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サトイモのプロトプラストの単離と培養

佐藤賢

Isolation and culture of Clocasia antiquuorum protoplasts : Kenichi SATO (Tokyowoman's Callege of Physical 

Education, Fujimidai, Kunitachi, 4-30-1, Tokyo, Japan 

Abstract : The present study was carried out to establish the isolation and culture of protoplasts as a fundamental 

research of mass production in Colocasia antiquorum. The osmotic pressure of isolation medium was thoroughiy 

examined. After treated plant materials for 4 hrs with a enzyme solution ajusted osmotic pressure with 0.5M mannitol, 

protoplasts were cultured under the optimum condition in a medium containing 0.48M mannitol. During culture, the 

tendency of protoplast dedifferentiation was observed, a increase of RNase activity, a fall of chlorophyll content, an 

accumulation of starch grain in chloroplasts, and a reduction of chloroplast size. To retard of protoplast dedifferentiation, 

several kinds of culture medium were examined. Consequently, a medium containing 2.4-D lmg/R, and kinetin lmg/R, 

brought about the most excellent result, and a culture medium 8P was effective to maintain the cellular activity, 

especially an addition of a antioxidant, a -tocopherol, into a culture medium. 

Key words : pretreat, culture mediums, hormons, cellular activity, a -tocopherol, 

要 旨：本研究は、サトイモの大量増殖法の基礎研究として、プロトプラストの単離法と培養法を確立す

ろために行なったものである。単離については、浸透圧の影響を検討した。その結果、 0.5Mのマンニトール

で浸透圧を調整した酵素液で、 4時間処理をした後、得られたプロトプラストを0.48Mのマンニトールの培地

で培養するのが最適条件であることが分かった。次に、得られたプロトプラストを用いて諸条件を変え、培

養細胞を制御することを試みた。その結果、培養中のプロトプラストでは、 RNaseの活性の上昇、クロロフィ

ル含有量の低下、葉緑体のでんぷん粒の蓄積、及び最小化等の脱分化の微候がみられた。なお、培地に添加

するホルモン濃度を検討したところ、 2.4-Dlmg/2，とカイネチンlmg/2を含む培地のプロトプラストが、最も

脱分化が遅れていた。また、 MS,NT,B5,B5-N2の各培地における細胞活性は異なっており、 8P培地でのプロト

プラストでは、かなり高い細胞活性を維持した。さらに、培地に a —トコフェロールを添加すると、溶媒とな
るエタノールの悪影響を打ち消す以上の効果がみられた。

キーワード 前処理、培地、ホルモン、細胞活性、 aートコフェロール

プロトプラストの培養技術は材料となる植物によ

って差異がみられる。タバコでは，ほぼ単離・培養，

再分化の技術は確立しているものの，食料資源とし

て重要な単子葉植物のイネやムギなどの研究は未だ

十分とはいえない。近年，極めて困難であるとされ

ているイネのプロトプラストからの植物体再生が成

功したとの報告がなされているところである。

本研究の材料であるサトイモは，イネやムギと同

様の有用作物であるが，栄養繁殖植物であり，交雑

が困難なため，組織培養を躯使した育種の開発が望

まれている。大澤ら，（1983)!)2)3)は，そのプロトプ

ラストの分裂を報告しているが，まだカルス化や植

物体再生の成功例はない。そこで、そのプロトプラ

ストの単離と培養についての条件を明らかにするこ

とを目的として研究を行った。

材料と方法

材料としてはサトイモの“土垂”(Colocasia

anti quorum)の塊茎を用い，畑の土とバーミキュラ

イトを 2対1の割合で混合して植木鉢に植え，気象
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器の中心部で 30℃,800W/m, 日長14時間の条件に

