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1．はじめに

約 25,000 種が存在するラン科植物は，その半数以上
が東南アジアや南アメリカに生息している（Dixon et 
al.，2003；農業技術大系，1998）。熱帯・亜熱帯地域に
は主に木や岩肌に張り付く着生ランが生息し，それらの
地域から南北に離れるにつれて，地面に生える地生ラン
が主となる。このため，日本で見られる野生ランの多く
は地生ランである（農業技術大系，1998）。ランの花は
3枚の萼片と 3枚の花弁からなり，1枚の花弁は唇弁と
呼ばれ，多様な色や形態を示す。花の中心部には雄ずい
と雌ずいが融合したずい柱と呼ばれる柱状の生殖器官が
存在する。このようなラン特有の花の構造はポリネー
ターである昆虫を色や形で誘引し，送粉の可能性を高め
るために昆虫と共進化してきたと考えられている（農業
技術大系，1998）。
多様な進化を遂げてきたラン科植物には，コチョウラ
ンやデンドロビウムなどのように萼片と花弁が類似した
形態をもつものがある一方で，サギソウ（Habenaria 
radiata（Thunb.）Spreng., Syn. Pecteilis radiata（Thunb.）
Raf.）のように萼片と花弁の形態が明確に異なり，唇弁

が複雑な形態になるものがある（図 1A）。サギソウは
日本の本州，四国，九州のほかロシア，韓国，中国の湿
地に生息する野生ランの一種であり，その純白の美しい
姿から野生ランとしての人気が高く，古くから親しまれ
てきた。園芸書としては最古の文献とされる 1681 年発
行の「花壇綱目」や 1829 年発行の「草木錦葉集」にお
いて，青葉や斑入りのサギソウが記載され（水野，
1681；水野，1829），現代でもサギソウを題材にした童
話や小説が数多く出版されている（岡田，2004；くろだ，
2006；竹田，2001；なかむら・山本，2007，2008）。一
方で，近年，サギソウは湿地の埋め立てや乱獲などが原
因で野生個体が減少し，2017 年の環境省レッドリスト
では「準絶滅危惧種」に指定されている（環境省レッド
リスト［維管束植物］2017）。この貴重な遺伝資源を保
護するためには，サギソウの効率的な増殖が必要である。
サギソウは球根と種子の両方で増殖が可能であるが，

一般的には栽培の容易な球根が用いられる（木村，
1982；立花・武田，2016）。サギソウは 8月頃に開花を
迎え，その後，地下茎の先端に 1株あたり 2～ 3個の球
根を作り増殖する（東京山野草会ラン・ユリ部会，
2002）。サギソウ地上部では，開花後に 1つの子房あた
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り平均 3,000 個程度の種子が形成されることから（図
1B，C；木村，1982），種子による増殖は球根を用いる
場合に比べ非常に効率的な方法であると期待される。し
かし，ラン科植物の種子は無胚乳種子で，種子の成長に
必要な養分は周辺のラン菌との共生により得る必要があ
り，通常の栽培では実生の生育は困難とされていた（太
田，2012；木村，1982；東京山野草会ラン・ユリ部会，
2002）。そこで，サギソウを大量増殖させることを目的
とした無菌播種や組織培養に関する研究が行われ，種子
発芽や実生成長が可能であることが示されている（太田，
2012，2013，2015；高橋・箱田，1998；高橋ら，2012；
Mitsukuri et al.，2009）。その一方で，サギソウの発芽
後の胚成長の経時観察や培地内に形成される球根の組織
観察を行った事例はほとんど報告されていない。
本研究では，無菌培養を用いて，定義した種子生育ス
テージをもとに種子成長や球根の内部構造を観察すると
ともに，スクロース濃度による球根形成への影響を調査
することで，無菌培養を用いたサギソウ増殖法の検討と
その後の成長過程の観察を行った。

2．材料と方法

サギソウ系統
2015 年度に屋外で栽培した “ 東谷山 ”（愛知県）系統
から採集した完熟種子を，室温のデシケーター（アズワ
ン）内で保存したものを無菌培養に使用した。比較のた
めの球根は京都府生物資源研究センターのガラス温室内
で自然光，最低温度 10℃以上の条件で栽培したサギソ
ウ青葉系（タキイ種苗）の球根を実験材料として用いた。

