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要 約

強酸性土壌でも生育するイネ科牧草であるルジグラスの完熟種子からのカルス化・再分化の条件

とパーティクルガン法によるカルスへのＧＵＳ遺伝子の導入条件を検討し、以下の結果を得た。

１）再分化能を有するコンペイトー状のカルスはＭＳ培地にＢＡが0.4か0.5mg/l と2,4-D 3mg/l

を添加した培地で安定して形成された。

２）カルスからの再分化は硝酸アンモニウムを165mg/l に減じ、L-グルタミンなど複数のアミノ

酸を添加したＭＳ培地で安定した。また、コンパクトカルスの継代はＢＡを0.4mg/l 添加した

ＭＳの液体培地が安定した。環境条件は暗条件より明条件で再分化能の維持効果が高く、ロー

タリー振とう培養の回転速度は60rpmがカルスの褐変も少なく、増殖や再分化が優れた。

３）遺伝子導入についてはヘリウムガス圧を1350psi程度、照射距離を4.0cm～7.5cmの範囲がよく、

再分化した植物でＧＵＳ遺伝子の発色が確認できた。
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Ⅰ．緒言

ルジグラス（Brachiaria ruziziansis［Ruzigrass］）

は南米産のイネ科で草丈１ｍ程度に伸び、この地域では

広く牧草として栽培されている。中南米を中心とした地

域はアルミニウムを多く含む強酸性土壌が広がり、これ

らの痩せた土地を利用して牧畜が行われている。ルジグ

ラスは強酸性土壌でも生育し、アルミニウム等の金属イ

オンを吸収する能力が他の作物より高いという特性を持

つとされる。この特性はリン酸吸収係数が高く、酸性の

火山灰土壌が広がる我が国でも重要な形質であり、土壌

環境保全の立場からも、遺伝子資源として有用と考えら

れる。

近年、組織培養や遺伝子操作技術の進歩により多くの

作物で外来遺伝子を導入した形質転換体の作出が可能と

なりつつある。イネ科ではイネなど多くの事例があるが、

ルジグラスが属するBrachiaria属の報告はない。そこで、

ルジグラスの完熟種子からのカルス誘導及び再分化とカ

ルス継代による培養系の確立を試みた。さらに得られた

培養系を材料にパーティクルガン法による外来遺伝子の

導入についても検討した。

Ⅱ．材料および方法

Ⅰ）カルス誘導条件

ルジグラスの完熟種子を供試し、種皮を除いて70％エ

タノールで30秒間と３％アンチホルミン液で15分間消毒

した後、培地に置床した。脱分化のためのカルス化培地

はショ糖 30g/l、pH 5.8、ゲルライト0.3g/lとしたＭＳ

培地を基本とし、ホルモンとしてＢＡ 0.1～0.5mg/l と

2,4-D 1～3mg/lを組み合わせた25種類の培地とN６Y１培地

(プロリン 1g/l、ショ糖 30g/l、ｐＨ 5.8、ゲルライト

0.3g/l)に 2,4-Dを 1または 2mg/l添加した培地とした。

１種類の培地につき10個の種子を25℃、暗黒条件に静置

した（第１表）。

Ⅱ）カルスの継代と植物体再分化条件

カルスからの再分化培地はMSホルモンフリー培地及び

硝酸アンモニウムを１／10（165mg/l）に減じて複数のア

ミノ酸を添加した改変MS培地または水稲の葯培養に用い

られるN６Y１培地にホルモンを添加し、25℃、2,000Luxの

明条件に静置した（第１表）。

分化能を維持するカルスの継代にはMS培地の硝酸アン

モニウムを１／10（165mg/l）に減じた改変MS培地及びN

６Y１培地にホルモンを添加した液体培地を使用し、回転

（25℃、1,000lux明条件、３rpm）または振とう（25℃、

1,000luxまたは暗黒、ロータリー振とう40、60、80、12

0rpm)した。回転培養には径20mmの試験管に５ml、振とう
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培養には100mlの三角フラスコにそれぞれ20mlの培地を分 注した（第１表）。

