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Summary

　When 　Lilium　longiflorum‘Georgia’　callus　was 　induced　from　bulblet− s（rales　in　MS （Mu 【ashige 　and

Skoog ，1962）medium 　supplemented 　with 　5．0 μMpicloram
，
callus 　growth　was 　more 　vigoTous 　in　1iquid

than　on 　a　solid 　medium ，　When 　the　calli 　were 　transplanted 　to　MS 　medium 　and 　112　MS （half　strength
inorganic　 elements 　 and 　full　 strength 　 MS 　 organic 　elements ），　 the　 frequency　 of 　 shoot 　 formation

（percentage　of　callus　Iegenerating 　shoot 　and 　number 　shoot 　per　callus ）was 　higher　in　the　solid 　than　in
the　liquid　medium ．　However

，
　the　shoot 　forming　capacity 　decreased　as 　the　number 　of　subculturing 　was

increased，　Bulblets　 regenerated 　from　 subcultured 　calli　 were 　stored 　at　 4 ℃ for　 8　 weeks 　 and 　 then

transplanted 　to　soil．　After　a　6−month 　cultivation 　in　soi1 ，　when 　scaly 　leaves　were 　indexed　for　viruses ，
the　 number 　 of 　infected　bulblets　decreased　 in　those 　 regenerated 　 from　 calli　 subcultured 　 five　times ．
Cucumbel　mosaic 　virus （CMV ）was 　not　dctected．　The　addition 　of 　antiviral　chemicals （DHT ，　ribavirin）
in　the　rcgenelation 　medium （MS 　medium 　without 　growth　regulators ）had　htIle　in且uence 　on 　the　rate 　of

shoot 　 regeneration 　from　calli　but　increased　the　 rate 　of 　virus
−free　bulblets．　The　addltion 　of 　50 μ M

DHT 　eliminated 　CMV 　and 　LSV 　effectively　to　reduce 　infection　rate　of　bulblets　to　19％ even 　after　6−

【nonths 　cultivation 　in　a　greenhouse．
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緒 　　言

　 ユ リ球根 の 生産 に お い て 効率的な ウ イ ル ス フ リー株作

出と そ の 増殖体系の 確立 は解決すべ き重要 な 課題 の
一つ

で あ る．こ れ ま で ユ リの ウ イ ル ス フ リ
ー球根 の 生産は茎

頂培養 （Asjesら ，1974）や抗 ウ イ ル ス 剤処理 （Blom
−

Barnhoorn・van 　Aartrijk，1985；徐 ・新美，1999）な どの

方法が有効で あると報告されて い る．茎頂培養で は，茎頂

部分 の 摘出 の 煩雑 さ，ウ イ ル ス フ リ
ー

球根生産 の 低効率等

の 問題点が あ る，また ， りん片培養時の 抗ウ イ ル ス 剤処理

に よ り再生子球で の ウ イ ル ス 検出率は低下す るが ，圃場へ

移植後 に は ウ イ ル ス の 検 出個体数 が 増加する と い う知見

も得 られ て い る （徐 ・新美，1999）．

　ウ イ ル ス に感染した植物体 か ら誘導され た カ ル ス で は，

継代培養 の 間に ウ イ ル ス 濃度が低下す る か ， または消失す

る こ とが認 め られ て お り（Reinert，1966），カーネーシ ョ
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ン （近藤，1967）や ニ ン ニ ク （菅原 ら，1979）で は カ ル ス か

