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第１章 

背景と目的 

 

 
1.1 アーバスキュラー菌根菌とは 

真菌類が植物の根に共生してつくるものを菌根（Mycorriza）と呼ぶ（Frank 1885）．菌根菌は，

菌根を形成する菌，すなわち植物体の根の内部に入り込んだり，根の表面に付着したりして植物

体と共生関係を結ぶ糸状菌の総称である．菌根菌は菌糸を土壌中に伸ばすことによって，植物

根が養分を吸収できない範囲からも無機養分を吸収することができる．菌根菌は吸収した養分を

宿主植物に供給している一方，宿主植物から光合成産物である有機物を受け取っている．陸上

植物の 90％以上がこのような物質の授受によって，菌根菌と共生関係を築いていると言われてい

る（Allen 1997）． 

菌根は，菌糸が宿主植物の根の表面と皮層の細胞間隙にとどまっている外生菌根，菌糸が根

の細胞内まで侵入する内生菌根の 2 種類に大別される．内生菌根を作るものとして，アーバスキ

ュラー菌根菌（Arbuscular Mycorrhizal Fungi 以下 AM菌）が挙げられる．AM菌は宿主植物の

根に樹枝状体（Arbuscule）と嚢状体（Vesicle）と呼ばれる器官を形成する．Arbuscule は菌糸が皮

層細胞内に侵入したもので，そこでは宿主植物との養分交換を行っているといわれている．また，

Vesicle は細胞間隙にのびた菌糸の先端や途中の部分が嚢状にふくれた構造で，そこで養分を

貯蔵しているといわれている（Allen 1997）．従来，この特異的な器官の頭文字をとり VA菌根菌と

呼ばれてきたが，ギガスポラ科（Gigasporaceae）の菌根菌は vesicleを形成しないことから，現在は

AM菌と呼ばれることが多い．AM菌は 10科 13属（Acaulospora，Archaeospora，Entrophospore，

Gigaspora，Glomus，Paraglomus，Scutellospora，Diversispora等）に分類されている（Helgason et 

al. 2007 等）．従来，AM菌の分類は胞子の形態に基づいて行われ，これまで約 160種が報告さ

れているが，現在では分子生物学的手法を用いた分類が試みられている．しかし，AM菌は菌糸

に隔壁がなく同一の細胞の中に遺伝的に異なる多数の核が存在しており，種の同定を困難なも

のにしている．種の同定は一般にはAM菌 rDNAの PCR（Polymerase Chain Reaction）増幅と，ク

ローニング（Daniell et al. 2001 等）や T-RFLP （Terminal Restriction Fragment Length 

Polymorphism）法（Jhonson et al. 2004 等），DGGE（Denaturing Gradient Gel Electrophoresis）法

（Kowalchuk et al. 2002 等）が併用され，時間と労力を要する． 
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1.2 AM菌の既往研究 

近年，宿主との共生に関与するシグナル物質が特定され（Akiyama et al. 2005），AM菌の共生

機構の解明が進んできてはいるが，AM 菌の生態に関しては現在も不明な点が多く，研究の基

礎となる AM菌群集構造や各菌種の地理的分布に関しての知見の蓄積も不十分である．日本で

は畑土壌（Isobe et al. 2007）や富士山の一次遷移地帯（Wu et al. 2007），海岸植生（AN et al. 

2008，Abe et al. 1994，Yamato et al. 2008），落葉広葉樹林（Yamato et al. 2005）等で AM菌の群

集構造が研究されているが，AM 菌の存在が確認されていない地域もまだ多く残っている．それ

らの研究結果や，その他の結果もあわせて見ると，それぞれの地域に存在する AM 菌種は異な

る傾向にある．そのような土中の AM菌群集構造の変化は，pH，温度，地上植生等によって変化

すると言われているが（Allen 1997），詳細はまだ明らかになっていなし．今後も更なる野外調査

が必要である． 

AM菌の利用面に関しては，日本では農業作物へのAM菌の肥料的利用が研究されてきてい

る（小川 1987 等）．しかし，AM 菌が純粋培養のできない絶対共生菌であることや，生物資材で

あるがゆえの効果の不確性から実際の農業の現場への導入はあまり進んでいない．また，AM 菌

の機能面での研究も不足しており，菌種間の植物成長促進能力の違い等が明らかになっていな

いことも，利用が進んでいない原因のひとつと考えられる． 

海外でも AM 菌利用研究は行われてきているが，近年では生物多様性保全への AM 菌の利

用も試みられている．Sharma et al.（2007）はインドにおいて絶滅危惧種である Curculigo 

orchioides Gaertn. の根に共生する AM 菌（Glomus geosporum，Gl. microcarpum）を明らかにし，

それらの菌を苗に接種することで生長を促進することに成功している．また，Gemma et al.（2002）

はハワイの AM菌 Gl. aggregatumの接種試験を絶滅危惧種の Sesbania tomentosa と Colubrina 

oppositifolia を対象に行い，苗の生長を促進することに成功した．国内ではそのような保全目的

でのAM菌利用はまだ研究例がない．しかし，環境省発行のレッドリスト（環境省 2007）には2000

種を超える植物種が掲載されており，多くの植物が絶滅の危惧に瀕している現状にある．今後，

国内においても絶滅危惧種に共生する AM菌種の把握を進めることは，有効な保全手法の確立

に寄与できるであろう． 

 

1.3 日本の絶滅危惧種問題 

 国内で多くの絶滅危惧種を有する地域のひとつとして，小笠原諸島があげられる．小笠原諸島

は，島の誕生以来一度も大陸と繋がったことのない海洋島であるため，植物は島で独自の進化を

遂げており固有種が多い．小笠原諸島に自生する植物（外来種を除く）447 種中，161 種が固有

種であるが，外来種蔓延等の影響でその内の 107 種がレッドリストに掲載されている．そのため，

島内では精力的に生態系保全のための研究が行われているが，AM 菌に着目した研究はまだな

い．第一に，小笠原諸島では今までに AM菌に関する研究は全く行われておらず，島内にどのよ

うな AM 菌が分布しているかといった生態系保全の基礎となるインベントリー的知見も皆無である．
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全国的に見ても海洋島のAM菌に関する知見は極めて尐ない．島内での植物とAM菌の共生関

係を把握することは，絶滅危惧種保全への重要な基礎的知見になると考えられる． 

 

1.4 目的 

 本研究においては，小笠原諸島の植物に共生している AM 菌群集を把握することを目的とした．

まず，根内組織の光学顕微鏡観察により小笠原諸島内の AM 菌の存在有無を確認し，次に

DGGE法を用い AM菌 rDNAによる AM菌種の同定を試みた．
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第２章 

調査地と植物採取 

 

