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緒言

近年，わが国においても，生鮮野菜としてのアスパラ

ガス (Aψaragusoffiωwlis L.)の需要は増大しており，

栽府面積も拡大しつつあるが，それに伴って，栽培地域

も従来の北海道，東北，中部地方高冷地のほか，近畿，

中国，四国，九州などの暖地にまで急速に広がりつつあ

る。とくに，冷涼地である北海道においては，生鮮野菜

としてのグリーンアスパラガスおよび缶詰用としてのホ

ワイトアスパラガスのいずれにおいても良質なものが生

産され，主要な特産園芸作物のーっとなっている。

一方，アスパラガスを，栽培植物あるいは研究・実験

対象値物としてみた場合，次のような特色をもってい

る。すなわち，多年生作物であり，栽府様式にもよるが，

発芽から収穫開始期まで約3年を要し，長い場合には二

十数年にも亘って同ーの株から若茎を収穫することがで

きる長い生活環をもっ作物であること，また，地下茎を

有するなど第l章において述べるように植物体の形状が

極めて特異的であること，さらに，同一品種・系統の中

においても，各種の形質についてみた場合比較的個体間

差が大きいことなどである。したがって，笑験対象植物

としては取扱いが板めて困難なものの一つであり，各極

の実用的技術の確立に閲する試験は，それを実施する上

で，試験の規模，精密性など各種の点において困難を伴

うことが極めて多かった。

現在の実際栽出においては有性繁嫡法が用L、られてい

るが，上述のような状況から栄養繁殖の効用が大きいと

考えられる。しかし，現在までのところ極めて効率の低

い株分け法が可能であるのみで，さし木などの実用的な

大量増殖法は確立されていない。このようなことから，

栄養繁殖を目的した組織培養に関する研究が， TAKA-

TORI ら 1 ， 2) を初めとして多くの研究者3，~ム 6 ， 7 ， 8 ， 9 ， 10 ， 11，12， 

13)によって行われてきたが，未だ，実用的な大量増殖法

を確立するまで、に至っていない。

一方，アスパラガスの生理的な現象をより精密に解明

するための実験法としても生体外培養法が用いられるよ

うになり，生長調節物質の生成14)，自孝素15，16，17)などにi渇

する研究が報告されている。

木研究では，アスパラガスにおける優良系統の能率的

な栄旋繁殖技術を確立するための主主礎的知l見を仰るこ

と，およびアスパラガス組織の生体外j音義によって各組

織・器官から得られた植物体の有効な利用法を確立する

ことを目的として，アスパラガスの各種組織からの器官

形成について究明した。また，その利用面として，特に

茎頂上自義法のアスパラガス有用遺伝子阪の凍結保存技

術，ならびにアスパラガス雄性系統の育成における超Ht

V~の栄養繁殖への利用について検討した。

木研究の遂行ならびに本論文の取りまとめに当たり，

終始御懇篤なる御指導と御鞭縫を賜わった北海道大学農

学部 閏村勉教授に深甚なる感謝の意を表する次第

です。

また，木論文を取りまとめるに当たり，御懇切なる御

指導と貴重な御教示を賜わるとともに御校閲の労をとら

れた北海道大学農学部 同課養三教綬ならびに同 筒井

沼教授に衷心より深く感謝申し上げる次第です。さら

に，木研究の遂行ならびに本論文の取りまとめの過程に

おし、て，終始御指導と御激励を賜わるとともに御校閲の

労をとられた北海道大学農学部八鍬利郎助教授に衷心

より厚くお礼申しあげます。

また，木研究を実施する過程において北海道大学農学

部*樹疏菜園芸学講座ならびにli付属農場図芸第一部の各

位より多大なる御協力と御配慮をいただし、た。ここに記

して厚くお礼申し上げる次第です。

第1章実生組織の生体外培養

アスパラガスの発:j;j直後の実生は，すでに地下茎の先

端にある鱗芽を形成し始めており，おin次茎，第2次茎

と II~[次分化する。

一方，般については，えJ)t.良に統L、て第2次恨，第3次

恨と分化させつつ，しだいに幼純物から成純物へと発育

する。

凶場におけるアスパラガスの通常の発育過程において

は，発芽後 0.5-1年間の幼植物時代(し、わゆる育苗期)

を経過したのち|劃場に定値され，発芽1後灸3年間を経j過品し
7たこ[時母忠}点I

紅組i織倍養においては， J古養する組織・器官の発育程度

またはそれらの由来する植物体の齢がカノレス形成・器1き

分化などに大きな影響を及ぼすことが認められている。

実生の組織は，植物組織の有する若若戸さ(りju山ve叩III山litηωy吋)と

L 、ヴうJ人点、

とともに，生体外l常設においても，成他物体のそれに比

べて感応が鋭敏であると想像される。

木実験は， J:述の観点から特に実生の茎1;1)バーの応義を

行い，それらがし、かなる感応または形態形成を示すかと

いう点について調査するとともに成植物体の組織をJ市主

する場合の基礎となる知見を得るために行った。



1 材料および方法

(1) 培養組織片の作製

アスパラガス (Aψlragusofficinalis L. ，'i，'1種メリー

ワシントン 500)の種子を70%エタノーノレに瞬時浸潰

したのち，次亜抱素酸ナトリウム溶液(有効塩素 1%，

Tween 02数滴添加)中で 30分間表而殺菌を行った。

その後直ちに，滅菌水で、表面を数回洗浄したのち寒天

間形培ー地(シュクロース 20gjsおよび寒天6gjsを含む)

上で， 25
D

C，暗所において無菌的に発芽させた。

2週間後，長さ約5cm太さ約 lmm程度に発育した

第 1次茎(葉緑素がなく白色で節郎には擬葉が着生して

いなし、)の節部から，節を中央部にもつ約 lcmの切J:を
切り取って培養した。なお，組織片は， 1容器 (100ms 

容三角フラスコ)当たり 3個， 1区当たり 60個とした。

(2) 培養基および培養方法

培養基は， MURASHIGE and SKOOGの培地(以下

MS  情j也と称する)18)を基本としこれにシュクロース

20 gjs，生長JHdtiil物質および寒天 7gjsを含み， pHを

5.5に調整したものである。

生長調節物質については，NAA(I-naphthaleneacetic 

acid) 0， 0.001， 0.01， 0.1， 1.0および 10.0mgjs)ならび

に BA(N6-benzyladenine) 0， 0.1， 1.0および 10.0mgjs 

を組み合わせて添加した24実験区を設けた。 i音地の

pHは5.5に調整し，滅菌は， 1 kgjcm2で 15分間行っ

た。なお，T古美一基の量は 1容器 (100ms容三角フラスコ)

当たり 25msとした。

培養は 25DCで明所 (4，000Ix，16時間日長，白色蛍光

灯)または暗所において行った。
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after 11 weeks of iJl vitro culture of 
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原因:

し， NAA濃度が1.0または 10.0mgjsと高くなるに従

ってその率は漸時低下した。特に，生長調節物質無添加1

でも茎が伸長したことは興味深し、。

切所と|宿所とを比較すると， NAA 10.0 mgjs単用の

場合に切所においてその率が低かったこと以外は，全体

的にほぼ同様の傾向であった。茎数については， Fig.2 

に示したとおりで，概して，暗所におけるよりも明所に

おし、て多く発生した。明所においては， 1-6本の範囲

にあり， NAAおよびBAの濃度に応じて変動した。す

なわち， NAA添加の有無にかかわらず， BA 0.1 mgjs 

添加の場合に最も多く，また， BA添加および無添加の

いずれの場合においても， NAA lOmgjs添加の場合に

最も少なかった。一方， NAA単用の場合では，0.1mgjs 

のとき多かった。 1組織片当り平均最大菜数は 6木で，
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Fig. 2. Number of shoots elongating on the node 

of segments after 11 weeks of in vitro 

culture of shoot segments (with a node) 

excised from asparagus seedlings. 
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2. 結

(1) 茎形成

主主は，切所年f義または陪所L'f，T養のいずれにおいても1日

義開始2-3日後に節部から発生し 5日後には約3cm 

程度に発育した。茎は明所では緑色となり一定期間経過

後にその節部に擬葉を着けたが，暗所では白色となり擬

葉は着けなかった。

形成されたカノレスからの茎の再分化は第1章第2節で

述べるように実生茎節間部切片の府養においてはみられ

たが，オト実験においては観察されなかった。

府養11週間後における茎発育組織片率は Fig.lに示

したとおりである。 NAA無添加または 0.1mgjs以下

の濃度で添加した場合には， BAとの組合せ添加の有無

によらず85-100%の茎発育和服:iRJ:率を示した。しか

果
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1!1，f，添加lの場合には， NAA添加の有無ならびに別mおよ
ひ、暗所のJJIJによらず茎は正常な発育を示した。しかし，

BAを添加すると，明所および暗所のいずれにおいても

茎が太くなり，特に BA高波度の場合には非常に太くな

った。さらに， BAにNAAを組み合わせて添加する

と， BA~.用の場合よりもさらに太くなる傾向が認めら

れた。

(2) 根の形成

形成された恨には2税の性状があった。すなわち，一

つは貯蔵根様であって分岐のある白色の恨(木報告で

は opague-typerootとl呼ぶ)で府養組織片の節部から

直接伸長するものであり，他は半透明で比較的短く分岐

もほとんどなく，形成されたカルスから再分化する根

(本報告では semitransparent-typerootと11子ぶ)であ

る。特にlIIi者すなわちJti'蔵根様の白色根は切所情義にお

いてのみ認、められたが，後者すなわち半透明な根は明所

および暗所の両条例今下において認められた。

つぎに，生長訓節物質との関連についてみると Fig.5

に示したとおりで，白色根は，明所iiT養の場合の生長調

節物質無添加または NAAおよびBA低濃度添加のと

ころで形成され， NAA 0.01 mgjs以上およびBA1.0 

mgjs以上.を添加した場合には，全く形成されなかった。

北海道大学農学部邦文紀要

NAAおよびBAともに 0.1mgjsの別19iJ:庁長の場合で

あった。一方， I情所庭養の場合には，平均茎数は 1-3本

で， NAAおよびBAの有無または濃度の違いによる差

はほとんど認められなかった。

培養2週間後における茎の長さは Fig.3に示したと

おりである。明所居養では， NAA 0.001 mgjsを添加し

たときに， また，暗所指養では， NAA 0.01 mgjsのと

きに茎長は最大であった。茎長が最小となったのは，切

所および暗所のいずれにおいても， NAAおよびBAの

濃度が高い場合てあった。一方， NAA無添加または低

濃度添加の場合には，茎長は， BA無添加のとき最も長

く， BAを添加すると，その濃度が高くなるに従って短

くなった。

茎の太さについては， Fig.4に示したとおりで， BA 
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一方，半透明恨の再分化の場合は次のとおりである。

すなわち， I情所培養においては， NAA単用の場合には

0.1 mgjsが至適濃度で約70%の再分化率を示したが，

NAAにBA0.1-1.0 mgjsを組み合わせて添加した場

合には， NAAの至適濃度は 1.0mgjsと高L、方へ移行

した。

. 
10.0 

Thickness of shoot after 11 weeks of Ul 

vitro culture of shoot segments (with 

a node) excised from asparagus seedlings. 

lndices: 0， approximateJy 1 mm  in dia-

meter as thick as a normal shoot of the 

seedling ; 1， 1.5 foJds of nor mal thickness ; 

2， 2 folds; 3， 2.5folds; 4， 3 folds. 
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次に，明mの場合についてみると， sA制合せ添加の もNAAとsAとを組み合わせて添加lした場合に大き

有無によらずNAA1.0 mg/Cに至適濃度があった。と く，特に NAA0.1-10.0 mgjCの場合にカノレスの生長は

くに NAA1.0 mgjC単用では 83%と最も高い再分化率 良好であった。 NAA単用の場合には 1.0-10.0mgjC 

を示したが， sA添加の場合には， sA 0.1 mgjCで67% の範囲ではかなりの生長を示したが， sA単用の場合に

を示し， sA 濃度が高くなるにしたがって再分化率は低 は，カノレスが誘導されやや生長したものの，その後生長

下した。なお， sA 10.0 mgj Cを添加した場合には，暗所 は停止した。

および明所のいずれにおいてもカルスからの恨の再分化 カノレスの色についてみると， tlfj所府養においては，緑

はみられなかった。 色で級?色'なカノレスが一つのカノレス塊の大部分をしめてい

(3) カルスの形成と生長 たが，部分的に葉緑体をもたず白色透明で、やや柔かなカ

カルス形成は，培養1-2週間で認められた。応義11 レスを形成した。ープ]，暗所l吉養にあっては， 1:走者すな

週間後のカノレス形成組織}f率は Fig.6に示したとおり わち白色半透明の柔かなカノレスのみが認められた。

で，暗所培養についてみるとつぎのとおりである。すな (4) 幼植物の再生

わち， NAA単用の場合は， 0.01 mgjC以上の淡度にお 茎および貯蔵根様白色根をもっている桜義体は， :t青養

いてカノレス成形がみられ 0.1-10.0mgjCでは 90-100% 容器から取り :1¥し，水で充分洗浄して付着している寒天

であった。しかし， NAA単用の場合の O.OOlmg/Cでは を除去してから鉢上げすることによって，完全な植物体

全くカノレス形成はみられなかった。一方，生長調節物質 となった。

無添加の場合には全くカノレス形成はみられなかったが， 鉢上げ、に先立って， J古養容器中の寒天1古養基(基木清

sAのみを添加することによりカノレス形成を誘起するこ 地，糖および生長調節物質を含む)上で茎および板を形

とができた。この場合， sA 1.0 mgjCでカノレス形成率が 成し椀物体としての体需IJを整えた広三達物(幼縞物)を生

最も高く約90%となり， sA濃度が高いかまたは低く 長調節物質および糖を除去した階地(基本域地中の無機

なるにつれて形成率は低下した。 物質のみ含む)に移植して A定期間慰11化してから鉢上げ

カノレス形成組織)t率は，概して，明所培養の場合に したところ，この幼稚i物は生長を続け新しい茎および根

比べて暗所培養の場合のほうがやや高い傾向が認めら を発生させた。

れた。 したがって，このがJ植物は独立栄養の機能を獲得して

カノレスの生長は Fig.7に示したとおりで， 11週間後 いるものと恩われる。

のカノレス塊の大きさは，概して NAA単用の場合より このように，本実験においては，一定期間馴化する方

?6 
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Fig. 6. Percentage of callus-forming segments after 11 weeks of 

in vitro culture of shoot segments (with a node) excised 

from asparagus 
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rl~も行ったが，特に馴化は行わず，士;'fjを容鴇から直接鉢

上げする(出養床はパーミキュライトまたはパーミキュ

ライトと土とを 1:1に混合したものを使用した)ことに

よって，完全な植物体を育成することができた。なお，

いわゆる透明根を分化した府養物については，その後一

定期間前述の馴化を行うことによって，正常な機能を有

すると思われる貯蔵根様白色根を形成させることが可能

であることがわかった。

3.考察

本実験においては，培地に生長調節物質を添加しない

場合においても，培養組織片の節部からの茎の発生がみ

られ，茎発育組織)1率は 100%と高く，適濃度の生長調
節物質を添加した場合と同じ2在発育組織片率を示した。

一方，発生した茎の数についてみると，概して発生茎

数も多く，また茎発生に及ぼす生長調節物質の影響も顕

著に現われたG これは， YANGおよび CLOREらの.

若茎í~JJ芽13) ， J者養{本のシュート 19，20)を用いた実験の結

果と同様であった。

また，裟の長さについてみると，低濃度の NAAを単

独で用いた場合には，やや茎の伸長を促進したが， BA 

単用または NAAとBAとを組み合わせて用いた場合

にはむしろ茎のイr11長を抑制した。

また，茎の太さは，BAの影響を受けるところが大き

く， BAを添加した場合に茎が太くなったが，このこと

はアスパラガスの他の組織たとえば後述の若芸柔組織ま

たは実生の主主í~í]間部切n を府主したときのカノレスからの

芸の再分化の場合と同様で、ある。また，エンドウヲJ一生え

の黄化した芸の切月 21)を用いた実験においてもカイネ

チンと同様の作用が認められている。

板の分化については， riii述のように白色で正常な機能

を有すると思われる貯蔵根様白色根は組織片の節の部分

から直妓発生し，とくに朔所における生長調節物質無添

加または低濃度添加のところにおいてのみ発生した。こ

れらの根は，明所において生長調節物資高濃度添加の場

合には全くみられず，暗所府議の場合には生長調節物質

解、添加または低濃度添加のときでも全くみられなかっ

た。このことから，いわゆる白色根の発生は光条例と閑

述があるものと考えれる。

カノレスから再分化した半透明な根については次のよう

なことが考えられる。第2節で述べるように実生節間部

切片の給養においては NAA単用の場合には，明所およ

び陥所のいずれにおいても，根分化組織片率は NAA

0.1 mgtsの場合に最も高かった。しかし， NAAとBA

とを組み合わて添加した場合には， NAA 1.0 mg/sのと

き段も高くなった。換言すれば，前者の場合の1111帝京の頂

点が， BAと組み合わて添加することにより 10倍高い

ブ1へ移動したことになる。

しかし，木実験のような節部切Jiの府主主においては，

上述のような傾向は， 11青所府養の場合においてのみ認め

られ，明所情義の場合には， NAA単用または NAAお
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よびsAの組み合わせ添加のいずれの場合にも， NAA 