無菌播種法
完熟種子を 60％（v/v）キッチンハイター（花王）に
10 分間浸して殺菌し，続けて滅菌水を加え洗浄した。
水面に浮いている種子を白金耳ですくい，培地上に播種

した。

無菌培養を用いた種子生育ステージの測定
ガンボーグ B5 培地（日本製薬，製造元コード：399-
00621）に 20 g/L のスクロース，0.5 g/L のMES [2-（N-
モルホリノ）エタンスルホン酸 ]，B5 ビタミン（ミオイ
ノシトール 100 mg/L，チアミンHCl 10 mg/L，ニコチ
ン酸1 mg/L，ピリドキシンHCl 1 mg/L）を加え，pHメー
ター（Beckman Coulter）を用いて pHを 5.7 ～ 5.8 に調
整し，10g/L の寒天を加え 121℃，20 分でオートクレー
ブを行った（培地 B5_2SMAとする）。上記の方法で無
菌播種を行い，25 ～ 27℃，16 時間明期，8時間暗期の
光条件下でACP̶7 SBR010T̶18 型（島津理化）内で培
養した。播種後 35 日目まで 1週間ごとにシャーレ内の
種子生育ステージとその種子数を記録した。種子生育ス
テージの割合は（ステージごとの種子数／胚が存在する
種子数）×100 として算出した。

培地内の実生の育成と球根形成
ガンボーグB5 培地に 20 g/L のスクロース，B5 ビタ

ミンを加え pHを 5.7 ～ 5.8 に調整し，10 g/L の寒天を
加え，滅菌した培地（培地B5_2SA）に無菌播種を行った。
（A）播種後 36 日目のプロトコームを 0.5 g/L のMES
を加えた培地 B5_2SMAに 1 度継代し，播種後 69 日経
過した草丈約 5 mmまでの実生をサンプルとして用い
た。培養は 25 ～ 27℃，16 時間明期，8時間暗期の光条
件下のACP̶7 SBR010T̶18 型（島津理化）内で行った。
新たに寒天の代わりに 3.5 g/L のゲルライトを加えた培
地（培地B5_2SMG）とスクロース濃度のみが異なる 35 
g/L の培地（培地B5_3.5SMG）を作製し（pH：5.7 ～ 5.8），
スクロース濃度の異なる 2処理区を設けた（図 2A）。1
個のプラントボックス当たりに実生を 3個体ずつ継代し，
1処理区あたり 3個のプラントボックスを用意した。培
養は 28 ～ 30℃，16 時間明期，8時間暗期の光条件下で

図 1　サギソウの花，子房，種子の形態
（A）開花したサギソウ。s, sepal 萼片 ; p, petal 側花弁 ; l, lip 唇弁　Bar：1 cm
（B）完熟した子房。中に数千の無胚乳種子が入っている。　Bar：1 cm
（C）完熟種子。　Bar：200 µm
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SANYO GROWTH CABINET MLR̶350（三洋電機）内
で行った。播種後 188 ～ 189 日まで観察を続けた後，球
根を掘り起こし処理区ごとに球根数を計測した。
（B）途中，播種時と同じ組成の培地に 1 度継代し，
播種後 86 日目のプロトコームを培地 B5_2SMAに継代
した。播種後 133 日経過した実生は，引き続いてプラン
トボックス内の培地B5_2SMGに継代し，播種後 225 日
に培地内に形成された球根をサンプルとして用いた（図
2B）。培養は 28 ～ 30℃，16 時間明期，8時間暗期の光
条件下で SANYO GROWTH CABINET MLR̶350（三
洋電機）内で行った。培地から掘り起こした球根を垂直
方向に半分に切り，その縦断面の構造を観察した。さら
に，縦断面で 1～ 2 mmの厚さになるように切り，5倍
に希釈したイソジンガーグル［日局ポビドンヨード 70 
mg/ml（有効ヨウ素 7 mg/ml），明治製菓］を滴下し 10
分放置した後，デンプン粒の蓄積を観察した。

