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研究成果の概要（和文）：種は，生物の多様性を認識するときの基本的な単位である。しかし，

種の境界が曖昧な状態がしばしば観察される。カヤモノリは世界中の温帯・寒帯海岸に広く分

布する褐藻類で，形態から 1 種と考えられてきた。本研究では，日本産カヤモノリについて，

遺伝子の DNA 塩基配列の解析と交雑実験を行い，その中には少なくとも 3 種が含まれているこ

と，そのうち 2 種は非常に近縁で実験下では交雑可能であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Species is a fundamental unit for understanding of biodiversity.
But, we sometimes encounter species whose species boundary is unclear. Scytosiphon
lomentaria is a brown alga that is distributed in cold and warm waters worldwide and is
recognized as a single species. In this study, molecular analyses of DNA sequences of
some genes and cross experiments were carried out in S. lomentaria from Japan. The results
suggested that Japanese S. lomentaria includes three species at least and that two species
of them are very closely related and are able to cross between them in laboratory.
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１．研究開始当初の背景

褐藻類は，海産の多細胞性藻類で，黄金色藻
類，珪藻類などとともに不等毛植物に属する。
コンブ，ホンダワラ，ヒバマタなど大形の種
類は，沿岸生態系の主要な構成要素となって
いる。褐藻カヤモノリは世界中の温帯および
寒帯海域沿岸に分布し，日本でも九州から北
海道まで普通に生育する種類である。しかし，

申請者が関わる研究で，世界中から広く集め
たサンプルについて rbcL の塩基配列を比較
したところ，太平洋と大西洋では配列の相違
度が大きく，明らかに別種であることがわか
っている。日本のカヤモノリについては申請
者がさらに調べ，核リボソーム遺伝子の ITS2
領域とミトコンドリアゲノムの cox3 遺伝子
の系統解析を行った。その結果，ITS2 には 8
つのハプロタイプ型（A〜H）がみられ，cox3
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には 11 のハプロタイプ型（K〜V）がこれま
で明らかになっている。また，ITS2 領域と
cox3 のハプロタイプ型の各個体内での組み
合わせを見ると，ある特定の組み合わせしか
見られない。ITS2 領域と cox3（母性遺伝）
は独立に遺伝するため，ある特定の組み合わ
せしか見られないことは，遺伝子流動が何ら
かの原因により妨げられていることを示し
ている。ITS2 領域と cox3 のハプロタイプ型
の特定の組み合わせから，3 つのグループ（I，
II，III）が仮定され，それらのハプロタイ
プ型の組をかっこ内に示すと次のようにな
る： I (H-U，H-V)，II (A-K，A-M，A-N), III
(F-L，G-L，G-S)。I は北海道，本州，九州に，
II, III は北海道と本州日本海側に分布し，
分布の重なりがあるにもかかわらず交雑タ
イプの組み合わせは見つかっていない。培養
株を用いて交雑実験を行ったところ，その結
果はこれら 3つのグループがそれぞれ交配群
であることを支持している。また，どのグル
ープにも属さないハプロタイプ型の組み合
わせ（B-T，C-Q，D-P，E-R）があり，第 4の
グループの存在も示唆されている。

カヤモノリは，普通種で採集が容易である
こと，培養株を用いて交雑実験ができること，
核相が単相である配偶体を遺伝子解析に使
えること，隠蔽種または半種が実際に複数存
在することなどから，褐藻類の種生物学的研
究を行う対象として大変優れている。

２．研究の目的
本研究では，これまでの研究結果を種生物

学的研究として発展させるため，以下の課題
に取り組むことを目的とした。

(1) 生殖隔離機構の解明
褐藻類の受精には，いくつかの段階があり，

同形配偶であるカヤモノリの場合は，まず，
メス配偶子が基物に付着しオス配偶子を誘
引する性フェロモンを放出する。オス配偶子
は性フェロモンに誘引され，次に前鞭毛でメ
ス配偶子に付着する。多数のオス配偶子が存
在するときには，１つのメス配偶子に多数の
オス配偶子が鞭毛で付着した状態となる。オ
ス配偶子はそのまましばらく運動を続け，次
に１つのオス配偶子が細胞本体をメス配偶
子に近づけ接触させ，細胞融合が起こる。

これまでの交配群間の交雑観察では，オス
配偶子が前鞭毛でメス配偶子に付着しない
場合と，オス配偶子が前鞭毛でメス配偶子に
付着するが細胞融合に至らない場合が観察
されている。これは，交配群間により生殖隔
離機構がどの段階で起こっているのか異な
っていることを示している。今回の研究では，
交配群間交雑時の配偶子の振る舞いをより
詳細に観察・記載し，各交配群間での生殖隔
離機構がどこに存在するのかを明らかにす

