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緑色胞子を持つシダ植物３種（スギナ，ゼンマイ，クサソテツ）における	
標本胞子の発芽可能性の評価

Germination potential of herbarium specimen spores of three green-spored fern 
species: Equisetum arvense, Osmunda japonica and Matteuccia struthiopteris

石黒　皓大1,	2，大場　拓郎1,	3，志賀　　隆1

Kodai Ishiguro1, 2, Takuro Oba1, 3, Takashi Shiga1

Abstract
This	study	aimed	to	clarify	the	germination	potential	of	 fern	spores	and	the	relationship	between	time	
elapsed	since	preparation	and	decrease	in	germinability.	In	general,	green	spores	have	a	shorter	viability	
compared	to	non-green	spores.	The	spore	viability	of	several	green-spored	fern	 lineages	 (Equisetum 
arvense	L.,	Equisetaceae;	Osmunda japonica	Thunb.,	Osmundaceae;	Matteuccia struthiopteris	 (L.)	Tod.,	
Onocleaceae)	was	assessed	using	the	tetrazolium	salt	staining	test	and	spore	germinability	was	directly	
estimated	through	germination	tests.	Eighteen	specimens	of	E. arvense,	22	specimens	of	O. japonica,	and	
16	specimens	of	M. struthiopteris	were	obtained	from	five	herbaria	 (NGU,	OSA,	TNS,	TUS,	SAPS).	The	
specimen	spores	of	E. arvense	and	O. japonica	did	not	germinate	and	were	not	stained	by	2,3,5-	
triphenyltetrazolium	chloride	 (TTC).	Only	one	spore	 from	the	specimen	M. struthiopteris,	which	was	
collected	21	years	(255	months)	ago,	germinated.

Key	words:		Chlorophyl l -containing	spore,	 	Herbarium	specimen,	 	Tetrazol ium	staining	test ,	
Triphenyltetrazolium	chloride

1．はじめに

植物標本とは対象植物の持つ果実の有無や個体差
などの特徴が半永久的に保存されるように処理さ
れ，「いつ」「どこで」「だれが」採集したものであ
るか等の情報が記述されたラベルが付されたもので

ある（Bridson	and	Forman	1998）。これらの植物
標本は生物名の根拠としてのタイプ標本や，学術研
究の証拠，同定のための資料として製作・保存され
ている。それだけではなく，分類学的研究や生態学
的研究，分子生物学的研究に使用されるなど，植物
標本は高い学術的価値を有している（例えば，鈴木	
2007，Wandeler	et	al.	2007，兼子ほか	2013，坪田
ほか	2014）。博物館や大学の標本庫には100年以上
前から現在に至るまで，膨大な植物標本が収められ
ており，全世界に少なくとも3.98億点の標本が存在
する（Thiers	2022）。

また，植物標本に残されている種子や胞子（以下
それぞれを「標本種子」，「標本胞子」と呼ぶ）の一
部は発芽能力を有していることが知られている（例
えば，Johnson	1985，Magrini	et	al.	2010，Magrini	
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2011，平澤ほか	2016，Wolkis	et	al.	2021）。このよ
うな発芽能力を持つ標本種子や標本胞子から新たに
植物体を得て，絶滅した種の復元や，種内の遺伝的
多様性を回復させる取り組みも検討されている（例
えば，Molnár	et	al.	2015，Nakahama	et	al.	2015）。
志賀ほか（2017）では，131種の種子植物において
発芽試験による発芽可能性の評価と，テトラゾリウ
ム染色試験による生存識別が行われており，約18%
の種（24種）で発芽が確認され，約61%の種（84種）
の標本種子の生存が確認されている。

しかし，標本種子の発芽可能性の検討が進展する
一方，シダ植物・蘚苔類といった胞子繁殖を行う植
物について，標本胞子の発芽可能性を検討した例は，
Osmunda regalis	L.（ゼンマイ科Osmundaceae；
Magrini	et	al.	2010）や，Marsilea oligospora	Goodd.

