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プロトプラストの成長，生存および再生体の形態の変化について
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近年アマノリ属の種間 (Fujitaand Migita 1987， 

F吋ita釦 dSaito 1990， Ar法iand Morishita 1990，藤田

1993) やアマノリ属とウシケノリ属との属間(藤田

1993)で細胞融合法を用いた育種が試みられている。

これらの研究では，プロトプラストの色彩の違いに

よって，または細胞を染色することで融合細胞を区別

し，これを分離して培養をおこなっている(藤田

1991)。しかし，融合を育種に応用してゆく場合，こ

のような個々の融合プロトプラストを拾い上げて培養

する方法では効率が悪く，選抜できる数にも限界があ

る。そのため，今後は融合処理した全細胞を培養し

て，その中から有用な系統を選択する方法も考える必

要がある。

このような全細胞を用いた培養では， 2個のプロト

プラストの融合体以外に3個以上のプロトプラスト融

合体も形成されるが(阿知波，未発表)，これらの成

長についての知見はない。そこで， 1系統(品種)を

用いて3または4細胞のプロトプラストの融合で形成

された融合体の成長，生存等を調査した。その結果を

融合をおこなわないプロトプラストと比較したとこ

ろ，融合プロトプラストの数により成長と生存に差違

がみられたので報告する。

材料にはスサピノリ PorphyrayezoensおUeda(系統

名:ライトグリン 2-2) を使用した。数個体から単胞

子採苗を 2回おこなった葉令20日の葉状体(業長約

3mm) を・750Cで冷凍保存し，試験に用いた。

業状体を 2%パパインで処理後，アバロンアセトン

パウダー (SIGMA社)とアルカリヘミセルラーゼ(和

光純薬)をもちいてプロトプラストを単離作成した。

その結果，湿重量 O.1g当たり 0.8x 1()6個のプロトプ
ラストが単離された。単離されたプロトプラストは，

0.6Mのマンニトールを純水に溶かした溶液で3回洗浄

した。その後，プロトプラスト数を 1凶当たり約5X

IOS個に調整し， CaqをlmMの濃度になるよう添加し

てプロトプラスト懸濁液とした。

細胞電気融合装置 (SSH・10型，島津製作所)を用

い，プロトプラスト懸濁液約3∞凶をFTC-02型の融合

チャンパーの電極開講に滴下し， 15分間の静置後，交

流lMHz， 35V， 10 sに続いて直流250V，251JSの印加

の融合操作を，融合細胞数を増やすため2回おこなっ

た。

融合細胞を含んだプロトプラストは，約4QOCに保

温した 1%アガロース (FMC社，商品名S臥 PLAQUE)

培地にプロトプラスト数に換算して約4.5X 10"個Iml

になるよう懸濁した。この懸濁液 l凶を，あらかじめ

1%アガロース (FMC社，商品名S臥 K凹)培地3.5叫

を用いて滅菌プラスチックペトリ血 (90X 2伽nm)中

に作成しておいたアガロース平板上に流し込み2層と

した。冷却固化した後，アガロース2層平板上に液体

培地 15mlを重層した (Fig.I)。培地は SWMIIIの組成

(尾形 1970)から肝臓抽出液と土壌抽出液を除いて作

成した改変培地を用いた。培養は 160C，白色蛍光灯照
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明4∞0-50∞lux，IlhL: 13hDの条件でおこなった。ま

た，すべての培地に抗生物質混液 (Polne-Fullerand 

Gibor 1984)を200ml*，たり Iml添加 し，液体培地は

13-17日おきに新しい培養液に交換した。

99日間静置培養をおこない，その後再生体の一部

はアガロース培地からピンセットで取り上げ，液体培

地中での8の字振とう培養 (約 120回転/分)に移行し

た。なお，対!!li!区として融合処理をおこなわない単一

のプロトプラストの培養を静置培養で60日間おこなっ

た。

今回の試験ではプロ トプラス トが l系統であるた

め，色調を融合保認の指標に利用できない。したがっ

て細胞が球状になると融合プロトプラストかどうかの

判定が困総になる。そのために融合体が球状になる前

に，早期に検繁する必要があった。そこで，融合操作

後なるべく早く融合細胞を含んだプロトプラスト!怒濁

液をアガロース培地上に広げ，倒立顕微鏡を用いて融

合体を検紫した。融合直後の細胞はクローパー形のよ

うに凹凸のある形状を示す。このような複数の*111胞の

融合によると判定される細胞を見出し，融合に関わっ

た細胞数をその形状から判断し，記録した。このとき，

対象が複数の細胞が単に密着したものではないこと

は，キIIIIJ包境界がみられないことを指標にして判定し

た。このような融合体と判断された細胞のところにペ

トリ皿の底の外側から印を付け，その後の成長を追跡、

した。つまり ，本試験では，形態的特徴から融合を判

定した。核融合まで完了したのか，あるいは細胞質の

融合で、終わったのか等についての細胞学的揃-認はおこ

なっていない。

Fig.l. ClIlture Illethods of protoplasts. A. agarose Illedilllll， B 

protoplasts embedded in agarose mediulll， and C. liquid Illedium 

プロトプラストの培養法.