培地内に形成された球根の定植
滅菌した培地B5_2SMAに完熟種子の無菌播種を行っ

た。途中，同じ組成の培地に 2度継代した。播種後 175
日経過した実生苗を，引き続いてプラントボックス内の
培地 B5_2SMG に継代した（図 2C）。培養は 28 ～ 30℃，
16 時 間 明 期，8 時 間 暗 期 の 光 条 件 下 で SANYO 
GROWTH CABINET MLR̶350（三洋電機）内で行った。
播種後 333 日（2017 年 4 月 21 日）に培地内に形成され
た球根を掘り起こし，ガラス温室内でニッピ園芸培土 1
号（日本肥糧）の入ったプラスチックポット（口径：
13.5 cm，深さ：11 cm）へ 11 個ずつ 2ポットに分けて
定植した。最後に培土の表面に水苔（コーナン商事，チ
リ産）をかぶせた。水やりは培土が乾燥しない程度に行
い，その後の成長を観察した。

顕微鏡観察
植物体や組織観察には実体顕微鏡 Leica ES2（Leica）

及び Leica S8 APO（Leica），デンプン粒観察には生物

図 2　培地と継代のフローチャート
［培地組成］
B5_2SA：ガンボーグB5無機塩類，B5ビタミン，2％スクロース，1％寒天
B5_2SMA：ガンボーグB5無機塩類，B5ビタミン，2％スクロース，MES，1％寒天
B5_2SMG：ガンボーグB5無機塩類，B5ビタミン，2％スクロース，MES，0.35％ゲルライト
B5_3.5SMG：ガンボーグB5無機塩類，B5ビタミン，3.5％スクロース，MES，0.35％ゲルライト
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顕微鏡 Leica DM2500（Leica）を使用した。写真は Leica 
S8 APO付属の Leica EC3（Leica）及び Leica DM2500
付属の Leica DFC450 C（Leica）で撮影した。

3．結果と考察

ラン科植物では種子が発芽すると，まず胚が膨らみプ
ロトコームと呼ばれる球状の胚を形成し生育することが
知られている。本実験では Stewart et al.，（2002）にお
ける Habenaria repens，H. quinquiseta，H. macrocer-
atitis の種子の生育ステージを観察に基づいて一部改変
し，サギソウの種子生育ステージとして stage 0 ～ 4 を
定義した。stage 0 では胚が種皮内にあり発芽していな
い状態（図 3A），stage 1 では胚が膨らむ段階（図 3B），
stage 2 では仮根が種皮外へ伸長し発芽し始め（図 3C），

stage 3 ではプロトコームの頂点に突起状の葉原基が生
じ（図 3D），stage 4 では第 1葉が伸長する状態とした（図
3E）。そして，播種後 7日ごとに生育ステージの変化を
調査したところ，stage 1，2 は播種 7 日後，stage 3 は
播種 14 日後，stage 4 は播種 21 日後に現れ始めること
が観察された（図 4）。しかし，発芽した種子の中には
播種後 35 日が経過したにも関わらず stage 1，2 の段階
の胚が見られた。このことから，一部のプロトコームの
生育が培養途中で停止したことが示唆され，実生へと成
長するプロトコームの割合は発芽率よりも低いと考えら
れる。
次に，スクロース濃度 2％と太田，（2012）で無菌播

種に用いられた 3.5％の培地における実生の生育を比較
した。その結果，播種後 146 日が経過する頃には生育の
差が現れはじめ，2％スクロース培地では多くの葉が緑

図 3　サギソウの種子生育ステージ
（A）stage 0：播種直後の発芽前種子。
（B）stage 1：胚が膨らむ。
（C）stage 2：仮根が種皮外へ伸長し発芽する。
（D）stage 3：葉原基（白矢尻）が現れる。
（E）stage 4：第 1葉が伸長する。　Bars : 500 µm

