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緒論

植物細胞に大腸菌などの微生物や動物細胞と同じ遺伝子工学の技術を適用する可能性を

もたらしたプロトプラストの単離と培養法の開発は(Cocking，1960 ; Takebe et al.， 1968)， 

高等植物の遺伝育種において従来の方法とは全く異なる遺伝子組換え法の体系を築くため

の重要な鍵といえよう.すでに，プロトプラスト融合法によっていくつかの体細胞属関雑

種がえられて話題を呼ひ‘(Me1cherset al.， 1978 ; Krambiegel and Schieder， 1979 ; Gleba 

and Hoffmann， 1979)，また，多数の種間雑種も作出されている (Schieder and Vasil， 

1980).その中には既存の手法では雑種獲得が不可能であった種間雑種も含まれている

(Power et al.， 1980).さらに，大腸菌などの徴生物においてその手法が確立した遺伝子操

作技術を高等植物に適用する研究も進展しはじめている(広田らI 1981). これらの研究は

プロトプラストをいわゆる宿主として，体細胞聞で無性的な遺伝子組換えを自在に行な

い，品種改良などの技術として役立てることを最終の目標とするものである. 現在まで

に，タバコ，ニンジン， ベチュニア，チ百ウセンアサガオ等を用いた研究が多く報告され

ているが，重要作物への挑戦はまだ成果に乏しいのが現状である (Schieder，1981). 

トマトは園芸作物の中で世界的に重要な作物であるばかりでなく，遺伝子地図がもっと

もよく研究されている作物の一つである.この点において， トマトは高等植物に対する遺

伝子工学の研究にとって適した材料の一つであろう.そのためにはまず第ーに，プロトプ

ラストからの植物体復原の方法の確立が重要な課題である. トマト属においてプロト プラ

ストからのコロニー形成と植物体復原を最初に報告した Zapataet al. (1977)の研究によ

ると，コロニー形成にはI 27~29 'C，暗黒下での培養が必要な条件であり，このことは

Tal and Watts (1979)や Muhlbach(1980)によっても確認された. しかし，プロトプ

ラスト由来カルスからの再分化は容易でなく，葉プロトプラストからの植物体復原の報告

は今のところ野生種L.peruvianumのみであり (Zapataet al， 1977 ; Muhlbach ; 1980)， 

栽培種L.esculentumでは葉条の再分化が今西 (1980)により報告されているのみであ

る. トマト属のプロトプラストに関する研究はまだ端緒についたばかりで，まずその単離

法や培養法について頻度の高い植物体復原を目標に詳細な研究がなされなければならな
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業の消毒法がプロトプラストの単離とコロニー形成におよぼす影響

中性洗剤に
水道水で 70%ェタ アンチ 滅菌水 酵素液に抗

フ.ロトフ. 細胞分裂
水洗 オミノレミン' ラスト密度 コロニー

品種又は系統
浸 潰 (10分) ノール浸潰 (Tween 20) 6回水洗 生物質添加 /ベトリ血 雑菌汚染 形成

L. esc. X L. per.の F2 O O × 3% 20分 O X 5 X 106 + 

Stupice O O × 3% 20分 O X 6 X 106 土

強力五光 O O X 3% 20分 O × 6 xl06 

L. esc. x L. per.の F2 O O X 10% 20分 O X 1 X 106 

L.peruvianum O O 30秒 2% 20分 O X 。
Chico O O 3分 5% 10分 O × 。
L. esc. x L. per.の F2(本) O O 5分 5% 15分 O X 。
L. peruvianum × × × 1.5% 20分 O O 4 X 106 + 

Stupice × X × 1% 25分 O O 8 xl06 ++  +(12.8%) 

Stupice X X × 1.75% 20分 O O 5 xl06 +(12.1%) 

L. per. (本) X X X 2% 20分 O O 7 xl06 

盛 禄 × × X 2% 20分 O O 10 X 106 土 + ( 1.0%) 

盛 禄 X X X 2% 20分 O O 7 X 106 + +( 3.2%) 

Best of All × × X 2.5% 20分 O O 8 X 106 +( 4.5%) 

第 1表

-

}

一同

(本)::本業を使用，本業以外は子葉を使用.抗生物質:アンピシリン，テトラサイク リン，ゲンタマイシン.
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L 、.
本報告では，主に子葉を用いたプロトプラストの単離とコロニー形成に関して，葉の消

