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緒  論  

 

地 域 植 物 資 源 の 活 用  

 我 が 国 は ， 北 海 道 か ら 小 笠 原 諸 島 も し く は 琉 球 列 島 に 至 る 亜 寒 帯

か ら 亜 熱 帯 の 気 候 の も と で 多 く の 遺 伝 資 源 が あ り ， 地 域 生 物 資 源 活

用 大 事 典  (藤 巻 ,  1 9 9 8 )  で は ， 地 域 の 活 性 化 に 役 だ つ 希 少 ， 未 利 用 ，

新 資 源 ， 地 方 品 種 を 含 め ， 植 物 資 源 2 5 3 種 が 掲 載 さ れ て い る ． こ れ

ら の 中 に は 食 用 作 物 は も と よ り ， 染 料 や 繊 維 原 料 作 物 ， 薬 用 植 物 ，

観 賞 用 植 物 お よ び 森 林 資 源 が 含 ま れ ， 地 域 植 物 資 源 が 衣 食 住 に つ な

が り 日 本 の 文 化 に 結 び つ く も の で あ る こ と が 示 さ れ て い る ． 一 方 ，

国 際 的 に は 生 物 多 様 性 を 守 り ， 遺 伝 資 源 を 持 続 的 に 利 用 し て い く た

め の 枠 組 み と し て ，「 生 物 の 多 様 性 に 関 す る 条 約 （ C o n ve n t i o n  o n  

B i o l o g i c a l  D i v e r s i t y ;  C B D  :  1 9 9 3）」 が 発 行 さ れ ， 名 古 屋 市 で 開 催 さ

れ た 同 条 約 の 締 約 国 が 集 ま る 生 物 多 様 性 条 約 第 1 0 回 締 約 国 会 議

（ C o n f e r e n c e  o f  t h e  P a r t i e s  1 0 ;  C O P 1 0 :  2 0 1 0） は 記 憶 に 新 し い ． こ の

中 で ，1 )  遺 伝 資 源 の 採 取・利 用 と 利 益 配 分  （ A B S：A c c e s s  a n d  B e n e f i t  

S h a r i n g） に 関 す る 国 際 的 な 枠 組 み の 策 定 ， 2 )  生 物 多 様 性 が 失 わ れ

る 速 度 を 2 0 1 0 年 ま で に 減 少 さ せ る た め の 「 2 0 1 0 年 目 標 」 の 検 証 と

新 た な「 ポ ス ト 2 0 1 0 年 目 標 」の 策 定 等 が 議 論 さ れ ，海 外 の 遺 伝 資 源

利 用 に つ い て は 厳 し く 規 制 や 規 定 さ れ る に 至 っ て い る ． こ れ ら の 情

勢 を 含 め ， 国 内 の 地 域 植 物 資 源 に つ い て は そ の 重 要 度 が さ ら に 高 ま

っ て い る と 言 え よ う ．  

地 域 植 物 資 源 と 園 芸 利 用  ～ 鹿 児 島 県 を 例 と し て ～  

 鹿 児 島 県 レ ッ ド デ ー タ ブ ッ ク （ 鹿 児 島 県 ,  2 0 0 3） に よ る と ， 鹿 児

島 県 は 九 州 の 南 端 に 位 置 し ， 火 山 や 島 嶼 を 含 み ， 県 域 が 東 西 約 2 7 0  

k m 南 北 約 6 0 0  k m に 及 ぶ こ と か ら 様 々 な 生 物 資 源 の 宝 庫 と 言 わ れ て

い る 。 県 下 に は 学 術 的 に も 価 値 が あ る 南 限 種 ， 北 限 種 お よ び 固 有 種

が 多 く み ら れ ， 植 物 約 3 , 1 0 0 種 を 含 め ， 多 種 多 様 な 野 生 動 植 物 が 生

息 ・ 生 育 す る こ と が 報 告 さ れ て い る ． こ れ ら の 中 に は ， オ リ エ ン タ
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ル リ リ ー の 代 表 品 種 で あ る ‘ カ サ ブ ラ ン カ ’ を 始 め ， ユ リ 類 園 芸 品

種 の 交 雑 親 と し て 用 い ら れ て き た テ ッ ポ ウ ユ リ や タ モ ト ユ リ ， ウ ケ

ユ リ が 含 ま れ る ． ま た ， 街 路 樹 や 庭 園 花 木 と し て 広 く 利 用 さ れ て い

る ク ル メ ツ ツ ジ は ， 江 戸 時 代 か ら 品 種 改 良 が 行 わ れ （ 赤 司 ， 1 9 1 9），

そ の 源 流 は 霧 島 性 ツ ツ ジ 類 と さ れ る （ 倉 重 ・ 小 林 ， 2 0 0 8）． さ ら に ，

鉢 花 や 庭 園 花 木 と し て 利 用 さ れ る 西 洋 シ ャ ク ナ ゲ の 中 で も 屋 久 島 交

配 品 種 と 言 わ れ る 品 種 群 の 交 雑 親 に は ， 矮 性 で 草 姿 に 優 れ る 屋 久 島

シ ャ ク ナ ゲ が 用 い ら れ て き た ． こ の よ う に ， 現 在 の 様 々 な 園 芸 品 種

の 交 雑 親 に 鹿 児 島 県 な ら び に 九 州 の 固 有 種 や 自 生 種 が 用 い ら れ て き

た ．  

一 方 ， 2 0 11 年 現 在 ， 鹿 児 島 県 の 農 業 産 出 額 は 4 , 0 0 0 億 円 を 越 え 全

国 4 位 に 位 置 し （ 鹿 児 島 県 農 政 部 ,  2 0 1 2）， 南 の 食 糧 基 地 と し て 消 費

者 ニ ー ズ に 対 応 し た 「 か ご し ま ブ ラ ン ド 」 を は じ め ， 安 心 ・ 安 全 な

食 の 供 給 を 図 り ，「 食 と 農 の 先 進 県 」を 目 指 し て い る（ 鹿 児 島 県 農 政

部 ,  2 0 1 2）．ま た ，農 業 産 出 額 の 部 門 別 構 成 比 は ，畜 産 5 7 % ,  耕 種 4 1 %

と な っ て お り ， 耕 種 部 門 に お い て サ ツ マ イ モ ， サ ト ウ キ ビ ， 茶 ， 露

地 野 菜 ， 花 き 類 等 の 畑 作 物 は ， 全 国 上 位 の 地 位 を 占 め て い る （ 鹿 児

島 県 農 政 部 ,  2 0 1 2）．こ れ ら 多 数 の 品 目 に 対 し て ，主 要 作 物 類 は 国（ 独

法 ） の 品 種 育 成 と 連 携 を 図 る 他 ， 水 稲 ， 花 き 類 ， 豆 類 等 の 野 菜 ， 果

樹 等 で は 交 雑 育 種 を 含 め た 品 種 改 良 を 進 め ， 主 要 作 物 の 系 統 選 抜 や

地 域 適 応 性 の 高 い 優 良 品 種 の 育 成 を 図 っ て い る ．  

バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー の 活 用  

こ の よ う な ， 多 品 目 を 対 象 と し た 育 種 試 験 に お い て バ イ オ テ ク ノ

ロ ジ ー の 活 用 場 面 を 探 る た め ， 著 者 ら は 地 域 植 物 資 源 の 探 索 ， 種 苗

増 殖 の 効 率 化 ， お よ び 突 然 変 異 に よ る 特 性 改 良 等 を 検 討 し ， 実 用 品

種 を 育 成 す る こ と に よ り ，こ れ ら の 技 術 の 有 効 性 を 実 証 し た ．ま た ，

育 成 品 種 の 普 及 を 目 的 と し て ， 品 種 保 護 や 種 苗 供 給 体 制 に つ い て 検
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討 し ， 許 諾 シ ス テ ム と 安 定 し た 種 苗 供 給 体 制 に よ り ， 全 国 で の 栽 培

を 実 現 し た ．  

本 研 究 で は 鹿 児 島 県 の 多 様 な 地 域 植 物 資 源 の バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー

に よ る 育 種 学 的 活 用 を 例 と し て ， 鹿 児 島 県 下 で 発 見 さ れ た ヒ ガ ン バ

ナ 属 新 種 の 成 立 解 明 に よ る 地 域 植 物 資 源 の 探 索 と 活 用 ， 細 菌 の 共 生

関 係 を 利 用 し た 培 養 植 物 の 水 浸 状 化 抑 制 法 に よ る 組 織 培 養 法 の 改 良

と 分 子 育 種 へ の 応 用 ， お よ び イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ る 突 然 変 異 育 種

の 地 域 特 産 作 物 へ の 適 用 に つ い て 検 討 し た ． さ ら に ， こ の 手 法 で 育

成 し た キ ク 新 品 種 の 全 国 展 開 へ の 方 策 ， 問 題 点 ， お よ び そ の 将 来 性

に つ い て 行 政 的 観 点 か ら も 考 察 し た ．  

 第 1 章 で は ， ヒ ガ ン バ ナ 属 植 物 を 例 に ， 鹿 児 島 県 下 で 発 見 さ れ た

ヒ ガ ン バ ナ 属 新 種 の 成 立 解 明 を 通 し て ， 地 域 植 物 資 源 の 探 索 と 活 用

に つ い て 検 討 し た ． ヒ ガ ン バ ナ 属 は 中 国 雲 南 省 を 起 源 中 心 地 と し ，

朝 鮮 半 島 を 経 由 し て 分 布 を 拡 大 し た 春 出 葉 型 と 台 湾 ・ 南 西 諸 島 を 経

由 し て 分 布 を 拡 大 し た 秋 出 葉 型 の 両 種 が あ る（ 栗 田 ,  1 9 9 8）.  鹿 児 島

県 下 に は そ の 両 種 が 自 生 す る こ と か ら ， ヒ ガ ン バ ナ 属 植 物 分 布 の 二

次 中 心 地 と 言 え る ． こ れ ら か ら 自 然 交 雑 に よ り 発 生 し た 新 種 の 起 源

を 解 析 し ， 花 粉 貯 蔵 や 胚 培 養 の 検 討 か ら 種 間 雑 種 育 成 に 向 け た 技 術

の 開 発 を 行 っ た ．  

 第 2 章 で は ， 非 病 原 性 の 多 糖 類 産 生 細 菌 に 着 目 し ， 植 物 と 細 菌 類

の 共 生 関 係 を 利 用 し た 組 織 培 養 中 に お け る 植 物 体 の 水 浸 状 化 抑 制 法

の 検 討 お よ び こ の 手 法 を 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 へ 応 用 し ， バ イ オ テ ク

ノ ロ ジ ー に お け る 微 生 物 の 活 用 法 に つ い て 検 討 し た ． 特 に ， 組 織 培

養 を 利 用 し た 種 苗 生 産 や 供 給 の 際 ， 植 物 体 が 水 分 過 剰 で 水 浸 状 化 を

呈 し 順 化 効 率 が 低 下 す る ． こ の よ う な 問 題 に 対 し て ， 細 菌 接 種 法

（ S h e t t y  ら ,  1 9 9 5） を 活 用 し ， そ の 効 果 が 認 め ら れ る 菌 株 に 加 え ，

同 様 の 効 果 を 示 す 菌 株 の 探 索 を 行 い ，水 浸 状 化 回 避 効 果 を 検 討 し た ．
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ま た ， 接 種 し た 菌 の 植 物 体 中 に お け る 定 着 性 や 宿 主 範 囲 の 拡 大 を 解

析 し ， 実 用 面 で の 活 用 の 可 能 性 を 論 じ た ．   

ツ ツ ジ 属 に つ い て こ の 章 で は ， 屋 久 島 交 配 シ ャ ク ナ ゲ の 品 種 で あ

る ‘ パ ー シ ー ワ イ ズ マ ン ’ を 用 い て 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 の 開 発 を 行

い ， 木 本 性 栄 養 繁 殖 作 物 の 品 種 改 良 手 法 と し て 技 術 の 確 立 を 検 討 し

た ．  

 第 3 章 で は ， 近 年 従 来 の 放 射 線 よ り 高 エ ネ ル ギ ー を 局 所 的 に 付 与

し ， 広 い 変 異 ス ペ ク ト ル と 高 い 変 異 率 が 得 ら れ る イ オ ン ビ ー ム 照 射

（ Ta n a k a  ら ,  2 0 1 0） に 着 目 し ， 輪 ギ ク を 例 に 栄 養 繁 殖 作 物 に お け る

イ オ ン ビ ー ム を 用 い た 突 然 変 異 育 種 法 （ 永 富 ， 2 0 0 3） と ， 実 用 品 種

育 成 に 向 け た 技 術 開 発 に つ い て 検 討 し た ． 栄 養 繁 殖 作 物 に つ い て も

育 種 の 基 本 は 交 雑 に よ る が ， 特 に 高 次 倍 数 性 作 物 で あ る サ ツ マ イ モ

や サ ト ウ キ ビ の 場 合 ， 品 種 育 成 場 所 で は 毎 年 数 千 ～ 数 万 個 体 の 交 雑

実 生 か ら ，長 期 間 に わ た る 選 抜・育 成 プ ロ グ ラ ム が 実 施 さ れ て い る ．

こ の よ う な 栄 養 繁 殖 作 物 に つ い て ， 交 雑 を 必 要 と し な い 品 種 改 良 の

手 法 と し て ， 遺 伝 子 組 み 換 え の 他 ， 放 射 線 照 射 等 に よ る 突 然 変 異 育

種 が 挙 げ ら れ る ． こ れ ら は ， 基 本 的 な 品 種 特 性 を 維 持 し ， 新 た な 特

性 を 付 加 で き る 点 で 極 め て 有 用 な 手 法 で あ る ． し か し ， 実 用 レ ベ ル

の 優 良 変 異 個 体 を 得 る た め に は ， 交 雑 育 種 と 同 程 度 の 個 体 数 か ら 選

抜・育 成 す る 効 率 の 良 い 培 養 系 と 選 抜 手 法 が 必 要 で あ る ．本 章 で は ，

第 2 章 で 開 発 し た 組 織 培 養 の 効 率 化 に 関 す る 知 見 を 基 礎 と し ， 第 1

章 の 細 胞 組 織 科 学 的 知 見 を 基 に ， 核 D N A 量 の 選 抜 へ の 利 用 を 図 る

と と も に ， 有 効 な 選 抜 手 法 の 開 発 に よ り ， 輪 ギ ク 実 用 品 種 の 育 成 を

通 し て イ オ ン ビ ー ム 照 射 の 育 種 的 利 用 法 の 確 立 に つ い て 検 討 し た ．  

 第 4 章 で は ， 本 研 究 に よ り 育 成 し た 輪 ギ ク 新 品 種 の 普 及 ・ 展 開 を

図 る 上 で 育 成 者 権 の 保 護 と 種 苗 供 給 体 制 が 課 題 と な る ． そ こ で ， 品

種 識 別 D N A マ ー カ ー の 開 発 の 他 ， 本 県 育 成 品 種 の 許 諾 シ ス テ ム や

種 苗 供 給 体 制 を 検 討 し ，育 成 品 種 の 普 及 と 全 国 展 開 に つ い て 論 じ た ．
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ま た ， 突 然 変 異 や 遺 伝 子 組 み 換 え に よ る 品 種 育 成 は ， 基 本 的 に 従 属

品 種 と な る こ と か ら ， 育 成 者 権 を 保 持 し て い な い 品 種 に つ い て は 変

異 誘 発 の 対 象 と で き な い と い う 問 題 が あ る ． そ の よ う な 場 合 の 対 応

策 と し て 民 間 企 業 と の 連 携 ・ 共 同 に つ い て 検 討 し た ．  

 本 論 文 の 研 究 成 果 か ら 総 合 考 察 で は ， 地 域 植 物 資 源 の 探 索 と 活 用

の 成 功 事 例 と し て 鹿 児 島 県 種 子 島 特 産 の 「 安 納 い も 」 を 取 り 上 げ ，

そ の 地 域 ブ ラ ン ド と し て の 発 展 過 程 を 論 じ た ． ま た ， 茎 頂 培 養 に お

け る 内 生 菌 の 存 在 を 提 起 し ， 第 2 章 の 細 菌 と の 共 生 関 係 に よ る 培 養

効 率 向 上 の 他 ， エ ン ド フ ァ イ ト 様 の 機 能 性 付 加 に つ い て 論 じ た ． さ

ら に ， イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ る キ ク の 品 種 育 成 を 通 し て ， イ オ ン ビ

ー ム に よ る 突 然 変 異 育 種 と 今 後 の 展 開 に つ い て 論 じ た ．  
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第 １ 章  地 域 植 物 資 源 の 探 索 と 活 用  

－ 鹿 児 島 県 下 で 発 見 され た ヒガ ンバ ナ 属 新 種 の 成 立 解 明 を 例 と して ー  

 

 地 域 植 物 資 源 に は 植 物 本 来 の 分 布 拡 大 に よ り ， 日 本 国 内 に 自 生 し

て い る も の の 他 ， 人 の 手 に よ り も た ら さ れ ， 定 着 し 在 来 種 と し て 存

在 す る も の も 数 多 く 含 ま れ て い る ． 古 く は 稲 作 の 伝 搬 を は じ め ， 茶

や 椿 も 薬 用 お よ び 工 芸 作 物 と し て も た ら さ れ ， 日 本 に 定 着 し た 作 物

で あ る ． 甘 藷 は 江 戸 時 代 に 琉 球 王 朝 か ら 寄 贈 さ れ ， 種 子 島 で 栽 培 に

成 功 し 日 本 全 国 に 広 が り ， 多 く の 飢 饉 を 救 っ て き た 歴 史 が あ る （ か

ご し ま さ つ ま い も 小 辞 典 ,  2 0 0 5） ． ま た ， 全 国 各 地 の 畦 畔 や 墓 地 に

分 布 す る ヒ ガ ン バ ナ は ， 食 用 ， 薬 用 と し て 渡 来 し ， 救 荒 作 物 と し て

広 が っ た （ 松 江 ,  1 9 9 4） と さ れ て い る ． 本 論 で は ， 地 域 植 物 資 源 の

中 か ら ヒ ガ ン バ ナ を 例 に そ の 探 索 と 活 用 に つ い て 論 じ た ．  

L y c o r i s 属 植 物 は ，中 国 か ら 日 本 に か け て 1 5 種 ほ ど 分 布 し て お り ，

我 が 国 に は 5 種 が 自 生 も し く は 半 自 生 し て い る （ F i g .  1 - 1 - 1  A - E） ．

な か で も 鹿 児 島 県 下 に は 豊 富 な 自 生 が 見 ら れ ， い わ ば L y c o r i s 属 植

物 の 二 次 中 心 地 と い っ て も 過 言 で は な い ． そ の 当 地 に お い て ， 新 し

い 系 統 と 思 わ れ る 2 種 類 の L y c o r i s が 見 出 さ れ た ．  

 こ れ ら は ， 故 大 野 一 矢 氏 （ 鹿 児 島 県 根 占 町 ） が 県 内 の L y c o r i s 属

を 収 集 し た 際 に 選 抜 し ， 数 年 前 か ら L .  t r a u b i i  T r a u b .  （ シ ョ ウ キ ズ

イ セ ン ） の 選 抜 種 と し て ‘ オ オ ス ミ ’ と ‘ ベ ニ サ ツ マ ’ と い う 品 種

名 で 市 販 さ れ る に 至 っ て い る ． 花 色 は 前 者 が 樺 色 で 後 者 が 朱 紅 色 で

あ り 花 色 以 外 の 形 態 的 な 差 異 は ほ と ん ど 見 ら れ な い ( F i g .  1 -1 - 1  F ,  G )． 

 著 者 ら は 県 内 を く ま な く 調 査 し た 結 果 ， こ れ ら が 薩 摩 半 島 南 端 の

鹿 児 島 県 山 川 町 を 中 心 と し た 地 域 に 限 定 し て 自 生 し て い る こ と を つ

き と め ， さ ら に そ の 形 態 ， 花 色 素 ， 花 粉 稔 性 お よ び 核 型 分 析 な ど の

調 査 に よ り ，両 者 が 同 一 起 源 の 雑 種 ，つ ま り L .  s a n g u i n e a  M a x i m.  （ キ
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ツ ネ ノ カ ミ ソ リ ） と L .  t r a u b i i の 交 雑 に よ る も の で あ る と 推 定 し た

（ 野 添 ら ， 1 9 7 8 ;  上 野 ら ， 1 9 8 3） ．  

 本 実 験 で は ， こ れ ら の 成 立 を 実 証 す る た め ， L .  s a n g u i n e a  と L .  

t r a u b i i の 人 為 的 な 交 雑 を 行 い ， 両 親 種 と こ の 2 系 統 の L y c o r i s， な

ら び に 得 ら れ た 交 雑 実 生 に つ い て 形 態 学 的 ， 細 胞 学 的 な 観 察 か ら 比

較 検 討 を 行 っ た ． ま た ， L .  s a n g u i n e a と L .  t r a u b i i の 自 然 交 雑 の 可 能

性 を 探 る た め ， 両 種 の 分 布 な ら び に 開 花 期 に つ い て の 調 査 も あ わ せ

て 行 っ た ．  

 な お ，本 報 で は 新 し い 系 統 の L y c o r i s を 以 下 L .  s p .と 示 す こ と と し ，

花 色 が 樺 色 ( s t r a w  c o l o r e d )の 方 を L .  s p .  A， 朱 紅 色 ( v e r mi l i o n )の 方 を

L .  s p .  B と 示 す こ と と す る ( F i g .  1 - 1 -1  F ,  G )．ま た ，稲 荷 山 ( 1 9 5 3 )は シ

ョ ウ キ ズ イ セ ン を L .  a u r e a  H e r b .と 表 記 し て い る が ，日 本 産 と 中 国 産

の 黄 色 ヒ ガ ン バ ナ を 別 種 と し た H a y w a r d  ( 1 9 5 7 )の 分 類 に 従 っ て ， シ

ョ ウ キ ズ イ セ ン の 学 名 は ， L .  t r a u b i i の 学 名 を 採 用 し た ．  

材 料 お よ び方 法  

１  交 雑 実 験  

 L y c o r i s  t r a u b i i に は 染 色 体 数 2 n = 1 2 ,  1 3 お よ び 1 4 の 3 種 類 が 知 ら

れ て い る が （ B o s e ,  1 9 5 8 ;  B o s e･F l o r y ,  1 9 6 3 ;  稲 荷 山 ,  1 9 5 3） ， 鹿 児 島

県 下 の も の は ほ と ん ど が 2 n = 1 3 型 で あ り ，よ く 結 実 す る ．ま た ，2 n = 1 2

お よ び 2 n = 1 4 型 の 配 偶 子 が い ず れ も 1 種 類 の 核 型 ，す な わ ち 前 者 が

5 V + 1 R 型 ，後 者 が 4 V + 3 R 型 の 配 偶 子 を 生 じ る（ 稲 荷 山 ,  1 9 5 3 ;  竹 村 ,  

1 9 6 2）と さ れ て い る ．こ の 例 に 準 じ る と 2 n = 1 3 型 は 5 V 型 と 4 V 型 の

配 偶 子 を あ わ せ も つ と 考 え ら れ ， 後 代 に 2 種 類 の 核 型 を 期 待 し う る

こ と か ら ， 交 雑 親 と し て は 2 n = 1 3 型 の L .  t r a u b i i を 用 い た ．  

 ま た ，L .  s a n g u i n e a は 7 月 中 旬 ～ 8 月 上 旬 に 開 花 し ，L .  t r a u b i i は 9

月 中 旬 ～ 下 旬 に 開 花 す る た め ， 開 花 期 に 2 か 月 近 い 差 が あ る ． そ こ

で ， L .  s a n g u i n e a を 花 粉 親 と す る 場 合 は ， 開 花 期 に 花 粉 を 採 集 し ，

デ シ ケ ー タ ー（ シ リ カ ゲ ル 入 り ）中 で 室 温 乾 燥 後 ， - 2 0℃ の 低 温 条 件
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下 で 貯 蔵 し た も の を 交 雑 に 供 し た ．こ れ に 対 し て ，L .  t r a u b i i を 花 粉

親 と し て 用 い る 場 合 は ， 秋 咲 き 性 の L .  s a n g u i n e a が 新 し く 見 つ か っ

た の で こ れ を 母 本 と し た ． こ れ ら 秋 咲 き 性 の L .  s a n g u i n e a は ， 1 9 8 1

年 以 降 著 者 ら の 調 査 で 九 州 中 部 か ら 南 部 に か け て 分 布 す る こ と が 明

ら か に な っ た も の で ， 特 に 鹿 児 島 県 産 の も の は L .  t r a u b i i と 開 花 期

が 完 全 に 一 致 す る た め ， 新 鮮 な 花 粉 に よ る 交 雑 が 可 能 で あ っ た ． な

お ， 花 粉 の 低 温 貯 蔵 の 影 響 を 確 認 す る た め ， 交 雑 す る 前 に 予 め 新 鮮

お よ び 貯 蔵 花 粉 の 発 芽 率 を 次 の 方 法 に よ り 調 査 し た ． す な わ ち ホ ー

ル グ ラ ス に 発 芽 培 地（ グ ル コ ー ス 1 0 % ,  寒 天 1 %）を と り ，蒸 留 水 を

1 滴 滴 下 し た 上 に 花 粉 を ま き ，保 湿 し た 状 態 で 2 0℃ ，2 4 時 間 培 養 し

て 花 粉 管 の 伸 長 し た 花 粉 粒 を 計 測 し た ．  

 交 雑 は 露 地 育 成 植 物 を 母 本 と し ， 開 花 直 後 の 開 葯 前 に 除 雄 し ， 受

粉 後 に 袋 が け を 行 っ た ．受 粉 1～ 1 . 5 か 月 後 ，種 皮 が 黒 色 を 呈 し た 完

熟 し た 時 点 で 採 種 し た ．  

２  核 型 分 析  

 体 細 胞 染 色 体 の 観 察 は ， 根 端 を 前 処 理 と し て 0 . 0 5 %コ ル ヒ チ ン 溶

液 に 6 時 間 侵 漬 し ，固 定 せ ず に 1 N - H C l で 6 0℃ ，6 0 秒 間 解 離 し た 後 ，

酢 酸 オ ル セ イ ン に よ る 押 し つ ぶ し 法（ 田 中・浜 ,  1 9 6 1）に よ り 行 い ，

竹 村 （ 1 9 6 1） の 報 告 に 従 っ て 核 型 分 析 を 行 っ た ．  

結 果 お よ び考 察  

１  両 親 種 と L .  s p .  の 核 型  

 L y c o r i s  s a n g u i n e a は 2 2 本 の 棒 形 染 色 体  ( r o d - s h a p e d  c h r o mo s o m e）

を 持 ち ， 2 n = 1 3 型 の L .  t r a u b i i は 9 本 の V 型 染 色 体 ( me t a c e n t r i c  

c h r o mo s o m e )  と 4 本 の 棒 状 染 色 体 を も つ て お り （ F i g .  1 -1 - 2  A ,  B ,  

T a b l e  1 -1 - 1），こ れ は 稲 荷 山  ( 1 9 5 3 )，B o s e  ( 1 9 5 8 )，お よ び B o s e･F l o r y  

( 1 9 6 3 )の 報 告 と 同 様 で あ っ た ． 他 方 ， L .  s p .  の 染 色 体 数 は ， 樺 色 の

L .  s p .  A が 2 n = 1 7， 朱 紅 色 の L .  s p .  B が 2 n = 1 8 で ， 前 者 の 核 型 は 5 本
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の V 型 染 色 体 を も つ 5 V + 1 2 R 型 ，ま た ，後 者 の そ れ は 4 本 の V 型 染

色 体 を も つ 4 V + 1 4 R 型 で あ っ た （ F i g .  1 -1 - 2  C ,  D ,  T a b l e  1 - 1 - 1） ．  

 周 知 の よ う に ，L y c o r i s 属 植 物 の う ち 雑 種 起 源 に よ り 成 立 し た 種 と

し て は ，L .  a l b i f l o r a  K o i d z .  が あ る ．こ の 種 の 核 型 は 5 V + 1 2 R 型 で あ

る こ と か ら ， 2 2 R 型 の L .  r a d i a t a  H e r b .  v e r .  p u m i l a  H o r t .と 1 0 V + 2 R 型

の ，L .  t r a u b i i 間 の 種 間 交 雑 に よ り 発 生 し た も の と 推 定 さ れ（ 稲 荷 山 ,  

1 9 3 1 ,  1 9 3 2 ,  1 9 5 3） ，実 際 に 両 種 を 交 雑 す る こ と に よ っ て ，そ の 発 生

起 源 が 実 証 さ れ た （ 竹 村 ,  1 9 6 2） ． す な わ ち ， 減 数 分 裂 の 際 ， 2 2 R

型 の L .  r a d i a t a  v e r .  p u m i l a は 1 1 R 型 の ， 1 0 V + 2 R 型 の L .  t r a u b i i は

5 V + 1 R 型 の 配 偶 子 を そ れ ぞ れ も つ こ と か ら （ 稲 荷 山 ,  1 9 5 3） ， 両 種

の 交 雑 種 は 両 者 の 配 偶 子 の 和 ，つ ま り ，L .  a l b i f l o r a  と 同 様 の 5 V + 1 2 R

型 の 核 型 を も つ こ と に な る ．こ の 例 に 準 じ て 考 え る と ， 9 V + 4 R 型 の

L .  t r a u b i i か ら は 減 数 分 裂 に よ り 5 V + 1 R と 4 V + 3 R が 1 : 1 の 割 合 で で

き る ． こ れ が L .  s a n g u i n e a か ら の 配 偶 子 1 1 R と 受 精 に あ ず か る と ，

雑 種 は 5 V + 1 2 R 型 と 4 V + 1 4 R 型 の 核 型 を も つ こ と に な る ． 著 者 ら が

観 察 し た L .  s p .の 2 種 類 の 核 型 は ， こ の 考 え の 正 当 性 を 示 唆 し て い

る ．  

２  交 雑 実 験  

 L y c o r i s  t r a u b i i を 母 本 と し L .  s a n g u i n e a を 花 粉 親 と し た 交 雑 は

1 9 8 1 年 9 月 に ， ま た L .  s a n g u i n e a を 母 本 と し L .  t r a u b i i を 花 粉 親 と

し た 交 雑 は 1 9 8 3 年 9 月 に 行 い ，両 交 雑 で 雑 種 種 子 を 得 る こ と が で き

た ( T a b l e  1 -1 - 2 )．な お ，両 交 雑 に お け る 結 実 率 は ， L .  s a n g u i n e a を 母

本 と し た 場 合 の 3 0 . 1 %に 比 べ て ，L .  t r a u b i i を 母 本 と し た 場 合 は 7 . 3 %

と 極 端 に 低 か っ た ． こ の 違 い は ， 母 本 と し た L .  s a n g u i n e a の 結 実 性

が L .  t r a u b i i の そ れ よ り 高 い こ と に 起 因 す る と も 考 え ら れ る が ， 花

粉 の 新 鮮 さ の 違 い ， す な わ ち L .  t r a u b i i×L .  s a n g u i n e a の 場 合 は 発 芽

率 6 0 %程 度 の 貯 蔵 花 粉 を ， ま た ， L .  s a n g u i n e a  ×L .  t r a u b i i の 場 合 は

発 芽 率 9 6 . 5 %の 新 鮮 花 粉 を 用 い た こ と も 関 与 し て い た と 考 え ら れ る ． 
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 い ず れ に し て も ， 正 逆 交 雑 で 種 子 が 得 ら れ ， 未 発 芽 の 種 子 を 含 む

も の の 雑 種 個 体 が 得 ら れ た こ と ( T a b l e  1 -1 - 2 )は ， 両 種 は 交 雑 す る 機

会 さ え あ れ ば た や す く 交 雑 し ， 雑 種 が 生 じ る こ と を 示 唆 し て い る ．  

３  交 雑 実 生 の 外 部 形 態  

 L y c o r i s  t r a u b i i の 実 生 苗 は 葉 先 が と が り ， 葉 幅 が 中 央 で 広 く ， 広

線 形 の 葉 を し て お り ， L .  s a n g u i n e a の 実 生 苗 は 葉 先 が 丸 く ， 葉 幅 は

一 定 で 帯 状 の 葉 を し て い る ( F i g .  1 - 1 -3 )． こ の よ う な 両 種 の 特 徴 は ，

開 花 株 の 葉 に も 同 様 に 認 め ら れ る ( F i g .  1 -1 - 4 )． こ の ほ か ， 出 葉 期 ，

葉 の 光 沢 お よ び 葉 長 ／ 葉 幅 比 な ど 他 の 諸 形 質 に お い て も ， 実 生 苗 と

開 花 株 の 特 徴 は 同 じ で あ っ た ( T a b l e  1 - 1 - 3 )． こ れ ら の こ と は L y c o r i s

属 植 物 の 場 合 ， 葉 に 関 す る 諸 形 質 が 植 物 の 齢 に よ っ て 変 わ ら な い こ

と を 意 味 す る ．  

 つ ぎ に ， 正 逆 双 方 の 交 雑 に お い て 得 ら れ た 交 雑 実 生 は ， 生 育 の 極

端 に 劣 る 個 体 を 除 く と 形 態 的 な 個 体 間 差 は ほ と ん ど 認 め ら れ な か っ

た ． ま た こ れ ら の 葉 は ， 先 端 の 形 と 葉 幅 が 両 親 種 L .  s a n g u i n e a と L .  

t r a u b i i の 中 間 的 形 質 を 示 し て い た ( F i g .  1 - 1 - 3 )． こ れ は F i g .  1 - 1 -4 に

示 し た L .  s p .  の 場 合 と 同 様 で あ る ． さ ら に ， 実 生 の 出 葉 期 ， 葉 の 光

沢 ， 葉 先 の 形 お よ び 葉 長 ／ 葉 幅 比 な ど の 形 態 的 特 徴 は ， L .  s p .  の そ

れ と ほ ぼ 同 じ で あ っ た ( T a b l e  1 -1 - 3 )． こ れ ら の こ と は ， L .  s p .  A お よ

び B が L .  s a n g u i n e a と L .  t r a u b i i の 交 雑 に よ っ て 生 じ た と す る 著 者

ら の 推 測 を 裏 付 け る も の で あ る ．  

４  交 雑 実 生 の 核 型  

 L y c o r i s  t r a u b i i×L .  s a n g u i n e a の 組 合 せ か ら 得 ら れ た 実 生 の 内 訳 は ，

5 V + 1 2 R 型 5 個 体 ， 4 V + 1 4 R 型 3 個 体 ， 5 V + 1 3 R 型 の 異 数 体 1 個 体 ，

お よ び 4 V + 1 3 R + 1 r 型 で 1 本 の 棒 状 染 色 体 に 欠 失 を 生 じ た も の 2 個 体

で あ っ た ( F i g .  1 - 1 - 5 ,  F i g .  1 - 1 - 6 ,  T a b l e  1 -1 - 1 ) ． こ れ に 対 し て ， L .  

s a n g u i n e a  ×L .  t r a u b i i の 組 合 せ か ら は ，2 1 個 体 の 実 生 が 得 ら れ た が ，

そ の う ち 染 色 体 を 観 察 し た の は 1 4 個 体 で あ っ た ．こ れ ら の 核 型 と 個
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体 数 は ， 5 V + 1 2 R 型 1 1 個 体 ， 4 V + 1 4 R 型 1 個 体 ， お よ び 4 V + 1 v + 1 2 R

型 で 1 本 の V 型 染 色 体 に 欠 失 を 生 じ た も の 2 個 体 で あ っ た ( F i g .  1 -1 - 6 ,  

T a b l e  1 -1 - 1 )．  

 こ れ ら の こ と か ら ， 得 ら れ た 交 雑 実 生 の 中 に は ， 異 数 体 や 一 部 の

染 色 体 が 欠 失 し て 染 色 体 異 常 を き た し た 個 体 が ，調 査 し た 2 5 個 体 中

5 個 体 ( 2 0 % )と か な り 高 い 頻 度 で み ら れ る も の の ，こ れ ら は 生 育 が 著

し く 劣 っ て い る こ と か ら 自 然 界 で は 消 滅 し た と 考 え ら れ る ．そ し て ，

こ れ ら の 交 雑 か ら 基 本 的 に は L .  s p .  A お よ び B と 同 様 の 2 種 類 の 核

型 ( 5 V + 1 2 R 型 お よ び 4 V + 1 4 R 型 )が 生 じ る こ と が 実 証 さ れ た ．  

５  両 親 種 の 分 布 と開 花 期  

 以 上 述 べ た よ う に ， L .  s p .  A お よ び B は L .  t r a u b i i と L .  s a n g u i n e a

の 交 雑 後 代 実 生 と 出 葉 期 ， 外 部 形 態 お よ び 核 型 が 一 致 し ， 両 種 の 自

然 交 雑 に よ っ て 成 立 し た と す る 著 者 ら の 仮 説 が 支 持 さ れ た こ と に な

る が ， 問 題 は 両 種 の 自 然 開 花 期 が 大 幅 に 異 な る 点 で ， 両 種 の 開 花 期

が い つ ， ど こ で 一 致 し ， ど の よ う な 形 で 自 然 交 雑 が 行 わ れ た の か ，

説 明 が 困 難 で あ る ．そ こ で ，上 述 し た 実 験 と 併 行 し 九 州 に お け る L .  

t r a u b i i と L .  s a n g u i n e a の 分 布 ， な ら び に 開 花 期 に つ い て の 調 査 を 進

め た ． そ の 結 果 ， 前 者 は 一 般 に 知 ら れ る よ う に ， 主 に 九 州 の 南 西 海

岸 沿 い ， 特 に 鹿 児 島 県 下 に 多 数 分 布 し ， 開 花 期 は 9 月 中 旬 ～ 下 旬 の

秋 咲 き で あ っ た ( F i g .  1 -1 - 7 )． そ れ に 対 し ， 後 者 は 九 州 の 北 ～ 中 部 の

山 間 部 に は 多 い も の の ， 鹿 児 島 県 下 で は 一 般 に 霧 島 か ら 高 隈 山 系 に

自 生 し ， そ の 開 花 期 は 7 月 中 旬 ～ 8 月 上 旬 の 夏 咲 き で あ っ た ．  

 し か し な が ら ， F i g .  1 - 1 -7 に 示 し た よ う に 1 9 8 2 年 に 至 っ て 著 者 ら

は 熊 本 県 球 磨 郡 相 良 村 ( a )お よ び 宮 崎 県 西 臼 杵 郡 高 千 穂 町 ( b )で ，形 態

的 に は 夏 咲 き の L .  s a n g u i n e a と ほ と ん ど 変 わ ら な い ， 秋 咲 性 （ 9 月

上 旬 ～ 中 旬 咲 き ） L .  s a n g u i n e a の 存 在 を 確 認 し た ． さ ら に 調 査 を 進

め る こ と に よ り ， 個 体 数 は 圧 倒 的 に 少 な い も の の ， そ れ は 鹿 児 島 県

下 に も 及 ん で い る こ と が 判 明 し た ．具 体 的 に は ，1 9 8 3 年 に 鹿 児 島 市
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皆 与 志 町 ( c )お よ び 川 辺 郡 知 覧 町 ( d )で ， 翌 1 9 8 4 年 に は 揖 宿 郡 山 川 町

( e )で さ ら に 遅 咲 き の 秋 咲 き 系 統 （ 9 月 中 旬 ～ 下 旬 咲 き ） が 自 生 も し

く は 民 家 の 庭 先 に 植 栽 さ れ て い る の を 見 出 し た ． 特 に L .  s p .  A お よ

び B が 濃 密 に 分 布 す る 山 川 町 成 川 で 秋 咲 き の L .  s a n g u i n e a が 見 出 さ

れ ，し か も 成 川 の 近 隣 の 集 落 で は ま っ た く そ れ が 見 出 さ れ な か っ た ． 

こ れ ら の こ と は ， 分 布 な ら び に 開 花 期 の い ず れ か ら み て も ， 鹿 児

島 県 の 自 然 条 件 下 で ， 特 に 薩 摩 半 島 最 南 端 の 山 川 町 成 川 一 帯 で 両 種

の 自 然 交 雑 が お こ り ， 新 し い 雑 種 の L y c o r i s が 発 生 し た こ と を 示 唆

す る も の で あ っ た ．  

６  種 の 分 類 に つ い て  

小 松 崎 ( 1 9 6 1 )は L .  t r a u b i i の 球 根 に 混 入 し て い た 朱 紅 色 の L y c o r i s

を ア ケ ボ ノ シ ョ ウ キ ラ ン と い う 名 で 紹 介 し て い る ． こ の L y c o r i s に

つ い て ，竹 村（ 私 信 ）は 花 色 ，花 粉 稔 性 お よ び 核 型 か ら L .  s a n g u i n e a

と 8 V + 6 R 型 の L .  t r a u b i i と の 交 雑 に よ り 生 じ た 雑 種 と 推 測 し ，“ L .  ×

r u b r o a u r a n t i a c a  K o ma t s u z a k i ”の 学 名 で ， 小 松 崎 氏 と 共 に 新 種 の 発 表

を 行 う 予 定 で あ っ た ． と こ ろ が ， 小 松 崎 氏 の 死 去 に と も な い ， こ の

L y c o r i s は 正 式 に 種 と し て 発 表 さ れ な い ま ま 現 在 に 至 っ て い る ．  

一 方 ， 米 国 で は 正 式 に 種 と し て 発 表 さ れ て い な い が ， L .

“ c i n n a b a r i n a m ” と い う L y c o r i s が 知 ら れ て い る ． こ れ は 前 述 の

L y c o r i s と 同 様 に ， 日 本 か ら 輸 入 し た L .  t r a u b i i の 球 根 の 中 に 混 じ っ

て い た も の で ，W i l l i a ms  ( 1 9 8 3 )は こ の L y c o r i s に つ い て ，花 色 が 朱 紅

色 で 核 型 が 4 V + 1 4 R 型 で あ り ， 花 粉 稔 性 が 低 い こ と か ら ， 竹 村 と 同

様 に L .  s a n g u i n e a と 8 V + 6 R 型 の L .  t r a u b i i と の 交 雑 に よ り 生 じ た 雑

種 と 推 測 し て い る が ， 開 花 期 な ど の 違 い か ら 人 為 的 な 交 雑 種 で あ ろ

う と 報 告 し て い る ．  

こ れ ら の こ と か ら ， ア ケ ボ ノ シ ョ ウ キ ラ ン と L .“ c i n n a b a r i n a m”

の 両 者 は 朱 紅 色 の 花 色 を も つ 4 V + 1 4 R 型 の L .  s p .  B と 同 一 と 考 え ら

れ る ． ま た ， 前 述 の ‘ オ オ ス ミ ’ と ‘ ベ ニ サ ツ マ ’ は ， そ れ ぞ れ L .  
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s p .  A と B で あ る が ， こ れ ら は L .  t r a u b i i の 選 抜 種 と し て つ け ら れ た

品 種 名 で あ り ， こ れ ら に つ い て も 正 式 な 種 と し て の 発 表 は な さ れ て

い な い ．  

こ れ ら の L y c o r i s が い ず れ も 種 と し て 発 表 さ れ な か っ た 大 き な 理

由 の ひ と つ は ， 繰 り 返 し 述 べ た よ う に ， L .  s a n g u i n e a と L .  t r a u b i i の

開 花 期 が 大 幅 に 異 な り ， 自 然 交 雑 の 可 能 性 が 低 い と 考 え ら れ て い た

こ と に 起 因 す る ． し か し な が ら ， 前 述 の よ う に 鹿 児 島 県 下 で 両 種 の

自 然 交 雑 の 可 能 性 が 極 め て 高 い こ と が 示 唆 さ れ ， し か も ， 両 種 の 人

為 的 な 交 雑 か ら 得 ら れ た 実 生 は ，L .  s p .  A お よ び B と 核 型 が 一 致 し ，

形 態 的 に も 類 似 す る も の で あ っ た ． 以 上 の 結 果 か ら 判 断 す る と ， L .  

s p .  は 秋 咲 き の L .  s a n g u i n e a と 9 V + 4 R 型 の L .  t r a u b i i と の 自 然 交 雑 に

よ り ， 鹿 児 島 県 下 で 誕 生 し た と 考 え る の が 最 も 妥 当 で あ ろ う ．  

こ れ ら の 結 果 か ら ，現 在 こ の 新 し い 系 統 の L y c o r i s は L .  s a n g u i n e a

と L .  t r a u b i i と の 自 然 交 雑 に よ る 雑 種 起 源 の 種 ，L .  × r u b r o a u r a n t i a c a

と し て 栗 田 は 自 身 の ホ ー ム ペ ー ジ （ ヒ ガ ン バ ナ 属 の 分 類 ：

h t t p : / / w w w 5 e . b i g l o b e . n e . j p / ~ l y c o r i s / t a x o n o m y - 3 . h t ml ） で 整 理 し ， 秋

咲 き 性 の L .  s a n g u i n e a に つ い て も 秋 咲 き 性 の 分 類 群 ( t a x o n )を 与 え ，

本 研 究 の 結 果 が 周 知 さ れ る に 至 っ て い る ．  

 

本 章 で は ， 地 域 植 物 資 源 と し て ヒ ガ ン バ ナ 属 植 物 を 例 に 鹿 児 島 県

下 で 発 見 さ れ た L y c o r i s 属 新 種 の 成 立 解 明 を 中 心 に 論 じ た ． 一 般 に

知 ら れ て い る ヒ ガ ン バ ナ  ( L .  r a d i a t a  H e r b . )  は 3 倍 体 で ， ほ と ん ど

結 実 す る こ と な く 分 球 に よ り 旺 盛 に 増 殖 す る こ と か ら ， 中 国 大 陸 か

ら 渡 来 し ， 救 荒 作 物 と し て 人 の 手 に よ り 分 布 を 拡 大 し た も の と 推 察

さ れ る ． そ れ に 対 し て 種 子 で も 繁 殖 す る L .  s a n g u i n e a は 全 国 の 山 野

に ，L .  t r a u b i i は 南 西 諸 島 か ら 九 州 の 沿 岸 部 に 日 本 の 固 有 種 と し て 分

布 し て お り ， L .  s p .  A お よ び B は 両 親 種 の 分 布 の 接 点 で 誕 生 し た ．

鹿 児 島 県 内 の こ れ ら ヒ ガ ン バ ナ 属 植 物 を 収 集 し た 故 大 野 一 矢 氏 の 意
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志 を 継 ぎ ， 鹿 児 島 県 南 大 隅 町 根 占 の 南 大 隅 農 園 で は ， こ こ で 取 り 上

げ た 2 種 の ヒ ガ ン バ ナ を 含 め て ， ヒ ガ ン バ ナ 属 植 物 の 球 根 生 産 が 行

わ れ て い る ． ま た ， 同 農 園 で は 結 実 し た 種 子 か ら 実 生 を 育 成 し ， 得

ら れ た 個 体 を 選 抜 し て 新 た な 品 種 と し て 生 産 販 売 が 行 わ れ て お り ，

多 数 の 種 苗 会 社 の カ タ ロ グ に よ り 全 国 に 販 売 さ れ て い る ． こ の よ う

に ヒ ガ ン バ ナ 属 植 物 は 地 域 植 物 資 源 と し て 活 用 さ れ ， 地 域 興 し の 素

材 と し て 利 用 さ れ る に 至 っ て い る ．  
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要  約  

 

地 域 植 物 資 源 に は 植 物 本 来 の 分 布 拡 大 や ， 人 の 手 に よ り も た ら さ

れ ， 在 来 種 と し て 定 着 し た も の な ど 数 多 く 含 ま れ て い る ． 全 国 各 地

の 畦 畔 や 墓 地 に 分 布 す る ヒ ガ ン バ ナ は ， 食 用 ， 薬 用 と し て 渡 来 し ，

救 荒 作 物 と し て 広 が っ た も の と さ れ て い る ． 本 論 で は ， 地 域 植 物 資

源 の 中 か ら ヒ ガ ン バ ナ を 例 に そ の 探 索 と 活 用 に つ い て 論 じ た ．  

鹿 児 島 県 下 で 発 見 さ れ た 2 種 類 の ヒ ガ ン バ ナ 属 植 物 に つ い て ， 形

態 的 な 諸 特 性 や 染 色 体 の 核 型 分 析 か ら シ ョ ウ キ ズ イ セ ン  ( L y c o r i s  

t r a u b i i )  と キ ツ ネ ノ カ ミ ソ リ  ( L .  s a n g u i n e a )  の 交 雑 種 と 推 定 し ， そ

の 両 親 種 と 考 え ら れ る 2 種 の 種 間 交 雑 ， 雑 種 実 生 の 形 態 ， 染 色 体 分

析 ，両 親 種 の 分 布 お よ び 開 花 期 の 調 査 を 行 っ た ．そ の 結 果 ，L .  t r a u b i i

×L .  s a n g u i n e a お よ び L .  s a n g u i n e a  ×L .  t r a u b i i の 正 逆 双 方 の 交 雑 か

ら 得 ら れ た 種 間 交 雑 実 生 の 形 態 は 両 親 種 の 中 間 型 を 示 し ， L .  s p .  A

お よ び B と 一 致 し て い た ．ま た ，交 雑 実 生 の 染 色 体 数 な ら び に 核 型

は ，L .  s p .  A お よ び B と そ れ ぞ れ 一 致 す る 5 V＋ 1 2 R 型 と 4 V＋ 1 4 R 型

で あ っ た ．さ ら に ，L .  s a n g u i n e a  お よ び L .  t r a u b i i の 分 布 な ら び に 開

花 期 の 調 査 か ら ，秋 咲 き 性 の L .  s a n g u i n e a の 存 在 を 確 認 し ，特 に L .  s p .  

A お よ び B が 濃 密 に 分 布 す る 鹿 児 島 県 山 川 町 成 川 で ，開 花 期 が 安 全

に 一 致 す る L .  s a n g u i n e a  と L .  t r a u b i i  が 同 所 的 に 分 布 す る こ と を 確

認 し た ． こ れ ら の 結 果 か ら ， 鹿 児 島 県 下 で 発 見 さ れ た 2 種 類 の ヒ ガ

ン バ ナ 属 植 物 は ， シ ョ ウ キ ズ イ セ ン と 秋 咲 き キ ツ ネ ノ カ ミ ソ リ の 自

然 交 雑 に よ り 鹿 児 島 県 下 で 発 生 し た こ と を 証 明 し た ．  

現 在 ， 以 上 の 結 果 を 基 に ， こ れ ら の ヒ ガ ン バ ナ 属 植 物 は 雑 種 起 源

の 種 と し て 分 類 さ れ ， 鹿 児 島 県 南 大 隅 町 で 球 根 生 産 が 行 わ れ て い る ．

ま た ， 同 農 園 で 得 ら れ た 実 生 か ら 選 抜 し た 新 た な 品 種 も 含 め て ， 種

苗 会 社 の カ タ ロ グ に よ り 全 国 に 販 売 さ れ ， 地 域 植 物 資 源 が 地 域 興 し

の 素 材 と し て 利 用 さ れ る に 至 っ て い る ．  
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A B C

D E

F G
 

 

F i g .  1 - 1 - 1 C h a r a c t e r i s t i c s  o f  L y c o r i s  s p e c i e s  i n  K a g o s h i ma ,  J a p a n .  

A ;  L .  r a d i a t a  ( 2 n = 3 3 ) ,  B ;  L .  a l b i f l o r a  ( 2 n = 1 7 ) ,  C ;  L .  s q u a m i g e r a  ( 2 n = 2 7 ) ,  

D ;  L .  t r a u b i i  ( 2 n = 1 3 ) ,  E ;  L .  s a n g u i n e a  ( 2  n = 2 2 ) ,  F ;  L .  s p .  A  ( 2  n = 1 7 ) ,  G ;  L .  

s p .  B  ( 2  n = 1 8 )  
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F i g .  1 - 1 - 2   S e r i a l  a r r a n g e me n t  o f  t h e  s o ma t i c  c h r o mo s o m e s  a t  

me t a p h a s e  o f  L y c o r i s  s p e c i e s .  

 

A ;  L .  s a n g u i n e a  ( a u t u m n  f l o w e r i n g  t y p e .  2 n = 2 2 = 2 2 R ) .  B ;  L .  

t r a u b i i  ( 2 n = 1 3 = 9 V + 4 R ) ,  C ;  L .  s p .  A  ( 2 n = 1 7 = 5 V + 1 2 R ) ,  D ;  L .  

s p .  B  ( 2 n = 1 8 = 4 V + 1 4 R )  
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F i g .  1 - 1 - 3   C o mp a r i s o n  o f  l e a f  s h a p e s  a m o n g  s e e d l i n g s  o f  L .  t r a u b i i ,  L .  

s a n g u i n e a  a n d  t h e i r  i n t e r - s p e c i f i c  h y b r i d s .  

 

A ;  L .  t r a u b i i  ( 2 n = 1 3 ) ,  B ;  L .  s a n g u i n e a  ( 2 n = 2 2 ) ,  C ;  L .  t r a u b i i  ×  L .  

s a n g u i n e a  ( 2 n = 1 7 ) ,  D ;  L .  t r a u b i i  ×  L .  s a n g u i n e a  ( 2 n = 1 8 ) ,  E ;  L .  

s a n g u i n e a  ×  L .  t r a u b i i  ( 2 n = 1 7 ) ,  F ;  L .  s a n g u i n e a  ×  L .  t r a u b i i  

( 2 n = 1 8 ) .  
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F i g .  1 - 1 - 4   C o mp a r i s o n  o f  l e a f  s h a p e s  a m o n g  t h e  f l o w e r i n g - s i z e  p l a n t s  

o f  L .  t r a u b i i ,  L .  s a n g u i n e a  a n d  L .  s p .  A  a n d  B .  

 

A ;  L .  t r a u b i i ,  B ;  L .  s a n g u i n e a  ,  C ;  L .  s p .  A ,  D ;  L .  s p .  B .  
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F i g .  1 - 1 - 5   P h o t o m i c r o g r a p h  o f  t h e  s o ma t i c  c h r o mo s o m e s  i n  r o o t  t i p  

c e l l  o f  i n t e r - s p e c i p f i c  h y b r i d s  ( L .  t r a u b i i ×  L .  s a n g u i n e a  ) .  

 

A - 1 , 2 ;  2 n = 1 8 = 4 V + 1 4 R ,  B - 1 , 2 ;  2 n = 1 8 = 4 V + 1 3 R + 1 r .  A r r o w  i n d i c a t e s  

v e r y  s m a l l  r o d - s h a p e d  c h r o m o s o m e .  
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F i g .  1 - 1 - 6   S e r i a l  a r r a n g e me n t  o f  t h e  s o ma t i c  c h r o mo s o m e s  a t  

me t a p h a s e  o f  h y b r i d s  b e t w e e n  L .  s a n g u i n e a  a n d  L .  t r a u b i i .  

 

A - D ;  L .  t r a u b i i ×  L .  s a n g u i n e a  ,  E - G ;  L .  s a n g u i n e a  ×  L .  t r a u b i i .   

A ;  2 n = 1 7 = 5 V + 1 2 R ,  B ;  2 n = 1 8 = 4 V + 1 4 R ,  C ;  2 n = 1 8 = 5 V + 1 3 R ,  D ;  

2 n = 1 8 =  4 V + 1 3 R + 1 r ,  E ;  2 n = 1 7 = 5 V + 1 2 R ,  F ;  2 n = 1 8 = 4 V + 1 4 R ,  G ;  

2 n = 1 7 =  4 V + 1 v + 1 2 R .  
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F i g .  1 - 1 - 7   G e o g r a p h i c a l  d i s t r i b u t i o n  o f  L .  s a n g u i n e a  a n d  L .  t r a u b i i  o n  

t h e  i s l a n d  o f  K y u s h u .  

 

 ;  L .  s a n g u i n e a  ( s u m m e r  f l o w e r i n g  t y p e ) ,   ;  L .  s a n g u i n e a  ( a u t u m n  
f l o w e r i n g  t y p e ) ,  ◎ ;  L .  t r a u b i i .  
a ;  S a g a r a  v i l l a g e  i n  K u m a m o t o  p r e f e c t u r e ,  b ;  T a k a c h i h o  t o w n  i n  
M i y a z a k i  p r e f e c t u r e ,  c ;  K a g o s h i m a  c i t y  i n  K a g o s h i m a  p r e f e c t u r e ,  
d ;  C h i r a n  t o w n  i n  K a g o s h i m a  p r e f e c t u r e ,  e ;  Y a m a g a w a  t o w n  i n  
K a g o s h i m a  p r e f e c t u r e .   
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Species and hybrids 2n Karyotype
No. of

seedlings
examined

L. sanguinea 22 22Rz -
L. traubii 13 9Vy +  4R -

L. sp. A 17 5V  + 12R -
L. sp. B 18 4V  + 14R -

17 5V  + 12R 5
18 4V  + 14R 3
18 5V  + 13R 1
18 4V  + 13R + rx 2

17 5V  + 12R 11
18 4V  + 14R 1
18 4V + vw  + 12R 2

L. traubii ×
　L. sanguinea

L. sanguinea×
　 L. traubii

z  R = rod shaped (telocentric and acrocentric) chromosome,
y  V = metacentric and submetacentric chromosome,
x  r = very small rod-shaped chromosome,
z  v = metacentric chromosome partially deleted.

