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研究成果の概要（和文）：ショウロ子実体から様々な細菌が分離できた．その中には，ショウロ菌糸生育を促進
する細菌が見出され，それらはParaburkholderia, Caballeronia, Janthinobacterium, Novosphingobium およ
び Rhodobacter属に属することが判明した．本ヘルパー細菌はクロマツと共生している菌根性きのこに対して特
異的に菌糸生育を促進する作用を有することが明らかになった．インビトロ菌根共生に及ぼす細菌接種の効果を
調査した結果，ショウロ菌を接種した後に細菌系統GIB024またはGIB028を接種する方法が効果的であることが判
明した．

研究成果の概要（英文）：Various bacterial strains were isolated from fruiting bodies of Rhizopogon 
roseolus. Some bacterial strains were found to stimulate mycelial growth in R. roseolus. BLAST 
analysis revealed that these bacterial strains belonged to the genera Paraburkholderia, 
Caballeronia, Janthinobacterium, Novosphingobium, and Rhodobacter. A comparative study using several
 ectomycorrhizal mushroom strains revealed that the bacterial strain from the fruiting body of R. 
roseolus stimulated mycelial growth of ectomycorrhizal mushrooms collected from a Pinus thunbergii 
forest, but not in those collected from another forest, indicating a specific interaction between 
the bacterial strain and ectomycorrhizal mushroom species. An in vitro inoculation experiment using 
P. thunbergii seedlings indicated that post-bacterial inoculation with GIB024 or GIB028 was 
effective in increasing mycorrhization of R. roseolus.

研究分野： きのこ栽培学

キーワード： 外生菌根菌　ショウロ　ヘルパー細菌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で明らかにしたヘルパー細菌は，子実体から分離されていること，また，根圏土壌から分離されたヘルパ
ー細菌とは種が異なることから，分離源の由来と細菌種に新規性がある．また，本ヘルパー細菌はクロマツを宿
主としたきのこ種に対して特異的に菌糸生育を促進することを明らかにしているが，この特異性に関する新知見
は，菌根性きのこと細菌の相互作用に関する新しい研究領域を提案することに寄与する．一方，ショウロ菌を効
率的に宿主クロマツに感染させる有効な方法を提案したことから，本知見は菌根性きのこの高度利用に資するバ
イオ資材の開発にも貢献すると思われる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
海岸クロマツ林ではショウロなどの食用きのこが発生する．ショウロはクロマツ根に感染し

て共生する菌根性きのこであり，いわゆるマツタケと同様に人工栽培が困難なきのこである．こ
れまでクロマツ実生を用いて，ショウロ―クロマツ菌根共生系を効率的に育成する方法を開発
し，さらにそのショウロ感染クロマツ苗木を育成することによってショウロ子実体生産が可能
であることを明らかにしている．しかしながら，感染して形成される共生構造体（外生菌根菌）
数や子実体生産量が少ないことから，より効率的な人工感染や子実体生産量の増大が求められ
ている． 
近年，強増殖性および耐塩性を具備したショウロ菌株の育成に取り組んだ研究過程において

ショウロ子実体から菌糸生育を促進する細菌を偶然発見した．このような特性を有する細菌は
ヘルパー細菌と呼ばれているが，子実体から分離された研究例は殆どなく，特殊な機能を有する
と推定されていた．しかしながら，細菌の分離系統数は少なく，また，本細菌の生存戦略に関す
る基礎的知見やクロマツ―ショウロの菌根共生系における役割や機能についは全く不明である．
さらには，本細菌は子実体から分離されることから，子実体形成との関連性が予想されるものの，
その役割については不明な点が多く残されている． 
 
２．研究の目的 
本研究課題では，子実体から分離されるヘルパー細菌に着目して，ショウロ子実体からヘルパ

ー細菌を多数分離しヘルパー細菌系統を拡充すること，ショウロ以外の菌根性きのこの菌糸生
育に及ぼす細菌の効果を調査して菌根性きのこと細菌との間の特異性解析を進め，高親和性細
菌系統を選抜すること，そしてインビトロ菌根共生系にヘルパー細菌を導入することで，ヘルパ
ー細菌の共生系の維持や子実体形成における役割を解明することを目的としている．  
 
３．研究の方法 
（１）供試子実体 
これまでショウロ子実体から分離したヘルパー細菌の系統数は少なく，特定の細菌種に偏っ

ている可能性が危惧された．そこで，分離源となるショウロ子実体採取地を拡張し，ヘルパー細
菌系統の拡充を目指した．分離源となるショウロ子実体採取地としては，鳥取県鳥取市浜坂の鳥
取大学乾燥地センター構内のクロマツ林および石川県金沢市の内灘海岸に位置するクロマツ林
を選定した．特に，2019 年 3 月に集中してショウロ子実体を収集した．収集したショウロ子実
体は菌株の分離および細菌分離に用いた． 

