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研究成果の概要：世界的にドングリを実らせる樹木，ナラ類に衰退・枯死の発生が問題となって

いる．日本でも 1980 年以降，日本海側でナラ類が集団的に枯死する被害が発生し，現在も拡大傾

向にある．そこでブナ科樹木の樹種間における感受性の差異に関与する要因の研究を行った。そ

の結果，樹種間で感受性の差異は大きく，その差異は辺材部における接線方向への変色域や非通

水域の拡大範囲と関係していることが分かった．一方，病原菌 Raffaelea quercivora の接種試験に

よって，枯死に至らない事例も多く，本菌の病原性自体は弱いことが示唆された． 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 6,800,000 0 6,800,000 
2007 年度 3,700,000 1,110,000 4,810,000 
2008 年度 4,100,000 1,230,000 5,330,000 

年度  
  年度  

総 計 14,600,000 2,340,000 16,940,000 
 
研究分野：樹木病理学 
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１．研究開始当初の背景 
1980 年以降，日本海側の地域でナラ類（主に
ミズナラとコナラ）が集団的に枯死する被害
が発生し，大きな問題となっている．この被
害は，養菌性キムイムシが関与した世界で最
初の集団枯死被害であり，新種とした病原菌
が所属する Raffaelea 属のグループには，それ
まで病原菌は含まれておらず，このグループ
の菌類による世界で初めての森林の枯死被
害で，今後海外での同様の被害発生が危惧さ
れる． 
 
２．研究の目的 

本研究では，日本で発生したナラ類萎凋病にお
いて，ブナ科樹木樹種間における枯死機構と抵
抗性機構の比較研究を行った． 
（1）R. quercivora に対するブナ科 9 樹種の感受
性の差異：過去に接種試験が行なわれていない
ブナ科樹木 9樹種のR. quercivora に対する感受
性を明らかにすることを目的とした．感受性の
評価は，感受性に関与していることが指摘され
ている辺材内に形成された水平方向への非通水
域の大きさを計測することで行い，感受性の高
いミズナラとコナラ，低いアラカシとスダジイ
と比較することで，9 樹種の感受性の評価を試
みた． 
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（2）R. quercivora に対する感受性樹種間差
をもたらす要因の解析：R. quercivora に対す
るブナ科樹木の感受性に種間差がもたらさ
れる要因を明らかにするため，いくつかの角
度から検討を行った． 
 
（3）R. quercivora に対するコナラ，ミズナラ
反応障壁の有効性評価：R. quercivora に対す
る感受性がブナ科樹種間で異なる現象には
菌糸の伸展を防止する宿主の防御反応が関
与すると組織化学的観察から示唆されてい
る．しかし，実際に反応障壁が菌糸の伸展を
阻害しているかどうかについては明らかで
ない．そこで，反応障壁が形成されたブナ科
樹木萎凋病自然感染木および R. quercivora 人
工接種木の材片を γ線滅菌することで，先に
侵入した菌糸，樹木の細胞を殺して動的防御
反応を抑制した上で，本菌の菌糸を接種して
反応障壁における伸展を調べ，反応障壁の有
効性評価を試みた． 
 
（4）R. quercivora 接種後のブナ科７樹種の
防御反応：感受性の異なるブナ科７種に対し
R. quercivora を接種し，各樹種における防御
反応を比較することを目的とした． 
 
（5）広葉樹における傷害，菌感染による水
分通道阻害の発生機構：針葉樹および広葉樹
数樹種について，苗木樹幹への付傷および病
原体の接種実験を行い，水分通道阻害の発生
経過を比較した． 
 
（6）ナラ類萎凋病に対するブナ科樹種の枯
死機構と抵抗性の解明：基礎データとして，
ブナ科樹木の水分生理に関する基礎的研究
を実施した． 
 
３．研究の方法 
（1）接種試験は，東京大学演習林田無試験
地内の圃場で 2008 年 6 月 19 日に行なった．
試験には，感受性の明らかになっていない 9
種（カシワ，クリ，ナラガシワ，アベマキ，
ツブラジイ，シラカシ，アカガシ，ツクバネ
ガシ，イチイガシ）と感受性の明らかになっ
ている 4 種（ミズナラ，コナラ，アラカシ，
スダジイ）の計 13 樹種を用い，接種木 9 本
（アカガシのみ 4 本）と対照木 3 本を供試し
た．各苗木の幹直径 8mm の部位にドリルで
径 1.5mm，深さ 4mm の穴を 1 ヵ所あけ，そ
こに R. quercivora （RA1083, 三重大学森林生
物循環学研究室保存）を蔓延させた爪楊枝の
先端を埋めこみ，パラフィルムとガムテープ
で巻いた．対照木は，菌を接種する代わりに，
滅菌した爪楊枝を埋めこんだ． 
 すべての苗木は接種 1 ヶ月後に根元で切り，
0.1％酸性フクシン水溶液に 12 時間以上浸漬

