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研究成果の概要（和文）： シダ類の地上生の心臓形配偶体はAM菌を共生させ、「心臓形配偶体の中肋（クッション層
）の厚さとAM菌感染率との間には関係がある」とする仮説を検証することを目的とした。本研究では第一段階として、
シダ類の基部分類群５科（リュウビンタイ科、ゼンマイ科、ウラジロ科、キジノオシダ科、ヘゴ科）６属８種の計274
個体の野生配偶体を解析した。野生配偶体はrbcL遺伝子によって種同定で種を確認した後、切片観察からクッション層
の厚さと菌感染の有無を確認した。菌感染率は58%-95%と高く、クッション層は207-470ミクロンと厚かった。SSU領域
解析から、配偶体に共通するAM菌はGlomeraceaeであった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to verify hypotheses that the heart shaped, 
terrestrial gametophytes of ferns contain AM mycorrhizal fungi in its midrib called the cushion, and that 
there is a significant relation between the cushion thickness and the AM infection rate. As the first 
step of this research, we analyzed here basal taxa of ferns (Angiopteridaceae, Osmundaceae, 
Gleicheniaceae, Plagiogyriaceae, and Cyatheaceae). We collected wild gametophytes in many regions of 
Japan. Gametophytes collected were identified at species rank using rbcL genes, and cut longitudinally by 
the resin-sectioning method to check presence or absence of AM fungi, and cushion thickness. In total, 
274 individuals of six genera and five families, were analyzed. The AM fungi infection rate was 
relatively high (58 -95%), and cushion thickness was relatively thick (207-470 micrometers).Molecular 
identification using SSU sequences showed that the most commonly found AM fungi were Glomeraceae.

研究分野：植物形態学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 現生の維管束植物の 90%以上が根にアー
バスキュラー菌根菌を共生させていること
は広く知られていた。そしてシダ植物も例外
ではなく、胞子体の根に AM菌が感染してい
るとする多くの報告があった。これに対して、
シダ植物配偶体は光合成を行いサイズも数
mmと小型であることから、地中生の菌従属
栄養性の少数をのぞき、AM菌類をもたない
と考えられてきた。しかし我々のリュウビン
タイやゼンマイなどの野生配偶体の予備的
研究から、心臓形配偶体の中肋部（クッショ
ン層）にかなり高い確率で AM菌を感染させ
ていることが示された。 
（２）さらに我々の予備的研究によるデータ
蓄積から、シダ植物薄嚢シダ類の配偶体と
AM菌感染との関係に関して、「心臓形配偶体
のクッション層の厚さとAM菌感染率との間
には有意な関係がある」とする考えを得るに
至っていた。 
 
２．研究の目的 
 シダ植物の野生配偶体において「心臓形配
偶体のクッション層の厚さとAM菌感染率と
の間には有意な関係がある」とする上記の考
えを仮説として提出し、その仮説を検証する
ことが研究全体のゴールである。本科研費研
究では、第一段階として、シダ植物の系統関
係で基部に位置する分類群である、薄嚢シダ
類の姉妹群リュウビンタイ類と、薄嚢シダ類
のゼンマイ類、ウラジロ類、木生シダ類を対
象として解析することとした。すなわち、シ
ダ類基部分類群の心臓形配偶体において、AM
菌感染率と配偶体のクッション層の厚さと
の関係を明らかにすることが本研究の目的
である。 
 
３．研究の方法 
 日本各地で野生の心臓形配偶体を採集し
た。先の研究から、シダ植物では、ある種の
胞子体が多数生育しているとき、その近くに
同種の配偶体が生育している傾向があるこ
とが知られている。したがって本研究では基
部分類群各種（上記）の生育地で調査を行い、
配偶体を採取した。採集した配偶体は水で洗
って土を落とした後、中肋部の中央で縦に切
って２つの配偶体片を作った。１片から DNA
を抽出し、葉緑体 rbcL 遺伝子を用いて配偶
体の種同定を行った。もう１片はそのままト
リパンブルー染色して永久プレパラートに
するか、樹脂切片法によって縦断切片を作り、
光学顕微鏡観察に供した。顕微鏡観察から、
AM 菌感染の有無、AM 菌の存在場所を明らか
にした。プレパラート観察によって菌感染が
あると判断された配偶体については、核
rDNAの SSU 領域を用いてクローニングによ
り AM 菌の種同定を行い、ベイズ法で系統樹
を作成した。 
 
４．研究成果 

本 研 究 で は 第 一 に リ ュ ウ ビ ン タ イ
Angiopteris lygodiifolia と ゼ ン マ イ
Osmunda japonicaの野生配偶体について菌感
染率とクッション層の厚さを解析した
(Ogura-Tsujita et al. 2013)。 
 リュウビンタイ野生配偶体（図１a, b, c）
では 52 個体中 50 個体で菌根菌が観察され、
菌感染率は 96%(50/52)であった。またゼンマ
イ（図２a, b, c）でも同様に 43 個体中 41
個体に菌感染がみられ、感染率は 95%(41/43)
であった。両種とも菌根菌は配偶体の中肋部
（クッション部）に局在していた。リュウビ
ンタイでは菌根菌をもつ細胞が,クッション
層内でパッチ状に存在していたが（図１d）、
ゼンマイではクッション層全体に広がって
存在していた（図 2d）。これら菌根菌は、樹
枝状体をもつことから（図 1e,図 2f）、形態
学的に AM 菌であると推測できた。 
 

