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タマネギ組織培養における脱分化及び再分化  

に及ぼす植物ホルモンの影響  

高儀雅俊＊・竹村真理・一井眞比古  

EFFECT OF PLANT HORMONS ON DEDIFFERENTIATION  

AND REGENERATIONIN ONION（Allium cepaL，．）  

TISSUE CULTURE  

MasatoshiTAKAGI＊，MariTAKEMURA，and MasahikoIcHII  

Combinations of six plant hormons were carried outin onion（Allium cepa L）  

tissue culture NAA，2，4⊥D and picloram were used as auxin，and kinetin，BAand2ip  

Were uSed as cytokininOnion tissue，Which were seeds，bulbs and callus，Were  

Culturedwith MS mediumincluding sucrose，gerangagum，auXinand cytokininat25℃  

and continuous light High differentiation was obseIved in the medium containing 

piclorumHowever，differentiation did not occurin the medium containing NAA  

Adventitious bud and root were frequentlyobservedForty seven percent ofthecallus  

OCCured the adventitious bubin the favorite mediumAdventitious embryo was not  

Observedineach combination of plant hormons  

植物ホルモンの種類と濃度がタマネギ組織の脱分化及び再分化に及ぼす影響について検  

討した．．MS培地組成にショ糖及び合成寒天を加えた基礎培地にオーヰシソであるNAA，  

2，4－I），Picloram並びにサイトカイニソであるカイネチン，BA，2ipを添加し，それ  

に外植片やカルスを置床した 

脱分化に適した外植片を見いだすために種子及び鱗葉片などを培地に置床したところ，  

カルスを安定的に獲得しうる外植片としては鱗薬より種子が優れていると思われた．．そこ  

で種子を無菌播種し，これを用いて最適脱分化培地のための植物ホルモンの細．み合せにつ  

いて検討した．．オーヰシソのなかではPicloram添加区で脱分化率が最も高く，次いで2，  

4－D添加区，NAA添加区であった．NAA添加区ではサイTカイニンの種類に拘らず脱  

分化がはとんど認められなかった．－L方サイトカイニソの種類によって脱分化率はあまり  

変異せず，むしろサイトカイニソの添加が脱分化を抑制する傾向さえ示した．．これらの結  

果から，種子カルスを効率よく得るためには基礎培地に10ノノM Picloramを加えるのが適  

当であると考えられた．次にカルス増殖に適した植物ホルモンを検討した結果，基礎培地  

に10ノJM Picloramを添加するのが適当であると推察された．さらにカルスからの再分化  

に適した植物ホル・モン，すなわちPicloramとカイネチン，BA，または2ipとの組み合せに  

ついて検討した。いずれの培地でも不定胚は観察されなかったが，Picloramが0。1メJM以  

下で，かつサイトカイニソが10／JM以下の区では最大40％の再分化率を示した．それらの  

区の多くでは不定芽及び不定板が同時に観察された∴種子カルスからの再分化植物体がか  

なりの高頻度で得られたことは，不定胚誘導法の確立にとってきわめて重要な指針を与え  

ると考えられる 
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緒  

タマネギ（A損α∽C・gタαエ）の栽培品種の多くは雑種強勢を利用したFl品種である．．Fl品種の  

種子は，雄性不稔株の中に花粉親となる株を一億割合で栽植し採取がされている（1）n また雄性不稔  

株は鱗菓の分球などによって増殖されるが（2），その生産効率は低くト遺伝的に安定した雄性不稔株  

の大量増殖法の開発が望まれている 

大量増殖法のひとつとしてカルスから多数の不定胚を同時に誘導する方法が考えられ，ニンジン  

やネギなどの多くの植物では．そのような不定胚誘導系が確立されている（213456）い しか しながら，タ  

マネギではカルスから不定胚を誘導する，いわゆる不定胚誘導による大量増殖法はまだ確立されて  
いない（2・7舶10）．一 九不定胚誘導法は個体を直接かつ短期間に増殖させることから育種年限の短縮  