 
2.1 小笠原諸島の概要 

 小笠原諸島は，日本列島南方の北西太平洋上に散在する島々の総称である．日本列島から約

1000km，マリアナ諸島から約 550km 離れており，どの島も成立以来大陸と陸続きになったことが

ない海洋島である（Fig.2-1）．小笠原諸島には空港がなく，定期船（週に１回出航）で，東京竹芝

桟橋から父島まで片道およそ 25.5時間を要す． 

 気候は亜熱帯海洋性気候で，年平均気温は 22.9℃，年間の降水量の平均は 1261mm である

（東京管区気象台）． 

 小笠原諸島のうち父島列島と母島列島は，古第三世紀始新世–中新世（7000-3500 万年前）に

海底火山の噴出物が堆積し，第四紀（1000-500 万年前）以降段階的に隆起してできた隆起列島

といわれている．地質は，主に安山岩の熔岩，集塊岩，凝灰岩からなるが，南島と父島の一部お

よび母島の沖港周辺と石門地域にサンゴ礁に由来するといわれている石灰岩が分布し，カルスト

地形を形成している（森田 1981）． 

 土壌は赤黄色土（FAO/Unesco分類の Orthic Acrisols, Dystric Cambisolsに相当）および暗赤色

土（FAO/Unesco分類のVertic Cambisols, Chromic Vertisolsに相当）の 2つの土壌タイプが広く分

布する．その他，海岸沿いに岩石地，砂浜付近に砂丘未熟土が認められる． 

 小笠原諸島の大部分を占める森林植生は，父島や兄島に広く分布する乾性低木林で，シャリン

バイ Rhaphiolepis indica (L.) Lindl. ex Ker var. umbellata (Thunb.) H.Ohashi，シマイスノキ

Distylium lepidotum Nakai，アデク Syzygium buxifolium Hook. et Arn.，など硬い小型の葉をもった

常緑樹から構成される．このような乾性低木林に生育する樹種は，浅い土壌でも乾燥に耐えられ

るような水利用様式を備えていることが報告されている（Mishio 1992）．もうひとつの代表的な植生

タイプは湿生高木林で，ウドノキ Pisonia umbellifera (J.R. et G.Forst.) Seem.，シマホルトノキ

Elaeocarpus photiniaefolius Hook.et Arn.，モクタチバナ Ardisia sieboldii Miq.などが生い茂り，シ

ダやランなどの着生植物やヘゴCyathea spinulosa Wall. ex Hook.，マルハチCyathea mertensiana 

(Kunze) Copel.といった木性シダが豊富に見られる（山下 2002）．海洋島であることおよび海流の

影響を受けて，小笠原固有種の占める割合が極めて高い．しかし，アカギ Bischofia javanica 
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Blume，ギンネム Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit，モクマオウCasuarina stricta Aiton等の外

来種が繁茂し，原生植生に悪影響を与えており問題となっている（豊田 2003）． 

 

2.2 調査地 

 小笠原諸島の兄島，父島，南島，母島の計４島を本研究の調査地とした．兄島では，滝ノ浦海

岸付近（BR1），見返山中腹（BR2），見返山山頂付近（BR3）の 3 地域，父島では，宮之浜海岸付

近（FA1），扇浦海岸（FA2），コペペ海岸（FA3），小湊海岸（FA4），衝立山（FA5），千尋岩付近

（FA6），東平南側草地（FA7），初寝山（FA8）の 8 地域，南島では，南島北側ラピエ（SO1），ドリー

ネ付近（SO2）の２地域，母島では，石門（MO1），境ヶ岳（MO2），桑の木山（MO3），乳房山

（MO4），静沢の海岸付近（MO5），南崎歩道（MO6），南崎（MO7）の７地域，合計 20地域とした．

Fig.2-2 に島内の調査地の位置を示した．図中の各島内の番号は，上記の採取地番号と対応して

いる． 

 

 

 

 

Fig. 2-1  小笠原諸島の位置 

 

 

 

 

 

 

 

 

 父島列島 

 

 

 

母島列島 

小笠原諸島 
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2.3 植物の採取 

 各地域において，草本及び幼齢の木本植物の根を地上部とともに採取した．小笠原諸島固有

種，広域分布種，外来種という３つのカテゴリー（分布特性）にもとづいて対象種を分類し，分布特

性を種名と共に記録した．分類は，文献（豊田 2003）と小笠原自然情報センターホームページ

（http://ogasawara-info.jp/ 2009.1.30 確認）に基づいて行った．自然公園法に従い，固有種は１種

あたり 3 個体まで採取した．GARMIN GPSMAP 60CSx を用いて採取位置を記録した．採取は

2008年 6月から７月に行った． 

 兄島 26種，父島 30種，南島 16種，母島 25種，各島合計で 40科 73種の植物を採取した．分

布特性，採取地，生活型，環境省発行のレッドリスト（環境省 2007）に記載されたカテゴリーをまと

めた表を Table.2-1〜Table.2-3 に示す．絶滅危惧のカテゴリーは，準絶滅危惧（ＮＴ），絶滅危惧 I

Ｂ類（ＥＮ），絶滅危惧 IＡ類（ＣＲ），の順に危惧レベルが高くなっている． 

http://ogasawara-info.jp/
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Fig. 2-2  小笠原諸島の調査地 

 

A  B  

C  D  

Fig. 2-3  各島の様子 A:兄島，B:父島，C:南島，D:母島 

兄島 

父島 

南島 

母島 
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Table 2-4  絶滅危惧カテゴリーとその定義（環境省 2007） 
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第３章 

植物への AM菌感染の確認 

 

 
 AM 菌は根の中に感染しているため，根を透明化し菌体を染色しなければ観察が出来ない．

そこで，採取した全ての植物について常法（トリパンブルー染色法：Phillips and Hayman 1970）

にて染色し，光学顕微鏡で AM菌の感染の有無を確認した． 

 

3.1 方法 

3.1.1 試料 

 第２章にて小笠原諸島の兄島，父島，南島，母島から採取したすべての植物種の根を試料

に用いた．採取した根は流水洗浄した後，更に超音波洗浄機で洗浄した．水気を拭き取り，チ

ャック付きビニール袋に入れ４℃で冷蔵保存した．保存後，一週間以内に実験に使用した． 

 

3.1.2 トリパンブルー染色 

 洗浄した根を 10％水酸化カリウム水溶液中に浸漬し，沸騰水中で約 30 分加熱した．10％水

酸化カリウム水溶液を捨て，水道水で根を洗浄し，脱色のためにアルカリ性過酸化水素水に約

10 分浸漬した．アルカリ性過酸化水素水を捨て，2%塩酸を加え数分間浸漬した．塩酸を捨て，

トリパンブルー染色液を加え約 15分間沸騰水中で加熱した（Fig. 3-1）．染色液をよく切った後，

ラクトグリセロール中に保存した．染色された根サンプルを約 1cm に切り，各サンプルあたり 30

本を基準に顕微鏡下で観察した（Fig. 3-2）．小笠原では植物採取可能個体数に制限があるの

で，一定量の根が確保できなかったものもあった．感染の有無，Vesicle， Arbuscule，の有無を

記録した．感染率を低（1〜30%），中（31〜70%），高 (71〜100％ )の三段階で記した

（Mcgonigles et al. 1996）． 
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       Fig. 3-1  染色の様子                      Fig. 3-2  染色根 

