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1 章 序論 
 

外生菌根菌とは 

 

ほとんど全ての陸上植物は，根に菌根菌と呼ばれる菌類が共生し，菌根を形成してい

る（Jeffries and Dodd 1991, Molina et al. 1992）．菌根は，細根表面を菌糸が覆う菌鞘の

形成の有無，根の細胞内への菌糸の侵入の有無，皮層の細胞間隙に侵入した菌糸が個々

の細胞を包み込む菌糸組織であるハルティヒネットの形成の有無といった構造の違い

や，感染する植物種の違いによって，7 種類に大別される（Smith and Read 2008）．こ

のうち，菌鞘とハルティヒネットの 2 つの構造をもつものは，外生菌根（ectomycorrhiza，

以下菌根）と呼ばれる．外生菌根を形成する植物の多くは木本植物であり，北半球の温

帯以北における主要な森林構成樹種であるマツ科，カバノキ科，ブナ科，ヤナギ科や，

熱帯林に生育するフタバガキ科，南半球に生育するフトモモ科などが，外生菌根菌（以

下菌根菌）の宿主樹木として知られている（Alexander and Högberg 1986, Agerer 1987-1998, 

Lee et al 1997, Smith and Read 2008）． 

菌根菌は，宿主樹木から光合成産物の供給を受ける代わりに，菌根から伸ばした根外

菌糸体により水や無機養分を吸収して宿主樹木に供給し，樹木の成長を促進する（Smith 

and Read 2008）．このような菌根菌の共生機能は菌種によって大きく異なるため（e.g. 

Nara 2006），森林において，樹木の成長や物質循環に菌根共生が果たす役割を考える上

で，どのような菌根菌種がどのように森林で繁殖しているかを明らかにすることが重要

である． 

 

林内での菌根菌の多様性と空間分布 

 

菌根菌は，世界に約 20,000 種が存在すると推定されており（Rinaidi et al. 2008, Tedersoo 

et al. 2012），実際の森林では，様々な菌種が樹木と共生して菌根を形成しており，1 本

の樹木根系には複数種の菌根菌が菌根を形成する（Molina et al. 1992）．また，ダグラス

モミ（Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco）は，2000 種の菌根菌が共生する可能性があ

るとの推定もされている（Trappe 1977）．さらに，地上に発生する子実体の種組成の調

査（Dahlberg 2001, Richard et al. 2004）や，土壌中の菌根の菌種構成の調査（Yamada and 
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Katsuya 1996; Zhou and Hogetsu 2002; Rosling et al. 2003; Lian et al. 2006; Ishida et al. 2007; 

Pickles et al. 2010, 2012）に基づいて，地下部における菌根菌の群集構造を解析する多く

の研究が行われてきた．これらの研究により，森林の地下部では多くの菌根菌種が共存

することが示されている． 

このように多様な菌根菌種が，森林の地下部にどのように分布しているのかについて

も，解析が行われてきた．Lilleskov et al.（2004）は，過去の研究データをもとに菌根菌

の空間分布を解析し，主要な菌種の多くが 3 m 以内のパッチ状に分布することを示した．

Pickles et al.（2010, 2012）は，1 m ごとに採取した土壌中の菌根菌種の分布解析によっ

て，数種の菌根が1～数mの範囲でクラスターを形成することを明らかにした．さらに，

いくつかの菌根菌種において，同一ジェネットの子実体（Dahlberg and Stenlid 1994; Zhou 

et al. 1999, 2000; Bergemann and Miller 2002）や菌根（Zhou et al. 2001）も，パッチ状に分

布することが示されている． 

さらに，センチメートルスケールにおいても，菌根菌の群集構造の解析が行われてい

る．Tedersoo et al.（2003）は，5 cm スケールで菌種の相対量が大きく変動し，50 cm ス

ケールで種構成が全く違うものになることを示した．Genny et al.（2006）は，20 × 20 × 

2 cm の土壌を 2 × 2 × 2 cm のブロックに分けて，各ブロック内の菌根と根外菌糸体の種

構成を調べ，菌根で検出された 7 種の分布が根外菌糸体の分布と一致していないことを

示した．Zhou and Hogetsu（2002）は，ハナイグチ（Suillus grevillea (Klotz.) Sing.）の子

実体直下の土壌を 10 cm の格子で区切って，各格子内の菌根菌群集を調べ，1 m2の範囲

に 30 種以上の菌根菌がモザイク状に分布することを示した．以上の結果は，森林の地

下部で共存している菌根菌種が，それぞれ非常に小さな範囲しか占有していないことを

示している． 

このように，非常に狭い範囲に多種の菌根菌が共存していることから，樹木の根系内

においても，複数種の菌根菌が相互作用しながら分布していると考えられる．しかし，

既往の研究は，いずれも土壌ブロック中の菌根菌の調査から菌根菌の分布を推定したも

のであるため，実際の根系内における菌根菌の詳細な分布は不明である．根系内におけ

る菌根菌群集の構造や種間関係を明らかにするためには，根の空間分布と菌根菌の分布

とを，より詳細なスケールで同時に調べる必要があると考えられる．また，菌根菌は，

土壌中に菌糸を伸長させて新たな菌根を作ることから，菌根菌の分布拡大様式を解明す

るためには，各菌種の菌根と根外菌糸体の分布を比較することも必要である．しかし，
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土壌中における樹木の根系や菌根菌の菌糸体の分布を正確に把握することは難しいた

め，菌根菌の詳細な分布には不明な点が多い． 

 

菌根菌の感染源 

 

 菌根菌が宿主樹木と共生するためには，まず樹木の根に感染し，菌根を形成しなけれ

ばならない．森林の土壌中に存在する菌根菌の感染源には，主に胞子，菌核，根外菌糸

体がある．森林火災などの強度の攪乱が起きたあとの森林の回復過程では，土壌中で長

期間休眠していた胞子（埋土胞子）による感染がおこる（Izzo et al. 2006, Nara 2009, Peay 

et al. 2009）．また，Cenococcum geophilum Fr.に代表される一部の菌根菌が形成する菌核

は，タンパク質，脂質，炭水化物が豊富で，数年間の休眠後であっても発芽して感染す

ることができる（岡部 2000）．一方，成熟した森林においては，実生の菌根菌群集は，

近隣の成木の菌根菌群集と相関がある（Cline et al. 2005）．このことは，成木に感染して

いる菌根菌が土壌中に根外菌糸体を伸長させ，成木の周辺に定着した実生に菌根を形成

することを示唆している．この他にも，土壌の攪乱により根系から切断された菌根や，

断片化した根外菌糸体も感染源として機能しうる． 

このように，土壌中には様々な感染源が存在するが，それらが実際にどの程度機能し

ているかを検証することは難しい．菌根菌は，宿主樹木の成長とともに遷移していくこ

とが知られており，遷移初期に定着する菌根菌（初期定着菌，early-stage fungi）では胞

子が，樹木の成長とともに現れる菌根菌（後期定着菌，late-stage fungi）では根外菌糸

体が，菌根形成の感染源として重要であると考えられている（Deacon and Fleming 1992）．

しかし，土壌中の感染源が，菌根形成にどの程度寄与しているのかについては，実験的

な検証はほとんどされておらず，不明な点が多い． 

 

樹木―菌根菌間の物質転流と相互作用 

 

 菌根菌の根外菌糸体は，菌根形成のための感染源としての機能だけでなく，土壌中の

養分を吸収して宿主に転流するという，共生機能の根幹を担う構造でもある（Smith and 

Read 2008）．Rousseau et al.（1994）は，コツブタケ属菌（Pisolithus sp.）を接種したテ

ーダマツ（Pinus taeda L.）においては，土壌中の吸収器官全体に占める根外菌糸体の割
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合は，乾重では 5 %にすぎないが，表面積では 75 %，長さでは 99 %を占めることを明

らかにした．このことは，樹木が養水分吸収の大部分を菌根菌に依存することを示して

いる．特に，菌根菌と共生する樹木（菌根性樹木）が優占する北半球の北方林や温帯林

の多くでは，窒素利用性の低下によって樹木の成長が制限されるため，これらの森林に

おいては，窒素の獲得能力が樹木の生産性を決定する最も重要な要因となっている

（Smith and Read 2008）．菌根菌は，純粋培養条件下において，無機態窒素（Javelle et al 

2003）やアミノ酸などの有機態窒素（Abuzindah and Read 1988, Anderson et al. 1999）を

吸収し，代謝に利用することができる．しかし，菌根菌から樹木への窒素の受け渡しに

ついては，徐々に明らかにされているものの（Chalot et al. 2002），不明な点が多く残さ

れている． 

一方で，樹木は菌根菌に対して多くの炭素を供給しており，菌根菌は樹木の純生産量

の約 15 %を消費していると推定されている（Vogt et al. 1982）．樹木にとって菌根共生の

コストは非常に高く，菌根菌なしでも根から十分に養分吸収が可能な条件下では，菌根

菌の接種により成長率が 20 %程度低下することが示されている（Nylund and Wallander 

1989）．また，放射性同位体である 14C を用いたトレーサー実験により，宿主の光合成

によって固定された炭素は，1 日以内に菌根菌の根外菌糸体まで転流することが示され

ている（Wu et al. 2002, 2012）．このことは，樹木の光合成によって固定された炭素は速

やかに菌根へと受け渡されることを示している． 

このように，菌根菌が吸収した土壌中の養分と植物の光合成産物が活発に交換されて

いることが示されているが，樹木の根系には共生効果の異なる多種の菌根菌が共存して

いることから，これらの物質の転流量は，菌種間で異なると考えられる．根系内に共存

する菌根菌同士の直接的・間接的な種間相互作用は，これらの物質の転流量による影響

を受けると考えられるが，菌根菌と植物の共生関係がどのように制御されているのかに

ついては不明な点が多い．菌根菌が共生関係を制御すると仮定すると，他の菌根菌種と

の競争に勝つために多くの投資をした種が優占して菌根を形成することになるが，この

ような種は宿主植物への養分供給に対する投資が減るため共生効果が低くなり，共生関

係が成り立たなくなる可能性がある（Sachs and Simms 2006）．逆に，植物が共生関係を

制御すると仮定すると，他種との競争よりも植物への養分供給に多くの投資をする菌種

に対して，植物が優先的に光合成産物を供給することで，最も共生効果の高い種が優占

すると考えられる（Kennedy 2010）．これらの 2 つの仮説に関する議論はいまだ決着が
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つけられていない． 

 

本研究の目的および本論文の構成 

 

 本研究では，1本の樹木の根系に共存する多種の菌根菌のセンチメートルスケール（根

系スケール）における菌根菌の群集構造と分布様式を解明することを目的として，野外

調査および根箱実験系を用いた室内実験を行い，①根系内における菌根および土壌中の

感染源の詳細な分布，②菌根形成に土壌中の根外菌糸体量と宿主からの炭素供給が及ぼ

す影響，③炭素供給を失った根外菌糸体の土壌中における生存能力，④異なる土壌養分

環境に対する菌根菌と樹木の反応を明らかにした． 

 第 2 章では，露岩上に更新したコメツガとシラビソを用いて，平面状に分布する根系

内において菌根菌がどのように分布するのかを調べた．さらに，菌根と土壌中の菌根菌

の空間分布を同時に調べた．第 3 章では，第 2 章で得られた結果をもとに，菌根形成に

は土壌中の根外菌糸体量と宿主からの炭素供給の有無が重要であるという仮説を立て，

これらが菌根形成に与える影響を根箱実験系によって検証した．第 4 章では，宿主から

切り離されて光合成産物が供給されなくなった根外菌糸体が，どの程度の期間，土壌中

で菌根形成能力を維持できるのかを検討した．第 5 章では，1 本の樹木を不均一な土壌

窒素条件で栽培し，菌根菌と樹木の反応がどのように変化するのかを検討した．そして

第 6 章では，本研究で得られた結果を総合し，根系スケールにおける菌根菌の群集構造

と分布様式を考察した． 
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2 章 根系内における外生菌根菌の詳細分布 
 

はじめに 

 

森林の地下部には非常に多くの菌根菌種が共存しており，様々なスケールでパッチ状

またはモザイク状に分布している（Dahlberg and Stenlid 1994; Zhou et al. 1999, 2000, 2001; 

Bergemann and Miller 2002; Zhou and Hogetsu 2002; Tedersoo et al. 2003; Lilleskov et al. 

2004; Genny et al. 2006; Pickles et al. 2010, 2012）．このような菌根菌の分布は，菌根菌の

感染様式や種間相互作用を反映していると考えられている（Kennedy 2010）．そこで本

章では，根系スケールにおける菌根菌の感染様式や種間相互作用を推測するために，根

系内における菌根菌の詳細分布を明らかにした． 

亜高山帯針葉樹林に生育するコメツガ（Tsuga diversifolia (Maxim.) Mast.）とシラビソ

（Abies veitchii Lindl.）は，日本の固有種であり（Farjon 1990），林床土壌だけでなく，

倒木上や露岩上などのサイトでも更新する樹種である．このうち露岩上に更新した稚樹

は，厚さ数 cmのリターとコケ類からなる基質中に根を伸長させて生育しているため，

その根系がほぼ二次元（平面状）に分布している．このような稚樹は，根系を破壊せず

に基質ごと採集して持ち帰ることができるため，実験室内で根系の位置を詳細に記録し

ながら菌根を採取することが可能である．そのため，本章では，露岩上に生育するコメ

ツガとシラビソの根系を調査対象とした．第1節では，露岩上に更新したコメツガ稚樹

の根系の根端を全て採取して，詳細な菌根分布を調べた．第2節では，根系内の菌根分

布と土壌中の感染源の分布が対応しているかどうかを，コメツガおよびシラビソの根系

において調査した． 

なお，第 1 節の内容の一部は，Yoshida et al.（2014）にて発表した． 
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2-1. 露岩上に更新したコメツガ稚樹における詳細な菌根分布 

 

材料と方法 

 

調査地 

長野県南佐久郡南牧村の八ヶ岳国有林73林班れ小班内の南向き斜面（北緯35° 60.0’，

東経 138° 24.2’，標高約 1800 m）で調査を行った（図 2-1）．調査地の土壌は湿性ポドゾ

ルであり，林床は広くコケ類に覆われていた．調査地付近の森林は，80～90 年前に大

規模な択伐が行われた後に天然更新したもので（滑川ら 1960），高木層と亜高木層には

シラビソが優占しており，コメツガの小径木とダケカンバの大径木が点在していた．低

木層にはコメツガの小径木が稀に見られるほかは植物が生育しておらず，草本層にはコ

メツガ稚樹が優占しており，シラビソ稚樹も少数生育していた． 

  

コメツガ稚樹の採集 

2010 年 8 月 4 日に，約 10 年生のコメツガ稚樹 3 本（T1, T2, T3）を，それぞれ異なる

露岩上から採集した．この際，根系の形ができるだけ崩れないように，稚樹の根系を周

りの基質ごと剥がし取って持ち帰った（図 2-2a）．T1 と T2, T1 と T3, T2 と T3 の距離は，

それぞれ 61 m, 78 m, 20 m であった． 

 持ち帰った稚樹は，長さ 5 cm の釘を 5 cm 角の格子状に刺した木板に固定し，根系が

動かないように注意しながら基質を取り除いた（図 2-2a, b）．根系全体の写真を撮影し，

さらにスキャナーを用いて根系の画像を保存した後，根端の位置を記録しながら実体顕

微鏡下で全ての根端を採取した．採取した根端は，直径 2 mm のジルコニアビーズ 7 個

とともに 2 ml のマイクロチューブに入れた後，チューブごとシリカゲルを入れたチャ

ック付きポリエチレン袋に入れて，DNA を抽出するまで室温で保存した． 

 

