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馬鈴薯の組織培養に関する生理学的研究

第 1報 callus 形成および発根に及ぼす何ーnaphthaleneaceticacid 

および 2，4-dichlorophenoxyacetic acidの影響

桂 直樹・岡沢養三・田川 降

(北海道大学投学自~\h白物学教室)

Physiological studies on the potato tissue cultured in vitro 

Part 1. Effect of n:-naphthaleneacetic acid and 2，4-dichlorophenoxyacetic 

acid on the callus and root formation 

緒

Naoki KATSURA， Yozo OKAZAWA and Takashi TAGAWA 

(Department of Botany， Faculty of Agriculture， 

Hokkaido University， Sapporo， japan) 

Received August 16， 1969 

るこれら生長物質の役引を検討するニとがきわめて民要

なことである。また細胞のl糊在七議起するものが11見分化

多くの植物の組織土庁益iこおいて， callusの生長に関L， の要因であるとすれば3)脱分化とさらに総rr形成におけ
auxmとcytokininの相hi'r用が知られている2)，6)，7)，9)。 る aUXlnと cytokininの村]]1:1'1用13)についても l洋紡lな

これiこ|渇しては両者は相互依存的な関係にあるか，ある 検討を必要とする。

いiは1それらの{作作1乍:用の総手和11じにすぎないのカか、というJ人点、
とされている。 ニれを角解平i明列するには， callus)形杉1成必におけ の aux】m と cりytωok玉i凶nm口1が callusや不3定主位似4の!形i移予)成Jx.をL訪渇

起することはすでに械告した12)0 liij阪において kinetin

Table 1. Formula of basal nutrient medium (KIN)は callus形成には必ずしも必要ではないが，根

MgS04 360 Inositol 100 

Ca(N03h 200 Thiamine HCl 5.0 

Na2S04 200 Ca-pantothenate 5.0 

KN03 80 Pyridoxine・HCl 2.0 

KCl 65 Nicotinic acid 1.0 

NaH2P04 16.5 Biotin 0.001 mgj!! 

MnS04 4.5 

ZnS04 1.5 Casamino acids 2.0 gj!! 

H3B03 1.5 

KI 0.75 Sucrose 20.0 g/IJ 

Na2Mo04 0.025 

CoC12 0.025 mg/IJ 

Fe-EDTA 5.0 mlJj/! Agar 5.0 g/ 

pH. 掴 5.6

Fe-EDTA 

FeS04.7H20 (5.57 g)Naz-EDTA (7.45 g)'/! 

:lOl 

の形成には不可欠であるニと金不した。その際 aUXlnと

して用いた α-naphthaleneaceticacid (NAAi と 2，4-

dichlorophenoxyacetic acid (2，4-D)のIUlに作m性の制
退を認めた。 本研究はその相迎合 cytokininとの相互

liゴ用との関述性について倹討合加えたものである。

本研究を遂行するにあたり，純々実験上の御段目JJ主:'1協

わった北泌j立大，-'~-t 1;11~~f--= i部作久 IH ボnl~ld，'土にi'~よじな謝意、を

1<する。

材料および方法

収穫した馬鈴特塊羊~ (I[I-~J将男爵砦)合 20C ¥1白処にlti'!試

し，これをj品工材料に供した。J:iYi主万iムはliij搬12)とIn)様

である。またJ"i'i:I弘主は改良 Wh巾J:{;.j也(Table1)を用

いた。町民主は pH5.6とし水天水 (0.5%W/V)を添加

したのち加熱i千~W(O し， 100 ms容三角フラスコに 30m/!

