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キャベツのプロトプラストからの植物体再生

宮崎正則・奥正和。美谷誠一・佐藤宏・若狭勝

PlantRegenerationfromProtoplastofCabbage

MasanoriMiyazaki，MasakazuOku，SeiichiMiya，HiroshiSatoand
MasaruWakasa

ForthepurposeofbreedingofvegetablesIbrprocessingusesbytheceUfUsion,lhcplantre-

generationfromprotoplasts，anindispensableconditionfbrthcccllfUsion，wasattclnptedby
usingcabbageprotoplasts・

Intheprotoplas[culture,【hcuseofviableprotoplastswhicｈｃａｎｓｕｒｖｉｖｅｕｐｔｏｌｈｃendofcul-
turewasimportanLToobtaining1hesc,itwasnccessarylhatIheasccp【icplantsweretrcatedbydle

cnzymesolutioncontainingalowlcvelofcellulascandtheprotoplastsisolatedwercimmediately
purined，

Protoplastsofasccpucyoungcabbaｇｅｗｅにisolatedbyusingancnzymesolutioncontaining
O､２％Pec【olyaseY23andO､3％CellulaSeOnozukaRSinO5MolmannitolatpH５．８.Protoplasts

puriHedwercculUurBdintbemediumfbrcelldivisioncontainingdilutedMSmediumandvariouS
concentrationsofBA(6-benzylaminopurinc),ＮＡＡ（1-naphthalencaceticacid)and2,4-,(2,4-

dichlorophenoxyaccticacid)．

Afteronemonth,cellsdividcdandcolonieswcrefbImedinthcmcdiumfbrcontaining2,4-Ｄ

and【henUlecolonieswerelransfbIredto【hcmcdiumfbrcallusfbrmationcontainingl/ZMS

minerals,MSvilamins，１％sucrose,0.8％agar,１ｍｇ/ＱＢＡand０．５ｍｇ/22,4,.AfIeranother

mon【h，greencaIluseswerefbm1e。ａｎｄｔｈｅｎｇＩｃｗｕｐｔｏ２ｍｍｉｎｄｉａｍｅｔｅｒ,Thesccalluseswere

(mnsfbrrcdtolhemcdiumfbrshoolfbrmationcont【UiningMSmedium，１％sucrose，0.8％ａｇａｒ

ａｎｄｌｍｇ/ＱＢＡ・

Budswcrcfbrmedonsevemlcallusesafにｒ【woweeksandsoondcveloped【oshoo【s・Roots

werefbnnedlTomtheshootstransplantedin【hcmediumfbrrootsfbrmationcontainingMS

medium，１％sucroseandO､8％agarandcomple【eplantletsofcabbagcwerere8cnera【c｡．

１目的

プロトプラストからの植物体再生は細胞融合を行うための重要なIMI提条件であり、これに関する

報告は多い'～'1】・著者らも細胞砿合により新しい加工原料作物を育成する目的で、濫礎資料を得
るため、プロトプラストの培獲を災施している。今回はキャベツのプロトプラストからの植物体再
生について報告する。

２実験方法

２－１培鍵過程

培養過程はFig.１のとお')である。その概要は、まず無菌苗をjWI1断し、酵素処理してプロトプ
ラストを単離、Ｗj興し、分裂培地に移して培養し、コロニーを形成させる。ついでカルス形成培地
に移してカルスを形成させ、その後これらを茎蛎分化培地に移して茎菜分化をはかる。さらに再生
熔地に移して発根させ、幼植物を得ろ。
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キャベツ品菰‘末広,の獅子を１％次亜塩素酸ナトリウムで20分間殺菌し、滅菌水で充分水洗し

たのち、殺菌した寒天培地（ビタミン類と鮒を除いたＭＳ培地）のポットには和した。２週間後、
幼植物をシャーレに出し、根部を切除し、地上部をナイフで細断して実験に供した。
２－３プロトプラストのl1ililIkと精製

