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Summary 

97 

A compet日ntmethod was devεloped for th百 isolationof cytoplasts from Allium jistulosum L. 

Cytoplasts were isolated easily by the treatment of elongated inner epidermal cells with 

hypertonic enzymεsolution. Th巴ywere purified by the density gradient centrifugation with 

Ficoll. After c芭ntrifugationremaining protoplasts with nuclei were removed from cytoplast 

suspension by micromanipulation. 

ぐrh巴cytoplastsisolated and purifi吋 bythes巴methodswere avairable for electric cell fusion. 

Key words: Allium jistulosum， cytoplast， plasmolysis， hypertonic enzyme solution， cell fusion 

緒言

植物の細胞質は独自の遺伝子を持ち，これらの中には雄性不稔性と関係する遺伝子などが含

まれているので，重要な育議材料である.特に，タマネギ (AlliumcゆaL.)の向種内に存在

する雄性不稔細胞質の利用に関する研究は吉くから行われは)，同細胞質はタマネギの一代雑種

の普及に大きな資献をしている 3) 一方，田代

とネギ (A.)β?知st似ul必os抑umL.)の核と細胞質の相互f作乍用をゲノム添加法によつて研究し，ネギの細

胞質がシャロットの核内遺伝子の形質発現，特に，蔚の発達に顕著な影響を及ぼすことを明ら

かにした.このことはネギの細胞質を利用したタマネギ雄性不稔系統の作出の可能性が有るこ

とを示唆している@

従来異種細臨質を有する植物を作出する場合には核置換(縮抱質置換)が行われ，その方法

としてコルヒチン核置換I去あるいは震交雑核置換法が用いられて来た6) しかし，これらの

では交雑可能な組み合わせに隈られること，中間産物がある程度の稔性を有する必要があるこ

と，さらに，核霞換が完了するまでに永年を要することなどの制約があり，種間で核聾換が成

功した植物は少なしネギ閣においては成功例が無い.そこで，近年著しく進歩した細胞融合

技術を単離したネギの細胞質体(サイトプラスト)とタマネギの核の融合にr，芯用することによっ
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ネギの展開葉の葉鞘から内側の表皮を 3x 3 mm の大きさに切り取り，。‘ 5~1.2M ソルビ

トール水溶液(塩化カルシウムを10mM添

加)にj受演し， 30分後に表皮細胞の原形費分

離の掠相を顕微鏡で観察した.

て，ネギの細拍質を有するタマネギ

利である.

細胞融合によりタマネギとネギの核細胞質雑種を作出する為には良好なネギサイトプラスト

を単離した状態で得る方法を確立する必要がある.これまでに植物のサイトプラストそ単離す

るための種々のプゴ法が考案されているが7)，均質で良好なサイトプラストを大量に得る方法と

しては十分ではない.本研究は，高張液中で植物細胞が原形費分離を起こす際に生じる原形質

の分割j現象を応用して，良好なネギサイトプラストを効率よく大量に単離する方j去を開発する

ことを目的として行った.

を一挙に作出することが可能になれば便

まず，ネギの原形質の分割現象を引き起こす条件を明らかにするために，ほぽ均一で細長い

細胞で構成されているネギの表皮を用いて，種々の浸透圧下での藤形質分離の様相を謂べた.

0 
o 0.50.550.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 

Sorbitol concentration偽1)

Fig.2 Eff日ct of sorbitol concentration on 
cytoplast formation of inner εpidermal 
cells of Allium fistulosum 

Fig. 1 Effect of sorbitol concentration on 
plasmolysis of inner epidermal cells of 
Alliumβsfulosu押Z
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1.譲々の浸透ff.下でのネギ表皮細鞄の原形質分離の様稽
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材料忍び方法
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0.55M以上のソルピトール濃度じまで原形

質分離が観察され， 0.7M以上ではすべての

表皮細胞が原形質分離を起こしていた(第 1

図入さらに， 0.7M以上では原形費が細胞の

長軸方向に大きく収縮し，この軸と直角な細

胞壁から分離するとともに，核を含む部分(ミ

ニプロトプラスト)と細胞質のみの部分(サ

イトプラスト)に分割されている細胞が観察

された(写真 1).このようにして形成された

ミニプロトプラスト及びサイトプラストのほ

とんどは分割面を含めて全表面が原形質膜で

まれており，原形質が流出したり，崩壊す

ることはなかった.ソルビトール濃度が高い

ほど原形質の収縮の程度は大きくなり， O.8M

では過半数の， 0.9M 以上ではほとんどの細

胞の涼形質が分割され，サイトプラストを形

成した(第 2図).また， 0.7~l. OM での細胞

あたりのサイトプラスト数はソルピトー

度にほぼ比例して大きくなった(第 3関).