PCR 増幅と T-RFLP 解析 

各菌根から，改良 CTAB 法（Lian et al. 2001）によって DNA を抽出した．乾燥させた

各菌根を，粉砕機（Micro Smash MS-100, TOMY Seiko, Tokyo, Japan）を用いて 3,500 rpm

で 2 分間粉砕した後，2× CTAB 溶液［2 % CTAB，0.1 M Tris-HCl (pH 8.0)，20 mM EDTA 

(pH 8.0)，1.4 M NaCl，0.125 % DTT］を 500 µl 加えて，さらに 3,500 rpm で 1 分間攪拌
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した．65 °C で 1 時間保温した後に，等量の CIA（クロロホルム：イソアミルアルコー

ル＝24：1 の混合液）を添加して混和させ，24 °C，18,800×g で 10 分間遠心した．上層

を等量の 450 µl の 2-プロパノールと混合した後に，4 °C，18,800×g で 10 分間遠心し，

沈殿したDNAを 80 %エタノールで洗浄した．得られたDNAを 50 µlのTris-EDTA（TE）

緩衝液［10 mM Tris-HCl（pH 8.0），1 mM EDTA（pH 8.0）］に溶解させ，PCR 反応のテ

ンプレートとした．抽出した DNA は，実験に使用するまで−30 °C 下で保存した． 

 5’末端を IRD-700 で蛍光標識した ITS1F プライマー（Gardes and Bruns 1993）と，5’

末端を IRD-800 で蛍光標識した ITS4 プライマー（White et al. 1990），および非蛍光標識

の両プライマーを用いて，rDNA-ITS 領域の PCR 増幅を行った．PCR 反応液（5.55 µl）

の組成は，1× NH4 reaction buffer，1.5 mM MgCl2，0.2 mM 各 dNTP，0.05 U BIOTAQ DNA 

polymerase（Bioline, London, UK），0.2 µM 各非蛍光標識プライマー，0.02 µM 各蛍光標

識プライマー，テンプレート DNA 0.55 µl とした．PCR 反応は，94 °C・2 分の熱変性の

後，94 °C・30 秒，54 °C・30 秒，72 °C・90 秒の 3 過程を 30 サイクル行い，さらに 72 °C・

10 分の伸長反応を行った．得られた PCR 産物 2.0 µl に制限酵素 HaeIII または HpyCH4IV

（New England BioLabs, Beverly, USA）を 1.5 U 添加して，37 °C 下で 2 時間保温した．

それぞれの制限酵素処理後の溶液に等量の TE 緩衝液と 4 倍量の Loading dye［0.01 % 

New Fuchsin (Merck Millipore, Darmstadt, Germany)，10 mM EDTA (pH 8.0)，90 %脱イオ

ンホルムアミド］を添加した後，94 °C で 5 分間保温して DNA を熱変性させた．熱変

性させた DNA 断片を，6 % Long Ranger sequencing gel（Lonza, Basel, Switzerland）を用

いて LI-COR 4300 DNA sequencer（LI-COR Biosciences, NE, USA）で電気泳動した．得ら

れた泳動像から 4 つの末端標識制限酵素断片長（Terminal Restriction Fragment Length）

を，Kodak ID v.3.6.1（Kodak, NY, USA）を用いて決定した．4 つの断片長が一致したも

のを同一の菌根菌タイプとしてまとめた． 

 

菌根菌種の推定 

T-RFLP 解析によってタイプ分けした各菌根菌タイプから，電気泳動像が鮮明であっ

た DNA 抽出液を 1 つ選び，それをテンプレートとして， ITS1F/ITS4 プライマー対を

用いて PCR 増幅した．PCR 反応液（10µl）は，1× NH4 reaction buffer，2.5 mM MgCl2，

0.4 mM 各 dNTP，0.05 U BIOTAQ DNA polymerase，0.2 µM 各プライマー，テンプレー

ト DNA 2.0 µl とした．PCR 反応は，94 °C・2 分の熱変性の後，94 °C・30 秒，54 °C・
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30 秒，72 °C・60 秒を 30 サイクル行い，さらに 72 °C・10 分の伸長反応を行った． 

得られた PCR 産物を，TaKaRa DNA Ligation Kit Ver. 2.1 を用いて，pT7 Blue T-Vector

（Novagen, WI, USA）にライゲーションした後，プラスミド DNA を大腸菌 JM109 

Competent Cells（Takara Bio, Shiga, Japan）に形質転換させた．ベクターライゲーション

と形質転換の操作は付属のプロトコールにしたがった．形質転換した大腸菌からプラス

ミド DNA を抽出した後，U19 プライマーおよび M13R プライマーを用いてインサート

DNA を含む領域を PCR 増幅した．増幅産物を ExoSAP-IT（USB, OH, USA）によって

精製した後，ダイレクトシーケンシングにより塩基配列を決定した．得られた ITS 領域

の塩基配列は DDBJ に登録した（表 2-2）． 

 各菌根菌タイプの塩基配列は，UNITE データベース（Kõljalg et al. 2005）および

International Nucleotide Sequence Database Collaboration（INSDC）に登録されている塩基

配列を用いて相同性検索を行った．データベースの塩基配列の中に，検索に用いた菌根

菌タイプの塩基配列との相同性が 97%以上一致した配列があった場合は，それらの配列

の中で最も相同性が高かった菌種を，検索に用いた菌根菌タイプの菌種と推定した．

97 %以上一致する塩基配列がなかった場合は，検索に用いた菌根菌タイプの塩基配列と，

相同性の高かった菌種のデータベース登録塩基配列とを合わせてアライメントした後，

近隣結合法により系統樹を作成した．そして，対象とした菌根菌タイプと同一クレード

に含まれたデータベースの菌種に基づき，その菌根菌タイプの属，科，または目を推定

した．塩基配列のアライメントおよび系統樹の作成は，MEGA version 5.10（Tamura et al. 

2011）を用いて行った． 

 

菌根分布図の作成と統計解析 

Adobe Illustrator CS 5（Adobe systems, CA, USA）を用いて根系の写真とスキャン画像

から根をトレースし，根系図を作成した．さらに，この根系図の各根端に，推定された

菌種ごとに異なる色の点を打ち，菌根分布図を作成した（図 2-3）．この分布図から得

た各菌根の XY 座標を，統計解析に用いた．T1 の根系の一部では，根と土が複雑に絡

み合っていたため（図 2-3a のピンクの実線で囲われた部分），根端の正確な位置を記

録できなかった．そのため，この部分は統計解析から除外した． 

 各稚樹の根系内において，同種の菌根がクラスターを形成しているかどうかを，R 

（http://www.r-project.org/）のプログラム（Shiraishi et al. 2011）を用いて解析した．この

http://www.r-project.org/
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プログラムでは，まず，各根系から実際に得られた各菌種の菌根数をもとにした母集団

を仮定し，母集団から各根端の位置へ無作為に菌種をあてはめた仮想分布を作成した．

次に，各根端を中心とする半径 10 mm ごとの同心円を設定し，中心部の円および前後

の同心円に囲まれたドーナツ状の部分を，それぞれ 1 つの距離階級とした．実際の分布

と仮想分布について，距離階級 α における種 A のクラスター指数（CI）を以下の式に

より計算した． 

CI =
A の菌根を中心とした α内の A の菌根数

A の菌根を中心とした α内の総菌根数
−

A 以外の菌根を中心とした α内の A の菌根数

A 以外の菌根を中心とした α内の総菌根数
 

実際の分布の CI と仮想分布の CI を比較して，仮想分布の値が大きければ 1，等しけれ

ば 0.5 をスコアとしてカウントした．仮想分布の作成を 100,000 回行い，スコアが 5,000

以下だった場合に，距離階級 α において種 A が有意に集中しているとみなした． 

 

 

結果 

 

菌根菌の種構成 

3 本の稚樹の根系から合計 1171 個の根端を採取し，そのうちの 887 個において ITS

領域が増幅された．ITS 領域が増幅された根端を菌根とみなすと，各稚樹の菌根形成率

は，T1 では 92.1 %，T2 では 75.7 %，T3 では 71.4 %であった（表 2-1）．T-RFLP 解析

の結果，これらの菌根は 41 タイプに分けられた．このうち 2 タイプが Cenococcum 

geophilum と推定され，他の 39 タイプはそれぞれ異なる菌種と推定された（表 2-2）．

これらの 40 菌種のうちで最も優占していた菌種は Piloderma sp. 2 であり，菌根全体の

39.6 %を占めていた．次に多かったのは Helotiales sp. 2 と C. geophilum であり，それぞ

れ 8.6 %と 7.2 %であった． 

 菌根菌の群集構造と優占種は稚樹間で大きく異なっており，40 菌種のうち，35 菌種

は 1 本の稚樹のみから検出された（表 2-2）．T1 の根系からは，16 種の菌根菌が検出

された．Russula sp. 1 の菌根が最も多く，次に菌根の多い順から Piloderma sp. 2，C. 

geophilum，Tomentella sp. 1 となった．これらの 4 種の菌根はそれぞれ T1 の総菌根数の

24.6，16.0，13.3，10.7 %を占めていた．T2 の根系からは，10 種の菌根菌が検出された．

Lactarius sp.，Piloderma sp. 2，C. geophiluim，Russula sp. 3 の菌根が多く，それぞれ 35.8，
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32.1，11.1，9.3 %を占めていた．T3 の根系は 3 本の稚樹の中で最も大きく（図 2-3），

総根端数と菌根数も最も多かった．T3 の根系からは，21 種の菌根菌が検出された．

Piloderma sp. 2 の菌根が最も多く，総菌根の 50.0 %を占めていた．また，Helotiales sp. 2，

Tylospora sp. 4，Helotiales sp. 1，C. geophilum，Tylospora sp. 2 が 20 根端以上から検出さ

れ，それぞれ総菌根数の 14.2，10.6，4.8，3.9，3.9 %を占めていた． 

 

コメツガ根系における各菌種の分布 

 T1 の根系内では，菌根数の多かった 4 種のうち，Piloderma sp. 2，と C. geophilum が

単独のクラスターを形成していた（図 2-3a）．両種はそれぞれ 0–30 mm，10–20 mm の

距離階級で有意に集中分布していた（表 2-3）．Russula sp. 1 は小さなクラスターを形成

していたが，小さな距離階級での集中分布は有意ではなく，60–70 mm の距離階級で有

意に集中分布していた（表 2-3）．Tomentella sp. 1 は，明確なクラスターを形成せずに分

布しており（図 2-3a），有意に集中分布する距離階級はなかった（表 2-3）．これらの 4

種の分布は互いに排他的ではなく，境界部は重なり合うか混ざり合っていた．10 根端

以下にしか感染していないマイナーな種の菌根は集中している傾向があり，狭い範囲に

多種の菌根が分布する場所が根系内の 3 箇所で見られた（図 2-1a の青破線部）． 

 T2 の根系では，菌根数の多かった Lactarius sp.，Piloderma sp. 2，Russula sp. 3，C. 

geophilumの 4種が，それぞれ数 cmの範囲で明瞭なクラスターを形成しており（図 2-3b）,

それぞれ 0–50，0–40，0–50，0–10 mm の距離階級で有意に集中分布していた（表 2-3）．

また，C. geophilum は，120–150 mm の距離階級でも有意に集中分布していた（表 2-3）．

各菌種のクラスターの境界は比較的はっきりしていた．10 根端以下にしか感染してい

ないマイナーな種の菌根は，T1 と同様に集中分布する傾向があった（図 2-3b の青破線

部）． 

 T3 の根系では，Piloderma sp. 2 が根系全体に分布しており，C. geophilum，Tylospora sp. 

2，Tylospora sp. 4，Helotiales sp. 1，Helotiales sp. 2 が小さなクラスターを形成していた

（図 2-3c）．Piloderma sp. 2 は 0–10，20–30，50–60，80–90，240–250 mm の距離階級で，

C. geophilum が 0–40，180–220 mm で，Tylospora sp. 2 が 0–20，50–60，160–170，210–250 

mm で，Tylospora sp. 4 が 0–40 mm で，Helotiales sp. 1 が 0–10，40–60，80–100，120–140 

mm で，Helotiales sp. 2 が 0–30，160–170，240–250 mm で，それぞれ有意に集中分布し

ていた．各菌種のクラスターの多くは，互いに重なり合っていた（図 2-3c）．20 根端以



12 
 

下にしか感染していなかったマイナーな種の菌根は，T1 と T2 の根系と同様に，数か所

に集中分布する傾向が見られた（図 2-3c の青破線部）． 

 

 

考察 

 

 本節の調査では，3 本のコメツガ稚樹から採取した 871 個の菌根から，40 種の菌根菌

が検出された．菌根菌の種構成と優占種は，稚樹ごとに大きく異なっており，40 菌種

のうちの Piloderma sp. 2 と C. geophilum 以外の種は，1 本または 2 本の稚樹のみから検

出された．この結果は，数十 cm 程度で種構成が変化したという過去の報告（Tedersoo et 

al. 2003）と一致する．稚樹を採集した各露岩の非生物的環境は似ていると推測される

ので，稚樹間での種構成や優占種の違いは生物的要因によると推測される．例えば，土

壌中に存在する多様な菌根菌種の中から，それぞれの根系に偶然侵入した感染源が菌根

を形成したことが考えられる． 

Piloderma sp. 2 は全ての稚樹から検出され，総菌根数の 39.6 %を占めていた．

Piloderma 属菌は，冷温帯林や北方林に広く分布する菌根菌で（Arocena et al. 2001），

宿主範囲が広く，針葉樹の様々な樹種に菌根を形成する（Erland and Tylor 1999）．また，

Piloderma 属菌の菌根は，リターやコケ類の下の酸性の腐植内でよく見られる（Arocena 

et al. 2001, Erland and Tylor 1999）．本研究の調査地の土壌は湿性ポドゾルであり，リタ

ーとコケ類からなる露岩上の基質は酸性である．菌根菌の種構成は基質の化学性の影響

を受けるため（Conn and Dighton 2000），Piloderma sp. 2 の優占には基質の pH が影響し

ているのかもしれない． 

本節の結果から，コメツガの根系において，同種の菌根菌が感染した根端は，数 cm

の範囲でパッチ状に分布する傾向があることが示された（表 2-2，図 2-3）．このよう

な菌根の小さなクラスターは，同一クローンの拡大と感染により形成されるのかもしれ

ない．すなわち，クラスターの形成は，偶然 1 つの根端に，ある 1 種の菌根菌が感染す

ることから始まり，次にこの菌根から新たな根外菌糸体が伸長して，近くにある未感染

の根端に感染して新たな菌根を形成する．さらに，新しく形成された菌根からの根外菌

糸体の伸長と新たな根端への感染のプロセスを繰り返すことで，同種の菌根のクラスタ

ーが形成されるという形成過程である． 
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 コメツガの根系内における各菌種のクラスターは，比較的小さかった．上述のプロセ

スにより形成されたクラスターのサイズは，同様に形成された近くのクラスターとの相

互作用によって決まると思われる．各菌種のクラスターの境界においては，互いに排他

的に分布する場合と，分布が重なり合う場合があった．例えば，T2 の根系においては，

Lactarius sp.，Piloderma sp. 2，Russula sp. 3 の菌根のクラスターが，種ごとに比較的はっ

きりと分かれており，互いに排他的であるように見えた．また，C. geophilum の菌根も，

クラスターの端に他種とは排他的に存在していた．菌根菌のいくつかの種では，種間の

不和合性が知られている（Dahlberg 1999）．T2 の根系にクラスターを形成していた菌

種でも，種間の不和合性によりクラスター同士が排他的に分布するようになったのかも

しれない．一方で，T1 の根系においては，Amphinema sp.，Russula sp. 1，Tomentella sp. 

