
 

博士論文 

 

シオガマギク属寄生植物とアーバスキュラー菌根菌を含む

多種共生系の研究 

 

 

 

 

 

 

 

川井 友裕 

奈良先端科学技術大学院大学 先端科学技術研究科 

バイオサイエンス領域 植物共生学研究室 

（吉田 聡子教授） 

提出 令和 5 年 3 月 17 日 



1 

 

目次 

 

1. 略語一覧 ............................................................................................................................. 3 

2. 序論 ..................................................................................................................................... 4 

2-1. 植物共生真菌・アーバスキュラー菌根菌の生理生態と共生機構 .......................... 4 

2-1-1. 植物と菌根菌の共生関係 .................................................................................... 4 

2-1-2. AM 共生の成立過程 ............................................................................................ 5 

2-1-3. 一部の植物における AM 共生能の喪失 ........................................................... 8 

2-2. 寄生植物の生理生態 ................................................................................................. 10 

2-2-1. 寄生植物 ............................................................................................................. 10 

2-2-2. 寄生植物の生活環 .............................................................................................. 11 

2-3. ハマウツボ科寄生植物の進化及び AM 共生......................................................... 13 

2-3-1. ハマウツボ科寄生植物の進化 ........................................................................... 13 

2-3-2. AM 菌と関係を持つハマウツボ科寄生植物・シオガマギク属 ...................... 14 

2-4. 本研究の概要............................................................................................................. 16 

3. 材料と方法 ....................................................................................................................... 17 

3-1. 植物の根内生真菌類の菌叢解析 .............................................................................. 17 

3-2. 室内実験に用いた植物の発芽 .................................................................................. 19 

3-3. 環境ストレス条件における AM 菌の接種試験 ...................................................... 20 

3-4. 宿主植物由来の AM 菌感染促進因子を特定するための AM 菌感染実験 ......... 22 

3-5. 植物根内の AM 菌の染色及び顕微鏡観察 ............................................................ 24 

3-6. 植物根からの RNA 抽出 ......................................................................................... 25 

3-7. 植物及び AM 菌の遺伝子発現解析 ........................................................................ 26 

3-8. 植物体のバイオマスの測定 ...................................................................................... 27 

3-9. 植物体のリン含有量の測定 ...................................................................................... 28 

3-10. 内生真菌類の単離と同定........................................................................................ 28 

3-11. 内生真菌類の再接種試験 ........................................................................................ 30 

4. 結果 ................................................................................................................................... 32 

4-1. 野外で採取したシオガマギク属植物の根内菌叢の網羅的解析 ............................ 32 

4-1-1. 野外で採取した植物の根内菌叢における真菌系統の組成 ............................. 32 

4-1-2. 野外で採取した植物の根内菌叢における生態学的機能の組成 ..................... 34 

4-1-3. 野外で採取した植物の根内菌叢構造の植物種及び山域ごとの比較.............. 34 



2 

 

4-2.室内実験によるシオガマギク属の AM 菌の感染促進条件の探索 ........................ 36 

4-3. 室内実験においてシオガマギク属の根に感染した AM 菌の表現型の詳細な観察

 ........................................................................................................................................... 38 

4-4. 室内実験における宿主植物によるシオガマギク属の AM 菌感染促進機構の推定

 ........................................................................................................................................... 39 

4-4-1. 宿主植物によるシオガマギク属の AM 菌感染促進機構の仮説 ................... 39 

4-4-2. 仮説 (1) 宿主植物との根の連結を介した感染機構の検証 ............................ 39 

4-4-3. 仮説 (2) 宿主植物の根滲出液の成分を介した感染機構の検証 .................... 40 

4-4-4. 仮説 (3) 宿主植物と共生状態にある AM菌による感染機構の検証 ........... 41 

4-5. 室内実験におけるシオガマギク属と AM 菌の共生関連遺伝子群の発現動態 ... 42 

4-6. 室内実験におけるシオガマギク属の生育に対する AM 菌の接種効果............... 44 

4-7. 野外の土壌を用いたシオガマギク属の内生真菌の単離と同定 ............................ 46 

4-8. 室内実験におけるシオガマギク属に対する単離真菌の接種及び AM 菌との共接

種の効果 ............................................................................................................................ 47 

5. 考察 ................................................................................................................................... 49 

5-1. AM 菌と特定の真菌類によるシオガマギク属の生長促進 ..................................... 49 

5-2. 宿主植物によるシオガマギク属の AM 菌感染促進機構 ..................................... 52 

5-3. シオガマギク属の根における AM 菌の菌糸侵入の様式 ..................................... 54 

5-4. シオガマギク属への AM 菌感染の分子機構......................................................... 56 

5-5. シオガマギク属の AM 菌感染機構の特徴 ............................................................ 58 

5-6. シオガマギク属における AM 菌感染と環境ストレスとの関係 .......................... 59 

5-7. 高山環境におけるシオガマギク属と菌根菌 ........................................................... 60 

6．総括 .................................................................................................................................. 62 

6-1. 本研究で得られた成果 ............................................................................................. 62 

6-2. 今後の課題 ................................................................................................................ 63 

6-3. 本研究の意義............................................................................................................. 63 

7.  図表 ................................................................................................................................. 64 

8.  参考文献 ....................................................................................................................... 125 

9.  謝辞 ............................................................................................................................... 137 

 

  



3 

 

1. 略語一覧 

 

AM: arbuscular mycorrhizal 

AMT: ammonium transporter 

BAS: branched absorbing structures 

cDNA: complementary DNA 

CO: chitooligosaccharide 

CSSP: common symbiotic signaling pathway 

CFW: calcofluor white 

GFP: green florescent protein 

HIF: haustorium inducing factor 

ITS: internal transcribed spacer 

LCO: lipochitooligosaccharide 

mRNA: messenger RNA 

MMN: modified melin-norkrans 

MST: monosaccharide transporter 

Myc-LCO: mycorrhizal LCO 

Nod factor: nodulation factor 

OTU: operational taxonomic unit 

PAM: periarbuscular membrane 

PBS: phosphate-buffered saline 

PCR: polymerase chain reaction 

PI: propidium iodide 

PPA: prepenetration apparatus 

PT: phosphate transporter 

RNA-seq: RNA-sequencing 

rRNA: ribosomal RNA 

RT-qPCR: reverse transcription quantitative PCR 

SE: standard error 

SL: strigolactone 

TAE: tris-acetate-EDTA 

WGA: wheat germ agglutinin 
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2. 序論 

 

2-1. 植物共生真菌・アーバスキュラー菌根菌の生理生態と共生機構 

2-1-1. 植物と菌根菌の共生関係 

 植物は動物とは異なり、その場に一度定着すると移動できないため、生息環境の悪化

から逃れることができない。そこで、植物は様々な環境適応能力を獲得している。その

一つとして、環境中の微生物との相互作用を通じた環境適応能力が挙げられる。多くの

植物は特定の細菌や真菌と共生関係を築くことで、生長に必要不可欠な栄養を獲得して

いる。特に、真菌類と植物根が緊密に結合して一体となった共生体を菌根 (mycorrhiza) 

と呼ぶ 1。菌根は、その構造から、アーバスキュラー菌根 (arbuscular mycorrhizal: AM)、

外生菌根、内外生菌根、アルブトイド菌根、モノトロポイド菌根、エリコイド菌根、ラ

ン菌根の大きく 7 種類に分類される 2。そして、これらの菌根を形成して植物と共生関

係を結ぶ真菌類を総称して菌根菌という。9 割以上の陸上植物が何らかの菌根菌と共生

していることが知られており 1、菌根共生は自然界の植物において普遍的な現象である

と言える。 

 アーバスキュラー菌根 (AM) 菌は、グロムス門 (Glomeromycota) に属する 150 種程

の真菌類の総称で、陸上に生息する 7-8 割程度の植物種はこの AM 菌と共生関係を結

ぶことが推定されている 3,4。土壌中に広く存在する AM 菌は、菌糸を植物根の中に侵

入させ、皮層細胞において菌糸を密に分岐させた樹枝状体 (arbuscule) と呼ばれる特徴

的な共生器官を形成する（図 1）。この樹枝状体において、AM 菌は土壌中から吸収し

たリンや窒素などの無機栄養を植物に供給し、植物から光合成産物由来の炭素源を受け

取る栄養交換を行う（図 1）。AM 菌は土壌中に菌糸を伸ばすことで、植物根の吸収で

きない範囲にある無機栄養を吸収して植物に供給し、生長を促進する。特に、AM 共生

は、植物の生長に必須であるリンの獲得において非常に重要な役割を果たしている。実



5 

 

際、イネ (Oryza sativa) の獲得したリンのうち 70% 程が AM 菌から供給されたもの

であったという実験結果の報告もある 5。また、AM 共生は、植物の生長促進効果だけ

でなく、病原微生物への抵抗性の上昇や 6,7,8、水分供給による乾燥耐性の向上などにも

効果があることが知られている 9,10。これらの性質を活かし、AM 菌を農業用資材とし

て利用する例もある。植物と AM 菌の共生の仕組みの解明は、化学肥料や農薬を用い

ない農作物の栽培を通じた持続可能な農業の実現に貢献することが期待されている。 

 

2-1-2. AM 共生の成立過程 

植物はその生活環において AM 菌との共生が必須ではない一方、AM 菌は植物根と

共生しないと次世代胞子を形成しない、絶対共生菌である。AM 菌はほとんどの菌糸や

胞子に隔壁を欠くため、明確な細胞を定義できず、連続した細胞質に数千もの核を含む

多核体である 11。また、現在のところ AM 菌の生活環において有性生殖は確認されて

いない。これらのユニークな性質から、AM 菌において伝統的な遺伝学的手法は不適で

あり、安定的な形質転換体の作製も現在まで成功していない 12。このように AM 菌に

関する研究には困難な点が多いものの、宿主植物と共生を確立させ、次世代胞子を形成

するまでの AM 菌の生活環の仕組みは、この十数年間で少しずつ解明されてきている

（図 2）。AM 菌は非共生状態では胞子中に蓄えられた脂質をエネルギー源として利用

して菌糸を土壌中にランダムに伸ばし、植物根を探索する 13。AM 菌の菌糸は、植物が

根の周囲の土壌中に分泌したストリゴラクトン (Strigolactone: SL) 類を受容すると菌糸

分岐が促進され、植物根と出会いやすくなる（図 2）。SL はストリゴール (strigol) をは

じめとする類似構造を持つセスキテルペンラクトン類の総称であるが（図 3）、当初は、

他の植物の根に侵入して栄養を獲得して生長する根寄生植物の種子発芽を誘導する物

質として発見された 14。しかし、その後、AM 菌の菌糸分岐を誘導するシグナル分子と

しての機能と 15、植物自身のシュート分枝を抑制するなどの植物ホルモンとしての機能
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があることが明らかにされた 16,17。すなわち、SL は植物が栄養欠乏状態に陥った時に

自身の生長を抑えて栄養を節約しつつ、より多くの栄養を獲得するための共生菌を誘引

するために土壌中に分泌するシグナル分子なのである。また、いくつかの植物種が根か

ら分泌するフラボノイド (Flavonoid) の一種であるケルセチン (quercetin) やケルシト

リン (quercitrin) も AM 共生の促進効果が報告されており 18、具体的なメカニズムは未

解明であるが、フラボノイド類も AM 菌に対するシグナルに関与している可能性も考

えられている。 

AM 菌から植物へのシグナル分子についても、いくつかの報告がなされている。まず、

窒素固定共生細菌である根粒菌からマメ科 (Fabaceae) 植物へのシグナル分子である 

nodulation factor (Nod factor) と非常に良く似た構造を持つリポキトオリゴ糖 

(lipochitooligosaccharide: LCO) が、AM 菌の共生前の発芽胞子の浸出液中から精製・単

離された 19。これは Nod factor と区別するために mycorrhizal factor-LCO (Myc-LCO) と

呼ばれており、Nod factor と同様に植物細胞内で共生応答に必要な Ca2+ の周期的な濃

度変化である Ca2+ スパイキングを誘導することが示されている 20。また、同様に AM 

菌が生成する短鎖オリゴ糖 (short-chain chitooligosaccharide: short-chain CO) も Ca2+ ス

パイキングを誘導することが示された 21。これらの結果から、Myc-LCO や short-chain 

CO と SL を介した共生前の AM 菌と植物の間のシグナルコミュニケーションは、

AM 共生の確立において重要な役割を担っていると考えられる 22。こうした AM 菌由

来のシグナルは植物の根の表皮細胞の細胞膜表面に存在する受容体様キナーゼ Chitin 

Elicitor Receptor Kinase 1 (CERK1) 及び、その共受容体 Myc Factor Receptor 1 (MYR1) に

よって認識され 23、Ca2+ スパイキングを介した共生シグナルの伝達が起きると考えられ

ている。そのシグナルを受けて、植物は AM 菌との共生プログラムを発動し、菌糸の

生体内への侵入を受け入れる 24。なお、この Ca2+ スパイキングを介したシグナル伝達

経路に関与する遺伝子群は菌根共生及び根粒共生で多くが共通しているために、共通共
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生シグナル経路 (common symbiotic signaling pathway: CSSP) と呼ばれ、AM 共生あるい

は根粒共生を行う植物に広く保存されている（図 4）24。AM 菌は菌糸が植物根に接触

すると、根の表皮に菌足（付着器 (hyphopodium) とも呼ばれる）を形成して根の中に侵

入する（図 2）。この過程で植物は、菌糸が通過するためのスペースであり、菌糸をガ

イドする機能を持つと考えられる prepenetration apparatus (PPA) を表皮細胞内に形成す

る 22。PPA を通って菌糸が根の表皮細胞の内側にある皮層細胞まで侵入すると、AM 菌

は内生菌糸を密に分岐させ、植物と協調的に樹枝状体を形成する（図 2）。樹枝状体は、

periarbuscular membrane (PAM) という植物細胞膜に囲まれており、樹枝状体の生体膜と 

PAM を横切って存在するリン酸輸送体や単糖輸送体など多くの輸送体によって、AM

菌と植物の間で栄養や物質が交換されている 25。非共生状態の AM 菌の菌糸はランダ

ムに伸長するのに対して、AM 菌が共生状態になると植物根の外側でも特異的な外生菌

糸を形成する。この外生菌糸は直線的で太い runner hyphae と runner hyphae から数回

分岐した branched absorbing structures (BAS) から構成される 26。共生が進行すると最終

的に BAS の先端に次世代胞子を形成して、世代交代する。絶対共生菌である AM 菌

は、土壌中では植物との共生が成立した場合にのみ次世代胞子を形成するため、非共生

状態から共生状態への移行は AM 菌の生活環において重要な発生段階である。 

AM は形成される樹枝状体の形態に基づいて 2 つのサブタイプに分けられ、それぞ

れアラム型 (Arum-type)、パリス型 (Paris-type) と呼ばれている 27。アラム型では、表皮

細胞に侵入した菌糸がわずかにコイルを形成した後、皮層の細胞間隙に菌糸を伸ばしつ

つ、分枝した菌糸を周囲の細胞に侵入させて樹枝状体を形成する。そのため、菌根の広

がる速度が比較的速い。これに対し、パリス型は皮層の細胞間隙に菌糸を伸ばすことは

せず、侵入した細胞内でコイルを形成した後に、細胞間を貫いて隣の細胞へと菌糸が侵

入する。このタイプは菌根の発達が遅い。これらの AM のタイプの違いは植物種に依

存することが知られ、マメ科のミヤコグサ (Lotus japonicus) やイネ科のイネ (Oryza 
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sativa) ではアラム型が、リンドウ科のトルコギキョウ (Eustoma grandiflorum) ではパリ

ス型が形成される 28。 

 

2-1-3. 一部の植物における AM 共生能の喪失 

AM 共生の起源は非常に古く、4 億年以上前の祖先陸上植物 Aglaophyton major の化

石においても樹枝状体様構造が見られることから、AM 共生の起源はデボン紀まで遡る

と推測される 29,30,31。AM 菌は無機栄養や水分の供給を通して祖先植物の陸上進出を助

けた可能性も考えられている 29,30,31。また、AM 共生に関連する遺伝子の多くは、コケ

植物から維管束植物に至るまで陸上植物全般に保存されていることが明らかにされて

いる。具体的には、CSSP 中のシグナル伝達関連遺伝子 (CCaMK、CYCLOPS) や、転写

因子の遺伝子 (RAD1、RAM1、WRI)、SL 生合成関連遺伝子 (CCD8、MAX1)、脂肪酸生

合成遺伝子  (RAM2、FatM) などがコケ植物であるフタバネゼニゴケ  (Marchantia 

paleacea) のゲノムにも存在することが報告されている（図 4）32,33。そして、フタバネ

ゼニゴケにおいても、生体内で生合成された SL が AM 菌に対するシグナル分子とし

て機能することや、脂質が AM 菌に供給されることも示されている 32,33。これらのこ

とから、AM 共生は植物の陸上進出以後から続く、重要な共生システムであると考えら

れる。 

一方、野生の植物個体の観察報告などから、2-3 割程度の陸上植物種は AM 菌と共

生していないと推定されている 3,4。AM 菌と共生しない植物には、AM 菌以外の生物

を共生体として利用するものや、AM 菌が生息できない特殊な環境に自生するものが多

い 3,4。AM 菌以外の生物と共生する植物としては、土壌中の腐生菌である Rhizoctonia 

属と共生するハクサンチドリ (Dactylorhiza aristata) のようなラン科 (Orchidaceae) 植

物や 34、ベニタケ目 (Russulales) の外生菌根菌と共生するツツジ科 (Ericaceae) のギン

リョウソウ (Monotropastrum humile) のような菌従属栄養植物など 35、AM 菌以外の真
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菌類と共生するものが挙げられる。また、他の植物に寄生して生長する寄生植物や、昆

虫を捕らえてエネルギー源とすることで生長する食虫植物も多くは AM 菌とは共生し

ない 3,4。植物は AM 菌に対して光合成産物に由来する糖や脂質などの炭素源を与えて

おり、植物が光合成により生産した炭素源のうち約 20% が AM 菌へ供給されている

とする研究もある 36。菌従属栄養植物や寄生植物、食虫植物はそれぞれ効率的に栄養を

獲得するための特殊な仕組みを発達させているので、エネルギーを費やさねばならない 

AM 菌との共生はしない方が適応的であると考えられる。AM 菌の生存が厳しかった

り、存在密度が著しく低かったりするような特殊な環境に自生する植物としては、海藻

や浮草、湿地性植物のように海や河川、湿地などの水場に生える植物や 3,4,37、樹木や岩

場に張り付いて生長する着生植物がある 3,4。また、砂漠や周北極地方、高山などの厳し

い環境に自生する植物も AM 菌と共生していないことが多い 3,4。また、アブラナ科 

(Brassicaceae) やヒユ科  (Amaranthaceae)、タデ科  (Polygonaceae)、カヤツリグサ科 

(Cyperaceae) など特定の科に属する植物は AM 菌と共生しないことが報告されている

37。通常、植物は土壌中の有機態リン酸を直接吸収することはできないが、これらの科

に属する植物はクエン酸などの有機酸を分泌して有機態リン酸からリン酸イオンを生

じさせたり、ホスファターゼを分泌して有機態リン酸から無機リン酸を生じさせたりす

るといった、土壌中のリンを効率よく吸収する機構を有しており、AM 菌と共生しなく

ても効率よく無機栄養を吸収できることが明らかになっている 37。また、アブラナ科の

シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) の根から生長促進真菌 Colletotrichum tofieldiae 

が発見されており 38、アブラナ科植物は特定の真菌類と共生関係を構築していることも

示唆されている。これまでに述べたような AM 菌と共生しない植物系統は、比較ゲノ

ム解析の結果から、AM 共生に必須な遺伝子の多くを喪失したことが報告されており、

共生機構を遺伝子レベルで失っていることが分かってきている 39,40。ただし、実験室環

境下であるが、シロイヌナズナの根においてごくわずかに AM 菌の感染が観察された
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とする報告も存在する 41,42,43。同様にタデ科においても、富士山に自生するイタドリ 

(Fallopia japonica) の根において AM 菌の感染が観察されたとする報告例があるなど

44、従来の定説と野外の植物における菌根共生の実態が一致しない例も近年報告されて

いる。ただし、AM 菌の感染によって、このような AM 共生関連遺伝子を持たない植

物種の生長がどのような影響を受けるかよく分かっていない。 

 

2-2. 寄生植物の生理生態 

2-2-1. 寄生植物 

他の植物の組織に侵入し、その相手の植物と維管束系を繋げて水や栄養分を奪って生

長する植物を寄生植物と呼ぶ 45。ヤドリギ (Viscum album) やネナシカズラ (Cuscuta 

japonica) のように植物の茎に寄生する茎寄生植物と、ヤセウツボ (Orobanche minor) や

ナンバンギセル (Aeginetia indica) のように植物の根に寄生する根寄生植物がある。寄

生植物は全被子植物のうち 1.2% に相当する 4,530 種が複数の科にまたがって存在し

46、被子植物の進化の過程で少なくとも 12 回の独立した進化によって生じたと考えら

れている 47。これらの寄生植物には生活環の宿主植物への依存度により、独立栄養でも

育つことができる条件的寄生植物 (facultative parasitic plant) と、宿主植物なしでは生活

環を回すことのできない絶対寄生植物 (obligate parasitic plant) に分けられる 46。さらに、

絶対寄生植物には、光合成能を保持している半寄生植物 (hemiparasitic plant) と、光合成

能を喪失した全寄生植物 (holoparasitic plant) がある 46。 

寄生植物に寄生された宿主植物は、栄養を奪われてしまうので、多くの場合生育阻害

が生じる。寄生植物の中には穀物や野菜などの農作物に寄生して収量を大幅に減じるこ

とで、世界的に深刻な農業被害を引き起こしているものが存在する。例えば、「魔女の

雑草 (witch weed)」とも呼ばれるストライガ属 (Striga) 植物は、ソルガム (Sorghum 

bicolor) やトウモロコシ (Zea mays)、イネなどの重要な穀物に寄生し、アフリカ大陸の
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発展途上国を中心に 1 年で 10 億ドルにも及ぶ莫大な被害を出していると言われる 48。

ストライガのような寄生植物は、宿主植物に接着して育つため除草剤などの使用が難し

いこと、種子サイズが 200 μm 以下と非常に小さく、また一個体あたり約 10万個もの

種子をつけるため土壌からの種子の除去がほぼ不可能であること、その種子は風に乗っ

て容易に拡散するが、土壌中で数十年も休眠可能であることなどが理由となり、有効な

駆除方法は確立されていない 45,48。そのため、一度これらの寄生植物の種子に汚染され

た農地は数十年にわたって被害が継続し、被害地域が広がる一方である 48。このような

農業被害を撲滅するべく、実際に農業被害を引き起こしている寄生植物種を対象に生態

学・生理学・遺伝学など様々な分野で研究が行われている。 

 

2-2-2. 寄生植物の生活環 

寄生植物はその一生の大部分で宿主植物に依存した生活を送ることになるため、非常

に巧みな寄生戦略を獲得している。条件的寄生植物の種子は独立栄養の植物と同様に気

温や水分、光といった環境条件で発芽するが、絶対寄生植物は宿主植物に寄生しないと

生存できないため、宿主植物由来のシグナルを認識することにより種子の発芽が誘導さ

れるという仕組みを有する（図 5）。ハマウツボ科絶対根寄生植物の場合、この宿主植

物由来のシグナル分子は SL 類であることが明らかにされている（図 3）14,15。絶対根

寄生植物の SL 感受性は非常に高く、例えば、SL の一種であるストリゴールは約 3 × 

10-11 M という非常に低濃度でストライガの種子の発芽を誘導する 14。根寄生植物は、

発芽後に吸器 (haustorium) と呼ばれる器官を根に形成して宿主の根への侵入を開始す

る（図 5）。吸器の形成は SL とは異なる宿主由来シグナルの認識によって誘導される

ことが知られており、1986 年に吸器形成を誘導する物質 (haustorium inducing factor: 

HIF) として 2,6-dimethoxy-1,4-benzoquinone (DMBQ) が単離された 49。その後の研究に

より、HIF は植物の細胞壁を構成するリグニン (lignin) に由来することが示唆されてい



12 

 

