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カリフラワー葉肉細胞由来プロトプラストからの

植物体再生
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PlantRegenerationfromMesophillProtoplastofCauliflowem
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HiroshiSATo・MasaruWAKAsAandSeiichiMIYA

Mesophillprotoplastsofcauliflower,ｃｖ“Snowcrown"，werepreparedintheenzymesolu‐

tioncontainingO､1%PectolyaseY-23,0.3%CellulaseOnozukaRS,CPWsaltsandO,5Ｍmannitol

aLroomtemperaturefor3hr、ｗｉｔｈｓｈａｋｉｎｇａｔａｒａｔｅｏｆ６０ｓＬｒ．／ｍin，Purifiedprotoplasts

wereculturedintheliquidmeｄｉａｏｆ１/2MSsalts（200叩／ＱＮＨ４ＮＯ３）containinglm9／Ｑ

ＢＡ（６－benzylaminoqurine）ａｎｄvariousconcentrationsof2T4-D（２，４‐dichlorophenoxyacetic
acid）ａｎｄＮＡＡ（a-naphthylaceticacid）．Forinitialcelldivisiontherewasnodifference

amongtheinitialculturedmedia,butforcolonyformationNAAwasmoreeffectivethan2,4-,．

Afteraboutonemonthculturing，cellcoloniesweretrEmsferredontotheagarmedium

containingl/2MSsalts,１，９／ＱＢＡ,２ⅡU／ＱＮＡＡ,１％sucroseandO､8％ａｇａｒｆｏｒcallusfor‐
mation

Coloniesculturedintl1einitialmediacontaining2.5-5.0,9／QNAAformedlargegreen

callusesCallusesof2nlmdiameterweretransferredontotheagarmediumcontainingMSsalts

lm9／Qzeatin,1%sucroseandO､8%agartoinduceshooL

ShootformationwasinducedonlyfromthecallusesoTltheinitialculturedmediacontain‐

ing0.5‐2.5叩／０ＮＡＡ，

WholeplantswereobtainedfromshoottransplantedontheagarmediumcontainingMS
saItsand0.8％alqar．

近年、植物の組織・細胞培養技術は急速な進歩を遂げた。特にプロトプラスト融合は、これまで

交雑不可能な組合せの雑種植物を育成できる画期的な手法である。しかし、この手法を用いて効率

よく育祁を行うためには対象とする械物においてプロトプラストからの植物体再生条件を明らかに

する必要がある。プロトプラストからの植物体再生に関しては諏々の親告がみられI－６》、著者らの

研究室でもキャベツについて検討したが`)、本研究では、カリフラワーのプロトプラストより植物

体を再生させることができたのでそれらについて報告する。

実験方法

1．材料

カリフラワー品種‘スノークラウン，の稲子を70％エタノールで15秒間表面消毒後、次亜塩素酸

ナトリウム（有効塩素濃度１％、0.1％Ｔｗｅｅｎ２０を含tP）で30分間殺菌し、滅菌水で３回洗浄し

た。MurashigeandSkoogア）培地（以下ＭＳ培地と略記する）の無機塩に0.8％寒天を加えた賠

地に、殺菌した祁「を播種し、２５℃、20001ux、１６時間照明ドで約１カ月間無菌的に育苗したもの
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を試験に用いた。