図 4　播種後日数の経過に伴う種子生育ステージの変化　種子数＝ 485
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色を維持していたのに対し，3.5％スクロース培地では
生育が不良で葉の黄化や枯死が観察された（図 5A，C）。
培養期間が長くなるにつれて元々透明であった培地が黒
く変色し，播種後 174 日では 3.5％スクロース培地内で
黒い変色がより広がることが確認された（図 5B，D）。

培地の変色の原因は植物体から排出されたフェノール物
質によるものであると考えられる（Mitsukuri et al.，
2009）。播種後 188 ～ 189 日の培地内の球根（図 5E）の
数を計測したところ，1つのプラントボックスあたり 2％
スクロース培地では 4～ 9 個，3.5％スクロース培地で

図 5　異なるスクロース濃度の培地による実生苗の成長
（A，B）2％スクロース培地の実生苗。
（C，D）3.5％スクロース培地の実生苗。
（A，C）播種後 146 日。（B，D）播種後 174 日。
（E）培地内に形成された球根。
白矢尻（A）：培地内に形成された球根。　Bars：1 cm
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は1～2個の球根を形成していた。これより，2％スクロー
ス培地の方がサギソウ実生の培養に適していることが示
唆された。MS培地を用いた場合においても，移植区の
2％スクロース培地でより多くの球根が得られたことが
報告されている（太田，2013）。このことから，培地の
種類を問わず，球根形成は低スクロース濃度で促進され
ると考えられる。
播種後 225 日には，培地内に形成された球根の表面に
は毛が生え，垂直方向に半分に切った球根の縦断面には
中心柱と地上部の芽が観察された（図 6A）。これはタ
キイ種苗の市販品種（図 6C）や Kumazawa，（1956）
の球根縦断面の構造と一致した。さらに，球根内部のデ
ンプンの存在を調べるために球根断面をイソジンで染色
したところ，培地内の球根と市販品種の球根の両方で，
中心柱以外の部分が紫色に染まり（図 6B，D），生物顕
微鏡による観察でデンプン粒の蓄積が確認された（図
6E）。これらのことから，無菌培養によって培地内に作
られた球根は市販品種と同様に正常に作られ，球根内部
にデンプンを蓄積し，芽の成長に必要な養分として利用
されると考えられる。
無菌培養で作られた球根を培土に定植すると，約 2ヶ
月後には 22 個のうち 4個が発芽し，さらに 3ヶ月後に
はそのうち 1個体が蕾を形成し開花した（図 6F）。これ
により，種子の無菌培養から球根を経て世代を回すこと
が可能であることが示唆された。一方，球根が低い発芽
率を示した原因として，プラントボックスへの継代時期
が遅い，すなわち根がすでに伸長した実生を無理に継代
したことにより，地上部や地下部の生育が十分ではない
まま枯死したことが考えられる。H. macroceratitis の無
菌培養では，短日条件（8時間明期，16 時間暗期）の条
件の方が長日条件（16 時間明期，8時間暗期）に比べ球
根数や球根重量が大きくなったことが報告されているこ
とから（Stewart et al.，2006），サギソウの培養でも短
日条件でより多くの球根が形成される可能性がある。サ
ギソウの無菌播種では，地上部が枯れ始め球根が形成さ
れるまでに約 6ヶ月の期間が必要であり，培養中には花
成が誘導されなかったことから，自然界においても実生
の世代はまず地下に球根を形成し，その球根が翌年に発
芽することで世代が回ると考えられる。
本研究では，サギソウを種子から球根を経て開花させ
ることに成功し，種子を用いた増殖が可能であることが
示された。一方で，生育条件による種子の生育停滞や球
根発芽率が低い結果となった。今後は，培地内の球根形
成を促進するための適切な日長や植物ホルモンの添加，
培養期間，植え替え時期などの条件についても検討する
ことで，より効率的な増殖が可能になると期待される。
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（C，D）市販品種の球根の縦断面。（D）縦断面をイソジン染色したもの。
 st, stele 中心柱 ; sh, shoot 地上部　Bars：2 mm
（E）イソジン染色されたデンプン粒。　Bar：100 µm
（F）無菌培養で作られた球根から開花したサギソウ
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