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りん片培養によるカルス誘導とカルスからの

ウイルスフリー子球の生産
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Summary

When Li l ium longif lorum'Georgia' cal lus was induced from bulblet-scales in MS (Murashige and
Skoog, 1962) medium supplemented with 5.0 p M picloram, cal lus growth was more vigorous in l iquid
than on a sol id medium. When the cal l i  were transplanted to MS medium and 712 MS (half strength
inorganic elements and full strength MS organic elements), the frequency of shoot formation
(percentage of cal lus regenerating shoot and number shoot per cal lus) was higher in the sol id than in
the l iquid medium. However, the shoot forming capacity decreased as the number of subculturing was
increased. Bulblets regenerated from subcultured calli were stored at 4'C for 8 weeks and then
transplanted to soi l .  After a 6-month cult ivat ion in soi l ,  when scaly leaves were indexed for viruses,
the number of infected bulblets decreased in those regenerated from calli subcultured five times.
Cucumber mosaic virus (CMV) was not detected. The addition of antiviral chemicals (DHT, ribavirin)
in the regeneration medium (MS medium without growth regulators) had little influence on the rate of
shoot regeneration from cal l i  but increased the rate of virus-free bulblets. The addit ion of 50 gM
DHT eliminated CMV and LSV effectively to reduce infection rate of bulblets to 79Vo even after 6-
months cultivation in a greenhouse.

Key Words: antiviral chemicals, callus culture, Lilium longiflorum, shoot regeneration.

緒  言

ユリ球根の生産において効率的なウイルスフリー株作

出とその増殖体系の確立は解決すべき重要な課題の一つ

である こ れまでユリのウイルスフリー球根の生産は茎

頂培養 (Attesら,1974)や 抗ウイルス剤処理 (Blom―
Bamhoorn・van AartrJk,1985;徐。新美,1999)な どの

方法が有効であると報告されている 茎 頂培養では,茎頂

部分の摘出の煩雑さ,ウイルスフリー球根生産の低効率等

の問題点がある.ま た,りん片培養時の抗ウイルス剤処理

により再生子球でのウイルス検出率は低下するが,圃場へ

移植後にはウイルスの検出個体数が増加するという知見

も得られている(徐 ・新美,1999).

ウイルスに感染した植物体から誘導されたカルスでは,

継代培養の間にウイルス濃度が低下するか,または消失す

ることが認められており(Reinert,1966),カ
ーネーショ
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ン(近藤,1967)や ニンニク(菅原 ら,1979)で はカルスか

らの再生植物体におけるウイルス濃度の低下が報告され

ている.ユ リではカルス誘導および植物体再生は報告さ

れているが (Priyadarshi・Sen,1992,Wickremesinheら ,

1994),その成功例は一部の種 ・品種に限られ,ウ イルス

フリー株作出に利用されるまでには至っていない

本研究では,カルス培養によるユリのウイルスフリー株

作出体系の確立を目的として,まずテッポウユリ
`ジ
ョー

ジア
'の
りん片から誘導されたカルスの増殖およびそのカ

ルスからの植物体再生条件を検討した。さらに,再生個体

のウイルス検定を行い,ウイルスフリー株作出に対するカ

ルス培養の効果を評価 した。またカルス培養時における

抗ウイルス剤添加の効果もあわせて調査 した。

材 料 お よ び 方 法

本研究で用いた培養培地はいずれも30 g o liter~1ショ

糖を含み,固形培地には2.5g・liter~l Gelriteを加えた.