（デンジソウ科Marsileaceae；Johnson	1985），
Pel l a ea t runca t e	Goodd .（ イ ノ モ ト ソ ウ 科
Pteridaceae；Windham	et	al.	1986）などに限られ
る。また，これらの研究で用いられた標本胞子は年
代に偏りが見られ，O. regalisでは，標本作製後の
時間経過が 5 年と17年という比較的新しい標本胞子
のみを（Magrini	et	al.	2010），M. oligosporaでは，
時間経過が71年，77年，89年といった古い標本胞子
を用いて行われている（Johnson	1985）。これらで
は，標本胞子の発芽の報告に重点が置かれており，
標本作製後の時間経過と胞子の発芽能力喪失の関係
の詳細は明らかにされていない。更に，これらの研
究は胞子繁殖を行う維管束植物の中でも一部の分類
群を対象としている。そのため，ヒカゲノカズラ類
や大葉シダ類全体における標本胞子の発芽可能性を
評価するためには，系統を幅広く網羅して標本胞子
の発芽可能性を明らかにする必要がある。

また，シダ植物の中には胞子内部に葉緑体を持つ
緑色胞子を持つ種が存在することが知られている

（Raghavan	1989）。トクサ科（Equisetaceae），コ
ケシノブ科（Hymenophyllaceae），コウヤワラビ科

（Onoc l e a c e ae）， ゼ ン マ イ 科， ウ ラ ボ シ 科
（Polypodiaceae）を中心に1,000種以上，イノモトソ
ウ科，シシガシラ科（Blechnaceae），ツルキジノオ
科（Lomariopsidaceae）からも緑色胞子を持つ種が
報告されている（Sundue	et	al.	2011）。この緑色胞
子は成熟して散布されて以降の生存期間が非緑色胞
子と比較して短いことが指摘されている（Lloyd	
and	Klekowski	1970）。そのため，緑色胞子を持つ
種では，乾燥処理や長期保存処理を受けている博物
館標本の胞子から発芽個体を得ることは難しいと予

想されるが，前述の様に緑色胞子を持つゼンマイ科
のO. regalis（Magrini	et	al.	2010）では10年以上経
過した標本胞子からの発芽が確認されている。他の
緑色胞子を持つ種においても，博物館標本に残され
た胞子から発芽が確認されるかもしれない。

そこで本研究では，シダ植物の標本胞子の発芽可
能性や，標本作製年からの時間経過と発芽能力の低
下の関係を明らかにするために，胞子寿命が短いと
考えられる緑色胞子を持つシダ植物に注目し，スギ
ナEquisetum arvense	L.（トクサ科），ゼンマイ
Osmunda japonica	Thunb.（ゼンマイ科），クサソ
テツMatteuccia struthiopteris	(L.)	Tod.（コウヤワラ
ビ科）の標本胞子について， 1 ）テトラゾリウム塩
による胞子の簡易的な生存評価， 2 ）発芽試験によ
る発芽能力の直接評価を行った。

2．材料と方法

2－1．研究対象種
本研究では，系統群横断的に試験を行うために，

日本全国に広く分布している 2 倍体種であるスギナ
（トクサ科，生殖様式不明），ゼンマイ（ゼンマイ科，
有性生殖種），クサソテツ（コウヤワラビ科，有性
生殖種）の 3 種（海老原	2016）を対象種とした

（Tables	1～3）。これら 3 種は緑色胞子を持つこと
が知られている（Lloyd	and	Klekowski	1970，倉
田・中池	1990，Sundue	et	al.	2011）。

2－ 2．胞子の収集
標本胞子は新潟大学植物標本庫（NGU），大阪市

立自然史博物館植物標本庫（OSA），国立科学博物
館植物標本庫（TNS），北海道大学総合博物館植物
標本庫（SAPS），東北大学植物園（TUS）より標
本経過月数 0 ～1,095ヶ月（経過年数 0 ～91年）の
標本，計59標本から胞子を採集した（Tables	1～3）。

