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Protoplasts isolated from foliose由a1lusof Porphyra suborbiculata Kjellman叩 dP. tenuipedalis Miura we回 fusedby 町田町ofusionmethod. 

Protopl出包叩dfused produc臼werecultured on agarose medium in petri dishes. After 28 days， protopl出ts描 well出向sedproduc臼were

frozen剖ー750Cfor 7 days in order to remove the regenerated sporelings of P. tenuipedalis. After thawing， these materials were町田国fe町'edto 

the Iiquid medium and cultured with aeration. Round-oblong shaped foliose thalli from P. suborbiculata regenerating in culture was removed 

In 94 days culture， some of the regenerated thalli expressed morphological伝aturesof parent plan臼.羽田sethalli showed， spinulate pr'田 essesm 

thallus edge叩 dformed monospores出 inP. suborbicu/ata，叩 d由eyshowed broad Iinear-lanceolate in shape as in P. tenuipedalis. In 113 days 

culture，血emaximam size of thallus w田 30cmin length叩 d9.5cm in width and these frond released monospo問sand formed spermatia羽田e

observations suggest a possible genetic recombination between these two sp配 ies.
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近年，細胞融合による育種の試みがアマノリ属の種

間σ吋itaand Migita 1987， Fujita and Saito 1990， Araki 
and Morishita 1990，藤田 1993，Matsumoto et a1. 1994) 

やアマノリ属とウシケノリ属の属間(藤田 1993)でな

されている。今回，マルパアマノリ Porphyra

suborbiculata Kjellmanとカイガラアマノリ P.tenuipedaIis 

Miuraのプロトプラストを用い種間雑種を作出し，この

葉体についていくつかの性質を調べたので報告する。

筆者らはアマノリ類のあかぐされ病耐性の高い新品

種の作出のため，多くの種類，品種について細胞融合

による検討をおこなっている。今回検討した野生種の

マルパアマノリ (Fig.lA) とカイガラアマノリ (Fig.l

B)はともに養猫に用いられるアマノリ類に比べあか

ぐされ病に強いことが示された(阿知波ら.未発表)。

しかし，前者は大型になれず，後者は冷凍に弱い(阿

知波ら，未発表):等養殖に向かない性質を持っている。

そこであかぐされ病に強く，養殖に利用できるような

大型でかつ冷凍に耐えるノリの品種を作出する目的

で，これら2種のプロトプラストを用い電気融合法を

利用して種間雑種の作出を試みた。

融合に使用したマルパアマノリ(保存名 T4J)は，

愛知県知多半島の伊勢湾側の豊浜地先で採取後，単胞

子により継代培養した葉令22日の葉体(葉長約3mm)

を-750Cで冷凍保存しておいたものである。マルパア

マノリは葉形が円形ないし楕円形で，色彩が茶色で葉

体縁辺部に顕微鏡的な鋸歯を持っている (Fig.lA，F)。

一方，カイガラアマノリは佐賀県で種苗保存用に貝殻

に穿孔させない状態で保存していた浮遊(フリーリビ

ング，無基質)糸状体を分与していただき，カキ殻に

移殖し，そこから直接発芽した幼体をはぎ取り通気培

養で成長させた業体を用いた。カイガラアマノリは，

葉形が広線形ないし抜針形であり色彩が明赤色で，葉

体縁辺部に鋸歯を持たず，冷凍に弱い特徴を持ってい

る (Fig.lB， G)。

両業体を2%パパイン処理後，マルパアマノリはア

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)で，カイガラアマノリはアル

カリへミセルラ ゼのみを用いてプロトプラストを単

離した。その結果，湿重量O.lg当たりマルパアマノリ

で4.5X 106個，カイガラアマノリで0.6X 106個のプ

ロトプラストが単離された。プロトプラストの直径の

平均はそれぞれ10.7，12.311s1であった (Fig.l1， J)。単

離したプロトプラストは， pH未調整の0.6Mのマンニ

トールを純水に溶かした溶液で遠心分離器を用いて3

回洗浄後，プロトプラスト数がlml当たり約5X 10 5 

個になるように溶液に懸濁した。それぞれのプロトプ
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ラスト懸濁液を 1: 1に混合し，その混合液にCaClzを

