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第 1章 緒論

1-1土壌中のリン酸の形態およびリン資源枯渇の危機への対応

リンは植物の必須元素であり、 H2P04ーや HP042―
である可給態リン酸( P ;) の形態で根

から吸収 される。 しかし 、 土壌中には決して少なくない量のリンが存在するにもかかわら

ず、 植物の生育はリン欠乏によって制限 される場合が多 い。 リンは土壌中にお ける拡散係

数が非常に低く( L ynch, 2007 )、 根の周囲の土壌にはリン欠乏領域が存在している。 加え

て、 士壌中において多くのリンは鉄やア ルミニウムと 結合した難溶性無機リン酸および有

機態リン酸の形態となっていて、 植物が利用できない不可給態リン酸として存在している。

有機態リン酸は士壌中の全リン酸の 20 80 % を占め (D al al, 1977 )、 主にフィチン酸等の

イノシト ー ルリン酸、 RNA な どの核酸、 およびレシチンな どのリン脂質、 この 3 つのグ ル

ー プに大別 されている。 また、 士壌中におけるこれらの有機態リン酸の存在割合は、 フィ

チン酸が 0.4 83 % 、 核酸が 0.2- 2.4 % 、 リン脂質が 0.5 7 .0 % の範囲で含まれると

考えられている。

農地では収量を維持するためにリン酸質肥料が施肥 されている。 人口増加に伴って、 リ

ン酸質肥料の要求は世界的に高まって来ているが、原料となるリン鉱石の採掘は 2030年 頃

でピ ー クを迎え、 50- 100年後には枯渇するだろうと見積もられている(C ordel l et al. , 

200 9)。 このことは近 い将来に、 リン資源枯渇の危機によって安定的した食料 生産が難しく

なることを意味している。

日本の農地ではリン酸質肥料は過剰に施肥 される傾向にある（大竹，2011 ; 俵谷および和

崎，2012)。 日本では利用可能なリン資源はすでに枯渇しているため、 100%輸入に頼ってい

る。 上記のようにリン酸は士壌中での移動性が低く、 作物 はリン欠乏に陥りやすい。 しか

し 、 過剰にリン酸質肥料を施肥しても 、 作物 は過剰害を示しにくい。 加えて、 日本の農地

はリン酸吸着能の裔い黒ボク士が多く、 1950· 197 0年代では6割の農地の士壌中可給態リ

ン濃度は、 正当な作物の収量を得る水準 ( 10 m g  100 g-1 ) よりも 低かった（吉池，1983)。

，

 



そのため、 リン酸質肥料の施肥が推進 されてきた。 しかし 、 近年では過剰なリン酸質肥料

の施肥によって、 不可給態リン酸が農地に蓄積 されているにもかかわらず（大竹，2011 ; 俵

谷および和崎，2012)、 その施肥量は単位面積当たりではアジアで最も 高い（ 表1-1-1 )。

このリン資源の枯渇に対応するためには3 つの戦略が考えられる（俵谷および和 崎，2012)。

1 つは土壌へのリン酸施肥量の削減である。 2 つめは作物によるリン酸の獲得効率および体

内 利用効率の向上である。 3つめは士壌中の有機態リン酸の国内にお けるリサイクルの確

立である。 上記のように農地 、 特に日本ではリン酸質肥料の過剰な施肥によって不可給態

リン酸の蓄積が進んでいる。 一 方で、 一 部 の作物 あるいは土壌微生物は、 酸性ホス ファタ

ーゼ( ACP)、 有機酸、 および二次代謝物を含む根の浸出物によって、 士壌中の不可給態リ

ン酸を可給態リン酸に変 化させることで利用できることが知られている( Gardner et al. , 

1982 ; Gardner et al. , 1983 ; D akora and P h il l ip s  200 2 ;  George et al. , 200 6; Wasaki et al. , 

2008 ;  Rich ardson et al. , 2011 ; Maruyama et al. , 2012)。 すでに述べたように、 士壌中の不

可給態リン酸のなかでも 、 有機態リン酸は大きい割合を占めている。 したがって、 作物 あ

るいは上壌微生物による有機態リン酸の利用はリン資源の枯渇への対応において極めて重

要な課題であると考えられる。

1-2 植物の根による酸性ホスファタ ー ゼの分泌機構および分泌の意義

一部の植物は根から ACP を分泌する(Lee , 1988 ; Tarafdar and Cl aasse n, 1988 ; Tadano 

and Sakai, 1991 ;  Li et al. , 1997 ;  Tran et al. 2010)( 図1- 1- l A)。 この根からのACPの分

泌はリンが十分に存在するときよりも 、 リンが欠乏している条件 下で増加し(Tadano and 

Sakai, 1991 ;  Wasaki et al. , 2003)、 士壌あるいは培地中に含まれる有機態リン酸の利用に

関わる( Rich ardson et al. , 2000 ; Yada v and Tarafdar, 2001)。 Lee(1988)はオオムギおよ

びバラを用いて、 培地中のリン酸が植物内に吸収 される速度と細胞外のACP活性の 間には

正の相関があることを示した。 Tadanoおよび Sakaiは( 1991) 9 種類の一般的な作物を高
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リン条件 (3 m g  P L·1 )と 低リン条件 (0.05-0.3 m g  P L -1)で水耕培養し 、 根から 分泌された

ACP活性をそれぞれ 比較した。 その結果、 9 種類の植物のリン含有率は、 高リン条件 にお

いて地上部で0.33%-0.85% 、 根部で0.53%-1.18%だったのに対して、 低リン条件 では地上

部で0.0 9% -0.18% 、 根部で 0.12% -0.38% であり、 リン欠乏を示していた。 そのときの根

から 分泌される ACP 活性は高リン条件 に 比べて低リン条件 で高かった。 Rich a rdson ら

(2000)はコムギ(Triticum a estivum)の苗を、6 種の有機態リン酸をそれぞれ添加した培地 、

リン酸水素ニナ ト リウムを添加した培地 、 およびリン酸を含まない 培地で無菌的に培養し

た。 また、 同時に根部 のACP活性を 測定した。 その結果、 フィチン酸を含む培地以外でコ

ムギの生育は、 リン酸水素ニナ ト リウム区と 同じ水準もしくはそれよりも 高かった。 根の

表面のACP活性はリン酸水素ニナ ト リウムの区よりも フィチン酸および無リンの区で有意

に裔かった。 Yada v およびTa ra fda r(2001)はフィチン酸およびリン酸二水素カリウムをそ

れぞれ 含む培養液でコムギを生育させた。 その結果、 与えた有機態リン酸の種類によって

培養液中のACP活性は異 なっていた。 また、 培養液中のフィチン酸濃度が高いほ ど 培養液

中のACP活性は高かった。 それに対して、 培養液中のリン酸二水素カリウムの濃度の低下

に従って培養液中のACP 活性は上昇した。

近年ではモデ ル植物であるシロイヌナズナ (Arabido psis thaliana )が低リン条件 で根か

ら 培地中および根の表面に分泌する ACP の解析が詳細に行われた (T ran et al. , 2010 ; 

Wang et al. , 2011 ; Ro binson et al. , 2012 ; Wang et al. , 2014)。 T ranら (2010)はシロイヌ

ナズナが低リン条件 で培地中に分泌する 2 種類の ACPである AtPAP12 およびAtPAP26

をそれぞれ精製し、 それらの酵素学的な特徴付けを行った。 Wangら (2011)はシロイヌナ

ズナが低リン条件 で根の細胞壁表面に分泌するACPであるAtPAPlOの酵素学的特徴付け

を行った。 また、 この AtPAPlOのノックアウト 変異体を用いて、 シロイヌナズナが培地中

の有機態リン酸を利用するときに AtPAPlO が関わっていることを示した。 Ro binson ら

(2012)は AtPAP12および AtPAP26の一 方もしくは両方をノックアウト した変異体を用 い
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て、 シロイヌナズナが士壌中の有機態リン酸 を利用するときに、 これら 2 種 のACP が関わ

ることを示した。Wangら (2014)は AtPAPlO、 AtPAP12、 および AtPAP26をそれぞれ あ

るいはいくつかをノックアウト した 変異体の根の表面および培地中のACP活性を 測定した。

また、 それぞれの 変異体を有機態リン酸 として ADP もしくはフルクト ー ス―6ー リン酸 を含

む培地で生育させたの ち 植物体新鮮重を 測定することで、 それぞれのACP が どれだけ 培地

中の有機態リン酸 の利用に 寄与 しているかを 調べた。 AtPAPlO 変異体および AtPAP12 /

AtPAP26二重 変異体の植物体新鮮重 はADPもしくはフルクト ー ス―6ー リン酸 を含む培地で

野生型に 比べて低くく、 その 2 つの 変異体の間に 差 はなかった。 この結果は、 根の表面に

分泌される ACP である AtPAPlO と 培地中に分泌される ACP である AtPAP12 および

AtPAP26 は、 ど ち らも 培地中の有機態リン酸 を同じ水準で分解 していたことを示す 。また、

シロイヌナズナは低リン条件 でこれらのACPによって有機態リン酸 を利用していることを

示す 。

根からのACP の分泌には種 間 差があり、 特にルー ピ ン(Lum inus albus)は他の作物に 比

べて高い ACP活性を示す(Tadano and Sakai, 1991)。 ルー ピ ンの ACP は分子量、 最適

p H(Tadano et al. , 1993)、 最適温度 、Km値(Ozawa et al. , 1995)、 基質特異性、 金属イオ

ン存在下での活性(Li and Tadano, 1996)、 根圏 における有機酸 と ACPの 相互作用、 および

上壌中の有機態リン酸 の利用(Li et al. , 1997 )が 明らかにされた。 また、 そのACP は cD NA

配列 がクロー ニング され LASAPl と名付けられ 、 植物のリン濃度に関係 なく培地が低リン

条件 (OPm g  L-1)のときに発現が 上昇 する(Wasaki et al. , 1999)ことがあきらかとなった。さ

らに、LASAPl のアイソザイムであり、リン欠乏条件 で特異的に根から 分泌される LASAP2

のクロー ニングも同様に行われた(Wasaki et al. , 2000)。 この LASAP2 の 遺伝子を 導入し

たタ バコ(Nico tiana tabacum)は 野生型に 比べて、 高い リン吸収量 を 示 したことから

( Wasaki et al. , 200 9; Maruyama et al. , 2012)、 根から浸出されるACP が根圏 において

有機態リン酸 を分解して、 その一部を利用していることが 実証された。
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上記のようにルー ピ ンは他の作物に 比 べて、 根から多量のACP を浸出する。 これは、 リ

ン欠乏のときにルー ピ ンを含杓 ルピナス属が形成するクラスタ ー 根に由来する( Neumann

and Mart inoia, 200 2 ;  Wasaki et al., 2003)。］レー ピ ンは植物体がリン欠乏のときにクラス

タ ー 根と呼ばれる、 1 cm未満の長さを持つ小根を狭い領域に密に発達させたプラシ状の根

を発達させる(Gerdner et al., 1982)。ルー ピ ンがクラスタ ー 根を形成する意味は、 表面積を

増やす ことで士壌中のリン酸の吸収 面積を増加 させることだと考えられていた。 その後の

研究で、 このクラスタ ー 根 は ACP (Wasaki et al., 2003)および有機酸(N eumann and 

Mart inoia, 200 2)を大量に分泌することで、 それぞれ難容［生無機リン酸を可給 化および有機

態リン酸を加水 分解 し 、 利用していることが 明らかとなった。 クラスタ ー 根はマメ科 ルピ

ナス属の他に、 ヤマモガシ科、 ヤマモモ科、 カバノキ科、 モ クマオウ科、 グミ科、 クワ科、

およびウリ科の一 部 の植物も形成する(Ske ne, 1998)。 この中の多くは、 植物のリン酸吸収

を促進する菌根菌( 1-4 で詳しく述べる）と共生しにくい 、 あるいは全く共生しない 。 これ

らは、 植物が根から 分泌するACPの種間差にはクラスタ ー 根の形成および菌根苗との共生

が関わることを示唆する。

これらの報告は、 一部の植物は低リン条件 で根から ACP を分泌すること 、 その分泌には

種間差 があり、 クラスタ ー 根の形成や菌根菌との共生が関わっていることを示す 。 またク

ラスタ ー 根から多量のACP を分泌できる植物は有機態リン酸を加水 分解し 、 利用している

ことを示している。

1-3土壌微生物による酸性ホスファタ ー ゼの分泌および低リン条件への応答

士壌中には多くの士壌微生物が存在しており、 植物と 同様にそれらの一 部 はACP あるい

はフィタ ー ゼを分泌する(Tarafder et al. , 1988 ; Rodriguez and Fraga, 1999; C rowt h er et 

al. , 2011)。Tarafdarら(1988)はインドの砂漠士壌から 細胞外 ACP およびアルカリホスフ

アタ ー ゼ(ALP)活性を持つ菌を 12 菌株単離した。RodriguezおよびFraga(1999)は士壌中
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で普遍的に見られるPseudomonas属、 Burkholderia 属、 Enterobacter 属、 Citrobacter

属、Proteus属、 およびSerrati a 属がACP を浸出することを示した。 C rowt h erら(2011)

は森林土壌から単離した4 種の担子菌を生育させ 、培地中から 細胞外のACP活性を検出し

た。

一部 の士壌微生物による ACP の浸出も植物と 同様に、 低リン条件 によって促進 される。

特に酵母では低リン条件 によって ACP の浸出が促進 される機構が詳細に研究されている

(Osh ima 1997 )。培地中に可給態リン酸が十分ある場合、 キナー ゼである P H0 80 および

P H0 85 の複合体が、 ACPである P H05 の転写活性 化因子である P H04 をリン酸化する。

その結果、 P H04 は不活性化し、 P H05 の発現 は抑制されている。しかし 、 培地中の可給

態リン酸濃度が減少すると 、 リン酸によって不活性化されていた、 P H0 80 および P H0 85

の複合体の阻害剤である P H0 81 が活性 化し 、 転写活性 化因子である P H04 のリン酸化が

阻害される。 その結果、 P H04 は活性 化し 、 P H05 の発現を活性化する。

これらの結果は広い範囲の士壌微生物が植物と 同様に低リン条件 でACP を分泌し、 士壌

中の有機態リン酸を利用できる可能性を示す 。

1-4 植物のリン酸吸収におけるア ー バスキュラ ー菌根菌の役割

上記のように、一部 の植物は根から 分認するACPのあるいは土壌微生物が生産するACP

によって上壌中の有機態リン酸を利用する。 一方で、 多くの陸上植物 は菌根菌との共生に

よって、 その菌と共生していない植物より、 多量に土壌中のリン酸を吸収できる。

苗根と は、 士壌中の糸状菌が根の細胞内へ侵入し 、 根の皮層細胞へ定着している構造を

指す(Smit h and Read, 2008)。この菌根を形成する糸状苗を菌根苗と呼ぶ 。菌根にはシャク

ジョウソウ型 苗根 、 内外 生菌根、 外 生苗根、 イチャクソウ型 苗根 、 ッツジ型菌根、 ラン苗

根 、 およびアー バスキュラー 苗根( AM) の7 種類のタ イプが知られている。 その中でも

AM 苗は絶対共生菌であり、 陸上生物の 80 % 以上と共生 関係 を結び、 植物の根の細胞内
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に樹枝状体と呼ばれる特異 な構造を造る。

AM 蘭 は 8 つの属に分かれており、 近年まで接 合蘭 門グ ロムス 目 に属 すると されていた

(Sch暉 l er et.al, 2001)。 しかし 、 グ ロムス 目 は分子系 統学的解析によりグ ロメ ロ菌門 に格上

げ されると いう解釈 があり、 近年に行われた菌界の再 分類では接合菌門 は解体 されグ ロメ

ロ菌門 と幾 つかの門 に分 けられた ( H i b bet t et al., 2007 )。 現在では、 AM菌は再 分類 され

て Glomeral es、 Di versisp oral es 、 Pa ra glomeral es 、 Archa eosp oral es の4 つの日 となり、

未だ確かな 分類をされていないものも含めると 11 科 26属の種類がAM菌に分類 されてい

る(Sch ussl er and Wal ker, 2010)。 また、 AM薗のモデル菌株として扱 われている Gl omus

intra ra dices DAOM197 198 は分子 生物学的な解析(St ockinger et al. , 200 9)および上記の

AM 苗の再 分類 (Sch ussl er and Wal ker, 2010 ) に よ っ て Rhi zo p ha gus irregul a ris 

DAOM197 198 に再命名 された。

AM苗は植物のリン酸 吸収を促遮すると いう役 割をもつ(Smit h and Read, 2008) (図 1-

1- 1 B)。 士壌中のリン酸 は拡散係数が低いため、 根の周囲の士壌にはリン欠乏領域が生成

しやす い。 AM菌は菌根を形成したの ち 、 その欠乏領域を超 えて外 生菌糸を伸 ばし 、 その外

側の上壌から リン酸 を吸収する。 この外 生菌糸によるリン酸 の吸収 面積の増加が、 菌根形

成した植物におけるリン酸 吸収の促進の主囚である。 より多くの吸収 面積を得るためには、

植物 は外 生菌糸に炭 素を投 資 した方が効率的である。 外 生菌糸は根よりも細いため、 植物

が根と菌糸に同じ炭 素投 資 をした場合、 外 生菌糸へ投 資 した方が上壌中での表面積がより

大きくなる(Sie v erding, 1991)。 菌 根形成していない根では 1 cmの表面積は 1.8 cm3だが 、

菌根形成した根では外 生菌糸によってその表面積は 12.6- 201 cm吋こ達する。 AM菌からの

リン酸 供 給の見返りとして、 光 合成産物である糖をAM菌へ与える。

AM苗による植物のリン酸 吸収の促進効果はAM苗種 (Smit h et al. , 2000 ; Smit h et al. , 

2003)、 AM苗株 (Munk v ol d et al. , 2004)、 および士壌条件 (Tawaraya et al. , 1998)によって

異 なる。 Smit h ら(2000)はScutellosp ora cal osp ora もしくは G.cal edoni um を接 種 したタ
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ルウマゴヤシ(M. truncatul a )を生育させ 、 士壌中の外 生菌糸の空間的 分布 およびリン吸収

量を 調べた。S. cal osp ora は植物から遠 い位罹 まで 比較的粗く外 生菌糸を伸 長 させたのに対

して、 G. cal edoni um は植物に近 い位置に外 生菌糸を ち 密に伸 長 させた。S. cal osp ora より

も G. cal edoni um がより多くのリン酸を士壌中から吸収した。Smit h ら(2003)は Gigasp ora

rosea 、 G. cal edoni um 、 および G. intra radices をそれぞれ 、 ア マ(Linum usitatissimum)、

タ ルウマ ゴヤシ、 ト マ ト (Sol anum lyco p ersicum)に接種 して生育させ 、 乾物重を測定した。

また、 それら乾物重を非接種 のそれぞれの植物の乾物重と 比較して、 それぞれの菌株が植

物に与える生育効果を評価した。 G. rosea はア マには正の生育効果を与えたが、 タ ルウマ

ゴヤシおよびト マ ト には負 の生育効果を与えた。 G. cal edoni um および G. intra radices は

ア マおよびタ ルウマ ゴヤシには正の生育効果を与えたが、 ト マ ト には負 の生育効果を与え

た。Munk v ol dら(2004)は4 菌種 、 合計 24 苗株のAM菌をキュウリ(Cucumis sa tivus)接

種 して、 外 生苗糸長と地上部 リン吸収量の相 関を 調べた。 外 生苗糸長と地上部 リン吸収量

G. mosse a e および G. cal edoni um 高く相関し 、 その相関係数はその 2 種 の 間で異 なった。

これらの結果は、 AM 菌による植物のリン酸吸収の促進は AM 菌種 間で異 なり、 同 じ 菌種

でも外 生菌糸をより伸 長 させる菌株でより高くなることを示した。

1-5 菌根菌による酸性ホスファタ ー ゼの浸 出 およびその低リン条件への応答

AM菌が菌根形成した植物におけるリン酸吸収の促進の主囚 は、外 生菌糸によるリン酸の

吸収 面積を増加であると考えられている(Smit h and Read, 2008)。 一方で、 AM菌が外 生菌

糸から ACP を浸出し、 士壌中の有機態リン酸を利用できるか どうかは（図 1- 1- 1 C)、 植

物に 比べて、 ほとん ど知られていない 。

これに対して、 外 生菌根菌では多くの苗で研究が行われており、 子 実 体 および苗糸中の

ホスファタ ー ゼの局在( Na v arro· Rodenas et al. , 200 9)、 有機態リン酸の有無による菌のホ

スファタ ーゼ活性の違い(N y gre n and Rosl ing, 200 9)、低リン条件 における外 生苗糸のACP
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活性の応答 ( v anAarl e and Pl assard, 2010 ; Al v arez et al. , 2012 ; N a v arro-Rode nas et al. , 

2012 ; P erez- de- Mora et al. , 2013)な どの様々 な研究が行われている。 Na v arro- Rode nasら

(200 9)は Terfezia cla veryi のALPの酵素学的な特性およびALPの子 実 体 内の局在を明 ら

かにした。 N y gre nおよび Rosl ing(200 9)は 14属 16 種 19 菌株の外 生菌根菌にフィチン酸

もしくはリン酸二水素カリウムを与 え、 菌糸のACP 活性を 比較した。 また菌糸内における

ACPの局在を 調べた。 v anAarl eおよび Pl assard(2010)は、 フランスカンガイショウ(Pinus

p inasta r)に外 生菌根菌 Hebel om a cylindrosp orum を接種し 、 土壌中可給態リン濃度が 3 、

22 および50 m gP k g-1 の 3 段 階の条件 で生育させた。 生育後 8、 12、 14 、 および 16週 目

に苗糸表面のALP およびACP をホスファタ ーゼの検出試薬である E LF- 97 で染色し、 苗

糸の長さ当たりの ALP および ACP 活性の割 合を測 定した。 その結果、 苗糸表面の ALP

活性は生育後 日 数に関わらず、 士壌のリンの低下と共に上昇した。 また、 ACP 活性にも同

じ傾向 があった。Al v arezら(2012)はパ タ ゴニアブナ(Nothofagus obliqu a )に4 種 の外 生苗

根苗をそれぞれ接 種 し 、 士壌中可給態リン濃度が 2.6m g  P k g·1 もしくは 20.0 m g  P k g-1 の

条件 で、 それぞれ 12 週 間生育させた。地上部リン含有率および外 生菌糸を含む菌根形成し

た根の横断切 片 を E LF- 97 で染色 し 、 その蛍光 強度を 測定しそれぞれの 相 関を求めた。 外

生菌糸 表面の ACP 活性( E LF- 97 の蛍光 強度） は、 全ての菌株において、 2 つのリン処理

間 で差 が無か っ た 。 ま た 、 そ の活 性 と 地 上部 リ ン 含 有率 は正 の 相 関 を 示 し た 。

Na v arro- Rodenasら(2012)は Helianthemum a lmeriense に外 生菌根菌 Terfezia cla veryi 

を接 種 し 、 リンを含まないあるいは4 2.5 m g  L-1 のリン酸二 水素カリウム(9.7 m g  P L-1)を含

む滅 苗バー ミキュライトで、 それぞれ 12 週間生育 させた。外 生 苗糸の抽出物中および抽出

物残 さのACP活性は、 2 つのリン処理間で 差が無かった。 Pe rez- de· Moraら(2013)は 3 種

の外 生菌根苗Rhi zo p ogon roseol us Paxillus invol utus およびPiloderm a croceum を0.037 、

0.37 、 および 3.7 mMの3段 階のリン濃度の固体培地でそれぞれ 生育させた。それぞれの菌

糸を回 収し 、 抽 出物および抽 出物残 さの ACP 活性を 測定した。 R. roseol us および P.

