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研究成果の概要（和文）：西日本８ヶ所の湖沼堆積物を採取し、菌類 DNA を解析することで、菌

類初期進化の解明を試みた。菌類特異的 PCR による培養非依存法により、大量の新規菌類多様

性を見出した。400 系統型が真菌に関連し、うち 213 が 97％基準で新規系統型であった。非

Dikarya 菌類は 53.3％を占め、うち 74.8％が新規系統型と推定された。LKM11 系統型は全て新

規であった。西日本の湖沼環境に存在する初期菌類系統は、全真菌系統型の過半数を占め、予

想を超えた大きな多様性と新規性を示していた。 
 
研究成果の概要（英文）：For exploring early evolution of fungi, we investigated fungal 
diversity in sediments colleted in eight lakes in west Japan. By using culture-independent 
method with fungal-specific PCR of SSU rDNA, we revealed an large extent of novel fungal 
diversity in lacustrine environment. Four hundreds fungal phylotypes were obtained from 
PCR clone libraries of six lakes successfully amplified. Novel (<97% identity) phylotypes 
are 213 (53.3%) in all fungal phylotypes. There were 187 phylotypes (46.8%) related to 
Dikarya (Ascomycota + Basidiomycota). Whereas, Non-Dikarya fungi (Chytridiomycota + 
Blastocladiomycota + LKM11 etc) were 53.3%, 74.8% of which were estimated to be novel 
phylotypes with <97% affinities. All LKM11 phylotypes were novel. Early fungal lineages 
occupied a majority of all fungal phylotypes from the lacustrine environment in west Japan 
and indicated an unexpected diversity and novelty.    
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１．研究開始当初の背景 
菌類（真菌類）の初期進化は、国際共同研究
AFTOL Project を通して重点的に取り組まれ
ている研究テーマであるが、多くが未解決で

あり、これまでの報告も仮説の域を出ない
（Hibbett etal 2007）。一方で、水環境にお
ける分子生態学的なアプローチから、菌類の
初期系統に近縁な未知配列が見出されてき
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ている。そのなかでも最も興味深いもののひ
とつが LKM11 クレードである。これは 1999 
年に van Hannen らにより定義された未培養
系統群（Clone group）であり、主に水圏、
特に低酸素環境に関連して出現すると考え
られている。現在までのところ、湖底環境
（Slapeta etal 2005; Lefranc et al 2005; 
Takishita et al 2007a; Lepere et al 2006, 
2007, 2008; Mangotet al 2009）、人工の水
生態系システム（van Hannen et al 1999; 
Laurin et al 2008）、海底環境（Savin et al 
2004; Bass et al 2007; Takishita et al 
2007b）からの報告がある。本菌群は、申請
者らによる深海底泥中の DNA に基づく菌類
PCR クローン解析（Nagahama et al 2009）
においても検出されており、深海環境にも普
遍的に分布していると考えられる。LKM11 ク
レードに注目すべき理由を以下に述べる。 
 
(1)菌類進化上、最初期に分岐した系統群（の
有力候補）である 
菌類に関する最新の系統関係（James et al 
2006）において、ロゼラ（Rozella）属菌種
と微胞子虫（Microsporidia）が最初期に分
岐したと考えられている。LKM11 クレードは
このうちロゼラと単系統を形成することが
最近わかってきた（Lara et al 2009）。ロゼ
ラはツボカビ寄生性（のツボカビ）という奇
妙な生活環を持ち、既知のツボカビとは共有
形質に乏しい。LKM11 クレードはこれらをリ
ンクする表現形質を有することが期待され
ると同時に、最も古い菌類系統の有力候補で
ある。この菌群が菌類の初期進化を理解する
ために重要な位置を占めるのは間違いない
と考えられる。 
 
(2)門に相当する多様性がある 
これまで LKM11 クレードとして報告されて
いるものの系統関係を図１に示した。報告数
は限られているにも関わらず、系統分類学的
には門に匹敵する多様性を有している。広範
なサンプリングを実施することにより、更な
る生物多様性と特異性、さらに地理学的分布
が明らかになると予想される。 
 
