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は じめ に

良質で安価な苗を安定的に生産することは,従 来から

「苗半作」といわれるように,農 林業における基幹技術

の一つである.最 近では,砂 漠緑化,熱 帯林再生,食 糧

確保,都 市緑化,生 活環境改善の推進などのために,良

質,安 全かつ安価な苗の需要が地球規模で一段と高まっ

ている.

他方,農 林業従事者の不足や高齢化あるいは人件費の

高騰などの理由により,苗 生産システムの省力化,自 動

化などの要求が高まっている.さ らには農林業における

植物バイオテクノロジーの利用は組織培養苗生産にこそ

あるとの認識が高まりつつある.

このような背景から,良 質,安 全かつ安価な苗の急速

大量安定生産 システムの開発が求められている.組 織培

養による苗生産は上記の諸要求を満たし得るものとして

多くの研究開発者により検討が加えられている.本 研究

は,組 織培養苗(以 下,培 養苗)の 急速大量安定生産に

おいて重要な役割を演 じる,「 環境調節」に関して,光

独立栄養培養の側面から検討したものである.

従来法による培養苗の直接生産コス トが高い理由

従来の ミクロ繁殖法(micropropagation)ま たは 植物

組織培養法(Plant tissue culture method)を 一言でい

えば,従 属栄養培養法(heterotrophic culture method)

あ る いは混合 栄養培養 法(photomixotrophic culture

 method),す なわち培地中の糖を培養体の生長の主たる

炭素源 とする方法である.こ の方法では,培 地組成(糖,

無機成分,植 物生長調節物質,ビ タミン類,ゲ ル化剤な

ど)お よび温度などの要因が,他 の環境要因と比較し

て,培 養体の分化 ・再生 ・生長 な どに决定的に影響す

る.従 属栄養培養される理由は,培 養体(細 胞,組 織,

器 官,植 物体)は,光 合成能力は低いので,光 独立栄養

(photoautotrophic)生 長すなわち光合成による生長は困

難であるという前提に由来する.

従来法による培養苗の直接生産 コス トが高い理由を表

1に 示した.従 来法における植物培養器内の環境は,弱

光,高 湿度,明 期低二酸化炭素濃度などの特徴を本来的

に有 し,そ の結果として増殖培養された植物体は環境ス

トレスに弱い.

環境ス トレスに弱い培養苗を温室または屋外に定植す

る前には,注 意深い順化を必要とする.順 化の第一目標

は,順 化時に高い生存率を得ることであ り,順 化期間の

短縮あるいは順化期間における生長促進は2次 的な目標

となる.こ の状況を打破するには,従 来の増殖培養方法

を改善 して,増 殖培養の段階で環境ス トレスに強 く,光

合成能力が高く,根 量も十分な小植物体を作 り出すほか

ない.

以上の議論から,従 来法による培養苗生産 システムの

生産コス トに関する問題点をまとめると表2の ようにな

る.表2で 注目すべきは,小 さな培養器の使用が環境調

節と自動化を阻む重大要因になっていることである.小

さな培養器を用いるのは,コ ンタミネーション(雑 菌に

よる培地の汚染)に よる培養植物の短期間の大量損失を

抑制するためである.コ ンタミネーションによる培養植

物の損失は培地に糖が含 まれて いる場合に起こりやす

く,そ れを最小限にとどめることが従来法においては大
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表1ミ クロ繁殖苗の直接生産 コス トが高 くなる

