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　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　Ste皿 segments 　of　23　chrysanthemum （Dendranthema 　grandiflorum（Ramat ．）Kitamura）culti−

vars 　were 　cultlvated 　on 　MS 　medium 　containing 　NAA 　2，0　mg ・liter
− 1

　and 　BA 　O．2　mg ・hter
− 1，

Among 　which 　ll　cultivars 　had　high　 adventitious 　 shoot 　 regeneration 　potentials．　Three　 of 　these

cultivars ，
‘Shuhonochikara ’

，
‘
New 　 Summer 　 Yellow’and

‘Yamabiko ’
which 　 were 　 selected 　 for

transformation 　experiments 　had 　their　regeneration 　potential　suppressed 　by　kanamaycin　at　75 〜

10．O　mg ・liter
−

’．
　The　stem 　segment 　explants 　were 　co −cultivated 　at　25℃ for　3　days　with ．4grobacterium　tumefa −
ciens 　strain 　LBA4404 ，　containing 　pBI121　plasmjd．　After　co −cultivation ，　the　explants 　were 　placed
on 　regeneration 　medium ，　containing 　7，5〜10．O　mg ・llter

− lkanamycin ，　The　presence　of 　the

NPTII 　gene　in　the　regenerated 　plants　was 　con 且rmed 　by 　PCR −southern 　analysis ．　The 　transforma −
tion　e苗 ciency 　increased　to　2，46％ when 　the　Agrobacteriu〃 t　suspension 　was 　diluted　with 　a　regen −
eration 　medium ，containing 　100μM 　acetosyringone ．

Key 　Words ： chrysanthemum ，　 regeneration ，　genetic　transformation ，149 厂o 肋 σ e磁 毋 ，　 ace −
tosyringone ．

緒 　 　言

　近 年，外 来 遺伝子 導 入 技術 の 進展 に よっ て
， さま ざま

な 新 形 質 を も っ た 植物 が 育 成 さ れ つ つ あ る （江 面 ら

1997）．遺伝 子 導 入 を 応 用 して 育 種 を行 う場合 に は，い

くつ か の 解決 し な け れ ば な らな い 問 題 が あ るが，ま ず外

植体 か ら の 茎葉再分化系の 確立 が あ げ られ る，と くに ア

グ ロ バ ク テ リ ウ ム （Agrobacterium ） を利用 し た 形質転

換 に お い て は こ の こ とが 必 須 の 要件 と なる，

　キ クの 茎 葉 再 分 化系 につ い て は こ れ ま で に い くつ か の

報告 が あ り特 定 の 種 お よび 系 統 （genotype） に お い て は

形質転換 系 も確 立 され て い る が （間 ら，1992；De 　Jong

ら，1995 ；Fukai ら，1995；Ledger ら，1991；Renou ら，

1993 ；Yepes ら
，
1995），一方 で キ ク の 茎 葉再 分 化 能 に

は 著 し い 品 種 問 差 の あ る こ と も報告 され て い る （De

Jong ら ， 1993；Kaul ら ，
1990 ；Ledgerら，1991 ；深井

ら，1987；宮 崎 ら，1976；柴 田 ら，1992；Renou ら ，

1993　；　Urban ら，1994）．ま た 形 質 転換 に お い て は，報

告 の あ る キ ク 品種 ・系統 お よ び ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム の 系

統 が極 め て 限 られて い る こ と が実 用 上 の 問題 とな っ て い

る ．形質転換効率 に つ い て も
一

部 の 系統 で 15．6％ とい

う報告 もあ る が （Fukai ら，1995），ほ とん ど の 報告 で

は 数％ 以 下 に 留 ま っ て お り国内の 品種 で は 0．1％ 程度 と

され て い る （間，私信）．こ の ような こ と か ら形質転換

を 育種 技 術 と して 利 用 す る た め に は ， 容 易 に 入 手 可 能 な

菌株 を用 い て あ る程 度 の 形 質 転 換 効 率 を得 る こ とが 是 非

と も必 要で ある ．

　著者 ら は 外来遺伝子導 入 法を利用 し た 新 た な形質をも

っ た キ ク を育成す る こ と を目的 と し て ，茨城県内で 栽培

され て い る主要 な 輪ギ ク お よび小ギ ク （以 下 キ ク と 略

す）23 品 種 ・系統 に つ い て，茎葉再分化能 の 検討を行

っ た．また 普 遍 的 に 市 販 され て い る ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム

LBA 　4404株 を用 い て 実 用 的 な 形 質 転 換 系 の 確 立 を試 み

た．そ の 結果，茎切片培養 に お い て 高い 茎葉再分化能を

もつ 11品種 が ス ク リ
ー

ニ ン グ され，その うち 3 品種 に

お い て 形質転換体 が 獲得 され た．さ ら に 2．5％ 近 い 形質

転換効率が 得 られ，今後育種技術 と し て も利 用 で き る可

能 性 が示 され た の で 報告す る．

1997年 9 月 10 日　 受付．1997 年 12 月 8 日　 受理，
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材 料 お よ び 方 法