る 50。ハマウツボ科の根寄生植物はこれらの HIF を認識した後、表皮細胞でオーキシ

ン (auxin) の合成を活発化させることで細胞分裂を促進し、こぶ状の吸器をつくり始め

る 51。その後、吸器原基の表面に多数発生した根毛状の細胞（吸器毛）が宿主の根を捉

え、吸器が宿主の根を突き破って侵入する 52。最終的に、寄生植物は吸器を介して自ら

の維管束と宿主の維管束を連結することで寄生を確立する 52。一方、茎寄生植物である

ネナシカズラは、土壌で発芽すると素早く茎を伸ばし、回施点頭運動を行いながら宿主

植物を探す 53。そして、茎が宿主の茎に接触すると宿主に絡みつき、吸器を形成して宿

主の茎に侵入することで寄生することが知られている 53。 

このようにして形成された吸器を通じて、寄生植物と宿主植物の間では様々な物質が

輸送されている。最も主要な輸送物質は、光合成産物や無機栄養などを含む栄養と水で

ある。宿主と維管束がつながっているために寄生植物は栄養を直接大量に奪い取ること

ができる。実際、条件的寄生植物のコシオガマ (Phtheirospermum japonicum) は寄生せず

とも生長が可能であるが、寄生した場合の方が寄生しなかった場合よりも同じ期間でよ

り大きく生長できる。一方、寄生された宿主植物は生育が阻害される。栄養以外にも、

宿主において発現させた緑色蛍光タンパク質 (green florescent protein: GFP) をフェリパ

ンキ (Phelipanche aegyptiata) が吸器を通じて取り込んでいる様子が確認されるなど 54、

タンパク質やウイルスも輸送されていることが知られている 55。ネナシカズラでは、宿

主の持つ除草剤耐性タンパク質の伝播によって、除草剤耐性を獲得したという研究例も

あり 56、宿主のタンパク質の獲得が寄生植物の生存や生長に有利に働く可能性も指摘さ

れている。さらに、ネナシカズラ属植物では、宿主のシロイヌナズナから伝令 RNA 

(messenger RNA: mRNA) を取り込んだり 57、逆に送り込んだりしていること 55、宿主に 

micro RNA を送り込んで、宿主の遺伝子発現に干渉していることなども確認されてい

る 57。輸送される micro RNA の一部は、宿主の免疫機構をターゲットとしており、寄生

植物が宿主の免疫反応を制御することで効率的に寄生を成立させていることが示唆さ
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れている 58。また、コシオガマが宿主のシロイヌナズナに植物ホルモンの一種であるサ

イトカイニン (cytokinin) を送り込んで、宿主の根を肥大化させるといった現象も報告

されており 59、寄生植物は物質輸送を通して宿主を制御することが示されている。 

 

2-3. ハマウツボ科寄生植物の進化及び AM 共生 

2-3-1. ハマウツボ科寄生植物の進化 

ハマウツボ科 (Orobanchaceae) は、約 90 属からなり、Lindenbergia 属や Rehmannia

属など一部の属を除く全ての種が根寄生植物であり、独立栄養植物、条件的寄生植物、

絶対半寄生植物及び、絶対全寄生植物の全ての寄生レベルが揃っているというユニーク

な特徴を持つ（図 6）45,46。また、ハマウツボ科の分子系統樹では Lindenbergia 属など

の独立栄養植物群が基部に位置し、寄生植物種は単系統に収束するため、寄生能力の獲

得は一度の進化で起こったと推定されている 60,61。分子系統解析によると、ハマウツボ

科に属する植物は大きく 6 つのクレードに分かれる。クレード 1 は独立栄養植物であ

る属で構成され、他の寄生植物のみからなる 5 つのクレードのうち 3 つは光合成能を

失った絶対全寄生植物を含む 61。異なるクレードで独立に絶対寄生植物が出現している

ことから、条件的寄生植物から絶対寄生植物への進化は独立に複数回起こったことが示

唆されている 45。これらの特徴を持つハマウツボ科は、寄生能の獲得と、独立栄養から

従属栄養生活への移行の進化を解析する材料として最適である。 

実際、ハマウツボ科を対象とする進化生物学的研究により、寄生植物の進化に関する

様々な知見が得られ始めている。葉緑体ゲノムのシークエンス解析では、寄生植物、特

に光合成能を欠損している全寄生植物において、ゲノムサイズが小さくなっていること

が明らかになっている 62。寄生植物と宿主の間で遺伝子の水平伝播が起きている証拠も

確認されており、双子葉植物であるハマウツボ科寄生植物 Striga hermonthica のゲノム

中の遺伝子コード領域に、宿主であり単子葉植物であるソルガムのゲノムと非常に酷似
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した領域が存在することが明らかになっている 63。吸器を介して RNA の輸送が観察さ

れているので、寄生植物のゲノムはこのような RNA の逆転写の過程を経て獲得してい

ることが推察されている 55。フェリパンキの一種 Phelipanche aegyptiaca のゲノムは宿

主のマメ科植物からアルブミン遺伝子 (ALBUMIN 1) を 64、オロバンキ属の Orobanche 

aegyptiaca のゲノムは宿主のアブラナ科植物からストリクトシジン生合成遺伝子 

(STRICTOSIDINE SYNTHASE-LIKE GENE) を獲得しているなど 65、獲得した遺伝子が寄

生植物の生長時や寄生時に有利に働くことが示唆される例もある。ストライガ属やオロ

バンキ属 (Orobanche) などのハマウツボ科根寄生植物において、発芽時に宿主由来の 

SL を認識する SL受容体として Karikin-Insenstive (KAI) 2d が同定されている 66。ハマ

ウツボ科根寄生植物の KAI2d は、植物体の燃焼時に発生する煙の中に含まれる被子植

物の発芽誘導物質・カリキン (karikin) 受容体 (KAI2) の祖先型遺伝子の進化によって

生じたもので、KA2dの獲得により宿主植物由来の SL に反応して発芽する機構を手に

入れたと考えられている 66。寄生植物の KAI2d は、他の被子植物が植物ホルモンとし

て SL を認識する受容体 (Dwarf 14: D14) とは収斂進化の関係にあることが報告され

ている 66。 

 

2-3-2. AM 菌と関係を持つハマウツボ科寄生植物・シオガマギク属 

シオガマギク属 (Pedicularis) は、ハマウツボ科の属の一つで、周北極地方や山岳地域

などの北半球の寒冷地域に広く分布し、世界で 800 種程が記載されている 67。日本に

おいても高山や高原などに 15 種が自生しており 68,69、そのほとんどの種は高山植物（高

木の生長限界である森林限界より高標高の場所に生える植物）として知られる（図 7）。

シオガマギク属は条件的半寄生植物であり 70、光合成能を保持し、独立栄養でも生きる

ことができるが、周囲に植物が存在するときには寄生しながら生長する。寄生植物は菌

根菌と共生しないとされてきたが 3,4、2007 年及び 2008 年に Ai Rong Li らのグループ
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が中国に自生するシオガマギク属植物の根において AM 菌などの真菌類の感染を観察

し、複数のシオガマギク属植物種において AM 菌の感染が確認されたことを報告して

いる 71,72。著者らも、日本列島各地のシオガマギク属の自生個体の根を採取して菌糸を

染色し、顕微鏡下で観察を行い、AM 菌の感染が日本の野外のシオガマギク属において

も見られることを確認している（図 8）73。日本に自生するシオガマギク属では過半数

の植物種において AM 菌の感染が確認され、シオガマギク属全般的に AM 菌と関係

を持つことが分かった（図 9）。また、検出された AM 菌の分子系統解析の結果から、

日本のシオガマギク属植物種には Glomerales 目の Rhizophagus 及び Glomus の 2 属

の AM 菌が感染していることが明らかになった 73。その一方、シオガマギク属以外の

ハマウツボ科寄生植物種の野外の自生個体では AM 菌の感染を観察することができな

かった（図 8）。これらの野生個体の調査結果から、シオガマギク属は寄生能と AM 菌

との関係の両方を併せ持つ進化的にユニークな寄生植物系統と言える。そして、ハマウ

ツボ科の基部に位置する独立栄養植物である Lindenbergia 属は AM 菌と共生するこ

とが確かめられていることから 39,74、シオガマギク属を含むハマウツボ科は AM 菌と

の共生能の喪失過程を追跡することができる系でもあり（図 6）、植物における形質の

喪失過程の解明といった進化生物学的研究にも役立つ材料と考えられる。 

シオガマギク属は極域・高山という特殊環境に自生する寄生植物であることから、栽

培・実験が容易ではなく、実験室レベルでの菌根共生に関する研究例は多くない。中国

に自生するシオガマギク属植物 2 種 (Pedicularis rex 及び P. tricolor) を用いて圃場環

境下で行われた AM 菌接種試験では、両種における AM 菌の感染量が低い傾向であ

ったことや AM 菌が供給したと推定されるリン量がごくわずかであったことから、シ

オガマギク属植物と AM 菌は共生関係にはない可能性が考えられている 75。しかし、

これらの実験は限られた条件下で行われており、AM 菌の感染がシオガマギク属の生存

や生長に与える実際の影響は十分に評価しきれていないと考えられる。すなわち、他の
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植物における共生システムと同様にシオガマギク属と AM 菌が相利共生の関係にある

か、極域・高山のような特殊環境下でシオガマギク属の生長に AM 菌の感染が貢献し

ているかなど、両者の関係性を明らかにすることは課題として残されている。 

ストライガやオロバンキなどのハマウツボ科絶対寄生植物は、AM 共生する植物種と

の比較ゲノム解析によって、AM 共生に必須な遺伝子群の多くを喪失したことが推定さ

れている 39。さらに、所属研究室において、シオガマギク属の一種 P. kansuensis の全ゲ

ノムシークエンスを実施して他の寄生植物種を含めて比較ゲノム解析を行った結果、シ

オガマギク属のゲノムにおいても AM 共生に必須な遺伝子群のほとんどが保存されて

いないことが明らかになったことから、シオガマギク属も AM 共生関連遺伝子群の多

くを喪失したことが示唆された (Kee Yee Jia et al., unpublished)。そのため、シオガマギ

ク属における AM 菌の感染経路は多くの植物に共通する AM 共生機構のものとは異

なる可能性が推定されたが、その詳細な感染機序や感染の分子機構は未解明である。 

 

2-4. 本研究の概要 

 本研究では、ハマウツボ科シオガマギク属寄生植物における AM 菌の感染機構及び、

感染の生理学的意義の解明を目的とする。様々な環境条件の設定下における AM 菌接

種試験によって、AM 菌と共生している植物の共存条件下でシオガマギク属における 

AM 菌の感染が促進されることを明らかにした。また、顕微鏡を用いた AM 菌の感染

機序の詳細な観察や、AM 菌感染時における遺伝子発現解析により、シオガマギク属に

おける AM 菌感染様式の理解を深めた。さらに、AM 菌の接種がシオガマギク属の生

長に及ぼす影響や AM 菌以外の内生真菌類との関連を調査し、AM 菌と内生真菌の共

存がシオガマギク属の生長を促進することを発見した。本研究では、AM 共生の分子基

盤をもたないシオガマギク属寄生植物が、宿主植物や植物内生真菌から成る多種共生系

の中で AM 菌との相互作用を成立させる仕組みとその意義を明らかにした。  
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3. 材料と方法 

 

3-1. 植物の根内生真菌類の菌叢解析 

 日本列島各地の自生地からシオガマギク属植物 3 種（ミヤマシオガマ (P. apodochila)、

ヨツバシオガマ (P. chamissonis)、タカネシオガマ (P. verticillata)）及び、シオガマギク

属と同所的に自生する非寄生高山植物 2 種（ハクサンイチゲ (Anemone narcissiflora)、

アキノキリンソウ (Solidago virgaurea)）を採取した（図 10、表 1）。これらの対象植物

は日本列島の中部地方以北に広く分布し、高山の草原や岩礫地に自生する。植物の採取

は、植物種の同定を確実に行うため、各種の開花期に実施した。植物は後述する一部山

域を除き、全草を採取して研究室へ持ち帰り、根の周囲の土壌を手で落とし、その後、

水道水で綺麗に洗い流した。洗浄した根は、15 mL チューブに入れた 10 mL の 70% 

EtOH に浸し、-30 ℃ で保存した。なお、中部山岳国立公園内の槍ヶ岳 (YAR) では、

全草ではなく根のみの採取許可であったため、植物の周囲の土壌を掘って根の一部 (4 - 

5 cm) のみを 2 - 3本採取し、現地でミネラルウォーターを用いて洗浄後、15 mL チュ

ーブ内の 70% EtOH に浸して研究室に持ち帰った。研究室内で新しい 70% EtOH に入

れ替えてから、-30 ℃ 下で保存した。 

 採取した根は、Toju らの方法 76を参考に洗浄と破砕を行った後、DNA 抽出を実施し

た。まず、採取した根から、ハサミで細根を 2 – 3 cm 程切り取り、2 mL チューブに詰

めた。この根を入れたチューブに、ジルコニアビーズ (1 mm) と、1 mL の 70% EtOH 

を加えて、TissueLyser II (Qiagen) を用いて、15 Hz で 2 分間、根の表面を洗浄した。

次に、チューブのフタを開けて EtOH とジルコニアビーズを取り出し、風乾した。EtOH 

が残っていないことを確認後、ジルコニアビーズ (4 mm) を入れてチューブのフタを閉

め、液体窒素に入れて凍結させた。その後、TissueLyser II を用いて、20 Hz で 3 分間、

根を粉末状に破砕した。チューブからジルコニアビーズを取り除いた後、DNeasy Plant 
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Mini Kit (Qiagen) を用いてメーカーのプロトコルに従い、ゲノム DNA を抽出した。抽

出は各サンプルについて 2 反復実施した。 

抽出した DNA 溶液は Synergy LX (Bio Tek) と QuantiFluor dsDNA System (Promega) 

を用いて濃度測定を行った後、1st PCR に供して真菌の分類のための分子マーカーとし

て利用される internal transcribed spacer (ITS) 領域を増幅した。1st PCR は表 2 に示し

た組成とし、94 ℃ で 2 分の反応後、94 ℃ で 30 秒、50 ℃ で 30 秒、72 ℃ で 60 秒

の反応を 30 サイクル行い、最後に 72 ℃ で 5 分反応させた。1st PCR の増幅産物は 

AMpure XP Beads (Beckman Coulter) を用いて精製処理した後、2nd PCR に供して増幅断

片の Tail にシークエンス用のインデックス配列を付加した。2nd PCR は表 2 に示した

組成とし、94 ℃ で 2 分の反応後、94 ℃ で 30 秒、50 ℃ で 30 秒、72 ℃ で 30 秒

の反応を 12 サイクル行い、最後に 72 ℃ で 5 分反応させた。なお、1st PCR 及び 2nd 

PCR で用いたプライマーの配列は表 3 にまとめて示した。2nd PCR 増幅産物をAMpure 

XP Beads を用いて精製処理後、Synergy H1 (Bio Tek) と QuantiFluor dsDNA System を用

いて作製したライブラリーの濃度測定を行った。さらに、Fragment Analyzer (Agilent 

Technologies) と dsDNA 915 Reagent Kit (Advanced Analytical Technologies) を用いて、ラ

イブラリーの品質を確認した。品質確認したライブラリーは濃度調整を行ってプールし

た後、Miseq (Illumina) とMiSeq Reagent Kit v3 (Illumina) を用いて 2x300 bpの条件でシ

ーケンシングを行い、塩基配列情報を取得した。 

FASTX-Toolkit ver. 0.0.14 (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) の 

fastx_barcode_splitter tool を用いて Miseq によって得られたリード配列の読み始めが使

用したプライマー配列と完全に一致するリード配列のみを抽出した。プライマー配列に

N-mixを含む場合、Nの数（フォワード側 6 種類 x リーバース側 6 種類 = 36 種類）

を考慮して、この操作を繰り返した。抽出したリードからプライマー配列を FASTX-

Toolkit の fastx_trimer で削除した後、sickle ver. 1.33 (https://github.com/najoshi/sickle) 
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を用いて品質値が 20 未満の配列と、40 bp 以下の長さとなった配列とそのペア配列を

取り除いた。続いて、ペアエンドリード結合スクリプト FLASH ver. 1.2.1177を用いて、

結合後の配列長 320 bp、リードの結合長 280 bp、最低の重なりを 10 bp の条件でリー

ドを結合した。結合できなかったリードを抽出し、両鎖とも 3’ 側 50 bp を削除してか

ら、再度結合を行った。同様の作業をさらに 2 回行った。計 4 回の結合の作業で得ら

れた配列を統合し、以降の解析を行った。QIIME2 ver. 2021.8 78の dada2 プラグインで

キメラ配列とノイズ配列を除去した後、代表配列と operational taxonomic unit (OTU) の

表を出力した。feature-classifier プラグインを用いて、取得した代表配列と UNITE ver. 

8.279 の 97% OTUを比較して系統推定した。QIIME2 の tools export プラグインで qzv 

形式のデータを閲覧可能なデータに変換した。なお、1st PCR 以降のライブラリーの調

整の操作過程、シークエンス解析及び、QIIME2 によるデータ解析は株式会社生物技研

のアンプリコンシーケンス解析サービスを利用して実施した。 

植物の根から検出された真菌類の門レベルの分類学的組成を、サンプルレベルのマト

リックスに基づいて棒グラフで各植物種について示した。さらに、各真菌 OTU の生態

学的機能は、FUNGuild 80 を用いて推定し、同様に棒グラフで各植物種及び採取場所に

ついて示した。 

 

3-2. 室内実験に用いた植物の発芽 

 本研究では、中国の青海省や雲南省、チベットなどの標高 1,800-4,600 m の高山の草

地や砂礫地などに自生する一年草ないしは二年草であるシオガマギク属植物 

Pedicualris kansuensis を実験室での研究材料として用いた（図 12a、表 4）。本研究で用

いた種子は、中国科学院昆明植物研究所の Ai Rong Li 博士に提供していただいた。P. 

kansueinsis の種子は、1.5 mL チューブ内で 1 mL の 70% EtOH によって 5 分間振盪

後、1 mL の 25% キッチンハイター (Kao) （1.5% 次亜塩素酸水溶液）によって 5 分
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間振盪することで、表面滅菌した。表面滅菌した種子は、滅菌水で 5回洗浄した。シャ

ーレ (Iwaki) にガラスファイバーフィルター (Whatman) を 1 枚敷き、0.05% Plant 

Preservation Mixture (Plant Cell Technology) 水溶液を 8 mL 滴下して濡らし、洗浄した種

子をピンセットで並べて播種した。シャーレにフタしてシール後、明期  16 時間 

(25 ℃)・暗期 8 時間 (25 ℃) に設定したグロースチャンバー Biotron (Nk System) に静

置して発芽させた。 

P. kansuensis と共栽培する植物として、イネ (Oryza sativa subsp. japonica) の 3 栽培

品種（コシヒカリ、日本晴、シオカリ）、タルウマゴヤシ (Medicago truncatula) 、チャ

イブ  (Allium schoenoprasum)、コシオガマ  (Phtheirospermum japonicum) 及び、

Lindenbergia philippensis を用いた（表 4）。イネの種子は種皮（籾）を剥いだ後、P. 

kansuensis の種子と同様にして表面滅菌、洗浄及び、播種を行った。タルウマゴヤシは

サンドペーパーで種皮に傷をつけた後、P. kansuensis の種子と同様にして表面滅菌、洗

浄及び、播種を行った。チャイブは種皮には傷を付けず、P. kansuensis と同様に表面滅

菌、洗浄及び、播種を行った。コシオガマと L. philippensis の 2 種も P. kansuensis の

種子と同様にして表面滅菌、洗浄及び、播種を行った。コシオガマは播種後 4 ℃ に一

晩置き、その後 2－3 日間 25 ℃ の暗所に置いた後、明期 16 時間 (25 ℃)・暗期 8 時

間 (25 ℃) に移して発芽させた。L. philippensis は播種後すぐに明期 16 時間 (25 ℃)・

暗期 8 時間 (25 ℃) に置いて発芽させた。 

 

3-3. 環境ストレス条件における AM 菌の接種試験 

 P. kansuensis における AM 菌接種試験の「基本条件」は次に記述するものとした。

150 mL 程の栽培土壌をポットに入れ、発芽後 1 週間の植物の実生を植え付けた。栽培

土壌は、赤玉土 (Akizawa) とバーミキュライト (Nittai) を体積比 1:1 で混合し、121 ℃ 

で 1 時間オートクレーブ滅菌したものを使用した。AM 菌は Rhizophagus irregularis 
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DAOM 197198 (Premier Tech) を用いた。AM 菌の胞子懸濁液を滅菌水で濃度調整し、1 

ポットあたり 500 個の胞子を植え付け直後の植物の根元付近の土に接種した。AM 菌

非接種区には等量の滅菌水を与えた。AM 菌を接種した植物は、明期 16 時間 (25 ℃)・

暗期 8 時間 (20 ℃) に設定したグロースチャンバー Biotron (Nk System) に置き、1 週

間に一回栄養として 1/10 Hoagland 溶液（リン 100 μMを含む、pH 6.0、表 5）をポッ

トの下から溢れ出るくらいまで与えて栽培した。また、水やりは土壌の乾燥状態を観察

しながら、1 週間に 3 回実施した。 

 AM 菌接種試験の「基本条件」から以降の点を変更することで、AM 菌の感染を促進

する環境条件の検討を実施した。栽培土壌の組み合わせとして、園芸用培養土 Super mix 

(Sakata) とバーミキュライト、赤玉土とバーミキュライト、川砂とバーミキュライト、

桐生砂 (Iwamoto) とバーミキュライト、それぞれ体積比 1:1 で混合し、121 ℃ で 1 時

間オートクレーブ滅菌したものを使用して AM 菌接種試験を行い、AM 菌の感染率を

比較した。なお、赤玉土は火山灰に由来する土壌で、粒の大きさは 2.0 -7.0 mmである。

桐生砂は火山礫に由来する硬い土砂で、粒の大きさは 3.0 mm 程度である。川砂は川の

底や河川敷に堆積した砂で、粒の大きさは 0.25-2.0 mm と小さい。土壌 pH の検討は、

pH 6.0 または pH 4.0 に調整した 1/10 Hoagland 溶液（表 5）を与えた後、AM 菌接種

試験を行った。気温条件は、グロースチャンバーを温暖条件（明期 25 ℃・暗期 20 ℃）

または、低温条件（明期 25 ℃・暗期 4 ℃）に設定して AM 菌接種試験を行った。ま

た、植物の栽培期間中に与える液肥のリン及び窒素の施肥量の変更を行い、リンや窒素

の欠乏条件における AM 菌接種試験を行った。リンに関しては、十分条件：1/2 Hoagland 

溶液（リン 500 μM を含む、表 5）に対して、欠乏条件を 1/10 Hoagland 溶液（リン 100 

μM を含む）とした。窒素に関しては、十分条件：1/2 Hoagland 溶液（窒素 1,000 μM を

含む、表 5）に対して、欠乏条件を 1/10 Hoagland 窒素欠乏溶液（窒素源を含まない、

表 5）とした。水分に関しては、1 週間に 1 回のみ水やりする処理区を乾燥区として
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設定し比較条件に加えた。さらに、シオガマギク属の寄生相手である宿主植物を同じポ

ットに植え付ける共栽培条件についても検討を行った。宿主植物なし、あるいは、イネ 

3 品種（コシヒカリ、日本晴、シオカリ）、タルウマゴヤシ、チャイブ、コシオガマの

いずれか 1 種類 1 個体を P. kansuensis 1 個体と同じポットに植え付け、AM 菌接種

試験を実施した（表 4）。栽培期間の検討も行い、AM 菌接種後 30、60、90 日に植物

根の採取を行って感染状況を観察した。 

 コシオガマ及び L. philippensis についても、1 ポットあたり 500 個の AM 菌の胞子

を根元付近に接種して、上述の P .kansuensis における基本条件と同様にして栽培する

ことで AM 菌接種試験を実施した。コシオガマは、単独条件あるいはイネ（コシヒカ

リ）との共栽培条件の 2 条件で、L. philippensis は単独条件のみで実験を行った。 

  

3-4. 宿主植物由来の AM 菌感染促進因子を特定するための AM 菌感染実験 

P. kansuensis と宿主植物・イネを目開き 30 μm 径のナイロン製メッシュ (Asone) に

よって区分けした条件で AM 菌接種を行った。30 μm 径は、植物の根は透過できず、

菌糸のみ透過できる大きさである。P. kansuensis と宿主植物・イネ（コシヒカリ）、各 

1 個体を同じポットに植え付けて両個体の間にメッシュを設置し、AM 菌 500 胞子を 

P. kansuensis と宿主植物・イネのいずれかの側あるいは両側に接種した。栽培土壌や日

長、気温は、3-3 の基本条件と同じ条件に設定して栽培した。 

宿主植物の根滲出液処理試験において、宿主植物・イネ（コシヒカリ）を 3-2 と同

様にして発芽させた後、川砂とバーミキュライトを体積比 1:1 で混合し、121 ℃ で 1 

時間オートクレーブ滅菌した栽培土壌 150 mL に植え付け、1/10 Hoagland 溶液（リン 

100 μMを含む、表 5）を与えながら明期 16 時間 (22 ℃)・暗期 8 時間 (22 ℃) 条件

下で生育させた。植え付け 40 日後に植物を土から掘り出して、15 mL チューブ内に

入れた超純水 10 mL に根が完全に浸かるように設置し、明期 16 時間 (22 ℃)・暗期 
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8 時間 (22 ℃) 条件下に置いた。2 日後に植物根を浸していた水を回収して根滲出液

