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栄養株は夏に多くの葉が枯死流失し一旦衰退するが,秋には再び分枝伸長を開始し,翌年

の春には成熟する｡

アマモ場は沿岸域の主要な一次生産の場としてだけでなく,窒素やリンの吸収による水

質浄化作用もあり,魚介類の餌場 ･産卵場,幼稚仔魚の生育場等の多様な役割を担う重要

な存在であることが報告されている (幡手 1981)｡近年,アマモ場は世界的に減少してい

ることが報告されている (相生 2000)｡日本も例外ではなく環境庁の調査によると 1978

年から1991年までの13年間で2,077haのアマモ場が消失した (環境庁 1994)｡特に伊勢

港では,1955年には10,400ha存在したアマモ場は1994年には585haにまで激減し,こ

の40年間で実に90%のアマモ場が失われた｡三重県側では1994年から1999年の5年間

でさらに70%のアマモ場が失われた (三重県 2000)｡このようなアマモ場の消失の原因は

主に埋め立てや護岸工事による生息地の縮小,生活廃水や工業排水の流入に伴う水質汚濁

や富栄養化であると考えられている (相生 1998)｡アマモ場の減少に伴い,日本各地で人

工的にアマモ場を造成する試みが行われるようになってきた｡

アマモ場造成には播種法と株移植法がある｡播種法は種子を直接造成場所に蒔く方法で,

株移植法は他のアマモ場から採取した成体もしくは陸上施設で種子から育苗したアマモを

造成場所に移植する方法である｡播種法および株移植法では現存する群落から多量の種子

および株を採取する必要があり,群落に大きな負荷をかけることになる｡またアマモが絶

減に瀕している,もしくはごく少量しか生育していない場所での造成では,他地域からの
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種子や株の移入は遺伝的擾乱をもたらす可能性がある｡そこで造成場所近辺にある少量の