培養は24± 1℃,連続照明下で行った。
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1.カ ル スの誘 導 ・増 殖 お よ び シ ュー ト形 成

テッポウユリ
`ジ
ョージア

'¢
.′ο″gJ/7οr“″

`Georgia')の

りん片培養 (0.l mg・liter l NAAと001 mgoliter l BA

を添加 した MS培 地で )によって形成された子球を用い

た 形 成 された子球のウイルス検出には前報 (新美 ら,

1999)の ELISA法 で調査 し,3種 類のウイルス (LSV,

TBV― Lと CMV)の すべてが検出された子球を選んだ

これらの子球の りん片が 5 0 μ M picloramを添加 した

MS固 形培地 (1962)で2ケ 月間培養された。

りん片切断面に形成されたカルスが分離され,同
一組成

の固形培地および液体培地に移植され,継 代培養を行っ

た 継 代開始から1週間毎にカルスの生体重を計測した.

8週 間培養後,カ ルスを同じ組成の固形または液体の新鮮

培地に移植した。その後も8週間毎に継代し,継代 1回 目

と同様に 3と 5回 目のカルスの増殖量を測定した。浪1定方

法はクリーンベンチ内で培養容器からカルスを取 り出し

て重さを計り,置床時のカルスの重さに対して増殖の割合

を計算 した。

8週間ずつ 1,3,5回 の継代を行ったカルスは培養終了

時の 8週 間後に約 50 mgず つに切り分けて再生培地に移

植 した。再生培地の組成は MS培 地の無機塩とそれを 1/2

濃度に調整 した無機塩 (前者は MS培 地,後者は 1/2MS培

地と記す )に等倍の MS培 地のビタミン類,お よびこれら

_つ の培士也に0,0.5,5.OμM NAAと 0,0.05μM BAを

組み合わせて添加 した培地を用いた.再 生培地移植 10週

間後に各カルスからのシュー ト形成数を調べた 本 実験

でのシュー トとは葉のみかあるいは葉の基部がわずかに

肥大 したものをさす

2.抗 ウ イ ル ス剤 添加 培地 で の シ ュー ト形 成

LSVと CMVが 検出された培養中の子球 りん片を 5.0

μ M PiC10ramを添加 した MS培 地で培養 してカルスを誘

導 した。そのカルスを,0.5μM NAAを 含んだ 1/2MS培

地に抗ウイルス斉lDHT(2,4-dioxohexa― hydro-1,3,5

-triazine)とribavirin(ViraZOle)を5または50μM添 加 し

た培地に置床した。そして培養 10週間後にカルスからの

シュー ト形成数を調べた。

3.再 生 子 球 か らの ウイル ス検 定

1)継 代 カ ル スか ら再 生 した シュ
ー トか らの子球

再生したシュー トをカルスから分離し,生長調節物質無

添加の MS培 地に移植 した.培 養 8週間後にこれらの培養

物はフラスコに入れたまま,4℃ で 8週 間低温処理 したあ

とフラスコから取り出し,水道水でよく洗った。子球は,

根の基部約 lcmを 残 して切除したあと,バ
ー ミキュライ

トの入った鉢に植え,アブラムシによるウイルス感染を防

止するために寒冷紗の被覆下で栽培した 6ケ 月後に葉を

採取し,ウイルス検定を行った ウ イルスの検出には間接

ELISA法 (大木,1989)を 用い,検 出に必要な薬品の調製

およびウイルス感染の判定は新美ら(1999)の方法に従っ

ナこ

2)抗 ウイ ル ス剤 添加 培地 で再生 した シ ュー トか

らの子 球

抗ウイルス剤添加培地で再生 したシュー トをカルスか

ら分離し,生長調節物質無添加の MS培 地に移植 した 増

大 した子球のりん片葉を採取 し,ウ イルス検定を間接

ELISA法 で行った こ れらの子球は新 しい培地 (同
一組

成 )でさらに 4週 間培養 したあと,フ ラスコに入れたまま

4℃ で 8週 間低温処理した 低 温処理 した子球は上述 した

方法で移植 して温室で栽培 した 移 植 6ケ 月後,ウ イルス

検定を再度行った。

結  果

1 .カ ル スの増 殖 お よ び シ ュート形 成

1)カ ル ス増 殖

液体培地では,1,3,5回 の継代を行ったカルスはいず

れも培養 5週 間までほぼ同じ割合で増殖 し,増 殖率は

60～80%で あった (第 1図 ).継 代 1回のカルスはその後

も生長 し,8週 間培養後のカルスの増殖率は生体重で移植

前の約 200%に なった。しかし,継代 3回および 5回のカ

ルスの生長は緩やかになり,8週 間培養後のカルス増殖率

はそれぞれ約 120%と 80%で あった。

固形培地における培養 5週間までのカルス増殖速度は,

1 2 3 4 5 6 7 8
Subculture period (weeks)