とした。回収した根滲出液は、ガラスファイバーフィルター (Whatman) を用いてろ過

して土砂を除去した。3-3 の AM 菌接種試験の基本条件において、AM 菌 500 胞子

を接種した P. kansuensis の根元付近の土に、ろ過した根滲出液を 1 日おきに 1 ポッ

トあたり 1 mL を与えながら栽培した。 

宿主植物の根滲出液に含まれる SL 類の抽出は以下のようにおこなった。メタノー

ルによって予めコンディショニングを行った固相抽出カラム  Strata-X 60 mg 

(Phenomenex) に、上述のようにして集めたろ過済みの宿主植物・イネの根滲出液を滴

下した。イオン交換水でカラムを洗浄後、根の新鮮重量 60 mg/mL となる量のアセト

ンで SL を抽出した。収集したアセトン画分は、滅菌水で 10% に希釈して絶対寄生

植物 Striga hermonthica の種子発芽試験に供し、種子発芽誘導活性を有することを確

認した。S. hermonthica の種子は 1 mLの 25% キッチンハイター (Kao) （1.5% 次亜

塩素酸水溶液）によって 5 分間振盪することで、表面滅菌した。表面滅菌した種子は

滅菌水で 5回洗浄した。シャーレ (Iwaki) にガラスファイバーフィルター (Whatman) 

を 1 枚敷き、滅菌水 8 mL で濡らした後、洗浄した種子を置いた。シャーレにフタし

てシールした状態で、25 ℃ の暗所に 10 日間静置した。S. hermonthica の種子を、10% 

根滲出液アセトン画分溶液（使用直前に根滲出液のアセトン画分 10 μL を滅菌水 90 

μL に加えて混合した溶液）に浸し、24 時間後に発芽率を確認した。なお、陰性対照

には 10% アセトン水溶液、陽生対照には 10 nM ストリゴール（SL の一種）をそれ

ぞれ用いた。また、根滲出液の回収工程の操作が問題ないことを確認するため、イネ

と同様にして集めたミヤコグサ (Lotus japonicus) の根滲出液のアセトン画分も種子発

芽試験に供した（ミヤコグサの種子はタルウマゴヤシの種子と同様にして発芽させ、

イネと同様にして生育させた後に根滲出液を回収した）。その後、3-3 の AM 菌接種

試験の基本条件において、AM 菌 500 胞子を接種した P. kansuensis の根元付近の土
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に、10% 根滲出液アセトン画分溶液を 1 日おきに 1 ポットあたり 1 mL を与えなが

ら生育させた。また、同じ接種実験系で根滲出液アセトン画分溶液の代わりに 100 nM 

の人工合成 SL アナログ ±GR24 を 1 日おきに 1 ポットあたり 1 mL を与えながら

生育させる実験も実施した。 

フラボノイドの一種であるケルセチン (quercetin) の接種下におけるシオガマギク

属の AM 菌接種試験も実施した。3-3 の AM 菌接種試験の基本条件において、AM 

菌 500 胞子を接種した P. kansuensis の根元付近の土に、10 mg/mL ケルセチンを 1 

日おきに 1 ポットあたり 1 mL を与えながら生育させた。 

イネの AM 共生関連遺伝子の変異体を、P. kansuensis と同じポットに植えて共栽培

する AM 菌接種試験も実施した。本研究では、ccamk、pollux、d10 の 3 変異体系統

を用いた（表 4）。これらの変異体との共栽培試験における AM 菌接種及び植物栽培

条件は、3-3 の基本条件と同様にして実施した。 

 

3-5. 植物根内の AM 菌の染色及び顕微鏡観察 

栽培した植物は土から掘り出し、根を水道水で洗って土を綺麗に落とした。採取した

植物根は、トリパンブルー染色法によって根内の AM 菌を染色した 81。まず、採取し

た根を 1.5 mL チューブに詰め、1 mLの 10% 水酸化カリウム水溶液を加え、90 ℃ で 

15 分加熱した。次に、水酸化カリウム水溶液を取り除き、根を蒸留水で 3 回洗った後、

1 mL の 5% 塩酸を加えて室温で 5 分間静置した。その後、塩酸を取り除き、乳酸で 

0.05% に調整したトリパンブルー染色液 1 mL を加えて、90 ℃ で 15 分インキュベー

トした。最後に、トリパンブルー染色液を取り除き、1 mL のラクトグリセロール溶液

（表 6）を加えて、数日間静置して過剰な染色を脱色した。 

染色した根は、実体顕微鏡 Stemi 2000-C (Carl Zeiss)、倒立光学顕微鏡 DMI3000 B 

(Leica) 及び、正立光学顕微鏡 ECLIPSE E800 (Nikon) を用いて AM 菌の感染状況を観
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察した。AM 菌の感染量の比較は、根と格子の線との交差数をもとに図中の計算式によ

り定義される「AM 菌の感染率」に基づいて実施した（図 12b）81。さらに、AM 菌が

植物との共生時特異的に形成する器官である樹枝状体及びのう状体が確認された場合

は、それらも記録をした。処理区間の感染率の比較解析では、student’s t-test または 

tukey’s test により検定を行った。 

植物根への AM 菌の感染経路や器官形成について、蛍光染色を用いて観察した。上

述のトリパンブルー染色法と同様にして植物根を水酸化カリウム水溶液で透明化した

後、根を phosphate-buffered saline (PBS、表 7) で 4 回洗浄し、PBS 中に一晩浸漬した。

翌日、この根を PBS で 5 µg/mL に調整した wheat germ agglutinin (WGA)-Alexa Fluor 

488 conjugate (Invitrogen) に浸し、回転させながら 6 時間染⾊した。PBS で根を 4 回

洗浄した後、PBS で 5 µg/mL に調整した propidium iodide (PI, Sigma-Aldrich) または 

Calcofluor white (CFW, Sigma-Aldrich) に浸し、回転させながら一晩染⾊した。その後、

PBS で根を 4 回洗浄した。 

高開口電動ズーム顕微鏡 Axio Zoom.V16 (Carl Zeiss) の観察下で蛍光染色した根から 

AM 菌感染部位を切り出した。切り出した根断片について、共焦点レーザー走査型顕微

鏡 FV-3000 (Olympus) 及び、光シート型蛍光顕微鏡 Lightsheet Z.1 (Carl Zeiss) を用いて 

AM 菌の菌糸や共生器官の観察及び撮影を行った。 

 

3-6. 植物根からの RNA 抽出 

遺伝子発現解析に用いたシオガマギク属の P. kansuensis と宿主植物のイネ（コシヒ

カリ）は、3-2 と同様にして無菌発芽させた。 

 AM 菌との接触時の遺伝子発現解析のサンプルは次のようにして用意した。発芽した 

P. kansuensis の実生は 1/2 MS 培地（表 8）に置いて 28 日間生育させた。続いて、生
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育させた植物体を 0.8% 寒天培地に 7 日間置いて飢餓処理を行った。また、M 培地 82

（表 8）上でニンジン (Daucus carota) 毛状根（T1 系統 83）を生育させておき、この毛

状根の周囲の培地に AM 菌 (Rhizophagus irregularis) 100 胞子を滴下して接種し、25 ℃ 

の暗所で培養した。そして、ニンジン毛状根と共に 30 日間培養した AM 菌の菌糸と

触れるように飢餓処理後の P. kansuensis の植物体を 1 プレートにつき 3 個体ずつ置

いた。明期 16 時間 (25 ℃)・暗期 8 時間 (20 ℃) の合計 24 時間の処理後、プレー

ト毎に根を採取して速やかに液体窒素で凍結させた。本実験では、ニンジン毛状根のみ

（AM 菌なし）及び、AM 菌とニンジン毛状根（AM 菌あり）の 2 処理区を設定した。 

AM 菌の感染時の遺伝子発現解析のサンプルは次のようにして用意した。P. 

kansuensis と宿主植物のイネ（コシヒカリ）の実生を同じポットに植え付け（共栽培条

件）、AM 菌 (Rhizophagus irregularis) を 500 胞子接種して生育させた。AM 菌接種後 

60 日栽培した植物を土から掘り出し、根を水道水で洗って土を綺麗に落とした。採取

した植物根は、速やかに液体窒素で凍結させた。AM 菌の接種及び植物の栽培は 3-3 に

記載の基本条件で行った。本実験では、AM 菌の接種の有無の 2 処理区を設定した。 

凍結させた植物根は、ジルコニアビーズ (4 mm) と共にチューブに入れ、TissueLyzer 

II (Qiagen) を 30 Hz で 1 分 30 秒に設定して粉末状になるまで破砕した。チューブ

からジルコニアビーズを取り除いた後、破砕した根から RNA抽出キット RNeasy Plant 

Mini Kit (Qiagen) を用いてメーカーのプロトコルに従い、total RNA を抽出した。RNA 

溶液中のゲノム DNA は、RNase-Free DNase Set (Qiagen) を用いてメーカーのプロト

コルに従い、分解した。抽出した RNA は分光光度計 Nanodrop 2000c (Thermo Fisher 

Scientific) を用いて濃度を測定し、以降の解析に用いるまで -80 ℃ 下に保管した。 

 

3-7. 植物及び AM 菌の遺伝子発現解析 

 植物根から抽出した total RNA サンプルを鋳型として、ReverTra Ace qPCR RT kit 
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(Toyobo) を利用して complementary DNA (cDNA) を合成した。RT Enzyme Mix (Toyobo) 

1.0 µL、5x RT Buffer (Toyobo) 4.0 µL、Primer Mix (Toyobo) 1.0 µL 及び、RNase-free water

（RNA 溶液の量により調整）の混合液に 100 ng の RNA を加えて計 20 µL とし、

30 ℃ で 15 分の反応後、98 ℃ で 5 分反応させた。反応終了後の cDNA サンプルは 

-20 ℃ 下で保存した。 

 続いて、10 倍希釈した cDNA サンプルを THUNDERBIRD Next SYBR qPCR Mix 

(Toyobo) を用いた定量的 PCR (quantitative polymerase chain reaction: qPCR) 解析に供し

た。リアルタイム PCR 解析システム CFX connect (Bio-Rad) を用いて、表 9 に示した

組成とし、98 ℃ で 1 分の反応後、98 ℃ で 5 秒、55 ℃ で 30 秒、72 ℃ で 30 秒の

反応を 40 サイクル行って増幅シグナルを検出し、最後に融解曲線分析を実施した。

qPCR 解析は各サンプルにつき 3 反復実施した。標的遺伝子を相対定量するために、内

在性コントロール遺伝子として  P. kansuensis では  ACTIN を、イネでは 

CYCLOPHILIN2 をそれぞれ用いた。標的遺伝子及び内在性コントロール遺伝子のプラ

イマーの塩基配列は表 3 にまとめて記載した。また、処理区間の遺伝子の相対的発現

量の比較解析では、Student’s t-test により検定を行った。 

  

3-8. 植物体のバイオマスの測定 

 P. kansuensis と宿主植物・イネ（コシヒカリ）を、3-2 と同様にして無菌発芽させ、

AM 菌 500 胞子接種下で 60 日間栽培した。AM 菌の接種及び植物の栽培は 3-3 に記

載の基本条件（リン欠乏条件）、酸性土壌条件、低温条件の下で行った。AM 菌及び宿

主植物による生長に対する影響も評価するため、リン欠乏条件では 4 処理区（1. AM 菌

非接種かつイネ不在、2. AM 菌接種かつイネ不在、3. AM 菌非接種かつイネ共栽培、4. 

AM 菌接種かつイネ共栽培）を設定した。 

AM 菌接種後 60 日に植物個体の乾燥重量を測定して、処理区ごとに比較を行った。



28 

 

まず、植物の地上部（葉と茎）をハサミで切り取って水道水で洗浄後、キムワイプで拭

いて汚れを綺麗に落とした。次に、70 ℃ のインキュベーターに 24 時間静置して乾燥

させ、電子天秤で各植物サンプルの重量を測定し、地上部の乾燥重量として記録した。 

 

3-9. 植物体のリン含有量の測定 

 植物地上部の乾燥サンプルから湿式灰化法 84でリン酸を抽出した。まず、3-8 で重量

測定後の乾燥サンプルを耐熱試験管に入れて、5 % 硫酸を 600 μL加え、200 ℃ のヒー

トブロック上で 6 時間程加熱した。その後、過酸化水素水を 100 μL 加えて 200 ℃ で 

5 分間加熱した。続いて、過酸化水素水を 400 μL 加えて 200 ℃ で 30 分間加熱した。

再度同量の過酸化水素水を加えて 200 ℃ で 30 分間加熱する工程を 5 回繰り返した。

この操作の終了後、試験管の壁面に付着した過酸化水素水を蒸留水 1 mL で 3 回洗い

流し、さらに 200 ℃ で 30 分間加熱した。そして、試験管をヒートブロックから降ろ

して室温で放冷した。一晩放冷した後、蒸留水 500 μL を加えてよく攪拌し、溶液をピ

ペットで 1.5 mL チューブに回収する操作を 2 回繰り返した。 

 湿式灰化法で回収したサンプル溶液のリン酸の濃度はモリブデン青吸光光度法 84 に

よって測定した。発色液（表 10）900 μL とサンプル溶液 100 μL とを混合し、室温で 

15 分間静置した。その後、分光光度計 Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific) を用い

て 710 nm の吸光度を測定した。また、0、5、10、15、20、25、30 mg/L のリン酸標準

液を調整し、同様に吸光度を測定して検量線を作成した。作成した検量線を基にサンプ

ル溶液中のリン酸の量を求め、これより分子量 (P: 30.97, PO4: 94.97) の比を用いて植物 

1 個体の地上部に含まれるリン量を算出した。 

 

3-10. 内生真菌類の単離と同定 

 奈良先端科学技術大学院大学の構内 (34° 43' N, 135° 44' E, 120 m a.s.l) の林縁土壌を
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採取して、この土壌を 150 mL 容のポットに詰め、3-2 と同様にして無菌発芽させた P. 

kansuensisを 1 個体ずつ植え付けた。植え付け後 60 日の個体を土から掘り出し、水道

水で根に付着していた土砂を丁寧に洗い流した。洗浄した根を 1.5 mL チューブに入れ、

0.5% SDS-10 mM NaCl を適量加え、振盪しながら約 1分間根の表面を洗浄した後、溶

液を取り除いた。次に、70% EtOH を適量加え、振盪しながら約 5分間根の表面を滅菌

した。その後、溶液を取り除き、滅菌水を加え、激しく振盪しながら洗浄した。この滅

菌水による洗浄作業を 2 回繰り返した。洗浄した根をピンセットで潰して Modified 

Melin-Norkrans (MMN) 培地（表 8）85に置き、25 ℃ で培養した。 

 培養開始から 60 日以内に培地上に出現した真菌コロニーをチップで掬い取って、コ

ロニー毎に新しい MMN 培地に移し、25 ℃ で培養した。移動先の培地で複数の真菌に

由来するコロニーが出現した場合は、再度真菌コロニーをチップで掬い取って、新しい 

MMN 培地に移し、25 ℃ で培養した。こうして単離した真菌コロニーを、チップで掬

い取って 50 μL の Tris-EDTA 溶液 に懸濁し、90 ℃ で 10 分間インキュベートした。

この培養液から 1 μL 取って、PCR に供して真菌 DNA の ITS 領域を増幅させた。PCR 

は高効率・高成功率 PCR 酵素 KOD FX Neo (Toyobo) を用いる表 11 に示した組成と

し、94 ℃ で 2 分の反応後、98 ℃ で 10 秒、52 ℃ で 30 秒、68 ℃ で 60 秒の反応

を 35 サイクル行い、最後に 68 ℃ で 5 分反応させた。なお、使用したプライマーは

表 3 に示した。増幅産物を Tris-acetate-EDTA (TAE) アガロースゲルにて電気泳動に供

し、目的 DNA 領域の断片が増幅できているか確認した。目的領域のサイズのバンドが

現れたサンプルについて、PCR 増幅産物の 10 倍希釈液 1 μL を BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) による反応を行って、ABI 3500 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems) を用いてシークエンスを行い、各真菌サンプルの ITS 領域の塩基

配列を取得した。得られた真菌  ITS 領域の塩基配列データを  BLAST 検索 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) に供し、真菌の種同定を行った。さらに、GenBank 
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(NCBI) から入手した同属の真菌類の塩基配列情報を加えてアライメントを行い、

Kimura-2-paramerter model に基づく最尤法を用いて系統樹を構築した 86。配列のアライ

メントは BioEdit の ClustalW Multiple Alignment tool を 87、系統樹の構築は MEGA7 を

88、それぞれ用いて実施した。 

 

3-11. 内生真菌類の再接種試験 

 3-10 において、P. kansuensis の根から単離し、MMN 培地上で純粋培養した真菌コロ

ニーをチップで掬い取って 30 mL の MMN 液体培地（表 8）に加え、振盪しながら 

25 ℃ で培養した。7 日間培養した後、50 mL 遠沈管に移し、高速遠心機 MX-305 (Tomy) 

を用いて 7,000 rpm で 10 分間遠心した。その後、上清をデカンテーションで取り除き、

滅菌水を 10 mL 加えて撹拌して懸濁した後、再度同じ条件で遠心した。上清を取り除

き、滅菌水を 10 mL 加えて懸濁した。 

P. kansuensis を 3-2 と同様にして無菌発芽させ、3-3 に記載の基本条件と同様の条

件で栽培した。この際、上述の真菌懸濁液を 1 ポットあたり 1 mL を与えたポットと、

真菌懸濁液 1 ポットあたり 1 mL と AM 菌 500 胞子とを同時に接種（共接種）した

ポットを作成した。真菌及び AM 菌接種後 60 日栽培した植物個体の地上部を、3-8 と

同様にして採取して乾燥重量を測定して処理区間で比較した。また、3-9 と同様にして

地上部の乾燥サンプルにおけるリン含有量も測定した。AM 菌共接種区の個体は、3-5 

に記述したように根を採取してトリパンブルー染色後、AM 菌の感染率を確認した。な

お、P. kansuensis の根に接種した内生真菌 P7 及び P17 が感染したことの確認は、文

献で公表されている各内生真菌の系統特異的プライマーセットを用いた PCR 解析に

供することで実施した。まず、採取した P. kansuensis の根（個体の根全量）から、3-1 

と同様にして DNA を抽出した。この抽出した DNA のうち 1 μL を PCR に供した。

PCR は高効率・高成功率 PCR 酵素 KOD FX Neo (Toyobo) を用いる表 11 に示した組
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成とした。真菌 P7 の検出については、94 ℃ で 2 分の反応後、98 ℃ で 10 秒、64 ℃ 

で 30 秒、68 ℃ で 10 秒の反応を 40 サイクル行い、最後に 68 ℃ で 5 分反応させ

た。真菌 P17 の検出については、94 ℃ で 2 分の反応後、98 ℃ で 10 秒、60 ℃ で 

30 秒、68 ℃ で 10 秒の反応を 40 サイクル行い、最後に 68 ℃ で 5 分反応させた。

使用したプライマーは表 3 に示した。増幅産物を TAE アガロースゲルにて電気泳動

に供し、目的 DNA 領域の断片が増幅できているか確認した。 
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4. 結果 

 

4-1. 野外で採取したシオガマギク属植物の根内菌叢の網羅的解析 

4-1-1. 野外で採取した植物の根内菌叢における真菌系統の組成 

著者の修士論文研究において野外のシオガマギク属の根に AM 菌が感染することを

確認したが、AM 菌が菌叢でどの程度占めるか、AM 菌以外のどのような真菌類が存

在するかは明らかではなかった。そこで、真菌類の網羅的解析・メタゲノム解析を実

施し、シオガマギク属の根に存在する真菌類の同定とその群集構造の解明を試みた。

シオガマギク属植物 3 種（ミヤマシオガマ (P. apodochila, Pa)、ヨツバシオガマ (P. 

chamissonis, Pc)、タカネシオガマ (P. verticillate, Pv)）及び、シオガマギク属と同所的

に自生する非寄生高山植物 2 種（ハクサンイチゲ (Anemone narcissiflora, An)、アキノ

キリンソウ (Solidago virgaurea, Sv)）の根サンプル内の真菌 ITS 領域のシークエンス

解析の結果、ペアエンドリードで合計 2,501,100 リードの塩基配列情報が取得できた

（表 12）。このリードのうち、配列正確性 99.0% 以上であるリードの割合を示す 

Q20 の平均値は 92.4% で、配列正確性 99.9% 以上であるリードの割合を示す Q30 

の平均値は 83.4% であった（表 12）。取得した塩基配列の品質確認、トリミング、結

合を行った後、合計 2,014,692 の結合リードを Qiime 解析に供したところ、3,008 の 

真菌 OTU が得られた。検出された真菌 OTU を植物種別に見ると、ミヤマシオガマ 

(Pa) で 609 OTU、ヨツバシオガマ (Pc) で 1,157 OTU、タカネシオガマ (Pv) で 384 

OTU、ハクサンイチゲ (An) で 683 OTU、アキノキリンソウ (Sv) で 741 OTU であ

った。 

得られた OTU を真菌データベース UNITE79 に照合して系統推定を行い、各植物

の根の真菌群集の分類群の構成を確認した。植物種別に真菌類の分類学的組成を門レ

ベルで調査したところ、いずれの植物種の真菌群集でも子嚢菌門 (Ascomycota) が最

も優占的であり (50-80%)、次いで担子菌門 (Basidiomycota) が豊富であった (5-25%)
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（図 11a）。また、AM 菌であるグロムス門 (Glomeromycota) は各植物種の真菌群集

に占める割合が 1-5% で、シオガマギク属のミヤマシオガマ (Pa) で 1%、ヨツバシ

オガマ (Pc) で 3% であった。また、非寄生植物のハクサンイチゲ (An) で 5%、ア

キノキリンソウ (Sv) で 1% であった。すなわち、菌叢に占める AM 菌の割合に関

して、シオガマギク属と非寄生植物 2 種とで大きな差はなかった。ただし、タカネシ

オガマ (Pv) ではグロムス門 (Glomeromycota) の真菌、すなわち AM 菌は検出されな

かった（図 11a）。この結果は、タカネシオガマの染色根の顕微鏡観察においても AM 

菌の感染が確認できなかったという結果と一致していた（図 7、表 1）。シオガマギク

属植物 2 種から検出された AM 菌は、Glomerales 目、Archaeosporales目及び、

Diversisporales 目であった。これらは AM 菌としてよく知られる分類群である。検出

頻度が最も高かったのは Glomerales 目で、先行研究でも見つかっていた Rhizophagus 

属及び Glomus 属の AM 菌が検出された。さらに、その他の門に属する真菌類 

(Mortierellomycota、Chytridiomycota、Mucoromycota、Others (Entorrhizomycota、

Kickxellomycota、Monoblepharomycota、Olpidiomycota、Rozellomycota、

Zoopagomycota)) も割合が少ないながらも確認された（それぞれ数 % 未満）。真菌類

の門レベルの組成という観点では、シオガマギク属 3 種（ミヤマシオガマ (Pa)、ヨ

ツバシオガマ (Pc)、タカネシオガマ (Pv)）と、非寄生植物 2 種（ハクサンイチゲ 

(An)、アキノキリンソウ (Sv)）との間に一貫性のある明確な違いは検出できなかっ

た。真菌の種レベルで見ると、シオガマギク属 3 種の根の真菌群集に占める割合が多

かった上位 10 種は、子嚢菌に属するもので、Chaetothyriales 目の Phialophora 

mustea、ビョウダケ目 (Helotiales) に属する真菌 5 種、Phacidiales 目の Gremmenia 

infestans、詳細不明の子嚢菌 2 種、担子菌に属するもので、アンズタケ目 

(Cantharellales) の Ceratobasidiaceae科の 1 種であった。なお、文献調査の結果、

Phialophora mustea は植物からしばしば単離される内生真菌で、植物病原菌の生育阻害
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効果が報告されている 89。ビョウダケ目真菌も植物からしばしば単離されており、植

物病原菌も存在するが、ツツジ科植物の窒素栄養の吸収を助けるエリコイド菌根菌な

どの植物共生菌も含まれていた 90。Gremmenia infestans は植物病原菌として報告され

ていた 91,92。Ceratobasidiaceae科真菌は植物病原菌が多いが、ラン科菌根菌などの共生

菌も含まれるとされていた 92。 

 

