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研究成果の概要：キノコ類は形が単純であり、種の分類・識別に使える情報が少ない。したが

って、これまで分類学的に認識されてきたキノコの種には、形で区別することが難しいが、生

物学的には別の種（隠蔽種と呼ばれる）が複数、含まれている可能性が高い。本研究では、最

近、野生のキノコ類からでも容易に取り出せるようになった DNA レベルの分子情報を用いて、

オニイグチ類というキノコの一群に多数の隠蔽種が含まれていることを明らかにした。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００６年度 8,200,000 2,460,000 10,660,000 
２００７年度 4,400,000 1,320,000 5,720,000 
２００８年度 2,600,000 780,000 3,380,000 

年度    

  年度    

総 計 15,200,000 4,560,000 19,760,000 
 
 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：基礎生物学・生物多様性・分類 
キーワード：菌根菌，オニイグチ類，生物学的種，核DNA，ミトコンドリア DNA，葉緑体 DNA， 

      隠蔽種，宿主特異性 
 
１．研究開始当初の背景 

形態的には差異が見られないが、互いに生
殖的に隔離されている種は隠蔽種と呼ばれ
る。隠蔽種間には、しばしば生態的な特性に
違いが見られることが報告されているので、
隠蔽種を識別することは分類学の上で重要
なだけでなく、その生物群の生態的特性や進
化を理解する上でも重要である。高等菌類で
あるキノコ類では、その子実体（いわゆるキ
ノコ）の形態が単純であり、可塑性にも富ん
でいるため、キノコ類にも多数の隠蔽種が存
在することが予測される。しかしながら、キ

ノコ類では人工的交配実験等を行うのが困
難な種群も少なくないので、キノコ類におけ
る隠蔽種研究は進んでいない。 
キノコ類の中で、菌糸と植物の根の共生体

（外生菌根）を形成するものを外生菌根菌と
呼ぶ。外生菌根菌と宿主植物は栄養的に相互
依存関係にあり、相利共生関係を結んでいる。
これまでの外生菌根菌の子実体の周辺植生
を観察した研究や菌根の調査の研究から、外
生菌根菌は一般的に宿主植物に対する特異
性が低いと考えられてきた。しかし、従来の
外生菌根菌の宿主特異性を評価した研究で
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は、隠蔽種の識別が不十分であること、宿主
樹種の同定が直接的な証拠である菌根の調
査解析に基づいて行われていないことが多
かったことから、従来の研究では外生菌根菌
の宿主特異性は正確に評価されていない可
能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
 菌根性のキノコ類であるオニイグチ属

(Strobilomyces, Strobilmyceataceae)菌類を

材料にして，そのDNAの塩基配列解析をするこ

とにより，この群に含まれる隠蔽種を効率よ

く認識し，さらに，オニイグチ類の菌根の菌

類と植物それぞれのDNAを解析することで，ど

のような種の組合せで共生しているのかを明

らかにすることが本研究の目的である． 
 
 
３．研究の方法 
 本研究では、オニイグチ属菌の種をなるべ
く網羅的に集めてくるため、様々な植生をも
つ日本国内と台湾の合計 15 の地域から、60
個のオニイグチ属菌の子実体サンプルを採
集した。子実体サンプルから全DNAを抽出し、
PCR 法を用いて特定の DNA 領域を増幅させる
ことにより、核 DNA にコードされている RNA
ポリメラーゼⅡの大サブユニット遺伝子
（rpb1）と、リボソーム RNA の遺伝子間領域
2（ITS2）、ならびにミトコンドリア DNA にコ
ードされているATP アーゼの第 6サブユニッ
トの遺伝子（atp6）の部分 DNA 塩基配列を調
べた。得られた情報を解析することによって、
この群に含まれる隠蔽種を探索した。 
 一方、宿主樹種を決定するためには、菌根
から菌糸をたどって子実体を探すとともに、
植物根をたどって植物本体を探せばよいは
ずである。しかしながら、菌糸は非常に微細
であり、地下ではしばしば複雑な根系が存在
しているため、野外においてこの方法をとる
ことは現実的に不可能である。そこで、本研
究では、菌類の菌糸と植物根の融合体である
菌根から、菌類と植物の両方の塩基配列を解
読することによって、宿主樹種を決定すると
いう手法をとった。宿主樹種の同定を行うた
め、菌根サンプルから菌根菌のミトコンドリ
ア atp6 遺伝子の塩基配列を決定し、宿主樹
種の葉緑体DNAリブロースブスリン酸カルボ
キシラーゼ遺伝子（rbcL）を決定した。 
 
