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Ⅰ . 緒 言

S k o o g & M ill e r

3 1

が 培地 中の オ ー キ シ ン と サ イ ト カ イ

ニ ン の 比率 に よ りタ バ コ 髄 カ ル ス か らの 器 官分化 が制 御

で き る こ と を報告 して以来, 現在 ま で に 多く の 高等植物

で
,

そ の 細胞 や プ ロ トプ ラ ス トか ら カ ル ス を経 て個体再

生 の 系が 確 立 さ れ て き た
2 , 4 )

｡ こ れ ら遊離 細胞 か ら個体

再生 ま で の 系 を確立 す る こ と は, 形質発現 や形態形成 に

つ い て の 機構 を解析す る上 で大変重要 で あ る｡
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特 に
, 重要な 作物に お い て , 個体再生系を確 立する こ

と ば
, 遺伝子導入に よ る品種改良 と共に , 育種技術に は

必須の もの とな る で あ ろう
｡

な か でも, 重 要な 油脂作物 で あ る マ メ 科植物 の ラ ッ カ

セ イ は, 多く の 研究者 に よ っ て 細 胞か らの 個 体再生 系の

確立 が 試み られ て き た｡ J o sh i & B a ll
s )
はメ ス で 機 械的 に

遊離 した葉 肉細胞の 分裂 ･ 増殖 を初 め て 行 っ た ｡ また ,

M r o gi n s ki ら
6 )

は 子葉か ら得ら れ た カル ス か らの 根の 分化

を,
B aj aj ら

7)

は花 粉か らカ ル ス を 形成 させ
,

さ らに 器官

を経 て 個体を 再生 させ た
｡

O e lc k ら
8 )

は
, 葉肉細胞プ ロ ト

プ ラ ス トか らの カル ス 形成を報 告 した｡ 内野井
9 )
は 酵素的

に 遊離 した葉 肉細胞 の 分裂 ･ 増殖条件を検討 した
｡

また
,

v e n k a t a c h a la m ら
1 0'

は未 熟腫か らの カ ル ス 形成 を 経て 個

体再生 を行 っ た
｡

しか し , 今 ま で の と こ ろ
, 大量 の 材料

を得 る こ との で き る成熟 葉か らの 細胞 や プロ トプ ラス トを

起源 として の 個体再生系 の 確立の 報告 はな い
｡

本実験で は
, 蘇類糸状体 プ ロ ト プ ラ ス トに お い て , 揺

地 の 浸透圧 が 低 い 方が 細 胞壁再 生後 の 細胞 の 成長 が 速

い
11 1

こ と に着目 して
, 酵素 的に大量 に遊離 で き る ラ ッ カ

セ イ 葉肉細胞の 分裂 ･ 増殖 にお い て
,

浸透圧調整剤の 効

栄
,
細胞密度 の 効果, 増 殖や カ ル ス か ら の 根 の 分化 に お

け る品種間差異な ど に つ い て 新 し い 知見を 得た の で こ こ

に報告す る｡

Ⅱ
. 実験材料 と 方法

実験材料

本 大 学 の ガ ラ ス 室 で 栽 培 し た ラ ッ カ セ イ (A ra chi s

吻 og a e a) の 1 0 品種 (千葉 4 3 号 , 千葉半立 , ジ ャ ワ 1 3

号 , 飽託 中粒,
ナ カ テ ユ タ カ, 関東 5 6 号 , 千葉小 粒,

鴛鴛豆,
T . M . V .

