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研究成果の概要： 
 永年性木本果樹のカキを材料として、幼若組織と成熟相組織について不定胚の誘導を試みた。

幼若組織である未熟種子の胚軸・子葉をサイトカイニンのベンジルアデニン(BA)とオ－キシン

の 2,4-ジクロロフェノキシ酢酸(2,4-D)を組み合わせて添加した培地で培養することによって

不定胚が誘導され、植物体が再生された。いっぽう、成熟相に達した植物体の葉片はサイトカ

イニンのチジアズロン(TDZ)を高濃度で添加した培地で不定胚が誘導されたが、幼植物体の再

生までには至らなかった。 
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１．研究開始当初の背景 
 果樹類の組織・細胞培養系において植物体
の再生は不定芽か不定胚かのいずれかを経
由して行われる。不定芽形成するか、不定胚
形成するかは果樹の樹種によって異なるよ
うであるが、樹種によっては不定芽形成もす
れば不定胚形成もするものもある。また、不
定芽形成するか不定胚形成するかは培養に
供する植物体の齢や器官の種類によっても
異なってくるようである。しかしながら、不
定芽形成と不定胚形成を比べた場合、不定胚
形成の方が栄養繁殖を目的とした大量増殖
や遺伝子組換え体を作製する上でより効率

的であると考えられる。申請者らは、これま
でカキの組織・細胞培養において植物体再生
系を確立してきたが、成熟相に達した組織か
らの植物体再生はつねに不定芽経由によっ
てのみ行われ、品種によっては再生したシュ
－トからの発根がきわめて困難な場合があ
り、苗木生産の上で問題があった。したがっ
て、果樹のような永年性作物の優良品種の自
根苗を大量生産したり、既存の優良品種につ
いて特定の有用遺伝子を導入した個体を多
数育成するためには、成熟相にある植物体か
らの不定胚形成が可能になれば実用的にき
わめて有意義である。 
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２．研究の目的 
上述の通り、果樹の優良品種の栄養繁殖や遺
伝子導入のためには、成熟相に達した器官か
らの不定胚形成が行われることがきわめて
効率的で有利である。本研究では、まず、こ
れまでの研究報告に照らして不定胚形成が
比較的容易であると考えられる幼若組織に
ついて不定胚誘導を試み、次いで同様な条件
が成熟相組織での不定胚誘導にも適用しう
るかどうかを検証し、もし適用できないとな
ればどのような条件による不定胚誘導が可
能かどうかを探索・検討する。 
３．研究の方法 
（１）カキ未熟種子の胚軸または子葉組織か
らの不定胚誘導と植物体再生 
➀カキ品種‘富有’と‘次郎’を供試して放
任受粉によって得られた果実の未熟種子の
胚軸と子葉を摘出・切除し、暗黒条件下で
2,4-ジクロロフェノキシ酢酸(2,4-D) とベ
ンジルアデニン(BA) とを種々な濃度の組み
合わせで添加した MS 培地（固化剤として
0.3% ゲランガム使用）で培養し、不定胚の
誘導を試み、光条件下での植物体の再生をは
かった。 
➁次いで、カキ品種‘水島’の放任受粉によ
って得られた果実の未熟種子の胚軸を摘
出・切除し➀で不定胚誘導に有効であった
2,4-D と BA の組み合わせ濃度と、さらに別
にフェニルウレア型サイトカイニンである
チジアズロン(TDZ)を単独またはインド－ル
酢酸(IAA)と種々の濃度段階で組み合わせて、
それぞれ MS 培地で暗黒または光条件下で培
養し、不定胚誘導と植物体再生を試みた。 
（２）カキ成熟相組織からの不定胚誘導 
➀成熟相組織である‘次郎’の葉原基由来カ
ルスおよび、このカルスより不定芽形成によ
って再生させたシュ－トの葉切片を用いて、
2,4-D と BA の組み合わせ添加培地での不定
胚誘導を試みた。  
➁➀で用いた‘次郎’由来のカルスおよび葉
切片について TDZ を添加した MS 培地で不定
胚誘導と植物体再生を試みた。 
４．研究成果 
（１）カキ未熟種子の胚軸または子葉からの
不定胚誘導と植物体再生 
➀‘富有’、‘次郎’いずれの果実から得られ
た未熟種子の胚軸・子葉も培養開始約 2 週間
後よりカルス形成が始まり、カルス形成率は
2,4-D と BA の 3μM または 10μM の濃度組
み合わせで最も高くなった。これらの条件で
形成されたカルスは徐々に褐色または黒色
に変色したが、そこから２次的に白色の胚的
カルス(embryogenic callus:EC) が生じた
（図 1）。これらのカルスをさらに培養を続け
てゆくと約 8 週後には胚的カルスから球状
胚が多数形成された（図 2）。 
 球状胚は‘次郎’よりも‘富有’で、また、