あて分化した。分il後アルミ箔で覆い 1200C，1 kgjcm2 

で 10分間加11モ滅的Lた。各フラスコには円盤状組織(生
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If( 50 mg)を2枚入れ， 250C lIi";処iこてfjりをし，生If(. ，吃

ifIをj白日H引ltした。恨の)f，;!iX;1主l勾IID:的に確認できる恨の

数を ~JIjべ，組織あたりの、F均発似数と全組織iニ対する)(

似m織数の比のh'i~ヒ発似指数として1<ぶした。

実験結果

1. callus形成に及ぼす auxin濃度の影響

(a) NAA 

callus 形成に及ほす NAAil;'~度の JJt;符については lìíj

rl.)12)に示したように， l(1J1g'i I の KIN の~g~度により左右

されたが， NAAは単I!ltでも callus七誘起した (Fig.1)。

ょの際 NAA淡度と Lては 0.:1mg/tが段通波度であり，

本rt!.~度の NAA に対し， KINはJlJ，、fニ全世;度にーおいて

j;rrt~ 、 f[lI;日J('{}甘を ;J; L tニ。 KIN1!tr:~添加lの場合， i白j濃度の

NAAは cal¥us!f手!J立を強くffll;¥jIJしたが，このJIII;1iIJi'IJBは

KIN 添加により同彼L， 低波及=でI，J，)者のJ均衡がとれて

いる場介よりもfHfな位打力、認められた。ニれは aUXlll
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Fig. 1. E在ectof various concentrations of 

日-naphthaleneaceticacid on syner-

gist;c promotion of cal¥us growth 

with kinetin. 

Slices were cultured on the medium with 

various concentrations of NAA and KIN at 

o (・・)， O.o:l (⑨ー④)， 0.:1 (EB-ED) and 1.0 
(0-0) mgjo. Fresh and dry weights were 

measured at the enc! of 8th week. 

h72皮が尚くなるほどj市民度の KINの添加が必要である

ことをノ);している。 これらのす事~'J丈Jは主 KIN が NAAiにこ j'，'

jj抗ノjtλf八伝L仁;了Fすrると同H附5に， NAAの1'1)日にとって KINが相倒的
(synergÌstic) に働くニと合jj~唆するものである。すなわ

ち段通生長のための I，I~イ号の波度は相互の均衡によって決

められ， m互の相対的['，~~~1.民度でのy&\1JliI主 l\tl'， Lf('IJ lJを 1)-;L 

Tこ。ニの点に|均し Fox2)はすでにタバコの callusを用

いて同様の事'j~を指摘している。 Lたがって本実験にお

いて O.:lmg/Cの NAAと共存する KINが全波度で

cal¥us 'J.r1l二九tL.jfIJ;¥jJJ('O甘をノJ;したことは，このj炭度の
NAAに対しては KIN添加がすべて cytokinin過剰に

上るI¥Ll'，1fi'1f[]合示したものと解される。この NAA単独

による callus訪klについては1，'Iilv¥lo)，ll)により lリ]らかに

されたように， {本内の cytokininが本波度の NAAi二

対し cal¥us形成に役立つものと解される。以上の I，'，i，よ

り， NAAの callus~h起作用iこ対する cytokinin の存

在の必要問が認められた。
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Effect of 2，4-dichlorophenoxyacetic Fig. 2. 

acid on cal¥us growth 

Slices were cultured on the medium with 

various concentrations of 2，4-1) and kinetin 

at 0 (・-・)，0.1(0-0) and 1.0 (④十⑥)mg!O

Fresh weight was determIned at the end of 

8th week. 



