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ナスはわが国の主要競菜の一つであり，土壌伝染病

害の対策として，病害抵抗性台木を用いた接ぎ木栽培

が一般的に行われている.しかし，病害の種類が多く，

しかも青枯病菌のようにレース分化の著しいものがあ

ることから，単独ですべての病害抵抗性を備え，かっ

収量性も確実な台木植物はこれまでのところ得られて

いない

ナス近縁野生種のSolanumtoxicariumはナス土壌

伝染性病害である青枯病 (Aliet al.， 1990)，半枯病

(望月・山川， 1978)，根癌線虫病 (AIiet a人 1992)

のすべてに対し強度抵抗性を有しているが，ナスの台

木として利用した場合，収量が落ちるという点で問題

がある (Ali，1991). Solanum toxicariumの病害抵

抗性を，現在台木として用いられているナスあるいは

近縁野生種に導入することができれば理想的な台木植

物となりうる.しかし，ナスあるいは近縁野生種と S.

toxicariumの交雑親和性は低く(西尾ら， 1984)，交

配による雑種植物の獲得に成功した例はない.

交雑親和性の低い，あるいはない組み合わせの植物

聞の雑種を作り出す技術として，細胞融合が注目され

ている. トマトとジャガイモの体細胞雑種が細胞融合

によって作出されて以来 (Melcherset al.， 1978)， 
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種間や属間といった遠縁聞の組み合わせでの体細胞雑

種が数多く作出されている.

細胞融合を行うためには，再現性のあるプロトプラ

スト培養系が不可欠であるが，S. toxicariumについ

てはこれまでのところ安定的にプロトプラストから植

物体を再生できる培養系は確立されていない.そこで

本研究では，S. toxicariumのプロトプラスト培養系

を確立するために，プロトプラストの単離から植物体

再生までの各段階における培養条件を検討した.

材料および方法

Solanum toxicariumの種子を， 20%次亜塩素酸ナ

トリウム溶液(有効塩素 2%)に 20分間浸潰して表

面を殺菌し，滅菌水で3回洗浄した後， 1 %のショ糖

および0.25%のゲルライトを添加した 1/2MS培地

(Murashige and Skoog， 1962) (pH 5.5) に置床

し， 250C， 28.4μE. m-2・sec-1連続照明下で発芽，

生育させた.播種後6週日に廠芽を含む各節を，葉を

残して約 1cmの長さに切り取り，発芽用培地と同じ

培地に移植した.以下に示した1. ~6. のいずれの

実験においても，移植後6週日頃の，肢芽から伸長し

た本葉をプロトプラストを単離する材料として供した.

1. プロトプラストの単離条件の検討

切り取った約 20枚の本葉を， 13%のマンニトール

液 20ml(pH二 5.5) 中で中肋と直角に 1~2mm 幅

に細断し，浸潰した. 1時間後にマンニトール液を除

去し， 0.05%または 0.20%のマセロザイム R10と， O. 

25%または1.00%のメイセラーゼ、とを組み合わせて添

13ー
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加した1/2MS帯地(ショ糖 1%，マンニトール 0.5

M， pH=5.5) (酵素液)を 20ml加えた.酵素処理は

25
0

C，暗黒条件下で， 16時間静置あるいは 75strokes'

min-1で4時間往復振とうすることにより行った.処

理した懸濁酵素液をナイロンメッシュ (50μm) で鴻

過し，プロトプラストを得た.得られたプロトプラス

トを， 1/2MS培地 (NH4NO，のみ 200mg・lit巴r-1に

修正，ショ糖 1%，マンニトール O.4M，pH=5.5) で

3回洗浄した後，血球計算盤を用いてプロトプラスト

の密度を計測し，培養時の密度が 5.0X 104・ml-1とな

1るように調整した.プロトプラストを O.lmg・liter-1

のナフタレン酢酸 (NAA) および O.lmg・liter-1の
カイネチンを添加した 1/2MS培地 (NH4N白のみ

2'00mg・liter-1に修正，ショ糖 1%，マンニトール

O.4M， pH=5.5) (初代培地)に懸濁した後，直径 6

cmのシャーレに 2mlずつ滴下し， 250C，暗黒条件

下で静置培養した.培養開始後2週目と 3週自に，マ

ンニトール濃度を 0.2Mに変更した初代培地を 2ml

ずつ添加した.培養開始後5週日に直径 0.5mm以上

に生育したコロニー数を調査した.

2. プロ卜プラストの培養密度の検討

0.05%の7セロザイム R10および0.25%のメイセラー

ゼを添加した 1/2MS培地(ショ糖 1%，マンニトー

ル0.5M，pH=5.5) を用い， 25
0

C，暗黒条件下で 16

時間静置処理することにより，本業からプロトプラス

トを単離した.プロトプラストをさまざまな密度に調

整し，以下1. と同様の方法で培養および、調査を行っ

た.

