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緒　　言

　熱帯 ア メ リカ を原産 とす る パ パ イ ア は熱帯地域 の 重要

な果物 で あ る が ， 亜熱帯 に 属す る南西諸島 で も 200 年以

上前か ら栽培され （安富，1994），未熟果 は 野菜 と して も

利用 され て い る，国内に お け る パ パ イ ア 品種の 育成に つ

い て は，組織培養を利用 した栄養系統選抜の 例 は あ る が

（照屋 ら，1991），遺伝的固定に 長期間を必要 とす る交雑育

種 は行わ れて い な い ．半数体 の 作 出は，短期間 の 遺伝的

固定が可能で あ るの み で な く遺伝解析 や効率的な 突然変
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異の 利用 に有効で あ り，や く培養や未受精胚珠培養に よ

り行われ，い くつ か の 植物で 成功して い る（新関，1990；

Yang ・Zhou
，
1982）．

　こ れ ま で ，パ パ イ ア の 不 定胚 誘導 に 関 して Fitch・

Manshardt （1990）は，受精後の 未熟胚か らの 不定胚誘導

を報告 し，また，Chen ら （1987）は 根由来カ ル ス か らの 不

定胚誘導が可能 で あ る こ とを明 らか に した 、

　一方，未受精胚珠か ら の 不 定胚 誘導 に 関 して は ，

Button・Bornman （／971）が カ ン キ ツ で 成功 して 以来，オ

オ ム ギ （San　Noeum ，
1976），コ ム ギ，タバ コ （Zhu ・Wu

，

1979）等 で 多 くの 報告が あ る．しか 」 パ パ イ ア 未受精胚

珠 か ら の 不定胚誘導 の 成功例 は な い ．一
般 に 未受精胚珠

か らの 不定胚は胚珠組織 か ら直接誘導 さ れ る こ とが多 い

が （Yang・Zhou ，
1982），不定胚誘導に 有効な添加物質 の
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種類は植物種 に よ り異なり（Button　・　Bornrnan
，
1971；　Soo

・Fujieda，1988），個 々 の 植物 ホ ル モ ン の 効果 に つ い て は

十分 に 明らか に さ れ て い な い ．

　そ こ で ，本報告で は ，
パ パ イ ア 未受精胚珠か ら の不定

胚誘導 の 条件 を明らか に し，得 られ た 不定胚 か ら の植物

体再生と植物体 の RAPD 分析を 試 み た．

材料 お よ び 方法

　 供試材料の パ パ イ ア （Carica　papaya　L．）は
‘
ワ ィ マ ナ

ー

ロ
’
と タ イ 国 よ りの 導入 品種 （品種不詳）と の 交雑株後代

（F3）の 雌株を用 い た．花弁が開裂 して い な い つ ぽ み （開花
1〜3 日前 ）を採取 し， 花弁を除去 した 子房を 70％ エ タ ノー

ル に 約 10秒間浸漬殺菌後，滅菌水で 3回洗浄 した．子房

を分割 し，内部 の 胚珠 を 胎座か ら取 り出 し培地 に置床 し

た．

　 不定胚 誘導 に 用い た培地 は，シ ョ 糖 3％ を添加 した

Murashige　and 　Skoog （MS ）の 基本培地 に，サ イ トカ イニ

ン と して Bcnzyladenine （BA ），
　 Kinetin　，　 Zeatin， 2 −

isopentenyladenin（2iP）を lmg 　
・
　liter

』』1
，オ ーキ シ ン と し

て Naphthylacetic　acid （NAA ），　 Indoleacetic　acid （IAA ），
Indolebutyric　acid （IBA），　2 ， 4 −dichlorophenoxyacetic
acid （2，4− D）を 2mg ・Iiter

