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細胞融合による食用きのこの優良個体の作出
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遺伝資源としての野生きのこの探索とその特性の解明を行うとともに細胞融合、細胞選抜等プロト

プラストを利用した育種法の検討を行い、きのこの優良個体の作出を図った。

①遺伝資源として野生きのこの菌株を収集し、 32種 114系統を分離・培養し保存に供した。

②収集した菌株の針葉樹材での栽培特性を把握し、ヌメリスギタケにおいてヒノキでコナラを上回

る子実体発生量を示す系統があった。また、チャナメツムタケで子実体の発生に成功し、ヒノキで

コナラを上回る子実体発生量を示す系統があった。

③ナメコ、ヌメリスギタケ、クリタケおよびシイタケの培養菌糸からのプロトプラストの調製法と

その培養法などについて検討したところ、次のような結果となった。

ア ナメコおよびヌメリスギタケについて、細胞融合などプロトプラストを利用した育種実験を行

うのに必要と恩われる酵素液 lmi当り 10・-10'個レベルのプロトプラストをノボザイム 234 1 

%とキチナーゼ 0.1%を用いた酵素系により調製することができた。

イ ナメコのプロトプラスト再生培地としては、 0.5Mマンニトール;0.05 Mマレイン酸-NaOH，

pH5.5を含む PGMY寒天培地にパルプ廃液抽出物を添加したもので最も良かったが、再生率

はさらに向上させる必要があると思われた。ヌメリスギタケプロトプラストの再生を重層法を用

いずに行ったところ 2%程度の再生率が得られた。

ウ ナメコの二核菌糸からプロトプラストを得て培養すると二核菌糸と同時にー核菌糸が再生する

ことが見いだされ、交配に用いるー核菌糸を簡便に得る方法として使えることが確認された。

エ ナメコのプロトプラスト再生一核菌糸の対崎培養により交配株が得られた。

オ クリタケ、シイタケについてもプロトプラストが作出された。

④種内融合によりナメコの新しい系統の作出を図ったところ、次のような結果となった。

ア 融合細胞選抜のための遺伝的マーカーを得るため、一核菌糸由来のプロトプラストへ紫外線を

照射して栄養要求性突然変異株が得られた。

イ 異なる系統より作出した栄養要求株を利用して、ポリエチレングリコール CPEG)により細

胞融合を行い融合株を分離した。また、栄養要求株を利用せずに融合処理する方法でもクランプ

を有する融合株が分離できた。

⑤作出されたプロトプラスト再生菌・再生ー核菌交配株・種内融合株等の培養・栽培・遺伝的性質

を調べたところ次のような結果となった。

ア ナメコプロトプラスト再生二核菌について温度別の原基形成所要日数・子実体発生量等を調べ

て親株と比較した結果、発生量が親株を上回る株・原基形成回数が親株より短い株・親株より高

温で発生量の多い株が認められた。
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イ ナメコプロトプラスト再生二核菌と親株について、エステラーゼ・アイソザイムの平板型ポリ

アクリルアミドゲルによる等電点焦点法によってアイソザイム分析を行った結果、親株と再生菌

のバンドのパターンに差がで't;こ。

ウ ナメコ種内融合株の栄養要求株を用いずに作出された系統について子実体の形成を確認した。

1 はじめに

きのこ栽培は全国的に順調な伸びを示し、昭和63年には約 2，500億円の生産額をあげた。長野

県でも昭和63年には生産額が 500億円に達し、全国有数の生産県となった。しかし、市場での競

争の激化や生産経費の増加などにともない、多収量性、害菌抵抗性の品種の開発や間伐材や未利用

有機物資源を活用しうる新しいきのこ栽培技術の確立が望まれている。

こうした系統の作出には、選抜、交配という方法が従来とられてきたが、これらの技術の他に近

年きの立の分野でも、バイオテクノロジーを利用

した新しい手法に期待が寄せられるようになった。

特にプロトプラスト(写真一1)は、流動的な

細胞膜に包まれた点や単細胞に近い点などを利用

して、細胞選抜や突然変異の誘発、細胞融合など

きのこの品種改良に新な可能性を見いだすものと

して注目されている。

そこで、当研究課題では、遺伝資源としての野

生きのこの探索とその特性の解明を行うとともに、

プロトプラストを利用した育種法の検討を行い、

きのこの優良個体の作出を図ろうとするものであ

る。

なお、本研究は林野庁補助「地域バイオテクノ

ロジー研究開発促進事業」の一環として行ったも

のである。

写真一 1 プロトプラスト(ナメコ)

野生きのこの菌株の採集に際し、ご協力をいただいた各地方事務所および関係各位の方々に厚く

御礼申し上げる。

2 鼠験項目

試験項目は昭和61年度林野庁「試験設計書」に基づき下記のとおり行った。

I 野生きのこの遺伝資源の探索

I・1 菌株の収集

I・2 収集菌株の試験栽培

E 細胞融合による遺伝資源の開発

n • 1 プロトプラストの利用による遺伝資源の開発

E ・2 細胞融合による変異菌の作出

n • 3 作出された菌の栽培

以下これらの項目別に試験方法・結果・考察を記述した。
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3 項目別鼠験方法、結果および考察

I 野生きのこの遺伝資源の探索

1 • 1 菌株の収集

(1)目的

遺伝資源として野生きのこの菌株を収集する。

(2)材料と方法

採集した子実体の組織・胞子・腐朽材等を PDA培地・ MA培地等に分離し、菌糸を純粋培養し

た。その後継代培養により菌株を保存した。

(3)結果

別添リストのとおり 32種 114系統を分離・培養し保存に供した。

1 • 2 収集菌株の試験栽培

(1)目的

収集した菌株の針葉樹材での栽培特性を把握する。

(2)材料と方法

ア シイタケ 5月に 2系統の種薗をカラマツ、アカマツ原木に接種した。供試本数および発

生量調査は各区5本、接種後 2週間仮伏せし、 6月中旬に林内(コナラとアカマツの混交林)へヨ

ロイ伏せした。

翌年3月 1回天地がえしを行い、その後の自然発生を調査した。

イ ナメコ 4月に野生株6系統の種菌をカラマツ、スギ、コナラ原木に接種した。供試本数

は63-2コナラ区、 63-3カラマツ区は 7本その他は 6本。接種後5月中旬 (61-1、61-2は

6月中旬)まで仮伏せし、林内(コナラとアカマツの混交林)に接種当年は片枕で接地伏せを行っ

た。翌年4月に、同じ林内で原木を横に地面に半分埋め込んだ。その際に各区 l本づ、つ活着・ほだ

付調査を行った (61-1、61-2は未実施〉。そしてその後の自然発生を調査した。調査対象本数

は各区供試本数から活着・ほだ付調査を行った 1本をさし引いた本数である。

ウ ヌメリスギタケ 4月に野生株5系統の種菌をアカマツ、スギ、ヒノキ、コナラ原木に接

種した。管理は上記ナメコと同様の方法で行った。供試本数は各区6本、発生調査対象は各区5本。

61-1、61-2については活着・ほだ付調査未実施で、供試本数、発生調査対象本数とも 5本。

エ チャナメツムタケ 4月に 2系統をスギ、ヒノキ、コナラ原木に接種した。管理は上記ナ

メコと同様の方法で行った。供試本数は各区6本、発生調査対象は各区 5本。

オ クリタケ 4月に野生株 l系統をヒノキ、カラマツ、コナラ原木に接種した。管理は上記

ナメコと同様の方法で行った。供試本数は各区6本、発生調査対象は各区5本。

カ マツオウジ 4月に l系統の種薗をアカマツ、スギ、コナラ原木に接種した。管理は上記

ナメコと同様の方法で行った。供試本数は各区6本、発生調査対象は各区5本。

(3)結果と考察

試験栽培結果を表ー lに示した。子実体発生量はシイタケは乾燥重量、その他は生重量で示した。

ア シイタケ 系統名 61-1がカラマツで 1nf当り 376g子実体が発生したのが最高であった。
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表ー 1 収集菌株の鼠験栽培結果

種名 系統 原木樹種 接種年月 活着率%
ほだ付率% 子実体発生量

表面 断面 総重量 g 単位重量g/rrl

シ イ タ ケ 61-1 カラマツ 1987. 5 59 376 

61-2 カラマツ 1987. 5 5 32 

アカマツ 1987. 5 2 13 

マツオウジ 63ー 1 コナラ 1989. 4 63 40 5 

アカマツ 1989. 4 7 20 
ス ギ 1989. 4 25 30 2 

ナ メ コ 61-1 カラマツ 1987. 5 168 1070 

ス ギ 1987. 5 一 65 414 

61-2 カラマツ 1987. 5 35 223 

ス ギ 1987. 5 25 159 

63-1 コナラ 1989. 4 90 60 48 739 4707 
カラマツ 1989. 4 35 30 4 45 287 

ス ギ 1989. 4 35 20 5 2 13 

63-2 コナラ 1989. 4 67 25 24 255 1354 

カラマツ 1989. 4 28 90 12 193 1229 

ス ギ 1989. 4 21 10 3 8 51 
63-3 コナラ 1989. 4 67 35 26 269 1713 

カラマツ 1989. 4 19 30 3 342 1815 
ス ギ 1989. 4 7 5 1 

63-4 コナラ 1989. 4 50 20 12 54 344 
カラマツ 1989. 4 18 20 2 6 38 
ス ギ 1989. 4 7 5 

ヌメリスギタケ 61-1 アカツ 1987. 5 55 350 
61-2 コナラ 1987. 5 5 32 

アカマツ 1987. 5 127 809 
62-1 コナラ 19朗. 4 50 37 23 

アカマツ 19鎚. 4 46 2 37 4 25 
ス ギ 19槌. 4 28 2 7 

63-1 コナラ 1989. 4 65 20 13 265 1688 
ヒノキ 1989. 4 40 15 16 677 4312 
アカマツ 1989. 4 24 10 7 62 395 

