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要 約

リンドウの培養系に変異源処理や病害虫抵抗性の有用遺伝子を導入することで耐暑性や複合

耐病虫性系統などリンドウ種内に保存されていない新規形質系統作出の検討を行った。その結

果は次の通りである。

１）リンドウのプロトプラストに変異源として紫外線、ＥＭＳ（エチルメタンスルホン酸）

や電気パルス及びＨＰＴ等の標識遺伝子導入の処理を行い、ＥＭＳ処理や電気パルス及び標識

遺伝子導入では再分化体が得られた。しかし、いずれの処理の再分化体でも際だった変異は得

られなかった。

リンドウの茎頂を培養温度26℃、回転数２～３回／１分、16時間日長の条件として、30日間

隔で継代を繰り返し、長期間にわたって回転培養することで多芽体化させ、再分化した個体か

ら30℃の温度負荷条件下でも培養が可能な耐暑性系統を選抜した。

２）耐暑性系統では非耐暑性系統及び交雑後代等との間にオペロン社のプライマーで多型が

みられた。圃場での系統間の耐暑性の差は温度負荷条件下（15～35℃）の葉片培養での不定芽

形成やカルス増殖の大小に近い結果となり、同様の多型が確認された。また、ＡＦＬＰによる

多型の検出によっても複数の断片で異なるピークが認識されているが、耐暑性との関わりは確

認できていない。

３）キュウリモザイクウイルス（ＣＭＶ）抵抗性系統の育成はＨＰＴとＣＭＶ－ＣＰ遺伝子

をコ・トランスフォーメーション法で処理したプロトプラストからＣＭＶ－ＣＰ遺伝子が導入

できた形質転換体が得られた。しかし、同一カルスから発生した不定芽でも導入遺伝子の組合

せが異なることもあり、カルスが複数のプロトプラストから形成されたキメラになっている可

能性が示唆された。順化個体にＣＭＶを接種検定し、発病が抑制される系統が確認されていて

遺伝資源として利用可能と考えられる。

４）Ｂｔ遺伝子導入の耐虫性系統の育成は土壌等から分離した多数のＢＴ菌のうちヨトウム

シに特異的に効果を示す菌株からCryⅠA(a)遺伝子を分離し、pBI 221に遺伝子を挿入して導入

処理を行い再分化体が得られたが、形質転換個体は確認できていない。

５）温度負荷培養で高温に強いことを確認した系統は草丈が低い、花色が淡いなど改善する

形質があるものの非耐暑性系統が生育困難な夏期 35℃の場内露地圃場（北緯 32°53′、標高82

ｍ）でも生育・開花し、耐暑性があると判断された。しかし、耐暑性関与遺伝子は２個以上の

ヘテロで存在すると考えられた。また、良色系統との交雑で花色は改良された。
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Ⅰ 緒 言

１ 背 景 と 目 的

リ ン ド ウ は 熊 本 県 の 県 花 で あ り 、 阿

蘇 や 矢 部 等 の 高 冷 山 間 地 に お け る 重 要

な 花 き と し て 栽 培 さ れ 、 夏 期 の 切 り 花

と し て 高 い 需 要 が あ る 。 し か し 、 本 来

は 冷 涼 地 を 好 む 植 物 で あ る た め 、 適 地

は 限 ら れ て い て 本 県 の 適 産 地 は 2 0年 以

上 の 連 作 と 集 団 化 の た め 病 害 虫 の 発 生

が 問 題 化 し て い る 。 現 地 で も 優 良 株 の

選 抜 等 が 行 わ れ て き た が 、 他 の 花 き に

比 べ る と 本 格 的 な 品 種 改 良 は 進 ん で お

ら ず 、 複 合 抵 抗 性 品 種 や 暖 地 に 適 し た

耐 暑 性 系 統 、 早 生 系 統 な ど の 新 規 形 質

品 種 の 開 発 が 待 た れ て い る 。

そ こ で 、 本 県 の 高 冷 地 特 産 花 き で あ

る リ ン ド ウ の 生 産 を 安 定 さ せ る た め プ

ロ ト プ ラ ス ト な ど の 培 養 系 に 物 理 、 化

学 的 な 変 異 源 処 理 す る な ど で 有 用 変 異

を 誘 起 ・ 拡 大 し 、 選 抜 す る と と も に 、

有 用 変 異 を Ｒ Ａ Ｐ Ｄ 法 等 を 活 用 し た 遺

伝 子 マ ー カ ー 診 断 に よ っ て 早 期 に 選 抜

す る 技 術 を 開 発 す る 。 ま た 、 キ ュ ウ リ

モ ザ イ ク ウ イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） 耐 性 や 耐

虫 性 な ど リ ン ド ウ 種 内 に 保 存 さ れ て い

な い 病 害 虫 抵 抗 性 等 の 有 用 遺 伝 子 を 導

入 す る こ と で 、 暖 地 に 適 し た 耐 暑 性 を

持 つ 複 合 耐 病 虫 性 系 統 や 極 早 生 系 統 、

新 規 花 芽 形 成 系 統 な ど 本 県 独 自 の リ ン

ド ウ 品 種 を 育 成 す る た め の 基 礎 技 術 の

確 立 と 交 配 母 本 の 育 成 を 目 指 し た 。

２ 研 究 の 進 め 方

１ ） 研 究 に 用 い た 供 試 系 統

本 研 究 に 用 い た 供 試 材 料 系 統 の 概 要

を 第 １ 図 に 示 し た 。 源 系 統 は 高 原 農 業

研 究 所 が 阿 蘇 分 場 の 時 代 に 阿 蘇 自 生 の

リ ン ド ウ （ G e n t i a n a s c a b e a s p .） に エ
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ゾ リ ン ド ウ （ G . t r i f l o r a s p .） を 1 9 7 8

年 に 交 配 し 、 そ の 自 殖 系 に オ ヤ マ リ ン

ド ウ （ G . m a k i n o i s p） を 1 9 8 5年 に 交 配

し 、 さ ら に そ の 実 生 の 一 系 統 に 1 9 8 7年

エ ゾ リ ン ド ウ （ G . t r i f l o r a s p .） を 交

配 し て 得 ら れ た 実 生 の 茎 頂 を 培 養 し 、

回 転 培 養 ９ ） に よ る 多 芽 体 で 継 代 を 繰 り

返 し な が ら 維 持 し て き た エ ゾ 系 リ ン ド

ウ （ 培 養 維 持 系 統 、 Ｇ ） で あ る 。 Ｇ 系

統 の 主 な 特 性 は 淡 青 紫 の 半 開 す る ５ 弁

を 持 ち 、 茎 は 褐 色 の 丸 軸 で 直 立 し 、 葉

は 淡 緑 色 の 被 針 形 で ほ ぼ 水 平 に 展 開 し

て 光 沢 を 持 ち 、 開 花 期 は ８ 月 中 旬 で あ

る 。 こ の 回 転 培 養 維 持 系 統 を 培 養 容 器

内 で 茎 葉 展 開 さ せ 、 葉 や 茎 頂 、 葉 肉 プ

ロ ト プ ラ ス ト を 分 離 し て 供 試 し た 。
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第１図　供試リンドウ系統の概要

新 形 質 系 統

遺伝資源

阿蘇分場

２ ） 研 究 の 進 め 方

研 究 目 的 に 添 っ て 次 の よ う に 試 験 を

設 定 し た 。

（ １ ） プ ロ ト プ ラ ス ト な ど の 培 養 系 に

物 理 、 化 学 的 な 変 異 源 を 処 理 す る な ど

で 有 用 変 異 を 誘 起 ・ 拡 大 し て 選 抜 す る 。

（ ２ ） 作 出 し た 変 異 個 体 に つ い て 、 特

性 を 確 認 し て Ｒ Ａ Ｐ Ｄ 法 等 に よ る 遺 伝

子 マ ー カ ー を 検 索 し 、 早 期 に 選 抜 す る

技 術 を 開 発 す る 。

（ ３ ） キ ュ ウ リ モ ザ イ ク ウ イ ル ス （ Ｃ

Ｍ Ｖ ） 耐 性 や 害 虫 抵 抗 性 性 な ど リ ン ド

ウ 種 内 に 保 存 さ れ て い な い 病 害 虫 抵 抗

性 の 有 用 遺 伝 子 を エ レ ク ト ロ ボ レ ー シ

ョ ン 法 （ Ｅ Ｐ ） で 導 入 す る 。

Ⅱ 培 養 変 異 の 誘 起

１ 供 試 材 料 と 方 法

リ ン ド ウ の プ ロ ト プ ラ ス ト 培 養 法 は

熊 本 県 農 業 研 究 セ ン タ ー 研 究 報 告 第 ４

号 10） と 遺 伝 子 導 入 法 は 同 第 ９ 号 ５ ） に 準

じ て 実 施 し た 。

な お 、 各 項 目 の 実 験 は 必 要 に 応 じ て

設 定 を 変 更 し な が ら 複 数 回 実 施 し 、 平

均 値 や 代 表 例 を 示 し た 。

１ ） 紫 外 線 照 射 処 理

葉 肉 プ ロ ト プ ラ ス ト を ６ × 1 0 ４ c e l l s

/ m lに 調 整 し て 腰 高 シ ャ ー レ に ６ m lを

分 注 し 、 シ ャ ー レ の ふ た を 外 し て ク リ

ー ン ベ ン チ 内 の Ｕ Ｖ 灯 （ 日 立 殺 菌 灯 、

2 0 W） の 直 下 2 5 c mの 位 置 に 設 置 し て 紫

外 線 を ０ ～ 1 6分 の 一 定 時 間 照 射 す る 。

処 理 後 は 2 5℃ の 暗 黒 下 に 静 置 し 、 一 連

の 処 理 直 後 と １ 日 後 、 そ の 後 は ７ 日 お

き に 細 胞 培 養 用 2 4穴 マ ル チ プ レ ー ト に

1 m l を と り 、 エ バ ン ス ブ ル ー で 染 色 し 、

検 鏡 し て 生 存 率 を 調 査 し た 。

２ ） 化 学 薬 品 処 理

Ｅ Ｍ Ｓ （ エ チ ル メ タ ン ス ル ホ ン 酸 ）

ま た は Ｍ Ｎ Ｕ （ Ｎ -メ チ ル -Ｎ -ニ ト ロ ソ

尿 素 ） を 最 終 濃 度 が ０ 、 ５ 、 1 0、 2 0、

4 0、 6 0、 1 0 0 p p mに な る よ う に 添 加 し た

培 養 液 に プ ロ ト プ ラ ス ト の 最 終 濃 度 を

６ × 10 ４ c e l l s／ m l に 調 整 し て 培 養 用

2 4穴 マ ル チ プ レ ー ト に １ m l入 れ 2 5℃ の

暗 黒 下 で 培 養 し た 。

ま た 、 Ｅ Ｍ Ｓ 処 理 に つ い て 3 . 6× 1 0 5

c e l l s / m lに 調 整 し た 葉 肉 プ ロ ト プ ラ ス

ト を 培 養 デ ィ ス ポ 遠 心 チ ュ ー ブ で 6 0 0
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r p m、 ３ 分 の 遠 心 で 細 胞 を 集 め ､５ p p m液

