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研究成果の概要（和文）：屈曲した培養根は多数の側根を形成するというシロイヌナズナで認め
られた知見をもとに、バーミキュライトを添加し、ゲルライトで固化した培地を根発達培地と
して使用することにより、カキ栽培品種およびマンゴー実生由来のミクロ挿し穂から発生した
1 次根に側根を形成させることに成功した。この根発達培地は発根能力の低いニホンナシ栽培
品種やマンゴー実生由来のミクロ挿し穂の発根率を向上させた。シロイヌナズナの側根形成に
関わる遺伝子解析のための変異系統の作出に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：We had shown that waving primary roots of Arabidopsis thaliana 
produced more lateral roots than straight roots, and then, by using 
vermiculite-containing and gellan gum-solidified medium as a root development medium, 
we were successful in inducing lateral roots from adventitious roots produced from 
microcuttings of kaki cultivars and mango seedlings. The root development medium also 
improved rooting of the microcuttings of Japanese pear cultivars of low-rooting-ability 
and mango seedlings. To analyze the genetic makeup of lateral roots, we produced mutated 
strains of Arabidopsis thaliana having many lateral roots and few lateral roots. 
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１．研究開始当初の背景 
組織培養によるクローン苗の大量増殖は

花きなどの草本植物を中心にして実用化し
ている。一方、木本植物の果樹では、わい性
台木や自根苗の大量増殖が必要であること
がわかっているものの、未だに組織培養によ
る大量増殖は実用化のレベルには達してい
ない。その理由の１つに、発根から鉢上げ・

順化のプロセス中での培養体の損失が非常
に多く、コストがかかりすぎてしまうことが
あげられる。今まで、この問題解決のために
植物調整物質の種類・濃度の検討や鉢上げ方
法の工夫等に実験目的がおかれてきたが、い
っこうに解決のめどが立たないのは、ミクロ
挿し穂に『発達した根系』を作り、順化・鉢
上げ中の枯死や生育停止を減らすという実



験目的がおろそかにされてきたからだと考
えられる。カキのミクロ挿し穂の発根は一般
的に、全く側根を形成せず、貧弱な根系とな
っており、そのような幼植物体の鉢上げ中の
枯死率は高く、たとえ生存しても成長速度は
非常に遅く、苗として大きくするまでに長期
間を要し、コストがかかり実用的でない。一
方、草本植物の培養体から発生した根は、多
くの側根を有しており、鉢上げが容易であり、
鉢上げ後の成長も滞ることがない。側根の多
い植物体は根端分裂組織が多く、そこで生産
されるサイトカイニン量が増加し、植物体の
成長がおう盛になることは、多くの植物で認
められており、組織培養で得られる幼植物体
の成長にも当てはまるであろう。研究代表者
は英国ノッティンガム大学のベネット教授
の研究室で在外研究中にモデル植物である
シロイヌナズナの波形の根が、直線に延びた
根よりも多くの側根を発生させることを明
らかにした。しかも、それらの根は屈曲部の
頂点で多くの側根を発生させること見つけ、
分子生物学的な側根形成の仕組みを一部明
らかにした。 
 