- 3
,

K r a p o v ic k a s
- Ⅰ) の 播 種後 3 1 4 カ

月目 の 個体か ら の 成熟葉 を 用い た
｡

な お
,
特 に記載 の な

い 場合 は
, 材料 と して 関東 5 6 号を 用い た ｡

方法

葉の 表面殺菌

濃緑色 の ラ ッ カセ イ の 菓を 4 - 6 枚 , 葉柄の 付 け 根か

ら 切 り取 り, 水 道 水 で 汚 れ を落 と し た ｡ 葉 柄部 分 を

7 0 % ( v / v) エ タノ
ー ル を含 ま せ た 脱脂綿 で 拭 き

, 次 に

殺菌溶液 〔o .3 0 % ( w / v) 次亜塩素 酸 ナ トリ ウ ム ( 旭薬

品工 業所発売) 溶液に 0 .0 0 5 % ( w /v ) ライ ボ ン F ( ラ イ

オ ン 株式会 社発売の 中性 洗剤) を加 え た もの〕 に 1 0 分

間浸 した ｡ そ の 際, 殺菌を 確実に す るた め に
, 殺菌溶液

で ぬ ら した脱脂綿 で葉 の 表面を 強く こ す り, 気泡を除い

た ｡ そ の 後, 殺 菌溶液を取り除く た め無 菌水で 3 回洗浄

した｡

葉片の 酵素処 理

解剖 バ サ ミ を用 い て
,

小葉 の 長 径 に 対 し直 角 に 約

1 m m の 幅で 切り,
1 枚の 小葉 で 3 0 - 4 0 枚の 切片 を作り,

4 枚 の 小葉 で 計 10 0 - 12 0 枚の 切 片を 切 り取 り
,

1 0 0 m l

の 三 角 フ ラ ス コ に入 れ た
｡

こ の 三 角 フ ラ ス コ に は予 め

1 2 m l の 酵 素液 ( T a b le 1) を 入れ て お い た
｡

ま た
,

フ

ラス コ の 口に は 中央 に約 5 m m の 穴を開け,
こ の 穴 にも

木綿綿を詰 め た シ リ コ ン 栓を用い ( こ の 穴を通 して 空気

の 流通を さ せ
,

後述の 真空浸透を 行 っ た｡ ) ,
そ の 上 を 二

重の ア ル ミ ニ ウム フ ォ イ ル で 覆 っ た
｡

こ の フ ラ ス コ を真空 ポ ン プで 約 6 0 秒間,
1 - 2 回真空

浸透 した
｡ 次 に

,
こ の フ ラ ス コ を 3 5

o

C で 振幅 2 c m
,

1

分間 12 0 回の 往復振 畳器 に 置 き,
10 分間処理 し た

｡ 遊

離 して き た 細胞や 破壊さ れ た 細胞破片を含む 酵素液を捨

て , 同 じ組成の 酵素液 10 m l をフ ラ ス コ に入 れ , 再 び上

記 と 同 じ条件 で 往復振畳 器で 2 0 分 間処理 した
｡

遊 離 し

て き た 葉 肉細 胞 を含 む 酵素 液 を ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ

(孔径 50 /J m ) で 漉過 し
,

1 0 m l の ス ピ ッ ツ 遠心 管 に 入

れ た
｡

こ の 遠心 管を氷水の 入 っ た ど - カ ー に 入 れ , 酵素

反応 の 進 行 を止 め た｡ 10 0 m l の フ ラ ス コ に残 っ た棄 片

に再 び 1 0 m l の 酵素液 を加 え, さ ら に上記 と 同 じ条件 で

往復振塗 器 で 2 0 分間処理 した ｡ そ して , 上記 と 同様 に

葉 肉細胞 を含 む 酵素 液 を ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ (孔 径

5 0 〟 m ) で 嘘過 し
,

1 0 m l の ス ピ ッ ツ 遠心 管 に 入れ た ｡

真空浸透 : 葉切片を 入 れ た フ ラス コ 内を 真空 ポ ン プで 減

圧 して菓の 組織内の 細胞間隙に あ る空気を 一

旦追 い 出 し
,

再び 常圧に 戻 し細胞間隙 に酵素液を しみ 込ま せ
, 組織の

内 と外か ら酵素 を 効果的 に作用 させ る
｡

T a b l e I C o m p o siti o n s o f e n z y m e s o l u t io n .

M a c e r o z y m e R1 1 0

D ri s el a s e

C ellu l a s e

"

o n o z u k a
"

R1 10

M a r l nit o l

0 .2 0 % ( w /v )

0 .5 0 % ( w /v )

1 . 00 % ( w /v )

o - o .6 0 ( M )

p
H : 5 ･ 5 0



G r o w t h o f p e a n u t m e s o p h y ll c ells o n o s m o ti c u m fr e e
-

s olid m e di a I I

遊離葉 肉細胞 の洗浄 と培地 へ の散布

酵素処理 2 回目と 3 回目の 葉 肉細胞懸濁液 を
一

緒に し,

14 0 × g で 9 0 秒 間 遠心 分 離 し た
｡

上 澄 み 液 を 捨 て ,

m e di u m (1) ( T a ble 2) を加え て 駒込 ピペ ッ トで 撹拝 し

た後,
1 4 0 ×g で 6 0 秒間遠心 し た

｡
同様 な 洗浄 と遠心 を

さ ら に 2 回行 っ た
｡

こ の よう に して 得 られ た 遊離葉肉細胞の 数滴 を希釈 し

て , そ の 総個数を数え る こ とで 全細胞数 を概算 した｡ ラ ッ

カ セ イ の 成 熟 し た 1 枚 の 葉 (茎 の 先端か ら 5 - 8 枚 目の

葉) か ら約 2 - 3 × 1 0
6

個 の 遊離細 胞が 得 ら れ た が, 通常

の 実験で は 2 枚の 成熟築か ら約 5 0 0 万個が 遊離 で き た｡

総細胞数 か ら培地 へ の 散 布細胞数を 概算 し, 洗浄終了後

の 沈殿 さ れ た 細胞 に 適度 な 量の 培地 を加 え
, 細胞懸濁液

を 培地上 へ 散布 した ｡ ラ ッ カ セ イ 葉肉細胞 の 入 っ た 3 0

m l 三 角 フ ラ ス コ は
, 恒温器 内 ( 2 5 ±l

o

C
,

2 0 w 白色蛍

光灯下, 約 5
,
0 0 0 1 u x ) に 静 置 した

｡

葉 の 表面殺 菌, 棄 片の 酵素処理, 及 び遊 離葉 肉細胞 の

洗浄, 地 へ の 散布 の 操作 は す べ て 無菌条件下 で 行 っ た
｡

遊離葉 肉細胞 の 成長 は l つ の 実験 に つ き 3 フ ラ ス コ を

用 い
,

フ ラ ス コ 当た り3 0 0 個以上 の 細胞, あ る い は コ ロ

ニ
ー を観察 して 全 コ ロ ニ

ー 中の 各細胞の 割合 を算出 した
｡

こ の 実験 を 3 - 5 回線り 返 し, そ の 平均値 をグ ラ フ に 示

T a b l e 2 C o m p o sit i o n s o f m e di a ･

M e d iu m (1) M e di u m (2)

