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1．はじめに―植物と菌類の共生－

　Mycorrhiza（菌根）とは，ラテン語の菌類を意味する
接頭辞myco─とギリシャ語の根（rhiza）から合成された
用語で，真菌類（糸状菌）と植物根の共生複合体を表す．
菌根を形成する菌類を一般に「菌根菌」と呼び，その中
でもアーバスキュラー菌根菌（arbuscular mycorrhizal 
fungi, 以下AM菌と略す） は，陸域生態系において最も普
遍的に分布する菌根菌である（Smith and Read, 2008）．
AM菌と植物との共生の歴史は古く，およそ 4億年前のデ
ボン紀の原始的な植物の化石から，現在と同様の菌根様の
構造体が見つかっている（Redecker et al., 2000）．今でも
大部分の陸上植物が菌根共生する能力を維持していること
や，分子進化時計から推定されるAM菌の系統発生時期
が陸上植物の出現時期と一致している事実は，AM菌と
の共生に成功した植物が，現在の陸上植物の大元の祖先で
あることを示唆している（Simon et al., 1993）．

2．大規模塩基配列解読技術がもたらす
共生研究の新展開　　　　　　

　菌根共生の成立に必要な宿主植物側の遺伝子群は，逆
遺伝学的アプローチ（共生変異体のスクリーニング）に
より数多く同定され，それらの多くはマメ科植物におけ
る根粒菌の認識に関わるものと共通していることから，
common symbiosis signaling pathwayと呼ばれるよう

になった（Parniske, 2000）．この逆遺伝学の発展を第一
次技術革新と位置付けると，現在の塩基配列解読技術の飛
躍的な進歩－いわゆる次世代，第三世代シーケンサーの登
場－は，生物学全体に強烈なインパクトを与える第二次技
術革新と言える．大規模シーケンス技術の進歩がもたらす
ものは，研究効率の飛躍的向上だけでなく，得られるシー
ケンスリード数が桁違いであることから，これまで証明困
難と考えられていた仮説へのアプローチや複雑なメカニズ
ムの解明を可能にすると期待されている．
　 1）絶対生体栄養性
　AM菌を大きく特徴付ける性質である絶対生体栄養性と
は，生きた宿主と共生しなければ増殖できないことを言う．
ゲノム時代の到来により，その秘密がゲノムを読み解くこ
とで明かされる期待が高まっている．最近，モデル菌株
Rhizophagus irregularis DAOM197198のゲノム情報が
公開された（Tisserant et al., 2013；Lin et al., 2014）．配
列情報の公開後，ゲノムに含まれる遺伝子群の解析が進む
と，脂肪酸の de novo合成を担う細胞質型脂肪酸合成酵素
複合体をコードする遺伝子群が欠落していることがわかっ
てきた（Wewer et al., 2014）．脂肪酸は細胞膜やオルガネ
ラ膜脂質などの基本生体成分を構成すると共に，AM菌
においては，特に炭素貯蔵・輸送形態として必須の化合物
であることから，これら遺伝子の欠失がAM菌の絶対生
体栄養性と関わっている可能性が指摘されている． 
　 2）栄養共生機構の分子基盤
　AM菌は植物への感染が成立すると，植物からは対価と
して光合成産物（主にブドウ糖）の供給を受け（Solaiman 
and Saito, 1997），それをエネルギー源として土壌中に菌
糸のネットワークを構築する．この菌糸ネットワークか
ら吸収されたリン酸は，ポリリン酸と呼ばれるリン酸重
合体に変換され，菌糸内を通じて樹枝状体まで運ばれた
後，再びリン酸に分解されてから放出されると考えられ
ている（Ezawa et al., 2002）（図 1）．AM菌におけるリン
酸供給の分子機構については，高親和性リン酸輸送体の
遺伝子が 1995年に酵母の相同遺伝子として単離されて以
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来（Harrison and van Buuren, 1995），ほとんど研究例が
なかった．分子解析に必要十分量で，かつ，雑菌汚染の
ない菌糸材料を得るのが困難であることも理由の一つで
あった．ところが，次世代シーケンサーを用いたRNA─
Seqの登場により，比較的微量のRNAさえ得られれば，
mRNAの網羅的塩基配列決定と発現定量－トランスクリ
プトーム解析－が非モデル生物においても可能になった．
　AM菌は小さな微生物であるにもかかわらず，圧倒
的なバイオマスを持つ宿主植物に対し，その必要とする
リン酸の大部分を供給する潜在力を持つ（Smith et al., 
2003）．それを可能にするのがポリリン酸合成・蓄積能
である．ポリリン酸とは無機リン酸が高度に重合した無
機高分子で，特にAM菌のポリリン酸の蓄積速度はポ
リリン酸超集積細菌に匹敵するほど速く（Ezawa et al., 
2004），しかも最大で生体全リンの 60─70％もの量を
蓄積できる（Hijikata et al., 2010）．ただ，ポリリン酸
の個々のリン酸残基は，それぞれ一つの負電荷を持つこ
とから，ポリリン酸蓄積時の細胞は大量の負電荷を抱
えることになり，これを電気的に中和するメカニズムの
存在が予想された．そこで我々は，ポリリン酸蓄積の細
胞応答機構を生理および分子レベルで明らかにするた
めに，ポリリン酸蓄積前後における比較トランスクリ
プトーム解析を行った（Kikuchi et al., 2014）．AM菌
の根外菌糸にリン酸を施用すると，瞬時にポリリン酸の
蓄積が始まると共に，同調的および等価的なNa＋， K＋， 
Ca2＋およびMg2＋の吸収が観察されたことから，ポリリン
酸の電荷を中和しているのは，主にこれら 4つのカチオン
であると考えられた．この時，リン酸吸収を担うH＋共役
型およびNa＋共役型リン酸輸送体とそれらを駆動するH＋

