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研究成果の概要（和文）：外生菌根菌（以下、菌根菌）は樹木の根に共生してその成長を助ける重要微生物であ
る。先行研究によって、絶滅危惧樹木にのみ共生する宿主特異性の高い菌種が発見され、樹木保全への応用が期
待されている。しかし、これらの菌種の子実体は現地でもほとんど発生せず、接種等に用いることはできない。
本研究では、土壌中に休眠状態で存在する胞子（埋土胞子）の利用方法について検討した。その結果、現地土壌
の懸濁液を作成しメッシュによって他菌種の菌核を排除することで対象菌種を効果的に接種できること、近交弱
勢が進行しているものの他地域の埋土胞子と混合し外交配を誘導することで菌の機能が回復できることが明らか
にされた。

研究成果の概要（英文）：Ectomycorrhizal (ECM) fungi are symbiotic microbes colonizing tree roots and
 helping the growth of the host trees. In previous studies, we discovered new ECM fungi specific to 
endangered host trees and the application of these fungi to host conservation is expected. However, 
fruitbodies of these specific fungi are rarely attainable and difficult to use in the inoculation to
 hosts. In this study, we investigated the possibility of using soil spore banks, dormant spores in 
forest soil, for the inoculation. Our results showed that host seedlings were effectively colonized 
by these specific fungi by filtering out larger sclerotia of other competing fungi before the 
application of soil water solution to host seedlings. We also found that outcrossing induced by 
mixing spore banks from different sites at the inoculation can improve the function of these 
specific fungi, which suffer inbreeding depression in the small isolated populations.

研究分野：森林微生物

キーワード： 菌根菌　絶滅危惧樹木

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
樹木の成長と生存には菌根菌との共生が不可欠であるものの、絶滅危惧樹木の保全において菌根菌はこれまで全
く考慮されていない。本研究では、対象とする絶滅危惧樹木にのみ共生し、その樹木の成長のみを助ける菌根菌
の効果的な接種方法等を明らかにした。これによって、これまで困難であった絶滅危惧樹木の保全を大きく改善
できる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) マツ科やブナ科など、自然林の主要樹木はキノコをつくる担子菌類などと外生菌根(以下、
菌根)共生をしている。この菌根共生は宿主樹木が土壌養分を獲得して正常に成長するために不
可欠なものである。しかし、絶滅危惧樹木にどのような菌根菌が共生しているのかについては科
学的知見が乏しい。 
(2) 私たちの先行研究によって、国際自然保護連合（IUCN）や環境省の絶滅危惧樹木に指定さ
れているトガサワラ（Pseudotsuga japonica）やヤクタネゴヨウ（Pinus amamiana）には、そ
れぞれの樹木にしか共生しない未知のショウロ属菌が共生していることが判明し、それらはト
ガサワラショウロ（Rhizopogon togasawarius）およびヤクタネショウロ（Rhizopogon 
yakushimensis）として新種記載されている。 
(3) トガサワラショロもヤクタネショウロも、宿主樹木の残存林分では埋土胞子（散布された後
に土壌中に休眠状態で存在する胞子）として優占していることが判明しており、光要求性の高い
それぞれの宿主樹木の実生が撹乱後に定着する際に中心的な役割を担う菌根菌であることが示
唆されている。 
(4) トガサワラショウロもヤクタネショウロも、宿主樹木と同様に生息地が分断・縮小してい
る。両菌種とも予備的な集団遺伝解析では宿主樹木以上に集団間の遺伝的な分化が進行し、近交
弱勢による絶滅リスクは宿主樹木以上に高い可能性が示唆されている。 
(5) 絶滅危惧樹木に特異的な菌根菌は他の樹木には共生しないことから、宿主樹木の生育のみ
を促進する。そのため、絶滅危惧樹木の保全には特異的な菌根菌の利用が有望であるが、有効な
接種方法の検討や成長促進作用の解析、さらには樹木自体の結実周期や更新特性などについて
も基礎的な知見を蓄積していく必要がある。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究で対象とするのは絶滅危惧樹木であるトガサワラとヤクタネゴヨウ、およびその特
異的な菌根菌であるトガサワラショウロとヤクタネショウロである。どちらの菌根菌も、子実体
の発生は極めて稀であり、一般的に行われるような子実体から胞子を採取して接種するのは事
実上困難である。そこで現実的に接種源として利用可能な埋土胞子について、その分布様式を明
らかにする。 
(2) 対象とする絶滅危惧樹木に特異的な菌根菌をどのようにすれば効率的に接種できるのかを
明らかにする。 
(3) 対象菌種は遺伝的に分化していることが示唆されているが、交配隔離が成立しているのか
を明らかにする。異なる集団間での交配が可能であれば、近交弱勢が進行した集団を外交配によ
って劇的に回復させることも可能となる。 
(4) 外交配させることによって対象菌種の機能がどのように変化するのか、宿主樹木の成長に
どのような違いを生じさせるのかについて明らかにする。 
(5) 結実周期や残存個体数の推移、実生の更新動態など、対象絶滅危惧樹木の保全に直結する学
術情報を取得する。 
 
