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はじめに 

アーバスキュラー菌根菌(AMF)は，ほぼ全ての陸上植物と共生し，宿主植物から光合成産物を得る

見返りに，宿主植物の養水分吸収 (特にリン酸)の促進，病害虫抵抗性および環境ストレス耐性の付与

に貢献することが知られている。そのため，農業や環境緑化への利用が期待されているが，絶対共生

菌であるため，宿主植物との共生なしには AMF の増殖，特に胞子生産はできないと言われ続けられ

てきた。 

しかし，筆者ら(21, 25)は宿主植物(宿主細胞も含む)を用いない方法(純粋培養技術)で，AMF の菌糸

増殖と胞子生産を世界に先駆けて成功した。ここでは，AMF 研究の歴史的背景とともに，純粋培養技

術の取り組みとこれからの展望を紹介したい。 

背景 

 マツタケ，ホンシメジ，ショウロ，トリュフなどのキノコを形成する外生菌根菌の場合，肉眼でも

感染の有無などを観察しやすいことから，古くからこれらの外生菌根菌が宿主植物と共生関係を築い

ていることが知られていた。しかし，AMF の場合は肉眼での観察が難しく，菌糸が透明なので，染色

させなければならないことから，AMF が宿主植物の根内に侵入し，菌根を形成する微生物(当時は内

生菌根菌と呼ばれていた)であることが明らかになったのは 20 世紀初頭のことである。Reed & 

Fremont(41)によれば，カンキツ樹に菌根形成が確認されたのは 1933 年という。わが国でもマメ科植

物に内生菌根が形成されること(2)や，わが国に自生する様々な植物においても内生菌根が観察される

ことが報告されている(32)。その後，Kleinschmit & Gerdemann(29)は，米国では土壌消毒後，カンキツ

樹の生育が抑えられ，要素欠乏症が起きていたが，その症状が有害物質によるものではなく，消毒に

よって AMF が殺されたためであることを発見した。そこで，Menge et al. (34)および Nemec(39)は実際

にカンキツ幼樹や台木に AMF を接種したところ，要素欠乏症が解消され，対照(無接種)区と比べて，

樹の生育が旺盛になるとともに，樹勢が揃うことを明らかにした。これらの研究成果から，作物栽培

における AMF の重要性に関心が集められるようになった。 

 その後，AMF の素晴らしい効能がいろいろと見出され，かつ様々な作物と共生関係を結ぶことから，

この菌の活用によって，安心・安全で持続可能な農業生産や環境緑化の構築が可能となるので，この

共生菌の大量生産技術，特に純粋培養が試みられてきた。 

 その始まりとして，宿主根からの溶出物を用いた菌糸培養(4, 10)や宿主植物細胞を用いた菌糸培養

技術(5)が行われたが，この増殖させた培養菌糸の感染性は検討されていない。また，遺伝子組み換え

の毛状根(根だけで異常に増殖)からの溶出物を利用した Dual(一つのシャーレを半分に区切り，一方に

毛状根を設置し，その根からの溶出物が，AMF 胞子を設置した他方の区分に流れ込むようにさせた培

養法)培養技術が検討された(3)が，この培養方法では変異遺伝子による AMF への影響や，その変異遺

伝子の自然環境への流出・拡大が懸念される。 
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第 1 表 菌根菌生長促進物質 

1)フラボノイド(flavonoids)   

  (作用)アーバスキュラー菌根菌(AMF)の菌糸生長を促進する(5, 9, 19, 38)。 

2)ポリアミン(polyamines) 

  (作用)AMF の菌糸生長を促進する(6, 20)。スペルミジンは花に大量に含まれ，落花後，AMF 形成を促進する

(23)。 

3)アルギン酸オリゴ糖(alginate oligosaccharide)および糖アルコール (sugar alcohols) 

  (作用)AMFの菌糸生長を促進する (20, 30)。 

4)核酸 (nucleic acids) 

