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研究成果の概要（和文）：根感染性病害の早期発見手法の開発のため、南根腐病をモデルに、菌の定量方法の開
発、接種試験によるストレス応答評価、菌の侵入の解剖学的観察、現地での本病判定方法の開発、被害地の樹木
の特性評価などを行った。
その結果、定量PCRによる菌定量法開発に成功、樹種により可視障害より早期に気孔やクロロフィル蛍光反応が
菌増加に応答した。この応答は通水阻害より先立つことが生理・解剖実験から示された。迅速に病気を判定する
LAMP法の本病への適用に成功した。野外の被害地の樹木はLMAが大きく気孔閉鎖気味であり、室内接種試験と同
様の傾向が野外でも示された。以上より本病を葉の特性から早期に発見できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：To develop an early detection method for root infectious diseases, we 
conducted studies on fungal quantification, stress response evaluation, anatomical observations, 
on-site disease diagnosis methods, and characterization of affected trees. We developed a fungal 
quantification method using quantitative PCR and discovered that stomatal and chlorophyll 
fluorescence responses to fungal increase occurred earlier than visible symptoms, varying by tree 
species. 
Physiological and anatomical experiments showed these responses precede water transport inhibition. 
We also applied the LAMP method for rapid disease diagnosis successfully. Trees in affected areas 
exhibited larger Leaf Mass per Area (LMA) and tended to have stomatal closure, similar to trends 
observed in indoor inoculation tests. These findings suggest the potential for early disease 
detection through leaf characteristics.

研究分野：樹木生理学・木材解剖学

キーワード： 南根腐病　病徴診断　定量PCR　病理解剖　小笠原

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
土壌病害は葉や茎地際部の病変によって発見されるものの、樹木においては葉の萎凋・枯損は症状としては末期
であり、被害拡大抑制のためにより早期の診断方法が求められる。本課題では、南根腐病に感染した苗木内の病
原菌の総量と生理特性変化を比較することで、葉の萎凋や菌糸膜の発生などの病徴より早期の生理学的変化を確
認することができた。この成果より、南根腐病を葉の特性から早期に発見することができる可能性が示唆され
た。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
樹木の根系に感染することで発症する多くの土壌性樹病は、土壌内が感染の場であることから、
早期の発見が困難である。従来、主に葉のしおれや枯れから土壌病害は発見されているが、先行
研究で示された通り，樹病による葉の萎凋症状は、病気が相当進行した末期的な状態に発生する
場合が多い。したがって土壌性樹病を早期に発見し対策を施すためには、感染の疑いのある個体
への病原菌の侵入量を把握することが第一である。また、葉の萎凋や枯損がおきるよりも早期の
病徴を探索する必要がある。 
土壌性病害の一つである南根腐病は、担子菌であるシマサルノコシカケ(Phellinus noxius)が樹木
の根から侵入することで感染する。罹病木は、やがて葉の萎凋および地際部に褐色の菌糸膜の発
生がみられ、やがて枯死に到る。本病は熱帯・亜熱帯地域で発生する多犯性の樹病で、森林やプ
ランテーションに甚大な被害を及ぼしていることから、早期の感染への対策が求められている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、南根腐病を土壌病害のモデルとし、（1）病原菌の P. noxiusの植物体内の DNA量か
ら、感染の進行度合いを判定する手法を開発する。（2）接種試験を行い、菌の量と樹木の葉や根
の生理特性の変化との関連性を調べることで、萎凋より前の病徴を探索する。同時に感染進行に
伴う生理・組織学的変化を調査することで、今まで未解明であった南根腐病の枯死メカニズムを
生理学的に包括的に明らかにする。（3）さらに実際の野外で適用可能な本病感染の判定技術を分
子マーカーから開発する。（4）本病の被害を追跡している野外調査地において、樹木の生理特性
を比較し、接種試験でみられたような生理ストレスが発生しているか、調査する。以上から、土
壌病害の病徴が顕在化するよりも早期に、罹病した樹木を発見する手法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）定量 PCRによる罹病木内の南根腐病菌の定量方法の開発 
南根腐病菌（Phellinus noxius L.）、その近縁種および樹木分離菌の各菌糸体を常法の DNA抽出方
法で抽出した。プライマーは既報より ITS領域から設計された複数のもの(Wang et al. 2016)を候
補とし、PCRの温度、時間などの条件を検討した。 
定量性の確認のため、P. noxiusとウスヒラタケを複数種の割合で混合した標準試料を作成、これ
らを対象樹木の木粉と混合し、P. noxius量が既知のサンプルを作成した。定量 PCRによって検
出可能濃度になるまでのサイクル数（ct値）と、サンプルに含まれる P. noxius量との関係から、
定量性を評価した。 
（２）接種試験による苗木の樹病進行に伴う生理応答変化 
Phellinus noxiusの感染・増加に対し、可視障害より早期におこる樹木の生理特性変化を明らかに
するため、複数樹種の苗木に P. noxiusを接種し、一定期間ごとの各種生理特性変化を評価した。 
① 供試木 
本病被害が確認されている小笠原諸島に生育する樹種であるホルトノキ（Elaeocarpus zollingeri）、
イジュ（Schima wallichii）およびシマイスノキの近縁種であるイスノキ（Distylium racemosum）
の苗木（樹高 30-50cm 程度）を用いた。5 リットル（14cm 径）のポリポットに赤玉土（小粒）
と緩行性肥料（Osmocote Exact、HYPONeX社、N:P:K = 16:9:10）10gを与えて温室で 1-2ヶ月程
度養生後、温室度を制御した自然光利用型ファイトトロン（森林総合研究所、つくば市）に搬入
した（day/night = 28/23 ̊ C、50/60 %RH）。補光ランプを用い、日長を 13時間に制御した。1日に
2回（7:00および 15:00）に、十分な灌水を行った。 
② 接種 
強病原性の Phellinus noxius (KPN92)
をおが屑と米糠で十分に培養した
ものを接種源とした(Sahashi et al. 
2010, Yazaki et al. 2023)。ポット苗の
地際部を丁寧に掘り起こし、接種源
を周囲に密着させた状態で埋め戻
した。対象区として菌を培養してい
ない培地のみを接種した。接種およ
び対象区の個体数を表 1に示す。 
③ 葉の生理特性 
気孔コンダクタンスとクロロフィル蛍光反応をポロメーター・クロロフィル蛍光測定メーター
（LI-600、Li-Cor社）で、各個体につき 3-5枚づつ、接種後から約二週間毎に全個体で測定した。
気孔コンダクタンスについては各測定葉で期間中の最大の気孔コンダクタンスを求め、それに
対する比（gsw_ratio）を求めた。また、一部個体（各樹種 1-3個体）を中間サンプリングし、気
孔コンダクタンスを測定した葉の表（向軸面）の反射分光特性を葉スペクトルメーター（CI-710, 
CID 社）で、SPAD 値を葉緑素計（SPAD-502Plus、コニカミノルタ社 ）で測定した。取得した