毒法，酵素の種類や濃度，横物の栽培条件などについて 2，3の知見を報告する・

材料および方法

供試品種あるいは系統は栽培種 L.esculentumの Stupice，強力五光， Chico， Best of 

all，豊禄の五品種，野生種 L.peruvianumの1系統および L.esculentumとL.peru-

vianumの種間雑種の凡 であった・種子は培養土(湯の浜植物園，酒田市)と川砂を約3

対1の割合で混合してつめた直径20cmの底浅の植木鉢には種しガラス室または25'C，

16時間日長(照度約3，000ルクス)の人工気象器 (LH-100-RD，日本医化器械製作所)で栽

培した・材料の葉は本葉が伸長し始めた時期の子葉や 2，3枚目の若い本葉を用いた・切

り取った葉はまず第1表に示した種々の方法で消毒しそのあと滅菌水で6回洗i絡し裏

側の表皮を剥いで，剥いだ側を下にして滅菌した9%マニト ールを含む高張液に浮べた・

約1時間処理したのち， 9%マニ トールを含むセルラーゼとベクチナーゼの混合液に取り

かえて，29 .Cの暗黒下で15~16時間酵素処理を行なっ た. 使用した酵素混合液はp セ ル ラ
ーゼとベクチナーゼなどを所定の濃度にとかし pHを5.7に調整したのちろ過滅菌して
作成した.酵素処理には直径9cmのペトリ皿 (Fa1conPlastics Ltd.)を使用し，これに

生薬重約19の葉を浮べた・ プロト プラスス ト収量はこの9cmペト リ凪1個当 りの収量

として求めた・酵素処理終了後，プロ トプラストや葉くづを含む酵素液を45xgで5分間

遠心分離器にかけ，つづいて沈澱物を先の高張液に再びまぜ，同じように遠心分離擦にか

けた・これを2固くり返したあと，高張液と同じ無機塩類を含む21%ショ糖液に沈漉物を

入れ， 65xgで8分間遠心分離器にかけ， プロト プラストだけを液表面に浮上させた.吸

い取ったフ。ロ トプラストは9%""ニト ールを含む培養液に再びまぜ 1回ないし2回遠心

分離器にかけ洗糠した.プロ トプラスト密度が2x105/mlになるように調整した培養液

1mlと約45.Cに融解・した1%寒天を含む培養液1mlとを直径6cmのペト リ皿 (Fa1con

Plastics Ltd.)にとかし， 最終のプロ トプラス ト密度が1x 10'/ml になるように調整し

た・寒天培地中に埋め込んだプロトプラストは29.C，暗黒下で培養した.なお，培養基

として，Gamborg et al. (1968)の B5培地を基礎培地とし，ショ糖1%， グノレコ ース

O.5'}も，マニト ール9%， 2， 4 D 1.0 mg/l， IAA 0.5 mg/l， BA 0.5 mg/lを含むものが用い

られた.

結果および考察

(1) 品種とコロニー形成

本研究では材料の葉として主に子葉を用いたが，これまでに子葉を用いた例はまだ報告

されていなし、. トマトの若い本葉は裏側の表皮の剥皮が非常に困難である場合が多いのに

対して，子葉では剥皮は容易であった.なお，子葉を用いる場合，本葉の場合と比べて多

量の種子を必要とする欠点があったが，小面積で均一な栽培を行なうことが可能であり，

また， 材料を採取するまでの栽培期間も短し整ーな材料をえることのできる 利点があ

る. トマトにおいて子葉はプロトプラスト単離の材料として有用であると考えられる.

葉プロトプラストを培養してコロニーを形成させた経過を図示すると，第1，2， 3図
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114 山形大学紀要(農学)第9巻第1号

第 1図 トマト(L.esculentllm)の子葉プロトプラスト

第2図 培養後2遊日におけるプロトプラスト由来の細目包境 (L.esclllentllm) 

第3図 培養後3週日におけるプロトプラスト由来のコロニー(L.escul巴ntllm)
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のとおりである.第1図は単離された子葉プロトプラストを示す. トマトの子葉プロトプ

ラストは本葉から単離されたプロトプラスト (Zapataet a1.， 1977)，あるいは，タパコ

(Takebe et al.， 1968)やベチュニア (Haywardand Power， 1975)の葉プロトプラスト

ともほとんど区別できない同じ外観をしている.培養されたプロトプラストは細胞分裂を

始める前にまず肥大し始め，培養後5日目頃より細胞分裂を開始した.中には培養後3日

目に分裂を始めるプロトプラストも観察された. 2 週目には約1O~20細胞からなる細胞塊

がみられるようになった(第2図).さらに1週間経過すると，それらは第3図に示すよう

にコロニ}と呼べる程度にまで生長し肉眼で識別できるようになった.