(作用)高濃度の RNA(250 ppm)は胞子形成を誘発し，新胞子数を増加させる(14)。5’-デオキシ-5’-メチルアミノア

デノシン は AMFの菌糸生長を促進する(31)。また，AMFは宿主植物の細胞核を奪う(24)。 

5)セスキテルペン(sesquiterpenes) 

(作用)Gigaspora属の AMF菌糸の分岐を促進する(1)。ただし，Glomus属の AMFでは菌糸の分岐促進効果が

みられないものがある。 

6)ペプチド(peptides)  

  (作用)トリプトファンダイマーというペプチドは AMFを誘引し，菌糸生長を促進する (15)。また AMFの胞子形成

も促進する(21, 22)。 

7)エチレン(ethylene)および脂質(lipids) 

(作用)唯一のガス体の AMF 生長促進物質であり，0.01～0.1 ppm の濃度で菌糸生長を促進する。しかし，0.2 

ppm以上の濃度では阻害する (7, 8, 18)。 

脂質は，微生物作用および非微生物作用でエチレンを生成する(40)。そのため，AMF の純粋培養用培地

に脂質と鉄，特に 2価鉄イオンを含む化合物，Fe-EDTAなどを添加するとエチレンの効能が期待される。 

さらに，ミリスチン酸，パルミトレイン酸などの脂肪酸を含む単純脂質や，これらを構成脂肪酸とする糖脂質

およびリン脂質は， AMFの菌糸生長や菌糸の分岐を著しく促進し，胞子形成を誘発させる(42)。特に，リン脂

質の効果は顕著である(42, 43)。そこで，AMF の純粋培養用(IH)培地ではリン脂質を用いている(第 2 表)。     

なお，鉄を含む培地(培養液)に脂質を添加する場合，エチレンが生成されるので，脂質の添加量を調整し，エ

チレン生成量を高めないように注意する必要がある。ちなみに，鉄添加でミリスチン酸，パルミトレイン酸などの

多くの脂肪酸からエチレンが生成される。 

８）低級アミン(lower amines) 

(作用)エチレンジアミン，1, 2-プロパンアミンなどのアミン類は AMFの胞子形成を促進する(25, 26)。これらはキレ

ート物質であるので，養分吸収にも関与する。 

  

しかし，これらの研究成果は宿主の根にはAMFの生長を促進する物質が存在することを示唆した。

そこで，筆者らは AMF の生長増進に著しく貢献するイネ科植物，特にバヒアグラスに着目し，この

草の根に存在する様々な菌根菌生長促進物質の探索を行った。ちなみに，この草は，台湾では「百喜

草」と呼ばれていたので，縁起を担いでこの草からの恵みを得られることにかけてみた。幸運なこと

に，バヒアグラス根抽出物を用いることによって，AMF の純粋培養に成功したので，まさにこの成功

はバヒアグラスからの恵みと言える。その後，この根抽出物から様々な有益な菌根菌生長促進物質を

単離・同定するとともに，微生物の生長制御に関与する光の波長の影響などを明らかにすることによ
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って，根や根抽出物(根溶出物も含む)を用いない方法で，世界初の菌根菌純粋培養技術も確立し，現

