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緒  

ラン科植物では，一股にさし木や接木による繁殖が困難で，株分けによる繁殖率も極めて低い．．このことは生  

産花井としてのラン類の利用を著しく遅らせた主要な要因と考えられる．しかし，Mor・el82）がCγ桝∂よ血例の茎頂  

培養によるラン科層物の新しい栄養繁殖法を示唆した時から，茎頂培養による栄養系の増殖を目的とした多くの  

研究がなされ41・48・6373，7782′83潮109・117・118126141′158，160），現在ではCγ掴みよ血∽，Cα〟如，∂β乃め℃∂よα研，0乃Cよdよ〟椚，  

l匂〃血などの営利栽培において，茎頂由来の幼蘭が用いられている．   

ラン科植物の茎頂培養において特徴的なことは，茎頂の組織から直ちに幼植物が分化してくることはなく，ラ  

ン種子の播種後に形成されるプロトコーム（原塊体）に類似した球体（プロトコ－ム状球体，PLB）がまず作ら  

れ，これから幼植物が形成される点であが2）このPLBを反覆して分割し，培養することにより大意増殖が可  

能となる160）   

ファレノプシス伊鮎血帥ゆ蕗）は，近年生産と需要が急増し，営利的に重安なラン科植物の1つとなった‖  

ファレノブシスについても，茎頂培養による個体再生を認めた報告がある47）．しかし，このランは単茎性であ  

るため1株から1偶の茎頂しか得られず，しかも茎頂の摘出は株を著しく傷つけること，さらに培養中の茎頂が  

異変して枯死しやすいことなどのために，この方法による繁殖はまだ実用化されていないい 従って，ファレノブ  

シスの営利栽培は，現在でも実生苗にたよっている“しかしながら，実生では苗の遺伝的変異が大きいために，  

優れた形質をもち，商品性の高い均一な株を大量に得ることは困難である，そこで，茎頂以外の組織を培養して，   
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優良形質をそなえた同質の個体を増殖させる技術の開発が望まれてきた‖   

培養材料を得る場合には，採取が容易であり，母株の損傷を最小限にとどめることが望ましい．Churchillら13）  

は，エαβJわcα〟励αにおいて，培養菓片上でのPLB形成を観察し，兼片培養による実用的な栄養繁殖の可儲性を  

初めて示した‖ ファレノプシスにおいても，乗組織からPLBを形成させることができれば，問題となる茎頂培  

養を行なわずに多くの栽培家の期待に応えることができる．   

本研究は，ファレノブシスの菜片培養による栄養系幼植物の育成を目的として，PLBの形成，培養材料，培  

地および培養条件，および培養技術についての基礎的知見を得るとともに，それらに立脚した栄養繁殖技術を確  

立するために行なった‖   

本研究の遂行ととりまとめにあたっては，大阪府立大学農学部坂西義洋教授のご指導とご助言を賜わった．．ま  

た，同中川昌一・教授，大澤孝也教授および平知明助教授には本論文のとりまとめにあたって，有益かつ適切なご  

助言をいただいた．ここに謹しんで， 心より深謝の意を表するものであるい   

本研究は，元香川大学農学部狩野邦雄教授に端緒を与えていただき，その後，岡山大学農学部小西国益教授お  

よび前香川大学農学部庵原遊教授にご教示をいただいた．．本研究の大部分は，大阪府立大学農学部花井学研究室  

および香川大学農学部花井園芸学研究室において行なわれたが，研究の後半には香川大学農学部五井正憲教授並  

びに長谷川暗助教授に種々ご指導とご助言をいただき，専攻生諸氏には多大のご協力をいただいたい また実験の  

遂行にあたっては，両研究室の各位の多大のご援助を得た．さらに，大阪歯科大学細菌学教室尾上孝利博士並び  

に同教室の各位には，細菌の薬剤感受性試験を行なうにあたり懇篤なご指導とご援助をいただいた．   

ここに記して感謝の意を表するい  

第1草 葉片のプロトコ・－ム状球体（PLB）形成能   

invitrDで培養したCymbidiumの茎頂組織からPLBが形成されたことをMore182）が報告して以来，多くのラン  

の属で茎頂培養に関する多数の研究が行なわれてきた．これに対し，茎頂以外の器官が組織培養による栄養繁殖  

の材料源として用いられた報告例も少なくない．．これまでに，種々の属において，花序45），花序先端部乳40・59・  

163），根端61・62・136・138）ぉよび菓片7・12・13・14・15）などの培養が試みられ，これらの培養体におけるPLB形成が観察さ  

れているが，まだ実用化には至っていない．   

茎頂培養が困難とされているファレノブシスにおいて，組織培養による栄養繁殖の材料源として菓を用いるこ  

とができれば，実用的意義は極めて大きいと考えられている．そこで，本章では，フ・7レノブシスの菓片からの  

PLB形成の可能性を明らかにするために，種々の状態の植物体から菓または菓片せ採取して飯涙f和で培養し，  

PLB形成の誘導を試みた．   

第1節 実生幼貰および成株の葉片におけるPLB形成   

これまでに行なわれた組織培養によるファレノプシスの栄養繁殖に関する研究の中に葉を培養材料としたもの  

はない．そこで柔からのPLB形成の可能性を確かめるために，まず，フラスコ内で生育中の実生幼苗から菜片  

を採取し，培養を行なった．   

次に，栄養系の増殖は実際には選抜された優良個体に対して行なう必要があるので，花の形質を確認した成株  

の菓から葉片を採取し，同様に培養を試みた 
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材料および方法   

実験には，フラスコ内で発育させたP板血糊噸sまsα椚αみまJまs系交雑種の，1菜を展開した120日齢および3菓を  

展開した350日齢の実生幼個を供試した．120日齢甫では，全車（8～10mm長）をプロトコ・－ムより切り取った 

また，350日齢苗では，最上展開菓の先端瓢 中央部および基部から，6－・8mm平方の発片を採取した（第1図）．  

また，成株の棄片の培養では，PゐαJαβ乃卸5まsα椚αぁまJまs系交雑種（5・・・・6年生株）の展開中の最上菜（約5cm長）  

を材料瀕とした（第1図）．材料菓は母株より手で引き抜き，70％ユタノ1－ルに2－3秒間浸潰し予備殺菌を行  

なった‖次に，01％Tween20を添加した鞘1son液159）（7％次亜塩素酸カルシウム溶液）中にこれらを入れ，  

10分間振とうして表面殺菌を行ない，ついで滅菌水で3慶すすいだ第1図のようにこの棄の種々の部位から8  

～10mm平方の菜片を採取した 

これらの菓または菜片は，向軸面を上にして寒天培地に植付けた後，ゴム栓で栓をし，パラフィンで完全に  

シールした．Murashige・Skoo㌔8）培地（以下MSとする）を基本培地として，Crnaphthaleneaceticacid（NAA）5  

～10ppmおよびkinetin5～10ppmを添加した培地を用いた．培養容器としては，硬質試験管（18×180mm）を  

使用し，骨法にしたがって調整した培地（加熱前のpH5”3）を各試験管に8mi分注後，12kg／cm2（1210c）で15  

分間オートクレーブを行ない滅菌した．培養条件は，250c，16時間日長（5001ux，植物育成用ケイ光灯Homo－  

Lux）とした 

Newly expandedleaf  
of   

matur’e plant  

Three－leat－Stage   

Seedling  
（350－day－01d）  

One－leaf，Stage   

Seedling  
（120－day－01d）  

Fig．1．．Leafsegments to be culturedin viiyD   

結  果  

120日齢苗の菜の培養における120日彼の，PLB形成兼片率（（PLBを形成した培養菓片数／供試乗片数）×  

100）および平均PLB数（形成されたPLB総数／PL王‡を形成した培養菓片数）を第1表に示した．PLBは，ほ  

とんどの場合柴片の向軸面および棄縁に形成され，背軸面には全く形成されなかった（PlateI－1）‖ 検討したすべ  

ての培地でPLB形成が認められたが，PLB形成率の最も高かったのは，NAA5ppmとkinetin10ppmを添加し  

た培地で培養した兼片であった平均PLB数は，NAAとkinetinの濃度の組合せによって異なり，NAAlOppm  

とkinetin10ppmを添加した培地で最高となり平均115個であった．   

次に，L350日齢甫から採取した棄片の培養90［］彼の結果を見ると，120日齢甫の場合に比べるとPLB形成率は  

かなり低くなった．PLB形成が最も多く観察されたNAA5ppm，kinetin10ppmの組合せにおいてさえ，PLB形  

成率は50％，平均PLB数は97佃であった（第2表）   
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Tablel”EffectofNAAandkinetinontheformationofpr－OtOCOm－hkebody（PLB）inanexcisedleaf  

fr．om120－day－01d seedlings 

N。。。f  PFr」讐t  No。OfPLBper・leaf  
leaves  
with PLB  

NAA  
（ppm）  

kinetin  
bpm）  

1eaves  
CultuIed  

（％）  Mean   （Range）  

5  10  20  

10  10  20  

10  5  20  

5
 
0
 
0
 
 

3
 
2
 
2
 
 

60  （16－1）  

11．5  （30－1）  

4．8  （7－1）   

Awholeleaf愈・OmOne－1eaf－StageSeedlings（120－day－01d）wasculturedonMSmediumSupplemented  

withNAAand kinetin，at250cwitha16－hlight（500lux）   
SeedhgsweregrownOnthegerminationmedium（Hyponex（N：P205：K20＝20：20：20）3。Og／l，  

appZejuicelO％，nicotinic acidlppm，SuCrOSe2‖0％，agarl．5％） 

Table2．E鮎ctofNAAandkinetinontheformationofPLBinleaLsegmentsexcised丘om350－day－Old  

Seedlings。  

No，′ Of   

leaf  
SegmentS  
cultured  

Per cent  
SegmentS  
with PLB 

（％）  

NoいOfPLB pe‡’Se卯Ient  
kheth  
（ppm）  

NAA  
（ppnl）  

Mean  （Range）  

0
 
0
 
0
 
 

6
 
6
 
6
 
 

9い7  （19－1）  

10  （－－－）  

1．0  （－－」   

5  10  

10  10  

10  5  

0
 
7
 
7
 
 

5
 
1
」
一
⊥
 
 

Leafsegmentsofatopleafwereexcised丘■Omthree－1eaf－StageSeedlings（350－day－01d），andcultured  

on MSmedium supplementedwithNAA and kinetin，at250cwitha16－hlight（500lux）．   

叫L方，成株の最上展開菓の種々の部位から採取した発片の培養においては，PL王；の形成は全く認められな  

かった．   

第2節 花茎培養由来シュートの葉片におけるPLB形成   

前節において，培養材料源としての葉の有用性が示されたしかしながら，前述のように，実生幼宙の栄養繁  

殖に成功しても実用的には普味がないそこで，花の形質を確認した彼の成株から菓片を採取し，実生幼甫の菓  

片と同様の培地・培養条件で培養を行なったが，前節で示したようにPLBは全く形成されなかった．．   

ファレノプシスでは，花茎の腋芽を培養して幼苗を得る栄養繁殖法がRotor・111）によって研究され，実用化さ  

れている．しかしこの方法では，1腋芽から1植物体しか得られず，増殖能率は極めて低い．．   

この方法で得られた幼植物は，実生苗とほぼ類似した生育状態を示すそのことから，花茎腋芽由来の幼菓の  

生理的，組織的特徴は実生幼甫の兼のそれに近いのではないかと考えられるけ そこで，花茎培養由来シュ、－トの  

菓片のPLB形成を検討し，実用的栄養繁殖の可能性について調べた。   

材料および方法   

タゐαJαβ乃㊥sまs〃椚α∂まJよs系交雑種（5－6年生株）から花茎を採取し，1腋芽を含む花茎片に切り分けた後，  

Scuny125）およびIntuwongら44）の方法によって表面殺菌を行なった。ついで，花茎片を4cmに調整し，腋芽をお  

おう包柴を除去した後，Vacin1・Went151）の無機塩類にcoconutwater20％（v／v），SuCrOSe2．0％およびagarl．0  

％を添加した培地に植付け，280c，16時間日長（500lux）で培養した．培養約2か月後，腋穿からのシュートの   
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Leaf segment  
culture  Flower－Stalk cuttlng Culture  

Figl2lDiagramiuustratingtheprocedureforclonalpropagationofPhalaenqpsisthroughin  
Vitrvleafsegment culture．  

第1葉が展開した時に，この菓より6・－8m平方の棄片を採取し，培養を行なった（第2図）．なお，培養条件  

は前節に述べたものと同様とした 

結  果   

まず，菓片を実生幼蘭の柔からのPLB形成に成功した培地（MSにNAA5－10ppmおよびkinetin10ppmを  

添加）に雷床したが，PLB形成はみられなかった‖   

そ＝1で，培地に添加する植物生長調節物質を，前節で用いたNAAおよびkinetinから，NAAlppmとadenine  

lOppmに種々の濃度のkinetinまたはN6－benzyladenine（BA）を加えたものに変更して，再度菓片僧養を試みた‖   

培養1か月以降に，NAAlppm，adeninelOppmおよびBAlOppmを添加した培地上の菓片の向軸面に突起の  

形成がみられ，これらは後にPLBに発達した．この培地における培養6か月彼のPLB形成率は25．0％，PLB  

を形成した菓片あたりのPLB数は38個であった（Plateト2）。これに対して，検討した他のすべての培地上の菜  

片には，PLBは全く形成されなかった（第3表）．  

Table3・E鮎ctofcultur’emediaonthelormationofPLBinexcisedleafsegmentsofshootderived打om  
flower－Stalk cuttings 

Per cent  
Se卯1entS  
with PLB   

（％）  

No．of  
SegmentS  
Cultured  

Cultur・e medium  

MS＊＋NAA 5ppm＋kinetin10ppm  

MS＋NAAlOppm＋kinetin10ppm  

MS＋NAAlppm＋kinetin 01ppm＋adeninelOppm  

MS＋NAAlppm＋kinetin10ppm＋adeninelOppm  

MS＋NAAlppm＋kinetin10”Oppm＋adeninelOppm  

MS＋NAAlppm＋BA O01ppm＋adeninelOppm  

MS＋NAAIppm＋BA O．1ppm＋adeninelOppm  

MS＋NAAlppm＋BAl．Oppm＋adeninelOppm  

MS＋NAAlppm＋BAlOOppm＋ade血nelOppm  

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
 

0
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
「
ユ
 
 

2
 
 

＊Murashige and Skoog medium（1962）  

Leafsegments wer・e Cultured at250cwitha16－h ught（500lux）．   
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第3節 考  察   

ラン科植物において，葉組織からの増殖の可儲性を最初に報告したのはW血beI・161）であるこれはCγ椚払  

diumReflectionのPLBを振とう培養（200rpm）した際に，フラスコ内で生育してきた幼植物の菓の一部，とく  

にガラス壁に打ちつけられた部分からPLBが形成されたという偶然の発見であった菜片魔養は，心血tti3）も指  

摘しているように，茎頂培養のように母株を損うことなくしかも容易に行なえることから，Wimberの報告以降  

積極的に菓を培養材料とした研究が行なわれた．すなわち，即まdβ乃d用刑とエαβ励α沼印α7・13・14・15），Cα〝妙α12），  

侮〝血とPあαJαβ符ゆS‡S57）において，培養菓片におけるPLB形成が観察された．   

本研究はこれらに続くもので，単茎性ラン科植物であるファレノプシスにおいて，この菓片培養による栄養繁  

殖の可能性を確かめるために，1972年より開始したものである。   

実生幼菌の菓を材料とした上述の実験では，領齢の異なるいずれの植物材料から採取した培養菜片においても  

PLBの形成が認められ，菓の培養働料源としての有用性が示された“しかしながら，この場合苗齢が進むと菓  

のPLB形成能は著しく低下したさらに成株から採取した菓片を，実生幼僅からの菜片培養と同一の培地で培  

養したところ，PLBは全く形成されなかったこれらの結果は，株の老化にともなって菜の再生能が低下する  

ことを暗示している．   

ファレノプシスの花茎培養によって得られるシ．ユートの菓は，実生幼層のそれと形態的に類似しているにもか  

かわらず，前述の実生幼蘭に用いた培地では，これらの棄片にPLBの形成を誘導できなかったり 本章第2節の  

結果が示すように，それらの乗片のPLB形成は，比較的高濃度のサイトカイニン（BAlOppm）の存在下ではじ  

めて可能であった．   

上述の山蕗肌舶卿13）やその後報告されたA和独血27）や忍β柁α乃ぬ乃血31）の菜片増養においても，基本培地はそ  

れぞれ異なるがBAは02－2hOppmの濃度で共通に添加されている”このことから，ラン科植物の菓片から  

PLB形成を容易に誘導するためには，培地にBAを添加することが適切であると言えよう＝   

なお，花茎培養で得られた乗片の培養においてPLB形成が認められた前記の培地を用いれば，成株の葉でも  

PLBを形成し得るのではないかと考え再検討してみたが，最上菓基部の未緑化部分から採取した菓片にのみ  

PLBの形成が認められたにすぎず，その形成率は32％と著しく低かった（PlateI－3）…   

単茎性でしかも茎頂培養47・83）が比較的困難なファレノプシスを茎頂以外の組織や器官の培養によって栄養繁  

殖しようとする多くの試みがなされてきた本研究における菓片培養以外でも，花茎腋芽の培養2628，68・汎147・164）  

花茎腋芽培養によって得られた幼植物の各切片の培養102・167168），さらに最近では若い花茎先端部の節間の培養39  

4059）などがあげられる．しかし，いずれも実用糾こ確立された方法ではないこのような状況において，本実  

験では，菓を培養材料源として，組織培養による繁殖が可能なことが確かめられた   

しかし，園芸学的見地からは，実生幼領は遺伝的形質上，また成株はその乗片のPLB形成率の低さの点で，  

いずれも菓片培養の対象としては不適当であると考えられる．これに対し，開花株から採取した花茎片の培養に  

よって得られる花茎腋穿からのシュートは，母株を全く損わずに得られ，比較的PLB形成の容易な若い菓をも  

ち，しかも1母株から何本も育成できる虐で，極めて有用である．すなわち増殖を目的とする株の花茎片の培養  

によってその腋芽からシュートを発達させ，そのシュ・－トから柴片を採取し培養する方法が，ファレノブシスの  

栄養繁殖法として優れた方法であると言える．したがって，以下の実験ではこの方法に絞って，栄養系の増殖を  

可能な限り高め得る条件を追求することとした．   
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第4節 摘  要  

1ファレノプシスにおける柔からのPLB形成の可能性を確かめるために，フラスコ内で発育させた1菓を  

展開した120日齢の実生幼商から菓を採取し培餐を行なった．NAA5～10ppmおよびkinetin5－10ppmを添加し  

たMS培地に葉を植付けた場合，20～35％の葉がPLBを形成し，培養材料源としての着用性が示された。ただ  

し商齢が進むと葉のPLB形成能は低下し，350日齢蘭の菓のPLB形成率は17－50％にとどまった．   

2花の形質を確認した後の成株を用いて，最上展開菓の種々の部位から菓片を採取し，実生幼苗の菓片培養  

と同一・の培地で培養したところ，PLBは全く形成されなかったけ   

3 花茎培養由来のシュ－トから菜片せ採取し，前記の実生幼宙と同様の条件で培養したが，PLB形成は見  

られなかった‖ そこで，培地に添加する植物生長調節物質を，NAAおよびkinetinから，NAAlppm，adeninelO  

ppm，およびBAlOppmに変更したところ，250％の菓片においてPLB形成が認められた．なお，この培地を  

用いて成株の乗片培養について再検討してみたが，乗基部の未緑化部分から採取した葉片にのみPLB形成が認  

められたにすぎず，そのPLB形成率も32％と著しく低かった．．   

4これらの結果から，実際に菓片培養により栄養系の増殖をはかる場合は，まず，花茎片を培養してその腋  

芽の発育による幼葉を得，次にこれの葉片せ培養してPLB形成を誘導する方法が，母株を損うことなく比較的  

高いPLB形成率が得られることから，最も優れた方法であると考えられた‖  

第2車 乗片獲得のための花茎培養  

ファレノプシスの花茎の各節は包菜につつまれ，基部数節においてはその内側に腋芽が存在し，それより上の  

節には小花を分化する．．この基部数節の腋芽は通常休眠状態である．   

これらの腋芽を，花茎組織をつけたいわゆる花茎片として，査乃わ加で培養し幼植物を得ようとする試みが，  

1949年にRotoI・111）によりはじめてなされた．この方法は，後に多くの研究者によって改良され，ファレノプシ  

スの1栄養繁殖法となった‖   

この花茎培養においては，腋芽は（1）栄養的発育（シュ1－ト形成）に向かうか，（2）生殖的発育（二次花茎形  

成）をするか，または，（3）休眠状態にとどまるかの3通りに分かれる（第3図）．これまでに，これらの発育方  

向については観察されていが7・68・70√110・125・150）が，腋芽の発育方向を支配する要因については明らかでない．．   

本章では，菓片培養の材料となるシュ・－トを可能なかぎり多く獲得するために，花茎片の腋芽の発育方向を支  

配すると考えられる培養環境条件，培地条件，花茎上の腋芽の節位：および花茎片の大きさなどについて調べた．  

また，花茎培養におけるもう1つの問題点は，植物の組織培養で－・般に使用されている殺菌法では，微生物によ  

る培養花茎片の汚染を完全に防止することができず，そのため結果的に繁殖効率が制限されることである．ここ  

では，この微生物汚染を防ぐ一・手段として，抗菌剤（antimicrobials）の花茎培養への適用を試みた．   

第1節 花茎腋芽の発育と培養環境および培地の条件   

培養花茎片の腋芽の発育方向を支配する要因として培養環境条件を調べた研究はほとんどない．－・方，ファレ  

ノブシスの主茎腋芽は，比較的低温により伸長し花茎として発育するが，高温では腋芽の出現が抑制されること  

を認めた報告は多い1890120146）．また，主茎腋芽の発育は低温，短日によって促進されるという報告もある112  

113，157）   
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GROWTH PATTERNS  

Rema血Ig dormant  

Fig”3lDiagramiuustratingthedifkrentgrow也patternSOfcultur・edlateralbudsofnodal  
cuttings丘■OmnOWer－Stalk‖  

これらのことから，花茎の腋芽の発育も，培養温度をはじめとする培養環境によって支配されるのではないか  

と推察される．そこで，腋芽の発育方向に及ぼす培養温度，日長および照度の影響を検討した・・  

1．温度の影響   

花茎片の培養温度として3温度区を設定し，花茎片の腋芽の発育に及ぼす影響を調べた・・また，花茎伸長時の  

栽培温度と培養温度との関係についても調査した．   

材料および方法   

最低気温180cの温室で，素焼鉢に水苔相えし，慣行法により栽培したク如血糾砂ぬα勒妨ぬ系交雑種（5－  

6年生株）の母株から，′ト花が1－5輪開花した花茎を切り取った“なお，栽培温度の影響をみた実験には，花  

茎が5－10cmに伸長するまで最低180cの温室で育て，その後最低280cの条件で開花させた株と，最低180cの  

条件で開花までおいた株を用いた．   

これらの花茎を70％エタノールに湿した脱脂綿で3回拭いた後，各腋芽を中心に上下約3cmの位置で切断  

し，花茎片とした．これらの花茎片を，Tween20を01％添加したWuson液159）（7％次亜塩素酸カ）t／シウム  

溶液）中で10分間振とうして表面殺菌を行ない，すぐに滅菌水で3皮すすいだついで，包葉をピンセットで取  

除き，花茎片の両端（白変部を含む）を5－10mm切除し，標準の長さを4cmとした後，腋芽が培地面の上方  

に約5mm出るように垂直に花茎片を植付けた．   
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培地は，花茎培養に推奨されているcoconutwater20％（v／v）を添加したVW培地（sucrose20％，agar・10  

％）とした培地は骨法によって調整し（pH53），24×200mmの硬質試験管に16miずつ分注した後，オ1pト  
掛  
クレ1Mブ（12kg／cm2，1210cで15分間）で滅菌した．植付け後の栓は，アルミホイルの2重にしたキャノプとし  

た．培養温度としては，200，250および280cとし，すべての温度区の光条件は相物育成用ケイ光灯（Homo－  

Lux）による5001uxの16時間日長とした 

結  果   

すべての温度区で培養15週後にも，休眠状態の腋芽がみられた．この現象は花茎の最上位（Nodel）から取っ  

た花茎片で高率でみられた．   

萌芽した腋芽の発育状態は温度により異なった‖ 200cでは，花茎上の下位節の腋芽の－・部が栄養的発育を示  

したが，上位のものはほとんど二次花茎に発達した250cでは，休眠腋芽がわずかに減少したこととシュ・－ト  

に発達する腋芽が増加したことを除いて，200cと類似した結果であった．．これに対し，280cでは，萌芽したす  

べての腋芽がシュートになった（第4図，PlateIA）‖  

［＝］：Growingr’eprOductively  

E≡ヨ：Growingvegetatively  

凛翳：Remainingdormant  

Node No．＊  1 2 3  4  1 2  3 4  1 2  3  4  

Temp  28◇c  250c  200c  

Fig．4”E鮎ct oftemper’ature On the growthpatternS Of culturedlateralbudslr  

＊Numbering nodeis downWar－ds良一Om tOp  

Flower－Stalk cuttings were culturedon VW＋coconut water20％（v／v）medium 

200cおよび250cで腋芽が二次花茎に発達した花茎片を1年間継続して培養した場合，二次花茎の基部1－3  

節から再度分枝が見られた200cでは，二次花茎に発育した花茎片の67％が三次花茎を形成し他は動かなかっ  

たが，250cでは三次花茎の形成は見られず76％が二次花茎上にシュートを分化した   

母株の花茎伸長時の栽培温度（最低180cぉよび280c）は，後の花茎培養における腋芽の発育方向に影響せず，  

培養温度がこの発育方向を支配した（第4表）   
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Table4 Growth of cultured buds of nodal cuttings 丘■Om鎖ower－Stalk developed by di鮎rent  

temper’atur’e treatmentS 

Per cent of buds  
M血mum  
temperature   
du血g  
80Wer－Stalk  
devent  

Temperature   
during 
bud culture   

（Oc）  

Growing into 

Vegetative Reproductive   
shoot  shoot   
（％）  （％）  

0
 
7
 
0
 
2
 
 

4
 
 
 
 
5
 
 

3
 
7
 
5
 
3
 
4
 
4
 
3
 
4
 
 

0
 
0
 
4
 
4
 
 

2
 
2
 
2
 
2
 
 

4
 
5
 
0
 
1
 
 

1
 
1
 
2
 
2
 
 

7
 
6
 
5
 
5
 
 

5
 
 
 
 
6
 
 

8
 
0
 
（
‖
凸
 
0
 
 

2
 
2
 
2
 
2
 
 

