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マ メ科 植 物 に お け るス ー パ ー ル ー ト

河 野 朋 恵･明 石 良

宮崎大学農学部

要 旨:ス ー パ ー ル ー ト(Super growing roots; SR)は,in vitro根 粒 形 成 研 究 の過 程 に お い て植 物 ホ ル

モ ン非 存 在 下 で 地 上 部 の 影 響 を排 除 した切 断 根 を培 養 した 際 に,偶 然 に見 出 され た マ メ科 植 物 の 西 洋 ミ

ヤ コ グサ(Lotus corniculatus L.)由 来 の新 奇 な材 料 で あ る(Akashi et al. 1998).SRは,植 物 体 再分 化 能

が 高 く,容 易 に プ ロ トプ ラ ス トが 単 離 で き,そ の 分 裂 も旺 盛 で あ る な ど の特 徴 を 有 して お り,発 見 か ら

約5年 を経 過 した 現 在 で もそ の特 性 を維 持 して い る(Akashi et al. 1998, 2000).
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Super roots in a legume species: A unique tissue culture and regeneration system: Tomoe KAWANO and
Ryo AKASHI (Faculty of Agriculture, Miyazaki University, Miyazaki 889-2192, Japan
Abstract: Super roots of Lotus cornlculatus are a fast growing legume root culture that allows con-
tinuous root cloning, direct somatic embryogenesis and mass regeneration of plants under entirely

growth regulator-free culture conditions. These features are unique to root cultures and are now
stably expressed since the culture has been isolated almost 5 years ago. Super roots switch from ex-
clusive root proliferation to shoot production upon transfer to light and stationary condition. Lateral
root formation continues at a reduced rate while embryos and shoots are forming. When infected
with Rhizobium loti, super roots carrying somatic embryos and small shoots, form root nodules. Re-
generating super roots provide evidence that root-derived somatic embryos and shoots of L. cornicu-
latus begin to form in a process related to the development of lateral roots or root nodules. When
treated with a low concentration of benzylamino purine (BAP) shoots form at an increased rate
matching the spacing typical for lateral roots. The super-growing root culture of L. cornlculatus re-

generates plants that show no morphological differences as compared to wild-type regenerants or
seedlings. Roots dissected from plantlets derived from super roots or from super root-derived proto-

plasts express all super root qualities again when cultured in vitro. Super roots provide a favorable
experimental system for developmental studies that are sensitive to exogenous hormones such as
lateral root formation or nodulation in vitro.
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1. は じめ に

植物根 は,冒そ の構造 が比 較的単純で あ り,分

化 した細胞の種類 も少 な く,ま た,重 力や光 の

よ うな物 理的刺激お よび水 分や養 分の よ うな化

学 的刺激 に極 めて敏感 に反応 す ることか ら,植

物 におけ る器 官形成お よび様 々な刺激 に対す る

応答 のメカニズ ムを研究す る うえで有用 な器官

で あ る と考 え られ てい る(Ishiguro and Okada

1994; Morikami 2000).こ の こ とか ら,シ ロイ

ヌナ ズナ では突然変異体 を作 出 し,解 析 す るこ

とで器官形成 お よび環境応答 に関連 した遺伝子

の解 明が行 われ てい る(Benfey 1999).
一方

,根 の組 織培養 は,White (1934)が ト

マ トの分離根 を無機塩,糖 お よびイ ース ト抽 出

物添加の液体培 地で無限 に生長す る ことを報告

して以来,そ の生理 学的お よび形態学 的研 究に

お い て 用 い ら れ る よ う に な り(Holsten et al.

1971; Raggio et al. 1957, 1959),さ ら に,

Agrobacterlum rhlzogenesを 用 い た 遺 伝 子 操 作 技

術 で 毛 状 根(hairy roots)に よ り根 の 生 理 学 的

研 究,ま た は 根 粒 形 成 に 関 わ る 遺 伝 子 を 分 子 レ

ベ ル で 解 析 で き る よ うに な っ た .(Chilton et al.

1982; David et al. 1984; Petit et al. 1986).し か

しな が ら,こ れ ら の 技 術 は 培 養 過 程 に お い て 植

物 ホ ル モ ン を 必 要 とす る た め植 物 ホ ル モ ン に 関

与 す る 形 質 発 現 等 の 解 析 に は 利 用 で き ず,ま た,

種 に よ っ て 毛 状 根 の 形 成 が 困 難 で 培 養 変 異 な ど

が 起 こ る こ と が 指 摘 さ れ て い る(Schiefelbein

and Benfey 1991).

