
プ口トプラストを利用したきのこ類
の育種について

はじめに

きのこ類の育種技術として、近年いわゆるバイ

オテクノロジーを利用した手法が注目されていま

す。特にプロトプラスト(細胞壁のない操の細胞)

は、細胞融合をはじめとするきのこではこれまで

行われていなかった新しい育種法を可能にするも

のとして、大きな期待が寄せられています。

プロトプラストの利用には二つの面があって、

一つは、細胞壁がないため外界との交渉が活発に

行われる点を利用しており、もう一つはきの乙の

プロトプラストが単細胞に近い状態にあるので、

その点を利用するものです。きの乙の菌糸から細

胞壁溶解酵素を用いてプロトプラストを作り、培

養して菌糸を再生させる過程を経ると、それだけ

である種の選抜がなされたり、突然変異が起って、

そこから効率的に育種素材を得られる可能性があ

ります。

当センターにおいても、細胞融合を含めたプロ

卜プラスト利用による育種について研究を継続し

ています。乙れらの研究の中から、乙乙では、ナ

メコについてプロトプラストを調整して培養し、

得られた再生二核菌の温度別菌糸の生長・温度別

原基の形成及び子実体の発生・オガクズ栽培によ

る子実体の発生量等の培養・栽培的性質を調査し、

プロトプラスト再生菌からの育種の可能性につい

写真ー 1 ナメコのプロトプラスト
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て検討した結果をまとめてみました。

なお、乙の試験結果の多くは長野県試験研究機

関共同推進事業の一環として実施したものです。

2 プロ卜プラストの調整(作成)

当センター保存のナメコについて、ノボザイム

とキチナーゼという細胞壁溶解酵素を用いてプロ

トプラストをっくりました。プロトプラストを多

量につくるためには、若い菌糸を用いる必要があ

ります。そのため、液体培養した菌糸をホモジナ

イザーという器具で適度に切断して菌糸断片を得

て乙れを液体培地K再接種し、 4日間25
0

Cで静置

培養して得た菌糸を用いましたn 乙のようにして

得られた菌糸を、作出されたプロトプラストが破

裂しないよう、浸透圧の調整された緩衝液に溶か

された酵素で処理しプロトプラストを調整しまし

た。さらにミラクロスというろ紙を用いて残りの

菌糸を除いたろ液を、酵素を含まない緩衝液を用

いて遠心分離で洗浄し酵素を除去しました。

(写真一1)

3 プロトプラストの培養

乙のようにして得たプロトプラス卜を適当に希

釈後、寒天培地において25
0

Cで培養し、生じたコ

ロニーを分離培養してクランプ(かすがい連結)

の有無によって一核菌糸か二核菌糸か確認しまし

た。(写真一 2) 

写真一 2 プロ卜プラストからの再生コロニー

(ナメコ)



生量等を調査して親株と比較しました。供試培地

はプナオガクズとスーパープランを容積比で10:

2 Ir混ぜ、含水率を約65第lζ調整しました。培養

は200Cで90日間行い、発生温度は約150Cとし超音

波加湿機で常時空中湿度を高めました。発生量調

査は60日間行し、ました。

結果と考察

温度別菌糸生長量

乙の結果は図ー 1のとおりで、菌糸の最適生長

温度はし、ずれの系統とも250Cで同じ傾向を示しま

したが、菌糸生長量において親株と同程度あるい

はそれ以下で、特に再生菌 3、5、7の3系統に

ついては明らかに低い値を示しており、菌糸生長

において親株より優れた値を示した系統はありま

(1) 

7 

せんでした。

(2) 温度別子実体の形成

結果は表-1及び図2、3のとおりです。発生

温度と子実体の発生量について、再生菌 1、2、

温度別菌糸の生長

ナメコプロトプラスト再生二核薗7系統につい

て、寒天培地で 5-350Cの7段階について温度別

の菌糸生長量を測定して親株と比較しました。

温度別子実体の形成

同様のナメコプロ卜プラスト再生菌 7系統につ

いて、温度別の子実体原基形成所要日数・子実体

発生量等を調査して親株と比較しました。培地は

プナのオガクズとスーパープラン(栄養剤)を容

積比で10:21r配合し、含水率は64%としました。

容器は 300mlの三角フラスコで、培地 1509を圧

縮して詰めました。培養は200Cで52日間行い、発

生時には、発生室の温度を10
0

C、140C、180Cの3

段階K設定し超音波加湿機により常時空中湿度を

高めて、 50日開発生量調査を行いました。

6 再生菌の試験栽培

ナメコプロトプラスト再生菌 3系統について、

加occ広口ビンによる試験培栽を行い、子実体発
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5は親株と同様に140Cで最大を示しましたが、再

