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研究成果の概要（和文）：ツツジ科ナガボナツハゼは絶滅危惧IA類に指定されており，生存数が減少した要因の
解明が喫緊の課題となっている．本研究では，ナガボナツハゼの絶滅危機を回避するための基礎的知見を得るこ
とを目的とし，自生地と人工栽培条件下におけるナガボナツハゼとアカマツの菌根菌共生メカニズムの解析を行
った．この結果，ナガボナツハゼとアカマツは複数の共通菌根菌と共生し，外生様菌根を形成することが明らか
になった．また，ナガボナツハゼの生育には外生様菌根形成の影響が大きく，菌根形成に適切な条件を明らかに
することが絶滅危機を回避するために重要であると考えられた．

研究成果の概要（英文）：The azalea Vaccinium sieboldii is listed as a critically endangered species 
(IA), and there is an urgent need to understand the factors that have led to the decline in the 
number of surviving plants. In this study, we analyzed the mechanism of mycorrhizal symbiosis 
between Vaccinium sieboldii and Pinus densiflora under natural and artificial cultivation 
conditions. The results showed that Vaccinium sieboldii and Pinus densiflora symbiosis with several 
common mycorrhizal fungi and form ecto-like-mycorrhizas. The ecto-like-mycorrhizas symbiosis is 
important to avoid extinction risk because ectomycorrhizal symbiosis has a great influence on the 
growth of Vaccinium sieboldii. It is important to clarify the appropriate conditions for mycorrhizal
 formation of Vaccinium sieboldii .

研究分野：園芸生理
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，ツツジ科ナガボナツハゼが絶滅の危機に瀕している原因の解明を試みた。この結果、ナガボナツハ
ゼは自生地においてアカマツの近くに生息しており、アカマツと複数の共通菌根菌を有し，特殊な菌根を形成す
ることが明らかになった．特に，Helotiales目の菌は環境が異なっても共通菌根菌として検出され，重要な機能
を持っていると考えられた．また，ナガボナツハゼの菌根はアカマツと混植することで形成され，生育に大きな
影響を与える可能性が示唆された．この共生メカニズムを解明できれば，ナガボナツハゼの絶滅回避につながる
とともに，近縁のブルーベリー等の園芸作物の栽培技術開発への応用も期待される． 

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
ナガボナツハゼ（Vaccinium sieboldii Miq．）はツツジ科スノキ属の落葉低木であり，同属のシ

ャシャンボやナツハゼなどと同様に我が国固有の貴重な遺伝資源である（第 1 図 A）．しかしな
がら現在，ナガボナツハゼは静岡県西部から愛知県東部の一部にしか自生していないことから，
絶滅危惧ⅠA 類（ごく近い将来における野生での絶滅の危険が極めて高いもの）に指定されてお
り（環境省，2020），絶滅回避のためには生存数が減少した要因の解明が必須である．要因につ
いて検討するにあたり，ナガボナツハゼは自生地において必ずアカマツ（Pinus densiflora Sieb．
et Zucc.）の樹周辺に生息しているという興味深い生態的特徴がある（第 1 図 B）．我が国のアカ
マツの栽植本数は昔に比べ激減しており，これに伴いナガボナツハゼの生存数も減少している
流れが考えられるが，この場合，ナガボナツハゼとアカマツは共存するための生理メカニズムを
有していることが前提となり，先行研究は全くない．ナガボナツハゼとアカマツが共存するメカ
ニズムについては，菌根菌共生に関する最近の報告について着目した．ツツジ科植物とマツ科植
物は代表的な菌根菌共生植物として知られている（Trappe，1987；Wang・Qiu，2016）．  

菌根菌共生メカニズムの中で，ツツジ科植物とマツ科植物においては菌根菌を介して植物間
での養分の受け渡しを行っている報告がある．2007 年には，ツツジ科の草本植物であるベニバ
ナイチヤクソウが，マツを含む菌根共生樹木の養分を，菌根菌の菌糸を経由して受容している可
能性が報告された（Hashimoto ら，2012；Zimmer，2007）．ベニバナイチヤクソウは，植物単独
でも生育できるがその生育は悪く，菌根菌経由の養分に大半を依存している植物であり「部分的
菌従属栄養性植物」と定義されている．さらに，ナガボナツハゼと同属であるブルーベリーとナ
ツハゼがツツジ型菌根菌と共生し内生菌根（ツツジ型菌根）を形成していることが報告されてい
た（Baba ら，2016；Bizabani・Dames，2015；Carrillo ら，2015）． 
 
