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研究成果の概要：雄性両性異株は希な性表現で雄株と両性花株から構成される性型である。こ

の性型の進化・維持要因として提唱されている雄株の高い繁殖成功についての検証を行った。

材料としてマルバアオダモ(モクセイ科)を用い、雄株と両性株の花粉発芽率・花粉管伸長の比

較、両性型花粉の混合受粉実験によって結実した種子のＤＮＡマーカーによる父系解析を行っ

た。その結果、雄株花粉由来の種子が多く産出されており、これは雄株の花粉の高い発芽率が

関与していることが判明した。これらから雄株は高い繁殖成功を示すことが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 被子植物の示す性表現は次世代を生み出
す植物の繁殖に関わる重要な形質であり、植
物種群の多様性を生みだす分類形質となっ
ている。このなかで雑居性と総称される性型
の一つである雄性両性異株性は雄株と両性
株から繁殖集団が構成される性型であり、こ
の性型を示すことが報告されている生物は
非常に少なく、動物で約 30 種、植物では 50
種ほどが報告されているにすぎない（Week 
et.al.2006）。雄性両性異株性は、両性株か
ら雌雄異株への進化経路、あるいは、雌雄異
株性の崩壊過程であるという進化経路であ
ると捉えられ、雌性両性異株のような他の雑

居性とあわせ性型の進化要因を明らかにし
ていく鍵となる性型であると考えられてい
る（Thomson et al.1989）。そのため、1970
〜 1980 年 代 に は  Lloyd(1975) 、 
Charlesworth (1984)をはじめとする一連の
数理モデルの研究が進められ、両性株の集団
から雄性両性異株が進化する場合、雄株が両
性株の２倍以上の繁殖成功を持たねばなら
ず、これを満たす進化条件は、非常に厳しい
ことが指摘され、この性型の実在そのものを
疑問視する性型進化研究のレビューも出さ
れた。 
 しかし 1990 年代、Liston et al. (1990)、
Fritsch & Riesenberg (1992)の Dasticaceae
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の種群についての詳細な遺伝学的な調査か
ら、その実在性が明瞭となり、それ以降種数
は少ないものの、いくつかの分類群で真に雄
性両性異株の種群が存在することが明らか
になってきた。 
 この性型の進化・維持機構については、雄
株の著しく高い繁殖成功度を保証する要因、
高い外交配率、強い近交弱勢という交配様式
に関わる要因や性型間での異なる空間構
造・遺伝構造という生態学的要因が関与して
いるのではないかと指摘されている（Pannel、 
2002）。また Sato(2002)のように従来の近交
弱勢の遺伝的要因だけではなく繁殖器官へ
の性配分の視点からその進化要因を説明す
るモデルも提唱されている。 
 このような研究の進展の中で、実際にどの
要因が、どのようにこの非常に希な性表現の
維持に関与しているのかの野外植物を扱っ
た研究は少なく、その遺伝的背景を含め解明
していく必要性がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究はモクセイ科マルバアオダモ
（Fraxinus sieboldiana）を用い、雄性両性
異株の主要な進化要因とされるもののうち、
雄株の高い繁殖成功度の存在について、雄株
と両性株の花粉親としての繁殖成功度を受
粉様式の直接観察による形態学的手法と野
外での交配実験、マイクロサテライトマーカ
ーを用いた遺伝学的な手法により比較する
ことにより検証することを目的とする。 
 このために花粉親としての繁殖成功度を
測るステージを、受粉・受精期、結実期の 2
段階にわけ、各ステージでの花粉親としての
雄株と両性株の花粉の受粉・受精能力の違い
の有無を観察・測定する。 
 受粉・受精期においては、受粉量を調節し
た交配実験および時系列での蛍光顕微鏡を
用いた花粉の発芽率・花粉管伸張速度の比較
から、雄株花粉に高い発芽能力・花粉管の伸
張能力の優位性があるのかを検証する。結実
期においては、野外で交配実験を行い、その
結実率の比較をおこなうとともに、マイクロ
サテライトマーカーにより遺伝子型から個
体識別を行った雄株・両性株の混合花粉を用
いた交配実験を行い、結実種子のマイクロサ
テライト遺伝子座を明らかにすることによ
り、性型間での花粉の結実能力の差異の有無
を明らかにする。この 2段階の実験観察・解
析により性型間に花粉親としての繁殖成功
度に違いがあるのかを検証するとともに、受
粉から結実までのどの段階でこの差異が発
現されているのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１） 材料および調査地 
 マルバアオダモ(Fraxinus sieboldiana) 

