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ラン科植物と共生するPhizocton励属菌の分類学的研究

学位論文内容の要旨

  自然条件下で、ラン科植物は種子発芽時に菌根菌を必要とし、菌根菌の種子

への感染により、実生段階（葉の分化）に到る。現在までにラン科植物の成体

の根から菌根菌が多数分離されてきたが、自然界で実際にラン科植物の種子発

芽がどのような菌類により誘導されているのかはほとんど明らかにされていな

い。またRhiz〇Gとonヱa属菌の系統進化を知る上でラン科植物共生菌として

のRhizocとonヱa属菌を解析することは重要と考えられる。そこで本研究で

は、自生地におけるランの成個体の根翁よびその根圏土壌中のプロトコームか

ら菌分離を行なぃ、ランの初期生育に関与する菌を明らかにすること、また日

本およびカナダ産の温帯性地生ランから分離された共生菌Rhiz〇cとonヱa属

菌の系統解析を行なぃ、ラン科植物共生菌としての本属の分類学的位置付けを

明らかにすることを研究目的とした。

  ラン科植物Dactyl orhヱza arisとaとa（ハクサンチドリ）の自然状態のプ

ロトコーム、実生韜よび成個体の根から共生菌を分離した。分離された菌はす

べて形態属Rhヱzocとonヱa属菌であった。菌糸融合を用いた類別結果より、

本研究における分離菌株は、Ceraと〇basヱdヱum  c〇rni gerum  （2  核

Rhiz〇Cとoniaの菌糸融合群AG―C）、Ceraとobasidiumsp.  （AG―Gお

よびAGーH）、Tuヱasneヱヱa  deヱヱques cens  （R.で．1）、および多核

Rhizocとonユa  のThanaとephorusorchidic〇ヱa  （T.o.l）  と同定され

た。T. orchidヱcoユaの日本産のラン科植物からの分離は初報告であった。

  ハクサンチドりのプロトコームからは4つの菌糸融合群に属する菌株

（R.で．1、AG－C、AGーH翁よびT.o.l）が分離され、成個体の根からは



この他に、AG－G  に属する菌株が分離された。さらに、成個体1個体の根圏土

壌中から分離された菌種を、分離源で比較したところ、R.ビ．1およびAG－c

は、根とプロトコームの両者から分離されるか、あるぃはプロトコームのみか

ら分離されたのに対し、T.o.lは、根とプロトコームの両者から分離された。

また、T.o．1は、常にR.で．1と同じ個体に感染していたのに対し、R.て．1

およびAG一Cは、プロトコーム為よび成個体の根にそれぞれ単独でも感染して

いた。これは、T.o .1が二次感染によってランの根に定着したことを示すと考

えられた。

  Inviとroの共生発芽試験に翁いて、表皮毛を形成したハクサンチドリ種子

にのみ菌の感染が認められた。よってハクサンチドリ種子は菌侵入前に発芽（表

皮毛形成）し、表皮毛が菌糸の唯一の感染経路であることが観察により明らかと

なった。

  エn viとroの共生発芽試験に韜ける、種子発芽およびプロトコームの生育に

対する菌の影響に、菌株の分離源（根あるぃはプロトコーム）による違いはな

く、接種区の全てで生育促進効果が見られた。供試した菌は種子への侵入前に、

種子の表皮毛形成を促進する菌群と促進しなぃ菌群の2群に分かれた。よって

ラン種子に侵入する以前から共生菌が種子の発芽に対して何らかの影響を及ぼ

していると考えられた。さらに、発芽促進と生育促進の間には正の相関が見ら

れ、プロトコーム由来の菌株のーっがプロトコームの生育を最もよく促進した。

