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研究成果の概要（和文）： 

植物とアーバスキュラー菌根菌（AM 菌）との共生システムにおいて、窒素が AM 菌の生育や

AM 菌の植物への窒素吸収へどのように関与しているか、その生理機構について研究を行っ

た。AM 菌菌糸におけるポリリン酸合成、すなわち AM菌によるリン酸吸収は無機態窒素の吸収同化

と共役していることを示唆する結果を得た。さらに、土壌中の無機態窒素濃度がAM菌のリン吸収に影

響を及ぼし、窒素が欠乏する条件では AM菌のリン吸収が制限され得ることを示した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

In arbuscular mycorrhizal (AM) symbiosis which is comprised of plant and AM fungi, we 

investigated how N affects AM fungal function and physiology. We obtained the results 

suggesting that polyphosphate accumulation in AM fungal hyphae which is an index of the 

fungal P uptake is coupled with N assimilation, and also suggesting that AM fungal P uptake 

is regulated by soil mineral N concentration. 
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１．研究開始当初の背景 

陸上植物の 8 割以上の種が菌類と「菌根共

生」を形成し、菌根共生系が植物群落の構造

と機能、そして土壌圏における物質循環に大

きな影響を及ぼしていることはよく知られ

ている。草本植物類に共生する絶対共生のア

ーバスキュラー菌根菌（AM 菌）については、

もっぱら植物のリン吸収を促進する形でリ

ン（P）循環に寄与していると考えられてき

たが、最近、AM 菌の窒素（N）吸収につい

て新たな知見が集積しつつある。申請者らは、
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これまでに、根と菌糸を分割した根箱法によ

り、菌糸からの窒素吸収によって植物の生育

が改善されることを初めて示すことに成功

した（科研費 18380035）。さらに最近の知見

を踏まえると、AM 菌が P だけでなく、N に

ついても宿主植物へ供給しており、そのこと

によって土壌圏の N 循環に寄与しているこ

とが示唆されている。「自然界において AM

菌は植物の窒素吸収に何らかの寄与をして

おり、植物と AM 菌の共生は宿主植物の窒素

栄養による制御機構が存在する」という仮説

を提起できる。そこで、本研究では本仮説を

証明するための最初のステップとして、AM

菌の生理と代謝機能に関する以下の研究を

行う。    

 
２．研究の目的 

本研究では、植物とアーバスキュラー

菌根菌（AM菌）との共生システムにお

いて、AM菌の植物の窒素吸収への寄与、

および窒素に関わる代謝制御機構を解

明し、土壌圏窒素循環におけるAM共生

の意義を探ることを目的とする。  

（１）土壌窒素濃度が AM 菌の生育に及ぼす

影響を、胞子形成の面から検討するとともに、

AM 菌のリン吸収の指標としてポリリン酸に

着目し、AM 菌接種植物の生育および根内の

ポリリン酸蓄積パターンの変化から、植物の

生育と根内のポリリン酸との関係を検討す

るとともに、AM 菌のリン吸収が土壌中の無

機態窒素によって影響を受けるか否か検討

した。 

（２）AM 菌糸で吸収された無機態 N はア

ルギニンに変換され、内生菌糸へ移行する。

アルギニンは菌糸内で最も多いアミノ酸で

あり、遊離アミノ酸の 90％以上を占める。菌

糸液胞内でポリリン酸のカウンターカチオ

ンとして存在し、AM 菌における N と P 吸収

に重要な役割を果たしていると考えられる。

しかし、アルギニンが細胞内のどの部位に局

在し、どのようなメカニズムで移行するのか、

あるいはアルギニンとポリリン酸の関係に

ついてはほとんど分かっていない。そこで、

アルギニンに特異的に結合する酵素を標識

して酵素免疫化学的手法で細胞レベルでの

アルギニン検出法を開発するとともに、これ

まで開発してきたポリリン酸の細胞内局在

の観察法と組み合わせて、菌根菌細胞内にお

ける窒素とリンの局在を解析した。 

（３）AM 菌の樹枝状体で強く発現している

アルカリホスファターゼ（ALP）は、AM 菌

のリン酸代謝に何らかの重要な機能を果た

していると推測されてきたが、その機能は依

然不明である。そこで、ALP に着目し、植物

側の窒素栄養あるいは環境中のN濃度がAM

菌の ALP 遺伝子の発現に如何に関与するか

を検討した。 

 
３．研究の方法 

（１）窒素が AM 菌の生育と P 吸収に及

ぼす影響：  

①土壌可給態窒素がきわめて欠乏して

いる土壌として、雲仙普賢岳火山噴出物

を培地として用い、5 種類のイネ科草本

（ワセオバナ、ホクチガヤ、ススキ、バ

ヒアグラス、ウィ―ピングラブグラス）

に AM 菌 Glomus etunicatum 単独、あ

るいは同種と Gigaspora margarita の

混合で、接種し、窒素添加（20mgN/kg 

soil）の有無を組み合わせて、宿主植物

の生育と胞子形成量を調査した。  

②4 段階のリン酸を添加した培土（以下 P0、

P1、P2、P3)を用い、Glomus sp. R10 およ

びG. etunicatumをそれぞれ長ネギに接種し

て 8 週間栽培し、各リン酸レベルにおける植

物の生育、AM 菌感染率、根内のポリリン酸

を比較した。ポリリン酸定量法として、測定

感度が非常に高いが短鎖ポリリン酸に対す



 