4-1-2. 野外で採取した植物の根内菌叢における生態学的機能の組成 

 次に、検出された真菌類について、データベース FUNGuild80 に照合して生態学的機

能を推定し、それぞれの植物の根の真菌群集にどのような機能を持つ真菌が含まれてい

るか調査した。植物種別に真菌類の生態学的機能の組成を調査した結果、いずれの植物

種でも腐生菌 (Saprotroph) が最も多く、各植物種の真菌群集の 20-50% 程を占めてい

た（図 11b）。AM 菌 (Arbuscular Mycorrhizal) はタカネシオガマ (Pv) 以外で確認され、

各植物種の真菌群集の  2-10% 程を占めていた（図  11b）。また、外生菌根菌 

(Ectomycorrhizal) も各植物種で 2-10% 程確認され、AM 菌 (Arbuscular Mycorrhizal) が

ほとんど検出されなかったタカネシオガマ (Pv) の真菌群集に占める割合が最も多か

った（図 10b）。さらに、シオガマギク属植物 3種の真菌群集では、ラン科菌根菌 (Orchid 

Mycorrhizal) も 1-2% であるが、共通して確認された（図 11b）。その一方で、非寄生植

物  2 種（ハクサンイチゲ  (An)、アキノキリンソウ  (Sv)）では、外生菌根菌 

(Ectomycorrhizal) やラン科菌根菌 (Orchid Mycorrhizal) はほとんど検出されなかった

（図 11b）。 

 

4-1-3. 野外で採取した植物の根内菌叢構造の植物種及び山域ごとの比較 

続いて、同じ採取地点内でシオガマギク属とそれ以外の植物の真菌群集を比較するた

め、岐阜県の槍ヶ岳 (YAR) で採取されたシオガマギク属のヨツバシオガマ (Pc) 及び、

同地点で採取した非寄生性の高山植物であるハクサンイチゲ (An) とアキノキリンソ
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ウ  (Sv) の真菌群集の生態学的機能の組成を比較したところ、その他・機能未知 

(Others/Unkown) を除くと、最も優占的であったのは腐生菌 (Saprotroph) で、次いで割

合が多かったのが AM 菌 (Arbuscular Mycorrhizal) となり、この傾向は 3 種に共通し

ていた（図 11c）。その一方、ラン科菌根菌 (Orchid Mycorrhizal) はシオガマギク属のヨ

ツバシオガマ (Pc) のみで検出されており、シオガマギク属植物の根の真菌群集の特徴

と言える（図 11c）。 

最後に、シオガマギク属のヨツバシオガマ (Pc) に限定し、採取地点（山域）ごとの

真菌群集の生態学的機能の組成を比較したところ、植物種ごとの比較の場合よりも地点

ごとに固有の構造を持つ傾向が見られた。まず、AM 菌 (Arbuscular Mycorrhizal) は北

海道の大雪山 (TAI) 以外のすべての地点で検出され、特に山形県の月山 (GAS) で真菌

群集に占める割合が最も多かった（図  11d）。そして、大雪山 (TAI) では、AM 菌 

(Arbuscular Mycorrhizal) が検出されなかった代わりに、外生菌根菌 (Ectomycorrhizal) や

ラン科菌根菌 (Orchid Mycorrhizal) の真菌群集に占める割合が他の地点よりも多い傾向

が見られた（図 10d）。また、群馬県の至仏山 (SHB) は、AM 菌 (Arbuscular Mycorrhizal) 

の真菌群集に占める割合が 2 番目に多かった一方、植物病原菌の割合が最も多かった 

(図 11d)。共生内生菌（Symbiotic Endophyte）は、シオガマギク属の中ではヨツバシオガ

マ (Pc) のみで少数確認でき（図 11d）、北海道の礼文島 (REB) と至仏山 (SHB) のヨツ

バシオガマ (Pc) 個体で真菌群集のおよそ 2% が確認された。 

菌叢解析の結果をまとめると、シオガマギク属の複数の植物種の根から同所的に生え

る他科の非寄生植物種と同程度の AM 菌が検出された。先行研究における顕微鏡観察

の結果 73と合わせて考えると、野外のシオガマギク属植物が AM 菌と何らかの関係を

構築している可能性を示す。また、シオガマギク属の根内菌叢には外生菌根菌やラン菌

根菌など AM 菌以外の植物共生菌もある程度存在したことから、シオガマギク属は

様々な植物共生菌と関係を有する可能性が示された。植物間及び山域間における菌叢構
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造の比較からは、シオガマギク属特有の真菌系統も存在する一方で、全体的な傾向とし

ては、植物種よりも地域ごとに菌叢構造が類似することが示唆された。 

 

4-2.室内実験によるシオガマギク属の AM 菌の感染促進条件の探索 

シオガマギク属の根に AM 菌が感染する条件を明らかにするため、実験室内でシオ

ガマギク属に対する AM 菌の接種試験を行った。まず、シオガマギク属植物における 

AM 菌の感染条件を検討した。シオガマギク属は主に周北極・高山地域に自生するこ

とから、これらの地域においてしばしば見られる、リン欠乏、窒素欠乏、乾燥、酸性

土壌、低温条件下における AM 菌感染率の差を比較検討した。これらの環境条件の設

定下で AM 菌を接種した P. kansuensis の根を染色し顕微鏡観察をした結果、リン欠

乏条件（川砂、桐生砂、赤玉土）と酸性土壌条件で AM 菌が感染している個体が一部

観察されたが、AM 菌の感染が顕著に促進される条件は見つけられなかった（図 13）。

次に、イネなどの寄生相手である宿主植物を P. kansuensis と同じポットに植え付ける

共栽培条件を検討した。その結果、P. kansuensis の根における AM 菌感染率が上昇し

た（図 14a）。この宿主植物との共栽培による AM 菌感染の上昇は、イネを宿主として

用いた場合に顕著に観察され、ヒガンバナ科のチャイブを宿主植物として用いた場合

でも同様の傾向が観察できた（図 14a）。その一方で、マメ科のタルウマゴヤシを用い

た場合の感染率の上昇傾向はあまり見られなかった（図 14a）。イネの品種間の比較で

は、コシヒカリを宿主植物として用いた場合に、P. kansuensis の根における AM 菌の

感染率が顕著に上昇し（図 14b）、AM 菌接種後 60 日における P. kansuensis の根の

感染率の平均値は 15% であった（図 14b）。ただし、宿主植物のイネ（コシヒカリ）

個体の感染率の平均値は 52% であったので（図 14c）、これと比べると P. kansuensis 

における感染率は低いレベルである。P. kansuensis における感染率の高さは、宿主植

物の感染率の高さの順番（植物種別ではチャイブ、イネ、タルウマゴヤシの順、イネ
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の品種別ではコシヒカリ、シオカリ、日本晴の順）と一致していた（図 14a, b）。AM 

菌が植物との共生時特異的に形成する器官である、樹枝状体及びのう状体は、単独栽

培した個体では確認できなかったのに対して、イネと共栽培した個体では  P. 

kansuensis の根においても確認された（図 14c）。イネと共栽培した P. kansuensis 12 個

体のうち、のう状体は 12 個体全てで観察されたが、樹枝状体は 1 個体のみで観察さ

れた。P. kansuensis の AM 菌感染根は、AM 菌接種後 30 日ではほとんど観察できな

かったが、接種後 60 日から 90 日にかけて増加し、それぞれ 15% と 22% の感染率

（平均値）であった（図 14d）。さらに、P. kansuensis の AM 菌の感染率は、宿主植

物・イネの感染率とやや強い正の相関が見られた（図 14e、r=0.54644、p<0.001）。以上

の結果は、宿主植物と共存することで、P. kansuensis への AM 菌の感染が促進される

ことを示す。また、宿主植物における AM 菌の感染率の上昇に伴って P. kansuensis の

感染率も上昇すると言える。 

次に、P. kansuensis 以外のハマウツボ科植物 2 種を AM 菌接種試験に供した。独

立栄養植物で AM 菌の宿主となることが既に報告されている L. philippensis では、単

独栽培条件下で全個体の根において多数の樹枝状体やのう状体が観察され、72% とい

う高い感染率を示した（図 15）。その一方で、条件的寄生植物であるコシオガマでは

宿主植物・イネの共存条件下で、2.5% 程度の非常に低いレベルで AM 菌の感染が見

られ、ごく一部の個体においてのう状体が確認された（図 15）。樹枝状体については、

L. philippensis ではタルウマゴヤシやイネなどと同じレベルで多数観察されたが、コシ

オガマでは全く観察できなかった（図 15）。これらの結果から、P. kansuensis とコシオ

ガマは近縁な寄生植物種でありながら、AM 菌の感染量や樹枝状体形成の有無におい

て差が見られることが明らかになった。 
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4-3. 室内実験においてシオガマギク属の根に感染した AM 菌の表現型の詳細な観察 

シオガマギク属における AM 菌の感染率は低く、イネや他の植物と共存することで

感染が促進されることがわかった。そこで、シオガマギク属の根への AM 菌の菌糸の

侵入経路及び、AM 菌の共生器官の表現型を光学顕微鏡や共焦点顕微鏡を用いて詳細に

観察した。その結果、P. kansuensis の根では、AM 菌の侵入様式について 3 つのパタ

ーンが見られた。1 つ目は、AM 菌の菌糸が根に取り付いて表皮細胞に侵入しているが、

皮層までは進行しないというものである（図 16a）。2つ目は、根の傷口に AM 菌の付

着器が形成され、菌糸が傷口を通して根の中に侵入して皮層まで侵入していたものであ

る（図 16b、17a-d）。3 つ目は、AM 菌が付着器を形成しながらも、菌糸が根の表面で

分岐し、複数箇所で根への侵入を試みていたものである（図 16c、17e-h）。この場合、

菌糸が根の皮層にまで達していた場合とそうでない場合の両方が観察された。このよう

な観察結果から、AM 菌はシオガマギク属の根にも付着器を形成する侵入方法に加えて、

根の間隙から侵入する場合も存在することが明らかになった。 

P. kansuensis の根の中に形成された AM 菌の共生器官の顕微鏡観察の結果、のう状

体は長辺 100-200 μm 程度の大きさの円柱または水滴状の形状のものが見られた（図 

16d-f、17i-l）。また、樹枝状体の形成頻度は少なかったが、多くの植物種で観察される

アラム型様の樹枝状体の形成が観察された（図 16g-i、17m-p）。稀に、連続する複数の

細胞に渡って樹枝状体が形成されている根も観察された（図 16h-i）。さらに、光シート

型蛍光顕微鏡を用いた蛍光染色根の横断面の観察から、AM 菌の菌糸や共生器官（のう

状体及び樹枝状体）が P. kansuensis の根の表皮より内側の表層に形成されていること

が確認できた（図 17s-x）。P. kansuensis の根で形成された上述のような共生器官の形態

は、イネなど他の AM 共生する植物の根で見られる形態との間に明瞭な違いは確認で

きなかった（図 1d）。 
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4-4. 室内実験における宿主植物によるシオガマギク属の AM 菌感染促進機構の推定 

4-4-1. 宿主植物によるシオガマギク属の AM 菌感染促進機構の仮説 

 これまでの AM 菌感染促進条件の検討によって、宿主植物の共存条件がシオガマギ

ク属の根への AM 菌の感染を促進したため、宿主植物に由来する何らかの因子が AM 

菌感染を促進する可能性を考え、この因子の特定を試みるための試験を行った。ここで、

宿主植物による AM 菌感染促進機構として、次の 3 つの仮説が考えられた。1) シオ

ガマギク属は寄生のために宿主植物の根と吸器を介して連結するため、吸器を通って、

AM 菌が宿主植物の根からシオガマギク属へと侵入する可能性（図 18a）、2) 植物は SL 

類を根から分泌し、AM 菌の菌糸分岐を誘導することで AM 共生を促進することから、

宿主植物から分泌された SL 類によってシオガマギク属の AM 菌感染が促進される可

能性（図 18b）、3) AM 菌は植物と共生している時に共生特異的な状態になる可能性が

あることから、宿主植物に感染した AM 菌がシオガマギク属の根にも感染しやすい様

態になる可能性（図 18c）。これらの仮説を検証するために以下の実験を行なった。 

 

4-4-2. 仮説 (1) 宿主植物との根の連結を介した感染機構の検証 

1 つ目の仮説を検証するために、シオガマギク属と宿主植物を目開き 30 μm 径のナ

イロン製メッシュによって区分けした条件で AM 菌接種実験を行った（図 19）。30 μm 

径は、植物の根は透過できず、菌糸のみ透過できる大きさであることから、シオガマギ

ク属と宿主植物の根同士の連結が生じない（つまり、寄生ができなくなる）。本実験の

結果、メッシュの存在下でも P. kansuensis の根で AM 菌の感染が観察できた（図 19）。

また、メッシュの有無の条件間で、AM 菌の感染率も有意な差が認められなかった（図 

19）。すなわち、シオガマギク属と宿主植物との根の連結がなくても、AM 菌がシオガ

マギク属の根に感染し得ることが分かった。その一方で、メッシュを 2 枚使用して区

切り、P. kansuensis と宿主植物・イネとの間に 1 cm 程の距離を確保した条件では、P. 

kansuensis の根における AM 菌の感染率は著しく低下した（図 19）。 
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4-4-3. 仮説 (2) 宿主植物の根滲出液の成分を介した感染機構の検証 

上述の実験結果から AM 菌感染に宿主植物への寄生が必須ではないことが示された

ため、続いて、宿主植物の SL が関与するという 2 つ目の仮説の検証を試みた。まず、

宿主植物の根滲出液が AM 菌感染促進効果を持つか検証するため、宿主植物・イネの

根滲出液を添加しながら AM 菌接種試験を行った。その際、根滲出液は AM菌感染イ

ネと非感染イネから単離した。その結果、イネの AM 菌感染の有無に関わらず、イネ

根滲出液の添加区における P. kansuensis の AM 菌の感染率の増加傾向は確認できな

かった（図 20a）。 

上記試験では、根滲出液を使用したため SL 濃度が十分ではなかった可能性がある。

そこで次に、イネの根滲出液のアセトン抽出により SLを濃縮し添加試験をおこなった。

アセトン画分において SL が含まれていることを確かめるために、S. hermonthica の発

芽誘導試験をおこなったところ、イネでは 30% 程度、ミヤコグサでは 80% ほどの発

芽誘導率が確認できたので、この画分に SL 類が含まれていることが確かめられた（図 

20b）。しかし、この SL 類を含むアセトン画分の添加による P. kansuensis の AM 菌の

感染率の増加は見られなかった（図 20a）。同様に、人工合成 SL アナログ ±GR24 の

添加もおこなったが、 P. kansuensis の AM 菌の感染を促進する傾向は見られなかった

（図 20a）。そこで、SL 生合成に欠損を持つイネを同じポットに植えて、P. kansuensis 

の AM 菌の感染に対する影響も確認した。DWARF 10 (D10) は 9-cis-β-アポ-10’-カロテ

ナールを SL の前駆体であるカーラクトンへと変換する SL 生合成経路中の中枢酵素

をコードする遺伝子である 94。この遺伝子の変異体であるイネ d10 系統では、SL の分

泌による AM 共生促進機構を欠損するために AM 菌の菌糸侵入の減少や感染進行の

遅延が報告されている（図 20c）94。イネの d10 変異体と共に栽培した P. kansuensis で

は、野生型のイネ（シオカリ）を用いた場合と同レベルの AM 菌の感染が見られ、感
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染率が減少するような傾向は確認できなかった（図 20d）。また、イネ d10 変異体は、

野生型のイネ（シオカリ）と同程度の感染率を示したが、本実験は 60 日間の長期栽培

をおこなっているため、AM菌感染遅延の影響が観察できなかったためであると考えら

れる（図 20e）。以上の結果は、本研究の実験条件下では宿主植物の根滲出液及び SL に

よる AM 菌の感染促進は検出できなかったことを示す。 

 宿主植物の根滲出液中の SL によるシオガマギク属の根への AM 菌感染促進効果

が確認できなかったため、SL 以外の根滲出液中の AM 菌感染促進物質候補の探索も

試みた。いくつかの植物種が根から分泌するフラボノイドの一種であるケルセチン 

(quercetin) は AM 菌の感染促進効果が報告されていることから 18、ケルセチン添加時

におけるシオガマギク属の AM 菌接種試験も実施した。しかし、本試験に供した P. 

kansuensis の根における AM 菌の感染率は非常に少ないレベルであり、ケルセチンに

よる感染促進効果は確認できなかった（図 20a）。そのため、ケルセチンもシオガマギ

ク属における AM 菌感染機構に関与する可能性が低いと考えられる。 

 

4-4-4. 仮説 (3) 宿主植物と共生状態にある AM菌による感染機構の検証 

 最後に、宿主植物に感染した AM 菌が何らかの状態変化を起こし、シオガマギク属

の根に感染しやすくなった可能性を検証した。宿主植物が存在しながら AM 共生が起

きない状態を再現するために、AM 共生能を欠損するイネの変異体と P. kansuensis を

同じポットに植えて栽培する試験を実施した。本実験では、イネの AM 共生変異体と

して ccamk と pollux の 2 系統を用いた（表 3）。ccamk 及び polluxは、それぞれタン

パク質リン酸化酵素 (Calcium and calcium/calmodulin-dependent serine/threonine-protein 

kinase: CCaMK) 及び、カリウムイオンチャネル (Pollux) の遺伝子の変異体である。AM 

菌との共生成立過程の初期において、Pollux は Ca2+ スパイキング（核周囲で起きるカ

ルシウム濃度の振動）の誘導に、CCaMK は Ca2+ スパイキングの受容に、それぞれ関
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与し、共生シグナルの伝達を担っている 95。CSSP の中枢を担うこれらの遺伝子の変異

体イネでは、AM 菌の菌糸が根に取り付いた後、表皮細胞まで侵入することはあるもの

の、皮層までは進行しないという表現型が報告されている 96。これらイネの AM 共生

変異体との共栽培実験に供したところ、P. kansuensis の根における AM 菌の感染率の

平均値は、野生型の日本晴の場合 5.7% であったのに対し、ccamk 及び、pollux 変異体

の場合でそれぞれ 0.3% 及び、0% であった（図 21a）。すなわち、AM 共生変異体の

共存は P. kansuensis の AM 菌の感染率を増加させないことが示された。なお、イネの 

AM 菌感染率の平均値は、野生型の日本晴、ccamk、pollux の順にそれぞれ 18%、1.6%、

0.7% であった（図 21b）。AM 菌の共生器官である樹枝状体やのう状体は、イネの AM 

共生変異体では観察できず、それと同じポットに植えた P. kansuensis においても観察

できなかった。本実験の結果は、P. kansuensis の AM 菌感染には、AM 共生可能な植

物との共存が必要であることを示す。 

また、P. kansuensis とコシオガマ（AM 菌の感染率が非常に低い）の共栽培条件でも、

いずれの植物個体の根においても AM 菌の感染は観察できなかった。この結果も、P. 

kansuensis に AM 菌が感染するために、AM 菌と共生中の植物が必要であることを支

持する。 

 

4-5. 室内実験におけるシオガマギク属と AM 菌の共生関連遺伝子群の発現動態 

  AM 菌感染時のシオガマギク属植物において既知の AM 共生機構が機能している

か明らかにするため、AM 共生関連遺伝子の発現解析を試みた。P. kansuensis のゲノム

は、ほとんどの AM 共生遺伝子を喪失しているが、一部の遺伝子は保存されている。

そこで、P. kansuensis のゲノム中に保存されている  AM 共生関連  4 遺伝子 

(CAROTENOID CLEAVAGE DIOXYGENASE 7 (CCD7) 、 CAROTENOID CLEAVAGE 

DIOXYGENASE 8 (CCD8)、REDUCED ARBUSCULAR MYCORRHIZATION 2 (RAM2) 及び 
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FATTY ACYL-ACYL CARRIER PROTEIN THIOESTEASE M (FatM)) を対象に解析を実施し

た。また、AM 菌側の応答も確認するために AM 菌の共生関連 3 遺伝子（リン酸輸送

体遺伝子 PHOSPHATE TRANSPORTER (PT)、アンモニウム輸送体遺伝子 AMMONIUM 

TRANSPORTER 2 (AMT2) 及び、単糖輸送体遺伝子 MONOSACCHARIDE TRANSPORTER 

4  (MST4)）も解析対象とした。まず、AM 菌との接触に対する反応が起きているか確

認するため、CCD7 及び CCD8 の 2遺伝子を対象に qRT-PCR 解析を行った。これら 

2 つの遺伝子は、AM 菌に対するシグナル分子である SL の生合成酵素遺伝子である

が、AM 共生するトマト (Solanum lycopersicum) の根においては AM 菌と接触してか

ら早い時期（接触後 24 時間頃）に発現上昇することが報告されている 97。ニンジン毛

状根と共生中の AM 菌の菌糸に 24 時間接触させた P. kansuensis では、CCD7 の発現

は検出限界以下であった（図 22a, b）。また、CCD8 は発現を検出できたものの、AM 菌

の菌糸と接触させた後に発現上昇する傾向は確認できなかった（図 22b）。次に、AM 菌

感染時のシオガマギク属の共生関連遺伝子の発現を調べるため、顕微鏡観察の結果に基

づいて、AM 菌が感染している状態と考えられる AM 菌接種後 60 日の P. kansuensis 

の RAM2 及び FatM の 2 遺伝子を対象に qRT-PCR 解析を実施した。イネの RAM2 

は AM 菌の接種条件で発現上昇する傾向が確認できたのに対し、P. kansuensis の 

RAM2は発現量が非常に少ない上、AM 菌接種区と非接種区との間で発現量の差は見ら

れなかった（図 23b）。また、FatM も同様に発現量が非常に低いレベルで、処理区間で

発現量の差は見られなかった（図 23b）。以上の結果は、ゲノムに保存されている AM 

共生関連遺伝子は、シオガマギク属の AM 菌の感染機構に関与しないことを示唆する。 

さらに、AM 菌側の感染時の応答を確認するため、P. kansuensis の根から抽出した 

RNA を対象とした AM 菌側の共生関連遺伝子の qRT-PCR 解析を行った。AM 菌のリ

ボソーム RNA (ribosomal RNA: rRNA) は、P. kansuensis 及びイネの両方で AM 菌接種

区での発現が確認され、顕微鏡で観察した P. kansuensis の根への AM 菌の感染を支持
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した（図 24c, d）。また、P. kansuensis の根において、AM 菌のリン酸輸送体遺伝子 PT 

及び、単糖輸送体遺伝子MST 4 は AM菌接種区で発現が見られた（図 24e, f）。その一

方で、AM 菌のアンモニウム輸送体遺伝子 AMT2 は一部の個体で高発現していたもの

の、多くの個体では検出できなかった（図 24g、10 個体中 3 個体のみで発現が見られ

た）。まとめると、AM 菌側の一部の共生関連遺伝子は、シオガマギク属の根に感染し

ている際にも発現していることが明らかになった。なお、イネの根では、AM 菌の輸送

体 3 遺伝子 (PT、AMT2、MST4) のいずれもが、AM菌接種区で発現していることが確

認された（図 24h-j）。 

 

4-6. 室内実験におけるシオガマギク属の生育に対する AM 菌の接種効果 

 これまでの実験結果から、シオガマギク属における AM菌感染は、周囲に AM菌の

宿主となる植物が存在する条件で促進されると考えられた。そして、植物において既

知の AM 共生関連遺伝子が関与しない感染経路によって AM 菌がシオガマギク属の

根に感染することが示唆された。そこで次に、シオガマギク属が他の AM 共生する植

物と同様に、AM 菌と相利共生を行っているかどうかを検証した。AM 菌の感染がシ

オガマギク属の生長やリン吸収に与える影響を調査するため、AM 菌の接種効果（生

長やリン吸収の促進効果）が検出されやすいリン欠乏条件下で栽培した P. kansuensis 

のバイオマスやリン含有量を測定した。AM 菌の接種から 60 日後の P. kansuensis地

上部の乾燥重量を測定した結果、宿主植物が存在しない単独条件では、AM 菌の接種

区及び非接種区の間で有意な差は認められなかった（図 25a）。宿主植物・イネとの共

栽培条件では、P. kansuensis の地上部の乾燥重量は、AM 菌接種区において乾燥重量

の平均値がやや大きい傾向が見られたが、接種区と非接種区との間で統計的に有意な

差は認められなかった（図 25a）。また、AM 菌接種・非接種のいずれの処理区におい

ても、宿主植物・イネとの共栽培条件において P. kansuensis 全個体の根に寄生器官で
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ある吸器の形成が観察され（1 個体あたり平均 10 個）、その地上部の乾燥重量も大き

