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研究成果の概要（和文）：酸性土壌では根の伸長が阻害されることから、植物の生産性が低い。本研究では、微生物共
生ネットワークが植物の酸性環境適応において果たす役割を明らかにする。植物がアーバスキュラー菌根菌 (AM菌) と
の共生により酸性土壌において生存が可能となるのは、土壌酸性により傷害を受けた根に代わって、AM菌が提供する菌
根経路からリン酸を吸収できるためであると考えられた。AM菌がリン酸を獲得する上で重要な役割を果たす遺伝子群を
トランスクリプトームにより同定した。また、耐酸性AM菌が保持するウィルスの探索を行い、新規ウィルスを含めて４
種類のウィルスを同定し、今後、宿主の耐酸性への関与を調べることとした。

研究成果の概要（英文）：Soil acidity inhibits plant root growth and thus constrains plant productivity. Ac
id-tolerant arbuscular mycorrhizal (AM) fungi allow plant survival in acidic soil. The present study inves
tigated the mechanisms underlying the enhancement of plant acid-tolerance by AM fungi. Acid-tolerant AM fu
ngi provide an alternative pathway of phosphate uptake for the damaged roots. Genes involved in phosphate 
uptake and their expression in response to increased phosphate availability were demonstrated in an acid-t
olerant fungus by transcriptome analysis. Four double-stranded RNA viruses were identified in an acid-tole
rant fungus, of which a role in acid-tolerance of the host fungus will be investigated in the future.
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１．研究開始当初の背景 
 世界の陸地のおよそ 30％、農耕地の 50％
は pH 5.5 以下の酸性土壌であると言われて
いる。土壌酸性は植物（農作物）の生長（収
量）の主要な制限因子であることから、植物
の耐酸性メカニズムに関する研究が盛んに
行われ、特に日本はこの分野において多くの
先進的な成果を上げている。低 pH により可
溶化する Al3+の毒性に対する根の耐性は、
Al3+をキレート／無毒化するするリンゴ酸の
分泌を担う ALMT1 遺伝子の発現量や原形質
膜のΔ5-sterol 含量と相関が高いことが知ら
れている。また、酸性土壌では Al3+や Fe3+と
無機リン酸(Pi)が難溶性の塩を形成すること
から、Pi 欠乏対策も酸性環境に適応する重要
な戦略である。事実、Al3+や Fe3+をキレート
する有機酸や有機態リン酸の分解を触媒す
るホスファターゼの分泌能は、低 Pi 耐性の重
要な形質である。一方、アーバスキュラー菌
根菌(AM 菌)は約 80%の陸上植物と共生関係
を構築し、宿主から炭素源の供給を受ける代
わりに、土壌中の Pi を濃縮して供給すること
から、植物の酸性環境適応において重要な役
割を果たす菌類であることは容易に想像で
きる。 
 申請者らはこれまで、硫化物を多量に含む
母岩から生成する強酸性土壌(酸性硫酸塩土
壌)のパイオニア植生と、そこに共生する AM
菌との相互依存関係に関する以下の調査・研
究を通じて、植物には前述の酸性環境適応戦
略とはまったく別の選択肢が存在するとの
仮説を立てている。酸性硫酸塩土壌は最も劣
悪な酸性土壌の一つであるが、この土壌では
低 pH に起因する Al3+など有害元素の他に、
Pi などの必須養分の不足も植物の定着を制
限する重要な要因である。 
①耐酸性 AM 菌：ススキは東アジアにおける
この土壌の典型的なパイオニア植物であり、
その Al3+耐性が高いことは良く知られている
ものの、pH 3.5 以下の酸性硫酸塩土壌では
AM 菌との共生なしでは生存できない。別の
実験から、強酸性土壌では Pi 施肥を行っても
Al3+による膜機能障害から、植物は根から Pi
を吸収することができず、AM 菌は傷害を受
けた根に代わって養分吸収を担っていると
考えられた。また、我々が行った亜寒帯〜亜
熱帯に分布する酸性〜中性土壌のAM菌の生
態調査から、強酸性土壌には限られた耐酸性
の高い菌種のみが分布していることがわか
っている。 
②AM 菌の耐酸性と共生ウィルス：植物に共
生する菌類の中には、体内のウィルスが宿主
植物に高度のストレス耐性を付与するもの
が存在する。AM 菌は人工培養できないため、
これまでウィルスに関する知見は皆無であ
ったが、我々は解放系ながら大量培養系を確
立して、AM 菌ウィルス群のゲノム構造の決
定に世界で初めて成功すると共に、耐酸性
AM 菌から高頻度にウィルスが検出されるこ
とを見出している。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、酸性硫酸塩土壌のパイオニア
種であるススキをモデルに、植物−AM 菌−ウ
ィルスの共生ネットワークの構築が酸性環
境に適応するための植物の重要な戦略であ
るとの仮説について、以下の二点から検証す
る。i) 強酸性土壌における植物の定着は AM
菌の耐酸性に依存する。ii) AM 菌の耐酸性は
菌自身の耐酸性だけでなく、特定のウィルス
の感染にも関係する。 
 これまで、植物の環境耐性は、植物自身の
持つ形質により規定されると考えられてき
た。本仮説が実証されれば、植物自身では克
服できない不良環境の下では、他の生物との
共生により耐性形質を獲得する機構が存在
することが明らかになり、その学術的意義は
大きい。また、耐酸性に関わる共生微生物の
生態や生理機能が明らかになれば、世界中で
顕在化している酸性土壌の緑化修復や耕地
化のための新たな技術シーズとなり得る。一
方、ススキはその高い生産性と環境耐性から、
次世代バイオ燃料用の作物として注目され、
その選抜育種も始まっている。微生物共生が
不良環境でのススキの生産性に大きく関わ
ることが明らかになれば、その選抜目標の設
定にも多大なインパクトを与えると予想さ
れる。 
 