1.0 mg/Cで線分化組織片率は最も高かった。

これについては次のように考えることができる。本実

験においては節部切)l:を土庁養したためi'iiii'fl¥よりまず茎が

11/1長した。字国および|刊沢22)は，アスパラカoス芽生えの

芸端部の生体外情義を明所で行なし、， i(;}j品部においてサ

イトカイニンが生成されることを認めている。上述の切

所における結果はこのことと関連があり，茎端で生成さ

れたサイトカイニンが何らかの形で恨の分化に影響を及

ぼしているものと考えられる。

一方，木実験の結果を|開場におけるアスパラガスの発

育過程或は形態形成の観点からみると興味深い。アスパ

ラガスでは，発芽して第1次茎(太さ約 1mm)が発生

し，長さは毘外における通常の11尽度のもとでは7-15

cmとなる。この第1次茎の節部から針状の擬禁(長さ

0.5-2.0 cm)が1Njにつき 3-10木発生する。ネ;実験の

場合のように陥所において発芥させると，第1次茎は白

色となり出光 Fにおける場合と異なって，徒長して節

1部からは擬葉が全く仲長しない。

本実験では，このような第1次系:のi1iiijsから組織Jl'を

とって情養したので‘あるが，本来擬葉が発生すべきとこ

ろが茎(植物体の体制l上は第1次側枝)が発生したこと

になる。このような発生した器官の形態 1:の変化は，今

後の形態形成の研究 t興味深いものがある。

なお， YANGと CLOREI3，19，20)は， J古義体に発生し

た芸ーから節目五切Jlを取り出して惰養し，その節f部に茎お

よび、根が形成されたと報告している。同じく YANGand 

CLORE23)は，アスパラガスの若い株から発生した菜(直

径1.5-2.2mm長さ 0.9-1.3m)の基部に近い節(側枝

は11jlびていなし、)に IAAおよびカイネチンをラノリン

ベーストの状態で与え， この部分に， aerial crown (地

下茎の先端部の鱗芽mを含む部分に相当するものがj也1:
茎の節部に形成されたためこの呼称が用いられた)を形

成させている。木実験で用いた極く若い実生の茎の節部

を情養した場合の節部における茎の発生，根の発生およ

び鱗芽の形成と，これらのこととを考え合わせると， rui 
;'~5における器官形成能の存在という観 '.'.~IJミら今後の研究

に示唆を与えるものと忠われる。

第2節実生の茎節間部組織の培養

木節では， J:古義組織の‘若さ， (juvenility)という点に

注目して，実生の茎ili'j間部切)1を応義し，カ Jレス形成な

らびに器官分化について調べた。

I 生長調節物質の影響

木亨iでは， カノレスからの探官の分化におよぼす生長調

節物質の彩子，~~をより切Hmにするため， j~~t 1次芸節間組

織Jl→を用いてヲミ験を行ーった。その結果，沼地中の sAお

よびオーキシンの添加1立を調節することにより， SKOOG 

ら24)および LEEら25)のタバコにおける実験と同様に，

根の分化と茎の分化を区別して誘起で、きたほか，区によ

っては同一カノレス沈から根と茎とを同時に分化させるこ

とがきたので，それらの結果にづいて述べる。

1. 材料および方法

(1) 治義組織片の作製: アスパラガス (1日:種メリー

ワシントン 500)の種子を70%エタノーノレに 5分間浸潰

したのち， 次耳目亘;{ミri主ナトリウム溶液(有効坂素 1%，

Tween 20 数ìi~j添加)中での約 30分間の浸漬を 2 回繰

り返して表而殺菌を行った。これを滅菌水で、洗ったのち，

100mC容三角フラスコの寒天府j也(シュクロース 20g/C，

粉末寒天を 6g/C含んだものを 1符器あたり 30mC入れ

た)上に約30粒ず、つl育:床し， 250C 暗所で無菌的に発芽

させた。;~;:床k!J2週間後に第1次茎が約5cm程度にイ1j1

長したとき，その節間部から約 1cmの組織片を切り出

して培養した。 1区当たりの組織片数は24個とした。

(2) 培地の調製と培養・ 組織片の培養に用いた培地

の調製法は第1節と同様である。基本培地にはMS培

地18)を用い，調繋後 100mC容三角フラスコに 30mCず

つ分注した。 1 容~当たりの置床組織片は 3 個とし，

250C暗所および明所 (4，0001x，16時間日長， 白色蛍光

灯)の条件下で府養した。

(3) 調査. カノレスの大きさは，アズキ粒大を 1，ダイ

ス味~v.大を 2，ソラマメ大を 3 とし，同様の増大率で 4， 5，

6，・・…なる指数を定めて表示した。根および茎につい

ては肉限的に確認で、きたものの数と，そのうちの最も長

いものの長さを測定した。

2.結果

(1) NAAおよびBAの影響

sAを0，0.1， 1.0および10.0mg/Cの4段階とし，そ

のおのおのに NAAを0，0.001， 0.01， 0.1， 1.0および

10.0 mg/Cの6段階を組み合わせた合計24区を用いて

j背養期間中のカノレスの形成，ならびに根および茎の分化

と発育状況について調査した。

1) カノレス形)お

カノレス形成は早し、区ではi万養開始約 1週間後から始ま

り，その後かなり長期間にわたって生長を続けたが 12週

間後には各区ともほぼ生長を停止した。 Fig.8はこの
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時期における生長量について示したもので，暗所と明所

とでは大きな差は認められず，いずれの場合にも次のよ

うな傾向がみられた。

すなわち， BA無添加でも NAAを適当量添加した場

合にはカノレスは形成され， NAA 0.1 mgjsで最も旺盛な

生長を示した。しかし BAを0.1-10.0mgjsの範囲で添

加すると， NAA高濃度でのカルスの生長は BA無添加

の場合より良好となり， NAA 1.0 mgjs添加の場合に最

大であった。この場合のカノレスの生長量は BA無添加区

より大きかった。なお，明所で形成されるカ Jレスは葉緑

素を形成し緑色を呈するが，その着色の程度が区によっ

て異なり，概して BA高濃度の区では緑色がうすい傾向

が認められた。特に BA10 mgjs， NAA 1.0 mgjsの区

のカノレスは葉緑素が少なく，白色に近かった。また，BA，

NAAがともに低濃度でカノレス形成がほとんど認められ

ない区においても，組織Jtは20週間以上の長期にわた

って緑色を保ったが， BA無添加， NAA 10.0 mgjsの区

では培養開始後6週間を経過したころから禍変する組織

片が多かった。

2) 根の分化と発育

カノレスからの根の分化は， カノレス形成よりかなり遅れ

て培養開始5-6週間後から始まり，分化率は長期間に

わたって徐々に増加した。指養開始 16週間後における

カノレス塊からの根の分化率は Fig.9のとおりで， 板の

分化を誘起するのに適する BAおよび NAAの濃度範

囲はカノレス形成の場合のそれに比べではるかに狭いこと

がわかった。すなわち， 20%以上の個体に発根がみられ

たのは， BA無添加か0.1mgjsの低濃度の区でNAAが

0.1または 1.0mgjsの濃度の場合に限られている。また，
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Fig. 9. Effect of BA and NAA concentrations on 

root formation from calluses (16 weeks). 

BA無添加の場合には明所，暗所のいずれにおいても

NAA 0.1 mgjsで発根率は最大となり， BA 0.1 mg/s添

加区では， NAAがさらに高濃度の1.0mg/Oで最大とな

った。十艮を分化した階建休についての1{間体当たりの平

均根数と平均根長(それぞれの個体中の最長根の長さの

平均{直)は Table1のとおりで，日高所，明所ともに，発

根率の高い NAA単用区BA0.1 mg/s+ NAA 1.0 mg/s 

区で根数・根長が概して大きかった。なお，カノレスから

分化する根にはつぎのような性状のものがみられた。

突起状短根 (TypeA)・ カノレス塊の表面(氷天府地に

接していない部分)に多数分化する半透明で突起状の細

根で， jf常に発育するものは少なく，長いものでも 0.5-

1.0 cmで伸長を停止する。この種の根は， BA無添加の

区で多くみられ， BA 0.1 mgjsの区でもかなり形成さ

れた。

半透明状長恨 (TypeB): Aの場合と同じくカノレス塊

の表面から分化する半透明の根であるが，発根数は概し

て少なく， Type A よりよく発育し，寒天培地中に伸長

してやがて正常な根になる場合もあった。この種:の根

は， BA無添加区に多く， BA 0.1 mgjs区にも生じた。

貯蔵根様太根 iTypeC): カノレス塊の底部から寒天

地地中に伸長する根で， ItI'蔵根のように太く，直径2-

3mm程度のものがある。この種の恨は BA0.1 mg/sの

区で見られ， 1-2cmでイI!l長を停止する場合が多いが，

よく発達することもあった。

正常根 (TypeD): Cと同様に111地中に伸長するが，

正常な吸収根のように分岐し，よく伸長する根である。

完全な植物体として独立させるにはこの積の根が最も適

している。本実験では BAO.1mgjs区でこの種の根が多

く形成された。

以とは使J主上の分類で，実際には中間的性状を示すも

のもあり，また，同一カノレス塊から 2種類以上の根が分
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Fig. 10. 

分化した芸は正常な茎として発育するもののほか，半

透明なもの，異常に細かL、ものまたは太L、もの，葉の分

化が正常でないものなと、の異常な茎が認められた。これ

らの異常な茎は伸長が中途で停止する場合が多い。また

鱗片状の突起が分化したのみで茎にまで発育しないもの

もあった。異常に太く半透明で正常に発育しない型の茎

はBA高濃度 (10mg!s)区にみられ，その他の異常な茎

化する場合も多い。

なお，木実験で観察された根はすべてカノレスから分化

したもので，置床した組織片から直接分化する根は認め

られなかった。

3) 茎の分化と発育

カノレスがかなり生長した培養開始5-6週間後ころか

らカノレス塊の表面の 1ないし数箇所に茎の原基(白色ま

たは緑色の小突起)が認められ，ここからやがて裟が分

化した。茎の分化率も根の場合と同様に長期間にわたっ

て徐々に増加したが，培養開始16週間後における茎の

分化率は Fig.10のとおりである。 BA無添加の区では

茎はほとんど分化しないが，BAを添加した場合のNAA

濃度が0.1および1.0mg!sの区では茎の分化が良好であ

った。

分化率のピークはBAj長度に関係なく NAA1.Omg!s 

でみられた。また NAA無添加では，棋の分化がまった

くみられなかったが，茎の分化は 20%以下の低率では

あったが認められた。}(;.を分化したカノレス塊について

1個体当たりの平均茎数と茎長は Table1のとおりで，

L 、ずれも一定の傾向は認められなかった。なお BA10

mg!sでは明所のみで BAO.1および1.0mg!sと同程度

の茎の分化がみられた。
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2) .~:~ I(.¥'分化

根および菜の分化はl汗義開始 10週後から始まったが，

オ{キシンとして NAAをJfJ¥，、た (1)の場合に比べて概

して分化不は{1i'，かった。 17週間後における恨の分化本は

Fぱ.12のとおりで， 1恨;長良の分化は 13ヨA1無!I，叫1眠月添1力加j川11:f.お古よひび、0.1

mgjμdで

0.1 mgjsでみられ， BA O.lmgjs区では， 2， 4-D 1.0 mgjs 

でピークとなった。 なお， BA1無~!駅1眠I，fi添力加日で

項でで、のべたと同じようにミ半|ド土i透霊明の恨が多かつた。

~の分化は Fig. 13に示すように BAO.1および1.0

mgjsでみられたが， 分化本は NAAの場合に比べてか

なり低かった。したがって， NAAの場合ほど明瞭では

ないが，ピークは2，4-D1.0 mgjsにあるものと忠わ

れる。

なお， 1J佐官を分化したカノレス塊についての 1f11，l体当た

り平均分化数と長さは Table2のとおりで， NAAの場

合と比'1安してとくに変わった点

第16巻北海道大学決学部邦文紀要

はごくわずかであるが各|出こ分散してみられた。

4) 幼航物の再生

Fig. 9および Fig.10に示したように， 収および芸

の分化率がともに1:':1かったのは BA0.1 mgjs， NAA 1.0 

mgjsの区で， この区には一つのカノレス塊に阿部 1~rを分

化したものがかなりみられた。これらのカノレス塊は生長

調節物質を含まない土庁地 (MS借地，シェクロース 20gjs 

および寒天6gjsを含む)に移航して 25
0

C明所で発育を

促進したのち糖を含まない1的邸主で水緋を行なうか，ま

たはl討議土を入れその|二にパーミキュライトを入れた鉢

に移値して完全な柄物休を得ることができた。

(2) 2，4-DおよびBAの影響

木実験では BAと2，ιDとを純々のi民度で同時に添

加した場合の影響について検討した。淡度のkllみ合わせ

は実験 1 と同じ ~41'3:とした。

1) カノレス形成

Fig. 11はカノレスの生長がほとんど1乎11ーした時期 (13

週間後)における生長長を示したもので， BA無添加1の

場合の生長長のピークは2，4-D 0.1 mgjsでみられ， BA 

0.1-10.0 mgjsを添加lした区では2，4-D 1.0 mgjsでピ

ークがみられた。これは NAAの場合と全く同じ傾向で

あった。ただし，全般的に NAAの場合に比べてカノレス

の生長は劣り，各 BA濃度おけるカノレスの最大生長;皐:の

差も小さい。 2，4-Dを用いた培地で、生長したカノレス塊は

NAAの場合に比べて外観上表面の凹凸が少なく平滑

で，級密であった。 また明所で、生長したカノレスは NAA

の場合より濃緑色になる傾向が認められた。

なお， NAAの場合と阿じく，カノレスの生長について

は明所と時所との差はほとんど認められなかった。
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Effect of BA and 2，4-D concentrations on the growth of 

root and shoot developed from calluses. 
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オーキシンの濃度については， NAA，2，4-Dではと

もに 0.1~ 1.0 mgjsで棋および茎の分化を誘起するのに

有効であった。すなわち，オーキシンでは恨の分化に好

適な濃度と，茎の分化に好適な濃度とが同じ範囲内にあ

り，この濃度はカノレスの生長にも好適で、あった。以上は

BAおよびオーキシンを個々に見た場合の好適濃度範囲

であるが，恨の分化についてはカノレス形成の場合18)と同

様につぎのような相互作用が認、められた。すなわち， (1) 

の実験において，結えの分化に対する NAAの至適濃度は

BA無添加!の場合に 0.1mgjgであったが， J3A 0.1 mgjg 

では，これより高濃度の 1.0mgjsであった。このよう

に BAの濃度によって発似に対する NAAの適濃度が

異なることは，恨の分化についてはサイトカイニンとオ

ーキシンが何らかの中目立作用をもつものと考えられ興味

派い。これに対して茎の分化の場合は BAの濃度が0.1

~10.0 mgjgの範間内で‘変わっても NAAの至適濃度は

常に 1.0mgjsであった。 2，4-Dを用いた実験2におい

てもこれと同様のことが認められた。

アスパラガスでは通常種子による繁姐が行なわれてい

るが，若茎の]形質，収量についての個体間差が著しい。

この欠点を除くため，遺伝的に同じ性質をもった株を増

殖することを目的とした栄養繁殖の研究がし、くつか報告

されてし、るo

TAKATORI ら 1 ， 2) はこの目的で若茎を 3~5mm の厚

さに輪切りにした切Jiを用い， NAAO.5ppmおよびコ

コナットミノレク 15%を含むMS培地でカノレスを誘導し，

これを前記培地にさらに 50ppmの硫酸アデニンを添加

した府地へ移値して幼植物を分化させることに成功して

3 考察

1958年 STEWARDら26，27)はニンジンの形成層起源

カノレスからの幼植物の誘導に成功したが，この場合は沼

地に coconutmilkを加えている。その後 SKOOGら剖)

および LEEら25)は天然、物を使用せずに完全な合成倍地

を用いてタパコの柔組織からカノレスを誘導し，さらにカ

ノレスからの器官形成に成功した。この研究で特に興味あ

ることは，生長調節物質(カイネチンと IAA)の量を変

えることによって菜および似をかなりfiJlii{tに区別して誠

導できた点で、ある。最近の報告によると，続々の植物て、

カノレスから器rrを再分化させることに成功しているがコ
コナットミノレクなどの天然物を使用しない場合はサイト

カイニンとオーキシンが用いられており，その量比が:tit

官の発生分化に関係している場合が多いようである18，札

29，30，31，32，33，34) 

本i:!ijで、は，サイトカイニン (BA)とオーキシン (NAA

または2，4-D)を種々の割合で添加したMSJ:白地を用い

て培養することにより実生第1次茎のYJJiーからカノレスを

誘導し，やがてカノレスから器官を分化させることができ

た。また， BAおよびオーキシンの添加i誌を変えること

により， SKOOGらのタバコにおける実験24)と同様に根

の分化に適する条件と茎のそれとが異なることを確認で

きたほか，区によっては同一カノレス塊から根と茎を同時

に分化させることもできた。

まず， (I.'，j 々の~!:.長調節物質について添官の分化を誘起

するのに好適な濃度範囲を見ると， BAは0.1mgjs以下

で根， 0.1 mgjs以上で去の分化を誘起するのに有効であ

った。そしてこの好適濃度範囲はBAとともに添加した

オーキシンの種類や， ):音養時の明日音条件には左右されな
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L 、る。また WILMARら33)は無菌的に発芽させた実生

の第1次茎の切片を LINSMAIERand SKOOGの沼地

を用いて照明下において培長し，誘導したカノレスから幼

植物を得ることに成功してし、る。この場合，カイネチン

0.315 mg/sと2，4-D1 mg/sでカノレスの生長が最も速や

かで，まれに器官分化が起こった。また生長調節物質を

添加しなかった場合に茎の分化が若しかったと述べてい

る。しかし，両報告とも器官の分化率についての記載は

みられない。
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本実験では，オーキシンとして NAAを用いた場合す

なわち NAA1.0 mg/sとBA0.1 mg/sを組み合わせた

区に根と茎の両方を分化したカノレス塊が巌も多かった。

この区における根の分化率は80-100%であったが，茎

の分化率が概して低く 50%前後であった。したがって，

幼植物の分化率をさらに高めるには茎の分化率を高める

ことが重要な条件となる。このためには去本培地の組

成，生長調節物質の種類および濃度など検討すべきこと

が多いが，移植も幼植物の分化率を高める有効な手段の

ーっと考えられる。従来カノレスからの幼植物の再分化に

成功している例の多くはカ Jレス誘導後器官分化用培地に

移植を行なっている。移Mの効果についての実験結果は
後述する。

Cuncelltratjull~ of印刷凶作。)

Effect of sugars on callus growth in the 

in 'vitro culture of internode segments 

excised from the shoots of asparagus 

seedlings (after 16 weeks of culture). 

Indices: 1， size as large as the volume 
of a sphere 3 mm  in diameter; 2， 5 mm  ; 
3， 7 mm; 4， 9 mm， respectively. 

Fig. 15. 