63-2 コナラ 1989. 4 17 5 2 4 25 
ヒノキ 1989. 4 13 5 2 4 25 
アカマツ 1989. 4 11 5 51 325 

チャナメツムタケ 62-1 コナラ 1988. 4 33 5 24 
ス ギ 19朗. 4 24 3 13 2 13 
ヒノキ 1988. 4 25 18 22 19 121 

62-2 コナラ 19飽. 4 38 10 8 139 関5

ス ギ 19飽. 4 24 3 4 5 32 
ヒノキ 19飽. 4 43 35 50 228 1452 

ク タ ケ 63-1 コナラ 1989. 4 63 30 5 16 102 
カラマツ 1989. 4 8 25 2 23 146 
ヒノキ 1989. 4 24 95 6 122 777 

※子実体発生量 :シイタケは乾燥重量、その他は生重量 接種後から 1990年秋までの累計
1990年接種分発生期をむかえないため省略

イ ナメコ 系統名 63-2及び63-3がカラマツで、それぞれ 1uf当り 1，229g、 1，815gの

子実体発生があり、対照区のコナラと同程度であった。スギでは 61ー 1が 1uf当り 414g発生した

のが最高であった。

ウ ヌメリスギタケ 系統名 63-1がヒノキで 1rrf当り 4，312g発生し、コナラの約 2.5倍で

あった。アカマツでは 1uf当り 25gから 809gの発生があったが、スギでは子実体の発生は得られ

ハU



長野県林総研究報告第6号(1992)

なかった。

エ チャナメツムタケ 系統名 62-2がヒノキで 1rrl当り 1，452g子実体が発生し、対照区の

コナラの約1.6倍であった。スギではわずかな発生量であった。

オ クリタケ 1rrl当りヒノキ 777g、カラマツ 146g、コナラ 102g子実体の発生が得られ、針

葉樹原木でもコナラを越える発生量があった。

カ マツオウジ いずれの樹種においても子実体の発生は得られなかった。

(4)まとめ

ア ヌメリスギタケでヒノキでコナラを上回る子実体発生量を示す系統があった。

イ チャナメツムタケで子実体の発生に成功し、ヒノキでコナラを上回る子実体発生量を示す

系統があった。

E 細胞融合による遺伝資源の開発

II • 1 プロトプラストの利用による遺伝資源の開発

(1)目的

きのこのプロトプラストは、普通、培養菌糸から酵素処理により細胞壁を取り除いて作出する。

また、プロトプラストは、必要な条件を与えて培養すると再び細胞壁をつくり、菌糸を伸ばすこと

ができる。このようにプロトプラストを調製して培養することは、プロトプラストを利用したきの

この育種法について検討するための基本的な技術と思われる。そこでまず、より効率的なプロトプ

ラストの調製法と培養法について検討した。そして、プロトプラストを培養して再生菌の取得とそ

のうちのー核菌を利用した交配による系統の作出を試みた。

(2)材料と方法

プロトプラストの調製に影響すると思われる因子の中から酵素の組合せ、緩衝液の pH、菌糸の

培養日数、菌糸の培養に用いる培地の種類、浸透圧調節剤の種類について、また、プロトプラスト

の培養に関係すると思われる因子の中から培養に用いる培地の組成・ pH・浸透圧調節剤などにつ

いて、それぞれ検討した。プロトプラストの調製と培養の手順など 1，刊は下記に示すとおり行った。

また、概略を図-1に示した。

ア 供試薗 当センタ一保存のナメコ、ヌメリスギタケ、クリタケおよびシイタケの培養二核

菌糸を用いた。

イ プロトプラストの調製

tア) 菌糸の培養 100 mf容三角フラスコに約40mf入れた液体培地で、二核菌糸を 250Cで 7

--10日間静置培養した後、ホモジナイザーで破砕し菌糸断片として、その約 5mfを液体培地に再

接種し、さらに数日間250Cで培養した。

付) プロトプラストの作出 培養菌糸体を、ナイロンメッシュでロ過して集積し、浸透圧の

調節された緩衝液で洗った。そしてその薗体を、表-2に示した酵素を各種の濃度で、単独あるい

は組み合わせて緩衝液に溶解した酵素液1.5mfで懸濁し、 280Cで4時間振とうした。反応後、プロ

トプラストを含む酵素液をミラクロスでロ過して細胞壁未溶解の菌糸断片を除去した。

(ウ) プロトプラストの計数 プロトプラストの作出数は血球計算盤を用いて計数した。いず

れの試験区においても 3反復した結果の平均値で示した。

ウ プロトプラストの培養
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ロ過滅菌

液体培養 菌体破砕

遠心洗浄

図-1 プロトプラストの銅製と培養

表-2 使用した細胞壁溶解酵素

酵素 名 起 原

セルラーゼ“オノズカ "RS I Trichodermαviride 

キ チナーゼ IStreptomyces griseus 

ドリセラーゼ IJrpex lacteus 

β ー グ ルクロニダーゼ IEscherrichiαcoli 

ノポ ザイム 234 I Trichodermαsp 

ザイモリ アーゼ 20T I Arthobαcter luteus 

販売、製造会社

ヤクルト本社

Sigma 

協和発酵工業社

Boehringer 

N ovo Biolabs 

生化学工業社

ケ) プロトプラストの精製 上記の方法でプロトプラストを無菌的に調製(酵素反応は 3時

間)した後、ロ液を緩衝液により 2回遠心 (590Xg，5分間)洗浄して、プロトプラストを精製した。

また必要に応じて、遠心管に入れた 0.65Mサッカロース;0.05Mマレイン酸-NaOH，pH 5.5緩

衝液のうえに、プロトプラスト懸濁液をのせた後、 590Xgで5分間遠心し、境界のプロトプラス

ト層を注射器でとることによって、さらにプロトプラストを精製した。

Lイ) プロトプラストの培養 精製プロトプラストを緩衝液で適当に希釈後、 9cmシャーレに

入れた 15mPの再生用寒天培地(浸透圧調節剤と1.5%の寒天を含む)上にプロトプラスト液をと

り、上から溶解後約50'tに保った 10mPの同じ培地(寒天は 0.7%)を流し込み慣はんし、固化後

250Cで培養した(以下重層法と呼ぶ)。また、上層培地を流し込まず、プロトプラスト液を培地上

に滴下後コンラージ棒で塗布し、同じく 250Cで培養する方法についても検討した(以下塗布法と

呼ぶ)。

わ) プロトプラストの再生率の算出 プロトプラストの再生率は、培養3週間後までに生育
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してきたコロニー数の供試プロトプラスト数に対する割合から算出した。ただし、対照区としてプ

ロトプラストを滅菌水に加えて破裂させたものを播いて再生を調べ、コロニーを生ずればその数を

さし引いて再生率を算出した。いずれの試験区においてもプロトプラストの再生率は 5回反復した

結果の平均値で示した。

エ プロトプラスト再生薗の検討 ナメコについて、再生コロニーを任意に分離・培養した 2

4株についてクランプの有無によってー核菌糸か二核菌糸か確認した。

オ プロトプラスト再生ー核菌糸の交配 ナメコのプロトプラスト再生ー核菌糸を対峠培養 し

て交配した。

(3) 結果と考察

ア プロトプラストの調製

ケ) ナメコ 酵素の組合せと濃度、緩衝液の pH、菌糸の培養日数、培地の組成、浸透圧調

節剤の濃度についてプロトプラストの作出条件を検討した。その結果は、表-3および図-2--5

に示したとおりである。細胞壁溶解酵素は、ノボザイム 2341 %とキチナーゼ 0.1%の組合せで最

も多くのプロトプラストを作出することができた。緩衝液の pHは、 4.5および 5.5で良好な結果

を得たが、 6.5ではそれらより、作出数は少なかった。菌糸の培養日数は 4日間、培地組成は PM

Yにおいて最も良かった。またマンニトール(浸透圧調節剤)の濃度は、 0.5Mが最も良かった。

(イ) ヌメリスギタケ 酵素の組合せと濃度、緩衝液の pH、菌糸の培養日数についてプロ ト

プラストの作出条件を検討した。その結果は表-3および図 6、 7に示したとおりである。ナメ

コと同様にノボザイム 2341 %とキチナーゼ0.1%の酵素の組合せで最も多くのプロ卜プラストが

作出された。また、緩衝液の pHは4.5で最も良かったが、 5.5、6.5においても比較的良好な結果

が得られた。培養日数は 4日間が最も妥当と思われた。

(胡 クリタケ プロトプラストの作出に成功し、菌糸の培養日数について作出条件を検討し

た。その結果は表-4に示したとおりでノボザイムとキチナーゼを用いた酵素系により酵素液 lme 
当り 105個、菌体 1g当り 106個レベルのプロトプラストが作出された。

