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寒冷積雪地帯においては夏作物の生育に適さ

ない冷温 (0～ 15℃ )期間の全生育期間 (無霜

期間)に対する割合が極めて高い。したがって,

この冷温期間にも生育を続ける冬作物の栽培に

よって農地を有効利用することが穀倉地帯であ

る東北地方の農業振興を図る上で重要となる。

そのためには麦類及びイネ科牧草の安定 。多収

生産を阻害する最大要因と見なされる雪腐IA~被

害防止技術を確立することが必要である。栽培

面からは適期播種,薬剤散布が基本技術とされ

ているが,雪腐病抵抗性品種の育成とその利用

が最も効果があり,北欧め, カナダつ,米国°と

並んで北海道ので積極的に取り組んできている。

しかしながら,本病の特徴である発病と病気

の進展が積雪下0℃前後の低温下で非常に緩慢

であるので,作物が権死するまで約3カ 月も要す

る。そのうえ被害の判定が冠部生長組織からの

再生茎の萌芽を待つために更に長期間を要する

ことが抵抗性育種_L大 きなネックとなっている。

それに対処するために我々は雪腐病菌の生育適

温が10℃以上の常温域にあることに着目して常

温接種法を開発して個体レベルでの検定法の改

良を図った。。また同時にバイオテクノロジー

分野の急速な進展により細胞レベルでの抵抗性

検定が可能となってきたことにも注目した。す

なわち,紅色雪腐病菌 0"ガ
“
η″′va」θ)の

属するFllsa″υ122属病原菌についても,E οxy

"ο

rυmの病原毒素 (培養濾液)や その合成物

(フ ザリン酸)に よる細胞選抜がアルファルファの,

トマト61,カ ーネーションいにおいて試みられ

ている。紅色雪腐病菌においても1950年代に東

北農業試験場で先駆的な試験が実施され,そ の

病原毒素の存在が報告されているい。

ここでは小麦の培養細胞作出方法つについて

まず述べ,次いで東北地域で褐色小粒菌核病と

ならんで問題になっている紅色雪腐病を対象と

して,紅色雪腐病菌からの病原毒素の抽出とそ

の小麦培養細胞に対する処理を行い,細胞レベ

ルにおける抵抗性発現機構の解明と細胞選抜法

開発のための基礎的知見を得る目的で現在実施
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中の研究Dについて報告したい。

1 小麦培養細胞の作出

細胞選抜はカルス,懸濁細胞 (液体培養),

プロトプラスト等を対象にしてなされ,選抜さ

れた培養細胞から耐性を有する再生植物の作出

を目的とする (図 -1)。 したがってまず培養

細胞系の作出の検討を行うことが必要となる。

再生植物

再生植物

再生植物

図-1」 麦ヽの細胞培養系(― :確立,… :未確立)