近 年,in vitro根 粒 形 成 研 究 の 過 程 に お い て

植 物 ホ ル モ ン 非 存 在 下 で 地 上 部 の 影 響 を 排 除 し

た 切 断 根 を 培 養 し た 際 に,生 長 旺 盛 な マ メ 科 植
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物 の西洋 ミヤ コグサ(Lotus corniculatus L.)由

来 スーパ ールー ト(Super growing roots; SR)

が見出 された(Akashi et al. 1998).こ れ は,植

物体再 分化 能が高 く,容 易 にプ ロ トプラス トが

単離 でき,そ の分裂 も旺盛 であ るな どの特徴 を

有 してお り,発 見か ら約5年 を経過 した現在 で

もそ の特性 を維持 してい る(Akashi et al. 1998, 

2000).こ のSRは,根 の 生理学 的研 究 に使 え

るばか りでな く,形 質転換系 に よる遺伝子 の機

能解析 に も利用す る ことがで きる.

本稿 は,SRの 発 見お よび その維持･増 殖法

やその培養特性,さ らには形質転換 法 について

紹介す る.

2.SRの 発 見

植 物 ホルモ ン非存在 下で地上部 の影 響を排 除

した切 断根 を利用 したin vitro根 粒形成法 を確

立す るた めに,図1に 示す よ うな方 法で根 培養

を試 み た.す なわ ち,西 洋 ミヤ コグサ(Lotus 

corniculatus L.)の 種子 を常法(70%エ タノー

ル1分 間,2%次 亜塩 素酸 ナ トリウム20分 間)

に よ り滅 菌処理 した後,植 物 ホルモ ン無添加 の

BGMM(Bergensen et al. 1961)寒 天培 地(pH 

6.8, 0.3%ゲ ル ライ ト)に 播種 した.発 芽後,

幼植 物 体 の根(5本)を 植 物 ホル モ ン無 添加

MS(Murashige and Skoog 1962)液 体培地(pH 

6.8)に 移植 し,暗 所 にお いて旋 回培養 を行 っ

た ところ,培 養 開始後21日 目頃,従 来の培養

根 よ りも旺盛 に生長す る根 を発 見 した(図3a).

そ こで,そ の側根 を1本 取 り,継 代 培養 を行っ

た ところ同様 な生長 が見 られ た こ とか ら,4-6

回(3-4ヶ 月)の 継 代培養 を繰 り返す ことで図

3eに 示 す よ うな培養 根 を得 る ことがで きた.

この培養根 は11,960種 子 中か ら唯一見 いだ さ

れ た もので,こ れ を スーパ ール ー ト(SR)と

名付 けた.

3.SRの 生 長 と根 粒 形 成

図4は,SRの 新鮮重,生 長量お よび側根数

につい て経時 的 に調査 した もので ある.SRの

新鮮重 は,培 養 開始後14日 目頃か ら急激 に増

加 し,そ の増殖量 は通 常品種(エ ンパイ ア)の

約3倍 であった.主 根長 は,培 養 開始後14日

目頃,両 種 とも10cm程 度 に伸長生長 したが,

その後,エ ンパイ アの方 がSRよ りも大 き く伸

図1 西 洋 ミ ヤ コ グ サ に お け る 根 培 養 法.

(Akashi et al. Theor. Appl. Genet. 96: 

758-764. 1998よ り一 部 転 載)

図2 SRの 継代培養法.
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長 した.側 根数 は両種 とも同程 度で あった が,

SRの 方 では通 常品種 よ りも長 い側 根 が多 く認

め られ,こ の ことがSRに お ける新鮮重の増加

を もた ら してい るもの と考 え られた.

SRは,in vitro内 で も容易 に根粒 を形成 させ

る ことが可能で ある(Kawano et al. 2001).図

5は,in vitro根 粒形成法(filter paper法)に つ

いて示 した もの である.こ の方法 は,あ らか じ

め1/2MS寒 天培 地 におい て主根長 が約1-2cm

に生長 した幼植 物体 を,2.0×8.0cmお よび2.0

×7.5cmの 短 冊状に切 った濾紙(厚 さ0.9mm)

で挟 み,培 養試 験管(φ24mm×130mm)に 入れ,

3mL (1×108)の 根粒菌(Rhizobium loti 2037)

を加 え,図5aに 示す よ うに地 下部 をアル ミホ

イル で遮 光 し,25℃,18時 間明条件,6時 間暗

条件 で培 養 した(Kawano et al. 2001).根 粒 菌

接種後14日 目頃,幼 植 物体の根 は約10cmに,

地 上部 も約6cmに 生 長 し,根 で は根 粒が形 成

された(図5b-d).ま た,そ の際 にお けるSR

の着 生根粒数お よび その大 きさはエ ンパイ ア よ

りも小 さな根粒 を多 く形 成 していた.し か しな

が ら､SRに お け る窒 素固定能 はエ ンパイ ア と

同程度 であった.