る。
また，グループ II と III の交雑では，II

メス×III オスでは接合子は形成されないが，
雌雄を逆にした交雑では接合子が形成され
る。グループ II と III は分布が重なってい
るが，ITS2 領域と cox3 のハプロタイプ型の
組み合わせからは遺伝子流動は見つかって
いない。従って，グループ II と III の間で
は，接合後隔離機構の存在も予想される。交
雑で得られた接合子を培養し，その後の発達
を観察して，接合後隔離機構が存在するかど
うか，また，どの段階で接合後隔離機構が働
いているのかを明らかにする。

(2) フィールドにおけるグループ II と III
のスモールスケールでの分布と雑種個体の
有無の調査

グループ II と III が狭い範囲で同所的に
生育しているフィールドがあり，その場所で，
それぞれのグループの個体の生育位置を調
べる。これは，グループ II と III の生態的
差異に関する基礎研究である。前述のとおり，
ITS2 と cox3 のハプロタイプの組み合わせか
らはグループ II と III の間の雑種個体はこ
れまで見つかっていないが，交雑実験による
接合子形成が確認されている。従って，グル
ープ II と III が同所的に存在するフィール
ドで雑種個体の有無についてより詳細な調
査を行う。

(3) 無性生殖個体群を特徴づける DNA塩基配
列の探索

これまでの研究の中で，無性生殖個体群の
存在が明らかになっており，その ITS2 領域
と cox3 の配列は非常に均一であるようであ
る。しかし，グループ Iに属する有性生殖個
体群の一部が無性生殖個体群と同じハプロ
タイプをもつために，無性生殖個体群は DNA
塩基配列により特徴づけられていない。無性
生殖個体の同定はこれまでは有性株と交雑
して有性生殖の有無により行うしかなく，大
変労力がかかってきた。今後，無性生殖個体
群の分布，起源などについて研究を発展させ
るためにも，今回の研究で無性生殖個体群の
DNA 塩基配列による特徴づけを行う。

(4) 第 4 のグループの明確化
これまで明らかになっている 3つのグルー

プに属さないと考えられるサンプルがいく
つかあり，これらは第 4のグループである可
能性が高いが，まだ十分なデータが得られて
いない。本研究においてハプロタイプ解析お
よび交雑実験を進め，第 4のグループの存在
を明らかにする。

３．研究の方法



(1) 生殖隔離機構の解明
カヤモノリの各交配群間での生殖隔離機

構がどこに存在するのかを明らかにするた
め，以下のように各交配群間での交雑時にお
ける配偶子の振る舞いを顕微鏡で観察した。
グループ Iから III までの各交配群の培養株
のうち，これまでの交雑実験で使用した培養
株を用いた。放出された雌雄配偶子を混合し
て顕微鏡で観察し，配偶子が接合に至らない
のはどの段階に問題があるのかを確認した。
この際，ビデオにより配偶子の振る舞いを記
録した。

グループ II と III の雑種接合子の培養を
行い，接合後隔離について調べるため，グル
ープ II オスとグループ III メスで雑種接合
子を形成し，まず，雌雄配偶子の核の融合の
有無を観察した。これは，DNA に結合する蛍
光色素である DAPI で接合子を染色すること
により行った。核の融合により生ずる複相核
は単相核よりも大きいので，その区別は容易
である。また，接合子を単離して培養観察を
行った。

(2)フィールドにおけるグループ IIと III の
スモールスケールでの分布と雑種個体の有
無の調査

グループ II と III が同所的に存在する北
海道小樽市オタモイ海岸で，それぞれのグル
ープのスモールスケールでの生育位置を調
査すると同時に，雑種個体の有無を調査した。
グループ II と III は，ITS2 領域と cox3 で特
定のハプロタイプ型をもつ（II：A-K，A-M，
A-N，III：F-L，G-L，G-S）ので，その間の
雑種の組み合わせ（例えば A-L）が見つかっ
た場合は雑種由来の個体と同定できる。カヤ
モノリは異形世代交代を行い，採集される藻
体は配偶体（単相）であるため，複相の第一
代不稔雑種について考慮する必要はない。

フィールドにおいて50 cm 間隔の格子上で
の藻体の位置を記録し，また，藻体を採集し
証拠標本を作製し，一部を DNA 解析用に保存
した。ITS2 領域と cox3 のハプロタイプを決
定して，その藻体がどのグループのものか同
定した。