おいて培養した。また高柳ら，（1983)4)の方法によ

り塊茎の茎頂培養により得た無苗植物体の葉も用い

た。すなわち，塊茎の茎頂、及び茎頂付近の組織を

0.5~1mm程度に摘出し， Murashige& Skoogの培地

に 1％サッカローゼと， BA2mg/£ 並びにNAA0.2 

mg/£ の植物ホルモンを添加したもの，又はホルモン

を加えないものとに置床した。その培養は23℃と

30℃，日長14時間の条件で行なった。なお，ホルモ

ンを加えた培地の組織は，置床後 3ヶ月に， BAl

mg/£ のみを添加した培地に移して分化させた。さら

に，置床後約 5ヶ月～ 1年を経て完全な植物体に生

長したものの葉を用いた。

プロトプラストの単離過程については，展開後 2

~5日の葉の主葉脈を避けた葉肉を，カミソリで 2

血程度に細断して酵素処理を行なった。酵素液の

組成は， 1%Cellulase OnozukaRlO, 0.2%Macerozyme 

Rl0 （以上近畿ヤクルト），及0.05%PectolyaseY23（キ

ッコーマン醤油）で， 0.2％のBSAを加え pH5.6に

調節した。

この際の酵素液の浸透圧調整物質の適否をマンニ

トール，塩化カルシウム，及び塩化ナトリウムを用

い， 0.1~0.7Mの範囲で検討した。また，この実験

の結果から妥当とみられた 0.6％マンニトール液を

用いて， 0,1,2, 3時間と変えた前処理の適否を検討

した。

酵素処理4時間後得られたプロトプラストは，ナ

イロン製の 200メッシュに通し，酵素液と浸透圧・

浸透圧調整物質の溶液で 2度遠心 (100g2分間）

して洗い集めた。また，プロトプラストの収量は，

Thomaの血球計算盤を用いて，生重量lg当たりの

数に換算した。

プロトプラストの培養法としては，塊茎由来の植

物体の葉切片を70%エタノールで30秒，次いで1%

次亜塩素酸ナトリウム液で10分間殺菌して，無菌条

件下で前処理や酵素処理を行なった。そして，これ

によって得られたプロトプラストを培養液で 1回洗

い，約 1~2X105個Im£の密度で培地に懸濁し，

23℃で 3日間を暗所に，その後は日長14時間，

115W/mの弱光下で静置培養を行なった。なお，プ

ロトプラストの単離と培養に及ぽす浸透圧の影響を

検討する際は Murashige& Scoogの培地5)に 3%サ

ッカローゼを加え，マンニトールで浸透圧を0.42M,

0.48Mに調節したものを用いた。

また，ホルモンの検討の際は， Murashige& 

Scoogの培地に3％サッカローゼを加え，マンニトー

ルで0.48Mの浸透圧に調節し，オーキシン系では

2.4-DとNAAを，サイトカイニン系ではカイネチ

ンと 6BAを用い， 2.4-Dとカイネチン， NAAと

6BAの組み合わせで添加した。なお，その際の各

ホルモン濃度は， 0 0.1 0.3 1.0 2.0 10.0 

mg/R,とした。

培地を検討する際は， Murashge& Scoog培地の他，

Nagata & Takebeの培地6)B 5培地7)及びB5培地の

N, K源を 2倍濃度にした培地 (B5 -N 2培地と

呼ぶことにする）をプロトプラストの培養に用いた。

また，それらの培地には， 3％サッカローゼ， 2.4-

Dとカイネチン各mg/R,を添加した。さらに，単子葉

植物のプロトプラストの培養に有効とされている 8

P培地(Kao& Michayluk,1975) 8)を無菌植物体由来の

プロトプラストの培養に用い， 2.4-Dとカイネチン

の組み合わせでホルモン検定を行なった。

培地に aートコフェノール（ビタミン E) を添加

