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要　旨
　絶滅危惧植物コマクサから安定的に増殖を行うため，組織培養法の開発を行った．コ

マクサが自生する岩手山の土壌分析を行い，これを参考にして専用培地を作成した．コ

マクサの葉片，茎部，花弁を材料に培養を行った結果，葉片がカルス増殖に適している

ことを確認した．そして最適な植物成長調節物質2種の添加量を明らかにしてカルスか

らの不定芽の誘導に成功した．次に炭とスクロース濃度の最適な添加量を調べて発根率

が高い培地を作成した．作出した苗の順化・育苗を行った結果，90％の生存率を示し，

全てが開花した．我々が開発した方法によってコマクサの大量増殖ができるようになり，

薬用植物の研究における本種の安定的な確保が可能となった．
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Abstract

　We have developed an efficient tissue culture method for the endangered plant Dicentra 
peregrina. First, we analyzed the composition of the soil on Mt. Iwate, where D. peregrina grows 

wild, and prepared a culture medium based on the results. The leaf blade, stem, and petal of D. 

peregrina were cultivated, and the leaf blade was found to be the most suitable for callus 

proliferation. By examining the optimum amount of two plant growth regulators, NAA and BA, 

adventive buds were induced from the callus. Moreover, a culture medium with a high rooting rate 

was prepared by determining the optimum amount of charcoal powder and sucrose. The survival 

rate was 90%, and all plants flowered after the subsequent acclimation and raising of seedlings. 

The developed technique will permit efficient mass propagation of D. peregrina as a medicinal 

plant.
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　コマクサ（Dicentra peregrina（Rudolph）

Makino）1）（図 1）は，本州中部以北の高山砂

礫地に自生する多年生植物である．国内に関

連種はなく，1 属 1 種である．高山を代表す

る花として「高山植物の女王」と呼ばれ，こ

のことから近年の登山ブームに相まってコマ

クサの開花期には，この花を見るために登山

者が増加する 2,3,4）．また，山野草の栽培愛好

家にも人気が高く，産地が明記されたコマク

サが山野草店で売られていることも少なくな

いが，ハダニや白絹病などの病害虫に弱く継

続した栽培は困難である．

　薬用植物におけるコマクサは，全草にアル

カロイドのジセントリン，プロトピン，フラ

ボノイドのクェルセチン・モノメチルエーテ

ルを含む．ジセントリンは，少量で麻酔作用

があり，中等量では麻酔作用についで脊椎以

上の中枢を刺激する．さらに大量で呼吸中枢

を刺激して初め興奮させ，のちに痙攣させる．

また心臓に対して運動機能を麻痺させ，血管

中枢を麻痺させる．コマクサは，その麻酔作

用から民間で腹痛の鎮痛用に使用されていた

が，特別保護植物の指定を受けてからは採取

ができない状況となり，薬用植物としての研

究も容易に取り組めないのが現状となってい

る 5,6,7,8）．植物学において現存する最古の標本

は，1866 年木曽駒ヶ岳とされているが，薬用

として乱採取されて絶滅しており，同じよう

に甲斐駒ケ岳も絶滅している 9,10）．

　現在，コマクサは岩手県，秋田県，福島県，

群馬県，山形県，新潟県，北海道のレッドデー

タブックにおいて絶滅危惧植物に登載されて

いる（表 1）．岩手県のコマクサ自生地は，岩

手山と秋田駒ヶ岳であるが，どちらの山も噴

火警戒レベル 1（留意）となっており，24 時

間態勢で観測する「常時監視火山」となって

いる．このうち岩手山では活発化した火山活

動に備えて岩手山火山ハンドブック・岩手山

火山防災マップ 11）が国土交通省より発刊され

ている．これによると想定された噴火が発生

した場合，コマクサの自生地は火砕流および

火災サージ（爆風）圏内に入る．火砕流は，

高温で破壊力が大きいため，動植物に壊滅的

な被害を与えることから，噴火の規模によっ

ては絶滅することも危惧される．

　コマクサの増殖は，種子繁殖が一般的であ

る．発芽は，播種翌春から確認できるが 3,4

年かかる．さらに開花に至るには発芽から 2

年を要する12,13,14）．また，高山植物の性質上，

栽培には専門的な知識と経験が必要となる．

一方，研究レベルで植物の生産を行う場合，

産地や由来を明確にすることが重要となる

15,16）．しかし，栽培されてきた個体では産地

や由来が不明になったり，交雑によって特性

種名

コマクサ 秋田（絶滅危惧種ⅠA 類），福島（絶滅危惧Ⅰ類），　　群馬（絶滅危惧ⅠA 類），岩手（Ｂランク），
山形（絶滅危惧種Ⅱ類），　 新潟（絶滅危惧Ⅱ類）， 　 北海道（希少種）