理由

1)単 純手作業が多 く,直 接生産 コス トの60%以 上 を人件

費が占め る

2)増 殖培養時におけ る小植物体の生長速度が低 く,増 殖周

期に5～6週 間以上 を要す る場合が多い.ま た生長速度

に個体差が大 きい

3)増 殖培養時に,生 理障害(ビ トリフィケ ーシ ョンな ど),

コンタ ミネー ションな どによ る小植物体の損失が多少 と

もあ る

4)順 化段 階におけ る培養苗 の死亡 率が高い.順 化に数週間

を要す る

5)需 要予測,生 産予測 が不十 分な どのために,生 産過剰,

供給 不足 が起 こりやすい

6)照 明,冷 房,滅 菌,乾 燥,洗 浄,運 搬のための光熱費,

エネルギー コス トが高い

7)基 本培地,植 物生 長調節物質,シ ョ糖,培 養器,そ の他

の消耗 品費がか さむ

表2従 属栄養培養によるミクロ繁殖にもとつく培

養苗生産の問題点

1)培 地 中の糖 が コンタ ミネーシ ョンの誘引 とな る

2)コ ンタ ミネーシ ョンによる培養 植物の損失を抑 制す るた

め,密 閉度 の高い,小 さな培 養器を使 わなければな らな

い

3)す ると,培 養器 内の相対湿度,エ チ レン濃度,暗 期の二

酸 化炭素 濃度 が高 くな り,明 期の二 酸化炭 素濃度 が低 く

な る

4)上 記異常環境 が培養 植物の生理学 的/形 態学的異 常を引

き起 こす

5)上 記異常 が生 長の抑 制や不均 一性,順 化時の高死亡 率 を

引 き起 こす

6)順 化時に,糖 を含む培 地を根 か ら除去 した後に培 養植物

を移 植 しなければならない(順 化 中の コンタ ミネー ショ

ンを抑制 す るため).す ると,根 が損傷 を受 ける

7)培 養 器が小 さい と,環 境調節 と作業 の自動化が困難にな

る.培 養 植物 が異 常で も作業 の自動化,ロ ボ ッ ト化が困

難 にな る

8)上 記異常 環境,植 物生長調節 物質の多量使用,カ ルス経

由の植物 体再 生な どが各種変異 を誘発す る可能 性があ る

きな問題となる.

では培地に糖が含まれていないと,培 養植物は本当に

生長 しないのであろうか.培 養植物の光合成能力はそん

なに低いのだろうか.培 養植物の生長速度は,屋 外の植

物,た とえば実生の生長速度と比較してどうして低いの

であろうか.培 養器内植物の生長抑制は,培 養植物の生

理的特性,培 養生態系の特性,培 養器内環境のいずれに,

またどのように関係 しているのであろうか.本 研究の骨

子は,以 上の疑問に対 して,培 養植物の増殖は,光 独立

栄養培養下で十分可能であ り,そ のさいには物理環境の

調節が重要であることを実験によって示した点にある.

培養器内二酸化炭素濃度と培養植物の

光合成特性,純 光合成速度

富士原 ・古在 ・渡部(1987)は,密 閉度の高い培養器

内に増殖段階の緑色植物が培養されている場合,明 期開

始数時間後の二酸化炭素濃度は100ppm以 下 にまで低

下することを見いだした.こ れは,植 物の二酸化炭素補

償濃度(50～80ppm)に 近い.た だし,暗 期におけるそ

れは,培 養植物の呼吸作用により数千ppm以 上にまで

上昇する,こ の二酸化炭素濃度日変化から次のことがい

える.

(1)明期開始直後に培養器内二酸化炭素濃度が低下す

ることから,培 養植物は明期開始直後には光合成 してい

る,す なわち,光 合成能力を有している.

(2)明期開始後間もなくの二酸化炭素濃度の低下にと

もない,培 養植物の純光合成速度は著しく抑制される.

このような条件下での純光合成速度は,低 二酸化炭素濃

度に律速され,光 照射強度を増加しても増加しない.こ

の条 件下 では,光 合成能力を有する緑色植物であって

も,生 長は,従 属栄養的にならざるを得ない.

