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　　　　　　　　　　　　　　　　　 Summary

　Root　segments 　derived　from　cultures 　of　Actinidia　kotomikta　were 　cultured 　in Ψitro　on　BW
medium （Sugawala 　et　al．，1994）．　Twe 且ve 　combinations 　of 　2，4・dichlorophenoxyacetic　acid （2，4−D ）
（0，0．1，1and 　10μ M ）and 　zeatin （0，1and 　10μ M ）were 　tested　at　25℃ ，　under 　a　16・血r　photo−

period　with 　a　ljght　intensity　of　70 μmol ・m
− 2・s

− 1．Ca1且i　formed　from　mot 　segments 　at　an　ooncen −

trations　 of　2
，
4−D 　 and 　zeatin ．　Of　the　 adventitious 　buds　which 　formed　from　the　cailus ，92％ de−

veloped 　into　 shoo 宦s　 wi 電h　 a　combination 　of 　O．1μ M 　2
，
4−D 　 and 　lOμM 　zeatin ．　Root 　 segments 　 ex −

cised 　from　 cultures 　formed　the　 most 　 somatic 　 embryos 　when 　 cultured 　with 　lOμ M 　of 　2，4−D 　 and

zeatin ．　When 　young 　lea且ets　with 　roots 　were 　 cultured 　 on 　the　BW 　medium 　With　zeatin
，
　adventi −

tious　buds　formed　on　the　root　tip．　The　rate　of　adventitious　bud　formation　increased　with 　an　in−

CreaSe　in　Zeatin　COnCentratiOn ．

　The　adventitious 　buds　developed　into　shoots ；shoots 　rooted 　and 　grew　into　v玉gorous　plantlets
when 　transferred 　onto 　Miller’s　medium 　with 　1μM 　1−naphthaleneacetic 　acid （NAA ），
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緒　 言