Ⅰn o r g a n i c

s u b s t a n c e s

※ N T
2)

※ M S
1 )

T h ia m i n e - H C 1 1 .0 1 0 .0

M y o -i n o sit o l 1 0 0 .0 1 0 0 .0

N ic o t in i c a c id 0 .5 0 .5

P y ri d o x in e- H C l 0 .5 0 .5

C a s a m in o a ci d s 4 0 0 .0 1 0 0 .0

S a c c h a r o s e 2 0
,
0 0 0 .0 3 0

,
0 0 0 ,0

M a n n it o 1( M ) 0 - 0 .6 0 - 0 .6

A u X i n N A A 3 .0 2
,
4 - D O - 2 .0

C yt o ki n in B A 1 .0 K in etin O . 0 1 - 2 .0

A g a r 3
,
0 0 0 .0 6

,
0 0 0 . 0

C o n c e n t r a tio n o f all c o m
p

o n e n t s w e r e
g
l V e n in m g /1 ,

e x c e p t

fo r m a n n it ol ( M ) .

※s e e 1) a n d 2) o r R efe r e n c e s .

A ll m edi a w e r e a dj u st ed t o 5 .8 0 ( p
H ) b ef o r e a d di ng a

g
a r

a n d a u t o cla vi n
g

.

した ｡ ま た , カ ル ス か らの 根 の 形 成 ( T a b le s) に つ い

て は , 供試 品種 当た り
,

2 0 個以上 の フ ラ ス コ で の 結果

をま と め た
｡

遊離葉肉細胞 の培養時の 生死 の 判定

K a d o t a & W a d a の 方法
1 2'

に より,
F D A 染 色後 の 蛍 光

顕微鏡 によ る U 励 起で 黄緑 色の 蛍光 を発す る細胞を生 細

胞と し, 全細胞 中の 生 細胞 の パ ー セ ン トを生存率と した
｡

Ⅲ
. 結 果と 考察

予備実験

内野井
9､〉

は , 遊離 直後 の ラ ッ カ セ イ 葉 肉細胞 を2
,
4 - D

( 1 .O m g/I) と K i n e ti n ( 0 .1 m g/I) を 含 む 培地 上 で 1 週

間培養 し た後 に N A A と B A を含む 培地 に植継 い で い る

が
, 我 々 が 植物 ホ ル モ ン の 種類 と濃度 の い く つ か を試 し

た 結果, 最初 か ら N A A と B A を含む 培 地 ( T a bl e 2)

で遊離葉 肉細胞 を培養 して も盛 ん に分裂 ･ 増殖す る こ と

が分 か っ た
｡

また
, 培地 中の 寒天の 有無 による細胞の 成長に つ い ても

予備 的に検討 した
｡

7 日 間の 培養で は細胞の 生存率 につ い

て は差が見 られなか っ た
｡ しか し, 液体培地で は 75 % ほ ど

の 細胞がふく らん で細胞の 成長を示 したの に対 し, 寒天を

含む 固形 培地で はや やふくらんだ細胞 の 数が 8 5 % 近くにな

り
,

さらに数% の 細胞は分裂を して 2 細胞にな っ た
｡

浸透 圧調整剤 の 有無 に つ い て
,

T a k e b e ら
13 )

は組 織か

ら酵素 的 に遊 離さ れ た タ バ コ 葉 肉細胞 は
, 低浸透圧 条件

下 で はきわ めて 不安定 で 傷 つ き易く, 細胞内の 葉緑体が

破裂 した様 態を示 し て お り, ま た
,

U s u i & T a k e b e

1 4 )
は

酵素的 に 遊離 した タ バ コ 葉肉細胞を 培養す る際 に は
,

や

や 高張 な 浸透圧で あ る 0 .7 0 M の マ ン ニ ト ー ル を加 え た

培地中で 培養 して 盛ん な 分裂を観察 した
｡ 他 方,

U s u i &

It o
ll )

は蘇 類 プ ロ ト プ ラ ス ト に お い て , 培養後 , 細胞壁

を再生 した 細胞 で は 浸透圧調整剤 と して 培地に 入 れ た マ

ン ニ ト
ー ル の 濃度が 低い 方が , 分裂 ･ 増殖が よ り盛ん で

あ る こ とを 報告 した ｡

酵素液及び培地の浸 透圧 の効 果

上 述 の 結 果 を ヒ ン ト に して
,

0 .6 0 M の マ ン ニ ト
ー ル

を含む 酵素 液 ( T a b l e 1) で 遊離 した ラ ッ カ セ イ 葉 肉細

胞を浸透圧 調整剤 と し て 0 .4 4 M ( マ ン ニ ト
ー

ル 以外 に

糖 と して シ ョ 糖 を2 % 入れ て あ る の で
, 糖の 総計 と し て

0 . 5 0 M ) ,
0 .2 4 M ( 糖 の 総計 0 .3 0 M ) ,

0 .0 4 M ( 糖の 総

計 o .1 0 M ) ,
O M ( 糖 の 総計 o . 0 6 M ) の マ ン ニ ト ー ル を
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そ れ ぞ れ の 培地 に加え て ラ ッ カ セ イ葉 肉細胞を 8 日間培