ら の再生植物体に お け る ウ イ ル ス 濃度の低下が報告さ れ

て い る，ユ リ で は カ ル ス 誘導お よ び植物体再生は報告さ

れ て い る が （Priyadarshi・Sen，
1992；Wickremesinhe ら，

1994），そ の 成功例は
一

部 の 種 ・品種 に 限 られ，ウ イ ル ス

フ リ
ー株作 出に 利用 され る ま で に は 至 っ て い な い ．

　本研究 で は ，カ ル ス 培養 に よ る ユ リの ウ イ ル ス フ リ
ー
株

作出体系 の 確立を 目的として ，まず テ ッ ポウユ リ
‘
ジ ョ

ー

ジ ア
’
の りん 片か ら誘導 され た カ ル ス の 増殖お よ び そ の カ

ル ス か らの 植物体再生条件を検討 した．さ らに，再生個体

の ウ イ ル ス 検定を行い ，ウ イ ル ス フ リー株作出に対す る カ

ル ス 培養 の 効果を評価 した ，ま た カ ル ス 培養時 に お け る

抗 ウイ ル ス 剤添加 の 効果 もあわせ て 調査 した．

材料 お よ び 方 法

　本研究で用い た培養培地は い ずれ も 30g・liter
’i

シ ョ

糖を含み，固形培地 に は 2．5　g・　liter
− 1

　Gelriteを加え た．

培養は 24 ± 1℃ ，連続照 明下 で行 っ た．
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L カ ル ス の 誘 導 ・増 殖 お よ び シ ュ
ー ト形 成

