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組織培養によるアマモ (Zostera marina L.)の

無菌種苗の安定的生産法

橋爪不二夫・山本有子

要
1::. 
回

英虞湾における新規のアマモ場造成には大量の麓子・種苗が必要となる.そこで，既存のアマモ場からの麓子を必

要とせず，無性的に大量の種苗を作出できるよう，組織培養によるアマモの増殖技術の開発が求められている.

しかしアマモなどの海草については，これまでに無龍的な培養の報告がほとんどなく，殺菌法や培養開始材料な

と基本的な培養条件から検討を始めた.その結果，発芽体形成条件や生育培地条件の解明により，安定したアマモ

実生育成系を確立したこのことによって， 1種子について1穂商ではあるが，高い発芽体形成率，発芽体生育個体率

で大量の培養百を安定的に生産できるようになった.今後はこれを材料として l種苗から複数の種苗を増殖する培

養法の開発を進める.

キーワード:海草，アマモ，無菌，種苗，組織培養

緒扇

近年，沿岸域の埋め立て，流入河川!の水質悪化などに

起悶する海洋環境の悪化によりアマモ場が減少傾向にあ

る.そのため，会問的にアマモ場を造成回復させる試み

がなされている.このアマモ場を造成するためには，主

として天然のアマモより採取した種子を浅海域に産接播

種する方法，または採取した種子から苗を育てた後に，

このアマモ麓苗を浅海域に移植する方法により行なわれ

ている.また，広範囲のアマモ場を形成するには，大量

の種苦が必要となるため，アマモ種苗を人工的に増殖す

る技術の研究が行なわれている

これまで，アマモの無菌的な培養についての報告は数

少ない1.3. 4. 51 .61 これらの中には，藻体の一部組織を

-プロトプラスト(単細胞)化し，濃度勾配を調整した抗

菌物資の存在下で培養する無菌培養法などが含まれ，カ

ルス形成までの培養は成功している. しかしこれらの

報告を含め，従来の研究では，無欝化した組織の安定し

た生長に至っていない.そこで，組織培養によるアマモ

の大量増殖を最終的な目的として，本研究ではその基礎

となる，アマモの無菌種苗の安定的な生産法の開発を目

的に研究を行ったー

材料及び方法

(1) アマモ組織の無菌化および初期培養

最初に，海から採取したアマモ植物体の無菌培養に各

種の糖類が及ぼす影響等を検討した供試試料として，

平成15年に池の浦(二見町松下)，松名瀬(松阪市)で

採取したアマモ植物体を用いた.生長点を含む茎基部

組織を切断して，超音波洗浄5分，次亜塩素酸ナトリウ

ム溶液(有効堪素濃度1%)で10分表面殺菌した.初期

培養条件を検討するため，試験管 (8cm長)に， 3% 

ショ糖，およびfO.2M 糖類を含むMS21培地 10ml を

入れ，茎基部組織からさらに外皮をはぎ，生長点の周辺

組織を1cmの長さで摘出して1本ずつを植え込んだ¥ま

た，浸透圧謂整剤としてマンニトール，グルコース，ソ

ルピトール，フルクトースを用い，初期生育率，雑菌汚

染率を測定した培養には人工気象器を用い，培養条件

は16t憶温，弱光(l，OOOlux)， 12時間照明とした.な

お，以下の室内培養試験についても，この条件を共通の

培養条件として用いた.

次に，アマモ種子からの幼植物体育成条件の検討につ

いては，供試試料として，平成15年伊勢湾(松名瀬およ

び池の浦) ，立石鴻(阿児町立神)で採取したアマモ

種子を用いた.これを超音波洗浄30分， 70%エタノール

30秒，次亜塩素酸ナトリウム溶液(有効塩素濃度2.5%)

1分で表面殺菌した 40g海砂を入れオートクレーブ

(l21t， 20分間)し， 0.22μm孔径フィルターでろ過
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した20%海水75mlを加えた試験びんに種子を播種した

なお，以下の試験における液体培地は，すべて同様の方

法でフィルターろ過滅菌した.

2週間後，発芽したアマモ発芽体に等量 (75m!) の

100%海水を追加し，幼植物体を育成した.さらに， 2カ

丹後，生長ーしたアマモ幼植物体から茎基部組織を切り出

し人工海水70m1/び、ん(容量200ml)に移植した.培

養は(1)で述べた培養条件で、行った

(2) 無菌化したアマモの持続的生長

(1)において無菌化し初期培養したアマモ組織が1ヶ

月ほどで次第に衰退・枯死するという問題を解決するた

め，培養開始材料(採取株，実生)の違いを比較しつ

つ，材料の調整法(試料の大きさ)，培地条件を比較検

討した.

