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茎頂培養法を用いたエゾヤマザクラ成木からの大量増殖技術を確立するため，初代培養で得られたシ

ュートを用いて継代培養を試み，シュートの大量増殖に適した成長調節物質の濃度を検討した。材料に

は約30 年生の１個体を用い，2 月に採取した休眠芽から茎頂を無菌的に摘出し，寒天培地に置床した。

初代培養でのシュート増殖率が最も高かった処理は，3 種類の成長調節物質（IBA，BAP，GA3 をそれ

ぞれ0.1，4，4mg／㍑）を同時に添加したＷＰＭ培地（ショ糖20ｇ／㍑）で1 ヵ月間培養した後，Ｂ

ＡＰ濃度のみを0.5mg／㍑または１mg／㍑に減じた培地で培養した場合で，シュート増殖率は約４培で

あった。次に初代培養で得られたシュートの腋芽を 2，3 個含む節部切片に切り分けて継代培養を行っ

た。継代を重ねてもシュート増殖率が比較的高かった処理は，ＢＡＰを0.5．1mg／㍑，ＧＡ3を4，8mg

／㍑としたＷＰＭ培地（ショ糖20ｇ／㍑）で2 週間培養した後，ＢＡＰ濃度のみを半分に減じた培地で

さらに２週間培養した場合で，腋芽から効率的にシュートを増殖することができた。この方法で継代培

養を 10 代続けた結果から試算すると，１個の茎頂から１年間に数百億本のシュートが培養できること

になる。また，継代3，4 および10 代目のシュートの発根率はいずれも高い値を示しており，エゾヤマ

ザクラの大量増殖が技術的には可能になった。

はじめに

エゾヤマザクラ（オオヤマザクラ，Prunus sargentii Rehder）は北海道における最も代表的なサクラ

であり，環境緑化樹として親しまれ，広く各地に植栽されている。エゾヤマザクラには開花量や花の大

きさ，花色のほか，開花時期や開花期間などにも個体間に差があることが明らかにされている（佐藤ほ

か，1991，1993）。したがって環境緑化樹としてエゾヤマザクラを植栽する場合には，開花特性に優れ

た鑑賞価値の高い個体が望まれる。このような優良な個体を大量に増殖する方法として，最近は組織培

養を用いた増殖方法が検討されている。サクラ属でも組織培養による個体の再生にはいくつかの成功例

が報告されており（KATANO 1987，酒谷ら1987，千木1988・1990，福島1990，原口1990 など），

筆者もエゾヤマザクラ，チシマザクラ，サトザクラのいくつかの品種で，茎項から植物体の再生に成功

している（1988，1992a，b)。これまでのところ，外植体の表面殺菌は 98％以上可能であり，発根も

70％以上と高く，順化にも成功しているものの，大量増殖にはまだ成功していない。また他のサクラ類

でも大量増産に関する報告例は見当たらない。苗木を安定的にかつ安く提供するためには，大量増殖技

術を
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確立することが必要である。そこで，節部切片を継代培養して，シュートを大量に増やすための培地の