─ATPaseおよびNa＋─ATPaseの遺伝子群，ポリリン酸
合成を担うVTC complexの遺伝子群，さらには原形質膜
型および液胞膜型の各種カチオン輸送体遺伝子群の迅速か
つ組織的な発現上昇が起きていた（図 1）．これらの結果は，
リン酸吸収プロセス一つをとっても，単純にリン酸取り込

みに関わる遺伝子群だけでなく，細胞の恒常性を保つため
の多種多様な遺伝子群が動員されるという複雑な制御系が
働いていることを意味する．
　 3）絶対共生菌に絶対的に共生する細菌・ウイルス
　AM菌の細胞内に細菌様の共生体が存在することは，既
に 40年以上前から知られていたものの，単離培養できな
いことから，最近までその実態は明らかにされなかった
（Bonfante and Anca, 2009）．内生細菌は，少なくとも複
数種のAM菌に存在していることが確認されており，そ
の中でも Gigaspora margarita BEG34の保持する内生細
菌の性質が， Bonfanteらのグループによりよく調べられ
ている．Burkholderiaにするこの細菌は，細胞質を介し
て次世代の胞子に受け継がれるが，単胞子分離を繰り返す
と，この内生細菌が極端に少ない，あるいは除去された
系統が現れる．この内生細菌不在系統および保持系統の
RNA─Seqから，内生細菌が宿主 G. margaritaの表現形
質に及ぼす影響が調べられた（Salvioli et al., 2015）．内生
細菌の保持系統では，胞子発芽時の酸化的リン酸化反応に
関わる遺伝子群の発現上昇と，それに伴うATP量の増加
が観察されたことから，この細菌の共生は，エネルギー代
謝を亢進することがわかった．さらに，保持系統では膜系
や細胞壁キチン合成などの細胞増殖に関わる遺伝子群の発
現が高く，事実，胞子形成数は，不在系統の 2倍であった．
この内生細菌が脱落せずに G. margaritaの細胞内で長く
保持され続けてきた事実は，これら表現形質が宿主の生存
に有利に働くことを意味している．
　現在知られている菌類ウイルスのほとんどは二本鎖
RNA（double─stranded RNA, dsRNA）をゲノムに持っ
ている．動植物のウイルスとは異なり，菌類ウイルスは
細胞外の伝搬経路は持たず（発見されておらず），その伝
搬は細胞質を介して（垂直伝搬か菌糸融合グループ内の水
平伝搬）のみ起こることから，オルガネラのような“細胞
質遺伝因子”の一つと考えることもできる．一方，細胞
増殖の盛んな部位，たとえば菌糸先端や胞子などではウイ