カノレス形成率であったが，グルコースでは約68%，フラ

クトースでは約33%と低くなった。また，濃度16%の

場合には，カノレス形成はシュクロースでわずかに認めら

れたが，グルコースおよびフラクトースでは全く認めら

れなかった。

カノレスの生長は Fig.15に示したとおりで，いずれの

糖においても 2-4%の場合にはカノレスの生長が旺盛で

あった。

しかし， 16%ではシュクロースの場合にわずかに生長

がみられたにすぎなかった。

(2) 茎の分化: 茎の分化はすべてカノレスからの再分

化で， Jit養 8 週間で認められた。 Ji~jr~ 16週間における

芸再分化組織片率は Fig.16に示したとおりで，いずれ

の糖においても 2%の場合に最も高かったが 3訴の籾i

本実験では，シュクロース， グノレコース， フラクトー

スの3種の糖を惰j也に添加した場合の至適濃度について

検討した。

1. 材料および方法

第 1章第2節 Iで述べたのと同様の方法で作製したア

スパラガス実生第1次茎節間部切片 (1cm)をI者養し

た。 i音地は， MURASHIGE & SKOOGの府地， NAA 

1 mg/s， BA 0.1 mg/s，糖および寒天7gjsを含み pHを

5.5に調整したものである。添加した糖については，シ

ユクロース， グノレコースおよびフラクトースのそれぞれ

1，2，4， 8および16%とした。また， 1容器 (100ms容

三角フラスコ)当たり培地25msを入れ，組織片3個を

置床した。培養は25
0

C，明所 (4，000Ix，16時間日長，白

色後光灯)の条件下で行なった。

2. 結果および考察

(1) カノレス形成. カノレス形成は培養 1週間で始まっ

た。 Fig.14に示したようにシュクロース，グルコー

ス，フラクトースのいずれにおいても 1-4%の場合に

は，カノレス形成組織片率は95-100%であった。一方，

濃度8%の場合には，シュクロースで‘はが]90%の高い

糖の種類および漫度の影響II 
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3種の糖の聞にはほとんど差は認められなかった。再分

化した恨の数についてみると， Fig.19に示したとおり，

でし、ずれの糖の至適濃度も 4%であったが，用いた3種

の糖の中ではシュクロースで最も多く，次いでグノレコ

ース，フラクトースの!朕であった。このように根の再分

化に対する至適濃度は茎の再分化の場合のそれよりも高

いところにあった。

次に分化した根の特徴についてみると，糖が低濃度の

場合の根は，第1章第2節Iにおいて述べた根の類別に

従えば，短く半透明な根で、あったが，糖濃度が高い場合

の根は白色で長く， lti'il裁根様の生育旺盛な根で、あった。

通常の栽培におけるアスパラガスの根に貯蔵されてい

る糖分は，春の萌芽開始期から収穫が終わり茎葉が生長

を完了する 8月中・下旬くらいまでの聞は漸減し，それ

以後地上部で作られたものが地下部に送り込まれ徐々に

根の糖分は増加するお)。また，アスパラガスの根には各

の聞に差はほとんど認められなかった。糖濃度が4，8，

16%と高くなるに従ってその率は漸減したが，この場合

3種の糖のいずれにおいてもほぼ同様の傾向を示した。

しかし，低濃度の 1%においては，グノレコースで高くフ

ラクトースでこれよりやや低かったが，シュクロースで

は極めて低かったことが特徴である。

再分化した茎の組織片当たりの数は Fig‘17のとおり

で再分化組織片率と同犠2%のとき最大であった。しか

し，この場合は3種の糖の聞に差があり，グルコースで

段も多く平均3.6木で，次いでフラクトース， シュクロ

ースと!似次少なくなった。

(3) 根の分化:恨の再分化は，茎の再分化よりやや

早く，培養6週間でみられた。 Fig.18に示したように，

恨を分化した組織)十の割合は，本実験で用いた3種の糠

のいずれにおいても， 4%のときに最も高く，この場合
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種の多糖類が存在することが報告されているお，37)。いず

れにしても，アスパラガスの似は税引を多く合んでおり，

糖含有本のí~;~\' サI~d切には全相!fで乾正当り 70% 紅度合ん

でいる四)という :Ji災と関.Aがあるものと考えれる。本 じ

主~~淡の結;長から，シュクロース，グルコース，フラクト

ースのいずれも，府l也に添加した場合には利用されるこ

とがわかったが，糖については、さらに広範な検討が必要j

であるものと思われる。

III pHの影響

カノレス形成ならびに器官分化に及ぼすよi'iJ也pHの妙響

1110 
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について調べるため，災生の茎節間部切J¥ーを胤いて実験 Fig. 21. Effect o.f pH on root differentiation from 

を行った。

I 材料および方法

第 1章第2iliilと|首j様の方法でj'F製した実生i{のiiiJlltj

部切J:を用いた。培地はMS沼地を基本とし，シュクロ
ース 20gjs， BA 0.1 mgjs， NAA 1.0 mgjs，および寒天

6 gjsを添加し，滅菌liijに NaOHまたは HClを用いて，

pHを2.0，3.0， 4.5， 5.0， 5.5， 6.0， 6.5， 7.0， 8.0，および

9.0に調整したものである。また， 100 m8容三角フラス

コにtl'i地 25msを入れ，組織J;-3 (品1をi泣!ょした。 1125:当

たりの組織)ト主主は 30とした。 Ji'1d皇は 250C，4，0001x (16 

時間日長，白色蛍Je刈一)の条例二下で行った。

なお， .1:記の府地の組成から'*天のみを除L、た液体I白

地を|司11寺に用いて同様の条件下で静置収益を行った。

2. 結果および考察

Fig.20に示したように pH2.0および9.0ではカノレス

はほとんど形成されなかったが， 3.0-8.0ではカノレス形
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!えが認められ，かなり広悩11Hの pHf[[(において良好な生

長がみられた。 1;ti1J移民地上におけるカノレスの生長は液体

J:)~l也のそれよりもはるかに旺盛であった。

カルスからの根の分化は， Fig.21に示したように，

|占1!13Ji'1J也の場合 pH3.0-6.5で認められ，分化率は最高

約 65% であったが，液体J:ì''i l也の場合は+N.の分化率が ~jìi

めて低かった。

一方，カ jレスからの茎の分化については， Fig.22に

示したとおりで， pH 3.0-6.0で認められたが，分化率は

恨の分化の場合より低かった。また:'i:.の分化について

は， WlJrj J:w也と液体J:ì''i l也との11~に大きな差は認められな

ヵ、っfこ。

このように，アスパラガスの実生の芸組織をj古美した

場合におし、ては，カノレス形成ならびに器官分化に対する

pHの許容範聞はかなり広いことが認められた。
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IV 移植の影響

第1章第2節IIにおいて，アスパラガス芽生えの茎

からとった節間部切片を培養した場合のカノレス形成なら

びに器官分化について述べた。木実験では，実生茎切)十

のi音養において比較的初期の段階で移植を行った場合，

器官分化にどのような影響を及ぼすかということについ

て検討した。

1. 材料および方法

組織片の作製:第1章第2節Iで述べたのと同様の

実生の茎節間部切片を用いた。

前培養・ 培地は， MS培地を基本とし， シュクロー

ス20g/C，生長調節物質および寒天7g/Cを含み， pHを

5.5に調整したものである。生長調節物質は， NAAお

よびBAを単独でまたは組み合わせて添加し，この前借

養培地中の生長調節物質の種類・濃度の迷いにより，

Table 3に示すような A-Hの8区を設けた。
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Growth 
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Mark of media 

ABCDEF  G H 

BA (mg/C) 0 0 0 0.1 1.0 1.0 1.0 10.0 

NAA (mg/C) 0 0.1 1.0 1.0 0 1.0 10.0 1.0 

組織J:は， 1区当たり 120悩 (100mC容三角フラスコ
1 容器当たり 3(倒をl~床)とした。また，初代 IIT 養は

250C， 11首所の条件下で行った。

移値:移純はそれぞれの区について前府提3日，

7日， 14日後に行った。移植後のI3主主に用いたi自l也(以

下移植階地と称する)は 1極類とし，生長調節物質無

添加であるほかは前培養のそれと全く同様である。移植

後の地養は 250C，1日16時間照明(白色盤、光土J，4，000 lx) 

の条件下で行った。

調査. 移j直後の消長を11週間行ったのち調査した。

とくにカノレスの大きさについては次のような指数によっ

て調査した。すなわち，指数0:カルス形成が認めら

れない， 0.5:米粒大， 1.0:アズキ粒大， 2.0:ダイズ粒

大 3.0:ダイズ粒の 21告の大きさ 4.0:ダイズ粒の 3

倍の大きさとしこれに基づいて調査を行った。

2.結果

(1) カノレス形成

カノレス誘導はまず置床組織j干の切断面においてみられ

た。無移植区におけるカノレス形成はつぎのとおりであ

る。 NAA無添加の区 (A，E)においては，カノレス形成は

全く認められなかった。その他の NAA0.1-10.0 mg/C 

を添加した区で、は， 1-2週間後にカノレス形成がみられ，

4週間後には90-100%のカ Jレス形成組織片率となっ

た。カノレスの生長は， NAAを1.0mg/C以上の濃度で添

加し同時に BAを組み合わせて添加した区において良

好であった。最もカノレスの生長が良好であったのは，BA

1.0 mg/CとNAA1.0 mg/Cとを組み合わせて添加した

場合で‘あった (Fig.23)。

つぎに移植を行った場合についてみるとつぎのとおり

である。カノレスの生長は，移植を行った区においては，

無移植区よりも概して劣っていた。例えば，最も良好で

あった前培養を 14日間行った区においても，カノレス塊
1 1 

の大きさは無移植の区のそれの2-3ーであった。移植
した場合，最もカノレス形成が劣っていたのは前培養3日

間の区であった。また，前培養7日間の区のカルスの大

きさは， liij}百長 14日間の区と前府養3日間の区との間

にあった。

(2) 恨の分化

本実験において形成された恨は，すべてカルスから再

分化したものであった。恨の再分化は，カノレスを形成し

た区に:おいてはすべて認められ，特に， B，FおよびG培

地では高い恨分化率を示した (Fig.24)0 NAA 0.1 mg/C 

iii用の区 (B)についてみると，知、移植の区が最も高い分

化率を示し，移植区のそれは，無移植区よりも低く，前

培養期間の短い区ほど分化率が低い傾向が認められた。

特に 3日間前培養を行ったのみの区では全く根の分化

がみられなかった (Fig.24-B)。

一方，高濃度の BAおよびNAAを添加した区 (F，

G， H)では，根の存分化は移植することによって促進さ

れた。すなわち F区 (BA1.0 mg/C NAA 1.0 mg/C添

加)では，前培養を 14日間行ったのち移植した場合に恨

分化率が最も高く無移植の場合に最も低かった (Fig.

24-F)0 G区 (BA1.0 mg/CおよびNAA10.0 mg/C)な

らびに H区 (BA10.0 mg/CおよびNAA1.0 mg/C)にお

いては，根分化率は，前培養3日間の場合に最も高く，

4wi移植の区で最も低かった (Fig.24-G， H)。また， C区

(NAA 1.0 mg/C単用)およびD区 (BA0.1 mg/C， NAA 

1.0 mg/めでは，知1移j砲区および移柿区のすべてにおい

て根の分化が認められ，移植の効果は特に認められなか

っ7こ。

本実験全体を通じてみた場合，根再分化組織}十率は，

G区における前府養3日間の場合に辰も高く (96.7%)，
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次いで F 区のTìíj地養 14 日 II~の場合 (90.0%) および B G， H)で観察された。この場合，生長調節物質を合まな

区の無移舶の場合 (86.7%)であった。 いJì~J也に移Mすることにより，茎の分化が苦しく促進さ

(3) 茎の分化 れた。すなわち， FおよびH区の}海地主主14日間の場合

木実験において分化した芸はすべてカノレスから再分化 に80-90%の高い分化率を示したが，畑、移舶の場合に

したものであった。茎の再分化は， Fig. 25に示した は 10-20%と低かった。 G区においては，前培養期間

とおりで， BAおよびNAAを高濃度で添加した区 (F， の長さによらず茎の分化が認められたが， その率は2-
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11 

ラガスの約防護の場合と同様であった42)。

本実験では，それぞれの区ごとにみた場合，カノレスの

生長は，無移伯区において良好であり，概して移柏区は

これより劣り，移植区の中では，特に前培養期間の短い

区におし、て劣っていた。このことから，カルス生長につ

いては，ある期間を通じて生長調節物質を与えることが

必要であり，本実験におけるように生長調節物質無添加

の培地に移植した場合には，良好な結果が得られないこ

とがわかった。

カノレスからの恨の再分化は， NAA 0.1~ 1O.0 mg/Oを

合むすべての府地で認められたが，根分化組織J，率は陥
1也に添加した BAまたは NAAの淡度に応じて変動し

た。すなわち無移植区では，その率は， B区 (NAAO.1

mg/O単周)において最も丙く，次いでD区 (BA0.1 

30%と低かった。

tI~および茎を同lI!yに分化したものの割合は F 区 (BA

1.0 mg/O， NAA 1.0 mg/O)のiiij治安11日間の場合に最

も高かった。

3.考察

カノレスJf:幼児に去すしては， オーキシンおよびサイトカイ

ニンを同時に添加したほうが効架的である場合口1，12，39，

40，41)があるが。

本実験では，カノレス形成は， BAの有無によらずNAA

0.1~10.0 mg/Oを含むすべての区において認められた。

NAA無添加の場合には全く認められなかった。無移植

の場合には， BA および NAAをともに含む区でカ Jレス

の生長は良好で，特に BA1.0 mg/Oおよび NAA1.0 

mgjoを含む区で最も良好であった。この傾向はアスパ
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Fig. 25. E妊ectof:growth regulators and transferring on shoot formation. 

一一一一一 long-termculture without transferring，一・一・一 7・daypreculture 

一一一 14-daypreculturet，・H・...・H・.3-day preculture 

NAA 1.0 mgjsの組合せ添加!ならびに 14日間の前lif設

を行うことであると考えられる。器官を分化させるため

に，生長調節物質の濃度がTiij培養府地のそれと異なるJri
l也に移植することがあるが5，8，14，19，43，44，45)。これについ

ては今後検討を加える必安があると考えられる。

若茎組織の生体外培養

若茎頭部小側枝の培養

アスパラガスの若茎の頭部においては多くの小側校が

省生している。これらの小側校のl計百tが栄養繁舶に利用
できるかどうかについて検討した。

第2章

第 1節

1. 若茎頭部小側枝の培養におけるオーキシン

(NAA， IBA， 2，4-Diおよびサイトカイ

ニン (BA)の影響

1. 材料および方法

(1) 哨養組織片・ 北海追道今大学)良其学f部1部1附l奇布)炭主場そ3菜夜l凶到
に北&1\位[白l してある 7~8 年生のアスパラガス株(，品品h

一ワシントン 5ω00め)カか込ら 2幼Ocm程程-度に仲長した若2茎五を2基i主主
背刊部|日lより切り]取|収又り1)， 仁中h例'1;性!生h洗剤をy力加川日えた水j道芭水で、洗r浄flトした。
その後，先端部約5cmを切り取り，再度充分に洗浄し

た。ついでアンチホノレミン液(有効塩素1%，Tween 20 

mgjs， NAA 1.0 mgjs)でIおし、率を示したが，他の区で

はいずれも低かった。本実験では，根の分化に及ぼす移

舶の影響は， j流出l~j:i!i地中の BA または NAA の濃度に

よって，その現われ方が異なっていた。すなわち， B区

で、は，根分化率は移植することによって低下したが F

区 (BA1.0 mgjs， NAA 1.0 mgjs)， G区 (BA1.0 mgjs， 

NAA 10.0 mgjs)およびH区 (BA10.0 mgjs， NAA 1.0 

mgjのにおいては，生長調節物質無添加の指j也に移植す

ることによって，恨の分化が促進された。この場合， +R 
の分化に適切な前府養の期間は，前培養指l也に添加した

生長調節物質の濃度によって異なっていた。例えば， F

区では前i芦養14日間後移舶の場合に最も分化率が高か

ったのに対し， H区では前借養3日間後移他の場合に最

も高かった。これらの結果から，培養体は，短期間の前

培養中に，根の分化に必要な生長調節物質を取り込むも

のと考えられる。

茎の分化は， BAとNAAとを同時に添加した区にお

いてのみ認められた。この場合， "旬、移櫛の区では分化率

(20%以下)は低かったが，移植を行った場合には高くな

り，特に FおよびH区の前i音養 14日間後移柏の場合に

高し、分化本を示した。これらの結月初、ら， ~t長調1111物質

無添加の培地に移植することを前提とした場合，茎の分

化に至適な前培養の条件は， BA 1.0~ 10.0 mgjsおよび



Table 4. E妊ectof growth regulators on callus and organ formation in culturing the 
predeveloping lateral shoots in the head of asparagus spears under light 

(after 14 weeks of culture). 

Predevelsohpomot g 1st lateral branch 
豆瓦瓦 Iai玩五I

Root formation callus formation 
lateral branch 

Podbf eevrreacexnelopncphltaa1enngs g te s Percentage of 
Percentage Percentage Percentage Percentage 

Growth regulator Length Thick-Number  expIa lants with of veex1p0l1 antsof explants 。fexplants of explants 
ness* developing of fascicular de h PIng developing developing forming size料

branches branches branches roots white roots callus 
(cm) (%) (%) (%) (%) (%) (%) 

None C(8 回倒的帥防-¥) 

1.8 1.0 63 8.1 61 60 。 O 16 0.1 
NAA 10-5M 1.5 1.0 44 2.5 25 。 41 10 69 2.3 
IBA 10-5M 2.7 1.2 64 4.9 44 33 29 7 43 0.7 
2，4-D 10-5M 2.4 1.3 63 2.9 O 5 13 3 22 2.5 
NAA 10-5M+BA 10-6M 2.9 2.6 71 7.3 39 30 4 O 93 2.9 
IBA 10-5 M + BA 10-6 M 2.9 2.2 75 5.3 26 33 O O 79 2.6 
2，4-D 10-5M+BA 10-6M 1.5 2.9 47 5.3 41 21 。 O 78 1.9 
BA 10-6M 3.5 2.0 86 7.1 44 63 O 。 64 2.1 

* Thickness was indexed as follows: 0， 2-3 mm; 1， about 5 mm; 2， 5-10 mm; 3， over 10 mm. 
料 Callussize was indexed as follows: 0.1， trace growth; 0.5， as large as a rice grain; 1.0， as large as an Azuki bean; 2.0， as large as a 
soybean; 3.0， as large as a broad bean. 