在，AMF の大量胞子生産の事業化ができる段階にある。この純粋培養技術の詳細については，以下に

示すとおりである。 

なお，第 1 表は，現在までに明らかになっている菌根菌生長促進物質を示す。 

純粋培養技術の取り組み 

 前述した通り，石井ら(17)は，フラッシュクロマトグラフィーで得たバヒアグラス根の 25%メタノ

ール溶出物を用いて，AMF の純粋培養に世界で初めて成功した。つまり，バヒアグラス根抽出物の

25%メタノール溶出物を添加した寒天培地に，Gigaspora ramisporophora という AMF を素寒天培地上

で培養し，コルクボーラーで採取した菌糸切片ディスク(直径 7 mm)を置床して，30℃の暗黒下で培養

した。その結果，培養 60 日後，菌糸のみでも旺盛に菌糸生長する(第 1 図)とともに，この培養菌糸は

宿主への感染性を持つ(第 2 図)ことを明確に証明した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

バヒアグラス根抽出物の 25%メタノール溶出物は，7 月から 9 月の生育期間中に採取したバヒアグ

ラス根を蒸留水で洗浄した後，以下のようにして抽出・精製を行った。すなわち，このバヒアグラス

根を 80％メタノール中に入れ，一昼夜浸漬した後，東洋ろ紙 No.5C でろ過した。このように，AMF

生長促進物質などを抽出した後，この抽出液(ろ液)をエバポレーターで濃縮した。得られた濃縮液を

Chromatorex ODS DM1020T(直径 20 mm, 長さ 25 cm)を装備したフラッシュクロマトグラフ(富士シリ

シア化学製)を用いて精製し，25％メタノールで溶出した。これらの溶出液(0.4 g 根相当)を蒸発乾固し，

それぞれ 1.4％の寒天を含む 10 ml の液体(蒸留水)を加えて溶解した後，120℃で 15 分間オートクレー

ブを用いて滅菌し，AMF の人工培養のための培地とした。 

この方法では，菌糸切片のみで菌糸を増殖させることができたが，胞子形成までに時間がかかるこ

と，実用化のためにはバヒアグラス根 25％メタノール溶出物が大量に用意しなければならないことな

どから，この 25％メタノール溶出物中の菌糸生長および胞子形成に関与する菌根菌生長促進物質の探

第 2 図 培養菌糸の感染性(接種 1 か月後) 

上：バヒアグラス根，下：ネギ根 

A：樹枝状体，H：菌糸，S：胞子 

第 1 図 バヒアグラス根の 25%メタノール溶出物添加

培地上での AMF 菌糸の伸長(培養 2 か月後) (x150) 

矢印：AMF 菌糸を含む寒天ディスク 
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索を行うとともに，培養効率を改善するため，培養条件の検討も行った。 

まず AMF 胞子の表面殺菌方法を検討した。その結果，胞子の消毒剤は，クロラミン T: 7000 ppm，

ストレプトマイシン: 56 ppm，クロラムフェニコール: 21 ppm および Tween80：数滴が適することを見

出し，胞子を 10～15 分間浸漬させ，その後滅菌水で洗浄して試験に用いるという最良の方法を開発し

た。培養条件の検討のための培地は，オートクレーブした 1.5%の寒天もしくはゲルライト培地とした。

培養後は，菌糸長や胞子形成などを，CCD カメラを装備した実体顕微鏡およびパソコンによる画像処

理法 (16)を用いて評価した。 

その後，培養中の光条件について検討を行った。612～730 nm の赤色領域の光照射は暗黒下の場合

と比較して，Gigaspora margarita という AMF に対して 3～5 倍の顕著な菌糸生長促進効果を示した。

また光強度の違いによる影響は 10～40 μmol・m-2s-1までは差異が認められなかった (45, 46)。510 nm

および 590 nm 下では暗黒下との間に有意差がみられなかった。一方，450 nm 付近の青色領域の照射

では菌糸生長が著しく抑制された(第 3 図)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ほぼ同時期，Nagahashi et al.(36, 37)は AMF 菌が植物に感染する際に重要となる菌糸の分岐に着目し，

強い光照射や青色光が，Gigaspora gigantea などの AMF に対して菌糸の分岐を促進することを報告し

ていた。 

また筆者らは，450 nm の波長をピークとする青色発光ダイオード (BL) および 660 nm の波長をピ

ークとする赤色発光ダイオード (RL) を使用し，混合照射や間欠照射の影響を Gigaspora margarita で

調査した。BL＋RL の混合照射では RL と同程度の顕著な生長促進効果がみられた。しかし，BL12h

＋RL12h の間欠照射では暗黒下の場合と比べて有意な差がみられなかった。全分岐数は BL＋RL の混

合照射において高かった(第 4 図)。さらに興味深いこととして，RL あるいは BL＋RL 照射下では，基

本培地(35)にバヒアグラス根 25%メタノール抽出物 (0.1g DW/10 mL)を添加した培地において，

Gigaspora margarita で 1 か月後，Glomus 属では 2 週間後から新しい胞子の形成が観察された (46)。

第 3図 暗黒、ならびに色々な波長の LED 照射が AMF (Gigaspora margarita) の菌糸伸長に及ぼす影響  

図中の垂線は標準誤差 (n=9) を示す。 
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第 5図 AMF 生長促進物質の単離手順 