２．研究の目的 
以上の背景を踏まえ，ナガボナツハゼは菌根菌と共生しており，土壌中においてアカマツと共

通する菌根菌の菌糸でつながることで生育をアカマツに依存しているのではないかという仮説
が考えられた．そこで本研究では，ナガボナツハゼの絶滅危機を回避するための基礎的知見を得
ることを目的とし，ナガボナツハゼとアカマツにおける菌根菌共生メカニズムの解析を行った．
初めに，自生地においてナガボナツハゼとアカマツの菌根形態解析を行い，共通菌根菌の同定と
土壌の菌叢解析を行った．そして，人工栽培条件下でナガボナツハゼとアカマツの混植試験を行
い，ナガボナツハゼの生育にアカマツと菌根菌が及ぼす影響の調査を行った． 
 
３．研究の方法 
（1）植物材料および土壌材料 

2018 年 6 月，9 月，2019 年 4 月，7 月およ
び 10 月に静岡県に自生するナガボナツハゼ 2
系統の根を各回に採取した．また，それぞれ
のナガボナツハゼに最も近い距離に位置する
アカマツ 6 個体から根を採取した．さらに，
計 8 ヶ所の土壌を約 1 g ずつ採取した．そし
てサンプリングした根と土壌を-20℃で保存
した．また，人工栽培条件下で自生地環境を
再現することを目的とし，プランター内でナ
ガボナツハゼとアカマツの混植試験を行っ
た．植物材料として，ナガボナツハゼの 1 年
生苗 36 個体を供試した．また，アカマツの苗
については市販の 1年生苗を 5個体供試した．
試験区として，ナガボナツハゼの単植区（第 1
図 C）とナガボナツハゼ・アカマツの混植区
（第 1 図 D）を設定した．各プランターにナ
ガボナツハゼ 4 個体を定植し，混植区にはア
カマツを 1 個体ずつ定植した．そして，定植
399 日後にナガボナツハゼ の展葉数を調査
した後，プランターから植物体を掘り起こし
以降の解析に用いた．  
（2）ナガボナツハゼとアカマツの菌根の形態
解析 
ナガボナツハゼとアカマツの根の外部形態

を実体顕微鏡で観察した．さらに，菌根をア
テクノビットに包埋し，リトラトームを用い
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第1図 ナガボナツハゼおよびアカマツ 

A：自生地および人工栽培条件下のナガボナツハゼの花序，B：自生地に

おいてナガボナツハゼとアカマツが混在する様子,  C：人工栽培条件下に

おける単植区，D：人工栽培条件下における混植区 

図中の黒矢印はナガボナツハゼを示し，白矢印はアカマツを示す 

 



て 6 µⅿ切片を調製した．得られた切片は正立顕微鏡で観察した． 
（3）ナガボナツハゼとアカマツの根および菌根からの DNA 抽出 

根および菌根に存在する菌の DNA 抽出については，改変 SDS 法を用いて行った．採取した根
系を蒸留水と 70％エタノールで洗浄後，1 cm 長の切片を作成し，各切片を 1 サンプルとした．
得られた DNA を滅菌水 50 μL に溶解し，－20℃で保存した． 
（4）PCR による菌の ITS 領域の増幅 
得られた菌の DNA を同定するため，Thermal Cycler Dice Touch（タカラバイオ（株））によっ

て， ITS 領域の PCR を行った．得られた DNA を鋳型にして，2×PCR buffer，200 µM dNTPs，2 
mM フォワードプライマー，2 mM リバースプライマー，KOD 0.1units FX Neo ポリメラーゼ（東
洋紡）を含む 10 µl の PCR 反応液を調整した．プライマーには，担子菌特異的な gITS7 フォワー
ドプライマー  （ 5’-GTGAATCATCGARTCTTTG-3’ ）， ITS4B リバースプライマー（ 5’-
CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG-3’）と，子嚢菌特異的な ITS1F フォワードプライマー（5’-
GTAACAAGGT （ T/C ） TCCGT-3’ ）， ITS4A リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 5’-
CGCCGTTACTGGGGCAATCCCTG-3’）を用いた．  
（5）菌の ITS 領域のシーケンス解析と菌種の同定 

