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研究成果

l.緒 言

ブルーベ リ- (Vaccl'nl-umspp.)はツツジ科スノキ属に属す るアメ リカ原

産の小果樹で, 日本に導入されたのは1950年代である (岩垣 ら,1984)｡農

家に普及 してか らはまだ20年足 らずで,農林統計による全国栽培面横 も約140

haの小規模果樹である｡ しか し,近年,食生活の多様化に伴いその消費量は

増加 してお り,今後 も需用の拡大が予想されている｡そのためには我が国に

適 したブルーベ リー栽培法の確立が求められているが,栽培技術の確立には

至っていない｡

その理由の一つ として,ブルーベ リーの土壌酸度に対する特異的反応があ

る｡すなわち果樹は一般に土壌 pH6.0-6.5で生育が良好であるのに対 し,

ブルーベ リーはpH4-5の酸性土壌でないと良好な生育ができない (Eck,

1988)といわれている｡ 日本の土壌は未墾地では酸性土壌が多いが,既墾地

は土壌改良によりpH6.0を超えていることが多 く,そのような既墾地に植栽

する場合には,土壌 pHが障害 とな り栽培に失敗す る事例がある｡そのため

ブルーベ リーの耐酸性機構を解明す ることはブル ーベ リーの栽培法の確立に

おいて重要な事項 とな っている｡ 一方では,近い将来予想 され る世界的な食

糧不足に対応するため,未開発地の酸性土壌に適応できる耐酸性作物の育成

が重要な課題 となっている｡

一般に,植物が酸性土壌で生育不良になる主な原因は,土壌の酸性化に伴

い可溶化す るA l 十3の過剰障害である｡酸性を好む植物はこのA l+3を無毒化

する機構が働いていると考え られ,多 くの仮説が提唱されている (日土肥学

会編,1994)｡好酸性のブルーベ リーについてもなん らかの耐性機構が関与

していると思われるが,その報告は見当たらない｡

耐酸性機構を研究す るに当たって､ほ場試験では土壌条件や気象条件など

の変動により要因解析が複雑になるため,本研究では,耐酸性機構を解析す

る材料として組織培養植物体に着 目した｡小島ら (1991)はニ ンジンの細胞

培養系を利用 して,低 リン酸植物体の作出に成功 してお り,培養植物体の利

用は有効な手段である｡

本研究は (1)は場でのブルーベ リーのA l吸収の実態, (2)培養 シュ

ー トを用いたA l耐性の解析及び (3)ブルーベ リーの細胞培養系の確立 と

培養細胞のA l耐性の解析について実施 した｡
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lJ. ほ場 におけるブル ーベ リーのアル ミニウム吸収の実態

ブルーベ リーは酸性土壌で生育が良好になることが知 られているが, Al

の吸収との関係については記述されていない｡水耕栽培でA lが少量存在す

ると生育が良好になった (玉田,1991)とする報告 もあるが,好酸性との関

連では論 じられていない｡同じ好酸性植物である茶樹は葉中のポリフェノー

ル含量が高 く,耐酸性機構に関与 していることが示唆されている (小西 ･宮

木,1984)｡そこで,まず,ほ場におけるブルーベ リー樹体中のA l含量及

びFe,Mn,ポリフェノール含量 との関連について検討 した｡

材料及び方法

本学果樹園に植栽 している成木の-イブッシュ ･ブル-ベ リーの中か ら

R̀ancocas', ẁeymouth', B̀lueray', P̀emberton', c̀oville'及び

D̀arrow'の6品種を供試樹とした｡各供試樹の新梢中央葉を 5月か ら10月

までの間に5回採取 し,分析に供 した｡採取 した葉は洗浄後,一部を70℃で

通風乾燥 し,粉砕 した後,その0.5gを磁性の蒸発皿にとり,500℃の電気炉

で灰化 した｡灰化 した試料を 1N塩酸 5mlで溶解 した後,純水で50mlに定量

し,A l,Fe,Mnの測定に用いた｡Alはアル ミノン法で,Fe,Mn

は原子吸光法で測定 した｡

全ポリフェノール含量は,洗浄 した菓2g新鮮重を細断 し,80%エタノー

ルで抽出,摩細後,同エタノールで100mlに定量 した液について,Folin-Denn

is法でクロロゲン酸を標準物として測定 した｡またポ リフェノール組成は,8

0%エタノール抽出液20mlを減圧濃縮後,少量の純水で溶解 し,分液ロー トに

流 しこみ,酢酸で酸性にした後,酢酸エチルで 2回抽出した｡分取 した酢酸

エチル層を減圧濃縮後, 1mlのメタノールで溶解 した液について高速液体ク

ロマ トグラフィー (HPLC)で測定 したoHPLCの測定条件は,カラム

;0DS-C18,カラム温度 ;40℃,移動層 ;アセ トニ トリル :酢酸 :水-

12:0.5:87.5,流量 ;1-ml/mュn,検出器 ;U.V 280nm,で行 った｡ポ リフ

ェノール組成は7月の試料についてのみ測定 した.