養 した
｡ 培 養開始 時に 約 8 0 % の 生存率 の 細胞 は マ ン ニ

ト ー ル 0 .2 4 - 0 .4 4 M で は
,

生存率 6 0 % 以上 を 示 し たが
,

o M で は 3 2 % に 減 少 し た ( F ig . 1) ｡
他方,

細胞分 裂 ･

増殖 の 割合 を 比較す る と
, 培 養 4 日 間で は0 . 44 M マ ン

ニ ト
ー ル を含む培地 で の み

,
3 細胞以上 の もの が 無い ｡

さ ら に
, 培養 8 日間で の 5 細胞以上の コ ロ ニ ー 形成を比

べ る と
,

0 .4 4 M マ ン ニ ト ー ル 存 在下 で5 7 % ,
0 . 2 4 M で

は 7 4 % ,
0 .0 4 M で は 8 6 % ,

O M で は 8 3 % と い う 結 果

･~■■■■＼

芭 80

∽

¢
O 60
a)
I

⊆ 4 0
∽

2 0

( Fig . 2) を示 して い る｡

こ の 結 果は
,
酵素液 の マ ン ニ ト

ー ル 濃度 (o . 6 0 M ) か

ら培地の マ ン ニ ト
ー ル 濃度 へ と急激 に浸透圧を下げ る と

生存率が 大 きく下が るが , 生 き残 っ た 細胞は 盛ん な 成長

を行う こ とを 示 して い る ｡
つ まり, 培地の 浸透圧の 下 げ

方を工 夫す れ ば
,

生 存率は あ まり下が らず , 細胞の 成長

は盛ん にな る か も知れ な い こ とを 示唆 して い る
｡

そ こ で
, 酵素液 と培地の 浸透圧の 差を 少な く して 遊離

葉肉細胞に与 え る シ ョ ッ ク をな る べ く 少なく す る こ とを

0 2 4 6

C ult u r e p e rio d (d a y s)

+ 0 .44 M M a n nit ol

ー 0 .24 M /∫

ー▲---- 0 .04 M JJ

十 ×- 0 M JJ

F i g . I E ffe ct o f m a n nit ol c o n c e n t r a tio n s ( M ) o n s u r viv al of p e a n u t m e s o p h yll c ells .

( % )
4 ･ d a y ･ c u ltu r e

a b c d

M e dit Ⅱn

S - d a y
- c u ltu r e

a b c d

M e dit Ⅱn

F ig ･ 2 Effe ct of m a n nit ol c o n c e n t r ati o n s o n g r o w t h o f p e a n u t m e s o p h yll c ell s ･

M a n n it ol c o n c e n t r a ti o n s of a
,
b

,
c a n d d a r e 0 .4 4

,
0 ･24

,
0 ･0 4 a n d 0 M in s olid m e di a

(1) ,
r e sp e cti v ely .

1 C ell: n o in c r e a s e o f c ell v ol u m e a n d n o c ell div isi o n
,
1 C ell -

s : o n ly I n c r e a s e Of c ell

v ol u m e w it h o u t c ell di vi sio n
,
2 C ells: 2 c ells a ft e r c ell di visio n

,
3 C ells: 3 c ells a ft e r c ell

di visi o n
,
4 C e11 s: 4 c e11 s aft e r c ell di visi o n

,
≧ 5 C ell s: m o r e th a n 5 c ells a ft e r c ell

di visi o n .
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考え た｡ まず
,

マ ン ニ ト ー ル 濃度 を それ ぞれ 0 .6 0
,

0 .4 0
,

0 ･2 0
, あ る い ほ O M と し た 4 種類 の 酵 素液 で ラ ッ カ セ

イ 葉片を 処理 し
,

そ れ ぞ れ マ ン ニ ト
ー ル を 0 .6 0

,
0 . 40

,

0 ･2 0
,

あ る い は O M 含 む N T の 無機塩類 ( p H ‥ 5 .8 0) で

5 日間培養 した
｡

そ の 結果, 生存率に お い て
,

マ ン ニ ト
ー

ル の 濃度 に よ る差 は ほ とん ど無く,
5 日間 の 培養 で の 生

存率 の 低下 は 2 0 % 以 内で あ っ た
｡

( % )
2 ･ d a y

･ c u lt u r e

次 に ,
0 .4 0

,
0 .2 0

,
O M の マ ン ニ ト ー ル を そ れ ぞ れ 含

む 酵素液で ラ ッ カ セ イ 葉片か ら葉肉細胞を 遊離 し
,

そ れ

ら を °.2 4 M の マ ン ニ ト
ー ル を含 む 培地 〔m e d iu m ( 1)

in T a bl e 2
,

2 % の シ ョ 糖 を 含む の で糖 の 合計 0 .3 0 M
,

以 下 , 同様 に 2 % シ ョ 糖 分 と し て 0 .0 6 M を加 え た もの

が 糖の 合計 モ ル 数 とな る〕, 0 .1 4 M
, 0 .0 4 M

, あ る い は

O M ( マ ン ニ ト
ー ル) を含 む培地 に散布 した ( F ig . 3 a &

6 - d a y
･ c ultu r e 8 ･ d a y ･ c ultt w e

e f g h e i g h e f g h

F i g ･ 3 a E ffe c t o f m a n nit ol c o n c e n t r a ti o n s i n e n zy m e s ol u ti o n a n d m edi u m (1) o n g r o w t h of

p e a n u t m e s o p h yll c ells .

