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1.　はじめに

菌根は糸状菌が植物の根の表面，細胞間あるいは細胞内に

定着して形成する共生器官である 1）．菌根共生では，一般に，

根から土壌に伸びた菌糸（外生菌糸）が土壌由来のリン（P），

窒素（N）等元素を吸収し，菌根内の菌糸（内生菌糸）を通

じて宿主に渡し，一方宿主からは炭素化合物を受け取る

（図 1）．最も古い陸上植物化石にすでに菌根様構造が存在

し 2），また現生陸上植物のほとんどすべての種がなんらかの

菌根を形成することなどから，植物は菌根菌と共進化したと

考えられている．植物にとって菌根菌は養分吸収器官である

根の延長であり，一方菌根菌にとっては炭素化合物を植物か

ら直接受け取ることにより他の土壌環境に生息する従属栄養

生物との競合を避けることができる．さらに菌糸から土壌へ

の有機炭素の供給の役割は大きく，一次生産を支える土壌生

態系の主要な構成要員となっている．菌根には形態的特徴か

ら 7 つの型があるが，根の表皮の外側と細胞の間に定着し，

細胞の中に菌糸は入らない型（外生菌根），細胞の中に入り

込む型（内生菌根：アーバスキュラー菌根，ラン型菌根，ツ

ツジ型菌根）および両者の特徴を併せ持つ型（内外生菌根，

アーブトイド型，シャクジョウソウ型）に大別することがで

きる 3）．植物細胞内の菌糸構造は非常に細かく分枝した樹の

ような形（樹枝状）や，コイル型，ペッグ型などあるが，い

ずれも宿主の細胞膜由来の膜に囲まれており，真の意味で細

胞内共生ではない（図 2）．
2 つの真核生物が関わる菌根における物質輸送は，植物お

よび共生菌が単独で環境から獲得した元素の化合物を菌根ま

で輸送する長距離輸送と，菌根内で起きる植物と菌との間の

元素の受け渡しの比較的短距離の輸送に分けられる．前者は，

植物が固定した炭素化合物の葉から根への輸送および土壌中

に伸びた菌糸（外生菌糸）から植物の組織の中の菌糸（内生

菌糸）への輸送である．後者は，内生菌根の場合，植物の細

胞内の菌糸構造は宿主の細胞膜と，また細胞間菌糸は植物細

胞壁と接しており，菌の細胞壁と細胞膜を介して物質の受け

渡しが行われる（図 1）．菌根における物質輸送には生体元

素以外の有害物質も関わるため，菌根菌の役割を理解するこ

とは重要な課題となっているが，両共生体はともに細胞膜や

細胞内小器官をもつ多細胞真核生物であり，内生菌根の場合

は特に定着の時期・部位の特定が困難であり，また細胞内菌

糸構造は形成から崩壊まで比較的短時間で推移する．さらに，

菌根菌の定着は環境因子に影響を受ける．以上のように，複

雑系である菌根共生における物質輸送を理解するためには細

胞・組織等の特徴を把握したうえで解析を行う必要があり，

表面分析法の面分析は有力な手法である．

本稿では，菌根共生における共生者間・細胞内の物質輸送

を細胞学的に可視化した 2 つの研究，1）アーバスキュラー

菌根におけるカドミウム（Cd）のマイクロ蛍光 X 線分析

（μXRF）によるイメージング解析 4），2）ランの共生プロト

コームにおける炭素（C）と N の二次イオン質量分析（SIMS）

によるイメージング解析 5），について紹介する．
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集積することが明らかとなっている 8）（図 3b）．液胞内容物の

