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1.はじめに

斎藤雅典＊

アーバスキュラー菌根菌は、植物の根に共生し、植物の養分吸収を促進することから注目を集

めている菌類である。アーバスキュラー菌根菌は直径50~500fJ, m の菌類としてはきわめて大

型の胞子を士壌中へ形成する。適当な環境条件で発芽した胞子は、宿主となる植物根を求めて、

発芽菌糸を伸長させる。発芽菌糸が植物根に遭遇すると、根表面に付着器 (appressorium)を

形成し、根内部へ侵入する。菌糸は細胞間隙を伸長し、時に球状に肥大した袋状の器官・嚢状体

(vesicle)、また、細胞内に貫入し、細かく分岐した菌糸から成る樹枝状体（arbuscule)を形成

する（図 1)。なお、宿主となる植物の種類によっては、根内の菌糸の形態は変化し、主にコイ

ル型の菌糸が形成されることもある。しかし、一般的に図 lの形態が広く観察されることから、

これら共生特異的な器官の頭文字をとって、 VA菌根と呼ばれてきた。しかし現在、菌根研究者

の間では、 Gigasporaceae科（図2参照）の菌は嚢状体を形成しないため、 VA菌根菌ではなく、

樹枝状体を形成する菌根菌の意味で、アーバスキュラー菌根菌（arbuscularmycorrhizal 

fungi)と呼ばれており、実際、学会・学術論文等では後者の用語が広く使用されている。一方、
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わが国では、すでに「VA菌根菌資材」という名称で本菌を含む資材が市販されており、 VA菌

根、 VA菌根菌という名称も広く使われている。著者は、菌学、上壌微生物学等の研究者を対象

とする場合には「アーバスキュラー薗根菌」を、それら以外の生物学、農学研究者、非専門家等

を対象とする場合には、「VA菌根菌」と、使い分けを行っている。 本稿では、アーバスキュ

ラー菌根菌の継代培養するために必要な手法について、草地試験場土壌微生物研究室で採用して

いる方法を中心に、関連する情報も含めて解説する。なお、アーバスキュラー菌根菌の作物への

生育促進効果については、よく知られており、また、宿主である植物の生態との関連、この菌の

持つ特異な遺伝的特性などについて、多くの成書、総説、解説が著されているので、それらを参

照されたい(1, 3, 9, 1 0, 1 4~18, 23, 24, 26)。

2.分類学的位置付け

アーバスキュラー菌根菌は、接合菌類 (Zygomycetes)、Glomales目に属し、 3科6属から

成る（図2)。なお、一時、 SeutellosporaのスペリングをSeutellisporaへ変更すべきとの提案が

あり、一時、後者のスペリングを用いた論文や解説(14) も発表されてしまったが、前者のオ

リジナルのスペリングを用いるのが正しい。接合菌類に分類されているが、現在までのところ、

接合胞子が形成されたとの確実な報告はなく、分類は、無性世代の胞子の形態に基づいて行われ

る。これまでに約 15 0種が報告されているが、初期の報告では形態の記載の不十分な種が多く、

また、多くの種が継代培養で菌株が維持されていないことから、実際、どのくらいの種が存在す
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図2.Glomales目各属の胞子形態（模式図） （6) 
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るのかはよく分かっていない。図2の分類体系は、大筋において、 18SrRNA遺伝子塩基配列に

