
北海道立食品カロエ研究センター報告 No.11994 73

アルファルファ及びレッドクローバー葉片からの培養細胞の誘導

中川良二 ・池田隆幸 ・長島浩二

Induction of Cultured Cells from Alfalfa or Red Clover Leaf

Ryoji NarecAwA, Takayuki It<ooe and Koji Nacesnlnae

アルファルファ及びレッドクローバー葉片からのカル

ス及び液体培養細胞の誘導を種々濃度の植物ホルモンを

添カロしたMurashige&Skoogの 培地を用いて試験した。

その結果,1.0～ 5.O mg/2ナ フタレン酢酸,0.1～ 1.0

mg/ι ベンジルアミノプリンを含む条件下で細胞の増殖

が促進され,蛋 白質の合成が活発に行われていることが

示唆された。

広 く生物界には特定の構造を持った糖に結合し,血 球

や細胞を凝集するレクチンと称される蛋自質の一群が存

在する。特に,マ メ科の種子からは数多 くのレクチンが

発見されている1ヽこれらレクチンは
｀
糖鎖を認識する天

然のモノクローナル抗体
″

ともいわれ,複 合糖鎖や細胞

の分離,分 画,検 出などに応用され始めている2、レクチ

ンの食品分野への利用は,レクチンが非常に高価であり,

また基礎的研究が不十分なことから,ほ とんど行われて

いない。そこで我々はレクチンの食品力日三分野への利用

を目的に植物の培養細胞を誘導し,新 規レクチンの検索

を行っている。

今回,牧 草 として利用されているマメ科のアルファル

ファ及びレッドクローバー葉片から培養細胞 (カルスと

液体培養細胞)を 誘導する条件を検討 した。

アルファルファ (Mo磁 c電o"″ υα L.cv.vertuS)及び

レッドクローバー (¨ %ρ π″πSθ L.cv.sappOro)

の種子をバー ミキュライ ト上に植え,室 温で 1週 間栽培

し得た葉片を,70%エ タノールで 30秒 ,更 に 1%次 亜塩

素酸ナ トリウムで 20分 間表面殺菌後,無菌水で 3回 洗浄

した。子葉は長さ4×4cmに 切 り取 り,カ ルス形成培地

に置 床 した。カ ル ス形 成 用 の培 地 はMu r a s h i g e &

SkoogO(以 下,MSと 略す)の 寒天培地を用い,植 物ホ

ルモンはナフタンン酢酸 (以下,NAAと 略す)及 びベン

ジルアミノプリン(以下,BAと 略す)を用いた。培養は

暗所,26°Cで 行なった。液体培養はMSの 液体培地を用

い,暗 所,26°C,85回 転/分の条件で振 とう培養 した。培

養細胞内の可溶性蛋白質の定量は,カ ルス及び吸引ろ過

して集めた液体培養細胞に 2%イ ソアスコルビン酸ナ ト

表 1 カ ルス形成におけるNAA及 び BAの 影響

( b )

アルファルファla)及びレッドクローバー(blの葉片を表に示 した濃度(mg/′)の植物ホルモンを含む MS寒 天培地で,26℃ の条件で,30日
間培養 した。
一 :カルス形成されない,士 :カルス形成されることがある,十 ;カルスが形成される,++;大 きなカルスが形成される,NT;試 験 して
い な い .
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リウムを加え,ポ リトロン (最大速度)で 2分 間破砕 し,

8,000 rpm,10分 間遠心分離後,上 澄液を5mMリ ン酸

緩衝液 (pH 7.2)中 で透析 して得 られた蛋白質溶液を用

い,Bradfordの 方法。で行った。培養液中の蛋白質の定

量は,培 養液に硫酸アンモニウムを 100%飽 和になるよ

うにカロえ塩析 した後,沈 でんを8,000 rpm,10分 間遠心

分離し,ペ レットを5mMリ ン酸緩衝液 (pH 7.2)で 透

析 して得 られた蛋自質溶液を用い,同様の方法で行った。

カルスの形成 :ア ルファルファ及びレッドクローバー

ともに,NAAを 加えない場合 はカルスが形成されず,カ

ルスの形成には0.l mg/2以上の NAAを 必要 とした

(表1).特に,NAA濃 度が 1.0～5.O mg/2では全ての試

料からカルスが形成された。さらに,0.01～1.O mg/2の

BAを 添加すると,カ ルスの増殖が活発になり,培 養後

図 1 ア ル ファル ファの カル ス生育 に及ぼ す NAA

及び BAの 影響

アルファルファ細胞を1 0mg/′NAAを 含むMS寒 天培地しヽ
1 0mg/′NAA,1 0mg/′ BAを 含むMS寒 天培地(いで,晴所,
26℃の条件下,30日 間培養した。

30日 後には重量が約 2～ 10倍 に増加 した (図1,図 2).