種子や親株を用いた種苗の大量増殖法開発が必要となってきている｡

陸上植物では組織培養を用いた種苗の大量増殖技術が普及し,多くの農作物や花井に利

用され,特に商業的に栽培されているイチゴやランなどでは一般的な増殖方法となってい

る (小柴 ･神谷 2002)｡海草についてこれまではこのような方法はほとんど試みられるこ

とはなかったが,三重県科学技術振興センター農業研究部(現 三重県農業研究所)では2004

年度にアマモの組織培養に初めて成功し,実験室内でのアマモ種苗の生産手法の基礎を開

発した (広瀬ら2005, 2006)｡室内条件下でアマモ種苗の大量生産を行うため,これまで

植物生長調節剤 (植物ホルモン)を用い,形態形成の調節を行う方法が試みられてきた｡

しかし,アマモの増殖に適した室内培養条件は不明な点が多い｡室内条件下でアマモの枝

分かれによる増殖を促進するためには光,温度などの環境を至適化することが必要であり,

さらに植物生長調節剤の使用が有効であると考えられる｡そこで本研究では,アマモの分

枝生長に適した室内培養条件を明らかにするため,培地,培養温度および植物生長調節剤

の使用について検討した｡
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材料と方法

【材料の採集】

本研究で使用したアマモの種子は,三重県志摩市阿児町の鵜方浜および立神浦に生息す

るアマモの成熟株から得た｡2008年6月および2009年6月にアマモ成熟株を採集し,ネ

ットに入れ,陸上の屋外水槽内に吊るして海水中で約 1ケ月間追熟させ,種子を放出させ

た｡回収した種子は選別後,滅菌海水の入った容器に入れ,実験に用いるまで0℃で保存し

た｡

【種子の表面殺菌と播種】

種子を10分間超音波洗浄したのち,約0.25%の次亜塩素酸ナ トリウムで 10分間表面殺

菌を行った｡その後,滅菌蒸留水で 3回洗浄した｡培養液には20%に薄めた人工海水 (ダ

イゴ,人工海水SP+IMK培地,日本製薬)に0.1%ショ糖 (W/v), 250mgLlのカルベニ

シリンナトリウムを添加して,フィルター (0.22〟m,SCGPUOIRE,MILuPORE)ろ過

したものを用いた｡表面殺菌処理後の種子は,発芽を促進させるために種皮にメスで縦方

向に切れ目を入れたのち,培養液を入れた48穴培養プレートに一個ずつ播種した｡用いた

人工海水組成および栄養塩補強のためのIMK培地の組成を表 1に示した｡IMK培地とは

微細藻類の分離や大量増殖などに利用されるビタミン類,微量金属などの混合培地であり,

藻類や海産種子植物の生長に必須の成分が含まれている｡
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【予備培養】

培養プレー トに播種した種子は人工気象器内で約 3週間培養を行って発芽させた｡培養

条件は,温度は16℃,光強度は100FLmOlm'2S-1,光周期は12L:12Dとした.その後,50%

に薄めた天然海水にIMK培地,0.5%ショ糖 (W/v),250mgL･1のカルベニシリンナ トリウ

ムを加えた20mLの培養液を入れた40mLの培養試験管に発芽体を移し,上記の条件でさ

らに3週間程度培養した｡

表 1 ダイゴ人工海水SPとIMEの組成 (1000mL中)

人工海水SP (mgL-1)
Nac上

MgCl2･6H20

CaC12･2H20

Na2SO4

ECI

NaHCO3
KBr

Na2B407.10H20

SrC12

Nap

LiCI

KI

CoC12･6H20

AlC13･6H20

FeCl3･6H20

Na2WO4.2H20

20,747

9,474

1,326

3,505

597

171

85

34

12

3

1

0.07

0.0002

0.008)

0.005

0.0002

(NH4)6Mo702｡.4H20 0･002

M血C12.4H20 0･0008
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m瓜 (mgLー1)

NaNO3
Na2HPO4

K2HP04

NH4CI

FeEDTA

M血EDTA

Na2EDm

M血C12.4H20

ZnSO4.7H20

CoSO4.7H20

Na2MoO4･2H20

CuSO4.5H20

H2SeO3

ThiaminHCI

Biotin

VitaminB12

200

1.4

5

2.68

5.2

0.332

37.2

0.18

0.023

0.014

0.0073

0.0025

0.0017

0.2

0.0015

0.0015



【培地の海水濃度とIMK濃度の至適化】

長期間の培養において,培地の交換をすることなく同じ培地で培養を続けると,栄養不

足などにより葉の退色や枯死といった草体の衰弱が起こる｡しかし,培養株の雑菌汚染の

確率を低くするためには培地交換を頻繁に行うことができない｡そのため,長期間植物体

が健康な状態で生育できる培地に改良する必要がある｡アマモの培養に使用している培地

は海水にIMK培地,ショ糖,抗生物質を加えたものであるが,培養中の栄養不足を防ぐた

めには培地中の海水とIMK培地の濃度を長期培養に至適化することが必要であると考えた｡

本実験では,培地をアマモの長期培養により適したものとするため,培地の海水濃度とIMK

濃度をさまざまに変化させて生長への影響を調べた｡

培地は液層 (上層)と固層 (下層)からなる 2層培地を使用した｡上層の液体培地につ

いて海水濃度を50%と100%,IMK濃度を通常の使用量を1倍として1倍,1.5倍,2倍,

3倍と設定し,海水濃度とIMK濃度の組合せ計8試験区を作成した｡液体培地にはその他

に 0.5%ショ糖 (Wル)と250mgL-1のカルベニシリンナトリウムを加えた｡下層には 50%

に薄めた天然海水に1倍IMK,0.5%ショ糖 (W/V),0.5%活性炭 (W/V)を加えて0.5%アガ

ロースで固めた寒天培地をすべての試験区で共通に使用した｡

6週間の予備培養後の植物体を各培地に移し,2ケ月間培養を行った｡培養条件は温度

16℃,光強度60jLmOlm･28･1,光周期は12L:12Dとした｡
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【種子の発芽温度と生長】