4.SRか らの植物体再分 化

SRは,培 養 中に植物ホルモン無添加培地で

体細胞不定胚および不定芽を形成す ることがで

図3 西 洋 ミヤ コ グサ か ら見 出 され たSR.

a)継 代 培 養 開 始 か ら3週 間 後 に お け るSR.

b)SRの 主 根.

c)SRの 側 根.

d)SRの 主 根 端.

e)ホ ル モ ン無 添 加MS液 体 培 地 で 増 殖 中 のSR.

(aお よびeは, Akashi et al. Theor. Appl. Genet. 96: 

758-764. 1998よ り一 部転 載)

図4 通 常 品 種(エ ンパ イ ア:EM)お よ びSRに お け

る新 鮮 重,主 根 長 お よ び側 根 数 の 経 時 的 推 移.

a)新 鮮 重,b)主 根 長,c)側 根 数.

図5 filter paper法 を用 いたSR由 来 再 分 化 植 物体

に お ける 根 粒 形 成.

a)filter paper法.

b,c,d)SR由 来 再 分 化 植 物体 の 着 生 根 粒.

e)filter paper法 で 培 養 中 のSR.
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きる(Akashi et al. 1998).図6は,SRに お け

る植物 体再分 化 を示 した もので あ る.SRに お

ける体細胞 不定胚お よび不 定芽形 成 は,培 養条

件 を暗 か ら明に移す こ とで促進す るこ とが でき

た.体 細胞 不定胚 は,初 めに図6aに 示す よ う

な緑色 の スポ ッ トが形成 され,そ の後,図6b

の よ うなハー ト型 の胚 に分化 し,最 終的に は図

6cで 示 す不 定胚 に生長 した.一 方,不 定芽 は

根の切 り口部(図6d)や 根 の中央部(図6e)

か ら形成 され､そ の数 は不 定胚 よ りも多 く形成

された.

図6 SRに お け る植 物 体 再 分 化.

a)SRに 形 成 され た 緑 色 の ス ポ ッ ト.

b)グ リー ンス ポ ッ トか ら形 成 され た体 細 胞 不 定 胚.

c)生 長 した体 細 胞 不 定 胚.

d)根 の 切 り口部 か らの 不 定 芽 形 成.

e)根 の 中 央部 か らの 不 定 芽 形 成.

f)培 養 中のSRか らの 植 物 体 再 分 化.

(a, b, dお よ びfは, Akashi et al. Theor. Appl. 

Genet. 96: 758-764. 1998よ り一 部 転 載)

また,SRに お ける植 物体再 分化 は,BAPで

も促 進 させ る こ とがで きた.図7は,BAPが

SRの 植物 体再 分化 に及 ぼす影 響 につい て示 し

た もの で あ る.SRは,図7bに 示 す よ うに

BAP添 加 に伴 い主根 お よび側 根 の根端 部位 に

お いて不 定芽 を形成す るが(未 処理 区),SR

の側 根 を切除 し,主 根 に傷 をつ けた もの(処 理

区)をBAP添 加培 地で培養 した際,不 定芽の

形 成が増加 した(図7d).

さ らにSR由 来植 物体の葉,茎 お よび根 にお

いて も植 物体再分化 が容易 であ り,ま た,再 分

化 した植物体 の根 において も同様 にSRの 形質

を保持 して いた.こ の こ とは,SRが 脱分化 お

図7 BAPがSRの 植 物体 再 分 化 に 及 ぼ す 影 響.

a)ホ ル モ ン 無 添 加 培 地 に お け る無 処 理 区 のSR.

b)BAP添 加 培 地 に お け る無 処 理 区 のSR.

c)ホ ル モ ン 無 添加 培 地 に お け る処 理 区 のSR.

d)BAP添 加 培 地 に お け る処 理 区 のSR.

よび再分化 を繰 り返 して もその培養特性 を維持

す るこ とがで きる ことを示 してい る.