 

る定量性が低い PPK 法と、PPK 法に比べて

感度は低いものの短鎖定量性が高い PPX 法

を併用した。PPK 法による測定値を長鎖ポリ

リン酸、PPX 法による測定値を全ポリリン酸、

PPX 測定値－PPK 測定値を短鎖ポリリン酸

とした。 

③砂耕条件で長ネギ幼植物に Glomus 

intraradices を感染させ 5 週間栽培した。そ

の後、砂培地中の養分を脱塩水で洗い流して

根・外生菌糸への養分供給を絶つ処理を行っ

た。1 週間後、重窒素標識硝酸アンモニウム

を無添加（N0 区）、ポットあたり 1 mg N（N1

区）および 10 mg N（N10 区）添加する各処

理区を設けた。またこの際、各ポットに同量

のリン酸（1.4mg P）を添加した。窒素処理

時、窒素処理 3 日後および 7 日後にポットを

解体し、養分吸収量、植物根・外生菌糸のポ

リリン酸量（PPK 法および PPX 法）等を測

定した。 

（２）窒素の主要移行態であるアルギニ

ンの細胞内局在性：  

アルギニンの検出には、アミノ酸に特異的結

合性を示すアミノアシルtRNA 合成酵素を利

用する方法を検討した。検出法の原理は、菌

根の固定試料に組換えアルギニンtRNA 合成

酵素（Xpressエピトープタグを含む）を結合

させ、エピトープタグを指標に蛍光抗体法や

免疫電顕法によりアルギニンを検出するもの

である。ポリリン酸の検出には、ポリリン酸

に特異的に結合するポリリン酸結合タンパク

質を用いた免疫電顕で行った。観察試料には、

G. intraradicesを接種したミヤコグサ菌根を

用いた。菌根を4%パラフォルムアルデヒドと

5% グルタルアルデヒドで固定し、Spurr樹脂

に包埋した薄切切片を作製し観察試料とした。

ポリリン酸を検出するため、切片を過酸化水

素水でエッチング処理し、ポリリン酸結合タ

ンパク質と抗Xpress抗体を含む一次反応液に

浸漬し、続いて金コロイド標識二次抗体で反

応することによってポリリン酸をラベルした。

観察には透過型電子顕微鏡を用いた。 

（３）植物側の窒素栄養が菌根菌の窒

素・リン代謝に及ぼす影響：  

長ネギを 0.5 mM KNO3 および 0.05 mM 

KH2PO4 を含む改変ホーグランド水耕

液 を 用 い て 砂 耕 栽 培 し 、 AM 菌 G. 

intraradices を感染させ、6 週間栽培し

た後に葉面に蒸留水または 5 mM KNO3

を撒布し 1 週間栽培した。その後、感染

根から全 RNA を抽出し AM 菌の ALP

遺伝子の発現レベルを RT-PCR により

解析した。また、ミヤコグサにおいても

KNO3 濃度がアルカリホスファターゼ

遺伝子の発現に及ぼす影響を調査した。

この場合は、AM 菌が感染したミヤコグ

サを、葉面からの KNO3 投与ではなく、

10 mM もしくは 10 µM の KNO3 を含む

改変ホーグランド水耕液（リン酸含量は

上記と同様に 0.05 mM KH2PO4 であ

る）を用いて砂耕栽培をし、AM 菌を感

染させてから 6 週間後に感染根を採取し、

ALP 遺伝子の発現を解析した。  

 

４．研究成果 

（１）窒素が AM 菌の生育と P 吸収に及ぼす

影響： 

①AM 菌接種により生育促進効果を示す植物

（ススキ、バヒアグラス）は、窒素添加によ

って生育と胞子の形成が増加した。一方、AM

菌接種により明確な接種効果を示さない植

物（ワセオバナ、ウィーピングラブグラス）

の場合、窒素添加によっても胞子形成は減少

あるいは増加しなかった。このような窒素が

胞子形成に及ぼす傾向は、G. etunicatum と

Gigaspora margaritaのAM菌2種を共接種し

た場合にも認められた。このことは、AM 菌の



 

 