した．その後，接種点の横断面の写真をとり，
材変色域より再分離試験を行なった．非通水域
の割合は，横断面写真より非通水域や接種部，
辺材全体の面積をそれぞれ計測し，次式により
算出した．非通水域の割合（%）＝（非通水域
の面積－接種部の面積）×100/（辺材全体の面積
－接種部の面積） 
 
（2）①．健全辺材抽出物が R. quercivora の培地
上伸長に及ぼす影響 
 樹種間の感受性の差異と，各樹種木部の養分
量・栄養適性や静的阻害成分含有量との関連に
ついて検討する目的で，R. quercivora に対して
感受性の異なるコナラ（やや感受性），アラカ
シ・スダジイ（やや抵抗性），マテバシイ・ブナ
（抵抗性）の 5 樹種の健全辺材部を供試した．
80％メタノールおよび 40℃温水によって木部
含有成分を抽出した．得られた抽出物をそれぞ
れ材内濃度の 1 倍および 2 倍の濃度で添加した
1/2PDA 培地上に R. quercivora NA9810-1 菌株を
接種し，20℃・暗条件下における菌糸伸長速度
を計測比較した． 
②．R. quercivora 接種後の木部樹液表面張力の
変化 
 R. quercivora 感染後のブナ科樹木の病徴は，
木部における水分通道の阻害を大きな特徴とす
る．そこで，道管においてキャビテーション発
生を促進することで水分通道阻害を引き起こす
要因となりうる木部樹液の表面張力に着目し，
樹種間における R. quercivora 感染後の木部樹液
表面張力の低下程度の違いと，感受性差との関
連を検討することを目的として，ミズナラ（感
受性），コナラ（やや感受性），アラカシ（やや
抵抗性）の 3 樹種の苗木に R. quercivora 
NA9810-1 菌株を接種した．接種 1 ヵ月後に掘
り取り，木部組織を供試して水抽出を行い，得
られた抽出濾液の表面張力値を測定した． 
 
（3）自然感染木：R. quercivora に自然感染し生
残したコナラから採取した材ブロック（放射方
向 1cm，軸方向 1.5cm，接線方向 3cm）を γ 線
滅菌した後に側面にワセリンを塗布し，R. 
quercivora を接種，接線方向への菌糸の伸展を
菌の分離および解剖観察で調べた．反応障壁の
形成を組織化学的観察により確認した後，健全
辺材，心材，反応障壁を含む辺材を供試した．
反応障壁を含む辺材では材変色域の接線方向の
厚さを 10～15mm として，反応障壁（厚さ 1～
2mm 程度）の接線方向での位置を揃えた．接種
菌の分離は材ブロックを接線方向の厚さ 3mm
毎に切断して行った． 

接種木：接種試験によりミズナラに形成され
た反応障壁を含む辺材ブロックを γ 線滅菌した
後，R. quercivora の菌糸を接種して反応障壁が
接線方向の菌糸伸展を阻害するかどうか検討し
た．接種試験は 2007 年７月１日に行い，それぞ
れの木の幹直径 11cmの部位に径 3mmのドリル
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で深さ 3cm の穴をあけ，R. quercivora を埋め
込んだ．接種 2 ヶ月後に伐倒した．接種によ
り形成された材変色域と健全域の両者を含
むブロックと健全域のみのブロックを採取
した．一部はカシノナガキクイムシの加害を
受けていたため，加害により形成された材変
色域のみのブロックと健全域のみのブロッ
クを採取した．採取したブロック（放射方向，
軸方向各 1cm，接線方向 2cm）はすべて組織
化学的観察により顕微鏡で脂質物質やリグ
ニン様物質の堆積状況を記録し，その後 γ線
滅菌を行なった．滅菌したブロックの側面に
ワセリンを塗布し，組織培養試験管の中に分
注した PDA 培地上に静置した．ブロックの
上面（材変色域と健全域の両者を含むブロッ
クでは材変色域を上面とした）に前培養した
R. quercivora の菌糸をのせ，25℃暗条件下で
培養し，PDA 培地に菌糸が到達するまでの時
間を計測した．また，培養後にブロックの解
剖観察を行い菌糸の伸展状況を観察した． 
 
