
氏 名(本籍)

学 位 の 種 類

学 位 記 番 号

学位授与年月日

学位授与の要件

研 究 科 専 攻

学位 論文題 目

さ とう こ う い ち

佐 藤 航 一

博 士(農 学)

農 博 第831号

平 成17年3,月25日

学位規則第4条 第1項 該 当

農学研究科環境修復生物工学専攻

(博士課程)

草地生態系におけるアーバスキュラー菌根菌群集構造の

PCR-DGGE法 による解析

論文審査委員 夫

良

久

和

輝

佳

原

柴

山

菅

羽

陶

授

授

授教

教

教

助

　

　

査

査

主

副

(

(

一587一



論 文 内

アーバスキュラー菌根菌(以 下AMF)は 植物

根に感染 し、宿主植物から光合成産物の供給を

受ける一方、外生菌糸を通して吸収したリン酸

などを宿主に供与することで相利共生関係を

築いている。それによりAMFは 草本植物の生

産や植生の遷移に重要な役割を担っていると

考えられる。現在までAMFは 胞子形態などに

より5科7属 約150種 に分類 されているが

(Fig.1)、草地生態系におけるAMFの 群集構造に

関する知見はほとんど得られていない。AMF

群集構造の把握は多くの場合、土壌中の胞子組

成により行われてきた。しかし胞子形成のほと

んど行わないものがあるなど、その実態を知る

には野外菌根中の菌種の直接同定が必要であ

る。近年の分子生物学的手法の発達は、菌種間

の形態的特徴が乏しいものであっても遺伝子
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容 要 旨

情報により種同定を可能としっつあるが、群集

構造を知るにはAMFの 全ての分類群に対する

特異性の高いプライマーの開発≧、多量の試料

を解析できる迅速な手法の確立が望まれてい

る。

本 研 究 で はそれ らの条 件 を充 た す新 た な

AMF特 異的プライマーの設計 と、迅速 に優 占菌

種 を識 別 す るためのPCR・Den蜘 血g(紬ent

GdEle㏄rqphor面s(DGGE)法 の適用 の可能性 に

ついて検討 した。 これ らをもとに 日本各地 の 自

然草地生態系におけるAMF群 集構造の把握 に

加 え、群集構造の変動要因について人工草地 を

用いた解析を行った。
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1.AMFの 種 同定のた めのプ ライマー 開発 と

PCR・DGGE法 の条件検討

遺伝子情報によるAMF種 同定では、これ ま

で 設 計 さ れ て い た プ ラ イ マ ー で は

Arc㎞spofaceae科 やPara創omoceae科 のDNA

増 幅が十 分な されな いこ とが指摘 されてい た

(Fig.2a)。AMF群 集構造の把握 には より広範囲

な種 を増 幅で きる特異的プ ライマーの開発 が

必要である。そこで新たにAMF特 異的プ ライ

マ ーAMDGR(Fig2b)を 設 計 し、オ船加θo甲om

16μo吻加 を含む5種 の継代培養胞子 を用い、
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PCR・DGGE法 に よる菌種 の識別 の可能性 を

検討 した。変性剤濃度勾配10・30%の ポ リアク リ

ル アミ ドゲル にて100Vで8時 間電気泳動を行

った結果 、各菌種 にそれぞれ特異的で再現性の

あるDGGEバ ン ドパ ターンが得 られた(Fig.3)。

多核体である ことか ら1個 の胞子 で も複数のバ

ン ドが出現 しているボ、これ らのバ ン ドの塩:基

配列 は各 菌種 のデ ー タベー ス上 の塩 基配列 と

95・100%の 相 同性 を示 した。 この新設計のプラ

イマー を用 いたPCR.・DGGE法 の適用で多 くの

野外菌根のAMF種 同定が可能 となった。
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2.日 本の草地生態系のAMF群 集構造

わが国の草地生態系におけ るAMFの 群集構

造を明 らかにす るために、野草地の代表的な草

種 であるススキ とシバ にっいて、地理的、また

土壌的に異な る北海道か ら九州 までの9箇 所の

草地(ア ロフェン質黒ボク土:札 幌 ・白老 ・西

那須野 ・阿蘇、非アロフェン質黒ボク土:野 辺

地 ・横浜 ・川渡 ・三叛、お よび黄色土:協 和)