Table 1-1-1.  Chromosome number and karyotype of Lycoris.
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Conbination No. of pollinated
flowers

No. of fructified
flowers (%)

No. of seeds
obtained

No. of hybrid
seedlings

germinated

L. traubii self (2n=13) 16 12 (75.0) 78 -

L. sanguinea self (2n=22) 9 8 (88.9) 26 -

L. traubii × L. sanguinea 150 11 (  7.3) 11 11

L. sanguinea × L. traubii 93 28 (30.1) 28 21

Table 1-1-2.  Result obtained by intra- and inter-specific hybridization.
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A: (2n=17) B: (2n=18)
Leaf:
  Emergence early-mid. Oct. early-mid. Jan. mid. Oct. mid. Oct. mid. Oct. mid. Oct.
  Texture of surface glossy glaucous glaucous glaucous glaucous glaucous
  Shape of apex acute obtuse attenuate attenuate attenuate attenuate
  Length/ width ratio:
    seedlingsz 18.1±3.1 21.9 - - 28.1±1.4 30.8±2.7
    flowering-size plant 18.6±2.1 21.4±3.5 31.1±1.8 28.4±1.7 - -
Flowers:
  Colour of perianth saffron yellow vermilion straw-coloured vermilion - -
  (R.H.S.C.C.)y (21-C) (41-A) (14-C) (41-B) - -
z  three-years old,
y  The Royal Horticultural Society Color Chart.

Table 1-1-3.  Comparison of the morphological characteristics among Lycoris  species and their F1 hybrids.

Characters L. traubii L. sanguinea
(autumnal)

L . sp. L. traubii ×
 L. sanguinea

L. sanguinea ×
 L. traubii
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第 ２章  種 苗 増 殖 にお け る 組 織 培 養 法 の 改 良 とバ イ テ ク 育 種 へ の 応 用  

 

栄 養 繁 殖 性 作 物 で は ウ イ ル ス フ リ ー 化 や 優 良 系 統 の 種 苗 供 給 を 目

的 と し て ， 茎 頂 培 養 に よ る 増 殖 が 行 わ れ て お り ， 組 織 培 養 関 連 産 業

に お い て 増 殖 の 効 率 や 安 定 化 は 種 苗 生 産 コ ス ト に 直 接 結 び つ く 重 要

な 課 題 で あ る （ 大 澤 , 1 9 9 4） ． ま た ， 遺 伝 子 組 み 換 え や 変 異 誘 発 等

バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー を 用 い た 研 究 開 発 や 品 種 育 成 に お い て も ， 組 織

培 養 の 効 率 化 や 安 定 化 は 成 功 に 導 く 重 要 な 課 題 と い え る ．と こ ろ が ，

組 織 培 養 に お い て 再 生 植 物 が 培 養 容 器 中 で 水 分 過 多 と な り 水 浸 状 化

を 呈 す る 場 合 が 数 多 く 認 め ら れ ， そ の 多 く は 正 常 な 生 育 を 示 さ ず 順

化 が 困 難 で ， 培 養 効 率 の 低 下 に つ な が っ て い る ． ま た ， 栄 養 系 の ク

ロ ー ン 増 殖 を 行 う 上 で ， 変 異 や キ メ ラ の 発 生 は 生 産 す る 種 苗 の 品 質

に 関 わ る こ と か ら ，安 定 し た 培 養 系 の 作 出 が 必 要 で あ る ．本 章 で は ，

栄 養 繁 殖 作 物 を 対 象 と し て ， 非 病 原 性 の 細 菌 を 用 い た 水 浸 状 化 回 避

に よ る 組 織 培 養 法 の 改 善 と 育 種 へ の 応 用 ， な ら び に キ メ ラ 発 生 回 避

に つ い て 論 じ た ．  

現 在 ， バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー は 遺 伝 子 ・ タ ン パ ク 質 ・ 酵 素 レ ベ ル へ

と 深 化 ・ 融 合 し ， 医 学 ・ 薬 学 ・ 工 学 と い っ た 様 々 な 分 野 で 応 用 が 図

ら れ て い る ． 農 学 分 野 に お い て も 機 能 解 析 や 遺 伝 子 診 断 等 へ の 応 用

が 図 ら れ ， 環 境 や 育 種 部 門 で の 実 用 化 や 生 産 現 場 で の 活 用 が 行 わ れ

て い る ． こ の よ う な 実 用 化 や 活 用 を 図 る 上 で ， 組 織 培 養 の 効 率 化 や

安 定 化 は そ の 基 盤 と な る ．  

本 章 で は ， ま ず ， 多 糖 類 産 生 の 非 病 原 性 細 菌 を 利 用 し た 組 織 培 養

の 効 率 化 と 安 定 化 を 目 的 と し て ， A T C C（ T h e  A me r i c a n  Ty p e  C u l t u r e  

C o l l e c t i o n）か ら 複 数 の 菌 種 を 選 択 し ，水 浸 状 化 回 避 機 能 を 検 証 し た ．

次 に ， 接 種 し た 細 菌 の 植 物 体 内 に お け る 定 着 性 と 持 続 性 に つ い て ，

植 物 体 内 の 残 存 性 に よ る 確 認 と 水 浸 状 化 回 避 機 能 を 指 標 に 検 証 を 行

っ た ． さ ら に ， 宿 主 範 囲 の 汎 用 性 と し て ， 科 の 異 な る 植 物 種 を 用 い



- 27 - 
 

て そ の 機 能 を 検 証 し ， 植 物 組 織 培 養 産 業 で の 実 用 性 を 検 討 し た ． 一

方 ，多 糖 類 産 生 の 非 病 原 性 細 菌 と い う 点 で 共 通 す る ， A g ro b a c t e r i u m

を 用 い た 遺 伝 子 組 み 換 え の 栄 養 繁 殖 性 木 本 植 物 へ の 適 用 を 通 し て 育

種 場 面 で の 活 用 に つ い て 併 せ て 検 討 し た ．  

 

第 １節  多 糖 類 産 生 土 壌 細 菌 に よ るオ レガ ノ 組 織 培 養 に お ける

水 浸 状 化 制 御 法  

 

水 浸 状 化 （ ヴ ィ ト リ フ ィ ケ ー シ ョ ン ） は ， 組 織 培 養 に よ る 植 物 の

ク ロ ー ン 増 殖 を 行 う 際 の 生 理 的 な 障 害 と な っ て い る  ( D e b e rg h ら ,  

1 9 9 2 ;  H a k ka r r t  ･  Ve r s l u i j s  1 9 8 3 ;  K e v e r s  ら ,  1 9 8 4 ) .  水 浸 状 化 し た 植

物 は ， 膨 張 し 肉 厚 と な り ， 半 透 明 で 脆 く な り や す い 特 徴 が あ る ．  

K e v e r s  ら  ( 1 9 8 4 )  は ，こ の 生 理 的 な 異 常 が ，植 物 体 内 の 水 分 過 剰 に

起 因 し ， 組 織 の 葉 緑 素 欠 乏 や 木 質 化 の 低 下 を 引 き 起 こ す と 報 告 し て

い る ． こ の よ う に 組 織 培 養 中 の 水 浸 状 化 は ,  培 養 植 物 の 順 化 や 生 育

の 障 害 と な る こ と か ら ， 再 生 効 率 低 下 の 原 因 と 言 わ れ る  ( B o t t c h e r

ら ,  1 9 8 8 ;  P h a n  ･  L e To u z e ,  1 9 8 3 ;  S a t o ら ,  1 9 9 3 ;  S h e t t y ら ,  1 9 9 5 ;  

Z i m m e r ma n  ･  C o b b ,  1 9 8 9 ) .  組 織 培 養 中 の 水 浸 状 化 を 回 避 し ，ク ロ ー

ン 増 殖 に お け る 効 率 や 品 質 を 向 上 さ せ る 方 策 と し て ， 培 地 中 の 糖 質

濃 度 の 増 加  ( R u g i n i ,  1 9 8 6 ;  Z i m me r m a n  ･  C o b b ,  1 9 8 9  )， 培 養 中 の 照

度 変 更  ( S u t t e r  ･  L a n g h a n s ,  1 9 7 9 )，ゲ ル 化 剤 濃 度 の 改 変  ( B o r n ma n  ･  

Vo g e l ma n n ,  1 9 8 4 ;  D e b e rg h ら ,  1 9 8 1 ;  Z i m m e r ma n  ･  C o b b ,  1 9 8 9 )， 培 養

湿 度 の 低 減  ( B o t t c h e r ら ,  1 9 8 8 )， お よ び B a c t o  P e p t o n e や そ の 分 子 量

別 の 添 加  ( S a t o ら ,  1 9 9 3 )に よ り 改 善 が 検 討 さ れ た が ,  そ の 効 果 は 限

定 的 で 有 効 な 対 策 に は 至 ら な か っ た ．  

 S h e t t y ら  ( 1 9 9 5 ;  1 9 9 6 a ,  b )  は ， オ レ ガ ノ ( O r i g a n u m  v u l g a re )の 試 験

管 内 培 養 か ら 水 浸 状 化 を 回 避 す る 多 糖 類 産 生 の 特 異 的 な 細 菌  

( P s e u d o m o n a s  s p . )  を 単 離 し た ． こ の P s e u d o m o n a s  s p .  を 接 種 す る こ
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と に よ り ， 組 織 培 養 に よ り 栄 養 系 で 増 殖 し ， ク ロ ー ン 化 し た 複 数 系

統 の オ レ ガ ノ に 対 し て ，1 0～ 1 5 日 後 に は 水 浸 状 化 を 回 避 す る こ と が

可 能 で ， 接 種 後 の 植 物 体 は ， 水 浸 状 化 し た 植 物 体 と 比 較 し て ， 水 分

含 量 が 低 下 し ， 葉 緑 素 お よ び ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 量 が 増 加 し て 正 常 な

生 育 を 示 し た ． そ し て ， こ の P s e u d o m o n a s  s p . -接 種 法 に よ る 水 浸 状

化 の 回 避 率 は 9 0 %以 上 と な り ， オ レ ガ ノ の 複 数 系 統 で そ の 効 果 を 確

認 で き た ． こ の 手 法 を 用 い る こ と で ， 栄 養 繁 殖 作 物 の 優 良 系 統 を 効

率 よ く 大 量 に 増 殖 す る こ と が 可 能 と な り ， ク ロ ー ン 増 殖 植 物 の 順 化

効 率 や そ の 後 の 生 育 向 上 に 有 効 で あ る と 考 え ら れ た ．  

 こ の よ う に ， こ の P s e u d o m o n a s  s p .  と オ レ ガ ノ の 特 定 系 統 を 用 い

て ， 植 物 と 根 圏 微 生 物 （ 細 菌 類 ） の 水 浸 状 回 避 効 果 が 検 証 さ れ た

( S h e t t y ら ,  1 9 9 5 ;  1 9 9 6 a ,  b )．そ こ で ，本 試 験 で は ，ア メ リ カ の ジ ー ン

バ ン ク か ら 多 糖 類 産 生 の 非 病 原 細 菌 を 入 手 し ， こ れ ま で の 報 告 に 基

づ い て 水 浸 状 化 の 回 避 効 果 を 比 較 す る こ と に よ り ， 菌 種 の 選 定 と 水

浸 状 化 の 回 避 効 果 を 検 証 し た ．  

材 料 お よ び方 法  

１  供 試 し た細 菌 系 統  

本 試 験 で 供 試 す る た め ， 以 下 の 細 菌 系 統 を ア メ リ カ ジ ー ン バ ン ク

（ AT C C :  T h e  A me r i c a n  Ty p e  C u l t u r e  C o l l e c t i o n ,  R o c k v i l l e ,  M d .） か ら

入 手 し た ． こ れ ら の 系 統 は い ず れ も 土 壌 か ら 単 離 さ れ た 菌 体 外 に 多

糖 類 を 産 生 す る 細 菌 類 で あ る ．  

・ P s e u d o m o n a s  m u c i d o l e n s  AT C C  4 6 8 5 ,  

・ P s e u d o m o n a s  s p .  s t r a i n  AT C C  3 1 4 6 1 ,  

・ P s e u d o m o n a s  s t u t z e r i  AT C C  3 1 2 5 8 ,  

・ B e i j e r i n c k i a  i n d i c a  AT C C  2 1 4 2 3 .  

 上 記 4 系 統 に オ レ ガ ノ の 水 浸 状 化 回 避 能 力 を 示 す P s e u d o m o n a s  s p .  

s t r a i n  F  ( S h e t t y ら ,  1 9 9 5 )  を 対 照 と し て 加 え ， 実 験 に 供 し た ． ま た ，

B .  i n d i c a  は 複 合 多 糖 類 を 産 生 す る 植 物 共 生 性 の 土 壌 細 菌 で あ る ．  
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こ れ ら P s e u d o m o n a s 属 菌 種 は ， 菌 体 の 消 失 を 避 け る た め ， N A 

( n u t r i e n t  a g a r ;  S i g ma  C h e mi c a l ,  S t .  L o u i s ,  M o . )  培 地 も し く は Y M A 

( y e a s t  e x t r a c t - ma n n i t o l  a g a r ;  G o l d s ら ,  1 9 9 0 )  培 地 で ，  B .  i n d i c a  は

Y M A 培 地 で 2 5℃ ， 4 8～ 6 0 時 間 培 養 後 ， 5℃ で 冷 蔵 保 存 し た ．  

２  オ レガ ノの 組 織 培 養 と 菌 の 接 種  

 本 試 験 で は ， 以 前 の 試 験  ( S h e t t y ら ,  1 9 9 5 )  か ら 得 ら れ た オ レ ガ ノ

の 培 養 系 統 O -1 を 用 い て ， 種 々 の 細 菌 類 の 効 果 を 比 較 し た ． 培 養 植

物 は ， 1  m g･L - 1  B A P ( 6 -b e n z y l a mi n o p u r i n e )， 3 %  シ ョ 糖 ,  0 . 3 %  ジ ェ

ラ ン ガ ム  ( S i g m a  C h e mi c a l ,  S t .  L o u i s ,  M o . )  を 含 む M S 培 地  

( M u r a s h i g e  ･  S k o o g  1 9 6 2 )  で 継 代 培 養 を 行 っ た ．培 地 は p H  5 . 8 に 調

整 後 ， 1 2 1℃ ，  1 5 分 間 で 加 圧 滅 菌 し た ．植 物 体 を 置 床 し た シ ャ ー レ

は 2 0℃  連 続 光 下  ( 4 0  µ mo l･m - 2･ s - 1 )  で 培 養 し た ．  

オ レ ガ ノ O -1 系 統 は ， 3 0 日 間 隔 で 分 枝 し た シ ュ ー ト を 切 り 分 け ，

継 代 培 養 す る こ と に よ り 増 殖 と 維 持 を 行 っ た ． 継 代 培 養 の 3 0 日 後 ，

オ レ ガ ノ O -1 系 統 の 分 枝 し た 茎 頂 部 を 含 む シ ュ ー ト を 切 り 取 り ，前

述 の 5℃ で 保 存 し て い た 種 々 の バ ク テ リ ア の 菌 体 コ ロ ニ ー に 切 断 し

た 基 部 を 接 触 さ せ ， 菌 の 接 種 を 行 っ た ． 接 種 し た シ ュ ー ト は ， 1 . 5 %

の シ ョ 糖 を 含 ん だ 1 / 2 濃 度 の M S 培 地 に 置 床 し た ． 各 処 理 は 1 シ ャ

ー レ あ た り 7 つ の シ ュ ー ト を 置 床 し ， 4 反 復 で 行 っ た ． そ し て ， 3 0

日 間 培 養 後 に ， 水 浸 状 化 に 関 連 す る 生 理 的 な 要 素 と し て ， ポ リ フ ェ

ノ ー ル ， 葉 緑 素 ， 水 分 の 含 量 お よ び 植 物 体 の 生 育 量 を 比 較 し た ．  

３  水 浸 状 化 関 連 の 生 理 的 指 標  

 水 浸 状 化 し た 培 養 植 物 体 お よ び 細 菌 接 種 法 に よ り 水 浸 状 化 を 回 避

し た 培 養 植 物 体 に つ い て ， ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 量 ， 葉 緑 素 含 量 ， 水 分

含 量 お よ び 新 鮮 重 を 測 定 し た ．  

a .  ポ リ フ ェノ ール含 量  

 ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 量 は ，C h a n d l e r  ･  D o d d s  ( 1 9 8 3 )  の 方 法 に よ り 計

測 し た ．新 鮮 重 約 5 0  m g  の 培 養 植 物 体 を 2 . 5  ml  の  9 5 %  エ タ ノ ー ル
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に 浸 漬 し ， -2 0℃  で 4 8 時 間 保 存 後 ， 各 サ ン プ ル を Ti s s u e  Te a r o r  

( B i o s p e c .  P r o d u c t s ,  R a c i n e ,  Wi s . )  で 細 断 し ， 1 3 , 0 0 0  g  で  8  分 間 の 遠

心 分 離 を 行 っ た ．そ の 上 澄 み 1  ml を 試 験 管  ( 1 6  ×  1 0 0  m m)  に と り ，

1  ml  の 9 5 %  エ タ ノ ー ル と 5  ml  の 蒸 留 水 を 添 加 し て 攪 拌 し ，各 試 験

管 に 0 . 5  ml  の 5 0 %  フ ォ リ ン 試 薬  ( F o l i n - C i o c a l t e u  r e a g e n t )  を 加 え

静 置 し た ．5  分 後 ，1  ml  の 5 %  N a 2 C O 3 を 添 加 し ，十 分 に 攪 拌 し た 後 ，

6 0 分 間 静 置 し た ． そ の 混 合 液 を 9 5 %  エ タ ノ ー ル を ブ ラ ン ク と し て

分 光 高 度 計  ( G e n e s y s  s p e c t r o p h o t o me t e r :  S p e c t r o n i c ,  I n c . ,  R o c h e s t e r ,  

N . Y. )  を 用 い て ，  7 2 5  n m に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た ．検 量 線 は ，測

定 時 毎 に 9 5 %  エ タ ノ ー ル に 溶 解 し た 様 々 な 濃 度 の g a l l i c  a c i d  の 吸

光 度 か ら 新 鮮 重 あ た り の ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 量  ( m g  /  g  f r e s h  w e i g h t )  

を 算 出 し ， 乾 物 あ た り の 含 量 に つ い て も あ わ せ て 算 出 し た ．  

b .  葉 緑 素 含 量  

総 葉 緑 素 含 量 は ，H i p k i n s  ･  B a k e r  ( 1 9 8 6 )に よ る 分 光 光 度 法 に よ り

測 定 し た ． 培 養 植 物 か ら 新 鮮 重 約 5 0  m g  の 葉 切 片 を 5 - m l  サ ン プ ル

管 に と り ，  3  ml  の 1 0 0 %  メ タ ノ ー ル を 加 え ， 蒸 散 を 防 止 す る た め

ラ ッ プ で カ バ ー し て 室 温 暗 黒 下 で 2 時 間 抽 出 し た ． 各 サ ン プ ル は 攪

拌 後 ， メ タ ノ ー ル 抽 出 液 の 吸 光 度  ( 6 5 0  n m ,  6 6 5  n m)  を 測 定 し た ．

総 葉 緑 素 量 は ， 以 下 の 式 で 示 す よ う に メ タ ノ ー ル  1  m l あ た り の 重

量 で 算 出 し た ．  

総 葉 緑 素 ＝25 . 8  ×  A 6 5 0  +  4 . 0  ×  A 6 6 5  (  g ･ m l - 1 )  

 さ ら に ， 葉 緑 素 含 量 は ， 以 下 の 式 で 示 す よ う に ， 各 外 植 片 の 新 鮮

重  1  g あ た り の 量 に 換 算 し た ．  

葉 緑 素 含 量 ＝ [ (葉 緑 素  g･ メタノール m l - 1 )  ×  メタノール 3 m l ] ･ (生 重 g - 1 ) .  

c .  水 分 含 量 と植 物 体 の 生 育  

 水 分 含 量 は ， 重 量 測 定 済 み の 乾 燥 容 器 に ， 新 鮮 重 1 5 0  m g の 培 養

植 物 を と り ， 1 0 5℃ で 2 時 間 乾 燥 後 ， デ シ ケ ー タ ー 中 で 3 0 分 間 冷 却

し ， 乾 物 重 を 測 定 し た ． さ ら に ， 1 . 5  時 間 後 の 乾 燥 容 器 の 重 量 に 変
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化 の な い こ と を 確 認 し た ． そ し て ， 以 下 の 式 に よ り 新 鮮 重 1 0 0  m g

あ た り の 水 分 量 と し て 算 出 し た ．  

水 分 含 量 ＝[ (生 重 － 乾 物 重 )・ (生 重 ) - 1 ] )  ×  100  (m g )  

 植 物 体 の 生 育 は ， 反 復 毎 に 総 生 体 重 を 個 体 数 で 割 り ， 1 個 体 あ た

り の 重 量 で 示 し た ．  

d .  順 化 に とも な う 評 価  

 以 下 の 手 順 で 培 養 植 物 の 順 化 能 力 を 検 定 し た ．  

細 菌 接 種 の 3 0 日 後 ，水 浸 状 化 し た も の お よ び 細 菌 接 種 法 に よ り 水

浸 状 化 を 回 避 し た シ ュ ー ト に つ い て ， ホ ル モ ン フ リ ー の 1 / 2 濃 度 の

M S 培 地 に 移 植 し ， 発 根 さ せ た ． 3 0 日 後 ， 発 根 し た 植 物 体 は バ ー ミ

キ ュ ラ イ ト に 移 植 し ， 高 湿 度  ( 1 0 0 % )  状 態 を 維 持 す る た め 透 明 プ ラ

ス チ ッ ク で 覆 っ た ． 5 日 後 ， 穴 の 開 い た プ ラ ス チ ッ ク ・ カ バ ー と 取

り 替 え ， さ ら に 2 日 間 被 覆 し た 後 ， カ バ ー を 完 全 に 取 り 除 い た ． そ

の 後 ， 植 物 体 は 2 5℃ ， 湿 度 8 0 %で 1 6 時 間 日 長 下 の 温 室 に 類 似 し た

室 内 環 境 に 置 い た ．  

順 化 は 各 処 理 ご と に 7～ 1 5 個 体 を 供 試 し ， 各 シ ュ ー ト の 水 浸 状 化

数 を 目 視 に よ り 確 認 す る と と も に ， 順 化 の 1 週 も し く は 3 週 間 後 ，

湿 度 環 境 の 変 化 に お い て 生 存 し て い る 個 体 数 を 計 測 し た ． 加 え て ，

各 植 物 体 の 生 育 量 を 5 段 階  (枯 死 ，停 滞 ，生 育 小 ，中 ，大： - ,  ± ,  + ,  + + ,  

+ + + )  で 評 価 し た ．  

結 果 お よ び考 察  

細 菌 接 種 法 に よ り 細 菌 を 接 種 後 の 植 物 体 の 状 態 は ， 葉 が 暗 緑 色 で

不 透 明 に な り ， 剛 性 が あ る の に 対 し て ， 無 処 理 区 で は ， 脆 く ， 徒 長

し ， ガ ラ ス 質 で 淡 緑 色 で あ り ， 無 処 理 区 の 葉 緑 素 含 量 は ，  K e v e r s

ら ,  ( 1 9 8 4 )  お よ び  S h e t t y ら  ( 1 9 9 5 )が 報 告 し た 6 0 0～ 7 0 0  g･ g - 1  の 水

浸 状 化 を 示 す 低 葉 緑 素 レ ベ ル と 同 程 度 で あ っ た  ( Ta b l e  2 -1 - 1 )． ま た ，

全 て の 細 菌 接 種 処 理 区 で ， 植 物 組 織 中 の 水 分 含 量 は 無 処 理 区 よ り 低

下 し た  ( Ta b l e  2 -1 - 1 )． P.  m u c i d o l e n s  と P.  s p .  s t r a i n  AT C C  3 1 4 6 1  接
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種 区 で は ，P.  s t u t z e r i ,  B .  i n d i c a ,  も し く は オ レ ガ ノ か ら 単 離 し た P.  s p .  

s t r a i n  F よ り 植 物 組 織 中 の 水 分 含 量 の 低 下 程 度 は 少 な か っ た ．  

K e v e r s ら  ( 1 9 8 4 )  お よ び  S h e t t y ら  ( 1 9 9 5 )  は ， こ の 水 分 含 量 の 低 下

が ， 水 浸 状 化 を 回 避 し た 植 物 の 順 化 率 向 上 に 必 須 で あ る と 述 べ て い

る ． さ ら に ， 植 物 組 織 中 の 水 分 過 剰 は 水 浸 状 化 し た 組 織 を 示 す 一 つ

の 指 標 で あ り ， 木 質 部 に お け る リ グ ニ ン 合 成 レ ベ ル の 低 下 に 関 連 す

る こ と を 示 す と と も に ， 異 常 な 水 分 過 多 を 生 じ ， 結 果 的 に 脆 く な る

こ と を 示 唆 し た ．  

P s e u d o m o n a s  m u c i d o l e n s ， P.  s p .  s t r a i n  AT C C  3 1 4 6 1 ,  お よ び P.  

s t u t z e r i を 接 種 し た オ レ ガ ノ の ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 量 は ，新 鮮 重 ベ ー ス

で 無 接 種 区 の 1 . 8  m g / g  か ら 2 . 6～ 2 . 8  m g / g  と な り ， 増 加 が 認 め ら れ

た  ( Ta b l e  2 -1 - 1 )  ． そ し て ， P.  s p .  s t r a i n  F お よ び B .  i n d i c a  を 接 種 し

た 植 物 の 3 0 日 後 の ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 量 は ， 4 . 6～ 4 . 8  m g ･g - 1  と な り

他 の 処 理 区 よ り 高 か っ た  ( Ta b l e  2 -1 - 1 )． S h e t t y ら  ( 1 9 9 5 )  が P.  s p .  

s t r a i n  F を 接 種 し た 際 の ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 量 は ， 無 接 種 区 で 7 . 0  m g･

g - 1， 接 種 区 で は 1 0 . 2  m g･ g - 1 で あ り ， そ の レ ベ ル と 比 較 す る と 本 実

験 の ポ リ フ ェ ノ ー ル レ ベ ル は 低 か っ た も の の ， 前 報  ( S h e t t y  ら ,  

1 9 9 6 a )  と 同 様 に 接 種 に よ る ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 量 の 増 加 が 認 め ら れ

た ．  

一 方 ， P.  m u c i d o l e n s ,  P.  s p .  s t r a i n  F,  お よ び  B .  i n d i c a  接 種 区 の ポ

リ フ ェ ノ ー ル 含 量 は ， P.  s p .  s t r a i n  AT C C  3 1 4 6 1  お よ び  P.  s t u t z e r i 接

種 区 よ り ， 乾 物 重 ベ ー ス で 有 意 に 向 上 し た ( Ta b l e  2 -1 - 1 )． こ の 結 果

は ， 全 般 に 水 浸 状 化 を 回 避 し た 状 態 で オ レ ガ ノ の ポ リ フ ェ ノ ー ル 含

量 が 向 上 す る と い う 従 来 の 報 告  ( K e v e r s  ら ,  1 9 8 4 ;  S h e t t y ら ,  1 9 9 6 a )

と 一 致 す る も の で あ っ た ． こ れ ら 種 々 の 多 糖 類 産 生 細 菌 と 関 連 す る

ポ リ フ ェ ノ ー ル 合 成 量 の 増 加 は ， D a r v i l l  ･  A l b e r s h e i m  ( 1 9 8 4 )  お よ

び  E b e l  ( 1 9 8 6 )  が 報 告 し た エ リ シ タ ー 法 に よ り 植 物 に お け る 二 次 代

謝 産 物 合 成 が 増 加 す る 事 象 と 類 似 し て い る ．ま た ，K e v e r s ら  ( 1 9 8 4 )  
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が 示 唆 し た よ う に ， 本 実 験 の 結 果 は 水 浸 状 化 を 回 避 し た 組 織 に お け

る リ グ ニ ン 合 成 に 必 要 な ポ リ フ ェ ノ ー ル 代 謝 の 転 流 制 御 と 関 与 し て

い る と 推 察 さ れ る ．  

細 菌 を 接 種 し た 植 物 体 の 葉 緑 素 含 量 は ， 未 接 種 区 よ り 増 加 し ， P.  

m u c i d o l e n s ,  P.  s p .  s t r a i n  AT C C  3 1 4 6 1 ,  お よ び  P.  s p .  s t r a i n  F 接 種 区 の

葉 緑 素 含 量 は ， P.  s t u t z e r i お よ び  B .  i n d i c a  接 種 区 よ り 高 か っ た  

( Ta b l e  2 - 1 -1 )  ． 葉 緑 素 含 量 の 増 加 は ， 光 合 成 能 力 の 向 上 に つ な が る

こ と か ら ， 生 長 促 進 お よ び ス ト レ ス 耐 性 に 関 与 し ， 順 化 後 の 生 存 率

の 向 上 に 結 び つ く こ と を 示 し て い る  ( Ta b l e  2 -1 - 2 )  ． 一 方 ， 未 接 種

区 の 場 合 ，低 葉 緑 素 含 量 や 高 水 分 含 量 が I A A (イ ン ド ー ル 酢 酸 )  等 の

植 物 ホ ル モ ン レ ベ ル の 上 昇 を 引 き 起 こ し た 可 能 性 が 考 え ら れ ， こ こ

で 観 察 さ れ た よ う な 徒 長 を 伴 っ た こ と を 示 唆 し て い る ． さ ら に ， ポ

リ フ ェ ノ ー ル や リ グ ニ ン 合 成 に 対 す る 代 謝 産 物 の 転 流 を 減 少 さ せ ，

そ の 結 果 ， 茎 が 脆 く な り ， 木 質 部 組 織 の 保 水 力 の 低 下 に 至 る も の と

考 え ら れ る ． 従 来 の 報 告 で は ， 低 葉 緑 素 レ ベ ル が 水 浸 状 化 し た 組 織

と 関 連 し て お り  ( B o t t c h e r  ら ,  1 9 8 8 ;  K e v e r s ら ,  1 9 8 4 ;  S h e t t y ら ,  1 9 9 5 )，

本 実 験 の 細 菌 を 接 種 し た 全 処 理 区 で 葉 緑 素 含 量 の 増 加 が 認 め ら れ た

こ と は ， 水 浸 状 化 に お け る 傾 向 に 相 反 す る 結 果 と し て 現 れ た ．  

P s e u d o m o n a s  s p .  s t r a i n  F  ( S h e t t y ら ,  1 9 9 6 a )  の よ う な 多 糖 類 産 生 細

菌 は ， 水 浸 状 化 を 回 避 す る 一 方 で ， 植 物 体 の 生 育 も 抑 制 し た ． し か

し な が ら ， P.  m u c i d o l e n s  お よ び  P.  s p .  s t r a i n  AT C C  3 1 4 6 1  を 接 種 し

た 植 物 体 の 生 育 は ， そ の 抑 制 程 度 が よ り 少 な か っ た  ( Ta b l e  2 -1 -1 ) .  

こ こ で 用 い た 細 菌 は ， い ず れ も 接 種 に よ り 植 物 体 の 生 育 を 抑 制 し た

が ， そ れ は 節 間 が 短 く な る こ と に 起 因 し て お り ， 腋 芽 の 分 枝 に よ る

増 殖 効 率 は 未 接 種 区 と 同 程 度 で あ っ た ． こ の よ う に ， 生 育 量 に 関 わ

ら ず ，次 の 継 代 培 養 の 際 に ，切 り 分 け る 分 枝 数 や 節 数 か ら 判 断 し て ，

多 糖 類 産 生 の P.  m u c i d o l e n s  や  P.  s p .  s t r a i n  AT C C  3 1 4 6 1 を 接 種 し た

場 合 ，P.  s p .  s t r a i n  F  接 種 と 同 様 に ，十 分 な 増 殖 効 率 と 水 浸 状 化 を 回
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避 す る 効 果 が あ る こ と を 示 し て い る ．多 く の 場 合 ，P.  m u c i d o l e n s  お

よ び  P.  s p .  s t r a i n  AT C C  3 1 4 6 1 を 接 種 す る と ，植 物 体 の 生 育 や 節 間 伸

長 の 抑 制 が P.  s p .  s t r a i n  F  接 種 よ り 穏 や か で ， 植 物 体 の 培 養 が 容 易

に な る こ と か ら ， よ り 効 果 的 と い え る ． し た が っ て ， 組 織 培 養 で 大

量 増 殖 を 行 っ て い る 企 業 等 に お い て も ， P.  m u c i d o l e n s  や  P.  s p .  

s t r a i n  AT C C  3 1 4 6 1 な ど の 菌 種 は ，水 浸 状 化 を 減 少 さ せ 増 殖 の 最 適 化

が 可 能 と な る こ と か ら ，目 視 に よ る 緑 色 の 変 化 と 生 育 の 抑 制 程 度 は ，

菌 種 を 選 定 す る 上 で の 効 果 的 な 指 標 と な る と 考 え ら れ た ．  

順 化 実 験 か ら ，P.  m u c i d o l e n s ,  P.  s p .  s t r a i n  AT C C  3 1 4 6 1 ,  お よ び   P.  

s p .  s t r a i n  F の 接 種 は 水 浸 状 化 を 抑 制 し ， 植 物 体 の 活 性 を 促 進 す る こ

と か ら ， 効 果 的 で あ っ た  ( Ta b l e  2 -1 - 2 )． こ れ ら の 細 菌 接 種 に よ り ，

他 種 の 培 養 植 物 で 行 う よ う な 一 般 的 な 温 室 等 の 条 件 下 で ， 培 養 容 器

外 の 環 境 に 容 易 に 順 応 で き ， 過 大 な 環 境 制 御 を 行 う 必 要 の な い こ と

が 示 さ れ た  ( F i g .  2 - 1 - 1 )．こ れ ら の 結 果 は ，環 境 に 対 す る 植 物 の 順 化

能 力 が ， 細 菌 の 接 種 と 密 接 に 関 与 し て い る こ と か ら ， 培 養 環 境 下 の

植 物 は ， 外 的 環 境 に 効 率 的 に 順 応 す る た め ， こ の よ う な 有 益 な 細 菌

を 必 要 と し ， 無 菌 植 物 で は 生 育 活 性 や ス ト レ ス 耐 性 が 低 下 す る こ と

を 示 唆 し て い る ．  

水 浸 状 化 を 回 避 す る た め ， 前 述 の よ う に 様 々 な 手 法 が 試 行 さ れ て

き た が ， 簡 便 さ に 加 え ， 既 存 の 施 設 や 培 養 条 件 の 変 更 が 必 要 な い こ

と ， お よ び 水 浸 状 化 回 避 効 率 の 安 定 性 か ら ， 細 菌 接 種 法 が 最 も 効 果

的 と い え る ．ま た ，本 実 験 で 供 試 し た 細 菌 種 で は ， P.  s p .  s t r a i n  F  で

得 ら れ た 結 果  ( S h e t t y ら ,  1 9 9 5 )と 同 様 の 効 果 が 得 ら れ ， そ の 効 果 の

持 続 性 や 接 種 植 物 の 培 養 中 に 培 地 に し み 出 す 細 菌 の 様 相 か ら ， 細 菌

の 定 着 性 が 確 認 さ れ た ． 特 に ， P.  m u c i d o l e n s  も し く は P.  s p .  s t r a i n  

AT C C  3 1 4 6 1 を 接 種 し た 培 養 植 物 は ，接 種 し た 菌 の 定 着 性 が 確 認 さ れ ，

生 育 の 減 少 は 4 0～ 5 0 %に す ぎ な か っ た  ( Ta b l e  2 -1 - 1 )  こ と に 加 え ，

未 接 種 区 と 同 数 の 節 数 が 得 ら れ る こ と に よ り ， 増 殖 率 の 減 少 は 認 め
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ら れ な い ． さ ら に ， こ の オ レ ガ ノ と 細 菌 の 相 互 関 係 は ， 水 浸 状 化 の

基 礎 的 な メ カ ニ ズ ム を 解 析 す る 有 用 な 手 段 と し て 重 要 で あ り ，P.  s p .  

s t r a i n  F に お け る 報 告  ( S h e t t y ら ,  1 9 9 5 ;  S h e t t y ら ,  1 9 9 6 a )と 同 様 ， 水

浸 状 化 の 回 避 と 多 糖 類 が 密 接 に 関 与 し て い る こ と が 複 数 の 菌 種 で 示

さ れ た ．  

こ の よ う に ， 菌 接 種 に よ る 生 育 抑 制 に み ら れ る デ メ リ ッ ト は ， 増

殖 率 を 考 慮 す る こ と で 解 決 で き ， 水 浸 状 化 回 避 に よ り ス ト レ ス 耐 性

や 順 化 効 率 の 向 上 が 期 待 で き る こ と か ら ， 非 病 原 性 の 多 糖 類 産 生 細

菌 を 用 い る 細 菌 接 種 法 は ， 水 浸 状 化 の 問 題 を 解 決 す る 有 効 な 手 段 と

い え る ． 今 後 ， こ の 細 菌 接 種 法 の 適 用 範 囲 の 拡 大 や 実 用 化 を 検 討 す

る に あ た り ， 本 実 験 で 良 い 結 果 を も た ら し た P.  m u c i d o l e n s， P.  s p .  

s t r a i n  AT C C  3 1 4 6 1  お よ び  P.  s p .  s t r a i n  F 等 を 用 い る 予 定 で あ る ． な

お ， 組 織 培 養 に よ る 増 殖 で 水 浸 状 化 が 重 大 な 問 題 で ， 順 化 率 の 向 上

が 求 め ら れ て い る ラ ズ ベ リ ー に つ い て は ， 本 章 の 第 3 節 で そ の 詳 細

を 検 討 し た ．  
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第 ２節  再 接 種 不 要 の 細 菌 に よ る水 浸 状 化 制 御 法 の 検 証  

 

S h e t t y ら  ( 1 9 9 5 )  は ， オ レ ガ ノ の 培 養 植 物 に 対 す る P.  s p .  s t r a i n  F

の 接 種 に よ り 水 浸 状 化 を 回 避 す る 方 法 を 開 発 す る と と も に ,  こ れ ら

の 効 果 が ， 多 糖 類 産 生 性 と 密 接 に 関 与 し て い る こ と を 明 ら か に し た

( S h e t t y ら ,  1 9 9 6 a ,  b ) .  さ ら に 前 節 で は ， 数 種 の 多 糖 類 産 生 土 壌 細 菌

を 用 い て ， 水 浸 状 化 の 回 避 と そ の 効 果 を 検 証 し ， 菌 種 の 適 用 拡 大 に

向 け た 検 討 を 行 っ た ． そ の 結 果 ， こ れ ら の 多 糖 類 産 生 細 菌 を 接 種 す

る こ と に よ り ，オ レ ガ ノ の 培 養 植 物 で は 接 種 後 1 0～ 1 5 日 程 度 で 水 浸

状 化 を 回 避 し ， 植 物 体 が 正 常 化 す る と と も に ， 順 化 効 率 が 向 上 し ，

優 良 系 統 の 増 殖 体 系 に 活 用 可 能 で あ る こ と を 示 し た ．  

本 節 で は ， 前 節 で 行 っ た 非 病 原 性 多 糖 類 産 生 細 菌 類 の 接 種 に よ る

水 浸 状 化 の 回 避 効 果 が ， 再 接 種 を 行 わ ず に 長 期 間 の 継 代 培 養 で 維 持

さ れ る こ と を 確 認 す る と と も に ， 細 菌 の 植 物 体 内 に お け る 定 着 性 を

検 証 し た ． こ れ に よ り ， 継 代 培 養 毎 に 再 接 種 す る 必 要 が な く な る こ

と か ら ， 実 用 化 で の 増 殖 体 系 に 大 き な 利 益 を も た ら す こ と が 期 待 さ

れ る ． さ ら に ， 培 養 植 物 の 生 育 や 増 殖 率 を 考 慮 す る こ と に よ り ， 実

用 化 を 想 定 し た 細 菌 接 種 法 の 検 証 を 行 っ た ．  

材 料 お よ び方 法  

１  供 試 し た細 菌 系 統  

 第 2 章 第 1 節 に 準 じ る ．  

２  オ レガ ノの 組 織 培 養 と 菌 の 接 種 お よ び接 種 した 培 養 植 物 の 維 持  

 第 2 章 第 1 節 に 準 じ て 行 い ， 接 種 後 の 植 物 体 は ， 維 持 ・ 増 殖 の た

め ， 1  m g･L - 1  B A P， 3 %  シ ョ 糖 ,  0 . 3 %  ジ ェ ラ ン ガ ム を 含 む M S 培 地

（ 以 下 M S -B A P 培 地 ） で 継 代 培 養 を 行 っ た ．  

 各 処 理 に は ，反 復 と し て 1 0 個 体 置 床 し た シ ャ ー レ を 少 な く と も 6

枚 ず つ 用 い た ． 3 0 日 後 ，生 育 し 増 殖 し た 植 物 体 に つ い て ，水 浸 状 化

に 関 連 す る 生 理 的 な 要 素 と し て ， ポ リ フ ェ ノ ー ル ， 葉 緑 素 ， 水 分 の
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含 量 お よ び 植 物 体 の 生 育 量 を 比 較 し た ． 接 種 し た 植 物 体 は ， 1 回 目

の 増 殖 後 ，再 接 種 を 行 わ ず に M S -B A P 培 地 で 継 代 培 養 し ，3 0 日 間 隔

で 8 回 ま で 継 続 し た ． そ し て ， 水 浸 状 化 に 関 連 す る 生 理 因 子 を 各 回

の 継 代 時 に 測 定 す る と と も に ， 未 接 種 区 に つ い て も 同 様 の 継 代 培 養

を 行 い ，比 較 対 照 と し た ．ま た ， 5 8 回 の 継 代 培 養 後 ，細 菌 の 培 養

で 用 い ら れ る Y M A 培 地  ( G o l d s ら ,  1 9 9 0 )  上 に 継 代 す る 培 養 植 物 の

シ ュ ー ト を 置 床 し ， 培 養 物 か ら 細 菌 が し み 出 す こ と に よ り 細 菌 の 存

在 と 定 着 性 を 確 認 し た ．  

３  水 浸 状 化 関 連 の 生 理 的 指 標  

 水 浸 状 化 し た 培 養 植 物 体 お よ び 細 菌 接 種 法 に よ り 水 浸 状 化 を 回 避

し た 培 養 植 物 体 に つ い て ， 第 2 章 第 1 節 と 同 様 に ， ポ リ フ ェ ノ ー ル

含 量 ， 葉 緑 素 濃 度 ， 含 水 量 お よ び 生 重 を 比 較 し た ． な お ， 得 ら れ た

結 果 は ， 独 立 し た 3 サ ン プ ル の 平 均 値 で 示 し た ．  

a .  ポ リ フ ェノ ール含 量  

第 2 章 第 1 節 に 準 じ た 方 法 で 行 っ た ．  

b .  葉 緑 素 含 量  

第 2 章 第 1 節 に 準 じ た 方 法 で 行 っ た ．  

c .  水 分 含 量 と植 物 体 の 生 育  

第 2 章 第 1 節 に 準 じ た 方 法 で 行 っ た ．  

d .  順 化 に とも な う 評 価  

 第 2 章 第 1 節 に 準 じ ， 培 養 植 物 の 順 化 能 力 を 検 定 し た ． 継 代 培 養

の 3 0 日 後 ，水 浸 状 化 し た も の と 細 菌 接 種 法 に よ り 水 浸 状 化 を 回 避 し

た 個 体 の 両 方 を ，発 根 培 地 と し て ホ ル モ ン を 含 ま な い 1 / 2 濃 度 の M S

培 地 に 置 床 し た ． 1 5 日 後 ，発 根 率 と 根 長 を 測 定 し ，バ ー ミ キ ュ ラ イ

ト へ 移 植 し た 培 養 植 物 は ， 室 温 で 1 6 時 間 日 長 ， 湿 度 8 5～ 9 0 %の 条

件 で 順 化 し た ．  

順 化 1 0 日 後 ，培 養 か ら 容 器 外 へ 移 し た 環 境 変 化 の 中 で 生 存 し て い

る 植 物 体 の 数 を 計 測 し ， 各 個 体 の 根 長 と 生 育 量 を 5 段 階  (根 長 ： 発
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根 な し ， 3  m m 以 下 ， 3～ 6  m m， 6  m m 以 上 ； 生 育 量 ： 枯 死 ， 停 滞 ，

生 育 小 ， 中 ， 大 ： - ,  ± ,  + ,  + + ,  + + + )  で 評 価 し た ．  

結 果 お よ び考 察  

接 種 後 の 植 物 体 は ， 多 回 数 の 継 代 培 養 後 で も ， 再 接 種 な し で 水 浸

状 化 の 回 避 が 可 能 で あ っ た ． こ れ ら の 植 物 体 は ， 暗 緑 色 で 不 透 明 と

な っ た の に 対 し て  ( F i g .  2 - 2 - 1 a -c )， 未 接 種 の 対 照 区 で は ， 植 物 体 が

脆 く 徒 長 し ， ガ ラ ス 質 で 淡 緑 色 を 呈 し て お り ( F i g .  2 - 2 -1 d )  ， 水 浸 状

化 に 特 徴 的 な 外 観 を 呈 し て い た ． 7 回 お よ び 8 回 の 継 代 培 養 し た 植

物 体 に つ い て ， 水 浸 状 化 関 連 因 子 の 解 析 を 行 っ た ． そ の 結 果 ， 全 て

の 細 菌 接 種 処 理 区 で ， 継 代 回 数 に 関 わ ら ず ， 未 接 種 の 対 照 区 と 比 較

し て 水 分 含 量 が 低 下 し て い た  ( Ta b l e  2 -2 - 1 )．  

接 種 区 の オ レ ガ ノ 培 養 植 物 に お け る ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 量 は ， P.  

s t u t z e r i  を 除 き ， 新 鮮 重 ベ ー ス で 明 ら か に 上 昇 し ， 乾 物 重 ベ ー ス で

も P.  s t u t z e r i  を 除 き ， ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 量 の 有 意 な 増 加 が 認 め ら れ

た  ( Ta b l e  2 -2 - 2 )．  

接 種 後 再 接 種 を 行 わ ず に 7 回 ・ 8 回 の 継 代 培 養 し た 植 物 体 の 葉 緑

素 含 量 は ， 未 接 種 の 対 照 区 と 比 較 し て 高 く な っ た ． ポ リ フ ェ ノ ー ル

含 量 と 同 様 ， 全 て の 接 種 区 で 継 代 培 養 中 の 植 物 体 に お け る 葉 緑 素 濃

度 は ， 未 接 種 区 よ り 高 く ， P.  s t u t z e r i 接 種 区 を 除 き ， 乾 物 重 ベ ー ス

で も 接 種 区 の 葉 緑 素 濃 度 は ， 有 意 に 向 上 し た  ( Ta b l e  2 - 2 -3 )．  

植 物 体 の 生 育 を 調 査 し た 結 果 ， 再 接 種 な し で 8 回 の 継 代 培 養 後 ，

全 て の 接 種 区 で 新 鮮 重 と 乾 物 重 の 両 方 が 減 少 し た  ( Ta b l e  2 -2 - 4 )． こ

の よ う に 生 育 が 抑 制 さ れ た 一 方 で ，3 0 日 培 養 後 の 展 開 葉 数 は ，い ず

れ の 接 種 区 に お い て も 未 接 種 の 対 照 区 と 同 程 度 で ，生 育 量 の 減 少 は ，

節 間 伸 長 の 抑 制 に 起 因 し て い た  ( F i g .  2 -2 - 1 a - c )． 組 織 培 養 に よ る 増

殖 は 腋 芽 の 分 枝 に よ り 行 う こ と か ら ， 節 数 す な わ ち 展 開 葉 数 が 変 化

し な い こ と は ， 増 殖 率 が 変 わ ら な い こ と を 示 し て い る ． ま た ， 未 接

種 の 対 照 区 の 植 物 体 は ， 継 代 培 養 で 植 物 体 を 切 り 分 け る 際 に ， 葉 や
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茎 が 脆 く 壊 れ や す い の に 対 し て ， 接 種 区 か ら 得 ら れ た 植 物 体 は ， ピ

ン セ ッ ト で 挟 ん だ 際 に 茎 が 折 れ る こ と は な く ， 物 理 的 強 度 が 増 し て

い た ．  

5～ 8 回 の 継 代 培 養 後 ， 植 物 体 を バ ク テ リ ア 用 の Y M A 培 地 に 置 床

し ， 切 断 し た 茎 の 基 部 か ら 菌 体 が し み 出 す こ と に よ り 接 種 菌 の 存 在

を 確 認 し た ．P.  s t u t z e r i  接 種 区 で は ，継 代 培 養 し た 一 部 の 植 物 体 で ，

水 浸 状 化 の 状 態 に 戻 る 個 体 が 認 め ら れ ，こ の よ う な 個 体 は ，Y M A 培

地 に 置 床 し た 際 ， 細 菌 の 増 殖 が な い こ と か ら ， 植 物 体 内 の 細 菌 密 度

が 低 下 し て い る と 考 え ら れ た ．   

本 実 験 で ，接 種 区 と 未 接 種 の 対 照 区 に お け る 順 化 1 0 日 後 の 生 存 率

は ， そ れ ぞ れ 9 5 %  以 上 と 8 5 %と な り ， 処 理 区 の 差 は 認 め ら れ る も

の の ， 7 0 %の 割 合 で 水 浸 状 化 個 体 を 含 む 未 接 種 区 で も 高 い 生 存 率 を

示 し た  ( Ta b l e  2 -2 - 5 )． S h e t t y ら  ( 1 9 9 5 )  の 報 告 で は ， 接 種 区 と 未 接

種 区 で 水 浸 状 化 し て い な い 正 常 個 体 の 割 合 は ， そ れ ぞ れ 9 0 %以 上 と

5 0 %以 下 と な り ， 順 化 1 週 間 後 の 生 存 率 は ， 正 常 個 体 の 割 合 と 一 致

し て い た ． こ の 生 存 率 の 違 い は ， 順 化 環 境 が 湿 度  8 5 %～ 9 0 %の 夏 期

の 高 湿 時 期 で あ っ た こ と に よ る も の と 推 察 さ れ た ． 一 方 ， B .  i n d i c a  

接 種 区 で は ， 再 接 種 な し の 長 期 継 代 培 養 に よ っ て も ， 十 分 な 発 根 が

得 ら れ ず ， 植 物 の 生 育 は 抑 制 さ れ た  ( Ta b l e  2 -2 - 5 )．  

以 上 の よ う に ， 従 来 の 研 究 結 果  ( S h e t t y ら ,  1 9 9 5 ,  1 9 9 6 a )  と 同 様 ，

細 菌 接 種 法 で 水 浸 状 化 を 回 避 す る こ と が 可 能 で あ り ， 複 数 の 菌 種 で

再 接 種 な し に 長 期 間 同 様 の 状 態 を 維 持 す る こ と が 可 能 で あ っ た ． ま

た ， 水 浸 状 化 し て い な い 正 常 個 体 で は ， 植 物 体 の 水 分 含 量 の 減 少 が

特 徴 的 に 認 め ら れ る こ と  ( K e v e r s ら ,  1 9 8 4 ;  S h e t t y ら ,  1 9 9 5 )  ， 水 浸

状 化 を 回 避 す る 過 程 で ， ポ リ フ ェ ノ ー ル 合 成 が 促 進 さ れ る と い う 従

来 の 報 告  ( K e v e r s ら ,  1 9 8 4 ;  S h e t t y ら ,  1 9 9 5 )  ， さ ら に ， 葉 緑 素 含 量

の 増 加 と 順 化 率 が 向 上 す る こ と  ( S h e t t y ら ,  1 9 9 5 )  な ど の 点 で 一 致

す る 結 果 が 得 ら れ た ． 加 え て ， 植 物 体 の 生 育 は ， 8 回 の 継 代 培 養 で
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抑 制 さ れ た が ， 培 養 期 間 中 の 展 開 葉 数 に 変 化 が な い こ と か ら ， 分 枝

に よ る 増 殖 に 用 い る 節 数 は 減 少 せ ず ， 増 殖 率 は 低 下 し な か っ た ． そ

し て ， こ の よ う な 水 浸 状 回 避 に 関 わ る 葉 緑 素 濃 度 や ポ リ フ ェ ノ ー ル

含 量 ，植 物 体 の 生 育 量 ，お よ び 発 根 率 等 で 菌 種 に よ り 差 が 認 め ら れ ，

そ の 安 定 性 や 持 続 性 か ら P.  m u c i d o l e n s お よ び  P.  s p .  s t r a i n  F  の 接 種

が 効 果 的 で あ っ た ．  

こ の よ う に ，  P.  m u c i d o l e n s  や P.  s p .  s t r a i n  F の よ う な 多 糖 類 産 生

細 菌 を 一 回 接 種 す る こ と で ， 再 接 種 す る こ と な し に 継 代 培 養 で 維 持

さ れ ， 水 浸 状 化 を 回 避 し ， 順 化 率 が 向 上 す る こ と か ら ， 組 織 培 養 に

よ る 種 苗 生 産 現 場 に 実 用 上 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ た ．  

さ ら に ， 水 浸 状 化 を 回 避 し た 植 物 体 組 織 に お い て ， 高 濃 度 の ポ リ

フ ェ ノ ー ル 含 量 と パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 は 密 接 に 関 連 し ( P h a n  ･  

L e To u z e ,  1 9 8 3 )，種 々 の 多 糖 類 産 生 細 菌 類 の 接 種 に よ る ポ リ フ ェ ノ ー

ル 合 成 の 増 加 は ， エ リ シ タ ー と し て の 刺 激 に よ る 植 物 体 内 に お け る

二 次 代 謝 産 物 の 合 成 を 促 進 す る こ と  ( D a r v i l l  ･  A l b e r s h e i m,  1 9 8 4 ;  

E b e l ,  1 9 8 6 ;  D i x o n  ･  L a mb ,  1 9 9 0 )，そ し て ，こ れ ら の こ と が 水 浸 状 化

し た 植 物 体 の リ グ ニ ン 合 成 と ポ リ フ ェ ノ ー ル 代 謝 制 御 に 関 与 し て い

る こ と  ( K e v e r s ら ,  1 9 8 4 )  が 報 告 さ れ て い る ．本 試 験 に お い て も ，細

菌 の 接 種 に よ り 水 浸 状 化 を 回 避 し た 植 物 体 は ， ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 量

が 増 加 し ， 茎 や 葉 の 剛 性 が 強 化 さ れ リ グ ニ ン 合 成 の 促 進 に 結 び つ く

こ と が 示 さ れ た ． こ の こ と は ， 二 次 代 謝 産 物 や 細 菌 の 産 生 す る 多 糖

類 の エ リ シ タ ー 効 果 に よ る も の と 推 察 さ れ ， 耐 病 性 や 環 境 耐 性 に 結

び つ く エ リ シ タ ー 効 果 を 導 く よ う な 菌 種 を 選 抜 す る こ と に よ り ， 実

用 化 に 向 け た 活 用 が 期 待 さ れ る ．  

な お ，Y M A 培 地 上 の 植 物 体 か ら 接 種 し た 細 菌 が し み 出 す こ と に よ

り ， 接 種 し た 細 菌 の 植 物 体 内 に お け る 定 着 性 と 長 期 間 の 持 続 的 な 存

在 を 確 認 し た ．P e r r y ら  ( 1 9 9 8 )  は ，細 菌 が 残 存 す る 植 物 体 を 抗 生 物

質 で 処 理 し 除 菌 す る こ と に よ り ，水 浸 状 化 が 再 現 す る こ と を 確 認 し ，
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細 菌 の 存 在 と 水 浸 状 化 が 密 接 に 関 連 す る こ と を 検 証 し た ．  

今 後 ，接 種 し た 細 菌 類 の 定 着 性 や 安 定 性 を 明 ら か に す る た め に は ，

接 種 し た 細 菌 の 植 物 体 中 に お け る 組 織 部 位 別 の 分 布 状 況 を 細 胞 学 的

に 確 認 す る と と も に ， 順 化 後 一 般 栽 培 に お け る 定 着 持 続 性 の 確 認 が

必 要 で あ る と 考 え ら れ た ．  
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第 ３節  ラズ ベ リ ー の 組 織 培 養 に お け る種 苗 増 殖 へ の 水 浸 状 化 制