まず，供試試料として，平成16年に松下;魚、港(二見

町)，松名瀬(松阪市)でアマモ植物体を採取したア

マモの茎を3-5cm あるいは5-7cmの大きさで切り出

し淡緑色になるまで外業を剥ぎ，超音波洗浄10分，

次亜塩素酸ナトリウム溶液(有効塩素濃度1%)2分で表

面殺麗した 10mlの 0.8%囲体培地に生長点を含む

茎基部組織を植え込み， lOmLの同組成の液体培地を注

いだ 基本培地として，天然海水(三重県水産研究所

より供与)， MS培地，ダイゴ人工海水SP培地(和光純

薬工業株式会社， 395-01343) ，同IMK-SP培地(和光

純薬工業株式会社， 398心1333)の4種類を用いた.ま

た， IMK-SPについては， 3%ショ糖，活性炭 (5mm角

2個)，アンモニア態窒素を添加した効果を比較した.

培養は(1)で述べた培養条件で行い， 1ヶ月後に生存個体

数，茎伸長個体数，雑菌汚染個体数を計測した

次に，平成16年立神(阿児町)で採取したアマモ種子

を培養開始材料とした.種子に混じっている小さな貝

や百，腐敗した種子を叡り除き，超音波洗浄10分， 70% 

エタノール30秒，次亜塩素酸ナトリウム溶液(有効塩

素濃度2.5%)1分で表面殺菌した. 48孔マイクロプレー

トにオートクレーブした300μlの海砂，または国体培地

(0.4%アガロース)を入れ，フィルターろ過した500μl

の20%天然海水，または20%人工海水IMK-SP培地を加

えた.各実験区2枚のプレートを用い，計96個のセjレにl

粒ずつ種子を植え込んだ.培養は(1)で述べた培養条件で

行った 播種1ヵ月後，発芽体の幼葉が展開した個体数

を調査した その後，幼葉展開f固体をIMK-SP液体培地

20mlに移植し，開条件で培養を継続し播種3ヵ月後に

生存数調査した

(3) アマモ幼埴物体の育菖用基盤への適~性

最初に，アマモ植物体の生育ステージ等が培養後の生

長に及ぼす影響を調べた.供試試料として，平成17年4

月日日， 4月26日， 5月9日に松下漁港(二見町)で，同5

月24日に松名瀬(松阪市)でアマモ植物体を採寂した

アマモの茎基部組織を切り出し， (1)で述べた方法と向様

に表面殺萌した 松名瀬で採取したアマモの組織培養

にはMS基本培地を主として用い，一部にIMK-SP，天

然海水を用いて比較した 二見で採取したアマモは， 2 

層培地，またはl層培地(液体培地のみ)で培養した.

2層培地はlOmlの0.6%アガロース国体培地に，同基本培

地の20ml液体培地を重層して調整した 培養は(1)で述

べた培養条件で行い， 2， 4， 6遇間後，生存率を調査し

た

続いて，無菌的に育成したアマモ幼植物体を水産研究

部試作の育百用基盤に移植しそこでの生長をみた.培

養後約1ヶ月を経過したアマモ幼植物体を，以下の2通り

の方法で移植・栽培し生育を比較した i )家庭用水

槽に，育百用基盤ヤシの実マット(水研試作)を底に敷

いた鉄製かごに海砂を充填し，アマモ幼植物体を栽植し

た 人工気象器内での培養は， (1)で述べた培養条件で

行った ii )大型水槽(屋外設置流水式水槽)におい

て，マットに等間隔で簡易に栽植できるように水稿用多

孔式ポットを設置したその後，活着，生育状況を調査

した.

(4) アマモ実生の安定的生育と大量作出

実験材料を周年にわたって確保するため，アマモ実生

の安定的生育条件を検討した 供試試料として，平成17

年松名瀬(松阪市)で採取し追熟させたアマモ種子

(栽培漁業センターから分譲)を用いた.殺菌後，塩分

濃度を5%に高めた海水中で‘4
0

C保存した 発芽体の形成

は以下の通りである 発芽用培地として， 20%人工海水

IMK-SP， 0.6%ショキ唐， 250mg/l カルペニシリンを用

いた 培養容器は48孔マイクロプレートとし，これに

800μ1/孔で培地を注いだ.培養は(l)で述べた培養条件

で行い，発芽体形成を誘導した

4遇間後に，雑菌汚染せず，形成された発芽体を用

い，これを生長させるのに適した移植培地を検討した.