は、モクセイ科の落葉高木で日本では本州か
ら九州に広く分布する。マルバアオダモは両
性花株と雄株からなる、雄性両性異株である。
雄花には 2本の雄蕊と 4枚の花弁を持つ。両
性花はさらに 1本の雌しべを持ち雌性先熟で
ある。交配は、虫媒、風媒の両方を行ってい
る。果実は翼果で 8月下旬〜11 月下旬にかけ
て散布される。調査は大阪府柏原市大阪教育
大学柏原キャンパスの北側緑地に設置した
80×120 ㎡の永久コドラートで行った。調査
地は自然放置され。自然回復してきたまばら
な２次林で、平坦で明るい疎林となっており、
マルバアオダモが優占し、他にコナラやヌル
デ、ハリエンジュのみられる林となっている。 
 
（２）花粉の受粉・花粉管伸長速度の比較 
 性型および自殖による発芽能力の違いと
花粉管の伸長速度の違いを調査するため、
2007 年は両性花株 13 個体、2008 年は両性花
株 15 個体を調査木とし、各個体につき 3 花
序を実験に使用した。1花序あたり 60 花程度
に摘花した後、除雄処理を施し、他個体の花
粉が受粉しないよう窓付きスギ交配袋をか
ぶせた。同一個体の処理外の花序を観察しな
がら、その花の葯の裂開直前または葯が裂開
して間もない時期に花粉銃による人工授粉
を行った。3 花序のうちの 1 花序には雄株花
粉で他家受粉をおこない、別の 1花序に別個
体の両性花株花粉で他家受粉をおこない、残
りの 1花序に自家受粉をおこなった。受粉後
は他個体の花粉が受粉しないよう再び花序
に交配袋をかぶせた。受粉してから 2007 年
は 6 時間、12 時間、24 時間後に、2008 年に
は 3時間、6時間、9時間、12 時間、24 時間
後に受粉した花を回収し、FAA で 1 晩以上固
定後、蒸留水で洗浄し、4N・NaOH 水溶液に１
日以上放置した。次に、花粉管を染色するた
め、アニリンブルー溶液を滴下し 24 時間静
置後、0.005%アニリンブルー溶液：グリセリ
ン（1：1）混合溶液で封入し、プレパラート
を観察した。作成した資料は蛍光顕微鏡下で
観察した。発芽率は、柱頭上についた花粉数
に対する発芽花粉数の割合で求めた。花粉管
伸長速度の比較は各花の花粉管伸長の長さ
を観察し、最も伸長した花粉管の到達位置に
より、A:柱頭上、B:柱頭から花柱 1/4長まで、
C:柱頭から花柱 1/2 長まで、D:柱頭から花柱
基部まで、E:子房内まで伸長の 5段階に分け、
各花粉の花粉管伸長速度を解析した。 
 
（３）結実種子のマイクロサテライトマーカ
ーを用いた父系解析 
①交配実験と種子の採取 
 雄花花粉と両性花花粉の混合花粉を受粉
させ、結実した種子の DNAを抽出し、FEMSATL4
遺伝子座におけるマイクロサテライトフラ
グメント解析を行った。交配は、FEMSATL4 遺



 

 

