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材料および方法

園芸植物の栄養繁殖に関しては多数の研究報告がある 1. 供試材料: 月寒学院農場果樹園(札幌市)の 30年

が，その多くは実用的な立場のもので，形態形成に関す 生 'Campbell印 rly'の数樹より採取した新梢を用い，

る基礎的研究は比較的少ないようである。 採取時期は昭和 46 年 6 月 16 日 (10~15cm 程度に伸長

しかし今後繁殖に関する技術を高めるためには形態 したもの)および 7 月 29 日 (40~50 cm程度に伸長した

形成に関する基礎問題を究明することが必要であると考 もの)の 2固とした。新橋採取後節間部を約 4cmの長さ

えられる。例えば，挿木繁殖において発根困難な植物の に切り取り，アンチホノレミン液(市販の有効塩素 10%液

発根率を高めるためには，その植物の発根の機構を見極 を 10倍に稀釈)に 30分間浸潰して表面殺菌を行なった。

めることが必要であり，その結果を応用することによっ つぎに無菌室内で両端約5mmを切除したのち，これを

て人為的に容易に発根させ得る場合も考えられる。その 輪切りにして厚さ 1mmの円盤状の組織片をつくり材料

一つの方法として，発根の容易な植物と対比しながら発 とした。

根の機構を調べることが考えられる。以上の観点から筆 2. 培養基の調製 Murashigeand Skoog伶15)培

者らは，発根容易なものと困難なものとを含めた数種の 地(組成は第 1表に示す)を基本培地としこれに蕉糖

園芸植物についての形態形成に関する研究を行なってし、 20gjsおよび生長調節物質を添加し， pHを5.5に調整し

るが，本報ではブドウ新梢組織片を培養した場合のカノレ たのち粉末寒天 7gjsを加えた。つぎに加熱溶解後 100

スの形成と器官分化について報告する。 ms容三角フラスコに 25msずつ分注し，アノレミフォイ

なお材料を提供された，月寒学院の小原伍助氏に衷心 ノレで封じたのち，オートクレーブを用いて 1kgjcm2で

より感謝の意を表する。 15分間加熱殺菌を行なった。

*) 園芸作物の組織培養とその利用に関する研究 V

397 
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第 1表 Murashige and Skoog培地の組成

塩 類 mgje 

NH4N03 1650.0 

KN03 1900.0 

H3B03 6.2 

KH2P04 170.0 

KI 0.83 

Na2Mo04‘2H20 0.25 

CoCI2.6H20 0.025 

CaCI2.2H20 440.0 

MgS04・7H20 370.0 

MnS04・4H20 22.3 

CUS04・5H20 0.025 

ZnS04.7H20 8.6 

Na2-EDTA 37.35 

FeS04.7H20 27.85 

添 加 物

Thiamine‘HCl 0.1 

Nicotinic acid 0.5 

Pyridoxine-HCl 0.5 

Glycine 2.0 

myo-Inositol 100.0 

生長調節物質は cytokininとして 6-benzyladenine

(BA)， auxinとして日-naphthaleneaceticacid (NAA) 

を用い， BAの濃度を Oおよび0.1mgjeとし，このそれ

ぞれに NAAの濃度 0，0.01， 0.1および 1.0mgjeを組み

合わせた 8区を設定した。

3. 培養法・さきに述べた組織片を 1容器あたり 3個

ずつ置床し， 250C暗所で 16週間培養した。植込み数は

各区とも 10フラスコで30組織片とした。

結 果

実験1. 1O~15cm 程度に伸長した新梢からとった (6

月 16日採取)組織片におけるカルスの形成と器官分化

(1) カルスの形成: カルスの形成は1週間後より始

まり，各区とも 4~6週間で形成率が 100% に達した(第

2表)。カノレスの生長の経時的変化は第 1図および第 2図

のとおりで各区とも 8~10週間でほとんどの生長が停止

した。各区の比較では BA無添加および BA0.1 mgje 

で NAA0.1 mgjOの2区において生長が最も良好で，

ついで BA無添加.NAA1.0mgje， BA 0.1 mgje・NAA

1.0 mgjeおよび BA無添加.NAA 0.01 mgjsのj闘であっ

た(第3図および図版 1-1)。

第 2表 カノレス形成率の経時的変化

(6月16日採取の材料)

生長調節物質
調査組

培養期間 (週間)