1 ．茎 切 片 培 養 に お け る 不 定 芽 形 成 率 の 品 種

　　間 差

　不 定 芽形成 率 に お け る品種 問 差 を 調 査 し
， 高 い 不 定 芽

形成能をもつ 品種 をス ク リ
ーニ ン グ す る た め に

， 茨 城 県

内の 産地よ り収集 し た キ ク 23 品種 （第 1表） を供試 し

て 茎切 片培養を行 っ た．母本 と な る 無菌植物 の 確 立 は以

下 の よ う に 行 っ た ，ガ ラ ス ハ ウ ス 内 で 育成 し た キ ク

（Dendranthema 　grandiflorum（Ramat ．）Kitamura） の 母

株 よ り採取 し た え き芽 を 含 む 茎 を 長 さ 2cm に 調 製 し て ，

0．1％ 次塩 素酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 で 15分 間 滅 菌 し，滅 菌水

で 3 回洗浄 し た 後，1／2　Murashige ・Skoog （1／2　MS ）培

地 （Murashige ・Skoog ， 1962） に indoleaceticacid

（IAA）0．2mg ・liter
一

且

お よび シ ョ 糖 30　g
・1iter

− 1
，ゲ

ル ラ イ ト3g ・liter
− 1

を添加 し た 培地 上 で 培養 した．再

生 した 無菌植物体 を MS 培地上 で 継代培養 し て ，茎切片

培 養 に 供 試 した ．

　 茎 切 片培 養 は，柴 田 ら （1992） の 方 法 を改 変 し て 行 っ

た．すな わ ち無菌植物体 の 茎 （節間部） を 3mm 長 に 切

断 し さ らに 縦方向 に 二 分割 し て 墓切 片 を 調製 した ．MS

培地 に naphthaleneacetic 　acid （NAA ）2．Omg ・liter
− 1
，

benzyladenine　（BA ）O．2mg ・liter
− 1

ま た は IAA 　2．O

mg
・liter

一1
，　 BA 　O．2mg ・liter

− 1
お よび シ ョ 糖 30g ・li−

ter
− L ゲ ル ラ イ ト 3g・liter

− 1
を添 加 し た 再 分 化培地

（以 下 それ ぞ れ MNB 培 地 お よび MIB 培 地 と略 す ） を調

製 し，9cm シ ャ
ー

レ に 25　ml ずつ 分注 した．茎 切 片 を

培地 に 切断面 が 接す る よ う に 10〜15片ずつ 置 床 し て
，

25 ℃，3，　OOO　lx，16hr 照明 ドで 培養 し た．実 験 は 時 期

を変 えて 2 回反復 し た．それぞれ 1か 月後 に 各品 種 ご と

の 不 定 芽形成茎切片数 を調査 し て 茎葉再分化率 を求 め た．

2 ．抗 生 物 質 に 対 す る 感 受 性

　 各 抗 生 物 質 の キ ク の 茎 葉 再 分 化 に 及 ぼ す影響を知 る た

め に，kanamycin （Km ），　 hygromycin （Hyg ） お よ び

genetecin （Gen ） に 対す る感受性程度 の 調 査 を 行 っ た ，

材料 に は 茎切片培養 で 高 い 茎葉再分化能 を示 した も の の

う ち 3 品種 （秀 芳 の 力
’
，
‘
ニ

ュ
ー

サ マ
ーイ エ ロ

ー’

，
‘

山

彦
’
）を供試 し た ，MNB 培地 に ，　 Km 　O／7，5／10／15　mg ・

liter
− 1
，ま た は Hyg 　O／2．5／5／7．5mg ・liter

− 1
，ま た は

Gen 　O／5／10　mg ・liter
− 1

を1忝加 し た 選 抜培地 を調製 し，

9cm シ ャ
ーレ に 25　ml ず つ 分 注 し た ．茎切片を 20 片ず

つ 置床 して 25 ℃ ，3，000　lx，16　hr照 明 下 で 培養 を行 っ

た．1 か 月後 に 不定芽形成茎切 片数 を調 査 して ， そ の 数

が ゼ ロ に な る 最低濃度 を最適な 選抜圧 濃 度 と判定 した．

3．形 質 転 換 体 の 獲 得

　 形 質 転 換 体 獲 得 の た め に 以 下 の 実験を行 っ た ，マ
ー

カ

ー遺 伝 子 と し て は neomycin 　 phosphotranspherase

（NPTII ）遺伝子 （Hood ら，1993＞を 用 い
，

プ ラ ス ミ

ド pBl　 l21 を 導 入 し た ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム

（Agrobacterium　t” mefaeiens ）LBA 　4404株 を供試 した ．

供試品種 は 抗生 物質 に 対す る 感 受 性の 調 査 で 用 い た もの

と 同様 の 3 品種 と し た．

1 ）ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 菌 液 の 調 製 法 の 検 討

　ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム LBA 　4404 株 を，　 Km 　50　mg
・li−