 

 

3.2 結果 

 AM 菌感染観察結果を島ごとにまとめた表を Table 3-1〜3-4 に示す．採取した 40 科 73 種

のうち，65種の根内で AM菌が確認された(Fig.3-3)．小笠原諸島の固有植物種には，30種中

26種の根内でAM菌が見られた．外来種アカギには高い感染率でAM菌が感染していた．今

回採取できた絶滅危惧種 27 種のうち，シマイガクサを除く全ての絶滅危惧種に AM 菌が感染

していた．広域分布種は 16種中 14種，外来種は 27種中 25種に AM菌感染が見られた． 

 

 

A  B  

Fig. 3-3  根内 AM菌の様子（barは 100μm） 

A:ユズリハワダン B:アカギ 
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Table 3-1  兄島における AM菌感染観察結果 

種 名 学 名 分 布 特 性採 取 場 所感 染 Vesicle Arbuscule 感 染 率

タ コ ノ キ Pandanus boninensis Warb. 固 有 BR1 ＋ ＋ - 低

グ ン バ イ ヒ ル ガ オ Ipomoea pes-caprae (L.) Sweet 広 域 BR1 ＋ ＋ - 低

ス ズ メ ノ コ ビ エ Paspalum scrobiculatum L. var. scrobiculatum 広 域 BR1 ＋ ＋ ＋ 中

テ リ ハ ボ ク Calophyllum inophyllum L. 広 域 BR1 ＋ ＋ - 低

ハ ス ノ ハ ギ リ Hernandia nymphaeifolia (C.Presl) Kubitzki 広 域 BR1 ＋ ＋ ＋ 低

ハ マ ゴ ウ Vitex rotundifolia L.f. 広 域 BR1 ＋ ＋ ＋ 中

ヒ ゲ ス ゲ Carex ｗ ahuensis  C.A.Mey. var. robusta (Franch. et Sav.) Franch. et Sav. 広 域 BR1 - - - -

モ モ タ マ ナ Terminalia catappa L. 広 域 BR1 ＋ ＋ - 高

ギ ン ネ ム Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit 外 来 BR1 ＋ ＋ ＋ 高

コ ト ブ キ ギ ク Tridax procumbens L. 外 来 BR1 ＋ - ＋ 高

コ バ ナ ム ラ サ キ ム カ シ ヨ モ ギVernonia cinerea (L.) Less. var. parviflora (Reinw. ex Blume) DC. 外 来 BR1 ＋ ＋ - 中

シ チ ヘ ン ゲ Lantana camara L. var. aculeata (L.) Moldenke 外 来 BR1 ＋ ＋ ＋ 高

シ マ ニ シ キ ソ ウ Chamaesyce hirta (L.) Millsp. 外 来 BR1 ＋ ＋ - 低

シ マ ヒ ゲ シ バ Chloris barbata Sw. 外 来 BR1 ＋ ＋ - 中

モ ク マ オ ウ Casuarina stricta  Aiton 外 来 BR1 ＋ ＋ - 中

シ マ イ ガ ク サ Rhynchospora boninensis Nakai 固 有 BR2 - - - -

シ マ イ ス ノ キ Distylium lepidotum Nakai 固 有 BR2 ＋ ＋ ＋ 高

ヒ メ フ ト モ モ Syzygium cleyerifolium  (Yatabe) Makino 固 有 BR2 ＋ ＋ - 高

ム ニ ン ア オ ガ ン ピ Wikstroemia pseudoretusa Koidz. 固 有 BR2 ＋ ＋ - 高

ム ニ ン タ ツ ナ ミ ソ ウ Scutellaria longituba Koidz. 固 有 BR2 ＋ ＋ ＋ 高

ウ ラ ジ ロ エ ノ キ Trema orientalis (L.) Blume 広 域 BR2 ＋ ＋ ＋ 高

ヒ ラ ア ン ペ ラ イ Machaerina glomerata (Gaudich.) T.Koyama 広 域 BR2 ＋ ＋ - 低

シ マ ギ ョ ウ ギ シ バ Digitaria platycarpha (Trin.) Stapf 固 有 BR3 ＋ ＋ ＋ 中

シ マ ム ロ Juniperus taxifolia Hook. et Arn. 固 有 BR3 ＋ ＋ ＋ 高

シ マ ム ロ Juniperus taxifolia Hook. et Arn. 固 有 BR3 ＋ ＋ ＋ 高

マ ツ バ シ バ Aristida cumingiana  Trin. et Rupr. 固 有 BR3 ＋ ＋ ＋ 中

ム ニ ン テ ン ツ キ Fimbristylis longispica  Steud. var. boninensis (Hayata) Ohwi 固 有 BR3 ＋ ＋ - 高

モ ク マ オ ウ Casuarina stricta  Aiton 外 来 BR3 ＋ ＋ - 低
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Table 3-2  父島における AM菌感染観察結果 

 

種 名 学 名 分 布 特 性採 取 場 所感 染 Vesicle Arbuscule 感 染 率

ク サ ト ベ ラ Scaevola taccada (Gaertn.) Roxb. 広 域 FA1 ＋ ＋ ＋ 高

グ ン バ イ ヒ ル ガ オIpomoea pes-caprae (L.) Sweet 広 域 FA1 ＋ ＋ - 低

ハ マ ゴ ウ Vitex rotundifolia L.f. 広 域 FA1 ＋ ＋ ＋ 低

ア カ バ ナ ル リ ハ コ ベAnagallis arvensis  L. f. arvensis 外 来 FA1 ＋ ＋ ＋ 高

コ マ ツ ヨ イ グ サ Oenothera laciniata Hill 外 来 FA1 ＋ ＋ - 低

テ ッ ポ ウ ユ リ Lilium longiflorum  Thunb. 外 来 FA1 ＋ ＋ ＋ 高

ホ ウ ラ イ シ ョ ウ Monstera deliciosa Liebm. ex Kjoeb 外 来 FA1 ＋ ＋ - 中

グ ン バ イ ヒ ル ガ オIpomoea pes-caprae (L.) Sweet 広 域 FA2 ＋ ＋ - 高

グ ン バ イ ヒ ル ガ オIpomoea pes-caprae (L.) Sweet 広 域 FA3 - - - -

ス ズ メ ノ コ ビ エ Paspalum scrobiculatum L. var. scrobiculatum 広 域 FA3 ＋ ＋ ＋ 高

テ リ ハ ボ ク Calophyllum inophyllum L. 広 域 FA3 - - - -

モ モ タ マ ナ Terminalia catappa L. 広 域 FA3 - - - -

ギ ン ネ ム Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit 外 来 FA3 ＋ ＋ - 低

シ マ ニ シ キ ソ ウ Chamaesyce hirta (L.) Millsp. 外 来 FA3 ＋ ＋ ＋ 高

ハ イ ニ シ キ ソ ウ Chamaesyce prostrata (Aiton) Small 外 来 FA3 ＋ ＋ ＋ 中

ギ ョ ウ ギ シ バ Cynodon dactylon (L.) Pers. 広 域 FA4 ＋ - ＋ 低

グ ン バ イ ヒ ル ガ オIpomoea pes-caprae (L.) Sweet 広 域 FA4 ＋ ＋ - 中

ハ マ ゴ ウ Vitex rotundifolia L.f. 広 域 FA4 ＋ - ＋ 低

ア コ ウ ザ ン シ ョ ウZanthoxylum ailanthoides Siebold et Zucc. var. boninshimae (Koidz. ex H.Hara) T.Yamaz. ex H.O hba 固 有 FA5 ＋ ＋ - 低