２．研究の目的 
側根を形成しない果樹のミクロ挿し穂に

側根を形成させることが本研究の主目的で
あり、同時に発根率の向上も目指す。そして
側根を持つ充実した根系を有する幼植物体
の鉢上げ成功率を高めることが目標である。
そこで、果樹のミクロ挿し穂に波形あるいは
それに似た根を形成させるために、発生した
後の根が伸長するための根発達培地を改良
することが必要となってくる。ミクロ挿し穂
から発生した不定根（一次根）は、通常濃度
の寒天培地中では重力屈性のみで垂直に成
長する。研究代表者らは、シナノグルミのミ
クロ挿し穂の発根実験の際、ゲルライト（寒
天）にバーミキュライトを添加した培地を使
用した。これはクルミ雑種のミクロ挿し穂の
発根率を改善するために開発された培地で
あったが、代表者らは発根率の向上のみなら
ず、側根（二次根）の発生を促したことも明
らかにした。 また、ニホングリ実生のミク
ロ挿し穂を発根処理した後、上記と同じ培地
に植えたところ、ゲルライトのみの培地に植
えたものよりも発根率は高いうえ、発根した
ミクロ挿し穂の鉢上げ成功率も高く、鉢上げ
後の成長も速かったことを明らかにした。こ
れは、バーミキュライトに接触した一次根が
曲がりながら下方へ伸長し、曲がった部分か
ら二次根が発生し、充実した根系が形成され
たことによるものだと推察される。以上の知
見は予備的な実験の結果であり、詳細な処理
区の設定は行っておらず、発根培地のさらな
る改良が必要である。代表者は上記のカキ、
クルミ、クリ以外にもニホンナシやブルーベ

リーなどの果樹も茎頂培養系を確立してお
り、マンゴーやライチなどの熱帯果樹の茎頂
培養に着手した。これらの果樹においても同
様の傾向が明らかになれば、多くの果樹の組
織培養に適応できる技術になるだろう。 
一方、ベネット研究室では、側根形成に関
わるオーキシンの役割を組織レベルで調査
している。その一つとしてオーキシンに対す
る反応性の異なるシロイヌナズナ変異体の
スクリーニングを行い、側根形成に関わる遺
伝子解析について実験を進めている。この研
究に参画し、関連する遺伝子の情報を得れば、
果樹のミクロ挿し穂では発根中にそれらの
遺伝子がどのように働いているか明らかに
することができるだろう。 
 
３．研究の方法 
ミクロ挿し穂の発根および側根形成に及
ぼす根発達培地の影響を明らかにするため
に、茎頂培養由来のミクロ挿し穂を大量に得
ることのできるニホンナシ栽培品種、カキ栽
培品種および台木、ブルーベリー栽培品種な
どを実験に供試する。今までの実験において
ゲルライトにバーミキュライトを添加した
根発達培地での側根形成促進効果が認めら
れたシナノグルミ栽培品種およびニホング
リ実生のミクロ挿し穂の根発達培地を参考
にし、基本培地をゲルライトで固化した培地、
基本培地をゲルライトで固化する際にバー
ミキュライトを添加した培地、およびバーミ
キュライトに液体の基本培地を加えた 3種類
の根発達培地が発根率、側根発生率、鉢上げ
成功率、鉢上げ後の成長速度に及ぼす影響に
ついて調査を行う。発根誘導のための IBA を
使用した発根処理は、各ミクロ挿し穂に最適
な方法を用いる。バーミキュライト添加のゲ
ランガム固化培地することにより、発根率等
の低下が認められる場合は、基本培地量とバ
ーミキュライト量の比率を変えて実験を行
い、最適比率を求める。一方、側根形成に関
する品種や系統間差も明らかにし、側根形成
率と鉢上げ成功率との関係を調査する。また、
バーミキュライト添加の固化培地を使用に
より発根率や側根形成率が改善するものの、
その率が絶対的に低い値の場合は、基本培地
の濃度や種類を変更して実験を行い、栄養条
件が側根形成に及ぼす影響を明らかにする。
なお、マンゴー実生やライチ、ニホングリ栽
培品種などについては茎頂培養系が確立し
ていないので、まず、それらを確立して、大
量のミクロ挿し穂が得られるようになって
から、ニホンナシと同様の実験を行う。さら
にニホングリ栽培品種においては、外植片導
入時の培養器へのフィルター装着が有効で
あるこがわかっていることより、エチレンの
関与が考えられていること、また実生におい
てはバーミキュライト添加のゲルライト固



化培地の有効性が確認されていることより、
ニホングリ栽培品種ミクロ挿し穂の根発達
培地を使った実験においては培養器内のエ
チレン濃度を測定し、側根形成とエチレンと
の関連を明らかにする。 
ニホングリ栽培品種は挿し木が難しく、ま