次に同じ果樹園か ら, J̀ersey'の幼樹 1樹を落葉直前 (10月中旬)に

掘 り取 り,地下部の土壌を十分水洗いした後,新梢,葉,細根に分け,それ

ぞれの部位について同様の成分を測定 した｡

結果及び考察

葉中のA l,Fe,Mnおよび全ポリフェノール含量の変化を表 1に示 し
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た｡A l含量 は生育後半か ら落莫期 に高まる傾 向がみ.られたが,品種間

差 が大 き く判 然 と しな か った ｡ 品 種 間差 は 5月 の新 葉 で 最 も大 き く

R̀ancocas'の46.6ppmか ら C̀oyille'の158･3ppmまで 3倍の差があったの

に対 し, 7月では78.2-118.4ppm(1.5倍),10月では83･3-157･9ppm(1･9

倍)と生育後半に小さくなった｡A l含量が90-120ppmで,新薬よりも古い

葉で高かった今回の調査結果は､Korcak(1988)のA l水準を変えた砂耕試

験結果の､A l含量が新薬で66-92ppm,古葉で103-190ppmと同様の傾向で

あった｡なお,本学果樹園の可溶性A l含量は40mg/100g乾土である｡

表 1 集中のAJ.Fe.Mn及びポリフェノール含量の経時変化

品 種 Al含有率 (ppm) Fe含有率 (ppm)
5/19 6/28 7/19 9/1210/18 5/19 6/28 7/19 9/1210/18

Rancocas 46.6 78.1117.2 82.3109.5

Yeynouth 62.IIlo.9108.0126.4 83.3

Blueray 148.7 75.1 87.3 96.6157.5
Pemberton 91.2108.1118.4 76.4157.9
Coville 158.3 82.8 78.2113.5122.8

Darrow 90.7 81.5 79.4118.6143.7

平 均 99.6 89.4 98.1102.3129.1
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品 種 Mn含有率 (ppm) ポリフェノール含量 (mg/gdw)
5/19 6/28 7/19 9/1210/18 5/19 6/28 7/19 9/1210/18

Rancocas

WeyⅡ10uth
Blueray
Pemberton

Coville

Darrow

平均

136.6120.9166.4187.7211.8

139.4180.5211.2189.2180.8

257.5162.9189.4219.8229.8

157.6170.8177.0197.4230.7
122.0176.6189.8219.7281.7

96.4174.6166.9168.0195.5
151.6164.4183.5197.0221.7

145.5142.9181.3141.7118.6

144.2132.3109.4143.2146.7
131.9 97.8118.0103.3108.8

120.0111.4132.9105.7113.6

110.6117.0118.2 98.7119.5

130.3134.4168.7159.4132.5
130.4122.6138.1125.3123.3

A l以外の成分では,MnはA lと同様,生育後半に高まる傾向がみ られ

たのに対 し,Feはそれ らとは逆の傾向がうかがえた｡ また,品種間差 も小さ

かった｡

全ポ リフェノール含量は7月にやや高かったものの､生育期間中の変動は
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比較的小 さかった.ポ リフェノール組成については図 1に代表的なクロマ ト

グラフを示 したが,全期間を通 じてカテキ ンが最 も多かったoその全ポ リフ

ェノールにおける割合は表 2の通 りで,47･3-89･4%であった｡

次に J̀ersey'の部位別含量の測定結果を表 3に示 した｡ A lは新硝薬 中

で75.8ppm,新梢茎中で43.5ppmであるのに対 し,細根中には1,048･5ppmと高

濃度に蓄積 していた｡好酸性の茶は地上部にA lを蓄積す る (小西 ･宮木,

1984)が, 同 じ好酸性 といわれ るブル ーベ リーは地下部に蓄積 し,地上部に

はそれほど移行 しないことが認め られた｡ FeはA lと同 じく細根中の含量

が高かったが,Mnは地上部よりは低かった｡ポ リフェノール含量は新相葉

には179.8mg/gdwと多かったが,細根中には 32.0mg/gdwと少な く, A lとは

逆の傾向であった｡

表2 集中の全車●lJ7ェJ-+含量に占めるカテキン含量の割合

品 種 全Jl.Oリフェノール(A) カテキン(B) (B)/(A)*100
mg/gfw mg/gfw (%)