第1表に示すように，供試した栽培種5品種のうち， Stupice，豊禄， Best of Allの3

品種においてコロニー形成が認められた.他の 2品種強力五光， Chicoについては次項で

説明されるように消毒法に問題があった可能性があるので，細胞分裂やコロニ『形成の能

力を欠くと判定することはできないと思われる.栽培種の葉プロトプラストからのコロ

ニー形成については， Zapata et al. (1977)， Tal and Watts (1979)， Muhlbach (1980)が

合計4品種について報告している.本研究の結果と合わせ考えると， トマト栽培種の葉プ

ロトプラストからのコロニー形成は比較的容易であると考えられる.本研究において注目

すべき点は， L. peruvianumはコロニー形成や植物体再分化がトマト属の中でもっとも

容易な種であると指摘されている (Muhlbach，1980)にもかかわらず，第1表に示される

ように実験をくり返したものの細胞分裂さえ誘導できなかったことである.その原因は明

らかでないが，本研究で、は植物ホルモ γとして Zapataet al. (1977)らの用いた NAA

に代えて IAAを用いたことを指摘できる.すなわち Zapataet a1. (1977)， Tal and 

Watts (1979)， Muhlbach (1980)はプロトプラスト培養培地として 2，4D 1.0 mgjl，NAA 

0.5 mgjl， BA 0.5 mgjlを含む培地を用いたが，木研究ではNAAに代えてIAA0.5mgjl 

を加えた.今後培地に添加する同一系統の植物ホルモンの種類を検討する必要があろう.

(2) 葉の消毒法

Zapata et a1. (1977)は“Domestos"(Lever Bros Ltd.)の7.5%液に30分間浸潰する

方法を用いたが，我閣では“Domestos"の入手が困難であるから，それ以外の消毒方法

を工夫しなければならない.本研究では一般にもっともよく用いられるアンチホルミ γ

(関東化学KK)を主体とした消毒法を比較検討した.その結果は第1表に示すとおりであ

る.中性洗剤の水溶液に浸潰し，つづ、いて水道の流水で'10分間葉の表面に付着したほこり

を落したのち，アンチホルミンで、消毒する方法では， 10%アンチホノレミ γで20分間消毒す

るとプロトプラスト収量は著しく低下したが， 3%で5~ 6 x106のプロトプラストがえ

られた.後者の場合，培養後の雑菌汚染は大体許容できる範囲のものであった.中性洗剤

に授、潰し，水道水で水洗後，70%エチルアルコールに30秒~5分間浸潰する処理を加えた

場合には，プロトプラストを単離することができなかった.この場合，酵素による葉の組

織の分解はおこっていたが，分離した細胞はことごとく破裂したのか微細な粒子により酵

素液は混、濁状態となっていた. したがって，中性洗剤に浸潰，水道水で水洗後70%エチル

アルコール処理を加えることは， トマトの葉プロトプラス ト単離に悪影響をおよぼすもの

と考えられる.つぎに，アンチホノレミンのみによる消毒を行ない，酵素液に3種類の抗生

物質を添加した場合をみると，アンチホルミン 1%と1.5%液では20分間処理したとき雑

菌汚染が2例中2例あった.一方， 1.75%から2.5%液で20分間処理したときは雑菌汚染が
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若干認められた場合が5例中 l例で，他は雑菌汚染はほとんど認められなかった.これら

の結果から，アンチホルミン 1%液， 20分間処理では消毒は不十分であり， 2%液， 20分

間処理によって実際上支障ない程度の消毒がなされるものと推定される.ただし，材料の

養成は人工気象室やガラス室を用い，潜水にさいして水が直接葉にかからないように注意

する等の配慮が必要と思われる.この場合のプロトプラスト収量は 5~10x106であった.

コロニー形成に成功したこれまでの報告では，生葉19当りのプロトプラストj収量は，

Zapata et 'al. (1977)で1.6x106，Tal and Watts (1979)で2~10 X 106， Muhlbach (1980) 
で0.5~3.0 X 106であった.本研究におけるプロトプラスト収量も生薬重約19の結果で

あったから，おおよそ標準的な収量がえられたものと考えられる.プロトプラストの単離

は培養後における細胞分裂誘起とコロニー形成が目的であるから，アンチホルミン 2%

液， 20分間処理の消毒法によって Stupice，Best of All，豊禄のプロトプラストからコロ

ニー形成が認められたことを考えると，この消毒法はたとえ最善でないとしても一応目的

に適うものといえるであろう.