（4）接種試験は，東京大学演習林田無試験
地内の圃場で 2008 年 6 月 19 日に行なった．
試験には，感受性の高いカシワ，クリ，ナラ
ガシワ，アベマキと感受性の低いシラカシ，
ツクバネガシ，イチイガシの計７樹種を用い，
接種木３本と対照木１本を供試した．各苗木
の幹直径 8mm の部位にドリルで径 1.5mm，
深さ 4mm の穴を 1 ヵ所あけ，そこに R. 
quercivora（RA1083，三重大学森林生物循環
学研究室保存）を蔓延させた爪楊枝の先端を
埋めこみ，パラフィルムとガムテープで巻い
た．対照木は，菌を接種する代わりに，滅菌
した爪楊枝を埋めこんだ． 
 すべての苗木は接種 1 ヶ月後に根元で切り，
組織解剖学的観察に用いるため-20℃で凍結
保存した．各試料の接種点から，凍結ミクロ
トームで約 25µm の薄切片を作成した．辺材
の材変色域と健全域の間にある反応帯や移
行帯を観察するため，切片のリグニン様物質
を染色する２％フロログルシノール塩酸溶
液，脂質様物質（スベリン様物質を含む）を
染色する 0.1％スダンブラック B 溶液，フェ
ノール性物質を染色する 0.05％トルイジンブ
ルーO 水溶液で切片染色し，光学顕微鏡また
は蛍光顕微鏡（U 励起）下で観察した． 
 
（5）付傷による通水阻害と材変色の広がり
を，樹種と季節を変えて比較した．樹種とし
て，シラカシ，コナラ，ヒノキ，メタセコイ
アを用い，春，夏，秋，冬の 4 回，ドリルに
より樹幹を貫通する傷をつけて，通水阻害と
材変色の広がりを 2 週間，2 ヶ月，6 ヶ月後
に観察した．ミズナラの苗の樹幹にドリル傷
を開け，爪楊枝に培養した R. quercivora を接
種した後の通水阻害を MRI と色素吸い上げ
法によって観察し，マツノザイセンチュウを

接種したアカマツ苗と比較した． 
 
（6）京都府立大学実験圃場と京都府立植物園
に植栽されているブナ，コナラ，アラカシ，イ
チイガシ，マテバシイ，シリブカガシの６樹種
を供試木とし，以下 3 測定項目のため葉と枝を
採取した．１）樹木の最も水不足となる状態を
評価するため，夏期の日中の葉の水ポテンシャ
ルΨmid を測定した．２）葉の水ストレスに対
する適応を評価するため，P-V 曲線法により葉
の水分特性を測定，特に葉の細胞が膨圧を失う
ときの水ポテンシャルΨw, tlp の検討を行った．
３）樹木木部のキャビテーション発生の感受性
を評価するため，空気注入法で vulnerability 
curve を作成し，水分通道が 50％低下する時の
木部圧ポテンシャル P50 を求めた． 
 
４．研究成果 
（1）ほとんどの接種木から R. quercivora が再
分離された．アカガシとツクバネガシを除く接
種木の非通水域の割合は，対照木より有意に大
きかった．有意差がなかった両樹種においても，
接種木の非通水域の割合は対照木よりも大きい
傾向にあった． 
 非通水域を樹種間で比較した結果を図１に示
した．非通水域の割合は樹種間で有意に異なっ
た（Kruskal Wallis p<0.01）．落葉性樹種の非通水
域の割合は，常緑性樹種より大きい傾向にあり，
カシワやクリ，アベマキの非通水域の割合はミ
ズナラやコナラとほぼ同程度であり，アラカシ
やスダジイよりも小さかった．したがってこれ
らの樹種はミズナラやコナラと同様に R. 
quercivora に対して感受性が高いと考えられた．
一方，常緑樹のツブラジイやシラカシ，アカガ
シ，ツクバネガシ，イチイガシの非通水域の割
合はアラカシやスダジイと同程度であり，これ
らの樹種は R. quercivora に対して感受性が低い
と考えられた． 

 
 