より試料根 を採取 した。AMFの 優 占感染菌種 と

その遣伝的多様性 を新設計 のプ ライマー を用

いたPCR・DGGE法 によ り調べ た。
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ススキ とシバで検出 された明瞭なDGGEバ

ン ド80本 を解 析 した ところ、 ほ とん どは

6Jo〃鍵.Ab,Ac,Ad群 で、Acaロ1卵po凋ceaeと

Glo〃瀞B群 が僅かに確認 された(Fig.4)。特に

αo胤趣Ab群 はわが国の草地に広 く分布 してお

り、ススキ ・シバ とも最 も多い感染菌群であっ

た(Fig.5)。Glo7η粥.Ac,GJω 脚.Ad群 に属す る菌

種はシバ よ りススキで出現頻度が高かった。調

査地土壌ではGlo〃3鋸一Ac群に属する菌種はスス

キでは非 ア ロフェン質 土壌で多 く検 出 された

が、シバではア ロフェン質土壌で多 く検出され
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た。またGlo胤 姫Ad群 に属す る菌種はシバでは

アロフェン質土壌 と黄色土のみで検出 され 、両

草種 とも特に土壌可給 態 リン酸含 量の高 い草

地で検出され る傾 向があった(T白ble1)。 総 じて

草地に生育す るスス キ とシバの優 占菌種 を分

類群 レベルでみ ると、全体的に610刎8-Ab群 の

優 占がみ られたが、翻o加rAc,Ad群 は草種 によ

って出現頻度 が異 なる傾 向はあるものの、ア ロ

フェン質 ・非アロフェン質の両土壌 で存在が確

認 された。系統樹 よ り遺伝的多様 性をみる と、

翻α甜5-Ab群 は特 にシバ菌根 で多様度が大 きく、

そ の変異 は調 査地や土壌 で明瞭 な差異 は謬 め

られ なかった(Fig。4)。

鋤dZ那切吻卯'ωh【紬grass1組d.

3.AMF群 集構造の変動要因の解析

AMFの 感染率 は リン酸施肥な ど土壌環境 の

変化や 季節 に よって変動す る ことが知 られ て

い る。 しか し感染菌種の変動について はほ とん

ど知見が無い。 したがって人工草地を用いて主

要牧草の感染菌群 の季節変動 と、シロクローバ

草地ヘ リン酸施肥 処理を行いそれ が感 染菌群

へ与 える影響 について調査 を行 った。

Ihb藍el.So皿 ㎝v虻 ㎝ 【且e皿 組dDGGE㎞dn皿bersofeachρhylog切c£icgK)ups◎ok】nセedhル 猷50α躍1触8β訪8摺'5

z画 ρα2∫㎝
1 ト

S比e Soil Availabbph帽 即h就e 幽 G/anus GJamus α㎝ 猷5 ααη齢 ん8酬o一

[而1〆d・ygsd口 Ab Ac Ad B 単 α笥oθ8θ

Sapporo Allophanicandosd Q.083-Q107 5.5-5.8 1 z 1

Siraa'03 Allophanicandosd 0,032-0,045 4.9-5.3 s z z 1

Siraa'04 州ophan}candbsd 0,041-0,138 5.4-5.5 1 7

Nishinasuno Allophanicandosd o.oae-ooes 4.8-5.1 z 1 i

Aso Allophanicandosd 0,151-0200 8.4-6.8 7 1

N【あezi Nonallophanicandosd 0,041-0,054 B.0-62 3 1

Yokoh目ma Nonallophanicandosd 0,042-0,084 52-5.3 2

Kawaセ 匙bi Nonallophanicandosd o.oso-ooss 5.0-5.2 4

5anbe Nonallophanicandosd 0,041-0,064 4.5-5.1 4

Kyowa Yellowsoil 0,336-0,753 4.6-4.8 z 4
1

〃 吻 θ〃蕗

S比e Soil availablephosphate

[mg/虚ygsoil]