古在 ・関本(1988)は,培 養器の換気回数と光照射強

度によって,培 養器内二酸化炭素濃度,培 養植物の一日

当た り純光合成速度および培養植物の生長が異なること

を明らかに し,培 養植物当たりの二酸化炭素の正味の交

換速度の経日変化の重要性を指摘 した.ま たKozaiら

(1990)は 増殖培養段階の シンビジウム(ラ ンの一種)

の光合成特性が,温 室内の遮光下で栽培されたシンビジ

ウムのそれと大差ないことを示 し,培 養器内培養植物の

純光合成速度がゼロに近いのは,培 養植物の光合成能力

が失われているからでなく,物 理環境条件に起因するこ

とを明らかにした.従 来,培 養植物は光合成能力がほぼ

失われているので,そ の生長には培地中の糖が必須であ

るといわれてきた背景の一つには,培 養植物の光合成特

性,培 養器内二酸化炭素濃度,培 養器内植物の純光合成

速度などの測定が比較的困難であ り,さ らには炭素収

支,物 質収支の考え方に欠けていたことなどがあろう.

強光下二酸化炭素施用による培養植物の生長促進

強光下における二酸化炭素施用条件 では,節(node)

および葉を含む茎(生 体重30mg程 度)を 外植体とす

れば,そ の生長速度は,光 独立栄養培養において,従 属

栄養培養におけるそれ と同等以上(多 くの場合は2倍 以

上)で あ る ことが,カ ーネーション(Kozai and Iwa-

nami,1988),バ レイショ(Kozai,Koyama and Wata-

nabe,1988),イ チゴ(古 在 ・関本,1988)な ど につい
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て示された.最 近では筆者ら以外の研究グルー プによっ

ても同様な報告が数多くなされている.こ の場合,光 合

成器官たる葉が外植体に含まれていることが重要で,葉

を除去 したものを外植体とすれば結果は異なる.

ここで,強 光とは,従 来法における光照射照度(PPFD

で60μmol/m2/sec)の2～3倍 程度であ り,一 般作物栽

培における光強度の基準に照 らせば,強 光とは いえな

い.二 酸化炭素施用方法は自然換気 と強制換気の二方法

に大別でき,そ れぞれ能動法,受 動法に細分できる.強

制換気より自然換気のほうが簡便であり,能 動法より受

動法のほうが簡便である.い ずれの施用法によっても,

明期二酸化炭素濃度の上昇だけでなく,培 養器内の空気

流動の促進,相 対湿度,エ チレン濃度の低下がある程度

もた らされ るので,そ れら付随現象を適切に制御すれ

ば,光 合成促進だけでな く,蒸 散促進,養 分吸収促進,

ビ トリフィケーション(茎 葉が水浸状にな り,水 ストレ

スに極端に弱 くなる状態)抑 制などの付随的効果も得る

ことができる.

光独立栄養培養(無 糖培養)に よる

ミクロ繁殖の長所と短所

前述 の ことか ら,培 養器内環境が光合成に好適であ

り,ま た緑色の葉を含んだ節を外植体 として用いれば,

多 くの場合,光 独立栄養培養(無 糖培養)に 基づ くミク

ロ繁殖が可能であ る とい える.従 来法と比較した場合

の,光 独立栄養培養の長所のいくつかを表3に 示す.こ

れ ら長所のいくつかは ミクロ繁殖だけでなく培養育種に

おいても重要となろう.