Rancocas

Weymouth

Blueray
Pemberton

Coville

Darrow

平 均

64.76 30.52
39.07 34.94

38.20 31.03
51.50 38.21

39.28 30.59

61.80 36.45

49.10 33.62

一般に酸性土壌中のA l障害は根に現われるが,耐酸性の強い植物はクエ ン

酸などキ レー ト物質の放出 (Miyakasaeta1.,1991),などの機構により根

の成長を防御 しているが, その統一的な機構はいまだ未解明である｡ブル ー

ベ リーの細根にもかな りのA lが集積 していることか ら,なん らかの防御機

構が存在す るものと思われ,それ らの解明が必要である｡
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表 3 J̀ersey'の部位別AI.Fe,M n及び

ポ リフェノール含量 (10月17日)

部 位 A I Fe Mn ホ○リブェノ｣ル

ppm ppm ppm mg/gdw

新硝薬 75.8 53.7 339.7 179.8

新梢茎 43.5 47.0 194.1 69.5

細 根 1048.5 934.3 185.6 32.0

訴1回 替[7ポリフェノールのJIP1-Cによる
クロマトグラフ

日.暮nvitro培養 シュー トの成長に対する培地中A l濃度および

pHの影響

当研究室では,以前か らブル ーベ リーの ミクロ繁殖法を手掛 けてお り, い

くつかの品種で茎項培養 に成功 し (石原 ら,1992),現在 も培養 シュー トを

継代 している｡前記の様 に, A lによる酸性障害 は根 に現われ るが,実際の

ほ場で根を採取 して検討す ることは土壌の付着,土壌微生物 の影響,サ ンプ

リング誤差等の問題が大 き く, これ までの多 くの研究は水耕栽培や幼植物で

行われてい る｡筆者 らは実験材料 と して,培養 シュー トを用 い ることを考え

た｡その理 由は,無菌的に実験できること,発根 させず にシュー トのみで も,

また発根 させてイ ンタク トな植物体 として も実験できることで根の存在機能

をよ り検討 しやす いためである｡

1.培地 pHの影響

材料および方法

当研究室で継代培養 しているハイブ ッシュブル ーベ リー B̀erkeley'のシ
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ユー トを供試材料 とした. シュー トの継代培養は石原 ら-(1992)がブルーベ