 
４．研究成果 
(1)外生菌根菌オニイグチ属菌の隠蔽種の網
羅的探索と宿主特異性の再評価 

最初に、オニイグチ属菌の形態種にどの程
度の隠蔽種が見られるかということについ
て検討し、同時に隠蔽種を識別することでオ

ニイグチ属菌がどの程度の宿主樹種をもっ
ているかということについて調べた。 

核DNAとミトコンドリアDNAは異なる遺伝
様式（両親遺伝、片親遺伝）をもっているた
め、両者の分子系統樹で一致して支持される
クレード（DNA タイプ）が存在することは、
そのクレード間で生殖的隔離があることの
証拠となる。この原理を利用して、核 DNA に
コードされている rpb1 遺伝子と、リボソー
ム RNA の遺伝子間領域 2（ITS2）、ならびにミ
トコンドリア DNA にコードされている atp6
遺伝子の部分DNA塩基配列を解読比較するこ
とによって、外生菌根菌オニイグチ属菌の隠
蔽種の網羅的探索を行った。これまでオニイ
グチ属には、オニイグチ（S. strobilaceus）、
オニイグチモドキ（S. confusus）、コオニイ
グチ（S. seminudus）、トライグチ（S. 
mirandus）という 4つの記載種が知られてい
た。核 DNA の塩基配列情報から分子系統樹を
構築したところ、オニイグチ属菌で、遺伝距
離によって識別できるDNAタイプが合計で14
個識別することができた（図１）。それぞれ
の形態種ごとでは、オニイグチモドキとコオ
ニイグチの複合種は 4つの DNA タイプに、オ
ニイグチは 7つの DNA タイプに、形態形質が
顕著に他の 3種と異なるトライグチは 1つの
DNA タイプに、それぞれ分けられることが分
かった。また、2 つの DNA タイプはいずれの
形態種とも合致しない特殊な形態をもって
いた。これらの DNA タイプのまとまりはいず
れも高いブートストラップ値と事後確率に
よって支持された。一方で、ミトコンドリア
DNA の塩基配列情報から分子系統樹を構築し
たところ、核 DNA と比べると解像度が悪いも
のの、核 DNA で識別されたものとまったく同
じ DNA タイプが検出された（図２）。このよ
うに、遺伝様式が独立している核 DNA とミト
コンドリア DNAで共通して支持される DNAタ
イプが明らかに形態種の数よりも多数見ら
れたことから、オニイグチ属菌では、互いに
生殖的に隔離された隠蔽種が多数存在して
いる可能性が強く示唆された。 

次に、それぞれの DNA タイプごとでどうい
った宿主樹種をもっているかということを
検討した。その結果、オニイグチ属菌では、
一つの DNA タイプ（DNA タイプ 3）のみがア
カマツとブナ科樹種の双方を宿主としてい
たが、他の DNAタイプはブナ科樹種のみを宿
主としていたことが示された（図 1）。この結
果から、オニイグチ属菌では隠蔽種が混同さ
れていたために、その宿主特異性が過小評価
されていたという仮説が支持された。 
 



 

 

 
図１.核 rpb1 遺伝子のDNA 塩基配列の情報に
基づいてベイズ法により得られた 50%多数決
合意樹．分枝上の数値は、上部の数値がベイ
ズ法による事後確率（50%以上のもののみ）
を示し、下部の括弧内の数値が最節約法に基
づくブートストラップ値(50%以上のものの
み）を示している。分子系統樹の横に配置さ
れている数値は、各 DNA タイプの番号を示
している。 
 