培養系の作出に適する部位 (組織)について

みると,小麦においても分化の進んでいない部

位 (幼檀物の胚軸,葉,根や,約,未熟胚,種

子)について検討されたが,カ ルス経由の再生

系においては未熟胚が最も適することが認めら

れている"の。それで未熟胚からのカルス誘導,

カルスからの再生柏物の安定作出法の確立を図

り,次の段階として長期継代可能な実験系とし

て懸濁細胞の作出,更にプロトプラスト系の確

立を目的として研究を進めている。世界的にみ

ても小麦では懸濁細胞つ及びプロトプラスト"の

から再生植物の作出が報告されているが,ま だ

後代種子の生産が可能な完全な植物作出の報告

には接していない段階がある。しかし他の植物

の場合と比較して,そ の成功も時間の問題と考

えられる。

{1)カルス形成に及ぼす未熟胚の採取時期と

カルス誘導培地の影響

東北農業試験場圃場において標準栽培した小

麦の7品種を供試した。開花後の経過日数によっ

て4時期 (開花後 7,10,15,20日 目)に採取

して,24-D 2mg/′ ,庶糖2%,gelrite 0

2%を共通に添加した3基本培地 (MS,B5,N
6)を入れたシャーレ (固形培地)に未熟胚を

1処理16～32個移植して,カ ルス形成率を調査

した。開花後7日 日ではいずれの品種も培地に

関係なくカルスは形成されなかった (表 -1)。

10日 日ではカルス形成に顕著な品種間差異が認

められた。ナンプコムギとミヤギノコムギの

MS培地区ではカルスが全く形成されなかった

が,キ タカミコムギはいずれの培地でも80%以

上の形成率を示した。このように培地の影響も

10日 目に認められ,B5と N6培地での形成率が

やや優れていた。しかし15日 目では農林10号を

除く6品種は90%以上の胚がカルスを形成し,

特にMS培地区では全ての胚がカルスを形成 し

た。また開花後20日 目ではカルス形成はほぼ10

0%に達しているが,発芽した胚が20～50%あ

る上に, カルスの成長が劣った (データ省略)。

表-1 材料のステージと培地の種類のカル

ス形成(%)に及ぼす影響

ⅣS 31 N6

農 林 10号

アオバコムギ

キタカミコムギ

ナンプコムギ

ハチマンコムギ

ミヤギノコムギ

ワカマツコムギ

818 625

llll1 0 100 0

15日

llll10 101 0 96 9

10001000111110

llX 0 100 0 100 0

1011010001010

脱分イヒ

プロトプラスト

188 656 813

219 156 63

8138i5875

0028163
594781531

00 00125
594875750
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0)未熟胚カルスからの個体再分化に及ぼす  ite 02%,出現以後は2,4-D freeと して庶

培地の影響              糖 2%と gelrite 0 2%を 共通に添加した3基

カルス形成が最も優れている開花後15日 目の  本培地 (MS,B5,N6)で培養して再生率を調

未熟胚より誘導したカルスをグリーンスポット  査した (表 -2)。

出現までは2,4-D 2嘔 /2,庶糖 2%と gdr

表-2 コムギ未熟胚カルスからの再分化個体率 (%)に及ぼす培地の影響

地培 MS B5 N6

分 化 個 体 生 育 良 不良 計 良 不良 計 良 不良 計

農   林  10   号

ァ ォ パ コ ム ギ

キ タ カ ミ コ ム ギ

ナ  ン プ コ ム ギ

ハ チ マ ン コ ム ギ

ミ ヤ ギ ノ コ ム ギ

ワ カ マ ツ コ ム ギ

438  156  594

250   63  31 3

156   63  21 9

63   00   63

94  250  344

67   67   133

313  156  469

38  00  38

67   00   67

00  00  00

33   00   3 3

00  00  00

00  00  00
97  32 129

00   00   00

97   00   97

31  31  63

0 0    0 0    0 0

00   00   00

00   63   6 3

00   69   69

B5と N〔略地で再生個体が得られた品種は 7

品種中 4品種に過ぎず,その再生率も最高が13

%(ワカマツコムギ,Bb培地)であり,両培

地は再分化培地としては不適と判明した。MS

培地では何れの品種も他の培地より高い再生率

を示したが,品種間の変異も顕著に認められた。

すなわち,農林10号 とワカマツコムギが50～60

%の再生率を示したが,ナ ンプコムギは6%で

あった。また,再分化してもその後の生育が不

良であった個体の害1合にも変異が認められ,特

にハチマンコムギでその割合が大きかった。

表-3 ホルモンの再分化 (%)に及ぼす影響

発根 :根のみ分化  GS:グ リーンスポット形成のみ

13)未熟胚カルスからの個体再生に及はすホ

ルモンの影響

ホルモンによって再生率の向上が図られるか

を知るために, コムギ5品種の未熟胚由来のカ

ルス (1処理16カ ルス)を MS基本培地 (庶糖

2%。 gelrite 0 2%添 加)に植47/Jホ ルモン3

水準処理 (12,4-D 211g/′  2.NAA

01 mg/′  十 Kinein l mg/2 3.N

AA l ng/2 + Kinotin l略 /′ )加え

た固形培地で培養して 再生率を調査した (表 ―

3)。

種口
¨

2,4-DZmg NA■01+Kinetn lmg Nん 1ヽ■ Kmeth lmg/1

再生 発根 G.S 再生 発根 G.S. 再生 発根 G.S

ナ ン ブ コ ム ギ

ミ ヤ ギ ノ コ ム ギ

ハ チ マ ン コ ム ギ

ァ オ バ コ ム ギ

Chinese Spring

39  407  203

56  239  155

340  362  234

286   166    7 1

661   32  284

18  592  203

00  118 118

00  250  350

200  600  200

420   80  500

1 9  592  389

00  176  294

00  200  350

00  400  500

583  166  250

注 再生 :植物体再生
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標準区 (2,4-D添加)と比較して, グリー