酬 θ1b77峙

Ab

θ1b口 μ5

Ac

α αη翻3

Ad

θ勧ημ写

B

ん 韻わ一

甲α習oθ8θ

Sapporo

Nishirmstaio

Ai叩hanicandosd

Allophanicandosd

0,034-0085

0,047-0,088

5.5-5.7

4.8-5.0

1

z 7 1 1

Nohezi

Yokohama
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Sanbe

Nonallophanicendosd

N㎝all叩hanb自ndosd

Nonallophanicandosd

Nonallophanicandosd

0,042-0,314

0,046-0,047

0,053-0,142

0,053-0,061

5.7-5.8

52-5.3

4.5-4.9

4.8-5.1

3

3

z

3

z

1 1 i

f

Kyowa Ydbwwil 0,404-0,721 4.7-4.8 1 4
1
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.(1)牧 草 に感 染 す るAMF群 集 構 造 の季節 変 動

と宿 主植 物 種 間 の差 異

草 地 群落 の安 定 した人 工 草地(造 成後7年 、

土 壌 可 給態 リン酸 は風 乾 土 当 り0,4mg前 後)の

主 要 牧 草:オ ー チ ャー ドグ ラス(OG)、 レッ ド ト

ップ(RT)、 シ ロク ローバ(WC)に 感 染 す る優 占菌

種 の 季 節 変 動 を し ら べ た 。 感 染 率 は

RT>OG>WCで あ るが、季 節 変動 は類似 して い

た(Fig.6)。DGGE解 析 で はい ずれ の草種 と もg

本 の主 要 なDGGEバ ン ド(ORW1-9)が 確 認 され

た。 これ らの塩 基配 列 を決 定 し系統樹 を作成 し

た と こ ろ 、GZo〃 鱒 一Ad群(ORW1,2,4,7,9)、

Glo7η粥一Ab群(ORW3,5,6)、

Acaulo呂poraceae(ORW8)の 分 類 群 に属 す る菌 種

で あ っ た(Fig.7)。 各DGGEバ ン ドの 出現個 体 数

をみ る と、G1㎝1us-Ad群 は全 ての 草種 ・季 節 で

Dロo砂1ま39'o〃2θハロ酸

▼ ▼
AcaubもP・ 旧。eaeiORW8● ● ● ●

、8階 ㊥灘 曹
Glomus-AdIORw4Fp

8階$霧 霧 霧

ORW60● ●

Gbmus-AbORW5●o●

ORW3● ● ●

67810

Samplingdate

(Month)

確認 されたが、Glo〃2粥一Ab群 は6月 のOGで,

Acaulosporaceaeは 同様に6月 のRTとWCで 検

出 されず、若干の季節変化 がみ られた(Fig.8)。

群集構造に最も大 きな変化が認め られたのは6

月か ら7月 にかけてであ り、刈取 りや リン酸施

肥 といった人為的な圧力 が影響 した可能性が

推察 され る。
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Endogonepisiform's

NEWTR4 iα蜘 ・・
Archae鴫sporaセapPei

Geosiphonpyr'rforme

G脚 α。叩器
G繍 蟹
99◎a㎡ean
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NEWTR5

NEWTR12
GIo5
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Gigasporaceae
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0,i
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Acaulosporaceae
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(2)AMF群 集構造 に対す る リン酸施肥の影響

リン要求度 の高い草種で あ るシ ロクローバ

を用いて、 リン酸施肥を一P区,P区(年 間施肥量

P2055kg),2P区 に設定 し、AMF群 集構造の解析

を行 った。

植物体 リン含 有率は処理 間で差異 は少 ない

ものの(Fig10a)、 土壌可給態 リン含有率 と植物

体 リン含量 は リン酸施肥 量の多 い区で高 く処

理効果が現れた(Fig9,10b)。 感染率は リン酸施

肥量が少ない区ほど高い値 を示 し(Fig.11)、 土

壌溶液 中の リン酸含量の低い ものでは リン酸
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吸収 をAMFに 依 存 してい るこ とが うか がわれ

た。 主要 なDGGEバ ン ドTR1・10の 塩基 配 列 を

決 定 し系 統樹 を作成 した ところ、G1α ημ3-Ab群

(rR4,6,7)、Gloη 辮5-Ad群(TR1,2,5,10)、 αo泌"5-B

群(TR3,8)、Acaulosporeceae(TR9)に 属 す る菌 種

で あ る こ とが確 認 され た(Fig.9)。 前 節 で確認 さ

れ な か ったGlo〃2π8-B群 に属す るTR3は 季 節や

処 理 に 関 わ らず ほ とん どの試 料 か ら検 出 され

た が 、Glomus・Ab群 のTR5は 一P区で 少 な く、ま

たTR1,2は 処 理 に よっ て 出現す る時期 が異 な っ

て い た(Fig.12)。2P区 では胞 子形 成 の盛 んな10
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月にG1α ππ5-AdとAcaulosporacθaeが 減少 した。

