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ホウレンソウ（Spi,ｚａｃｍｏﾙｧａｃｅａＬ.）における細胞分裂
促進のためのプロトプラスト単離および培養条件

後藤隆子，奥正和,高稿微，故吉本周

IsolationandCultureConditionofProtoplastsfOrIncreasing

CellDivisioninSpinach(SpilzaciaoﾙｧｑｃｅａＬ.）

TnkakoGoto,MasakazuOku，

TbruTakahashiandthelnteltaruYOshimoto

Fordevelopingtheeffectiveprocedureofprotoplastdivision，isolationofspinachmesophyll
tissuesandcultureconditionwereexamine｡．

Inthecaseofprotoplastsisolatedhomlhespinachmesophylltissuescutintosmallpieces

belbretheenzymetreatment（enzymesolution:0.1％pectolyaseYL23,0.3％ccIIulascOnozuka

RS,ＣＰＷ９Ｍ,ｐＨ5.6)，mostｏ｢【hemwerebrokenafteradayofculture､Howeverbyincubating

intactplantleavesinenzymesolutionandthenreleasingprotoplastsinCPW21S，manyintact

andviablcprotoplas[swereobtained・Thenovelmethodgavealargcyie1d（9.48xlO5

protoplasts/ｇＦＷ）ofhighlyviableproIoplasts（98％）

ThepHintheprotoplastculturemediumaffectedprotoplastdivisionandtheMghestdivision

ofcellswereobtainedinthemediumadjustedatpH5.8.Althougbtheyieldofprotoplasts

increascdwiththegrowthperiodofdonorplantsupto25-day-old，theprotoplastsfromlO-day-

oldseedlinghadamaximumplatingemcicncyP1atingdensitieslowerthan0.7x105protoplastsﾉ

ﾙl0werelesseffectivefbrcclldivisiomandthoseofmorethan2,OxlO5protoplas1s/Mcausedcell
aggregation､ThebestculturedcnsitywasLO×]O5protoplasts/城．

l<eywords：biolcchnology,protoplast,isolation,ceIldivision,ＳｐﾉﾉｉａｃｉｎｏﾙﾉﾛcｅａＬ

ホウレンソウはカロテンやアスコルビン酸等のビタミンや鉄，カリウム，マグネシウムおよび

亜鉛等のミネラルを多く含み，栄漣的に優れた葉菜である．しかし，他の野菜と比較すると酸性

土壌に極めて弱い上に，シュウ酸を多最に含むなど大きな問題を抱えている．これらの問題を解

決するために品種改良が進められているが，交配を含む従来育種法では限界があり，目的とする

船穂の育成は困難と考えられる．

植物細胞から細胞壁を取り除いたプロトプラストは，薬剤や電気的刺激を与えると容易に異種

のプロトプラストと融合したり，外来遺伝子を取り込む．この手法をホウレンソウの育菰に利用

すれば，従来の交配範囲を超えた新たな遺伝子を栽培種に導入できると考えられる．また，プロ

トプラストは厳密な意味で単細胞であるため，プロトプラスト培養中に生じた有用な変異は単細

胞の個体再生によって得ることができる．しかし，これらの手法の利用にあたっては，まず植物

組織からプロトプラストを単離，培養し，植物体を再生させる一連の培誕系を確立する必要があ

る．ホウレンソウの組織培養に関しては，以前より多くの報告がみられ'－６)，効率的な植物体
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再生条件も確立されている．しかし，ホウレンソウのプロトプラスト培養は比較的困難であり，

ホウレンソウ懸濁培斐細胞からプロトプラストを単離し，カルスの形成に成功したNakagawaら7）
の報告が初めてで，彼らも再生個体を得るにはいたっていない．我々はホウレンソウの莱肉細胞

