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研究成果の概要：(２００字) 

青森県深浦町で発見された低アルカロイド含量エンドファイト(F-endo)はN. loliiであるこ

とを確認した。F-endo を異なる遺伝子型を持つ宿主植物に接種し Lolitrem B 含量を比較した

ところ、親和性に大きな差が見られた。北東北から収集したトールフェスク個体で野生型エン

ドファイト菌の影響を調べたところ、リン酸吸収量が増加し、わが国の酸性土壌下でミネラル

吸収特性を改善することが確認された。 
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１．研究開始当初の背景 
近年、ニュージーランドで、家畜に毒性を

示さずに環境耐性等有用形質のみ付与する
ノントキシック・エンドファイト系統の存在
が確認された。この系統を一般の品種へ接種
する技術開発を行った場合でも、国際植物特
許法上、我が国の品種への適用には困難を伴
う。そこで、科学研究費補助金（課題番号
14206031）による研究で、北日本地域を対象
にエンドファイト感染個体の収集を行い、青

森県深浦町から収集したペレニアルライグ
ラス個体中にノントキシックと見られるエ
ンドファイトを発見した。このエンドファイ
トは個体保存中に死滅・消失したが、2003 年
に再び同一地点で詳細に調査したところ、ペ
レニアルライグラス 45 個体中からわずか 1
個体で、前回発見したエンドファイトと形態
的に酷似する感染個体を発見した。 
 
 

研究種目：基盤研究（B） 

研究期間：２００６～２００８ 

課題番号：１８３８０１５６ 

研究課題名（和文） 新エンドファイト系統によるミネラル吸収特性改善牧草品種の開発 

  

研究課題名（英文） Development of forage grass cultivars improved mineral elements 

absorption by a noble endophyte strain. 

研究代表者 

雑賀 優 (SAIGA SUGURU) 

 岩手大学・農学部・教授 

 研究者番号：１０１８３３６０ 



 

 

 
２．研究の目的 

深浦町で発見された系統(F-endo)を、顕微
鏡観察や分子生物学的手法等を用い、菌の分
類・同定、遺伝子解析のために汎用できる技
術開発を行う。また、異なる遺伝子型を持つ
宿主植物に接種し、アルカロイド含量や一般
農業形質の調査を行い、エンドファイトと職
種植物の親和性を調査する。これまで研究で、
エンドファイトはリン等のミネラル吸収を
促進することを把握している。わが国の酸性
土壌下におけるミネラル吸収特性を確認す
ると共に、動物を供試した毒性試験を経て
F-endo 実用化に向けての研究を行なう。 
 
３．研究の方法 
(1) F-endoが感染していた深浦ペレニアルラ
イグラス個体の菌感染定着化の検討： 

Lolium 属に加えて、Festuca 属の種識別マ
ーカーの開発を継続すると共に、トールフェ
スク流通品種の遺伝構造解析を行い、菌と植
物の共生関係を解明する。 
 
(2) F-endo接種ペレニアルライグラス個体の
菌感染定着化の検討： 

F-endo 接種ペレニアルライグラス品種を
実用化するためには F-endo 定着化の確認が
欠かせない。F-endo を発見した場所はイタリ
アンライグラスとペレニアルライグラスが
混在して生育しており、F-endo の成立過程に
イタリアンライグラスのエンドファイト
(Neotyphodium occultans)が関与している可
能性がある。そこで、成果が得られつつある
Lolium 属の種識別マーカーの開発を継続す
ると共に、深浦個体と流通品種の遺伝構造解
析を行い、植物側から共生関係が崩れた原因
を解明する。 
 
(3) F-endo接種により獲得した農業形質およ
びミネラル吸収特性の検定: 

岩手大学の試験圃場で栽培している
F-endo ペレニアルライグラス品種を、F-endo
接種によりホルモン類が植物の生育にどの
ように影響するか、生産性等、一般農業形質
について調査する。さらに、エンドファイト
と植物体との共生関係を調べるため、F-endo
の感染植物体中での菌糸伸展状況を光学顕
微鏡で観察すると共に、菌の生理的特性、遺
伝的類縁関係の検討を行う。 
 
(4) F-endo接種ペレニアルライグラス個体の
アルカロイド分析: 