を １ m l添 加 し て 軽 く 懸 濁 し た 後 、 3 0分

間 氷 中 で 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 プ ロ ト

プ ラ ス ト 洗 浄 液 で ２ 回 洗 浄 し た 後 ､６ ×

1 0 ４ c e l l s／ m lに 希 釈 し て 培 養 し た 。

調 査 は 処 理 当 日 、 処 理 後 １ 日 、 ２ 日 、

７ 日 、 そ れ 以 降 は ７ 日 お き に エ バ ン ス

ブ ル ー で 染 色 し て 行 っ た 。 ま た 、 マ イ

ク ロ カ ル ス 化 以 降 は 明 条 件 で 培 養 し 、

培 地 交 換 は 1 0日 間 隔 で 行 い 、 ７ 日 お き

に 検 鏡 し 、 生 存 率 や 生 育 を 調 査 し た 。

３ ） 温 度 負 荷 選 抜

（ １ ） プ ロ ト プ ラ ス ト

葉 肉 プ ロ ト プ ラ ス ト を ６ 週 間 培 養 し 、

肉 眼 で 確 認 で き る 程 度 に 成 長 し た マ イ

ク ロ カ ル ス を 遠 沈 管 に 集 め 、 カ ル ス 密

度 を 均 一 に し て 再 分 化 培 地 に 播 き 、 温

度 勾 配 恒 温 器 （ 1 2 0 L u x、 2 4 時 間 照 明

） を 1 5、 2 0、 2 5、 3 0、 3 5、 4 0℃ の 温 度

に 設 定 し て １ ヶ 月 間 培 養 し 、 カ ル ス 形

成 を 調 査 し た 。 但 し 、 3 5℃ 培 養 区 は 、

培 養 ２ 週 間 で 培 地 が 乾 燥 し た た め 、 そ

れ ま で に 形 成 さ れ た カ ル ス を 新 し い 培

地 に 継 代 し 、 継 代 ２ 週 間 後 及 び 、 １ ヶ

月 後 に 調 査 し た 。

ま た 、 ２ ヶ 月 間 培 養 し て 発 生 し た コ

ロ ニ ー を 再 分 化 培 地 に 播 き 、 さ ら に １

ヶ 月 培 養 し て 成 長 し た カ ル ス を 材 料 に 、

再 分 化 培 地 に 移 植 （ カ ル ス 1 5 0個 /各 試

験 区 ） 後 、 各 設 定 温 度 で 培 養 し 、 １ ヶ

月 後 に 再 分 化 率 等 の 調 査 を 行 っ た 。

（ ２ ） 茎 頂 ・ 葉 片

リ ン ド ウ の 耐 暑 性 に 関 す る 品 種 間 差

を 試 験 管 内 で 検 討 す る た め 、 茎 頂 や 葉

片 を 用 い て 温 度 勾 配 恒 温 器 （ 4, 0 0 0 L u x、

2 4時 間 照 明 ） で 1 5、 2 0、 2 5、 3 0、 3 5℃

の 温 度 負 荷 を か け て 培 養 し た 。

茎 頂 は 展 開 葉 １ 節 含 む 茎 頂 部 を Ｍ Ｓ

培 地 が 2 0 m l入 っ た 径 ５ c mの 試 験 管 （ 各

試 験 区 2 0本 ） に 挿 し て 発 根 及 び 植 物 体

の 生 長 を 調 査 し た 。

葉 片 及 び 茎 片 は 再 分 化 培 地 （ M S、 3 %

サ ッ カ ロ ー ス 、 N A A 0 . 1 m g / l、 4 P U 0 . 2

m g / l、 0 . 2 % ゲ ル ラ イ ト 、 p H 5 . 7 5） が

5 m l入 っ た 管 ビ ン に 置 床 し （ 各 試 験 区

５ 本 ） 、 カ ル ス 形 成 、 再 分 化 率 を 調 査

し た 。 ま た 、 ① エ ゾ 系 リ ン ド ウ （ 熊 本

県 育 成 系 統 、 以 下 Ｇ e系 統 ） 、 ② エ ゾ リ

ン ド ウ （ 中 生 系 統 ： 東 北 ） 、 ③ エ ゾ リ

ン ド ウ （ 早 生 系 統 ： 阿 蘇 ） 、 ④ サ サ 系

リ ン ド ウ （ 晩 生 系 統 ： 阿 蘇 ） 、 ⑤ サ サ

リ ン ド ウ （ 野 生 種 ： 三 重 県 美 里 ） 、 ⑥

サ サ リ ン ド ウ （ 野 生 種 ： 三 重 県 安 濃 ） 、

エ ゾ 系 リ ン ド ウ の 形 質 転 換 体 他 を 供 試

し て 、 葉 片 を ３ ～ ４ 分 割 し て 不 定 芽 形

成 培 地 5 m l入 っ た 管 ビ ン に １ 片 ず つ 置

床 し （ 各 試 験 区 1 0本 ） 、 茎 頂 と 同 様 の

条 件 で 温 度 勾 配 恒 温 器 を 用 い て 培 養 し 、

葉 片 か ら の カ ル ス や 不 定 芽 形 成 を 調 査

し 、 耐 暑 性 系 統 リ ン ド ウ の 選 抜 を 試 み

た 。

４ ） Ｅ Ｐ 処 理 及 び 標 識 遺 伝 子 導 入

耐 暑 性 リ ン ド ウ 系 統 の 葉 肉 プ ロ ト プ

ラ ス ト を 用 い 、 Ｇ Ｕ Ｓ や Ｈ Ｐ Ｔ 遺 伝 子

等 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 （ コ ・

ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン ） で ハ リ オ

社 制 の Ｃ Ｆ Ｐ -１ を 用 い て 導 入 し た 。

培 養 条 件 は 導 入 後 の プ ロ ト プ ラ ス ト

を ６ × 1 0 4c e l l s / m lに 希 釈 し 、 2 5℃ の 暗

黒 条 件 に 置 き 、 マ イ ク ロ カ ル ス 化 以 降

は 明 条 件 と し 、 培 地 交 換 は 1 0日 間 隔 で

お こ な っ た 。

２ 結 果 及 び 考 察

１ ） 紫 外 線 照 射 処 理

紫 外 線 照 射 直 後 の 見 か け 上 の 生 存 率

は 照 射 時 間 の 長 さ に 関 係 な く 7 0％ 以 上

で あ っ た 。 し か し 、 培 養 時 間 の 経 過 と

と も に 長 時 間 照 射 ほ ど プ ロ ト プ ラ ス ト

の 破 壊 が 進 み 、 照 射 時 間 が ２ 分 間 の 場

合 は ２ ～ ３ 細 胞 程 度 の 分 裂 ま で は 観 察

で き た が 、 ３ 週 間 目 以 降 に 活 性 が 著 し

く 低 下 し 、 3 5日 目 に は 枯 死 し た ｡

照 射 時 間 を ２ 分 以 下 と 短 く し た 実 験

で も 生 育 ス テ ー ジ が 進 む に 従 っ て 顕 著

に 差 が み ら れ 、 １ 分 3 0秒 以 上 の 照 射 で

は 初 期 分 裂 で 止 ま っ た 。 １ 分 以 下 の 照

射 で は 、 マ イ ク ロ コ ロ ニ ー ま で の 生 育

は 観 察 さ れ （ 第 １ 表 ） 、 数 回 の 実 験 で

独 立 し た 数 個 の 不 定 芽 が 発 生 し た が 、

順 化 固 体 は 得 ら れ な か っ た 。

第１表 紫外線照射がプロトプラストの生育等に及ぼすの影響

照射時間 ０日 １日 ４日 ７日 １４日 ２１日 ２８日 ３５日
生存率 生存数 生存率 生育 生 育
(%) 個 (%)

対照(０) 78.2 68.1 8×10３ 61.2 1~3細胞 1~6細胞 ﾏｲｸﾛｺﾛﾆｰ ﾏｲｸﾛｺﾛﾆｰ コロニー
30秒 ― ― ― ― 1~3細胞 1~2細胞 1~2細胞 2~8細胞 ﾏｲｸﾛｺﾛﾆｰ
１分 ― ― ― ― 1~3細胞 1~4細胞 1~8細胞 ﾏｲｸﾛｺﾛﾆｰ ﾏｲｸﾛｺﾛﾆｰ
１分30秒 ― ― ― ― 1~3細胞 1~2細胞 1~2細胞 活性細胞なし 活性細胞なし
２分 ― ― 6×10３ ― 1~3細胞 1~3細胞 1~2細胞 活性細胞なし 枯死
３分 ― ― ― ― 1~2細胞 1~3細胞 1~3細胞 活性細胞なし ―
４分 ― ― 3.2×10３ ― 1細胞~分裂 1細胞~分裂 1細胞 活性細胞なし ―
５分 75.1 61.8 ― 48.5 1細胞~分裂 1細胞~分裂 活性細胞なし ― ―
８分 ― ― 2×10 ― ― 活性細胞なし ― ―
10分 74.0 54.7 ― 16.2 ― ―
16分 ― ― 6 ― 活性細胞なし ―

注）ﾏｲｸﾛｺﾛﾆｰ：16～32細胞期、ｺﾛﾆｰ：32～64細胞期、 ﾏｲｸﾛｶﾙｽ ：中心部にカルスを形成
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突 然 変 異 に 有 効 な 紫 外 線 の 波 長 は Ｄ

Ｎ Ａ の 最 大 吸 収 波 長 の 2 6 5 n mと さ れ る

が 13） 、 今 回 用 い た Ｕ Ｖ 灯 は 複 数 波 長 が

ブ ロ ー ド に な っ て い る な ど 、 染 色 体 に

強 く 作 用 し た た め と 考 え ら れ た 。

２ ） 化 学 薬 品 処 理

高 濃 度 で の 処 理 直 後 の プ ロ ト プ ラ ス

ト 数 は 大 き く 減 少 し 、 Ｅ Ｍ Ｓ で は 1 5 p p

m 以 上 の 濃 度 で 生 存 率 は 2 5 % 以 下 と な

っ た 。 ま た 、 対 照 に 比 べ て 分 裂 開 始 や

マ イ ク ロ カ ル ス 化 の 遅 延 が み ら れ 、 1 2 .

5 p p m 以 上 の 濃 度 で は マ イ ク ロ コ ロ ニ ー

ま で の 生 育 は 不 可 能 で あ っ た （ 第 ２ 表 、

第 ２ 図 ） 。 通 常 は マ イ ク ロ カ ル ス で 再

分 化 培 地 へ 移 植 し て 再 分 化 体 を 得 る が 、

処 理 区 で は 移 植 後 に 全 て 枯 死 し た 。 そ

こ で 、 0 . 3～ 0 . 5 m m程 度 ま で カ ル ス を 生

育 さ せ 緑 色 カ ル ス を 再 分 化 培 地 に 移 植

す る こ と で 再 分 化 体 が 得 ら れ た 。 し か

し 、 緑 色 カ ル ス か ら の 再 分 化 に も 1 5 0

日 程 度 の カ ル ス の 増 殖 が 必 要 で あ っ た 。

4 8個 を 移 植 し 、 1 2個 体 か ら 再 分 化 植 物

が 得 ら れ た （ 第 ３ 表 ） 。

変 異 処 理 は Ｌ Ｄ 50が 目 安 さ れ る ８ ） こ と

か ら 、 リ ン ド ウ プ ロ ト プ ラ ス ト の Ｅ Ｍ

Ｓ 処 理 濃 度 は ５ p p m 以 下 と 考 え ら れ た 。

Ｍ Ｎ Ｕ で も 高 濃 度 ほ ど プ ロ ト プ ラ ス

ト の 生 存 数 と 生 育 は 劣 り 、 4 0 p p mの 濃 度

ま で は カ ル ス 化 し た が 、 ４ 週 間 目 以 降

は 急 速 に 褐 変 枯 死 し た （ 第 ４ 表 ） 。

第２表 ＥＭＳ処理がプロトプラストの生育等に及ぼすの影響

０日 ４日 ７日 １０日 １４日 ２１日 ２８日 ３５日
処理 生存率 生存数 生育 生存数 生 育
濃度 (%) 個 個
対照 95.2 8×10３ 分裂 6×10３ 1~6細胞 ﾏｲｸﾛｺﾛﾆｰ ｺﾛﾆｰ ﾏｲｸﾛｶﾙｽ
5 ppm 95.1 6×10３ 分裂 5×10３ 1~2細胞 2~8細胞 2~8細胞 6~ﾏｲｸﾛｺﾛﾆｰ

10 ppm 88.4 6×10３ 分裂 4×10３ 1~3細胞 1~8細胞 1~4細胞 1細胞
12.5ppm 67.3 ― 分裂 ― 1~2細胞 1細胞 活性細胞なし 活性細胞なし
15 ppm 21.4 ― 1細胞 ― 分裂 活性細胞なし ― ―
17.5ppm 3.0 ― 1細胞 ― 活性細胞なし ―
20 ppm 2.6 5×10３ 1細胞 4×10３ 活性細胞なし ―

ﾏｲｸﾛｺﾛﾆｰ：16～32細胞期、ｺﾛﾆｰ：32～64細胞期、 ﾏｲｸﾛｶﾙｽ ：中心部にカルスを形成

(%)100

90

80生

70

60存

50

40率

30

20

10

0濃度 0 10 15 20
(ppm) 5 12.5 17.5

（直後） １日 ２日 ７日 14日
ＥＭＳ処理後の経過日数（日）

第２図 ＥＭＳ処理後のプロトプラスト生存率（ 対照の生存率を 100% として表示 ）

第３表 ＥＭＳ処理したリンドウプロトプラストの生育

試験区 最終収量 分裂開始 ﾏｲｸﾛｶﾙｽ化 ﾏｲｸﾛｶﾙｽ形成数 カ ル ス 移 植 再分化数
cells/ml 日数 日数 数/ｼｬｰﾚ 大 き さ 数

無 処 理 ６×10５ ６～ 25～ １×103 ﾏｲｸﾛｶﾙｽ １×103 262
ＥＭＳ処理 1.2×10５ 10～ 55～ ２×102 0.3～0.5 48 12

第４表 ＭＮＵ処理がプロトプラストに及ぼす影響

濃 度
日数等 ０ ５ 10 20 40 60 100

４日目の生存数 8×10３ 7×10３ 6×10３ 3×10３ 4×10３ 4×10３ 3×10３

１０日目の生存数 6×10３ 6×10３ 4×10３ 2×10３ 4×10２ 1×10３ 1×10３

生育 分裂 分裂 分裂 分裂 分裂 分裂 分裂
２５日目の生存数 － － － － － 1×10２ 1×10２

生育 ｶﾙｽ ｶﾙｽ ｶﾙｽ ｶﾙｽ ｶﾙｽ
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３ ） 温 度 負 荷 選 抜

（ １ ） プ ロ ト プ ラ ス ト

プ ロ ト プ ラ ス ト 由 来 の マ イ ク ロ カ ル

ス を 再 分 化 培 地 に 播 い た 後 の 成 長 は 温

度 が 高 い ほ ど 早 い 傾 向 が み ら れ る が 、

カ ル ス の 形 成 は 培 養 温 度 2 5℃ が 最 も よ

く 、 1 5℃ で は カ ル ス 増 殖 は み ら れ な か

っ た （ 第 ３ 図 、 第 ５ 表 ） 。

同 一 条 件 で 形 成 さ せ た カ ル ス を 1 5～

3 5℃ の 温 度 で １ ヶ 月 間 培 養 し た 結 果 、

2 0℃ で は 不 定 根 が 先 に 分 化 し て そ の 後

に 多 芽 体 を 形 成 す る 傾 向 が み ら れ 、 こ

の 多 芽 体 は ビ ト リ フ ィ ケ ー シ ョ ン が ひ

ど か っ た （ 第 ６ 表 、 第 ４ 図 、 第 ５ 図 ） 。

こ れ ら の 結 果 よ り 、 3 5℃ で 生 育 、 再

分 化 し 、 枯 死 し な い 系 統 は 耐 暑 性 が 強

う と 考 え ら れ た 。

耐 暑 性 選 抜 を カ ル ス 誘 導 か ら 考 え る

と 全 て の 系 統 が 培 養 温 度 2 5℃ で 最 適 の

結 果 が 得 ら れ た が 、 ① 熊 本 県 育 成 系 統 、

第５表 培養温度がﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄ由来ｶﾙｽに与える影響

培養温度 増殖ｶﾙｽ 形成カ 再分化率 白色化率

℃ 率 程度 ルス数 (%) (%)

