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研究成果の概要（和文）：Mortierella humilis S2のBREであるMycoavidus sp. S2-EBを培養することに成功し
た。同細菌はプラスミドを保持していた。M. verticillata YTM181BF1+Mycoavidus sp. S2-EBのの対峙培養を行
った。元来M. verticillata YTM181に内生するBREはGroup Cに属しているが、対峙培養後に検出されたのは、再
導入法に用いたGroup Aに属するBREであった。
この結果は、BREのMortierella属菌への再導入に成功した可能性を示すものである。

研究成果の概要（英文）：We succeeded in culturing Mycoavidus sp. S2-EB, which is the BRE of 
Mortierella humilis S2. Mycoavidus sp. S2-EB was found to carry 2,575,677 bp chromosomes and 99,085 
bp plasmids.
Confrontation culture of M. verticillata YTM181BF1 + Mycoavidus sp. S2-EB was performed on LCA 
medium. Originally, the BRE endogenous to M. verticillata YTM181 belongs to Group C, but what was 
detected after the confrontation culture was the BRE belonging to Group A used in the reintroduction
 method.
This result indicates the possibility of successful reintroduction of BRE into Mortierella spp.

研究分野：農学

キーワード： 内生細菌　Mortierella属菌　共生　植物生育促進
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、菌類-内生細菌を共生系としてとらえ、内生細菌を操る手法の開発を目的としている。この技術
は、菌類の腐生性を共生に変え作物生産へ利用することへつながる。我々が菌類として認識していた生物が、い
わば菌類と細菌の共生体であるという、これまでの菌類学の概念を覆し、新たな生物共生系の存在を示すことが
可能となる。

※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 
 農耕地土壌から頻繁に分離される Mortierella 属菌は、一般的には腐生性であり、植物生育に

対してはマイナスに働く。しかし、対照区や共生菌として知られるエンドファイト処理区以上に

植物の生育を促進する菌株が見つかった。このM. humilis S2株には、特徴的な Burkholderiaceae

科に属する細菌が内生しており、同細菌の植物生育への関与、すなわち、Mortierella 属菌が示す

共生能は、この内生細菌が制御していることが示唆された。 

 そこで、このM. humilis S2株から抗生物質処理により内生細菌を除去したM. humilis S2BF2株

を同様にトマトに接種したところ、根部の生育不良や葉の褐変などが認められ、腐生性あるいは

病原性を示すようになり、内生細菌が M. humilis S2 株の植物との共生的な働きを操っているこ

とが示唆された。以上より、菌類として認識していた生物が、菌類と細菌の共生体であるという

菌類学の概念を覆す新たな生物共生系の存在を示す材料の獲得に成功した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、Mortierella 属菌を対象に、植物-菌類-内生細菌の相互作用を解明し、さらにその内

生細菌を操ることで腐生菌を植物共生菌に変え、作物栽培利用へとつながる基礎的な知見を得

ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）Mortierella 属菌とその内生細菌が様々な植物の生育に与える影響の解析 

 4 菌種 8 菌株の Mortierella 属菌を用いた。まず、供試菌株に内生細菌が存在するかを確認し

た。16SrRNA遺伝子を標的とした PCRを行い、1.5％アガロースゲルでの電気泳動およびゲルレ

ッドでの染色後 UV照射下で増幅産物の確認を行った。 

 内生細菌の確認後、Mortierella 属菌が様々な植物の生育にどのような影響を与えるかを調べる

ために植物接種試験を行った。供試植物は、トマト、キャベツ、およびホウレンソウの 3種であ

る。それぞれの植物種子を表面殺菌後、1.5％素寒天培地で無菌的に発根させた。OM培地（有機

態窒素：無機態窒素＝1：1）に 2mm角に切り出した供試菌株を置き 5日間培養後、発根した種

子を播種し、23℃、明期 16時間で 3週間培養した。培養後、葉や根の形態観察を行い、その後

植物体の回収を行い、乾燥重量を測定した。 
 
（２）Mycoavidus sp. S2-EBのゲノム解析 
 Mortierellahumilis S2のBREであるMycoavidus sp. S2-EBを使用した。ジーンベイ

（http://genebay.co.jp/）にて、BCYE-α寒天培地で23℃で46日間培養後ACES buffer (pH6.9) で懸

濁したMycoavidus sp. S2-EBをPowerSoil (QIAGEN) を用いて酢酸抽出を行い、GridION X5によ

るnanoporeシーケンシングおよびMiSeqによるilluminaシーケンシングを行った。得られた

nanoporeシーケンシングおよびilluminaシーケンシングのリード配列を用いたハイブリッドアセ

ンブリー解析はUnicycler v0.4.8により行った。 

 