M a n n it ol c o n c e n t r a tio n s ( M ) i n e n zy m e s ol u ti o n a n d m e diu m (1) : e - 0 .40 a n d 0 .2 4
,

f - 0 .40 a n d 0 .14
, g

= 0 .40 a n d 0 .0 4
,
h - 0 .4 0 a n d 0 .

( % )
2 ･ d a y

･ c ult u
l

e

良 I

6 - d a y
-

c u lt u r e

J k I

8 ･ d a y
･ c ultu r e

∫ k I

F i g . 3 b E ffe c t o f m a n nit ol c o n c e n t r a tio n s o f e n zy m e s o lu ti o n a n d m e di u m o n g r o w t h of p e a n u t

m e s o p b ァ11 c ell s

M a n n it ol c o n c e n t r a ti o n s ( M ) o r e n zァ m e s olu ti o n a n d m edi u m (1) : i - 0 .20 a n d 0 .1 4
,

j - 0 .20 a n d 0 .0 4
,
k : 0 .2 0 a n d 0

,
1 - 0 a n d 0 .
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3 b) 0
8 日 間の 培養 で ,

い ず れ の 培養条件 で も葉肉細胞

の 生 存率 に は差 は なく ,
5 0 - 6 0 % で あ っ た ｡ しか し ,

0

ま た は 0 .2 0 M の マ ン ニ ト
ー ル を 含む 酵素液 で 遊離 し

,

o - o . 14 M マ ン ニ ト
ー ル を含 む培地 で 培養 した 葉肉細胞

の 方 が
,

0 .4 0 M の マ ン ニ ト
ー ル を含 む 酵素液で 遊離 し,

o - o .2 4 M マ ン ニ ト
ー ル を 含 む培地 で 培養 した い ず れ の

葉 肉細胞 よ りふく らん だ (最初 の 成長 の 兆 し) 細胞が 3

倍近く で あ っ た (培養 2 日間) ｡ 培養 6 日 間で も, 培地

の マ ン ニ ト ー ル 濃度が 低 い 方 が成長が やや 速か っ た ｡ 培

養 8 日 間 で は
,

0 .4 0 M の マ ン ニ ト
ー

ル を含む 酵素 液 で

遊離 し,
0 ま た は 0 .0 4 M マ ン ニ ト

ー ル を含む 培地 で 培

養 した方 が
,

0 ま た は 0 .2 M の マ ン ニ ト
ー

ル を含む 酵素

液 で遊離 し,
0 - 0 .1 4 M マ ン ニ ト

ー

ル を 含む 培地で 培養

し た葉 肉細胞 の 場合 より 5 細胞以上 の コ ロ ニ
ー

か ら な る

割合 が やや 多か っ た
｡ しか し

,
マ ン ニ ト ー ル を含 ま な い

酵素液 で遊離 した 葉 肉細胞 を,
マ ン ニ ト ー ル を含 ま な い

培地 で 盛ん に分裂 ･ 増殖 させ る こ とが 可能 と な っ た
｡

細胞密度

酵素液及 び培地 の 浸透圧 も遊離細胞 の 分裂 ･ 増殖 に大

き な影響 を与 え るが , 細胞密度 も同様 で あ る｡ タ バ コ 葉

肉プ ロ ト プ ラ ス トで は そ の 分裂 ･ 増 殖 に対 し 1 m l 当 た

り 1
,
0 0 0 個以上 の 細 胞を必要 とす る

2 '

｡
そ こ で , 浸透圧

調整剤 と して の マ ン ニ ト
ー

ル を含 ま な い 酵素液で 組織か

ら遊離 し, 同じく マ ン ニ ト
ー

ル を含 ま な い 培地 ( T a b le

2) で 培養 し た ラ ッ カ セ イ 葉 肉細胞の 分裂 ･ 増 殖 に対す

る必要 な細 胞密度を調 べ た ( F ig . 4) ｡
3 0 m l 三 角 フ ラ ス

コ に 5 m l の 固形培地 〔m e di u 皿 ( 1) ,
T a bl e 2〕 を 入れ

,

( % ) 4 ･ d a
y

- c ult u r e

W X y Z

C ell d e n sity

1 ヶ所 当た り 2 5 万個 に な る よ う に 3 ヶ 所 に 計 7 5 万個 の

遊離 細胞 を散 布 し た (1 5 万個/ m l) ｡ 以下 , 同様 に し て

1 . 5 万個/ m l
,

1
,
5 0 0 個/ m l

,
15 0 個/ m l の 細胞密 度 で 細胞

を培 養 した
｡

そ の 結 果, 最 低 1
.5 万個/ m l の 細胞密度 で

盛 ん な分裂 ･ 増殖が 得 ら れ た｡

品種 に よ る カ ル ス 増殖 の遠 い

ラ ッカセ イの 1 0 品種 (千葉 4 3 号 , 千 葉半 立 , ジャ ワ 13

早 , 飽託 中粒,
ナカテ ユ タカ

, 関東 5 6 号 , 千葉小粒, 鷲

意豆 ,
T . M . V .

