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付災登録賊槻の植物体の特性

iK要な形質 爪要な形蘭に係る特性

ｌ葉：アントシアニン満色０１無

２葉：アントシアニン色の分布

３葉：葉耳のアントシアニン色０１無

４止葉：葉身の姿勢（初期観察）０１立

５止葉：葉身の姿勢（後期観察）０３半立

６出穂期（50％出穂）０８かなり晩

７外穎：碩部の諦色（初期観察）０１無又は慨淡

８弾：災さ（樋を除く、浮稲を除く）０５１|’

９稗：節のアントシアニン府色０１無

１０穂：主軸の災さ０５中

１１樋：穂数０４やや少

１２徳：萱の分布０１先端のみ

１３小穂：外穎の毛茸の多少０５中

１４小穂：外頴先端の色（ふ先色）０１白

１５穂：主軸の湾曲の程度０５垂れる

１６穂：穂型０２紡錘状

１７成熟期０８かなり晩

１８穎色０１黄白

１９穎色：模棟０１無

２０外穎：頂部の蒲色（後期観察）０１無又は極淡
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Ｚ ２ｌ護穎：長さ０５中

２２護穎：色０１黄白

２３籾：千粒爪（成熟）０３小

２４籾：願のフェノール反応０１無

２５籾：フェノールの簡色

２６玄米：災さ０７１を

２７玄米：制０４やや狭

２８玄米：形（側面から見て）０３半紡鈍形

２９玄米：色０２淡褐

３０玄米：秀Ｉ）０１無又は極弱
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３１鞘葉：アントシアニンのｲﾛ『色０１無又は極少

３２雅部葉：災鞘の色

３３葉：緑色の秘度０５中

３４葉鞘：アントシアニン締色０１無

３５葉鞘：アントシアニン府色の裡度

３６葉身：炎1mの毛茸０５’'１

３７葉：襟のアントシアニン肺色０１無

３８葉：葉丙の形０２鋭形

３９葉：葉喬の色０１無色

４０葉：葉身の災さ

４１葉：葉身の帆

４２禅：形状０３半立

４３秤：ひざまずきの有無

４４雄性不捻０１無

４５開花期外顧：キールの締色０１無又は撤淡

４６開花期外頴：頂部下の脈色０１熊又は織淡

４７小穂：柱飢の色

４８禅：太さ０６やや人

４９禅：節の肝色の穏度

５０秤：節間の脚色０１無

砿要な形質 咽要な形寅に係る特性

５１棚：ど０９打

５２棚：どの色（初期観察）０１黄白

５３徳：般長菅の長さ０２かなり短

５４秘：どの色（後期観察）０１黄白

５５棚：２次枝梗の有無０９打

５６棚：２次枝梗の型０１１型

５７秘：抽出度０９鯉軸もよく抽出

５８葉：老化（枯れ上がり）０７晩

５９成熟期外頴：キールの消色０１無又は極淡

６０成熟期外頴：頂部下の蒲色０１無又は極淡

６１籾：災さ０６やや長

６２籾：轍０４やや細

６３旺乳：型０３秘

６４脈乳：アミロース含ｌｉｔＯ６６型

６５輔米：アルカリ刷壊

６６低温発芽性（水稲は除く）

６７耐干性（水稲は除く）

６８陣蒋型耐冷性

６９出61j遅延型耐冷性

７０棚発芽性０４やや坊
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７ １耐倒伏性０７強

７２脱粒性０７難

７３地l:部令砿

７４いもち嫡抵抗性推定辿伝下型Ｐｊ－ａ,j,Ａ

７５樋いもちほ場抵抗性０４やや弱

７６集いもちほ場抵抗性０３弱

７７口篭枯病抵抗性IWIiiIi鮮別

７８１２１災枯病ほ場抵抗性

７９しま葉枯病抵抗性,IMjli群別

８０萎縮摘低抗性品種群別
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８１ツマグロヨコパイ抵抗性品樋群MII

８２トビイロウンカ抵抗性遺伝子型

８３玄米：心白の出現（浦米）

８４タンパク質含ｆｔＯ４やや低

８５グルテリン含迅

８６プロラミン含賦
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イネ約培養における品種間差異を克服する

