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論 文 内 容 要 旨

序論

酸性土壌 にお けるアル ミニウム(Al)ス トレスは、主 として2つ の側面を持つ。

すなわち、直接 的な毒性(ア ル ミニウムイオ ンス トレス)と 、難溶性の リン酸Alを

生成す ることに よる間接的な リン酸欠乏(低 リン酸 ス トレス)で 、 この両者 により

作物の生育 は一般 に極 めて不良 となる。 特 に東南 アジアや中南米 などの発展途上

の諸国で は、 国土の大半がA1が 問題 とな る土 壌に分類 される。 こ うした地 域で は

多額の投資 を必要 とす る土壌改良 よりも、改良 に比べて 安価で収 穫が期待で きる 「

A1ス トレス耐 性」植 物の作 出が、食糧の安定的な生産 に大 き く貢献す る と考 え られ

て いる。

この よ うな背景か ら、近年培養細胞系でA1ス トレス選 抜が盛 ん に試 み られ 、Conn

erとMeredithは1985年 に可溶性Alの 選抜条件 を確立 し、Alイ オ ン耐性(IAT;Ionic

-AlTolerant)タ バ コ植物 を作出 した
。 しか し、Alス トレスの もう一つの要 因で

ある低 リン酸 ス トレス に対 して は、その重要性 にも関わ らず、 これ までに耐性系統

を選抜 した報告 は見あ た らず、効果的な選抜法の確立が強 く望 まれてい る。

一方、本研 究で用い たニンジン選抜細胞 は、酸性条件下 にお けるAIス トレスを想

定 した培養条 件 、すなわち通常の リン酸 を含 む培地 に大過剰のA1を 添 加 した培地で

繰 り返 し継代 培養 して選抜された。 この培地で は、可溶性A1は 僅か に含 まれ るに

す ぎず 、大部分のAlは 、全て リン酸 と難溶性A1を 形成 して可溶性 リン酸 は検 出 され

ない(Table1)。 従 って、このA1沈 澱生成 系で選抜 され たニンジン選抜細 胞 は常

に リン酸A1を リン給源 として選抜 されたことにな り、 これ まで に報告のない、 リン

酸A1を 利 用で きる低 リン酸耐性(LPT;LowPh。sphateτ01erant)株 であ るこ とが期

待 された。

そ こで本研 究で は、先ず選抜細胞が リン酸A1を 利用す るタイプの低 リン酸 耐性株

で ある ことを 明確 に示 し、その リン酸A河 給態化機構を解 明す ると共 に、野 生型細

胞 と混在 す る選抜培 地 中での生育 を想 定 して 、選抜時に関与 した低 リン酸耐 性細胞

の生理 的特性 を明 らか にすることを目的 とした。 更に 、長期にわた る選抜 過程 に

お いて再分化 能力を喪失 していた低 リン酸耐性細胞 に対 し、若い野生型細胞 と細胞

融合 を行 うことにより再分化植物の獲得 を試 み、低 リン酸耐性植 物作 出の可 能性を

示 唆 した。

一372一



第1章 選抜細胞の低 リン酸耐性特性とリン酸A1の可給態化機構

序 論で も述 べたよ うに、本研究でニンジ ン培養細胞を選抜 した培地(A1:4mM、P