アマモの生長に影響を与える要因として種子の発芽温度が考えられており,屋外水槽で

のアマモの生育実験において,20℃で発芽した植物体は栄養株となり分枝生長によって増

殖しやすいことが観察された (Moritaetal.2010)｡そこで発芽温度が植物体のその後の生

長に及ぼす影響を調べるため,異なる温度で種子を発芽させて培養を行った｡

播種した種子を16,18,20,22℃の4条件で3週間培養し,発芽させた｡その後,予備

培養を経た植物体を2層培地に移し,すべて14℃で2-4ケ月間培養した｡

【培地-の嬢化剤の添加】

嬢化剤は一般に植物の伸長生長を抑制し,形態形成を促進する作用をもつ植物生長調節

剤である｡イセイモでは壊化剤アンシミドール 10mgL･1を添加した液体培地中での回転培

養によって多芽体の芽が大幅に増え,植物体の大量増殖に成功している (平野ら 2000)0

そこで,これをアマモに応用してアンシミドールによって分枝生長を促進しようと試みた｡

予備培養後,全長約6-10cmに生長させた植物体を0,1,3,5mgL-1のアンシミドール

(An cymidol 〔1-Cyclopropy1-1-(4'･methoxyphenyl)-1-(5'-pyrimidine)methanol〕,和光純

薬工業)を添加した2層培地に移した｡培地の上層 (液層)は天然海水に0.5%ショ糖(W/v),

1倍 IMK,250mgL･1カルベニシリンナ トリウムを加えた液体培地,下層 (固層)は天然海

水に液層と同濃度のショ糖とIMX,および0.5%活性炭を加えて0.5%アガロースで固めた
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寒天培地を使用した｡上層の液体培地にアンシミドールを各濃度で添加した｡2層培地に移

した後,2ケ月間培養を行った｡

【培地へのベンジルアデニンの添加】

サイ トカイニンには一般に茎の老化防止,厳芽の形成促進,着果促進,多芽体の誘導促

進などの作用があり,レタス,タバコの発芽促進,ブドウ,メロン,トマ トの着果促進に

も利用されている｡天然に存在するのはカイネチンとゼアチンだけであるが,類似構造物

質のベンジルアデニン (BA)などのサイ トカイニン類が広 く用いられている (大滞

1994)｡本実験では,アマモの分枝生長を促進することを目的として,ベンジルアデニン

を添加した培地での培養を行った｡

播種後 3週間の約 3-4cm に生長させた発芽体を,予備培養を経ずに 2層培地に移植し

た｡培地の上層は50%に薄めた天然海水に1倍IMK,0.5%ショ糖,250mgLlカルベニシ

リンナ トリウムを加えた液体培地にベンジルアデニン (6･Benzylademine, 和光純薬工業)

を0,1,3,5,10mgL･1の濃度で加えた｡下層は天然海水に1倍IMK,0.5%ショ糖,0.5%

活性炭を加えて0.5%アガロースで固めた寒天培地を共通で使用した｡

【植物体の測定】

培養中および培養後の植物体について葉の長さ,地上部の長さ,地下茎の長さと節数,
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考察

これまで室内で,アマモもしくはその組織を長期間培養した例は少ない｡後藤ら(1996)