同 シイタケ 表-5のとおりノボザイムとキチナーゼを用いた酵素系により酵素液 1rne 

当り 105個、菌体 1g当り 106個レベルのプロトプラストが作出された。

イ プロトプラストの培養(写真一 2) 

ナメコについて重層法によりプロトプラストの培養条件を検討した結果、再生培地の pHは4.5

--5.5の聞が良く、培地の種類としては PGMYにパルプ廃液抽出物を添加したもので最も良い結

果となった(表-6、8)。また、培地の浸透圧調節剤としては 0.5Mマンニトールで最も良かっ

た(表ー 7)。

重層法により行ったところでは、あまり高い再生率が得られなかったので、重層せずプロ卜プラ

スト液を塗布する方法で行ったところ、ナメコでは 7%、ヌメ リスギタケでは 2%程度の再生率が

得られ、重層しない方法で良好な結果となった(表-9)。

ウ プロトプラスト再生菌の検討 ナメコプロトプラスト再生菌24株のー核菌糸と二核菌糸

の割合は、前者が 7株 (29%)後者が 17株 (71%)で、二核菌糸をプロトプラスト化して再生さ

せる過程を経ることでー核菌糸を得ることができた。

エ プロトプラスト再生ー核菌糸の交配 ナメコのプロトプラスト再生ー核菌糸を対峠培養し

て交配株を得た。

(4) まとめ
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表-3 酵素組成とプロトプラスト作出数

ナ メ コ ヌメリスギタケ

酵素 の組合せ 酵素液 lm1当りの 薗体生重量1g当り 酵素液 lm1当りの 薗体生重量1g当り
プロトプラスト数 のプロトプラスト数 プロトプラスト数 のプロトプラスト数

ノボザイム234 1%+キチナーゼ0.1% 6.8x 106 1.4 X 108 6.9x10・ 5.7x10' 

ノポザイム234 1% 3.4 X 106 6.5xlO' 4.3x106 7.6x 10' 

セルラーゼオノズカRS2%+ドリセラーゼ

2%+ザイモリアーゼ20T0.2% 7.2x106 1.4 x 10' 8.8x106 6.4 X 106 

セルラーゼオノズカRS2% 1.2 X 106 2.1x106 2.0x106 2.0x 106 

セルラーゼオノズカRS2%+キチナーゼ

0.1% 4.8x 106 1.2xlO' 1.4 X 106 1.0xlO' 

セルラーゼオノズカRS2%+ザイモリアーゼ

20T 0.2 % 1.2 X 106 1.7X 106 5.6x 106 7.0x106 

セルラーゼオノズカRS2%+ sーグルクロニ

ダーゼ 0.1mP/mP 1.2 X 106 1.3 X 106 

一 一L ー

緩衝液 ;0.5Mマンニトール;0.05Mマレイン酸・NaOH，培養;4日間 培地;ナメコSMY(サッカロース 1%・マルトエキ

ス1%・イーストエキス0.4%)ヌメリスギタケMY(マルトエキス 2%・イーストエキス0.4%)
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図椴泊Iml当り園菌体質量19当り

図-2 緩衝液のpHとプロトプラスト作出数(ナメコ)
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図-4 培地の組成とプロトプラスト作出数(ナメコ)

120 
110 

~ 100 

ロ90
ト 80

370 
ス 60
.~ 50 

凶 40
数 30
~ 20 
-- 10 

O 
2 4 

措養日数
歯車競Iml当り圏菌体質量19当り

国一 3 培養日教とプロトプラスト作出数(ナメコ)
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図-5 マンニトールの温度とプロトプラスト作出数(ナメコ)
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120 
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フ
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2数 40 
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pH 
図書競1ml当り園菌鮎聾19当り

図-6 I衝渡のpHとプロトプラスト作出数(ヌメリスギタケ)

表-4 クリタケプロトプラストの作出(培養日教と作出数)

培養日数|酵素液 1mi当り |菌体生重 1g当り

4日間 1.6x106 9.0x106 

7日間 9.2x106 7.7x10・
酵 素 ;ノポザイム 234 196+キチナーゼ 0.196
緩衝液 ;0.5Mマンニトール:0.05Mマレイン酸-NaOHpH5.5 
酵素反応 ;28"C4時間振とう
培餐温度;25 "c 

表-5 シイタケプロトプラストの作出数

酵 素

ノポザイム234 1 % 
+キチナーゼ0 ~ 1%

酵素液 1mi I菌体生重 1g 

当り | 当り

3.6x106 9.0x106 

緩衝液 ;0.5Mマンニトール:0.05Mマレイン酸-NaOHpH5.5 
28"C 4時間銀とう培養、液体港養25"C4日間

120 

110 

プ 100
ロ 90
ト 80
プ 70
フ
ス 60
ト 50

数240 
30 

の 20
比 10

O 

暗養8~
図醇毒液1ml当り園菌体生重量19当り

国一 7培養日教とプロトプラスト作出敷(ヌメリスギタケ)

「一一一ー一一一一一一一一

才、

写真ー 2 プロトプラストからの菌糸の再生(ナメコ)

ナメコ、ヌメリスギタケ、クリタケおよびシイタケの培養菌糸からのプロトプラストの調製法と

その培養法などについて検討したところ、次のような結果となった。

ア ナメコおよびヌメリスギタケについて、細胞融合などプロトプラストを利用した育種実験

を行うのに必要と思われる酵素液 1mP当り 106-101個レベルのプロトプラストをノボザイム 234

1%とキチナーゼ 0.1%を用いた酵素系により調製することができた。

イ ナメコのプロトプラスト再生培地としては、 0.5Mマンニトール ・0.05Mマレイン酸-Na

OH，pH5.5を含む PGMY寒天培地にパルプ廃液抽出物を添加したもので最も良かったが、再生率

はさらに向上させる必要があると恩われた。ヌメリスギタケプロトプラストの再生を重層法を用い
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表-6 プロトプラスト再生培地の組成と再生率(ナメコ)

培 地 組 成 再生率%

0.46 

0.20 

0.04 

O 

0.67 

サッカロース 1%・マルトエキス 1%・イーストエキス0.4%CSMY) 

ポリペプトン 1%・マルトエキス 1%・イーストエキス0.4%CPMY) 

マjレトエキス 2%・イーストエキス0.4%CMY) 

PMY+リグニンスホン酸ナトリウム 1%

ポリペプトン 1%・グルコース 1%・マルトエキス 1%・イーストエキス

0.4% CPGMY) +パルプ廃液抽出物(サンパールCP)0.5 % 

各培地共通 ;0.5Mマンニトール ;0.05M7レイン酸-NaOH.pH 5.5+寒天(上層0.7% 下層1.5%)
プロトプロストの作出条件 酵素 :ノポザイム234 1 %+キチナーゼ0.1% 緩衝液 ;0.5Mマンニトール ;0.05M7レイン酸ー

NaOH. pH 5.5 
液体培養 ;PMYで4日間

表-7 プロトプラスト再生培地の浸透圧調節

剤と再生率(ナメコ)

表-8 プロトプラスト再生培地のpHと

再生率(ナメコ)

浸透圧調節剤 再生率 % 

0.5M マンニトール

0.5M MgSO 

0.3M Kcl 

0.24 

0 

0 

凶
一
一
ω
日

日

再生率%

0.27 

0.28 

0 

0.05Mマレイン酸-NaOH.pH5.5+PMY+寒天(上層0.7%
下層1.5%)
プロトプラスト作出条件 表-6と問機

0.5Mマンニトール;0.05Mマレイン酸-NaOH+PMY+
寒天(上層0.7%下層1.5%)
プロトプラスト作出条件 表-6と問機

表-9 プロトプラスト再生条件の検討(塗布)

再生率 % 
培地組成

ナメコ ヌメリスギタケ

PGMY+ 0.5Mマンニトール;0.05Mマレイン

酸-NaOH，pH 5.5 +寒天
7. 08 2. 1 2 

ずに行ったところ 2%程度の再生率が得られた。

ウ ナメコの二核菌糸からプロトプラストを得て培養すると二核菌糸と同時にー核菌糸が再生

することが見いだされ、交配に用いるー核菌糸を簡便に得る方法として使えることが確認された。

エ ナメコのプロトプラスト再生一核菌糸の対崎培養により交配株が得られた。
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オ クリタケ、シイタケについてもプロトプラストが作出された。