御 法 の 応 用  

 

前 節 で 数 種 の 多 糖 類 産 生 土 壌 細 菌 を 用 い た ， 水 浸 状 化 の 回 避 と そ

の 効 果 を 検 証 す る と と も に ， 再 接 種 を 行 わ ず に 長 期 間 の 継 代 培 養 で

細 菌 と そ の 効 果 が 維 持 さ れ る こ と を 確 認 し た ．  

本 節 で は ， 従 来 の 研 究 結 果 か ら 水 浸 状 化 回 避 効 果 が 確 認 さ れ て い

る P s e u d o m o n a s  s p .  s t r a i n  F  ( S h e t t y ら ,  1 9 9 5 ;  S h e t t y ら ,  1 9 9 6 a ) を 用

い て ， 商 業 ベ ー ス で 生 産 販 売 さ れ て い る 4 系 統 の ラ ズ ベ リ ー に 対 す

る 水 浸 状 化 抑 制 効 果 を 検 証 し ， こ の 非 病 原 性 細 菌 接 種 法 の 組 織 培 養

産 業 に お け る 種 苗 増 殖 や 木 本 性 植 物 種 に 対 す る 適 用 範 囲 の 拡 大 に つ

い て 検 討 し た ．  

材 料 お よ び方 法  

１  供 試 し た細 菌 系 統  

 オ レ ガ ノ の 水 浸 状 化 回 避 能 力 を 示 す P s e u d o m o n a s  s p .  s t r a i n  F  

( S h e t t y ら ,  1 9 9 5 )  を 実 験 に 供 し た ．こ の P s e u d o m o n a s 属 菌 種 は Y M A

培 地  ( G o l d s ら ,  1 9 9 0 )  で 2 5  ℃ ， 4 8～ 6 0 時 間 培 養 後 ， 5  ℃ で 冷 蔵 保

存 し た ．  

２  ラズ ベ リ ー の 組 織 培 養  

本 実 験 に 供 試 し た ラ ズ ベ リ ー  ( R u b u s   s p . )  は ，ノ ー ス フ ァ ー ム 社  

( N o u r s e  F a r ms ,  I n c .  W h a t l e y,  M A )  が 増 殖 販 売 し て い る 4 系 統  

( C D H - 9 2 ,  G E L - 2 0 ,  H e r i t a g e お よ び J CR -F L )を 用 い た ．培 養 植 物 は ， 1  

m g･L - 1  B A P ( b e n z y l a mi n o p u r i n e )，3 %  シ ョ 糖 ,  お よ び 0 . 3 %  ジ ェ ラ ン

ガ ム  ( S i g ma  C h e mi c a l ,  S t .  L o u i s ,  M o . )  を 含 む M S 培 地  ( M u r a s h i g e  ･  

S k o o g  1 9 6 2 )  で 継 代 培 養 を 行 っ た ．培 地 は p H  5 . 8 に 調 整 後 ，1 2 1℃  1 5

分 間 加 圧 滅 菌 し た ． 培 地 を 入 れ た シ ャ ー レ に ， 4 枚 の 展 開 葉 を つ け

た シ ュ ー ト を 1 個 体 と し て 7 個 体 ず つ 置 床 し ，2 5℃ ，1 6 時 間 日 長 下  

( 4 0  µ m o l･m - 2･ s - 1 )  で 培 養 し た ． 継 代 培 養 を 行 っ た 3 0 日 後 ， 置 床 し
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た 植 物 体 は ， 腋 芽 が 伸 長 し 複 数 の シ ュ ー ト が 多 芽 状 に 増 殖 し た ． こ

れ ら の ラ ズ ベ リ ー 培 養 系 統 は ，3 0 日 間 隔 で 分 枝 し た 腋 芽 を 切 り 分 け ，

継 代 培 養 す る こ と に よ り 維 持 し た ． そ し て ， 継 代 培 養 時 の 切 り 分 け

た シ ュ ー ト を 接 種 材 料 と し て 用 い た ．   

３  ラズ ベ リ ー 培 養 植 物 に 対 する 細 菌 の 接 種  

 細 菌 の 接 種 は ，Y M A 培 地  ( G o l d s ら ,  1 9 9 0 )  で 培 養 し ，5  ℃ で 保 存

し て い た  P.  s p .  s t r a i n  F の 菌 体 コ ロ ニ ー に ， 継 代 培 養 時 に 切 り 分 け

た シ ュ ー ト の 茎 切 断 部 を 接 触 さ せ ， 菌 の 接 種 を 行 っ た ． 接 種 後 の シ

ュ ー ト は ，1 . 5 %  シ ョ 糖 を 含 む 1 / 2  濃 度 の M S 培 地 に 置 床 し た ．各 処

理 は 1 シ ャ ー レ あ た り 7 個 体 の 接 種 後 の シ ュ ー ト を 置 床 し ， 各 系 統

お よ び 処 理 ご と に 4 シ ャ ー レ を 用 い 反 復 と し た ． ま た ， ラ ズ ベ リ ー

に お け る 細 菌 接 種 法 を 確 立 す る た め ， 最 初 の 接 種 処 理 を 行 っ た 4 系

統 は ，再 接 種 な し に 3 0 日 間 隔 で 5 回 以 上 の 継 代 培 養 を 行 っ た ．そ し

て ， 各 培 養 系 統 の 接 種 区 お よ び 未 接 種 の 対 照 区 の 植 物 体 に つ い て ，

水 浸 状 化 に 関 連 す る 生 理 的 な 要 素 と し て ，ポ リ フ ェ ノ ー ル ，葉 緑 素 ，

水 分 の 含 量 お よ び 植 物 体 の 生 育 量 を 測 定 し た ．  

４  水 浸 状 化 関 連 の 生 理 的 指 標  

3 0 日 間 隔 で  5 回 の 継 代 培 養 を 行 い ， P.  s p .  s t r a i n  F 接 種 後 の 培 養

植 物 体 お よ び 未 接 種 の 対 照 区 の 培 養 植 物 体 に つ い て ， ポ リ フ ェ ノ ー

ル 含 量 ， 葉 緑 素 含 量 ， 水 分 含 量 お よ び 新 鮮 重 を 比 較 し た ． な お ， 得

ら れ た 結 果 は ， 独 立 し た 3 サ ン プ ル の 平 均 値 と 標 準 偏 差 で 示 し ， 少

な く と も 2 回 の 試 験 を 繰 り 返 し た ．  

a .  ポ リ フ ェノ ール含 量  

第 2 章 第 1 節 に 準 じ た 方 法 で 行 っ た ．  

b .  葉 緑 素 含 量  

第 2 章 第 1 節 に 準 じ た 方 法 で 行 っ た ．  

c .  水 分 含 量  

接 種 区 お よ び 未 接 種 区 の 4 培 養 系 統 の 植 物 体 は ，1 / 2  M S で 継 代 培
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養 を 行 い ， 初 回 の 3 0 日 後 ， お よ び 菌 を 再 接 種 せ ず に 3 0 日 間 隔 で 5

回 の 継 代 培 養 後 ， 植 物 体 の 水 分 含 量 を 測 定 し た ． な お ， 測 定 方 法 は

第 2 章 第 1 節 に 準 じ て 行 っ た ．  

d .  順 化 に とも な う 湿 度 環 境 の 変 化 に お け る 評 価  

接 種 3 0 日 後 ，未 接 種 の 対 照 区 お よ び 接 種 区 の 4 培 養 系 統 の 植 物 体

は ， 再 接 種 を 行 わ ず に 1 / 2  M S ホ ル モ ン フ リ ー 培 地 に 継 代 培 養 し た ．

3 0 日 間 隔 で 継 代 培 養 を 行 い ， 3 回 目 の 継 代 培 養 の 2 週 間 後 ， 培 養 植

物 は ， バ ー ミ キ ュ ラ イ ト へ 移 植 し ， 透 明 プ ラ ス チ ッ ク で 覆 い 湿 度 を

保 持 し た ． 7 日 後 ， 4 0  c m×4 0  c m の カ バ ー に 直 径 1  c m の 穴 が 9 個 開

い た プ ラ ス チ ッ ク ・ カ バ ー に 取 り 替 え ， 2 日 後 に カ バ ー を 取 り 除 い

た ． 順 化 植 物 は ， 室 温 ， 1 6 時 間 日 長 条 件 下 で 維 持 し た ．  

順 化 の 1 週 間 後 お よ び 7 週 間 後 ， 湿 度 環 境 の 変 化 の 中 で 生 存 し て

い る 植 物 体 の 数 を 計 測 し た ． さ ら に ， 各 植 物 体 の 活 性 を 5 段 階  (生

育 量 無 ， 微 ， 小 ， 中 ， 大 ： - ,  ± ,  + ,  + + ,  + + + )  で 評 価 し た ．  

結 果 お よ び考 察  

本 節 で は ， オ レ ガ ノ か ら 単 離 し た P.  s p .  s t r a i n  F  ( S h e t t y ら ,  1 9 9 5 )  

を 用 い て ， ラ ズ ベ リ ー の 培 養 増 殖 系 統 に 対 す る 水 浸 状 化 回 避 効 果 を

検 証 し た ．こ れ ま で の 研 究 結 果 か ら ，オ レ ガ ノ の 接 種 後 の 植 物 体 は ，

暗 緑 色 で 不 透 明 に な り ， 剛 性 が あ る の に 対 し て ， 未 接 種 の 対 照 は 脆

く 徒 長 し ，淡 緑 色 を 呈 し て お り ( S h e t t y ら ,  1 9 9 5 )，葉 緑 素 レ ベ ル が 低

い こ と が 水 浸 状 化 の 特 徴 と さ れ た ( K e v e r s ら ,  1 9 8 4 )．オ レ ガ ノ と 異 な

り ， こ こ で 供 試 し た 4 系 統 の ラ ズ ベ リ ー の 接 種 区 の 植 物 体 は ， 未 接

種 の 対 照 区 と 比 較 し て ， 形 態 的 に 顕 著 な 変 化 が 認 め ら れ ず ， 栄 養 系

統 の H e r i t a g e で は ，葉 色 に つ い て も 変 化 が 認 め ら れ な か っ た ．し か

し な が ら ，栄 養 系 統 H e r i t a g e を 除 い て ，未 接 種 の 対 照 区 の 葉 や 葉 柄

は ， 接 種 区 よ り 徒 長 し ， ガ ラ ス 化 し て お り ， 淡 緑 色 を 呈 し て い た ．

そ こ で ， 葉 色 の 濃 淡 を 指 標 に 水 浸 状 化 率 を 調 査 し た 結 果 ， 栄 養 繁 殖

系 統 C D H - 9 2 お よ び G E L -2 0 で は ， 接 種 区 で 水 浸 状 化 率 は 減 少 し た
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も の の ， 水 浸 状 化 率 が 低 い 栄 養 繁 殖 系 統 H e r i t a g e お よ び J C R -F L で

は ， 接 種 に よ る 水 浸 状 化 回 避 効 果 は 判 然 と し な か っ た ( Ta b l e  2 -3 - 1 )．

順 化 試 験 に お い て P.  s p .  s t r a i n  F が 水 浸 状 化 の 回 避 に 効 果 的 に 働 く こ

と が 明 ら か と な り ， 栄 養 繁 殖 系 統 C D H -9 2 ,  G E L - 2 0 お よ び 部 分 的 で

は あ る が J C R -F L に つ い て も 順 化 植 物 の 順 化 7 週 後 の 生 存 率 が 向 上

し た ( F i g .  2 -3 - 1 ,  Ta b l e  2 -3 - 1 ) .  こ れ ら の 結 果 は ，水 浸 状 化 と 生 存 率 の

間 に ， 密 接 な 逆 相 関 関 係 が あ る こ と を 示 し て い る ． そ し て ， 多 く の

培 養 植 物 で は 一 般 的 に 順 化 に 温 室 等 で 多 く の 環 境 制 御 を 必 要 す る  

( K e v e r s ら ,  1 9 8 4 ;  De b e rg h ら ,  1 9 9 2 )  の に 対 し て ， 細 菌 接 種 法 は 外 的

環 境 に 容 易 に 順 応 で き る こ と を 示 し て い る .  

こ れ ま で オ レ ガ ノ の 試 験 結 果 か ら ， 接 種 後 の 植 物 体 は 含 水 率 が 減

少 す る と と も に ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 量 や 葉 緑 素 濃 度 も 対 照 区 よ り 高 く

な っ た ．ラ ズ ベ リ ー の 場 合 ，接 種 3 0 日 後 の 初 期 段 階 で は G E L -2 0 お

よ び H e r i t a g e 系 統 の 水 分 含 量 は 減 少 し た も の の ，他 の 系 統 は 水 分 含

量 の 減 少 は 認 め ら れ な か っ た  ( Ta b l e  2 -3 - 2 )． そ れ に 対 し て ， 再 接 種

な し に 3 0 日 間 隔 で 5 回 継 代 培 養 後 で は ，処 理 区 全 て の 系 統 で ，未 接

種 の 対 照 区 よ り 水 分 含 量 が 減 少 し た  ( Ta b l e  2 - 3 -2 )． 以 上 の こ と か ら ，

本 実 験 で 供 試 し た 全 て の 系 統 で ， 未 接 種 区 の 植 物 体 と 比 較 し て 細 菌

接 種 法 を 適 用 し た 植 物 体 の 水 分 含 量 の 減 少 が 認 め ら れ た ．  

こ の よ う に ， オ レ ガ ノ と 比 較 し て ラ ズ ベ リ ー の 培 養 系 統 の 場 合 ，

P s e u d o m o n a s  に 対 す る 反 応 は 緩 行 的 で あ る こ と か ら ，水 浸 状 化 回 避

の 観 察 の た め に は ， 再 接 種 を 行 わ な い 長 期 間 の 継 代 培 養 が 必 要 と 考

え ら れ た ．そ こ で ，再 接 種 な し に 3 0 日 間 隔 で 3 回 継 代 培 養 し ，順 化

試 験 と 同 時 期 の 接 種 2 か 月 半 後 の 培 養 植 物 に つ い て ， ポ リ フ ェ ノ ー

ル と 葉 緑 素 の 含 量 を 調 査 し た ． そ の 結 果 ， C D H -9 2 の 葉 緑 素 濃 度 に

変 化 は 認 め ら れ な い も の の ， 他 の 系 統 で は 処 理 区 全 て の 植 物 体 で ，

ポ リ フ ェ ノ ー ル 含 量 と 葉 緑 素 濃 度 の 上 昇 を 確 認 し た ( Ta b l e  2 -3 -2 )．  
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ラ ズ ベ リ ー で 観 察 さ れ た 様 々 な 水 浸 状 化 回 避 に 関 連 す る ポ リ フ ェ

ノ ー ル 合 成 の 増 加 は ， 植 物 に お け る 二 次 代 謝 産 物 の 合 成 を 促 進 す る

エ リ シ タ ー 法 の 例 ( D a r v i l l  ･  A l b e r s h e i m ,  1 9 8 4 ;  E b e l ,  1 9 8 0 ;  D i x o n  ･  

L a mb ,  1 9 9 0 ;  D i x o n  ･  P a i v a  1 9 9 5 )と 類 似 し て い る ．こ の こ と は ，水 浸

状 化 し て い な い 組 織 の リ グ ニ ン 合 成 に 必 要 な ， ポ リ フ ェ ノ ー ル 産 物

の 生 合 成 制 御 ( K e v e r s ら ,  1 9 8 4 ;  K e v e r s ら ,  1 9 8 7 )と 関 連 し て い る も の

と 考 え ら れ た ．  

高 い 葉 緑 素 濃 度 は ， 生 育 の 増 進 や ス ト レ ス 耐 性 お よ び 順 化 効 率 の

向 上 に 寄 与 す る 光 合 成 効 率 の 促 進 に 関 連 し て い る こ と を 示 し て い る

( Ta b l e  2 - 3 -1 ,  2 - 3 - 2 )．未 接 種 の 対 照 区 に お け る 低 葉 緑 素 濃 度 と 高 水 分

含 量 は ， オ ー キ シ ン や サ イ ト カ イ ニ ン な ど 植 物 ホ ル モ ン の 生 理 的 な

ア ン バ ラ ン ス か ら 生 じ る 結 果 で あ り ， そ の こ と が 徒 長 を 引 き 起 こ す

も の と 考 え ら れ る ． さ ら に こ れ に よ り ， リ グ ニ ン 合 成 に 向 か う 他 の

芳 香 族 代 謝 産 物 の 流 動 を 抑 制 し ， そ の 結 果 ， 葉 や 葉 柄 が 脆 く な り ，

木 質 部 組 織 の 水 分 許 容 量 の 減 少 に つ な が る と 考 え ら れ る ． 従 来 の 研

究 結 果 も ， 低 葉 緑 素 濃 度 と 水 浸 状 化 組 織 と の 関 連 を 示 し て お り

( K e v e r s ら ,  1 9 8 4 ;  B o t t c h e r ら ,  1 9 8 8 ;  S h e t t y ら ,  1 9 9 5 )， 本 試 験 で 得 ら

れ た 結 果 は ， こ の よ う な 植 物 に お け る 生 合 成 系 と 機 能 発 現 の 関 連 性

を 同 様 に 示 唆 す る も の で あ っ た ．  

以 上 の よ う に ， 細 菌 接 種 法 は 組 織 培 養 に よ っ て 育 成 さ れ た 植 物 体

の 活 力 や 順 応 力 お よ び ス ト レ ス 耐 性 の 増 強 に 結 び つ く こ と が 示 さ れ

た ． ま た ， 非 無 菌 培 養 や 組 織 培 養 に お け る 生 育 強 化 に 対 す る 既 報 の

見 解  ( H e r ma n  1 9 9 0 ;  F r o m m e l ら ,  1 9 9 1 ;  P i l l a y  ･  N o w a k  1 9 9 7 )  を 支 持

す る も の で あ り ， 植 物 と 根 圏 も し く は 植 物 体 内 に 共 生 す る 細 菌 の 役

割 や 機 能 の 解 析 に 利 用 で き る 可 能 性 が あ る ． さ ら に ， 本 実 験 で は ，

商 業 ベ ー ス で 生 産 さ れ て い る ラ ズ ベ リ ー の 栄 養 繁 殖 4 系 統 で 細 菌 接

種 法 の 効 果 を 実 証 で き た こ と か ら ， 種 苗 増 殖 産 業 に お け る 実 用 的 な

活 用 も 十 分 に 期 待 で き る 結 果 で あ っ た ．  
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第 ４節  シ ャクナ ゲの 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 の 開 発  

 

R h o d o d e n d ro n 属（ ツ ツ ジ 科 ツ ツ ジ 属 ）は ，園 芸 的 に 常 緑 性 や 落 葉

性 ツ ツ ジ ， さ ら に は 有 鱗 片 や 無 鱗 片 シ ャ ク ナ ゲ に 大 別 さ れ ， 数 百 を

越 え る 種 が 存 在 す る  ( A r i s u mi  1 9 8 9 )．ま た ，そ の 中 で も R .  a r b o re u m ,  

R .  c a t a w b i e n s e ,  R .  p o n t i c u m ,  R .  w a rd i i ,お よ び  R .  y a k u s h i m a n u m な ど

の 種 間 交 雑 に よ り 育 成 さ れ た 無 鱗 片 シ ャ ク ナ ゲ は ， い ず れ も 園 芸 的

な 観 賞 価 値 が 高 く ， 観 賞 花 木 と し て 高 く 評 価 さ れ て き た  ( A r i s u mi  

1 9 8 9 )．無 鱗 片 シ ャ ク ナ ゲ は ，矮 性 の 這 う よ う な 潅 木 か ら ，大 き な 高

木 な ど い ろ い ろ な 樹 形 と と も に ， 白 か ら 濃 赤 色 や 濃 紫 色 ま で の 濃 淡

と ， 黄 色 ， オ レ ン ジ ， ピ ン ク ， 藤 色 そ し て 紫 ま で の 様 々 な 範 囲 の 色

合 い を 美 し い 花 房 を 形 成 す る  ( A r i s u mi  1 9 8 9 ) .  こ の よ う に ， 常 緑 性

ツ ツ ジ と と も に 無 鱗 片 シ ャ ク ナ ゲ は ， 観 賞 用 花 木 の 中 で 最 も 重 要 な

グ ル ー プ の ひ と つ と 言 え る ．  

木 本 類 の 一 般 的 な 品 種 改 良 は ，こ れ ら の 生 育 周 期 が 長 い こ と か ら ，

長 期 間 を 要 す る ． 近 年 で は ， 外 来 遺 伝 子 を 他 植 物 へ 導 入 す る 手 法

( J e f f e r s o n ら ,  1 9 8 7 )  が 多 く の 植 物 で 確 立 さ れ ， 短 期 間 で 遺 伝 的 な 特

性 の 改 変 が 可 能 と な っ て き た ． ま た ， い く つ か の 木 本 性 植 物 で 遺 伝

子 組 み 換 え の 成 功 例 が 報 告 さ れ て い る が ， 観 賞 用 花 木 類 に お け る 報

告 は わ ず か に す ぎ な い  ( B a j a j ,  1 9 9 9 )．  

R h o d o d e n d ro n 属 植 物 の 組 織 培 養 に よ り ， 葉 片  ( F o r d h a m ら ,  1 9 8 2 ;  

I a p i c h i n o ら ,  1 9 9 2 ) ,  カ ル ス  ( E c o n o mo u ら ,  1 9 8 7 ;  H a r b a g e  ･  S t i ma r t  

1 9 8 7 ) ,  花 芽  ( M e y e r  1 9 8 2 ) ,  お よ び 子 房  ( D a i ら ,  1 9 8 7 )か ら 植 物 体 が

得 ら れ て い る ． 本 試 験 の 目 的 は ， 観 賞 価 値 の 高 い シ ャ ク ナ ゲ の 栄 養

繁 殖 系 品 種 に お け る 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 の 確 立 で ， 遺 伝 子 導 入 に よ

り 花 色 や 草 姿 ， も し く は 耐 干 性 や 耐 暑 性 等 の 環 境 変 動 に 対 す る 耐 性

の 改 変 に 対 す る 可 能 性 を 含 め て 検 討 し た ．  

シ ャ ク ナ ゲ の 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 に つ い て は ， 著 者 や 他 の 報 告  
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( P a v i n g e r o vá ら ,  1 9 9 7 )  が あ り ， 本 実 験 で は A g ro b a c t e r i u m の 共 存 培

養 か ら 遺 伝 子 組 み 換 え 植 物 を 再 生 し ，導 入 遺 伝 子 の 発 現 を 確 認 し た ． 

材 料 お よ び方 法  

１  供 試 材 料 お よび培 養 法  

本 試 験 で は 屋 久 島 シ ャ ク ナ ゲ  ( R .  y a k u s h i m a n u m  N a k a i )の 交 配 品

種 と し て 知 ら れ て い る‘ P e r c y  Wi s e m a n’を 供 試 し た ．供 試 植 物 は 茎

頂 培 養 に よ っ て 無 菌 化 し ， 1  m g･L - 1  Z e a  ( z e a t i n )， 1 . 5 %  シ ョ 糖 ,  0 . 2 %  

ジ ェ ラ ン ガ ム  ( Wa k o  C h e mi c a l s  C o . ,  O s a k a ,  J a p a n )を 含 む ア ン ダ ー ソ

ン 培 地  ( A n d e r s o n  1 9 8 4 )  で 継 代 培 養 を 行 い 栄 養 系 と し て 維 持 し た ．

培 地 は p H  5 . 0 に 調 整 後 ， 1 2 1℃  1 5 分 間 加 圧 滅 菌 し た ． こ れ ら の 栄

養 系 は 2 5℃ ， 1 6 時 間 日 長 下  ( 3 5 m o l･m - 2･ s - 1 )  で 培 養 し た ．   

２  不 定 芽 誘 導 培 養  

不 定 芽 誘 導 の た め ，5  m m 長 に 切 断 し た 無 菌 植 物 の シ ュ ー ト を 不 定

芽 誘 導 培 地  ( 5  m g･L - 1  Z e a を 含 む ア ン ダ ー ソ ン 培 地 )  に 置 床 し た ．培

養 2 か 月 後 ， 葉 身 ， 葉 柄 ， も し く は 茎 の 培 地 に 接 し た 部 分 は ， 肥 大

し 葉 身 は 厚 く ， 葉 柄 や 茎 は 太 く な っ た ． そ の 肥 厚 組 織 を 新 し い 不 定

芽 誘 導 培 地 に 移 植 し た ．1～ 2 か 月 後 ，そ の 肥 厚 組 織 は 不 定 芽 を 形 成

し ， 植 物 体 が 再 生 し た ．  

３  供 試 し た細 菌 系 統  

遺 伝 子 導 入 の た め の バ ク テ リ ア と し て ， p B I 1 2 1  ( J e f f e r s o n ら ,  

1 9 8 7 )  を 組 み 込 ん だ A g ro b a c t e r i u m  t u m e f a c i e n s  L B A 4 4 0 4  ( H o e k e ma

ら ,  1 9 8 3 )  系 統 を 用 い た ．な お ， p B I 1 2 1  は C a M V-3 5 S  プ ロ モ ー タ ー

( c a u l i f l o w e r  mo s a i c  v i r u s -3 5 S  p r o mo t e r ) と N O S タ ー ミ ネ タ ー  

( n o p a l i n e  s y n t h a s e  t e r mi n a t o r ) に よ り 発 現 制 御 さ れ た  G U S  

( -g l u c u r o n i d a s e )  遺 伝 子 と N O S プ ロ モ ー タ ー お よ び N O S タ ー ミ ネ

ー タ ー に よ り 制 御 さ れ た N P T I I  ( n e o m y c i n  p h o s p h o t r a n s f e r a s e  I I )遺 伝

子 が 連 動 し て い る  ( J e f f e r s o n ら ,  1 9 8 7 )．
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４  共 存 培 養  

A .  t u m e f a c i e n s  s t r a i n  L B A 4 4 0 4 / p B I1 2 1 を 5 0  g ･ ml - 1  k a n a m y c i n  

s u l f a t e ,  1 0 0  g ･ ml - 1  r i f a mp i c i n  お よ び  3 0 0  g ･ ml - 1  s t r e p t o m y c i n  

s u l f a t e を 含 む 2 m l  Y E B  培 地  ( Ve r v l i e t ら ,  1 9 7 5 ) に よ り 2 9℃ で

１ 昼 夜 培 養 し ， 5 , 0 0 0  r p m,  5  分 間 の 遠 心 分 離 に よ り バ ク テ リ ア を 回

収 し た ． バ ク テ リ ア の ペ レ ッ ト は 5  m g ･ L - 1  Z e a と 1 0 0  M  

a c e t o s y r i n go n を 含 む ア ン ダ ー ソ ン 培 地 に 再 懸 濁 し ，バ ク テ リ ア の 濃

度 は 5×1 0 8  C F U･m l - 1 に 調 整 し た ． 不 定 芽 誘 導 の た め 前 培 養 し ， Z e a

誘 導 に よ り 得 ら れ た 肥 厚 組 織  ( 4  m m 2 )を バ ク テ リ ア を 含 む 懸 濁 培 地

に 3 0 分 間 浸 漬 し た ．そ の 後 ，接 種 部 を 菌 液 か ら 取 り 出 し 余 分 な 菌 液

を 滅 菌 濾 紙 で 拭 き 取 り ， 5  m g･L - 1  Z e a と 1 0 0  M  a c e t o s y r i n g o n を 含

む ア ン ダ ー ソ ン 共 存 培 養 培 地 上 に 置 床 し た ．  

５  選 抜 と 植 物 体 再 生  

K a n a m yc i n 感 受 性 試 験 は ， 5  m g･L - 1  Z e a と 1 0 0  g･m l - 1  ka n a m y c i n  

s u l f a t e を 含 む ア ン ダ ー ソ ン 培 地 に ，前 培 養 に よ り 得 ら れ た 葉 お よ び

茎 の 肥 厚 組 織 を 置 床 し ， 1 か 月 後 の 生 存 状 態 か ら 判 定 し た ．  

4 日 間 の 共 存 培 養 後 ，接 種 し た 肥 厚 部 分 を 選 抜 培 地  ( 5  m g･L - 1  Z e a ,  

1 0 0  g･ml - 1  k a n a m y c i n  s u l f a t e お よ び 5 0 0  g･ml - 1  c a r b e n i c i l l i n を 含 む

ア ン ダ ー ソ ン 培 地 )  に 移 し ， 2 週 間 ご と に 新 し い 選 抜 培 地 に 継 代 し

た ．2 か 月 後 ，不 定 芽 形 成 を 始 め た 接 種 部 を 再 生 選 抜 培 地  ( 1  m g･L - 1  

Z e a ,  1 0 0  g･ml - 1  k a n a m y c i n  s u l f a t e お よ び 5 0 0  g･ml - 1  c a r b e n i c i l l i n

を 含 む ア ン ダ ー ソ ン 培 地 )  に 移 し た ． さ ら に そ の 2 か 月 後 ， 不 定 芽

を 形 成 し た 接 種 部 は ， 不 定 芽 か ら の シ ュ ー ト 伸 長 の た め ， ゼ ア チ ン

濃 度 を 0 . 1  m g･L - 1 に し た 再 生 培 地 に 移 植 し た ． 1～ 2  c m に 伸 長 し た

シ ュ ー ト は 基 部 か ら 切 断 し ，発 根 培 地（ 塩 類 を 1 / 1 0 濃 度 に 調 整 し た

M S 培 地  ( M u r a s h i g e  ･  S k o o g ,  1 9 6 2 ) に 0 . 1  m g ･ L - 1  I B A 

( i n d o l e -3 - b u t y r i c  a c i d ) ,  1 0 0  g･ml - 1  k a n a m y c i n  s u l f a t e， 0 . 7 %  a g a r を

含 む ） に 移 植 し た ．
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６  ゲ ノム D NA の 抽 出  

培 養 植 物 の 組 織 を 液 体 窒 素 で 冷 却 し ， 乳 鉢 で 粉 砕 し た ． 粉 砕 物 を

1 0  ml の 洗 浄 液 ( 0 . 1  M  H E P E S  p H  8 . 0 ,  0 . 1 %  P V P,  4 %  

2 - me r c a p t o e t h a n o l )  ( Ta k a g i ら ,  1 9 9 3 )を 入 れ た 1 5  ml 遠 心 管 に 移 し ，

攪 拌 後 1 5 , 0 0 0  r p m  で 5  分 間 遠 心 分 離 し ， 洗 浄 ・ 回 収 を 行 っ た ． そ

の 後 ， 沈 殿 物 に 新 し い 洗 浄 液 を 加 え 再 懸 濁 し ， 遠 心 洗 浄 す る 操 作 を

3 回 繰 り 返 し て ， ポ リ フ ェ ノ ー ル お よ び 多 糖 類 を 除 去 し た ． 洗 浄 後

の 沈 殿 物 か ら S D S 抽 出 法  ( H o n d a  ･  H i r a i .  1 9 9 0 )  に よ り ゲ ノ ム D N A

を 抽 出 し た ．  

７  P CR に よ る 解 析  

P C R  ( P o l y me r a s e  c h a i n  r e a c t i o n )  解 析 に よ り G U S 遺 伝 子 と N P T I I

遺 伝 子 の 導 入 を 確 認 し た ．反 応 液 に は 1 0  n g  D N A ,  2 0 0  M  d N T P s ,  0 . 5  

M  の 各 p r i me r ,  1 . 0  u n i t  の Ta q  p o l y me r a s e  ( P r o me g a ) ,  2  m M  の M g 2 + ,  

お よ び Ta q  p o l y me r a s e  b u f f e r  ( P r o me g a )を 加 え た .  サ ン プ ル は 9 4℃ ,  

5 分 加 熱 後 ， 9 4℃ ;  1 分 ,  5 8℃ ;  2 分 ,  7 2℃ ;  3 分 の 反 応 を 3 0 回 繰 り 返

し た ． P C R 産 物 は ， e t h i d i u m b r o mi d e 染 色 に よ る ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電

気 泳 動 に よ り 分 離 し た ．G U S 遺 伝 子 の プ ラ イ マ ー は ，G U S 遺 伝 子 の

塩 基 配 列 3 0 0 - 3 1 9  と N O S タ ー ミ ネ ー タ ー 遺 伝 子 の 塩 基 配 列

1 8 5 0 -1 8 7 1 位 置 を 設 計 し ， そ の シ ー ケ ン ス は そ れ ぞ れ 5 ' - AT G  T TA 

C G T  C C T  G TA G A A A C -3 '  ( J e f f e r s o n ら ,  1 9 8 6  )  お よ び  3 ' - G C A A G T 

T T G  TA A A C C  G T T  AT T  T-5 '  ( B e v a n ら ,  1 9 8 3 )と し た ．N P T I I 遺 伝 子 の

プ ラ イ マ ー は ， N P T I I 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 1 5 1 -1 7 4 お よ び 9 2 2 -9 4 5 位

置 と し ，そ の シ ー ケ ン ス は そ れ ぞ れ  5 ' - AT G  AT T  G A A C A A G AT  G G A 

T T G  C A C - 3 '  お よ び  3 ' - G C G  G A A G A A C T G  C T C  A A G  A A G  A C T-5 '  

( B e c k ら ,  1 9 8 2 )と し た .  

８  サ ザ ン解 析  

 ゲ ノ ム D N A を 制 限 酵 素 B a m H I と E c o R I で 切 断 し ， 電 気 泳 動 に よ

り 分 離 し た 後 ， ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン  ( A me r s h a m’s  H y b o n d  N + )  に 転
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写 し た ．そ し て ，サ ザ ン 解 析 は N P T I I 遺 伝 子 と G U S 遺 伝 子 断 片 を プ

ロ ー ブ と し て 行 っ た ．N P T I I 遺 伝 子 の プ ロ ー ブ は ，3 5 S - N P T I I / p U C 1 8  

プ ラ ス ミ ド 遺 伝 子 カ セ ッ ト ( K o s u g i ら ,  未 発 表 )の 1 . 1  k b  B a m H I 断 片

と し ，G U S 遺 伝 子 の プ ロ ー ブ は p B I2 2 1 プ ラ ス ミ ド 遺 伝 子  ( J e f f e r s o n  

ら ,  1 9 8 6 )の 2 . 1  k b  B a m H I - E c o R I 断 片 を 用 い た  ( F i g .  2 - 4 -3 ) .  こ れ ら の

プ ロ ー ブ を ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 後 ， D I G ラ ベ ル し ，  C S P D 蛍 光 検 出

法  ( B o e h r i n g e r  M a n n h e i m)に よ り 解 析 し た ．  

９  G US 活 性 分 析  

再 生 植 物 の 組 織 化 学 的 G U S 活 性 の 解 析 は ，J e f f e r s o n ら ,  ( 1 9 8 7 )  の

方 法 を 改 変 し た M u r a k a mi  ･  O h a s h i  ( 1 9 9 2 )の 方 法 に よ り 行 っ た .  再

生 植 物 の 茎 葉 を 1  mM  X - g l u c  ( 5 -b r o mo - 4 -c h l o r o -3 - i n d o l y l - - D -  

g l u c u r o n i d e )  と 5  m M  D T T  ( d i t h i o t h r e i t o l )を 加 え た 5 0  mM  リ ン 酸 緩

衝 液  ( p H  7 . 0 )  に 3 7℃ ,  1 2 時 間 浸 漬 し ， G U S 活 性 を 調 査 し た ．  

ま た ，G U S 活 性 は 4 - M U G  ( 4 - m e t h y l u mb e l i f e r y l - -D - g l u c u r o n i d e )  分

析 法 ( K o s u g i ら ,  1 9 9 0 )を 改 変 し ， T H O S O  H P L C シ ス テ ム を 用 い て

F S -8 0 1 0 蛍 光 検 出 器 に よ り 定 量 し た ．  

結  果  

１  選 抜 と 植 物 体 の 再 生  

 1 0 0  g･ml - 1  k a n a m y c i n  s u l p h a t e を 含 む ア ン ダ ー ソ ン 培 地 に 置 床 し

て 1 か 月 後 ， 葉 片 由 来 の 肥 厚 組 織 は 褐 変 し 枯 死 し た ． 茎 切 片 由 来 の

肥 厚 組 織 は ， 徒 長 枝 が 得 ら れ る も の の ， 抗 生 物 質 を 含 む 培 地 上 で 白

化 し  ( F i g .  2 - 4 - 1  A ) ,  不 定 芽 の 形 成 は 認 め ら れ な か っ た ．  

 A .  t u m e f a c i e n s と の 共 存 培 養 を 行 い 1 0 0  g･ml - 1  k a n a m y c i n  s u l p h a t e

を 含 む 選 抜 培 地 で 2 か 月 選 抜 後 ，葉 や 茎 の 1 2 0 組 織 片 の う ち 1 9 切 片

は 表 面 に 不 定 芽 を 形 成 し た  ( F i g .  2 - 4 - 1  B )．枯 死 し た 組 織 片 を 除 去 し

た 1 9 不 定 芽 の う ち 9 芽 は ， k a n a m y c i n  s u l p h a t e と 1  m g･L - 1  Z e a を 含

む ア ン ダ ー ソ ン 培 地 上 で 増 殖 し ， 多 芽 体 を 形 成 し た  ( F i g .  2 - 4 - 1  B )．

そ の 多 芽 体 か ら k a n a m y c i n  s u l p h a t e と 0 . 1  m g･L - 1  Z e a  を 含 む 培 地 上
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で 緑 色 を 保 ち ， 活 発 に 増 殖 伸 長 す る 6 個 の 独 立 し た 栄 養 系 を 選 抜 し

た  ( F i g .  2 -4 - 1  C - D )．そ し て ，そ の 6 個 の 独 立 し た 栄 養 系 か ら 得 ら れ

た シ ュ ー ト は ， 1 0 0  g･m l - 1  k a n a m y c i n  s u l p h a t e  を 含 む 1 / 1 0  濃 度 の

M S 発 根 培 地 で 発 根 し た  ( F i g .  2 - 4 -1  E ) .  発 根 個 体 は ，鉢 上 げ 順 化 後 ，

隔 離 温 室 へ 移 し た  ( F i g .  2 - 4 - 1  F ) .  こ れ ら の 植 物 体 は 形 態 的 に 正 常

で あ っ た ．  

２  組 み 換 え 植 物 に お け る NP T I I 遺 伝 子 お よび G U S 遺 伝 子 の 確 認  

 植 物 体 中 の N P T I I 遺 伝 子 と G U S 遺 伝 子 の 確 認 は ， P C R 法 と サ ザ

ン ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り 行 っ た ( F i g .  2 - 4 - 2 ,  2 -4 - 3 ) ．

N P T I I 遺 伝 子 特 異 的 も し く は G U S 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て

P C R を 行 う こ と に よ り ， 制 限 酵 素 で 処 理 し な い p B I 1 2 1 プ ラ ス ミ ド

遺 伝 子 を テ ン プ レ ー ト と し て ， 0 . 8  k b お よ び 1 . 9  k b の N P T I I 遺 伝 子

と G U S 遺 伝 子 に 該 当 す る 遺 伝 子 断 片 が 増 幅 さ れ た ( F i g . 2 - 4 - 2 ,  L a n e  

5 ) .  そ し て ，組 み 換 え 植 物 の D N A を テ ン プ レ ー ト と し た 場 合 も 同 様

の P C R 産 物 が 得 ら れ た ． そ れ に 対 し て ， 非 形 質 転 換 体 の D N A を 用

い た 場 合 ， 増 幅 産 物 は 得 ら れ な か っ た ．  

 サ ザ ン 解 析 の た め ， L B A 4 4 0 4 /  p B I 1 2 1 を 接 種 し た 組 織 片 か ら 得 ら

れ た 2 個 体 に つ い て ゲ ノ ム D N A を 抽 出 し た ． 抽 出 し た ゲ ノ ム D N A

は ，E c o R I - B a m H I に よ り 制 限 酵 素 処 理 し ，2 . 1  k b  の G U S 遺 伝 子 断 片

が 供 試 し た 2 個 体 の 組 み 換 え 植 物 か ら 検 出 さ れ ( F i g .  2 - 4 -3 B ,  L a n e  2 ,  

3 )，5 -6  k b  の N P T I I 遺 伝 子 断 片 が 検 出 さ れ た ( F i g .  2 - 4 -3  A ,  L a n e  2 ,  3 )．

し か し な が ら ， 1 個 体 に つ い て は 他 に サ イ ズ の 異 な る N P T I I 遺 伝 子

断 片 が 2 本 検 出 さ れ ( F i g .  2 -4 - 3  A ,  L a n e  2 )，こ の 組 み 換 え 体 は 3 コ ピ

ー の N P T I I 遺 伝 子 を 含 ん で い る こ と が 示 唆 さ れ た ．ま た ，L B A 4 4 0 4 /  

p B I1 2 1 か ら 対 応 す る シ グ ナ ル と し て ， F i g .  2 - 4 - 3  A に 示 さ れ た サ イ

ズ の 遺 伝 子 断 片 が 反 応 す る こ と は な い こ と か ら ， 残 存 す る

A g ro b a c t e r i u m に よ る も の で は な い こ と が 示 さ れ た ．
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３  G US 遺 伝 子 の 発 現 解 析  

 形 質 転 換 体 に お け る G U S 活 性 の 検 出 と し て ，  X - g l u c 染 色 に よ る

組 み 換 え 植 物 の 茎 葉 お よ び 根 に お け る 組 織 化 学 的 な G U S 遺 伝 子 の

発 現 を 解 析 し た ． 3 5 S プ ロ モ ー タ ー に よ り G U S 遺 伝 子 は 葉 ，茎 お よ

び 根 と い っ た 全 て の 組 織 で 発 現 し た  ( F i g .  2 -4 - 4  A - D ) .  C a M V 3 5 S プ

ロ モ ー タ ー は ， 多 く の 植 物 種 に お け る 組 み 換 え 植 物 の 恒 常 的 な 外 来

遺 伝 子 発 現 プ ロ モ ー タ ー と し て 広 く 用 い ら れ て お り ， シ ャ ク ナ ゲ に

お け る 遺 伝 子 発 現 は ，C a M V 3 5 S プ ロ モ ー タ ー に よ り 制 御 さ れ た G U S

遺 伝 子 が ， 植 物 体 の 全 身 で 恒 常 的 に 発 現 す る 典 型 的 な 発 現 パ タ ー ン  

( J e f f e r s o n ら ,  1 9 8 7 )  と 一 致 し て い た ．   

 4 -M U G 分 析 法 に よ り ，C a M V 3 5 S プ ロ モ ー タ ー に よ る G U S 遺 伝 子

の 発 現 活 性 を 定 量 し た ． そ の 結 果 ， 非 形 質 転 換 体 で は 検 出 限 界 以 下

で あ る の に 対 し て ， 6 個 の 独 立 し た 組 み 換 え 体 で は そ れ ぞ れ に 異 な

る G U S 活 性 を 示 し た  ( F i g .  2 -4 - 5 )． ま た ， そ の 発 現 活 性 は ， 最 も 高

い N o .  2 組 み 換 え 体 の 5 . 9  4 M U  n mo l s ･mi n - 1･m g - 1  p r o t e i n  か ら 最 も 低

い N o .  6 組 み 換 え 体 の 0 . 5  4 M U  n mo l s ･mi n - 1･m g - 1  p r o t e i n と な り ， 組

み 換 え 体 に よ り 発 現 レ ベ ル が 1 0 倍 以 上 異 な っ て い た  ( F i g .  2 - 4 - 5 )．  

考  察  

本 試 験 で は ，A g ro b a c t e r i u m 接 種 法 に よ る シ ャ ク ナ ゲ の 遺 伝 子 組 み

換 え 技 術 の 確 立 に つ い て 論 議 し た ． 当 初 共 存 培 養 に 供 試 し た 1 2 0 切

片 か ら 6 個 体 の 独 立 し た 栄 養 体 の 組 み 換 え 植 物 が 得 ら れ た も の の ，

形 質 転 換 効 率 は 5 %と 低 か っ た  ( F i g .  2 - 4 - 1 )． し か し ， ツ ツ ジ 属 に お

け る 植 物 体 再 生 技 術 は 多 く の 種 で 確 立 さ れ て い る  ( D a i ら ,  1 9 8 7 ;  

E c o n o mo u ら ,  1 9 8 7 ;  F o r d h a m ら ,  1 9 8 2 ;  I a p i c h i n o ら ,  1 9 9 2 ;  H a r b a g e  ･  

S t i ma r t  1 9 8 7 ;  M e y e r ,  1 9 8 2 )  こ と か ら ， 本 試 験 に お け る 遺 伝 子 組 み 換

え 技 術 は ， シ ャ ク ナ ゲ を 含 む ツ ツ ジ 属 の 遺 伝 的 変 異 拡 大 の 可 能 性 を

持 ち あ わ せ て お り ， 花 色 や 形 態 的 な 特 性 改 変 の 他 ， 耐 寒 性 や 耐 暑 性

等 環 境 ス ト レ ス に 対 す る 適 応 性 の 改 変 に 活 用 可 能 と 考 え ら れ る ．  



- 54 - 
 

ツ ツ ジ 属 植 物 に お け る 類 似 し た 遺 伝 子 組 み 換 え 研 究 は ，

P a v i n g e r o vá ら  ( 1 9 9 7 )  が 報 告 し て お り ，ツ ツ ジ 属 の 5 品 種 に つ い て

の カ ナ マ イ シ ン 耐 性 植 物 の 再 生 率 は 5 . 5～ 7 9 . 5  %で あ り ，本 実 験 で 得

ら れ た 5  %の 形 質 転 換 効 率 よ り 大 幅 に 高 か っ た ． し か し ， 抗 生 物 質

耐 性 個 体 の 獲 得 率 が 高 い 一 方 で ， 本 試 験 で 発 生 し な か っ た キ メ ラ の

発 生 を 認 め て い る ． こ れ は ， 初 期 選 抜 の 段 階 で は 本 試 験 の 1 / 5～ 1 / 2

濃 度 の カ ナ マ イ シ ン で 選 抜 を 行 っ て お り ， 非 形 質 転 換 細 胞 が 混 入 し

た も の と 考 え ら れ る ．ま た ，本 試 験 で 非 形 質 転 換 体 の 腋 芽 は 1 0 0  g･  

m l - 1  k a n a m yc i n  s u l f a t e を 含 む 培 地 上 で ， 白 化 す る も の の 枯 死 せ ず 伸

長 し た こ と  ( F i g .  2 - 4 - 1  A )  か ら ， 茎 頂 分 裂 組 織 の 形 成 後 は 低 濃 度 の

カ ナ マ イ シ ン に よ る 選 抜 は 困 難 で あ る こ と を 示 し て お り ， 形 質 転 換

細 胞 が 混 在 す る キ メ ラ 個 体 で は ， 1 0 0  g･ml - 1  k a n a m y c i n  s u l f a t e を 含

む 培 地 上 で も 抗 生 物 質 耐 性 個 体 と し て 生 育 で き た も の と 推 察 さ れ た ．

そ し て ，本 実 験 で は 当 初 1 2 0 切 片 か ら 1 9 切 片 で 不 定 芽 形 成 を 確 認 し ，

高 濃 度 の サ イ ト カ イ ニ ン を 含 む 培 地 で 多 芽 状 の 不 定 芽 を 長 期 間 選 抜

す る こ と に よ り ， 最 終 的 に 6 個 の 独 立 し た 形 質 転 換 体 を 得 た ( F i g .  

2 -4 - 1 )．不 定 芽 を 形 成 し た 1 9 切 片 に は キ メ ラ が 混 在 し て い た 可 能 性

は あ る も の の ， 最 終 的 に 得 ら れ た 6 個 の 形 質 転 換 体 に キ メ ラ が 含 ま

れ て い な か っ た こ と は ， 不 定 芽 発 生 初 期 か ら 抗 生 物 質 の 選 抜 圧 を か

け ， 多 芽 体 形 成 と 抗 生 物 質 耐 性 に よ り キ メ ラ を 分 離 も し く は 排 除 で

き た も の と 考 え ら れ た ．  

シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 形 質 転 換 で は ， 遺 伝 子 導 入 細 胞 の 分 離 と 固 定 の

た め ，種 子 を 経 由 す る（ 鹿 内  2 0 0 9）が ，栄 養 繁 殖 作 物 の 中 で も 育 種

に 長 期 を 要 す る 木 本 性 植 物 に お い て ， 種 子 を 経 由 し た キ メ ラ の 分 離

法 は 適 当 と は 言 え な い ． ま た ，  S h i n o y a ma ら  ( 2 0 0 2 )  は ， キ ク の 形

質 転 換 系 に お い て ， 葉 片 か ら の 不 定 芽 再 生 系 の 場 合 キ メ ラ の 発 生 が

多 い た め ， 形 質 転 換 細 胞 を カ ル ス で 選 抜 す る こ と に よ り 安 定 し た 形

質 転 換 系 を 確 立 し て い る ． こ の よ う な キ メ ラ 発 生 の 要 因 は ， 不 定 芽
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形 成 が 多 細 胞 を 起 源 と し た 再 生 系 で あ る （ 大 澤 ， 1 9 8 8） こ と に 起 因

す る と 考 え ら れ る が ， 本 試 験 や P a v i n g e r o v á ら  ( 1 9 9 7 )の 報 告 は い ず

れ も 不 定 芽 起 源 の 植 物 体 再 生 系 を 用 い て い る ． 栄 養 繁 殖 作 物 で キ メ

ラ が 混 入 し な い 安 定 し た 形 質 転 換 系 を 確 立 す る た め に は ， 本 試 験 で

示 し た よ う に ， 遺 伝 子 導 入 の 初 期 段 階 か ら 適 正 な 選 抜 圧 に よ り 非 形

質 転 換 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 し ， 多 芽 状 に 茎 頂 部 位 を 増 や す こ と に よ り

キ メ ラ 状 に 混 入 し た 非 形 質 転 換 細 胞 を 分 離 も し く は 排 除 す る 必 要 が

あ る と 考 え ら れ た ．  

本 実 験 で 用 い た G U S 遺 伝 子 は C a M V 3 5 S プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 制

御 さ れ て い る こ と か ら ， 植 物 体 の 全 身 で 遺 伝 子 が 発 現 す る こ と を 確

認 し た  ( F i g .  2 - 4 -4 )．ま た ，遺 伝 子 の 発 現 活 性 は ，形 質 転 換 体 に よ り

1 0 倍 以 上 の 差 が 認 め ら れ た  ( F i g .  2 - 4 - 5 )が ， こ れ は 導 入 さ れ た 遺 伝

子 の コ ピ ー 数 が 形 質 転 換 体 に よ り 異 な っ て い る こ と  ( F i g .  2 - 4 - 3 )，も

し く は 異 な る 染 色 体 に 導 入 さ れ た 遺 伝 子 の 位 置 効 果 に よ る も の と 考

え ら れ た ． こ の よ う に 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 形 質 転 換 体 に よ り 大 き

く 異 な る こ と か ら ， 有 用 遺 伝 子 の 導 入 の 際 は ， 多 数 の 形 質 転 換 体 の

中 か ら 目 的 に あ っ た 発 現 レ ベ ル の 個 体 を 選 抜 す る 必 要 が あ る こ と が

示 さ れ た ．  

得 ら れ た 遺 伝 子 組 み 換 え 植 物 は ， 草 丈 4 0  c m に 生 長 し ， 花 芽 を 形

成 し 開 花 段 階 に 至 っ た  ( F i g .  2 - 4 -6 ) .  し か し ，一 定 温 度 で 管 理 す る 隔

離 温 室 で は 低 温 遭 遇 期 間 が な く ， 開 花 に は 至 ら な か っ た ． 今 後 ， 花

器 組 織 に お け る 遺 伝 子 発 現 や 稔 性 を 調 査 す る た め に は ， 花 芽 の 休 眠

打 破 の た め の 低 温 処 理 が 必 要 と 考 え ら れ た ．  
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要  約  

 

植 物 の 組 織 培 養 中 に 問 題 と な る 水 浸 状 化 に つ い て ， 多 糖 類 産 生 の

非 病 原 性 細 菌 に 着 目 し ， 水 浸 状 化 回 避 に 効 果 を 認 め て い る  

P s e u d o m o n a s  s p .  s t r a i n  F  お よ び  AT C C 保 有 の 菌 株 の 中 か ら

P s e u d o m o n a s  属 お よ び B e i j e r i n c k i a 属 の 2 属 4 種 の 細 菌 に つ い て ，

細 菌 接 種 法 に よ る 水 浸 状 化 回 避 の 効 果 を 解 析 し た ． こ れ に よ り ， オ

レ ガ ノ か ら 単 離 し た P.  s p .  s t r a i n  F と 同 様 に ，他 の 多 糖 類 産 生 非 病 原

性 細 菌 に お い て 植 物 の 水 浸 状 化 を 回 避 す る 効 果 が 認 め ら れ ， 多 糖 類

産 生 性 に よ り 菌 種 の 選 定 が 可 能 で あ る こ と を 示 し た ． ま た ， 植 物 体

に 一 度 接 種 し た 細 菌 は ， 継 代 培 養 に よ っ て 安 定 し て 保 持 さ れ ， 植 物

の 水 浸 状 化 の 回 避 効 果 は 長 期 間 持 続 し た ． こ の こ と は ， 接 種 し た 非

病 原 性 細 菌 の 植 物 体 内 に お け る 定 着 性 と 安 定 性 を 示 す も の で あ っ

た ． さ ら に ， 細 菌 接 種 法 の 適 用 範 囲 の 拡 大 を 目 的 に ， P.  s p .  s t r a i n  F

を 木 本 性 栄 養 繁 殖 作 物 で あ る ラ ズ ベ リ ー に 接 種 し ， 水 浸 状 化 回 避 効

果 を 確 認 し た ． 細 菌 接 種 に よ り ラ ズ ベ リ ー の 栄 養 繁 殖 4 系 統 は ， 水

浸 状 化 回 避 効 果 に 差 が あ る も の の ， 接 種 し た 細 菌 は 長 期 間 の 継 代 培

養 に よ っ て 保 持 さ れ る と と も に ， 植 物 の 順 化 率 向 上 効 果 が 認 め ら れ

た ． こ れ に よ り ， 細 菌 接 種 法 の 有 効 性 に 加 え ， 植 物 組 織 培 養 産 業 に

お け る 実 用 化 の 可 能 性 が 示 さ れ た ． こ れ ら の こ と か ら ， 植 物 の 水 浸

状 化 回 避 の 作 用 が ， 菌 体 外 に 産 生 す る 多 糖 類 と 密 接 に 関 係 し て い る

こ と を 示 す と と も に ， オ レ ガ ノ か ら 単 離 し た 菌 株 だ け で な く ， 同 様

の 特 性 を 持 っ た 他 の 菌 株 も 水 浸 状 化 回 避 に 利 用 可 能 で あ る こ と ， こ

れ ら の 菌 株 が 植 物 体 内 に 定 着 し 安 定 し て 保 持 さ れ る こ と ， そ し て こ

の 方 法 が 植 物 の 科 を 越 え た 範 囲 で 適 用 可 能 で あ る こ と な ど ， 細 菌 接

種 法 は 適 用 範 囲 が 広 く ， 実 用 化 に 向 け た 応 用 が 可 能 で あ る こ と を 実

証 し た ．  

A g ro b a c t e r i u m  t u m e f a c i e n s 接 種 法 に よ り シ ャ ク ナ ゲ の 遺 伝 子 組 み
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換 え 植 物 を 作 出 し た ． A .  t u m e f a c i e n s  は 病 原 性 を 取 り 除 い た バ イ ナ

リ ー ベ ク タ ー に よ る N P T I I と G U S 遺 伝 子 の 両 方 を 併 せ 持 つ 系 統 で ，

シ ャ ク ナ ゲ の 培 養 植 物 の 茎 葉 部 と の 共 存 培 養 を 行 っ た ．接 種 の 3～ 4

か 月 後 ， カ ナ マ イ シ ン 選 抜 培 地 上 で 不 定 芽 が 形 成 さ れ ， 植 物 体 が 再

生 し た ．N P T I I と G U S 遺 伝 子 の 導 入 は ，P C R 法 と サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ

イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 確 認 さ れ た ．組 織 化 学 的 な G U S 活 性 解 析 か

ら ， 導 入 遺 伝 子 は C a M V 3 5 S プ ロ モ ー タ ー に よ り ， 全 て の 組 織 で 恒

常 的 に 発 現 す る こ と が 示 さ れ た ． ツ ツ ジ 属 に お け る 遺 伝 子 組 み 換 え

技 術 の 確 立 は ， 花 色 や 形 態 的 な 特 性 改 変 の 他 ， 耐 干 性 や 耐 暑 性 等 環

境 ス ト レ ス に 対 す る 適 応 性 の 改 変 に 活 用 可 能 と 考 え ら れ た ．  
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Table 2-1-1.  Average water content in control and bacterially inoculated oregano shoot 
explants from clonal line O-1 30 days after treatment. 

