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要 旨
ホウレンソウ（Spinacia oleracea L．）の低シュウ酸含量品種の育成を目的にした組

織培養系の確立の一環として，培養植物体の非無菌環境下への順化について検討した。
無菌播種し発芽した実生より切り取った根片を，MSIG+ABA液体培地（インドール
酪酸，ジベレリン A3，アブシシン酸を含むムラシゲ＆スクーグ培地）に入れ，回転
培養と振盪培養を行い，根集塊を形成させた。根集塊から形成されたカルスや不定胚
集塊等を寒天再生培地に移植し，不定芽が伸長したものをペーパーウィック法による
発根用培地で培養した。順調に生育したものを滅菌したバーミキュライトを入れた鉢
に移植した。鉢を水の入った容器に入れポリラップをして少しずつ開けていく方法で
順化に成功した。その後，鉢やプランターに移植しビニールハウスで栽培した。次に
変異を起こす割合を高めるために根集塊から形成されたカルスや小さな不定胚集塊等
に紫外線を照射し，再分化，順化させる系を検討した。そして，順化に成功した株の
シュウ酸含量を測定した。2008年度に紫外線を照射あるいはコントロールとしてそ
のまま置床した細胞塊を再分化し，2009年度に順化した株のシュウ酸含量を測定した
ところ，31株中5株でシュウ酸含量が低かった。

緒言

ホウレンソウは栄養価の高い野菜である

が，味や健康に好ましくない成分であるシュ
ウ酸の含量が高い。そこで著者らは，ホウレ
ンソウの低シュウ酸含量品種の育成を目的
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に，研究を進めてきた1）～3）。
前報3）では，組織培養を用いて育種を進め

るために，ホウレンソウの組織培養系の確立
を目指して植物体の再分化について検討し
た。その後，1998～2001年度に前回報告した
系を用いて，培養器外への順化に成功したの
で報告する。
また，組織培養系を利用した育種ではカル

ス形成による変異を利用するが，更に変異の
確率を高めるため2002～2007年度にカルス
や不定胚集塊等への紫外線照射を行い，その
後に植物体を再分化または不定胚を成長さ
せ，さらに培養後順化を行い，順化ホウレン
ソウのシュウ酸含量を測定したので報告す
る。

材料および方法

1．供試品種
1998～2003年度まではミンスターランド

針種を用いた。その後，この品種の新しい種

子が手に入らなくなったので，2004年度より
ミンスターランド丸種，晩抽パルク，アクティ
オン，マジックを用いた。

2．培養の概要
基本的な培養の概要を図1に示す。無菌播

種し発芽した実生より切り取った根片を，
MSIG+ABA液体培地による回転培養と振盪
培養に用いた。そこから形成されたカルスや
不定胚集塊等をそのまま，または紫外線を照
射して，寒天再生培地に移植した。不定芽が
伸長したものをペーパーウィック法による発
根用培地で培養した。順調に生育したものを
バーミキュライトに移植して順化し，成功し
た株をハウス内へ移植した。
培養は人工気象器（NKsystem LH―200―

RDCTおよび LH―45―RDS，（株）日本医化器
械）を用い，昼夜20℃で明期8時間（1200～
3600 Lux）暗期16時間に設定した。

図1 培養の概要
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3．無菌播種
供試種子を濃硫酸に15～30分浸漬させた

後，濃硫酸をよく切ってから流水（水道水）
で1時間水洗いした。その後，電気定温乾燥
器内（80℃）で10分間乾燥させた。70％ア
ルコールに数秒間浸漬させた後，0．5％次亜
塩素酸ナトリウムに30分間浸漬後クリーン
ベンチ内にて滅菌水で3回すすいだ。
殺菌済種子をクリーンベンチ内で0．9％寒