−1
，ジベ レ リ ン 混合物 （GA3

80％ 以上 ，GAI ＋GA4 約 10％，　 GA2 ＋GA7 微量 ）と

GA3 を 1mg ・liter
−1

の 濃度 で 加え た．また，サ イ トカ イ

ニ ン とオ
ー

キ シ ン の 混用 区 と して BAO ．2　mg ・liter
−1

と

NAA ，2，4−D ，　 iBA の それ ぞ れ 2mg ・liter
’i

を組み合わ

せた，各種 の ジ ベ レ リン が不定胚誘導 に 及 ぼ す影響 に つ

い て の 試験 で は ，ジ ベ レ リ ン 混 合物， GAI ，　 GA3 ，
GA4 ，　 GAs ，　 GA7 を 0．1−5　mg ・liter

−1
の 濃度 で 添加 し

た．培地は pH5 ．8に 調整後，ゲ ル ラ イ ト 0．2％ を添加 し，
121℃，15分間滅菌 した ．

　未受精胚珠は培地 に置床後，27℃，3
，
2001xの 16時間

照明下 および，暗黒条件下で 3カ月間培養を行 っ た．各処

理 区の 反復 は 2回行 っ た、ま た，ジベ レ リ ン が不定胚誘導

に及ぼ す影響に つ い て の 試験 は，27℃，暗黒下 で 行 っ た．

不定胚形成率は置床胚珠 の 内，肥大の 見 られ た胚珠数に

対す る不定胚形成数 の 割合で算出した．ま た，培養中 に

胚珠か ら形成 さ れた カ ル ス に っ い て は，ホ ル モ ン フ リ
ー

の MS 培地お よ び NAAO ，1　mg ・liter
−1

を添加 した MS 培

地 に 移植後，27 ℃ の 暗黒条件下 で 5 ヵ 月間培養 して ， 不

定胚誘導の 有無を確か め た，

　2〜3　mm ま で成長 した不定胚は ホ ル モ ン フ リー
の MS 培

地 に 置床し，27DC ，3
，
2001xの 16時間照明下 で 植物体形

成を試み た，葉，茎，根を形成 した幼植物体は すべ て，市

販 の 育苗用培養土 に 移植 し，ポ リプ ロ ピ レ ン製 の ボ ッ ク

ス 内で 約 4週間順化を行な っ た．順化の 温度・光条件 は植

物体形成試験に準じた．順化 した植物体は温室に 移 し，遮

光，多湿条件下 に 1週間置き，そ の 後，一般 の 育苗棚で育

成 した ．

　染色体観察は不定胚お よ び再生植物体 の 根端を 用 い ，酵

素解離法 （西林 ，
1990 ）で 観察 した．約 3mm まで 成長 し

た 不定胚 と順化後約 1カ 月齢 の 幼植物体 の 根端を 2mM
8一ハ イ ドロ キ シ キ ノ リ ン で 4時間処 理 し，工 タ ノ

ー
ル 酢

酸溶液 （3：1）で 固定した．固定 した材料を 4％ セ ル ラ
ーゼ

オ ノ ズ カ RS，1％ ペ ク トリァ
ーゼ Y −23，7．5　mM 　KCI ，

7．S　mM 　EDTA ，　 pH4．0 の 酵素液 で 37 ℃ ，3時間処理し

た．処理後，組織を蒸留水で洗浄 し，ス ラ イ ドグ ラ ス 上

に お い て 固定液を滴下 して 細胞を拡散 さ せ た．自然乾燥

後，ア セ トオ ル セ イ ン 液で 染色 して染色体数を計測 した．

　RAPD 分析は，再生植物体か ら葉切片 5g を採取 し，液

体窒素で凍結後，CrAB 法 （Doyle 　
・
　Doyle，1987）に よ り

全 DNA を抽出 して 材料 と し た ，こ れ を TE バ
ッ フ ァ

ー

（10mM 　Tris−HCI　pH8 ．O，1mM 　EDTA ）で 約 50　ng ・

μ 1
−1

に な る よ うに 溶解 して テ ン プ レ
ート DNA に した．

プ ラ イ マ ーは 10 塩 基 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド RA − 1

（GTCTGACGGT ），　RA − 11（CGGTrrAACG ），　RA −

47（CGGGAACCGA ），　 TAG − 1（ACCAGGCCAA ）　，
