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研究成果の概要（和文）：森林土壌中の菌類群集は空間変異が大きい。昆虫病原性糸状菌類は森林昆虫の重要な
天敵を含むが、多くが土壌中に生息しており大発生時を除くと情報が少ない。、環境DNAの手法を用いて、土壌
中の昆虫病原菌のモニタリング手法を開発することを目的とした。3種の手法で、土壌量をキットのレシピに合
わせた0.4gと、より網羅的に菌のDNAを捕捉するために土壌を増やした15gからDNAを抽出し、次世代シーケンサ
ーによるアンプリコン解析を行った。予想に反して、抽出に用いる土壌量が少ないほど菌類OTU数が多くなっ
た。今回の結果からは、少ない土壌試料を多数サンプリングすることがベストの戦略であることが示された。

研究成果の概要（英文）：Spatial variation in fungal communities in forest soils is high. 
Entomopathogenic fungi include important natural enemies of forest insects, but their information is
 limited except during outbreaks, partly because many of them live in soil. The objective of this 
study was to develop a method for monitoring entomopathogenic fungi in soil using environmental DNA 
methods. Three different methods were used to extract DNA from 0.4 g (according to a kit recipe) and
 15 g (intention to collect fungal DNA more widely) of soil volume. Amplicon analysis was performed 
using next-generation sequencers. Contrary to expectations, the smaller the amount of soil used for 
extraction, the greater number of fungal OTU were detected. The results of this study indicate that 
the best strategy is to sample a large number of small soil samples.

研究分野： 森林昆虫生態学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
目にみえない土壌中に生息する菌類のモニタリング手法として環境DNAを用いた次世代シーケンスによるアンプ
リコン解析の手法開発を検討した。抽出に用いる土壌量を増やすことにより菌類DNAをより網羅的に捕捉するこ
とを目指したが、予想とは逆に、少ない土壌量の方がより網羅的な抽出が可能であった。これは土壌量を増やす
と腐植酸などの影響により抽出が阻害されることが原因の一つと考えられた。実際にこれまでも、同様の視点か
ら大量の土壌を使ったDNA抽出技術の開発が行われてきたが、本研究の結果は、これらの研究に一石を投じるも
のである。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
森林では、しばしば葉食性昆虫が大発生して樹木の葉を食い尽くす。葉食性昆虫の大発生を終

息させる上で、糸状菌・細菌・ウィルス・原生動物などの天敵微生物が重要な役割を果たしてい
る場合が多いことが知られている。ブナ林ではブナアオシャチホコ（鱗翅目：シャチホコガ科）
が、約 10 年の周期で密度変動を繰り返し、密度のピーク時にしばしば葉を食い尽くすほどの大
発生が起こる。サナギタケを主とする昆虫寄生性糸状菌類が、時間遅れをもった密度依存的死亡
要因として、周期的な密度変動そのものを引き起こす駆動力になることが明らかにされている。
しかし、ブナアオシャチホコの大発生時以外のサナギタケの動態は不明な部分が多い。実際に野
外の土壌サンプルを使って定量 PCR を行うと、サナギタケの子実体が発生している場所でも、
サナギタケを検出はできたが検量線の適用下限以下の密度であった。 
 本科研では DNA の抽出方法に問題があると考えた。森林土壌中の腐植酸には PCR 阻害作用
があるため、腐植酸の影響を取り除いたうえで DNA を抽出する必要がある。腐植酸の影響を受
けにくいキットは市販されてはいるものの、培養した菌体から直接 DNA を抽出した場合に比
べ、同量の菌体を土壌に混ぜてから DNA の抽出を行うと抽出効率が落ちる。さらに、森林土壌
中の菌類 DNA は空間的異質性が高いことに知られているが、このキットで 1 回の抽出に使用す
る土壌の量は、約 0.5g と少ない。水系生態系では、多量（0.1～２ℓ）の水中に含まれる環境 DNA 
をフィルターで濾過収集して、フィルターから抽出した環境 DNA を使い、メタゲノミクスによ
る群集解析や、定量 PCR によるターゲット種の存在の検定や相対的密度推定が行われている。
従来の土壌 DNA の抽出では使用するサンプル量が少ない（0.5g 程度、1g のことが多い）こと
に問題があるものと考えた。 
 
２．研究の目的 
 上記のような背景から、大量の土壌から DNA を抽出することができれば、昆虫病原菌の時間
変動を分子生物学的手法で精緻に解析することが可能になるのではないかと考えた。そこで、本
科研では、大量の土壌から菌類の DNA を抽出する手法の開発を目指した 
 
