'に

栽 培種 の 方が 高 い値 を 示 す もの の,有 意 差 は認 め られ な か っ た.し か し,ア ル ビ

ノ再分 化 率 は明 らか に近縁 野 生種 が 高か った.こ の ことは,近 縁 野 生種 が 再 分化

時め葉 緑 体形 成 に関 して栽 培 種 とは 異 な った特 性 を 有 す る こと を示 唆 す る.

以上 の 実験 か ら,オ オ ム ギで は未 熟胚 培 養 を行 う こ とに よっ て再 分化 す る培養

系 を作 る こ とが で き る こ とを示 した.そ して,不 定芽 再 分化 率 が特 異 的 に高 い 品

種Leninsを 見い だ した.

第2章 未 熟 胚 由 来 カ ル ス か ら の 再 分 化 能 に 関 す る 遺 伝 解 析

第1章 で 見 い だ し た 不 定 芽 再 分 化 率 の 高 い 品 種Leninsを 用 い て,そ の 特 性 が ど

の よ う に 遺 伝 す る か を 検 討 し た.Leninsは 継 代 培 養 に よ り旺 盛 な カ ル ス 増 殖 を 示

.し,ま た1個 の 未 熟 胚 か ら 多 数 の 不 定 芽 を 再 分 化 す る 能 力 を 有 し・て い た(Table4).

そ こ で,こ の 品 種 を 共 通 親 と し て 培 養 特 性 の 異 な る5・ 品 種 に ト ッ プ 交 雑 を 行 い,

F1,.F2お よ びBCユ に お け ・る 未 熟 胚 培 養 で の カ ル ス 増 殖 能 お よ び 再 分 化 能 の 遺 伝 性

に つ い て 解 析 を 行 っ た.調 査 対 象 形 質 と し て,カ ル ス 増 殖 能,再 分 化 率.お よ び 不

定 芽 再 分 化 指 数 を 用 い た.な お,F、 お よ びBC1の 分 析 で は 継 代 培 養 を 行 い,F2分

析 は 培 養 当 代 に つ い て 調 査 を 行 っ た.

カ ル ス 増 殖 能 と 再 分 化 率 に つ い て み る と,F、 の:平 均 値 は 高 い 親Leninsに 近 い 値

を 示 し た(Table・5,6).一 方,・F2集 団 の 分 析 で は カ ル ス 増 殖 能 に つ い て は 連 続

変 異 を 示 す こ と か ら,複 数 の 遺 伝 子 の 関 与 が 示 唆 さ れ た(Fig.1)1ま た,再 分

化 率 に っ い て も 調 査 し た す べ て の 組 合 わ せ のF、 集 団 が 連 続 変 異 を 示 し,複 数 の 遺

伝 子 が 関 係 し て い る と.思 わ れ た(Fig.2).不 定 芽 再 分 化 指 数 に 関 し て み る と,

6721と の 組 合 せ のF2集 団 は 不 連 続 な 分 布 を 示 し,指 数5.6と9.2の と こ ろ で 区 切 っ

た 場 合,そ れ ぞ れ の 区 分 に 含 ま れ る 個 体 数 は1:2=1の 分 酷 比 に 適 合 し た(Fig.3).

6721xLeninsのF1に6721を 戻 し 交 雑 し た 場 合 に は,BC、 個 体 の 頻 度 分 布 は2項 的

な 分 布 を 示 し,1:1の 分 離 比 に 適 合 し た.こ れ ら の こ・と か ら,こ の 組 合 せ で は 不

定 芽 再 分 化 指 数 に1個 の 主 働 遺 伝 子 が 関 係 し て い る と 考 え ら れ た.そ の 他 の 組 合

せ のF2集 団 は す べ て 連 続 変 異 を 示 し た,不 定 芽 再 分 化 指 数 の 場 合,6721以 外 の 品

種 と の 組 合 せ のF.1お よ びF2集 団 の 平 均 値 が 中 間 親 よ り も 低 く な っ た こ と か ら,'67Z1

以 外 の 品 種 に は 抑 制 要 因 の 存 在 が 考 え ら れ た(Table7).
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以 上 の結 果か ら,カ ル ス増 殖能,再 分 化 率 お よび 不定 芽再 分化 指 数 に は複数 の

遺伝 子 が関 係 して い る こ とが 考 え られ た.し か し,こ れ らの形 質 は比較 的遺伝 率

が 高 く,高 再分 化 品種Leninsの 特 性 を他 の 栽 培品 種 に付 与 す る こ とが で きるもの

と推 論 した.

