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研究成果の概要（和文）：植物の根域生態系におけるCおよびNの生物間の受け渡しを細胞・組織・生態レベルで明らか
にする新規手法を確立した．細胞・組織レベルでは，安定同位体をトレーサーとして植物との真菌の共生である菌根を
用い，樹脂切片法-同位体顕微鏡観察法により元素の流れを解析した．また，土壌微生物間機能解析系は，果樹類白紋
羽病の温水処理による抑止現象を用い，菌糸圏土壌細菌作用の関与を明らかにし，環境中のDNAによる菌糸圏細菌群の
分析法，分離株による加温処理を組み合わせた発病抑止試験，細胞レベルでの生死判定および抗菌活性試験法を確立し
た．

研究成果の概要（英文）：Objectives of this study were to establish a new methodology to analyze elemental 
flows between organisms at levels of cell, tissue, and soil ecosystems. At cellular and tissue levels, myc
orrhizal systems were used, where localizations of stable isotope tracers were observed by an isotope micr
oscope in resin embedded sections.  For soil microbe interactions, a decline of soil born fungus causing w
hite root rot by a hot water treatment was used as a model system. It was shown that soil microbes partici
pated in the fungal death. Methods to analyze bacteria communities of mycosphere, and inoculation tests, p
roliferation and antifungal tests on fungal hyphae, with a heat treatment were established for bacterial i
solates.    
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ほとんどすべての陸上植物は糸状菌との共
生器官である菌根を形成している．菌根共生
は，植物種，関与する菌種，および形態から
７つに分類されているが，いずれの構造も，
植物の根とその根に定着した菌糸（内生菌糸）
および土壌中に伸びた菌糸（外生菌糸）から
なる．放射性同位元素を用いた研究により，
菌糸が土壌起源の元素を吸収して内生菌糸経
由で植物に供給し，一方，菌根菌は植物が固
定した炭素を得ることが明らかにされている
（Jacobsen et al., 1992）．アーバスキュラー菌
根（AM）性植物種は被子・裸子など４つの主
要植物群すべてに存在し，宿主および地理的
範囲が最も広い．一方外生菌根（EM）性であ
る樹木は寒冷地帯などで大きなバイオマスを
もつ．これらは陸上生態系の一次生産におい
て重要な菌根型である． 
植物の必須元素であるリンは，リン酸とし
て土壌に固定されているため獲得が難しく，
菌根効果が大きい元素である．真菌類が吸収
したリン酸はポリリン酸として液胞内に集
積され（Ashford，2002），菌根機能のリン
酸源として推定されている． AM菌におい
ては研究代表者らにより管状液胞構造
（Uetake et al., 2002）および一様型ポリリン
酸構造（Kuga et al., 2008）が報告された．
菌根共生機能の基盤である植物細胞と菌根菌
の界面での分子輸送機構については， 膜に局
在する輸送タンパク質をコードする遺伝子お
よびその機能が AMおよび EMで研究されて
いる（Javot et al., 2007；Chalot et al., 2006）．
菌根は真核生物の共生であり，かつ AMFは絶
対共生性，EM 植物の多くは木本類であるこ
となどから遺伝子機能の研究は困難であり，
輸送から受け渡しまでの機構のほとんどは明
らかになっていない． 
ラン科植物は独自の菌根型を形成し，さら
に胚のみからなる種子が葉を形成するまで，
プロトコームと呼ばれる生長期を経る．自然
界ではプロトコームの生長は共生菌に Cを含
むすべての栄養を依存している（菌従属栄養）．
ラン型菌根および共生プロトコームでは細胞
内にコイル状菌糸（菌毬）の形成と崩壊が繰
り返されることから，古くから菌根菌からラ
ン宿主への養分の輸送機能として推定される
一方，生きている菌糸から宿主植物への輸送
の存在が示唆され，長く２つの対立する仮説
が提唱されている． 
植物は C以外の元素をすべて根系より得て
おり，根の拡張機能である菌根共生が C固定
に果たす役割は大きい．外生菌糸内での物質
輸送，根内における物質交換のしくみ，菌根
を起点とする土壌生態系における物質循環を
明らかにすることは，植物が関わる地球化学