３．研究の方法 
(1) 調査地：高知県東部、紀伊半島の奈良県、和歌山県、三重県のトガサワラの残存林分６箇所
とその周辺のスギ・ヒノキ人工林、屋久島と種子島のヤクタネゴヨウ残存林５箇所と周辺の広葉
樹自然林とした。 
(2) 埋土胞子の分布域を明らかにするため、それぞれの残存林分から周辺の宿主樹木の無い林
分へ、最大５００m のトランセクトを複数設置し、一定間隔ごとに土壌コアサンプル（5cm×
5cm×深さ 10cm）を採取した。採取した土壌に宿主樹木実生を植栽することで、埋土胞子の発
芽を誘導し、実生に菌根を形成させるバイオアッセイ実験を実施した。トガサワラのバイオアッ
セイには、種子の入手が困難で発芽率も著しく低かったことから、同属のベイマツ（Pseudotsuga 
menziesii）を用いた。６ヶ月間のバイオアッセイ期間ののち、苗に形成された菌根から DNAを
抽出、菌類の rDNAの ITS領域の塩基配列を調べて菌種の同定を行った。 
(3) 埋土胞子を用いて宿主樹木実生への菌根菌接種が可能かを検討するため、絶滅危惧樹木残
存林から土壌を採取し、その土壌そのものを接種源として用いる処理区のほか、競合する他の菌
根菌（特に胞子よりも大きい菌核から感染するケノコッカム属菌）の混入を減らすため、土壌懸
濁液を 80µm メッシュを通過させてから接種する方法を検討した。苗への対象菌種の感染頻度
や成長を測定した。 
(4) 次世代シーケンサー（iSeq100）を用いて対象菌種のドラフトゲノムデータを取得し、単純
な３塩基の繰り返し配列が含まれるマイクロサテライト（SSR）領域を増幅させる PCRマーカ
ーを設計し、多型性のある遺伝マーカーの選抜を行った。 
(5) トガサワラショウロの各地域集団の埋土胞子を混合して宿主樹木（代用のベイマツ苗）に接
種することで外交配を誘導する実験を行った。発芽した胞子からは単相（n）の一次菌糸ができ



るが、交配可能な他の一次菌糸と接合し、交配が成立して生成する二次菌糸が苗に感染して菌根
を形成する。この際、異なる集団間の交配が行われたかどうかを解析するため、上記(2)のバイ
オアッセイと同様の手法で苗に形成された菌根から DNA を抽出、上記(4)で開発したマーカー
による SSR解析を行った。ヤクタネショウロにおいても同様の手法によって、集団間の交配に
ついて解析した。なお、ヤクタネショウロについては本来の宿主であるヤクタネゴヨウを宿主と
して用いた。また、屋久島および種子島でそれぞれ子実体を発見することができたことから、そ
れぞれの胞子を単独接種、あるいは混合接種して、同様のバイオアッセイ試験を実施した。 
(6) 上記の(5)と同様に、ヤクタネショウロの埋土胞子含有土壌を同地域内, 同島異地域間（屋久
島または種子島内の異なる調査地間）、 異島間（屋久島と種子島の調査地間）で混和し（以下、
内交配区, 外交配区, 強度外交配区）、ヤクタネゴヨウに接種する実験を行い、５年間温室で栽培
し、苗の生育状況（苗高、全葉重，葉内元素濃度等）を１年ごとに計測した。 
(7) 上記の(6)で苗に形成された菌根から菌株を分離し、MMN培地で培養して菌糸伸長速度を
処理区間で比較した。また、ヤクタネショウロの ITS領域を特異的に増幅するプライマーを
設計して、上記(6)の栽培土壌中のヤクタネショウロ菌糸量をリアルタイム PCRで測定した。 
(8) 対象樹木の結実量を、各調査地の継続モニタリング対象木で毎年調査した。また、ヤク
タネゴヨウにおいては、屋久島内の調査地における枯死木を毎年調査した。トガサワラにつ
いては、高知県内の１つの調査地において、残存林に近接するスギ林の小面積伐採（人工ギ
ャップ形成）を行い、トガサワラ実生の更新状況を５年間調べた。 
 
