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In this paper, we report growth characteristic of Scopelophila cataractae, which is known as copper moss. First, we examine how 

to obtain axenic plants because that will enable us to control various conditions surrounding plants by artificial means. Next, we 

investigate the influence on growth of S. cataractae by the kind of medium, the changing pH, and the concentration of copper in a 

medium using two measurements: a ratio of the protonemal area and the chlorophyll concentration. The results revealed that the growth 

behavior’s dependence on the concentration of copper differed by the kind of medium in S. cataractae. With further research in the 

future, these results can contribute to an elucidation of the mechanisms of copper tolerance in S. cataractae. 
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1.  緒言 

 

近年，酸性雨や地球温暖化を始めとして，大気汚染，土

壌汚染，水質汚染など地球規模での環境悪化が深刻な問題

となっている．酸性雨は，河川や土壌の酸性化だけでなく，

重金属汚染や樹木の立ち枯れにも大きな影響を与えてい

る．環境省は各種環境汚染に対する基準や対策法を整備し，

調査を行っている．土壌汚染に係る環境基準としては，重

金属や有機化合物などの物質ごとに基準が定められてい

る[1]．この基準を超える場合には浄化を行う必要がある

が，この浄化技術として，ファイトレメディエーションが

注目されている．ファイトレメディエーションとは，植物

を用いた環境浄化技術を指す．植物を用いることにより，

環境負荷が小さい，低コストなどの多くの利点が得られる

浄化法である．一方で，海外での研究では高いカドミウム

濃縮率が報告されているインドカラシナを日本で適用し

たところ，その約 20 分の 1～200 分の 1 程度の濃縮率しか

示さなかった例も報告されており，生育環境の違いが浄化

能に大きく影響を与えていると考えられる．そのため，日

本の土壌汚染地域で栽培が可能な植物の選定が課題の 1

つとなっている[2]．また植物種によって，集積可能な物質

や適用範囲が異なってくるため，ファイトレメディエーシ

ョンを適用するためには，適切な植物の選抜やその植物の

生育特性の詳細について，多くの知見が必要となる． 
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神社や寺院などの緑青で覆われた銅製建造物の下は銅

濃度が高い銅汚染地帯となる．それは，長年をかけて，雨

水（酸性雨）が銅建造物の銅を溶かし，銅を含む雨水が落

ちて，土壌の銅濃度を高めることによる．ホンモンジゴケ

は，このような銅汚染地帯でも生育することが可能な銅耐

性植物であり，体内に 10,000 μg/g（乾燥重量当たり）を超

える銅を蓄積することが報告されている[3]．さらに土壌

汚染の指標植物としての検討，水質浄化技術への応用，銅

を含むいくつかの重金属浄化技術への検討などがなされ

ている[3] [4]． 

ホンモンジゴケは，銅汚染地域に必ず生育が認められ

るわけではない．銅建造物の下で発見することが多いが，

銅建造物が出来てから 20～30 年経過後に生育がみられる

ようになるという報告もある[5]．胞子体をほとんどつけ

ず，無性芽によって増殖しており，生育分布や増殖方法に

ついても興味深い植物である [5] [6]．ホンモンジゴケの生

体内において，銅は主に細胞壁に蓄積することによって無

毒化されているのではないかと推測されている[7] [8]．ま

たいくつのかの研究において，銅と結合している生体物質

は数種類報告されており，セルロースやペクチンが銅と結

合していると考えられている[3][8]．さらに，ゲノム編集技

術を用いた変異体の作出方法についての報告もあり，分子

生物学的な解析も進められつつある[9]．このようにいく

つかの知見があるものの，ホンモンジゴケの銅耐性機構や

銅蓄積能の詳細は未だ明らかにされていない．銅耐性機構

の解明の第一段階として，生育環境を人工的に制御するこ

とが可能である無菌培養系を用いた生長特性の評価が必

要だと考えられる． 

そこで，本研究ではホンモンジゴケの培地条件に対す

る生育特性を評価した．初めに，生育特性を評価するため

に野外から採取したホンモンジゴケの殺菌条件の検討を

行った．さらに得られた無菌体を用いて，培地の種類，pH，

銅濃度を変化させた培地で培養を行い，原糸体の伸長面積

比と，栄養生長に必須である光合成に関与するクロロフィ

ル濃度によって生育特性を評価した． 

 

2.  植物体材料および実験方法 

 