的物質循環，持続的な食料生産の側面から重
要である． 
 
２．研究の目的 
(1) 細胞・組織における元素移動の可視化 
本研究では土壌－外生菌糸－内生菌糸－植物
細胞間で起こる C，N，P，Cd等元素の細胞・
組織レベルでの移動を，対象元素を同位体顕
微鏡，放射光施設（SPring-8）など最先端の顕
微分析法により可視化することにより解析す
る新規手法を確立する．生体元素は安定同位
体ラベルされた化合物をトレーサーとして用
い，外生菌糸内，菌根内の同位体局在を同位
体顕微鏡により解析する．さらに，生体元素
移動に関与する遺伝子を解析し，菌根におけ
る元素移動機構を明らかにする．Cdは外生菌
糸および菌根内での局在を放射光のマイクロ
ビーム（SPring-8）の蛍光 X 線マッピングお
よび XANESにより分析し，植物の Cd蓄積に
おける菌根の役割を明らかにする．  
 
(2) 土壌生態系内元素移動の可視化 
本研究では，植物－真菌（菌根菌，土壌伝
染性病原菌）－土壌微生物間の物質輸送を解
析するための系の確立を行う．果樹類白紋羽
病の治療新技術である温水処理による白紋羽
病菌菌糸圏および AM菌糸圏の微生物相の変
動を解析する．また，ミニライゾトロン法に
より，外生菌根の菌糸圏における糸状菌の発
達を解析する． 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞・組織における元素移動の可視化：①
生体元素の輸送を解析する実験手法の確立の
ため，モデル菌根系として緑色ラン科植物の
プロトコーム（菌従属栄養）および実生（独
立栄養）を用いた．安定同位体トレーサーと
して 13C-化合物（グルコースおよび CO2）お
よび 15N化合物（硝酸アンモニウム）を用い，
菌糸のみ（グルコースおよび硝酸アンモニウ
ム）あるいは植物（CO2）のみに与え，共生
組織を定法に従って樹脂包埋切片とし，同位
体顕微鏡により 12C，13C，12C14N，12C15Nの各
画像を取得した．各同位体画像処理により
13C/12Cおよび 12C15N/12C14N画像を得，各同位
体比の強度を認識できる細胞構造ごとに ROI
分析により求めた．13Cおよび 15Nの天然存在
比（1.10および 0.366）と比較することにより
トレーサーの細胞内移動を解析した．C およ
び Nの輸送に関わる遺伝子を網羅的に解析す
るため，次世代シークエンスを用いたトラン
スクリプトーム解析を検討した．② Cd の輸
送解析はアーバスキュラー菌根系を用い，外
生菌糸のみに，あるいは菌根全体に Cdを添加
し，加圧・急速凍結法を用いて組織を樹脂包
埋した．厚切り切片をポリプロピレン膜に貼



り付け，SPring-8 BL37XUにおいて蛍光 X線
の面分析および Cd の X 線吸収端近傍構造解
析（XANES）分析を行った．  
 
(2) 土壌生態系内元素移動の可視化：①温水処
理による菌糸圏微生物相の変動解析では，土
壌に埋設した白紋羽病菌培養枝あるいは根箱
法で生育させた AM植物を水浴中で温度処理
し，菌糸体（菌糸圏），土壌，および根（根圏）
の振とう液を作成し，それぞれ菌糸圏，土壌，
および根圏微生物の試料とした．振とう液の
遠沈残渣から DNA を抽出し，16S rDNA を
PCRにより増幅し，変性剤濃度勾配ゲル電気
泳動法（DGGE）および次世代シークエンス
法により温水処理時に増殖する特異的な細菌
相を解析した．また振とう液の希釈平板法に
より細菌を分離し，アピ簡易細菌同定キット
および 16S rDNA 塩基配列より同定を行い，
白紋羽病菌の抑制機構（間接的菌糸生育抑止
性：拮抗物質の産生，直接的菌糸生育抑止性：
生育抑止性・殺菌性，菌糸上増殖等）および
AM 菌への作用（発芽率，発芽菌糸数，発芽
菌糸分子数，感染率）を解析した．② 外生菌
糸の発達をミニライゾトロン法により観察し
た． 
 