-3
,

K r a p o v i c k a s - I) の 成熟 葺か ら
,

上述

の 方法で 酵 素的に 葉 肉細胞 を遊離 し
,

上述 の 培養 条件で

それぞれ培養 してそれ らの 分裂 ･ 増殖 につ い て の 観察を行 い
,

F ig . 5 の 結果を得た
｡

この 結果か ら
, 用い た 品種の 葉 肉細

胞はその 増殖速度 により3 群に分 けるこ とができた
｡

増殖速度 が速 い 品種 - ナ カ テ ユ タ カ
, 関東 5 6 号 ,

T
.
M . Ⅴ .- 3

増殖速度 が 中間の 品種 ･ ･ 千 葉 4 3 号 , 千葉半立 ,

ジ ャ ワ 1 3 号 , 鴛 奮豆

増殖速度 が遅 い 品種
- 飽託 中粒, 千葉小粒,

K r a p o v i c k a sII

カ ル ス か らの 根の 分化 の 品種間差異

培地 中の オ ー キ シ ン と サ イ トカ イ ニ ン の 比率 に よ りタ

バ コ 髄 カ ル ス か ら の 器官分化が 制御 され る と の 報告
1 5 '

を

参考 に し て , 予備実験 的に
, 器官分化 を促進す る植物 ホ

ル モ ン の 種類 と濃度 を検討 した
｡ す な わ ち,

オ ー キ シ ン

(濃度 o - l o n g /1) と して I A A
,

N A A
,

2
,
4- D か ら 1 つ

,

サ イ トカ イ ニ ン (濃度 o - 5 m g /1) と して K i n e t in
,

B A
,

z e a ti n か ら 1 つ の 組み 合 わせ で , 全 8 1 通 りの 組み 合 わ

8 1 d a y
- c ult u r e

W X y Z

C eIJ d e n sit y

F ig ･ 4 Effe c t of c ell d e n s ity O n g r o w t h of p e a n u t m e s o p h yll c e11 s ･

C ell d e n sit y ( ×10
5
/ m l) w

- 0 .00 1 5
,

Ⅹ
- 0 ･0 1 50

, y
- 0 ･1 50 0

,
z

- 1 ･5 00 0
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せ の 培養 を試み た
｡

そ し て,
2

,
4- D と K i n e ti n の 組み 合 d iu m ( 2) の 組 成 で

,
6 通 りの 植物 ホ ル モ ン を含 む 分化

わ せ で , 根 の 分化が 起 こ る こ とが 分か っ た｡ T a bl e 2 の 培地に そ れ ぞ れ植継 い だ｡ そ の 結果 ( T a bl e s) , 千葉 4 3

m e di u m ( 1) で 4 週間 培養 後, 得 ら れ た カ ル ス を m e
一 号 , 千葉半立

, 関東 5 6 号 ,
K r a p o v i c k a s

-I の カ ル ス か ら

( % )

E) ≧5 C eJI s

E] 4 C e[[ s

E) 3 C efl s

E) 2 C e H s

q l C e[l - s

E) 1 C ell

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

V a ri etie s

F i g ･ 5 G r o w t h o f p e a n u t m e s o p h yll c ell s f ro m l e a v e s o f 1 0 v a rie tie s aft e r 7 - d a y s
-

c ult u r e

o n m e di u m ( 1) .

1 : C hib a N o . 4 3
,

2 : C hib a h a n d a c hi
,

3 : J a v a N o . 1 3
,

4 : H o t a k u ch u ry u
,

5 : N a k a t ey u t a k a
,
6 : K a n t o N o . 56

,
7 : C hib a sh o ry u

,
8 : T . M . V .

- 3
,
9 : E n o m a m e

,

10 : K ra p o vi ck a s
II

M a rk s o f 1 C ell et al sh o w t h e s a m e in Fig . 2 b .

T a b l e 3 V a ri et y diff e r e n c e s i n r o o t f o r m a ti o n f r o m p e a n u t c a lli

o n m e di u m (2) w it h diff e r e n t c o m b in a ti o n s o f pl a n t h o r m o n e s .

pl a n t h o r m o n e s
◎

∇ a 【i e tア E a n 0 r S t

1 ± ±

2 + + +

±

5

6

7

8

9

10 ±

R o o t fわr m ati o n - : n o fb T m atio n
,
±: 1 - 10 % ,

+ : l l - 30 % ,
+ + : 3 - 6 0 %

N o ･ o f v a rie t
ァ
i s t h e s a m e o f Fi

g
. 5 ･

pla nt h o r m o n e s
◎
〔ki n etin ( m g/1) : 2

,
4 - D ( m g/1)〕

m - 0 .0 1: 0 .50
,

n - 0 .15 : 0 .50
,

o - 2 .2 5 : 0 .50
,

r - 0 .0 1 :2 .00
,

s - 0 .15:2 .00
,

t - 2 .25 : 2 .0 0
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根の 分化が 見 られ た
｡ 他の 品種の カ ル ス に は器 官分 化は