またそれとは別に、種子細胞内に入った後に生育を促進している菌も存在した。

  ラン科植物の菌根菌として分離されるRhヱzocとonia属と植物病原菌として

報告されているRhizoc tonヱa属との比較を行なうため、rDNAの塩基配列

データを用いた系統解析を行なった。18SrDNAの塩基配列による解析では、

Basidiomyco tina内におけるRhizocとonヱa属の類縁関係を解析した。

その結果、RhヱZ〇ctoロia  zeae  （Waユとea  Cヱrcinaとa）  を除く

ヱぬanaとephorus cucumerヱS、2核Rhiz〇Cとonヱa為よび亜puヱorhヱza

は単一のクラスターを形成し、単系統性を示した。またこの3属に韜いては、

Ceraとobasidium  と  Thanat ephorus  （Ce工at obasidiace ae）  が

Epuヱorhヱza（Tula snellac eae）より近縁であることが示された。



  rDNAの5.8SどRNAコード領域は、2核Rhユz〇cとoniaおよび多核

Rhiz〇cとoniaでは、155bpで長さは一致していたが、このうち1塩基

が置換していた。ただし、AG－Gでは完全に多核Rhiz〇cとoniaの菌株と一致

していた。

  Rhiz〇cとonia属内翁よび種内の類別は菌糸融合でなされている。これらの

分類群の系統関係を明らかにするためさらにrDNAの工TS領域を解析した

ところ、Epuヱorhヱza属ではEpuヱorhヱza repens  とE.  anaとICUヱa

が明確に区別され、さらにE.repens内の2菌糸融合群が区別された。一

方、2核Rhiz〇ctoniaでは菌糸融合群不明菌株が既知の菌糸融合群とクレー

ドを作った。よって菌糸融合不明菌株を合めて、ランから分離される  2  核

Rhizocとonユaが近縁であることが示唆された。さらにAG一EおよびAG―G

の菌株が、多核の菌株と系統的に近いことが示された。今後はラン以外の分離

源由来の菌株数を増やして比較を行なぃ、Rhiz〇cとonユa全体の系統を調べる

ことが必要であると考えられた。

  工TS領域の解析は種間あるいは種内たどの近縁な分類群の比較に用いられる。

近年、本領域のeneでgy minlmlzation methodによる二次構造予測で共

通の保存領域を予想できるようになった。この手法をラン科植物の菌根菌とし

て分離されたRhizoc tonヱa属菌に適用したところ、エTS2領域で共通の二

次構造が見出された。これをアラインメントに応用することにより、スペーサー

領 域 の ア ラ イ ン メ ント の 信頼 性を 高め られ る こと が示 され た 。

  以上のことから、ランと共生するRhizocとonia属菌は、完全世代3属を

合み、それらが近縁関係にあることが明らかとぬった。Dactyユorhiza属の

ランはRhヱz〇cとonヱa属菌の3種類の完全世代に属する種と共生し、それらは

少ナょくとも根の細胞内に「菌毬を形成して定着していた」とぃう共生である。

本研究から、ラン種子の発芽時（発芽の前）に細胞外から影響を及ぼす菌の存在

（一次共生菌とする）が確認され、これと細胞内に入った後の「共生」とは区別

すべきであると考えられた。よって今後はこのような観点から、一次共生菌を

さらに多くのランから分離し、それらの類縁関係を調べる必要がある。
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  本論文は和文で記され、図18、表10を含む総頁数123頁からなり、8竃