ンスポットを形成したカルスの割合がNAAと

kinetinの組合せ区において増大する傾向は認

められた力ヽ 再生率の向上効果は認められなかっ

た。またハチマンコムギのように標準区でかな

りの再生個体が得られた品種も認められたが,

植物ホルモンの種類や量によってどこまで再生

率を向上させるかは今後の課題である。またこ

のようなネガティブなデータも何らかの形で報

告することは試験の効率の上から有益であろう。

m 未熟胚カルスの植物体再生率に関する遺

伝的変異

カルスからの再生率を3年間調査をしたが,

品種間変異が大きく,農林18号 とさび系50号が

80%を越えたのが最高で, 2年間調査してもサ

キュウコムギのみは0%であった。1988Tに国

の内外より集めた123品種について調査した結

果では平均再生率は26%であり,国内品種 (30

%,45品種)が外国品種 (23%,78品種)よ り

やや高かったが 再生率において地域的な差異

は明瞭でないと考えられた (図 -2)c

198840

20

0

6 10弓0お 」o.:o6b(%)
1986

図-3 再生率の年次間相関

2年間を通じて厨川圃場で標準栽培した小麦

25品種について再生率を比較したところ,1988

年では25品種中 6品種再生率力活下しただけで,

高い再生率を示した (図 -3)。 両年間で有意

な年次間相関が得られ,植物再生には遺伝的影

響が大きいことが認められた。現在再生植物か

らの未熟胚由来の再生植物を作出して,再生に

関与する遺伝子が集積可能かを検討している。

またカルスからの再生過程における体細胞変異

(somaic varia■ On)についても再生植物をFl

場に栽培 して調査をしており,稗長などで変異

が認められている。

細Ia処理を行う上で塊状のカルスよりはもっ

とばらばらになっている懸濁細胞,更にプロト

プラストが適する。それで106品種のカルスを

液体培養したところ16系統 (15%)継代培養が

可能な懸濁細胞が得られたので,以下に示した

試験に供試した。

20

外

甲 10
1f

日
本
品
極

90

図-2 小麦品種の未熟胚カルスからの再生

率の頻度分布 (1988)

・ r=053*・
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2. 小麦細胞に対する毒性物質の影響

と細胞選抜法の開発

組織培養を利用して耐病性個体を作出する試

みがなされている。その方法は培養中に生ずる

体細胞変異又は化学的処理 〈変異誘発剤)や物

理的処理 (放射線等)に より人為的に誘発され

た変異細胞を, 1)病原 (菌・ ウイルス)や病

原毒素を含む培養濾液などによる細胞処理した

後に選抜して得られた耐性細胞からの再生檀吻

又は, 2)細胞選抜を加えず再生植物から抵抗

性個体を選抜する。Daubによると約10種ほど

の病気で,動 72rr●選抜の効果が認められ, ま

た力 72`rο選抜を行わず主として体細胞変異に

より抵抗性個体が得られた作物として,アルファ

ルファ,セ ロリー,馬鈴薯,サ トウキビ,タバ

コなどが報告されているの。なお,培養中に生

ずる体細胞変異を利用して再生植物の選抜のみ

によっても耐病性個体が得られるが,細胞選抜

を加えた方が選抜効率が勝るとされている。

病原菌産生毒素としては宿主特異的毒素

(host― spedfic toxin)と非特異的毒素があり,

前者は感染過程において,あ る植物を宿主とし

て特定する上で決定的な役書1を果たし,宿主と

なる品種にだけ毒性を示し,感受性を持つ細胞

を殺す 〈スノ
`"arfa属

・ π効ガ膨力ο,υοr2“″属

等)つ。非特異的毒素は宿主認識には関与しな

いが,発病過程で病徴発現させ,かつ物質を単

離して,植物に与えると病徴 (の一部)が発現

される。紅色雪腐菌では非特異的毒素を産出す

るので,それを含む培養濾液を取り扱った。

当初予備試験として,カ ルスに培養濾液を処

理した。カルスは増殖速度が劣る上に塊状のカ

ルス中に濾液が浸透するのに時間を要し,色調

の変化から品種問差異の判定が可能になるまで

約100日かかった。それで増殖が速やかで,細

かく分離されている懸濁 (液体培養)細胞につ

いて試験した結果を報告する。

“

)病原毒性物質の抽出法と処理法の検討

病原毒性物質を含む培養濾液を得るために,

紅色雪腐菌の 2菌株,FK-1(強 )と PS-2

G弓 ),を表-4に示した4種類の培地で培養し

て菌体重や濾液 pHの時間的推移を調査して,

毒素の抽出に適した培養条件を検討した。Pool

培地では菌は殆ど生育せず,Czapek培地にお

いてはやや増殖したが,両培地は紅色雪腐病菌

増殖培地には適さないことが判明した。PDB

〈ポテ トデキス トロース液体)培地 とWEB

(コ ムギェキス液体)培地では菌の増殖が良好

であった。

表-4 コムギ紅色雪腐病菌 (Fυsar2●

“
″i

"」
のの増殖に及ぼす液体培地の種

類の影響

注 20℃ 7日 間振とう培養後の振とうフラスコ 1本

当たりの乾燥菌体重(g)