基本培地の検討

大源正明＊・橋本憲明*＊・星洋介*＊＊・

高原美規***＊・山元姶二****＊

ImprovementofthebasalmediumfOrantherculluｒｅ

ｏｆｒｉｃｅｔｏｄｉｍｉｎｉｓｈｔｈｅｖａｒｉｅｔａｌｄifrerenceofcullural

eIIiciency．

MasaakiDAIGEN＊，ＮｏｒｉａｋｉＨＡＳＨＩＭＯＴＯ＊＊，

YosukeHOSHI＊＊＊，ＹｏｓｈｉｎｏｒｉＴＡＫＡＨＡＲＡ＊＊＊＊

andKQjiYAMAMOTO＊***＊

イネ薪培養は育種年限の短縮に有効な技術であるが，

培養の難易に大きな品種間差異がある．従来から基本培

地としてＮ6培地!）が多用されてきたが，コシヒカリや

その近縁品種の培養効率が極めて低いために，良食味に

重点を置いた新品種育成には適さなかった2)．また，コ

シヒカリに対して高い培養効率を示すＤＫＮ培地を川い

ると，コシヒカリに近縁の品種を材料に用いた際の約培

養効率が飛躍的に向上するが，一方，コシヒカリに遠縁

の品種では培養効率が低くなる傾向があった3)．近年で

は，主食用品種以外に飼料川米品種,加I:用原料米品種，

新形質米品種など消費者や実需者の多様なニーズに的確

に応える品種開発が求められており，多様な交配材料を

取扱うイネ育種事業においては，いかなる材料であって

も高い効率で固定系統を作出できる約培養技術の開発が

求められる．

筆者らが開発しイネ育種事業に採川しているイネ新

培養ＡＲＩＳ法4）は，満からのカルス誘導に液体培地を用

いるが，カルス培養で観察される培養の難易に関する品

種間差異は固形培地よりも液体培地で顕著に現れること

が知られている(i)．そこで，培養の難易に関する品種間

差異が小さい培養法への改良を目指して，イネ約陪従

ARIS法に用いる基本培地の組成について検討した．

材料および方法

１．種子カルスの誘導

日本稲９品種（コシヒカリ，ひとめぼれ，越路早生，

こしいぶき，日本晴，味こだま，はしり味，新潟早生，

ゆきの精）の玄米を７０％エタノールに３分間，１％次

亜塩素酸ナトリウム溶液に３０分間浸演して表面殺菌し，

滅菌水で３回水洗してカルス誘導のための外植体とし

た．カルス誘導培地にはＤＫＮ培地からアスパラギン酸

とグルタンミンを除いた培地（以下，アミノ酸無添加培

地と呼称する）を供試し，２ｍｇ/12,4-,と309/lショ糖

を加えて，ｐＨを５．８に調獲後,８９/lアガロース（Sigma

社製Typel）を加えてオートクレイブ滅菌（121℃，

２０分間）した．滅菌後，培地２０ｍlずつを９ｃｍ径のプ

ラスチックシャーレに分注して固化した．この培地に表

面殺菌した各供試品種の玄米を置床し，２５℃，暗黒条

件下で３０日間培養して種子カルスを誘導した．

２．懸濁培養による供試カルスの維持・増殖

各供試品種の玄米から誘導された種子カルスを，実験

に必要なカルス吐に増やすために，液体培地を用いて振

とう培養を行った．液体培地の組成はアミノ酸無添加培

地十１ｍｇ/12,4-,＋309/ｌショ糖とし，培地ｐＨを５．８

に調整した．この液体培地６０ｍlを加えた200ｍl容三

角フラスコに各供試品種の稲子カルスを移植し，９０rpm

の旋回，２５℃，全日長の弱照明（3.4ｕｍｏｌｍ,2ｓ.'）

の条件で振とう培養を行った．培地は１週間に一度の

割合で新しい培地と交換した．また，２週間に一度の割

合で，カルスをステンレスメッシュ（２０mesh）上で物

理的に細かくする「裏ごし操作」７)を行った．

３．各種アミノ酸を添加した液体培地におけるカルス増

殖率の測定

アミノ酸無添加液体培地を基本として，これに１３種

類のアミノ酸をそれぞれ窒素濃度として５，Ｍ添加した

液体培地（アミノ酸無添加を含めて計１４種類）を供試