表 1 供試木の個体数 



400-1000nmのスペクトルデータより NDVI、PRI、PSRI、ARIを算出した。採取した葉の面積を
測定後に 70 度で二日間乾燥させ、乾重量を求め LMA を算出した。乾燥試料を粉砕し、フェノ
ール硫酸法およびムタロターゼ・GOD法でそれぞれ糖・デンプン量を測定した。 
④ 水分生理特性 
中間サンプリング時に、夜明け前と日中の水ポテンシャル（ψpredawn、ψday）を測定した。また、
日中に葉を遮光したビニールで 30分間覆うことで蒸散を抑制し、木部と水ポテンシャルを平衡
させた状態の葉の水ポテンシャルより木部水ポテンシャル（ψxylem）を測定した。葉の測定にお
いて求めた最大の蒸散速度（Emax）から苗木全体の通水コンダクタンス（Ksoil_to_leaves  ＝ 

Emax/(ψpredawn - ψday)）および葉のコンダクタンス（Kleaf ＝ Emax / (ψxylem - ψday)）を求めた。 
葉を採取後に地際部より地上部を切断し、ただちに水切りし、切断面を水中につけたまま全体を
黒いビニール袋で 30分以上覆って蒸散を抑制し、幹の通水系に働く負圧を緩和した。幹サンプ
ルを採取後、重力法によって透水係数を求めた。ポットに残された根系より、high pressure flow 
meter法によって根の透水コンダクタンスの最大値を求めた。根をポットより取り出して余剰な
土壌を取り除いた後に、一次根と二次以降の根とを分割してから凍結乾燥し、乾重量を測定した。
これらから、単位量あたりの根の透水コンダクタンスを求めた。 
⑤ 根系の P. noxiusの定量 
凍結乾燥させた根を粉砕し、定量 PCRによって P. noxiusを定量した。菌糸膜を剥がすことは困
難であったため、根および周辺に付着した菌を根圏の菌量とした。定量は一次根と二次以降の根
とで行い、定量された P. noxius 濃度にそれぞれの根の部位の乾重量を掛け合わせて、ポット内
の P. noxius総量とした。 
⑥ 感染した根の解剖学的観察 
先行研究で作成し冷凍保管していたシャリンバイおよびアカギ実生の感染根の F-WGA 染色切
片(Yazaki et al. 2023)を、共焦点走査型レーザ顕微鏡（Nikon AX、NIKON社）の 405nm、488nm、
および 561nmの励起波長を用いて観察した。 
⑦ データ解析 
各測定値を応答変数、ポット内の P. noxius量（対数値）を説明変数として線形回帰を行なった。
また、接種直前と P. noxius量が最大値に達する DPI（=100程度）とにおいて、気孔コンダクタ
ンスと VPDとの関係から気孔の感受性を評価した。 
（３）LAMP法による P. noxius感染の診断方法の開発 
Phellinus noxiusの KPN91株の DNA配列を元に、プライマー設計ソフトウェア（PrimerExplorer、
富士通 Japan）を用いてプライマー候補を複数あげ、P. noxiusと枯死木から分離された複数の腐
朽菌を用いて、P. noxius特異的に反応するものを探索した。また、異なる濃度の P. noxiusの DNA
抽出液で検出限界を確認した。 
（４）野外の被害地樹木の特性 
本病の被害が確認されている東京都小笠原村父島・母島内で継続的に調査を行っている 44箇所
のプロットから、プロットを代表する樹種個体の樹冠の葉を採取した。リーフパンチでくりぬい
たのちに 70℃で二日間乾燥させたのち、重量を測定し比葉重量（LMA）を求めた。その後サン
プルを粉砕し、NCコーダ（Sumigraph NC-22 、住化分析センター）で窒素含量を、質量分析計
（MAT252 + NC2500、Thermo Finnigan社および CE Instruments社）で炭素同位体比（δ13C）を
それぞれ測定した。これらを本課題の調査期間中に新規の感染木が発見されたプロット（被害拡
大地）と、新規の感染木が発見されないプロット（非拡大地）とで比較した。 
 