基づく系統樹と一致する(21)。

しかし、分子系統的データの蓄積に伴って、現行の分類体系は大きく変わりつつある。筆者ら

は、①GlomusJeptotichumは、 Glomus型の胞子のみならず。 Acaulospora型の胞子を形成し、

Acaulospora gerdemanniiと異名同種であること、②この種のrRNA遺伝子塩基配列に基づく

分子系統的な解析から、これらの種が従来のアーバスキュラー菌根菌とは分子系統的に離れてい

ることを、初めて明らかにした (20)。一方、 Redeckerらは、さらにいくつかの種が従来のア

ーバスキュラー苗根茜とは分子系統的に離れていること、しかし、それらはGlomales目の枠の

中に位置することを明らかにしてきた(11)。それらの結果に基づき、さらに 2つの科と属の

創設と、また、 Sclerocystis属をGlomus属の中に含めるという提案がなされている（7)（図 3)。

この分類体系によれば、筆者らの調べたG.Jeptotichum (A. gerdemannii)はArchaeospora

Jeptotichaとして、 Archaeospora属に属すことになる。いまだ調べられた菌株数は限られてお

り、この新提案がそのまま定着するかどうかは、今後の研究の進展にかかっている。
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図3. 18S rRNA遺伝子の分子系統解析に基づくGlomales目の新たな

分類体系の提案（7）。

新たに 2科、 2属が創設され、 Sclerocystis属がGlomus属に吸
収され、 5科7属の体系となっている。
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3.分離・培養に関する手法

アーバスキュラー菌根菌は、絶対共生性と言われ、現在までのところ、宿主植物根へ共生させ

ることなしに増殖させることはできない。したがって、菌の増殖のためには、宿主である植物を

栽培する必要がある（以下の項で「ポット栽培」とあるのは、菌を増殖させるための植物のポッ

卜栽培のことである）。さらにまた、菌の長期保存法も確立されていないので、保存苗株の維持

のためには、植物栽培を含む菌の増殖を 1~2年置きに行う必要がある。

3 -1 胞子の分離作業に必要な用具

土壌中の胞子は飾別法で採取する。その詳細は、また胞子の形態の見分け方等は、既刊の実験

書(1,1 4)ならびにINVAM (International Culture Collection of Arbuscular & Vesicular-

Arbuscular Mycorrhizal Fungi)のwebsite (http://invam.caf.wvu.edu/invam.htm)を参考

にされたい。ここでは、胞子採取作業に際して必要となる用具について、補足説明をする。

饉： 1mm,25611、10611、5311のステンレス製飾い。サンプル量に応じて、直径の異なるも

のを用意しておくと便利である。プランクトン採取用のナイロンネット（種々のサイズのネット

が市販されている）と切断した塩ビ管等に万能接着剤で固定することによって、自作することも

可能である。

パスツールピペット：ガラス製ディスポザブルパスツールピペット、あるいはガラス管の先をガ

ラス細工で細く加工する。胞子を吸い込むために用いるので、胞子の大きさに合わせて各種のサ

イズをガラス細工で自作しておく。パスツールピペットの壁面には、往々にして、吸い上げた胞

子がこびりつくことがあり、コンタミネーションの原因になる。できるだけピペットは使い捨て

にするか、ガラス壁面にこびりついた胞子については、何らかの方法で殺菌しておかなければな

らない。

ピンセット：根や胞子の採取に様々なサイズのピンセットを用意しておくと便利。特に、実体顕

微鏡の下で胞子を採取するためには、 ドイツ、 OHM-Werkzeuge製TweezerModel 113SA 

（連絡先： OHM-Werkzeuge,Flamerscheid 3a, P.O. Box 42791-41, D-42799, Leichlingen, 

Germany)がきわめて便利である。本製品はきわめて軽く、胞子をつまんでも、胞子を損傷す

る心配がない。国内の製品は主に半導体等の作業用に作られており、柔らかな生物試料をつまむ

ためには適していない。購入した時点では、先端部分が幅広であるので、図4のように自分で先

端を加工する。はじめに粗めの耐水性サンドペーパーで大体の形状をそろえ、極細目のサンドペ

ーパー(1000番程度）で表面を滑らかに加工する。その際、ピンセットの両先端部分がうまく

合うように、実体顕微鏡で絶えずチェックをしながら研磨を行う。求める形状に研磨できたら、

コンパウンドの入った表面研磨剤でさらに表面を滑らかに仕上げる。筆者は自動車塗装仕上げ用
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のものを用いている。このように加工したピンセットを用いることによって、 10011程度の胞子