胞子を採集するにあたり標本を破壊しないよう以
下の点に留意した。すなわち，同年代の標本であれ
ば，種子袋が貼付された標本を優先し，種子袋内の
薬包紙に包まれた胞子の採集を行った。また，種子
袋が貼付されていない標本から胞子を採集する場合
は，十分に成熟した胞子嚢を付けた羽片の下に薬包
紙を置き，柄付き針やピンセットで胞子嚢群をなで
るように胞子をこそぎ落として採集した。なお，違
う標本由来の胞子の混入を避けるため，柄付き針と
ピンセットを70%エタノールで拭き取った後，手と
作業台も同様にエタノール消毒を行い，次の採集作
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業を行った。
標本作成処理が施されていないコントロール試料

として，スギナ22株，ゼンマイ 3 株，クサソテツ 1
株をそれぞれ2023年 3 月30日， 5 月13日，2022年11
月11日に新潟県新潟市において採集し，各株から得
た胞子を混合して試験に供した。収集した標本胞子
とコントロール試料は，スギナは19（1937年～2023
年；Table	1），ゼンマイは23（1931年～2023年；
Table	2），クサソテツは17（1961年～2022年；
Table	3）であった。これらの胞子試料は，実験に
供するまで光や湿度，温度等の影響を排除するため
に密閉容器に入れてアルミホイルで遮光し，室温
25℃で保管した。

2－ 3．テトラゾリウム染色試験
シダ植物胞子の生存を簡易的に評価するために，

テ ト ラ ゾ リ ウ ム 染 色 試 験（Cottrel l	1947， 畑
野	1952）を行い，ミトコンドリア活性を確認した。
胞子に存在するミトコンドリアに活性がある場合，

好気呼吸の過程においてテトラゾリウム塩を還元し
て不溶性のホルマザン塩が生成される。テトラゾリ
ウム塩に2,3,5-triphenyltetrazolium	chloride（TTC）
を用いる場合は赤色のホルマザン塩（triphenyl	
formazan	salt）が生成され，胞子が赤色に呈色す
る。TTCによる染色方法はCatala	et	al．（2009）の
試験方法を参考に行い，pH8.0に調整した 1 ％ TTC
を染色試験に用いた。

試験前処理として胞子を1.5mlチューブに入れ，
蒸留水1.0mlに24時間浸けて給水させた。その後，
蒸留水による洗浄を 3 度行い，0.1%次亜塩素酸ナト
リウムNaClOを1.0ml加えて 5 分間胞子を漂白した。
漂白後は遠心分離で胞子を沈殿させ上澄みを除去し
た。

胞子の漂白と洗浄を行った後，TTC溶液を1.0ml
加えて，25℃暗条件下で48時間静置し染色を行っ
た。染色終了後，蒸留水で 3 度洗浄し呈色を確認し
た。ゼンマイ，クサソテツは 1 試料につきランダム
に抽出した200粒，スギナは100粒について確認し，

Figure 1.  Spores and prothallium of Equisetum arvense L. (Equisetumaceae). a) Spores before staining 
with 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC). b) Living spores stained with TTC. c) 
Germinated spores. d) Prothallium growing after germination.
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これを 3 反復行った。染色の評価は目視によって
「明瞭に呈色」，「薄いもしくは一部呈色」，「呈色な
し」の 3 段階に分け，明瞭に呈色されたもののみを
生存している呈色胞子として扱い，呈色率を算出し
た（Figs.	1～3）。

2－ 4．発芽試験
発芽試験は，O. regalisとD. tyrrhenaの標本胞子

の発芽に成功したMagrini	et	al.（2010）の試験方法
や，スギナ（中谷ほか	1996，Lebkuecher	1997），
ベニシダD. erythrosora（松浦・林	2013），クサソ
テツ（Nekrasov	et	al.	2019）において過去に用い
られた試験を参考に行った。

試験前処理として胞子を24時間蒸留水に浸け給水
させた後，蒸留水で洗浄を 3 回行った。洗浄した胞
子には，0.1%次亜塩素酸ナトリウムNaClOを1.0ml
加え，5 分間の滅菌処理を施し，再度洗浄を行った。