Table 5. Effect of growth regulators on callus and organ formation in culturing the 

predeveloping lateral shoots in the head of asparagus spears under darkness 

(after 14 weeks of culture). 

Fl耳ate石ra元lIs己hpo而otE 1st lateral branch 
-2nd la teral 

Root formation callus formation branch 
Percentage Percentage of Percentage Percentage Percentage Percentage 

Growth regulator Length Thick-of explants Number exfpalSa1nts with of veex1p0l1antsof veex1p0l1 ants 。fveex1p0l1 antsof explants 
n e s s * d e v e l ol cpth1ieni g 0 f 叩悶叩i比c叫1 developing forming size料

branches branches branches branches roots white roots callus 
(cm) (%) (%) (%) (%) (%) (%) 

1.3 1.0 28 1.6 。 。 。 。 6 0.1 
NAA10-5M 2.8 1.1 50 2.4 。 8 50 21 80 2.6 
IBA 10-5M 3.8 1.4 76 2.6 。 6 71 14 91 2.0 
2.4一D 10-5M 1.0 2.0 54 2.2 O O 13 4 51 1.9 
NAA 10-5M+BA 10-6M 2.9 2.4 60 2.9 。 13 。 O 96 3.0 
IBA 10-5 M + BA 10-6 M 4.3 2.4 73 3.3 。 13 。 O 91 2.7 
2，4-D 10-5M+BA 10-6M 2.4 2.4 38 2.1 O 。 O O 77 2.3 
BA 10-6M 3.3 2.1 85 3.6 O 47 5 O 80 2.2 

* Thickness was indexed as follows: 0， 2-3 mm; 1， about 5 mm; 2， 5-10mm; 3， over 10 mm. 
料 Callussize was indexed as follows: 0.1， trace growth; 0.5， as large as a rice grain; 1.0， as large as an Azuki bean ~ 2.0， as large as a 
soybean; 3.0， as large as a broad bean. 
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数I!!ij添加1)に10分11¥JU7}(して表而殺i:fiを行ない滅的水

で洗ったのち， 5-10 rnrnの長さの小側校を切り取り府

議i;1料とした。

(2) 府地の調製: 基本J:l'¥地は MSJm也とし， シュク

ロース 0.1Mと所定の生長調節物質を添加したのち，pH

を5.5に調3在した。つぎに粉末寒天6gjfJを加えて加熱

的解後， 100 rnfJ容三角フラスコに 25rnfJず、つ分校し，

アノレミホイノレでま}じた。滅i対は 1200C，1 kgjcrn2で15

分間行った。 ~I三長調節物質はオーキシンとして NAA

10-5 M， IBA (indole-3・butyricacid) 10-5 M， 2，4-D (2， 

4-dichlorophenoxyacetic acid) 10-5 M を用い，また，サ

イトカイニンとしては BA10-6 Mを用いて， それらの

組み合わせにより TabJe4に示す8区を設けた。

(3) 府議条件. 一回日の小側枝を 1 容~あたり 2f同ず

つi置床し， 250Cで府主主した。光条(11'は4，000Jxj照射(白

色佼光灯， 1611:!j間日長)と11白黒の 2条件を設けた。各区

は20容探40組織川市とした。

(4) 調査方法古美開始2週間後から 2週間ごとに

小側校， 1次分校および2次分校の発育，カノレスの形成，

恨の分化などについて調査を行い， 14週間後に調査を打

ち切った。校の名称については Fig.26に示した。

2.結果

(1) 側校の発育:杯iえ込んだ小似11校は一般にそれほ

ど発育せず，やがてその葉版;，'fi¥から 1次 2次の分校が

仲長した。すなわち 1次分校の発生は積込み 1-2;直

後より始まり， BA無添加の区は4週後でほとんど止っ

たが， BA添加区では6-8週後まで発生が続いた。 1次

分校の発生数は，明所庶養区では 14週後まで増加し続

けたが，暗所地養区では2週以降明瞭な噌加の傾向は認

められなかった。 2次分校の発育は府養4-6週後から
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Fig. 26. 

O 10-;' 

Concentrations 01 IBA (M) 

Effect of growth reguJators on the for-

rnation of white roots in culturing the 

predeveJoping lateraJ shoots in the head 

of asparagus spears (after 1~ weeks of 

culture in Expt. 2). 

みられ，一般に発育ネは 14;!lQ後まで徐々に収力11する傾

向が認められたが全く発生しない区もあった。培養14

週後の調査結果は Table4， 5のとおりで， ゆ]所区では

A，C， D， E，F， H[玄で 1次分校， 2次分校の発生がHI

hEで，そのうち A，E， Hの3区では特に分枚数が多か
った。 11高所区での 1 次分校の発生水は，生長調節物質1~ri

添加lのa区で低かったほかは明所区とほぼ同様の傾向が

認められたが，発生分枚数は全般に明所区よりかなり少

なかった。また， 2次分校はh区で47%発生したほか

は， b， c， e， f区で、わずかに認められたにすぎず， a， b， g 

区では全く認められなかった。茎の性状は，切所区にお

ける BA添加区でやや茎色が淡く，実生の茎と同じ性状

を有する A，C区と奥;っていた。また， f]JJ所区では 1Dii 
から多数の-x;が発生し，液状を呈するものが多かった

が， 11白所区では白色で叢:伏の茎の発~I:.は認められなか

った。

(2) カノレス形成: カJレス形成は小似11校の切断Iifiに主

としてみられたが，主主iiilMI而， J::，，')j¥からも起こった。ま

た個体によっては小IWI校全体がカノレスに被われることも

あった。この現象はオーキシンと BAの両方を添加した

区，特に G 区に多く観察された。 ~Iτ:長J胎~J物質無添加の

A， a区は最もカノレスの形成率が低く，カ Jレスの生長も劣

った (TabJe4， 5)。

(3) 恨の分化: 主としてオーキシン単独添加l区で恨

の分化が認められた (Table4， 5)。オーキシンの種類別

にみると， NAAとIBAを用いた区.で、分化率が高く，ま

た，これらの区では明所区より暗所でやや高い傾向が認

められた。分化した恨は， カノレスから再分化した半透明

の恨が多かったが，オーキシン単独添加区では，明所区

のいずれにおいても植え込んだ小側枝の基部から直綾発

根した白色根も観察された。しかし，一般に根の発育は

|圧盛で、はなかった。

II 若茎頭部小側枝の培養における BAおよび

IBA組合せ添加の影響

1. 材料および方法

BAを0，10-7， 10-6 M の3段階とし，これにlBAの

0， 5xlOー7，10-6， 5 X 10-6， 10-5 M の5段階を組み合わ

せた 15区を設けたほかは第2章第1節Iの場合と同様

の方法とした。なお，培養は明所 (5，000Ix，1611寺同日

長)でった。

2.結果

本実験ではすべての区において 1次分校 2次分校を

発生したが， BA単独添加の区で、は府議後期になって茎



カ~;j:lli:hてくることがあったので、，オーキシンとサイトカ

イニンを組み合わせることが側枝の発育には好ましいも

のと考えられた。木実験で用いた BAおよびIBAの波

度範聞においては， ともに高い区でカノレスの形成~f:;が高

かった。また， BA1!I，fi添加の場合の IBAがOまたは 5X

10-7M の2区ではカノレス形成が全く認められなかった。

恨の分化は主として小側枝の基部に起こったが， BA 

10-7および1O-6M とIBA5x10-6および10-5Mを組

み合わせた区で、分化率が高かった (Fig.26)。すなわち，

木実験の範囲内では BAlOー7Mである場合の IBA5x

10-6または 10-5Mにおいて根の分化率が高く，オーキ

シン単独のほうが発根が良好であった前述の Iの結果と

は必ずしも傾向は一致しなかった。
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Table 6. Nutrient medium composition 

アスパラカス組織からの器官形成とその利用原田:

(mgjs) Ingredients 

MURASHlGE 
& SKOOG， 1962 

1.0 

5.0 

100.0 

5.0 

0.3 

0.1 

Tnorganic constituen ts 

Thiamine-HCl 

Pyridoxine-HCl 

Nicotinic acid 

Myo・inositol

Adenine sulfate' dihydrate 

Organic constituents 

NAA 

Kinetin 

10.0 

25，000.0 Sucrose 

Other supplements 

Difco Bacto malt extract 

茎頂部組織の培養

若芸小側絞の茎頂をJ1写楽し，小側枝の応義結果との比

較を行った。なお，摘出する茎頂部組織の大きさについ

ても検討した。

第2節

500.0 

170.0 

6，000.0 

NaH2P04・H20

Difco Bacto agar 茎頂部組織 (O.5mm)の惜養におけるオーキシ

ン (NAA，IBA)およびサイトカイニン (BA)

の影響

1 

¥ 
-一一・ IBA10-G (M) 
0一一-{)NAA 10-6 
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1. 材料および方法

(1) 培養組織片・若菜の頭部約5cmを第2章第 1i1ii 
Iの場合と同様の方法で、充分に洗浄したのち， りん片葉

を除去して小側校を取り出した。つぎに，それらを再び

洗浄し，次亜塩素酸ナトリウム液に 10分間浸潰して表

面殺菌を行った。直ちに無菌室内で‘滅菌水を用いて二度

洗ったのち，安全カミソリと針を用い解背Ij顕微鏡下で小

側枝の茎頂部組織を 0.5mmになるように切り取って指

養した。

一一ー一-'-
;)X10 -討 10ー!ix10-7 
Concentrations "f BA (M) 

Effect of growth regulators on shoot 

formation in culturing the 0.5 mm-length 

apices excised from the predeveloping 

lateral shoots in the head of asparagus 

spears (after 12 weeks of culture). 

Fig.27. 

2.結果

:'(，:の発育は概して良好で， IBA 10-6M十BA5x10-7 

M の区で茎発育率が劣るほかはほぼ100%の組織Hが
菜を形成した (Fig.27)。カノレス形成率は NAA添加区で

はBAが 5X10-7M の区以外は30%以下の形成率であ

った (Fig.28)0また，根の分化もみられ，分化率は

NAA， IBA両区とも BA無添加が低濃度で高く， BA 

が高濃度になると低下する傾向が認められた (Fig.29)。

(2) 培地の剥製:1際機嵐類はMURASHIGE& SKOOG 

の処方 (1962)18)に従って添加した。また，ビタミン，

アミノ敵，その他の添加物については MURASHlGE& 

SKOOGの処方18)による Table6に示す物質を加えた

(NAAおよびカイネチンを除く)。添加した生長調節物

質については BAを0，5 X 10-8， 10-7， 5 X 10-7 M の4

段階とし， これにオーキシンとして IBA10-6M と

NAA 1O-6M を組み合わせた8区を設けた (Fig.27)。

pHは5.5に調整し，寒天6g/s添加後加熱溶解し， 20x 

120mmの試験管に 10ms-fつ分aした。

(3) t~.~養条件:上記の茎頂部組織を 1 容探あたり 1

個ずつ置床し，250Cで椛まをした。光条例ごを明日rr(1，000 lx， 
16時間日長)とした。



したが大きさは長さ 2-3mmとした。

(2) 培地の誹j製: 生長調節物質については， BAを0，

10-7， 5 X 10-7 M の3段階， IBAを0，5X10-7， 10-6， 

5 X 10-6， 10-5 M の5段階とし，これらを組み合せた15

区を設けたほかは第2章第2節Iと同様とした。

(3) 出発条例:光条件を 2，500lx， 16 I日間日長のゆ]所

としたほかは第2章第2jfl'j 1と同様とした。
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2.結果

21Eの発育何千j;:率は概して高く，菜のや11;長は BA添加区

で、良好で、あった (Fig.30)。側校の培養の場合と同様に

BAif.独区で、は:i'}~養後期に枯れてくるものがあった。ま

た， BAが5X10-7M の区では茎が太くなる傾向が認め

られた。恨の分化は BA濃度が低く，オーキシンj民度が

高い区で高まる傾向が認められた (Fig.31)。根の中に

は組織Hーからの[白J友的な白色根の分化も認められたが，
これらの根の分化は BA10-7 -5x 10-7 M， IBA 10-5 M 

を添加した区で良好であり，植物休の再生も若干認めら

れた。カノレスの形成は根の分化と同様にオーキシンの濃

度が高い区で良好であった。

5x 10-7 

Concentrations of BA (1¥1) 

Fig. 28. Effect of growth regulators on callus 

formation in culturing the 0.5 mm・length

apices excised from the predeveloping 

lateral shoots in the head of asparagus 

spears (after 12 weeks of culture) 
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Concentrations o[ lBA (i¥1) 

Fig. 30. Effect of growth regulators on shoot 

growth in culturing the 2-3 mm-length 

apices excised from the predeveloping 

lateral shoots in the head of asparagus 

spears (after 12 weeks of culture) 
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apices excised from the predeveloping 
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spears (after 12 weeks of culture). 
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Fig. 29. 

茎頂部組織 (O.2mm)の培養における

光条件の影響

III 

茎端 (2-3mm)の培養におけるオーキシン

(IBA)およびサイトカイニン (BA)の影響

II 
1. 材料および方法

(1) J:fi養組織片: 第2章第2節Iと同様の方法で摘

出した表茎頭部小伊l¥J枝の茎頂部組織を用いた。ただし組

織片の大きさは第2章第2節Iよりやや小さく，長さ

1. 材料および方法

(1) 培養組織片: 第2章第2節Iと同じ方法で摘:U
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(3) 培養条件: 光の条件は， 500， 1，000， 5，0001xお

よび暗黒の4区を設けた。各区は25組織片とした。

(4) 調査方法: 茎の発育，カノレスの形成，根の分化

について調査を行った。なお，特記しない部分は第2章

第 1節 Iと同様である。

アスパラガス組織からの器官形成とその利用原岡:

• BA 0 (M) 
o BA 10-7 
" BA 5x10-7 

-一一-Root 
ー---White root 

(%) 

~O 

2.結果

(1) 茎の発育:植え込んだ組織片が0.2mmと小さか

ったため，発育せずに褐変枯死するものがかなりみられ

た。これらを除いた生存組織片率は 500lx区で80%と

高く， 5，000Ix区では 50%で最も低かった(Table7)。茎

の発育は培養2週後にすでに認められるものもあった

が， 10週後ごろまで、発育率が徐々に高まった (Fig.32)。

14週後における茎発育率は 1，000lx， 500 lx区で高く，

陪所区は著しく低かった。また，茎の数は陥所区で特に

少なく， 5，0001xで最も多かったが長さは5，0001x区で

やや短かかった (Table7)。陪所区の茎は白色で節聞が

長く，徒長の傾向がみられた。

また，明所区では培養6週後ころより擬葉が発生した

が，暗所区では認められなかった。しかしP 擬葉の完全

な伸長はあまりみられず， 5，0001x区でいくらかみられ

た程度で、あった。

(2) カノレス形成: カノレスは生存組織J:すべてに形成
された。カルスの色は無色透明か淡黄色を呈するものが
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Concentrations of IBA (1¥1) 

Fig. 31. E任ectof growth-regulators on root for-

mation in culturing the 2-3 mm・length

apices excised from the predeveloping 

lateral shoots in the head of asparagus 

spears (after 12 weeks of culture). 
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0.2mm程度とした。

(2) 培地の調製: 第 2]苧ー第2節Iと同様の同形培地

を用いたが，生長調節物質は NAAO.3mg/Cとカイネチ

ン 0.1mg/Cとを組み合わせて添加した。他はすべて第

2章第2節Iと同様とした。

E妊ectof light intensity on callus and organ formation in culturing 

the 0.2 mm-Iength apices excised from the predeveloping lateral shoots 

in the head of asparagus spears (after 14 weeks of culture). 

Table 7. 

Percentage of explants 
developing cladophyl1s 

(%) 

O 

Shoot formation 

Number Length of 
。 shoots
shoots (cm) 

10.8 

14.3 

Percentage of explants 
developing shoots 
1(%) 

18 

Sur¥"ival rate 
of explants 

知

一

個

別

Light 
mtenslty 

一
2
K

山
町

凶
一
抗
日

L
D
 

73 

2.3 

11.5 

10.4 

19.4 

55 

64 11.6 65 

42 

68 

50 

1，000 

5，000 6.7 80 

Callus formation 

Percentage of ^'~__1 
叫 la 山 f o r m i n g : 2話怠?11u1
callus (%百)一

100 

Length of 
white roots 
(cm) 

Number 
of white 
roots 

Root formation 

Percentage of explants 
developirig white-roots 

(%) 

29 

45 

39 

33 

Percentage of explants 
developing roots 
(%) 

76 

100 

t
i
c
o
o
o

4々

••• q
u
q
d
q
u
o
μ
 

100 

1.1 

1.4 

3.0 

3目。

5.4 

11.8 

100 1.4 96 

100 100 

ド.

