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研究成果の概要（和文）：シダ植物には有性生殖を二次的にやめて、胞子を通して親と遺伝的に

全く同一なクローンを生産する生殖様式（無配生殖）を獲得したものが少なからず存在する。

しかし、シダの無配生殖種にも遺伝的な多様性が見られる。本研究では、無配生殖種であって

も近縁な有性生殖種と交雑をする能力を高いレベルで（有性生殖種の約２０％）維持している

こと、さらに遺伝的分離も数％程度起こして遺伝的に多様な子孫を生産していることを明らか

にした。 

 

 

研究成果の概要（英文 ）：Some species of ferns ceased their sexual reproduction in their 

evolutionary process and produce their next generation through apogamy without 

fertilization. In that case, all their offspring are expected to be genetically identical. 

However, apogamous fern species frequently show large genetic variation. In this study, 

we clarified that apogamous fern species can obtain genetic variation from its related 

sexual species through hybridization. We could also show that apogamous fern can produce 

genetically variable offspring through genetic segregation.  
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１．研究開始当初の背景 

 シダ植物における無配生殖（ apogamy, 

agamospory）とは、胞子体上に染色体の減数

を伴わずに胞子が形成され、その胞子から生

じた配偶体が受精を伴わずに次世代の胞子

体を形成する無性生殖様式のことである。全
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世 界 の シ ダ 植 物 の 10% 以 上 も の 「 種

（species）」が、また日本でも 13%のシダ植

物種が無配生殖を行うと報告されている

（Takamiya 1996）。無配生殖種では、基本的

に生じる子供はすべて母親と遺伝的に同一

なクローンとなると考えられる。しかしなが

ら、無配生殖を行うシダ植物種では、通常の

有性生殖を行う近縁種と比較しても種内の

形態変異がより大きいものがむしろ一般的

である。さらにアロザイム多型解析などによ

って、無配生殖種内に大きな遺伝的変異がみ

られるものがあることもわかっていた。しか

し、シダ植物の無配生殖種がどのような機構

によって有性生殖と同等、あるいはそれ以上

の遺伝的変異を獲得・維持しているのかはよ

く分かっていなかった。 

 申請者らは、無配生殖種が複数の近縁な有

性生殖種との交雑によって、それらの遺伝的

変異を取り込むことにより高い遺伝的変異

をもつようになったのではないかという仮

説の下で、これまで研究を行ってきた。実際

に比較的近縁な無配生殖型と有性生殖型の

間で交雑が起こりうること、その際、無配生

殖型が精子親になって交雑が起こること、F1

雑種は無配生殖型になることが報告されて

いた（Walker 1962）。 

 しかし、非減数の精子を形成する無配生殖

種と有性生殖種が交雑すれば、無配生殖種に

有性生殖種のもつゲノムが付け加わって、ど

んどん高次倍数化が進んでしまうと考えら

れる。ところが、シダ植物の無配生殖種の大

半は３倍体で、４倍体や５倍体などはごく稀

である。なぜ３倍体の無配生殖種が高次倍数

体化することなく近縁な有性生殖種の遺伝

的変異を取り込めるのかは謎であった。 

 研究分担者の林は、オシダ科のイタチシダ

類を材料にして、不等減数分裂によって、ま

れに（１％程度）３倍体無配生殖型の親個体

から２倍体無配生殖型の子孫が生じること、

すなわち低倍数化の過程が存在することを

明らかにした（Lin et al.1994）。このよう

に倍数性が減少する過程も存在すれば、近縁

の２倍体有性生殖種のゲノムを次々取り込

んでも３倍体のままでいられることが理解

できる。近縁な有性生殖種との交雑&高次倍

数化→不等減数分裂&低次倍数化→近縁な有

性生殖種との交雑というサイクルを繰り返

すことで、無配生殖種のもつ遺伝的多様性は

高次倍数化することなく有性生殖種以上に

高められることがあるという仮説を申請者

らは考えた。 

 さらに、最近、３倍体無配生殖種のトウゴ

クシダ（オシダ科）において、おそらく同祖

性の染色体間で対合がおきて、母親とは遺伝

的に異なる（母親のもつ遺伝子の一部だけを

もつ）3 倍体の子孫が 1-2％ながら生じるこ

とが報告された（Ishikawa et al.2003）。現

在では、上記のサイクルに加えて、このよう

な同一倍数性レベルでの遺伝的分離も起こ

ることが、無配生殖種の種内の遺伝的多様性

を３倍体のままで高めることにつながって

いるという仮説を申請者らは立てている。 

 しかしながら、これらの仮説は、まだ実証

されたわけではない。これまでは、個々の過

程（無配型と有性型の交雑、不等分裂による

胞子形成、同祖性染色体対合による分離な

ど）が起こりうることが別々のシダ植物の無

配生殖種の研究材料で確認されてきただけ

で、これらが自然界において同時複合的に働

いていることを示せてはいないからである。

上述したサイクルは、個々の過程が同時複合

的に起きなければ無配生殖種が３倍体のま

まで遺伝的多様性を高めることにつながら

ない。またその際に、個々の過程が自然界で

どのような頻度で起きるのかも解明できて

いないので、現在、無配生殖種内に見られる

遺伝的多様性が現時点の仮説でどこまで説

明できるのかも不明であった。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的の一つ目は、無配生殖種およ