酵素液は、0.5Ｍマンニトール（浸透圧調盤)、0.2％ペクトリアーゼＹ２３（細胞解離)、０．３％

セルラーゼオノズカＲＳ（細胞壁溶解)、ｐＨ５．８とし、0.45〃のミクロフィルターで通過滅菌し
た。

200,1苣角フラスコに瀞紫波100m!と細断した材料109を入れ、フラスコをデシケーター中に掻き、

数分間減圧脱気した後端圧にもどし酵素液を組織内に浸透させたのち、２５℃に櫛１１mし、時々経<手

で振とうした。２時間後プロトプラストが充分lik4i雛されたことを確認して、６０江のナイロンメッ
シュで通過し、残査を除き、泌液中にプロトプラストを得た。

迩液を遮心管にとり、逮心分離（500～600r・ｐｍ,３分）して酵素液とプロトプラストに分けた。
上部の酵素液を除去し、下部のプロトプラストに0.5Ｍマンニトールを加えて洗浄し、遠心分離し
て、上部のマンニトールを除去することによ')酵素液を洗い流した。この操作をさらに２回くり返
し、酵素液を除去し、プロトプラストをWi製した。

２－４嬬地と璃整操作

培地は溌礎培地にＭＳ塒地を用いたが、その無機塩類とビタミン類はそれぞれ適度に希釈（％
倍～標準波度）して使用した。植物ホルモンはＢＡ（ベンジルアデニン：細胞分裂促進)、ＮＡＡ

（ナフタレン酢酸：細胞肥大促進)、２，４－１）（２，４－ジクロロフエノキシ酢酸：細胞肥大促進）を

極々の汲皮に組合せて用いた。名生育段階における培地組成はTableｌ～４に示した。

培養操作は、まず精製したプロトプラストを105個/､【になるようにシャーレ中の分裂培地（３－
`ilnL）に力Ⅱえ、パラフィルムで密封し、２０～25°Ｃに置いた。培養{}9始後10日間は暗所で培養した。
培養中10日ごとに新しい分裂雄地２ｍ【を加えた。
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Table２．Culturemediumsforcallusformationfromcabbageprotoplasts
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轄愛朋始’か月後、コロニーが形成されたことを確認して、シャーレの内容物を逮心分離し、上
部の培養液を除去した。下部の沈澱物（コロニー）をシャーレにと,)、４０℃に保温した寒天を含む
カルス形成ｊｉｆｊｌｌを加えた。この培地で形成されたカルスが緑色でiiT径２mm以上の大きさになると、

茎葉分化聴地に移植した。ここで分化した茎菜は1本ずつ再生培地に移植し、発根を促進させた。
再生培地で楓が充分に('１１長した幼植物は順化埼地に移植して育苗した。本実験における順化は、石
英砂を入れたポットに幼植物を移植し、上からビーカをかぶせて乾燥を防ぎ、ハイポネックス溶液
（１９／、）を他用する方法で行った。

３緒果

３－１プロトプラストの単離

予備実験で、プロトプラストは培養中も生存する健全なものでなければならないこと、その他全
さを失なわせろ要因として、不適切な材料（特に葉令)、畑でﾉﾋ行した材料を供拭する際の殺菌剤
の使用およびプロトプラスト単離のための商漉度セルラーゼの使用がそれぞれ関与していることを
認めた。そこで本実験では、無菌苗を供試すろことにより殺菌剤の使用をさけ、セルラーゼ濃度を
0.3％と低波度にして単離した。その結果、材料はは種後２週１１１１の幼植物ではあったが、培養｢１１も
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生存する健全なプロトプラストが得られた（FiR､２)。

Fig.２Protoplastsofcabbage

3－２培養

精製したプロトプラストをＴａｂｌｅｌの10種類の分裂塘地で塒愛した。培養開始数日後から、精製したプロトプラスト通Ｔａｂｌｅｌの10顧類の分裂璃地で崎愛した。培蓑閉始数日後から、いず