Fig.  l .  Relat ive cal lus growth rate of  1,  Iongi f lorunt 'Georgia '

subcul tured in l iquid or  on sol id MS medium supple-

mented with 5.0 pM picloram. The ratio of fresh weight

in subculture to that at the starting of subculture'
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Table l' Effect of MS - strength, NAA ancl BA concentration on shoot regeneration from calli subcultured clifferent times
in L. Iongiflorun 'Georgia".

Component of regeneration medium
Percent of shoot regeneration

MS medium    NAA     BA

s t r e n g t h    (μ M )   (μ M ) First subculture Third subculture Fifth subculture

０
０
０・０５０
０・０５０
０
鰤
０
幅

０
ぃ
師
卸
５．０
０
０．５
“
５．０
５．０

1/2 1 2 . 6±1 9 ( 1 . 8±1 2 ) y

8 8 . 7±5 3“ 7± 1 4 )

1 2 . 6±0 . 5 ( 1 . 2±0 7 )

5 5± 1 . 7 ( 0 5±0 4 )

0

0

5 3 . 9±9 7 ( 1 . 8±0 . 9 )

0

7 . 6±0 . 9 ( 1 . 0±0 . 7 )

0

1 0 3± 2 . 0 ( 2 . 0±1 . 5 )

5 3 . 9±4 . 4 ( 4 . 5±2 . 4 )

6 . 8±1 8 ( 1 . 1±0 . 4 )

0

0

0

3 7 3± 6 6 ( 1 5± 1 2 )

0

0

0

0

3 5 2± 4 5 ( 1 4± 1 0 )

0

0

0

0

2 7 3± 8 2 ( 0 7± 0 4 )

0

0

0
' Ca l l iwe recu l t u red fo r l 0weeks .  

Each t rea tmen tcons i s t edo f4 f l asks ,each f l askscon ta i nedTca l l i .
vvaluesindicatemeanststandarderror .  

Parenthesizecl f iguresrepresenttheregeneratedshooVnumberofc lumpcul turedcal lus.

液体培地と同様に継代 1,3と 5回 のカルス間に差異はほ

とんどなく,40～50%の 増殖率を示した.継 代 1回のカル

スはその後 も生長 したが,8週 間後の増殖率は約 140%

で,液体培地のカルスと比べ低かった。継代 3回および 5

回のカルスはぃずれも5週間以降生長が緩やかになり,生

長は培養 6週 間後にほとんど停止 した.

2 )シ ュー ト形 成

シュー トの再生率およびカルス当たりの平均シュー ト

数は,いずれの NAAと BAの 組合せにおいても1/2MS培

地で培養 したカルスが MS培 地で培養 したものと比べ多
かった (第 1表 ).特 に 0.5 M μNAA単 独添加区ではシ

ュー ト形成率が高 く,1/2MS培 地では 88.7%を 示 した.

この培地上での形成率は継代数が多いカルスにおいても

相対的に他より高かった.し かし,継代数が多くなると形

成率は低下 し,継代 5回のカルスでは 35.2%で あった さ

らに,0.05μ M BAを 添加 した培地ではシュー ト形成率は

大きく低下 し,初 代培養でも12.6%と なった.

