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組織培養によるウイルス無毒化試験

（2）ブドウのgrapevine leafroll virusについて
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Abstract：Meristem－tip　culture　was　studied　in　order　to　eliminate　the　grapevine　leafroll　virus

（GLRV）from　grapevines　infected　with　GLRV．Meristem－tips　were　excised　at　O，2 or　O．5mm　tall

and　were　cultured　on　a　half－strength　nltrogen　MURASHIGE　and－SKOOG　（1／2N－MS）medium

supplemented　with　lmg／16－Benzylaminopurine，1g／l　Polyvinylpyrrolidone，15g／l　glucose　and

8g／l　agar。Elongated　shoots　from　the　subculture　were　rooted　in　a　1／2N－MS　medium

supplemented　with　O．05mg／13－Indiolebutyric　acid，15g／1 glucose　and 8g／1 agar．Rooted　shoots

were　acclimatized　on　a　l／2N－MS　medium　and　mixture　of　vermiculite　and　perlite（1：1）instead

of　agar in vitro The　culture　flasks　were　placed in　a　growth　chamber　and　humidity　was

controlled　by　a　number　of　small　holes　bored　in　each　aluminium－foil　cap　of　every　flask.Then

all rooted shoots were successfully transplanted into a pot of soil by using these procedures．A

combination　of　green－grafting　to Vitis vinifera cv．Cabernet　Franc　and　ELISA　tests　proved　that

all　developed　plantlets　were　free　from　GLRV．
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は　じ　め　に

　近年における植物組織培養技術の急速な発展にとも

ない，培養器に封入された状態での果樹類，イモ類及

び花卉球根類などの組織培養体での流通が国内外にお

いて活発に行われている。かかる組織培養体に対する

検疫体制の整備のため1987年2月神戸植物防疫所伊川

谷圃場に「組織培養植物等検定施設」が建設され組織

培養体の受け入れが可能となり，組織培養体で輸入さ

れたイモ類，球根類の検疫を当該施設で行っている。

組織培養によるウイルスの無毒化が実用化されつつあ

るなか（井上ら：1982，佐藤ら：1985，笹原ら：1981，

高山：1986），組織培養体での輸入も増加傾向にあり，

また組織培養によるウイルス無毒化を行ったものであ

ると称して輸入された組織培養体であっても，バレイ

ショからのpotato　leafroll　virusやpotato　vlrus　Sが検

出された場合もある。

　このようなことから組織培養体の植物検疫を迅速か

つ適確に実施するため，組織培養技術及びウイルス無

毒化技術の導入を目的として当所ではすでにバレイ

ショの3ウイルス，オランダイチゴの3ウイルスにつ

いて組織培養による無毒化試験を行ってきた（松本ら

：1989）。

　今後は果樹類の組織培養体の輸入も予想されること

からブドウを材料として組織培養によるgrapevine

leafroll　virus（GLRV）の無毒化を試みた。また，同

組織培養の一行程である馴化において若干の改良を試

み，良好な結果が得られたので併せて報告する。

材料および方法

1．供試材料および茎頂の摘出

噸：現在神戸植物防疫所業務部国際第三課
躰：現在農林水産省農蚕園芸局植物防疫課

　1981年に山梨県果樹試験場から分譲され当所で保存

中のGLRVを保毒した甲州，ネオマスカット及び当

所で保毒を確認した（渡辺：1989）台木用品種420A
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並びに前記の甲州から接木接種によりGLRVを保毒