E ・2 細胞融合による変異菌の作出

(1) 目的

種内融合によりナメコの新しい系統の作出を図る。

(2) 材料と方法

ア 栄養要求性突然変異株の作出

融合細胞選抜のための遺伝的マーカーを得るため、一核菌糸由来のプロトプラストへ紫外線を照

射して栄養要求性突然変異株を作出した。 3、7)

fァ7供試材料 ナメコの異なる系統 (NTPN-Aおよび NTPN2)のー核菌糸由来のプロト

プラスト(10.個/mi程度に希釈)

付) 照射条件 15 W東芝殺菌燈により 90mmのシャーレにプロトプラスト懸濁液 10miを入

れ、マグネチックスターラーで撹梓しながら 10cmの高さから 60秒間照射した。

り) 最少培地に塗布 シャーレに調製した最少培地にプロトプラスト懸濁液を塗布し、 250C

で10日間培養し生じたコロニーにしるしをつけ上層に完全培地を流し込んだ。そしてさらに 7日

間25"Cで培養した後新たに生じたコロニーを分離・培養した。

同 最少培地での再検定分離した株について最少培地で生育の有無を検定し、未生育の株

を栄養要求性の突然変異株とした。

側 要求栄養素の決定 19種類のアミノ酸について検定用の培地を用意し、生育の有無に

よって要求栄養素を決定した。

イ プロトプラストの融合 1(栄養要求株を利用した方法〉

ケ)供試材料 ナメコの NTPN-A由来ロイシン要求株 1系統と NTPN2由来アスパラギ

ン酸要求株 1系統

付) プロトプラストの調製 基本操作は、大政ら 3)の方法によった。ホモジナイズ:10，000 

rpm，10秒間 菌糸の培養:PMY培地で 250C4日間緩衝液:0.05 Mマレイン酸-NaOHpH5.5 

浸透圧調節剤:0.5 Mマンニトール 酵素組成:ノボザイム 234 1 %+キチナーゼ 0.1% 酵素反

応:28
0

C 2時間

り) プロトプラストの融合 基本操作は、大政ら 3) の方法によった。ポリエチレングリコー

ル :分子量4000の30%溶液 (0.1Mグリシン・ NaOH，pH8.9，50 mM  CaC12を含む) 静置時間:

15分間 緩衝液 :0.05 Mマレイン酸-NaOHpH6.5 浸透圧調節剤 :0.5Mマンニトール

同 培養と分離最少培地に浸透圧調節剤を加えた培地に懸濁液を塗布し、 25
0

Cで培養後生

じたコロニーを分離した。

ウ プロトプラストの融合n(栄養要求株を利用しない方法)

ケ) 供試材料 ナメコの栄養要求株でない異なる系統のー核菌糸 (NTPN2とNTPN4) 

(イ) プロトプラストの調製 イ一(イ)と同様に行った。

(ウ) プロトプラストの融合 イー(ウ)と同様に行った。

同 培養と分離 PMY培地に浸透圧調節剤を加えた培地に懸濁液を塗布し、 25
0
Cで培養後

生じたコロニーを分離した。

(3) 結果と考察

ア 栄養要求性突然変異株の作出
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NTPN-A株からシスチン要求株 2系統、ロイシン要求株 l系統、 NTPN2株からアスパラギン

酸要求株を l系統作出した。今回の検討では照射は 60秒間行ったが、あらかじめ NTPN-A株を

用いて紫外線照射時間と生存率の関係を調べた(図-8)。

fァ) NTPN-A株 完全培地重層後 7日目までに再生したコロニー110株を倒立培養顕微鏡

でみながら分離した。このうち 56株が分離した完全培地で生育し、これらについて、最少培地で

の生育の有無を確認したところ、 9株が未生育であった。これら 9株について要求栄養素の検定を

行い、シスチン要求株2系統、ロイシン要求株 l系統を得ることができた。残りの株は多数の省略

培地で未生育のため要求栄養素を明確にできなかったものなどである。

付) NTPN 2株 同様に完全培地重層後 7日固までに再生したコロニー100株を倒立培養顕

微鏡でみながら分離した。このうち 52株が分離した完全培地で生育し、これらについて、最少培

地での生育の有無を確認したところ、 5株が未生育であった。これら 5株について要求栄養素の検

定を行い、アスパラギン酸要求株 1系統を得ることができた。

イ プロトプラストの融合 1 (栄養要求株を利用した方法)

最少培地に生じたコロニー10株を分離し、完全培地で培養後クランプの有無を確認した。この

うち 7株で確実にクランプが存在した。しかし、これらの系統はいずれも菌糸の伸長が極めて遅く、

子実体も形成しなかった。

ウ プロトプラストの融合II (栄養要求株を利用しない方法)

45株分離しそのうち 26株でクランプを確認した。

(4) まとめ

種内融合によりナメコの新しい系統の作出を図ったところ、次のような結果となった。

ア 融合細胞選抜のための遺伝的マーカーを得るため、一核菌糸由来のプロトプラストへ紫外

線を照射して栄養要求性突然変異株が得られた。

イ 異なる系統より作出した栄養要求株を利用して、ポリエチレングリコーノレ (PE G)によ

り細胞融合を行い融合株を分離した。また、栄養要求株を利用せずに融合処理する方法でもクラン

プを有する融合株が分離できた。

II • 3 作出された菌の栽培

(Jog%) 

(1) 目的 2 

プロトプラスト再生菌、再生

一核菌交配株および種内融合株
1.8 

の培養・栽培的性質等を把握す
生

1.6 

る。
存 1.4 

(2) 材料と方法
率

ア プロトプラスト再生菌 1.2 

の培養・栽培的性質

ケ) 菌糸生長量の測定

ナメコプロトプラスト再生二核 0.8 。
菌・一核菌それぞれ 17系統お

よび 7系統について PDA培地

- 測定値

近似・整式

照射時間(秒)

図-8 紫外線照射と生存率

円。



長野県林総研究報告第6号(1992)

で200Cにおける菌糸生長量を調べた。

(イ) 温度別子実体の形成8)ナメコプロ卜プラスト再生二核菌 7系統(再生菌 1--7)につい

て、温度別の原基形成所要日数・子実体発生量等を調べて親株と比較した。培地はプナのオガクズ

とスーパープランを容積比で 10:2に配合し、含水率は64%とした。容器は 300mPの三角フラス

コでアルミはく二重栓とし、培地は 150gで200mP程度に圧縮して詰めた。殺菌は 1200Cで60分

間、培養は200Cで52日間行い、菌糸が培地全体にまん延するまでを菌回り日数として調べた。発

生時には、発生室の温度を 100C、140C、180Cの3段階に設定し、超音波加湿器により空中湿度を

常時高めた。子実体は傘の膜が切れる前に株ごと取り、その後、足を 2叩に切りそろえて生重量を

秤量した。発生量調査は50日間行い、供試数は一区当り 3本とした。

(ウ) 害菌抵抗性の検討 寒天培地においてナメコプロトプラスト再生菌 1--7と害菌 (H.