３．研究の方法 
①耐酸性 AM 菌による植物耐酸性付与機構 
 酸性土壌では、Al3+が根の伸長を阻害する
ことに加え、必須栄養素であるリン酸の欠乏
により、植物の生長が大きく制限される。ス
スキは酸性土壌のパイオニア植物であり、耐
酸性が強いことが知られているものの、pH 4
を下回る強酸性土壌への定着にはアーバス
キュラー菌根（AM）菌との共生が必要であ
る。しかし、ススキ―AM 菌共生による強酸
性土壌への適応機構はよく分かっていない。
菌根形成した植物のリン酸吸収経路には、根
表皮に局在するリン酸輸送体を介する「直接
経路」に加え、皮層内の AM 菌樹枝状体周囲
に局在する菌根特異的リン酸輸送体を介す
る「菌根経路」の二つが存在する。本研究で
は、強酸性土壌では、AM 菌が Al3+により傷
害を受けた根に代わるリン酸吸収経路を提
供するとの仮説を立て、AM 共生がススキの
生長と根の Al3+障害に及ぼす影響を評価する
と共に、両経路を担うリン酸輸送体遺伝子群
の発現制御機構から、AM 共生が強酸性土壌
におけるススキの生存を支えるメカニズム
を考察した。 
 pH 3.2 の酸性硫酸塩土壌、および石灰によ
り pH 5.2 に調整した土壌にススキを播種し、
0.5 mM KH2PO4 (P) を週に 30 mL 施用する区、
酸性感受性 AM 菌である Claroideoglomus 
etunicatum H1-1 を接種する区、および耐酸性
AM菌Rhizophagus clarus RF1を接種する区を
設けて温室で栽培し、地上部と根を収穫した。



ススキのトランスクリプトームの塩基配列
解読、相同性検索および発現解析から、直接
および菌根経路を担うと予想されるリン酸
輸送体遺伝子を同定し、それら遺伝子の発現
量を qRT-PCR により定量した。 
 
