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論 文

ゴ ム 産 生 植 物,ペ リプ ロ カ(Periplocasepium

Bunge)の 茎 葉 か らの 再 分 化*1

宮 柱 明 日香*2玉 泉 幸 一 郎*3中 澤 慶 久*4福 崎 英 一 郎*5

馬 場 健 史*4"5小 林 昭 雄 串5蘇 印 泉*6

抄 録

中国産 ペ リプ ロカ(PeriplocasepiumBunge)の 茎葉 か らの シ ュー トの 再分 化 と

植 物 体 の再 生 につ い て検 討 した.MS培 地 を基 本 培 地 と し,α 一ナ フ タ レ ン酢 酸

(NAA)と6一 ベ ンジル ア ミノプ リン(BAP)を 組 み合 わせ る こ とによ り,茎 と葉

の双方 か らのシ ュー トの再 分化 が確 認 され た.茎 か らの再 分化 に は,BAP1μM

～3μMとNAAO .1μMの 組 み合 わせ で 分化 率 が 高 ま っ た.一 方,葉 か らの再 分

化 には,BAP3μM～10μMとNAAO.1～1μMの 組 み合 わせ で分化 率 が高 ま っ

た.決 定 され た最 適 な再分化 培 地 での茎 と葉 にお け る分化 率 はそれ ぞれ100%,90

%と 高い 分化 率 を示 した.

この よ うに,ペ リプ ロカ は組 織 培養 に よ る再 分 化 と植 物 体 の 再 生 が容 易 な木 本 つ

る植物 で あ る こ とか ら,今 後,ポ リイ ソプ レン生 合成 系 の解 明 を 目的 と した遺 伝

子 改変 の た めのモ デル植 物 と して利 用 でき る もの と考 え られ た.

キー ワー ド:ペ リプ ロカ,木 本 つ る植 物,組 織 培養,再 分 化,ポ リイ ソプ レン生
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1.は じ め に

植物に由来 したハイ ドロカーボンであるポ リイソプレン(天 然 ゴム)は,化 石資源の枯

渇が懸念される中で,将 来的に価値が高まることが予想 され る.そ こで,ポ リイソプレン

高産出樹木の創出へ向けた取り組みがなされているが,ポ リイ ソプ レン生合成系について

は未解明な部分が多 く,近 年,関 連遺伝子の特定 ・単離 とそれ らの機能評価が進められて

いる(Ohetα1.,1999;2000;Kangetα1.,2000a;2000b).

天然ゴム産生植物 として最も多く利用されている植物 としては,パ ラゴムノキ

が知 られている.こ の植物の培養系については,体 細胞胚形成

による植物体再生Ca添 加による植物体再生の効率化

および,ア グロバクテリウム法による遺伝子導入 が報告

され,遺 伝子操作によるポ リイソプレン生合成系解明への応用が期待 されている.し か し,

パラゴムノキにおいては,植 物体再生までに長期間を要すること,形 質転換効率が低いこ

とから,よ り遺伝子操作に適 したモデル植物の探索が必要 と考えられる.

本研究で使用 したペ リプロカは,ガ ガイモ科の木本つ る植物で中国中部か ら満州に産 し

(上原,1959),根 皮を乾燥 させたものは北五加皮と呼ばれ,強 い殺虫作用や強心作用をもつ

漢方薬 として利用される.ペ リプロカに関する既存の研究は,植 物体か らの有機化合物の

単離がいくつか報告されている

.ま た,最 近の研究において,有 用成分 としてゴム成分 を含む

ことが確認 され(馬 場 ら,2001),さ らには組織培養による実生の下胚軸,子 葉を用いた再

分化が報告されている(中 山,2001).

今後,ペ リプロカをポリイソプレン生合成機構 の解明のためのモデル植物 として利用 し

ていくためには,組 織培養によって均質な材料 を大量に増殖する技術を確立す ること,さ

らに増殖された器官から植物体を分化させる再分化技術を確立す ることが重要である.す

でに中山(2001)の 報告で,ペ リプロカの子葉,下 胚軸からの再分化が可能であることは

わかっているが,こ の方法では毎回,種 子を用いることが必要で,供 試材料を継続的に入

手することは困難である.そ こで,本 研究においては,無 菌的に増殖 されたシュー トか ら

得られる茎 と葉を外植体として,再 分化の可能性を探るとともに,最 適分化培地の検索を

試みた.
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Ⅱ.材 料 と方法

1.種 子の産地と播種

2000年9月,西 北農林科技大学の案内によりペ リプロカの果実を採取 した.採 取地は中国

の西安市の東方約120kmに 位置する(東 経110度,北 緯35度)畢 山の標高,約400mの 地点

である.緑 色の果実を1個 採取 し,傷 つけないよ うにビニール袋に入れた後,室 内に持 ち

帰った.な お,ペ リプロカ遺伝資源の利用については西北農林科技大学 との共同研究によ

るとい うことで使用承諾を得ている.採 取後3日 目にクリー ンベンチ内で,こ の果実か ら

種子を取 り出 し,3%次 亜塩素酸 ソーダ液で5分間滅菌 した.滅 菌水で3回 以上洗浄 した後,

シ ョ糖20g/1,ゲ ルライ ト2.4g/1を 加 え,pH5.8に 調整 したMS培 地 (Murashige and



Skoog,1962)に 播 種 した.培 養 条 件 は,温 度25℃,明 期16時 間/日,光 強 度PPFD50μ

molm2S-1で あ っ た.