Flower－Stalk cuttings were culturedon VWmedium supplementedwith20％coconutwater  

2．日長の影響   

ファレノプシスの花茎培養に関するこれまでの報告をみると，培養中の花茎片には研究者によって異なる日長  

が与えられている．すなわち，12日引酢），14時間147），16時間4・110），17時間20）ぉよび24時間44）などの各日長であ  

る．しかしながら，これらの報告の中に，花茎培養における培養環境条件としての日長の影響を検討した例はな  

い．そこで，同一培養温度下での種々の日長が，花茎片の腋芽の発育方向と生長に及ぼす影響を調べた 

材料および方法   

ファレノプシス交雑種U）haLWhiteFalconXPhal．Persistent；5年生株）の株から，小花が数輪開花した状態  

の花茎を採取し，実験に供試した．実験区として，250cの培養温度条件下に，8，16および24時間の3日長条件  

を設けた．．なお，すべての日長区の照度は9001uxとした．花  

茎片の調整および培養方法は，前項（1）で述べた方法に準じ  

たが，ここでは，W鮎on液での表面殺菌の前に70％エタノ－  

ルに10秒間浸漬する予備殺菌を加えた．．また，培養容器として  

21×200mmの硬質試験管を用いた 

結  果  

15週間培養彼の非汚染花茎片における腋芽の発育方向を第5  

図に示す．すべての日長区において，腋芽は，前項（1）の  

250c区と同様に3通りの発育方向（シュ・－ト形成，二次花茎  

形成および休眠）を示した，この場合，8，16，24時間と日長  

が長くなるに従って，休眠状態の腋芽が減少し，二次花茎に発  

達する腋芽が増加した．．一方，シュ・－ト形成を示した腋芽の割  

合は各日長下で50％前後となり，日長による差異は認められ  

なかった．なお，8時間日長区において，－部の培養花茎片が  

枯死した‖   

培養15週間後に，栄養的発育を示したすべての花茎片につい  

て，そのシュートの乗数，兼長および菓幅を測定した結果，乗  

数および乗長に関しては各日長間で有普な差は認められなかっ  

た．－・方，葉帽は，他の2日長区に比較して16時間日長区でわ  

□：Groヤngreproductively  
監ヨ：Growp軍Vegetatively  
Pr：Remamlng dormant  
皿』：Dead  

0
 
5
 
 

S
p
n
q
盲
む
U
】
む
d
 
 

8  16   24  

Daylength（h）  

Fig．5h E鮎ct of daylength onthe grow也  

patternSOflateralbudofflower－Stalk  

Cutting，  

Flower－Stalk cuttings wer’e Cultured  

on VW＋coconut water・20％（v／v）  

medium at250c，   
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Table5E鮎ct ofdaylength on the vegetative growthin vitYP Oflater－albuds 

Vegetative grow払  
No，Of   
Shoots  
developed  

No．of  Leaf length Leaf width 
leaves  （mm）  （mm）  

305a  13 5ab 

30．．Oa  12．5b  

31．2a  14．8a  

Data were recorded15weeks after culture  

＊Numbersinacolumnfollowedbythesameletterarenotsigniacantlydi鮎r－entat5％level（t－Test）。  

ずかに減少した（第5表）．  

さ．照度の影響   

ファレノプシスの花茎培養時に与えられる照度は，研究者によって15001ux－50001uxの差があるが4・44・70－110・  

125・147），照度の影響そのものを調べた報告はない。．ここでは，培養花茎片の腋芽の発育方向と生長に及ぼす照度  

の影響を検討した 

材料および方法   

ファレノブシス交雑種U）hal．WhiteFalconXPhal”Persistent；5年生株）の株から，小花が数輪開花した状態  

の花茎を採取し，実験に供試した．．花茎片の調整・殺菌は前項（2）の方法で行ない，同様の培地に植付け後，  

次の各照度下（250c）で培養した．照度は黒色寒冷紗を用いて調節し，16001ux（対照），6501ux（寒冷妙1枚被  

覆），4001ux（同2枚被覆），1701ux（同3枚被覆）および01ux（暗黒）の5段階とした“なお，日長は，暗黒  

区を除いて，16時間とした   

結  果  

15週間培養彼の非汚染花茎片における腋芽の発育方向  

を第6図に示す．暗黒区を除き，照度が低くなるに従い，  

ニ次花茎に発達する腋芽の割合が低下し，シュ－トに発  

達する腋芽の割合が高まった．休眠を続けた腋芽は，暗  

黒区で最も多くみられた（429％）が，低照度（4001ux  

および1701ux）では，対照区に比べ減少したなお，暗  

黒区において，・一部の培養花茎片が枯死した．   

次に，各日長下においてシュ・－トとして発達した腋芽  

の，15週間培養後における乗数，乗長および栗幅につい  

て測定した結果を第6表に示す．明区の4区においては，  

照度が低下するに従ってシュ・－トの乗数と菓長は増加し，  

兼幅は逆に減少した．一・方，暗黒区で得られたシュート  

は，葉数，菜長および栗幅のすべてにおいて，他の明区  

に比べ栄養生長が最も劣った．   

シュ・一 トは，照度の低下に伴い，節間が長くなり，葉  

色も黄緑色となり，徒長ぎみであった．暗黒区では，一  

部淡紅色に着色した以外は，ほとんどの菓は白色であっ  

［コ：Growingreproductively  
圧ヨ‥Grow＊vegetatively  
由I：Remalrung dormant  
皿Ⅲ：Dead  
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1600 650 400 170  0  

Lightintensity（1ux）  

Fig・6“E鮎ctofughtintensityonthegrowthpatternS  

Oflateralbudsofaower－Stakcutting．  
Flower－Sta比cuttingswereculturedonVW＋  
COCOnutWater’20％（v／v）medium，at250cwith  

a16－h山ght 
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Table6．E鮎ct oflightintensity on the vegetative grow仇iわvitYO Oflateralbuds”  

Vegetative邸OWth  
Light  No，Of   
inty  

dd   Legth  Le仇  

1．5bc＊  29‖5abc  12‥1a  

l．．5bc  27．Obc  ll．9a  

l‖7b  31．3ab  lOけ7ab  

2い1a  33．8a  9い3b  

l一．3c  22小9c  7．Oc  

7
 
6
 
9
 
7
 
1
 
 

1
 
1
 
2
 
3
 
2
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

0
 
5
 
0
 
7
 
 

6
 
6
 
4
 
1
 
 

1
 
 

Data were r・eCOr・ded15weeks after culture”  

＊Number・Sinacolu皿louowedbythesameletterarenotsignificantlydi鮎rentat5％level（t－Test）。  

た‖ また，1701ux下で発達したシュ∴－トの菜は，主脈を中心に閉じたままで，平閲しないものが多かった… な  

お，発根はいずれの区でも認められなかった…  

4．BAの影響   

前項までに示した様に，培養環境は，花茎腋芽の発育方向を支配する要因である。．一方，Rei血㌍r・ら110）は，  

培養花茎片の腋芽の休眠は，内生オーキシンによって引きおこされる頂芽優勢によるものと考え，anti－auXinを  

培地に加えて，腋芽の萌芽促進を試みたが，十分な効果は得られていない．しかしながら，このように種々の植  

物生長調節物質等を培地に添加して培養体の形態形成を制御することは組織培養では広く用いられている手法で  

ある．   

上述の実験でみたように，COCOnutWater20％を添加したVW培地を用いた場合，いかなる温度，光条件でも  

なお休眠を続ける腋芽が存在した．この現象は，花茎上の上位節から採取した花茎片でとくに頻繁に観察された．  

そこで，COCOnutWaterのかわりに，園芸植物の腋芽に対して萌芽促進効果が知られているBAを培地に添加し  

て，培養花茎片の腋芽の発育に及ぼす影響を調べた．   

材料および方法   

前項（1）に用いたのと同じ状態のα桝α∂iJよs系交雑種（5－6年生株）の花茎を僕試したBAは，培地の  

か－トクレpブ前に，001～1000ppmの濃度でVW培地に添加した．なお，培養条件は280c，16時間日長  

（500lux）とした   

結  果   

培養15過彼の非汚染花茎片における腋芽の発育方向を第7囲に示す。BAO”50ppm添加培地での各発育方向の  

腋芽の割合は，COCOnutWater20％（v／v）を添加した培地でのそれ（第4図，280c）と類似していたぃ さらにBA  

濃度が高まるにつれて，萌芽する腋芽の増加がみられた．休眠維持の割合が高かった上位節の腋芽も，BA5～  

10ppm添加によってすべてが萌芽したい しかしながら，これらの高波度のBA存在下で発達したシュ・－トの菜  

のほとんどは，展開しなかったり，周縁部にねじれを生じるなどの奇形症状が観察された．．また，これらの濃度  

では，1腋芽から2以上のシュ・－トが発達することもまれに観察された‖   

次に，BAの存在下で萌芽した腋芽の温度反応について調べた”その結果，第8図に示したように，BA25  

ppmを添加したVW培地（coconutwaterを含まず）で萌芽した腋芽は，発育方向に関して温度の影響を強く受  

けた。すなわち，200cでは，花茎の最上位から採取した花茎片の腋芽はすべて二次花茎として発達し，下位に  

なるにつれてシュートとして発達する腋芽の割合が高かった．－・方，280cでは，萌芽したすべての腋芽が栄養  

的発育を示しシュートになった．なお，BA25ppm添加培地で発達したこれらのシュートでは，前述の奇形的   
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［コ：Growingreproductively  

匹］：Growingvegetatively  

血‥Remainingdormant  

1 2 3 4 1 2 3 4  Node no． 1 2 3 4 1 2 3 4  

0  25  BA concn  O  2．5  

（ppm）  

Temp＼rr▲▲’′  280c  200c  

Fig．＆E鮎ctoftemperatureonthegrowthpatternSOflateralbudscultur’edonVWmediumsupplemented  

with2．．5ppm BA  
Flower－Sta批cuttings were culturedwith16－hlight（5001ux）  

な菓は全く斬察されなかった（PlateI－5）  

5．活性炭およびPVPの影響   

ファレノブシスの組織は，フユノ1－ル類を多鼠に含んでいると言われている∴ファレノブシスの茎頂培養にお  

いて，茎頂から多量に溶出する黒色物質は，このフェノ・－ル類の酸化物であり，この黒色物質が茎頂の活着と  

PLBの形成を抑制すると考えられていが6）．   

花茎培養においても，培養花茎片の切口からこの黒色物質が溶出し，培地を黒変させる・・ここでは，この黒色  

物質が，花茎片の腋芽の発達を阻害するのではないかと考え，この黒色物質を吸着させるために，活性炭  

（activatedchar・COal）またはPVP（polyvinbyIrO止done）を培地に添加し，その影響を検討した”   

材料および方法   

活性炭（半井化学薬品）およびPVP（半井化学薬品，MW，．＝abt．24500）は，それぞれ02％（w／v）とOh4％  

（w／v）の濃度で，オ1－トクレープ前に，COCOnutWater・20％を添加したVW培地に加えた材料にはPhal・ama一  

鉱鮎系交雑種の，小花が数輪開花した状態の花茎を用い，花茎片を調整後表面殺菌し，培地に植付けた‖培養条  

件は，250c，16時間日長（900lux）とした．   

結  果  

15週間培養彼の非汚染花茎片における腋芽の発育方向を第9図に示す・培地に添加した活性炭あるいはPVP  

は，培養花茎片の腋芽の発育方向に影響を与えたすなわち，0－2％の活性炭添加では，休眠腋芽は，対照区に  

比べやや減少したが，04％では差がなかったまた，活性炭02％と04％の両添加区では，ニ次花茎に発   
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Table7‖ E鮎ctofcharcoalandPVPinculturemediumonthevegetativegrowthinvitrooflateralbuds  

Vegetative gr－OWth  
No．of   
Shoots  
deve10ped  

Additives  
（％）  Leaf length Leaf width 

（mm）  （mm）  

＊  

C
 
 

b
 
a
 
C
 
b
 
b
 
 

7
 
2
 
3
 
4
 
7
 
 

1
 
り
】
 
1
 
1
 
1
 
 

a
 
a
 
a
 
a
 
a
 
9
 
0
 
1
 
8
 
8
 
 

6
 
8
 
り
］
 
4
 
6
 
 

2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
 

13．．3a  

13．．7a  

lOい4bc  

9．9c  

12．1ab  

7
 
4
 
7
 
8
 
2
 
 

1
 
1
 
1
 
 
 
 
 
2
 
 

ChaI・COal  

Charcoal  

PVP  

PVP  

COntい  

2
 
4
 
2
 
4
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
 

Data wer・e reCOrded15weeks after culture‖  

＊Numbersinacolumnfollowedbythesameletterar■enOtSign漬cantlydi鮎rentat5％1evel（t－Test）  

達する腋芽が増加し，シェ∴－ト形成を示す腋芽は減少  

したハ PVP添加区では，対照区に比べ，休眠腋芽の  

割合が高かった‥ また，PVPO4％添加では，118  

％の花茎片が枯死した   

次に，各区においてシュ・－トとして発達した腋芽の，  

培養15週後の生長状態を第7表に示す．活性炭04％  

区で乗数がわずかに増加したことを除いて，猶性炭添  

加区のシュ・－トの生長は，対照区のそれに比べ有音な  

差は認められなかった．一方，PVPの両濃度区では，  

対照区と比較して，葉長の差は認められなかったが，  

乗数は02％区で，菓帽は04％区でそれぞれ減少  

した   

［コ：Growing r・eprOductively  

田：Growingvegetatively  
q：Remaining dormant  
皿‥Dead  
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0．2  0．4  

第2節 花茎片の大きさと腋芽の発育   

ファレノブシスの花茎培養では，－般に，腋芽をも  

つ数cmの長さの花茎片を材料とする．それに対し，  

Cha‡・COal（％）PVP（％）  

Fig．9E鮎ctofcharcoalandpolyvinilpy工rOlidone（PVP）  

inculture medium on the growth pattems of  
lateralbuds offlower－Stalk cuttmg 

花茎組織をわずかにつけてえぐり取った腋芽を材料と  Flower－Stalkcuttingswereculturedat250cwith  

する方法も報告されている、70）．．しかし，これまで培  
a16－h抽t（9001ux）‖  

養花茎片の長さと，その腋芽の発育との関係は，ほとんど検討されておらず，わずかに，王・鳥潟舗）が花茎組  

織の一部をつけた腋芽と従来の長さの花茎片の比較を行なっているのみである‖ 培養花茎片の腋芽の発育方向が  

その花茎組織の長さ（畳）の影響をうけることが推察されるので，この点を明らかにするため以下の実験を行  

なった．  

材料および方法   

P如上α〝∽∂まJまs系交雑種（10年生株）の小花が数輪開花した状態の花茎を供試した．培養花茎片の種類として，  

1腋芽を含む花茎片の長さを，1，2，4cmとしたもの，および約ニ3×2×2mmの花茎組織をつけて切取った腋芽  

だけの採取片の4種類としたなお，これらの培養体は，原則として，5cmの長さの花茎片を表面殺菌した後  

に，無菌的に調整した 

腋芽のみの採取片は，花茎組織部が培地に軽く埋まるように植付け，他の花茎片はこれまでの実験と同様，培   
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⊂コ：Growingrepr・Oductively  
匠ヨ：Grow中ざVegetatively  
■■：Remamlng dormant  
皿：Dead  

地上に腋芽が約5ITlm出るように植付けた．なお，培養条  

件は，前述の実験（1）で，休眠維持，シュ・－トおよび二  

次花茎形成のいずれもが認められた250cの温度（9001ux，  

16時間日長）とした．   

結  果  

15週間培養後の非汚染花茎片における腋芽の発育方向を  

第10図に示す腋茅部分を切取った培養片を除き，花茎片  

の長さが短かくなるに従い休眠を維持する腋芽と二次花茎  

形成を示す腋芽の割合は減少し，シュ－ト形成に向かう腋  

芽の割合が増加した．腋茅部分のみの培養体では，その  

48％が枯死し，休眠腋芽の割合は4cmの花茎片のそれ  

と同程度であったが，萌芽した腋芽はすべてシュートに発  

達した．．この場合，他の3種類の長さの花茎片の場合とは  

異なり，腋芽が一・旦約5～7mmの球状に肥大してから菓  

を出現させた．また，球状に肥大した後，カルスまたは  

PLBを形成したものが2例認められた‖   

次に，15週間培養後のシュ・－トの生長状態を第8表に示  

すい 花茎片せつけて培養した時，シュ・－トの栄養生長に花  
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4   2  1 Excised  

Cuttinglength（cm）bud  

Figl101Effectoflengthinaower・－Stalkcuttingon  

thesubsequentgrowthpatternSOflateral  

bud 血！車用  

Flower－Stalk cuttings were cultured on  
VW＋coconutwater20％（v／v）medium，  

at250cwitha16－hlight（900lux） 

Table＆ E鮎ctoflengthin魚owervstalkcuttingsonthevegetativegrow仇ihvi如oflater・albuds，  

Vegetative grow払  Cutting  No。Of  
length  shoots  
（cm）  developed  Leaf length Leafwidth   

（mm）  （mm）  
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Data were recorded15weeks a食er culture。  

＊NumbersinacolmfollowedbythesameletterarenotsigniBcantlydi鮎r・entat5％1evel（i－Test）．．   

Table9“E鮎ctoflengthinfbwer－Stalksectiononthegrowthofitslateralbudandrootformation。  

cu・ed 
。   
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Excised   
bud  
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Flower－StalkcuttingsandexcisedbudswereculturedonVW＋coconutwater20％（v／v），at250cwitha  
16－hlight（900lux）。  

Data were recorded15weeks after culture．   
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茎片の長さの違いによる有意な差は認められなかった．これに比べ，腋芽のみの培養体から得られたシュ・－トは  

菓長および菜幅は短く，菓数も少なく，生長は不良であった 

これまでの花茎培養に関する実験では，15週間培養時に発育したシュ－トが発根する例は極めて少なかった 

ところが，本実験において，腋芽部分を切取った培養体のシュートで発根がみられたので，各区でシュ－トの発  

根状態を調査した‖ 4cmの花茎片のシュ・一トでは発根は全く認められなかったのに対し，花茎片の長さが短く  

（花茎組織が少なく）なるにつれて発根率が高まった（第9表）   

第3節 微生物汚染防止のための抗菌剤の利用   

花茎培養によって得られたシュ－トを菓片培養の材料源とする場合，この材料源を可能なかぎり多数確保する  

ことが重要であることを本章第1章において指摘した．しかしながら，前述の殺菌法では，細菌や糸状菌などの  

微生物による培養花茎片の汚染を完全に防止することができず，全体としての繁殖効率が制限されることがしば  

しばある… これまでに，ファレノプシスの花茎片の表面殺菌には，アルコ・－ル44114125150），次亜塩素酸カルシ  

ウム溶液20・111150）および次亜塩素酸ナトリウム溶液44・札110・114・125・150）等の殺菌剤が使用されてきた．ところが，  

これらの殺菌剤で入念に殺菌を行なっても，培養花茎片の完全な無菌化は困難であった（PlateI－6）．   

最近，植物の組織や細胞の培養における外植体の無菌化に抗菌剤（antimicr・Obials）を用いる方法が報告されて  

いる．．たとえば，ヒマワリのクラウンゴ－ルの培養37），シクラメンの塊茎培養29），キクイモの塊茎培養101），シ  

ロイヌナズナのカルス培養124），ペチュニアのプロトプラストの培養106），タバコの細胞培養105），およびラン種  

子の無菌発芽9・144・145）や茎頂培養16）などの研究で，抗菌剤が汚染防止のために使用されている．   

そこで本節ではまず，微生物によるファレノブシス花茎片の汚染が抗菌剤によって防止できるか否かを調べた。  

さらに，花茎上に存在する細菌の各種薬剤に対する感受性を調査し，これらの結果をもとに，花茎培養における  

抗菌剤利用の実用性について検討した．  

1．汚染防止に対する抗菌溶液の有効性   

植物組織培養における培養体の汚染は，主として細菌と糸状菌による．このため抗菌剤によって培養体の無菌  

化を実現しようとする場合には，抗細菌剤（antibacterialagent）と抗カビ剤（antifungalagent）の両方を用いなけ  

ればならない．さらに，一・仮に，抗菌剤は殺菌スペクトラムが比較的狭いので，実用的には異なる作用スペクト  

ラムをもつものを何種類か組合せて使用することが，汚染防止に有効と考えられる．そこで本項では，抗菌剤  

（抗力ビ剤と抗細菌剤）を数種組合せた水溶液（以下，抗菌溶液とする）を用いて，従来の殺菌剤と同様の処理  

法により花茎片の表面殺菌を行ない，汚染防止効果を調べた．．   

材料および方法   

P勉Jα椚αみよJゐ系交雑種（10年生株）の開花株から，小花が2～3輪開花した花茎を採取して実験に供試した…  

抗菌溶液による花茎片の表面殺菌を以下の手順で行ない，これを標準殺菌法とした。すなわち，花茎を70％ユ  

タノ・－ルで浸した脱脂綿で3回拭いた後，各腋芽を中心に上下25cmの位置で切断して花茎片とした．これら  

を70％エタノ－ル中に10秒間浸潰，振とうし，ついで滅儲水で3度すすいだ次に包乗をピンセットで取り除  

き，花茎片の両端部を各5mm切除したこれらの花茎片を後に述べる方法で作製した抗菌溶液（Tween2001  

％を含む）中に浸潰し，暗黒中で30分間振とうした．処理後，花茎片をcoconutwater20％（v／v）を添加した  

ⅥⅣ培地16mlの入った硬質試験管（21×200Ilm）に，培地上に腋芽が約5mm出るように植付けた．植付け後，  

培地上に同じ抗菌溶液を1ml注入した以上の標準殺菌法による処理後，培養は250cで，最初の10日間は暗黒，  

その後は900luxの16時間日長下で行なった   
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抗菌溶液のための抗カビ剤として，Benlate，nyCtatin（Mycostatin），PCNB（pentach10rOnitrobenzen）および  

TBZ（thiabendazole）を，抗細菌剤として，penlcinin－G，gentamicin，rifampicin，ampiciuin（Vicciuiin）およびvan－  

comycinをそれぞれ用いた．これらを数種組合せて，処方A，B，CおよびDとした（第10表）・各抗菌溶液は，  

それぞれの抗菌剤を100％エタノ1－ル8mlに溶解または懸だくし，滅菌水を1Jまで加え，所定の濃度とした 

培養1カ月後に，細菌または糸状菌の発生が認められた場合，汚染とした 

TablelO‖ Composition of antimicr・Obialsolutions for surhce－Sterilizationin80Wer－Stalk  

Cuttings。  

FoIm山a  
Antimicrobials  

A  B  C  D  

Benlate（f）＊  50ppm  50ppm  lOppm  lOppm  

nystatin（f）  25  25  

25  25  25  

100  100  

100  

10  10  10  

500  500  500  

50  

PCNB（f）  

TBZ（O  

penicinin－G（b）  100  

gemtamicin（b）  50  

rifanpicin（b）  

ampicinin（b）  

VanCOmyCin（b）  

＊f，antifungalagent；b，antibacterialagent   

結  果   

標準殺菌法による抗菌溶液A，B，CおよびD  

の汚染防止効果を調べたところ，いずれの抗菌溶  

液も，抗菌溶液処理をしない対慣区に比べ，培養  

花茎片の汚染防止に有効であった．．花茎片の非汚  

染率は，とくにC処方では100％，D処方では  

912％で，Wnson液のそれよりも高かった（第  

11図）．．また，非汚染花茎片の生存率（5カ月後  

の生存花茎片数／非汚染花茎片数×100）は，いず  

れの処理区でも高く，差はなかった．．次に，非汚  

染花茎片のうち栄養的発育を示した腋芽の15週後  

∽ ∽ 包  

50  

求  

A B C D cont”Wilson’s  
solution  

Antimicrobialsolution   

Fig．11．E鮎ct ofantimicrobialsolution on the asepsIS Ol  
flower－Stalk cuttlng Cultures。  

45－47cuttings wer’e uSed foreachtreatment。  

の生長状態を調査したが，区による差は認められなかった・  

2．エタノールによる予備殺菌の効果   

前項において，ユタノ・－ルによる予備殺菌後の抗菌溶液処理の肩効性が示されたが，その方法は実用的にはや  

や繁雑と考えられる‖ ここでは，エタノールによる予備殺菌の必要性および抗菌溶液の処理法について検討した．   

材料および方法   

夕加Jいα〝∽鮎Jまs系交雑種（10年生株）の株の小花が2～3翰開花した花茎を実験に供試した．．花茎を，滅菌水  

または70％（Ⅴ／v）エタノ・－ルに浸した脱脂綿で3皮拭き，それぞれ腋芽を中心に4cmの花茎片に切り分けた後，  

包菜を除まし，前項で効果の認められた抗菌溶液Cを用いて種々の方法で花茎片の表面殺菌を行なった目 すなわ   
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ち，浸潰処理，注入処理，および浸潰・注入処理のほか，抗菌溶液処理をしない対照区を設けた．なお，培地お  

よび培養条件は前項に準じた．  

結  果   

花茎片を滅菌水で前処理した場合，抗菌溶液処  

理をしない対照区ではすべての花茎片が汚染した．．  

これに対して，70％エタノ・－ルの前処理では，  

非汚染率は約30％となった．ユタノ・－ル処理後  

抗菌溶液の処理を行なった場合は，浸澄または注  

入のどちらか－L方の処理だけでも，非汚染率は非  

常に高まった… －・方，滅菌水の前処理後抗菌溶液  

処理を行なった場合には，浸漬処理，注入処理，  

浸濃・注入処理の順で非汚染率は高くなったが，  

いずれの場合も，エタノ・－ル前処理をした場合と  

比較すると著しく低かった（第12図） 

以上の結果は，エタノ・－ルの予備殺菌の効果を  

示すものであったので，抗菌溶液を用いずに，こ  

の点をさらに詳しく調べた．すなわち，（1）70％  

エタノ・一ルで花茎を3度拭いてから花茎片に切り  

分ける，（2）（1）の処理後，70％ユタノ－ルに10秒  

間浸潰，（3）（2）の処理後，滅菌水で3慶すすぐ，  

（4）（1）の処理後，エタノ－ルに1分間浸漬した後，  

滅菌水で3慶すすぐ，（5）同様にユタノ・－ルに5  

分間浸濃後，滅菌水で3皮すすぐ，の各処理を行  

なった．．   

それぞれの花茎片を培地に植えつけ，培養体の  

汚染の状況を観察した．その結果，エタノ・－ルで  

花茎を3度拭いたのみの区（1）では，非汚染率は  

56％であった．．この処理のあとに，花茎片をユ  

タノ・－ルに10秒間浸潰すると，非汚染率はわずか  

に増加した“しかしながら，ユタノ・－ルに浸潰後  

花茎片を滅菌水ですすいだ場合は，非汚染率を高  

包  
霊 50  
■く  

ま  

COntりImmersion Pouring Immer－Sion  

＆Pou血g  

Antimicrobial solution C 

Fig．12E鮎ctofpretreatmentwithsterilewater（mIE］）or  
70％（v／v）ethanol（臣ヨ）ontheasepsiso用ower－  

stalk cutting cultures‖ A允er pretreatment，the  

cuttlngS Were Suぬce－Sterilized with various  

methods；immersioninsolutionC，pOuringsolu－  
tionConthesuriaceofmediaafterplanting，and  
immersionandpouringwithsolutionCh 43－46  
cuttings were used for each treatment 

芸 a  

宏 50  
亘  

求  

COnt“Wiping  

3times  
with70％  

10sec lOsec lmin 5min  

Submersionin70％EtOH  

EtOH  ＋rinsmg3timeswith  

sterile water  

Fig．13．EffectofseparatetreatmentofethanOlontheasepsIS  

Of幻ower－Stalk cutting cultur’eS．After treatment  

with ethan01，the cuttings were planting on media  

withoutsuriace－Sterihzationbyantimicrobialsolution…  

めることはなかった（第13図）．  

3．花茎の齢および花茎片採取部位と汚染の関係   

これまでの花茎培養による報告によれば，花茎培養に供する花茎は無傷の健全なものが望ましいとされてい  

る44）．ここでは，花茎の齢と培養花茎片の非汚染率との関係を調べた．また，花茎片を採取した花茎上の節位  

と汚染率の関係について調査した，．   

木オ料および方法   

P如上α〝∽∂左上怨系交雑種（10年生株）の株から，異なる発達段階の花茎を採取し実験に供試した‖ すなわち，   
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（1）第1／ト花の直径が3－5Imの花茎，（2）仝小花が開花した花茎，および（3）仝小花が落下した状態の花茎をそ  