継代数の増加につれて各処理区ともシュー ト形成率は

低 くなり,継 代 5回 のカルスではo.5μM NAAの 単独添

加区のみでシュー トが形成された。

2.抗 ウ ィ ル ス剤 添 加 培 地 で の シ ュー ト形 成
DHTと ribavlinを5と 50 μMそ れぞれ添加 した固形

培地で培養 したカルスは無添加区と同程度にシュー トが

形成され,そ の率はいずれの処理区においても70%以 上
であった (第 2図 ).カ ルス当たりの平均シュー ト数は無
添加区より有意に多かった。

3.再 生 子 球 か らの ウ ィ ル ス検 出

1)継 代 カ ル スか ら再 生 した子 球

圃場へ移植 して 6ヶ月栽培 した子球におけるウイルス

の有無を調査 した.3種 類のウイルス(LSV,TBV― Lと

CMV)が 単独で検出された子球と複数のウイルスが検出

S

“

50 μM  5μ M  50● M  SuM  Control
DHT        Ribavirin

Fig.2.  Rate of callus with shoot and average number of shoots

per callus in the ttrst subcultured callus of ι。わ″g′ο′″″
`GeOrgia'.The calli were cultured on 1/2 MS medium

with or without(cOntrOl)DHT and riba宙 rin.All treat―

m e n t s  i n c l u d e d  O . 5  μM  N A A .

された子球があった (第 2表 ).継 代 1回のカルスからの

子球ではウイルス検出率が 65.2%で,継代 3回の場合では

LSV単 独検出個体数が多く,検出率は 60%で あった。継

代 5回 では 30.8%で あり,CMVは 全 く検出されなかっ

た。ウイルス除去の容易さはいずれの継代培養区におい

てもCMV,TBV― L,LSVの 順であった.

2)抗 ウ イ ル ス剤 添 加培 地 で再 生 した子 球

培養終了時に DHTと 面bavinnを添加 した培地で再生

した子球の7イ
ルス検出率は 22～37%で あった (第 3表 ).

特に DHT添 加区では CMVは 全 く検出されなかった。温

室に移植 6ケ月後の子球では,5μ M DHTと 5お よび50

μ M dbav計in添加区から再生 した子球の場合,ウ イルス

検出率は 50～75%と なり,培養終了時より高くなった.一

方,50μ M DHT添 加区からの子球では,ウ イルス検出率
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Table 2. Detectlon of viruses in bulblets regenerated from subcultured calli of ι ′ο″g′ο″ιι′″
`Georgia'′

Number of virus detected bultr letsv
CalluS  No of bulblets

subculture   eXaminated

Total no. of virus -

detected bulblets (%) LSV TBV― L CMV
LSV十

TBV L

LSV+

CMV

TBV― L+ LSV+TBV―

CMV   LttCM V

15(652)

18(600)

4(308)

' Virus detection was made using scaly leaves 6 months after transplanting to soil.
v  LSV, l i ly  symptomless v i rus.  TBV L,  tu l ip breaking v i rus l i ly .  CMV, cucumbe mosaic v i rus.

Table 3. Detection of viruses in bulblets regenerated from calli of L. longiflorunt 'Ceorgia''.

Antiviral comoounds Detection of LSV and CMV

Ｆｉｒｓｔ

Ｔｈｉｒｄ

Ｆｉｆｔｈ

Bulblets at  the end of  in v i t ro cul ture Bulblets grown in a greenhouse for 6 months
DHT   ribavirin

(μM )   (μ M ) CMV  LSV+CMV inll:::|%) CMV  LSV+CMV inI:電
:|%)

ＶＳＬ

ｆ

　

ｔｓ

α

ｌｂ

Ｎ

ｂｕ

N o . o f

bulblets

25(89)

6(22)

6(25)

6(37)

6(25)

1 8 ( 7 5 )

15(75)

3 ( 1 9 )

10(63)

12(50)

l

8

0

6

3

‐５

０

０

１

２

０

５

０

０

０

' Calli were cultured on 1/2 MS meclium with or without antiviral compounds for 8 weeks