(3) 酵素の種類と濃度

トマトの葉プロトプラストは1段階法 (Zapataet al.， 1977 ; Muhlbach， 1980)によっ

ても 2段階法 (Motoyoshiand Oshima， 1975; Tal and Watts， 1979)によっても，単

離できることが報告されている. 1段階法として Muhlbach(1980)は0.25%マセロザイ

ムRlOと 0.5%セルラーゼオノズカ R10の混合液を使用し， Zapata et al. (1977)はメ

イセラーゼ P4%，マセロザイム RlO0.4%， ドリスラーゼ 0.25%を含む混合液を使用

した.本研究では Zapataらの 1段階法を再検討するため， Zapataらの酵素液とその酵

素濃度を半分に減じた酵素液すなわちメイセラーゼ P2%，マセロザイム R100.2%， ド

リスラーゼ0.125%の混合液の比較を行なった.結果は第2表に示すように，プロトプラ

スト収量は前者では7X 106，後者では6x106で、あった.プロトプラスト単離効果は高濃

度の酵素液の方が大きかったが，実際的には両者の間にほとんど差はないものと考えられ

る.この実験では細胞分裂を誘導できなかったので，酵素濃度の違いが培養されたプロト

プラストの細胞分裂やコロニー形成におよぼす影響を検討できなかったが，使用された酵

素が単離したプロトプラストの活性に悪影響を与える場合のあることが指摘されているの

で (Cockingand Evans， 1973)，プロトプラスト収量が許・容できる範囲の差であれば，低

第2表醇索の種類と波度が1段階法によるプロトプラストの単離とコロニー形成
におよぼす影響

¥ 品種
酵素(%) ¥ 

Stupice Stupice Best of All 

コロニー形成率

2.0 2.0 

0.2 0.2 

0.2 

2.0 

0.2 

メイセラーゼ P

マセロザイム R10

ドリスラーゼ

プロトプラスト筏度
/ペトリJlll 5 X 106 10 X 106 

。 。 川一 4.5% 
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濃度の酵素液を用いる方がより望しいと考えられる.

Muhlbach (1980)はトマト葉プロトプラストの単離において，セルラ}ゼオノズカ RlO

とマセロザイム R10のみを用い， ドリスラーゼはプロトプラストに悪影響をおよぼすの

で除外したと述べている.ー方， Zapataらの用いた酵素液にはドリスラーゼが混合され

ていた. したがって， ドリスラーゼ添加の是非を検討しておく必要があると考えられる.

このため， StupiceとBestof Allの2品種を用い， メイセラーゼ P2.0%，マセロザイ

ムRlO0.2%， ドリスラーゼ0.2%の混合液に対して， ドリスラーゼを除外した酵素液の

比較を行なった.結果は第2表に示すように， ドリスラーゼの添加によってプロトプラス

ト収量は相対的にかえってわづかながら低下した. しかし，酵素処理終了直後における葉

組織の分解程度の観察では， ドリスラーゼを含む区の方が細胞分離の効果は明らかに大き

いようにみられた.すなわち， ドリスラーゼ無添加区では分離した細胞がペトリ皿の底に

沈澱している量は少なく，波面に浮んだ葉に付着したままの状態であった.他方， ドリス

ラーゼ添加区ではペトリ皿の底に大量の細胞が沈澱していた.また，最初に遠心分離を行

なうとき，プロトプラストの懸だくした2種の酵素液を比較すると，両者の色はドリス

ラーゼ無添加区のあざやかな緑色に対して添加区では黄櫨色を帯びた緑色で、あった.結

局，プロトプラスト収量はドリス ラーゼ無添加区の方がわづかながらまさっていたが，こ

れはドリスラーゼ添加によってプロトプラストが一部分破壊されたためであろうと推察さ

れる.本研究では酵素処理を15~16時間行なったが， ドリスラーゼを加える場合には15~

16時間の酵素処理は長すぎるのかもしれない.コロニー形成におよぼすドリスラ ーゼ添加

の影響は，コロニー形成率が示すように，その差異はごくわづかで明らかで、なかった.今

後さらに検討する必要があると考えられる.