　北 海 道 内 の 山 地 に 自 生 して い る ミ ヤ マ マ タ タ ビ

（Actinidia　kolomikta　Maxim ．）は ， 耐寒性 が 強 く， 果実

は 無毛 で 品質 もよく，特有 の 芳香 をもち ， 生食 され る と

ともに 果実酒 の 原料 に もな る有用 な野生果樹で あ る．ミ

ヤ マ マ タ タ ビは ，
マ タ タ ビ属果樹 の 育種素材 と し て も活

用 で き る ほ か ， 栽培化する こ と に よ り食用 と して 広 く利

用 さ れ る よ う に な る が，この場合に は，優良系統の 選抜

お よび 品種改良 が 必要 と な る．品種改良 に は
， 交雑育種

や組織 ・細胞培養系を利用 した 変異 の 拡大，細胞融合，

遺伝子導入などの 方法が用 い られ るが
， その た め に は ，

適切な培養系を作出して お くこ と が 必要で あ る．マ タ タ

ビ属植物 の 中で組織培養が 試 み られ た もの と して は，キ

ウ イ フ ル ーツ　（Actinidia　chinensiS 　Planch．） （Harada ，

1975 ；Barbieri・Morini， 1987）， サ ル ナ シ　（Actinidia

arguta 　 Planch．） （劉 ら， 1995）， マ タ タ ビ （Actinidia

polygama　Miq．） （Sugawara ら， 1994） などが あ る，ミ

ヤ マ マ タ タ ビに つ い て は，著者 ら （劉 ら，1997）が 新梢

節間部 の 培養 に お い て 形成 され た 不定芽 か らの 植物体再

生 に つ い て 報告 し た の み で
， 不定胚 を経由す る植物体再

生経路 は 現在まで 確 立 され て い なか っ た．本研究 に お い

て ミヤ マ マ タ タ ビ の 培養体根組織の in　Vitro培養に お け

る不定胚 および器官 の 形成な らび に 植物体再生 の 基本的

な経路 を見出すこ と が で きたの で報告する．

1996年 12月4 日　受付．1997年 10月 20 日　受理．

材 料 お よ び 方 法

実 験 1．培 養 体 の 根 切 片 か ら の 器 官 お よ び不 定

　　　　胚 の 形 成 に 及 ぼ す 生 長 口 節 物 質 の 影 響

　前報 （劉 ら ，
1997） の ミ ヤ マ マ タ タ ビ （Actinidia

ko　lomikta　）無菌培養系で 形成さ れ た シ ュ
ートお よび根

を もつ 培養体 か ら根の 切片 （長 さ0．5cm ）を切 り出 し て

培養し た．外植片 は ， 容器 〔100ml三角フ ラ ス コ ）当 た

り 4個 ， 区当た り 20個 を用 い ，水平 に置床 した．

　培地は
，
Broad−・Leaved　Tree培 地 と Woody 　Plant培

地 の 各成分を 1／2ず つ 混合 し た BW 培地 （Sugawara ら，
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1994），
シ ョ 糖 30g・liter

−1
お よびゲル ラ イ ト2g ・liter

−1

を基本と し ， 生長調節物質を添加 し たの ち ， pH5 ．7に 調

整 し た も の を用 い た．生 長調 節物 質 に つ い て は

2
，
4−−dichlorophenoxyacetic　acid 　（2，4

−D ）0，0．1，1 お

よび 10μ M とゼ ア チ ン 0，1および 10μM とを組み合わ

せ た 12 区を設 け た．容器当 た り 25ml の 培地 を注 入 し，

オ
ー

トク レ
ープ に より滅菌 した （1．2kg ・

 