PCR 産物を電気泳動後，1 本のバンドが明瞭に確認できたサンプルをシーケンス解析に用い
た．得られたシーケンス配列について NCBI の BLAST 検索によって相同性を検索し，検出され
た菌の分類を調べた．ナガボナツハゼとアカマツで菌名が一致した菌を「共通菌根菌」と定義し
た．共通菌根菌については，塩基配列解析ソフトである MEGAX を用いてアライメント解析を
行った後，Neighbor-Joining 法によって分子系統樹を作成し，系統レベルで菌が同一であるかを
確認した． 
（6）土壌中の菌叢解析 

採取した土壌サンプルを粉砕チューブに約 1 mg 入れ，DNA 抽出後，菌の ITS 領域の塩基配列
を次世代シーケンサー（illumina 社，Miseq）で決定した．次世代ゲノムシーケンサーの解析は
（株）生物技研に委託した．得られたリード数をもとに各菌の種類を分類し，土壌中の菌叢解析
を行った． 
 
４．研究成果 
（1）アカマツとナガボナツハゼの根に形成された菌根の形態解析 

アカマツの根は，主根と側根で
形成されており，主根には菌根が
観察されなかったが，側根の大部
分には外生様菌根（外生菌根に外
観が似ているが，内部構造は未知
の菌根の総称）が形成されていた．
これらの菌根形態にはさまざまな
種類が見られ，色で分類すると褐
色の菌根と黒色の菌根に分けられ
た．また，褐色の菌根のほとんど
は，先端が二又以上に分枝してお
り，黒色の菌根は分枝せず黒色の
菌糸を有していた．また，ナガボナ
ツハゼの根は一般的なツツジ科植
物と同様に，樹体を支持する太め
の褐色根から hair root と呼ばれる
細い毛状根が出る形態をしており
（第 2 図 A），太めの褐色根には外
観において菌根様の形態は見られ
なかった（第 2 図 B）．これに対し，hair root においては，頻度は低いものの外生様菌根が確認さ
れた（第 2 図 C〜E）．一般的にツツジ科植物は内生菌根（ツツジ型菌根）を形成するため，予想
外の現象であった．これらの菌根形態は複数種見られ，色で分類すると褐色の菌根（第 2 図 C）
と黒色の菌根（第 2 図 D，E）に分けられた．また，褐色の菌根は，菌根先端が分枝しているの
に対し（第 2 図 C），黒色の菌根は分枝せずに黒色の菌糸を有していた（第 2 図 D，E）．ツツジ
科で外生様菌根を形成する事例としては，部分的菌従属栄養性植物であるイチヤクソウ属のベ
ニバナイチヤクソウとイチヤクソウ（Hashimoto ら，2012；Matsuda ら，2017）および絶対的菌
従属栄養性植物であるギンリョウソウ属のギンリョウソウ（谷亀，2014; Yamada ら，2008 ）が
知られている．ツツジ科スノキ属における外生様菌根の確認は初めての事例であり，ナガボナツ
ハゼは菌従属栄養性植物に似た菌根菌共生メカニズムを有している可能性が考えられた． 
 
 
 
 
 

 
 

第2図 自生地におけるナガボナツハゼの根に形成された外生様菌根の形態 

A：根の全体図，B：菌根のないhair root ， C～E：観察された複数種の外生様菌根 

Aの図中の矢印はhair root ， C～Eの図中の矢じりは外生様菌根を示す 



 
（2）ナガボナツハゼとアカマツにおける根系の菌叢解析 
 ナガボナツハゼとアカマツの根系（根
と菌根を含む）に存在する菌叢（菌の種
類）を解析するために，PCR 解析とシー
ケンス解析を行った．検出された菌はすべ
て子嚢菌門と担子菌門に分類された（第 1
表）．これらの菌のうち，自生地条件下およ
び人工栽培条件下においてナガボナツハ
ゼとアカマツの根系で共通して検出され
た菌は，代表的なツツジ型菌根菌として知
られる子嚢菌門：Helotiales 目の菌であり
（第 1 表），「共通菌根菌」と定義した．共
通菌根菌の塩基配列をもとに分子系統樹
を作成した結果，ナガボナツハゼとアカマ
ツの根系から検出された Helotiales 目の菌
が同じクラスターに分類された．  
共通菌根菌が形成する菌根形態を明ら