1 のクラスターが互いに重なり合っていたことから．これらの菌種は明確な不和合性を

示さないのかもしれない． 

 森林の土壌中には，非常に多種の菌根菌が存在する（Molina et al. 1992, Ishida et al. 

2007，Smith and Read 2008）．このような土壌中において，上述した過程によって菌根

のクラスターが形成されるためには，クラスターを形成している菌種が，土壌中の他種

よりも，新たな根端に対して優位に感染できなければならない．Kennedy et al.（2009）

は，Rhizopogon 属 2 種の胞子を 3 ヶ月間の間隔を開けてビショップマツ（Pinus muricata 

D. Don）の実生に接種すると，先に接種した菌種が必ず優占することを明らかにし，菌

根菌の未感染の根端をめぐる種間競争において，先住効果（priority effect）が存在する

ことを示した．本章で調査したコメツガの根系においても，最初に根端に感染した 1 種

が先住効果によって優占して菌根を形成することにより，菌根のクラスターが形成され

た可能性がある．このような微小スケールにおける先住効果を説明する仮説として，①

最初に感染した菌種の根外菌糸体，すなわち菌根から新たに伸長した根外菌糸体は，土

壌中の他の感染源よりも感染能力が高い，または，②菌根の周りには感染源となる菌糸

体量も増えるため，他種よりも優位に新たな根端へ感染できることが考えられる．これ

らの 2 つの仮説について，次節以降で野外調査や室内実験により検証する． 

一方で，感染頻度の低いマイナーな種の菌根は，根系の一部に集中し，その部分の種

多様性が高くなっていた（図 2-3 の破線部）．この場所には先住効果がなく，土壌中の

胞子や菌糸断片による感染が起きていると考えられる．先住効果は，感染能力が高いも

しくは菌糸体量の多い根外菌糸体が未感染の根端の方へ伸長することで起こると推測
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されるため，この場所では菌根から伸びた根外菌糸体が到達する前に，土壌中の胞子や

菌糸断片による感染が頻繁に起きたのかもしれない． 
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図 2-1. 調査地の様子．(a)：林内の様子，(b)：露岩上に更新したコメツガの稚樹． 
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図 2-2. 露岩上から採取したコメツガ稚樹． 

(a)：基質を取り除く前，(b)：基質を取り除いた後． 

(a) 

(b) 
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T1 203 187 92.1
T2 214 162 75.7
T3 754 538 71.4

菌根形成率 (%)稚樹番号 総根端数 菌根数

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 2-1. 各稚樹の総根端数，菌根数，菌根形成率． 
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相
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最
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図
2-

3a
. T

1
の
根

系
に

お
け
る

菌
根
の
空
間
分
布
．
図

中
の

×は
地
上
部
の
位
置
，
黒
い
線
は
根
，
●
は

採
取
し
た
菌
根
の
位
置
と
菌
種
を
示
す
．

B
ar

 =
 5

 c
m
．

ピ
ン
ク
の
実
線
で
囲
わ
れ
た
部
分
は
，

菌
根
の
位
置
を
正
確
に
把
握
で
き
な
か
っ
た
た
め
，
統
計
解
析

か
ら
は
除
外
し
た
．
青
の
破
線
は
種
多
様
性
が
高
い
位

置
を
示
す
．

 



21 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図
2-

3b
. T

2
の
根

系
に

お
け
る

菌
根
の
空
間
分
布
．
図
中
の

×は
地
上
部
の
位
置
，
黒
い
線
は
根
，
●
は
採
取
し
た
菌
根
の
位
置
と
菌
種
を
示
す
．

B
ar

 =
 5

 c
m
．

青
の
破
線
は
種
多
様
性
が
高
い
位
置
を
示
す
．
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図
2-

3c
. T

3
の
根

系
に

お
け
る

菌
根
の

空
間
分
布
．
図

中
の

×は
地
上
部
の
位
置
，
黒
い
線
は
根
，
●
は
採
取
し
た
菌
根
の
位
置
と
菌
種
を
示
す
．

B
ar

 =
 5

 c
m
．

青
の
破
線

は
種
多
様
性
が
高
い
位
置
を
示
す
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2-2. コメツガ・シラビソにおける外生菌根と土壌中の感染源の詳細分布 

 

材料と方法 

 

菌根と土壌の採取 

 試料の採集は，2-1 と同じ調査地で行った．2012 年 8 月 8 日に，コメツガとシラビソ

が生育していた 4 つの露岩上から，約 20 cm × 20 cm × 厚さ 5 cm のリターとコケ類から

なる基質を，根系の形ができるだけ崩れないように採集して実験室に持ち帰った（図

2-4）．2012 年 9 月 4 日にも，別の 2 つの露岩上から同様に基質を採集して持ち帰った．

採集した各試料から，スキャナーを用いて露岩側の基質全体の画像を得た後，土壌と菌

根を採取するまで 4 °C の冷蔵庫で保存した． 

各試料から，平面状に広がる根系の一部を 1 箇所選び，その根系周辺の基質を 1 cm

角の格子に区切った（図 2-5）．各区画から土壌を 0.2 g 採取して，1.5 ml 容マイクロチ

ューブに入れ，DNA の抽出を行うまで–20 °C で保存した．さらに，各区画と根系の位

置を記録した後に根系を水道水で丁寧に洗浄し，スキャナーを用いて根系の画像を保存

した．実体顕微鏡下で各根系内の根端の位置を記録しながら，全ての根端を採取し，2-1

と同じ方法により，DNA 抽出を行うまで保存した．  

 

菌根および根外菌糸体の菌種菌種の推定 

菌根からの DNA 抽出，T-RFLP 解析および塩基配列の決定は，2-1 と同じ方法で行っ

た．土壌からの DNA 抽出は，ISOIL for Beads Beating（Nippon Gene, Tokyo, Japan）を用

いて行なった．抽出の手順は付属のプロトコールにしたがった．抽出した DNA を滅菌

水で 40 倍に希釈したものをテンプレートとして，ITS1F/ITS4 プライマー対を用いて

rDNA-ITS 領域を PCR 増幅した．得られた PCR 産物をインサート DNA として，2-1 と

同じ方法でサブクローニングを行った．土壌区画あたり 10 個の形質転換した大腸菌コ

ロニーを採取し，2-1 と同じ方法で ITS 領域の塩基配列を決定した． 

 得られた塩基配列は，CD-HIT Suite（Huang et al. 2010）を用いて，97 %以上一致する

配列を同じグループとした．各グループから代表配列を 1 つ選び，2-1 と同じ方法で属，

科，目の推定を行なった．土壌のみから検出されたグループについては，属の推定がで
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きて，かつその属が Tedersoo et al.（2010）において菌根菌と推定された属であった場

合は，菌根菌とした．それ以外のグループは，その他の菌類とした． 

 

樹種の推定 

 採取した根系の樹種を推定するために，rbcLa-F プライマー（Levin et al. 2003）と，

rbcLa-R プライマー（Kress et al. 2009）を用いて，葉緑体 DNA の rbcL 領域の PCR 増幅

を行なった．PCR 反応液（10 µl）の組成は，1× NH4 reaction buffer，2.5 mM MgCl2，0.4 

mM 各 dNTP，0.05 U BIOTAQ DNA polymerase（Bioline, London, UK），0.5 µM 各プライ

マー，テンプレート DNA 1.0 µl とした．PCR 反応は，95 °C・4 分の熱変性の後，94 °C・

30 秒，55 °C・60 秒，72 °C・60 秒の 3 過程を 40 サイクル行い，さらに 72 °C・10 分の

伸長反応を行った．増幅産物を ExoSAP-IT によって精製した後，ダイレクトシーケン

シングにより塩基配列を決定した．各根端の塩基配列は，INSDC に登録されている塩

基配列を用いて相同性検索を行い，モミ属と最も相同性が高かった場合はシラビソ，ツ

ガ属と最も相同性が高かった場合はコメツガと推定した． 

 

菌根分布図と根外菌糸体分布図の作成 

 2-1 と同じ方法により，根系図と菌根分布図を作成した．さらに，この根系図の各根

端に，推定された菌種ごとに異なる色の点を打ち，菌根分布図を作成した．また，各土

壌区画内の出現菌種数から円グラフを作成し，根外菌糸体分布図を作成した（図 2-5）． 

 

 

結果 

 

菌根菌の種構成 

 調査した 6 つの根系（根系 A～F）のうち，根系 A～根系 D はツガ属，根系 E と根系

F はモミ属と推定された． 

根系 A～F から，合計 314 個の菌根が得られた．T-RFLP 解析の結果，これらの菌根

は 24 タイプに分けられ，さらに塩基配列の比較から，各タイプが異なる菌種と推定さ

れた（表 2-4）．これらの種のうち，Sebacina sp. 11 の菌根数が最も多かったが，根系 F

でのみ検出され，他の根系では検出されなかった．次に多かったのは Piloderma sp. 2 で
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あり，4 つの根系で検出された．Piloderma sp. 2 の塩基配列は，2-1 で調査したコメツガ

の根系で最も優占していた Piloderma sp. 2 の塩基配列と 99 %一致したことから，両者

は同種であると推定された．他に複数の根系で検出された菌種は，Helotiales sp. 3，

Meliniomyces sp. 2，Rhizoscyphus sp.，Tylospora sp. 10 であり，残りの 19 種はいずれも 1

つの根系のみから検出された． 

 各区画の土壌から 1～7 種の菌根菌が検出され，合計 114 区画から 66 種の菌根菌が検

出された（表 2-5，図 2-5）．菌根菌と推定されなかった菌種（その他の菌類）は少な

く，全体の 7.3 %であった．検出された菌根菌のうちの 15 種は，菌根からも検出された

菌種であった．検出数が 10 以上であったのは 12 種であり，残りの 54 種はまれにしか

検出されなかった．最も検出数が多かったのは，菌根からは検出されなかった Inocybe sp. 

3 であり，4 つの根系で検出され，このうち 3 つの根系の土壌で最も多く検出された．

次に検出数が多かったのは，菌根数が 2 番目に多かった Piloderma sp. 2 であり，菌根が

検出された 4 つの根系から検出された．3 番目に検出数が多かったのは，菌根からは検

出されなかった Inocybe sp. 2 であり，2 つの根系から検出された．菌根数が最も多かっ

た Sebacina sp. 11 は，菌根が検出された根系 F の土壌中でのみ検出された．  

 

根系および周辺土壌における各菌種の分布 

 根系 A では，Tylospora sp. 7 と Piloderma sp. 2 の菌根が，それぞれ集中して分布して

おり，それぞれ 3 区画と 7 区画から採取された（図 2-5a）．両種は，18 区画の土壌の

うち，それぞれの種の菌根が採取された区画またはその周辺を含む 15 区画と 16 区画か

らも検出された．C. geophilum は，3 区画の菌根と，それらとは別の 1 区画の土壌から

検出された．Meliniomyces sp. 2 と Rhizoscyphus sp.は菌根のみから検出され，土壌からは

検出されなかった．土壌からは 19 種の菌根菌が検出され，Tylospora sp. 7，Piloderma sp. 

2，C. geophilum を除く 16 種は土壌のみから検出された． 

 根系 B では，Sebacina sp. 6 の菌根が 2 ヶ所に集中して分布していた（図 2-5b）．Sebacina 

sp. 6 は，20 区画の土壌のうち，菌根が採取された 3 区画を含む 14 区画からも検出され

た．Inocybe sp. 2 は，全区画の土壌から最も多く検出されたが，菌根からは検出されな

かった．土壌からは 15 種の菌根菌が検出され，そのうちの 12 種は土壌のみから検出さ

れた． 
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 根系Cでは，Piloderma sp. 2の菌根が根系全体に分布しており，20区画の土壌のうち，

菌根が採取された 8 区画を含む 19 区画から検出された（図 2-5c）．Meliniomyces sp. 2

と Rhizoscyphus sp.の菌根も採取されたが，根系 A と同様に，両種は土壌からは検出さ

れなかった．また，Membanomyces sp.も，根系の 1 ヶ所に菌根が集中して分布していた

が，土壌からは検出されなかった．一方，Inocybe sp. 3 は，全区画の土壌から検出され

たが，菌根からは検出されなかった．土壌からは 11 種が検出され，そのうちの 10 種は

土壌のみから検出された． 

 根系 D では，Sebacina sp. 2 の菌根が根系全体に分布しており，18 区画の土壌のうち

の 12 区画から検出された（図 2-5d）．また，Clavulinaceae sp. 2，Piloderma sp. 2，Sebacina 

sp. 2，Tomentella sp. 7，Tylospora sp. 10，Tylospora sp. 19 は，菌根と土壌の両方から検

出された。これらの種では，菌根が採取された区画と，土壌から検出された区画とが一

致しないことが多かった。Inocybe sp. 3 は，根系 C と同様に全区画の土壌から検出され

たが，菌根からは検出されなかった．土壌から 18 種が検出され，そのうちの 12 種は土

壌のみから検出された． 

 根系 E では，Rhizoscyphus sp.や Hydnotrya sp.が多くの菌根から検出されたが，土壌か

らは検出されなかった（図 2-5e）．Piloderma sp. 2 と Tylospora sp. 10 は菌根数が少なく，

それぞれ 2 区画から菌根が採取されたのみであった．しかし，土壌からは，20 区画の

うち，それぞれ菌根が採取された区画を含む 16 区画と 8 区画から検出された．Inocybe 

sp. 3 は，18 区画の土壌から最も多く検出されたが，菌根からは検出されなかった．土

壌からは 23 種の菌根菌が検出され，そのうちの 21 種は土壌のみから検出された． 

 根系 F では，Sebacina sp. 11 が多くの菌根から検出され，土壌からも全ての区画から

最も多く検出された（図 2-5f）．Cortinarius sp. 13 は 1 ヶ所に集中して分布していたが，

土壌からはほとんど検出されず，菌根が採取された区画の隣の区画からのみ検出された．

Paxillus sp.は 2 ヶ所に集中して分布していたが，土壌からは検出されなかった．土壌か

らは 9 種の菌根菌が検出され，そのうちの 5 種は土壌のみから検出された． 
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考察 

 