TAG −2 （GATCGACACT ），　TAG −3 （GTGGCTCTGA ）

を そ れ ぞ れ 20pM に 調整 し単 独 で用 い た，　 PCR 反応液

は ，1 μ 1テ ン プ レート DNA ，2 μ 110× バ
ッ フ ァ

ー，1
unit　DNA 　Polymerase（ニ

ッ ポ ン ジーン ），2 μ1の プ ラ イ

マ
ー

（最終濃度 1 μ M ），2 μ1の 2．5　mM 　dNTP ，を添加し

最終容量を 20 μ1と した．PCR の 条件 は予熱を 92℃ で 1

分 続い て 92℃ 1分→ 45℃ 1分→ 74℃ 2分を 40回繰 り

返 し，最後 に 74℃ で 5分間加熱した．PCR 反応液中の 10

μ1を用 い て 8％ ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル で電気泳動を行

い ，泳動後 の ゲ ル は エ チ ジ ュ ウ ム ブ ロ マ イ ドで 染色 した，

結　 　果

　パ パ イ ア未受精胚珠を各種 ホ ル モ ン を含む MS 培地 に

置床 し，照明お よ び暗黒条件下 で培養す る と，7 日 目頃か

ら ホ ル モ ン 無添加を除 く培地 で胚珠の 肥大が見 ら れ た．

暗黒条件下 の ジベ レ リ ン 混合物お よ び GA ，3 を含む培地に

お い て ，50 日 目頃か ら不定胚 の 形成 が確認 され た．こ の

よ うな不 定胚の 形成は約 40 日間続 い た （第 1表〉 置床時

に 大き さが約 1mm で あ っ た 胚珠 は 3・−4・mm ま で 肥大 し，

そ の
一部か ら カ ル ス を 経由す る こ と は な く不定胚 が 直接

形成 され た （第 1図，A ）．また，肥大 した胚珠の 内部か ら

細胞塊が突出し，そ こ に 不定胚 が 形成さ れ （第 1図，B），
さ ら に 二 次的な 不定胚 が多数発生す る の も見 られ た （第 1
図 ， C）．形成され た 不定胚は球状期，ハ

ー
ト状期を経て ，

子葉期に発達 した が ，奇形子葉を もつ 異常胚 も数多 く認

め られ た （第 1図，D ）．
一方，照明条件下 で は不定胚の 形

成は 認 め られ なか っ た ．ま た，BA ，　Kinetin，　Zeatin，
2iP，　NAA ，【AA ，　IBA 　 2，4 −D を添加 した 培地で は，い

ず れ の 条件下 に お い て も不定胚 の 形成 は 認め ら れ な か っ

た．

　NAA お よ び 2，4−D を含む培地で は 胚珠か らカル ス が
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Tabie　1，　Effect　of　homlones　and 　lighting　cQndilions　on

　　　 adventjtiQus 　embryos 　derived　from　ovules

　　　 excised　from　unpQllinated 　papaya 　ovaries

　　　 and　grown　in　vitro ・

　 　 　 　 　 　 concn ，
H °「m °neS

（mg
・lit，ビ ’

）

No．　of 　adventjtiousembryos

Light Dark

0　 　 　 　 　 　 0

0　　　 　　　　0

0　　　 　　　　0

0　 　　 　　 　 0

0　　　　　7z！12gy（5．4）
x

O　　　　　　91266（3，4）
ow　　　　　 Ow

O　 　　　　　 　O

O　 　　 　 　　 O

OW　　　　　　ow
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The　unpollinated 　evules 　were 　cultured 　on　MS 　medium 　at　27℃