ter
− 1

を 添 加 し た Luria　Broth （LB ） 液 体 培 地

（Maniatis ら， 1982）で 24 時 間 振 と う 培養 し た ，菌液

を蒸留水 また は MNB 液 体 培 地 で 直接約 20倍 に 希釈 し
，

茎切 片を浸漬 し た後，2分 間 減 圧 処 理 を行 っ た．ま た 菌

液 の 希釈法 と し て   蒸留水 の み   蒸留 水 に acetosyrin
−

gone　（3
’
，5LDimethoxy −4’・hydroxyacetophenone ） 100

μ
M 添加   MNB 培地 に aqetosyringone 　lOO μ M 添 加 の

3区 を 設 け ， そ の 効 果 に つ い て 試験 し た．茎切片 は 感染

処 理 後直 ち に，9cm シ ャ
ーレ に 25　ml ず つ 分 注 し た

MNB 培 地 へ 切 断 面 が 接す る よ う に 50 片ずつ 置床 し た．

実 験 は 処 理 に よ り 2〜5 回反 復 し た．25 °C，3，000且x で

3 日 間共存培養 し た後 に ，MNB 培 地 に Km 　7．5mg ま た

は 10　mg ・1iterrlお よ び Claforan （cefotaxime
・

ヘ キ ス

ト社 製）250mg ・liter
− 1

を添加 し た 選抜培 地 へ 移植 し

た ，2 週 間 ご と に 新 し い 培地 へ 継代培養 し，1 か 月後 に 再

分 化 した不 定 芽 由 来 の シ ュ
ート数 を調 査 し た ，得 られた

再分 化個体 は MS 培 地 に Km 　lOmg ・liter
一

上

を添加 した

培地 （MS 選 抜培 地 ）上 へ 移 植 し，発 根 の 有 無 を確認 した ．

2 ＞形 質 転 換 体 の 確 認

　得 ら れ た 再分化個体 の うち 選抜培地 上 で 発根 の 認 め ら

れ た もの に つ い て
， 展 開 葉 1 枚 を 5mm 角に 調製 し LB

固形培 地 F．で IO 日 間培養 し て ，ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム に

よ る汚 染の 有 無 を確認 し た ．さ らに 展開葉 0．2g か ら改

変 CTAB 法 （向 井 ・山 本 ，
1995） に よ り DNA を抽出

し，NPTII 遺伝 子 の 3’

お よ び 5’側 の 適当 な 配 列 か らデ

ザ イ ン し た プ ラ イ マ
ー （NS お よ び NA ）を用 い た PCR

お よ び NPTII 遺伝子 を プ ロ ーブ と し た southern 分 析 を

行 っ て
， 導 入 遺 伝 子 の 検 坦 を 試 み た （NS ：

5’ACAAGATGGATTGCACGCAGGT3
「
，　　 　　 NA ：

5’ACTCGTCAAGAAGGCGATAGAA3 ’
）．　 PCR の 条

件 は 95　
eC ・9分 ， 1サ イ ク ル さ ら に 94

°
C ・1分 ，

62　
°
C

・2分 ，72℃ ・3分 ，45 サ イ クル と した．southern 分

析 は DIG 法 （野村
・
稲澤，1994）に よ り行 い ，プ ロ ー

ブ に は 精製 し た pBI　l21を鋳 型 と して 上 記 の プ ラ イ マ ー

を用い て 増幅 し た PCR 産 物 を用 い た．ま た，再 分 化 個

体 の う ち導 入遺伝子 が確 認 で きな か っ た個 体 をエ ス ケー

プ と判断 した ．

結 　 　果

1 ．茎 切 片 培 養 に お け る 不 定 芽 形 成 率 の 品 種

　 間 差

県内 よ り収集 し た 主 要 な キ ク 23 品 種 に つ い て 茎 切 片
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培 養 を 試み た．供 試 し た 23 品 種 の う ち 精 母
’
等 5 品 種

（21．7％ ） で は MNB ，　 MIB い ず れ の 培地 で も全 く再 分

化 が み られなか っ た が
，

‘
ク イ

ー
ンエ リザ ベ ス

’
等 4 品種

で は い ずれ の 培地で も高 い 再分化率を示 し，明 ら か な 品

種間差が 認 め られ た．また，比較的不定芽形成能の 高 い

品種 と し て 精 志
’
，

‘
秀芳 の 力

’
， 精 雲

’
，

‘
ク イ

ー
ン エ リザ

ベ ス
’
，
‘
菊娘

’
，
‘
ニ ュ

ーサ マ ーイ エ ロ ー’
，
‘
サ マ ーイ エ ロ

ー’
，
‘
桂 林

’
（以 上 輪 ギ ク ），仙 彦

’
，朝 路

’
，
‘
あ す か

’
（以

上 小 ギ ク ）の 11品 種 が ス ク リ
ーニ ン グ され た．添加 す

る オ
ー

キ シ ン の 種類 に 対す る 反応は 品種 に より異 な る が，

MIB 培地で は 再分化率 が 低 い 品種 で も MNB 培地で は

高 ま る場合 が あっ た ．特 に
‘
秀芳の 力

’
等の 4 品種で は

，

NAA を用 い た 場合 に は 50％ 以 上の 再分化率 を示す に も

か か わ らず，IAA を用 い る と 0％ に 留 ま っ た ．全 体 と

し て は オーキ シ ン と し て NAA を用 い た場 合 に よ り多 く

の 品 種 で 再 分 化 率 が 高 ま る こ と が 明 らか と な っ た （第 1

表）．　 ま た，こ れ らの 中か ら産 地 に お け る品種構成等

を勘案 し て
‘
秀芳 の 力

’
，
‘
ニ

ュ
ー

サ マ
ーイ エ ロ ー’