第１表 ルジグラス完熟種子からカルスを経由して再分化する培養系に用いた培地

脱分化 再分化培地 継代培地

培地名

MS1～25 N６Y１-1 MSf 改変MS-1 N６Y１-2 MSD 改変MS-2 N６Y１-3 N６Y１-4

基本培地名 MS N６Y１ MS MS N６Y１ MS MS N６Y１ N６Y１

NH4NO3 mg/l - - - 165 - - 165 - -

BA mg/l 0.1～0.5 - - 0.4 - - 0.4 - -

2,4-D mg/l 1～3 1, 2 - - - 1 - 1 2

NAA mg/l - - - - 2 - - - -

ｶｲﾈﾁﾝ mg/l - - - - 1 - - - -

プロリン g/l - 1 - - - - - 1 1

L-ｸﾞﾙﾀﾐﾝ mg/l - - - 750 - - 750 - -

ﾐｵｲﾉｼﾄｰﾙ mg/l - - - 100 - - - - -

ﾁｱﾐﾝ mg/l - - - 0.4 - - - - -

ｿﾙﾋﾞﾄｰﾙ mg/l - - - - 35 - - - -

ショ糖 g/l 30 30 30 35 20 30 30 30 30

ｹﾞﾙﾗｲﾄ g/l 3 3 3 3 3 - - - -

pH 5.8 5.8 5.75 5.8 5.8 5.75 5.75 5.75 5.75

Ⅲ）再分化率向上のための培養法

材料は前項で作出した種子由来のカルスを約30日間隔

で25℃､ 500luxの連続照明下、60rpmのロータリー振とう

培養で継代してきた再分化能を有しているコンペイトー

状カルスを供試した。

均一なカルスを得る目的で滅菌した0.5mm のステンレ

ス網にスパーテルを用いてコンペイトー状カルスを押し

つぶす裏ごし操作と、このときの浮遊物を洗い流す除去

効果について検討した。また、継代する培地のｐＨ濃度

を4.0と5.75に設定した（第２表）。

裏ごし処理して継代を進めたカルスと1/2 ＭＳ培地を

用いてリン酸及びアルミニウムがルジグラスのカルス増

殖や再分化に及ぼす影響について検討した（第３表）。

さらに、継代から再分化培地に移植するまでの期間を５

日間隔で設け、培地の組成と併せて再分化に及ぼす影響

を検討した（第４表）。

第２表 継代操作方法と培地のｐＨ

継代時のカルス分割操作 ｐＨ

Ａ：ピンセットでほぐす 5.75 4.0

Ｂ：裏ごし操作（0.5mmステンレス網） － 4.0

Ｃ：裏ごし操作、浮遊物を洗浄除去 5.75 4.0

第３表 継代培地の組成及びｐＨ

①：MS培地、L-ｸﾞﾙﾀﾐﾝ 350mg/l、ｼｮ糖 30g/l、2,4-D 1mg/l、BA 0.4mg/l、pH 5.75

②：1/2MS、添加物は①の基本培地に同じ、pH 5.75

③：②の培地に同じ、pH 4.8

④：②の培地に同じ、pH 4.0

⑤：KH2PO４ を全て除いた②の培地、pH 5.75

⑥：KH2PO４ を全て除いた②の培地、pH 4.8

⑦：KH2PO４ を全て除いて、Al２(SO４)３ を 0.03ml/l 添加した②の培地、pH 5.75

⑧：KH2PO４ を全て除いて、Al２(SO４)３ を 0.03ml/l 添加した②の培地、pH 4.8
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第４表 再分化培地と移植時期