塩分濃度が， 1.0%-4.0% (0.5%刻みで7水準)となるよ

う人工海水SPを希釈，または塩化ナトリウム (NaCl)

を追加した. ピタミン類(1倍濃度IMK) ， 0.5%ショ

糖， 250mg/l カルペニシリンは全区共通に添加した.

試験管(藍径25mmx 1l.5cm)に，培地を20m1/本入れ

た培養は(1)で、述べた培養条件で、行った 発芽体を移植

して2，4週間後に，雑薗汚染個体を除外した全移植個体

に対する生長個体の割合を調査した

さらに，ここでの培養条件を応用させて，アマモ組織

培養苗を大量に作出する方法を試みた.平成18年鵜方

浜，立神(志摩市)で採取し追熟させたアマモ種子を
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用い，殺茜後， 0.1%ショ糖， 250mg/l カルペニシ 1)ン

添加20%人工海水IMK-SP培地で、発芽させた 2遇間後，

発芽体を0.5%ショ糖， 250mg/lカルペニシリン添加75%

人工海水+1倍濃度I抗K培地に移植した培養は(1)で述

べた培養条件で行った

幸吉 果

(1) アマモ組織の無菌化および初期壌養

海から採取した植物体の場合，今回検討した表面殺菌

条件でほぼ雑菌の発生は抑制できた(表1).浸透圧調

節剤としてはソルピトールが不適である以外大きな差は

みられなかった(表1).培養開始後3週間すると， 1-

2cmの鮮やかな緑色の茎組織に生長した(図1). しか

図1 培地中で生長したアマモの茎綿織

し一部に生き残った茎組織を総代培養すると5cmほど

にまで伸長したが，持続的に生長させることはできな

かった.

一方，表面殺菌後播種したアマモ幼植物体の茎基部組

織を培養したところ，一部(約2%) に再生した横物体

が得られた(図2). 

函2 培地中で再生したアマモの幼植物体

(2) 無菌イとしたアマモの持続的生長

平成16年度は海でのアマモの生育が不良で¥平成16年

5月の時点で大部分の株が枯死していた そのため，最

大干潮時の約1時間の間に，できるだ、け緑色が残ってい

る個体を選抜して採取した(表2).採取地，材料調整

法を比較すると，茎基部組織を長く (5-7cm) に調整

して植えつけたほうが生長良好であった(表2，図3)

しかし，前年に行った予備的試験で約1cmに調整した
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関3 各種培地条件でのアマモの初期培養

時(データ未記載)に比べ数倍の長さにしたため， 3-

5cm!こ調整した茎でも雑菌汚染が20-80%の個体にみら

れた(臨3) 基本培地4種類， 3%ショ糖の有無，活性

炭添加，窒素i原の補強の効果，影響については判然とし

なかった(函3). 

アマモ撞子からの幼植物体育成について，海砂を支持

体とした場合，穂子の植え付け状態、が確認できないこと

やピンセットの先に付着した砂が散乱するなど作業が極

めて菌難であった アガロース国体培地ではこのような

問題が解消され，移植が容易であった雑菌が発生す

る種子も若干見られたが l粒ごとに区切られたマルチ

プレートを用いたことで汚染の拡大は最小限に抑えられ

たアガロース闘体培地を支持体とした場合，発芽して

葉を展開する個体の割合が海砂を用いた場合よりも高

かった(表3) これは，元来アマモの発芽には海砂の

摩擦による種子の殻の開裂が必要とされていたが，今回

用いた種子は追熟期間が長かったため，殻が容易に関裂

したためと推察される すなわち，成熟した撞子を用い

ることで，海砂を使わなくても高い発芽率を得ることが

できた.アマモの発芽体は弱く，継代移績のストレスだ

けで枯死することがあるが，同一培地で維持した場合で

も3ヶ月以内に大部分が枯死した(表3).本試験で余剰

分となった種子を予備試験的に9cm深底シャーレ(海砂

+20%天然海水)で培養したが，こちらのほうが多孔プ

表1 各謹浸透圧調節部がアマモの初期培養に及ぼす影響

浸透圧誠節剤 供試数 初期生育数 雑菌汚染数

Mannitol 179 100 (55.9) 11 (6.1) 