:2蝋 、pH5.0)は 、コロイ ド状の リン酸Alと して全ての リン酸が 沈澱 して い るもの
り

の 、・若 干の可溶性Alを 含んでいる。 そ こで 、この沈澱 生成系 に リン酸A1の 生成 に

伴 う低 リン酸 ス トレスが存在す ることを明 らかにす るために、30mMのMES(2一(N-m

orpholino)ethansulfonicacid)存 在下でpH3.5か らpH6.0の 範 囲の同一組成 の培地

を調 製 し、可 溶性Al・Pi量 の変化、並び に細 胞の生育 を調べた(Flgure1)。 その

結果 、選抜細 胞は可溶性A1が 減少するにつれ生 育量が増加す るものの、野生 型細胞

(WT:wndtype)は 可溶性A1が ほ とん ど検出 されないpH5以 上の 領域で も、可溶性

リン酸区に対す る相対生育量は20%以 下で あ った。 一方、可 溶性A1に 対 す る生

育 レスポ ンスをConneτ らの選抜条 件に準拠 した培地(pH4.0、Pi:0.1剛)を 用いて

調 べた ところ、両細胞共 に可溶性A1量 の増加 につれ生育 は直線 的 に阻害 され、選抜

細 胞はAlイ オ ンに対 して耐性 とは認め られなか った(Figure2)。

以上の結果 か ら、沈澱生成系 には可溶性A1毒 性以外の ス トレス、すなわち低 リン

酸ス トレス(リ ン酸の難溶化 によるリン酸欠乏ス トレス)が 存在 す ることが 明 らか

にな った。 同時に、選抜細胞 はこれ まで に報告 され たことのな い、難溶性 リン酸

A1を 利用す る タイプの低 リン酸耐性(LP-T)細 胞である と考 え られ た。 このLP-T

細 胞の難溶性 リン酸利 用能力 は、選抜 系に含 まれていた コロイ ド状の リン酸A1以 外

の難溶性 リン酸給 源で も認 め られ、 市販のAlPO4試 薬 を洗浄 し可溶性 リン酸 を完全

に除いた粉末 状のAlPO4で 野生型細胞の4倍 、 コロイ ド状の リン酸鉄給源で野生型

細 胞め3倍 の相対生育を示 した(Table2)。

次 にLP-T株 の難 溶性 リン酸A1可 給態化機構 として、A1ス トレス に対す る植物の応

答 機構 とされ る有 機酸 放出を調べた。 その結果、LP-T細 胞 は難 溶性 リン酸給源で

多量の クエ ン酸を放出 し(Table3)、 これ とほぼ同濃度の クエ ン酸添加に よ り野

生型細胞 もAlPO4給 源で 、可溶性 リン酸給源 とほぼ同様 な生育を示 した(Figure3)。

これ らの ことか ら、LP-丁細胞 はクエ ン酸放 出に よりリン酸A1を 可給態化 して いる と

考 え られた。 そ こで リン酸A1給 源で の細胞生育 とクエ ン酸放出 の関係を定量 的に

調べ るため、1P-丁細胞2系 統 と野生型細胞2系 統を1'2日 間培養 し、生育量 とクエ

ン酸放出量を調べた。 その結果、1)細 胞生育 とクエ ン酸放出量 の間 には高 い直
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線相関が認 め られ(Figure4)、 更に2)ク エ シ酸 と可 溶性A1の 間には1:1の 関