したがってこれ までの結果か ら、安定 した草地

群落では リン酸施肥 はGlo〃2μ5-Ab群の感染 に若

干影響 を与えるものの、他の菌群 の感染へ の影

響は少なくAMF群 集構造 を大き く変化 させな

い ことが示 された。

(3)植 物の群落形成初;期におけるAMF群 集構

造に与えるリン酸施肥の影響

新規 に造成 した シ ロク ローバ草地 に前節 と

同 じリン酸施肥処理 を行い、定着初期のAMF

群集構造に対す る リン酸施 肥の影響 を調べた。

土壌 可給 態 リン酸 は一P区 で は風 乾 土 当 り

0.5mg前 後でほぼ一 定であったが、P区 と2P区

は徐 々 に増加 した(Fig.13)。 感 染率 は リン酸 施 肥

量:が少 ないほ ど高い値 を示 し、季節変化は処理

・P▼ ▽ ▼

Acaub・p・ ・aceael丁R9・ ● ・ ● ・6・

G・。muきBド 艮§88δ8888

Gl・㎜・《・酸1羅 貿辮 蓉

TR10● ● ● ● ● ● ●

Gl・musみb干 霞箋 ● ・ ・..8

TR1● ● ● ● ●
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{Month)

ofeachspecies.
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に関わ らず5月 に ピークが見 られた(Fig.14)。

PCR-DGGEで 出現 したDGGEバ ン ド13本

(NEWTRI-13)に つ いて塩基 配 列 を決 定 し

(Fig.7)、非AMFで あるNo4を 除 く12本 のバン

ドの出現個体数 をFig.15に 示 した。前節の経年

草地で優 占 していたGlo㎜ 一Ad群は出現 しなか

った。Glo〃2鋸・B群に属するNEWTR5は 全試料

で確認 され、本造成地で最 も優 占 している菌種

と考えられ る。Glo〃2π3・B群に属す る他の菌種 は

リン酸施肥量の少 ない区に出現 したのに対 し、

Glo初鰐一Ab群 は リン:酸施肥を行 った区で出現 し

た。感染率が最 も高い値を示 した5月 では、処

理間でAMF群 集構造に差異が認 め られなかっ

たが、他の季節では リン酸施肥処理 によって出

現す る菌種が異 なっていた。また同 じシロクロ

ーバを宿主 としても、経年草地で は リン酸施肥

P▼ ▽ ▼2P▼ ▽ ▼
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や 調 査 時 期 に 関 わ ら ずGlo〃2鋸 ・Ad群 や ら、AMF群 集構造は植物群落の形成度と深い関

Glo切螂一B群の優 占が見 られたが、造成初期 の草 わ りがあることが示 された。

地では αo〃㎜ 一Adが 検出 され なかったことか
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4.総 括