 
ATCC Phenolics

No.

Control (No bacteria) 698 (56) 91.2 (0.9) 1.8 (0.1) 20.7 (1.3) 465

   Pseudomonas   mucidolen 4685 1,102 (42) 89.2 (0.4) 2.8 (0.2) 26.2 (1.9) 243

   Pseudomonas   sp. 31461 1,040 (59) 88.5 (0.8) 2.6 (0.2) 22.2 (1.3) 264

   Pseudomonas  stutzeri 31258 888 (155) 84.2 (0.8) 2.8 (0.2) 17.7 (1.3) 159

   Beijerinkia  indica 21423 906 (41) 85.3 (0.7) 4.6 (0.2) 31.5 (1.1) 99

   Pseudomonas    sp.  F - 1,048 (35) 85.9 (1.0) 4.8 (0.5) 33.8 (3.7) 130

Plant growth
(biomass)

(mg/replicate)

Total chlorophyll
 (mg/g [fresh wt]

of tissue)
mean  (STD)

mg of water in
100 mg of tissue

mean (STD)

mg/g (fresh wt) of
tissue

mean (STD)

g/g (dry wt) of
tissue

mean (STD)

Treatment

 
 
 
 
 
Table 2-1-2.  Evaluation of normal development and acclimation in soil of control and 
bacterially inoculated oregano shoot explants of line O-1 60 days after treatment. 

 
Treatment ATCC % survival after acclimation 

No.

Control (No bacteria) 15 93 100 73 +

   Pseudomonas   mucidolens 4685 15 0 100 93 +++

   Pseudomonas   sp. 31461 15 0 100 93 ++

   Pseudomonas  stutzeri 31258 15 46 100 93 ++

   Beijerinkia  indica 21423 7 0 100 100 +

   Pseudomonas    sp.  F - 7 7 100 86 ++

No. of
explants

*  Plant vigor; + low vigor; ++ midium; +++ high vigor.  Each experiment had  about 15 plants / clonal line / treatment.

Plant vigor after
3 weeks of

acclimation *

% of shoots
hyperhydrated 1 week 3 weeks

 
 
 
 
 
 
 
 



- 59 - 
 

 

 

 

Fig. 2-1-1. Surviving of oregano clone O-1 after 3 weeks acclimation following treatment with 
various bacterial species to reduce hyperhydricity.  

 
Control, uninoculated control; a, P. mucidolens; b, Pseudomonas sp. strain ATCC 31461; c, P. 

stutzeri; d, B. indica; F, Pseudomonas sp. strain F. After bacterial treatment, the clones were 

enclosed with a transparent plastic cover for 1 week before sudden exposure to room  

temperature and humidity condition.  
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Fig. 2-2-1. Shoot growth of oregano clonal line O-1 on Murashige and Skoog medium / 
benzylaminopurine after the eighth 30-days subculture cycle without re-inoculation.  

 
a  and after re-inoculation with P. mucidolens, b B. indica, c Pseudomonas sp. F. 

d  un-inoculated control. 
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Table 2-2-1.  Average water content in oregano (clonal line O-1) shoot explants after the seven 
and eight subcultures following inoculation with various bacterial species. 
 

Treatment Water in  100 mg tissue ± [SD (mg)]*

     7th cycle     8th cycle

Control (No bacteria) 89.3 (0.1) 87.3 (1.7)

P. mucidolens 85.9 (1.1) 79.5 (0.7)

Pseudomonas   sp. 83.0 (0.9) 77.7 (1.3)

P. stutzeri 84.3 (0.4) 80.4 (1.2)

B. indica 82.6 (0.5) 79.6 0.0

Pseudomonas  sp.  F 83.0 (0.3) 81.3 0.0

* Numbers in parantheses indicate standard deviation
 

 

 

Table 2-2-2.  Average total phenolic content in oregano shoot explants after the seventh and 
eighth subcultured following inoculation with various bacterial species. 

  Treatment

7th cycle  8th cycle

     (mg/g FW)       ( g/g DW)      (mg/g FW)       ( g/g DW)

Control (No bacteria) 2.5 *1 23.6 *1 3.0 *1 23.3 *1

P. mucidolens 7.5 *4 52.8 *4 6.6 *4 32.2 *3

Pseudomonas   sp. 7.2 *4 42.4 *3 6.6 *3,*4 29.8 *2,*3

P. stutzeri 3.5 *2 22.2 *1 4.2 *2 21.5 *1

B. indica 5.6 *3 32.2 *2 5.7 *3 27.9 *2

Pseudomonas  sp.  F 8.7 *4 51.3 *4 6.1 *3 32.6 *3

*1-*4 Means followed by the same superrscripts are not significantly different
     at the 5% level by Duncan's multiple-range test. FW fresh weight, DW dry weight.

    Total  phenolics  
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Table 2-2-3.  Average total chlorophyll content in oregano shoot explants after the seventh and 
eighth sbcultured following inoculation with various bacterial species. 

  Treatment
7th cycle      8th cycle

FW    DW    FW    DW

Control (No bacteria) 593 *1 5.6 *1 709 *1 5.6 *1,*2

P. mucidolens 1,246 *3,*4 8.8 *3 1,326 *3 6.5 *3

Pseudomonas   sp. 1,234 *3,*4 7.2 *2 1,340 *3 6.0 *2

P. stutzeri 937 *2 6.0 *1 912 *2 4.6 *1

B. indica 1,168 *3 6.7 *1,*2 1,434 *3 7.0 *3

Pseudomonas  sp.  F 1,367 *4 8.0 *2,*3 1,321 *3 7.0 *3

*1-*4 Means followed by the same superrscripts are not significantly different at the 5% level by
Duncan's multiple-range test. FW fresh weight, DW dry weight.

    Total  chlorophyll  ( g/g tissue)

 

 

 

Table 2-2-4.  Average plant growth of oregano shoot explants after the seventh and eighth 
subcultures following inoculation with various bacterial species. 

Treatment Plant growth   (mg/plate)

     7th cycle     8th cycle

Control (No bacteria) 983 *3 807 *4

P. mucidolens 253 *2 273 *3

Pseudomonas   sp. 264 *2 198 *2

P. stutzeri 106 *1 237 *3

B. indica 122 *1 131 *1

Pseudomonas  sp.  F 271 *2 214 *2

*1-*4 Means followed by the same superrscripts are not significantly
different at the 5% level by Duncan's multiple-range test.  
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Table 2-2-5.  Evaluation of normal plant development and acclimation in soil of multiple 
subcultured control oregano shoot explants from clonal line O-1and of explants inoculated with 
various bacterial species, 15 days after growth on 50% Murashige and Skoog-hormone-free 
medium and being transferred to soil. 

Control (No bacteria) 20 70 100  (+++) 85  (++)

P. mucidolens 20 0 85  ( ++ ) 100  (++)

Pseudomonas   sp. 20 0 100  (  +  ) 100  ( + )

P. stutzeri 20 10 100  (  +  ) 100  (++)

B. indica 20 0 10  (  -   ) 95  ( + )

Pseudomonas  sp.  F 20 0 100  (  +  ) 100  (++)

Root length: - no root; + short (<3 mm); ++ medium (3-6 mm); +++ long (>6 mm).
Plant vigor: ± weak; + low vigor, ++ medium; +++ high vigor.

% of root
formation
 (length)

% of
hyper-

hydricity

No. of
explantsTreatment

% of survival
(vigor)

 after 10 days
acclimation
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Table 2-3-1.  Evaluation of normal plant development and acclimation in soil of control and 
Pseudomonas sp. F inoculated raspberry of four clonal lines, 2.5 months after treatment. 

Treatment   

CDH-92 Control 42 83 50        +++

Inoculated 0 100 100     +++

GEL-20 Control 44 88 56      ++

Inoculated 7 100 93      ++

Heritage Control 0 100 100       +

Inoculated 0 100 100      ++

JCR-FL Control 21 100 71      ++

Inoculated 20 93 80      ++

*  Plant vigor; +- weak; + low vigor; ++ midium; +++ high vigor.  Each experiment had  about 15
plants / clonal line / treatment.

% hyper-
hydrated

shoot

% srvival
with

 10 days
li i

% srvival after
7 weeks

of exposure

Plant vigor*
after 7 weeks
of exposure

 

 

 

Table 2-3-2.  Comparison of average water content, chlorophyll, and total phenolics in 
uninoculated control and inoculated raspberry explants from four cultivers with standard 
deviation in parentheses. 

Treatment

CDH-92 Control 81.2 (1.1) 86.2 (0.4) 1.9 (0.6) 999 (124)

Inoculated 80.7 (1.9) 82.5 (0.4) 4.4 (0.6) 979 (156)

GEL-20 Control 83.6 (0.9) 87.1 (0.7) 1.4 (0.2) 729 (203)

Inoculated 77.4 (0.4) 80.9 (1.9) 2.5 (0.1) 1,483 (  75)

Heritage Control 85.0 (0.7) 85.6 (1.4) 2.4 (0.5) 840 (182)

Inoculated 81.2 (2.6) 81.5 (0.6) 3.0 (0.4) 1,470 (159)

JCR-FL Control 83.1 (0.7) 88.0 (0.2) 2.2 (0.1) 891 (171)

Inoculated 83.5 (1.3) 83.4 (0.1) 3.3 (0.0) 1,113 (188)

*  Months indicate the time on 1/2 MS (HF) medium with subculturing done every 30 d without any reinoculatio

    1 month*
mg water in

100 mg tissue

    5 months*
mg water in

100 mg tissue

    2.5 months*
phenolics mg/g

FW tissue

    2.5 months*
total chlorophyll
 g/g FW tissue
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Fig. 2-3-1. Plant growth and vigor of raspberry four clonal lines after 3 weeks exposure.  

 
Control; uninoculated control, inoculated; Pseudomonas sp. F strain inoculated clones. a; 

CDH-92, b; GEL-20, c; Heritage, d; JCR-FL. 

 



- 66 - 
 

 

Fig. 2-4-1   Regeneration of transformed shoots and production of transgenic plants. 

A Kanamycin selection at 100 g/ml (non-transformed shoot); B Adventitious bud formation on 

selection medium (Zea 5 mg/l); C Regeneration and shoot formation on selection medium (Zea 1 

mg/l); D Elongation of kanamycin-resistant shoots (Zea 0.1 mg/l); E Rooted plants; F Transgenic 

plants established in the greenhouse. 
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Fig. 2-4-2.   PCR analysis  of  regenerated  plants.  

A: Detection of the NPTII gene. B: Detection of the GUS gene.  

Lane M: 1kb ladder Marker. Lane 1: non-transfprmed control plant.  

Lane 2-4: transformed plants with LBA4404/pBI121. Lane 5: planmid pBI121. 
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Fig. 2-4-3. Southern hybridization of DNA prepared from in vitro non-transformed and transformed 

plant tissues.  

A: Detection of the NPTII gene. The probe was the 1.1 kb BamHI fragment of 35S-

NPTII/pUC18 containing the NPTII gene. Arrows on left indicate estimation of 5 and  6 kb size 

fragments. Arrows on right sow hybridizing bands.  

B: Detection of the GUS gene. The probe was the 2.1 kb BamHI-EcoRI fragment of pBI221 

containing the GUS gene. Lane 1: non-transfprmed control plant. Lane 2,3: transformed plants 

with LBA4404/pBI121. DNA samples were digested with BamHI-EcoRI. 
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Fig. 2-4-4. Histochemical observation of GUS gene expression in the tissues of transgenic 

Rhododendron plants.  

A: GUS assay of non-transfomed control (left) and transformed (right) shoot; B: Root; C: Leaf; 

D: Cross section of leaf. 
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Fig. 2-4-5.  GUS activity in the leaf of transgenic Rhododendron  plants. 
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Fig. 2-4-6.  Present status of transgenic Rhododendron  plants. Bar = 10 cm. 
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第 ３章  突 然 変 異 育 種 を 用 い た 地 域 特 産 作 物 の 品 種 育 成 への 応 用  

― 輪 ギ クを 例 と して ー 

 

種 子 繁 殖 ・ 栄 養 繁 殖 と い っ た 繁 殖 様 式 に か か わ ら ず ， 育 種 や 品 種

改 良 の 基 本 は 交 配 に よ り 優 良 な 遺 伝 形 質 を 集 積 し て 行 わ れ る ． し か

し な が ら ， サ ツ マ イ モ ， サ ト ウ キ ビ ， キ ク ， イ チ ゴ な ど ゲ ノ ム サ イ

ズ が 大 き な 高 次 倍 数 性 で 栄 養 繁 殖 性 の 作 物 の 場 合 ， 遺 伝 特 性 を 集 積

し ， 優 秀 な 品 種 を 育 成 す る た め に は ， 多 数 の 交 配 後 代 か ら 選 抜 を 繰

り 返 す こ と は も ち ろ ん ， 後 代 検 定 に よ る 交 配 組 合 せ 能 力 や ヘ テ ロ シ

ス の 利 用 を 図 り ， 長 期 間 に わ た る 選 抜 ・ 育 成 に よ る 品 種 改 良 が 必 要

と な る ． 実 際 ， サ ト ウ キ ビ の 場 合 毎 年 数 万 の 実 生 個 体 か ら 選 抜 す る

育 種 プ ロ グ ラ ム が 実 施 さ れ て お り （ 杉 本 ， 2 0 0 7） ， 高 次 倍 数 性 の 栄

養 繁 殖 作 物 に お け る 品 種 改 良 の 特 徴 と し て 報 告 し て い る （ 杉 本 ，

2 0 0 7） ． こ の よ う な 高 次 倍 数 性 栄 養 繁 殖 作 物 を 含 め て ， 交 配 に よ ら

な い 品 種 改 良 の 手 法 と し て ， 遺 伝 子 組 み 換 え や 突 然 変 異 育 種 が あ げ

ら れ る ． こ れ ら は ， 基 本 的 な 表 現 形 質 や 品 種 特 性 を 維 持 し た ま ま ，

新 た な 特 性 を 付 加 で き る 点 で 極 め て 有 用 な 育 種 手 段 と い え る ． そ の

た め ， 遺 伝 子 組 み 換 え 作 物 の 利 用 は 急 速 に 拡 大 し て お り ， J a me s  

（ 2 0 1 1） の 報 告 に よ る と ， 2 0 1 0 年 現 在 ， 世 界 の 作 物 栽 培 総 面 積 1 5

億 h a の 1 0%  に あ た る 1 億 4 , 8 0 0 万 h a に 達 し て い る ．と こ ろ が ，日

本 で は 遺 伝 子 組 み 換 え 作 物 に 対 す る 一 般 市 民 に お け る 社 会 的 な 許 容

評 価（ PA :  P u b l i c  A c c e p t a n c e）が 極 め て 厳 し く ，実 用 品 種 と し て 環 境

や 人 体 に 対 す る 安 全 性 の 評 価 を 終 え た も の で あ っ て も ， 日 本 で 遺 伝

子 組 み 換 え 作 物 の 経 済 栽 培 は ，2 0 1 0 年 段 階 に お い て も 実 施 さ れ て い

な い（ J a me s ,  2 0 11 )．こ の よ う に ，多 額 の 投 資 に よ り 遺 伝 子 組 み 換 え

に よ る 品 種 改 良 や 安 全 性 評 価 を 行 っ て も ， 国 内 で は 実 用 品 種 と し て

の 利 用 が 期 待 で き な い こ と か ら ， こ れ に 代 わ る 育 種 法 と し て 変 異 誘

発 に よ る 品 種 改 良 の 検 討 を 開 始 し た 。  
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 本 章 で は ， 栄 養 繁 殖 作 物 の 交 配 に よ ら な い 突 然 変 異 を 利 用 し た 育

種 法 と し て ， イ オ ン ビ ー ム を 用 い た 手 法 の 検 討 を 行 っ た ． 対 象 作 物

と し て 輪 ギ ク を 用 い ， 組 織 培 養 技 術 の 改 善 ， 個 体 選 抜 技 術 ， 有 用 変

異 選 抜 技 術 ， お よ び 再 照 射 に よ る 再 改 良 等 を 検 討 し ， 輪 ギ ク 実 用 品

種 の 育 成 を 通 し て ， イ オ ン ビ ー ム 育 種 の 確 立 を 検 討 し た ．  
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第 １節  組 織 培 養 を 用 い た キ クの 変 異 誘 発 と 個 体 選 抜 技 術 の確 立  

 

 キ ク ［ C h r y s a n t h e m u m  x  m o r i f o l i u m  R a ma t . （ D e n d r a n t h e m a  x  

g r a n d i f l o r u m  K i t a m u r a） ］ は ， 世 界 的 に も 重 要 な 花 き 品 目 で あ り ，

我 が 国 の 花 き 生 産 の 3 割 を 占 め る ． 鹿 児 島 県 に お い て も ， キ ク 類 は

切 り 花 生 産 の 半 分 に あ た る 5 5 億 円 の 農 業 産 出 額 を あ げ る 基 幹 品 目

で あ る （ 鹿 児 島 県 農 政 部 ,  2 0 1 2） ． 一 般 に ， 花 き 類 は 新 奇 性 の あ る

品 種 が 好 ま れ る こ と か ら ， ス プ レ ー ギ ク 品 種 に つ い て は ， 出 荷 時 期

に 対 応 し た 花 色 ・ 花 形 ・ 草 姿 の 異 な る 2 , 0 0 0 種 以 上 の 品 種 が 育 成 さ

れ て い る ． し か し ， キ ク 類 で 最 も 多 く 生 産 さ れ て い る 白 や 黄 色 の 輪

ギ ク は ， 主 に 業 務 用 や 葬 儀 用 と し て 用 い ら れ る こ と か ら ， 同 色 で も

色 あ い や 形 を 揃 え る 必 要 が あ る ． そ の た め ， 生 産 さ れ る 品 種 は 限 ら

れ て お り ， 1 9 9 0 年 代 ま で 白 の 秋 輪 ギ ク は ‘秀 芳 の 力 ’の 単 一 品 種 で の

独 占 状 態 が 続 い て い た ．一 方 ，主 に 1 0～ 5 月 に 出 荷 す る 秋 輪 ギ ク ‘神

馬 ’は ， 純 白 で 花 形 や 草 姿 が 良 く 生 育 特 性 に 優 れ る こ と か ら ， 2 0 0 0

年 以 降 は 3 0 年 来 主 力 品 種 で あ っ た ‘秀 芳 の 力 ’を 凌 駕 し ，生 産 量 で 全

国 一 の 品 種 と な っ て い る （ 永 吉 ,  2 0 0 3）． 本 節 で は ， ‘神 馬 ’を 中 心 に

イ オ ン ビ ー ム を 用 い た 人 為 的 な 突 然 変 異 誘 発 と 変 異 個 体 の 育 成 ・ 選

抜 技 術 に つ い て 検 討 し た ．  

材 料 お よ び方 法  

１  供 試 品 種 お よび材 料 の 調 整  

Ta b l e  3 -1 -2 で 示 す と お り ，対 照 品 種 と し て 用 い た‘ 神 馬 ’の 他 1 3

品 種 を 供 試 し ， 植 物 体 再 生 系 お よ び 供 試 部 位 の 検 討 を 行 っ た 。 切 り

花 用 に 栽 培 さ れ た 各 品 種 の 花 弁 （ 舌 状 花 ） ま た は 葉 身 部 を ， 7 0 %エ

タ ノ ー ル で 表 面 殺 菌 後 ，有 効 塩 素 濃 度 1 . 0 %の 次 亜 塩 素 酸 ナ ト リ ウ ム

水 溶 液 中 で 1 5 分 間 滅 菌 し ，滅 菌 水 で ３ 回 洗 浄 後 ，2×4  m m の 切 片 に

調 整 し ， 培 地 に 置 床 し た ．  

変 異 誘 発 等 に 供 試 す る 場 合 は ， 各 品 種 の 生 長 点 を 0 . 5  m m 以 下 で
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無 菌 的 に 摘 出 し ，  0 . 0 1  m g･L - 1  N A A（ n a p h t h y l a c e t i c  a c i d） ,  0 . 0 5  m g･

L - 1  B A P（ 6 - b e n z y l a mi n o p u r i n e） ,  3 %  シ ョ 糖 お よ び  0 . 3 %  ジ ェ ラ ン

ガ ム（ 和 光 純 薬 ）を 添 加 し ，p H  5 . 8 に 調 整 し た M S 培 地（ M u r a s h i g e・

S k o o g ,  1 9 6 2）（ 以 下 ， 茎 頂 培 養 培 地 ） に 置 床 し ， 無 菌 植 物 を 育 成 し

て 葉 身 部 を そ の 後 の 試 験 に 供 試 し た ．  

２  植 物 体 再 生 系 お よ び 培 養 方 法  

不 定 芽 経 由 の 再 生 系 に つ い て は ， M S 基 本 培 地 に オ ー キ シ ン と し

て 0 . 1～ 0 . 5  m g･L - 1  N A A ま た は 1 . 0～ 5 . 0  m g･L - 1  I A A（ i n d o l e  a c e t i c  

a c i d）を ，サ イ ト カ イ ニ ン と し て 0 . 1～ 2 . 0  m g･L - 1  B A P を 添 加 し ，3 %  

シ ョ 糖 を 加 え ,  p H  5 . 8 に 調 整 後 ， 0 . 3 %  ジ ェ ラ ン ガ ム で 固 化 し 不 定 芽

誘 導 培 地 と し て 用 い た ． い ず れ の 培 地 も 1 2 1℃ ,  1 5 分 間 の オ ー ト ク

レ ー ブ に よ り 加 圧 滅 菌 し た ． な お ， I A A 添 加 培 地 の 場 合 ， 濾 過 滅 菌

し た IA A を オ ー ト ク レ ー ブ 後 の 培 地 に 加 え て 攪 拌 後 ， 直 径 9  c m の

滅 菌 シ ャ ー レ に 2 5  ml ず つ 分 注 し た ．  

調 整 し た 外 植 体 は ， 不 定 芽 再 生 効 率 の 安 定 化 の た め ， 置 床 す る 際

は 葉 の 背 胚 軸 面 を 上 向 き に 統 一 し ， 1 シ ャ ー レ あ た り 2 0 切 片 （ 4 列

×5 切 片 ） ず つ 不 定 芽 誘 導 培 地 に 置 床 し ， 2 5℃ ， 1 6 時 間 日 長 ， 白 色

蛍 光 灯 下 （ 3 5 mo l ･m - 2 ･ s - 1 ） で 培 養 し た ． ま た ， 各 区 と も 少 な く と

も 4 枚 の シ ャ ー レ を 用 い ， 4 反 復 と し た ．  

不 定 芽 誘 導 培 地 に 置 床 し て 1 か 月 後 ， 葉 切 片 上 に 多 芽 状 に 形 成 し

た 不 定 芽 を 茎 頂 培 養 と 同 組 成 の 不 定 芽 生 育 培 地 （ M S 培 地 ;  0 . 0 1  m g･

L - 1  N A A ,  0 . 0 5  m g･L - 1  B A P,  3 %  シ ョ 糖 ,  0 . 3 %  ジ ェ ラ ン ガ ム ;  p H  5 . 8）

に 移 植 し た ．1 か 月 後 ，生 長 し た 外 植 片 を 含 む 不 定 芽 を 4～ 5 分 割 し ，

不 定 芽 の 伸 長 を 促 す た め M S ホ ル モ ン フ リ ー 培 地 5 0  m l を 分 注 し た

ガ ラ ス 製 5 0 0  ml 培 養 容 器 に そ れ ぞ れ 1 0 切 片 程 度 を 置 床 し た ．  

多 芽 体 誘 導 に つ い て は ， 2  m g･L - 1  B A P お よ び 3 %  シ ョ 糖 を 含 む

M S 液 体 培 地 に 無 菌 植 物 か ら 摘 出 し た 茎 頂 部 位 を 入 れ て ， 液 体 振 盪

培 養 を 行 っ た ． 1 か 月 後 ， 5  ×  5  m m 程 度 の 大 き さ に 分 割 し ， 同 じ
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培 地 に 継 代 培 養 す る こ と に よ り ， 多 芽 体 を 誘 導 し た ． 多 芽 体 は ， ホ

ル モ ン フ リ ー 固 形 培 地 に 移 植 す る こ と に よ り 複 数 の 植 物 体 を 再 生 し

た ．  

３  乾 燥 処 理 に よ る水 浸 状 化 回 避  

再 生 個 体 の 水 浸 状 化 を 回 避 す る こ と を 目 的 に ， ホ ル モ ン フ リ ー 培

地 に 移 植 す る 前 に 乾 燥 処 理 を 行 っ た ． 多 芽 体 の 場 合 ， 液 体 培 地 か ら

取 り 出 し ，ク リ ー ン ベ ン チ 内 の 滅 菌 濾 紙 上 で 2 0～ 3 0 分 間 通 風 乾 燥 し ，

水 分 減 少 程 度 を 計 測 し た ． そ の 後 ， ホ ル モ ン フ リ ー 固 形 培 地 に 移 植

し て 植 物 体 の 再 生 を 行 い ，再 生 個 体 の 外 観 か ら 水 浸 状 化 を 判 定 し た ．

葉 片 由 来 の 不 定 芽 に つ い て も 同 様 に ， 外 植 片 が 着 い た 状 態 の 不 定 芽

を 4～ 5 分 割 し ， 滅 菌 濾 紙 上 に 並 べ ， ク リ ー ン ベ ン チ 内 で 2 0 分 間 の

通 風 乾 後 ， ホ ル モ ン フ リ ー 固 形 培 地 に 移 植 し た ．  

４  順 化 と 育 苗  

不 定 芽 を ホ ル モ ン フ リ ー 培 地 に 移 植 し た 1 か 月 後 に ， 草 丈 5～ 1 0  

c m に 伸 長 し た 再 生 個 体 を 長 さ 5  c m の シ ュ ー ト に 調 整 し た ． 殺 菌 剤

（ テ ト ラ ク ロ ロ イ ソ フ タ ロ ニ ト リ ル 懸 濁 液 剤 ） と 発 根 剤 （ イ ン ド ー

ル 酪 酸 液 剤 ）を 含 む 薬 液 に シ ュ ー ト を 2 分 間 浸 漬 し ，順 化 に 用 い た ．

な お ， 各 薬 剤 の 濃 度 は 製 品 の 記 載 に 従 っ て 調 整 し た ．  

バ ー ミ キ ュ ラ イ ト （ 2 S ,  旭 工 業 ） に 水 を 加 え ， 育 苗 箱 （ 5 0× 3 6×

1 0  c m）に 敷 き 詰 め ，よ く ほ ぐ し た も の を 順 化・発 根 床 と し て 用 い た ．

こ こ に 上 記 の シ ュ ー ト を 1 5 0～ 2 5 0 本 程 度 挿 し ， ポ リ 袋 で 密 閉 し て

2 5℃ ， 1 6 時 間 照 明 の 恒 温 室 で 発 根 を 促 し ， 7～ 1 0 日 後 ， 採 苗 用 の 移

植 苗 と し た ． こ れ ら は ， 土 床 の 育 苗 施 設 に 移 植 後 ， 1 か 月 間 で 一 般

栽 培 に 利 用 す る 挿 し 穂 と 同 程 度 の 大 き さ に 生 長 し た ． 定 植 時 の 苗 の

均 一 性 を 高 め る た め ，育 苗 圃 で 生 長 し た 苗 の 上 部 5  c m を 採 穂 し ，発

根 処 理 後 ， 切 り 花 生 産 圃 場 に 定 植 し た ． 変 異 誘 発 当 代 を 展 開 す る 試

験 規 模 は ，作 型 ご と に 3 , 0 0 0～ 4 , 0 0 0 個 体 と し ， 11～ 1 2 月 開 花 と 3～

4 月 開 花 の 2 作 型 の 試 験 を 実 施 し た ．   
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５  変 異 誘 発 処 理  

照 射 材 料 は ，無 菌 植 物 の 葉 切 片 を 2×4  m m の 大 き さ に 調 整 し ，6  c m

径 シ ャ ー レ の 不 定 芽 誘 導 培 地 上 に ， 葉 の 背 胚 軸 面 を 上 向 き に 統 一 し

て 4 0 切 片 置 床 し た ．ま た ，シ ャ ー レ の 上 部 は ，滅 菌 し た カ プ ト ン フ

ィ ル ム （ 東 レ ・ デ ュ ポ ン ） を 張 り ， パ ラ フ ィ ル ム で 密 封 し て 次 に 示

す 照 射 処 理 を 行 っ た ． な お ， イ オ ン ビ ー ム 照 射 は ， 材 料 を 調 整 後 施

設 に 搬 送 す る 期 間 を 要 す る こ と か ら ， 変 異 誘 発 処 理 は 葉 片 の 培 養 開

始 後 3～ 5 日 目 に 行 っ た ．  

イ オ ン ビ ー ム は ， 独 立 行 政 法 人 日 本 原 子 力 研 究 開 発 機 構 高 崎 量 子

応 用 研 究 所 の イ オ ン 照 射 研 究 施 設（ T I A R A）に 設 置 さ れ た AV F サ イ

ク ロ ト ロ ン 加 速 器 に よ り 照 射 し た ． ま た ， イ オ ン ビ ー ム は ， 総 エ ネ

ル ギ ー 2 2 0  M e V ま た は 3 2 0  M e V の 炭 素 イ オ ン ビ ー ム を 0 . 5～ 5  G y の

線 量（ 試 料 の 厚 み を 0 . 5  m m と し て 線 量 調 整 ）で ，5 0  M e V ま た は 1 0 0  

M e V の ヘ リ ウ ム イ オ ン ビ ー ム を 1～ 1 0  G y の 線 量 で 照 射 し た ． 軟 X

線 は T R S -1 0 0 C X（ S O F R O N 製 ） を 用 い て ， 線 量 率 3 . 6  G y･h - 1 に よ り

1～ 2 0  G y の 線 量 を 照 射 し た ．各 線 量 区 は 少 な く と も 2 枚 の シ ャ ー レ

を 反 復 と し て 用 い た ．  

照 射 後 の 葉 切 片 は ， 照 射 時 と 同 様 に 背 胚 軸 面 を 上 向 き に し て 1 シ

ャ ー レ あ た り 2 0 切 片（ 4 列 ×5 切 片 ）ず つ 9  c m シ ャ ー レ の 新 し い 不

定 芽 誘 導 培 地 に 置 床 し ，2 5℃ ，1 6 時 間 日 長 ，白 色 蛍 光 灯 下（ 3 5  μmo l･

m - 2･ s - 1） で 培 養 し た ． ま た ， 各 処 理 は 少 な く と も 4 枚 の シ ャ ー レ を

反 復 と し て 用 い た ．  

６  再 生 個 体 の 栽 培 方 法 と選 抜  

切 り 花 生 産 圃 場 に 定 植 し た 苗 は ，11～ 1 2 月 開 花 の 作 型 で は ，無 加

温 の ハ ウ ス 内 で 1 6 時 間 日 長 に な る よ う に 暗 期 光 中 断 に よ る 電 照 抑

制 栽 培 と し ，一 般 の 栽 培 管 理 を 行 っ た ．3～ 4  月 開 花 の 作 型 で は ，電

照 抑 制 期 間 を 最 低 温 度 1 5℃ で ，消 灯（ 電 照 抑 制 を 終 了 し ，長 日 か ら

短 日 条 件 に 替 わ っ た 時 点 ）後 は 最 低 温 度 1 8℃ で 加 温 管 理 し た ．開 花
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時 に 葉 腋 の 摘 芽 数 か ら 無 側 枝 性 を 判 定 し ， 消 灯 後 の 開 花 週 数 ， 満 開

時 の 舌 状 花 弁 数 お よ び 葉 形 等 の 形 態 特 性 を 調 査 し ， 優 良 個 体 の 選 抜

を 行 っ た ．  

結 果 お よ び考 察  

１  植 物 体 の 再 生  

独 立 行 政 法 人 日 本 原 子 力 機 構 高 崎 研 究 所 の 加 速 器 で あ る AV F サ

イ ク ロ ト ロ ン に よ る イ オ ン ビ ー ム 照 射 で は ， 炭 素 イ オ ン は 到 達 深 度

が 限 定 さ れ ， 厚 み の あ る サ ン プ ル で は 細 胞 層 に よ っ て イ オ ン 粒 子 が

到 達 し な い 層 や 細 胞 の 死 滅 す る 層 が 生 じ る （ Ta n a k a ,  1 9 9 9）． そ の た

め ， 変 異 誘 発 材 料 と し て は 厚 み が な く 一 定 し て い る 葉 身 と 花 弁 に 限

定 し ， 植 物 体 再 生 の 培 地 条 件 を 検 討 し た ． ま た ， カ ル ス 経 由 の 再 生

植 物 の 場 合 ， 培 養 中 の 変 異 を 内 在 し や す い こ と ， 同 一 変 異 細 胞 由 来

の 再 生 個 体 が 複 数 得 ら れ る 可 能 性 が 高 い こ と ， 植 物 体 再 生 に 時 間 が

か か る こ と お よ び 植 物 体 再 生 が 不 安 定 で あ る こ と （ 大 澤 ， 1 9 8 8） な

ど の 問 題 が あ る こ と か ら ， 不 定 芽 に よ る 再 生 系 を 中 心 に 培 養 条 件 を

検 討 し た ．  

 切 り 花 用 に 栽 培 さ れ た ‘ 神 馬 ’ の 花 弁 お よ び 葉 身 部 を ， 濃 度 の 異

な る N A A ま た は I A A と B A P を 組 み 合 わ せ た 不 定 芽 誘 導 培 地 に 置 床

し ， 1 か 月 後 に 不 定 芽 形 成 数 を 調 査 し た ．そ の 結 果 ，  5  m g･L - 1  I A A ,  

1  m g･L - 1  B A P を 含 む 不 定 芽 誘 導 培 地 で ，葉 片 は 9 8 %の 最 も 高 い 不 定

芽 再 生 率 を 示 し ，各 葉 片 あ た り 1 6 個 の 不 定 芽 を 形 成 し た 結 果 ，1 枚

の シ ャ ー レ か ら 安 定 し て 3 0 0 ～ 4 0 0 個 体 の 再 生 植 物 が 得 ら れ た

（ Ta b l e  3 -1 - 1）． 一 方 ， 花 弁 は ， 1  m g･L - 1  I A A +  0 . 5  m g･L - 1  B A P お よ

び 5  m g･L - 1  I A A +  1  m g･L - 1  B A P の 不 定 芽 誘 導 培 地 で ， 最 も 高 い 6 0 %

程 度 の 再 生 率 ，切 片 あ た り 約 1 0 個 の 不 定 芽 か ら 成 り ，シ ャ ー レ あ た

り 1 2 0 個 体 ほ ど の 植 物 体 が 得 ら れ た （ Ta b l e  3 -1 -1）．  

 同 様 に‘ 神 馬 ’を 含 む 1 4 品 種 に つ い て ，植 物 ホ ル モ ン 濃 度 と 組 合

せ の 異 な る 8 種 類 の 不 定 芽 誘 導 培 地 で 不 定 芽 に よ る 再 生 効 率 を 検 証
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し た ． そ の 結 果 ， そ れ ぞ れ 最 適 濃 度 の 組 合 せ で 不 定 芽 再 生 率 は ， 3

～ 1 0 0 %と 品 種 に よ り 大 き く 異 な り ，そ れ に 伴 い 再 生 効 率 に つ い て も

品 種 間 差 が 認 め ら れ た（ Ta b l e  3 -1 -2）．不 定 芽 再 生 率 の 低 か っ た ス プ

レ ー ギ ク 3 品 種（‘ エ リ ア ス ’，‘ ロ ア ー ル ’，‘ サ ザ ン チ ェ リ ー ’）は ，

開 花 期 を 日 長 制 御 可 能 な 6～ 9 月 開 花 の 夏 秋 タ イ プ で あ る ．同 じ 夏 秋

タ イ プ の 輪 ギ ク 品 種（‘ フ ロ ー ラ ル 優 香 ’以 下 5 品 種 ）や 夏 秋 小 ギ ク

品 種 （‘ 鹿 夏 の お り ひ め ’，‘ 鹿 夏 の ひ こ ぼ し ’） で は 高 い 再 生 効 率 を

示 し た こ と か ら ， 夏 秋 タ イ プ の 日 長 反 応 性 と 不 定 芽 再 生 能 が 連 鎖 し

て い る わ け で は な い ． た だ し ， こ れ ま で の 試 験 の 中 で ， 夏 秋 ス プ レ

ー ギ ク 品 種 群 に お け る 不 定 芽 再 生 率 は い ず れ も 低 か っ た （ デ ー タ 省

略 ）．こ れ は ，夏 秋 ス プ レ ー ギ ク の 交 配 親 と な る 品 種 や 系 統 が 限 定 さ

れ ， こ れ ら の 品 種 群 に お け る 遺 伝 的 な 背 景 が 限 定 さ れ て い る こ と に

起 因 す る も の と 考 え ら れ た ．  

 従 来 か ら キ ク 茎 葉 か ら の 再 分 化 能 に 品 種 間 差 が あ る こ と は 数 多 く

の 報 告 が あ り （ D e  J o n g  ら ,  1 9 9 3 ;  K a u l  ら ,  1 9 9 0 ;  深 井 ら ,  1 9 8 7 ;  

L e d g e r  ら ,  1 9 9 1 ;  宮 崎 ら ,  1 9 7 6 ;  R e n o u  ら ,  1 9 9 3 ;  柴 田 ら ,  1 9 9 2 ;  高 津

ら ,  1 9 9 8 ;  U r b a n  ら ,  1 9 9 4），ホ ル モ ン バ ラ ン ス や 外 植 体 と し て 用 い る

組 織 の 部 位 に よ り 再 分 化 能 の 高 い 品 種 や 条 件 を ス ク リ ー ニ ン グ し ，

形 質 転 換 系 に 用 い て い る ． そ の 中 で も 高 津 ら （ 1 9 9 8） は ， 植 物 体 再

生 に 要 す る 日 数 の 短 縮 と 培 養 中 の 変 異 を 考 慮 し ， カ ル ス を 経 由 し な

い 外 植 片 か ら の 不 定 芽 再 生 系 を 用 い て い る ． 一 方 ， S h i n o y a m a ら  

（ 2 0 0 2） は ， カ ル ス 経 由 の 再 分 化 系 を 用 い る こ と に よ り ， よ り 広 範

な 品 種 に 対 す る 安 定 し た 形 質 転 換 系 の 開 発 に 成 功 し て い る ．  

 本 試 験 に お い て ， 対 象 と す る 品 種 の 再 生 系 に 関 わ る 培 養 部 位 や 培

地 の ス ク リ ー ニ ン グ は 切 り 花 の 花 弁 や 葉 身 を 材 料 に 用 い た ． 一 方 ，

照 射 材 料 に は ， コ ン タ ミ や 利 用 時 期 の 問 題 が な い 無 菌 植 物 の 葉 身 を

主 に 用 い た ． 無 菌 植 物 の 準 備 が 整 う 6 か 月 間 に 培 地 の ス ク リ ー ニ ン

グ を 行 っ た た め ， 材 料 の 準 備 が 整 い 次 第 ， 最 良 の 再 生 条 件 で 照 射 実
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験 を 行 う こ と が で き た ． た だ し ， 夏 秋 ス プ レ ー ギ ク の よ う な 植 物 体

再 生 効 率 が 低 い 品 種 に つ い て は ， 外 植 体 と す る 組 織 の 選 択 ， 光 条 件

や 温 度 等 の 培 養 環 境 の 検 討 の 他 ， カ ル ス 経 由 に よ る 再 分 化 系 の 確 立

を 併 せ て 行 い ， 再 生 効 率 の 向 上 を 図 る 必 要 が あ る ．  

２  順 化 と 育 苗  

 第 2 章 で 述 べ た よ う に ， 組 織 培 養 に お け る 植 物 体 再 生 に お い て ，

水 浸 状 化 は 培 養 植 物 の 順 化 や 生 育 の 障 害 と な り ， 再 生 効 率 低 下 の 原

因 と な る （ B o t t c h e r ら ,  1 9 8 8 ;  P h a n・ L e To u z e ,  1 9 8 3 ;  S a t o ら ,  1 9 9 3 ;  

S h e t t y ら ,  1 9 9 5 ;  Z i m m e r ma n・ C o b b ,  1 9 8 9） .  こ れ に 対 し て ， 様 々 な

対 策 が 図 ら れ て い る が ，培 養 湿 度 の 低 減（ B o t t c h e r ら ,  1 9 8 8）等 を 参

考 に ， 乾 燥 ス ト レ ス の 付 与 に よ る 水 浸 状 化 の 回 避 効 果 を 検 討 し た ．  

 茎 頂 部 位 を 2  m g ･L - 1  B A P を 含 む M S 液 体 培 地 に よ る 振 盪 培 養 で 継

代 培 養 す る こ と に よ り ， 茎 葉 が 伸 長 し な い 多 芽 体 と し て 維 持 ・ 継 代

す る こ と が 可 能 で あ っ た ． し か し ， こ の 多 芽 体 を ホ ル モ ン フ リ ー 固

形 培 地 に 移 植 し た と こ ろ ，再 生 個 体 は 全 て 水 浸 状 と な っ た ．そ こ で ，

こ の 現 象 を 回 避 す る た め に 液 体 培 地 中 の 多 芽 体 を 取 り 出 し ， ク リ ー

ン ベ ン チ 内 の 滅 菌 濾 紙 上 で 2 0～ 3 0 分 間 通 風 乾 燥 し ，ホ ル モ ン フ リ ー

固 形 培 地 で 植 物 体 の 再 生 を 行 っ た ．多 芽 体 の 水 分 含 量 は ，2 0 分 の 乾

燥 処 理 に よ り 3 %程 度 ， 3 0 分 間 で 5 %程 度 減 少 し た （ Ta b l e  3 - 1 -3）．

ホ ル モ ン フ リ ー 培 地 に 移 植 し て 1 か 月 後 ， 多 芽 体 の 一 部 に 枯 死 す る

部 位 が 認 め ら れ た が ，2 0 分 間 乾 燥 処 理 区 は ，再 生 個 体 の 8 0 %程 度 が

水 浸 状 化 を 回 避 し 正 常 に 生 育 し た（ Ta b l e  3 -1 - 3）．ま た ，本 実 験 で は

秋 輪 ギ ク ‘ 秀 芳 の 力 ’ お よ び 寒 小 ギ ク ‘ 南 州 の 舞 ’ を 供 試 し た ． 両

品 種 の 乾 燥 処 理 に お け る 水 浸 状 化 回 避 効 果 は 共 通 し て お り ， 品 種 間

差 が 少 な い も の と 推 察 さ れ た ． そ こ で ， こ の 手 法 を 用 い ， 不 定 芽 再

生 の 際 ，不 定 芽 生 育 培 地 か ら ホ ル モ ン フ リ ー 培 地 へ 移 植 す る 段 階 で ，

同 様 の 乾 燥 処 理 を 行 っ た と こ ろ ， 水 浸 状 化 し た 再 生 個 体 は 皆 無 と な

り ， 安 定 し た 順 化 作 業 が 可 能 と な っ た ．  
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一 般 に 培 養 植 物 の 順 化 は ， 培 地 中 で 発 根 し た 根 を 傷 め な い よ う に

丁 寧 に 取 り 出 し ， 鉢 上 げ し て 保 湿 す る ． し か し ， こ の 方 法 で は 作 業

の 繁 雑 さ 等 か ら 一 度 に 順 化 で き る 数 に 限 度 が あ る こ と ， 培 養 容 器 中

の 発 根 苗 で は 新 根 の 発 生 が 遅 く ， 根 量 も 少 な い た め ， 生 育 の 不 揃 い

が 出 や す い こ と な ど 問 題 も 多 い ． ま た ， 培 養 物 は 一 般 栽 培 の 挿 し 穂

と 比 較 し て 小 さ く 軟 弱 な た め ，保 湿 や 遮 光 に よ る 順 化 を 必 要 と す る ．

そ こ で ， 通 常 の 栄 養 繁 殖 と 同 様 ， 挿 し 穂 を 苗 箱 に 挿 し 芽 し ， 順 化 と

挿 し 芽 を 兼 ね た 方 法 に よ り 発 根 苗 を 得 る こ と を 検 討 し た ． 培 養 容 器

内 の シ ュ ー ト を 長 さ 3～ 5  c m に 切 り そ ろ え ，発 根 剤（ オ キ シ ベ ロ ン ，

2 0 0 倍 液 ,  イ ン ド ー ル 酪 酸 液 剤 ,  バ イ エ ル ク ロ ッ プ サ イ エ ン ス ）と 殺

菌 剤（ ダ コ ニ ー ル 1 0 0 0，1 0 0 0 倍 液 ,  テ ト ラ ク ロ ロ イ ソ フ タ ロ ニ ト リ

ル 懸 濁 液 剤 ,  く み あ い 化 学 工 業 ） を 混 用 し た 薬 液 に シ ュ ー ト を 2 分

間 浸 漬 後 ， 後 述 の 水 分 調 整 を 行 っ た バ ー ミ キ ュ ラ イ ト を 敷 き 詰 め た

苗 箱 に 挿 し ，ポ リ 袋 で 密 閉 し て 保 湿 し た ．密 閉 挿 し し た 苗 箱 は ，2 5℃ ，

1 6 時 間 照 明 （ 3 5 m o l･m - 2･ s - 1） の 順 化 室 に 置 き ， 3 日 後 に 霧 吹 き で

水 分 の 補 給 を 行 っ た ． そ の 結 果 ， 挿 し 芽 を 行 っ た シ ュ ー ト は 全 て 発

根 苗 と な り ， 一 般 栽 培 で 用 い る 土 の 採 苗 圃 に 植 え 付 け が 可 能 と な っ

た（ F i g .  3 - 1 - 1）．な お ，前 述 の 植 物 体 再 生 の 際 の 乾 燥 処 理 を 行 わ な

い 場 合 ， 水 浸 状 化 し た シ ュ ー ト が 数 %含 ま れ る ． こ れ ら は こ の 方 法

で ， 雑 菌 汚 染 に よ る 腐 敗 は な い も の の ， 発 根 し な い こ と か ら 採 苗 圃

に 移 植 後 全 て 枯 死 し た ． し か し ， 乾 燥 処 理 に よ り 水 浸 状 化 し た シ ュ

ー ト は 生 じ な い た め ， 全 て の 再 生 個 体 を 容 易 に 順 化 し 発 根 苗 と す る

こ と が で き ， 本 試 験 で 開 発 し た 方 法 が 採 苗 圃 用 の 苗 と し て 有 効 で あ

る こ と が 明 ら か と な っ た ．  

ま た ， 本 実 験 で 開 発 し た 密 閉 挿 し を 行 う 際 の バ ー ミ キ ュ ラ イ ト の

含 水 率 は 重 要 で ， 過 湿 で は 発 根 前 に 腐 敗 し ， 水 分 が 不 足 す る と 順 化

率 は 5 0 %以 下 に 低 下 し た （ デ ー タ 省 略 ） ． そ こ で ， バ ー ミ キ ュ ラ イ

ト の 水 分 調 整 量 を 検 討 し た ． そ の 結 果 ， 水 分 飽 和 状 態 ま で 給 水 さ せ



- 82 - 

た 場 合 ， 乾 物 重 量 の 2 . 6～ 3 . 7 倍 の 水 分 を 吸 収 し た （ T a b l e  3 -1 - 4） ．

新 し い バ ー ミ キ ュ ラ イ ト は 水 分 を ほ と ん ど 含 ま な い た め ， バ ー ミ キ

ュ ラ イ ト 重 量 の 約 2 倍 量 の 水 を 加 え る こ と で ， 適 湿 状 態 に 調 整 で き

た （ T a b l e  3 -1 - 4） ． こ れ に 対 し て ， 再 利 用 す る 場 合 は ， 乾 物 バ ー ミ

キ ュ ラ イ ト 重 量 と 同 程 度 の 水 分 を 含 ん で い る こ と か ら ， 再 利 用 す る

バ ー ミ キ ュ ラ イ ト 重 量 の 8～ 1 0 %の 水 を 追 加 す る こ と に よ り ， 適 度

な 水 分 状 態 の 調 整 が 可 能 で あ っ た （ T a b l e  3 -1 -4） ．  

次 に ， 得 ら れ た 発 根 苗 を 土 の 採 苗 圃 に 植 え 付 け た ． 十 分 に 発 根 し

た 苗 は 通 常 の 採 苗 圃 に お け る 管 理 で 活 着 し ， 枯 死 す る 個 体 は 1 , 0 0 0

本 中 3～ 4 本 で あ り ，活 着 率 は 9 9 . 7 %と 安 定 し て い た（ デ ー タ 省 略 ）．

植 え 付 け 時 ，茎 の 直 径 が 2  m m 程 度 の 発 根 苗 は ，1 か 月 間 の 育 苗 で 茎

の 太 さ が 一 般 栽 培 に 利 用 す る 挿 し 穂 と 同 程 度 の 4～ 5  m m に 生 長 し た ．

そ こ で ，そ の 先 端 部 の 5  c m を 採 穂 し ，圃 場 定 植 用 の 苗 と し て 用 い た

（ F i g .  3 - 1 -1）．こ の よ う に 採 苗 圃 で 育 苗 し た 挿 し 穂 を 用 い る こ と に

よ り ， 環 境 や 生 育 状 態 に よ る 不 揃 い を 排 除 し ， 変 異 誘 発 当 代 に お い

て 生 育 特 性 に 関 わ る 個 体 選 抜 が 可 能 と な っ た （ F i g .  3 - 1 - 1）．  

３  培 養 部 位 の 選 定  

輪 ギ ク に お い て ， 花 弁 （ 舌 状 花 ） 数 は 花 の 品 質 を 左 右 す る 重 要 な

形 質 で あ る （ 永 吉 ,  2 0 0 3）． そ こ で ， 培 養 変 異 を 確 認 す る た め ， 輪 ギ

ク ‘ 神 馬 ’ を 対 象 品 種 と し て 組 織 培 養 を 行 い ， 部 位 別 に 得 ら れ た 再

生 個 体 に つ い て ，3～ 4 月 開 花 の 作 型 で 開 花 個 体 の 花 弁 数 を 調 査 し た ．

そ の 結 果 ， Ta b l e  3 - 1 -5 に 示 し た よ う に ， 培 養 変 異 が 最 も 少 な い 茎 頂

由 来 個 体 で は ， 平 均 花 弁 数 が 1 6 5 . 0 枚 で ， 1 5 1～ 1 9 0 枚 の 範 囲 に 分 布

し た ． こ れ に 対 し て ， 葉 片 由 来 の 再 生 個 体 は ， 平 均 花 弁 数 が 1 6 2 . 3

枚 で ， 1 0 1～ 2 5 0 枚 の 範 囲 に 広 く 分 布 す る が ， 茎 頂 部 位 と 同 様 の 1 5 1

～ 1 9 0 枚 の 個 体 が 8 9 . 4 %を 占 め た ．ま た ，花 弁 由 来 の 再 生 個 体 で は ，

茎 頂 お よ び 葉 片 由 来 の 再 生 個 体 と 比 べ て ， 平 均 花 弁 数 が 1 3 0 . 8 枚 と

3 0 枚 程 度 少 な く ， 花 弁 数 が 1 9 0 枚 を 上 回 る 個 体 は 存 在 し な か っ た
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（ Ta b l e  3 -1 - 5）．以 上 の こ と か ら ，花 弁 由 来 の 再 生 個 体 で は ，茎 頂 や

葉 片 由 来 と 比 べ 花 弁 数 が 減 少 す る 傾 向 が あ る と 考 え ら れ た ．  

N a g a t o mi ら（ 1 9 9 7）は ，ガ ン マ 線 緩 照 射 に よ る 花 色 の 変 異 セ ク タ

ー か ら 花 弁 培 養 に よ り キ メ ラ を 分 離 し ， 花 色 変 異 個 体 を 得 て お り ，

原 品 種‘ 太 平 ’か ら‘ 南 風 の 輝 ’を 含 む 1 0 品 種 の 花 色 変 異 品 種 を 育

成 し て い る ．ま た ，同 品 種‘ 太 平 ’に 対 す る イ オ ン ビ ー ム 照 射 で は ，

培 養 部 位 と し て 葉 片 よ り 花 弁 を 用 い る こ と で 花 色 変 異 率 が 高 く な る

こ と か ら ，‘ イ オ ン の 光 明 ’ を 含 む 6 品 種 が 育 成 さ れ て い る （ 永 富 ,  

2 0 0 3）．こ の よ う に ，花 色 変 異 を 目 的 と す る 場 合 は ，培 養 部 位 と し て

葉 片 よ り 花 弁 を 利 用 す る 方 が 変 異 率 は 高 い ．し か し ，‘ 神 馬 ’は 白 色

の 輪 ギ ク で あ り ， 花 色 や 花 形 等 の 基 本 特 性 を 維 持 し た 変 異 誘 発 を 目

的 と し て い る ． し た が っ て ， 培 養 部 位 と し て 花 弁 よ り 葉 片 を 利 用 す

る 方 が 品 質 や 形 態 特 性 を 維 持 し た 変 異 誘 発 に 適 す る と 考 え ら れ た ．  

４  イ オ ンビ ーム 照 射 と 線 量 反 応  

‘ 神 馬 ’の 無 菌 植 物 の 葉 片 を 不 定 芽 誘 導 培 地 に 置 床 し て 3～ 5 日 後 ，

こ れ ら を 照 射 材 料 と し て ， 炭 素 イ オ ン （ 2 2 0 M e V・ 1 2 C 5 +， 3 2 0 M e V・

1 2 C 6 +）， ヘ リ ウ ム イ オ ン （ 5 0 M e V・ 4 H e 2 + ,  1 0 0 M e V・ 4 H e 2 +） お よ び 軟

X 線 の 照 射 を 行 っ た ．そ の 結 果 ，軟 X 線 で は 線 量 の 増 加 に 伴 い 不 定

芽 形 成 数 は 直 線 的 に 減 少 し ， 1 0  G y で は 無 照 射 の 5 %以 下 に な っ た ．

こ れ は ， 軟 X 線 が ガ ン マ 線 と 同 様 の 電 離 放 射 線 で あ り ， N a g a t o mi

ら （ 1 9 9 7） が 示 し た ガ ン マ 線 の 線 量 反 応 と 一 致 す る 結 果 で あ っ た ．

そ れ に 対 し て ，イ オ ン ビ ー ム は 線 種 に よ り 線 量 反 応 は 異 な る も の の ，

線 量 の 増 加 に 伴 っ て 緩 や か に 不 定 芽 形 成 数 が 減 少 し ， そ の 後 急 激 に

低 下 し た（ F i g .  3 - 1 - 2）．こ れ は ，イ オ ン ビ ー ム を A r a b i d o p s i s に 照 射

し た 結 果 （ Ta n a k a ら ,  2 0 0 2） と 一 致 す る も の で ， 電 離 放 射 線 よ り エ

ネ ル ギ ー が 高 い イ オ ン ビ ー ム 照 射 の 特 徴 と い え る ．  

５  イ オ ンビ ーム 照 射 に よる 変 異 の 傾 向  
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不 定 芽 数 が 無 照 射 区 の 2 0 %程 度 に 低 下 し た ヘ リ ウ ム イ オ ン （ 1 0 0  