につながると考えられ，優良品種の早期育成にとっても重要な手段である（11）   

本実験ではタマネギにおける不定胚誘導法を確立するための基礎的地見を得るために，植物ホル  

モンとりわけオ1－キシソとサイtカイニンの種類及び濃度がタマネギ細．織の脱分化及び再分化に及  

ぼす影響について検討した．なお脱分化及び再分化に及ぼす遺伝子型の影響についても併せて検討  

した 

材料及び方法  

タマネギ（A損保mCg如エ…）を供試し，脱分化に適した外植片を見出すための実験をまず行い，  

ついで脱分化，カルス増殖及び再分化に適した植物ホルモンを見いだすための実験を行った“これ  

らの実験に用いた培地は，MS培地取成（12）に3％ショ糖及び，種々の植物ホルモンを添加した後，  

pH5い8に調整し，さらにゲル化材である0…2％合成寒天（ジュランガム）を加え／たものであった．．な  

お，MS培地組成に3％ショ糖及び0‖2％ジュランガムを加えたものを基礎培地とした、供試した植  

物ホルモンはオ1－キシソであるl－naphtalenacetic acid（NAA），2，4－dichlorophenoxyacetic acid  

（2，4－D），4－amino－3，5，6－trichlor・0－2－pyridinecarboxylicacid（Picloram）並びにサイトカ  

イニンである6－furfurylamino－purine（カイネチソ），6－benzylaminopurine（BA），N，isopentenyl－  

aminopurine（2ip）であり，基礎培地に添加した種類は実験ごとに異なった”また培養条件はいずれ  

の実験においても同様であり，25℃，10001ux連続照朋であった巾  

（り 脱分化に適した外植片   

‘もみじ’の菓片（伸長した鱗其の－・部），鱗菓片，鱗菓生長点部，鱗菓板盤部及び種子を70％ェ 

タノ・－ルに10秒，さらに3％アンチホルミソに15分それぞれ浸漬し，滅菌水で洗浄後，基礎培地に  

4．5JJM 2，4－Dを加えた培地に置床した．置床60日後に脱分化のようすを外植片ごとに観察  

した 

（2）脱分化に適した植物ホルモン   

予備実験及び（1）の実験結果により基礎培地に2，4－Dのみを添加しても脱分化したが，より効  

率の良い脱分化培地を検討するため，植物ホルモンの種類とその濃度を組み合せた90区を設定し  

た．（1）の実験結果から，発芽種子の初生板生長点部からの脱分化が旺盛であったので，各区当り  

45～60個の種子を培地に置床した，．置床後30日目に初生棍生長点部から脱分化している数を調べ  

た∴なお脱分化に及ぼす遺伝子型の影響を併せて明らかにするため‘もみじ，，‘・もみじ3号，及  

び‘くれない’の3品種を実験に供試した．供試した植物ホルモンは次のとおりである‖ オーキシ  

ンとしてNAA，2，4－DおよびPicloram（13）をサイトカイニンとしてカイネチン，BA及び2ipを  

用い（1415），か－キシソの濃度は1，10，100〆り吼サイトカイニンの濃度は0，0．．1，1，10J′Mで  

あった 
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（3）カルスの増殖に適した植物ホルモン  

（2）の実験結果を参考にし，サイトカイニンとオ・－キシソの組み合せによる6区の培地に約0。3g  

のカルスを区当り30個置床し，1週間毎にカルス生重畳を調査したい サイトカイニンとオ・－キシソ  

の組み合せは次のとおりである．0．．1J上M BAに10FLMのNAA，2，4－D，及びPicloramのいず  

れかを組み合せた3区であった＝ なお供試したカルスは10fLM Picloram及び1pM BAの脱分  

化用培地に‘もみじ’種子を置床して得られたものであった 

（4）再分化に適した植物ホルモン  

（2）及び（3）の実験結果を参考にし，Picloramと2ip，BA及びカイネチソのいずれかとの組み合せに  

よる30区の再分化用培地に約0．．3gのカルスを区当り30個置床し，30日後に不定芽や不定板の出現  

状況を調査した∴なおPicloramの濃度は0，0…1，及び1pMであり，カイネテン，BA及び2ipの濃  
度は0，1，10及び100〟Mであったぃ培地に置床したカルスは，前培養条件を同一・にするため基礎  