，仙 彦

の 3 品種を選び以 後 の 実験 に 供試 し た．

2．抗 生 物 質 に 対 す る 感 受 性

　茎切片培養 に お け る，各種抗生物質 の 再分化率に 及ぼ

す影 響 を 調 査 した と こ ろ，各 品 種 に お け る適 当 な 抗 生 物

質 の 選抜圧 濃度 は 次 の よ う に 判 断 され た．
‘
秀 芳 の 力

’
：

Km 　7．5mg ・liter
− 1

，　 Hyg 　5　mg ’　liter
− 1

，　 Gen 　5　mg ・

liter
一

且

，

‘
ニ

ュ
ー

サ マ
ー

イ エ ロ
ー’

：Km 　10　mg ・liter
− 1
，

Hyg 　s　mg ・liter
− 1
，　 Gen 　5　mg ・liter

− 1
，

‘
山彦

’
：Km 　10

mg
・liter

− 1
，　 Hyg 　5　mg ・liter

− 1
，　 Gen　10　mg ・liter

− 1
．

以 上 の よ う に，各種 抗生 物質の 種類 ・濃度 に 対す る反 応

性 に も 品種 に よ り明 ら か な差 異 が 認 め られ た （第 1図 ）．

3 ．形 質 転 換 体 の 獲 得

　再分化 し た シ ュ
ー

トを MS 選抜培地上 で 培養 し，発根

を確認 す る こ と に よ っ て 非 形 質 転 換 体 が か な り除去 され

た．ま た 発根 の 確認 さ れ た 個体 に つ い て PCR 法 に よ り

導 入 遺伝子 の 確認 を試 み た と こ ろ，期待 され る 778bp

付近 に DNA の 増幅断片 が 得 ら れ た．さ ら に southern

分析 を行 っ た と こ ろ得 られ た 断片 は NPTII 遺伝子 で あ

る こ と が 確認 され た （第 2 図），PCR に よる非特異的な

増幅断片等は 認 め られ な か っ た ．

　供 試 した 3 品種 （
‘
秀 芳 の 力

’
，
‘
ニ ュ

ーサ マ ーイエ ロ ー’
，

‘
山彦 ） につ い て ，ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 菌 液 を蒸 留 水 で

希釈 し た 場合 に は，ユ，8，7 の 再分化 シ ュ
ー

トが 得られ

た が 形質転換体 は 得 ら れ な か っ た．一
方，蒸留水 に

acetosyringone 　lOO μM を添加 し た 場合 に は
， 選抜培地

上 で そ れ ぞ れ 11
，
19

， 17の 発根個体 が 得 られ，PCR ・

southern 分析 の 結 果 こ れ らの う ち NPTII 遺伝子 を含 む

形 質転 換 体 は そ れ ぞれ 6，12，13個 体 で t 外 植 体 当 た り

の 形 質 転 換 効 率 は 0．90％，0．88％，1．36％ に留 ま っ た．

ま た，菌液 を MNB 培 地 で 希釈 して acetosyringone 　100

μ M を添加 し た場合 に は，選抜培地 上 で そ れぞれ 11，4，

23 の 発根個体 が 得 られ た．PCR ・southern 分析 の 結果

こ れ らの うち NPTII 遺伝子 を含む 形質転換体 は それぞ

れ 3
，

1
， 5 個体 で

， 外 植体 当 た り 1．60％ ，
1．33％ ，

2．46％ の 形 質転 換 効 率 が得 られ た （第 2表 ）．い ず れ の

処 理 区 に お い て も得 られ た発 根個 体 の ア グ ロ バ ク テ リウ

ム に よる 汚染 は 認 め られ な か っ た （デ
ー

タ 省略）．

考　 　察

　 キ ク の 形質転換 につ い て は こ れ ま で に い くつ か の 成 功

例が 報告 され て い る が
， それ らは特定の キ ク 品 種 お よ び

ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム の 系 統 を用 い た 場 合 に限 られ て い る．

また 国 内 の 園芸 品 種 の 例 と して は 秀 芳 の 力
’
を用 い た間

ら （1992）の 報告 が唯
．一
で あ る．著者 ら は ア グ ロ バ ク テ

Tab 畳e　1．　Regeneration　ability　in　some 　Japanesc　cu 】tivars　of 　chrysanthemum 　ag．　affected 　by　auxin 　in　the

　 　 stem 　seglncnt　culmre 　medium ．

　　 Regeneration　ratez　on　MNBI 　medium

O ％　　　　　　　　　1− 20 ％　　　　　　　21 − 20 ％ 51 〜100 ％

Regeneration　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Natsukodachi　　 Y−Shuhonochikara　Seishi

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Y−Shuhonokagami　 Meisoi　　　　 Natsuzukiyo　　　 Shuhonochikara

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Seibo　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Asaji　 rと1吐e
　 　 　 　 　 　 　 O％
　 　 　 　 　 　 　 　 　 Oubai　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Seiun

　 on 　　　　　　　　　　 Spot

　 　 　 　 　 　 　 　 　 BenLgcshiki

　 MIBX
　 　 　 　 　 1 − 20 ％ Momoza10 　 　 　 Shuhoy   abuki 　 　 　 　 　 　 　 Asuka

　 medium 　　 21 〜　20 ％　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Na しsuyasumi

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Summer 　YeUQw 　　Queen　Elizabeth
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 K 己irin　 　　 　　 　　KikumUSUme
　 　 　 　 　 5i − 100 ％

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 New 　Summer 　Ydlow

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Yamabiko

No ．of　segmems 　with 　shootstNo ．　of 　total　stem 　segments 　X 　100
MNB ：MS 十 NAA 　2　mg ・liter