(3) 無性生殖個体群を特徴づける DNA塩基配
列の探索

無性生殖個体群を特徴づける DNA塩基配列
を見つけるためには，これまでの研究で使用
してきた ITS2 領域や cox3 よりもさらに速い
進化速度をもつ領域を調べる必要があった。
本研究では，交配群を認識するための分子系
統解析での利用も考慮し，ミトコンドリアゲ
ノムの cox1 遺伝子と核ゲノムのセントリン
遺 伝 子 の 2 番 目 の イ ン ト ロ ン 領 域
（cetn-int2）の塩基配列を調べた。セント
リン遺伝子はカヤモノリにおいてシングル

コピーであることが知られている。

(4) 第 4 のグループの明確化
これまでグループ I-IIIのいずれにも属さ

なかった培養株について，4 つの分子種（cox1，
cox3，ITS2，cetn-int2）を用いた系統解析
およびハプロタイプの組み合わせの解析を
行い，また，交雑実験を進めた。

４．研究成果

(1) 生殖隔離機構の解明
交雑実験を，メス 17 株，オス 16 株につい

て行った。グループ I と II の交雑では，オ
ス配偶子が前鞭毛によってメス配偶子に付
着することはなく，雌雄配偶子の融合も起こ
らなかった。グループ Iと III の交雑も同様
の結果であった。これらの結果から，グルー
プ Iと II，および，グループ Iと III での生
殖隔離機構は，オス配偶子が前鞭毛によりメ
ス配偶子に付着する段階にあると考えられ
た。グループ II と III の交雑においては，
II メス x III オスではオス配偶子が前鞭毛
によってメス配偶子に付着することはなく，
雌雄配偶子の融合も起こらなかった。しかし，
III メス x II オスでは雌雄配偶子の融合が
起こった。この雑種接合子を24時間後にDAPI
で染色し観察したところ，配偶子核より大き
な核が 1 個見られ，それは雌雄配偶子核が融
合したものであると考えられた。雑種接合子
を単離し培養したところ，雑種でない接合子
と同様に成長し，次の世代の配偶体から放出
された配偶子は接合した。また，これらの配
偶体の cox3 と ITS2 の配列から，接合子は遺
伝的にも雑種であることが確認された。しか
し，グループ II と III の異なる培養株間の
雑種接合子の培養観察では，減数胞子の発
芽・発達に異常が見られ，次世代の配偶体が
正常に育たなかった。次世代が正常に育つ場
合の交雑実験に用いた培養株は，産地が遠い
培養株同士の交雑であり，次世代の配偶体が
正常に育たない場合は，産地が近いものであ
った。これはウォレス効果が働いた結果かも
知れないが，さらに多くの組みあわせで交雑
実験を行う必要がある。

(2)フィールドにおけるグループ IIと III の
スモールスケールでの分布と雑種個体の有
無の調査

グループ II と III の雑種がフィールドで
存在する可能性があるため，グループ II と
IIIが同所的に生育する場所において2009年
と 2010 年に採集した合計 120 個体について，
ITS2 と cox3 の塩基配列を決定し，ハプロタ
イプの解析により雑種個体の有無を調査し
た。その結果，グループ II のハプロタイプ
をもつものが 77 個体，グループ III のハプ



ロタイプをもつものが 43 個体であった。グ
ループ間の交雑に由来すると考えられる個
体は見つからなかった。また，グループ II
とグループ IIIの生育位置に顕著な違いは見
られなかった。グループ II と III について
は，実験室では非対称な交雑が起こるが，野
外では何らかの隔離障壁によってそれぞれ
独立して存在していることが示唆された。

(3) 無性生殖個体群を特徴づける DNA塩基配
列の探索

無性生殖株（12 株）を含む 110 サンプルに
ついて cetn-int2 および cox1 の DNA 塩基配
列を調べ，系統解析を行った。無性生殖株に
ついては，有性生殖株と同じ塩基配列を示す
ものがあり，今回用いた分子種では無性生殖
株を有性生殖株から区別することはできな
かった。また，無性生殖株のハプロタイプの
多様性は小さかった。これらのことは，無性
生殖個体群の分化が起こったのは最近であ
ることを示している。

(4) 第 4 のグループの明確化
交雑実験および 4つの分子種（cox1，cox3，

ITS2，cetn-int2）を用いた系統解析および
ハプロタイプの組み合わせの解析を行った。
これらの結果は，各グループの関係をこれま
でより明確に示した。しかし，所属不明であ
った 4つの培養株については，それらがグル
ープ I-III に属することを支持しなかった。
一方，他の独立したグループに属することは，
明確には示さなかった。第 4 のグループの存
在を示すには培養株の数が少なく，さらに調
査を進める必要が残った。
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