培地に10fLMPicloram及び1／JMカイネチソまたは1FLM BAを添加した培地で30日間継代し，  

その後再分化培地に植え込んだ 

再分化用培地に置床したカルスは，‘もみじ’の種子を1～100FLM Picloram及び0‖1～1FLM   

BA脱分化用培地に置床し，そこで脱分化したカルスを10fLM Picloram及び1FLM BAの培地  

で30日間継代したものであった 

結果及び考察   

（1）脱分化に適した外植片   

鱗薬及び種子からの脱分化率について示したのが第1表である．菓片及び麟菓片では脱分化が起  

こらなかったが∴隣薬生長点部，鱗実根盤部及び発芽種子の初生娘生長点部では脱分化が認めら  

れ，麟粟生長点部及び初生根生長点部での脱分化率はそれぞれ87％及び81％であり，麟菓板盤部で  

のそれより顕著に高かった… これらの結果ほ，中島ら（10）の結果とはば同様であり，脱分化が細胞分  

裂の盛んな観織で起こりやすいこと並びに2，4－Dが非分裂組織の脱分化を誘導しにくいことを  

示唆しているい また安定かつ容易にカルスを供給するために．無菌播種した種子を利用するのが有効  

であることを示している（16）  

（2）脱分化に適した植物ホルモン   

無菌播種による種子の発芽率は100％であり，脱分化を観察するには全く支障がなかった．脱分  

化は，（1）の結果同様，種子の初生板の生長点より脱分化がおこった… オ・－キシ∵／とサイトカイニン  

との組み合せによる脱分化率を各品種別に示したのが第2表であるいオ・－キシソであるNAA，2，  

4－I）及びPicloramのうち，NAA添加培地では表から明らかなようにはとんど脱分化が起こらず，  

発根した根の先端が鱗葉状にふくらみ，さらにそれが一・枚－・枚裂けた状態になったのが多くみられ  

第1表 タマネギ外植片からの脱分化率  

脱分イヒ数（カルス化数／置床数）  脱分化率  

器  官  1回目  2回目  計 （％）  

0／15  
0／15  

6／7  
0／15  
12／15  

菓  片1〉  

鱗 菜 片2）  

鱗実生長点部き）  

／／根盤部4）  

種  子  

0／11  
0／50  
15／17  

4／9  
30／37  

0／26 0  
0／65 0  
21／24 87  
4／24 22  
42／52 81  

1）伸長した鱗薬の一・乱 2）貯蔵栄養体の部分，3）鱗菓基部の上部，4）鱗菓基部の下部．   
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第2表 タマネギ初生根からの脱分化率（％）に及ぼすフトーキシソ及びサイトカイニソの彩管  

14  

オ ー キ シ ソ  
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たいしかしながらその細胞表面はなめらかであった．．－・方，初生薬の伸長は2，4－D，Picloram添  

加区より著しく旺盛であった… このことより1～100FLM NAAは茎葉の生育を促進すると考えら  

れる。2，4－D及びPicloramを添加したはとんどの区ではカルスを生じたが，Piclor・am添加区の  

脱分化率はサイt・カイニソの種類や濃度に拘らず2，4－D添加区のそれより高かった．また2，   
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4－D濃度が高いはど脱分化は低くなったが，Picloramでほ10FLM添加区で最も高い脱分化率を示  

