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＜はじめに＞
イチゴの⽣産性を上げるために植物バイオ技術による効率的な苗の⼤
量⽣産⽅法の開発に挑戦した。また新しい増殖法における突然変異発
⽣リスクの評価をDNAダイレクトシーケンス分析におけるエレクトロ
フェログラムの波形を解析することによって⾏った。

＜研究１ ⼤量増殖技術開発＞

＜実験計画＞
○カルス誘導実験＜培養組織：⽣⻑点培養苗、葉柄基部と葉⾝＞
植物ホルモン＜2,4-DとBAを無添加、0.1 mg/L、1.0 mg/Lで組み合わせ
た９条件の検討。
〇不定芽誘導実験
植物ホルモン：2,4-Dが無添加、0.1mg/L、1.0mg/L、

BA が無添加、1.0mg/L、2.0mg/L
で組み合わせた9条件の検討。

⽇⻑条件：２４時間照明４週間から１６時間照明へ。

＜材料＞
園芸⾼校のバイオ科イチゴハウスで育成している
「宝交早⽣」葉柄、葉⾝を使⽤した。またランナー先端
の成⻑点培養で得られた無菌状態の植物体を使⽤した。

【現在のイチゴのバイテク増殖法】 【目標とするカルス経由による高効率バイテク増殖法】

カルス誘導実験

写真３．
ハウス栽培イチゴ
の葉柄基部、
組織培養8週⽬の
様⼦

写真２．成⻑点培
養で得られた無菌
のイチゴの葉柄
組織培養8週⽬の
様⼦

まとめ
・⼤量増殖技術開発
○カルス誘導の培養組織には無菌培養中の幼苗よりもハウス栽培中
の葉柄基部が良好である。
○カルス誘導⽤の植物ホルモンには、2.4-D 1.0 mg/L、BA1.0 mg/Lのくみ
合わせが最適である。
〇カルスからの不定芽誘導には、1８時間⽇⻑条件で2.4-Dが0または1.0 
mg/L、BAが0mg/Lのホルモン条件の培地が適正である。
・突然変異発⽣リスク
○成⻑点培養に⽐べ、カルス誘導にはDNA上の突然変異発⽣リスクが⾼
いことが具体的に確かめられた。
○⽣産苗の育成時には、苗の品質管理に注意する必要があるといえる。

＜参考⽂献＞
植物バイオテクノロジー、農⽂協、平成１４年、Ｐ96〜99
組織培養による種苗の⼤量増殖マニュアル
近畿中国試験研究推進会議、平成5年、P33〜36

写真１.⽣⻑点培養で準備した無菌イチゴ苗（右）

写真４.不定芽誘導実験の18時間⽇⻑、培養４週⽬の様⼦

カルス経由のイチゴの⼤量増殖技術開発と
ＤＮＡ塩基配列シグナルによる突然変異発⽣リスク評価
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表1.外植体ごとの８週⽬におけるカルス化率の⽐較

＜研究２ 突然変異発⽣リスク評価＞
カルス経由の再⽣植物体には、突然変異が発⽣しやすいといわれている。
⽣産⽤の苗としては変異の多発はリスクとなる。バイオ研究部では２種の動
物が混在する環境DNAのシーケンス分析でのエレクトロフェログラム上の波
形シグナルから混在を確認できることを報告している。そこでカルスDNAの
エレクトロフェログラムの波形からカルス経由の⼤量増殖法について突然変
異の発⽣リスクの評価を⾏った。

＜材料＞
成⻑点培養から育成したイチゴ株の葉⾝（L1）と葉柄から脱分化させた2
個のカルス（c1,c2）からキアゲン社DNeasyPlantMiniKItを⽤いて抽出したゲ
ノムDNAを使⽤した。

＜⽅法＞
抽出したゲノムDNAをテンプレートとし葉緑体DNAmatK領域ユニバーサル
プライマーを⽤いてPCR増幅した。得られたPCR産物にABI社BIgDyeTerminater
Ver1.1を⽤いてフォワード、リバース両⽅に蛍光標識し、オートシーケン
サーSeqStudioを⽤いて解析した。解析経過で得られたエレクトロフェログ
ラムについて相補的な塩基置換発⽣シグナルを探索した。