第3章 再 分 化 能 に 影 響 を 及 ぼ す 各 種 要 因 の 解 析

こ こ で は,そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 型 に お い て 再 分 化 能 に 影 響 を 及 ぼ す 各 種 要 因 の 検

討 を 行 っ た.

ま ず,胚 の 発 育 段 階 を 受 粉 後'日 数 に よ っ て4段 階(受 精 後 約2週 間 の 胚 を 基 準

と し て ス テ ー ジ1と し,以 降 一 週 間 毎 にII,IIIお よ びIVと し た)に 分 け,胚 の 発

育 段 階 が カ ル ス 形 成 能 お よ び 再 分 化 能 に 及 ぼ す 影 響 を 調 査 し た.そ の 結 果,す べ

て の 品 種 に お い て 誘 導 さ れ る カ ル ス の 形 態 が ス テ ー ジIIIで 変 化 し た.ま た,供 試

19品 種 中17品 種 の 再 分 化 率 も ス テ ー ジIIIで 大 き く 低 下 し た(Table8).こ の こ

と か ら,ス テ ー ジII(受 精 後3週 間)と ス テ ー ジIII(受 精 後4週 間)の 間 の 時 期

に 起 こ る 遺 伝 子 発 現 の 変 化 が,カ ル ス の 形 態 お よ び 再 分 化 率 に 大 き な 影 響 を 及 ぼ

す と 考 え ら れ た.

次 に,DNAメ チ ル 化 限 害 剤 で あ る5-azacy七idine(5-azaC)で 未 熟 胚 を 処 理 し,

カ ル ス 形 成 能 お よ び 再 分 化 能 に 及 ぼ す 影 響 を 調 査 し た.ス テ ー ジ1で は 長 時 間 処

理 に よ り 関 東 二 条5号 とK-3で カ ル ス 形 成 率 が 低 下 し た が,そ の 他 の 品 種 で は カ

ル ス 形 成 に 対 す る 影 響 は 認 め ら れ な か っ た.無 処 理 区 で の 再 分 化 率 を み る ど,供

試 し た7品 種 は 再 分 化 率 の 低 い グ ル ー プ(ア サ マ ム ギ,Wecah,Igri),中 程 度

.の グ ル ー プ(関 東 二 条5号,K-3,GoldenPro皿is)お よ び 高 い 品 種(Lenins)の

3つ に 分 け ら れ た.再 分 化 に 対 す る5-azaC処 理 の 影 響 を み る と,Lehinsは 処 理 に

よ り 再 分 化 率 が 低 下 し た が,低 お よ び 中 程 度 の 品 種 で は 再 分 化 率 が 上 昇 し た

(Table9).

ス テ ー ジIIの 胚 を 用 い た と き に は,カ ル ス 形 成 率 に 関 す る 影 響 は 認 め ら れ な か

っ た.再 分 化 率 で は,Leninsお よ びIgriを 除 い た 他 の 品 種 で そ れ ら の 値 を 高 め る

効 果 が 認 め ら れ た(Table10).処 理 時 間 に よ る 違 い は あ る が,5-azaC処 理 は ス

テ ー ジ1の 胚 と 同 様 に ス テ ー ジIIの 胚 に 対 し て も 」 再 分 化 率 が 中 程 度 以 下 の 品 種

に 関 し て は 再 分 化 率 を 高 め る 効 果 が あ る セ 思 わ れ た.ス テ ー ジII正の 胚 に つ い て は,
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処 理 の効 果 が認 め られ な か っ た.以 上 の結 果 か ら,DNAの 脱 メチ ル化 が 再 分 化能

に影響 す る可能 性 を 示唆 した.

カルス 誘導 お よび再 分 化 に 関 す る光 条 件 の影響 を調.査 した.対 照 区は全 て の培

養期 間 を16時 間 日長 で行 った.処 理 区 と して カル ス 誘導 時 の み を暗黒 条件 に した

DL区 とカル ス 誘 導お よび 再 分 化 を暗 黒 条 件で 行 い,そ の後,光 馴 化 させ たDDL区

.を 設 け た.そ の結 果,関 東 二条5号 と、K-3ではDLお よびDDL処 理 区の 方が 対照 区にヒ
比 べ て 高 い 再 分 化 率 を 示 し た.そ れ に 対 し て,ア サ マ ム ギ,Weca血,Go正denPro皿is

お よ びLeninsで は 暗 条 件 で カ ル ス 誘 導 も し く は 再 分 化 を 行 う こ と に よ り 再 分 化 率

が 低 下 し た(Table11).こ れ ら の こ と か ら,光 条 件 は 再 分 化 率 に 大 き な 影 響 を

及 ぼ す が,そ の 効 果 は 品 種 に よ り 異 な る こ と が 明 ら か と な っ た.