れぞれ母株から採取し，70％エタノ一ルに浸した脱脂綿で3度拭いた後花茎片■に切り分けた‖ これらの花茎片  

を，抗菌溶液Cを用いた標準殺菌法により殺菌し，ついで培地に植付け，1カ月彼の培養花茎片の汚染状態を  

調べた 

また，花茎片を採取した花茎上の節位と汚染の関係を調べるため，4腋芽を有する花茎のそれぞれの節位から  

花茎片を採取し，W止son液と抗菌溶液Cを使った標準殺菌法の2方法により表面殺菌を行ない，それぞれを培  

地に柏付けたなお，ここでは，花茎上の最下仮の花茎片を第1節とした．   

結  果   

第1小花が3～5mmに発達した若い花茎から採取した花茎片の非汚染率は94％であった．これに対して，仝  

小花が開花した花茎の場合，非汚染率はわずかに低下し，さらに，仝小花が落下した花茎からの花茎片では，非  

汚染率は72％で最も低くなった（第14図）‖  

First All All  
L10retS  80retS 80retS  

3－5mm anthesis fal1   

Fig．14．E任ect of age of nower－Stalks on the  

asepsIS Of nower－Stau（Cutting cultures  

usmgantimicrobialsolution43－49cut－  

tings were usedforeachtreatment 

1  2  3  4  

Node no．＊  

Figl15Asepsisofflower－StalkcuttlngCulturesinrelation  
tooriglnalpositions ofcuttingsonnower－Sta駄  

＊Numberingnodeisupwards血・Ombase小 Cut－  

tingwithlowermost nodeisnodel 

抗菌溶液Cによる標準殺魔法での非汚染率は，Wnson液を用いた従来の表面殺菌法でのそれと比較して，各  

節位の花茎片で常に高かったこの場合，最上節位（第4節）から採取した花茎片は，両処理区とも非汚染率は  

最も高かった．また，両処理区において，花茎上の節位が低下するにしたがって，花茎片の非汚染率は徐々に低  

下した（第15図）．  

4．抗菌剤の培地混入の影響   

抗菌剤を用いて殺菌を必要としか－ラン種子発芽用培地を開発したA沌ttiの研究グル・－フ；144145）は，その手  

法をフ・7レノブシスの花茎培養に応用していが）すなわち，花茎片をNaClOで表面殺菌し，その後抗菌剤（第  

10表処方A）を直接混入した培地に植付ける方法である．ここでは，この抗菌剤の培地混入法と抗菌溶液による  

浸潰・ 注入法との汚染防止効果を比較した   

材料および方法   

フ17レノプシス交雑種伊hal“WhiteFalconXPhalPersistent；4年生株）の株から，小花が2～3輪開花した  

状態の花茎を採取し，実験に供試した．抗菌剤としては，第10表の処方AおよびCを用い，それぞれの処方を以  

下の方法により抗菌剤混入培地を作製した．すなわち，COCOnutWater20％（v／v）を添加したVW培地を骨法に   

OLIVE 香川大学学術情報リポジトリ



－22－   

より作製し，14。4mlを各試験管に分注後オートク  

レーブで加圧滅菌した．ついで，培地が750cに冷  

えた時に各処方の10倍浪度の溶液16mlを添加し，  

十分に撹はんした後，静督し培地を固まらせたこ  

の両混入区と比較するために，抗菌溶液Cを用いた  

標準殺菌法も用いた．  

結  果   

抗菌剤の培地混入区において，1項の浸濃・注入  

法での結果と同様に，A処法に比べ汚染防止に対す  

るC処方の有効性が示された．．しかしながら，両処  

方の培地混入区では，花茎片の多くが培養中に枯死  

し（第16図），生存した花茎片の腋芽もその栄養生  

長が阻害された（第11表）．一方，C処方の抗菌溶  

液を用いた浸潰・注入法においては，花茎片の枯死  

は全く認められなかった（第16図）…  

芸  白  
岩 50  
■く  

訳  

Addition to medium Immersion  

＆Pou血g  

A  C  C  

Antimicrobials  

Fig．16．E鮎ctofdi鮎rentmethodsusingantimicrobials  

ontheasepsis（田）andthesuIvival（［コ）0董  

flower－Stalk cutting cultures。42－44cuttings  

were used for each treatment  

＊Survivalrateis calculated on basis ofclean  

culture only 

TablelllEffect oidiierent methods using ant血icr・Obials onthe vegetative grow仇of  
dower－Stalk cuttings culturedin vitYO 

Antimicrobials  Vegetative growth  

Leaf  Leaf  
No小 Of  Methods  Formula＊  leaves  lヲ竺申  width  

（mm）  （mm）  

Addition to medium  A  

Addition to medium  C  

lmmersion＆Pouring  C  

1。．9a  21い2a  lO．1a  

l．8a  30．3b  9．8a  

l．．6a  35．5c  13り4b   

Number’Sfo1lowedbythesameletterarenotsignificantlydi鮎rentat5％probabilitylevel  

（才一Test）  

＊See Table6．   

5．超音波洗浄器利用の効果   

これまで抗菌溶液への花茎片の浸潰処理は手で振とうして行なってきた．しかし，この方法では，花茎片の皮  

目や小さな傷の部分に付着した微生物に，抗菌溶液が行き渡らない可能性がある．そこで，抗菌溶液処理を超音  

波洗浄器内で行ない，汚染防止と花茎片の腋芽の生存に及ぼす影響について検討した．   

材料および方法   

ファレノプシス交雑種U）haL WhiteFalconXPhalPersistent；5年生株）の株から，仝小花が開花したもの，  

一・部の小花が萎調・落下した花茎を供試した．抗菌溶液はC溶液とし，殺菌手順は超音波洗浄器の使用以外，標  

準的な方法とした。．まず，ユタノ－ルで予備殺菌を行なった花茎片を抗菌溶液を入れた広口びんに入れ，これを  

超音波洗浄器（Br・弧SOnic220）中に置いた．超音波洗浄器での処理は，30分間の浸潰の初めの5または10分間と  

し，次に抗菌溶液を新しいものに取換えた後，残りの25分または20分間手で振とうした“対照として，標準的な  

方法（30分間手で振とうして浸潰処理を行なう）による区も設けた   
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結  果   

5週間培養後の非汚染率と15週間培養彼の生存率を第17図に示した抗菌溶液浸漬処理時に超音波洗浄器を使  

用することは，花茎片の汚染防止に有効ではなかったすなわち，非汚染率は，対照区よりも超音波洗浄器を使  

用した区で低く，かつ5分間区よりも10分間使用した区で低かった“また，花茎片の生存率も超音波洗浄器を使  

用した区で低かった，  
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＊＊C＝Standard surねce－  

Sterilizationprocedure  

using antimicrobial  

solution C 

cont…   5min  10min  

Ultrasonic treatment＊  
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6．花茎から分離した細菌の薬剤感受性   

これまでに，抗菌溶液（C処方）の浸潰・注入処理によって，花茎培養時の汚染がかなり防止できることが明  

らかとなったしかし，この抗菌溶液の殺菌効果は実験ごとに差があり，常に完全に汚染を防止することは困難  

であった．また，Wdson液よりも非汚染率が低かったことも1度観察された（第18図）・これは，花茎に付着し  

た微生物の中に，標準殺菌法によるC処方の抗菌剤では死滅しないものが存在するためと考えられる・これらの  

微生物は，肉眼による観察では細菌が大部分と思われた・   

これまでに，花茎培養時に微生物が発育する（つまり，微生物による汚染が発生する）ことば，多くの研究者  

により報告されている70・114・125）が，それらの微生物の薬剤感受性については全く検討されていない・そこで，70  

％ユタノ・－ルで拭いた花茎片を培養し，得られた汚染培養体から細菌を分離し，グラム染色性と形態を調査し，  

さらに，これらの各種薬剤に対する感受性試験を行なった   

材料および方法   

汚染した培養花茎片から分離した供試菌株は，以下の方法で得た一1982年4月にク血沈（財∽毎払系交雑種（10  

年生株）の花茎（32本）を70％エタノールに浸した脱脂綿で，花茎基部から先端部に向かい3回，また各包棄  

の周囲を1回拭いた後，1腋芽を有する4cmの花茎片（計136花茎片う に切断し，骨法で培養した．これらの培   
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巻中に発育した微生物をpotatodextrose寒天平板（PDA，ニッスイ）に画線塗抹し，300cで2日間培養後，発育  

したコロニーのうち形態の異なったコロニ－を新しいPDA平板に再塗抹した．さらに300cで2日間培養し，発  

育したコロニーのうち形態の異なったコロニーから細菌を採り，骨法43）によりグラム染色を行なった．．その結  

果，グラム陽性梓菌96株とグラム陰性梓菌5株を得た．これらを感受性試験に供した．   

これらの菌株は，2miのtrypticasesoy液体培地（TSB，B‖B。L）で24時間培養した菌液と2miの滅菌グリセリ  

ンをよく撹はん後，－200cで保存した。また，使用に際しては，5miのTSBに001miのグリセリン保存した  

菌液を接種し，24時間前培養してから用いた．．   

抗生物質は，ペニシリン系としてpemicillin－G（PCG，明治製薬）・ampicilhn（ABPC，明治製薬）・piperacillin  

（PIPC，富山化学）の3種，セファロスポ．）ン系としてcephaloridine（CER，塩野義製薬）・Cehetazole（CMZ，三  

共）の2種，アミノ配糖体系としてgentamicin（GM，塩野義製薬）・debekacin（DKB，如台製薬）・amikacin  

（AMK，ブリストル萬有）の3種，マクロライド系としてerythromycin（EM，塩野義製薬）・rhmpicin（RFP，日  

本チバガイギ－）・lincomycin（LCM，日本アップジヨン）の3種，テトラサイクリン系としてminocycJin（MINO，  

日本レダリp・）のl種とvancomycin（VCM，シグマ），Chloramphenicol（CP，山之内製薬）の計14種を使用した．．  

また，化学療法剤のpipemidic（PPA，大日本製薬），nalidixicacid（NA，第1製薬）と消毒剤のヒビテン（H，住友  

化学工業）もあわせて使用したい   

抗生物質は，使用に際して，感受性測定に用いた培地（PDA）の液体培地で，力価の明らかな原未を2倍達続  

希釈法で100〟g仙から10段階希釈した．ただし，化学療法剤のPPAおよびNAは800／‘g血山から，消毒剤のヒ  

ビテンは5％から各々10段階希釈した．抗生物質を組合せて使用した実験では，C溶液中の抗細菌剤の組合せ  

（ABPC500FLg／mi・VCM50FLghnl・RFPlOFLg／mi）と最小発育阻止濃度（minimuminhibitoryconcentration，以下  

MICと略す）の結果にもとづいて，（ABPC・VCM・RFP）の組合せでは各々（4000・400・80FLg／mi）から，  

（ABPC・RFP）の組合せでは各々（800・400／一釘血）から，それぞれ10段階希釈した‖   

なお，水に難溶のRFPはメタノ－ルに溶解してから液体培地で希釈し，MINOは超音波で分散懸濁し，CPは  

加熱溶解した 

MICは，化学療法学会標準法81）に準じて寒天平板希釈法で行なった．感受性測定培地はPDA培地（ニッス  

イ）を用いた．．薬剤加平板は，1mlの薬剤希釈液と9mlの感受性測定培地をよく混和して作製した．ユタノ－  

ルで拭いた花茎片から分離した細菌については，MICは，薬剤加平板に薇衝食塩水にゼラチンを加えたBSC  

（bu鮎redsalinewithgelalin）で1／100に希釈した前培養菌液（106cen／mi）をミクロプランタ1－（佐久間，束京）  

で接種し，370cで24時間培養後，肉眼でコロニーの発育が全く認められない最低濃度とし，力価（〟g血1，ただ  

しヒビテンは％）で示した．なお，供試菌株が発育したか否かは，薬剤無添加平板を対照として判断した．   

結  果  

（1）クラム陽性樟菌の薬剤感受性   

グラム陽性梓菌96株に対する供試抗生物質のMIC分布を第12表に示す‖VCM，RFPおよびMINOのMICは，  

≦02FLg血1にすべての菌株が分布していた．PCG，PIPC，ABPC，CERおよびGMのMICは≦25FLg／miに分布  

し，771～958％の菌株は≦02FLg／miに分布した．DKBのMICのほとんどは≦125FLg血‖こ分布した。その  

他，CMZでは約70％の菌株が04－08FLg／miに分布し，AMKでは約80％が08～16FLghnlに分布した．  

EMのMICは，約94％が≦02－25FLg／miに分布したが，6株は＞100jLg／血であった．LCMのMICは100iLg／  

ml以上に99％分布していた＝   

また，化学療法剤PPAおよびNAに対するグラム陽性梓菌（以下，G（＋）梓菌とする）の感受性を調べたと   
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Table12Minimuminhibitoryconcentration（MIC）ofvariousantibioticsin96typesofGrampOSitive  

bacteriaisolated丘・Om80Wer Stalk  

MIC（FLg／ml）  
Antibiotic＊＊  
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＊DatarepresentedthenumberofGrampositivebacteriatypesdeadatindicatedconcentration96  
types ofbacteria were examined for each antibiotic 

＊＊PCG，penicillin－G；PIPC，piperacil肋；ABPC，ampic此叫CER，Cephal0ridine；CMZ，Cefmetazole；  
VCM，VanCOmyCin；GM，gentamicin；DKB，dibekacin；AMK，amikacin；EM，erythromycin；RFP，  
rifarnpicin；LCM，hcomycin；MINO，minocyc肋；CP，Chloramphenlcol 

Table13．Minimuminlhbitoryconcentration（MIC）ofpipemidicacid（PPA）andnalidixicacid（NA）in96  
typeS Of Gram positive bacteriaisolated丘・Omflower－Stalk 

MIC（FLg／mi）  
CheI血d  
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＊Data representthe number ofGrampOSitive bacteria types dead atindicated concentr・ation．   

ころ（第13表），MIC16－50／唱／血にほとんどの菌株が分布した。さらに消毒剤ヒビテンに対する感受性を調べ  

たところ，98％の菌株が≦001％であった．  

（2）プラム陰性梓菌の薬剤感受性   

次に，5株のグラム陰性梓菌（以下，G（－）梓菌とする）に対する各薬剤のMICを調べたところ，1菌株を  

除く他の4菌株に対するPCG，ABPC，CER，CMZ，VCM，EM，LCMおよびCPのMICは≧100FLg／miであり，  

PIPCのMICは25～100＜FLg／ml，RFPのそれは63～50FLg／miであった．しかし，供試アミノ配糖体系のMIC  

は，2菌株で高く，MmOのMICも異なる2菌種で高かった（第14表）．   

化学療法剤PPAとNAのMICを見ると，前者で25～100FLg／れ 後者では125－800＜iLg／miに分布してい  

た（第15表）ヒビテンのMICは，5株中3株が063”125％と比較的高い傍を示した（第16表）． 

（3）抗生物質の併用効果   

作用機構の異なる抗生物質を組合せることにより，細菌に対する相乗的な殺菌効果を期待できる．そこで，多  

くの薬剤に対して高いMICを示したG（＋）梓菌12株とG（－）梓菌4株に対する（ABPC・VCM・RFP），   
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Table14。Minimuminhibitoryconcentration（MIC）ofvariousantibioticsin丘vetypesofGramnegative  

bacteriaisolated丘・Om貝ower－Sta此 

MIC（〝釘ml）  
Antibiotic＊＊  
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＊DatarepresentthenumberofGramnegativebacteriatypesdeadatindicatedconcentration”Five  

types bacteriawer’e eXaminedlbreachantibiotic 

＊＊See footnotes of Table＆  

Table15”M血mumiI血ibitoryconcentration（MIC）ofpipemidicacid（PPA）andnalidixicacid（NA）in  

丘ve types ofGram negative bacteriaisolated fr’Omflower－Sta駄  

MIC（〝釘ml）  
Chemical  

く1い6  3．1  6．3  12い5  25   50  100  400  800 800＜  

2＊  

＊Data represent the number ofGramnegative bacteria types dead atindicated concentration  

Table16”Minin1uminhbitoryconcentration（MIC）ofHibitenin丘vetypesofGr・amnegativebacteria  

isolated丘・Om蝕）Wer－Sta此  

MIC（％）  
Sterilant  

≦0‖01 0。02 0，04 0．08 0．16 031 0．63 125  2．5  5  5＜  

Hibiten⑧＊  2＊＊  2  1  

＊Hibiten㊦is a popularsterilant usedinhospital  

＊＊Data represent the numberofGramnegative bacteria types dead atindicated concentration。  

（ABPC・RFP）および（PCG・GM）の組合せの併用効果を発育阻止感度で調べてみた．   

その結果，12株のG（＋）梓菌に対する（ABPC・VCM・RFP）と（ABPC・RFP）の発育阻止濃度は各々（≦8・  

≦0．8・≦002FLg／mi），（≦8・≦002FLg／mi）という値を示した．これに対して，（PCG・GM）の組合せでは，2  

菌株に対して高い借を示した以外は，すべて（≦1。6・08／′針山）であった（第17表）い   

－・方，4株のG（－）梓菌に対する抗生物質の併用効果を発育阻止濃度で調べた結果，G（＋）梓菌のそれより著   
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Table17・Ⅰnldbitoryconcentrationofacertaincombinationofantibioticsin12typesofselectedGram  

positive bacteriaisolated丘・Om flower－Stau（．  

Bacteria＊  Antibioticcombination（inldbitoIyCOnCn FEghnl）  

type  （ABPC VCM  RFP）  （ABPC RFP）   （PCG GM）  

（≦8  ≦0‖8  ≦0。002）  

（≦8  ≦0．8  ≦0．002）  

（≦8  ≦0．8  ≦0．002）  

（≦8  ≦0い8  ≦0．002）  

（≦8  ≦0．．8  ≦0…002）  

（≦8  ≦0．8  ≦0．002）  

（≦8  ≦0，．8  ≦0．002）  

（≦8  ≦0．8  ≦0‖002）  

（≦8  ≦0．8  ≦0い002）  

（≦8  ≦0．8  ≦0い002）  

（≦8  ≦0…8  ≦0．002）  

（≦8  ≦0．8  ≦0．002）  

82－16  

82－24  

82－49  

82－50  

82－53  

82－37  

82－38  

82－44  

82－45  

82－73  

82－74  

82－22  

（≦8  ≦0．002）  

（≦8  ≦0．002）  

（≦8  ≦0い002）  

（≦8  ≦0…002）  

（≦8  ≦0．002）  

（≦8  ≦0“002）  

（≦8  ≦0‖002）  

（≦8  ≦0小002）  

（≦8  ≦0…002）  

（≦8  ≦0小002）  

（≦8  ≦0．002）  

（≦8  ≦0い002）  

（≦1，6 ≦0い8）  

（≦1小6 ≦0．8）  

（31  16）  
（≦1．6 ≦0小8）  

（≦16 ≦0い8）  

（≦1．6 ≦0い8）  

（≦1．6 ≦0．8）  

（≦16 ≦0一．8）  

（≦1り6 ≦0い8）  

（≦16 ≦0い8）  

（≦1‖6 ≦0…8）  

（25  12．5）  

＊This codeisgiventoident和eachtypeanddoesnotmeananyestablishednomenclature．  

Tablel＆I血ibitoryconcentrationofacertaincombinationofantibioticsinfour・typeSOfselectedGram  
negative bacteriaisolated丘・Om80Wer－St  

Bacteria＊  Antibioticcombination（i血ibitoryconcn pg／mi）  
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＊Thiscodeisgiventoidentifyeachtypeanddoesnotmeananyestabhshednomenclatur・e”  

しく高い借を示した．とくに，82－58株に対する発育阻止濃度は（ABPC・VCM・RFP）の組合せでは（2000・  

200ル40FLg／mi），（PCG・GM）では（400・200FLg／mi）という借を示した（第18表）．  

7．抗菌溶液処理後の花茎片から分離した細菌の抗生物質感受性   

前項において，ファレノプシスの培養花茎片から分離した細菌のうち，グラム陰性梓菌のほとんどで，多くの  

薬剤に対するMICは高かった．また，C処方中の3種の抗細菌剤の親合せ（ABPC・VCM・RFP）で発育阻止濃  

度を測定したところ，グラム陰性梓菌の中には，発育を阻止できない菌株が存在した．これらのことから，C溶  

液処理を行なってもなおかつ生存する細菌はグラム陰性梓菌であることが推察されるそこで，この点を確かめ  

るために，実際に抗菌溶液処理をした花茎から分離した細菌を用いて，グラム染色性と形態を調査し，さらに抗  

生物質感受性試験を行なった．   

ネオ料および方法   

C溶液を処理した花茎片から分離した菌株は，以下の方法で得た‥1983年1－9月に，タゐαJ．の闇伽ぬ系交雑  

種の花茎を用い，C溶液の標準殺菌法による表面殺菌後，花茎培養を行なった．このうちの汚染された花茎片  

（39花茎片）で発育してきた微生物をPDA平板に画線塗抹し，発育してきたコロニーから細菌および糸状菌をと  

りグラム染色を行なった．その結果，グラム陰性梓菌（G（－）梓菌）23株と糸状菌9株を得た．このうち色およ   
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び形態の異なったG（－）梓菌15株のみについて，抗生物質感受性試験を行なった．なお，糸状菌についても同様  

に感受性試験を行なったが，供試した抗生物質がすべて抗細菌剤であり発育を阻止できなかったので結果は示さ  

なかった‖ この供試菌株は，TSBで十分に発育しなかったのでPDAを用いた斜面培地で保存した。   

感受性試験に用いた抗生物質は前項と同様のものを用いた‖ PCG・ABPC・PIPC・CER・CMZ・GM・CPお  

よびVCMは1600FLghnlから，DKB・AMKおよびMINOは2400iLg／miから，RFP・LCMおよびEMは800FLg／  

miから各々15段階希釈したまた，前項と同様，それぞれの菌株に対して（ABPC・VCM・RFP）の組合せの併  

用効果についてあわせて調査した．なお，MINO・RFP・LCM・EMおよびCPでは，高濃度の場合，溶解が困  

難であり，懸濁液で使用した．．  

14種の抗生物質に対するMICは前項のMIC測定法に準じた．MIC測定のための接種用菌液は，PDA斜面培  

地で発育した菌体を2miのBSGに1白金耳とり作製した…   

結  果  

（1）抗生物質感受性   

PCG，PIPCおよびABPCのMICは≧200FLg／miに分布し，供試菌株の67－87％のMICは≧1600FLg／miと高  

い催を示した．CERとCMZのMICは≧125FLghnlにほとんどが分布し，≧1600FLg／miに分布する菌株は53  

67％であった… GMのMICは800／∠釘血をピ－クに分布し，≧2400／瑠／血で発育する菌株が2株認められた．  

EMもGMと同様，800iLg／mlをピ－クに分布した小 RFPのMICは供試濃度全域に分布したが≧800FLg／miで発  

育する菌株が3株認められた…MINOのMICは163－1200pg／miにほとんどが分布し，VCMとCPのMICは，  

Table19．Minimuminhbitoryconcentr’ation（MIC）ofvariousantibioticsinsomeGramnegativebacteria  
isolated丘Om Cultured80Wer－－Stalk cuttings＊using ant血crobialsolution（C）．  

MIC（〝釘ml）  
Antibiotic  
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＊Flower－Stalk cuttings were pre－tr・eatedwithantimicrobialsolutioncontaininglOppmBenlate，25ppm  

PCNB，100ppm TBZ，10ppmrifampicin，500ppmampiculin，and50ppm vancomycin．  

＊＊DataobtainedbytestingbacteriumSamples丘●Om15primaIyisolates，andvaluesrepresentthenumber  

of dead bacteria－isolates at the concentrationindicated   
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≧100／唱血にほとんどが分布した（第19表） 

（2）抗生物質の併用効果   

第20表に示したように，ABPC，VCMおよびRFPのそれぞれの単独使用に比較して，3剤の相乗的な併用効  

果が4菌株で認められたしかし，10菌株で，C溶液の抗細菌剤の組合せ濃度（ABPC500FLg／mi・VCM50FLg／  

血・RFPlO／∠釘血）よりも高い，発育阻止濃度が示された 

Table20．InhibitoryconcentrationofacertaincombinationofantibioticsinsomeGram  
negativebacteriaisolatedfromcultured鮎wer－Stalkcuttings＊＊usingantimicro－  

bialsolution（C）。  

Antibiotic combination  
（inhibitory concn FLg／ml）  
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4000  
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500  
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2000  

2000  

83－25  

83－22  

83－23  

83－24  

83－1  

83－ 4  

83－ 6  

83－ 7  

83－12  
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83－18  

83－21  

83－26  

83－27  

20  

20  

20  

40  

80  

80  

10  

40  

40  

40  

＊This codeisgiven toident卸eachisolates and does not mean any established  
nomenclature”  

＊＊Flower－Stalkcuttings were pre－treatedwithantimicrobialsolutioncontaininglOppm  

Benlate，25ppmPCNB，100ppmTBZ，10ppmri血mplCln，500ppmampicillin，and50ppm  
VanCOmyCm  

8．抗菌溶液処方の改良   

本節6項の結果より花茎から分離した細菌に対するMINO，PIPC，RFPおよびGMの100％発育阻止感度は，  

比較的低いことが明らかとなったい そこで，これまでの抗菌溶液の処方では使用していなかったMINOとPIPC  

について調査した．また，花茎片の予備殺菌にはこれまで70％ユタノ・－ルを使用してきたが，これまでの結果  

より，消毒剤ヒビテンの利用も有効と考えられたので，この点についても検討した」  

材料および方法   

抗菌溶液の処方を再検討した実験では，処方C（第10表），CのABPCをPIPC（500ppm）に変更した処方  

（以下，C－1とする）およびCのABPCをMINO（500ppm）に変更した処方（C－2とする）の3処方を用いたlそ  

れぞれの抗菌溶液による殺菌手順は標準的な方法とした．材料には，タゐαJ“α弼α∂まJまs系交雑種（10年生株）の第  

1／ト花の節以下に4または5節をもった花茎を1区あたり11または12本（50－53花茎片）用いた．これらの花茎  

の開花状態は仝′ト花が開花したものから一・部の小花が萎凋落下したものであった   
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ヒビテンによる予備殺菌について検討した実験では，70％エタノ・－ル10秒間，002％および02％ヒビテ  

ンの超音波洗浄器使用5分間と3区を設けた．予備殺菌を除き，手順はC溶液を用いた標準殺菌法とした 材料  

には，上記と同じものを1区あたり10または11本（3または4腋芽を有する花茎）供試した   

結  果  

（1）抗細菌剤MINOまたはPIPCの効果   

5週間培養彼の非汚染率を第19図に示す…非汚染率ほMINOを加えたC－2溶液で最も高かったが，C溶液と  

C－1溶液のそれは約20％，C－2溶液では398％と，いずれも前述の結果よりはるかに低かった．  

C C－1  C－2  

Fig19h Effectiveness of various antimicro－  

bialsolutionsassteriuzingagentfor  

80Wer－Stalk cutting culture 

C＝BenlatelOppm，PCNB 25  

ppm，TBZlOOppm，rifamplCln  

lOppm，ampicilh 500ppm，  

VanCOmyCin50ppm 

C－1＝aSin（C）exceptampiciuinwas  

replaced by500ppm piper－  

acillh 

C－2＝aSin（C）exceptampicininwas  

replacedby500ppmminocy－  

clin 

0．02  0．2  

Hibiten（％）  

Fig，20．E鮎ctivenessofethanolandHibitenin且ower  

Stalkcuttingcultur・eaSpre－Steriuzingagent 

＊Survivalrateiscalculatedonbasisofclean  
Cultur’e Only．  

（2）予備殺菌剤ヒビテンの効果   

5週間培養彼の非汚染率と15週間培養後の生存率を第  

20図に示す‖エタノールに比べ，ヒビテンによる予備殺  

菌を行なった区の非汚染率はやや低かった．また，生存  

率もヒビテン区の方がやや低かった 

9．殺菌剤と抗菌溶液の重複処理   

本節6項の結果から，C溶液中の抗細菌剤（ABPC・VCM・RFP）で発育を阻止できない細菌が，花茎上に存  

在することが明らかとなった．また，花茎片から分離した細菌の種々の薬剤に対する感受性試験の結果有望と考  

えられたMINOやPIPCによってC溶液の改良を行なっても完全に微生物汚染を防止することはできなかった， 

とくに，G（－）梓菌のほとんどは多剤耐性を示したので，他の抗細菌剤を加えてさらにC溶液の改良を検討する  

ことは極めて困難であると考えられる．そこで，ここでは花茎片の汚染防止をより確実なものとする－・方法とし  

て，殺菌剤と抗細菌剤の両方を使用する方法について検討した．   

材料および方法   

実験区は，Wilson液およびW止son液とC溶液を重複処理する2区とした“Wilson液による花茎片の殺菌手順  

は，本章第1節で示した方法とした”Wuson液とC溶液の重複処理を行なった区では，まず，Wilson液で表面   
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殺菌し，その後C溶液を用いて標準殺菌法により花茎片を殺  