(3)低酸素環境に出現し、多くの菌類とは異
なる代謝系を持つ可能性がある 
無酸素環境に適応した絶対嫌気性真菌とし
ては、ルーメン菌類と微胞子虫が知られてい
る。どちらもミトコンドリアの代わりに、
Hydrogenosome や Mitosome を持ち、寄生・
共生的な生活環を有する。一方、LKM11 クレ
ードは水圏の堆積物に出現することから、自
由生活種である可能性が高く、その培養もそ
れほど難しくはないと予想される。絶対嫌気
性と通性嫌気性、両方の可能性がある。さら
に系統的な多様性から考えて、多様な代謝系

を有する可能性がある。 
 
(4)未だ分離に成功しておらず、その実像が
示されていない 
唯一、SSU rRNA 遺伝子からのみ検出されて
いる系統群である。残念ながら多くの菌類研
究者にはその存在すら知られていない。純粋
培養やその形態が観察されたという報告も
ない。従って、その生活環や生態的役割は全
く未知である。 
 
(5)さまざまな水環境、特に湖底－深海環境
から高頻度に出現している 
菌類の陸上進出以前、それらの菌類はどのよ
うなものであったか、陸上進出においてどの
ような過程を経ていたのか。それらの示唆を
研究の過程から得ることができるかも知れ
ない。例えば、もし LKM11 クレードが菌類の
祖先型であったとすると、深海からまず湖沼
へ進出し、その後陸上へ進出し、現在の多様
な菌類へ進化した、という進化仮説が描ける
かも知れない。LKM11 クレードは極めて多様
で新規性が高く、その進化的位置付けは非常
に興味深いものである。本研究のなかで実施
される、多様性解析、純粋培養、実像の観察
や代謝解析から得られる情報は科学的に高
いインパクトを持ち、湖底・深海環境の生態
系・食物連鎖を知る上で不可欠であるのみな
らず、菌類の起源と初期進化、ひいては動物
との共通起源（≒Ophistokonts）の進化を考
える上で重要である。また、菌類の多くは生
態的には分解者として働き、難分解性物質の
分解に大きな役割を果たしている。本菌群も
応用面に高い能力を秘めている可能性があ
る。 
 
２．研究の目的 
低酸素環境の水圏堆積物から普遍的かつ多
量に検出される未培養系統群のひとつに、
LKM11 クレードがある。このクレードは、菌
界[Kingdom Fungi]に含まれる一方、「門」に
相当する高い多様性と、菌類進化上最深部に
おける分岐が示唆されており、菌類の初期進
化を知るうえで極めて重要である。一方、こ
れまで分離培養はおろか、実像の観察すら行
われておらず、生態は謎に包まれている。
LKM11 クレードの遺伝的・形態的多様性と地
理学的分布の調査、直接観察および純粋培養、
さらに代謝的・生態的特異性の解明、が本研
究の目的である。 
 
３．研究の方法 
本研究は、(1)LKM11 クレードを検出するた
めの効率的なツールの開発、LKM11 クレード
の定義の確立、(2)湖沼・淡水・深海環境か
らの幅広いサンプリングと Specific PCR と
Real-Time PCR によるLKM11 クレードの検出



法の効率化、(3)クローニングと DGGE 法によ
る微生物群集構造および多様性解析、
(4)FISH 法による LKM11 クレードの視覚化、
(5)嫌気・微好気条件下の増殖と純粋培養の
試み、(6)EST 解析を用いた代謝的・生態的
特異性の予測、の４段階から成る。(1)、(2)
および(3)の一部を実施した。それ以外につ
いて研究年度内での実施が叶わなかった。 
 
(1)既知の LKM11 クレード配列は現在約 20 
が知られている。それらの整列配列より特異
的プライマーをデザインし、それが実サンプ
ルにおいて有用であるかどうか検証する。現
在唯一報告されている LKM11 特異的プライ
マー（LKM11_01 TAC TGTCAC TAC CTC GCC、
LKM11_02 TGG TCC TCA AAC CAA C）が、湖沼
環境のみならず海洋環境や他の様々な水環
境において有用であるか検証する。また
Walking PCR によりSSU rRNA 以外のrRNA 領
域を決定する（既存サンプルを用いる）。そ
れらを基に、既知データベース内に、他遺伝
子（特に LSUrRNA 遺伝子）において、LKM11 ク
レードが含まれるものがないか調べる。さら
にその配列中に特異性の高い領域がないか
どうか調べる。また、異なる rDNA 領域間で
の同一性を確保するため、領域を横断して増
幅可能な PCR プライマーをデザインする。同
様にDGGE に適したPCR プライマー、FISH プ
ローブをデザインし、その検討を行う。 
 