（2）①．健全辺材抽出物が R. quercivora の培地
上伸長に及ぼす影響 
 メタノール抽出物を 1 倍濃度で添加した培地
上では，何れの樹種においても対照より菌糸伸
長速度が高かった．2 倍濃度で添加した培地上
では，コナラ，スダジイ，ブナで対照より高く，
アラカシとマテバシイで低かった．また，コナ
ラとブナでは 1 倍と 2 倍濃度との間で差が認め
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図１．ブナ科 13 種の接種後に形成された 

非通水域の大きさ 



られないのに対して，アラカシ，スダジイ，
マテバシイでは 2 倍濃度で 1 倍濃度に比べて
低下した（図２）．これらのことから，アラ
カシ，スダジイ，マテバシイの 3 樹種では材
内に静的阻害成分を有するものの，現実の材
内濃度では R. quercivora の伸長を阻害する
程度のものではないと判断された．そして，
現実の材内濃度では 5 樹種とも，むしろ促進
的に作用する成分の方が優勢であるものと
考えられた． 

 
②．R. quercivora 接種後の木部樹液表面張力
の変化 
 蒸留水の表面張力値と木部組織の水抽出
濾液の表面張力値との差を，抽出に供試した
木部組織の乾燥重量で除した乾重当り表面
張力低下量は，統計的有意差は認められない
ものの，感受性およびやや感受性のミズナラ
とコナラでは接種苗で対照苗よりもやや大
きい傾向が認められた．これに対して，やや
抵抗性のアラカシでは接種苗では対照苗よ
りも小さい傾向にあった（図３）．このこと
から，木部樹液表面張力の低下程度が R. 
quercivora 菌に対する感受性に関与している
可能性が示唆された．一方で，アラカシでは
接種苗・対照苗ともにミズナラ・コナラより

も乾重当り表面張力低下量が大きかったため，
今後，樹種ごとの水分生理特性も考慮しつつ詳
細な検討を行っていく必要がある． 
 
（3）自然感染木（図４）：菌の伸展は心材では
健全辺材より遅かったが，材変色域内部では健
全辺材と変わらなかった．材変色域側に接種し
た菌の伸展は反応障壁で抑制されたが，辺材（健
全部）側から接種した場合には菌伸展の抑制が
認められなかった． 

接種木（図５，６）：反応障壁を含んだ辺材
における R. quercivora の菌糸の伸展は材変色の
みや健全な辺材よりも遅い傾向にあったが，供
試ミズナラ個体間で有意差が認められる場合と
認められない場合とがあった．有意差の有無と
材変色域の拡大や防御反応の程度との間に明瞭
な関係は認められなかった． 

図４．自然感染木の材ブロックにおける菌糸伸展 

白：接種 4 日後，灰色：10 日後 
辺材→反応障壁：辺材側に接種した場合 

 
以上より，反応障壁の構造や成分自体に菌に

対する抑制効果があることが示唆された．しか
し，一貫した結果が得られなかったことから，
菌糸の阻害に方向性があるのかどうか，個体差
の評価方法，また動的防御をある時間断面で切
り取った評価法であることが結果に影響したか
どうかなど，抑制機構について詳細な検討が必
要である． 

図５．接種木すべてのブロックをまとめて示した結

果．ブロック間に有意差なし（p>0.05） 

0

5

10

15

20

25

健
全

辺
材

心
材

辺
材

→
反

応
障

壁

変
色

域
→

反
応

障
壁

辺
材

→
反

応
障

壁

変
色

域
→

反
応

障
壁

菌分離法 解剖法

菌
糸

伸
展

m
m0

10

20

30

40

0 1 2 3 4 5

コナラ　1倍

コナラ　2倍

アラカシ　1倍

アラカシ　2倍

スダジイ　1倍

スダジイ　2倍

マテバシイ　1倍

マテバシイ　2倍

ブナ　1倍

ブナ　2倍

blank　1倍

blank　2倍

control

菌
糸
伸
長
量 

（mm） 

図２．メタノール抽出物添加 1/2PDA 培地上にお

ける R. quercivora の菌糸伸長速度（20℃） 
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図３．R. quercivora 接種後の木部水抽出液にお
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図６．採取した個体ごとに変色－健全と健全のみ

のブロックを比較した結果例 

左の例では有意な差があったが右の例ではなかった． 

 
（4）いずれの樹種においても，接種木と対
照木間の呈色反応の程度に違いはなかった．
したがって，傷害と菌類の感染に対する防御
反応は基本的に同じものと考えられた． 