一2
， 120℃ ，

15分 間）．培養 は 25 ℃ ，
70　pmel ・

m
−2・

s
‘1

（白色 蛍光

灯），16時間日長の 条件下で 行 っ た．

　培養 7 週間後に カ ル ス形成に つ い て ， また ， 培養 13

週 間後 に は シ ュ
ー ト，根お よ び不定胚 の形成 に つ い て 調

査 し た．

実 験 2．培 養 体 由 来幼 葉 の 培 養 に お け る 根 の 形

　　　 成 お よ び 根 か ら の シ ュ
ー ト の 直 接分 化

1．培 養 体 由 来 幼 葉 の 培 養 に お け る 根 の 形 成 に

　 及 ぼ す 生 長 調 節 物 質 の 影 響

　 ミ ヤ マ マ タ タ ビ 培養体の 葉は葉脈が 多く， オ
ーキ シ ン

を含む培地で培養 し た場合，幼葉の 葉脈部か ら容易に発

根する こ とが 予備実験 に よ っ て 確認 さ れ た．本実験 で は，

ミヤ マ マ タ タ ビ培養体の幼葉 （葉長 1．5−−2cm） を切 り

取 り， 実験 1 と同様に 2，　4−D 　O，O．1，1 および 10μM と

ゼ ァ チ ン 0，1および 10μM とを組み合わ せ て 添加 し た

BW 培地に水平に置床 した．外植片は容器 （100m1容三

角 フ ラ ス コ ）当 た り 3個 ，区当 た り 18個 を用 い た．培

養は実験 1と同様 に 行 い
， 培養開始 7 週間後に根の 形成

に つ い て 調 査 した ．

2．培 養 体 由来 幼 葉 の 培 養 に よ っ て 形 成 さ れ た

　 根 か ら の シ ュ
ー

トの 直 接分 化 に 及 ぼ す ゼ ア

　 チ ン の 影響

　 ミヤ マ マ タ タ ビ培養体の 幼葉 （葉長 1．5〜2cm）を切

り取り，2，4−D 　1
μ
M を含む BW 培地 に 水平 に 置床 し，

上述 の 条件下 で 4週 間培養 し て，根を多数形成 させ た．

次 に ，カ ル ス と根が付 い て い る幼葉を半分に 切断し て，

カ ル ス お よび根 をもつ 外植片を作 っ た．BW 培 地 に ゼ ァ

チ ン O，O．1，1お よび 10μM を添加 し た培地 を用 い た．

外植片は
， 容器 （100 皿 1三角 フ ラ ス コ ） 当た り 3個 ，

区当た り 12個と し， 根 に カ ル ス を形成さ せ な い た め根

が培地に接触 し ない ように 水平 に 置床 し た．培養は実験

1 と 同様 に行 い
， 培養開始 60 日後に 調査 し た．

結 果 お よ び 考 察

実 験 1．培 養 体 の 根 切 片 か らの 器 官 お よ び 不 定

　　　 胚 の 形 成 に 及 ぼ す生 長 調 節 物 質 の 影 響

1，カ ル ス お よ び 器 官 形 成

　根切片か らの カ ル ス形成に つ い て は ， 生長調節物質を

添加 し た 区 の す べ て の 切片で み られ，生長調節物質無添

加区で も カ ル ス 形成率 は高 か っ た．カ ル ス の 生 長は

2，4−D お よびゼ ア チ ン の 濃度 が 高くな る と 旺盛に な っ

た （第 1表）．ま た ， 2，4−D 高濃度 の 培地で は 白色を帯

び た カ ル ス が 形成さ れ た が ，ゼ ア チ ン高濃度 の 培地では

緑色 を帯び た 硬 い カ ル ス が形成された．

　培養体の 根切 片に形成 され た カ ル ス の 表層に 不定芽が

形成 され ，
こ の 不定芽が発育 して シ ュ

ー トとな っ た （第

1 図）．ゼ ア チ ン 無 添加 の 培 地 で は シ ュ
ー トは 形成 され

な か っ た．第 1表に示 し たように ，
シ ュ

ート形成率は，

ゼ ア チ ン 10
μ
M と 2，4− DO ，1μM とを組み合わ せ た と

き最 も高 か っ た．シ ュ
ート数 は，シ ュ

ート形成率と同じ

傾向を示 し，ゼ ア チ ン 濃度 が 高 くなる に従っ て外植片当

た りの シ ュ
ート数が多くな っ た．

　ま た
， 根切片か らは ， カ ル ス を経 由 して 不定根 も形成

された．不定根形成率は，ゼ ア チ ン の濃度が高くなるに

従 っ て低 くな っ た，ま た
，
2

，
　4−D 　O．1

μ
M 添加区に お い

て 高い 発根率が得 ら れた．根数 は ， 0．1μM 添加区 に お

い て やや多 か っ た が，根数 に 及 ぼ すゼ ア チ ン の 影響 に つ

Table　1．Effects　of 　2，4−D 　a皿d　zeatin　on　callus，　organ 　and 　somatic 　emb 【yo　formatien　from【root　segments 　ofA ．　kotomikta．

翻 儲
N

響  蠱盆認撫
％ ofshootformationyNumber　of　　　 ％ of 　　　 Number 　　％　of　somatic 　 Number 　Qf

shoots 　per　　　 【oot 　　　　 ofroots 　　　 embryo 　　　 somatic

explanty 　　formationy　Per　explant
“

　formationy　　ernbryosw

…
ω

綴

−

占
楹

O11001mO110011066666600000011

苴

且
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．30
，037
．591
，70
．05
．05
．OO
．00
．05
．0

　 0
監± ow3
．2 ± 0．9

　 02
．3 ± 0．62
．5 ± 0．4

　 02

± 02
± 0

　 0

　 02

，3 土 0．6

56．343
，837
．575
．062
．541
．755
．040
．033
．345
，010
．025
．0

2．2 ± 0．5LO
± 021

．5 ± 052
．1 ± 0．42
．2 ± 053
．4 ± 1．OL7

± 0．41
．9 土 0．4L6

土 0．72
．1 ± O．4LO

± 0．31
．5 ± 0．4

0．00
，00
．00
．00
．00
．00
，05
．00
，00
．OlO
．Ol5
．0

　 0
　 0

　 0

　 0
　 0
　 0

　 0

　 0

　 0
　 01
．5 ± 051

．3 ± 0，4

z

　 Data　were 　Iaken 　after 　7　weekS 　of　culture ，

1臨階。溜露
’

