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研究成果の概要（和文）：研究成果の概要（和文）：本研究では、植物の重要な共生者である外生菌根菌の分子系統推
定の精度を向上させることを目的とした研究を行った。従来、外生菌根菌の分子系統推定は数個程度の遺伝子の配列か
ら行われていたが、推定精度を上げるためには大量の遺伝子配列で分子系統推定を行う必要があった。本研究では、菌
のシングルコピー遺伝子を増幅できるPCRプライマーを新たに96ペア開発し、次世代シーケンサーを用いることでこれ
らの遺伝子配列を効率的に解読する方法を確立することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The present study aimed to improve the resolution of molecular phylogenetic infere
nce of ectomycorrhizal fungi, which are important plant symbionts. In the previous studies, molecular phyl
ogenetic analyses of ectomycorrhizal fungi were performed based on the nucleotide sequences of a few genes
, and thus it remains an important challenge to increase the number of genes used for inferring the phylog
eny of these fungi and thereby improve the resolution of phylogenetic inference. In this study, 96 pairs o
f PCR primers by which single copy genes of ectomycorrhizal fungi can be amplified were designed, and high
-throughput analysis for sequencing these genes using the next generation sequencer were developed.
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１．研究開始当初の背景 
地下部における菌類と植物の共生系であ

る菌根共生は陸上生態系で最も普遍的にみ
られる共生系の一つである。菌根菌と呼ばれ
る菌類はその菌糸を宿主植物の根に侵入さ
せることで、菌糸と植物根の融合体である菌
根を形成している。菌根を介して、菌根菌は
宿主植物から光合成産物を得ており、その逆
に宿主植物は菌根菌が土壌に張り巡らせた
微細な菌糸から吸収した水分や窒素・リンと
いった養分を受け取っており、両者は通常、
相利共生関係にある。菌根の中でも、マツタ
ケやトリュフなどいわゆるキノコ類と、ブナ
科・マツ科・カバノキ科・フタバガキ科とい
った温帯や熱帯において優占種となる樹木
が形成する菌根は外生菌根と呼ばれる。本研
究では、外生菌根を形成する菌類である外生
菌根菌に着目した研究を行う。 
外生菌根菌は約 2億年前に初めて出現した

とされているが、その多様化が進んだのは、
主要な被子植物が出現した白亜紀中期から
後期ごろであると考えられている。外生菌根
菌はその進化の初期段階においてはグネツ
ム科やマツ科といった裸子植物と共生関係
を結んでいたが、白亜紀にはブナ科・カバノ
キ科・フタバガキ科など様々な被子植物と共
生関係を結ぶようになったと考えられてい
る。しかしながら、従来の研究では、配列の
アライメントの難しいリボソーム RNA 遺伝
子の領域が分子系統推定に使用されること
が多く、分子系統樹の解像度に難があること
が多かった。近年、よりアライメントの行い
やすいタンパクコード領域が分子系統に使
用されるようになってはきているものの、配
列の情報量が十分ではないため、高次分類群
の分子系統樹の解像度は不十分であるのが
現状である。 
このような先行研究での問題を踏まえて、本
研究では、外生菌根菌の進化を明らかにする
ためには、外生菌根菌の分子系系統樹を高精
度に推定する手法を確立することが必要で
あると私は考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、外生菌根菌の進化やその多様

化の歴史を明らかにすることを目指す前段
階として、分子系統推定の精度を向上させる
ことを目的としている。分子系統推定の精度
を向上させるためには、タンパクコード領域
のシングルコピー遺伝子を多数、分子系統推
定に用いることが必要である。しかしながら、
これまで限られた遺伝子に対してのみ、PCR
プライマーが開発されているのが現状であ
るため、多数のシングルコピー遺伝子に対し
てプライマーを開発することが必要である。
さらに、大量の遺伝子情報の配列解読を行う
ため、効率的な大量処理の方法を確立するこ
とが必要である。本研究では、多数のシング
ルコピー遺伝子のプライマー開発と、大量配
列情報の効率的な解読方法の確立という 2点