成長調節物質の濃度を検討し，さらに継代培養で得られたシュートの発根率についても調べたので報告

する。

材料と方法

（1）材料の調整

実験材料として，これまでの報告（1988，1991）と同じように，北海道立林業試験場の構内に植栽さ

れているエゾヤマザクラの成木（約30 年生，樹高11ｍ，胸高直径30cm）1 個体を用いた。茎頂の採取

時期は筆者の結果（1991）をもとに，2 月17～19 日にこの母樹から小枝を採取し，小枝を各節ごとに

切断した。そして流水で１時間洗浄した後，70％エタノールで 30 秒間，次いで次亜塩素酸ナトリウム

溶液（有効塩素1％）で10 分間表面殺菌を行った。その後滅菌水で３回洗浄し，実体顕微鏡下で無菌的

に葉芽内から茎頂（横径約１mm）を取り出して培養した。供試した茎頂数は，１培地各10 個とした。

（2）培地および成長調節物質の濃度

実験に使用した培地は，Woody plant medium

（以下，WPM とする）（LLOYD et al．，1980）で，

各成分量は表－１に示した。これにショ糖20g／

㍑，寒天８g／㍑を加えた。また筆者（1988）お

よび酒谷ら（1987）の結果を参考に，成長調節物

質としてインドール酪酸（以下，IBA という）を

すべての培地に0.1mg／㍑ずつ添加し，さらに６

－ベンジルアミノプリン（以下，ＢＡＰという）

とジベレリン（以下，GA3 という）の濃度を変え

て添加した。培地はpH を5.7 に調整し，50ｍ㍑

容三角フラスコまたは 250ｍ㍑容培養瓶に 20ｍ

㍑ずつ分注した後，121℃，1.2kgf／c ㎡で20 分

間加庄滅菌した。

培養条件は初代培養，継代培養および発根試験

とも気温25℃，約3000lux，日長16 時間の人工

気象室内で行った。

1）初代培養の方法と成長調節物質の濃度

初めの１ヵ月間はＢＡＰまたはＢＡＰとＧＡ3

の両方を含む培地（以下，初期培地という）で培

養した。その後，ＧＡ3 を含まない培地ではＢＡＰの濃度を下げてＣＡ3 を加えた培地へ，またGA3 を

含む場合は主に BAP の濃度だけを下げた培地（以下，移植培地という）へ移植し，さらに１ヵ月間培

養してシュート数を調査した。初期培地での成長調節物質の濃度はＢＡＰを1，2，3，4mg／㍑添加し

た培地，およびＢＡＰとＧＡ3を0.5，1，2，4mg／㍑ずつ同量添加した計８通りである。また移植培地

ではＢＡＰを0.5，1，2mg／㍑とＧ ＧＡ3を0.5，1，2，4mg ㍑・を組み合わせて添加した。初期培地

と移植培地の組み合わせは表－２のとおりであり，それぞれの培地におけるシュート数を４月 18 日に

調べた。そして伸長したシュートは次に示す継代培養の実験に用い，シュートを切りとった残りの培養

体は同成分の培地へ移植し，さらに約１ヵ月後（５月 20 日）にシュート数を調査した。各シュートは

同様に継代培養を行い，残りの培

表-1 Woody plant medium( WPM )の成分
   組成

成 分   量（mg／㍑）
NH4NO3       400
Ca ( NO3 )2・4H2O       556
MgSO4・7H2O       370
KH2PO4       170
K2SO4       990
CaCl2・2H2O        96
MnSO4・4H2O        22.3
H3BO3         6.2
ZnSO4・4H2O         8.6
CuSO4・5H2O         0.25
Na2MoO4・2H2O         0.25
FeSO4・7H2O      27.8
Na2EDTA      37.3
myo-lnositol     100
Thiamine・HCI       1
Nicotinic acid       0.5
Prydoxine・HCI       0.5
Sucrose  20,000
Agar   8,000



表－2 初代培養における成長調節物質の濃度とシュートの増殖率
増殖率（倍）

初期培地 移植培地 供試数 ４月18 日 5 月20 日 6 月6 日 合計
シュート数

  の範囲（本）

 B1*   B0.5G1** 10 0.2 0.2   -*** 0.4  0~ 2(0~1)****
B1 B0.5G2 10 0.2 0.2 - 0.4  0~ 2(0~1)
B1 B0.5G4 10 0.9 0.6 - 1.5  0~ 5(0~3)
B1    B1G2 10 0.2 1.9 - 2.1  0~11(0~1)
B2 B0.5G1 10 0.3 0.1 - 0.4  0~ 1(0~1)
B2 B0.5G2 10 0.5 0.2 - 0.7  0~ 3(0~1)
B2 B0.5G4 10 0.6 0.7 - 1.3  0~ 4(0~1)
B2    B1G1 10 0.1 1.2 - 1.3  0~ 4(0~1)
B2    B1G2 10 0.6 3.0 1.6 5.2  0~12(0~2)
B2    B1G4 10 1.6 2.4 1.5 5.5  0~14(0~4)
B3 B0.5G1 10     0 0.2 - 0.2  0~ 1(0) 
B3 B0.5G2 10 0.3     0 - 0.3  0~ 1(0~1)
B3 B0.5G4 10 0.8 0.4 - 1.2  0~ 2(0~1)
B3    B1G1 10     0 1.7 - 1.7  0~ 5(0)
B3    B1G2 10 1.2 1.6 0.7 3.5  0~ 9(0~4)
B3    B1G4 10 2.0 2.9 1.2 6.1  0~14(0~6)
B3    B2G4 10 0.6 2.1 1.5 4.2  0~15(0~2)
B4 B0.5G1 10 0.2 0.2 - 0.4  0~ 1(0~1)
B4 B0.5G2 10 0.2 0.2 - 0.4  0~ 2(0~1)
B4 B0.5G4 10 1.1 1.4 - 2.5  0~12(0~3)
B4    B1G1 10     0 0.8 - 0.8  0~ 3(0)
B4    B1G2 10 0.6 1.5 1.1 3.2  0~ 8(0~1)
B4    B1G4 10 1.8 2.4 1.3 5.5  0~12(0~4)
B4    B2G2 10     0 1.4 - 1.4  0~ 5(0)
B4    B2G4 10 1.0 3.6 2.1 6.7  1~16(0~6)