6 つの露岩上の根系から，24 種の菌根菌が検出された．これらのうち，複数の露岩上

から検出された種は 6 種のみであり，根系ごとに菌根菌の種組成が大きく異なっていた．

また，菌根を採取した根系周辺の土壌からは，66 種の菌根菌が検出された．これらの

うち，複数の露岩上から検出された種は 20 種であり，菌根と同様に，根系ごとに菌根

菌の種組成が大きく異なっていた．この結果は，前節の調査において，異なる露岩から

採集した稚樹の根系ごとに菌根菌の種組成と優占種が大きく異なっていた結果と一致

しており，前節の考察を支持するものである． 

検出された菌根菌のうち，根系 A および根系 C の菌根では，Piloderma sp. 2（前節の

Piloderma sp. 2 と同種）が優占しており，根系 D および根系 E からも検出された．

Piloderma sp. 2 の菌根数は総菌根数の 14.3 %を占めており，土壌においても 50.0 %の区

画から検出され，総検出数の 17.4 %を占めていた．本種は前節においても優占していた

ことから，本調査地の露岩上は，本種の生育に適した環境であると推測される． 

根系A，根系C，根系Fでは，菌根で最も多く検出されたPiloderma sp. 2または Sebacina 

sp. 11 が，土壌からも最も多く検出された．このことは，菌根において優占している種

は土壌中に多くの根外菌糸体を発達させていることを示唆している．一方で，根系 B，

根系 D，根系 E では，菌根からは検出されなかった Inocybe sp. 2 と Inocybe sp. 3 が土壌

から最も多く検出された．両種は 4 つの露岩上の 78 区画中 76 区画で検出されたが，い

ずれの種も菌根からは全く検出されなかった．また，前節の菌根の種組成の調査でも，

本調査で土壌中から検出された Inocybe 属菌は検出されておらず，他種の Inocybe 属菌

が 871 個の菌根の中の 1 根端から検出されたのみであった．このように，菌根からはほ

とんど検出されない Inocybe 属菌が，土壌から多数検出された理由は不明であるが，露

岩の周囲にはシラビソ成木が生育しているため，Inocybe 属菌がシラビソ成木に菌根を

形成し，そこから伸びた根外菌糸体が検出された可能性がある．また，一度形成された

菌根が別の種に入れ替わる場合があること（Smith and Read 2008）や，子実体形成後に

菌根が枯死すること（Guidot et al. 2001, Zhou et al. 2001, Zhou and Hogetsu 2002）が報告

されている．本節で検出された Inocybe 属菌も，菌根が枯死または入れ替わることで菌

根からは検出されず，土壌中に残っていた根外菌糸体のみが検出されたのかもしれない． 
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 土壌中の菌根菌種の解析では，調査した 114 区画のうち，根系 E の 1 区画と根系 F

の 8 区画を除いたほとんど全ての区画において，1 区画内から複数種の菌根菌が検出さ

れ，1 種の菌根菌の根外菌糸体のみが土壌を占有している場所はほとんどなかった．ま

た，Sebacina sp. 11 が菌根で優占していた根系 F では，土壌中でも同種が優占していた

が，一方で，Piloderma sp. 2，Tylospora sp. 7，Sebacina sp. 2，Sebacina sp. 6 の菌根が集

中分布していたり，根系全体に分布していたりした根系では，菌根の直下や周辺の土壌

から同種の菌根菌が検出されると同時に，他種の菌根菌も検出された．これらのことは，

今回検出された菌種の多くは，菌根の周辺土壌を排他的に占有していなかったことを示

している．前節において，菌根のクラスターを形成している菌種が，土壌中に存在する

他種の感染源よりも優位に新たな根端に感染できる理由として，①菌根から新たに伸長

した根外菌糸体は，土壌中の他の感染源よりも感染能力が高い，②菌根の周りには感染

源となる根外菌糸体量が増える，という 2 つの仮説を挙げた．本節の調査により，根系

周辺の土壌には，様々な菌種の菌根菌が存在することが明らかにされた．このことは，

コメツガの根系に菌根のクラスターを形成していた菌根菌は，未感染の根端への感染を

めぐる種間競争に勝利したことを示している．つまり仮説①を支持する結果である．ま

た，根系 A，根系 C，根系 F では，菌根において優占している種は土壌中に多くの根外

菌糸体を発達させていることが示唆された一方で，根系 B，根系 D，根系 E では，菌根

を形成していない種が土壌中から多く検出され，仮説②についての明確な傾向は見られ

なかった．これら 2 つの仮説について，次章の室内実験でさらに検証する． 
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図 2-4. 露岩上に更新したコメツガ．岩が露出している部分の基質を採集した． 

  



31 
 

根系A 根系B 根系C 根系D 根系E 根系F
子嚢菌門

Cenococcum geophilum 3 0 0 0 0 1
Helotiales sp. 3 0 2 2 4 1 0
Hydnotrya  sp. 0 0 0 0 6 0
Meliniomyces  sp. 2 1 0 6 0 0 0
Phialocephala  sp. 0 0 0 0 0 10
Rhizoscyphus  sp. 3 0 1 0 11 0
担子菌門

Clavulina  sp. 3 0 1 0 0 0 0
Clavulinaceae sp. 2 0 0 0 3 0 0
Cortinarius  sp. 11 0 2 0 0 0 0
Cortinarius  sp. 13 0 0 0 0 0 28
Hydnum  sp. 0 0 0 0 0 6
Membranomyces  sp. 0 0 5 0 0 0
Paxillus  sp. 0 0 0 0 0 11
Piloderma  sp. 2 14 0 17 10 4 0
Pseudotomentella  sp. 0 0 0 1 0 0
Russula  sp. 6 0 1 0 0 0 0
Sebacina  sp. 2 0 0 0 41 0 0
Sebacina  sp. 6 0 6 0 0 0 0
Sebacina  sp. 11 0 0 0 0 0 89
Sebacina  sp. 12 0 0 0 0 0 1
Tomentella  sp. 7 0 0 0 2 0 0
Tylospora  sp. 7 10 0 0 0 0 0
Tylospora  sp. 10 0 0 0 1 3 0
Tylospora  sp. 19 0 0 0 7 0 0

菌根菌種
コメツガ シラビソ

 

 

 

 

表 2-4. 各根系から検出された菌根菌種． 
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図 2-5a. 根系 A における菌根分布（上）と土壌中の根外菌糸体の菌種分布（下） 

菌根分布の図中の●は菌根を採取した位置と種を示す．格子の位置と円グラフの位置が

対応しており，土壌を採取した区画を示す．円グラフは，各区画の土壌 DNA から得た

10 個のクローンの菌種構成で，円グラフにおいて色がついていない菌根菌種は，菌根

から出現しなかった菌種を示す． 
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図 2-5b. 根系 B における菌根分布（上）と土壌中の根外菌糸体の菌種分布（下） 

図の構成は図 2-3a.と同様． 
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図 2-5c. 根系 C における菌根分布（上）と土壌中の根外菌糸体の菌種分布（下） 

図の構成は図 2-3a.と同様． 
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図 2-5d. 根系 D における菌根分布（左）と土壌中の根外菌糸体の菌種分布（右） 

図の構成は図 2-3a.と同様．  
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図 2-5e. 根系 E における菌根分布（上）と土壌中の根外菌糸体の菌種分布（下） 

図の構成は図 2-3a.と同様． 
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図 2-5f. 根系 F における菌根分布（上）と土壌中の根外菌糸体の菌種分布（下） 

図の構成は図 2-3a.と同様． 
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3 章 根外菌糸体による菌根形成に菌糸体量と宿主からの炭素供給

が及ぼす影響 
 

はじめに 

 

2 章では，根端スケールにおいて，各菌種の菌根が集中して分布する傾向があること

を明らかにした．さらに，菌根周辺の土壌中に存在する菌根菌の種構成を調査した結果

から，各菌種の菌根が集中分布する傾向になるのは，クラスターを形成している菌種が，

土壌中の他種の感染源よりも優位に新たな根端に感染しているためであると考えられ

た．菌根菌は，根端と接触する機会が多いほど菌根が形成されやすいと推測されるため，

菌根の周りに根外菌糸体が多いことが，クラスターを形成している菌種が優位に感染で

きる理由の 1 つと考えられる．また，もう 1 つの理由として，菌根から新たに伸長した

根外菌糸体の菌根形成能力が，土壌中の他の感染源よりも高いことが考えられる．菌根

菌は，宿主から供給される炭素源を利用して根外菌糸体を伸長させること（寺本 2012）

や，根外菌糸体を宿主から切り離すと，24 時間以内に菌糸体の呼吸速度が 50 %以下に

なること（Söderström and Read 1987）が報告されている．したがって，宿主からの炭素

供給が，根外菌糸体の菌根形成能力に影響していると考えられる． 

本章では，根箱実験系を用いて，土壌中の根外菌糸体量と宿主から根外菌糸体への炭

素供給が，新たな菌根形成に及ぼす影響を検証した．菌根から新たに伸長した根外菌糸

体による菌根形成について検証するために，土壌中に伸長させた根外菌糸体の先端部に

無菌根の根を接触させた直後に形成される菌根数について，処理区間での比較を行なっ

た． 

2 章で調査したコメツガとシラビソは種子の発芽率が低く，成長も遅いため，本章以

降の研究では，コメツガやシラビソと同じマツ科に属するクロマツ（Pinus thunbergii 

Parl.）を宿主として用いた．クロマツは，種子の発芽率が高く，成長が速いため，短期

間で大量の実生苗を揃えることが可能である．また，日本の代表的な菌根性樹木であり，

これまでに菌根菌に関する多くの研究で用いられているため（Maehara et al. 1993, 

Taniguchi et al. 2008, Kataoka et al 2009, Wu et al. 2012, Sawada et al. 2014），実験結果の比

較も容易である．一方，接種に用いる菌根菌には，クロマツに菌根を形成することが確

認されているコツブタケ属菌（Pisolithus sp.）とキツネタケ属の 1 種であるウラムラサ
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キ（Laccaria amethystina (Huds.) Cooke）を用いた．コツブタケ属菌およびキツネタケ属

菌は，宿主範囲が広く，汎世界的に分布しており，in vitro での培養が容易であり，樹

木の成長促進効果が高いといった特長を持つ（Chambers and Cairney 1999, Kropp and 

Mueller 1999）．そのため，多くの接種実験で用いられており，本研究で用いた菌株も，

Teramoto et al.（2012）や Wu et al.（2012）で使用されている． 

 

 

材料と方法 

 

接種源の作製 

実験には，東京大学大学院新領域創成科学研究科の奈良一秀博士から分譲していただ

いたコツブタケ属菌の 1 菌株（PS）と，ウラムラサキの 1 菌株（La）を用いた．各菌

株を MMN 平板培地（Marx 1969）上において，23 °C で 4 週間培養した．培養菌叢の一

部をセロファン膜（セロファンメンブレン，Bio-Rad，CA，USA）をのせた MMN 平板

培地上に移植して，23 °C で 4 週間培養した．セロファン膜上に伸長した菌糸体を 5 mm

角に切り取って接種源とした． 

 

クロマツ苗の栽培 

 121 °C で 90 分間オートクレーブ滅菌した無肥料の芝の目土（pH 5.8–6.0）をプランタ

ーに入れ，クロマツの種子を播いた．クロマツの種子は，播種前に 23 °C 下で蒸留水に

一晩浸した．播種したクロマツを，人工気象室内（16h 明: PAR=200–250µmol m-2s-1，25 °C 

/ 8h 暗，23 °C）で 2 ヶ月間栽培し，無菌根のクロマツ苗（以下無菌根苗）を作製した． 

 

外生菌根苗の栽培 

 Teramoto et al. (2012) の方法にしたがって，各菌株を無菌根苗に接種した．東京大学

附属小石川樹木園から採集した褐色森林土（pH 5.3）と芝の目土を体積比 1:1 で混合し

た後，121 °C で 90 分間オートクレーブ滅菌して培養土とした．透明のアクリル製の箱

（横 14 cm × 縦 20.5 cm × 厚さ 1.5 cm，以下根箱）に培養土を詰めた後，無菌根苗を 2

本移植し，さらに根に接触するように各菌株の接種源を置いた．根箱をアルミホイルで

覆って遮光し，人工気象室内で 1 ヶ月間栽培して各菌株の感染苗（親苗）を作製した．
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新たに培養土を詰めた根箱に親苗を 1 本移植し，その両脇に無菌根苗を 1 本ずつ移植し

て 2 ヶ月間栽培し，新たな感染苗を作製した．この新たな感染苗を，以後の根箱実験系

に用いる菌根苗とした． 

 

根箱実験系の作成 

 各菌株の菌根苗を掘り取り，地下部を目開き 20 µm メッシュバッグ（横 8 cm × 縦 15 

cm）に入れた．メッシュバッグに入れた菌根苗を，培養土を詰めた新たな根箱の左端

に移植した後，根箱をアルミホイルで覆って遮光して人工気象室内で栽培して，土壌中

に根外菌糸体を伸長させた．菌根から伸びた新たな根外菌糸体による菌根形成を検証す

るために，PS を接種した菌根苗（PS 苗）は 20 日間（根外菌糸体の先端が根箱右端に

到達する直前）または 30 日間（根外菌糸体が根箱全体に広がる程度）栽培した．La を

接種した菌根苗（La 苗）は，La の根外菌糸体の伸長速度が PS よりも遅かったため，

根外菌糸体の見た目が同程度になるように，30 日間または 40 日間栽培した．栽培後の

根箱を，菌根苗をメッシュバッグから抜き取った除去区，菌根苗の地上部を遮光した遮

光区，そのまま菌根苗の栽培を続ける対照区の 3 つに分けてそれぞれの処理をした後，

各根箱の右端から 2 cm の位置に 2 ヶ月生の無菌根苗を移植した（図 3-1, 3-2）．各処理

の反復数は，PS 苗は 14，La 苗は 15 とした．人工気象室内で 10 日間栽培した後，移植

した無菌根苗を回収して実体顕微鏡下で菌根数を計測し，菌根形成率を測定した．  

 

根外菌糸体量の測定に用いる培養土の回収 

 無菌根苗を移植した場所の根外菌糸体量を測定するために，上記と同様の根箱を作成

した．反復数は，PS 苗の 30 日間栽培のみ 16 とし，他は 10 とした．各栽培期間の終了

後に，根箱の右側から，横 5 cm × 縦 15 cm の培養土を回収した（図 3-1）．回収した培

養土は，–20 °C で 8 時間以上凍結した後に，凍結乾燥した．乾燥した培養土を，ミキサ

ーミル（MM 400, Verder Scientific, Haan, Germany）を用いて 30 s-1，60 秒間粉砕した後，

根外菌糸体量の測定に用いるまで–20 °C 下で保存した． 

 

 

基準試料の調製 

Hortal et al.（2008）を参考にして，滅菌培養土に既知量の菌糸体を添加した基準試料
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を作成した．25 ml の MMN 液体培地を 100 ml 容三角フラスコに入れ，シリコセンを

した後に 121 °C，15 分間オートクレーブ滅菌した．MMN 平板培地で 4 週間培養した

各菌株の培養菌糸体を，MMN 液体培地に接種し，25 °C，暗黒下で 4 週間培養した．

培養した菌糸体を，蒸留水で洗浄した後，培養土と同様の方法で凍結乾燥した．根箱

の作製に用いた滅菌培養土も，同様に凍結乾燥した．乾燥培養土 4.90 g に乾燥菌糸 0.10 

g を添加した後，ミキサーミルで 30 s-1，60 秒間粉砕して，菌糸体量測定の基準試料と

した．基準試料は，測定に用いるまで–20 °C 下で保存した．  

 

リアルタイム PCR に用いる特異的プライマーの設計 

 根外菌糸体量の測定は，リアルタイム PCR 法によって行った．リアルタイム PCR に

用いる各菌株の特異的プライマーは，Primer3（Untergasser et al. 2012）を用いて，PS お

よび La の rDNA-ITS 領域の塩基配列と，UNITE データベース（Kõljalg et al. 2005）に登

録されているコツブタケ属菌とウラムラサキの rDNA-ITS領域の塩基配列から設計した．

PS 用のプライマーは 5 ペア，La 用のプライマーは 3 ペア設計し，International Nucleotide 

Sequence Database Collaboration（INSDC）に登録されている塩基配列を用いて相同性検

索を行い，特異性を確認した．さらに，各プライマー対と，各菌株の培養菌糸から抽出

した DNA を用いて，希釈系列の定量性と，互いの菌株が増幅しないことを確認し，最

も適したプライマー対を選択した．同時に，PCR 条件の最適化も行なった． 

 