1個を容易に採取することが可能である。

図4. ピンセットの磨き方。（上）最初に外側（着色部分）を削り、（下）

次ぎに上下部分（着色部分）を削って、先端部を鋭くする。

解剖用針：根や土壌有機物にからまった胞子や菌糸、毛糸玉状の胞子嚢果(sporocarp)に包まれ

た胞子を取り出す場合に、極細の針、ピンが必要となる。通常の解剖用針は先が太すぎる。昆虫

標本用に種々の極細ピンが市販されているので、それらを適当な支持棒に固定することで容易に

自作できる。

3-2 分離手法

アーバスキュラー蘭根菌の分離のためには、いくつかの方法があるが、大きく、（ 1)胞子抽

出法、（2)上壌トラップ法、 (3)植物トラップ法に分けられる（図 5)。以下の各種分離培養

法における、ポット栽培法の詳細は3-3を参照。

胞子抽出法は、野外で採取した土壌から飾別法等で胞子を分離し、その胞子を接種源として、

菌の再増殖を図る方法である。一般に、根圏土壌から飾別法で胞子を含む画分を集め、実体顕微

鏡下で胞子を形態別に採取する。同じ形態のものを集めて、あるいは、単胞子を、宿主植物へ接

種して増殖させる。接種したものが必ずしも増殖する訳ではない。野外から採取した胞子は、多

くの場合、他の微生物等に侵され、発芽能力を失っている場合が多いからである。また、宿主植

物の種類やポット栽培条件は、野外とはかなり異なる環境条件であり、そのために、うまく増殖

できないこともある。接種に用いた胞子の一部はかならずプレパラートを作成しておき、ポット

培養によって胞子が増殖した場合のチェックに用いる。
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土壌トラップ法は、まず、土壌あるいは土壌飾別物、場合によっては、切断した植物根を、接

種源として宿主植物の栽培を行い、ポット内に新たに形成された胞子を採取する方法である。こ

の方法で得られる菌は、少なくとも用いたポット栽培条件に適応して増殖した菌なので、一般に

継代培養しやすい。

植物トラップ法は、植物根に感染はしているが胞子を形成していない状態の菌を分離するため

の方法である。野外から株ごと採取した植物の根を、ていねいに水洗いし、根に胞子の付着して

いないことを確認し、その植物をポットヘ移植し、栽培する。数ヶ月後、ポット土壌に胞子が形

成されれば、その菌は、採取した植物根内に共生していた菌と見なすことができる。

根圏土壌 植物
（株ごと採取）

↓ 
胞子抽出法 植物トラップ増殖法

図5. アーバスキュラー菌根菌の分離法。殺菌した士壌を用いたポット

培養法で菌の増殖を図る。

なお、胞子抽出法で多数の胞子の分離される土壌から、植物生育促進効果の高い菌株が多く分離

されるとは限らない。筆者らは、シバ草地、ススキ草地のアーバスキュラー菌根菌を上述の異な

る方法で調査した。ススキ草地からは多数の胞子が抽出された。しかし、土壌トラップ法で宿主

植物に対して生育促進効果の高い菌が分離されてきたのは、胞子密度の低いシバ草地土壌の方で

あった（8) （図6)。
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a)土壌中の胞子数

b)土壌のイノキュラムポテンシャル

シバ

ススキ「：　
　

500 1000 1500 

ソルガム乾物重 (mgpot) 