以 上,本 実 験 で は 胚 の 発 育 段 階 が 再 分 化 率 に 強 く 影 響 す る こ と,お よ び

5-azaC処 理 や 光 条 件 の 与 え 方 等 に よ っ て も 再 分 化 率 が 左 右 さ れ る こ と を 示 し た.

第4章 パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 に よ る 遺 伝 子 導 入 系 の 確 立

未 熟 胚 お よ び 未 熟 胚 の 切 断 片 を 標 的 組 織 と し て,パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 に よ る 遺

伝 子 導 入 を 行 う と と も に,導 入 効 率 に 関 わ る 各 種 条 件 の 検 討 を 行 っ た.な お,導

入 遺 伝 子 と し て 除 草 剤 ビ ア ラ フ ォ ス 耐 性 遺 伝 子(わ8r)と β 一Glucuronidase遺 伝

子(GUS)を,イ ネ の ア ク チ ン 遺 伝 子 あ る い は ト ウ モ ロ コ シ の ユ ビ キ チ ン 遺 伝 子

の プ ロ モ ー タ ー に 接 続 し,異 な る プ ラ ス ミ ドに 組 み 込 ん だ も の を 使 用 し た(Fig.4).

導 入 実 験 は,同 種 の プ ロ モ ー タ ー に 接 続 し た わar遺 伝 子 と0〃5遺 伝 子 を 含 む2種 の

プ ラ ス ミ ド を1:1の 比 率 で 混 合 し て,co1-transformationを 行 っ た.

導 入 条 件 の 検 討 は θ〃5遺 伝 子 の ト ラ ン ジ ェ ン ト 発 現 を 調 査 す る こ と に よ.り 行 っ

た.パ ー テ ィ ク ル ガ ン 照 射 前 の 培 養 期 間 と θ〃5遺 伝 子 の 発 現 と の 関 係 を み る と,

標 的 組 織 の サ イ ズ に よ っ て も 異 な る が0〃3遺 伝 子 の 発 現 は 前 培 養 期 間 が2～4日

間 の 時 に 最 も 高 か っ た(Fig.5).照 射 時 の 標 的 組 織 の 置 床 方 法 は 中 心 部 に 配 置

(S法)す る よ り,中 心 を 避 け て ドー ナ ヅ 状 に 配 置(C法)し た 方 が,ま た プ ロ

モ ー タ ー は イ ネ の ア ク チ ン 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の 方 が ト ウ モ ロ コ シ ユ ビ キ チ ン

遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー よ り ト ラ ン ジ ェ ン ト発 現 は 高 か っ た(Table12,13).こ

れ ら 条 件 を 検 討 し つ つ 遺 伝 子 導 入「を 行 っ た 結 果,108個 体 の ビ ア ラ フ ォ ス 耐 性 植

物 を 得 る こ と が で き た(Table14).導 入 効 率 は 全 実 験 区 の 平 均 で10.4%で あ っ
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たボ そ して,得 られ た植 物 のな かか ら任 意 に15個 体 を選 んで サ ザ ンハ イ ブ リダイ

ゼ ー シ ヨン を行 い,こ れ らが確 か に トラ ンス ジェ ニ ッ ク植 物 で あ る こと を確 かめ

た・ 蓼お ・ 最終 的 に得 られ た 耐性 植 物体 の 獲 得効率 に 関 しては ・ 前 培養 は5Eし

未 熟 胚 の サ イ ズ は0.5～0.8m,プ ロ モ ー タrは イ ネ の ア ク チ ン 遺 伝 子 の 場 合 が 高

か っ た(Table15)・ 以 上,本 研 究 で 見 い ・だ し た 高 再 分 化 品 種Leninsで は パ ー テ

ィ ク ル ガ ン 法 に よ る 遺 伝 子 導 入 が 可 能 で あ る こ と を 実 証 し た.こ の こ と は,高 い

不 定 芽 再 分 化 率 を 持 つ 品 種 に は 遺 伝 子 導 入 育 種 が 可 能 で あ る こ と を 示 し て い る.

総合考察

本研 究 で は世 界 各地 か ら集 めた 多数 の 品種 を供 試 して,組 織 培 養 の際 の再 分化

率 の調 査 牽行 い,高 い再 分化 率 を示 すLeninsを 見 い だ した.Leninsの 高 い再 分化

率 の 遺伝 性 を検 討 した と ころ,こ の性 質 は 比較 的遺 伝 率 が高 く,現 在 栽 培 され て

い る ビー ル ムギ な どの実 用 品種 た 交雑 等 を通 じて付 与 で きる もの と考 え られ た.