３．研究の方法 
 岩手県安比高原のブナ林から採集した土壌サンプルを実験に用いた。落葉層から腐植層を取
り除いたあと直径 10cm、長さ 10cm のコアサンプラーを使って、採集した土壌（約 400ｇ）をサ
ンプルの単位とした。お互いに 20m 以上離れた 4プロットのそれぞれから、互いに 50cm 以上離
れた 6サンプルを採集した。採集したサンプルは－30℃で保管したのち解析に用いた。DNA の抽
出は以下の３つの方法を用いた。 
・市販キット（NucleoSpin® Soil，MACHEREY-NAGEL 社,ドイツ)：マニュアルにしたがって、細
胞溶解ステップによって得られた上澄み約 400μℓを出発材料とした。使用した土壌量は約 0.4g。 
・PAB 法（Foucher et al. (2020)を改変）:各サンプルについて、約 15g と約 0.4g の土壌を用
いた。15g の土壌の場合は、15mℓの飽和リン酸塩バッファー（Na2HPO4; 0.12 M, pH≈ 8）と 15 分
間 Voltex で混合した。この混合物 2 mℓを遠心分離し（10,000 g，10 分間）、得られた上清み 400 
μℓを出発材料とした。0.4mg の土壌の場合は、0.4mℓの飽和リン酸塩バッファーと 15 分間 Voltex
で混合したのち、遠心分離して（10,000 g，10 分間）、得られた上清み約 400 μℓを出発材料と
した。 
・SB 法（Woodhall et al. (2012)を改変）：各サンプルについて、約 15g と約 0.4g の土壌を用
いた。15g の土壌の場合は、溶解バッファー（120mM リン酸ナトリウムバッファーpH8、2％セト
リモニウムブロミド、1.5M 塩化ナトリウム）15mℓおよびアンチフォーム B(1ml)と 15 分間 Voltex
で混合した。この混合物 2 mℓを遠心分離し（10,000 g，10 分間）、得られた上清み 400 μℓを出
発材料とした。0.4mg の土壌の場合は、0.4mℓの溶解バッファーと 15 分間 Voltex で混合したの
ち、遠心分離して（10,000 g，10 分間）、得られた上清み約 400 μℓを出発材料とした。 
 その後は、市販キットのマニュアルに従って抽出を行った。TE 抽出 DNA を 100μℓの SE バッ
ファーで溶かし、PCR（ポリメラーゼ鎖反応）テンプレートとして使用した。使用したプライマ
ーは菌類のユニバーサルプライマーである gITS7（F）と ITS4ngs（R）である。1st PCR の
のち電気泳動により増幅を確認し、磁気ビーズ精製を行った。その後 2nd PCR を経て、濃
度調整した試料を、MiSEQ（Illumina 社，USA）による次世代シーケンスにより、塩基情
報を解読した。次世代シーケンスは業者に委託した。 
 得られたショートシーケンスデータは FastQC（Andrews 2010）によって品質チェック
を行ったあと、PIPITS パイプフライン（Gweon et al. 2015）によりアンプリコン解析を行
った。菌類の機能群解析には FUNGuild（Nguyen 2016）を用いた。 
 市販キット（土壌量 0.4g）、PAB 法（同 15g）、SB 法（同 15g）については、4 つのプロ
ット（A～D）の 4 サンプル（1～4）、合計 16 サンプル（A-1～D-4）について解析を行っ
た。すべての解析には、R version 4.3.0（R Core Team 2023）のライブラリーvegan（Oksanen 
et al. 2022）を用いた。最初に、最もリード数の少なかった結果に合わせて、希薄化による



リサンプリングを行い、リード数を揃えたのち、OTU 数、Shanon の多様度指数を計算し
た。PERMANOVA を使って、抽出手法とプロット、サンプルが菌類群集構造に及ぼす影響
を調べるとともに、NMDS によって群集を 2 次元座標にプロットした。群集間の距離には
Bray-Curtis の非類似度指数を用いた。これら一連の解析を、全 OTU と総リード数の 2%
以上のリード数があった主要 OTU に対して行った。主要 OTU についてはリード数の比較
も行った。多様度指数の加法分解を全 OTU に対してのみ行った。また、手法間の比較をす
るためには、すべての手法をまとめてりサンプリングするよりも、手法ごとにリサンプリン
グするのが適切とも考えられたことから、手法ごとにリサンプリングを行い、上記すべての
解析に加えて、リード数の比較を行った。 