＜結果＞

図１．イチゴの成⻑点培養再⽣植物
体(L1)および誘導カルス(c1,c2)のダイ
レクトシーケンシングによりオート
シーケンサーで得られた葉緑体DNA
のmatK領域塩基配列（サンプル間の
変異検出なし）
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図２．イチゴの成⻑点培養株葉⾝と
カルスの葉緑体DNAmatK領域の塩基
配列解析におけるエレクトフェログ
ラム上のノイズとフォワード、リ
バースに相補的に検出される塩基置
換発⽣シグナルの例

     1          11         21         31         41         51
L1   TTGTGTTTAC GAGCTAAAGT TTTAACACAC GAAAGTCGAA GTATATATTT TATTCGATAC
c2   TTGTGTTTAC GAGCTAAAGT TTTAACACAC GAAAGTCGAA GTATATATTT TATTCGATAC
c1   --GTGTTTAC GAGCTAAAGT TTTAACACAC GAAAGTCGAA GTATATATTT TATTCGATAC
       ******** ********** ********** ********** ********** **********
     61         71         81         91         101        111
L1   CAAACTCTTT TTTTTTGAAG ATCCGCTATA ATAATGAGAA ATATTTCCGA CTATACGCAC
c2   CAAACTCTTT TTTTTTGAAG ATCCGCTATA ATAATGAGAA ATATTTCCGA CTATACGCAC
c1   CAAACTCTTT TTTTTTGAAG ATCCGCTATA ATAATGAGAA ATATTTCCGA CTATACGCAC
     ********** ********** ********** ********** ********** **********
     121        131        141        151        161        171
L1   AAATCGGTCG ATAATATCAG AATCTGACGA ATCCGCCCAG CTGGACTTAC TAATAGGATG
c2   AAATCGGTCG ATAATATCAG AATCTGACGA ATCCGCCCAG CTGGACTTAC TAATAGGATG
c1   AAATCGGTCG ATAATATCAG AATCTGACGA ATCCGCCCAG CTGGACTTAC TAATAGGATG
     ********** ********** ********** ********** ********** **********
     181        191        201        211        221        231             
L1   CCCTAATGTG TTACAAAATT TCACTTTAGC CAACGATCCT ATCATTGGAA TAATTGGAAA
c2   CCCTAATGTG TTACAAAATT TCACTTTAGC CAACGATCCT ATCATTGGAA TAATTGGAAA
c1   CCCTAATGTG TTACAAAATT TCACTTTAGC CAACGATCCT ATCATTGGAA TAATTGGAAA
     ********** ********** ********** ********** ********** **********
     241        251        261        271        281        291
L1   CAGTGTATTA AGCTTCTTCA TAGCATTATA CATTAAATAT GTATTTTCTA GCAATTGACT
c2   CAGTGTATTA AGCTTCTTCA TAGCATTATA CATTAAATAT GTATTTTCTA GCAATTGACT
c1   CAGTGTATTA AGCTTCTTCA TAGCATTATA CATTAAATAT GTATTTTCTA GCAATTGACT
     ********** ********** ********** ********** ********** **********
     301        311        321        331        341        351
L1   CCGTACCACT GAAATATTCG GCCGTATGCT TGAAAGATAA CCCAAAAAAT CAAAGGAATG
c2   CCGTACCACT GAAATATTCG GCCGTATGCT TGAAAGATAA CCCAAAAAAT CAAAGGAATG
c1   CCGTACCACT GAAATATTCG GCCGTATGCT TGAAAGATAA CCCAAAAAAT CAAAGGAATG
     ********** ********** ********** ********** ********** **********
     361        371        381        391        401        411
L1   CTTGGATAAT TGGTTTAGAT GGATTCTTCC TGGTTGAGAC CATACATAAA AATGACATTG
c2   CTTGGATAAT TGGTTTAGAT GGATTCTTCC TGGTTGAGAC CATACATAAA AATGACATTG
c1   CTTGGATAAT TGGTTTAGAT GGATTCTTCC TGGTTGAGAC CATACATAAA AATGACATTG
     ********** ********** ********** ********** ********** **********