全く見 ら れ な か っ た ｡
こ の 表か ら,

K in e t in の 高濃度 区

( o
,
t) 及 び 2

,
4 - D の 低濃度 ( m

,
n

,
o ) 区で は 根の 分化

が 起 きな い こ とが 分か る
｡

ラ ッ カセイ (品種千葉半立) 葉 肉細胞の培養時の形態変化

今 まで の 浸透圧
, 細胞密度, 植物ホ ル モ ン な どの 検討

結果 を 踏 ま え て
, 形 態的変 化 を経時 的 に見 る と F ig . 6

の よ う に な る ｡ 浸透圧調整 剤を含 ま な い 酵 素液 ( T a b l e

1) で遊離 直後の 葉 肉細胞 は
, 輪郭 が は っ き り し た緑色

の 葉緑体を 持 っ て い る ( Fig . 6 - a) ｡
こ れ ら を浸透圧調整

剤 と して の マ ン ニ ト
ー ル を 含ま な い m e di u m ( I) で培

養す る と, 培養 3 日 目に は 細胞 は ふく らみ
,

か つ 葉緑体

は や や 黄緑色を 呈 す る ( Fig . 6- b) o 培養 5 日 目に は細胞

の 形態 は不均 一

に な るが ,
5 0 % 以上 が細胞分裂 を した｡

他方, 葉緑体 は か な り緑 色が 槌色 し, 細胞当 たり の 数 は

減少す る ( F ig . 6- c) ｡ さ らに , 培養期 間が経 つ (培養 9

日 目) と
,

10 細 胞近く か ら な る コ ロ ニ
ー を形成 し, 葉

緑体は 形態的に 確認 し難く
,

そ の 色も全く槌色 して し ま

う ( Fig . 6- d) ｡
m e d i u m (1) で 4 週 間培養 後

,
2

,
4 - D

( 2 .0 0 m g/1) と K in et i n (0 .0 1 m g /I) を含 む m e d i u m (2)

で 約 2 週間培養 す る と根 の 分化 が 開始 し
, 約 1 カ月 で 数

セ ン チ の 長さ に伸長 す る ( F ig . 6- e) ｡

以上 の 結果か ら, 浸透圧調整剤 と して の マ ン ニ ト ー ル

の 無い 酵素液と培地 を用 い て もラ ッ カ セ イ葉 肉細胞 は速

い 分裂 ･ 増 殖を し, 形成 さ れ た カ ル ス か ら 4 品種 で根 の

分化が み られ た｡ しか し, 葉 肉細胞 か ら の カ ル ス 増殖 の

速度は 品種間で か な り差が あ り ( F ig . 5) , 3 群 に 分 け る

こ とが で き る が, カ ル ス 増殖速度 と根 の 分化 の 有無 に は

相関関係は見い 出せ な い
｡ カ ル ス か らの 器官分化 で は オ

ー

キ シ ン/ サ イ トカ イ ニ ン の 値 が 重要視 さ れ る
｡

タ バ コ 髄

カ ル ス で は こ の 値 が大 き い と根 の 形成が 起 こ り
, 中間値

で は カ ル ス 増殖 の ま ま で , 小 さ い と芽 の 分化が 生 じ た と

の 報告
1 5 1

1こ起因 して い る
｡

今回の ラ ッ カ セ イ カル ス で も ,

2
,
4 - D の 濃度 が 低 い 場 合 ( T a bl e 3 で の m

,
n

,
o) や ,

K i n et in 濃度が 高 い 場合 ( T a b le 3 で o
,
t) に は 不定根 は

生 じず,
カ ル ス 増殖 の み が 起 こ る

｡

しか し, 同 じ量 の 2
,
4 - D や K i n et in を与え て も, 品種

に よ り不定根 が生ず る場合 と, そ うで な い 場合が あ る｡

こ れ は 品種 に より カ ル ス 自身が 生成す る植物 ホ ル モ ン の

量 が異 な る こ とが 作用 して い るか
, 培地 に与え た 植物ホ

ル モ ン に 対す る品種 間の 感受性 の 違 い が あ るの か も知 れ

な い
｡

ま た
, タ バ コ 髄 カ ル ス で芽 の 分化が起 こ る (培地 中の)

サ イ トカ イ ニ ン の 濃度 (最大 5 m g /1) で は
,

ラ ッ カ セ イ

カ ル ス で は何 ら芽 の 分化 の 兆候 は認 め られ な い
｡ 芽の 分

化 に対 して 必要 な ( カ ル ス 自身 が生産す る) サ イ トカ イ

ニ ン の 量 が少 な い の か
,

こ の ホ ル モ ン に対す る感受性 の

低 さ が原 因か も知 れ な い
｡ 葉 肉細胞 由来の ラ ッ カ セ イ カ

ル ス で は種 々 の サ イ トカ イ ニ ン の 高濃度の 量を 培地 に添

加 す る こ と も考慮す る必要 が あ る｡ オ
ー

キ シ ン と サイ ト

カ イ ニ ン を与え る時期 や こ れ ら の 種類 と濃度を さ ら に詳

しく検討す る こ と に よ っ て , カ ル ス か らの 芽の 分化, さ

ら に は個体再生系 の 確立 を目指 し た い
｡

ラ ッ カ セ イ で現 在使用 して い る 酵素 は粗酵 素 な の で ,

細胞 間物質 の ペ ク チ ン な ど の 分解 に も効 き
, 単 に ぺ ク チ

ナ ー ゼ 系の M a c e r o z y m e R- 1 0 の み を使用す る よ りも よ

り多く の 葉 肉細胞が 遊離 し て く る と考 え られ る
｡

と こ ろで
, 酵 素液 に セ ル ラ ー ゼ ( D ri s el a s e と C ellu la s e

"

o n o z u k a
"