 
図２.ミトコンドリア atp6 遺伝子のDNA 塩基
配列の情報に基づいてベイズ法により作成
した 50%多数決合意樹．分枝上の数値は、上
部の数値がベイズ法による事後確率を示し、
下部の括弧内の数値が最節約法に基づくブ

ートストラップ値を示している。分子系統樹
の横に示された DNA タイプの番号は図 1 の
ものと対応している。分子系統樹の右側には、
オニイグチ属菌の各 DNA タイプの子実体の
写真と、走査電子顕微鏡を用いて 8000 倍で
撮影した担子胞子の写真を示した。 
 

 
図３.オニイグチ属菌のミトコンドリア atp6
遺伝子と cox3 遺伝子の結合塩基配列に基づ
いて構築したベイズ法の多数決合意樹．分枝
の上の数値は事後確率（50%以上のみ）を示
しており、その下に最節約法に基づくブート
ストラップの値（50%以上のみ）を示した。
京都市吉田山から採集することのできた
DNA タイプは太字で示し、さらに DNA タイ
プの名前の横にアスタリスクをつけた。DNA
タイプの右側に示した括弧内の数値は、その
DNA タイプが検出された個体数を示してい
る。 
 
 (2)共優性遺伝マーカーを用いた集団遺伝
学的解析 

次に、核 DNA とミトコンドリア DNA の塩基
配列情報から識別された DNA タイプの間で、
互いに生殖的な隔離があるかどうかを集団
遺伝学的解析によって検証した。先の研究で
は、異なる DNAタイプ間に生殖的な隔離があ
る可能性が示唆されはしたが、同じ地域から
は少数のサンプルしか採集、解析していなか
ったこと、遺伝子流動を計測するのに必要な
ヘテロ接合体、ホモ接合体の頻度を調べてい
なかったことから、認識できた 14 個の DNA
タイプ間に生殖的隔離があることを実証す
ることまではできていなかった。異なる DNA
タイプ間で完全に遺伝子流動が絶たれてお
り、同一の DNAタイプ内では任意交配をして
いることを示すためには、同所的に複数の
DNA タイプが共存する集団で、ミトコンドリ
ア DNA の塩基配列に基づいて識別した DNAタ
イプに対して、核遺伝子由来の共優性遺伝マ
ーカーを適用して遺伝型を調べる必要があ
る。ここでは、第 1章の結果から複数のオニ



 

 

イグチ属菌のDNAタイプが共存していること
が示されていた京都市の吉田山を調査地と
して、集団遺伝学的解析を行った。 

吉田山から 109 個のオニイグチ属菌の子
実体サンプルの採集を行った。採集した子実
体サンプルに対して、ミトコンドリア atp6
遺伝子とチトクロム酸化酵素の第3サブユニ
ットの遺伝子（cox3）の部分 DNA 塩基配列を
解読して、その塩基配列に基づいてオニイグ
チ属菌の DNA タイプを決定した。その結果、
吉田山には先の研究で識別したDNAタイプの
うち、6つ（DNA タイプ 1、2、3、4、6、11）
が共存しており、そのうち 3 つ（DNA タイプ
1、3、4）は高い割合で集団中に存在してい
ることが分かった（図３）。頻度の高い 3 つ
の DNA タイプに対して、核のシングルコピー
遺伝子である rpb1 遺伝子、RNA ポリメラーゼ
Ⅱの二番目に大きいサブユニット遺伝子
（rpb2）、グルセルアルデヒド 3 リン酸脱水
酵素遺伝子（Gapdh）に対して、PCR 増幅産物
の制限酵素切断断片長の多型を調べる解析
（CAPS マーカーによる解析）を行った。この
CAPS マーカーは共優性遺伝マーカーであり、
核遺伝子でホモ接合体とヘテロ接合体を区
別できる分子マーカーである。集団全体に対
して多型解析を行った結果、それぞれの DNA
タイプは完全に異なるホモ接合体で固定し
ており、DNA タイプ間でヘテロ接合体は 1 つ
も検出されなかった（図４）。この結果から、
DNA タイプ間では完全に遺伝子流動がないと
いうことを示唆された。また、同一の DNA タ
イプをもつ分集団内で、多型解析を行ったと
ころ、いずれの DNA タイプをもつ分集団内で
もホモ接合体とヘテロ接合体が多数見られ
た（図４）。同じ DNA タイプをもつ分集団に
対して、近親交配の指標である近交係数を計
算したところ、それぞれの DNA タイプをもつ
分集団の近郊係数はいずれも任意交配をし
ているときの値に近い値を示した（図５）。
さらに、各 DNAタイプの分集団の遺伝子型頻
度がハーディ・ワインベルク平衡から期待さ
れる値からずれているかどうかをχ二乗検
定で検定した。その結果、いずれの DNA タイ
プの分集団でも、観測された遺伝子型頻度が
期待値からずれないという帰無仮説は棄却
されなかった（図５）。この結果から、同じ
DNA タイプをもつ分集団内では、菌個体は任
意交配を行っているということが示唆され
た。以上の結果から、これらの DNA タイプは
互いに独立した生物学的種（隠蔽種）である
ことが証明された。 