天培地に1粒ずつ播種した。
明条件または暗条件下で発芽させた。

4．根集塊の培養
無菌播種し発根したホウレンソウの根をク

リーンベンチ内で切り取り，この根片を
MSIG+ABA液体培地（3％のショ糖，15 mg/

Lのインドール酪酸（IBA），0．5 mg/Lのアブ
シシン酸（ABA），2 mg/Lジベレリン A3

（GA3）を含むムラシゲ＆スクーグ（MS）
培地）を入れた培養用平底試験管または培養
用三角フラスコに移植した。
試験管に移植した方は，回転培養器（RO-

TATOR RT―5（株）タイテック）にセットし，
3回／分で回転培養を行った。三角フラスコ
に移植した方は，振とう培養器（TRIPLE

SHAKER NR―80（株）タイテック）に置い
て100回／分で振とう培養した。
無菌発芽からの幼根以外に，寒天再生培地

やペーパーウィック培地などで生育していた
培養植物体の根も植付材料として用いた。
また，2000～2001年度には，MSIG+ABA

液体培地中の IBAをインドール酢酸（IAA）
またはナフチル酢酸（NAA）に置き換えた
区を作り再分化について検討した。

5．紫外線照射実験
回転培養または振盪培養で形成された不定

根集塊より発生したカルスおよび不定胚集塊

等をクリーンベンチ内で取り出し，約30 ml

のMSIG+ABA液体培地の入ったシャーレに
入れた。
大きなカルスや不定胚集塊は，カッターで

1 mm程度に細かく切った。
クリーンベンチ内でマグネチックスター

ラーを用いて細胞塊を回しながら殺菌用の紫
外線ランプを照射した。照射前に紫外線強度
計（UVXデジタル式 J―221型，センサー
UVX―25，UVP INC．）を用いて，紫外線強度
を測定し，紫外線ランプからシャーレまでの
距離を調節した。照射時間を乗じて紫外線量
を計算した。照射した紫外線量は78 μJ/cm2

～3．89 J/cm2であった。
カルスおよび不定胚集塊に紫外線照射を行

わず紫外線照射実験と同じ時期に同様に寒天
再生培地へ移植を行ったものをコントロール
とした。

2002年度は紫外線照射後に液体培地で振
とう培養した後，不定芽が分化した細胞塊を
寒天再生培地へ移植していた。しかし，この
時期の汚染が多いので，2003年度より，紫外
線照射後すぐに寒天再生培地へ移植した。

6．再分化株の培養
回転培養または振盪培養により形成された

不定根集塊より発生したカルスおよび不定胚
集塊を寒天再生培地（ショ糖2％，寒天0．9
％を含むホルモンフリーのMS培地）を入れ
たマヨネーズビンに植え付けた。ビンの蓋に
は直径1 cmの穴を開け，通気を良くするた
めにミリシールを貼り付けた3）。
紫外線照射の実験でも，照射実験後あるい

はコントロールの細胞塊を同様の寒天再生培
地に１ビンにつき1～5個ずつ植え付けた。
寒天再生培地でシュートが生育した株を，

ペーパーウィック法による発根用培地（2％
のショ糖と5 μMの NAAを含むMS液体培
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地）に移植した。ペーパーウィックは，90 mm

のろ紙（No．2）に均等に3 cmずつ8ヶ所切
り込みを入れ，同じ方向にすべて折り，足の
部分を作った。マヨネーズ瓶内に入れ，ペー
パーウィックの足が浸かるように発根用培地
を約30 mL注いだ。蓋には，寒天培地と同様
にミリシールの通気口を付けた。

7．順化
1998～2000年度はプラスチック製の培養

器や角形ジーフィーポットにバーミキュライ
トを入れて順化を行ったが，成功しなかった。
2001年度より岐阜県生物産業技術研究所で
アドバイスを受け，以下の方法で順化を行っ
た。
小型の素焼き鉢の底に網を置きバーミキュ

ライトを入れ，蒸留水をかけ，アルミ箔で包
んだ。オートクレーブ（121℃，15分）で滅
菌した。鉢と用土が冷めた後，クリーンベン
チ内でペーパーウィック法による発根用培地
からペーパーウィック上の根を痛めないよう
に注意してはがし，鉢に移植した。移植後，
鉢をビーカー又はポリ容器に入れ，なるべく
葉にかけないようにして蒸留水を注いだ。
ビーカーまたはポリ容器の上にポリラップを
かけ，輪ゴムで止めた。
人工気象器内に容器を置き，用土の表面が