表１．各染色法によるブナ科７種の呈色反応 

＋＋：連続した呈色反応があり，＋：部分的な呈色反応

があり 

 
リグニン様物質に反応する光学顕微鏡観

察下におけるフロログルシノール塩酸によ
る染色の結果，材変色域と健全域の境界にあ
る繊維・仮道管で堆積している物質に呈色反
応がすべての樹種で観察され，蛍光観察では
光学顕微鏡で観察された赤く染色された物
質は発光しなかった．脂質様物質に対する呈
色反応の結果として，フロログルシノール塩
酸によって処理し蛍光観察を行った切片に
おいて，発光していた部位とスダンブラック
B によって呈色反応を示した部位はほぼ一致
しており，ともにすべての樹種で材変色域と
健全域の境界にある繊維・仮道管や柔細胞，
道管内のチロースにおいて呈色反応が見ら
れた（写真１）．フェノール性物質に対し反
応を示すトルイジンブルーO による染色では，
ともに材変色域内の柔細胞で呈色反応が観
察された． 

呈色反応の程度を樹種間で比較したとこ
ろ，クリの呈色反応は，いずれの染色法にお
いても部分的な反応だけが観察された（表
１）．アベマキでは，脂質様物質に対する呈
色反応が部分的なものであった．一方，それ

以外の樹種ではいずれの呈色反応も連続的な反
応が観察された．観察を行ったすべての樹種に
おいて，横断面の肉眼での観察では大きな違い
は見られなかったにもかかわらず，クリまたは
アベマキにおいて他の樹種と呈色反応に違いが
見られたことは，これらの樹種では異なった防
御反応物質が蓄積しているか，反応が遅く形成
の途中段階であるかのどちらかであることが考
えられた． 

 
（5）4 樹種とも 2 週間後，2 ヵ月後における通
水阻害・変色域の広がりは，成長期に比べて成
長休止期の付傷で小さかったが，6 ヶ月後には
その差は小さくなった．したがって，樹種によ
らず樹幹における通水が盛んな時期の付傷が，
大きな通水阻害域を引き起こすと示唆された． 

樹木用 MRI を用いた撮像の結果，マツ材線虫
病においては接種部から水分通道阻害部位が面
的に広がると同時に，接種部から離れて散在す
る水分通道阻害部位の発生がはっきりと観察で
き，色素吸い上げで観察される水分通道阻害パ
ターンとよく一致した． 
一方，Raffaelea 菌を接種したミズナラ苗にお

いては，接種部のドリル傷の部分は MRI により
はっきりと確認できたが，その上下の部位にお
いては，接種前とほぼ同様の水分分布を示し，
水分通道阻害の広がりは観察できなかった．同
様に接種したミズナラ苗の色素吸い上げ法によ
る水分通道阻害の観察結果では，接種部から上
下に広く，色素による染色が認められない範囲
が生じており，MRI の観察結果とは一致しなか
った，ナラ枯れにおける水分通道阻害において
は，一部の道管にキャビテーションが生じても，
その周囲の木部全体での含水率低下にはつなが
らないことが示唆された．このような水分通道
阻害の特徴から，ナラ枯れにおける水分通道阻
害の非破壊継続観察には，更なる手法の改良が
必要であることが明らかにされた． 
 
（6）葉が萎凋しないためにはΨw, tlp≧Ψmid
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であることが必要であり，かつ２つの値の差
が大きいほど葉は水欠差に対して余裕をも
つのに対して，差の小さな葉はしおれの危険
性が迫っている．すなわち，ブナはイチイガ
シ，マテバシイ，シリブカガシに比べて両値
が接近しており，しおれ寸前まで葉の水分状
態が低下していることを示している． 
 葉の水分状態の低下におよぼす枝の水分
通道機能低下の影響を評価するためにΨmid
と P50 の差を樹種間で比較した．コナラは，
常緑性コナラ属，マテバシイ属の樹種に比べ
て，Ψmid が P50 に近い値であり，さらに
P50 が高い値を示した．これらより，コナラ
はキャビテーションにより水分通道機能低
下を起こしやすい樹種であることがわかっ
た．コナラがカシノナガキクイムシの加害よ
り，幹の水分通道が阻害されると，葉への水
供給が減少し，葉の水分状態は低下すること
が予想される．そのような状況ではキャビテ
ーション感受性の高いコナラのシュートで
は急激な水分通道機能の低下が生じ，葉はし
おれることが予想される． 
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