B0.5G0.5  B0.5G0.5 10 0.2 0.8 - 1.0  0~ 4(0~1)
B0.5G0.5    B0.5G1 10 1.0 1.2 - 2.2  0~ 8(0~2)

B1G1    B0.5G1 10 0.5 0.5 - 1.0  0~ 3(0~1)
B1G1    B1G1 10 0.6 3.0 - 3.6  0~11(0~1)
B2G2    B0.5G2 10 2.2 2.9 0.8 5.9  1~10(0~5)
B2G2    B1G2 10 1.8 7.3 3.0 12.1  9~15(0~5)
B4G4 B0.5G4 10 4.3 2.6 0.9 7.8  2~13(2~6)
B4G4    B1G4  9 4.2 6.1 3.3 13.6 10~18(0~7)

   *：B1 はＷＰＭにＢＡＰ1mg/㍑とＩＢＡ0.1mg/㍑を添加，以下同じ
  **：B0.5G1 はＷＰＭにＢＡＰ0.5mg/㍑とGA31mg/㍑，IBA0.1mg/添加，以下同じ
 ***：未調査，以下同じ
****：（ ）内は４月18 日におけるシュート数の範囲

養体は再び同成分の培地へ移植し，約2 週間後（6 月6 日）にシュート数を調査した。なお，ここでの

シュートとは，１cm 以上伸長したものとした。

2）継代培養の方法と成長調節物質の濃度

初代培養で得られたシュートを，１本ごとに1～2 芽程度を含む長さ3～5ｍｍごとの節部切片に切断

した。そして，各シュート１本分の節部切片を，継代培養での初期培地の入った培養瓶１本に置床した。

供試数は１培地当たり5～20 本とし，2 週間後に移植培地に移し，1 ヵ月後にそれぞれの節部切片から

新たに伸長したシュート数を調査した。さらにそのシュ－トから再び節部切片を取り継代培養を行った。

これを繰り返すことにより，培養開始からの１年間に 10 代の継代培養を行った。また，シュートを切

り取った残りの培養体は同成分の培地へ移植し，さらに2～3 週間ごとに調査した。

継代1 代目では，初期培地にはＢＡＰ0.5，1，2，4ｍｇ／㍑とＧＡ3 を0，2，4ｍｇ／㍑，移植培地

にはGA3の濃度はそのままでＢＡＰだけを0.5 または１ｍｇ／㍑の濃度で添加し，これらを組み合わせ

た合計20 種類の培地を用いた。継代2 代目以降は新たな培地を加えながらシュート増殖率の高い培地

を検索した。その結果，ＷＰＭおよび全量を半分にしたＷＰＭ（以下，1／2ＷＰＭとする）に，ＢＡＰ

0.25～4ｍｇ／㍑，ＧＡ，0～8ｍｇ／㍑を組み合わせて添加し，合計35 通りの培地についてシュート増

殖率を検索した。

なお，１代目の継代培養においては，初期培地ではＢＡＰの濃度を原則として初代培養と同じものと



したが，得られたシュート数が少なかったものについては，一部は初代培養の培地とは異なったものを

用いた。継代２代目以降は１代目と同じ初期培地および移植培地の組み合わせで培養したが，新たな培

地を検討する場合はBAP 濃度が同じ培地から得られたシュートを用いた。ただし，9 代目では一部で8

代目のBAP 濃度を半分に減じたものも用いた。

また，反復もかねて表－2 の5 月20 日に得られたシュートを用いた培養（以下，2 回目の継代培養と

いう）および表－3 の6 月6 日に得られたシュートを用いた培養（以下，3 回目の継代培養という）も

あわせて行った。

3）発根試験

継代3 代目と4 代目および10 代目のシュートを用いて，発根試験を行った。発根用の培地にはこれ

までの結果（佐藤，1988）をもとにバーミキュライトに成長調節物質を加えないＷＰＭ，および濃度を

半分にしたＷＰＭを用い，これにシュートを無菌的にさしつけた。供試したシュート数は20～75 本で

ある。発根の調査は試験開始から２ヵ月後に行った。

結 果    