してプロトプラストに与える影響を検討する際は，

Murashige & Scoogの培地に 2.4-Dとカイネチン各l

mg/R,と3％サッカローゼを加えたものを基本培地と

し， FBS （ユニコーン社）を 10%,aートコフェ

ノールを最終濃度がlOmg/R,となるように添加した。

なお，プロトプラストの単離と培養中の観察では，

細胞の大きさ（直径，培養後は長・単径）と，葉緑

体の大きさ（長径）は，顕微鏡写真で各50個当たり

の平均値を求めた。

さらに，細胞の活性を測定する際は，次の方法を

用いた。①培養中の生死を判定するためには FDA

生体染色法 (fluoresceindiacetate)を用いた。②細胞

の総タンパク量は Lowryら(1951)の方法9)を基に，

BSAを標準にとり， 750μmの吸光度を測定した。

③細胞の RNase活性の測定については， Altmanら

(1977)の方法10) に基づいた。④細胞のクロロフィ

ル含有量は， Vervon(1960)の方法に従って， 665と
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649μmの吸光度を測定した。 Fig.1 Unpretreated protplasts 

0.5M mannitol with enzymes x368 

結果

浸透圧調整物質の違いについては，塩化ナトリウ

ム溶液で前処理なく酵素処理をした時には，プロト

プラストの収量は三者のうち最高の値を示した。し

かし，葉切片の表皮はほとんど剥がれており，細胞

が褐色化したり，葉緑体などのオルガネラが細胞中

の一端に凝縮したりするものが数多くみられた。

また，塩化カルシウム溶液処理で得られたものは，

形が歪んでいたり，突出したりするものがみられた。

さらに，塩化ナトリウム溶液の場合と同様にオルガ

ネラが細胞の一端に偏ったものがみられ，前処理の

有無にかかわらず，その収量は三者中最低を示して

いた。

マンニトール溶液で前処理なく酵素処理を行なっ

た時には，収量は塩化ナトリウム溶液の場合と比べ

半減していたが，細胞内の異常は三者の中で最も少

なく，前処理をした場合には，塩化ナトリウムの場

合よりも 8倍以上の収量が得られ，細胞内の異常も

最小であった。 (Fig1)(Fig 2) 

上述の研究で，サトイモの場合の浸透圧調整物質

はマンニトールが三者中で最も適しているとみて，

それによる前処理の適否を検討した。葉切片を0.6

Mマンニトール溶液で前処理をした時の方がプロト

プラストの収量が高<, 2時間の前処理を行なった

時に最大の値が得られた。また，マンニトールの

0.1 ~0.7Mの7段階の各溶液で 2時間前処理をした

場合と，前処理をしない場合の収量を検討した。そ

の結果，等張の0.42Mでは，前処理の有無にかかわ

らず同等の収量が得られ，それ以上の浸透圧の場合

は，前処理をした時の方が高収量が得られた。なお，

低張の 0.2Mや0.3Mの溶液で単離した場合には，破

裂したプロトプラストの破片が多く，高張の 0.6Mや

0.7Mの場合は，細胞が小さくなっていた。 (Fig3) 

オーキシン系の2.4-Dとサイトカイニン系のカイ

ネチンを，それぞれO,0.1, 0.3, 1.0, 2.0, 10.0 mg/£ の

濃度による 36通りの組み合わせをもって，無菌植

物体の葉肉組織由来のプロトプラストを培養し， 10

日目の細胞生存率を調べた。その結果， 2.4-Dやカ
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Table 1 