（３）Mortierella humilisへの細菌再導入と植物生育への影響評価 

Mortierella属菌とBREの相互作用を検討する上で、宿主菌類およびBREの組み合わせを操作す

ることが必要である。そこでBREの入れ替え実験を行うことを目標とし、Mycoavidus sp. S2-EB

を用いてMortierella属菌への再導入を検討した。供試菌株はM. humilis S2BF2、M. humilis 

YI11BF3、M. verticillata YTM181およびM. verticillata YTM181BF1の4菌株と、2か月以上BCYE-α



培地で培養したMycoavidus sp. S2-EBを使用した。 

90 mmシャーレに作成したLCA培地の中央に滅菌ストローでくりぬいた菌類菌株を静置し、

LCA培地の1点をストローでくりぬき、Mycoavidus sp. S2-EBをBCYE-α培地ごとストローでくり

ぬいて、1点は空いた培地の穴に、もう1点はあけた穴の対角線上のLCA培地の上に移植した。

23℃のインキュベータに入れ、暗条件で6日間培養した（図1）。 

培養後6点から菌体を切り出し、滅菌したセロファンを敷いた1/2 CMMY培地に植菌した。

23℃で1週間培養後、菌体からDNAを抽出し、PCR反応後増幅産物を確認した。電気泳動によ

る増幅産物の確認の結果、バンドが薄かったサンプルについては精製PCR産物をテンプレート

として10F-907Rのプライマーセットを用いてsemi-nested PCRを行い、増幅が確認されたサンプ

ルについてシーケンスを行い、NCBIのblastnを用いて相同性検索を行った。 

相同性検索の結果、BREが検出された菌株については1/2 CMMY培地で培養していた菌糸を使

用してLIVE/DEAD染色による蛍光顕微鏡観察を行った。 

 

  

 

 

図 1.  LCA 培地上での対峙培養の概略図。 
90 mm シャーレに作成した LCA 培地の中央に菌類菌株を静置し、LCA 培地の1 点をストローで
くりぬき、Mycoavidus sp. S2-EB をBCYE- α 培地ごとストローでくりぬいて、1 点は空いた培
地の穴に、もう 1 点はあけた穴の対角線上の LCA 培地の上に移植した。23℃のインキュベ
ータに入れ、暗所で 6 日間培養した。培養後は 6 点から菌体を切り出した。1：静置した 2 点
の Mycoavidus sp. S2-EB の垂直線上の菌糸先端部分。2 および 4：静置した Mycoavidus sp. S2-
EB から約 5 mm 中央側の部分。3：菌類菌株から約 5 mm の部分。5 および 6：Mycoavidus sp. 
S2-EB が生育している BCYE-α培地とその外側約 1 mm を含む部分。 

 
４．研究成果 
（１）Mortierella 属菌とその内生細菌が様々な植物の生育に与える影響の解析 

PCR反応では 8菌株中 6菌株で内生細菌が検出された。植物接種試験では、生育を抑制する菌

株が見つかり、中でも M. alpina KS.F.3.3.1 はすべての植物で乾燥重量を有意に減少させた。M. 

humilis S2接種区ではトマトとホウレンソウの乾燥重量を有意に増加させることはなかったが、

対照区と同程度生育した。しかし、キャベツでは乾燥重量を有意に減少させた。以上より、菌種

や菌株と植物種の組み合わせによって与えられる影響が変わることが示唆された。 
 
（２）Mycoavidus sp. S2-EBのゲノム解析 

Mycoavidus sp. S2-EBのアセンブリーの結果、2,575,677 bpおよび99,085 bpの配列を得た。ま

た、Mycoavidus sp. S2-EBは2,575,677 bpのchromosomeと99,085 bpのプラスミドを保持してい

た。同属でプラスミドを保持することは初めての報告である。Mycoavidus sp. S2-EBはプラスミ

ドの安定性に関わる遺伝子などを保持しており、今までの同属細菌同様にシステインのトラン
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スポーター遺伝子は認められなかった。 

Mycoavidus sp. S2-EBはGroup Aに属し、M. cysteinexigens B1-EBおよびMycoavidus sp. B2-EBと

は異なるクレードに属した。このことからも、宿主菌類との共生関係においてゲノムの縮小や

変異が起きていることが示唆された。現在培養に成功しているMortierella属菌のBRE3菌株はす

べてGroup Aに属していることから、Group AのBREは培養可能な菌株が他にも存在する可能性

がある。 
 
（３）Mortierella humilisへの細菌再導入と植物生育への影響評価 

LCA培地上での対峙培養ではM. humilis YI11 + Mycoavidus sp. S2-EBの 6およびM. verticillata 

YTM181BF1 + Mycoavidus sp. S2-EBの 6において菌糸内に細菌様構造物が認められた。しかし両

菌類菌株は抗生物質処理により BREを除去して作出した菌株であり、菌糸内で認められた細菌

様構造物が対峙培養により再導入されたことの確証には至っていない。一方、M. verticillata 

YTM181BF1 + Mycoavidus sp. S2-EBの 6については、元来M. verticillata YTM181に内生する BRE

は Group Cに属しているが、対峙培養後に検出されたのは、再導入法に用いた Group Aに属する

BREであった。この結果は、BREの Mortierella属菌への再導入に成功した可能性を示すもので

あり、さらに BREの入れ替えにも成功した可能性を示している。 
 

表 1. LCA培地上での対峙培養後のシーケンス結果 

供試菌類菌株 位置 Query length (bp) Top hit 

M. humilis S2BF2 6 485 BRE from M. exigua YTM171 

M. humilis YI11BF3 3 501 BRE from M. humilis YTM187 

M. humilis YI11BF3 4 476 BRE from M. humilis YTM187 

M. humilis YI11BF3 6 440 BRE from M. humilis YTM187 

M. verticillata YTM181BF1 5 125 BRE from M. humilis YTM187 
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