一方 ,再 分 化率 は未 熟 胚 の発 育段 階,5-azacy七idine処 理 お よ び培 養 時 の光 条 件

に よ って影 響 を 受 け るこ とを示 した.以 上 の 実験 を基 礎 に して,再 分化 率 の高 い

材 料 を用 い,培 養 条 件 に十分 な考慮 を払 え ば,パ ーテ ィ クル ガ ン法 によ りオ オム

ギ に高 い効 率 で遺 伝 子導 入 がで きる こと を示 した.今 後 オ オム ギ の育種 にお いて

は,従 来 の交 雑 育種 抵や 突然 変.異育 種法 な どに加 え て,本 遺 伝 子導 入法 も利用 し

なが ら,さ らに効 率 の よ い育 種 牽行 うこ とが期 待 で き る.
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Table1.Rootdifferentiationpercentagesinnon-brittle

rachisgenotypes

Region
or

country

hootdifferentiation(X)
MeanｱS.D.

β亡 尻3 .:ρ亡β`2
…一Unknown

Japan...2.6圭.6●9(14)

KoreaO.5ｱ2.2(15)

China3.8ｱ8.6(17)

NepalO.0(12)

S.W.Asia10.6ｱ21.2(16)

Turkeyo.o(1)

Europe2.1ｱ7.0(11)

N.AfricaL1ｱ3.5(10)

Ethiopia一 一(0)

一(o)

o.o(i)

o.o(2>

1.9ｱ3.8(9)

14。7圭19.9(19)

4.6ｱ15.1(11)

21.9ｱ29.0(41)

o.o(i)

18.9ｱ29.1(22)

3.2ｱ10.2(.16)

.
.2二6±5・1(器1.

一ro)

一(o>

6.6+11.3(6)

24.9ｱ21.1(16)

一(o>

16.8ｱ23.3(15)

Total/Mean3.3ｱ10.1(96)15.6ｱ25.1(106)11.6ｱ18.3(67)

Numeralsintheparenthesesindicatethenumberof

varietiestested.

β`1`・.畔 岬 畔 ・.hl・1脚畔 .・rrl・キ・白・

T的1・3・.
..Shqqt瞬 ・・ti・・p・・c晦si・.・ 甲即..

セithnbn」b距ittlerac}琴is.呂enotypes

Genotype

No.of

varieties

s為ρr㌔離ll評 。nl沿

Green Albino Total

β`尻2

尻 β亡3

7

0

り
0

【
U

13.8ｱ12.1.2.4ｱ1.816.2ｱ13.2

28.1ｱ15.64.2ｱ3.732.3ｱ18.5

t-value 2.76鱒 i.70. 3・15?專

**: .SignificantatIXlevel.

Table3.Shootregenerationpercentagesin

況88アfoo2∫ 餉oπand泓 四1脚 θ

瓶)rdb㎜ .ερα7亡aηθ口皿,

Species

(Vari即t)

No.of

strains

Shootregeneration(y,)

珂ean±SJ).ワ

Green Albino Total

鋤 吻・塑.
d2吻5θ

ノ5ψ7a訪即吻

1a8槻01.∫掬血θ

蜘 φ吻

ρro5左0納9孟2ゴf

βρoη伽 θ1吻

88アゴ0α ゴ亡ゐα～

81

4

10

3

4

1乞

48

13

(Total94

11.1ｱ14.5

5.1ｱ4.4

8.4ｱ9.8

10.5ｱ3.0

5.5ｱ4.8

17.5ｱ.14.9

9.3ｱ10.1

14.4ｱ15.4

Mean11.5ｱ14.8

10.3ｱ11.8

7.4ｱ8:8

14.7ｱ18.0

13.1ｱ3.3

2.7ｱ2.8

20.2ｱ16.5

8.0ｱ7.7

9.5ｱ8.4

10.2ｱ11.4

21.4ｱ18.9

12「与二≒12.5

23.1ｱ21.6

23.6ｱ5.9

8・2‡
.ケ・3

37.7ｱ16.1

17ρ キ14・2

23.9ｱ20.7

21.7ｱ19.2)

κ 四18arθ 87 22.0ｱ17.4 串.4±3.3 25.4ｱ20.1
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Table .4. .Callusgro曾thabilities(CGA),regβnerationpercen七 昂ges(RP)andshoo七

regenerationindices(SRI)ofparentwi七hsubcu1七uredandnon-subcultured

Variety

Subcultured

MeanｱS.D.