2.1 植物体材料 

ホンモンジゴケ（学名：Scopelophila cataractae）は銅イ

オンが存在する場所で群落を形成することが知られてい

る．本研究では，福島県福島市杉妻町の福島県庁に隣接す

る板倉神社の緑青を生じた銅屋根を通った雨水が排水さ

れる石垣壁面の群落（図 1）から採取した．群落は暗緑色

で厚みを持ち弾力のあるコロニーを作るホンモンジゴケ

の群落の特徴を示していた．葉の形は舌状で広い鋭頭であ

り上部でわずかに微鈍鋸歯がみられ，基部から少しねじれ

ていた．中肋は 1 本あり，細胞の形は方形から六角形の形

をしていた．パラフィン包埋切片の顕微鏡観察により，中

肋にガイドセルと呼ばれる大きな 2 つの細胞を観察する

ことができた（図 2）．以上の特徴は，全てホンモンジゴケ

の特徴と一致しており，採取したコケをホンモンジゴケと

同定し実験に用いた[10][11]． 

 

コケ植物の無菌培養系の確立は，胞子体滅菌により得る

方法が知られている．しかし，ホンモンジゴケの多くは胞

子体を滅多につけることがなく，国内におけるホンモンジ

ゴケの胞子体が確認された報告は数例のみである[11]．そ

のため，胞子体滅菌による胞子からの無菌培養の開始では

なく，茎葉体からの無菌培養方法の確立が必要である．一

方で，コケ植物の茎葉体の葉は小葉であり，多くの部分で

細胞層が一層であり，強い殺菌法では細胞が死滅してしま

う．そこで予備実験により殺菌条件を検討し[12][13]，

70 ％エタノール溶液への浸漬時間 80 秒，有効塩素濃度

1 ％の次亜塩素酸ナトリウム水溶液への浸漬時間 30 秒，

図 2 ホンモンジゴケの小葉の横断面 

（パラフィン包埋切片）（Bar=50μm） 

図 1 ホンモンジゴケの群落 
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その後滅菌水で十分に濯ぎ，無菌的に培地へ置床し，置床

した茎葉体から二次的に生じた原糸体を取得することで，

無菌的な原糸体培養細胞を得た． 

比較対象として，重金属耐性を持たずコケ植物で最初に

ゲノムが解読されモデル植物とされているヒメツリガネ

ゴケ（学名：Physcomitrella patens）を用いた．ヒメツリガ

ネゴケは，長岡技術科学大学応用植物工学研究室から分与

された無菌植物体を，無菌的に培養維持したものを用いた． 

培養培地には，BCDATG 培地（MgSO4・7H2O 250 mg/L，

KH2PO4 250 mg/L，KNO3 1010 mg/L，FeSO4・7H2O 12.5 mg/L，

CuSO4・5H2O 0.055 mg/L，H3BO3 0.614 mg/L，CoCl2・6H2O 

0.055 mg/L，Na2MoO4・2H2O 0.025 mg/L，ZnSO4・7H2O 0.055 

mg/L，MnCl2・4H2O 0.389 mg/L，KI 0.028 mg/L，Ammonium 

Tartrate 920.5 mg/L，CaCl2・2H2O 147 mg/L，グルコース 5 

g/L）[14]，または Knop 培地（MgSO4・7H2O 250 mg/L，

KH2PO4 250 mg/L，KNO3 250 mg/L，Ca(NO3)2・4H2O 1000 

mg/L）[15]にそれぞれゲランガム 1 ％を加えた固体培地を

用いた．また原糸体が培地内に進入することを防ぐため，

培地上に透析膜（セルロースチューブ UC27-32-100 を洗浄

後シート状に切ってオートクレーブにより滅菌したもの）

を敷き，透析膜上に原糸体を置床し培養を行った． 

 

2.2 生長特性の評価 

伸長面積比およびクロロフィル濃度を測定することに

よって生長特性を評価した． 

人工気象器内の光は培養物全体に当たるため，培養して

いるコケの原糸体は同心円状に広がる．また培地上には透

析膜を敷いているため培地内には入り込まず，水平方向に

伸長する．予備実験において，良好な生育がみられた培地

条件で培養 45 日後に培地上に敷いた透析膜全体に原糸体

が広がることが分かったため，培養期間を 45 日間とした．

円状に広がった原糸体の直径を測定し，面積を求めた．伸

長面積比は次の式により求めた． 

 

伸長面積比＝（45 日後の原糸体の面積）/（継代直後の

原糸体の面積） 

 

 次にクロロフィルの抽出のため，培養 45 日後のホンモ

ンジゴケの原糸体を透析膜上から全て回収し，アセトン抽

出[16]を行った．分光光度計（日本分光，V-560）で 750.0 

nm，663.6 nm，646.6 nm の各波長をにおける吸光度を測定

し，クロロフィル a と b の濃度を次の式により求めた[17]． 

 