3.3 

Callus size was indexed as fol1ows: 0.1， trace growth; 0.5， as large as a rice grain; 1.0， as 
large as an Azuki bean; 2.0， as large as a soybean; 3.0， as large as a broad bean. 
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なお，茎と l斗色+ltの ï~リ方を分化しこれらがノ、ランスを

保って発育した;場合は幼練物体にまで発育する個体もみ

られた。

北海道大学農学部邦文紀要

察

アスパラガスの組織培養は， L009，46)がシュートの無

|浪生長を行なわせたのに始まり， GALSTON47)， GORTER 

7)， ANDREASSEN3)らと受け継がれてきた。!lJ(lllら48)，

INAGAKIら14，44)，八鍬ら却)はカノレスからの器官分化，

yJJj植物再生に成功した。しかし， カノレス経由の再分化に

おいては遺伝的変異を起こしやすいことが報告されれて

L 、る47)。したがって，大畳栄養繁殖を実施するには，現

在のところ次の二つの方法が考えられる。一つは HASE-

GAWAら8)，MURASHIGEら11)が%頂部組織を用いて

行っているように，純物体のある:i'fllf立の組織Jl-を応義し

これから前後植物休を再生させる方法であり，もう一つ

は YANGら13，19，20)の行っている方法で， まずある部

位の組織J:-をJ:g.jffして多数の茎が発生したJ-i引を休(stock

plants) を形成させ，その~の切J:- (節{ftl切片など)をl古

考第5節¥ 

(i 10 

Culture period (wecks) 

Fig. 32. Time course changes in shoot formation 

in culturing the 0.2 mm-length apices 

excised from the predeveloping lateral 

shoots in the head of asparaglls spears. 
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養して多数の植物体を再生させる方法である。本実験で

は前者の方法について検討するため，若菜頭部小側校，

小iWI枝の芸頂ifilを材料として，主として府地中の生長調

節物質の種類，濃度と光条件を変えて府義を試みた。そ

の結果は上述のとおりで，上記2種の組織片の中で芸と

根(特に白色恨)の両方を形成した率は茎頂部組織にお

いて最も高かった。この足A、J油I

スパラガスの栄養繁殖の一つの手段として注目すべきで

あろう。

10 

Culture period (weeks) 

Fig. 33. Time COllrse changes in root formation 

in cultllring the 0.2 mm-length apices 

excised from the predeveloping lateral 

shoots in the head of asparaglls spears. 
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しかし，アスパラガスの場合はただ単に茎と恨の発育

(分化)率が高いというだけで容易に完全な純物体を再生

できるわけではなく，移植後碓実に活着して発育を続け

完全な植物休となるためには，茎と根との通導組織がつ

ながり，さらに地下茎と鱗芥群を形成することが前提条

例となる。この点から考えると前述の~頂部組織の情義

が大量増殖のための最良の方法となるためには，さらに

地下茎，鱗芽群の形成についても検討する必要があるも

のと考えられる。

組織の分化がかなり進んでいる小側枝の府設において

も縞物体を再生する個体が認められ，また，個体によっ

ては明らかに組織J1ーから直接分化したとみられる根が発

生したことは植物学的に板めて興味深く，生体外防護に

関する研究から得られた知見を応用することにより，現

在は不可能である挿木繁殖ーについても，将来その技術を

確立できる可能性があるものと考えられる。

多かった。しかし培養初期のころは肥大のような感じを

与えることもあった。 14週後のカノレスの大きさは指数

2，7 (5，000Ix)-3，8 (l，OOOlx)で試験管内いっぱL、に!よが

り旺盛な生長を示した (Table7)。

(3) 恨の分化: 恨の発生は各区とも府養3-4週ごろ

に始まり，明所の 3区では10週後に分化率がほぼ100%

に達したが，暗所 (D区)では他の 3区よりかなり劣り，

14週後に至っても約80%であった (Fig.33)。

分化した恨は透明な恨(透明根)と白色の貯蔵根様の

太い根(白色根)とに分けることができたが，白色根を

分化した組織片では透明根も分化した場合が多かった。

白色根の分化率は 5001x区で最も高く，崎県区で最も低

かった (Table7)。
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若茎頭;'ff¥小{則枝の発育率は低かったが，個体によって

は菜が叢状に発生するものがあり，多数の茎を得ること

ができた。このことから，前述の後者の方式，すなわ

ち，まず多数の茎を形成させたのちその茎切片から多数

の純物体を再生させる方式によって繁殖を行う場合に

は，小側枝は多数の組織)八lを1得l守Jるための第一段階の材料

として利用でで、きるものと思

2芸芸品在:の発育や恨の分化に及ぼす生長調i節1布白物質の影響につ

いては，材料の部位によっても多少異なるほか，同じ部

位の材料でも実験によって必ずしも一定の傾向が認めら

れない部分があり，さらに検討を要するが，オーキシン

単独使用の場合は低濃度のほうが茎の発育にも効果的で

あった。サイトカイニンは適濃度の添加で、組織片の生存

率を高め，茎の発育にも効果的であるが高濃度では茎が

太くなって奇形化し，伸長が停止することもあった。

根の分化についてはNAAとIBAの効果が顕著で，

適濃度はし、ずれの場合も 10-6~10-5M の範囲にあるも

のと考えられる。恨の分化に及ぼすサイトカイニンの影

響については，オーキシンと併用した場合には，効果が

認められる場合と認められない場合があった。

光の条件については， 11自足、下で、茎の発育が劣ったが，

根の分化については，一定例傾向はみられなかった。ま

た，光の強さについてみると，茎]頁応組織の府養におい

ては白色板が分化した組織)l-の害IJ合は，弱光区 (5001x)

でやや高いが，茎数や自色根数は強光区 (5，0001x)で多

い傾向が認められた。

以上，若茎の二つの部位の組織片のj芦養結果について

考察したが，いずれの部位からも植物体を再生する個体

が認められた。特定の有用な形質を有する株を保存また

は増殖する場合には，本実験で、用いた方法で‘充分である

と思われるが，蛍利的栽i百で必要とされる大量のクロー

ンを供給する場合には木研究の結果を基礎として，地下

茎・鱗芽群の形成などについてさらに検討すれば充分そ

の可能性があるものと考えられる。

また，クローンの大量増殖という観点からみれば，そ

れぞれの情義組織月に発生した茎からさらに多くの切J:
を取り出して応義するなど、の多段的な方法を繰り返し行

うことによって，効率のよい無性繁殖が可能になるもの

と考えられる。

多くの植物の組織I主義において，カルスの形成と器官

分化に関してはオーキシンとサイトカイニンの相互作用

が女11られている。したがって， カノレス経1I1で楠物休を再

生させる明義辺、を確立するためには，まずその組織がカ

ノレスを形成し得る基木I在地を選定し，これに添加するオ

ーキシンおよびサイトカイニンの濃度範囲を決定し，さ

らにカノレスの生長ならひ、に器官分化のための濃度の至適

組合せについて検討しなければならない。またWILMAR

ら33)はアスパラガス実生の第1次%の切J:-を LINS-

MAIER & SKOOGの指j也でi白菜し， 2，4-D 1.0mgjs 

とカイネチン 0.315mgjsを加えた場合にカノレスの生長

が最も促進されたと述べている。しかしこれらの報告に

は実験方法と結果に関する詳細な記述がないため，精細

な比較を行なうことはできない。

植物の組織府養に関する最近の報告をみると，植物の

ほとんどの部分についてカノレス誘導に成功しているが，

これらの研究ではわずかの例外49ふ0，51)を除きオーキシ

ンは必須成分として加えられているH，~，~，~，~，M ，~，~，~，

58)。しかし，生長調節物質の一つで‘あるサイトカイニン

を含んでいない府地でもカノレスを形成させることが可能

で多くの場合サイトカイニンはカノレス誘導に必須なもの

ではないと考えられている49，54，59)。

第4節IのBA無添加の区でオーキシンが適当量添加

された場合にはカノレスの形成がみられたことから，アス

パラガスにおいてもオーキシンのみでカノレスを誘導しう

ることが実証された。しかし，カノレスの生長をさらに促

進するためには， J者地にオーキシンとサイトカイニンの

両方を適当量添加することが望ましいことは前述のとお

りである。なお， BA無添加の府地で、はNAAO.1mgjs 

でカノレスの生長量が最大となったが， 0.1~ l.0 mgjsの

BAを添加した場合はカノレスの生長のピークが NAA

1.0~ 10.0 mgj sにみられたことは， カノレスの生長に対し

てオーキシンとサイトカイニンが全く独立的に作用する

ものではなく，何らかの相互作用をもつことを示すもの

と考えられる。

カノレスからの器官分化については現在までの観察結果

から MS府地は WHITEの府地に比べて器官分化を誘

起しやすいことが認められた。

すなわち，同じ生長調節物質を添加しでも WHITE培

地では全く分化が認められなかったが， MS培地では区

によってかなりの根および茎の分化が認められた。生長

調節物質については， BAは無添加で、もオーキシン濃度

が適当であれば根も茎も分化した。しかし BAの添加は

茎の分化率を高めるのに有効であった。

またオーキシンとして用いた 2，4-Dおよび NAAは

ともに恨および茎の分化を誘起するために有効であ

った。



2.結果

2在の発育は早いもので培養2週間ごろより始まった

が，かなり遅れて発育するものもあった。 lj!;1主12週後

における裟発育倒休率は Fig.34のとおりで，オーキシ

ン無添加lでは20%に止まったが， IBAの5XlO-7-

10-5M で 65-80%，NAAの 5X10-7-5X10-6M で

は60-65%とかなり高かった。また，茎が発育した{同

体についての平均茎数は2-6木であったが，オーキシ

ンの種類ならびに濃度による明瞭な差は認められなかっ

た (Fig.35)。

根の分化は各区とも取養3-4週間ごろに始まり，徐

々に根分化j同体数が増加した。 12週間後の調査結果は

Fig. 36のとおりで根の分化率は IBA1O-6-1O-5M， 

NAA5x10ー7-10-5 Mで80%以 tに達した。しかし，

白色恨の分化率はそれぼど高くならず，最高で NAA

5X10-6 M区の約30%であった (Fig.36)。
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培養体に発生した茎の茎頂および

節部組織の培養
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第2章で述べたとおり，若茎頭部の小側枝，小側校の

茎頂部組織，若茎中間部の輪切り切片をt??義した場合，

いす『れの部位の組織片からも茎と根の分化が認められ一

部再生植物体も得られたが，大量増殖に用いるには増殖

率がやや低かった。

そこで，栄養繁殖を目的とする場合は，試験管の中で

まず茎だけを効率よく増やし，その培養体の茎の切Hを

移殖して植物体を再生させる方法のほうが増殖率がはる

かに高まり有利であると考えられる。この場合，茎を発

生させることは比較的容易であるので，木章では培養休

の茎を材料として，その茎頂部および節部切Hーを倍養し

た場合の器官分化について検討した。

(%) 

100 

培養体茎頂の培養

茎頂 (O.5mm)からの器官分化に及ぼす

IBAおよび NAAの影響
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1. 材料および方法

(1) 情養組織片:‘メリーワシントン 500'の8年生株

の若茎小俣IJ枝の培養によって得られた叢生状の分校から

直径1mm程度のものを選び，解剖顕微鏡下で長さ 0.5

mmの茎頂を取り出して塙養した。

(2) 培地組成: 第2章第1節と同様，無機塩類およ

びアミノ酸，ビタミンなどの有機物質は MURASHIGE

& SKOOGの処方に従い， これにシュクロース 2.0%と

所定の生長調節物質を添加した後， pHを5.5に調整し

た。さらに粉末寒天6gjsを加えて加熱溶解したのち

20mmx120mmの試験管に 10m(!ずつ分注し，アノレミ

ホイノレで封じた。滅菊は 1200C，1 kgjcm2で 15分間行

った。生長調節物質としてはIBAとNAAを用い，そ

れぞれの5段階の濃度 (10ーに 5X10-7，10一円 5xlO-6

および1O-5M)の単用と無添加の場合の計 11区を設

けた。

(3) 培養条件:上記の茎頂部組織片を 1試験管あた

り1伺ずつ置床し， 25
0C， 1，0001x (白色蛍光灯使用)，

1日16時間照明の条件下で培養した。 i起床組織J:-放は

1区当たり 25とした。

(4) 調査方法:l'古養開始2週後から 2週間ごとに芸

の発育，カノレス形成，根の分化・発育について調査を行

った。



mm， 0.5~ 1.0 mm および 3.0~5.0mm の 3 段階とし

たほかは第3章第 1節Iと同様とした。

(2) 培地の調製: 生長調節物質を IBA10-6M 単用

としたほかは第3章第1節Iと同様とした。

なお，培養条件，調査方法はすべて第1章第1節と同

様である。

2.結果

培養12週後における調査結果は Fig.38のとおりで，

茎発育率は 60~70% の範囲であり組織片の大きいほう

がわずかではあるが茎の発育率が高い傾向が認められ

た。しかし，茎数は組織片が小さいほど明らかに多かっ

た。また，植物体再生に不可欠な根の分化率も組織片の

小さい区で、高かった。また，白色根の分化率は概して低

く，最も小さい組織片 (0.2~0.4 mm)で20%程度であ

った。

節制l切片のどf養については種々の濃度の NAAおよ

びIBAを単剤または BAと組み合わせて添加した培地

を用いて予備実験を行った。その結果をみると，培地上

で倍養を続けた場合，根の分化率が低く，幼植物の再生

率はし、ずれの培地組成においてもきわめて低かった。一

方，ある期間生長調節物質を含む液体培地または固形培

地で培養した後，生長調節物質無添加の図形培地に移植

して培養すると，かなり発根率が高まることが認められ

た。したがって，本章では生長調節物質を含む液体培地

で前培養を行ったのち回形精地に移植した場合の器官形

成について検討した。

1. 材料および方法

(1) 培養組織片・う告茎小側枝の格養で得られた茎(直

径 1mm程度)から取り出した節部をもっ長さ約 1cm

の切Jl-を用いた。

(2) 倍地組成. 第2章第1節と同様，無機塩類およ

びアミノ酸，ビタミンなどの有機物質は MURASHIGE

& SKOOGの処方に従い， シュクロース 2.0%及び所定

の生長調節物質を添加した。生長調節物質の種類，濃度

ならびに処理法は Table8に示すとおりである。すな

わち，初めから IBA10-6M を含む寒天培地に置床して

J:g養を続けたA区のほかは，初めの 1日， 3日または
7日間を IBA10-5M単用またはこれに BA10-6M を

組み合わせて添加した液体培地で前培養した。その後

C~H の 6 区は生長調節物質を除いた寒天培地に移植し
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IBAを含む液体培地での前培養と移植の効果

培養体の茎節部組織の培養

アスパラガス組織からの器官形成とその利用

第2節

I 

。 10-7 5x 10-， 10-~ 5x lO-b 10-j 

Cω1CentratlutおりIlBr¥ or ;'¥r¥r¥ (ス1)

E妊ectof growth regulators on root for-

mation in culturing 0.5 mm-length apices 

excised from the stock shoots (after 12 

weeks of culture). 

/0・1 〆..-・1臥 J〆

0-0 NAA / 

ζ-・-・-・
10-7 5xlO-7 10-6 5x10-6 

Conccntrations of IBA or NAA (~1) 

Effect of growth regulators on callus 

formation in culturing 0.5 mm-length 

apices from the stock shoots (after 12 

weeks of culture) 

カノレス形成率は Fig.37に示すとおりで，オーキシン

低濃度で低かったが，濃度が高まるにつれて高くなっ

た。しかし， 5X 10-7~10-6 Mでは， NAA添加区で

70~90% の組織片がカノレスを形成したのに対し， IBA 

添加区では 10%以下の形成率で，両者の間に明瞭な差

が認められた。さらに濃度が高まり， 5 X 1O-6~ 10-5 M 

になると NAAIBAのいずれにおいても 80%以上のカ

ノレス形成率でほとんど差は認められなくなった。

1. 材料および方法

(1) 培養組織片:茎頂部組織片の大きさを 0.2~0.4

i 
10-5 

矯養体茎頂の培養における組織片の大きさと

器官分化

原因:

Fig. 36. 

Fig. 37. 
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:fI221age 3umberト叫th
forming roots 10 

roors segments per 
(%) segment 

E任ectof the growth regulators and transferring on organ formation 

in culturing 1 cm-length shoot segments with a node excised from 

the stock shoots (after 10 weeks of culture). 

Conc of goowh Conc. of growth 

Marki出Y22ム 52出eZ出1224 Eなお1F3umbertfngth
~~-cÎ-i~"p;~~';îture in ，pre- :ft~-; transfer forming shoots 

batchesー←一一一一 一一culture ~一一一一一一- segments per soots 
BA (M) IBA (M) (day) BA (M) IBA (M) (%) segment 

90.0 

Table 8. 

(crn) (cm) 

。7.8 5.3 10-6 

10-6 

。
。A

B

C

D

 

1.9 

2.0 

2.3 22.5 

2.3 

5.3 4.7 37.5 7 10-5 O 

1.0 7.5 4.5 75.0 。。1 10-6 。
1.5 1.5 10.0 6.4 5.4 60.0 。O 3 10-5 。
1.3 1.0 7.5 4.0 3.0 45.0 O O 7 10-5 。E 

0.5 1.0 2.3 6.0 5.4 

7.3 

4.4 

79.5 。O 1 10-5 10-6 F

G

H

 

1.0 1.6 12.5 7.3 97.5 O 。3 10-5 10-6 

た。また，BI玄についてはlBA10-6M を1!Uえた寒天的

地に移植した。

(3) 陪養条件・地1ftは25
Q

C，1，0001x， 16時間日長の

条件下で行なった。なお，容器は 100mfi容三角フラス

コを用い，前培養では 1容器当たり 30mfiの液体地出に

2U組織片を入れ，移植後寒天府地上で培養する場合は

1容器あたり 4組織片を置床した。 この場合 1区当た

り1O~11 容器， 40-44組織片ーとした。

2.結果

茎の発育は植込み1週間後から始まったが，恨の分化

はそれよりかなり遅れ4-5週後より始まった。培養10

週後の調査結果は Table8のとおりで，茎の発育は概

して良好であったが，根の分化率は特に高い区は認めら

れなかった。これらのうち，根の分化率の最も高いのは

2.3 

H r~: (32.1%)で， B区 (22.5%)がこれに次いでいた。

これらはし、ずれも液体出地で 7日間m山守長後に寒天地地
に移植した区であり，培養液中の生長調節物質はH区

が BA10-6M とIBA1O-5M とを含み B区は lBA

10-5M単用であった。また，移植後の|司形出J也は， H

区の場合生長調節物質を含まず， B区は IBA10-6Mの

みを添加したものである。なお，本実験においては直按

寒天局地に置床したAI乏では発恨が認められなかった。

4.8 32.1 7.3 96.4 。。7 10-5 10-6 

NAAを含む液体培地での前培養と移植の効果

l 材料および方法

(1) J白主主組織Ji. IIの場合と同様のJi}j主主刀、ら取り

出した節部をもっ長さ 7mrnの切片を用いた。

(2) 府地組成と処理法: 移植前のJ:~~f養 (rìÎî府養)に用

II 



あたり 30個ずつ，図形培地では5個ずつ置床し， 250C， 

4，0001x， 16時間日長の条i1¥'下で静置i者養を行った。 1
区あたり組織H数は 55(11容器)とした。

(4) 捌査方法: 第 1章第 1節と同じ方法によって行

った。

2.結果

茎および根の発育開始期はIの場合とほぼ同様で，茎

は植込み1週間後より，十艮は4-5週間後よりそれぞれ

分化発育が始まった。各区の茎の発育，カJレス形成，線

分化についての経時的変化は Fig.39， 40， 41， 42に示

すとおりである。

まず初めから生長調節物質無添加の固形培地に植え込

んだ MediurnA (Fig. 39， 40， 41， 42の左上)をみる

と，茎の発育は80%に達したが， カJレス形成率，根

分化率はともに極めて低かった。次に NAAのみを

10-6M添加した MediurnB (Fig. 39， 40， 41， 42の

左側の中段)では，茎の発育は液体培地に 14日間浸潰し

たのち生長調節物質無添加の図形培地に移植した区では
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Table 9. 

