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Abstract
Previously, we had found that double layered artificial seeds of Japanese white birch whose inner layer

contained a large quantity of sucrose had germinated in non-sterilized perlite.  However, this type of artificial seed
did not germinate on other types of substrates, such as vermiculite.  To prevent the diffusion of sucrose from
artificial seeds to non-sterilized substrate, artificial seeds were enveloped in a dialysis membrane.  The enveloped
artificial seeds germinated quickly in non-sterilized vermiculite.
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もともと成長の速い樹種であるシラカンバから特に成

長の速い個体を選抜し、それを組織培養で大量増殖して

植林し、バイオマス資源として利用することを目指して、

シラカンバの組織培養による大量増殖法が研究されてき

た（Saitoら, 1985a; Saitoら, 1985b; Satoら, 1986）。さら

に、そのようにして作られた無菌幼植物体を野外に馴化

させる作業を簡略化し、輸送や貯蔵の利便性を向上させ

るために、幼植物体の腋芽を用いた人工種子の開発が行

われた（木下ら, 1989a; 木下ら, 1989b; Kinoshitaら, 1990）。

人工種子は体細胞胚やシュートなどの組織を人工的に

包埋したもので、in vitroやex vitroの条件に蒔くために

使うことができるものと最近定義されている（Aitken-

Christieら, 1995）。

発表されている人工種子の研究には無菌条件下で培地

成分の供給を受けて発芽・生育する人工種子の開発を目

指すもの（Piccioniら, 1995; Piccioni, 1997; Brischiaら,

2002）と、野外の土壌に蒔いて発芽・生育する人工種子

を目指すもの（Bapatら, 1987; Redenbaughら, 1991）が

あり、最近発表される論文は前者が多い。無菌条件で栄

養を与えられて発芽・生育する人工種子は植物工場など

での使用を目指して、作業の機械化（Brischiaら, 2002）

等の方向へ発展していくと思われるが、休眠し土壌中で

発芽することができる自然の種子と同様の機能を持った

人工種子の開発や、将来的には自然の種子が発芽できな

いような厳しい環境で発芽する人工種子の開発も重要な

課題である。当面、我々は野外の土壌に蒔いて発芽・生

育する人工種子の開発を目指している。

我々は組織培養で増殖させたシラカンバ幼植物体から

腋芽を持った節を含む断片を切り出し、アルギン酸ゲル

で包埋して人工種子化する実験を行ってきた（木下ら,

1989a; 木下ら, 1989b; Kinoshitaら, 1990; Kinoshitaら,

1992）。その結果、内部に高濃度のショ糖を含むアルギ

ン酸ゲルのビーズを入れた二重構造の人工種子で、外側

の層に腋芽を含む節切片を入れたものが、滅菌していな

いパーライト（ネニサンソ、三井金属鉱業）上で発芽し、

完全な植物体まで生育した。Maruyamaら（1997）は少

し改変した二重構造の人工種子を熱帯樹種ハカランダ、

セドロ、及びボライナブランカの腋芽を含む切片で作り、

やはり非無菌条件下で発芽して完全な植物体まで育てる

ことができた。

しかし、シラカンバの腋芽を含む節切片を用いて作っ

た二重構造の人工種子が発芽・生育できる非無菌の条件

は非常に小さい粒子を多く含むパーライトであるネニサ

ンソ上に限られており、その条件でもうまく発芽・生育

させるためには播種後の注意深い管理が必要である。こ

の人工種子をバーミキュライト上で発芽させることを何

度か試みたが、一度も成功しなかった。将来の野外の土

壌で発芽する人工種子を目指して、より多様な条件で発



芽する人工種子を作るため、本研究では滅菌していない

バーミキュライト上で発芽する人工種子を目指した。

我々の二重構造の人工種子は内部のアルギン酸ゲルの

ビーズに高濃度（39%、w/v）のショ糖を含んでいる。

しかし、アルギン酸ゲルの中では、ゲルに閉じこめられ

ている溶液に溶けている物質はかなり自由に移動するこ

とができるため、人工種子中のショ糖は継続的に外に漏

れだしている（木下, 2001）。このショ糖を栄養源とし

て微生物が繁殖することが、人工種子の発芽が妨げられ

る主な要因の一つであると考えられる。

本研究では、人工種子から周辺の非無菌の基質（バー

ミキュライト）へのショ糖の漏れを止めることを目的と

して、人工種子の外側を半透膜で包んだ人工種子を作製

し、通常の人工種子は発芽できなかったバーミキュライ

ト上で発芽するかどうかを調べた。

材料と方法

野外のシラカンバ（Betula platyphylla Skatchev var.