菌した。材料には，ファレノブシス交雑種であるPゐαJ‖  

WhiteFalconXPhalPer・Sistentとu）hal．WhiteFalconXPhal  

Persistent）×Phal．JimmyHauの花茎を1区当り，それぞれ  

5本と3本（35－36花茎片）を供試した．   

結  果   

5週間培養彼の非汚染率と15週間培養後の生存率を第21図  

に示すW山son液だけで殺菌した花茎片の非汚染率は886  

％であった．これに射し，W山son液による殺菌後，C溶液  

を処理した区では971％の高い非汚染率が得られた．．また  

生存率は両区とも高かった   
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W＊  W＋C＊＊  

Fig…21．E鮎ctiveness of Wilson’s solution，and  

COmbinationofWilson’ssolutionandanti－  

microbialsolutionCassterilizingagentin  

flower－Stalk cutting culture 

＊W＝COnVentionalsuriace－Sterilization  

using7％calcium hypochlorite  

SOlution  

＊＊C＝Standard suriace－Steriuzation  

procedure usmg antimicrobial  

solution C 

第4節 考  察   

RotoI・111）は，ファレノプシスの花茎培養を試み，培養した  

花茎上の腋芽が幼植物として発育することを報告した．それ  

以来今日まで，花茎培養により繁殖しようとする数多くの研  

究が行なわれてきが∩5・8・17・20・44・67，68・7仇110・114・116・125・143・147・150）  

その結果明らかにされたことは，培養花茎片の腋芽は必ずし  

もー・定の発育をするわけではなく，一・部は栄養生長でシュ－ト（幼植物）を形成し，他の－・部は再び花茎（二次  

花茎）として発育し，残りは萌芽せず休眠状態にとどまるということであった仏67・68・125・150）   

ファレノプシスの母株からは，1シ一ズンに1～2本の花茎しか得られず，したがって培養に用いられる花茎  

片・も10本以内に限定される‥ それらの腋芽の一部しか栄養生長をしないとすれば，第1章で論じた兼片培養によ  

る栄養繁殖はその第1段階で増殖効率上重大な制限を受けることになる．繁殖効率を高めるためには，花茎片の  

腋芽をすべてシュ・－ト形成に向かわせ，材料棄片を多数確保することを考えなければならない‖ しかし，この点  

に関しての知見は少なく，花茎の上位節から採取した花茎片の腋芽は二次花茎形成に向かいやすく，下位のもの  

はシュ・－トとなる傾向が報告されていが7・68，110・150）だけで，ほとんど不明であったこのような背景から，本章  

第1および2節においては，培養した花茎腋芽の萌芽率を高め，さらに萌芽しても二次花茎とならずシュートに  

なる要因（培地・培養条件）を見出すための諸実験を行なった 

前述の実験結果は，培養温度が花茎片の腋芽の発育方向を支配する1要因であることを明らかにした．これま  

での報告では，培養温度については十分な考慮が払われておらず，一般に22－380cの温度が用いられた．本研  

究で明らかになったことは，花茎片の腋芽が，280cでは栄養生長，それ以下の温度では二次花茎の発達に向か  

うということであった．すなわち，培養花茎片の腋芽をシュ．・－トとして発達させたい場合には，280cで花茎片  

を培養する必要がある   

Tr・狐Th血Ⅴ弧146）は，P加J．α〝∽∂盲JねとP加JりSCゐ肋，ぬ偶の先端部を除去した花茎に270cの高温を与えると，  

腋芽はシュートとして－発達することを報告している．また，ファレノプシスの主要腋芽は，120～210cの気温の  

時花茎として発達するが，高温（270～340c）ではそれが抑制されることが知られている18・鮒120・146）   

以上のことから，温度に対する玩り融和での花茎腋芽の反応は，hねCtの植物体の主茎または花茎上の腋芽の  

温度反応と非常に類似していることが判明した．このことは，ファレノプシスは言うに及ばず，他のランの花茎   

OLIVE 香川大学学術情報リポジトリ



ー32 －   

培養が計画される場合にも考慮すべき知見であろう．   

培養時の光条件についての実験結果では，日長は腋芽の発育に明確な影響を与えなかった小 これに対し，照度  

は腋芽の発育方向に影響を及ぼした．照度が1600－1701uxの範囲では，低照度下でシュ－トに発達する腋芽が  

増加し，しかもそれらのシュ・－トは正常に生長した．．Friend25）は，β和SSiとαCα，呼β．Sぬのよ乃が加で発芽させた実  

生を低照度下で培養した場合，花芽分化株率が低下したことから，光合成を低下させる条件がこれを導いたと推  

察した．さらに彼は，この培地中にsucI・OSeを添加すると花芽分化株率が回復することを認め，光合成の低下によ  

る花芽誘導の抑制は炭水化物の不足によるものと結論づけた．これらの結果は，低照度下で花芽分化の方向（ニ  

次花茎形成）に向かう腋芽が減少したという本実験の結果とは矛盾しない‖ しかしながら，このβ和Sざよcαの例  

のように，多くの植物は菓の存在下で光に反応する．すなわち，腋芽が直接光に反応する例は少ない．そうした  

観点からすれば，ファレノブシスの花茎組織と腋芽だけの培養体が日長に反応しなかったことの説明は可能であ  

るが，どの部位で照度の差異を感知したのかについての説明は困難であるファレノブシスの花茎腋芽は，5－  

6リン片がすでに分化しているので，これらのリン片が照度の差を感知して反応した可能性もある．凰如－  

ゐ血加別の1腋芽をもつ新茎切片の培養においても，シ、ユ・－ト形成に対する照度の影響が認められている104）   

花茎片の長さに関する実験結果から，花茎組織の長さが短かくなるほど萌芽する腋芽の割合が増加し，また  

シュ・－ ト形成に向かう腋芽が増加することが明らかとなった“他の多くの研究においては，一風こ3－5c血の長  

さの花茎片が用いられてきた軋67・隠111・125150），このような比較的長い花茎片が培養された場合には，ニ次花茎  

形成に向かう腋芽が認められている・・これに対し，腋芽のみを花茎よりえぐり取って培養すると，萌芽しない腋  

芽は認められたが，萌芽した腋芽はすべてシュ・－トになっが70）．本実験の結果は，これらの報告と劇致し，さ  

らに花茎組織の畳が腋芽の発育方向を決定する1要因であることを明らかにした“腋芽の周囲の花茎組織がどの  

ような機作によって腋芽の発育に影響するのかは不明であるい前述のFriendら25）の実験結果から考えると，花  

茎片が短かくなるにしたがって腋芽におけるC／NI・adoが低下し，その結果腋芽は花芽分化（ニ次花茎形成）の  

方向に進まず，栄養生長すなわちシュ1－ト形成をしたものと推察される．．さらに，花茎片の長さが短かくなるほ  

ど休眠腋芽が減少したのは，－・定以iの大きさの花茎組織そのものの存在が，培地中の生長調節物質（coconut  

Waterに含まれているzeatinなど）に対する腋芽の反応を妨げているのかもしれない。この点については，さら  

に検討する必要があろう．   

COCOnutWaterは，ランの茎頂培養4748・63・73，84・l17126｛132141153）におけると同様に，フ17Iレノブシスの花茎培養  

用培地にもしばしば添加される70・125・150）．本研究において，COCOnutWater・（20％）を増地に添加すると，無添加  

の場合に比べ腋芽の萌芽率が35％から76％と高くなった．これは，COCOnutWater・に含まれる天然サイトカイ  

ニンであるzeatinやzeatin誘導体169）が腋芽の休眠打破を促進したためである   

しかしながら，本研究を通じcoconutwaterを含む・培地を用いて行なった上述の温度・光条件などに関する実  

験ではなお一部の腋芽は萌芽しなかった．そこで，それらの萌芽をさらに促進するために，合成サイトカイニン  

（BA）を種々の濃度で培地に添加した‖その結鼠比較的萌芽率の低い上位節の腋芽も，BA5－10ppmですべて  

萌芽することが分った…すなわち，多くの園芸植物1211192146606589′95100122168）で認められているのと同様に，  

腋芽の萌芽促進に対するBAの効果は，ファレノブシスの花茎培養においても確認された．   

ファレノブシスの組織培養において培地中に溶出する黒色物質は，外植体に何らかの悪影響を与える可能性が  

あるそこで，このような物質を吸着することで知られている活性炭24）やPVPを用いて花茎片を培養したが，  

活性炭の添加は二次花茎に発達する腋芽の割合を，PVPは休眠腋芽の割合を増加させただけであった．すなわ  

ち，これらの使用は，多くのシュ∵－トを得たい本研究の目的に対しては逆効果であった．   

OLIVE 香川大学学術情報リポジトリ



ー33 一  

一・般の殺菌剤の代りに抗菌剤を用いて培養材料の殺菌を行なう場合，次の2つの方法が知られているい すなわ  

ち，（1）次亜塩素酸カルシウム溶液を用いる場合のように，抗菌溶液中に材料を浸潰して表面殺菌を行なう方法と，  

（2）抗菌剤を培地中に混入して微生物の発生を防止する方法である162）．後者においては，一・股に，培養材料せ培  

地に植イ寸ける前に次亜塩素酸ナトリウム溶液などによる表面殺菌が併用されが・29）い本研究では，上記の両方法  

で花茎培養時の微生物汚染を防ぐことを試みた．その結果は，どちらの方法で処理しても，抗菌剤は同様に汚染  

防止に有効であることを明らかにした．しかしながら，抗菌剤混入培地で培養した花茎片の多くは枯死し，生存  

した花茎片の腋芽もその生長が阻害された．このことは，Yeoman・Macleod162やThurston144）も指摘しているよ  

うに，抗菌斉は培養組織の生長を著しく阻害する危険性をもつことを示している．．抗菌剤を培地へ混入して汚染  

を防ぐことが完全に否定されたわけではないが・144），現在のところ花茎培養において抗菌剤を利用する場合は，  

樺イ寸け前の花茎片を抗菌溶液に浸漬する本標準殺菌法を用いることが薦められる．．   

その場合，当然のことながら抗菌溶液の組成が問題となる‖ この実験で最も汚染防止効果の高かったC溶液は，  

Masagoら79）が土譲中や植物体からP7y妙hau？nSppを分離するために考案した処方から，nyStatinを除き，Van－  

comycinを添加して修正した処方である”この処方中に含まれるrifampicinは，広域の抗菌スペクトルを示す半  

合成抗生物質であり33），肋Jぬ邦助偵知∂β和5〝弼の組織培養においても生長阻害なしに，バクテリアの汚染を防ぐ  

効果が認められている101）   

植物組織培養において，微生物による汚染防止に抗菌剤が使用される場合には，－一∴般に抗カビ剤と抗細菌剤が  

組合せて用いられが9rlO・37－106・130・144）どんな物質であっても単独で使用された場合は汚染防止効果は高くな  

い30）．これは，単一・の物質では抑制できる微生物の種類が限定されるためである．C溶液が汚染防止に比較的  

有効であったのは，含まれる各種の物質がそれぞれの欠点を補い合うように組合されていることによるものと考  

えられる．．   

微生物汚染を防ぐもうひとつの有効な手段は，エタノt－・ルの予備殺菌であった．エタノールの効果を調べた実  

験において，70％ユタノ－ルのみの処理で半数程度の花茎片が汚染をまぬがれ，しかも糸状菌による汚染がほ  

ぼ防止されたことは注目に催する．エタノ1－ル処理を併用した時，C処方に含まれる3種類の抗力ビ剤の必要性  

については今後詳しく検討する必要があろうり   

本実験に用いた抗菌溶液Cは，汚染防止効果には有効ではあったが，その効果は時により不安定であったぃ こ  

の原因を調べるためにいくつかの実験を行なったが，花茎の老化した部分はC溶液を用いても汚染されやすいこ  

とが分った以外，注目すべき結果は得られなかったけ   

以上述べた結果は，抗菌溶液を用いた－・連の実験において時として汚染を防止することが出来なかったのは，  

処理法よりもC溶液の処方と微生物の感受性に問題があったことを示しているい そこで，花茎培養における抗菌  

剤利用法の基礎資料を得るため，花茎培養中に分離した細菌について，主に病原細菌121）で行なわれている薬剤  

感受性を測定したり   

ファレノプシスの花茎に付着した細菌叢のすべてを同定することは困難であること，および細菌の薬剤感受性  

はグラム染色性と細胞形態によって著しく異なることを考慮して，本実験では花茎から分離した細菌をグラム染  

色し，グラム染色性および形態で分類し，抗細菌剤に対する感受性を測定した．これらの実験結果でMICが低  

いことは微生物の薬剤感受性が高く，いわゆる容易に殺菌されやすいことを示す．．この観点からすると，グラム  

陽性梓菌の96株は多くの薬剤に対し感受性が高く，一九 グラム陰性梓菌は薬剤感受性が低く，とくにこのうち  

の4株は多くの薬剤に耐性を示すと考えられる．そこで，C溶液中の抗細菌剤の組合せ（ABPC・VCM・RFD）  

およびMIC値の低い薬剤の組合せ（PCG・GM）で発育阻止濃度を測定したところ，グラム陰性梓菌の中には発   
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育を阻止できない菌株が存在した．以上のことから，C溶液処理で発育を阻止できない細菌がファレノブシスの  

花茎上に存在する可能性が高いと考えられた   

この点を確かめるために，C溶液処理後に花茎片のまわりに発育した微生物を分離し，グラム染色したところ，  

グラム陰性梓菌と糸状菌が認められ，グラム陽性梓菌は全く見られなかったこのうちグラム陰性梓菌15株の多  

くの抗生物質に対する感受性は低かった．さらに，これらに対するC溶液中の3抗菌剤の組合せ（ABPC・  

VCM・RFP）の発育阻止濃度を調べたところ，C処方の濃度以上でもなおかつ生存するものが存在した．．この結  

果もまた，C溶液では発育を阻止できない細菌の存在を塞づけた．．   

以上の結果は，C溶液処理後も生存し得る細菌は，ある種のグラム陰性梓菌である可能性が高いことを示して  

いるい このグラム陰性梓儲による汚染を防止するために，これらに対してより抗菌力の強い抗生物質を見出す必  

要があった，このような理由から，グラム陰性梓蔚に有効と考えられたminocyclhをC処方のampicuhに代替  

したところ，C溶液に比べ汚染防止効果をかなり高めることができたが，その非汚染率はかなり低かった．   

以上のいくつかの事実から，花茎片およびその腋芽に悪影響を与えずに，抗菌剤によって花茎培養における汚  

染を常に完全に防止することは困難であるといえよう．   

実用的見地からは，次亜塩素酸カルシウム溶液（Wuson液）による花茎片の殺菌後，C溶液を用いた標準殺菌  

法で処理すると，汚染をほぼ完全に防止できることが分った．このことから，今後，抗菌溶液の処方を再検討す  

る余地はあるものの，実用的には殺菌剤と抗菌溶液の重複処理による花茎片の殺菌法が推奨されよう．   

第5節 摘  要  

1 ファレノプシスの花茎片を培養した場合，腋芽は栄養的発育（シュ・－ト形成）に向かうか，生殖的発育（二  

次花茎形成）をするか，または休眠を維持するかの3通りに分かれたり菓片培養の材料源となるシュ－トを多数  

獲得するために，腋芽の発育方向に影響すると考えられる培養条件，培地および花茎片の大きさなどについて調  

べた．．  

2培養温度が腋芽の発育方向に及ぼす影響をみるために，花茎上の各節位の腋芽を含む花茎片を，200，250お  

よび280cで培養した．すべての温度区で休眠を続ける腋芽がみられ，上位節の腋芽ほどその割合が高かった．  

萌芽した腋芽をみると，200cおよび250cでは，二次花茎に発達することが多く，ことに上位節のほとんどは二  

次花茎になった．これに対し，280cではすべてが栄養的発育を示しシュ・－トになったなお，母株の花茎伸長  

中の栽培温度は，後の花茎培養における腋芽の発育方向に影響せず，培養温度がそれを支配した．．  

3 培養時の日長が腋芽の発育方向に及ぼす影響は明確ではなかったが，照度の影響は認められた．すなわち，  

250cで，照度が16001uxから1701uxまで低下するに従って，休眠を続ける腋芽は減少し，シュート形成に向か  

う腋芽の割合は徐々に増加した‖  

4検討したいかなる温度・光条件でもなお休眠を続ける腋芽が存在したので，BAを培地に添加し，腋芽の萌  

芽促進を試みた・BA濃度が高まるにつれて萌芽する腋芽の増加がみられ，1ppm以上ではcoconutwater・（20  

％）よりも萌芽の割合が高まった“休眠維持の割合が高かった上位節の腋芽も含め，BA5～10ppm添加によっ  

てすべてが萌芽した．しかし，5ppm以上の濃度では菓の奇形症状がみられたので，実際に菓片採取を目的とす  

る場合は25ppmが適当であるなお，BAによって萌芽した腋芽の発育方向は培養温度によって支配され，上  

述のような反応を示した 

5 花茎片から培地に溶出する黒色物質を吸着させるために，培地に活性炭およびPVPを添加した．しかし，  

活性炭の添加は二次花茎に発達する割合を，PVPは休眠腋芽の割合を増加させ，多くのシュ・－トを得たい本培   

OLIVE 香川大学学術情報リポジトリ



ー35一   

番の目的に対しては逆効果であった．  

6 1腋芽を含む花茎片の長さを1，2，4cmとしたもの，および腋芽だけの採取片を培養し，腋芽の発育状態  

を比較した．花茎片の長さが短くなるに従い，シュ・－ト形成に向かう腋芽の割合が増加した．腋芽だけの培養で  

は，枯死や休眠維持の割合がやや高くなったが，萌芽したものはすべてシュ・－トに発達した1しかしながら，そ  

の生長は不良であった“以上の結果から，花茎片は腋芽を中心に1cmの長さに調整するのがよいと考えられた‖  

7従来の殺菌法では，細菌や糸状菌などの微生物による培養花茎片の汚染を完全に防止し得なかったので，抗  

菌剤の利用を試みた標準殺菌法による花茎片の汚染防止に最も有効であったのは，抗カビ割としてBenlatelO  

ppm，PCNB25ppm，TBZlOOppm，抗細菌剤としてr正ampicin10ppm，ampicillin500ppm，VanCOmyCin50ppmを  

組合せた抗菌溶液であった．なお，この抗菌溶液処理前の70％ユタノ・－ルによる予備殺菌は必須であった・  

8抗菌剤を直接培地に混入し，花茎片の汚染防止に対する効果を，抗菌溶液を用いる標準殺菌法と比較した。．  
その結果，どちらの方法で処理しても，抗菌剤は同様に汚染防止に有効であったが，培地混入法では花茎片の多  

くが培養中に枯死し，生存しえた腋芽もその生長が阻害された  

9上述の抗菌溶液は，花茎片の汚染防止には有効であったが，その効果は時により不安定であった‖ この原因  

を知るため，花茎に付着した細菌を分離し，種々の抗菌剤に対する感受性を測定した．その結果，グラム陽性梓  

菌96株は多くの薬剤に対して感受性は高かったが，グラム陰性梓菌5株の薬剤感受性は低かった．．さらに，これ  

らのグラム陰性梓菌の中には上記の抗菌溶液中の抗細菌剤の組合せでも発育を阻止できない菌株が存在した‖ 抗  

菌溶液処理後に汚染を示した培養花茎片から細菌を分離したところすべてグラム陰性梓菌であることが分かった． 

10 感受性試験の結果より，グラム陰性梓菌により有効と認められたminocyclinまたはpiperaciuinを，前述の  

抗菌溶液中のampicillinに代えたところ，血nocyc血添加の抗菌溶液でわずかに汚染防止効果を高めることができ  

た‖ しかしながら，この場合非汚染率はこれまでに比べとくに低かった。．そこで，殺菌剤であるW址son液と  

ampiciuinを含む抗菌溶液とを重複処理した結果，培養花茎片の微生物汚染はほぼ完全に防止できたい  

第3章 PLB形成のための培地および培養条件  

組織培養によるファレノブシスの栄養繁殖法として，花茎培養によって得られたシュートから採取した菓片を  

培養材料とする菓片培養法が最も推奨できる方法であることを第1章において論じた．本章においては，この葉  

片培養において安定した高いPLB形成率を得，繁殖効率を高めるため，花茎培養および兼片培養時の培養条件  

の影響を詳細に検討したけ まず，第1節においては，菓片培養用の培地を検討し，第2節では菓片培養時の  

PLB形成に及ぼす花茎培養時の種々の培養条件の影響について調査した‖ さらに，第3節においては，菓片培  

養時の培養環境条件がPLB形成に及ぼす影響を調べたこれらの結果をもとに，本手法によるファレノプシス  

の実用的栄養繁殖の着用な手順について論じた．   

第1節 葉片培養用培地の検討   

ファレノブシスの乗（菓片）からのPLB形成は，狩野57）によってはじめて観察された．その後，著者や，  

Pieper・ZimmerlO2），Zimmer・Pieper・166・167・168）およびKoch67）らによって研究されてきたぃいずれの研究も，菓片  

を培養材料として，組織培養による栄養繁殖法を確立することを意図して行なわれたものである．．ここでは，第  

1章第2節で示したように，花茎培養由来のシェ・－トから採取した葉片におけるPLB形成率を可能なかぎり高  

めるという見地から，次の実験を行なった．すなわち，基本培地の簡便化を試み，さらにPLB形成に及ぼす樺   
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物生長調節物質およびどタミン類の影響について調べた．  

1．培地の簡便化  

1922年にKnudson71）が，無機塩類，糖，寒天および水で合成した培地でラン種子の無菌発芽（asymbioticger－  

mhadon）に成功して以来，多くの処方が開発され，この方法はラン栽培における種子発芽法の主流となった・  

－・方，Tsukamotoら148）は，発芽培地中の無機塩類のかわりに，市販の水溶性複合肥料であるHyponex8（N：  

P205：K20＝7：6：19，TheHyponexCompany，Inc小，Coplex，Ohio）を用いこれにsucroseとagarを加えた簡便培地  

（Kyotosolution）を提唱した‖その後，この培地についてはKano54）によって詳しく検討され，さらに茎頂培養の  

基本培地としても用いられてきが8・75・勅165）本項では，第1章第2節で用いたMS培地の無機塩組成を簡便化  

する目的で，このKyotosolutionのHyponex濃度を35g／lとし，さらにinositollOOppm，nicotinicacidlppm，  

thialThe・HCIlppm，SuCr・OSe20％およびagarl0％を添加した培地（以下，この培地を単にHyponex培地と呼  

ぶ）を用い，培養菜片におけるPLB形成について，MS培地と比較した・   

材料および方法   

PゐαJ．．αク堀∂壱ぬ系交雑種（5－6年生株）の開花株から，小花が2～5輪開花した花茎を採取して実験に供試  

した‖花茎片の調整，殺菌手順，植付け方法および培地については第2車第1節1項と同様とした．これらの花  

茎片を培地に植付け後，280c，16時間日長（5001ux）の条件下で培養したい   

2～3カ月後に，花茎片の腋芽から発達したシュ．－・トの最上展開葉（2～25cm）を基部より切り離した小 これ  

らの菓を，ろ紙を入れて乾熟殺菌したシヤ1一レの中で，基部，中央部および先端部に切り分け，さらに，それら  

を中央脈の部分で2等分し，1菜から6兼片を得た，．なお，各乗片の大きさは6～8mm平方となる様，菓片の  

切り分け時に考慮したこれらの菓片を，斜面培地に向軸面を上にして切り口が培地中に埋まる様に植付けた．   

菜片培養の培地としては，第1車第2節で示したMS培地とHyponex培地（Hyponex（N：P205：K20＝7：6‥19）  

35g／L，inosito1100ppm，nicotimicacidlppm，thiamine・HCIlppm，SuCrOSe20％，agar・10％）を用いたlなお・両  

培地とともにNAAlppm，ademielOppm，およびBAlOppmを添加した・菓片培養は，250c，16時間日長（500  

1ux）の条件下で行なった．．   

結  果   

培養5カ月彼の棄片におけるPLB形成を見ると，MS培地では，基部と中央部から採取した菓片のそれぞれ  

20％と5％がPLBを形成したが先端部からの菓片はPLBを形成しなかった．これに対して，Hyponex培地にお  

いては，先端部，中央部，基部への各兼片のそれぞれ，125％，200％および170％がPLBを形成した，．全体  

Table21．CompaIisonbetweenMSmediumandHyponexmediuminPLBformationonleafsegments  
of shoot h・Om且ower－Stalk cuttings．．  

No．of  Per cent No”OfPLBpersegment  
Medium  segments   

n  

Cultured  
（％）  Mean   （Range）  

Murashige＆Skoog   
medium（1962）  

Hyponex meditml＊  

60  83  1．4  （3－1）   

120  16．．7  3．7  （9－1）  

＊3“5g／LHyponex即：P205：K20＝7：6：19），100ppminositol，1ppmnicotinicacid，1ppmthiamine・HCl，  

2．0％sucrose，1．0％agar．   

Bothmedia containedlppmNAA，10ppm adenlne，andlOppm BAl   
Leafsegmentswereculturedat250cwitha16－hlight（5001ux）l   

Data were recorded 5 months after culture 
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としてみると，Hyponex培地ではMS培地の約2倍にあたる16，7％のPLB形成率が得られたlまた，PLBを形  

成した菓片あたりのPLB数についても，MS培地での14個に比べHyponex培地では37個と多かった（第21表）。  

2．adenine，NAAおよびBAの影響   

器官形成に対するadenineの効果は一億に疑問視されているが，Nitsch・Nitsch93）は，Plumbagoの節間segment  

の由り融和培養において，不定芽形成に対するadeI血eとサイトカイニンとの相加効果を認めている．そ・こで本  

項では，Hyponex培地に含まれているadenineが，ファレノプシスの菜片培養におけるPLB形成にどう影響を  

及ぼすかについて検討したまた，前項では，NAAおよびBAの最適濃度の組合せの検討を行なっていないの  

で，これらについても検討した．．   

材料および方法   

前項で用いた同様の材料から花茎を採取し，花茎培養の手順も前項に準じて行なった‖ また花茎培養に用いた  

培地も同様とした。菓片培養用培地に含まれるadenineの影響をみるために，NAAlppmを含むHyponex培地に，  

（1）adeAnelOppm，（2）BAlOppm，（3）ademinelOppm＋BAlOppmを添加した各培地を用いた．また，（3）の他に，  

ade血eを加えずに，BA濃度を25－1Oppmとした培地についても検討した〟 さらに，adenineを10～40ppmに  

高めた場合のBA濃度との関連について調査した．   

次に，adeninelOppmを含むHyponex培地に，NAAとBAを種々の濃度で組合せて添加し，PLB形成に対す  

る影響について調べた。培養5カ月後に，培養乗片に形成されているPLBを調査した   

結  果   

（1）ademineの効果   

第22表に示したように，培養葉片におけるPLB形成率は，adenineとBAを添加した（3）の培地で167％となり，  

ademineを添加しないBAだけの（2）の培地では89％と低下した．なお，adenine単独ではPLBの形成は全く認め  

られなかった．  

Table22EffectofadenineonthefbrmationofPLBin1ea董segmentsofshoot丘’Om銭ower－Stalkcuttings  