3.初代培地におけるホルモン組成の検討

2. と同様の方法で本葉からプロトプラストを単離

し，培養時の密度が 5.0X 104・ml-1となるように調整

したプロトプラストを，0， 0.1および1.0mg・liter-1

の NAAと， 0， 0.1および1.0mg・liter-1のカイネチ

ンとを組み合わせて添加した 1/2MS培地 (N九N03

のみ 200mg・liter-1に修正，ショ糖 1%，マンニトー
ルO.4M，pH=5.5) (初代培地)に懸濁した.以下 1.

と同様の方法で培養および調査を行った.

4.培養温度の検討

2. と同様の方法で本葉からプロトプラストを単離

した.培養開始の温度を 25Tまたは 30Tとし，温度

以外の条件は1.と同様にして培養を行った.培養開

始後3週目 Jこ，それぞれの温度で培養したものを二つ

に分け，新たに 250Cおよび300C区を設けて培養を続

けた.培養開始後5週目に直径 0.5mm以上に生育し

たコロニー数を調査した後， O.lmg・liter-1の2，4ージ

クロロフエノキシ酢酸 (2，4.D)， O.lmg・liter-1の

NAAおよび1.0mg・liter-1のカイネチンを添力目した

1/2MS培地(ショ糖 1%，マンニトール 0.2M，pH 

=5.5) (コロニー育成用培地)に移植し， 25T， 14.2 

μE' m-2・sec-1連続照明下で培養し，コロニーの生

育を促した.移植後5週目にコロニーの生存率を調査

した

5.再分化用培地におけるホルモン組成の検討

形成されたコロニーをコロニー育成用培地に移植し，

4. と同様の条件で5週間培養してプロトプラスト由

来カルスを得た.そのカルスを， O.lmg・liter-1のイ
ンドール酢酸 (IAA) と， N6•べンジ、ルアデニン(BA) ，

カイネチンおよびゼ、アチンをそれぞれし 3および5

mg ・liter-1の濃度で組み合わせて添加した MS培地

(ショ糖3%，寒天 0.7%，pH 二 5.5) (再分化用培

地)に置床し， 250C， 14.2μE' m-2・sec-1連続照明

下で培養して茎葉の再分化を図った.置床後4週目に

シュート形成率を調査した.

6.発根用培地の検討

プロトプラスト由来カルスを， O.lmg・litec1の

IAAおよび5mg・liter-1のゼアチンを添加した MS

培地(ショ糖3%，寒天0.7%，pH=5.5) に置床し，

5. と同様の条件で培養した.置床後4週目に形成さ

れたシュートを，葉を残して茎頂から約 2cmの長さ

に切り取り外植体とした. 5， 10および 20g・liter-1

のショ糖を添加した， 1， 1/2および1/3の塩類濃度

のMS培地(寒天0.7%，pHニ5.5) (発根用培地)に

切り取ったシュートを移植し， 250C， 14.2μE ・ m-2 •

sec-1連続照明下で培養して発根を促した.移植後 4

週目に発根率を調査した.

結果および考察

1 .プ口卜プラストの単離条件の検討

プロトプラストの単離条件を検討した結果を第 1表

に示した. 1.00%のメイセラーゼおよび 0.20%のマセ

ロザイムを含む酵素液で単離したプロトプラストは，

培養しでも細胞分裂を起こさず，高濃度の酵素処理は，

プロトプラストの活性を著しく低下させるものと考え

られた.酵素濃度のいかんにかかわらず 4時間往復

振とう処理すると，壊れた細胞が多くなり，プロトプ

ラストの収量が低くなった. これは振とう回数を 75

strokes ・min-1から 40strokes • min-1に減らした場
合も同様であり，培養に十分な量のプロトプラストを

得るためには，16時間静置処理の方が適当であると

考えられた.0.25%のメイセラーゼおよび 0.05%のマ
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Table 1. Effects of enzyme treatment on protoplast yield and colony 
formation in protoplast culture of S. toxicarium. 