由来プロトプラストの培養を検討し，プロトプラスト由来植物体の再生に初めて成功した8)が

十分満足できる結果ではなく，より効率の商い培養法の開発が望まれる．そこで本研究では，プ
ロトプラストの分裂を促進する単離および培養条件について検討した．

材料および方法

ルプロトプラスト単離方法

ホウレンソウ品種,次郎九，の種子をエタノールで30秒間謎潰したあと，次亜塩素酸ナトリウ

ム（有効塩素５％）で約１０分間殺菌した．殺菌後，滅菌水で十分洗浄を行ってからＭＳ間形培

地9）に播種した．２５℃，2,0009ｘ，１６時間日照で育苗した無菌苗を試験に用いた．

無菌苗の根部以外の部分を用い，葉を約101,1,n幅に細断した細断区と非細断区とを設け，それぞ

れ約30分ｌ１ＭＣＰＷ９ＭＩｏ）（CPW塩を含む9.0％マンニトール液）に浸演させた．それらに０１％ペク

トリアーゼＹ２２３および０８％セルラーゼオノズカＲＳを含む酵素液を加え，約５分間真空ポンプ

で脱気後，４～5時間酵素処理を行った．酵素液を除いた後，非細断区はＦｉｇｌに示すとおり

CPW21S（CPW塩を含む21％スクロース液）を加え，ルーツェを用いて葉をつぶす方法でプロ

トプラストを遊離させた．その後，６０皿のメッシュでプロトプラスト懸濁液を樋過した．波液に
遠心分離（100×９，３分）を行って表届に集まった健全なプロトプラストをバスツールピペツト

で採取し，ＣＰＷ９Ｍで洗浄した．プロトプラスト数は血球計測計を用いて測定した．プロトプラ

ストの生存率はWidholmら'1)の方法により，プロトプラスト懸濁液にＦＤＡ（fluorescein

diacetate）液を加え，蛍光顕微鏡で生存プロトプラスト数を測定して求めた．
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２．プロトプラスト培養

Ｉ<Ｍ８ｐビタミン１２１，LOmg/ＵＢＡ，LOIng/f24-Dおよび0.5Ｍグルコースを力Ⅱえたｌ/2ＭＳｆｉｉｆ地

を雑木端｣uとした．端地の1〕Ｈがプロトプラスト分裂率に及ぼす影響を調べるため，薙本培地を

ｐＨ38,4.8,53,ａ8,6.3および６．８にiilM盤し，Mijrl1i後10～1511の材料から｣ii離したプロトプラス

トを1.0×l()５ｐｒ()ＩＣＩ水ＩＳＩＳ/)Ｍの密陛で堵鍵した．次に，端錐密度を0.1,0.3,0.5,0.7.1.0および

２０×〃protoplasts/Ｍに,1M終し，ＡＬ本嬬地（ｐＨａ８）で堵鍵した．また，搬煎後５．１ｑ15.2ｑ

25.3011の無lMi1Wからiii離したプロトプラストの】|>Ultを柵在し，密度LOxlO5protopIasts/ＩＩＩＣにiilM

轆後．Ａｌ:木端地（ｐＨ5.8）で塘挺し、プロトプラスト分裂率を１１Ⅲだした．

培錐は25℃でｲjい・坊鎚ｌｌＩｌ始後１１朧l1Uは1Ijif黒「で，その後は約2,000ｌｘ，1611*l1H[]照で行った．

また．分裂を促進するため，ｌＯｌ１ｉＩｆに新鮮な端lluを加えた．増養1011後に．顕微鏡で分裂してい

るプロトプラストを,il川し，」if雄Ｉ)H蛤１１$のプロトプラスト数に対する分裂プロトプラストの;IiI合

をプロトプラスト分裂率として表した．

結果および考察

１．プロトプラスト単離方法

職|jを剥'1断後，酵素処jll1を１｢ってiii離したプロトプラストは，桁製直後から批傷を受けて壊れ

るプロトプラストが多く．生ｲFプロトプラストもﾎﾟ111腿lljiがｲ《均一なものが多かった（Fig.２－A)．

難祁を細断をせずに酵素処JIMを行って11｝られたプロトプラストは，批傷を受けたプロトプラスト

がｲ[{対的に少なく，$''１)lalMLもしっかＩ）した他令な状態であった（Fig.２－Ｂ)．それらのプロトプ

ラストをＦＤＡで染色し蛍光顕微鏡で観察すると，釧断処理'１によって｣Ii離したプロトプラスト

は，蛍)値を発する細胞がほとんど観察できなかった（Ｆｉｇ２－Ｃ)．しかし，Ｊ１調１１断処理法によっ

てiMLられたプロトプラストのほとんどは．１ﾘ]るく蛍光する活''１：の向いプロトプラストであった

(Fig.２－，)．プロトプラストのjlXlItは細断法ではl44xlO6protoplasts/ｇＦＷで，非細ltlr法では

9.48×]()６protol)ltlsts/ｇＦＷとな()，非細断処HIl法の〃が6.5Wf商かつた（Tableｌ）．また，生存
率も後背の方法で得られたプロトプラストの力が1ﾘ}らかに商<，11-|後でもほとんどのプロトブ