−1
十 BA 　O．2mg ・liter

“b

MIB ：MS 十 IAA 　2　mg ・］itcr
−1

十 BA 　O．2　mg ・liter
−1
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1008G6040200

（％ ）

10G806040200

0　7，5　10　15　　　0　2　5　5　7，5　　　0

Shuhonochikara

510 （mg ／l）

New 　Summer 　Yellow

07 ．51015 　　 02 ，557 ，5　　0　510 （mg 〆1）
（％）

IOO806040200

Yamabike

07 ，51015 　　0　2．557 、5　　0　5　10（mg ／D
Kanamycin 　　Hygromycin 　 Genetec 川

Fig．　 1．　 Suppression　 of 　 adventltlous 　 shoot 　 regeneration 　frGm 　 stem 　 seg −

　 　 mentS 　 of 　three　 chryganthemum 　 cultivars 　by　th エee 　 antibiotics 　 at 　dlf−
　 　 ferent　ooncentratlons ．

nt 　c 　l　 234567891011121314151617181920212223

甑

難

毒

舞

鑿

蠱

覊

毒

蠡
馴
鍛

義胛

凹
難

畿
鏤
韈

欝
鑞
鬱

齢

蠡
覊
繚

蓼屮

町
鬱

蕩

鬱
毒
難
毒
轟

婁

轟
嚢

錘
無恥

四
鬱

藩

舞
騒
難
鬱

撃
藩

轟
鍍
黔

鞭

岬
藩
緯
霧
黌

趣
戀
灘

綬

霾
鯵
毒
霾

尊
韓
鞭

趣
鏤

鑛

蠱

戀
霾

耄
懃
靉

財
罍

鬱
轟

華
鵜

難
靉

響

嚢
灘
鬱

辮
欝

懣
覊
餓

聾

製
舞
繕

糞
轄
縫
舞

馨
謬
鬱

罅

嚢鬲

鞘

轟

蠶
婁
韈

舞
瀞

舞
瀚
蠱
鬱
灘・

畿
轍

鐵
轗
聾
講

黌

轟
轟
靉
罅
舞
罍
懸
麹・
蠢

鑾
鬱

邂

離

蠱
蠢
韓
韆
毒

羹
鏤

毒
霾

蠶

韻

鬱
鬱

窰
態

鬱
韓

霾
穩

霾
癰
鬱

嬲

垂
毒
雛
譱
藝
鑛
蠱
覊聖
鞍
毒
鏤
毒

燭

鬱
覊
毒
懸

難
毒

雲
響
毒
静

霧
垂

藩
爨
蠱

飜
鬱

韃
鬱

誰

髴

鞭

鑿

毳
蠢
鬱
毒
響

幾
毒
蠱
灘
韈

轄

難
霾

蠡
鱗
鬱

耄
鑿
鍛
鬱
灘

羅

霾
鬱
靉
霾
鸛
垂

嚢
鬱
螽

蓼
轟

糶

攤

欝
韓

麟
蕪

鱒
纏

麟
靉
藩
鑛

靉

毳

鏤
飜

蠶
鞍
毳

覊
難
蠡

嚢

舞

嚢
蠱
麟
無
驫
灘
驫

嚢
嚢
灘
藩

靉
毒
鬱
鬱
驫

講
器
騨

毒

諺
舞

馨
鍵

灘
轟

嚢
霾
靆
霾

鬟
塾
鍵
鵜

藩

灘

蠹
靆
毒

鬱
麟
難

耄
露
験
譱

鍛
鑛
囃

毒

羃
鎗
毒
難
撃
鶴
螽翻

鬱
鐘
錘
鑞
難

羃
曇

鬱
逡
番

襲驫

鵬
嬲
欝
講

刪
驫
戀
趣

灘
毒
轟
鞍

譲

驫熈
錘
蠱

轟臨

解
罍

鬱
犠

鬱
蠱

難

霤
轟

蠡
惷
鏤
鬱恥

卿
離
蜘
鍛
聯
縛
嚢
懃
繕

灘
灘
搬

韈鱒

槽
瀞
鬱

舞
鍵
簍
毒
搬
灘

黌

霧

舞

無

灘

麟
繋

響
轟
戀

蠶

耄
認
鹹

鑿
難
慧

難

轡
鬱
諭
鍵
鯵

欝

畿

馨
聽

轡
鑞

鍵

軸

鑵
欝

講

讖

鞭

轡
靉

難
鸛

舞
鼈
齧

難
魏

講
覊

魯
聾
謬
黷

蠡
雛

簸
壌
纛

轡
灘

誘
舞
鬱
蠡
靉
灘

霪
罍
婁

蠡

無

蠏

鑞
灘

灘

鬱

齢

鰻

麟
蕪
藩

攤

静
藩

毒

鐸

曙

潔

婁
藁

韲

霾

難
錘

謬
難

譲

舞

論
聽
融

緯

藩
搬

攀

聾
嚢
纏

購

脇

蠢

蠡

鐸

螽
藩

罍

簸

聾

藝
驪

嶺

靉

曲

毒
彫

鬱

舞

嶺

毒

轡

蠱

毳

舞
讒
盤融

趨

趣

離

繕

翻
雛

群

簿

藩
謬

蓼

黯瀟

瀞

鬱

櫛
磯

麟
霧
鷂

欝・
騒

彎

醤

嶺紺

ド
藤

轍

趣

轡
灘

鞍

鏤
毒

毒
塾
趣

蠱舐

叮
鬱

憩
聹

翻

鐘

鬱

覊

龕

麟

麟
轡

融・

冊
鑛
攤
無

鬱

懃
鞍
鞍

講

嶺

轄

轡

蘂

 
灘
串

欝
撚
繋

轡
痴

轍

譲

聯

磯

覇

蔀

髏

轟

窃

韻

難

脚
孵

