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Summary 

1. In the enzymatic isolation of leaf protoplasts， a rnethod of peeling off the lower epiderrnis of a 

leaf ('peeli昭 rnethod')or a method of slicing a leaf into thin strips ('slicing rnethod') are commonly em. 

ployed in order to facilitate the penetration of enzymes into the leaf tissue. In fact， their methods are 

difficult to employ in so附 points.Now we work out a new method of notchi昭 aleaf ('，冶'not伏chin

rne抗thodσω，ヴ)in pμlace of 'peeling method' and '、s叫sli比Cll昭 rnethod'.This study is for the purpose of successful 

isolation and culture of leaf protoplasts released by employing ‘notching rnethod¥ 

2. Lycopersicon esculentum cv.“Kyoryoku Toko" and “Moneymaker"， were grown on a hor. 

mone-free MS agar mediurn (MURASHIGE and SKOOG， 1962) under sterile conditions at 25'C and 3，000 

I ux. L. chilense“PI128644" and Solanum lycotersicoides“LA 2408" were potted in compost at 25'C and 

3，OOOlux 

3. Yieds of protoplasts from cotyledons of“Kyoryoku Toko" were compared with respect to 

isolation methods of leaf protoplasts， viz，‘peeling method' and ‘notching method'. Although ‘peeling 

method' was superior to‘notching method'， the latter yielded practically sufficient protoplasts 

4.‘Notching method' could also present sufficient yield of protoplasts from leaves of 

“Moneymaker" as well as “LA 2408" and “PI 128644" after treatment. 

5. Leaf protoplasts through ‘notching rnethod' from “Kyoryoku Toko'¥“Moneymaker" and “PI 

128644" formed as good colony as protoplasts released by means of‘peeling method' and ‘slicing 

method' 

1.緒論

葉を用いてプロトプラストを単離する場合， 酵素処

理において業の内部へ酵素液を浸透させる必要があ

る.そのため，葉の裏側を剥皮し，剥皮した側を下に
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して酵素液に浮かべる方法(表皮剥皮法)と葉を細断し

酵素液に浸す方法(葉細断法)が用いられる 18.4.9川 6)

後者の場合，酵素液に葉を浸 したのち真空ポンプを用

いて葉の内部の気体を抜く必要がある.気体抜きをし

ないとプロトプラスト収量が著しく減少する. トマト
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属の葉プロトプラストを単離する場合，子葉では表皮

剥l皮方法を容易に適用することが出来るが6) 本葉で

は裏側表皮の剥皮はその操作が技術的に非常に困難で

ある. したがって，一般的に葉細断法が用いられてい

る削.葉細断法の短所は気体抜きのための無菌条件下

での設備と時間が入用であり，さらに，脱気の程度に

関する真空ポンプ操作上の経験を必要とする.本報告

では表皮剥皮法や葉細断法に代わる方法について述べ

る.

E 材料及び方法

1.供試材料及びその養成

供試材料として， トマト属栽培種 Lycotersican

esculentumの“強力東光"および“Moneymakerペト

マト属野生種L.chilenseの“PI128644"，ナス属野生

種 SolanumIycopersicoidesの“LA2408"を用いた.

野生種の種子はカリホルニア大学 C.M. Rick教授よ

り分譲を受けたものである.種子は無菌発芽させ， ト

マト属野生種“PI128644"とナス属野生種“LA2408" 

では，園芸用培土をつめた植木鉢に移植して栽培し，

トマト属栽培種“強力東光"と“Moneymaker"は無

菌発芽させた稚苗を植物ホルモンが添加されていない

MS基本培地14)の寒天培地に移植した.無菌発芽のた

めの種子消毒は99%エタノールに 2，3秒浸したのち，

10%アンチホルミン液で15分間処理して行った.消毒

後，種子は 9cmシャーレに糖、紙 2枚を敷き， 4mlの

滅菌水を加えて播種し， 25'C，暗黒下で発芽させた.

発芽後各々移植した後，幼植物は20.C，約 3000luxの

人工気象器中で栽培した.以上のように， トマト属栽

培種“強力東光"と“Moneymaker"は無菌条件下で

植物体を育成し， トマト属野生種“PI128644"とナ

ス属野生種“LA2408"は非無菌条件下で育成した.