３５ 100 +5 54 4 88

３０ 100 +4 29 9 6

２５ 100 +3 185 27 0

（左から：15℃、20℃、25℃、30℃） ２０ 100 +3 4 2 0

第３図 培養温度の違いによるカルス形成 １５ 0 - 0 - -

2 0℃ 以 上 で は 不 定 芽 を 形 成 し た 。 3 5℃

で は 全 て の カ ル ス で 、 ま た 、 30℃ の 試

験 区 で も 一 部 に 白 色 化 が 観 察 さ れ 、 再

分 化 体 も 白 色 化 す る が （ 第 ５ 表 ） 、 早

期 に 2 3℃ の 適 温 に 移 植 す る と 退 色 は 回

復 し た 。

こ の こ と か ら 、 3 0℃ ～ 3 5℃ で 培 養 し

た カ ル ス か ら 再 分 化 さ せ る こ と で 耐 暑

性 の 強 い 個 体 を 選 抜 で き る 可 能 性 が 示

唆 さ れ た 。

（ ２ ） 茎 頂 ・ 葉 片

茎 頂 挿 し は 4 0℃ で は １ ヶ 月 後 に 全 個

体 が 枯 死 し た 。 3 5℃ で は 地 上 部 は 徒 長

し 、 ２ ヶ 月 後 に は 2 9 . 5％ が 上 位 葉 か ら

枯 死 し 、 発 根 も み ら れ な か っ た 。 3 0℃

で は 発 根 は 良 好 で あ っ た が 、 23 . 5％ が

花 芽 を 形 成 し た 。 2 5℃ で は 腋 芽 の 形 成

は 活 発 で 発 根 も 良 好 で あ っ た 。 2 0℃ で

は 太 い 根 が 形 成 さ れ 、 3 5 . 7％ が ロ ゼ ッ

ト 化 し た （ 第 ６ 表 ） 。 ま た 、 ２ ヶ 月 間

培 養 し た 後 に 順 化 し た 結 果 、 30℃ で 8 1

％ 、 2 5℃ で 9 4％ 、 2 0℃ で 1 0 0％ の 順 化 率

で あ っ た 。 2 0℃ で 培 養 し た も の の う ち

ロ ゼ ッ ト し て い た 株 で 順 化 は 特 に 良 い

結 果 が 得 ら れ た 。

葉 片 及 び 茎 片 を 培 養 し た 結 果 、 4 0℃

で は 外 植 片 は 枯 死 し た 。 3 5℃ で は カ ル

ス 形 成 後 不 定 芽 を 形 成 し た が 、 白 色 化

し た 後 に 枯 死 し た 。 3 0℃ で は 多 芽 体 を

形 成 し た が 一 部 の 不 定 芽 は 白 色 化 し た 。

2 5℃ で は 濃 緑 色 の 多 芽 体 を 形 成 し た 。

⑥ サ サ リ ン ド ウ 安 濃 町 系 、 ④ サ サ 系 リ

ン ド ウ 阿 蘇 晩 生 系 で は 培 養 温 度 3 0℃ で

も 同 じ よ う な 結 果 が 得 ら れ 、 最 適 温 度

域 が 広 く 、 高 温 に 強 い と 考 え ら れ た 。

② エ ゾ リ ン ド ウ 東 北 中 生 系 は 2 0℃ と 2 5

℃ で 同 じ よ う な 結 果 が 得 ら れ 、 適 温 が

他 の 系 統 よ り 低 い と 考 え ら れ る 。

不 定 芽 形 成 か ら 考 え る と ④ サ サ 系 リ

ン ド ウ 阿 蘇 晩 生 系 と ② エ ゾ リ ン ド ウ 東

北 中 生 系 は 2 5℃ が よ く 、 ① 熊 本 県 育 成

系 統 、 ⑥ サ サ リ ン ド ウ 安 濃 系 、 ⑤ サ サ

リ ン ド ウ 美 里 系 で は 3 0℃ が 最 も 良 か っ

た 。 こ の 試 験 結 果 か ら 、 ① 熊 本 県 育 成

系 統 、 ⑥ サ サ リ ン ド ウ 安 濃 系 が 耐 暑 性

を 保 有 す る と 考 え ら れ た （ 第 ７ 表 ） 。

葉 片 に よ る 温 度 反 応 の 比 較 で あ る こ

の 方 法 は 、 系 統 間 の 葉 片 培 養 の 難 易 差

が 問 題 と な る が 、 培 養 温 度 に 勾 配 を も

う け る こ と で 同 一 系 統 間 の 温 度 反 応 の

比 較 が 可 能 で あ り 、 試 験 系 統 の 再 分 化

能 力 を 考 慮 す る こ と が で き た 。 こ の こ

と か ら 、 イ ン ビ ト ロ で の 耐 暑 性 比 較 の

有 効 な 方 法 で あ る と 考 え る 。

ま た 、 育 成 系 統 を 材 料 と し た 形 質 転

換 体 2 6 8系 統 を 含 め 、 い ず れ も 3 5℃ の

高 温 下 で 育 成 系 統 以 上 の 不 定 芽 形 成 を

す る 系 統 は な か っ た 。 さ ら に 、 耐 暑 性

を 持 つ と 思 わ れ る 育 成 系 統 に 濃 色 の エ

ゾ リ ン ド ウ を 交 配 し た F 1 系 統 は 育 成 系

統 よ り 耐 暑 性 は 劣 っ た が 、 ２ 系 統 は 花

粉 親 よ り 高 温 域 （ 2 5～ 3 0℃ ） で の 不 定

芽 形 成 は 良 か っ た （ 第 ８ 表 ） 。

第６表 培養温度が茎頂挿芽の生育と葉片または茎片からの再分化率に与える影響
茎 頂 葉 片 茎

培養温度 地上部位 節数 腋芽数 根長 再分化率(%) 枯死率(%) 再分化率(%) 枯死率(%)
４０℃ 2.5cm 2.4 0 0cm 0 100 0 100
３５℃ 6.5 3.8 0 0 100 100 100 100
３０℃ 19.5 6.5 2.7 4.8 100 60 100 20
２５℃ 14.4 8.0 1.4 6.6 100 0 100 0
２０℃ 4.0 8.3 1.4 6.3 100 0 60 0
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第４図 茎頂部位の温度反応(2ｹ月培養) 第５図 再分化培地上での葉片の温度反応
( 左から､20､25､30､35､40℃) ( 右から､20､25､30､35､40℃：3ｹ月培養)

第７表 培養温度の違いによる系統間の葉片変化

培 養 １ヶ月 ２ヶ月
温 度 形 態 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥

培養変化 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 10/10 3/10 5/10 8/10 6/10 6/10 10/10
カルス ­ ­ ­ ­ ­ ­ 6/10 ­ 1/10 4/10 3/10 ­

15℃ 不定芽形成 ­ ­ ­ ­ ­ ­ 1/10 ­ ­ ­ ­ ­
枯死 ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ 5/10 1/10 ­ 1/10 ­

培養変化 7/10 5/9 7/10 1/10 3/10 8/10 2/10 2/9 5/10 ・ 5/10 10/10
カルス 3/10 1/9 3/10 9/10 7/10 2/10 6/10 5/9 ­ 9/10 5/10 ­

20℃ 不定芽形成 ­ ­ ­ ­ ­ ­ 2/10 ­ ­ 1/10 ­ ­
枯死 ­ 3/9 ­ ­ ­ ­ ­ 2/9 5/10 ­ ­ ­

培養変化 ­ 1/10 5/10 ­ ­ ­ ­ ・ 2/10 ­ ­ ・
カルス 10/10 4/10 5/10 9/9 8/10 10/10 1/10 6/10 5/10 3/9 6/10 7/10

25℃ 不定芽形成 ­ ­ ­ ­ 2/10 ­ 9/10 1/10 ­ 6/9 2/10 3/10
枯死 ­ 5/10 ­ ­ ­ ­ ­ 3/10 3/10 ­ 2/10 ­

培養変化 ­ ­ 1/10 ­ 3/10 ­ ­ ­ 1/10 ­ ・ ・
カルス 5/10 ­ 1/10 9/10 1/10 10/10 ・ ­ 1/10 9/9 ・ ・

30℃ 不定芽形成 5/10 ­ ­ ­ 1/10 ­ 10/10 ・ ­ ­ 3/10 8/10
枯死 ­ 10/10 8/10 1/10 3/10 ­ ­ 10/10 8/10 ­ 7/10 2/10

培養変化 ­ ­ ­ ­ ­ ­
カルス ­ ­ ­ ­ ­ ­

35℃ 不定芽形成 ­ ­ ­ ­ ­ ­
枯死 ­ ­ ­ ­ ­ ­

※強調文字：各供試系統における不定芽形成率の高い値を示す。

第８表 リンドウ葉片からの温度負荷条件下でのカルス及び不定芽形成

系 統 名 等 系統数 培養温度（℃）
３５ ３０ ２５ ２０ １５

育成系統(対象) －－ ＋ｓ +3ｓ +3ｓ +2ｓ ＋
ｴｿﾞﾘﾝﾄﾞｳ(比較) －－ － ＋ +2ｓ +2ｓ ＋
形質転換系 268 ０ ８ｓ 238ｓ 22ｓ ０
Ｆ1系統 ８ ０ ２ｓ+３ ２ １ ０
その他 ３ ０ １ ２ｓ １ ０

注）対象及び比較の項：－(ｶﾙｽ形成：無)～＋３（高）、ｓは不定芽形成
試験区：数値は各温度で形態形成した系統数、（数字ｓ：不定芽形成）

４ ） Ｅ Ｐ 処 理 及 び 標 識 遺 伝 子 導 入

Ｇ Ｕ Ｓ 及 び Ｈ Ｐ Ｔ 遺 伝 子 を 単 独 、 ま

た は 両 遺 伝 子 を コ ・ ト ラ ン ス フ ォ ー メ

ー シ ョ ン 法 で 導 入 処 理 し た り 、 遺 伝 子

な し で 電 気 パ ル ス 処 理 し た 結 果 、 形 質

転 換 体 な ど 多 数 獲 の 植 物 体 が 得 ら れ た 。

Ｇ Ｕ Ｓ 遺 伝 子 を 導 入 処 理 し て 、 非 選

抜 培 地 上 で 再 分 化 し た 個 体 の 約 6 0％ が

未 導 入 で あ り 、 Ｈ Ｐ Ｔ 遺 伝 子 を 導 入 し 、

ハ イ グ ロ マ イ シ ン 添 加 培 地 で 培 養 し て

得 ら れ た 再 分 化 植 物 の う ち 、 Ｐ Ｃ Ｒ で

遺 伝 子 の 確 認 は で き な か っ た 個 体 は エ

ス ケ ー プ と 考 え ら れ 、 そ の 割 合 は ２ ～

５ ％ 程 度 で あ っ た 。

ま た 、 Ｇ Ｕ Ｓ と Ｈ Ｐ Ｔ 遺 伝 子 を コ ・

ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン 処 理 し て 得

ら れ た 個 体 の ３ ～ ８ ％ が エ ス ケ ー プ と

判 断 さ れ た （ 第 ９ 表 ） 。

以 上 か ら 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 培 地 に

お け る 選 抜 は 高 い 効 率 と な っ た 。 ま た 、

一 回 の 導 入 処 理 で ４ 個 体 程 度 の 形 質 転

換 体 が 獲 得 可 能 と 考 え ら れ た 。

第９表 標識遺伝子導入および選抜の効率

導入遺伝子 試験回数 選抜の有無 獲得個体数 ＰＣＲ確認 ｴｽｹｰﾌﾟ
HPT GUS HPT+GUS 無 割合％

ＧＵＳ ４ 無 36 － 14 － 22 60
ＨＰＴ ６ hpt 63 61 － － ３ ２～５

ＨＰＴ＋ＧＵＳ 53 hpt 233 115 ８ 67 14 ３～８
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Ⅲ 特 性 と 遺 伝 子 診 断

