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はじめに
菌類は難分解性の構造性有機物であるリグニン

を効率的に分解する能力を有しており，森林土壌
における落葉の分解において中心的な役割を担う
（Osono, 2007）．リグニン分解性菌類の定着を受
けた落葉組織は白色化することが知られており，
落葉の漂白とよばれる．漂白を受けた部位の落葉
組織（以下，漂白部とする）の化学組成や漂白に
関与する菌類種については，わが国では京都の冷
温 帯 林 の ブ ナ（Osono & Takeda, 2001）， 京 都
の暖温帯林のヤブツバキ（Koide et al., 2005a, 
2005b），沖縄本島の亜熱帯林のスダジイ（Osono 
et al., 2008b）で報告されている．またカナダでは
太平洋岸のダグラスモミ林の主要な下層植生である
Gaultheria shallon（ツツジ科）の葉に顕著な漂白
が認められる（Osono et al., 2008a）．タイ北部の
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Abstract. Fungi associated with the bleaching of Quercus crispula leaf litter were studied in Rishiri Island, 

northern Japan. Leaf mass per area and lignin content were lower in bleached than in nonbleached leaf 

area. A total of 47 fungal isolates were obtained from surface-sterilized leaf disks from bleached and non-

bleached leaf area. Three of these isolates (denoted as RQ-BL-21, RQ-BL-151, and RQ-NB-31) exhibited the 

bleaching activity of sterilized leaf litter under the pure culture. Molecular analysis indicated that the three 

isolates were phylogenically related to ascomycete species in Leotiomycetes, Xylaria, and Sarcosomata-

ceae, respectively.

熱帯季節林では Shorea obtusa（フタバガキ科）の
落葉に漂白が認められる（Osono et al., 2009）．
これらのデータをまとめた Osono（2006）による
と，1）落葉表面積全体に占める漂白部位の面積率
は熱帯林よりも温帯林で低い，2）熱帯林では主に
担子菌類が，温帯林では主に子嚢菌類が落葉の漂白
に関与する，3）熱帯林，温帯林によらず漂白部の
リグニン濃度は漂白を受けていない褐色の非漂白部
よりも低い，という傾向が認められている．

冷温帯と寒温帯の移行帯に位置する北海道の針葉
樹林では，担子菌類が腐植層の漂白を引き起こす
ことが Miyamoto et al. （2000）および Miyamoto 
& Igarashi（2004）により明らかにされている．
一方で，分解初期段階の落葉の漂白にどのような菌
類が関与するのかについては報告例がない．本研究
では，利尻島の姫沼周辺で観察されたミズナラの漂
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白を受けた落葉（図 1）を材料として，漂白部の化
学組成と，漂白に関与する菌類を調べた結果を報告
する．比較のため，北海道南部の黒松内で 1999 年
5 月に採取したブナ落葉の漂白部の化学性と，この
漂白部から分離され，なおかつ培養系において漂白
力を示した菌株に関する未発表データも合わせて示
す．

本研究は財団法人発酵研究所の特定研究「日本に
おける微生物多様性評価に関する調査研究」によ
る資金援助を受けて実施された．研究の実施にあ
たり，環境省より利尻島での採取許可を受けた．
NBRC の岡根泉博士，中桐昭博士には試料採取に
おいて多大なる援助をいただいた．利尻町立博物館
の佐藤雅彦氏には利尻島に関する情報を提供いただ
いた．京都大学大学院農学研究科の小田貴志博士に
はブナ落葉の漂白菌類の遺伝子解析において助力い
ただいた．これらの方々にお礼申し上げる．

調査地および調査方法
2007 年 7 月，北海道利尻富士町の姫沼周辺にお

いて，漂白を受けたミズナラ落葉を採取した．歩道
に沿って 4m のトランセクトを設定し，1m 間隔で
5 地点を選定した．各地点で 20 × 20cm のワクを
林床に置いて，ワク内に含まれるミズナラ落葉を 4
枚ずつ採取し化学分析に用いた．また各地点のワク
の周辺から漂白を受けたミズナラ落葉を 4 枚ずつ，
5 地点で計 20 枚を採取し，菌類の分離に用いた．
採取した落葉は紙袋に入れて室温で保管し，実験室
に持ち帰った．落葉試料の処理は採取 5 日後に行っ
た．

化学分析用のミズナラ落葉について，漂白部と同
じ落葉の非漂白部から直径 6mm のパンチを用いて
葉片をワクあたり 15 〜 22 枚ずつ打ち抜ぬいた．
葉片は 40℃の恒温乾燥機で 1 週間乾燥後，重量を
測定した．葉片の葉面積と重量から葉重比（mg/