nigricans) との対峠培養を行い、害菌抵抗性を検討した。まず PDA培地 200Cでナメコ菌を 6日

間予備培養し、伸びだした菌糸の先端から 2佃程度離して害菌を接種し、その後培養温度を 10、

20、300Cに設定して害菌による汚染状況を観察した。

同菌床による試験栽培 ナメコプロ卜プラスト再生菌 l、4、5、6について 800cc広ロ

ビンによる試験栽培を行い、子実体発生量等を調査して親株と比較した。

付) 原木による試験栽培 ナメコプロトプラスト再生菌 1、 2をカラマツ、スギの針葉樹原

木に接種して活着・ほだ付率、子実体発生量を調べた。供試本数は 6ないし 7本。接種後 5月中旬

まで仮伏せし、林内(コナラとアカマツの混交林)に接種当年は片枕で接地伏せを行った。翌年4

月に、同じ林内で原木を横に地面に半分埋め込んだ。その際に各区 l本づ、つ・活着・ほだ付調査を行っ

た。そしてその後の自然発生を調査した。調査対象本数は各区供試本数から活着・ほだ付調査を行っ

た1本をさし号|し、た本数である。

加) アイソザイム分析 ナメコのプロトプラスト再生二核菌 7系統と親株を用いて、エステ

ラーゼ・アイソザイムの平板型ポリアクリルアミドゲルによる等電点焦点法4)によって、アイソザ

イム分析を行った。

a 供試菌 当センタ一保存のナメコについてプロトプラストを調製して培養し、そこか

ら得た再生二核菌糸体7系統(再生菌 1--7)およびプロトプラスト調製前の親株を用いた日。

b 培養条件3)①前培養 PDA平板培地で 250C7日間。②液体培養 100mP三角フラス

コの SMY液体培地40mPで250C30日間、静置。

C 素酵素抽出と保存3) ①素酵素抽出 菌糸体に菌体量の 3倍量の 50mM Tris • Hcl緩

衝液を加えて氷冷しながらホモジナイズし、その破砕液を遠心 06，000rpm、30分、 30C) して

上澄液を抽出。②試料の保存 20% (v / v)のグリセリンを加え、 -850Cの超低温槽で保存。

電気泳動時融解。

d 電気泳動と染色3) ①電気泳動平板型泳動槽装置によりポリアクリルアミドゲル

(pH 3.5--9.5 Pharmacia LKB Ampholine PAGplates)を使用した。電極液は+極に 1Mリン

酸一極に 1MNaoHを用い、 10mm X 5 mmのロ紙に約20μlの試料を吸収させ、冷却装置で 50Cに保

ちながら定電力設定 10wで2時間(予備泳動5w /5 oC/30分〉泳動した。②エステラーゼの活

性染色 0.1 MTris • Hcl緩衝液pH7.0を用いた 0.5%α ーナフチールアセテート・アセトン溶液・

0.2%ファーストフソレ-RR塩により 300Cで1時間行った。

イ 再生一核菌交配株の培養的性質

(ア) 菌糸生長量の測定 ナメコプロトプラスト再生ー核菌交配株 21系統につ いてPDA培

ハ
同

υ
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地で 200Cにおける菌糸生長量を調べた。

ウ 種内融合株の培養・栽培的性質

ケ) 菌糸生長量の測定 ナメコ種内融合株44系統について PDA培地で 20
0
Cにおける菌糸

生長量を調べた。

付) 菌床による子実体の形成 ナメコ種内融合株44系統について 100mP三角フラスコに 40

gを圧縮して詰めたプナ・スーパープラン培地(容積比 10:2、含水率65%)で子実体の形成能

力を調べた。

(3) 結果と考察

ア プロ卜プラスト再生薗の培養・栽培的性質

ケ)菌糸生長量の測定結果は図-9、10のとおりで二核菌、ー核薗ともバラツキがあっ

fこ。

付) 温度別子実体の形成5) その結果(写真一 3、表-10、図-11、12)、発生温度と原基

形成所要日数の関係では、再生菌 1、 2は親株と同様の傾向を示したが、再生菌 3、 5、 6は、明

かに異なったパターンを示した。再生菌 1、 2はいずれの温度でも親株より早く原基を形成した。

再生菌 7はいずれの温度においても原基を形成しなかった。発生温度と子実体の発生量の関係につ

いては、再生薗 1、 2、 5は親株と同様に 14"Cで最大を示したが、再生菌 4、 6は 18"Cで、再生

菌 3は10"Cでそれぞれ最大を示した。再生菌7はいずれの温度においても発生しなかった。発生

量においては、再生菌 l、 2、 6はいずれの温度でも親株を上回っていた。

(ウ) 害菌抵抗性の検討予備培養において最も菌糸生長が良かった親株が 100Cにおいて最

も抵抗性を示しているように恩われ、プロトプラスト再生菌の間では害薗の抵抗性にきわだった差

はなかった(表-11)。

同菌床による試験栽培結果は表-12のとおりで発生量において再生菌 l、 4、 6が親

株を上回った。

附原木による試験栽培結果は表-13のとおりでカラマツ・スギ原木でも子実体の発生

は得られたが、コナラを上回る発生量はなかった。

(カ) アイソザイム分析8) 分析結果を写真-4および図-13に示す。現れたバンドの数は、

親株 :11本、再生菌 1: 14本、再生 2: 14本、再生菌 3: 5本、再生菌 4: 14本、再生菌 5: 12 

7 I 
7 
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頻
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目ー10再生薗薗糸生長醐度分布(ナメコプロトプラスト再生ー相糸)
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ナメコプロトプラスト再生菌の温度別子実体の形成

子 実 体 発 生 温 度

10 OC 14oc 18
0
C 

系統名
菌回り 原基形子実体子実体 菌回り 原基形子実体子実体 菌回り 原基形子実体子実体

成所要重量 成所要重量 成所要重量

日 数 日 数 g 個数 日 数 日 数 g 個数 日 数 日 数 g 個 数

親 株 19.0 21.0 15.0 10.0 19.7 16.7 20.7 15.0 20.3 16.7 11.0 9.3 

再生菌 1 22.7 17.0 21.3 13.7 22.3 14.3 31.3 27.0 20.3 13.7 13.0 9.0 

再生菌2 23.3 12.0 20.7 16.3 25.3 11.0 28.7 20.0 21.3 10.0 13.0 13.0 

再生菌3 27.7 25.0 9.7 10.7 26.7 27.0 9.0 8.3 26.0 31.0 2.7 3.3 

再生菌4 32.3 30.7 20.0 13.3 31.0 30.3 18.7 16.7 32.0 30.0 24.0 17.0 

再生菌5 21.7 33.5 3.3 2.0 23.7 25.0 19.7 13.0 24.3 31.5 8.0 3.3 

再生菌6 18.3 17.3 32.3 23.3 20.3 22.0 32.0 19.0 19.0 20.0 37.3 29.3 

再生菌7 21.7 22.0 19.0 

表-10

C;親株C;親株

1-7 ;プロトプラスト再生菌
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。C18 14 10 。C18 14 10 

発生温度発生温度

発生温度と発生量

本再生菌 6 : 13本、再生菌 7: 4本で、全ての株について合わせると 14本あった。再生薗 l、2、

4は親株の持つ 11本のバンドを共通に持ち、さらに親株にない 3本のバンドが認められた。再生

薗 6は親株の持つバンドを全て持つが、親株にないバンドが再生薗 1、 2、 4より 1本少なかった。

再生菌 5は親株にあるノインドを 1本欠くが、親株になく再生菌 l、 2、 4、 6にある 2本のバンド

があった。再生薗 3、 7は現れたバンドがすべて親株に存在したものの、親株にある多数のバンド

図一12発生温度と原基形成所要回数図-11

を欠いていた。

これらの結果と同じナメコプロトプラスト再生菌の培養・栽培的性質の検討結果 5)を比較してみ

ると次のとおりである。温度別子実体形成試験において子実体発生量が親株に比べて明らかに少な

かった再生薗 3、全く子実体を発生しなかった再生薗 7は、親株より多くのバンドを欠いていた。

親株の持つバンドを全て持ち、さらに親株にないバンドの現れた再生薗 l、 2、 4、 6は、 4が14

-31-
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。Cで親株よりやや発生量が少なかったのみで、その他ではいずれも親株を上回る発生量を示してい

た。親株の持つバンドを l本欠く再生薗 5はいずれの温度においても親株より発生量が下回ってい

た。原基形成の所要日数については、現れたバンド 14本全てを持つ再生菌 l、 2はいずれの温度

でも親株より短かった。このように親株と比較した再生菌の栽培的性質とエステラーゼ・アイソザ

イムのバンドの現れ方には関連性をみることができた。

ナメコ菌糸体の培養方法、泳動条件等についてさらに検討を加えなければ、今回の結果のみで遺

伝的な変異等を断定することはできないと思われるが、アイソザイム分析は細胞選抜、突然変異等

で作出された系統の遺伝的な違いの判別法として今後有望と思われた。 (8) 

イ 再生ー核菌交配株の培養的性質

ケ) 菌糸生長量の測定 結果は図ー14のとおりでバラツキがあった。

ウ 種内融合株の培養・栽培的性質

fア) 菌糸生長量の測定

a 栄養要求株の利用による融合株結

果は図-15のとおりで菌糸の生長は極めて遅かっ

た。

b 栄養要求株を利用しない融合株結

果は図-16のとおりで特に大きく親株を上回る

系統はなかった。

付) 菌床による子実体の形成

a 栄養要求株の利用による融合株 い

ずれの系統でも子実体の形成を確認できなかった。

b 栄養要求株を利用しない融合株 い写真一 3 ナメコプロトプラスト再生薗からの子実体の形成

表ー11 ナメコプロトプラスト再生菌と害菌 (H.nigricans)との対崎培養結果 (POA培地)

日誌で
親株× 再生菌 1 再生菌2 再生菌3 再生菌4 再生菌5 再生菌6 再生薗7

H.nigri- × × × × × × × 
数
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表一12 ナメコプロトプラスト再生薗試験栽培結果 (800cc広ロビン 1本当り平均値)