１ 供 試 材 料 と 方 法

１ ） 特 性 調 査

特 性 調 査 は 再 分 化 植 物 体 が 得 ら れ た

処 理 に つ い て 、 種 苗 特 性 分 類 調 査 報 告

書 の リ ン ド ウ 科 リ ン ド ウ 属 （ 昭 和 5 5年

度 「 農 林 水 産 省 農 蚕 園 芸 局 」 種 苗 特 性

分 類 調 査 委 託 事 業 、 長 野 県 野 菜 花 き 試

験 場 ） に 従 い 、 花 色 及 び 茎 色 の 調 査 は 、

R . H . S .カ ラ ー チ ャ ー ト に 従 っ た 。

（ １ ） 化 学 薬 品 処 理

供 試 系 統 は ① Ｅ Ｍ Ｓ 処 理 し て 得 ら れ

た 再 分 化 植 物 体 、 ② プ ロ ト プ ラ ス ト 培

養 系 統 、 ③ Ａ ６ × 9 7 E - 1（ 熊 本 育 成 系 統

に Ｇ Ｕ Ｓ 遺 伝 子 を 導 入 し た 系 × エ ゾ リ

ン ド ウ ） 、 ④ エ ゾ リ ン ド ウ を 用 い て 開

花 期 に 花 色 、 葉 状 、 茎 等 の 特 性 を 評 価

し た 。

栽 培 は 1 2㎝ プ ラ ス チ ッ ク 鉢 や 1 8 c mの

硬 質 ポ ッ ト で 閉 鎖 系 温 室 に 順 化 し て 昼

間 2 3～ 2 5℃ 、 夜 間 1 5～ 2 0℃ の 条 件 で 底

面 吸 水 栽 培 し た 。

（ ２ ） 温 度 負 荷 選 抜

供 試 系 統 は 温 度 負 荷 実 験 で 耐 暑 性 が

特 に 高 い と 確 認 し た 育 成 系 統 （ G e） 及

び エ ゾ リ ン ド ウ と サ サ リ ン ド ウ を 対 照

に し て 耐 暑 性 や 花 色 、 葉 状 、 茎 等 を 調

査 し た 。 ま た 、 各 系 統 は 回 転 培 養 で 増

殖 ・ 順 化 し て 供 し た 。

栽 培 は 1 9 9 6年 1 0月 下 旬 に 熊 本 県 農 業

研 究 セ ン タ ー 内 の 圃 場 （ 熊 本 県 菊 池 郡

合 志 町 、 標 高 8 2 m 作 物 部 枠 水 田 圃 場 ）

に 定 植 し 、 1 9 9 8年 ８ 月 ４ ～ 1 2日 に 調 査

し た 。 調 査 は 任 意 に 4 5株 を 選 び 、 草 丈

1 0 c m程 度 に 成 長 し た 時 点 で 株 当 た り の

立 茎 数 を 1 5本 に 整 理 し て 株 の 中 で も 中

庸 な 茎 （ ５ 本 ） を 対 象 と た 。

ま た 、 ① 耐 暑 性 系 統 （ 熊 本 育 成 ） ②

サ サ リ ン ド ウ 系 統 ③ エ ゾ リ ン ド ウ 系

統 に つ い て 平 成 1 1年 ４ 月 2 7日 に 高 原 研

究 所 露 地 圃 場 （ 標 高 5 0 0ｍ ） 定 植 し 、

露 地 で 栽 培 し て 生 育 、 花 型 、 抵 抗 性 な

ど を 調 査 し た 。

（ ３ ） Ｅ Ｐ 処 理 及 び

標 識 遺 伝 子 導 入

供 試 系 統 は 耐 暑 性 系 統 の プ ロ ト プ ラ

ス ト に ① 遺 伝 子 の 添 加 な し で エ レ ク ト

ロ ポ レ ー シ ョ ン （ Ｅ Ｐ ： 3 2 5 V / c m） 処

理 し た 非 組 み 換 え 体 、 ② Ｃ Ｍ Ｖ － Ｃ Ｐ

遺 伝 子 、 ③ Ｈ Ｐ Ｔ 遺 伝 子 、 ④ Ｇ Ｕ Ｓ 遺

伝 子 、 ⑤ Ｇ Ｕ Ｓ と Ｈ Ｐ Ｔ 遺 伝 子 を コ ・

ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン 処 理 し て 得

ら れ た 組 換 え 体 等 に つ い て 行 っ た 。

栽 培 は 九 州 農 業 試 験 場 （ 熊 本 県 菊 池

郡 西 合 志 町 ） の 隔 離 温 室 で 1 1～ ４ 月 の

冬 季 の 昼 温 （ ７ ～ 2 1時 ） を 1 8℃ 、 夜 温

（ 2 1～ ７ 時 ） を 最 低 温 度 ２ ℃ 、 ５ ～ 1 0

月 の 夏 季 は 常 時 2 5℃ で 管 理 し た 。

２ ） 遺 伝 子 診 断

Ｄ Ｎ Ａ は 栽 培 中 の 展 開 し た 植 物 体 葉

片 か ら Ｃ Ｔ Ａ Ｂ 法 で 抽 出 し 12） 、 Ｄ Ｎ Ａ

濃 度 を 0 . 5 n g / μ lに 調 節 し て 供 試 し た 。

Ｒ Ａ Ｐ Ｄ 法 の プ ラ イ マ ー は オ ペ ロ ン 社

の 1 0 b pを 用 い 、 バ イ オ ラ ッ ド 社 の Ｐ Ｃ

－ 7 8 0 0で 遺 伝 子 を 増 幅 し た 。 多 型 は ア

ガ ロ ー ス ゲ ル 泳 動 後 、 エ チ ジ ウ ム ・ プ

ロ マ イ ド 染 色 し 、 Ｕ Ｖ 下 で 検 出 し た 。

（ １ ） 化 学 薬 品 処 理

供 試 材 料 は ① Ｅ Ｍ Ｓ 処 理 し て 得 ら れ

た 再 分 化 植 物 体 、 ② G e× 9 7 E - 1（ 熊 本 育

成 系 統 × エ ゾ リ ン ド ウ ） 、 ③ エ ゾ 系 リ

ン ド ウ （ G eの 花 色 選 抜 － P - 9 9 A） 、 ④ エ

ゾ 系 リ ン ド ウ （ G eの 選 抜 － － － P - 9 8 C -

1） 、 ⑤ サ サ 系 リ ン ド ウ （ 葉 片 培 養 － －

G b p） 、 ⑥ サ サ 系 リ ン ド ウ （ G e× G b p －

－ 9 9 B - 1 7） 、 ⑦ サ サ 系 リ ン ド ウ （ G e×

サ サ リ ン ド ウ － － 99 C - 1 1） を 用 い た 。

Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は （ 9 4℃ ／ 3 0 s e c→ 3 6℃ ／

1 m i n→ 7 2℃ ／ 1 m i n） × 3 5 c y c l e sで 行 っ

た 。

（ ２ ） 温 度 負 荷 選 抜

回 転 培 養 で 連 続 継 代 し て 耐 暑 性 を 獲

得 し た と 考 え ら れ る 熊 本 育 成 系 統 （ G e

） の 無 菌 植 物 体 と 耐 暑 性 の な い エ ゾ リ

ン ド ウ （ 東 北 ） s e l f f eの 無 菌 播 種 植 物

体 （ 耐 暑 性 無 し ） － G a E ­ 1 ( f )お よ び G e

（ ♀ ） × G a E ­ 1 ( f )（ ♂ ） の Ｆ 1（ 耐 暑 性

無 し ） 系 統 を 供 試 し 、 オ ペ ロ ン 社 の ラ

ン ダ ム プ ラ イ マ ー Ａ 1～ Ｋ 2 0ま で の 2 2 0

種 類 を 用 い 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 前 者 と 同 様

と し た 。

ま た 、 耐 暑 性 系 統 （ G e） リ ン ド ウ と

非 耐 暑 性 の エ ゾ リ ン ド ウ に つ い て E c o R

1と Ｍ s e 1の 制 限 酵 素 で 切 断 し 、 Ａ Ｆ Ｌ

Ｐ 法 に よ る 検 出 を 行 っ た 。 反 応 は 7 2 o r

9 4℃ ／ 2 m i n＋ 「 c y c l e s」 ＋ 6 0℃ ／ 3 0 m i

n→ 4℃ 保 持 と し 、 一 次 増 幅 は 7 2℃ ／ 2 m

i n、 （ 9 4℃ ／ 1 s e c→ 5 6℃ ／ 3 0 s e c→ 7 2℃

／ 2 m i n） × 2 0 c y c l e s、 二 次 増 幅 は 9 4℃

／ 2 m i n、 （ 9 4℃ ／ 1 s e c → 6 5～ 5 7℃ ／ 3

0 s e c→ 7 2℃ ／ 2 m i n） × 各 1 c y c l e s→ （ 9

4℃ ／ 1 s e c→ 5 6℃ ／ 3 0 s e c→ 7 2℃ ／ 2 m i

n） × 2 3 c y c l e sと し た 。

（ ３ ） Ｅ Ｐ 処 理 及 び

標 識 遺 伝 子 導 入

供 試 系 統 は 耐 暑 性 系 統 の プ ロ ト プ ラ

ス ト に ① 遺 伝 子 の 添 加 な し で エ レ ク ト

ロ ポ レ ー シ ョ ン （ Ｅ Ｐ ： 3 2 5 V / c m） 処

理 し た 非 組 み 換 え 体 と ② Ｈ Ｐ Ｔ 遺 伝 子 、

③ Ｇ Ｕ Ｓ 遺 伝 子 、 ④ Ｇ Ｕ Ｓ と Ｈ Ｐ Ｔ 遺

伝 子 を コ ・ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン

処 理 し て 得 ら れ た 組 換 え 体 等 に つ い て

行 っ た 。
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３ ） 育 成 系 統 及 び 交 雑 系 統

熊 本 育 成 系 統 の 耐 暑 性 系 統 （ G e） に

Ｇ Ｕ Ｓ 遺 伝 子 を 導 入 し た 系 統 （ A 6） と

非 耐 暑 性 （ 9 7 E - 1） の 交 雑 系 統 、 及 び G

eに 非 耐 暑 性 （ G a E - 1 ( f )） を 交 雑 し て 得

ら れ た １ 系 統 に つ い て Ｒ Ａ Ｐ Ｄ 法 ま た

は Ａ Ｆ Ｌ Ｐ 法 で 遺 伝 子 診 断 を 試 み た 。

２ 結 果 及 び 考 察

１ ） 特 性 調 査

（ １ ） 化 学 薬 品 処 理

順 化 後 の 初 開 花 年 は Ｅ Ｍ Ｓ 処 理 し た

系 統 で は 花 粉 粘 性 が な い 個 体 が 出 現 し

た 。 ま た 、 花 弁 や 花 色 の 劣 化 を 認 め る

個 体 が み ら れ た 。 し か し 、 ２ 年 目 以 降

は 花 粉 粘 性 の 低 下 や 花 弁 、 花 色 の 劣 化

は 改 善 さ れ 、 母 本 や 系 統 間 で 生 育 特 性

に 大 差 は み ら れ て な い （ 第 1 0、 1 1表 ） 。

こ れ は 多 く の 植 物 培 養 時 に み ら れ る ホ

ル モ ン 剤 な ど に よ る 一 時 的 な 発 現 と 考

え ら れ た 。

第10表 順化後の初開花年における各系統の特性

系 統 名 等 開花期 花の形 花色 花粉粘性 ﾛｾﾞｯﾄ(%)
熊本育成系統 ８月上旬 狭鐘形･半開 紫 有 ０
ﾌﾟﾛﾄﾌﾟﾗｽﾄ培養系統 ９月上～中旬 狭鐘形･半開 淡紫 有 73
遺伝子導入系統(HPT) ８月上～９月中旬 狭鐘形･半開 淡紫 無～有 73
CMV-CP導入系統-A － 100
CMV-CP導入系統-B 10月中旬 狭鐘形･半開 淡紫 有 25
ＥＭＳ処理系統 ９月中～10月中旬 狭鐘形･半開 緑紫 無～有 ０
Ａ６×97E-1 ８月上旬 鐘形･閉 濃紫 有 ０
エゾリンドウ（98B-3）９月中～10月中旬 狭鐘形･半開 白 無 ０
エゾリンドウ（98B-7） 10月中旬 鐘形･閉 濃紫 有 90

第11表 供試リンドウ系統の形質特性

系 統 名 花 色 等 葉 状 茎 耐暑性の程度
青 斑点 大きさ 光沢 革質 着生 強さ 帯色 培養下 圃場

①熊本育成系統 +2 + + +2 +2 +3 +3 + 強 強
②ＥＭＳ系統 +2 + + +2 +2 +3 +3 + － 強

注）数値が大きいほど、濃、多、大、強、上向き

（ ２ ） 温 度 負 荷 選 抜 と

育 成 系 統 の 特 性

耐 暑 性 系 統 は 夏 期 3 5℃ の 場 内 露 地 圃

場 （ 北 緯 3 2 ° 5 3 ′ 、 標 高 8 2ｍ ） で も 生 育

し 、 ウ イ ル ス 病 や 葉 枯 れ 病 、 土 壌 病 害

に は 普 通 で あ っ た が 、 開 花 し た 。 し か

し 、 エ ゾ リ ン ド ウ 系 統 や オ オ ヤ マ リ ン

ド ウ 系 統 は 高 温 期 に 生 育 が 抑 制 さ れ て

枯 死 し た （ 第 ６ 図 ） 。

標 高 50 0ｍ の 阿 蘇 で は 耐 暑 性 系 統 で

も 初 年 目 か ら 欠 株 が み ら れ た が 、 ２ 年

目 の 生 存 は サ サ リ ン ド ウ 系 統 や エ ゾ リ

ン ド ウ 系 統 よ り 多 か っ た 。 開 花 期 は 初

年 目 に 比 べ ２ 年 目 で 4 0日 程 度 遅 く 、 ８

月 中 下 旬 が 耐 暑 性 系 統 の 本 来 の 開 花 期

と 考 え ら れ る （ 第 1 2表 ） 。 し か し 、 耐

暑 性 系 統 は 草 丈 が 低 い 、 花 色 が 淡 い な

ど 改 良 す る 必 要 が み ら れ た 。

こ れ か ら 育 成 系 統 の 特 性 は

１ ） 葉 色 で は 、 対 照 系 統 が 薄 黄 緑 色

（ R . H . S .カ ラ ー チ ャ ー ト N o . 1 4 5 [ Y E L L

O W ­ G R E E N ] A～ D ） で あ る の に 対 し 、 ク

チ ク ラ 層 に 富 ん だ 濃 緑 色 （ R . H . S .カ ラ

ー チ ャ ー ト N o . 1 3 1［ G R E E N］ B） で あ っ

た （ 第 1 3表 ） 。

２ ） 花 の 大 き さ と が く の 大 き さ の 変

異 は ほ と ん ど み ら れ な か っ た 。

花 色 は 、 花 弁 の 内 側 の 色 は R . H . S .カ ラ

ー チ ャ ー ト N o . 9 4（ V I O R E T ­ B L U E ） A～

B、 花 弁 の 外 側 の 色 は 、 R . H . S .カ ラ ー チ

ャ ー ト N o . 1 4 5 B～ Cで あ っ た 。 但 し 、

1 1月 上 旬 に 咲 い た ２ 番 花 は 、 花 弁 の 外

側 の 色 も R . H . S .カ ラ ー チ ャ ー ト N o . 9 4

Aで あ っ た （ 第 1 3表 ） 。

３ ） 育 成 系 統 の 採 花 日 は ８ 月 4日 か ら

８ 月 12日 の １ 週 間 に 集 中 し 、 開 花 の 順

序 は 、 頂 花 、 中 段 の １ 節 側 枝 、 頂 部 、

下 段 の ２ 節 側 枝 で あ っ た 。

４ ） 栽 植 密 度 の 低 い 場 所 の 個 体 ほ ど

側 枝 数 が 多 く 、 こ れ に 伴 い 花 段 数 、 総

花 数 及 び 、 切 り 花 重 が 増 加 し ボ リ ュ ー

ム が 増 し た （ デ ー タ ー 略 ） 。

第12表 耐暑性系統の高原農業研究所圃場での特性

平成11年（初年目） 平成12年（２年目）
系 統 名 草丈 芽数 開花期 花色 欠株率 草丈 芽数 開花期 花色 欠株率

cm 本 月日 % cm 本 月日 %
熊本育成系統 19 3 7/ 5 4.1 28 19 8 8/21 4.1 44
ササ系 27 3 7/29 5.7 4 37 3 9/12 5.9 79
エゾ系 25 3 6/28 6.3 12 － － － － 100

花色：富士ﾌｲﾙﾑﾘﾝﾄﾞｳ花色票による７段階評価（濃：７～淡：１）
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第13表 エゾ系リンドウ（ 熊本県育成 ）特性調査
形 質 特性区分 形 質 特性区分

Ⅰ 植物体 36.葉表面の光沢 ９ あり
1. １年生、多年生の別 ５ 多年草 39.低温期での紅葉 １ しない
2. 植物体の形状 ５ 直立性 Ⅴ 開花特性
3. 草丈 ５ 40～59 cm 40.開花期 ５ 中

６ 60～89 cm 41.花房のつき方 ４ 茎頂～下位に群生
Ⅱ 茎 42.開花の順序 １ 頂部から
4. 茎立数 ６ 25 本以上 43.頂部の着花数 ３ 9～12
5. 茎の直径 ５ 3.0～4.9 44.着花中央部着花数 ７ 13 以上
6. 茎の横断面の形状 １ 円形 45.花段数 ４ 6～8
11.茎の空洞の有無 １ なし ６ 12～14
12.節数 ４ 15～19 46.茎当たりの総花数 ４ 20～29
Ⅲ 側枝 ５ 30～49
15.１節側枝発生数 0～10 Ⅵ 花
16.２節以上の側枝発生数 0～19 49.花冠の形状 ５ 漏斗形
17.１節側枝発生位置 ２ 上部～中部 50.花冠の長さ ６ 5.0～5.9 cm
18.２節以上側枝発生位置 ５ 中部～下部 51.花冠の直径 ４ 1.2～1.5 cm
19.１節側枝長 ５ 6.0～8.9 cm ５ 1.6～1.9 cm
20.２節以上の側枝長 ２ 5～９cm 52.花冠先端の直径 ６ 2.5～2.9 cm