鑑 舗 欝 寤＋ ≦ 、。＿ ．1。 mm ． ＋＋＋．
w

　 Mean　±　SE．
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Fig．1．　Shoots　fo皿 ed　via　ca皿us　induced　frem　root 　seg
−

　 ments 　of 　A ．　kolomi
’
kea  ユ加 res ．

い て は
一

定の 傾向が認め られな か っ た．

2．不 定 胚 形 成

　 ミヤ マ マ タ タ ビ培養体 の 根を培養し た 場合 に は ， カ ル

ス の 表層に球状胚が形成 された．球状胚の 細胞は，カ ル

ス細胞よ り緻密で あり，細胞質で 満た され ， 核が 大 きか

っ た （第 2 図
一A ）．球状胚 は

， 心臓型胚 ， 魚雷型胚 を

経由 し， やが て 子葉および根 をもつ 幼植物 に な っ た （第

2図
一B お よび C）．こ の よ うな不定胚 由来の 幼植物体

は 1．の 不定芽由来の シ ュ
ートと容易 に 区別する こ とが

で きた ．

　 ミ ヤ マ マ タ タ ビ 培養体 の 根 由来 の 不 定胚 は ，2，4−D

1 μM と ゼ ア チ ン 1μ M と の 組合せ お よび 2，4−D10 μ M

と ゼ ァ チ ン 1 ま た は 10
μ
M と の 組合せ に お い て の み 得

られ た ．不定胚 の 形成率は低 く外植片当た りの 数は少な

か っ たが，不定胚を経由する植物体再生が可能で あ る こ

と が 確認 され た．

　 ミヤ マ マ タ タ ビ で は
， 培養体 か らの 根切片 を 1−naph −

thalene 　acetic 　acid （NAA ） と 6・benzyladenine（BA ）

ま た は ゼ ア チ ン とを組 み 合わ せ た 培地 ま た は 2，4−D と

BA とを組み合わせ た培地で培養する と，不定芽の み が

形成 される こ と が予備実験に より確認された，し か し，

本実験 の 2，4−D とゼ ア チ ン との 組合せ 添加区 で は 不 定

胚 の 形成が確認 され，こ の 不定胚が幼植物とな っ た．こ

の こ と か ら ミ ヤ マ マ タ タ ビの 組織切 片か らの 不定 胚 形成

に は ，2，4−D と ゼ ア チ ン と の 組合せ が 最適 で ある と考

えられ る．

Fig．2．　Plantleロ egeneradon 　via 　somatic 　embryo 　from　root

　 segments 　of 　A 　ko’o η鉦セ σ cultUres ，（A ）Globular−stage

　 omb 【yo，（B）and （C）plantlet　regenerated 　from　soma −

　 tic　embryo ．

　不定芽形成 と 不定胚形成 が 同時に 起 こ る例 は 他 の 植物

で も報告されて い る （Rao ら ， 1973；Sangwan・Harada，

1975；Tanimoto ・Ha 匸ada
， 1980；Barwale ら，1986）が，

ミ ヤ マ マ タ タ ビ培養体 の 根切片を培養する と不定胚 と不

定芽が同じ培地 で形成 される こ と は本実験に お い て 初 め

て 見出 され た、これ らの 培養系に お け る植物体再生 の 各

経路は ， 生物工 学的 な 手段 に よる品種改良 の 際に利用 で

きるもの と考 えられる．

実 験 2．培 養 体 由 来 幼 葉 の 培 養 に お け る 根 の 形

　　　　成 お よ び 根 か ら の シ ュ
ー

トの 直 接 分 化

1．培 養 体 由 来 幼 葉 の 培 養 に お け る 根 の 形 成 に

　 及 ぼ す 生 長 調 節 物 質 の 影 響

　 ミヤ マ マ タ タ ビ 培養体の葉を培養 した場合，葉脈お よ

び葉縁か ら根が 形 成 され た ．根形成 率は2，4−D の 濃度

N 工工
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が高 くなるに従 っ て 上昇 し た が
，