リー用に確立 したVa-3培地で連続明条件 (38〝mol･m~2･S~1)下で行 って

お り,本実験には継代 5代 目以降のシュー トを使用 したo なお, Va-3培

地にはA lは含まれていない｡

処理は,培地組成をそのままにpHのみを 5段階に変化 させた｡すなわち,

オー トクレーブ前の pHを3.5,4.2,5.0,5.5,6.5に調整 した｡ pHはオ

ー トクレーブにより変化す るが,3.5,4.2はほぼそのままで,5.0以上の培地

はいずれ も0.5程度低下 した｡調整 した培地に,継代培養 しているシュー トを

2-3節に切断 し, 1管ぴんに 2片ずつ移植 した｡各処理 1回 目の処理は 7管

ぴんで行 ったが, 2回 目は各処理区の生存 シュー トを継代 したので,管ぴん

数は2-5と少な くな った｡培養期間は, 1回 目が103日, 2回 目が 55日で

ある｡各培養終了後,10mm以上に再生 したシュー トの数 と伸長量を測定 した｡

さらに, 1回目の培養 シュー トについてポ リフェノール含量を測定 した｡

結果および考察

シュー トの成長は表 4に示 した｡ 1回 目のシュー トの再生は pH3.5か ら5.5

までみ られたが,5.0で再生率が悪かった｡ pH5.0は通常の継代を行 っている

pHであ りこの生育不良はpH以外の影響 と考え られる｡ pH6.5はシェ- ト

が再生 しなかった｡低 pH培地の再生 シュー トは分化数が多 く,茎長の短いシ

ュー トが多い傾向がみ られた｡ これはpHの影響により植物ホルモ ン活性が

表 4 lnvitro培養シュートの成長に対する培地 pHの影響

処理区 シュート再生管数 再生シュートの

(pH) (本) 本数(本/管) シュート長 (mn)
推代回数 ① ② ① ② ① ②

5
2
0

5
5

3
4
5
5
6

5
3
2
2

/
/
/
/

1

3
3
2
0

7
7
7
7
7

/
/
/
/
/

4
5
1
⊥
5
0

聖
WtH
W九日
一
一

7
3
5

WT凡
W≠u

HW仇

5
8

一
l

】

2
1

1

7
1
6

6
7
7

一
一

日H
=
H
=
H

1
4

8

1
〇

一
5

一

=
u
=

=
リ

異なったことが考え られる. 2回目の培養ではpH3.5か ら5.0まで再生がみ ら
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れたが,処理間差は認め られなかった｡ただ し, 1回目の培養 と比較す ると

分化本数が少な くシュー ト長が長い傾向がみ られた｡ シュー ト中のポ リフェ

ノール含量は,低 pHのシュー トよりもpH5･5のシュー トで高かった (表 5)

が,これはpH5.5のシュー トの成長量が多いことが影響 しているものと思われ

る｡

本実験結果か ら,培養 シュー トの成長に対 しては低 pHの影響は認められ

ず,耐酸性の高いことが示された｡高 pH側はpH6.5の培地で再成長ができ

なかったことか ら,なん らかの生育阻害が作用 していると思われる｡

表5 シュート中のポリフェノール含量

処理区 全示.oTJフェノール 分画組成 (mg/gfw)
(mg/gfw)がリック酸 カテキン 工ヒoカテキン

3.5 9.72 0 . 05 0.6 5 1. 5 4

4.2 8.09 0. 03 0.5 3 1. 0 0

5.5 23.63 0 . 09 1.4 7 3 . 4 6

2.培地中のA J濃度の影響

材料および方法

材料は1.と同じ B̀erkeley'の継代 シュー トを用いた｡培地は,Alと

の結合を抑えるために リン酸濃度を 2mMか ら0.1mMに減量 したVa-3培地

(pH5.0)に,Al濃度が0.5mM,1.OmK,2.OmMになるように100mMA12(soヰ)3

をオー,トクレープ後に加えて調整 したo培地を管ぴんに10mlずつ分注 し,各

処 理 10管 ぴん 作 製 した｡ 各 管 ぴん に 2- 3節 を含 む長 さに切 断 した

B̀erkeley'のシュー トを2片ずつ移植 し,培養室で 2ヶ月間培養 した｡培

養収集後,成長量を測定するとともにシュー ト中のA l含量を測定 した｡

A lの測定は Ⅰ.の方法と同様に行 った｡

結果および考察

シュー トの再生がみ られた管数は,0.5mM区は 6本であったが,他は 3, 4
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本と少な く, A l添加濃度が高 くなるにつれ生育が抑制された (表 6)o平

均シュー ト数は 3処理区とも約 2本 と少な く, シュー ト長 も11-12mmと短か

時の生育が全体的に不良であったことも生育に影響 していた可能性がある｡

しかし,新鮮重や乾物重はA l濃度が高 くなるにつれて低下 していることか

ら,生育不良は処理の影響によるところも大きいと思われる｡ シュー ト中の

A l含量率は処理とともに増加 し,その濃度はほ場植栽樹の新梢集中の濃度

に比べて 2-4倍高まっていた｡ この結果は根が存在 しないと茎葉中に蓄積

することを示すとともに根が地上部へのA l転流を抑制 していることを示唆

している｡好酸性植物の茶樹は地下部と同様地上部にもかな りの量のA lを

蓄積するが,ブルーベ リーのA l蓄積はそれとは異なっており,耐性機構が

異なるものと考え られた｡

表6 invitro培養シュートの成長およびA J吸収に対する

添加A l濃度の影響

添加A l シュート再生醐 鞘再生シュート 全シュート Al含育

濃度 数 長 紺重 乾集重 率

nM 本 射管 mn mg mg ppm

0.5 6/10 1.8 12.0 630 110 110
1.0 3/10 2.0 12.8 300 60 290
2.0 4/10 1.8 11.1 170 50 470