一

図6. ススキ草地およびシバ草地における土壌中の胞子数 (a) と、士

壌トラップ法でトラップ用宿主としてソルガムを用いた場のトラ

ップ植物の生育量（イノキュラムポテンシャンル） （b）。

3-3 継代培養

アーバスキュラー菌根菌の継代培養のためには、殺菌した土壌あるいは砂等を利用したポット

栽培法が一般的である。また、ポット培養法を改変した以下のような方法も考案されている。①

無機質資材を植物の支持体として用い、リン濃度の低い培養液を用いて植物を栽培する方法、②

溶液栽培で行うように植物体を固定し、溶液の代わりにミストの栽培溶液を噴霧するエアロポニ

ック栽培、③形質転換したニンジン毛状根を宿主としてinvitroの系での培養などである。①の

無機質資材としては、砂、無機質フィルム、多孔質資材、炭等が用いられている。ある種の多孔

質資材の場合には、その中にアーバスキュラー菌根菌の菌糸や胞子が多孔質資材の中に入り込ん

で生育するため、宿主植物栽培の培地として用いた後、乾燥させ、そのまま接種資材として利用

できる利点がある。③の系は、これまでごく限られた菌株においてのみしか応用されておらず、
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また、その維持もなかなか労力がかかり、基礎的研究の材料としては使われるものの、多数の菌

株の継代培養には適していない。

以下に、草地試験場士壌微生物研究室で採用している方法を中心に継代培養の概要を述べる。

3-3-1 増殖に必要な資材等

塁：厳密な滅菌を維持する必要はないが、他のVA菌根菌のクロスコンタミネーションに細心

の注意を払う。リン酸分が少なく、宿主植物の生育できる培地であればどのようなものでも使用

可能である。植物根の洗い出し、胞子の飾別等の作業性から、有機物の多い資材（ピートモス

等） ・比重の軽い資材（パーライト） ・反射率の高い鉱物を含む資材（バーミキュライト）は避

けた方がよい。当研究室では、下記資材を、砂：土壌：細粒赤玉士＝ 1: 1 : 1の比率で混合し

たものを基本培地として用いている。菌株や宿主植物の特性に応じて、石灰等を添加混合し培地

土壌pH、可給態リン酸量等を調整する。

砂：市販されている園芸用の川砂をバケツでよく洗い、細かい粒子を除いた後、乾燥させ、オー

トクレーブあるいは乾熱滅菌し、ビニール袋等に保存。

上：可給態リン酸分の少ない土壌 (Troug法で5mg P心豆100g乾上程度）。火山灰土壌の未

耕地であればだいたいこの基準を満たしている。 4~5mm程度の飾いにかけ、オートクレープ

滅菌し、ビニール袋等に保存。ほこりにならない程度の水分状態（手で握っても付かない程度の

水分条件）にしておくと、処理がし易い。当研究室では、近隣の未耕地表層より採取した黒ボク

上を利用している。有機質含量の高い土壌の場合、オートクレープ処理で植物生育を阻害する物

質が遊離する場合があるので、オートクレーブ処理後数週間放置後、使用するようにしている。

細粒赤屯十：園芸用の赤玉土（火山灰土壌下層土より園芸用に調整された資材）を Imm程度に

粒径をそろえたもの。当研究室では、芝の目上（芽上）として市販されているものを使用してい

る。オートクレーブ滅菌してビニール袋等に保存。

宿主植物：当研究室では、宿主として白クローバ、シバ (Zoysiajaponica)、ススキ、ソルガム、

タマネギ、バヒアグラス等を用いている。種子は、 5％次亜塩素酸ナトリウム水溶液中で30分

から 1時間程度浸潰し（スターラーでゆっくり攪拌）、その後、水道水でよく洗浄した後、シャ

ーレなどの中で湿らせたろ紙あるいはテイッシュペーパー上に置き、発芽させる。ある程度根が

伸長し、移植できそうになれば、それを用いる。

ポット類：植物を栽培できるものであれば、どのようなものでも差し支えないが、あらかじめ殺

菌消毒（滅菌でなくてもよいが、他のVA菌根菌の胞子を殺菌）しておく必要がある。当研究室

では、使い捨て黒ビニールポット（苗作り用）、プラスチック製プランターを、 2 ％次亜塩素酸

ナトリウム水溶液中に 1日以上浸漬したのち、水道水でよく洗浄して用いている。
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3-3-2 具体的増殖方法