織}十数 ム|ム|
6 

(mgjej I (mgje) (%) 

O O 18 79.1 95.2 100 

O 0.01 24 96.6 100 100 

O 0.1 30 100 100 100 

O 1.0 27 100 100 100 

0.1 O 21 96.2 100 100 

0.1 0.01 21 96.2 100 100 

0.1 0.1 27 100 100 100 

0.1 1.0 27 100 100 100 

力 41 ん?イ(mg!lJ

ル./一-一一一一 f
λ3ト /

一-一一27l 今戸J 一一ーー一一一----00/ 

A -1スノ ー一--------一一-0
拳 l卜〆~

2 4 6 8 M ~ H M 

培養期間(週間)

第 1図 BA無添加区におけるカノレス生長の

経時的変化 (6月 16日置床)
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第 2図 BA 0.1 mgjOにおけるカノレス生長の

経時的変化 (6月 16日置床)

以上のことからカルスの生長に適する NAAの濃度は

0.1 mgjJJ付近であると思われる。また BAの影響はほと

んど認められず， BAおよび NAAが無添加で、もカノレス

の形成が可能なことがわかった。

(2) 根の分化: 根の分化は， BA無添加.NAAO.01 

mgje区では 4週間目より始まり，培養8週間で 54.2%

の発根率となった~. BA 0.1 mgje・NAA0.01 mgje区で
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~・ BA無添加

。----0BA o.7mg/l 

は 6週間目より始まり， 16週間で95.2%の発根率を示

した(第 3表)。その他の区では， BAおよび NAA無添

加ならびに BA0.1 mgjfJ， NAA無添加の 2区で 1個体

に発根がみとめられたにすぎなかった。カノレスの生長の

よい BA無添加・NAAO.1mgjfJならびに BAO.1mgjfJ・

NAA O.lmgjfJ区では 16週間後においても根の分化が

見られなかった(第4図)。

BA無添加・ NAA0.01 mgjfJならびに BA0.1 mgjfJ. 

NAA 0.01 mgjfJ区では 8cm程度に伸長した根もみられ

た(第 3表)。なお，分化した根は組織片の維管束の部分

から発生していることがみとめられた。

実験 2. 40~50cm 程度に伸長した新檎 (7 月 29 日採

取)からとった組織片におけるカルスの形成と器官分化

(1) カルスの形成. カノレスの形成は，早いものでは

置床 1週間後より始まり， BA， NAAともに無添加の区

を除く各区で 4~1O週間後に 100% またはそれに近い形

?
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2

1

n
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第 3図 カノレスの生長に及ぼす BAおよび

NAAの影響

(6月 16日置床， 16週間培養)

第 3表 6月 16日採取材料におけるカノレスの形成と発根 (培養 16週間)

平均組織
カノレスの 発 根 片あたり
大きさ本 組織片数 発根(本数) (cm) I (cm) (mgjfJ) I (mgjfJ) (%) I (週間)

O O 18 1.8 1 5.5 8 1.0 0.8 0.8 

O 0.01 24 2.5 13 54.2 4 1.4 1.4 8.4 

O 0.1 30 3.5 O O 

O 1.0 27 2.9 。 O 

0.1 O 21 2.0 1 4.8 16 1.0 0.6 0.6 

0.1 0.01 21 2.2 20 95.2 6 4.6 2.6 8.0 

0.1 0.1 27 3.5 O 。
0.1 1.0 27 2.6 O 。
* カノレスの大きさはつぎの指数で表した

0: カノレスを形成せず 0.1 :わずかにカノレス形成

1.0: 小豆粒大 2.0: 大豆粒大

0.5 :米粒大

3.0 :大福豆粒大

第 4表 カノレス形成率の経時的変化 (7月 29日採取の材料)

生長調節物質
調 査

培養期間 (週間)

組織片数
2 4 6 8 10 12 

(mgjfJ) I (mg/fJ) (%) (%) (%) (%) (%) (%) 

O O 15 18.5 29.6 29.6 29.6 29.6 40.0 

。 0.01 24 75.0 83.3 83.3 87.5 95.8 95.8 

O 0.1 24 95.8 100 100 100 100 100 

O 1.0 24 75.0 95.8 100 100 100 100 

0.1 O 24 79.1 91.6 95.8 95.8 100 100 

0.1 0.01 15 90.4 95.2 94.4 100 100 100 

0.1 0.1 24 87.5 95.8 100 100 100 100 

0.1 1.0 18 90.4 95.2 100 100 100 100 
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第 5表 7月 29日採取材料におけるカノレスの形成と発根 (培養 16週間)