viability of protoplasts cultured with different 

hormone concentration 

゜
0.1 0.3 t.0 2.0 10 

゜
iヽ 43 39 ム7 48 26 

0.1 49 8ヽ 5ヽ 6ヽ ム4 33 

0.3 41 53 50 52 lヽ 32 

1.0 so 36 2ヽ 55 53 32 

2.0 8ヽ しヽ 5 39 36 32 

10 13 21 18 15 23 13 

イネチンの単独よりも，双方を加えた方が生存率が

高かった。特に， 2.4-D 1 mg/ R,とカイネチン 1mg/ R,を

含む培地では，ホルモンを全く含まない場合に比べ，

1.3倍以上の生存率を示した。また，この濃度の組

み合わせ付近では， buddingする細胞の割合も低か

った。さらに，一方がlOmg/R,という高濃度の場合は

生存率が低かった。 (Table1) 他方， NAAと6B

Aを組み合わせた培地では，プロトプラストの生存

率に関しては有効な結果が認められなかった。

細胞活性に関わる植物ホルモンの影響を，収量の

多い塊茎由来の植物体の葉肉組織から得た培養 7日

目のプロトプラストにより， 4つの視点から調べた。

その結果，細胞生存率は2.4-D 1 mg/ R,とカイネチン

2mg/R,の濃度の組み合わせ付近で最も高く，無茜植

物体由来の実験結果と同様な傾向がみられた。

細胞のクロロフィル含有量については， 2.4-Dを

含まない培地では細胞生存率が低いのにもかかわら

Table2 

Relative chlaropyll content of protoplasts cultured 

with different hormone concentration 

0.1 0.3 1.0 2.0 10 

゜
100 no 121 189 983 195 

0.1 65 45 59 36 73 1ヽ7

0.3 57 62 邸 47 ？？ 恥

1.0 63 82 102 151 126 

2.0 28 76 56 107 67 

10 

Table3 
Total protein content of protoplast cultured 

with dith different hormone concentration 
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ず，カイネチンの濃度が上がるにつれて高くなった。

また，生存率の高かった2.4-Dlmg/R,, カイネチン

lmg/ £の濃度の組み合わせで培養したプロトプラス

トでも比較的高いクロロフィル含有量がみられた。

なお，カイネチンを全く含まない2.4-Dのみを添加

した場合のクロロフィル含有量は，他と比べ相対的

に低かった。 (Table2) 

全く植物ホルモンを含まない培地の場合は，細胞

の生存率は低かったにもかかわらず，細胞のもつ総

タンパク含有量は，ホルモンを加えた場合よりも高

Table4 
RNase activity of protoplasts cultured with 

different hormone concentration 
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3

0

 

0
 

．
．
 

n

5

1

2

 

。
9

』

2

7

2

1

ヽ

5
 

8

ー

1

1

9

7

9

0

 

5

5

3

2

 

5

4

3

0

 

3

2

1

6

 

1
0
0
6
5
“
1
3
3
 

かった。 (Table3) 

R Nase活性については， 2.4-D lmg/ £,カイネチ

ン0.3mg/£ の濃度の培地で培養した場合が最も低く，

細胞生存率と RNase活性との反比例する結果が得

られた。しかし，カイネチン 2mg/£ の濃度の場合に

は，他と比べ，やや高い RNase活性がみられた。

(Table 4) 

同一の材料由来のプロトプラストをMS, NT, 

B5, B5-N2の各培地で培養した際の細胞の活

性を，ホルモンの場合と同様に， 4つの視点から比

較検討した結果は次のようになった。
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Table 5 Viability, chlorophyll content, RNase activity, and total 
pretent content of orotoplasts cultured in different medium 

Viobility 

(Chlμgo/[IO"g甜p-品.pt.) RN匹aseivlty TcO'fo（n四qtleIpnI1"9t 1”te.pi n t.) 

MS 6 6 

NT 67 

85 52 

85•N2 56 

細胞の生存率については， MSとNT培地が他よ

りもやや高かった。また，クロロフィル含有量では，

B 5, 次いでB 5-N2培地の細胞が比較的高かっ

た。

R Nase活性では， MSとNT培地とが同程度で，

他と比べ半分以下の数値を示した。総タンパク含有

量については， MS培地が最も低く， B5-N2培

地の含有量は， B5のそれと比べて 2倍以上であっ

た。 (Table5) 

また， MSと8P培地を2.4-D 1 mg/ R,とカイネチ

ン lmg/R,の条件で，同一の材料由来のプロトプラス

トを培養して 7日目の細胞活性を調べた。その結果，

0.7ヽ

0.68 

1.60 

0.97 

100 13.5 

102 “.7 

216 23.8 

276 弘

8P培地の方が，クロロフィル含有量がやや高く，

RNase活性は著しく低かった。 (Table6) 