乾いたら蒸留水を与えた。ビーカーまたはポ
リ容器にかけたポリラップに培養有柄針を用
いて毎日6つくらいずつ穴を開け，1週間程
様子を見ながら徐々に順化させていった。1

週間経って枯死やカビの発生がなければ，ポ
リラップを徐々に開けていき，最終的にはポ
リラップをすべてはがした。
株が枯れ始めた時は，ラップを閉じ，もう

一度徐々にラップを開けていった。カビが発
生した時は，ピンセットで汚染部位を取り除
き，70％エタノールで鉢等を殺菌した。

バーミキュライトを入れた鉢で順化した株
をプランターまたは大鉢に移植した。用土は
プライムミックス（TKS―2サカタ（株））を
用いた。ビニールハウスに置き，慣行栽培を
行った。

8．シュウ酸の定量
2003年度は過マンガン酸カリウム滴定法

と HPLC（高速液体クロマトグラフィー）法
を行った。HPLC法の方が過マンガン酸カリ
ウム滴定法よりシュウ酸含量値がやや高く
なったが，簡便で採取試料が少なくても分析
できるので，2004年度からは HPLC法で分析
した。各区3連で実験を行った。
過マンガン酸カリウム滴定法では試料5 g

を秤量した。蒸留水20 mLと共にミキサーで
磨砕後，蒸留水50 mLでミキサーをきれいに
洗浄しながら，三角フラスコに全液を入れた。
このとき消泡剤イソアミルアルコールを1～
2滴加えた。6 N塩酸12．5 mLを加え，湯浴
中で15分間煮沸した。冷却後，蒸留水を加
え，粕と共に100 mLに定量した後，よく振っ
て，ろ紙（No．2）でろ過した。ろ液を25 mL

取り，100 mL三角フラスコに注入し，燐タン
グステン酸試薬5 mLを加え，よく振盪した。
その後1日冷却し，ろ紙（No．6または5 C）
でろ過した。ろ液20 mLを取り，遠心管に注
入し，1 N―アンモニアで pH 4～4．5に調整し
た。そこに塩化カルシウム含有酢酸緩衝液5

mLを加え，一夜冷所で放置した。これを遠
心分離（2000 rpm，10分間）後，沈殿物を遠
心管に残すようにして，上澄みをろ紙（No．
6または5 C）に流し込んだ。次に受器を200

mL三角フラスコに変えて，沈殿の残った遠
心管とろ紙にそれぞれ硫酸溶液（1：9）5 mL

を加えて沈殿を溶解し，フラスコへ注入した。
その後それぞれを蒸留水で洗浄し，蒸留水を
加えフラスコの液量を100 mL前後にした。
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三角フラスコを沸騰しているウォーターバス
中に入れ，70～80℃に加温し，0．01 N―過マ
ンガン酸カリウムで微紅色を呈し30秒で消
えなくなるように，滴定を行った。

HPLC法では，試料をはさみで細かく刻ん
だ後よく混ぜ合わせ，各試料を0．1 gずつ秤
量した。この試料を平底試験管に入れ，2 N―
HCl 1 mlを加えて，アルミ箔で蓋をし，ウォー
ターバスで30分間煮沸した。冷却後，蒸留
水を少量加え，ろ紙（No．2）でろ過した。
ろ液をメスフラスコで100 mlに定量し，そ
のうち約10 mLをメンブレンフィルター
（0．45 μm）を付けたガラス注射器でろ過し
た。これを HPLC用分析試料とした。HPLC

の分析条件としては，カラムは Shim-Pack

SCR―102 H（内径8 mm×長さ30 cm，島津製
作所）を40℃で用いた。移動相は0．1％リン
酸水溶液を流速1．0 mL/minで流した。圧力
は約70 kg/cm2であった。検出器は，紫外線
分光光度検出器 SPD―6 A（島津製作所）を
用い，波長210 nm，ABS倍率0．01に設定し
た。試料注入量は25 μLとし，標準のシュウ
酸を測定しピークの高さを比例計算して，試
料のシュウ酸濃度を求めた。
統計ソフト SPSS（Base 11．5 J）（エス・ピー