かった（図 25a）。さらに、P. kansuensis の地上部のリン含有量の測定結果、単独条件

および宿主植物との共栽培条件のいずれの場合においても、AM 菌の接種区と非接種

区との間でリン含有量の差は検出できなかった（図 25c）。ただし、AM 菌接種・非接

種のいずれの処理区においても、宿主植物・イネとの共栽培条件で P. kansuensis の地

上部のリン含有量が大きい傾向が見られた（図 25c）。以上の結果は、宿主植物への寄

生は P. kansuensis の地上部のバイオマスやリン吸収量を増加させるが、AM 菌の接種

はバイオマスやリン吸収に対して影響を与えないことを示す。 

 酸性土壌及び低温条件における P. kansuensis の地上部の乾燥重量も測定したが、リ

ン欠乏条件下と同様に、AM 菌の接種区と非接種区との間で差は見られなかった（図 

26）。そのため、少なくとも今回検証することができたリン欠乏、酸性土壌、低温の 3 

条件下では AM 菌の接種はシオガマギクの生長に影響を与えないことが示された。 

 リン欠乏条件下のイネの地上部の乾燥重量については、単独条件で栽培したイネで

は AM 菌接種区で大きくなる傾向が見られたが（図 25b）、P. kansuensis との共栽培

条件下のイネでは AM 菌接種区と非接種区との間で有意な差は見られなかった（図 

25b）。その一方、P. kansuensis との共栽培条件及び単独条件の比較では、イネの地上

部の乾燥重量は P. kansuensis との共栽培によって増加する傾向が見られ、特に AM 

菌非接種条件下で顕著な差が見られた（図 25b）。リン含有量に関しても、単独条件下

では AM 菌接種区で大きくなる傾向が見られたが（図 25d）、P. kansuensis との共栽

培条件下では AM 菌接種区と非接種区との間で有意な差は見られなかった（図 

25d）。しかし、P. kansuensis との共栽培条件及び単独条件の間で比較すると、イネの

地上部のリン含有量は P. kansuensis との共栽培条件で明らかに大きくなる傾向が見ら

れた（図 25d）。これらの結果は、単独で生える場合は AM 菌の感染がイネの地上部

のバイオマスやリン含有量を増加させるが、共栽培条件の場合は P. kansuensis による
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栄養吸収の影響を受けたために、イネにおける AM 菌の接種効果が十分に表れなかっ

た可能性がある。 

 

4-7. 野外の土壌を用いたシオガマギク属の内生真菌の単離と同定 

 前項の解析結果からは、シオガマギク属が AM 菌の感染により栄養吸収の利益を受

ける通常の共生関係にあるとは考えられなかった。しかし、野外の植物個体の調査で 

AM 菌の感染が頻繫に観察されたことからは、シオガマギク属は栄養交換以外の面で 

AM 菌との関係を構築している可能性が考えられた。AM 菌は植物の病原菌への抵抗

性を向上させることも知られていることから 6,7,8、シオガマギク属の AM 菌感染は病

原菌などの真菌類から身を保護することに関係していることも考えられた。また、菌

叢解析において AM 菌以外の内生真菌も多く検出されたので、AM 菌の感染がシオ

ガマギク属と他の内生真菌との関係性に影響を及ぼすことも考えられた。そこで、AM 

菌及び他の内生真菌の関係がシオガマギク属の生長に影響を与えるか検証するため、

シオガマギク属の内生真菌の単離と同定を試みた。本学構内から採取した土壌に植え

付けて栽培した P. kansuensis 25 個体の根を MMN 培地に置いて培養したところ、11 

個体の根を置いた培地において真菌様のコロニーの増殖が観察された。これらの真菌

コロニーについて、シークエンス解析を行って ITS 領域の塩基配列を取得し、BLAST 

検索及び系統解析を実施した結果、6 系統の真菌 (Cadophora orchidicola、Gibellulopsis 

sp.、Ceratobasidium sp.、Colletotrichum pisi、Paraphoma sp.、Ochroconis constricta) が同

定された（図 27-32、表 13）。文献調査の結果、これらの真菌のうち、Ceratobasidium 

sp. はラン科植物の共生菌であるラン菌根菌とする報告がある一方 98,99,100、バラ科やマ

メ科などの植物において根腐れなどの症状を引き起こす病原菌という報告も存在した

101,102。Cadophora orchidicola はラン科やリンドウ科 (Gentianaceae) などの植物内生菌

として報告があった 103,104。また、Ochroconis constricta は土壌菌として報告があり
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105、それ以外の 3 系統 (Gibellulopsis sp.、Colletotrichum pisi、Paraphoma sp.) はアブ

ラナ科やマメ科などの植物に根腐れや立ち枯れなどの症状を引き起こす病原菌として

認識されていた 106,107,108。なお、単離された真菌のうち 4 系統 (Cadophora 

orchidicola、Ceratobasidium sp.、Colletotrichum pisi、Paraphoma sp.)に関しては、同属の

真菌が 4-1 のメタゲノム解析において日本の野外に自生するシオガマギク属植物種か

らも検出された（表 1）。また、これら 4 系統の真菌のいずれかが検出されたミヤマ

シオガマ (Pa) 及びヨツバシオガマ (Pc) 個体の根からは同時に AM 菌も検出されて

いた（表 1）。 

 

4-8. 室内実験におけるシオガマギク属に対する単離真菌の接種及び AM 菌との共接

種の効果 

菌叢解析においてシオガマギク属の根からラン菌根菌などの植物共生菌類が検出さ

れたので、前項で単離された真菌類もシオガマギク属と関係を持つ可能性が考えられ

た。そこで、単離された真菌 6 系統について、P. kansuensis に接種を行ってその生長

に与える影響を調べた。これらの真菌の接種後 60 日時点における P. kansuensis の生

存率は、非接種区で 100% (n=15) であったのに対し、それぞれ真菌 P7 接種区で 

56% (n=16)、P 9 接種区で 100% (n=12)、P17 接種区で 81% (n=16)、P18/20 接種区で 

42% (n=12)、P19 接種区で 67% (n=9)、P21 接種区で 35% (n=17) であった。このう

ち、真菌 P9、P18/20、P19 の接種区では接種後 60 日における P. kansuensisの地上部

の乾燥重量が、対照区（真菌非接種）及び AM 菌接種区と比較して、増加する傾向が

見られた（図 33）。一方、真菌 P17 接種区の P. kansuensis の地上部の乾燥重量は、

対照区（真菌非接種）及び AM 菌接種区と比較して、著しく減少していた（図 33）。

真菌 P7、P21 の接種区の P. kansuensis の地上部の乾燥重量は、対照区（真菌非接

種）及び AM 菌接種区と比較して、統計的に有意な差は認められなかった（図 33）。 

 次に、植物内生菌として報告がある Cadophora orchidicola として同定され、生育に
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影響がなかった真菌系統  P7、ラン菌根菌及び植物病原菌として報告がある 

Ceratobasidium sp. として同定されて顕著な生育阻害効果を示した真菌系統 P17 の 2 

系統について、AM 菌と共接種し、内生真菌がシオガマギク属の AM 菌感染に及ぼす

影響を検証した。AM 菌と真菌 P7 または P17 とを共接種した P. kansuensis を 60 日

間栽培し、植物体の地上部の乾燥重量を測定した。比較解析の結果、共接種区で生育

した植物は、真菌 P7 及び P17 の単独接種区のみならず、対照区や AM 菌の単独接

種区と比べても大きい傾向が見られた (図 34a, b)。さらに、共接種がリン吸収に与え

る影響を評価するため、AM 菌と真菌  P7 または  P17 の共接種区における  P. 

kansuensis の地上部のリン含有量を測定した。その結果、P. kansuensis の地上部のリン

含有量は、対照区（内生真菌非接種）や各真菌の単独接種条件下と比べ、AM 菌と真

菌 P7 または P17 の共接種区では大きくなる傾向が見られた（図 34c）。この結果は、

AM 菌と真菌 P7 や P17 の共接種がシオガマギク属のリン吸収に正の効果を与える

ことを示す。その時点における P. kansuensis の AM 菌の感染率を測定した結果、真

菌 P7 共接種区で平均 3.0%、真菌 P17 共接種区で平均 1.4% で、対照区（内生真菌

非接種かつ単独栽培の条件）とは統計的に有意な差は認められず、宿主植物（イネ）

との共栽培条件よりも低い感染率を示した（図 35a）。また、採取した P. kansuensis の

根サンプルから抽出した DNA を内生真菌 P7 及び P17 の系統特異的プライマーセ

ットを用いた PCR 解析に供し、接種した内生真菌が感染しているかどうか確認した

ところ、それぞれの内生真菌の単独接種時には検出できたものの、AM 菌との共接種

時にはいずれの真菌も検出限界以下であった（図 35b, c）。これらの結果は、共接種試

験は、AM菌及び内生真菌 2 系統のいずれについても感染量を増加させないことを示

す。すなわち、根の周囲の土壌環境中で起きる AM 菌と内生真菌の間の相互作用が、

間接的にシオガマギク属の生長や栄養吸収に影響を与えている可能性を示す。  
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5. 考察 

 

5-1. AM 菌と特定の真菌類によるシオガマギク属の生長促進 

 先行研究の顕微鏡観察 73及び本研究の網羅的な菌叢解析によって野外のシオガマギ

ク属の複数の植物種の根に AM 菌の感染が確認され、シオガマギク属が AM 菌と何

らかの関係を構築していることが示唆された。また、野外のシオガマギク属の根か

ら、外生菌根菌やラン菌根菌などの AM 菌以外の菌根菌も検出されたことから、AM 

菌だけでなく、様々な植物共生菌類と関係を持つ可能性も考えられた。そして、実

際、室内実験において、シオガマギク属の根に感染させることでトラップした内生真

菌類と AM 菌とを共接種する試験を実施したところ、シオガマギク属の生長が促進さ

れるという興味深い結果が得られた。 

AM 菌のみを単独接種したシオガマギク属の生育状態を調査した結果、少なくとも

リン欠乏、酸性土壌、低温の条件では、AM 菌の接種による生長やリン吸収の促進傾

向は検出できなかった。感染率が低いために AM 菌の接種効果が充分に表れなかった

可能性や、試験に供した以外の環境ストレス条件や複数ストレスの複合条件などにお

いて AM 菌の接種がシオガマギク属の生長に影響を与える可能性は否定できないが、

本研究で得られた結果からは、AM 菌単独でシオガマギク属の生長に影響を及ぼす可

能性は低いと考えられる。 

本研究では、単独接種時にシオガマギク属の生育を抑制する真菌（真菌 P17: 

Ceratobasidium sp.）を見出した。この真菌 P17 は、単独で存在する場合、病原菌のよ

うなシオガマギク属植物の生育に悪影響を及ぼす真菌類であると推定される。しか

し、この真菌 P17 に AM 菌を加えた共接種条件下ではシオガマギク属の生長が促進

される傾向が見られた。さらに、単独接種ではシオガマギク属の生長に影響を及ぼさ

なかったもう一つの真菌（真菌 P7: Cadophora orchidicola）と AM 菌との共接種で
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も、同様の生長促進傾向が観察できた。AM 菌とこれら 2 系統の真菌の共接種がシオ

ガマギク属の生長を促進したことは、AM 菌と特定の真菌が組み合わさることでシオ

ガマギク属に対する生長促進効果が表れることを示す。AM 菌とこれらの真菌の共接

種でリン吸収量の増加傾向が見られたことから、2 種類の真菌が根内あるいは根圏

（植物根の影響を直接受ける土壌領域）に共存することで、いずれかの真菌がシオガ

マギク属へリン栄養を供給するようになるか、あるいは両者が協調的に土壌中のリン

を吸収しやすい様態に変化させているなど、何らかの植物の栄養吸収を支援する仕組

みの存在が示唆される。これまでにも、AM 菌と内生真菌類の共接種によって、植物

の生長が促進されるという現象自体は報告されている。例えば、植物内生真菌 

Trichoderma viride との共接種はタマネギ (Allium cepa) の生長を促進すること 109、ま

た腐生菌 Fusarium oxysporum との共接種がエンドウ (Pisum sativum) の生長やリン・

窒素の吸収量を向上させることが報告されている 110。これらの事例の場合、共接種下

で AM 菌の感染量の増加も同時に観察されていることから 109,110、AM 菌から受け取

る栄養の量が増えて植物の生長が促進されたことが考えられる。しかし、シオガマギ

ク属では、内生真菌との共接種下でも AM 菌の感染率が非常に低いレベルであったた

め、内生真菌の存在が AM 菌の感染を促し、感染した AM 菌が栄養を直接シオガマ

ギク属に供給している可能性は低いと考えられる。また、内生真菌の単独接種時にも

生長促進効果は見られなかったことや、AM 菌との共接種時に内生真菌の感染量が低

下する傾向が見られたことから、内生真菌も直接的に栄養供給しているとも考えにく

い。その一方、AM 菌や外生菌根菌は土壌中に伸ばした菌糸から酸性ホスファターゼ

を分泌していることが明らかになっており 111,112、これらの真菌類は、ホスファターゼ

を分泌して土壌中の有機態リン酸を無機リン酸へと変化させて吸収していることが示

唆されている 113。このような知見を考慮すると、AM 菌や内生真菌の菌糸が土壌中の

リンを植物根が吸収可能な状態へと変化させる現象が起き得ることが考えられる。単
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独接種時には根圏のホスファターゼ活性は不十分であるが、2 種の真菌が存在するこ

とでホスファターゼ活性が上昇し、シオガマギク属のリン吸収量にも影響が及んだ可

能性は考えられる。このように、AM 菌と特定の真菌の共存が根圏土壌の化学性質を

変化させてシオガマギク属の栄養吸収をサポートしている仮説が考えられる。今後、

AM 菌と真菌 P7 や P17 との共接種条件下の栽培土壌において、ホスファターゼ活

性の測定や、可給態リン量など植物が吸収可能な様態の栄養素の定量分析が必要であ

る。これらの解析によって、根圏のホスファターゼ活性や植物が吸収可能な様態の栄

養素が共接種条件下で増加することが示されれば、上述の仮説を支持する証拠が得ら

れると考えられる。一方、異なるメカニズムも考えられ、土壌中で栄養や生育空間を

めぐって AM菌と他の真菌の間で競合が起きており、この真菌間で起きる競争が間接

的に植物に利益を提供している可能性も考え得る。具体的には、AM 菌の存在によっ

て他の真菌類の菌糸伸長や増殖が抑制された結果、内生真菌の生育阻害効果が減少し

たことなどが考えられる。培地上で AM 菌と単離された真菌を共培養してそれぞれの

菌体の生育状況を観察し、真菌間の競合が起き得るか確認が必要である。根圏環境の

詳細な解析や培地上での真菌間の相互作用の解析によって、AM 菌及び特定の真菌に

よるシオガマギク属の生長促進メカニズムの解明が期待される。なお、本研究のポッ

トでの栽培条件では、栽培期間全般を通じて完全無菌の状態を維持することはできな

いため、栽培した植物は接種した真菌以外の微生物の混入の影響を受けている可能性

にも留意する必要がある。また、本研究では、P. kansuensis の本来の自生地とは異な

る土壌に由来する真菌を単離したため、実際の自然界における生命現象を正確に捉え

ているわけではないことに留意する必要がある。しかしながら、菌叢解析において野

外のシオガマギク属の同一個体の根から AM 菌と共に真菌 2 系統（真菌 P7: 

Cadophora orchidicola、真菌 P17: Ceratobasidium sp.）と同属の真菌類が検出されたこ

とを踏まえると、自然界においても今回発見されたような AM 菌と他の真菌類との相
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互作用がシオガマギク属の生長に影響を及ぼしていることが示唆される。自生地に実

験区を設け、真菌類の共接種試験を行うことで、シオガマギク属の生育における AM 

菌及び特定の真菌類の共存の重要性が明らかにできると考えられる。 

 

5-2. 宿主植物によるシオガマギク属の AM 菌感染促進機構 

 イネなどの宿主植物の共存条件下でシオガマギク属の根における AM 菌の感染量が

増加したことは、非生物的環境ストレス以上に宿主植物が AM 菌の感染促進において

重要な役割を担っていることを示唆する。シオガマギク属の宿主植物の AM 菌感染率

が高いほど、共栽培したシオガマギク属の AM 菌も高い傾向が見られたことから、宿

主植物における AM 菌の感染量がシオガマギク属の AM 菌感染にも影響を与えてい

ることが考えられる。宿主植物による AM 菌感染促進機構として、1) 吸器を介した根

同士の連結を通って AM 菌がシオガマギク属へ侵入する可能性（図 18a）、2) 宿主植物

から分泌された SL 類によってシオガマギク属の AM 菌感染が促進される可能性（図 

18b）、3) 宿主植物に感染することで共生特異的な状態にある AM 菌がシオガマギク属

の根にも感染しやすい様態になる可能性（図 18c）の 3つの仮説が考えられた。本研究

での様々な条件検討の結果、3 つ目の仮説を示唆する結果が得られた。 

メッシュを置いて根の連結が生じないようにした実験で、シオガマギク属の根で AM 

菌の感染が確認されたことからは、宿主植物との根の連結が必須ではないことが示され

た。また、AM 菌が付着器を形成して、あるいは根の間隙を通って侵入する様子が観察

されたことも、AM 菌が宿主植物との根の連結を介さず、直接的にシオガマギク属の根

に侵入することを支持する。ただし、これまでに吸器を経由して宿主植物の根からシオ

ガマギク属の根へと AM 菌が感染する様子を観察しているため 73、吸器を介した感染

経路は存在するが、宿主植物の共存による感染促進の主要因ではないと考えられる。 

宿主植物の根滲出液や SL、フラボノイドの添加実験の結果から、宿主植物の根滲出
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液または SLが感染促進に関与する可能性は低いと考えられる。ただし、根滲出液など

の添加実験に関しては、本研究の実験環境下で可能な方法や条件を複数試したが、添加

濃度が不十分であったなど、実験要因によって AM 菌感染促進効果が十分に確認でき

なかった可能性にも留意する必要がある。しかし、イネ d10 変異体を用いた実験の結

果、シオガマギク属の根において、野生型イネと共に生育させた場合と同程度の AM 菌

感染が確認されたことは、シオガマギク属の AM 菌感染において、少なくとも宿主植

物の SL は影響しないことを示唆する。なお、本研究では、AM 菌接種後 60 日間とい

う長期に及ぶ実験の結果、イネ d10 変異体の根においても野生型イネと同程度の感染

率で AM 菌の感染が見られた。先行研究におけるイネ d10 変異体の AM 菌感染機序

の観察では、感染の遅延や減少は付着器の形成率の減少、すなわち、根への菌糸侵入の

減少に起因することが推定されている 94。そのため、SL は AM 菌の菌糸分岐を促し、

菌糸が植物根に接触する確率を上げるという点で感染に重要な役割を果たすものの、菌

糸が植物根に接触して侵入することができれば、SL 生合成変異体でも通常通り共生で

きるようになる。長期間の栽培では AM 菌が成長して土壌中の菌糸密度が増加するた

め、SL が存在しなくても菌糸が植物根に接触でき、d10 変異体でも野生型イネと差が

ないレベルの感染率になると考えられる。 

イネの AM 共生変異体 (ccamk 及び pollux) との共栽培条件下の AM 菌感染実験

において、シオガマギク属の AM 菌の感染率が減少するという結果が得られたことか

ら、シオガマギク属の AM菌感染には AM 菌と共生している宿主植物が近接して存在

することが重要であると考えられる。AM菌は絶対共生菌であり、胞子形成には宿主植

物との共生が必須であることが知られている。すなわち、共生状態の AM 菌と非共生

状態の AM 菌は少なくとも胞子形成能力の面で性質が異なることが示唆される。シオ

ガマギク属への感染においても、共生状態の菌は感染しやすい性質を持つ可能性が考え

られる。また、近年の研究により、培地に脂肪酸を添加することによって宿主植物が存
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在しない条件においても胞子形成が起こることが明らかとなった 114,115。このことは、

宿主植物が供給する脂肪酸またはその分解産物が AM 菌の性質を変化させることを示

唆しており、宿主植物が AM 菌に供給する物質がシオガマギク属への感染に影響を与

える可能性もある。植物根と共生状態の  AM 菌と非共生状態の AM 菌との間で 

RNA-sequencing (RNA-seq) 解析を行って遺伝子発現動態を比較した研究において、糖類

などの炭素栄養を感知するシグナル伝達経路 (Sucrose Non-Fermenting 1 protein kinase 

(SNF1) や cAMP-dependent Protein Kinase A (cAMP-PKA)) に含まれる遺伝子群の発現が

植物根との共生時に発現上昇することが明らかにされている 116。さらに、植物根と共生

させた AM 菌の qRT-PCR 解析において、上述の経路に関連する遺伝子群 (SNF1、

SNF4、CYR1、PDE2、BCY1、TPK1、TPK3 など) が共生初期に高発現していたことから、

炭素栄養の感知が付着器形成や菌糸侵入の調節にも関与することが示唆されている 116。

AM 菌が共生相手の宿主植物から栄養素を受け取ったことで、付着器形成や菌糸侵入を

促進する遺伝子プログラムが駆動し、シオガマギク属への菌糸侵入も促進された可能性

も考えられる。2 枚のメッシュを用いて宿主植物と 1 cm 程間隔を開けた感染実験では、

シオガマギク属の根における AM 菌感染率が著しく低下した。この結果から、シオガ

マギク属への AM 菌感染には、シオガマギク属と宿主植物の根同士が近接する必要が

あり、共生特異的な生理状態の AM 菌と宿主植物根からの分泌物質の両者が必要な可

能性も考えられる。 

 

5-3. シオガマギク属の根における AM 菌の菌糸侵入の様式 

シオガマギク属に感染する AM 菌の表現型の顕微鏡観察から、マメ科やイネ科など

の植物で観察されてきた AM 菌の感染経路とは異なる経路の存在が示唆された。これ

までに植物において知られてきた感染経路では、AM 菌が根の表面に付着器を形成し、

菌糸が根の表皮細胞を貫通した後、次いで皮層の細胞間隙に進行しつつ、皮層の細胞に
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分岐した菌糸を侵入させて樹枝状体を形成する感染様式が観察されてきた。シオガマギ

ク属の根においてもこの感染様式は観察されたが、多くはなかった。イネにおいて、AM 

共生成立過程の CSSP に関係する遺伝子 (CASTOR、POLLUX、CCaMK、CYCLOPS) の

各変異体では、菌糸が表皮細胞には侵入しても皮層まで進行しない様子や、根の表面や

表皮細胞内において菌糸が分岐したり、腫れたように膨れ上がったりする様子が観察さ

れている 96。また、周囲に植えた植物（生きている植物）と共生する AM 菌をトウモ

ロコシの根断片（死んでいる植物の根）に感染させることを試みた実験では、トウモロ

コシの根断片に AM 菌が感染し、樹枝状体は形成しないが、多量ののう状体を形成し

たことが報告されている 117。シオガマギク属の根でも、イネ変異体やトウモロコシの根

断片での観察結果と似た AM 菌の表現型を確認した。CSSP 遺伝子を含む共生関連遺

伝子の多くを持たないシオガマギク属では、AM 共生関連遺伝子が機能しない変異体と

同様に、通常の方式による AM 菌の感染が起きにくい状態であることが予測される。

シオガマギク属の根の AM 菌の感染率が、同一環境下で栽培したイネや L. philippensis 

などの通常に AM 菌と関係をもつ植物と比べて低いことも、AM 菌の感染の頻度の低

さを裏付けている。また、シオガマギク属の根では、菌糸が根に侵入する直前で分岐し、

複数箇所から表皮への侵入を試みている例や、菌糸が根の傷口から侵入を試みている例

がしばしば観察されたため、表皮に存在する何らかの間隙を通じた菌糸の侵入が多い可

能性が考えられる。菌糸の侵入口として利用される間隙としては、本研究で観察された

ような根の表面に生じた傷口などが想定される。さらに、この菌糸の侵入方法は、マメ

科植物とその共生細菌・根粒菌の共生成立過程において観察される crack entry と呼ば

れる侵入方法に似た様式とも考えられる。根粒菌の侵入機構として、感染糸を利用する

方法と crack entry による方法の 2 種類あることが知られている。前者は、マメ科植物

が根毛先端からチューブ状の通路である感染糸 (Infection Thread) を形成し、その中を

根粒菌が細胞分裂をしながら進行して先端に達するとエンドサイトーシスによって植
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物細胞内に取り込まれることで侵入する方法で、ミヤコグサやタルウマゴヤシなどで観