IV.FDA-Pl染色法による根細胞の活性測定とpHおよびAJ
ス トレスの判定

酸性土壌における植物の生育障害は,直接土壌と接する根の養分吸収阻害

や成長阻害 として現われる｡根の活性測定度を測定する方法には,TTC法,

α-ナフチルア ミン法,などがあるが,測定部位やサンプ リングにより結果

が異なり信頼度に欠ける｡何よりも根端の分裂組織や伸長組織の活性を直接

測定 していないおそれがある｡本実験では根端組織細胞を直接顕微鏡で観察

する方法として, FDA-PI染色法を利用 した.
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本法の原理の概略は以下の通 りであるo FDA (Fluorescein,diacetate)は

膳溶性化合物で,細胞膜を透過 して細胞質に到達す ることができる｡ これが

細胞内の種 々のエステラーゼにより酢酸部分が切断されてFluoresceinを生成

し,強い蛍光 (緑色)を発す る｡エステラーゼ活性の有無を細胞の生死 と定

義すると蛍光を発す る細胞は生きているということができる｡ また生成 した

Fluoresceinは, FDAに比較 して細胞膜を透過 しに くいため,その細胞内保

持性は細胞膜の損傷の程度を大まかに示す. PI (Propidiuniodide)は,正

常な生体膜を透過 しに くいが,膜が損傷 していると容易に透過す る｡細胞内

に入 ったPIは,核のDNAや RNAの高次構造 中に取 り込まれ, は じめて

蛍光 (赤色)を示すようになる｡またFluoresceinと PIはともに490mm付近

で励起でき,Fluoresceinは緑色, PIは赤色 と発光が異なるため, 同時に染

色,観察が可能である｡すなわち,緑色が強 く発光 している細胞は活力が強

く,赤色が強い細胞は損傷の大きい細胞 といえる｡

材料および方法

観察する根の調整は次の様に して行 った｡当研究室で継代培養 しているブ

ルーベ リー B̀erkeley'のシュー トを 1cm以上の長 さで切 り取 り, IBA溶

液に数分間浸漬 した後,蒸留水 と中央に小孔を開けたろ紙床 (石原 ら,1988)

を入れた管ぴんのろ紙上に挿 した｡以上の操作は無菌的に行 った｡約 2週間

級,蒸留水培地中のシュ- ト末端か ら発根がみ られるので,適当に伸長 した

根を処理に供 した｡処理後の根を先端か ら適当な長 さで切 り取 り,10ppmFD

Aと12ppmPI混合液に 5分間浸漬 し,蒸留水で洗浄 した後,蛍光顕微鏡で

観察 した｡観察は励起波長490mm,発光波長520nm以上で行 った｡

処理は,① pHの変化,②A l濃度の変化の 2処理行 った｡ pH処理は酢

酸緩衝液で pH3.5,4.5及び6.0の 3区を設け,処理時間を 2, 4, 6時間と

したo A l処理は pH4.5の酢酸緩衝液に100mMA12(SO4)3溶液を 1,10mM濃度
になるように加えた｡ A l無添加を対照区とした｡

結果および考察

結果は表 7, 8及び写真で示 した (写真 1- 8)0 pH処理で,写真撮影

した根の本数を染色状態か ら緑色の ものを健全,赤色のものを損傷大,僅か

に赤色のものを損傷小 とした｡ pH処理では処理前の根の観察で も損傷大の

根が見 られたことは,発根培地中もしくは取 り出す時に損傷 した ものと思わ

れる｡各 pH処理 とも, こうした最初か ら損傷 している根の混入が考え られ

たが,それで も6時間後で も緑色の活性のある根が半数以上見 られた ことか
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ら,3.5か ら6.0まではそれほど大きな違いがないことを示す ものである｡一