胞子の発芽培地（ 1 ％寒天培地）は，スギナでは
Knop液（Knop	1865），ゼンマイとクサソテツでは

Nekrasov	et	al.（2019）を参考に，1/2	Murashige	
and	Skoog（MS）培地（pH5.8）を使用した。それ
ぞれの培地は，オートクレーブによる高圧蒸気滅菌
処理を行い，抗生物質であるナイスタチンを培地全
体量に対して0.1w/w%添加した。 1 シャーレに対
してスギナでは胞子を200粒，ゼンマイは300粒，ク
サソテツは500粒を実体顕微鏡下で播き出した。

発芽条件はスギナでは20℃，ゼンマイとクサソテ
ツでは25℃，光粒子密度33.52～62.58μmolm-2s-2，
明暗12時間の日長周期で行った。数日おきに経過を
観察し，40日後にシャーレ全体の胞子発芽率を求め
た。上記発芽試験は恒温庫（インキュベーター	
MIR-253，サンヨー）を用いて各試料につき 6 反復
行った。また，標本胞子からの発芽が確認された場
合，同じ試料を用いて再試を行った。

3．結果

スギナ18標本の胞子は，TTC染色試験において，

Figure 2.  Spores and prothallium of Osmunda japonica Thunb. (Osmundaceae). a) Spores before 
staining with 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC). b) Living spores stained with TTC. c) 
Germinated spores. d) Prothallium growing after germination.

50 µm 50 µm

100 µm 200 µm
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最も経過月数が短い 5 ヶ月を含む全試料で呈色は確
認されず，生存率は 0 %であった。また，全試料に
おいて発芽は確認されなかった（Table	1）。コント
ロール試料の胞子の呈色率は76.8±2.6%，発芽率は
92.0±4.3%であった（Table	1）。

ゼンマイ22標本の胞子は，TTC染色試験におい
て最も経過月数が短い 3 ヶ月含む全試料で呈色は確
認されず，生存率は 0 %であった。また，全試料に
おいて発芽は確認されなかった（Table	2）。コント
ロール試料の胞子の呈色率は87.1±7.1%，発芽率は
67.8±5.1%であった（Table	2）。

クサソテツ16標本の胞子は，TTC染色試験にお
いて呈色は確認されず，スギナ，ゼンマイと同様に
生存率は 0 %であった（Table	3）。標本作成からの
経過月数255ヶ月（経過年数21年）の標本胞子（K.	
Oita	01-8042，SAPS65877）において播種した合計
3,094粒のうち 1 粒の発芽が確認された（Fig.	4，
Table	3）。この標本胞子について，改めて発芽試験

（約500粒× 6 反復）を行ったが，合計3,002粒から

発芽は確認されなかった。コントロール試料の胞子
の呈色率は26.2±4.2%，発芽率は55.8±3.4%であっ
た（Table	3）。

4．考察

本研究において発芽が確認されたクサソテツの標
本［標本作成からの経過月数255ヶ月（経過年数21
年）］の胞子は，再試も含めると6,096粒を播種した
うちの 1 粒のみであった。この胞子発芽が確認され
た発芽試験の播種は，2023年 1 月 7 日に当該の標本
胞子試料のみを扱い試験を行った。また，試験に用
い た 器 具 は す べ て 洗 浄 に 加 え， 高 圧 蒸 気 滅 菌

（121℃， 2 気圧）40分処理を施した器具を使用して
いるため，試験前後に他の試料の胞子が混入するこ
とは考えられない。また，試験中もシールした
シャーレを開封することは無かったため，他試料が
混入の可能性は極めて低く，発芽した胞子は当該標
本もしくは標本庫内の他の同種の標本由来のもので

Figure 3.  Spores and prothallium of Matteuccia struthiopteris (L.) Tod. (Onocleaceae). a) Spores before 
staining by 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC). b) Living spores stained by TTC. c) 
Germinated spores. d) Prothallium growing after germination.
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あると考えられる。
緑色胞子を持つ種の胞子寿命は一般的に短いこと