プロトプラストからの再生体の形態はいろいろなタ

イプがみられたので，便宜的に以下の4通 りに分類し

た (Fig.2)0 1)非再生 ・融合体のままで成長しなかっ

たもの。 2)刻IIIJ包塊形成 (Fig.2A):融合体が細胞分裂

し，平面的あるいは塊状に成長したもの。 3)根繰糸形

成 (Fig.2B):椴様糸がやl'長したもの。根様糸は融合体

から直接形成されるものと 2)の細胞塊に分化 した後

に形成されるもの，さらに単胞子に再生後形成される

ものがあった。4)単胞子形成 (Fig.2C):上記の 2)や

3)に再生後 Htl¥または全ての細胞が分離してそれぞれ

の細胞が単胞子となり業状体に成長したもので，その

ほとんどが正常な楽つ|犬体に成長した。

本試験では， 3伯iのプロトプラストに由来する融合

体50偶と 4個のプロトプラストに由来する融合体 15

倒，5個および6個のプロトプラストに由来する融合体

各 l個の成長を追跡することができた。また，対照区

の単一のプロ トプラス トについては，ペ トリ血上の特

定の 16カ所を追跡観察した。

培養 43日後に，融合体についてはすべての再生体

について，単一のプロトプラス トからの再生体につい

ては大きな個体を選び大きさを測定した。また，培養

4日， 14日， 22日 30日， 43日， 60日，80日および

Fig.2 Variolls forllls of regener剖edplants 01' PorphYfll yezoellsis. A. Callus-like rorm (30 days clIltllre) . B. Rhizoidal form (43 days culture) 

C. Monofilalllentous f0I111 regenerated frolll a Illonospore (30 days clIltllre) Scale bars = 50仰11. スサピノリのプロトプラスト融合体

から成長した4つの再生形態.A.カルス様の調IIJ抱塊(培養30日後).B.機械糸を形成したもの(培養43日後).c.融合体

が細胞llI!.に再生し，さらに単胞子を形成後それぞれが葉状体に成長したもの(地盤30日後).



傾向がみられた。また，スサピノ リの異系統聞やスサ

ビノリとマルパアマノリ の異種間の2個のプロトプラ

ス トの融合体の生存率は，培養 20-21日で60%前後

である ことが観察されており (石元ら，未発表)，今回

の3個または4個のプロ トプラス トに由来する融合体

でみられた培養 20日前後の生存率とほぼ同じであっ

た。

次に，再生体の形態の変化についてみると (Fig.4)， 

単一のプロ トプラス トは根様糸および単胞子の形成が

早く また多くみられた。例えば培養43日後に単胞子に

再生したものは単一のプロ トプラストでは28%みられ

たものの， 3個のプロトプラストに由来する融合体で

は23%で， 4個のプロ トプラストに由来する融合体で

はみられなかった。21固または3個のプロ トプラ ス トに

由来する融合体は単一のプロトプラス トと比べ根様糸

の形成が遅いことを観察しているが (阿知波，未発

表)，今回も 同じ傾向がみられた。

ところで，再生体の形態はいろいろみられるが，正

常な形態の業;犬体(一層の細胞からなり円形から線，

広線，披主!-形のもの)に再生するものは，プロ トプラ

ストから直接成長するものといったん他の形態に再生

後単胞子を形成し成長するものの 2通りがみられ，後

者から成長するも のの割合が多かった(阿知波，未発

表)。 さらに後者は l再生個体から多くの禁状体を形成
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Table 1. Mean size and percentage of regenerated plants of sing 1 e 

and fused protoplasts of Porphyra yezoensis (43days cultures) 

(Blade width X length，凶11) 再生体の大きさとおl合

Regenerated plants 

Rhizoidal 

form 

Number of single 

protoplas凶 composmg

由efu田dproloplast 

口 Notregenerated 

iZI : Catlus-tike form 

図 Rhizoidalform 

図 :Monospore-producing 
form 

Catlus-likc 

Form 

99日後に再生体の形態変化と生存率を調べた。

培養43日後の大きさは， Tab1巴lに示される ように，

3つの再生形態では単一のプロト プラス トの成長が

もっとも良く，融合に関わったプロトプラス トの数が

増すほど成長は劣っていた。

培養60日間の生存率の変化を Fig.3に示す。培養60

日後の生存率は， 31固ま たは4個のプロト プラス トに由

来する融合体は単一のプロ トプラス ト (49%) とほぼ

同じかやや低く ，それぞれ48%，33% であった。2個

または3個の同一品種のプロ トプラス トに由来する融

合体の生存率は単一のプロト プラス トよ り劣る ことが

観察されているが (阿知波，未発表)，今回もほぼ同じ

Monosporc 

producing form 

(-) 

