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研究成果の概要（和文）：森林生態系の天然更新において、樹木実生のもつ病原菌に対する防御

機能に着目し、その初期定着サイト決定要因としての役割を調査した。異なる光環境下のブナ

実生において、防御機能の発達程度と病原菌接種による枯死率を解析した結果、弱光条件では

抗菌物質が低濃度であり枯死率が高かったのに対し、強光条件では抗菌物質の濃度が高まり生

残率が高かったことから、実生の防御機能の発達が初期定着サイトを決定する要因の一つとな

っていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The role of defense system of tree seedlings was studied in relation 
to decisive factor of initial survival in the natural regeneration of Fagus crenata. 
Seedling survival rate and the concentrations of antifungal substances were higher under 
the higher light conditions than that under lower light conditions. This result indicates 
that progress of defense system in seedlings is one of the decisive factors of initial 
survival of the seedlings. 
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１．研究開始当初の背景 
地球温暖化の影響予測によれば、日本のブ

ナ林は大きな分布変動があり、消失する地域
もあることが予想されている。しかし、この
ような計算上の予測では植生移動が実際に
起こる際の生命現象は把握できず、実生から
の天然更新プロセスと環境変化の影響を考
慮しなければならない。 
森林生態系における樹木の天然更新はギ

ャップダイナミクスに従っており、ブナの実
生は閉鎖林冠下では光不足のために枯死し、
林冠が開けたギャップで更新する。ブナでは
当年生実生の死亡要因として、哺乳類や昆虫
の食害に加え、病原菌による菌害が最大の要
因となっている。これまでブナ実生の定着サ
イトの解明のために菌害発生率と光環境の
関係が検討され、明るい光環境では菌害発生
率が低いことが明らかになっており、近年は
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光環境を左右するギャップサイズ、フェノロ
ジカルギャップ、ササの一斉枯死などの要因
が検討されている。しかし、菌害に対してブ
ナがどのように身を守り生残するのか、につ
いては全く検討されてこなかった。 

このような中、ブナ実生が菌害に対して抗
菌物質と防御組織によって直接的に防御し
生残することが明らかにされた。すなわち、
明るい環境下では、胚軸に抗菌物質のカテキ
ンとエピカテキンが多量に集積し病原菌
Colletotrichum dematium の伸長を阻害する
と共に、コルク層（周皮）が発達して病原菌
の侵入を阻害するため、ブナ実生は生残する
（Ichihara and Yamaji、2009、Yamaji and 
Ichihara、2012）。この防御機能は、これま
での環境要因と枯死率の相関関係と異なり、
菌害発生と直接関連づけられるものであり、
菌害発生率を決定する要因解析には必要不
可欠である。この防御機能は実生の光合成と
二次代謝の結果として形成されるものであ
るため、実生のおかれた環境によって濃度や
発達程度が変動する。この防御機能の変動と
菌害発生率の関係から防御機能の閾値を求
めることができると予想され、定着サイトの
環境閾値を評価する新たな指標として有用
であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
（１）本研究は、森林生態系の天然更新にお
いて、樹木実生のもつ病原菌に対する防御機
能に着目し、その初期定着サイト決定要因と
しての役割を解明する。ここではブナ当年生
実生の立枯れ病菌に対する防御機能のうち
抗菌物質を指標として野外調査し、ブナ林の
林床環境と実生の生死との対応関係から、ブ
ナ実生の定着サイト決定因子としての役割
を明らかにする。 
 
（２）実験室の環境コントロール下で、光環
境を段階的に制御して実生に病原菌を接種
し、菌の侵入に対する防御反応の差異を調査
することによって、病原菌が侵入した時の防
御機構の役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）ブナ林における林床の環境と実生の生
残および実生の防御機能の関係を明らかに
するため、ブナが優占する岩手県八幡平市の
安比高原ブナ二次林において、２０ｍ×２５
ｍの試験地を設定した。試験地の中を５ｍお
きに区切り、５ｍ四方の方形区をサブプロッ
トとした。試験地に発生したブナ当年生実生
近傍にナンバーテープの旗を設置して目印
をつけ、実生の位置、生死および死亡要因を
２週間から 1ヶ月おきに記録した。菌害によ
り死亡した実生はサンプリングし、胚軸の腐
敗部位を表面殺菌して麦芽寒天培地上に置

き、病原菌の分離を行った。 
 また、菌害発生時期に健全実生を各サブプ
ロット毎に約 10 本ずつ採取した。サンプリ
ングした実生は、胚軸部をメタノール抽出し、
高速液体クロマトグラフィーにより、カテキ
ンを定量した。 
 林床の実生がおかれた環境を記録するた
めに、サブプロットを 2.5ｍ四方に分割し、
それぞれの中央付近で全天写真を撮影し、相
対光合成光量子束密度（ｒＰＰＦＤ）を算出
した。実生の生育するプロットのｒＰＰＦＤ
とカテキン濃度の関係を調査した。 
 