鬱

欝

轟

魑

紛

畿

軽
嶷

離

轟

鰌

聯
轟

鞭

覊

輿

勲

鍛

趣

硬
灘

齢

毒

藩

翠

脚

夢

韓

獣

鐘
簸

糠

鑾
韈

蜘

鶏

舞

→Pb877

cv ．　‘
Yamablko

’
c ：positive　 control

nt ： non 　 trans 　for　 mant

1 − 23 ：regenerated 　plants

Fig．2．　Gel 　plate　shoWing 　the　presence　of　NPT 【I　gene　derived　by　PCR −southem 　blot　analysjs 　in　80me 　regenerated 　chrysanthe −

　 murn 　plants．

リ ウ ム を利用 し た 外来遺伝 子 導入 法 に よ る 品種育成 の た

め に
， 茎葉再分化能 の 高 い 国内産 キ ク 品 種 の ス ク リーニ

ン グ お よび 実 用 的 な 形 質転換法の 確 立 を試 み た ．

　形質転換 系 に 用 い る外植体 と して は，こ れ まで に葉片

・茎 切 片
・
葉柄

・小 花柄等 が報告 され て い る （De 　Jong

ら，1995；Renou ら，1993；Fukai ら，1995；Urban ら，

1994），　 ・
方，Kaul ら （1990） お よ び 柴 田 ら （1992） が

確立 し た 茎切片を用 い た ダ イ レ ク ト な 茎葉再 分 化系 は
，

カ ル ス を経 由 し な い た め に 再 分 化 に 要 す る 日数 が 短 く ，

体 細 胞 変 異 が 起 こ りに くい とい う利 点 が あ る．著 者 ら は

4 品 種 の キ ク を 用 い て葉片 と 茎 切 片 の 茎 葉再分 化能を比

較 し た と こ ろ，茎 切 片 が よ り高い 再分化能を持 つ こ と が

明 らか と な り （デ
ー

タ 省略），こ れ らの こ と か ら形質転

換系 に 用 い る外植体 と し て 茎切片を採用 し た．また再分

化培地へ 添加す る 植物 ホ ル モ ン の 種類および 濃度 に つ い

て は ，国内 の キ ク 品 種 で の 検 討 が 成 され て い る柴 田 ら

（1992＞の 方 法 を参 考 に し た ．

　つ ぎ に 県内で 栽培 され て い る主 要 な キ ク 23 品種
・
系
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Table　2．　Effect　of 　Agroba じ teriロm 　infごctl 〔｝n　on 　transformati   n　efficiency　in　three　chrysanthemum 　cultivars ．

　　　ゐ
TreaUnent Cultivar

No ．　of 　Stems6gmentS

　 （A ）

No ．otlharvestedshoots

（B）

No．　of　　 No ．　of 　NPT 　ll　　　　　 Efficiency（％）

rooted 　　　　
−
posidve

shoots 〔C）　shoots （D ）　　　　B ！A 　　　DtA　　（B − D ＞tBy

Distilled　water Shuhone：hikara

New 　Surnmer　Yellow

Yamabiko

9797i36 187 00

 

OOO 1．03　 　 0．0
8．24　 　 0．0
5．14　 　 0．0

100100100

Distilled　wuter

　 withaGctosyringene

　（100 μ
M ）

Shuhonochikara　　　　　　　　661

New 　Summer 　Yellow 　　　1350

Yamabiko 　　 　　 　　 　　 950

39S161 nl9

吐7

623 1．96　　　0、90
5．口　　　0．S8
1．89　　　　1．3653

．882
、627
．7

Liquid　MNB 　medium

　 wi 血

ace しosyri 皿90ne

　（100 μ
M ）

Shuhonochikaエ a

Ncw 　Summer 　Yellow

Yamabiko

i8775203 631213 1431

　

2

315 13．90　　　　1．60
】7．33　　　1．33
15．27　　　2．4688

．492
．383
．8

lt

　 Agrobac しerium 　suspension 　was 　diluted　twenty 　times　with　Ihree　solutions　for　r巳gcnerabon．
x

