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研究成果の概要（和文）：菌根共生における生体元素の輸送と環境との循環を細胞小器官レベルで明らかにし
た。同位体顕微鏡（SIMS）のクライオ化およびTOF-SIMSによる同位体標識分子の推定法を確立し、高圧凍結した
菌根のクライオ走査型電子顕微鏡観察に成功した。同位体比SIMSイメージング-電子顕微鏡像相関解析により、
13CO2を植物に与え、13Cの植物から菌根菌、さらに菌根菌内生細菌２種への分配、および菌根共生変異体から菌
根菌への輸送の有無を明らかにした。ラン科共生プロトコームにおける13C、15N、34Sの局在と遺伝子発現の解
析から、硫黄は還元型有機物として宿主細胞に輸送される可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：This study analyzed cellular transport and environmental cycling of 
biological elements in the mycorrhizal symbioses. We established a cryo-SIMS system and a searching 
method for significant molecules from TOF-SIMS data and succeeded in cryo-SEM observation of 
high-pressure frozen mycorrhizal tissues. Correlative SIMS and electron microscopy were used to 
analyze the 13C  flow added as 13CO2 to the plants through the fungus to two mycorrhizal fungal 
endobacteria and to analyze the ability of the 13C labelled molecule transfer from the mutant plants
 to a colonizing arbuscular mycorrhizal fungus. In addition, sulphur transfer from the symbiotic 
fungus to the orchid protocorm was analyzed by SIMS imaging of simultaneous labellings of 13C, 15N, 
and 34S. Combined with plant and fungal transcriptome analyses, sulphur was suggested to transfer as
 the reduced organic form to the host plant. 

研究分野： 菌根学、植物病理学、顕微鏡学、土壌生物学

キーワード： 菌根共生　元素輸送　電子顕微鏡－二次イオン質量分析相関解析　クライオ走査型電子顕微鏡　真菌内
生細菌　飛行時間型二次イオン質量分析法　遺伝子発現解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で確立した安定同位体比の局在による細胞構造機能の研究例は世界的に少なく、また多細胞生物における
無処理の微細構造観察や、クライオ組織を用いたSIMSは世界最先端の挑戦である。TOF-SIMSデータからの有用情
報抽出法の検討は、メタデータを扱う情報科学における課題である。さらにこれら手法と、遺伝子発現、変異体
等を組み合わせ、多角的に解析を行った本研究の成果は、植物-真菌-菌根共生機能の理解の深化はもとより、新
規の生物・細胞機能研究法の確立に貢献した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
菌根は植物の根と糸状菌（菌根菌）からなり、植物の光合成産物と菌根菌の無機養分が交換さ

れる相利共生器官である。菌根は根の拡張器官として養分および重金属・放射性物質等有害元素
等の輸送機構の解明は中心的課題である。 

菌根における物質輸送は、土壌における菌糸（外生菌糸）の細胞膜輸送（図１①）、外生菌糸
内長距離輸送（図１②）、根の中の菌糸（内生菌糸）と植物の両細胞膜を介した輸送（図１③）、
および植物組織内長距離輸送（図１④⑤）の大きく４つの区分に分けて考えられる。従来物質輸
送研究はこれらの区分で輸送タンパク等に関わる遺伝子探索・発現解析、生化学的手法（Pfeffer 
et al.1999；Bago et al. 2000）などから行われてきた。AM 菌は絶対共生であることなど材料と
しての制約が大きく遺伝子解析は難航し、近年 AM 菌（Tisserant, et al. 2013）および AM 菌
の絶対共生内生細菌（Ghignone, et al. 2012）のゲノム解析、またランの共生プロトコームにお
ける遺伝子発現解析（Perotto, et al. 2014）等報告され、理解が進みつつある。一方動く物質の
研究は、軽元素かつ低濃度であることなどから方法論が限られ、放射性同位体トレーサーあるい
は抽出物質の NMR 等生化学的手法により行われ、受け渡しに関わる化合物や場所について、
近年の遺伝子情報と組み合わせて推定されている。研究代表者はこれまで様々な表面分析法を
用い、解剖学的手法により宿主と菌根菌が共存する場の解析を行ってきた（EF-TEM、免疫ラベ
ル透過型電子顕微鏡による AMF 内ポリリン酸輸送（Kuga et al. 2008）、放射光マイクロビー
ム（SPring-8）による AMF によるカドミウム輸送（Nayuki et al. 2014 など）。近年は、主に
宇宙科学などの分野で用いられてきた安定同位体を高感度に検出し、かつ高空間分解能を有す
る二次イオン質量分析法（SIMS）を取り入れ、菌根における生体元素輸送の可視化に取り組ん
できた（Kuga et al. 2014）。この研究ではランの共生プロトコーム（生育中の胚）における共生
菌から宿主への養分供給の機作について歴史的に対立する仮説（生きている菌糸からか、死ぬプ
ロセスか）を検証し、それぞれが一部正しいと結論づけた（図２）。この研究では共生菌から植
物に渡された 13C と 15N が隣り合う植物細胞間で異なる局在を示すなど、全く新規の細胞機能
が示され、生物学における本アプローチの有用性が示されている。 