Meiserase Maserozyme Treatment Yield Cell 
(%) (%) (X10"'・ ml-1) division' 

0.25 0.05 No shaking 4.5 十 (2)'

0.25 0.05 Shaking 0.1 
1.00 0.20 No shaking 6.3 
1.00 0.20 Shaking 1.2 

Medium : 1/2 MS with 1% sucrose， 0.4 M mannitol， O.lmg・liter一1NAA and 
O.lmg・liter-1kinetin. 
， Volume of protoplast suspension 6.0ml， protoplast density 5 x 104・ml-1

Y Days to first cell division 

セロザイムを含む酵素液で16時間静置処理すること

により，活性の高いプロトプラストを多数得ることが

できた(第 l図). 20 
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Fig. 1. Mesophyll protoplasts of S. toxicarium. 
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2.プロ卜プラストの培養密度の検討
Fig. 2. Effect of protoplast density on colony 

formation in protoplast culture of 

培養開始後5週目に形成されたコロニー数を第2図

に示した.1.0 X 104・ml-1以下の低密度では，培養し
ても細胞分裂に至らなかった.逆に，5.0 x 10"'・ ml-1

の高密度では，細胞分裂は認められたが，プロトプラ

ストが凝集し 1~2 回の分裂を行った後に生育が止

まり，移植可能な大きさのコロニーは形成されなかっ

た.5.0 x lQ4・ ml-1および1.0XIO"'・ ml-1の密度で培

養を行うと，直径0.5mm以上の移植可能な大きさの

コロニーが形成された(第3図).最も多くのコロニー

を形成した 5.0X 104・ml-1の密度が培養に最適である

と考えられた.

3.初代培地におけるホルモン組成の検討

第2表に示したように，培養開始後5週目にコロニー

が形成されたのは， NAA O.lmg・liter一カイネチ

ンO.lmg・liter-1の区のみであった.NAAおよびカ

S. toxicarium. 

Fig. 3. Cell colony of S. toxicarium (5 weeks 
after culture). 
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Table 2. Effects of NAA and kinetin concentration on colony formation 
in protoplast culture of S. toxicari初n.

Conc. (mg ・liter-1) Volume of Cell No. of 
protoplast 

NAA Kinetin suspensionz division colonies 
(mI) 

。 。 6.0 。 0.1 6.0 。 1.0 6.0 
0.1 。 6.0 
0.1 0.1 6.0 十(2)y 15 
0.1 1.0 6.0 + (3) 0 

1.0 。 6.0 
1.0 0.1 6.0 + (2) 0 

1.0 1.0 6.0 + (2) 0 

Z Protoplast density 5 x 104 ・ ml-1 •

Y Days to first cell division. 

Table 3. Effect of temperature on colony formation 
in protoplast culture of S. toxicarium. 

Temperature ("C) Volume of No. of Percent 
protoplast colonies 

0.3 3.5 suspensionz colonies survivedY 

weeks weeks (ml) 

25 25 6.0 4 100 
25 30 6.0 7 100 
30 25 6.0 58 100 
30 30 6.0 85 53 

Medium 1/2 MS with 1% sucrose， 0.4 M mannitol， O.lmg・liter-1

NAA and 0目lmg・liter-1kinetin. 
Z Protoplast density 5 x 104 ・ ml-1 •

Y 5 weeks after transfer. 

イネチンのいずれか，またはその両方とも含まない区

で培養したプロトプラストは細胞分裂に至らなかった.

その他の区では，異常に肥大した細胞が多く認められ，

そのような細胞は分裂しでも途中で生育を停止し，移

植可能な大きさのコロニーは形成されなかった.細胞

分裂およびコロニーの形成には，初代培地中の NAA

およびカイネチンの濃度は，いずれも O.lmg・liter一1

が適当であると考えられた.

4.培養温度の検討

情養開始後5週目に形成されたコロニー数，および

コロニー育成用培地に移植後5週目のコロニーの生存

率を第3表に示した.培養開始から 3週固までを 30

℃で培養した区では，同期間 25Tで培養した区と比

べて非常に多くのコロニーが形成された.しかし，培

養開始から 5週目までを 30"Cで培養し続けた区では，

コロニー育成用培地に移植後，褐変，枯死するコロニー

が多く認められ，生存率が他の区に比べて大きく劣っ

た.このことから，初期培養時における温度は，コロ

ニー形成だけでなしその後の生育にも影響を及ぼす

ものと考えられた.培養開始から 3週目までを 30T

で培養し，その後の 2週間を 250Cで培養することに

より，健全なコロニーを多数得ることができた.

5.再分化用培地におけるホルモン組成の検討

プロトプラスト由来カルスからのシュート形成に及

ぽすホルモン組成の影響を第4表に示した.再分化用

培地に置床後4週目には，いくつかの処理区において

シュートが形成された(第4図).シュートの形成率

は，ゼ、アチン 5mg・liter-1の区で最大となった.カ
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Table 4. Effects of cytokinins on shoot formation of protoplast-derived 
calli of S. toxicarium. 

Concentration 
Cytokinin (mg ・liter-1)

BA 1.0 
3.0 
5.0 

Kinetin 1.0 
3.0 
5.0 

Zeatin 1.0 
3.0 
5.0 

Z Percent calli forming shoots. 

