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25. 超音波処理はアグロバクテリウムの除菌に有効である

〔要約〕サトウキビのアグロバクテリウムを用いた形質転換において、 一般の超音波洗浄機による超音

波処理でアグロバクテリウムの菌密度を低下させ、腔直 ・選抜培養中の過剰増殖を狸雙することがそ百-

る。
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〔背景 ・ねらい〕

植物のアグロバクテリウムを用いた形質転換では、アグロバクテ リウムの接種、菌と 対象とする組織 ・

細胞と の共存培養後に、ア グロバクテ リウムを除くための除菌操作が不可欠である 。一般には、共存培

養後に洗浄することにより組織 ・細胞に付着するアグロバクテ リウム の菌密度を低くし、さらにカルベ

ニシ リン等の抗生物質を添加 した培地上で培整する ことによ って、除菌を行っている 。 しかし、除菌培

養 ・選抜培養の過程で、ア グロバクテ リウムが再び過剰 に増殖し、形質転換を行った組織 ・細胞に大き

なダメージを与え、結果的に形質転換効率を低下 させることもままあり、簡便で効果の覇い除菌方法が

求め られている。

〔成果の内容• 特徴〕

I. アグロバクテ リウム （菌株 EHAIOI) を N6-2培地 （表 I) に縣濁し、超音波処理 (5分間）を行

う。 この菌液 50μIをMS-I培地に接種し、26°C (暗所）で培養する。4日後の培地上のコロニー数

は超音波処理区で無処理区よりも 著 しく少なくなり 、超音波処理によ って生菌数が減少する ことが分

かる （図 I)。菌株 LBA4404でもこれとほぼ同様の結果が得られる。

2. アグロバクテ リウム （菌株 EHAIOI) を N6-2c培地に縣渦し、サト ウキビ液体振と う培養細胞を加

え振とう培養する。24時間後に培養細胞は滅菌水にて洗浄し、超音波処理を行う 。培養細胞は共存培

養培地 MS-leに移植し 3日間培養 した後、除菌培地 MS-leに移植する。2週間後に観察すると 、超音

波処理区では菌の過剰増殖は全 く認められないが、無処理区では多数の過剰増殖が認められる （図 2)。

3. サトウキビ液休振とう培養細胞に超音波処理を行った後、 MS-I培地上で培養する。2週間後のカル

ス重倣では、超音波処理区と無処理区で差は認められない （表 2)。また、このカルスを再分化培地 MS-

R9で培養 しても 、3週間後のシュー ト形成率に差は認め られない （表 3)。L~S分程度の超音波処理

は、サトウキビ培養細胞の生育および再分化に対し悪影欝 を及ほさない。

〔成果の活用面・ 留意点〕

I. 超音波処理には市販の超音波洗浄機 UltrasonVelvo Clear VS-I SOH (44 kHz) を用いた。超音波処理

の際、菌および培養細胞は 50ml容量のプラスチックチューブ （ポリ プロピレン製）に入れた。

2. 本手法はサ トウキビだけでなく、植物一般のアグロバクテ リウムを用いた形質転換に広く 利用できる

可能性が高い。他の植物種で本手法を用いる場合、あ らかじめ超音波処理が対象とする組織 ・細胞に

及ぼす影評 を確認しておく必要がある。
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〔具体的データ〕

表 1 培養に用いた培地

MS-1: MS+ 2mg/l 2,4-D + 500mg/lカザミノ酸，3%ショ糖，0.9% Agar, pH 5.8 

N6-2:N6修 正 +2mg/1 2,4-D + 500mg/lカザミノ酸，3%ショ糖，pH5.8 

N6-2c: N6-2 + 50mg/lアセトシリンゴン，pH5.2 

MS-1c: MS-1 + 50mg/lアセトシリンゴン，pH5.2 

MS-1e: MS-1c + 200mg/lカルベニシリン， pH5.8 

MS-R9: MS+ 0.5mg/l lAA+1mg/1 BA+ 1.5%ショ糖+1.5%ソルビトール 1.2% Agar, pH 5.8 

図 1 培地上で生育するアグロバクテリウム 固2 除菌培地上で培養中のカルスとアグロバク

〔その他〕

(EHA101)のコロニー
A; 超音波無処理、B;超音波処理(5分）。00600=1X 10-6 

の菌密度に調整 した菌液を接種した。図は接種から 4日

表 2

処理

サトウキビカルスの生育に及ぼす超
音波処理の影薯

カルス重量 (g)/ シャーレ

置床時 14日後

超音波無処理 0.19土 0.023 1.52士 0.161

超音波処理(1分） 0.21士 0.028 1.82土 0.244

超音波処理(5分） 0.18土 0.049 1.61土 0.267

1シャ ーレあたり 15個のカルスを置床、値は

5反復の平均値士標準偏差。供試品種はNiF4。

テリウム (EHA101)の過剰増殖
A; 超音波無処理、 B;超音波処理 (5分）。サトウキピ培
蓑細胞は0D600=0.5の奢密度に調整した菌液中で振とう

培蓑した。図は除菌培地に移植して 1,4日後の状況。供

試品種は Nif4。

表 3 カルスか らのシュート再分化
に及ぼす超音波処理の影響

処理 シュート形成率 （％）

超音波無処理 63士 13.8

超音波処理(1分） 79土 11.0

超音波処理(5分） 69土 23.4

1シャ ーレあたり 15個のカルス を置

床、値は 5反復の平均値土標準偏差。

供試品種はNiF4。
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