伝子座の遺伝子型がホモの遺伝 17 個体を
2007 年 4 月に母樹として選定し、他個体の花
粉が受粉できないように交配袋をかぶせた。
交配は弱い自家不和合性を持つことから、除
雄処理により雌蕊にダメージを与えること
を減らすため 5 個体のみ除雄処理を行った。
袋がけをした花序 1個体につき 3花序に、雄
花花粉と両性花花粉の混合花粉を花粉銃に
より花粉がけを行った。選定した 17 母樹の
うち花序数９個体については交配親による
稔性の違いを調査するため、さらに 3花序父
樹の組み合わせを変えた混合花粉の花粉が
けを行った。交配実験の花粉親としては母樹
と異なる遺伝子型をもつ 14個体(雄株 7個体、
両性株 7個体)を選定した。 
 交配実験には雄花花粉および両性花花粉
を各スパチュラ半量（約 40 万粒）ずつ混合
した後、スギ花粉用花粉銃を用いて、１花序
につき５回十分に噴き付けをおこなった。交
配は花の柱頭が赤みを帯び乳頭状突起が発
達し、葯は緑色から黄色がかり裂開直前にま
で成熟した段階で行った。結実期に実験花序
から果実を回収し−80℃で冷凍保存した。 
 
②FEMSATL4 遺伝子座のマイクロサテライト
多型解析による父系解析 
  個体につき 30 粒の種子の回収種子につ
いてテンプレート DNA を作成した。トータル
DNAの抽出にはCTAB法(Murray and Tompson、 
1980)を用いて行った。FEMSATL4 の蛍光修飾
プライマーを用いて PCR増幅をおこない、DNA
シーケンサーでフラグメント解析をおこな
った。PCR はまずプレヒートを 95℃で１分間
行った後、Denature を 95℃で 30 秒間、
Annealing Temperature を 52℃で 2 分間、
Extention を 72℃ 30 秒間 30 サイクルおこ
ない、最後に Final extention を 72℃で 5
分間行った後、4℃で維持し、プログラム終
了後は-20℃で保存した。PCR 産物は 10～15
倍に希釈し、濃度を調整したものを用い DNA
シーケンサー(ABI PRIZM 3100 Avant)で
電気泳動を行った。得られたデータは ABI 
PRISM GeneMapper TM Software Version 3.0
を用い、種子の SSR フラグメント解析をおこ
なった。 
 
４．研究成果 
（1）花粉の発芽率と花粉管伸長速度の比較 
 Fig.1 に 2007 年および 2008 年の受粉 12
時間後の他個体の両性花花粉、雄花花粉、自
殖花粉の発芽率の結果を示した。2007 年、
2008 年ともに花粉の発芽率は、雄花花粉が最
も大きく、雄花花粉と両性花花粉の間には統
計 的 に 有 意 な 差 が 認 め ら れ た
(Kruskal-Wallis test、 p<0.05)。他個体の
両性花花粉と自殖花粉の間には 2007 年には
有 意 な 差 が 認 め ら れ た が

（Kolmogorov-Smirnov   test; D=0.489、 
p<0.01）。、2008 には他家花粉の両性花花粉と
自家花粉の間には有意な差が認められなか
っ た (Kruskal-Wallis test;H=13.6 、 
p>0.05). 
Fig.1.  各性型花粉の柱頭上での発芽率の

比較．ボックスグラフの端は上側 10％・下側
10％、■は平均値、箱上辺は上側 25％、下辺
は下側 25％、箱内の線は中央値．異なるアル
ファベット間には有意差がある. 
 

  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 Table 1 に 2007 年の受粉後 6時間後、12 時
間後、24 時間後における花粉管伸長の各クラ
スの観察度数を、2008 年の 3時間後、6時間
後、9時間後、12 時間後、24 時間後のおける
花粉管伸長の各クラスの観察度数を示した。
2007年の受粉6時間後において花粉管が柱頭
から花柱の 1/2 まで達したものは、他家受粉
の雄花花粉では 42 花中 5 花、他家受粉の両
性花花粉では 41 花中 1 花、自家花粉では 23
花中 1花であった。そのうち花粉管が柱頭か
ら花柱基部まで達したものは、他家受粉の雄
花花粉の 1花のみであった。その他の花では
どの授粉様式間においても、柱頭上もしくは         
花柱の 1/4 までしか伸長していなかった。
2008 年においても、他家花粉の雄花花粉と両
性花花粉、自家花粉すべてにおいて、受粉 6
時間後までに花粉管が子房に到達した花は
観察されなかったが、受粉９時間後では花粉
管が胚珠に到達した花が、他家花粉の雄花花
粉では 27 花中 2 花、他家花粉の両性花花粉
では 38 花中 4花、自家花粉では 15 花中 2花
観察された。これらの結果から花粉管が胚珠