M e V） の 1 0  G y 照 射 区 で は ， 得 ら れ た 再 生 個 体 の 花 径 ， 花 弁 数 ， 舌

状 花 の 形 な ど ， 花 器 形 態 に 関 す る 様 々 な 形 質 で 変 異 が 認 め ら れ た

（ F i g .  3 - 1 - 3）． 一 方 ， 高 L E T（ k e V･ m - 1 :  線 量 エ ネ ル ギ ー ） の 炭 素

イ オ ン（ 2 2 0  M e V， 3 2 0  M e V）照 射 区 で は ，線 量 の 増 加 に 伴 い ，花 弁

数 が 減 少 す る 傾 向（ Ta b l e  3 -1 - 6）や 葉 形 の 異 常 が 増 加 す る 傾 向（ Ta b l e  

3 -1 - 7） が 認 め ら れ る も の の ， そ の 効 果 や 割 合 は 判 然 と し な か っ た ．

こ の 理 由 と し て ，用 い た ヘ リ ウ ム イ オ ン は L E T が 炭 素 イ オ ン よ り 低

い こ と か ら（ Ta n a k a ら ,  2 0 0 2）高 線 量 の 照 射 で 再 生 個 体 が 得 ら れ る ．

そ の 結 果 ， 花 形 ・ 花 容 ， 葉 形 ・ 大 き さ と い っ た 量 的 遺 伝 形 質 に よ り

支 配 さ れ る 形 態 特 性 に つ い て 多 数 の 変 異 を 内 在 し ， 外 観 上 の 形 態 変

異 が 生 じ た と 考 え ら れ る ． こ れ に 対 し て 高 L E T の イ オ ン 種 の 場 合 ，

高 線 量 で は 細 胞 に 対 す る ダ メ ー ジ が 大 き く な る た め ， 再 生 個 体 は 得

ら れ な い ． 一 方 ， 低 線 量 で は D N A の 欠 失 や 置 換 等 の 変 異 を 内 在 す

る も の の ，各 細 胞 に 生 じ る 変 異 の 数 が 限 ら れ る こ と か ら（ S h i k a z o n o  

ら ,  2 0 0 1），元 品 種 の 特 性 を 維 持 し た 変 異 誘 発 が 可 能 に な る も の と 考

え ら れ た ．  

イ オ ン ビ ー ム に よ る 変 異 誘 発 を 行 う に あ た り ， 低 L E T・ 高 線 量 照

射 に よ り 獲 得 変 異 の 可 能 性 を 探 り ，品 種 育 成 の た め に は 高  L E T・低

線 量 に よ り 遺 伝 子 レ ベ ル で の ダ メ ー ジ が 少 な い ， 品 種 本 来 の 特 性 を

維 持 し た 変 異 体 を 獲 得 す る 必 要 性 が 示 唆 さ れ た ． さ ら に ， 本 実 験 で

得 ら れ た 結 果 は ， 従 来 の 線 量 と 比 較 す る と 非 常 に 低 い （ Ta n a k a ら ,  

2 0 0 2 ;  N a g a t o mi ら ,  1 9 9 7）． こ れ は ， 他 の 報 告 が 種 子 や 植 物 体 を 照 射

材 料 と し ，多 く は 静 止 期 の 核 に 照 射 さ れ る の に 対 し て ，本 実 験 で は ，

不 定 芽 誘 導 培 地 に 置 床 後 3～ 5 日 で 細 胞 分 裂 開 始 前 の 活 性 が 上 昇 し

た 段 階 で 照 射 し た ． 従 っ て ， 放 射 線 に 対 す る 感 受 性 が 乾 燥 種 子 や 植

物 体 に 対 す る 照 射 よ り 高 ま り ， 低 線 量 で の 変 異 誘 発 を 可 能 に し て い

る も の と 考 え ら れ た ．  
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６  変 異 誘 発 シ ス テ ム の 構 築  

本 実 験 で は 無 菌 植 物 の 葉 片 培 養 開 始 後 ， 一 般 の 切 り 花 栽 培 と 同 様

の 定 植 苗 を 得 る ま で 約 1 8 週 ，種 苗 を 栽 培 圃 場 に 定 植 後 開 花 す る ま で

1 6～ 1 8 週 で あ っ た ． こ れ に よ り ， F i g .  3 -1 - 1 で 示 す よ う に ， イ オ ン

ビ ー ム に よ る 変 異 誘 発 か ら 変 異 体 の 選 抜 ま で ， お よ そ 8 か 月 で 完 了

す る 変 異 誘 発 シ ス テ ム が 完 成 し た ． こ の シ ス テ ム は ， 栽 培 圃 場 へ 定

植 す る 前 に 育 苗 段 階 を 加 え る こ と で ， 個 体 再 生 時 の 生 育 を 揃 え る こ

と が で き ， 一 般 の 切 り 花 栽 培 と 同 様 の 栽 培 管 理 の 中 で 照 射 当 代 の 選

抜 を 行 う こ と が 可 能 で あ る ． さ ら に ， 植 物 体 再 生 効 率 が 安 定 し て い

る た め ， 開 花 時 期 ご と に 圃 場 規 模 に 応 じ て 逆 算 し ， 照 射 ス ケ ジ ュ ー

ル や 照 射 数 量 を 決 定 す る こ と が で き る ． こ れ に よ り ， 鹿 児 島 県 で は

バ イ オ テ ク ノ ロ ジ 研 究 所 と 農 業 開 発 総 合 セ ン タ ー 花 き 部 と 連 携 す る

こ と で ，作 型 に 応 じ た 3 , 0 0 0～ 4 , 0 0 0 本 規 模 の 選 抜 を 年 間 に 数 回 実 施

す る 品 種 育 成 試 験 が 可 能 と な っ た ．   
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第 ２ 節  無 側 枝 性 お よ び 低 温 開 花 性 等 有 用 変 異 選 抜 技 術 の 開 発  

 

秋 輪 ギ ク ‘ 神 馬 ’ は ， 純 白 で 花 容 ・ 草 姿 ・ 生 育 特 性 に 優 れ る こ と

か ら ， 従 来 か ら の 主 力 品 種 で あ っ た ‘ 秀 芳 の 力 ’ に 替 わ っ て 2 0 0 0

年 に は 生 産 量 で 全 国 一 の 品 種 と な っ た ． し か し ， こ の 品 種 は 側 枝 の

発 生 が 多 く ， 低 温 遭 遇 に よ り 開 花 が 遅 れ る と い っ た 欠 点 も あ り ， 生

産 現 場 か ら 強 く 改 善 が 求 め ら れ て い る （ 永 吉 ,  2 0 0 3）． ま た ， 側 芽 を

摘 み 取 り ， 頂 芽 の 花 蕾 だ け を 残 す 輪 ギ ク 栽 培 で は ， こ の 摘 芽 ・ 摘 蕾

作 業 が 栽 培 管 理 作 業 の 約 1 / 4 を 占 め ， 側 枝 発 生 の 多 い ‘ 神 馬 ’ の 場

合 ， 開 花 時 期 に よ っ て は 1 0  a あ た り 1 2 0 万 個 の 摘 蕾 が 必 要 と な る

（ F i g .  3 - 2 -1 ;  永 吉 ,  2 0 0 3）． そ の た め ， 摘 蕾 数 が 少 な い 「 無 側 枝 性 品

種 」 の 育 成 は ， 輪 ギ ク 最 大 の 育 種 目 標 と い っ て も 過 言 で は な い ． 実

際 ， 夏 秋 輪 ギ ク （ 6～ 9 月 開 花 ） で は ，‘ 岩 の 白 扇 ’，‘ フ ロ ー ラ ル 優

香 ’ お よ び ‘ 精 の 一 世 ’ と い っ た 無 側 枝 性 品 種 が 栽 培 の 主 流 と な っ

て い る （ 永 吉 ,  2 0 11）．  

こ の よ う な キ ク に お け る 無 側 枝 性 は ， O k a m o t o・ S u t o  （ 2 0 0 3） に

よ り 高 温 条 件 下 で 腋 芽 が 消 失 す る こ と に よ り 発 現 す る こ と が 確 認 さ

れ て お り ， こ の 特 性 を 栽 培 面 で 活 用 し ， 夏 秋 輪 ギ ク の 開 花 期 に あ わ

せ た 栽 培 管 理 法 が 検 討 さ れ て い る（ 松 本 ，2 0 0 0）．ま た ，こ れ ら 無 側

枝 性 品 種 や 系 統 を 交 配 親 と し て 用 い た 新 品 種 の 育 成 も 数 多 く 手 が け

ら れ ，‘ 神 馬 ’の 交 配 親 に も 無 側 枝 性 品 種 が 用 い ら れ て い る ．そ の た

め ，‘ 神 馬 ’の 一 般 切 り 花 栽 培 の 中 か ら 無 側 枝 性 の 枝 変 わ り が 発 生 し ，

‘ 旭 神 ’（ 農 林 水 産 省 品 種 登 録 1 2 4 7 6 号 ） お よ び ‘ 吉 良 の 馬 ’（ 農 林

水 産 省 品 種 登 録 1 5 6 6 7 号 ） な ど が 選 抜 ・ 育 成 さ れ て い る ． し か し ，

開 花 時 期 の 遅 れ や 切 り 花 重 の 減 少 な ど 栽 培 特 性 の 劣 化 が 伴 う こ と か

ら ，‘ 神 馬 ’の 代 替 品 種 に は な っ て い な い ．ま た ，定 植 用 の 挿 し 穂 や

母 株 の 育 成 時 期 が 高 温 期 と な り ， 栽 培 時 期 が 低 温 期 に あ た る 秋 輪 ギ

ク で は ， 無 側 枝 性 実 用 品 種 の 育 成 は 難 し く ， む し ろ 鹿 児 島 県 で は 高
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温 期 に 分 枝 し 増 殖 が 可 能 で ， 収 穫 後 の 萌 芽 茎 を 利 用 す る 二 度 切 り 栽

培 適 性 の 高 い ，無 側 枝 性 が 発 現 し に く い 系 統 を 選 抜 し ，‘ 神 馬 ’ 1 号

と し て 供 給 し て い る ．  

一 方 ， 低 温 期 の 一 般 栽 培 圃 場 か ら ， 開 花 の 早 い 個 体 を 選 抜 す る こ

と に よ り ， 低 温 遭 遇 に よ る 開 花 遅 延 を 起 こ し に く い ‘ 神 馬 ’ 2 号 が

選 抜 さ れ ， 種 苗 法 に よ る 制 約 が な い こ と か ら ， 現 在 で は 全 国 で 広 く

栽 培 さ れ て い る ． し か し ， 低 温 開 花 性 で 側 枝 発 生 の 少 な い 系 統 や 品

種 の 育 成 に は 至 っ て い な い ．  

そ こ で ， 本 節 で は 第 1 節 で 開 発 し た 「 変 異 誘 発 シ ス テ ム 」 を 活 用

し ， 低 温 開 花 性 と 無 側 枝 性 と い う ， 相 反 す る 温 度 帯 で 発 現 す る 栽 培

特 性 に つ い て ， 人 為 的 な 変 異 誘 発 に よ る 特 性 改 変 を 行 い ， 実 用 品 種

育 成 に 向 け た 技 術 開 発 を 行 っ た ．  

材 料 お よ び方 法  

１  供 試 品 種 お よび材 料 の 調 整  

Ta b l e  3 -2 - 1 に 本 実 験 で 供 試 し た 品 種 お よ び 系 統 の 由 来 と 特 性 を 示

し た ．‘ 神 馬 ’の 場 合 ，鹿 児 島 県 で は 農 家 生 産 圃 場 か ら 優 良 個 体 の 収

集 を 行 い ， 系 統 選 抜 に よ り 生 育 特 性 な ど に 特 徴 の あ る 系 統 を 育 成 し

て い る ． こ れ ら に は ， 萌 芽 数 が 多 く 二 度 切 り 栽 培 に 向 く ‘ 神 馬 ’ 1

号 ，低 温 開 花 性 に 優 れ る‘ 神 馬 ’ 2 号 ，花 容 ・ 草 姿 に 優 れ る‘ 神 馬 ’

9 -1 -1 系 統 が あ る （ Ta b l e  3 -2 -1）． 本 実 験 で は ， Ta b l e  3 -2 - 1 に 示 し た

‘ 神 馬 ’ 3 系 統 を 区 別 し て 照 射 す る と と も に ， 変 異 個 体 の 選 抜 や 選

抜 系 統 の 対 照 と し て 用 い た ． ま た ， 変 異 誘 発 に 用 い る 材 料 は ， 第 1

節 に 準 じ て 茎 頂 培 養 か ら 無 菌 植 物 を 育 成 し ， そ の 葉 身 部 を 試 験 に 供

試 し た ．  

２  変 異 誘 発 と 植 物 体 再 生  

変 異 誘 発 に 用 い る イ オ ン ビ ー ム は ， 第 1 節 に 準 じ ， 独 立 行 政 法 人

日 本 原 子 力 機 構 高 崎 研 究 所 の AV F サ イ ク ロ ト ロ ン 加 速 器 に よ る 総

エ ネ ル ギ ー 2 2 0  M e V ま た は 3 2 0  M e V の 炭 素 イ オ ン ビ ー ム を 0 . 5～ 5  
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G y の 線 量 （ 試 料 の 厚 み を 0 . 5  m m と し て 線 量 調 整 ） で 照 射 し た ． 軟

X 線 は T R S -1 0 0 C X（ S O F R O N 製 ） を 用 い て ， 線 量 率 3 . 6  G y･h - 1 に よ

り 5  G y の 線 量 を 照 射 し た ．  

‘ 神 馬 ’ の  不 定 芽 再 生 系 は ， 第 1 節 に 示 し た よ う に ， 5 . 0  m g･L - 1  

I A A，1 . 0  m g･L - 1  B A P を 含 む 不 定 芽 誘 導 培 地 を 用 い ，植 物 体 の 再 生 ，

順 化 ， お よ び 育 苗 は ， 第 1 節 の 変 異 誘 発 シ ス テ ム に 準 じ て 行 っ た ．  

３  選 抜 圃 場 に お け る栽 培 条 件  

キ ク の 無 側 枝 性 は ，生 育 中 の 高 温 遭 遇 に よ り 発 現 す る（ O k a m o t o・

S u t o ,  2 0 0 3） こ と か ら ， 栽 培 期 間 が 高 温 期 に あ た る 8～ 9 月 定 植 ・ 11

～ 1 2 月 開 花 作 型 で 無 側 枝 性 の 選 抜 を 行 っ た ． 無 加 温 ハ ウ ス で 1 6 時

間 日 長 に な る よ う に 暗 期 光 中 断 に よ る 電 照 抑 制 栽 培 と し ， 一 般 栽 培

管 理 を 行 っ た ． 開 花 時 に 葉 腋 の 摘 芽 数 か ら 無 側 枝 性 を 判 定 す る と と

も に ，消 灯（ 電 照 抑 制 を 終 了 し ，長 日 か ら 短 日 条 件 に 替 わ っ た 時 点 ）

後 の 開 花 週 数 ， 満 開 時 の 舌 状 花 弁 数 お よ び 葉 形 等 の 形 態 特 性 を 調 査

す る こ と で ， 優 良 個 体 の 選 抜 を 行 っ た ．  

低 温 開 花 性 の 選 抜 は ，  生 育 期 間 が 低 温 期 に あ た る 1 2 月 定 植 ・ 3

～ 4  月 開 花 の 作 型 で ， 生 育 期 間 を 通 じ て 一 般 管 理 よ り 4～ 5℃ 低 く ，

最 低 温 度 1 0～ 1 4℃ と し た 低 温 管 理 を 行 う こ と で 消 灯 後 の 開 花 週 数

か ら 開 花 の 遅 延 し な い 形 態 特 性 に 優 れ る 個 体 を 選 抜 し た ．  

選 抜 個 体 は 収 穫 後 の 株 か ら 萌 芽 さ せ ， 栄 養 繁 殖 に よ り 増 殖 し て 選

抜 系 統 と し た ．次 年 度 ，選 抜 系 統 は ，高 温 管 理 が 可 能 な 11～ 1 2 月 開

花 の 作 型 と 低 温 に 遭 遇 す る 3～ 4 月 開 花 の 2 作 型 で 特 性 の 確 認 を 行 い ，

系 統 選 抜 を 行 っ た ．  

４  ゲ ノム サ イズ の 測 定 お よ び 核 の 観 察  

核 D N A 量 の 測 定 は ，三 柴・三 位（ 1 9 9 9）お よ び Ya ma g u c h i ら（ 2 0 0 8） 

の 方 法 に 従 っ て フ ロ ー サ イ ト メ ー タ を 用 い て 分 析 し た ． 開 花 時 の 調

査 個 体 か ら 採 集 し た 測 定 用 の 成 熟 葉 は ， 静 止 期 の 核 の 集 積 と 核 サ イ

ズ の 安 定 化 の た め に あ ら か じ め 2 4 時 間 以 上 冷 蔵 保 存 し た ．測 定 時 に
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5×1 5  m m に 調 整 し た キ ク の 葉 片 と D N A 量 の 対 照 植 物 で あ る サ ト ウ

キ ビ の 葉 片 を 交 互 に 3 枚 重 ね ，1  ml の 単 離・染 色 液（ 1 0  mM  Tr i s - H C l  

p H  7 . 5 ,  2  mM  M g C l 2 ,  0 . 1 %  Tr i t o n  X -1 0 0 ,  0 . 5 %  N a 2 S O 4 ,  2  m g･L - 1  4 , 6 -  

d i a mi d i n o - 2 -p h e n y l i n d o l e） 中 で カ ミ ソ リ 刃 を 用 い て 細 断 し ， 3 0  m

の ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ で 濾 過 し て 5 分 間 静 置 後 ， フ ロ ー サ イ ト メ ー タ

（ P a r t e c  PA ,  PA RT E C） を 用 い て 測 定 し た ． ま た ， 単 離 ・ 染 色 液 や サ

ン プ ル の 調 整 ・ 染 色 過 程 は ， 酸 化 防 止 の た め 氷 冷 し て 行 っ た ．  

核 D N A 量 測 定 の 指 標 と す る 対 照 植 物 は ， ゲ ノ ム サ イ ズ が キ ク の

半 分 程 度 で 安 定 し て 測 定 が 可 能 な 植 物 種 と し て P l a n t  D N A C - v a l u e s  

d a t a b a s e  < h t t p : / / d a t a . k e w. o r g / c v a l u e s / >  か ら 得 た 情 報 を 基 に ，サ ト ウ

キ ビ （ S a c c h a r u m  o f f i c i n a r u m  L .  c v.  N i 1 7） を 選 定 し た ． キ ク サ ン プ

ル の 核 D N A 量 は ， 対 照 植 物 の ピ ー ク 位 置 と 比 較 し て 原 品 種 の ピ ー

ク 位 置 の 平 均 値 を 1 0 0 %と し て 算 出 し た ．  

な お ， イ オ ン ビ ー ム 照 射 後 に 発 生 す る 不 定 芽 の 形 成 過 程 を 確 認 す

る た め ，培 養 中 の 葉 切 片 を 3～ 5 日 毎 に 取 り 出 し ，横 断 切 片 の 切 断 面

の 細 胞 の 変 化 を 観 察 し た ． 葉 切 片 は 固 定 せ ず に 新 鮮 材 料 を カ ミ ソ リ

刃 に よ り 厚 さ 5 0～ 2 0 0 m に 細 断 し ，前 述 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で

用 い た 染 色 液 （ 三 柴 ・ 三 位 ,  1 9 9 9） に 浸 漬 し た ． 核 染 色 後 の 横 断 切

片 は ， 落 射 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 紫 外 ・ 可 視 の 観 察 を 行 い ， 組 織 の 状 態 ，

細 胞 の 大 き さ お よ び 核 の 数 を 調 査 し た ．  

結 果 お よ び考 察  

１  無 側 枝 性 変 異 の 選 抜 と品 種 育 成  

イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ る 摘 芽 数 の 変 化 を 調 査 し た 結 果 ，1 2 月 開 花

の 作 型 に お い て ， 炭 素 イ オ ン ビ ー ム （ 3 2 0  M e V） の 1～ 3  G y 照 射 に

よ り ， 摘 芽 数 が 9～ 1 6 個 に 減 少 し た 個 体 が 4 . 5～ 1 2 . 5 %  得 ら れ た こ

と か ら ， 線 量 の 増 加 に 伴 い 少 摘 芽 数 の 個 体 が 増 加 す る 傾 向 が 認 め ら

れ た （ F i g .  3 -2 - 2）．  



- 90 - 

こ の よ う な 無 側 枝 性 を 対 象 と し た 作 型 で ， 2 0 0 1 年 度 6 , 0 9 0 個 体 の

変 異 誘 発 当 代 か ら 優 良 変 異 個 体 の 選 抜 を 行 っ た ． そ の 結 果 ， 花 容 ・

草 姿 ・ 生 育 量 （ 切 り 花 重 ） 等 が 優 れ る 2 0 個 体 を 選 抜 し ， B 0 1 -1 - 1～

B 0 1 -1 - 4 お よ び B 0 1 - 2 - 1～ B 0 1 - 2 - 1 6 系 統 と し た ．そ の 中 で 腋 芽 が 消 失

し た 無 側 枝 節 が 確 認 さ れ ， 無 側 枝 性 を 持 つ と 推 定 さ れ る 個 体 は ， わ

ず か に 2 個 体 （ B 0 1 -2 - 1 4 お よ び B 0 1 - 2 -1 5） で あ っ た ． こ の よ う に ，

生 育 量 が 低 下 し て い な い 変 異 体 の 出 現 頻 度 は 極 め て 低 い も の の ， 従

来 の 枝 変 わ り に よ る 自 然 突 然 変 異 で は 得 ら れ な か っ た ，花 容・草 姿・

生 育 量 に 優 れ る 無 側 枝 性 発 現 個 体 を 獲 得 で き た ．  

次 年 度 ， 栄 養 繁 殖 に よ り 増 殖 し ， 各 選 抜 個 体 を 系 統 と し て 系 統 選

抜 を 行 っ た と こ ろ ， 変 異 当 代 の 特 性 を よ く 保 持 し て い た ． こ の よ う

に ， 特 性 が 分 離 し な い こ と は ， 変 異 個 体 の キ メ ラ 性 が な い こ と を 示

し て い る ． さ ら に ， 無 側 枝 節 が 確 認 で き た 2 系 統 は ， 系 統 選 抜 時 も

1 2 月 開 花 の 作 型 で 無 側 枝 性 を 示 し （ F i g .  3 - 2 - 3）， そ の 特 性 が 安 定 し

て い る こ と か ら ，B 0 1 -2 - 1 4 系 統 を‘ 新 神 ’（ ‘ A l a d d i n ’ ;  農 林 水 産 省 品

種 登 録 第 1 4 11 8 号 ;  今 給 黎 ら ,  2 0 0 6 ）， B 0 1 - 2 - 1 5 系 統 を ‘ 今 神 ’

（ ‘ I ma g i n e ’ ;  農 林 水 産 省 品 種 登 録 第 1 4 11 9 号 ）と し て 登 録 し た（ Ta b l e  

3 -3 - 1）． な お ， こ れ ら 2 品 種 の 形 態 特 性 は ， Ta b l e  3 -3 - 7 に 示 し た よ

う に ， 元 品 種 の ‘ 神 馬 ’ と 同 等 の 基 本 特 性 を 示 し ， 無 側 枝 性 が 改 良

さ れ た 品 種 で あ る こ と が 分 か る ． ま た ， こ れ ら 2 系 統 に 加 え ， 2 0 0 2

年 度 照 射 区 か ら 無 側 枝 性 を 示 す B 0 2 - 1 -1 系 統 が 得 ら れ（ F i g .  3 -2 - 3），

‘ 神 馬 ’ の 無 側 枝 性 改 良 手 法 と し て 変 異 誘 発 シ ス テ ム が 活 用 可 能 で

あ る こ と が 確 認 で き た こ と か ら ，「 イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ る キ ク 科 植

物 の 突 然 変 異 育 種 法 」 と し て （ 独 ） 原 子 力 研 究 機 構 と 共 同 で 特 許 を

申 請 し た （ 特 許 公 開 2 0 0 4 -3 2 1 0 5 7） ．  

２  低 温 開 花 性 の 選 抜  

秋 輪 ギ ク ‘ 神 馬 ’ の 葉 片 に 変 異 誘 発 を 行 い ， 生 育 期 間 中 に 低 温 に

遭 遇 す る 3 月 開 花 の 作 型 で 再 生 個 体 の 開 花 特 性 を 調 査 し た ． そ の 結
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果 ， 消 灯 後 の 開 花 週 数 （ 電 照 栽 培 を 終 了 し ， 短 日 条 件 に 替 わ っ た 時

点 か ら 開 花 に 至 る ま で の 週 数 ） は 系 統 や 苗 の 来 歴 に よ っ て 異 な っ て

い た ．本 実 験 で 用 い た 系 統 で は ，挿 し 芽 増 殖 苗 で 比 較 す る と‘ 神 馬 ’

2 号 ＜ 9 -1 - 1 系 統 ≦ ‘ 神 馬 ’ 1 号 の 順 で 開 花 が 遅 れ る 個 体 の 分 布 が 拡

大 し た（ Ta b l e  3 -2 - 2）．こ れ は ，各 系 統 の 低 温 開 花 性 を 示 す 順 と 一 致

し て い る ． ま た ， 苗 の 来 歴 で は 挿 し 芽 増 殖 苗 ＜ 茎 頂 培 養 苗 ≦ 葉 片 由

来 苗 の 順 で 開 花 が 遅 れ る 個 体 の 分 布 は さ ら に 拡 大 し た（ Ta b l e  3 -2 - 2）．

‘ 神 馬 ’ の 場 合 ， 栄 養 生 長 期 間 中 の 低 温 遭 遇 に よ り 幼 若 化 し ， 開 花

遅 延 を 引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る（ 永 吉 ，2 0 11）．こ の 幼 若 化 は

切 り 花 生 産 の 栽 培 期 間 だ け で な く ， 親 株 ， 穂 冷 蔵 お よ び 挿 し 芽 と 多

く の 時 期 や 種 苗 の 前 歴 に 関 係 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 永 吉 ,  

2 0 11）．さ ら に ，茎 頂 培 養 に よ る メ リ ク ロ ン 苗 は ，多 く の 植 物 種 で 生

育 旺 盛 に な る こ と が 知 ら れ て お り ， 挿 し 芽 増 殖 苗 と 比 べ て 生 育 旺 盛

な 茎 頂 培 養 苗 は ， 栄 養 生 長 か ら 生 殖 生 長 へ の 切 り 替 わ り が 遅 れ ， 開

花 が 遅 れ る 個 体 が 増 加 し た と 考 え ら れ た ．  

一 方 ， 茎 頂 培 養 苗 と 同 様 に ， 葉 片 由 来 個 体 の 開 花 週 数 は 幅 広 く 分

布 し た が ， 照 射 の 有 無 や 線 量 に よ る 明 確 な 差 は 認 め ら れ な か っ た

（ Ta b l e  3 -2 - 2）．こ れ に 対 し て ，消 灯 後 9 週 ま で に 開 花 し た も の を 早

生 型 ，1 3 週 以 降 に 開 花 し た も の を 晩 生 型 と し た 場 合 ，線 量 の 増 加 に

伴 っ て 開 花 の 早 晩 に 関 わ る 変 異 が 増 加 す る 傾 向 が 認 め ら れ た （ F i g .  

3 -2 - 4）．こ れ ら は ，培 養 植 物 を 同 時 期 に 順 化 し ，同 一 条 件 下 で 育 苗 ，

栽 培 管 理 を 行 っ て い る こ と か ら ， こ こ で 示 し た 早 生 型 の 中 に 低 温 開

花 性 を 示 す 変 異 体 が 含 ま れ る こ と が 期 待 さ れ た ．  

変 異 当 代 で 花 容 ・ 草 姿 お よ び 生 育 特 性 が 優 れ ， 開 花 が 遅 延 し な い

個 体 を 選 抜 し ， 挿 し 芽 増 殖 に よ る 栄 養 繁 殖 に よ り 次 年 度 ， 系 統 選 抜

を 行 っ た ． 3 月 開 花 作 型 で 最 低 1 3℃ の 低 温 管 理 を 行 っ た 結 果 ， 消 灯

後 の 到 花 日 数 は 低 温 開 花 性 を 持 つ 神 馬 2 号 が 6 6 日 ， 神 馬 1 号 が 7 5

日 ， 9 -1 - 1 系 統 が 7 7 日 で あ っ た ． こ れ に 対 し て ， 低 温 開 花 性 に よ り
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選 抜 し た B 0 1 -3 - 1～ B 0 1 -3 - 1 8 の 1 8 系 統 の 到 花 日 数 は 6 3～ 7 5 日 と な

り ，低 温 開 花 性 の 選 抜 が 可 能 で あ る と 考 え ら れ た（ デ ー タ 省 略 ）．一

方 ， 同 作 型 で 無 側 枝 性 の B 0 1 -2 - 1 5 系 統 （‘ 今 神 ’） の 到 花 日 数 は 7 7

日 ，B 0 1 - 2 - 1 4 系 統（‘ 新 神 ’）は 8 3 日 と な り ，変 異 誘 発 に 用 い た 9 -1 - 1

系 統 の 7 7 日 と 同 程 度 か さ ら に 遅 れ る こ と か ら ，低 温 開 花 性 は 付 与 さ

れ て い な い こ と が 明 ら か と な っ た ． さ ら に ， こ れ ら 低 温 開 花 性 選 抜

系 統 を 1 2 月 開 花 作 型 で 栽 培 し た 場 合 ， 無 側 枝 性 を 示 す 系 統 は な く ，

無 側 枝 性 と 低 温 開 花 性 を 併 せ 持 つ 系 統 は 選 抜 で き な か っ た （ デ ー タ

省 略 ）．な お ，こ の よ う な 無 側 枝 性 や 低 温 開 花 性 は ，栄 養 繁 殖 に よ る

系 統 で 保 存 さ れ る こ と が ‘ 新 神 ’ 育 成 の 過 程 で も 示 さ れ て お り （ 今

給 黎 ら ,  2 0 0 6），低 温 開 花 性 と 無 側 枝 性 を 併 せ 持 つ 品 種 の 育 成 が 期 待

さ れ た ．  

３  イ オ ンビ ーム 照 射 に よる 線 量 効 果 と核 D N A 量 の 変 化  

‘ 神 馬 ’ お よ び 無 側 枝 性 変 異 系 統 に つ い て ， 各 5 個 体 の 核 D N A

量 の 測 定 を 行 っ た ． そ の 結 果 ， 変 異 誘 発 に 用 い た 原 品 種 ‘ 神 馬 ’ の

9 -1 -1 系 統 お よ び 低 温 開 花 性 の ‘ 神 馬 ’ 2 号 の 核 D N A 量 は ， い ず れ

も 同 程 度 で ， 標 準 偏 差 1 %程 度 の 範 囲 で D N A 量 の 測 定 が 可 能 で あ っ

た（ Ta b l e  3 - 2 -3）．ま た ，原 品 種 の D N A 量 を 1 0 0 %と し た 場 合 ，無 側

枝 性 変 異 系 統 の ‘ 今 神 ’ は 2 %程 度 D N A 量 が 減 少 し て お り ，‘ 新 神 ’

お よ び B 0 2 -1 - 1 系 統 は ，変 異 誘 発 に 用 い た‘ 神 馬 ’9 -1 - 1 系 統 と 同 等

の D N A 量 を 保 持 し て い た （ Ta b l e  3 -2 - 3）．  

低 温 管 理 に よ り 早 生 お よ び 晩 生 個 体 を 選 抜 し ， 各 照 射 区 1 0～ 1 6

個 体 の D N A 量 を 測 定 し た 結 果 ，照 射 線 量 の 増 加 に 伴 っ て D N A 量 が

2 %以 上 減 少 し た 個 体 の 割 合 は 増 加 し た （ F i g .  3 - 2 -5）． 一 方 ， 早 生 の

3 5 % お よ び 晩 生 変 異 の 4 5 % は D N A 量 の 減 少 が 認 め ら れ た （ F i g .  

3 -2 - 5）．こ れ は ，開 花 が 遅 れ た 個 体 の 多 く は D N A 量 が 減 少 し て い る

こ と か ら ， 生 育 の 遅 延 や 生 育 量 の 低 下 お よ び 葉 型 等 の 形 態 的 な 異 常

を 伴 う （ デ ー タ 省 略 ） も の と 推 察 さ れ た ． し た が っ て ， 品 種 本 来 の
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特 性 を 維 持 し た ワ ン ポ イ ン ト の 改 良 に は ， 生 物 効 果 が 高 い イ オ ン ビ

ー ム （ Ta n a ka ら ,  2 0 1 0） を 1～ 3  G y の 低 線 量 で 照 射 し ， 多 数 の 変 異

誘 発 当 代 の 中 か ら ， 生 育 量 の 劣 ら な い 変 異 個 体 を 選 抜 す る 必 要 が あ

る と 考 え ら れ た ．  

４  キ メ ラ性 の 解 析  

本 実 験 で 用 い て い る 不 定 芽 の 発 生 過 程 を 確 認 す る た め ， 核 の 蛍 光

染 色 に よ り 経 時 的 に 観 察 し た ． F i g .  3 - 2 - 6  A ,  B に 示 す よ う に ， 葉 切

片 を 不 定 芽 誘 導 培 地 に 置 床 し て 3 日 後 で は ， 細 胞 の 大 き さ や 数 に 変

化 は 認 め ら れ な か っ た ． 8 日 後 に は 表 層 に 近 い 海 綿 状 組 織 細 胞 層 の

核 が 隣 接 す る 2 個 も し く は 4 個 （ 3 個 観 察 さ れ る 核 は 1 個 が 裏 側 に

隠 れ て い る ） に 増 加 し た （ F i g .  3 - 2 - 6  C ,  D）． こ れ は ， プ ロ ト プ ラ ス

ト 培 養 の 一 次 ・ 二 次 分 裂 で 細 胞 数 が 2 個 ・ 4 個 に 増 加 す る 様 相 （ 高

山 ,  1 9 8 6） と 酷 似 し て い た ． 一 方 ， 同 時 点 で 他 の 組 織 層 に お け る 同

様 の 核 の 増 加 は 認 め ら れ な か っ た ．さ ら に ，1 5 日 後 に は 表 層 に 突 起

し た 細 胞 塊 が 実 態 顕 微 鏡 下 で 観 察 さ れ た ． こ の 細 胞 塊 は ド ー ム 状 で

核 が 整 列 し て い る こ と か ら ， 他 の 細 胞 層 の ラ ン ダ ム に 増 殖 す る カ ル

ス 細 胞 と 区 別 で き ， 茎 頂 分 裂 組 織 と 形 状 が 類 似 し た 組 織 形 成 で あ る

と 考 え ら れ た （ F i g .  3 -2 - 6  E ,  F）． そ の 後 ， こ の 表 層 に 突 起 し た ド ー

ム 状 の 細 胞 塊 は ， 個 々 の 不 定 芽 と な り 植 物 体 が 再 生 し た ． こ の 一 連

の 過 程 は ， 不 定 芽 の 発 生 数 や 位 置 と 一 致 し て お り ， 不 定 芽 は 培 養 8

日 後 に 細 胞 の 増 殖 が 確 認 さ れ た 表 層 に 近 い 海 綿 状 組 織 細 胞 に 由 来 す

る と 推 察 さ れ た ．本 実 験 で は ，葉 片 の 培 養 開 始 後 3～ 5 日 目 の 照 射 で

あ る た め ， 初 期 分 裂 開 始 直 前 の 変 異 誘 発 と な っ て い る ． Ya ma g u c h i

ら（ 2 0 1 0）の 場 合 も 培 養 開 始 3～ 4 日 後 に 照 射 し て い る こ と か ら ，変

異 誘 発 後 ， 個 々 の 変 異 細 胞 が 増 殖 し 変 異 当 代 か ら 独 立 し た 変 異 体 が

得 ら れ た と 推 察 さ れ た ．  

一 般 に 植 物 体 に 変 異 誘 発 を 行 っ た 場 合 ， 変 異 誘 発 当 代 は 混 在 す る

変 異 細 胞 を 分 離・固 定 す る た め ，種 子 繁 殖 に よ る 次 世 代（ S h i k a z o n o
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ら ,  2 0 0 5），切 り 戻 し（ Ya ma g u c h i ら ,  2 0 0 9）も し く は 変 異 セ ク タ ー か

ら の 植 物 体 再 生 （ 永 富 ,  2 0 0 2） に よ っ て 完 全 変 異 体 を 獲 得 す る ． こ

れ に 対 し て ， 葉 切 片 に 変 異 誘 発 を 行 い ， 植 物 体 を 再 生 す る 場 合 ， 著

者 ら の 前 述 の 例 を 含 め ， 変 異 誘 発 当 代 か ら 変 異 体 の 選 抜 が 可 能 で あ

る （ Ya ma g u c h i ら ,  2 0 1 0）． し か し ， S h i n o y a ma ら （ 2 0 0 2） は キ ク の

葉 切 片 か ら 不 定 芽 経 由 で 得 ら れ た 形 質 転 換 体 の 場 合 ， 薬 剤 耐 性 で 判

別 可 能 な 非 形 質 転 換 細 胞 が 混 在 す る キ メ ラ が 多 く 存 在 す る と 報 告 し

て い る ． ま た ， 不 定 芽 は 多 細 胞 起 源 と さ れ る （ 大 澤 ,  1 9 8 8） こ と か

ら ， 組 織 培 養 を 組 み 合 わ せ た 変 異 誘 発 の 場 合 も 変 異 細 胞 が 区 分 キ メ

ラ と し て 混 在 す る 可 能 性 が 考 え ら れ る ．  

Ya ma g u c h i ら （ 2 0 0 9） は 腋 芽 に 照 射 し た 際 ， 区 分 キ メ ラ に よ る 花

色 変 異 を 複 数 回 の 切 り 戻 し に よ り 分 離 ， 固 定 し て お り ， 著 者 ら の 腋

芽 に 照 射 し た 他 の 試 験 で 区 分 キ メ ラ で あ る 斑 入 り 状 の 葉 緑 素 変 異 体

が 得 ら れ た こ と と 一 致 し て い た ． こ れ に 対 し て ， 本 実 験 で は ア ル ビ

ノ の 不 定 芽 が 極 め て ま れ に 発 生 す る が ， こ れ ら は 独 立 し た 完 全 ア ル

ビ ノ 変 異 体 で あ っ た（ デ ー タ 省 略 ）．ま た ，本 実 験 で 得 ら れ た 選 抜 個

体 は 栄 養 繁 殖 し た 個 体 間 で 形 態 的 な 差 異 が な く ， 形 質 が 安 定 し て い

た こ と か ら ，そ の 一 部 は 品 種 登 録 に 至 っ て い る ．さ ら に ，‘ 新 神 ’の

品 種 識 別 マ ー カ ー （ 阿 部 ら ,  2 0 0 7 ;  S h i r a o ら ,  2 0 1 3） を 用 い た 報 告 で

は ， 異 な る 複 数 の 場 所 で 栽 培 し た ‘ 新 神 ’ で も 同 一 の 判 定 結 果 で あ

っ た （ 白 尾 ら ,  2 0 0 7）． な お ，‘ 新 神 ’ の 葉 切 片 か ら 再 生 し た 選 抜 個

体 に つ い て も  ‘ 新 神 ’ と 同 一 で あ る と 識 別 さ れ て い る （ 白 尾 ら ,  

2 0 0 7）．無 側 枝 性 や 低 温 開 花 性 等 の 生 理 特 性 に 関 す る キ メ ラ 判 別 は 難

し い も の の ， 本 実 験 で 得 ら れ た 変 異 個 体 で は ， 栄 養 繁 殖 に よ る 形 質

や 識 別 マ ー カ ー の 分 離 が 認 め ら れ な か っ た ． し た が っ て ， 個 々 の 変

異 細 胞 に 由 来 す る 独 立 し た 不 定 芽 が 得 ら れ ， キ メ ラ 性 も 低 く 抑 え ら

れ た こ と か ら ， 変 異 誘 発 当 代 で の 変 異 個 体 の 選 抜 は 可 能 で あ る と 考

え ら れ る ．  
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第 ３節  イ オ ンビ ーム 再 照 射 に よ る再 改 良 技 術 の 確 立  

 

従 来 か ら 変 異 誘 発 に 用 い ら れ て き た 放 射 線 は ， ガ ン マ 線 や Ｘ 線 等

の 電 離 放 射 線 が 中 心 で あ っ た ． こ れ ら と 比 較 し て ， 粒 子 線 の イ オ ン

ビ ー ム は 飛 跡 に 沿 っ て 物 質 に 与 え る エ ネ ル ギ ー ， い わ ゆ る 線 エ ネ ル

ギ ー 付 与 （ L i n e a r  E n e r g y  T r a n s f e r :  L E T） が 非 常 に 高 く ， 同 じ 線 量 で

あ る 1  G y  の 照 射 で ， ガ ン マ 線 で は 2 , 0 0 0 ス プ ー ル ， 炭 素 イ オ ン で

は 4 ト ラ ッ ク と な り ， 細 胞 核 内 の D N A に 対 し て 電 離 放 射 線 の 数 百

倍 の エ ネ ル ギ ー を 局 所 的 に 付 与 す る 特 徴 が あ る（ T a n a k a ら ,  2 0 1 0）．

そ の た め ，従 来 の ガ ン マ 線 や X 線 と 比 較 し て ，変 異 率 が 高 く ，変 異

ス ペ ク ト ル が 大 き い ， 不 良 変 異 の 発 生 が 少 な い と い っ た 特 徴 を 持 っ

て お り ， 種 々 の 植 物 種 で 応 用 が 図 ら れ て い る （ T a n a k a ら ,  2 0 1 0） ．  

著 者 ら は 第 2 節 で 示 し た よ う に ，2 0 0 1 年 度 の 照 射 実 験 か ら 無 側 枝

性 変 異 個 体 の 選 抜 を 行 い ，‘ 神 馬 ’の 基 本 的 な 生 育 特 性 を 損 な わ な い

無 側 枝 性 品 種 ‘ 新 神 ’（ 農 林 水 産 省 品 種 登 録 第 1 4 11 8 号 ;  今 給 黎 ら ,  

2 0 0 6）お よ び‘ 今 神 ’（ 農 林 水 産 省 品 種 登 録 第 1 4 11 9 号 ）を 育 成 し た ．

し か し ，こ の 2 品 種 は ，無 側 枝 性 を 示 す も の の ，‘ 神 馬 ’と 同 様 に 低

温 遭 遇 に よ り 開 花 が 遅 延 す る 欠 点 も 持 っ て い る ． 一 方 ， 同 様 の 手 法

を 用 い て 池 上 ら  （ 2 0 0 6）は 早 期 開 花 系 統 を 育 成 し た が ，安 定 し た 無

側 枝 性 の 獲 得 に は 至 っ て い な い ． こ の よ う に ， 1 回 の 変 異 誘 発 処 理

で は ， 無 側 枝 性 と 低 温 開 花 性 の 両 形 質 を 併 せ 持 つ 変 異 体 の 育 成 に は

至 ら な か っ た ． そ こ で ， 変 異 体 に 再 度 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 す る こ と

に よ り 段 階 的 な 改 良 を 行 う こ と で ， 両 形 質 を 併 せ 持 つ 品 種 の 育 成 法

を 検 討 し た ．  

材 料 お よ び方 法  

１  供 試 品 種 お よび材 料 の 調 整  

本 実 験 で は ， Ta b l e  3 -2 -1 に 示 し た‘ 神 馬 ’ 3 系 統 ，‘ 神 馬 ’由 来 の

無 側 枝 性 の あ る‘ 新 神 ’，‘ 今 神 ’お よ び 無 側 枝 性 変 異 系 統 の B 0 2 -1 - 1  
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を 区 別 し て 照 射 し ，変 異 個 体 の 選 抜 や 選 抜 系 統 の 対 照 と し て 用 い た ．

ま た ， 変 異 誘 発 に 用 い る 材 料 は ， 第 1 節 に 準 じ て 茎 頂 培 養 に よ り 無

菌 植 物 を 育 成 し ， そ の 葉 身 部 を 試 験 に 供 試 し た ．  

２  変 異 誘 発 と 植 物 体 再 生  

変 異 誘 発 の た め の 照 射 試 験 は ， 第 1 節 お よ び 第 2 節 に 準 じ て 行 っ

た ．不 定 芽 再 生 系 は ，第 1 節 に 示 し た よ う に ，5 . 0  m g･L - 1  I A A，1 . 0  m g･

L - 1  B A P を 含 む 不 定 芽 誘 導 培 地 を 用 い ， 植 物 体 の 再 生 ， 順 化 お よ び

育 苗 は ， 第 1 節 の 変 異 誘 発 シ ス テ ム に 準 じ て 行 っ た ．  

３  栽 培 条 件 と 選 抜 手 法  

無 側 枝 性 の 選 抜 は ，第 2 節 に 準 じ ， 1 2 月 開 花 の 作 型 で 行 い ，摘 芽

数 も し く は 無 側 枝 節 数 を 指 標 と し て 選 抜 し た ． ま た ， 低 温 開 花 性 の

選 抜 は ， 第 2 節 と 同 様 に 定 植 後 の 栄 養 生 長 期 間 中 に 低 温 管 理 が 可 能

な 3～ 4  月 開 花 の 作 型 で 行 い ， 個 体 選 抜 時 は 最 低 温 度 1 4℃ の 低 温 管

理 下 で 栽 培 し ， 消 灯 後 の 開 花 週 数 か ら 開 花 の 遅 延 し な い 形 態 特 性 に

優 れ る 個 体 の 選 抜 を 行 っ た ．   

選 抜 個 体 は ， 第 2 節 と 同 様 に 収 穫 後 の 株 か ら 萌 芽 さ せ ， 栄 養 繁 殖

に よ り 増 殖 し て 選 抜 系 統 と し ， 次 年 度 ， 高 温 管 理 が 可 能 な 11～ 1 2

月 開 花 の 作 型 と 低 温 に 遭 遇 す る 3～ 4 月 開 花 の 2 作 型 で 特 性 の 確 認 と

系 統 選 抜 を 行 っ た ．  

４  ゲ ノム サ イズ の 測 定  

核 D N A 量 の 測 定 は ， 第 2 節 に 準 じ て 開 花 時 の 再 生 個 体 か ら 1 枚

ず つ 成 熟 葉 を 採 取 し ， フ ロ ー サ イ ト メ ー タ を 用 い て 分 析 し た ．  

結 果 お よ び考 察  

１  D NA 量 と イ オ ンビー ム 再 照 射 の 可 否  

本 実 験 で は ，‘ 神 馬 ’ 3 系 統 に 加 え ，‘ 神 馬 ’ 由 来 の イ オ ン ビ ー ム

照 射 に よ り 得 ら れ た 無 側 枝 性 変 異 体 で あ る ‘ 新 神 ’，‘ 今 神 ’ お よ び

B 0 2 -1 - 1  系 統 を 区 別 し て 照 射 し た（ Ta b l e  3 -2 - 1）．そ の 結 果 ，供 試 し

た す べ て の 品 種 ・ 系 統 で ， イ オ ン ビ ー ム 照 射 後 ， 変 異 誘 発 当 代 の 再
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生 個 体 が 得 ら れ ，‘ 新 神 ’，‘ 今 神 ’お よ び B 0 2 -1 -1 系 統 に 再 照 射 を 行

っ た 場 合 も 原 品 種 で あ る ‘ 神 馬 ’ と 同 様 に 変 異 個 体 の 選 抜 が 可 能 で

あ っ た （ Ta b l e  3 -3 - 1）． し か し ， 2 0 0 2 年 度 ‘ 今 神 ’ に 照 射 後 再 生 し

た 1 , 4 6 1 個 体 は ， 照 射 材 料 と し た ‘ 今 神 ’ よ り 生 育 特 性 が 優 れ た 個

体 は な く ，花 容・草 姿 に 優 れ る 変 異 個 体 は 選 抜 で き な か っ た（ Ta b l e  

3 -3 - 1）．こ れ に 対 し て ，‘ 新 神 ’お よ び B 0 2 -1 -1 系 統 を 照 射 材 料 と し

た 場 合 は ， 選 抜 個 体 が 得 ら れ た （ Ta b l e  3 -3 - 1）． こ れ は ，‘ 新 神 ’ お

よ び B 0 2 -1 -1 系 統 の 核 D N A 量 が 原 品 種 で あ る‘ 神 馬 ’と 同 程 度 で あ

っ た の に 対 し ，‘ 今 神 ’で は 減 少 し て い た（ Ta b l e  3 -2 - 3）こ と に 起 因

す る と 考 え ら れ る ．  

原 品 種 お よ び 2 0 0 3～ 2 0 0 5 年 の 照 射 試 験 か ら 得 ら れ た 再 生 個 体 に

つ い て D N A 量 を 比 較 し た ． そ の 結 果 ， Ta b l e  3 -3 - 2 に 示 し た よ う に ，

‘ 新 神 ’ は ‘ 神 馬 ’ と 核 D N A 量 に 差 は な く ，‘ 今 神 ’ で は 有 意 に 減

少 し て お り ，Ta b l e  3 -2 -3 と 同 様 で あ っ た ．ま た ，‘ 新 神 ’ お よ び‘ 今

神 ’に 再 度 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 し ，各 処 理 区 か ら 無 作 為 に 2 0 個 の 再

生 個 体 を 抽 出 し て 調 査 し た ．そ の 結 果 ，  ‘ 今 神 ’で は ，無 照 射 区 の

不 定 芽 に よ る 再 生 系 を 経 由 す る こ と に よ っ て ， 再 生 個 体 の D N A 量

は 有 意 に 減 少 し た （ F i g .  3 - 3 - 1 ,  Ta b l e  3 -3 - 2）． 炭 素 イ オ ン の 4  G y 照

射 区 で は さ ら に 減 少 す る こ と か ら ，‘ 今 神 ’ の 再 生 個 体 の 核 D N A 量

は ， ほ ぼ 全 個 体 に あ た る 9 5～ 1 0 0 %で ， 原 品 種 の ‘ 神 馬 ’ よ り 減 少

し た （ F i g .  3 - 3 - 1 ,  Ta b l e  3 -3 - 2）． こ の こ と は ， 炭 素 イ オ ン 照 射 で は

D N A の 大 き な 構 造 変 化 を 伴 い や す い （ S h i k a z o n o ら ,  2 0 0 1 ,  2 0 0 3 ,  

2 0 0 5）こ と か ら ，‘ 今 神 ’で は ゲ ノ ム の 大 き な 変 化 や 修 復 能 力 低 下 等

が 生 じ ， ゲ ノ ム の 安 定 性 が 低 下 し た 結 果 と 考 え ら れ ， 再 照 射 が 適 さ

な い 変 異 体 で あ る と 考 え ら れ る ． 一 方 ， 最 初 の 照 射 で 原 品 種 の ‘ 神

馬 ’ と 同 程 度 の D N A 量 を 維 持 し て い る ‘ 新 神 ’ で は ， 無 照 射 区 の

D N A 量 は 減 少 せ ず ，イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ り 平 均 で 1 %程 度 D N A 量

が 減 少 し た （ F i g .  3 - 3 - 1 ,  Ta b l e  3 -3 - 2）． 前 節 で 示 し た よ う に ， 個 体 も
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し く は 系 統 内 の 測 定 結 果 が 標 準 偏 差 1 %程 度 で あ り ， 前 述 の 平 均 値

で 1 %の 差 を 有 意 に 判 定 で き る こ と か ら ， 本 実 験 で 用 い た D N A 量 の

測 定 法 は 1 %以 上 の 差 を 検 出 で き る と 考 え ら れ た ． そ こ で ，‘ 新 神 ’

の 照 射 区 の 再 生 個 体 に つ い て ， 1 %以 上 D N A 量 が 減 少 し た 個 体 数 を

算 出 し た 結 果 ，そ の 割 合 は 5 0 %で あ っ た（ Ta b l e  3 -3 - 2）．こ れ は ，輪

ギ ク 品 種 ‘ 太 平 ’ に お け る 核 D N A 量 の 線 種 ・ 線 量 に 対 す る 反 応 と

一 致 し て い た （ Ya ma g u c h i ら ,  2 0 1 0）． ま た ， 炭 素 イ オ ン 照 射 後 の 変

異 体 は ，D N A 量 の 減 少 を 伴 う 変 異 と 減 少 を 伴 わ な い 点 突 然 変 異 の 両

方 が 同 程 度 に 存 在 す る（ S h i k a z o n o ら ,  2 0 0 5）こ と が 報 告 さ れ て い る ．

‘ 新 神 ’ に 照 射 し た 際 に 5 0 %の 再 生 個 体 で D N A 量 の 減 少 が 認 め ら

れ た こ と は ， 遺 伝 子 の 大 き な 構 造 変 化 が 半 数 で 発 生 し た こ と を 意 味

す る ． し た が っ て ，  D N A 量 の 減 少 を 伴 っ て い な い 残 る 半 数 の 再 生

個 体 に つ い て も 点 突 然 変 異 を 含 む 何 ら か の 変 異 を 内 在 し て い る こ と

を 示 唆 し て お り ， 本 実 験 で 得 ら れ た 再 生 個 体 の 大 半 が 点 突 然 変 異 を

含 め た 様 々 な 変 異 を 内 在 し て い る と 推 察 さ れ た ． こ の こ と は ， 変 異

誘 発 率 が 高 く ， 点 突 然 変 異 に よ る 変 異 体 の 選 抜 と 再 照 射 に よ る 変 異

誘 発 が 可 能 な イ オ ン ビ ー ム の 優 位 性 を 示 し て い る ． 再 照 射 に よ り 得

ら れ た 選 抜 個 体 は ， 栄 養 繁 殖 に よ り 系 統 と し ， 次 年 度 以 降 の 系 統 選

抜 に 供 試 し た （ Ta b l e  3 -3 -1）．  

２  変 異 体 に お け る 選 抜 特 性 の 安 定 性  

無 側 枝 性 を 持 つ ‘ 新 神 ’ と 低 温 開 花 性 に 優 れ る ‘ 神 馬 ’ 2 号 に 炭

素 イ オ ン を 照 射 し ，無 側 枝 性 を 対 象 と し た 11～ 1 2 月 開 花 作 型 と 低 温

開 花 性 を 対 象 と し た 3～ 4 月 開 花 作 型 で 変 異 誘 発 当 代 の 選 抜 を 行 っ

た ．‘ 新 神 ’ の 場 合 は ， 2 0 0 3 年 度 照 射 に よ り 得 ら れ た 9 , 0 3 3 個 体 の

変 異 誘 発 当 代 か ら ， 生 育 や 花 容 ・ 草 姿 に 優 れ ， 無 側 枝 性 や 低 温 開 花

性 を 示 す 8 7 個 体 を 選 抜 し（ Ta b l e  3 -3 - 3 ,  Ta b l e  3 -3 - 4），2 0 0 5 年 ま で の

照 射 試 験 か ら 1 4 1 個 の 選 抜 個 体 が 得 ら れ た（ Ta b l e  3 -3 - 1）．ま た ，強

い 無 側 枝 性 を 示 す も の の D N A 量 が 減 少 し て い な い B 0 2 - 1 - 1 系 統 に 再



- 99 - 

照 射 を 行 っ た と こ ろ ， 2 0 0 5 年 度 ま で の 照 射 試 験 で 1 , 7 4 2 個 体 か ら ，

6 4 個 の 選 抜 個 体 が 得 ら れ た （ Ta b l e  3 -3 -1）． F i g .  3 - 3 -2 に 示 し た よ う

に ，‘ 新 神 ’お よ び B 0 2 -1 - 1 系 統 に イ オ ン ビ ー ム を 再 照 射 し て 得 ら れ

た 選 抜 個 体 は ， 原 品 種 ‘ 神 馬 ’ と 比 較 し て 花 径 は 同 程 度 で ， 舌 状 花

弁 数 は 増 加 し て お り ， 花 容 が 優 れ る 個 体 で あ っ た ．  

こ れ ら の 変 異 誘 発 個 体 に お い て ， 個 体 選 抜 時 ま た は 栄 養 繁 殖 系 統

に お け る 無 側 枝 性 変 異 の 出 現 頻 度 を 調 査 し た （ F i g .  3 - 3 - 3）． 原 品 種

で あ る‘ 神 馬 ’9 -1 - 1 系 統 で は ，変 異 誘 発 当 代 の 2 0 0 1 年 1 2 月 開 花 作

型 に お け る 無 側 枝 性 変 異 は 拡 大 す る も の の 出 現 頻 度 は 低 か っ た（ F i g .  