菌体重の時間的推移を2菌株用いて調査した

ところ, 7日 目までは両菌株類似した重量の増

加傾向を示したが,そ の後ややPS-2が優った

が,両者とも11日 目ではぼ最高に達した (図―

4)。 次に濾液中のpHについてみると, 5日

目からpHは上昇して菌体重と同じく11日 目に

最大に達した (図 -5)。 また病原力の強い菌

株 (FK-1)は弱い菌株 〈PS-2)よ り,高い

040    070

045    050

000    0 12

005    022
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培養細胞

(カ ルス・懸濁細胞

・ プロトプラスト)

1植物組織
|

|(外植片)|

↑

(細胞選抜)

(幼 )檀物――一――→後代泄物

(蘇種→椿腫)

図-4 細胞培養系からの耐性植物選抜

lt)
0.8

0.6
Drv

weight
0.4

0.2

0.0
35791113

1ncubation periods(day s)

図-5 培養日数と菌体重の変化 (PDB液

体培地,20℃暗黒)

pH値を示したが,病原力とpHと の関連を推

測するには供試菌株数が不足している。

小麦品種 Fundulea133の懸濁細胞を供試して

紅色雪腐病菌 (FK-1)の培養濾液による処理

法を検討した (表 -5)。 濾液濃度は025%で

も13%ほど無処理区に比べて増殖が抑制され,

処理効果が認められた。そして培養濾液濃度が

表-5 紅色雪腐病菌 (FK-1)培養濾液濃

度が懸濁細胞の増殖に与える影響

注 MS液体培地で培養 7日 後の無処理区の生体重

をllXIと した相対直

増すに従い増殖が阻害され, 4%以上の濃度で

は処理の効果は一定となった。したがって:処

理濃度として4～16%が適当と認められた。

口)紅色雪腐病菌培養濾液とマイコト♯シン′

による細胞処理

病原毒素の細胞処理法として培養濾液処IIEに

よって成果が得られている例が多い (6-8,15)。

なおユが″ゴは夏には小麦の赤かび病の病原と

なり,動物に有害な数種のマイコトキシンを産

生する。植物に対する毒性はまだ試験されてい

ない。その一種であるディオキシニバレノール

(DON)も参考に供試した。

紅色雪腐病菌の病原力の異なる2菌株の培養

濾液を小麦 8品種より得られた懸濁細胞に処理

して,処理後 7日 目の生体重について無処理区

培 養 濾 液 濃 度(%)

0 025 10 4_0 80 16

・・・…口・・・・・PS-2

-E― FK-1
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との比率を求めた (表 -6)。 濾液中には病原