アスパヲガス組織からの器官形成とその利用

Concentrations of BA and NAA in 

each rnediurn in preculture before 

transfer. 

原因:

Mark of rnedia 
Growth 
regulator 

F E D C B A 

10-5 

5x10-5 

10-6 10-5 

10-5 

0 

10-6 10-6 

O O BA(M) 

NAA(M) 10-5 

いた培地の組成については，生長調節物質は Table9 

に示すように BAとNAAを組み合わせた A-Fの6

通りとし，他はIと同様の液体培地とした。これらの培

地で 3日 7日または 14日間前府養したのち，生長調

節物質を含まない図形培地に移植して倍養を続けた。

また，比較のために，初めからそれぞれの府地組成の

寒天国形府地に植え込んで，移植を行わずに培養を継続

した区も設けた。

(3) 培養条件: 上記の節部切片の前倍養では 1容器
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したのは MediumC (BA無添加j，NAA 10-5 M)で

7日間前防長した区， Medium Dで7日:および 14日間

ljijT(f養した区， Medium E (BA 10-5 M， NAA 10-5 M) 

で7日または 14日間前哨養した区および MediumF 

で7日間前地養した区などであった。

察

了スパラガスの栄養繁殖を目的として組織法養を行っ

た報告は少なくないが，これらを見ると二つの方法が

試みられている。その一つは植物休のある部位の組織

Jiーを培養し，これから直接植物体を再生させる方法で

ANDREASSENと ELLlSON3)，CHIN， C. K.4)， GALS-

TON47)， GORTER7)， GREINER43)， HASEGAWAら8)，

MURASHIGEら11)，STEW ARDと MAPES12)，TAKA-

TORIらめなどが試みている。第二の方法は，ある部{立

の飢餓)Jーをjff美して多量の芸 (stockplants)を形成さ

せ，その菜の切片ーを培養して多数の値物物体を再生させ

る方法で， INAGAKIら44)， MA TSUBARAとCLORE10)，

考第3節

80%程度で最も高く，最初から岡Jf;府地上でE市議を継統

した区は約30%で最低であった。カノレスの形成と恨の

分化は移植の有無に関係なく，すべての区で良好ではな

かった。以上2種の崎地に比べると MediumC (NAA 

10-5M のみ添加j)，Medium D (BA 10-6 M， NAA 

10-5M添加)， Medium E (BA 10-5 M， NAA 10-5 M 

添加)， Medium F (BA 10-5M， NAA 5Xl0-5M 添

加)の4種のl古地の中では，茎の発育だけではなく，カ

ノレス形成率や恨の分化率もかなり高い区があった。これ

らのうち， カノレス形成率は MediumD と MediumE 

の無移植区で特に高かったが，植物体再生に関係の深い

根の分化率は，全般を通じて移植区が高く，移植の効果

が認められた。なお，これらの区のうち，茎と恨の両方

を分化した組織)ト率が最終的にほぼ 50%に達したのは，

Medium D (BA 10-6 M， NAA 10 -5M)で14日間前

培養した区と MediumF (BA 10-5 M， NAA 5 X 10-5 

M)で3日， 7日および14日間前培養した区で、あった。

また，茎の前培養開始後比較的早く茎と根の両者を分化
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YANGと CIORE13，19，20)などが報告している。コド掌で

は第2の方法について検討するため， J:自i主体の茎を材料

として，その茎原と ifJí ìii\切片をi)弘主した場合の~W古形成

について四つの小実験を行った。

まず，茎頂培養を行った第 1i1Ji 1の結果についてみる

と，茎の発育も恨の分化もオーキシン無添加l区よりも，

j自濃度のオーキ νンを添加した区で良好であった。すな

わち，茎の発育に対する過濃度はlBAで5XlO-7-

10-5M， NAAで5X10-7-5xlO-6M と考えられ，恨

の分化に対してはlBAで 10-6_10-5M， NAAで5x

10ー7_10-5Mが適濃度の範囲と考えられた。

この結巣をみると，茎の発育に対する適濃度の範囲は

lBAのほうが NAAよりやや広く，恨の分化に対する

適濃度の範凶は NAAの方がやや広いことになる。い

ずれにしてもアスパラガスの培養体に発生した茎の茎]長

をJ抗告した場合においては，器官形成に)1必ずるオーキシ

ンの濃度範囲はかなり広いということができる。また，

茎頂部の組織片の大きさについて検討した第3章第1節

IIの結果では組織片が小さいほど発育する茎数が多く，

恨の分化さ容も高かった。 GREINER43)や MURASHIGE

ら11)も同様のことを認めているが組織片が小さすぎる

と生存率が低いので，その}~も考慮すべきであろう。

第2章でも述べたようにアスパラガスの組織出養を行

った場合，分化する恨には透明な恨と白色の恨があり，

白色恨のほうが概してよく伸長し，分11皮根を発生しやす

く，根の機能は明らかに透明恨より旺盛である。したが

って，栄養繁殖を目的とする場合は白色恨の分化が特に

重要である。第3章第1節IIの結果をみると，発根率は

かなり高かったが白色恨の分化率は高い場合で 20%程

度であった。

また，茎頂培養の;場合は切断面から根が分化するた

め，恨の発生する部位と芽の原;t主とが離れていることが

多く，両者の組織的つながりができにくい傾向が認めら

れ， ~U'[物体再生の際の問題点と考えられる。すなわち，

アスパラガスの株が発育して完全な縞物体となるために

は鱗芽群をもった地下茎ができ，その下部から白色根が
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発生するといういわゆる地下茎の体制が整う必要があ

る。したがって，純物体の再生率を尚めるには，ただ4i

に茎や恨の発生率を高めるだけではなく，地下茎の{本11J1J

を如何に整えるかという)，'，i，が互i!&iな課題となる。

以上の点から考えると節;'fii切}iJの泊養は， ~I頁Iit誌に

比べ地下茎の体i!lIJを整え易いことがわかった。すなわ

ち，節部切H-を陥養した;場合に節部に生す、るいわゆる

't!i'J恨'は白色根である場合が多く， I市部から発育する茎

と組織的に早くつながり， !燐芽鮮や地下茎の形成も比較

的容易であった。節制l切片の培養においては， ~:長調節

物質を含む凶形培地上で長期間培養を継続するよりは，

初めに生長調節物質を含む液体培地で 7-14日間出養し

て適当量の生長調節物質を取り込ませた後，生長調節物

質を合まない寒天}ì~:!也に移1\il してよ[f養した場合のほうが

恨の分化率がはるかにI高かった。このような移値の効栄

についてはすでにいくつかの報告20，剖)で認められてお

り，節部切片の情養を行う場合に適用できる方法と考え

られる。この場合，前培養に液体府地または図形府地の

いずれを用いるかということ，また， liij陪養に使用する

Iff地制成，とくに生長調節物質の在!鋲と濃度， .Iiij情義の

j別 If~について，さらに充分な検討を加えることによっ

て，より高率で‘確実な植物体再生の方法が確立されるも

のと思われる。

つぎに，オーキシンの経類について，これまで筆者ら

が行った実験を総合的に検討してみると，lBAは組織Jl

からの}副主的な恨の形成(白色根)を促すことが多いの

に対し， NAAは低濃度でもカノレス形成を誘起し， カノレ

スからの再分化恨が多くなる場合が多かった。しかし，

NAAを用いた場合にもlBAと同程度の白色恨が分化

することがあり，このj

必必、要であると考えられる。

栄養繁舶の絞終日的であるJ:)}irt:'i5:からの植物体再生率

は，各実験を平均すると 20-30%と必ずしも満足でき

るものではなかった。しかし，これらの調査打ち切り

後，さらに 2-3カ月放置しておくとかなりの切片が白

色恨を分化して，充分に移植できる再生純物体の状態に
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まで発育している場合も多い。これらの結果を含めると

再生率はかなり高まることが推察される。

筆者らは，現在二つの目的のためにアスパラガスの組

織培養による栄養繁殖を行っている。その一つは雄性系

統の花粉親となる超雄株 (MM株)を増殖すること(第

4章第2節において詳述)，および母木として用いるため

の優良形質を有する雌株を急速に増殖することであり，

他の一つは肥培管理に関する試験を行なうための形質の

t前った栄養系を増殖するためである。なお後者について

はすでに 1株から約250株のクローンを育成して砂耕に

よる肥料試験の材料に供し，好成績を収めている。

第4章 アスパラガスにおける組織からの

器官形成技術の利用

第1章，第2章，第3章では，アスパラガスのいろい

ろな部位を応養した場合の結果について述べたが，本章

ではこれらの出養技術を実際に用いて行った応用面の実

験について述べる。特にこれまで‘筆者が行った実験は，

アスパラガスにおける有用遺伝子源の凍結(呆存への応

用，アスパラガスの雄性系統育成における超雄株のl首舶

への応用などである。

第1節液体重素による有用遺伝子源の凍結保存

における利用

各種作物において遺伝子源保存の重要性が噌大しつつ

あるが，個体レベノレすなわち[t目場などに絞植して行う維

j，l・保存法では，多大な労力と経費を必要とするととも

に病!1(当等による消滅の危険性もある。一方，値子によ

る保fW~もあるが('1 物の宿f類によっては必ずしも利)，1/，の

みとはいえない。このような場合， -!1u物体再生が可能な

;'ft;(立を保存しておき，必主主に応じてそのift;(立から純物体

を再生させて用いるとL、う方法によることもできる。

近年注目されている方法の一つに液体主主系 (LNz)に

よる凍結保存がある。これは超低ilitl(ー1960C)下で他物

体の一部(細胞，生長点部組織，茎頂など)を凍結して

保存しておき，育種;などを行う際に必要に応じて植物体

を再生させて用いる方法である。この凍結保存法は，す

べて無菌的に行われることおよび融解後において植物体

I可生が可能であることが必須の条件となる。換言すれ

ば，凍結保存法は，凍結・融f1!1cに閲する技術と組織l古養

に闘する技術とから成っており，両者が椛立してはじめ

て完成するものである。

本研究では，アスパラガスにおける組織培養技術の応

用としてアスパラガス有用遺伝子源の凍結保存への適用

を試みた。

I 液体窒素中で凍結した茎端の生存に及ぼす

凍害防御物質の影響

植物組織を凍結保存する場合，凍筈防御物質を含んだ

凍結媒液中に凍結保存すべき組織片を浸潰して凍害防御

物質を適当量だけ取り込ませたのち，その組織片を凍結

煤液ごと冷却して保存することがある。本節では，この

ような方法によってアスパラガスの茎頂を LNz中で凍

結した場合の生存に及ぼす凍害防御物質(本実験では

dimethyl sulfoxide一以下 DMSOと略記ーを用いた)

の濃度の影響について検討した。

L 材料および方法

操作は次の手)1偵によってすべて無菌的に行・った。

(1) 組織J¥の調i民 1月から 2月にかけての injJ-i束性

が高くなっていると思われるアスパラガス株(品種メリ

ーワシントン 500，5 年生)を掘り上げf~i植えにして，組

室内 (15-250C)で萌芽させた。若茎が10-25cmに伸

長したときその頭部から小側枝をとり，表面殺菌(次亜

塩素酸ナトリウム溶液有効凪紫 1%，10分間浸演)を

行ったのち， L5-2，Ommの茎端組織をとり出して材料

とした。

(2) 凍結媒液処理・ 上記組織ハーをスピッツ管中の凍

結媒液(グルコース 3%および DMSO4，8，16および

20%を合む)0.25 m!J ~こ浸泊 (30C， 21時間)した。

(3) 子似l凍結: スピッツ管ごとアノレコーノレ槽 (OOC)

中に挿入して冷却した。 100Cまで冷却したのち他氷

し，その後0，5ゲ。oC/minで一4必OOCまで

(μ糾4引) 液f休本幸室[~京!長，dιLNz心)浸詳潰i処理; 予似仙l凍結終了{後炎直ち
にLNzl付|いIに入れ(急i述主冷去却[J:30ωOOC/min吋)3ω0分間放泣

しfた占。

(5) 融解 400Cの温水1:j:1で急速融解した。

(6) 凍害防1:t11物質の掛出・融解した組織JiーをMURA-

SHIGE & SKOOGの処方による物質を含む硲淡の中に

浸演して 30分間放置した。

(7) 生死判定および植物体再生のための培養 MS

培地，シュクロース 2%，IBA5x10-7M， BA10ー7M

および寒天7gjOを含む地地を用いて， 250C， 4，000 lx 

(16時間日長，白色後光灯)の条例下でよ自義した。

2， 結果および考察

Fig， 43に示すとおり， DMSO 12%および16%の区

で~，:jl 、生存率 (80-82%) を示した。このことから， ア

スパラガスにおいては上述の処理方法で DMSOの濃度

を12-16%とした場合，液体窒索中での凍結保存が可
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Fig.43. E任ectof DMSO concentrations on sur-
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能であることが実証された。

アスパラガスを材料としたこの種の報告は見当らない

が， I也の極の植物を用いて液体窒素中で凍結処理を行

い，融解後の生存に成功した報告をみると，上自養剤11胞を

凍結した場合の DMSOの三笠通濃度は 5-8%であると

報告されている。しかし，茎l貞を凍結保存した場合には

相対的に高い濃度の 12-16%が遁当であると報告され

ており 61，62)，Fig. 43に示したように，本実験において

も DMSOの濃度は 12-16%が至適で，そのときの生

存率は80-82%であった。

このことは，指養剤11胞では DMSOの取り込みが迅速

に行われるため濃度が高すぎると薬害の:11る恐れすらあ

るが，茎l貞などの組織は多数の細胞が集まったある種の

体制を有する構造体であるところから， DMSOなどの

凍害防御物質の取り込みがはるかに遅く，内部まで浸透

するのにある時間を要するものと忠われる。本実験にお

いても，応義細胞では薬害が現われると思われる 12-

16%の濃度が適当であり薬害も現われなかった。薬害は

20%の場合に現われたのみで、あった。

以上のことから，アスパラガスの茎頂を凍結保存する

場合の凍結防御物質 DMSOの濃度は 12-16%が適当

であると考えられる。

なお，液体窓索中で凍結し融解したのち第2章で述べ

たのと同じ方法で椛養した茎頂は生存しており ，Y，JJ植物

が再生した。

II 液体窒素中で凍結した茎端の生存に及ぼす

予備凍結温度の影響

植物の釧11包または組織を凍結保存する場合の一つのブj

Yl~ として，予備凍結を行ってから LN2 中に入れる方法

が用いられている63，64)。予備凍結は細胞外凍結を起こさ

せて細胞内の水を細胞外へ移動させて脱水し，致命的な

細胞凍結を防ぐものであるが，この場合最低何度まで冷

却するのが適当であるかという問題がある。換言すれ

ば，過度の低j民主で、予vIli凍結を行うと，予備凍結過程す

なわち LNzに入れる前の過程において組織・細胞が生

存できなくなる。一方，LNz中での凍結過程において

は，組織・細胞内に存在する水の量は少ない方がよい。

すなわち，組織・細胞が生存できる限界内においてなる

べく低い杭度まで予似i凍結を行って脱水しておいた方が

よい。これらのことから，本実験ではアスパラガス芸端

をLN2中で凍結する場合に過する予備凍結iEI度につい

て検討した。

1.材料および方法

凍結煤液中の DMSO濃度を 16%とし予備凍結過程

における段低温度を 10
0
， _20

0
， -30

0
， -40

0
， -50。お

よび -600Cの6段階としたほかは，すべて第4章第1

i1riIと同様である。

2. 結果および考察

SAKAIの報告63刈)によれば，予備凍結過程において

充分脱水しておくと，その後の液体窒紫による凍結過程

において細胞内に生ず、る氷tillが小さくまた少なくなり，

組織・細胞の生存にとって効栄が大きかった。本実験に

おいても， Fig.44に示したように， -100Cまでの予

vlli凍結ではその後液体窒紫中に入れた場合の生存率は

30%に過ぎなかったが，予備凍結温度が低くなるに従っ

て口、J2凍結・融frW後の生存率が高くなり， -300， _40
0
， 

-500および -600Cでは生存ギはいずれも 100%であ

った。

以上の結果から，アスパラガス茎端組織の凍結保存に

おいては，少くとも 300C以下の温度まで予仙I凍結を

行ってから LN2中で保存するのが適当であると考えら

れる。

III 液体窒素中で凍結した茎端の生存に及ぼす

予備凍結冷却速度の影響

予備凍結過程において所定の椀度まで冷却するとき重

要である条件の一つに冷却速度がある。すなわち，冷却

速度が迷すぎると，細胞外凍結による脱水が起こる前に
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Fig. 44. Effect of prefreezing temperatures 

on survival of shoot tips immersed 

in liquid nitrogen after prefeeezing. 

細胞内の水が細胞内凍結を起こしてしまうことになる。

そこで，オド実験では子illii凍結過程における冷却速度につ

いて検討し7こ。

1. 材料および方法

凍結媒液中の DMSO濃度は16%とし，予vlii凍結i民

度は -400Cとした。また，予備凍結の冷却速度は 0.50，

10， 20，50および 100Cfminとした。その他については第

4章第1節Iの場合と同様である。

2. 結果および考察

Fig.45に示したとおりで，予備凍結過程における冷

却速度が0.50Cfminおよび1
0
Cfminのときには，液体窒

素中で凍結し融解後茎頂培養を行った場合の生存率は

100%であったが，冷却速度が20，50， 10
0
Cfminと速く

なるにつれて生存率は低下し，10
0
Cfminのとき約 15%

であった。

このことから，アスパラガス茎頂の凍結保存における

予備凍結の冷却速度については， O.50_10Cであれば至

適範囲内にあるものと思われる。冷却速度が速すぎる場

合には，細胞外凍結により脱水される前に細胞内の水が

細胞内凍結を起こしてしまうため細胞が死滅するものと

思われる。

IV考察

従来，液体室奈 (-196
0

C)中のような超低<fut下での生

存に関する凍結実験は，凍結・融解過程およびその後の

生死判定における条件設定の斉一性ないしは容易さとい

• 
80 

ぷ目。

Aυ aa-

-F〆
-E
コ∞

20 

10 0.5 

Cooling rate from -10 to -40"C ('c.!min) 

Fig. 45. Effect of cooling rates in prefreezing on 

survival of shoot tips immersed in liquid 

llltrogen. 