図１．リュウビンタイ配偶体．a:採集地の野生配偶体．

b:実体顕微鏡下で撮影した配偶体全体像．c:クッション

部分（先端側）のトリパンブルー染色像．d:配偶体クッ

ション部の横断切片．e:AM 菌感染部分．図１d右矢印部

分の拡大像．ar:造卵器，h:菌糸．スケールは b = 1mm，

c,d = 500 μm，e = 50 μm． 

 
 

図２．ゼンマイ配偶体．a:採集地の野生配偶体．b:実体

顕微鏡下で撮影した配偶体の全体像．c:ノッチ側先端の

トリパンブルー染色像．d:配偶体クッション部の横断切

片．e:AM 菌感染部分．図２d左矢印部分の拡大像．f:AM

菌感染部分の走査電子顕微鏡像． 
  



 菌感染がみられた個体から得られた菌の
DNA クローニングを行い、分子系統解析を行
った。えられた系統樹（図３）から、これら
は す べ て Glomus A group （ 現 在 の
Glomeraceae）に属する菌であることがわか
った。 
 

 

図３．リュウビンタイ（■）とゼンマイ（●）配偶体か

ら単離した感染 AM 菌 rDNA の SSU 領域の系統樹．Bayse

法を用い、Schwarzott et al.(2001)の既知データと比

較した．数字は事後確率（上側；0.9 以上）と近隣結合

法にて系統樹を作成した際のブートストラップ確率（下

側；70％以上）を示す． 

 
 
 第二段階として、研究材料を薄嚢シダ類の
基部分類群へと広げ、リュウビンタイとゼン
マイで行ったのと同様の方法で菌感染率と
菌根菌の解析を行った。用いた材料は、ゼン
マ イ 科 の シ ロ ヤ マ ゼ ン マ イ (Osmunda 
banksiifolia)32 個体、ウラジロ科のコシダ 
(Dicranopteris linearis)12個体とウラジロ
（Diplopterygium glaucum）9 個体、キジノ
オ シ ダ 科 の オ オ キ ジ ノ （ Plagiogyria 
euphlebia ） 55 個 体 と キ ジ ノ オ シ ダ
（G.japonica）31 個体、ヘゴ科ノクロヘゴ
（Cyathea podophylla）32 個体,ヒカゲヘゴ
（C.lepifera）8 個体である。解析の結果、
これら７種の配偶体の菌感染率は 58.3%〜
96.5%と比較的高く、クッション層の厚さも
207〜305µmとかなり厚かった。 
 シロヤマゼンマイの菌感染率 91%は、先の
ゼンマイの 95%に比べると低い値であった。

クッション層の厚さも同様にゼンマイが
470µm であったのに対して、シロヤマゼンマ
イは 250µm と低い値を示したため、ゼンマイ
科ではクッション層の厚さと菌感染率との
間に関係があるようにみえる。ウラジロ科で
は、ウラジロが 58%，コシダが 80%の菌感染
率で、両種に違いがみられたが、クッション
層の厚さはそれぞれ 259, 305µm であり、菌
感染率の高い方がクッション層も厚くなる
傾向がみられた。しかし、コシダの 305µmと
いうクッション層の厚さはシロヤマゼンマ
イよりも高い値であるが、コシダの菌感染率
は 58%で、シロヤマゼンマイより低いものと
なっている。キジノオシダ科については、キ
ジノオシダとオオキジノオシダは両種とも
菌感染率、クッション層の厚さに差はみられ
なかった。ヘゴ科の解析結果も加えた結果、
以下の通りに結論づけられた。ウラジロ科、
キジノオシダ科、ヘゴ科の配偶体は、リュウ
ビンタイ、ゼンマイに比べて、菌感染率もク
ッション層の厚さも低い傾向が見られたが、
解析された 3科４属７種の間においては、菌
感染率とクッション層の厚さとの間に強い
関係をみることはできなかった。 
 感染していた AM 菌の中で最も多くみられ
たのは Glomeraceae であった。AM 菌の種とさ
れる VTX では、VT80、166, 191, 219 が多く
の配偶体種にみられた。VT166 はアフリカ，
北アメリカ、南アフリカ、オセアニア、ヨー
ロッパ、アジア大陸に広く見られる AM 菌の
種として知られていることから、VT166 が日
本のシダ植物配偶体にもみられることは納
得できることである。またリュウビンタイと
ゼンマイではGlomeraceaeのみがみられたが
（Ogura-Tsujita et al., 2013）、これとは
異なり、ゼンマイ科、ウラジロ科、キジノオ
シダ科、ヘゴ科ではGlomearceaeだけでなく、
他 に Acaulosporaceae, 
Claroideoglomeraceae などの AM 菌がみられ
るという特徴があった。これらの解析結果に
ついては、すでに論文としてまとめ、菌根菌
の専門誌である Mycorrhiza に受理されてい
る（Ogura-Tsujita et al. in press）。 
 今後は、薄嚢シダ類の中で、最も多数の種
を擁する広義ウラボシ類の配偶体の解析を
行う必要がある。最終的には、シダ類全体を
カバーする分類群の配偶体の解析を行い、全
データを用いて、心臓形配偶体の菌感染率と
クッション層の厚さと AM 菌感染率との関係
が有るか否かをしるため、回帰分析 GLM 解析
を行う予定である。 
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