for　90　days．
zAdventitious

　embryos 　formed，
yEnlarged

　ovu 亶es　after　culturing ・
xValues

　in廿】e　parenthesis　are 　the　percentage　of 　enlarged

ovules ．
WCallus

　fomation，

誘導 され た が，この カ ル ス をホル モ ン フ リーの MS 培地 お

よ び NAA （0．1　mg
・liter

− 1
）添加 の MS 培地に移植 して も

不定胚 の 形成は 認 め られ な か っ た ．また，BA ，　 Kinetin，

Zeatin，2ipを含む培地で は ， 培養初期 に ほ と ん どの 培地

で 胚珠 の 肥大が 認め られた が ，約 1カ月後 にす べ て の胚珠

は褐変 し，そ の 後の 肥大 は見 られ な か っ た ．

　次 に 6種 の ジ ベ レ リ ン を添加した MS 培地 で ， 未受精胚

珠を暗黒条件下 で 培養す る と，ジ ベ レ リ ン混合物 GAs ，

GA4 添加培地 で 不定胚 の 形成が 見 られ た （第 2表）．不定

胚形成率は GA3 （2　mg ・liter
−1
）が最 も高 く，以下 GA1 （2

mg ・liter
−L
），ジ ベ レ リ ン 混合物 （ユmg ・liter

−k
）の 順 に 高

か っ た．一方 ，
GA1 ，　 GA5 ，　 GA7添加培地で は不定胚の

形成は見ら れ なか っ た．

　大 きさ 3〜4mm ま で 成長 し た不定胚 を ホ ル モ ン フ リー

の MS 培地 に 置床 し，植物体再生を試み た （第 3表 ）．そ

の 結果，ジ ベ レ リ ン混合物よ りも，GA3 お よ び GA4 で 誘

導 した不定胚の 方 が植物体再生率は高 く，ほ ぼ 同率 で あ

っ た．GA3 で 誘導し た不定胚か らは 形態的に 正 常な 植物

体 が 高率で 発生 した が ，ジ ベ レ リ ン 混 合物で は 低 く，

GA4 で は更に低か っ た．特に GAd で誘導 した不定胚 か ら

は 異常な形態の 植物体が多数生 じた （第 1図，E）．得られ

た 植物体 は す べ て 培養土に 移植 し順化を試み た．そ の 結

果，ジベ レ リ ン 混合物tGA3 ，　 GA4 で 誘導 した不定胚 か

ら発生 した植物体の順化率は ，
GA3 ，　 GA4 は ほ ぼ 同率で

あ っ た が ジ ベ レ リ ン 混合物 はそれ よ り低か っ た．茎葉お

よ び根 の 形態 が 異常 な再生植物体 は ，順化の 過程 で す べ

て 枯死した，しか し，茎葉が奇形に も関 わ らず 根 の 発達

した再生植物体 で は，順化の 過程 で 新た に茎葉の 発達 が

み られ，そ の 後 は 正 常個体 と ほ ぼ 同様 に 成長す る の も見

られた．この ような個体 は GA4 で誘導され た 不定胚 由来

の 植物体 に多 く見 られ た，不定胚か ら順化 まで の 生存率

は，GA3 ，　 GA4 を用い た 場合 に は 同率で高く，ジベ レ リ

ン 混合物 の 約 2倍で あ っ た．順化 した植物体は鉢上 げ し，

温室内で 育成 した （第 1 図，F）．

　約 3mm まで 成長 した不定胚と，順化 した再生植物体 の

根端の 染色体を観察した （第 2図 ）．不定胚 23個体 の 内 ，

17個体は 二 倍体 （第 2図，A），ユ個体 は 四倍体 （第 2図，

B），3個体は 異数体 （染色体数　＝23
，
33，34）で ，残 り 2 個

体に つ い て は 確認 で きな か っ た．また，再生植物体 16個

体はす べ て 2倍体 （第 2 図，
C ）で あ っ た．不定胚 お よ び

再生植物体 の い ず れ に お い て も半数体 は確認で きなか っ

た．

　再生植物体 の RAPD 分析の 結果を第 3図 に 示 した ．供

試プ ライ マ ーに よる PCR 産物に おい て，親株 （Lane 　1）と

再 生植物体 （Lane 　2〜9）お よ び ワ イ マ ナ
ー

ロ （Lane　lO）と

の 間に多数の共通 バ ン ドが 見 ら れ た ．しか し，RA −1 を

使用 した PCR 産物に お い て ，270　bpで は Lane　1 に は あ

るが Lane　2 と Lane 　lOで 欠落 した バ ン ド， 150　bp で は

Lane　2，3，4，5 と Lane　10で欠落 した バ ン ドが確認 さ れ

た．また，RA −47に お い て は 280　bp で Lane　2の み に 欠

落 した バ ン ドが認 め ら れ た，

考 　　察

　こ れまで ，未受精胚珠 か らの 不定胚誘導 に は，カ ン キ

ツ で は酵母抽出液とア デ ニ ン （Button　・　Bornman ，
1971），

オ オ ム ギ で は 2，4 −D （San　Noeum ，1976），コ ム ギ で は

NAA と Kinetinの 組み 合わ せ の 添加培地 が 有効 で あ り

（Zhu ・Wu
，
1979），ニ ホ ン カ ボチ ャ お よ び ニ ラ で は ホ ル モ

ン フ リー培地 が 適す る と報告 さ れ （Soo・Fujieda，1988；

Kojima・Kawaguchi，1989 ），添加物質の 有効性は 植物種

に よ っ て異な っ て い る．

　本実験に お い て 1
パ パ イ ア 未受精胚珠 か らの 不定胚誘

導 に は，各種植物ホル モ ン の う ち ，
ジ ベ レ リ ン の 添加の

み が有効で あ る こ とが示され た ．ま た，供試 した ジベ レ

リ ンの うちで は GA3 の 効果が 最 も高 い こ と が 明 ら か に な

っ た．

　不定 胚 誘導 に お け る ジ ベ レ リ ン の 関与 に つ い て ，

Kochba ら （1978）は ミ カ ン 胚珠 由来 カ ル ス か らの 不定胚

形成は ABA に よ り促進 さ れ，　 GA3 に よ り阻害さ れ る と

報告して い る．しか し，コ ナ ラ，ボダ イ ジ ュ の 胚由来 カ

ル ス で は GA3 は不定胚誘導を促進す る こ とが 示 さ れて い
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a … b

蒸

Fig　L 　Photographs　of 　adventitious 　embryos 　and 　regenerated 　plants．from　ovules 　exclsed 　from　unpollinated