1mMの濃度になるよう添加しプロトプラスト混合懸濁

液とした。次に，細胞電気融合装置 (SSH・10型，島津

製作所)を用い，プロトプラストの混合懸濁液約4∞111
をFTC-02型の融合チャンパーの電極間溝に滴下し，

15分間の静置後，交流1阻 fz， 35V， 10 sに続いて直

流250V，251l sの印加で融合操作をおこない， 30分間

静置した。その後プロトプラスト融合細胞懸濁液を試

験管内に移し換え，砕いた氷の中に 1時間おいた。な

お，今回の試験では，異種間融合率等は測定していな

い。氷冷後，プロトプラスト融合細胞懸濁液を，約40'(

に保温した 1%アガロース (FMC社，商品名 SEA 

PLAQUE)培地にプロトプラスト数に換算して約4.5X 

104個Imlになるよう懸濁した。この懸濁液 1mlを，あ

らかじめ， 1%アガロース (FMC社，商品名SEAKEN)培

地3.5mlを用いて滅菌プラスチックペトリ皿 (90mmX

20mm)中に作成しておいたアガロース平板培地上に

流し込み2層とした。冷却図形した後，アガロース2層

平板培地上に液体培地15mlを重層した。培地はSWM

皿の組成(尾形1970)から肝臓抽出物と土壌抽出物を

除いて作成した改変培地を用いた。培養は， 160C，白

色蛍光灯照明4∞0-50001ux，11hL: 13hDの条件で静
置培養した。なお，すべての培地には，抗生物質混液

(Polne-Fuller and Gibor 1984)を200ml当たり 1mli:添加
した。また，液体培地は7日ごとに新しい培養液に交

換した。

カイガラアマノリは冷凍に弱く，葉長数百凹から

数cmの葉体はー750Cで6日間の冷凍で死亡するので

(阿知波ら，未発表)，培養28日後に両種のプロトプラ

ストと融合体を混合培養したアガロース培地をペトリ

皿ごとー750Cで7日間冷凍し，カイガラアマノリ葉体

を死滅させた。なお，培養28日後のマルパアマノリと

カイガラアマノリのプロトプラストからの再生体の最

大葉長はそれぞれ約O.4mm，約0.9mmであった。解凍

後アガロース培地を適当に細断し， 21容の枝付き平底

フラスコで通気培養をおこない，適宜マルパアマノリ

と判断される円形から楕円形の葉体を取り除いた。な

お，カイガラアマノリのみのプロトプラストを培養し

たペトリ皿について，同様な冷凍処理をおこない通気

培養に移行したが，再生薬体の成長はみられなかった。

培養94日後に，最大で葉長6cm，葉幅1.6cmの広線

形ないし披針形で深緑色の，縁辺部に顕微鏡的な鋸歯

のみられる個体が多数認められた (Fig.lC， H)。これ

らの葉体の培養を続けたところ，単胞子を放出しなが

ら成長を続け，培養113日後には最大で葉長3Ocm，薬

幅9.5cmの広線形ないし披針形の葉体に成長し (Fig.1

D，E)，雄性斑および果胞子が形成された。一方，この

培養葉体から放出された単胞子由来の葉長数百ドmか

ら数cmの葉体を，培養94日後と培養104日後に・750C

でそれぞれ6日間および15日間冷凍し，解凍後数日間

Table 1. Characteristics of interspecific hybrid between P. su加'rbicuJata岨 dP. tenuipedalis and its p町ents

Characters P. suborbicula師 P. tenuipedalis Interspecific hybrid 

Thallus shape round-oblong broad linear-Ianceolate broad linear-lanceolate 

Thallus color brown light reddish dark green 

Chromosome number of thallus 3 

(spermatangial cells n=3) 

Microscopic serration present lacking present 

Formation of monospores many none m叩 y

Resist叩 ceto re制gerallon resistant less resist即時 intermediate (Adult thallus) 

(at・750Cfor 6 days) resistant (Sporelings) 

Fig.llnterspecific hybrid between P. suborbicuJata and P. tenui持dalis.(A ，B) Morphology of matured thalli form P. su加，rbicula臼 (A)皿dP.
tenuii戸dalis(B) . Scale bars = 5cm. (C， D， and E) Morphology of juvenile thallus and mallUed thalli of interspecific hybrid after 94 (C) ，113 

(0) ，血d116 (E) days叫加問.Scale b間=5cm. (F， G， and H) The margin of a foliose thallus of P.目subor也'icula佃伺 ，P.tenu抑制お (G)，叩d

interspecific hybrid (H) on enlarged scale. Arrows indicate microscopical spinulate processes. Scale bars = 50仰n目 (1，J) Isolated protoplasts 

from a foliose thallus of P. suborbiculata (1) and P. tenuipedalisο) . Scale bars = 5日間.(K) Thr田chromosomesof spermatia of interspecific 
hybrid. Scale bar = 10μm 図1.マルパアマノリとカイガラアマノリ，およびその種間雑種.(A，B)マルパアマノ 1) (A)とカイ



アマノリの種nn~ff磁 225 

@ • 

• 。 # 
-・・・田・・・-・・・回・・・・・・・・・

ガラアマノリ (B)の成業の形態 スケールは 5cl11. (C. 0， E) -"<ルパアマノリとカイガラアマノリの種間総種の形態 培養94日

後の未成熟業体 (C)および府発 113日後 (0)，および 116日後 (E)の成熟業体 スケールは 5cm.(F‘G，H)マルパアマノリ (F)