かし，1.2Mでのそれは1.0Mとほとん

し

結果及び考
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らなかった.

なお，塩化カルシウムを添加しない芭も設

けて間様な実験を行い，添加したrzと比較し

た結果.10mMの塩化カルシウムの添加はソ

ルビトール濃度が0.7及び0.8Mの区でサイ

トプラスト形成を促進し.1.0及び1.2Mの窪

でサイトプラストの崩壊を抑制する効果があ

ると考えられた.

実験2.高張酵素液処理によるネギサイトプ

ラストの単離
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Fig. 3 Effect of sorbitol concentration on 

number of cytoplasts in inner epidermal 

cells of Alliu概 jistulosu制.

実験 1の結果から，ネギの展開葉の葉鞘表皮細胞を0.7M以上のソルビトール水溶液で処理

すると，原形質分離のみならず原形費の分割が起こり，細胞壁内にサイトプラストが容易に形

成されることが明らかになった.そこで，本実験ではこの高張液処理とプロトプラスト単離用

の酵素処理を組み合わせてネギサイトプラストの単離を試みた.

材料及び方法

実験 1 と同様な材料を0.5~1. 2M ソルピトール水港液にペクトリアーゼ Y-23を 0.2%. セル

ラーゼオノヅカ RSを1%，塩化カルシウンムを10mMの濃度になるように加えた醇素液に浸

演し， 2.5~3 時間振とう処理した.得られたプロトプラスト懸濁液に少量の酢酸カーミンを加

えて核染色を行った後，プロトプラストの核の有無を顕微鏡下で調査し，無核のプロトプラスト

(サイトプラスト)が調査した全プロトプラストに占める割合(百分率)をサイトプラスト率

とした.さらに，マイクロメーターを用いてサイトプラストの直径を調査した.

結果及び考察

いずれのソルピト}ル濃度区でもサイトプ

ラストが単離され(写真 2)，サイトプラスト

率は0.5~0.7M 区間で有意差がなく約15%

であったのに対し， 0.8M以上では濃度に比

例して高くなり， 1.2Mでは約50%であった

(第 4図).

実験 1で細胞号室内に形成されたサイトプラ

スト及びミニプロトプラストが，酵素処理に

よって全て細胞壁から解放され，単離される

と仮定し，第 3図の結果をもとにそれぞれの

ソノレビトール濃度区の単離後のおおよそのサ

イトプラスト率を計算すると， 0.5~0.6M: 

0%， 0.7M: 30%， 0.8M: 50%， 0.9M: 

70%.1.0及び1.2M : 75%となる.本実験の結
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Fig.4 Eff巴ctof sorbitol concentration on 
percentage of cytoplasts in protoplasts 
isolated from inner epidermal cells of 
Allium jistulosum. 
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Explanations of photographs 1-4 

1. Inner epidermal cells of Allium jistulosum treated with 0.8M sorbitol for 

30 minutes. Plasmolysis and split of protoplasm occur remarkably 

2. Cytoplasts (1ower 2) and miniprotoplasts with nuclei (upper 2) isolated 

from inner epidermal cells of Allium jistulosum treated with hypertonic 

enzyme solution. 

3. Electrofusion of cytoplasts (top and bottom) with miniproteplast (cen. 

ter) isolated from inner epidermal cells of Allium jistulosum. 

4. A fused cell 30 minutes after electrofusion in Photograph 3. The shape 

has become globular. 
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をこれらの計算値と比較すると， 0.5~0.6M 区では約15%高いが， 0.7~ 1. 2M 区では約

15~35%低い.したがって 9 本実験では高張液処理に酵素処理を加えたことにより， 0.5~0.6 

M 霞では新たにサイトプラストが形成されるようになったが， O. 7~1. 2M 区ではサイトプラス

トが形成されにくくなったことになる.本実験の結果からこれらの現象について原図を解明す

るのは臨難であるが， 1)材料の表皮を切り出したときに切断された縮胞がサイトプラストを

形成した， 2)醇言葉処理中に部分的に消化された細抱壁から突出した原形質がサイトプラスト

を形成した， 3) 酵素処理により原形質と細胞援の付着力が減少し，原形質を分離する張力が

減少した 9 などの原因が考えられる.なお， 0.5~0.6M のソルビトールを添加した酵素液は多

くの植物のプロトプラスト単離に用いられているので，ネギと同様に単離されたサイトプラス

トが融合用のプロトプラストへ混入している可能性があり，今後の研究課題として興味がもた

れる.