32 X 248 

(28%) 

24 X 90 

(23%) 

(0%) 

(0%) 

146 X 176 

(58%) 
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(57%) 

60 X 60 
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FigA Morphological changes of regenerated plants of single and fused 

protoplasts of Porphyra yezoensis. (A: Single protoplasts， B， C 

Fused Protoplasts_ B: Protoplasts derived from three single 

protopl'山 C:Pro叩 lastsderived from four single protoplasts.)再

生体の形態の変化

60 

Fig.3. Survival rates of non-fused and fused protoplasts of Porphyra 

yezoensis. ce : non-fused protoplasts， 0 : fused protoplasts derived 

from three single protoplasts ムー fusedprotoplasts derived from 

four single protoplasts.) スサピノリの単一プロトプラストおよ

び3または4細胞の融合で形成されたプロトプラストの生存

率。(・ 単一のプロトプラスト 0:3個のプロ トプラス トに

由来する融合体 ム4個のプロトプラストに由来する融合体。)
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Fig. 5. Giant globular celi differentiated from fused protoplast ofthree 

single protoplasts (43 days culture) .巨大球状細胞 Scalebar = 

50凶n

するので，再生個体全体に占める割合はさらに多くな

る。今回の試験で培養43日後に正常な禁状体に再生し

たものは， 単一のプロトプラス トから再生したもので

は再生個体全体の25%みられたが， 3個のプロトプラ

ストに由来する融合体では 17%(単胞子を形成後成長

した3個体と融合体から直接成長した l個体)で， 4個

のプロトプラストに由来する融合体では全くみられな

かった。また，培養99日後に正常な葉状体に再生した

ものは， 31聞のプロトプラストに由来する融合体では

培養43日後より増加し，生存個体全体の32%(単胞子

から成長した6個体と融合体から直接成長した l個体)

であったが， 4個のプロトプラストに由来する融合体

では依然正常な形態に再生せず，この時点で生存した

4個体は細胞塊になり根様糸を形成していた。しかし，

この4個体を液体培地での振とう培養へ移行したとこ

ろ，生存したのは l個体のみであったが，単11包子に

よって再生し正常な葉状体を生じた。

一方， 5個のプロトプラス トに由来する融合体は培

養 14日後までに細胞分裂と根様糸の形成がみられた

が，培養99日後から振とう培養に移行し 188日後まで

培養したが単胞子の形成はみられなかった。また， 61聞

のプロト プラストに由来する融合体は培養14日後の時

点で再生せずに死亡した。以上のことから，正常形態

の葉状体は単胞子から生じる場合が多いことがわか

る。そして，単11包子の形成は融合プロトプラスト数が

増すほど難しくなるため融合プロトプラスト数が増す

と正常な葉状体の形成が少なくなると考えられる。

ところで，培養の途中で大きなもので直径約 100阿 1

にもなるE求4犬の細胞 (Fig.5)が，3個のプロト プラス

トに由来する融合体で7個体，4個のプロトプラストに

由来する融合体で l個体み られた。水上 (1989)も2個

のプロトプラスト融合体の再生体から，細胞や色素体

の培加がみられず細胞体積のみ大きくなるものを認め

ているが，その後の成長については追跡していない。

今回みられた巨大球状細胞で生存したものは，培養が

進むにつれて球状細胞の一部が細胞塊に再生後，根様

糸を形成した。その後振とう培養への移行により生存

した2つの球状細胞は単11包子に再生し正常な禁状体に

成長した。

以上の結果から， 3偶および4個のプロ トプラス ト

に由来する融合体の生存率は単一プロトプラストとほ

ぼ同じかやや劣り，融合プロトプラス ト数が多いほど

根様糸，単胞子の形成が遅れ，また成長も劣ることが

示された。さらに，正常な形態に再生する個体の多く

は単胞子を形成後再成長したものであり ，正常な葉状

体の出現率は融合プロトプラスト数が増えるに従い低

下した。これらのことから，融合操作したプロトプラ

ストから融合体を選別せずに培養する場合，融合体の

再生，成長は単一プロト プラス トより遅れることに注

意する必要がある ことが示された。
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