従来法と光独立栄養培養法とを比較 してしばしば指摘

される短所 として,二 酸化炭素施用 コス トと照明 ・冷房

表3光 独立栄養培養の長所

1)生 長および発育が促進 され均一 化 され る

2)生 理 学的/形 態学 的な異 常および各種 変異が減少す る

3)順 化期間と発根 期間が不要にな るか,あ るいは短縮 され

る.移 植定植 後の苗 の生 長が促進 され,順 化時の苗 の死

亡率 が低下 す る

4)コ ンタ ミネーシ ョンおよびそれ に関連 する損失 が減 少す

る

5)よ り大 きな培養器 の使用 が,コ ンタ ミネーシ ョンによる

損失 を増大 させず に,可 能 になる

6)培 養器 内の茎葉部 および根部 の環境調節 とそ の自動化 が

容易 になる

7)環 境調節に よる生長制御が よ り容易 になる

8)増 殖作業 と移植作業 の自動化お よびロボ ッ ト化が よ り容

易 になる

9)植 物生長調節物質,ビ タ ミンな どの有機物の使用量 を最

小にで きる

用電力コス トの増大がある.し かし,二 酸化炭素施用の

コストは実際には高くない.二 酸化炭素施用法は施設園

芸においてすでに広く普及している技術であ り,そ のコ

ストが低いことはよくしられている.培 養室は,商 業的

な温室と比較して,室 容積,壁 の隙間ともはるかに小さ

いことから,培 養におけるそのコス トは さらに低 くな

る.

従 来法では,電 力コス トの全生産 コス トに占める比率

が5～10%程 度 で あることもあって,効 果的照明法,

冷房法に関する設計,開 発努力はほとんどなされてきて

いない.し かし,光 独立栄養培養法においては照明法

は,電 力 コス トの軽減とい う観点からだけでなく,光 合

成の促進,均 一な大きさの外植体の取得,高 品質苗の育

成などの観点からも重要になる.現 在,照 明コス トを増

大せず に培養植物の受光量を増大させる新 しい照明法

が,筆 者らにより検討されてお り,従 来法とは異なった

照明法が将来普及する可能性がある.

苗の生長 ・発育に及ぼす環境要因の影響

光独立栄養培養下では,培 養苗の生長 ・発育は,表4

に示したような要因に影響される.培 養苗の生長 ・発育

におよぼすこれ ら要因の影響は,種 子系苗の生長 ・発育

にお よぼすそれら要因の影響と同様であることが,最

近,明 らかにな りつつある(古 在ら,1989).実 験 的証

明はまだ十分なされていないが,光 独立栄養生長条件下

では,培 養苗,種 子系苗,接 ぎ木苗,挿 し木苗の生長 ・

発育におよぼす環境要因の影響は,そ れ ら苗の光合成能

力,光 合成面積,乾 物重などが同等であれば,同 様であ

るとの仮説は,合 理的であると考えられる.

上記の仮説が成立すれば,そ の苗の由来が種子,組

織,器 官,単 一細胞のいずれであろうが,あ る時点での

苗の植物学的特徴が同様であれば,苗 の生長 ・発育にお

よぼす環境要因の影響は同様と考えられることになる.

た とえば,側 芽を用いた挿 し芽繁殖一般と側芽を用いた

表4光 独立栄養培養において培養植物の生長およ
び発育に影響をおよぼす重要要因

1.光 量 および光質,そ れらの時 間的,空 間的分 布

2.空 気二酸 化炭素濃度

3.明 期 および暗期 の温度

4.空 気湿度 および培地 の水 ポテンシ ャル

5.空 気酸素濃度 および培地溶存酸 素濃度

6.培 地 の無機 イオン成分組成 およびpH

7.空 気 および培地 の流動速度

8.外 植体の光合成能力,光 合成面積,乾 物重 など

9.支 持材の物理的お よび化学的性質

10.エ チレンガス濃度
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培養による繁殖は,培 地および植物体(苗)に おける特

定の微生物の繁殖状態がやや異なるだけということにな

る.し たがって,こ の仮説が成立すれば,将 来の苗生産

システム,苗 生産研究は大きな広が りを有することにな

る.ま た,苗 生産に関しては,再 生,発 根,休 眠,順

化,カ ルス化,変 異などの環境生理学的問題が数多 く残

されているが,そ れ ら問題の培養苗,接 ぎ木苗,挿 し木

苗,実 生苗における共通点と相違点を環境工学的に検討

することも興味ある課題である.い ずれにせよ,苗 生産

における環境調節の重要性は増大するばか りであろう.

上記環境要因の培養植物の光合成,生 長および発育にお

よぼす影響については,こ こで述べる紙面の余裕がない

ので,Kozai(1990,1991,1992)な どの総説を参照され

たい.