２．プロトプラストの単離と糖製

根部を切除した２－３cm葉の無菌苗をシャーレにとり、約1,,幅に細断した。酵素液はペクトリ

アーゼＹ－２３を0.1％、セルラーゼオノズカＲＳを0.3％、マンニトールを0.5Ｍとし、ＣＰＷ塩8）

を加え、ｐＨ５．８とした。供試材料の切片１９に対し10,1の酵素液を加え、室温で60回／分の往復

振とうを約３時間行った。プロトプラストが光分量Hi離されたことを確認した後、プロトプラスト

懸濁液を60匹のナイロンメッシュ（２亜）で源過した。iMi液を遠心管にとり、800回／分で３分間

遠心分離を行ってプロトプラストを沈澱させ、酵素液をとり除いた。さらに、ＣＰＷ塩を含む0.5

Ｍマンニトール液を沈澱物に加え、遠心分離し（800回／分、３分間)、上澄みをとり除く操作を３

回行って、プロトプラストを精製した(photol)。

３．プロトプラストの培鑑

培地は無機塩が１／２濃度のＭＳ培地（ただし、200,9／ＱＮＩＩ４ＮＯ３、１％しょ糖、0.5Ｍマ

ンニトール添加、ｐＨ5.8）に極々の濃度のオーキシン及びサイトカイニンを組み合わせて使用し

た（Tab､１)。精製して得られたプロトプラストに培地を１×105個／ｎtの密度になるように加え、

直径６cmのシャーレに４ｍCづつ分注し、パラフィルムで密封した。培養開始後１週間は25℃暗黒ド

で、その後は2000lux、１６時間照明下で培錘し、１０Ｕ毎に新鮮な培地を２ｍIづつ加えコロニー形成

を促した。

培養開始１カ月後、コロニーを含む懸濁培養液を遠心分離し、上澄みをとり除き、沈澱物（コロ

ニー）を、無機塩が１／２濃度のＭＳ（ただし、200,9／ＱＮＨ‘Ｎ０３，１％しょ糖、0.8％窪ﾗE、

ｐＨ5.8）と１，９／ＱＢＡ、２mg／ＣＮＡＡを含itf培地に包埋し、カルス形成を促した。

この培地で直径２ｍ程度に生長したカルスを順次ＭＳ培地（1％しょ樋、0.8％寒天、ｐＨ5.8）

に１町／Ｑゼアチンを加えた培地に移植し、茎葉の分化を促した。分化した茎葉は、１本づつに分

割して植物ホルモンを含まないＭＳ寒天培地（１％しょ糖、ｐＨ５．８）に移植し、発根を促進し

た。根が充分生育した個体は、石英砂を入れたポットに移植し、順化を行った。

TableLEffectofphytohormonesonprotoplastdivisionand
colonyformation

lnitialculturc Protop1astdivision CoIonyformation

medium（１） (ＣｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒｌＣ (ＣｕｌｔｌＩｒｅｄｆｂｒ２Ｃ

ＢＡ２４－ＤＮＡＡｌｄａｙｓ） days）（２）

ｍg'Pmg/ＴｍP‘８

ｌｕＦ 4-5ＣｅｌｌｄｉｖｉＲｉｏｎ ＋

１２Ｆ ４－５Celldivision ＋

１５－［ ４－５Ｃｅ１ｌｄｉｖｌＲｉｎｎ ＋

0５ ４－５ＣｅｌｌｄｉｖｉｇｌｎＴ１ 十

Ｉ ２５ 4-5ＣｅｌＩｄｉｖｉｓｉｏｎ 十十十

Ｉ 5-0 4-5ＣｅｌＩｄｉｖｉｓｉｏｎ 十十十

（１）Ｉnitialculturemediumcontainingl/２ＭＳｓａｌｔｓ（200ｍｇ/PNH4NO3i
O,５Mmannitol,ｐＨ5.8)andvariousconcentrationofphytohormones

（２）＋：smallcolony，.I．＋：mediumcolony,＋＋＋：largecolony
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Photo，１．MesophiⅡprotoplastofcauliflower．（×400）

、竃

Zn轌

鹸 ､

L、

Ｏ

蔓疋
でロ

■■

９鰐←Ｌ

ｌ１ｊ３Ｊ
可

且」

「
』

Ⅵ

」

戸
幻

Ｐ （’

Photo、２．Enlargedprotoplasto「cauli｢lower．（×400）



1２

Ｃ

圀
②

囮」

鰯！
’

､

Photo＿３．FirstceⅡdivision．（Ｘ`100）

r\鄙
ｑ

厩慰
[蔚詠一小

．■

髄⑬

蟻
c､＝

単）
JP-

P■

Photo，４．Cellclustcr．（Ｘ200】



1３

結果及び考察

１．プロトプラストの分裂とコロニー形成

Ｗｊ製したプロトプラストをTab､１に示す６諏類の｣?!『地でj肝鍵したところ、いずれの岫地におい

ても培養開始２１L1後より肥大し始め、培養開始l()[｣後には、’１－５分裂に至り、植物ホルモンの'1Ⅱ
繭や濃度による彬聯は`MiIめられなかった。（Photo､2,3)。

しかし、コロニーの形成は２．５－５．０噂／、ＮＡＡで股もよく、0.5,9／０ＮＡＡでは数は少ない
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Photo・aCellcolony．（×100）

が大きなコロニーが形成された（Photo､4,5)。２，４－１)の効果はいずれの濃度でもコロニー形成
が認められるもののＮＡＡよりははるかに劣っていた。

このことはＩＩｉ１じａＯ/eγaceαであるキャベツでは２，`１－１)を添力Iした方がコロニー形成が良好
であるという報告`）と災なるため、同じ偶でも耐によってかなり岐適端蕊条ｲﾘ:に差があると冴え
られた、

２．カルス形成

各液体培地で形成されたプロトプラスト由来のコロニーをカルス形成培地に移植したところ、初

期培地が２．５－５．０ⅡU／、ＮＡＡで、移植１カ月後に緑色カルスが形成されたが、２，４－１)を添力[ｌ
した初期培地ではいずれの濃度でもコロニーは形成せずカルスにはいたらなかった（Tab､２)。