J〃 再JJ（）  

No“of  Per cent No“ofPLBpersegment  
h  

s  

Cultured  
（％）  Mean   （Range）  

10ppm ade血e  90  

10ppm BA  90  

10  90  

3．4  （7－1）   

4．2  （14－1）   

Hyponexmediumwasusedasbasalmedium．Besidesadenineand／orBA，1ppmNAAwascommonly  

addedinto medim。   

Leafsegmentswere culturedat250cwitha16－hlight．   

同様の結果が，第23表に示した実験において示された．すなわち，adenineを添加しない場合，PLB形成率は  

低下したまた，adenineを添加しないでBA濃度を下げると，PLB形成率は低下し，BA2．5ppmではPLB形  

成は認められなかった．   

次に，adenlneの高濃度の影響を調べた結果，高濃度のadenineはPLB形成を抑制した。すなわち，ade血e  

lOppmとBAlOppmでPLB形成率が最も高く，ade血eの濃度を20または40ppmに高めた場合，それぞれ   
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Table23”E鮎ctofadenineandBAonthefbrmationofPLBin1eafsegmentsofshoot丘Omflower－Stalk  

Cuttings…  

No．of   
leaf  
Se騨TlentS  
Cultured  

Per cent  
leaves  
with PLB  

（％）  

No, of PLB per segment 
Adenine 
bpm）  

BA  
upl11）  

Mean  （Range）  

0
 
0
 
0
 
0
 
 

1
 
 

5
 
 

0
 
0
 
5
 
ウ
］
 
 

l
 
l
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
 

3
 
3
 
3
 
3
 
 

3
 
0
 
3
 
 

3
 
ハ
リ
 
3
 
、
U
 
 

l
 
l
 
 

H
‖
川
－
 
 

（3－1）  

（3－1）  

（－－－）   

HyponexmediumSupplementedwith1ppmNAAwas usedas basalmedium 
Leafsegments wer・e Culturedat250cwitha16－h止ght 

Table24小 E鮎ctofadenineandBAonthebrmationofPLBin1eafsegmentsofshoot丘om鮎wer・－Stalk  
cuttings 

Per cent  
SegmentS  
with PLB  

（％）  

NolOfPLB per segment  Noい Of  
SegmentS  
cultured  

Adenine  
（ppm）  

BA  
bpm）  

Mean  （Range）  

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 
 
 
 
 
1
 
1
 
2
 
2
 
2
 
2
 
4
 
4
 
4
 
4
 
 

0
 
5
 
0
 
0
 
0
 
1
 
5
 
0
 
0
 
1
 
5
 
0
 
1
 
1
 
 
 
 
 
1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
6
 
9
 
9
 
6
 
6
 
6
 
6
 
6
 
6
 
6
 
6
 
6
 
 

3
 
3
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7
 
0
 
7
 
 
 
 
7
 
3
 
7
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B
 
つ
J
l
 
O
 
つ
止
 
0
 
1
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「
a
 
「
⊥
 
〇
一
⊥
 
3
 
1
▲
 
 

1
 
 
 
 
 
2
 
 

8
 
4
 
 
 
 
6
 
 
 
 
0
 
7
 
0
 
 
 
 
0
 
0
 
0
 
 

L
 
3
一
3
．
一
1
山
一
仁
 
2
一
2
．
2
L
 
 

l
 
 

（3－1）  

（7－1）  

（8－1）  

（－－－）  

（3－1）  

（－－－）  

（－－－）  

（3－1）  

（－－－）  

HyponexmediumSupplementedwithlppmNAA was usedas basalmedium，  

Leafsegmentswere culturedat250cwitha16－hhght。   

17％と抑制された（第24表）‖ また，adenine濃度を高めてBA濃度を低下させた場合も，PLB形成率は低く  

なった”一男，adenineを添加しない場合は，第22表の結果と同様にPLB形成率は低下した．，この場合，BA濃  

度を15ppmに高めても，adeninelOppmとBAlOppmを組合せた場合に比べ，PLB形成率は低かった“また，  

平均PLB数は，adenhe濃度が10ppmのとき最も多かった．   

（2）NAAおよぴBAの効果   

NAAとBAを種々の濃度で組合せた場合，培養葉片におけるPLB形成は第25表に示したとおりである．最も  

高いPLB形成率は，NAAOppm，BAlOppmの培地で250％，次いでNAAlppm，BAlOppmの21．8％であった．  

しかし，NAAが10ppmになると，BAの5ppmまたは10ppmとの組合せでPLB形成が抑制された。NAA濃度  

が0または1ppmで，BA濃度が0または5ppmのときPLB形成は全く認められなかった。   

平均PLB数は，NAAOppm，BA5ppmで最も多く，次いでNAAlppm，BAlOppmの培地で多かった．  

3．inositol，nicotinieaeidおよぴthiamineの影響   

菓片培養用のHyponex培地には，MS培地と同様に各種のビタミン類が含まれている．ランの種子発芽80）や   
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Table25．E鮎ctofNAAandBAonthefbrmationofPLBin1eafsegmentsofshoot丘Omflower－Stalk  

Cuttings‖  

No．oI  Per cent NolOfPLBpersegment  

（）  Cultured  
（％）  Mean   （Range）  

32  

32  

32  

32   

32  

32  

32  

32   

32  

32  

32  

32  

1
 
 

6
 
8
 
 

4
 
0
 
 

0
 
0
 
q
い
 
「
a
 
O
 
O
 
「
〇
 
l
ん
 
 
0
 
つ
d
 
O
 
O
 
 

O
 
1
 
5
 
0
 
 
0
 
1
 
5
 
0
 
 
0
 
1
 
5
 
0
 
 

4．7  （8－3）  

25  （5－1）  

2．2  （4－1）  

3い6  （7－1）  

1．0  （－－－）  

10  

Hyponex medium supplementedwithlOppm adenine was used as basalmedium”  
Leafsegmentswere culturedat250cwitha16－hlight．  

茎頂培養23129）においては，これまでにビタミン類の効果が検討されているが，菓片培養において培地に含まれ  

るそれらがPLB形成に及ぼす影響について調べられた研究はない本節l項で論じた培地の簡便化のためにも，  

Hyponex培地に含まれるどタミン類についてその必要性を調査しておく必要がある小 そこで本項ではこの点につ  

いて検討した 

材料および方法   

第2章第1節1項と同様に調整・殺菌をして植付けた花茎片の腋芽が発育して得られたシュ1－トから菓片を採  

取した．検討－Lた菜片培養用培地は，Hyponex培地から，inositol，micotinicacid，thiamine・HCIをそれぞれ単独で  

除去した3種類の培地と，対照としてこれら3種類のどタミン類を含むH押OneX培地を用いた．．なお，すべて  

の培地には，NAAlppm，adeninelOppmおよびBAlOppmを添加した 

結  果   

各培地における培養5カ月後の，培養菜片のPLB形成率および平均PLB数を第26表に示した‖ inositol，nicoti－  

micacidおよびthiamine・HCIのうち，1つでも基本培地から除かれた場合，対照区に比べPLB形成率は低下した．  

Table26E任ectofremovalofvitamines丘・OmCOmpleteHyponexmediumontheformationofPLBin  
1eaf segments  

No of Per cent NolOfPLBperISegment  

Vitamineremoved  segments  
Cultured  

（％）  Mean   （Range）  

（11－1）  

（8－1）  

（11－1）  

（2－1）  

7
 
3
 
3
 
8
 
 

9
仙
 
3
 
「
〇
 
1
山
 
 

Complete medium＊  

一山ositol  

－nlcotinic acid  

－thiamine・HCl  

3
 
7
 
0
 
7
 
 

8
 
1
ん
 
5
 
6
 
 

1
 
 
1
 
 

6
0
 
0
0
0
0
 
6
0
 
 

＊Hyponexmedium supplementedwithlppmNAA，10ppm ade血e，andlOppm BA   
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このうち，nicotinicacidを除去した場合，PLB形成率は最も低く，続いてthiamine・HCI除去培地で低かった．検  

討したすべてのどタミン類を含む基本培地では，PLB形成率は18，3％であった．．一・方，平均PLB数については，  

基本培地からnicotinlcacidを除いた培地で最も多かった 

4．植物生長調節物質除去の影響   

ファレノブシスの菜片培養においては，比較的高濃度のBAやadenineがPLB形成を促進する要因と推察され  

る（本節2項）．しかしながら，PLB形成が最も促進された培地でもPLB形成率は20％前後にとどまった．サ  

イトカイニンやフトーキシンを含む培地で培養した後，それらを含まない培地に移植した場合，ニンジンの不定胚  

形成が促進されたという報告がある108）．ファレノブシスの場合，PLB形成率が低いのは，培養菜片が生長調節  

物質の存在下に長時間おかれることに問題があるとも考えられるのでこの点を検討した 

材料および方法   

実験には，（PhalMountKaalaXPhal．．TerriCook）×PhalhMountKaala（5年生株）の開花株から，小花が3－  

5輪開花した花茎を採取した‖ これらの花茎を調整・殺菌後，花茎片をcoconutwater20％（vル）を添加したVW  

培地に植付け，250c，16時間日長（5001ux）で培養した．培養花茎片の腋芽が2～3枚の棄を展開させた時点で  

菓片を採取した．これらの菓片を，NAAlppm，adeninelOppmおよびBAlOppmを添加したHyponex培地で，  

1，2，4および8週間培養し，その後NAA，adenineおよびBAを含まない培地に移植した‖ なお，菓片培養は  

250c，16時間日長（5001ux）の条件下で行なった 

結  果   

生長調節物質OVAAlppm，adeninelOppm，BAlOppm）の存在下で短期間（1または2週間）培養した菓片は，  

生長調節物質無添加培地へ移植すると，全くPLBを形成しなかった（第27表）．これらの菓片の多くは，移植後，  

培地に黒色物質をほとんど溶出させることなく枯死した．しかし，生長調節物質を含む培地で4週間培養し，無  

添加培地に移植した兼片では，8週間培養したものに比べ，PLB形成率はわずかに高まった．また，生長調節物  

質を含む培地で全期間培養した場合は，8週間培養した場合と同じPLB形成率であった．平均PLB数は，4週  

間培養区で52個と最も多かった 

Table27。E8＝ectofdurationexposmgleafsegmentstoplantgrowthsubstancesontheformationof  
PLB 

Durationof  No，Of  Per cent No岬OfPLBpersegment  
treatment  s竺聖9ワ誓  n  

什▲ 
（week）  cultured  山u  

）  Mean   （Range）  

0
 
7
 
7
 
 

0
 
0
 
0
 
（
b
 
ハ
0
 
 

2
 
1
 
1
 
 

1  

2  

4  

8  

Continuous＊  

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
3
 
3
 
3
 
3
 
3
 
 

5，．2  （12－1）  

3，8  （8－1）  

2－4  （4－1）  

Leafsegmentswer■eCulturedonHyponexmediumSupplementedwithlppmNAA，10ppmadenine，  

andlOppm BA，and thenreplanted to hormone一丘Iee Hyponexmediaasindicated Segments wer－e  

incubated for20weeks。  

＊No rIeplanting untnthe end ofincubation  

5．糖の除去の影響  

l匂乃血の茎頂培養においては，一度形成されたPLBの増殖は糖を除去した培地に移植することによって促進   

OLIVE 香川大学学術情報リポジトリ



ー41－   

されるという報告がある141）．Hyponex培地にはsucrose20％が加えられており，葉片の培養期間中常に糖が存  

在する．ここでは，菓片培養中の糖の存在とPLB形成との関係について調べた‖   

材料および方法   

前項で用いた同様の材料から花茎を採取し，実験に供試した‖ 花茎片の殺菌，培養の手順および培養条件も前  

項に準じて行なった“培養花茎片の腋芽が2－3枚の菓を展開させた時点で最上展開菓より菓片を採取した‖ こ  

れらの薬片を，NAAlppm，adeninelOppmおよびBAlOppmを添加したHyponex培地で1，2，4および8週間  

培養した後，糖を含まない同培地に移植した… なお，菓片培養は全期間を通じて前項と同様の条件下で行なった小   

結  果   

糖（sucrose20％）の存在下で，1－4週間培養し，無添加培地に移植した菓片では，PLB形成は全く認めら  

れなかった‖ また，同様に8週間の培養後，糖添加培地に移植してもPLB形成率は33％と低かった．これに対  

して，仝培養期間を通じて，糖の存在下で培養した菜片は，133％と最も高いPLB形成率を示した（第28表）．  

Table28。Eぽect of duration exposJngleafsegments to sucrose on theformation ofPLB 

D。rati。n。f  N ＿ Percent  No．OfPLBpersegment  

‥∴   
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こ二・  ・  
cultured  （％）  Mean  （Range）  
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LeafsegmentswereculturedonHyponexmedium（whichcontainedsucr－OSe2．0％）supplementedwith  
lppmNAA，10ppmadenine，andlOppmBA，andthenreplantedtothesucrose丘Ieemediaasindicated．  
Segments wereincubated for’20weeks。  
＊No replanting untilthe end ofincubation‖   

第2節 葉片のPLB形成に対する花茎培養時の条件   

第2章第1節で述べたように，ファレノプシスの花茎培養においては，腋芽の萌芽率を高めるためにcoconut  

water70125，150）や種々の生長調節物質8・20・67・68・110）が培地に添加されている‖ 花茎培養によってシ ュ1－トを高率で  

得ようとすればこれらの添加は必須である．したがって，このシュ－トの菓を菓片培養の材料とする場合は，こ  

れらの物質添加がPLB形成に及ぼす影響を考慮しなければならない．   

花茎培養時の培養環境条件（温度や照度）は，花茎腋芽の発育方向を支配することを第2章第1節でみてきた  

培養環境条件が異なれば，発育するシュートの兼が，生理的，形態的，組織的に異なることが考えられる．ベゴ  

ニアでは，日長により菓の内生生長調節物質のレベルが変化し，同時に兼片の再生能が変化することが知られて  

いる謂）ハ ニのことはファレノブシスの菜片培養にもあてはまる可能性がある．   

以上のような理由から，本節においては，花茎培養時の培地条件（培地の種類，植物生長調節物質，糖，  

coconutwater）と培養環境条件（温度，日長，照度）が，彼の菜片培養でのPLB形成にも影響を与えるのでは  

ないかと考え，この点を検討した．  

1．培地の影響   

乗片培養時の培地の種類がPLB形成に影響することについては前節1項で示した．ここでは，花茎培養時の   
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培地の種類（BAなどの添加物についても検討）が，花茎培養によって得られたシュ・－トから採取した菜片の培  

養におけるPLB形成にも影響を及ぼすかどうかを調べた‖   

材料および方法   

PJ昭J．．α彿α∂盲Jね系交雑種（5～6年生株）の開花株から，小花が2－5輪開花した花茎を採取して実験に供試  

したり 花茎片の調整，殺菌手順および植付け方法については前節と同様とした，これらの花茎片せ，BA（25，  

50ppm）またはcoconutwater（20％vル）の添加または無添加の培地に植付けた“なお，基本培地としては，  

VW培地とHyponex培地からビタミン類を除いた培地（Hyponex35g／l，SuCrIOSe30％，agarl0％）を用いた”  

花茎培養条件は，280c，16時間日長（5001ux）とした‖   

培養90日後に，発育したシュ．・－トは1－3枚の菓を展開していた‖ それらの最上展開菓の先端部，中央部，基  

部の3部位に分け，6－8mm平方の6葉片を1発から採取した．．これらの菜片せ同一の培地，すなわち前節で，  

PLB形成に好適と認められたNAAlppm，adeninelOppmおよびBAlOppmを添加したHyponex培地に植付け，  

250c，16時間日長（5001ux）の条件下で培養した．．   

結  果   

各培地における培養花茎片の腋芽の発育方向および生長状態の様相を第29表に示した．用いた2種の基本培地  

において，BA濃度が高いほど萌芽率が高まり，また萌芽後分化発達した菓の平均長は減少したが，一・定期間内  

の乗数は増加した．．すなわち，plastchronは短くなった  

Table29lE鮎ctofculturemediaandBAonthegrow仇oflater・albudsinaower－Stalkcuttingscultured  
玩1通関  

Per cent buds  Shoot growth  

騨OWmg血ItO  Medium   Av。1eaf  
lenがh  
（cm）  

Av．no 
ofleaf  Shoot Flower－Sta此  

（％）  （％）  
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2
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1
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1
 
2
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⊥
 
 

Vacin and Went 
（1949）  

＊
 
Ⅹ
 
e
 
n
 
 

O
 
 

押
 
 

H
 
 

dower－Stalkcuttingwereculturedat280cwitha16－hlight（5001ux）for90days‖  
＊Hyponexmediumwithoutvit血es（Hyponex（N：P205：K20＝7：6：19）3．5g／l，SuCrOSe3。0％，agar  

l0％）．  

培養5カ月彼の培養葉片におけるPLB形成をみると，BA添加とくに5ppm添加の培地で培養された花茎片か  

ら由来したシュ1－トの菓片では，無添加のものに比べPLB形成率が高かったBAのかわりにcoconutwater  

20％（Ⅴ／v）を添加した培地で得られた棄片では，PLB形成率はさらに高くなり，平均PLB数は増加した（第30  

表）・なお，PLB形成に対する基本培地の影響は明瞭ではなかったが，最も高いPLB形成率は，COCOnutWater・  

20％を添加したVW培地で得られた・平均PLB数についてみると，BA5ppmを添加したVW培地で52個と最  

も多かった‖  

2．植物生長調節物質の影響   

菓片培養におけるPLB形成が，材料源としての葉を得るために行なう花茎培養時の培地に含まれるBAに   
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Table30．．E鮎ctofculturemediaandadditivesusedforflower－Stalkonthesubsequentformationof  

PLBin1eaf segments 

No．of   
1eaf  
SegmentS  
cultured  

Per cent  
SegmentS  
with PLB   

（％）  

No．Of PLB per segment  
FlowerTSta此  
culture medium  

Mean  （Range）   

（9－1）  

（16－1）  

（26－1）  

（9－1）  

（5－4）  

（5－1）  

（16－1）  

（22－1）  

0
 
3
 
2
 
6
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X
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．
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2
 
2
 
2
 
2
 
2
 
 

1
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1
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8
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7
 
7
 
0
 
 

【
／
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8
 
5
 
1
 
1
▲
 
己
U
 
ハ
U
 
 

VW＊＋BA O ppm   

VW＋BA25ppm   

VW＋BA5Oppm   

VW＋CW20％（Ⅴ／v）  

Hyponex＊＊＋BA O ppm  

Hyponex ＋BA2．5ppm  

Hyponex ＋BA5」Oppm  

Hyponex ＋CW20％（v／v）  

Flower－Stalkcuttingswer・e Culturedat280cwitha16－hlight（500lux）．  

LeafsegmentswereculturedonHyponexmediumSupplementedwithlppmNAA，10ppmadenine，  
andlOppmBA，at250cwitha16－hlight（5001ux）I  
＊Vacinand Went medium（1949）  

＊＊See footnotes of Table29  

よって影響をうけることを前項で示した．このことは，花茎培養培地への植物生長調節物質の添加がシ、ユ・－トの  

棄の再生能を高める可能性を示唆している．ここでは，花茎培養時の培地に添加する2，3の生長調節物質が，  

後の菜片培養におけるPLB形成に及ぼす影響を調べた．   

材料および方法   

実験には，フ17レノプシス交雑種（Phal．WhiteFalcon XPhal，Persistent；3年生株）の開花株から小花が3  

・～5輪開花した花茎を採取し，僕試した‖ これらの花茎を調整・殺菌後，花茎片を得た．VWの基本培地にBA，  

zeatinおよびNAAを0”01～10Oppmの濃度でそれぞれ単独で添加した培地で花茎片を培養して得られたシュ、－  

トから菓片を採取した。これらの菓片を，NAAlppm，adeninelOppmおよびBAlOppmを添加したHyponex培  

地で培養した．なお，花茎培養，兼片培養ともに，250c，16時間日長（9001ux）の条件下で行なった 

結  果   

培養5カ月後の培養棄片におけるPLB形成を第31表に示した‖ 花茎培養培地に生長調節物質を添加しない場  

合，培養葉片のPLB形成率は67％と低かった… 花茎培養培地へのBAの添加は，PLB形成率を高めた．この場  

合，BAの濃度が高いほどPLB形成率は高くなり，100ppmでは20％に達した．zeatinはOhOl－10ppmの間で  

PLB形成に有効であったが，10Oppmは抑制的であった．一方，NAAは，PLB形成に対して効果がなく，むし  

ろ抑制的であった‖   

平均PLB数は，1菓片にのみPLB形成が認められたNAAlOppm添加区で18個と最も多かった‥ BAまたは  

zea血を添加した場合，平均PLB数は1－30個で，対照区に比べ明瞭な差はなかった．  

3．coconutwaterおよび糖の影響   

花茎培養培地にcoconutwaterを添加すると，後の菓片培養におけるPLB形成率が高まった（本節1項）”そ  

こで，本項においては種々の濃度のcoconutwaterを花茎培養用培地に添加し，それらのPLB形成に対する効果  

を再検討した．なお，花茎培養培地に添加したsucroseの後影響についても調査した。   

材料および方法   

前項で用いたものと同様の材料から花茎を採取し，実験に供した花茎片の殺菌，培養の手順も前項に準じて   
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Table31．E鮎ctofBA，Zeatin，andNAAin80Wer－Stalkculturemediaonthesubsequentformationof  

PLBin1eafsegments 

Noof   
leaf  
SegmentS  
Cultured  

PeI・Cent  
SegmentS  
with PLB   

（％）  

No．ofPLB per segment  Plant gr■OW仇  
SubstanCeS   
（ppm）  Mean  （Range）  
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cont．＊  30  6．7  

＊Flower－Stalkcuttingswereculturedat250cwitha16－hlight（9001ux）onVacinandWentmedium  
（1949）血  

LeafsegmentswereculturedonHyponexmediumsupplementedwithlppmNAA，10ppmadenine，  
andlOppmBA，at250cwitha16－hlight（9001ux） 

行なった．VWの基本培地に，COCOnutWater（1－30％，V／v）またはsucrose（1～8％）を添加した培地にお  

いて，花茎片を培養した．．なお，COCOnutWater・添加培地には，SuCrOSe20％を加えた”花茎片の腋芽の発育に  

よって得られたシュートから菓片を採取し，NAAlppm，adeninelOppmおよびBAlOppmを添加したHyponex  

培地で培養した．．花茎培養，菜片培養の培養条件は前項に準じた一．   

結  果   

培養5カ月後の培養葉片におけるPLB形成を第32表および第33表に示した対照区に比べ，COCOnutWaterは，  

検討↓たすべての濃度で，菓片培養におけるPLB形成率を高めた．．この場合，COCOnutWater20％添加区で最も  

Table32．E鮎ctofcoconutwaterinflower－Sta批culturemediaonthesubsequentfbrmationofPLBin  
1eafsegments，  

c。C。n。tWater  Nph▲Pf  Per cent No，OfPLBpersegment  
qしし▲   

AA  
n  

sets  WltLB  
Mean  （Rang。）  
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1
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（3－1）  

（10－1）  

（2－1）  

（6－1）  

（4－1）   

Flower－Stalkcuttingswer・eCulturedonVWmedium（2％sucrose）supplementedwithcoconutwateras  
indicated，at250cwith a16－hlight（9001ux） 

LeafsegmentswereculturedonHyponexmediumSupplementedwithlppmNAA，10ppmadenine，  
andlOppm BA，at250cwith a16－hlight（9001ux）．   
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高いPLB形成率（267％）が得られた（第32表） 

一・九sucr・OSeの1または2％区のPLB形成率はそれぞれ10％で，4または8％の高濃度のsucroseではPLB  

形成率は低下した．平均PLB数は，SuCr・OSel％添加区で80個と最も多かった（第33表） 

Table33．E鮎ctofsucroseconcentrationinaower・－Stalkculturemediaonthesubsequentformationof  

PLBin1eaf segments 

s。Cr。Se  N ＿ Per cent NolOfPLBpersegment  

segments 
（％）  

’  
（％）  Mean   （Range）  
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SucroseconcentrationinVWmediumforflower－Stalkcuttingwasmod娩edasindicated．．Flower－Stalk  

was cultured at250cwith a16－hlight（900lux）  

LeafsegmentswereincubatedonHyponexmediumsupplementedwithlppmNAA，10ppmadenine，  
andlOppmBA，at250cwitha16－hlight（900lux）・・  

4．温度の影響   

zinmer・Pieper166167・168）は，ファレノプシスの花茎から切り取った腋芽のみを培養して幼植物を得，これらを  

切断して器官培養の材料とした．この場合，花茎腋芽の培養条件として，2週間は260c暗所，その後は220c明  

所で培養することを推奨している‖ しかしながら，彼らはこれらの培養条件が彼の器官培養におけるPLB形成  

に影響するかどうかの検討は行なっていないけそこで本項では，花茎培養時の温度が，後の菜片培養における  

PLB形成に及ぼす影響を調べた．   

材料および方法   

♪如上α刑αみよJね系交雑種（5－6年生株）の開花株から，小花が2～5輪開花した花茎を採取して実験に供試し  

た．花茎片の調整，殺菌手順および培地については，第2章第1節1項と同様としたい花茎片せ培地に植付けた  

後，20。，25。および28。cの各温度，16時間日長（5001ux）の条件で培養した・・15週間後，腋芽由来のシュ1－トか  

ら菓片・i・採取し，250c，16時間日長（5001ux）で培養した．なお，菓片席巻には，NAAlppm，adeninelOppmお  

よびBAlOppm添加したHyponex培地を用いたlまた，原種のPhat・L4）hndiieを供試した同様の実験もあわせ  

て行なった 

結  果   

各温度での花茎培養によって得られた棄片は，250cで培養した場合，いずれも20％以上のPLB形成率を示し  

た（第34表）．なお，平均PLB数は，250cで花茎培養を行なって得られた兼片で54個と最も多かった・・原種の  

肋J．＠加diおを用いて，異なる温度で花茎培養を行ない・得られた菜片せ250cで培養した結果，の睨劾ぬ系交  

雑種での結果と同様に，いずれも比較的高いPLB形成率が得られた（第35表）・・  

5．日長および照度の影響   

花茎培養に関する研究において，培養環境条件として与えた日長や照度は研究者によって異なってい  

が2044札110125）．一方，日長や照度が，培養花茎片の腋芽の発育方向に影響することは第2章第1節で明らか  

にした．本項では，温度の場合と同様に，花茎培養時の日長や照度が，彼の菜片培養におけるPL】∋形成に及ぼ  

す影響を調べた   
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Table341E鮎ctoftemperatureduringaower－StalkcuttingcultureonthesubsequentformationofPLB  

inleafsegments 

Noい Of   

leaf  
SegmentS  
cultured  

Per・Cent  
SegmentS  
雨th PLB   

（％）  

No of PLB per segment 

Mean  （Range）  
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37  （9－1）  

54  （17－1）  

28  （6－1）   

Flower－StalkcuttingswereculturedonVW＋coconutwater20％（v／v）medium，witha16－hhght  
（5001ux）．   