(2)(3)日本国内の湖沼・淡水・深海環境から
継続的なサンプリングを実施し、できるだけ
多くのサンプルを確保する。より多くのサン
プルからの検出を試みるため、LKM11 特異的
PCR プライマーを用いた PCR により、多様な
環境から効率的に本系統の同定を行い、その
系統を解析する。(3)LKM11 クレードが検出
されたサンプルから、LKM11 特異的プライマ
ーおよび通常のユニバーサルプライマーを
用いて真菌および LKM11 クレードの多様性
を調査する。底泥サンプルからは Isoil DNA 
Extraction Kit（ニッポンジーン）を用いて、
DNA 抽出を行った。PCR 増幅はプライマーと
して 
SSU82F (GAAACTGCGAATGGCTC) 
SSU1498R (CACCTACGGAAACCTTGTTA) 
を用いた。 
これらは菌類特異的プライマーであり、増幅
長が約750bpと短いものの増幅効率が良かっ
た。 
１％アガロースゲル電気泳動により増幅が
観察されたサンプルは、S.N.A.P UV-Free Gel 
Purification Kit（Invitrogen）を用いてゲ
ルからの切り出しと DNA 抽出精製を行ない、
TOPO TA cloning kit（Invitrogen）を用い
てPCR断片のT-ベクターへのライゲーション
と大腸菌への形質転換、青白選別法によるコ

ロニーの選別、M13 プライマーを用いたイン
サートチェックを行なった。これにより適切
なサイズの断片の導入が確認されたクロー
ンについて、ABI PRISM 3700 DNA Analyzer
（PE Biosystems）を用いて塩基配列の決定
を行なった。決定された配列はBLASTn によ
り近縁配列を検索した。また取得配列の系統
位置を明確にするため、取得配列と近縁配列
は代表的な菌類種の配列と共に整列された
後、系統関係の推定に用いられる。これによ
りサンプルに存在したと予想される菌群を
予測する。整列配列には Clustalw/x を、系
統樹推定には PAUP4.0*、Modeltest、MrBayes、
MrModeltest 等を用いた。以上手順により、
各湖沼底泥環境における真菌類の分布が指
標 DNA レベルで明らかになると考えられた。 
 
４．研究成果 
(1)LKM11 クレードを検出するための効率的
なツールの開発 
既知のLKM11プライマーの増幅範囲について
検討を行った結果、湖沼性の一部系統のみ増
幅可能であることが予想された。その後、本
研究において取得した複数の湖沼底泥サン
プルを用いて、現在報告されている特異的プ
ライマーの有用性を検証したところ、ほとん
ど増幅が見られなかった。湖沼性の LKM11 ク
レードの多様性だけでも事前の予想を遥か
に超えるものがあると考えられた。他研究グ
ループの論文発表により、LKM11 クレードは、
"Cryptomycota"という新たな真菌分類群と
して位置づけられ、極めて普遍的かつ多様な
グループであることが認識された。これによ
り、LKM11 クレードのユニバーサルかつ特異
的なプライマーのデザインは相当難しいこ
と が 予 想 さ れ て き た た め 、 今 後 は
"Cryptomycota"の多様な系統群のそれぞれ
を可能な限り調査・認識し、報告した後、個々
についてプライマーのデザインを行ったほ
うがよいと考えられた。また一方で新たに深
海環境由来の系統群を増幅するプライマー
の作成を試みていたが、深海性始原菌類の多
様性はさらに大きく、そのターゲットを絞る
ためには、同じようにまずその多様性を理解
することが必要であると考えられた。よって
(2)(3)の理解が本テーマの遂行に必須であ
るため、それを優先として研究を行うことと
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