た発根後の生存率（活着率）も低いため、発
生した根が伸長する挿し床の培土を変える
ことにより側根がより多く形成され、活着率
を向上できるかどうか試みる。 
一方、シロイヌナズナの側根形成に関する

変異体のスクリーニングに関しては、まず、
EMS により側根の形成に変異を起こした、す
なわち側根多形成系統、側根少形成あるいは
側根無形成系統などの M2 系統群の 2 次スク
リーニングを行う。その後、それらの変異体
の自殖を行い、変異を確認しながら、固定を
進める。固定できた系統に関しては、遺伝子
構造の解析を行ってもらうため、種子をベネ
ット教授へ渡し、側根形成に関わる新たな遺
伝子がないかどうか探査してもらう。 
 
４．研究成果 
 得られた成果について各植物別に以下に
列記する。 
 
（1） ニホンナシ 
 ニホンナシ栽培品種‘長十郎’、‘豊水’、‘菊
水’、‘幸水’および‘20 世紀’のミクロ挿し
穂を IBA5μM（‘長十郎‘のみ 10μM）で 5
日間暗黒処理した後、3種類の根発達培地〔ゲ
ルライト固化培地、バーミキュライト添加の
ゲルライト固化培地（混合培地）、液体培地
を添加したバーミキュライト〕で発根させた
ところ、発根率の低い、すなわち発根能力の
低い品種で混合培地での発根率が高くなっ
た。混合培地の使用による発根数の増加や 2
次根発生率の改善は確認できなかったもの
の、鉢上げ成功率は高い傾向にあった。混合
培地での発根率が全体的に高かった結果、発
根処理したミクロ挿し穂に対する鉢上げ個
体の獲得率はゲルライト固化培地よりも混
合培地の方が有意に高く、混合培地の優位性
が示され、クリやクルミなどと同様の結果に
なった。なお、‘長十郎’では、IBA5μM 発根
処理では、全く発根しなかったので、IBA 濃
度を倍以上にして発根処理することにより、
発根させることができた。そして、他の発根
能力が低い品種と同様、混合培地の使用によ
る発根率の改善を示すことができたと同時
に、鉢上げ成功率も混合培地で高い傾向にあ
ることを明らかにした。 
混合培地の使用により、発根能力の低い品

種の発根率は改善されたものの、依然として
発根率は 50％以下と低かったため、混合培地
に添加する基本培地の再検討を行った。すな
わち、増殖用培地として有効であった MW 基

本培地の半量（1/2MW）だけでなく、1/2MS や
1/2WP などの基本培地も混合培地に添加する
基本培地として使用した。その結果、発根能
力の低い‘豊水’ミクロ挿し穂において、基
本培地を 1/2MW から 1/2WP に変更することに
より発根率が高まるだけでなく、総根長は長
くなり、2次根発生率も高くなった。ただし、
全ての処理区に混合培地を用いたこともあ
り、鉢上げ成功率は全ての基本培地で 100％
であった。一方、発根能力の高い‘幸水’ミ
クロ挿し穂は基本培地の違いにより発根率
が変化することはなかったが、総根長は
1/2WP が優れ、発根処理したミクロ挿し穂に
対する鉢上げ個体の獲得率は 1/2MW基本培地
よりも 1/2WP基本培地の方が高い傾向にあっ
た。なお、1/2MS 基本培地を添加した混合培
地は発根率等を改善しなかったことより、混
合培地中の無機塩類濃度あるいはその比率
は、根の発達に大きな影響を与えることがわ
かった。 
 