本研究から、核 DNAとミトコンドリア DNA
を比較することによって、キノコ類の隠蔽種
を効果的に探索・識別できることが明らかに
なった。この手法は人工交配実験と違ってど
のようなキノコ類にも適用が可能であるた
め、本研究でこの手法を確立したことは今後

のキノコ類の分類学的研究に重要な貢献を
果たしたのではないかと考えている。 
 

 
図４.PCR増幅したDNA断片を各制限酵素で処
理した後、アガロースゲルに電気泳動して得
られたバンドパターン．写真の上部にそれぞ
れのバンドパターンを示した個体の遺伝型
を表した。a）rpb1 遺伝子の部分 DNA 断片
をCla 1で制限酵素処理したもの b）Gapdh
遺伝子の部分DNA 断片をHpa 1 で制限酵素
処理したもの c）rpb1 遺伝子の部分 DNA
断片を Aci1 で制限酵素処理したもの d）
Gapdh 遺伝子の部分 DNA 断片を TspR1 で
制限酵素処理したものを示す。 
 

 
図５.それぞれの DNA タイプ内に見られた核
遺伝子の遺伝子型．DNA タイプはミトコン
ドリア DNA の塩基配列情報に基づいて識別
された隠蔽種の候補を示している。核遺伝子
に対して CAPS マーカーによる多型解析を
行い、一つの DNA タイプの中にどのような
核遺伝子の多型が見られるかを、(a) DNA タ
イプ１、(b) DNA タイプ 3、(c) DNA タイプ



 

 

4 ごとで調べた結果を示す。 
 
(3)外生菌根菌オニイグチ属菌で見られた隠
蔽種間の宿主特異性と宿主選好性の分化 

ここまでの研究で、オニイグチ属菌の多く
の DNA タイプで、ブナ科樹種に対して特異性
がある可能性が示唆されていた。しかしなが
ら、これまでの研究では、同じ地域から少数
のサンプルしか調べていなかったため、DNA
タイプ間でサンプルを採集した地域の隔た
りのある可能性があり、それが宿主樹種構成
の違いに影響している可能性を棄却できな
かった。このような可能性を企画するため、
同じ地域に生育するオニイグチ属菌のDNAタ
イプ（隠蔽種）間で、宿主樹種の構成に関し
て違いが見られるかどうかについて調べた。
この研究では、先の集団遺伝学的研究と同じ
く、京都市の吉田山において、調査を行った。
吉田山では先の研究から複数のオニイグチ
属菌の DNA タイプが検出されており、ツブラ
ジイ、アラカシ、コナラといったブナ科樹種
やアカマツといったマツ科樹種が共存して
いる地域である。もし、オニイグチ属菌の DNA
タイプ間で宿主樹種構成や宿主特異性に違
いが本当に見られるのであれば、この地域内
ではっきりとその傾向が見られるはずであ
る。 