培養 子実体発生経過
個重 培養後 供試

系統名 培値組成 温度 1 - I 11-I 21-I 31-141-I 51- 合計
pH 本数g 

回数 10日 20 30 40 50 60 

プナ :スーパー 20"C 個 59.5 1.6 18.9 5.6 3.4 89.0 1.31 4.5 21 
親 妹

プランー10: 2 75日 g 71.0 2.6 26.9 9.5 6.3 116.3 

個 47.0 4.0 12.0 9.0 4.2 76.2 1.92 4.5 21 
再生菌 1 11 1.〆

33.8 17.7 7.5 146.1 g 79.8 7.3 

個 8.9 33.9 11.7 21.8 9.0 5.9 91.2 1.42 4.2 21 
再生菌4 11 1.〆

12.1 8.7 129.5 g 15.0 48.1 14.8 30.8 

個 5.9 5.0 9.5 7.0 27.4 3.97 4.2 21 
再生菌5 11 〆〆

25.3 32.3 30.3 108.7 g 20.8 

個 19.8 35.1 12.8 11.7 6.3 85.7 1.76 4.4 21 
再生菌6 11 11 

24.9 8.3 150.4 g 31.4 64.2 21.6 

発生温度 15"C 超音波加湿菌かき処理

表-13 プロトプラスト再生薗の原木賦験栽培結果

ほだ付率% 子実体発生量
種名 系統 原木樹種 接種年月 活着率%

表面 断面 総重量 g 単位重量g/rrl

コナラ 1988. 4 100 57 51 1288 8204 

ナメコ 再生一 1 カラマツ 1988. 4 65 90 23 321 1703 

ス ギ 1988. 4 55 90 30 110 701 

コナラ 1988. 4 50 34 12 97 618 

ナメコ 再生-2 カラマツ 1988. 4 47 5 20 86 456 

ス ギ 1988. 4 40 2 20 35 223 

ずれの系統でも子実体の形成を確認した(写真一 5)。

(4) まとめ

作出されたプロトプラスト再生菌・再生ー核薗交配株・種内融合株等の培養・栽培・遺伝的性質

を調べたところ次のような結果となった。

ア ナメコプロトプラスト再生二核菌について温度別の原基形成所要日数・子実体発生量等を調

べて親株と比較した結果、発生量が親株を上回る株・原基形成日数が親株より短い株・親株より高

温で発生量の多い株が認められた。

イ ナメコプロトプラスト再生二核薗と親株について、エステラーゼ・アイソザイムの平板型

ポリアクリルアミドゲルによる等電点焦点法によってアイソザイム分析を行った結果、親株と再生

菌のバンドのパターンに差がでた。

ウ ナメコ種内融合株の栄養要求株を用いずに作出された系統について子実体の形成を確認した。

4 おわりに

円。
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以上、遺伝資源としての野生きのこの探索とその特性の解明を行うとともにプロトプラストを利

用した育種法について検討し、その結果を報告した。

これにより、まず多くの野生きのこの菌株を収集・保存できた。今後さらに充実を図るとともに

プロトプラスト種内融合棟からの子実体(ナメコ)写真-5ナメコプロトプロスト再生薗のエステラーゼアイソ

ザイムバンド
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トー

10 
rーーーー

6 
r--

10 

頻 7

6 

9 -・圃一一・・・・園二

一一E---・一一
一-----・一一
一

-

圃

圃
E--E圃・=

=・園田園・
2

・・・圃・・…
度 4

圃・・圃・・-掴・圃.- 3 

2 -・圃圃.a・圃.-
。圃 圃圃• 圃-• -圃• 10 15 20 25 30 ・s

菌糸生長量 (20"C6日間)

5 7 6 5 4 3 2 l 親
株

国ー14ナメコプロトプラスト再生ー核薗支配線の薗糸生畏量頻度分布国ー13ナメコプロトプラスト再生薗のエステラーゼアイゾザイム分析

10 
10 14 

8 12 

4 

6 

4 

2 

頻

度

9 

4 

10 

8 

6 

4 

2 

頻

度

O 
。

置圃

ナメコ種内融合株(栄養要求株を利用)

の菌糸生長株頻度分布

(200C・6日間・ POA培地)

35 15 20 25 30 
菌糸生長量

10 5 

図-16

菌糸生長量

ナメコ種内融合株(栄養要求株を利用

しない)の菌糸生畏量頻度分布

(200C・6日間・ POA培地)

•• 35 19 5 
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新品種・新品目の開発のための素材として活用していきたし、。これらのうち既に一部は、試験栽培

により有力な素材として選抜され、詳細な検討に供している。

次に、ナメコを中心にしたプロトプラストを利用した育種法の検討により、細胞選抜・細胞融合

等をきのこの育種技術として利用できることが確認できた。今後は種間融合へ向けて検討を深める

とともに交配育種等の従来からの手法と組み合わせることにより、実用品種の開発の有力な手段と

して活用していきたい。

きのこ栽培は山村農家の重要な収入源になっているが、労働人口の減少や高齢化に伴い、より少

ない労働力で収益を期待できる薗床栽培の拡大が顕著になっている。今後は、これらのニーズを踏

まえ、バイオテクノロジ一等の技術を駆使して耐病性、高品質・高収量性等を有するきのこの育種

を進めたい。
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採集及び分離 採集及び分自E
種 名 菌検番号 採集地 備 考

樹 種 発生位置 子実体の特徴 腐朽型 発生型 採集年月日 採集者 分離源 分離年月日 分間量者

アミガサタケ NTME1 塩尻市宗賀林指内 路傍地上 頭部卵形 孤生 1986. 5.12 増野和彦 組織 1986. 5.12 増野和彦 アカマ ツ林
アラゲキクラゲ NTAP1 茨城県茎崎町 ポプラ 樹 皮 耳 状 白色腐朽 群生 1986. 9. 8 増野和彦他 多胞子 1986. 9. 8 増野和彦
エノキタケ NTFU 1 茨城県茎崎町 ポプラ 樹 皮 傘 粘 性 白色腐朽 東生 1986.11. 7 増野和彦他 組織 1986.11. 7 増野和彦
カラカサタケ NTMP1 塩尻市片丘 林内地上 傘 大 形 孤生 1990.10. 5 増野和彦 組織 1990.10. 5 増野和彦他
ク タ ケ NTNS1 塩尻市片丘 広葉樹 伐 板 傘半球形 白色腐朽 東生 1987.10. 9 増野和彦 組織 1987.10. 9 増野和彦他
ク タ ケ NTNS2 南佐久郡佐久町 広葉樹 伐 根 傘半球形 白色腐朽 東生 1987.10.11 増野和彦 組織 1987.10.11 増野和彦
ク タ ケ NTNS3 塩尻市片丘 広葉樹 伐 根 傘半球形 白色腐朽 東生 1987.10.12 竹内嘉江 組織 1987.10.12 増野和彦
ク リ タ ケ NTNS4 塩尻市片丘 アカマツ 伐 根 傘半球形 白色腐朽 東生 1987.10.13 竹内嘉江 組織 1987.10.13 増野和彦
ク タケ NTNS5 塩尻市片丘 アカマツ 伐 根 傘半球形 白色腐朽 東生 1987.10.16 増野和彦 組織 1987.10.16 増野和彦
ク タ ケ NTNS6 塩尻市片丘 ス ギ 樹 皮 .半球形 白色腐朽 東生 1987.10.19 竹内嘉江 組織 1987.10.19 増野和彦
ク タ ケ NTNS7 塩尻市片丘 アカマツ 伐 根 傘半球形 白色腐朽 東生 1987.10.19 竹内裏江 組織 1987.10.19 増野和彦
ク タ ケ NTNS8 伊那市 広葉樹 樹 皮 傘半球形 白色腐朽 東生 1987.10.26 橋爪丈夫 組織 1987.10.26 増野和彦
ク タ ケ NTNS9 塩尻市片丘 アカマツ 伐 根 .半球形 白色腐朽 東生 1988.10. 4 増野和彦 組織 1988.10. 4 増野和彦
ク タ ケ NTNS10 塩尻市片丘 アカマツ 伐 根 傘半球形 白色腐朽 東生 1988.10.17 増野和彦 組織 1988.10.17 増野和彦
ク タ ケ NTNSll 木曽郡上松町 シラカ Jて 倒 木 傘半球形 白色腐朽 東生 1988.10.19 増野和彦 組織 1988.10.19 増野和彦
ク タ ケ NTNS12 木曽郡上松町 アカマツ 伺j 木 傘半球形 白色腐朽 東生 1988.10.19 増野和彦 組織 1988.10.19 増野和彦
ク タ ケ NTNS13 塩民市宗賀 広葉樹 伐 根 傘半 Eま形 白色腐朽 東生 1988.10.20 竹内裏江 組織 19朗.10.20 増野和彦
ク タ ケ NTNS14 海民市片丘 コ ナ フ 伐 根 .半球形 白色腐朽 東生 1988.10.28 増野和彦 組織 1988.10.28 増野和彦
ク タケ NTNS15 塩民市片丘 アカマツ 伐 緩 傘半球形 白色腐朽 東生 1988.11.9 増野和彦 組織 1988.11.9 増野和彦
ク タ ケ NTNS16 下伊那郡松川村 広葉樹 不 明 傘半球形 白色腐朽 東生 1988.11.15 竹内裏江 組織 1988.11.15 鳩野和彦
ク タ ケ NTNS17 木曽郡上松町 シラカ/-: 伺j 木 傘半球形 白色腐朽 東生 1989.10.11 ーノ潜幸久 組織 1989.10.11 増野和彦
ク タ ケ NTNS18 温尻市片丘 アカマツ 伐 根 傘 半 量 ま 形 白色腐朽 東生 1989.10.16 増野和彦 組織 1989.10.16 増野和彦
ク タ ケ NTNS19 塩尻市片丘 アカマツ 伐 極 傘半球形 白色腐朽 東生 1989.10.16 増野和彦 組織 1989.10.16 増野和彦
ク タ ケ NTNS20 塩尻市片丘 広葉桜 倒 木 傘半球形 白色腐朽 東生 1989.10.16 増野和彦 組織 1989.10.16 増野和彦
ク タ ケ NTNS21 塩尻市片丘 アカマツ 伐 根 傘半 E事形 白色腐朽 東生 1989.10.17 増野和彦 組織 1989.10.17 増野和彦
ク タ ケ NTNS22 木曽郡木曾福島町 広葉樹 伐 根 傘半 E意形 白色腐朽 東生 1990.10.11 増野和彦 組織 1990.10.11 増野和彦
ク タ ケ NTNS23 塩尻市片丘 広葉樹 伐 銀 傘半球形 白色腐朽 東生 1990.10.13 増野和彦 組織 1990.10.13 増野和彦
ク タ ケ NTNS24 塩尻市片丘 広葉樹 伐 綬 傘半 E意形 白色腐朽 東生 1990.10.16 増野和彦 組織 1990.10.16 増野和彦
ク タ ケ NTNS25 塩尻市片丘 広葉樹 伐 根 傘半球形 白色腐朽 東生 1990.10.19 橋爪丈夫 組織 1990.10.19 増野和彦
ク タ ケ NTNS26 温民市片丘 広葉樹 伐 銀 傘半球形 白色腐朽 束生 1990.10.29 増野和彦 組織 1990.10.29 増野和彦
ク タ ケ NTNS27 塩尻市片丘 広葉樹 伐 線 傘半球形 白色腐朽 東生 1990.10.29 増野和彦 組織 1990.10.29 増野和彦
ク タ ケ NTNS28 塩尻市片丘 広葉樹 伐 榎 傘半 E意形 白色腐朽 京生 1990.10.29 増野和彦 組織 1990.10.29 増野和彦
ク タ ケ NTNS29 温民市片丘 広葉樹 伐 根 傘半主意形 白色腐朽 東生 1990.10.29 増野和彦 組織 1990.10.29 増野和彦
ササクレ tトヨタ守 NTCC 1 南安曇郡三郷村 地 上 傘円住形 東生 1986.10 小出博志 組織 1986.10 小出博志 埋め立て地
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種 名 菌繰番号 採集地 備 考