う観点から，主として細胞レベノレでiff養細胞などを用い

て行われてきた65，66，67，臼，69，70)。しかし最近では，凍

結・融解後の植物体再生が確実であることが凍結保存技

術確立の上で不可欠であるとの考え方に基づき，組織・

器'自などのさらに高次の休jf)1jをもっ植物材料を用いて実

験、が行われつつある。すなわち，現在では主として茎頂

が用いられており，カーネ{ション65，71，72)，エンドウ73)，

イチゴ61，74)，ジャガイモ75，76，77，78)， ト7 ト79)，などにそ

の仰がみられる。しかし，これらの茎頂においては主要

な生長点は 1カ所存在するのみであり，凍結によりこの

生長点が壊死した場合には植物体再生が不可能となる。

一方，木実験において用いたアスパラガス小側校の茎

l資では，数箇所に生長点が散在しており，これらの中の

1筒所のみが生存していれば植物体再生が可能である。

換言すれば，本研究で用いた茎頂は他の柏物で用いられ

ている茎頂と異なってはるかに高次の休告Ijをもってお

り，このことは凍結{呆存・植物体再生の上で一つの利点

であると考えられる。また，このことは，今後凍結保存

技術を確立するとで， t積物体のどのような部分を凍結保
存の材料とすべきかという点について示唆を与えるもの

と忠われる。

第2節雄性系統育成における超雄株増殖への利用

アスパラガスは雌雄異株であり，雌株よりも対tnの方
が相対的に収量が多く， 1xJ育上は対trtのみを1&植するこ

とが有利であるといわれている。アスパラガスでは，郁

子繁殖における雌雄の割合は 1:1となる。また，性の判
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万1)は1出品によって行う以外に方法はなく，さらにすべて
の株において花探が着生するのに2年を要するという事

実がある。したがって，通常の栽取ではk;~料;のみを選ん

でよk航することは技術的に不可能で， 11111場で、は雌株とt-it

1:'，¥0とがほぼ同数存在している。このようなことから， tst 
株のみを生ずる純子集団を得ることが望まれているが，

その場合の一つの方法として超雄株を花粉親として用い

る方法がある。これは，アスパラガスの性は 1対の対立

遺伝子Mおよび m によって決定され，通常の雄株は

Mm， ~U付加工 mm であるところから，超雌株 (MMlを

花粉籾として雌株 (mm)と交配すれば，それらの種子か

ら得られる個体はすべて続株仇1m)となって現われる

という考え方に慕づくものである。この場合の超付H'1:
(MM)はp アスパラガスでは，械くまれにしか存在しな

い両全花を着ける株を元にして作U:lするのであるが，こ

のii:iJj過程は多大な労力と長い年月(約10年)を要する

のみでなく，i''}られる超t-Mtの数も板めて少ない。した

がって，これらの超雄株は，通常のアスパラガス ~&J0に

必要な大;量:の雄性種子を得るための花粉親株としては数

民的に不充分である。

そこで木実験では，前述のような方μ、で{号られた少数

の超娩株を元にして，栄養繁殖的手法でなるべく多くの

ìI11Hj~株を得るための一つの方法として組織信義法を取り

上げ，その応用について検討した。なお，木実験では，

第1段階として元の値物休(超雄株)の若茎頭部小似1)枝

の~端をl音養して生体外で多数の茎を発生させ，第 2 段

階としてその培義体から叢状に発生した多数の茎の郊部

から切片をとり，これらをさらに府養することによって

椀物体を再生させるという方法によった。

1. 材料および方法

多数の茎をもっ倍養休を得るための若茎頭部小側校の

:J;';';.養は次のように行った。沢田ら剖)の作i:Uした超t-it株

、1M-1'の若茎頭部小側枝から， 2-3mmの茎;端を取り
出して培養した。泊地は， MURASHIGE & SKOOGの

処方による物質，シュクロース 20gjs， BA 10-7 M， 

NAA 10-6M および寒天7gjsを含み， pHを5.5に調

整したものである。培養条件については250C，4，000 lx 

(16時間日長，白色蛍光灯)とし， 100 ms容三角フラス

コに 25ms培地を入れ組織Jiは3f同ず‘つl置床した。

上述の府養を 3 か月間行ったのち，そのlFi養休の~

から茎端または節古j\切Jiーを~Í(り精義した。陪j也には，ォ

ーヰシンとサイト 1カイニンとを組み合わせて添加した

が，オーキシンとしては IBA10-7または 10-6M なら

びに NAA10-7または1O-6Mを用い，サイトカイニン

としてはBA10ー7MをJtJ~、た。J:ì"，.J也は 100 ms容三戸j

フラスコに 25msずつ入れこれに組織Jiを4倒ずつ世

jょした。 Yi"i'iをは25
0
C，4，0001x (16時間日長， 白色蛍光

灯)の条1'1下で行った。

2. 結果および考察

(1) J::'i l主体の~vfMをfìH主した場合 %ii出の生長は j~~

1主開始2週間後にみられ，大部分の茎立i品が伸長した。一

方，根の分化は，府義1カか込月後から2芸品

始まつた。分化した根には，白色で通常の根と同じいわ

ゆる白色恨と，半透明でやや柔らかな恨いわゆる半透明

恨の 2組類があった。両方の恨を合めた場合の恨を分化

した組織片の割合は Fig.46に示したとおりで， IBA 

10-6M およびBA10-7M を組み合わせて添加した区

および NAA10-6M 単用の区において約60%と疲も

高しついで IBA10-7または 10-6M lji.用の区ならび

にNAA10-7 M9J.用の区であった。

j何航V杭i物{休イ本村E司1再l耳}少生にこは

しているので，白色根を分化した組織)j-の割合について

みると Fig.46に示したとおりで， IBA 10-6M とBA

10ー7Mとを組み合わせて添加した区において最も向く

約40%で，ついで IBAlOー7Mまたは 10-6M 単用の

区におし、て高かった。オーキシンとして IBAを用いた

場合の方がNAAを用いた場合に比べ， BAとの組合せ

添加または単用の別によらず，白色根の分化率が概して

高かった。なお，‘白色根'を分化した茎頂は鉢上げする

(%) 
100 

50 

口 S悦加蜘凶Semit叩削削川m川削…11叫1社t
図 w山hi凶刷l江町t日ero附 O叫t 

IBA 10-7 10-6 

NAA 0 () }O-7 10-(， 

COl1centratio!1s of growth re日1Ilators(I'vl) 

10一日

Fig. 46. Percentage of apices forming roots in 

culturing apices excised from the stock 

shoots of‘MM-1' after 12 weeks of cul-

ture 
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ことにより大部分が完全な純物{小となった。

i苛養体の茎の節部切片を培養した場合，培養1週間後

にi'(['i部から茎が分化し始め， 4-5週間後には根の分化が

始まった。主主の分化は大部分の組織H今においてみられた
が，根を分化した勉H汝)¥の割合は茎端を情養した場合の

それよりもやや低かった。また，節部切片を培養した場

合には，茎と白色根とを形成した指養体は，鉢上げする

と，ほとんどすべてのものが基部に地下菜先端部の鱗芽

群に相当ずるものを形成し完全な植物休となった。

この実験では，茎端および節r~\切片のいずれを焔義し

た場合においてもすべての区においてカノレス形成がみら

れ， MM-lはカノレスを形成しやすい系統と考えられた。

なお，再生した縞物の染色体数について観察したとこ

ろ iさ端または節部切J¥ーのいずれから再生した植物もす
べて2倍体 (211=20)であった。

第35草第1，2節で述べたように，情義体の茎からとっ

た茎端を培養した場合，良好な~の発生は IBA 5X10-7 

-10-5Mまたは NAA5X 10-7-10-5 M を添加した場

合にみられ，般を分化した*11織J¥-の割合は IBA10-6-

10-5M または NAA5x10-7-10-5 M を添加した場合

に比較的高かった。また，棋を分化した組織片の割合に

ついては，概してi:&.端をJtYi養した場合の)jがf1!'ji'ffS切J¥ーを

l一日義した場合より高かったが， このような結果は，他の

報告9，19，幻，28)と同様であった。このように組織活養法に

よる超雄株 MM-1の栄養繁殖が可能であり現在この方

法を用いて実際に超脱株の栄養繁殖を継続中である。な

お，これらの増殖個体はすべて先に述べた染色体数，外

部形態，着::(~性，開花期その他の形質においても特に目

立った変異は認められず，花粉親として卜分利用できる

個体であった。

第5章総合考察

本研究結果の紺n'fsについての考察はそれぞれの項にお
いて述べたので，ここでは本研究における特徴的な事項

について総括的に述べることにする。これまで行われて

きたアスパラガスの組織培養におし、ては，実用面におけ

る大量増殖を目的として行われたものが多く九九19，20，43，

47)地上部の栄養掠官とくに若茎の一部分が材料として

用いられてきた。

木研究では，より広い観人なからアスパラガスの鮪物体

の各組織。器官についてl汗養を行い，それに関与してい

る条約について検討を加えておく必要があると考え，次

のようなものを培養した。すなわち，}:}J植物として実生

を用い，その節部および節間部菜切Jl-，成植物体では，

す;茎の頭i'mにおける小似IJ校または茎JJj，またJ;i強過程に
おいて得られた居養手本の茎頂および茎節部切片の培養も

行った。

まず，茶葉の形li児について特徴的なことは， x生茎切
J¥の11"養において， n白所でj音義した実生からllil.ったEfJを
有する切J¥ーを培養したとき，節部から発生する茎の数

は，陥所J{fiをの場合よりもゆl所倍養の場合においてはる

かに多かったことである。これは，実生ができるまでの

過程における光の有無ならびに，それからとった切J¥の

115義過程における光の有無が探官形成にし、かなる影響を

及ぼすかについて検討を加える必要があることを示唆す

るものと考えられる。

つぎに，若茎頭部小側枝の茎頂をt;守義した場合に，茎

]頁の発育および恨の分化がみられ幼楠物を再生させるこ

とができた。近年，アスパラガスにおいてもウイルス病

が注目され始め，無ウイノレス1同体の作:Jjについては，
YANGら81)が若茎茎頂のJ吉養を行ない， 伸、〔ウイノレス個

体を得ているが，本研究で取り上げた者菜小官llJ枝茎頂の

Jf-'i茶は，若茎そのものの茎頂ではなく，若茎頭部小側枝

のi:&.J頁をJ討議するもので 1::>ド;の若主主の頭部から 20-

30個取ることができ，能率よく無ウイルス個体をi乍出す

る方法として利用できる点で、極めて優れている。

アスパラガスの完全梢物体の再生においては，地下茎

と鱗芽鮮が重要な意味をもっている。 YANG23)らは鉢

植えにしたアスパラガス若齢横物の茎の下位節に aerial

crownを形!えさせることに成功している。このことは，

アスパラガス植物体の各部位における crown形成の能

力を央nる上で意義があり興味深い。

本研究のアスパラガス組織の倍養における crownの

形成については，節を有する切Jt-を塙養した場合に容易

であり，特に，極く若い実生の茎節部t'J片の培養におい

て明所桔養，生長調節物質無添加または低淡度添加の場

合に貯蔵根様白色根の発生が多くみられ crownの形成

が顕著であった。また，培養体から発生した茎の節部切

片をi音養した場合について，実生の茎節部切片を培養し

た場合と比較すると，茎の発生についてはそれほど大き

な差は認められなかったが，貯蔵根様の根の発生は前者

において劣っていることが観察された。

このことは，実生の茎の節部と，いったん生体外でjff

義された精義休に発生した茎のそれとにおける crown

形成能の速いによると考えられ，今後の crownの形成

に関する研究について示唆を与えるものと思われる。

つぎに，本研究で1号られた結果から実用可能な利用而
について考察することとする。アスパラガスにおいては
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J1iJ--，¥I川市I1--Jに:1，，1，、ても株によってJ[ll.l，I・品質などにかな ち光全な純物{イJこ羽生させた数少なし、成功例の一つにア

り大きな違いがある。このため，これらのうち特に優良 スパラガスを加えることができるとともに，アスパラガ

な形質を有する株から栄養繁殖法によって大量の栄禿系 スの有用遺伝子源の凍結保存法を確立し得ることが明ら

を哨殖し，実際の:1'l(，rì~[市l場において:1'1(，航することができ かとなった。

れば，栽惰上の効用は1啄めて大きいと考えられる。 木研究によってIlJられた紡栄および研究の意図は，ァ

アスパラガスの無性繁殖法としては，これまで株分け スパラガスにおける今後の研究の進展ならびに栽府而

による方法が用いられてきたが，この方法では 1個体の における実用的な技術の確況に寄与するものと考えら

元の株から一度に得られる個体数は数株程度であるこ れる。

と，ならびに地下茎の切断部から土域病菌が入りやす

しそれがその後の病害発生の原因となるなど難点が多

い。このようなことからこれまでアスバラガスの栄養繁

殖を目的とした組織塙養に関する各積の研究が行わなて

きたが，現在のところ実用化には至っていなし、。

木研究では，アスパラガスの各部位からの器官形成が

1可能で、あり，多段的に応義を行うことにより，能率よく

かなり多数の航物体再生が可能となった。これは，実験

的にはもちろん実用而においても充分役立ーつものであっ

て， ilJられた知見は，今後のアスパラガスの大量指摘技

術li世立のための法礎資料として大きな意義をもつものと

考えられる。さらに，il}られた知見を実際に応用した結

果，第5~I単において述べたように，超k-{t株の組織を生体

外でI討達することによって栄養繁殖が可能となり，栽l古

上有手IJな雄性系縞物の短期間大量採血のために効果的に

活用できることが確認できた。

また，本研究の結果を実際面に利用した別の例とし

て，優良な品種中の代表的な 1株から約250株の栄養系

を得て，これを砂耕法によるアスパラガスの肥料・栄養

に関する試験の材料として用いたものがある。すなわ

ち，アスパラガスにおいては，前述のように個体間差が

大きく不斉一であるため，通常の種子繁殖によって得ら

れた個体を用いる肥料試験においてはその遂行が極めて

困難であった。しかし，木研究の結架として得られた栄

養系を使用したことにより成果が確実なものとなった。

このことは，アスパラガスに関する今後の各種の研究に

栄養系を用いることが可能であり，その成果が期待て、き

ることを実証したということができる。

木研究で得られた女JI見を応用して進めた他の一つの例

として凍結保存に閲する実験をあげることができる。す

なわち， アスパラカ也ス若芸小側枝の茎端部を第5主主に述

べた方法で処理した後，液体窓索中で凍結し，これを融

解したのち， ÆY;ffifì~養を行ったところ， 80-100%とい

う概めて高L、生存率がI¥tられ， これらの菜』端;出品はやがてプ

全な楠物{休本を1再』斗子生しfたこ。この結栄から，植物体の-)jjlを

液体室索中でー196
0

Cまで冷却して凍結し，融解したの

第8章摘 要

本研究において得られた結果の概要について述べると

以下のとおりである。なお， ti~''j主条例こについては，特に

記さない場合は.250C， 4，000 lx (16時間日長)，寒天間形

l音地 (pH5.5)とした。

1 実生の第1次;!I;.iliJl'¥ilj:;JJ)Jーを， MS府地，シュクロ
ース 2%，およびNAA0， 0.001， 0.01， 0.1， 1.0および

10.0 mg/sを合む寒天同形府地を用いて切所および暗所

でJi日をした。結果の要約は次のとおりである。

(1) 茎は自!lJ部から砲J刻中長し，~発生組織H-率は，生

長調節物質側、添加1または NAA低濃度添加の場合に，ゆl

所および暗所のいずれにおいても 90-100%であった。

茎数は，陪所で NAAO.lmg/sおよびBAO.lmg/sを

含む場合に多かった。茎の長さは，明所で NAAO.OO1

mg/sの場合および11古所で NAA0.01 mg/sの場合に大

であった。明所および暗所のいずれにおいても， BAを

高濃度で添加すると茎が太くなる傾向がみられた。

(2) 根には二つの種類があった。すなわち，一つは節

剖iから直接的に分化する白色で貯蔵根様の長い根であ

り，他はカノレスから再分化する半透明で短い根であっ

た。前者は明所で生長調節物質無添加または低濃度添加

の場合にみられ，後者は閉所および暗所のいずれにおい

ても NAA0.01-1.0 mg/sおよびBA1.0 mg/sのとき

に認められた。

(3) カノレス7防災率は， NAA 0.1-10.0 mgfl!と BAと

が共存している場合に高く， 90-100%であった。 カノレ

スは BA単用の場合にも形成された。

(4) 節をもっ茎切片を培養した場合においては，節部

より茎が発生するとともに貯蔵根様の白色根を分化した

ものは，容易に crownを形成し完全な植物体となった。

2. 実生の第1次茎からとった長さ約 1cmの節間i沼

組織を MS):i~j也により， 250C， 1I高所で応義した場合の

結果の要約は次のとおりである。

(1) カノレスの良好な生長は NAAとBAの両方が添

加されたとき，または， NAA 単用のときに認められた。
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この場合， カノレスの生長に対する NAAの三五j色濃度は，