が大きいと考えられる o したがって auxinと cytokinin

の111互作用を械，1什ーるためにはそのノ1:.長のi歯科を考慮す

る必1!2がある。 Fi日 3は KINとNAAをやE々 のj決度で

添加した際の callus の'J:.:t三金 IJ~す。 KIN ヵ :fls.濃度の際

には NAA:lOmg/恨の淡)支の万が良好な'¥:.長を示した。

その場fT，生iJl.乾[1:ともに 2j~l l\j 日以降 1I {(jむってJFi

加lした。(也)jNAA ig~皮が 24 mg/tの際にはきわめてね

徴のある住民1111総が何られた。すなわちI点在初期には辺、

速tJ: 't'P~):N}JIIが認められ 2 週111111 には :ì.O m記/e0)1次よ

りWlf-tc'lJ之をぶしたが， そのニのTづ作生ド七:企i吊伝f)炉Wmブ干羽F内i!ゆ山J)加加Ul川川11川Hは主d

ず、それはむしろ低下した。

KIN が r:::ji，~~l支の場合には，このような傾1('1'主なく，

NAA :W mg/t J，よび 24mg/Cの，，fdr2くともに良好なノJ:.討

をぶしたが， lfJMt皮 NAAI~:の }jが良好であったニとは

FIg.l のがi!.1~ともづ交する。したがって NAA と KIN の

+LlIL!'I)日については引i.[Af'I')訂および相補的 (synergistic)

之促進f'l)日が認められた。

fこだ低H11~t支の KIN と共)tll tニ r';:j~gl~J交の NAA が必起

した初JJPlの 'E ，f~増加については別の説明が必要であると

考えられる。すなわち，一般に同鈴惇塊茎の柔組織切))

l主aUXlll処J1!!に上りl放水生l乏をノT;すことが士11られてい
る 4) ， 13)。栄i"~J:;'1地上でのいj憾の吸水生長の有無について

は検討の余地カ‘あるが， オ木入ゴ実i♂1験=検蜘h知iにこよりd

の NAA;に二よる生1呪F在u併?将}加が4乾ι7近立i竹b加加l日lを{ドつておら寸ずよヘ，カか冶
つI山[行~'f長主射{後乏 1刊ニなりう少生:一l呪立の低下が"沼忠められたJ点!、t、などより.1:二

心のl吸汲水/午ド一:J長乏と考えられる O ただ応鈴;慌にてはこのl汲水

生長l主，キクイモ 1) などとは W.;tr. り J，"f二の ~m)泡分裂も{下

っている4)0 l たがって1¥及水'1:.長と callusJf勾

ーハリ.1，¥)鈴認の組織i音長に|対する '-I:JIJ¥学的研究

1 K/N =01吻.jl I K/N = 10mg/l ~ 
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Fig. 4. Time course experiments of callus 
growth induced by 2，4-dichloro-

phenoxyacetic acid and kinetin. 

Changes in fresh weight with time are 

shown in combination with KIN (0.1 and 

1.0 mg/C) and 2，4-1) (・-・Omg/e，0-0 
0.2 mg/t，・・6.6mg/t， and 0...0 :i3 mgle) 

(b) 2，4-D 
callus 形成に及ぼす 2，4-Dの('1')刊は NAAの場合と

は多くの}，"i，で異なっている。 Fig.2より切らかなように，

callus 形成には， NAAに比してjfault度の 2司4-D~ど必要

とした。しかもその際形成された callsの生長は NAA

を用いたI庁長上りよHfであった。 また NAAと同様i二

KIN!¥I，f，添力Ilg¥長で、も callus~と 1~'5 I~ したが，その場合iこ

も lÜ)I~iW.~皮;FLWU の j文L 、のが特徴であった。ーの段!01i度度

i土 KIN 波!廷で変化せず，また 1"'1~~~~1支の 2， 4-1)の問'，lH'I:

別;工KINでは川似しなかった。すなわち 1mg/Cの淡皮

までは KINI工2、4-1)iニJ.'ilA('1 Jljを及iまきないニと全力ミ

す。さらM二段通政度の 2，4-1)に対LKIN が(JL;ffi(l'~i ニ1'1

!日LtニニとはNAAともっとも!廷なる以であった。NAA

Jiihの n~合， ~1JI白波度の NAAiこ対し KIN がJ"，リA的に1'1'

JHltニミと金考1在、すると， callus 形成を，lh起ずる auxin

としての 2，4-DとNAAはKINカ刊対'jすーるj品4111iニ|渇し

て異なった機('1をもつことが考えられる。

ll. cal1usの生長と auxin

(a) NAA 

LINSMAIERら5) I土タノ《コのJi'ri'~iこれL 、て， おl1i貨の)J日

たという制1，¥からは aUXlnのみがi以'Al:'atViであるが， ?l~' 