般的にはpH3･5では根細胞が影響を受けると考え られるが･ブルーベ リー根

では活性を有 していたことか ら,耐酸性が強いことが認め られた｡ しか し,

pH6.0でも活性が見 られたことはそれほど培地 pHに影響されないことも示

しているものと思われる｡

表 7 FDA-Pl染色法による根細胞活性の判定

一培地 pHが根端細胞の生死に及ぼす影響-

処理pH 処理時間 根端の損傷程度 (本数)
(時間) 健全 損傷大 損傷小

0

2

4

6

2

4

6

2

4

6

5

4

5

4

2

3

4

6

6

3

1

l

1

2

4

4

2

2

0

1

0

1

0

1

0

0

1

0

0

2

A l処理 (表 8)では,活性の強い根が最 も多 くみ られた処理区はA l1

mX区で, OmW区は観察 した半数以上の根が損傷を示す赤色であった. また

A llOmX区の根は何れ も赤色で,観察 した全ての根が損傷を受けていた.無

処理区で損傷を受けている根が多 く見 られたことは,処理の影響よりは最初

か ら損傷を受けていたと考える方が妥当であるが, この区に使用 した根のみ

が損傷を多 く受けていたことも考えがた く,なお検討を要す る｡ただ し普通

の植物では十分障害を受ける濃度のA 1lmX処理でも活性のある根が多かっ

たことは,ブルーベ リー根がA l耐性を持つことを示す ものである｡A llO

mw区では 2時間で も全ての観察根が損傷を受けてお り, A lの濃度障害 とみ

られた0本実験のA llmM区はⅢ- 2.の培養 シュー トでの実験や後述する
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細胞培養での実験結果か ら考察す ると十分生育阻害を生 じるA l濃度 と思わ

れるが,それにもかかわ らず根細胞は健全な活性を示 していた｡ この理由は

今後検討 しなければな らないが,アル ミニウムス トレスを受けたアルファル

ファの根は,ス トレスによって伸長を停止 した根端部分の細胞にも強い生存

活性が認め られ,生存 しなが ら伸長できない状態である (横田,未発表)と

いう仮説を支持す るような結果であった｡

以上の結果は, A lの好酸性性質はpH耐性 とA l耐性の両機構が関与 し

ていることを示唆す るが, この根細胞活性の観察 と耐性機構 との関連をさら

に検討する必要がある｡

表 8 FDA-Pl染色法による根細胞活性の判定

一培地Al濃度が根簿細胞の生死に及ぼす影響

処理pH 処理時間 根端の損傷程度 (本数)

