
緒 言

我が国では，イネの葯培養は育種年限を短縮させ

る技術の一つとして水稲育種の実用技術として定着

している。1987年に北海道立上川農業試験場で国内

最初の葯培養品種「上育394号」が育成された（佐々

木ら 1988）。それ以来，今日までに多くの葯培養品

種が国内の農業試験研究機関で育成され，その成果

が報告されている（佐竹 1999，三上ら 2004，三ッ

川ら 2005，高田ら 2007）。

育種の実用技術として定着している葯培養技術で

はあるが，培養効率は低く，育種の現場では多大な

労力をかけている。そのため，葯培養効率に影響す

る要因を解明する研究が行われ，その要因の一つに

遺伝子型があげられている（Chen 1986）。遺伝子型

の違いは品種の差に反映するため，葯培養効率の構

成要素であるカルス形成率やカルスからの植物体再

分化率についての品種間差異が報告されている

（Yamaguchi et al. 1990，安部 1992，古野ら 1992，

佐藤 1993，安部・上曽山 1994）。最近では，分子生

物学的手法により，カルス形成率やカルスからの植

物体再分化率に関与する遺伝子領域についても明ら

かにされている（山岸 1997，He et al. 1998，Kwon
 

et al. 2002）。

水稲新品種「上育453号」および系統「上育455号」

は極良食味品種・系統で，特に「上育453号」は2008

年に品種登録され，北海道の良食味品種の「おぼろ

づき」並かそれ以上の食味を有する新品種である（尾

崎 2008）。これら極良食味品種・系統は今後の新た

な品種育成の育種素材として利用される可能性は高

く，育種年限を短縮する葯培養技術の利用が考えら

れる。しかし，イネの葯培養効率の品種間差異に関

する研究は，近年，特に少なく，北海道の水稲新品

種・系統の葯培養効率については明らかにされてい

ない。

本実験では，北海道の水稲新品種「上育453号」

および系統「上育455号」の葯培養効率を明らかに

するため，葯培養効率の高い北海道水稲品種「キタ

アケ」および葯培養効率の低い「きらら397」を比較

品種に用い，これら新品種・系統の葯培養能力を評

価した。

材料および方法

１．イネの栽培法と葯の採取法

北海道立上川農業試験場で育成された水稲新品種

「上育453号」および系統「上育455号」と，葯培養

効率の高い北海道水稲品種「キタアケ」と，「キタア

ケ」に比べて葯培養効率の低い「きらら397」とを供

試した。なお，北海道立上川農業試験場から「上育

453号」および「上育455号」の種子を分譲していた

だいた。

発育時期の揃った穂を効率的に得るため，佐竹

（1972，1989）の方法を準用した円形16粒播きポッ

ト栽培法で材料を養成した。すなわち，２kgの乾土

と５gの化成肥料くみあい複合塩化燐安622（N：

0.8g，P O：0.6g，K O：0.6g）とをよく混合し
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て3.5Lのプラスチックポットに充塡し，16粒の催