ラストがﾉｌｉ存していた（88.7％>、反対に，細断処1111で11jLられたプロトプラストは．Lii雛[111:後で

多くが域ｵしてしまい，１１J後のプロトプラストノ１２存率は24.6％にまで低「した．

蛸肉細１１世からのプロトプラストｉＭｌｆにUUする報iIfはほとんどの場合，酵素処ＪｌＩｌが効率よく行わ

れるように材料を細断する．しかし，ホウレンソウのようにプロトプラストが壊れやすい材料に

この〃法を適応すると，ｊＭ１ｌ断によって機械的批(鰯を受けた組織や壊れたプロトプラストから漏出

した内容成分などによってプロトプラストが障害を受けることが想定される．本研究で行った材

料を細断せずにプロトプラストをiii雛する方法（非細|，r処母'1）は，．度に多数のプロトプラスト

を遊離させ。そのTI虻後に釉製を行うので、プロトプラストは酵素や漏出してくる内容成分の影響

をほとんど受けず，多くの他ｲrなプロトプラストを神ることができたと考えられる．111様の方法

TablelTheyield【lndvi【lbililyofpr0tol)I(lstsisola【ｅｄｌＹｏｍｌｈｃ］e【wcswiIhor
withouIcuUing（segmcnIorint【1ct)．

YcIdofprotoplasts
(xlOnprotoplllsls/ｇＦＷ】

VialbiIiI）
（％）

Ｖｉ【lbilityaitcroneday
（％）

ScmncnI
-

lllIllcl

1..1.1

04Ｒ

24.6

RＲ７

38.＄

9２１１
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でプロトプラストのlii雛を↑jっている例は少ないが，水ﾘﾐ験で行ったＦｉｇｌに示す非剥'1断法は他

の植物砿特にｲ｢機酸やiⅢ1]世にｲr1ii:なフェノール系物伍を多lltに含む材料については｣i常にｲｨ効

な方法であり．汎jiI性は問いと思われる．
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２．プロトプラスト培養条件

１）培地ｐＨ

プロトプラスト分裂率は培地ｐＨの上昇に伴って増加し，ｐＨ5.8で雌も満かつたが，それ以上
になると反対に分裂率は低下したことからホウレンソウプロトプラストの培韮に岐も適した培地

ｐＨはｐＨ５８であると考えられた（Fig.３)．培地ｐＨが3sに低下するとプロトプラスト分裂率
は顕粁に減少したが，幾つかのプロトプラストは分裂し，コロニーを形成した．ＳａＩｏｈらいは

ホウレンソウカルスを利用した酸性土壌耐性品種の育成を試みた総采，カルスの！〃''i”選抜法

による品孤育成の可能性を示唆している．本研究においても．低ｐＨ培地で分裂したカルスが酸

性土壌耐性を係右する可能性がある．そこで，培萎中の培地ｐＨの変化を知るため，培蕊10日後

の培地のｐＨを測定した．初期ｐＨに関わらず培地のｐＨはすべて５．２iii後に変化していた

(Table２)．小島'3)はイネ懸濁培養細胞の培地ｐＨとＮＨ:,代謝の側係を,iMぺ，培錐細胞はＮＨ３

とＮＯ;{の吸収バランスを利用して培地ｐＨを一定の他にnM節していると述べている．ホウレン

ソウプロトプラストもこのような働きで，ｐＨを一定のｲiiにiilM節する作nIをｲｻﾞっていると考えら

れる．水研究においては，低ｐＨ条件で分裂した細胞が酸性土塊I1il性を係ｲjするとは限らず，こ
の〃法による酸性土鰹耐性品種の育成は極めて効率が低いことを示唆している．