図 1　アーバスキュラー菌根におけるリン酸吸収・移行モデル
土壌中の菌糸は，リン酸輸送体を介して吸収したリン酸をポリリン酸として液胞内に蓄積し，樹枝
状体まで輸送する．この時，リン酸吸収と同調的，等価的なカチオン吸収も起こる．樹枝状体では
ポリリン酸分解により生じたリン酸がゴルジネットワークなどを介して放出され（推定），植物のリ
ン酸輸送体により根細胞に取り込まれる．
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ルスの希釈や脱落が起こる．地熱地帯に自生するパニック
グラスというイネ科植物が，特定のウイルスを保持する内
生糸状菌（エンドファイト）と共生することで耐熱性を獲
得しているという報告（Márquez et al., 2007）をきっか
けに，筆者らはAM菌のストレス耐性メカニズムの視点
からウイルス探索に着手した．その頃，強酸性土壌から分
離したAM菌は，強酸性土壌での植物の生残性を著しく
向上させることを見いだしており（Maki et al., 2008），ウ
イルスの存在が一次宿主であるAM菌の耐酸性，さらに
は二次宿主である植物の耐酸性にも関わっている可能性を
考えたからである．耐酸性AM菌 R. clarus RF1の菌糸か
ら精製した dsRNA画分を電気泳動により分析したとこ
ろ，サイズの異なる 4種類ものウイルス様 dsRNAが観察
されたことから，常法（ショットガン法）ではなく，次世
代シーケンサー Roche 454を用いたウイルスメタゲノム
解析を選択した（Ikeda et al., 2012）．このとき配列決定
したウイルスの中でも，特に 4.8 kbpゲノムを持つものは
新規ウイルスであり，存在量も特に多かった．そこで，こ
のウイルスの脱落系統を作製するため， 10以上の単胞子
分離系統を確立し，ウイルスの存在と表現型の解析を行っ
た．残念ながら，ウイルスの在・不在は，酸性土壌におけ
る植物生長促進能にほとんど影響しなかったが，ウイルス
脱落系統では，保持系統の約 2倍量の胞子が形成された．
内生細菌の例と同様，ウイルスの脱落は比較的容易に起こ
るのに対し，細胞外経路での伝搬は容易に起こらないこ
とから， R. clarus RF1においては，ウイルス保持系統に
対して正の選択圧がかかっていると解釈できる．つまり，
（内生細菌の例に反して）胞子形成数の半減すら宿主菌の
生存に有利，少なくとも不利にはならないことを示唆して
いる（Ikeda et al., 2012）．現在では，さらに大規模な配
列解析により， R. clarus RF1（日本産）および同種のイン
ドネシア株から 10種類にも及ぶ相同ウイルス群が見つか
ると共に（Suzuki et al., unpublished results），別種の欧
州株からも相同性の高いウイルス群が見つかっている（L. 
Lanfranco and P. Bonfante, pers. comm.）．今後は，これ
らウイルスとAM菌との共進化やウイルス感染と表現形
質との関係の解明が必要である．
　 4）Baas─Becking仮説へのアプローチ
　近年のシーケンス技術の進歩により，微生物生態学の分
野では 80年以上前に提唱された Baas─Becking仮説（De 
Wit and Bouvier, 2006） － Everything is everywhere, 
but environment selects－へのアプローチが活発化して
いる．Baas─Beckingは塩水湖に棲息する藻類の生態研
究から，微生物の分布は地理的隔離（拡散効率）の影響を
受けず，地域環境により一義的に規定されるとの仮説を提
唱した．この仮説の検証は，検出が容易な優占種を対象と
するだけでは不完全であり，希少種にいたるまでの徹底的
な記述が必要であると共に，全球規模で採取した膨大な数
のサンプルを解析する必要がある．
　単離培養が容易でないAM菌においては，その種構成

を調べるにあたって，早い時期から rDNAの塩基配列を
マーカーとした分子生態学的手法が用いられてきた．幸い
AM菌の種数は全球レベルでも 300種程度と予測されてい
るため（Öpik et al., 2013），土壌細菌を対象とする場合と
比べると，一サンプル当りのシーケンス数は少なくても比
較的深いカバー率が得られる．Davison et al.（2015）は，
データベースに蓄積されているデータに加え，五大陸にま
たがる 67サイトから 1,014の根サンプルを採取して解析
し，検出された合計 236種のうち， 93％は複数の大陸か
ら， 34％はすべての大陸から検出されたことを報告した．
これらの結果は，AM菌には地域固有種はほとんど存在せ
ず，全球規模で極めて効率的に拡散していることを示唆し
ており， Baas─Becking仮説を強く支持する．一方，気流
（風）によるAM菌の拡散は，極めて限定的であるとの報
告（Egan et al., 2014）もあり，全球規模でのAM菌の種
分布を説明するには，さらに斬新な仮説が必要である．