　　Rate　of 　non −inf巳cted　shoot5．

統 に つ い て 茎切片培養を試 み た と こ ろ，外植 体 か ら の 茎

葉再 分 化 率 に は 著 しい 品種間差 が 認 め られ，比較的高 い

不 定 芽形 成 能 を もつ 11 品種 が ス ク リ
ー

ニ ン グ され た。

キ ク で は茎 葉 再 分 化 能 の 品 種 間 差 が 大 きい こ と が 国内外

の 品 種 に つ い て 以 前か ら指 摘 され て お り，今回 の 結果か

ら もそ の こ と が 再確 認 され た，茎切 片培養 に 用 い る培地

に 添 加 す る オ ーキ シ ン の 種類 に つ い て は，NAA を IAA

に 代 え る と 全 く不 定芽形成 が み ら れ な く な る現 象 が い く

つ か の 品種 で み られ た ．特 に 秀 芳の 力
’
で は 不定芽形成

率 が，NAA を 用 い た場 合 に は 70％ を示す に もか か わ ら

ず，IAA を用 い る と 0％ に 留 ま っ た ．と こ ろ で
‘
秀芳 の

力
’
は こ れ ま で の 報告 で は オ

ーキ シ ン の 種類 に 関係な く

約 50％ の 不 定芽形成 率 を示 す と され て い る （柴 田 ら，

1992）．こ の よ う に 得 ら れ た結 果 が 異 な っ た の は ， 外 植

体 の 種 類 も し くは 培養方法 の 違 い に よ る もの と思 わ れ る．

す な わ ち，柴 田 らは 外植体 と し て ガ ラ ス 室内で 生 育 した

植物 を 用 い て い る の に対 し著者 らの 実験で は 無菌的 に 継

代培養 した 植物 を用 い た こ と，ま た IAA を用い る と す

べ て の 外植体 が カ ル ス 化す る こ とが 観察 された が ホ ル モ

ン フ リーの 培地 に 移植す る こ と な く培 養を継続 し た こ と

に よ り ，
シ ュ

ー トの 再分化 が 誘導 され な か っ た こ と等 が

原 因 と考 え られ る．

　ま た，添加 ホ ル モ ンの 種類 ・濃度 お よび バ ラ ン ス につ

い て は，オ ーキ シ ン　（IAA ま た は NAA ）をサ イ トカ イ

ニ ン （BA ） の 2〜10倍量 添加 し て 良 い 結果 を得 て い る

報告が あ り　（間 ら，1992；De 　Jong ら，1995 ；Urban ら，

1994），逆 に BA を IAA ま た は NAA の 2〜10 倍量添

加 す る と し た 報告 も あ る （Fukai ら，1995；Ledger ら，

1991 ；Kaul ら
，　1990 ；Renou ら，1993 ；Yepes ら，

1995）．　 ・
方 ， オーキ シ ン の 種類 に つ い て は NAA で も

IAA で も大 差 な し と い う報告 もあ る こ と か ら （Yepes

ら，1995），ホ ル モ ン に 対 す る反応性 は 品種
・
系統 に よ

っ て か な り異 な る こ とが 推 察 され る．さ らに ，抗生物質

の 種類 お よび 選抜圧濃度 に 対す る 反 応 性 に つ い て も 明 ら

か な 品種 問 差 が 認 め ら れ た が ，kanamycin に 対 す る感 受

性 が 比 較 的 高 い と い う点で は 従来 の 報告 と一致 す る 結 果

とな っ た （De 　Jong ら ， 1994＞．

　さて ，キ ク で は こ れ まで に形 質転換が い くつ か 報告さ

れて い る が，供試菌株 は報 告 に よ り さ ま ざま で あ る，そ

の 中で ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム LBA 　4404 株 を用 い た例 は シ

マ カ ン ギ ク （D ．indicum　L ） に お け る も の が 唯
一

で

（Ledger ら ，
1991）， 栽培ギ ク （D ．　grand彰ora ） で は 再

分化 シ ュ
ートは 得 られ る も の の 形質転換体を得 る に は 至

っ て い な い （Ledger ら ， 1991 ；Lowe ら ，
1993 ； De

Jong ら，1993，1994；Urban ら ， 1994）．本 実 験 で は ，

感染 に 際 し acetosyringone を 100μ M 添 加す る こ とお よ

び kanamycin　7．5〜10．　O　mg ・liter
− 1

とい う低濃度で 選

抜を行 う こ と に よ り，LBA 　4404 株 を 用 い て 比 較 的 高い

効 率 で 形 質転換体を得 る こ と が で き た．

　Ledger ら （1991） は LBA 　4404 株 を用 い て 形質転換

を試 み て い る が ， 選 抜 に 当 た り kanamycin濃度 を 2G

mg
・literrlと し て い る，さ ら に 25　mg ・li匸er

− 1
と い う

比較的高濃度で ，得 られ た シ ュ
ートの 発 根確 認 を行 っ た ，

キ ク の 細胞 は kanamycin に 対す る 感 受 性 が 高 く 10　mg
・liter

− 1
以 上 で は 再分化 が 著 し く抑 制 さ れ る と され る

こ とか ら　（De 　Jong ら，1994＞，形質転換 が シ マ カ ン ギ

ク で 成 功 した に もか か わ ら ず栽培 ギ ク で 不成功 に 終わ っ

た の は ， kanamycin に 対す る種間差 に より選抜圧濃度 が

不適 当 だ っ た こ とが原 因 の
一

つ と考 え られ る．と こ ろで ，

acetosyringone の 添 加 は す で に ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム

LBA 　4404 株 お よ び AGLO 株 で 試 み ら れ て お り （De

Jong ら，1994 ；Fukai ら，1995），　 De 　Jong ら　（1994）
は 本 実験 と 同様 に

，
acetosyringone を 100 μM 添加 して

LBA 　4404 株で 形質転換 を行 っ て い る が 形質転換 体 を得

るに は 至 っ て い な い ．こ の こ と は導 入 し た プ ラ ス ミ ドの

構造の 違い ，また は LBA 　4404株 とキ ク供試品 種 との 親

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japanese Society for Horticultural Science (JSHS)

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Sooiety 　for 　Hortioultural 　Soienoe 　（JSHS ｝