Bradley8)はタマネギの鱗片の内側の表皮を B5培地の無機塩類にマンニトーノレを0.7M，セ

ルリシンを0.5%及びペクチナーゼを0.1%加えた酵素液で 5時間処理した後に表皮細胞を観察

した結果，細胞壁はまだ未消化であったが，原形質は収縮し，約 8%の細胞で原形賀が核を含

む部分と含まない部分に分割されており，さらに，酵素液で18時間処理した後に単離されたプ

ロトプラストを観察した結果，低率ではあるがサイトプラストが含まれてし1たことを報告して

いる.著者らの実験 I及び本実験の0.7Ms:の結果を彼の結果と比較すると，著者らの方が処理

液の浸透圧は抵いにもかかわらず，サイトプラスト形成細胞塁手 (40%以上)は Bradleyのそれ

(約 8%)よりかなり高し単離後のサイトプラスト家(約15%) もBradleyのそれ (asmall 

percentage) より高かった.その主な掠因として両者が用いた材料の違いが考えられるので，

らはネギの葉斡及びタマネギの鱗片を用いて内側の表皮細胞の縦筏と横領の比を謂査した.

その結果，ネギ、では約20:1であったのに対し，タマネギ、では約 6: 1であった.したがって，

ネギの葉鞘の表皮細胞はタマネギの鱗片のそれより細長いために高張酵素液処理によりサイト

プラストを単離し易いと考えられる.

単離したサイトプラストの夜径は0.5~0.8M 区間で有意差が無く，約50μm であったが， 0.9 

M 以上では濃度に比例して小さくな/り， 1.2Mで、約35μmであった(第 5図入また， 1.2M区

されたサイトプラストを0.8Mソルビトール水溶液に浸演すると直窪が大きくなったが9

0.8M区と比較すると明らかに小さかった.したがって， 0.9M以上で単離されたサイトプラス

トの大きさは高張醇素液処理により l個の原形質が分割されて形成されたサイトプラストの数

に反比例していると考えられる.

実験3.フイコール不連続密蔑勾配遠心分離

2見ひeマイクロマニピュレーシヨンに

よるネギサイトプラストの糟製

実験 2で高張液処理と醇素処理を組み合わ

せることにより容易にサイトプラストを単離

することができたが，得られたサイトプラス

トはミニプロトプラスト及び分離されなかっ

たプロトプラストと混在しているので，これ

らから分離@精製する必要がある.そこで，

本実験では核と縮抱質の比重の相呉を利用し
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Sa臨 ple

たサイトプラストの精製方法を検討した。さらにラ

するために，マイクロマニピュレーシヨンによ

るミニプロトプラスト及び分割されなかったプロトプラ

ストの除去を試みた， i
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2のソノレビトー/レ0.8M区及び1.2M区の

素液処理により得られたプロトプラスト態濁液を，フィ

ル 400)を用いた不連続密度勾配遠心分離

6国)に2000rpmで30分間かけ，各画分のプロトプラス

トの総数及びサイトプラストの数を諦査した.さらに争

修j立顕微鏡上でマイクロインジェクター(ナリシゲ 1M

- 6) と連結したマイクロピペットをマイクロマニピュ

レーター(ナ 1)シゲで操作しながら 9 サイト

プラスト率が高い画分からミニプロトプラスト及び分割

されなかったプロトプラストをどックアップ除去し，サ

イトプラストのみを残した@

htび

コ

察及び

アイコール不連続密度勾配達心分離の結果，プロトプラストの総数は0.8ラ1.2M区共に麗分

も多かったが(第 7図九サイトプラスト率はjf管区共に画分 Iが最も高く，約85%であっ

た(第 8密入したがってラアイコール不連続密度勾配遠心分離によってO.8M匹ではサイトプ

ラスト率を約 3倍に， 1.2M区では約 2倍にとげることができた@しかし，画分 1にはなお約
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15%の有核のミニプロトプラストあるいは分割されていないプロトプラストが含まれているの