　テ ッ ポ ウユ リ
‘
ジ ョ

ージ ア
’
（L．longiflorum

‘Georgia’）の

りん片培養 （0，1mg ・liter
− l

　NAA と O．Ol　mg 　
・
　liter

− 1
　BA

を添加 した MS 培地 で ）に よ っ て 形成 さ れ た 子球を 用 い

た ．形 成 さ れ た 子球 の ウ イ ル ス 検出に は前報 （新美 ら，

1999）の ELISA 法 で 調査 し，3 種 類 の ウイ ル ス （LSV ，

TBV −L と CMV ）の す べ て が 検出さ れ た 子球を 選 ん だ．

こ れ らの 子球 の りん 片が 5．0 μ　M 　picloramを添加 し た

MS 固形培地 （1962）で 2 ケ 月間培養 さ れ た．

　りん 片切断面 に 形成され た カ ル ス が 分離さ れ，同
一

組成

の 固形培地 および液体 培地 に 移植 され，継代培養を行 っ

た．継代開始か ら 1週間毎に カル ス の 生体重を計測 した．

8週間培養後，カ ル ス を同じ組成の 固形また は液体 の 新鮮

培地に移植 した．そ の後も 8週間毎に継代 し，継代 1回目

と同様 に 3と 5回 目の カ ル ス の 増殖量を測定 した，測定方

法 は ク リー ン ベ ン チ内で培養容器か らカ ル ス を取 り出 し

て 重 さ を計 り，置床時の カ ル ス の 重 さに対 して増殖の 割合

を 計算 した ．

　8週間ず つ 1，3，5 回の継代を行 っ た カ ル ス は培養終了

時の 8 週間後 に 約 50mg ず つ に 切 り分け て 再生培地 に 移

植 した ，再生培地 の 組成 は MS 培地 の 無機塩と そ れ を 112

濃度に調整 した無機塩 （前者 は MS 培地，後者は 1／2MS 培

地と記 す ）に等倍の MS 培地 の ビ タ ミ ン類，お よ び こ れ ら

二 っ の 培地に 0，0．5，5．0 μMNAA と O，0．05 μMBA を

組み合わ せ て 添加 した培地を用 い た，再生培地移植 10週

間後に 各 カ ル ス か らの シ ュー
ト形成数 を調 べ た ．本実験

で の シ ュ

ー
トと は葉 の み かあ る い は葉 の 基部がわずか に

肥大 した もの をさす．

2．抗 ウ イ ル ス 剤 添 加 培 地 で の シ ュ
ー ト形 成

　LSV と CMV が 検出さ れ た培養中の 子球 りん片を 5．0

μMpicloram を添加 した MS 培地 で 培養 して カ ル ス を誘

導 した．そ の カ ル ス を ， 05 μ MNAA を含んだ 112MS 培

地 に抗ウ イ ル ス 剤 DHT （2，4
−dioxohexa−hydro− 1，3，5

−triazine）と ribavirin （Virazole）を 5また は 50 μ M 添加 し

た 培地に 置床 した．そ して培養 10週間後に カ ル ス か ら の

シ ュ
ート形成数を調 べ た．

3．再 生 子 球 か ら の ウ イ ル ス 検 定

1）継 代 力 ル ス か ら再 生 し た シ ュ
ー

トか ら の 子 球

　再生 した シ ュ
ートを カ ル ス か ら分離 し，生長調節物質無

添加の MS 培地に移植 した．培養 8週間後に こ れ らの 培養

物は フ ラ ス コ に 入 れ た ま ま，4℃ で 8週間低温処理 した あ

と フ ラ ス コ か ら取 り出 し，水道水 で よ く洗 っ た．子球は，

根 の 基部約 1cm を残 して 切除 した あ と，バ ーミキ ュ ラ イ

トの 入 っ た 鉢 に 植え，ア ブ ラ ム シ に よ る ウ イ ル ス 感染を防

止す る た め に寒冷紗の 被覆下で栽培 した，6ケ月後に葉を

採取 し，ウ イ ル ス 検定を行 っ た．ウ イ ル ス の検出に は間接

ELISA 法 （大木，1989）を用 い ，検出に 必要な薬品の 調製

および ウイ ル ス 感染 の 判定 は新美 ら（1999）の 方法に 従 っ

た．

2）抗 ウ イ ル ス 剤 添 加 培 地 で 再 生 し た シ ュ
ー ト か

　 ら の 子 球

　抗ウ イ ル ス 剤添加培地 で 再生 した シ ュ

ー
トを カ ル ス か

ら分離 し，生長調節物質無添加の MS 培地 に移植 した，増

大 し た 子球の りん 片葉を採取 し，ウ イ ル ス 検定 を間接

ELISA 法で行 っ た ．こ れ らの 子球は新 しい 培地（同一組

成）で さ ら に 4週間培養 した あと，フ ラ ス コ に 入 れ た まま

4℃ で 8週間低温処理 した，低温処理 した子球 は上述 した

方法で移植 して 温室で栽培 した 、移植 6ケ月後，ウ イ ル ス

検定 を再度行 っ た．

結　　果

L カ ル ス の 増 殖 お よ び シ ュ
ー

ト 形 成

1）カ ル ス 増 殖

　液体培地 で は，1，3，5回の 継代を行 っ た カ ル ス は い ず

れ も培 養 5 週 間ま で ほ ぼ 同 じ割合 で 増殖 し，増殖率 は

60・・80％ で あ っ た （第 1図 ）．継代 1回 の カ ル ス は そ の 後

も生長 し，8週間培養後 の カ ル ス の 増殖率 は 生体重で 移植

前の 約 200％ に な っ た．しか し，継代 3回および 5回 の カ

ル ス の 生長は緩や か に な り，8週間培養後の カル ス 増殖率

は そ れ ぞ れ約 120％ と 80％ で あ っ た．

　固形培地に おける培養 5週間ま で の カ ル ス 増殖速度は，
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Fig．1．　 Relative　callus 　growth　rate　of 　L．　longtf70rum‘Georgia，

　　 subcultured　 in　liquid　 or 　 on 　 selid 　MS 　 medium 　 supp ［e−

　　 【nented 　with 　5．0 μ Mpicloram ，　The 　ratio 　of 　fresh　weight
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Tab且e　L　Effect　of 　MS −
strength ，　NAA 　and 　BA 　concentration 　on 　shoot 　regeneration 　from　calli　subcultured 　different　times

　　　 in　L．　longPtoruin℃ eorgia
’z．

Component 　of 　regeneration 　medium

Percent　of　shoot 　regeneration

MS 　medi ロ mstrength NAA

（μ M ）

BA

（μ M ） First　subculture Third　subcultUre Fifti】 subcu 正ture

112

1

　

5500

　

5500

0005500055000

．0500

，05000

．0500

．05

12．6 ± 1．9（1．8± 1．2）y

8＆7 ± 5．3（4．7 ± 1．4）
12．6 ± 0．5（1．2 ± 0．7）
551 ： 1．7（0，5 ± 0．4）

　 0

　 053

．9 ± 9．7 （1．8 ：：0．9）
　 07

．6 ± O．9（ユ．0 ± 0．7）
　 0

10，3± 2．0（2．0ゴ： L5）
53．9 ± 4．4 （45 ± 2．4）
6．8 ：ヒ 1．8 （1．1＝ O．4）

　 0

　 0

　 037

．3 ± 6．6 （1．5 ± 1．2）
　 0

　 0

　 0

　 035

．2 ± 4．5 （1．4 ＝ 1．0）
　 0

　 0

　 0

　 027

．3 ± 8．2 （0．7 ＝ 0．4）
　 0

　 0

　 0

zCalli
　were 　cultured 　for　10　weeks ．　Each　treatment　consisted 　of 　4　flasks，　each 　flasks　contained　7　calli．

yValues
　indicate　means ± standard 　error ．　Parenthesized　figures　represent 　the　regenerated 　shoot ／　number 　of 　clump 　cultured　callus．