3．第三次技術革新　　　　　　　　　　　　　　
－絶対生体栄養菌の遺伝子ノックダウン－

　AM菌の菌糸には細胞と細胞を隔てる隔壁が無く，「水道
ホース」のような細胞壁に包まれた細胞質に複数の核が共
存している．このような生物を多核体といい，特にAM
菌の一つの胞子には，数百から多いもので二千個もの核が
含まれている（Bécard and Pfeffer, 1993）．純粋培養でき
ないこと，および多核体であることは，AM菌における
逆遺伝学的アプローチを困難にしている．一方，Nowara 
et al.（2010）は，絶対寄生（生体栄養）性のウドンコ病
菌 Blumeria graminisと寄主の相互作用研究において，B. 
graminisの病原性因子をコードするAvra10の一部配列
を含む dsRNAを寄主細胞に導入すると， B. graminis菌
糸内でRNA干渉によるAvra10の発現低下が起こり，付
着器形成が阻害されることを報告した．すなわち，導入
された dsRNAに由来する siRNA（small interference 
RNA） が寄主細胞内で生成され，これが付着器形成のた
めに接触してきた B. graminisの細胞に移行することで 
Avra10のmRNAに対してRNA干渉を起こしたのであ
る．この方法は host─ induced gene silencing（HIGS） 
と命名され，絶対寄生・共生生物と宿主との相互作用研究
に画期的な技術革新をもたらした．さらにRNA─Seqの
普及は，ゲノム情報の無い寄生・共生菌側の遺伝子レパー
トリーの取得を可能にし，標的遺伝子の絞り込みを容易に
した．しかし，この報告以来，菌根共生においてこの手法
を使った研究は，現在までのところAM菌の単糖輸送体
遺伝子に関する報告（Helber et al., 2011）一例のみであ
り，HIGSによるノックダウンは容易ではないことをう
かがわせる．たとえば，ノックダウン実験の設計段階にお
いては，どの遺伝子を標的にするのか，その遺伝子のどの
領域を siRNAとして発現させるのか，など効果的にノッ
クダウンするためには多くの予備検討が必要である．さら
に， siRNAを恒常的に作らせる組換え植物の作出自体に
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も長期間を要するため，一つ一つの検討事項に対してそれ
ぞれ組換え体を作るのは非現実的であり，見切り発車せざ
るを得ない．その意味でHIGSは，かなりギャンブリン
グなアプローチであるとも言える．
　一方，植物遺伝子の迅速な機能解析法として， virus─
induced gene silencing（VIGS） が確立されている（Lu 
et al., 2003）．従来は， siRNAを生成する組換え植物を
作製することで標的遺伝子のノックダウンを行っていた
が，この方法では全身感染性の植物ウイルスに標的遺伝子
の一部を組み込んで対象植物に接種し，体内でウイルスが
複製する際に標的部分を含んだ dsRNAが形成されるこ
とを利用してノックダウンする．用いるウイルスベクター
の種類によって宿主域が一定範囲内に限られる欠点はある
ものの，AM菌に限っては宿主域が極めて広いため，こ
の欠点は障害とならない．さらにVIGSでは，ウイルス
ベクターのコンストラクトをベンチトップで作れば直ちに
ノックダウン実験が開始できるため，標的遺伝子のスク
リーニングや領域に関して十分な予備検討が行えること，
反復個体を多数用意できることなど，多くの利点がある．
筆者らのグループでは，Otagaki et al.（2006）の開発し
たキュウリモザイクウイルスベクターを用いた方法によ
り，いくつかのAM菌遺伝子のノックダウンに成功して
いる（Kikuchi et al., unpublished results）．HIGS同様，
siRNAが共生菌に移行するメカニズムは不明であるもの
の，今後，事例を積み重ねて行くことで信頼性を高めれば，
VIGSは絶対寄生・共生生物の遺伝子機能解析法のスタン
ダードになる可能性がある．

4．ビジネス展望

　 1980から 90年代にかけて，世界中でAM菌ビジネス
が活発化し，日本においてもバブル期のバイテクブーム
に乗って大手メーカーがAM菌資材の生産に乗り出した．
しかし，化学肥料多投入型の先進国農業に微生物肥料は馴
染まず，その後，国内では多くのメーカーが撤退した．研
究者サイドからすれば，AM菌接種源の適切な利用場面
や有効活用に向けた土壌管理・栽培法に関する十分な知見
をタイムリーに提供できなかった反省がある．しかし，最
近，再び世界中でビジネス化に向けた応用研究が活発化し
ている．近年の世界的な景気後退やリン鉱石の高騰などを
受けて，ビジネス展開への期待が高まっていることも原
因と考えられる．ここ数年は，大学などの公的研究機関か
らも野外におけるAM菌接種の有効性を示した報告がい
くつか出始めている．例えば，欧州におけるマメ・穀物栽
培（Pellegrino et al., 2011；Pellegrino and Bedini, 2014）
や日本におけるネギ栽培（Tawaraya et al., 2012），中に
は in vitro毛状根培養系で生産された接種源をコロンビア
のキャッサバ栽培に用いて成果を挙げた例も報告されてい
る（Ceballos et al., 2013）．AM菌接種によるリン酸減肥
（Tawaraya et al., 2012）あるいは収量増（Ceballos et al., 
2013）の収支も試算され，一定の経済効果が期待できる