17 



invol utus の ACP はほとん ど抽出物中に含まれ 、 その活性は培地中リン濃度がより低い条

件 で、 低い傾 向 があった。 P. croceum ではほとん ど抽出物残 さに含まれ 、 その活性は培地

中リン濃度に関係 なく一定だった。 これらの結果は、外 生菌根菌は外 生菌糸にACPを持 ち 、

その活性は土壌、 培地 、 植物中のリン濃度によって変化 する場合と変化しな い場合がある

ことを示している。

AM菌の外 生菌糸にも ACP 活性があることが示 されている(Ta rafde rand Ma rsch ne r, 

1994 a, 1994 b; J one r  and J oh anse n, 2000 ; J one r  et al., 2000 ; K oide and K a bi r, 2000 )が、

士壌中には植物の根山 来のACP、 士壌微生物山 来のACP およびAM 菌の外 生 菌 糸 由 来の

ACP が混在しているため、AM菌が外 生菌糸山 来のACPによって士壌中の有機態リン酸を

加水 分解 し 、 利用していることを 明らかにすること は難し い。 この問 題を解 決するために

Ta rafde rと Ma rsch ne r(1994 a  1994 b)は根のACPと AM苗のACPを分 けるために根は通

過できないがAM苗の外 生苗糸は通 過できる30 µm孔径のナイ ロンメッシュおよび外 生 苗

糸も通 過できない 0.45 µm孔径のナイ ロンメッシュを用い、 植物と外 生菌糸が生育する根

区画 、 外 生菌糸のみ が生育する菌糸区画 、 および植物 根も外 生菌糸も存在しないバルク区

画の 3 区画にポ ット を分 けた。 そのポ ット を用いて、 土壌にフィチン酸ナ ト リウムもしく

はリン酸二水素カ ルシウムを与 え、 AM菌 G. mossea e を接種したもしくはしないコムギを

生育させた。 菌糸区画の土壌中 ACP活性は外 生菌糸長と正の 相 関を示した。 また、 その活

性はフィチン酸ナ ト リウムを与 えない区 よりも与 えた区で高かった。 この結果から AM 菌

は外 生菌 糸の ACP によって有機態リン酸を加 水 分解し、 利用していることが示唆 された。

J one rおよびJ oh anse n(2000)はAM菌 G.intra ra dices および G. cl a ro ideum と菌根形成

した T. subterraneum を生育させ 、 ACP を測定した。 菌糸の細胞壁 結合性のACP は検出

されたが、 菌糸の浸出物中からのACP は測定できる量が検出 されなかった。 v anAa rl eら

(200 2)の研究では根区 画と菌糸区画に分 けたポ ットで AM 菌 S. cal osp ora もしくは G.

intra ra dices を接種した植物を栽 培し 、 栽 培後の土壌のACP活性を 比較した。 栽 培後の土
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壌中のACP活性は非接種 区、S. cal osp ora もしくは G. intra ra dicesで 差が無かった。 この

結果は、 AM菌がACP を浸出しない ことを示唆する J onerと J oh anse nの結果を支持して

いる。 これらの研究は、 AM菌は外 生菌糸の表面に存在するACPによって土壌中の有機態

リン酸を加水 分解し 、 利用していることを示唆した。

AM菌の外 生菌糸のACPに関する研究は、 外 生菌根菌の研究に 比べて少な い 。したがっ

て、 AM菌の外 生菌糸から浸出されるACP 活性の低リン条件 への応答もほとん ど知られて

おらず、少数の報告しかない(J oner et al., 2000 ; v an Aarl e et al., 200 2 ;  Ol sson et al., 2000)。

J onerら(2000)は in vitro 二員 培養系 (1- 6で詳しく述べる）を用 いて、 G. intra radices の外

生苗糸を0 および 35 µ Mのリンを含む培地で 5 日 間処理し、その表面および培地中のACP

活性を測 定した。 外 生 苗糸の表面および培地中の ACP活性はリン処理 間で 差が無かった。

v an Aarl eら(200 2 b)はタ マネ ギ(Alliumcep a )にG. m a rgarita を接種 して、砂耕で栽 培した。

栽 培期間中、 リンを含まないあるいは5 m g  L- 1 のリンを含む培養液を与え、 播 種 後56 日 目

に植物および外 生 苗糸をそれぞれ収穫 し 、 地上部 リン 含 有率および外 生菌糸長当たりの

ACP活性の割合を 測定した。 地上部 リン含有率はリンを与 えた区で高く、 与 えない区で低

かったが、 外 生菌糸のACP活性の 比率には差が無かった。Ol ssonら(200 2)は上記のJ oner

ら(2000)と 同様の方法を用 いて、 外 生菌糸を 0 および 2.5 mM のリンを含む培地で 35-38

日 間処理し、 その外 生菌糸長当たりのACP活性の割 合を測定した。その活性の 比率はリン

処理 区 間で 差が無かった。 これらの結果は、 AM菌の外 生菌糸 表面のACP は、 その活性の

強 さおよび外 生 菌 糸長当たりの活性の割合ともに、 培地中のリン濃度や植物体 リン含 有率

に影馨を受 けない ことを示唆した。

一 方で、苗根形成に伴って、根からのACPの浸出が上昇することが知られている。E zawa

ら (2005)はAM菌 G. etunicatum が菌根形成したもしくは菌根形成していないマリー ゴー

ルド(Tagetes p atul a )の根の浸出物および柚出物をドデシル硫 酸ナ ト リウムー ポ リアクリル

アミド電気泳動(SDS- PAGE)で解析し、活性染色によって植物のACPのバンドを検出した。
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浸出物に含まれるACP活性のバンドの発 色 は非接種 よりも菌根形成した植物で強く、 その

ACP の 遺伝子の発現量も同様に非接種 よりも菌根形成した植物で高かった。 この結果は蘭

根形成した植物は、 根のACP の浸出が誘 導 され 、 士壌中の有機態リン酸を利用しやすくな

ることを示唆した。

1-6 ア ー バスキュラ ー菌根菌の in vitro ニ 員 培養

士壌を用 いた 実 験系では、 士壌微生物に由 来する ACP の影響を排除することが難し い 。

AM菌の生理学的な研究には、 in vitro 系での単一 培養が必 要だが、 AM菌は絶対共生薗で

あり、 共生状態でしか増殖できな い 。故に in vitro 系での単一 培養が難しく、 AM苗の生理

学的な研究は、 in vitro 系で単一 培養できる苗に 比 べて遅れていた。 この間 題を解 決するた

めに、 197 0年 代から 1990年 代にか けて、 AM苗と植物を無菌的に菌根形成 させる in vitro 

二員 培養が試みられた(Mosse and H ep p er 1975 ; Mugnier and Mosse 1987 ; B ecard and 

Fort in 1988 ; C h a bot et al. , 1992 ; St-Arnaud et al. , 1996)。今 日では、 Agrobacterium 

rhi zogenes によって形質転換 され 、 無限増殖 能を得た根（毛状根）を用 いたAM菌の in vi tro 

二員 培養系 が広く用 いられている。Mosseおよび H ep per(1975)は無菌的に培養したト マ ト

およびアカ クロー バ(T. p retense)の根端を切 り取り、 表面殺 菌したAM菌 G. mossea e の胞

子と共にそれらの根を培地上で生育させ 、 in vi tro での菌根形成に成功 した。Mugnierおよ

びMosse(1987 )は Convol vul usse p i um の毛状 根と共に表面殺 菌したAM菌 G.mossea e を

培地上で生育させ 、 毛状 根を用 いた菌 根形成 を初 めて成功 させた。 しかしながら 、 根の細

胞での樹枝状体の形成および培地への外 生菌糸の伸 長は観察 されたのに対して、 胞子は形

成 されなかった。B ecardおよびFort in(1988)はニンジン(Da ucusca rota )の毛状 根と共に表

面殺 菌したAM菌 Gigasp ora m a rga rita を培地上で生育させた。胞子から 発 芽したAM菌

の菌糸と毛状根の接触 が観察 されてから 、5 日 には菌根形成が観察 された。 また、 毛状根を

用 いた in vitro ニ員 培養系で初 めて胞子形成が観察 された。 C h a bot ら(1992)はニンジン毛
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状 根に表面殺 菌した G. intra ra dices (後にR. irregul a ris DAOM197 198 として再命名 され

た）を接 種 し 、 培地中に形成 された胞子の発 芽 率を 調べ 、 同時にこの培地中に形成 された胞

子を菌根形成していな い毛状 根に接 種して、 菌根形成できるか どうかを 調べた。 培地中に

形成 された胞子は7 0 % の発 芽率を示し、 この胞子は菌根形成していない毛状根に接種 され

たとき 、 再び菌根形成および胞子形成した。 また、 この 実 験で用 いられた G. intra ra dices 

は安定して継 代培養できることから 、 AM菌のモデル菌株となり、 in vitro 二員 培養で今 日

まで安定して継 代培養 され続 け(C a rde nas·Fl o res et al. , 2010)ており、 ト ランス クリプト ー

ム(Tisse rant et al. , 2012) およびゲ ノム解析(Tisse rant et al. , 2013) な どの研究に使用

されている。 これらの結果は毛状根を用いたAM苗の二員 培養がAM苗の生理学的な研究

をする上で非常に優れた方法であることを示している。 St-A rnaudら( 1996) は仕切 りに

よって分 けられた2 コンパ ー ト メン ト ペ ト リ皿（図 1- 6- 1 ) を用いて、 in vi tro 二員 培養

でも毛状 根と外 生菌糸のみ が存在する苗根区画と外 生 苗糸のみ が存在する菌糸区画を作る

ことができる改 良 を加えた。 苗根区画に菌根形成した毛状 根を継 代すると 、 その生育に伴

って毛状 根および外 生菌糸は、 仕切 りを乗り越 えて隣り合う菌糸区画に侵入する。 このと

き毛状 根のみ をメスで取り除くことで、 外 生菌糸だけが生育する菌糸区画を作ることがで

きる。 この改 良 によって、 根および上壌微生物の影聾を完 全に排 除した、 外 生菌糸の研究

が可能となった。

1-7 in vitro ニ 員 培養 を 用 い た ア ー バスキュラ ー菌根菌の酸性ホスファタ ー ゼ活性の浸 出

に関 する研究

根および士壌微生物の影馨を完 全に排 除できるこの 2 コンパ ー ト メン ト ペ ト リ皿を用 い

た in vitro 二員 培養を用 いて、AM菌が有機態リン酸を利用できるか どうかを 調べた報告が

ある( J one ret al. , 2000 ; K oide and K a bi r  2000 ; Ol sson et al. , 200 2)。

J one rら(2000)はニンジン毛状根および G. intra ra dices を2 コンパ ー ト メン ト ペ ト リ皿
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で培養し 、 接 種 後 15 週 目 に外 生蘭 糸が伸 長した菌糸区画へ液体 培地を加え、 3 日 間 培養し

た。 その後で外 生菌糸の表面および菌糸区画の培地中へ浸出された ACP活性を 測 定した。

菌糸区画の培地中へ浸出された ACP 活性は外 生菌糸 表面の ACP 活性よりも 低かった。

K oideおよび K a bir(2000)はJ onerら(2000)と 同 じ 実 験系 を用 いて、 フィチン酸もしくはフ

ェ ノー ルフタ レインニリン酸(PDP)を有機態リン酸として菌糸区画に与 えた。継 代後 113

日 目 において、 毛状根の新鮮重 および毛状根リン含量は外 生菌糸に P が添加 されなかった

ときに 比べて、 それらにフィチン酸もしくはリンニ水素カリウムが添加 されたとき 、 高か

った。 また PDP は薗 糸区画の外 生菌糸によって加水 分解 された。 また Ol ssonら(200 2)は

J onerら(2000)と 同 じ 実 験系 を用 いて、 培地中のACP活性は検出限界に近く、 非常に低い

ことを示した。 これらの結果は少なくとも G. intra ra dices ( R. irregul a ris DAOM197 198) 

は外 生菌糸の表面に存在する ACP で培地 あるいは士壌中の有機態リン酸を利用できるが、

そのACP を培地 あるいは士壌中に浸出しない ことを示している。

1-8 研究 目 的

AM菌は外 生菌糸の表面に存在するACPによって有機態リン酸を利用していることが示

唆 されている一 方で、我 々 は土壌溶 液中のACP活性が接種したAM菌種 によって異 なるこ

とを 明らかにした（佐藤 2012)。佐藤(2012)は、 植物 、 上壌微生物 、 および外 生菌根菌が

ACP を分泌していることから 、 AM菌も外 生菌糸から ACP を分泌していると いう仮説と、

植物の ACP活性の分泌には種 間 差 あることから 、 ACP の浸出にも苗種間差 あると いう 2

つの仮説を立て、 これらを検証することを目 的とした。 このとき 、 根と外 生菌糸が同時に

存在する士壌のACP 活性を 測定した場合、 植物の根から 分泌されたACP活性を 測定して

し まう ことと 、 士壌そのもののACP活性を測 定した場合、 士壌に含まれる外 生苗糸および

士壌粒 子に元 々 含まれるACP活性を同時に測定してし まうと いう 2 つの問 題があった。し
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たがって、 AM菌が外 生菌糸から士壌中へACP を浸出しているなら ば外 生菌糸のみが存在

する菌糸区圃の土壌溶液はAM蘭のACP を含むと仮定した。 蘭 糸区両の士壌溶液を採 取す

るために、 Tawaraya ら (200 6)が用いた栽 培方法で菌糸 区画の士壌溶 液を採 取 し 、 その

ACP活性を 測定した。 30 µrn ナイ ロンメッシュを用 いて作製した 2 コンパ ー ト メン ト ポ ッ

ト の菌根区画にR.cla rus、 G.deci p i ens 、 G. sp. t p-01、 Pa ra gl omus sp. 17 - c、 および G. sp. 

14· 0 ·1 をそれぞれ接種 したネ ギ( A. 丘stul osum)を栽 培した。 菌糸および士壌粒子を含まな

い土壌溶 液を得るため、 播 種 時に菌糸区画にムライ ト セ ラミックチュー ブを埋設 し 、 その

セ ラミックチュー プをシリンジで減圧 することで士壌溶液を得た。 R. cla rus、 G. decipiens、

G. sp. t p· Ol、 および G. sp. 14· 0· 1 は播 種 後40 、45 、50 、 および55 日 H のいずれかで非

接 種 よりも裔い士壌溶液中のACP活性を示したが、 P. sp. 17 で は非接 種 と 同じ水準の活性

を示した。 この結果は、一部 のAM苗は外 生苗糸から士壌中にACPを浸出していることと 、

そのACP 活性には苗種間差があるがある可能性を示した。 しかしながら 、 この 実 験 はポ ッ

卜 栽 培で行われ 、 士壌微生物由 来のACP の影響を排 除できていなかった。 したがって、AM

菌が外 生菌糸から ACP を浸出することを完 全には 実証できていなかった。 また、 AM菌が

外 生菌糸から浸出する ACP 活性には菌種 間差がある可能性を示したが、 その菌種 間差が、

AM菌の外 生菌糸から浸出 されたACPによって生じるか どうかは分からなかった。 そして、

植物および土壌微生物のACPの分泌は低リン条件 に応答するが、 AM菌が外 生菌糸から浸

出するACP が低リンに応答 するか どうかは検証していなかった。

上 記のことから 、 本研究の目 的は( 1) AM 菌の外 生菌糸から浸出される ACP活性の検

出、( 2) AM菌の外 生菌糸から浸出されるACP活性の苗種 間 差 、( 3) AM菌の外 生菌糸か

ら浸出されるACP 活性の低リン条件 への応答である。
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第 2章 ア ー バスキ ュ ラ ー 菌根菌の外生菌糸 か ら 浸 出 さ れる酸性ホスファタ ー ゼ活性の

検 出

2-1 緒論

Tarafd erと Marsch ner(1994 a  1994 b)は根のACPと AM菌のACPを分 けるために根は

通 過できないがAM菌の外 生菌糸は通 過できる30 µm孔径のナイ ロンメッシュおよび外 生

菌糸も通 過できな い 0 .45 µm孔径のナイ ロンメッシュを用 い 、 植物と外 生菌糸が生育する

根区画 、 外 生菌糸のみ が生育する薗 糸区画 、 および植物 根も外 生薗 糸も存在しな いバルク

区画の 3 区画にポ ット を分 けた。 そのポ ット を用 いて、 士壌にフィチン酸 ナ ト リウムもし

くはリン酸 二水素カ ルシウムを与え、 AM菌 G. mossea e を接種 したもしくはしないコムギ

を生育させた。菌糸区画の士壌中 ACP活性は外 生菌糸長と正の相関を示した。 また、 その

活性はフィチン酸 ナ ト リウムを与えな い区よりも与えた区で裔かった。 この結果から AM

菌は外 生菌糸のACPによって有機態リン酸 を加水 分解し、利用していることが示唆 された。

J onerと J oh anse n(2000)はAM菌 G. intrara dices および G. cla ro ideum と菌根形成し

た T. subterraneum を生育させ 、 ACP を 測定した。 菌糸の細胞壁 結合性のACP は検出さ

れたが、 菌糸の浸出物中からのACP は 測定できる量が検出されなかった。

J onerら(2000)はニンジン毛状根および G. intra ra dices を2 コンパ ー ト メン ト ペ ト リ皿

で培養して、 外 生菌糸の表面 および菌糸区画の培地中へ浸出された ACP 活性を 測定した。

菌 糸区画の培地中へ浸出されたACP活性は外 生 菌 糸 表面のACP活性よりも 低かった。

Ol ssonら(200 2)はJ onerら(2000)と 同じ 実 験 系 を用いて、 培地中のACP活性は検出限界

に近く、 非常に低い ことを示した。

一 方で佐藤 (2012)は Tawaraya ら (200 6)が用いた栽 培方法で苗糸区画の士壌溶 液を採

取し、 そのACP活性を測 定した。しかしながら 、 この 実 験 はポ ット 栽 培で行われ 、 士壌微

生物山 来のACP の影馨を排 除できていなかった。 ゆ えに、 AM菌が外 生菌糸から ACP を
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浸出することを 実証できていなかった。

したがって、 本章ではAM菌の外 生菌糸から浸出されるACP活性の検出を目 的とした。

この研究において、 我 々 は R. cla rus CKOOl を接種したネ ギを 2 コンパ ー ト メン ト ポ ット

で栽培し 、 菌根および菌糸区画の士壌溶 液を得た。 それらの士壌溶 液、 水耕栽培したネ ギ

の根の浸出物 、 砂耕および in vitro 二員培養から得たR. cla rus CK OO l 外 生菌糸の抽出物 、

および非接種および接種区のネ ギの根の抽出物を SDS- PAGE 解析し 、 その SDS- PAGE ゲ

ルを活性染色して試料に含まれるACP活性を検出した。

2- 2 材料 と 方法

2- 2-1 2 コ ンパ ー ト メ ン ト ポ ッ ト による土壌溶液の回収

2- 2-1-1 供試土壌、 供試植物、 および供試ア ー バスキュラ ー菌根菌

供試 士壌は山 形県東 田 川 郡羽 黒町から採 取した黒ボク士を風乾 し 、 落葉 、 植物 根な どを

除去した後、 2 mm師にか け 、 オー ト クレー ブ滅菌(80 ° C 45 分、 一 晩以上間隔を空 けて 2

回）を行った滅菌黒ボク土を用いた。土壌の化学性は p H ( H2 0 ) 4.  7 8、 有機炭 素 10 . 9% , 全

窒素 0 .88% , 可給態リン酸（ ト ルオーグ法） 5.0 2 m g  P k g· 1 , および陽イオン交換容 量 43 . 2

cmol (+) k g· 1だった。 土壌は0 . 15 m g  P k g· l に相当する過 リン酸石灰を与 えた。 窒素は 1.0

g N k g― 1 に 相 当する硫酸ア ンモニウムを与 えた。カリウムは 0 .83 g K k g― 1 に 相 当する硫酸

カリウムを与 えた。 また、 上壌 p H が5.1 となるように炭 酸カ ルシウムを4.19 g k g· l 与 え

た。植物はネ ギ(Alli um fistul osum 品 種 ： 元蔵）を用いた。AM菌は本研究室でイン ド ネ シ

ア 士壌から単離 された（ 高谷，200 2)R. cl a rus CKOOl 株を用 いた。 この R. cla rus CK OO 1 を

ネ ギ、 ソ ルガム(Sorghum bicol or 品 種 ： ニュー ソルゴ ー 2 号）、 およびホワイ ト クロー バ

( Trifolium re p ens 品 種 ： カリフォ ルニア ラジノ） にそれぞれ接種して、 3ヶ 月 生育させ

ることで胞子を増殖した。 胞子、 外 生菌糸 、 および増殖に用いた植物の根部 を含む土壌を

接種源として用 いた。

25 



2- 2-1- 2 ポ ッ ト 作 製および生育 条件

ポ ット 内で菌根区画と菌糸区画を分 けるため、 Tara fderと Marsch ner (1994 a 1994 b) 

が用いた 30 µm孔径のナイ ロンメッシュを用いた。 ポ ット 作成方法 はTawarayaら(200 6)

の方法に従った。

孔径 30 µm ナイ ロンネ ット ( NYTAL NY30 HD Sefa r  I nc. 、 Rusch l ikon、 Swit zerl and)

を上辺 140 mm x 下辺 80 mm x 高さ 90 mm の下辺で対称となるような形に切 り抜 いた

（ 図2- 2- 1)。 これを、 下辺 を中心線として 2 つに折り、 ヒ ー ト シー ラー ( HS300 大洋電

機産架株式会社）で左右の辺 同士を接着し 、 袋状にした（ 図2 2 1)。 これを ナイ ロンバッ

グとした。 長 さ 150 mm に切 断したテ フロンチュー ブ （内径 2 mm)の一 端に長さ 50 mm 

に切 断したセ ラミック管 （外径 2.5 mm、 内径 1.5 mm)(SKAlOONG t u bes  坂 口 電熱株式

会社 、 東京）を接着した。 これを士壌溶 液採 取管とした（ 図2- 2- 2)。

500 mL容 ポ ット (11.5 x 9.5 cm)の底に0. 9- 1.0 gの脱脂綿を広げて敷き詰め、 士壌の流出

を防 いだ。 ポ ット 内に黒ボク上を 100 g入れ 、 ポ ット 内にナイ ロンバッグを置き 、 ナイ ロ

ンバッグ内側を菌根区画 、 ナイ ロンバッグ外側 を菌糸区画とした。 菌根区画に土壌 20 g、

接種源 10 g 、 上壌 20 g、 接種源 10 g、 および上壌40 gの順で土壌および接種源を加え

た。 非接種区では、 接種源の 代わりに同 じ 重 さの土壌を加えた。 菌糸区画に 200 gの上壌

を加えた。 このとき 、 菌根区画および菌糸区画の上壌の高さが同 じ になるように 調節 し 、 1

ポ ット あたり合計 400 g の士壌となるようにした。 その後 、 士 壌溶 液採 取管をポ ット およ

びナイ ロンバックの縁に沿 って 6 本等間隔になるように、 菌根および苗糸区画の士壌表面

から 1 cmの深 さに 差し込 んだ（ 図2- 2- 3)。 全てのポ ット が完 成した後 、 全ポ ット の士壌

表面に12 粒のネ ギ種 子を互いに1 cm離して置き、ピ ンセ ット を用いて士壌表面から深 さ 1

cm の位置に押し込 んだ。 播 種 後 、 全てのポ ット に 150 mL の水道 水を与え、 発 芽 まで新

聞紙を上から被せて遮光 した。 ポ ット をインキュベ ー タ (B iot ron L H  -300 株式会社日本
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医科器械製作所 、 大阪） 内に罹き、 明期／暗期 ： 16 時間/8 時間、 27 ° C/25° C の条件 で栽 培

した。 潅 水は播 種 後 150 mLの水道 水を与えた時点での各 ポ ット の重 さを測 定しておき 、 2

日 に 1 回減少したポ ット の重 さの分の脱塩水を与 えた。 播 種 後 14 日 後、 1 ポ ット 当 たり 6

本となるように間引 きを行った。

2-2-1-3 土壌溶液採取

士壌溶 液の採 取 は播 種 後40 、45 、 50 、 および55 日 目 に行った。 採 取 は以下の方法で行

った。

採 取の 12 時 間前および 2 時間前に減少した分の脱塩水を与えた。 まず二方活栓とシリン

ジ(5 mL プラスチックシリンジ 株式会社 ト ップ、 東京）を接続し、 シリンジと接続 されて

いない 口 にルアー フィッテ ィング(VRF10 6 株式会社 アイシス、 大阪）を接続し、 ルアー フ

ィッテ ィングと士壌溶 液採 取管のテ フロンチュー ブを接続した。 次に押 子を手で引 き 、 士

壌溶 液採 取管 内部 を減圧 した。 二方活栓のシリンジおよび外部 に繋がっている口 を開 き 、

押 子を押してシリンジ内部の空気を外に逃がした。 この方法で10 回減庄を行った。 その後、

押 子が引 いた状態を維持するため、 割り箸で押 子を固定した（図 2- 2- 4)。 この状態で 1 時

間放置し、 シリンジ内部 に溜 まった上壌溶 液をlOmLバイアルに回収し 、 良く撹拌した。

その後、 2 mL サンプルチュー ブに回 収した。 回 収した上壌溶 液は直 ち にアイスボックス内

の氷上で保存し 、 全ての土壌溶 液が回 収し終わった後にー so
0
c で保存した。

2- 2-1-4 植物体収穫および分析

揺 種 後55 日 H の士壌溶液採 取が終 了 した後、 植物体を収樺した。 ポ ット の菌根区画をナ

イ ロンバッグ ごと ビニー ル袋に移し 、 士壌と植物体をその中で分 けた。 植物体 は水道 水で

よく洗浄した後、 地上部 と 根部 に切り分 けた。 地上部 は脱塩 水で軽く表面をすすぎ 、 キム

タ オルで表面の水 分をふき取った後、 紙袋に入れ 、 通風乾燥機で 10 ° c48 時間の条件 で乾
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燥 させた。 乾燥 させた地上部 は地上部 乾物重 および地上部 リン含有率の測 定に用 いた。 根

部 は全量を蘭 根形成率の測 定に用 いた。

湿 式灰 化法で地上部 を分解 し 、 バ ナドモリブデン酸法で地上部 リン 含 有率を 測定した

(Olsen and Sommers, 1 982)。

湿式灰 化法では混 酸、 バ ナドモリブデン酸法ではバ ナドモリブデン酸液を用いた。 混 酸

は硝 酸 ： 過塩素酸 ： 硫 酸を 5 : 2 : l (f本積 比）で混合したものとした。 バナドモリブデン酸液

は七モリプデン酸六 アンモニウム四 水和物 25 g を 60° C の脱塩水 400 mL に溶解 させたA

液とバナジン酸アンモニウム 1 . 2 5 g を 90° C の脱塩 水 300 mL に溶解 させ 、放冷後、250 mL

の硝 酸を加えたB 液を混 合し、 l Lに定容したものとした。

乾燥 させた地上部 の全量を、 ケ ルダ ー ル分解瓶に入れ 、 混酸 1 5 mL を加えて、 ドラフト

内で一 晩放置した。 ケ ルダ ー ル分解 を加熱し、 地上部 を分解 した。 加熱 分解の終点 はケ ル

ダ ー ル分解瓶 内部 の混 酸中に含まれる硫 酸および過塩素酸が蒸 発 し、硫酸 2 · 3 mL が残った

状態とした。 放冷後、 脱塩水 10 mL をケ ルダ ー ル分解瓶に加えよく振り混ぜ 、 さらに放冷

した。 完 全に放冷した後、 50 mL 定容試験管にろ過 した。 さらに、 脱塩水 l O mL をケ ルダ

ー ル分解瓶に加えよく振り混ぜた後、 同様にろ過 した。 この操 作は 2 回繰り返した。 ろ過

された溶 液を脱塩 水で 50 mL に定容 し 、 ボルテ ックスを用いてよく混ぜたものを分解 液と

した。

分解 液 10 mL を 50 mL 定容試験管にビペット マンを用いて取り、 脱塩水 20 mL および

バナドモリブデン酸液 lO mL をビュー レットで加 えた。 脱塩水で 50 mL に定容 した後、 ボ

ルテ ックスを用 いてよく混ぜ 、 30 分間放置し 、 発 色 させた。 分光光度計 (U-2900 株式会社

日 立製作所 、 東京）を用いて 400nm の吸光度を測 定した。

100 mg L- 1 リン標準 液をそれぞれ 0 、 0 . 5 、 1 . 0 、 2 . 5 、 5 .0 、 および 10 .0 mL を、 ピペット

マンを用いて 50 mL 定容試験管にそれぞれ 分注した。 分解 液と 同様の方法で発色 させ 、 そ

れぞれ 0 、 1 、 2 、 5 、 10 、 および 20 mg L- 1 リン酸 発 色 液とした。 この溶 液の吸光度から 検
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量線を作成し 、 地上部 リン 含有率を 測 定した。 また、 地上部 リン含有率に地上部 乾物重を