毒素以外にも病原菌が産生する様々な物質が含

まれており,そ の中でもある種の生理活性物質

に対する反応が品種により異なった。Bounty

301,Kasava,Sternaの 3品種の懸濁細胞は30-

60%も無処理区より増大した。そして東北産 3

品種は濾液処理効果は認められなかった。この

ように増殖を促進する物質の存在するにも拘ら

同じF″Jvafeか ら得られたマイコトキシン

(DON)を処理したところ,培養濾液で抑制さ

れたFundulea133と PIskaは 抑制され,培養

濾液処理で影響受けなかったかまたは増殖した

農林27号 ,Bounty 301と Sternaはマイコトキ

シンの影響が少なかった。このことはDONが

細胞間の増殖変異を示す原因物質 (の一つ)で

あり,DONの作用を増幅する働きをする特定

物質が培養濾液中に存在するということも考え

られる。

選抜法確立の上で,個体レベルでの抵抗性が

細胞レベルでの抵抗性と平行しているかを検討

する必要がある。あいにく暖冬であったために

回場調査では品種間差異が認められなかった。

増殖が抑制された品種 (Fundulea 133)と 増殖

ず,Fundulea 133と Pliskaで は岬 の30-

40%と大きく抑制された。なお個体レベルでは

病原力に差異が認められた2菌株の影響は細胞

レベルでは認められなかった。また処理によっ

て増殖が促進された細胞を検鏡したところ,細

胞数が増大するより,む しろ個々の細胞が大き

くなることが認められている。

した品種 (Sterna)について常温接種法により

個体レベルでの抵抗性を検定した (表 -7)。

Sternaは関東品種並の抵抗性であり, それに

たいしFundulea 133は 東北品種では最強のナ

ンプコムギには若干劣るが東北産品種の平均的

な抵抗性を示している。すなわちサキュウコム

ギなど3品種と同程度と思われる。今後2品種

以外についても個体レベルでの抵抗性を検定し

て,培養濾液に対する反応との関係を明らかに

して研究結果をまとめてゆきたい。

表-6 紅色雪腐病菌培養濾液とマイコトキシンの懸濁細胞の増殖に及ぼす影響

種口
四 育 成 地

培養濾液 (菌株)

抑制効果
マイコ トキシン

deoxynivalenol)FK-1 PS-2

Fundulea  133

Pliska

サキュウコムギ

農林 6号

農林27号

BOunty 301

Kasava

Sterna

ル ー マ ニ ア

プ ル ガ リ ア

岩    手

岩    手

岩    手

USA
ユーゴスラ ビア

ユーゴスラ ビア

305

432

115 6

863

1476

134 2

1378

433

376

863

1005

1123

1463

1353

1628

+

十

+

+

+

24

305

938

739

890

注 処理後 MS液体培地で培養7日 後の生体重について無処理区100と したときの相対値

体が死亡 したときの日数
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0)抵抗性発現に及ぼすハードニングの影響

抵抗性発現機構の解明には個体レベル,組織

レベル,細胞レベル,更に分子レベルヘと推し

進めることが望まれる。ここでは個体レベルで

の抵抗性発現に最も大きな影響を有するハード

ニングについて試験した。図-6に抵抗性の異

なる小麦 2品種,ナ ンプコムギ (抵抗性中)。

P1173438(抵 抗性強),における個体 レベルで

の抵抗性発現に及ぼすハードニングの影響を示

した。無ハードニングではむしろナンプロムギ

が優れているが,ハードニング1週間で両者並

び,ナ ンプコムギは3週間で最大値に達し,圃

場条件で獲得した水準に達した。 3週間以上の

ハードニングによってもP1173438は 更に抵抗

性を増大させ, 5週間のハードニングでは圃場

条件で獲得した水準 (遺伝的ポテンシャル)に

は達しなかった。

13579

1ncubation periOds

培養日数とpHの変化

培地,20℃暗黒)

11 13

(days)

(PDB液体

以上のように個体レベルでは決定的に重要な

ハードニングが細胞レベルでも効果が認められ

るかを調査した (表 -8)。 1週間ハードニン

グした場合はPliskaに対するFK-1区が76%

と無ハードニング区の43%に比べてハードニン

グの効果が認められた。 しかしFundulea 133

についてみると1-2週のハードニングでは効

果がみられなかったが, 3週間目には83～96%

の増殖率を示し,培養濾液処理による増殖抑制

効果が極めて軽減すること力斗1明 した。細胞レ

ベルではハードニングの効果が認められるのに

より長時間要するのか,ま た懸濁細胞間に個体

レベルと類似した差異が認められるのか等を今

後究明して,細胞レベルでの抵抗性発現機構解

明の端緒としたい。

表-8 ハードニング (5℃暗黒)が懸濁細

胞の紅色雪腐病菌培養濾液に対する

反応に及ぼす影響

ハードニング期間(週 )

種口
ｍ

0   1   2   3

Fundulea 133

6499  -  428

注 MS液体培地のみで同 じ期間ハー ドニングした

無処理区の生体重を100と した相対値

3結 び

細胞選抜法を実施する上で不可欠な培養細胞

系の安定的作出技術と病菌産生毒素の単離手法

が確立されていないため,実用化までは時間を

要する。しかし,特に雪腐病を取り上げた理由

は二つある。細胞選抜法は時間の節約にはなら

365 367 834

360 390960

757 - 649

―

PS-2
・・¨̈ 口¨̈・ FK-1

図 -6
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ないともいわれているが,前述したように雪腐  門場所に任せることはできないことである。現

病は低温下で病気がゆっくり進展するためや宿  在,植物病理,育種分野の研究者もこの問題に

主にはハードニングが必要であることなどで,   目を向けているこの機会を逃さず,バイオテク

非常に時間を要することから,本法でも時間短  ノロジーの実用化という面から取り組んでゆき

縮の効果があるとみられる。更に重要なことは,  たい。

本病が寒冷積雪地特有であるために,筑波の専
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