②耐酸性AM菌の遺伝子レパートリーの取得
およびリン酸応答遺伝子の発現制御機構 
 AM 菌は、土壌から取り込んだ無機リン酸
をポリリン酸として液胞内に大量に蓄積す
る能力を持つものの、それがどのようなプロ
セスにより行われるのかわかっていない。こ
れまでに、取り込まれたリン酸は極めて迅速
にポリリン酸に変換されること、ポリリン酸
は ATP を直接の基質として合成されること、
このとき K+, Na+, Ca2+, Mg2+などのカチオン
が同調的に吸収されることがわかっている。
本研究では、ポリリン酸の大量集積に関与す
る遺伝子群を網羅的に同定し、ポリリン酸超
集積のメカニズムを明らかにする。 
 ミヤコグサを用いたナイロンメッシュバ
ッグ区画栽培法を応用し Rhizosphagus sp. 
HR1 株 (MAFF520076) の外生菌糸画分に 1 
mM リン酸溶液を施与前および4時間後に菌
糸約 0.5 – 1 g を収穫した (n = 3)。ここから
RNA を抽出し、mRNA を精製後、Illumina 
Hiseq 2000 による RNA-Seq を行った。 
 
③耐酸性 AM 菌のウィルス探索 
 AM 菌の中には、植物へのミネラル供給を
通じて、強酸性や有害金属汚染、乾燥などの
環境ストレスに対する耐性を付与するもの
が存在する。一方、真菌に感染する二本鎖
RNA (dsRNA) ウィルスの中には、植物病原
菌の病原性を減衰させたり、宿主であるエン
ドファイトを介して植物に耐熱性を与える
例などが報告されているものの、AM 菌のウ
ィルスに関する情報は皆無である。本研究で
は、耐酸性 AM 菌が保持するウィルスの探索
を通じ、ウィルスの存在と宿主菌の耐酸性と
の関連を明らかにすることを最終目標とし
ている。 
 ミヤコグサを宿主としたナイロンメッシ
ュバッグ区画栽培法より得た耐酸性株 R. 
clarus RF1 (MAFF520086) の菌糸から dsRNA
画分を精製し、これを鋳型にランダムプライ
マーを用いた RT-PCR を行って、その塩基配
列を Roche 454 Titanium により決定した。末
端配列は 5’/3’ RACE によって決定した。また、
配列情報から設計した PCR プライマーによ
り、in vitro 培養系で得た胞子におけるウィル
スの存在確認を行った。また、単胞子分離に
より、特定のウィルスのみが欠落した株を作
成し、ウィルスが表現形質に及ぼす影響を調
べた。 
 
４．研究成果 
①耐酸性 AM 菌による植物耐酸性付与機構 
 pH 5.2 で栽培したすべてのススキは、Pi 施
肥および接種菌株に関わらず持続的に生長

したのに対して、pH 3.2 では、処理に関わら
ず根端における Al3+集積と伸長阻害が認めら
れ、耐酸性菌株 R. clarus RF1 を接種したスス
キ以外はすべて枯死した。植物体の地上部乾
物重とリン濃度に相関があったことから、リ
ン吸収量が生長を制限する要因であること
が示唆された。樹枝状体周囲に局在し、菌根
経路を担うと推定されるリン酸輸送体
MsPT3 の発現量は、菌根形成で増加するもの
の、pH および菌種間差は認められなかった。
また、MsPT3 の発現量は、地上部リン濃度と
は相関がなかったことから、その発現は本経
路からのリン吸収量とは独立して、菌根形成
の有無によって一義的に制御されていると
考えられた。表皮に局在して直接経路を担う
と推定される MsPT2 の発現量は、菌根形成に
より pH 5.2 では減少したものの、pH 3.2 では
減少しなかったこと、地上部リン濃度と負の
相関が認められたことから、菌根形成とは独
立して植物のリン栄養状態でその発現が制
御されていると考えられた。以上の結果から、
ススキが強酸性土壌においても耐酸性AM菌
との共生によって生存可能になるのは、耐酸
性AM菌が提供する菌根経路を介して必要な
リン酸を吸収しているためであると考えら
れた (Kawahara et al., in preparation)。 
 