5.SRか らの プ ロ トプ ラ ス トの

単 離 と植 物 体 再 生

SRの 根端 か らは容易 にプ ロ トプ ラス トを単

離で き,分 裂 し植物 体が再 分化す る(Akashi et 

al. 2000).プ ロ トプ ラス トの単離 には,4.0%

セル ラーゼお よび0.1%ペ ク トリアーゼ を含 む

酵 素液(0.25mol/Lマ ンニ トール,0.25mol/L

ソル ビ トール,0.1%CaCl2)を 用 いた.単 離 し

たプ ロ トプラス トは,0.05mg/L BAP,0.1mg/L

2,4-Dお よび0.5mg/L NAAを 含むKM8P培 地

(Kao and Mychayluk 1975)に お いて分 裂 し,

培 養開始後30日 目には,直 径 が0.5-1.0mmの

マイ クロカル スを形 成 した.マ イ ク ロカル スは,

0.5mg/L NAA添 加 のMS液 体培地 では根 を分化

し植 物体再分化 に至 る.一 方､BAP添 加のMS

寒 天培地 ではシュー トの形成後 に根 を分化す る

過 程 を経 た こ とか ら,SRの プ ロ トプ ラス トか

らの植 物体再分化 はその 目的 に応 じて再 分化経

路を コン トロールす ることが可能 であった(図

8).さ らに,プ ロ トプ ラス トか ら再分化 した植

物 体の根 にお いて も同様 にSRの 特性 を保持 し

ていた.

6.形 質 転 換

SRの 形質転換 は,SRか ら再分化 した植物体

に お け る 葉 を 用 い る こ と で 可 能 で あ っ た

(Kutsuna et al. 2002).形 質転換 には,植 物

ホルモ ン無添加1/2MS寒 天培地 を入 れた培養

ポ ッ ト(図9a)で2週 間生 育 させたスーパー
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ル ー ト由来再分化植物体 の葉 を用い た.葉 切片

は,Agrobacterrum tumefaciens LBA4404に プラ

ス ミ ドpBI121を 導入 した菌懸濁液 に感 染 させ,

明所 で1週 間の共存培養 を行い,そ の後選抜培

地 に継代 した.培 養 を開始 して30日 目頃 か ら

葉切 片の切 り口部か らカル スが形 成 された が,

その増殖 は遅 く,90日 目に再分化 培地 に継 代

す る ことがで きた(図9b).そ の際,カ ル スの
一部 をGUS染 色 した ところGUS発 現が認 め ら

れ た(図9c).こ の形質転換 カル ス をプ ロ トプ

ラス トで用 いた根誘導培地 にカナマイ シンを添

加 して培養 した ところ,多 くの形 質転換根 が誘

導 され,さ らにその根 か らシュー トを再分化 し

形質転換体 を得 るこ とがで きた(図9d,e).

図8 SRか らの プ ロ トプ ラ ス ト単 離 お よび 植 物 体 再

分 化.

a)継 代 培 養14日 目のSR.

b)酵 素 処 理 に よ りSRか ら単 離 した 根 端.

c)SR由 来 プ ロ トプラ ス ト.

d)SR由 来 プ ロ トプラス トか らの マイ ク ロカルス 形成.

e)マ イ ク ロ カル スか らの 不 定 根 の 分 化.

f)マ イ ク ロ カル スか らの シ ュ ー ト形 成.

(Akashi et al. J. Plant Physiol. 157:

215-221. 2000よ り一 部 転 載)

7.ま と め

SRは,こ れ ま で 報 告 さ れ た 培 養 根 と は 異 な

り,植 物 ホ ル モ ン非 存 在 下 で 無 制 限 的 に 生 長 す

る こ と が で き る 新 奇 な 培 養 根 で あ る.以 下 に

SRの 特 性 を ま と め る と,

1)SRは,ホ ル モ ン 無 添 加 培 地 に お い て 無 限

的 に 生 長 す る こ と が で き る.

図9 SRに おける形質転換.
a)形 質転換に用いるSR由 来植物体.

b)感 染処理後のカナマイシン耐性カルス.

c)カ ナマイシン耐性カルスにおけるGUS発 現.

d)形 質転換根の根端におけるGUS発 現.

e)生 長 した形質転換体の葉におけるGUS発 現.

2)SRは,培 養 中に光条件 下で培養 した際,

植 物体 の再分化 が促進 され る.

3)SRは,そ の根 に傷害 を与え,BAP添 加培

地 で培養す ることで,さ らに植物体再 分化 を

促 進す る ことがで きる.

4)SRは,そ の根端 か ら容 易 にプ ロ トプ ラス

トを単離 で き,植 物体 を再分化す る ことがで

きる.

5)SRに お ける植物体 は,in vitro内 で根粒 を

形成 し窒 素固定能 も正常で ある.

6)SRか ら再 分 化 した植 物 体 の葉 切 片 は,

Agrobacterium法 に よる形 質転 換 が可能 であ

る.

また,SRは,培 地 中 に多量 のキチナー ゼ を

産 出す るこ とが認 め られ た こ とか ら(未 発表),

in vitro系 を用 いた有用 物質生 産の可能性 も示

唆 され た.

今 後,SRは 根 の生理学 的研 究や その機 能解

析,さ らには有用物質生産 な どの植 物バイオテ

クノ ロジー分野で利用 でき る重要 な材 料で ある

と考 え られ る.
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