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研究成果の概要（和文）： 
マツ材線虫病や東日本震災により劣化，喪失した海岸クロマツ林を将来にわたり維持・保全す
るため，効果的な更新技術が求められている．クロマツの養水分吸収を担い，耐塩性も向上さ
せる外生菌根菌を対象に全国の海岸クロマツ林において，①外生菌根群集構造の解明，②優占
種の遺伝子解析，③優占菌種の耐塩性の評価，を行った．その結果，調査した 8 林分で
Cenococcum geophilum が優占していた．本種の遺伝的な種内変異，さらに菌株間に塩化ナト
リウムに対する反応も異なることが明らかとなった． 
 
研究成果の概要（英文）： 
Coastal pine forests in Japan are declining by pine nematode disease and eradicated by a 
recent Tohoku earthquake needing effective planting techniques to rehabilitate the forests. 
Japanese black pine associate with ectomycorrhizal fungi that can facilitate nutrient water 
uptake and alleviate soil salinity. I conducted the present research to clarify 
ectomycorrhizal community structures, genetic characterization of a dominant fungal 
species, and the response of the species against salinity. Among 8 stands examined, 
Cenococcum geophilum was the most dominant species irrespective of the stands. 
Variations in the genetic diversities and the resistance to NaCl were observed among 
isolates of the species.  
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１．研究開始当初の背景 
日本の海岸や里山におけるマツ枯れ被害

（マツ材線虫病）は現在も深刻な状況にある．
さらに 2011 年には東日本大震災を経験し，

沿岸部の海岸林が壊滅的な被害を受けた．古
来より日本人の生活や精神文化に深く根ざ
したマツを守り，健全なマツ林を次世代に受
け継いでいくことは我々の責務である．中で
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も海岸のマツ林は，風害，塩害などから民家，
農地を保護する防災機能や，白砂青松と謳わ
れる沿岸地域の景観機能を担うことから，そ
の林分の維持，再生は極めて緊急性の高い課
題である．マツ枯れ被害地へは材線虫抵抗性
実生の植栽が推奨されているが，海岸部の過
酷な生育環境下で実生の生残を向上させ，生
育を促進させる技術の開発は，海岸林の果た
す機能をいち早く回復させ，安定的に維持さ
せるためにはきわめて重要である． 
外生菌根菌（以下，菌根菌）は，クロマツ

細根全体を菌糸で覆う共生体，外生菌根（以
下，菌根）を形成し，実生苗の生残を向上さ
せる．海岸に生育するクロマツ細根の大部分
は菌根であり，このことは土壌からの養水分
の吸収は実質的に菌根を通して行なわれる
ことを意味している． 

 
２．研究の目的 
本州以南から九州に至るまでの海岸クロマ
ツ林における菌根菌群集を明らかにし，その
優占種の遺伝的多様性とその耐塩性を明ら
かにすることを目的とした． 
そのため以下の１から３を実施した． 
(1)海岸クロマツ林の天然分布の北限地と南
限地における菌根菌群集を解明するため，菌
根の遺伝子解析を行った． 
(2)優占種の遺伝的多様性を，地域レベル，全
国レベルで明らかにするため，遺伝解析を行
った． 
(3)優占種の耐塩性を明らかにするため，塩化
ナトリウム（NaCl）付与試験を行った． 
 
３．研究の方法 
(1)菌根群集 
クロマツ自然分布の北限と南限における海
岸クロマツ林の菌根菌群集を明らかにする
ため，青森県と鹿児島県の海岸クロマツ林分
における菌根調査を行った．調査地は青森県
つるが市の屏風山海岸林と鹿児島県日置市
の吹上浜海岸林に設置した．2010 年 7 月か 8
月に両調査地の約 5ha の範囲から土壌パイプ
を用いてクロマツ樹冠下の表層土壌（直径３
cm，長さ 30 cm）を採取した．土壌は各クロ
マツから 1 サンプル，最低数 m 以上離れた個
体から合計 56 サンプル採取した．全サンプ
ルからクロマツ根系を取り出してから顕微
鏡観察に用いた．クロマツ根端は外観から菌
根かどうかを判別し，Cenococcum geophilum
菌根は光学顕微鏡観察にもとづき同定した．
その後，C. geophilum 菌根を除く菌根を対象
に菌由来の核 rDNA ITS 領域のダイレクトシ
ークエンス解析を行ない，系統タイプに識別
した．土壌サンプルにおける各系統タイプも
しくは C. geophilum の有無にもとづき出現頻
度を，土壌サンプルに占める検出菌根数を出
現割合として算出するとともに，多様性指数

を評価した． 
 
（2）優占種の遺伝的多様性 
海岸クロマツ林 8 林分（三重県紀宝町，愛知
県田原市，静岡県静岡市三保松原，沼津市千
本松原，石川県能美市，富山県高岡市，青森
県つがる市，鹿児島県さつま市）に由来する
C. geophilum 菌根もしくはそれらの分離菌株
を用いた．各林分において C. geophilum 菌根
を 1-5ha の範囲から採取し，実体顕微鏡下で
形態的特徴にもとづき同定した．これらの菌
根および分離菌株からゲノム DNA を抽出し
た後，C. geophilum の Internal transcribed spacer
（ITS）領域の部分領域を増幅するプライマ
ー対（CGITS1/CGITS2）で PCR 反応を行い，
単一バンドの増幅の有無によって本種を分
子同定した．増幅が確認されたサンプルを対
象 に ， glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase（gpd）遺伝子を増幅するプラ
イマー対（gpd1/gpd2）でダイレクトシーケン
ス解析を行ってから，Blast による相同性検索
と近隣結合法による系統樹作成を行った．さ
らに，既存の C. geophilum 用の 5 組のマイク
ロサテライトマーカーを用いたマイクロサ
テライト解析を行った． 
 