Fig. 4. Shoot regeneration from protoplast-
derived callus of S. toxicari仰向 (4 weeks 

after transfer). 

No. of calli 

cultured forming shoots 

63 。(0) z 
63 。(0) 
63 。(0) 
63 。(0) 
63 8 (12.7) 
63 3 (4.8) 

63 。(0) 
63 17 (27.0) 
63 22 (34.9) 

イネチンを含む区ではゼアチンを含む区よりもシュー

ト形成率がやや劣り， BAを含む区ではシュートの形

成は認められなかった.栽培ナスやナス近縁野生種の

数種において，プロトプラスト由来カルスからの茎葉

の再分化にはゼアチンが有効であるという報告は多い

(Nishioら， 1987; Asaoら， 1989).本実験で用いた

S. toxicariumの場合も，天然サイトカイニンである

ゼアチンが，合成サイトカイニンであるカイネチンや

BAと比べてより有効に作用したものと考えられた.

6.発根用培地の検討

発根用培地における MS培地の塩類濃度およびショ

糖の濃度がシュートの発根に及ぽす影響を第5表に示

した.塩類およびショ糖ともに，濃度が高くなるにつ

Table 5. Effects of MS salts strength and sucrose concentration on 
rooting of shoots obtained from protoplast-derived calli of 
5. toxicarium. 

MS Conc. of N o. of shoots 
salts sucrose 
strength (g・litec1) cultured forming roots 

5 15 12 (80.0) Z 

10 15 9 (60.0) 
20 15 7 (46.7) 

1/2 5 15 12 (80.0) 
10 15 10 (66.7) 
20 15 10 (66.7) 

1/3 5 15 14 (93.3) 
10 15 9 (60.0) 
20 15 10 (66.7) 

， Percent shoots forming roots 
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れて発根率が悪くなる傾向が認められた.ショ糖5g'

liter-1，塩類濃度 1/3のMS培地に移植することによ

り，ほとんどのシュートが発根した(第5図l.

以上のように，プロトプラストの単離，細胞分裂，

コロニー形成，プロトプラスト由来カルスからのシュー

ト形成およびシュートからの発根の各過程における適

当な培養条件が明らかとなり ，S. toxicariumのプロ

トプラスト培養系を確立することができた.

Fig. 5. Regenerated plantlets of S. toxicarium. 

要約

Solanum toxicariumの葉肉プロトプラストの培養

条件について検討した.葉肉プロトプラストの材料と

して無菌的に育成した実生苗を用いた.苗の本葉を裁

断し， 0.25%のメイセラーゼおよび0.05%のマセロザ

イムを含む酵素液を用い， 25'C， 16時間静置処理す

ることにより，活性の高いプロトプラストが多数得ら

れた.初代培地として O.lmg・liter-1 NAAおよび

O.lmg・liter-1カイネチンを含む 1/2MS培地を用い，

5.0 x 10'・ml-1の密度で培養することにより，多くの

コロニーが得られた.培養開始から 3週目までを 30

'C，その後2週間を 25'Cで培養することにより，健

全なコロニーが多数得られた.プロトプラスト由来カ

ルスからの茎葉の再分化にはゼアチンが効果的であり，

ゼアチンを 5mg・liter-1とした MS培地で移植後 4

週目に 34.9%のシュート形成率が得られた.ショ糖5

g ・liter-1，塩類濃度1/3の MS培地に移植すること

により，ほとんどのシュートが発根した.以上の実験

により ，S. toxicariumの葉肉プロトプラストからの

植物体を再生させる培養系を確立することができた.
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Summary 

Culture conditions were stuclied for plant regeneration 'from mesophyll protoplasts of 

Solanum toxicarium. Axenic seedlings of S.ぉ'xicariumwere used as material for protoplast 

culture. Many viable protoplasts were isolated by incubating leaf slices in an enzyme solution 

containing 0.25% Meicerase and 0.05% Macerozyme for 16 hours at 25'C without shaking. 
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Protoplast density of 5.0 x 1(J4・ mI-1 in 1/2 MS media containing O.lmg・Iiter-1NAA and O.lmg • 
Iiter-1 kinetin was suitable for colony formation. Most colonies were formed when protoplasts were 

cultured at 250C for 2 weekes after initiaI culture at 30
0

C for 3 weeks. On the MS agar medium with 
5mg・Iiter-1zeatin， 34.9% of protoplast-derived caIli differentiat巴dshoots. These shoots rooted on 1/3 
MS medium with 5g・Iiter一1sucrose and 0.7% agar， and developed into whole plants. 