掛 けて地上部 リン吸収量を求めた。

2-2-1-5 菌根形成率の測 定

菌根形成率は500 m g  L· 1 アニリンブ ルー 溶 液で染色した(Tawarayaet al . 1998)後、 格

子交 点 法 (Gio v annet t i and Mosse 1980)で求めた。

回 収した根部 を試験管に入れ 、 100 gL- 1 水酸化カリウム水溶液を根が浸る程度加え、 ウ

ォ ー タ ー バス内で、 80 ° C、 3 分の条件 で加熱した。 この根部 をザルにあ け 、 水道 水で洗浄

した。 その後、 lOOmL 容 ビ ー カー に根を移し、 10 mL L- 1 塩酸を根が浸る程度加え、 3 分

放置した。 その後、 水道 水で試験管を軽く洗浄し、 10 mL L -1 塩酸中の根部 をその中に戻

した。 0.5 g L - 1 アニリンブ ルー 水溶液を根部 が浸る程度試験管に加え、 ウォ ー タ ー バス内

で、 80 ° C、 3 分間加熱することで根部 を染色した。 染色後、 根部 をザルにあ けて水道 水で

洗浄し、ペ ト リ皿に移し、乳 酸 グ リセ リン一 水道 水（それぞれ体積 比で 1: i :1)溶液をlOmL

加え、 保存した。

染色した根部 はハ サミを用 いて5- 10 mm の長さに切 断し 、 その中から無作為 に選び、5

mmx 5 mmの格子が印刷 されたシー ルを貼り付けたスライドグラスの上に乗せた。 根部 は

格子との交 点 が 80 以上となるまで並 べ 、 その後、 根部 の上からカバーグラスを被せ 、 根部

を押しつぶした。 スライドグラスは光 学顕 微鏡 (E CLIPSE 80 i 株式会仕ニコン、 東京）を用

いて40- 200 倍の倍率で観察 した。 根部 の断片とスライドグラス上の交点において樹枝状

体 、 嚢状体 、 内 生胞子 、 および内 生胞子のいずれかが観察 されたものを苗根形成数とし 、

根部 と格 子の全交 点数に対する苗根形成数の数を百 分率で表したものを菌根形成率とした。
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2- 2-1- 6 統計解析

統 計 解 析 は K al eida Grap h 4.0j (S ynagy Soft ware 、 PA 、 USA) を 用 い て 、

Tukey· HSD( p<0.05)検定を行った。

2-2-2 水耕培養による根の浸 出 物の回収

2-2-2-1 供試培養液および供試植物

水耕培養液は Wagat sumaら(1988)の培養液からリンを除いたものを用いた。 培養液の

組成は40 m g  N L-1 (N H4 N0 3)、 20 m g  N L· 1 (N aN0 3)、 60 m gK L-1 (KぶQ4)、 80 m g  C a  

L ·1 (C aCb)、40 m g  M g  L - 1  (MgS04)、 2 m g  Fe L· 1 (FeS04)、 1 m g  Mn L·1 (MnS04)、 0.01

m g  C u  L ·1 (C uS04)、 0.005 m g  Mo L·1 (( NH山Mo1 0 叫 、 0.4 m g  B L ·1 ( H3BQ3)、 および

0.2 m g  Z n  L ·1 (Z nCb)だった。 培養液はオー ト クレー ブ滅菌(121° C、 15 分）した後に、 0.5 M

水酸 化ナ ト リウム溶液および0.5 M塩酸 を用いて、 p H5.0 に 調節 した。 植物はネ ギ(Allium

ガstul osum 品 種 ： 元蔵）を用いた。

2-2-2-2 生育 条件

50 粒のネ ギ種 子をオー ト クレー プ滅菌(121° C、 15 分）したバー ミキュライトで満たされ

たlOOmL容紙コップに播 種し 、 適 量の滅菌(121° C、 15 分でオー ト クレー ブ）脱塩水を与 え

た。 紙コップはインキュベ ー タ 内に置き 、 明期／暗期 ： 16 時 間/8 時間、 21°c 12s0 c の条件

で栽培した。 播 種 後7 日 目 に30 本のネ ギを水耕培養液に移植した。 30 本のネ ギは、 10 本

ずつスポ ンジ( 2 cm x 5 cm x 1 cm) で地上部 と 根部 の間を巻き 、 孔を開 けた発砲スチ ロー

ルに入れて保持した。 これを500 mLの培養液で満たされた545 mL容の紙コップに根が

完 全に培養液に浸るように入れた。 培養中には根に空気を供 給するために 24 時間エ アレー

ション( GX200 N-1 ジェ ックス株式会社 、 大阪） を行った。 ネ ギは発 芽と 同じ条件 で再

び培養した。 培養液は 2 日 に一度 、 0.5 M水酸 化ナ ト リウム溶液および0.5 M塩酸 を用い
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て、 p H5.0 に 調節した。

2-2-2-3 根の浸 出 物の採取

浸出物の回収は移植後 13 日 目 にTawa rayaら(2013)の方法を参 考に行った。 紙コップか

ら 発 泡 スチ ロー ルに固定 された植物を発 泡 スチ ロー ルごと取り外し 、 滅 菌脱塩水で根部 を

洗浄した。 滅 菌脱塩水50 mLで満たされた浸出物回 収用コップ(545 mL容の紙コップを

切 ったもの、 口径7 1 mm、 高さ 64 mm) に発 泡 スチ ロー ルに固定 された植物を移した。 こ

の状態で培養時と条件 で 12 時間培養した。 このとき 、 エ アレー ションは行わなかった。 回

収した浸出物は50 mL遠沈管 （イワキ株式会社 、 東京） に入れーso
0
c で保存 した。

2- 2-3 砂耕による外生菌糸の抽 出 物の回収

2- 2-3-1 供試土壌、 供試植物、 および供試ア ー バスキ ュ ラ ー菌根菌

供試 士壌は山 形県酒 田 市浜中下村で採 取した砂丘未熟 士を0.1 M塩酸 に一 晩以上浸 け置

き 、 その後、 土壌 p H が 6.5 以上となるまで水道 水で洗浄し、 風乾後、 オー ト クレー ブ滅菌

(121° C 15 分）した滅菌砂丘末熟上を用 いた。 供試 植物および供試 アー バスキュラー 菌根菌

は2 - 2 - 1 - 1 に従った。

2-2-3-2 ポ ッ ト 作 製および生育 条件

500 mL 容 ポ ット に滅 菌砂丘末熟 士 177 .5 gを加え、 そ こにR. cla rus CKOO 1 の接 種源

10 gを層状になるように広げた。 同様の方法で滅菌砂丘未熟 士 177 .5 gと接 種源 10 gを入

れ 、 最後に滅 苗砂丘未熟 士 375 gを入れた。 全てのポ ット が完成した後、 全ポ ット の士壌

表面に 12 粒のネ ギ種 子を互いに 1 cm 離して置き 、 ピ ンセ ット を用 いて士壌表面から深 さ

1 cm の位置に押し込 んだ。 播 種 後、 全てのポ ット に 150 mL の脱塩 水を与え、 発 芽 まで

新聞紙を上から被せて遮光 した。 ポ ット をインキュベ ー タ 内に置き 、 明期／賠期 ： 16 時間/8
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時間、 21°c 125° c の条件 で栽 培した。潅水は 1 m g  P L- 1 の(K H2P04)を含杓、 2 - 2 - 2 - 1

の水耕培養液を与えた。播 種 後 に 150 mL の水耕培養液を与えた時点での各 ポ ット の重 さ

を測定しておき 、 2 日 に 1 回減少したポ ット の重 さの分の水耕培養液を与 えた。播 種 後 14

日 後 、 1 ポ ット 当 たり 6本となるように間 引 きを行った。

2-2-3-3 外生菌糸の回収

外 生菌糸の回 収は播 種後45 日 目 に H ij ikat aら(2010)の方法を参 考に行った。ポ ット から

植物を引 き抜き、 根部 および外 生菌糸を含む士壌を 2L プラスチックポ ット に入れた。水道

水を勢いよくいれスプー ンで士壌を撹拌した。 士壌粒 子が沈殿した後 、 上澄みを53µm 口

径の師でろ過 した。師の上に回収された外 生菌糸を 9 cm ペ ト リ皿 （アズ ノー ル滅 苗シャー

レ アズワン株式会社 、 大阪）に移し 、 実 体顕 微鏡 (SMZ800 株式会社ニコン、 東京）下で

10-50 倍の倍 率で観察し、ピ ンセ ットで分離しなかった根部 および士壌粒 子を取り除いた。

回収された外 生 苗糸（図 2 - 2 - 5 )は脱塩 水で洗浄した後 、 キムタ オルでふき 、新鮮重を測定

した。 その後、 2 mLサンプルチュー ブに入れてー30 °c で保存した。

2-2-4 in vitro 二 員 培養による外生菌糸の抽 出 物の回収

2-2-4-1 供試培地、 供試植物、 および供試ア ー バスキュラ ー菌根菌

供 試 培 地 は modifi ed St ul l u -Romand (MSR)培地 を用 いた 。 供 試 培 地 は modifi ed

St rul l u - Rom and (MSR)培地を用いた (D ecl ercket al . 1998)。MSR培地の組成 は3800 µ g N 

L-1 ( N HぶOs)、 180 µ g N L-1 (N aNOs)、 30 µ gP L-1 (K H2P04)、 1650 µ gK L-1 (K Cl)、

1520 µ g  C a  L-1 (C a( NOs)、 3000 µ gMg L-1 (MgSQ4)、 3013 µ gS L-1 (MgSQ4)、 87 0 µ gCl 

L -1 (K Cl)、 20 µ g N a  L -1 (N a2MoQ4)、 20 µ gFe L-1 (Fe- E DTA)、 11 µ gMn L- 1 (MnSQ4)、

30 µ g  B L-1 ( HsB Os)、 0.22 µ gMo L-1 ((N H枷M01 0 叫 、 0.96µ gC u  L-1 (C uSQ4)、 1.88 µ g

L-1 パ ン ト テ ン酸カ ルシウム，0.004 µ gL-1 ビ オチン，4.38 µ gL-1 ピ リドキシン，2.96µ gL-1 
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チアミン，0.29 µ gL -1 シアノコバラミン，8.10 µ gL- 1 ニコチン酸、 および 10 g L -1 スクロ

ー スであった。 0.5 M 水酸化ナ ト リウム溶液もしくは0.5 M 塩酸で p H を5.5 に 調整した

後、 3 g の P h yt agel™ を加えた。 スタ ー ラーでよく撹拌した後、500 mL容 コニカ ルビ ー

カー に分注し 、 アルミホイ ルで 2 重に蓋をし 、 オー ト クレー ブ滅 菌(121° C 15 分）した。 オ

ー ト クレー ブ後、 培地をクリー ンベ ンチ内でペ ト リ皿に 20 mLずつ 分注し、 完 全に固化し

た後、ペ ト リ皿を逆 さ まにしてプラスチックバット に入れ 、使用するまで 1°c で保存した。

供試 植物 は Agrobacterium rhi zogenes の RiT- D NA によって形質転換したアマ(Linum

usi ta tissim um)毛状根を用いた（ 図2 - 2 -6)。 毛状根はGl omeromycot ain vitro col l ect ion 

( h t t p:// www.mycorr h iza. be/ ginco· bel)より購入した。 ｛共試 AM 苗は接種源中から回 収した

R. cla rus CK OO 1 の胞子を用 いた。

2- 2-4- 2 in vitro ニ 員 培養の確立および生育 条件

in vitro ニ員培養の確立方法 は D ecl erckらの方法に従った(D ecl erck, 2005)。

胞子 表面殺 菌には殺 菌剤と抗 生物質溶 液を用 いた。 クロラミンT2 g を 90 mL 中の脱塩

水に溶かし 、 lOOmL に定容 し 、 Twee n80 を 2 滴加え、 これを殺 菌剤とした。 ス ト レプト

マイシン硫酸塩 20 m g およびゲ ンタ マイシン硫 酸塩 10 m g を 90 mL 中の脱塩水に溶か

し 、lOOmL に定容 し 、 これを抗 生物質溶 液とした。 この 2 種の溶 液は褐色瓶中に入れ 、4°c

で保存した。

表面殺菌 前に使用する器具（パ スツー ルピ ペ ット 、 滅 菌水、 胞子回 収用 ピ ンセ ット 、 0.45

µm メンブラン フィルタ ー 、 吸引 ろ過 器具）はオー ト クレー ブ滅苗(121° C 15 分）した。 以

下の作架 は全てクリー ンベ ンチ内で行った。 吸引 ろ過器具 、 0.45 µm メンブラン フィルタ

一 、 およびアスピ レー タ ー を組み立て吸引 ろ過 機とした。

胞子を吸 引 ろ過 機内の 0.45 µm メンブラン フィルタ ー 上に加えた。 そ こに 0.05% 滅苗

Twee n80 溶 液を 10 mL 加え、 吸引 ろ過 を行った。 この操 作を 3 回繰り返し、 胞子を洗浄
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した。 洗浄後、 lOmL の殺蘭剤を加え、 15 分 間放僅した。 殺 菌剤を吸引 した後に0.05% 滅

菌Twee n80 溶 液で再び胞子を3 回洗浄した。 lOmL シリンジでlOmLの抗 生物質溶 液を

吸い、 ろ過 滅菌用 フィルタ ー (DISMI C- 25 アドバンテ ック東洋株式会社 、 東京）で滅菌ろ

過 しながら加え、10 分間放置した。 ペ ト リ皿に滅菌脱塩水を適 当 量加え、そ こに0.45 µm メ

ンブラン フィルタ ー ごと胞子を入れ 、 これを表面殺 菌した胞子とした。

クリー ンベ ンチ内で正常な 生育をした毛状 根（図 2 - 2 - 7 ) の先端部 1 cmをメスで切り

離した。 新し い MSR培地で満たされたペ ト リ皿に切 り離した毛状根をピ ンセ ットで移植し

た。 ペ ト リ皿 1 枚に対して、 毛状根を 1 本継 代した。 毛状根の先端から 2.5 cmの位置に表

面殺 菌した胞子を接 種 した。

毛状根を継 代し 、 接種 したペ ト リ皿 は蓋をし、 パ ラフィルムで 2 璽に密 閉 し 、 逆 さ まに

した後、インキュベ ー タで 2s0c 、暗所条件 下で培養した。 毛状根は 1 ヶ 月 に 1度観察 した。

2- 2-4-3 外生菌糸の回収

接 種 後 60 日 目 に培地中の外 生菌糸は回 収 された。 外 生菌糸伸 長および胞子形成が観察 さ

れたペ ト リ皿 （図 2 - 2 - 8 )  30 枚を選び、 ピ ンセ ットで毛状 根を除去した。 外 生菌糸を含

むMSR培地を 2 Lコニカ ルビ ー カー に入れ 、 1 Lの 10 mM クエ ン酸（ナ ト リウム）緩衝液

( p H6.0)を加え、 スタ ー ラーで撹拌することで培地を溶かした(D one rand B eca rd 1991)。

外 生菌糸含む溶 けたMSR培地を、 30 µm 口 径のナイ ロンメッシュでろ過 し 、 メッシュ上の

外 生 菌 糸を回 収した。 外 生菌糸は脱塩水で洗浄した後、 キムワイプで水 分を拭き取り、 新

鮮璽を測 定した。 その後、 2 mLサンプルチュー ブに外 生苗糸入れ 、 ー30 ° Cで保存 した。

2- 2-5 SDS- PAGE による酸性ホスファタ ー ゼ活性の検 出

2- 2-5-1 試料調 製

士壌溶液および根の浸出物は濃 縮した後にSDS- PAGE に用いた。 外 生 苗糸および根部 は

34 



ホウ酸（ナ ト リウム）緩衝液( p H8.8)で抽出し 、 濃 縮した後 にSDS- PAGE に用いた。

士 壌 溶 液 は Amicon® U l t ra- 15 ce nt rifu gal fi l t er unit s (Merck 

Mil l ipore、 D armst adt 、 Germany)で濃縮し、 その後、Microcon® YM-30 ce nt rifu gal fi l t er 

unit s (Merck Mil l ipore、 D arm st adt 、 Germany)で 1800 倍 まで濃縮した。

根の浸出物も 同様に Amicon® U l t ra- 15 ce nt rifu gal fi l t er unit s および Microcon®

YM-30 ce nt rifu gal fi l t er unit sで500 倍に濃縮した。

外 生菌糸および根部 はそれぞれ等 量のホウ酸（ナ ト リウム）緩衝液( p H8.8)と共に、 乳鉢に

入れ 、スラリー 状になるまですり潰した。スラリー を 2 mL サンプルチュー ブに入れ 、15,000

x g、 30 分、4° C の条件 で遠 心 分離した。上澄みをそれぞれ 、 外 生菌糸および根の抽出物と

した。外 生菌糸の抽出物はMicrocon® YM- 30 ce nt rifu gal fi l t er unit sで 24 倍に濃 縮した。

2- 2-5- 2 電気泳動 条件および活性染色

SDS- PAGE は E zawaおよびYosh ida (1994)の方法を参考にして行った。 10 µ Lの士壌

溶 液、 根の浸出物 、 外 生菌糸の抽出物 、 および根の抽出物を 10% の SDS- PAGE ゲ ルにロ

ー ドし、 電気泳動した。 このとき 、 酵素の失活を防 ぐため、 還元 剤の 2ーメ ルカプト エ タ ノ

ー ルは加えなかった。 また電気泳動は4° c の条件 で行った。SDS- PAGE ゲ ルを 10% の

Trit on·X を含む 100 mM 酢酸（ナ ト リウム） 緩衝液 ( p H 5.0) 中で 30 分 間震盪した。

SDS- PAGE ゲ ル上の ACP 活 性 はア ゾ 染 色 によ っ て 検 出 し た(Scandal ios 1969) 。

SDS- PAGE ゲ ルは50 mLの染色 液(1 g L -1 a ー ナ フチルリン酸および 1 g L-1 Fast bl ue RR 

を含むlOOmM酢酸（ナ ト リウム）緩衝液( p H5.0))に浸した。ア ルミホイ ルでプラス ッ チッ ク

容器を遮光したの ち に震盪機を用いて300 rpmで一 晩震盪した。染色 されたSDS- PAGE ゲ

ルをラ ッ プで包 み 、 スキ ャナー ( HP P h ot osmart 3300 日本ヒ ュー レッ ト ・ パ ッ カー ド株

式会社 、 東京）で画像をj pe g形式で4800 dpiの解像度で取り込 んだ。
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2-3 結 果

2-3-1 土耕栽培における植物生育

播 種後55 日 目 のネ ギは接種区において十分に菌根形成しており、 非接種では菌根形成し

ていなかった（ 表2 - 3- 1 )。 非接種区と接 種区の 間で地上部 リン含有率に 差 はなかった。

しかし 、 地上部 リン吸収量および地上部 乾物重 は接 種区で非接種区 よりも 高かった。

2-3-2 SDS- PAGE および活性染色による酸性ホスファタ ー ゼ活性の検 出

SDS- PAGE ゲ ルの活性染色によって播 種後40 、45 、50 、 および55 日 日 に採 取 された全

ての士壌溶 液、 根の浸出物 、 外 生菌糸の抽出物 、 および根の抽出物のACP活性が検出され

た（図 2 - 2 - 9 )。 播 種後55 日 目 の非接種 区の菌根および苗糸区画の士壌溶液から 、 それぞ

れ41 kD aのACP活性が検出された。 これに対して播種後55 日 目 の接種区の苗根および

菌糸区画の士壌溶液では、 187 および41 kD aのACP活性が検出された。 移植後 13 日 目 の

水耕の根の浸出物から 、41 および44 kD aの活性が検出 された。 播 種 後45 日 目 および接 種

後 60 日 目 の砂耕および in vitro 二員 培養から回収された外 生菌糸の抽出物から 、 接種区の

上壌溶 液で検出された187 および41 kD aのACP活性が、 それぞれ 検出された。 非接種お

よび接種区の根の柚出物のACP は 110-31 kD aの範囲でいくつかの活性が検出 されたが、

接種区の上壌溶 液で検出された187 および41 kD aのACP活性は検出されなかった。 また、

この根の柚出物のACPのバンドは非接 種区で濃く、 接種区で薄かった。

2-4 考察

2-4-1 土壌溶液中か ら 検 出 さ れ た 酸性ホスファタ ー ゼの由 来

2 コンパ ー ト メン ト ポ ッ トで栽 培した播 種後55 日 目 のネ ギの根部で、 接 種 区では十分な

菌根形成が観察 され 、 非 接 種 区では苗根形成していなかった。 地上部 は、 接 種 区では非接

種区に 比 べて、 地 上部 リン吸収量が増加し 、 地上部 乾 物重 が増加していたことから 、 R.
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cl a rus CKOOl がネ ギに菌根形成し 、 外 生蘭 糸によって土壌中のリン酸 を吸収し 、 地上部 の

生育に正の影響を与えたことが示 された。 このことから 、 2 コンパ ー ト メン ト ポ ット の接種

区の菌根および菌根区画の土壌中には十分に外 生菌糸が伸 長しており、 士壌溶 液には外 生

菌糸の浸出物が含まれていると考えられた。

士壌溶 液、 根の浸出物 、 外 生菌糸の抽出物 、 および根の抽出物の SDS- PAGE 解析および

ゲ ルの活性染色によって、 AM菌 R. cl a rus CKOO 1 が士壌溶 液中にACP を浸出したことが

明 らかとなった。 2 コンパ ー ト メン ト ポ ット の接種 区の菌根および菌根区画の士壌溶 液から

187 kD aのACP活性が検出 され 、 その活性は非接種 区の土壌溶液から 検出されなかったた

め、 187 kD aのACP活性は R. cl a rus CK OO 1 の外 生菌糸が浸出した可能性があった。 水耕

の根の浸出物は41 および44 kD aのACP活性を示し、 187 kD aのACP活性が根の浸出物

由 来では無い ことが示 された。 2 コンパ ー ト メン ト ポ ット の非接種 区 および接 種 区の根の抽

出物中にも 187 kD aのACP活性は検出されなかったことから 、ネ ギはこの187 kD aのACP

を生産していない ことが示 された。 一 方で、 砂耕から回収されたR. cl a rus CK OOl の外 生

菌糸の抽出物 は 187 kD aのACP活性を示した。 この砂耕において、 砂丘末熟土は滅菌さ

れたが、 ポ ット は無菌的な条件 で生育させていなかった。 したがって、 187 kD aのACP活

性は R. cl a rus CKOO 1 由 来、 もしくは栽培期 間中にそのポ ット 内で増殖し、 外 生菌糸 表面

に存在する土壌微生物 由 来であることが示 された。 だが、 上壌微生物の影響を排 除 するた

めに完 全な無菌条件 で培養した、 in vitro ニ員培養系 から回 収 された外 生菌糸の抽出物 は、

187 kD aのACP活性をしめした。 この結果は接 種 区の土壌溶 液から 検出された 187 kD a 

のACP活性が、 士壌微生物山 来ではなく、 確 実 にR. cl a rus CKOO 1 由 来であることを示し

た。 これらの結果から 、 我 々 は R. cl a rus CK OOl が外 生菌糸から土壌溶 液中に 187 kD aの

ACP 活性を浸出したこと 実証した。

2-4-2 ア ー バスキュラ ー菌根菌が浸 出 する酸性ホスファタ ー ゼの検 出 における 2 コ ンパ
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ー ト メ ン ト ポ ッ ト 栽培 、土壌溶液 採 取 、 および試料の濃縮の有効性