根外菌糸体量の測定 

 粉砕したサンプル土および基準試料 0.10 g から，ISOIL for Beads Beating（Nippon Gene, 

Tokyo, Japan）を用いて DNA の抽出を行った．抽出方法は，付属のプロトコールにした

がった．ただし，Hoshino and Matsumoto（2004, 2005）を参考にして，Lysis solution BB

を65°Cに温めた後，950 µlあたり20 mgのスキムミルクを添加したものを，Lysis Solution 

BB の代わりに用いた． 

リアルタイムPCRは，設計したプライマー対を用いて，Thermal Cycler Dice® Real Time 

System によって行なった．PS には PS05f（5’-CCGAAGCCCTTCGTTTTTAC-3’）と PS05r

（5’-ATGCGAGTCAGAGACGAAAC-3’），La には La01f（5’-TTAGGCTTGGATGTGGG 

AGTTGCG-3’）と La01r（5’-AAGCTGTTCACATCCACGG-3’）のプライマー対を用いた．

PCR 反応液（20 µl）の組成は，1× THUNDERBIRD® SYBR® qPCR Mix（TOYOBO, Osaka, 
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Japan），0.3 µM 各プライマー，テンプレート DNA 1.0 µl とした．基準試料から抽出し

た DNA を 10 倍ずつ希釈した希釈系列を作製し，希釈系列のリアルタイム PCR により

得られた Ct 値を用いて検量線を作成した．さらに，各サンプル土の Ct 値を検量線にあ

てはめて根外菌糸体量を決定した． 

 

統計解析 

 各菌株の異なる栽培期間における土壌中の根外菌糸体量は，Welch の t 検定によって

解析した．各処理区における菌根数は，二元配置分散分析によって解析し，主効果が有

意であれば Tukey HSD 法による多重比較を行った． 

 

 

結果 

 

異なる栽培期間における培養土中の根外菌糸体量 

 培養土中の根外菌糸体量の平均値は，PS では，栽培期間 30 日が栽培期間 20 日の約 4

倍，La では，栽培期間 40 日が栽培期間 30 日の約 6 倍であり，どちらの菌株も栽培期

間が長くなると土壌中の根外菌糸体量が有意に増加した（図 3-3）． 

 

各処理区における菌根数および菌根形成率 

 PS の各処理区における菌根形成率は両栽培期間とも，対照区で最も高く，どちらの

栽培期間でも菌根形成率はほとんど変わらなかった（図 3-4a）．菌根数も同様に，両栽

培期間とも，対照区で最も多かった（図 3-5a）．遮光区では栽培期間 30 日の方が 20 日

よりも菌根数が多かったが，対照区と除去区ではどちらの栽培期間でも菌根数はほとん

ど変わらなかった．二元配置分散分析の結果，菌根苗への処理のみが有意に影響してい

た（表 3-1）．各処理間の多重比較の結果，対照区の菌根数が，遮光区と除去区よりも

有意に多く，遮光区と除去区の間では有意差はなかった（図 3-6a）． 

 La の各処理区における菌根形成率と菌根数は，PS ほど明確な差はなかったが，除去

区の菌根形成率が対照区よりも低く（図 3-4b），菌根数も同様に，対照区より少なかっ

た（図 3-5b）．全ての処理区において，栽培期間 40 日の方が 30 日よりも菌根形成率と

菌根数が増加する傾向が見られた．二元配置分散分析の結果，菌根苗への処理と栽培期
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間が有意に影響していたが，交互作用はなかった（表 3-2）．各処理間の多重比較を行

った結果，対照区の菌根数が除去区よりも有意に多かったが，対照区と遮光区，遮光区

と除去区の間では有意差はなかった（図 3-6b）． 

 

 

考察 

 

PS と La ともに，栽培期間の長い方が，培養土中の根外菌糸体量が有意に増加した．

そのため，本研究では，栽培期間が菌根形成に及ぼした影響を，土壌中の根外菌糸体量

が菌根形成に及ぼした影響とみなした．また，ユーカリ属樹木（Eucalyptus sp.）の菌根

形成では，新しい細根に菌糸が接触した後，1～2 日で菌糸が根の表皮へ侵入し，7 日程

度で菌鞘が発達してハルティヒネットの形成が完了する（Smith and Read 2008）．他の樹

種と菌根菌の間でも，同程度の時間で菌根が形成されると推測される．そのため本研究

では，土壌中に伸長させた根外菌糸体に無菌根のクロマツ根系を接触させた後，10 日

間で形成される菌根数を比較することで，根外菌糸体の菌根形成能力を評価した． 

La においては，栽培期間の長い方が，菌根形成率が高く，菌根数も有意に多かった．

このことは，根外菌糸体量の多い方が，形成される菌根数が多くなることを示している．

一方，PS においては，栽培期間の間で菌根形成率はほとんど変化がなく，菌根数にも

有意差がなかった．PS の対照区では，栽培期間 20 日で菌根形成率が約 85 %であり，

無菌根の根端がほとんど無かった．したがって，栽培期間 20 日の根外菌糸体量が，根

系全体に PS の菌根を形成するために十分であったため，栽培期間 30 日で根外菌糸体量

が増えても，菌根数が増えなかったと考えられる．以上のことから，根外菌糸体量と菌

根形成数との関係は，菌糸体量の増加により菌根形成数が増加するものの，ある程度の

菌糸体量まで増加すると菌根形成数の増加は頭打ちになり，それ以上は菌糸体量が増加

しても菌根形成数は変化しないと推測される． 

 PS と La のどちらにおいても，菌根苗の除去により菌根数が有意に減少した．このこ

とは，宿主から供給される光合成産物を失うことにより，両種の菌根形成能力が速やか

に低下することを示している．また，PS においては，遮光区の菌根数も対照区より有

意に少なかった．このことは，PS の菌根形成には，直近の光合成により同化された炭

素が主に利用されることを示唆している．本研究と同じクロマツ実生苗と PS を利用し
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た根箱実験において，クロマツが光合成により取り込んだ炭素が，1 日以内に根外菌糸

体に転流し，さらに 3 日以内に転流が終了することが示されている（Wu et al. 2012）．

本研究においては，宿主の除去や宿主の地上部の遮光によって，宿主から根外菌糸体へ

の光合成産物の転流が無くなったことで，菌根形成に利用する炭素が不足したため，PS

の菌根数が対照区よりも除去区や遮光区で減少したと考えられる．一方，La において

は，遮光区と対照区の菌根数に有意差はなかった．また，La の対照区と除去区との菌

根数の差は，PS の対照区と除去区との差ほど大きくなかった．このことから，La では

遮光直前に同化された炭素が遮光後も地下部に転流して菌根形成に利用されることで，

対照区との間に菌根数の差がなかったと推測された． 

 以上のように，本研究の結果から，土壌中の根外菌糸体量が多いほど，形成される菌

根数も多くなることが示唆された．また，宿主からの光合成産物の供給の有無が，菌根

形成に大きく影響していることが示唆された．このことは，2 章で提案した仮説を支持

している．つまり，菌根を形成した菌は，宿主から光合成産物の供給を受けることで新

たな根外菌糸体の量を増やすとともに，根端への感染能力も増大するため，周囲の根端

に優位に菌根を形成することが可能になると考えられる． 
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図 3-1. PS の菌根苗を用いた根箱実験系作製の模式図．La の菌根苗においても

同様の方法で実験系を作成した． 
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図 3-2. PS の菌根苗を用いた各根箱実験系の様子（無菌根苗の移植 10 日後）． 

(a)：除去区，(b)：遮光区，(c)：対照区．Bar = 5 cm． 
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図 3-3. 各栽培期間後の培養土中の根外菌糸体量（平均値±標準誤差）． 

(a)：PS（n=10, 16），(b)：La（n=10）． 

*は有意差があることを示す（welch t-test, p < 0.05）． 

菌根苗の栽培期間 
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図 3-4. 各処理区における菌根形成率（平均値±標準誤差）．

(a)：PS（n=14），(b)：La（n=15）． 

菌根苗の栽培期間 
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図 3-5. 各処理区における菌根数（平均値±標準誤差）．

(a)：PS（n=14），(b)：La（n=15）． 

菌根苗の栽培期間 
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要因 自由度 平方和 平均平方 F値 P値
処理 2 93698 46849 18.913 2.01E-07 ***
栽培日数 1 8380 8380 3.383 0.0697
処理*栽培日数 2 13936 6968 2.813 0.0661
残差 78 193214 2477

要因 自由度 平方和 平均平方 F値 P値
処理 2 21845 10923 4.202 0.0182 *
栽培日数 1 51696 51696 19.888 2.52E-05 ***
処理*栽培日数 2 2216 1108 0.426 0.6543
残差 84 218342 2599

 

 

 

 

 

表 3-1. PS の各処理区における菌根数の二元配置分散分析の結果．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 3-2. La の各処理区における菌根数の二元配置分散分析の結果．  
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図 3-6. 各処理区間での多重比較（平均値±標準誤差）．(a)：PS（n=28），(b)：La（n=30）． 

異なるアルファベットは有意差があることを示す（Tukey HSD, p < 0.05）． 
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4 章 埋土菌糸体の菌根形成能力 
 

はじめに 

 

3 章の結果から，根外菌糸体の根端への感染には，宿主からの根外菌糸体への炭素供

給の有無が大きく影響することが示された．一方で，宿主から根外菌糸体への炭素供給

が絶たれても，菌根が形成された．実際の森林においては，土壌動物の摂食や活動によ

る根外菌糸体の切断，植食性動物による根の摂食，宿主の根の枯死などによって，宿主

からの炭素供給を失って断片化した根外菌糸体（埋土菌糸体）が常に存在していると考

えられる．また，2 章の結果から，根系の一部では多種の菌根菌がモザイク状に分布し

ており，この場所では新たな根外菌糸体による感染ではなく，土壌中の胞子や菌核，埋

土菌糸体による菌根形成が起きていることが示唆された．胞子や菌核は，土壌中で長期

間休眠することができ（岡部 2000, Nara 2009），干ばつや山火事などの大規模な攪乱の

後に主要な感染源として機能することが示されている（Izzo et al. 2006, Peay et al. 2009）．

埋土菌糸体も，胞子や菌核と同様に，新たな菌根形成の感染源として機能している可能

性があるが，実際に埋土菌糸体がどの程度の期間生存し，菌根形成に寄与しているかは

不明である．そこで本章では，埋土菌糸体が菌根形成能力をどの程度維持できるのかを，

根箱実験系で検証した． 

 

 

材料と方法 

 

根箱実験系の作成 

 3 章と同じ方法で作成した PS と La の菌根苗を掘り取り，地下部を目開き 20 μm メッ

シュバッグ（横 8 cm × 縦 15 cm）に入れた．メッシュバッグに入れた菌根苗を，培養

土を詰めた新たな根箱の左端に移植した後，根箱をアルミホイルで覆って遮光して人工

気象室内で栽培した．PS の菌根苗は 30 日間，La の菌根苗は 40 日間栽培して，土壌中

に根外菌糸体を伸長させた後，以下の 4 つの処理区に分けた：①菌根苗を全て除去した

除去区，②菌根苗を地際部で切断して地上部を除去した切断区，③菌根苗を全て除去し

たのち，根箱内の培養土をトレーに全て取り出し，薬さじを用いて塊状の培養土を細か
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く潰してからよく混合して根箱に戻した攪乱区，④菌根苗の栽培をそのまま続けた対照

区．各処理区の反復数は 6 とした．各処理を行った後，1 ヶ月，2 ヶ月または 3 ヶ月間，

全ての処理区に対して水道水を週 1 回与えながら人工気象室内で培養した．処理直後（0

ヶ月）と各栽培期間終了後に，各根箱の右端から 2 cm の位置に 2 ヶ月生の無菌根苗を

移植した．また，根外菌糸体量を測定するため，根箱の左下の横 6 cm × 縦 4 cm の範囲

の培養土を回収し，代わりに滅菌した培養土を充填した（図 4-1）．人工気象室内で 30

日間栽培した後，移植した無菌根苗を回収して菌根数を実体顕微鏡下で計測した． 

 

根外菌糸体量の測定と統計処理 

 回収した培養土中の根外菌糸体量を，3 章と同じ方法で測定した．各処理区における

培養土中の根外菌糸体量と，移植した無菌根苗に形成された菌根数は，Tukey HSD 法に

よる多重比較によって解析した． 

 

 

結果 

 

菌根数 

 PS の対照区においては，全ての期間で菌根が形成されたが，処理期間が長くなるに

つれて，菌根数は減少した（表 4-1）．除去区と切断区においては，処理後 0 ヶ月と 1

ヶ月との間に有意な差はなく，両期間とも，対照区との間にも有意な差はなかった．処

理後 2 ヶ月でも菌根は形成されたが，菌根数は，処理後 0 ヶ月および 1 ヶ月よりも有意

に減少した．処理後 3 ヶ月には，両処理区ともに菌根が形成されなかった．一方，攪乱

区においては，処理後 0 ヶ月と 1 ヶ月ともに，他の 3 処理区に比べて有意に菌根数が少

なかった．また，処理後 2 ヶ月と 3 ヶ月では，菌根が形成されなかった． 

 La の対照区においては，PS と同様に，全ての期間で菌根が形成され，処理期間が長

くなるにつれて菌根数は減少した（表 4-2）．除去区と切断区においても，PS と同様に，

処理後 2 ヶ月まで菌根が形成された．一方，PS とは異なり，処理後 2 ヶ月の菌根数は，

処理後 0 ヶ月や 1 ヶ月の菌根数と有意な差がなく，処理期間に応じた菌根数の減少は見

られなかった．処理後 3 ヶ月では PS と同様に，菌根が形成されなかった．攪乱区にお

いては，PS と同様，処理後 0 ヶ月では他の 3 処理区に比べて有意に菌根数が少なかっ
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たが，処理後 1 ヶ月では他の処理区と同程度の数の菌根が形成され，他の 3 処理区の菌

根数との間に有意な差はなかった．処理後 2 ヶ月と 3 ヶ月では，PS と同様に菌根が形

成されなかった． 

 

根外菌糸体量 

 PS の対照区においては，栽培期間が長くなるにつれて根外菌糸体量は増加する傾向

があり，処理後 3 ヶ月の根外菌糸体量は 0 ヶ月よりも有意に多かった（表 4-3）．対照区

以外の 3 処理区においては，処理後 1 ヶ月以降の根外菌糸体量は，処理後 0 ヶ月よりも

大きく減少する傾向が見られ，処理後 3 ヶ月では 3 処理区ともに 0.1 µg/g 土壌以下とな

った．また，処理後 0 ヶ月では対照区と他の 3 処理区の間に根外菌糸体量の有意な差は

なかったが，他の期間では対照区よりも他の 3 処理区の方が有意に少なかった． 

 La の対照区においては，PS と同様に，栽培期間が長くなるにつれて根外菌糸体量は

有意に増加した（表 4-4）．特に，処理後 3 ヶ月の根外菌糸体量は，PS に比べて非常に

多かった．対照区以外の 3 処理区においては，処理後 0 ヶ月では PS と同様に，対照区

と有意な差はなかった．一方で，除去区と切断区では，PS とは異なり，処理後 1 ヶ月

以降でも根外菌糸体量が大きく減少する傾向は見られなかった．攪乱区においては，処

理後の期間が長くなるにつれて根外菌糸体量が減少する傾向は見られたが，減少速度は

PS よりも遅かった． 

 

