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研究成果の概要（和文）：シダ類の心臓形配偶体とAM菌との間の共生関係は、シダ種のハビタットと関連して多
様であることが、野生配偶体のAM菌感染率（感染個体数/観察個体数）の計測、及び土壌培地（黒ボク土＋川
砂）を用いたシダ類配偶体とAM菌との共培養実験結果から推定されていた。
　本研究では、シダ類配偶体とAM菌との共生関係の解明に向けて、土壌共培養系に比べて、より厳密な培養条件
コントロールが可能となる寒天共培養実験系の構築を目的とした。リンが吸着する土壌粒子の代替としてシリカ
ゲルあるいは活性炭の添加効果の検討、更にリン濃度、光条件、配偶体の密度効果の有無、等の検討を行なった
結果、１つの実験系を立ち上げるに至った。

研究成果の概要（英文）：The symbiotic relationship between the cordiform gametophytes of ferns and 
AM fungi is diverse, as shown by AM infection rates (number of infected individuals/number of 
observed ones) in wild gametophytes which were collected in many places in Japan. Our co-cultivation
 experiments of fern gametophytes and AM fungi in  a soil medium (andosol+ river sand) suggested 
that there is a close relation between the AM infection rates and  habitats of fern species, 
terrestrial or epiphytic. In order to elucidate the symbiotic relationship between fern gametophytes
 and AM fungi, we need to construct an agar co-cultivation experimental system that allows more 
strict control of culture conditions compared to soil cultivation system.  As a result of examining 
substitutes for soil particles (silica gel or activated carbon), phosphorus concentration, light 
conditions, presence or absence of gametophyte density effects, etc., here we present an agar 
co-cultivation experimental system.

研究分野： 植物形態学、植物進化形態学、植物分類学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
4.5億年前、上陸に成功した植物は、根、茎、葉を作り、様々な植物群を進化させてきた。そし、その進化に土
壌中の菌類との共生関係が重要であったとされているが、その実態は不明である。現生シダ類の配偶体は、数mm
と小型で、光合成を行うにもかかわらず、多くの種でAM菌を感染させている。培養条件を厳密に制御できる「シ
ダ配偶体とAM菌の寒天共培養実験系」の構築は、「シダ類配偶体とAM菌との共生関係」という新たな基軸に基づ
いた植物進化研究を大いに進めるものとなる。
　また植物と菌類との共生関係は近年、森林維持、特に林業の面からも注目を集めており、林業施作も含めて社
会的問題を解決するための基礎研究となる。

※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 
シダ植物を含めて維管束植物の根と土壌中のアーバスキュラー菌根菌（AM 菌）との共生関係

は広く知られているが、長さ数 mm の小型のシダ類配偶体については研究が大きく遅れている。
我々は DNA バーコーディング技術を用いた野生配偶体のシダ種および AM 菌種の同定を行い、
シダ類の多くの種で、配偶体の数層からなる中肋部に AM 菌を感染させている事を明らかにした
（Ogura-Tsujita et al. 2013, 2016）。 
さらに、野外で採取したシダ類 16 科 40 種 741 個体の配偶体データから、「地上生種の配偶

体の多くが AM 菌を感染させているが、菌感染率（感染個体数／観察個体数）は分類群によって
多様であること」、そして、「着生種の配偶体には AM 菌が感染していないこと」から、AM 菌の
感染とシダ種のハビタットとの間に相関関係がある可能性が示唆された。そこで土壌（黒ボク土
＋川砂）を用いたシダ類配偶体と AM 菌との共培養実験を試みた。その結果、以下の３群が認識
できた。（１）菌有り区（菌接種区）と菌無し区（非接種区）の間に 10 倍以上の配偶体サイズ差
があり、AM 菌に強い栄養依存関係をもつと予想される種（ゼンマイ、リュウビンタイ）、（２）
菌感染は行うが、サイズ差が少なく、栄養依存度が低いか無いと考えられる種（コシダ、リョウ
メンシダ等）、（３）菌接種区においても菌感染が全く見られない種（マメヅタ、ノキシノブ、コ
バノヒノキシダ等、全て着生種）。 
上記３群が存在するということは、シダ類の進化、特に胞子体の多様なハビタットへの進出に、 

配偶体と AM 菌との共生関係の変化が関係している可能性があることを示唆している。この配偶
体と AM 菌の関係の多様性を明らかにするためには、培地のリン濃度や光条件、シダ胞子生育密
度等を厳密にコントロールできる共培養実験系が必要となり、その確立が急務となっている。 
 