Dicentra  peregrina

学名 都道府県RDB

表1   コマクサのレッドデータブック指定状況

図1   コマクサの自生写真（2014.7.7 晴れ）
         岩手山焼走り登山道8合目
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が失われている危険性がある．この対策とし

て母材を選定し，その植物組織から健全な苗

を量産する組織培養技術が有効となる．著者

が過去に取り組んだ方法 15）とコマクサの組織

培養に取り組んだ先例の報告 6,17）を試してみ

たが芽および根の発生率が著しく低く実用性

には欠けていた．そこで本研究では，安定的

かつ確実に苗を量産する大量増殖法の開発に

取り組んだ．つまり使用培地の検討と外植体

の選択，カルス増殖試験，植物体再生試験，

発根培養試験，順化・育苗試験などを行い，

実用性を重視した再現性試験に取り組んで，

開発した技術の効果を確認した．

1.　材料および方法

　本試験に用いたコマクサおよびシロバナコ

マ ク サ（Dicentra peregrina（Rudolph）Makino 

f.alba(Okada)Takeda）は，前 岩 手 植 物 の 会 会

長の猪苗代正憲氏から提供を受けて使用した．

材料の栽培・管理は，岩手県のコマクサ自生

地である岩手山と秋田駒ヶ岳の自生地調査で

得られた情報を参考に行った．

1）外植体の選定（試験 1）

　岩手山においてコマクサが自生していた場

所から採取した土壌の成分分析結果を参考に

基本培地を作成した．水田や作物の場合，土

壌中の好適な窒素濃度の範囲はアンモニア態

窒素が 5～ 15mg/100g，硝酸態窒素が 5～
10mg/100g 程度とされているが，コマクサの

自生地はアンモニア態窒素が 0.1mg/100g，

硝酸態窒素が 0.2mg/100g と低いことが判明

した．窒素が過剰な場合は苗の軟弱化を招く

ことから，従来のコマクサ増殖用培地 6,15,17）

よりも窒素含量を低く設定した基本培地（以

下，コマクサ増殖用培地）を作成し，全ての

試験に用いた（表 2，3）．外植体のカルス化を

目的に培地中に添加する植物成長調節物質か

らオーキシンおよびサイトカイニンの効果に

ついて検証するため，著者が過去に実施した

試験でカルス増殖がみられた 2 種の植物成長

調節物質 NAA 0.1mg/L と BA1.0mg/L 15）

をコマクサ増殖用培地に添加し，外植体の選

定試験を行った．野外で栽培管理していたコ

マクサから葉片，茎部，花弁を採取して中性

洗剤で洗い，水道水で洗浄した後にクリーン

ベンチ内に搬入した．そして 70% エタノール

に 10 秒浸漬し，滅菌水で 1 回洗浄した後に

0.6% 次亜塩素酸ナトリウム溶液に 30 分浸漬

し て 殺 菌 し た．滅 菌 水 で 3 回 洗 浄 し た 後，

試 験 項 目 岩 手 山

アンモニア態窒素（mg/100g）

硝酸態窒素（mg/100g）

可給態リン酸（mg/100g）

交換性カリウム（カリ）（mg/100g）

交換性カルシウム（石灰）（mg/100g）

交換性マグネシウム（苦土）（mg/100g）

可給態鉄（ppm）

交換性マンガン（ppm）

塩分（％）

pH

EC（㎲/cm）

0.1

0.2

3.7

27.0

37.3

2.0

0.5

0.8

0.005

5.97

1.7

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

±

0.0

0.1

0.3

0.6

3.7

0.6

0.0

0.1

0.001

0.01

0.0

表2   コマクサ自生地の土壌分析結果

培地の組成

Hyponex（6.5−6.0−19.0）

スクロース

MS5液

ゲランガム

pH

0.5 g/L

30.0 g/L

1.0 mL/L

3.5 g/L

6.0

ミオイシトール

ニコチン酸

塩酸ピリドキシン

塩酸チアミン

グリシン

100mg/L

0.5mg/L

0.5mg/L

0.1mg/L

2.0mg/L

添加量 添加量MS5液の組成

表3   コマクサ増殖用培地の組成
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5mm 角 に カ ッ ト し て 培 地 に 置 床 し た．