とカイガラアマノリ (G)，およびその槌1I1j ~IHÆ. (H)の業体縁辺部の顕微鏡写ょt.矢印は鋸歯を示す スケールは 50μm.(1.1)マ
ルパアマノリ (1)とカイガラアマノリ (1)のプロトプラスト スケールは50μm.(K)マルパアマノリとカイガラアマノリの般1m

総額の雄性斑部の染色体数 スケールは 10pm.
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通気培養した。その結果，業長が約200fllTlから数cm

の葉体は，先端部や縁辺部等一部の細胞を除き，多く

の細胞で内容物が抜け白くなり死亡していたが，葉長

約2∞間以下の幼芽は全て生存していた。これら融合

再生体と両親の性質を比較した結果をTable1に示し

た。染色体数については，酢酸:アルコールが1: 3で

固定し， Wi蜘制法 (1965)で核染色し検鏡した。そ

の結果，融合再生体の雄性成熟部(Fig.1K)および単

胞子由来の幼芽はn=3であり，染色体数の倍加は確認

できなかった。

また，果胞子から成長した糸状体をカキ殻に穿孔さ

せ培養したところ，カイガラアマノリと同じく貝殻か

ら直接発芽しながら，鋸歯を持つ葉体が再生した。な

お，このカキ殻に糸状体が穿孔したときの色調は，カ

イガラアマノリが明赤色でマルバアマノリが茶色であ

るのに対し種間雑種は暗赤色であった。

以上のことから，広線形ないし披針形で深緑色の融

合再生葉体は染色体数の倍加は確認されなかったが，

葉形および糸状体期を経ての発芽状況がカイガラアマ

ノリに，顕微鏡的鋸歯の存在と単胞子の放出がマルバ

アマノリに類似し，冷凍に対する耐性が両親の中間的

な性質を示す特徴を示したので，種間雑種と判断し

た。今までアマノリ属の種間でいくつかの融合体が作

出され，その多くは細胞質雑種と判断されている(藤

田1993)。今回作出された雑種は，外形等が両親の性

質を兼ね備えた種問雑種であった。しかし，染色体数

の倍加が確認されていない等細胞質雑種であるのか体

細胞雑種であるのかの判断はできない。これについて

は今後試験する必要があると思われた。

今後はこの再生葉体の単胞子，プロトプラスト由来

や糸状体期を経ての葉体等について，生物的，生化学

的性質等をさらに検討する必要がある。また，カイガ

ラアマノリ葉体は冷凍で死亡し乾燥に弱く，単胞子を

出さない等特殊な生理的特徴を持ち，あかぐされ病に

強い性質を持つので，育種素材として有用であると考

えられた。

カイガラアマノリの浮遊糸状体を贈与いただいた佐

賀県有明水産振興センターの111村嘉応博士に厚くお礼

申し上げる。また，本研究の一部は農林水産省地域バ

イオテクノロジー実用化技術研究開発促進事業補助金

でおこなわれたことを付記し，謝意を表す。

引用文献

Araki， T.飢 dMorishita， T. 1990. Fusion ofprotopl筋飽食om

wild type Porphyra yezoensis and green type P. tenera 

thalli (Rhodophyta) . Nippon Suisan Gakkaishi， 56 : 

1161. 

Fujita， Y.釦 dMigita， S. 1987. Fusion ofprotoplasts from 

thalli of two different color types in Porphyra yezoensis 

Ueda and development of fusion products. Jpn J. Phycol.， 

35: 201-208. 

Fujita， Y. and Saito， M. 1990. Protopl制 isolationand fusion 

inPo伊Ihyr百(B佃giales，Rhodophyta) . Hydrobiologia， 

204/205: 161・166.

藤田雄二 1993.緑藻および紅藻の種間・属聞の細胞

融合藻体.大型藻類のバイオテクノロジ一一更な

る発展のために一.海洋.281 : 690・695.

Matsumoto， M.， Y. Kawashima， H. Tokuda， E. Fukui， T. 

Aoy創na，H. Kageyama. 1991. Intrageneric protoplast 

fusion in Porphyra. 1. Phycol.， Supplement to 27 (3): 

特別0.268). 

尾形英二 1970.新しい海藻培養液SWM-IIIについ

て.藻類， 18: 171・173.

Polne-Fuller， M. and Gibor， A. 1984. Developmental studies 

inPorphyr百.I.Bladedi臨rentiationin Porphyra perforata 

as expressed by morphology， enzymatic digestion， and 

protoplぉt陀generation.J. Phycol.， 20: 609-616. 

Wittmann， W. 1965. Aceto-iron-haematoxylin-chroral 

hydrate for chromosome staining. Stain Tech.， 40: 161幽

164. 

(ReceivedMarch 15，1995; Acαp包dSeptember 5， 1995) 