で構成されている。

  自然条件下で、ラン科植物は種子発芽時に菌根菌を必要とし、菌根菌の種子

への感染により、葉の分化に到る。現在までにラン科植物の成体の根から菌根

菌が多数分離されてきたが、自然界で実際にラン科植物の種子発芽を誘導して

いる菌についてはほとんど明らかにされていなぃ。そこで、ランの初期生育に

関与する菌を明らかにする目的で菌の分離を行なった。さらに分離した菌株が、

ユn viとroの共生発芽試験においてラン種子に与える影響を調査した。また、

ラン科植物共生菌としての本属の分類学的位置付けを明らかにすることを目的

として、Rhiz〇cとonヱa属菌の系統解析を行なった。

  ラン科植物DaGとyユorhヱza arisとaとa（ハクサンチドリ）の自然状態のプ

ロトコーム、実生紹よび成個体の根から共生菌を分離した。それらはすべて形

態属  Rhiz〇cとonia  属菌であった。菌糸融合による同定で、分離菌株は

Ceraとobasidヱum cornヱgerum（2核Rhizocとoniaの菌糸融合群AG－

C）、Ceraとobasヱdiumsp．（AG－G  およびAGーH）、Tuユasneヱユadeユヱ―

qu es cens（R．で．1）、および多核RhヱZ〇CとonヱaであるTh anaとephorus

orchヱdヱCOヱa（T.o.l）と同定された。

  成個体1個体の根圏土壌中から分離された菌種を分離源で比較したところ、

R.で.1およびAG―Cは、根とプロ卜コームの両者から分離されるか、あるいは

プロトコームのみから分離されたのに対し、T.o.lは、根とプロトコームの両者

から分離された。また、T.o．1は、常にR.で.1と同じ個体に感染していたの

に対し、R.で.1翁よびAG－Cは、プロトコームおよび成個体の根にそれぞれ単
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独でも感染していた。

  ヱ．n viとr〇の共生発芽試験において、ハクサンチドリ種子は菌侵入前に発芽

（表皮毛形成）し、表皮毛が菌糸の唯一の感染経路であることが明らかとなった。

また同試験において、種子発芽およびプロトコームの生育に対する菌の影響に、菌

株の分離源（根あるぃはプロトコーム）による違いはなく、接種区の全てで生育促

進効果が見られた。しかし、供試した菌は種子の表皮毛形成を促進する菌群と促進

しなぃ菌群の2群に分かれた。共生菌が種子発芽に対して種子への侵入以前から何

らかの影響を及ぼしていると考えられた。

  ラン科植物の菌根菌として分離されるRhヱz〇cとonヱa属と植物病原性Rhユz〇―

cとonia属との比較のため、rDNAの塩基配列データを用いた系統解析を行なっ

た。18SどDNAの塩基配列による解析では、Rhヱz〇cとoniazeae  （Waヱとea

cヱ rcヱnaとa） を除 く Rhiz〇 Gとonヱa属 菌 は単 系統 性を 示 した 。

  Rhizocとonユaの属内韜よび種内の類別は菌糸融合でなされている。これらの

分類群の系統関係を明らかにするため、rDNAのェTS領域を解析した。Epuユ〇一

thヱza属では互puヱ〇thiza repensとE.aぬaとユCLヱユaが明確に区別され、

さらにE. repens内の2菌糸融合群が区別された。一方、2核Rhiz〇cとonヱa

では菌糸融合群不明菌株が既知の菌糸融合群とクレードを作った。そのため菌糸融

合不明菌株を合めてランから分離される2核Rhヱz〇cと〇ロiaが近縁であることが示

唆された。さらに、AG―EおよびAG一Gの菌株が、多核の菌株と系統的に近いこ

とカミ示された。

  以上のことから、ランと共生するRhiz〇。eとonヱa属菌は、いずれも近縁関係

にあることが明らかとなった。Dacとyヱorhiza属のランはRhizocとonia属菌

の3種類の完全世代に属する種と共生し、それらは少なくとも根の細胞内に「菌毬

を形成して定着する」共生である。本研究から、ラン種子の発芽時（発芽の前）に

細胞外から影響を及ぼす菌の存在（一次共生菌とする）が確認され、これと細胞

内に入った後の「共生」とは区別するべきであると考えられた。よって今後はこの

ような観点から、一次共生菌をさらに多くのランから分離し、それらの類縁関係を

調べる必要があることを示した。

  以上の研究成果は学術上貢献するところ大きく、高く評価される。よって審査員

一同は、早川志帆が博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認め

た。