生長調節物質

調査|…|発根

(mgjs) I (mgjs) 
組織片数 大きさ* 組織片数

O O 15 0.8 

O 0.01 24 2.2 

O 0.1 24 3.5 

O 1.0 24 3.0 

0.1 O 24 1.7 

0.1 0.01 15 2.2 

0.1 0.1 24 2.6 

0.1 1.0 18 2.9 

* 指数は第 3表と同じ方法による

e e8A然添加

%1ひーーo8A O./mgj合

板 100

の
分
化
if 50 

。
o 001 0.1 1.0 

NAA濃度(mgjL)

第 4図根の分化に及ほす BAおよび NAAの

影響 (6月 16日置床， 16週間培養)
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第 5図 BA無添加におけるカノレスの生長

(7月 29日置床)

平均組織
発 根 率 発根始1切 片あたり 平均根長 最大根長

(%) (週間)
発根(本数) (cm) (cm) 

。
25.0 10 1.8 0.9 2.0 

O 

8.:3 8 2.5 1.2 1.5 

16.6 10 1.8 1.2 2.5 

33.3 10 2.8 2.8 5.5 

。
。

4 
力
~ W~吻均
人 3ト e一一一一一一一一一-/.0

史| ノイー一一一一.---01
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第 6図 BAO目1mgjsにおけるカノレスの生長

(7月 29日置床)

-一一一・ BA無添加
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第 7図 カノレスの生長に及ぼす BAおよび NAAの

影響 (7月29日置床， 16週間培養)
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o 0.01 0.1 λ0 

NM濃度 (0似 )

第8図根の分化に及ぼす BAおよび NAAの

影響 (6月 16日置床， 16週間培養)

成率になった。ただ BA，NAA無添加の区のみカノレス

の形成が著しく劣り 16週間後で 40%であった(第4

表)。

カノレスの生長の経時的変化は第5，6図のとおりで， 6 

月 16 日採取の材料と同じく 8~1O週間後までの生長が

顕著で，それ以降はほとんど停止した区が多い。カノレス

の生長は BA無添加・ NAA0.1 mg(s区において最もよ

しついでBA無添加.NAA1.0 mg(s区， BAO.1 mg(s. 

