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1　は　じ　め　に

現在，イネは植物体から活性の高いプロトプラストを単

離することが困難であるため，植物体の再分化を目的とし

たプロトプラトは薪，胚由来の培養細胞から単離している。

しかし，培養細胞の分化全能性は継代期間，細胞系，培地

組成，継代条件により変動し，長期継代によりその分化全

能性を失う。そこで．培養細胞株の更新が容易な培養系と，

この培養細胞からのプロトプラストの単離，培養，再分化

条件について検討した。

2　試　験　方　法

苗条原基はササニシキ，はなの舞，コシヒカリの完熟胚

から修正N6液体培地りを用いた回転培養により誘導し，

維持，増殖した。苗条原基集魂をR2培地，修正R2培地

（R2S2），R2M■））の液体培地に移し，振塗培養を行い

〔西条原基由来の培養細胞作出〕

振漁培養（110叩）
】6時間照明，25℃
2～3ケ月

30℃．3時間
暗条件，静置

RZ培地
修正R2培地
1週間毎継代

〔酵素処精〕

CeI］u】ase RS　4％

Macerozyme RlO1％
Mannito10．4M．pH5．6

〔プロトプラスト培養）

振遣培養（30Ⅰ叩）
暗条件．25℃

約10日後nurse
細胞を除去し継代
培養。
約3遇

修正R2培地
プロトプラストの密度を5×10y鵬

に調製し，agarOSeに包埋後nur－
se培養によりコロニー形成を促した。
nurse細胞はプロトプラスト単離材

料と同じとし，agarOSe blockと
nurse細胞を混合して培養した。コ
ロニー形成後カルス増殖培地に移植。

〔カルス増嫡〕

25℃．16時間照明
（約3．000lux）
3・－5週間

カルスが＝m程度に増殖後．agaro－
se濃度0．5％のN6培地で継代増長。

〔再分化〕
25℃．16時間照明
（約3．000】ux）
4～6週間

〔馴

2m大のコンパクトなカルスを再分
化培地に移植。再分化後ホルモンフ
リーN6R3培地に移植。

化〕

区＝　イネの苗桑原基由来プロトプラストの
単離，培養

ながら培轟細胞を作出した。プロトプラストはGellulase

RS4％．Macerosyme RlO1％，マンニトール0．4Mの酵

素処理により単離した。プロトプラストの培養は，Kyoz－

ukaら2）の方法に準じて行ったが，プロトプラストのナー

ス培養は，プロトプラストを単離した培養細胞をナース細

胞として．アガロース・ビーズ法3）（SeaPlaqueagarose）

を用いて行った。コロニー形成後，アガロースブロックを

2，4－D2喝／ゼ，ショ糖6％を添加したN6培地に移

しカルスの増殖を図った。2mm程度に増殖したコンパクト

なカルスをBAO．lng／B．NAAO．01mg／B，ショ糖6％

を添加したN6再分化培地N6Rl，ビタミン頬をMSに

変更した修正N6R2とショ糖4％，MSビタミン，MSの

CuSO．・5H20，CoCll・6H20，Na2MoO．・2H20

を添加し，Feを1／5に変更した修正N6R3培地に移植

した。

3　試験結果及び考察

完熟胚由来の苗粂原基は．供試3品種とも2，4－DO．1，

0．2mg／RとBA・Kinetinl，2，3mg／Bの全組合せで誘

導されたが，長期間の維持，増殖に適したホルモン組成は，

2，4－DO．2mg／ゼとBA2．0mg／ゼの組合せであった。苗

粂麻基は，培養後3週間ころからカルスとの集合体として

誘導される場合が多かったが，緑色の集合体のみを分離し

て，2週間間隔の継代条件で培養すると活発に増殖し，1

年以上の継代が可能であった。なお，苗桑原基はN6再分

化培地への移植で再分化した。

苗粂原基から直接プロトプラストを単離することが困難

であったので，苗粂原基からプロトプラストの単離が可能

な培養細胞の作出を試みた。ササニシキでは3種類のR2

培地とも，約2か月間の継代により培養細胞が作出された。

しかし，はなの舞とコシヒカリでは培茸細胞を得ることが

困難であった。

培養細胞が作出されたササニシキのプロトプラストの単

離，培養結果を表2に示した。ナース培養はプロトプラス

トの初期分裂に必須であることが確認された。プロトプラ

ストの分裂は培養後4～5日目に開始し，5～20％の効率

でコロニーを形成した。肉眼で確認できる程度に増殖した

コロニーをショ糖6％，2，4－D2Ⅲg／β，アガロース
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表l　完熟胚由来の苗条原基誘導