Leafsegmentswer・eCulturedonHyponexmediumsupplementedwithlppmNAA，10ppmadenine，  
andlOppm BA，at250cwitha16－h ught（5001ux）．  

Table35lE鮎ctoftemperaureduringflower・－StalkcuttingcultureonthesubsequentformationofPLB  
in1eafsegments  

Noof   
leaf  
SegmentS  
Cultured  

Per・Cent  
SegmentS  
with PLB   

（％）  

No”OfPLB per segment  

Mean  （Range）  
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36  （11－1）  

1。8  （6－1）  

5．6  （15－3）   

Species used wasPhalaenQt，Sis卸hYDdiie（native to Taiwan） 

Flower－StalkcuttingswereculturedonVW＋coconutwater20％（v／v）medium，witha16－hlight  
（5001ux） 

Leafsegmentswer・eCultur・edonHyponexmediumSuPplementedwithlppmNAA，10ppmadenine，  
andlOppmBA，at250cwitha16－hlight（5001ux）   

材料および方法   

実験には，本節2項で供試したものと同じ交雑種（Phal．WhiteFalconXPhalPersistent）の開花株を用いた．  

花茎片の調整，殺菌手順および培地については，第2章1項と同様とした．これらの花茎片を培地に植付け後，  

250c，8，16および24時間の各日長（9001ux）で培養した‖ また，花茎培養時の照度の影響をみる実験においては，  

900，440，300および180luxの各照度下（250c，16時間日長）で花茎片を培養した．花茎片の腋芽から2～3枚  

の菓を展開させたシュートが発達した時点で菓片せ採取し，NAAlppm，adeninelOppmおよびBAlOppmを添  

加したHyponex培地で培養した．なお，菓片培養時の培養条件は，250c，16時間日長（9001ux）とした 

結  果   

花茎培養時の日長は，後の柴片培養におけるPLB形成にかなりの影響を与えたすなわち，花茎培養を短日  

（8時間）下で行なった場合，長日（16時間）および連続照明（24時間）に比べ，培養菜片におけるPLB形成が  

抑制された．平均PLB数は，16時間日長で6∴7個と最も多かった（第36表）‖   

一・方，花茎培養時の照度は，標準照度である9001uxより低くなるほど，培養葉片のPLB形成に有効であった‖  

また，平均PLB数も照度の低下にともなって増加した（第37表）‖   

この花茎培養時の照度の影響に関して，第2章第1節3項（花茎培養における腋芽の発育に及ぼす照度の影響  

の実験）で得られたシュ・－トを用いて追試したところ，同様の結果が得られた（第38表）．   
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Table36E鮎ctofdaylengthdurhg且ower－StalkcuttingcultureonthesubsequentformationofPLBin  

leaf segments  

Per cent  
SegmentS  
with PLB   

（％）  

Noof   
leaf  
SegmentS  
Cultured  

No．ofPLB per segment  

Mean  （Range）  

2．0  （3－1）  

6．7  （11－1）  

35  （8－1）   

7
 
0
 
0
 
 

ハ
8
 
∩
）
 
∩
）
 
 

2
 
2
 
 

0
 
0
 
0
 
 

3
 
3
 
3
 
 

Flower－StalkcuttingswereculturedonVW＋coconutwater20％（v／v）medium，at250c 
LeaisegmentswereculturedonHyponexmediumsupplementedwithlppmNAA，10ppmademine，  
andlOppmBA，at250cwitha16－hlight（9001ux） 

Table37．Effbctofhghtintencityduringaower－StalkcuttingcultureOnthesubsequentformationof  
PLBin1eaf segments 

Per cent  
SegmentS  
withPLB   

（％）  

No“of   
leaf  
SegmentS  
cultured  

No, of PLB per segment 
Lightintencity   

（1ux）  

Mean  （Range）  

（3－1）  

（5－1）  

（10－1）  

（16－1）   

0
 
3
 
4
 
7
 
 

り
】
 
ウ
】
 
3
 
3
 
 

6
 
3
 
7
 
3
 
 

4
 
3
 
己
じ
 
史
U
 
 

1
 
2
 
2
 
3
 
 

8
 
0
 
0
 
0
 
4
 
6
 
6
 
6
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
 

0
 
4
 
0
 
8
 
 

9
 
4
 
3
 
1
 
 

Fl。Wer－St北cuttingswei・eCulturedonVW＋coconutwater20％（v／v）medium，at250cwitha16－h  
kght 

LeafsegmentswereculturedonHyponexmediumSupplementedwithlppmNAA，10ppmadenine，  
andlOppmBA，at250cwitha16－hlight（9001ux） 

Table3＆E鮎ctoflightintencitydu血gflower－Stalkcuttingcultureonthesubsequentformationof  
PLBin1eaf segments 

Per cent  
SegmentS  
withPLB   

（％）  

No．of   
leaf  
SegmentS  
cultured  

No‖Of PLB per segment  
Lightintencity   

（1ux）  

Mean  （Range）  

（7－2）  

（4－1）  

（5－2）  

（9－1）   
…
 
 

6
 
0
 
0
 
0
 
 

6
 
0
 
（
u
 
n
W
 
O
 
 

1
 
2
 
2
 
5
 
 

30  

30  

30  

30  

30  

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

0
 
5
 
0
 
7
 
 

6
 
6
 
4
 
1
 
 

1
 
 

Flower－Sta此cuttingswer・eCulturedonVW＋coconutwater20％（v／v）medium，at250cwitha16－h  

hght．   

LeafsegmentswereculturedonHyponexmediumsupplementedwithlppmNAA，10ppmadenine，  
andlOppmBA，at250cwitha16－hhght（16001ux）・   

第3節 葉片の培養環境とPLB形成   

菓片培養におけるPLB形成は，培養材料としての乗片を得るために行なう花茎培養時の培地や培養環境条件  

の影響を強く受けることを前節で明らかにした．これらのすべての実験を通じて，東片培養は，本章第1節の結   
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果から最適と考えられた培地を用いて行なってきた‖ しかしながら，葉片培養についてはPLB形成を誘導でき  

る培地が明らかになっただけで，培養条件については不明な点が多いい   

一方，これまでに報告されているファレノプシスの茎頂培養47）や器官培養167168）においては，培養体におけ  

るPLB形成を誘導するために，培養条件の改良が試みられて－いるそこで本節においては，花茎培養時の条件  

を－・定にして，培養菓片におけるPLB形成率を高めるという見地から，棄片培養時の培養環境条件の影響を中  

心にいくつかの検討を行なった一．  

1．温度の影響   

前節4項で示されたように，花茎培養時の培養温度は，後の菓片培養におけるPLB形成率にはほとんど影響  

しないことがわかった．．一・方，菓片培養時の培養温度については全く不明である．ここでは，花茎培養時の温度  

を一・定にして，得られたシュ－トから採取した菜片の培養温度がPLB形成に及ぼす影響について調べた小   

材料および方法   

PゐαJ．．α椚α∂壱Jゐ系交雑種（5－6年生株）の開花株から，小花が2～5輪開花した花茎を実験に用いた．花茎  

片の調節，殺菌手順および培地については第2章第1節1項と同様とした．これらの花茎片せ培地に植付けた後，  

250cまたは280c，16時間日長（5001ux）の条件下で培養した．15週間後，両温度区で得られた腋芽由来のシュ1－  

トから菓片を採取し，NAAlppm，adeninelOppmおよびBAlOppmを添加したHyponex培地に植付け，それぞ  

れ250cおよび280c（16時間日長，5001ux）の両条件下で培養し，PLB形成に及ぼす培養温度の影響をみる実験  

を行なった．  

結  果   

250cでの花茎培養によって得られたシュートの菓片は，250cで培養した場合，PLB形成率は233％であった  

のに対し，280cでは10％と低下した”この場合の平均PLB数は，250cで培養した菓片では，280cの場合に比  

べ2倍以上の54個であった．   

一・方，280cでの花茎培養によって得られたシュ∴－トの菓片は，250cで培養した場合，PLB形成率は217％で  

あった‖ これに対し，この菓片せ280cで培養すると，PLBは全く形成されなかった（第39表）り  

Table39．E鮎ct ofincubation temperatures for’flower－Stalk cutting andleaf segments onthe  
Subsequent fomation of PLBin1eafsegments  

Temper・atur・e（Oc）  No。Of   
leaf  
SegmentS  
cultured  

Per cent  
SegmentS  
withPLB   

（％）  

No．of PLB per segment  

Flower  Leaf  
Stalk  segment  Mean  （Range）  

0
 
0
 
0
 
0
 
 

6
 
6
 
6
 
6
 
 

8
 
5
 
8
 
5
 
 

2
 
2
 
2
 
2
 
 

7
 
0
 
3
 
 

0
 
1
▲
 
（
U
 
3
 
 

2
 
1
 
2
 
 

■
 
山
‖
 
 
 

（9－1）  

（4－1）  

（17－1）   

FlowerlStalkcuttingswer’eCulturedonVW＋coconutwater20％（v／v）medium，witha16－hlight  
（5001ux）．   

LeafsegmentswereculturedonHyponexmediumSupplementedwithlppmNAA，10ppmadenlne，  
andlOppm BA，at250cwitha16－h hght（5001ux）．  

2．培地更新の影響   

ファレノブシスの葉片培養においては，莱片から黒色物質が培地に大益に溶出してくるこの物質は現在のと   
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ころ，フェノ・－ル物質の酸化物と考えられていが6）‖ 液体培地で茎頂培養を行なった場合も黒色物質が培地中  

に溶出することが観察されている47）い 一方，Cα物αでは，培養した茎頂組織の褐変に関する研究が進んでお  

り42・50・52），そこに関与するフユノ1－ル物質の同定もなされている49・51）が，ファレノブシスについてはこの方面  

の研究はない．この物質を吸着させるために，ここでも培地への滴性炭添加を試みたが，培養菜片は植付け後1  

週間以内にすべて枯死した．そこで，活性炭添加のかわりに，培地の更新により黒色物質の培地への蓄積を回避  

することを試みた 

材料および方法   

前項で用いた同様の材料から花茎を採取し実験に供試した‖ 花茎片の殺菌，培養の手順および培養条件も前項  

に準じた培養花茎片の臓芽が2・－3枚の菓を展開させた時点で菓片を採取した．．これらの菜片を，NAAl  

ppm，adeninelOppm，およびBAlOppmを添加したHyponex培地で培養し，1，2および4週間に1皮の頻度で  

培地の更新，すなわち新しい培地への移植をくり返した．対照として，培地の更新を行なわない区も設けた… な  

お，薬片培養は，250c，16時間日長（9001ux）の条件下で行なった 

結  果   

培養5カ月後の，培養葉片におけるPLB形成を第40表に示した．．菓片を1または2週間に1虔の頻度で新し  

い培地に移植をくり返した場合，菓片のPLB形成率は30％以上になった．．乗片の移植頻度が4週間に1度に  

なった場合，PLB形成率はやや低下した… これに対し，菓片の移植を全く行なわなかった場合，PLB形成率は  

33％と著しく低下した 

Table40… E鮎ct ofreplantingintervalon the formation ofPLBin1eafsegments．  

Per cent  
SegmentS  
with PLB   

（％）  

No、Of   
leaf  
SegmentS  
CultuIed  

No．ofPLB per segment  
Interval 
（week）  

Mean  （Range）  

3．8  （8－1）  

3．1  （8－1）  

4、6  （12－1）  

1．0  （－－－）  

33．3  

36．7  

26い7  

3い3  No r・epl弧thg  30  

Medium with 
ChaI■COal（2g／の  

30  0  

LeafsegmentswereculturedonHyponexmediumSupplementedwithlppmNAA，10ppmadenine，  
andlOppmBA，at250cwitha16－hlight（900lux）l  

8．培養容器の栓の影響   

ラン科植物種子の無菌発芽において，培養容器に用いる栓の種類が種子発芽率と幼酋の生長に大きな影響を与  

えることが知られている弘56・58′123）．これまで，ファレノプシスの菓片培養は，試験管の栓としてはゴム栓を用  

い完全にシー ルした条件で行なってきた．ここでは，培養容器の栓の種類が培養菜片におけるPLB形成に影響  

するのではないかと考え，この点について検討した   

材料および方法   

前項で用いた同様の材料から花茎片を採取し，実験に供試した．花茎培養は前項に準じて行なった．培養花茎  

片のシュ、－トから菓片せ採取してNAAlppm，adeninelOppmおよびBAlOppmを添加したHyponex培地に植付  

けた培養容器には，これまでの培養で用いたゴム密栓の他，通気性のよい通気シリコン栓またはアルミホイル   
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で作製したキャブプを用い，培地の更新を行なわず，菓片の培養を行なった．なお，アルミホイルのキャップを  

用いた場合は，ゴムバンドで固定した．本実験には，これまでの18×180rmの試験管とは異なり，21×200mm  

の硬質試験管を用い，培地畳は15mlとした．培養は，250c，16時間日長（9001ux）の条件下で行なった．   

結  果   

培養葉片におけるPLB形成は，培養容器に用いた栓の種類によって異なった（第41表）．すなわち，これまで  

のガス交換の全くないゴム栓（密栓）に比べ，通気のある栓を用いるとPLB形成率が高くなり，シリコン栓で  

は389％，アルミホイルキャップでは472％に達したまた，ゴム密栓に比べ通気栓において平均PLB数は多  

かった‥  

Table41．E鮎ct ofvarious plugs forculture vesselonthe formationofPLBin1eafsegments・・  

Per cent  
SegmentS  
with PLB   

（％）  

No．of   
leaf  
SegmentS  
cultured  

No”OfPLB per segment  

Type of plug  

Mean  （Range）  

6
 
 
1
 
 
6
 
 

2
 
 
4
 
 
3
 
 

Rubber stopper  36  

S血＝One   36  

Alumi山um foi1  36  

Leafsegmentswer・eCulturedonHyponexmediumsupplementedwith1ppmNAA，10ppmadenine，  
andlOppmBA，at250cwitha16－hlight（9001ux）1  

4．培養初期の暗処理の影響   

Zilnmer・Pieper166・167168）は，ファレノブシスの花茎腋芽培養によって得られた幼稚物をメスを用いないで引き  

ちぎることによって，菜，菓片，根および茎組織に分割し，これらを培養してPLBを得ている‖ この場合，培  

養初期の明条件は個体再生能を抑制するとの考えから，培養体はまず暗黒におかれ，その後明所に移された．こ  

れまで本章で述べてきた菓片培養は，連続して250cの明所下で行なったものであり，Zimmer・Pieperの推奨す  

る暗処理の効果については不明である。ここではこの点について調べた．   

材料および方法   

実験には，ファレノブシス交雑種（Phal，WhiteFalcon XPhal．PersistentおよびPhalEnshyu）の開花株から小  

花が3～5翰開花した花茎を採取し，供試した。これらの花茎を調整，殺菌後，花茎片を得，COCOnutWater  

20％（Ⅴ／v）を添加したVW培地で培養した．花茎片の培養条件は，250c，16時間日長（1801ux）としたハ 培養花茎  

片の腋芽が2－3枚の菓を展開させた時点で最上展開菓より菓片を採取し，NAAlppm，adeninelOppmおよび  

BAlOppmを添加したHyponex培地に植付けた”これらを培養初期のl・～8週間は250c暗黒下に置き，その後  

同温度の明所（16時間日長，9001ux）に移して培養を継続した“次に，暗処理後の照度の影響を調べるために，  

同様にして植付けた乗片を培養初期の1，2，ニ3および4週間暗黒下で培養し，その後9001uxまたは1801uxの明  

所下（16時間日長）に移し，菓片のPLB形成を調べたり  

結  果   

まず，第1の実験において，供試した2品種ともに，乗片の培養開始時に2週間の暗処理を行ないその後明所  

下に移した区で，最も高いPLB形成率が得られた（第42表）．，2週間以上の暗処理を行なった場合は，PLB形成  

率は低下した．平均PLB数は，品種Aでは2週間処理で最も多かったが，品種Bでは処理期間との関係は明確  

ではなかった．   
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Table42」EffectofdurationofdarknessaftercommencementofcultumgonthefoImationofPLBin  

leafsegments丘’Om tWO hybrids．  

Duration   
of  
darkness  
（week）  

Noof   
1eaf  
SegmentS  
cultured  

Per cent  
SegmentS  
withPLB   

（％）  

No．ofPLB per segment  
Hybrid＊  

Mean  （Range）  

0
 
0
 
0
 
0
 
 

3
 
3
 
3
 
3
 
 

0
 
3
 
7
 
3
 
 

0
 
3
 
6
 
3
 
1
 
 
1
 
 
1
 
1
 
 

7
 
0
 
0
 
8
 
 
0
 
0
 
0
 
2
 
5
 
 

1
 
3
 
4
 
り
】
 
 
5
 
1
 
り
】
 
2
 
1
⊥
 
 

（3－1）  

（6－1）  

（8－1）  

（4－1）   

（6－4）  

（1－1）  

（4－1）  

（4－1）  

（2－1）   

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

3
 
3
 
3
 
3
 
3
 
 

7
 
7
 
0
 
0
 
7
 
 

6
 
6
 
0
 
0
 
6
 
 

3
 
2
 
 

LeafsegmentswereculturedonHyponexmediumsupplementedwithlppmNAA，10ppmadenine，  
andlOppmBA，at250cwithalightconditionasindiated 
＊A，White FalconxPersistent；B，Enshyu 

次に，菓片魔養初期の暗処理と暗処理後の照度の影響を調べたところ，暗処理後の照度にかかわらず，ここで  

も2週間の明処理を行なった区で，最も高いPLB形成率が得られた．この場合，暗処理後は比較的高い照度  

（9001ux）に移すよりも，低照度（1801ux）下に移して培養を継続したほうが，PLB形成率はやや高くなった（第43  

表） 

Table43”E鮎ctofdurationofdarknessaftercommenCementOfculturmgandlightintencityafter・the  
darkness onthe fbrmationofPLBinleafsegments．   

Light  
intencity   
after  
da工・bess  

（1ux）  

Per cent  
leaves   
with   
PLB  
（％）  

No‖ Of   

leaf  
SegmentS  
Cultured  

NoofPLB persegments  

Mean  （Range）  

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

9
 
9
 
9
 
9
 
9
 
 

0
 
0
 
0
 
0
 
0
 
 

3
 
3
 
3
 
3
 
3
 
 

0
 
0
 
7
 
0
 
0
 
 

0
 
0
 
（
り
 
（
u
 
O
 
l
 
l
 
l
 
l
 
l
 
 

3
 
7
 
8
 
0
 
3
 
 

2
 
4
 
3
，
⊥
 
（
b
 
 

（5－1）  

（12－1）  

（7－1）  

（1－1）  

（8－4）   

（－－－）  

0
 
0
 
（
〕
0
 
8
 
1
 
 
1
 
 

30  3い3  8‖0  

30  13い3  2．3  （5－1）  

2  180  30  20い0  4い3  （6－2）  

3  180  30  16い7  4．8  （8－3）  

4  180  30  10．0  2．7  （6－1）  

Inus  
30  6・・7  4“0   （7－1）   

Flower－Sta此cuttingswereculturedonVW＋coconutwater20％（v／v）medium，at250cwitha16－h  
hght（170lux）．   

Leafsegmentswer・eCulturedonHyponexmediumSupPlementedwithlppmNAA，10ppmadenine，  
andlOppm BA，at250cwithahght conditionasindicated”   
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第4節 考  察   

PLBは主として培養菓片の向軸面に直接に形成され，しかもこれらは種子起源のプロトコ・－ム91）に形態的に  

非常に類似していることが，本章の諸実験においてくり返し観察されたり 茎頂培養によって得られるPLBが，  

プロトコ・－ムとほぼ同じものとし広義のプロトコ・－ムとする考え方149）がある．しかしながら，プロトコームと  

いう用語はラン種子の胚発生の1段階を示すのに用いられる85）ことから，混乱を避ける音味からも，ファレノ  

プシスの培養菓片に形成されるPLBは，プロトコームではなく不定胚（somaticembryo）と見るのが適切であろ  

う．   

懸濁培養系における不定胚形成については，Stewardら134）の報告以来多くの研究がなされてきた35，133・156）が，  

Konor・・NataI・如69）は単離されない細胞すなわち器官培養においても不定胚が直接に形成されるという興味深い報  

告を行なっている．これは，玩ぺ融和で発育させた点α乃α乃C〝J損。SCβわ′α血sの実生において，胚軸の表皮から典型  

的な不定胚が形成されたというものであった∴ラン科植物である肋J血sPαJα血sαは，玩＝海相において，成熟乗  

の先端部に種子胚と類似した不定胚が生じることが知られている140）．ファレノプシスの培養菓片で見られた  

PLB形成も，これらの観察と同様に，分化した細胞に保持されている接合子的能力が培養によって－発現された  

ものであろう，   

ラン科植物の茎頂培養によって得られるPLBも不定胚と考えられる．．これについては多くの報告があり，  

PLB形成の要因も種々調べられている．それらのうち用いられた培地をみると，KnudsonC培地82・83・117・118・149T  

152・158），Tuchiya培地16，160），MS培地41，64），VW培地4・48・63・73・118・126・129，141），Fonnesbeck培地23），Reinert・Mohr培  

地50・72・149），Ⅴ卸abhaya培地153）およびHeuer培地135）などがある．このように茎頂培養に用いられた培地はラン  

の種類や研究者によって異なり，さらに生長調節物質などの添加物や培養環境条件もー・定ではない．したがって，  

ランの茎頂培養における普遍的なPLB形成誘導条件を提示するのは困難であろう， 

以上のような理由から，本章で取り扱ったファレノプシスの菓片培養におけるPLB形成誘導要因の検討も，  

学理的興味よりもむしろ実際的技術として応用される場面を種々想定して行なった．   

不定胚分化の誘導には，一般に，無機塩類濃度の低いWhite培地などに比べ，無機塩類濃度の高いMS培地が  

適当であると言われているので，第1車の諸実験においてほMS培地を採用した．すでに述べた様に，NAA，  

adenineおよびBAを添加したこの培地で菜片を培養することによってPLB形成が誘導されることが明らかと  

なった．前述の実験において，培地の調整が非常に簡便な，市販の水溶性肥料のHyponex①をべ－スとした  

Hyponex培地が，MS培地と比較してPLB形成に関して非常に有効であることが示されたラン種子の無菌発  

芽用培地として開発されたHyponexをべ・－スとするKyotosolution148）は，その後Gymbidium55r5875），Caiileya165）  

などの茎頂培養やファレノプシスの花茎腋芽培養2乳164）などの培地として，修正して用いられており，従来の培  

養に比べ効果が高いことも認められている小  

1957年にSkoog・Miuer127）がタバコの髄組織からの器官分化が，培地に添加したオl－キシンとサイトカイニン  

の彙比によって制御されることを見出して以来，これら2種の生長調節物質の相互作用による器官分化の制御は  

多くの植物について研究された．ランの茎頂培養においても，PLBの増殖に関して両物質の効果が調べられて  

いる2264・149）”本研究の結果は，ファレノブシスの乗片培養においても，NAAとBAがPLB形成誘導の制御要因  

になっていることを示している．．本研究よりわずかに遅れて開始されたHannover理工科大学におけるZimmer  

とPieperの研究102166167168）では，ファレノブシスの花茎腋芽のみの培養によって得られた幼植物を根，茎，  

乗の部分に切り分けて再び培養する方法が検討された。その結果，NAAO3ppmおよびBA2ppmを添加した培   

OLIVE 香川大学学術情報リポジトリ



ー53－   

地で，種々の培養体にPLBの形成が認められたこの場合，NAAやBA濃度が本研究に比較して低いのは，彼  

らが培地に添加したカバの木の樹液（bleedingsapofbirchtree）中に含まれる天然サイトカイニン様物質167）が何  

らかの効果を与えたからであろう．   

菓片培養用培地に，NAAとBAの他にさらにadenineを添加することによってPLB形成率が高まることが本  

実験の結果より明らかとなった．この場合，adenineの濃度が20～40ppmと高くなるとPLB形成は抑制され，  

最適濃度は10ppmであった．Skoog・Tsui128）は，adenineがタバコ茎切片における不定芽形成を著しく促進する  

ことを報告している また，PJ〟桝み‘砂塵乃dおαの茎切片93・94），グロキシニアの小花柄切片107），セントポ・－リア  

（Sai坤auliaionaniha）の菜片131）の培養において，オ1－キシンとサイトカイニンにadenine（またはadenine  

suぬte）を添加することによって，不定芽形成率が高まることが知られている“前述の結果は，これらの結果と  

－致するものである   

ReinertlO8）は，COCOnutm此とLAA添加培地で培養したニンジンの細胞を，両添加物を含まない培地に移植す  

ることによって不定胚が形成されることを報告している‥ 本研究においても，NAA，adenineおよびBAを含む培  

地で培養した菓片を，4週間後にこれらを含まない培地に移植したところ，移植しないものに比べPLB形成率  

がわずかに高まったい 培養葉片にPLBの形成が肉眼的に認められるのは置床後1カ月以降であることから，  

PLB形成の始発後は必ずしも生長調節物質が必要でないと考えられるが，この点についてはさらに詳細な検討  

を要する‖   

－・方，培養途中で菓片を糖を含まない培地に移植することによって，PLB形成が完全に抑制されることが前  

述の結果より明らかになった‖ 他属のランにおける菓片培養でこれまでにPLB形成が認められた報告  

例15，27・31・78・167）をみても，すべての場合，全培養期間を通して培地に糖が添加されている一．また，12属のランに  

ついて，茎頂，花序，菓，根など種々の培養におけるPLB形成の可儲性を確認したSagawa・Ⅹ血sa最115）の最近  

の研究においても，PLB形成誘導には糖が必要であることが示された 

茎頂培養培地にはどタミン類が加えられることがあるが，それらは種により有効23）であることも有害129）で  

あることもあって，問題は複雑である… 本研究では，Hyponex培地に含まれるinositol，micotinicacidおよび  

thiamine・HCIなどのどダミン類は，PLB形成誘導に欠くことのできないものであることが示された‖   

第2節の詣実験において，花茎培養時の培地組成および培養環境条件は，後の菓片培養におけるPLB形成に  

も強く影響することが示された．．   

花茎培養培地について考察すると，添加したBAやzea血はPLB形成に促進的に働いた．PLB形成に対し，  

これらのサイトカイニンよりもさらに有効であったのは，COCOnutWaterであった．培養菓片におけるPLB形成  

率を高めるためには，花茎培着培地にBA（25ppm）やcoconutwater（20％，V／v）を添加することが勤められる一，   

一方，花茎培養時の糖濃度は2。0％が最適であった．4％あるいは8％の高濃度の場合には，花茎片の腋芽は  

萌芽し難くなり，得られたシュートの葉は小さく，それから採取した菓片の再生詑も低かった‖   

以上みてきたように，培養材料を得るために行なう一㌧次培養の培地組成が後の培養片の二次培養における個体  

再生能に影響を及ぼす例は，ラン科植物に関しては他に全く報告例がない‖ しかし，本実験の明らかな結果を考  

えると，おそらく花茎培養培地中のBAやcoconutwaterに含まれているzeatinが花茎片を経由してシュ・一トの  

菓に移行・蓄積された結果，その菜片の再生能が高まったことが推察される．．ムシトリスミレ任癌陥野α弼賦扇一  

郎血）の乗を2ip溶液に24時間浸潰した後に培養すると不定芽形成が著しく促進されたという報告鍋）は，この可  

能性を暗示している 

花茎培養時の培養環境のうち，培養温度の影響はほとんどなかったが，日長および照度は後の菓片培養におけ   
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るPLB形成に影響を及ぼした．とくに照度の後影響は顕著で，より低照度下で得られたシュ・－トから採取した  