４．研究成果 
（１）定量 PCR法による菌量測定 
使用プライマーとして PN-1F と
PN-2R のセットを用い、複数の
PCR 条件のなかから、乖離温度
95°C で 10 秒、アニーリング温度
69°Cで 20秒、伸長温度 72°Cで 8
秒を 50サイクル実行したことで、
P. noxiusの DNAのみ増幅した。近
縁種、他の菌、微生物および樹木
由来の DNA は増幅しなかった。
またこの条件で標準サンプルおよ
び P. noxiusー木粉混合サンプルの
菌量と Ct 値とに高い正の相関が
認められた（図 1）。この関係性は
種によって異なったが、種特性を
事前に検証しておくことで、定量
PCR法によって樹体内の P. noxius量を高感度で測定することが可能となった。 
（２）接種試験による苗木の樹病進行に伴う生理応答変化 

図 1 定量 PCR による定量性の確認 



接種処理で、接種後３ー４ヶ月（接種後日数（DPI）= 127 - 147）の間に、枯死した個体はほとん
どなかったが、ホルトノキは比較的先端の葉で萎凋や故損が確認され、また全ての樹種で接種個
体の根の表面に菌糸膜が発生していた。ポット内の P. noxius量（以下、菌量）は、DPIが 50-100
の間で最大となり、その後は同程度の値で推移した（図２）。菌量増加の程度には種間で違いが
あり、イスノキで増加が顕著であった。この種間による違いの原因は特定できなかったが、イジ
ュの細根は他樹種より切れやすく、菌の侵入に伴い、根を切り離すことで、菌の樹体内への侵入
や増殖を抑制できたのかもしれない。 

菌量の増加に対し、水分生理への影響はいずれの樹種もほとんどなかった（表２）。その一方、
菌量増加に伴い蒸散速度や気孔コンダクタンスが、特にイスノキで低下した（表 3）。イスノキ
は ETRや Fv:Fmといったクロロフィル蛍光特性も同様に低下し、さらに反射分光特性の ARIと
PSRIの増加が認められた。ARIや PSRIの増加より、感染によって葉の老化に類似した反応が進
んだ可能性があるといえる。以上より、萎凋症状が顕著でないイスノキでも、気孔や反射分光特
性から病徴の進行を評価できる可能性が示された。 

感染が進行した苗の根には、表皮から木部までの細胞内
に P. noxiusの菌糸が存在した（図 3）。侵入された柔細
胞の生死は不明であるが、道管、木繊維などの形態は保
たれていた。このことから、病気進行による通水機能へ
の影響が早期に出なかったと考えられる。 

図 2 ポット内の P. noxius 量の日（DPI）推移 

表 2 菌量を説明変数とした線形モデル （葉の特性・水分生理） 

図 3 菌（写真緑色）の侵入状態 



（３）LAMP法による P. noxius感染の診断方法の開発 
プライマー候補を複数種類の腐朽菌で検証した結果、P. noxiusにのみ陽性反応を示すものを特定
した。標準試料を LAMP法で反応させたところ検出限界は 1pgであった（図 4）。これらより本
法によって対象物内の P. noxiusの存在を迅速に判定できるようになった。 

（４）野外の被害地樹木の特性 
樹種をプールして全体で解析した結果、非拡大地よりも被害拡大地で LMAや δ13Cが大きかっ
た。このことは、被害拡大地において恒常的に気孔が閉じ気味であったことを示している。一方
で窒素含量に違いはなかったことから、立地の窒素含量に違いがなかったことが示唆された。 
感染したことで水供給不足になった可能性もあるものの、本課題の接種試験で LMAの大きい樹
種（イスノキ）で P. noxiusが増加しやすい・通水阻害は起こしていない、などを考慮すると、野
外において大きい LMAの樹種の生育環境特性や根の樹種特性が、菌が増加しやすい環境である
ことが考えられた。 
 
引用文献 
Sahashi et al. (2010) Plant Dis 94:358–360. 
Wang Y-F et al. (2016) Applied Environmental Biotechnology 1:81–91. 
Yazaki et al (2024) Eur J Plant Pathol. 168:147-166 

表 3 菌量による線形モデル（葉の生理特性） 

図 4 蛍光試薬による LAMP法の検出感度の確認 
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