した．各液体培地には共通成分として１ｍｇ/12,4-,と

309/ｌショ糖を加え，培地ｐＨを５．８に調整した．前項

２であらかじめ増殖したカルスを，裏ごし操作により

２０メツシュサイズ以下に細かくし，このカルス２５０αｌ

(seltledcellvolume；自然沈降した際の容積）を１４種

類の液体培地（培地量６０ｍl／200ｍl容三角フラスコ）

平成２２年１０月２０側受理

＊企画情報部（前アグリ・フーズバイオ研究部）＊＊アグリ・フーズバイオ研究部

＊＊＊魚沼地域振興局（元アグリ・フーズバイオ研究部）＊＊＊＊長岡技術科学大学 ＊＊＊＊＊前長岡技術科学大学



コシヒカリは従来から満培養の困難な品種として知ら

れていたが，培地に含まれる無機態窒素成分を低濃度に

して，これに替わる窒素成分としてアスパラギン酸とグ

ルタミンを加えることでコシヒカリの満培養が容易にな

ることを兄いだし，この培地をＤＫＮ培地と稲付けた5)．

コシヒカリとその近縁品種の培養についてはこれら２種

類のアミノ酸添加が有効であるが，これ以外のアミノ賊

を検索すれば，多様な,11111種の蛸養に適する，すなわち'１１１１１

種間差異が克服できる培地組成を決定できるのではない

かと仮説を立てて本研究に取り組んだ．また，満培養の

効率は花粉の発達ステージに大きく影響されることが知

られており，今回のように供試品種９種類に対してそれ

ぞれ１４種類の液体培地を組み合わせる実験では，lIil-

の花粉発達ステージの約を大'１ｔに供試することは困難で

2８

表ｌカルス増殖に及ぼすアミノ酸の影響に関する品種比岐

にそれぞれ移植して９０rpmの旋回，２５℃，全日長の弱

照明（3.4“ｍｏｌｍ~2ｓ.I）の条件で１４１二Ｉ間の振とう哨

養を行った．培地は71-1後に新しいものと交換した．培

養終了後，カルスの容積を測定し，ｌ４Ｉｌ間の培養にお

ける増殖率を算出した．なお,実験は全て４反復行った．

あるため,実験には玄米から誘導した種子カルスを用い，

これらのカルスの液体地11'での増殖に関するIliI',極間差異

を調べた．

アミノ酸無添加液体培地を基本として，これに１３種

類のアミノ酸をそれぞれ窒素濃度として５，Ｍ添加した

液体培地において，計９品種の種子カルスを振とう培

養し，１４「Ｉ間の培養期間における増殖率を調べた結果

を表ｌに示した．アミノ酸が無添加の場合のカルス増

殖率に比較して，添加によりカルス増殖率が有意（５％

水準）に高くなったアミノ酸を，表巾において網掛けで

示した.供試したアミノ酸の中で,システイン,グリシン，

リジン，セリン，トレオニンは全ての品種に対してカル

スの贈殖を|(IMifした．コシヒカリ，ひとめぽれ，越路早

生の３品種は，アミノ酸に対する反応が他の６１W1種とは

異なり，アミノ酸無添加培地では増殖率が低いが，４種

類のアミノ酸(アラニン,アスパラギン,アスパラギン酸，

グルタミン酸）の添加で増殖率が間まった．一方，他の

６ili,1,種はアミノ酸無添加陪地において増殖が比較的良好

であり，むしろアミノ酸添加によってカルスの噌殖率が

低下する場合が多く観察された．しかしながら，供試し

た１３種類のアミノ酸の巾ではアラニンとアスパラギン

に関しては，９種類の供試I品種に共辿してカルスの増殖

結果および考察

新潟ﾘ『し農業総合研究所研究報併第11号2011

新

注）数値はカルスの増殖率（倍）を示す（４反復の平均価）

同一英文字Tukcy法で有意差なしを示す
網掛けはアミノ酸無添加に比べて有意（５％水準）に増殖率が尚〈増殖促進効果が認められたアミノ腰を示す
数仙の下線は瑚殖率が９．５倍以上のものを示す
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アラニン