２．研究の目的 
シダ類配偶体と AM 菌との共生関係の多様性を明らかにするために、土壌培地に比べて精度の

高い実験系、すなわち寒天培地を用いた配偶体と AM 菌の共培養実験系の確立を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）材料：ゼンマイ胞子（京都府京都市伏見区大岩山で採集） 

    AM 菌（農研機構 農業生物資源ジーンバンクより入手） 
 Rhizophagus intraradices (Glomeraceae) 
Acaulospora longula (Acaulosporaceae) 
Claroideoglomus claroideum (Claroideoglomeraceae) 

 
（２）培養方法 
① ゼンマイ胞子を、リン等無機塩類を全く含まないアガロース寒天培地で発芽させた。 
② AM 菌３種（上記）の胞子 10〜35 個ずつを混ぜ、直径 5cm のプラスチックシャーレに充填し

た M培地（リン濃度を KH2PO4で調整した Phytogel の寒天培地,Declerck et al. 2005）の中
央部に置床し、暗黒下で培養した。その際、リン
が吸着すると予想される土壌粒子の代替品とし
てシリカゲルあるいは活性炭を添加した（図１）。 
シリカゲルは１シャーレ当たり 4g（シャーレの
底一面を薄く覆う量）とし、活性炭は寒天培地の
0.5%（Fonseca et al. 2014）とした。 

③ 数日後、AM 菌が発芽したことを確認した後、そ
れら菌の上に①で得られたゼンマイの胞子発芽
直後の幼配偶体を置床した（菌有り区、図１）。 

④ 対照区として、AM 菌を含まない M 培地にも同様
に、①で得られたゼンマイ幼配偶体を置床した
（菌無し区）。 

⑤ バイオトロン内で、配偶体に造卵器が形成される
まで、70〜90 日間培養した。培養後、個々の配偶体の表面積を測定し、菌有り区と菌無し区
の間で比較した。 

⑥ 菌有り区で成熟した配偶体中での AM 菌の存在は、樹脂切片法及び細胞解離法によるトリパ
ンブルー染色によって確認した。 
  

（３）培養条件の検討 
①寒天中のリン濃度 
土壌中のリンは、（１）自由水と土壌粒子の吸着水に溶けている可給態 P、（２）土壌粒子の表

面吸着無機態リン Pi、（３）土壌表面吸着有機体リン Po、そして（４）難容性の P、に分けられ
る。配偶体に使われると想定されるのは（４）難溶性の Pを除いた前３者の合計である。本研究

図１ シリカゲル添加 M 培地と活性炭添加 M 培地による 
ゼンマイ配偶体と AM 菌の共培養方法 



の予備実験では、寒天培地のリン濃度を、これら３者の合計として 3.35ppm となるように KH2PO4

の量で調整していた。この値 3.35ppm は、土壌培地（黒ボク土＋川砂）についての測定値である
3.35ppm を再現するものであった。しかしながら、この値は乾燥土壌 1kg dry soil についての
値であり、実際には土壌、寒天培地共に多量の水が存在するため１kg water について計算しな
ければならないことが判明した。 
本研究において、再度、逐次抽出法を用いて、これまでの予備実験で用いてきた寒天培地、及

び土壌共培養実験で用いた土壌培地（黒ボク土＋川砂）、について、測定と計算を行なった。結
果、上記の（１）可給態 P、（２）土壌表面吸着 Pi、（３）土壌表面吸着 Po の合計は、M 培地寒
天培地では 5.10 mg/kg water(5.10 ppm)であったのに対して、黒ボク土＋川砂では 73.38 mgP/kg 
water(73.38ppm)となり、本実験で当初用いていた寒天培地のリン濃度は、黒ボク土+川砂の約
1/14 と、低い値であることがわかった。従って、本研究では、寒天培地のリン量を、5.10 mgP/kg 
water の 1 倍（土壌の 1/14）、7 倍(土壌の 1/7)、14 倍(土壌と同じ)とする３つの条件で培養を
行ない、最適な寒天のリン濃度を検討した。 
なお、シリカゲル添加寒天培地では、「4.研究成果」で後述するように、菌有り区と菌無し区

の間で配偶体サイズ差が全くみられず、添加物として不適当と考えられたため、上記のリン量の
検討は活性炭添加寒天培地を用いた。 
 
②培養中のバイオトロン内の明期の光と温度条件 
シリカゲル添加培地を充填したシャーレ付近では 35μmol/m2/s と測定されたため、活性炭添

加培地の場合も、（１）シリカゲル添加培地と同光量下、（２）暗い光量の 11μmol/m2/s、（３）
さらに暗い 5μmol/m2/s を試した。なお、バイトトロン内の温度は、明期 25℃ 14h；暗期 20℃10h
となるように調整した。 
 