Chla + b [μg/mL] ＝ 17.76（A646.6－A750.0） 

＋ 7.34（A663.6－A750.0） 

 

2.3 培地の違いによる銅濃度の影響 

 無菌的に培養維持されたホンモンジゴケの原糸体を等

量になるように切り分け，BCDATG 培地と Knop 培地にそ

れぞれゲランガム 1 ％を加えた固体培地（培地上に透析

膜を敷いたもの）に継代した．銅濃度は，0，1.5，3，15，

30，60，125，300 mg/L になるように硫酸銅水溶液を添加

し，BCDATG 培地は pH 6.6，Knop 培地は pH 4.0 に調整し

た．pH 調整には，KOH と HCl を用いた．生育の比較のた

め，ヒメツリガネゴケをホンモンジゴケと同じ条件の

BCDATG 培地に継代した． 

コケ植物の培養は人工気象器（NK システム，LH-220N）

内で，12 時間日長，25 ℃で 45 日間行い，伸長面積比およ

びクロロフィル濃度の測定を行った． 

 

2.4 生長特性の評価培地の pHがホンモンジゴケ

の生育に及ぼす影響 

 野外でホンモンジゴケが生育している環境は，酸性であ

ることが多い．ホンモンジゴケの群落に銅屋根から滴る雨

水の pH は 4.7 や 4.9 であるという報告がある[7]．そこで，

Knop 培地（1 ％ゲランガム）を pH 4.0，pH 6.6 に調整し，

pH の違いが生育に及ぼす影響を調査した．pH 調整には，

KOH と HCl を用いた．各培地の銅濃度は，0，1.5，3，15，

30 mg/L に調製し，45 日間培養後（人工気象器内 12 時間

日長，25 ℃），伸長面積比およびクロロフィル濃度の測定

を行った． 

 

3. 結果および考察 

 

3.1 培地の違いによる銅濃度の影響 

無菌原糸体培養細胞を用いて，ホンモンジゴケの最適培

養条件の検討を行った．各培地，各銅濃度で 45 日間の培

養後の外観の様子を図 3 に示した． 

ホンモンジゴケは全ての銅濃度で原糸体の伸長がみら

れた．ホンモンジゴケは銅を含む環境で生育していること

が知られているが，銅を含まない培地でも原糸体の伸長が

確認された． 

一方，ヒメツリガネゴケは，15 mg/L 以上の銅濃度では

伸長がみられず枯死している様子がみられ，1.5，3 mg/L の

銅濃度においても全体的に褐変化している様子がみられ

た．ホンモンジゴケにおいて，2 種類の培地で培養した原

糸体の外観を比較すると，Knop 培地では全体的に薄く原

糸体が広がるのに対して，BCDATG 培地（銅濃度 0～

125_mg/L）では全体的に緑色が濃く，特に中心部で一層濃
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い緑色をしていた．顕微鏡で各原糸体の様子を観察した結

果，Knop 培地での原糸体よりも BCDATG 培地での原糸体

の方が，細胞密度が高く密な生長をしている様子がみられ

た（図 4）．さらに BCDATG 培地においては無性芽が確認

された． 

図 3 の各写真に，同心円状に伸長した原糸体の直径を白

い線で示した．この直径から原糸体の伸長面積比を求め，

図 5，6 に示した．いくつかの培地条件において，伸長面

積比に差がみられたが，培地の種類や銅濃度による傾向は

みられなかった． 

 

図 3 培地の種類の違いによる原糸体の生育 

 

a：Knop培地における原糸体 

b：BCDATG培地における原糸体 

c：BCDATG培地における無性芽 

Bar=50μm 

図 4 ホンモンジゴケ培養 45日後の顕微鏡写真 

図 5 Knop培地におけるホンモンジゴケ培養 45日後

の伸長面積比（Bar=標準誤差） 

図 6 BCDATG培地におけるホンモンジゴケ培養 45日後

の伸長面積比（Bar=標準誤差） 
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クロロフィル濃度測定による生育特性の評価の結果を

図 7，8 に示した．Knop 培地と BCDATG 培地のそれぞれ

で，銅含有培地での測定値と，銅濃度 0 mg/L での測定値

について t 検定を行った． 

 