は培養終了時のそれと同程度の 19%で あった。

考  察

ユリのカルス増殖に関して,テ ッポウユリのカルス生長

は置床後 30～45日 頃まで最大であること(Priyadarshi。

Sen,1992),ュ リ交雑胚から形成されたカルスの増殖は培

養 60日 間まで維持されるが,そ の後はほとんと停止する

(浅野
・明道,1978)こ とが報告されている 本 研究でも

初代カルスは培養 8週間まで増殖を続け,前述の結果とほ

ぼ一致 した。しかし,継代数が多くなるにつれてカルスの

生長は低下 し,長期間の培養はカルスの分裂能力の低下を

引き起すことが明らかになった。

ユリカルスの植物体再生は生長調節物質無添加あるい

は低濃度オーキシンの添加培地で促進されることが知ら

れている (P面yadarshio Sen,1992;Wickremesinheら ,

1994)ま たユ リのカルスからの不定芽の分化において,

1/2MS培 地は MS培 地より優れていることと,BAの 培地

添加によって阻害されることは報告されている(浅野
・明

道,1978).本 研究においても,カ ルスからのシュ
ー ト形

成についてはこれらの報告と同様であった.ミ ヤマスカ

シユリのカルスは 60日 ごとの 4回 までの継代培養ではそ

の再分化能力はよく維持されること(大垣,1982)や ,雑

種ユリ
`Black Beauty'の

カルスでは半固形培地で再分化

能力を約 15ケ 月間保持できるとの報告 (Stimartら ,

1980)も あるが,本研究に供試したテッポウユリでは50%

以上の再生率を得るためには8週間毎の継代培養で 3回以

内,す なわち24週 間以内に再生培地に移植 しなければな

らないことが示された (第 1表 )

カルス培養によるウイルス除去については,カ
ーネーシ

ョンのカルスでは 10回の継代培養でウイルスの大部分が

消失 し(近藤,1967),ニ ンニクのカルスでは継代培養を 5

回行 うとウイルス粒子が観察 されな くなる (菅 原 ら,

1979)と報告されている.本 研究でもユリカルスの継代数

を増加させるにつれて再生子球のウイルス検出率は低 く

なり,5回 の継代ではウイルス検出率が約 31%と なり,特

にCMVの 除去はタバコカルスからの CMV除 去に関する

報告 (Omurao Wakimoto,1978)と ほぼ
一致 し,ほ かのウ

イルスより容易であった。しかし,カ ルス培養によるウイ

ルスフリー化はカルス培養期間の長期化によって促進さ

れる一方,継代が長 くなるにつれ再生率が低下することか

ら,こ の矛盾を解決する必要がある.

前述の課題の解決法の
一つとして抗ウイルス剤の利用

の可能性が本研究の結果から示唆された。
一般的に抗ウ

イルス剤はウイルスの増殖を抑制すると同時に,植物の生

長阻害も伴うことが指摘されている(平井 ら,1988)。 し

かし,本研究では再生培地へ 5μ Mと 50μ Mの 各濃度の

DHTお よびribavirinを添加 しても
`ジ
ョージア

'の
カル

スからの植物体再生は阻害されず (第 2図 ),ユ リにおい

ては,ウ イルスの増殖が十分抑制される濃度の抗ウイルス

剤の培地への添加は,細胞の生長
・分化を阻害 しないこと

を示唆している.本 研究結果は,また培地に添加する抗ウ

イルス剤が再生 した子球のウイルス検出率の低下に寄与
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することを示 している。ribavirh添 加培地で培養 したカ