プロトプラストの単離に本葉を用いる場合は，適時挿

し木によって維持している植物体を用いた.子葉を用

いる場合は，播種後約10日前後のものを用いた. トマ

ト属野生穫の場合には，酵素処理前に植物体全体を，

25.C，暗黒下で36時間暗処理を行い，無処理区と比較

した.ナス属野生種の場合も同様な酵素処理前の暗処

理を行った

2.プロトプラストの単離

本業を用いる場合は出来るだけ若い葉を用いた. ト

マト属野生植“PI128644"とナス属野生植“LA2408"

の場合は植木鉢栽培であったので，本葉は2.5%アン
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チホルミン液で20分間消毒し，滅菌水で水洗した後に

用いた.酵素処理に当たって，子葉，本葉とも図 1に

示すように，葉の裏側表皮に中肋を残して約 lmm間

隔に刻み目を入れ， CPW 9 M液4)に刻み目面を下に

して浮かべた.これを表皮刻み目法と呼ぶことにする.

ついで、， CPW9M液を酵素液と入れ換え，所定の時間，

25.C，暗黒下で酵素処理を行った 表 1に各供試材料

に対する酵素の種類，濃度，処理時間を示した. トマ

ト属栽培種“強力東光"の子葉を用いた場合には，対

照区として従来の表皮剥皮法，すなわち，葉の裏側表

皮を鋭利なピンセットを用いて剥皮し，剥皮面を下に

して酵素液に浮かべて処理する方法を用いた.酵素処

理終了後，パスツールピペットを用いて，葉を丁寧に

ほぐし， 150μmメッシュでむ昔、過し，遠沈管にi1昔、液を
移し， 800rpmで5分間遠心分離器にかけた.上澄み

液を捨て， CPW 9 M液と入れ換えて懸濁し，前と同

様にして，遠心分離器にかけた.上澄み液を捨て，今

度は CPW21S液 (CPW9 M i夜のマンニトールをショ

糖 (21%)で置き換えたもの)と入れ換えて懸濁し，

900rpm， 8分間遠心分離器にかけて，プロトプラス

トのみを浮上させた.プロトプラストは再び CPW9

M液に懸濁し，前と同様にして 2回洗浄した.最後に，

プロトプラスト懸濁液をlOmlに定量し， Fuchsの血

球計測盤を用いて 9cmペトリ皿当りのプロトプラス

ト収量を推定した.

3.プロトプラス トの培養

トマト属栽培種“強力東光"と“Moneymaker"及

びトマト属野生種“PI128644"のプロトプラストの

実IJみ目

図1.裏側表皮に刻み目を入れる例
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場合には，培養実験を行った. トマト属栽培種“強力

東光"の子葉プロ トプラストは， Naphthaleneacetic 

Acid (NAA) 0.5 mg/1， Zeatin Riboside (ZR) 0.5 mg/1 

を含むTM-2培地16) “Moneymaker"の本業プロトプ

ラストは LCM培地20) トマト属野生種“PI128644"

の本葉プロトプラストは 2，4-Dichlorophenoxyacetic 

Acid (2， 4-D) 0.5mg/1， NAAO.5mg/1， 6-Benzyl. 

aminopurine (BA) 0.5 mg/1を含む 1/2MS培地の液

体培地を用いて， 1 X 105/mlの密度で，直径 5cmの

ファルコンデッシュを培養皿として 2mlずつ培養し

た.培養条件は25
0

C，約 400luxであった.その他の

培養方法は SHAHIN(1985) 16)の方法に準じて行った

コロニー形成率は培養開始10日目に調査した.調査は

培養皿ごとに細胞を培養液とともに集め，それを 5倍

に薄めたのち，その 1mlを 5cm培養皿を用いて寒天

培地中に囲めた.顕微鏡の視野を30カ所について 100

μm以上のコロニーを数え， 1 ml中のコロニー数を

求め， 5cmファルコンデッシュ当りのコロニー数を

推定した.