Non-subcultured

MeanｱS.D.

CGA SRI CGA SRI

Wecah

Mo七ag

Asa皿a皿㎎i

Cowra

6721

5.4ｱ0.6

8.8ｱ2.1

8.2ｱ2.0

5.5ｱ1.3
12.0ｱ1.2

3.3ｱ5.8

8.6ｱ8.4

0

0

96.7ｱ5.8

o.iｱo:2

0.iｱo.i

O

O

8.9ｱ1.9

4.3ｱ0.8

6.7ｱ1.5

3.2ｱ0.8

3.4ｱ0.6

6.9ｱ1.5

13.3ｱ11.9

35.2ｱ14.5

5.6ｱ4.9

6.6ｱ4.4

94.4ｱ9.6

0.3ｱ0.3

0.8ｱ0.5

0.iｱo.i

O.1ｱ0.1

4.1ｱ1.0

Lenins 14.7ｱ0.2100 36.9ｱ1.3 5.4ｱ0.6'94.2ｱ6.49.9ｱ1.0

Table5・Callusgrowth.abili .ties(皿e5皿 ±S.・D。.).ofFIcro串sed

reciprocallybet曾6en.Lenins.andtheo七hervarieties

parent

Mid

parent

Flcrossedwi七hLeninsas.

Male Female

Wecah

Mo七ag

Asamamugi

Cowra

6721

5.4ｱ0.6

8.8ｱ2.1

8.2ｱ2.0

5.5ｱ1.3

12.0ｱ1.2

10.1

11.8

11.5

10.1

13.4

11.7ｱ1.4

16.3.ｱ4.0

14.0ｱ2.3

18.0ｱ1.0

17.8ｱ2.9

10.8ｱ2.9

16.0ｱ3.0

20.0ｱ2.2*

14.6ｱ2.4

14.9ｱ1.3

Lenin白. 14.7ｱ0.2

*Significantdifferenceat5%levelbetweenreciprocal

crossedF,s.

.Table6
.Regenel・a七ionpercentages(皿ean±.S.D.)ofF、

crossedreciprocallybetweenLeninsandthe

othervarieties

paren七

Mid

戸aren七

FlcrossedwithLeninsas

Male Fe血ale

Wecah

Motag

Asa皿a皿㎎i.

Cowra

s72i

3.3ｱ5.8

8.6ｱ8.4

0.じ

o.0

96.7ｱ5.8

51.7

54.3

50.0

50.0

98.4

80.9ｱ16.5

86.7ｱ15.0

78.3ｱ7.2

65.0ｱ21.8

100

77.5ｱ14.3

83.3ｱ7.2

83.3ｱ16.7

90.3ｱ10.0

96.7ｱ5.8

Lenins 100
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Table7.Shoo七regenera七ionindices(mean±S.D.)ofF.エ.crossed.

reciprocallybetweenLeninsandtheothervarieties

parent

Mid

paren七

Ficrossed、wi七hLenin6as

Male Female

脆cah.

Motag

Asa皿a皿㎎i

Cowra

672ユ

o.1ｱ0.2

0.iｱo.i

o.o

o.0

8.9ｱ1.9

18.5

18.5

18.5

18.5

22.9

8.4ｱ2.8

9.0ｱ4.3

6.8ｱ1.3

3.0ｱ1.0

26.1ｱ9.3

8.4ｱ2.2

9.7ｱL5

14.3ｱ3.0**

11.6ｱ2.0*

20.5ｱ1.7

Lenins 36.9ｱ1.3

*.,.**=Sign.ifican七differenceat5%a血d1%.1evel

between-reciprocalcrossedFps.

」.
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Table8. Shootregenerationpercentages(meanｱS.D.)ofcalli

derivedfro皿 .e皿bでyosatfour.deve1.opme血ta1・stages

Variety
Developmentalstage

1 II ∬1

GroupA

Duckbill

Shasha皿ane..16

FujiNijo;

Igri

CSR141d

(OUA62S)17.0ｱ2.4
(OUF634)4.5ｱ5.6
(OUJ220)39.6ｱ4.9
(ODU760)11.1ｱ4.2
(ODU746)33.0ｱ1.4

23.9ｱ4.1
13.3ｱ8.8
31.8ｱ5.4
13.9ｱ2.1
25.4ｱ2.9

6".8ｱ5.21.3ｱ1.2

3.7ｱ3:72.9ｱ2.8

4.9ｱ3.64.0ｱ2.6

1.8ｱ1.52.4ｱ1.9

04.0ｱ3.3

GroupB

Moroccan

BeldiDwarf-2

Yangiebashi

Turkey393

Ger皿any53...