3 -3 - 3  A）．一 方 ，‘ 新 神 ’に 再 照 射 を 行 っ た 場 合 ， 2 0 0 3 年 度 に 花 容 ・

草 姿 に 優 れ 無 側 枝 性 も し く は 低 温 開 花 性 を 示 す 8 7 個 の 選 抜 個 体 が

得 ら れ た （ Ta b l e  3 - 3 -3 ,  Ta b l e  3 -3 - 4）． こ れ ら は 無 側 枝 性 が 発 現 し な

い ，す な わ ち 腋 芽 が 発 生 す る 3 月 開 花 作 型 で 選 抜 し た 5 1 個 体 が 含 ま

れ る こ と か ら ，そ れ ぞ れ を 栄 養 繁 殖 系 統 と し ，そ の 8 4 系 統 に つ い て

翌 年 度 ，2 0 0 4 年 1 2 月 開 花 作 型 で の 無 側 枝 率 を 調 査 し た ．F i g .  3 -3 - 3  B

に 示 す よ う に ，‘ 新 神 ’ 由 来 変 異 系 統 の 無 側 枝 率 は ，‘ 新 神 ’ と 同 程

度 の 無 側 枝 率 4 4 . 8  ±  1 5 . 7 %で ，‘ 神 馬 ’と 同 様 に 変 異 誘 発 に よ り 無 側

枝 性 変 異 が 拡 大 し た ．さ ら に ， 2 0 0 5 年 度 B 0 2 -1 -1 系 統 に 再 照 射 し て

得 ら れ た 生 育 特 性 に 優 れ た 5 6 個 の 選 抜 個 体 の 無 側 枝 率 を F i g .  3 - 3 - 3  

C に 示 し た ． B 0 2 - 1 - 1 系 統 は 無 側 枝 率 が 8 0 . 4 %で ， 5 6 選 抜 個 体 の 無

側 枝 率 は 8 4 . 8  ±  5 . 0 %と な り ，無 側 枝 性 の 変 異 は 拡 大 す る も の の 9 割

以 上 が 無 側 枝 率 8 0 %を 超 え る 強 い 無 側 枝 性 を 示 し た ．  

浅 見 ら（ 2 0 1 0）は ，‘ 神 馬 ’に 対 す る 変 異 誘 発 で は 無 側 枝 性 変 異 の

出 現 頻 度 が 低 い こ と か ら ，幼 苗 や 培 養 物 を 高 温 処 理 す る こ と に よ り ，

無 側 枝 性 の 早 期 選 抜 を 行 っ て い る ．本 実 験 で は ，無 側 枝 性 の‘ 新 神 ’

や B 0 2 - 1 - 1 系 統 を 照 射 材 料 と す る こ と で ， 無 側 枝 性 変 異 が 高 い 頻 度

で 安 定 し て 得 ら れ た ． ま た ， 秋 輪 ギ ク で は ， 栄 養 繁 殖 が 夏 季 の 高 温

期 に あ た る こ と か ら ， 無 側 枝 性 が 強 い 品 種 は 挿 し 穂 増 殖 が 困 難 で あ
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る （ 永 吉 ,  2 0 11）． B 0 2 -1 - 1 系 統 に 対 す る 変 異 誘 発 で は ， 2 0 0 3 お よ び

2 0 0 4 年 度 の 照 射 試 験 か ら 6 4 個 体 を 選 抜 し た が ， 次 年 度 の 系 統 選 抜

時 の 供 試 数 は 3 3 系 統 に 減 少 し た （ Ta b l e  3 -3 - 1）． こ れ は ， 無 側 枝 性

に よ り 腋 芽 が 消 失 し ， 増 殖 で き な い 個 体 が 存 在 し た た め で ， 無 側 枝

率 が 高 く 増 殖 率 の 低 い 変 異 個 体 を 選 抜 の 初 期 段 階 で 淘 汰 で き る こ と

を 示 し て い る ．ま た ，‘ 新 神 ’に 照 射 し た 場 合 ，無 側 枝 性 の 異 な る 変

異 系 統 が 得 ら れ る こ と か ら ， 再 照 射 に よ っ て 育 種 目 標 に 合 わ せ た 適

度 な 無 側 枝 レ ベ ル へ 段 階 的 に 改 良 が 可 能 で あ る こ と を 示 し て い る ．  

一 方 ， 低 温 開 花 性 に つ い て は ， 定 植 後 栄 養 生 長 期 間 に 低 温 に 遭 遇

す る 3～ 4 月 開 花 作 型 で 早 期 に 開 花 す る 変 異 誘 発 当 代 を 選 抜 し た ．こ

れ ら の 選 抜 個 体 は 栄 養 繁 殖 に よ り 増 殖 し ， そ れ ぞ れ を 系 統 と し て ，

次 年 度 の 11～ 1 2 月 開 花 作 型 と 3～ 4 月 開 花 作 型 に 供 試 し た ． 変 異 誘

発 当 代 に お い て 個 体 レ ベ ル で 選 抜 し た 特 性 と ， 次 年 度 の 系 統 レ ベ ル

で の 特 性 に つ い て 比 較 し た ． 2 0 0 4 年 3 月 開 花 の 栽 培 で ，‘ 新 神 ’ は

開 花 ま で に 消 灯 後 9 週 を 要 し た が ， 選 抜 個 体 は 8 週 以 内 の 開 花 個 体

を 選 抜 し た ．次 年 度 2 0 0 5 年 4 月 開 花 の 作 型 で ，消 灯 後 の 開 花 週 数 が

‘ 神 馬 ’ 2 号 は 9 週 ，‘ 新 神 ’ は 1 2 . 1 週 と な る 温 度 管 理 下 で ， 選 抜

系 統 の 開 花 は  9～ 1 3 週 と な っ た （ F i g .  3 -3 - 4  A）． ま た ， 定 植 後 栄 養

生 長 期 間 に 低 温 に 遭 遇 し な い 2 0 0 3 年 1 2 月 開 花 の 選 抜 で は ，‘ 新 神 ’

よ り 早 い 消 灯 後 8 週 未 満 の 開 花 個 体 を 選 抜 し た こ と に よ り ，2 0 0 5 年

4 月 開 花 の 作 型 で ，消 灯 後 の 開 花 週 数 は 9～ 1 3 週 と な っ た（ F i g .  3 - 3 -4  

B）．‘ 神 馬 ’ の 開 花 遅 延 は ， 低 温 遭 遇 に よ る 幼 若 化 （ 幼 若 層 へ の 誘

導 ） が 主 な 要 因 と さ れ て い る （ 永 吉 ,  2 0 11）． ま た ， 幼 若 化 は 切 り 花

生 産 の 栽 培 期 間 だ け で な く ， 親 株 ， 穂 冷 蔵 お よ び 挿 し 芽 等 そ れ ぞ れ

の 生 育 時 期 の 環 境 も 影 響 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 永 吉 ,  2 0 11）．

さ ら に ， 第 2 節 で 示 し た よ う に ， 茎 頂 培 養 苗 や 葉 身 由 来 の 再 生 個 体

が 生 育 旺 盛 に な り ， 開 花 が 遅 延 す る こ と （ Ta b l e  3 -2 - 2） か ら ， 変 異

誘 発 当 代 の 個 体 選 抜 の 結 果 と ， 栄 養 繁 殖 に よ り 増 殖 し た 系 統 選 抜 時
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の 開 花 特 性 が 必 ず し も 一 致 し な か っ た 理 由 と 考 え ら れ た ． し か し ，

個 体 選 抜 時 に 早 期 開 花 性 の 選 抜 を 行 う こ と に よ り ， 系 統 選 抜 時 に は

元 品 種 の ‘ 新 神 ’ よ り 早 期 開 花 の 系 統 が 得 ら れ た こ と か ら ， 低 温 開

花 性 の 選 抜 が 有 効 で あ る と 考 え ら れ た ．  

３  無 側 枝 性 と 低 温 開 花 性 を 併 せ 持 つ 新 品 種 の 育 成  

2 0 0 3 年 度 の 照 射 試 験 で は ，‘ 神 馬 ’2 号 お よ び‘ 新 神 ’に 変 異 を 誘

発 し ，9 , 8 3 1 個 体 か ら 9 4 個 体 を 選 抜 し た（ Ta b l e  3 -3 - 3 ,  Ta b l e  3 -3 - 4）．

2 0 0 4 年 度 に は こ れ ら か ら 得 ら れ た 9 2 系 統 を 2 作 型 で 栽 培 し て ， そ

の 中 か ら 低 温 開 花 性 お よ び 無 側 枝 性 を 示 す 6 系 統 を 選 抜 し た ． こ れ

ら 6 系 統 を 含 め て 2 0 0 5 年 4 月 お よ び 11 月 開 花 作 型 で 特 性 評 価 を 行

っ た ．そ の 結 果 ，最 低 温 度 を 1 2℃ で 管 理 し た 4 月 開 花 作 型 で は ，Ta b l e  

3 -3 - 5 に 示 す よ う に ，‘ 神 馬 ’ 1 号 お よ び ‘ 新 神 ’ は 低 温 遭 遇 に よ る

開 花 遅 延 に よ り ，到 花 日 数 が 8 5 日 前 後 と な っ た ．こ れ に 対 し て ，低

温 開 花 性 に 優 れ る‘ 神 馬 ’2 号 は 6 7 日 と 2 . 5 週 の 差 と な っ た ．一 方 ，

低 温 開 花 性 選 抜 系 統 の 到 花 日 数 は ，B 0 3 -1 -3 系 統 が‘ 神 馬 ’2 号 よ り

短 く ，B 0 3 - 2 -2 お よ び B 0 3 -2 -5 系 統 は 同 程 度 で ，他 は 原 品 種 の‘ 神 馬 ’

や‘ 新 神 ’よ り 早 期 に 開 花 し た（ Ta b l e  3 -3 - 5）．ま た ，無 側 枝 性 が 発

現 し に く い 生 育 期 間 が 低 温 期 の 4 月 開 花 作 型 で は ， 摘 芽 ・ 摘 蕾 数 に

大 き な 差 は 認 め ら れ な か っ た ． さ ら に ， 植 物 体 の 生 育 量 を 示 す 草 丈

や 9 0  c m 切 り 花 重 に 品 種・系 統 に よ る 差 が 認 め ら れ た（ Ta b l e  3 -3 - 5）

が ， こ れ は 到 花 日 数 の 長 短 に 由 来 す る も の と 考 え ら れ た ． た だ し ，

B 0 3 -2 - 2 系 統 は 到 花 日 数 が 短 い に も か か わ ら ず ， 草 丈 や 9 0  c m 切 り

花 重 は 他 系 統 を 上 回 っ て い る ． こ れ は ， 低 温 管 理 下 で 茎 の 伸 長 や 展

開 葉 数 が 上 回 る こ と を 示 し て お り ， 低 温 伸 長 性 に つ な が る も の と 推

察 さ れ た ．  

無 側 枝 性 が 発 現 し や す い 11 月 開 花 作 型 で は ， Ta b l e  3 -3 - 6 に 示 す

よ う に ，‘ 神 馬 ’  1 号 お よ び ‘ 神 馬 ’ 2 号 の 摘 芽 数 が 約 3 0 個 で あ る

の に 対 し て ，‘ 新 神 ’は 1 4 . 3 個 と 半 減 し た ．各 選 抜 系 統 の 摘 芽 数 は ，
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B 0 3 -1 - 3 系 統 が ‘ 新 神 ’ と 同 程 度 の 1 3 . 0 個 と 最 も 少 な く ， B 0 3 - 2 -2

系 統 以 外 は 原 品 種 の ‘ 神 馬 ’ よ り 少 な か っ た 。 ま た ， こ の 作 型 に お

け る 到 花 日 数 は 5 1 . 4～ 5 4 . 1 日 で ， 品 種 ・ 系 統 間 差 は 2 . 7 日 と 小 さ か

っ た ． こ れ は ， 低 温 に 遭 遇 し な い 作 型 で は 原 品 種 の ‘ 神 馬 ’ と 開 花

習 性 に 大 き な 変 化 が な い こ と を 示 し て お り ，生 育 量 の 指 標 と な る 9 0  

c m 切 り 花 重 に 差 は 認 め ら れ な か っ た （ Ta b l e  3 -3 - 6）． な お ， B 0 3 -2 - 2

系 統 は‘ 神 馬 ’2 号 由 来 で あ り ，低 温 開 花 性 を 示 す も の の（ Ta b l e  3 -3 - 5），

摘 芽 数 は 原 品 種 よ り 多 く な っ た （ Ta b l e  3 -3 - 6）． さ ら に ， こ の 中 の 5

系 統 に つ い て 低 温 開 花 性 を 確 認 す る た め ，2 0 0 6 年 4 月 開 花 作 型 に お

い て ， 定 植 後 開 花 ま で 最 低 温 度 1 2℃ で 管 理 し 開 花 日 数 を 調 査 し た ．

そ の 結 果 ， 電 照 抑 制 を 終 了 し 短 日 条 件 と な る 消 灯 後 の 開 花 週 数 は ，

‘ 神 馬 ’ 1 号 が 11 週 ，‘ 神 馬 ’ 2 号 が 9 週 ，‘ 新 神 ’は 1 3 週 で あ っ た

（ デ ー タ 省 略 ）．F i g .  3 - 3 -5 で 示 す 消 灯 8 1 日 後 の 開 花 状 況 は ，‘ 神 馬 ’

1 号 が 開 花 期 ，‘ 神 馬 ’2 号 は 開 花 後 満 開 に 近 い 状 態 ，お よ び‘ 新 神 ’

は 開 花 前 の 状 態 で あ り ， 開 花 週 数 の 違 い を 明 確 に 現 し て い た ． 同 条

件 で 栽 培 し た 5 系 統 の 開 花 状 況 か ら ，  B 0 3 -1 - 3 お よ び B 0 3 -2 - 2 の 2

系 統 は ‘ 神 馬 ’ 2 号 よ り 早 く ， B 0 3 - 2 - 5 系 統 は 同 程 度 で ， B 0 3 -1 - 7 お

よ び B 0 3 -1 - 2 1 の 2 系 統 は ，‘ 神 馬 ’ 2 号 と 1 号 の 中 間 程 度 で あ っ た

（ F i g .  3 - 3 - 5）． こ れ は ， 供 試 し た 5 系 統 の 低 温 開 花 性 が ‘ 神 馬 ’ 1

号 お よ び ‘ 新 神 ’ よ り 改 善 さ れ た こ と を 示 し て お り ， Ta b l e  3 -3 -5 に

示 し た 前 年 の 結 果 と 一 致 し て い た ． 前 述 の よ う に ， 変 異 誘 発 当 代 の

低 温 管 理 に よ る 選 抜 結 果 と ， 栄 養 繁 殖 に よ り 増 殖 し た 系 統 選 抜 時 の

低 温 遭 遇 後 の 開 花 特 性 は ， 必 ず し も 一 致 し な か っ た ． し か し ， 栄 養

繁 殖 に よ り ク ロ ー ン 増 殖 し た 種 苗 で 低 温 や 高 温 に 遭 遇 す る 各 作 型 で

栽 培 を 繰 り 返 し ， 特 性 を 把 握 す る こ と に よ り ，‘ 新 神 ’ か ら ‘ 神 馬 ’

2 号 と 同 程 度 の 低 温 管 理 が 可 能 な 系 統 が 選 抜 で き た ． こ れ ら の 結 果

か ら ， 無 側 枝 性 と 低 温 開 花 性 の 両 形 質 が 改 善 さ れ た B 0 3 -1 - 3 お よ び
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B 0 3 -2 - 5 の 2 系 統 が 選 抜 ，育 成 さ れ（ Ta b l e  3 -3 - 5 ,  Ta b l e  3 - 3 -6），そ の

特 性 の 安 定 性 が 確 認 で き た ．  

４  イ オ ンビ ーム 照 射 に よる 育 成 品 種 と特 性 評 価  

低 温 開 花 性 と 無 側 枝 性 を 顕 著 に 示 す B 0 3 -1 - 3 系 統 を 新 し い タ イ プ

の‘ 新 神 ’と し て ，‘ 新 神 2’の 名 称 で 品 種 登 録 を 行 っ た（ 農 林 水 産

省 品 種 登 録 第 1 9 0 9 6 号 ）． こ の ‘ 新 神 2’ の 特 性 は Ta b l e  3 -3 - 7 に 示

す よ う に ‘ 神 馬 ’ や ‘ 新 神 ’ と 形 態 的 な 基 本 特 性 は 変 わ ら ず ， 切 り

花 の 品 質 を 左 右 す る 花 径 や 花 弁 数 は 増 加 し ， 側 枝 数 が ‘ 新 神 ’ よ り

さ ら に 少 な く な っ た ． 浅 見 ら （ 2 0 1 0） は ， 無 側 枝 性 の 検 定 結 果 と し

て ，‘ 新 神 ’ を 中 程 度 ，‘ 新 神 2’ は 強 い 無 側 枝 性 を 示 す 品 種 と 評 価

し て お り ， こ れ ら 2 品 種 の 無 側 枝 性 の 安 定 性 が 確 認 さ れ て い る ．  

鹿 児 島 県 農 業 経 営 管 理 指 導 指 標 （ 鹿 児 島 県 農 政 部 ， 2 0 0 1） に よ る

と ， 輪 ギ ク 栽 培 に お い て 育 苗 か ら 切 り 花 生 産 お よ び 経 営 管 理 に 至 る

1 0  aあ た り の 1作 に お け る 全 労 働 時 間 は 1 , 0 5 0時 間 と 見 積 も ら れ て い

る ． そ の う ち ， 摘 芽 ・ 摘 蕾 作 業 に 要 す る 時 間 は 3 9 0時 間 で 最 も 多 く ，

全 作 業 時 間 の 3 7 %に 達 す る ． 特 に ‘ 神 馬 ’ の 場 合 ， 側 枝 数 が 多 く な

る 11～ 1 2月 開 花 作 型 で は ， 1本 あ た り 3 0～ 4 0個 の 摘 芽 を 行 う （ F i g .  

3 -2 - 3）．し た が っ て ，1 2 0～ 1 6 0万 個  /  1 0 aの 花 蕾 や 側 枝 を 摘 み 取 る 必

要 が あ り（ F i g .  3 - 2 - 1），摘 芽 に 要 す る 作 業 時 間 は 前 述 の 3 9 0時 間 を 上

回 る ． こ の よ う に ， 摘 芽 作 業 時 間 は 側 枝 数 が そ の ま ま 反 映 さ れ る こ

と か ら ，‘ 神 馬 ’と 比 較 し て 無 側 枝 率 5 0 %の‘ 新 神 ’の 場 合 ，摘 芽 作

業 時 間 は  5割 程 度 に な る ．さ ら に ，無 側 枝 率 7 0 %の‘ 新 神 2’の 場 合

は ，3割 程 度 に 短 縮 で き る こ と か ら ，2 0 0～ 2 7 0時 間 の 省 力 化 に つ な が

る こ と に な る ．ま た ，‘ 神 馬 ’や‘ 新 神 ’の 場 合 ，低 温 遭 遇 に よ り 開

花 が 遅 延 す る こ と か ら ， 開 花 遅 延 を 引 き 起 こ さ な い た め の 温 度 管 理

と し て ， 最 低 温 度 を 1 4～ 1 6℃ で 管 理 す る 必 要 が あ る （ 永 吉 ,  2 0 11）．

こ れ に 対 し て ， 低 温 開 花 性 に 優 れ る ‘ 神 馬 ’ 2号 で は ， 通 常 よ り 2℃

低 い 1 2～ 1 4℃ で の 温 度 管 理 が 可 能 で あ る （ 永 吉 ,  2 0 11）． 鹿 児 島 県 農
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業 経 営 管 理 指 導 指 標 （ 鹿 児 島 県 農 政 部 ， 2 0 0 1） に よ る と ， 2～ 3月 出

し 輪 ギ ク 栽 培 に お い て ， 暖 房 に 必 要 な A重 油 の 消 費 量 は 8 , 0 0 0  L - 1･1 0  

a - 1 が 見 積 も ら れ て い る ． 2 0 0 6年 3月 開 花 作 型 で ‘ 神 馬 ’ や ‘ 新 神 ’

が 開 花 遅 延 を 起 こ さ な い 温 度 管 理 を 行 う 場 合 ， 鹿 児 島 県 指 宿 市 に お

け る 栽 培 期 間 中 の 外 気 温 か ら 必 要 な 燃 料 消 費 量 と し て 9 , 0 0 0～ 9 , 5 0 0  

L - 1･1 0  a - 1が 試 算 さ れ た （ 未 発 表 ）． 一 方 ， 低 温 管 理 が 可 能 な ‘ 神 馬 ’

2号 の 場 合 ，同 時 期 の 燃 料 消 費 量 は 6 , 0 0 0  L - 1･1 0  a - 1と な り ，作 型 あ た

り 3 , 0 0 0～ 3 , 5 0 0  L - 1･ 1 0  a - 1の 燃 料 節 減 が 可 能 と 試 算 さ れ て い る （ 未 発

表 ）．以 上 の よ う に ，輪 ギ ク に 対 す る 無 側 枝 性 と 低 温 開 花 性 の 両 形 質

の 付 与 が 労 働 力 や 燃 料 費 の 削 減 に 結 び つ く こ と が 確 認 で き た ．  

‘ 新 神 2’は ，神 馬 系 秋 輪 ギ ク の 最 終 目 標 と し た 無 側 枝 性 と 低 温 開

花 性 の 両 形 質 を 併 せ 持 つ 優 れ た 品 種 と し て 育 成 し た ． し か し ， 水 揚

げ （ 日 持 ち 性 ） の 不 安 定 性 や ， 無 側 枝 性 が 強 い こ と に よ り 高 温 期 の

自 家 増 殖 が 困 難 で あ る こ と な ど の 問 題 点 が 明 ら か と な っ た た め ， 残

念 な が ら 生 産 量 は 減 少 し て い る ． こ の 問 題 を 解 決 す る た め ‘ 新 神 ’

へ の イ オ ン ビ ー ム 再 照 射 に よ る 低 温 開 花 性 の 改 良 が 進 め ら れ て お り

（ 田 之 頭 ら ,  2 0 1 2），‘ 神 馬 ’ に 由 来 す る 低 温 開 花 性 と 無 側 枝 性 を 兼

ね 備 え た 最 終 的 な 改 良 品 種 が 近 々 発 表 さ れ る 予 定 で あ る ．  

以 上 の よ う に ， 本 研 究 で は ‘ 新 神 ’ に イ オ ン ビ ー ム を 再 照 射 す る

こ と に よ り ， 無 側 枝 性 お よ び 低 温 開 花 性 の 両 形 質 を 実 用 レ ベ ル で 改

変 で き る こ と が 実 証 で き た ． こ の こ と は ， イ オ ン ビ ー ム 照 射 が 輪 ギ

ク の 特 性 改 良 を 行 う 際 ， 花 容 ・ 草 姿 ・ 生 育 特 性 に 優 れ ， 目 的 に 合 わ

せ た 特 性 を 付 与 で き る 点 で ， 優 れ た 手 法 で あ る こ と が 明 ら か と な っ

た ．さ ら に ，D N A 量 が 減 少 し て い な い 変 異 体 を 選 抜 す る こ と に よ り ，

こ の よ う な 変 異 体 を 照 射 材 料 と し て ， 複 数 の 特 性 を 段 階 的 に 改 良 で

き る こ と が 示 さ れ た ． こ れ は ， 従 来 の 放 射 線 育 種 で は 行 わ れ な か っ

た ， イ オ ン ビ ー ム 照 射 に 特 徴 的 な 変 異 誘 発 の 新 し い 手 法 で あ り ， イ
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オ ン ビ ー ム 照 射 に よ る 変 異 誘 発 を 行 っ て い る 他 の 植 物 種 に お い て も ，

広 く 応 用 可 能 な 技 術 と 考 え ら れ る ．  
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要  約  

 

高 次 倍 数 性 の 栄 養 繁 殖 植 物 で あ る キ ク 類 に つ い て ， イ オ ン ビ ー ム

照 射 に よ る 変 異 誘 発 技 術 の 確 立 を 目 的 と し て ， 本 章 で は ， ま ず 培 養

系 の 確 立 ， 照 射 材 料 の 選 定 お よ び イ オ ン ビ ー ム の 線 種 ・ 線 量 の 検 討

を 行 っ た ．そ の 結 果 ，1 0 品 種 以 上 の キ ク 類 で 一 般 切 り 花 栽 培 と 同 様

の 管 理 で ， 3 , 0 0 0～ 4 , 0 0 0 個 体 の 変 異 誘 発 当 代 か ら ， 形 態 お よ び 生 育

特 性 に よ る 優 良 変 異 個 体 を 選 抜 す る 変 異 誘 発 シ ス テ ム を 確 立 し た ． 

こ の 変 異 誘 発 シ ス テ ム で 得 ら れ た 変 異 個 体 は キ メ ラ 性 が 低 く ， 変

異 誘 発 当 代 で の 選 抜 が 可 能 で あ っ た ． ま た ， 白 色 の 秋 輪 ギ ク ‘神 馬 ’

は ， 我 が 国 に お け る 主 力 品 種 で あ る が ， 側 枝 の 発 生 が 多 く ， 低 温 遭

遇 に よ り 開 花 が 遅 れ る 欠 点 が あ る ．‘ 神 馬 ’ を 対 象 と し た イ オ ン ビ

ー ム 照 射 に よ っ て ， 無 側 枝 性 変 異 の 選 抜 か ら 側 枝 が 少 な い ‘ 新 神 ’

お よ び ‘ 今 神 ’ を 育 成 し た ． し か し ， 無 側 枝 性 と 低 温 開 花 性 の 両 特

性 を 併 せ 持 つ 変 異 個 体 は 得 ら れ な か っ た ．  

そ こ で ， イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ り 得 ら れ た 変 異 体 に 再 度 変 異 誘 発

を 行 っ た ．そ の 結 果 ，イ オ ン ビ ー ム を 再 照 射 す る 際 は ，D N A 量 が 原

品 種 と 同 程 度 の 変 異 体 を 用 い る 必 要 が あ る こ と を 示 し ， 再 照 射 に よ

る 変 異 誘 発 お よ び 優 良 変 異 体 の 選 抜 が 可 能 で あ る こ と を 実 証 し た ．

ま た ，‘ 新 神 ’ に イ オ ン ビ ー ム を 照 射 し ， 低 温 開 花 性 の 選 抜 を 行 う

こ と に よ り ， 無 側 枝 性 と 低 温 開 花 性 の 特 性 を 併 せ 持 つ 変 異 体 が 選 抜

で き ，‘ 新 神 2’の 育 成 に 至 っ た ．こ の 無 側 枝 性 と 低 温 開 花 性 の 両 特

性 の 付 与 は ， 高 品 質 切 り 花 の 省 力 ・ 低 コ ス ト 生 産 を 実 現 す る も の で

あ る ． こ の よ う に ， イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ る 変 異 誘 発 は ， 複 数 の 特

性 を 段 階 的 に 改 良 で き る こ と を 示 し て い る ． こ れ ら の 知 見 は ， 輪 ギ

ク の 特 性 改 良 に 限 ら ず ， イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ る 変 異 誘 発 に お い て ，

広 く 適 用 可 能 で 有 効 な 手 法 と 考 え ら れ る ．  
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Table 3-1-1.   Influence of phytohormone combination on adventitious bud formation in 

chrysanthemum cv. ‘Jimba’. 

NAA IAA BA

N0.1 B0.5 0.1 0.5 4 (2.5) 2.0 (2.7) 3 (2.9) 31 (16.0) 6.7 (2.5) 46 (36.1)
N0.1 B1.0 0.1 1.0 1 (2.5) 1.0 (2.2) 1 (2.5) 22 (10.9) 5.0 (0.0) 22 (10.9)
N0.5 B0.5 0.5 0.5 44 (23.6) 6.0 (2.2) 55 (33.2) 47 (14.2) 6.7 (2.5) 64 (32.9)
N0.5 B1.0 0.5 1.0 31 (18.5) 5.0 (0.0) 31 (18.5) 48 (22.9) 8.3 (2.5) 89 (55.6)
I 1.0 B0.5 1.0 0.5 87 (12.0) 9.2 (2.0) 174 (24.1) 62 (18.4) 10.0 (0.0) 123 (36.7)
I 1.0 B1.0 1.0 1.0 74 (23.3) 7.5 (5.2) 148 (104.3) 53 (18.0) 9.4 (1.7) 101 (41.7)
I 5.0 B0.5 5.0 0.5 90 (17.3) 13.8 (6.3) 303 (95.0) 55 (18.4) 8.9 (2.2) 103 (47.4)
I 5.0 B1.0 5.0 1.0 98 (5.0) 16.0 (6.5) 368 (65.0) 64 (20.9) 9.4 (1.7) 125 (48.0)

Petal
% of

regeneration
frequency

(STD)

No. of
adventitious-

buds/ segment
(STD)

Plating
efficiency

[No. of buds/
plate (STD)]

Medium
No. of

adventitious-
buds/ segment

(STD)

% of
regeneration

frequency
 (STD)

Plating
efficiency

[No. of buds/
plate (STD)]

Leaf
Additional

substances (mg/l)
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Table 3-1-2. Regeneration frequency of some chrysanthemum cultivars using adventitious bud 

formation medium. 

Cultivars Explants Medium
% of

regeneration
frequency

Plating efficiency z

y

 'Jimba' Leaf I 5.0 B1.0 100 ++++
 'Jimba' Petal I 5.0 B1.0 64 +++
 'Sanyo-ohgon' Leaf I 5.0 B0.1 100 +++
 'Hohada-no-aki' Leaf I 5.0 B0.5 85 ++
 'Yumito-taisan' Leaf I 5.0 B0.5 83 ++
 'Floral-Yuka' Leaf I 5.0 B0.5 100 +++
 'Tokai-kimba' Leaf N0.5 B0.5 30 +
 'Sei-un' Leaf N0.5 B0.5 61 +++
 'Sei-un' Petal N0.1 B1.0 75 ++
 'Summer-yellow' Leaf I 5.0 B0.1 100 +++
 'Super-yellow' Leaf I 5.0 B0.1 100 +++

 'Elias' Leaf I 5.0 B0.1 3 ±
 'Elias' Petal I 5.0 B1.0 5 +
 'Loire' Leaf I 5.0 B0.1 5 ±
 'Loire' Petal I 5.0 B0.5 9 +
 'Southern-cherry' Leaf I 1.0 B1.0 7 ±
 'Kana-no-orihime' Petal I 5.0 B1.0 85 +++
 'Kana-no-hikoboshi' Petal I 5.0 B1.0 83 +++

Spray type

Standard type

 

z No. of buds / plate. -: 0, ±: 1-5, +: 5-50, ++: 50-100, +++: 100-200, ++++: 200<. 

y I: IAA, B: BAP, N: NAA, 0.1~5.0: 0.1~5.0 mg･L-1. 
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Table 3-1-3. Hyperhydricity control in tissue culture generated chrysanthemum by dehydration 

treatment. 

 'Syuhono-chikara' Non-treated control 93.6 0.0 100 (0) 100 (0) 0
Dehydration teratment

20 min. 90.9 2.7 85 (7) 20 (9) 80
30 min. 89.2 4.4 81 (8) 16 (3) 84

 'Nansyuno-mai' Non-treated control 92.7 0.0 100 (0) 100 (0) 0
Dehydration teratment

20 min. 89.2 3.5 98 (4) 21 (7) 79
30 min. 87.8 4.9 85 (7) 41 (11) 59

* mg water in 100 mg tissue, 

normal

% Survival
after subcultured

 for 1 month
(STD)

Cultivars Treatnent
Water content

of after
treatment * hyper-hydrated

(STD)

% of
dehydrate *

% of shoots 

 

 

 

 

 

Table 3-1-4. Water content of vermiculite for rooting and adaptation in shoots of 

chrysanthemum. 

A new article 2 (0) 195 (1) 370 (19)

Recycling product 111 (1) 127 (4) 260 (5)

Water content of mg water in 100 mg vermiculite (STD)

before
preparation

after
preparation

water
 saturation
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Table 3-1-5. Frequency distribution of number of petals resulting from regenerated plants with 

different tissue of chrysanthemum cv. ‘Jimba’. 

meristem leaf petal
% % %

  90~100 7.6
101~130 2.1 42.9
131~150 4.3 39.0
151~170 75.0 73.4 8.6
171~190 25.0 16.0 1.9
191~210 2.2
211~230 1.0
231~250 1.0

11 325 371
165.0 162.3 130.8Average on the number of petals

No. of  investigated plants

No. of petals
Frequemcy distribution of regenerated plants from

differrent tissue
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Table 3-1-6.  Effects of dose of irradiation on number of petals resulting from regenerated 

plants with leaf explants of chrysanthemum cv. ‘Jimba’. 

line ~150 ~160 ~170 ~180 ~190 ~200 ~210 ~220

control  'Jimba' 9-1-1 meristem
culture 0 7.0 72.0 21.0 14

regenerated
from leaf 0 3.0 18.0 46.0 21.0 3.0 9.0 34

220 MeV・ 12C5+  'Jimba' 9-1-1 regenerated
from leaf 2.0 1.0 6.0 26.0 52.0 13.0 2.0 89

3.0 2.0 5.0 26.0 49.0 16.0 1.0 1.0 85

4.0 16.0 50.0 29.0 5.0 38

5.0 6.0 11.0 83.0 18

320MeV・12C6+  'Jimba' 9-1-1 regenerated
from leaf 1.0 3.0 47.0 34.0 13.0 3.0 40

2.0 40.0 44.0 9.0 2.0 5.0 43

3.0 10.0 42.0 29.0 19.0 21

Soft X-ray
(3.6Gy/h)  'Jimba' 9-1-1 regenerated

from leaf 5.0 3.0 19.0 47.0 25.0 6.0 64

Raddiation type
Plant matearial Total

dose
 (Gy)

Percentage of variants  to number of petals with regenerated plants No. of
investigated

plants
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Table 3-1-7.  Effects of dose of irradiation on leaf shape of resulting from regenerated plants 

with leaf explants of chrysanthemum cv. ‘Jimba’. 

normal thin z abnormal y

Gy % % %
control 0 88.8 10.5 0.7 401

220 MeV・ 12C5+ 0.5 81.4 17.6 1.0 204
1.0 86.7 11.5 1.7 347
1.5 79.4 18.1 2.5 243
2.0 58.6 31.5 9.9 111
3.0 80.2 17.9 1.9 106
4.0 36.2 57.4 6.4 47
5.0 41.2 47.1 11.8 17

320MeV・
12C6+ 1.0 85.9 14.1 0.0 447

2.0 87.0 10.9 2.2 46
3.0 62.4 34.7 2.9 418
5.0 45.7 42.9 11.4 35

Soft X-ray (3.6Gy/h) 5.0 91.1 7.6 1.3 381

Percentage of variants to leaf shape with regenerated plants.
Raddiation type Dose

No. of
investigated

plants

 
z Leaf having deeply incised. 

y Leaf having different size and/or length/width ratio.
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Table 3-2-1.  Ecological traits and origin of chrysanthemum cultivars used in this study. 

Cultivars
 and line Origin Mutation or selection Ecological traits Reference

 'Jimba' #1  'Jimba' Field selection Good sprouting －

 'Jimba' #2  'Jimba' Field selection Low temp. flowering －

 'Jimba' 9-1-1  'Jimba' Field selection Good flower quarity －

 'Aladdin'  'Jimba' 9-1-1 Ion beam Non-branching node Imakiire et al ． (2006)
 'Imagine'  'Jimba' 9-1-1 Ion beam Non-branching node Ueno et al.  (2003)
 B02-1-1  'Jimba' 9-1-1 Ion beam Non-branching node Ueno et al.  (2003)  
 

 

 

Table 3-2-2.  Effects of dose of irradiation on flowering periods resulting from regenerated 

plants with leaf explants of chrysanthemum cv. ‘Jimba’ in March 2002. 

line ~8W ~9W ~10W ~11W ~12W ~13W ~14W 14W~

control  'Jimba'  #1 vagitative propagation 0 33.3 58.3 8.3 24

control  'Jimba' 9-1-1 vagitative propagation 0 30.0 70.0 10

meristem culture 0 18.5 25.9 29.6 14.8 11.1 27

regenerated from leaf 0 6.4 23.8 23.0 21.7 20.7 4.1 0.3 391

220 MeV・ C  'Jimba' 9-1-1 regenerated from leaf 0.5 4.1 11.7 28.6 21.9 27.0 6.6 196

1.0 4.2 20.8 24.1 19.9 23.0 5.8 2.2 361

1.5 8.3 19.0 23.4 18.3 18.7 8.3 4.0 252

2.0 12.8 27.4 23.9 10.3 17.1 5.1 3.4 117

3.0 13.1 18.7 22.4 20.6 17.8 4.7 2.8 107

4.0 17.4 6.5 19.6 13.0 17.4 8.7 17.4 46

320MeV・C  'Jimba' 9-1-1 regenerated from leaf 1.0 0.2 2.5 16.4 19.3 16.2 30.6 10.3 4.5 445

2.0 16.3 20.9 11.6 11.6 18.6 14.0 7.0 43

3.0 5.7 21.3 23.5 16.0 22.0 7.0 4.4 455

4.0 13.3 20.0 30.0 10.0 26.7 30

Soft X-ray  'Jimba' 9-1-1 regenerated from leaf 5.0 1.5 8.3 25.1 26.9 14.8 17.8 4.4 1.2 338

control  'Jimba'  #2 vagitative propagation 0 78.9 21.1 38

meristem culture 0 9.5 47.6 7.1 19.0 7.1 9.5 42

Soft X-ray  'Jimba'  #2 regenerated from leaf 5.0 2.3 43.7 20.7 14.9 9.2 9.2 87

Raddiation
 type

Plant matearial Total
dose
 (Gy)

Percentage of variants on the number of weeks to flowering after lighting stop. No. of
investigated

plants
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Table 3-2-3.  DNA contents of chrysanthemum cv. ‘Jimba’ and few axillary buds selected 

lines. 

line propagation % STD
 'Jimba' 9-1-1 meristem culture 100.0 0.9

 'Jimba' #2 meristem culture 100.0 1.1

 'Imagine' meristem culture 98.1 0.9

vagitative propagation 98.3 1.2

 'Aladdin' meristem culture 100.0 1.2

vagitative propagation 100.1 1.2

B02-1-1 meristem culture 100.0 0.5

Plant matearial DNA contents 
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Table 3-3-1. The number of tested and selected plants, regenerated from leaf cultures irradiated 
with ion beam from 2001 to 2005. 

Cultivars
 and line

Iraddiation
year

Number of
tested M1

plants z

Number of
selected
plants

Line
selection y

Number of
selected

line
Resistration

 'Jimba' #1 2005 1,372 1 1 0 －

 'Jimba' #2 2001-2003 4,535 44 44 7 －

 'Jimba' 9-1-1 2001-2002 12,226 17 17 4 2 x

 'Aladdin' 2003-2005 14,815 141 141 9 1 w

 'Imagine' 2002 1,461 0 － － －

 B02-1-1 2004-2005 1,742 64 33 4 －  
z M1 plants means ‘Mutanized 1st generation plants’. These M1 plants were grown from November to 
December or from March to April using a flowering cropping system. 

y Each mutant line was vegetatively propagated from M1 plants. These mutant lines were grown from 
November to December and from March to April using a flowering cropping system. 

x These two lines were 'Aladdin' and 'Imagine'. 
w This line was ‘Aladdin 2’. 



- 116 - 

Table 3-3-2. DNA contents of tested plants, which regenerated from leaf cultures re-irradiated 
by ion beam. 

Gy % t-test z STD No. %
 'Jimba'  -  - 10 100.0 - 1.0 - -

 'Aladdin'  -  - 15 100.1 1.2 - -
 'Imagine'  -  - 10 98.2 ** 1.0 - -
B02-1-1  -  - 5 100.0 0.4 - -

 'Aladdin' - - 16 100.2 - 0.7 - -
0 20 99.9 0.8 3 15

320MeV・12C6+ 1 20 98.8 ** 1.7 10 50
2 20 99.0 * 1.2 10 50
3 20 98.8 ** 1.4 10 50

 'Imagine' - - 16 98.2 - 0.9 - -
0 20 96.9 ** 1.3 20 100

320MeV・
12C6+ 2 20 96.9 ** 1.4 19 95

3 20 97.1 1.3 19 95
4 20 95.3 ** 2.5 20 100

Plant matearial Raddiation type

Regenerated
plants from re-

irradiated
'Aladdin' x

 Regenerated
plants from re-

irradiated
'Imagene' x

The number and
% of the plants

of decreased
DNA amount y

DNA contents Dose Number
of tested

plants

 
z Means followed by the superscripts are significantly different at the 5% level (*) or 1% level (**) by 

t-test. 
y The plants decreased more than 1% DNA amount. 
x Non selected regenerated M1 plants in 2003.   

 



- 117 - 

Table 3-3-3. The number of tested and selected plants in December 2003, which regenerated 

from leaf disc cultures irradiated by ion beam, for selection of few axillary buds. 

Plant tested Radiation Energy Dose
>80 >50 >30 >10 10> 0

MeV Gy (%)
 'Aladdin'  -  -  - 129 * *

C 320 0 445 9 2.0 1 2 4 2
1 1,364 12 0.9 1 2 7 2
2 1,323 4 0.3 1 2 1
3 1,049 10 1.0 7 3
5 194 1 0.5 1

sub-total 4,375 36 2 5 21 8
 'Jimba' #2  -  -  - 44 * *

C 320 0 58 0 0.0
1 125 2 1.6 1 1
2 327 2 0.6 1 1
3 288 3 1.0 2 1
5 0 0 0.0

sub-total 798 7 4 3
Total 5,173 43 2 5 25 11

Regenerated
plants from
irradiated
'Jimba' #2

Number of
tested
plants

Number of
selected
plants

% of
seletion rate

Flowering period
December

Characteristec of cultiver (*) or
number of selected plants

% of nodes wothout axillary buds

Regenerated
plants from
re-irradiated

'Aladdin'

 
 

Table 3-3-4. The number of tested and selected plants in March 2004, which regenerated from 

leaf disc cultures irradiated by ion beam, for selection of early flowering type. 

Plant tested Radiation Energy Dose

MeV Gy 7 8 9 10
 'Jimba' 9-1-1 － － － 14 *

 'Jimba' #1 － － － 15 *
 'Jimba' #2 － － － 27 *
 'Imagine' － － － 33 *
 'Aladdin' － － － 163 *
B02-1-1 － － － 107 *

sub-total 359
C 320 0 217 3 1.4 3

1 109 0 0.0
2 705 6 0.9 4 2
3 428 5 1.2 2 3

C 220 1 569 12 2.1 1 11
1.5 1,519 17 1.1 3 14
2 752 8 1.1 2 6

sub-total 4,299 51 12 39
Total 4,658

Regenerated
plants from
re-irradiated

'Aladdin'

Number of weeks to flowering
after lighting stop.

Flowering period Characteristec of cultiver (*) or
number of selected plantsMarch

Number of
tested
plants

Number of
selected
plants

% of
seletion rate
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Table 3-3-5. Characteristics of selected lines in April flowering, derived from ‘Jimba’ or 
‘Aladdin’, and these were mutants after ion beam irradiation. 

Plant
 height

Weight of
90 cm cut

flower

cm g
 'Jimba' #1 - 28-Apr 84.9 a y 5 129.8 a  x 105.2 ab x 32.0 a x

 'Jimba' #2 - 14-Apr 67.2 d 4 115.0 c 105.0 ab 27.8 a
 'Aladdin'  'Jimba' 9-1-1 30-Apr 86.4 a 5 129.4 a 109.0 a 32.6 a
B03-1-3  'Aladdin' 7-Apr 62.5 e 6 107.7 d   79.7 bc 31.3 a
B03-1-7  'Aladdin' 14-Apr 70.7 cd 4 110.5 d   80.8 bc 32.5 a
B03-1-16  'Aladdin' 19-Apr 74.4 bc 2 130.0 a   91.5 abc 33.0 a
B03-1-21  'Aladdin' 21-Apr 78.3 b 5 116.8 c 108.8 a 43.6 b
B03-2-2  'Jimba' #2 8-Apr 65.1 de 3 122.7 b 110.7 a 38.7 ab
B03-2-5  'Aladdin' 10-Apr 66.1 de 3 108.0 d   72.0 c 38.3 ab

Number of
dis-

budding
node

April flowering croping system in 2005 z

Cultuvar or
 selected line

Ion beam
irradiated

plant

Flowering
date

Days to
flowering
in short

days

Number
of

investigat
ed plants

 
z The plants were cultivated with at least 20 plants per line. Planting date: 2004/12/13. Lighting stop 

date: 2005/2/3. Minimum temperature controlled at 12℃.  
y Different letters within columns indicate significant differences by Tukey’s multiple range test 

(p<0.01)(n=10). 
x Different letters within columns indicate significant differences by Tukey-Kramer’s multiple range 

test (p<0.05).   
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Table 3-3-6. Characteristics of selected lines in November flowering, derived from ‘Jimba’ or ‘Aladdin’, 
and these were mutants after ion beam irradiation. 

Cultuvar or
 selected line

Plant
 height

Weight of
90 cm cut

flower

cm g
 'Jimba' #1 - 24-Nov 52.1 ab y 5 121.4 b x 75.4 ns 30.0 c x

 'Jimba' #2 - 23-Nov 51.4 a 5 126.0 a 69.4 ns 31.6 c
 'Aladdin'  'Jimba' 9-1-1 24-Nov 54.1 b 7 109.3 d 77.4 ns 14.3 a
B03-1-3  'Aladdin' 25-Nov 52.9 ab 2 120.5 bc 73.0 ns 13.0 a
B03-1-7  'Aladdin' 26-Nov 54.1 b 6 110.5 d 77.5 ns 16.8 ab
B03-1-16  'Aladdin' 26-Nov 54.1 b 7 107.9 d 76.4 ns 26.0 b
B03-1-21  'Aladdin' 26-Nov 54.1 b 7 116.9 c 73.1 ns 19.9 ab
B03-2-2  'Jimba' #2 24-Nov 52.3 ab 3 111.7 d 78.0 ns 45.3 d
B03-2-5  'Aladdin' 26-Nov 54.1 b 5 109.4 d 81.4 ns 24.0 ab

Number of
dis-

budding
node

November flowering croping system in 2005 z

Ion beam
irradiated

plant

Flowering
date

Days to
flowering
in short

days

Number
of

investigat
ed plants

 
z The plants were cultivated with at least 20 plants per line. Planting date: 2005/8/18. Lighting stop 

date: 2005/10/3. Temperature controlled at 25℃ by ventilation and non-heating. 
y Different letters within columns indicate significant differences by Tukey’s multiple range test 

(p<0.01)(n=10). 
x Different letters within columns indicate significant differences by Tukey-Kramer’s multiple range 

test (p<0.05). 
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Table 3-3-7. Characteristics of chrysanthemum cultivars in registration form, derived from 
'Jimba', and these were mutants after ion beam irradiation 

     z
No.

Characteristics  'Jimba'  'Aladdin'  'Imagine'  'Aladdin2'

1 Plant: length 06: medium
120 cm

06: medium
120 cm

06: medium
119 cm

06 medium
120 cm

5 Stem color 01: green 01: green 01: green 01: green

6 Stipule: size 03: small 03: small 03: small 03: small

7 Petiole: attitude 01: very strongly
upwards

01: very strongly
upwards

01: very strongly
upwards

01: very strongly
upwards

9 Leaf: length 05: medium
96 mm

06: medium
101 mm

05: medium
91 mm

06: medium
117 mm

10 Leaf: width 04: medium
60 mm

03: medium
57 mm

03: medium
57 mm

03: medium
57 mm

11 Leaf: ratio length/width 1.6 1.6 1.6 1.9

13 Leaf: depth of lowest
lateral sinus 05: medium 05: medium 05: medium 04: medium

33 Flower head: diameter
(disbudded plants)

05: medium
140 mm

05: medium
144 mm

05: medium
138 mm

06: medium
154 mm

35 Flower head: hight
(disbudded plants) 06: medium 06: medium 06: medium 06: medium

39 Flower head: density of ray
florets 05: medium 06: medium to

dense 05: medium 06: medium to
dence

41 Flower head: predominant
type of ray floret 02: incurving 02: incurving 02: incurving 02: incurving

52 Ray floret:
longitudinal axis 01: incurving 01: incurving 01: incurving 01: incurving

58 Ray floret: length 06: med-long
65 mm

07: long
67 mm

05: med-long
61 mm

07: long
76 mm

59 Ray floret: width 05: medium
15 mm

05: medium
15 mm

05: medium
14 mm

05: medium
17 mm

63 Ray floret: main color of
inner side

No. 01 white
JHSCC

No. 01 white
JHSCC

No. 01 white
JHSCC

No. 01 white
JHSCC

66 Ray floret: pattern of
second color of inner side 01: solid 01: solid 01: solid 01: solid

90 Flower habits Oct.-Nov. Oct.-Nov. Oct.-Nov. Oct.-Nov.

92 No. of lateral buds 06: medium to
many 04: medium 02: very few

 to few 03: few
 

z The number of characteristics in registration form. 
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Irradiation Regeneration Regererated plants
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F ig .  3-1-1.  Schematic  representation of  mutat ion induct ion of  chrysanthemum 

using ion beam breeding system.   
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Fig.  3-1-2.  Effects of  ir radiat ion dose of  ion beam or  soft  X-ray on 

regenerat ion of  leaf  explants .    
T he  regenera t io n  wa s  number  o f  adve nt i t ious  b uds /p la te  (p la t ing  e ff ic i enc y)  ,  
a s  e s t imated  f ro m a t  l eas t  80  exp la nt s  (4  p la tes  ×  20  l ea f  se gments /p la te ) 
f ro m  se gme nts  o f  chr ysa nthe mum cv.  ‘J imba ’ .  A ;  220  MeV or  320  MeV 
Carbon ion  bea m,  B ;  50  MeV or  100  MeV Hel ium io n  bea m,  C ;  so f t  X-ra y 
3 .6Gy/h .  320  MeV -  C,  100  MeV -  He  and  so f t  X-ra y i r r ad ia t ions  wer e  three  
t ime s  d i ffe ren t  i r rad ia t i on .     
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Fig.  3-1-3.  Mutat ion of  f lower  characters by 100 MeV Hel ium ion beam 

irradiat ion on leaf  explants  of  chrysanthemum cv.  ‘J imba’. 
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Fig.  3-2-1.  Disbudding in the chrysanthemum cul t ivat ion.   
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Fig.  3-2-2.  Effects  of dose of  ir radiat ion on number of  disbudding resul t ing 

from regenerated plants  wi th leaf  explants  of  chrysanthemum cv.  ‘ Jimba’.   

T hese  p lant s  were  gro wn under  Dece mber  f lo wer ing  c ropp ing sys te m.  
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Fig.  3-2-3.  Schematic drawing i l lust rat ion of  axi l lary bud in chrysanthemum 

cv.  ‘J imba’ and/or  selected mutants .   

T hese  p lant s  were  gro wn under  Dece mber  f lo wer ing  c ropp ing sys te m.  
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Fig.  3-2-4.   Effects  of  dose of  ir radiat ion on f lowering periods resul t ing 

from regenerated plants  wi th leaf  explants  of  chrysanthemum cv.  ‘ Jimba’.   

 
T he  ea r ly t ype  f lo were d  wi th in  n ine  wee ks ,  a nd  the  l a te  t ype  needed  i t  unt i l  
f lo wer ing more  t han  13  wee ks  a f t e r  l ight ing  s top .  
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Fig.  3-2-5. Effects  of dose of  i r radiat ion on nuclear  DNA content  resul t ing 

from regenerated plants  wi th leaf  explants  of  chrysanthemum cv.  ‘ Jimba’.  

 

Re la t i ve  DN A conte nt  i s  expressed  as  the  ra t io  o f  the  nuc lea r  DN A conte nt  o f  

inves t iga ted  p lan t s  d iv ided  by tha t  o f  cont ro l  p lan ts  main ta ined  b y vege ta t i ve  

p ropaga t ion .  T he  ea r ly  type  f lo wered  with in  n ine  weeks ,  and  t he  la te  t ype  

needed  i t  unt i l  f lo wer ing  more  t ha n  13  wee ks  a f te r  l i ght i ng  s top .  
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Fig.  3-2-6.  Leaf  segments  of  chrysanthemum cv.  ‘J imba’ during t issue culture.  

 

A a nd  B :  a f t e r  3  da ys  o f  l ea f  t i s sue  c ul t ure ,  t he  v i s ib le  l i ght  v ie w ( A)  a nd  UV 

l igh t  vie w (B) .  C  and  D :  a f te r  8  da ys  o f  c ul t u re ,  the  s ta r t  o f  ce l l  

mu l t ip l ica t ion  (a r ro ws) .  E  and  F :  ea r ly s ta ge  o f  advent i t io us  bud  fo r mat ion  

(a r rows)  a f te r  15  days  o f  l ea f  t i s sue  c ul t ure .  Bar :  500 m ( A-C a nd  E)  o r  200 

m (D a nd  F) .   
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Fig.  3-3-1.  Frequency dist r ibution of  M1 plants  after  C ion beam 

re-i rradiat ion measured by DNA contents  resul t ing from regenerated with leaf  

explants  of  chrysanthemum cv.  ‘ Imagine’  and ‘Aladdin’ .  

 

:  DN A co nte nt  o f  eac h  i nve s t i ga ted  p la nt .   

:  Avera ge  o f  D N A co nte nt s  o f  eac h  t rea tment .  Bar  i s  s ta ndard .   
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Aladdin B02-1-1Jimba #2Jimba #1

 

 

Fig.  3-3-2.  Individual  select ion of  few axi l lary buds mutants ,  which were 

derived from leaf  of Aladdin or  B02-1-1,  and these were M1 plants  after 

Carbon ion beam re-i rradiat ion.   

  

:  A ladd in ,  :  B02-1 -1  ,  ba r  ;  10cm.   
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‘Jimba’ 9-1-1: 11.9%, 
M1 plants: 19.4 ±13.7%, n=70

‘Aladdin’: 47.3%, 
Mutant lines: 44.8 ±15.7%, n=81

B02-1-1: 80.4%, 
M1 plants: 84.8 ± 5.0%, n=58

 

Fig.  3-3-3. Frequency dist r ibut ion of  non-branching node in M1 plants  or 

selected l ines,  derived from the leaf  of  ‘J imba’ or  non-branching mutants  after 

carbon ion beam irradiation. 

 
A: T he se  70  M 1 p lants  were  gro wn under  the  D ece mber  f lo wer ing c ropp ing 
sys te m in  2001 ,  de r ived  f ro m the  ‘J imba ’  9 -1 -1  l ine .  
B :  T hese  84  se lec ted  l ines  were  gro wn under  De ce mber  f lo wer ing  in  2004 ,  
de r ived  f ro m ‘Aladd in ’  a f te r  C  ion  bea m re - i r r a d ia t ion  in  2003 .  
C :  T hese  56  M 1 p lant s  were  gro wn under  the  D ece mber  f lo wer ing c ropp ing 
sys te m in  2005 ,  de r ived  f ro m the  B02-1 -1  l i ne .  
▼ :  T he  mea n po in t .   
T he  number  sho ws the  mea n ±  ST D.  
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Fig.  3-3-4.  Comparison of  weeks to flowering in individual  /  l ine select ion. 

A:  I nd iv idua l  se lec ted  i n  March.  B :  Ind iv id ua l  se lec ted  i n  Dece mb er.  

Ind iv id ua l  se lec ted  p lant s  f lo wered  wi th in  e igh t  weeks ,  and  vege ta t ive  

p ropaga ted  p lants  were  se lec ted  b y number  o f  wee ks  to  f lo wer ing  a f te r  

l ight ing  s top ,  unde r  Apr i l  c ropp ing sys te m.  
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A B C

1 2 3 4 5

 

 

Fig.  3-3-5. Line select ion breeding of  leaf-derived M1 plants  after  carbon ion 

beam re-i rradiat ion, which possess both non-branching node and low 

temperature flowering character ist ics .  

 
A: ‘J imba’  #1 ,  B :  ‘J imb a’  #2 ,  and  C:  ‘Aladd in ’ .  1  ~  5 :  se lec ted  muta nt  l ine ,  
1 :  B03-1 -3 ,  2 :  B03-1 -7 ,  3 :  B03-1 -21 ,  4 :  B03-2 -2 ,  5 :B03-2 -5 .  T hese  p lants  
were  gro wn under  lo w te mpera ture  ( minimu m 12℃ )  cont ro l  and  an  Apr i l  
f lo wer ing  c ropp ing sys t e m in  2006 ,  and  the  f lo wer ing  a f te r  81  da ys  under  
sho r t -da y co nd i t ion .  
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第 ４章  育 成 した 新 品 種 の 全 国 展 開 と将 来 展 望  

― 鹿 児 島 県 育 成 品 種 ，輪 ギ ク‘ 新 神 ’を 例 と して ー 

 

国 内 で 生 産 さ れ て い る 切 り 花 は キ ク 類 が そ の 1  /  3 を 占 め ，な か で

も 白 輪 ギ ク の 生 産 が 最 も 多 い（ 永 吉 ，2 0 0 3）．そ の 中 で 秋 輪 ギ ク‘ 神

馬 ’ は ， 純 白 で 花 形 や 草 姿 が 良 く 生 育 特 性 が 優 れ る こ と か ら ， そ れ

ま で 3 0 年 来 主 力 品 種 で あ っ た ‘秀 芳 の 力 ’と 置 き 換 わ っ た 品 種 で ，

2 0 0 0 年 以 降 全 国 一 の 品 種 に な っ た （ 永 吉 ， 2 0 0 3）． し か し ， 伸 長 す

る 腋 芽 数 が 多 く ， 摘 芽 作 業 に 多 大 な 労 力 を 要 す る と と も に ， 冬 期 の

栽 培 で 低 温 に 遭 遇 す る こ と に よ り ， 開 花 遅 延 を 引 き 起 こ す （ 永 吉 ，

2 0 0 3）．そ こ で ，放 射 線 を 用 い た 変 異 誘 発 に よ り‘ 神 馬 ’の 特 性 改 良

を 進 め ，無 側 枝 性 の‘ 新 神 ’（ 農 林 水 産 省 品 種 登 録 第 1 4 11 8 号 ， F i g .  