'Icな生j三という点からは cytokininも必't5であるニと合
認めた。ニのため本'Ji!¥61(Fig. 1および 2)のように 8!1l1 

Iltlという長WlIl¥1のJi'';1'tiニおいてはじytokininの>tf;祥の)J

6 0 2 

刀ME/N WEEKS 

Fig. 3. Time course experiments of callus growth 

induced by a-naphthaleneacetic acid and 

kinetin 

Changes in fresh (top) and dry (bottom) 

weights with time are shown in combination 

with KIN (l.0 anζ1 0.03 mg/t) and NAA (・'・omg;e， (]-o 3.0 mgjt， o-(] 24 mg/t) 

れ・1，司11¥・fl!JII:

し内'IN=
室 | ρ
!l: J捌"./
iCi .0 
¥¥白

骨
量2仰
芯
さ

を、，、
山、b
'" 

K/N=IOmg/l 

4 4 P 



:¥04 北海道大学12学:';¥¥)品交紀要第7;台第:2_Ii_;-

の|肥大/U乏と分裂/七長として[1'(1主;考えることができない 千lé-jーの l弘合，もっとも多数の 58tH合 u長起した。他}j~，4ー

か吸水生長と callusJf;IJJi:とてとI;{}JIJする必要があると ]) l J:. l 、かなる ~~~J支の KIN の存在干でも t王とんと発似合

考えられる。，ふi追しなかった。 NAAによる恨の形成にl工不J:¥週間の

(b) 2，4-D Wlljりが必 I~であった。その際組Ui:Xの生前および乾'f:の附

~， 4-]) は callus 訪起の;{&私1において NAA とは宍な JJIIが必められた (Fig.6)が，ミれは土庁地'1';こJj-えた KIN

っていた。 Fig.4より明らかたように， KIN が低{I~.~皮 に依拠した (Fig.1)。二のような低波度の aUXlllと共存

の場合， 2，4-D 波度が cilllus形成にj担当な濃度であれ する KINにもとづくノl:.電・乾電の1行方JHi~， 4-D 1;りもの

ば 6週間日より之!.i'Mな callusI[-;!えが始まった。他fJKIN 際にはliEめられたかった (Fig.2)。

がi:司 ~1~~1支の J効 fT には l'iJ 一波及=の 2， 4-D で 2 週間日以降

j，[;発な'1.1之が認められた。 したがって~， 4-n は callus

形成までに NAAより V:l、lilg-time0::もち， KIN はそ

のiU紺i化に仰~l 、たと J5-えられる。ミのことから結史的に

2，4-]) í民度油、j~~rlな Ir!j ， KIN jg~度が，'，.IJl、利SjJ!，11同日で

の/1=Jをはが多かったと考会えられる。 また{氏波度の KIN

j:-;'1長において， 2，4-Dは NAAli"'i伐の11主lLZめられた防災

初JWIの急速な生荒川力fI合"長起しなかった。以 1:のlIRJJli二

上り 2弓4-[)とNAAの callus必起iニl立iする十[¥)!t¥'lが

E沼ぷ〉られた。

III. 発根に及ぼす NAAと 2，4-Dの影響

riij{ihP2)でも述べたように， NAAと2乙，4-Dの4村州Hじj准主釦lは主

;捺~綜貯frt'l詩t引tすれ'1臼'fJ形[杉~;}成J反立についても lj，沼t

L， NAA は比較的fj~j1e~皮の KIN とともに似の形成合

訪起Lたが， 2，4-[)はこのf'i'IH-:"ぶさなかった。

Fig.5はtiiiW12)に/1'したような発附民度で添加ILた

NAA (0.05 mgje)，または2、4-])(0.0‘¥ mgjt)と純々の波

度の KIN仕組合せた場合の削減のた似状況をノJ、した。

本|寸上り iリ]らかなように， NAAは 1mgjeの KINが存

• 
に"