（3）優占種の NaCl 耐性 
（2）で用いた 7 県 8 か所の海岸クロマツ林
分に由来する菌株について菌体を含む直径
6mm のプラグを作成し，NaCl 濃度を 6 段階
（0，25，50，100，200，400 mM）に調整し
た MMN 培地上に静置した．暗条件下，25℃
で 2 か月間培養し，10 日毎に直行する水平方
向の菌糸伸長量をノギスで計測した． 
 
４．研究成果 
(1)菌根群集 
青森県，鹿児島県の調査地から採取したクロ
マツ根端のそれぞれ 100 %（n = 5209），99.9 % 
（n = 10409）が菌根化していた．菌根の色は
白系，茶系，黒系に大別され，黒系菌根は星
状の Net Synenchyma 様の表面構造を有する
ことから C. geophilum による定着と同定され
た（図 1）． 

 
図 1. クロマツ－Cenococcum geophilum 菌根
(a)とその菌鞘表面に認められる星状の net 
synenchyma 様の菌糸配列(b) 
a，b のバーは各 2cm, 40µm 
 



 

 

この菌根は両調査地から検出され，青森県
と鹿児島県の土壌サンプルにおける出現頻
度はそれぞれ 42.6 %と 100 %であった（図 2）．
C. geophilum 菌根の出現割合は，青森県で
7.6％，鹿児島県で 57.9％であった．このこと
から，C. geophilum は両調査地で優占する種
であると考えられた．茶，白色系の菌根 517
サンプル中，402 サンプルで種の推定に成功
し，20 分類群に分けられた．両調査地で各
14 分類群が確認され，そのうち８分類群は共
通のものであったが，各分類群の割合は異な
っていた．したがって，両クロマツ林それぞ
れに特有の菌根菌群集が構築されていると
考えられた．以上より，地域間で菌根群集菌
が異なるものの，C. geophilum が日本の海岸
クロマツ林に優占して分布することが示唆
された． 

 
図 2．調査地における土壌採取地点（○）と
そのうちCenococcum geophilum菌根が出現し
た地点（●） 
 
（2）優占種の遺伝的多様性 
解析に用いた 118 サンプルが 79 の遺伝子型
に分かれ，さらに UPGMA 系統樹にもとづい
て 60％以上の相同性を示す 28 グループに分
けられた．これらを採取地点と照らし合わせ
た例として，富山県のものを（図 3）に示し
た．採取地点という cm 単位のスケールでは
同一遺伝子型の寡占，採取地内という m 単位
のスケールでは 6～16 の遺伝子型が確認され，
多様な個体群の共存が推察された．採取地間
のグループの構成比は異なるものの，特定の
グループが太平洋側の採取地のみで共通し
て見られ，採取地間という km 単位のスケー
ルでは遺伝子型のグループで距離に対応し
た多様性が見られた．以上より，海岸クロマ
ツ林に優占する C. geophilum は遺伝的に多様
であり，異なる距離（cm，m，km のそれぞ
れ）のスケールで特有の分布様式を示すと考
えられた． 
 

図 3．富山県の Cenococcum geophilum 菌根の
遺伝子型の空間分布 
○・△などの記号は遺伝子型を示す．ふきだ
しは 1 地点から複数のサンプルを解析したこ
とを示す．同じグループの遺伝子型を破線で
囲った． 
 
（3）優占種の NaCl 耐性 
供試した全菌株をまとめた場合，C. geophilum
の 0mM から 200mM NaCl までに有意な伸長
の減少は認められなかった（図 4）．菌株が由
来する各地域別の菌糸伸長では，愛知，三保，
千本の菌株の生育が良好であり，鹿児島，青
森に由来する菌株の生育が悪い傾向にあっ
た（図 5）．同様な傾向が地域内でも認められ
た． 
以上より，調査地間の菌糸伸長は有意に異

なるが，NaCl に対する反応は類似しており，
林分内には NaCl 耐性の異なる多様な C. 
geophilum がクロマツの根に定着するものと
考えられた．そして耐塩性に対する C. 
geophilum の種内変異は大きく，高い耐塩性
を有する菌株も存在のかもしれない． 

図 4. Cenococcum geophilum 菌株の異なる
NaCl 濃度における菌糸伸長量（■）と相対菌
糸伸長量（○） 
 菌糸伸長量は平均値（n=57）±SE で，異な
る英字を付した濃度間に有意差があること
を示す（One-way ANOVA, Tukey 検定, p<0.05）. 
相対菌糸伸長量は次式で算出した． 
 各 NaCl 濃度／0mM の菌糸伸長量×100 (%) 
 



 

 

 
図 5. 8 調査地ごとの Cenococcum geophilum 菌
株の異なる NaCl 濃度における菌糸伸長量 
 データは各調査地の供試菌株数の平均値
(n)で，調査地と NaCl 濃度を固定因子とした
線形混合モデルにより，有意な交互作用はな
く，両因子にそれぞれ有意差が認められた 
（Two-way ANOVA, p<0.05） 
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