（２）菌の侵入に対する防御反応の差異を明
らかにするため、ブナ種子をピートモス入り
のプラスチック鉢（4×4×5cm）に植栽し、
20℃の恒温室で、光強度を強光、中光および
弱光の 3段階の処理区に分けて１ヶ月間栽培
し、本葉の展開後に接種に供した。光強度の
調節は寒冷紗により行った。 
 1％麦芽エキス寒天培地で 20℃5 日間培養
した C. dematium の菌叢から直径 1cm の寒天
ディスクを切り取り、胚軸の表皮をカミソリ
で薄く剥いだ傷（長さ 1cm）に貼り付けて接
種した。対照には無菌の培地を用いた。接種
0、3、7および 10 日に各処理から 4本ずつ採
取し、長さ１cm の接種部を用いて、中央付近
から解剖観察用の固定サンプルを採り、残り
をメタノール抽出した。 
 解剖観察用サンプルは、グルタールアルデ
ヒドで固定し、樹脂に包埋して木口面で薄切
後、DMACA 染色によりカテキン類の分布を光
学顕微鏡観察した。メタノール抽出物は高速
液体クロマトグラフィーにより、カテキンと
エピカテキンを定量した。 
 
４．研究成果 
（１）ブナ林に設置した試験地では、ｒＰＰ
ＦＤが高い強光環境になるほど立枯病の発
生率が低かった。プロット全体から立枯病菌
が分離されたことから、強光環境のサブプロ
トにおいては、立枯病に対する防御機構が働
いていることが推察された。 
しかし、実生が生育するプロットのｒＰＰ

ＦＤが高いほど実生のカテキン濃度が高く
なる傾向があったものの、その相関は低かっ
た。このことは、実生のカテキン濃度は光環
境の影響だけでなく、他の要因によっても影
響されることを示唆している。土壌水分や温
度などの他の環境要因の影響や、実生の生育
ステージによる二次代謝物質の変動の関係
を調査する必要がある。また、カテキン測定
に用いた実生は菌の感染を受けていない健
全実生であるため、この結果は、感染以前の
静的防御においては、実生のもつ防御機能の
うち抗菌物質の寄与が低い可能性を示して
いると考えられる。今後、周皮などの組織学



的防御機能を調査し、ｒＰＰＦＤとの関連を
明らかにする必要がある。 
 
（２）実験室内の異なる光環境下で栽培した
ブナ実生において病原菌を接種した結果、強
光区では枯死実生は発生しなかったが、中光
区と弱光区では接種 7日後から胚軸の壊死に
よる枯死が発生した。強光区と中光区の接種
部では、周囲に黒褐色の変色部位が認められ
た。いずれの処理区においても、対照苗は枯
死しなかった。 
 強光区における胚軸の病原菌接種部のカ
テキンとエピカテキン濃度は、中光区と弱光
区より高い値で推移し、また強光区では対照
よりも接種の方が高かった（図１）。中光区
と弱光区共に、カテキンとエピカテキン濃度
は、強光区とは逆に、接種よりも対照の方が
高い値で推移した。 
 

図１ 異なる光環境下で病原菌を接種した
ブナ実生の胚軸接種部におけるカテキンの
集積 
 

 
図２ 強光下で病原菌を接種したブナ実生
の胚軸接種部におけるカテキン類の集積 
 
W、接種の付傷部、矢印、壊死組織と生残組
織の境界部におけるカテキン類の集積部
（DMACA 染色によって、カテキン類が青く染
色されている） 

 
 
 
 強光区の接種部の横断面には、接種に伴う
壊死組織と生残組織の境界に周皮の形成は
認められなかったが、カテキン類が接種部の
生残組織最外層の柔細胞内に集積した（図
２）。強光区の対照では、菌接種時のような
壊死組織は形成されず、付傷処理部の近傍の
柔細胞にカテキン類の集積が認められた。弱
光区では染色された細胞はほとんど認めら
れず、カテキン類の集積は認められなかった。 

付傷接種の結果、強光区では周皮形成が認
められずカテキン類の集積で枯死を免れた
ことから、カテキンとエピカテキンが立枯病
菌の侵入に対する動的な防御の一要因とし
て機能することが示唆された。 
野外で光環境と実生のカテキン濃度の相

関が低かったことから病原菌が感染する以
前の段階では、静的防御機能としてカテキン
類の寄与は低い可能性が示唆されるのに対
し、菌の感染に伴う動的防御機能としてはカ
テキン類の寄与が大きいと考えられ、興味深
い。 
 この成果は、森林生態系の個体群生態を理
解するための新たな着眼点を提供すること
ができ、今後様々な樹種の研究に応用される
ことが期待されることから、本成果などを基
に、日本生態学会第 59 回大会（平成 24 年 3
月、大津市、日本生態学会会員対象）におい
て自由集会「化学物質で植物と微生物の相互
作用を探る－野外生態研究における事例－」
を開催した。 
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