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研究成果の概要（和文）：長期間維持されてきた古い草原は種多様性の高い生態系の1つとされている。こうし
た草原が一度破壊されると、本来の植生が再生するのには長い年月を要する。この理由として、草本と絶対共生
にあるアーバスキュラー菌根菌（AMF）の変化に着目した。
古い草原と比べ、造成や森林伐採後の新しい草原は、植物同様AMFも多様性が減少し、種組成も変化した。AMFの
組成の変化は、宿主植物の違いではなく、土地利用の履歴が有意な効果を及ぼしていた。また古い草原では、
AMFと植物群集の共変性の程度が強かった。
生育地の時間的連続性は、宿主種と共生AMFの多様性を高め、両者の相互作用を強化する可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：The mature grassland is considered one of the most biodiverse terrestrial 
ecosystems. Once grasslands are destroyed or degraded, biodiversity recovery may require decades to 
centuries. One of the mechanisms controlling the diversity and composition of plant communities is 
the interaction between plants and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). 
The old grasslands harbored higher diversity of AMF than new grasslands and the OTU compositions 
were significantly different between old and new grasslands. The significant effect of land-use 
history, rather than host-plant differences, was detected to explain the change in AMF composition. 
Furthermore, The covariation of plant-AMF communities was stronger in the old grasslands than in new
 grasslands.
Habitat temporal continuity may promote the accumulation of host species and symbiont AMF diversity 
and strengthen the symbiont interaction.

研究分野： 植物生態学

キーワード： アーバスキュラー菌　半自然草原　時間的連続性　土地利用の履歴　メタゲノム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
草原を新たに再生しようとしても、本来の草原とは異なる植生が成立することから、土地利用の履歴が長期にわ
たり植生に影響を与えることが指摘されてきた。
本研究は、地域特異性が低く分散しやすいと考えられていたAMFも土地利用の履歴が長期にわたり影響を与える
ことを示した先駆的研究である。またAMFは植物群集と共変動しており、生育地の時間的連続性が長いほど、そ
の共変性の程度が強かった。AMFは宿主特異性が低いことが知られているにも関わらず、AMFの多様性や組成は植
生の変化においても重要な要因となっている可能性を示し、今後の草原生態系の保全において基盤となる知見を
提供した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
日本における草原の多くは、人為的な攪乱によって樹林への遷移を抑制することで維持され

てきた半自然草原である。茅場や採草地としての草原の利用は数千年以上前から行われていた
と推定されており、草原を主な生育地とする植物種は少なくない。しかし、農業形態の変化や都
市化により、かつては国土の 1 割以上を占めていたといわれる半自然草原は、現在では 1/10 に
減少した。それに伴い多くの草原性の植物種の絶滅が危惧されている（Ushimaru et al. 2018）。 
半自然草原の植生を大きく規定する要因として、草刈りなどの管理、他の草原との連結性、過

去の土地利用の履歴等が重要であることが報告されてきた（Lindborg & Eriksson 2004; Tsuzuki et 
al. 2020）。特に、耕作放棄地や造成跡地において草原を再生したとしても、外来種が優占し、本
来の草原とは質的に異なる植生が成立することが多いことから、過去の土地利用が長期にわた
り植生に影響を与えることが示されている。この原因として、耕作放棄地等ではリン酸の蓄積や
土壌 pH の上昇が進行しており、従来の自然土壌の化学特性が異なることが挙げられている。 
しかし、これまで十分に検討されてこなかったのが菌根菌との生物間相互作用である。草本の

約 9 割の根にはアーバスキュラー菌根菌（AMF）と呼ばれるタイプの菌類が共生する。菌根菌
は土壌から吸収したリン酸や窒素、ミネラルを宿主植物に与え、植物からは光合成産物を受け取
る。植物には菌根菌との共生により、実生の定着率の向上、生育促進、耐病性・環境ストレス耐
性の向上など様々な有益な作用がもたらされる（van der Heijden et al. 2015）。AMF の多くは宿主
特異性が低く、多様な植物種と共生することができるが、環境の変化に敏感で、たやすく群集構
造や感染率が変化することが知られている。例えば、造成や耕作といった土壌攪乱により、その
群集構造は大きく変化し種多様性が減少する（Brundrett 1991）。また草原が森林化することでも、
異なるタイプの菌根菌（外生菌根菌）と共生する樹種が優占することで、AMF の群集構造は変
化し種多様性が減少する（Gerz et al. 2016）。AMF が宿主植物の実生の定着から成長までを大き
く規定していることを考慮すると、これら微生物群集の違いは成立する植生に大きな影響を与
えうる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、過去の土地利用が長期にわたり地上植生に影響を与えるのは、AMF 群集との共