我 々 は 2 コンパ ー ト メン ト ポ ッ ト およびムライ ト セ ラミ ッ クチュー プを用いた士壌溶液

採 取法によって、 AM 菌が外 生菌糸から ACP活性を浸出したことを初 めて明 らかにした。

このことはTawarayaら(200 6)が用いた 2 コンパ ー ト メン ト ポ ッ ト 栽 培および士壌溶 液採

取 法 が、 外 生菌糸の浸出物を士壌から得る際に有効な方法であることを示す。 Tawaraya

ら(200 6)は AM 菌の外 生菌糸が浸出する有機酸を、 士壌溶 液から 検出するために、 これら

の方法を用 いた。 そのとき 、 ポ ッ ト は無菌条件 で生育されておらず、 菌糸区画の士壌溶 液

から 検出 された有機酸は士壌中微生物に由 来する可能性があった。 しかしながら 、 本研究

では、 同じ方法を用 いて苗糸区画の士壌溶液中に含まれるACP活性がAM菌であることを

実証した。 このことは 2 コンパ ー ト メン ト ポ ッ ト 栽 培および士壌溶液採 取法が外 生菌糸の

浸出物を採 取できていたことを示す。

本研究において、 士壌溶液中に含まれる、 外 生菌糸から浸出されたACP活性が検出でき

たのは、 外 生菌糸から浸出されるACPの菌種 間 差および限外ろ過 による試料の濃 縮に起 因

したかもしれない。 AM菌種 間における植物への生育効果は菌種 によって異 なることが知ら

れている(Smit h et al. 2000 ; Smit h et al. 2003)。 J onerと J oh anse n(2000)は砂耕から回 収

された G.intra radices および G. cl a ro ideum の外 生菌糸を緩衝液中で培養し、 その緩衝液

中から ACP活性が検出されなかったことから 、 外 生菌糸の浸出物中からのACP は測定で

きる量が検出 されなかったと 結論づ けた。 また、 J onerら(2000)および Ol ssonら(200 2)は

ニンジン毛状 根および G. intra ra dices を2 コンパ ー ト メン ト ペ ト リ皿で培養して、 菌 糸区

画の培地中 ACP活性が検出限界に近 かったことから 、 外 生苗糸はACP を浸出しないかも

しれ な いと 結論 づ けた。 この 3報で用 いられた AM 菌は G. intra ra dices および G.

cl a ro ideum の 2 種だった。 したがって、 これら 2 種 の AM 菌は外 生菌糸から ACP を浸出

しないが、 R.cl a rus CK OO 1 は浸出するのかもしれない。 また、 本研究では、 上壌溶 液およ

び外 生菌糸の抽出物に含まれる ACP を限外ろ過 によって濃 縮してから 、 SDS- PAGE 解析
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に用いたのに対して、 上記の 3 報では ACP は濃 縮 されていなかった。 このため、 ACP活

性が検出限界に近く、 検出できなかったと考えられる。

2-4-3 ア ー バスキュラ ー菌根菌が浸 出 する酸性ホスファタ ー ゼの検 出 における in vitro 

二 員 培養の有効性

本研究では、 AM 菌を無菌条件 で長期 的に継 代できる方法であり(Mosse and H eppe r, 

1975 ; Mugnie r and Mosse, 1987 ; B eca rd and Fo rt in, 1988 ; C h a bot et al. , 1992 ; 

St-A rnaud et al. , 1996)、 そのため AM菌の生理学的な研究に頻繁に用いられている、 in

vi tro 二員 培養を用いた。 その結果、 接 種 区の士壌溶液に含まれる ACP が、 士壌微生物山

来ではなく、AM苗由来であることを 実証できた。 本研究では2 コンパ ー ト メン ト ポ ット 栽

培法で苗根形成 させたネ ギを生育 させ 、 菌糸区画の士壌溶 液を採 取 し 、 その士壌溶 液中に

含まれるACP活性を検出することで、 外 生菌糸によるACP の浸出を示した。 しかし、 そ

のとき 、 2 コンパ ー ト メン ト ポ ット は無菌条件 で栽 培 されておらず、 栽 培期間中にポ ット

に侵入した土壌微生物の ACP を検出していた可能性があった。 この点 を解 決するために、

本研究では in vitro 二員 培養系 を用いた。 本研究では接 種 区の上壌溶 液中から 検出された

187 kD aのACP が、 in vitro 二員 培養から得られた外 生菌糸の抽出物からも同様に検出さ

れた。 このことは、 土壌溶液中のから 検出されたACP が間違いなくAM菌由 来であること

を示した。 この結果は、 in vitro 二員 培養が土耕栽 培では避 けることが難しい、 土壌微生物

の影響を排除するのに有効だったことを示す。

39 



第 3章 ア ー バスキ ュ ラ ー菌根菌の外生菌糸 が浸 出 する酸性ホスファタ ー ゼの菌種 間 差

3-1 緒論

AM菌による植物のリン酸吸収の促進効果はAM菌種(Smit h et al. , 2000 ; Smit h et al. , 

2003)、 AM菌株(Munk v ol d et al. , 2004 ; Sanders et al. , 2004)、 および土壌条件 (Tawaraya

et al. , 1998)によって異 なる。

Smit h ら(2000)はS. cal osp ora もしくは G. cal edoni um を接種したタ ルウマ ゴヤシを生

育させ、 士壌中の外 生薗 糸の空 間 的 分布 およびリン吸収量を 調べた。 S.cal osp ora は植物か

ら遠 い位置 まで 比 較的粗く外 生 苗糸を伸 長 させたのに対して、G.cal edoni um は植物に近 い

位置に外 生苗糸を ち 密 に伸 長させた。S.cal osp ora よりも G.cal edoni um がより多くのリン

酸を士壌中から吸収した。

Smit h ら(2003)は G. rosea 、 G.cal edoni um 、 および G. intra radices をそれぞれ 、 アマ、

タ ルウマ ゴヤシ、 ト マ ト に接 種 して生育 させ 、 乾物重を測 定した。 また、 それら乾物重を

非接 種のそれぞれの植物の乾物重と 比較して、 それぞれの菌株が植物に与 える生育効果を

評価した。 G. rosea はアマには正の生育効果を与 えたが、 タ ルウマ ゴヤシおよびト マ ト に

は負 の生育効果を与 えた。 G. cal edoni um および G. intra ra dices はアマおよびタ ルウマ ゴ

ヤシには正の生育効果を与 えたが、 ト マ ト には負 の生育効果を与 えた。

Munk v ol dら(2004)は4 菌種、 合計 24 菌株のAM菌をキュウリ接種して、 外 生菌糸長と

地 上 部 リン吸収量の相関を 調べた。 外 生 菌 糸長と地 上 部 リン吸収量 G. mosse a e および G.

cal edoni um 高く 相 関し 、 その 相 関係数はその 2 種の間で異 なった。 これらの結果は、 AM

菌による植物のリン酸吸収の促遮 は AM 菌種 間で異 なり、 同じ苗種でも外 生菌糸をより伸

長させる菌株でより裔くなることを示した。

佐藤(2012)は R.cl a rus 、 G.decipiens 、 G. sp. t p-01 、 Pa ra glomus sp. 17- c、 および G. sp. 

14- 0 -1 をそれぞれ接種したネ ギを栽 培し 、菌糸区画の土壌溶 液中のACP活性を測定した。
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し か し な が ら 、 そ の ACP 活性 の 差 が 、 AM 菌 の 外生菌糸 か ら 浸 出 さ れ た ACP に よ っ て 生

じ る か ど う か は 分 か ら な か っ た。

し た が っ て 、 本章 で は AM 菌 の 外生菌糸 か ら 浸 出 さ れ る ACP 活性 の 菌 種 間 差 の 解 明 を 目

的 と し た。 こ の研究 に お い て 、 我 々 は 日 本お よ びイ ン ド ネ シ ア 土壌 か ら 単離 さ れ た AM 菌 、

合計 2 1 菌株 を接種 し た ネ ギ 根 圏 の 士壌溶液 中 の ACP 活性 を 比 較 し た 。 ま た R. clarus 

CKOO l 、 R. irregularis DAOM 197198 、 P. sp. 19 -a の 3 菌株 を そ れ ぞれ接種 し た ネ ギ を 2

コ ンパ ー ト メ ン ト ポ ッ ト で栽培 し 、 菌根お よ び菌糸 区画の 土壌溶液 中 の ACP 活性お よ び士

壌 中 の 外 生 菌 糸 長 を 測 定 し た 。 ま た そ れ ら の 士 壌 溶 液 を SDS-PAGE 解 析 し 、 そ の

SDS-PAGE ゲル を 活性染色 し て 、 AM 苗種間 で の 士壌溶液 中 の ACP 活性 を 比 較 し た 。

3-2 材料 と 方法

3-2-1 1 1 種 の ア ー バス キ ュ ラ ー 菌 根 菌 種 間 で の 土壌溶液 中 の 酸性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ活性

の 比 較

外生菌糸 か ら の ACP の 浸 出 の 菌種 間 差 を 知 る た め に 、 本研究室 で過去 に 単離 さ れ た 1 1

菌株 を 用 い て 実験 を 行 っ た。 本研究 で は 1 1 菌株 を そ れぞれネ ギ に接種 し 、 菌根 区画 の 上壌

溶液 中 の ACP 活性 を 測 定 し 、 比較 し た。

3-2-1-1 供試土壌、 供試植物 、 お よ び供試ア ー バス キ ュ ラ ー 菌根菌

供試土壌お よ び供試植物 は 2 - 2 - 1 - 1 に 従 っ た。 た だ し 、 士壌 に リ ン は施肥 し な か っ た。

供試 AM 苗 は R. clarus CKOO l (R.cla) 、 G. decipiens (G.dec) (高谷， 2002) 、 Aca ulospora 

colombiana CK002 (A.col) 、 En trophospora sp.  Lb (E.Lb) 、 E. sp . ME (E.ME) 、 G. sp . 

Forest (G.Fo) 、 G. sp .  ME (G.ME) 、 G. sp . ZM (G.ZM) (石川 ， 2005) 、 Paraglom us sp.  8 -c  

(8 -c) 、 P. sp . 1 7 -c  ( 1 7-c) 、 お よ び P. sp . 19 -a  (19 -a) (鈴木， 2006) の 1 1 種 だ っ た。 こ れ ら

の AM 菌 はネ ギ 、 ソ ルガ ム (S. bicolor 品 種 ： ニ ュ ー ソ ル ゴー 2 号） 、 お よ び ホ ワ イ ト ク ロ ー
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バ( T. re p ens 品 種 ： カリフォ ルニアラジノ） にそれぞれ接種 して、 3ヶ 月 生育させること

で胞子を増殖した。 胞子 、 外 生蘭 糸 、 および増殖に用いた植物の根部 を含む土壌を接 種源

として用いた。

3-2-1-2 ポ ッ ト 作 製および生育 条件

50 mLのプラスチックポ ット (11.5 cm x 3.5 cm)に 10 gの士壌、5 gの接種源、 15 gの士

壌、5 gの接種源、 15 gの士壌の順で接種源および士壌を加えた。非接種 区では、 接種源の

代わりに同じ重 さの士壌を加えた。 その後、 土壌溶 液採 取 管 を 1 本 差し込 んだ（ 図3- 2-

1 )。全てのポ ット が完成した後、 全ポ ット の士壌表面に5 粒のネ ギ種 子を互いに5 mm 離

して置き、 ピ ンセ ット を用いて士壌表面から深 さ 1 cm の位置に押 し込 んだ。反 復 は 7 と

し、 その内の 2 反 復 は播 種 後 25 および 35 日 H に解体し 、 士壌溶液採 取管 への外 生菌糸の

付着の観察に用いた。揺 種 後、 全てのポ ット に 20 mL の脱塩 水を与え、 発 芽 まで新聞紙を

上から被せて遮光した。 ポ ット をインキュベ ー タ 内に置き 、 明期／暗期 ： 16 時 間/8 時間、

21° c 125°c の条件 で栽 培した。潅 水は播 種 後 20 mLの脱塩 水を与 えた時点での各 ポ ット の

重 さを測定しておき 、 2 日 に 1 回減少したポ ット の重 さの分の脱塩水を与 えた。播 種 後 14

日 後、 1 ポ ット 当 たり 3 本となるように間 引 きを行った。

3-2-1-3 土壌溶液採取

士壌溶 液採 取 は土壌溶 液採 取 管 への菌 糸の付着（ 図3- 2 - 2 )が観察 されてから 行った。 揺

種 後 25 および 35 日 目 に各処理区の 1 反復を解体した。 士壌溶 液採 取管とその周囲の士壌

をスプー ンで慎重に回 収し、 実 体顕 微鏡下で観察 した。士壌溶液の採 取 は 2 - 2 - 1 - 3に従

った。R. cl a、 G. dec、 A. col、 E.ME 、 およびG.ME 区では 揺 種 後 25 , 30 , および40 日 日

に行った。 E. L b, G.Fo, G.ZM, 8· c, 17· c, および 19· a区では揺 種 後 35 および40 日 H に行

った。 回 収した士壌溶 液は直 ち にアイスボックス内の氷 上で保存し、 全ての士壌溶 液が回
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収し終わった後にー30℃で保存した。

3-2-1-4 植物体収穫および分析

播 種後55 日 目 の士壌溶 液採 取が終 了 した後、 植物体を収穫した。 ポ ット の根区画をナイ

ロンバ ッグ ごと ビニー ル袋に移し 、 士壌と植物体をその中で分 けた。 植物体 は水道 水でよ

く洗浄した後、 地上部 と 根部 に切り分 けた。 地上部 は脱塩 水で軽く表面 をすすぎ 、 キムタ

オルで表面の水 分をふき取った後、 紙袋に入れ 、 通風乾燥機で 10 °c48 時間の条件 で乾燥

させた。 乾燥 させた地上部 は地上部 乾物重の 測定に用いた。 根部 は全量を薗 根形成率の測

定に用 いた。

3- 2-1-5 菌根形成率の測 定

2 - 2 - 1 - 5 に従った。

3-2-1-6土壌溶液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性の測 定

上壌溶 液中ACP活性の測定 はTa bat a baiおよびB rem ner(1969)、E zawaおよびYosh ida

(1994)の方法を参 考にした。 ACP によって p ー ニト ロフェ ニルリン酸が分解 されて生成し

た p ー ニト ロフェ ノー ルの放出量から求めた。

土壌溶 液の入ったエ ッペ ンド ルフチュー ブを氷 上で放置し、 解凍した。 5 mL バ イアルに

l mLの士 壌溶 液、 l mLのlOOmM 酢酸緩衝液、 および基質として0.5 mLの 8 mMp ­

ニト ロフェ ニルリン酸ナ ト リウム溶 液を加え、 ボ ルテ ックスでよく混 合した。 バ イアルを

プラスチックケ ー スに入れ 、 インキュベ ー タ (COOLI NCUBATOR PCI- 101 アズワン株

式会社 、 大阪）内で 27 ° C、 暗所の条件 で 1 時間培養した。 培養中に8 mMp ー ニト ロフェ ノ

ー ル溶 液を0 、 0.1 、 0.2、0.3 、 0.5 、 および 1.0 mL をそれぞれバ イアルに加え、 lOOmM 酢

酸緩衝液で4 mL に定容 した。 これらの溶 液をそれぞれ 、0 、0.2、0.4 、0.6、 1.0 および 2.0
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µmol p- NP mL-l 容 液とした。 培養後 、 0.5 M 水酸化ナ ト リウム溶 液 2 mL を加えて、 ボ

ルテ ッ クスで混 合し 、 反 応を停止 させた。 その後 、 溶液中に含まれる p ー ニト ロフェ ノー ル

の410 nmの吸光度を分光光度計によって測定した。 また、 0 、 0.2、 0.4 、 0.6、 1.0 および

2.0 µmol p- NP mL· 1 溶液を用いて検量線を作成し 、 1 分 間における士壌溶 液 1 mL 当た

りの p- NP mL· 1 放出量を計算 してACP活性とした。

3- 2-1-7 統計解析

2 - 2 - 1 -6に従った。

3- 2- 2 イ ン ド ネ シ ア土壌か ら のア ー バスキ ュ ラ ー 菌根菌の ト ラ ッ プ培養および単 離 さ

れ た 異 なるア ー バスキ ュ ラ ー 菌根菌種 間 で の土壌溶液中の酸性ホスファタ

ー ゼ活性の比較

第 2 章ではインドネ シアから単離 されたR.cl a rus CK OO l は外 生菌糸から ACPを浸出す

ることが明 らかとなったため、インドネ シア上壌からAM菌をト ラ ッ プ培養および単離し 、

その単離 された菌株を用 いて土壌溶 液中のACP活性を 比較し 、 上壌溶 液中のACP 活性の

菌種 間 差を 明らかにすることを目 的とした。 本研究では 5 種類のインドネ シアほ場の上壌

から AM 菌のト ラッ プ培蓑 および単離、 増殖を行い 、 得られた菌株を用 いて菌根区画の上

壌溶 液中のACP活性を 比較した。

3- 2- 2-1 ア ー バスキ ュ ラ ー菌根菌の ト ラ ッ プ培養およびその増殖

ト ラ ッ プ培養に用いた供試 士壌は 2 - 2 - 3- 1 に従った。 ｛共試 植物はネ ギ( A.ガstul osum

品 種 ： 元蔵） およびソルガム(S.bicol or 品 種 ： ニュー ソルゴー 2 号）を用いた。 供試インド

ネ シア土壌は 2008年にインドネ シア、 中央 カリマンタ ンJ小I のほ場（インゲ ンマメ、 ジュウ
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ロクササゲ 、 ト ウモ ロコシ、 カカオ、 およびコー ヒ ー ノキ） で採 取 された5 種 の土壌を用

し ヽ た 。

50 mL プラスチックポ ット に滅 菌砂丘未熟 士 1/3 の高さ まで詰め、 各 種インドネ シア 士

壌を 2/3 の高さ まで詰め、 最後に滅 菌砂丘未熟 士をポ ット の緑から 1 cmの下の位置 まで詰

めてポ ット を作製した。 その後、 各 植物の種子4 粒を互いに 1 cm離して置き、 1 cmの深 さ

に押し込 んで播種した。 播 種後、 全てのポ ット に 20 mL の脱塩 水を与 え、 発 芽 まで新聞紙

を上から被せて遮光した。 反復 は 3 だった。 ポ ット をインキュベ ー タ 内に置き 、 明期／暗期 ：

16 時間/8 時 間 、 27 ° C/25° C の条件 で栽 培した。 播 種 後 14 日 後、 1 ポ ット 当たり 3 本とな

るように間 引 きを行った。 間 引 き後 は 2 日に 1 回減少した重量の分だけ 、 1 m g  P L -1 の

(K H2P04) 2 - 2 - 2 - 1 の水耕培養液を与え、各 植物を3 ヶ 月 間 生育させた。 潅 水を停止 し、

1 ヶ 月 放置して植物体を枯 死 させた。 植物の地上部 はハ サミを用いて取り除き 、 各 ポ ット

の栽 培後 士壌はそれぞれポ リエ チレンバックに保存した。 この時、 ソルガムの根 は 1 cmの

断片に切 断した。

20 gの各栽 培後上壌は 1 Lのプラスチックポ ット に入れて、 水道 水を勢 いよくいれスプ

ー ンで土壌を撹拌した。 土壌粒子が沈殿した後、 上澄みを 210 µm、 105 µm、53 µm、 お

よびl µmの飾に通 し 、 各 画 分は別のペ ト リlIII.に回 収した。 その後、 各 画 分を 実 体顕 微鏡下

で観察し、 胞子の有無を判 別した。 胞子はピ ンセ ット もしくは 10 µm ピペット マンで直接

回 収した。 回 収した胞子はペ ト リ皿に色 、 大き さ 、 および形態ごとに分 けて回 収した。 こ

のとき異 なる反復で見つかった似た形態を持 つ胞子は同種 とみ なした。 回 収は 1 種 と思わ

れる胞子につき、 60 胞子とした。 回 収 された胞子は増殖 まで室温で保存した。

各 胞子の増殖にはト ラップされた植物と 同じ植物を用いた。 50 mL容 プラスチックポ ッ

ト に砂丘未熟 士50 gを加え、 その上に胞子を加えた。 1 ポ ット に加える胞子数は最大 20 と

し、 それ以上を超 える胞子が回収できた場合は反復を 3 ポ ット まで作成した。 潅 水および

生育条件 は上記と 同じだった。 播 種 後 3 ヶ 月 後、 潅 水を停止し、 1 ヶ 月 放置して植物体を
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枯 死 させた。 植物の地上部 はハ サミを用いて取り除き 、 各 ポ ッ ト の栽 培後 士壌はそれぞれ

ポ リエ チレンバッ クに保存した。 この時、 ソルガムの根は 1 cmの断片に切 断した。

l gの各増殖後の士壌をそれぞれペ ト リlIII.に取り、 水道 水を加え、 実 体顕 微鏡下で観察し

た。 この時、 胞子が観察 されたものはl gの土壌中胞子数を計測 した。 胞子数は 1反復につ

き 1回測定した。

3-2-2-2 供試土壌、 供試植物、 および供試ア ー バスキュラ ー菌根菌

供試土壌および供試 植物は3- 2 - 1- 1に従った。 供試 AM菌は3- 3- 1- 1でインドネ

シア士壌から単離 された1- 0 -1 , 1- 0 - 2 ,  1-s -1 ,  1- s - 2 ,  2- 0 - 1 ,  2-s- 1 ,  3 - 0 -1 , 3- 0 - 2 ,  3 -s- 1 ,  お

よび4· 0· 1 を用 いた。

3- 2- 2-3 ポ ッ ト 作 製および生育 条件

3- 2 - 1- 2 に従った。

3-2-2-4 土壌溶液採取

上壌溶 液は播 種後 35 、40 、45 、 および50 日 目 に採 取 された。 採 取方法 は2 - 2 - 1- 3

に従った。

3-2-2-5 植物体収穫および分析

播 種 後50 日 目 の士壌溶 液採 取 が終 了 した後 、 植物体を収樺した。 方 法 は 3- 2 - 1- 4 に

従った。

3- 2- 2-6 菌根形成率の測 定

2 - 2 - 1- 5 に従った。
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3- 2- 2-7 土壌溶液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性の測 定

2 - 2 - 1 -6に従った。

3-2-2-8 統計解析

2 - 2 - 1 -6に従った。

3- 2-3 3 種のア ー バスキュラ ー菌根菌種 間 での土壌溶液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性の

比較

第 2 章では SDS- PAGE 解析および活性染色によって R. cla rus CKOO 1 の ACP が 187

kD aであることが 明らかとなった。 したがって、 本研究では R. c l a rus CK OOl を含む3 苗

種 のAM 苗がそれぞれ 生育した士壌溶液を SDS- PAGE 解析することで、 ACP 活性の菌種

間 差を 明らかにすることをを目 的とした。 本研究では 3 菌株をそれぞれ接 種 したネ ギを 2

コンパ ー ト メン ト ポ ットで栽 培し 、 菌根および菌糸区画の土壌溶 液中のACP活性および土

壌中外 生菌糸長を 測定した。 またそれらの土壌溶 液を SDS- PAGE 解析し 、その SDS- PAGE

ゲ ルを活性染色して、 AM菌種 間での土壌溶 液中のACP活性を 比較した。

3-2-3-1 供試土壌、 供試植物、 および供試ア ー バスキュラ ー菌根菌

供試土壌、 供試 植物 は2 - 2 - 1- 1に従った。 ｛共試 AM菌は R. cla rus CKOOl (c l a)、 R.

irregul a ris DAOM197 198 ( i rr)、 およびP. sp. 19- a (19- a)を用 いた。 これらのAM菌はネ

ギ、 ソルガム(S.bicol or 品 種 ： ニュー ソルゴー 2 号）、 およびホワイト クロー バ( T. rep ens 

品 種 ： カリフォ ルニア ラジノ） にそれぞれ接 種して、 3ヶ 月 生育させることで胞子を増殖

した。 胞子、 外 生菌糸 、 および増殖に用 いた植物の根部を含む土壌を接種源として用 いた。

47 



3- 2-3- 2 ポ ッ ト 作 製および生育 条件

2 - 2 - 1 - 2 に従った。ただし 、 士壌中の微生物が生産するACP活性を評価するため、

接 種 も播 種 もしな い無栽培を設 けた。 また、 士壌中の微生物層 を均 ー 化 するため、 3種 の

接 種源各 10 gをl Lの滅 菌脱塩 水に加え（合計 30 g)、 ろ過 ( No.6 アドバンテ ック東洋株式

会社 、 東京）したろ液 lOmLを播 種 時に各 ポ ット に与 えた。

3-2-3-3 土壌溶液採取

2 - 2 - 1 - 3に従った。

3- 2-3-4 植物体収穫および分析

2 - 2 - 1 - 4 に従った。

3- 2-3-5 菌根形成率の測 定

2 - 2 - 1 - 5 に従った。

3-2-3-6土壌中の外生菌糸 長の測 定

解体時にポ ット の上壌はスプー ンおよびコルクボー ラで菌根区画 、 ナイ ロンバックから

10 mm、 ナイ ロンバック 10 mmから 20 mm、 土壌溶 液採 取管周囲 3 mmの領域にそれぞ

れ 分 けて回 収 された（ 図3- 2 - 3)。 各 l gの士壌は5 mLの500 m g  L-1 アニ リンプ ルー溶

液と共に試験管に入れ 、 ウォ ー タ ー バスで加熱 (80 ° C、 30 分）し、 一 晩放置した。

士壌中に含まれる染色 された外 生菌糸は密度勾 配遠 心 分離で 3 mm の格 子付きメンブラン

フィ ルタ ー (A100B047 アドバンテ ック東洋株式会社 、 東京）上に回 収した(Furl an et al. , 

1980)。50 mL遠沈管に密度 1.20 g/ cm3 の Ludox 溶 液を入れた後、 上記の染色 した試料を

ゆ っくりと入れた。これを遠心 分離( KS-4000 久保 田 商事株式会社 、東京） した(2000 X g、
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5 分）。 上澄みを 3 mmの格 子付きメンブラン フィルタ ー 上で吸引 ろ過 し 、 200 倍の 実 体顕

微鏡下で観察した。 測 定の際に1 辺 が4 mm の正方格 子の接眼ミクロメー タ ーと 苗糸の交

点を数え、 次の計算 式に 代入し 、 土壌当 たりの外 生菌糸長を求めた。

R ;7 X ,'..' :.-: A 必区： H

R= 外 生蘭 糸長( cm g 士壌— 1) rr = 円 周 率(3.14) A= 接眼ミクロメー タ ー の 面積(25 mm2) 