AMF の胞子形成は何らかのストレスを受けたときに起こると考えられ，赤色光のみを照射するよりも，

青色光との同時照射によるストレスが胞子形成を促している可能性が考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

培地組成についても検討を行った。バヒアグラス根の 25%メタノール溶出物には数種の物質が含ま

れるため，物質の単離・同定を試みた(第 5 図)。まず，フラボノイドの 1 種であるユーパリチンを同

定した (19)。ユーパリチンは，10 ppm の濃度で培地に添加したとき，Gigaspora ramisporophora の菌

糸長を対照区と比較して，約 2.7 倍伸長させた。さらに，他の物質についても同定を進めるため，等

電点電気泳動装置ロトフォア (BIO-RAD) を用いて精製した溶液から，HPLC を用いて物質の単離・

同定を試みた。単離したピークのうちペプチドに着目し，アミノ酸シーケンサーおよび NMR を用い

た解析から，トリプトファンダイマーを同定した (15)。このペプチドは様々な植物根や種子から滲出

していることも発見した。これ以外に，ロイシルプロリンやそのペプチド誘導体を検出した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第４図 青色および赤色 LED照射が AMF (Gigaspora margarita) の菌糸伸長に及ぼす影響   

図中の垂線は標準誤差 (n=9) を示す。 
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そこで，トリプトファンダイマーおよびロイシルプロリンを培地に加えて Gigaspora margarita を培

養した。その結果，すでに同定していたユーパリチン 10 ppm に，トリプトファンダイマーおよびロ

イシルプロリン(第 6 図)をそれぞれ 10 ppm で添加した場合，菌糸伸長が著しかった(11)。それぞれの

物質単独でも菌糸生長促進効果が認められるが，これらの物質を混合した場合に菌糸生長は相乗的に

促進された。なお，トリプトファンダイマーはバヒアグラス以外の様々な植物根からの滲出液にも含

まれること (44)，バヒアグラス根からは，水ストレス条件下で多く滲出すること (13) が報告されて

いる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

さらなる培地の改善のため，脂質や炭の添加について検討した。第 1 表に示すように，単純脂質，

糖脂質およびリン脂質はAMFの菌糸生長や菌糸の分岐を著しく促進して，胞子形成を誘発させるが，

特にリン脂質の効果が顕著であった。そこで，リン脂質に着目し，調査したところ，L-α-ジミリスト

イル・ホスファチジルコリンおよび L-α-ジミリストイル・ホスファチジルエタノールアミン添加区で，

Gigaspora margarita の菌糸生長促進効果が認められた(43)。そのため，基本培地 (35) にはこの 2 種類

のリン脂質を加えたものを改良基本(IH)培養液とした (第 2 表)。 

炭は土壌中のAMFを活性化させるが，pHが上昇するため培養に用いることが難しかった。しかし，

炭素繊維の表面を賦活化させた活性炭素繊維は培地の pH を変化させない。そこで，光調整環境下で

のヤシガラ活性炭 (AC)，炭素繊維 (CF) (トレカⓇ) および活性炭素繊維 (ACF)(KF-1700FL, 東洋紡) 

が AMF の生長に及ぼす影響を調査した。AC, CF および ACF をそれぞれ 0.1%添加した 1.5%ゲルライ

ト培地 (pH6.0) に Gigaspora margarita の胞子を植え付け，暗黒，赤色，青色および赤青混合光下で 10

日間培養し，菌糸長，副細胞数および分岐数を測定した。菌糸長および副細胞の形成は，CF 添加では

効果がみられなかったが，AC および ACF 添加区では促進され，さらに赤青混合光下ではこの効果が

大きかった (33)。 

第６図 Trp-Trp（トリプトファンダイマー）、Leu-Pro（ロイシルプロリン）およびユーパリチンが AMF 

(Gigaspora margarita) の菌糸伸長に及ぼす影響 

対照 (水のみ) を除き、いずれの区にもユーパリチン 10 ppm を加えた。 

図中の垂線は標準誤差 (n=6) を示す。 
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第2表 改良基本（IH）培養液 