アルギニン
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率を高めることが明らかになった．

一方、グルタミン酸は一部の品種についてカルスの増

殖率を低下させるものの、すべての品種でカルス増殖率

が９．５倍以上の高い値を示した。また、品種間の増殖率

の最大値と最小値の比率（最大／最小比）を比較してと

ころ、グルタミン酸は２．１で最も小さく、品種間差の少

ないアミノ酸と言える。

以上の結果から、アラニン、アスパラギンおよびグル

タミン酸の３種類のアミノ酸は，培養における品種間差

異を克服する培地成分として期待されるため，今後は般

適な濃度や組合せを検討して基本培地を試作し，多様な

Ｆ１を材料に用いた満培養を行ない，培養効率について

従来培地と比較する必要がある．

摘 要

イネのカルスの増殖は培地に添加されるアミノ酸の種

類によって大きく影響を受け，その影響は供試したイネ

品種によって大きく異なった．一方，アラニン、アスパ

ラギン、グルタミン酸を培地に添加した際には，実験に

供したすべてのイネ品種に対して好影響を及ぼし，カル

ス増殖に関する品種間差異が小さくなることが認められ

た．

したがって、イネ満培養において良食味品種育成用に

用いられるＤＫＮ培地のアミノ酸組成（アスパラギン酸

およびグルタミン）を、アラニン、アスパラギン、グル

タミン酸に代替することで、満培養で観察される培養効

率に関する品種間差異を克服することができ、多様な育

種目標に対応できる満培養法が確立される可能性が示唆

された．
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イネ繭培養（ＡＲＩＳ法）においてカルス誘導

を終えた約を新鮮な培地に移植して再培養す

ることで緑色再分化植物体の作出効率が飛躍

的に向上する

大源正明＊・星洋介*＊

Improvementoftheefficiencyofriceantherculture

byadoptingasecondanycultureaftertheprimary

callusfOrmationculture．

MasaakiDAIGEN＊ａｎｄＹｂｓｕｋｅＨＯＳＨＩ＊＊

筆者らは二段階培養法並の労力で三段階培養法と同等

の培養効率を示す新しい約培養法（ARIS法）を開発し，

この方法はイネ育種事業にとって有用であることをすで

に報告した!)．イネの満培養においては無菌的に満を摘

出する作業が最も労力を要するため，採取した約から高

い再分化能を有したカルスをいかに多数誘導するかが重

要になる．ＡＲＩＳ法は三段階培養法と同等の高い培養効

率を示すが，さらなる培養効率の向上を図るため，３０

日間のカルス誘導培養を終えた満を新鮮な培地に移し替

えてさらに培養を継続することで，再分化能を有する力

ルスが得られるかどうかを調べた．その結果，満の再培

養により多数のカルスを得ることができ，しかも高い再

分化能を有するカルスを誘導するための培養期間を明ら

かにできたので報告する．

材料および方法

１．繭培養の材料

「新潟７５号／北陸２００号｣，「こしいぶき／放育２

号／／東北１８３号」および「北陸７９号／北陸１８７

号」の計３種類のＦ，材料をガラス温室で栽培し，葉耳

間長４～７ｃｍの幼穂を葉鞘に包まれたまま採取し，セ

ロファンに包んで低温処理を行ない満培養の材料とし

た．低温処理条件は島田ら2)の方法を参考にして８．Cで

７日間とした．

２．繭の再培蓋の検討

満の再培養の実験方法の概略を図ｌに示した．具体

的には，イネ満培養ＡＲＩＳ法において，３０日間のカル

ス誘導培養を終えた満をステンレスメッシュ（サイズ

は２０メッシュ，直径約１５ｍｍの円形とし，あらかじ

め滅菌しておく）ですくい取り、新しいカルス誘導培地

23ｍlに移植した．この培養（満の再培養）を１週間，

２週間，および３週間行いカルスを誘導した．再培養後

には，ＡＲＩＳ法に準じて再分化誘導液を２ｍl加えて７日

間再分化誘導培養を行い，さらにカルスを再分化培地に

移植することで植物体を再分化させた．３種類の再培養

｢而置詞「ﾗﾗ元ﾗ雨］… 植物体再分化

r--1a
カルス誘導培地

（液体培地）

〆
~」し判昼､~

〆'30日間培養後の満
･をステンレスメッ

:シュですくい取り、
:新しいカルス誘導
:培地に移植

ご童コｰ→瞳逗Ｈ重重ニ
イ帝

_,､..…金」__今ＬＬｓｌＩ…ー

再培養１，２，３週間を検討

図ｌ実験方法の概略．

平成２２年１０月２０日受理

＊企画情報部（前アグリ・フーズバイオ研究部）＊＊魚沼地域振興局（元アグリ・フーズバイオ研究部）



1７．０±５．６ａ

3２ 新潟県農業総合研究所研究報告第11号2011

表ｌ満の再培養の検討．

再培養２週間１９１．８±５３．２ａ

Ｆ,材料の