　　　　ovaries 　of　papaya　and 　cu 正tured跏 レ”厂o （Bar＝1mm ）．

　　　　A ：Adventitious　embryo ．

　　　　B ：AdvenIi【ious　embryo 　genera1ed　from　cultured 　ovules ．

　　　　GAggregated 　advenlitious 　embryos 　produced　from　one 　embryo ，

　　　　D ：Embryo　with 　normai 　and 　abnoma1 【norphologies ，

　　　　　a ：Embryo 　with 　normal 　morphology ．

　　　　　b−d：Embryo 　with 　abnormal 　morphology ．
　　　　E ：Plan［let　formation ．

a ：No ロnally 　developeCl　shoot 　and 　roots ．
b：Abnormally 　developed 　shoot ．
cand 　d：Abnormally 　developed　shoot 　anCl　roots ，

F ：Acclimated 　plantS　in　pots．
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Table　2．　Effect　of　gibberellins　on 　adventitious 　embryo 　formation　from　ovules

　　　 excised 　from　unpollinated 　papaya　ovaries 　and 　cultu　red 　in　vitro．

Gibberellin C・ncn ，（mg ・lit・・

一
’

）
　 No．　of 　　　　　 No，　ofovules 　　　　 ％ ofovules

grewn 　ovulesz　　 forning　embryes 　 fomming　embryesY

GA −
mixed 　　　　　　　　 O，1

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0．5
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1．0
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2．0
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5．O

GAI 　　　　　　　　　　　O．1
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0．5
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1．0

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2．0
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5．O

GA3 　　　　　　　　　　 0．1
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0．5
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1，0

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2，0
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5．O

GA4 　　　　　　　　　　　0．1
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0，5
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1，〔〕
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2．0
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5．0

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0，5
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1．0
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2．0

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5．0
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05620
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了
12133

一

　
5211

GA5 　　　　　　　　　　　　　　　 183　　　　　　　　　　　　　
0

　　　 　　　　　　　　　　　　　 　　 327　　　　　　　　　　　　　　　　　　0

　　　 　　　　　　　　　　　　　 　　 282　　　　　　　　　　　　　　　　　 0

　　　 　　　　　　　　　　　　　 　　 322　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0

　　　 　　　　　　　　　　　　　 　　 246　　　　　　　　　　　　　　　　　　0

GA
， 　 　 　 　 0，1 　 　 　 195 　 　 　 　 　 　 　 　 0

　　　 　　　　　　　　0．5　　　　　　　　266 　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0

　　　 　　　　　　　　1．0　　　　　　　　　　　　389　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔｝

　　　 　　　　　　　　2．0　　　　　　　 405　　　　　　　　　　　　　　　　　　0

　　　 　　　　　　　　5，0　　　　　　　 186 　　　　　　　　　　　　　　　　　　0

Ovules　from　unpollinated 　ovaries 　were 　excised 　and 　cultured 　in　vitro ．
zThe

　enlarged 　ovules 　were 　measured 　after　three　months 　cultivation ．
・ Sig・ifi・・nt　diff・renc ・ at　p ・0．05 （