芽種子を円形に直播して酪農学園大学実験圃場のガ

ラス温室で栽培した。ガラス温室のスペースの制限

により，2007年６月９日に「上育453号」を，同年

６月25日に「上育455号」を播種した。両系統の葯

培養効率を評価する比較品種として「キタアケ」と

「きらら397」を用い，両系統と同一日にそれぞれ播

種した。２葉期に湛水し，分げつは出現後ただちに

切除して主稈だけを生育させた。ポット内および

ポット間の個体の生育を整一にするため，ガラス温

室内の微気象の差を考慮し，毎日，ポットの位置を

変えた。

生理的素質の均一な葯を供試するため，上位３枝

梗のそれぞれの先端から１，３，４，５番目の穎花

を特定穎花とし，止葉葉数の同じ主稈穂の特定穎花

だけから葯を採取した。ただし，特定穎花のうち，

花粉の発育時期が最も進んでいる穎花（第１枝梗の

先端から５番目）と，発育時期の最も遅い穎花（第

３枝梗の先端から３番目）を花粉発育ステージの検

鏡の材料とし，残りの10穎花60葯を培養に用いた。

穂ばらみ期に葉耳間長を１cm単位で分級し，葉耳

間長別に特定穎花の葯の花粉発育ステージを検鏡し

て，１核中期～後期の葯が多く得られる葉耳間長を

決定し，その花粉発育ステージの前後のステージを

含む葉耳間長の範囲４cmを決定した。直ちにその

範囲の葉耳間長をもつ茎を一斉に採取し，これらの

茎を止葉前葉の節の直下で水切りし，止葉の葉身を

基部から数 cm残して切除した。これらの茎を水の

入ったビーカーに挿し，茎全体をポリエチレン袋で

覆い暗黒下で10℃の低温処理を20日間行った。そ

の後，葉鞘の中から穂を取り出し，特定穎花だけを

残して他のすべての穎花を切除した。このように調

整した穂を70％エタノールに１分間浸漬し，滅菌水

で３回洗浄した後，特定穎花から葯を摘出して葉耳

間長ごとに葯を培養した。

２．葯の培養法

イネの二段階葯培養法を改変した液体前培養法

（岡本 2005）で葯を培養した。すなわち，葯を液体

のカルス誘導培地で14日間浮遊培養した後，同一組

成の固形培地に再度置床し，21日間培養した。その

後，得られたカルスを，カルス誘導培地と組成が異

なる固形の植物体再分化培地に移植し，60日間培養

した。培養全期間を通じて25℃，昼白色蛍光灯で約

3000lx・12時間照明下で培養した。

カルス誘導培地には，N 培地（Chu 1978）を基本

培地として用い，これに2,4-D ２mg/l，アスパラ

ギン酸１g/l，グルタミン１g/l，ショ糖50g/lを添加

し，培地 pHを5.5に調整した。液体培地では培地固

化剤を用いなかったが，固形培地では寒天10g/lを

用い，培地を固化した。葉耳間長別に１穂当たり10

個の特定穎花から採取した60葯を，20mlの培地を

含むφ90mm×20mmのプラスチックシャーレ

（岩城硝子株式会社）で培養した。

植物体再分化培地には，N を基本培地とし，これ

にインドール酢酸0.2mg/l，ベンジルアデニン0.5

mg/l，カザミノ酸２g/l，ソルビトール30g/l，ショ

糖30g/l，寒天10g/lを添加し，培地 pHを5.5に調

整した。φ25mm×100mmの試験管に寒天培地15

mlを入れ，この中にカルス１個を移植した。試験管

の蓋としてφ25mm用のポリプロピレン製の植物

用試験管キャップ（松本医科器機株式会社）を用い

た。なお，カルス形成率の最も高い葉耳間長で得ら

れたカルスをすべて培養した。

３．カルス形成率および植物体再分化率の調査

液体のカルス誘導培地から固形培地に再度葯を置

床後21日目（カルス誘導より35日目）に，直径0.5

mm以上のカルスを形成した葯数を調査し，カルス

形成率（カルスを形成した葯数を，置床した葯数で

除した）を求めた。植物体再分化培地にカルスを移

植後60日目に緑色植物を分化したカルス数および

アルビノ植物を分化したカルス数を調査した。移植

カルス数に対する緑色植物を再分化したカルス数の

割合（％）を求め，これを緑色植物再分化率とした。

また，緑色植物再分化率にアルビノ植物再分化率（移

植カルス数に対するアルビノ植物を再分化したカル

ス数の割合，％）を加え植物体再分化率とした。た

だし，１個のカルスから複数個体を分化した場合で

も分化カルス数は１と数えた。１個のカルスから緑

色植物とアルビノ植物が混在して分化した場合は，

そのカルスを緑色植物再分化カルスに分類した。

結果および考察

各品種・系統のカルス形成率，カルスからの植物

体再分化率および葯当たり緑色植物再分化率を表１

に示した。比較品種のカルス形成率は，「キタアケ」

が「きらら397」より低く，カルスからの緑色植物体

再分化率は「キタアケ」が「きらら397」より明らか

に高かった。その結果，葯培養の最終効率である葯

当たり緑色植物再分化率（カルス形成率とカルスか

らの緑色植物再分化率の積で求められる）は，「キタ

アケ」で25.1～28.2％を，「きらら397」では5.7％

を示し，比較品種間に明らかな差が認められた。
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このような葯培養効率に差のある２品種と比較

し，北海道の水稲新品種「上育453号」および系統

「上育455号」の葯培養効率を評価した。その結果，

カルス形成率は両新品種・系統ともに「きらら397」

より低いものの，「キタアケ」との差はわずかであっ

た。これに対して，カルスからの緑色植物再分化率

は両新品種・系統とも「キタアケ」に比べ著しく低

い値を示したが，「きらら397」との比較において新

品種・系統間で傾向が異なった。すなわち，「上育453

号」では「きらら397」より高い値を示したのに対し，

「上育455号」では「きらら397」よりわずかに低い

値を示した。葯当たり緑色植物再分化率は両新品

種・系統ともに「キタアケ」に比べて明らかに低く，

「きらら397」の効率に近い値を示し，「上育453号」

で7.1％（「きらら397」の1.2倍），「上育455号」

で4.6％（同0.8倍）となった。これは，新品種・系

統におけるカルス形成とカルスからの緑色植物再分

化の，二つの培養特性のうち，後者の特性が葯当た

り緑色植物再分化率に大きく影響したものと考えら

れる。以上の結果から，水稲新品種・系統の葯培養

効率は効率の低い「きらら397」並みの葯培養能力で

あることが分かった。

育種素材としてよく利用される品種やその品種を

交雑親に利用した F に適した培地が開発されてい

る（島田ら1999，Daigen et al. 2000ab）。特に，

Daigen et al.（2000a）は難培養性品種「コシヒカリ」

専用の DKN培地を開発し，1/2に希釈した R2培

地で葯培養した場合に比べ，葯当たり緑色植物再分

化率が温室で養成した材料を用いた場合で4.3倍，

水田で養成した材料を用いた場合で21.4倍となる

ことを報告し，DKN培地が「コシヒカリ」やその近

縁品種を交配親に用いた F 葯培養の効率化に寄与

している（Daigen et al. 2000b）。一方，北海道の水

稲品種を用い，培地組成以外の培養条件に関する研

究も行われている。出原ら（2005）はカルス誘導期

に暗黒で培養すること，吉田ら（2006）は0.2％ゲラ

上育453号と上育455号の葯培養効率

表1 葯培養効率の高い「キタアケ」と低い「きらら397」との比較による水稲新品種「上育453号」および系統「上育455

号」の葯培養特性

植物体再分化率（％)