を主要な目的とした。 
 
３．研究の方法 
まず、ゲノム解読済みの菌のアミノ酸配列

情報を公開している FunyBase において、
Phanerochaete chrysosporiumという菌のシ
ングルコピー遺伝子のアミノ酸配列を取得
した。次に、真菌ゲノムデータベースにおい
て BLAST 解析（tblatn）を行って、20 種のハ
ラタケ亜綱の菌のゲノム情報から、
Phanerochaete chrysosporiumのアミノ酸配
列に相同な塩基配列を探索した。得られたシ
ングルコピー遺伝子の塩基配列に対してそ
れぞれアライメントを行い、保存性の高い領
域についてプライマーの設計を行った。増幅
長さは400～600bp程度になるように設計し、
設計したプライマーはソフトウェアを用い
てヘアピン構造やダイマー形成の有無のチ
ェックを行った。 
次に、開発したプライマーの実用性について
確 認 す る た め ， カ レ バ ハ ツ （ Russula 
castanopsidis ）， コ テ ン グ タ ケ モ ド キ
（Amanita pseudoporphyria）、コオニイグチ
（Strobilomyces seminudus），およびボタン
イボタケ（Thelephora aurantiotincta）の 4
種の外生菌根菌を対象として，開発したプラ
イマーペアを用いた PCR を行った。この際、
１回目のPCRにおいて目的とする産物の増幅
を行い、2 回目の低サイクル PCR で次世代シ
ーケンサーが配列を認識するためのアダプ
ター配列やサンプルを識別するためのタグ
配列を目的産物の両端に組み入れる反応を
行うという、2段階の PCR を行った。さらに、
これらのPCR産物の精製産物をライブラリー
として、次世代シーケンサー（GS－Junior, 
Roche）によるシーケンス解析を行った。 
 
４．研究成果 
FunyBase において探索を行った結果、
Phanerochaete chrysosporium のシングルコ
ピー遺伝子のアミノ酸配列が246個得られた。
これらの配列を菌のゲノムデータベースに
照合したところ、10 種以上の菌において共通
して見られる遺伝子は 155 個であった。これ
ら155個の遺伝子の塩基配列情報についてア
ライメントを行い、保存的な領域を探索して
プライマーの設計を行ったところ、96 個の遺
伝子についてプライマーを設計することが
できた。ソフトウェアを用いて、外生菌根菌
のゲノムデータに対して、これらのプライマ
ーを用いたPCRのシミュレーションを行った
ところ（in silico PCR）、すべてのプライマ
ーペアで増幅が期待されることが分かった。
これらのプライマーペアでPCR増幅される配
列長の期待値は約 550bp であった。 
次に、これらの PCR プライマーを用いて、

カレバハツ（Russula castanopsidis），コテ
ングタケモドキ（Amanita pseudoporphyria）、
コオニイグチ（Strobilomyces seminudus），
お よ び ボ タ ン イ ボ タ ケ （ Thelephora 



aurantiotincta）の 4種の外生菌根菌を対象
として実際に PCR を行い、得られた PCR 産物
に対して次世代シーケンサーによるシーケ
ンス解析を行った。次世代シーケンサーによ
る解析の結果、合計で161,295（Passed Filter 
Wells）のリードが得られ、キメラ配列やノ
イズ配列を除去した上では、56,124 リードが
得られた。次に、アセンブラーソフトウェア
を用いて、類似度の高い配列についてアセン
ブルを行い、Contig の作成を行った。解析の
結果、4種の外生菌根菌は、96 個のプライマ
ーペアのうち，それぞれ 79，48，59 および
81 個のペアについて期待された遺伝子の配
列が確認できた。完全に単一の Contig が得
られたものに関しては、96個のプライマーペ
アのうち，それぞれ 59，42，51 および 28 個
のペアについて配列が確認できた。以上の結
果から、本研究で開発したプライマーは外生
菌根菌の様々な系統群の遺伝子配列の増幅
が可能であること、本研究で開発したプライ
マーを用いることで相当数のデータセット
（40～50 遺伝子×550 bp)を得ることが可能
であること、さらには、本研究で行った PCR
法や次世代シーケンス法を用いることで大
量サンプルについて大量の遺伝子配列の配
列解読が短時間で可能であることが示され
た。一方で、本研究で開発したプライマーは
必ずしもあらゆる種群を増幅できるほど万
能ではないので、十分な遺伝子数・配列数を
確保するには、すべての分類群で増幅する遺
伝子だけに絞らずに増幅していないサンプ
ルがあっても許容する穴開きのデータセッ
トを用いていくことが必要であることも分
かった。 
今後の課題としては、実際に開発したプライ
マーを用いて実践的に分子系統推定を行っ
ていくことがまず必要であると私は考えて
いる。現在、外生菌根菌の種群であるイグチ
目菌のサンプルを世界中から収集し、DNA 産
物を確保してあるので、今後、これらのサン
プルを用いて分子系統推定の実践を行って
いくつもりである。また、今回は、外生菌根
菌の様々な種群に適用が可能なプライマー
の開発を行ったが、そのために、100％に近
い増幅率は実現できなかった。今後、より分
類群を限定することで、より増幅効率のよい
プライマーを開発できないかも検討してい
く予定である。さらに、今回は、4 種の外生
菌根菌について実際に PCR を行い、次世代シ
ーケンスを行ったが、これらは新鮮な標本で
あったため、今後は博物館の乾燥標本などよ
りDNAの保存状態の悪いサンプルについても
適用が可能かどうかについてもあわせて検
討していく予定である。 
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