した‖脱分化は，発芽後に棍の先端が膨らむことから始まり，その後先端の表面にカルスが形成さ  

れた．．カルスが形成されると板の伸長ははぼ1～2cmで止まった．．脱分化しない場合には板の－・部  

が小球状の鱗菓を形成したが，初生薬は成長を続けるようであった… これらの結果は，2，4－D  

及びPicloramが板の分裂細胞に作用して，取囲有の細胞分裂を抑制し，未分化な細胞を形成する分  

裂へ誘導したことを推察させると共に，高濃度のフトーキシソが正常な形態形成を抑制するとの考え  

（17）を支持するであろう．   

サイトカイニン添加による脱分化への作用であるが，サイトカイニンの種類による－・定の傾向は  

認められなかった．．サイトカイニソの添加が脱分化を抑制する傾向を示し（17），その傾向はか－キシ  

ソ濃度が高いほど強く現れ，かつPicloramより2，4－I）で顕著であった．即ちサイトカイニンは  

アデニンの誘導体で，オ－キシソと共同して植物の細胞分裂を促進する能力を持っている（18）といわ  

れているにもかかわらず，本実験の結果では添加の効果が必ずしも認められなかった．．むしろ添加  

により脱分化を抑制するのが認められた 

脱分化率は‘もみじ，，‘もみじ3号，及び‘くれない’のいずれの品種においてもほぼ同様で  

あった．．NAAとサイトカイニンとの観み合せ培地では，脱分化がどの品種においてもはとんど認め  

られず，Picloram及び2，4－I）とサイトカイニンとの組み合せ培地ではどの品種においてもほぼ  

似通った脱分化率を示した．2，4－Dとカイネチンとの組み合せ及び2，4－DとBAとの組み合  

せ培地における脱分化率が品種間で異なる傾向が認められるが，試験区による実施期間の相異や少  

ない反復数を考慮しなければならないだろう… また供試した3品種の遺伝的背景が大きく異ならな  

いことを併せ考えると，本実験から脱分化に及ぼす遺伝子型の影響を明らかにすることは難しいと  

考え．られる 

（3）カルスの増殖に適した植物ホルモン   

カルスの増殖に及ぼす3種類のオ・－キシソの影響を示したのが第1囲であるい いずれのフトーキシ  
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◎，2，4－D：●，Picloram；○，NAA  

第1図 カルス増殖に及ぼすオーキシンの影響   
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ソにおいてもカルスは培養期間の経過に伴ってはぼ直線的に増大したが，その程度は2，4－D，  

Picloram，NAA添加区■の順に大きかった．培養開始後の10週間にカルス畳が，2，4－I），  

Picloram及びNAA添加区でそれぞれ3倍，5倍，8倍になったりNAA添加区ではカルス畳の増大  

が顕著であったが，培養開始3週間目解から不定板状の覿織が発生し，その後もそれが増加した∩  

2，4－I）及びPicloramの添加区ではそのような組織は認められなかった．以上の結果からカルス  

の増殖にほ，供試した3種類のオl－キシソの中ではPicloramの添加が最も適すると考えられる 

（4）再分化に適した植物ホルモン   

Piclof・amとサイトカイニンとの組み合せ培地における不定芽及び不定板再分化率を示したのが第  

3表である… いずれの培地においても不定胚の形成は認められなかったい サイトカイニンが10〃M  

以下で，かつPicloI・amが0．1JJM以下の区では不定板の再分化率が極めて高く，再分化率が100％の  

区も多くみられた．－・方，不定芽の再分化がみられない区も多く，再分化率の最も高い区でも40％  

であったり 不定芽の多くみられた区ではサイトカイニソが10FLM以下で，かつPicloramが0…1JLM  

以下であり，不定棍の発生と並行することが認められた．3品種のうち，‘もみじ’及び‘もみじ  

3号，における再分化率はほぼ同様であったが，‘くれない’のそれとは異なっていたい‘もみ  

じ，及び‘もみじ3号’における不定芽再分化率は‘くれない’におけるそれより1～10JJM  

BA及び0～0…1JLM Piclorm添加区で高かった．－・方1～10JLM2ip添加区では‘くれない’のカ  

ルスは不定芽を再分化きせているが，‘もみじ’及び‘もみじ3号’のカルスは不定芽を再分化さ  

せなかった．．これらの結果ほ，遺伝子型が不定芽等の再分化に影響することを示唆しており，不定  

胚形成と遺伝子型との密接な関係を認める（19）ものと思われる 

第3表 カルスからの不定芽及び不定板再分化率に及ぼすオサイトカイニソの影響  

サイ ナカイニソ  

カイネチソ（FLM）  BA（FLM）  2iP（FLM）  

品種 P揚闇n  0  1．0  10  100 1．0  10   100  1．0  10   100  

0   18／1001）20／67 27／100 0／0 40／100 7／87 47／13 0／10013／100 20／93  

もみじ 0日1 2／93  0／57 40／53 0／0 0／100 40／87 20／7 0／93 0／93 33／100  

0／0  7／0  0／0 0／0  7／0  0／0  0／0  7／0  0／0  0  2／0  
0／100 0／100 8／17  

8／92 0／98 7／100  

0／0  0／0  0／0  

0  2／97  7／67 13／100 0／0 33／100 7／100 8／8  

0．1 0／97  0／83 11／87 0／0 33／100 7／100 8／8  

1．0  0／0  0／0  0／0  0／0 0／0  0／0  0／0  

もみじ  

3 号  

22／100 33／100 0／21  

0／83  0／100 7／13  

0／0  0／0  0／20  

0   4／87  0／100 0／100 0／0 7／100 0／100 0／0  

くれない 01 0／84  0／93 13／87 0／0 0／100 0／67 0／0  
1．0  0／11  0／0  0／0  0／0 0／13 0／0  0／0  

1）不定芽の再分化率（％）／不定板の再分化率（％）  
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