4 -1 - 1），‘ 今 神 ’（ 農 林 水 産 省 品 種 登 録 第 1 4 11 9 号 ） を 育 成 し ， 2 0 0 6

年 3 月 登 録 品 種 と な っ た ．そ の 後 ，‘ 新 神 ’に 低 温 開 花 性 を 付 与 し た

‘ 新 神 2’（ 農 林 水 産 省 品 種 登 録 第 1 9 0 9 6 号 ） を 育 成 し ， 2 0 1 0 年 3

月 に 品 種 登 録 さ れ た ．  

 一 般 に ， 突 然 変 異 育 種 や 遺 伝 子 組 み 換 え に よ る 品 種 育 成 は ， 利 用

し た 品 種 の 従 属 品 種 と し て 取 り 扱 わ れ ， 育 成 者 権 は 元 品 種 の 育 成 者

に も 認 め ら れ て い る ． そ の た め ， こ れ ら の 育 種 法 に よ る 品 種 改 良 の

対 象 は ， 一 般 に 自 ら 育 成 者 権 を 持 つ 品 種 ， も し く は 育 成 者 権 が 及 ば

な い 未 登 録 の 品 種 で あ る ．一 方 ，‘ 神 馬 ’は 品 種 登 録 さ れ て い な い 品

種 で あ る こ と か ら ，特 性 改 良 に 際 し 育 成 者 権 に 抵 触 す る こ と は な く ，

特 性 改 良 に よ り 育 成 し た 品 種 の 育 成 者 権 を 得 る こ と が 可 能 で あ る ．

こ の こ と が ，‘ 神 馬 ’を 対 象 と し た 品 種 育 成 試 験 を 着 手 し た 理 由 の 一

つ で あ っ た ．  

こ の 章 で は ， 鹿 児 島 県 を 例 と し て ， 花 き 類 の 品 種 育 成 と 秋 輪 ギ ク

‘ 神 馬 ’ か ら 育 成 し た 新 品 種 に つ い て 生 産 現 場 へ の 普 及 と 全 国 展 開

を 図 る 上 で 生 じ た 問 題 や そ の 対 応 に つ い て ， 具 体 的 事 例 を 紹 介 し な
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が ら 論 議 し た ．  

 

第 １ 節   鹿 児 島 県 に お け る 花 き 品 種 育 成 と 栽 培 普 及  

 

鹿 児 島 県 の 花 き 類 に お け る 品 種 育 成 と 普 及 は ，「 品 種 育 成（ 交 配 ・

変 異 誘 発 → 選 抜 → 品 種 候 補 → 現 地 試 験 → 花 き 品 種 選 定 会 ）」→「 品 種

登 録 出 願 」 → 「 フ ラ ワ ー セ ン タ ー で の 増 殖 ・ 供 給 」 → 「 県 の 許 諾 」

→「 普 及・生 産 」と い う 一 連 の 流 れ に よ り ，本 県 独 自 の『 品 種 育 成 ・

種 苗 供 給 シ ス テ ム 』に よ り 実 施 さ れ て い る（ F i g .  4 - 1 - 2）．そ の た め ，

県 育 成 品 種 の 県 内 生 産 に つ い て は ， こ の シ ス テ ム に 沿 う こ と で 品 種

育 成 か ら 普 及 へ と 結 び つ き ，生 産 振 興 が 図 ら れ て い る ．具 体 的 に は ，

次 の 5つ の 流 れ で 行 わ れ ，特 に 品 種 を 選 定 す る 段 階 で 生 産 者 や 販 売 者

が 積 極 的 に 関 わ る こ と に よ り ， 生 産 現 場 の ニ ー ズ が 反 映 さ れ る シ ス

テ ム に な っ て い る こ と が 特 徴 と な っ て い る ．  

１  現 地 試 験 ：系 統 選 抜 の 段 階 か ら 産 地・農 協・市 場 が 参 加 し ，現 地

試 験 の 供 試 系 統 を 自 ら 選 定 す る ． そ し て ， 生 産 現 場 で の 栽 培 適 性 を

判 断 し ， 作 り た い も の ・ 売 り た い も の を 生 産 現 場 で 選 ぶ ．  

２  花 き 品 種 選 定 会 ： 生 産 ・ 流 通 関 係 者 を 交 え ， 許 諾 料 を 払 う 価 値 が

有 り ， 作 り た い も の ・ 売 り た い も の を 品 種 に 選 定 す る ．  

３  増 殖 ・ 供 給 ： 県 の 組 織 で あ る フ ラ ワ ー セ ン タ ー が 県 育 成 品 種 の 実

証 展 示 栽 培 を 行 う と 共 に ， 増 殖 し 種 苗 供 給 を 行 う ．  

４  栽 培 許 諾 ：許 諾 は 品 種 の 育 成 者 で あ る 県 と 団 体 で 行 い ，生 産 者 は

所 属 す る 団 体 と 栽 培 契 約 を 行 う ． こ の 許 諾 と 契 約 に よ り 生 産 者 が 登

録 品 種 の 意 識 を 持 ち ， 品 種 保 護 の 徹 底 が 可 能 と な る ．  

５  普 及 ・ 生 産 ： 普 及 担 当 者 に よ る 供 給 品 種 の 栽 培 ・ 技 術 指 導 は も と

よ り ， 生 産 ・ 流 通 関 係 者 が 自 ら 選 び ， 試 作 ・ 選 定 し た 品 種 が 供 給 さ

れ る こ と か ら ス ム ー ズ に 普 及 す る ．  

こ の よ う に ， 品 種 育 成 か ら 生 産 ・ 販 売 ま で が 一 体 化 し た シ ス テ ム
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で あ り ， 花 き 類 に お い て は ス プ レ ー ギ ク を 中 心 に ， 鹿 児 島 県 育 成 品

種 と し て 6 0件 を 越 え る 品 種 が 登 録 ･申 請 さ れ て い る（ 品 種 登 録 デ ー タ

検 索： h t t p : / / w w w. h i n s y u . ma f f . g o . j p /）．こ れ ら の 品 種 の 育 成 元 で あ る

試 験 研 究 機 関 は ， 品 種 育 成 と と も に 新 品 種 の 栽 培 技 術 を 提 供 し ， フ

ラ ワ ー セ ン タ ー か ら 安 定 し た 種 苗 供 給 が 行 わ れ る こ と に よ っ て ， 新

品 種 の 普 及 と 花 き 生 産 の 維 持・拡 大 が 図 ら れ て き た ．そ の 結 果 ，‘ 新

神 ’ の 場 合 ， 2 0 0 1年 に 品 種 育 成 を 開 始 し ， 3  年 後 の 2 0 0 4年 に は 新 品

種 の 供 給 が 開 始 さ れ ，2 0 0 6年 度 に は 県 内 輪 ギ ク 生 産 者 の  9  割 以 上 に

普 及 す る と い う 驚 異 的 な ス ピ ー ド で 育 成 か ら 普 及 へ 結 び つ け る こ と

が で き た ．  

他 の 都 道 府 県 に つ い て も ，基 本 的 に は 同 様 の 育 種 シ ス テ ム を 持 ち ，

単 独 育 成 品 種 を 独 自 に 利 用 す る こ と に 問 題 は 生 じ な い ． し か し ， 輪

ギ ク 品 種 の 場 合 ， 前 述 の よ う に そ の 用 途 か ら 使 用 さ れ る 品 種 が 限 定

さ れ て お り ， 主 要 産 地 で あ る 愛 知 県 や 福 岡 県 で 栽 培 す る 品 種 の 動 向

に 他 の 産 地 は 追 従 せ ざ る を 得 な い ．つ ま り ，輪 ギ ク 品 種 に つ い て は ，

県 育 成 品 種 を 県 内 生 産 に 限 定 し た 場 合 ， 優 れ た 品 種 で あ っ て も 品 種

の 変 遷 と と も に ， 過 去 の 品 種 と し て 葬 り 去 ら れ る 危 険 性 を 含 ん で い

る ． そ の た め ‘ 新 神 ’ の 場 合 ， 県 内 産 地 （ 生 産 者 ） か ら 県 外 へ 栽 培

許 諾 を 行 う よ う 要 望 が 出 さ れ ， 品 種 を 守 る た め の 手 段 と し て 全 国 展

開 に 向 け た 準 備 を 進 め る に 至 っ た ．  
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第 ２ 節   品 種 の 保 護 対 策 と 管 理  

 

鹿 児 島 県 に お け る 品 種 育 成 は ， 従 来 か ら 県 内 生 産 を 対 象 と し て き

た が ，全 国 を 対 象 と し た 許 諾 を 進 め る た め に は ，「 品 種 の 管 理 」と「 安

定 し た 種 苗 供 給 」 が 重 要 度 を 増 す ． そ こ で ， 本 節 で は 育 成 者 権 の 保

護 と 品 種 管 理 の 観 点 か ら 以 下 検 討 し た ．  

１  種 苗 法 と 育 成 者 権  

登 録 品 種 は 種 苗 法 に よ っ て 守 ら れ て お り ，営 利 栽 培 の た め に は 育

成 者 権 （ 品 種 育 成 者 の 権 利 ） を 持 つ 者 か ら 許 諾 を 得 る 必 要 が あ る ．

切 り 花 で は カ ー ネ ー シ ョ ン や キ ク で 不 法 栽 培 さ れ た 輸 入 品 が 水 際 で

摘 発 さ れ ， く い 止 め ら れ た 事 例 が あ る （ 農 林 水 産 省 ホ ー ム ペ ー ジ ：

h t t p : / / w w w. ma f f . g o . j p / j / s t u d y / s i n _ h i n s y u / i n d e x . h t ml）が ， こ れ ら は 花

や 葉 の 色 ・ 形 と い っ た 可 視 的 な 形 態 特 性 で 区 別 が 可 能 で あ っ た ．  

と こ ろ が‘ 新 神 ’の 場 合 ，同 じ 条 件 で 栽 培 す れ ば 元 品 種 の‘ 神 馬 ’

と 区 別 は 可 能 で あ る も の の ，‘ 新 神 ’は‘ 神 馬 ’の 基 本 特 性 を 維 持 し

た 品 種 で あ る ． し た が っ て ， 無 側 枝 性 が 発 現 し に く い 低 温 期 に 他 産

地 の 栽 培 環 境 の 異 な る 両 品 種 が 混 在 し た 場 合 ， 形 態 特 性 で ‘ 新 神 ’

を 明 確 に 識 別 す る こ と は 非 常 に 難 し い ．‘ 神 馬 ’は 登 録 品 種 で な い た

め ， 年 間 数 千 万 本 の 中 国 産 ‘ 神 馬 ’ が 輸 入 さ れ て お り ， そ の 中 の 一

部 に ‘ 新 神 ’ が 混 ざ っ て い た と し て も ， そ れ を 特 定 す る こ と は 困 難

を 極 め る も の と 考 え ら れ る ． そ の た め ， 遺 伝 子 レ ベ ル の 品 種 識 別 法

の 開 発 を 急 ぐ 必 要 性 が 生 じ た ．  

２  遺 伝 子 レ ベ ル の 品 種 識 別  

こ れ ま で キ ク の 栽 培 品 種 で D N A 判 定 を 品 種 識 別 に 利 用 し た 例 は

な か っ た ． そ れ は ， 2 , 0 0 0 以 上 の 品 種 が あ り ， ゲ ノ ム サ イ ズ （ D N A

塩 基 対 の 数；イ ネ ＝ 約 4 . 5 億 ，人 ＝ 3 0 億 ，キ ク ＝ 9 4 億 塩 基 対 ）が 大

き く 解 析 が 難 し い こ と に 起 因 し て い る ． ま た ， 基 本 的 に キ ク の 品 種

は 形 態 特 性 で 識 別 し て き た た め ， そ れ 以 上 の 識 別 技 術 は 必 要 と し な
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か っ た ． 花 色 が 異 な る 品 種 で あ れ ば ， 切 り 花 の 形 態 特 性 か ら 明 確 に

判 別 で き る が ，‘ 新 神 ’の 場 合 ，無 側 枝 節 の 有 無 や 花 弁 数・葉 数・托

葉 の 大 き さ な ど の 違 い は あ る も の の ， こ れ ら の 形 質 は 栽 培 環 境 で 変

化 す る た め ， 形 態 的 な 識 別 は 困 難 で あ る ． さ ら に D N A 量 が 減 少 し

て い な い こ と か ら ，‘ 神 馬 ’と 遺 伝 子 レ ベ ル で の 違 い も わ ず か と 考 え

ら れ る ． 仮 に ‘ 新 神 ’ の 変 異 が 遺 伝 子 レ ベ ル で 2 , 0 0 0 塩 基 対 の 変 異

に 由 来 し て い た と し て も ， 9 4 億 分 の 2 , 0 0 0 塩 基 の 違 い に す ぎ ず ，

9 9 . 9 9 9 9 8 %は 同 一 で あ る と い う こ と を 示 し て い る ． し か し な が ら ，

‘ 新 神 ’ の 識 別 技 術 の 確 立 の た め ， こ の わ ず か な 違 い か ら 品 種 識 別

の マ ー カ ー を 開 発 す る 必 要 が あ っ た ．  

３  ‘ 新 神 ’ の 品 種 識 別 技 術  

理 化 学 研 究 所 と の 共 同 研 究 に よ り ，植 物 の ゲ ノ ム 中 に 多 数 存 在 す

る 反 復 配 列 の 1 つ で あ る 転 移 因 子 レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ゾ ン を 利 用 す る

方 法 を 用 い て ，‘ 新 神 ’ と ‘ 神 馬 ’ を 明 確 に 識 別 す る 技 術 が 2 0 0 5 年

に 完 成 し ，そ の 成 果 を 理 化 学 研 究 所 か ら「 キ ク 品 種 識 別 法 」（ 阿 部 ら ,  

2 0 0 7 ;  特 開 2 0 0 7 -2 4 4 3 3 号 ）と し て 特 許 出 願 し た ．こ の 手 法 を 用 い る

こ と に よ っ て ， 切 り 花 の 葉 や 花 弁 1 枚 か ら 数 時 間 後 に は ‘ 新 神 ’ も

し く は‘ 神 馬 ’，ど ち ら の 品 種 で あ る か を 明 確 に 識 別 す る こ と が 可 能

と な っ た （ F i g .  4 - 2 - 1 ;  阿 部 ら ,  2 0 0 7 ;  松 山 ， 2 0 0 9）． さ ら に ，‘ 新 神 ’

由 来 の 改 良 系 統 に も 応 用 で き る こ と が 判 っ て い る の で ，‘ 新 神 ’の 枝

変 わ り を 含 め た 改 良 を 行 っ た 場 合 も 判 別 が 可 能 で あ る ．  

こ れ に よ っ て ，国 内 外 で の 違 法 栽 培 や そ の 輸 入 品 を 阻 止 す る こ と

が で き ， 栽 培 許 諾 を 受 け た 生 産 者 が 安 心 し て 生 産 で き る よ う に な っ

た ． 現 在 ， 低 温 開 花 性 を 付 与 し た ‘ 新 神 2’ の 品 種 識 別 マ ー カ ー も

開 発 で き て い る （ 松 山 ・ 白 尾 ， 2 0 1 1； 特 開 2 0 1 1 -2 4 4 6 6） ． こ の よ う

に ， 品 種 育 成 と 併 行 し て 品 種 識 別 マ ー カ ー を 開 発 す る こ と は ， 品 種

保 護 の 観 点 か ら 極 め て 合 理 的 な 栽 培 許 諾 ， 品 種 管 理 法 と 言 え る ．  
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第 ３ 節   種 苗 供 給 シ ス テ ム の 構 築 と 全 国 展 開 に 向 け た 方 策  

 

品 種 の 普 及 に あ た っ て ， 優 良 種 苗 の 安 定 し た 供 給 は 生 産 の 安 定 化

や 品 質 保 持 か ら 不 可 欠 の 課 題 で あ る ． 鹿 児 島 県 内 で の 生 産 に 関 し て

は ， 生 産 力 や 特 性 を 確 認 し た 原 原 種 を 試 験 研 究 機 関 か ら 県 の フ ラ ワ

ー セ ン タ ー へ 供 給 し ， こ こ で 増 殖 し た 優 良 種 苗 が 県 内 産 地 へ 供 給 さ

れ る が ， こ れ は 県 内 生 産 向 け に 限 定 さ れ る ． そ の た め ， 県 外 の 生 産

に 向 け て は 別 の 種 苗 供 給 体 制 が 必 要 と な る が ， 県 外 向 け に 別 の 種 苗

供 給 組 織 を 本 県 で 作 る こ と は で き な い ．  

一 方 ， 一 部 の 大 規 模 農 家 は 海 外 （ イ ン ド ネ シ ア 等 ） の 種 苗 生 産 会

社 に 種 苗 生 産 を 委 託 し ， 切 り 花 生 産 の 苗 を 購 入 し て い る 例 が あ る ．

そ こ で ， 鹿 児 島 県 は そ の 種 苗 生 産 会 社 と 品 種 の 許 諾 契 約 を 結 び ， 鹿

児 島 県 か ら 原 原 種 の 供 給 を 行 い ，種 苗 生 産 会 社 で の 増 殖 を 委 託 し た ．

そ し て ， 許 諾 を 受 け た 生 産 者 は 海 外 で 増 殖 し た 優 良 種 苗 を 購 入 す る

と い う 全 国 に 向 け た 種 苗 供 給 シ ス テ ム を 構 築 し た （ F i g .  4 - 1 - 2）． こ

れ に よ り ， 県 内 外 を 問 わ ず ， 許 諾 を 受 け た 生 産 者 に 対 し て 安 定 し た

優 良 種 苗 の 供 給 が 確 保 で き ， 全 国 展 開 に 向 け た 普 及 体 制 が 整 っ た ．  

１  全 国 展 開 の 状 況  

2 0 0 5年 度 か ら ‘ 新 神 ’ は 県 外 許 諾 や 海 外 増 殖 を 開 始 し ， 2 0 0 6年 度

に は 北 は 青 森 か ら 南 の 沖 縄 ま で 全 国 1 9県 3 0以 上 の 生 産 団 体 と 栽 培 の

許 諾 契 約 を 交 わ し て お り ，2 0 11年 現 在 の 栽 培 許 諾 生 産 者 数 は ，‘ 新 神 ’

が 1 6 9件 ，‘ 新 神 2’ は 1 5 9件 と な り そ の 数 は 2 0 0 6年 か ら 2 0 0 9年 に 急 激

に 増 加 し た（ F i g .  4 - 3 - 1）．こ れ は ，‘ 新 神 ’が 無 側 枝 性 に 加 え て ，‘ 神

馬 ’ よ り 花 弁 数 や 葉 数 の 増 加 を 伴 っ て お り ， 立 葉 で 品 質 も 良 い こ と

か ら ， 鹿 児 島 県 内 は も と よ り 他 県 で も 高 い 評 価 を 得 て い る た め と 考

え ら れ る ．  

さ ら に ， 鹿 児 島 県 農 業 開 発 総 合 セ ン タ ー 花 き 部 で は ， こ れ ら 新 品

種 の 供 給 開 始 時 に ， 品 種 の 栽 培 技 術 を 許 諾 生 産 者 に 向 け て ， 情 報 誌
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「 新 神 通 信 」 と し て 配 信 し た ． こ の よ う に ， 栽 培 許 諾 ， 種 苗 供 給 お

よ び 技 術 提 供 を 組 み 合 わ せ た 体 制 が 全 国 へ の 普 及 を 支 援 す る シ ス テ

ム と な っ て い る ．  

２  将 来 展 望  

神 馬 系 秋 輪 ギ ク の 最 終 目 標 と し た 無 側 枝 性 と 低 温 開 花 性 を 併 せ 持

つ‘ 新 神 2’で あ る が ，品 種 育 成 後 ，水 揚 げ（ 日 持 ち 性 ）の 不 安 定 性

や ， 無 側 枝 性 が 強 い こ と に よ り 自 家 増 殖 が 困 難 で あ る こ と な ど の 問

題 点 が 明 ら か と な っ た た め 残 念 な が ら 生 産 は 減 少 し て い る の が 現 状

で あ る ．こ の 問 題 を 解 決 す る た め ，‘ 新 神 ’へ の イ オ ン ビ ー ム 再 照 射

に よ る 低 温 開 花 性 の 改 良 を 再 開 し て お り （ 田 之 頭 ,  2 0 1 2），‘ 神 馬 ’

に 由 来 す る 低 温 開 花 性 と 無 側 枝 性 を 兼 ね 備 え た 最 終 改 良 版 と し て 品

種 育 成 の 完 了 を 間 近 に 控 え て い る ．  

ま た ， こ の よ う な 突 然 変 異 育 種 に よ り 育 成 し た 品 種 は 従 属 品 種 と

し て 取 り 扱 わ れ る た め ， 他 者 が 育 成 者 権 を 持 つ 登 録 品 種 を 対 象 と す

る こ と は 問 題 が あ る が ， 育 成 者 権 を も つ 種 苗 会 社 と 共 同 で 品 種 育 成

を 行 い ， 育 成 し た 新 品 種 の 育 成 者 権 を 分 け 合 う こ と も 可 能 で あ る ．

‘ フ ロ ー ラ ル 優 香 ’ は 静 岡 県 の 種 苗 会 社 「 晃 花 園 」 が 育 成 者 権 を 持

つ ，‘ 岩 の 白 扇 ’と 並 ぶ 無 側 枝 性 夏 秋 輪 ギ ク の 主 力 品 種 で あ る ．こ の

場 合 ， 鹿 児 島 県 が 白 色 の ‘ フ ロ ー ラ ル 優 香 ’ か ら 黄 色 の ‘ フ ロ ー ラ

ル 金 優 香 ’（ 農 林 水 産 省 品 種 登 録 第 1 9 5 6 9号 ）を 育 成 し ，‘ フ ロ ー ラ ル

優 香 ’ の 育 成 者 権 を 持 つ 「 晃 花 園 」 と 許 諾 契 約 を 結 ん だ ． そ の 内 容

は ， 鹿 児 島 県 内 の 許 諾 は 鹿 児 島 県 が 管 理 し ， 県 外 は 「 晃 花 園 」 が 管

理 す る こ と で 育 成 者 権 の 分 担 を 図 る も の で ， こ の よ う な 両 者 に メ リ

ッ ト を 生 み 出 す 方 法 も 県 外 許 諾 や 全 国 展 開 を 考 え る 上 で は 重 要 な 方

策 と 言 え よ う ．  

こ の よ う に ， 主 力 品 種 の 基 本 的 な 特 性 は 維 持 し た 上 で ， 育 種 目 標

と す る 栽 培 特 性 の 改 変 を 行 い ， 品 種 識 別 マ ー カ ー の 開 発 を 組 み 合 わ

せ た 品 種 管 理 を 行 っ て ， 安 定 し た 種 苗 供 給 体 制 に よ り 展 開 を 図 る ．
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こ う し た 品 種 育 成 か ら 普 及 ま で 含 め た 一 連 の シ ス テ ム と し て 構 築 で

き て お り ， 今 後 も 県 内 外 を 視 野 と し た 輪 ギ ク の 品 種 育 成 や 他 品 目 へ

の 応 用 を 進 め て い く 予 定 で あ る ．  
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Fig.  4-1-1.  Flowering s tage of  ‘Aladdin’ ( Imakiire  et .  al . ,  2006).    
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Fig.  4-1-2. Flow of cul t ivat ion l icense and the nursery supply.  
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Fig.  4-2-1.  PCR analysis  of chrysanthemum cul t ivars  (Abe et al . ,  2007; 

Shirao et  al . ,  2007). 

 

La ne  1 :  1  kb  ladde r  Marke r.  2 :  ‘J imba’ #1 ,  3 :  ‘J imba’ #2 ,  4 :  ‘K i rano -uma’ ,   

5 :  ‘K yo kushin ’ ,  6 -7 :  ‘ Ima gine’ ,  8 -9 :  ‘Aladd in ’ ,  10 :  ‘F lo ra l -Yuka’ ,   

11 :  ‘Se iun ’ .     
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Fig.  4-3-1.  The l icensed number of  cul t ivation of  ‘Aladdin’ and ‘Aladdin 2’ 

in Japan. 

1-5
0

5-10
10-20
20-30
30-50
50<

No. of license

1-5
0

5-10
10-20
20-30
30-50
50<

No. of license



- 146 - 
 

総 合 考 察  

 

 我 が 国 は ， 亜 寒 帯 か ら 亜 熱 帯 の 気 候 の も と で 多 く の 遺 伝 資 源 が あ

り ， 数 多 く の 地 域 植 物 資 源 が 日 本 の 生 活 や 文 化 に 結 び つ い て い る ．

一 方 ， 海 外 の 遺 伝 資 源 利 用 に つ い て は 厳 し く 規 制 や 規 定 さ れ て い る

た め ，国 内 の 地 域 植 物 資 源 に つ い て は 重 要 度 が さ ら に 高 ま っ て い る ．

本 章 で は 鹿 児 島 県 を 例 に 地 域 特 産 物 と そ の 利 用 に つ い て 論 じ る ． 鹿

児 島 県 で は ， 近 年 「 黒 」 を テ ー マ に 特 産 品 の イ メ ー ジ 作 り を 図 っ て

お り ，「 黒 豚 」「 黒 牛 」「 黒 薩 摩 鳥 」「 黒 糖（ 黒 砂 糖 ）」「 黒 酢 」「 黒 こ う

じ 」「 黒 米 」「 黒 ご ま 」 な ど ， 様 々 な 「 黒 」 が 存 在 す る ． こ れ に 対 し

て ，「 白 」の 代 表 格 と し て は ，「 か る か ん 」「 桜 島 大 根 」「 伊 佐 米 」「 白

波 」「 し ろ く ま 」「 白 輪 菊 」 な ど が 挙 げ ら れ よ う ． こ の よ う な 豊 富 な

特 産 品 は ， 南 北 に 6 0 0  k m， 東 西 に 2 7 0  k m で 島 嶼 を 含 む ， 変 化 に 富

ん だ 恵 ま れ た 環 境 が 生 み 出 し た も の と 言 っ て も 過 言 で は な い ． こ れ

ら の 豊 富 な 遺 伝 資 源 や 特 産 品 が 存 在 す る 鹿 児 島 に お い て ， 農 業 試 験

研 究 の 耕 種 部 門 で は ， 水 稲 ・ エ ン ド ウ 豆 ・ ニ ガ ウ リ ・ イ チ ゴ ・ 桜 島

大 根・カ ン キ ツ・ビ ワ・ユ リ・キ ク・茶 等 で 育 種 試 験 を 行 っ て お り ，

サ ト ウ キ ビ ・ サ ツ マ イ モ 等 で は 品 種 選 定 を 中 心 に 選 抜 が 行 わ れ て い

る ．  

1 9 8 0 年 代 に 入 っ て バ イ テ ク ブ ー ム が 始 ま り ，各 都 道 府 県 で は 農 業

関 係 の 生 物 工 学 研 究 施 設 が 整 備 さ れ た ． 鹿 児 島 県 で は ， 平 成 2 年

（ 1 9 9 0 年 ）に 育 種 を 支 え る 試 験 研 究 機 関 と し て バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー

研 究 所 が 設 立 さ れ た ． こ こ で は ， 地 域 特 産 農 作 物 を 対 象 と し て ， 組

織 培 養 に よ る 培 養 系 の 開 発 を 行 い ， 品 種 育 成 へ の 応 用 や 遺 伝 子 レ ベ

ル の 解 析 へ 発 展 さ せ て き た ． な か で も ， 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 に つ い

て は ， 交 配 に よ ら ず に 新 し い 特 性 が 付 与 で き る 手 法 と し て 注 目 し ，

研 究 開 発 を 行 っ て き た ． し か し ， 我 が 国 で は 遺 伝 子 組 み 換 え 作 物 に

対 す る 社 会 的 な 許 容 評 価 が 極 め て 厳 し い こ と か ら ， 国 内 の 実 用 品 種
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育 成 に 向 け た 遺 伝 子 組 み 換 え 研 究 開 発 は 停 滞 し て い る の が 現 状 で あ

る ． そ こ で ， バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー を 活 用 し た 品 種 改 良 手 法 と し て ，

変 異 誘 発 技 術 に 着 目 し た ． そ の 中 で 従 来 放 射 線 と し て 利 用 さ れ て き

た ガ ン マ 線 や Ｘ 線 等 と は 変 異 ス ペ ク ト ル が 異 な る と さ れ る イ オ ン ビ

ー ム を 用 い て ， サ ツ マ イ モ ， サ ト ウ キ ビ ， イ チ ゴ ， キ ク お よ び ソ リ

ダ ゴ に つ い て ， 2 0 0 0 年 か ら 変 異 誘 発 試 験 を 開 始 し た ．な お ，そ れ ぞ

れ 対 象 と し た 特 性 は ， 本 研 究 で 示 し た キ ク の 生 育 や 開 花 習 性 の 他 ，

サ ツ マ イ モ が 澱 粉 特 性 （ U e n o ら ， 2 0 0 2）， サ ト ウ キ ビ は 葉 鞘 毛 群 の

除 去（ Ta k e n o s h i t a ら ,  2 0 1 0），イ チ ゴ は 収 穫 の 早 期 化（ 竹 之 下 ら ，2 0 0 9），

お よ び ソ リ ダ ゴ や キ ク の 花 色 改 変 （ 田 之 頭 ， 2 0 1 2） で あ っ た ．  

こ の よ う に ， 栄 養 繁 殖 作 物 を 中 心 に 豊 富 な 地 域 植 物 資 源 の 探 索 ・

活 用 ， 植 物 組 織 培 養 の 改 善 ・ 効 率 化 と 品 種 改 良 へ の 応 用 ， さ ら に イ

オ ン ビ ー ム に よ る 突 然 変 異 を 利 用 し た 育 種 技 術 と 品 種 育 成 を 検 討 し ，

加 え て 育 成 品 種 の 生 産 現 場 へ の 普 及 ・ 展 開 を 行 っ て き た ． そ こ で ，

地 域 植 物 資 源 を 利 用 し た こ れ ら の 内 容 と 発 展 方 向 に つ い て 鹿 児 島 県

に お け る 取 組 を 例 と し て 論 じ た ．  

１  地 域 植 物 資 源 の 探 索 と活 用  

 地 域 植 物 資 源 の 探 索 ・ 活 用 面 で は ， 鹿 児 島 県 下 で 発 見 さ れ た ヒ ガ

ン バ ナ 属 新 種 に つ い て ， 組 織 細 胞 学 的 な 染 色 体 の 核 型 分 析 や 種 間 交

雑 ， お よ び 分 布 域 と 開 花 時 期 の 調 査 を 通 し て ， 雑 種 起 源 と す る 本 種

の 成 立 解 明 を 行 っ た ． 現 在 は ， 栗 田 （ 1 9 9 8） に よ り 核 型 分 析 を 中 心

に ， ヒ ガ ン バ ナ 属 植 物 の 分 類 や ， 人 為 交 雑 を 含 め た 雑 種 の 起 源 と 交

配 組 合 せ が 整 理 さ れ て い る ． ま た ， 鹿 児 島 県 南 大 隅 町 根 占 の 南 大 隅

農 園 で は ， こ こ で 取 り 上 げ た 2 種 の ヒ ガ ン バ ナ を 含 め て ， ヒ ガ ン バ

ナ 属 植 物 の 球 根 生 産 が 行 わ れ ， 開 花 時 期 に は 観 光 農 園 と し て 開 放 さ

れ て 町 の 観 光 ス ポ ッ ト と し て 活 用 さ れ て い る （ 南 大 隅 町 ホ ー ム ペ ー

ジ ： h t t p : / / w w w. t o w n . mi n a mi o s u mi . l g . j p / mi n a mi 0 4 / mi n a mi 3 6 . a s p）．  
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 ま た ， ヒ ガ ン バ ナ 属 植 物 を 例 に 試 験 を 行 っ た が ， こ こ で 得 た 花 粉

貯 蔵 法 や 胚 培 養 お よ び 染 色 体 観 察 等 の 手 法 は ， そ の 後 ， ニ ガ ウ リ の

偽 受 精 胚 培 養 に よ る 半 数 体 植 物 の 育 成 （ 長 谷 ， 2 0 1 2） に 展 開 す る 基

礎 と な っ た ． さ ら に ， フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ り D N A 量 を 測 定

し 変 異 体 の 選 抜 や イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ る 変 異 誘 発 の 様 相 を 解 析 し

た が ， こ の よ う な ゲ ノ ム サ イ ズ か ら D N A 量 を 測 定 し 異 数 性 の 判 定

が 可 能 と な る こ と は ，組 織 細 胞 学 に よ る 染 色 体 観 察 と 共 通 し て お り ，

両 手 法 の 活 用 と 視 点 が 多 数 の 変 異 体 か ら 優 良 変 異 の 選 抜 を 行 う 基 礎

と な っ た ．  

 一 方 ， 鹿 児 島 県 に お い て ， 地 域 植 物 資 源 を 産 業 利 用 と し て 成 功 し

た 事 例 に 「 安 納 い も 」 や 「 種 子 島 紫 」 な ど の 青 果 用 サ ツ マ イ モ が あ

る ． こ れ ら は ， 種 子 島 で 自 家 用 と し て 栽 培 さ れ て き た 在 来 種 の 中 か

ら 選 抜・育 成 さ れ（ 上 妻 ら ，2 0 0 3），鹿 児 島 県 育 成 品 種 と し て 4 品 種

が 登 録 さ れ た も の で（‘ 安 納 紅 ’：農 林 水 産 省 品 種 登 録 第 6 8 6 2 号 ，‘ 安

納 こ が ね ’： 農 林 水 産 省 品 種 登 録 第 6 8 6 3 号 ，‘ 種 子 島 ろ ま ん ’： 農 林

水 産 省 品 種 登 録 第 7 0 8 5 号 ，‘ 種 子 島 ゴ ー ル ド ’：農 林 水 産 省 品 種 登 録

第 7 0 8 6 号 ）， 種 子 島 の 生 産 に 限 定 し て 栽 培 が 許 諾 さ れ て い る ． 2 0 0 7

年 以 降 ，栽 培 面 積 や 生 産 量 は 急 増 し ，2 0 11 年 実 績 で 栽 培 面 積 は 5 0 0  h a

を 越 え ， 地 域 の 基 幹 品 目 と な っ た ． こ れ ら の 種 苗 は 系 統 選 抜 を 行 っ

た ウ イ ル ス フ リ ー 苗 と し て 供 給 さ れ （ 普 及 に 移 す 研 究 成 果 ， 2 0 0 9），

生 産 量 や 品 質 の 安 定 化 に 寄 与 し て い る ．  

し か し ， こ の ウ イ ル ス フ リ ー 苗 の 維 持 ・ 増 殖 の 際 に ， こ れ ら の 品

種 は 内 生 菌 の 残 存 が 原 因 で 増 殖 率 の 低 下 や 保 存 系 統 の 消 失 に 至 る 問

題 が 発 生 し て い る （ デ ー タ 省 略 ）． こ の よ う な 問 題 を 解 決 す る た め ，

第 2 章 で 用 い た 植 物 体 内 に 残 存 す る バ ク テ リ ア の 検 定 法 を 応 用 し て ，

バ ク テ リ ア 用 の L B 液 体 培 地 （ 和 光 ） に 組 織 片 を 投 入 し ， 菌 の 増 殖

の 有 無 に よ り バ ク テ リ ア フ リ ー の 選 抜 を 行 い ， 種 苗 増 殖 ・ 供 給 の 安

定 化 を 行 っ て い る ．  
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こ の よ う に ， 植 物 資 源 を 地 域 振 興 に 活 用 し た 例 を 示 し た ． 遺 伝 資

源 の 収 集 や 保 存 は 自 治 体 や 国 レ ベ ル で 行 わ れ て い る も の の ， そ の 成

功 事 例 は 限 ら れ て い る ． こ れ は ， 地 域 特 産 物 の 市 場 規 模 が 限 定 さ れ

る 場 合 が 多 い こ と か ら 生 じ る と 考 え ら れ る が ， 今 後 ， 育 種 に よ る 生

産 力 の 向 上 や 6 次 産 業 化 の 進 展 に よ る 市 場 規 模 の 拡 大 に よ り ， 地 域

植 物 資 源 が 活 用 さ れ 発 展 す る こ と を 期 待 し て い る ．  

２  種 苗 増 殖 に お け る組 織 培 養 法 の 改 良 とバ イ テ ク育 種 へ の 応 用  

 第 2章 で は ，多 糖 類 産 生 細 菌 の 接 種 に よ り ，多 種 の 植 物 種 で 水 浸 状

化 の 回 避 が 可 能 で あ り ， 植 物 体 内 に 安 定 し て 保 持 さ れ る こ と を 示 し

た ． ま た ， 菌 の 接 種 に よ り エ リ シ タ ー 様 の 刺 激 か ら リ グ ニ ン 合 成 が

促 進 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た ．  

 サ ツ マ イ モ で は 前 述 の よ う に 茎 頂 培 養 時 に 内 生 菌 の 混 入 が 問 題 と

な る 他 ， 窒 素 固 定 に 関 わ る 内 生 菌 の 存 在 が 明 ら か に な っ て い る

（ A s i s・ A d a c h i， 2 0 0 4）．ま た ，農 林 水 産 省 の プ ロ ジ ェ ク ト 研 究「 新

形 質 付 与 の た め の エ ン ド フ ァ イ ト の 機 能 解 明 」 で は ， イ ネ 科 植 物 を

中 心 に エ ン ド フ ァ イ ト （ 植 物 体 内 で 共 生 的 に 生 活 す る 菌 類 ） の 探 索

や そ の 共 生 に み ら れ る 寄 主 と 宿 主 の 関 係 ， そ し て 耐 病 虫 性 等 の 機 能

解 明 が 実 施 さ れ ， プ ロ ジ ェ ク ト 研 究 成 果 と し て 報 告 さ れ て い る （ プ

ロ ジ ェ ク ト 研 究 成 果 ，2 0 0 2）．こ の 中 で ，エ ン ド フ ァ イ ト の 共 生 に よ

る 耐 病 性 獲 得 機 構 と し て ， エ ン ド フ ァ イ ト の 存 在 に よ り エ リ シ タ ー

機 能 を 持 つ 物 質 が 放 出 さ れ ， キ チ ナ ー ゼ の 発 現 を 誘 導 し て い る こ と

が 示 唆 さ れ て い る（ プ ロ ジ ェ ク ト 研 究 成 果 ，2 0 0 2）．ま た ，こ れ ら の

多 く は 糸 状 菌 類 で あ り ， 宿 主 特 異 性 を 示 し て 宿 主 域 が 種 や 菌 株 ご と

に 限 定 さ れ る が ， 細 菌 性 エ ン ド フ ァ イ ト の 場 合 ， 宿 主 域 が 広 く ， 窒

素 固 定 能 や キ チ ナ ー ゼ 生 産 能 を 示 す も の が あ る こ と が 報 告 さ れ て い

る （ プ ロ ジ ェ ク ト 研 究 成 果 ， 2 0 0 2）．  

 こ れ ら の こ と か ら ， 細 菌 性 内 生 菌 を 窒 素 固 定 能 や キ チ ナ ー ゼ 生 産

能 ， も し く は そ の 他 の 機 能 を 指 標 に 探 索 す る こ と に よ り ， 細 菌 性 エ
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ン ド フ ァ イ ト を 分 離 し ， 生 育 や 収 量 ， 耐 病 性 等 の 実 用 形 質 向 上 に 寄

与 す る 有 用 エ ン ド フ ァ イ ト の 選 抜 が 可 能 と 考 え ら れ る ． さ ら に ， 茎

頂 培 養 時 に 混 入 す る 内 生 菌 類 は ， 外 生 の 雑 菌 類 が 排 除 さ れ て い る の

で ， 内 生 菌 の 分 離 が 容 易 で あ り ， 無 菌 植 物 を 利 用 し て 分 離 菌 の 再 接

種 後 の 機 能 解 析 を 行 う 実 験 系 を 確 立 す る こ と に よ り ， 実 用 的 な 細 菌

性 エ ン ド フ ァ イ ト の 開 発 が 期 待 で き る ． ま た ， こ の よ う な 細 菌 性 エ

ン ド フ ァ イ ト の 開 発 に よ り ， 無 菌 の ウ イ ル ス フ リ ー 苗 に 接 種 ・ 定 着

さ せ ， 種 苗 生 産 の 安 定 化 や 付 加 価 値 向 上 が 期 待 で き る ． ま た ， 栄 養

繁 殖 性 作 物 は 容 易 に 増 殖 可 能 で あ る こ と か ら ， 品 種 の 管 理 が 難 し い

が ， こ の よ う な エ ン ド フ ァ イ ト を 種 苗 生 産 マ ー カ ー と し て 利 用 す る

こ と に よ り ， 種 苗 法 に よ る 品 種 保 護 と 併 せ て ， 種 苗 や 品 種 の 保 護 や

管 理 が よ り 広 範 に 適 用 で き る も の と 考 え ら れ ， 植 物 組 織 培 養 関 連 産

業 の み な ら ず 品 種 開 発 を 行 う 種 苗 生 産 産 業 へ の 貢 献 が 期 待 で き る ．  

 一 方 ，第 2章 で は ，微 生 物 と の 共 生 関 係 を 利 用 し て 遺 伝 子 を 導 入 し ，

木 本 植 物 で あ る シ ャ ク ナ ゲ の 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 を 確 立 し た ． 遺 伝

子 組 み 換 え 技 術 は ， 基 本 的 な 表 現 形 質 や 品 種 特 性 を 維 持 し た ま ま 新

た な 特 性 を 付 加 で き る ，交 配 を 必 要 と し な い 品 種 改 良 の 手 法 と し て ，

極 め て 有 用 な 育 種 手 段 と い え る ． し か し ， 前 述 の よ う に 我 が 国 に お

い て は 遺 伝 子 組 み 換 え 作 物 に 対 す る 社 会 的 な 許 容 評 価 が 極 め て 厳 し

い こ と か ら ， 国 内 の 実 用 品 種 育 成 に 向 け た 研 究 開 発 は 必 ず し も 活 発

と は い え な い の が 現 状 で あ る ． 一 方 ， 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 は ， 遺 伝

子 解 析 技 術 と 共 に ， 遺 伝 子 の 発 現 や 機 能 解 析 に 欠 く こ と の で き な い

基 本 手 法 で あ り ， 育 種 に お け る 遺 伝 子 レ ベ ル の 選 抜 や 識 別 マ ー カ ー

開 発 に 深 化 し て い る ． ま た ， 前 述 の エ ン ド フ ァ イ ト に つ い て も ， 新

た な 形 質 付 与 技 術 と し て 期 待 さ れ る ． た だ し ， 実 用 化 に あ た っ て は

遺 伝 子 レ ベ ル の 解 析 が 不 可 欠 で あ り ， こ れ ら の 技 術 の 深 化 と 融 合 に

よ り 細 菌 性 エ ン ド フ ァ イ ト が 早 期 に 実 用 化 に 至 り ， 生 産 現 場 で 活 用

さ れ る こ と が 望 ま れ る ．  
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３  突 然 変 異 育 種 を 用 い た 地 域 特 産 作 物 の 品 種 育 成 へ の 応 用  

本 研 究 で 行 っ た イ オ ン ビ ー ム 照 射 に あ た っ て は ，（ 財 ）放 射 線 利 用

振 興 協 会 の 支 援 と 文 部 科 学 省 の 「 放 射 線 利 用 技 術 移 転 事 業 」 に よ る

技 術 セ ミ ナ ー や 専 門 家 派 遣 ・ 技 術 研 修 を 活 用 し て 研 究 を 開 始 し た ．

こ の イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ る 変 異 誘 発 技 術 の 開 発 や 応 用 と し て ， 第

3 章 で は 輪 ギ ク 品 種 ‘ 神 馬 ’ を 対 象 に 葉 片 か ら の 不 定 芽 経 由 の 再 生

系 を 利 用 し た 「 変 異 誘 発 シ ス テ ム 」 を 構 築 し た ． こ れ に よ り ， イ オ

ン ビ ー ム 照 射 に よ る 変 異 誘 発 を 行 い ， 実 用 形 質 と し て 無 側 枝 性 と 低

温 開 花 性 に 着 目 し た 選 抜 に よ り ， 無 側 枝 性 品 種 ‘ 新 神 ’ と ‘ 今 神 ’

を 育 成 し た ． さ ら に ， イ オ ン ビ ー ム の 再 照 射 に よ り ， 高 温 で 発 現 す

る 無 側 枝 性 と 低 温 遭 遇 に よ る 開 花 遅 延 を 回 避 す る と い う ， 相 反 す る

温 度 帯 で 生 じ る 二 つ の 形 質 を 併 せ 持 つ ‘ 新 神 2’ を 育 成 し た ．  

こ こ で 着 目 し た 輪 ギ ク に お け る 無 側 枝 性 と は ， 高 温 遭 遇 に よ り 腋

芽 の 葉 原 基 分 化 が 停 止 し ， 腋 芽 や 分 化 し た 葉 腋 の 分 枝 性 が 失 わ れ る

特 性 で あ る ． 夏 秋 輪 ギ ク ‘ 岩 の 白 扇 ’ の 場 合 ， 昼 温 を 3 0℃ ， 夜 温 を

2 0℃ で 管 理 す る こ と に よ り 無 側 枝 性 が 発 現 す る （ O k a m o t o・ S u t o，

2 0 0 3）．栽 培 が 夏 季 の 高 温 期 で ，育 苗・増 殖 が 低 温 期 に あ た る 夏 秋 輪

ギ ク で は ， こ の よ う な 無 側 枝 性 を 切 り 花 生 産 に 活 用 し ， 栽 培 管 理 の

省 力 化 が 実 現 さ れ て い る （ 松 本 ， 2 0 0 0）． と こ ろ が ， 栽 培 が 低 温 期 ，

増 殖 が 高 温 期 に あ た る 秋 輪 ギ ク で は ， 同 じ 温 度 域 で 無 側 枝 性 が 発 現

し た 場 合 ， 腋 芽 が 消 失 し 分 枝 し な い た め ， 母 株 の 育 成 や 増 殖 が 困 難

と な る ．  

一 方 ，‘ 新 神 ’の 無 側 枝 性 発 現 程 度 は ， 1 2月 開 花 の 作 型 で 5 0 %程 度

で あ る が ，  O k a m o t o・ S u t o（ 2 0 0 3） の 報 告 を 参 考 に ， 昼 夜 温 の 変 温

管 理 で 無 側 枝 性 発 現 の 温 度 帯 を 調 査 し た と こ ろ ，昼 温 3 0℃ ，夜 温 2 5℃

で 無 側 枝 節 の 発 生 が 認 め ら れ た（ デ ー タ 省 略 ）．ま た ，2 0 0 6年  6月 下

旬 か ら  8月 中 旬 の 夏 期 育 苗 中 の 無 側 枝 率 を 調 査 し た と こ ろ ， 期 間 中

の 気 温 が 最 高 3 5 . 5℃ ，平 均 2 8 . 9℃ ，最 低 2 4 . 8℃ の 中 で ，無 側 枝 率 は 神
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馬 系 の 品 種 ，系 統 ご と に ，’神 馬 ’1号： 6 % ,  ‘ 神 馬 ’2号： 6 1 % ,  ‘ 新

神 ’ :  6 7 % ,  B 0 2 -1 - 1系 統 ： 9 6 %  と な り ， 系 統 間 で 無 側 枝 程 度 に 差 が

認 め ら れ た ．さ ら に ，こ の 無 側 枝 率 は 増 殖 率 と 相 反 す る 関 係 に あ る ．

な お ， こ こ で 示 さ れ た よ う に ， 低 温 開 花 性 に 優 れ る ‘ 神 馬 ’ 2号 は ，

育 苗 期 間 中 に ‘ 新 神 ’ と 同 程 度 の 無 側 枝 率 を 示 す も の の ， 1 2月 開 花

作 型 に お け る 無 側 枝 率 は 2 0 %程 度 で ， 実 用 レ ベ ル の 無 側 枝 性 と は 言

え な い ． こ の よ う に ， 秋 輪 ギ ク に お け る 実 用 的 な 無 側 枝 レ ベ ル は ，

切 り 花 生 産 中 の 無 側 枝 率 と ， 育 苗 中 の 増 殖 率 の 相 反 す る 両 形 質 を 考

慮 し た 選 抜 が 必 要 と 言 え る 。   

夏 期 の 高 温 期 間 中 に 夏 秋 輪 ギ ク ‘ サ マ ー イ エ ロ ー ’ は ， 無 側 枝 節

が 存 在 せ ず 無 側 枝 性 を 持 た な い 品 種 で あ る ． こ の 品 種 に つ い て ， 予

備 的 に イ オ ン ビ ー ム に よ る 変 異 誘 発 を 試 み た 結 果 ，再 生 し た 約 2 , 0 0 0

個 体 の 変 異 誘 発 当 代 に 無 側 枝 性 を 発 現 す る 個 体 は 存 在 し な か っ た

（ デ ー タ 省 略 ）． こ の こ と は ，‘ 神 馬 ’ か ら 選 抜 し た 無 側 枝 性 変 異 体

は ， 無 側 枝 性 が 発 現 す る 温 度 帯 や 感 度 が 変 化 し た も の で あ り ， イ オ

ン ビ ー ム 照 射 に よ る 変 異 誘 発 で ， 無 側 枝 性 を 持 た な い 品 種 に 無 側 枝

性 は 付 与 で き な い こ と が 確 認 で き た ． 現 在 は ， 前 述 の よ う に 無 側 枝

率 と 増 殖 率 を 対 比 し た 選 抜 を 行 っ て い る が ， 今 後 は ， 無 側 枝 性 発 現

や 回 復 に 至 る 温 度 帯 と 感 度 の 簡 易 検 定 法 の 開 発 が 必 要 と 考 え ら れ る ． 

次 に ， イ オ ン ビ ー ム の 再 照 射 に よ る 再 改 良 を 検 討 し た と こ ろ ， 無

側 枝 性 と 低 温 開 花 性 を 併 せ 持 つ 品 種 の 育 成 を 通 し て ， 高 L E Tの イ オ

ン ビ ー ム の 低 線 量 照 射 に よ る 変 異 誘 発 の 特 性 を 実 証 し た ． こ こ で 示

し た よ う に ， 再 照 射 を 行 う た め に は ， D N A量 が 減 少 し て い な い 変 異

体 を 用 い る 必 要 が あ り ， 生 育 低 下 を 伴 う 遺 伝 子 の 大 き な 構 造 変 化 で

は な く ， 点 突 然 変 異 に よ り 品 種 特 性 を 維 持 し た 新 た な 特 性 付 与 が 可

能 に な る こ と が 示 さ れ た ．さ ら に ，‘ 新 神 ’の 場 合 ，通 常 の 栽 培 で‘ 神

馬 ’ と 同 じ 到 花 日 数 で 開 花 さ せ る と ， 展 開 葉 数 や 花 弁 数 が ‘ 神 馬 ’

よ り 多 く な り （ 今 給 黎 ら ， 2 0 0 5）， 生 育 量 （ 切 り 花 重 ） が 増 加 す る ．
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こ れ は ， 変 異 誘 発 当 代 の 個 体 選 抜 時 に ， 生 育 旺 盛 な 変 異 個 体 を 選 抜

し た 結 果 に よ る も の と 考 え ら れ た ． イ オ ン ビ ー ム 照 射 で は 欠 失 等 の

失 う 方 向 の 変 異 だ け で は な く ， ト ラ ン ス ポ ゾ ン が 活 性 化 し ， 新 た な

変 異 を 生 み 出 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た ．実 際 ，‘ 新 神 ’の 品 種 識

別 マ ー カ ー が レ ト ロ ト ラ ン ス ポ ゾ ン を 基 に 開 発 で き た こ と（ 阿 部 ら ,  

2 0 0 7） も ， こ の 仮 定 を 支 持 し て い る ．  

以 上 の よ う に ， 本 研 究 に お い て 輪 ギ ク の イ オ ン ビ ー ム を 用 い た 変

異 誘 発 技 術 を 確 立 し た ． さ ら に ， 実 用 品 種 の 育 成 を 通 し て ， イ オ ン

ビ ー ム 育 種 の 優 位 性 を 実 証 す る こ と が で き た ．現 在 ，‘ 新 神 ’の 再 改

良 を 再 開 し て い る （ 田 之 頭 ら ,  2 0 1 2）． ま た ， こ れ ら を 応 用 し て ， イ

チ ゴ や サ ト ウ キ ビ 等 高 次 倍 数 性 の 栄 養 繁 殖 作 物 に つ い て ， 変 異 誘 発

に よ る 特 性 改 良 を 進 め て い る ．  

４  育 成 し た新 品 種 の 全 国 展 開 と将 来 展 望  

品 種 の 育 成 や 普 及 を 行 う 上 で ， 品 種 の 保 護 と 管 理 お よ び 安 定 し た

種 苗 供 給 シ ス テ ム の 構 築 が 不 可 欠 で あ る ． 品 種 の 保 護 ・ 管 理 は 種 苗

法 に よ る 育 成 者 権 ， お よ び 品 種 識 別 マ ー カ ー 開 発 に お け る 特 許 権 等

の 知 的 財 産 権 に 基 づ い て お り ， 品 種 の 栽 培 と 種 苗 供 給 ・ 管 理 が 許 諾

契 約 に よ り 可 能 と な る ．  

鹿 児 島 県 を 例 と す る と ， イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ り 育 成 し た 品 種 に

つ い て は ， 鹿 児 島 県 と （ 独 ） 原 子 力 研 究 開 発 機 構 の 共 同 出 願 に よ り

そ の 育 成 者 権 を 分 担 し て い る ． ま た ， 育 成 者 権 を 持 た な い 品 種 を 利

用 す る 場 合 に つ い て も ， 前 述 の よ う に 共 同 研 究 等 を 通 し て 新 品 種 の

育 成 者 権 を 協 議 し 双 方 の 合 意 に 至 っ た ． こ の よ う に ， 知 的 財 産 権 に

関 わ る 権 利 の 分 配 に 協 議 は 不 可 欠 で あ る が ， 利 用 ・ 活 用 を 前 提 と し

た 上 で の 協 議 で な け れ ば 具 体 性 に 乏 し く ， 双 方 の 合 意 に 導 く こ と は

難 し い ． 県 育 成 品 種 の 普 及 に あ た っ て ， 県 外 許 諾 を 行 う 際 の 最 も 大

き な 問 題 は ， 品 種 識 別 マ ー カ ー の 開 発 で あ っ た ． 識 別 マ ー カ ー は 理

化 学 研 究 所 と の 共 同 研 究 に よ り 開 発 で き ， 品 種 の 管 理 が 可 能 と な っ
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た が ， 識 別 マ ー カ ー の 周 知 性 や 信 頼 性 を 確 保 す る た め 特 許 申 請 を 行

う 必 要 性 が 理 化 学 研 究 所 か ら 提 示 さ れ た ． こ れ に 対 し て ， 特 許 の 共

同 出 願 に 係 る 経 費 の 予 算 措 置 が 難 し か っ た こ と か ら ， 理 化 学 研 究 所

単 独 で 特 許 を 出 願 し （ 阿 部 ら ,  2 0 0 7），‘ 新 神 ’ の 許 諾 実 績 か ら 相 当

分 を 特 許 の 利 用 料 と し て 負 担 す る こ と で 両 者 の 協 議 が 成 立 し た ． そ

の 後 ， 2 0 0 8年 度 か ら 農 林 水 産 省 「 D N Aマ ー キ ン グ に よ る 栄 養 繁 殖 作

物 の 品 種・産 地 判 別 技 術 の 開 発 」（ 課 題 番 号 1 9 7 0）に 共 同 参 画 し ，‘ 新

神 2’の 品 種 識 別 マ ー カ ー の 開 発 に 至 っ て い る（ 松 山・白 尾 ，2 0 1 1 ;  松

山 ら ,  2 0 1 2 ;  S h i r a oら ,  2 0 1 2） ．  

こ の よ う に ， 育 成 品 種 の 知 的 財 産 権 確 保 の 観 点 か ら 品 種 識 別 マ ー

カ ー の 開 発 と 利 用 を 図 っ た ．現 在 ，品 種 育 成 の 効 率 化 を 目 的 と し て ，

遺 伝 子 レ ベ ル の 選 抜 マ ー カ ー 開 発 が 各 分 野 で 進 展 し て い る ． 選 抜 マ

ー カ ー の 利 用 は 育 種 の 効 率 化 に 留 ま ら ず ， 育 成 品 種 の 識 別 マ ー カ ー

に 直 結 す る ．今 後 は「 知 財 保 護 」と い う 護 り の 観 点 の み な ら ず ，「 攻

め の 農 業 」 を 展 開 す る 攻 守 合 わ せ た ツ ー ル と し て ， さ ら に 発 展 す る

こ と を 期 待 し て い る ．  

５  ま とめ  

本 研 究 で は 鹿 児 島 県 の 地 域 植 物 資 源 を 例 と し て ， こ れ ら の 評 価 ，

培 養 法 の 改 良 お よ び 育 種 へ の 応 用 を 検 討 し ， イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ

る バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー を 活 用 し た 実 用 品 種 の 育 成 と 生 産 現 場 へ の 普