液体培地と同様に継代 1，3と 5回の カ ル ス 間に差異は ほ

とん ど な く，40−・50％ の 増殖率を示 した．継代 1回 の カ ル

ス は そ の 後 も生 長 した が，8週 間後の 増殖率は約 140％

で，液体培地の カル ス と比 べ 低か っ た．継代 3回お よ び 5

回の カ ル ス は い ずれ も5週間以降生長が緩や か に な り， 生

長は培養 6週間後に ほ と ん ど停止 した ．

2）シ ュ
ー ト形 成

　 シ ュ
ー

トの 再生率 およびカ ル ス 当 た りの 平均 シ ュ
ー

ト

数 は，い ずれの NAA と BA の 組合せ に おい て も 1〆2MS 培

地 で 培養 した カ ル ス が MS 培地 で 培養 した もの と比べ 多

か っ た （第 1表 ）．特 に 05M μNAA 単独添加区 で は シ

ュ
ート形成率が高 く，112MS 培地 で は 88．7％ を示 した ．

こ の 培地上 で の 形成率は継代数が 多い カ ル ス に お い て も

相対的 に 他よ り高か っ た，しか し，継代数が多くな る と形

成率 は低下 し，継代 5回 の カ ル ス で は 35．2％ で あ っ た．さ

らに ，
0．05 μ MBA を添加 した培地 で は シ ュ

ー
ト形成率 は

大 きく低下 し，初代培養で も 12．6％ とな っ た．

　継代数 の 増加 に つ れ て 各処理 区 と もシ ュ
ート形成率は

低 くな り，継代 5 回 の カ ル ス で は 0，5 μ MNAA の 単独添

加区の みで シ ュ
ー

トが形成 さ れ た．

2．抗 ウ イ ル ス 剤 添 加 培 地 で の シ ュ
ー ト形 成

　 DHT と ribavirin を 5と 50 μ M そ れ ぞ れ添加 した 固形

培地 で 培養 した カ ル ス は無添加区と同程度に シ ュ
ー

トが

形成され，その 率は い ずれ の 処理 区 に お い て も 70％以上

で あ っ た （第 2図 ）．カル ス 当 た りの 平均シ ュ
ー

ト数は無

添加 区 よ り有意 に 多か っ た，

3，再 生 子 球 か ら の ウ イ ル ス 検 出

1）継 代 カ ル ス か ら再 生 し た子 球

　圃場 へ 移植 して 6 ケ 月栽培 し た 子球に おける ウ イル ス

の 有無を調査 した ．3種類の ウ イ ル ス （LSV ，
　TBV −L と

CMV ）が 単独 で 検出さ れ た子球と複数の ウ イ ル ス が検出
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Fig．2．　Rate　of 　callus 　with 　shoot 　and 　avefage 　number 　of 　shoots

　　 per　callus 　in　the　first　subcultured 　callus　of　L．　longPtoru〃禪

　　 ℃ eorgia
’．　The　 calli　were 　 cultured 　 on 　1〆2　MS 　 medlum

　　 wilh 　 or 　wiIhout （control ）DHT 　 amd 　ribavirin ，　Alhreal ．

　 　 ments 　included　O．5 μMNAA ．

さ れ た 子球があ っ た （第 2表 ）．継代 1回 の カ ル ス か ら の

子球で は ウ イ ル ス 検出率が 65．2％ で ，継代 3回の 場合で は

LSV 単独検出個体数が多 く，検出率 は 60％ で あ っ た．継

代 5 回 で は 30，8％ で あ り，CMV は 全 く検出されなか っ

た．ウ イ ル ス 除去の 容易 さ は い ず れ の 継代培養区に お い

て も CMV ，　TBV −L，　 LSV の順で あ っ た．

2）抗 ウ イ ル ス 剤 添 加 培 地 で 再 生 し た 子 球

　培養終了時に DHT と ribavirin を添加 した 培地 で 再生

した子球の ウ イ ル ス 検出率は 22−37％ で あ っ た （第 3表 ）．

特 に DHT 添加区 で は CMV は全 く検出さ れ な か っ た ，温

室に移植 6ケ月後の子球で は，5 μ MDHT と 5 および 50

μ　M 　ribavirin 添加区か ら再生 した子球の 場合，ウイル ス

検 出率は 50〜75％ とな り，培養終了時よ り高 くな っ た．一

方，50μ MDHT 添加区か らの 子球で は，ウ イ ル ス 検出率
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Table　2．Detectien　ofvir ロ ses　in　bulblets　regenerated 　from　subcultured 　calli　of ム longヴ70ruTパ GeQrgia’z．