エスエス（株））を用いて，t検定，一元配
置分散分析を行った。

結果および考察

1．培養系の確立
ミンスターランド針種を使った1998～2001

年度の根集塊からのカルスまたは不定胚等の
形成率は0～71％であった（表1）。回転培養
と振とう培養を比較すると1998～2000年度
は振とう培養の方が形成率は高かったが，
2001年度は回転培養の方が高くなった。不
定胚等の形成数は形成率が最大だった1999

年度の振とう培養で最多の310個となった。
形成率と同様に1998～2000年度は振とう培
養の方が多く，2001年度は回転培養の方が多
くなった。
不定根集塊からは，葉原基と根原基を両方

持つ不定胚や葉原基だけまたは芽に成長した
不定芽，根原基のみの不定根，そして赤色や
緑色のカルスが形成された（図2）。2008年
度にミンスターランド丸種と晩抽パルクで，
それぞれの形成割合をまとめたものを図3に
示す。回転培養，振とう培養ともにミンスター
ランド丸種の方が，置床根数あたりの合計の
形成数が多かった。どちらの品種でも，回転
培養では不定芽の割合が多く，振とう培養で
はカルスの形成割合が高くなった。また不定
胚はミンスターランド丸種で見られ，晩抽パ
ルクでは見られなかった。

2004年度に根片を置床したミンスターラ
ンド丸種，晩抽パルク，アクティオン，マジッ
クの4品種で不定根集塊からのカルスまたは
不定胚等の形成を比較したところ，ミンス
ターランド丸種で1年目に回転培養，振とう
培養とも形成率が100％と最も高くなった
（図4）。 2年目の形成率は半分以下となった。
次に晩抽パルクが高かった。晩抽パルクの回
転培養では2年目の方が1年目より形成率が
高くなった。置床数当たりの形成数はミンス
ターランド丸種で多く，2年目の振とう培養
が18．8個と形成割合は低かったのに，形成
数は最も多くなった（図5）。

2000～2001年度にMSIG+ABA液体培地中
の IBAを IAAまたは NAAで置き換えて，
根片を培養したところ，根の増加の割合は，
IBA，IAA，NAAの順で高く，IBAでしかカ
ルスまたは不定芽等は形成されなかった。
前報3）ではミンスターランド針種を用い，

振とう培養のみを検討し，3カ月までで78．6
％の不定胚集塊等の形成率であった。それに
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年度
回転培養 振とう培養

置床数 形成率（％） 不定胚等形成数 置床数 形成率（％） 不定胚等形成数

1998 12 16.7 不明 10 50.0 292

1999 24 50.0 72 21 71.4 310

2000 24 0 0 21 52.4 15

2001 8 50.0 54 8 12.5 30

表1 回転培養および振とう培養からのカルスまたは不定胚等の形成（1998～2001年）
形成率は置床した根集塊あたりのカルスまたは不定胚等を形成した根集塊の割合を示す。品種はミンスターランド針種

図2 根集塊から形成された不定胚，不定芽，
カルス

図4 各品種の不定胚等の形成率
2004年度に置床した根集塊において2004ならびに2005年
度に不定胚等を形成したものの割合。

図3 不定胚および不定芽，不定根，カルスの
形成数（2008年度） 図6 順化に成功しハウスに移植したホウレン

ソウ（移植3か月後）
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比べると1998～2001年度の不定胚等の形成
率は低かった。しかし，2004年度のミンス
ターランド丸種は振とう培養と回転培養で
100％の形成率となった。毎年度の置床数が
限られ，また培養技術の未熟から汚染を起こ
すこともあり，形成率はいろいろな要因で左
右されると考えられる。また品種によっても
異なる（図4）。この系では，培地中の植物
成長調整物質の濃度を一定でしか行っていな
いので，品種により最適な濃度が異なる可能
性も高い。ホウレンソウのカルス形成や再分
化に関する報告では，様々な植物成長調整物
質の組み合わせが用いられている。Komaiら4）