’

）by　X2
−t・・t

Table　3．　Regeneration　of 　plantlet　frorn　adventitious 　embryes 　derived　from　ovules 　of

　　　 unpollinated 　ov 肛 ies　ofpapaya 　and 　cultured 　in　vitro ・

GA 　used 　ft）r　　　　No．　of 　embryos

embryo 　induction　 cultured

No．　ofplants
regenerated

No．　ofnermalplantlets No ，　of 　plants
a   limatized

％ ofplants

survived

GA −
mixed

GA3GA4

221159227 41 （18．6）
z

42 （26．4）
61 （26，9）

16 （39）
y32

（76）

7（11）

10（24．4）
x

14（33．3）
20（328）

588418

∩
6

zValues
　in　the　parenthesis　show 　the　percentage　of 　cultured　embryos ．

y’xValues
　in　the　paTer】thesis　show 　the　percentage　of 　regenerated 　plants．

る （神阪 ・宮本，1994），また ，パ パ イ ア の 根由来 の カ ル

ス か らの 不定胚誘導に お い て も GA3 が 同様の 効果を もつ

こ とが認め られ て い る （Chenら，1987）．本実験の結果を

合わ せ て考え る と，ジ ベ レ リ ン は パ パ イ ア 組織か ら の 不

定胚誘導に促進的な働 きを持つ が，ジ ベ レ リン の 種類に

よ り，そ の効果 に 大 きな違 い が あ る もの とみ られ た ．

　 これ まで 不定胚 は，コ ム ギ，タ バ コ で は 照明下 で ，オ

オ ム ギ，イ ネ，ガ
ーベ ラ で は照明と暗黒 の 両条件下 で誘

導 さ れて お り（Yang
・Zhou

，
1982），種 に よ っ て 不定胚形

成の 光条件は異な っ て い る．Fitch　・　Manshardt （1990）は

パ パ イ ア 未熟胚か らの 不定胚誘導を暗黒培養で 行 っ た が，

本試験 に お い て も暗黒条件下 で の み不定胚 が 形成 さ れ た
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Fig，2．　Photomicrographs　of 　chromosomes 　from　adventiIious 　embryos 　and 　regenerated 　plantlets　derived　from