（1）初代培養

初代培養における初期培地および移植培地の種類と平均のシュート増殖率を表－2 に示した。

初期培地にＢＡＰのみを添加した場合，BAP が１mg／㍑ではいずれの培地に移植してもシュート増

殖率は低かった。しかしＢＡＰを2ｍｇ／㍑入れたときは，ＢＡＰを１ｍｇ㍑・に減じてGA3を2 また

は４mg／㍑加えた培地でのシュート増殖率は高かった。また初期培地に 3mg／㍑を添加したときはＢ

ＡＰｌmg／㍑にＧＡ34mg／㍑を加えた培地，４mg／㍑のときはＢＡＰ１または2mg／㍑にＧＡ34mg

／㍑を加えた培地に移植するとシュート増殖率は高かった。これらの培地では培養開始から約3 ヵ月半

後のシュート増殖率は5 倍を越えた。このように初期培地において，ＢＡＰを2～4mg／㍑の濃度で添

加し，１ヵ月後に１mg／㍑に減じ，GA3 を 4mg／㍑添加した培地に移植するとシュート増殖率が高い

といえる。

また，初期培地にＢＡＰの量と同じ量のGA3を添加した場合でも，ＢＡＰおよびＧＡ3を高濃度で添

加した培地でのシュート増殖率は高い。すなわち，ＢＡＰとＧＡ3を4mg／㍑で添加した培地で1 ヵ月

間培養し，ＢＡＰを0.5 または１mg／㍑の培地に移植すると2 ヵ月後のシュート増殖率は平均4.2～4.3

倍であり，約3 ヵ月半後には最大13.6 倍に達し，最も多いものは１茎頂から18 本のシュートが得られ

た。

このように初期培地にGA3を添加したほうが，添加しない場合よりもシュート増殖率は高く，とくに

培養開始から2 ヵ月後のシュート増殖率は明らかに高かった。したがってエゾヤマザクラの初代培養に

は，ＷＰＭにＢＡＰとＧＡ3を4mg／㍑程度の濃度で添加し，１ヵ月後にＢＡＰだけを0.5mg／㍑また

は1mg／㍑に減じることによって，多くのシュートが早く得られることが明らかになった。なお，1 茎

頂から繰り返しシュートの採取が可能であったが，1 回目よりも2 回目のほうがシュート数は増加する

ものが多いが，3 回目は2 回目よりも減少する傾向がみられた。

（2）継代培養

１代目の継代培養で初期培地と移植培地の成長調節物質の濃度の組み合わせは合計 20 種類であり，各

培地における平均シュート増殖率を表－3 に示した。1 ヵ月後のシュート増殖率は，ＢＡＰｌmg／㍑と

ＧＡ34mg／㍑を添加した培地からＢＡＰだけを0.5mg／㍑に減じた培地へ移植したものが10.8 倍であ

り，約2 ヵ月後までの合計でも19.2 倍と最も高かった。

次いで．1 ヶ月後のシュート増殖率ではBAP とＧＡ3が４mg/㍑の培地からＢＡＰだけを0.5mg/㍑に

減じた培地が高く、また約2 ヵ月後までの合計ではBAP0.5ｍｇ／㍑とＧＡ32ｍｇ／㍑を添加した培地



が高かった。繰り返しシュートの採取が可能であったが，培養期間が長くなるとシュート増殖率は減少する傾向にあった。

なお，一部に初代培養における初期培地のBAP またはGA3 の濃度が異なるものを継代培養では同じ培地に培養したが，

初代培養におけるBAP 濃度と継代１代目におけるシュート増殖率には差は認められなかった。

表－3 1 代目の継代培養における成長調節物質の濃度とシュートの増殖率

表－4 継代培養（1 回目）における主な成長調節物質の濃度とシュート増殖率
1 ヶ月後のシュート増殖率

初期培地 移植培地 1* 2 3 4 5 6 7 8 9 10 代目
  B0.25G2 － － 3.6 － － － － ─ － －
  B0.5G2 6.4 4.3 8.9 － － － － ─ － －
  B1G2   B0.5G2 6.3 5.3 － － － － － ─ － －
  B1G2 4.0 0.8 － － － － － － － －
 B0.25G4 － － 5.6 5.4 2.5 － － － － －