は，次郎丸の根組織片を用い，NAAを10～

30 μM，GA3を0．01～100 μMの組み合わせ
で前培養し，4週間後にホルモンフリーの培
地に移植すると小植物体が多数形成されるこ
とを報告している。Satohら5）は，サンライ
ト胚軸からのカルス誘導に NAA 7 mg/L添加
培地を用い，不定芽形成には IAA 0．1 mg/L

添加培地で前培養した後，ホルモンフリー培
地に移植している。また，再分化植物体をカ
ルスより得るのに，IAA 1～5 mg/L，GA30．1
～1 mg/Lを含む培地で前培養したことを報
告している。一方，GotoとMiyazaki6）は，次
郎丸の葉肉プロトプラストから形成したカル
スから不定芽を再分化させるのに，1～5 mg/

LBAと5～10 mg/LNAAを組み合せたカルス
形成培地で1ヵ月培養後，5 mg/LBAまたは1

または5 mg/Lカイネチンまたは BA，ゼアチ
ンを含む培地で培養している。
その後の再分化株の培養経過を表2に示し

た。1998～2000年度は300以上を寒天再生培
地に植えたが，発根用培地への移植率は半分
以下で，順化まで到達できた株はわずかで
あった。しかし，2001年度は寒天再生培地に
植えた数は少なかったが，次の発根用培地へ
の移植率は60．5％と高く，37株を順化でき
た。

2001年度は順化を行った37株中3株が順
化に成功し，ビニールハウスで慣行栽培でき
るまでに育った。そのうち，2株は旺盛に生
育し，1株は生育不良であった（図6）。

年度
置床数

移植率（％） 順化数（株）
寒天再生培地 発根用培地

1998 367 155 42.2 2

1999 322* 85* 26.4 6

2000 335* 22* 6.6 1

2001 81 49 60.5 37

図5 各品種の不定胚等形成数
2004年度に置床した根集塊から2004ならびに2005年度に
形成された不定胚等をカウントし，それぞれの置床根数
で割った数値。

表2 再分化株の培養経過（1998～2001年）

*は容器数，他は株数
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2001年度は順化できた株数が多かったこ
とと順化方法を改良したため成功したと考え
られる。このように無菌播種から根片を切り
取り培養し，根集塊を形成させ，そこから不
定芽やカルスを形成させ，寒天再生培地，発
根用培地と移植して，バーミキュライト培地
で順化させて，その後，鉢やプランターに移
植しビニールハウスで栽培する全体の系が完
成した。

2．紫外線照射株の育成とシュウ酸含量
2002年度からは，根集塊から形成された

カルスや不定胚集塊等に変異を起こさせる割
合を高めるために紫外線を照射し，その後再
分化，順化させる系を検討した。
紫外線照射実験の培養経過を表3に示す。

各年度により置床数は異なり，2008年度に大
量に置床することができた。各年度とも前年
度に紫外線照射して引き継いだ株はこの表に
は含まれず，年度内の経過のみをまとめたも

年度
寒天再生培地 発根用培地 バーミキュライト順化 ビニールハウス

コントロール 紫外線照射 コントロール 紫外線照射 コントロール 紫外線照射 コントロール 紫外線照射

2002 13 73 2 42 0 12 0 4

2003 45 169 6 120 4 18 2 3

2004 12 54 6 27 4 27 0 4

2005 25 58 11 37 2 11 0 1

2006 29 126 34 45 7 11 0 0

2007 90 228 34 9 10 2 0 0

2008 576 1303 242 243 138 138 81 60

2009 0 325 0 24 0 0 0 0

年度 寒天→発根 発根→バーミ バーミ→ハウス

2002 51.2 27.3 33.3

2003 58.9 17.5 22.7

2004 50.0 93.9 12.9

2005 57.8 27.1 7.7

2006 51.0 22.8 0.0

2007 13.5 27.9 0.0

2008 25.8 56.9 51.1

2009 7.4 0.0 ―

表3 紫外線照射実験の培養経過
その年度内に移植できた容器数でカウントしている。

表4 各段階から次の段階への移植率
単位は％，「寒天」は寒天再生培地，「発根」は発根用培地，「バーミ」はバーミキュライトでの順化，「ハウス」はビニー
ルハウスを示す。
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図7 2008年度順化に成功した株のシュウ酸含量
基準値はビニールハウスで播種し慣行栽培したミンスターランド丸種のシュウ酸含量。＊印は一元配置分散分析の
Dunnetの検定で基準値と5％水準で有意に低かった区。