は,アマモ組織培養の基礎的条件の解明を目的として,材料の無菌化方法の開発,植物ホ

ルモンの効果の検討,培地の浸透圧と初期生育の関連性の検討などを行った｡その結果,

材料の無菌法および生長に及ぼす浸透圧の影響が明らかにされたが,草体組織からのカル

ス誘導には至らなかった｡愛媛県水産試験場では,アマモ茎頂からのカルス誘導が試みら

れ,培地-オーキシンを添加した 90-180日の培養によってカルスの形成に成功した (喜

安 ･平田 2001)｡三重県科学技術振興センター農業研究部 (現 三重県農業研究所)ではア

マモの生長点を含む組織からの植物体の再生に初めて成功し,実験室内でのアマモ種苗の

生産手法を開発した (広瀬ら 2005, 2006)｡本研究では種子の発芽から,実生を経て,

成熟に至るまでの4-5ケ月間を室内培養環境下で生育させることができた｡

培地の海水濃度とIMK濃度についての実験では,海水 100%では葉の生長が,海水50%

では根の生長がより大きくなった｡海水 100%の培地はアマモの葉の生長に適し,海水50%

の培地は根の生長に適した培地であると考えられた｡50%海水と 100%海水の培地で生育

したアマモ草体の状態について,葉の退色や枯死などについて違いはみられず,アマモは

正常な状態で生育した｡培地に添加したIMKの濃度を1,1.5,2,3倍とした場合,葉と

根のどちらについても生長に差は見られなかった｡したがって,IMK濃度を1倍程度とし,

2ケ月に1回の液体培地交換を行うことにより長期培養は十分可能である｡アマモは海域に
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おいて,栄養塩濃度の比較的高い内湾域に生育しており,本実験においても3倍濃度のIMK

を添加した栄養塩濃度の著しく高い培地であっても生長に悪影響は見られず,正常に生育

した｡

屋外水槽での生育実験において,20℃で発芽したアマモは栄養株になり分枝生長によっ

て株が増殖しやすいことが観察されている (Moritaetal.2010)016,18,20,22℃で発

芽させ,その後同じ温度で培養した草体についての測定結果から,発芽温度によって生長

にそれほど差は見られず,明瞭な傾向はなかった｡18℃で発芽させた草体は,他の温度で

発芽させたものに比べて葉がやや長くなった｡20℃,22℃といった比較的高い温度で発芽

させた草体は,正常に葉が伸長しないものが他の発芽温度よりも多く生じ,22℃では枯死

や草体の衰弱も多く見られた｡アマモが正常に生育できる発芽温度は16℃,18℃であった｡

室内培養下でアマモの分枝生長を促進するためには,さらに培養環境の改善が必要である

と考えられた｡2層培地に移植してから3,4ケ月後には,一部の株が生殖株となり花穂を

形成し,本研究で初めて試験管内でアマモを成熟させることができた｡室内培養によって

アマモを成熟させ,安定的に種子を生産できるようになれば,その種子によるアマモ場造

成を行うことが可能となる｡

海草に対する植物ホルモン (植物生長調節剤)の効果について明らかにされていること

はまだ少ないが,これまでにいくつかの海草種ついて植物生長調節剤を使用した培養実験,

増殖実験が行われているoRupplamaEjtiiZZahiBelでは生長点を含む地下茎組織の培養に
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おいてオーキシンによって根の生長が抑制され,サイ トカイニンによって地下茎の枝分か

れが促進され,また地下茎とシュートの生物量が3-4倍に増加したことが報告されている

(KochandDurako1991)0 Pus)'dom'aoceam'ca(L.)Del止eでは室内で発芽させた実生につ

いて,オーキシンを添加 した培地での培養によって根の形成 と伸長が促進され,

物 nospa血 iwTleJq'S.Wat80nの実生でもオーキシンによる根の生長促進効果が確認され

ている (Bale8triandBertimi 2003, Reedeta1.1998)0CymodooeaBOdLWa(Ucria)