Number 　ofvirus −detected　bulbletsy
Callus　　 No ．　of　bulblets　　Total　no ．　of 　virus −

subculture 　　examinated 　　detected　bulbletS（％）　　LSV
　 　 　 　 　 　 　 LSV ＋　　　 LSV ＋　　 TBV −L＋　 LSV ＋TBV −
TBV −L　 CMV
　 　 　 　 　 　 　 TBV −L　　 CMV 　　　 CMV 　 　　L ＋CMV

FiTstThirdFifth30

「
」

231 15（65．2）
18 （60．0）
4 （30．8）

511　

1

120 110 423 000 120
角
」

00

1Virus

　detectien　was 　made 　using 　scaly 　leaves　6　rnenths 　after　transp］anting 　to　soil．
yLSV ，lily　symptomless 　virus ．　TBV ．L，　t山 p　breaking　vims −lily．　CMV ，　cucumbe 　mosaic 　virus ，

Tab 且e　3．　Detectien　of　viruses 　in　bulblets　regenerated 　from　calli　of ム longiflorum‘Geergia’z

Antiviral　compounds Detection　of　LSV 　and 　CMV

Bulblets　at　the　end 　of 　in　vitro 　culture

DHT 　　 ribavirin

（μ M ）　 （μM ）　
N °・°fLSV 　 CMV 　 LSV ．CMV

　 　 　 　 　 　 　 　 buLblets

Bulblets　grown ｛n　a　greenhouse　for　6　months

　 Total　　　 No．　of
　 　 　 　 　 　 　 　 　 LSV
infected（％）　　bulbLets

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Total
CMV 　 LSV ＋CMV
　　　　　　　　 imfected（％）

05000　

　

5

00050　

　

　

　

5

824

！
04

・

22212 10

！
OrO33

40024 150012 25（89）
6（22）
6 （25）
6 （37）

6 （25）

4−

0664

22112 94344 OQ3005 18063 18（75）

15（75｝

3（19）
10（63）
12 （50）

1Calli
　were 　cvLtured 　en 　l12　MS 　medium 　with 　or　without 　antiviral 　compounds 　for　8　weeks 、