25mm×120mm の 植 物 培 養 試 験 管 に 培 地

10ml を分注した．培養の温度設定は 20℃と

した．光条件として，24 時間暗黒条件とした

暗所処理区と，照度 2,000lx，16 時間日長の

明所処理区の 2 試験区を設定した．1 試験区

につき 2 容器（外植体 2 個）を供試し，カル

ス化の有無と枯死を肉眼観察により分類する

方法で調査した．

2）カルス増殖試験（試験 2）

　試験 1 の結果から，外植体には葉片を採用

した．コマクサ増殖用培地にホルモンフリー

培地と，NAA と BA を添加した合計 17 試験区

を設定した．葉片を 5 ㎜角に切り出し，葉の

裏面が接地するよう培地上に置床した．1 試

験区につき 10 容器（葉片 10 個）を供試した．

培養環境を暗所条件とし，30 日間後のカルス

化の有無，枯死を肉眼観察により分類する方

法で調査した．

3）不定芽誘導試験（試験 3）

　試験 2 の結果から，試験 2 で設定した 17

試験区よりホルモンフリー培地を除いた 16 試

験区を設定した．試験 2 より得られたカルス

を 5mm 角に切り出し，カルスが培地に接地す

るよう置床した．材料に，1 試験区につき 10

容器（カルス 10 個）を供試した．培養の環境

条件は，照度 2,000lx，16 時間日長，設定温

度 20℃とし，30 日間後に不定芽形成率と

シュート数を肉眼観察により分類する方法で

調査した．

4）発根培養試験（試験 4）

　不定芽誘導によって得られた不定芽は根形

成していないため，発根を進める必要がある．

試験 2 の結果から，培養で得られた不定芽を

カルスから切り出して発根培養を行った．コ

マクサ増殖用培地に 2 種の植物成長調節物質 

NAA，BA を添加した試験区と，小西らの報

告 6）と浜崎の報告 17）も採用し，MS 培地に植

物成長調節物質 IBA を添加した試験区の合計

20 試験区について培養したが発根は確認され

ず，植物成長調節物質を添加した全ての試験

区で不定芽がカルス化に戻る脱分化現象がみ

られた．この結果から不定芽の発根培養にお

いては植物成長調節物質の添加は不適合と判

断した．そのため，コマクサ増殖用培地に活

性炭を 0.5g/L 添加した際の発根の有無につ

いて，1 試験区につき 25 容器（不定芽 25 個）

を 供 試 し た．培 養 の 環 境 条 件 は，照 度

2,000lx，16 時間日長，設定温度 20℃とし，

培養 60 日後の発根率を肉眼観察により分類す

る方法で調査した．さらにスクロースを 0，

10，30 および 50g/L を添加した際の発根率

と草丈の差について比較試験を行った．

5）培養苗の順化・育苗試験（試験 5）

　試験 4 で根形成が確認された培養苗を用い

て順化・育苗を行った．培養苗を培養容器か

ら取り出し，水道水で根から培地を洗い流し

た後に，6 号サイズの駄温鉢に鹿沼土と川砂

を同等配合した用土を充填した．そして培養

苗 40 本を植えつけた．順化・育苗試験のすべ

てについて野外で実施し，用土が乾燥した時

にかん水を行った。試験開始 240 日後に苗の

生存数と開花状況を肉眼観察により分類する

方法で調査した．

6）統計処理 

　す べ て の 統 計 解 析 は R ver.3.12（R Core 

Team,2014）を使用した．

2.　結果および考察

1）外植体の選定（試験 1）

　表 4 に本研究で実施した外植体選定試験の

結果を示した．暗所処理区では，葉片におい

てカルス化が確認された．茎部，花弁につい

ては培養開始時と変化がなかった．明所処理
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区では，葉片，茎部，花弁の全てが枯死した．