②耐酸性AM菌の遺伝子レパートリーの取得
および発現制御機構 
 RNA-Seq により得られた約 1.5 億リードの
de novo アッセンブルから構築された 19,144
個の Rhizosphagus sp. HR1 遺伝子モデルから
は、従来知られていたリン酸輸送体である
H+/Pi 輸送体の他に、Na+勾配を利用する
Na+/Pi 輸送体の遺伝子も検出された。また、
ポリリン酸合成を担う vacuolar transporter 
chaperone 複合体、エネルギー代謝関連酵素群、
原形質膜型カチオン輸送体、液胞膜型 H+/K+, 
/Na+, /Ca2+ antiporter などをコードする多数
の重要な遺伝子群を同定した。また、リン酸
応答解析では、リン酸吸収からポリリン酸集
積に至るプロセスに関与するリン酸輸送体、
カチオン輸送体、ポリリン酸代謝関連酵素群、
および pH 恒常性に関わる輸送体群の遺伝子
が発現上昇するのに対し、エネルギー生成系
の酵素群の遺伝子発現は変動しないこと、活
性酸素消去系の遺伝子群の発現は低下する
ことなどが明らかになった。AM 菌のリン酸
吸収能力は、宿主植物へのリン酸供給の第一
段階であり、このプロセスの分子機構をトラ
ンスクリプトームレベルで明らかにした意
義は大きい (Kikuchi et al., in submission)。 
 
③耐酸性 AM 菌のウィルス探索 
 dsRNA の増幅産物の網羅的塩基配列の決
定により、R. clarus RF1 株からは４種類のウ
ィルスの存在が予想された。最もサイズの小
さいものは、全長 2,895 nt のゲノムに RNA 依
存型 RNA ポリメラーゼ (RdRp) をコードす
る唯一の ORF を持つ Mitovirus 属ウィルスで



あったことから、R. clarus mitovirus1-RF1 と
命名した (Kitahara et al., 2014)。二番目に小さ
なものは、全長 4,557 nt のゲノムに、RdRp
および構造タンパク質をコードした２つの
ORF が存在しており、菌類ウィルスとしては
報告例のないゲノム構造であった。また、こ
れら遺伝子のアミノ酸配列に基づく系統解
析を行ったところ、このウィルスは既知のい
ずれの属とも類縁性を示さない新規ウィル
スであったことから、R. clarus medium 
virus-RF1 (RcMV-RF1) と命名した (Ikeda et 
al., 2012)。他の２つのウィルスは全長が
10,000 nt 以上の巨大なもので、相同性検索か
ら、一方は Endornavirus 属ウィルス、他方は
Megabirnavirus 属ウィルスと推定された。こ
れら２つウィルスについては、全長および末
端配列は現段階で未決定である。 
 単胞子分離により、RcMV-RF1 が欠落した
系統が得られたため、表現形質の解析に供し
た。各ウィルスに特異的なプライマーを設計
して、それぞれ RT-PCR による検出を試みた
ところ、この系統は RcMV-RF1 以外のすべて
のウィルスを保持していた。この RcMV-RF1
フリー系統は、RcMV-RF1 を保持している系
統と比べて、宿主の生長促進能力に大きな差
は認められなかったものの、RcMV-RF1 保持
系統の２倍量の胞子を形成した (Ikeda et al., 
2012)。本研究により、AM 菌がウィルスを保
持していることが世界で初めて示されると
共に、これらウィルスが宿主菌の表現形質に
影響を及ぼすことが明らかになった。 
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