F-endo 接種牧草品種を実用化するために
は、家畜毒性に関与するアルカロイドの分析
が不可欠である。圃場で栽培試験を行った
F-endo 接種ペレニアルライグラス試料につ
いて、家畜に有害なアルカロイド成分

（Lolitrem B）を分析する。 
 
(5) F-endo接種ペレニアルライグラス個体の
動物実験による毒性試験： 
F-endo 接種牧草品種を実用化する最終段

階として、動物実験による毒性試験により家
畜に対する安全性の確認が極めて重要であ
る。家畜に有害なアルカロイド成分を含む牧
草飼料を供試し､動物実験によるアルカロイ
ドの種類と家畜毒性の関係の解明をおこな
い、中毒症状を示す閾値の解明について小動
物を中心に行うとともに、幅広い植物材料を
供試することにより、家畜に対する安全性の
確認を行う。家畜体内で Lolitrem B は 5-7
日間で分解される。Lolitrem B が引き起こす
エンドファイトトキシン中毒における反芻
胃の役割の検討を併せて行う。 
 
 
４．研究成果 
(1) F-endo の遺伝構造解析： 
① 設 計 し た プ ラ イ マ ー 、 Noc1(5 ′
-TCACTCCCAAACCCCTGTGGACTTAT-3′ )および
Noc2（5′-CGCGACGAGACCGCCAA-3′）の利用
により、感染植物の DNA を用いた PCR で N. 
occultans を検出し、N. lolii 等の他の菌種
と識別できるようになった。また、新たに開
発した茎頂分裂組織を利用した観察方法に
より、菌糸密度の低さから従来困難であった
N. occultans感染植物の検出や選抜が容易に
なった。 
②設計したプライマーによる解析、および、
本菌群において種間比較の標準のひとつに
なっているβチューブリン遺伝子の部分配
列の検討から、F-endo は N. lolii であるこ
とを明らかにした。また、各地から採集した
ライグラスのこの手法による分析により、N. 
occultans が日本国内において比較的広範に
分布していること、および、イタリアンライ
グラスだけでなく、ペレニアルライグラスに
も感染している可能性があることを示唆し
た。加えて、本菌が植物体内で分泌するロリ
ンアルカロイドが宿主植物の害虫抵抗性を
高めており、害虫抵抗性を持った牧草の作出
に有用であることを明らかにした。 
 
(2) 自生ライグラス、フェスク集団の遺伝構
造： 
①日本各地から収集した自生ライグラスの
遺伝構造を調べた結果、北海道の自生ライグ
ラスは形態的にも DNAマーカーからもペレニ
アルライグラスであった。一方、本州の自生
集団の大半は形態的にはイタリアンライグ
ラスであったが、そのうち約半数の集団は
DNA マーカーから雑種由来の個体を含む集団
であることが示された。 
②富士山麓におけるフェスク野生９集団中



 

 

８集団でエンドファイト感染個体が見つか
った。種子感染率は平均 45％であったが，自
生地の標高と感染率との間には明確な関係
は認められなかった。 
③西日本のライグラスおよびフェスク類と
比較すると，東北地方ではライグラス類より
フェスク類の分布が優占していた。近畿地方
の自生ライグラス 18 集団とともに種子の形
質を測定し，エンドファイト感染率との関連
を調査したところ、近畿地方の自生ライグラ
スの種子重は，2 倍体のイタリアンライグラ
ス栽培品種とペレニアルライグラス栽培品
種の中間で連続的な変異が見られた。東北地
方の自生ライグラスの種子は，近畿地方の集
団より小さかった。エンドファイト感染率と
種子重との間には正の相関が認められ，種子
重が大きいほど感染率が高い傾向がみられ
た。 
 