察される 96,118。後者は、側根基部の割れ目や表皮細胞間の隙間から侵入する方法で、ク

サネム属 (Aeschynomene) やラッカセイ属 (Arachis) において観察され、マメ科植物の 

25% 程がこの方法を用いているとの推計もある 118,119。本研究で確認された AM 菌の

菌糸がシオガマギク属の根の傷口から侵入を試みている例は、根の表皮に存在する間隙

から侵入するという点で、後者の根粒菌の crack entry と共通している。そのため、シ

オガマギク属の AM 菌の侵入過程においても crack entry に似た仕組みが利用されて

いることが推察される。 

 

5-4. シオガマギク属への AM 菌感染の分子機構 

 遺伝子発現解析の結果から、シオガマギク属のゲノムに残存する AM 共生関連遺伝

子は機能していないことが示唆された。AM 共生する植物において AM 菌との接触後

早期に発現上昇する CCD7 と CCD8 の 2 遺伝子は、AM 菌に対するシグナル分子で

ある SL の生合成酵素遺伝子であり、植物が AM 菌と共生を開始する段階において重

要な役割を果たす。AM 菌のシグナルに応答して SL 生合成酵素の発現量が上昇し、 

SL 生合成を加速することによって SL 分泌量が増加し、結果的に AM 菌の菌糸分岐

がより促進されて、菌糸との接触頻度が上がると考えられる。しかし、シオガマギク属

では、このような AM 菌との接触によって誘導される SL 生合成酵素遺伝子 (CCD7、

CCD8) の発現上昇傾向が見られなかった。すなわち、シオガマギク属では AM 菌と接

触しても SL 生合成は活性化されないと考えられる。また、同じくゲノムに保存されて

いる共生関連 2 遺伝子 (RAM2 及び FatM) も、AM 菌が感染していることが確かめら

れた接種後 60 日のシオガマギク属において発現量が上昇する傾向は見られなかった。

イネの RAM2 の発現データでも示されているように、通常 AM 共生をする植物で、こ

れらの遺伝子は AM 菌が感染している時期に高発現している。そして、RAM2 及び 
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FatM はいずれも AM 菌に供給する脂質の生合成に関与する酵素で 38、AM 菌の脂質

獲得に重要な役割を果たす。タルウマゴヤシの変異体では、AM 菌の付着器や樹枝状体

の形成異常を誘発するので 40,120、RAM2 や FatM は AM 菌の菌糸侵入や共生器官形成

にも関与していると考えられている。しかし、本研究の実験条件の解析結果からは、シ

オガマギク属と AM 菌との関係においてこれら共生関連 2 遺伝子は機能しておらず、

シオガマギク属における AM 菌感染機構に関係しない可能性が高いと推定される。シ

オガマギク属の AM 菌感染機構には、既知の植物の AM 共生関連遺伝子が関与しな

い特殊な仕組みによって生じている可能性が高く、シオガマギク属固有の遺伝子が樹枝

状体などの器官形成に関与していると考えられる。今後は、網羅的な遺伝子発現解析に

よって AM 菌の感染時特異的に発現する遺伝子を見出して機能解析を行い、シオガマ

ギク属の AM 菌感染に関連する候補遺伝子の探索が必要である。 

 一方、感染している AM 菌側の共生関連遺伝子は一部機能している可能性も考えら

れた。AM 菌のリン酸輸送体遺伝子 PT や単糖輸送体遺伝子 MST4 はシオガマギク属

の根に感染している時にも発現する傾向が見られたため、シオガマギク属と AM 菌と

の間で少ないながらもリンや糖の輸送が起きていることが示唆された。また、アンモニ

ア輸送体遺伝子 AMT2 も AM 菌感染時の一部個体の根で発現が見られたので、窒素栄

養の輸送が行われている可能性も否定できない。しかし、リン欠乏条件下で AM 菌の

接種時におけるシオガマギク属のバイオマスや生体内リン含有量が増加も減少もしな

かったという結果からは、仮に栄養の輸送は機能していても、その輸送能力は低く、シ

オガマギク属植物の生長に影響を与える程ではないと考えられる。リンや窒素などの栄

養素が AM 菌からシオガマギク属に移行しているか確認する追跡実験の実施により、

シオガマギク属と AM 菌と間の栄養輸送の実態の解明が期待される。加えて、植物と

AM 菌との間ではリンや窒素、炭素栄養以外の栄養素が輸送されている可能性もある。

現在は AM 菌の他の栄養素の輸送体に関する知見が不十分なために実施できなかった
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が、その他の物質輸送についても確認する必要がある。 

 

5-5. シオガマギク属の AM 菌感染機構の特徴 

AM 菌と共生する植物と共に育てることで本来 AM 共生しない植物に AM 菌が感

染し得るという現象は、これまでにも報告されている。AM 菌と共生しているマメ科の

タルウマゴヤシと同じポットに植えて栽培することで、アブラナ科のシロイヌナズナで

も AM 菌の感染がわずかに生じることが報告されている 41,43。この現象は、宿主植物

によるシオガマギク属の AM 菌感染促進機構と類似しているようにも見える。シロイ

ヌナズナの根で AM 菌の樹枝状体が形成されると述べる文献も存在するが 42、詳細な

顕微鏡観察や遺伝子発現解析を行った研究では樹枝状体形成が全く確認できなかった

と報告されている 41,43。野外で採取した植物個体及び、実験室内で栽培した植物個体の

観察において、シオガマギク属の根では少ないながらも AM 菌の樹枝状体が見られた

ことから、シオガマギク属の根ではシロイヌナズナよりも樹枝状体が形成されやすい状

態にあると考えられる。また、シロイヌナズナの場合、感染した AM 菌の共生関連遺

伝子 (PT、AMT2、MST4) の発現がいずれもほとんど検出できなかったと報告されてい

るが 43、シオガマギク属の場合は発現上昇する傾向のある遺伝子も存在したため、栄養

輸送の実態に関してもシオガマギク属とシロイヌナズナでは少し異なる状態の可能性

がある。今回解析対象とした輸送体は樹枝状体の生体膜上に存在することから（図 23b）、

樹枝状体の形成の有無が栄養素の輸送体の発現に関係していることも推測される。 

条件的寄生植物であるコシオガマ（コシオガマ属）は、シオガマギク属に系統的に最

も近縁な属と推定されているが 58、AM 菌の感染状況に関してシオガマギク属とは差が

見られた。具体的には、コシオガマでは AM 菌の感染率が非常に低く、樹枝状体の形

成も全く見られないという点である。先行研究の比較ゲノム解析において、この 2 属

のゲノムは、通常の植物が有する AM 共生特異的遺伝子群のほとんどを喪失している
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ことが確認されている (Kee Yee Jia et al., unpublished)。さらに、2 属のゲノムに保存さ

れている共生関連遺伝子も共通しており（RAM2 及び FatM の 2 遺伝子）、ゲノムの比

較では大きな差が見られない (Kee Yee Jia et al., unpublished)。しかし、野外調査や実験

室内での接種試験の結果からは、この 2 属間では AM 菌との関係性がやや異なると推

測され、シオガマギク属はコシオガマ属よりも AM 菌の感染を誘導しやすく、樹枝状

体の形成をも可能とするような特異的な仕組みを有していることが推察される。シオガ

マギク属において、樹枝状体の形成が可能となる遺伝・生理的な要因に関して、今後解

明を進める必要がある。 

 

5-6. シオガマギク属における AM 菌感染と環境ストレスとの関係 

室内実験において、高山環境で頻繁に起こり得る土壌性質や気候などの非生物的環境

ストレスは、シオガマギク属の AM 菌感染にはほとんど影響を及ぼさなかったが、リ

ン欠乏及び酸性土壌に置いた一部の個体では AM 菌の感染がわずかに見られた。リン

欠乏や酸性土壌は植物にとって重大なストレスである。リンは核酸や細胞壁などの構成

成分であり、エネルギー代謝やタンパク質の合成、遺伝情報の伝達などにおいても重要

な役割を担っている。植物におけるリンの欠乏は、葉の変色や、葉や個体そのものの矮

小化、開花や結実の減少などを引き起こす。また、酸性土壌も間接的に植物のリン吸収

に影響を与えることで、植物のリン欠乏を誘導することが明らかにされている。強酸性

状態（特に pH 5 以下）は土壌中の鉱物からの Al3+ の溶出量を増加させ、この溶出し

た Al3+ がリン酸イオンを捕捉してしまうために、植物が吸収できるリン酸イオンの濃

度は極端に低下してしまう 121。また、同時に Al3+ は生長の活発な根端に集積すること

で根の伸長を著しく阻害してしまう 121。つまり、強酸性土壌で植物はリン欠乏状態に陥

るが、根を伸長させてリン酸の吸収が可能な場所へ根域を広げることもできなくなる。

通常、こうしたリン欠乏状態に陥った植物は、SL などのシグナル分子を分泌すること
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で AM 共生を促進し、リンを獲得している。リン欠乏及び酸性土壌条件の一部個体に

おいて AM 菌の感染が見られたことから、シオガマギク属の AM 菌感染機構にもリ

ン欠乏が関連する可能性が考えられる。本研究では限られた環境条件の試験しか行えず、

環境ストレスによる統計的な感染促進を捉えることはできなかったが、生息地において

起こり得る極限環境条件がシオガマギク属の AM 菌感染に影響を及ぼす可能性がある

ため、さらなる感染条件の検証が必要である。例えば、有害元素などを含む通常の植物

が生育しにくい特殊な土壌条件である蛇紋岩土壌や石灰岩土壌に生える植物の適応メ

カニズムに AM 菌が関与していることも示唆されており 122,123,124、こうした特殊土壌環

境における AM 菌接種効果についても検証する必要があると考えられる。 

 

5-7. 高山環境におけるシオガマギク属と菌根菌 

 植物根の真菌群集のメタゲノム解析では、シオガマギク属と同所的に生える非寄生

性高山植物との間で真菌群集構造に異なる部分も発見された。具体的には、真菌群集

に占める AM 菌の割合は両者で明確な差異がないが、シオガマギク属の根の真菌群集

に外生菌根菌やラン菌根菌などの AM 菌以外の菌根菌がある程度含まれることであ

る。特に、AM 菌が感染していないタカネシオガマや、根の真菌群集における AM 

菌の割合が少なかった北海道の大雪山の植物個体では、外生菌根菌が多く検出される

傾向が見られた。本来、外生菌根菌やラン菌根菌は特定の宿主植物種と共生する傾向

にあると言われており、例えば、外生菌根菌はブナ科やヤナギ科、マツ科の植物など

と、ラン菌根菌はラン科植物と、それぞれ共生関係を築くことが知られる 3。その一方

で、これまでにも野外のシオガマギク属植物の根の形態観察で、外生菌根菌の感染が

報告されている 125。こうしたことから、シオガマギク属植物は、AM 菌だけでなく外

生菌根菌やラン菌根菌とも深い関係を持つ可能性が考えられる。マツ科の植物は外生

菌根菌と共生し、AM 菌とは共生しないため、AM 共生特異的遺伝子のほとんどを喪
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失していることが報告されている 126。しかし、AM 共生に関わることが知られる遺伝

子 RAM2 のみはマツ科植物でも保存されており 126、この現象はシオガマギク属のゲノ

ムで RAM2 が保存されているという解析結果と類似している。さらに、タルウマゴヤ

シの ram2 変異体で病原菌の感染が増加することから、RAM2 は AM 菌だけでなく

様々な真菌類の感染に関与することが示唆されている 120,127。これらの知見から、

RAM2 は外生菌根共生にも必須な遺伝子であるとも予想されている 126。AM 菌感染時

にシオガマギク属で発現上昇が確認されなかったことを考慮すると、ゲノムに保存さ

れている RAM2 などの一部の AM 共生関連遺伝子は、シオガマギク属が外生菌根菌

やラン菌根菌との関係を構築する際に活用されている可能性も考えられる。 

山岳地帯では、標高が高くなるにつれて植生が貧弱になり、それに伴って土壌中の 

AM 菌の胞子数や植物根の AM 菌感染量が減少する傾向が報告されている 44,128。こ

の傾向に対し、植物の根の真菌群集に占める外生菌根菌やその他の内生真菌の割合

は、標高の上昇によってむしろ多くなる現象も報告されている 128。さらに、緯度の上

昇に伴い、土壌中の AM 菌の存在量や多様性が減少するとの推定もある 129。本研究

の結果と上述の知見を統合して考えると、シオガマギク属植物は AM 菌が豊富に存在

する地域では生存戦略として AM 菌や外生菌根菌、ラン菌根菌などの複数の植物共生

菌を組み合わせて利用することで栄養を効率的に獲得している可能性がある。一方

で、高山の山頂付近や超高緯度地域のような土壌中の AM 菌の存在量が少ない地域に

生えるシオガマギク属植物は、AM 菌以外の真菌類（外生菌根菌やラン菌根菌など）

を主に利用している可能性が考えられる。実際、野外で AM 菌感染が見られないタカ

ネシオガマは高山の山頂部の岩礫地に自生しているので、存在量が少ない AM 菌と出

会うことが難しく、代わりに他の共生真菌を利用せざるを得ないことが推測される。

今後、実際の自生地の土壌微生物を用いた栽培実験を行うことで、寄生性高山植物の

環境適応に関連する有用な真菌類の発見が期待される。  
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6．総括 

 

6-1. 本研究で得られた成果 

 本研究では、野外の自生地における AM 菌の感染が頻繁に観察される特殊な寄生植

物・シオガマギク属において、AM 菌の感染条件や感染機構の解明を試みた。シオガマ

ギク属における AM 菌の感染は、非生物的環境条件には大きく影響されず、周囲の 

AM 菌と共生している植物によって促進されることが明らかになった。この AM 菌と

共生している植物による AM 菌の感染促進機構では、AM 菌が共生している植物によ

って共生特異的な生理状態へと変化した結果、シオガマギク属への感染能力を向上させ

るモデルが考えられた。ただし、AM 菌を活性化させる植物由来の因子は、植物の根か

ら土壌中へ分泌される物質（特に SL）の可能性は低く、植物から AM 菌に直接輸送さ

れる物質である可能性が推測される。また、AM 菌は損傷箇所など根表面の間隙からシ

オガマギク属の組織内へ侵入するという新たな感染経路の存在も示唆された。 

AM 菌の感染は、シオガマギク属の生育には通常ほとんど影響しないが、他の特定の

真菌類との共接種が生長促進効果をもたらすことが明らかになった。さらに、AM 菌は

他の特定の真菌類との相互作用を通じてリンなどの栄養吸収を促進することも示唆さ

れ、このことがシオガマギク属の生長促進に貢献しているのかもしれない。 

 本研究で得られた知見から、シオガマギク属の AM 菌感染機構について、図 36 の

ようなシナリオが考えられる。シオガマギク属の周辺に生える AM 菌と共生している

植物が、AM 菌を共生特異的な生理状態へと性質を変化させた結果、AM 菌の植物への

感染能力が上昇する可能性がある。AM 菌は根表面に付着器を形成したり、根表面の間

隙等を通じて侵入したりすることでシオガマギク属にも感染する。また、根内や根圏に

存在する AM 菌は、ラン菌根菌や病原菌など他の真菌類との相互作用を通じてシオガ
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マギク属の生長を促進する場合がある。このような真菌間の相互作用による生長促進効

果は、シオガマギク属の高山環境での生存率の向上に貢献している可能性が考えられる。 

 

6-2. 今後の課題 

 本研究では、周辺に生える AM 菌と共生している植物が、シオガマギク属への感染

を促進する現象が明らかになったが、AM 菌と共生している植物が具体的にどのような

方法で AM 菌の共生システムを活性化しているのかの解明には至らなかった。今後は、

植物が共生相手の AM 菌の状態をどのようなに変化させているのか明らかにしていく

必要があると考えられる。 

また、本研究では AM 菌及び内生真菌の共接種がシオガマギク属の生長を促進する

ことが示されたが、こちらも具体的なメカニズムの解明には至らなかった。今後は、AM 

菌と他の真菌類がどのようにしてシオガマギク属の生長を促進するのか、各真菌類の栄

養供給活性や真菌間の相互作用という観点からさらなる調査が必要である。 

 

6-3. 本研究の意義 

 本研究の学術的な意義として、従来知られてきた菌根共生のメカニズムとは異なる、

周囲の他の植物が関与する感染推進機構を活用した新たな菌根菌の感染様式を報告す

るものである。また、寄生植物・宿主植物・複数の真菌類という多種を含むネットワー

クを対象とした複雑系の研究の先駆けとなることが期待される。 

 社会的な意義として、菌根菌と本研究で単離した真菌類の両方を寄生植物の栽培に活

用することで、本研究の成果は寄生植物の商業的増殖といった園芸などの産業への応用

が期待できる。また、シオガマギク属の中には、環境省レッドリストにおいて絶滅が危

惧されている寄生植物種が存在する。希少寄生植物種の保全のために、本研究の成果を

応用して、真菌類との相互作用を活用した保護・増殖方法が構築できると期待される。  
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7.  図表 

 

図 1.  植物と AM 菌の共生機構 

a) 植物根と共生する AM 菌の模式図を示した。AM 菌は土壌中で発芽し、植物に菌糸

を伸ばして植物根に接触し、植物根内に侵入し、樹枝状体 (arbuscule) を介して植物と

栄養交換を行う。また、のう状体 (vesicle) には脂質などの栄養が貯蓄されている。Pi 

はリン酸を、青色の線は土壌から吸収されたリン酸の流れをそれぞれ示す。b) ニンジ

ン (Daucus carota) の毛状根と共生する AM 菌の写真を示した。AM 菌は外生菌糸 

(external hyphae) を伸ばして土壌中から栄養を吸収する。胞子 (spore) は植物と共生し

ている時に形成される。Bar = 100μm。c) トリパンブルー染色を行ったイネ (Oryza 

sativa) の根において観察された AM 菌の写真を示した。樹枝状体 (arbuscule) 及び、の

う状体 (vesicle) は AM 菌特有の共生器官であり、AM 菌同定時の重要な指標である。

Bar = 100μm。d) 蛍光染色 (WGA) を行ったイネ (Oryza sativa) の根において観察され

た  AM 菌の写真を示した。細胞内で菌糸が細かく分岐する構造を持つ樹枝状体 

(arbuscule) の形成が確認できる。Bar = 50μm。 
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図 2.  植物と AM 菌の共生の成立過程 

これまでに明らかにされてきた植物と AM 菌の共生の成立過程について示した。ま

ず、植物は栄養欠乏条件に置かれた際にストリゴラクトン (SL) などのシグナル分子

を根から分泌し (Stage I)、AM菌の菌糸分岐を促進する。また、AM 菌はシグナル分

子である Myc-factor を分泌し、植物の共生プログラムをオンにする  (Stage I)。菌糸

分岐した AM 菌は植物根に触れるとその表面に付着器 (hyphopodium) を形成する 

(Stage II)。植物は表皮細胞に菌糸の通り道である prepenetration apparatus (PPA) を形成

し、AM菌菌糸は PPAを経由して皮層へと進入する(Stage III)。菌糸は皮層細胞内に侵

入し、共生器官である樹枝状体 (arbuscule) を形成し (Stage IV)、植物との栄養交換を

成立させる。なお、AM 菌の研究で対象植物としてしばしば用いられるマメ科のミヤ

コグサ (Lotus japonicus) やイネ科のイネ (Oryza sativa) の場合、AM 菌の接種後 2－3 

週間程度で多数の樹枝状体が根の中に見られるようになる。老化あるいは死亡した植

物の根では、樹枝状体の崩壊が起きて共生関係が解消される (Stage V)。 
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図 3. 代表的なストリゴラクトン類 

既知のストリゴラクトン (SL) 類のうち、7 種類を取り上げてそれらの構造を示した。

それぞれの SL の名前の下の () 内には、その SL を分泌する代表的な植物種を記した。

本研究で使用した SL は赤枠で示した。 

 

  

CH3 CH3
O

O O

O

OH

CH3

O

CH3 CH3
O

O O

O

CH3

O

CH3 CH3
O

O O

O

CH3

O
OH

CH3 CH3
O

O O

O

CH3

O
OAc

O

O O

O

CH3

O

CH3
O

O O

CH3

O

OHO

O O

O

CH3

O

CH3

Strigol

(sorghum, cotton)
5-deoxysrigol

(sorghum, lotus)
Orobanchol

(red clover, rice, cowpea)

Orobanchl acetate
(red clover, rice, cowpea, pea)

Sorgolactone
(sorghum)

Sorgomol
(sorghum, maize)

GR24

(synthetic analog)



67 

 

 

図 4. 陸上維管束植物の AM 共生に関与する主要な遺伝子群 

AM 菌由来のシグナル (Myc-LCO や short-chain CO) は植物の細胞膜に存在する共受

容体 CERK1 及び MYR1 や、受容体 SYMRK によって認識され、共生シグナルが伝

達される。シグナルの伝達を受けた核膜に存在するイオンチャネルの働きによって、

Ca2+スパイキングが誘導される。CCaMK 及び CYCLOPS の複合体は、共生応答特異的

な Ca2+スパイキングを認識すると、AM 共生関連遺伝子の発現制御を行っている転写

因子群の発現を誘導する。発現した転写因子群によって、SL 生合成や、AM 菌感染、

AM 菌との間の栄養輸送などが制御される。SYMRK から CCaMK / CYCLOPS に至る

経路は AM 共生と根粒共生で共通しており、共通共生シグナル経路 (CSSP) と呼ばれ

る。遺伝子は緑色の枠で示したものである。赤字で示した遺伝子は、コケ植物であるフ

タバネゼニゴケ (Marchantia paleacea) のゲノムにも存在することが報告されている。 
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図 5. 根寄生植物の生活環と発芽や吸器形成の誘導機構 

典型的な根寄生植物の生活環を示した。寄生植物の種子は、発芽に適した環境下に置か

れると発芽するための準備を始める（コンディショニング）。発芽する準備が整った種

子は、宿主植物由来の発芽誘導物質であるストリゴラクトン (SL) を認識することで発

芽する。発芽した実生は、宿主植物由来の吸器形成誘導物質 (HIF) を認識することで吸

器の形成を始め、最終的に宿主植物の根に付着することで寄生が確立する。寄生が完了

した植物は宿主植物から栄養や水を奪いながら生長する。ただし、条件的寄生植物は宿

主植物由来の SL は必要とせず、他の植物と同様に気温や水分条件といった各種環境条

件に反応して発芽する。 

 

  

SL 

HIF 

寄生植物 

宿主植物 

宿主根 

宿主根 
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図 6. 代表的なハマウツボ科寄生植物とその特徴 

ハマウツボ科の  Lindenbergia 属、シオガマギク属  (Pedicularis)、コシオガマ属 

(Phtheirospermum)、ストライガ属 (Striga)、ハマウツボ属 (Orobanche) の 5 属を取り上

げ、各属の代表的な種の写真とその形質の特徴を示した。下段の表中において、○は当

該形質を持つことを、×は持たないことを、△は中間的形質が観察されることを、それ

ぞれ示す。 
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図 7. 日本列島に自生するシオガマギク属植物 

日本列島に自生するシオガマギク属植物 15 種のうち 6 種を取り上げ、野生個体の写

真を掲載した。a) タカネシオガマ (P. verticilalta) （長野県・塩見岳にて撮影）、b) ヨツ

バシオガマ (P. chamissonis)（長野県・木曽駒ヶ岳にて撮影）、c) キバナシオガマ (P. 

oederi)（北海道・大雪山にて撮影）、d) ミヤマシオガマ (P. apodochila)（北海道・ピパイ

ロ岳にて撮影）、e) シオガマギク (P. resupinata)（長野県・塩見岳にて撮影）、f) エゾシ

オガマ (P. yezoensis)（長野県・燕岳にて撮影）。 
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図 8. 日本の自生地におけるシオガマギク属及びその他の寄生植物種の AM 菌感染量 

日本列島の自生地で採取した植物の根について、トリパンブルー染色を行って光学顕微

鏡下で AM 菌の感染状況を観察し、図 11b の方法で算出した AM 菌感染率（平均値 

± 標準誤差 (standard error: SE)/n=5-22）をグラフで示した。シオガマギク属植物は、調

査対象種の内、日本国内に広域分布する 6 種の根における感染率のデータを代表とし

て示した。また、非寄生植物種は、シオガマギク属植物と同所で採取した高山植物 2 種

の根における感染率のデータを示した。n.d. は AM 菌の感染が全く観察できなかった

ことを示す。野外の植物根の観察の結果、日本のシオガマギク属植物種の多く（調査し

た 11 種の内 9 種）において、AM 菌の感染が見られた。その一方で、シオガマギク

属以外のハマウツボ科寄生植物種では、AM 菌の感染は確認できなかった。 
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図 9. 日本のシオガマギク属植物の系統と AM 菌感染の関係 