播種日 品種・系統
葉耳間長

(cm)
置床葯数

カルス

形成葯数

カルス

形成率

(％，Ａ)

移植

カルス数

再分化した全植

物体に占める緑

色植物の割合

(％，Ｂ/(Ｂ＋Ｃ))

葯当たり緑色植物

再分化率

(Ａ×Ｂ，％)
全植物

(Ｂ＋Ｃ)

緑色植物

(Ｂ)

アルビノ植物

(Ｃ)

６月９日

上育453号 ±０ 878 280 31.9 － － － － － －

－１ 466 196 42.1 196 72.9 16.8 56.1 23.0 7.1

－２ 766 246 32.1 － － － － － －

－３ 335 100 29.9 － － － － － －

キタアケ ＋１ 428 184 43.0 － － － － － －

±０ 334 150 44.9 150 91.3 56.0 35.3 61.3 25.1

－１ 488 218 44.7 － － － － － －

－２ 152 23 15.1 － － － － － －

きらら397 ＋１ 440 266 60.5 266 72.2 9.4 62.8 13.0 5.7

±０ 613 309 50.4 － － － － － －

－１ 539 309 57.3 － － － － － －

－２ 405 187 46.2 － － － － － －

６月25日

上育455号 ＋２ 738 236 32.0 － － － － － －

＋１ 690 323 46.8 － － － － － －

±０ 736 396 53.8 396 57.6 8.6 49.0 14.9 4.6

－１ 753 376 49.9 － － － － － －

キタアケ ＋２ 286 147 51.4 － － － － － －

＋１ 277 144 52.0 144 93.8 54.2 39.6 57.8 28.2

±０ 113 52 46.0 － － － － － －

－１ 274 135 49.3 － － － － － －

きらら397 ＋２ 456 266 58.3 266 69.2 9.8 59.4 14.2 5.7

＋１ 563 327 58.1 － － － － － －

±０ 343 163 47.5 － － － － － －

－１ 426 166 39.0 － － － － － －
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ンガムで固化したカルス誘導培地と１％寒天で固化

した再分化培地で培養することが「キタアケ」と「き

らら397」の葯培養効率を向上させることを明らか

にした。

本実験において，水稲新品種「上育453号」およ

び系統「上育455号」の葯培養効率は「きらら397」

程度と低いことが明らかとなったが，葯培養効率が

低くとも，上述した専用培地や照明条件，培地固化

剤など培養条件の改善により，葯培養効率の向上の

余地はあると考えている。現行以上の葯培養効率と

するためには，「上育453号」および「上育455号」

のカルス形成率は葯培養効率の高い「キタアケ」と

同程度であったことから，カルス形成率を向上させ

るよりも，カルスからの緑色植物再分化率を向上さ

せることが当面の課題であろう。

要 約

本研究では，水稲新品種「上育453号」および系

統「上育455号」の葯培養効率を明らかにするため，

葯培養効率の高い水稲品種「キタアケ」と，「キタア

ケ」に比べて培養効率の低い「きらら397」を比較品

種に用い，これら新品種・系統の葯培養効率を評価

した。その結果，葯培養効率の比較品種「キタアケ」

と「きらら397」の葯当たり緑色植物再分化率はそれ

ぞれ25.1～28.2％と5.7％を示した。「上育453号」

の葯当たり緑色植物再分化は7.1％を示し，「キタア

ケ」の0.3倍，「きらら397」の1.2倍であった。一

方，「上育455号」では4.6％を示し，「キタアケ」の

0.2倍，「きらら397」の0.8倍であった。以上の結

果，「上育453号」と「上育455号」の葯培養効率は，

ともに「きらら397」と同程度であることが明らかと

なった。
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Summary
 

The anther culture efficiencies of two new rice variety‘Jouiku 453’and line‘Jouiku 455’,were examined
 

with the comparison of high ability variety in green plant regeneration from anther,‘Kita-ake’and that of
 

low ability one,‘Kirara 397’. Rate of green plant regeneration per anther of‘Jouiku 453’was determined
 

to be 7.1%. This value is equal to 0.3 folds of‘Kita-ake’and 1.2 folds of‘Kirara 397’. On the other hand,

that of‘Jouiku 455’was 4.6%. This value is equal to 0.2 folds of‘Kita-ake’and 0.8 folds of‘Kirara 397’.

From the results of this study,we concluded that the anther culture efficiencies of the examined two new
 

rice varieties are similar to ‘Kirara 397’’s one.
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