次に、異なる量の土壌（同 0.4g、15g）を使って、同一の土壌サンプル（4 番目のプロッ
トの 6 番目のサンプル、番号 D－６）から、PAB 法と SB 法で抽出した DNA サンプル間
の比較を行った。まとめてリサンプリングした場合と、手法と使用土壌量で分けた 4 つの
グループごとにリサンプリングした場合について、多様度指数の加法分解を除くすべての
解析を行った。 
 
４．研究成果 
 4 プロットから 4サンプルずつ、合計 16 サンプルから 3 つの手法で抽出したシーケンス結
果をまとめてリサンプリングした結果、SB 法で抽出が劣る傾向が認められた（図－１）。す
なわち、ほかの 2 つの方法に比較して、SB 法では全 OTU 数が少なく、シャノンの多様度
指数も小さかった。しかし、主要 OTU に限ると、これらの違いは認められず、リード数は
SB 法の方がほかの 2 つの方法よりも多くなり、主要 OTU 数とシャノンに関しては方法間
で差が認められなかった。これらの結果から、ほかの 2 つの方法に比べ、SB 法ではマイナ
ー種の抽出に難があるものと考えられた。 
 

 
図－２ NMDS による OTU 群集の類似度 

 菌類の群集構造はプロット、サンプル、手法のすべての影響が認められた（PERMANOVA, p<0.05）。
NMDS の結果、サンプルごとの 95%楕円の重なりが小さく、また各プロットのサンプルがまとまっ

図－１ ３つの手法によ
って抽出された全OTUと
主要 OTU の OTU 数とシ
ャノンの多様度指数（exp
値）。主要 OTU に関して
はリード数も示した。 



てプロットされており、土壌菌類群集の空間変異の明確な階層構造が認められた（図－２）。ま
た、キットと PAB 法の 95%の楕円がほぼ一致したのに対して、SB 法のみ大きく異なっていたこと
も、SB 法の抽出結果がほかの 2 つと異なっていたことに起因したものと考えられた。しかし、
各方法で検出された OTU の分類群や機能群を精査すると、キットと PAB 法の間でもいずれかに
偏っている OTU がみられ、分類群・機能群によっては方法間で有意差が認められたものも多数み
られた（結果省略）。以上の結果は、手法ごとにリサンプリングを行った場合でも同じであった。 

しかし、多様度指数は、まとめてリサ
ンプリングした場合と、手法ごとにリサ
ンプリングした場合で結果が大きく異
なった（表－１）。SB 法では、ほかの 2
つの手法に比べておしなべて多様性が
低かった。手法ごとにリサンプリングを
行った場合では、キットと RAB 法の結果
はほぼ同じであったのに対して、まとめ
てリサンプリングした場合、キットでは
α多様性（サンプル間の多様性：α1）
が PAB 法よりも大きく、プロット内のβ
多様性の値が極めて小さかった。この結
果はキットの結果は、プロット内のサン
プル感の変異が小さかったことを示し
ているが、この原因として、実際にプロット内サンプル間の変異が小さい可能性と、キットがプ
ロット間の変異を解析できていない可能性が考えられた。群集の類似度に関係した解析では、結
果がリサンプリングの単位にあまり影響を受けなかったのに対して、多様度指数が強い影響を
受けたことは、結果の頑健さ（robustness）とも関係して今後さらなる検討が必要と考えられた。 
 次に、サンプル D-6 を使って、PAB 法と SB 法で、それぞれ 0.4g と 15g の土壌を用いて抽出し
た結果を示す。最初の結果同様に、リサンプリングの単位によって結果は影響受けなかったため、
まとめてリサンプリングして解析した結果のみを示す。一つの土壌サンプルからのサブサンプ
ルであるため同じ菌類群集を解析しているという前提があり、実際に、同じ手法・同じ土壌量の
2回の繰り返しの間では、群集構造はほぼ一致した。また、解析する土壌量を増やすことによっ
て、マイナー種をより広く網羅できることを期待していたのにもかかわらず、予想と逆の結果が
得られた。すなわち、OTU 数もシャノンの多様度指数も、土壌量 0.4g 抽出の方が、15g 抽出よ
りも大きい値を示した。加えて、土壌量 15g では SB 法では PAB 法よりも小さな値を示し、上
記の結果と一致する結果が得られたが、土壌量 0.4g では、SB 法の方が PAB 法よりも多様性が
高くなった。最初の実験でキットのα多様性が高くなった原因も、土壌量がキットのみ 0.4g で
あったことが関係している可能性も考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図－３ PAB 法と SB 法において土壌量が週出された DNA の多様性に及ぼす影響 
 
 本研究の結果から、現時点で開発済みの手法を使う限りは、少ない土壌の数多くのサンプルか
ら DNA の抽出を行うのが好ましいことが示された。 
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