交配組み合わせ

カルス当たりの
緑色個体再分化率(％）

誘導された
カルス数'）

培養期間 緑色再分化個体数2）

１３．４±６．８ａｂ

30日間培養のみ168.2±４６．２ 2９．４±１２．９ １８．２±８．２

再培養３週間
‐｡ｰ一一全一＝一ー一一一ー｡●■■~●~

30日間培養のみ

新潟７５号

／北陸２００号

再培養１週間 97.6±４２．７ａ 23.4±７．６ａ ２５．８±６．１ａ

ｂ
一
９
－
２

●
一
●

２
－
２

＋
言
十
一

９
－
２

●
一
●

５
－
７

再培養２週間130.8±２８.ｌａｂ 6.2±４．ｌｂ 4.7±２．６ｂ

北陸７９号

／北陸１８７号

再培養３週間
■｡■■■■‐■‐‐＝■‐ロロ｡■■｡｡■

30日間培養のみ

170.8±５１．６ｂ
､｡｡■二○｡●■画一一一一一一一一一一＝一つ一Ｃニー■

254.4±６０．１

２．６±４．２ｂ
Ｂ一一中●つむ①＝＝＝＝＝一一－－－－一一－＝

2６．８±８．８

１．７±２．５ｂ
‐一一‐＝一手~‐一｡‐｡●■■｡‐■‐－１

１０．６±２．０

6.6±１．７ａ

再培養１週間１５１．６±５２．４ａこしいぶき／放育２号

／／東北１８３号

２６．２±１３．３ａ

イネ満培養ＡＲＩＳ法は二段階培養法並みの労力で三段

階培養法と同等の高い培養効率を示すが，さらなる培養

効率の向上を図るため，３０日間のカルス誘導培養を終

えた薪を新鮮な培地に移し替えてさらに培養を継続する

ことで，再分化能を有するカルスが得られるかどうかを

調べた．その結果,満の再培養を７日間行うことにより，

高い再分化能を有するカルスを多数得ることができ，通

常のＡＲＩＳ法に比べて約２倍の緑色再分化植物体数を得

ることができた．ＡＲＩＳ法におけるカルス誘導培養は液

体培地を用いた満の浮遊培養であり，培養を終えた約を

回収し新たな液体培地に移植する操作は容易に行うこと

ができるため，本法の採用によりイネ育種事業における

緑色再分化植物体の作出効率を飛躍的に向上できること

が明らかになった．

１３．４±６．３ａ

３０日間のカルス誘導培養を終えた約を新しい培地に

移し替えて培養を継続した実験結果を表ｌに示した．満

の再培養を１週間行なうことにより，「３０日間培養の

み｣，すなわち通常のＡＲＩＳ法の場合で得られる約半数

のカルスが誘導された。これらのカルスは，「３０日間培

養のみ」で誘導されたカルスよりも高い再分化能を有し

ており，「３０日間培養のみ」とほぼ同数の緑色再分化個

体が得られた。一方,再培養２週間あるいは３週間では，

誘導カルス数が増加するものの，それらのカルスは再分

化能が極めて低く，得られる緑色再分化個体数は減少し

たため，長期の再培養は有効ではなかった。

以上のように，ＡＲＩＳ法における通常のカルス誘導培

養を行った後に、さらに満の再培養を１週間行うこと

で，通常のＡＲＩＳ法に比べて約２倍の緑色再分化植物体

を得ることができた．ＡＲＩＳ法におけるカルス誘導培養

は液体培地を用いた満の浮遊培養であり，液体培地中に

満が浮いた状態なため，培養を終えた約はステンレス製

の網で容易に回収し新たな液体培地に移植することがで

2６．８±１７．２ａ

摘 要

76.6±２９．８ａ

1８１．０±１９．６ａ
一一＝＝－＝＝寺｡｡｡■｡■ロロ■ロー■｡‐‐■■■q

121.0±４７．０

1０．８±５．７ａ
■■■■■■｡■｡‐■全一●ー一｡－口■‐‐

８．０±２．５

2.8±１．５ｂ 3.7±１．４ｂ

期間毎に，得られたカルス誘導数と緑色再分化個体数を

調べ，各実験区の培養効率を比較した．同様に，再培養

を行わない通常のＡＲＩＳ法も行い，培養効率を比較する

際の対照区とした．各種培養条件は、ＡＲＩＳ法の開発に

ついて報告した既報'）の第１表に示したものと同様で

ある．満の置床数はｌシャーレ当たり５０満とし，各実

験区とも５反復で行った．

再培養１週間 58.4±２９．６ａ

きる．満の浮遊培養については、カルス誘導培養時にシ

ャーレをパラフィルムで封じないこと３)や，カルスに

付着した液体培地を除去すること4)で培養効率の向上

を図れることが,これまでに明らかにされてきた．一方，

イネの満培養においては無菌的に満を摘出する作業が最

も時間と労力を要するため，より少ない約から多数の再

分化能を有したカルスを得ることが求められる。したが

って，効率的なイネ育種を行うためには，本研究で開発

された満の再培養を採用することが極めて有利である．結果および考察

再培養２週間

97.8±３７．４ａ

')，２）５０約当たりの数値

Tukeyの多重比較検定で同符号間は5％水準で有意差なし

3.5±１．６ｂ再培養３週間 3.6±２．ｌｂ
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