接種方法：接種源としては、①保存試料を飾別し実体顕微鏡下で集めた胞子、②保存試料そのも

の、の両方を用いることができる。②の場合も、あらかじめ試料の一部を飾別し顕微鏡で菌の純

粋性（コンタミの有無）を確認しておく。

移植する宿主植物の根の直下に接種源を埋設するようにする。当研究室で苗作り用の市販黒ビ

ニールポット (200ml容）を用いる場合、培地を半分ほど充填し、その上に接種源を層状に置く。

その上で再度培地を充填し、その後で、宿主となる幼植物を移植する。 200ml容の場合、ソルガ

ム（矮性品種が便利。普通の品種では大きくなりすぎる）ならば1本、白クローバなら 3~5本

程度を移植している。接種源の少ない場合は、あらかじめ充填した培地に小さな移植用の穴をあ

け、幼植物を移植するように置く。穴に置いた根の直下ないしは根に直接かかるように、接種源

を置く。その後、ていねいに培地をかぶせ、移植穴を埋める。

単胞子接種の場合は、 2台の実体顕微鏡を並べて置き、片方には接種源となる胞子を、片方に

はポットと幼植物をあらかじめセットしておく。接種源となる胞子をピンセット等でつまみあげ、

幼植物の根、できれば2次根等分岐根の先端部分に直接胞子を置く （図 7)。単胞子分離の成功

率は一般に低い、 5％を越えれば大成功と考えるべきであろう。

図7．単胞子接種（模式図）。実体顕微鏡下で、分岐根の先

端部分に胞子を 1個置く。

なお、多数の菌株を用いて接種作業を行う場合には、作業中のクロスコンタミネーションに細

心の注意を払う必要がある。特に、接種源として土壌を用いる場合、接種源が塵となって周囲に

散らばり汚染源になり得る。

栽培環境：用いる植物の生育できる清浄な環境があればよい。通年的に栽培をするのであれば、

グロースキャビネット類が必要である。ガラス室を用いる際には、絶えず清浄にすることを心が

ける。数ヶ月にわたって開放系で栽培する以上、塵等に含まれる小さな胞子からのコンタミネー

ションは不可避なものと考えておいた方がよい。コンタミネーションを避けるためには、シグマ
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製のSunBagという植物栽培用プラスチックバッグの中に、ポットを入れ、栽培する方法もあり、

グロースキャビネット内で多数の菌株を増殖する場合に便利である (25）。このバッグは、オ

ートクレーブ可能なので再利用できる。袋の上部は完全にシールせずに、クリップ等で止めるだ

けで、アーバスキュラー菌根菌同士のクロスコンタミネーションについて、ほぼ完全に防ぐこと

ができる。しかし、プラスチックバッグ内の温度と湿度が高くなるため、温度制御等の配慮が必

要である。

通常、 1ヶ月を過ぎる頃から感染が始まり、 3ヶ月もたつとポット中に胞子が多数形成される。

植物根を一部採取し、菌の感染状況をトリパンブルー染色によって調べる。必要に応じて、感染

根のプレパラートを作製しておく。根内の菌糸の形態、 トリパンブルーによる染色の様子は、菌

の種類によって特徴があり、同定の参考になる。宿主植物の生長を見ながら、移植3~4ヶ月後、

水やりを中止し、植物を枯死させる。培地内に目的の菌が増殖しているかどうかを、培地の一部

を飾別し、顕微鏡でチェックを行う。その時に、新たに形成された胞子のプレパラートを作製し、

このポットの保証資料 (voucherspecimen) として保存する。胞子を含むポット士壌は、ビニ

ル袋等の容器で低温に保存すれば、 1年以上保存可能である。 1年以上経過したら、同様の方法

で再増殖を図る必要がある（図8)。

供試試料（土壌、植物根等）

↓ 

①：必要事項を記録

胞子分離

��0�
② ：必要に応じて Herbarium作製・番号付け・

Herbarium Recordに記録

ポット培養

↓ 

増殖チェック

③ ：番号付け •PotCulture Recordに記録

��0�④ ��0�　 ��0���0�　
ulture Recordに記録 　

ポット内容物を保存容器に保存

　