生関係の変化が一因しているという仮説を検証する。具体的には①土地利用の履歴が AMF およ
び植物群集構造に及ぼす効果、②これら AMF の変化が宿主植物の生育に及ぼす効果を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
（1）土地利用の履歴が AMF および植物群集構造に及ぼす効果 
種多様性の高い半自然草原が数多く残存している長野県菅平・霧ヶ峰の半自然草原各 14-15 ヶ

所および隣接する森林に調査区を設置した。また面積が小さいながらも草原性在来種が数多く
生育する千葉県下総台地の半自然草原あるいは造成跡地や耕作放棄地の草地各 4-5 ヶ所を調査
対象地とした。過去の航空写真と照合し、草原として維持されている時間をもとに新しい草原と
古い草原にタイプ分けした。 
各調査区で植生調査を行うとともに、土壌コア（直径 5 cm、深さ 10 cm、各地点 5 個）を採集

し、含まれる根から DNA を抽出した。その際に、全ての草原で共通して出現する種（ススキ
Miscanthus sinensis やセイタカアワダチソウ Solidago altissima）についても、別途各種の根から
DNA を抽出した。AMF 類の種判別配列（rRNA のスモールサブユニット）を PCR で増幅し、超
並列シーケンサーMiSeq により網羅的に解析した。97％類似度でクラスタリングしたものを操作
的分類単位（OTU）とした。得られた OTU の配列を AMF のデータベースである MaarjAM（Opik 
et al. 2010）を用いてブラスト検索し AMF 以外の配列を除去した。 

OTU の多様性を算出するとともに、序列化手法である非計量多次元尺度構成法（NMDS）に
よって群集構造を解析するとともに、土地利用の履歴が群集構造に及ぼす効果を PERMANOVA
により検定した。また AMF 群集と植物群集の NMDS の同地点の対応点について、並進・回転・
一様なスケーリング変換を行い、点群間の二乗誤差が最小になるように重ねあわせを行うプロ
クラステス解析を行った。 

 
（2）AMF が植物の生育に及ぼす効果を明らかにするための栽培実験 
2-1 現地の AMF 感染根を用いた実験 
草原性の草本約 3 種（クララ Sophora flavescens、ヒヨドリバナ Eupatorium makinoi、タチフウ

ロ Geranium krameri）の種子を採集した。これらの種子の発芽実験を行い、発芽に適した環境条
件を把握したうえで、滅菌した赤玉土を入れたポットに履歴の異なる草原（履歴の長い草原 3 ヶ
所および造成跡地または耕作放棄地 3 ヶ所）より採取した AMF の感染根を入れ、各種の発芽種
子を播種した。コントロールとして滅菌した感染根を入れたポットを設けた。人工気象器内で 3-
4 ヶ月間栽培し、地上部および地下部の重量および葉面積を測定する。回収した根から DNA を
抽出し、①と同様の手法で、根内共生微生物の群集構造を解析した。 