Glucose 40 25 (60.0) O ( 0 ) 

Sorbitol 40 9 (22.5) 4 (10.0) 

Fructose 40 23 (57.5) 2 (5.0) 

Sucrose 40 19 (47.5) (2.5) 
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採取したアマモ植物体の数と材料の生育ステージ‘

採取地

二見

松阪

植付け時の調整，大きさ

殺菌持よりさらに2~3枚外薬事j ぎ， 3~5cmに調整

殺菌時のまま， 5 ~7cmで植付け

表2

採取数

160 

55 

活地支持体・基本培地とアマモ種子の発芽率表3

生存率
(%) 

3ヶ月以

上生存数
展開率
(%) 

葉展開数

96 

0.0 O 45.8 44 96 

3.l 3 68.8 66 96 

20%天然海水

20%人工海水IMK-SP

20%天然海水

20%人工海水IMK-SP

1.0 1白45.8 44 

稜子数地本 培基培地支持体

砂海

1.0 61.5 59 96 
0.4%アガロース

1ヵ月後に葉展開数， 3ヵ月後に生存数調査.

採取したアマモ横物体の数と材料罷整表4

渓.tJきでの生育ステージ
初期株割合

採取したアマモの生育ステージ採取数採取日地取採

中期(中迎)に初期(小型)， 
大別

やや少ない230 4/11 

しミな

少な

少
一
極
一
多

500 一
一
一
日
一
山

松下漁港(二見町)

初期(小型)のみし、250 

Uミ

(
三
時
俸
制

.-cト初期(小型)、根有
り、 2層培地(n=20)

lーやー初期(小型)、根無
し、 2J欝培地(n=20)

一合一初期(小型)、根無;
し、 l層培地(n=50)i 

-0ー中期(中型)、根無|
し、 l層培地(n=50)i 

300 
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100 

松名瀬(松阪市)

培養後期間(週)

平成1プ年4月11日二見で採取したアマモの培養後生存率

6 4 2 

。

4月2613、2層培地(
(n=60) 

4月2613、l層培地|
(n=400) 

5丹9日、 l層培地|
(n=235) 

図4
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246  培養後期間(週)

平成1ブ年4月26日. 5F.l9日二見で採取したアマモの培養後生存率

。

名瀬地区では従来の群落の北側に新たな群落が形成され

ており， 5月下旬でも生育ステージ初期の個体が多かっ

た(表4) 生育ステージ中期の個体が多い二見地区の

植物体を材料とすると，培養後4週間で生存率は50%，6 

週間後にほぼ0%となった(図4，関5).一方，生育ス

図5

レートで培養した場合よりも葉の伸長程度が大きかっ

た.

(3) アマモ幼植物体の育苗用基盤への適応性

平成17年度は4月から採取を始めたが，二見地区では

4月にすでに生育ステージ、中期の植物体が多かった.松
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(4) アマモ実生の安定的生育と大量作出

平成17年度産の種子を材料として，アマモ実生の安

定的生育条件を検討したところ，天然海水と同じ3%.

あるいはそれ以上の塩分濃度で，アマモ発芽体の生長

個体の割合は， 4週間後で0~7.5%と極めて低かった(図

9) .一方， 1.0~2.0%の低い塩分濃度で発芽体の生長が

良好で、， 80%以上の個体が生長した.特に， 1.5%の場

合， 95%以上と極めて高い値を示した(図9).低い塩

分濃度区で培養した発芽体は，葉の色が鮮やかな緑色

で，発根も良好であった(図10). 

次に，平成18年度産の種子を材料とし上記の適正化

条件下で、培養を行ったところ，発芽体形成率は約50%，

移植後生長した個体も約97%と緩めて高く，多数のアマ

密6

テージ初期の個体が多い松名瀬地区の場合は，生存率

が比較的高く推移した(図6) 培養を行う培地の比較

ではMS，IMK-SP，天然海水の)11買に生存率が高かった

(閤6). 