輸送の有無／機作は不明であるが，宿主に渡されるリン酸源

として重要であると考えられている．一方，生物は環境中か

ら生体に有害な Cd，ヒ素等の元素を吸収し，ある程度集積す

る．植物においては安全な食料生産，あるいは土壌汚染物質

の除去への利用の側面から重要であり，Cdの集積における菌

2.　アーバスキュラー菌根における P および Cd の輸送

真菌の液胞は管状と嚢状からなる動的な構造であり 6），

アーバスキュラー菌根菌ではとくに発達している 7）（図 3a）．
菌根菌による植物への P の供給効果は重要であるが，菌が土

壌から吸収したリン酸は液胞に輸送され，ポリリン酸として

図 2　アーバスキュラー菌根における細胞間および細胞内菌糸（樹枝状体）の模式図．根における定着場所はランダムであり，

定着量は土壌リン酸濃度など外的環境により影響をうける．組織における樹枝状体の形成と崩壊過程は細胞ごとに進む．樹枝

状体は細胞に侵入した太い菌糸（trunk hyphae，T）と細かく枝分かれした菌糸（fine branch，FB）で構成されるが，これら

はすべて宿主の細胞膜由来の膜に覆われており，厳密には細胞外である．

図 1　菌根共生における輸送の 3 つの区分と膜輸送の模式図．A．植物のシュート（茎と葉）と地下部の間の長距離輸送；B．
菌根における植物と菌の間の元素の受け渡し；C．外生菌糸と内生菌糸の間の長距離輸送；D．細胞間および細胞内菌糸と植

物細胞の間の膜輸送．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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図 3　アーバスキュラー菌根菌の発芽管（a & b，Gigaspora margarita），外生菌糸（c & d，G. margarita，EH）および菌根（e–h，
タマネギ―G. margarita；h，ミヤコグサ―Rhizophagus irregularis）．a．DFFDA で生体染色した発芽管の共焦点レーザー顕微

鏡像．管状液胞（TV，緑）が発達している．Bar, 5 μm．b．浸漬凍結－凍結置換した発芽管の準超薄切片を DAPI 染色した落

射蛍光顕微鏡像．TV中にポリリン酸（黄緑色）が一様に存在している．細胞中の青色の小点は内生細菌を示す．Bar, 5 μm．c & d．
SPring-8 BL37XU によるカドミウム（Cd）を添加した EH（浸漬凍結－凍結置換－樹脂切片）の Cd（c）および亜鉛（Zn）（d）
の μ 蛍光 X 線イメージング．Cd は菌糸の細胞壁，細胞質および液胞で検出されるが，液胞に集積している（左の菌糸断面）．

一方，土壌由来の Zn は細胞壁に多く，Cd と異なる局在を示す．Bar, 5 μm．e．菌根全体を固定－アルカリ処理透明化－トリ

パンブルー染色した光学顕微鏡像．細胞間菌糸（IH）と細胞内に侵入して形成している樹枝状体を構成する trunk hypha（T）
と fine branch（FB）．N，植物の核．Bar, 20 μm．f．DAPI 染色した菌根樹脂切片の落射蛍光顕微鏡像（化学固定後浸漬凍結－

凍結置換－樹脂包埋）．黄緑の蛍光を発するポリリン酸は内生菌糸の IH に多く，FB に少ない．FN，菌糸の核．Bar, 5 μm．g & h．
IH と樹枝状体（T & FB）の微細構造．T および FB は宿主の細胞膜に囲まれている．g．パラフォルムアルデヒド－ OsO4 二

重固定－エタノール脱水－樹脂包埋超薄切片の透過型電子顕微鏡像．h．集束イオンビーム－走査型電子顕微鏡により得た菌

根の樹脂ブロック断面の低加速電圧によるインレンズエネルギー選択後方散乱検出器像（加圧凍結－凍結置換－樹脂包埋）．

CW，細胞壁；N，核；Nol，核小体；PP，前色素体；V，液胞．Bar, 2 μm．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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あるため，凍結置換法による溶出を避けるため化学固定を用