２．研究の目的 
本研究は、植物と真菌の共生である菌根において、炭素、窒素、水素の共生者間－組織内輸送

および環境（気相）との循環を、細胞小器官レベルでの局在解析手法を中心に明らかにすること
を目的とした。安定同位体トレーサーを二次イオン質量分析法（SIMS）により局在解析するア
プローチに、凍結法、多重元素ラベル、GS-MS、ラマン顕微鏡、TOF-SIMS などを組みこみ、
方法論の確立とともに生体元素の分子同定に挑戦した。これらの情報を遺伝子発現解析と接続
させ、細胞・共生機能の解明を目指した。 

図１ 菌糸圏における元素の流れ 
土壌由来の元素の輸送は、①土壌
から根外菌糸、②根外菌糸から根
内菌糸、③感染菌糸から宿主細
胞、④感染細胞から非感染細胞、
⑤植物組織内長距離輸送の５つの
区画からなる。植物からの炭素は
⑤→①の向きに流れる。 

図２ ラン科共生  
種子は胚と種皮のみからなる。 
種子の発芽は，炭素を含むすべての養分を共生
菌に依存している。（プロトコーム期）。その後、
緑色ランは葉と根を発達させて独立栄養期に移
行する。したがって，炭素の流れはプロトコーム
期と独立栄養期で逆転する。 



３．研究の方法 
（１）菌根における炭素、窒素、水素の共生組織内輸送 
① ラベル法の構築：植物への CO2 ガスおよび窒素化合物による菌根菌のみへの標識を可能にす
るため、アーバスキュラー菌根植物の標識チャンバーを構築した。 
 
② 凍結 SIMS 法の構築：水の解析には凍結法が必須である。クライオ測定を可能にするため SIMS
（IMS1270）の極低温クライオステージ化を行った。凍結試料作製法の検討では、通常の凍結で
は水の結晶化による細胞破壊、微細構造の取得、導電性の付与、極低温による機器間トランスフ
ァーについて検討を行った。同位体の微細構造レベルの局在解析には構造情報が必須である。凍
結試料では微細構造情報取得が困難であり、検討した。 
 
③ 樹脂法：安定同位体標識菌根あるいは共生プロトコームを化学固定あるいは高圧凍結固定し、
脱水後、樹脂包埋した。樹脂切片により、同位体局在を SIMS イメージング法により解析した。
超薄切片を用いた TEM-SIMS 相関解析、SIMS-走査型電子顕微鏡（SEM）相関解析を行った。 
 
（２）同位体分子情報 
① 植物体／菌糸体貯蔵物質の解析：１）③と同様の同位体標識菌根植物の樹脂切片を用い、光
学顕微鏡（LM）－TOF-SIMS 相関解析法を構築した。 
 
② 輸送物質の解析：アーバスキュラー菌根植物共培養法によりペチュニアの菌根共生変異体に
菌根菌を定着させ、13CO2で標識後、SIMS-SEM 相関解析を行った。 
 
（３）物質輸送と循環 
① 遺伝子発現解析：共生プロトコームの外生菌糸に安定同位体（13C-グルコース、15N 塩化アン
モニウム、34S 硫化マグネシウム、D2O）を添加し、樹脂切片を用いて各同位体の局在を SIMS 法で
解析した。また、感染・非感染植物および共生菌の硫黄輸送関連の遺伝子発現解析を行った。 
 
②元素循環：植物－AMF－AMF 内生細菌２種について、CO2由来の 13C の分配を解析した。 

 
４．研究成果 
（１）菌根における炭素、窒素、水素の共生組織内輸送 
① ラベル法の構築：ネギ、コーニングチューブ、ナイロンメッシュ、PET バイアル、セプタム、
および試験官等を用いることにより、標識中の CO2 の透過が少なく、菌糸圏区の作成に成功し
た。これにより、経時的な標識実験、標識率測定が可能になった（図３）。 

② 凍結 SIMS 法の構築：SIMS（北海道大学同位体顕微鏡 IMS1270）の極低温クライオステージ化
を達成した。凍結試料からの微細構造情報の取得のため、加圧凍結‐クライオウルトラミクロト
ームによる断面作成－クライオ SEM 観察－クライオ蒸着－クライオ SIMS 法を検討した（図４）。
その結果、加圧凍結菌根における、感染/非感染細胞の液胞および核、細胞間菌糸および樹枝状
体、崩壊菌糸塊、菌糸の脂質およびミトコンドリアのクライオ SEM 観察に成功した。 
 
