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研究成果の概要（和文）：本研究では，ブナ科樹木に内生あるいはその根圏土壌に生息する放線

菌とブナ科樹木の萎凋病菌（Raffaelea quercivora）に対する抗菌性を明らかにするため，コナラ，

アラカシ，ウバメガシを対象として，葉，茎，根の器官からの放線菌の分離と同定を行った．

その結果，根，根圏土壌から多くの菌株を獲得された．葉に由来する株は根，土壌とは分子系

統的に異なる仲間であった．R. quercivora 菌株に対する抗菌性は菌株間で異なり，460 菌株中

17 菌株は，複数の R. quercivora 菌株に抗菌性を示した． 
 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify taxonomic identity and fungal 
antagonistic of endophytics and rhizospheric actinomycetes associated with the Fagaceae trees. For this 
purpose, isolates were obtained from leaves, stems and roots of 3 oak trees species. Larger numbers of 
isolates were obtained from roots and rhizospheric soils. Isolates originated from leaves were 
phylogenetically different from ones from roots and soils. Fungal antagonistic of obtained actinomycetes 
isolates were varied, and 17 out of 460 isolates showed positive resistances against multiple isolates of 
Japanese oak wilt pathogen, Raffaelea quercivora. 
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１．研究開始当初の背景 
放線菌類は土壌中での分布が最も多く，土壌
の肥沃な森林には放線菌類が多数生育して
おり，リターの分解者として，森林生態系の
中でその存在・役割が注目されてきた．一方
近年になって，植物体内に内生する放線菌が
発見され，新規抗生物質の探索源として医
薬・農薬開発の分野で注目を集めている．現
在までに，多様な植物から数十種の内生放線

菌が分離され，新規物質も単離されている．
同時に，宿主植物に対して耐病性・耐乾燥性
の付与や生長促進作用を示す放線菌種の存
在も明らかとなり，植物病理学分野でも研究
が始まっている．また，根圏での放線菌の存
在が，菌根菌の生育を制御している可能性が
ある．しかし，森林樹木の内生放線菌に関す
る研究例は，国内外を問わず殆ど行われてい
ない． 
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２．研究の目的 
本研究では，ブナ科樹木に内生あるいはその
根圏土壌の放線菌を分離し，病原菌に対して
抗菌性を示す放線菌を選抜することを目的
とした．そのため本研究では，ブナ科樹木の
萎凋病菌 Raffalea quercivora に対して拮抗性
を示す菌株を獲得するため，コナラ属の 3 樹
種を対象に，放線菌の分離，同定，拮抗性の
検定を行った．具体的には以下の項目につい
て実施した． 
（１） コナラからの内生放線菌の分離と

同定 
（２） ブナ科樹木からの放線菌の分離 
（３） Raffalea 菌株に拮抗性を示すコナラ

属３樹種由来の放線菌の選抜 
 
３．研究の方法 
（１）コナラからの内生放線菌の分離と同定 
2008年 4月に三重県林業研究所の実習林内か
らコナラの実生，成木の葉を 3 個体から採取
した．周辺土壌の採取も行った．成木の葉，
葉・茎・根に分けた実生の表面殺菌を行い，
抗生物質を添加した 1.5%素寒天培地上に静
置し，30℃で内生放線菌の分離を行った．放
線菌が分離されたら，メンブレンフィルター
を敷いた IMA-2 寒天培地上に画線接種し，純
粋培養を行った．胞子形成を確認してから，
メンブレンフィルターを剥がし，同一条件で
更に培養した．土壌由来の放線菌は腐食酸－
ビタミン培地上で分離し，菌叢形態が明らか
に異なるものを選抜した．獲得した菌株は
16S rDNA 全領域の塩基配列解析に用いた．
解読された配列は最類似の配列とともに，近
隣結合法により系統樹を作成し，分子系統学
的位置づけを推定した． 
 
（２）ブナ科樹木からの放線菌の分離 
放線菌分離のため，三重大学構内に生育する
コナラ属 3 樹種（コナラ，アラカシ，ウバメ
ガシ）の実生を供試した．採取は 2010 年 12
月，2011 年 2 月，4 月の 3 回，成木の樹冠下
に生育する実生を対象に行った．1 回の採取
につき，上記 3 樹種の実生を各 3 個体採取し，
葉，茎，根の 3 部位に分けた．実生の根系に
付着した土壌を熱殺菌したピンセットで払
い落とした後，滅菌水 100ml が入った三角フ
ラスコに浸し，振とう培養機にかけ，根圏土
壌の懸濁液を作製した．さらに懸濁液を希釈
し，抗生物質を添加した腐植酸―ビタミン寒
天培地に滴下し，30℃で 30 日以上培養を行
った．葉・茎・根は表面殺菌を行い，抗生物
質を添加した 1.5%素寒天培地上に静置し，
30℃で約 2 ヶ月間培養を行った．放線菌が分
離された後，純粋培養を行った．根圏土壌か
ら分離した放線菌は，IMA-2 寒天培地上に画
線接種し，30℃，暗条件下で培養を行った．

実生から分離した内生放線菌は，メンブレン
フィルターを敷いた IMA-2 寒天培地上に画
線接種し，30℃，暗条件下で培養を行った．
胞子形成を確認してから，メンブレンフィル
ターを剥がし，同一条件で更に培養した． 
 