(時間) 健全 損傷大 損傷小

撫処理 0 6 0 0

2

4

6

2

4

6

2

4

6

2 5 1

3 3 2

0 6 0

5

5

4

0

0

0

0

0

1

4

6

6



V.ブルーベリーの培養細胞の増殖に対する培地 pHおよびA l濃

度の影響

は場の植物体および培養植物における耐酸性を検討 したが,細胞 レベルで

の耐酸性を検討するには培養細胞を利用することが有効な手法である｡ しか

し,ブルーベ リーの細胞培養系は確立されておらず,本研究室で も行 ってい

なかった｡そこでまず,カルスの振 とう培養か ら細胞培養系を確立すること

を検討 し,次いで,その培養細胞を用いて培地のpHおよびA l濃度の影響

を検討 した｡

1.細胞培養系の確立

培養細胞の璃整

本学果樹園に植栽 しているハイブ ッシュブルーベ リー R̀ancocas'の幼果

を1994年 6月に採取 し,滅菌後, 2-3mmの厚さに輪切 りしてVa-3培地

(カルス誘導用,2ip12mg/1)に置床 した｡暗条件で約 1ヶ月間培養 し,カ

ルスが誘導 されていた果肉をVa-3の液体培地に移植 し,100rpmで振 とう

培養 した｡約 2ヶ月間培養 した後,カルスが増殖 していることを確認 したの

で,増殖 したカルス細胞のみを液体培地に移植 し, これを培養初代 とした｡

以後, 1-1.5ヶ月ごとに継代を行い実験に供 した｡

(実態 1)増殖培地の検肘

材料および方法

Va-3はブルーベ リーの茎頂培養用に確立された培地で,イオ ン濃度が

20mg当量 と比較的薄い濃度の培地である｡そこで細胞培養により適 した培地

を検討するため,Va-3培地 とそれよりイオ ン濃度の高いVa-2培地

(イオ ン濃度35mg当量)を用いて細胞増殖量を比較検討 した｡100mlの三角フ

ラスコに培地40mlを入れオー トクレーブ した後,継代培養 している培養細胞

を培養液とともに懸濁状態で 5ml移植 し, 45日間培養後細胞量を測定 した｡

各区 4反復で行 った｡

結果および考察

蓑9に結果を示 した｡Va-2培地の細胞増殖量は,Va-3培地の36%

増で明らかにVa-2培地が適 していた｡培養終了後の培地 pHは5.0と5.1

で両培地に大差ないことか ら,増殖量の違いは培地のイオ ン濃度の違いによ

るものと思われた｡
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(美食 2)成長曲線の測定

材料および方法

実験 1で増殖量の優れたVa-2培地を供試 して,成長曲線を測定 した｡

va-2培地50mlを入れた100ml容の三角フラスコを16個作製 し,オー トクレ

ーブした後,継代培養 している培養細胞懸濁液を 5ml移植 し,1.5ヶ月間培養

した｡約 1週間ごとに 2個ずつ増殖量 と培地のpHを測定 した｡

表 9 培養細胞の成長に対する培地粗成の影響

培 地 細胞量(ml) 培養後の培地pH

V a-3 0.97±0.13 5.01±0.05

V a-2 1.27±0.12 5.14±0.04

結果および考察

成長曲線の結果を図 2に,培地 pHの変化を図 3に示 した｡細胞の増殖は

1週間の誘導期間を経過 した後,増殖 し始め7週 目まで増加 し続けた｡まだ

定常期には達 していないようであったが,予備実験の結果では 2ヶ月 目には

細胞増殖がみ られなかったことか ら,まもな く定常期になるものと思われる｡

タバコやダイズの細胞培養では10日間程度で定常期に至るが,それ らに比較

するとブルーベ リーでは細胞増殖が遅いことが認め られた｡培地の pHは培

養開始か ら収量時まで漸減傾向であったが,大きな変化はみ られなかった｡

培地中の窒素源がNH4-NとNO3-Nの場合,NH｡-Nが最初に吸収されるため,一度

急激に低下 しその後次第に高 くな り一定になる (Wink,1994)が,本実験では

その現象がみ られなか った｡ブルーベ リーの細胞増殖がそれほど急激でない

ことがその一因として考え られるが,詳細は今後検討す る必要がある｡

以上の実験 1, 2の結果か ら,以後の実験は基本培地をVa-2培地 とし,

培養期間は 1-1.5ヶ月間で行 うことに した｡
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図3 培地pHの変化

2.培地 pHの影響

材料および方法

R̀ancocas'の10継代め以降の培養細胞を供試材料 とし, pHを変えたV

a-2培地で実験 した｡ pHの調整は酢酸ナ トリウムで行 ったが, pH6.5区

はやや沈澱が生 じた｡ 3週間培養後,細胞量と培地 pHを測定 した｡

結果および考察

結果を表10に示 した｡最 も増殖の良かったのはオー トクレーブ前 pH5.2

4で,それより低いpHでも,高い pHで も増殖が悪かった｡ pH5.24は

通常継代培養 している時の pHであ り,それ以外の pHで増殖は悪かったこ

とは,細胞の環境変化によることも考え られるが,耐酸性がそれほど強 くな

いことを示唆するものであろう｡

表 10 培地pHが細胞増殖量に及ぼす影響

処 理 pH 細胞量 培地 pH
A.C.前 後 (ml)

3.70 3.67 0.20A 4.24■
5.24 4.69 0.52b 4.268
6.44 5.91 0.3lA 6.3l b

注) 培養期間は3週間

異符号間に有意差あ り｡
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3.培地Al濃度の影響

材料および方法

･Ranc｡cas･の10継代め以降の培養細胞を供試材料 とし,Va-2培地を

基本培地としたが, リン酸 とA lの結合によるA lの不溶化を抑えるため培

地の リン酸濃度を 5m相､ら0･5m削こ減量 した培地を作製 し,以下の実験を行 っ

た｡

(実験 1)100〟M濃度のA lの有無が細胞の増殖に及ぼす影響を検討 した.

A lは,基本培地50mlを入れオー トクレーブで滅菌 した100mlの三角フラスコ

に,別に滅菌 した10mMの Al,(SO4)3を0.5ml添加 し,直に継代細胞を懸濁状態

で 5mlを移植 した｡A l無添加を対照区とし,各区5フラスコで行 った｡実

験は2回繰 り返 した｡培養は 2-3週間行い,培養後の細胞量 と培地 pHを

測定 した｡

(実験 2)低濃度のA lの影響を検討するために, 1FLMA 1,10〟MA

lおよび無処理の 3処理区を設けた. A lは 1mMの A12(Soヰ)3を使用 し,添加

方法は実験 1と同様の方法で行 った｡

結果および考察

実験 1の結果は裏目に,実験 2の結果は表12に示 した｡実験 1, 2を通 じ

て,A l無添加の培地では継代培養 と同様の増殖を していた｡ただ し,継代

の齢によって増殖量に差がみ られた｡特に,実験 2の 2回目の実験は増殖が

表 11 培地へのAl添加が細胞増殖量および培地pHに及ぼす影響

処理区 細胞量 (ml) 培地pH
実験 ① ② (》 ②

-A1 1.48±0,68 1.53±0.20 5.39±0.11 4.48±0.07

+A1 0.18±0.08 0.10±0.00 3.61±0.06 4.72±0.16

t検定 ** ** ** **

荏) 実験①は30日間培養,②は21日間培養.
Al濃度は0.1mW.
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悪 く,齢を経るにつれて分裂能力が低下する傾向がみ られたo A lの添加は,