保存（低温室）

↓ 

菌株の分譲・配布

⑤ :Stock Culture Recordに記録

ラベル添付

⑥ :Stock Culture Recordに記録

図8. アーバスキュラー菌根菌
の継代培養のフロー図。

継代培養によるコンタミ

ネーション防止と菌株の

品質管理のためには、各

ステップでの記録、

voucher specimenの作
製が必要。
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3-4 菌の分譲方法

ジーンバンクに登録したアクティブコレクションについては、上記の条件で栽培した後、低温

保存してあるポット土壌の形態で配布に応じている（表 1)。配布にあたっては、ポット培養番

号、増殖に用いた宿主植物の種類、茜株の特性に関する記録を添付している。配布する土壌の量

は、ポット栽培で新たに菌を増殖するために必要な量であって、接種試験等のために大量に配布

することはできない。配布を受けた者は、上記の方法に従い、各自再増殖を行う。

表1.草地試験場土壌微生物研究室にて継代保存しているアーバスキュラー菌根菌

（アクティヴコレクション）．

MAFF Genus Species Isolate No. Remark a) References 
Accession in Lab 

No. 

520052 Gigaspora margarita K-1 single spore isolate b) 

520053 Glomus etunicatum H1-1 single spore isolate b) 

520054 G如 spora margarita C c) 

520055 Acau!ospora gerdemannii F-3b single spore isolate 8), 20) 

520056 Scute/lospora cerradensis TK-1 single spore isolate d) 

520057 G/omus /eptotichum OK-1 single spore isolate e) 

520058 G/omus leptotichum V-1 b) 

520059 G/omus intraradices Habte f) 
520060 Acaulospora longula F-1 8) 

520061 G/omus clarum Mu-243 single spore isolate 8) 

520062 Gぼaspora rosea C1 g) 

a)単胞子培養による純化を行った菌株は、その旨を記載。 b)Saito, M. and Vargas, 

R.(1991) Vesicular-arbuscular mycorrhizal fungi in some humus rich Ando soils of 

Japan. 土と微生物 38, 3-15. C)本菌株は、セントラル硝子（株）の製造するVA菌

根菌接種資材中に含まれる苗株であり、埼玉県川越市より分離された。同社より 1992年

に分譲され、その後、ポット培養法で継代培養したものである。．d)森林総合研究所構内

緑地より分離。 e)森林総合研究所・岡部宏秋博士より鹿児島県桜島からの分離株の分譲を

受ける。その後、単胞子培養による純化を実施。f)ハワイ大学M.Habte教授より分譲を

受ける。g)千葉大学（現・名古屋大学）江沢辰弘博士より千葉県松戸市より分離した菌株

の分譲を受ける。
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4.胞子からのDNA抽出

接合菌類は、基本的に菌糸に隔壁を欠いており、菌糸および胞子が一体となった多核の生物と

見なすことができる。 Glomlaes目の陸は、菌類としてはきわめて大型の胞子を形成する。個々

の胞子には、数百～数千の核が含まれており、その遺伝的多様性が論議の的となっている (2)。

rRNA遺伝子や同遺伝子のITS(Internal Transcribed Space)領域の遺伝子の多型性などから、

一つの胞子の中に含まれる核はヘテロであると考えられる。同一菌株から得たrRNA遺伝子クロ