(OUB605)32.3ｱ7.0
(OUB617)28.2ｱ7.7
(OUN651)14.7ｱ2.7
(OUT731)18.2ｱ4.4
(ODU637)11.1ｱ2.8

GoldenPro皿i.s . .(OUU132)52.1±7.4

29.3ｱ5.1

21.5ｱ7.9

13.0ｱ8.3

11.6ｱ3.5

16.9ｱ1.1

63.8ｱ8.2

/
6.1ｱ0.5
2.9ｱ2.6
4.2ｱ2.1
1.7ｱ1.7
4.4ｱ2.5

20.7ｱ6.3

GroupC

AIgiers
Peru2
Harbin13-8A
Tsunakubo
Rokkaku
Baku3

(OUB623)27.6ｱ3.0
(OUB610)52.3ｱ4.0
(OUC601)45.1ｱ4.6
(OUJ823)11.3ｱ2.9
(OUJ743)20.8ｱ3.6
(ODU693)3.2ｱ4.2

17.5ｱ4.2

15.2ｱ3.8

40.3ｱ3.5

42.1ｱ5.9

10.4ｱ4.1

17.0ｱ4.0

0

0
.O

O

O

O

0

0

0

0

0

0

GroupD

Fiche14

Turkey375
(OUF617)35.3ｱ5.9
(OUT725)34.5ｱ3.8

0

0

(U
O

0

0
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Table9.Effectsof5-azacytidinetreatmentforstageIembryos

oncallusformationandshootregeneration

Varie七y .

Durationof

treat皿en七

(hours)

Callus

for皿a七ion

(%)

MeanｱS.D.

Shoot

regeneration

(%)
MeanｱS.D.

As細 田加gi 0

9
山

4

0
U

100

100

100

100

2.3ｱ2.3

7.3ｱ3.9

5.6ｱ2.9

14.2ｱ1.7

Wecah 0

2

4

00

100

100

100

100

4.6ｱ1.1

6.3ｱ3.5

5.7ｱ2.9

12.1ｱ6.0

Igri 0

9
臼
4

0
0

100

100

100

96.3ｱ3.7

3.5ｱ0.3

10.2ｱ3.7

10.7ｱ4.5

4.2ｱ4.2

KantoNijyo5 0

ワ
臼
4

ρ0

100

95.8ｱ4.2

86.7ｱ8.8

45.8ｱ4.2

21.1ｱ3.5

36.1ｱ7.5

b1.2ｱ5.1

41.0ｱ19.5

K-3 0

ワ
臼
4

nO

ioa

83.3ｱ6.7

74.3ｱ5.5

31.7ｱ4.4

28.4ｱ4.1

41.6ｱ6.4

27.8ｱ14.7
」/

0 .

、、

GoldenPromis
一100

94.9ｱ5.1

87.1ｱ8.4

100

23.9ｱ4.8

20.0ｱ4.1

24.5ｱ3.7

43.2ｱ6.6

Lenins 0

9
臼
4

β0

100

100

ioo

71.8ｱ18.3

83.4ｱ1.4

82.0ｱ6.7

75.5ｱ3.8

43.0±6.6
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Table10.Effee七s6f5-azacytidi血etreatmentforstageIIe皿bryos

oncallusfo1:・ 皿ationandshootr6genera七ion

v瞬ety

Durationof

treat皿en七 .

(hour串)

Callus

formation

(%)
MeanｱS.D.

Shoot

regeneration

(%)
MeanｱS.D.

As細 即㎎i 0

06
4

00

100

ioo

100

100

a

O

O

4.8ｱ1.2

Wecah 0

9
臼

4

00

100

100

100

100

6.7±6.マ

4.2ｱ4.2

4.8ｱ2.9

'22
.2ｱ4.9

Igri 0

9
臼

4

0D

100

100

100

ioa

10.4ｱ5.1

12.6ｱ1.6

8.3ｱ3.1

12.1ｱ0.6

KantoNijyo5 0

ワ
臼
4

倉0

100

100

ioo

ioo

14.8=ヒ3.9

11.4ｱ3.6

30.6ｱ9.0

39.9ｱ7.4

K-3 0

9
自

4

0
0

100

100

ioa

100

.32.0ｱ6.5

50.1ｱ6.7

25.7ｱ5.6

53.7ｱ5.3

GoldenPro皿is 0

9
』

」
仕

凸
D

100

100

100

100

22.2ｱ4.6

12.9ｱ1.1

33.1ｱ3.7

21.6+0.9

Lenins .∩
∪

り
白

4

4
U

100

100

100

100

78.0ｱ3.2

70.5ｱ8.7

75.6ｱ4.4

70.0ｱ4.4
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Table11. 耳ffects.oflightcondi七ion、on.callusf.or皿ation.ahdshoot

regeneration

Variety Trea七men七

Callus

.fo廿皿ation.