100IL虻では 2回の実験 ともほとんど増殖せず,細胞の活性 も弱かった (写真

9, 10). しか し, 10/川 と 1f川 では無処理区と有意差があったのは10FLM

の 1回のみで,他は有意差がなかった. lo〟比, 1〟虻とも細胞の外観や活性

には異常はみ られなか った. このことは,ブルーベ リーの細胞 レベルでのA

l耐性は10〟虻～100FLKの間にあることを示 している｡ この値は,一般にA l

耐性を検討する濃度 と大きく違わないことか ら,細胞 レベルではブルーベ リ

ーは特にA l耐性が強いとはいえないようである｡

表 12 培地へのA l添加が細胞増殖量および培地pHに及ぼす影響

処理区 細胞量 (ml) 培地pH

Al濃度 (∋ ② (9 ②

(FL地)

0 1.05b o.40a 4.53a 4.34a

1.0 1.00b o.35a 4.48a 4.39a

10.0 0.93a 0.45a 4.48a 4.34a

荏) 異符号間に有意差あ り.
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vl.摘要

ブルーベ リーは好酸性植物 として知 られるが,その耐酸性機構は明らかで

ない｡本研究は,invitro培養植物体を中心に･ pHおよび酸性土壌で活性

化するアル ミニウム (A l)の影響について検討 した｡得 られた結果は以下

の通 りである｡

1.は場におけるブルーベ リー樹のA l含量は茎葉部よりも根部で多 く,地

下部に集積されていた｡ ポ リフェノール含量は,逆に茎葉中に多 くA lの結

合体 とは考え難かった｡

2.培養シュー トの成長に対する培地 pHの影響は, 2継代にわたり培養 し

たが,オー トクレーブ前pHが3.5から6.5の範囲では, pH6.5以外のいずれ

の培地でも成長量に大差なかった.ただし, pH6.5の培地では生育が抑制さ

れた.一方,培地中のA lは添加濃度が高 くなるつれて生育を抑制 し, シュ

ー ト中のA l含量 も高まった｡ このことは,根がないと茎葉中にA lが吸収

され生育を抑制することを示 し,根が地上部へのA lの移動を抑制 している

ことを示唆 している｡

3.発根培養シュー トの根端細胞の活性に対するpHおよびA l濃度の影響

をFDA-PI染色により検討 した結果, pH3.5の酸性緩衝液に6時間浸漬

しても細胞活性は高かったo しか し, pH6.0でも同様に活性は高 く, シュー

トのみの生育反応とは異なった.A l濃度に対する反応は, 1mW処理では根

端細胞は健全に生きており,耐性がみられたものの,10mMでは全て損傷 して

いた｡

4.培養細胞の成長に対 しては, pH3.5の培地では生育が抑制され,細胞 レ

ベルでは耐酸性は見 られなかったo A lに対 しては100FL北では生育が抑制さ

れたが,10/川以下では正常な成長を示 したことから,A l耐性の濃度は10-

100/川 の間にあると思われた.
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FDA-Pl蛍光染色法による根端細胞および培養細胞の活性判定写真



写真- 1 invitro培養発根シュー トの根の先端部分 (バー :100Llm)

全体が緑色で.活性ある根.

写真-2 invitro培養発根シュー トの根の先端部分 (バー :100Llm)

先端部分が赤色で,損傷 している根.



写真 3- 5 根細胞の活性に対する培地 pHの影響

(処理4時間後の根端部分,バー :100Llm)

写真 3 pH3.5

写真4 pH4.5

写真 5 pH6.0



写真 6-8 根細胞の活性に対する培地A l濃度の影響

(処理4時間後の根端部分.バー :100Llm)

写真 6 A 1 0 mH

写真 7 A 1 1mM

写真 8 A 1 10 mM



写真-9 培養細胞の活性に対するA J濃度の影響

A l無添加 (バー :100日m)

写真-10 培養細胞の活性に対するA l濃度の影響

A10.1mH添加 (バー :100L川)