(4) 幼苗の栽培条件

トマトにおいて葉プロトプラストの収量とその活性は年聞を通じて季節的に変動すると

いう指摘がある (Taland Watts， 1979).これに関連して， プロトプラスト収量に好結果

をもたらす栽培条件として，低照度 (Casselsand Barlass， 1975)や低温多湿 (Talarid 

Watts， 1979)の条件が挙げられている.そこで， 本研究ではプロトプラスト収量にお

よぼす苗の栽培環境の影響を知るため，夏季ガラス室における高温条件下と対照として

25'C， 16時間日長の人工気象器(照度約3000ルクス)で生育させた2種類の苗の子葉から

のプロトプラストを単離した.なお，ガラス室における栽培は1981年7月22日から8月2

日まで行なわれたがp その間，晴天が続き気温が上昇しガラス室内では日中35~40.C の

日がつづいた.品種として豊禄を用い，子葉をアンチホルミソ2%液で20分間消毒したの

ち，所定の方法でプロトプラストを単離し培養した.酵素液としてメイセラーゼ P2%，

マセロザイム R100.2%を含むものを使用した.ガラス室のごく高温下で生育した子葉は

生育がやL阻害され，対照区よりも小型で葉肉厚く，濃緑色であった.酵素処理終了時に

おけるプロトプラストの懸だくした混合液は，対照区であざやかな緑色であったが，高温

区では黄色味を帯びた緑色であった.プロトプラスト収量は対照区 10X 106，高温区 7x

106と対照区の方が多かったが，両区の聞に大差はなく，両方とも第1表に示したプロトプ

ラスト収量の中で多い方に属していた.顕徴鏡観察でもプロトプラストの形態に両区の聞

で差はほとんどみられなかった. しかし，形のくづれたプロトプラストや葉緑体がプロト

プラス ト内で、偏在するプロトプラストが高温区の方にやL多く存在するようにみられた.
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コロニ}形成は対照区では約6%の形成率で、あったが，高温区では細胞分裂も誘導でき
なかった.このことは，高温区から単離されたプロトプラストが対照区のものと外観上そ

れほど差異が認められなかったにもかかわらず，細胞分裂のための活性を失っていたこと

を示すものである.コロニー形成を目的とする葉プロトプラストの単離には，材料の栽培

環境にも細心の注意を払う必要があると考えられる.

摘 要

1. トマトの栽培種 L.esculentumと野生種 L.peruvianumを用い，主に子葉細胞か

らのプロ トプラストを単離し培養した.

2.供試した栽培種5品種のうち3品種のプロトプラストからコロニーを形成できたが，

L. peruvianumからは今回の培養条件のもとでは細胞分裂を誘導できなかった.

3.葉の消毒法としては雑菌汚染の少ない環境条件下で栽培し，アンチホルミン 2%液で

20分間消毒することによ って，培養後の雑菌汚染を抑え，細胞分裂，コロニー形成へ誘

導しえるプロトプラストを単離することができた.

4. ドリスラーゼを除外したメイセラーゼ P2%，マセロザイム R100.2%の酵素液で葉

を15~16時間処理することによって十分な収量のプロトプラストをえることができた.

5. 25"C， 16時間日長の人工気象器で栽培した子葉のプロトプラストはコロニー形成を誘

導できたが，夏季ガラ ス室の高温条件下でえられた子葉のプロトプラス トからは細胞分

裂すら誘導できなかった.
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Summary 

1) Leaf protoplasts isolated mainly from cotyledons of young seedlings belong-

ing to commercial species L. esculentum and wild species L. peruvianum were 

cultured in the B5 agar medium supplemented with 9% mannitol， 1 ppm 2， 4-D， 

0.5 ppm IAA and 0.5 ppm BA. 

2) Three out of five commercial varieties presented cell colony formation 

deriving from protoplasts， but no cell division could be observed in the protoplasts 

of L. peruvianum under the condition used in the present experiment. 

3) It was found that both plant growth condition with as less contamination 

as possible and surface sterilization of leaf with 2% antifolmin for 20 min. prepar-

ed for protoplasts controlling contamination after inoculation and resulted in cell 

division with cell colony formation. 

4) Enzyme mixture containing 2% Meiselase P and 0.2% Macerozyme R10， 

omitting Driselase， could release sufficient yields of protoplast by means of incuba-

tion of leaf for 15 to 16 hr. 

5) Protoplasts isolated from seedlings grown up under the condition of 25 C 

with 16 hr illumination could lead to cell colony formation， but seedlings from a 
high temperature condition in a glasshouse in summer could provide no protoplasts 

followed up cell division. 
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