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研究成果の概要（和文）：本研究は森林生態系における土壌微生物（主に真菌）の分布パターン（例えば、母樹
の種類・母樹からの距離・土壌環境との関連性など）を明らかにするために行われた。熱帯ヒース林、熱帯低地
林、冷温帯林などから実生の根・葉のサンプルを集めて、これらのDNA抽出と次世代シーケンサーを用いた配列
解析を行い微生物の配列情報を取得した。その結果、樹種・土壌栄養塩の可給性に応じて実生から検出される菌
類群集が異なっていることが明らかになった。一方、母樹と実生の微生物群集との空間的な位置関係・微生物と
植物の機能的な関係はより詳細な統計解析が必要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：The present study was performed to evaluate the relationship between tree 
species, soil physico-chemical properties and microbial (i.e., fungal/bacterial) community in forest
 ecosystems. Soil, root, and leaf samples from tropical heath forests, tropical lowland forests and 
cool-temperate forests were collected. DNAs of the samples were extracted and sequenced on Illumina 
MiSeq platform. There were significant differences in the fungal community compositions depending on
 tree species and soil nutrient availability. On the other hand, spatial relationships between tree 
individuals and microbial community and functional relationships between trees and microbes (i.e., 
mutualistic or parasitic) were found to be further examined using more advanced statistical 
techniques.

研究分野：森林生態学、微生物生態学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 樹木群集は森林生態系の骨格をなしてお
り、従って樹木群集の形成機構を理解するこ
とは森林生態系の成立・維持機構を理解する
ために重要である。近年の研究により、森林
生態系の樹木群集の多様性の決定に植物−土
壌間のフィードバック作用が重要な役割を
果たしていることが明らかになってきた 
(Mangan et al. 2010, Comita et al. 2010)。 
 
(2) 一連の植物−土壌フィードバック作用の
研究によると、ある樹木種の成木周辺土壌に
落下し発芽した同樹種の実生は、違う樹種の
成木周辺土壌で発芽した実生よりも高い死
亡率を示す。この「同種の直下では生残しに
くい」という現象がある樹種の樹冠下に他種
が生育しやすいスペースを提供し、森林全体
では樹木群集の多様性を上げる効果を持ち、
このような現象が熱帯から冷温帯に至るま
で様々な森林生態系で確認されている 
(Johnson et al. 2012)。従って、植物−土壌フ
ィードバックの詳細なメカニズムを理解す
ることが森林生態系の維持機構を理解する
ためにも重要であると考えられる。しかしな
がら、植物−土壌フィードバックのメカニズ
ムとしては土壌病原菌の関連が示唆されて
いるのみで、実際に植物−土壌フィードバッ
クを駆動している病原菌が同定された例は
非常に少ない。また、そのような土壌病原菌
の森林内での空間的な分布もほとんど明ら
かになっていない。 
 
２．研究の目的 
(1) そこで本研究では、熱帯から冷温帯にい
たる幾つかの森林において主要な樹木種の
樹冠下で土壌・実生の根や葉を採取し、そこ
から得られる DNA 配列を解析し、病原菌と
思われる配列を推定する。 
 
(2) 植物−土壌フィードバックを駆動してい
る病原菌と思われる配列が同定できた場合
にはその微生物特異的な DNA プローブをデ
ザインし、蛍光顕微鏡により土壌中の病原菌
を定量し空間分布を明らかにする。 
 
(3) 土壌中の病原菌の空間分布が定量的に得
られた場合には、土壌病原菌の分布情報を明
示的に組み込んだ理論モデルを作成し、森林
生態系の樹木多様性が説明できるかどうか
テストする。 
 
３．研究の方法 
(1) 熱帯から冷温帯にいたる幾つかの森林を
訪れて、土壌や実生サンプルを採取する。採
取したサンプルから DNA を抽出し、真菌の
ユニバーサルプライマーを用いて DNA を増
幅し次世代シーケンサーにより配列を網羅
的に決定する。得られた配列を元に真菌の分
類群を決定し、森林生態系における菌類群集
の情報を樹種や親木の分布と関連付けて得

