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ガラス化法およびビーズガラス化法を用いた
培養植物茎頂の超低温保存
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Invitr0-grownapicalshoottipsofGentianaweresuccessfullycryopreservedbyvitrification(V)and

encapsulation-vitr泊cation(EV)protocols.WeoptimizedandcomparedtheVandEVprotocols.Althoughboth

protocolsresultedinarelativelyhighsurvivalrate,theEVprotocolse.emedtohaveseveraldistinctadvantages.

First,thesurvivalrateofshoottlPSCryOPreServedbytheEVprotocolwasmuchgreaterthan thatbytheVprotocol

underoptimizedconditions.Second,therangeofoptimumtreatmentperiodbyvitrificationsolution(PVS2

solution)wasconsiderablywiderwiththeEVprotocolthanwiththeVprotocol.Third,afterrewarmingfrom

liquidnitrogentemperature,thecryopreservedshoottipsshowedmorevigorousgrowthfortheEVprotocolthan

theVprotocol.WiththeoptimumEVprotocol,wesucceededtocryopreserveshoottiPsfrom10differentlinesof

Gentianaanduniformlyobtainedhighsurvivalrate.Thus,theEVprotocolappearstobepromlSlngfor

cryopreservationofawiderangeofplantgermplasm.

リンドウは竜胆と呼ばれ根は,古来より漢方の健 置付けられている2).

胃薬として利用され,神農本革経中品にも収載され

てきた1).現泰,園芸作物としての切花 ･鉢物は岩

手県を代表する経済的に大きな産業の一つとして位
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リンドウは一般に実生によって繁殖されている

が,育種母本となる親株自身の遺伝的特性を推持す

ることは難 しい2,3).交雑 して育成 した系統の品質

を育種面から評価するまでには3-4年かかるた

め,育種母本 (Fl育種用親株および優良系統)を長

期間,維持 ･保有 しておく必要がある.リンドウの

系統維持には組織培養が広 く用いられているが,級

織培養にはウイルスフリー株を得る事ができる2)と

いう利点がある反面,人的 ･経済的な負担,雑菌混
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入,体細胞変異などのマイナス面も多い4).そこで,

長期間安定した状態で多くの系統を保存する簡便な

方法の確立が望まれている.本研究では,exsitu保

存法として注目されているガラス化法にアルギン酸

ビーズ包埋法を組み合わせ,簡便で生存率の高いリ

ンドウ遺伝資源超低温保存法を開発することを試み

た.

リンドウ (G.scabraBunge,系統名 山形302)茎

頂を供試材料に,ガラス化法とビーズガラス化法を

用いて,生存率等の結果およびさまざまな処理の効

果を比較した.なお,本実験では報告されているガ

ラス化液の中から,多くの植物種の保存に成功して

いるPVS2液5)を用いた.

通常のガラス化法 【Fig.1:低温馴化 (5℃,3

週間)1前培養 (0.3M ショ糖含有 MS培地 :5℃,

24時間)-脱水耐性付与処理 (2Mグリセロール+

0.4M ショ糖 :25℃,20分)-ガラス化液処理

(pvs2液 :25℃,30分)-液体窒素処理 -加温処

理 (38℃)】を用いて保有した結果,比較的高い生

存率 (76.7±4,1%)を得た.さらに,ビーズガラス

化法 【Fig.2:前培養した茎頂を2Mのグリセロー

ルを含むアルギン酸ビーズに包埋した後ガラス化液

で処理して保存】を試みたところ,①ガラス化液処

理時間を厳密に決定する必要がないなど操作を簡便

にすることができた,②非常に高い生存率 (93.3±
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4.1%)を得ることができた,(釘生存茎頂は,加温

後の再培養培地上で非常に早い時期から再生を開始

した,などの利点が見出された.リンドウ近縁種

(G.scabra,G.trljlora,G.makinoi)および,その交配

系統で試験 した結果,ガラス化法では材料によっ

て生存率の差異が大きいのに対して,全快試材料で,

ビーズガラス化法は高い生存率を示し,加温処理後

の生育も非常に早いことが確認された.

ガラス化法を基礎とした超低温保存法は,(脱水

耐性を付与すると同時に)凍結を起こしにくい含水

率まで細胞を脱水し,液体窒素に投入することによ

り急速冷却することで組織を生存させる.すなわち

脱水によって細胞質における溶質濃度を高め,急速

冷却中に細胞内の水を氷形成を伴わないガラス状態

にすることで細胞の傷害を回避させている6).一般に

植物細胞は凍結中の細胞内における氷形成によって

傷害を受けることが知られており,細胞内の水が氷

を形成することなくガラス状態になることで細胞の

生存が超低温で可能になることが報告されている7).

超低温保存法として用いられているガラス化法は

試料が直接ガラス化液に触れるため,操作が簡単で

処理時間が短い利点がある反面,ガラス化液による

急激な脱水が原因となり,保存目的とする供試材料

ごとの最適処理時間を厳密に検討する必要がある.

事実,Niinoらはスリランカのイモ (bnara)資源を

pre･culture
for24hrat5oC

(0.3MSuc/MSmedium)

loadingtreatrTtntat250C
(2MGlycerol/0.4MSuc)
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Fig.1.Schematicpresentation

ofvitrificationprotocol

forcryopreservationof

plantapicalshoottips･
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Fig.2.Schematicpresentationof

encapsulation-Vitrification

protocolforcryopreserva-

tionofplantapicalshoot

(PVS2) (2MGlycerol/0･4MSuc) tips.

ガラス化法によって保有することに成功 したが,最

適 pvs2液処理時間とその前後 2分の生存率は約

13%変化することが観察された8).

一方,ビーズガラス化法は,アルギン酸ビーズに

試料を包埋することで,比較的緩速に脱水されるた

め,ガラス化法と比較 してやや長い処理時間が必要

なものの,高い生存率が得 られた.さらに,脱水が

比較的緩やかに起こるため最適 pvs2液処理時間も

厳密に決定 しなくても高い生存率を得ることができ

るという利点を有 していた,すなわち,最適処理時

間の幅を厳密に決定する必要がない,また,茎頂を

ピンセットで取 り扱う際の操作上の技術的問題から

起こる傷害の危険性を軽減できる.それらの利点を

生かし,大量の茎頂を同時に扱うことが容易になる.

さらに,ビーズガラス化法で保存 した茎頂は,再生

育初期から旺盛な生育を開始 し,その後の生育が速

かったことや,カルスの形成なしに再生育が観察さ

れたことから,茎頂に与える傷害は軽いものと考察

された.

また,本実験で用いたビーズガラス化法では,グ

リセロールをアルギン酸ゲルに混入すること,及び,

ビーズ作成処理と脱水耐性付与処理を同時に行うこ

とにより,手順を簡便にしている9).これらの点は,

超低温保存技術を実際に普及させることを容易にす

ると考えられる.

以上の結果から,2M グリセロールを含むアルギ

ン酸ビーズを用いたビーズガラス化法を用いた超低

温保存法は,実際の育種現場で利用可能な技術 とし

て普及可能であると考えられる.今後,数多 くのリ

ンドウ育種素材を保有 していく予定である.また,

今後増え続けると考えられる遺伝子組み替え植物

は,安全性が確保されるまでは慎重に取 り扱わなけ

ればならない10).それらの,確実な保存法としても

ビーズガラス化法を用いた超低温保存法は有効な手

段であると考えられる.
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