図8 2009年度に順化に成功したミンスターランド丸種より再分化した株のシュウ酸含量
基準値はビニールハウスで播種し慣行栽培したミンスターランド丸種のシュウ酸含量。＊印は一元配置分散分析の
Dunnetの検定で基準値と5％水準で有意に低かった区。
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のである。コントロール区と紫外線照射区に
大きな違いはみられなかった。
そこで次の段階への移植率をコントロール

区と紫外線照射区を合計して，計算してみた
のが表4である。2002～2006年度は寒天再生
培地から発根培地への移植率が50％以上で
あったが，2007年度からは低下した。紫外線
照射する前に細胞塊をナイフでより細かく
切ったことが影響していると考えられる。ま
た，根集塊からのカルス等の形成時期が遅い
と紫外線照射時期も遅くなり，年度末になっ
ても寒天再生培地でまだ培養中であるという
時期遅れの問題もあると思われる。発根培地
からバーミキュライトへの移植率が低い年度
が多かったが，2004年度は高い移植率であっ
た。また，2008年度は後半の順化の段階で高
い移植率となり，たくさんの順化株が得られ
た。

2002～2007年度に紫外線を照射し，順化
に成功し，その後順調に生育した株のシュウ
酸含量を計16株，コントロール区を計5株測
定したが，ビニールハウスで種子から慣行栽
培した株に比べて，シュウ酸含量が低いもの

が見いだせなかった。
2008年度にミンスターランド丸種に紫外

線照射し，同年度内にビニールハウスまで移
植できた株が10株，コントロール区が5株あ
り，そのシュウ酸含量を測定した。ビニール
ハウスにおいて秋播きで慣行栽培したミンス
ターランド丸種のシュウ酸含量を基準にする
と，5株で有意にシュウ酸含量が低かった（図
7）。コントロール区でも低いものがみられた。
しかし，シュウ酸の絶対量は，最も低い2時
間照射区の株でも1000 mg／100 gFW以上で
あり，一般的には低いレベルではなかった。

2008年度にミンスターランド丸種に紫外
線照射し，2009年度に順化に成功した株は13

株，紫外線を照射しなかったコントロール区
が14株となり，多数の株のシュウ酸分析を
行うことができた。コントロール区で2株，1．
5時間照射区で1株，2時間照射区で1株，ハ
ウスで種子から慣行栽培したミンスターラン
ド丸種に比べて有意に低いと評価された株が
あつた（図8）。

2008年度に晩抽パルクに紫外線を照射し
て，2009年度に順化，シュウ酸含量測定を
行ったものでは，１時間照射の区で1株慣行栽
培の晩抽パルクより低いものが見出された
（図9）。
ミンスターランド丸種では，紫外線照射を

しなかったコントロール区でも低シュウ酸の
株があったので，カルス形成による変異もみ
られたのではないかと考えられる。非常に多
くの細胞塊の中からわずかな割合しか順化で
きなかったので，偶然の要因もあるし，この
系で生き残ってくるための様々な選択圧がか
かっていると考えられる。順化した株は，む
しろシュウ酸含量が高いものが多かった。
また，Murakamiら7）は，ホウレンソウ品種

「新日本」を変異原化学物質で処理すること
により，シュウ酸含量100～200 mg／100 gFW

図9 2009年度に順化に成功した晩抽パルクよ
り再分化した株のシュウ酸含量

基準値はビニールハウスで播種し慣行栽培した晩抽パル
クのシュウ酸含量。＊印は一元配置分散分析の Dunnet

の検定で基準値と5％水準で有意に低かった区。
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レベルのホウレンソウを作出したと報告して
いる。それに比べると今回報告したシュウ酸
含量の最低の株は468 mg／100 gFWで，ま
だ十分には低くない。しかし，今回の測定は，
最もシュウ酸含量の高い外側の葉の一部を用
いているので，植物体全体を分析するともう
少し低くなると思われる。
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