ことも示されている．
　一方，もともとAM菌が常在する農地への接種源導入
と比べ，鉱物・土砂採掘の跡地，噴火・土石流災害跡地，
道路・ダム建設の際に生じる法面など，表土（≒AM菌
自然接種源）が消失した土地の緑化修復では，より確実な
接種効果が期待できる．植物の種子と共に植生基盤を斜面
に吹き付けて固着させる，いわゆる吹付緑化工法は，吹付
層の下が岩盤であっても緑化可能な優れた工法である．し
かし，パイライトなどイオウを含む岩盤の上に吹付けた場
合，イオウの酸化により生じる硫酸が排水の pHを極端に
低下させ，吹付層の植物を枯死させてしまうケースがある．
酸性土壌では可溶化するアルミニウムイオンが根の伸長を
阻害し，養水分獲得ができなくなることにより生育障害が
発生するが（Kochian et al., 2004），耐酸性AM菌と共生
すると，根の伸長は阻害されても菌根経由で養水分獲得が
で き る（Kawahara and Ezawa, unpublished results）．
そこで，民間二社と筆者らでコンソーシアムを形成し，耐
酸性AM菌接種源の生産体制構築とAM菌を利用した緑
化工法の開発を行った（田中ら , 2010）．日本における緑
化工事全体に占める強酸性土壌の出現割合は数％とさほど
高くはないものの（堀江氏私信），事業化達成後数年を経て，
大規模な工事現場でも使われ始めている（図 2）．
　研究者の立場からAM菌のビジネス展開をサポートす
ることは，研究の活性化のみならず，経済・社会との接点

図 2　岡山県備前市の鉱山跡地の法面に生成した酸性硫
酸塩土壌（a）と菌根菌資材を用いた吹付緑化施工
後 5か月が経過し，植生が定着した同法面（b）

挿入写真は吹付用の植生基材に菌根菌資材を混和する作
業（堀江氏提供）．
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を明確化する上で極めて意義深い．現在，AM菌ビジネ
スの成否を握る最も重要な課題は，接種源の安価な生産シ
ステムの確立である．ゲノム情報が公開された現在，AM
菌の高密度培養や純粋培養へのアプローチが世界各地で活
発化しているはずであり，競争力のあるAM菌資材が市
場に出回れば，資材の普及を後押しするだけでなく，利用
技術の開発も活性化することは間違いない．AM菌の利用
場面においては，生態学的視点，例えば種分布と環境との
関係や，接種に対する植物およびAM菌群集の反応を解
析，さらに予測することが極めて重要である（Rodriguez 
and Sanders, 2015）．耐酸性AM菌を利用した緑化工法の
開発が進んだ背景には，いくつかの生態学上の重要な知見
があったことが大きい．たとえば，耐酸性種は中性土壌に
も広く分布するジェネラリストであるという知見は（An 
et al., 2008；Kawahara et al., in submission），耐酸性種の
環境嗜好性は低く，広い土壌環境に適応（導入）可能なこ
とを意味している．農地においても，どのような導入種が，
どのような群集構成・理化学環境の下で接種効果を発現す
るのか明らかにする必要がある．対象とする作物の遺伝型
もAM菌の接種効果を左右する重要な因子である．多投入
型農業に合わせて選抜育種された近代のコムギ品種は，在
来種に比べてAM共生に対する生長応答が小さい，ある
いはマイナスであることが既に 20年以上前に報告されて
いる（Hetrick et al., 1993）．育種学との連携により，AM
共生を効果的に利用して養分獲得できる品種の育成が実現
すれば，接種資材と組み合わせた新たなビジネス展開も期
待できる．
　謝　辞：本稿で紹介した研究の一部は，科学研究費補助
金（22380042および 26292034），科学研究費新学術領
域研究「ゲノム支援」により行われた．酸性土壌緑化工法
の開発は，ノーステック財団研究開発シーズ育成補助金を
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