ルスからの再生子球のウイルス検出率は培養終了時には

25～37%と なり,無 添加区より低かったが,6ケ 月間圃場

で栽培した子球のウイルス検出率は50～63%に 増加 した。

この結果は,ユ リのりん片培養で ribav"inを 処理 して得

られた子球では培養終了時の子球と比べ圃場での栽培後

にウイルス検出率が増加する(徐
。新美,1999)と いう報

告と一致する。このウイルス検出株率の増加は,ribaVirin

の添加により試験管内の外植体のウイルス増殖が
一時的

に抑制され,ウ イルス濃度が検出できないrit度にまで低下

するが,そ の後 rbavirinの 存在 しない条件で栽培するこ

とによるribavirinの体内濃度の低下に伴い,ウ イルスが

再び増殖すると考えられる。
一方,DHTの ウイルス増殖

抑制は尾崎らの報告 (1996)と 同様に,CMVに おいてその

効果は顕著に現れた 50μ M DHT添 加区から再生 した

子球を温室で 6ケ 月間栽培 したあとのウイルス検出率は

培養終了時とほぼ同じレベルであった (第 3表 )従 って,

DHTの ウイルス増殖抑制効果は面bavLinよ り高いことが

示唆された。

以上の結果から,ユ リのカルス培養を利用したウイルス

フリー球の大量獲得にはカルスからの再生率が維持され

る継代 3回 までのカルスを用いるか,り ん片培養で形成さ

れたカルスを 50μ M DHTを 添加 した再生培地で培養し

て植物体を獲得するか,あ るいは両者を組み合せた方法を

用いるのがよいと考えられる。一方,培養終了時と
一定期

間栽培 したあとの個体のウイルス検定結果が
一致するこ

とが組織培養によるユリのウイルスフリー球の大量増殖

を考えた場合望ましい。しかし,前報 (徐
。新美,1999)な

らびに本研究の結果では,培養終了時と一定期間栽培した

あとのウイルス検定結果は必ず しも一致 しないことが示

された こ の点を解決するには培養終了時のウイルス検

定では ELISA法 ばか りでな くRT― PCR法 (Takamatsu

 ら ,1994)や 電子顕微鏡によるウイルス粒子の観察などの

方法を併用することも必要となろう。

摘  要

テッポウユリ
`ジ
ョージア

'の
カルス培養によるウイル

スフリー個体作出を目的とし,カ ルス継代および植物体再

生条件を検討 し,再 生 した子球のウイルス検定を行った

1.`ジ ョージア
'の
カルスは 5.O μ M Picloramを 添加 し

た MS培 地で継代する間には器官の再分化は起らず,カ ル

ス増殖のみであった。しかし,継代数を増加するにつれて

その増殖率は低下 した。

2.上 述の培地 r継 代培養 したカルスを MS培 地 と

1/2MS培 地 (無機塩濃度が 1/2に希釈され,他 の成分は同
一濃度 )に移植すると,シ ュ

ー トは MS培 地よりも1/2MS

培地で培養 したカルスからよく形成された 長 期間継代

培養 したカルスでも0.5μM NAAの 単独添加培地ではシ

ュー トを形成したが,そ の率は継代数の増加につれて低下

した。

3.再 生 したシュー トから発達 した子球を低温処理 した

あと6ケ 月間圃場で栽培 した。これらの植物体からのウ

イルス検出率はカルスの継代回数の多いカルスから得ら

れた植物体で低く,継代 5回の子球のウイルス検出率は約

31%と なり,CMVは 全 く検出されなかった。

4.抗 ウイルス剤である DHTお よび ribavirin(5,50

μM)を 培地に添加 してもカルスからのシュ
ー ト形成には

影響 しなかった。それらの添加培地から再生した子球の

培養終了時′点でのウイルス検出率は,無添加区より低 くな

った 特 に 50μ M DHTの 添加区では温室に移植 した 6

ケ月後でも培養終了時のウイルス検出率とほぼ同等で,

19%で あった.

5.ウ イルスに感染 した
`ジ
ョージア

'の
りん片から誘導

されたカルスを 3回 以上継代するか,あ るいは 50 μM

DHTを 含む培地でカルスを培養 して植物体を得る方法に

より,ウ イルスフリー個体を効率的に生産できることが示

唆された.
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