オニイグチ属菌のそれぞれの DNA タイプ
について、十分な数の宿主樹種のデータを得
るために、吉田山においてオニイグチ属菌の
子実体サンプルと菌根サンプルの採集を新
たに行った。DNA タイプを決定するため、子
実体サンプルのミトコンドリア apt6 遺伝子
と cox3 遺伝子の部分 DNA 塩基配列を解読し
た。また、宿主樹種を同定するため、菌根サ
ンプルから菌根菌のDNA塩基配列と宿主樹種
の DNA 塩基配列を決定した。その結果、55サ
ンプル（DNA タイプ１: 20 サンプル、DNA タ
イプ 2: 2 サンプル、DNA タイプ 3: 21 サンプ
ル、DNA タイプ 4: 10 サンプル、DNA タイプ
11: 2 サンプル）について宿主樹種を決定す
ることが出来た。このうち、比較的サンプル
数を多く確保できた DNA タイプ 1，3 及び 4
の間で宿主樹種構成について比較を行った。 

DNAタイプごとの宿主樹種構成を調べたと
ころ、DNA タイプ 1 はブナ科のみを宿主樹種
としており、その中でもコナラを宿主樹種と
している割合が高いことが分かった（図６）。
DNA タイプ 3 は、ブナ科樹種もアカマツも宿
主樹種としていたが、中でもアカマツを宿主
樹種としている割合が高いことが示された
（図６）。DNAタイプ4はブナ科樹種の中でも、
コナラやカシ類などコナラ属のみを宿主樹
種としていることが分かった（図６）。Fisher
の直接確率計算法で、DNA タイプ間の宿主樹
種構成比に違いが見られるかどうかについ
て検定を行った。その結果、DNA タイプ 3 は

他のDNAタイプと有意に異なった宿主樹種構
成比をもっていることが明らかになった。 

宿主樹種を同定した結果、いずれの DNA タ
イプでも、すべての樹種を同じ割合で宿主樹
種にしているというよりも、特定の樹種を優
先的に宿主樹種としている傾向が見られた。
しかし、この偏りが、オニイグチ属菌が特定
の樹種を選好しているからなのか、それとも
サンプルの採集地である吉田山の樹種構成
比の影響を受けたに過ぎないのかがはっき
りしなかった。そこで、本研究では、吉田山
の樹種構成比を調べ、それをオニイグチ属菌
の宿主樹種構成比の期待値と考えた上で、そ
れぞれのDNAタイプの宿主樹種構成比がその
期待値からずれているかどうかについて検
討した。その結果、DNA タイプ 1 と DNA タイ
プ3が有意に期待値からずれた宿主樹種構成
比をもっていることが明らかになった（図
６）。DNAタイプ 1はコナラを優先的に宿主樹
種としており、DNA タイプ 3 はアカマツを優
先的に宿主樹種としている結果がすでに得
られている。この検定結果は、これら 2つの
DNA タイプが任意の宿主樹種を選んでいるわ
けではなく、特定の樹種に対してはっきりと
した選好性をもっていることを示す結果と
なった。この中でも、DNA タイプ 3 の結果は
非常に興味深く、単に宿主特異性が低いと考
えられてきた DNA タイプ 3は、この研究によ
って新たに宿主樹種を選んでいる種である
ということが明らかになった。 
 

 
図６.各 DNA タイプの宿主樹種構成と吉田山
内の各樹種の構成比に基づいて算出した期
待値．P 値は各 DNA タイプの宿主樹種構成が
期待値から有意にずれているかどうかを、χ
二乗検定によって検定したときの値である。 
 

従来、オニイグチ属菌には高い宿主特異性
をもった形態種は知られていなかった。しか
し、本研究で、隠蔽種を識別し、菌根から宿
主樹種を同定するという試みを行ったこと
によって、実際にはブナ科樹種に対して特異
性をもつ種とアカマツに対して選好性をも
つ種に分けられるということが明らかにな



 

 

った。本研究ではオニイグチ属菌のモデルと
して研究を行ったが、本研究の成果から、従
来の研究では、隠蔽種の混同や宿主樹種の同
定ミスといった問題によって外生菌根菌の
宿主特異性が過小評価されている可能性が
高いということが実証された。 
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