４．研究成果 
(1) トガサワラショウロの埋土胞子分布の調査では、トガサワラ残存林の境界から 50 m以内の
地点では 60〜84%の土壌中にトガサワラショウロが検出されたものの、その出現はトガサワラ
林から離れるにつれて有意に減少した。林分境界から数百メートル離れたスギまたはヒノキ林
の土壌からも低頻度で埋土胞子が検出された。ショウロ属の胞子は動物によって散布されるが、
トガサワラショロの胞子散布を担っている動物は今のところ明らかにされていない。しかし、ト
ガサワラショロの胞子を散布する動物は主に近距離でしか移動していないこと、まれに数百メ
ートル程度は移動できることを示唆している。 
(2) ヤクタネショウロについても、トガサワラショロと同様に、宿主樹木であるヤクタネゴヨウ
の残存林やその近接する場所では高頻度に埋土胞子が検出されたものの、３００メートル以上
離れた周辺の広葉樹林内では埋土胞子が検出されなかった。こちらも胞子散布を担う動物種は
明らかにされていないが、近距離しか移動できない動物であるものと推定される。 
(3) ２つの対象菌種とも、埋土胞子を用いて苗に菌根を形成させることができた。採取した土壌
を直接接種源に用いた場合、菌核から感染する宿主特異性の低いケノコッカム属の感染率が対
象菌種と同様に高くなった。しかし、採取した土壌の懸濁液を 80µm メッシュを通してから接
種した区ではケノコッカム属の菌根は確認できず、対象とする宿主特異的な菌根菌を優先的に
接種できることが明らかにされた。また、ヤクタネゴヨウでは、懸濁液接種によって粘土も多量
に添加されることで、栽培土壌の通気性が悪化し、菌根形成頻度や苗の成長低下が観察されたが、
接種時の苗の成長段階や添加する懸濁液の量を調整することで改善することができた。 
(4) ドラフトゲノムデータを元に、トガサワラショウロおよびヤクタネショウロのいずれにお
いても、新たに１６の多型性の高い SSRマーカーを開発した。 
(5) 対象菌種の異なる地域間の埋土胞子を混合接種することによって、外交配が成立すること
を SSRマーカーで確認した。また、屋久島と種子島で採集できたヤクタネショウロ子実体由来
の胞子を用いた混合接種試験においても外交配が確認された。これらの結果は、集団間で遺伝的
分化がかなり進行しているものの、いまだに交配隔離には至っておらず、外交配によって近交弱
勢集団の遺伝的救助が技術的には可能であることを示唆している。 
(6) ヤクタネゴヨウ苗の成長は、ヤクタネショウロを接種したいずれの交配区でも、菌根菌非感
染区および対象菌以外の菌種（ケノコッカム属）を感染させた処理区より有意に増大した。また、
外交配区および強度外交配区のほうが、内交配区よりも生育が良好である傾向が見られた（図
1）。これらの結果は、ヤクタネショウロがヤクタネゴヨウの成長を顕著に促進する有望な菌種で
あること、また現在は隔離分布するヤクタネショウロの集団が近交弱勢状態にあること、外交配
によって機能を回復させ、宿主との共生効果にも向上が見られることなどを示しており、重要な
成果であると考えている。 
(7) 高知県内で人工ギャップを作成した調査において、トガサワラ稚樹をモニタリングした結
果、林縁に発生した実生は生存する一方、林内に発生した実生は生存するが大きく成長しなかっ
た。一方、育苗して植栽した稚樹は下刈りを繰り返せば定着・成長することを確認した。また、
自然に起きた土砂崩れ周辺では、南側の林縁部分に稚樹が多く発生するが土砂崩れ面には定着
しないなど、トガサワラの更新セーフサイトが明らかとなった。 
(8) トガサワラの結実周期および結実量を把握するため、紀伊半島および四国のトガサワラの
着果モニタリング調査を行ったところ、2017年に小規模な結実が同調してみられた以降は顕著
な結実が見られず。結実周期が長いことが判明した。開花しても結実しない、結実しても発芽率
は極めて低いことから、近交弱勢が深刻化している可能性があり、トガサワラの集団間の交配に
ついても検討する必要性がある。 
(9) ヤクタネゴヨウについては、毎年結実するものの、結実量には年変動があり４年ごとにピー



クがあることが判明した。また、屋久島の南部（平内）および西部（ヒズクシ）の 2集団におけ
る 2000年からのモニタリング調査の結果から、2022年までに前者は 39％、後者は 21％の成木
が枯死した。一方で、稚幼樹の生育は確認できなかった。これらの結果から、ヤクタネゴヨウの
種子供給はあるものの新規に定着できない要因が存在すると考えられ、菌根菌を含めた継続調
査が必要であろう。 
 

 
図１ ヤクタネショウロ集団間交配が菌根共生したヤクタネゴヨウ苗の成長に及ぼす影響 
（埋土胞子を用いた接種から５年後の葉乾重） 
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