　　 ovules 　excised 　from 　unpollinated 　ovaries 　of　papaya　and　cul 加 red ∫月 レit厂o，

　　 A ：AdvenIitious　embryo （2n＝18），

　　 B ：Adventitious　embryo （4n三36）．

　　 C ：Regenerated　plan色（2n司 8）．

A

270bp ゆ

150bpo

B

280bp一レ

M1254567S910 　M

M123456789 責OM

一603bp

一
］lebp

一234bp

−一一
194bp

一 603bp

一 310bp

一 234bp
− 194bp

Fig．3．　Gel　plates　showing 　banding　patterns　of 　RAPD

　　 analysis 　with 　the　primer　RA
−1（A）and 　RA −47（B）．

　　 Lane 　1 ： Parental　strain ．
，
　Lane　2−−9： Regenerated 　Plants．，

　　 Lane ユO ： Waimana 且o．，　Lane　M ；　Hae 皿 digestedφX174 ．

こ と か ら，パ パ イ ア 組織か ら の 不定胚誘導に は暗黒条件

が適 して い る と考え ら れ た．

　
一

般 に誘導さ れ た 不定胚 か らの 植物体再生 は 困難な 場

合も多 く，ニ ホ ン カ ボ チ ャ に お い て は，二 次胚 や奇形子

葉 をつ け た異常胚が 多く誘導さ れ、再 生植物体 の 獲得率

は 極 め て 低 い こ と が 報 告 さ れ て い る （Soo・Fujieda，

1988 ）．本実験 で も多 くの 異常胚が見られ，不定胚 か らの

植物体再生率も低か っ た．不定胚か ら の植物体再生が 困

難な 原因 と して 西村 ら （1991）は，不定胚 の 形態的 あ る い

は生理的異常 の 多発 と，休眠の 存在を あ げ て い る．

　本実験 で は 調査 した不定胚 の 多 く，ま た 再生植物体 の

す べ て が 二倍体 で あ り，未受精胚珠を用 い た に もかかわ

らず 半数体 を見出す こ とは 出来な か っ た ．一
方，カ ン キ

ツ の や く培養 に お い て は，花粉か ら直接胚様体が形成さ

れ植物体 へ と発達す る が，得 ら れ た 植物体 の ほ とん ど が

二 倍体 で あ っ た こ とが報告さ れて い る （日高，1990）．こ

の 様な倍加は，花粉か ら胚様体を形成す る極初期 の 段階

で 起 こ る核融合な ど が 原因 の
一

つ と考え られ る と報告 さ

れて い る （Hidaka・Omura ，
1989）．ま た，培養 中の 植物細

胞で は様 々 な 倍数性 の 細胞が出現す る が ，再分化 は 二 倍

体の細胞 に お い て 選択的に 行わ れ る こ とが報告 さ れ て い

る （Krikorianら，1983； Mok ら，1976），

　再生植物体 の RAPD 分析に お い て ，親株 とは異な る バ

ン デ ィ ン グパ タ
ー

ン を示す 個体 も確認 され た ． こ れ らの

多型 は ，再生植物体 の ゲ ノ ミ ッ ク DNA が親株 と同
一

で な

い こ とを示唆す る．供試 した 再生植物体の茎葉に 形態的

変異は認め られ な か っ た こ とか ら，RAPD 多型 が 変異 に

よ る もの と は考え に くい ．こ れ ら の 結果は，パ パ イ ア未

受精胚珠培養で 得 られた再生植物体の一部は半数性 の 生

殖細胞起源 で あ る こ と を 示唆し て い る， こ の 点 に つ い て

は，今後再 生 植物体 の 形態的特性や 他 の 固定種 との 交雑

後代を調 べ ，さ ら に検討す る必要 が ある．

摘　　要

　開花前 の 子房か ら胚珠を摘出し各種 の サ イ トカ イ ニ ン，
オ
ーキ シ ン，ジ ベ レ リ ン を 含 む 培地 で 培養を行 っ た 結果，

ジベ レ リ ン 混合物 （GA380 ％ 以 上，　 GA
，
＋GA4 約 10％，

GA2 ＋ GA7 微量）お よ び GA3 を含む培地 の 暗黒培養で 不

定胚誘導 が 認 め られ た．サ イ トカ イ ニ ン お よ び オ ー
キ シ

ン を含む培地で は不定胚誘導は見 られなか っ た．ま た，各

種 の ジ ベ レ リ ン を含む培地 で 未受精胚珠を 暗黒培養す る

と，ジベ レ リ ン 混合物，GA3
，
　 GA4 で不定胚誘導が 見 ら
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れ た が ，GAI ，　 GA5 ，　 GA7 添加培地 で は 不定胚誘導 は

認 め られなか っ た．

　不定胚 は 胚珠か ら直接誘導さ れ，奇形子葉をつ けた 異

常胚 も数 多 く認 め ら れ た ．誘導さ れ た不定胚 を ホ ル モ ン

フ リ
ー

の MS 培地 に 置床 し植物体再生 を試み た結果，
ジ ベ

レ リ ン 混合物で 誘導 した不定胚か ら 18．6％，GA3 および

GA4 で誘導 した不定胚か ら は そ れ ぞ れ 26．4％，26 ．9％ と

ほ ぼ同率で植物体が再生された t 置床 した不定胚 の内，順

化 ま で 至 っ た植物体は 全処理 区 の 合計 で 44個体 （72 ％）

で あ っ た，誘導 した一部の 不定胚 で は 四倍体 （4n＝ 36）お

よび異数体 も確認 さ れ た が，順化 し た再生植物体はすべ

て 二 倍体 （2n＝ 18）で あ っ た．ま た，再生植物体 の RAPD

分析を行 っ た 結果，プ ラ イ マ
ー RA − 1，　 RA −47 を用い た

場合，親株 とは異 な るバ ン デ ィ ン グパ ターン を示す個体

も確認 さ れ た．従 っ て ，再生植物体 の
一部は，半数性の

生殖細胞起 源で あ ると推察 され た．
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