３ 10～14 cm 53.花冠先端の回転 ３ やや外反転
Ⅳ 葉 54.花冠内面上部色 94A
22.葉長 ５ 5.0～6.9 cm 55.花冠内面中部色 149C～D

６ 7.0～9.9 cm 56.花冠外面の色 145B～C
23.葉幅 ４ 1.5～1.9 cm 57.花冠内面上部の斑点 ３ 少

５ 2.0～2.9 cm 58.花冠内面中部の斑点 ５ 中
24.葉身の形状 ５ 広披針形 59.花冠外面の斑点 ３ 少
25.葉縁の形状 １ 全縁 Ⅶ がく
26.最大葉の位置 ５ 中部 83.がく筒の長さ ４ 1.5～1.9 cm
27.葉の厚さ ７ 厚い 84.がく筒の直径 ３ 6.0～7.9mm
34.葉表面の色 ３ 131B Ⅹ 抵抗性
35.葉裏面の色 ２ 134B 95.耐暑性 ７ 強

第６図 熊本平坦での生育状況 （左：熊本育成系統（Ge）、右：非耐暑性系統）

第14表 試験栽培と熊本県下のリンドウ主生産地の気温条件比較
気温(℃) 栽培場所 ４月 ５月 ６月 ７月 ８月 ９月

平均 試験圃場 17.9 21.2 22.9 27.0 28.2 25.1
主生産地付近 15.4 18.0 20.1 23.8 24.7 21.5

最高 試験圃場 23.3 26.2 27.2 31.6 33.4 30.5
主生産地付近 20.9 22.7 24.1 28.2 29.4 26.5

※試験圃場：熊本県菊池郡合志町 標高 82 m（熊本県農業研究センター）
リンドウの主生産地付近：熊本県阿蘇郡南小国町満願寺 標高 549 m

２ ） 栽 培 は 、 リ ン ド ウ の 生 育 に は 不

向 き な 気 象 条 件 で あ る 西 南 暖 地 で 行 っ

た 結 果 で あ る （ 第 1 4表 ） が 、 対 照 系 統

が 不 十 分 な 生 育 （ デ ー タ ー 略 ） で あ っ

た に も 関 わ ら ず 、 育 成 系 統 は 採 花 す る

こ と が で き た 。 こ の こ と か ら こ の 系 統

は 耐 暑 性 を 持 つ と 考 え ら れ た 。

（ ３ ） Ｅ Ｐ 処 理 及 び

標 識 遺 伝 子 導 入

花 の 大 き さ や が く の 大 き さ の 変 異 幅

は 対 照 ＜ Ｅ Ｐ 処 理 の み ＜ 遺 伝 子 が 導 入

さ れ た 組 換 え 体 の 順 に 拡 大 し た （ 第 ７

図 、 第 ８ 図 ） 。

組 換 え 体 は 花 冠 の 先 端 の 開 き が 悪 い

傾 向 が み ら れ た （ 第 ９ 図 ） 。

花 色 の う ち 、 弁 の 内 側 は R . H . S .カ ラ

ー チ ャ ー ト の N o . 9 4（ V I O L E T ­ B L U E） A～

Dの 範 囲 で 濃 さ に 差 が み ら れ る の み で あ

っ た 。 そ れ に 反 し 、 弁 の 外 側 は 、 内 側

と 同 じ 色 の 個 体 か ら 緑 色 ま で 変 化 に 富

ん で い た （ 第 1 0図 ） 。

変 異 系 統 と し て 、 花 冠 が 極 端 に 小 さ

い 系 統 、 大 き い 系 統 、 細 長 い 系 統 、 奇

形 の 系 統 等 の 花 冠 変 異 に 注 目 し た （ 第

1 5表 ） 。
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第７図 ＥＰ処理の花冠の大きさへの影響 第８図 ＥＰ処理のがくへの影響

第９図 ＥＰ処理の花冠の開きへの影響 第10図 ＥＰ処理と花弁の色の関係

第15表 注目した外来遺伝子（ HPT ）を組み込んだ変異個体

系統名 注 目 点

B­2 ・花冠が小さい。花色は内面、外面ともに青色（ R.H.S.ｶﾗｰﾁｬｰﾄ No.94 B ）
A­21 ・花冠が細長い。花色は内面は青色（ R.H.S.ｶﾗｰﾁｬｰﾄ No.94 A ）、外面は濃緑

黄色（ R.H.S.ｶﾗｰﾁｬｰﾄ No.144 A ）
A­19 ・花冠が大きい。花色は内面は青色（ R.H.S.ｶﾗｰﾁｬｰﾄ No.94 A ）、外面は緑黄

色（ R.H.S.ｶﾗｰﾁｬｰﾄ No.145 A ）
F­2 ・柱頭だけが蕾から伸長し、蕾のまま枯れる。

※R.H.S.ｶﾗｰﾁｬｰﾄ No.94：VIOLET­BLUE、No.144 及び、No.145：YELLOW­GREEN
A→D：濃い→薄い

２ ） 遺 伝 子 診 断

（ １ ） 化 学 薬 品 処 理

Ｅ Ｍ Ｓ 処 理 系 統 は 母 本 や 系 統 間 で 生

育 特 性 に 大 差 が な く 、 再 分 化 し た 2 4個

体 全 て に つ い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 15種 の プ

ラ イ マ ー を 用 い て 検 討 し た が 、 有 効 な

多 型 が 得 ら れ て い な い （ 第 1 1図 ） 。

（ ２ ） 温 度 負 荷 選 抜

圃 場 で の 耐 暑 性 の 系 統 間 差 は 温 度 負

荷 条 件 下 （ 1 5～ 3 5℃ ） の 葉 片 培 養 で の

不 定 芽 形 成 や カ ル ス 増 殖 の 大 小 に 近 い

結 果 と な っ た （ 第 1 6表 ） 。

Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 耐 暑 性 系 統 ( G e )に 複 数 の

多 型 が み ら れ た 。 そ の う ち の プ ラ イ マ

ー （ A- 1 0） で 培 養 条 件 下 の 耐 暑 性 の 高

・ 中 系 統 に 同 様 の バ ン ド が 確 認 で き た

が （ 第 1 2図 ） 、 A - 1 0プ ラ イ マ ー の 耐 暑

性 関 与 は 不 明 で あ る 。 ま た 、 他 の プ ラ

イ マ ー に 一 定 の 傾 向 は 見 ら れ て い な い

（ デ ー タ 省 略 ） 。

M ① ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ 10 11 12 13 14 M M 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 M

第11図 ＥＭＳ処理系統のバンドパターンの例（①：Ｇｅ、2～：ＥＭＳ系統、プライマー：A-10）
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第16表 各温度負荷条件での数種リンドウ葉片からのカルス・不定芽形成と耐暑性評価
系 統 名 培 養 温 度 (℃) 耐暑性の程度

35 30 25 20 15 培養条件下 露地圃場
①エゾ系－Ge + +3 s +3 s +2 s + 強 強
②Ge×97E-1-1 － + s +2 s + － 弱 弱
③エゾ系－P-99A + +2 s +3 s +2 s + 強 強
④エゾ系－P-98C-1 + +2 s +3 s +2 s + 強 －
⑤ササ系－Gbp － － +2 s + － 弱 弱
⑥ササ系－99B-17 + + s +2 s + + 中 －
⑦ササ系－99C-11 + + s +2 s + + 中 －

M ① ２ ③ ④ ５ ６ ⑦ M バンド
①エゾ系－Ge 有
②Ge×97E-1-1 無
③エゾ系－P-99A 有

→ ④エゾ系－P-98C-1 有
⑤ササ系－Gbp 無
⑥ササ系－99B-17 不
⑦ササ系－99C-11 有

第12図 耐暑性評価の異なる数種リンドウにおける耐暑性特異プライマー(A-10)による検定の例

（ ３ ） Ｅ Ｐ 処 理 及 び

標 識 遺 伝 子 導 入

遺 伝 子 導 入 系 統 は 別 項 で 述 べ る が 、

Ｅ Ｐ 処 理 の み の 非 組 み 換 え 体 の 変 異 幅

は 狭 く 、 G e系 統 の 間 に 明 確 な バ ン ド は

え ら れ て い な い 。 ま た 、 標 識 遺 伝 子 を

導 入 し た 系 統 で も 生 育 特 性 が 明 確 で な

く 、 バ ン ド の 確 定 は で き て い な い （ デ

ー タ 省 略 ） 。

３ ） 育 成 系 統 及 び 交 雑 系 統

① 耐 暑 性 系 統 に Ｇ Ｕ Ｓ 遺 伝 子 を 導 入

し た 系 統 （ A 6） と 非 耐 暑 性 系 統 （ 9 7 E -

1） の 交 雑 ６ 系 統 は 外 花 弁 の 農 青 紫 化 な

ど の 改 善 や 閉 鎖 花 性 等 の 変 化 が み ら れ 、

こ れ ま で に 1 0 0種 の プ ラ イ マ ー の う ち

1 1個 で 1 6個 の 多 型 が 得 ら れ て い る 。 育

成 系 統 に み ら れ た A - 1 0プ ラ イ マ ー の バ

ン ド も み ら れ る （ 第 1 3図 ） 。

Ａ Ｆ Ｌ Ｐ 法 で も 耐 暑 性 （ G e )と 非 耐 暑

性 系 統 ( 9 7 E - 1 )間 に 1 0数 個 の 多 型 が 見 ら

れ て い る （ 第 1 4図 、 第 1 7表 ） 。

② 熊 本 育 成 系 統 （ G e） と 非 耐 暑 性 系

統 （ Ga E - 1 ( f )） を 交 雑 し て 得 ら れ た １

系 統 の Ｆ １ と 両 親 の ３ 系 統 を 供 試 し た 多

型 は 22 0種 類 の プ ラ イ マ ー の う ち 2 8種 類

で 認 め ら れ 、 熊 本 育 成 系 統 だ け に み ら

れ る バ ン ド は ７ 個 、 エ ゾ リ ン ド ウ （ G a

E ­ 1 ( f )） だ け に み ら れ る バ ン ド は １ 個

が 確 認 さ れ 、 Ｆ １ に 特 異 な バ ン ド は み ら

れ な か っ た 。 ま た 、 熊 本 育 成 系 統 と Ｆ

１ に 共 通 す る バ ン ド は 、 2 4種 類 の プ ラ イ

マ ー で 3 3個 が 確 認 さ れ 、 エ ゾ リ ン ド ウ

（ G a E ­ 1 ( f )） と Ｆ １ に 共 通 す る バ ン ド は 、

５ 種 類 の プ ラ イ マ ー で ５ 個 が 確 認 さ れ

た （ 第 1 5図 ） 。

Ｒ Ａ Ｐ Ｄ 法 で は 耐 暑 性 系 統 、 培 養 変

異 系 統 及 び 交 雑 系 統 な ど に 対 象 と プ ラ

イ マ ー を 拡 大 し 、 多 数 の 多 型 が 得 ら れ

て い る が 、 耐 暑 性 や 他 の 有 用 形 質 と の

相 関 は 不 十 分 で あ り 、 F 2個 体 の 拡 大 が

必 要 で あ る （ 第 1 6図 、 第 1 9表 ） 。

M ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ M

1000bp→ ←1000bp
→ ← 840bp

第13図 供試系統間に多型がみられたプライマーによる増幅バンドの泳動例
Ｍ：マーカー（１００Ladder） 、①：A6、②～⑦：非耐暑性系統(97E-1-1～6)

第17表 耐暑性系統と
非耐暑性系統に
見られるＡＦＬ
Ｐ法の多型数

系 統 名 多型数

耐 暑 性 10
(Ge)

非耐暑性 ３
(97E-1)

注）制限酵素：
EcoRⅠ／MesⅠ

第14図 耐暑性系統(Ge)と非暑性系統(97E-1)間にみられるＡＦＬＰ法による多型の例
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第15図 供試系統間に多型がみられたプライマーによる増幅バンドの泳動例
Ｍ：マーカー（１００Ladder） 、①：Ge、②：Ｆ１ 、③：非耐暑性系統(GaE-1(f))

第18表 供試系統の多型確認プライマー数とバンド数

Ｇｅ Ｆ１ GaE­1(f) Ｇｅ=Ｆ１ Ｆ１ = GaE­1(f) Ｇｅ=GaE­1(f)
プライマー数 ７ ０ １ ２４ ５ ０
バ ン ド 数 ７ ０ １ ３３ ５ ０

M Ge ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ⑪ ⑫ ⑬ ⑭ M

M Ge ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ⑪ ⑫ ⑬ ⑭ M

第16図 耐暑性系統、培養変異系統及び交雑後代にみられる多型の例
耐暑性系統（Ge）、 ②～④変異系統、 ①、⑤～⑭交雑後代系統
プライマー：上段 A－08、下段 C－09

第19表 耐暑性系統、培養変異系統及び交雑後代相互間にみられる多型の例
供 試 系 統

A－08 Ge ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ⑩ ⑪ ⑫ ⑬ ⑭
Ge ３ ３ ４ ２ ３ ３ ３ ３ ２ ２ ３ １ ３ ２
① １ １ ２ ２ ３ １ １ ３ ３ ２ ３ １ １ １
② ２ ２ ２ １ ２ １ １ ３ ２ ３ ３ １ ３ １
③ １ ０ ０ ０ ０ ０ １ ３ １ ２ １ ０ ２ １
④ １ １ １ １ １ ０ １ ２ ２ １ ２ １ ２ ２
⑤ ０ ２ １ ２ ２ １ １ ２ １ ３ ２ ０ ３ １
⑥ １ １ １ ２ １ ２ ０ ２ ２ ２ ２ １ ２ １
⑦ １ ２ ０ ３ １ １ ２ ２ ２ ３ ２ １ ３ １
⑧ １ １ ０ ２ １ ２ ２ １ １ １ ０ ０ ３ ２
⑨ ０ ２ ０ ２ ２ １ ２ １ ３ ４ １ １ ４ ２
⑩ ０ ２ ０ ２ １ １ １ １ ０ １ １ ０ ２ １
⑪ １ １ ０ ２ １ ０ １ １ １ ０ ２ ０ ３ １
⑫ ０ ２ ０ ２ １ １ １ ０ １ １ ４ ３ ４ １
⑬ １ ０ ０ １ ０ １ １ １ ２ １ ２ ２ ０ ０
⑭ ２ ３ ２ ３ ２ ２ ３ １ ３ ２ ３ ３ １ ２