培地に BAが添加されているか否かによって異なり，

BA無添加の場合には NAA0.1 mg/s， BAを0.1-10.0

mg/sの範聞で、添加した場合にはNAA1.0 mg/sでカノレ

スの生長が最も良好であった。

(2) 根はBA低濃度 (0，.0.1 mg;s)， NAA 0.1および

1.0 mg;sで分化が良好であった。根の分化率は BA無添

加の場合は NAAO.1mg;sで最も高く， BA 0.1 mg;sの

場合は NAA1.0 mg/sで最高であった。

(3) 茎は， ¥¥高所ではBAとNAAがともに0.1および

1.0 mg/sの区で分化が良好であった。明所ではBAO.1

-10.0 mg/sと， NAAO.1ならびに NAA1.0 mg/sの範

聞で分化率が高かった。 NAAの至適濃度はBAの濃度

によらず1.0mg/sであった。

(4) 木試験においてはオーキシンとして NAAを用

いたが， 2，4-Dを用いた場合より根および茎の分化率が

高かった。

(5) カノレスから根および茎の両方を分化し，幼植物の

再分化率の最も高かったのは BA0.1 mg;s+NAA 1.0 

mg/sの区であった。

(6) 明所と暗所とで培養した結果の比較では，明所で

のみBA10 mg/sの区にも茎の分化がみられたほかは，

カノレスの生長，恭TI~の分化に大きな差は認められなか

った。

3. 培地に添加した糖の影響について調べるため，

MS 倍地に NAA1.0 mg/s， BA 0.1 mg;sおよびシュク

ロース， グノレコース， フラクトースの 3綬の糠を 0，2，

4， 8， 16%で添加した寒天間形精地を用いて実生の茎

節部切片をl吉養した場合の結果の要約は次のとおりで

ある。

(1) いずれの糖においても 1-4%のとき，カノレス形

成率は 90-100%で‘高かった。また，糖濃度8%までは，

濃度が高くなるにつれて，形成率も高くなったが， 16% 

ではカノレスの形成はほとんど認められなかった。

(2) カノレスの生長は，いずれの糖においても 2-4%の

とき良好であったが， 1， 8および 16%で、は劣っ1::.0 カ

ノレスの生長については，3 ~径の糖の聞に差が認められた。

(3) 茎分化率および茎数については，いずれの糖にお

いても 2%のとき最も大きかった。茎の分化については

3種の糖の聞に特に大きな差は認められなかった。

(4) 恨分化率および恨の数は，いずれの糖においても

4%のとき最も高し恨の分化に至適な糠濃度は茎の分

化のそれよりも高かった。分化した根は糖濃度が低い場

合には半透明で細く短いものであったが，糖濃度が高い

場合には，太くて長い貯蔵恨様の根で、あった。

4. 実生節間部切片および若茎柔組織切片を橋養した

場合の pHの影響について調べた結果，いずれの場合に

おいても pHの至適範囲はかなり広いことがわかった。

カノレス形成はpH3.0-8.0，板の分化は pH3.0-6.5，茎

の分化はpH3.0-6.0で、みられた。

5. 実生の第1次茎;節間部切片を， MS 培地を基本と

しシュクロース 2%，NAAおよびBAを単独でまたは

組み合わせて添加した液体熊地を用いて3，7および14

日間培養したのち，生長調節物質を除去した寒天固形精

地に移植した。結果の要約はつぎのとおりである。

(1) カノレス形成は， NAA 0.1-10.0 mg;sを含む区に

おいて観察された。移植の効果は認められず，無移植の

区においてカノレスの生長が最も良好であった。カノレスの

生長は，いずれの区においても BA1.0 mg;s， NAA 1.0 

mg/sのとき長も良好で、あった。

(2) 根の再分化は，カノレスを形成したすべての区にお

いてみられたが，根分化率は， NAAおよびBAの有無

と宿綾な関連があることが認められた。移植の効果は，

移植前の培地に含まれる BAおよびNAAと関連があ

った。 BA1.0 mg/s+ NAA 10.0 mg/sを含む培地で3日

間前培養を行ったのち移植した区，同じく BA1.0 mg;s 

+NAA 1.0 mg/sで14日間借養を行った区，および

NAA 0.1 mg;s単用で移植を行わずに培養した区におい

て根分化率は高かった。

(3) 茎の再分化は， BA 1.0または 10.0mg/sおよび

NAA 1.0 mg/sを含む液体格地で 14日間信養したのち

移植した場合に最も良好であった。また，茎と根とを分化

したものの割合は， BA 1.0 mg/sおよびNAA1.0 mg;s 

を含む培地で 14日間培養したのち移植した場合に最も

高かった。

6. 若茎頭部小側枝，小側枝の茎頂の2種の組織片を

無菌的にi青養した。

沼地は， MST荒地にシュクロース 0.1M，生長調節物

質(オーキシンとして NAA，IBA， 2，4-DおよびIAA

を，サイトカイニンとして BAを実験に応じて単独また

は組み合わせて用いた)ならびに寒天0.7%を添加した

もので，指養は， 250Cで明所 (500-5，000Ix，16時間日

長)または暗所において行った。

(1) 材料として用いた2種の組織片からは茎の発育，

根の分化が認められ，植物体を再生したものも認めら

れた。

(2) 茎が発育し根も分化したものの割合は，頭部小側

校の茎頂を府養した場合に最も高かった。
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(3) 頭部小仰~;伎の培養においては，組織)十によゥて多

数の茎(分校に相当する)が叢状に発生した。これらの

茎は節をもっており，このi1!itif)!1J}¥ーは，多段的に出爽を

繰り返して栄養系を増殖する場合の最初の材料として有

効である。

(4) 茎の発生には，オーキシン単独使用の場合はやや

低濃度のほうが適しており， 10-4 Mなどの高濃度では

阻害作用がみられることもあった。 また適波度 (10-7~

10-6M)のBAをオーキシンと組み合わせて添加する

と，培養体の生存率が高くなり，茎の発生も良好となっ

た。 BAが高濃度 (10-5M以上)の場合には茎の伸長が

抑制されて太くなり，奇形化した。

(5) 根の分化については，用いたオーキシンのうち，

IBAとNAAの効果が大きかった。また，外観上Jrj'蔵

根に類似しているいわゆる白色根の分化については上記

のオーキシンの1O-6~10-5M の濃度が適していた。

(6) 光の条件については，陥黒下で芸の発育が劣った

が，根の分化については一定の傾向は認められなかっ

た。また，光の強さについては，菜頂部組織の崎養では

白色綬の分化率は弱光区 (5001x)でやや高いが，主主数や

白色根数は強光区 (5，0001x)で多い傾向が認められた。

7. 若菜頭部の小側校を培養して得た培養休の茎の芸

頂部および節部切片を培養し，器官形成に及ぼす生長調

節物質，組織片の大きさ，移績の影響などについて検討

した。

結果の要約は次のとおりである。

(1) 0.5 mmの茎頂を宿養した結果では， IBA5xl0-7 

~ 10-5 M， NAA 5 x 10-7 ~ 10-6 M の範囲で茎の発育が

良好であり，根の分化は IBA10-6~ 10-5 M， NAA 5 x 

10-7~10-5 M で良好で、あった。

(2) 茎頂組織片の大きさについての比較では，茎の発

育は組織片が大きい場合にわずかに良好で、あったが，恨

の分化は組織片の小さい区で良好であった。

(3) 節部切片の培養においては，生長調節物質 (BA，

IBA)を含む液体培地に浸潰してから図形精地に移植し

た場合に移値の効果が認められた。これらのうち，根の

分化率の最も高かったのはBA10-6M とIBA10-5M 

を合む液体府地に7日間浸潰したのち，生長調節物質を

除いたl司形培地に移航した区であった。

(4) 節部切片をBAとNAAを合む液体府地に浸{Jt
処理した後，生長調節物質を除いた悶Jjj j:~f地に移植した

場合でも，全般を通じて移植区の根の分化率が高かっ

た。なお，茎と根の両方を分化した組織)i-の割合が50%

以上に達したのはBA10-6 M， NAA 10-5 Mに14日間

浸出した区と sA10-5 M， NAA 5 x 10-5 Mに31'1， 7 

日， 14日間浸i資した区であった。

(伺5め) 若3芸在E頭頁i部1郁:の小fl側l\川\lJ 1校女をj出f白~-j溌宅して i得l}たJ的f白f3苑主休の2芸芸よ主-の2茎T在E 

j鼠尻却却:およびび、h節!I1t部1市l切)パ;:ををJm;ガ?ηl苑主すると有彬似l白{物休がI川り

れにより，ヨ'':-?f;.の組織を出発点として，件られたJ:ì~J主体

の-j'ffIを材i"f とする生体外Yì~1'fiを繰り返すことにより，

栄養系を増やすことが可能であることがわかった。

8. 若菜頭部小{則枝の茎端を液体窓三十;中で凍結し，そ

の生存について検討した。

(1) DMSO 処理(凍結煤液ドl:r)は波度 12~16% ， 30C， 

120分間浸演の条件が適当で、あった。

(2) 予fJili凍結は，凍結煤液中の DMSO濃度を 16%と

し，0.5
0 ~ 1.00Cjminで -300C以下まで行うのが適当で，

100%の生存率が得られた。

(3) 生存していた小側枝から完全な刷物体が再生し，

アスパラガスの有用遺伝子源を液体窒素':1:1で凍結保存し

得ることが実証された。

9. 超雄株の栄養繁殖の可能性について検討するた

め，頭部小側枝を応義して発生させたJ'ì~}主体の茎の切片手

を材料として府養を行った。J:tr，-J也は， MS 府地， シュク

ロース 2%，~I二長調節物質 (BA ， IBA， NAA)を含む寒

天間形j有地を用いた。

(1) 茎頂を培養した場合には，茎を形成し白色根を分

化したものの割合は， BA 10-7MおよびIBA1O-6M 

を含む場合か， または NAA10-6M 単用の場合に高く

約40%であった。

(2) 1m部切片をi吉養した場合には， 24:および恨を分化

したものの窓IJ合は，茎頂の場合よりも低かったが，それ

らはすべて植物体にまで生長した。

(3) 木実験の結果から，さらに各種条件を検討すれ

ば，組織培養法によって超雄株を塙殖することが可能に

なるものと考えられる。

以上のように，本研究によって，アスパラガス植物体

の各部位の生体外培養を行うことにより器官形成が可能

であり，その結果をアスパラガスにおける有用遺伝子源

の凍結保存ならびに超雄株の栄養繁殖に利用し得ること

が実証された。さらに，木研究における培養系は，アス

パラガスに関するより広い研究領域において有効に利用

し得ることが示唆された。
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Summary 

Studies on organogenesis of asparagus (!lψ山 YlgUS

ο1ficinalis L.) tissues and its utilization were carriecl 
out through in vitro culture of various kinds of 

tissues. In alI experiments， the in vitro cultures 

were practiced uniformly on a agar-solicli五edme-

clium uncler conclilions of 250C， 4，0001x (16-hour・

day length) and pH 5.5. Results of the experimト

nts are as folIows. 

1. Segments with a nocle， excised from a pri-

mary shoots of seedlings， were cultured on a agar-

solidi五ed medium containing MS medium 2% 

sucrose， 0， 0.001， 0.01， 0.1， 1.0 and 10.0 mg/C NAA 

in the light or clark. Results obtained are sum-

marizecl as follows: (1) AlI shoots emerged on 

the nodes. On the meclia without growth regula-

tors ancl with low concentrations of NAA， rates 

of segments developing shoots were 90 to 100% in 

both the light and the dark. Numbers of shoots 

formed were comparatively large with 0.1 mg/C 

NAA combined with 0.1 mg/C BA. An average 

shoot length was large at 0.001 mg/C of NAA in 

the Iight， and at 0目01m日/Cof NAA in the dark. 

High concentrations of BA increased shoot thick-

ness in both the Iight and the clark. (2) Two kinds 

of roots were di旺erentiated・onewas a white， long 

and storage root-like root on a node; the other 

was a semitransparent root redifferentiated on a 

callus. The former was observed at none or low 

concentrations of growth regulators in the Iight， 

while the latter was seen with 0.01-1.0 mg/C NAA 

combined with 1.0 mg/C BA in both the light ancl 

the dark. (3) Adclitions of 0.1-10.0 mg/C NAA with 

BA gave high shoot formation rates (90-100%). 

Callus formation was induced by additions of BA 

alone. (4) In the culture of shoot segments with 

a node， shoots emerged from the node， and the 

cultures with a storage root-like root made a 

crown to became an intact plant. 

2. Results in culturing internodal segments 

(1 cm in length) of seedling first shoots on agar-

solidified media containing MS meclium and growth 

regulators at 250C in the dark are as follows: (1) 

The combined additions of NAA and BA and a 

single acldition of NAA enhanced vigorous caIlus 

growth. In this case， an optimal concentration of 

NAA for callus growth was determined depending 

on whether BA was added to the media or not. 

A single acldition of 0.1 mg/C NAA or cOl1lbinecl 

additions of 0.1-10.0 l1lg/C BA ancl 1.0 l1lg/C NAA 

gl刊 riseto vigorous callus formalion. (2) Root 

clifferenliation was good， when none and low con-
centrations (0， 0.1 mg/C) of BA were addecl in COl1l-

bination with 0.1 or 1.0 mg/C of NAA. Root cliffer-

entiation rates were the highest at 0.1 mg/C of 

NAA cOl1lbined with no BA， ancl at 1.0 l1lg/C of 

NAA with O.ll1lg/C of BA. (3) Rates of the cul-

tures that cli任erentiateclshoots were high at 0.1 

ancl 1.0 l1lg/C of both BA and NAA in the dark， 

and at 0.1-10.0 mg/C of BA combinecl with 0.1 or 

1.0 l1lg/C of NAA in the light. '1、heoptil1lal con-

centration of NAA was 1.0 l1lg/C regarclless of BA 

concentrations. (4) In tl巾 experin

c口叩ultωur印eswith root臼swere hi討igherwith NAA than 

with 2，4一D. (5) Both roots_ ancl shoots rediffer-

entiatecl on the calluses. The highest rate of cul-

tures cleveloping plantlets was obtainecl at 0.1 mg/C 

of BA ancl 1.0 mg/C of NAA. (6) When results 

of the experiment in the light were comparecl 

with those of the experiment in the clark， harclly 

any clifferences existecl in calIus growth and organ 

forl1lation， except that only in the cultures in the 

light， shoot formation was observecl at 10.0 mg/C 

of BA目

3. To examine the effect of sugar aclcled to 

l1leclia， nodal segl1lents excisecl from seedling 

shoots wer巴 cu¥turecl on agar-so¥icli五ecl meclia 

containing MS l1leclium， 1.0 m/C NAA， O.ll1lg/s BA 

and 0， 2， 4， 8 ancl 16% of sugars (sucrose， g¥ucose 

and fructose)， Resu¥ts obtained are as folIows: 

(1) One to four percents of the three kinds of 

sugars gave the highest percentage (90-100%) of 
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segments with callus. Within the range of か8% transfer after 3・.dayculture on media with 1.0 

of the sugars， the percentages of segments pro- mgj& BA and 10.0 mgj& NAA， the transfer after 

ducing calluses increased with the increase of the 14-day culture with 1.0 mgj& BA and 1.0 mgj& NAA， 

sugar concentrations. Callus formation was slightly the continuous culture with 0.1 mgj& NAA alone. 

observed at 16% of the sugars. (2) Callus growth (3) Shoot redi妊erentiationwas excellent， when the 

was vigorous at 2-4% of the concentrations of transfer was made after 14-day culture with 1.0 or 

each sugar used， and showed a decline at 1， 8， and 10.0 mgjo BA and 1.0 mgj& NAA. Rates of cultures 

16% of it. Differences in callus growth were rec- di妊erentiatingshoots and roots were the highest 

ognized among the three sugars. (3) Two percent with transfera after 14-day culture with 1.0 mgj& 

of the each sugar gave the highest rate of shoot- BA and 1.0 mgjo NAA. 

di任erentiating cultures， and the largest average 6. The following explants were cultured asepti-

shoot number per culture. Shoot differentiation cally: small lateral shoots and apices of small 

showed hardly any di妊erencesamong the three lateral shoots. The media used contained MS 

sugars. (4) Di妊erentiationrates and average num- medium， 0.1 M sucrose， growth regulators (NAA， 
ber of the roots were the highest at 4% of the IBA， 2，4-D and IAA of auxins; BA of cytokinins ; 

sugars， and an optimal concentration of the sugar added singly or in combination depending on the 

for root dほerentiationwere higher than those for experiments) and 0.7% agar. The cultures were 

shoot di託erentiation. Semitransparent， thin and kept at 250C in the light (500-5，000 lx， 16-hour day 

short roots di任erentiatedat low concentrations of length) or in the dark. (1) The two kinds of 

the sugars， while thick and long roots emerged at explants showed shoot development， root di任e-

high concentrations of the sugars. rentiation and plantlet regeneration. (2) The high-

4. Experiments， which examined the effects of est rate of cultures developing shoots and di丘e-

varying pH in culturing the internodal segments rentiating roots was obtained in the culture of 

of seedling shoots and lhe disk-shaped pith tissues apices of small lateral shoots in a spear head. (3) 

of spears， showed that in case of the two kinds When small lateral shoots in spear heads were 

of plant materials， a range of oplimal pH was cultured， 
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high under 5001x， and numbers uf shoots and the the cultures. 

white roots were large under 5，000Ix. 8. Survival of shoot tips (excised from small 

7. Effects of growth regulators， segment size lateral shuots of spears) frozen in liquid nitrogen 

and transfer on organogenesis were investigated (-1960C) were investigated. (1) Optimal conditions 

through culturing shoot apices and nodal segments， of a treatment of keeping the plant materials in 

which were excised from the shoots obtained by freezing solution were at 12-16% of DMSO， at 30C 

culturing small lateral shoots of spears. Results and for 120 min. (2) An optimal prefreezing， which 

are as follows: (1) 1n an experiment， in which was carried out at 16% of DMSO， 0.5-1.00Cjmin of 

shoot apices 0.5 mm  in length were cultured， 5 X cuoling rates and at -30oC of minimum freezing 

10-1-10-5 M IBA and 5 X 10-1-10-6 M NAA enha- temperature， gave a high survival rate (100%). (3) 

nced shoot differentiation， and additions of 10-L From the fact that small tips (excised from lateral 

10-5 M IBA and 5 X 10ー7ー10-5M NAA made root shoots) survived freezing in liquid nitrogen， it was 

di妊erentiation frequent. (2) A comparison was con五rmedthat useful genetic resources of aspara-

run on the shoot apices， it was shown that shoot gus could be freeze-preserved in liquid nitrogen. 

elongation was rapid in large apices， whereas 9. The capability of tissue cultures (for vegeta-

root differentiation was frequent in smaller ones. tive propagation) of a supermale plant of aspara-

(3) 1n culture of nodal segments of the shoots， gus was investigated through culturing segments 

transfer after immersion in liquid media containing of shoots formed from lateral shoots in spear 

growth regulators (BA and 1BA) enhanced the heads. Agar-solidi五edmedia used contained MS 

di妊erentiationand growth of organs such as shoot medium， 2% sucrose and growth regulators (BA， 

and root. Percentages of explants inducing root IBA and NAA). (1) 1n the culture of shoot spices， 

differentiation was highest， when the explants were rates of cultures di任erentiatingshoots and roots 

transferred onto a medium without growth regula- was high (about 40%) with 10-7M BA+10-6M 

tors af ter a 7・dayimmersion in liquid medium IBA and with 10-6 M NAA alone. (2) The rates 

containing 10-6 M BA and 10-5 M IBA. (4) As a of cultures differentiating both shoots and roots 

whole， root differentiation rates in transfer treat- were higher 