（2） カキ 
 カキ 4品種およびわい性台木 4系統のミク
ロ挿し穂もニホンナシと同様の 3種類根発達
培地で発根させたが、混合培地や液体培地添
加のバーミキュライトの培地で枯死するミ
クロ挿し穂が多く、一定した傾向が見られな
かったので、発根容易なわい性台木系統 MKR1
と発根困難な栽培品種‘太秋’の 2つに絞り、
ゲルライトとバーミキュライトの混合比を
様々に設定して発根実験を行った。すなわち
今まで用いてきた培地とバーミキュライト
との比率を体積比で 4対 5にするだけでなく、
それぞれ 6 対 5、8 対 5 と培地の割合を高め
たものも根発達培地として用い、ゲルライト
固化培地を対照区として、ミクロ挿し穂基部
を 5 秒間 IBA1．25mM 浸漬処理して根発達培
地に植え付け発根に関する調査を行った。そ
の結果、培地の割合を高めることによりミク
ロ挿し穂の生存率が高まることがわかった。
すなわち、培地の割合が高まることは、培地
中の空隙の減少を意味し、カキのミクロ挿し
穂の生存にはシュート基部が培地に触れて
いること、すなわち十分な水分で満たされて
いることが必要であることが示唆された。
‘太秋’ミクロ挿し穂の発根率については、
4 対 5 の培地ではミクロ挿し穂の枯死率が高
いため、発根率は低くなったが、バーミキュ
ライトに対する培地の割合を高めることに
より、生存率が高くなると同時に発根率も高
まった。総根長および根数に関しても、6 対
5 や 8 対 5 の培地で優れる傾向にあり、それ
らの培地では側根の形成も認められたが、1
～2 割程度の発生率であり、鉢上げ成功率に
は影響がなかった。一方、MKR1 については
‘太秋’のような傾向は見られず、ニホンナ
シと同様、発根能力の高いミクロ挿し穂にお



いて混合培地の有効性の無いことが確認さ
れた。 
その後、新たにわい性台木 3系統を追加し

て同様の実験を行ったが、全て発根率が高く、
発根能力の高い系統を使用した実験で得ら
れた結果と同様、バーミキュライトの添加に
よる発根率等の改善効果は見られなかった。 
 
（3） ブルーベリー 
まずハイブッシュブルーベリー4 品種‘オ

ニール’、‘バークレー’、‘ブルークロッ
プ’および‘アーリーブルー’を用いて、増
殖用基本培地の再検討を行い、従来使用され
ていた WP培地よりも MW培地の方がシュート
の成長が良好なことを明らかにした。その後、
MW 培地で伸長した‘バークレー’、‘ブルー
クロップ’および‘アーリーブルー’シュ
ートよりミクロ挿し穂を作成し、3 種類の根
発達培地で発根実験を行ったが、品種により
発根率はばらつき、一定の傾向は見られなか
った。ブルーベリーのミクロ挿し穂はオーキ
シン無処理でも発根するほど発根容易で、発
生した不定根は細く、また多数の側根を形成
し充実した根系を作り、ほぼ 100%鉢上げ可能
であった。挿し木発根能力の高いブルーベリ
ーは、ミクロ挿し穂においても発根能力は高
い上、発生した根が非常に細いため、培地の
種類に関わらず、屈曲しながら根が伸長して
いくことが原因であると考えられた。このよ
うな細根を持つ植物、すなわち草本性植物に
近いものは、混合培地の利点は生かされない
と考えられた。 
 
（4） ニホングリ 
 まず、‘筑波’、‘銀寄’、‘丹沢’、‘利
平’および‘ぽろたん’の 5栽培品種を用い
て挿し木に関する実験を行った。種々の培土
で挿し木したが、全体的に発根率が低く、根
系の発達レベルを比較できるほどの発根し
た挿し穂数を得ることができなかった。そこ
で、挿し穂の生存率を高めるミスト装置を作
成し、3 年間にわたって挿し木を試みたが、
システムの調整が難しく、一定した結果を得
ることができなかった。 
 一方、上記 5品種のミクロ繁殖を試み、試
験管内の外植片の導入とシュート伸長には
成功したが、効率的なシュート増殖方法を開
発することができなかったため、根発達培地
容器内のエチレンの増減とミクロ挿し穂の
側根形成の関係について明らかにすること
はできなかった。 
 