E 結果及び考察

葉を材料にしてプロトプラストを単離する場合，酵

素液が葉の内部に浸透する必要があるため， TAKEBE 

ら (1968)聞はタバコの葉からプロトプラストを単離

する試みにおいて葉の裏側表皮を剥皮しそれを細断し

酵素液中に沈めて処理する方法を用いた.タバコやペ

チュニアでは，葉プロ トプラストを単離する場合，業

の裏側表皮を剥皮面を下にして酵素液に浮かべる表皮

剥皮法が用いられている 19.2.4夙 トマトの場合でも，

栽培種，野生種とも表皮剥皮法によって葉プロ トプラ

ストが単離された報告は多数ある21，13.12.22，7¥ しかし，

実際は本葉の裏側表皮剥皮は技術的に非常に困難であ

る.従って，最近では， トマト属に限らず，標準的な

方法として葉を細断し酵素液に沈める方法が用いられ

ている 17，10.16.20) 一方，葉の裏側表皮に刻み目を入れ，

酵素液に浮かべる刻み目法は表皮剥皮の困難な葉の場

合でも適用することが可能である.トマト属栽培種“強

力東光"の子葉を用いて，表皮剥皮法と表皮刻み目法

がプロトプラストの収量に及ぼす影響を比較した結果

を図 2に示す.この結果は，表皮剥皮法によるプロト

プラスト収量が表皮刻み目法よりも多収になることを

示すと判断される. しかし，表皮刻み目法によっても

十分なプロトプラスト収量が得られると考えられる.

業のプロトプラストの収量は，単離前の葉の細胞墜

や細胞内の物質構成の違いによって著しく影響される

と考えられる.タバコでは植物体を比較的低照度で育

成するとプロトプラス ト収量が増加する1)オオムギ

やタバコでは低照度で育成した植物をプロ トプラスト

単離前に 2，3日間暗処理を施すとプロトプラスト収

量が増加した5.1]).SHAHIN (1985) 16)や TAN et al. (1987) 

捌は トマト属栽培種の葉プロトプラストの単離におい

て酵素処理前に植物体に24-36時間の暗処理を施し

表 1. トマト属栽培種 Lycopersicunesculentumおよび野生種 L.chilense並びにナ

ス属野生種 Solanu隅 lycopersicσidesの葉プロトプラストの単離条件

種 品種または系統器官 酵素 濃度(%) 処理時間 (hr)

トマト栽培種 強力東光 子葉 メイセラーゼP 3.00 15 

マセローチム RlO 0.30 

ドリスラーゼ 0.15 

Moneymaker 本葉 セルリジン 0.60 16 

マセラーゼ 0.05 

トマト野生種 PI128644 本業 メイセラーゼP 3.00 21 

マセローチム R10 0.30 

ドリスラーゼ 0.30 

ナス野生種 LA2408 本葉 セルリジン 0.60 18 

マセラーゼ 0.05 

注:酵素液は表中の酵素以外にマンニトール 9%， CPW貯蔵液 10ml/lを加え， PH 

5.75に調整し慮過滅菌した.
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材料 器官 方法 前処理 9cmペトリ皿当たり収量(X106
)

o 1 2 34  
| 

トマト栽培種 子葉 剥皮j去 無し • 
刻み目法 無し

•• • 
本業 刻み目法 無し • • 

• • トマト野生種 本葉 刻み目法 暗黒処理 • • • • • • • • 無し • • • • 
ナス野生種 本葉 刻み目j去 暗黒処理 • 

図 2. トマト属栽培種および野生種ならびにナス属野生種の葉プロトプラスト単離に

おける表皮剥皮法と刻み目法との比較

た. しかし，暗処理の効果については実験結果は示し

ていない.著者らは， トマト属野生種の本業プロトプ

ラストの単離において表皮刻み目法で酵素処理を行う

と葉の崩壊は十分認められるにもかかわらずプロトプ

ラスト収量は低収に留まることを経験してきた.本研

究において， トマト属野生種 L.chilense“PI128644" 