N= 交点数 H= 接眼ミクロメー タ ー の格 子の全長(110 mm) 

3- 2-3-7 土壌溶液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性の測 定

3- 2 - 1 -6に従った。

3-2-3-8 SDS- PAGE による酸性ホスファタ ー ゼ活性の検 出

2 - 2 - 5 に従った。 ただし 、 外 生 苗糸の抽出物を解析に用いなかった。

3-2-3- 9 統計解析

2 - 2 - 1 -6に従った。

3-3 結 果

3-3-1 11 種のア ー バスキュラ ー菌根菌種 間 での土壌溶 液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性

の比較

3-3-1-1 植物の菌根形成および生育

全ての接 種 区で菌根形成が観察 された（表3- 2 - 1 )。 R. cl a、 G. dee 、 A. col 、 E.ME 、

および 8- c区 は 比較 的 高い菌根形成率( 92% -60% ) を示した。 これに対して、 E. L b、 G.Fo、

G.ME 、 G.ZM、 17- c、 および 19- a区 は 比較的 低い苗根形成(47 % -5% ) 率を示した。 非接

種 区では菌 根形成が観察 されなかった。
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R. cl a 区の地上部 乾物重 は非接種 より大きかった。 その内、 A. col 、 E. L b、 E.ME 、 8- c、

17 - c、 および 19- a区の地上部 乾物重 は非接 種 区の2 倍以上だった（表3- 2 - 1 )。

3-3-1-2土壌溶液中 ACP 活性

士壌溶 液中 ACP活性は 30 日 目 のみで差があった （図 3- 3- 1)。 しかしながら 、 播 種後

25 日 目 から40 日 目 までの士壌溶 液中 ACP活性の全体 的な傾向 は、 播 種後 25 日 目 から 35

日 目 までは全ての処理 区で低く保たれていたのに対して、 播 種後40 日 目 では一 部 の処理 区

で急激に上昇した （図 3- 3- 1)。 特に E.ME 、 G.ME 、 および 19- a区は著しく裔かった。

非接種 区の士壌溶液中 ACP 活性は他の処理区に 比べて 差 はなかったが、 播 種 後 日 数に関わ

らず最も低い水準だった。

3-3- 2 イ ン ド ネ シ ア土壌か ら のア ー バスキ ュ ラ ー 菌根菌の ト ラ ッ プ培養および単 離 さ

れ た 異 なるア ー バスキ ュ ラ ー 菌根菌種 間 で の土壌溶液中の酸性ホスファタ

ー ゼ活性の比較

3-3-2-1 イ ン ド ネ シ ア土壌か ら のア ー バスキュラ ー菌根菌の ト ラ ッ プ培養および増 殖

18 菌株のAM菌 1- 0 -1, 1- 0 - 2, 1- s- 1, 1- s - 2, 1-s- 3 , 2- 〇- 1, 2-s -1, 3 - 0 - 1, 3- 〇- 2, 3 - 0 -3 ,  

3 -S-1, 3 -S- 2, 4- 0 -1, 4-S-1, 4-S- 2, 5-S- 1, 5-S- 2, および5-S- 3 が得られ（図 3- 3- 2 および

表3- 3- 2 )、 その内 10 菌株 1- 0 -1, 1- 0 - 2, 1- s- 1, 1- s- 2, 2- 0 - 1, 2-s- 1, 3 - 0 - 1, 3 - 0 - 2, 3 -s- 1, 

および4- 〇- 1 が増殖した（ 表3- 3- 3)。

3-3- 2- 2 イ ン ド ネ シ ア土壌か ら 単 離 さ れ た 異 なるア ー バスキ ュ ラ ー 菌根菌種 間 で の土壌

溶液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性の比較

イン ドネ シア士壌から単離 された10 菌株は、 全ての苗株がネ ギに菌根形成した（表3- 3

- 4 )にもかかわらず、 ネ ギの地上部 乾物重 は全ての処理 区 間で差が無く、 非接種 区に 比 べて
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わずかに高い領 向 があった。

士壌溶液中のACP活性は播 種 後 日数に関わらず、 全ての処理 区 間で 差が無かった（図 3-

3- 3)。 恥しろ、 士壌中の士壌溶 液中のACP 活性は全体的に、 非接種区 よりも低い活性を

示した。 1 0 1、 1 0 2、 1S1、 および 1S2 の士壌溶 液中のACP 活性は非接種区と 比べて同 じ

か 、 わずかに高かった。 20 1、 2S1、 3 0 1、 3 0 2、 3S1、 および4 0 1 は播 種後 日数に関わら

ず、 非接種区 よりも 低い傾向 を示した。

3-3-3 3 種のア ー バスキュラ ー菌根菌種 間 での土壌溶液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性の

比較

3-3-3-1 植物の菌根形成および生育

菌根形成率は全ての接 種 区で 80% 以上であった（表3- 4 - 1 )。 非接種 区では菌根形成

は認 められなかった。

ネ ギの地上部 リン含有率は全ての接種 区で非接種区 より高く、 19- a接種区で最も 高かっ

た（ 表3- 4 - 1 )。 それに続いて、 cl a 接種 区 および i rr接種区の順に大きかった。 非接種

区 は最も小 さかった。

地上部 リン吸収量は全ての接種区で非接種 区 より高く、19- a接種 区で最も 高かった（ 表3

- 4 - 1 )。 それに続いて、 i rr接種 区 および cl a区の順に大きかった。 非接種区 は最も小 さか

った。

地上部 乾物重および根部新鮮重 は全ての接 種 区で非接種 区より大きく、 i rr接種 区で最も

高かった（表3- 4 - 1 )。 それに続いて 19- a接 種 区 、 および cl a接 種 区の順に大きかった。

非接種 区 は最も小 さかった。
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3-3-3- 2土壌中の外生菌糸 長および土壌溶液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性

士壌中の外 生菌糸長は菌根区両において全ての接 種 区で無栽 培区および非接種 区より長

く、 19- a区で最も長く、 それに続いて、 i rr接種 区 および cl a接種 区の順だった（ 表3- 4

- 2 )。 ナイ ロンバソ クから 10 mmの領域では全ての接種区で無栽 培区 および非接種区 より

長く、 i rr区で最も 高く、 それに続いて、 cl a接種区および 19- a接種区の順だった。 ナイ ロ

ンバック 10 rnrn から 20 rnrn の領域および士壌溶 液採 取管周囲 3 rnrn の領域では全ての接

種区で無栽 培区 および非接種区 より長く、 cl a接種区で最も長く、 それに続 いて、 19- a接種

区および i rr接種 区の順だった。

cl a接 種 区の士壌中の外 生苗糸長は全ての領域でほぼ 同じだった（ 表3- 4 - 2 )。 i rr接種

区の士壌中の外 生菌糸長はナイ ロンバックから 10 rnrn の領域 までは、 比 較的 高かったが、

ナイ ロンバック 10 rnrn から 20 rnrn の領域および士壌溶液採 取管周囲 3 rnrn の領域ではご

く僅かであった。 19- a接 種 区の士壌中の外 生苗糸長は苗根区画で最も長かったが、 菌根区

画から離れるにつれて徐 々 に短くなった。

土壌溶 液中 ACP活性は全ての処理 区で菌根区画では低く保たれている（ 表3- 4 - 3) の

に対して、 菌糸区画では播種後日数と共に上昇 した。 播 種後45 日 目 以外では菌根区画の土

壌溶 液中のACP 活性は全ての処理 区で 差が無かった。 菌根区画の菌株間における上壌溶 液

中のACP活性は i rr接種区が高く、それに続いて、 cl a接種区および i rr接種区の順だった。

播 種後55 日 目以外では菌糸区画の上壌溶 液中のACP活性は全ての処理 区で 差が無かった。

菌根区両の菌株 間における土壌溶 液中のACP活性は cl a接種 区が高く、 それに続いて、 i rr

接 種 区 および 19· a接種 区の順だった。

士壌溶液中の ACP活性の SDS- PAGE 解析では、 19· a 接種 区の菌糸区画以外から 187

kD aのACP活性が検出 された（図 3- 4 - 1 )。 この 187 kD aの活性は無栽 培区、非接種 区、

根の浸出物 、 および根の抽出物（図 3- 4 - 2 ) には無かった。

菌根区画および菌糸区画の士壌溶液中の SDS- PAGE 解析では、 第 2 章の結果と 同じく、
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187 kD aに位罹するACP活性のバンドが、蘭 根区両では全ての接種 区に、菌糸区圃では cl a

接種 区および irr接種 区で見つかった。その 187 kD aのACP活性のバンドの濃 さ は、 菌根

区画では irr接種 区 、 cl a接 種 区 、 および 19- a接 種 区の順で高かった。 菌糸区画では cl a接

種 区 、 irr接種 区の順だった。

3-4 考察

3-4-1 11 種のア ー バスキュラ ー菌根菌種 間 での土壌溶液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性

の比較

3-4-1-1 異なる菌種 間 での土壌溶液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性の比較

本研究において異 なるAM菌株 は異 なる士壌溶液中のACP活性を示した。これ はAM菌

の外 生 苗糸のACP の研究結果と一 致した。J onerと J oh anse n(2000)は G.intra radices お

よび G. cla ro ideum と 苗根形成した T. subterraneum を生育 させ 、外 生苗糸表面のACP活

性の 測定および最適 p H を 調べた。 それらの ACP 活性は G. cla ro ideum に 比 べて、 G.

intra ra dices で高く、 最適 p H は G. intra ra dices のACPで5.2、 G. cl a ro ideum で5.8で

ありAM菌のACP活性には菌種 間 差があることが示唆 された。一 方で、 v anAarl eら (200 2)

の研究では 根 区 画 と 菌 糸 区 画 に 分 け たポ ット で AM 菌 S. cal osp ora もしくは G.

intra ra dices を接 種 した植物を栽 培し 、 栽 培後の土壌のACP活性を 比較した。栽 培後の土

壌中のACP活性は非接種 区 、S. cal osp ora もしくは G. intra ra dicesで 差が無く、本研究の

結果と一 致していなかった。 しかし、 これらの報告ではそれぞれ 2 菌株の AM 菌しか 、 用

いていなかった。

士壌溶液中のACP活性の 測 定 は、 AM 菌の浸出したACP 活性の 比較をする上で有効な

方法であるかもしれない 。本研究で播 種 後40 日 H に、最も 高いACP活性を示したのは 19· a

接種 区だった。このときの活性は非接種 区に 比 べ 、 10.4 倍のACP 活性を示した。最も ACP

活性が低かったのは 8· c接種 区で、 非接種 区と 比べ 0. 94 倍だった。 この 2 種 間を 比較する
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と 、 19- a接種 区は 8- c接 種 区に 比 べ 、 11.0 倍 高い ACP活性を示した。

3-4-1-2土壌溶液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性の菌種 間 差の原 因

AM菌の外 生菌糸によるACP活性の菌種間差に士壌中の外 生菌糸長が関わっているかも

しれない。 Munk v ol dら(2004)は4 菌種、 合計 24 菌株のAM菌をキュウリに接種して、 外

生菌糸長と地上部 リン吸収量の相関を 調べた。 外 生菌糸長と地上部 リン吸収量 G.mossea e  

および G.cal edoni um 高く 相 関し 、 その 相 関係数はその 2 種の間で異 なった。 これらの結

果は、 AM 菌による植物のリン酸吸収の促進は AM 菌種 間で異 なり、 同じ菌種でも外 生菌

糸をより伸 長 させる苗株でより高くなることを示した。 また Tarafd er および Marsch ner

( 1994 b)は苗糸区画の士壌中 ACP 活性は外 生苗糸長と正の 相 関を示す ことを 明らかにし

た。 本研究では外 生 苗糸長は 測 定していなかったが、 これら 結果は士壌溶液中のACP活性

に外 生菌糸長が深く関係 していることを示すかもしれない。

また、 士壌溶液中のACP活性はほとん どの菌株で40 日 日 に急激に上昇した。 このこと

は、 上壌溶 液中のACP活性は菌種に関わらず、 播種後40-50 日 目 に増加し始めることを意

味するのかもしれない。

3-4-2 イ ン ド ネ シ ア土壌か ら のア ー バスキュラ ー 菌根菌の ト ラ ッ プ培養および単離 さ

れ た 異 なるア ー バスキュラ ー 菌根菌種 間 で の土壌溶 液中の酸性ホスファタ

ー ゼ活性の比較

3-4- 2-1 イ ン ド ネ シ ア土壌か ら 単 離 し た ア ー バスキ ュ ラ ー 菌根菌が植物の生育 に与 え る

里ク墾
示ノ 戸

イン ドネ シア士壌から単離した10 菌株は、 全ての苗株がネ ギに菌根形成したにも 関わら

ず、 生育には影響を与えなかった。 これ はAM苗と植物の組み合わせの間 題かもしれない。

Smit h ら(2003)はAM菌の接 種 効果はAM苗と植物の組み 合わせによって異 なることを示
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した。 本研究で用いたイン ド ネ シア士壌から単離 された10 菌株 は、 全てネ ギ以外のほ場か

ら ト ラップ培養 され 、 単離 された。 したがって、 AM菌と植物の組み合わせが悪く、 生育に

影響を与 えなかったのかもしれない。

3-4-2-2 イ ン ド ネ シ ア土壌か ら 単 離 し た ア ー バスキュラ ー 菌根菌が土壌溶 液中酸性ホス

ファタ ー ゼ活性に与 える影響

イン ド ネ シア土壌から単離 された 10 菌株の内、 一部 の菌株は土壌溶 液中のACP活性を

下 げる傾向 があった。 この結果はこれらのAM菌が士壌中にACPを浸出しないだけでなく、

士壌微生物および植物の根のACPの分泌を下 げることを意味するかもしれない。 Raiesiお

よびGh ol l arat a(200 6)はエ ジプテ ィアン ク ロー バに G. cla ro ideum を接 種 し 、 リン施肥有

りおよび無しの士壌で生育させた。 士壌中の微生物呼吸は接 種 区 が非接種 区よりも 低く、

AM苗の接 種 によって士壌微生物の活性が抑制されることが示 された。 コ ムギおよびタ マネ

ギ (D odd et al. , 1987 )、 ト マ ト (K im et al. , 1998)、 エ ジプテ ィアン ク ロー バ(Raiesi and 

Gh ol l arat a, 200 6)では菌根形成によって根圏 のACP活性が上昇 することが知られている。

しかし 、 本研究で用いたネ ギでは根圏 の土壌溶 液中のACP活性は、 接種 区の活性が非接種

と 同じ水準 、 もしくはそれより低かった。 また第 2 章の非接 種および接 種 区のネ ギの根の

柚出物の SDS- PAGE 解析では、 根の抽出物中のACP活性のバン ド が、 非接種区 よりも接

種区で薄くなっていることが示 された。 この結果はネ ギでは菌根形成が根のACP活性を下

げることを意味する。 したがって、 本研究ではこれらのインドネ シア士壌から単離 された

10 苗株はACP を浸出せず、 かつ士壌中の微生物活性を下 げることで士壌溶液中のACP活

性を下 げたかもれない。
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3-4-3 3 種のア ー バスキュラ ー菌根菌種 間 での土壌溶液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性の

比較

3-4-3-1 3 種のア ー バスキュラ ー菌根菌が植物生育に与 え る影響

本研究において全ての接種区で、 播 種後55 日 目 のネ ギは 80%以上の菌根形成率を示し 、

非接種区では菌根形成していなかった。 また全ての接種区の地上部 リン含有率、 地上部 リ

ン吸収量 、 および地上部 乾物重 は、 非接 種区に 比べて高かった。 また、 士壌中の外 生菌糸

長も全ての接種区で、 非接種区に 比べて長かった。 これらの結果は、 3 種全ての AM 菌が

ネ ギにそれぞれ薗 根形成し 、 外 生菌糸を士壌中に伸 長 させ 、 植物のリン酸吸収を促進する

ことで、 生育に正の影馨を与えたことを示した。

3-4-3-2 3 種のア ー バスキ ュ ラ ー菌根菌の外生菌糸による酸性ホスファタ ー ゼの浸 出

第 2 章の結果から 、 R. cl a rus CK OOl の接種 区において、 士壌溶液中から 検出される 187

kD aのACP活性はAM菌由 来であることが 明らかとなった。 本研究では irr接種 区の菌根

および菌糸区画 、 19- a接種区の菌根区画から 187 kD aのACP活性がそれぞれ 検出された

ことから 、 R. cl a rus CK OO 1、 R. irregul a ris DAOM197 198、 および P. sp 19- aの 3 菌株全

てが上壌溶 液中にACP を放出していることが 明らかとなった。 過 去のコンパ ー ト メン ト ポ

ット 栽 培あるいは in vitro 二員 培養を用いた研究結果では、 G. intra radices (R. irregul a ris 

DAOM197 198)は外 生菌糸から ACPをごくわずかに浸出するか浸出しないと考えられてい

た( J oner and J oh anse n, 2000 ; J oner et al. , 2000 ; K oide and K a bir, 2000 ; Ol sson et al. , 

2002)。 これらの報告では、 試料（外 生菌糸の抽出物 あるいは外 生菌糸が生育した苗糸区画

の培地） の濃 縮を行っていなかったため、 外 生 苗糸から浸出したACP を検出できなかった

と考えられる。 しかしながら 、 本研究では 2 コンパ ー ト メン ト ポ ット 栽 培、 士壌溶液採 取

管 による士壌溶 液の採 取 、 および濃 縮 した試 料の SDS- PAGE 解析によって R. cl a rus 

CK OOl、 R. irregul a ris DAOM197 198、 およびP. sp. 19- aが外 生菌糸から ACP を浸出し
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ていることを初 めて 明らかにした。

3-4-3-3 3 種のア ー バスキュラ ー菌根菌が外生菌糸 か ら 浸 出 し た 酸性ホスファタ ー ゼの土

壌溶液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性への寄与

SDS- PAGE ゲ ル上における 187 kD aのACP活性のバンドの濃 さ（図 3-4-1 ) はそれ

ぞれの土壌溶 液中 ACP活性の高さの順 （ 表3-4-3) と一 致していた。 このことは全ての

接 種 区における菌根区画および菌糸区画の土壌溶液中の 187 kD aのACP は、 士壌溶 液中

の ACP活性の大部 分を占めることを示唆した。我 々 の結果は接種 区の士壌溶液中の ACP

活性に、 AM苗が外 生苗糸から浸出したACP が寄与することを 明らかにした。 また、 P. sp 

19- a は苗根区画において 3 苗株のう ちで最も長い外 生 苗糸を持っていたにもかかわらず、

士壌溶液中の ACP 活性測 定および SDS- PAGE 解析では最も 低い ACP活性を示した。 こ

のことは、 P. sp. 19- aは菌糸当たりのACP を浸出する能力 が、 R. cla rus CK OO 1 および R.

irregul a ris DAOM197 198 に 比 べて低い ことを意味するかもしれない 。AM菌による植物の

リン酸吸収の促進は外 生菌糸による表面 積の増加だと考えられている( Munk v ol d et al. 

2004, Sanders et al. 2004, Smit h and Read 2008) が、 有機態リン酸が豊 富 な土壌では高

い ACP 浸出 能力 を持 つ AM菌が、 ACP を浸出できない AM菌よりも植物のリン酸吸収を

促進するかもしれない 。
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第 4章 低リン条件におけるア ー バスキ ュ ラ ー 菌根菌の外生菌糸 か ら 浸 出 さ れる酸性ホ

スファタ ー ゼ活性の応答の解 明

4-1 緒論

Tadanoおよび Sakaiは( 1991) 9 種の一 般的な作物を高リン条件 (3 m g  P L-1)と 低リン

条件 (0.05·0.3 m g  P L-1)で水耕培養し 、 根から 分泌されたACP活性をそれぞれ 比較した。

その結果、 9 種の植物のリン含有率は、 高リン条件 において地上部で 0.33%-0.85% 、 根部

で0.53%- 1.18%だったのに対して、 低リン条件 では地上部で0.0 9% - 0.18% 、 根部で0.12%

- 0.38% であり、 リン欠乏を示していた。 そのときの根から 分泌される ACP 活性は高リン

条件 に 比べて低リン条件 で高かった。

ルー ピ ンは根から 、低リン条件 において発現が上昇するACPである、LASAPl(Wasaki et 

al. , 1999)および LASAPl のアイソザイムであり培養液が低リン条件 (0-0.05 m g  P L -1)のと

きに特異 的に発現する ACP である、 LASAP2(Wasaki et al. , 2000)を分泌する。 この

LASAP2 の 遺伝子を 導入したタ バコは 野生型に 比べて、 高いリン吸収量を示し 、 ACP が根

圏 において有機態リン酸を分解して、 その一 部 を利用していることが 実証された。( Wasaki

et al. , 200 9 ;  Ma ruyama et al. , 2012) 

Rich a rdsonら(2000)はコムギの苗を、 6 種の有機態リン酸をそれぞれ添加した培地 、 リ

ン酸水素ニナ ト リウムを添加した培地 、 およびリン酸を含まない 培地で無菌的に培養した。

また、 同時に根部 のACP活性を 測 定した。 その結果、 フィチン酸を含む培地以外でコムギ

の生育はリン酸水素ニナ ト リウムの区と 同程度もしくは有意に高かった。 根の表面の ACP

活性はリン酸水素ニナ ト リウムの区 よりも フィチン酸および無リンの区で有意に高かった。

Yada v およびTa ra fda r(2001)はフィチン酸およびリン酸二水素カリウムをそれぞれ 含む

培養液でコムギを生育させた。 その結果、 与えた有機態リン酸の種類によって培養液中の

ACP 活性は異 なっていた。 また、 培養液中のフィチン酸濃度が裔いほ ど 培養液中の ACP
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活性は高かった。 それに対して、 培養液中のリン酸二水素カリウムの濃度の低下に従って

培養液中のACP活性は上昇した。

これらの結果は一部の植物は低リン条件 で根から ACP を分泌することを示す。

AM菌が菌根形成した植物におけるリン酸吸収の促進の主因は、外 生菌糸によるリン酸の

吸収面積を増加であると考えられている(Smit h and Read, 2008)。 一 方で、 AM菌の外 生菌

糸から浸出されるACP活性の低リン条件 への応答 はほとん ど知られていない。

J one rら(2000)は in vitro 二員 培養系で、ニ ンジン毛状 根に G. intra ra dices を接種して、

2 コンパ ー ト メン ト ペ ト リ皿で生育させた。 薗 糸区画に伸 長した外 生菌糸を0 および 35 µ

Mのリンを含む培地で 5 日 間処理し、 その表面 および培地中のACP活性を測 定した。 外 生

菌糸の表面 および培地中のACP活性はリン処理 間で 差が無かった。

v an Aa rl eら(200 2)はタ マネ ギに G. m a rga rita を接 種 して、 砂耕で栽 培した。 栽 培期間

中、 リンを含まないあるいは5 m g  L- 1 のリンを含む培養液を与え、 播 種 後56 日 目 に植物お

よび外 生菌糸をそれぞれ収穫し、 地上部 リン含有率および外 生苗糸長当たりのACP活性の

割 合を 測定した。 地上部 リン含有率はリンを与 えた区で高く、 与 えない区で低かったが、

外 生菌糸のACP活性の 比率には 差が無かった。

Ol ssonら(200 2)は上記のJ one rら(2000)と 同様の方法を用 いて、外 生菌糸を0 および 2.5

mMのリンを含む培地で 35- 38 日 間処理し、 その外 生菌糸長当たりのACP 活性の割 合を測

定した。 その活性の 比率はリン処理区間で 差が無かった。

これ ら の結果は、 AM菌の外 生菌糸表面のACP は、 その活性の強 さおよび外 生 菌 糸長当

たりの活性の割合ともに、 培地中のリン濃度や植物体 リン含有率に影馨を受 け な い ことを

示唆した。 しかしながら 、 AM菌が外 生菌糸から浸出するACPの低リン応答 は分かってい

な し ＼

したがって、本章ではAM苗が外 生 苗糸から浸出するACPの低リン応答の解 明を目 的と

した。 この研究において、 我 々 はリン施肥をされたあるいはされ なかった士壌を用 いて、
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R. cla rus CK OOl を接 種 したネ ギを 2 コンパ ー ト メン ト ポ ッ トで栽 培した。菌糸区両の士壌

溶 液を回収し 、 土壌溶液中のACP活性を測 定した。 また、5 つの異 なるリン濃度の培地で

満たされた2 コンパ ー ト メン ト ペ ト リ皿で、R.cla rus CK OO 1 が菌根形成したア マ毛状根を

生育させた。 菌糸区画に伸 長した外 生菌糸を回 収して、 その表面のACP活性を測定した。

4-2 材料 と 方法

4-2-1 土耕 栽 培 し た ア ー バスキュラ ー 菌根菌の外生菌糸 が浸 出 する酸性ホスファタ ー

ゼ活性の低リン条件への応答

第 2 章では、 R. cla rus CK OO 1 の外 生菌糸から ACP が浸出 されることを 明らかにした。

一方で、 根のACPの浸出は低リン条件 で誘 導 されることが知られている。したがって、 本

研究では R. cla rus CKOOl を接 種 したネ ギを、 異 なるリン濃度の士壌で満たされた 2 コン

パ ー ト メン ト ポ ッ トで生育 させ 、 菌糸区画の士壌溶液中のACP 活性を 測 定した。

4-2-1-1 供試土壌、 供試植物、 および供試ア ー バスキュラ ー菌根菌

2 - 2 - 1 - 1 に従った。ただし 、 接種 区では4 つのリン段 階が設 けられ(O、 0.15 、 0.30 、

および0.50 g P2 0 5  k g- 1  : それぞれ PO、 P0.15 、 P0.30 、 および P0.50)、 非接種区では上壌

にリン施肥あり(P0.5)区と施肥無し(PO)区の 2 つのリン段 階が設 けられた。

4-2-1-2 ポ ッ ト 作 製および生育 条件

2 - 2 - 1 - 2 に従った。ただし士壌溶 液採 取 管 は菌糸区画のみに設置 された。

4- 2-1-3 土壌溶液採取

2 - 2 - 1 - 3に従った。ただし 、 士壌溶液は40 および45 日 日 のみに採 取 された。
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4- 2-1-4 植物体収穫および分析