 

菌糸生長 胞子形成

－ －

＋ －

＋＋ ＋

＋＋＋ ＋＋

＋＋＋ ＋～＋＋

＋＋＋ ＋＋～＋＋＋IH＋ペプチド＋赤色LED＋活性炭素繊維

IH＋ペプチド＋活性炭素繊維

処理区

ポテトデキストロース寒天培地

改良基本培養液 (IH)

IH＋ペプチド

IH＋ペプチド＋赤色LED

第3表 ペプチド、活性酸素繊維および赤色LEDがAMFの菌糸生長および胞子

形成に及ぼす影響 

－：効果なし、＋～＋＋＋：効果あり (小～大) 

赤色LED (5～10μmol・m-2・s-1) 

ポテトデキストロース寒天培地以外の処理区はゲルライト (1.5%) を用いた。 



菌根菌ジャーナル Vol. 2 No. 1, 2020. 

- 15 - 

これらの技術を統合し，IH 培養液にバヒアグラス根の 25%メタノール溶出物から見出した菌根菌生

長促進物質であるトリプトファンダイマーおよびロイシルプロリンというペプチドをそれぞれ 10 

ppm 加える培地を作り上げ，ゲルライト (1.5%) 固形培地を用い培養を行った。さらにこの培地のみ

の培養以外にも，赤色発光ダイオード (RL) による光照射および活性炭素繊維(ACF)を加えて培養を

行った。培養温度は 25℃とした。AMF には，Gigaspora albida, Glomus etunicatum および Glomus 

caledonium を供試した。IH 培養液＋Peptides＋Dark 区でも胞子形成が観察されたが，IH 培養液＋

peptides＋ACF＋RL 区で胞子形成がさらに促進され，培養 1 か月後には，いずれの AMF においても 1

個の母胞子から数個の新しい胞子が形成された(第 3 表)。また，新(子)胞子からさらに新(孫)胞子をも

連続して形成される継代培養技術を作り上げ，これらの胞子が感染性を持ち，様々な植物の根に菌根

共生を築くことも確認した (12, 21, 22)。 

さらに探索を進めて，胞子形成に極めて重要な新規の菌根菌生長促進物質，つまりアミン類を発見

した(25, 26)。すなわち，アミン類を添加した IH 培地に Glomus clarum を置床し，RL 光下で培養した

ところ，供試したアミン類は，菌根菌の菌糸生長促進効果を示さず，むしろ生長を抑制するものが多

かった。しかしながら，それらの中で，第一アミンおよび第二アミンに含まれるアミン類は，胞子形

成を誘発させる作用を有していた。特に，第 7 図に示すように，エチレンジアミン，1，2－プロパン

ジアミンおよびジメチルアミンの効果は著しく大きいものであった。またエチレンジアミンおよび 1，

2－プロパンジアミンは菌根植物において胞子形成を促進する濃度で検出されたが，非菌根植物では検

出されなかった (26)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第7図 アミン類がAMF (Glomus clarum) の胞子形成に及ぼす影響 

図中の垂線は標準誤差 (n＝8) を示す。 
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最近，Kameoka et al. (28) は，パルミトレイン酸という脂質を含む培地で，Rhizophagus irregularis