樹 種 発生位置 子実体の特徴 腐 朽 型 発生型 採集年月日 採集者 分離源 分礎年月日 分限者

シ イ タ ケ NTLE1 木曽郡上松町 ヒ / キ 樹 皮 中 形 白色腐朽 孤生 1989.10. 4 増野和彦 組織 1989.10. 4 増野和彦 栽主音地
シ イ タ ケ NTLE2 木曽郡上総町 広葉樹 樹 皮 中 形 白色腐朽 孤生 1990.10.23 大平 透 組織 1990.10.23 増野和彦
シ イ タ ケ NTLE3 木曽郡上松町 広葉樹 樹 皮 中 形 白色腐朽 孤 生 1990.10.25 大平 透 組織 1990.10.25 増野和彦
シロナメツムタケ NTPL 1 塩尻市片丘 広葉樹林 地 上 傘白~白茶色 東 生 1990.10.16 増野和彦 組織 1990.10.16 増野和彦
シロナメツムタケ NTPL2 木曽郡上松町 広葉樹林 地 上 傘白~白茶色 東 生 1990.10.17 増野和彦 組織 1990.10.17 増野和彦
シロナメツムタケ NTPL3 木曽郡上松町 広葉樹林 地 上 傘白~白茶色 東生 1990.10.17 増野和彦 組織 1990.10.17 増野和彦
シロナメツムタケ NTPL4 木曽郡上松町 広葉樹林 地 上 傘白~白茶色 東生 1990.10.17 増野和彦 組織 1990.10.17 増野和彦
スギヒラタケ NTPP 1 岐阜県恵那郡坂下町 ス ギ 伺l 木 扇形~へら形 東生 1990.10.30 組織 1990.10.30 
スッポンタケ NTPI1 2実減県茎崎町 地 上 傘円錐形 単生 1986.10.14 増野和彦他 組織 1986.10.14 増野和彦他
タマネギモドキ NTSC 1 茨減県茎崎町 地 上 類 球 形 群生 1986. 9.17 増野和彦他 多胞子 1986. 9.17 増野和彦他
チャナメツムタケ NTPLU 1 南佐久郡佐久町 広葉樹 倒木樹皮 傘粘性有り 白色腐朽 東 生 1987.10.12 増野和彦 組織 1987.10.12 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLU2 木曽郡木祖村 広葉樹 倒木樹皮 傘粘性有り 白色腐朽 東 生 1987.10.15 増野和彦 組織 1987.10.15 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLU 3 温尻市宗賀 シラカノぜ 伐 狼 傘粘性有り 白色腐朽 東 生 1987.10.20 増野和彦 組織 1987.10.20 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLU 4 飯山市 不 明 傘粘性有り 白色腐朽 東 生 1983.11. 5 白鳥 保 組織 1983.11. 5 白鳥 保
チャナメツムタケ NTPLU 5 木曽郡上松町 広葉樹 倒木樹皮 傘粘性有り 白色腐朽 東 生 1988.10.19 増野和彦 組織 1988.10.19 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLU6 木曽郡上松町 広葉樹 倒木樹皮 傘粘性有り 白色腐朽 東生 1988.10.19 増野和彦 組織 1988.10.19 地野和彦
チャナメツムタケ NTPLU7 木曽郡上松町 プ ナ 倒木樹皮 傘粘性有り 白色腐朽 東 生 1988.10.19 増野和彦 組織 1988.10.19 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLU8 木曽郡上松町 プ ナ 倒木樹皮 傘粘性有り 白色腐朽 東 生 1988.10.19 増野和彦 組織 1988.10.19 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLU9 塩尻市片丘 広葉樹 倒木樹皮 傘粘性有り 白色腐朽 東 生 1989.10.11 増野和彦 組織 1989.10.11 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLUlO 塩尻市片丘 広葉樹 倒木樹皮 傘粘性有り 白色腐朽 東 生 1989.10.11 増野和彦 組織 1989.10.11 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLUll 木曽郡上松町 広葉樹 倒木樹皮 傘大形・粘性 白色腐朽 東 生 1989.10.11 増野和彦 組織 1989.10.11 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLUl2 塩尻市片丘 アカマツ 倒 木 傘粘性有り 白色腐朽 東生 1990.10. 5 増野和彦 組織 1990.10. 5 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLUl3 塩尻市片丘 広葉樹 信l 木 傘粘性有り 白色腐朽 東生 1990.10.16 増野和彦 組織 1990.10.16 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLUl4 塩尻市片丘 広葉樹 信l 木 傘粘性有り 白色腐朽 東生 1990.10.16 増野和彦 組織 1990.10.16 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLUl5 海尻市片丘 広葉樹 倒 木 傘粘性有り 白色腐朽 東生 1990.10.16 増野和彦 組織 1990.10.16 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLUl6 壕尻市片丘 広葉樹 倒l 木 傘粘性有り 白色腐朽 東生 1990.10.16 増野和彦 組織 1990.10.16 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLU17 木曽郡上松町 広葉樹 伺l 木 傘粘性有り 白色腐朽 東生 1990.10.17 増野和彦 組織 1990.10.17 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLU18 木曽郡木祖村 広葉樹 倒 木 傘粘性有り 白色腐朽 東生 1990.10.17 増野和彦 組織 1990.10.17 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLU19 木曽郡上松町 広葉樹 倒 木 傘粘性有り 白色腐朽 東生 1990.1 0.17 増野和彦 組織 1990.10.17 増野和彦
チャナメツムタケ NTPLU20 木曽郡上松町 広葉樹 伺l 木 傘粘性有り 白色腐朽 東生 1990.10.17 増野和彦 組織 1990.10.17 増野和彦
テ ン グ タ ケ NTAP1 茨媛県茎崎町 地 上 傘やや粘性 孤生 1986. 9.29 増野和彦他 組織 1986. 9.29 増野和彦他
ナ メ コ NTPN 1 野沢温泉村 広葉樹 倒木樹皮 傘半主事形 白色腐朽 東 生 1988.10.24 佐藤伊知郎 組織 1988.10.24 増野和彦
ナ メ コ NTPN2 野沢温泉村 広葉樹 倒木樹皮 傘半球形 白色腐朽 東 生 1988.10.24 佐藤伊知郎 組織 1988.10.24 増野和彦
ナ メ コ NTPN3 野沢温泉村 プ ナ 倒木樹皮 傘半 Eま形 白色腐朽 東生 1988.10.24 佐藤伊知郎 組織 1988.10.24 増野和彦
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採集及び分自E 採集及び分雌
種 名 菌練番号 採集地 備 考