ミ v
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¥わギ111
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Fig. 5. Effect of kinetin on root formation of 

cultured tissue slices 

Slices were cultured on the medium in 

combination with vilrious concentrations of 

KIN ilnd 0.05 mgje of NAA (・-・)or 0.03 

mgjf! of 2，4-D (0-0). The numbers of 

roots were measured at the end of 6th week. 
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Fig. 6. Time course experiments of growth 
responses of tissues to NAA and 

KIN at optimal concentration for 

root formation 

Slices were cultured on the medium with 

NAA (0.05 mgj C) and KIN (1.0 mgj C). Then 

numbers of root (・・)， fresh (コーコ)and 
dry (0・・・0)weight were measured. In-

creases in fresh and dry weight are repre-

sented by percentage to initial wei耳ht
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ニのように発tH，¥剣山l二際してみられた2ヲ4-DとNAA

の例々の特性はいずれも cytokininの関与を通じてぶさ

れることから， これらが callusJf%Ji:における|両者の1'1

!目性のfRj!，:と何らかの関連をもっと考えられる。

考 察

本'J~ljý~*，九日i よ‘り， 民鈴%-v二おL、ては cal¥us形成と発

以という二つの分化系において 2，4-Dと NAAの作用

性の相違点がcytokininの関与合通じて現われることが
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必められた。しの、も NAAJ(';主主でi主IV;Z!j(ノuぶこよる初期!
の，¥二if:lfl加，あるL、l土泥仕tなとのように司 ー高生的な auxm

f'll甘が確認されたが司 -)j 2， 4-DはこれらのI'I'!日:1な

u 跡、流な callus，;長起nHJのk，認められた。 このよう

え組織J(j.j主における NAAと2司4-1)のi'IItlの科1.;61， と

くに 2，4-Dの特異的tr.cal¥us Jf%¥ti'lr¥Jについてはすで

ι加古3れている。 たとえl工サツマイモにおけ』る 2，4-D

とNAAのI'FJllYIーのぷは削減学的制J主としてl沼められて

L 必 8)。 またイ不の牙ノドーえについては NAAは11'.市なノ¥:.

J~をおこすが，乙 4-D ¥土cal¥us七活起するといわれてい

る6)。 また 2，4-1)のようなI]TIll、1'1片j:J)合ノI、す auxmに

ついては日'J1t~度では9'1. 3~t-C callus宅町長起するが， 低

ot度では cytokininと共存する場合に callusを;訪起す

ることがI認められている15)。ニの 2，4-Dとcytokininの

I~l述は Fox2 ) がノ心した IAA と KIN の jIP[j'IJ日とはま

ったく異なる。 Lたがってタハコにおいて， 2，4-Dと

l:¥A 11 cytokininとの相互関係に|渇して異なる。この十11

)~;二ついて， auxinかこの細胞分裂にとって不"]欠た!吹:

l河として働くが，じytokininはそのIn討をJ]ITiめるという

liiilJi，にたって，さらに効)Jの強tl、aUXl11の場合にはそれ

!'I身で callusを』珍起しうるという考えが保山された15)。

しかし大ぱの場介，尚b波;土h度の 2，4-Dによる c凹al日lu山S 必A起i包詰

l'竹'p旧肌百引lは工 KIN によ iり7 手抗;る L く Jf州抑íl印1I川l口~"削3訓リされることが JÎ，'沼f

ているl問5町)。馬鈴背においては高波度 2，4-Dに対LKIN 

の!J[)庄i'1用が認められた。さらに 2，4-Dの cal¥us必}~

，こ際しては， 1長云い lag-t“H口meがJi，沼t
dの)~短:\1執靴縦(\行イ化ヒuにこi到動l く ニとカがlゆ明jらカか、iにこさ才れl'tたこ。 しかも 2，4-D 