子葉よりも胚軸でより多く形成された。球状
胚を形成したカルスを植物ホルモンフリ－
の培地に継代培養すると 6 週間後には約 70% 
のカルスで球状胚が魚雷型胚にまで発達し
た（図３）。 
 ついで、これらの魚雷型胚を親カルスから
分離して光条件下でホルモンフリ－かゼア 
 

図 1. 胚軸より生じた胚的カルス(EC) 
 

図 2. 胚的カルスより生じた球状胚 

図 3. 球状胚から発達した魚雷型胚 
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チン添加の MS 培地（固化剤として 0.8% 寒天
使用）に移植すると‘富有’の魚雷型胚では
1 週間後には約 50% 、６週間後には約 90%発
芽した。 
いっぽう、そのような魚雷型胚は 6 週間後に
は高い発根率を示した。このように胚軸から
誘導された魚雷型胚は休眠に入ることなく
発芽と発根が同時に起こり、鉢上げ順化の過
程を経て正常な幼植物体に発育した。‘次郎’
についてもほぼ同様の結果が得られた。この
ように、胚軸または子葉からの不定胚は発根
処理しなくとも発根したので、不定芽由来の
植物体に比べて増殖が容易であった。 
➁品種‘水島’の胚軸を BA 3μM と 2,4-D 10
または 30μM 添加 MS 培養したところ BA 3
μM と 2,4-D 30μM の組み合わせ培地でよ
り多くの胚的カルスが形成され、‘富有’、‘次 
郎’と同様にホルモンフリ－の培地に移植培
養することにより球状胚から魚雷型胚➝子
葉型胚に移行し、発芽・発根して正常な幼植
物体を形成した（図 4および図 5）。 

図 4. 胚軸由来の発芽・発根した幼植物体 
 

図 5. 胚軸由来の鉢上げ個体 
 
 いっぽう、胚軸を TDZ(1,5,10,30,60μM) 添
加 MS 培地で培養したところ、低濃度(1μM) 
ではシュ－ト（図 6）、中濃度(5-10μM) では

図 6. 低濃度 TDZ 添加培地で生じたシュ－ト 

図 7. 中濃度 TDZ 添加培地で生じた葉状体 
 
葉状体（図 7）、高濃度(30-60μM) では不定 
胚（図 8A, 8B）が形成された。このように、
TDZ は濃度レベルによってシュート、葉状体、
不定胚というように異なる形態変化を誘導
した。 
しかし、TDZ で誘導された不定胚は BA と 

2,4-D との組み合わせ培地でみられたような
球状胚➝魚雷型胚➝子葉型胚という明確な
区別のある形状変化がみられなかった。なお、 
誘導された不定胚をホルモンフリ－の培地
に移植したが、発根・シュ－ト形成には至ら
なかった。 
 
（２）カキ成熟相組織からの不定胚誘導 

➀‘次郎’葉原基由来カルスおよびその不定

芽由来のシュ－トの葉切片を BA と 2,4-D を

種々の濃度で組み合わせて添加した MS 培地

で培養したが、いずれもカルスのみ分化し続

けるのみで、不定胚はいうまでもなく何らの

器官分化も認められなかった。 
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A) 

 

B) 

図8 高濃度TDZ添加培地で誘導された不定胚 

A) 不定胚の集合体 

B) 生育した不定胚 

 

➁TDZ による‘次郎’由来カルスおよびカル
スから生じたシュ－トの葉切片からの不定
胚誘導の試み 
‘次郎’葉原基由来カルスを TDZ の濃度段階
の異なる MS 培地で培養したところ、発育し
たカルスは高濃度ほど大きくなったが、何ら
器官分化の兆候はみられなかった。いっぽう、
培養葉切片を TDZ 5-30μM 添加培地で光条件
下で培養したところ、1-2 カ月後頃より緑色
カルスより葉状体ないし不定胚とみられる
器官の分化が観察された（暗黒条件では器官
分化の兆候はみられなかった）。しかし、TDZ
で誘導された不定胚は胚軸組織でBAと2,4-D
で誘導される多数の不定胚とは異なり、その
誘導はきわめて限定的であり、かつ、シュー
ト形成や発根には至らなかった。以上の結果
より、カキの成熟相組織でも添加植物ホルモ
ンとして TDZを用いることによって不定胚が
誘導される可能性が示されたが、完全な植物
体を再生させるためには更なる培地・培養条
件の検討が必要であった。 
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