播 種 後45 日 目 の士壌溶 液採 取の後 に植物体 は収穫 された。方法 およびその後 の分析は2

- 2 - 1 - 4 に従った。

4-2-1-5 菌根形成率の測 定

2 - 2 - 1 - 5 に従った。

4- 2-1- 6土壌溶液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性の測 定

3- 2 - 1 -6に従った。

4- 2-1-7 統計解析

2 - 2 - 1 -6に従った。

4-2-2 in vitro ニ 員 培養 し た ア ー バスキュラ ー菌根菌の外生菌糸 が浸 出 する酸性ホスフ

ア タ ー ゼ活性の低リン条件への応答

第 2 章ではR.cl a rus CK OOl の in vitro 二員 培養を確立すると共に、外 生菌糸からのACP

の浸出を明 らかにした。 したがって、 本研究では R. cl a rus CKOO 1 を接種したアマ毛状 根

を、 異 なるリン濃度の MSR 培地で生育させ 、 菌糸区画に伸 長した外 生菌糸 表面のACP活

性を 測定した。

4- 2- 2-1 供試培地、 供試植物、 および供試ア ー バスキュラ ー菌根菌

2 - 2 - 4 - 1 に従った。ただし供試 培地のリン濃度は0.3( P0.3)、1.0( Pl. O)、3.0( P3.0 )、

15.0 ( P15)、および30.0 µM( P30 )の5 段 階とした。また菌糸区画の供試 培地 は P h yt agel™

を含まない液体の MSR 培地を用 いた。供試 AM菌は2 - 2 - 4 - 2 で得られたin vitro 二員

6 1  



培養の R. cl a rus CK OO 1 の胞子を用いた。

4-2-2-2 in vitro 二 員 培養の確立および生育 条件

培養は 90 mm2 コンパ ー ト メン ト ペ ト リ皿で行った。 2 コンパ ー ト メン ト ペ ト リ皿の菌

根区画に 1 cmの毛状 根を継 代し 、 その先端から 2.5 cmの位置に in vitro 二員 培養から得

られた 20-30 個の無菌胞子を接種した。 反復 は 15 とした。 毛状根を継 代し 、 接種したペ ト

リ皿 は蓋をし 、 パ ラフィルムで 2 重に密閲 し 、 逆 さ まにした後、 インキュベ ー タで 25°c 、

暗所条件 下で培養した。

継 代後50 日 日 に苗糸区画にそれぞれのリン濃度の5 mLの液体のMSR培地を添加した。

このとき 、 苗糸区画に侵入したあるいはすると予想 される根はメスで切 り取 った。 菌糸区

画への培地を添加したペ ト リ皿 は、 再び蓋をし、 パ ラフィルムで 2 重に密 閉 し 、 インキュ

ベ ー タで 25° c 、 賠所条件 下で培養した。

4-2-2-3 植物体および外生菌糸収穫および分析

収穫 は接種後7 0 および 90 日 目 に行った。

ペ ト リ皿をあ け 、 菌糸区画に含まれる外 生菌糸はピ ンセ ットで全て回 収し 、 ただ ち に外

生菌糸 表面 および浸出 された ACP活性の測定に用いた。 その後、 ACP活性の測定に用い

た外 生菌糸は滅 菌脱塩水で洗浄し 、 キムワイプで水 分を取り除き、 外 生菌糸新鮮重の 測定

に用いた。

1 ペ ト リ皿から無作為に5 本の 1 cmの毛状根は根端を選び、 それもただ ち に毛状根 表面

および浸出された ACP 活性の 測 定に用いた。 その後、 ACP 活性の 測 定に用いた毛状根は

滅 菌脱塩水で洗浄し、 キムワイプで水 分を取り除き 、 新鮮重を測 定し 、 毛 状 根の新 鮮重 当

たりのACP活性を求めるため用いた。 菌根区画の残りの毛状根はピ ンセ ットで回収し、40

mL のクエ ン酸 ナ ト リウム緩衝液( p H6.0)で洗浄した。 毛状根に付着した培地を完全に溶か
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したの ち 、 滅蘭脱塩水で洗浄し 、 キムタ オ ルで水 分を拭き取り、 毛状 根の新鮮重 測 定に用

し ヽ た 。

4-2-2-4 外生菌糸および毛状根の表 面および浸 出 さ れ た 酸性ホスファタ ー ゼ活性の測 定

2 コンパ ー ト メン ト ペ ト リ皿から回 収 された菌糸区画の外 生菌糸および毛状 根はただ ち

にACP活性の 測定に用 いられた。 5 mL バ イアルに外 生菌糸もしくは毛状根、 lOOmM 酢

酸緩衝 液 1 mL、 および基質として 8 mMp ー ニト ロフェ ニルリン酸ナ ト リウム溶 液 0.5

mL を加え、 ボルテ ックスでよく混合した。 バ イアルをプラスチックケ ー スに入れ 、 イン

キュベ ー タ 内で 25 ° C、 暗所の条件 で 1 時間200 rpmで震盪 培養した。 培養後、 0.5 M 水

酸化ナ ト リウム溶 液 2 mL を加えて、 ボ ルテ ックスで混 合し 、 反 応を停止 させた。

8 mMp ー ニト ロフェ ノー ル(p - NP)溶 液0 、 10 、 20 、 30 、40 、 および50 µ L をそれぞれ

バ イアルに加え、 lOOmM 酢酸緩衝 液で4 mL に定容 した。 これらの溶 液をそれぞれ 、0 、

0.2、 0.4 、 0.6、 1.0 および 2.0 µmol p- NP mL -1 容 液とした。

試料および0 、 0.2、 0.4 、 0.6、 1.0 および 2.0 µmol p- NP mL· 1 溶 液中に含まれる p ­

ニト ロフェ ノー ルの410 nmの吸光度を分光光度計によって 測定した。 漏れた

0 、 0.2、 0.4 、 0.6、 1.0 および 2.0 µmol p- NP mL· 1 溶 液の吸光度から 検量線を作成し 、

試料の吸光度から 1 分 間における土壌溶 液 l mL 当たりの p- NPの放出量を計算して

ACP 活性とした。

4-2-2-5 統計解析

2 - 2 - 1 -6に従った。 ただし 、 比較 は同 じ 収穫日 内の異 なるリン処理 区 間で行った。

4-3 結 果

4-3-1 土耕 栽 培 し た ア ー バスキュラ ー 菌根菌の外生菌糸 が浸 出 する酸性ホスファタ ー
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ゼ活性の低リン条件への応答

接 種 区における播 種 後45 日 目 のネ ギの菌根形成率は士壌中のリン濃度が低下 するに従っ

て上昇 した（ 表4-3-1 )。 接種 区で最も低い P0.50 区でも 87 % の十分な菌根形成を示した。

非接種区では ど ち らのリン処理 区のネ ギも菌根形成していなかった。

接種区における播 種 後45 日 目 のネ ギの地上部 リン含有率は士壌中のリン濃度が低下 する

に従って低下 した（ 表4-3-1 )。 同 じ接 種 処理 区 内における異 なるリン処理 区 間の 比較では、

接種 区における PO区の地上部 リン含有率は、 他のリン処理 区に 比べて最も 低かった。 接種

区における P0.15 、 P0.30 および P0.50 区の地上部 リン含有率の間に 差 はなかった。 非接種

区では P0.50 区に 比べて、 PO区で低い傾 向 があった。 同 じ リン処理区内における異 なる接

種 処理 区 間の 比較では、 POおよび P0.50 区ともに、 接 種 区と非接種 区の地上部 リン含有率

の間に 差 はなかった。

接 種 区における揺 種 後45 日 目 のネ ギの地上部 リン吸収量および地上部 乾物重 は士壌中の

リン濃度が減少するに従って減少した（ 表4- 3- 1 )。 同 じ接 種 処理 区 内における異 なるリン

処理 区間の 比較では、 接種 区における PO区の地上部 リン吸収量および地上部 乾物重 は、 他

のリン処理 区に 比べて最も 低かった。 接種区における P0.15 、 P0.30 および P0.50 区の地上

部 リン吸収量および地上部 乾物重の間に差 はなかった。 非接種区では P0.5 区に 比べて、 PO

区で低い傾向があった。 同 じ リン処理 区 内における異 なる接種 処理 区間の 比較では、 PO区

において接 種区と非接 種 区の地上部 リン吸収量および地上部 乾物重の間に差 はなかった。

一方で、 P0.50 区では接種 区の地上部 リン吸収量および地上部乾物重 は、 非接種 区に 比べて

低かった。

接 種 区における揺 種 後40 日 日 のネ ギが生育した、苗糸区画の士壌溶液中のACP活性は、

士壌中のリン濃度が減少するに従って増加した（図 4- 3- 1 )。 同 じ接 種 処理 区 内における異

なるリン処理区間の 比較では、 接種 区のACP活性は PO区で最も 高く、 P0.50 区で最も 低

かった。 一方で、 非接種 区における、ACP活性は POおよび P0.50 区の間に 差が無かった。
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同 じ リン処理区内における異 なる接 種 処理 区 間の 比較では、 PO 区において、 接種 区の菌糸

区圃のACP 活性は、 非接種 区に 比 べて高かった。 一方で、 P0.50 区では接種 区と非接 種 区

のACP 活性の間に 差 はなかった。

4-3-2 in vitro 二 員 培養 し た ア ー バスキュラ ー菌根菌の外生菌糸 が浸 出 する酸性ホスフ

ア タ ー ゼ活性の低リン条件への応答

毛状根新鮮重 は継 代および接種後 70 および90 日 目 共に、リン処理 区 間で 差があったが、

その 差 はごく小 さかった（ 表4 - 3 - 2 および表4 - 3 - 3 ) 。

苗根区画の外 生菌糸長は継 代および接 種 後 70 および 90 日 目 共に、 P30.0 区に 比 べ 、 低

いリン処理 区で増加する傾 向 があった（表4 - 3 - 2 および表4 - 3 - 3 ) 。 菌糸区画の外 生 苗

糸長は接 種 後 70 日 目 では P 1 5 .0 > P LO > P0 .3  > P30.0 > P0 .3 区の順で長かった。 接 種 後 90

日 H では P 1 5 .0 > P LO > P3 .0  > P30 .0  > P0.03 区の順で長かった。

外 生菌糸 表面のACP活性は継 代および接 種 後 70 日 目 にP30.0 区から P3.0 区 までは培地

中リン濃度の減少に伴って増加したのに対して、 P3.0 区から P0 . 3 区 までは、 培地中リン濃

度の減少に伴って減少した（図 4 - 3 - 2 ) 。 同 じ傾 向 は 90 日 目 でも観察 された。

毛状根の表面の ACP 活性は外 生菌糸と 同 じく、 継 代および接 種 後 70 日 目 に P30.0 区か

ら P3 .0 区 までは培地中リン濃度の減少に伴って増加する傾 向だったのに対して、P3.0 区か

ら P0 . 3 区 までは、 培地中リン濃度の減少に伴って減少する傾向があった。 しかし 、 継 代お

よび接 種 後 90 日 日 では培地中リン濃度の減少に伴って減少した（ 図4 - 3 - 2 ) 。

4-4 考察

4-4-1 土耕 栽 培 し た ア ー バスキ ュ ラ ー 菌根菌の外生菌糸 が浸 出 する酸性ホスファタ ー

ゼ活性の低リン条件への応答

接 種 区ではリン施肥の有無に関わらず、 播 種 後 45 日 日 のネ ギの根部で十分な菌根形成率
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が観察 された。 また地上部 リン含有率、 地上部 リン吸収量、 および地上部 乾物重を同ー リ

ン処理 区 間 の異 なる接 種 処理区間で 比較した場合、 非接種 よりも接 種 区で高かったことか

ら 、 AM菌 R. cla rus CKOO l はネ ギの根部 に菌根形成し 、 外 生菌糸を伸 長 させ 、 植物のリ

ン酸吸収を促進していたと考えられた。 また、 非接種区および接種区 共に PO区の地上部 リ

ン含有率が P0.5 区 よりも 低かったことから 、 低リン条件 を作ることができ 、 リン処理につ

いても十分に効果が得られていたと考えた。

菌糸区画の士壌溶 液中のACP活性の 測定によって、 AM菌 R.cla rus CK OO l の外 生菌糸

が浸出するACP は低リン条件 によって促進 されることが示 された。一部 の植物(Lee, 1988 ; 

Tadano and Sakai, 1991 ;  Rich ardson et al. , 2000 ; Yada v and Tarafdar 2001 ;  Wasaki et 

al. , 2003)は低リン条件 に応答してACPの分泌を裔めることが知られている。一方で、 AM

菌の外 生菌糸の ACP は低リン条件 に応答 し な い可能性が指摘 されていた( J oner et al. , 

2000 ; Ol sson et al. , 200 2 ;  v an Aarl e et al. , 200 2)。J onerら(2000)はニンジン毛状根と G.

intra ra dices の in vitro ニ員 培養系 を2 コンパ ー ト メン ト ペ ト リlIII.で生育 させ 、 外 生菌糸が

菌糸区画に伸 長した後、 35 µMのリンを含む培地もしくはリンを含まない 培地を菌糸区画

に添加して、5 日 間培養した。 その後、 HsP04 もしくはAMP を加えて3日 間培蓑した後、

外 生菌糸の表面 および菌糸区画の培地中のACP活性を測定した。 それらのACP活性は、

全ての処理 区 間で差が無かった。 Ol ssonら(200 2)は J onerら(2000)と 同じ手法を用 いて、

菌糸区画の培地に 2 つのリン濃度段 階(2.5 mMおよび0 µM)を設 け 、 外 生菌糸長当たりの

ACP活性の割合を 測 定した。 しかし、 その構造の割 合は培地中のリン濃度に影欝を受 け な

かった。 v anAarl eら(200 2)も同じく異 なるリン段 階の砂耕で生育 させた G.m a rga rita の

外 生 苗糸のACP活性を示す構造の割 合を測 定したが、 その割 合は異 なるリン段 階で 差が無

かった。我 々 の結果は、 外 生 苗糸のACP の浸出が低リン条件 によって促遮 されたことを初

めて示 した。
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4-4- 2 ア ー バスキ ュ ラ ー 菌根菌の外生菌糸 が浸 出 する酸性ホスファタ ー ゼ活性の低リ

ン応答の意義

本研究ではAM菌R.cla rus CK OOl は低リン条件 で外 生菌糸からのACPの浸出を促進 さ

せることが 明らかとなった。 このACP活性の低リン条件 への応答の意義 は、 植物のリン酸

吸収の促進だと考えられる。 植物のリン酸吸収には、 AM 菌を含砂 士壌微生物が生産する

ACP 活性が関わる ことが示唆 されている(Tara fdar and J ungk, 1987 ; Tara fdar and 

Marsch ner, 1995 ; Rich ardson et al., 2001)。 Tarafdar および J ungk(1987 )はキ ャベ ッ

(Brassica ol eracea )、 タ マネ ギ(Allium ce p a )、 コ ムギ、 およびエ ジプテ ィアン ク ロー バ

(Trifoli um al exandrin um)を生育し、 根圏 の士壌を一 定距離ごとに分 け 、 その士壌に含まれ

る ACP活性、 微生物（苗および細菌） 数、 有機態リン酸を 測 定した。 ACP活性および微

生物数は根圏 に近 いほ ど増加し 、 有機態リン酸は根圏 に近 いほ ど減少した。 それらの士壌

に含まれるACP活性と 有機態リン酸は高く 相 関した。 しかしながら 、 この根圏 における裔

い ACP活性は、微生物由来か植物 由 来か判 別できなかった。Tarafderと Marsch ner(1994 a  

1994 b)は G. mosse a e を接種 したコ ムギをコ ンパ ー ト メン ト ポ ットで生育し 、 菌糸区画の土

壌中 ACP活性は外 生菌糸長と正に 相 関することを示した。 また、 その活性はフィチン酸ナ

ト リウムを与 えることで、 与 えないときよりも 高くなることを示した。 この結果は AM 菌

が外 生菌糸の ACP によって有機態リン酸を加水 分解 し 、 利用していることを示唆した。

Tarafdarと Marsch ner(1995)は Asp ergillus fumigatus およびAM菌 Gl omusmossea e を

コ ムギに接 種 し 、 フィチン酸を与 えた士壌で生育させた。 その特果ハロ 、 Asp ergillus fum1gatus 

および Glomusmossea e を単独で接種 した場合に 比べ 、 両種 を一 緒に接 種 した区でACP活

性、 ALP活性、 地上部 乾物重 、 地上部 リン吸収量が有意に裔かった。 Rich ardsonら(2001)

はフィチン酸を含む士壌に複数の士壌微生物を含む培養液もしくは士壌から単離 されたフ

ィチン酸 分解 能をもつ Pseudomonas を接種 し 、 フィチン酸分解 能が低い 2 種 の植物を生

育させた。 同時に、 フィチン酸ナ ト リウムを含む寒天培地でフィチン酸 分解 能が低い 6 種
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の植物を生育 させ 、 Pseudomonas を接 種 した。 その結果、 士壌 実 験では士壌微生物もしく

は Pseudomonas を接種 した区では接 種 しない場合と 比 べて、両方の区の植物の地上部 乾物

重 および地上部 リン含量が有意に上昇 した。 同様に、 寒天 培地での 実 験でも接 種区では、

全ての植物で地上部 乾物重 および地上部 リン含量が非接 種 区に 比 べて、 上昇 した。 これら

の結果はAM菌が低リン条件 で外 生菌糸から ACP を浸出し 、 士壌中の有機態リン酸を利用

できる可能性を示唆している。

4-4-3 in vitro 二 員 培養 し た ア ー バスキュラ ー菌根菌の外生菌糸 が浸 出 する酸性ホスフ

ア タ ー ゼ活性の低リン条件への応答

本研究では毛 状 根新 鮮璽 が培地中リン濃度にほとん ど影馨を受 けていなかったことから 、

毛状 根の生育を見る上では、 リン処理に問 題があったと考えられる。 一 方で、 外 生菌糸表

面のACP活性は培地中リン濃度の影響を受 け変化した。 外 生菌糸表面のACP 活性はリン

濃度に対して余り変化しないと考えられてきた( J oner et al. , 2000 ; Ol sson et al. , 200 2)。

これらの研究に対して、 本研究では培地中リン濃度を30 µMから 3 µMに下 げることで、

AM菌 R. cl a rus CK OO 1 の外 生菌糸 表面のACP活性が低リン条件 に応答することを初 めて

実証した。

これらの結果は AM 菌 R. cl a rus CK OO 1 は低リン条件 において外 生菌糸から浸出する

ACP活性および外 生菌糸 表面の ACP 活性を増加 させ 、 土壌中の有機態リン酸を利用でき

ることを強く示唆する。 TarafderおよびMarsch ner(1994 a  1994 b)はコンパ ー ト メ ン ト ポ

ッ ト を用いて、AM苗が有機態リン酸を利用できることを示した。また、K oideおよび K a bir

(2000)は in vitro 二員 培養系 を用いて、 AM菌が外 生菌糸の表面に存在するACPで培地の

有機態リン酸を利用できることを 実証した。

一方で、 培地中リン濃度を3 µMから 0 .3 µM まで減少させたとき 、 外 生菌糸 表面のACP

活性はそれに伴って減少した。 一般的には植物(Tarafd ar and J ungk 1987 ; Tarafdar and 
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Marsch ner, 1995; Rich ardson et al, 2011)および士壌微生物(Tarafder et al. , 1988; H ayes 

et al. , 2000 ; C rowt h er et al. , 2011)が低リン条件 におかれたとき 、 それらのACP活性は上

昇 する。 本研究の結果はそれらの報告と対照 的だった。 一方で、 一部の外 生菌根菌は低リ

ン条件 で外 生菌糸の ACP 活性が減少することが知られている(Al v arez et al. , 2012; 

Pe rez- de- Mora et al., 2013)。 Al v arezら(2012)はパ タ ゴニア ブナに4 種 の外 生菌根菌をそ

れぞれ接 種 し 、外 生菌糸 表面のACP活性と地上部リン含有率は正に 相 関することを示した。

Pe rez- de· Moraら(2013)は 3 種 の外 生菌根菌 Rhi zo p ogon roseol us Pa xillus invol utus およ

び Piloderm a croceum を0.037 、 0.37 、 および3.7 mMの3段 階のリン濃度の固体 培地で

それぞれ 生育 させた。 それぞれの菌糸を回収し、 抽出物および抽出物残 さのACP活性を測

定した。 R. roseol us およびP. invol utus のACP はほとん ど抽出物中に含まれ 、 その活性

は培地中リン濃度がより低い条件 で、 低い傾 向 があった。 P. croceum ではほとん ど抽出物

残 さに含まれ 、 その活性は培地中リン濃度に関係 なく一 定だった。 これらのACP活性の低

下には毛状 根およびAM苗の生理学的な変 化と 関係 があるかもしれない。
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第 5章 総合考察

5-1 -1 ア ー バスキュラ ー 菌根菌の外生菌糸 か ら 浸 出 さ れる酸性ホスファタ ー ゼ活性の

検 出

2 コンパ ー ト メン ト ポ ットで栽培した播 種後55 日 目 のネ ギの根部で、 接種区では十分な

菌根形成が観察 され 、 非接種区では菌根形成していなかった。 地上部 は、 接種区では非接

種区に 比べて、 地上部 リン吸収量が増加し 、 地上部乾物重 が増加していたことから 、 R.

cl a rus CKOOl がネ ギに菌根形成し 、 外 生菌糸によって土壌中のリン酸を吸収し 、 地上部 の

生育に正の影馨を与えたことが示 された。 このことから 、 2 コンパ ー ト メン ト ポ ット の接 種

区の苗根および菌根区画の士壌中には十分に外 生菌糸が伸 長しており、 士壌溶 液には外 生

菌糸の浸出物が含まれていると考えられた。

士壌溶液、 根の浸出物 、 外 生菌糸の抽出物 、 および根の抽出物の SDS- PAGE 解析および

ゲ ルの活性染色によって、 AM菌 R. cl a rus CKOO 1 が士壌溶液中にACP を浸出したことが

明 らかとなった。 2 コンパ ー ト メン ト ポ ット の接種区の菌根および菌根区画の上壌溶 液から

187 kD aのACP 活性が検出 され 、 その活性は非接 種区の土壌溶 液から 検出されなかったた

め、 187 kD aのACP活性は R.cl a rus CK OO 1 の外 生菌糸が浸出した可能性があった。 水耕

の根の浸出物 は41 および44 kD aのACP活性を示し、 187 kD aのACP活性が根の浸出物

由 来では無い ことが示 された。 2 コンパ ー ト メン ト ポ ット の非接 種区 および接 種区の根の抽

出物中にも 187 kD aのACP活性は検出されなかったことから 、ネ ギはこの187 kD aのACP

を生産していない ことが示 された。 一 方で、 砂耕から回収されたR. cla rus CK OOl の外 生

菌糸の抽出物は 187 kD aのACP 活性を示した。 この砂耕において、 砂丘未熟 士は滅菌さ

れたが、 ポ ット は無菌的な条件 で生育 させていなかった。 したがって、 187 kD aのACP活

性は R. cl a rus CKOO 1 由 来、 もしくは栽培期 間中にそのポ ット 内で増殖し、 外 生菌糸 表面

に存在する上壌微生物 由 来であることが示 された。 だが、 土壌微生物の影響を排 除するた
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めに完全な無菌条件 で培養した、 in vitro 二員 培養系から回 収 された外 生菌糸の抽出物は、

187 kD aのACP活性をしめした。 この結果は接 種 区の土壌溶液から 検出された 187 kD a 

のACP活性が、 士壌微生物由 来ではなく、 確 実 にR. cla rus CKOO 1 由 来であることを示し

た。 これらの結果から 、 我 々 は R. cla rus CK OOl が外 生菌糸から土壌溶 液中に 187 kD aの

ACP活性を浸出したこと 実証した。

我 々 は 2 コンパ ー ト メン ト ポ ット およびムライト セ ラミックチュー ブを用いた士壌溶 液

採 取法によって、 AM 菌が外 生菌糸から ACP活性を浸出したことを初 めて明 らかにした。

このことはTawarayaら(200 6)が用いた 2 コンパ ー ト メン ト ポ ット 栽 培および士壌溶液採

取 法 が、 外 生苗糸の浸出物を士壌から得る際に有効な方法であることを示す 。Tawaraya

ら(200 6)は AM 苗の外 生苗糸が浸出する有機酸を、 士壌溶液から 検出するために、 これら

の方法を用 いた。 そのとき 、 ポ ット は無菌条件 で生育 されておらず、 苗糸区画の士壌溶 液

から 検出 された有機酸は士壌中微生物に由 来する可能性があった。 しかしながら 、 本研究

では、 同じ方法を用 いて苗糸区画の士壌溶液中に含まれるACP活性がAM菌であることを

実証した。 このことは 2 コンパ ー ト メン ト ポ ット 栽 培および土壌溶 液採 取法が外 生菌糸の

浸出物を採 取できていたことを示す 。

本研究において、 土壌溶 液中に含まれる、 外 生菌糸から浸出されたACP 活性が検出でき

たのは、 外 生菌糸から浸出されるACPの菌種 間 差および限外ろ過による試料の濃 縮に起 囚

したかもしれな い 。AM菌種 間における植物への生育効果は菌種 によって異 なることが知ら

れている(Smit h et al. 2000 ; Smit h et al. 2003)。 J onerと J oh anse n(2000)は砂耕から回 収

された G.intra radices および G. cl a ro ideum の外 生菌糸を緩衝液中で培養し、 その緩衝液

中から ACP 活性が検出 されなかったことから 、 外 生菌糸の浸出物中からのACP は測 定で

きる量が検出 されなかったと 結論づ けた。 また、 J onerら(2000)および Ol ssonら(200 2)は

ニンジン毛状 根および G. intra ra dices を2 コンパ ー ト メン ト ペ ト リ皿で培養して、 菌糸区

画の培地中 ACP活性が検出限界に近かったことから 、 外 生菌糸はACP を浸出しないかも
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しれ ないと 結論 づ けた。 この 3報で用 いられた AM 菌は G. intra ra dices および G.