の本葉を用いて，単離前の暗処理の効果を無処理の場

合と比較した.図 2に示すように，暗処理によってプ

ロトプラスト収量が増加したこれは時処理によって

光合成による物質生産が抑えられ呼吸基質が消費さ

れ，酵素処理の際，原形質分離が起り易くなって，単

離できるプロトプラスト数が増加したこと，あるいは，

細胞の比重の軽減によって，プロトプラストが CPW

21 S液で浮上可能になった結果であること等が考え

られる. トマト属栽培種“Moneymaker"，ナス属野生

種“LA2408"の本葉を用いた場合のプロトプラスト

収量を図 2に示す.前者では 9cmシャーレ当り 2X 

106
- 4 X106個，後者では同じく 9cmシャーレ当り約

4 X106個のプロトプラスト収量が得られた.表皮剥j

皮法の適用が実際上不可能であったトマト属栽培種及

びナス属野生種などの本葉葉プロトプラストの単離に

おいて，操作が技術的に容易な表皮刻み目法の利用が

可能になり，葉プロトプラストを利用した実験が今ま

で以上に進展するものと期待される.

トマト属栽培種の子葉及び本葉プロトプラスト， ト

マト属野生種本葉プロトプラストの培養結果は，プロ

トプラストの単離方法及び培養方法の条件が異なるた

め比較することは出来ないが，三者とも培養開始4，
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図 3. トマト属栽培種“強力東光"の子葉由来

葉プロトプラストからのコロニー形成

5日から細胞分裂を始め， トマト属栽培種子葉の場合

には10日目には 0.3-0.6mmのコロニーに成長し

(図 3)，栽培種本葉の場合には 0.2-0.4mmに成長

し，野生種本業の場合は10日目までの成長は遅れたが，

その後同一培地で良好な成長を続け，多数のカルスが

得られた.培養したプロトプラスト数に対するコロ

ニー形成率は 3-6%であった.トマト属栽培種子葉，

本業， トマト属野生種本葉について，表皮剥皮法や葉

細断法によって得られた葉プロトプラストの培養につ

いて多数の報告がなされている21，13，22，12，7，16，8，3田これ

らの結果と比較し本研究において表皮刻み目法で得

られたプロトプラストの培養結果は遜色のないもので

あった.以上のように，表皮刻み目法は葉プロトプラ

スト培養のためプロトプラストの単離において酵素処

理に際し，葉に施す処理法として有用な方法であると

考えられる.

N 摘 要

l トマト属栽培種，野生種とも，葉プロトプラス

トの単離において酵素処理の際，葉の裏側表皮の剥皮

は実際には技術的に困難で=あり，また，葉を細断する

場合は，酵素液を葉組織へ浸透させることが難しい.

本研究は表皮剥皮法や業細断法に代わる表皮刻み目法

を開発し，葉プロトプラストの単離及び培養について

検討した結果である.

2.供試材料として， トマト属栽培種“強力東光"

と“Moneymaker"， トマト属野生種 L.chilense “PI 

128644" 及びナス属野生種 S.lycopersicoides “LA 

2408" を用いた.栽培は， トマト属栽培種の場合は，
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植物ホルモンを含まない MS寒天培地を用い， 25
0
C， 

約 30001uxの条件下で無菌的に育成した. トマト属野

生種，ナス属野生種の場合は，植木鉢で栽培し， 25
0

C， 

約 30001uxの条件下で生育させた.

3. トマト属栽培種“強力東光"の子棄を用い，表

皮剥皮法と表皮刻み目法によって葉プロトプラスト収

量の比較を行った.葉プロトプラストの収量は表皮剥

皮法が表皮刻み目法より優っていたが，表皮刻み目法

によっても十分なプロトプラスト収量が得られた.

4. トマト属野生種“PI128644" の本葉では，プ

ロトプラスト単離前の暗処理を組み合わせることによ

り，表皮刻み目法によって十分な葉プロトプラスト収

量が得られた. トマト属栽培種“Moneymaker"，ナス

属野生種“LA2408" においても，刻み目法によって

十分なプロトプラスト収量が得られた.

5. トマト属栽培種“強力東光"と“Moneymaker"， 

野生種“PI128644"の葉プロトプラストを培養した

結果，表皮剥皮法や葉細断法によって得られたプロト

プラストと同様に良好なコロニー形成が認められた.
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