が知られており（Lloyd	and	Klekowski	1970），そ
の一因として非緑色胞子に比べて胞子の細胞膜が薄
く乾燥に弱いためと考えられている（Hill	and	
Wagner	1974,	Ballesteros	et	al.	2017）。本研究で用
いたスギナ，ゼンマイ，クサソテツではそれぞれ10
～14日，23～43日，150日で胞子の発芽能力が失わ
れることが報告されている（Okada	1929）。本研究
においても前述のクサソテツの 1 点の標本を除い
て， 3 種とも標本胞子からは発芽も，TTC溶液に
よる呈色反応を示す胞子も確認されなかった。本研
究では胞子寿命が標本作製処理や保存処理の影響を
どの程度受けているのかを明らかにすることは困難
であったが，これらの結果は緑色胞子が急速に発芽
能力を失うとする先行研究の結果と矛盾しないもの
であった。

緑色胞子か否かに加えて，胞子葉や胞子嚢の形態
学的な特徴と，胞子の乾燥などの影響の受け難さ

も，その寿命に大きく関係していると考えられる。
これまで長期間の保存を経て胞子発芽が確認されて
いるM. oligospora（Johnson	1985）では，胞子が硬
い胞子嚢果に覆われている，標本胞子からの発芽が
確認されたクサソテツでは，胞子嚢が反転した胞子
葉に包まれている。本研究では標本胞子を採集する
ために胞子葉を軽く圧し裂開させて胞子を採集し
た。胞子葉に胞子嚢が包まれた状態で標本処理を受
け，そのまま保存されてきた胞子は，外部環境の影
響を受け難いのかもしれない。また，ゼンマイと同
じく緑色胞子を持つ近縁種のO. regalis（Lloyd	and	
Klekowski	1970）では10年以上経過した標本胞子か
ら発芽が確認されており（Magrini	et	al.	2010），採
集された植物体，標本作製時の処理，保存環境など
微妙な差が，標本胞子の生存に影響を与える可能性
が考えられる。

本研究では，先行研究を参考に培地を含めた胞子
の発芽条件を決定したが，発芽培地には植物ホルモ
ンを添加しなかった。シダ植物胞子の発芽試験にお

Figure 4.  Herbarium specimen of Matteuccia struthiopteris (L.) Tod. (Onocleaceae) showed confirmed 
spore germination (K. Oita 01-8042, SAPS65877). a) Herbarium specimen. b) Spores not 
stained by 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC). c) Prothallium growing after germination.
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いて，ジベレリンなどの植物ホルモンを発芽培地へ
添加することによって胞子発芽が促進されることが
知られている（Suo	et	al.	2015）。本研究では，用い
た標本胞子の全てがTTC溶液でも呈色反応を示さ
なかったことから，このようなホルモン添加処理を
培地に施しても標本胞子の発芽は得られなかった可
能性が高いが，今後他種の標本胞子の発芽試験を行
う際には植物ホルモンの使用を検討してもよいかも
しれない。

博物館や植物標本庫に収蔵されているシダ植物の
標本胞子を長期間発芽可能な状態で維持するために
はどのような処理を施せばよいだろうか。標本種子
では，各地で取り組まれているシードバンクプロ
ジェクト（例えばvan	Slageren	2003）と同様に低
温保存することにより，長期的に発芽能力を保持で
きることが分かってきている（平澤ほか	2016，志
賀ほか	2017）。シダ植物では，胞子を適切な相対湿
度に乾燥させるとともに，低温条件下において保存
することが胞子の生存に有効であることが知られて
いる（Ballesteros	et	al.	2017,	2019）。シダ植物胞子
において，必ずしも冷凍保存が最適な保存方法では
ないが（Ballesteros	et	al .	2019），スギナでは
−20℃条件下において 1 年以上生存した状態で保存
できることが明らかにされている（Kato	1976）。急
速に発芽能力を失う緑色胞子などの標本胞子の存在
を考えると，希少種やその地域において重要なシダ
植物の胞子は，予め取り分けて適切な保存処理を施
し，さく葉標本とは別に至適な保存環境におくこと
を検討する必要があるだろう。
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