びそれと交雑可能と予想される近縁な有性

生殖種が共存している場所で、これらの交雑

サイクルを形成しうるすべての過程が本当

に同時複合的に起きているかどうか、起きて

いるとすればどの程度の頻度で起きている

かを明らかにすることである。具体的には、

無配・有性個体が多数混生している野生集団

で、細胞学的、遺伝学的比較を行い、３倍体

以外の倍数性の個体がどのくらいの頻度で

存在しているか、倍数性レベルごとに無配生

殖型と有性生殖型がどのように遺伝的変異

を共有しているかを明らかにする。同時に、

配偶体の培養、人工交配実験などを通じて、

無配型と有性型の交雑、無配型の不等分裂や

遺伝的分離がどのくらいの頻度で起ってい

るかも明らかにする。これらの情報を総合し



 

 

て、上述の仮説で無配生殖種集団のもつ遺伝

的変異量の高さがどこまで説明できるのか

を明らかにする。 

 この研究のための材料となるシダ植物と
しては、先行研究で有性・無配、両生殖型の
混生集団の存在が示唆されていたオシダ科
の ベ ニ シ ダ類 （ Dryopteris erythrosora 
complex）を本研究では用いた。ちなみに、
形態ではっきり区別することが難しいくら
いに近縁な有性・無配の両生殖型が同一集団
内に共存するのはきわめて稀である。 
 一方、日本には多数の無配生殖シダ植物種
が存在しているが、日本には近縁な有性生殖
種が存在していない無配生殖種の方が大多
数である（Takamiya 1996）。しかし、申請者
らが日本で無配生殖型しか見いだされてい
ないヤブソテツ類（ Cyrtomium fortunei 
complex）の遺伝的変異を予備的に調べたと
ころ、一つの小地域集団内でも非常に大きな
遺伝的変異が存在することがわかった。また、
同様の状況が遠く離れた埼玉県、兵庫県、広
島県、福岡県の地域集団でも見られた。した
がって、近縁な有性生殖種と交雑しなくても、
無配生殖種はかなり大きな遺伝的変異を生
み出し、集団内に維持できる機構をもってい
る可能性がある。 

 そこで本研究の 2つめの目的は、このよう

に遺伝的に多様な無配生殖型のみからなる

ヤブソテツ類の集団についても、不等分裂に

よる遺伝的分離と低次倍数化、同祖性染色体

対合による遺伝的分離などがどの程度起き

ているかを明らかにすることである。 

 
 
３．研究の方法 
 研究の目的を達成するためにベニシダ類
とヤブソテツ類のそれぞれについて、細胞学
的ならびに遺伝学的解析を行った。具体的な
方法については、次の「４．結果」のところ
で一緒に説明する。 

 なお、細胞学的解析については、Partec

社製のプロイディー・アナライザーを１台

購入して、効率よく解析を行った。プロイ

ディー・アナライザーとは、フローサイト

メトリー法でDAPI染色した核を一つずつ細

いチューブの中に流しながら、その蛍光量

を測定し、それぞれの核に含まれている 

DNA量を定量する装置である。３倍体や４倍

体の核は２倍体のそれぞれ、1.5 倍、２倍

のDNA量を持っているので、この方法により

倍数性を推定できる。この方法を用いると

少量の生の葉サンプルさえあれば、迅速に

大量の各胞子体個体の倍数性を調べること

ができる。 

 ベニシダ類については、これらの細胞学

的、遺伝学的解析結果を総合して、無配生

殖種の遺伝的多様化が近縁な有性生殖種と

の交雑を通じて起きるのか、それはどのよ

うな頻度で起きるのか、そして近縁な有性

生殖型との交雑はどのくらい無配生殖型の

寄与しているのかを解明する。 

 一方、基本的に３倍体無配型のみしか日

本に分布していないと考えられているヤブ

ソテツ類については、一つの無配生殖型の

胞子体から採取した胞子から発芽して形成

された前葉体と胞子体をプロイディー・ア

ナライザーにかけ、倍数性の異なる配偶体

や胞子体が形成されていないかどうか調べ

る。さらに、配偶体の残りの部分からpgiC

遺伝子をPCR増幅・その塩基配列を調べるこ

とで、親個体と異なる遺伝子型をもってい

る（遺伝的分離を起こした）配偶体と胞子

体がどのくらいあるかも明らかにする。 

 