 
（２）組織分離および細菌分離 
収集したショウロ子実体組織片を，改変 Meline-Norkrans（MMN）平板寒天培地で培養して組

織分離菌株を取得した．また，組織分離過程や胞子懸濁液の培養過程で出現した細菌コロニーを，
濃度を 5 倍に希釈した１/５MMN 平板寒天培地または PDA 平板培地に接種し培養した．分離し
た細菌は SCDLP 寒天培地および PDA 培地上で平板塗抹培養法によって単一コロニーとして，
得られた単一コロニーを SCDLP 寒天培地および PDA 培地で培養した． 

 
（３）供試菌株 
供試菌は，鳥取大学農学部附属菌類きのこ遺伝資源研究センターに保存されている菌根性き

のこ菌株を用いた．ショウロとして TUFC10010 を用いた．ショウロ以外のきのこでは 15 属 36
種 56 菌株を使用した．具体的には，宿主が二針葉マツのきのことして，アミタケ，チチアワタ
ケ，ヌメリイグチ，マツタケ，マツシメジ，シモコシ，コツブタケの計 3 属 7 種，広葉樹のきの
ことして，サクラシメジの 1 種，カラマツ属のきのことして，シロヌメリイグチ，アジアカラマ
ツイグチ，アミハナイグチ，ハナイグチの計 2 属 4 種，五針葉マツのきのことして，キヌメリイ
グチの 1 種，ハンノキ属のきのことして，ハンノキイグチの 1 種，宿主を特定しないきのことし
て，ウラムラサキ他 10 属 21 種を用いた． 

 
（４）細菌のきのこ菌糸生育に及ぼす効果の検定 
菌根性きのこ菌糸の生育に及ぼすヘルパー細菌の影響調査は，以下の通り行った．菌根性きの

こ菌糸を MMN-GM（ＭＭＮ培地からグルコースと麦芽エキスを除いた）平板寒天培地に接種し，
25℃，暗黒下で培養した後，菌糸末端から 2.5 cm 離したところにヘルパー細菌を環状に画線し，
同条件下で培養し，菌糸生育量を随時測定した． 

 
（５）細菌の同定と走査型電子顕微鏡観察 
分離細菌を同定するために，細菌より DNA を抽出し，常法に従い PCR で増幅した．増幅産物

を QIA 迅速 PCR 純化キットで純化した．シークエンシング反応は Eurofin Genomics で行い，塩
基配列を Genetyz と BioEdit で解析した．細菌の同定には NCBI のデータベースに基づきブラス



ト検索した．さらに，細菌の微細構造を解析するために，細菌懸濁液を１％四酸化オスミウムで
固定し，ナノパーコレーターで細菌を集め，エタノールで脱水し，ｔブチルアルコールに置換し，
凍結乾燥した．乾燥試料を白金蒸着し，走査型電子顕微鏡で観察した． 

 
（６）菌糸生育促進効果検定法の改良 
細菌が具備する菌糸生育促進効果を効率よく検定する検定培地，培養方法，さらには，細菌培

養検定液の調製方法の改良に着手した．MMN 液体培地で培養した細菌培養液，高圧蒸気滅菌し
た細菌培養液，および，細菌培養液をろ過滅菌したろ液を検定液として用いた．検定用の培地と
して 1/5MMN 培地，1/5MMN 培地からグルコースを除いた 1/5MMN-G 培地，1/5MMN 培地から
麦芽エキスを除いた 1/5MMN-M 培地，そして，1/5MMN 培地からグルコースと麦芽エキスを除
いた 1/5MMN-GM 培地を用いた．これらの培地で予めショウロ菌を培養した後，細菌培養検定
液を 2.5 cm 離して環状に塗布して培養し，菌糸生育量を計測した． 

 
（７）インビトロ菌根共生系に及ぼす細菌接種の効果 
インビトロ条件下のショウロ－クロマツ菌根共生系に及ぼすヘルパー細菌の影響について調

査した．本実験には，ピートモスとバーミキュライトの混合土壌で無菌的に育成したクロマツ実
生を用いた．これらの実生根に１/５MMN 液体培地で 30 日間培養したショウロ菌糸体を粉砕し
て接種した．また，クロマツ実生を育成した土壌に細菌を接種した．その細菌の接種試験区は，
ショウロ菌接種１か月前に細菌を接種する細菌前接種区，ショウロ菌と細菌を同時に接種する
同時接種区，そして，ショウロ菌を接種した後に細菌を接種する細菌後接種区の３接種試験区と
した．ショウロ菌と細菌を接種したクロマツ実生を育成した後，根茎における菌根形成率を調査
した． 
 