図１．近隣結合法により構築されたコナラと
土壌に由来する放線菌の16S rDNA領域の系
統樹 
本研究で得られた配列は太字で示した．コ

ナラ由来は3英字で表現し，実生葉；KSL,実生
茎；KSS，実生根；KSR，成木葉；KAL，土
壌由来はSoilで示した．ブートストラップ検定
(n=1000)による枝の支持が70%以上の場合に
その値を明示した．Kitasatospora setaeとK. 
azaticaを外群とした． 
 
（３）Raffalea 菌株に拮抗性を示すコナラ属
３樹種由来の放線菌の選抜 
2010 年 6 月から 2011 年 4 月の間に 6 回，三
重大学構内に生育するコナラ属 3 樹種（コナ
ラ，アラカシ，ウバメガシ）の実生を採取し，
実生の葉，茎，根系，根圏土壌から放線菌の
分離と純粋培養を行った．純粋培養した放線
菌全てを対峙培養試験に供試した．R. 
quercivora は，山形県，鹿児島県，富山県，
三重県（紀北町，いなべ市），東京都（三宅



 

 

島）で採取され，三重大学生物資源学部森林
生物循環学研究室に保存されている 6 菌株を
供試した．純粋培養した放線菌を直径 6mm
のコルクボーラで菌叢ディスクを打ち抜き，
等量の 1/2 濃度のポテトデキストロース寒天
培地上の一端に静置し，2 日間培養を行った．
その後，R. quercivora を放線菌から 6cm 離し
て静置し，さらに 5 日間培養した．7 日間後，
両菌株の距離を生長阻止帯として計測し，阻
止帯を示した放線菌株を R. quercivora に抗菌
性のある菌株と判断した． 
 
４．研究成果 
（１）コナラからの内生放線菌の分離と同定 
調査期間中，葉，茎，根から 48，19，71 菌
株の合計 138 菌株が検出された．そのうち 35
菌株のみが純化に成功した．4 菌株は成木葉
から，それ以外は実生由来で葉，茎，根から
それぞれ 10，6，15 菌株得られた．内生菌 35
菌株と土壌由来 8 菌株の塩基配列の解読に成
功し，1353bp から 1494bp が得られた．いず
れも BLAST 検索により最類似配列は
Streptomyces 属菌（E 値=0）であった． 
 得られた内生放線菌は 3 つのクレードに分
けられたが，土壌由来の菌株と同じクレード
に位置づけられることはなかった（図１）．
内生放線菌由来の 3 クレードのうち，地上部
由来，すなわち実生の葉，茎および成木葉の
12 菌株，が他の登録配列とともにブートスト
ラップ値 99%（n=1000）で 1 つのクレード（グ
ループ 2）を形成した．これらの結果は，コ
ナラには内生放線菌が生息しており，その分
布にはコナラの樹齢よりは器官が影響して
おり，樹上部には土壌，地下部根系に関係す
る放線菌類とは異なる分類群が関与する可
能性を示唆する． 
 
（２）ブナ科樹木からの放線菌の分離 
コナラ，アラカシ，ウバメガシの根圏土壌か
ら分離された放線菌は，それぞれ 258，175，
64 菌株で，合計 497 菌株であった．その内，
純粋培養に成功したのは 150，108，52 菌株
の合計 310 菌株であった（表 1）．各実生から
分離された内生放線菌は，コナラ，アラカシ，
ウバメガシ各 218，91，110 菌株で，合計 419
菌株であった．その中で，メンブレンフィル
ターを通過し，純粋培養できたのは 43，16，
8 菌株で，合計は 67 菌株であった．分離菌株
数と純粋培養菌株数の詳細は表に示した．樹
種別に分離菌株数を見ると，コナラ，ウバメ
ガシは根からの分離菌株数が最も多かった
が，アラカシは茎からの分離菌株数が最も多
かった．このことから，内生放線菌は樹種に
よって，樹体内での分布が異なるのではない
かと考えられる．また，実生はコナラ，アラ
カシ，ウバメガシの順に少なくなっており，
根圏土壌にも同様の傾向が見られたため，放

線菌が根圏土壌に多く生息している樹種は
樹体内にも多く生息するのではないかと考
えられた． 
 
表１ コナラ属 3 樹種の実生とその根圏土壌
から分離・純粋培養された放線菌株 

a；純粋培養された菌株数，b；分離された菌
株数，c コナラは採取時期に葉が落葉してい
たため実生の葉からの分離はできなかった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．Raffaelea quercivora 6 菌株全てに生長阻
止帯を示した放線菌株の生長阻止帯幅 

R は実生から分離した菌株，S は根圏土壌
から分離した菌株，各値は生長阻止帯の平均
値(n=6)±SD 
 
（３）Raffalea 菌株に拮抗性を示すコナラ属
３樹種由来の放線菌の選抜 
 合計で実生から 501 菌株，根圏土壌から
1196 菌株の放線菌が分離された．その中で，
実生から 80 菌株，根圏土壌から 380 菌株が
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純粋培養できた．純粋培養された放線菌 460
菌株中，17 菌株が R. quercivora の全ての菌株
に生長阻止帯を形成した．17 菌株の内，2 菌
株は実生から，15 菌株は根圏土壌から分離し
た菌株であった（図 2）．以上より，コナラ属
樹種付近に生息する放線菌の中で萎凋病病
原菌に対して抗菌性を潜在的に有するもの
が選抜された． 
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