系統樹は日本に自生するシオガマギク属植物 14 種の分子系統樹で、ITS 領域の塩基

配列を基に最尤法を用いて構築した。コシオガマ (Ph. japonicum) は外群として含め

た。系統樹の枝上の数値は bootstrap 値 (1,000 回試行時)である。野外で採取した植物

の根を染色して光学顕微鏡下で観察した結果、AM 菌の感染が確認された植物種は赤

色で、感染が確認できなかった植物種は青色でそれぞれ示した。黒色の植物種はこれ

までに調査ができていないものである。AM 菌の感染が見られた植物 9 種はいずれの

主要クレード（系統樹の背景に色分け：概ね分類階級の節に対応）にも存在し、AM 

菌感染の系統特異性は見られず、シオガマギク属全般に広くみられる現象であると考

えられた。  
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図 10. 菌叢解析の対象植物種と採取地点 

a-e) 対象植物の野生個体の写真。a-c はシオガマギク属の寄生性高山植物、d 及び e 

は同所的に自生する他科の非寄生の高山植物である。a) Pa: ミヤマシオガマ 

(Pedicularis apodochila)、b) Pc: ヨツバシオガマ (Pedicularis chamissonis)、c) Pv: タカ

ネシオガマ (Pedicularis verticilalta)、d) An: ハクサンイチゲ (Anemone narcissiflora)、e) 

Sv: アキノキリンソウ (Solidago virgaurea)。f) 植物の採取地点の地図。採取場所の略

記－REB: 北海道・礼文島、TAI: 北海道・大雪山、YAK: 岩手県・焼石岳、GAS: 山

形県・月山、SHB: 群馬県・至仏山、YAT: 山梨県・八ヶ岳、KIT: 山梨県・北岳、

YAR: 岐阜県・槍ヶ岳、HAK: 石川県・白山。  



74 

 

 

図 11. 野外で採取した日本産シオガマギク属植物の根の真菌類群集 

a) 植物の根から検出された真菌類の門レベルの分類学的組成を各植物種について示し

た。b-d) 植物の根から検出された真菌類の生態学的機能を FUNGuild 80を用いて推定し、

b) 各植物種及び、c) 槍ヶ岳で採取した各植物種、d) ヨツバシオガマの採取地点につい
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て示した。植物の略記－Pa: ミヤマシオガマ、Pc: ヨツバシオガマ、Pv: タカネシオガ

マ、An: ハクサンイチゲ、Sv: アキノキリンソウ。採取場所の略記－REB: 北海道・礼

文島、TAI: 北海道・大雪山、GAS: 山形県・月山、SHB: 群馬県・至仏山、KIT: 山梨県・

北岳、YAR: 岐阜県・槍ヶ岳、HAK: 石川県・白山。  
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図 12. 研究対象植物と AM 菌の感染率の算出方法 

a) 研究対象植物である P. kansuensis 全体の写真。b) AM 菌の感染率の算出方法。AM 

菌の感染率は、格子の線との交差数に基づいて計算する Phillips et al. 197081 の方法で

算出した。根及び AM 菌の感染部分が交差する格子の線の数をカウントし、観察した

根の全交差数に対する AM 菌感染部分の交差数の割合を感染率と定義する。 
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図 13. P. kansuensis における AM 菌感染率の環境条件間比較 

各種環境条件設定下で AM 菌接種後 60 日間単独で栽培した P. kansuensis の根にお

ける AM 菌感染率（平均値 ± SE / n=5-14）を示した。図の横軸の処理区は、富栄養土

壌、リン欠乏土壌（川砂（小粒））、リン欠乏土壌（桐生砂（中粒））、リン欠乏土壌（赤

玉土（大粒））、窒素欠乏土壌、乾燥土壌、酸性土壌、低温気候の条件下でそれぞれ栽培

したことを示す。グラフの下の数字は、観察個体数と、そのうち AM 菌の感染が確認

された個体数を示した（感染個体数 / 観察個体数）。n.d. は AM 菌感染が全く観察で

きなかったことを示す。図中のアルファベットは、tukey’s test によって検定を行い、異

符号間で統計的に有意な差が見られたことを示す。 
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図 14. 宿主植物による P. kansuensis における AM 菌感染の促進 

宿主植物との共栽培条件において、P. kansuensis の根における AM 菌感染率を示した。

a) AM 菌接種後 60 日における宿主植物の植物種差による AM 菌感染率（平均値 ± SE 

/ n=5-12）の比較。植物種として、Rice: イネ（コシヒカリ）、Medicago: タルウマゴヤシ、

Chaives: チャイブの 3 種を用いた。b) AM 菌接種後 60 日における宿主植物のイネ品

種差による AM 菌感染率感染率（平均値 ± SE / n=5-12）の比較。イネの品種として、

Koshihikari: コシヒカリ、Nipponbare: 日本晴、Shiokari: シオカリの 3 品種を用いた。

c) イネ・コシヒカリとの共栽培条件下で AM 菌接種後 60 日における、AM 菌の菌糸、

樹枝状体、のう状体の器官別形成率（平均値 ± SE / n=7-12）を示した。a-c) 左側に P. 

kansuensis の感染率のデータを、右側に宿主植物の感染率のデータを、それぞれ示した。

図の横軸の処理区は、AMF-: AM 菌非接種、AMF+: AM 菌接種、Host-: 宿主植物不在、

種名+: 当該宿主植物存在の条件下で、それぞれ栽培したことを示す。n.d. は、AM 菌

感染が全く観察できなかったことを示す。a 及び b の図中のアルファベットは、P. 

kansuensis と宿主植物、各々で tukey’s test によって検定を行い、異符号間で統計的に

有意な差が見られたことを示す (p<0.05)。c の図中のアスタリスクは宿主植物なしの条

件  (Host-) と比較して有意な差が見られたことを示す (student’s t-test, *: p<0.1, **: 

p<0.05, ***: p<0.01)。d) AM 菌接種後 30、60、90 日の P. kansuensis （イネ・コシヒカ

リとの共栽培）及び、イネ・コシヒカリ（P. kansuensis との共栽培）における感染率（平

均値 ± SE / n=5-12）の時系列データを示した。●は P. kansuensis の、▲はイネの、感染

率のデータをそれぞれ示す。アスタリスクは接種後 30 日と比較して有意な差が見られ

たことを示す (student’s t-test, *: p<0.1, **: p<0.05, ***: p<0.01)。e) 同一ポットの個体の

組み合わせで P. kansuensis 及びイネの接種後 60 日における AM 菌の感染率 (n = 34) 

をプロットして示した。横軸が P. kansuensis、縦軸がイネ（コシヒカリ）の感染率をそ

れぞれ表す。 
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図 15. ハマウツボ科植物における AM 菌感染率の種間比較 

AM 菌接種後 60 日におけるハマウツボ科植物 3 種の根における AM 菌感染率（平

均値 ± SE / n=5-16）を示した。L. philippensis は独立栄養植物のため、単独栽培条件の

データを、それ以外の条件的寄生植物 2 種は宿主植物・イネと共に栽培した条件のデ

ータを示した。n.d. は、AM 菌感染が全く観察できなかったことを示す。図中のアルフ

ァベットは、器官ごとに tukey’s test で検定を行い、異符号間で統計的に有意な差が見

られたことを示す (p<0.05)。 
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図 16. P. kansuensis の根に感染する AM 菌の表現型 

宿主植物・イネと共に栽培した条件において、AM 菌接種後 60 日の P. kansuensis を

採取して根のトリパンブルー染色を行い、根に感染する AM 菌を光学顕微鏡観察下で

撮影した。a-c) AM 菌の付着器。a) 菌糸が根に取り付いて表皮細胞に侵入しているが、

皮層までは進行していなかった。b) 根の傷口に付着器が形成されており、菌糸が皮層

まで侵入して細胞間隙を進行していた。c) 菌糸が根の表面で分岐し、複数箇所で根への

侵入を試みていた。d-f) AM 菌ののう状体。根の中で円柱または水滴状の形状ののう状

体が形成されていた。g-i) AM 菌の樹枝状体。Arum 型様の樹枝状体が多数の細胞で形

成されていた。ただし、A: 樹枝状体、EH: 外生菌糸、IH: 内生菌糸、V: のう状体、矢

尻: 付着器、Bar = 100 μm。 
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図 17. P. kansuensis の根に感染する AM 菌の表現型 

宿主植物・イネと共に栽培した条件下において、AM 菌接種後 60 日の P. kansuensis 

を採取して根の蛍光染色（WGA+PI または WGA+CFW）を行い、根に感染する AM 

菌を共焦点顕微鏡観察下で撮影した。a-h) AM 菌の付着器。a-d) 菌糸が根の傷口から

侵入を試みていた。e-h) 菌糸が根の表面で分岐し、複数箇所で根への侵入を試みてい

た。i-l) AM 菌ののう状体。細胞間隙を菌糸が進行しており、のう状体が形成されてい

た。m-p) AM 菌の樹枝状体。皮層の細胞内に菌糸が侵入し、一部の細胞内で樹枝状体

を形成していた。a, e, i, m) bright、b, f, j, n) WGA（緑色：菌糸マーカー）、c, g, k, o) PI

（赤色：細胞壁マーカー）、d, h, l, p) merge。q-x) 光シート型蛍光顕微鏡を用いて撮影

した、AM 菌非感染根 (q, r) 、感染根ののう状体 (s, t) 及び、感染根の樹枝状体 (u-x) 

のWGA（緑色：菌糸マーカー）と CFW（青色：細胞壁マーカー）または PI（赤

色：細胞壁マーカー）の merge 画像。q) AM 菌非感染根。r) 図 q の点線部分の横断

面の画像。s) AM 菌感染根で観察されたのう状体。t) 図 s の点線部分の横断面の画

像。u, w) AM 菌感染根で観察された樹枝状体。v, x) v は図 u の、x は図 w の、それ

ぞれ点線部分の横断面の画像。光シート型蛍光顕微鏡を用いた観察により、AM 菌の

菌糸、のう状体、樹枝状体が根の内部に形成されていることが確認できた。A: 樹枝状

体、EH: 外生菌糸、IH: 内生菌糸、V: のう状体、矢尻: 付着器、Bar = 100 μm。 
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図 18. 宿主植物によるシオガマギク属植物の AM 菌感染促進機構の仮説 

a) 宿主植物及びシオガマギク属の吸器を介した根同士の連結を通って、AM 菌が宿主

植物の根からシオガマギク属のへと侵入する可能性。b) 宿主植物が土壌中に分泌する 

SL 類によって、土壌中の AM 菌の菌糸分岐を誘導した結果、シオガマギク属の根にも 

AM 菌の感染が促進される可能性。c) 宿主植物に感染することで共生特異的な状態に

ある AM 菌が、シオガマギク属の根にも感染しやすい様態になる可能性。 

 

  



85 

 

 

図 19. 宿主植物による AM 菌の感染促進条件の検討 

上段のグラフには、宿主植物・イネとの間に、30 μm 径のナイロン製メッシュを設置し

た栽培システムにおいて、AM 菌接種後 60 日栽培した P. kansuensis の根における 

AM 菌の感染率（平均値 ± SE / n=5-12）を示した。図中のアルファベットは、tukey’s test 

によって検定を行い、異符号間で統計的に有意な差が見られたことを示す (p<0.05)。下

段には各処理区の実験系を図示した。左はメッシュなしの条件、中央はメッシュを 1 枚

使用した条件、右はメッシュを 2 枚使用してメッシュ間に 1 cm の間隔を設けた条件。

中央及び右の処理区では、P. kansuensis を植えた側のみに AM 菌を接種した。 
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図 20. 宿主植物の根滲出液がシオガマギク属の AM 菌感染に与える影響 

a) AM 菌接種後、化合物または宿主植物・イネの根滲出液を添加しながら 60 日栽培し

た P. kansuensis の根における AM 菌の感染率（平均値 ± SE / n=7-12）を示した。

Strigolactone (±GR24 ): 人工合成 SL・±GR24、Quercetion: フラボノイドの一種・ケルセ
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チン、Rice whole exudate: AM 菌非接種 (AMF-) または接種 (AMF+) 条件下で育てたイ

ネの根滲出液全体、Rice strigolactone fraction: イネの根滲出液のアセトン画分。b) 根滲

出液のアセトン画分を添加後 24 時間におけるストライガ種子の発芽率を示した。各処

理区ストライガ種子 20 粒程度を用いた発芽試験を 3 反復行った。Water: 陰性対照、

Strigol: 陽性対照、Lotus: ミヤコグサ (Lotus japonicus) 根滲出液、Rice: イネ（コシヒカ

リ）根滲出液。c) イネ野生型（シオカリ）と、SL 生合成変異体 d10（シオカリ背景）。

d10 変異体は SL を生合成できないため、土壌中に SL を分泌することができない。ま

た、地上部では過剰な分げつが生じる。d) 宿主植物としてイネ野生型または SL 生合

成変異体 d10 を用いたときの P. kansuensis の根における接種後 60 日の AM 菌感染

率（平均値 ± SE / n=7-8）の比較を示した。横軸の処理区は、Shiokari+: シオカリ、d10+: 

d10 変異体をそれぞれ宿主植物として用いたことを示す。e) AM 菌接種後 60 日のイネ

野生型 (Shiokari) 及び SL 生合成変異体 d10 との間の AM 菌感染率（平均値 ± SE / 

n=8-11）の比較を示した。n.d. は、AM 菌感染が全く観察できなかったことを示す。図

中のアルファベットは、tukey’s test（図 a, b, d）または student’s t-test（図 e）によって検

定を行い、異符号間で統計的に有意な差が見られたことを示す (p<0.05)。 
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図 21. イネ AM 共生変異体と共栽培した P. kansuensis の AM 菌感染率 

a) イネの AM 共生変異体を宿主植物として共栽培した P. kansuensis の根における接

種後 60 日時点の AM 菌感染率（平均値 ± SE / n=9-12）の比較。b) 宿主植物のイネの

野生型及び変異体の根における接種後 60 日時点の AM 菌感染率（平均値 ± SE / n=9-

12）の比較。図の横軸の処理区は、Host-: 宿主植物不在、品種または変異体名+: 当該宿

主植物存在の条件下で、それぞれ栽培したことを示す。n.d. は、AM 菌感染が全く観察

できなかったことを示す。図中のアルファベットは、tukey’s test によって検定を行い、

異符号間で統計的に有意な差が見られたことを示す (p<0.05)。 
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図 22. AM 菌と接触させた P. kansuensis の初期の遺伝子発現 

a)  AM 菌の菌糸と接触させた植物の遺伝子発現解析の実験系の概略図を示した。P. 

kansuensis の植物体をニンジン毛状根 (carrot hairy root) と共生させた AM 菌の菌糸と

触れるように置いて 24 時間処理した後、植物の根を採取して total RNA を抽出し、 

qRT-PCR 解析を実施した。b) P. kansuensis の根における AM 共生関連遺伝子の発現量

の処理区間比較。左から順に、CCD7 (PkCCD7) 及び CCD8 (PkCCD8) のデータを示し

た。グラフは、内在性コントロール遺伝子として P. kansuensis では ACTIN を用いて算

出した各遺伝子の相対的発現量（平均値 ± SE / n=3）を示す。横軸の処理区は、AMF-: 

AM 菌不在、AMF+: AM 菌存在の条件でそれぞれ培養したことを示す。n.d. は、遺伝

子の発現が検出限界以下であったことを示す。アスタリスクは student’s t-test によって

処理区間で統計的に有意な差が見られたことを示す (*: p<0.1, **: p<0.05, ***: p<0.01)。 
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図 23. AM 菌感染時における P. kansuensis の共生関連遺伝子の発現 

a) AM 菌感染時の植物の遺伝子発現解析の実験系の概略図を示した。P. kansuensis と宿

主植物・イネ（コシヒカリ）を AM 菌接種下で 60 日間栽培した後、各植物の根を採

取して total RNA を抽出し、qRT-PCR 解析を実施した。b) P. kansuensis 及び宿主植物・

イネの根における AM 共生関連遺伝子の発現量の処理区間比較。左から順に、イネの 

RAM2 (OsRAM2)、P. kansuensis の RAM2 (PkRAM2) 及び FatM (PkFatM) のデータを示

した。グラフは、内在性コントロール遺伝子として P. kansuensis では ACTIN を、イネ

では CYCLOPHILIN2 を、それぞれ用いて算出した各遺伝子の相対的発現量（平均値 ± 

SE / n=11）を示す。横軸の処理区は、AMF-: AM 菌非接種、AMF+: AM 菌接種の条件で

それぞれ栽培したことを示す。アスタリスクは student’s t-test によって処理区間で統計

的に有意な差が見られたことを示す (*: p<0.1, **: p<0.05, ***: p<0.01)。 
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図 24. 植物感染時における AM 菌の共生関連遺伝子の発現 

a) 植物に感染する AM 菌の遺伝子発現解析の実験系の概略図を示した。P. kansuensis 

と宿主植物・イネ（コシヒカリ）を AM 菌接種下で 60 日間栽培した後、各植物の根

（AM 菌感染根含む）を採取して total RNA を抽出し、AM 菌の遺伝子を対象とする 

qRT-PCR 解析を実施した。b) 解析対象の輸送体の組織内における配置図を示した。解

析対象の AM 菌側の栄養輸送体は、植物細胞内に形成された AM 菌の樹枝状体の 

AM 菌側の細胞膜上に存在する。PT: phosphate transporter（リン酸輸送体）、AMT: 
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ammonium transporter（アンモニウム輸送体）、MST: monosaccharide transporter（単糖輸送

体）、P: リン栄養（リン酸）、N: 窒素栄養（アンモニア）。C: 炭素栄養（糖）。c) P. kansuensis 

の根における AM 菌のリボソーム RNA (RirRNA) の発現量の処理区間比較。d) 宿主植

物・イネの根における AM 菌の RirRNA の発現量の処理区間比較。e-g) P. kansuensis の

根における AM 菌の 3 輸送体遺伝子 (e: RiPT、f: RiAMT2、g: RiMST4) の発現量の処

理区間比較。h-j) 宿主植物・イネの根における AM 菌の 3 輸送体遺伝子 (h: RiPT、i: 

RiAMT2、j: RiMST4) の発現量の処理区間比較。c-j) グラフは、内在性コントロール遺伝

子として P. kansuensis では ACTIN を、イネでは CYCLOPHILIN2 を、それぞれ用いて

算出した各遺伝子の相対的発現量（平均値 ± SE / n=10）を示す。横軸の処理区は、AMF-: 

AM 菌非接種、AMF+: AM 菌接種の条件でそれぞれ栽培したことを示す。アスタリス

クは student’s t-test によって処理区間で統計的に有意な差が見られたことを示す (*: 

p<0.1, **: p<0.05, ***: p<0.01)。 
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図 25. リン欠乏条件下において AM 菌の接種が P. kansuensis 及びイネの生長とリン

吸収に与える影響 

a) リン欠乏条件下で AM 菌接種後 60 日栽培した P. kansuensis の地上部の乾燥重量

（平均値 ± SE / n=15-25）の比較。b) リン欠乏条件下で AM 菌接種後 60 日栽培した

宿主植物・イネ（コシヒカリ）の地上部の乾燥重量（平均値 ± SE / n=17-28）の比較。

c) リン欠乏条件下で AM 菌接種後 60 日栽培した P. kansuensis の地上部のリン含有

量（平均値 ± SE / n=12）の比較。d) リン欠乏条件下で AM 菌接種後 60 日栽培した宿

主植物・イネ（コシヒカリ）の地上部のリン含有量（平均値 ± SE / n=12）の比較。図の

横軸は処理区を示し、AMF-: AM 菌非接種、AMF+: AM 菌接種、Host-: 宿主植物（イ

ネ）不在、Host+: 宿主植物（イネ）存在、Pk-: P. kansuensis 不在、Pk+: P. kansuensis 存

在の条件下で、それぞれ栽培したことを示す。図中のアルファベットは、tukey’s test に

よって検定を行い、異符号間で統計的に有意な差が見られたことを示す (p<0.05)。 
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図 26. 非生物的環境ストレス条件下において AM 菌の接種が P. kansuensis の生長に

与える影響 

a) 酸性土壌条件で AM 菌接種後 60 日単独栽培した P. kansuensis の地上部の乾燥重

量（平均値 ± SE / n=10）の比較。b) 低温条件で AM 菌接種後 60 日単独栽培した P. 

kansuensis の地上部の乾燥重量（平均値 ± SE / n=6）の比較。図の横軸は処理区を示し、

AMF-: AM 菌非接種、AMF+: AM 菌接種の条件下で、それぞれ栽培したことを示す。

アスタリスクは student’s t-test によって処理区間で統計的に有意な差が見られたことを

示す (*: p<0.1, **: p<0.05, ***: p<0.01)。 
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図 27. Cadophora 属真菌の系統樹 

真菌の ITS1-5.8S rRNA-ITS2 領域の塩基配列を基に最尤法を用いて構築した。系統樹の

枝上の数値は bootstrap 値 (1,000 回試行時)で、50 以上の数値のみ示した。本研究にお
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いて単離された真菌系統  P7 は赤字で示した。真菌  P7 以外の塩基配列情報は 

GenBank (NCBI) から入手し、各真菌の種名の後の（）内にアクセッション番号を記載

した。 
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図 28. Gibellulopsis 属真菌の系統樹 

真菌の ITS1-5.8S rRNA-ITS2 領域の塩基配列を基に最尤法を用いて構築した。系統樹の

枝上の数値は bootstrap 値 (1,000 回試行時)で、50 以上の数値のみ示した。本研究にお

いて単離された真菌系統  P9 は赤字で示した。真菌  P9 以外の塩基配列情報は 

GenBank (NCBI) から入手し、各真菌の種名の後の（）内にアクセッション番号を記載

した。 
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図 29. Ceratobasidium 属真菌の系統樹 

真菌の ITS1-5.8S rRNA-ITS2 領域の塩基配列を基に最尤法を用いて構築した。系統樹の

枝上の数値は bootstrap 値 (1,000 回試行時)で、50 以上の数値のみ示した。本研究にお

いて単離された真菌系統  P17 は赤字で示した。真菌  P17 以外の塩基配列情報は 

GenBank (NCBI) から入手し、各真菌の種名の後の（）内にアクセッション番号を記載

した。 
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図 30. Colletotrichum 属真菌の系統樹 

真菌の ITS1-5.8S rRNA-ITS2 領域の塩基配列を基に最尤法を用いて構築した。系統樹の

枝上の数値は bootstrap 値 (1,000 回試行時)で、50 以上の数値のみ示した。本研究にお

いて単離された真菌系統 P18/20 は赤字で示した。真菌 P18/20 以外の塩基配列情報は 

GenBank (NCBI) から入手し、各真菌の種名の後の（）内にアクセッション番号を記載

した。  
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図 31. Paraphoma 属真菌の系統樹 

真菌の ITS1-5.8S rRNA-ITS2 領域の塩基配列を基に最尤法を用いて構築した。系統樹の

枝上の数値は bootstrap 値 (1,000 回試行時)で、50 以上の数値のみ示した。本研究にお

いて単離された真菌系統  P19 は赤字で示した。真菌  P19 以外の塩基配列情報は 

GenBank (NCBI) から入手し、各真菌の種名の後の（）内にアクセッション番号を記載

した。 
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図 32. Ochroconis 属真菌の系統樹 

真菌の ITS1-5.8S rRNA-ITS2 領域の塩基配列を基に最尤法を用いて構築した。系統樹の

枝上の数値は bootstrap 値 (1,000 回試行時)で、50 以上の数値のみ示した。本研究にお
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いて単離された真菌系統  P21 は赤字で示した。真菌  P21 以外の塩基配列情報は 

GenBank (NCBI) から入手し、各真菌の種名の後の（）内にアクセッション番号を記載

した。 
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図 3. P. kansuensis の生育に対する単離された内生真菌の接種効果 

AM 菌や内生真菌の接種後 60 日における P. kansuensis の地上部の乾燥重量（平均値 

± SE / n=9-16）の比較。横軸は処理区を示し、Control: 真菌非接種、AMF+: AM 菌接種、

P7+、P9+、P17+、P18/20+、P19、P21+: 各内生真菌接種の条件下で、それぞれ栽培した

ことを示す。各図中のアルファベットは、tukey’s test によって検定を行い、異符号間で

統計的に有意な差が見られたことを示す (p<0.05)。 
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図 34. AM 菌及び内生真菌の共接種が P. kansuensis の生長に与える影響 

a) AM 菌や内生真菌の接種後 60 日における P. kansuensis の表現型。図中のバーは 1 

cm を示す。c) AM 菌や内生真菌の接種後 60 日における P. kansuensis の地上部の乾燥

重量（平均値 ± SE / n=9-20）の比較。c) AM 菌や内生真菌の接種後 60 日における P. 