次に， MS培地に2.4-Dmg/£ とカイネチン lmg/£ 

を加えた培地を対照として，その培地に 10%FB 

Sを加えたもの 10%FBSとエタノールを加えた

もの，及び 10%FBSとエタノールに溶かした

aートコフェロールlOμg／叫を加えたものの 4種の

培地でプロトプラストを培養し， aートコフェロー

ルの細胞活性に及ぼす影響を検討した。その結果，

MS培地単独の場合よりも， 10%FBSとaートコ

フェロールを添加した方がRNase活性が低<,ま

たクロロフィル含有量も比較的高く，より高い細胞

Table 6 Viability, RNase activity and chlorophyll content 
of protoplasts cultured in MS or 8P medium 

Viabitify 

MS 37 

8P 32 

RNose activity 

100 

12 

Chlorophyll COfrtent 
（屈l110‘~pt.) 

a31 

046 

Table 7 Effects of a-Tocopherol on viability, RNase activity, and 
chiorophyll content of protoplasts on different medium 

Viability RN叩~ activity Chloro(phμygll ／cIO'onprt.enptt .) 

MS 53 100 0.84 

MS• FBS 52 40 1. 71 

MS • FBS • EtOH 27 47 2.47 

MS • FBS • f.. Tcx:. 50 35 2.02 
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Table 8 Chonges of viability, total protein and RNase acticity 

of protoplasts during culture 

0 day 

Viabili1y(•t.) 90 

切TotaIl1(fpro匹tetoinplost) 
674 

RNose activity 100 

活性を維持していた。 (Table7) 

塊茎，並びに無菌由来の植物体のいずれの葉肉組

織のプロトプラストでも，今回の研究で試みた種々

の培地では，それらの培養中において細胞分裂はみ

られなかった。それらのプロトプラストは単離直後

では球形で，葉緑体などのオルガネラは細胞質全体

に分散していたが，培養 4日目には葉緑体が細胞の

片隅に集まるものがみられ， 7日目には全細胞中の

20％前後が Buddingしていた。このような傾向は，

今回の研究で試みたどの培養条件においても同じで

あった。さらに，それらの細胞生存率は 7日目で約

半分に減少し， RNase活性は単離直後に比べて 3

~6倍程度高くなっていた。 (Table8) 

なお，培養中に細胞は大きくなり， 7日目では約

1.5倍になっていた。また，クロロフィル含有量は

減少して(Table9)，光学顕微鏡下でも黄色化した葉

緑体が観察された。培養14日目には，細胞はさらに

大きくなり，葉緑体はでんぷん粒をかなり貯えて，

凸凹の激しい大きくなった形のものと，小さくなっ

た形のものが同一細胞内に存在しているのが観察さ

れた。 (Fig4)(Fig 5) 

7 days 

． 55 
41 

335 
． 904 

． 320 
- 593 

考察

今回の研究では，塩化ナトリウムや塩化カルシウ

ム，マンニトールを用いて比較検討したところ，培

養後の細胞活性の面から見ると，マンニトールを浸

透圧調整物質とすることが適当であるとの結論を得

た。塩化ナトリウムや塩化カルシウムを用いると，

歪んだ細胞がしばしば観察された。このうち， Na

イオンは細胞質に浸潤して原形質を強く膨脹させ，

凸形原形質分離を起こす作用をもち， Caイオンは

原形質に対し凝縮させ，凹形原形質分離を起こす作

用がある。観察された歪んだ細胞は，そのような現

象が現れたものとみられ，培養には不適当であると

考えられる。

マンニトールを浸透圧調整物質とした場合，等張

の0.42M前後の溶液で処理するのが適当であるとい

う結果が得られた。低張液ではプロトプラストが膨

脹し，高張液では収縮して，細胞の安定状態を維持

できなかった。

なお， 0.6Mのマンニトール溶液で前処理した後，

酵素処理を行なうと，前処理をしなかった場合と比

Table9 Changes of cell sizu, chloroplast size and chlorophyll 

content of protoplasts during culture 

Oday 7doys 

令

Cell size (}Jm) 51 long axis ?S 63 

short axis 68 78 

Chloroplast size 9.3 11鼻。 I t.4 
(μm) 