れの培地でもプロトプラストは肥大、伸長し、分裂を開始した（Fig.３，４)。その後2,4-Ｄを含む

培地のうち、Ｎｑ４、Ｎｑ５、Ｎｕ９の培地でコロニーの形成が観察された（Fig.５，６)。

そこで培養開始１か月後に、Ｔａｂｌｅｌの10種の培地の内容物をそれぞれＴａｂｌｅ２のカルス形成陪

地に移した。カルス形成鱗地は分裂培地とは若干異なり、寒天培地で､マンニトールを含まず、Ｍｓ

培地の浪度は高く、ＮＡＡと2,4-Ｄ濃度は低い。なおＴａｂｌｅｌの培地Nql、NOL２，Ｎ０３は同じ組成の

カルス形成培地に移した。同雛にNq4、Ｎｑ５は0.5明/２２ふりの嬬地、Ｎ０６，Ｎq７，Ｎ０８は１１】H/Ｑ

ＮＡＡの嬬地、Ｎｕ９、NqlOはq5m9/２２，４－，の培地に移した。その結果、カルス形成培地移行lか

月後に､Nq4とNq5の勝地で緑色のカルスが多数形成され､肥大して２mm以上に成艮した（Fig.7,8)。

Nql、Ｎｑ２およびNoL9の燐地でもカルスは形成されたが、lLl色のカルスで間もなく褐変した。

３－３植物体再生

培地NoL4とNoL5の緑色カルスをＴａｂＩｅ３の茎菜分化埼地に移植した。この分化培地はカルス形成

培地からＮＡＡと2,4-,を除去し、ＭＳ培地の無機塩顛の漉度を高めたものである。その結果、移

植２週間後にはカルスはさらに肥大し、濃緑色となり、やがて茎葉が分化しはじめた（Fig.９)。
移植したカルスは150個で、そのうち28個のカルスから裟葉が分化した。また１個のカルスから多

いもので10本以上の溌鮠分化がみられた。しかし茎菜が大きく成長しても発根は認められなかっ

た（FiR・１０）。
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そこで茎菜を１本ずつ再生培地に移植した。その結果、移植した80本の茎葉のうら、９本の茎葉

から発根し（Fig.11)、幼植物になった。その後この９個の幼植物はすべて順調に生育し、結球す
るまでになった（Ｆｉｇ．12,13)。

以上の結果、キャベツのプロトプラストから植物体を再生させることができた。この再生の要因

として、健全なプロトプラストを用いたこと、燐鍵の各過程での培地条件が適切であったことが考

えられた。今後は再生植物体が捻性を有しているかどうか、変異しているかどうかを検討するとと

もに、本実験で↑()られた技術や蜜料をもとにして、他の多くの作物についてもプロトプラストから
の植物体再ﾉl垂試みたいと考えていろ。

４要約

l）キャベツのプロトプラストからの値物体lJj化を試みた。

2）材料は伽lMiの幼苗を用いた。プロトプラスト単離のための酵然液組成は、0.2％ペクトリア

ーゼＹ23,0.3％セルラーゼオノズカＲＳ鶴０．５Ｍマンニトール、ｐＨ５．８であった。材料を細

断し､酵紫液に２時間浸淡して、プロトプラストを単離し、速やかに鏑製することにより健全
なプロトプラストが得られた。

3）塒養の軒過程における１ht通jllf地は次のとおりであった。

分裂壊地兇ＭＳ＋１ｍＷｎＢＡ＋１～2.511Ｗ02,4-1）

カルス形成賭地兇ＭＳ＋１噸／ＱＢＡ＋0.5,9ノ０２，４－，

茎葉分化培地ＭＳ＋１１円/ＱＢＡ

再生悠地ＭＳ
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4）培護の結果、キャベツのプロトプラストは分裂してコロニーを形成し、カルスを経て茎菜
分化し、苑根して幼植物に生長した。現在は結球するほどまでに生長していろ。
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