暗所処理，葉片培養を外植体に用いた試験区

にカルス化が認められたことから，コマクサ

増殖用培地が適合していることと判断した．

2）カルス増殖試験（試験 2）

　表 5 と図 2 にカルス増殖試験の結果を示し

た．2 種の植物成長調節物質 NAA と BA を添

加しない培地では，カルス化はみられなかっ

た．一方，NAA と BA を添加した場合，全供

試ではなかったものの，暗所培養 30 日後に全

ての組み合わせにおいてカルス化が認められ

た．カルス化しなかった供試体を観察したと

ころ，材料に用いた葉片が脱色していたこと

から，外植体の殺菌に使用した 0.6% 次亜塩

素酸ナトリウム溶液への浸水時間 30 分が長い

ために，活性が失われたためと推察した．そ

こで，浸水時間を 15 分に短縮して実施した結

果，カルス化が確認された．培養によって葉

処理区

暗所

明所

部位
カルス化 変化なし（−） 枯死

葉片

茎部

花弁

葉片

茎部

花弁

2

2

2

2

2

2

培養後の状態z

表4   外植体の選択（試験1）の結果

z  1 試験区につき 2 容器葉片 2 個を供試

NAA（mg/L） BA（mg/L）
カルス化あり カルス変化なし 枯死

0.0

0.1

0.1

0.1

0.1

0.5

0.5

0.5

0.5

1.0

1.0

1.0

1.0

1.5

1.5

1.5

1.5

0.0

0.1

0.5

1.0

1.5

0.1

0.5

1.0

1.5

0.1

0.5

1.0

1.5

0.1

0.5

1.0

1.5

0

8

10

7

6

7

8

8

10

10

10

10

9

6

10

10

9

10

2

0

3

0

3

0

0

0

0

0

0

0

4

0

0

1

0

0

0

0

4

0

2

2

0

0

0

0

1

0

0

0

0

結果z

表5   カルス増殖試験（試験2）の結果（置床30日後）

z  1 試験区につき 5 容器葉片 10 個を供試

図2  カルス増殖試験 NAA+BA処理区（暗所30日）
        縦上からNAA0.1mg/L，0.5mg/L，
        1.0mg/L，1.5mg/L
        横左からBA0.1mg/L，0.5mg/L，
        1.0mg/L，1.5mg/L
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片が脱分化し，得られたカルスは緑色をなし