再 分 化 培 地 の 組 成 移植時期（継代後日数）

ＭＳｆ：MS培地、ｼｮ糖 30g/l、pH 5.75、ｹﾞﾙﾗｲﾄ 0.4g/l ５ 10 15 20

Ｃ-prt：MS培地、NAA 2.0mg/l、BA 1.0mg/l ５ 10 15 20

Ⅴ）遺伝子導入条件

遺伝子の導入にはパーティクルガン（バイオラッド社

PDS-1000/He）を使用し、1.6μmの金粒子にマニュアルに

従って遺伝子を吸着させた。真空度を20Hgに固定して、

ヘリウム（He）ガス圧は1100psi、1350psi、ストッピン

グスクリーンと試料間の距離は4.0cm、7.5cm、10.7cmの

組み合わせとした。一試料につき照射は１回とした。プ

ラスミドＤＮＡはｐBI221（35Ｓ＋ＧＵＳ）を供試した

（第１図）。

また、ハイグロマイシン耐性（hpt）遺伝子による選抜

を考慮して、ハイグロマイシン濃度を０、20、30、50mg

/lに調製した再分化用のMSホルモンフリー培地を９cmの

シャーレに20ml分注した。この培地に20日間隔で継代し

ているコンペイトー状カルス塊をシャーレ当たり10個置

床して、生育、枯死の状況を調査することで選抜濃度を

検討した。

カルスは照射処理２日前に振とう培養培地からMSホル

モンフリー培地に置床し、２cmの円形に隙間をなくして

敷き詰めた。

GUS遺伝子の導入処理が済んだカルスは不定芽形成培地

（MS培地、ＮＡＡ 2.0mg/l、ＢＡ 1.0mg/l、ゲルライト

0.2%、ｐＨ5.8）に置床し、25℃、明条件で培養した後、

一部は32時間後と７日目にGUSの発現を調査した。また、

新たな不定芽形成培地に移植し、25℃、明条件で培養し

て形質転換体の獲得を試みた。

ＧＵＳ遺伝子導入は20％メタノールを含む１mM Ｘ-Gl

ucを基質とする組織化学的アッセイ法により溶液に２時

間以上浸漬した後、発色によって確認した。

Ｎｏｓ－Ｔｅｒ

３５ＳＰ ＧＵＳ

ＸｂａⅠ ＳｎａＢⅠ ＥｃｏＲⅠ

ＨｉｎｄⅢ ＳｐｈⅠ ＰｓｔⅠ

第１図 導入に用いたｐＢＩ２２１

Ⅲ．結果および考察

Ⅰ）カルス誘導条件

カルスの発生５）は水稲などと同様に胚の部分でおこり、

早いものでは置床３日目から発芽と同時に幼芽や幼根で

始まった。また、しばしば芽を伸ばして培地に接した茎

の分裂組織がカルス化することも観察された（写真１-a

～d）。

発生初期のカルスは柔らかく透明感があるが、カルス

表面が赤褐色に着色することもあった。また、10日前後

を経過した後、白いが透明感のある突起状カルスや表面

が滑らかなカルスも形成された。更に、置床して約25日

後には透明感のあるカルスの間に明らかに周囲とは異な

る不透明で白いカルスが発生した。このカルスはピンセ

ットでつまむと硬く、コンペイトー状をしていた（写真

１-e）。

白く堅いコンペイトー状カルスは、ＭＳ培地にＢＡと

2,4-D を添加した培地で発生し、ＢＡを0.4または0.5mg

/l、2,4-D を3mg/l添加した場合に安定して形成された

（第５表）。しかし、50日と長期間培養を継続すると、

より低いホルモンレベルでも散見された。

誘導された４種類のカルスをMSホルモンフリー培地に

移植すると柔らかいカルスや滑らかなカルスの多くはそ

のままの形態で増殖し、一部に細毛のある突起を形成し

た。また、白く透明感のあるカルスの多くは細毛のある

突起を形成した。しかし、白く堅いカルスからはグリー

ンスポットの形成を経て、不定芽の発生がみられ、温室

で順化して種子が得られた（写真２）。

水稲や多くの植物で再分化能のあるカルスは、ここで

不定芽の発生がみられた白く不透明で堅いカルスと同様

の形態を有するので、いわゆる再分化が可能なコンパク

トカルスが誘導できたと考えられる１）。
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第５表 脱分化培地がルジグラス完熟種子のカルス形態におよぼす影響

培養２５日目 培養５５日目

BA濃度 2,4-D 濃度 (mg/l) 2,4-D 濃度 (mg/l)