る。また、基礎的な解析として菌類群集の群
集生態学的な解析（多変量解析など）を行い、
菌類群集の組成に与える影響（樹種、土壌条
件、空間情報）を明らかにしておく。その後、
同定された真菌の機能群（共生的か寄生的か、
など）を配列から推定する。 
 
(2) 病原菌と推定された配列を元にしてその
微生物に特異的な DNA プローブをソフトウ
ェアを用いてデザインする。デザインした蛍
光プローブを用いて CARD-FISH (Ushio et 
al. 2013) を行いて定量的な分布情報を得る。 
 
(3) 得られた病原菌の空間分布情報を空間明
示的な理論モデルに組み込んで樹木実生の
加入・成長・死亡のプロセスをモデル化する。 
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４．研究成果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．実生サンプリングを実施した調査値
（赤丸）。北海道の冷温帯林（北海道大学天
塩研究林）とマレーシアボルネオ島の熱帯林。 
 
(1) 平成 26年度（初年度）に熱帯林（マレー
シア・ボルネオ島）でのサンプリングを行い、
様々な樹種の樹冠下で樹木実生の根や葉を



サンプリングした（図１）。土壌についても
サンプリング予定であったが、サンプル数が
増大することを考慮して実生のみのサンプ
リングとした。平成 27年度には冷温帯林（北
海道・天塩研究林、図１）でのサンプリング
を行い、熱帯林でのサンプリングと同様のサ
ンプリングデザインでサンプルを取得した。 
 
(2) 集めたサンプルの DNA を抽出し、真菌
類特異的なユニバーサルプライマーを用い
た PCR で真菌の配列のみを増幅した。増幅
したDNA配列は Illumina MiSeq V3 300✕2 
cycleの試薬キットを用いてシーケンスした。 
 
(3) 真菌群集の基礎的な情報を得るために群
集生態学的な解析を行った。まず検出される
真菌の種数（OTU 数）を比較したところ、
樹種間や土壌条件（サイト）によって大きな
差は見られなかった（図２、熱帯林での解析
例）。一方、真菌群集の組成に関しては、樹
種や土壌栄養塩の違いによって違いが見ら
れた（図３-４、熱帯林での解析例）。異なる
樹木実生の根からは異なる真菌群集が検出
される場合もあったが、樹種の効果は土壌
（サイト）の効果と比べると弱かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．熱帯林の複数サイトでサンプリングし
た樹木実生の根から検出される真菌群集の
多様性と樹種・サイトの関係。横軸は実生樹
種を、縦軸は検出種数（OTU数）を示す。
異なる色は異なる森林プロットを示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３. 熱帯山地林でサンプリングした樹木実
生の根から検出された真菌群集の群集組成。
特に針葉樹と広葉樹で明瞭な差があった。 
 

(4) 母樹との距離と真菌群集の組成の詳細な
解析は研究期間内で達成できなかった。配列
データは熱帯林・冷温帯林のサンプル全てで
得られているため、今後の課題として取り組
みたい。また、得られた DNA 配列から実生
と関連する真菌の機能の推定はある程度行
えた。例えば、樹木と共生関係にある真菌（例、
菌根菌）は多く検出されたが、そうでない（寄
生もしくは腐生）の真菌も多く検出された。
樹種や母樹との距離と真菌の機能群の関係
も今後の解析課題である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．熱帯林の複数サイトでサンプリングし
た針葉樹実生の根から検出される真菌群集
の組成と樹種・サイトの関係（NMDSで解析
を行った）。各点は実生から検出された真菌
群集の組成を示す。異なるシンボルは異なる
樹種由来の真菌群集を示し、異なる色は異な
る森林プロットを示す。 
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