は培養終了時 の それ と同程度 の 19％ で あ っ た ．

考　 察

　ユ リの カ ル ス 増殖 に 関して ，テ ッ ポウユ リの カル ス 生長

は置床後 30’−45 日頃 ま で 最大で あ る こ と （Priyadarshi
・

Sen，1992），ユ リ交雑胚 か ら形成さ れ た カ ル ス の増殖は培

養 60 日間ま で 維持 さ れ る が，そ の 後は ほ と ん ど停止す る

（浅野 ・明道 ，1978）こ とが報告されて い る．本研究 で も

初代カ ル ス は培養 8週間ま で 増殖を続け，前述 の 結果 とほ

ぼ一致 した，しか し，継代数 が多 くな る に つ れ て カ ル ス の

生長は 低下 し、長期間の培養は カ ル ス の分裂能力の低下 を

引き起す こ とが 明 らか に な っ た ．

　 ユ リ カ ル ス の 植物体再 生 は 生 長調節物質無添加あ る い

は低濃度オ
ー

キ シ ン の 添加培地で 促進さ れ る こ と が知 ら

れ て い る （Priyadarshi・Sen，1992； Wickremesinhe ら，

1994）．ま た ユ リの カ ル ス か らの 不定芽 の 分化 に お い て ，

112MS 培地 は MS 培地よ り優れ て い る こ とと，　 BA の 培地

添加に よ っ て 阻害さ れ る こ と は報告され て い る （浅野 ・明

道，1978）．本研究に おい て も，カ ル ス か らの シ ュ
ート形

成 に つ い て は こ れ らの 報告 と同様で あ っ た，ミヤ マ ス カ

シ ユ リの カ ル ス は 60 日 ご と の 4回 ま で の 継代培養で は そ

の再分化能力 はよく維持 される こ と （大垣，1982）や，雑

種 ユ リ
‘Black　Beauty’の カ ル ス で は半固形培地で 再分化

能力を 約 15 ケ 月間保持 で き る と の 報告 （Stimartら ，

1980）もある が ，本研究に供試 したテ ッ ポウユ リで は 50％

以上 の 再生率を得 るた め に は 8週間毎の継代培養で 3回以

内，す な わ ち 24週間以 内に再生培地に移植 しな けれ ば な

らな い こ と が 示 さ れ た （第 1表 ）．

　カル ス 培養に よるウイル ス 除去 に つ い て は，カ
ー

ネ
ー

シ

ョ ン の カル ス で は 10回の 継代培養 で ウイル ス の 大部分 が

消失し （近藤 ，
1967 ），

ニ ン ニ ク の カ ル ス で は継代培養を 5

回行 う と ウ イ ル ス 粒子 が 観察 さ れ な くな る （菅原 ら ，

1979）と報告 され て い る．本研究で もユ リカ ル ス の 継代数

を増加 させ るに つ れ て 再生子球の ウ イル ス 検出率は 低 く

なり，5回の 継代で は ウ イル ス 検出率 が 約 31％ と な り，特

に CMV の 除去は タ バ コ カ ル ス か らの CMV 除去 に 関す る

報告（Omura・Wakimoto，1978）とほ ぼ
一

致 し，ほか の ウ

イ ル ス より容易で あ っ た．しか し，カル ス 培養 に よるウイ

ル ス フ リー化 は カ ル ス 培養期間 の 長期化 に よ っ て 促進さ

れ る一方，継代が長くな る に つ れ再生率が低下す る こ とか

ら，こ の 矛盾を解決す る必要が あ る．

　前述 の 課題 の 解決法 の
一つ と して 抗 ウ イ ル ス 剤の 利用

の 可能性が本研究の 結果 か ら示唆さ れ た．一般的に抗ウ

イ ル ス 剤は ウ イ ル ス の 増殖を抑制す る と同時に ，植物の 生

長阻害も伴 うこ とが指摘 されて い る （平井 ら，
1988）．し

か し，本研究で は再生培地 へ 5 μM と 50 μ M の 各濃度 の

DHT お よ び ribavirin を 添加 して も
’
ジ ョ

ー
ジ ア

’
の カ ル

ス か らの植物体再生は 阻害さ れず （第 2 図），ユ リ に お い

て は，ウ イ ル ス の 増殖が十分抑制さ れ る濃度の抗ウ イ ル ス

剤の 培地 へ の 添加 は，細胞 の 生長 ・分化 を阻害 しな い こ と

を示唆して い る，本研究結果は，また 培地 に 添加す る抗 ウ

イ ル ス 剤が再 生 した子球 の ウイ ル ス 検 出率 の 低下 に 寄与
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す る こ とを示 して い る．ribavirin 添加培地で 培養 した カ

