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1． 目的 

地球上の菌類は約8万種が知られている．しかし，これら既知種は全体の数パーセントに過ぎず，

未知の多様な菌類が存在する．最近になってようやく認知され始めた菌類エンドファイトにも，未

知の多様な種類が存在すると考えられる．特に，北から南まで気候風土が異なり糸状菌相が豊かな

日本では，未知のエンドファイトが多数存在し，植物単独では利用できない窒素源等を植物に供給

したり，異なる種の植物間でネットワークを形成するなど自然生態系で重要な位置を占めていると

推定されるが，詳細な研究は行われていない．森林土壌やそこに分布する植物根部を主なすみかと

する根部エンドファイト（Dark-septate endophytic fungi，DSE）も現在までに Heteroconium 
chaetospira， Phialocephala fortinii，Leptodontidium orchidicola，Phialocephala sphaeroides
および Cadophora finlandica の 5 種が報告されている．しかし，それらはすべて冷涼環境下から

の分離例であり，温暖な環境における探索は全く行われていない（Jumpponen and Trappe，1998）． 
そこで本研究では，土壌サンプル採取地を冷涼環境とは異なる関東地域（茨城県：温帯），西南地

域Ⅰ（沖縄県 石垣島：亜熱帯），西南地域Ⅱ（鹿児島県 屋久島：亜熱帯）に設定し，特に西南地域

の亜熱帯から新規菌類を得ることを目的とした． 
 
2． 探索概要  

1）土壌サンプルの採集 
 土壌サンプルの採取は，関東地域（茨城県：温帯），西南地域Ⅰ（沖縄県 石垣島：亜熱帯），西南
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地域Ⅱ（鹿児島県 屋久島：亜熱帯）の 3 地域で行った．約 2m 間隔で 5 箇所の表層 0～20cm の土

壌をスコップで採取し，ポリエチレンの袋に入れて均一に混ぜ，土壌サンプルとした．なお，全て

の採集は国立公園指定区域外で行った．また，この土壌サンプルは 4℃で保存した． 

 
2）DSE の分離方法 
 採取した土壌サンプルから DSE を分離するため，ハクサイ，ナスを用いた釣餌法を行った．表

面殺菌したハクサイおよびナスの種子を素寒天培地上にのせ，室内（約 23℃，約 3560Lux，16h/day）
で約１週間培養し，無菌的に発芽させた．次に採取した土壌サンプルを入れた直径 9cm（容量：約

360mℓ）のポリポットにその苗を移植し，茨城大学農学部付属 FS センターのビニールハウス内に

て約１ヶ月育苗した． 
移植 1 ヶ月後，ハクサイおよびナスの根を回収し，根部に定着した菌株の分離を試みた．回収し

た植物の根を約１cm の長さに切り，50mℓ のプラスチックチューブに入れ，0.005% Tween20
（10mℓ）を加え，1 分間ボルテックス（EYELA CUTE MIXER CM-1000，1500rpm）で洗浄し，

その過程を 3 回繰り返し，その後，滅菌水で同様の過程を行ってリンスした．リンスした後，滅菌

ろ紙に挟みクリーンベンチ内で一晩乾燥させた．各処理区の植物体１個体あたり最低 15 片になる

ように根片を洗浄した． 
洗浄した根を１シャーレにつき 3 片を，1/2 コーンミール（CM）培地上にのせ，室内で約１ヶ月

静置培養した．伸びてきた菌糸先端を順次 5mm 程度切り出し，1/2 コーンミール麦芽酵母（CMMY）
培地に移植，培養し，菌株を確立した． 
 
3）分離菌株のハクサイに対する病原性試験の方法 
コロニー外観よりグループ分けして選抜した菌株を供試し，病原性を確認するためにハクサイを

用いて試験を行った．表面殺菌したハクサイ種子を素寒天培地上で無菌的に発芽させた．その後，

オートミール（OM）培地にて培養した菌株にハクサイ苗を直接のせ，滅菌したプラスチックポッ

ト（幅約 8cm，高さ 10cm）内に入れ約 2 週間育苗した．また，無菌のOM 培地に同様にハクサイ

苗をのせ，コントロールとした．2 週間後，外観より病原性の有無を判定した． 
 

4）DSE のハクサイ根部への定着確認方法 
病原性試験に供試したハクサイ苗を回収し，その根部の様子を観察した．回収したハクサイの根

を無作為に選択し，水道水で洗浄，約 2cm で 25 片ほどに切断した．切断した根 10 片を 0.005%コ

ットンブルー・酢酸溶液に入れ，一晩静置し染色した．染色した根をスライドガラス上に置き，ラ

クトフェノール溶液にて封入し，光学顕微鏡（OLMPUS CX41 対物レンズ 40 倍/ OLMPUS BX51 
対物レンズ 40 倍）にて観察を行い，顕微鏡に装着したカメラ（Nikon COOLPIX P5100/ OLMPUS 
DP70）にて撮影した． 
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表1． 探索・収集日程（石垣島および屋久島） 

年月日 行程 行動内容 

H19．8．23 阿見町→石垣市 移動（空路） 

24 石垣市および島全体 石垣島内森林および一般圃場を探索 

25 石垣市→阿見町 移動（空路） 

H19．8．23 阿見町→屋久島 移動（空路） 

24 島全体 屋久島内森林を探索 

   25 屋久島→阿見町 移動（空路） 

 