よ吸水生長や発恨促進など.，j，:米の aUXll1作用として知

られる現象を必起しない点から， llj鈴 44-1鬼ネーの.tì'~'j'主につ

いての NAAと2，4-DのfF)刊を45.に aUXlnとLて|日]一品

視することはできなし、。Ltこがって少なくとも本ゾll.l/J!¥こ

l刻Lては， 2，4-Dは NAAより l州民度におし、て，それ1'1

J，j' callus訪A当物口としてのi'1用合'J、すといえる。

ただこの 2，4-Dと NAAの111注目ーは aUXll1としての

(i)jJを通じて一般化することはできず， callus )f-;!;立が

auxmとcytokininによりおこる単なる制11包I将司自とその

肥大によってのみ決められるものではなL、ことをノr;す。

したがって Gautheret3) の主長のようにmt分化とレう

観点より今後さらに泊三!とする必要がある。

摘要

15鈴事訴塊ネの¥blii';jj柔組織の組織IiI主主を肘いて， 2，4-D 

とNAAのi'I用について検討を加えた。 NAAは KIN

とfJi抗i'F!司および杭lfi¥i的 (s)アner日istic)な村llif'，肘-:cノj，

したが， 2，4-Dではd、められなヵ、った。また NAAは低

波皮では KINとJI、に発十H.を:括起したが 2、4-Dでは二

れがl認められなかった。 他方 callus，活起とはj)ll;ニI民主

初 Wlの :"~I，述な吸;j('U去が， 1'~j~/;.~度の NAA 添加により何

られたが， 2，4-Dでは認められなかった。以上の結以よ

り2，4-Dは単独で cal¥us形成七渇起するが， NAAは

cytokininのJI，，{jeが必安であるニと H{t，i，'t、した。 NAA

と 2，4-D のi'IJ刊の 111)主 \'1ーには cytokinin の関与がJj[t，~さ

れる。したがって callus形成iこl対しては NAAと2，4-1)

L工的に aUXlnとして!Ii¥--t比すること¥1できなL、。
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Summary 

The present investigation was per{ormed in order 

to obtain a clear concept of the qualitative di{{erence 

in characteristic behaviours between NAA and 2，4 

D， by means of pith tissue culture of potato tubers 

(Solal/u/JI luberosll/Jl L. cv. Irish Cobbler). The 

じultureswere run at 250C in darkness. The experi 

mental results were summarized as follows: 

Figures 1 and ;1 revealed that KIN reversed， to 

certain extent， the inhibitory effect of high levels 

of NAA on the growth of the cultured tissue， and 

vise 'P('rsa， indicating that an increase in NAA level 

in the m町liumrequired necessarily to increase KIN 

level for their optimal growth. Therefore， antago‘ 

口ismor synergism exists between NAA and KIN， 

as an inhibitory levels of one on the ca¥lus growth 

can be overcome by providing more of the other in 

the medium. By contrast， there was no similar 

evidence on 2，4-1) in place of NAA. 

When NAA (O'()5 m日/正)and KIN (1.0 mg/() were 

applied to the medium concurrently， many adventi-

tious root邑 wereformed on the cultured tissues. 

Unlike NAA， 2，4-D failed to produce roots even 

in anv combination with various concentrations of 

KIN 

Somewhat diHerent pattern of an increase in fresh 

weight of cxplantsζ1S compared with that of normal 

callus growth was observed during the early stage 

of culture by the application of relatively high con-

centration of NAA to the medium. Such type of 

grow(h seem~ to cloぉelyresemble (0 that of a simple 

cell expan討ioncaused by auxin 

The callus growth inducecl by NAA， unlike :2，4-D， 

is supposed to be concerned with differences in 

activity of endogenous or 巳xogenous cytokinin. 

While (he callus記rowthinduced by 2，4-1) may be 

regarded as clue to the effect of 2，4-D itself inde-

pendent of the cooperation of cytokinin. 

'1、akingevidences stated above into consideration， 

it seems very likely that mechanism of action of 

NAA and 2，4-D is quite different in spite of the 

two have something in common as auxin 