オ オ バ シ マ ム ラ サ キCallicarpa subpubescens Hook. et Arn. 固 有 FA5 ＋ ＋ - 中

オ ガ サ ワ ラ ビ ロ ウLivistona chinensis  (Jacq.) R.Br. ex Mart. var. boninensis Becc. 固 有 FA5 ＋ ＋ - 高

ヒ メ フ ト モ モ Syzygium cleyerifolium  (Yatabe) Makino 固 有 FA5 ＋ ＋ - 低

ム ニ ン ア オ ガ ン ピWikstroemia pseudoretusa Koidz. 固 有 FA5 ＋ ＋ - 低

フ タ シ ベ ネ ズ ミ ノ オSporobolus diander (Retz.) P.Beauv. 広 域 FA5 ＋ ＋ - 高

オ オ バ ナ ノ セ ン ダ ン グ サBidens pilosa L. var. radiata Sch. Bip. 外 来 FA5 ＋ ＋ - 低

ス ベ リ ヒ ユ Portulaca oleracea L. 外 来 FA5 ＋ ＋ - 中

ト ウ ロ ウ ソ ウ Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. 外 来 FA5 ＋ ＋ - 高

ト ウ ロ ウ ソ ウ Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. 外 来 FA5 ＋ ＋ ＋ 高

ナ ガ ボ ソ ウ Stachytarpheta urticifolia Sims 外 来 FA5 ＋ ＋ - 低

ス ズ メ ノ コ ビ エ Paspalum scrobiculatum L. var. scrobiculatum 広 域 FA6 ＋ ＋ - 低

ナ ガ ボ ソ ウ Stachytarpheta urticifolia Sims 外 来 FA6 ＋ ＋ - 中

ア カ バ ナ ル リ ハ コ ベAnagallis arvensis  L. f. arvensis 外 来 FA6 ＋ ＋ - 低

シ マ イ ガ ク サ Rhynchospora boninensis Nakai 固 有 FA7 - - - -

シ マ ギ ョ ウ ギ シ バDigitaria platycarpha (Trin.) Stapf 固 有 FA7 ＋ ＋ ＋ 低

ム ニ ン ア ン ペ ラ イMachaerina rubiginosa (Sol. ex G.Forst.) T.Koyama 固 有 FA7 - - - -

シ マ ク マ タ ケ ラ ンAlpinia boninsimensis Makino 固 有 FA8 ＋ ＋ - 中

シ マ ゴ シ ョ ウ Peperomia boninsimensis Makino 固 有 FA8 ＋ ＋ - 高

フ ト モ モ Syzygium jambos (L.) Alston 外 来 FA8 ＋ ＋ - 低
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Table 3-3  南島における AM菌感染観察結果 

  

種 名 学 名 分 布 特 性採 取 場 所感 染 Vesicle Arbuscule 感 染 率

ツ ル ワ ダ ン Ixeris longirostra  (Hayata) Nakai 固 有 SO 1 ＋ ＋ - 中

オ オ ハ マ ボ ッ スLysimachia rubida Koidz. 固 有 SO 2 ＋ ＋ ＋ 高

オ ガ サ ワ ラ ア ザ ミCirsium boninense  Koidz. 固 有 SO 2 ＋ ＋ - 高

イ ヌ ホ オ ズ キ Solanum nigrum L. 広 域 SO 2 - - - -

ギ ョ ウ ギ シ バCynodon dactylon (L.) Pers. 広 域 SO 2 ＋ ＋ - 中

グ ン バ イ ヒ ル ガ オIpomoea pes-caprae (L.) Sweet 広 域 SO 2 ＋ ＋ ＋ 低

コ ウ ラ イ シ バZoysia tenuifolia Willd. 広 域 SO 2 ＋ ＋ - 高

ノ ゲ シ Sonchus oleraceus L. 広 域 SO 2 ＋ ＋ ＋ 高

ハ マ ゴ ウ Vitex rotundifolia L.f. 広 域 SO 2 ＋ ＋ ＋ 低

ウ ス ベ ニ ニ ガ ナEmilia sonchifolia (L.) DC. 外 来 SO 2 ＋ ＋ - 低

オ オ ア レ チ ノ ギ クConyza sumatrensis (Retz.) E.Walker 外 来 SO 2 ＋ ＋ ＋ 中

コ ト ブ キ ギ ク Tridax procumbens L. 外 来 SO 2 ＋ - ＋ 低

コ マ ツ ヨ イ グ サOenothera laciniata Hill 外 来 SO 2 - - - -

シ ン ク リ ノ イ ガCenchrus echinatus  L. 外 来 SO 2 ＋ ＋ ＋ 中

タ バ コ Nicotiana longiflora Cav. 外 来 SO 2 - - - -

ナ ハ カ ノ コ ソ ウBoerhavia diffusa  L. 外 来 SO 2 - - - -



 20 

 

 

 

 
Table 3-4  母島における AM菌感染観察結果 

種 名 学 名 分 布 特 性採 取 場 所感 染 Vesicle Arbuscule 感 染 率

オ オ バ シ ロ テ ツ Boninia grisea  Planch. 固 有 MO1 ＋ ＋ ＋ 中

オ ガ サ ワ ラ モ ク マ オBoehmeria boninensis Nakai 固 有 MO1 ＋ ＋ - 低

ム ニ ン セ ン ニ ン ソ ウClematis terniflora  DC. var. boninensis (Nakai) Tuyama 固 有 MO1 ＋ ＋ ＋ 中