NAA 1.0 mg(s区ならびに BA0.1 mg(s・NAA0.1 

mg(s区の/1債であった(第7図)。

以上のことからカノレスの生長に適する NAAの濃度

は， BA無添加の場合に 0.1mg(s付近であることは実験

1と同様であるが， BAを 0.1mg(s添加した場合は1.0

mg(sかそれ以上の濃度となり，実験Iの場合と異なる。

また，生長調節物質無添加の場合もカノレスの形成がみと

められたが，形成率は40%にとどまり，生長量も実験 1

の場合より小さかった。

(2) 根の分化. カノレスからの根の分化は， BA無添加-

NAA 0.01 mg(s区では 10週間目より始まり， 14週間で

25.0%の発根率を示し， BA無添加.NAA1.0 mg(s区で

は8週間目に 2個体に発根したが，同じ区の他の個体か

らは 16週間自においても分化はみられなかった。 BA

0.1 mg(s・NAA無添加区では 10週間目より根の分化が

始まったが，培養 16週間で 16.6%の発根率であった。

また， BAO.1 mg(s・NAA0.01 mg(s区では 10週間目よ

り根の分化がみとめられ， 16週間目で 33.3%の発根率

を示した(第5表，第8図)。カノレス形成率の良好な BA

無添加.NAAO.1mg(s区ならびにBAO.1mg(sでNAA

0.1または LOmg(sの区では根の分化はみられなかった。

分化した根の長さは， BA 0.1 mg(s . NAA 0.01 mg(s 

区で最長 5.5cm， BA 0.1 mg(s・NAA無添加区では2.5

cmに達した。

考察

ブドウ新梢の組織片を培養し，カノレスの形成と器官分

化におよぼす生長調節物質の影響について実験を行なっ

た結果， cytokinin (BA)， auxin (NAA)等の生長調節

物質を培地に添加しなくてもカノレスの形成が可能なこと

が明らかとなった。またこの場合，カルスの形成率およ

び生長量は新梢の採取時期によって異なり，萌芽初期に

採取した材料の方がカノレスの形成率が高く，生長も良好

であった。

植物組織片の培養において cytokininを含まない培地

でカルスが形成された例はかなり多いが2，5，13，14)，auxin 

を除いた培地でもカノレスが形成されたとし、う報告は極め

て少なく， auxinは必須成分として加えられる場合が多

L 、1，4，5，7-13)。この意味においてブドウを用いて行なった

本実験の結果は大変興味深い。すなわち，ブドウの萌芽し

始めた若い新柏、にはカノレス形成を誘起し得る cytokinin

とauxlllが内在しそれら生長調節物質の濃度は新梢の

伸長にともなって変化するものと考えられる。内生の

cytokininについては最近多くの植物でみとめられ， ブ.

ドウの根からとった溢泌液にも cytokininが含まれて

いることが報告されている6)。

実験1および2にみられるように適当量の BAとNAA

を培地に添加した区においてカノレスの生長が良好であっ

たことから，最初のカノレス形成には新橋組織内に内在す

る cytokininおよび auxmで十分であってもその旺盛

な生長を持続させるには外部から更に取り込むことが必

要であるものと解される。カノレスの生長に対する NAA

の最適濃度は，実験 1においては0.1mg(sで， BAの効

果は全くみとめられなかったが，実験2においては， BA

無添加の場合に 0.1mgjsであったのに比べ， BAO.1 mg( 

d添加した場合は 1.0mg(sで、あった。このように， BA 

を添加することによりカルスの生長のための NAAの最

適濃度が高くなる例は他の植物(例えばアスパラガス，

パレイショ)においてもみとめられており，カノレスの生

長に対してのtokininと auxmが何らかの相互作用を

もつことを示すものと考えられる。

小崎3)はブドウの組織培養における auxmとkinetin

の影響を調べた結果，カノレスの形成は休眠芽，休眠芽基部

の若い組織，および新梢節間部などの若い組織を用いた

場合によくみられ， auxin， kinetinとも比較的高濃度の

ときに盛んになる傾向がみとめられたと報告している。

また，分離移植されたカノレスの増殖は，初期には auxm

および kinetinが高濃度のとき盛んであるが，継代培養
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をくり返したカノレスの増殖に対する最適培地は，継代培