（5） マンゴー 
 世界的にも報告例のほとんどないマンゴ
ーのミクロ繁殖を確立するために、‘アーウ
ィン’実生を材料にして外植片の導入を行
った。コンタミネーションの発生をほぼ抑え、

その後のシュート伸長にも成功したので、効
率的な増殖を行うための実験（サイトカイニ
ンの種類や濃度の検討）を行いながら、実験
の結果で得られたミクロ挿し穂を用い、発根
実験を行った。 
 まず、IBA 処理や暗黒処理がミクロ挿し穂
の根原体の形成に必要であることを明らか
にするとともに、IBA 長期処理は根数の増加
に影響を及ぼさないどころか、根の伸長に阻
害的であることも明らかにした。ただし、こ
れらの実験は、ゲランガム固化培地で行った
ため、側根は全く形成されなかった。そこで
混合培地と基本培地を組み合わせて、
IBA25μM＋暗黒 3日間同時処理を行ったミク
ロ挿し穂を、1/2WP あるいは 1/4WP 基本培地
にバーミキュライト添加の混合培地に植え
付けたところ、ゲランガム固化培地と比較し
て 1/4WPを基本培地として使用した混合培地
において発根率が向上した。1/2WP を基本培
地として使用した混合培地では発根率の向
上は観察されなかったが、総根長の有意な増
加および側根形成は 1/4WPを基本培地とした
混合培地と同様に観察され、混合培地の有効
性が示された。現在、これらの発根した挿し
穂を用い、鉢上げ実験中である。 
 
（6） ライチほか 
ライチ実生由来の外植片を試験管内に導
入してシュート増殖を試みた。シュート伸長
までは成功したものの増殖に成功しなかっ
たため実験に供試できるほどのミクロ挿し
穂を得ることができなかった。なおストロベ
リーグアバおよびイエローストロベリーグ
アバの外植片導入はコンタミネーションの
発生が著しく、外植片の定着すら出来なかっ
た。 
 
（7） シロイヌナズナ 
 EMS 処理した M1 種子を用い、側根多形成系
統や側根未形成系統のスクリーニングを行
った。まず、処理した種子の自殖後代の実生
を検定し、側根発生に関わる変異発生率の高
い M2 系統を選抜した。それらの系統につい
て再度、実生を選抜し、自殖して M3 種子を
得た。その後、形質の固定を進めるために以
上の操作を繰り返し、いくつかの M6 系統（種
子）を獲得した。しかし、側根未形成系統は
成長が著しく劣るため、選抜することが非常
に難しく、側根少形成系統のスクリーニング
を行うことに変更した｡しかし、側根少形成
系統も、成長の劣る系統が多く、種子の採取
に困難をきたし、時間がかかったが、M5種子
まで得ることができた。固定化できた系統
（種子）は共同研究者の英国・ノッティンガ
ム大学のベネット教授へ手渡した。その後、
変異を生じた部分の遺伝子構造の解析をす
るためのスクリーニングが彼の研究室で行



われた後、遺伝解析が進められている。 
 
（8）まとめ 
 以上の結果より、混合培地は発根困難な果
樹のミクロ挿し穂においては発根率の改善
に有効であることがわかった。また、発根し
た根からの側根形成は、側根が形成しにくい
ミクロ挿し穂に関しては混合培地が有効で
あることもわかった。ただし、ニホングリ実
生のミクロ挿し穂のように側根数の大幅な
増加が認められない限り、発根したミクロ挿
し穂の鉢上げ成功率には大きな影響を及ぼ
さないこともわかった。シロイヌナズナ変異
系統の遺伝子解析やマンゴーミクロ挿し穂
の鉢上げ率の調査等の実験は継続中であり、
その成果が期待される。 
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