Ascher80nではサイトカイニンの一種 thidia21urOnを添加した培地で頂端分裂組織から新

しい菓あるいは葉再生カルスが形成され,また生長点を含む地下茎組織の培養においてジ

ベレリン酸によって葉の形成と伸長が明らかに促進された (Garcia-Jimenezetal.2006)0

アンシミドールは陸上植物でよく用いられ,実用化技術も確立されている｡例えばイセイ

モでは,アンシミドールを 10mgい の濃度で添加した液体培地を用いた回転培養によって

60日間の培養で多芽体が100近い芽を形成した (平野ら2000).またアスパラガスの培養

において培地-のアンシミドール添加によって多芽体が形成されたことが報告されている

(松原ら 1991)｡本実験では,壊化剤アンシミドールを添加した培地でアマモの培養を行っ

た｡アンシミドールの添加した培地で培養したアマモは,葉と根の伸長が抑制された｡し

かし,地下茎の生長については壊化剤の効果は確認されなかった｡アンシミドールによる

アマモの形態形成-の促進効果は見られなかったことから,他の植物生長調節剤の検討が

必要であると考えられる｡
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陸上植物の大量増殖技術によく用いられる植物生長調節剤にサイ トカイニンのベンジル

アデニンがある｡海草にベンジルアデニンを使用した例としてR.multiz228の組織培養に

用いられ,シュー トおよび地下茎の生物量,分枝,節形成,地下茎長が 3-4倍増加した

(KochandDurako1991)｡またHakphHadeabA'eBSOstenfeldの培養においてベンジル

アデニンによってシュー ト形成および分枝が促進され,その効果が確認されている (Bird

etal1998)｡ベンジルアデニンを添加した培地での培養によってアマモの地下茎の伸長が

促進され,KochandDurako(1991)が報告したベンジルアデニンのR.man'tlmaにおける

地下茎の生長促進と同じような効果が見られたが,本実験ではアマモの葉の伸長がベンジ

ルアデニンによって抑制され,葉の生長についてはR.m戯地'Gとは反対の効果が見られた.

陸上植物ではサイ トカイニン含量の低下によって根の生長が促進され,地上部の生長が

抑制されることが報告されており(小栗･神谷 2002),本実験におけるアマモの葉の生長は

陸上植物とは反対の傾向を示した｡サイトカイニンによる生長の促進や抑制作用は植物体

の部位や生育段階によって異なることが考えられる｡本研究では植物生長調節剤を 2層培

地の上層 (液層)にのみ添加したが,上層と下層の両方,あるいは下層のみ-添加した培地

での培養により,さらに生長-の影響を調べる必要があると考えられた｡また,倭化剤と

サイ トカイニンをそれぞれ単独で培地に加えてアマモの培養を行ったが,陸上植物におけ

る大量増殖技術では,いくつかの植物生長調節物質が併用されている場合が多く,アマモ

についても異なる種類の植物生長調節剤の併用についての検討が必要であると考えられた｡
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要約

アマモはアマモ場と呼ばれる大規模な群落を形成し,沿岸域の主要な一次生産の場とな

り,また栄養塩を吸収する作用など,沿岸環境で重要な役割を果たしている｡近年はアマ

モ場が減少しており,各地で造成が行われている｡アマモが絶滅に源している海域のアマ

モ場造成においては,少量の種子や親株を用いた室内での大量種苗生産技術の確立が求め

られている｡本研究では,アマモの増殖に適した室内培養条件を明らかにすることを目的

として,培地,培養温度,植物生長調節剤の使用などについて検討した｡海水100%の培地

は葉の生長,50%の培地は根の生長に適しており,培地のIMK濃度は植物体の生長に大き

な影響はないと考えられた｡発芽温度によってその後の草体の生長に違いは見られなかっ

た｡2層培地での3-4ケ月の培養後,一部の培養株は生殖株となり花穂を形成した｡わい

化剤アンシミドールによって葉の生長が抑制されたが,形態形成の促進効果はみられなか

った｡ベンジルアデニンによって菓および根の生長が抑制され,地下茎の伸長が促進され

た｡今後は,培養環境の改善,使用する植物生長調節剤の検討などが必要であると考えら

れた｡
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