いた．準超薄切片の TBO 染色（図 4a）あるいは超薄切片

（図 4b）により形態構造情報を取得し，連続する厚切り切片

に金蒸着後，12C，13C，12C14N，12C15N の各画像を得た．次に

ImageJ を用い，12C/13C（r13C），12C14N/12C15N（r15N）の同

位体比の画像を作成し，C および N の天然の安定同位体比

（r13C，約 0.0108 および r15N，約 0.0037）より大きいこと

を指標として，添加した 13C あるいは 15N の輸送を解析した．

細胞構造に着目した ROI 分析の例を図４l–p に示す．ROI 分

析の結果，生きている菌毬とそれを含む宿主細胞の同位体比

との間に正の相関があり，この関係は組織内の場所に影響を

受けないことが明らかとなった．一方，衰退過程の菌毬では

急激な同位体比の上昇が観察されるとともに，宿主細胞の同

位体比の上昇が観察された．以上のことから，菌毬の形成か

ら成熟期および衰退期ともに宿主細胞に元素が輸送される

が，量的には後者においてもっとも多いことが明らかになっ

た．また植物細胞では，非感染細胞の宿主細胞壁領域で安定

同位体比の上昇が観察されたが，感染細胞では見られなかっ

た．これらのことは，隣り合っていても，感染の有無により

各細胞の代謝および輸送が大きく異なることを示唆してい

る．また，崩壊した菌糸塊の周囲に 13C のみの同位体比の上

昇が観察され（図 4c–j），免疫電顕により宿主細胞壁成分が

同部位に検出された研究の結果が支持された 13）．本研究では，

菌糸に同時に添加された 13C と 15N は菌糸中を運ばれ，植

物細胞に渡された後，細胞内および細胞間で局在が異なるこ

とが示された．すなわち，生体成分の細胞内での同化・異化，

細胞内輸送，膜輸送などの一端が，形態・解剖学的アプロー

チにより示されることが明らかとなった．

4.　おわりに

元素を検出する表面分析法は多くが真空系であり，また表

面の立体性が影響を与える場合があることなどから，樹脂包

埋切片がこれに適している．樹脂包埋した試料は，連続切片

の利用によりほぼ同じ構造で複数の分析が可能であり，微細

構造観察により分析対象を確認することができる．一方，試

料調整法が目的および目的物質の局在に影響を与えないこと

が重要である．例えば，液胞中のポリリン酸の存在形態は凍

結法では一様であるが（図 2b，f），エタノール脱水により

結晶化する．本研究では急速凍結－凍結置換－樹脂包埋法を

用いたが，植物－菌共生体に与えた Cd は両者に，一方菌糸

のみに与えた Cd は菌糸の中に局在していたことから，処理

による Cd の組織内移動はなかったと考えられた．試料作製

におけるアーティファクトを最小にすることが期待される方

法として凍結法があるが，複雑な組織への適用が難しいこと

に加え，細胞構造情報の取得に弱点がある．生細胞の観察な

ど現在有効な様々な手法を用い，各方法がもつ弱点を補いな

がら研究することが重要である．

本研究では，組織を摩砕し，抽出を行う方法では失われる

元素の挙動を検出することができた．特に安定同位体のマッ

根の役割について報告されている 9）．菌根菌の植物への Cd

輸送の有無を明らかにするため，根箱法や区画法を用いて

Cd を菌根全体あるいは外生菌糸にのみ与えた試料を樹脂切

片とし，Cd の局在を μ 蛍光 X 線分析（Spring-8，BL37XU）

で観察し，輸送を解析した 4）．

試料の固定・脱水は，外生菌糸は液化プロパンを用いた急

速凍結－凍結置換，根は加圧凍結－凍結置換を用い，低粘性

エポキシ樹脂（Spur）に包埋した．試料は準超薄切片を

DAPI 染色し，蛍光顕微鏡観察（UV 励起，LP）により，形

態および黄色蛍光を発するポリリン酸の集積を指標に健全な

菌糸断面を選択した．次いで，連続した厚切り切片をポリプ

ロピレン膜に熱展着し，① μ 蛍光 X 線によるイメージング

（図 3c，d），② EDX-SEM による P のマッピング，③ DAPI

染色によるポリリン酸の順に分析・観察を行った．

外生菌糸の μ 蛍光 X 線解析において Cd は細胞壁，細胞質，

および液胞で検出されたが，特に液胞でポリリン酸とともに

集積することが明らかになった．菌根の解析では，菌根全体

処理の場合，Cd は植物の細胞壁，菌糸構造等に観察されたが，

外生菌糸にのみ与えた場合は細胞間菌糸および樹枝状体等の

内生菌糸構造（図 3e–h）のみに局在していた．以上のこと