 

４．研究成果 

(1) ベニシダ類 

①野生集団解析：  

 まず、分布域が狭い有性生殖型ハチジョウ

ベニシダの分布調査を標本庫に保管されてい

る標本を用いて行った。そして、ベニシダ類

の両生殖型が確認された東京都伊豆大島にお

いて、胞子嚢あたりの胞子数の計数による生

殖型の推定、プロイディ・アナライザーを用

いての全サンプルの倍数性の推定、ならびに

全サンプルの遺伝子型の決定(アロザイム多

型解析)を行った。また、生育環境を両生殖型

で比較したところ、伊豆大島の有性生殖型は

比較的最近に溶岩が流れ、遷移の初期段階で

ある場所にのみ分布していたことがわかった

(図１)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１  伊豆大島における両生殖型の分布と火

山活動による土地形成との比較.赤い部分が

主に最近の溶岩流の跡.中心部は砂漠である. 



 

 

 

②両生殖型の混生集団と無配生殖型のみの集

団の比較、ならびに混戦集団の解析：  

 伊豆大島における無配生殖型のみの集団と、

有性生殖型との混生集団、それぞれの無配生

殖型個体の遺伝的多様性の比較を行った。そ

の結果、混生集団の無配生殖型は、有性生殖

型に高頻度でみられる対立遺伝子をより多く

持ち、有意に遺伝的により多様であることが

わかった。  

 また、両生殖型の混生集団内にコドラート

をはり、交雑サイクル仮説を支持する個体の

検出を試みた。その結果、混生集団では無配

生殖型は有性生殖型と対立遺伝子を共有して

いた。また、集団内に 2倍体有性生殖型と 3

倍体無配生殖型の交雑によって生じたと考え

られる 4 倍体個体と、2倍体無配生殖型個体

が確認された。この 2倍体無配生殖型個体は、

3倍体無配生殖型の不等減数分裂だけでなく、

4 倍体雑種の分離によって生じたとも考えら

れる遺伝子型であった。いずれにしても、2

倍体無配生殖型が存在していたため、交雑サ

イクルが自然界で起こっている場合に予想さ

れる状況が野外でも観察された。  

 

③無配生殖型と有性生殖型の人工交配実験： 

 造精器を形成することが知られている無配

生殖型を父親、有性生殖型を母親にして定量

的な人工交配実験を行った。また、造精器誘

導フェロモン antheridiogen については、有

性生殖種の前葉体から分泌され、有性生殖型

に作用することは知られているが、無配生殖

種については調べられていなかったのでその

効果の有無も調べた。 

人工交配実験は 5 つの対照実験を設定し、

24 穴シャーレを用いて、596 回の交配を以下

の手順で行った(図２)。 

 

 

 

 

 

 

図２ 人工交配実験の手順 

  