謝 辞

このたび筆者らの研究グループのささやかな研究に対

し,栄 えある日本生物環境調節学会賞が,グ ループ代表

者としての筆者 に与えられることにな り感激に耐えな

い.こ の研究の遂行にあたっては,多 くの方々のご指導

とご協力をいただいた.こ れを機会に,関 係者の皆様方

に心から謝意を表するとともに,若 干の回顧と反省をし

て,今 後のさらなる努力の礎の一つとしたい.

1982年 ごろ,施 設園芸の環境調節に関す る研究に一

区切 りをつけていた筆者は,当 時話題になっていた植物

バイオテクノロジーの中心技術であった植物組織培養研

究において,環 境工学的観点が欠けていることに気がつ

いた.ま た植物組織培養の応用としての培養苗生産が今

後重要視され,環 境工学的研究が必須であろうと推察 し

た.そ こで,筆 者の施設園芸における環境調節研究に関

する従来の経験を,培 養苗生産における環境調節研究に

活かしてみたいとの気持ちが強まった.

1983年 か ら研究準備を開始し,1984年 か ら研究を開

始した.筆 者には組織培養の経験は皆無であるので,先

達,同 僚,企 業の培養実務経験者を訪ね て教え を願っ

た.1985年 に 「植物の バイオテクノロジーにおける環

境調節」,「植物のバイオテクノロジーにおける農業環境

工学の役割」などと題 した総説を発表し,植 物バイテク

分野における環境工学の役割の重要性を論じた.当 時,

筆者には何 も研究実績がなかったが,当 学会現名誉会長

杉 二郎先生,当 学会現会長 矢吹萬壽先生,当 時の所

属研究室の教授 渡部一郎先生 および西 貞夫先生(日

本施設園芸協会会長)な どからは,面 白い課題だから研

究を進めるようにとの激励をいただいた.

1985年 には同僚林真紀夫氏(現 東海大学助教授)と 培

養苗の順化装置についての アイデァを公表 し,1986年

には大学院生富士原和宏氏(現 千葉大学助手)ら と植物

組織培養器の環境特性についての初歩的研究成果を公表

した.ま た 杉先生と共著 で 「種苗工場の開発と研究課

題」についての総説を発表 した.1987年 ごろから,研

究室の専攻学生による植物組織培養環境に関連する研究

の成果をもとにして,培 養器内のCO2濃 度 日変化(富

士原氏らと共著),CO2施 用による培養植物の生長促進

(岩浪氏 と共著),培 養苗の順化のための環境調節(林 氏

らと共著)に 関する論文を公表 した.こ のころ,農 林水

産省野菜 ・茶業試験場の高柳謙治先生(現 生物資源研究

所),故 安井秀夫先生,西 村繁夫先生らを研究 リーダー

とするプロジェクト研究 「バィオナーサリー」が企画さ

れ,培 養環境調節 ・培養苗生産に関する研究が,企 業な

どで も開始された.

この年の夏に同僚林真紀夫氏とともに,ベ ルギーで行

われた培養苗大量生産に関する国際 シンポ ジウムに参

加 し,培 養苗の順化装置とCO2施 用に関する研究発表

を した.こ の発表は比較的好評で,そ の場で同年9月 に

モナコで行われる国際 シンポジウムの招待を受け,こ の

研究課題は国際的共通性を有するとの認識を得た.こ れ

らのシンポジウムにおいて,こ の分野で世界的に著名な

研究者らと知り合えたことはその後の研究展開に有益で

あった.

同年,国 内の学会シンポジウムなどでも 「植物組織培

養における環境調節」について話題提供の機会を数回与

えられた.本 研究の基礎はこの年に固められたといえよ

う.こ こにいたるまでには,国 内では高倉 直先生(東

京大学),橋 本 康先生(愛 媛大学),高 山真策先生(現

東海大学)な どのご指導,ご 助言がたいへん有益であっ

た.蔵 田憲次先生(東 京大学)ら,千 葉大学植物栄養学

研究室の嶋田典司先生 ら,浅 平 端先生(京 都大学名誉

教授),土 井元章先生(現 大阪府立大学)ら の研究 も参

考にさせていただいた.高 辻正基先生(現 東海大学)に

は高い評価をいただいた.