左下：横系統に有って縦系統にない多型数
右上：縦系統になくて横系統にある多型数
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Ⅳ 遺 伝 子 導 入

１ 材 料 と 方 法

１ ） C M V - C P遺 伝 子 の 導 入

（ １ ） C M V - C P遺 伝 子 の

導 入 と 確 認

耐 暑 性 系 統 （ G e） に キ ュ ウ リ モ ザ イ

ク ウ イ ル ス の コ ー ト タ ン パ ク （ Ｃ Ｍ Ｖ

－ Ｃ Ｐ ） 遺 伝 子 を 導 入 し て ウ イ ル ス 抵

抗 性 リ ン ド ウ を 作 出 す る 。 導 入 方 法 は

プ ロ ト プ ラ ス ト へ の コ ・ ト ラ ン ス フ ォ

メ ー シ ョ ン 法 で 行 い 、 選 抜 方 法 は Ｐ Ｃ

Ｒ 法 で 行 っ た 。 ま た 、 プ ラ ス ミ ド の 構

築 は ｐ Ｂ Ｉ ２ ２ １ の Ｇ Ｕ Ｓ を Ｓ ｍ ａ Ⅰ

と Ｓ ａ ｃ Ⅰ で 切 り 放 し 、 平 滑 末 端 化 し

て Ｃ Ｍ Ｖ － Ｃ Ｐ 遺 伝 子 を 挿 入 し た 4)6 ) 1 1）

（ 第 1 7図 ） 。

な お 、 Ｃ Ｍ Ｖ － Ｃ Ｐ 遺 伝 子 は 当 時 の

九 州 農 業 試 験 場 花 田 室 長 か ら Ｃ Ｍ Ｖ －

Ｙ 系 統 の 分 譲 を 受 け た 。

C a M V 3 5 P C M V ― C P N O S ― T e r

第 1 7図 導 入 し た C M V - C P遺 伝 子

ま た 、 導 入 し た 遺 伝 子 は 以 下 の プ ラ

イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 確 認 し た 。

確 認 に 用 い た プ ラ イ マ ー

H P T： 5 ' C G C A C A A T C C C A C T A T C C T T C G C A A 3 '

5 ' C G C A G T T C G G T T T C A G G C A G G T C T T 3 '

C M V ­ C P： 5 ' C T C G G A C T T A T C C G T T G C 3 '

5 ' C T G A G T T G G C A G T T C T G C 3 '

な お 、 反 応 条 件 は 9 4℃ ／ ５ 分 、 9 4℃

／ 3 0秒 、 6 0℃ ／ 3 0秒 、 7 2℃ ／ 3 0秒 、 7 2

℃ ／ ７ 分 の 3 5サ イ ク ル で 行 っ た 。

（ ２ ） 遺 伝 子 の 導 入 効 率

コ ・ ト ラ ン ス フ ォ メ ー シ ョ ン 処 理 し た

プ ロ ト プ ラ ス ト は 5 0日 程 度 、 通 常 に 培

養 し て マ イ ク ロ カ ル ス 化 さ せ た 。 そ の

カ ル ス を ハ イ グ ロ マ イ シ ン 2 0 m g／ l 添

加 の 不 定 芽 形 成 培 地 に 移 植 し て 選 抜 す

る 方 法 と ハ イ グ ロ マ イ シ ン を 添 加 し な

い 不 定 芽 形 成 培 地 で 培 養 し て 再 分 化 し

た 個 体 に つ い て Ｐ Ｃ Ｒ の 結 果 か ら 遺 伝

子 の 導 入 効 率 を 検 討 し た 。

（ ３ ） 組 換 え 体 の 特 性

順 化 で き た Ｃ Ｍ Ｖ － Ｃ Ｐ 遺 伝 子 を 導

入 し て 得 ら れ た 組 換 え 体 に つ い て 一 部

の 特 性 を 調 査 し た 。

な お 、 順 化 は 平 成 1 2年 春 に 完 成 し た

隔 離 栽 培 施 設 の 閉 鎖 系 温 室 で 行 い 、 1 2

c m径 の 1 8 c m深 さ の 硬 質 プ ラ ス チ ッ ク 鉢

で 栽 培 し た 。

２ ） Ｂ ｔ 遺 伝 子 の 導 入

（ １ ） 菌 分 離 と Ｈ 血 清 型

に よ る 同 定

特 定 害 虫 に 効 果 を 示 す 殺 虫 遺 伝 子 を

有 す る Ｂ ｔ 菌 を 検 索 す る た め 、 県 内 外

の 土 壌 等 か ら 分 離 し 、 そ の Ｂ ｔ 菌 株 に

つ い て 同 定 を 行 っ た 。

菌 の 分 離 と 一 次 ス ク リ ニ ン グ 及 び 生

物 検 定 は 熊 本 県 農 業 研 究 セ ン タ ー が 担

当 し た ７ ） 。

同 定 は 九 州 大 学 農 学 部 生 物 的 防 除 施

設 が 担 当 し 、 Ｓ Ｍ Ｙ 培 地 （ 酵 母 エ キ ス

加 用 麦 芽 寒 天 培 地 ） に 斜 面 培 養 後 ３ ～

５ 日 目 の 菌 株 に つ い て 、 日 を 違 え 、 異

な る 斜 面 上 を ２ 回 ず つ 検 鏡 し て ク リ ス

タ ル の 有 無 と Ｈ 血 清 型 凝 集 反 応 （ Ｈ １

～ Ｈ 55） に よ っ て 調 査 し た 。

（ ２ ） C r yⅠ 遺 伝 子 の 確 認 と

プ ラ ス ミ ド の 構 築

特 定 害 虫 に 効 果 を 示 す C r yⅠ 遺 伝 子 を

検 索 す る た め 、 前 項 で 同 定 、 ま た は 既

存 の B. t h u r i n g i e n s i s s u b s p . A i z a w a i
1 0系 統 と B . t h u r i n g i e n s i s s u b s p . k u r s
t a k i 1 0系 統 の 菌 株 か ら 遺 伝 子 を 抽 出 し

た 。

Ｄ Ｎ Ａ の 抽 出 方 法 は コ ロ ニ ー ピ ッ ク

法 と Ｓ Ｄ Ｓ 法 を 検 討 し 、 C r y１ 遺 伝 子 の

検 定 に は K a l m a n e t a l . の プ ラ イ マ ー

を 用 い た ３ ） （ 第 2 0表 ） 。

Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 は 、 酵 素 に Eｘ T a q（ 宝 酒

造 ） と Ｐ Ｃ Ｒ 9 7 0 0（ ﾊ ﾟ ｰ ｷ ﾝ ｴ ﾙ ﾏ ｰ社 ） を 使

っ て 、 9 5℃ ／ ５ 分 、 9 5℃ ／ 3 0秒 、 5 5℃

／ 3 0秒 、 7 2℃ ／ １ 分 、 7 2℃ ／ ７ 分 の 3 0

サ イ ク ル で 行 っ た 。

単 離 は 鱗 し 目 昆 虫 に 殺 虫 性 を 示 し ７ ） 、

C r yⅠ A ( a )遺 伝 子 の 存 在 を 確 認 し た 菌 株

系 統 に つ い て 、 既 知 の 配 列 よ り 全 長 を

増 幅 す る よ う に 設 計 し た プ ラ イ マ ー C r

y A a ­ F 1＋ C r y A a ­ R 2、 C r y A a ­ F 1＋ C r y A a ­

第20表 Cry１検定に使用したプライマーの配列

Praimer 増幅遺伝子 増幅サイズ 配 列
TYIAA Cry1Aa 724 GAGCC AAGCA GCTGG AGCAG TTTAC ACC
TYIAB Cry1Ab 238 TCGAA TTGAA TTTGT TCCGG CAGAA GTA
TYIAC Cry1Ac 487 TCACT TCCCA TCGAC ATCTA CC
TYIB Cry1Ba 830 GTCAA CCTTA TGAGT CACCT GGGCT TC
TYIC Cry1Ca 288 CAACC TCTAT TTGGT TCAGG TTC
TYID Cry1Da 414 GGTAC ATTTA GATAT TCACA GCCAC
TYIE Cry1Ea 880 CTTAG GGATA AATGT AGTAC AG
TYIF Cry1Fa 368 CCGGT GACCC ATTAA CATTC CAATC

Reverse ATCAC TGAGT CGCTT CGCAT GTTTG ACTTT CTC
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R 4、 C r y A a ­ F 3＋ C r y A a ­ R 2、 C r y A a ­ F 3＋

C r y A a ­ R 4の 組 み 合 わ せ を 検 討 し た 。 各

プ ラ イ マ ー の 配 列 は （ 第 2 1表 ） の 通 り

と し た １ ） 。

第 2 1表 単 離 に 用 い た プ ラ イ マ ー
C r y A a ­ F 1 5'­CTCTAGAGATGGATAACAATCCGAAC­3'
C r y A a ­ F 3 5 '­CTCTAGAGATGGATAACAATCCG­3'
C r y A a ­ R 2 5'­CACCGCGGTAGTTTATGTCCTCCCC­3'
C r y A a ­ R 4 5'­GCGAGCTCTTATTCCTCCATAAGGAG­3'

Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 は 酵 素 に Eｘ T a q（ 宝 酒 造

） と Ｐ Ｃ Ｒ 9 7 0 0（ ﾊ ﾟ ｰ ｷ ﾝ ｴ ﾙ ﾏ ｰ社 ） を 使 っ

て 、 9 5℃ ／ ５ 分 、 9 5℃ ／ 3 0秒 、 4 5℃ ／

3 0秒 、 7 2℃ ／ ２ 分 、 7 2℃ ／ ７ 分 の 4 5サ

イ ク ル で 行 っ た 。

プ ラ ス ミ ド の 構 築 は ｐ Ｂ Ｉ ２ ２ １ の

Ｇ Ｕ Ｓ を Ｓ ｍ ａ Ⅰ と Ｓ ａ ｃ Ⅰ で 切 り 放

し 、 平 滑 末 端 化 し て Ｂ ｔ 遺 伝 子 を 挿 入

し た （ 第 1 8図 ） 。

C a M V 3 5 P C r y Ⅰ A ( a ) N O S ― T e

第 1 8図 導 入 し た C r yⅠ 遺 伝 子

（ ３ ） C r y 1 A ( a )遺 伝 子 の 導 入

と リ ン ド ウ の 殺 虫 性 確 認

耐 暑 性 系 統 の リ ン ド ウ プ ロ ト プ ラ ス

ト に 構 築 し た C r y Ⅰ A ( a )遺 伝 子 （ 平 成 1 2

年 度 作 成 p B C 1 a－ 1及 び 3） と （ 平 成 1 4

年 度 作 成 p B C 1 a－ 6） を Ｈ Ｐ Ｔ 遺 伝 子 と

の コ ・ ト ラ ン ス フ ォ メ ー シ ョ ン 法 で 導

入 し た 。

ま た 、 遺 伝 子 の 導 入 確 認 は 、 C r y Ⅰ A (

a )遺 伝 子 に 特 有 の 配 列 （ 5 '側 ： G A G C C A

A G C A G C T G G A G C A G T T T A C A C C ） の プ ラ イ マ

ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 検 定 し た 。

p B C 1 a－ 1及 び 3と p B C 1 a－ 6 を 処 理 し

て 得 ら れ た リ ン ド ウ 系 統 を 供 試 し 、 紙

コ ッ プ の 中 に 遺 伝 子 組 換 え 処 理 し た リ

ン ド ウ の 茎 葉 と 共 に 入 れ て ５ 日 間 、 常

温 で 飼 育 し 、 虫 の 生 育 と 生 死 を 調 査 し

た 。

２ 結 果 及 び 考 察

１ ） C M V - C P遺 伝 子 の 導 入

（ １ ） C M V - C P遺 伝 子

の 導 入 と 確 認

一 回 目 の Ｃ Ｍ Ｖ － Ｃ Ｐ 遺 伝 子 導 入 で

は プ ロ ト プ ラ ス ト か ら 1 6個 の カ ル ス が

得 ら れ た 。 カ ル ス を ハ イ グ ロ マ イ シ ン

2 0 m g／ l 添 加 の 不 定 芽 形 成 培 地 に 移 植

し て 培 養 し た 結 果 、 1 4個 体 の カ ル ス か

ら 2 1個 体 の 再 分 化 が み ら れ 、 異 な る カ

ル ス か ら 1 4 - Aと 1 4 - Bの ２ 系 統 の 形 質 転

換 体 が 得 ら れ た 。 い ず れ も コ ・ ト ラ ン

ス フ ォ メ ー シ ョ ン 法 に 寄 っ た た め Ｈ Ｐ

Ｔ 遺 伝 子 の 導 入 も 確 認 さ れ た （ 第 1 9

図 ） 。

二 回 目 も Ｈ Ｐ Ｔ と Ｃ Ｍ Ｖ － Ｃ Ｐ 遺 伝

子 を コ ・ ト ラ ン ス フ ォ メ ー シ ョ ン 法 で

導 入 し た が 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン に よ る

選 抜 を 行 わ ず に 再 分 化 を 試 み た 結 果 、

2 1個 の カ ル ス か ら 5 5本 の シ ュ ー ト が 得

ら れ た 。

得 ら れ た シ ュ ー ト の 内 4 8本 を 苗 化 さ

せ 、 Ｐ Ｃ Ｒ で Ｃ Ｍ Ｖ － Ｃ Ｐ と Ｈ Ｐ Ｔ の

存 在 を 確 認 し た 結 果 、 両 方 の 遺 伝 子 が

導 入 さ れ た の は 1 0個 体 、 Ｃ Ｍ Ｖ － Ｃ Ｐ

遺 伝 子 の み の リ ン ド ウ は 1 5個 体 、 Ｈ Ｐ

Ｔ 遺 伝 子 の み は ５ 個 体 あ り 、 い ず れ の

遺 伝 子 も 確 認 で き な か っ た の は 1 8個 体

で あ っ た 。

複 数 の シ ュ ー ト が 得 ら れ た カ ル ス で

は 、 シ ュ ー ト に よ っ て 導 入 遺 伝 子 の 異

な る 組 み 合 わ せ が 混 在 し 、 カ ル ス の 起

源 が 単 一 の 細 胞 か ら で な い こ と が 示 唆

さ れ た （ 第 2 0図 、 第 2 1図 、 第 2 2表 ） 。

M :分子量マーカー
（ λ­HindⅢ ）

P :ポジティブコントロール
( 導入遺伝子 ）

C :ネガティブコントロール
（ ＥＰ無処理非形質転換体 ）

1～3 :形質転換体

第19図 ＰＣＲ法により増幅された HPT 遺伝子のバンド（ 419bp )
と CMV­CP 遺伝子のバンド（ 328bp ）

１ ２ ３ ４ ５ ７ ９
M P ２ ３ ④ ５ ６ ⑦ ② ③ ④⑤ ６ ⑦ N M P ④ ⑤ ６７ ② ３ ４ ⑤６ ⑦ ①② ③ ④ N

第20図 ＣＭＶ－ＣＰ遺伝子を導入した形質転換リンドウのＰＣＲによる検定例
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第22表 導入処理して得られたカルス別の再分化体における導入遺伝子の確認