japonica Hara）成木の腋芽を表面殺菌して組織培養で増

殖し、長期間継代培養しているクローン、MA１とMA

３を植物材料として用いた。

通常の二重構造の人工種子はクローンMA３を用いて

前に報告した方法で製造した（木下ら，1989b）。半透

膜で包むものを含めて、本研究で人工種子の製造に用い

た培地成分とホルモン組成は以前の報告（Kinoshitaら,

1990）と同じである。

半透膜で包んだ人工種子にはクローンMA1を用いた。

その構造をFig.1に示す。半透膜としては透析膜（８/32、

三光純薬）を用いた。透析膜の一端は木綿糸で縛って閉

じた。透析膜の中には高濃度のショ糖を含むアルギン酸

ゲルのビーズとアルギン酸ゲルで包埋した腋芽を含む切

片を入れた。

アルギン酸ゲルのビーズは次に述べる方法で作った。

培地成分とホルモンを含む溶液20mlに10gのショ糖を溶

かし（ショ糖の最終濃度は39%、w/v）、それに0.8gのア

ルギン酸ナトリウムを溶かしてアルギン酸溶液を作っ

た。そのアルギン酸溶液を塩化カルシウム溶液（1.7gの

塩化カルシウム二水和物を100mlの液体培地（培地成分、

ホルモン及び0.5%ショ糖を含む）に溶かしたもの）に滴

下して、アルギン酸ゲルを形成させた。

一方、アルギン酸ゲルで包埋した腋芽を含む切片は次

の方法で作った。ここでは、塩化カルシウムを含む寒天

ゲルの上に、アルギン酸ナトリウム溶液が周りに付着し

た節切片を乗せてゲル化させる方法（Dovzhenkoら,

1998）を用いた。培地成分、ホルモン及び0.5%ショ糖を

含む溶液に17g/１になるように塩化カルシウム二水和

物を加え、さらに１%（w/v）になるように寒天を加え

て９cmシャーレの中で固めた寒天ゲルを準備した。次

に、培地、ホルモン、0.5%（w/v）ショ糖を含む溶液に

アルギン酸ナトリウム（2%、w/v）を溶かしたものに

節切片を混ぜた。ピンセットを用いて節切片にアルギン

酸ナトリウム溶液を付着させて、塩化カルシウムを含む

寒天の上に乗せ、30分間ゲル化させた。ここまでの操作

はすべて無菌条件下で行った。

次に、高濃度ショ糖を含むアルギン酸ゲルのビーズと

アルギン酸ゲルで包埋した節切片を透析膜の中に入れ

た。これが発芽するかどうかのテストは前に報告したの

と同じ方法で（木下ら, 1989b）非無菌条件下で行った。

鉢の中のバーミキュライトに、上端が少し出るように透

析膜で包んだ人工種子を埋め込み、下から水を供給しな

がら鉢の上にシャーレを乗せて乾燥を防ぎ、照明培養装

置の中に置いて発芽の状態を観察した。温度は25℃、光

強度は約75μmol m-2 s-1（白色蛍光灯）で16時間日長の

条件を用いた。

結果と考察

人工種子を透析膜で包む方法としては二重構造の人工

種子を透析膜の中に入れるやり方も考えられる。しかし、

その方法を試したところ発芽の仕方はあまり良好でなか

ったので、高濃度のショ糖を含むアルギン酸ゲルのビー

ズとアルギン酸ゲルで包埋した節切片を別々に作って透

析膜に入れる方法を用いた。

透析膜で包んだ人工種子は高濃度ショ糖を含むビーズ

が中に入っているため、自力で吸水することができる。

実際、バーミキュライトに埋め込んだ後、透析膜の内側

に水がたまっているものがいくつも見られた。

透析膜で包んだ人工種子は２週間で半数以上が発芽し

た。ここで言う発芽とは腋芽が成長して葉がアルギン酸

ゲルの外に出ることを言っている。Fig.2に21日目の写

真を示す。この時期になると透析膜で包んだ人工種子で

はシュートが伸長していることが明瞭にわかる。一方、