かにするために，ナガナツハゼとアカマツ
の外生様菌根から菌種を同定し，切片観察
を行った. Helotiales 目の共通菌根菌が検出
されたナガボナツハゼの菌根は，黒色で分
枝していない外生様菌根であり，菌糸を伴
っていた（第 3 図 A）．この菌根の横断面
には厚い菌鞘が表皮細胞だけでなく皮層
細胞内に進入している様子が見られ，ハル
ティヒネットが確認できない異常な外生
様菌根であった（第 3 図 B）．Helotiales
目の共通菌根菌が検出されたアカマツ
の菌根は，褐色で分枝した外生様菌根
であった．この菌根の横断面において
は、ハルティヒネットは確認されたが，
菌鞘が見られない異常な構造であっ
た．以上の結果から，Helotiales 目の菌
が検出されたナガボナツハゼとアカマ
ツの外生様菌根は，典型的な外生菌根
ではなく，植物種と生育環境によって
形態が異なることがわかった．また，ナ
ガボナツハゼとアカマツから検出された
Helotiales 目の菌は，分子系統樹内で同じ
クラスターに位置しており，ナガボナツ
ハゼとアカマツは Helotiales 目の同系統
の菌の菌糸でつながっている可能性が示
唆された． 
 
 
（3）自生地土壌の菌叢解析 

次世代ゲノムシーケンサーを用いて自生地土壌の菌叢解析を行った結果，子嚢菌門 43 目と担
子菌門 27 目の菌が大半を占め，計 84 目の菌が検出された．これらの中で検出数上位の菌は，多
かった順に Agariacales，Thelephorales，Helotiales 目の菌であり，ナガボナツハゼとアカマツの共
通菌根菌である Helotiales 目の菌根菌が上位に含まれていた． 

 
 

（4）人工栽培条件下におけるナガボナツハゼの生育 
 ナガボナツハゼの生育にアカマツと菌根菌が及ぼす影響を調査するため，ナガボナツハゼの
培養苗を用いてプランター内でアカマツとの混植試験を行った．具体的には，滅菌土壌条件下と
自生地土壌条件下において，それぞれナガボナツハゼの単植区とナガボナツハゼ・アカマツの混
植区を設け，屋外で栽培した（第 1 図 C, D）．定植 399 日後に根系を観察した結果，自生地単植
区，滅菌単植区および滅菌混植区のナガボナツハゼには外生様菌根は見られなかった．一方で，
自生地混植区のナガボナツハゼ 12 個体のうち，3 個体の根において外生様菌根が観察された．
この外生様菌根が見られた個体（菌根あり個体）は，菌根が見られなかった個体（菌根なし個体）
に比べ生育が明らかに良く，展葉数が多かった（第 4 図）．さらに，菌根あり個体は，自生地単
植区のナガボナツハゼよりも展葉数が多かった（第 4 図）．また，自生地混植区の菌根なし個体

　
門
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第1表 ナガボナツハゼの根系から検出された菌 

第3図 Helotiales 目の共通菌根菌が検出されたナガボナツハゼ外

生様菌根の形態  A ：外観，B： 切片の横断面図 

A の矢じりは外生菌根様の形態を示す 

Fs：菌鞘，Ep：表皮細胞， Co：皮層細胞 

 



は，菌根あり個体だけでなく，自生地単植区と滅菌混植区に比べても展葉数が少なかった（第 4
図）．以上の結果から，ナガボナツハゼはアカマツと混植することで外生様菌根を形成すること
が実証され，ナガボナツハゼにとって外生様菌根の形成は生育促進につながる重要な現象であ
ると考えられた． 
本研究では，ナガボナツハゼとアカマツは複数の共通菌根菌と共生しており，外生様菌根を形

成することが明らかになった．特に，Helotiales 目の菌は環境が異なっても共通菌根菌として検
出され，重要な機能を持っていると考えられた．また，ナガボナツハゼの外生様菌根はアカマツ
と混植することで形成され，生育に大きな影響を与える可能性が示唆された．この共生メカニズ
ムを解明できれば，ナガボナツハゼの絶滅回避の対策技術につながるとともに，近縁のブルーベ
リー等の栽培技術への応用も期待される．  
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第4図 人工栽培条件下で栽培した定植399日後におけるナガボナツハゼの展葉数 

異なるアルファベット間には多群間において Tukey–Kramer の多重比較検定

を行い 5％水準で有意差あり 

**，*は 2 群間において t 検定を行いそれぞれ 1％と 5%水準で有意差あり 

縦棒は標準誤差を示す 
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