.Mea鯉S.D.

Shoot

..regeneration
.

M,話 聖S..D.

Shoo七.

regeneration

indexM

eanｱS.D.

Asama皿ugi Control

DL

DDL

0

0

0

0

0

0

1

1

1

4.9ｱ2.5

a

O

0.3ｱ0.2

Wecah Control

DL

DDL

100

100

ioo

6.5ｱ1.4

3.1ｱ2.5

0

1.1ｱ0.4

0.iｱo.i

Igri Control

DL

DDL

100

100

100

7.3ｱ1.7
9.2ｱ2.5

7.0ｱ2.2

o.sｱo.z

O.6ｱ0.3

0.3ｱ0.1

KantoNijyo5Control

DL
DDL

100

100

100

19.5ｱ2.6

30.6ｱ3.7

39.5ｱ5.9

7

0D

O
Q

・

.

●

0

0

1

±

±

±

戻
U

8

戻
∪

層

●

●

-
轟

9
臼

4

K-3 Control

DL

DDL

100

100

ioo

26.5ｱ3.9

52.3ｱ6.9

45.7ｱ4.1

1.7ｱ0.3

6.3ｱ1.4

7.4ｱ1.1

GoldenPromisControl

DL

DDL

100

100

100

26.5ｱ5.5

19.4ｱ4.7

12.4ｱ0.5

3.3ｱ0.4

3.0ｱ1.1

2.4ｱ0.4

Lenins Control

肌

DDL

100

ioo

100

78.8ｱ2.4

53.6ｱ4.6

50.0ｱ5.7

25.1ｱ1.3

13.2ｱ2.3

13.9ｱ1.3

Lightconditionareasfollows.

con七rOl:Oと11us .induction(light)一 》regenera七ion(ligh七).

DL:calluS .i.ndUc七ion(dark)→regeneration(1ight).

DDL:callus.induction(da血k)→regeneration(dark)一>greening(ligh七).
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Plasmid

Size

Kb

pDM302 4.8 Actl ρヨr 回

pActl-F 6.3 [=亙=コ . GUS 国

pUBA 5.6 Ubi一] bar 国

pAHC27 6.8 [==亟 ≡===コ[==亜===コ 国.

Fig.4.Schematicofplasmidsusedinthisstudy.Plasmids
werecombinedafragmentcontained.promoterofwhich
wasriceactin(Actl)ormaizeubiquitin(Ubi-1)and
theuidAreportergene(GUS)oraselectablegene(bar)
andthenopalinesynthaseterminater(NOST).

50

04

03

02

紹

呂

。q

Φ
三

』
.輪
o

10
.o
Z

Fig.5.

0

1234567

Durationofpreculture(days)

Effectsofprecultureandexplanttypesonnumber

ofbluespots.Eachsymbolindicatesexplanttypes

asfollow;

◆:Atype(0.5㌣0. .8mminirηmature.embryQ.length)

ロ ニBtype(1 .0～1.3mm‡nimmatureem㌃)ryolength)

.▲、:Cむype(ξL掌)outO,.3mmsegme口tsof1.0㌣L3m叩

immatureembryos)
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Table12.EfFectsofplatingmethod

oftargettissueonGUS

transientexpression

Table13.Effectsofpromotersequence

onGUStransientexpression

Plating"

method

No.of

bluespots

Mea11=ヒS.D.

Pro皿oter

sequence

No.of

bluespots

MeanｱS.D.

C

S

21.4ｱ11.1

14.4ｱ5.7

Actin

Ubi⑳i七in

23.3ｱ10.0

10.4ｱ5.9

t-value 2.12*

七一vaIue 4.00峯*

**:Significantatlylevel.

1)CandSindicatemethodswhich

plateembryosincircleand
square,respectively.

*:Significantat5%level.