４．研究成果 
 
（１）細菌分離数と分離細菌のショウロ菌糸生育に及ぼす効果 
鳥取県鳥取市および石川県金沢市より収集した 41 個のショウロ子実体から 49 細菌系統を分

離した．分離細菌系統のショウロ菌糸体の生育に及ぼす効果を調査したところ 24 細菌系統で，
菌糸生育促進効果が認められた．  

 
（２）分離細菌の同定と微細構造 
菌糸生育促進効果を示した 24 系統のうち，６系

統において著しくショウロ菌糸の生育を促進した
ので，これらの細菌より DNA を抽出して分子生物
学的同定を試みた．ブラスト検索をした結果，これ
ら の 細 菌 は ， Paraburkholderia, Caballeronia, 
Janthinobacterium, Novosphingobium お よ び 
Rhodobacter 属に属すると推定できた．さらに，主
要な３細菌系統，GIB024 (P. fungorum), GIB028 (C. 
sordidicola)，および，GIB029 (J. agaricidamnosum)，
の微細構造を走査型電子顕微鏡で調査したところ，
これらは桿菌であることが判明した（図１）．以上
の様な研究で，ショウロ子実体から分離したヘルパ
ー細菌系統の実体を明らかにした． 

 
（３）ヘルパー細菌の菌根性きのこの菌糸生育に対する特異性解析 
菌根性きのこの菌糸生育に対する細菌の影響について調査したところ，アミタケとチチアワ

タケの菌糸生育が促進された．最も菌糸生育が促進されたのは TUFC31988 アミタケであり，相
対生育率は 206%であった．最も菌糸生育が抑制されたのは TUFC100861 イボラシャタケ，
TUFC100672 アジアカラマツイグチであり，その相対生育率はそれぞれ 54%，39%であった．ま
た，対照区と比較して菌糸生育に影響を及ぼさないきのことしてオオキツネタケ，ガンタケ等が
認められた．宿主がクロマツ由来の 5 菌株（ヌメリイグチ属）のきのこでは，菌糸生育が促進さ
れる傾向があり，逆に宿主がカラマツ属，五針葉マツのきのこに対して，菌糸生育を抑制する傾
向が認められた．以上の結果から，ショウロ子実体から分離したヘルパー細菌はショウロを含め，
宿主クロマツと共生している菌根性きのこに対して特異的に生育を促進する作用を有すると思
われた． 

 
（４）検定法の改良 

1/5MMN-GM 培地を用いて検定すると菌糸生育促進効果は顕著に認められるが，1/5MMN-G 培
地および 1/5MMN-M 培地では細菌の増殖が著しく旺盛で，逆に菌糸の生育が抑制された．一方，
高圧蒸気滅菌した細菌培養液およびろ過滅菌したろ液を検定液として用いたところ，本検定液
においても菌糸生育促進効果が認められた．その中でも，ろ過滅菌したろ液を 1/5MMN-GM 培
地で検定した時に，最も顕著な促進効果が認められた．以上の結果から，ショウロ菌糸の生育を

 

図１．子実体から分離した細菌の SEM 像 

Paraburkholderia fungorum (GIB024)  

 



促進する水溶性の物質がヘルパー細菌培養液中に生産されるが，その物質を追跡するためには，
ヘルパー細菌の培養液をろ過滅菌し，そのろ液を 1/5MMN-GM 培地を用いて検定する方法が有
効であることが判明した． 

 
（５）ショウロ菌糸の菌根形成に及ぼすヘルパー細菌の接種効果 
分離同定した細菌系統のショウロ－クロマツ菌根共生に及ぼす影響について調査した．その

結果，細菌の前接種，ショウロ菌との同時接種において 1 か月目よりも，２か月目に菌根形成率
が穏やかに増大する傾向が認められた．しかし，ショウロ菌接種後に細菌系統 GIB029 を接種す
ると，1 か月後には 39％，2 か月後に 21％と，時間とともに菌根形成率が減少した．しかし，シ
ョウロ菌接種後に細菌系統 GIB024 または GIB028 を接種すると菌根形成率が，1 か月目より 2
か月目に著しく増大した．以上の結果から，クロマツ実生におけるショウロの菌根形成に及ぼす
細菌接種の効果は用いる細菌系統と接種のタイミングで異なり，ショウロ菌を接種した後に細
菌系統 GIB024 または GIB028 を接種する方法が効果的であると考えられた． 
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