園学雑．（J．Japan．　Soc，　Hort．　Sci．）67 （6＞：958−964．1998． 963

和性の 違 い に よ る もの と 推察 さ れ るが ，原 因 に つ い て は

明 ら か で な い ．

　
一

方 ， キ ク の 抗生 物 質 に 対 す る感 受 性 が高 い こ とか ら

ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム の 感 染 に 際 し
， 抗生 物 質 の 外植 体 に

対 す る影響 を減 ず る た め に MS 液 体 培 地，液体再分化培

地 ，蒸留水等 を用 い て菌液 を希釈す る方法 が検討 されて

い る　（間 ら，1992；De 　Jong ら，1995；Fukai ら，1995 ；

Renou ら，1993 ；Urban ら，1994）．本実 験 で は 蒸 留 水

に 比べ て MNB 培地 で 希釈 し た 場合 に ，エ ス ケ ープ が か

な りの 割 合で 発 生 し た．キ ク で は 従来 か ら形質転換実 験

に お い て エ ス ケープ が 50〜80％ の 割合 で 発 生 す る こ と

が 指摘 され て お り，感染初期 の
一

過性の NPTII 遺伝子

発 現 ，転 換 細胞 と 非 転 換細 胞 間 の 相 互作 用　（cross

prOtection） ま た は転換細胞 が完全 （stable ） な T −DNA

領域 を欠 い て い る こ と 等 が 原 因 で あ ろ う と され て い る

（De 　Jong ら，1993，1994 ；Fukai ら，1995 ；Ledger ら，

1991 ；Lowe ら
，

1993）．本 実 験 で は 菌液 を単に 蒸 留水 で

希釈 し た 場合 に は
， 再 分 化 個体 は すべ て エ ス ケープ と判

断 され た が ， acetosyringone を添加 した 場合 に も，27．7
〜92．3％ と高率 で エ ス ケープ が発生 し た．し か し な が ら，

得 られ た 再分化 シ ュ
ートを Km 　lOmg ・liter

− 1
を含 む

MS 培地 に 移植 し発根 の 有無 を確 認 す る こ と に よ り，エ

ス ケ ープ をか な り除去す る こ と が で き る こ と も明 らか と

な っ た ．今 回 観 察 され た エ ス ケープ の 発 生 原因の 解明 に

つ い て は 今 後 の 検 討 課題 と し た い ，

　以 上 の よ うに 国内産 の キ ク につ い て ，茎切 片培養 に お

い て 高 い 不定芽形成能をもっ た 11品種 が ス ク リ
ー

ニ ン

グ され た．その う ち 3 品種 に つ い て 各種抗生 物質の 適当

な選抜 圧 濃度を調査 し た と こ ろ，明 ら か な 品 種間差が 認

め ら れ 感受性 も比較的高 か っ た．ま た 形質転換 に 際 して

は 共存培養時 に acetosyringone を 100
μ
M 添加 す る こ と

お よ び kanamaycin 濃度 を 7．5〜10　mg ・liter
− 1

と し て

選 抜 を行 う こ と に よ り ， LBA 　4404株 を用 い て 比較 的 高

率 で形質転換体 が得 られ た，今後 は，形質転換 に お ける

供試菌株の 種類
・
共存培養方法等の 改良を通 し て 形質転

換効率 を さ ら に 向上 さ せ ，実用 的 な 育種技術 と し て の 確

立 を 目指 し た い ．

摘　　要

　 キ ク で は 茎葉再 分 化 能 の 品 種 間 差 お よ び ア グ ロ バ ク テ

リウ ム との 親和 性 の 違 い が 著 し く ， これ まで に海 外 を 中

心 に報 告 され て い る形 質転換 の 成 功例 は，ご く一部の 品

種 お よ び ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム の 系統を用 い た もの に 限 ら

れ て い る．そ こ で 国内産 キ ク を用 い た 実 用 的 な 形質転換

系を確立 す る た め に 茎葉再分化能の 調 査 お よび 市販 の ア

グ ロ バ ク テ リウ ム LBA4404 株 を用 い た 形 質転換実 験 を

行 っ た．主 要 な 23品 種
・系 統 の キ ク に つ い て 茎 切 片培

養 を試 み た と こ ろ不 定 芽形成 率 に は著 しい 品 種間差 が あ

る こ と が認 め られ た が，比 較 的 高 い 不 定 芽形 成 率 を示す

11品 種 が ス ク リ
ー

ニ ン グ され た．そ の 中の 3 品種 （
‘
秀

芳 の 力
’
，
‘
ニ

ュ
ー

サ マ
ーイ エ ロ

ー’
，
‘
山彦

’
） に つ い て 茎

葉再 分 化 に及 ぼ す各種抗生物質の 影響 を調査 し た と こ ろ

適 当 な 選抜圧 濃度 が 明 ら か と な っ た （そ れ ぞ れ km
7．5／10／10mg ・liter

− 1
）．さら に 上記 3 品 種 を用 い て ア

グ ロ バ ク テ リウ ム LBA 　4404株 を用 い て 形 質転 換実 験 を

試 み た と こ ろ，ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム の 感 染 に 際 し ace −

tosyringone を 100μ M を 添加 す る こ と に よ り，　 NPTII

遺伝子を発現す る 形質転換体 が 最高 2．46％ の 効率 で 得

られ た．
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