及 に つ い て も 議 論 し た ． 実 用 品 種 の 育 成 に 至 っ た 理 由 の 一 つ は ， 変

異 誘 発 当 代 に お け る 高 精 度 の 選 抜 に あ る ． ま た ， 栄 養 繁 殖 作 物 の 場

合 ， 長 年 の 増 殖 ・ 栽 培 の 過 程 で 植 物 体 中 の 体 細 胞 変 異 を 蓄 積 し て お

り ， 同 一 品 種 を 用 い る 場 合 で あ っ て も ， 材 料 は 優 良 個 体 を 生 み 出 す

こ と が 可 能 な 選 抜 系 統 を 用 い る 必 要 が あ る ． こ れ は ， 全 国 で 栽 培 さ

れ て い る サ ツ マ イ モ の ‘ 高 系 1 4号 ’ に は 地 域 に 適 応 し た 様 々 な 派 生

系 統 が 存 在 す る こ と ， お よ び 本 研 究 で 用 い た 輪 ギ ク ‘ 神 馬 ’ の 場 合

も ， 系 統 に よ り 変 異 誘 発 当 代 の 選 抜 率 が 異 な る こ と か ら 明 ら か で あ
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る ．つ ま り ，第 1章 で 論 じ た 地 域 植 物 資 源 の 探 索 と し て 生 産 現 場 か ら

優 良 個 体 を 収 集 し ， 優 良 系 統 と し て 選 抜 す る こ と か ら 始 め て ， 第 2

章 お よ び 第 3章 で 論 じ た キ メ ラ の 回 避 や 分 離 を 念 頭 に 試 験 を 進 め る

必 要 性 が 示 さ れ て い る ．具 体 的 に は ，次 の 4つ の 点 に 留 意 す る 必 要 が

あ ろ う ．  

１ ． 選 抜 し た 優 良 系 統 を 用 い て ， キ メ ラ 性 を 回 避 し 変 異 誘 発 当 代 で

の 選 抜 を 可 能 に す る 変 異 誘 発 シ ス テ ム を 活 用 す る ．  

２ ． 変 異 誘 発 当 代 の 選 抜 を 一 般 栽 培 と 同 様 の 規 模 ， 管 理 に よ り 実 施

し ，精 度 の 高 い 一 次 選 抜 か ら 生 育 量 の 劣 ら な い 変 異 体 を 選 抜 す る ． 

３ ．D N A 量 を 指 標 に し た 選 抜 に よ り ，基 本 的 な 品 種 特 性 を 維 持 し た

変 異 体 の 選 抜 が 可 能 と な る ．  

４ ． 一 般 栽 培 に 準 じ た 管 理 に よ り 系 統 選 抜 を 行 う こ と で ， 種 苗 生 産

を 含 め た 実 用 栽 培 に 則 し た 選 抜 が 可 能 と な る ．  

上 記 の 視 点 を 踏 ま え て イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ る 変 異 誘 発 を 行 う こ

と に よ り ， さ ら に 多 く 品 目 で 実 用 品 種 が 育 成 で き る も の と 考 え て い

る ．実 際 ，‘ 新 神 ’育 成 以 降 ，全 国 で 様 々 な 品 目 を 対 象 と し て イ オ ン

ビ ー ム 照 射 が 行 わ れ て い る（ T a n a k a  ら ， 2 0 1 0）．し か し ，変 異 ス ペ

ク ト ル が 広 く ， 変 異 率 が 高 い イ オ ン ビ ー ム 照 射 で あ っ て も ， 交 配 に

よ る 品 種 育 成 時 の 交 配 組 合 せ と 同 様 に ， 変 異 誘 発 に 用 い る 材 料 や 系

統 の 選 定 を 行 い ， 交 配 育 種 と 同 程 度 の 育 種 ・ 選 抜 の 規 模 で ， 生 育 量

の 劣 ら な い 変 異 体 を 選 抜 す る こ と が 必 要 で あ り ， そ れ な し に は 実 用

品 種 の 育 成 に は 至 ら な い と 考 え ら れ る ． こ の よ う な 視 点 は ， 現 在 の

イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ る 変 異 誘 発 試 験 に 活 用 さ れ て お り ， 今 後 さ ら

に 多 く の 実 用 品 種 育 成 に つ な が り ，「 イ オ ン ビ ー ム 育 種 」と し て 発 展

す る こ と を 期 待 し て い る ． ま た ， こ の よ う な 品 種 育 成 に 向 け た 一 連

の 技 術 は ，鹿 児 島 県 の 植 物 バ イ テ ク 研 究 に お け る 基 礎 と な っ て お り ，

県 育 成 品 種 の 開 発 を 行 っ て い る 部 門 と の 連 携 に よ り 品 種 育 成 に 向 け

た 技 術 の 展 開 を 行 っ て い る ．  
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バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー を 含 め ， 分 析 や 解 析 技 術 は 進 歩 ・ 深 化 し て い

る ． 生 産 現 場 の ニ ー ズ と 研 究 シ ー ズ の 融 合 を 図 る こ と に よ り ， 各 地

域 の 植 物 資 源 が 大 量 増 殖 や 品 種 育 成 等 ， 生 産 現 場 で 活 用 さ れ る 実 用

品 目 と し て さ ら に 発 展 す る こ と を 期 待 し た い ．  
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摘  要  

 

鹿 児 島 県 は 九 州 の 南 端 に 位 置 し ， 南 北 約 6 0 0  k m に 及 ぶ こ と か ら

様 々 な 生 物 資 源 の 宝 庫 で あ る ． 本 研 究 で は ， 鹿 児 島 県 を 例 と し て ，

地 域 特 産 作 物 を 育 種 的 に 活 用 す る た め ， 地 域 植 物 資 源 の 探 索 を 行 い ，

微 生 物 を 利 用 し た 組 織 培 養 の 改 善 ・ 効 率 化 と 形 質 転 換 技 術 の 開 発 な

ら び に イ オ ン ビ ー ム に よ る 突 然 変 異 を 利 用 し た 品 種 改 良 技 術 の 開

発 を 行 っ た ． さ ら に ， こ れ ら の 技 術 を 活 用 し た 実 用 品 種 の 育 成 を 行

い ， 育 成 品 種 の 生 産 現 場 へ の 普 及 を 行 う た め に ， 品 種 の 保 護 技 術 と

種 苗 供 給 体 制 に つ い て 検 討 し た ．  

第 1 章 で は ， 鹿 児 島 県 下 で 発 見 さ れ た 2 種 類 の ヒ ガ ン バ ナ 属 植 物

に つ い て ， 形 態 的 な 諸 特 性 や 染 色 体 の 核 型 分 析 か ら シ ョ ウ キ ズ イ セ

（ L y c o r i s  t r a u b i i） と キ ツ ネ ノ カ ミ ソ リ （ L .  s a n g u i n e a） の 交 雑 種 と

推 定 し ，そ の 両 親 種 と 考 え ら れ る 2 種 の 種 間 交 雑 ，雑 種 実 生 の 形 態 ，

染 色 体 分 析 ， 両 親 種 の 分 布 お よ び 開 花 期 の 調 査 を 行 っ た ． こ れ ら の

結 果 か ら ， 鹿 児 島 県 下 で 発 見 さ れ た 2 種 類 の ヒ ガ ン バ ナ 属 植 物 は ，

シ ョ ウ キ ズ イ セ ン と 秋 咲 き キ ツ ネ ノ カ ミ ソ リ の 自 然 交 雑 に よ り 鹿

児 島 県 下 で 発 生 し た こ と を 証 明 し た ．  

第 2 章 で は ， 植 物 の 組 織 培 養 中 に 問 題 と な る 水 浸 状 化 に つ い て ，

多 糖 類 産 生 の 非 病 原 性 細 菌 に 着 目 し ， 水 浸 状 化 回 避 に 有 効 な  

P s e u d o m o n a s  s p .  s t r a i n  F  お よ び  AT C C 保 有 の 菌 株 の 中 か ら

P s e u d o m o n a s  属 お よ び B e i j e r i n c k i a 属 の 2 属 4 種 の 細 菌 に つ い て ，

細 菌 接 種 法 に よ る 水 浸 状 化 回 避 の 効 果 を 解 析 し た ． こ れ に よ り ， オ

レ ガ ノ か ら 単 離 し た P.  s p .  s t r a i n  F と 同 様 に ，他 の 多 糖 類 産 生 非 病 原

性 細 菌 に お い て 植 物 の 水 浸 状 化 を 回 避 す る 効 果 が 認 め ら れ ， 多 糖 類

産 生 能 に よ り 菌 種 の 選 定 が 可 能 で あ る こ と を 示 し た ． ま た ， 接 種 し

た 非 病 原 性 細 菌 は 植 物 体 内 に お い て 定 着 性 と 安 定 性 を 示 し た ． さ ら

に ， 細 菌 接 種 法 の 適 用 範 囲 の 拡 大 を 目 的 に ， P.  s p .  s t r a i n  F を 木 本 性
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栄 養 繁 殖 作 物 で あ る ラ ズ ベ リ ー に 接 種 し ， 水 浸 状 化 回 避 効 果 を 確 認

し た ． ラ ズ ベ リ ー の 栄 養 繁 殖 4 系 統 に 一 度 接 種 し た 細 菌 は ， 長 期 間

の 継 代 培 養 に よ っ て も 安 定 し て 保 持 さ れ ， 植 物 の 順 化 率 向 上 効 果 が

認 め ら れ た ． こ れ に よ り ， 細 菌 接 種 法 が 植 物 の 科 を 越 え た 範 囲 で 適

用 可 能 で あ り ， こ の 方 法 の 実 用 化 へ の 可 能 性 が 示 唆 さ れ た ．  

A g ro b a c t e r i u m  t u m e f a c i e n s 接 種 法 に よ り シ ャ ク ナ ゲ の 遺 伝 子 組 み

換 え 植 物 を 作 出 し た ． A .  t u m e f a c i e n s  は 病 原 性 を 取 り 除 い た バ イ ナ

リ ー ベ ク タ ー に よ る N P T I I と G U S 遺 伝 子 の 両 方 を 併 せ 持 つ 系 統 で ，

シ ャ ク ナ ゲ の 培 養 植 物 の 茎 葉 部 と の 共 存 培 養 を 行 っ た ．接 種 の 3～ 4

か 月 後 ， カ ナ マ イ シ ン 選 抜 培 地 上 で 不 定 芽 が 形 成 さ れ ， 植 物 体 が 再

生 し た ．N P T I I と G U S 遺 伝 子 の 導 入 は ，P C R 法 と サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ

イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 確 認 さ れ た ．組 織 化 学 的 な G U S 活 性 解 析 か

ら ， 導 入 遺 伝 子 は C a M V 3 5 S プ ロ モ ー タ ー に よ り ， 全 て の 組 織 で 恒

常 的 に 発 現 す る こ と が 示 さ れ た ． 形 質 転 換 体 の 獲 得 率 は 5 %と 低 か

っ た が ， キ メ ラ を 含 ま ず ， 導 入 遺 伝 子 の 存 在 ， 発 現 活 性 お よ び 発 現

部 位 の 確 認 か ら ， 安 定 し た 形 質 転 換 系 で あ っ た ． ツ ツ ジ 属 に お け る

遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 の 確 立 に よ り ， 花 色 や 形 態 的 な 特 性 改 変 の 他 ，

耐 干 性 や 耐 暑 性 等 環 境 ス ト レ ス に 対 す る 適 応 性 の 改 変 に 活 用 可 能 と

考 え ら れ た ．  

第 3 章 で は ， 交 配 を 介 さ な い 形 質 付 与 の 手 法 と し て ， 輪 ギ ク ‘ 神

馬 ’ を 対 象 に イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ る 変 異 誘 発 技 術 に つ い て 検 討 し

た ． ま ず ， キ メ ラ の 発 生 が な く 変 異 誘 発 当 代 か ら 変 異 体 の 選 抜 と 品

種 育 成 が 可 能 な 変 異 誘 発 シ ス テ ム を 構 築 し た ． さ ら に ， 低 温 開 花 性

と 無 側 枝 性 に 着 目 し ， こ の 変 異 誘 発 シ ス テ ム を 用 い た イ オ ン ビ ー ム

照 射 に よ り ，‘ 神 馬 ’ か ら 無 側 枝 性 の ‘ 新 神 ’ と ‘ 今 神 ’ を 育 成 し

た ． こ の 2 品 種 は 無 側 枝 性 を 獲 得 し た も の の ， 低 温 遭 遇 に よ り 開 花

が 遅 延 し ， 無 側 枝 性 と 低 温 開 花 性 の 2 つ の 特 性 を 併 せ 持 つ 変 異 体 は

選 抜 で き な か っ た ． そ こ で ，‘ 新 神 ’ に イ オ ン ビ ー ム の 再 照 射 を 行
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い ， 低 温 開 花 性 の 選 抜 を 行 う こ と に よ り ， 無 側 枝 性 と 低 温 開 花 性 の

特 性 を 併 せ 持 つ 変 異 体 の 選 抜 が 可 能 と な り ，‘ 新 神 2’の 育 成 に 至 っ

た ．変 異 体 の 選 抜 を 行 う 際 ，そ の 特 性 選 抜 の 他 ，D N A 量 の 測 定 は 重

要 で あ り ， 特 に 再 照 射 に よ る 段 階 的 な 特 性 改 良 を 行 う 場 合 は ， D N A

量 の 減 少 し て い な い 変 異 体 を 選 抜 す る 必 要 性 が 示 さ れ た ．  

第 4 章 で は ， 育 成 品 種 に お け る 品 種 識 別 マ ー カ ー の 開 発 と 種 苗 供

給 シ ス テ ム を 構 築 し た ． こ れ に よ っ て ， 品 種 の 保 護 と 管 理 お よ び 種

苗 の 増 殖 と 安 定 供 給 を 実 現 し ， 生 産 現 場 へ の 普 及 と 切 り 花 生 産 の 安

定 化 ， さ ら に 鹿 児 島 県 育 成 品 種 の 全 国 へ の 展 開 が 可 能 と な っ た ．  

こ の よ う に ， 地 域 植 物 資 源 を 対 象 と し た バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー に 関

わ る 様 々 な 技 術 は ， 探 索 ・ 活 用 に 始 ま り ， 種 苗 増 殖 お よ び 品 種 育 成

を 通 し て 地 域 産 業 の 振 興 に 結 び つ い て き た ． ま た ， 植 物 組 織 培 養 に

微 生 物 を 活 用 す る 細 菌 接 種 法 は ， エ ン ド フ ァ イ ト 様 の 機 能 を 解 析 す

る こ と に よ り ，総 合 的 病 害 虫 管 理（ I P M：In t e g r a t e d  P e s t  M a n a g e me n t）

等 ， 実 用 技 術 へ の 発 展 が 期 待 さ れ る ． さ ら に ， イ オ ン ビ ー ム 照 射 に

よ る 変 異 誘 発 技 術 に よ っ て 実 用 品 種 を 育 成 し ， 全 国 で の 栽 培 に 発 展

す る こ と が で き た ． こ の 成 果 は ， 全 国 の 「 イ オ ン ビ ー ム 育 種 」 の 指

標 と な っ て い る ． こ れ ら の 技 術 が ， 各 地 域 の 様 々 な 植 物 資 源 に お け

る 新 た な 品 種 育 成 ， 増 殖 ・ 種 苗 供 給 お よ び 知 的 財 産 権 を 含 む 保 護 等

育 種 学 的 な 活 用 と し て 今 後 の 研 究 発 展 に 役 立 つ こ と が 期 待 さ れ た ． 
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Summary 
 

Kagoshima Prefecture  is  s i tua ted  in  the  southwestern  region of  the  

Japanese  mainland.  I t  i s  a  wide  expanse  of  land s t re tching approximate ly 600km 

from nor th  to  south .  There  are  a  la rge  number  of  p lant  resources ,  because  the  

c l imate  ranges  f rom tempera te  to  sub-t rop ica l  across  many is lands in  th is  

prefec tura l  region.  In  th is  s tudy,  a  se lec t ive  breeding technology for  vegeta t ive  

propagat ion  of  benef ic ia l  p lants  is  d iscussed and th is  advances  technologies  for  

search and ut i l iza t ion of  local  p lant  resources .  From this  foundat ion 

improvement  p lant  resources  through breeding combined with  t issue  cul ture  can  

be  developed.  Fur ther  th is  research has  in teg ra ted  use  of  mic robia l  in terac t ion  

and mutat ion induct ion of  ion beam i r radia t ion as  addi t ional  tools  for  p lant  

resource  development .  This  has  provided addi t ional  foundat ion  for  breeding of  

new cul t iva rs  and cul t iva t ion  in  Japan.  

Chapter 1 

The authors  had d iscovered in  Kagoshima Prefec ture ,  Japan,  two new types  

of  Lycoris  which have  s t raw-colored (L .  sp .  A)  or  vermil ion  (L .  sp .  B)  f lowers .  

Their  morphological  characters ,  character is t i c  karyotypes ,  and othe r  characters  

sugges ted  tha t  these  Lycoris  species  might  be  hybr id  between L.  t raubi i  and  L. 

sanguinea .  In  th is  s tudy,  in ter-specif ic  hybr id iza t ion  between these  two species 

was  conducted  and 32 offspr ing  were  analyzed to  conf irm the  hypothes is .  The 

morphologica l  characters  of  these  seedl ings  were  in termed ia te  be tween both  

species  and the  severa l  leaf  character is t ics  resemble  L .  sp .  A and B.  The 

chromosome numbers  of  somatic  ce l l  in  these  hybrids  were  e i ther  17 or  18 ,  and 

their  karyo types  of  chromosome conf igura t ion  a lso  coincided with  e i ther  L .  sp .  

A and B.  An extens ive  survey on the  d is t r ibut ion  of  Lycoris  species  revealed  the  

presence  of  an  autumnal  f lower ing L.  sanguinea  in  centra l  and southern Kyushu,  

and especia l ly in  Nar ikawa area  in  the  town of  Yamagawa where  L .  sp .  A and B 
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were  found in  abundance .  L.  traubi i  and  L.  sanguinea were growing s ide  by s ide  

and f lowered s imultaneously f rom mid- to  la te  September.  Based on the ir  

d is t r ibut ion ,  morphologica l  character is t ics ,  and karyotypic  s imi lar i t ies ,  we  

conclude  that  L .  sp .  A and B are in ter-specif ic  hybr ids  between L.  traubi i  and  the 

autumnal  f lower ing form of  L.  sanguinea,  and tha t  the ir  or ig in  would  be  the 

southern  part  of  Kyushu.           

Chapter 2 

Hyperhydr ic i ty is  a  physio logica l  malformat ion  affec t ing  c lonal ly 

propagated plants  genera ted  under  t i ssue  cul ture  condi t ions .  This  malformat ion  

is  associa ted with  excess ive  hydra t ion  and poor  l ignif ica t ion  and resul ts  in  poor  

regenera t ion of  p lants .  We have tes ted  hyperhydr ic i ty prevent ion  in  oregano by 

severa l  nonspecif ic  polysacchar ide -producing rh izosphere  bacter ia ,  

Pseudomonas  spp.  and Beijer inck ia  sp . ,  prevented  hyperhydr ic i ty and improved  

accl imat ion  of  oregano c lones .  I t  i s  c lear  tha t  an  in i t ia l  

polysacchar ide -producing bacter ia l  t rea tment  can  sus ta in  the  unhyperhydra ted  

condi t ion  over  mul t ip le  subcul tures .  These  resul ts  sugges ted  tha t  

bacter ia -media ted  hyperhydr ic i ty prevent ion  may be  l inked to  survival  of  

bacter ia  in  the  s tem t i ssues ,  which may be  carr ied  through the  next subcul ture .  

Based on  th is  s tudy we have  tes ted  hyperhydr ic i ty prevent ion in  four  commercia l  

c lonal  l ines  of  raspberry (CDH-92;  GEL-20;  Her i tage;  JCR-FL)  by bacter ia  

(Pseudomonas sp.  s t ra in  F) .  Accl imat iza t ion  was  enhanced in  CDH-92,  GEL-20  

and to  some  extent  with  JCR-FL.  Such bacter ia- t rea ted  c lones adapted  eas i ly  to  

outs ide  environment  or  greenhouse condi t ions  wi thout  extensive  accl ima t iza t ion.  

These  resul ts  conf i rm the  ro le  of  p lant  or  rh izosphere  associa ted  bacter ia ,  in  

impar t ing  enhanced vigor  and s t ress  to lerance  in  p lants .  Such knowledge should 

be  used for  rapidly accl imat ing t issue  cul ture -genera ted  p lant  c lones to  outs ide  

environment  or  greenhouse  condi t ions .  This  has  posi t ive  impl icat ions  for  

commercia l  appl ica t ions .  Subsequent ly subcul tures  can  be  mainta ined without  
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re- inocula t ion .   

Addi t ional  use  for  microbia l  in terac t ion  is  the  development  of  t ransgenic 

Rhododendron  p lants  using  so i l  bacter ium Agrobacter ium tumefaciens-media ted  

gene t ransfer.  A.  tumefaciens  s t ra in  harbor ing  a  b inary vector  tha t  conta ined the 

chimer ic  NPTII and GUS genes was co-cul t iva ted  wi th  s tem and leaf  segments  

f rom Rhododendron  t i ssues  cul tured  in  v i tro .  Advent i t ious  buds  were  formed and 

shoots  were regenera ted  on kanamycin  se lec t ion  medium 3-4  months  af ter  

inocula t ion .  In tegra t ion  of  the  NPTII  and the  GUS genes  was  conf irmed by PCR 

and by Southern  hybr id iza t ion  analyses .  His tochemical  GUS assay showed tha t  

the  inser ted  gene was  expressed in  a l l  t i ssues  with  the  CaMV 35S promoter.  In  

Rhododendron ,  the t ransformat ion procedure might  have  a  fundamenta l  ro le  to  

expand the  range of  genet ic  var ia t ion  such as  f lower  color  and morphologica l  

character is t ics ,  and to  s t rengthen to lerance  to  environmenta l  s t resses .  

Chapter 3 

In  th is  s tudy,  we descr ibed effec ts  of  ion  beam ir radia t ion  on cul tures  of 

chrysanthemum. ‘J imba’ is  the  most  popu lar  white -f lower  chrysanthemum 

cul t ivar  in  Japan.  However,  th is  cul t ivar  has  many la tera l  buds ,  and  th is  resul ts  

in  delayed f lower ing under  a  low temperature .  The object ives  of  th is  s tudy were  

to  develop an effec t ive  method for  obta in ing muta t ions  with  ion  beam ir radia t ion  

to  develop non-chimeric  chrysanthemum mutants  possess ing excel lent  f lower ing 

and cul t iva t ion  proper t ies .  More  than  10 ,000 regenera ted  p lants  were  obta ined 

and cul tured in  d i fferent  cropping sys tems;  for  se lect ion of  fewer  axi l lary buds  

or  lower  temperature  f lower ing l ine .  From the  screening of  10 ,468 M 1  p lants 

der ived f rom the  ion -beam ir radia ted  of  leaf  d iscs ,  more  than 40 vis ible  mutants  

were  se lec ted.  Then,  we have  succeeded in  the  in troduct ion  of  two new cul t ivars  

of  chrysanthemum wi th  reduced axi l lary buds  named ‘Aladdin’ and ‘ Imagine’ 

us ing ion beam ir radia t ion .  However,  the  f lower ing in  these  two cul t ivars  was  

s t i l l  suppressed under  a  low tempera ture .  Therefore ,  many mutants  were  se lec ted  
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in  M 1  plants  der ived f rom the  ion  beam re - i r radia t ion  of  ‘Aladdin’ and B02-1-1 .  

In  M 1  p lants  of  ‘Aladdin’ ,  DNA contents  remained a lmost  the  same level  as  in  

or ig inal  ‘J imba’ .  When we used  the  re-i r radia t ion  technique for  p lant 

improvement,  the  goal  was to  keep or ig inal  DNA content  of  the  p lant  ma ter ia l s  

or  mutants  used.  These  mutants  showed favorable  f lower  character is t ics  s imila r  

to  the  or ig inal  ‘J imba’ cul t iva r.  Furthe r,  we succeeded in  the  in troduct ion  of  a  

new cul t ivar  f rom ‘Aladdin’ ,  named ‘Aladdin  2’ ,  in  which  both des irable  

character is t ics ,  few axi l la ry buds  and ear ly f lower ing a t  a  low temperature ,  were 

combined.  These  two t ra i ts  wil l  contr ibute  to  labor  and/or  energy saving.  Fur ther  

to  breed new cul t ivars  of  chrysanthemum using mutat ion induct ion by ion beam 

ir radia t ion  has  good potent ia l  improving f lower  qual i ty.  

Chapter 4 

We developed the cul t ivar- ident i f ica t ion  markers  of  ‘Aladdin’ and 

‘Aladdin  2’ ,  and made the  sys tem to  increase  these  p lant  phenotypes  in  nurser ies  

to  d is t r ibute  them to  growers .  We a lso  enabled  protec t ion  and the  management  of  

the  cul t ivars ,  and the  supply of  the  nurser ie s .  This  means  tha t  the  farmers  can 

produce these  cul t ivars  not  only in  Kagoshima prefecture  but  a lso in  res t  of  

Japan.  

The bacter ia l -inocula ted  method would  be  able  to  use  in  these  commercia l  

t issue  cul tures ,  because  of  enhanced vigor  and s t ress  to lerance  in  t issue  

cul ture -genera ted  p lants .  This  mechanism is  l ike  ‘End Fight’ of  p lant  associa ted  

mic robe ,  and i t  can be developed as  a way to  improve p lant  to lerance  to  p lant 

d isease  or  s t ress  and can be  achieved by natura l  b io logica l  process .  Fur thermore ,  

we succeeded in  the  in troduct ion  of  new cu l t ivars ,  us ing ion  beam ir radia t ion  

technique .  This  novel  approach a l lowed muta t ion  induct ion  of  o ther  local  p lant  

resources  and is  be ing termed ‘ Ion Beam Breeding’ .  Muta t ion  induct ion ,  

mic robia l  in terac t ion  and DNA analys is  based on above biotechnology 

techniques  have  been ut i l ized in  the  agr icul tu ra l  product ion for  p lant  resources .  
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g r a n d i f l o r a  T z v e l e v  ( s y n .  C h r y s a n t h e m u m  m o r i f o l i u m  R a ma t . ) .   

P l a n t  C e l l  T i s s .  O rg .  C u l t .  2 1 :  2 1 -3 0 .  

K e v e r s ,  C . ,  M .  C o u ma n s ,  M .  F.  C o u m a n s -G i l l e s ,  a n d  T.  G a s p a r.  1 9 8 4 .  

P h y s i o l o g i c a l  a n d  b i o c h e mi c a l  e v e n t s  l e a d i n g  t o  v i t r i f i c a t i o n  o f  

p l a n t s  c u l t u r e d  i n  v i t ro .  P h y s i o l .  P l a n t .  6 1 :  6 9 -7 4 .  

K e v e r s ,  C . ,  R .  P r a t ,  a n d  T.  G a s p a r.  1 9 8 7 .  Vi t r i f i c a t i o n  o f  c a r n a t i o n  i n  

v i t r o :  c h a n g e s  i n  c e l l  w a l l  p r o p e r t i e s ,  c e l l u l o s e  a n d  l i g n i n  c o n t e n t .  

P l a n t  G r o w t h  R e g .  5 :  5 9 -6 6 .  

小 松 崎 一 雄 .  1 9 6 1 .  ア ケ ボ ノ シ ョ ウ キ ラ ン （ 新 称 ） 日 本 産 Ly c o r i s の

新 種 .  野 草 .  2 6 4 :  1 0 1 .  

K o s u g i ,  S . ,  Y.  O h a s h i ,  K .  N a k a j i ma ,  a n d  Y.  A r a i .  1 9 9 0 .  A n  i mp r o v e d  

a s s a y  f o r  -g l u c u r o n i d a s e  i n  t r a n s o r me d  c e l l s :  me t h a n o l  a l m o s t  

c o m p l e t e l y  s u p p r e s s e s  a  p u t a t i v e  e n d o g e n o u s  f o r  -g l u c u r o n i d a s e  

a c t i v i t y.  P l a n t  S c i .  7 0 :  1 3 3 -1 4 0 .  

上 妻 道 紀・内 村 力・安 庭 誠・神 門 達 也・佐 藤 光 徳・吉 田 典 夫 .  2 0 0 3 .  カ

ン シ ョ の 品 種 ‘安 納 紅 ’ ,  ‘安 納 こ が ね ’ ,  ‘種 子 島 ろ ま ん ’ ,  ‘種 子 島

ゴ ー ル ド ’の 育 成 .  鹿 児 島 農 試 報 告 .  3 1 :  1 -1 5 .   

倉 重 祐 二 ・ 小 林 伸 雄 .  2 0 0 8 .  発 見 さ れ た 神 奈 川 県 立 農 事 試 験 場 “榔 聞

類 調 査 ” に み る 大 正 時 代 の ツ ツ ジ 園 芸 品 種 と 育 種 傾 向 の 推 察 .  

園 学 研 .  7 (  2 )： 3 2 3 - 3 2 8 .   

栗 田 子 郎 ． 1 9 9 8 .  ヒ ガ ン バ ナ の 博 物 誌 .  p .  1 - 1 8 1 .  研 成 社 .  東 京 .  

L e d g e r ,  S .  E . ,  S .  C .  D e r o l e s  a n d  N .  K .  G i v e n .  1 9 9 1 .  R e g e n e r a t i o n  a n d  

A g ro b a c t e r i u m - m e d i a t e d  t r a n s f o r ma t i o n  o f  c h r y s a n t h e mu m .  P l a n t  

C e l l  R e p .  1 0 :  1 9 5 -1 9 9 .  

松 江 幸 雄 .  1 9 9 4 .  曼 珠 沙 華  魅 せ ら れ る ま ま  彼 岸 ま で .  園 芸 世 界 .  

( 9 ) :  1 0 -1 3 .  
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松 本 由 利 子 .  2 0 0 0 .  無 側 枝 性 ギ ク の 生 育 開 花 に 関 す る 研 究 （ 第 ２ 報 ） 

夏 秋 ギ ク 「 岩 の 白 扇 」 の 電 照 抑 制 作 型 に お け る 栽 培 時 期 と 親 株

の 越 冬 条 件 が 生 育 開 花 に 及 ぼ す 影 響 .  香 川 県 農 試 報 告 .  5 2 :  

5 5 -6 4 .  

松 山 知 樹 .  2 0 0 9 .  「 D N A マ ー ク 」で 果 樹 や 花 の 品 種 を 識 別 す る .  R IK E N  

N E W S .  3 3 4  ( 4 ) :  6 -9 .  

松 山 知 樹 ・ 白 尾 吏 .  2 0 11 .  キ ク 品 種 「 新 神 2」 の 識 別 方 法 .  特 許 公 開

2 0 11 -2 4 4 6 6 .  

松 山 知 樹 ・ 白 尾 吏 ・ 上 野 敬 一 郎 ・ 古 川 浩 二 ・ 岩 澤 洋 樹 ・ 阿 部 知 子 ・

田 畑 哲 之 .  2 0 1 2 .  イ オ ン ビ ー ム 照 射 し た キ ク と シ ン ビ ジ ウ ム で

の ゲ ノ ム D N A 変 異 検 出 .  園 学 研 .  11  (別 ２ ) :  P 1 8 8 .  

M e y e r ,  M .  M .  1 9 8 2 .  I n  v i t ro  p r o p a g a t i o n  o f  R h o d o d e n d ro n  c a t a w b i e n s e  

f r o m f l o w e r  b u d s .  H o r t S c i e n c e  1 7 :  8 9 1 - 8 9 2 .  

三 柴 啓 一 郎 ・ 三 位 正 洋 .  1 9 9 9 .  フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 自 由 自 在 8 ,  植

物 研 究 へ の 応 用 .  p  6 7 -7 3 .  中 内 啓 光 監 修 .  細 胞 工 学 別 冊 .  秀 潤

社 .  東 京 .  

宮 崎 貞 巳 ・ 田 代 洋 丞 ・ 島 田 恒 治 .  1 9 7 6 .  キ ク の 組 織 培 養 （ 第 １ 報 ）．

佐 賀 大 農 彙 .  4 0 :  3 1 - 4 4 .  

M u r a k a mi ,  T.  a n d  Y.  O h a s h i .  1 9 9 2 .  M e t h o d  f o r  h i s t o c h e mi c a l  d e t e c t i o n  

o f  G U S  r e p o r t e r  g e n e  e x p r e s s i o n  i n  t r a n s g e n i c  p l a n t s .  P l a n t  C e l l  

Te c h n o l .  4 :  2 8 1 -2 8 6 .  

M u r a s h i g e ,  T.  a n d  F.  S k o o g .  1 9 6 2 .  A r e v i s e d  me d i u m f o r  r a p i d  g r o w t h  

a n d  b i o a s s a y s  w i t h  t o b a c c o  t i s s u e  c u l t u r e s .  P h y s i o l .  P l a n t .  1 5 :  

4 7 3 -4 9 7 .  

長 谷 健・田 之 頭 優 樹・向 吉 健 二・田 中 義 弘 .  2 0 1 2 .  偽 受 精 胚 培 養 に よ

る ニ ガ ウ リ 半 数 体 作 出 法 .  九 州 農 業 研 究 要 旨 ． 7 5 :  1 2 9 .  

N a g a t o mi ,  S . ,  E .  M i y a h i r a  a n d  K .  D e g i .  1 9 9 7 .  C o mb i n a t e d  e f f e c t  o f  

g a m m a  i r r a d i a t i o n  me t h o d s  a n d  i n  v i t r o  e x p l a n t  s o u r c e s  o n  
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m u t a t i o n  i n d u c t i o n  o f  f l o w e r  c o l o r  i n  C h r y s a n t h e mu m  m o r i f o l i u m  

R a ma t .  G a m m a  F i e l d  S y m p o s i a .  3 5 :  5 1 - 6 9 .  

永 富 成 紀 .  2 0 0 2 .  ガ ン マ 線 に よ る 品 種 改 良 .  E n e r g y  R e v i e w  2 0 0 2 - 5 :   

1 2 -1 4 .  

永 富 成 紀 ．2 0 0 3 .  イ オ ン ビ ー ム 照 射 に よ る 花 き 突 然 変 異 育 種 の 展 開 ．

農 林 水 産 技 術 研 究 ジ ャ ー ナ ル ． 2 6 :  3 3 - 3 8 .  

永 吉 実 孝 .  2 0 0 3 .  鹿 児 島 県 に お け る 放 射 線 育 種 .  放 射 線 と 産 業 .  9 8 :  

1 0 -1 6 .  

永 吉 実 孝 .  2 0 11 .  無 側 枝 性 の 発 現 を め ぐ っ て ,  神 馬 の 開 花 遅 延 防 止

の た め の 温 度 管 理 .  p  8 6 -9 3 ,  p 1 4 0 - 1 4 5 .  大 石 一 史 編 著 .  キ ク を つ

く り こ な す .  農 文 協 .  東 京 .  

農 林 水 産 省 ホ ー ム ペ ー ジ .  2 0 0 6 .  植 物 新 品 種 の 保 護 の 強 化 及 び 活 用

の 促 進 に 関 す る 検 討 会 最 終 報 告 書 . 

< h t t p : / / w w w. ma f f . g o . j p / j / s t u d y / s i n _ h i n s y u / i n d e x . h t ml >  

野 添 博 昭・坂 田 祐 介・有 隅 健 一 .  1 9 7 8 .  リ コ リ ス 属 植 物 の 系 統 発 生 に

関 す る 研 究  (第 1 報 ) .  園 学 要 旨 .  (春 ) :  3 0 0 -3 0 1 .  

O k a m o t o ,  A .  a n d  K .  S u t o .  2 0 0 3 .  M o r p h o l o g i c a l  O b s e r v a t i o n  o n  Vi a b l e  

a n d  N o n v i a b l e  A x i l l a r y  B u d  F o r m a t i o n  i n  N o n - b r a n c h i n g  

C h r y s a n t h e m u m  ' I w n o h a k u s e n ' .  J .  J a p a n .  S o c .  H o r t .  S c i .  7 2 :  

4 2 2 -4 2 4 .  

大 澤 勝 次 .  1 9 8 8 .  組 織 培 養 に よ る 種 苗 の 増 殖 .  農 業 お よ び 園 芸 .  6 3 :  

9 2 -9 6 ,  2 7 4 - 2 7 8 .   

大 澤 勝 次 .  1 9 9 4 .  第 4 章  植 物 増 殖 技 術 .  p  9 5 - 1 2 4 .  図 集 ・ 植 物 バ イ

テ ク の 基 礎 知 識 .  農 文 協 .  東 京 .  

P a v i n g e r o vá ,  D . ,  J .  B r í z a ,  K .  K o d y t e k ,  a n d  H .  N i e d e r me i e r o v á .  1 9 9 7 .  

Tr a n s f o r ma t i o n  o f  R h o d o d e n d ro n  s p p .  u s i n g  A g ro b a c t e r i u m  

t u m e f a c i e n s  w i t h  a  G U S - i n t r o n  c h i me r i c  g e n e .  P l a n t  S c i .  1 2 2 :  

1 6 5 -1 7 1 .  
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P e r r y,  P. ,  K .  U e n o ,  a n d  K .  S h e t t y.  1 9 9 9 .  R e v e r s i o n  t o  h y p e r h yd r a t i o n  b y  

a d d i t i o n  o f  a n t i b i o t i c s  t o  r e mo v e  P s e u d o m o n a s  i n  u n h y p e r h y d r a t e d  

o r e g a n o  t i s s u e  c u l t u r e s .  P r o c e s s  B i o c h e mi s t r y.  3 4 :  7 1 7 - 7 2 3 .  

P h a n ,  C .  T.  a n d  R .  L e To u z e .  1 9 8 3 .  A c o m p a r a t i v e  s t u d y  o f  c h l o r o p h y l l ,  

p h e n o l i c  a n d  p r o t e i n  c o n t e n t s ,  a n d  o f  h y d o r o x y c i n n a ma t e :  C o A 

l i g a s e  a c t i v i t y  o f  n o r ma l  a n d  v i t r e o u s  p l a n t  o f  ( P r u n u s  a v i u m  L . )  

o b t a i n e d  i n  v i t r o .  P l a n t .  S c i .  L e t t .  3 1 :  3 2 3 -3 2 7 .  

P i l l a y,  V.  K .  a n d  J .  N o w a k .  1 9 9 7 .  I n o c u l a m  d e n s i t y,  t e m p e r a t u r e ,  a n d  

g e n o t y p e  e f f e c t s  o n  i n  v i t r o  g r o w t h  p r o mo t i o n  a n d  e p i p h y t i c  

c o l o n i z a t i o n  o f  t o ma t o  ( Ly c o p e r s i c o n  e s c u l e n t u m  L . )  s e e d l i n g s  

i n o c u l a t e d  w i t h  a  p s e u d o mo n a d  b a c t e r i u m.  C a n .  J .  M i c r o b i o l .  4 3 :  

3 5 4 -3 6 1 .  

プ ロ ジ ェ ク ト 研 究 成 果 .  2 0 0 2 .  新 形 質 付 与 の た め の エ ン ド フ ァ イ ト

の 機 能 解 明 .  農 林 水 産 技 術 会 議 .  プ ロ ジ ェ ク ト 研 究 成 果 シ リ ー

ズ 3 9 2 :  p .  1 -8 1．  

R e n o u ,  J .  P. ,  P.  B r o c h a r d  a n d  R .  J a l o u z o t .  1 9 9 3 .  R e c o v e r y  o f  t r a n s g e n i c  

c h r y s a n t h e mu m ( D e n d r a n t h e m a  g r a n d i f l o r a  T z v e l e v )  a f t e r  

h y g r o m yc i n  r e s i s t a n c e  s e l e c t i o n .  P l a n t  S c i .  8 9 :  1 8 5 -1 9 7 .  

R u g i n i ,  E .  1 9 8 6 .  A l m o n d s .  p .  5 7 4 -6 11 .  I n  D .  A .  E v a n s  ( e d . ) .  H a n d b o o k  

o f  P l a n t  C e l l  C u l t u r e .  4 ,  M a c mi l l a n  P u b .  C o . ,  L o n d o n ,  U . K .  

S a t o ,  S . ,  M .  H a g i m o r i ,  a n d  S .  I w a i .  1 9 9 3 .  R e c o v e r i n g  v i t r i f i e d  c a r n a t i o n  

( D i a n t h u s  c a r y o p h y l l u s  L . )  s h o o t s  u s i n g  b a c t o - p e p t o n e  a n d  i s  

s u b f r a c t i o n s .  P l a n t  C e l l  R e p .  1 2 :  3 7 0 -3 7 4 .  

S h e t t y,  K . ,  O .  F.  C u r t i s ,  R .  E .  L e v i n ,  R .  Wi t k o w s k y,  a n d  W.  A n g .  1 9 9 5 .  

P r e v e n t i o n  o f  v i t r i f i c a t i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  i n  v i t r o  s h o o t  c u l t u r e  o f  

o r e g a n o  ( O r i g a n u m  v u l g a re )  b y  P s e u d o m o n a s  s p p .  J .  P l a n t  P h y s i o l .  

1 4 7 :  4 4 7 -4 5 1 .  
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S h e t t y,  K . ,  O .  F.  C u r t i s ,  a n d  R .  E .  L e v i n .  1 9 9 6 a .  S p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  o f  

m u c o i d  s t r a i n  o f  P s e u d o m o n a s  s p p .  w i t h  o r e g a n o  ( O r i g a n u m  

v u l g a re )  c l o n e s  a n d  t h e  r e l a t i o n s h i p  t o  p r e v e n t i o n  o f  

h y p e r h yd r i c i t y  i n  t i s s u e  c u l t u r e .  J .  P l a n t  P h y s i o l .  1 4 9 :  6 0 5 - 6 11 .  

S h e t t y,  K . ,  T.  C a r p e n t e r  ,  O .  F.  C u r t i s ,  a n d  T.  P o t t e r.  1 9 9 6 b .  R e d u c t i o n  

o f  h y p e r h y d r i c i t y  i n  t i s s u e  c u l t u r e s  o f  o r e g a n o  ( O r i g a n u m  v u l g a re )  

b y  e x t r a c e l l u l a r  p o l y s a c c h a r i d e  i s o l a t e d  f r o m P s e u d o m o n a s  s p .  

P l a n t  S c i .  1 2 0 :  1 7 5 - 1 8 3 .  

柴 田 道 夫・間 竜 太 郎・池 田 広・清 水 明 美 .  1 9 9 2 .  キ ク の 葉 切 片 か ら の

不 定 芽 形 成 能 の 品 種 ・ 種 間 差 .  育 学 雑 .  4 2  (別 2 ) :  5 5 6 -5 5 7 .  

鹿 内 利 治 .  2 0 0 9 .  シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の 形 質 転 換 .  低 温 科 学（ 北 海 道 大 学

低 温 科 学 研 究 所 ） 6 7 :  6 1 5 -6 1 6 .  

S h i k a z o n o ,  N . ,  A .  Ta n a k a ,  H .  Wa t a n a b e ,  a n d  S .  Ta n o .  2 0 0 1 .   

R e a r r a n ge me n t s  o f  t h e  D N A i n  c a r b o n  i o n - i n d u c e d  m u t a n t s  o f  

A r a b i d o p s i s  t h a l i a n a .  G e n e t i c s .  1 5 7 :  3 7 9 -3 8 7 .  

S h i k a z o n o ,  N . ,  Y.  Yo k o t a ,  S .  K i t a mu r a ,  C .  S u z u k i ,  H .  Wa t a n a b e ,  S .  Ta n o  

a n d  A .  Ta n a k a .  2 0 0 3 .  M u t a t i o n  r a t e  a n d  N o v e l  t t  m u t a n t s  o f  

A r a b i d o p s i s  t h a l i a n a  i n d u c e d  b y  C a r b o n  Io n s .  G e n e t i c s .  1 6 3 :  

1 4 4 9 -1 4 5 5 .  

S h i k a z o n o ,  N . ,  C .  S u z u k i ,  S .  K i t a mu r a ,  H .  Wa t a n a b e ,  S .  Ta n o  a n d  A .  

Ta n a k a .  2 0 0 5 .  A n a l y s i s  o f  mu t a t i o n s  i n d u c e d  b y  c a r b o n  i o n s  i n  

A r a b i d o p s i s  t h a l i a n a .  J .  E x p .  B o t .  5 6 :  5 8 7 -5 9 6 .  

S h i n o y a ma ,  H . ,  T.  K a z u ma ,  M .  K o ma n o ,  Y.  N o mu r a  a n d  T.  Ts u c h i y a .  

2 0 0 2 .  A n  e f f i c i e n t  t r a n s f o r ma t i o n  s y s t e m i n  c h r y s a n t h e mu m  

[ D e n d r a n t h e m a  x  g r a n d i f l o r a  ( R a ma t . )  K i t a mu r a ]  f o r  s t a b l e   a n d  

n o n -c h i me r i c  e x p r e s s i o n  o f  f o r e i n  g e n e s .  P l a n t  B i o t e c h n o l . ,  1 9 :  

3 3 5 -3 4 3 .  
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S h i r a o ,  T. ,  K .  U e n o ,  T.  A b e  a n d  T.  M a t s u y a ma .  2 0 1 3 .  D e v e l o p me n t  o f  

D N A m a r k e r s  f o r  i d e n t i f y i n g  c h r y s a n t h e m u m c u l t i v a r s  ge n e r a t e d  

b y  i o n - b e a m i r r a d i a t i o n .  M o l .  B r e e d .  3 1 :  7 2 9 -7 3 5 .  

白 尾  吏・上 野 敬 一 郎・松 山 知 樹・市 田 裕 之・阿 部 知 子 .  2 0 0 7 .  秋 輪

ギ ク「 新 神 」の D N A マ ー カ ー に よ る 品 種 識 別 .  九 州 農 業 研 究 発

表 要 旨 集 .  7 0 :  2 0 3 .  

杉 本 明 .  2 0 0 7 .  「 甘 み ・ 砂 糖 ・ さ と う き び 」  ( 1 0 )  さ と う き び の 品 種

改 良 .  砂 糖 類 情 報 .  7 :  9 5 -1 0 1 .  

S u t t e r ,  E .  a n d  R .  W.  L a n g h a n s .  1 9 7 9 .  E p i c u t i c u l a r  w a x  f o r m a t i o n  o n  

c a r n a t i o n  p l a n t l e t s  r e g e n e r a t e d  f r o m s h o o t  t i p  c u l t u r e .  J .  A m e r.  S o c .  

H o r t .  S c i .  1 0 4 :  4 9 3 - 4 9 6 .  

Ta k a g i ,  H . ,  Y.  Ta n a k a ,  I .  Ta r u mo t o ,  a n d  N .  M u r a t a .  1 9 9 3 .  E v a l u a t i o n  o f  

g e n e t i c  d i v e r s i t y  o f  s w e e t  p o t a t o  g e r mp l a s m  I .  C h a r a c t e r i z a t i o n  b y  

r e s t r i c t i o n  f r a g me n t  p o l y - m o r p h i s ms  a n a l y s i s .  J a p a n  J  B r e e d  4 3  

( S u p p l .  1 ) :  1 9 2 .  

高 津 康 正・友 常 秀 彦・霞 正 一・佐 久 間 文 雄 .  1 9 9 8 .  国 内 産 キ ク 品 種 に

お け る 茎 葉 再 分 化 能 の 差 異 と 効 率 的 な 形 質 転 換 系 の 確 立 ． 園 学

雑 ． 6 7  ( 6 ) :  9 5 8 -9 6 4 .  

高 山  覚 .  1 9 8 6 .  図 解 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー ,  プ ロ ト プ ラ ス ト か ら の

植 物 の 再 生 .  p  4 ,  p 1 8 1 -1 8 6 .  農 業 図 書 .  東 京 .  

竹 村 英 一 .  1 9 6 1 .  ヒ ガ ン バ ナ 属 の 人 工 雑 種 の 形 態 学 的 ･細 胞 学 的 研 究

Ⅰ .  Ly c o r i s  s p re n g e r i  C o me s .  と Ly c o r i s  s t r a m i n e a  L i n d l と の 雑 種

F 1 に つ い て .  B o t .  M a g .  To k y o .  7 4 :  5 2 4 - 5 3 1 .  

竹 村 英 一 .  1 9 6 2 .  ヒ ガ ン バ ナ 属 の 人 工 雑 種 の 形 態 学 的 ･細 胞 学 的 研 究

Ⅲ . 4 つ の V 形 染 色 体 を も つ 一 人 工 雑 種 .  B o t .  M a g .  To k y o .  7 5 :  

3 2 4 -3 3 0 .  

竹 之 下 佳 久 ・ 長 谷 健 ・ 大 江 正 和 ・ 斉 藤 宏 之 ・ 阿 部 知 子 ． 2 0 0 9 .  イ オ

ン ビ ー ム 照 射 に よ る イ チ ゴ 品 種 「 さ つ ま お と め 」 早 生 優 良 系 統
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の 作 出 ．第 6 回 イ オ ン ビ ー ム 育 種 研 究 会 大 会 講 演 要 旨 集：1 7 -1 8 .  

Ta k e n o s h i t a ,  Y. ,  J .  N a g a i ,  T.  N a g a t a n i ,  M .  O o e ,  Y.  H a s e ,  A .  Ta n a k a  a n d  I .  

N a r u mi .  2 0 1 0 .  I o n  B e a m B r e e d i n g  o f  S u g a r c a n e  C u l t i v a r  " N i 1 7 " .  

J A E A -R e v i e w  2 0 1 0 - 0 6 5 :  6 9 .   

田 中 克 己 ・ 浜  清 .  1 9 6 1 .  な す り つ け 法 と 押 し つ ぶ し 法 － 概 説 .  

P 1 8 8 -1 9 3 .  田 中 克 己 ・ 浜 清  (共 著 ) .  顕 微 鏡 標 本 の 作 り 方 .  裳 華

房 ， 東 京 .  

Ta n a k a ,  A .  1 9 9 9 .  M u t a t i o n  i n d u c t i o n  b y  i o n  b e a ms  i n  A r a b i d o p s i s .  

G a m ma  f i e l d  s y mp o s i a .  3 8 :  1 9 -2 7  ( A b s t . ) .  

Ta n a k a ,  A . ,  A .  S a k a m o t o ,  Y.  I s h i g a k i ,  O .  N i k a i d o ,  G.  S u n ,  Y.  H a s e ,  N .  

S h i k a z o n o ,  S .  Ta n o  a n d  H .  Wa t a n a b e .  2 0 0 2 .  A n  U l t r a v i o l e t -B -  

R e s i s t a n t  M u t a n t  w i t h  E n h a n c e d  D N A R e p a i r  i n  A r a b i d o p s i s .  P l a n t  

P h y s i o l .  1 2 9 :  6 4 - 7 1 .   

Ta n a k a ,  A . ,  N .  S h i k a z o n o  a n d  Y.  H a s e .  2 0 1 0 .  S t u d i e s  o n  B i o l o g i c a l  

E f f e c t s  o f  Io n  B e a m s  o n  L e t h a l i t y,  M o l e c u l a r  N a t u r e  o f  M u t a t i o n ,  

M u t a t i o n  R a t e ,  a n d  S p e c t r u m  o f  M u t a t i o n  P h e n o t y p e  f o r  M u t a t i o n  

B r e e d i n g  i n  H i g h e r  P l a n t s .  J .  R a d i a t .  R e s .  5 1 :  2 2 3 -2 3 3 .  

田 之 頭 優 樹 .  2 0 1 2 .  突 然 変 異 を 利 用 し た 花 き の 新 品 種 育 成 .  農 業 か

ご し ま ． 11～ 1 2 月 号 :  2 0 -2 1 .  

田 之 頭 優 樹 ・ 長 谷 健 ・ 永 吉 実 孝 ・ 仁 田 尾 学 ・ 野 澤 樹 ・ 長 谷 純 宏 ・ 鳴

海 一 成 .  2 0 1 2 .  イ オ ン ビ ー ム 再 照 射 に よ る 秋 輪 ギ ク「 新 神 」の 段

階 的 特 性 の 改 良 .  九 州 農 業 研 究 要 旨 ． 7 5 :  1 5 3 .  

上 野 敬 一 郎 ・ 坂 田 祐 介 ・ 有 隅 健 一 .  1 9 8 3 .  Ly c o r i s 属 植 物 の 系 統 発 生

に 関 す る 研 究  (第 2 報 ) .  園 学 要 旨 .  5 8  (秋 )  :  3 3 4 -3 3 5 .  

U e n o ,  K . ,  S .  N a g a y o s h i ,  K .  S h i mo n i s h i ,  Y.  H a s e ,  N .  S h i k a z o n o  a n d  A .  

Ta n a k a .  2 0 0 2 .  E f f e c t s  o f  i o n  b e a m i r r a d i a t i o n  o n  c h r y s a n t h e m u m 

l e a f  d i s c s  a n d  s w e e t p o t a t o  c a l l u s .  T I A R A A n n .  R e p .  2 0 0 1 .  J A E R I -  

R e v i e w  2 0 0 2 - 0 3 5 :  4 4 -4 6 .  
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U r b a n ,  L .  A . ,  J .  M .  S h e r ma n ,  J .  W.  M o y e r  a n d  M .  E .  D a u b .  1 9 9 4 .  H i g h  

f r e q u e n c y  s h o o t  r e g e n e r a t i o n  a n d  A g ro b a c t e r i u m - me d i a t e d  

t r a n s f o r ma t i o n  o f  c h r y s a n t h e mu m  ( D e n d r a n t h e m a  g r a n d i f l o r a ) .  

P l a n t  S c i .  9 8 :  6 9 -7 9 .  

Ve r v l i e t ,  G. ,  M .  H o l s t e r s ,  H .  Te u c h y,  M .  Va n  M o n t a g u ,  a n d  J .  S c h e l l .  

1 9 7 5 .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  d i f f e r e n t  p l a q u e - f o r mi n g  a n d  d e f e c t i v e  

t e mp e r a t e  p h a g e s  i n  A g ro b a c t e r i u m  s t r a i n .  J .  G e n .  Vi r o l .  2 6 :  3 3 -4 8 .  

Wi l l i a ms ,  M .  1 9 8 3 .  Ly c o r i s  “ c i n n a b a r i n a m” a  h y b r i d  b e t w e e n  

L . s a n g u i n e a  a n d  L .  t r a u b i i  ? .  P l a n t  L i f e  5 0 :  9 5 -9 9 .  

Ya ma g u c h i ,  H . ,  A .  S h i mi z u ,  K .  D e g i  a n d  T.  M o r i s h i t a .  2 0 0 8 .  E f f e c t s  o f  

d o s e  a n d  d o s e  r a t e  o f  g a m m a  r a y  i r r a d i a t i o n  o n  m u t a t i o n  i n d u c t i o n  

a n d  n u c l e a r  D N A c o n t e n t  i n  c h r y s a n t h e mu m .  B r e e d i n g  S c i .  5 8 :  

3 3 1 -3 3 5 .  

Ya ma g u c h i ,  H . ,  A .  S h i mi z u ,  Y.  H a s e ,  K .  D e g i ,  A .  Ta n a ka  a n d  T.  

M o r i s h i t a .  2 0 0 9 .  M u t a t i o n  i n d u c t i o n  w i t h  i o n  b e a m i r r a d i a t i o n  o f  

l a t e r a l  b u d s  o f  c h r y s a n t h e mu m  a n d  a n a l y s i s  o f  c h i me r i c  s t r u c t u r e  

o f  i n d u c e d  mu t a n t s .  E u p h y t i c a  1 6 5 : 9 7 - 1 0 3 .  

Ya ma g u c h i ,  H . ,  A .  S h i mi z u ,  Y.  H a s e ,  A .  Ta n a k a ,  N .  S h i k a z o n o ,  K .  D e g i  

a n d  T.  M o r i s h i t a .  2 0 1 0 .  E f f e c t  o f  i o n  b e a m i r r a d i a t i o n  o n  m u t a t i o n  

i n d u c t i o n  a n d  n u c l e a r  D N A c o n t e n t  i n  c h r y s a n t h e mu m .  B r e e d .  S c i .  

6 0 : 3 9 8 -4 0 4 .  

Z i m m e r ma n ,  T.  W.  a n d  B .  G.  C o b b .  1 9 8 9 .  Vi t r i f i c a t i o n  a n d  s o l u b l e  

c a r b o h y d r a t e  l e v e l s  i n  P e t u n i a  l e a v e s  a s  i n f l u e n c e d  b y  me d i a  g e l  

r i t e  a n d  s u c r o s e  c o n c e n t r a t i o n s .  P l a n t  C e l l  R e p .  8 :  3 5 8 -3 6 0 .  
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