 

 

 

3． 収集成果   

1） 地域ごとの分離菌株数 

 関東より444菌株・46グループ，石垣島より293菌株・49グループ，屋久島より469菌株・61グ

ループが分離された．全地域で同様に，Fusarium属菌， Trichoderma属菌， およびCladosporium

属菌が多く分離された． 

 

2）宿主植物に病原性を示さない菌株の選抜 

 次に各グループより無作為に少なくとも１菌株を選抜し，宿主としてハクサイを選び，接種試験

を行った．その結果，石垣島から分離したすべての選抜菌株で生育の阻害が認められた．一方，関

東からは 1 菌株，屋久島では 7 菌株の計 8 菌株が，ハクサイに対して明らかな病徴を示さず，さら

図1．屋久島（左）および石垣島（右）における採集地（→） 
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に生育の阻害も認められなかった（図 2）．以上の結果より上述の 8 菌株を選抜し，以後の実験に供

試した．これら 8 菌株中，1 菌株がハクサイ根から，そして 7 菌株がナス根から分離された． 

 

3） ハクサイ根部への定着確認試験 

病原性を示さなかった8 菌株がエンドファイトであることを確認するため，菌株を接種したハク

サイ根を回収し，0.005%コットンブルー・酢酸溶液にて染色して検鏡を行った．その結果，供試し

たすべての菌株でハクサイ根部へのエンドファイティックな定着が確認された． 供試した菌株によ

り，その定着様式は異なり，例えば菌株Y61-1 では，頻繁に組織内への侵入が観察された（図３）．

また，菌株K45-1 およびY34-1 では，主に根面に微小菌核様構造物の形成が頻繁に認められた． 

 

4）選抜した菌株の同定 

選抜した 8 菌株の形態観察および rDNA の ITS 領域シーケンスデータの相同性を基に同定を試

みたところ，屋久島および茨城から分離した各１菌株が Veronaeopsis simplex と同定された

（MAFF 240802およびMAFF 240803）（図 4）．さらに 1 菌株が，Scolecobasidium. sp と高い

相同性を示し，形態的にも類似していた．この菌株に関しては，今後，種レベルまでの詳細な同定

が必要である．他の 5 菌株は人工培地上で分生子形成が見られず，さらにシーケンスデータからも

高い相同性を示す登録データがなかったため現時点では同定に至っていない． 

 

 

 表 2． 選抜したVeronaeopsis simplex 2菌株の来歴 

茨城大学保存番号 MAFF 番号 分離地域 

K45-1 MAFF 240803 茨城 

Y34-1 MAFF 240802 屋久島 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2-1．ハクサイへの接種試験結果 

生育阻害等を示さなかった菌株（右：

Veronaeopsis simplex）を選抜した

図2-2． 多くのDSEが分離された屋久島

の採集地 
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4．所感 

今回確認された DSE 様菌株の多くは西南地域Ⅱ（屋久島）から分離された．その分離頻度は約

1.5％（7/469）であったが，これは既報の畑土壌の約 0.3％に比較すると 5 倍となった．また，冷

涼環境であるカナダのピートランドの約 3.0％と比較しても半分ほどであった（Narisawa et al．， 

2007）．一方，同定ができたVeronaeopsis simplexを含め分離菌株の全てが既報のDSE5種とは異

なった菌種であった．今後，詳細な試験が必要ではあるが，亜熱帯地域では，亜寒帯地域とは異な

る種の DSE が植物の生育を助け，異なる種の植物間でネットワークを形成するなど自然生態系で

重要な位置を占めていると推定される． 

 また，本研究においてDSEを分離する際に使用したのはナスおよびハクサイであるが，DSE様

菌株が分離できたのは 8 菌株中 7 菌株がナスからであった．DSE を分離する際に用いるのはナス

が有効であることは既に報告（Narisawa et al．， 2002）されているが，本実験でもそれが確認さ

れた． 
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図 3． 分離菌株 Y61-1 のハクサイ根部

への定着の様子（→） 

図 4． 人工培地上に形成された Veronaeopsis 

simplexの分生子柄および分生子 
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Summary 

 

Using two different herbaceous bait plant species, two isolates of the hyphomycete 
Veronaeopsis simplex were obtained from soil samples collected from wooded areas in Yaku 
island and Ibaraki. These isolates colonized the root tissues of bait plants when axenically 
reared seedlings were inoculated. The fungus produces darkly pigmented colonies on agar 
media and resembles representatives of the dark septate endophyte (DSE) group. The 
relatively high rate of recovery using the baiting technique in subtropical area may indicate 
that this representative of the DSE is common and widespread than is indicated by the scant 
reports of its isolation in the literature.  
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微生物遺伝資源の調査プロフィール 

 

チベットの伝統的発酵食品である Qula

から分離された微生物の菌叢（蔡） 

Ａ：青枯病菌ファージによるプラーク 

Ｂ：ディスク法による溶菌特性の確認（浅川） 

ミャンマー連邦 Shan 州の高原地帯では陸稲

の多くでいもち病が発生していた（林・入江）

屋久島の森林土壌から分離された 

Veronaeopsis simplex の菌叢 （成澤）

キクわい化病の発生状況 

（中央下の生育不良株） （松下） 