(mg/l)

1 1.5 2 2.5 3 1 1.5 2 2.5 3

0.1 S/CR s/C C s/C ○ S/C#R S/C C C C

0.2 C s/R s/C s/C ○ C$ C C C$* C

0.3 s/CR s/C △ C s/C C$* Cr △ C C$*

0.4 s/CR s/C C △ s/C C$ C$ C C C*

0.5 s/C s/R s/C s/C C* C$ S/C C C$ C*

凡例：S--ｼｭｰﾄ, s--小芽, R--根, r--毛根, C--柔らかいｶﾙｽ, C$--なめらかなｶﾙｽ, C*--ｺﾝﾍﾟｲﾄｰ状ｶﾙｽ,

C$*--C$＋C*, C#--突起状ｶﾙｽ, ○--無変化 ,△--褐変

Ⅱ）植物体再分化と継代条件

カルスからの不定芽誘導と再分化は、水稲の培養に用

いられるN６Y１培地やＭＳホルモンフリー培地でも可能で

あるが、硝酸アンモニウムを１／10（165mg/l）に減じて、

水稲の再分化に効果がある複数のアミノ酸を添加したＭ

Ｓ改変-1培地では置床カルスに対する不定芽発生カルス

の割合が２倍の40％とより安定した３）（第６表）。

再分化能を有するコンパクトカルスの継代は、カルス

化培地など供試した全ての培地で可能であるが、ＢＡを

0.4mg/l 添加したＭＳ改変-2の液体培地が安定した。光

は暗条件より明条件で再分化能の維持効果が高く、ロー

タリー振とう培養の回転速度は 60rpmがカルスの褐変も

少なく、増殖や再分化が優れた（第７表）。また、約30

日の間隔で継代すると3～5倍の増殖量となった。

なお、苗状源基や多芽体培養等に効果的な回転速度３

rpm程度の培養条件６）では、カルスは黒変・枯死し、増殖

や継代はできなかった。

第６表 形態の異なるカルスからの植物体再生におよぼす再分化培地の影響

移植後３０日目 移植後７０日目

培 地 名 カルスの形態 カルスの形態

C C$ C* C$* C# C C$ C* C$* C#

MSﾌﾘｰ 微増 増 g 増 微増 褐変 毛根･黒変 S--20 毛根･g 褐変

MS改変-1 増 極増 g･S 極増 増 褐変 毛根 S--40 毛根･S--5 褐変

N６Y１-2 増 増 g 極増 微増 褐変 毛根 S--20 毛根･g 褐変

凡例：g--ｸﾞﾘｰﾝｽﾎﾟｯﾄ, S--ｼｭｰﾄ, 数字は再分化率(%),ｶﾙｽ形態--第５表に同じ

第７表 継代培地及び培養条件が再分化におよぼす影響

暗 条 件 明 条 件

培 地 名 回 転 数 (rpm) 回 転 数 (rpm)

40 60 80 120 40 60 80 120

MSD bc B-2 B B bc B-10 B B

MS改変-2 bc bc-7 bc-2 B bc-20 bc-40 bc-5 B

N６Y１-2 bc bc-5 B-5 B bc bc-20 B-5 B

N６Y１-3 bc bc-5 B-5 B bc bc-10 B-5 B

凡例：bc--ｶﾙｽの一部黒変, B--ｶﾙｽの殆どが黒変, 数字は再分化率(%)
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Ⅲ）再分化率向上のための培地