 

 

に到達するには最低９時間が必要であるこ
とが明らかになった。花粉管伸長程度につい
て 2007 年の受粉 6時間後、12 時間後、24 時
間後それぞれで比較すると、どの時間におい
ても各授粉様式の間に統計的に有意な差は
認められなかった(Kruskal-Wallis test、 6
時間後 ; H=0.119、 p=0.94190、 12 時間後 ; 
H=16.447、 p=0.00027、 24時間後 ; H=2.506、 
p=0.28557)。この傾向は 2008 年も同じであ
った。これらのことから発芽した花粉は各受
粉条件間で伸長のパターンに差がなく、花粉
管の伸長速度には差異がないことが示され
た。 
 これらから、発芽した花粉では、その伸長
速度には性型間で差異がないが、柱頭上での
花粉の発芽率には性型間で有意な差異があ
り、雄花花粉が結実には有利であることが判
明した。 
 
（2）結実種子のマイクロサテライトマーカ
ーを用いた父系解析 
 得られた除雄処理 3 母樹と非除雄処理 10
母樹の FEMSATL4 遺伝子座のそれぞれの遺伝
子型と花粉親の遺伝子型および交配実験か
ら得られた 359 種子の遺伝子型を Table 2 に
示した。除雄しなかった交配実験では、自殖
花粉由来の種子も出現した。自殖花粉は柱頭
上での発芽率が低いことから、この自殖種子
は受粉実験終了後に袋の内部で開花した花
が隣花受粉により結実したものと考えられ
る。自殖花粉由来の種子を除外した場合、13
個体例中 7 個体で雄花粉が両性花粉よりも 5
倍以上の多くの種子を産出していた。この結
実種子での花粉親の性比は有意に１：１から
(Fisher の正確検定、p<0.05)偏っていた。た
だし、3 個体については有意に両性花花粉の
方が多く(Fisher の正確検定、p<0.05)、3 個
体では雄株花粉と両性花株花粉由来の種子
数には有意差がなかった(Fisher の正確検定、
p>0.05)。開花後半では自殖花粉由来の種子
数も多く生産されていたことから、開花の後
半では自家不和合性が弱くなるような母樹
の生理的な状態変化が関係しているものと
考えられる。 

 

 

 
 これらの結果から、雄株花粉と両性花株花

粉を混合した場合において雄株花粉の方が
競争力が大きく両性花株花粉よりも多くの
種子を残せることが明らかになった。 
 以上のことから雄株花粉は高い繁殖成功
を示し、これには雄株花粉の高い花粉発芽率
が大きく関与し、雄株花粉の受粉競争能力の
高さがその一因になっているものと考えら
れる。 
 （1）と（2）の結果から、従来提出された
雄性両性異株の維持に関する Lloyd(1975)お
よび Charlesworth and Charlesworth(1978)
の雄性両性異株の性型を維持するためには
雄株が両性株の少なくとも２倍以上の繁殖
成功度を持つ必要があるという仮説を支持
する結果が得られた。ただし雄としての繁殖
成功度を比較する際、雄花粉の受精能力の指
標として、花粉の発芽率、花粉管伸長の比較、
結実率、種子の発芽率、実生の定着率などさ
まざまな過程があり、そのうちどこで繁殖成
功度の差が生み出されているのかというこ
とを明らかにすることは、性型間の繁殖成功
度の違いを理解する上で重要であり今後の
課題である。 
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