カルス番号 ｼｭｰﾄ数 CMV＋HPT CMV HPT 未導入 未確認 備 考
１ ７ ２ ５
２ １ １
３ １ １
４ ７ １ ４ １ １
５ ７ ２ ２ ３
６ １ １
７ ６ ３ １ ２
８ １ １
９ ７ １ ４ １ １
10 ６ ２ ３ １
11 １ １
12 １ １
13 １ １
14 １ １
15 １ １
16 １ １
17 １ １
18 １ １
19 １ １
20 １ １
21 １ １

合計 55 10 15 5 18 7 未確認は枯死

第21図 プロトプラスト由来カルスからの再分化
複数のシュートが発生し、導入形態が異なる

（ ２ ） 遺 伝 子 の の 導 入 効 率

リ ン ド ウ の 葉 肉 細 胞 プ ロ ト プ ラ ス ト

に Ｈ Ｐ Ｔ 遺 伝 子 と Ｃ Ｍ Ｖ ― Ｃ Ｐ （ キ ュ

ウ リ モ ザ イ ク ウ ィ ル ス の 外 皮 タ ン パ ク

質 ） 遺 伝 子 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン

法 で コ ・ ト ラ ン ス フ ォ メ ー シ ョ ン し 、

再 分 化 個 体 を Ｃ Ｔ Ａ Ｂ 法 に よ り 抽 出 し

て Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 目 的 遺 伝 子 の 導 入 効

率 を 調 査 し た 。

そ の 結 果 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 2 0 m g／

l を 含 む 不 定 芽 形 成 培 地 で 選 抜 し た 場

合 、 再 分 化 個 体 は 全 て Ｈ Ｐ Ｔ 遺 伝 子 を

確 認 し た 。 Ｃ Ｍ Ｖ ― Ｃ Ｐ 遺 伝 子 の 組 み

込 み は 21個 体 中 ２ 個 体 で 確 認 し 、 導 入

効 率 は 9 . 5％ で あ っ た 。

事 前 に Ｃ Ｍ Ｖ ― Ｃ Ｐ 遺 伝 子 の 替 わ り

に Ｇ Ｕ Ｓ 遺 伝 子 を 目 的 遺 伝 子 と し た コ

・ ト ラ ン ス フ ォ メ ー シ ョ ン で は 3 2個 体

中 ７ 個 体 で Ｇ Ｕ Ｓ 遺 伝 子 の 組 み 込 み を

確 認 し 、 導 入 効 率 は 2 1 . 9％ で あ り 、 目

的 遺 伝 子 を 単 独 で 組 み 込 ん だ 形 質 転 換

体 は な か っ た （ 第 2 3表 ） 。

一 方 、 不 定 芽 形 成 培 地 に ハ イ グ ロ マ

イ シ ン を 添 加 し な い 培 地 で 再 分 化 し た

結 果 、 コ ・ ト ラ ン ス フ ォ メ ー シ ョ ン

の 効 率 は 1 8 . 2％ と な り 、 目 的 の Ｃ Ｍ Ｖ

― Ｃ Ｐ 遺 伝 子 の み を 組 み 込 ん だ 形 質 転

換 体 は 5 5固 体 中 1 5固 体 と 2 7 . 5％ の 高 い

導 入 率 と な っ た 。

形 質 転 換 体 を 一 般 圃 場 に リ リ ー ス す

る 場 合 、 抗 生 物 質 で あ る ハ イ グ ロ マ イ

シ ン に 抵 抗 性 を 示 す Ｈ Ｐ Ｔ 遺 伝 子 の 削

除 が 求 め ら れ る が 、 こ の 例 か ら Ｐ Ｃ Ｒ

法 の 操 作 性 等 の 進 歩 に よ り 、 選 抜 効 率

を 上 げ る た め の 抗 生 物 質 と の コ ・ ト ラ

ン ス フ ォ メ ー シ ョ ン は 無 意 味 と 考 え ら

れ る 。 し か し 、 Ｇ Ｕ Ｓ 遺 伝 子 と Ｂ ｔ 遺

伝 子 等 を 持 つ 複 合 耐 性 植 物 の 作 出 な ど 、

複 数 遺 伝 子 を 同 時 に 組 み 込 む に は 有 効

な 手 段 と し て 活 用 が 期 待 さ れ る 。

（ ３ ） 組 換 え 体 の 特 性

Ｃ Ｍ Ｖ － Ｃ Ｐ 遺 伝 子 を 導 入 し た 組 換

え 体 の 一 部 に つ い て 花 粉 稔 性 を 調 査 し

た 結 果 、 導 入 系 統 で も 花 粉 粘 性 に 著 し

い 差 が あ っ た （ 第 2 4表 、 第 2 2図 ） 。

ま た 、 系 統 1 4 0で は ４ 年 間 の 閉 鎖 系 温

室 で の 栽 培 で 導 入 遺 伝 子 が 脱 落 し た 株

が 確 認 さ れ た ２ ） （ 第 2 3図 ） 。

な お 、 Ｃ Ｍ Ｖ － Ｃ Ｐ 遺 伝 子 確 認 株 に

お け る カ ー ボ ン ラ ン ダ ム 法 に よ る 接 種

検 定 で は 発 病 が 見 ら れ な い が 、 抵 抗 性

の 確 認 は で き て い な い 。 ま た 、 発 病 遅

延 が 見 ら れ る 株 も あ る が 、 再 確 認 が 必
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要 で あ る 。 さ ら に 、 第 2 2表 で Ｃ Ｍ Ｖ －

Ｃ Ｐ 遺 伝 子 の 導 入 が 確 認 さ れ た 残 り の

系 統 に つ い て も 順 化 後 に 接 種 検 定 の 必

要 が あ る 。

第23表 リンドウプロトプラストへのエレクトポレーション法による遺伝子導入の効率

目的遺伝子 形 質 転 換 体 数 非形質 導 入 効 率 (%)
HPT遺伝子 HPT＋目的遺伝子 目的遺伝子 転換体 合計 ｺ･ﾄﾗﾝｽﾌｫﾒｰｼｮﾝ 目的遺伝子 備 考

A B C D E B／E C／E

CMV-CP遺伝子 １９ ２ ０ ０ ２１ ９.５ ― 選抜培地
GUS遺伝子(参考) ２５ ７ ０ ０ ３２ ２１.９ ― 選抜培地

CMV-CP遺伝子 ５ １０ １５ １８ ５５ １８.２ ２７.３ 非選抜

注）GUSプライマー：5'CAGCGAAGAGGCAGTCAACGGGGAA3' 5'CATTGTTTGCCTCCCTCGCTGCGGTT3'
反応条件：Boiling 5 min；94℃ 30sec、60℃ 30 sec、72℃ 30 sec（ 35 ｻｲｸﾙ ）；72℃ 7 min

第24表 ＣＭＶ－ＣＰ遺伝子を導入した形質転換リンドウ等の花粉稔性

系統名 花粉粒数 稔性率 備考 系統名 花粉粒数 稔性率 備考
稔性 不稔 計 ％ 稔性 不稔 計 ％

T7-2-2 6 391 397 1.5 a1 T4-5-0 2 139 141 1.4 a1
CMV+ 7 231 238 2.9 a1 CMV+ 1 324 325 0.3 a1

3 299 302 1.0 a1 2 276 278 0.7 a2
2 71 73 2.7 a1 2 234 236 0.8 a2

T7-5-0 53 6 59 89.8 a1 Ge-A 48 150 198 24,2 a1
CMV+ 112 21 133 84.2 a1 79 132 211 37.4 a1

90 13 103 87.4 a1 Ge-B 41 239 280 14.6 a2
47 9 56 83.9 a1 50 207 257 19.5 a2

140(hpt) 140(CMV-CP)
M A B P N M A B P N M

第22図 リンドウの花粉稔性 第23図 導入遺伝子の脱落

２ ） Ｂ t遺 伝 子 の 導 入

（ １ ） 分 離 株 の Ｈ 血 清 型

に よ る 同 定

採 取 場 所 の 異 な る 選 抜 し た 56菌 株 を

含 む 8 0系 統 の う ち の 3 5菌 株 に つ い て 九

州 大 学 農 学 部 で 同 定 し た 結 果 、 1 1種 類

の 血 清 に 反 応 し 、 ５ 系 統 は ２ つ の 血 清

と 反 応 し た 。 ３ 系 統 に ク リ ス タ ル が み

ら れ た が 、 凝 集 反 応 は 一 致 し な か っ た 。

ま た 、 小 型 の 粒 子 を つ く る 菌 株 も あ っ

た が 、 ２ 系 統 は 自 家 凝 集 し 、 観 察 で き

な か っ た （ 第 2 5表 、 第 2 6表 ） 。

第25表 Ｈ抗原の凝集によるＢｔ菌同定

分離菌系統 クリスタルの有無 Ｈ凝集反応 H serovar 備考

ｋ－１－２ － － ｺﾝﾀﾐ
ｋ－12－18 － －
ｋ－18－１ ＋？ Ｈ１５／２１＊ dakota/colmeri ｺﾝﾀﾐ
ｋ－18－12 － Ｈ２４ａｂ neoleonensis
ｋ－20－４ － －
ｋ－21－17 － Ｈ１５／２１＊ dakota/colmeri ｺﾝﾀﾐ
ｋ－23－５ － － ｺﾝﾀﾐ
ｋ－30－７ － －
ｋ－34－17 － －
ｋ－36－５ － － ｺﾝﾀﾐ
ｋ－37－６ ＋ － ｺﾝﾀﾐ
ｋ－41－15 － －
ｋ－42－３ － Ｈ４ａｂ sotto
ｋ－50－25 ＋ － ｺﾝﾀﾐ
ｋ－61－２ － －
ｋ－62－50 － － ｺﾝﾀﾐ

注） ＊ ：双方の抗原を有する。
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第26表 分離したＢＴ菌のＨ血清型による同定

菌株記号 Ｈ抗原 H serovar 備 考

K-20 27 mexicanensis
k-22 27 mexicanensis
k-37 3abc kurstaki
k-48 UTE 自家凝集・観察困難
k-53 7 aizawai
k-62 UTE 自家凝集・観察困難
k-63 7 aizawai
k-64 7 aizawai
k-65 22 shandongiensis
k-66 4ac kenyae
k-68 4ab sotto
k-69 4ac kenyae
k-70 14/19 israelensis/tochigiensis 双方の標準血清と反応
k-71 4ab sotto
k-72 4ab sotto
k-73 4ab sotto
k-74 14/19 israelensis/tochigiensis 双方の標準血清と反応
k-75 14/19 israelensis/tochigiensis 双方の標準血清と反応
k-111 4ac kenyae

（ ２ ） C r yⅠ 遺 伝 子 の 確 認 と

プ ラ ス ミ ド の 構 築

コ ロ ニ ー か ら の 直 接 増 幅 で は バ ン ド

は 得 ら れ な か っ た が 、 Ｓ Ｄ Ｓ 法 に よ り

抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ で は 2 0系 統 す べ て で 複

数 の C r y 1遺 伝 子 の 増 幅 が 認 め ら れ た 。

B . t h u r i n g i e n s i s s u b s p . A i z a w a iの 1 4、

1 5、 1 6系 統 、 B . t h u r i n g i e n s i s s u b s p .

k u r s t a k i の 2 1、 2 2、 2 3系 統 と 2 7、 2 8、

2 9、 3 0系 統 は そ れ ぞ れ に 、 同 じ 増 幅 の

傾 向 を し た （ 第 2 4図 、 第 2 7表 ） 。

ま た 、 C r y A a ­ F 1＋ C r y A a ­ R 4の プ ラ イ

マ ー 組 合 せ で Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 っ た 場 合 ､

C r y 1 A a遺 伝 子 と 思 わ れ る 約 3 5 0 0 b pの 位

置 に s u b s p . A i z a w a iで は 1０ 系 統 、 s u b s

p . k u r s t a k iで は ８ 系 統 で バ ン ド が 認 め

ら れ た （ 第 2 5図 ） 。

リ ン ド ウ に 食 害 を 起 こ す ハ ス モ ン ヨ

ト ウ の 飼 料 を 人 工 飼 料 （ イ ン セ ク タ Ｌ

Ｆ ） か ら キ ャ ベ ツ に 変 え て Ｂ ｔ 毒 素 の

接 種 検 定 を 試 み 、 殺 虫 性 が 高 く ､ C r yⅠ

A ( a )遺 伝 子 を 持 つ が ､他 の C r yⅠ 遺 伝 子

を 少 な く 持 つ A i z a w a i系 統 N o 1 2を 選 抜

し た （ 第 2 6図 ） 。

A i z a w a i 系 統 N o 1 2の 菌 株 か ら 抽 出 し

た 全 Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て ､２ 種 類 の プ ラ

イ マ ー セ ッ ト を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た

結 果 、 C r yⅠ A ( a )遺 伝 子 の 大 き さ で あ る

約 3 . 6 k b の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が 増 幅 さ れ た （

第 2 7図 ） 。

プ ラ ス ミ ド を 構 築 し て ｐ Ｂ Ｉ ２ ２ １

に 挿 入 し た 結 果 、 目 的 の 大 き さ の 遺 伝

子 C r yⅠ A ( a )遺 伝 子 が 挿 入 で き た p B C 1 a

- 1及 び p B C 1 a - 3を 確 認 し た （ 第 2 8図 ） 。

Aizawai(系統１２） kurstaki（系統２２）

lane１：100bpマーカー
lane２～９：

Cry1Aa、Cry1Ab、Cry1Ac、
Cry1Ba、Cry1Ca、Cry1Da、
Cry1Ea、Cry1Fa

第24図 B.thuringiensisのＣｒｙ１遺伝子のＰＣＲによる増幅例

第27表 B.thuringiensisのＰＣＲによるＣｒｙ１遺伝子の検定

Aizawai kurstaki

系統 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Cry1Aa - + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Cry1Ab + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Cry1Ac - - - - - - + + - - + + + - + + + + + +
Cry1Ba - - - + + + + + + - + + + + + + + + + +
Cry1Ca + + + + + + + + + + + + + + - + - - - -
Cry1Da + + + + + + + + + + + + + + + + - - - -
Cry1Ea - - - - - - - - - - + + + + + + - - - -
Cry1Fa - - - - - - - - - + + + + + + + - - - -
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Ｍ Aizawai Ｍ kurstaki