図 1．（1）漂白を受けたミズナラ落葉（利尻島）．培養系における菌類による滅菌済みミズナラ落葉の漂白：（2）
RQ-BL-21，（3）RQ-NB-31，（4）RQ-BL-151．
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cm2）を算出した．10 地点の漂白部と非漂白部の
葉片はそれぞれ混合して 1 点ずつ，計 2 点として
からミルで粉砕した．粉末試料を用いて，硫酸法に
よりリグニン濃度を，硫酸フェノール法により全炭
水化物濃度を，それぞれ測定した（大園・武田，
2003）．

20 枚の漂白落葉の漂白部とそれに隣接する非
漂白部から，火炎滅菌したコルクボーラー（直径
5.5mm）を用いて葉片を 1 片ずつ，合計 40 片を
打ち抜き，菌類の分離に用いた．菌類の分離は表面
殺菌法により行った（大園，2006）．表面殺菌後の
葉片は LCA 培地（三浦・工藤，1970）の表面に置
き，20℃の暗所で 1 ヶ月間培養した．葉片は培養
期間中に適宜観察し，出現菌を順次，分離した．生
殖器官を形成した分離菌株の同定は，微小形態の顕
微鏡観察に基づいて行った．

分離菌株の落葉漂白力は培養試験により確認し
た．漂白力の確認に用いた落葉は長野県上田市にお
いて 2007 年 11 月に採取した．2％麦芽エキス寒
天培地（麦芽エキス 2％，寒天末 2％）上で 1 ヶ月
間前培養した菌類コロニーに，オートクレーブ滅菌
（120℃，20 分間）したミズナラ落葉の葉片（約

1cm 四方）を置き，20℃でさらに 1 ヶ月間培養し
た．培養後の葉片の表面を倍率 40 倍の実体顕微鏡
で観察し，落葉の白色化の有無を記録した．

培養系において落葉の漂白を引き起こした 3 菌
株（RQ-BL-21，RQ-NB-31，RQ-BL-151）につい
ては，DNA 塩基配列による分類群の検討を行った．
DNA 抽出は，2% 麦芽液体培地で 1 週間程培養し
た菌体から改変 CTAB 法 (Matsuda & Hijii, 1999) 
により行った．PCR 法による増幅は，rDNA ITS
領域及び 28SrDNA D1-D2 領域を対象とした．プ
ライマーは，ITS 領域：ITS1-F (Gardes & Bruns, 
1993) － ITS4 (White et al., 1990)，D1-D2 領域：
D1 (Peterson, 2000) － NL4 (O'Donnell, 1993) を
用いた．PCR 産物を精製後，それらをテンプレー
トとしシークエンス反応を行い，塩基配列を決定
した (Hirose & Osono, 2006)．決定された配列の
DDBJ 登録番号は表 1 に示した．配列データを基
に，NCBI の BLAST 検 索 (http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi) を行い，菌株の分類群を決定し
た．なお，RQ-BL-21 に関しては ITS 領域における
PCR 増幅がみられなかったため D-D2 領域の結果
のみを示した．

表 1．ミズナラ落葉の漂白力を有する菌株と、それら菌株の DNA 塩基配列による分類群の検討．北海道南部の黒松内で採取したブ
ナ落葉の漂白部から分離された菌株のデータも合わせて示した（大園，未発表）

菌株コード 分離部位 コロニー形態の観察
に基づく分類群 遺伝子 DDBJ

登録番号

GenBank で塩基配列
の相同性がもっとも高
かった菌類の分類群

相同性 塩基配列に基づく分類
群

ミズナラ（利尻）

RQ-BL-21 漂白部 White sterile 
mycelium D1-D2 AB465204 Phialea strobilina 

(EF596821) 98% Leotiomycete sp.

RQ-NB-31 非漂白部 Xylaria sp. D1-D2 AB465203 Xylaria acuta 
(AY544676) 98% Xylaria sp.

ITS AB465207 Beech leaf mycelium 
(AB041994) 99% Xylaria sp.

RQ-BL-151 漂白部 Dark sterile 
mycelium D1-D2 AB465202 Pseudoplectania 

nigrella (AY945852) 99% Sarcosomataceae sp.

ITS AB465206
Foliar endophyte 
of Picea glauca 
(AY566889)

98% Sarcosomataceae sp.

ブナ（黒松内）

KW1 漂白部 White sterile 
mycelium ITS AB041994 Xylaria sp. 