30日の継代間隔では継代時のカルスが黒変し、その一

部にコンペイトー状の硬い白色カルスが再生される。こ

のカルスをピンセットで解し、黒変した部分を除いて再

継代する方法をとっていたため、カルスが不均一で植物

体再生にばらつきがあった。そこで、滅菌処理した 0.5

mmステンレス網を用いて水稲のカルス継代と同様な裏ご

し操作を行った４）。その結果、カルスのそろいがよくな

った。さらに、細胞の剥離片等を洗浄することで増殖効

果は高まった（第８表、写真３）。

ルジグラスがｐＨ４.0前後の強酸性土壌でも生育する

とされることからカルスについて低ｐＨの影響を検討し

た結果、培地のｐＨの違いによるカルスの増殖や再分化

能に差はなかったが、ｐＨ４.0ではカルスの褐変化が抑

制される傾向にあった。ルジグラスの継代には 1/2ＭＳ

培地に L-ｸﾞﾙﾀﾐﾝ 350mg/l、2,4-D 1mg/l、ＢＡ 0.4mg/l

を添加し、ｼｮ糖 30g/l を加えて、ｐＨ 4.0 に調整した

液体培地が安定した。また、リン酸とアルミニウムの影

響について検討した結果、リン酸を除いたり、リン酸の

代わりにアルミニュウムを加えた培地でのカルスの生育

は著しく劣り、30日目では黒変萎縮した（第９表）。

再分化には ＮＡＡ 2.0mg/lと ＢＡ 1.0mg/l を添加し

たMS培地が良く、継代後15日間程度培養したカルスを置

床すると安定して植物体を確保できた（第10表）。

第８表 継代操作と培地のｐＨがカルスに及ぼす影響

試 験 区 カルス（継代２０日目）

継代操作 ｐＨ 増殖程度 大きさ 色

Ａ：ピンセット 5.75 ＋３ ２～４mm W+b

4.0 ＋３ ２～４ W+br

Ｂ：裏ごし 5.75 － － －

4.0 ＋３ ０.５～２ W+br

Ｃ：裏ごし洗浄 5.75 ＋３ １～２ Wbr

4.0 ＋４ １～２ W

注：Ａ区は１mm程度のｶﾙｽを置床。W-白色､b-黒色､br-淡い褐色

第９表 培地の組成及びｐＨがカルスに及ぼす影響

継代後２０日 継代後３０日

培 地 増殖 カ ル ス 増殖 カ ル ス

程度 大きさmm 色 程度 大きさmm 色

①：MS、pH 5.75(対照) +2 1 ～ 4 W+b +3○ 2 ～ 8 Br+b

②：1/2MS、pH 5.75 +2 1 ～ 4 W+b +3 2 ～ 6 Br+b

③：1/2MS、pH 4.8 +2 1 ～ 5 WBr +3 2 ～ 7 Br+b

④：1/2MS、pH 4.0 +3 1 ～ 4 W +3 2 ～ 6 WY+(G)