品　　 種
ホ ル モ ン （m 針／g ） 苗 条 原 基

品　　 種
ホ ル モ ン （m g／戚） 苗 条 原 基

2 ．4 － D　　 B A 誘 導 程 度 2 ．4 － D　　 B A 誘 導 程 度

サ サ ニ シ キ

は な の 舞

コ シ ヒ カ リ

0 ．1　　　 1．0 ＋ ＋ ＋

サ サ ニ シ キ

は な の 舞

コ シ ヒ カ リ

0 ．2　　　 1．0 ＋ ＋
0 ．1　　　 乙 0 ＋ ＋ 0 ．2　　　　 2 ．0 ＋
0 ．1　　　 3 ．0 ＋ 0 ．2　　　　 3 ．0 ＋

0 ．1　　　 1 ．0 ＋ 0 ．2　　　 1．0 ＋
0 ．1　　　 2 ．0 ＋

＋ ＋

0 ．2　　　　 2 ．0 ＋
0 ．1　　　 3 ．0 0 ．2　　　　 3 ．0 ＋

0 ．1　　　 1．0 0 ．2　　　　 1 ．0 ＋ ＋
0 ．1　　　 2 ．0 ＋ 0 ．2　　　　 2 ．0 ＋ ＋
0 ．1　　　 3 ．0 ＋ 0 ．2　　　　 3 ．0 ＋

注・苗条原基誘導程度：－：なし，＋：】／9－3／9，十＋：4／9－6／9，＋＋＋：5／9～9／9

表2　ササニシキの蔚条原基由来プロトプラスト
の再分化

有

注．a） プロトプラスト培養3週間後の調査

b）：プロトプラスト培養5週間後の調査
C）：再分化個体数／移植カルス数
プロトプラストの収量：卜～5×10ソカルスPCV
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蓑3　液体振塗培養カルスの比重と再分化率

カルスの

比 重

※

置床 力 再 分 化 G S 形 緑体再 再 分

ル…数 ヵルス数 讐力蒜 分讐 誓

0．4 M S ＜ 60　　 13　　　 21　　 22　　　 36．7

0．4 M S ＞ 60　　　 1　　　 2　　　 1　　 1．7

注．再分化培地：N6R3　品種：ササニシキ
※：OL4M Suc．添加再分化液体培地（0．4MS）

で分画。

0・25－0・5％添加のN6培地に移植すると，カルスの形成

が認められた。BAO．1Ⅲg／B．NAAO．01喝／Bを添加し

たN6再分化培地にカルスを移したところ，細胞培養培地

及び再分化培地の種類によって異なったが，高いものでは

36％の頻度で再分化した。

一方，コロニー形成後のアガロースブロックを分割し，

R2S液体振遣培養で増殖させたカルスについて，0．4M

ショ糖添加の再分化培地を用いて比重分画を行い，再分化

培地に移植した（表3）。再分化率は移植カルスの比重に

より変動したことから，カルスの比重分画操作は再分化率

の向上に有効と思われる。

4　ま　　と　　め

遺伝的変異が少ないと思われるイネの完熟胚由来の苗桑

原基から，プロトプラストの単雛が可能な培養細胞が作出

できた0このプロトプラストはナース培養により活発に分

裂し，コロニーを移植することにより，高い頻度で再分化

個体が得られた。以上の培葺系は，随時に高活性プロトプ

ラストとプロトプラスト由来のカルス及び再分化個体を得

る一手法として有効と思われた。

今後，コシヒカリ等の培養細胞が得にくい品種について，

活性の高い培養細胞の作出法と効率的なプロトプラストの

培養法を検討する必要がある。
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