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1　は　じ　め　に

近年，イネのプロトプラスト（以卜，Ⅰ）tという）からの

植物体再牛については多数の占占秤で成功例が報吾されてい

るが，品種によっては，培養細胞の作机が国難なこと2∴l

やPtからの植物体再生の効率のド1日二が残された問題となっ

ている。そこで．良食味ん】，種の中でも培養が比較的困難な

コシヒカリについて，荊由来Ptからの納物体の仰ト方法

について検討したので報㍑する。

2　試　験　方　法

（1）Ⅰ）t培養の初代培地とコロニー形成や（1989咋）

覇培養カルスは．橡や斯（葉∬問長＋5cm程度）の撼

（7日間10℃の低温処理）から採取した勅をN6液体培地

（2，4－D2mg／β．イーストエキスIg／ゼ，ショ枇

5％）に置昧し，1か月間の浮遊培養（25℃　暗黒トー）に

より作山した。Pt甲離川の培養紬胞はAA培地を用いた

懸濁培掛こより作出した。

Ptは，酵素液（4％セルラーゼオノズカR10，0．2％マ

セロザイムRlO，6．5％マルニトール．0．1％C a Cl2・

2Hz0，PH5．8）で25℃，3時問処理して甲離した。

l）tの培養方法は，アガロースビーズi上と保逓培養を併

用lJL，2樺の初代培地（R2，NO＝J普地）と数秤の保

避細胞を供試し，コロニー形成率を調査した。

（2）Ⅰ）tからの植物体的／Ⅰミ条件の検．け（】990叩）

1）培養条件と荊由来カルスの再分化能との関係

5日間10℃で低温処理した薪を供試し．軌の浮遊糟屋培

地（N6培地）のホルモン組成（NAA，2．4－－D）と

誘導カルスの再分化率との槻係を凋査した。

また，誘導した再分化率の高いカルスについては－　懸濁

培養条件と再分化能の維持との関係を検ふけるため，農本

培地（R2，N6，B5培地），ホルモン組成（NAA．2，

4－D）と糖組成を矧こする培地で鮎拗培養（18日問）を

行い．N6再分化培地（0．1FLMNAA．0．5FLMBA，2

％ショ糖．3％ソルビトール，lg／βカザミノ軋1g／

βダルクミン，1％寒天）に移植して再分化率を比較した。

2）Ptの甲雛と培握力法

Ptの甲離用の培養細胞は，荊培養カルスの申で最も再分

化能の高いカルスを材料として，前試験とl■f】様にAA増地

を川いて作山した。lJtの甲離，初代培養方仏は前試験に準

じた。

t）tの初代培地は，ホルモン組成を変えた2秤のR2培

地を供試，また2和の保讃細胞を供試して初代培養を行い．

培盛2611日にコロニー形成数を調査した。コロニー形成後，

アガロースブロックを分割してR2液体培地（6％ショ楓

8％マンニトール．ホルモン組成は初代培地と同じ）に移

植して坂廻培養を行い，カルスの形成，増柄を囲った。

再分化培養は∴隠視培養1011日から脚時的（7日毎）に

1mm程度に増姉したカルスをN611f分化増地（l翫紀組成

にHじ）に移植してiト）た。

3　試験結果及び考察

日）Ⅰ）t培養の初代培地とコロニー形成率

Ptの分裂とコロニー形成はR2培地で認められたが．

NOこJ吾地では1）tの分裂は見られなかった（よ1）。Ⅰ）tの

分裂が見られたR2上吾地では，コロニー形成率が保遜細胞

の品種により変動し，コロニー形成率はササニシキ＞ハツ

シモとなる傾向を′Jこした。

このことから．Ptの分裂は保護細胞の分裂促進活性に

よって／．イrされるものと考えられる。

（2）Ⅰ）Lからの植物体Il川二条作の検討

表11）t凰り代増地および保．遵細胞とコロニー
形成＊（1989咋）

保　護　細　胞
初　代　培　地

Iモ2　十n＿4M Sue．
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往．コロニー形成率：Ⅰ）t培養3過lHl後に調査。
A：釣。SI－：lTl粂原状。

1）培養条什と新山来カルスのIlけ〉化能とのl瑚係

浮遊上吾薫で誘やされた鍋lH来カルスの再分化率はNAA

lO〟M＋2．4－－Dl〃Ml夷で高く，再分化率は浮遊培養

培地の2，4　Dの濃度に左イJされる傾向が認められ，そ

の最適濃度は1〟M前後と思われる（表2）。

次に．懸濁増薫増地と再分化率との関係を調査した結果
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蓑2　培地のホルモン組成と釣増養カルスの再分化率
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衰　　懸淘増薫増地糾戒と再分化率