ヤ ロ ー ド Neisosperma nakaianum (Koidz.) Fosberg et Sachet 固 有 MO1 ＋ ＋ ＋ 低

ユ ズ リ ハ ワ ダ ンCrepidiastrum ameristophyllum (Nakai) Nakai 固 有 MO1 ＋ ＋ ＋ 高

エ ダ ウ チ チ ヂ ミ ザ サOplismenus compositus P.Beauv. 広 域 MO1 - - - -

シ マ ザ ク ラ Hedyotis grayi Hook.f. 固 有 MO2 ＋ ＋ ＋ 低

シ マ ホ ル ト ノ キElaeocarpus photiniaefolius Hook.et Arn. 固 有 MO2 - - - -

ト キ ワ イ ヌ ビ ワFicus boninsimae Koidz. 固 有 MO2 - - - -

ワ ダ ン ノ キ Dendrocacalia crepidifolia (Nakai) Nakai 固 有 MO2 ＋ ＋ - 高

エ ダ ウ チ チ ヂ ミ ザ サOplismenus compositus P.Beauv. 広 域 MO3 ＋ ＋ ＋ 高

ア カ ギ Bischofia javanica Blume 外 来 MO3 ＋ ＋ ＋ 高

オ ガ サ ワ ラ ス ズ メ ノ ヒ エPaspalum conjugatum Bergius 外 来 MO3 ＋ ＋ - 高

ハ ハ ジ マ ノ ボ タ ンMelastoma tetramerum Hayata var. pentapetalum Toyoda 固 有 MO4 ＋ ＋ ＋ 中

ハ ハ ジ マ ノ ボ タ ンMelastoma tetramerum Hayata var. pentapetalum Toyoda 固 有 MO4 ＋ ＋ ＋ 中

エ ダ ウ チ チ ヂ ミ ザ サOplismenus compositus P.Beauv. 広 域 MO4 ＋ ＋ - 低

エ ダ ウ チ チ ヂ ミ ザ サOplismenus compositus P.Beauv. 広 域 MO4 ＋ ＋ - 低

オ ガ サ ワ ラ ス ズ メ ノ ヒ エPaspalum conjugatum Bergius 外 来 MO4 ＋ ＋ ＋ 高

チ ト セ ラ ン Sansevieria nilotica Backer 外 来 MO4 ＋ ＋ - 中

ト ウ ロ ウ ソ ウ Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. 外 来 MO4 ＋ ＋ ＋ 高

ハ イ ニ シ キ ソ ウChamaesyce prostrata (Aiton) Small 外 来 MO4 ＋ ＋ ＋ 高

ヤ ン バ ル ツ ル ハ ッ カLeucas chinensis (Retz.) R.Br. 外 来 MO4 ＋ ＋ ＋ 高

タ コ ノ キ Pandanus boninensis Warb. 固 有 MO5 ＋ ＋ ＋ 高

グ ン バ イ ヒ ル ガ オIpomoea pes-caprae (L.) Sweet 広 域 MO5 ＋ ＋ ＋ 高

ハ マ ゴ ウ Vitex rotundifolia L.f. 広 域 MO5 ＋ ＋ ＋ 高

シ ン ク リ ノ イ ガCenchrus echinatus  L. 外 来 MO5 ＋ ＋ ＋ 中

テ リ ハ ハ マ ボ ウHibiscus glaber (Matsum. ex Hatt.) Matsum. ex Nakai 固 有 MO6 ＋ ＋ - 高

モ モ タ マ ナ Terminalia catappa L. 広 域 MO6 ＋ ＋ - 低

タ コ ノ キ Pandanus boninensis Warb. 固 有 MO7 ＋ ＋ ＋ 中

テ リ ハ ハ マ ボ ウHibiscus glaber (Matsum. ex Hatt.) Matsum. ex Nakai 固 有 MO7 ＋ ＋ - 低

ハ マ ナ タ マ メ Canavalia lineata (Thunb.) DC. 広 域 MO7 ＋ ＋ ＋ 高
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3.3 考察 

3.3.1 小笠原諸島での AM菌の存在の確認 

 小笠原諸島で採取された植物の根を染色し，根の内部を観察することで 40 科 73 種のうち，

65 種の根内で AM 菌の存在が確認された．日本国内の海洋島における AM 菌の存在を示し

た研究は本研究が初めてである．北海道や本州，沖縄でのAM菌の存在は既に確認されてい

るので（江沢ら 2004），国内にはほぼ全域に AM菌が存在していると考えられる． 

 小笠原諸島は海底からの隆起によって誕生した海洋島であるため，誕生当時は地表にはAM

菌をはじめ陸生生物のいない状態であったと考えられる．そのような海洋島での AM 菌研究は

世界的に見ても尐なく，例としてはハワイ諸島やガラパゴス諸島が挙げられるが，両諸島とも

AM菌の存在が確認されている（Koske and Gemma 1990，Steve et al. 1986）．AM菌は，胞子，

感染根からの外生菌糸，感染根との接触によってその分布域を広げる（Smith and Read 1997）．

AM 菌の胞子は大きく（30-700μm），また土壌中に形成されるため，他の真菌類の胞子と比べ

ると散布力に乏しいといわれている（Molina et al. 1992）．AM菌胞子は主に風によって運ばれ

ると言われているが（Warner et al. 1987），その報告によると連続した地表面での胞子の約 2km

の飛散が確認されたのみであり，海域を挟んだ更なる長距離輸送に関してはまだよくわかって

いない．本研究では，植物を採取した兄島，父島，南島，母島の４島すべてに AM 菌は存在し

ていた．同様に，Koske and Gemma（1990）はハワイ諸島においても複数島で AM菌感染を確

認している．これらの結果はMosse et al.（1981）が提唱した AM菌の全世界的分布を支持する

結果と言える． 

 

3.3.2 植物の分布特性と AM菌感染 

 小笠原諸島の固有植物種には，30種中 26種の根内で AM菌が見られた．小笠原諸島固有

属であるミカン科シロテツ属のオオバシロテツ Boninia grisea Planch.，キク科ワダンノキ属のワダ

ンノキDendrocacalia crepidifolia (Nakai) Nakaiの両種ともにAM菌の感染が見られた．ワダンノ

キは木化するキク科の常緑低木である．木本キク科アゼトウナ属の固有種ユズリハワダン

Crepidiastrum ameristophyllum (Nakai) Nakaiには高い感染率で AM菌が確認された．ガラパ

ゴス諸島においても木本キク科スカレシア属 Scalesia pedunculataにAM菌感染が見られている

（Steve et al. 1986）．小笠原諸島唯一の針葉樹の固有種であるヒノキ科ネズミサシ属のシマムロ

Juniperus taxifolia Hook. et Arn.の根内にも AM菌が見られた．  

 広域分布種，外来種にも同様に AM 菌は感染していた．外来種のうち，現在小笠原諸島の

原生植生に甚大な悪影響を与えているものの代表であるアカギには高い感染率でAM菌が感

染していた．感染率は，一般に AM 菌と植物との親和性を示す指標であることから（Allen 

1997），アカギの島内での異常繁茂の原因のひとつとして AM菌を効果的に利用している可能

性が示された． 
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3.3.3 AM菌感染の見られなかった植物 