この人工交配実験には、複数の遺伝子型を組

み合わせ、同じ遺伝子型について 3 個体以上

の胞子体から採集した胞子を用いた。まず、

有性殖型の成熟した前葉体を寒天培地上に単

離後、無配生殖型の胞子をその前葉体の周り

に追い蒔きした。次に、無配生殖型の胞子を

後から蒔くことで、有性生殖型の前葉体から

分泌される antheridiogen に誘導され、無配

生殖型の前葉体上に造精器がより高頻度に形

成されることを期待した。胞子を追い撒きし

た後、定期的に両生殖型の前葉体に水をかけ

て受精させた。対照実験としては、有性生殖

型同士の人工交配実験、 有性生殖型の前葉体

を単離しただけのもの、無配生殖型の前葉体

を単離しただけのもの、 有性生殖型の胞子の

みを密に蒔いたもの、 無配生殖型の胞子のみ

を密に蒔いたものの 5 種類の処理を行った。  

そして、生じた胞子体の倍数性をプロイデ

ィ・アナライザーを用いて調べ、アロザイム

多型解析によって遺伝子型を調べた(4 倍体、

かつ両親の遺伝マーカーを併せもつかを調べ

た)。  

 その結果、4 倍体であり、かつ両親の遺伝

マーカーを併せ持つ雑種は 596回のうち 23回

(3.9%)で形成された。一方、有性生殖型同士

の交配では、596 回のうち 108回(18.1%)で次

世代の胞子体が形成された。有性生殖型の 1

つの前葉体内の自殖は全く起こらなかったた

め、この値は有性生殖型同士で交雑した頻度

となる。 有性生殖型同士が交雑する場合を

100％としたとき、無配生殖型はその 21.5%と

高いレベルで交雑する能力を保持しているこ

とが明らかになった。 

さらに、交配のために胞子を追い捲きして

形成させた無配生殖型の前葉体上には、596

回のうち 9 回(1.5%)で造精器が確認できた

(図２*の部分参照)。一方、無配生殖型の前葉

体を単離した場合と、無配生殖型の前葉体の

みを密に培養した場合では、造精器は観察さ

れなかった。有性生殖型の前葉体が近接して

いたときにのみ、無配生殖型の前葉体上に造

精器が観察されたことから、無配生殖型の前

葉体も有性生殖型の前葉体から分泌される

antheridiogenに反応すると考えられた。 

本研究の結果からは、ベニシダ類の無配生

殖型と有性生殖型個体は比較的容易に（有性

型同士の約 20％もの頻度で）交雑することが

示された。さらに、無配生殖型個体が、交雑

する能力を失っていないのみならず、近くに

有性生殖型個体がいると積極的に（擬人的な

表現であるが）造精器を形成するのは、交雑

すること、すなわち有性生殖をすることが進

化的に有利である（より適応的である）こと

を示唆していて、非常に興味深い。 

 

(2) ヤブソテツ類 

①野生集団解析： 

 ヤブソテツ類の地理的に離れた4つの地

域集団（埼玉県毛呂山，静岡県河津, 兵庫

県神戸，広島県府中）から葉のサンプルを



 

 

採取し，アロザイム酵素多型解析，rbcL遺

伝子の塩基配列解析，生殖様式・倍数性の

確認，形態観察等を行った。rbcL遺伝子の

塩基配列解析の結果，7塩基の置換が見られ

る2種類の配列（aとb）が見出された。4酵

素種（PGM,HK,6PG,LAP）によるアロザイム

酵素多型解析の結果，バンドパターンの違

いから8種類（A〜H）のアロザイムタイプが

認識された。 

 生殖様式の確認は，胞子嚢中の胞子数の

計数によって行い，A〜Hいずれのアロザイ

ムタイプも無配生殖型であることが確かめ

られた。そして，最も多くのアロザイムタ

イプが共存していた神戸集団において，染

色体数の計数とプロイディ・アナライザー

による各個体の倍数性の推定を行った。そ

の結果，観察したいずれの個体も3倍体であ

ることが確かめられた。 

 

②同祖染色体の対合による遺伝的分離の頻

度： 

 このように３倍体の無配生殖をするシダ

植物種が単独で（有性生殖種との交雑を経

ないで）遺伝的多様性を獲得できるメカニ

ズムの仮説としては，同祖染色体の対合に

よる遺伝的分離 (Klekowski 1973)が提唱

されている。これは，胞子形成過程の途中

の減数分裂時に同祖性の染色体（もとは互

いに相同染色体であったが，今は対合しな

くなったもの）がまれに対合することによ

って，結果として遺伝的分離を起こす過程

のことである（Klekowski 1973）。本研究

では，無配生殖を行うヤブソテツ類におい

て実際に遺伝的分離が起こっているのか，

起こっているなら，その頻度はどの程度か

を実験的に調べた。 

 もし，無配生殖種において遺伝的分離が

起これば，次世代の個体の中に，親の遺伝

情報の一部しかもっていない子孫が存在し

ているはずである。本研究では遺伝的分離

をした個体を効率よく検出するために，核

にコードされ，シダ植物ではシングルコピ

ーであるとされるpgiC遺伝子を遺伝マーカ

ーとして用いた。最初にヤブソテツ類から

PCR増幅したpgiC遺伝子をクローニングし

て，その塩基配列決定を行った。その結果，

親株として選定したK220株から6塩基に置

換が見られるa, bの 2種類の配列が見出さ

れた。次に，この親株より胞子を採取して，

その胞子に由来する配偶体を培養した。そ

して，そのpgiC遺伝子を解析した。調べた

250個体の配偶体のうち，11個体（4.4%）は

aのみのpgiC遺伝子しかもっていなかった。

さらにこれらの配偶体上に生じた次世代胞

子体を482個体解析したところ，aのみの

pgiC遺伝子しかもっていない次世代胞子体

が8個体（1.7%）見つかった。 

 一方，親株であるK220株，およびそれに

由来する子孫配偶体と次世代胞子体につい

て倍数性の確認を行ったところ，調べた限

り全て3倍体であった。このことから,無配

生殖をおこなうヤブソテツ類において不等

減数分裂ではなく，同祖性染色体の対合に

よると考えられる遺伝的分離によって確か

に新たな遺伝子型をもつクローンが1-4%の

頻度で生じていると結論された。 
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