係が認め られ た(Figure5)。 これ らのこ とか ら、等 量のクエ ン酸 によ り可溶化

され る リン酸量 は、細胞 によらず 同一である と考 え られ、 リン酸A1給 源での細胞生

育 は放出 した クエ ン酸 により可溶化 される リン酸の供給 に依存 している と考 え られ

た。 従 って 、 リン酸A1給 源で は クエ ン酸放 出能力が高い ほど、 より多 くの リン酸

を可溶 化 し、良好 に生育す ると考 え られ る。 実際、両細胞を用 いて リン酸A1を 含

む培地 におけ るクエ ン酸放出速度 を調べた ところ、LP-丁細胞のクエ ン酸放出速度 は

野生型 細胞の8倍 以上 と見積 も られた(Figure6)。 これ より、LP-T細 胞 は高い

クエ ン酸放出能力 に依存 して難溶 性 リン酸Alを 可給態化 している と結 論 した。

第2章 低リン酸耐性細胞の選抜過程の解析

LP-T細 胞は、放出クエ ン酸により定量的に リン酸Alを可溶化し、生じたリン酸イ

オンを吸収 して良好に生育する。 この性質は極めて安定であり、ス トレスを与え

.ない条件で培養 しても少なくとも25代 の間保持された(Table4)。 このことか

ら、単にリン酸Alに 生理的に適応 した細胞で はなく、クエン酸放出に関して何らか

の変異を持っ細胞が選抜されたと考えられた。 しか し、クエン酸放出によるリン

酸A1可 給態化モデルでは、野生型細胞と混在するLP-T細胞が選抜 される過程 を十分

に説明するに至 らない。 すなわち、両細胞が混在する選抜過程では、LP-丁細胞が

高いクエン酸放出により多量のリン酸A1を可溶化しても、同一フラスコ内で生育す

る野生型細胞 も遊離したリン酸イオンを利用できるため、LP-T細 胞が特異的に増加

する説明に対 して、クエン酸放出モデルでは説明不十分である。 従って、LP-T細

胞が選抜されるためにはクエン酸放出以外に、集団中で優先的に増加するために有

利な生理的特性を有すると考えられた。ヒ そこで、本章ではその可能性のある要因

として1)生 育速度、2)リ ン酸利用効率、3)リ ン酸吸収速度の3つ をとりあげ、

これ らについて、親細胞である野生型細胞(LP-0細 胞〉と比較した。 、第1に 、両

細胞の リン酸吸収量並びにリン酸利用効率が同一であっても、LP-T細 胞の生育速度

が早い場合、細胞集団中でその増殖が選択的に増加すると考えられるため、生育速

度を調べた。「 尚、生育速度は通常用いる指標である新鮮重のほかぢ選抜が懸濁細
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胞 を一定容積植 え継 ぐことに より行われるこ とを考慮 し、体積(Set・tledCellVol

ume)に ついて も調べた(Figure7)。 その 結果、両指 標 ともに、LP-丁細胞 と親細

胞 の間に有意 な差 は認 め られなか った。

第2に 、 リン酸利用効率を リン酸あた りの生育量を指 標 として 調べた。 あ らか

じめ リン酸量 を制限 して前培養 した細胞を、 リン酸濃度の異なる培地 で10日 間培

養 し、生育量 を測定 した(Figure8)・ 。 この条件で は、低濃度 の リン酸区で はリ

ン酸 が生育の制限要因 となるが、両細胞 と も1酬 以下の範囲で リン酸が制 限要因 と

なっていた。 この範囲で の両細胞 の リ,ン酸 あた りの生 育量 には差が な く、1μ 血oIe

あた りユ30mgの新 鮮重増 加が認 められた。

第3に 、LP-T細 胞の リン酸吸収速度 を調べ た。 先ず、選抜過 程の リン酸 濃度が

希薄で あるこ とか ら、20μMの リン酸濃度で の吸収速度 を調べた ところ、LP-T細 胞

の リン酸吸収速度 は親 株 に比 べ著 しく早かった(Figure9)。 そ こで、100μM以

下で の両細胞の リン酸吸収速度 を測定 した ところ、両細胞 ともリン酸濃度 に対 して

飽和型 の吸収 を示 し(Figure10A)、 逆数プ ロ ット、(Fi'gure10B)よ り算出 され る

リン酸吸収のKm値 はLP-T:13.6μM、LP-0:9.1μMで あ り、Vmax値 はLP-T:88.8±

1.5nmolemin蝉1g-1新 鮮:重、LP-0:28.2±5.3nmolemin薗1g-1新 鮮重で あった。

これ らの値か ら、両者の リン酸吸収 に関するVmax/Km値 を算 出 した ところ、LP-T細

胞 がLP-0細 胞 に比べて211倍 高か った(Table5)。 従 って、推定 され るリン酸吸

収速 度は、いか なる濃度 において もLP-丁細胞 の方が大 き くなり、LP-丁細胞は野生型

細胞 と混在す る選抜培 地 において、その放出 クエ ン酸 に より可溶化 され るリン酸 を

優先 的に吸収 し、細胞集団中で選択的 に増殖 した と考 え られ る。

第3章 細胞融合による低 リン酸耐性ニンジン植物の作出

本研究で用いた低 リン酸耐性ニンジン培養細胞は、リン酸A1を その放出す るクエ

ン酸により可給態化 し、可溶性リン酸給源と同様に生育する。 これまで個体 レベ

ルでの選抜で もこのような系統が選抜された報告はなく、低 リン酸耐性細胞の耐性

形質が再分化個体に発現されるかどうか興味が もたれた。 そこで、本章では低 リ

ン酸耐性細胞か ら再分化個体を作出した際、その耐性形質が再分化を通 じて保持さ
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れるか否かを調べることを目的とした。