2.継 代培養

播種後約2週 間で得 られた発芽個体の上胚軸から腋芽を含む茎を切 り取 り,1回 目の継代

培養を行った.さ らに2回 目の継代では,そ れらの中か ら成長の良好な4ク ローンを選択 し

た.そ れぞれのクローンは6週間に1回の頻度で継代 し,シ ュー トを増殖 した.継 代5回 目

(播種後6ヵ 月)に,4ク ローン各50本 の1ヵ月間のシュー ト伸長量を計測 し,伸 長量の最

も大きい1ク ローンを試験供与クローンとして選抜 した.選 抜された1ク ローンはさらに1

回継代培養 し,そ の2ヵ 月後のシュー ト長が約12cmに 達 した段階で,茎(1cm)と 葉(葉

柄を含まない)を 採取 し,再 分化用の外植体とした.培 地お よび一連 の培養 は播種時 と同
一の条件で行った.

3.再 分 化

クローンのシュー ト数が十分に得 られた播種6ヵ 月 目において再分化のための培地検索

を行った.再 分化培地にはMS培 地に6一ベンジルアミノプ リン(BAP)と α一ナフタレン酢

酸(NAA)の 各濃度を組み合わせた12種 類の培地(表1)を 用いた,こ のホルモン組成は

木本植物のニセアカシア のカルスか らの再分化培地(陳 ら,

1996)を 採用 した.基 本培地および培養は播種,継 代培養 と同一の条件で行った.

外植体は各培地に10本ずつを用い,12種 類の分化培地に横向きに置床 した.1週 間毎に外

植体からの分化の様子を観察し,さ らに1ヵ 月毎の分化率を測定 した.分 化率は0.1cm以 上

の出芽が見 られた時点で有効な分化とみな し,分 化が確認 された試験管の本数を全体の本

数に対する比率(%)で 示 した.ま た,2ヵ 月後の各培地におけるシュー ト形成数を測定し,

その総数か ら1つの外植体あた りの分化本数を算出した.

(Robinia pseudoacacia L.)

表1再 分化培地のホルモン組成

Table 1 Various hormone concentrations in regeneration medium.

Hormone concentrations

Ⅲ.結 果 と考察

1.シ ュ ー トの 成 長 量

4ク ロー ン の4週 間 にお け る成 長 量 の 変 化 を 図1に 示 した.無 菌 苗 か ら の腋 芽 を ホ ル モ ン

フ リー のMS培 地 で 培 養 した 結 果,4ク ロ ー ン と も に1ヵ 月 後 に は 平 均4～8cmの シ ュー ト

とな っ た.木 本 植 物 に お け る腋 芽 か らの シ ュ ー ト伸 長 に 関 して は,ク ヌ ギ

で1～3cm,シ ナ ノ キ で お よ そ2cm,コ ナ

ラ で 平 均2.7cmと い う報 告 が あ る(最 新 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー

acutissima Carr.)

(Quercus serrata Thumb.)

(Tilia japonica Simonkai)

 (Quercus



全書編集委員会編,1989).こ れ らの値 と

比較すると,ペ リプロカで得 られた4～

8cmと い う値はかなり上位にランクされ

る値であり,こ のことから,ペ リプロカ

は木本植物の培養系の中では特に優れた

成長量を持つ種であるといえる.

今回使用 した4系 統の うち,ク ロー ン

No.4は 特に旺盛な成長を示 し,平 均伸長

量が8.1cmと 他のクローンよりも大きな

成長速度を示 したことから,こ のクロー

ンを再分化培地の検索用に用い ることと

Fig.1 Average of shoot elongation of P.sepium.

図1ペ リプ ロカクロー ン個体 シュー トの平均伸長 量

2.再 分 化

2.1.茎 か らの 再 分 化 に お け るBAP,NAAの 効 果

培 養1ヵ 月 後 にお い て は,低 濃 度 のBAPを 含 む 培 地(No.1,5,6)で 高 い 分 化 率 を 示 し,

特 に培 地No.1,5,6に お い て70～80%と 高 い分 化 率 が 得 られ た.し か し,6μM,10μMの 高

濃 度 のBAPを 含 む 培 地(No.3,4,7,8,10,11)に お い て は 分化 率 が0～10%と 低 く,カ ル ス 化 し

て い る も の が 多 く見 られ た.培 養2ヵ 月 後 に お い て は 培 地No.1～8で 分 化 が 確 認 され た .