  B0.5G4   B0.25G4 － － 11.2 7.4 5.4 5.3 － － － －
  B0.5G4 7.0 7.7 10.6 8.4 5.4 5.6 － － － －
  B1G4   B0.25G4 － － 6.3 5.3 6.6 8.8 － － － －
  B1G4   B0.5G4 10.8 11.7 6.3 9.5 8.0 7.4 10.0 3.9 5.0 4.0
  B1G4 7.0 2.1 － － － － － － － －
  B2G4   B0.5G4 6.6 2.9 － － － － － － － －
  B2G4   B1G4 4.7 3.4 3.1 － － － － － － －
  B4G4   B0.5G4 8.6 3.1 － － － － － － － －
  B4G4   B1G4 5.0 1.9 － － － － － － － －
  B0.25G8 － － － 3.7 3.2 － － － － －
  B0.5G8   B0.25G8 － － － 8.7 9.3 10.3 12.2 12.5 12.3 14.7
  B0.5G8 － － － 9.2 8.1 8.9 － － － －
  B1G8   0.25G8 － － － 10.0 9.6 12.8 11.9 8.4 8.6 11.1
  B1G8   B0.5G8 － － － 8.1 9.0 15.5 11.8 9.7 10.2 9.4
  B0.25G4** － － － 2.2 － － － － － －
  B0.5G4**  B0.25G4** － － － 7.0 2.4 － － － － －
  B0.5G4** － － － 4.1 － － － － － －
  B1G4**  B0.25G4** － － － 5.5 2.8 － － － － －
  B1G4**  B0.5G4** － － － 6.3 1.8 － － － － －
 *：継代数
**：全量を1／2 にしたWPM
注：初代培養（表－2）で4 月18 日に得られたシュートを用いた。
初代培養と1 代目と継代培養のBAP 濃度の関係については表－3 参照。
2 代目以降は1 代目と同じ初期培地および移植培地の組合せで培養したが，新たに検討した培地では
BAP 濃度が同じ培地から得られたシュートを用いた。

増殖率（倍） シュート数
初期培地 移植培地 供試数 5月17日 6月6日 6 月20 日 合計   の範囲（本）

  B0.5G2  5 6.4 5.6 6.2 18.2 15~21(3~10)*
  B0.5G4 10 7.0 3.0 2.8 12.8  6~18(~14)
  B1   10 1.1 － －  1.1  1~ 2
  B1     B0.5G4 10 3.7 － －  3.7  0~ 8
  B1G2   B0.5G2 10 6.3 4.2 2.8 13.3  8~22(3~12)
  B1G2 14 4.0 1.8 －  5.8  2~14(0~9)
  B1G4   B0.5G4 10   10.8 5.1 3.3 19.2  1~26(1~16)
  B1 G4 14 7.0 2.5 3.3 12.8  4~17(2~13)
  B2   10 1.0 － －  1.0  0~ 2
  B2     B0.5G4 10 3.2 － －  3.2  0~ 8
  B2G2   B0.5G2 10 2.3 － －  2.3  1~ 4
  B2G2   B1G2 10 1.3 － －  1.3  0~ 3
  B2G4   B0.5G4 10 6.6 4.4 3.0 14.0  0~22(0~12)
  B2G4   B1G4 10 4.7 1.7 －  6.4  0~19(0~13)
  B4     B0.5G4 10 0.6 － －  0.6  0~ 3
  B4     B1G4 10 0.3 － －  0.3  0~ 3
  B4G2   B0.5G2 10 1.3 － －  1.3  0~ 3
  B4G2   B1G2 10 1.5 － －  1.5  0~ 4
  B4G4   B0.5G4 15 8.6 3.3 2.6 14.5  0~27(0~13)
  B4G4   B1G4 15 5.0 3.5 3.2 11.7  1~21(0~9)
 *：5 月17 日におけるシュート数の範囲
注：継代1 代目では，原則として初期培地のBAP およびGA3 の濃度が初代培養と同じものを用いたが，
  一部は初代培養とはことなったものを用いた。