ていた．著者がこれまで行った植物組織培養

の試験から，このようなカルスは活性力が高

く，植物体再生能に優れていることが期待さ

れる 18）．コマクサ増殖用培地に 2 種の植物成

長調節物質 NAA と BA を添加することで容易

に カ ル ス の 増 殖 が 行 え る こ と が 明 ら か に

なった．

3）不定芽誘導試験（試験 3）

　図 3 と表 6 に不定芽誘導試験の結果を示し

た．培養 30 日後に 8 通りの組み合わせに不定

芽が確認され，NAA0.1mg/L＋BA0.5mg/L，

NAA0.1mg/L＋BA1.0，NAA0.1mg/L＋

BA1.5mg/L を添加した培地において 90％

と，高い不定芽形成率を示した．この 3 つにつ

いて不定芽の形成数を比較した結果，NAA0.1

mg/L＋BA1.0の培地が10.4本となり，最も高

かった．不定芽形成率で劣ったNAA0.1mg/L

＋BA0.1mg/L，NAA0.5mg/L＋BA0.1mg

/L，NAA0.5mg/L＋BA0.5mg/L，NAA1.0

mg/L＋BA0.1mg/L，NAA1.0mg/L＋BA

0.5mg/Lの5つの組み合わせでは，培養を継

続すると不定芽の生育が停止した．カルスか

ら不定芽の形成がなかった8通りについて，

NAA（mg/L） BA（mg/L） 不定芽形成率（％）z 不定芽数（本）

0.1

0.1

0.1

0.1

0.5

0.5

0.5

0.5

1.0

1.0

1.0

1.0

1.5

1.5

1.5

1.5

0.1

0.5

1.0

1.5

0.1

0.5

1.0

1.5

0.1

0.5

1.0

1.5

0.1

0.5

1.0

1.5

40.0

90.0

90.0

90.0

10.0

30.0

0.0

0.0

10.0

20.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

表6   不定芽誘導試験（試験3）の結果（置床30日後）

z  1 試験区につき 10 容器カルス 10 個を供試，y  平均 ± 標準誤差

6.0

5.4

10.4

5.7

1.3

3.5

±

±

±

±

2.0

±

−

−

3.0

±

−

−

−

−

−

−

1.7

1.5

3.2

1.7

0.3

2.5

図3   不定芽誘導試験の結果写真（明所培養30日）コマクサ増殖用培地に
　　 NAA0.1mg/LとBA1.0mg/Lを添加

y
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NAA0.1mg/L＋BA1.0mg/L を添加した培

地に移して再培養すると不定芽の形成が観察

された．小西らが行った報告 6）で作出された

ものは未分化状態の不定胚となる．また，浜

崎の報告 17）にある培養植物は茎頂部が肥大奇

形化していたが，これは，タバコの髄組織へ

のカルスの増殖を指標として開発された MS

培地を使用したために起こったものと推察さ

れる．MS 培地は，汎用の植物組織培養用培地

として現在最も使われているが，窒素濃度，

特にアンモニア態窒素が高いため，培養植物

の生育障害が指摘される 19,20,21,22）．コマクサ

の自生地の土壌分析結果と比較しても極端に

成分が高いことから MS 培地の使用は不適合

と推察できる．

　以上の結果から，カルスからの不定芽誘導

は , コマクサ増殖用培地に NAA0.1mg/L＋

BA1.0mg/L を添加した培地が最適であるこ

とが明らかになった．分化の制御を行う時，

オーキシンとサイトカイニンの量と濃度が重

要な分化方向の決定要因として働くことが知

られている 23）．植物組織培養技術では，作出

したカルスから植物を再生させる際にもオー

キシンとサイトカイニンの選択とその配合割

合によって茎葉形成または根形成を誘導する

ことが可能となり，一方この作用を抑制させ

ることでカルスによる試験管内保存が可能に

なる 19,20）．本試験の結果から，コマクサ増殖

用培地に 2 種の植物成長調節物質 NAA と BA

を選択して培養することでカルスの維持保存

や，茎頂分裂組織を保持した不定芽を作出で

きることが明らかになった．

4）発根培養試験（試験 4）

　発根培養を示した文献 6,15,17）に記載されて

いる植物成長調節物質を添加した培地では発

根が確認できなかったため，新たな培地を検

討 し た．コ マ ク サ 増 殖 用 培 地 に 活 性 炭

0.5g/L の添加の有無と，スクロース濃度を

かえた試験の結果を表 7，8 に示す．培地に活

性炭を添加した場合は，培養 60 日で 60％に

発根がみられ，活性炭の有無間で 0.01％水準

の有意な差が認められた．スクロース濃度を

かえた試験では、発根率においてスクロース

濃度 3％区が 77.8％と最も高く，0％区およ

び 5％区より有意に高かった．また草丈にお

いてスクロース濃度 3％区が 54.0mm と最も

高く，0％区および 5％区より有意に高かった．

活性炭は培養中の植物から排出されたフェ

あり

なし

60.0

4.0

活性炭の有無 発根率（％）z

0.00003

P値y

表7　発根培養試験（試験4）の結果（置床60日後）
　　　活性炭の有無が発根に及ぼす影響

z  1 試験区につき 25 不定芽 25 個を供試
y  Fisher の正確確率検定より算出

1.5

4.0

3.2

1.8

±

±

±

±

0.5y

0.9

0.8

0.5

スクロース濃度
（％） 供試数 発根率

（％）

0.0

1.0

3.0

5.0

21

27

27

16

9.5

55.6

77.8

25.0

az

bc
c

ab

ax

a
a
a

発根数
（本）

平均発根数
（本）

19.5

30.8

33.9

26.3

±

±

±

±

0.5

4.9

3.1

10.3

ax

a
a
a

平均発根日数
（日）

13.4

51.9

54.0

22.5

±

±

±

±

2.6

7.2

4.9

8.2

ax

b
b
a

平均草丈
（mm）

2

15

21

4

地下部 地上部

表8　発根培養試験（試験4）の結果
　　  スクロース濃度が発根および草丈に及ぼす影響（置床後60日）

z  異なるアルファベット間は Holm の多重比較によって 5％水準で有意差あり，2 群間の比較は Fisher の正確確率検定
y  平均 ± 標準誤差
x  異なるアルファベット間は Tukey-Kramer の多重比較によって 5％水準で有意差あり
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ノール化合物や有害物質を吸着するとともに

