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研究成果の概要（和文）： 多くの分類群を含む菌株を供試して,内生バクテリアの存在を確認したところ,接合菌類か
らPCR増幅を確認できた.検出されたバクテリアは, M. elongataより検出されている内生バクテリアの近縁種であった.
Veronaeopsis simplex 3菌株を供試して,内生バクテリアの検出および系統解析を行った. DNA抽出を行い PCR増幅を行
った. その後,クローンライブラリー解析に供し,内生バクテリアの同定を行った.解析の結果,V. simplex 3菌株から共
通してRhizobium属細菌が検出され,これらが宿主植物の生育に関わっていることが推察された.

研究成果の概要（英文）：Microscopic and molecular analyses showed the presence of endobacteria inside the 
hyphae of randomly selected fungal species. The 16S rRNA gene was successfully amplified with DNA 
extracted directly from the endobacterium-containing fungal isolates and most of the sequences were 
related to the family Burkholderiaceae.
 Microscopic observation confirmed the presence of rod-shaped, motile bacteria living inside and outside 
the hyphae of Veronaeopsis simplex all isolates. The PCR results using universal primers for 16S sRNA 
positively detected the presence of bacteria on V. simplex. Analysis of terminal-restriction fragment 
length polymorphism (T-RFLP) coupled with the sequence data from 16S rDNA gene cloning revealed that 
Rhizobium sp. was found to be associated with the fungal isolates. In conclusion the findings suggest 
that V. simplex has a complex interaction with associated bacteria involving host plant growth promotion 
effect.

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
土壌からの N2O 発生に糸状菌 Mortierella 

elongata が関与しており, さらに同菌体内

に多数のバクテリアが観察され , 相同性

検索の結果 , 新種であることも明らかと

なった . そこで, カルチャーコレクション

より M. elongata の基準菌株を複数入手し, 

観察したところ, 菌体内バクテリアの存在

が観察された. さらに, 他の糸状菌数種の

多くにもバクテリアの存在が示唆された.以

上より, 糸状菌体内には , 普遍的にバク

テリアが存在しており , 相互依存の関係

にあるとの仮説を提唱した. 
 
２．研究の目的 
“糸状菌体内には普遍的にバクテリアが存

在し,	 相互依存の関係にある”との仮説に

基づき,	 選抜したエンドファイトおよび南

方地域から新たにエンドファイトを分離,	 

供試して,	 内生バクテリアを検出し,	 糸状

菌内生バクテリアの普遍性を検証する.	 特

に培養可能な内生バクテリアの獲得を目的

とする.次に,	 バクテリアの特性である嫌気

や高温での生育に注目して,	 有用バクテリ

アを積極的に内生させる技術を開発する.以

上を踏まえて,	 本研究では,	 菌類の有する

諸形質を内生バクテリアがコントロールす

ることを実証し,	 その利用技術を開発する

ことを目的とする.	 

 
３．研究の方法 

(1) 菌類 -バクテリア共生体の網羅的な解

析  

選抜されたエンドファイト Heteroconium 

chaetospira, Cadophora finlandica, 

Meliniomyces variabilis, Phialocephara fortinii, 

V. simplex 等および主に南方地域から菌株

を分離供試して, 蛍光顕微鏡および透過型

電子顕微鏡による形態観察の他, 下記に示

す２つの手法を用い , 菌類に内生するバ

クテリアの存在の有無を確認し, 内生バ

クテリアが確認出来た場合は, その同定も

試みる. 

	 (2)	 内生バクテリアの有用形質付与の評
価	 

選抜された共生系を供試し,	 バクテリア

が内生することで菌類に付与される形質,	 

例えば内生能の強弱に対する同バクテリ

アの関与を検証する. 

 (3) エンドファイトへの有用バクテリア

の積極的な内生による新たな有用形質の

付与	 

培養可能なバクテリアが内生している

エンドファイトを選抜し,	 まずは抗生

物質で処理をして内生しているバクテ

リアを取り除く,	 次に有用バクテリア

(空中窒素固定など)を人工的に内生させ

る.	 

	 

４．研究成果	 

(1) 菌類 -バクテリア共生体の網羅的な解
析   
接合菌類および子嚢菌類に対して, 同一条件
下において, 菌類内生バクテリアのスクリー
ニングを行い, その検出率を比較し, 内生バ
クテリアの存在を明らかにすることを目的

とした. 
接合菌類 85菌株（16属）および子嚢菌類

109菌株（45属）を供試菌株とした. Nutrient 
Broth 培地において容易に培養可能なバクテ
リアがいないことを確認した供試菌株の菌

糸体より DNA を抽出し, バクテリア 16S 
rRNA遺伝子を標的としたユニバーサルプラ
イマーである 10F-907R を用いた PCR 法に
より内生バクテリアの検出を行った .また , 
LIVE/DEAD® BacLight ™  Bacterial 
Viability Kits を用いて菌糸体内のバクテリ
アを染色・観察することで内生バクテリアの

存在を確認した（図１）. 
PCRの結果, 接合菌類 10％（9菌株）から

のみ PCR 増幅を確認できた.宿主の構成は
Cunninghamella属菌 3菌株, Mortierella属



菌 5菌株, そして Umbelopsis属菌 1菌株で
あった. そのうちMortierella属菌 5菌株中 4
菌株より検出されたバクテリアは , M. 
elongata より検出されている内生バクテリ
ア（Sato et al., 2009）の近縁種であった. 

	 蛍光顕微鏡観察の結果, 内生バクテリアが
検出された 9菌株のうち 5菌株を任意に選び
観察したところ, そのすべてにおいて菌糸内
にバクテリア様構造物が観察できた. 
以上より, 少なくとも, 本実験で用いた手

法では, 菌類内生バクテリアは子嚢菌類に比
べ, 接合菌類において高頻度に検出されるこ
とが示された. 
 

 (2) 内生バクテリアの有用形質付与の評

価およびエンドファイトへの有用バクテ

リアの積極的な内生による新たな有用形

質の付与	 

西南地方から分離された DSE Veronaeopsis 

simplex と内生バクテリアの相互作用を明ら

かにするために，V. simplex3菌株を供試して，

内生バクテリアの検出および系統解析を行

った．それぞれの菌株を 2週間培養後，DNA

抽出を行い，バクテリアのユニバーサルプラ

イマー10F-907Rを用いて PCR増幅を行った．

その後，クローンライブラリー解析に供し，

内生バクテリアの同定を行った．さらに蛍光 

in situ ハイブリダイゼーション(FISH)により

内生バクテリアの観察を行った．クローンラ

イブラリー解析の結果，V. simplex3菌株から

共通して Rhizobium 属細菌が検出され，顕微

鏡観察においても菌糸内にバクテリア様構

造物を確認した．また，検出された Rhizobium

属細菌に関して，16S rDNA 塩基配列に基づ

く系統樹を構築した結果，検出された

Rhizobium属細菌は Piriformospora indicaの内

生バクテリアとして報告された Rhizobium 

radiobacterに近縁であった．	 
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