C（h四loroIIのp’hy゚llfoconplatsten) t 1.32 OA8 0.32 
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ベ高いプロトプラストの収量が得られた。このよう

に，植物組織を高張液に浸し，それらの細胞が十分

に原形質分離を起こして細胞壁と細胞膜間の接着を

無くしてから酵素処理を行なった方が物理的に単離

しやすいものと考えられる。この前処理を行なう例
l l) 12) 

はTakeuchiら，（1978)..,,Luら，（1982)°-,,Archerら，

(1982) 13)，などでもみられる。しかし，前処理をし

て得られたプロトプラストは，単離直後よりエステ

ラーゼ活性を持つ生細胞の割合が低く，培養後も又

引き続き低くなっていることから，前処理が細胞活

性の低下を誘導しているものと考えられる。高張液

中では，細胞壁からプロトプラストが離れる際に，

物理的な力が働いて細胞膜に損傷を来すという。（

Lee-Stadelmannら， 1979,1985)14)15)また，高張液に

浸っている細胞が，細胞膜が陥入して vesicleをつく

ることや，細胞質内に脂性の顆粒がみられることが，

プロトプラストを用いた研究 (C.Shinら， 1979>16)や，

凍結して原形質分離を起こした組織の細胞を用いた

研究で報告されている(Singh1982) 17)。このような

細胞の変化は高張でない液に戻しても残ると言われ

る。恐らく，前処理や単離中に高張な液に会って損

楊を受け，活性の低下した細胞が，その後の培養に

おいて死細胞となるのではないかと思われる。本研

究では，前処理・酵素処理の溶液と共に，蒸留水に

浸透圧物質を溶かした物であったが，細胞の損倦を

減らすために，①溶液は培地やbufferを用いたり，

ホルモン類やアミノ酸などのヌクレアーゼ活性など

Fig 4 After isolation in 0.5M mannitol sol. 

with enzymes. 10 dys after cultiveit 

in 0.8M mannitol MS medium 

゜．

9,

震初↑・
1

ヽ

Fig 5 Focused on chloroptasts in the 

same method as Fig.4. 
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を抑える物質を加える。 (Cohenら，1979)18) ②原形

質分離の時間を短縮させる物質，例えばオチルグア

ニジン(Lee-Stadel-manら， 1985/5)を与えて前処理

時間を短くする。 ③酵素処理を行なう際に，早く

単離されたプロトプラストを集める。などの工夫が

今後必要になると考える。

プロトプラストを細胞分裂させる試みには，現在

のところオーキシンとサイトカイニンは不可欠であ

り，それぞれ固有の濃度の調節が重要である。

(Gnoら， 1983)19)本研究では，細胞分裂がみられな

かったものの， 2つのホルモンの濃度の調節により，

細胞の生理状態や活性にかなりの違いがみられた。

また， 2.4-Dとカイネチンとの組み合わせの方がN

AAと6BAのそれよりも培養に有効であったが，

2.4-Dや IAAよりも， NAAの方が強い影響があ

ることをUchimiyaら，（1976)20)は報告している。こ

のことは，植物の種類や培養条件などによっても異

なるものと考えられる。

本研究で，ホルモン濃度の調節により細胞の生理

的状態は制御されたが，生存率． RNase活性・ク

ロロフィル含有量・総タンパク含有量などの傾向は

同一ではなかった。タンパク含有量・クロロフィル

含有量・核酸の減少，並びにプロテアーゼ及びヌク

レアーゼ活性の上昇などが，植物の老化に向かう著

しい徴候であるということは，多数報告されている。
21) 22) 