で，細胞融合の材料としては完全ではない.そこで，離分 Iからマイクロピペットそ用いてこれ

らの有核のプロトプラストを捨去した結果，サイトプラストのみ(サイトプラスト率100%)の

怒濁液を得ることができた@

実験日で、述べた Bradleyの実験では18時間酵素液で処理した後に得られたプロトプラスト

懸濁液の中からマイクロピペットを用いてサイトプラストの方をピックアップすることにより

サイトプラストのみの集団を得ている.しかし，設の方法では細胞融合を行うの

サイトプラスト集団を得ょうとすればマイクロマニピュレーションのために時間がかかるうえ

に，マイクロピペットの操作によってサイトプラストが捧客を受け易いと考えられる。また，

大きな遠心力 (20000~45000x g)やサイトカラシンBを用いて植物のプロトプラストを税接

することによりサイトプラストを単離する方法が考案されているがMohこれらの方法では税核

の過程で細胞質にも大きな遠心力が負荷されるので，告素体等のオノレガネラが核とともに除去

されてしまったり，細胞質が障害を受けるなどの欠点がある(著者ら，未発表入これらの

で，著者らの方法はサイトプラストの単離及び精製が効率的かつ穏やかであるので，罷れた方

法であると言えよう.

上高張騨薬液処理で主義離されたネギサイトプラスト

2および 3で単離@精製したネギサイトプラストが実轄に細胞融合の材料として利用可

能であるかどうかを確認するためにこれらを用いて電気融合を試みた.

材料及び方法

実験 2及び3で述べた方法で懸.離@ したネギのサイトプラストとミニプロトプラストを

組み合わせてO.6Mソルピトール水溶液の中で混合し，電気融合処理をおこなった.

SH-2を用い，融合条件は縮臨泳動用高周波電圧(VAC)を30V，融合用方形波ノ¥)レ

(VDC)を300V及び、同ノ¥)レスI揺 (PW)を30μsとした a

結 巣 亙び

サイトプラストとミニプロトプラストは泳動後争

状になるのが観察された(写真 3，4). 

~，時間の経過とともに融合細胞が球

以上の結果から，本方法で得られたネギサイトプラスト として十分に利用

可能であることが実証された.なお，本方法で得られるサイトプラストは元となった細胞質の

必E分から成っているので，細胞融合に用いる場合には相手核との量的関係が問題になると考

えられるが，適当な数のサイトプラストを 1留の核と融合させることにより細胞質と

関係を調節することが可能でありヲこの問題は解決されるであろう.著者らはネギサイトプラ

ストの掘抱融合の相手として有効なタマネギの核の単離方法，両者間の融合細胞からの核細胞

費雑種植物の育成方法などについてさらに検討中である.
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摘 要

ネギの細胞質体(サイトプラスト)を単離@精製する為の方法を検討した.

1.ネギの葉鞘の表皮細胞を高張液 (0.7M以仁のソルビトール水溶液)で処理すると，細胞が

原形質分離を起こすのみならず¥原形費が核を含む部分(ミニプロトプラスト)と細胞質のみ

の部分(サイトプラスト)に分割され，浸透圧が高いと細胞あたりのサイトプラスト数が大き

くなった.

ムサイトプラスト形成のための高張液処理とプロトプラスト単離のための醇素処理を組み合

わせた高張酵素液処理によりネギの表皮細胞から容易にサイトプラストが単離された.

素液の浸透圧が高いと，単離された全プロトプラスト中のサイトプラスト準は高くなったがラ

サイトプラストの寵径は小さくなった.

3.高張静素液処理によって得られたサイトプラストを精製するためブイコールを用いた

続密度勾配達心分離を行った結果，サイトプラストE容を約85%まで高めることができた.さらに，

これらのサイトプラストと混在しているミニプロトプラスト及び分割されなかったプロトプラ

ストをマイクロマニピュレーションにより除去した結果，サイトプラストのみの集団がえられた@

4.ネギの表皮縮胞から得られたサイトプラストを用いてミニプロトプラストとの電気融合を

行った結果，これらは泳動後，融合し，融合細胞は球状になった.したがって，本方法で得ら

れるサイトプラストは縮担融合の材料として利用可能であることが実証された.
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