ル ス か らの 再生子球 の ウ イ ル ス 検出率は培養終了時 に は

25−37％ とな り，無添加区よ り低か っ たが，6ケ月間圃場

で 栽培 した 子球 の ウ イ ル ス 検出率は 50冖63％ に増加 した．

こ の 結果 は，ユ リの りん片培養 で ribavirin を処理 して得

られ た 子球で は培養終了時の 子球と比べ 圃場で の栽培後

に ウ イ ル ス 検出率 が 増加す る （徐
・新美，1999）と い う報

告 と
一

致する．こ の ウィ ル ス 検出株率 の 増加は，ribavirin

の 添加 に よ り試験管 内の 外植体 の ウ イル ス 増殖が一時的

に抑制さ れ，ウ イ ル ス 濃度が検出で きな い 濃度に まで 低下

す る が ，そ の後 ribavirin の存在 しな い条件で栽培す る こ

とに よ る ribavirin の 体内濃度 の 低下 に 伴 い ，ウイル ス が

再 び増殖す る と考え られ る．一
方，DHT の ウ イ ル ス 増殖

抑制は尾崎らの 報告 （1996）と同様 に ，CMV に お い て そ の

効果 は 顕著 に 現 れた ．50 μ MDHT 添加区か ら再生 した

子球を温室 で 6ケ月間栽培 したあとの ウイル ス 検 出率は

培養終了時とほ ぼ同じ レベ ル で あ っ た （第 3表）．従 っ て ，

DHT の ウ イ ル ス 増殖抑制効果 は ribavirin よ り高 い こ とが

示唆さ れ た ．

　以上 の 結果か ら，ユ リの カ ル ス 培養を利用 した ウ イ ル ス

フ リー
球 の 大量獲得 に は カ ル ス か ら の 再生率が維持さ れ

る継代 3回まで の カ ル ス を用 い るか，りん片培養で形成さ

れ た カ ル ス を 50 μ MDHT を添加 した再生培地で 培養 し

て植物体を獲得するか ， あるい は両者を組み合せ た方法を

用い る の が よ い と考え られ る．一
方，培養終了時と

一
定期

間栽培 した あ と の 個体 の ウ イ ル ス 検定結果 が一致す る こ

とが組織培養に よるユ リの ウイ ル ス フ リ
ー球の 大量増殖

を考えた場合望ましい ．しか し，前報 （徐・新美，1999）な

ら び に本研究の 結果で は，培養終了時と一定期間栽培 した

あ との ウ イ ル ス 検定結果は必ず しも
一

致 しな い こ とが示

さ れ た．こ の 点を解決す る に は培養終了時 の ウイ ル ス 検

定 で は ELISA 法ばか りで な く RT −PCR 法 （Takamatsu

らt1994 ）や電子顕微鏡に よ る ウ イ ル ス 粒子の観察などの

方法 を併用す る こ と も必 要 とな ろう．

摘　　要

　テ ッ ポ ウ ユ リ
‘
ジ ョ

ージ ア
’

の カ ル ス 培養 に よるウ イ ル

ス フ リー個体作出を目的と し，カ ル ス 継代お よ び植物体再

生条件を検討 し，再生し た子球の ウ イ ル ス 検定を行 っ た．

　1，‘ジ ョ
ージ ァ

’
の カ ル ス は 5．0　Pt　M 　picloramを 添加し

た MS 培地 で 継代す る間 に は器官の再分化は起らず、カ ル

ス 増殖 の み で あ っ た．しか し，継代数を増加す る に つ れ て

そ の 増殖率は低下 した．

　2．上述 の培地 で継代培養 したカ ル ス を MS 培地 と

112MS 培地 （無機塩濃度が 112に 希釈 さ れ，他の 成分は 同

一
濃度 ）に移植す ると，シ ュ

ー
トは MS 培地よ りも 112MS

培地 で 培養 した カ ル ス か ら よ く形成さ れ た．長期間継代

培養 した カ ル ス で も 05 μMNAA の 単独添加培地 で は シ

ュ
ー トを形成 したが ， そ の 率は継代数 の 増加に つ れて低下

した．

　3．再生 した シ ュ
ートか ら発達 した子球 を低温処理 した

あと 6ケ月間圃場 で 栽培 した．こ れ ら の植物体か らの ウ

イ ル ス 検出率 は カ ル ス の 継 代回数の 多い カ ル ス か ら得 ら

れた植物体で低く， 継代 5回 の 子球 の ウ イ ル ス 検出率は約

31％ とな り，CMV は 全 く検 出されなか っ た ．

　4．抗 ウ イ ル ス 剤で あ る DHT お よ び ribavirin （5，50

μ M ）を培地に添加 して もカ ル ス からの シ ュ
ー

ト形成 に は

影響 しな か っ た．そ れ ら の添加培地か ら再生 した子球 の

培養終了時点 で の ウ イ ル ス 検 出率は，無添加区よ り低 くな

っ た．特に 50 μMDHT の 添加区で は温室に移植 した 6

ケ月後 で も培養終 了時 の ウ イ ル ス 検 出率 と ほ ぼ 同等で，

19％ で あ っ た ，

　5．ウ イ ル ス に感染 した
‘
ジ ョ

ージ ア
’
の りん片か ら誘導

さ れ た カ ル ス を 3回以上継代す るか，ある い は 50 μ M

DHT を含む培地 で カ ル ス を培養 して植物体を得る方法 に

よ り，ウ イ ル ス フ リ
ー個体を効率的に 生産で き る こ とが示

唆され た．
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