ゼ ア チ ン の濃度が高く

な る に従い 形成が抑制される傾 向がみ られ た （第 2 表）．

ま た
， 切 片 当 た り の 根 数 は，2，4−D 無 添加 お よ び

0．1μM 添加 の 場合に は ゼ ア チ ン濃度 と の組合せ の 間に

大 きな差 は み られなか っ た．2，4−Dl お よ び 10
μ
M 添加

区で は，根数は 多か っ たが ， ゼ ア チ ン の 添加 に よ り減少

し た．

　以上 の よ うに
， 葉 か ら の 不定根 形成 は，2，4−D お よ

び ゼ ア チ ン添加 の 影響を受け ， 2，4−D1 および 10μM の

単独添加区 で は 不定根形成率が 高く，根数 が多か っ た．

また ， 2，4−D1 μM 添加 区では ， 切片か ら形成 された カ

ル ス が 2，4−D10 μM 添加 区よ り小 さくな り， 移植後の

培養では根 の 生長 が 良好で あっ た．また ， 2，　4−D10 μ
M

添加 区の カ ル ス は移植後 に褐変し易 く，2，4−D1 μM 添

加区で形成 され た カ ル ス の 方 が移 植に適 して い る と考え

られ る．

2．培 養 体 由 采 幼 葉 の 培 養 に よ っ て 形 成 さ れ た

　 根 か ら の シ ュ
ー ト の 直 接 分 化 に 及 ぼ す ゼ ア

　 チ ン の 影 響

　根を形成 した 幼葉を，
ゼ ア チ ン添加培地 に 移植 して培

養する こ とにより， その 根 の 先端部 か ら，カ ル ス を経由

する こ と な く，不定芽が形成 され た （第 3 図）．移植 3

週 間後には ， 根 の 先端の一部分 が 肥大して 不定芽 とな り，

5週間後 に シ ュ
ー

トにな っ た．

　 ミ ヤ マ マ タ タ ビ 培養体 に 形成 され た 不定根か らの直接

的な不定芽形成は ゼ ァ チ ン に より誘起され る こ とが わ か

っ た （第 3表），添加 し た ゼ ア チ ン 濃度が 高くな る に 伴

い
， 不定芽形成率が 高 くな り， 切片当 た り不定芽数が多

くな っ た．この 不定芽は伸長 して シ ュ
ー

トを形成 した ．

不定根か らの 不定芽形成 は，ギ ョ ウ ジ ャ ニ ン ニ ク 種子 の

無菌培養に よっ て 得 た芽生 えの 幼根に お い て も報告され

て い る （金澤 ら，1991；Kanazawa ら，
1992）．

　実験 1お よび 実験 2 に お い て得 られた シ ュ
ー ト を基部

か ら切 り取 り，NAA 　I μ M を添 加 し た Miller培地

（Miller，1965）へ 移植 して 培養 し たと こ ろ，発根が み ら

れ ， 5遍間後に はすべ て の シ ュ
ー トが 発根 し

， 健全 な幼

植物 とな っ た （第 4 図）．

　以上 の ように ，
ミ ヤ マ マ タ タ ビ 培養体の幼葉の 葉身部

を切り取 っ て培養する と葉脈部お よび葉縁 か ら直接的 に

根 が 形成 され た．根を形成 した幼葉を移植すると根 の 先

11g．3．　Adventitious　bud　and 　shoot 　fo皿 ed 　directly　from　a

　 root　of　A ，　kotomikea　cul田res．　B ：bud，　S：shoo し

Tab］e　3，　 Effects　of 　zeatin 　on 　adventitious　bud　formation
　 　 f「om 　roo 陰 ofA ．　kotomikta　1

　 　 　 　 Number　of　　　　　　 ％ of　　　　　　 Nurnber　of
Zeatin

・・M ・ 　
e

蹴 　
記

嬲辮
ud

囀珪黜屮s

0
ユ

亘

0

0

　