     421        431        441        451        461        471
L1   CCAAAAATTG ACAAGATAAT ATTTCCACTT ATTCATCAGA AGAGGAGTAT CTTTTGATGC
c2   CCAAAAATTG ACAAGATAAT ATTTCCACTT ATTCATCAGA AGAGGAGTAT CTTTTGATGC
c1   CCAAAAATTG ACAAGATAAT ATTTCCACTT ATTCATCAGA AGAGGAGTAT CTTTTGATGC
     ********** ********** ********** ********** ********** **********
     481        491        501        511        521        531
L1   CAGAATCAAT TTTCCTTGAT GGCTAACATA CTGTATAAAA GGATCCTTGA AGAACCATAA
c2   CAGAATCAAT TTTCCTTGAT GGCTAACATA CTGTATAAAA GGATCCTTGA AGAACCATAA
c1   CAGAATCAAT TTTCCTTGAT GGCTAACATA CTGTATAAAA GGATCCTTGA AGAACCATAA
     ********** ********** ********** ********** ********** **********
     541        551        561        571        581        591
L1   GGTAGCCGGA AAAAGGACTT CTTCGACAGG ATATTTTATT TTTTCATAAA AACGTATTCG
c2   GGTAGCCGGA AAAAGGACTT CTTCGACAGG ATATTTTATT TTTTCATAAA AACGTATTCG
c1   GGTAGCCGGA AAAAGGACTT CTTCGACAGG ATATTTTATT TTTTCATAAA AACGTATTCG
     ********** ********** ********** ********** ********** **********
     601        611        621        631        641        651
L1   CTCAAAAAAG ATTCCAGAAG AGGTTAATCG TAAATGATTA GATTGGTTAC GGAGAAAAAG
c2   CTCAAAAAAG ATTCCAGAAG AGGTTAATCG TAAATGATTA GATTGGTTAC GGAGAAAAAG
c1   CTCAAAAAAG ATTCCAGAAG AGGTTAATCG TAAATGATTA GATTGGTTAC GGAGAAAAAG
     ********** ********** ********** ********** ********** **********
     661        671        681        691        701        711
L1   TAAAATGGAT TCATATTCAT ATACATAAGA ATTATATAGG AGCAAGAATA ATCTTTGATT
c2   TAAAATGGAT TCATATTCAT ATACATAAGA ATTATATAGG AGCAAGAATA ATCTTTGATT
c1   TAAAATGGAT TCATATTCAT ATACATAAGA ATTATATAGG AGCAAGAATA ATCTTTGATT
     ********** ********** ********** ********** ********** **********
     721        731        741        751        761        771
L1   ACTTTTTGCA AAAATGGATT TTTGGGGAGT AATAAGAGTA TTCCAACTAT AATACTCGTG
c2   ACTTTTTGCA AAAATGGATT TTTGGGGAGT AATAAGAGTA TTCCAACTAT AATACTCGTG
c1   ACTTTTTGCA AAAATGGATT TTTGGGGAGT AATAAGAGTA TTCCAACTAT AATACTCGTG
     ********** ********** ********** ********** ********** **********
     781        791        801        811        821        831
L1   AAGAAAGAGC CGTAATAAAT GCAAAGAAGA GGGATCTTTC ACACAGTAGC GGAGGGTTTG
c2   AAGAAAGAGC CGTAATAAAT GCAAAGAAGA GGGATCTTTC ACACAGTAGC GGAGGGTTTG
c1   AAGAAAGAGC CGTAATAAAT GCAAAGAAGA GGGATCTTTC ACACAGTAGC GGAGGGTTTG
     ********** ********** ********** ********** ********** **********
     841        851
L1   AACCAAGATT TCAGATGA
c2   AACC------ --------
c1   ---------- --------
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表１．イチゴの葉⾝とカルスの葉緑
体DNA matK領域塩基配列解析にお
けるエレクトロフォログラム上の多
型探索

オートシケンサーで得られた塩基配
列に多型は認められなかった（図１）。
エレクトフェログラム上で、F側とR
側双⽅に同じ塩基置換が発⽣している
可能性があるシグナルは、カルス抽出
DNAに頻発していた（図２、表１）。