３．値物体再/に

カルス形成塒jlh上でⅡ,〔rHが２mm程度に発達したカルスを】nW／０ゼァチンを含むＭＳ寒犬hRf地に
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Table２．EHectofphytohormonesoncalluslbrmaUom

[nitialculture

medium（１）

BＡ２，４－，ＮＡＡ

Canuslbrmation

（２）

mg/Ｕｍｇ/Ｔｍｇノビ

105

２５

１５．０

１０．５

１２５

１５０

(３）

十Ｂｒｏｗｎｃａｌｌｕｓ

ｌ・Grcencallus

＋GreellcalIIls

（１）ＣｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｗａｓｓａｍｅａｓＴａｂｌｅｌ．

（２）CalIuslbrmationmediumwas兇ＭＳａｇａｌ･(1％sucI･CSO,p115.8】
ｗｉｔＩ１１ｍｇ/ＴＢＡａｎｄ２ｍｇ/２ＮＡＡ．

（３）＋：Ca]IuslbTmnIion

１

■

葱 風１
－■辰乎－，型

史上
Photo、６．ShootreReneration「romcauliflowerpl-otop]asLcallus
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Tab１０３．ＥＨｂｃｔｏ「ｐｌｌｙｔｏｈｏｒｍｏｎｅｓｏｎｓｈｏｏｔａｎｄｒｏｏｔｒeReneration

聯WMi1鵬！…灘i6i[繍囑:I州懸;,;:“
ｍg/ＴｍＲ正

１０５ 2 Ｉ １ '0

１２５ 4７ ？ 610 1円

１５ｍ 4６ ０

（１）

（２）

(３）

ＣｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｗａｓｓａｍｅａｓＴａｂｌｅ1．

ShootregenerationmediumwasMSagal.（l形sucrose,ｐＨ5,8）ｗｉｔｈlmgrzeatin
Rootregenerationm(xｌｉｕｍｗａｓＭＳａｌｍｒ（１＄sucrose,ｐＨ5.8）．

■

虻■l■■■■■

Photo、７．Ｒｏｏｔ1℃generation「rompr()toplast-derivedsllo〔)t，
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Photo，８．AcclimatizationofreReneratedplant．

Photo，９．Relgeneratedplanlsderivedfrommesopl1illprotoplasLofcauliflower．
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順次移植した。そのうち、初期培地が2.5,9／、ＮＡＡで47個''１２個のカルスに茎葉の分化が観察

された（PhotQ6)。他のカルスは移植後ほとんど発達せず掲変した。

得られた茎蕊を１本づつにわけ、植物ホルモンを含まないＭＳ寒天培地に移したところ、砂Ii1Iiし

た30個体のうら19(liN体に１１《の分化がみられ、植物体にﾉI；行した（Tab､３，Photo､７)。そのうち１４

個体が順化に成功し（Photo､８)、形質の変異を洲イルているが、現在までのところプロトプラス

ト111来のiih物体に形IEIの変拠はみられない(Photo､９)。

要約

細胞霞合法を)i】いて段艤加工原料作物の育種を行うため、カリフラワーのプロトプラストを鳩愛
し、値物体の再生を試みた

播種後約１カ月の無鯛IIliを材料とし、プロトプラストの111雛には、0.1％ペクトリアーゼＹ-23,

0.3％セルラーゼオノズカＲＳ、0.5Ｍマンニトール、ＣＰＷ塩添加でｐＨ5.8に調整した酵鑛液を

11]い、３時間処IiMを行って、１１猟なプロトプラストを1Mしることができた。培養|)|)始後２３［1でプ

ロトプラストの分裂がみられた。

プロトプラストの分裂に初期jPf地中の植物ホルモンの１W獺や波度はほとんど影騨を及ぼさないが、

その後のコロニー形成やカルス形成などに大きな膨響を'jえるため初期培地は無機塩がl／２汲度

のＭＳ（ただし、200ITF／ＱＮＩＩ４ＮＯ３、１％しよ！､i、0.5Ｍマンニトール添加、ｐＨ5.8）に11,9／Ｑ

ＢＡ、2.5町／０ＮＡＡを加えたものが適していた。

培養開始１カ月後に、形成されたコロニーを無機塩が１／２濃度のＭＳ（ただし、２００，９／Ｑ

ＮＨ４ＮＯ３、11,9／ＱＢＡ、21,9／０ＮＡＡ、1％しょiMi、ｐ115.8）寒天矯地に包埋したところ

良好なカルスが形成され、これをＭＳ（１％しよ鰹１１，１１／０ゼアチン、ｐＨ5.8）寒天噛地に移
植すると茎葉の分化が腿められた゜再分化した裟鮠をＭＳ蝶尺端地に移植し発根を促したところ、
根が分化し正燃なＮｉ物体御()ろことができた⑥
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