新たに設計 したAMF特 異的プライマーを用

いたPCR-DGGE解 析 によ り、野外AMF群 集 の

迅速な解析が可能 となった。 日本各 地のススキ

とシバ草地のAMF群 集構造はGlo〃2μ3.Ab,Ac,

Ad群 を主 と し、G1α御5-B群,Acaulospor㏄eae

の存在が確認 され た。Glo〃2π3-Ab群は宿主 ・生

育 環 境 を と わ ず 広 く分 布 して い た が 、

610刎3rAc,Ad群 は宿主 によって出現頻度 が異

なる傾 向はあ るものの、ア ロフェン質 ・非 アロ

フェン質の両土壌で存在 が確認 された。人

工草地の主要牧草に感染するAMF群 集構造の

季節変動を調べた ところ、 リン酸施肥の前後で

変化が生 じた ことか ら、人為的圧力 の少ない野

草地の季節 変動 は小 さいのではないか と考 え

られ る。また リン酸施肥が行われ る人工草地で

は、経年草地 よ り造成直後の草地で リン酸施肥

がAMF群 集構造に与 える影響 が大 きかった。

草地のAMF群 集構造 は群落成立過程 で優 占菌

種がGlo脚5-B群 か らG1α η㍑5-Ab群 ・GZo徽5-Ad

群へ と変化 し、群落成立後はAMFの 菌種組成

も次第に安定す るもの と考え られ る。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

アーバスキュ ラー菌根 菌(以 下AMF)は 多 くの草本植物 との共生関係 を通 じ,植 物 の生産や遷i移,

陸圏での リンの循環 に大き く関与 してい る。 しか し培養 が困難 で種同定 は胞子形態 で行 なわれて きた

ことか ら,群 集構造 も根 圏土壌の胞子組成 で行 われ,菌 根 中の真の菌組成 を示 していなか った。本研

究では遺伝子 情報 による菌根 中の菌 の直接 同定法 を確 立 し,そ れ に よ りわ が国の草原 のAMFの 群集

構造 の把握,菌 相の変異要因についての解 析 を行 ってい る。

(1)AMFの 種同定のためのプ ライマー開発 とPCR-DGGE法 の条件検討。

これ まで不 可能で あったArchaesporaceae科 やP訂aglomoceae科 のDNA増 幅 もカバーす る特異 的 プ

ライマーAMDGRを 設計 し,継 代増殖胞 子 を用いてPCR-DGGE法 による菌種 識別 の条件検 討 を行 っ

た。その結果,新 設計 の プライ マー を用い,変 性剤 濃度勾配10～30%の ポ リア ク リル ア ミ ドゲル に

て100V,8時 間のPCR-DGGEで 識別 を可能 とした。

(2)日 本 の草地生態 系のAMF群 集構造。

わが国の代 表的野草種 であるススキ とシバ根 を地理多様性 を調べ た。その結果殆 どはGlomus-Ab,

Ac,Ad群 で,AcaulosporaceaeとGlomus-B群 カミわずか に確 認 され た。Glomus-Ab群 は全 ての草地 に

見 られ,シ バ ・ス スキ とも最:も多い感染菌群で あった。他 の菌群 は草種や土壌粘 土鉱物 ・リン酸 濃度

に よ り出現頻 度が異なった。特 にGlomus-Adは 可給態 リン酸 レベル の高い草地 で検出 された。遺伝 的

多様度 は特 にシバ菌根 のGlomus-Ab群 で高 く,そ の変異 は調査地や土壌で明確 な差違 は見 られなか っ

た。

(3)AMF群 集構造 の変動 要因の解析 。

人 工草地 を用 い,群 集構造 の季 節変動 を3草 種 で調べ た。野 草地 よ り全体に リン酸 レベル が高い こ

とか らかGlomus-Ad群 がすべ ての草種,季 節 とも優 占 していた。他 の菌群 について も,刈 取 りや施 肥

に よる とみ られ る若 干の季節 変化 ・草種 に よる違 いが認 め られた。 また特 に土壌 リン酸濃度 のAMF

群集構造 に与え る影響 につ いて,シ ロクローバを用い造成初期(群 落形成期)と 経年草 地(安 定群落)

での違 い が調べ られ た。経年 草地で は感染率 は明 らかに低 リン酸が高 リン酸環境 より高かったが,感

染菌群 の構造 はGlomus-B,Glomus-Ad群 が優 占菌種 で リン酸環境 のAMF群 集構造 へ の影 響 は小 さ

かった。造成初期 ではGlomus-Abが 検 出 され ないな ど,検 出種が少な く単純な群集構 造 を示 した。 ま

た低 リン酸環境 ではGlomus-Abが 確 認 され ないな ど,リ ン酸環境 による群集構 造への若干の影響 が認

め られ た。

本研究 は,新 手法 の開発 に よ り菌根 中のAMF菌 の直接同定 を可能 と し,ま たわが国の草地 にお け

る群集 構造 の地理 的変 異 をは じめて 明 らかに し,そ の変動 要因の解 析まで進 めてい る。 これ らは 自然

生態系にお ける リン酸動態研 究 に対 し大 き く貢献す るのみな らず,低 投入持続型農業 を確立す る上 で

も重要な研究 と評価 され る。 よって審査委員 一同は本論 文提 出者 に対 し,農 学博士の学位 を授与す る

に値す る もの と判 断 した。
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