良- 1 0) が 含ま れて い るの に,
ラ ッ カセ イ成熟葉

で は プ ロ トプ ラ ス トは遊離 して こ な い ｡ タ バ コ 葉 肉細胞

の よう に 細胞壁 に 効 率的 ( T a bl e l の 酵素 液を使用す れ

ば
,

タ バ コ で は 約 1 時 間で 葉肉細胞 が プ ロ ト プラ ス トに

なる
｡
) に は作用 しない

｡ 逆に , 細胞壁が 残 っ た状態 で多

くの 細胞が 遊離す る こ と と
, 酵 素的細胞 の 遊離 及び そ の

後 の 細胞培養 の 際, 浸透圧調整 剤が必 要で な い こ と と は

関連が あ る｡ ち なみ に
,

T a k e b e ら
13 '

が指摘 した よう に ,

タバ コ で は葉肉細胞 であ っ て も (細胞壁を持 っ て い て も) ,

酵素 的な細胞遊 離及 びそ の 後 の 細胞培 養
1 4 )

の 際 ,
適度 な

濃度の 浸透圧調整剤 ( 一 般 的に
,

0 .3 - 0 .7 M 程度の マ ン

ニ ト
ー ル や シ ョ 糖) は絶 対必要で あ る

｡ も し無 い 場合 は
,

即座 に葉緑 体の 破裂 な どの ダメ - ジが 起 こ る こ とを 実証

して い る｡

ラ ッ カ セ イ や ア サ ガ オ
16)

の 葉 肉細胞 は
,丈夫 な 細胞 壁

の 存在 (市販の セ ル ラ ー ゼ で は 細胞壁の 主成分を分解 し

て プ ロ ト プ ラス トを 得 る こ とば きわ め て 困難 で あ る) に

より, 低張液中で も成長を 示す 丈夫な 細胞が 得 られ る｡

他方,
マ メ 科植物で の 細胞 ( プ ロ ト プラ ス トを 含む)

か らの 個体再生系確 立 は 形質発現や 形態形成 を 初め と し

て , 育種の 面で もき わ めて 重要で あ る
｡

ラ ッ カ セ イ で は ,

未成熟葉よ り得 られ た カ ル ス か ら器官分化を 経て 個体分

化を させ て い る
10 )

｡ ま た
, ダ イ ズ で は

, 未成熟葉 の 子葉
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F i g . 6 S u c c c s si v e st ag e s o f r o ot f o r m a ti o n fr o m p e a n u t ( c v . C hi b a h a n d a c hi) m e s o p h yII c ells

c u 】t u r ed o n a s olid m edi u m .

a = M e s o p h yll c ell s i sol a t e d fr o m a l e a f e n z y m a ti c ally ,
b : M e s o p h yll c ell s i n c r e a s l 喝

【h ei r si2
r

e S O n t h e 3 rd d a y o n m edi u m ( 1) ,
c : C ells u n d e rg oi n g ( h e rlT St C ell di vi si o n

o n t h e 5 t h d ay o r c u lt u r e
,

d : C ell s - d e Tg O l n g S u c c e s si v e c ell di vi si{- n s ロn t h e 9 t h d a y

o n m e di u m (1) ,
e : R o o t fo r m ati o n fr o m c all u s o n 5- w e ek s- in c tA b a ti o n o n m e diu m (2) .



1 8 臼井英夫 ･ 福島
-

永 ･ 上田 由美子

を 酵素処理 して 得 られ た プ ロ ト プ ラ ス トか らの カ ル ス を

経て 個体 を再生 させ て い る
1 7 )

｡ い ず れ も少 な い 材料 を 出

発点 に して お り
,

数 グ ラム
,

あ るい は 数百万個の 細胞を

使用す る場合 には
, 我 々 が 開発 した 成熟 葉を酵素処 理 す

る 方が 適 して い る｡ 今回報告 した 方法を 用い
,

遊離葉 肉

細胞か らの 個体再生 系の 確 立を 急い で い る｡

Ⅳ
. 要 約

ラ ッ カ セ イ 10 品種間で の 葉 肉細胞 の 成長 及 び カ ル ス

か らの 根 の 分化 の 差異 が研究 さ れ た
｡

1 0 種類の ラ ッ カセ イ品種 (千葉 4 3 号, 千葉半立 ,
ジ ャ

ワ 13 号, 飽託 中粒,
ナ カ テ ユ タ カ, 関東 5 6 号 , 千葉小

粒
,

鴛煮 豆,
T . M . V .

- 3
,

K r a p o v i c k a sII) の 各 l 枚 の 成

熟葉 か ら酵素 的に約 3 0 0 万個 の 葉 肉細胞 を遊離 させ る こ

と が で きた
｡

こ れ ら 1 0 品種 の 葉 肉細胞 は い ず れ も固形

の 修正 N T 培 地 (3 .O m g/1 N A A と 1 .O m g /1 B A を含 む

が
,

マ ン ニ ト
ー

ル の よう な 浸透圧調整剤 を含 まな い) で

培養 可能 と な り, 分裂 ･ 増殖後, 培養 3 週 間後 に は カ ル

ス を 形成 した｡

培養 4 週 間後 に
,

こ れ らの カ ル ス を 2 .O m g/1 2
,
4- D と

0 .0 1
, ま た は 0 .1 5 m g/1 K in et in を含む 固形培地 へ 移植 す

る と, 培養 4 週 間で 千葉半 立
,
千 葉 4 3 号 , 関東 5 6 号 ,

K r a p o v ic k a s- I の カ ル ス か ら根が 生 じた
o

今後,
ラ ッ カ セ イ 葉肉細胞か らの カ ル ス か らの 芽の 分

化の 条件 を検討す る こ と によ り個体再生系を確立 した い
｡
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