大量増殖を行う場合には早期に多数のシュートが得られ，それを継代していくことが望ましい。そのた

め，その後は継代培養を重ねながら，節部切片を置床して１ヵ月後におけるシュート増殖率の高いBAP

およびGA3 濃度の組み合わせを検索した。主な培地でのシュート増殖率を表－4 に示す。GA3 を2mg

／㍑加えた培地では4mg／㍑加えた培地よりも全般にシュート増殖率が低いことから，４代目以降は供

試しなかった。また，初期培地でBAP とGA3が4mg ㍑のものは，継代１代目のシュート増殖率は高か

ったものの，2 代目以降では低かったために，4 代目以降では供試しなかった。

そこで，4 代目ではさらに高いシュート増殖率を目指し，GA３は 4mg／㍑のほかに 8mg／㍑の濃度

にした培地，および１／２WPM を検討したが，１／２WPM でのシュート増殖率はＷＰＭよりも低く，

しかも培養体が水浸状（ガラス化）になるものが多く見られた。７代目以降は表中に示した４種類の培

地だけを供試した。GA34mg／㍑の培地では8 代目以降になるとシュート増殖率は減少したが，GA38mg 

／㍑のほうはいずれも高かった。また，８代目での初期培地のBAP 濃度が１mg／㍑であったものの一

部を９代目以降では0.5mg/㍑の初期培地に移したところ，初期培地のBAP 濃度が１mg/㍑のものより

もシュートのシュート増殖率は高かった（図－１参照）。継代を重ねるにつれてBAP 濃度は１mg/㍑よ

図－1 成長調節物質の濃度と増殖率の推移



表－5 継代培養（2 回目）における主な成長調節物質の濃度とシュート増殖率
1 ヶ月後のシュート増殖率（倍）

初期培地 移植培地 1* 2 3 4 5 6 7 8 9 代目
B0.25G2 － 3.5 － － － － － － －
B0.25G4 － 6.4 3.8 － － － － － －
B0.5G2 4.5 3.8 － － － － － － －
B0.5G4 B0.25G4 － － 5.6 3.9 8.0 － － － －
B0.5G4 5.7 6.9 4.7 2.9 4.7 － － － －
B1G2 B0.5G2 3.9 0.8 － － － － － － －
B1G2 0.8 － － － － － － － －
B1G4 B0.25G4 － － 6.3 4.7 5.9 － － － －
B1G4 B0.5G4 8.1 6.2 10.2 5.2 8.3 8.8 4.3 － －
B1G4 6.8 － － － － － － － －
B2G4 B0.5G4 2.1 4.9 － － － － － － －
B2G4 B1G4 1.7 － － － － － － － －
B4G4 B0.5G4 1.8 1.7 － － － － － － －
B4G4 B1G4 2.4 － － － － － － － －
B0.25G8 － － 3.0 － － － － － －
B0.5G8 B0.25G8 － － － 6.3 11.0 12.5 11.1 7.4  10.4
B0.5G8 － － 4.4 4.9 7.9 － － － －
B1G8 B0.25G8 － － － 8.6 14.0 11.4 9.3 9.4 9.5
B1G8 B0.5G8 － － 6.9 7.8 13.0 11.7 8.7 8.5  12.5
B0.25G4** － － 1.8 － － － － － －
B0.5G4** － － 2.0 － － － － － －
B1G4** B0.5G4** － － 3.0 － － － － － －
*：継代数

**：全量を1/2 にしたWPM
注：初代培養（表－2）で5 月20 日に得られたシュートを用いた。
  初代培養と1 代目の継代培養のBAP 濃度の関係については表－3 参照。
  2 代目以降は1 代目と同じ初期培地および移植培地の組合せで培養したが，あらたに検討した培地
  ではBAP 濃度が同じ培地から得られたシュートを用いた。

表－6 継代培養（3 回目）における主な成長調節物質の濃度とシュート増殖率

1 ヵ月後のシュート増殖率（倍）
初期培地 移植培地 1* 2 3 4 5 6 7 8 代目

B0.25G2 3.0 2.5 － － － － － －
B0.25G4 6.0 7.4 4.2 － － － － －
B0.5G2 B0.25G2 － 5.4 － － － － － －
B0.5G2 5.7 2.3 － － － － － －
B0.5G4 B0.25G4 － 10.5 7.9 7.3 7.2 － － －
B0.5G4 8.7 10.2 7.0 7.7 6.8 － － －
B1G2 B0.5G2 2.2 － － － － － － －
B1G4 B0.25G4 － 9.6 7.0 5.5 9.2 － － －
B1G4 B0.5G4 8.9 5.9 8.1 9.0 9.6 4.1 5.2 －
B1G4 － 6.9 － － － － － －
B2G4 B0.5G4 3.0 － － － － － － －
B4G4 B0.5G4 5.4 － － － － － － －
B4G4 B1G4 4.6 － － － － － － －
B0.5G8 B0.25G8 － － － 6.6 9.6 7.9 8.9 12.5
B0.5G8 － － － 6.4 9.9 － － －
B1G8 B0.25G8 － － － 6.9 10.0 7.7 8.1 8.1
B1G8 B0.5G8 － － － 8.8 15.4 14.2 10.9 7.4
B0.25G4** － － 3.0 － － － － －
B0.5G4** B0.25G4** － － 7.1 － － － － －
B0.5G4** － － 2.2 － － － － －
B1G4** B0.25G4** － － 4.3 － － － － －
B1G4** B0.5G4** － － 3.1 － － － － －
*：継代数
**：全量を1/2 にしたWPM
注：1 回目の1 代目の継代培養（表－3）で6 月6 日に得られたシュートを用いた。
  継代培養は同じ初期培地および秒培地の植組合せで培養したが，あらたに検討した培地では
  BAP 濃度が同じ培地から得られたシュートを用いた。