 固有種でカヤツリグサ科のシマイガクサ Rhynchospora boninensis Nakai やムニンアンペライ

Machaerina rubiginosa (Sol. ex G.Forst.) T.Koyamaには AM菌は感染していなかった．カヤツ

リグサ科は一般にAM菌を感染させにくいと言われているが（小川 1987），同科ムニンテンツキ

Fimbristylis longispica Steud. var. boninensis (Hayata) Ohwiの根には高い感染率で AM菌が

感染していた．ホルトノキ科ホルトノキ属の固有種シマホルトノキ Elaeocarpus photiniaefolius 

Hook.et Arn.や，クワ科イチジク属の固有種トキワイヌビワ Ficus boninsimae Koidz.には AM菌

は感染していなかった．小川（1987）によると，ホルトノキ科およびクワ科は一般に AM 菌と共生

することがわかっている．シマホルトノキおよびトキワイヌビワは母島境ヶ岳の MO2 地点で採取

されたサンプルであるが，森田ら（2008）によると，この付近は土壌中の有効態リン酸が非常に

高い値（100mg P2O5/100g乾土 以上）で存在していることがわかっている．普通畑での基本値

は 10mg～75mg P2O5/100g乾土といわれている（尾和ら 2006）．土壌中に過剰にリン酸が存在

すると AM菌の活性が低下するという報告があるため（Allen 1997），過剰なリン酸がこれらの植

物に AM 菌感染がなかったことの原因であるかもしれない．小笠原では海鳥の糞の影響で土

壌中リン酸濃度が偏在的に高まっていることが考えられるため，小笠原諸島の植生成立に AM

菌とリン酸がどのように関わってきたかを解明するためには，今後の更なる研究が必要である． 

 

3.3.4 絶滅危惧種への AM菌感染 

 小笠原諸島では 161 種の固有植物種が自生しているが，外来種蔓延等の影響で固有種 107

種がレッドリストに掲載されている．今回の調査ではその内の 27種を採取できた．その中で絶滅

危惧のカテゴリーレベルが一番高かったのはユズリハワダンの絶滅危惧 IA 類 (CR)で，ごく近

い将来における絶滅の危険性が極めて高い種とされている．前述のとおりユズリハワダンには

高い感染率で AM 菌が感染していた．他の絶滅危惧種に関しても，シマイガクサを除く全ての

絶滅危惧種に AM 菌が感染していた．現在，東京大学大学院理学研究系研究科付属植物園

（小石川植物園）において環境省の「希尐野生動植物種保護増殖事業」として絶滅危惧種の保

護育成が行われているが，小笠原諸島の土着 AM 菌の利用はされていないため，AM 菌の導

入により育成施設内での絶滅危惧植物の成長促進効果が期待できる．今後は絶滅危惧種の

幼苗への AM 菌接種のための土壌中胞子採取や，ポットカルチャーによるその胞子の純粋培

養等の実験が必要である． 
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第 4章 

PCR-DGGE法を用いた根内 AM菌種の

推定 

 

 
 AM菌は胞子形態によって分類されているため，根内の菌体観察によるAM菌種の同定は不

可能であり，根内 AM 菌の同定は rDNA を用いて行われている．根内には複数種の AM菌が

感染していることが多いため，根から抽出した rDNAの PCR産物はダイレクトシーケンスには向

かない．塩基長が同程度の DNA を塩基配列の違いによって分離できる DGGE法（Kowalchuk 

et al. 2002）を用いて，PCR産物内の AM菌 rDNAをクローンごとに分離し，得られた塩基配列

を解読した． 

 

4.1 実験 1 18S rDNAによる AM菌種の推定 

 分子生物学の分野で種の同定に広く用いられている小サブユニット（SSU, 18S）rDNAを対象

にし，小笠原諸島の植物に共生している AM菌種の同定を試みた． 

 

4.1.1 方法 

4.1.1.1 試料 

 第２章にて小笠原諸島の兄島，父島，南島，母島から採取した植物根を試料に用いた．採取

した根は流水洗浄した後，更に超音波洗浄機で洗浄した．水気を拭き取り，乾熱器にて 40℃で

24 時間乾燥させた．島内ではシリカゲルを入れたチャック付きビニール袋内に乾燥根を入れ，

常温で保存した．帰還後は-30℃の冷凍庫で保存した．本実験では，固有種であるタコノキ，シ

マムロ，ムニンテンツキ，ヒメフトモモ，オオバシマムラサキ，シマクマタケラン，ツルワダン，オオ

ハマボッス，ユズリハワダン，ワダンノキ，ハハジマノボタン，広域分布種であるグンバイヒルガオ，

ハマゴウ，外来種であるモクマオウ，ギンネム，シンクリノイガ，アカギを使用した． 
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Table 4-1-1  rDNAでの共生根内の AM菌種推定に用いた植物サンプル 

 

 

4.1.1.2 根からの DNA抽出と PCR 

 DNA抽出キット（DNeasy Plant Mini Kit，Qiagen）を用いて各採取根の乾燥重量約 20mgから

DNA を抽出した．サンプルごとに２反復の抽出を行い，それらを混合し PCRの Template DNA

として使用した．抽出液は滅菌水で適宜 10〜10000 倍希釈した．根から抽出された DNA を用

い，AM菌 18S rDNA をターゲットとした nested PCR（Saito et al. 2001）を行った．最初に真核生

物を幅広く増幅できる AMV4.5F 及び AMV4.5R のプライマーペアで first PCR を行い，次に

AM菌特異的な GC-AMV4.5NF及び AMDGRのペアで second PCR を行った（佐藤ら 2006）

（Table.4-1-1）．反応液は first PCR時は 20μl，second PCR時は 50μlで，それぞれ 1×PCR 

Buffer (Applied Biosystems)，2.5mM MgCl2，200μM each dNTP，0.025U/μl の AmpliTaq 

Gold (Applied Biosystems)，0.4μMの各プライマーに，first PCRでは 2μl，second PCRでは 5

μlの Template DNA を加え反応させた．サーマルサイクラーは 2720 Thermal Cycler (Applied 

Biosystems)を使用し，反応プログラムは 95℃10分，94℃30秒，55℃30秒，72℃1分を 30サイ

クル，72℃9分と設定した． 

 

Table 4-1-2  実験１で使用したプライマー 

 

4.1.1.3 DGGE法 

 PCR産物を 20〜40%の変性剤濃度勾配（40%フォルムアミドと 7M尿素を 100%とする）をもつ

8%ポリアクリルアミドゲル（アクリルアミド：ビスアクリルアミド＝37.5：1）で 60℃，100V，8 時間の

DGGEを行った．DGGEには Dcode mutation detection system(Bio-Rad)を用いた．泳動後，臭

化エチジウムにて染色し UV トランスイルミネーターでバンドパターンを撮影した．明瞭なバンド

名 称 塩 基 配 列 方 向 増 幅 領 域 参 考 文 献

AMV4.5F 5'-AATTGGAGGGCAAGTCTGG-3' Forward SSU Saito et al. 2004

AMV4.5R 5'-AGCAGGTTAAGGTCTCGTTCGT-3' Reverse SSU Saito et al. 2004

AMV4.5NF 5'-AAGCTCGTAGTTGAATTTCG-3' Forward SSU Saito et al. 2004

AMDGR 5'-CCCAACTATCCCTATTAATCAT-3' Reverse SSU Saito et al. 2005

GC-AMV4.5NF 5'-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGG- Forward SSU Saito et al. 2004