芽や根の分化発育を促すことが確認されてお

り 22），コマクサ不定芽の発根培養において特

にこの効果が認められたものと推察される．

また，スクロース 3％の添加によって，発根

したシュートの成長が図られたものと推察さ

れる．

5）培養苗の順化・育苗試験（試験 5）

　培養で作出した苗の野外栽培試験結果を表

9 と図 4 に示した．試験開始から 30 日程で新

葉の出芽・展開が観察された．240 日後の生

存率は 90％となり , 生存した全ての苗が開花

した．最初の葉片培養開始から 360 日での開

花は，自生地での発芽や実生栽培の通常 3 年

を必要とする期間を大幅に短期したことにな

る 12,13,14）．これは，我々が自生地の土壌分析

結果を参考に作成したコマクサ増殖用培地の

使用，カルス増殖および不定芽誘導における

植物成長調節物質の選択と有効濃度の確認，

発根培養段階における活性炭の添加とスク

ロース濃度の確認によって培養苗の生育が促

進されたものと考える．

図5  開発したコマクサ大量増殖法の工程図

40 36

順化数 生存数

90.0

生存率（％）

表9　順化・育苗試験（試験5）の結果
　　（試験開始240日後の生存率）

図4  コマクサ培養苗の開花写真
　  （順化・育苗試験開始240日後の様子）
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6）まとめ

　我々が開発した大量増殖法は，以下のとお

りである（図 5）．まず 4 月に出芽したコマク

サから葉を採取し，これを中性洗剤で洗浄す

る．クリーンベンチに搬入して 70% エタノー

ルに 10 秒浸漬し，滅菌水で 1 回洗浄する．

次に 0.6% 次亜塩素酸ナトリウム溶液に 15 分

間 浸 水 殺 菌 し，滅 菌 水 で 3 回 洗 浄 し た 後，

5 mm 角の葉片になるようにカットし，2 種の

植物成長調節物質 NAA0.1mg/L＋BA1.0mg

/L を添加したコマクサ増殖用培地に置床す

る．培地置床後，暗所条件下で 30 日間培養す

ることによって葉片がカルス化する．このカ

ルスを明所条件下に移して 30 日間培養するこ

とで 1 つのカルスからおよそ 10 本が出芽す

る．出芽したシュートをカルス基部をつけた

状態で切り出し，これをコマクサ増殖用培地

のスクロース量を 30g/L に設定し，活性炭

0.5g/L を添加した発根用培地に置床して 60

日間培養することで健全な苗が完成する．8

月に作出した苗を培養容器から取り出して野

外栽培に移行すると 90％が生存し，野外栽培

開始から 240 日で開花，つまり最初の葉片培

養を開始して 1 年後の翌春 4 月には開花に至っ

た．順化後の生存は，植物培養法の実用化を

確認するための指標となり，本研究で作出し

た培養苗の顕著な発育性が証明されたと考え

る．以上のことからコマクサの大量増殖が可

能となり，カルス，不定芽，発根させた培養

苗など，研究者の求めに応じた生育段階で提

供することが可能となった．また，葉の小片

のみを外植体に使用するため，葉を採取した

母材に生育障害や枯死が発生しないなどの利

点も確認された．

　園芸植物の苗生産を行う時において，大量

増殖苗を短期間に作出する技術を開発するに

は，不定芽形成を行う培養法を開発すること

が有効とされている 21,22）．また，この技術の

応用として世界各地の希少植物を対象にした

培養技術の開発が国内外で行われている 19）．

コマクサは，民間利用による薬用として採取

され続けたことによっていくつかの自生地が

絶滅した過去を持つが，我々の開発した技術

は野生植物資源利用の倫理上において極めて

有用な成果であり，薬用植物としてのコマク

サの可能性や新たな有用物質の発見を支える

技術として活用されることとなるだろう．
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