葉片ほど高いPLB形成率を示した＝ この原因は不明であるが，より低照度下で発育したシュ・－トほど淡黄緑色  

で，柔らかい菓が形成されたことから，さし木における黄化処理的効果と同様に，何らかの抑制物質が減少した  

ことにより葉片の再生能が高まったのかもしれない，．ところで，第2章第1節の実験において，低照度ほど休眠  

を維持する腋芽が減少し，シ・ユ・－トに発達する腋芽の割合が増加することを明らかにした．これらの結果から，  

実際の培養においては，花茎培養を1701ux程度の低照度下で行なうことによって材料源となるシュートが高率  

で得られ，しかもそれから採取した菓片の再生能をも高めることができることが示された．   

菓片培養時の光は，PLB形成誘導のために必要であり，暗黒下では菓片のPLB形成率は低下した．これまで  

に報告されている茎頂培養は，ほとんどの場合明所下で行なわれ，Cγ桝誠よお椚では1，200－2，0001uxで12時間日  

長一連続照明，Cα沼印αでは1，000～2，000luxで連続照明などの条件が採用されている“また，菓片増養におい  

ても，エαJわcα沼卯15）では1，5001ux，18時間日長，A和独血やAぶCOCβ乃血点β〝α〝お乃血31）では2，5001ux，12時間日  

長のいずれも明条件下で行なわれたこれらの結果は，ランの培養組織からPLB形成を誘導するためには光が  

必要であることを示して－いるい   

菓片の培養温度もPLB形成に影響を与え，250cが最適であり，280cではPLB形成が抑制されたぃ この傾向  

は，280cで花茎片を培養して得られたシェ∴－トの葉片の培養において顕著に認められた．ファレノブシスの腋  

芽由来の幼植物を細切して培養材料としたZimmer・Pieper167）は，培養初期の2週間は260c，その後は220cに  

低下させることを勧めている．しかし，エ彫ゐocα物α15）の菜片培養は220－250c，A和乃血やA5COCg〃血27）および  

忍β那乃ね邦血31）の乗片増養は280cの温度で行なわれており，一・般的な適温を規定することはできない∴ファレノ  

ブシスの場合は，第2車第1節で明らかになった様に，多数の菓片せ獲得するために花茎培養は280cで行ない，  

菜片培養は上記の結果より250cで行なうのが能率的と考えられる．   

培養菜片から溶出する黒色物質の蓄積を回避するために培地の更新を行なった前記の実験結果は，1～2週間  

おきに培地更新をすることによって，培養葉片におけるPLB形成率が著しく高まることを明らかにしたいPLB  

形成に対する培地更新の効果は，ファレノブシスの茎頂培養においても認められている47）＝ これらの結果は，  

黒色物質がPLB形成に対して抑制的に働くことを示唆しているが，この点についてはbioassayなどの手法を用  

いてさらに検討する必要があるだろう．   

棄片培養時の培養条件のうち，PLB形成に顕著な影響を及ぼしたのは，培養容器に用いる栓の種類であった．  

これまで，培養容器はすべてゴム栓を用い密栓としてきた．これは，q仰舶血相の茎頂培養58，160）やシュ．ンラン  

（q肌払肋澗涙柁SCβ花∫）種子の発芽促進のためにゴム栓が用いられた例56・58），あるいはカンキツ類の芽の培養で，  

その切口より発生するエチレンによって00伽s形成が促進されが2）という報告などにもとづいてゴム栓を採用  

したことによる．しかしながら，培養容器の栓として，密栓よりも通気性のあるシリコン栓やアルミホイル  

キャγプを用いた場合，高いPLB形成率が得られることが本実験によって確かめられた．このことから，培地  

更新で示されたPLB形成率の向上も更新時の菓片移植にともなうガス交換による可能性も高いと考えられた．   

黄片培養開始後に，2週間の暗処理を行なうことも菜片のPLB形成率を高めるのに有効であった．．この結果  

は，Zimner・・Pieper167・168）が花茎腋芽由来の幼植物の切片を用いて行なった実験結果と完全に一激した。本実験  

において，暗処理を行なった菓片からは黒色物質の溶出量が比較的少ないことを確認しているので，このことに  

よって菓片の再生能が高められた可能性もある．この月についても今後詳しく検討し結論を導く必要があろう．．   

以上述べてきたように，培養葉片におけるPLB形成誘掛こ関与する要因は非常に多数あったが，これら諸要  

因の作用機作はほとんど不明である。しかしながら，栄養繁殖を目的として実際に花茎培養や菓片培養を行なう   
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場合には，PLB形成率を高めるこれらの諸条件について十分考慮することが望まれる 

第5節 摘  要  

1 培地調整を簡便化するために，無機塩組成を市販の水溶性肥料であるHyponex㊦（N：P205：K20＝7：6：19，  

35g／l）とし，これにinositollOOppm，nlcotinicacidlppm，thiamine・HC11ppm，SuCrOSe20％およびagarl0％  

を加えたもの（Hyponex培地）を基本培地として，MS培地と比較した．なお，両培地ともさらにNAAlppm，  

adeninelOppm，BAlOppmを添加した… その結果，Hyponex培地ではMS培地の約2倍にあたる167％のPLB  

形成菜片率が得られ，また，PLB形成乗片あたりのPLB数もMS培地での14個に比べ37個と多く，Hyponex  

培地の有用性が示された′′   

2NAAlppmを含むHyponex培地を用いて，PLB形成に対するadenineの効果を検討したadenine単独で  

はPLBの形成は全く認められなかったが，BAにadenineを添加すると，BA単独に比べPLB形成率が高くなり，  

adenineの相加効果が示された．なお，20～40ppmの高波度のadenineはPLB形成を抑制し，最適濃度は10ppm  

であった．．   

3 adeninelOppmを含むHyponex培地に，NAAとBAを種々の膿度で組合せて添加し効果を比較したとこ  

ろ，NAAlppm，BAlOppmの舶合せにおいて，PLB形成率218％，菓片あたりのPLB数は36個となり，有効  

な培地であることが示されたしたがって，以下の菜片培養においては，これらの生長調節物質をこの濃度で添  

加したHyponex培地を用いた．   

4Hyponex培地から，この培地に含まれるどダミン類（inositol，nicotinicacid，thiamine）のどれを除いても，  

菓片のPLB形成率は低下した．   

5 最大のPLB形成誘導を示した上記培地でもPLB形成率は20％前後にとどまり，培養菓片が生長調節物質  

の存在下に長期間おかれることに問題があるとも考えられたので，この点を検討した．．その結果，4週間生長調  

節物質の添加培地で前培養し，無添加培地に移植した菓片では，PLB形成率がわずかに高められた．．なお，培  

養途中で糖を除去した培地に兼片を移植したところ，PLB形成は著しく抑制された‖   

6花茎培養時の培地に添加したBA，Zeatinおよびcoconutwaterは，彼の莱片培養におけるPLB形成率を高  

めた．これに対し，NAAおよび高濃度のsucroseの花茎培養培地への添加は，PLB形成に抑制的に働いた．こ  

のことより，花茎培養時の培地条件が乗片培養におけるPLB形成にまで影響を及ぼすことが示された．この場  

合，COCOnutWater20％（v／v）添加培地で得られた菓片が最高のPLB形成率（358％）を示した．   

7．花茎培養時の培養温度は，得られたシュ∴－トから乗片のPLB形成率に影響を与えなかった．   

8花茎培養時の日長および照度と，彼の菜片培養におけるPLB形成との関係を調査したその結果，花茎  

培餐を短日（8時間）で行なった場合，16時間以上の日長の場合に比べ，乗片培養におけるPLB形成が抑制さ  

れた．－・方，花茎培養時の照度（180－900lux）は，後の菜片培養におけるPLB形成に強く影響し，低照度ほど  

PLB形成に有効であった．   

9菓片の培養温度もPLB形成に影響を与えた．花茎培養を250cで行なって得られたシュートの菜片は，  

250cで培養した場合，PLB形成率は233％であったのに対し，280cでは10％と低下した‥ この傾向は，280cで  

花茎培養を行なって得られた菜片の培養で顕著に認められ，280cで発片を培養するとPLBは全く形成されな  

かった．したがって，花茎培養はシュ・一卜形成率の高い280cで，乗片培養は250cで培養するのが能率的と考え  

られる  

10培養葉片から培地に溶出する黒色物質を吸着させるために，培地への活性炭添加を試みたが，菜片は植   
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旬け後1週間以内にすべて枯死した。．そこで，活性炭添加のかわりに，培地の更新により黒色物質の培地への蓄  

積を回避することを試みた一その結果，1または2週間に1度新しい培地に移植した菓片では，移植しない乗片  

に比べ，PLB形成率が高まった．  

11培養容芹に，これまでの培養で用いたゴム密栓の他，通気性のよい栓またはキャップを用い培地無更新  

で培蕃した結果，ゴム密栓でのPLB形成率が13．9％であったのに比べ，通気のよいアルミホイルキャップでは  

47，2％に高まったい  

12．菓片培養開始後に，1～8週までの種々の期間暗黒とし，・その後明所下に移した… その結果，対照区の  

連続照明下では6．7％のPLB形成率であったのに対し，2週間の暗黒で30％と最も高い形成率が得られた．  

第4章 PLB形成能の種および品種間差異  

これまで白花大輪系交雑種を用いて，乗片増養におけるPLB形成に対する種々の条件の解明を行なってきた 

白花大輪系の品種はファレノブシスの切花生産の大部分をしめているが，近年種々の原種や品種の交配によって  

作出された色彩の豊かな新しい系統も用いられるようになり，これらの需要も年々増加の傾向にある．．したがっ  

て，葉片培養による栄養繁殖法を実用化するにあたっては，前述の方法がこれらの系統にも適用できるかどうか  

について検討しておく必要がある小 そこで，本章においては，この点を明らかにするために以下の実験を行なっ  

た 

第1節 PLB形成能の種間差異   

Sweet137）によれば，ファレノプシス属には自然交雑種も含めると45種が含まれており，これらは東南アジア  

を中心にヒマラヤ，中国，インド，ニュ－ギニア，北か－ストラリアなどに分布している。．   

ファレノブシスの育種過程においては，ク如J．似那加Jゐ，P如才．∫（カ肋和乃αをはじめ種々の原種がくり返し用い  

られてきた．個々の原種の再生能を調べることによって，現在栽培されている各品種を実際に増殖するときに役  

立つ資料が得られるかもしれない．そこで本節では，18種の原種を供試して，花茎培養におけるシュ・－トの発育  

および菜片培養におけるPLB形成率などを比較した．．   

材料および方法   

実験には，Phalaenopsis節7種，Slauglottis節1種，Amboinenses節2種，Zebrinae節5種，自然交雑種2種お  

よび近年注目されるようになった加摘紛頑ぬ（属間交雑種）成立の母株となった仇前払か政如〝血相の計18種  

を供試した（第44表）‖ 花茎培養および菓片培養の手順は，それぞれ第2撃および第3単に準じたい なお，花茎  

培養はcoconutwater20％（v／v）を添加したVW培地を用い，250c，16時間日長（1701ux）の条件下で行ない，莱片  

培養はNAAlppm，adeninelOppmおよびBAlOppmを添加したHyponex培地で，培養初期2週間は250c暗黒，  

その後は同温度の16時間日長（9001ux）の明所下に移した．これらの培養条件はいずれも前車までで好適とみな  

されたものである．   

結  果   

まず，菜片優待のための花茎培養を行なった‖ 増車3カ月後の腋芽の発育方向をみると，腋芽がすべて栄養的  

発育を示しシュ・－トになった種（P如上．α弼∂0ブ乃β乃Sね他3種）もあれば，シュ1－トが全く得られない種（クゐαJ  

5cゐ地相乃α他3種），6～88％の腋芽がシュ・－トに発達した種など，大きな種間差異が認められた（第40表）．  

シュ－トの平均乗数および平均黄長についても種によって異なったが，いずれも培養3カ月後には1～3枚の普   
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Table44．Comparisono＝nvitrovegetativegrow仏oflateralbudsinaower－Stalkcuttingsofvazious  

species 

Shoot gr・OW也  Per cent  
No．of  vegetative  
Cuttings  shoots  
Cultured developed  

（％）  

Av。1eaf  Section  Species  
Av．1eaf  
number  

（cm）  

タゐαJαβ犯ゆSまs  

甜削血／よゞ  

卸ゐ′Pdよお＊  

砂ゐ和dょお＊＊  

（Phalaenopsis） sanderana  

．sα乃（お，Ⅶ乃αα路α  

．scゐ盲JJgγα〝α  

5′捗α，血乃α   

（Stauroglottis）  

9
 
2
 
4
 
4
 
0
 
5
 
7
 
 
5
 
 

1
 
4
 
2
 
 
 
 
3
 
1
 
1
 
 
1
 
 

2
 
1
 
4
 
0
 
2
 
0
 
6
 
 
7
 
 
0
 
（
U
 
4
 
5
 
5
 
5
 
3
 
 
 
 
 
 
 
4
 
 
0
 
 

1
 
 

日
加
∴
“
錮
∽
－
川
 
日
 
鋼
一
日
－
m
川
”
 
 

－
 
 

－
 
 

■
 
 

α桝ム〃壱乃β〃ざね  

♂卯IJ打〟  

2
 
7
 
 
4
 
1
 
8
 
2
 
5
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
 
 

（Amboinenses）  

0
 
0
 
（
0
 
0
 
0
 
 

0
 
 
 
 
（
パ
）
 
5
 
0
 
1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1
 
 

ノおcねお  

山〃曙†ゆ山川  

（Zebrinae）   lueddemanniana  

〃JくJれイ】で  

か†JrJJれ7  

3  100  2い7  2り5  ×査乃お門循gdね  
（Naturalhybrids）  

×肋肌附加血  10  0  

加わぬ♪〝Jcゐgタカ桝α  8  50  3‥0  3…6  

Flower・－Stalkcuttingwer・eCulturedonVW＋coconutwater20％（vル）medium，at250cwitha16－h  
拉ght（170lux）い  

Data were r・eCOrded3months a氏er culture  

＊native to Philippine，＊＊native to Taiwan   

適薬の分化がみられ，1柔から6乗片程度を採取することができた（第44表）   

次に，シュ・－トから葉片が採取できた種について菓片培養を行なったところ，ほとんどの品種で培養1カ月以  

降に，菓片の向軸面にPLB形成が観察された・菓片培養においても，PLB形成率は0％り物鉱ゐ根知祓）から  

100％（P加J．×左わお仰βd由）と種間の差が著しかった“また，1乗片あたりのPLB数についても1～65個の差異  
があった（第45表，PlateII－10，11）．   

培養葉片からの黒色物質による培地の異変程度にも種間で差がみられたので，黒変程度を1－5段階で各試験  

管ごとに評価して平均値を得た（第45表，PlateIト9），しかしながら，培地の異変程度とそれぞれの種のPLB形  

成能との間には明確な関係は認められなかった．   

第2節 PLB形成能の品種間差異   

現在営利的に栽培されているファレノブシスは，実用的に6つの花色・模様の系統に大別されているが，いず  

れも複数の原種がくり返し交雑された遺伝的に極めてヘテロな品種からなる‖PLB形成能に著しい種問差異が  

あることが前節で示されたことから，原種の交雑により作出された品種の再生能にも差異があることが当然予想  

される．ここでは，6系統25品種を用いてこの点を調べた   
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Table45lComparisoninPLBformationonleafsegments甲10ngVariousspecies 

Noof   
leaf  
SegmentS  
cultuIed  

Per・Cent  
SegmentS  
with PLB   

（％）  

Avい nO．  

of PLB   
peI■  

Segment  

Degree＊  
of   
media  
blackening  

Species  

タカαJ．α桝α∂よJよs  

砂ゐ州d壷お＊  

砂ゐタPdiお＊＊  

∫（J〃（おJのー（J  

43  41．9  

54  27．8  

72  13。9  

18  16。7  

2
 
6
 
4
 
0
 
7
 
8
 
 

6
 
り
］
 
つ
J
一
l
－
じ
 
5
 
 

22  

38  

2．9  

2．8  

2．6  

2．6  

19  

sα乃鹿タⅤ乃αα路α  54  56  

5ね‘〃励乃α  48  35．4  

助成痴よ  24  0  

α桝み0壱乃g乃．Sゐ  18  16．7  

．勉scぬお  48  27．1  

Jαβ（娩椚α乃乃血刀α  48  35い4  

♪〝Jc肋Ⅶ  54  3・7  

×云乃お〝柁ed由  24  100  

4．7  1．4  

6，5  1．8  

6“4  1．5  

10  1．9  

4．8  3．4  

β0わぬ♪〝助β〝7椚α  24  20．8  5，6  2．0  

LeafsegmentswereculturedonHyponexmediumsupplementedwithlppmNAA，10ppmadenine，  
andlOppm BA．  
Data wer・e r・eCOrded5months after cultur・e”  

＊Scoredbymeansofthefollowingvisualscale：1＝nOblackenlng，5＝aumediaturnedblack，2，3  
and4＝intermediate betweenland5．  

＊＊native to Phihppine，＊＊＊native to Taiwan  

材料および方法   

系統としては，白花系3品種，自弁赤リップ系4品種，ピンク系7品種，黄花系4品種，ストライプ系4品種  

および点花系3品種を供試した（第46表）．各品種の花茎培養および菜片培養の手順，培地，培養条件などにつ  

いては前節に準じた  

結  果   

培養3カ月後の，花茎培養における腋芽のシュ1－ト形成の割合は，6品種で0％，4品種で100％，他の品種で  

は13～89％と品種によって著しく異なった（第46表）．シュ1－トの平均乗数および菓長も品種によって異なった  

が，培養3カ月後にはほとんどの品種で1－3枚の普通菓が発達した（第46表）目 しかしながら，各系統間にお  

けるシュ1－ト形成率およびシュ・－トの生長墓には，系統内の品種間差が大きいため，明確な傾向は認められな  

かった．．   

次に，シュ・－トから兼片が採取できたすべての品種について兼片培養を行なったところ，ほとんどの品種で培  

養1カ月以降に，葉片の向軸面にPLB形成が観察された．培養5カ月後のPLB形成率は，21％〈・100％と品種  

間で著しい差異があり∴3品種ではPLB形成が全く認められなかった．また，1菓片あたりのPLB数も1～  

154個と品種間で差異があった（第47表，PlateIト7，8）り   

なお，PLB形成能には系統の違いによる山・定の傾向はみられなかった．   

棄片培養による培地の異変程度にも品種間で差があり，培地の異変程度が低い品種ではPLB形成率が比較的  

高く，平均PLB数も多い傾向があった（第47表）   
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Table46．ComparisonofinviiYOVegetativegrow也oflateralbudsin80Wer－Stalkcuttingsbetween  

various hybrids 

Shoot growth  Per cent  
Vegetative   
Shoots  
developed   

（％）  

No．of  
CuttlngS  
cultured  

Av1ea董  Av．1eaf  
number  l  

（cm）   

A
 
B
 
C
 
D
 
E
 
F
 
G
 
H
 
I
 
J
 
K
 
L
 
M
 
N
 
O
 
P
 
Q
 
R
 
S
 
T
 
U
 
V
 
W
 
X
 
Y
 
 

26  5
 
6
 
9
 
 
2
 
0
 
6
 
0
 
6
 
8
 
8
 
 
4
 
5
 
8
 
 

∵
∵
∵
・
＝
H
川
 一 
 

l
 
 
 

－
 
l
 
 
 

－
 
 

－
 
 

■
 
■
 
 

White 7
 
6
 
 
0
 
（
＝
0
 
7
 
1
 
 

2
 
 
1
 
 

W昆tewith  
r■ed－hp  

6
 
4
 
7
 
3
 
5
 
5
 
5
 
 
4
 
2
 
1
 
1
 
 

2
 
 

0
 
5
 
4
 
3
 
0
 
0
 
0
 
 
3
 
0
 
0
 
0
 
 
9
 
5
 
0
 
0
 
 
0
 
5
 
0
 
 

1
 
0
 
0
 
 

2
 
2
 
 

「
∂
 
7
 
1
 
3
 
6
 
 

0
 
2
 
0
 
 

1
 
1
 
 

Pink  

W
 
 

O
 
 

…
‖
山
 
 

e
 
V
▲
 
 

7
 
4
 
5
 
7
 
 
4
 
4
 
2
 
 

2．5  4．3  

1．0  0．9  

2，5  3．1  

1．．0  1．0  

2．5  3．3  

d
 
 

e
 
 

．
 
 
h
 
 

S
 
 

Spotted  

Flower－Stalkeswerecultur・edonVW＋coconutwater20％（v／v）medium，at25◇cwitha16－hlight  

（1701ux）…  

Data were r・eCOrded3months after culture．．  

＊A，White FalconxPer’Sistent；B，Enshyu；C，（WhiteFalconxPersistent）×JimmyHall；D，  
PinkCheersxmannii；E，GeorgeWoodwardx（MakuaShor・eXPercyPorter・）；F，unkn0wn；G，  
unkn0wn；H，Callie Flyrm；Ⅰ，unkn0wn；，，KyotoxZauberrose；K，Callie Flym×［Lavender・  

Ladyx（MountKaalaxMakuaShore）］；L，LavenderLadyx［Lavender・Ladyx（ClarelenxZada）］；  
M，Zada；N，Marion Fowler；0，manniixMount Martian；P，Golden Sands；Q，Memoria  
Isolina Cestero；R，manniixPat Darby；S，P址 Cheersx［Lavender・Ladyx（Mount  
KaalaxMakuaShor－e）】；T，Zadax［LavenderLadyx（MountKaalaxMal（uaShore）］；U，【Laven－  
derLadyx（MountKaalaxMakuaShore）1×PromissingDay；Ⅴ，unknown；W，GeorgeMoler；  

Ⅹ，Lolitaxmannii；Y，Sur丘iderxgiganおa  

第3節 考  察   

茎頂培養法がq朔ぬ血仰の大袋増殖法になり得ることをはじめて示したMoTelが，この手法を他属のランに  

応用したところ培養の難易さに属間差のあることが明らかにされた83）その後，多くの研究者によって，培地  

の組成，培養環境条件および培査手法が種々の属で改良され，項在では営利的に主要なほとんどの属に適用でき   
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Table47。Compa‡isoninPLB fomation onleafsegments amongvarious hybrids・  
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1
 
 

0
 
0
 
4
 
8
 
4
 
8
 
6
 
0
 
8
 
8
 
4
 
8
 
2
 
9
 
4
 
6
 
8
 
8
 
2
 
5
 
2
 
6
 
9
 
9
 
6
 
4
 
8
 
4
 
 
 
 
3
 
4
 
4
 
2
 
4
 
1
 
3
 
2
 
 
 
 
4
 
1
 
4
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1
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＊
＊
 
A
 
B
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D
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H
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J
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S
 
T
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1
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0
 
2
 
2
 
8
 
 
9
 
5
 
3
 
 
3
 
6
 
4
 
 
0
 
5
 
0
 
 

1
 
2
 
2
 
 
2
 
2
 
2
 
 
2
 
2
 
2
 
 

9
 
0
 
8
 
 
5
 
 

6
 
0
 
5
 
 

1
山
 
「
⊥
 
3
 
 

1
 
 

8
 
3
 
7
 
 

3
 
n
O
 
6
 
5
 
 
 
 
6
 
 

Leafsegmentswerecultur・edonHyponexmediumsupplementedwithlppmNAA，10ppm  
adenine，andlOppm BA．  
Data were recorded5months after culture 

＊Leafsegmentswereobtained丘・OmShootsformedonthebasalnodeofreproductiveshoot  
developed after culturingflower－Stalk cuttlngS‖  

＊＊See botnotes of Table42，  

る技術となった   

－・方，茎頂培養による増殖の難易度を，同属内の種または品種を用いて比較した研究もいくらかなされている  

茎頂培養が困難であったCait妙aでは，Scuuy126）が数属の原種の培養を試み，市橋・加古41）も原種や品種間の  

比較を行ない活着率に差のあることを指摘した。q朋ぬ肋仰では，Kano58）が茎頂培養の成功率に種間差のある  

ことを明らかにしたこれらの結果はいずれも，茎頂培養による再生能に種または品種間差が存在することを示  

している．   

このような理由から，本実験においては，ファレノプシスの菜片培養による繁殖法が，実際の場面で用いられ  

るときに遭遇するであろう上述のような種間・品種間の再生能の差異について調査した．   

まず，品種作出の母体となった原種についてみると，花茎片の腋芽がシュ1－ト形成に向かう割合，シュートの  

平均乗数および♯長などに関して明らかに種間差異が存在した．花茎培養に関するこれまでの研究においては，  

PゐαJ．α〝∽∂壷Jまs111），タ如J．5Cゐ地相乃αおよびP加J，Sα乃ゐ和那150）以外の原種は用いられておらず，しかも腋芽の各  

発育方向の割合や生長鼻についても詳細に調べられていないので，本実験の結果と比較することはできない 
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本手法による繁殖効率は，上述のシュ・－ト形成率，乗数（採取できる乗片数），さらにPLB形成率や平均  

PLB数の積によって決定されるこの中でも特に重要なPLB形成率は，種によって著しい差異がみられた．．－・  

般に，PLB形成率の高い種は平均PLB数も多く，逆に形成率が低い場合は平均PLB数も少ない傾向が認められ  

た．   

以上述べてきた再生能の種間差異は，すべて同一L培養条件のもとで示されたものであったことから，これらの  

差異がそれぞれの種の組織・形態学的および内生生長調節物質の質的・壷的差異に由来している可能性を暗示し  

ている．この点を明らかにするための一手段として，兼片の内生生長調節物質の活性を調査する必要があろう．   

ついで，多数の品種を用いた実験の結果は，種において得られた結果と同様の傾向を示したり 現在営利的に栽  

培されているファレノブシスの品種が，複数の原種や品種がくり返し交雑された遺伝的に極めてヘテロなもので  

あることから，ここに示されたPLB形成能の品種間差異は，その育種の過程で用いられた原種の再生能に起因  

することが示唆された．この点については，再生能の高い種と低い種を用いて相互交雑を行ない，後代の再生能  

を調査することによって証明していきたい．．トマトにおいてはすでに，不定器官分化能の遺伝について調べられ  

た0址iら98）の興味深い研究がある．   

培養乗片から溶出する黒色物質による培地の黒変程度も品種間で差が認められた小 同一・系統内でみると，異変  

程度が低ければPLB形成率が比較的高くPLB数も多いが，逆に異変程度が高い品種ではPLB形成率も低い傾  

向があった‖ これらの観察結果と，第3章第3節で示された乗片培養時の培地更新の実験結果から，黒色物質の  

畳の多少もPLB形成能を支配している可能性のあることが推察されたい この点についてはさらに検討する必要  

がある．   

Zhnmer・Pieper167）は，前述の研究において，Phal．Lipperose，Phal．ZauberroseおよびPhal‖ZadaXPhaLZada  

‘Emma’などの品種を用い，PLB形成の誘導を試みたが，PLB形成率などについての詳しい記述はない… －・方，  

本研究と同一・の方法で，実用段階で行なわれた菓片培養では，品種によって5～20％のPLB形成率が得られて  

いが6）小 本研究においても，多くの品種（86％）が花茎培養と組合せた葉月培養によって確実に栄養繁殖でき  

ることが分かった．なお，現在の営利栽培の主要系統である白花大輪種は，検討↓た範囲では，容易に増殖でき  

ると考えられる‖   

第4節 摘  要  

1ファレノブシスの育種過程で用いられてきた原種18種について，花茎培養におけるシュ・－トの発育および  

菓片培養におけるPLB形成率を比較した，培養は，前章までの白花交雑種の培養において最高の結果が得られ  

た培地・培養条件で行なった．．   

2 まず，菜片優待のための花茎培養を行なったところ，腋芽がすべてシュ1－トになる種（ク如J．α桝∂0よ乃β花Sよs  

他3種）もあれば，シュートが全く得られない種もあり，大きな種間差異が認められたけ   

3乗片培養においても，PLB形成率は0％（P肋J．触感ぬ査）から100％（P如J．×加おタ朔βd由）と種間の差が著し  

く，1菜片あたりのPLB数についても1～65個の差異が認められた．   

4原種を用いて得られた結果から，品種によって葉片培養による増殖能率にも差があることが予想されたの  

で，花色の異なる6系統25品種を用いてこの点を調べた‥ まず，花茎培養におけるシュ、一卜形成の割合は，6品  

種で0％，4品種で100％，他の品種では13～89％と，品種によって著しく異なった．．   

5 シュ・－トから菓片が採取できた品種について菓片培養を行なったところ，ほとんどの品種で培養1カ月以  

降にPLB形成が観察されたが，PLB形成率は21～100％と品種間で著しい差異があり，3品種ではPLB形成が   
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認められなかった．．また，1菓片あたりのPLB数についても1－154個と品種周で差異があった，．なお，花色  