(3) F-endo接種により獲得した農業形質およ
びミネラル吸収特性の検定: 
①F-endo をペレニアルライグラス収集エコ
タイプに接種した個体を供試し、異なる宿主
植物間によるロリトレムＢ含量の違いを調
べた結果、宿主植物の遺伝子型により
239-6823ppb の大きな変異が認められた。DNA
マーカー検査の結果ハイブリッドライグラ
スと判定される個体もあったが、芒の有無、
DNA マーカー検査の結果とロリトレムＢ含量
に関係はなかった。 
②エンドファイト菌の種子への進展状況を
調べた結果、ペレニアルライグラスでは非感
染の茎が出る傾向にあり、トールフェスクで
は茎には伸展するものの種子に伸展しない
場合が見られる傾向にあった。 
③小岩井、昭和、深浦から収集したトールフ
ェスク個体でエンデミック・エンドファイト
菌の感染、非感染個体のミネラル吸収量をリ
ン酸施肥量の高低条件を設定した圃場試験
により比較した結果、エンドファイト感染個
体区では茎数、クロロフィル含量、乾物量が
多かった。リン酸施肥量とエンドファイト感
染の交互作用で有意差が見られ、リン酸施肥
量少ない条件下でエンドファイト感染非感
染の差が大きかった。 
 
(4) F-endo接種ペレニアルライグラス個体の
動物実験による毒性試験: 
①ロリトレム Bを摂取したウシでは脂肪組織
にロリトレム Bが蓄積することが知られてい
る。しかし、マウスではロリトレム Bの腹腔
投与では震顫などの中毒症状が発現するが、
反芻家畜の中毒閾値をはるかに超えるロリ
トレム Bを経口摂取させても明らかな中毒は
発現しない。これには反芻胃あるいは実験動
物の肝におけるロリトレム Bの代謝能の関与
が考えられた。 

②マウスおよびハムスターに N. lolii エン
ドファイト感染種子を給与しロリトレム Bに
よる中毒の発現について比較した。ハムスタ
ーの指肢末端部に麦角様の乾性壊死が観察
された。また、全糞採取法による測定ではエ
ルゴバリンおよびロリトレム Bの吸収率はハ
ムスター、マウスともそれぞれ 90％および
50％であった。また、両種とも脂肪組織など
にロリトレム B の蓄積が認められた。また、
N. lolii感染エンドファイトからロリトレム
B を含む分画を粗抽出して濃縮し、マウスお
よびハムスターにゾンデを用いて直接胃に
投与したところ、マウスではロリトレム Bに
よる中毒症状は認められなかったが、ハムス
ターでは遷延する軽度の震顫が認められた。  
③ハタネズミ（Microtus montebelli）は草
食性で前胃を持ち食道嚢内には繊維分解菌
を含む好気性菌や嫌気性菌が常在し、栄養生
理も反芻家畜と類似している。ハタネズミ 10
頭を 2区に分けて代謝装置内で飼育しそれぞ
れペレットに成型した N. lolii エンドファ
イト感染種子（EP+）および非感染種子（EP-）
を 2 週間給与した。試験期間中 EP+給与群で
は EP-給与群と比べて摂水量および尿量が有
意に増加した。 
④実験動物マウスにおけるエンドファイト
感染ペレニアルライグラスの給餌による中
毒発現は知られていない。エンドファイト感
染および非感染ペレニアルライグラス種子
粉末より作成した固型飼料をマウスに２週
間給餌し、飮水量、摂食量、体重、自発運動、
体温および回転棒機能を測定した。その間、
肝臓主要代謝酵素であるチトクロム P450 の
阻害薬 SKF-525A、あるいは同酵素誘導薬フェ
ノバルビタールを投与した。①SKF-525A を投
与したところ、感染飼料給餌群は非感染飼料
給餌群に比較して飮水量および摂食量が少
なく、体重の減少が大であった。３種の行動
には変化は認められなかった。②フェノバル
ビタールを投与したところ、飮水量、摂食量、
体重、自発運動、体温および回転棒機能のい
ずれのパラメータも感染飼料給餌群と非感
染飼料給餌群の間に有意な差は認められな
かった。 
⑤ペレニアルライグラスによる家畜のエン
ドファイト中毒主症状はスタッガー（よろめ
き歩行）であり、マウスでは回転棒機能の低
下を予測しているが検出できなかった。エン
ドファイト中毒では体重の減少を伴う。
SKF-525A の投与によって感染飼料給餌群は
非感染飼料給餌群よりも体重の減少が大で
あったこと、および酵素誘導薬の投与は影響
が無かったことは、エンドファイト毒はマウ
スの肝臓で代謝される可能性を示唆してい
る。 
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