  -GGCGGGGGCACGGGGGG（GC-clamp）-

  -AAGCTCGTAGTTGAATTTCG-3'
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数を数えた．その際，次の結果 4.1.2.2 で得られた塩基配列のうち，AM 菌以外の菌類と推定さ

れたバンドは除いて数えた．明瞭なバンドに関して，1000μl マイクロピペッター用チップを使い

ゲルからバンド片を PCRチューブに回収した．  

 

4.1.1.4 DNAの精製 

 得られたバンド片を先述の PCRと同様の反応液濃度の容量 50μlにて PCRを行った．プライ

マーは AMV4.5NF及び AMDGRのペアを用いた．PCR産物の全量を 1.0%アガロースゲルで

電気泳動し，300bp 付近の明瞭なバンドを滅菌メスで切り出した．FavorPrep GEL Purification 

Kit（Favorgen）を用い，ゲルから DNAを抽出した． 

 

4.1.1.5 シークエンスと系統解析 

 BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems)を用いてシー

ケンス反応を行った．塩基配列解読は DNA シーケンサー（3130 Genetic Analyzer，Applied 

Biosystems）で行った．得られた塩基配列はデータベース上の AM 菌の塩基配列とともに

ClustalX （ European Bioinformatics Institute ， version 1.81 ）を用いてアラインメントし，

neighbour-joining法（Saitou and Nei 1987）によって系統樹を作成した．系統樹の形態，ブートス

トラップ値，DGGEゲルでのバンドの配置から系統型（phylotype）を決定した． 

 

4.1.2 結果 

4.1.2.1  DGGE法の泳動結果 

 18S rDNAをターゲットにした PCR-DGGEによる電気泳動の結果を Fig. 4.1.1〜Fig. 4.1.2に

示した．１レーンあたりの明瞭なバンド数の平均は，固有種 3.1本，広域分布種 1.4 本，外来種

1.9本となり，固有種が多い傾向を示した． 

 

4.1.2.2  系統解析の結果 

 18S rDNAを対象にした PCR-DGGE法で得られた 51クローンの系統解析から，合計 19系統

が得られた（Fig.4-1-3）．19系統のうち，14系統（GloS1〜GloS14）がGlomus属，2系統（AcaS1, 

AcaS2）が Acaulospora 属，1 系統（DivS1）が Diversispora 属，2 系統（UngS1, UngS2）が既知

データとともにグルーピングされなかった． 
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Fig. 4-1-1  18S rDNAの DGGEの結果（固有種，外来種） 

凡例 種名 採取地点

M- マーカー

1- タコノキ BR1

2- シマムロ A BR3

3- シマムロ B BR3

4-ムニンテンツキ BR3

5- ヒメフトモモ BR2

6- ヒメフトモモ FA5

7- オオバシマムラサキ FA6

8- シマクマタケラン FA8

9- ツルワダン SO1

10-オオハマボッス SO2

11-ユズリハワダン MO1

12-ワダンノキ MO2

13-ハハジマノボタン A MO4

14-ハハジマノボタン B MO4

15-タコノキ MO5

16-タコノキ MO7

17-モクマオウ BR1

18-モクマオウ BR3

19-ギンネム BR1

20-ギンネム FA3

21-シンクリノイガ SO2

22-シンクリノイガ MO5

23-アカギ MO3
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Fig. 4-1-2  18S rDNAの DGGEの結果（広域分布種） 

 

凡例 種名 採取地点

M- マーカー

1- グ ン バ イ ヒ ル ガ オBR1

2- グ ン バ イ ヒ ル ガ オFA1

3- グ ン バ イ ヒ ル ガ オFA2

4- グ ン バ イ ヒ ル ガ オFA3

5- グ ン バ イ ヒ ル ガ オFA4A

6- グ ン バ イ ヒ ル ガ オFA4B

7- グ ン バ イ ヒ ル ガ オSO2

8- グ ン バ イ ヒ ル ガ オMO5

9- ハ マ ゴ ウ BR1

10-ハ マ ゴ ウ FA1

11-ハ マ ゴ ウ FA4A

12-ハ マ ゴ ウ FA4B

13-ハ マ ゴ ウ MO5
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4.1.3 考察 

4.1.3.1 DGGE法の考察 

 DGGE 法によって根内の AM 菌の複数種のクローンを分けることが出来た（Fig. 4-1-1，Fig. 

4-1-2）．ゲル中に分けられたAM菌由来のDNAバンド数を比較すると，固有種からは平均 3.1

本，広域分布種平均 1.4 本，外来種平均 1.9 本となった．バンドの数は感染している AM菌の

種数の目安となるため，固有種には複数種の AM 菌が感染していることが考えられた．一方，

外来種のアカギは出現バンドが１本であった．つまり，アカギには単一の AM 菌のみが感染し

ていることが示唆された．アカギをサンプリングした地点は，母島の桑の木山である．桑の木山

はほぼアカギの純林状態であり，地上部のアカギが単一に増殖すると，地下部の AM 菌相が

単純化してしまうことが考えられた．固有種には複数種の AM 菌が感染しやすいことから，アカ

ギによる植生の単純化による影響は地下部にも及び，アカギを駆除しても地下部のAM菌は単

一なままであるので，アカギ駆除後の固有種の植え戻しの際に AM 菌の多様性低下により成

長に悪影響を及ぼす可能性が考えられた． 

 

4.1.3.2 系統解析の考察 

 18S rDNAを対象にしたPCR-DGGE法で得られた51のクローンから合計19系統が得られた．

Glomus 属，Acaulospora 属，Diversispora 属の存在が示唆された．中でも，Glomus 属が 14 系

統ともっとも多かった．Gigaspora属，Scutellospora属は検出されなかった． 

 種名まで推定できたのは，GloS2，GloS3，GloS7 で，それぞれ Glomus constrictum，

Gl.viscosum，Gl.hoi と推定された． 

 アカギにはGlomus属の 1種GloS4が感染していた．GloS4は 4島全てのサンプルで見られ，

固有種にも感染していた．アカギに共生している AM 菌は小笠原諸島に広く分布している種で

あることが示唆された．アカギのパートナーとなりうる AM 菌が広範囲で見つかったことから，今

後の動態にも更なる注意が必要である． 

 一方で，固有種のサンプルからのみ得られたグループも存在した（GloS7，GloS11，GloS14，

UngS1）．それらは固有種への感染に偏向性がある可能性がある．今後の詳細な研究が必要で

ある． 

 本研究で用いたプライマーペア AMV4.5F/AMV4.5R および AMV4.5NF/AMDGR は，

nestedPCRにより約200bpの塩基配列を増幅できるが，得られた塩基配列を既知種とともに系統

解析をすると，ブートストラップ値というグルーピングの信頼性を示す値がやや低い値を示した．

よって，系統解析によるグルーピングの信頼性を向上させるため，より長い塩基長を解析に用い

る必要性が示唆された．よって，本章の実験２ではより長い塩基配列を増幅できる rDNAの 28S

領域をターゲットとした AM菌の同定を試みた． 
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Fig. 4-1-3  18S(SSU) rDNAによる AM菌の系統解析（●は固有種） 
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4.2 実験 2 28S rDNAによる AM菌種の同定 