から，菌根菌の外生菌糸が土壌環境から吸収した Cd は液胞

等に集積しながら内生菌糸まで運ばれるが，P のように積極

的に宿主植物に渡されていないことが示唆された．

3. 安定同位体を用いた生体元素輸送の細胞小器官レベル

の可視化 5）

SIMS法は真空下で一次イオンビームを固体表面に照射し，

叩き出された二次イオンの質量分析を行う技術である．SIMS

には照射電流密度が大きく基本的に元素を検出する Dynamic 

SIMS および同密度が小さく有機分子の同定が可能な Static 

SIMS があり，また二次イオン像取得法としてはそれぞれ走

査型あるいは結像型があるが，いずれも全元素を検出可能で，

高感度，かつ高い空間分解能を有し，同位体の局在を細胞小

器官レベルで画像化することができる 10,11）．

ラン科植物の種子は胚と種皮のみからなるため，発芽には

胚が成長して葉および根を形成するまでの期間があり，この

間の生長をプロトコーム期と呼ぶ．自然界ではこの生長に必

要なすべての栄養を共生菌に依存しており，これを共生発芽

と呼ぶ．共生プロトコームの共生構造は菌根と相同で，菌糸

が細胞内でコイル状になるが（菌毬），一定時間を経過した

あと崩壊する 12）．ラン科の共生において，宿主の養分獲得機

構が，菌毬が生きている間に起こるのか，消化の過程なのか

は長い間議論されてきた．この対立する仮説に答えを出すた

め，菌根の最も重要な機能であるCおよびNの輸送について，

安定同位体をトレーサーとして SIMS で可視化することによ

り細胞学的に解析した 5）．

共生プロトコームから伸長している菌糸のみに 13C-グル

コースおよび 15N-硝酸アンモニウムを添加し，定法に従い

樹脂包埋した．本研究では，真菌の炭素の貯蔵形態が脂質で

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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図 4　SIMS によるラン共生発芽プロトコーム（ネジバナ―Ceratobasidium sp.）における C と N の輸送解析．a．プロトコーム 
（ラベル 1 日目）の樹脂切片の TBO 染色像．四角は同位体分析を行った場所をさす．Bar, 100 μm．b．a の四角で囲った部位

の透過電子顕微鏡像．Bar, 10 μm．c–j，同位体解析画像．菌毬形成過程の細胞．12C（c），13C（d），12C/13C（r13C）（e），32S（f），
12C14N（g），12C15N（h），12C14N/12C15N（r15N）（i），r13C（赤）と r15N（緑）の重ね合わせ像（j）．アミロプラストおよび崩

壊した菌糸の周囲で r13C のみが上昇している．核小体では r13C および r15N ともに特異的な上昇が観察される．Bar, 20 μm．

k–p．外生菌糸に 13C- グルコースを添加した共生プロトコーム（ラベル 4 日目）の同位体 ROI 分析．k．分析後の樹脂切片の

微分干渉顕微鏡像（例）．Bar, 100 μm．l–o．k 中に示されたエリア内の r13C（赤）と r15N（緑）の重ね合わせ像．l．分裂組織，

m．菌の感染していない柔組織細胞，n．形成中の菌毬を含む柔細胞，o．崩壊した菌毬を含む柔細胞．p．l–o における植物と

菌の構造の r13C の ROI 分析．菌の感染していない分裂組織で r13C が上昇しており，13C が輸送されている．r13C は植物細

胞構造では菌糸が感染していない細胞のアミロプラストで最も高く，次いで形成中の菌毬を含む柔細胞の細胞質で高い．また

崩壊した菌糸の周囲で r13C が顕著に高い．l．Bar, 10 μm．Ap，アミロプラスト；CW，細胞壁；DP，崩壊したコイル状菌糸（菌

毬）；M，分裂組織；N，核；P，菌毬，Nol，核小体．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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ピング解析では，今後，トレーサー化合物の設計や分子種を

推定できる飛行時間型二次イオン質量分析（TOF-SIMS）な

どの組み合わせや，標識化合物に安定同位体ラベルを組み

こむことにより，代謝に関わる分子・元素の挙動を細胞レベ

ルで解析できる可能性があり，新規細胞解析法として期待さ

れる 12）．
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