1

2222 　 07
．6± 3．8285

± 3．945
．1士 5．1

　 OL4
± 0．42

．1 ± 0．42
．7 ± 0．3

t
　 Dala　were 　taken 　after　7　weekS 　of　culture ，
γ　 Mean ± SE．

Table　2．　Ef5  ts　of 　2，4−D 　and 　zeatin　en 　callus　formation　from

　　 juvenile【eaflets　of　A，　ke）lomikta　plantlets　regene 【ated　in

　 　 vitro
’．

　 　 　 　 　 　 　 N ロ 皿 ber　of　　　　 ％ of　　　　 Number 　of

瀦 鴒 ・

器 温 、 欝
0001111

且

1000

　

　

　

000

OlmO

−

1001100110

888888888866 11．116
、711
．127
．722
．2n
．1100
．066
．733
、3100
．075
．050
．0

1．5 ± 0．71
．0 ± 0．515

土 0．7L8
± 0．61

．2 ± 0．21
．0 ± 0．07
，3 ± 0．67
．0 ± 151

．0 士 0．0
且1．6 ± LO4
．8 ± 0、94
．9 ± 0．6

T’
　 Data　were 　taken 　after 　7　weeks 　of　culturc．
y　 Mean ± SE．

Fig．4．　Roots　formed 且om 　the　basal　pOnion　of 　a　shoot

　 which 　was 　derived　from、A ．　kOlomikea　root 　culture 　on

　 Miller’s　medium 　With　1μ M 　NAA ．
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端近傍部にお い て直接的に不定芽が形成 され，さらに，

移植後 の 培養に よ り幼植物 に な る こ と な ど が 明 らか に な

っ た、こ の 培養系 は，ミヤ マ マ タ タ ビ の 生物 工 学的 な手

段に よ る品種改良の ほ か に，大量増殖に も利用で きる．

摘　　要

　 ミヤ マ マ タ タ ビ 〈Actinidia　kolomikta ） の 培養体 か ら

切 り出 した 根切片を培養 し ， 器官形成 ， 不定胚形成およ

び植物 体再生 に つ い て 検討 し た．BW 培地 （Sugawara

ら，1994＞ を基本 と し
，

2，4−D （0，0．1，1 お よ び 10

μ M ） と ゼ ア チ ン （O，0．1 および 1μ M ） とを組み合 わ

せ て 添 加 し た 12 種 の 培 地 を 用 い ， 25 ℃ ， 70

μmol ・m
−z・s

−1
， 16時間 日 長 の条件下 で 培養を行 っ た．

　培養体の 根切片か らの カ ル ス 形 成は ，
2，4−D お よび

ゼ ア チ ン 濃度 が 高 くな る に 従っ て促進 され た ．カ ル ス か

ら不定芽 が形成 され ， や がて シ ュ
ートに まで 生長し た．

シ ュ
ート形成率は，ゼ ア チ ン 10

μ
M と2，4−DO 、1

μ
M と

を組み合わせ て 添加 した とき最 も高 くな っ た ．

　培養体 の 根 を培養し た場合 に は ，2，4−Dl μM とゼ ア

チ ン 1 μ M と の 組合 せ 添 加 区お よ び2，4−D10 μ
M と ゼ ア

チ ン 1 ま た は 10
μM と の 組合せ 添加区 に お い て 不定胚

形成 が 観察 され た．

　培養体 か ら切 り取っ た幼葉を培養する と葉脈お よび葉

縁か ら発根し，こ の よ うな状態 の幼葉をゼ ア チ ン を含む

BW 培地 に 移植 して 培養すると ， その 根 の 先端部か ら不

定芽が形成 された．こ の場合 ， ゼ ア チ ン濃度が高くな る

に従っ て不定芽形成率が 高くな っ た．

　不定芽か ら形成 され た シ ュ
ー

トを切 り出 して NAA 　l

μ
M を添加 し た Miller培地 へ 移植 し たと こ ろ，すべ て

の シ ュ
ートが 発根し，旺 盛 に 生長する健全 な幼植物に な

っ た ．
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