の違いによるPL王∋形成能には一定の傾向はみられなかった 

6乗片培養における培地の黒変化の程度にも品種間で差があり，あまり異変させなかった品種ではPLB形  

成率が高く，平均PLB数も多い傾向が認められた  

第5章 PLBの増殖と幼植物の分化  

培養菓片に形成されたPLBは，ラン種子の無菌発芽用培地に移植すると容易に幼植物に発達するが，通常1  

PLBから1個体しか得られない．幼植物を大量に得るためには，PLBの段階でこれを増殖しておく必要がある 

茎頂由来のPLBの増殖法は，Cγmbidium，Cattl砂a，DendYObium，Vdndaなどの属で確立されており，PLBの分  

寄れ 液体培地への移植，通気培養など種々の手法で行なわれている 

ここでは，菓片培養によって得られたPLBの液体回転振とう培養および分割などの物理的処理がPLBの増殖  

に及ぼす影響を調べた 

さらに，これらの増殖したPLBから幼植物を得るための移植培地についても検討した 

材料および方法   

Phal．amabilii系交雑種（5～6年生）の花茎培養由来の菓片を培養して得られたPLBを，COCOnutWater20％  

（v／v）を添加し，SuCrOSeおよびagarを除いたVW培地で回転振とう培養（160rpm）に移した”培養条件は，250c，  

16時間日長（5001ux）とした 

次に，PLBに加える種々の物理的処理が，新たなPLBの増殖に及ぼす影響を調べた．実験を進めるにあたっ  

て，大きさの均一・なPLBを得ることが困難であること，培養菓片に形成されるPLBが種子由来のプロトコーム  

e ①  

i i  i i i  

A  B  C  D  E  

Figい22・DiagramillustratingvaIiouswaysofincisionofprotoco＝n  

45－day－01dprotocormhIOmSeedwas cutandculturedasindicatedinthe  

followng criteria：  

A＝longitudinalhalf  

B＝apicaltip removed  

C＝tissues ofprotocomprickedwith red－hotneedle丘Om apicalend  

D＝apicalhalfoftransverse cut  

E＝basalhalf of transver・Se Cut  

ProtocormsoperatedwereculturedonMSmediumsupplementedwithlppm  

NAA and O1ppm kineth   

OLIVE 香川大学学術情報リポジトリ



－63－   

と形態的に非常に類似していることなどから，ここではまず，PLBのかわりにプロトコ・－ムを本実験の材料と  

して用いることとしたPJ昭Jα〝昭∂∠Jまs系交雑種の無菌播種後45日のプロトコ1－ムを用い，これに第22図に示し  

たような5種類の物理的処理を加えて，MS培地（NAAlppm，kinetin01ppm，SurCrOSe20％，agarl0％）に植  

付けた‖ 培養条件は，250c，16時間日長（9001ux）とした．   

同様の目的で，菜片培養由来のPLBを横断2分割し，前述の花茎培養用培地（coconutwater20％（vル）を添  

加したⅥⅣ培地）に，切口を培地面につけて置床し，培養片における新たなPLBの増殖の様相を観察した．．   

PLBから幼植物を得るための移植培地を検討するために，ラン種子の無菌発芽用培地を3種類準備し，実生  

幼宙の培養菓片に形成されたPLBを移植した．培養条件は，250c，16時間日長（9001ux）としたけ   

結  果   

（1）PLBの増殖   

液体回転振とう培養を行なった場合，PLBの  

33％は新しいPLBを増殖することなくそのまま幼  

植物に発達したが，他のものは1PLBあたり平均  

108個の新しいPLBを形成した（Plate・II－12） 

種子由来のプロトコ・－ムに種々の物理的処理を加  

えて50日間培養した結果を第23図に示した．プロト  

コ1一ムの横断2分割を行ない，その下半分を切口を  

培地面につけて植付けたすべての培養体は新たに  

PLBを増殖し，平均PLB数も76個と最大であっ  

たい これに対し，縦断2分割を行なったものは，  

PLB形成率は80％と最も低かった．培養片あたり  

に形成されたPLB数が最も少なかったのは，横断  

2分割を行なった上半分の切片であった 

次に，花茎培養由来シュ1一トの乗片を培養して得  

られたPLB（品種L）を横断2分割して再培養を  

行なった結果，下半分の切片はすべて新たなPLB  

のみを増殖し，その平均数は137個であった．これ  
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Fig．23… Formation of daughter PLB in oper’ated－  

pI■OtOCOrm・  

＊See footnotes ofFig．22小  

Table481Comparisonofdaughter－PLBfbrmationandJorshootdevelopmentbetweenupper・andlower  

halfof cut PLB 

Developed organ on culture  

PLB and Shoot  PLB  No of 
Cultured  

Section  
No．of  
PLB／  
cultur.e 

No of 
PLB／  
cuIture  

Upper  16  31  1．0  38  5‖3  31  

LoweI・  16  0  100  13．7  0   

Hybrid used：LavenderLadyx［Lavender Ladyx（ClarelenxZada）］   
PLBsweretransversal1ybisected，andculturedonVW十COCOnutWater20％（v／v）medium，at250c  
with a16－h hght（9001ux）．   

Data were recorded55days after culture。   
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に対し，上半分の切片は，その31％がPLBと  

シュ・－ト，38％がPLBのみ，31％がシェ・－トの  

みをそれぞれ形成した“このうち，新たにPLB  

のみを形成した切片では，1切片あたり5－1個の  

PLBを形成するにとどまった（第48表，PlateIト  

13）‖   

（2）PLI主からの幼植物の分化   

3種類の培地における培養2BO日日の幼植物の  

生育状態を調査した，．その結果，生育に対する培  

地の影響はほとんどなく，いずれの培地において  

も，十分実用に供しうる健全な領が得られた（第  

24図）…   

考  察   

茎頂培養によって得られたPLBをさらに増殖  

する方法は，現在ではほとんどの属において確立  

されている．たとえば，q脚戯成お肌では，液体回  

転培養160），PLBの分割83・85・149），通気培養66・103）  

などの培養手法や，培地に添加する生長調節物  

質22・74），種々の添加物質2374）などに関して詳細  

な研究がなされてきた．．しかしながら，菜片培養  

で形成されたPLBについてのこの方面の研究は  
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Fig．．24．E鮎ctofvariousnutrientmediaonthegr’OWthand  
development of PLBs derived丘■Om Culturedleaf  

Segment‖  

Data were recorded280days after’tranSplanting．  

KC＝Knudson C medium（1946）  
H－1＝Hyponex（N：P205：K20＝7：6：19）3．Og／J，ap－  

plejuicelO％（v／v），SuCrOSe3．5％，agarl。5％．  

H－2＝Hyponex（N：P205：K20＝20：20：20）3”Og／l，  

applejuicelO％（v／v），SuCrOSe3．5％，agarl，．5％…  

非常に少ない．   

この研究では，培養菓片に形成されたPLBは，2つの方法，すなわち液体回転据とう培養とPLBの分割切片  

の培養によって，さらに大量増殖できることが明らかになった．   

PLBの増殖には，SuCr・OSeは不用であるとの報告45，4873141142）があるので，本実験の液体回転振とう培養には，  

sucroseを除去しcoconutwater20％（vル）を添加したVW培地を用いた‖ この培地は，SarCantheneラン  

（PゐαJαg乃ゆSゐ，侮形動，A，Ⅶ刀あ加わぬなどを含む）の茎頂，花序，乗および根の各培養によって得られたPLB  

の増殖に好適な培地である115）．また，ファレノブシスの腋芽培養26）やA，Ⅵ〝ぁおよびA．scocg乃ゐの菓片培養27）  

によって得られたPLBの増殖にも，この培地を用いることができるとの報告もある‥ 本実験の結果は，この培  

地の有用性を確認することになった．．   

種子起源のプロトコ・－ムに加える物理的処理のうち，PLBの増殖に最も有効であったのは，これまでにも報  

告149）があるとおり，横断2分割を行なった下半分の切片せ，切断面を培地につけて植付ける方法であった．．そ  

こで，菓片培養によって得られたPLBを用いて同じ実験を行なったところ，全く同様の結果が得られた．この  

場合，横断2分割の上半分の切片はシュ・－ト形成に向かうものが多く，新たに形成されたPLBも少なかった．  

これは，上半分の切片は，その先端に生長点を有し，PLBの増殖よりもむしろシュ・－ト形成に向かうことが優  

先されたためと考えられる．なお，この実験に用いた培地は，COCOnutWater20％（v／v）を添加したVW培地であ  

り，SuCrOSe（20％）も添加されていたこのことより，SuCrOSeの除去は，PLBの増殖には必ずしも必要でな  

いことが示された．   

OLIVE 香川大学学術情報リポジトリ



－65 －  

Greisbach34）は，本葉片培養法によって得られたPLBを，indoleacetylglycine（05mg／l）を添加した培地に移  

植すると，PLBの増殖率が高まることを報告している。また，Zimmer・・Pieper167）は，腋芽培養によって得られ  

た幼植物を分割した培養片からPLBを得，それぞれのPLBを幼植物に発達させ，これをくり返すことにより増  

殖を試みている．．これらの報告から考えても，ファレノプシスの兼片培養によって得られたPLBの増殖は比較  

的容易であると考えられるい ただし，Cγ桝∂城α偶において，茎頂由来のPLBの増殖には品種間差異のあること  

が認められている76）ので，ファレノプシスにおいてもこの点については，今後検討する必要があろう‖   

このようにして増殖した個々のPLBから幼植物を分化させる培地について検討した上述の結果は，ランの無  

菌発芽に用いられているような培地であれば実用上ほとんど問題なくこれに流用できることを明らかにした・・他  

の乗片増養に関する報告をみても，Laeliocaitlqya15）ではKnudsonC培地，Renanhmda31）ではVW培地のように，  

無機塩類と糖のみから成る単純な培地が用いられている．．これらのことから，茎頂培養の場合と同様に，菓片培  

養によって得られたPLBから幼植物を分化させることは極めて容易であると言えるい   

以上みてきたように，培養乗片からのPLB形成誘導，PLBの増殖およびPLBからの幼植物分化という－連の  

栄養繁殖過程における問題がほぼ解決されたことから，黄片培養は他のランにおける茎頂培養と同様，ファレノ  

ブシスの効率的な栄養繁殖法となり得るであろう．   

摘  要  

1菜片培養によって幼植物を大患に得るためには，PLBの段階でさらにこれを増殖しておく必要があるこ  

とから，PLBの増殖法について検討した“   

2．菓片培養で得られたPLBを回転板とう培養（VWの無機塩類溶液にcoconutwater20％添加）に移したと  

ころ，33％のPLBは新しいPLBを増殖することなくそのまま幼植物に発達したが，他のものは1PLBあたり平  

均137個の新しいPLBを形成した。．   

3種子起源のプロトコ1－ムに種々の物理的処理を加えてMS培地（NAAlppm，kinetin01ppm，SuCrOSe  

2－0％，agaI・10％）に植付けた結果，プロトコ－ムの横断2分割を行なって得られた下半分の切片はすべてが  

新たにPLBを形成し，平均PLB数も76個と他の処理に比べ最大であった，   

4次に，菜片培養によって得られたPLBを横断2分割し，COCOnutWater20％を添加したVW培地に切口を  

培地面につけて植付けた．．この場合，下半分の切片はすべて新たなPLBを増殖し，その平均数は137個であっ  

た．これに対し，上半分の切片は，その31％がPLBとシュ∴－トの両方を形成し，38％がPLBのみ，残りの31％  

がシュ・－トのみを形成した小 このうち，PLBのみを形成した切片では，平均51個のPLBを増殖するにとど  

まった．   

5菜片培養によって得られたPLBから幼植物を分化させる培地について検討した結果，山般にラン種子の  

無菌発芽に用いられるような培地であれば十分実用に供しうる健全な甫が得られることが分かった・・  

第6草 葉片培養により得られた植物体の花の形質  

ラン科植物の茎頂培養による大患増殖は，現在約21属において商業的規模で行なわれているが，培養による突  

然変異の発現率は001％以下である119）．．この場合，増殖されたメリクロンの数が1万を超えなければ変異は全  

く見られないと言われている．しかしながら，菓片増養に関しては，このような変異出現に関する研究報告はな  

されていない．ここでは，菜片培養によって得られた栄養系個体群の花の諸形質を，母植物のそれと比較するこ  

とによって，変異出現の可能性の有無を調べた．   
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材料および方法   

第4章で得られた19品種および12原種のPLBを，Hyponex（N：P205：K20＝7：6：19）3Og／l，Nitsch微量要素  

（1967），inositollOOppm，nicotinlcacidlppm，活性炭2g／l，SuCrOSe30％，agarlO％を含む培地に移植した  

PLBから発達した幼植物が，いずれも2～3乗齢時に達した5－7カ月後に（PlateIII，14），フラスコより取出し  

て鉢上げし，温室で慣行法によって栽培を行なった（PlateIII，15）．鉢上げ後2年を経過した1984年3月までに  

5品種（第4章第2節で用いた品種A，B，D，Hおよび0）が開花した（PlateIII－16），   

これらの開花個体において，花色，模様，花型，花の大きさおよびcauus（1）ップの基部にある突起で，  

Sweet137）はこれをファレノブシスの種の分類に用いた）について観察した．また，それぞれの母植物について  

も同様の観察を行ない，変異の右無を推察した．．   

観察結果  

1984年1月から3月の間に開花した5品種について，菜片培養由来の植物体およびそれらの母植物（花茎培養  

によって得られた植物体も含む）の花の諸形質について，園芸学的見地より比較した結果，これらの花の諸形質  

は同一であり，培養による変異はなかったものと考えられた（PlateIII－17，18）．   

考  察   

培養組織およびこれに由来する植物では，遺伝的変異を伴うことが普通と考えられていが7）．  

Nishiyama・Taira92）は，Nicotianaalahlの髄組織由来のカルスから異数体植物を得たが，これは2n植物の親織培  

養によって異数体植物を育成した最初の報告である。その後，タバコ単細胞由来のカルスから再分化した植物  

体87）で報告されたように，倍数体と異数体の再分化植物は多くの種で知られている．この点において組織培養  

は，変異体を育種的に利用する場合には適しているが，植物の栄養繁殖法としては－・般に不都合である“このよ  

うな理由から，本研究においても，葉片培養によって得られた花の形質を観察することは重要な問題であるハ   

写真（PlateIII，17，18）が示すように，菓片培養由来の植物体と母植物の花の詣形質（実用形質）は外見的には  

全く同一であり，培養による変異はなかったものと推察された．ランの組織培養による増殖が1万を超えなけれ  

ば増殖植物は母相物と同一であるが，万単位の場合には，突然変異発生率は001％以下と考えられており，実用  

的にはほとんど問題はない119）   

しかしながら，Va5arabhaya154）は，DendYDbiumのメリクロンの過程で倍数体が生じたことを報告している‖ ま  

た，加古53）は，q朝餉鋤抑の茎頂培養由来の植物体について，4種類の変異を報告し，田中・長久139）はq脚励一  

成α偶のメリクロン突然変異体には，倍数体，異数体および染色体数の変化を伴っていないものの3種類がある  

ことを認めている．このように，ランにおいても培養による変異体出現の可能性は否定できないハ   

ー方，Vacd155）は，体細胞からの胚発生（Somaticembryogenesis）で生じた再分化植物体は，染色体変異も表現  

型の変異もなく母植物と同じで2倍体であろうと述べている．いずれにしても，今後，未開花の多数の品種も含  

めて，葉片培養由来植物体の細胞遺伝学的研究を中心に，変異体出現の有無を確認する必要があろう．   

摘  要  

119品種および12原種のPLBから発達した幼植物を，いずれも2－3菜齢時に達したときフラスコより取  

り出して素焼鉢に鉢上げし，温室で慣行法による栽培を行なった．鉢上げ後2年を経過した1984年3月までに，  

5品種が開花した．   

2これらの花の形質は母植物のそれと同一であり，培養による変異はないと考えられた．   
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結  曇ゝ 百聞  

緒言でも述べたように，本研究は，ファレノプシスの菓片培養によるPLBの形成さらに幼植物の育成を目的  

として，培養材料の検討，培地組成および培養条件等について基礎的知見を得るとともに，栄養繁殖技術を確立  

するために行なったものである．   

まず，棄を培養材料として用いた場合，培養菓片にPLBの形成が認められ，菓片増養による栄養繁殖が可能  

なことが確かめられた・種々の培養材料せ検討した結果，棄片培養によって栄養系の増殖を計る場合は，まず花  

茎片の培養によ ってその腋芽の発育による幼棄を得（花茎培養），次にその菓片せ採取し培養してPLBを得る方  

法（菓片培養）が，最も優れた方法であることがわかった．   

第25図は，本栄養繁殖法の手順を示したものである．花茎培養および菓片培養の培地・培養条件に関して得ら  

れた結果から，ファレノブシスの栄養系増殖を最も効率よく行なう手順は次のようになる．   

花の形質を確認したのち，花茎を1腋芽ずつつけて長さ1cmに切り分け，COCOnutWater20％（v／v）またはBA  

25ppmを添加したVacin・Went培地に植付ける．これを280c，1701ux，16時間日長の条件下で培養して腋芽を萌  

芽させ，2－3菓時に最上乗から6～8mm平方の菓片せ採取する．，次に，これらの菓片をNAAlppm，ade血e  

lOppmおよびBAlOppmを添加したHyponex培地に置床後，250cで2週間は暗黒，その後9001uxの16時間日  

長で培養すると，1カ月後にはPLBの形成がみられる．この間培地がひどく異変した場合は，培地の更新が望  

ましい・・約3カ月後にこのPLBを分割して花茎培養用培地に移し，照明下の乗片培養時と同じ培養条件でPLB  

の増殖をはかる・増殖したPLBを個々にラン種子の無菌発芽用培地に移相して，幼植物への発達を促す‖ この  

幼植物は約半年後に鉢上げが可儲となり，2・－3年後には開花が期待される．   

なお，品種およびこれの母体となった原種間で，個体再生能力にはかなり差がみられたぃ なかには上記の培  

地・培養条件では全く再生されなかったものもあり，この点は今後の検討を要する目 しかし，現在営利栽培され  

ている多くの品種（白花系）では問題がなく，本繁殖法によって，現在の要求を満たすだけの大量の栄養系増殖  

は可能である   

ランの茎頂培養はウイルスフリ一株の育成を目的として開始されたが，その後は栄養繁殖の手段としてのみ用  

いられてきたため，現在ではウイルス除去への配慮はほとんど払われていない，以上述べてきた本栄養繁殖法に  

よってもウイルス除去は望み得ないと考えられるので，選抜された母株は衛生的に取り扱っておく必要がある。．  

なお，ウイルスフリー株を育成しなければならない場合は，菜片培養によって得られたPLBから無ウイルス部  

分を得る方法が考えられよう。  
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Studies on the Clonal Propagation of Phalaenopsis 
through zn vztro Culture 

Michio TANAKA 

Summary 

Phalaenopsis, being a monopodial, rarely produces vegetative offshoots. For this reason, a reliable 
methods of vegetative propagation has long been expected.. Excision of shoot tips or axillary buds from 
adult plants causes inevitable damage on mother plant and, in addition, an amount of explants available is 
limited. Therefore, it is considered to be desirable to use leaf tissue as explants.. The present studies 
were carried out to establish the convenient methods for clonal propagation in Phalaenopsis by means of in 
vztro culture of leaf segments. 

Section I of this study was undertaken to examine the capability of producing protocorm-like body (PLB) in 
leaf segments from various sources, such as seedlings, adult plants, and shoots derived from flower-stalk 
cuttings cultured in vitro. Any leaf segment from various sources showed the regenerative capability, but 
those from flower-stalk origin are preferable to others because they had high potentiality in PLB formation 
and brought about no damage to selected mother plants.. 

Lateral buds on flower-stalk cuttings cultured in vitro show three growth patterns; remaining dormant, 
growing vegetatively (shoot formation), and growing reproductively (secondary flower-stalk formation). 
Therefore, section I1 of this study dealt with the various factors affecting the production of shoots from 
flower-stalk cuttings in order to get a large number of leaf segments for culturing. 

It was found that when 4-cm flower-stalk cuttings with one axillary bud were cultured on Vacin and Went 
(VW) medium supplemented with 20% coconut water., under low light intensity (170 lux) with a 16-h light at 
25"C, about 80% of the buds developed into vegetative shoots. Under the light intensity of 900 lux with a 
16-h light at 25"C, culturing 1-cm flower-stalk cuttings on the same medium gave 87% shoot production. 

When the flower-stalk cuttings were cultured on VW medium supplemented with 5 or lOppm 
N6-benzyladenine (BA) at 28°C with a 16-h light (500 lux), all the buds on the flower-stalk cuttings grew into 
shoots. There existed, however, the malformation of shoot development in some extent. 

Culturing the flower-stalk cuttings using VW medium containing 20% coconut water, at 28°C with a 16-h 
light (5001ux), gave only 66% shoot formation. Similarly only about 36% of shoot production were 
obtained when the flower-stalk cuttings were cultured on the same medium at 25°C with a 16-h light 
(500 lux). 

Varing the daylength during culture has no effect on the production of shoot from the cuttings. 
When flower-stalk cuttings were transferred onto nutrient medium, these explants were often 

contaminated with a wide range of micro-organisms using the conventional sterilizing chemicals.. Usually 
from 20 to 25% of the cultures were contaminated when they were surface-sterilized with calcium 
hypochlorite solution.. 

A new method was devised to overcome this contamination problem. The flower-stalk cuttings were 
first sterilized with Wilson solution (7% calcium hypochlorite solution) for lOmin, after which they were 
immersed in antimicrobial solution for 30 min in the dark. The flower-stalk cuttings were then transferred 
onto the nutrient medium and 1 ml of the microbial solution was added to the surface of the medium. The 
cultures were then placed in the dark for 10 days after which they were transferred to light condition at 25°C. 
This procedure gave 97% asepsis. 
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The antimicrobial solution used consisted of: Benlate 10 ppm, pentachloronitrobenzen (PCNB) 25 ppm, 
thiabendazole (TBZ) 100 ppm, rifampicin 10 ppm, ampicillin 500 ppm, and vancomycin 50 ppm. 

When only the antimicrobial solution was used, some fluctuations of asepsis were observed on each 
experiment.. The results obtained from the susceptibility tests of bacteria isolated from flower-stalks to 
various antibiotics suggested that such fluctuation depended on the presense or absence of some types of 
Gram negative bacteria. 

In section I11 of this study, various factors affecting the formation of PLBs in leaf segments were 
investigated. 

When leaf segments of about 6-7mrn square were cultured on Hyponex medium [Hyponex 
(N : P205 : K20 = 7 : 6 : 19) 3.. 5 gll, inositol100 ppm, nicotinic acid 1 ppm, thiamine HCI 1 ppm, sucrose 2.0%, 
and agar 1.0%] supplemented with NAA 1 ppm, adenine 10 ppm, and BA 10 ppm, 16.7% of the leaf 
segments produced PLBs. This was found to be the best medium for PLB formation when compared to 
other media used in this study. 

The conditions under which the shoots were developed from the flower-stalk cuttings had tremendous 
influences on the subsequent formation of PLBs in leaf segments.. The optimum condition to culture the 
flower-stalk cuttings was obtained on VW medium containing 20% coconut water at 25°C with a low light 
intensity of 1701ux. This gave the highest rate of PLB formation in leaf segments. 

In order to obtain good results, leaf segments need to be transferred onto new medium every one to two 
weeks. good results were also obtained by transferring the cultures under the light condition after 
those were incubated for two weeks in the dark. 

Aeration was important when culturing these leaf segments.. Culture vessels covered with alminium foils 
gave higher PLB formation than those plugged with rubber of silicon stoppers. 

Section IV of this study was devoted to testing the response of various species and types of hybrids to this 
method of propagation. Twenty five hybrids consisting of six general types: viz. white, white with red lip, 
pink, yellow, stripe, and spotted, were used.. The flower-stalk cuttings were cultured on VW medium 
containing 20% coconut water at 25°C with a 16-h light (170 lux), while leaf segments were cultured on 
Hyponex medium supplemented with NAA 1 ppm, adenine 10 ppm, and BA 10 pprn at 25°C with a 16-h light 
(9001ux). Nineteen hybrids were successfully propagated. Of the 6 hybrids which failed to respond, 
three hybrids produced no shoots from the flower-stalk cuttings, while for the remaining three, the leaf 
segments did not form PLBs.. 

There were, however, differences between various hybrids in the number of PLBs formed per leaf 
segment, in that it ranged from 1 to 15.4 PLBs. This indicated that some hybrids were easy to produce 
PLBs, whereas others difficult. 

Eighteen Phalaenopsis species (including one Doritis species) were also used to test this method of 
propagation. Twelve species were successfully propagated using this method. These species were: 
Phul. amabilis, Phal. aphrodzte (Philippine type), Phul, aphrodite (Taiwan type), Phal.. sanderana, Phal. 
sanderana alba, Phal,, stuartiana, Phal. amboinensis, Phal. ,fmciata, Phal, luddemanniana, Phul,, pulchra, 
Phul, X intemzedia, and Doritis pulchewima.. Of the 6 species which did not positively respond to these 
propagation methods, four species did not produce shoots from the flower-stalk cuttings, whereas the other 
two species did not form PLBs in leaf segments. Of the species in which the leaf segment culture was 
successful, the number of PLBs formed per leaf segment varied from 1 to 6..5 PLBs depending on the 
species concerned.. 

Section V of this study was devoted to studying the method of proliferating the PLBs and their subsequent 
development to plantlets. 

Secondary proliferation of PLBs which were already formed in leaf segments will be of importance in 
obtaining a numerous plantlets.. 
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When the PLBs were bisected transversally and the basal sections were placed upside down on VW 
medium containing 20% coconut water, it was found that each section produced daughter PLBs of 13 7 in 
the average 

To obtain plantlets, PLBs were cultured on the medium contained Hyponex 3 Ogll, Nitsch's 
microelements (1967), inositol lOOppm, nicotinic acid 1 ppm, activated charcoal 2 0 gll, sucrose 3 0%, and 
agar 1.0%. 

The final section of this study was to determine whether the regenerated plants express the original 
mother plant characters such as flower color and shape This fact, though simple, is very important for the 
practical application When the employment of a clonal propagation gives the high frequency of variation of 
plants, this method will not be useful. It took 5 to 7 months to obtain plantlets from the PLB stage in the 
flask All these plantlets were planted using a conventional way in the greenhouse. In 1983, after 22 
months of growth, many plants from similar to their respective mother plants These results confirmed 
that the clonal propagation method of Phalaenopszs mentioned above will have a commercial value 
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