cl a ro ideum の 2 種だった。 したがって、 これら 2 種 の AM 菌は外 生菌糸から ACP を浸出

しないが、 R. cla rus CK OO 1 は浸出するのかもしれない。 また、 本研究では、 士壌溶 液およ

び外 生菌糸の抽出物に含まれる ACP を限外ろ過によって濃 縮してから 、 SDS- PAGE 解析

に用いたのに対して、 上記の 3 報では ACP は濃 縮 されていなかった。 このため、 ACP活

性が検出限界に近く、 検出できなかったと考えられる。

5- 2  AM 菌の外生菌糸 か ら 浸 出 さ れる酸性ホスファタ ー ゼ活性の菌種 間 差

5- 2-1 異なる菌種 間 での土壌溶液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性の比較

11 苗株の異 なるAM苗をネ ギに接 種 し、 士壌溶液中 ACP活性を 比 較した 実 験では、 AM

菌の苗種 間 差が 明らかになった。 これはAM 苗の外 生 苗糸のACP の研究結果と一 致した。

J oner と J oh anse n (2000)は G. intra ra dices および G. cl a ro ideum と菌根形成した T.

subterraneum を生育 させ 、 外 生苗糸表面のACP 活性の 測 定および最適 p H を 調べた。 そ

れらの ACP 活性は G. cla ro ideum に 比 べて、 G. intrara dices で高く、 最適 p H は G.

intra ra dices のACPで5. 2、 G. cl a ro ideum で5.8でありAM菌のACP活性には菌種 間 差

があることが示唆 された。 一 方で、 v anAarl e ら (200 2)の研究では根区画と菌糸区画に分

けたポ ットでAM菌S. cal osp ora もしくは G. intra ra dices を接 種 した植物を栽 培し 、 栽 培

後の上壌の ACP活性を 比較した。 栽 培後の土壌中の ACP活性は非接種 区 、 S. cal osp ora 

もしくは G. intra radicesで 差が無く、 本研究の結果と一 致していなかった。

AM苗の外 生苗糸によるACP活性の菌種間差に士壌中の外 生 苗糸長が関わっているかも

しれない。 Munk v ol dら(2004)は4 菌種 、 合計 24 苗株のAM苗をキュウリに接 種 して、 外

生苗糸長と地上部 リン吸収量の 相 関を 調べた。 外 生菌糸長と地上部 リン吸収量 G. mossea e  

および G. cal edoni um 高く 相 関し 、 その 相 関係数はその 2 種 の 間で異 なった。 これらの結

果は、 AM 菌による植物のリン酸吸収の促進は AM 菌種 間で異 なり、 同じ菌種でも外 生菌
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糸をより伸 長 させる蘭株でより高くなることを示した。 またTarafderと Marsch ner(1994 

a and b)は菌糸区圃の土壌中 ACP活性は外 生菌糸長と正の 相 関を示す ことを 明らかにした。

本研究では外 生菌糸長は測定していなかったが、 これら 結果は士壌溶 液中のACP活性に外

生菌糸長が深く関係 していることを示すかもしれない。

また、 士壌溶 液中のACP活性はほとん どの菌株で40 日 目 に急激に上昇 した。 このこと

は、 土壌溶 液中のACP活性は菌種に関わらず、 播種後40-50 日 目 に増加し始めることを意

味するのかもしれない。

5- 2- 2 イ ン ド ネ シ ア土壌か ら のア ー バスキ ュ ラ ー 菌根菌の ト ラ ッ プ培養および単 離 さ

れ た 異 なるア ー バスキ ュ ラ ー 菌根菌種 間 で の土壌溶液中の酸性ホスファタ

ー ゼ活性の比較

イン ドネ シア士壌から単離した 10 菌株をネ ギに接 種 し 、 士壌溶液中 ACP活性を 比 較し

た 実 験では、 全ての苗株がネ ギに菌根形成したにも 関わらず、 生育には影馨を与えなかっ

た。 これ はAM菌と植物の組み合わせの間 題かもしれない。 Smit h ら(2003)はAM菌の接

種効果は AM 菌と植物の組み合わせによって異 なることを示した。 本研究で用 いたイン ド

ネ シア土壌から単離 された10 菌株は、 全てネ ギ以外のほ場から ト ラップ培養 され 、 単離 さ

れた。 したがって、 AM菌と植物の組み合わせが悪く、 生育に影響を与 えなかったのかもし

れない。

イン ド ネ シア土壌から単離 された 10 菌株の内、 一部 の菌株は土壌溶 液中のACP 活性を

下 げる傾 向 があった。 この結果はこれらのAM菌が士壌中にACPを浸出しないだけでなく、

士壌微生物および植物の根のACPの分泌を下 げることを意味するかもしれない。 Raiesiお

よびGh ol l arat a(200 6)はエ ジプテ ィアン ク ロー パに G. cl a ro ideum を接種し 、 リン施肥有

りおよび無しの上壌で生育させた。 上壌中の微生物呼吸は接種区が非接種区 よりも 低く、

AM菌の接種によって土壌微生物の活性が抑制されることが示 された。 コ ムギおよびタ マネ
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ギ (D odd et al. , 1987 )、 ト マ ト (K im et al. , 1998)、 エ ジプテ ィアン ク ロー バ(Raiesi and 

Gh ol l arat a, 200 6)では菌根形成によって根圏 のACP活性が上昇することが知られている。

しかし 、 本研究で用いたネ ギでは根圏 の土壌溶 液中のACP活性は、 接 種 区の活性が非接種

と 同じ水準 、 もしくはそれより低かった。 また第 2 章の非接 種 および接 種 区のネ ギの根の

抽出物の SDS- PAGE 解析では、 根の抽出物中のACP活性のバンドが、 非接種 区 よりも接

種 区で薄くなっていることが示 された。 この結果はネ ギでは菌根形成が根のACP活性を下

げることを意味する。 したがって、 本研究ではこれらのインドネ シア士壌から単離 された

10 菌株はACP を浸出せず、 かつ士壌中の微生物活性を下 げることで士壌溶液中のACP活

性を下 げたかもれない。

5- 2-3 3 種のア ー バスキュラ ー菌根菌種 間 での土壌溶液中の酸性ホスファタ ー ゼ活性の

比較

R. cl a rus CKOO 1、 R. irregul a ris DAOM197 198、 およびP. sp. 19- aをネ ギに接 種 し 、 コ

ンパ ー ト メン ト ポ ット で 生育 さ せ 、 菌 根 および菌 糸 区 画 の土壌溶 液中 ACP 活性を

SDS- PAGE 解析した 実 験では、 全ての接 種 区で、 播 種 後55 日 目 のネ ギは 80%以上の菌根

形成率を示し 、 非 接 種 区では菌根形成していなかった。 また全ての接 種 区の地上部 リン含

有率、 地上部 リン吸収量、 および地上部 乾物重 は、 非 接 種 区に 比べて高かった。 また、 土

壌中の外 生菌糸長も全ての接 種 区で、 非接種 区に 比べて長かった。 これらの結果は、 3 種 全

ての AM 菌がネ ギにそれぞれ 菌 根形成し 、 外 生 菌 糸を土壌中に伸 長 させ 、 植物のリン酸吸

収を促進することで、 生育に正の影響を与えたことを示した。

第 2 章の結果から 、 R. cl a rus CK OOl の接種 区において、 上壌溶 液中から 検出される 187

kD aのACP活性はAM菌由 来であることが明 らかとなった。 本研究では irr接 種 区の菌根

および菌糸区画 、 19- a接 種 区の菌根区画から 187 kD aのACP活性がそれぞれ 検出された

ことから 、 R. cl a rus CK OO 1、 R. irregul a ris DAOM197 198、 および P. sp 19- aの 3 菌株全
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てが士壌溶液中にACP を放出していることが 明らかとなった。 過 去のコンパ ー ト メン ト ポ

ッ ト 栽 培あるいは in vitro 二員 培養を用いた研究結果では、 G. intra ra dices (R. irregul a ris 

DAOM197 198)は外 生菌糸から ACPをごくわずかに浸出するか浸出しないと考えられてい

た( J oner and J oh anse n, 2000 ; J oner et al. , 2000 ; K oide and K a bir, 2000 ; Ol sson et al. , 

200 2)。 これらの報告では、 試料（外 生菌糸の抽出物 あるいは外 生菌糸が生育した菌糸区画

の培地） の濃 縮を行っていなかったため、 外 生菌糸から浸出したACP を検出できなかった

と考えられる。 しかしながら 、 本研究では 2 コンパ ー ト メン ト ポ ッ ト 栽 培、 士壌溶 液採 取

管 による士壌溶 液の採 取 、 および濃 縮 した試 料の SDS- PAGE 解析によって R. cla rus 

CK OOl、 R. irregul a ris DAOM197 198、 およびP. sp. 19- aが外 生菌糸から ACP を浸出し

ていることを初 めて 明らかにした。

SDS- PAGE ゲ ル上における 187 kD aのACP活性のバン ドの濃 さ（図 3- 4- 1 ) はそ

れぞれの士壌溶液中 ACP活性の高さの順（表3- 4- 3) と一 致していた。 このことは全て

の接 種 区における菌根区画および菌糸区画の士壌溶液中の 187 kD aのACP は、 士壌溶液

中のACP活性の大部 分を占めることを示唆した。 我 々 の結果は接種区の土壌溶 液中のACP

活性に、 AM菌が外 生菌糸から浸出したACP が 寄与 することを 明らかにした。 また、 P. sp 

19- a は菌根区画において 3 菌株のう ちで最も長い外 生菌糸を持っていたにもかかわらず、

上壌溶 液中の ACP活性測定および SDS- PAGE 解析では最も 低い ACP活性を示した。 こ

のことは、 P. sp. 19- aは菌糸当 たりのACP を浸出する能力 が、 R. cl a rus CK OO l および R.

irregul a ris DAOM197 198 に 比べて低い ことを意味するかもしれない。 AM菌による植物の

リン酸吸収の促進は外 生苗糸による表面積の増加だと考えられている( Munk v ol d et al. 

2004, Sanders et al. 2004, Smit h and Read 2008) が、 有機態リン酸が豊 富 な士壌では裔

い ACP 浸出 能力 を持つ AM菌が、 ACP を浸出できない AM苗よりも植物のリン酸吸収を

促進するかもしれない。
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5-3 ア ー バスキ ュ ラ ー菌根菌の外生菌糸 か ら 浸 出 さ れる酸性ホスファタ ー ゼ活性の低リン

条件への応答の解 明

5-3-1 土耕 栽 培 し た ア ー バスキュラ ー 菌根菌の外生菌糸 が浸 出 する酸性ホスファタ ー

ゼ活性の低リン条件への応答

R. cla rus CKOO 1 を接種 したネ ギを異 なる4 つのリン段 階の士壌で生育させた 実 験では、

接種 区ではリン施肥の有無に関わらず、 播 種 後45 日 目 のネ ギの根部で十分な菌根形成率が

観察 された。 また地上部リン含有率、 地上部 リン吸収量 、 および地上部乾物重を同ー リン

処理 区間の異 なる接 種 処 理 区間で 比較した場合、 非接種 よりも接種 区で高かったことから 、

AM 苗R. cla rus CKOOl はネ ギの根部 に菌根形成し 、 外 生菌糸を伸 長 させ 、 植物のリン酸

吸収を促進していたと考えられた。 また、 非接種 区 および接 種 区 共に PO区の地上部 リン含

有率が P0.5 区 よりも 低かったことから 、 低リン条件 を作ることができ 、 リン処理について

も十分に効果が得られていたと考えた。

苗糸区画の士壌溶液中のACP活性の 測 定によって、 AM菌 R.cla rus CK OO 1 の外 生菌糸

が浸出するACP は低リン条件 によって促進 されることが示 された。 一部の植物(Lee 1998 ;  

Tadano and Sakai, 1991 ;  Rich ardson et al., 2000 ; Yada v and Tarafdar 2001 ;  Wasaki et 

al., 2003)は低リン条件 に応答してACPの分泌を高めることが知られている。 一方で、 AM

菌の外 生菌糸の ACP は低リン条件 に応答 しない可能性が指摘 されていた( J oner et al., 

2000 ; Ol sson et al., 200 2 ;  v an Aarl e et al., 200 2)。 J onerら(2000)はニンジン毛状 根と G.

intra ra dices の in vitro ニ員培養系 を2 コンハ ー ト メ ン ト ペ ト リlIII.で生育させ、 外 生菌 糸が

菌糸区画に伸 長した後、 35 µMのリンを含む培地もしくはリンを含まない培地を苗糸区画

に添加して、5 日間培養した。 その後、 HsP04 もしくはAMP を加えて3日間培蓑した後、

外 生菌糸の表面 および菌糸区画の培地中のACP活性を測定した。 それらのACP活性は、

全ての処理 区 間で差が無かった。 Ol ssonら(200 2)は J onerら(2000)と 同じ手法を用いて、

菌糸区画の培地に 2 つのリン濃度段 階(2.5 mMおよび0 µM)を設 け 、 外 生菌糸長当たりの
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ACP活性の割合を 測 定した。 しかし、 その構造の割 合は培地中のリン濃度に影響を受 け な

かった。 v anAarl eら(200 2)も 同 じく異 なるリン段 階の砂耕で生育 させた G. m a rga rita の

外 生菌糸のACP活性を示す構造の割 合を測定したが、 その割 合は異 なるリン段 階で 差が無

かった。 我 々 の結果は、 外 生菌糸のACP の浸出が低リン条件 によって促進 されたことを初

めて示した。

本研究ではAM菌R. cla rus CK OOl は低リン条件 で外 生菌糸からのACPの浸出を促進 さ

せることが明 らかとなった。 この低リン条件 への応答の意 義 は、 植物のリン酸吸収を促進

することであるかもしれない。 植物のリン酸吸収に AM 菌を含む、 士壌中微生物が生産す

る ACP 活性が関わることが示唆 されている(Tarafdar and J ungk 1987 ; Tarafdar and 

Marsch ner, 1995; Rich ardson, 2001)。 TarafdarおよびJ ungk(1987 )はキ ャベツ(Brassica

ol erace a )、 タ マネ ギ(Allium ce p a )、 コ ムギ、 および工 、／ フ テ ィアン ク ロー バ(Trifolium

al exandrin um)を生育し、 根圏 の士壌を一 定距離ごとに分 け 、 その士壌に含まれる ACP活

性、 微生物（苗および細菌） 数、 有機態リン酸を 測 定した。 ACP活性および微生物数は根

圏 に近 いほ ど増加し 、 有機態リン酸は根圏 に近 いほ ど減少した。 それらの上壌に含まれる

ACP活性と 有機態リン酸は高く 相 関した。 しかしながら 、 この根圏 における高い ACP活

性は、 微生物 由 来か植物由 来か判別できなかった。 Tarafderと Marsch ner(1994 a  1994 b) 

は G. mossea e を接種 したコ ムギをコ ンパ ー ト メン ト ポ ットで生育し 、 菌糸区画の土壌中

ACP活性は外 生菌糸長と正に相 関することを示した。 また、 その活性はフィチン酸ナ ト リ

ウムを与 えることで、 与 えないときよりも 高くなることを示した。 この結果は AM 菌が外

生苗糸の ACP によって有機態リン酸を加水 分解 し 、 利用している ことを示唆した。

Tarafdarと Marsch ner(1995)は Asp ergillus fumigatus およびAM菌 Gl omusmossea e を

コ ムギに接 種 し 、 フィチン酸を与 えた土壌で生育させた。 その結果、 Asp ergillus fumigatus 

および Glomusmossea e を単独で接種 した場合に 比べ 、 両種 を一 緒に接 種 した区でACP活

性、 ALP活性、 地上部乾物重 、 地上部リン吸収量が有意に高かった。 Rich ardsonら(2001)
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はフィチン酸を含む士壌に複数の土壌微生物を含む培養液もしくは土壌から単離 されたフ

イ チン酸 分解 能をもつ Pseudomonas を接種 し 、 フィチン酸分解 能が低い 2 種 の植物を生

育させた。 同時に、 フィチン酸ナ ト リウムを含む寒天 培地で Pseudomonas を接種した、 も

しくはしないでフィチン酸 分解 能が低い 6 種の植物を生育させた。 その結果、 士壌 実 験で

は士壌微生物もしくは Pseudomonas を接種した区では接種しない場合と 比べて、両方の植

物の地上部 乾物重 および地上部 リン含量が有意に上昇した。 同様に、 寒天 培地での 実 験で

も全ての植物で地上部 乾物重 および地上部 リン含量が上昇した。 これらの結果は AM 菌が

低リン条件 で外 生薗 糸から ACP を浸出 し 、 士壌中の有機態リン酸を利用できる可能性を示

唆している。

5-3-2 in vitro ニ 員 培養 し た ア ー バスキ ュ ラ ー菌根菌の外生菌糸 が浸 出 する酸性ホスフ

ア タ ー ゼ活性の低リン条件への応答

R. cla rus CKOO 1 を接種 したアマ毛状 根を、異 なる5 段 階のリン濃度の培地を含む2 コン

パ ー ト メン ト ペ ト リ皿で生育させ 、 菌糸区画の外 生菌糸 表面のACP活性を測定した 実 験で

は、 毛 状 根新鮮重 が培地中リン濃度にほとん ど影聾を受 けていなかったことから 、 毛 状 根

の生育を見る上では、 培地中リン濃度処理 は成功 していなかった。 一方で、 外 生菌糸 表面

のACP活性は培地中リン濃度の影響を受 け 変 化した。 外 生菌糸 表面のACP 活性はリン濃

度に対して余り 変 化しないと考えられてきた( J oner et al. , 2000 ; Ol sson et al. , 200 2)。 こ

れらの研究に対して、本研究では培地中リン濃 度を30 µMから 3 µMに下 げることで、AM

菌R. cla rus CK OOl の外 生菌糸 表面のACP活性が低リン条件 に応答することを初 めて 実証

した。

一 方で、 培地中リン濃度を3 µMから 0.3 µM まで減少させたとき 、 外 生菌糸表面のACP

活性はそれに伴って減少した。 一般的には植物(Tarafdar and J ungk 1987 ; Tarafdar and 

Marsch ner, 1995 ;  Rich ardson, 2001)および士壌微生物(Tara fder et al. , 1988 ; H ayes et al. , 
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2000 ; C rowt h er et al. , 2011)が低リン条件 におかれたとき 、 そのACP活性は上昇する。 こ

の結果はそれらの報告と対照 的だった。 一 方で、 一 部 の外 生菌根菌は低リン条件 で外 生蘭

糸のACP 活性が減少することが知られている(Al v arez et al. , 2012; Pe rez- de-Mora et al. , 

2013)。 Al v arezら(2012)はパ タ ゴニアプナに 4 種 の外 生菌根菌をそれぞれ接 種 し 、 外 生菌

糸 表面の ACP 活性と地上部 リン含有率は正に相 関することを示した。 Pe rez- de-Mora ら

(2013)は 3 種 の外 生菌根菌 Rhi zo p ogon roseol us Pa xillus invol utus および Piloderm a

croceum を0.037 、 0.37 、 および3.7 mMの3段 階のリン濃度の固体培地でそれぞれ 生育さ

せた。 それぞれの菌糸を回 収し 、 抽 出物および抽 出 物残 さの ACP 活性を測定した。 R.

roseol us およびP. invol utus のACP はほとん ど抽 出 物中に含まれ 、 その活性は培地中リン

濃度がより低い条件 で、 低い傾向 があった。 P. croceum ではほとん ど抽 出 物残 さに含まれ 、

その活性は培地中リン濃度に関係 なく一定だった。 これらのACP活性の低下には毛状 根お

よびAM菌の生理学的な変 化と 関係 があるかもしれない。
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第 6章 要約

リンは士壌中では拡散係数が低く、 根の周囲の士壌にはリン欠乏領域が存在している。 加

えて、 土壌中の全リン酸中 20- 80 % は有機態リン酸の形態となっていて、 植物が利用でき

ない不可給態リン酸として存在している。 リン酸質肥料の原糾であるリン鉱石の採掘は

2030年頃にピ ー クを迎え、50- 100年後には枯渇するだろうと見積もられている。 したが

って、 有機態リン酸の利用は農業において極めて重 要な課題であると考えられる。 一部 の

植物は士壌中の有機態リン酸を分解 するために根から酸性ホスファタ ー ゼ(ACP) を分泌し 、

ACPの分泌はリン欠乏条件 下で上昇する。 陸上植物の 80 % はアー バスキュラー 苗根

( AM) 苗と共生 関係 を結ぶ。 AM苗は士壌中に外 生 苗糸を伸 長 させることによりリン酸吸

収の表面積を増加 させ 、 植物のリン酸吸収を促遮する。 一方でAM苗が士壌中の有機態リ

ン酸を利用できるか どうかは、 知られていない。 したがって、 本研究の目 的は( 1) AM苗

の外 生菌糸から浸出 されるACP活性の検出、( 2) AM苗の外 生菌糸から浸出されるACP

活性の菌種 間 差 、( 3) AM菌の外 生菌糸から浸出 されるACP活性の低リン条件 への応答の

解 明である。

ネ ギ( Allium ガstul osum L.) にAM菌 Rhi zo p ha gus cla rus N icol son & Sch e nck CKOOl 

を接 種 して 2 コンパ ー ト メン ト ポ ットで生育させた。 菌根区画および菌糸区画から土壌溶

液を得た。 また植物から 根の抽出物を得た。 また水耕でネ ギを生育させ 、 根の浸出物を得

た。 R. cla rus CK OOl をネ ギおよびアマ ( Linum usitatissimum L.) 毛状根に接 種 し 、 そ

れぞれ砂耕および in vitro で培養し、 外 生菌糸を回収して、 外 生菌糸の抽出物を得た。 これ

らの士壌溶液、根の抽出物 、 根の浸出物 、および外 生菌糸の抽出物を SDS- PAGE で解析し、

活性染色によってACP活性を検出した。 継 代 されていたAM菌 11 種 およびインドネ シア

士壌から ト ラップ培養したAM苗10 種 をネ ギに接 種 し 、 士壌溶液中のACP活性を測 定し

た。 ネ ギ に R. cla rus CKOOl、 R.irregul a ris Sch e nck & Smit h DAOM197 198、 および
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Para glomus sp. 19- aをそ れ ぞ れ 接 種 し 、2 コン パ ー ト メ ン ト ポ ッ ト で 生 育 さ せ 、

士 壌 溶 液 を SDS- PAGE で解析し 、 活性染色によってACP活性を検出した。 ネ ギに

AM菌R.cla rus CK OO lを接種し 、2 コンパ ー ト メン ト ポ ットで異 なる4 段 階のリン濃度( 0 、

0.15 、 0.30 、 および0.50 g P2伍 k g· l) の士壌で生育させ 、 菌糸区画から士壌溶 液を得た。

その士壌溶 液中のACP活性を 測定した。 アマ毛状 根にR.cla rus CKOO l を接種し、5 段 階

のリン濃度( 0.3 、 1.0 、 3.0 、 15.0 、 および 30.0 µ M) の培地を含恥 2 コンパ ー ト メン ト ペ

ト リlIII.で生育させた。 菌糸区画の外 生菌糸を回 収し 、 外 生菌糸 表面および浸出されたACP

活性を測定した。

播 種 後55 日 目 のネ ギは接種 区では苗根形成しており、 非接種 区ではしていなかった。 ま

た、接種 区の地上部 リン吸収量および地上部 乾物重 は非接 種 区に 比 べて高かった。R.cla rus 

CK OOl 接 種 区の苗根区画および苗糸区画の士壌溶液と 、 砂耕および in vitro 培養から得ら

れた外 生菌糸の抽出物から 187 kD aのACP活性を検出した。11 菌株全てがネ ギに菌根形

成した。50 mL容 プラスチックポ ット から得られた、 士壌溶液中のACP活性は接 種 された

菌種によって非接種区と 同じか あるいは高かった。 インドネ シア土壌から ト ラップ培養し

た10 菌株は全てネ ギに菌根形成した。そのう ち の 6菌株で、50 mL容 プラスチックポ ット

から得られた上壌溶 液中のACP 活性は、 非接種区に 比べて低かった。R.cla rus CK OO l、

R. irregul a ris DAOM197 198、 および P. sp 19- aをそれぞれ接種した播 種後55 日 目 のネ ギ

は、 地上部 リン含有率、 地上部リン吸収量、 および地上部乾物重が非接種区のネ ギより高

かった。 それ ら の 3 菌 株の接種 区の菌 根区画および菌 糸区画の士壌溶 液中か ら 、 187 kD a 

のACP を検出した。播 種 後40 および45 日 日 において、 R. cl a rus CK OO l 接種区のネ ギ

が生育した苗糸区画の士壌溶液中のACP活性は、 0 g P2 0 5 区で、 0.50 g P2伍 区 より高か

った。 2 コンパ ー ト メン ト ペ ト リ皿の菌糸区画で生育した外 生菌糸 表面および浸出された

ACP 活性は、 3 µM 区で、 30 µM区 より高かった。

本論文の結果は( 1) AM菌は外 生菌糸から ACP を浸出し 、( 2) ACPの浸出には菌種間
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差があり、( 3) ACPの浸出は低リン条件 で上昇することを 明らかにした。 これらの結果は

AM蘭による士壌中 有機態リン酸 の利用の可能性を示唆する。
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表1-1-1 アジアにおける各国の農地面積、リン酸質肥料消費量、および1ha当たりのリン酸質肥料

の消費量。総務省統計局(http://www.stat.gojp/)から得られた、 2011年のデータを元に作成した。

国 農地面積 リン酸質肥料消費量(P205) 1 ha当たりのリン酸質肥料の消費量

(X 1000 ha) (X 1000 t) (X t ha―1) 

日本 4,254 443 0.104 

イラン 17,541 162 0.009 

インド 157,350 7,948 0.051 

インドネシア 23,500 579 0.025 

韓国 1,492 139 0.093 

サウジアラビア 3,110 197 0.063 

タイ 15,760 459 0.029 

中国 111,599 10,672 0.096 

トルコ 20,539 489 0.024 

パキスタン 20,714 800 0.039 

バングラデシュ 7,628 270 0.035 

フィリピン 5,400 71 0.013 

ベトナム 6,500 388 0.060 

マレーシア 1,800 101 0.056 
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表2-3-1 播種後55日目のRhizophagusclarus CK001を接種または接種しなかったネギの菌根形成率、地上部乾物重、地上
部リン含有率、および地上部リン吸収量。表中の異なるアルファベットはTukey-HSD検定(p<0.05)における全ての処理区間の有
意差を表す(n= 5)。

AM菌 菌根形成率 土 S.E. 地上部リン含有率 ± S.E. 地上部リン吸収量土 S.E. 地上部乾物重 土 S.E. 