 

考察 

 

いずれの菌株においても，除去区と切断区においては処理後 3 ヶ月では全く菌根が形

成されなかったが，処理後 2 ヶ月まで菌根が形成された．また，攪乱区においては，処

理後 2 ヶ月以降では全く菌根が形成されなかったが，処理後 1 ヶ月まで菌根が形成され

た．このことは，いずれの菌株も，土壌が攪乱されず，断片化していない根外菌糸体は，

2～3 ヶ月程度は菌根形成能力を維持できること，土壌が攪乱されて断片化した根外菌

糸体は，1～2 ヶ月程度は菌根形成能力を維持できることを示している．つまり，2 章で

観察された，感染頻度の低い菌種のモザイク状分布は，このような埋土菌糸体による菌

根形成が起こることで形成される可能性があると考えられる． 
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対照区においては全ての期間で菌根が形成されたが，栽培期間が長くなるにつれて，

菌根数は減少した．一方，土壌中の菌糸体量は，栽培期間が長くなるほど増加した．対

照区では，新たな根外菌糸体が伸長するとともに，土壌中に古い根外菌糸体が蓄積され

ていくことで根外菌糸体量が増加すると考えられる．一般的に，菌糸は先端部で活発に

代謝を行なっており，古い菌糸は物質の貯蔵場所となる（Jennings and Lysek 1999）．し

たがって，菌根菌の古い根外菌糸体も，貯蔵場所としてのみ機能し，菌根形成にはほと

んど寄与していないと考えられる．そのため，古い根外菌糸体が蓄積して根外菌糸体量

が増加しても，菌根数が増加しなかったと考えられる．また，対照区では菌根苗が土壌

中の養分を吸収して成長するため，栽培期間が長くなると根箱内の土壌に含まれる養分

が枯渇してくると推測される．そのため，菌根苗の光合成速度が低下して，根外菌糸体

への炭素転流が減った結果，無菌根苗の菌根数が減少したのかもしれない．さらに，対

照区では栽培期間が長くなるほど菌根苗が大きくなるため，移植した無菌根苗とのサイ

ズ差が次第に大きくなった（図 4-2）．アーバスキュラー菌根菌において，同一の菌糸ネ

ットワーク（common mycorrhizal network）内にサイズ差のある複数の宿主個体が存在す

ると，菌根菌は，炭素供給量が多い，サイズの大きな個体に優先的に養分を供給するこ

とが示唆されている（Nakano-Hylander and Olsson 2007, Pietikäinen and Kytöviita 2007, 

Merrild et al. 2013）．本研究においても，菌根菌が菌根苗に優先的に菌根を形成して養分

を供給するようになり，無菌根苗の菌根数が減少したのかもしれない． 

PS においては，除去区と切断区の根外菌糸体量が，処理後 1 ヶ月で対照区と比べて

大きく減少し，その後も減少する傾向が見られた．しかし，これらの処理区では，処理

後 2 ヶ月まで菌根が形成され，菌根数は対照区と有意な差はなかった．これらのことは，

PS では，宿主から根外菌糸体への炭素供給が無くなることで，根外菌糸体量は急激に

減少するものの，2ヶ月間は生存して菌根の感染源として機能できることを示している．

一方，攪乱区においては，処理後の根外菌糸体量の減少が除去区や切断区よりも早かっ

た．また，菌根数は処理直後から対照区よりも有意に少なくなり，処理後 2 ヶ月では菌

根が形成されなかった．したがって，PS の根外菌糸体は攪乱に弱く，宿主からの炭素

供給が無くなった根外菌糸体が断片化されると，短期間で死滅してしまうと推測される．

トリュフの 1 種である Tuber aestivum Vittad.について，乾燥処理した土壌と未処理の土

壌の根外菌糸体量をリアルタイム PCR 法によって定量した結果，両者の菌糸体量には

有意な差がなかった（Gryndler et al. 2013）．その理由として，Gryndler et al.（2013）は，
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未処理の土壌をふるいにかけたことで，菌糸が断片化して死滅したかもしれないと推測

している．除去区と切断区においては，根外菌糸体が攪乱されなかったことで菌糸が生

き残っており，処理後 2 ヶ月までは菌根を再び形成できたと考えられる． 

La の除去区と切断区においては，処理後の時間経過と根外菌糸体量の変化の間に明

瞭な関係が見られなかった．また，両処理区ともに菌根数が処理後 2 ヶ月まで減少しな

かった．これらのことは，La では，宿主から根外菌糸体への炭素供給が無くなっても，

2 ヶ月程度は根外菌糸体があまり減少せず，菌根の感染源として機能できることを示し

ている．処理後 3 ヶ月では，根外菌糸体量はあまり変化しなかったが，菌根は形成され

なかった．これは，根外菌糸体の菌根形成能力が失われたか，死滅した菌糸の DNA が

土壌中に蓄積していたと考えられる．いずれにしても，La の根外菌糸体は，宿主から

の炭素供給が無くなってから 3 ヶ月が経過すると，菌根の感染源として機能しなくなる

と考えられる．一方，攪乱区においては，処理直後の菌根数は他の処理区よりも有意に

少なかったが，処理後 1 ヶ月の菌根数は他の処理区と同程度にまで増加した．根外菌糸

体量は，処理後の時間経過に伴って減少する傾向が見られ，処理後 2 ヶ月では菌根が形

成されなかったことから，菌糸が土壌中で腐生的に増殖したために菌根数が増加したと

は考えにくい．しかし，PS よりも，処理後 1 ヶ月の根外菌糸体量が減少しなかったこ

とから，少なくとも攪乱に対する根外菌糸体の耐性が PS よりも高いと推測される． 
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図 4-1. PS の菌根苗を用いた根箱実験系作成の模式図．La の菌根苗においても

同様の方法で実験系を作成した． 
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図3-2. PSの菌根苗を用いた根箱実験系の対照区の様子（無菌根苗の移植30日後）． 

(a)：処理後 0 ヶ月，(b)：処理後 1 ヶ月，(c)：処理後 2 ヶ月，(d)：処理後 3 ヶ月． 

Bar = 5 cm． 

(a) (b) 

(d) (c) 
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0ヶ月 1ヶ月 2ヶ月 3ヶ月

除去区 315±27.6a 318±16.1a 183±41.4bcd 0±0f
切断区 346±37.2a 286±37.0ab 54.5±38.1ef 0±0f
攪乱区 41.3±20.1ef 9.83±9.83ef 0±0f 0±0f
対照区 244±26.0abc 234±38.3abc 137±16.4cde 104±24.9def

0ヶ月 1ヶ月 2ヶ月 3ヶ月

除去区 210±20.9ab 261±32.6a 248±25.0a 0±0d
切断区 220±14.2ab 243±38.8ab 230±28.7ab 0±0d
攪乱区 63.0±17.1cd 213±31.0ab 0±0d 0±0d
対照区 265±24.6a 169±16.2ab 138±16.9bc 59.8±3.13cd

 

 

 

 

 

 

表 4-1. PS の各処理区における菌根数（平均値±標準誤差，n=6）．  

異なるアルファベットは有意差があることを示す（Tukey HSD，p < 0.05）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 4-2. La の各処理区における菌根数（平均値±標準誤差，n=6）．  

異なるアルファベットは有意差があることを示す（Tukey HSD，p < 0.05）． 
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0ヶ月 1ヶ月 2ヶ月 3ヶ月

除去区 7.67±2.41c 16.9±3.99c 4.25±0.585c 11.0±5.62c
切断区 9.62±2.15c 20.6±4.79bc 8.68±3.81c 11.9±4.25c
攪乱区 17.0±4.24c 6.75±1.36c 1.25±0.896c 0.136±0.0452c
対照区 12.2±4.24c 52.8±7.52b 30.9±4.39bc 163±22.8a

0ヶ月 1ヶ月 2ヶ月 3ヶ月

除去区 12.1±3.66bc 2.14±0.581c 0.408±0.173c 0.00590±0.00273c
切断区 9.48±1.76bc 2.70±1.03c 0.263±0.145c 0.0138±0.00510c
攪乱区 21.3±6.22ab 0.784±0.0778c 0.0302±0.00897c 0.00224±0.00110c
対照区 13.4±2.89bc 18.5±3.55ab 20.3±3.09ab 30.6±7.86a

表 4-3. PS の各処理区における土壌中の根外菌糸体量（平均値±標準誤差，n=6，µg/g

土壌）．異なるアルファベットは有意差があることを示す（Tukey HSD，p < 0.05）． 

表 4-4. La の各処理区における土壌中の根外菌糸体量（平均値±標準誤差，n=6，µg/g

土壌）．異なるアルファベットは有意差があることを示す（Tukey HSD，p < 0.05）． 
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5 章 土壌中の不均一な窒素条件における菌根菌の動態と根の可塑

性 
 

はじめに 

 

土壌中における養分の分布は，植物による吸収，土壌への吸着，雨水による流出など

によって不均一になる．土壌養分の不均一性に対して，植物は表現型の可塑性によって

根の形態を変化させ，養分の多い場所において側根の発生と伸長を促進することが知ら

れている（Hodge 2004）．菌根菌と共生する植物は，養分吸収の大半を菌根菌に依存す

るため（Smith and Read 2008），土壌中の不均一性に対する根の表現型の可塑性は，菌根

菌の影響を受けると考えられる．しかし，草本類の根における表現型の可塑性について

は多くの研究が行われてきたが，菌根菌との共生は考慮されてこなかった（Hodge 2004）． 

 窒素は植物の必須元素の 1 つであり，菌根菌が共生する樹木が優占している亜寒帯林

や温帯林では，土壌中の CN 比が高く，窒素が欠乏しているため，土壌中の窒素は主に

菌根菌を通じて吸収される（Read 1993, 菊地 2000）．このため，森林内における樹木の

成長や物質転流に菌根菌が果たす役割を考える上で，異なる窒素条件に対する樹木と菌

根菌の反応を明らかにすることが重要である．これまでに，土壌中の窒素欠乏や窒素施

肥が植物と菌根菌に及ぼす影響については，林分レベルで多くの研究が行なわれてきた

が（Näsholm et al. 2013, Wallander and Ekblad 2015），根系スケールの不均一な窒素条件に

対する樹木と菌根菌の反応については不明な点が多い．  

 本章では，土壌中の窒素量や窒素の不均一性に対して，菌根の形成と根外菌糸体の成

長，および根の表現型がどのように変化するのかを明らかにすることを目的とした．第

1 節では，菌根の形成と根外菌糸体の成長に対する窒素添加の影響を把握した．第 2 節

では，根分けしたクロマツ菌根苗を用いて，不均一な窒素濃度が根外菌糸体の成長や根

系の成長に及ぼす影響を調査した． 
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5-1. 土壌への窒素添加に対する菌根菌の動態 

 

材料と方法 

 

根箱実験系の作成 

 3 章の方法により PS を感染させた 2.5 ヶ月生のクロマツ菌根苗を，滅菌した芝の目土

を詰めた根箱に移植した後，根箱をアルミホイルで遮光して人工気象室内で栽培した．

根箱を 10 個ずつ，3 つの処理区（N-区，N+区，N++区）に分け，それぞれの処理区の

根箱に窒素濃度を 0 mM，2.5 mM，5.0 mM に調製した改変ホーグランド液（Gloser et al. 

2009，表 5-1）を 80 ml/週与えて 8 週間栽培した後，菌根苗と土壌を回収した．菌根苗

は，地上部，根，菌根の各部位に切り分け，それぞれを–20 °C で 8 時間以上凍結した後

に，凍結乾燥した．各部位の乾重を測定した後，ミキサーミルで粉砕し，元素分析計

（SUMIGRAPH NCH-22, Sumika Chemical Analysis Service, Osaka, Japan）を用いて，各部

位の窒素濃度を測定した．回収した土壌の根外菌糸体量は，3章と同じ方法で測定した． 

 

統計解析 

各部位の乾燥重量は，Tukey HSD 法による多重比較を行った，窒素濃度，窒素含有量，

土壌中の根外菌糸体量は Steel-Dwass 法による多重比較を行った．解析には R 

(https://www.r-project.org/) を用いた． 

 

 

結果 

 

菌根苗の乾重 

 菌根苗の地上部，根，菌根のいずれの部位においても， N+区および N++区の乾重は

N-区よりも有意に多かった（図 5-1）．またいずれの部位においても，N++区の乾重は

N+区よりも多かったが，有意な差はなかった．菌根苗全体の乾重においても，同様の

傾向が見られた． 

 

 

https://www.r-project.org/
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菌根苗の窒素濃度および窒素含有量 

 菌根苗各部位の窒素濃度の平均は，全ての処理区において菌根で最も高く，地上部で

最も低かった（図 5-2）．窒素含有量の平均は，地上部で最も高く，菌根と根では同程

度だった（図 5-3）．全ての部位において，窒素添加量が多いほど，窒素濃度および窒

素含有量が多くなる傾向が見られ，地上部と根の窒素濃度と窒素含有量は，全ての処理

区間で有意差が見られた．菌根においては，N+区と N++区の窒素濃度と窒素含有量が，

N-区よりも有意に多かった．N+区と N++区の間では，窒素濃度と窒素含有量に有意な

差はなかった． 

 

土壌中の根外菌糸体量 

 土壌中の根外菌糸体量は，N+区で最も多く，N++区との間で有意な差が見られた（図

5-4）．N-区と N+区，N-区と N++区の間では根外菌糸体量に有意な差はなかった． 

 

 

考察 

 

 土壌への窒素添加によって，全ての部位で窒素濃度および窒素含有量が増加したこと

から，添加した窒素量は菌根苗の成長にとって十分な量であると考えられる．回収した

土壌の窒素濃度を測定した結果（データは未掲載），全ての処理区の土壌で 0.10～0.13 %

であったことから，添加した窒素のほとんどが菌根菌または植物に利用されたと考えら

れる． 

最も高濃度の窒素を与えた N++区の根外菌糸体量は，全く窒素を与えていない N-区

と同程度だった．このことは，土壌中の窒素濃度が上昇すると，菌根菌の根外菌糸体量

が減少することを示している．一方で，菌根の乾重は増加する傾向が見られたことから，

N++区においては，菌根菌は土壌中に根外菌糸体を伸長させず，菌根形成にリソースを

割いたと考えられる．多くの研究において，土壌中に過剰な窒素が存在すると，菌根

（Wallenda and Kottke 1998, Peter et al. 2001, Lilleskov et al. 2002, Lilleskov et al. 2011）お

よび根外菌糸体（Wallander and Nylund 1992, Arnebrant 1994, Nilsson and Wallander 2003, 

Hendricks et al. 2006, Parrent and Vilgalys 2007, Kjøller et al. 2012）のバイオマスは減少す

ることが示されている．本実験の結果から，土壌中の窒素濃度が増加すると，まず根外
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菌糸体量が減少し，さらに窒素濃度が増加すると菌根も減少すると推測される．本実験