胞子形成に及ぼす窒素の影響は植物の種類

に異なること、また、植物の種類によっては

窒素が胞子形成を抑制することを示してい

る。このことは、条件によっては、窒素がリ

ン酸と同様に共生状態にある AM 菌の生育を

制御していることを示唆するものである。 

 

②各 AM 菌接種植物の生育量は培土のリン

酸レベルが高くなるにつれ増加した。しかし

接種効果が最も大きかったリン酸レベルは、

Glomus sp. R10 は P3、G. etunicatum は P1

と異なっていた。また Glomus sp. R10 感染

根では培土のリン酸レベルが高くなるにつ

れて PPK / PPX 値が減少したが、 G. 

etunicatum感染根ではP0を除きほぼ一定だ

った。根内の短鎖ポリリン酸量と植物の生育

との間には、菌の種類によらず高い相関関係

が認められたが、特に Glomus sp. R10 では

長鎖ポリリン酸と植物の生育との間に明確

な関係性は認められなかった。このことから、

AM 菌感染根内の短鎖ポリリン酸は AM 菌か

ら植物へ供給されるリン酸のプールとして

の機能を持つ可能性が示唆された。 

③窒素添加（N1, N10）によって、N0 区に

比べ、AM 菌感染率は上昇した。外生菌糸の

全ポリリン酸濃度（PPX 法、タンパク当たり）

は、窒素添加により 3 日目に N1 区で N0 区

の約 2倍、N10区では 3倍以上に上昇したが、

7 日目にはほぼ窒素処理時の濃度に低下した。

根中の全ポリリン酸濃度も同様に窒素添加

により 3 日目には大きく上昇し、7 日目には

低下した。しかし、7 日目も N1・N10 区は

N0 区より有意に高かった。外生菌糸および

根中の長鎖ポリリン酸濃度（PPK 法）もほぼ

同様の変動を示した。これらのことは、AM

菌の増殖ならびAM菌によるリン酸吸収が無

機態窒素によって制御されていることを示

している。また、外生菌糸中のポリリン酸濃

度と重窒素 atom%に高い相関が見いだされ、

菌糸におけるポリリン酸合成と窒素吸収が

密接な関係にあることが示唆された。 

 

（２）窒素の主要移行態であるアルギニ

ンの細胞内局在性  

アルギニン検出のため、大腸菌からアルギニ

ン tRNA 合成酵素をクローニングし、大腸菌

発現系でアルギニン tRNA 合成酵素の発

現・精製を試みた。しかし、十分な量の酵素

を得ることができず、アルギニンの局在を解

析することができなかった。ポリリン酸局在

を電子顕微鏡レベルで詳細に解析した結果、

細胞間菌糸やトランク菌糸の細胞壁にポリ

リン酸が検出されたが、ファインブランチの

細胞壁にはポリリン酸が検出されなかった

（図）。ファインブランチでポリリン酸が検

出されなかった理由として、樹枝状体のポリ

リン酸の鎖長が短くポリリン酸結合タンパ

ク質で検出できなかった可能性や、ポリリン

酸がオルトリン酸まで分解された可能性が

考えられる。ポリリン酸は成熟した樹枝状体

だけでなく、崩壊した樹枝状体にも観察され

た。 

図．樹枝状体のトランク菌糸とファインブラ



 

 

ンチ菌糸のポリリン酸局在．赤の領域は植物

細胞を示し、灰色の領域は菌根菌および境界

域を示す。黄色矢印はポリリン酸の局在を示

す。トランク菌糸の細胞壁にはポリリン酸が

見られるが、ファインブランチ菌糸にはポリ

リン酸が観察されない。 

（３）植物側の窒素栄養が菌根菌の窒

素・リン代謝に及ぼす影響  

長ネギの結果としては、葉面撒布による

KNO3添加により、感染根内の ALP 遺伝子の

発現は変化しなかった。この実験系において

は、硝酸欠乏により長ネギの生長は阻害され

ており、硝酸を葉面撒布してもその生長が回

復することがなかった。そこで、葉面撒布に

代えて、水耕液中の硝酸濃度が根における

AM 菌の ALP 遺伝子の発現に及ぼす影響を、

実験材料をモデル植物として広く用いられ

遺伝子発現のデータが豊富なミヤコグサに

変更した。AM 菌が感染したミヤコグサを 10 

mM および 10 µM の KNO3条件下で栽培し

た場合でも、AM 菌の ALP 遺伝子の発現は

両者において有意差はなかった。これらの結

果から、環境中の硝酸濃度が AM 菌の ALP

遺伝子の発現に影響を及ぼす可能性は低い

と考えられた。 

 

以上一連の研究により、AM 菌の生理

機能に及ぼす N の制御機構について十

分に解明することができなかったもの

の、AM 菌の N 吸収と P 吸収が密接に関

連していること、土壌無機態窒素濃度に

よって AM 菌の P 吸収および生育が影響

を受けることが明らかになった。  
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