という遺伝子変異が起きている AMF を用いて世界で初めて純粋培養に成功したと報告している。し

かし，筆者らは，第 1 表に示すように，すでにミリスチン酸，パルミトレイン酸などの脂肪酸を含む

単純脂質や，これらを構成脂肪酸とする糖脂質およびリン脂質はAMFの菌糸生長や菌糸分岐の促進，

ならびに胞子形成の誘発に関与していることを明らかにしている。特に，リン脂質の効果は顕著であ

った(42)。L-α-ジミリストイル・ホスファチジルコリンの 10 ppm 添加区では，Gigaspora margarita の

菌糸長が対照区のおよそ 4 倍になったことも報告している (43)。 

このように，Kameoka らは筆者らの前述の脂質に関する論文や特許(21, 25)の成果を全く引用せず偽

装し，かつ盗用の疑いがかけられる行為を行うとともに，国立研究開発法人科学技術振興機構(JST)

のホームページなどで「世界初」と吹聴している。石井(27)は，「研究者としての心構え」の中で，「Doctor」

という英単語には「Falsify(書類などを偽装する。事実などを偽る。)」という奥深い意味もあることを

紹介している。この論文に関係する Doctors は，まさに事実を偽って，外部資金の獲得や人事案件な

どの優位性を高めようとしていると言える。 

これからの展望 

AMFの純粋培養が可能となったことで，微生物資材としての AMFの利用が進むことが期待される。

なぜなら，宿主植物への共生を必要とせず一定環境下での培養が進めば，生産コストを削減できるた

め，より安価に AMF を生産者へ普及することが可能となるからである。AMF は宿主植物のリン酸の

吸収を助けるが，そのリン酸肥料に関して食糧生産の現場は大きな問題に直面している。リン酸は限

られた資源であるにもかかわらず，先進国ではその過剰施肥が問題となっている。AMF を施用すれば

必ず作物の生育が促進されるわけではなく，リン酸肥料が全て不要になるわけではない。しかし，AMF

の施用により土壌中に蓄積されているリン酸肥料を有効に利用することは可能である。有用な資材で

ある AMF を活用するためには，化学性・物理性を含む土壌環境や AMF のパートナー細菌の増殖，宿

主となる植物根の健全な発達など，AMF が植物と共生できる環境を整える必要がある。AMF は，限

られた資源を有効に使い，安全で安心な食糧を持続的に生産していくための資材の一つである。現在

のように速効性や収量性のみを求めるのではなく，まずは生物が共に生きていけるよう環境を改善し，

食糧を持続的に生産していくことを考えなければならない。 

一方，AMF の純粋培養は AMF を単独で生長させうることが可能になったので，植物と AMF との

共生メカニズムの解明ができるものと考えている。共生という「持ちつ持たれつ」の関係は私たち人

類にとっても非常に重要な課題であり，この共生メカニズムの解明は私たちの心の豊かさを得る方策

ではないかと思われるからである。 

おわりに 

現在，筆者らの AMF 純粋培養技術は充実した AMF 胞子を大量に生産できる事業化レベルの段階に

あるが，宿主植物による安価で大量に胞子を生産できる技術も確立しているので，現時点では純粋培

養による胞子生産の事業化は控えているのが現状である。しかし，純粋培養では土壌を一切使ってい

ないので，国外に AMF 接種源を輸出できるという利点がある。また，植物工場などの施設栽培で病

原菌などの侵入が危惧される場所では AMF とそのパートナー細菌の利用は大いに役立つであろう。

現在，菌根菌の有効性が徐々に認知され始めているので，AMF の純粋培養の事業に着手していかなけ

ればならないと考えている。 

さらに重要な AMF の純粋培養技術の活用場面として，AMF を遺伝子組み換え(ＧＭ)作物による汚
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染から防ぐための保護技術があげられる。わが国や世界の AMF がＧＭ作物に汚染されないように，

また化学合成農薬や化学肥料の使用によって多様性が失われないように，自然から授けられた宝であ

る AMF を，未来の人々のために保存しておかなければならないと考えている。古くから地球に存在

し，私たち人類や動物の生存を助けてくれた AMF を守るためにも。 

 

近い将来，私たちはこの純粋培養技術（第 8 図）を活用して AMF のジーンバンクを創設してみた

いと思っています。ご協力の程，よろしくお願い致します。 
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