前節で述べたように低 リン酸耐性細胞は、難溶性 リン酸A1を 唯一のリン酸給源と

して選抜された。 しか し、リン酸A1自体は毒性が低 く野生型細胞も利用で きるた

め、選抜には通常長期間を要 した。 こうした長期間にわたる継代培養過程で、そ

の再分化能力 を喪失していたので、LP-丁細胞 自体から直接再分化植物を獲得するこ

とはできなかった。 そこで、再分化能力の旺盛な若い野生型細胞と細胞融合する

ことにより再分化を試みた。

低 リン酸耐性細胞は選別に適 した薬剤抵抗性等のマーカー形質を持たないため、

融合細胞を選別する際には、コロニーの形態が異なる野生型細胞を融合相手 とし、

更に、 ヨー ドアセ トアミド(10A)処 理によりあらかじめ野生型(wr)細 胞をLP-T

細胞と融合 しない限り分裂できないように不活性化した。 この操作により、融合

処理区では理論的に、LP-T細 胞由来のコロニーと、LP-T細 胞と野生型細胞が融合し

た細胞由来の コロニーが形成されることになる。 実際に融合処理区では、LP-T細

胞由来のFriableな コロニーと野生型細胞の形成するco叩actな コロニーの中間的な

形状のコロニーが多数形成された。 このコロニーを2,4の を含まない再分化培地に

移 したところ、約20%の コロニーから再分化植物が形成された。

次ぎに、再分化個体の一部か ら再びカルスを誘導 し、 リン酸Alの 利用効率を生育

量を指標 として調べたところ、LP-T細 胞由来の再分化植物か ら誘導したカルスでは、

リン酸A1給 源での相対生育量は概ね50%を 越え、最大98%の 相対生育量 を示 し

た(Figure11)。 この際、対照として行った親株(LP-0)細 胞 と野生型細胞を融

合 して得 られた再分化植物由来のカルスでは、相対生育:量が20-30%程 度と明

らかに低かった。 このことか ら、細胞レベルで獲得された低リン酸耐性形質は、

細胞融合 ・再分化 ・脱分化を通じて保持されることが確認された。 また、このカ

ルスは旺盛な再分化能力を有 し、5系 統のカルスから得 られた幼植物を用いて リン

酸AI利 用効率を調べたところ、カルスレベルでのリン酸Al利 用能力と個体レベルで

の リン酸A1利 用能力の間には高い相関が認め られた(Figure12)。

以上の結果から、LP-T細 胞の低リン酸耐性形質は再分化を通じ、直接個体 に導入

できる形質であることが確認された。 今後同様な手法を農業上有用な作物種に適

用することが望 まれる。
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要 約

本研究ではこれまで困難であった、アル ミニウムに起因する2つ のス トレス要因

を実験的に明確 に区別 し、その1つ の要因に関わるリン酸Alを 利用するタイプの低

リン酸耐性細胞を選抜 し、以下の生理的特性を明らかにした。 尚、これまで、同

様な耐性系統を選抜 したという報告は見当た らない。

1)リ ン酸A工を単独 リン酸給源として選抜した低リン酸耐性(LP-T)細 胞は、野生

型細胞の約8倍 のクエン酸放出能力を有 し、定量的にリン酸A1を 可給態化 して正

常に生育す る。 このクエン酸放出能力は、長期間の継代培養 を通じて極めて安

定な形質であった。

2)LP-丁 細胞は、その リン酸吸収のVmax値 が親細胞の約3倍 で、リン酸吸収速度が

大きい。 そのため選抜過程において、その放出クエン酸により可溶化した リン

酸を優先的に吸収す るこどにより選抜されたものと結論した。