2-2 単離した AMF を用いた実験 
半自然草原および造成地 1 箇所の草地からそれぞれ 2 つずつ、直径 5 cm、深さ 10 cm の土壌

コアサンプルを採取し、この土壌コアを滅菌土壌に接種してアルファルファを 3 ヶ月間培養し
た。それぞれのポットからアーバスキュラー菌根（AM）形成根を 5 mm の長さで切り出した。
これを播種 2 週間後のアルファルファ無菌苗の根に接種して計 144 ポットを 2 ヶ月間培養し、
AM 形成が成立した苗について、DNA 解析を行った。その結果、計 8 菌株の単離培養に成功し、
これらはいずれも草原植生の AM 菌群集調査で共生が確認されている菌であることを確認した。
これらの AMF の単離株のうち、半自然草原優占種 MG1-16（VTX00166）、造成地優占種 YH2-4
（VTX00295）、半自然草原・造成地両優占種 MG1-2（VTX00113）をそれぞれ選出し、栽培試験
に供試した。栽培試験は草原性植物 5 種（クララ、ノハラアザミ Cirsium oligophyllum、ツリガネ
ニンジン Adenophora triphylla var. japonica、アキノタムラソウ Salvia japonica、ウツボグサ Prunella 
vulgaris）と外来種としてセイタカアワダチソウを供試した。供試植物の種子を滅菌後、冷湿処
理し発芽実験を行い、発芽個体を滅菌培土に移し、各 AMF を接種したポットと接種しないコン
トロールポットを用意した。25℃、16 時間日長の条件で 2 ヶ月間栽培し、栽培終了後、シュー
トを切り取り乾燥重量を測定した。また、根を洗い出し、0.1％トリパンブルー溶液で染色し、格
子法によって AM 形成率を測定した。 
 
４．研究成果 
（1）土地利用の履歴が AMF および植物群集構造に及ぼす効果 
菅平・霧ヶ峰で行った結果について AMF の OTU 数は、森林よりも半自然草原で多かった（図

1）。OTU 数に対する植生タイプの影響は有意であり（P < 0.0001）、地域および交互作用の影響は
有意ではなかった。AMF の OTU 数は植物種の数と正の相関があった（図 2、P < 0.001）。 
半自然草原のみを取り上げると、バルク根およびススキの根の AMF OTU 数は、いずれも新し

い草原よりも古い草原で有意に高かった（図 1）。ススキの根の AMF OTU 数はバルク根のもの
有意差は検出されなかった。 
非計量多次元尺度法（NMDS）解析の結果、バルク根の AMF OTU と植物種組成は、森林と半

自然草原で異なるクラスターを形成し、森林化はAMF の群集構造を変化させることが示された。
さらに、半自然草原のみを対象に NMDS を行った（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．植物種数とバルク根の AMF 操作分類
単位（OTU）の関係． 

図 1．菅平および霧ヶ峰の植生タイプごとのバルク根 
およびススキ根の AMF 操作分類単位（OTU）数の 
平均値。エラーバーは標準偏差を表す． 

図 3．非計量多次元尺度法（NMDS）による、新草原・古草原から採取したバルク根（a）と植物（b）の
AMF 群集の序列化。矢印は植物 NMDS の第 1 軸および第 2 軸のベクトルを示している． 



空間的な自己相関の影響を除くため、部分マンテル検
定で生育地タイプが種組成の違いに及ぼす効果を検定
したところ、AMF OTU と植物の種組成ともに、草原の
履歴（新しい・古い）によって有意に異なることが示さ
れた（AMF と植物について、それぞれ P = 0.02 と P < 
0.001）。植物種組成の NMDS の第 1 軸と第 2 軸は、AMF
の NMDS の軸と有意に相関しており、両者の種組成に
は共変性があることが示された（図 3）。 

AMF と植物群集の共変性の強さを評価するためプロ
クラステステストを行ったところ、バルク根の AMF 
OUT と植物種の組成間のプロクラステス残差は、新しい
草原よりも古い草原で有意に小さく（P < 0.001；図 4）、
新しい草原よりも古い草原で AMF 群集と植物群集がよ
り強く共変していることが示された。 
ススキの根の AMF OTU 組成は、バルクの根のそれと

類似しており、ススキの根の AMF OTU 組成は草原の履
歴（新しい・古い）によって有意に異なった（P < 0.001）。
バルク根の AMF OTU および植物種組成の NMDS の第
1 軸と第 2 軸は、ススキ根の AMF のそれと有意に相関
していた。以上のことから、AMF 群集の種組成は、宿主
の違いよりも草原の履歴の違いにより規定されている
と考えられた。 
千葉の半自然草原においても、菅平・霧ヶ峰の結果とほぼ同様で、造成や耕作などの履歴があ