Knop 培地では，銅濃度 0 mg/L でのクロロフィル濃度が

最も高く，全ての銅含有培地で銅を含まない培地よりクロ

ロフィル濃度が低く，有意水準 5 ％で有意な差が示され

た．BCDATG 培地においては，銅濃度 0～125 mg/L の範囲

では有意な差がみられず，銅濃度 300 mg/L でのみ，銅濃

度 0 mg/L との比較において，有意水準 5 ％で有意に低い

値となった． 

伸長面積比の比較では，培地の種類および銅濃度の影響

による有意な差が得られなかったが，クロロフィルの濃度

では，培地の種類により銅濃度に対する感受性の違いが観

察された．クロロフィルは，原糸体の葉緑体に含まれてお

り，伸長面積比では評価できない原糸体細胞の細胞量の指

標として利用可能であることが示唆された．コケ植物の原

糸体は培地上で糸状に生長をするため，乾燥重量・湿重量

が非常に小さく，重量変化による生長測定が通常の天秤で

はできないが，クロロフィル濃度の測定は簡便で有効な手

段であると考えられる． 

また，BCDATG では，1.5～125 mg/L の範囲で銅を培地

に添加してもクロロフィル濃度の有意な低下はみられな

かったが，Knop 培地では 1.5 mg/L の濃度から有意な低下

がみられたことから，BCDATG 培地中の Knop 培地には含

まれないいずれかの成分が，この範囲での銅耐性を高める

作用があることが示唆される．一方で，銅添加なしの状態

で，Knop 培地よりも BCDATG 培地で培養した原糸体の方

が高いクロロフィル濃度を示したことから，BCDATG 培

地の培地成分は銅耐性そのものではなく，クロロフィル量

を増やす効果があり，そのため銅添加培地でのクロロフィ

ル濃度の減少が抑えられたということも考えられる．今後，

詳細に検討していく必要がある． 

 

3.2 培地の pHがホンモンジゴケの生育に及ぼす

影響 

ホンモンジゴケが生育している場所は，銅濃度が高いだ

けでなく，銅建造物から銅イオンを溶かしこんだ雨水のた

め酸性条件となっている [7]．先の実験において，銅を含

まない培地においても良好な生育が確認された．そこで，

培地の pH を pH 4.0 または pH 6.6 に調整した培地で培養

し，異なる pH でのホンモンジゴケの生育特性を評価した．

各 pH の培地での培養 45 日後の伸長面積比を図 9 に，ク

ロロフィル濃度については図 10 に示した．各銅濃度ごと

に pH 4.0 と pH 6.6 の測定値について t 検定を行った．図

9，10の＊で示した検定は，有意水準 5 ％で有意差が認め

られたものである． 

伸長面積比では，いずれの銅濃度においても pH 6.6 よ

りも pH 4.0 の培地の方が大きな伸長がみられ，銅濃度 1.5，

15，30 mg/L の条件では有意水準 5 ％で有意差が認められ

た．さらに，図 10 の結果から，クロロフィル濃度では，

図 7 Knop培地におけるホンモンジゴケのクロロフィ 

ル濃度（Bar=標準誤差，＊＝p < 0.05） 

図 8 BCDATG培地におけるホンモンジゴケのクロロフ 

ィル濃度（Bar=標準誤差，＊＝p < 0.05） 

図 9 培地の pH の違いによる伸長面積比 

（Bar=標準誤差，＊＝p < 0.05） 
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全ての銅濃度において pH 4.0 の条件で pH 6.6 の条件より

有意水準 5 ％で有意に高い結果が得られた．以上の結果

より，ホンモンジゴケの生育は，pH 6.6 の中性付近では pH 

4.0 の酸性条件と比較して阻害されることが分かった．通

常の植物は中性付近で良好な生育を示すものが多いが，ホ

ンモンジゴケは酸性域で良好な生育を可能とすることで，

他の植物との競合のない生育環境を選ぶ生存戦略をとっ

ていると考えられる．  

 

4. まとめ 

 

ホンモンジゴケは，生息地の状況から，銅イオンの存在

する酸性域を好むと考えられてきたが[7]，今回の実験に

より，無菌の原糸体培養細胞を管理された条件下で培養す

ることによって，より詳細な生育特性を知ることができた．

また，コケ植物の原糸体のような，生長による重量や体積

の増加が小さく十分な測定が困難な植物材料の生体重の 

指標として，クロロフィル濃度測定が有用であることを示

すことができた． 

ホンモンジゴケは，培地の成分の違いにより，銅に対す

る感受性が異なることが示されたことから，BCDATG 培

地に含まれる成分が銅耐性を高める作用を持つことが示

唆された．さらに，中性付近よりも酸性条件下で生育が良

好であることが示された．今後これらの基礎的な知見が，

ホンモンジゴケの銅耐性機構の解明に貢献できると考え

られる． 
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