3)LP-丁 細胞の低リン酸耐性形質は再分化 ・脱分化を通 じて保持され、また細胞 レ

ベルの耐性と個体レベルの耐性に相関が認められた。 このことは、細胞工学的

手法のス トレス選抜法による、難溶性低 リン酸耐性植物作出め可能性を示唆する

も'のである。
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論 文 審 査 の 要 旨

酸性土壌における,ア ル ミニウム(A1)ス トレスは,主 に2つ の側面を持つ。すなわちA1

イオンの過剰障害と,難 溶性の リン酸A1の 生成により引き起こされる間接的なリン酸欠乏ス ト

レスである。本研究では,こ れまで困難であった両ス トレスの実験的な区別を明確に行い,そ の

1つ の要因に関わるリン酸AIを 利用するタイプの低 リン酸耐性細胞を選抜 し,以 下の生理的特性

を明らかに した。尚,こ れまでに同様な耐性系統を選抜 した報告は見当たらない。

先ず,難 溶性 リン酸A1を 単独 リン酸給源 として選抜 した低 リン酸耐性細胞が,リ ン酸A1と

同様に,難 溶性 リン酸鉄を利用できることを示 した。この,低 リン酸耐性細胞における難溶性 リ

ン酸を可給態化する能力は,ク エン酸放出能力に依存 していた。すなわち,こ の細胞は野生型細

胞に比ベクエン酸放出速度が約8倍 高く,難 溶性 リン酸からより多 くの リン酸を定量的に可溶化

し,正 リソ酸給源と同様に生育できると結論 した。さらに,低 リン酸耐性細胞のクエン酸放出能

力は正 リン酸給源で長期間継代培養 しても安定に保持されたことから,こ の細胞は単に難溶性 リ

ソ酸A1に 生理的に適応 した細胞でな く,ク エン酸放出に関して変異を持つ細胞であることを示

した。.

次に,低 リン酸耐性細胞が野生型の親細胞と共存する選抜過程で,特 異的に増殖 した現象に着

目し,そ れに関わる生理的要因を明らかに した。先ず,低 リン酸耐性細胞 と親細胞の生育速度並

びに リン酸利用効率(リ ン酸当た りの生育量)を 比較 し,両 者に差が認めうれないことを示した。

しかし,こ の細胞は リン酸吸収のVmax/Km値 が親細胞の2培 であり,同 濃度の可溶性 リソ酸

を含む条件では,常 に親細胞 よりリン酸吸収速度が大きいことを明らかにした。そのため,選 抜

過程において自らが放出クエン酸により可溶化した リソ酸を優先的に吸収することにより,特 異

的に増殖したものと結論 した。

さらに,農 業への応用を考慮 し,低 リソ酸耐性細胞の形質が個体 レベルで発現するか否か検討

した。先ず,長 期間の選抜過程で,再 分化能力を喪失 した低 リン酸耐性細胞に対し,若 い野生型

細胞の持つ再分化能力を細胞融合により導入した。その融合細胞から得られた細分化個体を用い

て,低 リン酸耐性細胞の耐性形質が,脱 分化 ・再分化を通 じて保持されることを示し,細 胞 レベ

ルの耐性 と個体 レベルの耐性に高い相関が認められることを明らかにした。これらのことから,

細胞工学的手法であるス トレス選抜により,実 用的な難溶性低 リン酸耐性植物を作出できる可能

性を示唆した。

以上のように本研究は,難 溶性低 リン酸耐性ニンジン培養細胞の生理的特性を明らかにしたこ

とは評価に値すると同時に,そ の耐性機構の解明のみならず,酸 性土壌における作物生産にも寄

与するところ極めて大きいと思われる。よって審査員一同は本論文が博士(農 学)の 学位を授与

するに値するものと判定 した。
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