りも0.5mg／㍑のほうがシュート増殖率が高い傾

向にあった。

それぞれの継代における１ヵ月後の平均のシュ

ート増殖率およびそれらを積算した累計のシュー

ト増殖率の推移を図－１に示した。理論的な値で

はあるものの，茎頂採取から 6 ヵ月後に数万倍，

8 ヵ月後には数百万倍，そして12 ヵ月後には数百

億倍，最大783 億5558 万倍に増加すると試算さ

れた。

また，2 回目の継代培養および3 回目の継代培養においても，いずれも同じような培地でのシュート

増殖率が高く（表－5，6），理論的には2 回目の継代培養では9 代目までで数十億倍，3 回目の継代培

養では8 代目までで数億倍に増加が見込まれ，累計のシュート増殖率でも大きな差はなかった。このこ

とからも，本実験においてシュートの大量増殖が可能であることが実証される。

（3）継代回数と発根率

継代3 代目と4 代目および10 代目のシュートの発根率を表－7 に示した。発根率は最も低いもので

も継代3 代目の1／2ＷＰＭの70％であり，最も高いのは4 代目の1／2ＷＰＭの100％であった。また，

継代3 代目および4 代目のＷＰＭと1／2ＷＰＭでの発根率を比較すると，前者が89％，後者が86％で

あり，両者の間には明確な差は認められなかった。

一方，継代10 代目の発根率は76％であり，3 代目および4 代目に比べるとやや減少している。しか

し，これは実用上は十分な発根率であり，継代数が多くなっても高い発根率を維持していることがわか

った。

考 察    

（1）成長調節物質の濃度とシュート増殖率

サクラ亜属の組織培養において，より高いシュート増殖率を望む場合，これまで基本培地とその成分

濃度および添加する成長調節物質の種類と濃度（酒谷ら1987，千木1990，福島1990，原口1990 など），

茎頂の採取時期（佐藤，1991）などいくつかの検討がなされてきている。しかし今回の表－2 や表－3

などからも明らかなように，添加する成長調節物質の種類や濃度のわずかな違いなどによってシュート

増殖率が著しく異なっており，シュート増殖率の高い培地も見いだされた。

すなわち今回供試したエゾヤマザクラの場合，初代培養においてはWPM にBAP とGA，を4mg／

㍑添加し，１ヵ月後にＢＡＰだけを0.5mg／㍑または１mg／㍑に減じた培地に移植するとシュート増殖

率は高い。継代培養ではWPM にＢＡＰ0.5mg／㍑または1mg／㍑とGA34mg／㍑を添加した培地で2

週間培養した後，BAP だけを初期培地の半分に減じた培地で増殖すると良い。その際，シュート増殖率

があまり高くないときは GA3 の濃度を高くし，8m/㍑程度添加すると良いと考えられる。このことは，

ナラノヤエザクラの場合(酒谷ら，1987)よりも初代培養における BAP 濃度はかなり高く，サクラ亜属

でも種類によって最適BAP 濃度は異なるものと思われる。一般にBAP は不定芽の形成に，GA3はシュ

ートの伸長に関与しているとされる。そのため初期培地では高い濃度の BAP で不定芽を形成させ，移

植培地ではGA3でシュートを伸長させてきた(酒谷ら，1987)。今回の実験結果では，初期培地に高濃度

のBAP とGA3を添加したものは，BAP だけのものに比べて明らかにシュート増殖率が高いことから，

初期培地においてGA3の存在下でBAP の不定芽形成がより活発になって多数の不定芽が形成さ

表－7 シュートの発根試験

培 地   供試数 発根数 発根率 備 考   
WPM   20本    17本    85％ 継代3 代目

1/2WPM* 20 14 70 〃
WPM 20 16 80 継代4 代目
1/2WPM 20 16 80 〃
WPM 30 29 97 継代4 代目
1/2WPM 30 30  100 〃
1/2WPM 75 57 76 継代10代目     
＊：全量を半分にしたWPM