kansuensis の地上部のリン含有量（平均値 ± SE / n=12）の比較。a, b, c) 図の横軸は処

理区を示し、Control: 真菌非接種、AMF+: AM 菌の単独接種、P7+: 真菌 P7 の単独接

種、P17+: 真菌 P17 の単独接種、AMF+/P7+: AM 菌と真菌 P7 の共接種、AMF+/P17+: 

AM 菌と真菌 P17 の共接種条件下で、それぞれ栽培したことを示す。図中のアルファ

ベットは、tukey’s test によって検定を行い、異符号間で統計的に有意な差が見られたこ

とを示す (p<0.05)。  
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図 35. AM 菌と内生真菌の共接種が互いの感染に与える影響 

a) AM 菌と内生真菌の共接種後 60 日における P. kansuensis の AM 菌感染率（平均

値 ± SE / n=7-12）の比較を示した。図の横軸は処理区を示し、Host-: 宿主植物が存在

しない単独栽培（AM 菌のみ接種）、Rice+: 宿主植物・イネ（コシヒカリ）との共栽

培（AM 菌のみ接種）、P7+: AM 菌と真菌 P7 の共接種（宿主植物なし）、P17+: AM 

菌と真菌 P17 の共接種（宿主植物なし）の条件下で、それぞれ栽培したことを示す。

図中のアルファベットは、tukey’s test によって検定を行い、異符号間で統計的に有意

な差が見られたことを示す (p<0.05)。b, c) AM 菌や内生真菌の接種後 60 日における 

P. kansuensis の根から抽出した DNA を内生真菌 P7 及び P17 の系統特異的プライマ

ーセットによる PCR に供し、その増幅産物をアガロースゲル電気泳動した時の写真

を示した。-: 非接種、+: 接種。  
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図 36. シオガマギク属植物、宿主植物、AM 菌、内生菌を含む共生系 

シオガマギク属寄生植物の周辺に生える AM 菌と共生している植物が、AM 菌を共生

状態へと性質を変化させた結果、AM 菌の植物への感染能力が上昇する可能性がある。

（赤矢印）AM 菌は根表面に付着器を形成したり、根表面の間隙等を通じて侵入したり

することでシオガマギク属にも感染する（赤矢印）。そして、根内や根圏に存在する AM 

菌は病原菌やラン菌根菌などの他の真菌類との相互作用を通じてシオガマギク属の生

長を促進する場合がある（青矢印）。このような菌類間の相互作用による生長促進効果

は、シオガマギク属の高山環境における生存率の向上に貢献している可能性が考えられ

る。 

  



表 1. 菌叢解析の対象植物種 

ID Species (Japanese) Species (Scientific) Location           AM fungi         Endophyte       

      Site Prefecture Latitude Longitude Altitude Habitat Hyphae*1 Arbuscule*1 Vesicle*1 Colonization (%)*1 Metagenome*2 Cadophora*3 Ceratobasidium*3 Colletotrichum*3 Paraphoma*3 

YAKPa14 ミヤマシオガマ Pedicularis apodochila Mt. Yakeishidake Iwate 39° 09' N 140° 49' E 1,547 m Alpine meadow - - - 0 - - - - - 

YAKPa15-1 ミヤマシオガマ Pedicularis apodochila Mt. Yakeishidake Iwate 39° 09' N 140° 49' E 1,547 m Alpine meadow + + + 85 + - - - - 

GASPa5-1 ミヤマシオガマ Pedicularis apodochila Mt. Gassan Yamagata 38° 32' N 140° 01' E 1,984 m Alpine meadow + + + 30 + + + - - 

GASPa11-1 ミヤマシオガマ Pedicularis apodochila Mt. Gassan Yamagata 38° 32' N 140° 01' E 1,984 m Alpine meadow + - - 22 + - + - + 

YATPa108 ミヤマシオガマ Pedicularis apodochila Mts. Yatsugatake Nagano 35° 58' N 138° 22' E 2,899 m Alpine meadow + + + 60 + - - - - 

YATPa109 ミヤマシオガマ Pedicularis apodochila Mts. Yatsugatake Nagano 35° 58' N 138° 22' E 2,899 m Alpine meadow - - - 0 - - - - - 

KITPa89 ミヤマシオガマ Pedicularis apodochila Mt. Kitadake Yamanashi 35° 40' N 138° 14' E 3,193 m Alpine meadow - - - 0 - - - - - 

KITPa90 ミヤマシオガマ Pedicularis apodochila Mt. Kitadake Yamanashi 35° 40' N 138° 14' E 3,193 m Alpine meadow - - - 0 - - - - - 

REBPc22 ヨツバシオガマ Pedicularis chamissonis Rebun Island Hokkaido 45° 27' N 141° 02' E 52 m Arctic meadow - - - 0 + + - - - 

TAIPc45 ヨツバシオガマ Pedicularis chamissonis Mts. Taisetsu Hokkaido 43° 39' N 142° 54' E 2,230 m Alpine meadow + - - 31 + - - - - 

TAIPc49 ヨツバシオガマ Pedicularis chamissonis Mts. Taisetsu Hokkaido 43° 39' N 142° 54' E 2,230 m Alpine meadow - - - 0 - - - - - 

GASPc7-1 ヨツバシオガマ Pedicularis chamissonis Mt. Gassan Yamagata 38° 32' N 140° 01' E 1,984 m Alpine meadow + + + 50 + - - - - 

GASPc13-1 ヨツバシオガマ Pedicularis chamissonis Mt. Gassan Yamagata 38° 32' N 140° 01' E 1,984 m Alpine rocky place - - - 0 + - - - + 

SHBPc184 ヨツバシオガマ Pedicularis chamissonis Mt. Shibutsu Gunma 36° 54' N 139° 10' E 2,228 m Alpine meadow - - - 0 - - - - - 

SHBPc193 ヨツバシオガマ Pedicularis chamissonis Mt. Shibutsu Gunma 36° 54' N 139° 10' E 2,228 m Alpine meadow + + - 15 + + + - + 

KITPc79-1 ヨツバシオガマ Pedicularis chamissonis Mt. Kitadake Yamanashi 35° 40' N 138° 14' E 3,193 m Alpine meadow - - - 0 - - - - - 

KITPc82-1 ヨツバシオガマ Pedicularis chamissonis Mt. Kitadake Yamanashi 35° 40' N 138° 14' E 3,193 m Alpine meadow + - + 24 + - + - - 

YARPc135 ヨツバシオガマ Pedicularis chamissonis Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine meadow + - - 23 + - - + - 

YARPc143 ヨツバシオガマ Pedicularis chamissonis Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine rocky place - - - 0 + - - - - 
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ID Species (Japanese) Species (Scientific) Location           AM fungi         Endophyte       

      Site Prefecture Latitude Longitude Altitude Habitat Hyphae*1 Arbuscule*1 Vesicle*1 Colonization (%)*1 Metagenome*2 Cadophora*3 Ceratobasidium*3 Colletotrichum*3 Paraphoma*3 

YARPc247 ヨツバシオガマ Pedicularis chamissonis Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine meadow - - - 0 + - - - - 

YARPc253 ヨツバシオガマ Pedicularis chamissonis Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine meadow + + + 33 - - - - - 

YARPc263 ヨツバシオガマ Pedicularis chamissonis Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine rocky place + + + 48 + - - - - 

HAKPc157 ヨツバシオガマ Pedicularis chamissonis Mts. Hakusan Ishikawa 36° 09' N 136° 46' E 2,702 m Alpine meadow - - - 0 + - - - - 

TAIPv53-1 タカネシオガマ Pedicularis verticillata Mts. Taisetsu Hokkaido 43° 39' N 142° 54' E 2,230 m Alpine rocky place - - - 0 - - + - - 

TAIPv57 タカネシオガマ Pedicularis verticillata Mts. Taisetsu Hokkaido 43° 39' N 142° 54' E 2,230 m Alpine rocky place - - - 0 - - - - - 

SHBPv178 タカネシオガマ Pedicularis verticillata Mt. Shibutsu Gunma 36° 54' N 139° 10' E 2,228 m Alpine rocky place - - - 0 - - - - + 

SHBPv186 タカネシオガマ Pedicularis verticillata Mt. Shibutsu Gunma 36° 54' N 139° 10' E 2,228 m Alpine rocky place - - - 0 - - - - - 

YATPv110 タカネシオガマ Pedicularis verticillata Mts. Yatsugatake Nagano 35° 58' N 138° 22' E 2,899 m Alpine rocky place - - - 0 - - - + - 

YATPv115 タカネシオガマ Pedicularis verticillata Mts. Yatsugatake Nagano 35° 58' N 138° 22' E 2,899 m Alpine rocky place - - - 0 - - - - - 

KITPv94 タカネシオガマ Pedicularis verticillata Mt. Kitadake Yamanashi 35° 40' N 138° 14' E 3,193 m Alpine rocky place - - - 0 - - - - - 

YARPv149 タカネシオガマ Pedicularis verticillata Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine rocky place - - - 0 - - - - - 

YARPv150 タカネシオガマ Pedicularis verticillata Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine rocky place - - - 0 - - - - - 

YARAn243 ハクサンイチゲ Anemone narcissiflora Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine meadow + + + 93 + - - - - 

YARAn249 ハクサンイチゲ Anemone narcissiflora Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine meadow + + + 7 + + - - - 

YARAn254 ハクサンイチゲ Anemone narcissiflora Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine meadow + + + 63 + - + - - 

YARAn259 ハクサンイチゲ Anemone narcissiflora Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine rocky place + + + 47 + - - - - 

YARAn264 ハクサンイチゲ Anemone narcissiflora Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine rocky place - - - 0 + - - - - 

YARSv245 アキノキリンソウ Solidago virgaurea Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine meadow + + + 28 + - - - + 

YARSv251 アキノキリンソウ Solidago virgaurea Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine meadow + + + 46 - - - - - 
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ID Species (Japanese) Species (Scientific) Location           AM fungi         Endophyte       

      Site Prefecture Latitude Longitude Altitude Habitat Hyphae*1 Arbuscule*1 Vesicle*1 Colonization (%)*1 Metagenome*2 Cadophora*3 Ceratobasidium*3 Colletotrichum*3 Paraphoma*3 

YARSv256 アキノキリンソウ Solidago virgaurea Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine meadow + + + 56 + - - - - 

YARSv261 アキノキリンソウ Solidago virgaurea Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine rocky place + + - 25 + - - - - 

YARSv266 アキノキリンソウ Solidago virgaurea Mt. Yarigatake Gifu 36° 20' N 137° 38' E 3,180 m Alpine rocky place + + + 9 + - - - - 

*1 染色根の顕微鏡観察により、AM 菌が、+ は確認できた、- は確認できたなかったことをそれぞれ示す。感染率は顕微鏡観察の結果から算出したものである。       

*2 メタゲノム解析において、AM 菌が、+ は確認できた、- は確認できたなかったことをそれぞれ示す。            

*3 メタゲノム解析において、各属の真菌が、+ は確認できた、- は確認できたなかったことをそれぞれ示す。            
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表 2. 菌叢解析用の PCR master mix の組成 

  1st PCR master mix 2nd PCR master mix 

Template DNA 2.0 μL －  

Purified 1st PCR product －  2.0 μL 

10x Ex Buffer (Takara Bio) 1.0 μL 1.0 μL 

dNTPs (each 2.5mM) (Takara Bio) 0.8 μL 0.8 μL 

10 μM Forward primer 0.5 μL 0.5 μL 

10 μM Reverse primer 0.5 μL 0.5 μL 

ExTaq HS (Takara Bio) 0.1 μL 0.1 μL 

Fill up to 10 μL with sterilized H2O 10 μL 10 μL 
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表 3. 本研究で用いたプライマーの一覧 

Primer-set Primer-name Tagert organism Target gene Sequence Application Reference 

Fungal ITS* 1st_ITS1-F_KYO1 Fungus ITS1 5'-ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNN-CTHGGTCATTTAGAGGAASTAA-3' Metagenome  

1st_ITS2_KYO2 Fungus ITS1 5'-GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNNNN-TTYRCTRCGTTCTTCATC-3' Metagenome  

Illumina  Miseq adaptor 2ndF Fungus ITS 5'-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-Index2 (8 bp)-ACACTCTTTCCCTACACGACGC-3' Metagenome  

2ndR Fungus ITS 5'-CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-Index1 (8 bp)-GTGACTGGAGTTCAGACGTGTG-3' Metagenome  

Fungal ITS ITS1-F_KYO2 Fungus ITS 5'-TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAA-3' PCR 130 

ITS4 Fungus ITS 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' PCR 131 

PkACT2 PkACT2_F Pedicularis kansuensis ACTIN 5'-ACTGATCTTTGTAGGCCATTGTTG-3' RT-qPCR This study 

PkACT2_R Pedicularis kansuensis ACTIN 5'-TCTGGATTGGAGGTTCTATTTTGG-3' RT-qPCR This study 

PkCCD7 PkCCD7_F Pedicularis kansuensis CCD7 5'-AGTGAGAATCTGTAAAAGCCCAATC-3' RT-qPCR This study 

PkCCD7_R Pedicularis kansuensis CCD7 5'-CCCTCGCAGTCATTTTACCTTC-3' RT-qPCR This study 

PkCCD8 PkCCD8_F Pedicularis kansuensis CCD8 5'-TCCTTCTCCATTCTTGTCACTTACC-3' RT-qPCR This study 

PkCCD8_R Pedicularis kansuensis CCD8 5'-TCAATACCCTCTGAACCCTTCTTC-3' RT-qPCR This study 

PkRAM2 PkRAM2_F Pedicularis kansuensis RAM2 5'-ATGGTGGAGCCCTTCCTCAC-3' RT-qPCR This study 

PkRAM2_R Pedicularis kansuensis RAM2 5'-TCGTGGAAAATTATCGGCTTTC-3' RT-qPCR This study 

PkFatM PkFatM_F Pedicularis kansuensis FatM 5'-CGACAGGGGCGAAGTGATAG-3' RT-qPCR This study 

PkFatM_R Pedicularis kansuensis FatM 5'-GGCGTCTCGTGTGCTTGTT-3' RT-qPCR This study 

OsCYCLOPHILIN2 OsCYCLOPHILIN2F Oryza sativa CYCLOPHILIN2 5'-GTGGTGTTAGTCTTTTTATGAGTTCGT-3' RT-qPCR 94 

OsCYCLOPHILIN2R Oryza sativa CYCLOPHILIN2 5'-ACCAAACCATGGGCGATCT-3' RT-qPCR 94 

OsRAM2L OsRAM2LF Oryza sativa RAM2-LIKE 5'-GGCGTGCTCTTCATCTGCT-3' RT-qPCR This study 

OsRAM2LR Oryza sativa RAM2-LIKE 5'-TCCTGATCGGCGACAATATCT-3' RT-qPCR This study 
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Primer-set Primer-name Tagert organism Target gene Sequence Application Reference 

GintrRNA GintrRNA (5.8S Ribosomic) F Rhizophagus irregularis 5.8S rRNA 5'-GTATGCCTGTTTGAGGGTCAGTATT-3' RT-qPCR 43 

GintrRNA (5.8S Ribosomic) R Rhizophagus irregularis 5.8S rRNA 5'-AAACTCCGGAACGTCACTAAAGAG-3' RT-qPCR 43 

GintPT GintPT F Rhizophagus irregularis PT 5'-AACACGATGTCAACAAAGCAAC-3' RT-qPCR 43 

GintPT R Rhizophagus irregularis PT 5'-AAGACCGATTCCATAAAAAGCA-3' RT-qPCR 43 

GintAMT2 GintAMT2 F Rhizophagus irregularis AMT2 5'-AGTGCCAATGCCGCTAACATA-3' RT-qPCR 43 

GintAMT2 R Rhizophagus irregularis AMT2 5'-TGATGTACCTCCAACAATTCCA-3' RT-qPCR 43 

GintMST4 GintMST4 F Rhizophagus irregularis MST4 5'-TAGCTACATTTGCTATTGGTTTAG-3' RT-qPCR 43 

GintMST4 R Rhizophagus irregularis MST4 5'-CCCTAACTTCCAAAAATAATGAAC-3' RT-qPCR 43 

Cad-specific Cspq1 Cadophora ITS 5'-CTAGAGCAAAGGATAGGCAGC-3' PCR 132 

Cspq2 Cadophora ITS 5'-CGAGAGGTTCGACGACTCTAA-3' PCR 132 

Cer-specific AG-A Ceratobasidium ITS 5'-CTTGTGAGACTGGAGGCCGT-3' PCR 133 

ThanaCera-R Ceratobasidium ITS 5'-TGATACTCAAACAGGCATGC-3' PCR 133 

* 参考文献 130 のプライマー配列に、シーケンス解析時における品質向上のための 0-5 塩基の異なる長さのランダム配列と、Illumina 社製シーケンサーの解析用アダプター配列を付加したものである。   

 

  



114 

 

表 4. 本研究の栽培実験で用いた植物種・系統の一覧 

Species (Japanese) Species (Scientific) Strain Non-parasite Origin Provider 

 Pedicularis kansuensis  Facultative parasite China Dr. Ai Rong Li (CAS) 

コシオガマ Phtheirospermum japonicum Okayama Facultative parasite Okayama  

ストライガ Striga hermonthica  Obligate parasite Sudan  

 Lindenbergia philippensis  Non-parasite   

イネ（コシヒカリ） Oryza sativa Koshihikari Non-parasite   

イネ（日本晴） Oryza sativa Nipponbare Non-parasite  Dr. Imaizumi (NARO) 

イネ（シオカリ） Oryza sativa Shiokari Non-parasite  RIKEN 

イネ (ccamk) Oryza sativa ccamk (Nipponbare NE1115-3) Non-parasite  Dr. Imaizumi (NARO) 

イネ (pollux) Oryza sativa pollux (Nipponbare ND5050-4) Non-parasite  Dr. Imaizumi (NARO) 

イネ (d10) Oryza sativa d10 (Shiokari) Non-parasite  RIKEN 

ミヤコグサ Lotus japonicus Miyakojima (MG-20) Non-parasite   

タルウマゴヤシ Medicago truncatula A17 Non-parasite  Dr. Toyoda (Okayama Univ.) 

チャイブ Allium schoenoprasum  Non-parasite   

ニンジン毛状根 Daucus carota T1 Non-parasite   Dr. Kawaguchi (NIBB) 
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表 5. 植物栽培用肥料 (Hoagland) 溶液の組成 

Material 1/10 Hoagland solution Nitrogen-deficient solution 1/2 Hoagland solution 

KNO3 50.56 mg － 252.8 mg 

Ca(NO3)2・4H2O 118.08 mg － 590.4 mg 

MgSO4・7H2O 49.3 mg 49.3 mg 246.5 mg 

KH2PO4 13.6 mg 13.6 mg 68.0 mg 

Fe(III)-EDTA 3.77 mg 3.77 mg 18.85 mg 

H3BO3 0.286 mg 0.286 mg 1.43 mg 

MnCl2・4H2O 0.18 mg 0.18 mg 0.9 mg 

ZnSO4・7H2O 0.022 mg 0.022 mg 0.11 mg 

CuSO4・5H2O 0.008 mg 0.008 mg 0.04 mg 

Na2MoO4・2H2O 0.00252 mg 0.00252 mg 0.0126 mg 

Fill up to 1,000 mL H2O 1,000 mL 1,000 mL 1,000 mL 

pH 6.0 に調整後、121 ℃ で 20 分間オートクレーブ滅菌した。ただし、酸性条件は pH 4.0 に調整した。 
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表 6. ラクトグリセロール溶液の組成 

Material Volume 

Lactic acid 875 mL 

Glycerol 63 mL 

Fill up to 1,000 mL H2O 1,000 mL 
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表 7. PBS の組成 

Material Volume 

NaCl 80 g 

KCl 2.0 g 

Na2HPO4 14.4 g 

KH2PO4 2.4 g 

Fill up to 1,000 mL H2O 1,000 mL 

溶質を溶解後、HCl で pH 7.4 に調整して保管した。 

蛍光染色には、10 倍希釈した溶液を用いた。 
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表 8. 培地の組成 

Material 1/2MS*1 M*2 MMN*3,4 

Murashige and Skoog Plant Salt Mixture (Fujifilm Wako) 4,600 mg － － 

KNO3 － 80 mg － 

KCl － 65 mg － 

KH2PO4 － 4.8 mg 500 mg 

(NH4)2HPO4 － － 250 mg 

Ca(NO3)2・4H2O － 488 mg － 

CaCl2 － － 50 mg 

MgSO4・7H2O － 731 mg 150 mg 

NaCl － － 25 mg 

NaFeEDTA － 8 mg － 

1% Fe(III)Cl3 solution － － 1.2 mL 

KI － 0.75 mg － 

MnCl2・4H2O － 6 mg － 

ZnSO4・7H2O － 2.75 mg － 

H3BO3 － 1.5 mg － 

CuSO4・5H2O － 0.13 mg － 

Na2MoO4・2H2O － 0.0024 mg － 

MES 590 mg － － 

Myo-inositol 100 mg 50 mg － 

Glycine － 3 mg － 
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Material 1/2MS*1 M*2 MMN*3,4 

Thiamine hydrochloride 3 mg 0.1 mg 0.1 mg 

Nicotinic acid 5 mg 0.5 mg － 

Pyridoxine hydrochloride 0.5 mg 0.1 mg － 

Sucrose 10,000 mg 10,000 mg 10,000 mg 

Extract Yeast Dried (Nacalai Tesque) － － 3,000 mg 

Phytagel (Sigma-Aldrich) 5,000 mg － － 

Gellan gum (Sigma-Aldrich) － 2,000 mg － 

Agar Powder (Nacalai Tesque) － － 15,000 mg 

Fill up to 1,000 mL H2O 1,000 mL 1,000 mL 1,000 mL 

*1 pH 5.7 に調整後、121 ℃ で 20 分間オートクレーブ滅菌し、シャーレに固めた。 

*2 121 ℃ で 20 分間オートクレーブ後、シャーレに固めて使用した。  

*3 寒天培地にして使用する際は Agar Powder を加えて 121 ℃ で 20 分間オートクレーブ滅菌後、シャーレに固めた。 

*4 液体培地として使用する際は Agar Powder を除いて 121 ℃ で 20 分間オートクレーブ滅菌して使用した。 
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表 9. qPCR master mix の組成 

qPCR master mix     

10x diluted cDNA 1.0 μL 

THUNDERBIRD Next SYBR qPCR Mix (Toyobo) 5.0 μL 

5 μM Foward primer 1.0 μL 

5 μM Reverse primer 1.0 μL 

Fill up to 10 μL with sterilized H2O 10 μL 
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表 10. 発色液の組成 

Material Volume 

2.5 M Sulfuric acid 6.0 mL 

4% Ammonium molybdate solution 1.8 mL 

0.27% Antimony potassium tartrate solution 0.6 mL 

Ascorbate 0.063 g 

Fill up to 50 mL H2O 50 mL 
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表 11. PCR master mixの組成 

PCR master mix     

Template DNA 1.0 μL 

2x PCR Buffer for KOD FX Neo (Toyobo) 5.0 μL 

5 μM Foward primer 0.6 μL 

5 μM Reverse primer 0.6 μL 

2mM dNTPs (Toyobo) 2.0 μL 

KOD FX Neo (Toyobo) 0.2 μL 

Fill up to 10 μL with sterilized H2O 10 μL 
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表 12. 次世代シ－ケンシングの結果の概要 

Summary of Next Generation sequencing results        

Sequencing-

results 

Total No. of reads*1 2,501,100     

Ave. No. of reads*1 57,894     

Ave. Q20*1,2 92.4%     

Ave. Q30*1,2 83.4%     

Filtering-results 

Total No. of combined 

reads*1 
2,014,692     

Ave. No. of combined reads*1 46,065     

*1 Total 及び Ave. は解析に供した全サンプルの合計値及び、各サンプルの平均値をそれぞれ示す。 

*2 Q20 及び Q30 は配列正確性 99.00%、99.90% 以上の割合をそれぞれ示す。   
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表 13. 単離された真菌の一覧 

ID Accession number Best BLAST match Similarity (%) Note 

P7 MT294412 Cadophora orchidicola 100 Endophyte 

P9 KU556536 Gibellulopsis sp. 99 Pathogen / Saprotrophic 

P17 MH666073 Ceratobasidium sp. 100 Orchid mycorrhiza / Pathogen 

P18/20 GU934514 Colletotrichum pisi 99 Pathogen 

P19 OU612361 Paraphoma sp. 99 Pathogen 

P21 LM644509 Ochroconis constricta 99 Soil fungus 
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