養初期の最適培地と異なり， aUXlllおよび kinetinにつ

いては比較的低い濃度が適していたと報じている。

つぎに本実験における新梢組織片からの不定根の形成

をみると実験 1および 2とも NAA0.01 mgjf!単用区お

よび BA0.1 mg/f!.NAA 0.01 mgjf!区で多くみられ，こ

のうち最大根長を示したものでは，主根と無数の根毛を

生じ根としての機能を有していた。前述の小崎の実験で

は，新柏、節間部を輪切りにした組織からの不定根の形成

は比較的容易であり， auxin (NAA)は 0.1-1.0ppmで

効果がみられ kinetinは 0.1ppmでやや効果が大で

あったが， kinetin無添加でも発根したと報告している。

この濃度は本実験の結果よりもやや auxinが高濃度で

ある。

また， NAAとBAが無添加でも実験 1のように 5%

前後の発根率を示していることから，前述のようにブド

ウの新梢組織内に cytokininおよび auxmなどの生長

調節物質が内在しこれがブドウを挿木した場合に発根

が容易であることの一つの要因になっているとも考えら

れる。内生の cytokininについては最近多くの植物でみ

とめられ，ブドウの蔓の基部を切断してとった根からの

溢必液にも cytokinin活性がみとめられたことが SKE-

NE6)により報告されている。これら内生の cytokinin

や auxinなどの生長調節物質の時期的消長が検討され

れば，発根機構についても更に明確になってくるものと

考えられ，今後の研究に期待されるところが大きし、。

なお，本実験において全期間を通じて茎葉の分化はみ

られなかったが，今後採取時期，品種，培地組成，光条

件などさらに詳細な検討を加える予定である。

摘要

ブドウ‘Campbellωrly'(30年生)の新柏、を用いて組

織片からのカノレス形成と器官分化におよぼす生長調節物

質の影響について調べた。 6月 16日および 7月 29日に

新檎を採取し厚さ 1mmの円盤状の組織片を作り，種

々の濃度の 6-benzyladenine(BA)とNAAを含む Mu-

rashige and Skoog培地で培養した。培養条件は 25
0
C

暗所とした。観察結果を要約するとつぎのとおりである。

L 生長調節物質 (BAおよび NAA)を含まない培地

においてもカルス形成がみとめられた。この場合のカル

スの生長は萌芽初期の新梢からとった組織片において大

きかった。このことからブドウ新檎にはカノレスの誘導に

十分な量の cytokininとauxmを含むものと解され，そ

の濃度は 7月になると低下するものと考えられる。

2. カルスの生長は，萌芽初期 (6月 16日)の新檎組

織片を用いた場合には BAの濃度にかかわらず NAA

0.1 mg/sにおいて最もよかったが， 7月29日の新梢組織

片では， BAの有無によって最適濃度が異なった。すな

わち， BA無添加の場合 NAA0.1 mg/f!においてカノレス

の生長が最もよく， BA 0.1 mg/f!を添加した場合はNAA

1.0 mg/f!において最もよかった。

3. 根は，いずれの場合も NAA0.01 mg/f!において

よく分化した。最高の分化率は 95%で萌芽初期の新梢

組織片を BA0.1 mg/f!， NAA 0.01 mgjf!を含む培養基

上で培養した場合にみとめられた。 7月29日採取の材料

では最高分化率 34%で，生長調節物質の濃度は上と同

じであった。

4. 本実験においては，いずれの場合にも茎葉の分化

はみとめられなかった。
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Summary 

Experiment on the 巴妊ectof growth regulators 

(auxin and cytokinin) on cal1us and organ forma-

tion from the tissue of grap巴 shootswas carried 

out using ‘Campbell early' grape tree (30-year-old). 

Disk-shape segments， which were cut from the 

spring shoots in 1 mm  thickness on June 16th and 

July 29th， were cultured aseptically on Murashige 

and Skoog's medium containing various concentra咽

tions of 6-benzyladenine (BA) and α-naphtaleneacetic 

acid (NAA)， 20 gj/J sucrose and 7 gj/J agar. 

The cultures were kept in a dark room main-

tained at 250C. The experimental results are sum-

marized as follows: 

1) Callus formation was promoted even in me-

dium without both BA and NAA. In this case， 

callus growth was better in the culture of segments 

from shoots collected on June than that on July. 

Therefore， it would seem reasonable to consider 

that a sufficient amount of endogenous cytokinins 

and auxins to induce callus were contained in the 

spring shoot of grapes in June， and that this changed 

into an insu伍cientamount in July. 

2) Callus growth in the segments from the early 

collected shoots (June 16th) was best at 0.1 mgj/J of 

NAA regardless of BA. 1n the case of segments 

collected on July 29th， however， the optimum con-

centration of NAA for callus growth shifted， de-

pending upon the presence or absence of BA in 

the medium. Namely， in the case of absence of 

BA， cal1us growth was best at 0.1 mgj/J of NAA， 

but when the concentration of BA was 0.1 mgj/J， 

the best callus growth was observed at 1.0 mgj/J 

NAA. 

3) Root formation was good at 0.01 mgjs of 

NAA regardless of BA. The highest percentage 

of root formation (segments forming roots) was 

95% at 0.01 mgj/J of NAA and 0.1 mg/s of BA in 

the culture of segments cut from the early-collected 

shoot. 1n the case of segments prepared on July 

29th， the highest percentage of root formation was 

34% at 0.01 mgj/J of NAA and 0.1 mg/s of BA. 

4) There was no shoot formation in any of the 

fl.asks in this experiment. 



図版 I 八鍬・原田・黒崎

1. 6月 16日採取材料にお:ナるカノレスの形成と恨の分化

一|三段 BA無添加， 下段 BA0.1 mg(O， 

ラベノレの政{症は NAAの濃度 (mg(めを示す (培養 10週間)

2 ブドウ新約組織Jiからの発恨の状況 (情表 10週間)

左:iBA然添加， NAA 0.01 mg!O 右 BA0.1 mg(O， NAA 0.01 mg(O 
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3. 7月 29日採取材料におけるカノレスの形成と恨の分化

上段 BA無添加， 下段‘ BA0.1 mg;f!， 

ラベノレの数値は NAAの濃度 (mglめを示す (培養 8週間)