 AM菌系統解析での phylotypeのグルーピング信頼度向上のため，得られる塩基配列が実験

1のものよりも長い大サブユニット（LSU，28S）rDNAを対象にした AM菌種の同定を試みた． 

 

4.2.1 方法 

4.2.1.1 試料 

 実験 1で使用した DNA抽出液のうち固有種の抽出 DNAを使用した． 

 

4.2.1.2 AM菌 28S rDNAの nested PCRによる増幅 

 根から抽出されたDNAを用い，AM菌28S rDNAをターゲットとしたnested PCRを行った．最初

に真核生物を幅広く増幅できるLR1及び真菌のDNAを増幅するFLR2のプライマーペア（van 

Tuinen et al. 1998;Trouvelot et al. 1999）でfirst PCRを行い，次にAM菌特異的なGC-FLR3及び

FLR4のペア（Susana et al. 2008:Gollotte et al. 2004）でsecond PCRを行った（Table.4-2-1）．

GC-FLR3は，Susana et al.(2008)によって初めてDGGE法に使われたが，GC-clampの配列部分

が未発表であるため本実験で新たに設計した．反応液はfirst PCR時は20μl，second PCR時は

50μlで，実験１と同様の組成で行った．反応プログラムは95℃10分，93℃1分，55℃1分, 72℃1

分を30サイクル，72℃7分と設定した． 

 

Table 4-2-1  実験２で使用したプライマー 

 

4.2.1.3 DGGE法 

 PCR産物を 30〜50%の変性剤濃度勾配をもつ 8%ポリアクリルアミドゲルで 60℃，100V，8時

間の DGGE を行った．泳動後，臭化エチジウムにて染色し UV トランスイルミネーターでバンド

パターンを撮影した．明瞭なバンドに関して，1000μl マイクロピペッター用チップを使いゲルか

らバンド片を PCRチューブに回収した． 

 

4.2.1.4 DNAの精製 

 first PCRと同様の反応液濃度で，得られたバンド片を 50μlにてPCRを行った．プライマーは

FLR3 及び FLR4 のペアを用いた．PCR 産物の全量を 1.0%アガロースゲルで電気泳動し，

380bp付近の明瞭なバンドを滅菌メスで切り出した．FavorPrep GEL Purification Kit（Favorgen）

を用い，ゲルから DNAを抽出した． 

 

 

名 称 塩 基 配 列 方 向 増 幅 領 域 参 考 文 献

LR1 5'-GCATATCAATAAGCGGAGGA-3' Forward LSU van Tuinen et al. 1998

FLR2 5'-GTCGTTTAAAGCCATTACGT-3' Reverse LSU van Tuinen et al. 1998

FLR3 5'-TTGAAAGGGAAACGATTGAAGT-3' Forward LSU Gollotte et al. 2004

FLR4 5'-TACGTCAACATCCTTAACGAA-3' Reverse LSU Gollotte et al. 2004

GC-FLR3 5'-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGG- Forward LSU *New designed primer

  -GGCGGGGGCACGGGGGG(GC-clamp)-

  -TTGAAAGGGAAACGATTGAAGT-3'
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4.2.1.5 シークエンスと系統解析 

 実験１と同様にシーケンス反応を行った．得られた塩基配列から系統樹を作成し，phylotype

を決定した． 

 

4.2.2 結果 

4.2.2.1 DGGE法の結果 

 DGGE法により 28S rDNAでもAM菌のクローンが複数バンドとして現れ，それらを分離するこ

とが出来た． 

 

4.2.2.2 系統解析の結果 

 28S rDNAを対象にした PCR-DGGE法では 49クローンから合計 13系統が得られた．Glomus

属が7系統（GloL1~GloL7），Acaulospora属が1系統（AcaL1），Gigaspora属が1系統（GigL1），

未分類のAM菌であるUncultured glomeromyceteが 2系統（UncL1，UncL2），既知種が同じグ

ループに入らなかった系統型が 1 系統（UngL1），既知種が同じグループに入らず，かつ既知

種との塩基配列の相同性検索で類似配列が得られなかった系統型が 1 系統（NosL1）得られ

た． 

 

4.2.3 考察 

4.2.3.1 DGGE法の考察 

 18S の解析のように他の菌類が混入することはなかった．28S rDNA をターゲットとしたプライ

マーペアを用いた結果，AM菌検出能が向上したと言える． 

 

4.2.3.2 系統解析の考察 

 LR1/FLR2および FLR3/FLR4のプライマーペアによる nestedPCRでは約 350bpの塩基配列

が得られた．ブートストラップ値は実験 1 の 18S のものよりも向上し，系統樹の信頼性が向上し

た． 

 28Sでは合計 13系統が得られた．Glomus属，Acaulospora属は 18Sの解析と同様に得られ

たが，Diversispora 属は得られなかった．一方，18S では得られなかった Gigaspora 属が 28S

では検出された． 

 種名まで推定できたものは GloL4 で，Gl.microaggregatum と推定された．この種は国内で新

潟県の海岸でも見つかっている（Evelyn et al. 2006）． 

 NosL1は既知種との相同性検索で類似配列が得られなかったが，系統解析ではGlomus属と

思われるグループに入った．つまり，NosL1は新種の AM菌である可能性が示唆され，小笠原

諸島の固有種であるかどうか興味が持たれる． 
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Fig. 4-2-1  28S(LSU) rDNAによる AM菌の系統解析 
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第 5章 結論 

 

 
 ほとんどの絶滅危惧種に AM 菌が共生することが判明した．よって絶滅危惧種の保護育成に

AM菌導入が可能であることが示された．今後はAM菌胞子を採取し，実際に絶滅危惧種保護

育成への AM菌導入に向けての接種試験が必要である． 

 

 海洋島での外来種の繁茂により，原生植生だけではなく地下部の AM 菌にも多様性の低下

がもたらされることが考えられた． 

 

 いくつかの固有種には，固有種に偏向的に共生していると考えられる AM 菌種および，新種

の AM 菌が共生していると考えられた．今後の小笠原による生物多様性保全において，「共生

菌類の保全」という新たな観点も必要であると言えるのではないか． 

 

今後の展望としては，土壌中から AM 菌胞子を採取し，実際に絶滅危惧種の幼苗に摂取す

ることが求められる． また，小笠原諸島だけでなく，他地域でも本研究のような AM 菌に着目し

た保全対策を進めていく価値はあると考える．
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