③ 樹脂法（対照区）：安定同位体標識菌根を化学固定あるいは加圧凍結し、エタノール脱水ある
いは凍結置換後樹脂包埋した。超薄切片を用いた TEM-SIMS 相関解析、あるいは１µm厚切片を用
いた SIMS-SEM 相関解析により同位体の局在解析を行った。ランの共生プロトコームの植物体外
菌糸への 13C-グルコース、15N 硝酸アンモニウム、および重水の多重標識に成功し、宿主細胞に
渡された重水は、集積の強い順にアミロプラスト、細胞壁、細胞質となった。 

図３ ネギを用いたアーバスキュラー
菌根植物用多重標識チャンバー 
15ml チューブを切断し 37 µmメッシ
ュ、海砂により菌糸区を作成し菌根
菌を接種し、植物体を育成する。菌
糸体への窒素等のラベルは、菌糸区
に作成した穴から注射器で注入す
る。上部下部容器の組立後ブチル系
シーリング材で密閉する、ガス透過
度の低い容器上部に設置したセプタ
ムから注射器で酸を注入し、CO2 ガス
を発生させる。 

図４ 非晶質凍結試料を用いた
クライオ SEM‐クライオ SIMS
相関解析の流れ 
ステップ間は極低温での輸送
を要する。 

加圧凍結

クライオウルトラミクロトーム

クライオSIMS

クライオ蒸着 クライオSEM



 
（２）同位体分子情報 
① 植物体／菌糸体貯蔵物質の解析：同位体標識した樹脂切片を用い、TBO 染色の LM 像と TOF-
SIMS の二次イオン像をイメージフュージョンした。この TOF-SIMS データにスパースモデリング
の圧縮センシングの手法の一つである Least Absolute Shrinkage and Selection Operator
（LASSO）を適用し、細胞構造に特徴的な二次イオンの抽出に成功した。(図５、Ito, et al. 
Biointerphases 15, 021010, 2020) 

 
② 輸送物質の解析：ペチュニアの菌根共生変異体を用い、菌根植物共培養法によりアーバスキ
ュラー菌根菌を定着させ、13CO2で標識後、樹脂切片を用いて SIMS－SEM 相関解析法により、Region 
of Interest（ROI）解析を行った。その結果、変異体内に定着している菌糸体 13C/12C は天然同
位体比に近い一方、感染植物細胞内構造の 13C 標識率が上昇した。 

A B C 

D 

E 

図６ 同位体標識したアーバスキュラー菌根樹脂切片の TEM-SIMS 相関解析 
上. A. 植物細胞に定着している菌根菌 Gigaspora margarita 菌糸の 13C/12C（赤）、12C14N（緑）、 
および 31P（青）の重ね合わせ像。B－E、TEM 像。C.液胞内局在グラム陰性細菌 Candidatus 
Glomeribacter gigasporarum（CaGg）。G. 細胞質中局在グラム陽性細菌 Candidatus Moeniiplasma 
glomeromycotorum（CaMg）。H. 真菌ミトコンドリア。 
下. 植物細胞内構造（左）および菌根菌細胞内構造（右）の 13C/12C の ROI 分析 

図５ 菌根樹脂切片光学顕
微鏡像とのイメージフュ
ージョンデータに LASSO
を適用して抽出された
TOF-SIMS 二次イオン像 



 
（３）物質輸送と循環 
① 遺伝子発現解析：共生プロトコームの外生菌糸に安定同位体（13C-グルコース、15N 塩化アン
モニウム、34S 硫化マグネシウム、重水素）を添加し、培養後、樹脂切片とした。SIMS 法でコイ
ル状菌糸（菌毬）および植物核の同位体比の解析を行った。分裂組織の非感染細胞である分裂組
織の核のなかに 34S の集積があり、菌糸からの硫黄分子の輸送が明らかにされた。さらに、34S と
15N の間には正の相関があり、感染細胞・感染非細胞および菌糸の硫黄輸送関連の遺伝子発現解
析の結果と合わせ、硫黄は有機体として輸送される可能性が示唆された。 
 

②元素循環：植物－AMF－AMF 内生細菌２種について、CO2由来の 13C の分配を解析した。その結
果、植物オルガネラ－菌根間の分配は、高い順に菌根菌菌糸、植物色素体、植物ミトコンドリア、
植物細胞質であったが、AMF－AMF 内生バクテリア内では、菌糸細胞質－菌ミトコンドリア－グ
ラム陽性細菌－グラム陰性細菌の順となった。内生細菌は垂直伝染する絶対共生菌である。宿主
体内での機能は未知であるが、真の共生オルガネラに比べて低い分配率であったことから、宿主
に与える負担が低い可能性が考えられた。（図６、Kuga, et al. Microorganisms 9(12):2597, 
2021） 
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