この ときの細胞内に含 まれる蛋自質含量 はBA無 添加

のものに比べ, 4～ 20倍増力日した(図2).デ ータには示

していないが,培 地に 1.O mg/2以 上の BAを 添カロした

条件では,カ ルスが褐色になり死滅 しやすい傾向にあっ

た。

液体培養細胞 :カルス形成の実験 と同様に,1.0～ 5.0

mg/2 NAAで 増殖が活発になった。ただし,BA無 添加

の場合,増 殖 した細胞 は単細胞 (図3a)で あったが,BA

の添加により細胞はクラスター (図3b)を 形成 した。増

殖速度は BA無 添加の場合がより速 く,培 養後 5日 ほど
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図 2 カ ルス重量及び蛋 白質含量 に及ぼ す BA濃 度

の影響

図に示した濃度の BAを 含むMS寒 天培地で,暗 所,26℃の条件
で,30日 間培養し,カルス重量(○)及び細胞内可溶性蛋白質(●)
を測定した。
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図 3 レ ッ ドクローバ ーの溶体培養細胞の顕微鏡画像 (×300)

レッドクローバ…細胞を1 0mg/′のNAAを 含むMS溶 体培地(a)及び 1 0mg/′のNAAと 1 0mg/′の BAを 含むMS

液体培地(りで,晴 所,26℃,05回 転/分の条件下で,30日 間培養した。
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で増殖が観察された (データは示していない)カミ,培 養

30日後の細胞の総重量はBA添 加の方が数十倍高 く,1

2の培地で約 80g(新 鮮重量)の 細胞が得られ,細 胞内

可溶性蛋白質としては200 mg,培養液中の分泌蛋白質と

して80 mgが回収できた。継代培養は1.O mg/2 NAA

及び 1.O mg/2 BAを 含むMS培 地で,30日毎に行った

が,こ の時の細胞及び蛋自質量は培養細胞誘導時とほぼ

同じ値で推移していた。

アルファルファ及びレッドクローバーの培養細胞の誘

導に関する本報告の結果は,細 胞増殖の面からみると,

他に報告されている植物培養細胞の生育量に匹敵するも

のであった。植物の細胞自身を大量に生産し,利 用しよ

うという研究は1968年のMendelsらつの研究を中心に

多 くの報告がある。これらの中で,生 育量の高いものと

して,バ ラ,ニ ンジン,タ バコ,レ タスなどがあり,特

に,タ バコは乾物重量当たり7g/2/日 という非常に高

い値を示している。しかしながら,こ れらの研究の実用

化への取 り組みは,現 在,経 済的な側面から朝鮮ニンジ

ンなどごく僅かなものに限られている。従来の植物細胞

培養の研究は来るべき食料資源の不足に対応するために

行われたが,近 年においては医薬,農 薬,香 辛料,食 品

添加物,染 料,化 粧品などの天然原料を供給するという

目的で行われ るようになって きているの。アル ファル

ファ及びレッドクローバーの培養細胞からレクチンを生

産するという我々の研究 も,こ のような付加価値の高い

物質を安定かつ迅速に供給 しようとする試みの一つであ

る。

文   献

1)ナ タン シャロン ・ハ リナ リス :レ クチン,大 沢

利昭 。小浪悠紀子訳 (学会出版センター,東 京),

p.27(1990)。

2)渋 谷直人 :食品工業,30,18(1989)。

3)MURASHIGE,T.and SK00C.,F:P力 “あ′.タルπ′.,

15,473(1962).

4)BRADFORD,M.M.:ス πα′ Bグθθλι2.,72,248(1976).

5)原 田宏他 :植物細胞組織培養 実 際。応用。展望,

(理工学社,東 京),p.383(1979).

6)西 村功。松本武 :植物の組織培養入門,(工 業調査

会,東 京),p.134(1987).