第25図 ＰＣＲによるCryⅠ遺伝子の増幅 (M.λ­HindⅢ)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3

←3.6kb

第26図 Aizawai系統12菌株の 第27図 Cry1A(a)遺伝子の確認

Cry1遺伝子のPCRによる増幅 lame1: ﾏｰｶｰ

lame1:ﾏｰｶｰ, lame2:A(a), lame3:A(b), lame2: 特異配列

lame6:C(a), lame7:D(a) lame3: 全長

Ｍ Ｐ ① ２ ③ ４ ５ ６ ７ ８ ９ 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 Ｍ

3.6kb→

第28図 ｐＢＩ２２１に導入したCry1A(a)遺伝子の確認

（ ３ ） C r y 1 A ( a )遺 伝 子 の 導 入

と リ ン ド ウ の 殺 虫 性 確 認

p B C 1 a - 1及 び p B C 1 a - 3の 両 系 統 と も 増

殖 が 遅 く 、 継 代 を 繰 り 返 す 毎 に C r y Ⅰ A

( a )遺 伝 子 の 脱 落 が み ら れ た 。

得 ら れ た C r y Ⅰ A ( a )遺 伝 子 を Ｈ Ｐ Ｔ と

の コ ・ ト ラ ン ス フ ォ メ ー シ ョ ン 法 で 導

入 処 理 し 、 非 選 抜 培 地 で 再 分 化 を 試 み

た が 、 カ ル ス 化 や 不 定 芽 形 成 は コ ン ト

ロ ー ル に 比 べ 著 し く 少 な か っ た 。

導 入 処 理 し て 得 ら れ た ７ 個 の 再 分 化

体 に つ い て Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 確 認 し た が 、 C r

y Ⅰ A ( a )遺 伝 子 は 確 認 さ れ ず 、 Ｈ Ｐ Ｔ 遺

伝 子 は ２ 個 体 で 確 認 さ れ た （ 第 2 8表 ） 。

p B C 1 a - 1及 び p B C 1 a - 3を 処 理 し て 得 ら

れ た 植 物 体 で の ハ ス モ ン ヨ ト ウ の 生 育

は 対 照 と 差 が 無 く 、 Ｐ Ｃ Ｒ の 結 果 と も

一 致 し 、 C r y Ⅰ A ( a )遺 伝 子 は 導 入 で き て

い な い こ と が 確 認 さ れ た （ 第 2 9表 ） 。

第28表 Cry1A(a)遺伝子を導入して得られて再分化体のＰＣＲ結果

再 分 化 系 統
導入遺伝子 Cy1-1 Cy1-2 Cy1-3 Cy1-4 Cy1-5 Cy1-6 Cy3-1
Cry1A(a) － － － － － － －
ＨＰＴ ＋ ＋ － － － － －

第29表 Cry1A(a)遺伝子を導入して得られて再分化体の接種検定

再 分 化 系 統 非形質転換体
導入遺伝子 Cy1-1 Cy1-2 Cy1-3 Cy1-4 Cy1-5 Cy1-6 Cy3-1 （対照）
食害程度 ＋３ ＋３ ＋３ ＋３ ＋３ ＋３ ＋３ ＋３
ﾖﾄｳﾑｼの生育 ＋３ ＋３ ＋３ ＋３ ＋３ ＋３ ＋３ ＋３
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Ⅴ 摘 要

１ 培 養 変 異 の 誘 起 と 遺 伝 子 診 断

に よ る 有 用 形 質 の 獲 得

１ ） 培 養 変 異 の 誘 起

・ リ ン ド ウ の 茎 頂 を 回 転 培 養 に よ っ

て 多 芽 体 化 さ せ 、 培 養 温 度 2 6℃ 、 回 転

数 ２ ～ ３ 回 ／ １ 分 、 1 6時 間 日 長 の 条 件

で 約 3 0日 間 隔 で 長 期 間 に わ た っ て 継 代

を 繰 り 返 し 、 再 分 化 し た 個 体 か ら 3 0℃

の 温 度 負 荷 条 件 下 で も 培 養 が 可 能 な 系

統 を 選 抜 し た 。

・ プ ロ ト プ ラ ス ト へ の 変 異 処 理 と し

て 紫 外 線 照 射 、 電 気 パ ル ス 、 Ｍ Ｎ Ｕ （

N -メ チ ル - N - ニ ト ロ ソ 尿 素 ） 、 Ｅ Ｍ Ｓ

（ エ チ ル メ タ ン ス ル ホ ン 酸 ） お よ び Ｇ

Ｕ Ｓ や Ｈ Ｐ Ｔ 等 の 標 識 遺 伝 子 の 導 入 を

試 み た 結 果 、 Ｅ Ｍ Ｓ で は ５ p p m 以 下 の

濃 度 で 再 分 化 体 が 得 ら れ る 。 ま た 、 電

気 パ ル ス お よ び 遺 伝 子 導 入 処 理 で も 一

定 の 再 分 化 体 が 得 ら れ た 。

２ ） 培 養 変 異 の 遺 伝 子 診 断

・ Ｒ Ａ Ｐ Ｄ に よ る 多 型 の 検 出 ： 変 異

源 処 理 し た 系 統 は 調 査 し た 5 0種 の プ ラ

イ マ ー で は 特 性 と の 間 に 有 効 な 多 型 は

得 ら れ て い な い が 、 育 成 し た 耐 暑 性 系

統 は 、 非 耐 暑 性 系 統 及 び 後 代 等 と の 間

に オ ペ ロ ン 社 の プ ラ イ マ ー に 多 型 が み

ら れ た 。 ま た 、 圃 場 で の 耐 暑 性 の 系 統

間 差 は 温 度 負 荷 条 件 下 （ 1 5～ 3 5℃ ） の

葉 片 培 養 で の 不 定 芽 形 成 や カ ル ス 増 殖

の 大 小 に 近 い 結 果 と な り 、 多 型 の み ら

れ た プ ラ イ マ ー で 検 定 し た 結 果 、 耐 暑

性 の 高 ・ 中 系 統 に 同 様 の バ ン ド が 確 認

さ れ た 。

・ Ａ Ｆ Ｌ Ｐ に よ る 多 型 の 検 出 ： Ａ Ｆ

Ｌ Ｐ に よ っ て も 複 数 の 断 片 で 異 な る 複

数 の ピ ー ク が 認 識 さ れ て い る が 、 耐 暑

性 と の 関 わ り は 確 認 で き て い な い 。

２ 有 用 遺 伝 子 導 入 に よ る

形 質 転 換 体 の 作 出

１ ） Ｃ Ｍ Ｖ － Ｃ Ｐ 遺 伝 子 の 導 入

・ Ｈ Ｐ Ｔ と Ｃ Ｍ Ｖ － Ｃ Ｐ 遺 伝 子 を コ

・ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン 法 で 導 入

処 理 し 、 抗 生 物 質 未 添 加 培 地 で 培 養 し

た プ ロ ト プ ラ ス ト か ら Ｃ Ｍ Ｖ － Ｃ Ｐ 遺

伝 子 が 導 入 で き た 形 質 転 換 体 が 得 ら れ

た 。 し か し 、 同 一 カ ル ス か ら 発 生 し た

不 定 芽 で も 導 入 遺 伝 子 が 異 な る 結 果 と

な る こ と も あ り 、 カ ル ス が 複 数 の プ ロ

ト プ ラ ス ト か ら 形 成 さ れ る な ど 、 キ メ

ラ に な っ て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。

２ ） Ｂ ｔ 遺 伝 子 の 導 入

・ 土 壌 等 か ら 分 離 し た 多 数 の Ｂ Ｔ 菌

の う ち ハ ス モ ン ヨ ト ウ に 特 異 的 に 効 果

を 示 す 菌 株 か ら C r yⅠ A ( a )遺 伝 子 を 分 離

し 、 p B I 2 2 1に 遺 伝 子 を 挿 入 で き た ２ 系

統 を 得 た が 、 両 系 統 と も 増 殖 が 遅 く 、

菌 の 継 代 を 繰 り 返 す 毎 に 導 入 遺 伝 子 の

脱 落 が み ら れ た 。 再 構 築 し た プ ラ ス ミ

ド で は ４ 系 統 で 確 認 で き 、 繁 殖 の 良 い

１ 系 統 を 選 抜 し た 。

・ 得 ら れ た C r yⅠ A ( a )遺 伝 子 を Ｈ Ｐ

Ｔ 遺 伝 子 と の コ ・ ト ラ ン ス フ ォ メ ー シ

ョ ン 法 で 導 入 処 理 し 、 非 選 抜 培 地 で 再

分 化 を 試 み 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 検 定 で は Ｈ

Ｐ Ｔ 遺 伝 子 導 入 個 体 は 得 ら れ た が 、 C r

y Ⅰ A ( a )遺 伝 子 導 入 個 体 は 確 認 さ れ な か

っ た 。

３ 有 用 変 異 体 の 特 性 評 価

と 系 統 育 成

１ ） 有 用 変 異 体 の 特 性 評 価

・ 選 抜 し た 耐 暑 性 系 統 （ G e） は 非 耐

暑 性 系 統 が 生 育 困 難 な 夏 期 3 5℃ の 場 内

露 地 圃 場 （ 北 緯 3 2 ° 5 3 ′ 、 標 高 8 2ｍ ）

で も 生 育 し た 。 し か し 、 開 花 期 は ８ 月

上 中 旬 で あ っ た が 、 草 丈 が 低 い 、 花 色

が 淡 い な ど の 形 質 を 示 し た 。 ま た 、 標

高 5 0 0ｍ の 高 原 農 業 研 究 所 露 地 圃 場 の

栽 培 で も 草 丈 が 低 い な ど の 形 質 は 平 地

と 変 わ ら な か っ た 。

・ 変 異 源 で あ る Ｅ Ｍ Ｓ （ エ チ ル メ タ

ン ス ル ホ ン 酸 ） を 処 理 し て 得 ら れ た 再

分 化 体 は 母 本 と の 間 で 生 育 特 性 に 大 差

は な く 、 有 効 な 変 異 は 得 ら れ て い な い 。

・ Ｇ Ｕ Ｓ 遺 伝 子 等 を エ レ ク ト ロ ポ レ

ー シ ョ ン 法 で 導 入 し た 系 統 は 花 色 等 の

変 異 が 拡 大 し 、 花 粉 稔 性 に 差 が み ら れ 、

稔 性 の 高 い 系 統 の 自 殖 後 代 で も 導 入 遺

伝 子 が 確 認 で き た 。

・ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｃ Ｐ 遺 伝 子 導 入 の 順 化 個

体 の 一 部 に Ｃ Ｍ Ｖ を 接 種 検 定 し た 結 果 、

発 病 が 抑 制 さ れ る 系 統 が 確 認 さ れ て お

り 、 未 検 定 の 個 体 も 含 め 、 遺 伝 資 源 と

し て 利 用 可 能 と 考 え ら れ る 。

２ ） 有 用 系 統 の 育 成

・ 選 抜 し た 系 統 （ G e） の 耐 暑 性 は エ

ゾ リ ン ド ウ や オ オ ヤ マ リ ン ド ウ な ど 複

数 の 非 耐 暑 性 系 統 と の 交 雑 F １ に 耐 暑 性

が な い こ と や Ｐ Ｃ Ｒ に よ る 多 型 の 結 果

か ら ２ 個 以 上 の 遺 伝 子 が 関 与 し 、 関 与

遺 伝 子 は ヘ テ ロ か 、 別 染 色 体 上 に 位 置

す る と 考 え ら れ た 。

・ エ ゾ リ ン ド ウ や オ オ ヤ マ リ ン ド ウ

と 耐 暑 性 系 統 と の 間 で 交 雑 し た 結 果 、

試 験 の 範 囲 で は 花 色 等 は 改 良 さ れ た 。

ま た 、 ピ ン ク や 白 な ど の 系 統 と の 交 雑

後 代 で は 草 姿 や 花 色 な ど に 多 様 な 系 統

が 得 ら れ て お り 、 品 種 育 成 の 素 材 と し

て 期 待 し た い 。
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Production of the new quality type Gentian（Gentiana triflora var japonica）
by gene transformetion and mutant cultivation

Masami Tanaka , Kiyofumi Kudo and Takahiro Noda

summary

The examination of the race raising which has new quality was carried out by doing a variation

processing and so on in protoplasts of the gentian. That result is as the next.

1) It could get a regeneration with EMS processing, the electric pulse and recombinacion of signal

gene（hpt or GUS）. But, it couldn't get a remarkable variation . Shoot-apex was cultivated

with temperature of 26℃ and rotalli of 2 - 3 rpm for a long time. The heat tolerance race that

even temperature of 30℃ could grow was selected.

2) Polymorphic bands by PCR-analysis were asked to heat-tolerance race, a non and F1. And, it is

aware of the different peak with more than one fragment even with AFLP-analysis. But, relations

with heat-tolerance race can't be confirmed.

3) Transgenic of CMV could get HPT and a CMV-CP gene by co-transformation transfer. But, the

combination of the gene varied even in the bud of the same callus. The possibility to be chimera

of this callus was suggested. And, as a result of inoculating CMV on transgenic, races of the

illness delay is confirmed. These can be thought to use it as genetic resources.

4) The Bt fungus which showed effect peculiarly in tobacco-cutworm was separated from the soil and

so on. As a result that transfer did that Cry1A (a) in the gentian. It could get a regeneration.

But, transgenic can't be confirmed.

5) The improvement of quality is necessary for a flower color to be light with heat-tolerance race.

But, it was judged that there was heat-tolerance because growth and bloomed even with open field

that 35℃ was exceeded. Heat-tolerance participation gene could be thought to exist with two and

more heterozygote.
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