２）IIli,ｂＷ料の齢

ｲﾙｲ１K後2511までは生育日数が増すにつれプロトプラスト収、が多くなり，１編'K後30[｜になると

収11tが減少した（Table３）．しかし，プロトプラスト分裂率は術孤後1011から１５[]の材料で顕

1ifに商<なるため，収fHl:と分裂率の結果から，播種後lOnから１５１１の材料が雌もプロトプラスト

培錐に適していると思われる．ホウレンソウは長日条件で花芽分化を起こす圧｢Ｗ[物であるM)．

僻にこの試験で)Uいた゛次郎ﾒL・は抽台がやや早いため，今回)Uいた培錐条件では播種後30日に

なると，幾つかの株で花柄が形成され，開花した．このような材料からはプロトプラストの採取

は困難で，得られたプロトプラストの分裂能も極めて低かったことから，プロトプラスト培養の

材料として利用できる限界は，播種後25日であると考えられた．

３）培漣密度

行培装密度における111位容熾あたりのプロトプラスト分裂数を比核すると密度による影響か

さらに1ﾘ]確にみられた．プロトプラスト分裂率はOJxlO5DrotoDIa5ts/１Ｍでは非常に低いが，

ラスト分裂数を比核すると密度による影響が

OJxlOsprotopla5tS/１Ｍでは非常に低いが、
密度が商<なるにつれ瀬期し，ＬＯｘ］O5

protop1asts/〃11でｆｌｔも商いIlliを示した（Table
４)．藤ｍら'5)はホウレンソウ堆肉組織から

プロトプラストを11t離し，異なる密度で培斐
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Table3EffbctofseedlingageonthcyicldandtheplatingelY1ciencyof
protoplast．

DaysallcrsecdingYicldofprotoplasts
（x106proloplasts/ｇＦＷ）

platmgeflIcicncy
（％）

弓
Ｊ
ｎ
Ｕ
⑥
○
Ｒ
ｖ
Ｒ
Ｕ
句
Ｉ

０
１
４
皿
１
７
４
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０
０
０

土
土
十
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十
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十
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十
一

躯
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３
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３
１

０
つ
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兵
Ｊ
、
ワ
○
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Ｉ

Ｏ
ｎ
ｕ
Ｌ
Ｌ
２
Ｌ
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５
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５
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１
１
２
２
３

２
９
７
９
３
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２
６
２
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２
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０
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０

十
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十
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十
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牢
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十
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＋
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例
珀
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別
妬
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７
８
８
５
５
１
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Table4EffbctofplatingdensilyonthcplatingcfHcicncyofprotoplasL

platingdcnsity
(xlO5protoplasts/ＩｌＩｌ）

platingefficiellcy
（％）

NumbcrofdivisionprotoplasIs/１Ｍ
（xlO3pro[oplasIs）

１
３
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０
７
０
０

■
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ロ
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ｄａｙｓｏ「cullurcag【lins【originalIyplatedpm【oplasIs・
Eachvaluereprcscn1sthcmcan±Ｓ、．

した結果，5.0xlOIprotoplasts/jlICの時，プロトプラスト分裂率およびコロニー形成率が高かっ

たと報告している．この結果は本研究結果とやや異なるが，彼らは5.0xlO1proloplasts/1Ｍ以上
の培養密度については検討を加えていない．このことから，ホウレンソウプロトプラストの培養

にはLOxlO5protoplasts/Ｍ密度が適していると思われた．

以上の結采より，ホウレンソウの業肉組織を傷つけずに酵素処理を行い，組織内でプロトプラ

スト化している細胞を遊離させる方法（非細断法）によって，活性が向いプロトプラストを多数

単雛することに成功した．この方法は細断の必妥がなく，損傷を受けやすい材料には有効な手段

であることから汎用性が高いと考えられる．次に培地ｐＨ，供試材料の齢および培鎚密度がホウ

レンソウプロトプラストの培養条件に及ぼす影響に関して検討したところ，培地のｐＨは5.8が
鮫も適しており，それよりｐＨが低下すると分裂率も顕著に低くなることがわかった．供試材料

の齢は，播菰後10～15日の幼苗がプロトプラスト収量が比較的多く，分裂率が商いため，プロト

プラスト培韮の材料として適していると考えられる．また，培錐密度はLOx105protoplasts/川（
が雌も適していた．これらの条件が判り]したことで，再現性が高く，より安定したプロトプラス
ト培菱系が確立できた．
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要約

より効果的なホウレンソウのプロトプラスト堵養系を確立するため，プロトプラストのlii雛お

よび培養条件について検討した．

葉を細断せずに酵素液（0.1％ペクトリアーゼＹ-23,03％セルラーゼオノズカＲＳを含む

CPW9M）で処理をすると，損傷が少なく活性の高いプロトプラストが多数得られた．プロトプ

ラスト培養培地のｐＨは5.8が最も適していた．プロトプラスト収趾は播種後25日の材料で最も
多かったが，プロトプラスト分裂率は播種後１０から15日の材料で高くなった．そのため，播種後

10から15日の材料が雌もプロトプラスト培養に適していると考えられた．培養密度は1.0×lO5

protoplasts/１Ｍが雌も分裂率が高く，密度が低下すると分裂率が顕著に低下する傾向があった．
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