そ の 中 で高 い分 化 率 を示 した の はNo.1,5,6,7で あ っ た(図2a).No .7は1ヵ 月 後 の 分 化 率

は10%と 低 か っ た が,2ヵ 月 後 に は100%に 達 した.ま た,早 期 に 高 い 分 化 率 を 示 した 培 地

No.1,5,6に お い て は,外 植 体1本 あた りの 分 化 本 数 が1ヵ 月 後 に は 平 均1 .2本 ～1.7本 で あ っ

た が,2ヵ 月 後 に は 平 均3.6本 ～4.3本 と旺盛 な 増 殖 を示 した.

一 方
,NAAの 効 果 につ い て は,1μMの 濃 度 で は,BAP濃 度 に 関 わ らず 全 個 体 で カ ル ス

化 し分 化 は 認 め られ な か っ た.0.01～0.1μMの 範 囲 で は 分 化 が 認 め られ,分 化 率 はBAP濃

度 に よ っ て 異 な っ た.NAA濃 度 が0,01μMの 時 はBAP濃 度1μMが 効 果 的 で あ っ た が ,

NAAO.1μMの 時 はBAP濃 度1～6μMと 広 範 囲 で 高 い 分 化 率 を示 した(図2a) .以 上 よ り,

ペ リプ ロカ の 茎 か らの 再 分 化 培 地 に はBAP1μM～3μM
,NAAO.1μMの 濃 度 範 囲 が 最 適

で あ る と判 断 され た.

22.葉 か らの 再 分 化 にお け るBAP,NAAの 効 果

NAAの 効 果 に つ い て は,す べ て のNAA濃 度 に お い て 分 化 が 認 め られ た(図2b) .茎 で は

NAA1.0μMで す べ て の個 体 が カ ル ス化 した が ,葉 に お い て はNAA1μMとBAP1μMの

組 み 合 せ にお い て カル ス化 した の み で あ っ た.こ の こ とか ら,NAA濃 度 に 関 して は ,葉 の

方 が 茎 よ りも広 い適 正 濃 度 の 範 囲 を 有 して い る と考 え られ る.し か し,BAPと の 組 み 合 せ

で は,0.01μMよ りも0.1,1.0μMの 方 が 高 い 分化 率 を示 した こ とか ら(図2b) ,0.1,1.0μM

の方 が よ り適 した 濃 度 と考 え られ る.BAP濃 度 の効 果 につ い て は ,NAA濃 度 が0.01μMで

は3μMに 最 適 濃 度 が 認 め られ た が,0.1,1μMで は そ の効 果 は は っ き りしな か っ た.た だ,

No.9に お い て カ ル ス化 が顕 著 で あ った こ と か ら,BAP濃 度 は3～10μMが 適 して い る と

考 え られ る.以 上 よ り,ペ リプ ロ カ の葉 の 再 分 化 培 地 に はBAP3μM～10μM,NAAO .



1～1μMの 濃 度 範 囲 が 最 適 で あ る と判 断 され た.

Fig.2 Regenaration rate of stem (a) and leaf (b)  after 2 months.

図2茎(a)お よび葉(b)の2ヵA後 の分 化率

2.3.再分化の形態とシュー ト形成数

茎を外植体 とした場合,培 養1週 間目には茎軸全体が肥厚 しはじめ,特 に茎軸の両端での

肥厚が顕著であった.培 養2週 間目には,茎 軸全体に肥厚が広が り,そ れ らの縁辺に黒紫色

の斑点があらわれは じめた.斑 点は次第に大

きくな り,4週 間目には黒紫色の部分を中心

にシュー トの再分化が確認 された(図3a).

一方 ,葉 を外植体 とした場合,茎 の分化 と比

較 して顕著な肥厚は確認 されなかった.分 化

培地置床後,ほ とん ど変化のないままに推移

し,3週 問 目に葉の表面に凹凸が確認され,そ

の部分に黒紫色の斑点が見 られた.茎 と同様

にこの黒紫色の斑点からシュー トの再分化が

認められたが,そ の分化時期は茎 と同様に4

週間の経過後であった(図3c).

1つの外植体からのシュー ト形成数について

は,茎,葉 ともにNAA濃 度が0.1μMで 高 く

なる傾向があり,ま た,BAP濃 度に関しては,

茎では濃度が低い方が,ま た,葉 では高い方

が多 くのシュー トが分化する傾向が見られた

(表2).