に用いた PS が含まれる Pisolithus 属には，遷移初期や荒廃地などの土壌養分が少ない環

境に適応できる種が多く含まれており（Chambers and Cairney 1999），根外菌糸体の探

査型（exploration type; Agerer 2001, 2006）は長距離型（long distance type）である．長距

離型の菌根菌は，養分探索のために土壌中に根外菌糸体を発達させるが，土壌中の窒素

濃度が高くなると，土壌中に根外菌糸体を遠くまで伸長させる必要がなくなり，宿主か

ら炭素を得るためのインターフェースである菌根のバイオマスを増加させるのかもし

れない． 

 いずれの処理区においても，菌根苗の地上部と根の窒素濃度は同程度であったが，菌

根の窒素濃度はこれらの部位よりも高かった．また，菌根の乾重は地上部の約 1/4，根

の約 1/2 であるのに対し，窒素含有量は地上部の約 1/2，根と同程度であった．このこ

とは，根外菌糸体により吸収された窒素の一部が菌根に蓄積していることを示している．

ハルティヒネットを介して菌根菌から植物に渡された窒素は速やかに転流して根や地

上部の成長に用いられるため，根外菌糸体から運ばれた窒素の一部は植物へは渡されず，

菌根菌の菌鞘またはハルティヒネットに蓄積していると推測される．アーバスキュラー

菌根菌に，安定同位体 15Nでラベルしたアンモニア態窒素または硝酸態窒素で与えると，

アーバスキュラー菌根菌は硝酸態窒素とアンモニア態窒素の両方を吸収するが，アンモ

ニア態窒素のみが宿主へ転流し，硝酸態窒素は自ら利用するのみで，ほとんど転流しな

いことが報告されている（Tanaka and Yano 2005）．外生菌根菌における硝酸態窒素の

輸送機構は解明されていないが，硝酸態窒素を窒素源として与えた場合，菌根の菌鞘と

ハルティヒネットで硝酸塩トランスポーターの発現が増加することから，菌根まで硝酸

態窒素が輸送されると推測されている（Guescini et al. 2003, Montanini et al. 2006）．本研

究においても，添加した硝酸アンモニウムのうち，硝酸態窒素は菌鞘とハルティヒネッ

トに輸送された後，植物へ転流されずに蓄積した可能性がある．このことが，菌根の窒

素濃度が菌根苗の地上部や根よりも高かった理由かもしれない． 
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物質名 濃度

CaCl2・2H2O 3 mM
K2SO4 2 mM
KH2PO4 1.9 mM
MgSO4・7H2O 2.7 mM
MnSO4・H2O 20 µM
ZnSO4・7H2O 8.5 µM
CuSO4・5H2O 1.5 µM
H3BO4 200 µM
Na2MoO4・7H2O 2.5 µM
FeNa-EDTA 405 µM
NH4NO3 0 or 1.25 or 2.5 mM

 

 

 

 

 

 

 

表 5-1. 改変ホーグランド液の組成 
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a a 

b 

a 

a 

b 

a 

a 

b 

図 5-1. 菌根苗の各部位の乾燥重量．(a)：地上部，(b)：根，(c)：菌根，(d)：全体． 

誤差範囲は標準誤差を示す（n=10）．異なるアルファベットは有意差があることを

示す（Tukey HSD，p < 0.05）．横軸は各処理区を示す． 

a 
a 

b 

(a) 

(c) 

(b) 

(d) 
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b 

(c) 

a 

b 

c 

図 5-2. 各部位の窒素濃度．(a)：地上部，(b)：根，(c)：菌根． 

誤差範囲は標準誤差を示す（n=10）．異なるアルファベットは有意差があることを

示す（Steel-Dwass，p < 0.05）．横軸は各処理区を示す． 

a 

b 

c 

(a) (b) 
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図 5-3. 各部位の窒素含有量．a：地上部，b：根，c：菌根． 

誤差範囲は標準誤差を示す（n=10）．異なるアルファベットは有意差があることを

示す（Steel-Dwass，p < 0.05）．横軸は各処理区を示す． 

(a) (b) 

(c) 
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ab 

図 5-4. 各処理区における土壌中の根外菌糸体量． 

誤差範囲は標準誤差を示す（n=10）．異なるアルファベットは有意差があることを

示す（Steel-Dwass，p < 0.05）．横軸は各処理区を示す． 
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5-2. 異なる窒素条件に対する樹木の根の可塑性と菌根菌の動態 

 

材料と方法 

 

クロマツ分根苗の作成 

 蓋付ポリカーボネート製ケース（368 × 184 × 171 mm）に滅菌した芝の目土 2.8 L を入

れ，3 章と同じ方法で作成した PS の菌根苗 2 本を移植した．さらに，蒸留水で 4000 倍

に希釈したハイポネックス（Hyponex Japan, Osaka, Japan）を 800 ml 添加して挿し床を

作成した．ケースの蓋には通気のために直径 1 cm の穴を 20 個開け，メンブレンシール

（MilliSeal, Merck Millipore, Darmstadt, Germany）を貼った．2 ヶ月生のクロマツ無菌根

苗を地際部で切って根を除去し，挿し穂とした．挿し穂の切り口を水道水に 1 時間浸し

た後，切り口をオキシベロン液剤（0.4 %インドール酪酸溶液，Bayer Cropsciense, Tokyo, 

Japan）に 1 分間浸漬した．挿し穂を挿し床に 20 本挿した後，蓋をして人工気象室内で

3 ヶ月間栽培した（図 5-5, 5-6）．4 本以上の根がほぼ均等に発根した菌根苗（以下分根

苗）を分根培養系の作成に用いた．根の本数が奇数だった場合は，1 本を切除した． 

 

分根培養系の作成 

 2 枚の根箱の身をシリコーン樹脂（バスコーク N 透明，Cemedine, Tokyo, Japan）で貼

り合わせ，根分け根箱を作成した後，根箱の中に滅菌した芝の目土を入れた．分根苗の

根系を，同じ本数になるように左右に分け，それぞれの根系を 2 枚の根箱に分けて入れ

ながら，分根苗を移植した（分根培養系，図 5-7）．地表に露出した根の表面には，乾

燥を防ぐためにワセリンを塗り，根箱をアルミホイルで覆って遮光した後，人工気象室

内で栽培した．分根苗を移植した根箱を 10 個ずつ 3 つの処理区に分け，窒素濃度を 0 

mM ，2.5 mM，5.0 mM に調製した改変ホーグランド液（表 5-1）を，表 5-2 の組み合

わせで，左右の根系のそれぞれに 80 ml/週与えた．3 ヶ月後に菌根苗と土壌を回収し，

菌根苗は地上部と地下部を切り分けた後，80 °C で 48 時間乾燥させた（図 5-8）．各部

位の乾重を測定した後，ミキサーミルで粉砕し，元素分析計を用いて各部位の窒素濃度

を測定した．回収した土壌の根外菌糸体量は，3 章と同じ方法で測定した． 
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統計解析 

各部位の乾燥重量は，Tukey HSD 法による多重比較を行い，窒素濃度，窒素含有量，

土壌中の根外菌糸体量は，Steel-Dwass 法による多重比較を行った．解析には R 

(https://www.r-project.org/) を用いた． 

 

 

結果 

 

分根苗の乾重 

 分根苗全体の乾重と地上部の乾重は，N++/N-区と N+/N+区は N-/N-区よりも有意に多

く，N++/N-区と N+/N+区との間では有意差はなかった（図 5-9a, b）．部分根系の乾重は，

N-/N-区，N++/N-区の N-側，N+/N+区，N++/N-区の N++側の順に多くなった（図 5-9c）．

N++/N-区の N++側の部分根系の乾重は，他の全ての処理区の部分根系の乾重よりも有

意に多かった．他の部分根系の間には，乾重の有意な差はなかった．地上部と部分根系

の TR 比は，N++/N-区の N++側，N-/N-区，N+/N+区，N++/N-区の N-側の順に大きくな

った（図 5-10）． 

 

 

分根苗の窒素濃度および窒素含有量 

 分根苗各部位の窒素濃度および窒素含有量は，乾重と同様の傾向であった．地上部の

窒素濃度は，N++/N-区と N+/N+区は N-/N-区よりも有意に高く，N++/N-区と N+/N+区

との間では有意差はなかった（図 5-11a）．部分根系の窒素濃度は，N-/N-区，N++/N-区

の N-側，N+/N+区，N++/N-区の N++側の順に高くなった（図 5-11b）．N++/N-区の N++

側の窒素濃度は，他の全ての処理区よりも有意に高かった．N++/N-区の N-側と N-/N-

区との間で有意差はなく，N+/N+区の部分根系の窒素濃度は両者よりも有意に高かった．

窒素含有量は，窒素濃度と同じ傾向であった（図 5-12）． 

 

 

根外菌糸体量 

 各処理区の土壌中の根外菌糸体量は，N+/N+区で最も多くなった．N++/N-区の N++

https://www.r-project.org/
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側では，N+/N+区よりも根外菌糸体量が有意に少なく，N-側と同程度であった．N++/N-

区の N-側の根外菌糸体量は，N-/N-区よりも有意に少なかった（図 5-13）． 

 

 

考察 

 各窒素濃度における地上部の乾重，窒素濃度，窒素含有量，根外菌糸体量は 5-1 の結

果と同様の傾向であった．また，地下部全体の乾重（部分根系の乾重の合計）も同様の

傾向であった．共生系全体に添加した窒素量が同じである N++/N-処理区と N+/N+処理

区において，地上部および地下部全体の乾重に差が無かったことから，窒素分布が不均

一な土壌においても，全体として得られる窒素量が等しければ，植物の成長に影響はな

いと考えられる． 

N++/N-区の N++側の部分根系の乾重は，N-側の部分根系および N+/N+区の部分根系

よりも有意に多かった．また，N-側の部分根系の乾重は N+/N+区の部分根系よりも少

なく，N-/N-区の部分根系との有意差はなかった．このことは，N++/N-区において，植

物の光合成産物が N-側の部分根系にはあまり分配されず，N++側の部分根系に多く分

配されていることを示している．つまり，外生菌根性樹木においても草本類と同様に根

の表現型の可塑性があり，窒素を得られない根系はほとんど成長させず，窒素をより多

く得られる根系を優先的に成長させると考えられる． 

N++/N-区において，地上部の窒素濃度および窒素含有量は N+/N+区と差が見られな

かったのに対し，N++/N-区の N++側の部分根系では N-側，N+/N+区，N-/N-区の部分根

系よりも有意に増加した．このことから，N++側の部分根系から吸収された窒素は，

N+/N+区全体で得られた窒素と同程度の量が地上部に転流するが，植物の成長に寄与し

ない N-側の部分根系にはほとんど転流しないと考えられる． 

土壌中に養分の豊富なパッチが存在する場合，アーバスキュラー菌根菌（Hodge et al. 

2001）や外生菌根菌（Bending and Read 1995）は，養分パッチ内で根外菌糸体を発達さ

せる．菌根菌が根外菌糸体を養分パッチへ伸長させる炭素コスト（Fitter 1991）および

窒素コスト（Pregitzer et al. 1997）は，同じ長さの根を伸長させるコストよりも低い．ま

た，宿主からの炭素供給を受けた根外菌糸体は，土壌中の他の微生物との競争にも強い

（Hodge 2004）．したがって，宿主植物にとっては，養分パッチまで根を伸ばすよりも，

共生する菌根菌に炭素を供給して根外菌糸体を伸長させる方が有利であると考えられ
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る（Hodge 2004）．そのため，菌根菌が感染している場合には，養分パッチに伸長した

根外菌糸体によってパッチ内の養分が植物へ速やかに転流され，根の選択的な成長が抑

制されると考えられている（Tibbett 2000）．これらの研究においては，根系全体に 1 種

の菌根菌が共生しているため，菌根菌が養分パッチ内から吸収した養分が，根外菌糸体

を通して根系全体に比較的均一に渡されたと考えられる．本研究においては，左右の部

分根系が独立しており，N++/N-区の N-側の部分根系は根外菌糸体を通した窒素の吸収

ができなかった．そのため，窒素の得られる根系を選択的に成長させる根の表現型の可

塑性が発現したと推測される． 

 土壌中の根外菌糸体量は N+/N+区で最も多く，N++/N-区の N++側では N-側と同程度

であった．N++側では根の発達にともなって多くの菌根が形成されていたことから（図

5-8），5-1 と同様に，土壌中に根外菌糸体を成長させず，菌根形成にリソースを割いた

と考えられる．一方，N++/N-区の N-側の根外菌糸体量は，N-/N-区よりも有意に少なか

った．また，N++/N-区の地上部と N-側の部分根系の TR 比は，N-/N-区の地上部と部分

根系の TR 比よりも大きかった．これは，N-/N-区では，菌根苗が窒素を得るために地

下部への炭素分配が N++/N-の N-側よりも多くなり，それにより菌根菌への炭素供給量

も多くなったため，根外菌糸体量が N++/N-区の N-側よりも多くなったと推測される． 
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図 5-5. クロマツ分根苗の作成の様子（挿し木 3 ヶ月後）． 

右端の 2 本は，挿し木と同時に移植した PS の菌根苗． 
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図 5-6. 挿し木 3 ヶ月後のクロマツ分根苗． 

根には PS の菌根が形成されている．Bar = 5 cm． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



79 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-7. 作成した分根培養系の様子．Bar = 5 cm． 
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左根系 右根系

N++/N- 5 mM 0 mM
N+/N+ 2.5 mM 2.5 mM
N-/N- 0 mM 0 mM

溶液の窒素濃度
処理区

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 5-2. 各処理区に添加した改変ホーグランド液の窒素濃度 
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図 5-8. 回収した分根苗の様子． 

(a)：N-/N-区，(b)：N+/N+区，(c)：N++/N-区． 

Bar = 5 cm． 

(a) (b) 

(c) 
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a a 

b 

a a 

a 

b 

c 

図 5-9. 分根苗各部位の乾燥重量．(a)：全体（n=10），(b)：地上部（n=10），

(c)：地下部（n=20, 20, 10, 10）． 

誤差範囲は標準誤差を示す．異なるアルファベットは有意差があることを

示す（Tukey HSD，p < 0.05）． 

横軸は各処理区を示す．N++/N-_N++は，N++/N-区の N++側の部分根系，

 

b 

bc 

(a) (b) 

(c) 
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図 5-10. 各処理区の TR 比（n=20, 20, 10, 10）．誤差範囲は標準誤差を示す．横軸は図 5-9.

と同様． 

TR 比は，各部分根系と地上部の乾重を用いて計算した． 
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a 

図 5-11. 分根苗各部位の窒素濃度．(a)：地上部（n=10），(b)：地下部（n=20, 20, 10, 10）． 

誤差範囲は標準誤差を示す．異なるアルファベットは有意差があることを示す

（Steel-Dwass，p < 0.05）． 
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図 5-12. 分根苗各部位の窒素含有量．(a)：地上部（n=10），(b)：地下部（n=20, 20, 10, 

10）．誤差範囲は標準誤差を示す．異なるアルファベットは有意差があることを示す

（Steel-Dwass，p < 0.05）．横軸は図 5-9.と同様． 

a 

b 

c c 

a 
a 

b 

(a) 

(b) 



86 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 5-13. 各処理区における土壌中の根外菌糸体量． 

誤差範囲は標準誤差を示す（n=20, 20, 10, 10）．異なるアルファベットは有意差が

あることを示す（Steel-Dwass，p < 0.05）．横軸は図 5-9.と同様． 

bc 

a 

ab 

c 
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6 章 総合考察 
 

 本章では，2 章から 5 章の研究から得られた知見をもとに，根系スケールにおける菌

根菌の群集構造と分布様式，宿主樹木による根系内の菌根菌群集の制御について考察す

る． 

 

根系スケールにおける菌根菌の群集構造 

 

 本研究では，八ヶ岳の亜高山帯針葉樹林において，3 つの露岩上からコメツガの稚樹

を 1 本ずつ採集して，それぞれの根系内のすべての菌根について，感染している菌種を

同定した（2 章 1 節）．また，同じ林分において，6 つの露岩上の 3 cm × 6 cm または 4 cm 

× 5 cm の範囲内からコメツガまたはシラビソの根系を採取して，それぞれの根系内のす

べての菌根について，感染している菌種を同定した（2 章 2 節）．その結果，前者では

40 種，後者では 24 種の菌根菌が検出され，どちらも露岩ごとに菌根菌の種構成や優占

種が大きく異なっていた．この結果は，数十 cm 程度離れただけでも，菌根菌の種構成

が異なっていたとする過去の研究結果（Tedersoo et al. 2003）と一致するものである．一

方，菌根を採取した根系周辺の土壌についても，菌根菌の種構成を調査した結果，菌根

よりも多い 66 種の菌根菌が検出され，菌根と同様に，露岩ごとに菌根菌の種構成や優

占種が大きく異なっていた（2 章 2 節）。本研究において，稚樹や根を採集した露岩は，

いずれもリターとコケ類からなる基質に被われており，地温，土壌 pH，土壌養分とい

った非生物的環境は似ていると推測される．そのため，露岩間での菌根菌の種構成や優

占種の違いは，生物的要因によると推測される．その生物的要因の１つとして，狭い範

囲における菌根菌同士の競争（e.g. Wu et al. 1999, Kennedy and Bruns 2005, Hortal et al. 