育苗用基盤への適応性については，大型流水式水槽で

のアマモ苗は栽植後1週間ほどから衰弱し始め， 3週間で

すべて枯死した(図7) 水稲用の多孔ポットを用いる

と移植作業の労力は軽減できたが，アマモ苗の根を遡反

させるため， 15"着には不都合であることが分かつた温

度を制御した人工気象器内の水槽ではアマモ曹は3か月

以上生存したが，地下茎を広げて繁殖する倒体はなかっ

た(図8) 頻繁な海水交換や通気による生育の改善は

みられなかった

流水式水槽(湿度制御無し，海水循環)におけるアマモの育成

移植直後(在)と移樫3週間後(右)

図ア

人工気象器 (16
0

C.海水循環なし)におけるアマモの育成

移植直後(左)と移植3ヶ月後(右)

図8
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察

これまでの数少ないアマモの組織培養についての報告

では，前提となる無菌化の段階から困難とされ，無菌培

養できたとしてもアマモ組織が生長することなく枯死す

めため，植物体の再生まで、至ったという例は無かった

そこで，本研究では最初に，アマモ組織の無菌化につい

て検討したが，海から採取した植物体では，完全に殺菌

するのは関難であると思われた.しかし少なくとも今

回の表面殺菌により，アマモ組織の生長に悪影響を及ぼ

さない程度に雑菌濃度を低減できたと考えられる.ただ

し本研究で，初期培養用の培地として， MS培地より

も海水を基本とする培地でアマモの生長が優れている

ことが明らかとなったものの， 1ヶ月ほどで枯死するた

め，持続的生長に十分ではなかったー

そこで，持続的生長に好適な培地条件等について検討

した 海から材料を採取する場合，生育状態の良い植物

体を選別するとともに，適正な大きさに材料調整するこ

とが必要であった種うこからの発芽体形成については，

雑菌汚染回避のため，一旦多孔プレートで発芽させるこ

とが有効である しかし予備的試験の結果から，容量

の小さいマイクロプレートのセルで培養を継続するよ

り，すみやかに容積の大きい培養容器に移様するほうが

発芽体の生長を促進させるのに有効と考えられる.

自生地でアマモ苗を採取する場合，年度ごとに生長の

良否や早晩があり，一定の品質の材料を確保することは

96.9 

困難である.しかし今田の結果から，出来る限り生育

ステージ初期の僧体を厳選して採取することが必要と考

えられる.

無菌培養を経て得られたアマモ幼植物体を育苗用基盤

へ移植したが，アマモの麗外培養を開始した時期が5月

下旬になったため，海水温上昇期と重なか 活着はみら

れなかったしかし人工気象器内の低温下で栽培すれ

ば活着することから，適切な時期に移植すれば定着する

ものと考えられる.すなわち，試験管外に出す時期を任

意に調整できる実生の培養・育成が必須である

さらに，アマモ採取株からの培養は制約が多い上に，

持続的な生長が難しいことが明らかとなったそこで¥

種子からの発芽体形成とその後の生長を向上させ，アマ

モ幼植物体を安定的に大量に生産する方法を検討した

その結果，アマモ発芽体の生長には，移植する培地の塩

分濃度が大きく影響することが明らかになった すなわ

ち，天然海水の半分程度の塩分濃度が，その後の生長に

好適であった.

本研究で開発した無菌培養系によって，大量のアマモ

組織培養苗を安定的に生産できたさらに，アマモの培

養開始時期を調整することで，高い活着率が期待できる

海水温下降期 (10月末~ll月初旬)に順化を開始する培

養系を確立できた

558 576 614 49.8 1.589 

モ培養苗を安定的に生産できた(表5). 

考
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Method for Stable Production of Sterile Seedlings of Eelgrass (Zostera marIna L.) 

by Tissue Culture 

Fujio HASHIZUME and Yuko YAMAMOTO 

Abstract 

Numerous seeds and seedlings of eelgrass should be required to build a new eelgrass bed on Ago bay. In order 

to produce a lot of seedlings without using seeds gathered from an existing eelgrass bed， it is expected to develop 

a proliferation method of eelgrass by tissue culture. 

On seagrass inc1uding an eelgrass， however， few study of sterile culture has been reported， and then we began 

to examine basal culture conditions， such as a method for pasteurization of the eelgrass and the starting material 

for culture. As the results， we successfully established a stable growth system of eelgrass seedling， due to the 

elucidation of the conditions for a germinating-body formation and for growth medium. Accordingly， a large 

number of the cultivating plantlets could be stably produced at both high rates of the germinating body-formation 

and of the growing plantlet from the germinating body， while only single seedling was acquired from a single seed 

By using these sterile eelgrass seedlings as the materials， we will exploit a method to proliferate multi-seedlings 

from a single seedling 

Key words : seagrass， eelgrass， sterile， seedling， tissue culture 
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