れ，移植培地に移してBAP の濃度を下げることによってGA3の作用が強く働くために不定芽が伸長し，

高いシュート増殖率が得られるのではないかと考えられる。しかし，BAP の濃度が高いままで継代培養

を続けるとやがてシュート増殖率は低下し，しかも水浸状になる傾向がみられる。これは継代するうち

にBAP が樹体内に蓄積され，その影響が出るためと思われ，継代培養では初代培養よりもBAP 濃度を

下げた方がシュート増殖率は高くなると考えられる。

このようなことから，エゾヤマザクラの茎頂培養法による大量増殖では，成長調節物質の種類と濃度

を的確に組み合わせることによって高いシュート増殖率が得られることになる。このことは，他のサク

ラ亜属の樹種においても，基本培地にWPM を用いて，成長調節物質とくにBAP とGA3の濃度の組み

合わせを検索することによって，高いシュート増殖率が得られる可能性を示唆している。

(2)効率的な大量増殖の方法

実際の作業では，まず目標とする苗木の本数を決め，それに順化率と発根率をかけたものが，茎頂培

養法によって得たいシュートの本数となる。初代培養や継代培養における最初のシュートの増加率が高

ければ，シュートを取った残りの培養体を培養して増殖している間にさらに増殖が可能である。したが

って，茎頂の培養開始から１番最初に得られるシュ－ト数が多いほど，そして継代培養においても最初

に得られるシュート数が多いほど短期間に大量のシュートが得られる。そのため，図－1 では最初に1cm

以上伸長したシュートのみのシュート増殖率を示しているが，実際の増殖では1cm 未満の短いシュ

－トもできるだけ採取して継代培養を行うと，より増殖は高まる。さらに，シュ－トを採取したあとの

残りの培養体の中で，小さくて細かな葉がたくさん出ているものは不定芽が多いので，新たな同成分の

培地に移植すると，初代培養で2 週間～1 ヵ月，継代培養では2 週間程度で新たなシュートが伸びてく

る。さらにそれを継代培養することによりシュート増殖率が高まるので，シュート数が著しく少なくな

るまで繰り返し培養を行うと良い。このような方法で増殖を行っていくことによって，目標とする本数

の増殖を短期間に行うことができると考えられる。

また，このように継代を重ねたシュートを発根させても高い発根率を維持していることがわかった。

したがって継代培養で大量に増殖したシュートを用いても発根が容易であるといえ，シュートからの発

根にはほとんど問題はないものと思われる。

おわりに

今回エゾヤマザクラ１個体からではあるが，茎頂培養法による大量増殖が可能になった。また，発根

率も高く，一部はすでに順化にも成功している。しかし，供試材料の条件を一定にするために同一個体

のみで実験を行っているので，今後は他の個体でも同じような培地で大量増殖が可能かどうかを検討す

る必要がある。

さらに，サクラ亜属で道内に自生するカスミザクラ，ミネザクラおよびその変種のチシマザクラ，ま

た各地で植栽されているサトザクラの多数の園芸品種についても大量増殖の方法を検討しでいく予定で

あり，鑑賞価値の高いサクラ類の増殖を目指しているところである。
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Summary

Axillary leaf bud apices（approximately 1mm）were taken from Prunus sargentii(about 30－

year－old）shoots in mid－Febrary．They were cultured on the agar－solidified media containing 

woody plant medium(WPM)，20g/㍑of sucross，８g/㍑of agar and growth regulators （0.1mg/㍑

of IBA，BAP，GA3）added combinationally．In primary culture，when they were cultured on the 

medium supplemented with 4mg/㍑of BAP and 4mg/㍑of GA３ during one month and transferred 

to the medium containing 0.5 or 1mg/㍑of BAP and 4mg/㍑of GA３，the best growth and the largest 

number of shoots of 10mm or longer were obtained．In subculture，when segments containing 2 or 3 

axillary buds obtained from shoots on primary culture were cultured on the medium supplemented 

with 0.5 or 1mg/㍑of BAP and 4 or 8mg/㍑of GA3 during two weeks and transferred to the medium 

containing 0.25 or 0.5mg/㍑of BAP and 4 or 8mg/㍑of GA３，the best growth and the largest 

number of shoots of 10mm or longer were obtained．It was calculatedfrom the results of serial ten 

time’ s subculture that the number of shoots propageted from one axillary bud was over seventy 

billions for about one year.

And 70～100％ of shoots on the rooting medium containing WPM and 20／㍑of sucross were

occurred root induction．