４．研究成果 
(1) 細胞・組織における元素移動の可視化：
① 生体元素の輸送について，共生プロトコ
ームから伸長している菌糸のみに 13C（グル
コース）を与え，３日間培養後，プロトコー
ム細胞内のコイル状菌糸（菌毬）の 13C/12Cは
約 6－10%であり，宿主構造では，細胞壁（感
染・非感染細胞），細胞質（感染・非感染細
胞），アミロプラスト（非感染細胞）等で上
昇したことから，外生菌糸→内生菌糸→宿主
細胞への輸送が検出された．切片全面解析で
は，非感染細胞に Cおよび Nが集積すること
が明らかになるとともに，共生菌感染により
宿主細胞の炭素輸送に関わる代謝が大きく
変化することが明らかになった．宿主の r13C
は非感染細胞より生きている菌毬を有する
細胞で高く，菌糸と宿主細胞質の間に両同位
体比はともに正の相関があり，また若い菌糸
近傍の脱分化中のアミロプラストに一過的
な Cの流れがあったことから，生きている菌
糸からCおよびNが宿主細胞に渡されること
が明らかになった．さらに，老化菌糸中に同
位体比の大幅な上昇が観察されたことから，
崩壊過程は宿主細胞への養分受け渡し機構
として重要な役割があることが示唆された．
すなわち，歴史的に長く議論されてきた２つ
の対立する仮説がともに支持された．独立栄
養に移行した緑色ランの実生における 13C ラ
ベル物質（CO2，グルコース）の移動解析に
より，膜面でのCの両方向の移動が示された．
本研究により，安定同位体を用いた生物の細
胞・細胞小器官レベルでの元素移動の評価法

が確立し，さらに菌根共生として全く新規の
機能が明らかとなった．今後，本手法の適用
により，生命科学において，細胞レベルでの
物質移動・代謝に関わる新規の情報が得られ
る可能性が示唆された． 

図 プロトコーム全体の同位体比画像． 
左，13C/12C；左から２つ，12C15N/12C14N；13C
と 15Nの重ね合わせ；右から２つ，12C/14N；
右，TBO染色． 

図  プロトコーム細胞の同位体比画像． 
左上，13C/12C；右上，12C15N/12C14N；左下，13C
と 15Nの重ね合わせ；右下，12C/14N．画像内
左下の細胞の菌毬は生長期，右上の菌毬は崩
壊期． 
 
② アーバスキュラー菌根におけるCdの輸送
について，外生菌糸のみに与えたCdが菌糸液
胞内に，ポリリン酸とともに蓄積されること
を明らかにした．菌糸内の異なる細胞構造に
蓄積・存在するCd-Kの放射光により取得した
XANESスペクトルのフィッティング解析を
行い，同スペクトルに第二近接元素情報が含
まれる可能性が示唆された． 
 
(2) 土壌生態系内元素移動の可視化 
温水処理による白紋羽病の抑止現象において
菌糸圏に焦点を当てることにより，白紋羽病
菌の衰退には熱による直接的な死滅効果のほ
かに土壌微生物作用が関わっていることを明
らかにした．土壌圏，根圏および菌糸圏細菌
群について16S rDNAのPCR-DGGE解析およ
び次世代シークエンスにより推定した結果，
菌糸圏には特徴的な細菌が存在し，温水処理



によりこれらのうち２群が特異的に増加する
ことが示された．これらのうち1群は分離培養
され，白紋羽病菌抑制機能について加温処理
を加えた発病試験・抗菌活性試験等細胞レベ
ルでの解析を行った．その結果，拮抗物質で
はなく菌糸上で増殖することが発病抑制に重
要であることが示唆された．  

図 白紋羽病菌の菌糸上で増殖する細菌（FUN1
染色） 
 
同位体ラベルを行った白紋羽病菌と拮抗的
な放線菌との培地上対峙培養により放線菌
への C取り込みが観察された．白紋羽病菌菌
糸圏等で分離された細菌 5 種の AMF 胞子お
よび菌糸への影響を調べた結果，これらは発
芽抑制，分枝促進など機能を有することが明
らかになった． 
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