2008）が考えられる．さらに，生育環境や樹齢に大きな差がない同一樹種において，宿

主の個体ごとに菌根菌の群集構造が大きく異なっていたことは，それぞれの露岩におい

て先住効果による根端獲得競争が存在したことを示唆している．これまでに，菌根菌の

種間競争において先住効果が存在することは，胞子の接種試験により確認されている

（Kennedy et al. 2009）．また，アーバスキュラー菌根菌においても，接種試験により，

先住効果の存在を示唆する結果が得られている（Werner and Kiers 2015）．実際の土壌中

では，樹木の根は根外菌糸体の菌糸ネットワーク（common mycelial network, CMN）に
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よっても菌根を形成する．土壌中に存在する様々な菌根菌の感染源が，菌根形成に対し

てそれぞれどの程度寄与しているかについてはほとんど明らかにされていない．しかし，

CMN は既に存在している宿主植物から炭素供給を受けており，胞子よりも新たな根系

への感染がしやすいため，CMN による先住効果は胞子による先住効果よりも強いと予

想されている（Johnson 2015）．本研究は，実際に森林に生育する樹木の根系においても，

菌根菌の先住効果が存在する可能性を初めて示したものである．一方で，本研究で示唆

された先住効果が胞子由来なのか CMN 由来なのかは不明である．今後，両者の菌根形

成に対する相対的な寄与を実験的に明らかにすることが必要である． 

 本研究の結果は，ある瞬間における菌根菌の群集構造を調べたものである．菌根菌の

群集構造は，時間経過によって大きく変化することが示されている（e.g. Izzo et al. 2005, 

Pickles et al. 2010）．また，時間経過に伴い，土壌 pH や土壌養分といった非生物的環境

要因が変化することによって，菌根菌同士の競争関係も変化する（Erland and Finlay 1992, 

Erland and Tylor 2002, Mahmood 2003）．そのため，根系内における菌根菌群集も，先住

効果によって最初に定着する菌種が決定し，その後の時間経過とともに非生物的環境要

因の変化が起こると，各菌種の相対的な競争能力が変化することで根系内でせめぎ合っ

て共存していると考えられる．また，樹木の細根は数ヶ月～数年でターンオーバーして

いると考えられている（Gaul et al. 2009, Finér et al. 2011）．菌根が枯死した後に別の菌種

が新たに菌根を形成することで，頻繁に菌種の入れ替わりが起きているのかもしれない．

今後，時間経過に伴う根系スケールでの菌根菌群集の変化についても，明らかにする必

要があるだろう． 

 

 

根系スケールにおける菌根菌の分布様式 

 

 コメツガ稚樹の根系に優占していた数種の菌根菌は，数 cm 程度の小さなパッチ状に

分布する傾向が見られた（2 章 1 節）．これまでに，数種の菌根菌において，同一のジ

ェネットが数十 cm～数 m のパッチ状に分布することが示されていることから（e.g. 

Zhou et al. 1999, 2000, 2001; Guidot et al. 2001; Bergemann and Miller 2002; Hirose et al. 

2004; Wadud et al. 2014），根系スケールで見られた個々のパッチ内の菌根菌は，それぞ

れ 1 つのジェネットであると推測される．もし，この推測が正しければ，新たな菌根が
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形成されると，その根端から新たな根外菌糸体が周囲に伸長し，近くにある未感染の根

端に感染することで，同一クローンによるクラスターが形成されると考えられる． 

コメツガやシラビソの根系周辺の土壌を 1 cm×1 cm の格子に区切り，各格子内の土

壌に存在する菌根菌の種構成を調査した結果，9 割以上の格子において，1 つの格子内

から複数種の菌根菌が検出された（2 章 2 節）．また，菌根が採取された格子と，土壌

からその菌種が検出された格子が一致しなかったことが多く，露岩によっては，菌根か

らは全く検出されなかった菌種が，土壌から高頻度で検出された（2 章 2 節）．このよ

うな状況において，同一種からなる菌根のクラスターを形成することができたことは，

その菌根菌が，未感染の根端への感染をめぐる種間競争に勝利したことを示している．

未感染の根端へ優先して感染するためには，新たに形成された菌根の周囲に，次の根端

への感染源となる根外菌糸体量が増えるか，または，菌根を形成して宿主からの炭素供

給を受けることで，根外菌糸体の菌根形成能力が高まると考えられた．根箱実験系を用

いて，これらの 2 要因が菌根の初期感染に与える影響を与える影響を調べた結果，根外

菌糸体による菌根形成能力は，根外菌糸体が菌根から切り離される，つまり宿主から根

外菌糸体への炭素供給が遮断されることで大きく低下した（3 章）．このことは，宿主

からの炭素供給の有無が，菌根形成に大きく影響していることを示している．宿主地上

部に取り込まれた 14CO2は，1 日以内に根外菌糸体まで転流し，3 日以内に菌根菌への

転流が完了することが示されている（Wu et al. 2002, 2012）．さらに，子実体に対して

も直近の光合成産物が転流し，子実体の成長に利用されていることが示唆されている

（Lamhamedi et al. 1994, Teramoto et al. 2012）．本研究の結果から，菌根形成においても，

直近の光合成産物が利用されていることが推測された．つまり，菌根を形成した菌は，

宿主から光合成産物の供給を受けることで根外菌糸体量を増やすとともに，根端への感

染能力も増大するため，周囲の根端に優位に菌根を形成することでパッチ状の分布が形

成されると考えられる． 

一方，コメツガ稚樹の根系においては，根端への感染頻度の低い菌種も多数検出され

た（2 章 1 節）．これらの菌種は，根系の一部に集中していたため，その部分の種多様

性が高くなる傾向が見られた．このような部分では，菌根から伸びた根外菌糸体による

感染ではなく，土壌中の胞子や菌糸断片による感染が起きていたと考えられる．本研究

において，宿主からの炭素供給を失った根外菌糸体（埋土菌糸体）の菌根形成能力を調

べた結果，土壌が攪乱されなければ根外菌糸体の菌根形成能力が 2 ヶ月間維持された（4
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章）．また，土壌が攪乱されても，埋土菌糸体の分解が促進されて菌根形成能力が低下

した状態でも，1 ヶ月間は菌根形成能力が維持された．一方で，宿主からの炭素供給を

失った後の時間経過と，根外菌糸体量や菌根数の減少との対応関係が，コツブタケ属菌

の菌株（PS）とウラムラサキの菌株（La）の間で異なった（4 章）．これは，炭素供給

の停止や土壌の攪乱に対する耐性が，菌種によって異なることを示唆している．一般的

に，菌類は，余剰の糖をグリコーゲンや脂質として細胞内に貯蔵することが可能である

（小野 2014）．本研究で用いた 2 種のうち，炭素供給の停止や土壌の攪乱に対する耐性

が高いと推測されたウラムラサキは，脂肪酸や脂質を炭素源として利用できる（Hattori 

et al. 2003）．ウラムラサキのような，耐性が高い菌種は，環境が悪化した際に，細胞内

に貯蔵した炭素源を利用して生存が可能なのかもしれない．また，3 章において，PS

で見られた遮光による菌根数への影響が，La では見られなかったことも，炭素の貯蔵

能力の違いが関係しているのかもしれない． 

野外においては，土壌動物の活動，菌食者による摂食，根食性昆虫による根の摂食な

どによって，根外菌糸体が宿主から分断されることが起こっていると推測される．この

ような埋土菌糸体は，宿主から炭素供給を受けている根外菌糸体よりも菌根形成能力が

低くなることから（3 章），同一種による菌根クラスターが形成されている場所では感

染しにくく，菌根から伸びた根外菌糸体が到達していない場所で感染しやすくなると考

えられる．そのため，根系内における感染頻度の低い菌根菌種は根系の一部に集中し，

モザイク状の分布を形成していたと考えられる．菌根菌の種間には強い競争があるにも

かかわらず，菌根菌群集の種多様性は高く維持されている．これは，多種の菌根菌の共

存を促進するメカニズムが存在するためと考えられている（Bruns 1995, Horton et al. 

1998, Baar et al. 1999, Taylor and Bruns 1999, Peay et al. 2007, Bruns et al. 2009, Kennedy 

2010）．本研究で示された埋土菌糸体による低頻度の菌根形成は，菌根菌の多様性の高

さを維持する 1 つのシステムとして機能している可能性もある．一方，本研究における

埋土菌糸体の菌根形成能力の調査は根箱実験系のみで行っており，他種の菌根菌，腐生

菌，菌寄生菌，土壌細菌などとの相互作用を考慮していない．そのため，森林の土壌環

境よりも，菌根菌の生存にとって有利な環境であると考えられる．今後，野外実験によ

って，埋土菌糸体が実際にどの程度菌根形成に寄与しているのかを検証する必要がある

だろう． 

 また，本研究の野外調査では，露岩上に更新したコメツガとシラビソを用いており，
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有機物層に存在する菌根菌の水平分布のみを解析した．しかし，林床で更新する多くの

樹種は，垂直方向にも根を伸長させるため，垂直分布も考慮する必要がある．Beiker et al.

（2012）は，同所的に共存する Rhizopogon vesiculosus A.H. Sm.と R. vinicolor A.H. Sm.の

空間分布を調べ，水平方向で見ると両者の分布が重なり合っているが，垂直方向で見る

と，前者は有機物層に多く，後者は鉱質土層に分布することを示した．また，Tricholoma 

matsutake (S. Ito et Imai) Sing.（マツタケ）の菌根と根外菌糸体の集合であるシロは，主

に鉱質土層に形成されることが知られている（小川 1975）．このような土壌層による分

布の違いは，共存する他の菌根菌との競争によると考えられるが，そのメカニズムには

不明な点が多い．今後，水平分布と垂直分布を同時に調査することで，菌根菌の三次元

的な空間分布を明らかにすることが必要である． 

 

宿主樹木による根系内の菌根菌群集の制御 

 

 根分けしたクロマツ菌根苗を，不均一な土壌窒素環境下で栽培した結果，部分根系か

ら得られる窒素量に応じて，樹木から部分根系への炭素および窒素の分配に勾配が生じ

た（5 章）．このことは，宿主樹木が，菌根菌から得られる養分量に応じて，根系に対

する投資を選択的に変化させることを示唆している．草本類においては，土壌養分環境

の良い場所で側根を発達させて吸収量を増加させるという根の表現型の可塑性が，生育

にとって重要であることが示されている（Hodge 2004）．本研究によって，外生菌根性

樹木においても，土壌養分環境に応じて根の表現型の可塑性を示すことが明らかとなっ

た．菌根性植物においては，土壌中に養分の豊富なパッチが存在する場合，菌根菌が養

分パッチ内で菌糸を発達させることが示されている（Bending and Read 1995, Hodge et al. 

2001）．その結果，菌根菌は，パッチ内の養分を宿主植物へ速やかに転流するため，菌

根菌が感染した植物では，根の選択的な成長は抑制されると考えられている（Tibbett 

2000）．本研究では窒素の多い根系と少ない根系が完全に分離されていたために，野外

における実際の反応よりも過剰な反応を示した可能性は否定できない．一方で，野外に

おいては，1 本の樹木の根系内に多様な菌根菌種が共存しており，パッチ状またはモザ

イク状に分布している（2 章）．もし，宿主に対する養分供給量が大きく異なる菌種が

異なる根系に菌根を形成した場合，各根系から得られる養分量が大きく異なると考えら

れる．そのような状況下では，宿主植物が，根系から得られる養分量に対して，炭素の
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分配量を変化させている可能性がある．これらについては，1 本の樹木に複数種の菌根

菌を感染させた実験系によって検証する必要があるだろう． 

菌根菌から得られる窒素量に応じて，宿主植物が地下部への炭素転流量を変化させる

と仮定すると，菌根菌に対する炭素転流も同様に制御している可能性がある．アーバス

キュラー菌根菌においては，リンを得るための炭素コストが高い菌種よりも，炭素コス

トが低い菌種に対して，宿主植物が優先的に光合成産物を与えることが示されている

（Bever et al. 2009, Kiers et al. 2011）．本研究の根分け実験では，左右の根系に同一の菌

株を接種したが，土壌中の窒素濃度を左右で変えることによって，菌根菌による窒素吸

収促進効果の違いを疑似的に再現した．5 章 2 節の本研究の N++/N-処理区において，

N++側の部分根系へ優先的に分配された光合成産物が，菌根菌にも多く分配されたかど

うかは不明であるが，樹木と外生菌根菌との間にも，アーバスキュラー菌根菌で見られ

た関係があるかもしれない．共生効果の高い菌に優先的に光合成産物を転流することは，

共生効果の低い菌の増殖を抑え，共生関係を安定化させることができる（Zheng et al. 

2014）．外生菌根菌の宿主に対する共生効果は菌種によって大きく異なるため，樹木は

共生効果の低い菌を抑制し，共生効果の高い菌に多くの炭素を分配しているのかもしれ

ない． 

 

根系スケールにおける外生菌根と根外菌糸体の動態 

 

 本研究の結果から，根系スケールでは，以下のプロセスにより，菌根の形成や根外菌

糸体の伸長が行われていると推測される． 

 

1. 土壌中に存在する多種の菌根菌の感染源（胞子，菌核，菌糸断片）から 1 菌種の菌

根が形成される 

2. 形成された菌根から新たな根外菌糸体が伸長し，近くの根端に優先的に感染する 

3. 菌根の形成と根外菌糸体の伸長を繰り返しながら，同一種からなる菌根のクラスタ

ーを形成する 

4. 1～3 による菌根クラスターが，根系内に複数形成される 

5. それぞれの菌根菌から得られる養分量に応じて，宿主樹木が菌根菌への炭素分配を

制御する 
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6. 宿主樹木への寄与が小さい菌種の拡大が抑制され，寄与の大きい菌種が分布域を拡

大する 

7. 各菌種が 1～数 cm 程度のパッチ状に分布する 

 

植物は，実生の定着や成長，他の植物との競争など，様々な点で菌根菌と密接な関係

を持つことが多くの研究で示されてきた．しかし，地下部における菌根や根外菌糸体の

動態を把握することは難しいため，菌根菌の共生機能や生態には，不明な点が多かった．

本研究により，根系スケールにおける菌根菌の詳細な動態を解明するための，生態学的，

生理学的な知見を示せたものと考える． 
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