(DQ780446) 100% Xylaria sp.
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結果と考察
［落葉の漂白部と非漂白部の化学組成］

ミズナラ落葉の漂白部では，非漂白部に比べ
て，LMA およびリグニン濃度が低く，全炭水化
物濃度が高かった（表 2）．この傾向は，利尻島の
約 290km 南方に位置する北海道の黒松内において
採取したブナ漂白落葉（表 2）や，本州，南西諸
島，東南アジアの各地で採取した漂白落葉での結果
（Osono, 2006）と一致した．

［落葉から出現した菌類］
ミズナラ落葉の漂白部・非漂白部からあわせて

47 菌株が分離された．このうち白色の胞子未形
成菌株が 18 菌株，暗色の胞子未形成菌株が 9 菌
株であった．培養条件下で胞子を形成したのはこ
れら以外の 20 菌株であり，内訳は Penicillium 
soppi が 4 菌 株，Umbelopsis nana が 3 菌 株，
Cladosporium cladosporioides が 2 菌 株 で あ っ
た．Alternaria sp., Chaetomium sp., Mucor 
gevenensis, Nigrospora sphaerica, Phialophora 
sp., Phoma sp., Phomopsis sp., Pyrenochaeta 
sp.?, Sclerotinia sp., Trichoderma polysporum, 
Trichoderma sp. が各 1 菌株ずつ得られた．この
う ち Penicillium soppi，C. cladosporioides，M. 
gevenensis，および T. polysporum は利尻山のダ
ケカンバ落葉上からも分離されている（Osono & 
Hirose, 2009）．

［菌類の落葉漂白活性］
白色および暗色の胞子未形成菌株 27 菌株を培養

コロニーの巨視的形態の特徴に基づいて 20 タイプ
に類別した．この 20 タイプの計 20 菌株を対象と

表 2．利尻島で採取したミズナラ落葉の漂白部と非漂白部の葉重比とリグニン・全炭水化物の含有量．値は平均±標準誤差（n=5）．北
海道南部の黒松内で採取したブナ漂白落葉のデータも合わせて示した（大園，未発表）．対応のある t 検定、* P<0.001．nd 未測定

ミズナラ（利尻） ブナ（黒松内）
漂白部 非漂白部 漂白部 非漂白部

葉重比（mg/cm2） 4.3 ± 0.2 6.5 ± 0.3* nd nd
リグニン（mg/g） 253 432 290 330
全炭水化物（mg/g） 355 266 297 254

して，滅菌したミズナラ落葉の漂白力を評価した．
その結果，漂白部から分離された白色の胞子未形成
菌株 RQ-BL-21 および暗色の胞子未形成菌株 RQ-
BL-151，および非漂白部から分離され滅菌落葉上で
シンネマを形成して Xylaria sp. と同定された RQ-
NB-31，の 3 菌株で落葉の漂白力が認められた（図
1）．

［落葉漂白菌の分類群の検討］
落葉の漂白活性が認められた 3 菌株について

DNA 塩基配列を決定し，BLAST 検索を行ったと
ころ，いずれも子嚢菌門に属することが確かめられ
た．RQ-BL-21 はズキンタケ綱（Leotiomycetes）
に属する菌類と，RQ-NB-31 はクロサイワイタケ科
の Xylaria sp. と，そして RQ-BL-151 はクロチャ
ワンタケ科（Sarcosomataceae）に属する菌類と，
それぞれもっとも相同性が高かった（表 1）．
　利尻島のミズナラ落葉上で漂白に関与する
Xylaria sp.（RQ-NB-31）は，黒松内のブナ落葉
の漂白に関与する Xylaria sp. と系統的に近縁で
あった（表 2）．京都府においても Xylaria sp. が
ブナ落葉の漂白に関与することが確かめられてい
る（Osono & Takeda, 2001）．以上からわが国の
冷温帯以北では，Xylaria 属の種が共通してブナ科
樹木の落葉の漂白に関与する可能性がある．ズキ
ンタケ綱の菌類ではリチズマ科の Coccomyces 属
および Lophodermium 属の菌類においてリグニン
分解活性が確認されている（Koide et al., 2005a, 
2005b; Osono et al., 2008a; 大園，未発表）．クロ
チャワンタケ科菌類は子実体が落葉上に発生するこ
とが知られているが，同科菌類が落葉分解において
どのような役割を果たすのかについては検討されて
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いなかった．本研究から，同科菌類には活発な落葉
分解活性を示す種が存在する可能性が考えられた．

北海道の針葉樹林では，Mycena 属，Collybia
属の担子菌類がリグニン分解力を有し，腐植層
の漂白に関与していることが確かめられている
（Miyamoto et al., 2000; Miyamoto & Igarashi, 
2004）．今回の結果から，北海道では担子菌類に加
えて子嚢菌類も広葉樹の落葉の漂白を引き起こすこ
とが実証的に示された．今後はこれら落葉漂白菌類
のリグニン分解活性や，同属菌による落葉漂白が北
海道以外の地域においても同様に認められるかにつ
いて，さらに調査を進める必要がある．
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