（％） (mg P/g) (mg P/ポット） (mg/ポット）

非接種

゜
土

゜
b 0.252 ± 0.012 a 5.07 ± 

゜
b 20.3 土 1.1 b 

接種 93 土 2 a 0.209 ± 0.006 a 6.42 ± 

゜
a 30.8 土 1.4 a 
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表3-2-1 播種後40日目におけるAM菌を接種されなかった(-M)もし

く1ま、 Rhizophagusclarus CK001 (R. cla)、Gigasporadecipiens (G.dec)、

Acaulospora colombiana (A.col)、Entrophosporasp. Lb (E.Lb)、Entroph-

ospora sp. ME (E.ME)、G/omussp. Fo (G.Fo)、G/omussp. ME (G.ME)、

G/omus sp. ZM (G.ZM)、Parag/omussp. 8-c (8-c)、Parag/omussp. 17-c 

(17-c)、およびParag/omussp. 19-a(19-a)をそれぞれ接種されたネギの

菌根形成率および地上部乾物重。表中の異なるアルファベットはTukey-

HSD検定(p<0.05)における全ての処理区間の有意差を表す(n= 5)。

AM菌処理 菌根形成率土 S.E. 地上部乾物重土 S.E.

（％） (mg/ポット）

-M  

゜
土〇 f 17.9 土 2.1 be 

R.cla 92 土 2 a 88.5 土 15.9 a 

G.dec 76 土 7 ab 19.2 土 2.6 be 

A.col 73 土 4 ab 49.6 土 4.6 b 

E.Lb 28 土 8 def 29.3 土 2.8 be 

E.ME 63 土 6 abc 33.2 土 4.6 be 

G.Fo 5 土 5 ef 27.8 土 6.1 be 

G.ME 17 土 8 def 20.1 土 1.7 be 

G.ZM 11 土 10 ef 16.8 土 1.4 C 

8-c 60 土 5 be 47.9 土 5.9 be 

17-c 47 土 6 bed 42.6 土 8.1 be 

19-a 34 土 3 cde 36.2 土 8.6 be 
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表3-3-2 各種インドネシア土壌からのAM菌のトラップ培養において各処理区から得られた

AM菌胞子の形態(n= 10)。

植生 宿主植物 菌株名 色 形 直径土 S.E.

(μm) 

インゲンマメ A. 応tulosum 1-0-1 茶、乳白 円、だ円 105.7 土 1.6

1-0-2 白 円、だ円 231.4 土 10.9

S. bicolor 1-S-1 茶、乳白、白円、だ円、歪 113.5 土 4.8

1-S-2 白、透 円、だ円 51.3 士 2.1

1-S-3 黒 だ円 96.9 士 3.2

ジュウロクササゲ A. 応tulosum 2-0-1 白、透 円、だ円 69.5 士 2.2

S. bicolor 2-S-1 白、透 円、だ円 80.9 士 6.2

トウモロコシ A. 応tulosum 3-0-1 茶、乳白 円、だ円 114.6 士 2.7

3-0-2 白、透 円 88.0 士 4.0

3-0-3 紅、桃、白 円 229.4 士 11.9

S. bicolor 3-S-1 茶、乳白 円、だ円、歪 121.1 土 4.3

3-S-2 白、透 円、だ円 63.7 土 3.4

カカオ A. 什stulosum 4-0-1 白、透 円、だ円 45.9 土 2.6

S. bicolor 4-S-1 白、透 円、だ円 37.5 土 2.6

4-S-2 乳白、白 だ円、歪 74.0 土 5.3

コーヒーノキ S. bicolor 5-S-1 白、透 円、だ円 36.0 土 1.3

5-S-2 白、透 円、だ円 69.2 土 4.7

5-S-3 白、透 円、だ円 85.0 土 4.0
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表3-3-3 インドネシア土壌から得られた18種の胞
子をネギおよびソルガムに接種し、 3ヶ月間生育させ
た後の土壌中の胞子数。各ポットに接種した胞子数
は最大20胞子だった。また、各菌株はトラップ培養か
ら得られた胞子数が異なるため、増殖用ポットの反復
が異なった。

植物 反復 菌株 胞子数

（胞子/g)

ネギ 1
2

3

＿
ー
＿

1

2

＿
ー

2
3
-
1
-
1

1-0-1 

ソルガム

1-0-2 

1-S-1 

1-S-2 

ネギ

1-S-3 

2-0-1 

ソルガム 2-S-1 

ネギ

2

3

＿
ー

2

3

＿
ー

2
＿
1

3-0-1 

3-0-2 

ソルガム

2

3

＿
ー
＿

1

2

3

-

1

2

3

＿
ー

2

3

＿
ー

2

3

＿
ー

2
＿
1

2

3

＿
ー
＿

1

2

3-0-3 

3-S-1 

3-S-2 

ネギ 4-0-1 

0
0
8
5
9
-
8
-
6
9
9
1
-
8
6
 
0
 
0
1
0
1
 2
4
2
5
3
2
-
2
2
5
2
2
5
-
9
7
6
3
-
9
4
0
1
1
8
-

。-8
2
0
0
9
4
-
o
o
o
-
6
0
1
2

ソルガム 4-S-1 

4-S-2 

ソルガム 5-S-1 

5-S-2 

5-S-3 

0

0

 
0
1
0
 0
1
0
 0
 
0
1
0
1
0
 0
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表3-3-4播種後50日目における、インドネシア土壌から単離されたAM
菌株を接種されなかった(-M)もしくは1-0-1(101)、1-0-2(102)、1-S-
1(1S1)、1-S-2(1S2)、2-0-1(201)、2-S-1(2S1)、3-0-1(301)、3-0-
2(302)、3-S-1(3S1)、および4-0-1(401)をそれぞれ接種されたネギの菌根
形成率および地上部乾物重(n= 5)。

AM菌処理 菌根形成率土 S.E. 地上部乾物重土 S.E.

（％） (mg/ポット）

-M  〇土 0 a 8.7 土 0.9 a 

101 33 土 9 a 13.7 土 2.0 a 

102 32 土 7 a 12.3 土 0.9 a 

1 S1 17 土 10 a 12.0 土 1.4 a 

1S2 30 土 11 a 12.1 土 0.4 a 

201 25 土 9 a 11.6 土 0.8 a 

2S1 27 土 8 a 12.9 土 1.9 a 

301 29 土 10 a 14.1 土 1.0 a 

302 27 土 7 a 11.6 土 1.4 a 

3S1 20 土 6 a 12.1 土 0.8 a 

401 42 土 13 a 14.2 土 1.8 a 
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表3-4-1 播種後55日目におけるAM菌を接種されなかった(-M)もしくは、 Rhizophagusclarus CK001 (cla)、Rhizophagusirregularis DAOM197198 (irr)、およびParag/omus
sp. 19-a (19-a)ををそれぞれ接種されたネギの菌根形成率および地上部リン含有率、地上部リン吸収量、地上部乾物重、および根部新鮮重。表中の異なるアルファベットは
Tukey-HSD検定(p<0.05)における全ての処理区間の有意差を表す(n= 4)。

処理区 菌根形成率土 S.E 地上部リン含有率土 S.E. 地上部リン吸収量土 SE 地上部乾物重土 S.E. 根部新鮮重土 S.E.

（％） (mg P/g) (mg P/ポット） (mg/ポット） (mg/ポット）

非接種区 〇土 0 b 0825 土 0.086 C 0.0473 土 0.0044 C 58.0 土 3.7 C 238 土 10 C 

cla 87 土 2 a 2422 土 0.261 ab 0.7686 土 0.0320 b 325 2 土 24.2 b 1110 土 60 b 

1rr 83 土 2 a 1 839 土 0.112 b 0.9653 土 0.1370 ab 520 3 土 52.5 a 1745 土 187 a 

19-a 81 土 4 a 2.750 土 0.161 a 1.2266 土 0.0966 a 448.8 土 38.8 ab 1362 土 50 ab 
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表3-4-2播種後55日目における無栽培区およびAM菌を接種されなかったもしくは、 Rhizophagusc/arus CK001 (cla)、
Rhizophagus irregularis DAOM197198 (irr)、およびParaglomussp.19-a (19-a)ををそれぞれ接種されたネギが生育した2コンパー
トメントポットの菌根区画 (MC)、ナイロンバックから10mmの領域(HC0-10 mm)、ナイロンバック10mmから20mmの領域 (HC
1-2 cm)、土壌溶液採取管周囲3mmの領域（採取管3mm)の土壌中外生菌糸長。表中の異なるアルファベットはTukey-HSD検
定(p<0.05)における全ての処理区間の有意差を表す(n= 4)。

処理区 土壌中外生菌糸長

MC土 S.E. HC 0-10 mm土 S.E. HC 10-20 mm土 S.E. 採取管 3mm土 S.E.

(mm/g) (mm/g) (mm/g) (mm/g) 

無栽培区 10.2 土 2.2 C 11.6 土 3.2 C 10.4 土 1.8 C 11.8 土 2.7 C 

非接種区 20.1 土 4.8 C 14.4 土 2.8 C 11.5 土 2.1 C 11.1 土 1.3 C 

cla 137.7 土 15.8 b 124.3 土 21.1 ab 132.3 土 24.4 a 122.0 土 9.4 a 

irr 186.2 土 18.5 ab 169.0 土 6.0 a 28.3 土 5.3 be 30.6 土 3.0 C 

19-a 263.5 土 40.8 a 112.5 土 17.9 b 84.1 土 14.6 ab 82.9 土 9.4 b 
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表3-4-3播種後40、45、50、および55日目における無栽培区およびAM菌を接種されなかったもしくは、 Rhizophagusclarus CK001 (cla)、
Rhizophagus irregularis DAOM197198 Cirr)、およびParaglomussp.19-a (19-a)ををそれぞれ接種されたネギが生育した2コンパートメントポットの菌根
区画および菌糸区画の土壌溶液中のACP活性。表中の異なるアルファベットはTukey-HSD検定(p<0.05)における全ての処理区間の有意差を表す(n= 
4)。

処理区 区画 土壌溶液中ACP活性 (mU/mL)

播種後40日目土 S.E. 播種後45日目士 S.E. 播種後50日目土 S.E. 播種後55日目士 S.E

無栽培区菌根区画 0.0789 土 0.0141 a 0.0513 土 00151 ab 0 0684 土 0.0083a 0.0345 土 0.0107 a 

非接種区 0.1034 土 0.0076a 0.0796 土 0.0070ab 0.0808 土 0.0053a 0.0708 土 0.0071 a 

cla 0.1020 土 0.0098a 0.0543 土 0.0105 ab 0.0741 士 0.0105a 0.0650 土 0.0089 a 

1rr 0.1166 土 0.0261 a 0.0886 土 00259 a 01606 士 0.0798a 0.1270 土 0.0557 a 

19-a 0.0634 土 0.0023a 0.0160 土 0.0018 b 0.0298 土 0.0011 a 0.0190 土 0.0020a 

無栽培区菌糸区画 0.1117 土 0.0098a 0.0846 土 0.0131 a 01314 士 0.0339a 0.1727 土 0.0682 ab 

非接種区 0.1641 土〇.0087 a 0.1490 土 0.0059 a 0.2901 土 0.1202a 0.1528 土 0.0397 ab 

cla 0.1664 土 0.0701 a 0.1196 土 0.0480a 0 3166 士 0.0996a 0.6316 土 0.2310a 

1rr 0.1577 土〇.0394a 0.1240 土 0.0534a 0.1104 土 0.0242a 0.1801 土 0.0938ab 

19-a 0 0842 土 0.0024a 0.0475 土 0.0010a 0 0486 士 0.0032a 0.0722 土 0.0163 b 
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表4-3-1 AM菌を接種されなかった(-M)またはAM菌Rhizophagusclarus CKOOlを接種され(+M)、異なるリン段階の土壌で45日間生育したネギの菌根形成率、
地上部リン含有率、地上部リン吸収量、および地上部乾物重。表中の異なるアルファベットはTukey-HSD検定(p<0.05)における全ての処理区間の有意差を表す
(n = 5)。

AM菌 リン処理 菌根形成率 地上部リン含有率 地上部リン吸収量 地上部乾物重

(g P205/kg soil) （％） 土 S.E. (mg P/g) 土 S.E. (mg P/ポット） 土 S.E. (mg/ポット） 土 SE. 

非接種

゜ ゜
土

゜
C 1.78 土 0.06 b 0.0465 土〇.0060 b 26.2 土 3.5 b 

0.5 

゜
土

゜
C 2.24 土 0.14 ab 0.1833 土〇.0215 b 84.2 土 13.1 b 

接種

゜
95 土 2 a 1.83 土 O.Q7 b 0.1675 土 0.0152 b 91.9 士 84 b 

015 91 土 2 ab 2 54 土 0.14 a 0.6989 士 00697 a 280.8 士 367 a 

0.3 92 土 2 ab 2 62 土 0.07 a 0.7743 士 00879 a 296.1 士 34.6 a 

0.5 87 士 2 b 2.51 土 0.22 a 0.9618 士 0.1673 a 378.0 土 43.5 a 
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表4-3-2継代および接種後70日目のAM菌Rhizophagusclarus CK001を接種したアマ毛状根の
毛状根新鮮重および菌根区画(MC)と菌糸区画(HC)の外生菌糸新鮮重。表中の異なるアルファ
ベットはTukey-HSD検定(p<0.05)における全ての処理区間の有意差を表す(n= 15)。

培地中リン濃度毛状根新鮮重

(μM) (mg/ペトリ皿）

士 S.E. 菌根区画士

(mg/MC) 

S.E. 

外生菌糸新鮮重

菌糸区画土

(mg/HC) 

S.E. 

0.3 

5

0

 

1

3

 

3
 

1078 

999 

1042 

1028 

1026 

+
―
士

土

土

士

4

8

3

3

1

 

_

―

―

_

 

a
 

b

b

b

 

b

a

a

a

 

3.59 

2.61 

3.71 

2.21 

1.33 

+
―
士

土土

± 土

士

0.66 

0.64 

0.81 

0.34 

0.27 

a

a

a

a

a

 

1.34 

1.50 

0.99 

1.80 

1.20 

±
 
土

士

0.23 

0.16 

0.17 

0.18 

0.28 

b

b

 

a

a

b

 

b
 

a

a
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表4-3-3継代および接種後90日目のAM菌Rhizophagusclarus CK001を接種したアマ毛状根の
毛状根新鮮重および菌根区画(MC)と菌糸区画(HC)の外生菌糸新鮮重。表中の異なるアルファ
ベットはTukey-HSD検定(p<0.05)における全ての処理区間の有意差を表す(n= 15)。

外生菌糸新鮮重

培地中リン濃度毛状根新鮮重土 S.E. 菌根区画土 S.E. 菌糸区画士 S.E.

(μM) (mg/ペトリ皿） (mg/MC) (mg/HC) 

0.3 944 士 18 a 2.64 土 0.64 a 0.66 士 0.06 C 

1 935 士 12 ab 3.69 土 0.80 a 1.44 士 0.16 ab 

3 891 士 12 b 2.70 土 0.89 a 1.42 士 0.26 ab 

15 951 土 8 a 1.96 土 0.31 a 1.55 土 0.20 a 

30 951 士 9 a 1.42 土 0.19 a 0.75 士 0.12 be 
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B
 

AM菌の外生菌糸による可給

態リン酸の吸収モデル

c
 

AM菌の外生菌糸から浸出される
ACP活性

図1-1-1 植物の根が分泌する酸性ホスファターゼ (ACP) による土壌中の有機態リン

酸の加水分解およびその利用モデル (A)。アーバスキュラー苗根 (AM)菌の外生菌糸によ

る士壌中可給態リン酸(Pi)の吸収モデル(B)。本研究の対象となった、 AM菌の外生菌糸によ

るACPの浸出(C)。
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：聾 『こ眉翁図鱈
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曼霞―
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U晒

図1 6 -1 Rhizophagus clarus CKOO 1を接種した、アマ毛状根を菌根区画に継代し、

60日間培養した 2コンパートメントペトリ皿（左）およびその仕切り部分の拡大写真(x40)。

白線は 1000μmを表す。
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80mm 
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ー、

90mm 

,i ,3
 
4
 

図2-2-1 切り取った 30μmナイロンメッシュ（左）およびナイロンメッシュを 1:::ートシー

ラーで張り合わせたナイロンバック（右）
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図2-2-2 士壌溶液採取管、 Aはテフロンチューブ（長さ 150rnrnX内径2rnrn)を表し、

Bはセラミックチューブ（長さ 50rnrnX外径2.5rnrn)を表す。
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Root co.Jbartment 

95mm 

80mm 

図 2-2-3 ポット内部、土壌溶液採取管および植物の配置模式図(Tawarayaet al., 2006 

から引用）。
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図 2-2-4 播種後 40日目の士壌溶液採取状況
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図 2-2-5 砂耕で 45日間培養したネギの根圏から回収された Rhizophagusclarus 

CKOOl外生菌糸
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.. 

図 2-2-6 MSR培地上で生育する、継代後 30日目のアマ毛状根
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鵬~1溢繍ii__,_ 
ャ

図 2-2-7 実験に用いた MSR培地上で生育する、 正常な伸長 （直線的かつ雑菌汚染

されていない）を示す継代後 30日目のアマ毛状根。図中の白線は 1mmを表す。
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図 2-2-8 継代および接種後後 60日目のアマ毛状根と栢根形成し、培地中に生育し

たAM菌 R.clarus CKOO l。図中の白線は 1mmを表す。
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kDa 
200-
116-
97.2-

68.4-

44.3-

29.0-

土壌溶液
菌根区画 菌糸区画

-M +M -M +M 

• 

<J 

68.4-

44.3-

29.0-

• 200— 
116-
97.2-

68.4-

＜コ

29.0-

図 2-2-9 AM菌Rhizophagusclarus CKOOlを接種された (+M)または接種されな

かった (-M)ネギが生育した 2コンパートメントポットの苗根区画および菌糸区画から採

取された士壌溶液 (1800倍濃縮）、水耕栽培されたネギの根の浸出物 (500倍濃縮）、砂耕

およびinvitro二員培養から回収された Rhizophagusclarus CKOOl外生菌糸の抽出物(24

倍）、および根の抽出物の SDS-PAGE解析結果。ゲル上の黒いバンドが活性染色によって

検出された ACP活性を表す。図中の黒矢印および白矢印はそれぞれ、 187および 41kDa

を表す。

120 



曇
塁
＿

図 3-2-1 播種後 25日目のネギが生育した 50mL容プラスチックポット
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図 3-2-2 播種後25日目に解体された非接種区およびRhizophagusclarus CKOOl区

の予備ポットに埋設されていた士壌溶液採取管の写真。接種区では士壌溶液採取管に外生

苗糸が付着していたが、非接種区では外生苗糸の付着は観察されなかった。図中の白線は 1

mmを表す。
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土壌溶液採取管

収穫時の士壌の区分けの概略。土壌中外生菌糸長の測定のため、土壌は菌

根区画(MC)、ナイロンバックから 1cm (HC 0・10 mm)、ナイロンバック 10mmから 20mm

(HC 10・20 mm)、士壌溶液採取管周囲 3mmの領域（採取管 3mm)の領域に分けて回収され

ポット、菌根区画、および採取管の直径はそれぞれ 110mm、70mm、および 2.5mm

図 3-2-3 

た。

だった。
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控控
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処理区 処理区

図 3-3-1 播種後 25(A)、30(B)、35(C)、および 40日目(D)のAM菌を接種されな

かった (-M)もしくは、Rhizophagusclarus CKOO 1 (R.cla)、Gigasporadecipiens (G .dee)、

Acaulospora colombiana (A.col)、Entrophosporasp. Lb (E.Lb)、Entrophosporasp. 

ME(E.ME)、Glomussp. Fo(G.Fo)、Glomussp. ME(G.ME)、Glomussp. ZM (G.ZM)、

Paraglomus sp. 8-c (8-c)、Paraglomussp. 17-c(l 7-c)、および Paraglomussp. 19-a(19-a) 

をそれぞれ接種されたネギが生育したポットから回収された上壌溶液中の ACP活性。図中

の異なるアルファベットは Tukey・HSD検定(p<0.05)における全ての処理区間の有意差を

表す。
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図3-3-2 5種のインドネシア土壌と共に、ネギおよびソルガムを 3ヶ月間

生育させた士壌から得られた、アーバスキュラー苗根苗胞子。白線は 100

μmを表す。
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図 3-3-3 播種後 35(A)、40(B)、45(C)、および 50日目(D)のAM菌を接種されな

かった (-M) もしくは 1-0-1(101)、1-0-2(102)、1-s-1(1s1)、1-s-2(1s2)、2-0-1(201)、

2-s-1(2s1)、3・0・1(301)、3・0・2(302)、3・8・1(3S1)、および 4・0・1(401)をそれぞれ接種さ

れたネギが生育したポットから回収された土壌溶液中の ACP活性。
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図 3-4-1 無栽培 (C)およびAM菌を接種されなかった (-M)もしくは Rhizophagus

clarus CKOOl (cla)、Rhizophagusirregularis DAOM 197198 Grr)、およびPlagromus.sp. 

19-a (19-a)を接種されたネギが生育した 2コンパートメントポットの苗根区画および菌糸

区画から採取された上壊溶液 (1800倍濃縮）および水耕栽培されたネギの根の浸出物 (500

倍濃縮）の SDS-PAGE解析結果。ゲル上の黒いバンドが活性染色によって検出された ACP

活性を表す。図中の黒矢印および白矢印はそれぞれ、 187および 41kDaを表す。
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図 3-4-3 播種後 55日目の AM菌を接種されなかった (-M)もしくは Rhizophagus

clarus CKOOl (cla)、Rhizophagusirregularis DAOM 197198 Cirr)、およびPlagromus.sp. 

19-a (19-a)を接種されたネギの根の抽出物の SDS-PAGE解析結果。ゲル上の黒いバンドが

活性染色によって検出された ACP活性を表す。図中の黒矢印および白矢印はそれぞれ、 187

および 41kDaを表す。

128 



〇.2

コE
¥
n
E
)
出
爬

d
o
v廿
岸
控
畔
廿

0.1 

゜

口回ロ・

PO区
P0.15区
P0.3区
P0.5区

a
 

非接種区
AM菌処理

(
J
E
¥
n
E
)
起
内

d
o
v廿
料
控
感
廿

0.2 

0.1 

゜

□

ロロ・

PO区
P0.15区
P0.3区
P0.5区

a
 

非接種区
AM菌処理

図 4-3-1 AM菌を接種されなかったもしくは Rhizophagusclarus CKOOlを接種さ

れたネギが、異なる 4つのリン段階 (0、0.15、0.30、および0.50g P2伍 kg・l;それぞれ

PO、P0.15、P0.30、およびP0.50)の土壌で、 40(A)および 45日間(B)生育した、 2コンパ

ートメントポットの苗糸区画の士壌溶液中の ACP活性。 図中の異なるアルファベットは

Tukey・HSD検定(p<0.05)における全ての処理区間の有意差を表す。
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図 4-3-2 AM菌Rhizophagusclarus CKOOlを接種されたアマ毛状根が異なる 5つ

のリン濃度 (0.3、1.0、3.0、15.0、および 30.0μM:それぞれ P0.3、P0.1、P3.0、P15.0、

およびP30.0)の培地で、 70(Aおよび C)および 90日間 (BおよびD)生育した後の栢

糸区画の外生菌糸表面の ACP活性 (Aおよび B)および毛状根表面の ACP活性 (Cおよ

びD)。図中の異なるアルファベットは Tukey-HSD検定(p<0.05)における全ての処理区間

の有意差を表す。
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