培　地　組　成

NAA　　2，4－Ⅰ）

R2　　5．0　　6．‾1

R2　　　5．n l．0

・R2　　10，0　　　　0．1

R2　　10．0　　　1．O

R2　　　5．（）　　　0．1

R2　　　5．0　　　1，O

R2　　10．0　　　　0．1

R2　　10．0　　　1．O

N6　　　5．0　　　　0．1

N6　　　5．0　　　1．O

N6　　　川．0　　　〔）．1

N6　　10．0　　　1．O

N6　　　5．0　　　　0．1

N6　　　5．0　　　1．O

N6　　10．0　　　　0．1

N6　　10．0　　　1

B5　　　5．n O．1

B5　　　5．0　　　1．O

B5　　10．0　　　　口．1

寧＿5　10．0　　1．0
札　ホルモン濃度：〃M。
a　二SuC．2％，SOr．

移　柿　　録体再
カルス　　分化率
数　　　　％

a　　　　60　　　　　0

a　　　　60　　　　　6．7

a　　　60　　　　1．7

a　　　　60　　　18．3

b　　　　80　　　　　0

b　　　　53　　　17．O

b　　　　80　　　　　0

ト．＿　鱒　　　36．3
a　　　　80　　　　　5．O

a　　　　80　　　　　0

a　　　　80　　　　　0

a　　　　80　　　　36．3

C　　　　80　　　　　0

C　　　　80　　　　　0

C　　　　80　　　　　2．5

C　　　鱒0　　　1．3

a　　　　80　　　　　0

a NT

a NT

a NT

3％，Yl二1g／β。

b：SuC．5％．Man．B％，YTHg／G。
C：SuC．5％，Yll：1g′／β。

Nr11：カルス栂変化のため大黒施。

（表3），Ilf分化はR2培地で山好であった。ホルモン組

成と再分化との関係では，カルス誘導の場合と伸師こ．2，

4－－Dの濃度により7i三イfされる傾向が認められ．1〟M区

＞0．1JJM区の傾laJを示した。マンニトールを添加して浸

透圧を■指めた培地で作山した培養細胞は活性が高く，再分

化能が長期に渡り維持できるといわれている1）が，R2培

地に8％マンこトールを添加した場合，再分化率が向Lす

ることが確認された。このことから∴m由来カルスの懸濁

培養による増殖にはマンニトールを添加した！そ2液体培地

を川いることとした。

2）Ptの培養〟法

1990伴性のIJ川で崖案．lf黒をよ4に示した。コロニー形成

程性について初代増地のホルモン糾成問で比較すると，2．

4－－D】〃M甲独区が良好であった。コロニー形成数を保

逓細胞間で比較すると，アケノホシの肘吊l束の保護細胞与

川いた場合はササニシキの鰍IL米の保護細胞を川いた医に

比べ増加する軌向が認められた。

次に，t）tlll来カルスからの柄物体内／トは．Ptの初代培

養でアケノホシの帆1】束の保遜細胞を川いた医で比較的効

や的に認められた。しかし，ササニシキの約由来の保護細

胞を川いた場合は，コロニー形成後のカルス増殖が緩慢で，

柄物体の再／＿l三には至らなかった。

表4　植物体両性に及ぼすl）l初代培地と保護
細胞の影轡（1990）

初 代 培 地 の

ホルモン組成
保 ．懲 細 胞　 コ ロ　 再 分 化 個 体 数 2）　　　ニー数

ル M 一㍍　 楯　 山 氷　　　 り　緑体　 アルビノ　 計

2．4 － D l．0 サ サニ シキ　 A　　　 3　　　 0　　 0　　　 0

＋ N A A 5 ．0 アケ ノホシ　 E　　　 5 1　　 7 8　　 0　　　 7 8

2，4 － D l．0
ササニ シキ　 A　　 8 3　　　 0　　 0　　　 0

7 ケ ノホシ　 E　 lO O　 15 5　　 5　　 16 0

注　A：約　　E：完熟肝。1）：増益26口後調査。
2）‥培養後104日目までの再分化個休数を示す。

4　ま　と　め

コシヒカリの荊由来Ptからの蛸物体再生の条件につい

て検．対した紙黒，再分化能のl如、カルスからPt単離用の

培養細胞を作出（AA培地）することと，Ptの初代培養

（R2培地）においてPtの分裂促進活性の高い保盛細胞

（アケノホシの胚由来）を用いることが重要であると思わ

れた。
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