させた（渡辺・伊川：1988）Baco22A，Mission，

Pinot　Noir，Cabemet　Francの7品種を供試材料とし

た。茎頂の摘出は4月～5月の春期に休眠枝より発芽

した芽を70％エタノールに数秒浸漬した後，水流アス

ピレーターを用いた減圧下で次亜塩素酸ナトリウム溶

液（有効塩素濃度1％）で3分間消毒し，更に滅菌水

で3回洗浄した後，茎頂組織を摘出して培地に置床し

た。茎頂組織の大きさは0，2及び一部0．5㎜（Table1）

とした。

Table1．　Meristem　excised　from　grapevine　of　each　variety

Meristem－tip　　Number　of　meristem

size（mm）　　　excised　from　plants

ポリビニルピロリドン1g／ε（田村ら：1986）を添

加したものを用い，26℃，16時間照明（3，000Lx）で

培養した。培養組織は4～5週問ごとに新しい培地に

移植した。

3．発根培養および馴化

Variety

Baco22A
Mission

420A

Pinot　Noir

Cabernet　Franc

Koshu

Neo　Muscat

0．2

0．2

0．2

0．2

0．2

0．2

0．5

0．2

0．5

18

7
35

7
49

21

8
18

10

2．供試培地および培養条件

基本培地は，窒素成分（NH4NO3，KNO3）を1／2に

したMuRAsHIGE＆SKoOG培地に，グルコース15g／4

（能塚ら：1989），寒天8g／ε，pH5．8とし，初代及

び継代培養は，基本培地に6ベンジルアデニン1mg／ε，

　発根培養は継代培養で伸長した葉条（Fig．1）を一

節一葉に調整し，発根培地（基本培地にインドール酪

酸0．05mg／4を添加）に移植し26℃，16時間照明
（3，000Lx）で培養した。

　馴化にあたっては，石原（1980）がリンゴの硬化（馴

化）において使用した用土を一部改変したものを馴化

培地とし，その調整及び人工気象器内（26℃，16時間

照明，3，000Lx）での馴化を次のような手順で行った。

また，アルミホイルの蓋に穴を開けることにより培養

容器内の湿度調節を行った。

　①バーミキュライトとパーライトの混合物（1：

1）を200m4広口三角フラスコに50m4入れ，それに基

本培地からグルコースと寒天を除いた液体培地を15～

20mε加えて馴化培地とした。

　②馴化培地の入った広口三角フラスコにアルミホ

イルで蓋をし，高圧殺菌を行い馴化に供した。

　③発根培養で根が数本1cm程度に伸長した培養体

（Fig．2）を培養器から取り出し根部の培地を滅菌水

で洗い流した後，馴化培地に移植した。

　④フラスコ内面に根の伸長が観察されたら，アル

ミホイルの蓋に直径5㎜程度の穴を開け，1週問ごと

に穴の数を増やし開口面積を大きくしていき（Fig．3），

1ケ月後にアルミホイルキャップを取除きそのまま約

Aζ

Fig1. Plantlet　regenrated　from　meristem　after68days　placement　on　medium．
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Fig．2．　Rooted　shoot　after　20　days　on　the　rooting

　　　medium、

Fig．3．　Plantlet　25　days　after　transferring　to　the

　　　acclimatizing　medium．

Fig．4．　Plantlet　38　d　ays　after　transferring　to　the

　　　acclimatizing　medium．

10日問人工気象器内で育生した（Fig．4）。これらの馴

化期間中，培地の乾燥防止のため開口部より蒸留水を

適時注入した。

　⑤　馴化が終了したものを素焼鉢に移植し温室内に

搬入した。

4．無毒化の確認

　無毒化の確認は，鉢上げから約9ケ月後の6月に指

標植物であるCabemet　Francへの接木接種（緑枝接

ぎ）及び，鉢上げされた培養体の秋期（ll月）の葉柄

を用いたELISAにより行った。

結果および考察

　GLRV保毒ブドウの無毒化状況はTable2のとおり

であった。茎頂の大きさO．2㎜に摘出した区では培地

に置床した茎頂組織の5．2％が生存し，そのすべてが

無毒化されていた。茎頂の大きさ0．5mmに摘出した区

では茎頂組織の27．8％が生存し，こちらもそのすべて

が無毒化されていた。茎頂組織を培地に置床してから

ウイルス検定が終了するまでに要した期間は約19ケ月

でそのうち鉢上げまでに要した培養期間は約5ケ月，
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Table2．　The　result　of　indexing　for　elimination　of　GLRV

　　　from　grapevine　by　meristem　culture．

Meristem－tip　　Plants　developed　　Plants　assayed　b）

size（mm）　　Number　a）　　％

0．2

0．5

8／155　　　　　　5．2

5／18　　　　　27．8

8c）／8

5d）／5

a）　Number　of　meristem　developed into　plants／Number

　of　meristem　excised　from　plants．

b）　Number　of　plants　free　from　virus／Number　of　plants

　developed。
c）　Name　of　variety（number　of　assayed）：Baco22A（1），

　Mission（1），420A（1），Pinot　Noir（1），Neo　Muscat

　（1）and　Cabernet　Franc（3）．

d）　Name　of　variety（number　of　assayed）：Koshu（2）

　and　Neo　Muscat（3）．

馴化不良による枯死の防止には極めて有効な方法と考

えられる。また，本法は発根した培養体の根部が酸素

不足状態になっていると考えられる寒天培地から，発

根後早期に気相を多く含む馴化培地に移植することに

より根圏の形成が促進され，地上部の生育も促進され

ることが期待される。

　以上のことから本技術はブドウの組織培養体の検疫

にあたり実用技術として導入できるものと考えられ

る。また，今後は培養効率を高めるための初期培養技

術の改良，in　vitroでの早期検定方法の検討の他，主

要果樹類の組織培養技術の習得及びウイルス無毒化試

験等を行う計画である。
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