樹 種 発生位置 子実体の特徴 腐朽型 発生型 採集年月日 銀集者 分自E源 分自隆年月日 分自E者

ナ メ コ NTPN4 野沢温泉村 プ ナ 倒木樹皮 傘半球形 白色腐朽 東生 1988.10.24 佐藤伊知郎 組織 1988.10.24 増野和彦
ナ メ コ NTPN5 飯山市 広 葉 樹 倒木樹皮 傘半球形 白色腐朽 東生 1988.11.22 中村公義 組織 1988.11.22 中村公義
ナ メ コ NTPN6 塩尻市 広 業 樹 倒木樹皮 傘半球形 白色腐朽 東 生 1990.10. 9 増野和彦 組織 1990.10. 9 増野和彦
ナ メ コ NTPN7 塩尻市 広 葉 樹 倒木樹皮 傘半 Eま形 白色腐朽 E転生 1990.10. 9 増野和彦 組織 1990.10. 9 増野和彦
ナ フ タ ケ NTAM1 上伊那郡高遠町 針 業 樹 立 木 つば有り 京 生 1987. 7.29 小出博志、 組織 1987. 7.29 増野和彦
ナラタケモドキ NTAT1 茨城県茎崎町 針 業 樹 立 木 つば無し 東生 1986. 9.18 増野和彦他 組織 1986. 9.18 増野和彦他
ニガ「クリタケ NTNF1 茨城県茎崎町 広 1定 樹 伐 板 黄 色 東 生 1986. 9.29 増野和彦他 組織 1986. 9.29 増野和彦他
ヌメリスギタケ NTPA1 茨城県茎崎町 ポ プ フ 樹 皮 傘粘性有り 白色腐朽 東 生 1986.11. 4 増野和彦他 組織 1986.11. 4 増野和彦他
ヌメリスキ.タケ NTPA2 塩尻市宗賀 シラカ J~ 樹 皮 傘 大 形 粘 性 白色腐朽 東 生 1987.10.15 増野和彦 組織 1987.10.15 増野和彦
ヌメリスギタケ NTPA3 塩尻市宗賀 ポ プ フ 樹 皮 傘 大 形 粘 性 白色腐朽 東 生 1988.10.27 増野和彦 組織 1988.10.27 増野和彦
ヌメリスギタケ NTPA4 塩尻市宗賀 シラカノぜ 樹 皮 傘 大 形 粘 性 白色腐朽 東 生 1988.10.27 竹内裏江 組織 1988.10.27 増野和彦
ヌメリスギタケ NTPA5 塩尻市片丘 ポ プ フ 樹 皮 傘 大 形 粘 性 白色腐朽 東 生 1990.11. 2 増野和彦 組織 1990.11. 2 増野和彦
ヌメリスギタケモドキ NTPAU 1 木島平村 不 明 樹 皮 傘 や や 粘 性 白色腐朽 東 生 1987.10.23 小出博志 組織 1987.10.23 小出博志
ヌメリスギタケモドキ NTPAU2 飯山市 不 明 樹 皮 傘 や や 粘 性 白色腐朽 東生 1985. 8.29 繍爪丈夫 組織 1985. 8.29 増野和彦
ヌメリスギタケモドキ NTPAU 3 松本市入山辺 ヤ ナ ギ 樹 皮 傘大形やや粘性 白色腐朽 東 生 1988.10. 3 小出博志 組織 1988.10. 3 増野和彦
ヌメリスギタケモドキ NTPAU 4 場尻市片丘 ニセアカシヤ 樹 皮 傘大形やや粘性 白色腐朽 東 生 1990. 5.21 橋爪丈夫 組織 1990. 5.21 増野和彦
ヌメリスギタケモドキ NTPAU 5 松本市三城 広 業 樹 樹 皮 傘大形やや粘性 白色腐朽 東 生 1990. 9.24 小出博志 組織 1990. 9.24 増野和彦
ヌメリスギ9ケモドキ NTPAU6 松本市扉 広 業 樹 樹 皮 傘大形やや粘性 白色腐朽 東 生 1990. 9.24 小出博志 組織 1990. 9.24 増野和彦
ノ ウ タ ケ NTCCR1 茨城県茎崎町 地 上 卵 形 群生 1986. 9.18 増野和彦他 組織 1986. 9.18 増野和彦他
ハタケシメジ NTLD1 茨城県茎崎町 不 明 地 上 念鰻頭形 東 生 1986. 9.30 増野和彦他 組織 1986. 9.30 増野和彦他 芝生
ハタケシメジ NTLD2 茨城県茎崎町 不 明 地 上 傘鰻頭形 東生 1986.10.13 増野和彦他 組織 1986.10.13 増野和彦他 芝生
ハタケシメジ NTLD3 茨城県つくば市 不 明 地 上 傘鰻頭形 東 生 1986.10.15 増野和彦 組織 1986.10.15 増野和彦
ハタケシメジ NTLD4 茨繊県茎崎町 不 明 地 上 傘鰻頭形 東 生 1986.10.16 増野和彦 組織 1986.10.16 増野和彦
ハタケシメジ NTLD5 南安曇郡三郷村 不 明 地 上 傘鰻頭形 東 生 1986.10 小出博志、 組織 1986.10 小出博志 埋め立て地
ハタケシメジ NTLD6 南安曇郡三郷村 不 明 地 上 傘鰻頭形 東生 1986.10 小出博志 組織 1986.10 小出博志
ハタケシメジ NTLD7 塩尻市洗馬 不 明 地 上 傘鰻頭形 東生 1989. 9.22 増野和彦 組織 1989. 9.22 増野和彦 製材工渇敷地
ハタケ シメジ NTLD8 塩尻市洗馬 不 明 地 上 傘鰻頭形 東 生 1990. 9.13 増野和彦 組織 1990. 9.13 増野和彦 シイタケ発生舎
ハタケシメジ NTLD9 温尻市 不 明 地 上 傘鰻頭形 東 生 1990.10. 9 増野和彦 組織 1990.10. 9 増野和彦
ハタケシメジ NTLD10 下伊那郡上郷町 不 明 地 上 傘鰻頭形 東 生 1990.10.30 増野和彦 組織 1990.10.30 増野和彦
ヒトヨタケ NTCA 1 塩尻市宗賀 地 上 傘 卵 形 東 生 1986. 5 増野和彦 組織 1986. 5 増野和彦
ヒ フ タ ケ NTPO 1 南佐久郡佐久町 カ キ 立木樹皮 傘半円形 白色腐朽 東 生 1987. 8.30 増野和彦 組織 1987. 8.30 増野和彦
ヒ フ タ ケ NTP02 塩尻市宗賀 広 3度 樹 樹 皮 傘半円形 白色腐朽 東 生 1987.10.20 増野和彦 組織 1987.10.20 増野和彦
ヒ フ タ ケ NTP03 塩尻市片丘 広 1定 樹 樹 皮 傘半円形 白色腐朽 東 生 1989. 6.14 増野和彦 組織 1989. 6.14 増野和彦
プナシメジ NTLU1 鬼無里村 広 • 樹 樹 皮 傘 円 形 白色腐朽 京生 1990.10.20 松瀬収司他 組織 1990.10.20 増野和彦
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地域ノくイオテクノロジー研究「きのこの細胞融合」収集菌株

研究機関名:長野県林業総合センター No. 4 
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採集及び分離 採集及び分厳
種 名 菌株番号 採集地 備 考

樹 種 発生位置 子実体の特徴 腐朽型 発生型 採集年月日 採集者 分離源 分離年月日 分離者

ホンシメジ NTLS 1 松本市 傘鰻頭形 京生 1988. 9.28 小出博芝、組織 1988. 9.28 増野和彦
ホンシメジ NTLS2 上伊那郡辰野町 傘鰻頭形 東生 1988.10.18 小出博芝、 組織 1988.10.18 増野和彦
マツオウジ NTLLl 更犠市 アカマツ 立 木 傘貧褐色ササクレ 褐色腐朽 孤 生 1985. .7. 2 中村公義 組織 1985. .7. 2 中村公義
マツオウジ NTLL2 松本市里山辺 針 業 樹 土木用材 傘貧褐色ササクレ 褐色腐朽 孤 生 1988.10. 3 小出博志 組織 1988.10. 3 増野和彦
マツオウジ NTLL3 塩尻市 アカマツ 信j木樹皮 傘貧褐色ササクレ 褐色腐朽 孤生 1989. 8.31 増野和彦 組織 1989. 8.31 増野和彦
マツオウジ NTLL4 塩尻市宗賀 アカマツ 伐 根 傘貧褐色ササクレ 褐色腐朽 孤 生 1990. .5.18 小出博志 組織 1990. .5.18 増野和彦
マントカラカサタケ NTMSPl 茨城県茎崎町 伐 根 マント状のつば 散 生 1986. 9. 3 増野和彦他 組織 1986. 9. 3 増野和彦他
マンネンタケ NTGLl 南安曇郡豊科町 不 明 地 上 傘肝臓形 白色腐朽 東生 1986. 5.27 小出博志 組織 1986. 5.27 増野和彦
ムキ タ ケ NTPS 1 上伊那郡辰野町 広 業 樹 枯 幹 傘肝臓形 東生 1990.10.25 一ノ瀬幸久 組織 1990.10.25 増野和彦
ムラサキシメジ NTLN 1 塩尻市片丘 地 上 紫 色 群 生 1987.11.12 竹内嘉江 組織 1987.11.12 増野和彦
ヤマド リタケモドキ NTBR 1 飯山市 地 上 傘 半 王 ま 形 孤生 1987. 7.29 石沢道雄 組織 1987. 7.29 増野和彦
ヤマプシタケ NTHEl 不 明 扇 球 形 白色腐朽 孤生 1988.10. 3 組織 1988.10. 3 増野和彦
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