二重構造の人工種子は、節切片は緑色を保っているもの

の、ほとんど発芽しておらず、29個中１個だけが葉がア

ルギン酸ゲルの外に出ていた（Fig.2ｂ）。ここで用いた
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Fig.1. 透析膜で包んだ人工種子の模式図
Schematic representation of artificial seeds enveloped
with dialysis membrane.
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二つのクローン間で人工種子化したときの成長に差がな

いことは既に解っているので（Kinoshitaら, 1992）、二

重構造の人工種子と透析膜で包んだ人工種子の発芽に違

いが起こった原因はクローンの違いではない。

30日目に調査したところ、透析膜で包んだ人工種子は

34個すべてが発芽し、シュートは１cm程度伸長してい

た。ところが、二重構造の人工種子は29個のすべてが緑

色を維持していたものの、１、２枚の葉が出ていたもの

が7個、茎頂が確認できるものは１個しかなかった。

今回と同様な実験は今までに数回行っているが、二重

構造の人工種子は今回がもっとも良い結果である。前回

までは葉がアルギン酸ゲルの外に出る段階まで成長する

ものはほとんどなかった。二重構造の人工種子は、パー

ライト上に蒔いた場合を含めて、実験ごとの結果の違い

が大きいことが問題であったが、透析膜で包んだ人工種

子はどの実験においても再現性良く発芽し、シュートが

成長した。このことは透析膜で包んだ人工種子が環境の

違いにあまり影響されず、発芽することを示している。

さらに、発芽の始まる時期が、透析膜で包んだ人工種子

の約10日に対して、二重構造の人工種子では20日以上経

過してからであり、かなり遅い。人工種子の発芽に際し

ては、バーミキュライトが適度な水分を含んでおり、透

析膜を用いない通常の人工種子では人工種子から栄養分

がまわりに拡散することなど、微生物の繁殖に都合の良

い環境が作られる。その中で、微生物の繁殖よりも先に

シュートと根を形成して抵抗力のある完全な植物体にな

るために、早く発芽が起きることは人工種子の性能とし

てきわめて重要である。この意味で蒔く場所の微生物の

多少など、環境の違いに影響されにくく、発芽が早く起

きるという特性を持った透析膜で包んだ人工種子は、将

来自然の種子と同じように地面に蒔くことのできる人工

種子を開発するための一つの方向を示している。

予備的な実験では、透析膜で包んだ人工種子は苗畑か

ら持ってきた土壌に蒔いても20-30%は発芽した。今ま

で野外の土壌に蒔いて発芽する人工種子の報告は少数は

あるが（Redenbaughら, 1991）、企業秘密のためか、そ

の構造や内部に入れる成分は全く報告されていない。自

然の植物も根の細胞の細胞膜の選択透過性によって土壌

中の水や栄養を取り込んで成長している。人工種子の開

発にもそのような方向性が可能なことを本研究の結果は

示している。

透析膜で包んだ人工種子は非無菌条件下で良好な発芽

を示したが、まだ人工種子としては完成していない。発

芽の後発根も起きることは確認されたものの、透析膜が

糸で縛られているため根が外に出ることができず、植物

体が成長できない。これが今後解決すべき問題である。
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Bar＝1cm
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