(Machallら， 1967,-・,; Chengら， 1984__, ; Weckman 
23) 24) 25) 

ら1984 ; Maeら， 1983, ；Thiman.1985) 
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そして，老化の際に RuBP  Caseの活性や光合

成活性が落ち，（Thomasら， 1983)26) また，葉緑体

の個数も減少するという。 (Wardleyら， 1983)27) さ
28) 

らに、 Nishimuraら，（1974) やSchochら，（1983)
29) 

は，

培養細胞においても，老化の際にクロロフィル含有

量や光合成活性の低下がみられると報告している。

サイトカイニンは，このような老化現象を停止させ

るか，或いは遅延させる働きがある。すなわち， R

NA・タンパク質・クロロフィルなどの含有量を保

持し，又はこれらの合成を誘導し，ヌクレアーゼや

プロテアーゼの活性を抑制するとい う 。
30) 31) 32) 

(Wilkins,1967 --, ;Skoog,1970, ; Hall,1973 -, ; Kaul 
33) 34) 25) 

1974;;'; Tetleyら，1974;~,; Thirunanら， 1985) な

お，一方のオーキシンの老化への作用は明らかでは

ないが，ヌクレアーゼ活性を制御するという報告も

ある。 (Hall,1973) 32) 今回の研究では， 2.4-D1 

砥•Iル，カイネチン lm裂ゑの濃度を含む培地のプロト

プラストが最も生存率が高 <,RNase活性が低く

老化が遅れていることが分かった。しかし，オーキ

シンの含まれない培地で培養した場合は生存率が低

<, RN  ase活性も比較的高く，細胞活性が低いと

みられた。それにもかかわらず，それらの細胞はク

ロロフィルを相当高い値で含有しており，また，カ

イネチンの濃度が上がるほどクロロフィル含有量も

上がっていっている。このように，細胞質側の生理

的状態・活性と葉緑体側の生理的状態には，ずれが

あるように思われる。核の支配下から離れた葉緑体

は，その半自律性により退化が遅れることがあるの

かも知れない。 (Yoshida,1961, 35), 197 4,36) ; Choeら，

1971,37) ; Oshima,1984, 38)）この細胞の活性状態と葉

緑体の活性状態とが，密接な関係を持つか否かにつ

いては，構造と機能の両面からさらに詳しく研究す

る必要がある。

本研究で試みたMS, B5, B5-N2の4種の

培地を比較検討した結果，サトイモのプロトプラス

トの培養に最適である培地を確定することはできな

かった。生存率と RNase活性という観点からはM

s培地が，クロロフィル含有量の保存という観点か

らはB5培地が，タンパク含有量という観点からは

B5-N2培地が良好であるといえる。 Ohiraら

(1973)39)は， B5培地の無機塩，特にN0, NH, 

Kが培養に重要で，これらの濃度を 2倍にすること

で，イネの遊離細胞の生長増加の成功を報告してい

る。この培地は R2培地といわれ， Fujimuraら，

(1985)40)は，この培地によって，困難であったイネ

のプロトプラストの細胞分裂に成功している。今回

用いたB5-N2培地は， R2培地と類似したもの

である。 B5-N2培地で培養したプロトプラスト

は，他と比べて RNase活性は最高であったが，か

なり高いタンパク含有量と，やや高めのクロロフィ

ル含有量がみられた。与える窒素源の種類や量によ

って細胞の形態や生理的状態が異なってくることは

鳥山ら，（1986>41)もイネの遊離細胞やカルスで報告し

ている。

先に試みた 4種の培地は，プロトプラストから植

物体再生への系が確立しているナス科などでは十分

であると考えられるが，かなり限定された培地であ

る。しかし，このような培地で培養の難しい単子葉

植物は，他の豊富な培地とみられる 8P培地 (Kao

ら， 1975),8)やP2培地 (Portrykusら，19779),42)が有