⑤：1/2MS、－P、pH 5.75 + 1 ～1.5 Br + 1 ～1.2 b

⑥：1/2MS、－P、pH 4.8 + 1 ～1.5 Br + 1 ～1.2 b

⑦：1/2MS、＋Al、pH 5.75 + 1 ～1.5 Br + 1 ～1.3 b

⑧：1/2MS、＋Al、pH 4.8 + 1 ～1.5 Br + 1 ～1.5 b

注：１mm程度のｶﾙｽを置床。W-白色､b-黒色､Br-褐色､WY-乳白色､(G)-緑色化､＋-混在

第10表 再分化培地と移植時期が再分化率に及ぼす影響

培地名 移植時期（継代後日数）

５ 10 15 20

（～0.2mm）（～0.5mm）（ ～１mm）（ ～２mm）

ＭＳｆ （％） ０.８ ９.６ １０.１ ２０.８

Ｃ-prt ４ ２１.１ ４６ ３８.６

注：２反復３回の平均。１区50ｶﾙｽ以上。裏ごし洗浄したｶﾙｽを使用

()内はカルスの大きさ
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Ⅴ）遺伝子導入条件

ルジグラスカルスからの不定芽誘導法を確立できたこ

とから、パーティクルガンによる遺伝子導入法について

検討した。まず、選抜のためのハイグロマイシン濃度に

ついて調べた結果、ハイグロマイシンを含まない対照の

培地でも10％程度でカルスの抑制がみられたが、20mg/l

のハイグロマイシン濃度では数％、30mg/lでは30％程度、

50mg/lでは全てが枯死し、50mg/lの濃度が選抜には必要

と考えられた７）（第12表、写真４）。

導入条件のうち、ヘリウムガス圧は 1100psiではいず

れの距離でもＧＵＳの一次発現はみられなかった。1350

psi では４cmの距離でのみＧＵＳの発現が見られたが、

スポット数は少なく（写真５-a）、処理後７日目の再生

されたカルスの一部では強い発色も認められた（写真５

-b）が、発色はシャーレ間やカルス間に大きな差がみら

れた２）。また、この条件では試料の一部が飛散したため、

ブルースポットは計測しなかった。処理条件ごとに５個

のシャーレで約100個のカルスのうち各数個のカルスから

再分化固体が得られた。

再分化した個体についてＧＵＳの発色を調査した結果、

ヘリウムガス圧1350psi、ストッピングスクリーンと試料

の距離7.5cmの条件で処理したカルスの一部から多芽体状

に発生した12本の不定芽のうち２個体でのみ根の先端で

活性が認められた（第13表、写真６）。

以上、ルジグラスカルスへの遺伝子導入条件はヘリウ

ムガス圧は1350psi程度が必要であり、照射距離は4.0cm

～7.5cmの範囲にあることが明らかになった。しかし、4.

0cmと近い距離では試料の飛散に注意が必要である。

第12表 ハイグロマイシン濃度がカルスの枯死に及ぼす影響

濃度（ｍｇ／ｌ） ０ ２０ ３０ ５０

カルス枯死数 2/25( -) 2/50( 4) 14/50(28) 50/50(100)

注：枯死数／供試数、（ ）内は％

第13表 処理条件の違いによるGUS活性

カ ル ス 再 分 化

ガス圧 照射距離 GUS活性 GUS活性

psi cm ｶﾙｽ数 個体数

調査数 32時間後 ７日目 葉 根 割合

１１００ ４.０ 25 ＋－ － 3/100 7 － － ０

７.５ 25 － － 2/101 11 － － ０

１０.７ 25 － － 8/100 16 － － ０

１３５０ ４.０ 25 +(3) +(1) 1/ 86 1 － － ０

７.５ 25 ＋－ － 6/102 18 － 2 0.02

１０.７ 25 － － 5/100 14 － － ０

注：生存数／供試数
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(a) (b) (c)

(a)発芽 (b)カルス形成 (c)カルス増殖

(d)茎頂でのカルス化 (e) コンパクトカルスの形成

写真１ 完熟種子からのカルス形成 (d) (e)

(a) グリーンスポットの形成

(a) (b) (c) (b) 不定芽形成

(d) (c) シュート形成

(d) 再生個体の開花

写真２ コンパクトカルスからの再分化

写真３ 裏ごし処理後のカルス生育 写真４ ハイグロマイシン添加培地での生育

（左から：20日目、40日目） （左から：5０mg/l，０mg/l）

(a) 32時間後 (b) ７日後 (a) 多芽体状の不定芽 (b) 根部での活性

写真５ ルジグラスカルスでのＧＵＳ活性 写真６ ルジグラスのＧＵＳ活性
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Summary

The conditions of callus induction seeds, regeneration fo plantlets from callus and GUS gene

introgression by particle bombardment were examined in Ruzigrass which can grow even strong acid

soil. The following results were obtained.

1) The formation of compact callus was observed on the MS medium containing 0.4-0.5mg/l 6-benzyl-

aminopurine(BAP) and 3mg/l 2,4-dichlorophenoxyacetic acid(2,4-D).

2) Shoots were regenerated from compact callus by transferring on the MS medium diluted with 165

mg/l NH4NO3, and containing 0.4mg/l BAP and 750mg/l L-gltamin etc. Subculture of compact callus

were possible with the MS lipuid-medium diluted with 165mg/l NH4NO3 and containing 750mg/l L-gl-

tamin and 0.4mg/l BAP. the plantlet regeneration ability of callus was maintained better than

darkness under light and was excellent as for rotary shaking at 60rpm under the light of 300 lux.

3) As for the gene transformation, keeping gas pressure 0f helium to 1350 psi irradiation distance

4.0-7.5 cm was good, GUS expression was could be confirmed in the regeneration plants.
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