ーンにも多型が現れるので、 1菌株から複数の目的クローンを得、それら全てについてシーケン

スを行って分子系統的に解析することが望ましい(11, 1 2、 1 8)。

rRNA遺伝子のシーケンスのために、胞子からのDNA抽出とそれを鋳型にしたPCRが必要で

ある。以下に当研究室で採用しているDNA抽出方法を述べる。

(1)ポット培養の土壌飾別物から実体顕微鏡下できれいな胞子を選び出す。表面の汚れた胞子

は多くの場合、他の菌に侵されている。このステップは先を細くしたパスツールピペット

でも可能だが、ピンセット (3-1参照）でつまみ上げる方法が、ゴミがはいらず確実で

ある。

(2)胞子を滅菌水一超音波処理(10-20秒）で何度 (3-5度くらい）も繰り返し洗う。

6 -1 2 wellのマイクロプレートに滅菌水を用意しておき、次から次へと洗いながら、胞

子を新しい滅菌水ヘピンセットで移すと便利。

(3)エッペンドルフチューブの蓋を切り離し、 2 0叫のInsatagen(Biorad)を入れておき、

そこへ、胞子をピンセットで加える。 G.margaritaのように大型胞子の場合は、 1個、小

さな胞子の場合な必要に応じて数個から 30個くらい加える。

(4)実体顕微鏡の下で、イエローチップ（あらかじめ先を加熱融解して、先がとがって穴の封

じたものをガスバーナーで作製しておく）で、胞子を徹底的につぶす。核は胞子の壁付近

にへばりついているという例もあり、胞子壁をごしごしと顕微鏡下でつぶす。

(5) チューブを逆さにして、上から蓋の上に挿入する。スピンダウンすることで、抽出液はチ

ューブ底へ貯まる。

(6) Instageneのプロトコールに従って処理。すなわち、

• 5 6度 30分

• vortex 1 0秒

・スピンダウン

• 9 8度 10分

• vortex 1 0秒
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・スピンダウン

・遠心分離 12500rpm 6分

・上澄み l611Lを分取し、新しいチューブヘ移す

・TE20011Lを加える

(7)上記Instageneの処理だけではきれいにならないことが多いので、その後、常法に従って

フェノール抽出、エタノール沈殿を行う。すなわち、

・PC I （フェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール） 20011Lを加える

• Glycogen 1 11 L （分子生物学用、ベーリンガー）を加える

• vortex 3 0秒

・遠心分離 12500rpm 5分

・上澄み200μLを分取し、新しいチューブへ移す

• CIA（クロロホルム：イソアミルアルコール） 20011Lを加える

• vortex 3 0秒

・遠心分離 12500rpm 5分

・上澄み180μ Lを分取し、新しいチューブヘ移す

・イソプロパノール 18 0 !1 Lを加える

・-20度 1時間

・遠心分離 12500rpm 3 0分

・注意深く上澄みを捨てる

• 70％エタノール 1mlを加えて、軽くvortexした後5分間静置

・遠心分離 12500rpm 2 0分

・沈殿の乾燥後、 TE5011Lに溶解しー 20度で保存

このようにして得られた鋳型DNAを元に、 PCRで目的のrRNA遺伝子を増幅する。 rRNA遺伝

子増幅のためには、非特異的プライマー、アーバスキュラー菌根菌特異的プライマーやアーバス

キュラー菌根菌の各分類群に特異的なプライマーが報告されており (4, 5, 13, 22)、こ

れらを用いて目的部位を増幅し、シーケンスする。もっとも注意すべきことは、実体顕微鏡下で

きれいな胞子であっても、必ず他の微生物が共存あるいは寄生していることを忘れないことであ

る。実際にコンタミに起因する遺伝子をあたかもアーバスキュラー菌根薗の遺伝子と誤って解析

した事例もある(19)。得られたシーケンスが真にアーバスキュラー菌根菌胞子のものである

かは、多数のシーケンスデータに基づき、系統解析を行い、それがGlomales目のcladeにうまく

落ちるかどうかで判定することができる(12)。
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