茎 と葉の器官別では,中 山(2001)は,用

いた培地のすべてにおいて子葉 よりも下胚軸

のシュー ト形成数が多いとしたが,今 回の研

究では茎 と葉において違いは認 められなかっ

a  : stem (after 1 month) , b : leaf (after 1 month) 
c : stem (after 2 months) . d leaf (after 2 months)

Fig.3 Regeneration from stem and leaf.

図3茎 および葉からの再分化

た(表2).ま た,今 回 使 用 した 茎 葉 と もに 多 芽 体 を形 成 す る傾 向 が あ っ た(図3b)が,下

胚 軸 と比較 した 場 合,そ の 値 は低 か っ た.



表2各 培地 にお ける外植 体 あた りの 分化本 数(2ヵ 月 後)

Table 2 The number of regenerated shoots per explant on each medium after 2 months .

2.4.下 胚 軸,子 葉 の 再 分 化 率 と の 比 較

中 山(2001)の 報 告 で は,子 葉 と下 胚 軸 を材 料 と して,BAP1,6,10μMお よびNAAO.1,

1.0μMを 組 み 合 わせ た6種 類 の培 地 に よ って 不 定 芽 分 化 能 を検 討 して い る.下 胚 軸 で は い

ず れ の 培 地 にお い て も ほ ぼ100%の 分 化 率 を示 した の に 対 し,子 葉 で はBAP濃 度 が6μM,

10μMの 時 は70～100%の 分 化 率 を 示 し,BAP濃 度 が1μMと 低 い 培 地 で は 分 化 率 が0%,22

%と 低 か っ た.本 研 究 で 用 い た培 養 シ ュ ー トの 茎 と葉 の 結 果 に つ い て は,茎 で は100%の 分

化 率 の 認 め られ る培 地(No.1,5,6,7)は 存 在 した が,培 地 のNAA濃 度 は0.1μM以 下 だ け

で あ り,下 胚 軸 の場 合 よ りもNAAの 最 適 濃 度 が低 くな って い た.ま た,葉 で は どの 培 地 組

成 で も100%の 分 化 率 を得 る こ とは で きな か った.

この よ うに,ペ リプ ロカ の 培 養 シ ュー トの茎 と葉 は 発 芽 直 後 の 下 胚 軸 や 子 葉 よ りも分 化

能 力 が 低 下 す る傾 向 が あ る が,最 適 ホ ル モ ン濃 度 を 用 い る こ とに よ っ て,再 分 化 の た め の

外 植 体 と して 十 分 に利 用 で き る と考 え られ る.ま た,陳 ら(1996)は 今 回 と同 様 の 培 地 組

成 で 有 用 な 造 林 樹 種 で あ る ニ セ ア カ シア の 胚 軸 か らの 不 定 芽 分 化 率 を試 験 して い る が,そ

の分 化 率 は25～45%前 後 と低 く,最 も高 い も の で67.5%で あ っ た 。 こ の よ うに木 本 植 物 の 再

分 化 率 は 低 い 値 を示 す こ とが 一般 的 で,本 試 験 で示 され た よ うに100%の 分 化 率 が 得 られ る

の は稀 で あ る.遺 伝 子 操 作 の材 料 と して は 再 分 化 能 が 高 い こ と が 重 要 で あ り,こ の 点,ペ

リプ ロカ は そ の 目的 に か な っ た植 物 で あ る とい え る.

1V.ま と め

1.ゴ ム産生植物ペ リプロカの増殖 と再分化について検討 した.

2.ペ リプロカは腋芽を用いた継体培養によりクローン増殖が可能であった.

3.ペ リプロカは継体培養されたシュー トの茎葉か らの再分化が可能であった.

4.最 適な再分化培地を特定 し,再 分化系が確立された.

5.ペ リプロカは組織培養 による増殖 と再分化が容易な木本植物 と位置づけることができ

た.
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Summary

   A method of regenerating plantlets from stem and leaf of Periploca sepium Bunge. 

was designed. MS medium supplemented with  1-3,u  M naphthaleneacetic acid (NAA) 

and 0.1,u M benzylaminopurine (BAP) was considered highly efficient for 

regeneration from stem, and leaf where it was 3-10,u M BAP and 0.1-1.0,u M NAA. 

The rate of regeneration in both Periploca was very high (stem-100%, leaf-90% ) in the 

optimum medium. Moreover the regenerated plantlets exhibited normal morphology 

and grew healthily. 

   In this study, it was showed that Periploca is a useful woody plant which can be 

easily utilized in tissue culture ( micropropagation and regeneration ). Therefore 

Periploca will be seen as a model plant in resolving the mechanism of rubber 

biosynthetic pathway. 

Key words : Periploca sepium , woody liana , tissue culture , regeneration , rubber 

          biosynthetic pathway


