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1.動機及び目的 

 私たちは「生物多様性龍高プラン」の一環とし

てサギソウの無菌播種に取り組んでいる。この技

術を小学校の環境教育でも活用できるようにクリ

ーンベンチやオートクレーブなど高価な設備を必

要としない実験方法について開発することにした。 

 またこの技術を高校生のバイオテクノロジー生

徒実験にも応用できると考えた。従来の方法は

「ニンジン形成層からのカルス形成と再分化」で

あるが、ニンジンの形成層の切り出しなどにクリ

ーンベンチが不可欠であり、オートクレーブを使

用した培地の滅菌では加熱から、冷却まで長時間

かかる。 

 昨年はペットボトルを培養容器として「キク花

弁のカルス形成」を行ったが、花弁の置床後広い

管理場所が必要であり、培地も多く使用する欠点

があった。 

 そこで、今回はより小型で密封できる容器とし

てチャック付きミニポリ袋を培養容器として、サ

ギソウの無菌播種。および、キク花弁のカルス形

成ができる実験方法の開発に取り組んだ。 

滅菌には微酸性電解水を使う。目標値は培地の

滅菌成功率95％、植物体の滅菌成功率90％、クリ

ーンベンチをつかわない植物の移植成功率90％、

カルス形成率90％以上とした。 

 

2.実験方法 

 材料 

培養容器（小型チャック付きビニル袋)、ピン

セット、プラスチックコップ、スプレーボトル、

鍋、コンロ、オタマ、漏斗、パラフィルム、ス

プレーギク、サギソウの種子 

培地（1Lあたり） 

グラニュー糖 20g、MS 培地(粉末)4.4g、ゲラ

ンガム3.0g、植物ホルモン（NAA1mg KIN1mg）

微酸性電解水1000ml、 

培地の製造手順 

① 培養容器となるチャック付きポリ袋内に微酸

性電解水を噴霧し滅菌する。 

②  ビーカーなどに規定の濃度となるようにシ

ョ糖，MS 培地（粉末）,ゲランガムを量り，ガ

ラス棒でよくかき混ぜた。 

③ 鍋に微酸性電解水1000ｍL と➁の培地いれて加

熱して溶かした。オートクレーブで加熱滅菌

しないのでここで完全にゲランガムを溶解さ

せておく。 

④ 培地の成分が十分に溶けたら，植物ホルモン

（IAAと KIN各１mg）を加えてかき混ぜた。そ

の後，微酸性電解水で滅菌したミニポリ袋に

15ｍLずつ分注した。 

※ サギソウ無菌は種の場合植物ホルモンを

添加しなかった。 

⑤ 培地を固まるまで静置した。 

 

サギソウの無菌播種 

① 微酸性電解水とサギソウ種子を小瓶に入れて5

～10分程度良く振って種子を滅菌した。 

② 銅線で作製した、播種棒でサギソウ種子をす

くいとり、ミニポリ袋内に播いた。種子の落

下とコンタミの防止のため微酸性電解水を袋

内に噴霧した。 

 

キク花弁の置床 

① ピンセットで総包外片を除去し，外気にあま

りふれていないつぼみ内の花弁を取り出す。 

② あらかじめ，小瓶に微酸性電解水と，花弁を

10枚程度入れて激しく３分以上振り滅菌する。 

③ 微酸性電解水で滅菌したピンセットを使用し

て，小型チャック付きビニル袋に花弁を2枚

ずつ入れた。 

⑥  微酸性電解水を噴霧して，滅菌し袋を閉じた。 

※キクは多数の花が咲くスプレーギクを使う

ことで、開花間もない花を選択できる。外気

にあまり触れていない花弁を使用した。 

 スプレーギクは、タンポポのようにすべて

舌状花の品種を使用した。 

 

 播種や花弁の置床後の管理 

  実験後は、室内の明るい日陰で管理した。 

 

3.結果  

チャック付きポリ袋で培地を滅菌できたのか？ 

 

 

 

 

 

 

 

1月から7月にかけて4回の実験で139袋の培地を

製造したところ、コンタミが起こったのは1袋の

みであった。 

 培地を注入するときに、袋の口や口付近を汚さ

なければ、微酸性電解水で十分に培地や袋を滅菌

製造日 確認日 播種数 汚染数滅菌率（%） 培　地

1.20 3.21 16*1 0 100 MS培地

3.31 4.14 20*1 0 100 MS培地*2

6.28 7.12 32*1 0 100 MS培地*2

7.15 7.26 71 1 98.5 MS培地*2

表1　チャック付きポリ袋を使用した無菌培地の製造　2023年度実施

*1　ポリ袋以外の容器にも分注　　*2　植物ホルモン(NAA,KIN)を添加



図４ 明るい日陰で管理  

できる。 

 また、培地1Lあれば、60袋以上の培地を製造で

きるので、1クラス（40人）分の材料としては十分

である。 

 

小さな空間で植物は育つのか？ 

 

 

 

 13個のポリ袋にサギソウを播種した。播種時の

コンタミはなかった。球根の形成は袋により多少

の早い遅いや大小はあったが、球根は形成した。 

図１ サギソウのチャック付きポリ袋栽培 

 

キク花弁はカルスを形成するのか？ 

 

 

 

 

 

 

4月～8月にかけて52の植物ホルモンを添加した

培地に花弁を置床した。うち、2つで置床時のコン

タミが発生した。 

 図２ キク花弁が脱分化し生じたカルス 

 

 カルスの形成率は実験日により異なった。3月31

日に実験したものはカルス形成率が45％と低調で

あった。これは、気温が低いと花弁が脱分化する

まえに枯死したためと予想された。 

 気温が高くなった、7月では置床時にコンタミ

したものを除けば、100％カルスを形成した。 

播種や置床時に微酸性電解水を噴霧することで

コンタミを防止することはできた。 

すべての目標値を達

成したが、これらの結

果は実験慣れした部員

の技術に依存している

可能性がある。そこで

日本生物教育会全国大

会大阪大会で「ほんま

にできるバイオ実験」

として発表し、20名の

先生方や生徒にポスタ

ー発表の会場でキク花

弁の置床をおこなって

もらった。2回実験をし

て、1つを龍野高校で管

理した。クリーンベン

チはもちろん使用して

いない。結果は20名中

置床時のコンタミは2名で 

あった。その後カルス形成後にコンタミするもの

がいくつかあった。 

4.考察 

 100％の成功率を求めないのであれば、クリー

ンベンチ・オートクレーブがなくても、微酸性電

解水の使用により、サギソウ無菌播種やキク花弁

の組織培養は可能である。 

 なお、サギソウの球根形成においては同時期に 

培養瓶に播種したものよりも良好であった。 
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表3　キク花弁の組織培養　2023年度1月・７月実施

置床日 確認日 置床数 汚染数 汚染率(%) 形成率(%)*1 培　地

1.20 4.14 20 0 0 45 MS培地*3

7.15 8.2 23 2 8.6 100*2 MS培地*3

7.16 8.2 9 0 0 100 MS培地*3

*3　植物ホルモン(NAA,KIN)添加

*1　脱分化後のカルスの形成率　*2　コンタミを除く　　　

播種日 確認日 播種数 汚染数発芽率（%） 培　地

1.20 3.2 13 0 100 MS培地

表2　サギソウの無菌播種　2023年１月実施

図３日本生物教育会で実習 