効と考えられる。 8P培地でKaoら，（1980),43)はア

ルファルファで， Luら，（1981),44)とHeyserら，

(1984),45)は各々キビで，プロトプラストの分裂像を

観察している。また，大澤ら，も (1983),3)サトイモ

のプロトプラストの分裂を報告している。今回の研

究では，分裂像はみられなかったものの RNase活

性がMS培地と比べて低<,クロロフィル含有量が

高く維持されており，かなり活性の高い状態でプロ

トプラストが培養されたものとみられる。 8P培地

の無機塩類の組成は，先に試みた 4種の培地と大差

はないが，ビタミン類や有機物質の種類が豊富なう

えにカゼインやココナッツミルクという天然の抽出

物も又含んでいる。この天然の抽出物は，抽出され

た材料によって効果が異なり，さらに未知の要素を

も含むため， 8P培地の細胞活性の影響については

十分に注意して検討する必要がある。

a —トコフェロールは，坑酸化作用や膜の安定作

用があり，動物培菱細胞の延命や環境毒性に対する
46) 

細胞保護作用がある。（磯村，1981, ；平井，1985)
47) 

しかし，もともと植物体で生合成されるビタミン E
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であるのにかかわらず，植物培養細胞におけるその

作用についての研究はまだなされていない。細胞の

老化と膜の脂質の過酸化には密接な関係があり，

a —トコフェロールの培地への添加は，細胞老化に

対する有力な阻止作用をもつものと予想される。な

お， a-トコフェロールは脂溶性のためエタノール

を溶媒として用いた。また， a-トコフェロールの

担体タンパク質がリボタンパク質であるため，培地

に牛胎児血清 (FBS) を添加する方法を採った。

そして，エタノールの膜変性作用やFBSの影響が

考えられるため， 4つの条件下で実験を進めた。そ

の結果，予想通りエタノールを加えた際には悪影響

がみられたが，それを回復させる以上の効果がみら

れた。また， FBSのみを加えた時の細胞活性にも

たらす良い影響も見逃すことができない。なお，本

研究では a —トコフェロールの濃度を一定にした

が，さらに濃度や他の条件を変えて，詳細に研究す

る価値があると思われる。

培養中の細胞の葉緑体は，でんぷん粒を貯えて凹

凸の激しいものと，極めて小さくなったものが観察

された。このでんぷん粒の蓄積は，細胞の活性状態

からみて，過剰な光合成産物と考えるより，むしろ

培地のサッカローゼが蓄積したものと考えられる。

Mittelhanserら，（1971),48)49) は，老化中の葉緑体が

でんぷん粒を蓄積することを観察している。本研究

のサッカローゼ濃度は 3％であり，細胞にとっては

十分過ぎる値であったことも考えられる。サッカロ

ーゼの濃度がプロトプラストの細胞分裂や budding

と関係しているという報告 (Horine,1972,50); Mayer 

ら，1975,51)）もあり，細胞分裂が目的ならば，その

濃度を再検討する必要があろう。

培養中の RNase活性の上昇は，分裂像のみられ

るハクサイの場合にもみられる（久留戸， 1986,)52)

が，サトイモの場合ではその上昇が高く，材料によ

るプロトプラストの活性の差がみられた。このよう

な細胞活性の差がプロトプラストの脱分化の難易と

関係があるのではないかと考えられる。

今回の研究でプロトプラストの培養中にホルモン

を含まない培地でタンパク質が増加するという老化

の徴候とは逆の傾向がみられた。これは，老化の多

くの研究が切り取った葉細胞を用いたのに対し，本

研究が培養中のプロトプラストであるという細胞レ

ベルの特殊な条件下であるのかも知れない。この点

については，増加するタンパク質の極在性をプロテ

アーゼや RuBP Caseなどの酵素活性と共に，詳し

く研究する必要がある。

謝辞；本研究を進めるに当たり，終始懇切な御指
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