Table14.Effec七 〇fprecu1七urβperiodsprior .tobombard皿enton七he

andproductionofbialaphosresistantplants

shootregeneration

Preculture

period

(days)

No.of

embryos

(A)

No.ofshoo七

regeneratedcalli

green albino

No.ofresistant

plantlets

tobialaphos

No.of

mature

plants

(B)

B/Ax100

ー

ウ
臼

nj

4

「
O

nO

7

175

200

200

136

126

119

85

51

52

36

39

29

31

21

1

0

1
↓

1

0
自

1

0

ワ
臼

0
り

」
仕

4

8

β0

1

0
0

1

0
乙

り
自

り
自

ー
ム

ー

4

3

7

7

3

Ω
U
6
0

り
乙

1

1
孟

ー
ユ

リ
白

13.7

6.5

8.5

12.5

18.3

s.7

7.1

Total 1041 259 s 154 108 10.4
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Table15.Numbersofregeneratedshoot,resistantplantlettobialaphosandmatureplantinthesix

plotswhich'transgenicplantswereefficientlyobtained

Preculture

per圭od

(days)

Exglant"Platinga'Promoter"No.of

si呂emethodsequencee宏lyo

No.ofshoot

regeneratedcallus

greenalbino

Ho.ofresistant

plantlets

tobialaphos

艮o。Qf

matureB/Ax100

plants(B)

1

1

1

q
O

【
U

ご
0

A

ム
い
A

A

B

C

S

C

C

【b

【b

C

A

A

四
U

A

A

A

ζ
U

に
り

ご0

=
0

0
0

F◎

0
4

ウ
臼

0乙

り
臼

ー

ワ
臼

14

9

16

13

3

7

1
5
0

0

0

0

0

6

0
り

2

0
0

7

0
り

ー

{
■9

ρD

7

ワ
ー
.8

0Q

Q
U

z4.0

28.0

28.0

32.0

33.3

36.0

1)AandBindicateO.5^一 〇.Smmand1^一1.3mminimmatureembryolength,respectively.

Cindicate.ahoutO.3皿msegロ ≧eatsof1～1P3m皿in圭 皿皿at1ユree皿bryosじ

2)CandSindicate皿ethodswhichplatee皿bryos.inci【 ℃leandsquare,!」e串pecti▼ely.

3)AandBindicatepromotersofriceactingeneandmaizeubiquitingene,respectively.
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論 文 審 査 の 要 旨

:本研究はオオムギの組織培養技徳々品種の観 点から検討 し,高 い再分化能を持つ品種を見いだ

し,そ の遺伝性および培養特性を検討する一方,こ の品種への遺伝子導入技術の開発を行ったも

のである。

まず,世 界各地から収集した栽培品種269品 種,近 縁野生種96系 統を供試 して,こ れらを組織培

養 した際の再分化能の評価を行い,再 分化能と小穂非脱落性遺伝子型と深い関係があること,ま

た,近 縁野生種では再分化個体にアルビノ個体が含まれる割合が高いことなどを指摘した。そ し

て,未 熟胚を培養した際に極めて高い再分化能を示す品種 「レニン」を見いだした。

つぎに,こ の再分化能の高い品種 レニンと従来から実験に用いられている粒品種との交配を行

い,そ のF1,F2お よび戻交雑後代を検討 して,高 い再分化能は複数の遺伝子に よて支配されてい

るが,そ の遺伝率は比較的高いことを示した。 これは,こ の品種の持つ高い再分化能を交雑等の

技術を用いて各種品種に導入可能であることを示 している。

さらに本研究では,再 分化に係わる各種要因について検討した。置床する未熟胚は受精後3週

目までは再分化能が比較的強いカミ,3週 間をすぎると急速にその再分化能を失 うこと,DNAメ チ

ル化阻害剤である5-azacytidlne処 理によって再分化が高まる品種 と高まらない品種があるこ

と,こ の処理の効果も置床胚のステージと関係すること,培 養時の光条件によって再分化能に強

く影響を受ける品種と影響を受けない品種があることなどを指摘 した。 これ らの条件検討は今後

のオオムギの組織培養技術に重要な知見を与えた。

つぎに上述の培養条件を基礎にして,パ ーテクルガン法によって,外 来遺伝子を品種 レニンに

導入する実験を行った。照射する際の未熟胚の前培養期間,大 きさ,配 列法,プ ロモーターなど

の各種の条件を検討し,条 件を選べば20%台 の高い確率で遺伝子が導入で きることを明らかに

し,オ オムギにおいても遺伝子導入ができることを実証 した。

以上の研究はオオムギを材料 とした育種技術に新 しい知見を加えたものであり,当 該研究者に

博士(農 学)の 学位を授与するにふさわ しいものと判断した。
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