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研究成果の概要（和文）：申請者らは、ニホンザルが非常に多様なキノコを採食することを明らかにしたが、本研究で
は、この次の段階の研究として、ニホンザルの糞の存在によって土壌中の真菌相が変化することを実験的に証明するこ
とを目的とした。屋久島で30個のサルの糞を採取した。これらの糞を顕微鏡観察すると、胞子が見つかり、また死細胞
の染色液で染まらなかったことから、サルが生きた状態で胞子を運んで糞とともに排泄することが確認された。さらに
、このサルの糞を、5つの条件を設けて土壌に接種した。接種後、1月、3か月、1年後の土壌を採取した。土壌および糞
のDNA解析により、糞の接種で土壌中の真菌相にどのような変化が起きたのかを明らかにする。

研究成果の概要（英文）：We have already clarified that Japanese macaques eat a wide variety of species of 
fungi fruiting bodies. In this study, as a next step, we aimed to prove that soil fungi species 
composition changes by the addition of feces of macaques that eat fungi fruiting bodies. We collected 30 
feces of Japanese macaques in Yakushima. According to the microscopic observations, most of the feces 
contained live fungi spores. These feces were set on the ground of Yakushima under five different 
conditions to discriminate the effects of macaques' spore dispersal and the increase of ammonia fungi. 
Soil was collected after 1 month, 3 months, and 1 year of the experiments. Changes in fungi species 
composition are clarified by the DNA analysis of these soil and fecal samples.

研究分野：生態学
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１．研究開始当初の背景 
 
申請者らは、挑戦的萌芽研究「ニホンザル
のキノコ食を通じた菌類の胞子散布機構の
解明｣(平成 23年、24年度)で、屋久島のニホ
ンザルが 1年間で少なくとも 67種もの多様
なキノコ(子実体)を採食することを示した
(Sawada et al., 2014)。これまで、哺乳動物
がこれほど多種のキノコを食べることは知
られていなかった。他方、オーストラリアの
研究では、哺乳類排除柵を設けると、柵内で
菌の多様性や土壌中の胞子の密度が数年間
で低下する(Gehring et al. 2002 Ecology 
Letters)。調査地にはキノコ食の哺乳類が多く、
この結果は哺乳類がキノコ食を通じて菌類
の多様性に影響することを示唆する。しかし、
その因果関係は実際には不明であり、その間
を埋める研究が必要である。 

 
２．研究の目的 
 
本研究では、この次の段階の研究として、
サルの糞の存在によって土壌中の真菌相が
変化することを実験的に証明することを目
的とした。申請者らの、ニホンザルの採食生
態に関する過去の研究の蓄積を踏まえ、最終
的に、森林生態系の中で、哺乳類が真菌の多
様性維持に影響を与えることを証明する。 
 
３．研究の方法 
 
 屋久島の西部林道で、2013年の6月、7月、
9月にそれぞれ 10個の排泄直後のサルの糞
を採取した。そのうち一部を DNA解析のた
めエタノール保存した後、以下の 4つの処理
を行った。(1)土壌に安置し、それ以上動物の
撹乱を受けないように、幅 20cm程度のプラ
スチック製の籠で糞を覆う。(2)土壌に安置し、
(1)の籠と同じ大きさのアクリル製の透明の
箱で覆う。(3)残りをオートクレーブで滅菌し、
冷えた後、(2)同様に土壌安置。(4)調査基地に
持ち帰り、蒸留水と糞の懸濁液を、軌道振と
う機で 60rpm、30分間攪拌した上澄み(これ
により胞子が取り出せる; Gordon and 
Comport 1998 Mycologia)を土壌付与、アクリ
ル箱を設置、さらにコントロールとして(5)
何も置かず、籠だけを設置する条件を設定し
た。屋久島国有林 275林班内で、これらの籠・
箱を設置し、同時にその場所の土を採取して
エタノール保存した。付置後 1か月後、3か
月後、1年後に付置場所の土壌を採取し、最
後に籠・箱を回収して撤去した。 
 この野外実験で用いた同じ 30個のサルの
糞の一部を、冷蔵状態で霊長類研究所に持ち
帰った。糞の懸濁液を、死細胞を染色するト
リパンブルーで染色したのち、顕微鏡観察し
た。 
 また、霊長類研究所内で、最初にオートク
レーブ滅菌した土壌でポットで栽培してい
たアベマキの実生に、これらのサル糞を接種

し、同時にポットの土を採取してエタノール
保存した。この実生を 2014年 3月に掘り返
し、ポットの土と、実生の根を採取し、顕微
鏡観察用に菌根のプレパラートを作成する
とともに、DNA採取用にエタノール保存した。 
 これらのサンプルを、土壌については
TAKARA NucleoSpin Soil Kitで、糞について
は QIAamp DNA Stool Mini Kitで、菌根につ
いては DNeasy Plant Mini Kitで DNA抽出を
行った。最終的に得られた試料数は、屋久島
の野外実験の土壌が 516、サル糞が 30、犬山
の室内実験の土壌が 100（うちサル糞接種前
が 40、接種後が 36、未接種のコントロール
が 24）、菌根が 60である。屋久島での野外
実験中に、設置していた箱・籠が移動したり、
犬山での室内実験中に枯死したアベマキ実
生もあったため、試料数はもとのサル糞の試
料数の倍数になっていない。 
 抽出した DNAを Qubit定量したのち、そ
れに応じて濃度を調整しながら真菌特異的
に増幅するプライマ（ITS1F_KYO1および
ITS2_KYO2-nexR）で PCR増幅を行った。 
 
４．研究成果 
 
 現在、シーケンス結果の解析は完了してい
ないため、土壌中の真菌相が変化することを
実験的に証明することはできていない。その
ため、顕微鏡観察の結果について述べる。 
観察したほとんどすべての糞で、胞子が観
察され、死細胞を染色するトリパンブルーで
染色されなかったことから、サルが生きた胞
子を運ぶところまでは、確認することができ
た。 

 

写真 1 サル糞の中で観察された胞子（矢印）。 
 
 また、室内の接種実験の根を観察したとこ
ろ、サル糞接種、未接種の実生いずれでも、
菌根の形成が確認された。アベマキ種子を蒔
種する前に、土壌はオートクレーブ滅菌した
が、その後は滅菌状態に置いていたわけでは
ないため、未接種の実生でも外部から何らか
の真菌が入り込んで、菌根を形成したものと
思われる。菌根を形成する種は顕微鏡観察で
は同定できなかったため、今後 DNA解析で
明らかにしていく。 



 
写真 2 サル糞を接種していない実生の根。
太く見えるのがアベマキの細根で、その周り
の、細かいのが菌糸。細根は菌根を形成して
いるため、不透明に見える。 
 

写真 3 サル糞を接種した実生の根。 
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