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研究成果の概要（和文）：日本のクモキリソウ節植物を用いて、植物の進化に伴う菌根菌の変化と、菌パートナ
ーのシフトに伴う菌根形成過程の変化を明らかにすることを目的に、菌根菌の分子系統解析、共生培養実験、形
態学的調査等を行った。これらの植物は、菌根菌に対して高い特異性を持ち、植物の系統ごとに異なる
Tulasnellaのグループを菌パートナーとすることから、Tulasnellaグループ内で菌根菌パートナーを変えながら
多様化したと考えられる。さらにスズムシソウの共生培養下での胚発生の内部構造観察から、発芽時における菌
根菌の成立過程には複数の段階があり、非スズムシソウ菌種とではいずれか特定の段階で共生が妨げられると推
定された。

研究成果の概要（英文）：To clarify shifts of mycorrhizal partners and changes in symbiotic 
germination processes in Liparis sect. Liparis, molecular analyses on mycorrhizal fungi, symbiotic 
germination experiments, and anatomical studies on symbiotic embryos were conducted using Japanese 
Liparis species. The results of molecular analyses and symbiotic experiments suggested that the 
Liparis species had high specificity for its mycorrhizal partners and the plants in different 
lineages were associated with different Tulasnella strains. Therefore the plants likely diversified 
with changes in mycorrhizal partners. The anatomical study on symbiotic embryo development in L. 
suzumushi inferred that the symbiotic process proceeded through hyphal invasion, hyphal control in 
the basal part, and then appearance of meristematic cells in the apical part of the embryo. The 
symbiotic process stopped at a specific stage when the seeds of L. suzumushi were cultivated with 
incompatible fungi.

研究分野：多様性生物学

キーワード： 菌根菌　系統解析　ラン科クモキリソウ属
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ランと菌根菌に関する研究例は多々あるが、系統関係を考慮し共生培養実験により定量的に菌に対する特異性を
調べた研究例は少ない。本研究では、植物と菌、両者の系統関係を考慮し、共生培養実験を重ねて、植物の進化
と菌根菌の変化を推定した。さらにスズムシソウの共生胚の細胞内動態の調査から、種子発芽時における菌根共
生の成立には、菌糸の侵入、胚の基部側細胞での菌糸の制御、その後の活発な胚細胞分裂が関与していること、
スズムシソウでは非適合な菌とでは特定の段階で停止することが明らかとなった。今後スズムシソウは、菌根共
生の成立過程における遺伝的なメカニズムの解明など、さまざまな研究への発展が期待できる。

※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 
 
 2000年代以降、分子同定が容易になり、菌根菌の多様性に関する研究はめざましく進んでい
る。ラン科植物の菌根菌についても同様に、国内外で研究が進んでいるが、植物や菌の系統関係
を考慮し、共生培養によりランの菌根菌に対する特異性を明らかにした研究例は少ない。 
 ラン科植物の一部種では、初期発生における細胞内の菌の詳細な動態が研究されている
（Burgeff 1959; Uetake et al. 1992; Smith & Read 2008など）。しかし、菌根共生系が成立し
ない、あるいは途中で停止する条件下での詳細な内部構造の観察は不十分である。菌根菌の分子
同定や系統解析が容易になった現在、菌種ごとにどの発生ステージで生育が停止するかを詳細
に解析することで、菌根菌パートナーシフトに伴い、植物の個体発生時における菌根の形成過程
がどのように変化したかを調査することが可能になっている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、生育特性（生活型、生育地、分布範囲など）が多様な日本のクモキリソウ節植物
を用いて、分子系統解析、共生培養実験、形態学的調査等を行い、植物の進化に伴う菌根菌の変
化と、菌パートナーのシフトに伴う菌根形成過程の変化を明らかにする。共生培養実験では、植
物と菌の系統を考慮してさまざまな菌種と植物を用い、植物の菌根菌に対する種特異性を in 
vitro で検証するとともに、共生系が成立しない場合、どの発生ステージで生育が停止するか、
成立する場合と比べて、植物細胞内における菌根菌の動態や発現遺伝子にどのような違いがあ
るか調査する。共生培養により得られた植物と菌の共生体は、超低温保存法による保全開発に応
用する。 
 
３．研究の方法 
(1) 菌根菌の分子系統解析 
 日本に生育するクモキリソウ節植物における菌根菌パートナーの系統関係を明らかにするた
め、植物を採集し、菌根菌の単離と分子同定、分子系統解析を行う。すでに明らかになっている
植物の系統と、今回明らかにする菌の系統関係の比較や、植物における菌根菌パートナーに対す
る種特異性のレベルなどを調査し、植物の進化に伴い、菌パートナーはどのように変化してきた
かを明らかにする。 
 