る草地は、長期間維持されてきた半自然草原より植物および AMF ともに多様性が低く、またそ
れらの群集構造は半自然草原のものと有意に異なった。またススキやセイタカアワダチソウの
AMF 群集の組成は、宿主の違いよりも草原の履歴によって規定されていた。 
本研究は、古い草原では植物種数だけでなく絶対共生菌である AMF の多様性も高いこと、ま

た AMF の宿主特異性は低いにも関わらず、植物群集と共変しており、その共変性は古い草原ほ
ど強いことが示された。またバルク根とススキ根とで AMF の多様性や群集組成に有意差は見ら
れず、AMF の地下の菌糸ネットワークによって異なる植物種間で AMF を共有していることが
示唆された。これは AMF が属や科の異なる植物種間で共有されているという既往研究（van der 
Heijden et al. 2015; Walder et al. 2012）とも一致する結果であった。 
 
（2）AMF が植物の生育に及ぼす効果を明らかにするための栽培実験 
半自然草原と造成跡地由来の感染根をいれた土壌で栽培したクララ、ヒヨドリバナ、タチフウ

ロの葉の枚数・茎の長さ・地下部質重・地上部の乾燥重量・葉の表面積の平均値を比較した。ク
ララでは葉の枚数以外、全ての測定項目について半自然草原のものが有意に大きかった(P＜
0.0001)。一方で、タチフウロとヒヨドリバナでは、全ての計測項目において、半自然草原と造成
跡地の個体の間に有意差は見られなかった。栽培個体の根の AMF 群集を解析したところ、半自
然草原と造成跡地の感染根をいれた土壌によって、菌根菌の群集は異なることが示された。しか
し、その群集は本来の生育地の群集を反映していなかった。 
次に AMF の単離株 3 種を接種した 6 種（ノハラアザミ、クララ、ツリガネニンジン、アキノ

タムラソウ、ウツボグサ、セイタカアワダチソウ）のポット栽培において、供試植物のうち、ツ
リガネニンジン、アキノタムラソウ、セイタカアワダチソウの 3 種で AM 菌の接種効果が高か
った（表 1）。3 菌株の効果は植物種によって異なったが、有意な違いは見られなかった。これは
単独の AMF 接種が自然条件を反映していないことによると考えられる。 

 
表 1．AMF 接種による植物地上部の成長促進率（シュート乾燥重量：AMF 接種区／対照区）． 

AMF Plants 
Cirsium 

oligophyllum 
Sophora 

flavescens 
Adenophora 

triphylla 
Salvia 

japonica 
Prunella 
vulgaris 

Solidago 
altissima 

MG1-2 2.88 1.17 7.55 8.62 2.50 8.69 
MG1-16 2.92 1.32 6.96 11.1 2.93 9.83 
YH2-4 3.54 1.23 5.16 11.2 2.78 7.38 
 
以上の結果は、絶対共生菌であるAMFの効果を実験的に検証することの困難さを示している。

土壌撹乱によって AMF の群集組成が大きく変化することを考えると、採取した土壌中の AMF
も組成が変化していると考えられる。また実験的研究で、AMF 種の数が増えるほど、個々の AMF
種による相補的効果により植物の共存が可能になり生産性が向上することが実証されている
（van der Heijden et al. 1998; Wagg et al. 2011）。AMF の多様性が高まると、土壌養分をより効率的
に利用できるようになること（van der Heijden et al. 1998）、植物種は AMF の分類群によって異な
る成長応答を示すこと（Hoeksema et al. 2018）から、根圏で多様な AMF を共有する植物群集は、

図 4．バルク根の AMF 群集と植物群
集の NMDS の対応点についてプロク
ラステス解析を行い算出した残差．
棒グラフは標準偏差を示す． 



AMF 共生による促進効果がより強く表れると考えられる。 
 
長期間維持されてきた草原は、最も種多様性の高い生態系の 1 つと認識されている（Wilson et 

al. 2012）。本研究では AMF と植物群集の種多様性や種組成および両者の共変動が草原の履歴と
関係していることが示されたが、両者にどの程度相互依存しているのか（つまり、互いに因果関
係があるのか）については不明である。今後、これらの共依存関係の解明は、長期間維持されて
いる草原において、高い植物多様性と草原性依存種の出現を理解するうえで、重要な課題になる
と考えられる。 
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