③密度効果の有無 
１つのシャーレに 5 mm 間隔で３個体３列の９個体を並べた培養と、単独で中央に１個体で培

養した場合を比較した。 
 

 
４．研究成果 
（１） 培養条件の検討 
添加物と光条件：シリカゲル添加培地では菌有り区と菌無し区の両方でほぼ同じ大きさに成長
し、配偶体サイズに有意差は全く見られなかった。活性炭添加でも、シリカゲル添加と同光量下
（35μmol/m2/s）で培養した場合、配偶体サイズ差は見られなかったが、低光量の 11μmol/m2/s
の場合に最も大きなサイズ差が得られた。なお、さらに低い 5μmol/m2/s では光量が少なすぎた
ため配偶体は成熟個体まで成長できなかった。 
 
リン濃度：低光量 11μmol/m2/s 下で、リン量を、１倍（5.10 mgP/kg water）、７倍（35.7 mgP/kg 
water）、14倍（71.4 mgP/kg water）で９個体／１シャーレで培養したところ、いずれも菌有り
区の方が、成長が早くに進む個体があり、最も大きい個体を含んでいたが、両者に有意な差は見
られなかった。従って、リン量は黒ボク土＋川砂の場合より、かなり低いが、１倍（5.10 mgP/kg 
water）で問題無いと考えた。 
 
密度効果：９個体同時培養より、１個体での培養の方が絶対値としてのサイズは小さいが、菌有
り区と菌無し区との間で有意なサイズ差が生じた。 
 
（２）最終結果 
以上の結果を含め、以下の条件の時に最も良い結果を得ることができた。 
［培養条件］ 
単独培養（１個体／シャーレ） 
AM 菌胞子：３種混合（各々10〜35 個) 
M 培地のリン濃度：5.10 ppm 
光量：11μmol/m2/s 
培養期間：75日間（Jan.19,2023〜Apr.4,2023 
 
［結果：配偶体サイズの比較］ 
培養 75 日目の菌有り区と菌無し区での配偶体の表面積の比較から、菌有り区の配偶体は、菌無
し区の配偶体より、有意に大きかった（表、図 2、Welch’s t-test p=0.01）。 
 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
培養 40日目と 75日目で、同一個体の配偶体を並べた写真（図３）を比較すると、培養期間を

通じて、菌有り区と菌無し区の成長度合いが大きく異なっていることが分かる。 
 

 
 
 
（３）考察 
①着生種の配偶体を用いた共培養実験の必要性 

図３ AM 菌有りと AM 菌無しで共培養した共培養 40 日目と 75 日目のゼンマイ配偶体 

表 AM 菌有りと AM菌無しで共培養した 
ゼンマイ配偶体の平均表面積 

図２ AM 菌有り区と AM 菌無し区の 
ゼンマイ配偶体表面積の比較 



黒ボク土＋川砂の土壌共培養実験では、ゼンマイでは菌有り区と菌無し区の間で 10 倍の面積
差が得られているが、本研究での寒天培養系では 6倍の面積差しか得られなかった。この差を埋
めるべく、寒天培養系でのさらなる培養条件検討を行うことは難しいと考える。しかし、土壌共
培養系で得られた「着生種の配偶体には菌感染が見られない」という結果を、本実験系でも確認
できれば、シダ配偶体の AM 菌との多様な関係を明らかにする上で必要な共培養系が確立できた
ものと考えられる。 
 
②活性炭の役割 
活性炭は土壌表面吸着 Pi、Po の存在場所として土壌粒子の代替として寒天培地に添加した。活

性炭を含む寒天培地と、含まない寒天培地の両者で、自由水中の可給態 P、土壌表面吸着 Pi、土
壌表面吸着 Po の量を測定した。その結果、当初の予想と異なり、両培地共に、上記３態のリン
ががほぼ同じ割合で含まれていることがわかった。この結果は、活性炭を含まない寒天培地にお
いても、土壌表面吸着 Piと土壌表面吸着 Po が含まれていることを示している。従って、活性炭
はリンの吸着場所として役立っているのではなく、黒色の活性炭が作る暗い条件が、AM 菌の成
長をより促し、その結果、配偶体成長に良い影響を与えた可能性が高い。 
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