1988年 の5月 に静岡県浜松市 において開催された国

際シンポ ジウム 「施設園芸における先端技術」(組 織委

員長 高倉 直)に は100人 を越える外 国人参加者があ

った.筆 者らの培養環境に関する研究に興味を もたれた

外国人参加者に,そ の年の秋には,バ ンコックとジャカ

ルタでの国際シンポジウムで講演に招待され,翌2月 に

はカナダのケベックでのシンポジウムでの講演に招待さ

れた.ま たこの年にニュージーランドの国立林業研究所

と筆者らの研究室員との研究交流がはじまった.こ のこ

ろ杉 二郎先生の発案で,タ イと日本の間の学術研究交
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流プログラムの課題の一部として 「組織培養における環

境調節」が選ばれ,そ れ以後この件で杉 二郎先生,高

倉 直先生らとタイを毎年訪問することとなった.

1989年3月 から9月 まで,米 国ラトガース大学 に留

学する機会が与えられ,こ こでの時間を利用して,数 編

の原著論文と総説を英語で書い た.ま た十数ヵ所の大

学,企 業を訪問し,セ ミナーを開いてもらって討論を深

めた.ま た米国園芸学会で研究発表,米 国組織培養学会

で講演と研究発表をする機会を得た.こ のころ同僚安藤

敏夫先生らの培養環境に関する研究 も参考になった.当

時,光 独立栄養による培養苗の生産技術の多くは,実 生

苗,接 ぎ木苗,挿 し木苗の生産技術と共通性があるとの

認識を得るようになった.と くに苗生産の環境調節,自

動化,ロ ボット化に関 しては共通性が大きいと感 じ,将

来これに関する国際シンポジウムを日本で開催したいと

の着想を得た.

1990年6月 には アムステルダムでの国際植物組織培

養学会に大学院生らとともに数編のポスター発表を行っ

た.同 年8月 イタリアでの国際園芸学会でも研究発表を

行った.1991年 に は 国際植物組織培養学会ニュージー

ランド支部,米 国組織培養学会,米 国農業工学会などの

招きで シンポジウムで講演をする機会が与えられ,植 物

組織培養における環境調節に関する関心が世界的に高ま

ってきていることを感 じた.

1992年7月 下旬には,本 学会が他学会と共同主催で

神奈川県横浜市で国際シンポジウム 「苗生産システム」

(組織委員長:高 倉 直)が 開催され る予定であ る.こ

のシンポジウムには,筆 者が過去数年間に種々の教えを

受けた外国人研究者の多くが参加する予定である.1994

年 には京都で開催される国際園芸学会において 「植物組

織培養における環境調節とその効果」に関するシンポジ

ウムが予定されている.現 在では,日 本でのこの課題に

関す る研究 は,農 水省関連の研究機関,民 間会社以外

に,多 くの大学の先生方によってもなされていることは

筆者にとってはうれしいかぎりである.

省みると本研究は恩師杉 二郎先生のご指導と激励が

研究の大きな支えになった.ま た植物組織培養における

CO2施 用 などの試みは,筆 者が十数年前 恩師矢吹萬壽

先生の下で助手として教えを受けた影響の現れである.

筆者の最初の恩師である三原義秋先生にも心から感謝 し

たい.こ の他数多くの方にご指導と多大のご援助をいた

だいたことに心か ら感謝したい.最 後に,学 会誌 「生物

環境調節」に掲載され,本 学会賞の直接の対象となった

論文の共著者である,杉 二郎,渡 部一郎,林 真紀夫,

久保田智恵利,高 沢明子,渡 辺一成らの皆様方に心から

感謝 したい.他 の学会誌での関連論文の共著者であ り,

研究室の元専攻学生である富士原和宏氏らすべての皆様

に も心から謝意を表 したい.
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