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WP培地を用いたマルメロ冬芽からのシュートの誘導
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要 旨

マルメロ（CbdoniaoblongaMiller）の冬芽から，WP培地を用いてシュートの誘導を行った。

成長ホルモンとして6－ベンジルアミノプリンを用いたところ，初期濃度は1．2mg／ゼがよく，2週間

後くらいに濃度0．4～0．8mg／ゼへ移植することが有効であった。さらに，節部切片培養により増殖も

可能であることが知れた。

マルメロは，バラ目ナシ科マルメロ属一属一種

の樹木1）で，カリン（仇αe几OmegeS SZ几en．壷

Koehne）と近縁種であり，そのため，混同され

ることがあるが，別の種である。カリンの果実の

成分は，喉によいなどとして民間療法や漢方でも

用いられることがあり，マルメロもカリンと近縁

であることから同様の機能性をもつ果実がなるこ

とが期待できる。また，マルメロの木は，現在は，

その果実よりも台木としての利用がなされている

樹木である。

道南地域に限って見れば，マルメロは写真1の

ように6月上旬に花を咲かせ，10～11月ころに黄

色の実をっける（写真2）。マルメロを用いたワ

イン2）や低酸味飲料3）などの開発を当センターで

もおこなってきているが，機能性素材としてより

一層期待される研究素材である。そこで，地域の

バイオテクノロジーの基盤技術の育成をねらい，

植物組織培養の研究素材として，成長点培養によ

る大量増殖の対象品種に選択した。

樹木の組織培養としては，冬芽から培養を試み

る方法とプロトプラストが培養をする方法が研究

手法としてある4）。マルメロの場合，プロトプラ

ストからの増殖方法ではR．DoIcet－Sanjuanら
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写真1　マルメ田の花（6月）

写真2　マルメロの果実（11月）

の報告5）がある。一方，MS培地を用いた例とし

てはR．Muleoらの報告6）がある。MS培地での

追試をふまえ，WP培地（WoodyPlantMedium）

を用いたときの結果が良かったので報告する。
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以下，冬芽の成長点からの増殖をWP培地を用

いて試みた例を報告する。

マルメロは11月下旬から12月中旬に小枝を選び，

葉は全て切り落とした。その小枝を歯ブラシで表

面を水道水で洗浄後，4cmくらいに切断し，冬芽

が2つ付くぐらいに長さをそろえた（写真3）。

写真3　成長点の切出し用に準備した小枝

次に，50mlの試験管に用意したエタノールにピン

セットで摘んで漬け，引き上げてから火をっける。

火炎により表面を焼き払い，アルコールが燃焼し

た後，100mlの三角フラスコに用意した1％次亜

塩素酸溶液に5～10分間漬けた。その後，滅菌水

を張った三角フラスコ内で3回洗い，成長点を切

り出した。切り出し方法は，クリーンベンチ内に

実体顕微鏡を設置し，その下で，ディスポーザブ

ルの医療用メスを用いて，まず冬芽の側面を削り，

次に上面を削った。削り面から組織の内部を探り，

削り増しをおこないながら，成長点を切り出した。

成長点は，寒天濃度0．8％，ショ糖2％，pH5．7の

WP培地を用いて27℃，湿度50％，16時間日長，

約100001Ⅹ（蛍光灯40W，9本相当）で培養し，

カイネチン（成長ホルモン）としてベンジルアミ

ノプリン（BAP，6－Benzylaminopurine）を0．4，

0．8，1．2mg／ゼの濃度で，各4本を試した。その

結果，1．2mg／ゼの4本は，14日後には全て新緑

の組織が確認できた。0．8mg／ゼは新緑が観察さ

れず，0．4mg／ゼは2本の新緑が観察された。ま

た，コンタミによる汚染をおこしたのは，12本中

1本であった。

マルメロの場合は，表面にある柔毛の発達によ

り，界面活性剤を含む次亜塩素酸を用いる浸透殺

菌法を基本としただけでは，無菌化の成功率は高

くないという印象を得ており，このような焼き払

い工程を導入することが，無菌化及び作業時間短

縮に大いに貢献した。
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切り出した成長点をBAPl．2mg／Bの濃度で培

養を続けると20日前後で組織はカルス状塊となり

褐変，枯死するので，BAP濃度0．8mg／CのWP

培地に植え継ぐことにより成長を維持できた。さ

らに，そのまま放置するすると69日くらいで葉枯

れが出現するので，シュートを節郡切片の培養に

より増殖させた。節部切片の培養は，いわゆる一

葉差しといわれる方法により行った。このときの

BAP濃度は，0．4と0．8mg／Bを用いた。7日～16

日でシュートの新生が確認できた。例えば，1本

のシュートを9本に節部切片培養した場合，6本

から新しいシュートが伸長した。

節部切片培養から40日前後では，複数のシュー

トが伸長しているのが，観察された。たとえば，

BAP濃度0．4mg／Bの培地で植え継いだシュート

に新たに4本のシュートの誘導が認められたもの

があった。（写真4，節部切片培養から22日後）

BAPの濃度の差によりこのマルチプルシュート

の誘導に差異があるかどうかは，不明であった。

ただし，追試の結果では，BAPの濃度が0．6mg／

β以上であるとシュートの伸長が低めにでるよう

であった。節部切片の培養により，大量増殖につ

いて，道内では佐藤がェゾヤマザクラでの大量培

養の成功7）を報告している。

写真4　WP培地でのマルチプルシュート

節部切片培養から22日後，BAPO．4†曙／β

以上，初代培養から継代培養でBAPの濃度を

変更することにより，茎頂がカルス塊となるのを

避け，シュートを誘導することが，WP培地での

マルメロの増殖をさせる場合にも有効であること



がわかった。このような手法が有効であることは，

西川らが行ったオレオカンパでの培養実験8）で報

告があり，大いに参考になった。さらに，この一

連の実験観察から，メスによる切り出した成長点

場所や切り離した節部の位置は，その後のシュー

トの伸長など実験経過に与える影響は極めて大き

いと思われた。
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