(2) 共生培養実験と形態学的調査等 
 植物と菌の系統を考慮した上で、さまざまな菌種と植物との共生培養試験を行い、発芽率等の
比較から、菌根菌に対する適合度や種特異性がどのくらい高いかを定量的に調査する。(1)の結
果と合わせ、植物の菌根菌に対する種特異性の変化を明らかにする。また、共生系が成立しない
場合、どのステージで植物の発生が停止するかを確かめる。発生が停止するステージを中心に準
超薄切片を作成し、植物細胞内における菌根菌の動態を調査し、成立する場合と比較して、どの
ような違いがあるのかを明らかにする。ステージや部位が特定できたのち、発生が停止する段階
ではどのような遺伝学的機構が働いているか、RNA-Seq 法などトランスクリプトーム解析による
ゲノムの発現パターンの違いを明らかにする研究に着手する。 
 
(3)「植物と菌の共生体」での保全手法開発 
 共生培養実験により得られる、植物と菌根菌が共生した「共生体」を使用して、アルミニウム
クライオプレート法（山本ら、2012）を用いた超低温保存法により、植物と菌の共生体を長期保
存する技術を開発する。 
 
４．研究成果 
(1) 菌根菌の分子系統解析 
 スズムシソウ、アキタスズムシソウ、フガクスズムシソウ、クロクモキリソウ、クモキリソウ、
ジガバチソウ、ギボウシラン等の成体から菌根菌を単離し分子同定を行った。結果、いずれから
も Tulasnella（担子菌門）Group II sensu Cruz et al. (2014)が検出された。植物と菌それぞ
れの系統を比較すると、植物の系統が異なると、検出される Tulasnella の系統も異なっていた
ことから、クモキリソウ節では、植物の系統ごとに菌根菌の系統も異なると推定された。 
 
(2) 共生培養実験と形態学的調査等 
 クモキリソウ節植物の主要な系統を代表する種で、かつ種子が多く入手できたスズムシソウ、
クモキリソウ、ジガバチソウを用いて、得られた複数の Tulasnella の菌と共生培養を行い発芽
率を比較した。その結果、同種の成体から単離された菌や、それと極めて類縁な系統関係にある
菌と共生させた場合でのみ高い発芽率を得た。このことから解析したクモキリソウ節植物では、
種子から成体にいたるまで菌パートナーは Tulasnella であり、菌根菌に対して高い特異性を持



つと推定された。分子系統解析の結果と合わせるとクモキリソウ節植物は、Tulasnella の類縁
なグループの中で菌根菌パートナーが変化しつつ多様化してきたと考えられる。 
 スズムシソウを用いて、本来の菌以外ではどのステージで発生が停止しているのかを詳細に
調べるため、準超薄切片を作成し胚の内部構造を経過観察した。スズムシソウの種子とスズムシ
ソウの菌を共生培養すると、培養開始後 12週で発芽率は 6割を超え、生育した胚の内部では、
他のラン科植物の先行研究と同様に、基部細胞から胚に菌糸が進入し、基部側の胚細胞内で菌糸
が塊状となる様子が観察された。胚の先端側では、菌糸は観察されず、植物細胞分裂が活性化し、
胚が成長していく様子が観察された。未発芽のままの胚では図のように、1. 胚に菌糸が見られ
ない（侵入なし）、2. 胚の基部側の柔組織内で多数の菌糸が見られるが胚の細胞分裂活性は見ら
れない（基部）、3. 胚の先端部にまで菌糸が侵入
するパターンが観察された（侵略される）。スズム
シソウ本来の菌と類縁な、シマクモキリソウから
単離された菌と共生培養すると、発芽はほぼ見ら
れず、培養 6週ではパターン 2、培養 12 週ではパ
ターン 3の胚が多く観察され、胚が徐々に菌に侵
略されていくと考えられた。スズムシソウ本来の
菌と系統がやや離れたクモキリソウから単離さ
れた菌と共生培養すると、発芽は見られず、培養
開始後 12 週目でもパターン 1 の胚が多く観察さ
れた。このことからスズムシソウの菌共生による
発芽・生育には、菌糸の侵入、胚の基部側細胞で
の菌糸の制御、活発な胚細胞分裂が深くかかわっ
ており、非スズムシソウ菌種ではいずれか特定の段階で共生が妨げられると推定された。 
 共生過程が進む各段階において、どのような遺伝的機構が働いているのかをトランスクリプ
トーム解析により明らかにするため、微小な種子や共生体からの RNA 抽出法を確立した。本来の
菌と正常に発生する段階と、不適合な菌と発芽前に停止する段階など、複数の種子や共生体ステ
ージから RNA を抽出し、一部において RNA-Seq 法による解析を行った。  
 
(3)「植物と菌の共生体」での保全手法開発 
 多くの種子が得られたクモキリソウとジガバチソウについて、種子を本来の菌と共生させて
発芽させた共生体を用いて、アルミニウムクライオプレート法による超低温保存試験を行った。
結果、菌は超低温保存後でも生育するものの、植物が生育する様子は観察できなかった。使用す
る薬剤耐性を検証するため、超低温保存の工程のみ除いて試験を行ったところ、ジガバチソウで
はおよそ５割で共生体の生育が観察されたことから、使用する薬剤の影響は少ないと考えられ
た。共生体の超低温下での保全手法開発には、とくに植物における超低温過程後の生育を可能に
するためのさらなる条件検討が必要である。 
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