生菌 4、 6は180Cで、再生菌 3はlOoCでそれぞれ

最大を示しました。再生菌 7は、いずれの温度に

おいても発生しませんでした。発生量においては、

再生菌 1、 2、 6は、いずれの温度でも親株を上

回っていました。発生温度と原基形成所要日数に

ついて、再生菌 1、 2は親株と同様の傾向を示し

ましたが、再生菌 3、 5、 6は、明らかに異なっ

たパターンを示しました。再生菌 7はし、ずれの温

度においても原基を形成しませんでした。

表-1 ナメコプロ卜プラスト再生歯の温度別子実体の形成

子 実 体 発 生 温 度

10 ℃ 14 ℃ 18 。C

初期薗糸菌回り 原基形成子実体子実体 初期菌糸薗回り I京2造形成子実体子案件 初期菌糸菌回り 原選形成子実体子実体

系統名 生長量皿回数 所要B数重量g個数 生長鑑m 日数 所説U数・IH泣E個数 生長M幽日数 所1l.l日数量民g個数

親株 41. 4 19.0 21. 0 15.0 10.0 47.9 19. 7 16. 7 20. 7 15.0 41. 4 20.3 16. 7 11. 0 9.3 

再生菌 l 36.5 22. 7 17.0 21. 3 13. 7 30.4 22.3 14.3 31. 3 27.0 32.1 20. 3 13. 7 13.0 9.0 

再生菌 2 32. 5 23.3 12.0 20. 7 16.3 24.9 25.3 11. 0 28.7 20.0 28.4 21. 3 10.0 13.0 13.0 

再生菌 3 21. 1 27.7 25.0 9. 7 10. 7 25.5 26. 7 27.0 9.0 8.3 19.6 26.0 31. 0 2. 7 3.3 

再生薗 4 43. 2 32.3 30. 7 20.0 13.3 38.4 31. 0 30.3 18. 7 16. 7 46.3 32.0 30.0 24.0 17.0 

再生菌 5 34.8 21. 7 33.5 3. 3 2.0 23.2 23. 7 25.0 19. 7 13.0 28. 2 24.3 31. 5 8.0 3.3 

再生菌 6 45. 1 18.3 17.3 32.3 23.3 42.1 20.3 22.0 32.0 19.0 36.3 19.0 20.0 37.3 29.3 

再生菌 7 33.3 21. 7 一 36. 3 22.0 31. 4 19.0 一

注)数値li~ 、ずれも平均値
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図-2 ナメコプロトプラスト再生薗

子実体発生温度と発生量

図-3 ナメコプロ卜プラスト再生菌

子実体発生温度と原基形成所要日数
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表-2 ナメコプロ卜プラスト再生菌オガクズ試験栽培結果

(発生ピン 1本当平均値・ 800ccピン)

子 実 体 発 生 経過 g 

系統名
0'"" 11""-' 21 ""-' 31 ""-' 41 ""-' 
10日 20 30 40 50 

親 株 124.6 27.1 

再生菌 1 92.9 一 33.3 2.9 

再生菌 2 100.。5.0 25.0 8. 7 

再生菌 3 3.8 34. 7 0.4 

写真一3 プロ卜プラスト再生菌の試験栽培

(3) 再生菌の試験栽培

子実体の発生経過及び子実体発生量は表-2の

とおりです。再生菌 1と再生菌 2は、いずれも発

生経過、発生量とも親株とほぼ同程度の値を示し

ましたが、総収量・一番収穫量ともに親株を上回

っていません。また、再生菌 3は、総収量・一番

収穫量・一番収穫所要日数いずれも親株より劣っ

ていました。(写真一 3) 

子実体発生量
供試 培養

51 ""-' 後

1i0 
重量 g 個数 g /個 本数 pH 

4.6 156. 3 118.3 1. 32 12 4. 7 

21. 3 150. 4 123.5 1. 22 12 4.6 

4. 2 142.9 138.9 1. 03 12 4.3 

1.9 40.8 22.6 1. 81 13 4.3 

8 まとめ

ナメコプロトプラスト再生三核菌を用いて、温

度別菌糸の生長・温度別原基の形成及び子実体の

発生・オガクズ栽培による子実体の発生量等の培

養・栽培的性質について検討したと乙ろ、温度別

の菌糸生長量調査・ 800cc広ロビンによるオガク

ズ試験栽培においては親株より特に優れた特性を

侍っと思われる系統はありませんでしたが、発生

温度と原基形成所要日数・発生温度と発生量の関

係において親株と異なったパターンを示した系統

が、それぞれ3系統あり、プロトプラス卜を利用

した選抜育種の可能性が認められました。

乙のほかプロ卜プラスト再生菌の害菌に対する

抵抗性、プロトプラストへの紫外線照射による突

然変異株の作出等の研究を現在行っており、さら

に種内融合・種間融合による系統の作出へと研究

を進めていく予定です。

(特産部増野)
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