(2)湖沼・淡水・深海環境からの幅広いサン 
プリングと各種PCR 手法による LKM11 クレー 
ドの検出法の効率化 

 
藺牟田池（鹿児島県） 
住吉池（鹿児島県） 
弥栄湖（広島県大竹市） 
御池（宮崎県都城市） 
白岳池周辺ため池（長崎県松浦市） 
常盤湖（山口県宇部市） 
豊田湖（山口県下関市豊田町） 
蟠竜湖（島根県益田市） 
 
以上８湖沼について底泥のサンプリングを
行った。宮崎県・鹿児島県境に位置する大浪
池、大幡池、白紫池、六観音御池、不動池の
サンプリングを予定していたが、新燃岳噴火
により断念した。藺牟田池の泥炭堆積物から
抽出したＤＮＡより菌類特異的プライマー
を用いて、ＬＫＭ１１クレードの検出を試み
たが、Dikarya に属する菌類クローンのみが
見出され、そのなかには Fusarium oxysporum
などが含まれていた。F. oxysporum は脱窒能
を有する真菌として知られているが、その発
現には酸素の抑制が必要であることがわか
っている。湖沼底泥環境は真菌が脱窒を行う
際に必要とする微好気環境が確保されてい
る可能性があり、より詳細な調査が期待され
る結果となった。また深海性ＬＫＭ１１クレ
ードの調査の過程で、深海菌類とＬＫＭ１１
の多様性・応用可能性が明らかになったので、
論文として発表した。 
今後、季節変動を調査するため、継続的に調
査可能なポイントを探ってゆく。さらに、各
湖沼および深海底泥サンプルについて、菌類
特異的プライマーを用いてのPCR増幅を実施
し、８ヶ所中６ヶ所で菌類の存在を確認した。
これらをそれぞれ 96 クローンずつ取得し、
シーケンシングしたところ、460 種類の
phylotype を得た。これらは 99％の相同性で
クラスタリングしたところ、202の phylotype
となった。460phylotype のおおまかな帰属を
blastn により推定した。全く不明なものが
21phylotype（4.5％）あり、これらの相同性
は全て 88％以下であった。加えて、Rhizaria
や Alveolata など菌類以外に属するものが、
39phylotype（8.5％）存在した。菌類に含ま
れるものの中では、Dikarya（高等菌類）が
187phylotype 含まれ、うち担子菌類は
27phylotype であった（残りは子嚢菌類）。こ
のなかには深海クローンとして普遍的に現
れる Malassezia クローンも含まれた。非
Dikarya 菌類としては213phylotype あり、う
ち LKM11 に明確に親和性を持つものとして
38phylotype が出現した。それ以外のものと
しては、大西洋の深海熱水口から出現したツ
ボカビの系統と近縁phylotypeが湖沼底泥か
らも現れた。これらは深海底泥と湖底泥の真
菌進化上の接点が示唆されている可能性が
ある。湖沼底泥のひとつの大きな特徴は未知

Rhizaria 

Alveolata 

Nematoda 

Chytridiomycota 

Blastocladiomycot
a 

Basidiomycota 

Ascomycota 

Mesomycetozoa 

“LKM11 clade” 
[Cryptomycota] 

図１ 湖沼底泥中に存在した真菌 DNAと

類縁系統から推定された系統関係 



系統群の割合の多さである。全体としてみる
と、所属不明であったもの、菌類以外との類
縁を示したものを合わせて60phylotype以外
の 400phylotype の う ち 、 213phylotype
（53.3％）が 97％以下の相同性を示し、
299phylotype（74.8％）が 98％以下の相同性
を示した。Dikarya 菌類では、既知の配列（ク
ローン配列を含む）に対して 97％以上の相同
性を示したものが 76％にのぼったのに対し、
非 Dikarya 菌類ではたったの 20％であった。
非 Dikarya 菌類では環境 DNAレベルにおいて
膨大な数の未知系統が地球環境、特に低酸素
水環境中に潜んでいると推測された。そして
そのほとんどが培養されておらず、その生態
も全くが未知のままとなっている。今後は、
この未知なる系統群のメタゲノミックな解
析や一部の培養可能種（寄生種である）の詳
細な生理生化学的検討を通じて、予測された
代謝系を基に培養への取り組みを進めてい
くべきであると考えられた。 
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