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細胞融合による新品種の育成に関する研究
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きのこ類の新品種の育成のため，細胞融合技術を導入し，育種技術の開発を行った。この主

な結果は次のとおりである。

(1) 細胞融合技術を利用して新品種の開発を進めるため，野生き のこ類の菌株を遺伝資源、とし

て収集し分離・倍養して保存に供した。

(2) ナメコの培養菌系からプロトプラストを調整して培養し再生菌株を得た。

(3) ナメコ プロ トプラスト再生二核菌 3系統について，オガ クズによる試験栽培を行い.その

栽培特性を検討したところ.親株に比べて.特に優れた栽培特性をもっと認められる系統は

なかった。

(4) ナメコプロトプラスト再生二核菌 7系統を用いて.温度別菌糸生長量を調べたところ. 菌

糸の最適生長温度は.すべての系統とも25
0

Cであったが，菌糸生長量において親株より特に

優れた値を示した系統はなかった。

1 はじめに

きのこ栽培において細胞融合技術を導入し優れた特性を有する品種創成のため.育種技術を開

発し実用化するものである。

なお.この研究は，県試験研究機関共同推進事業の一環として，昭和60年度から62年度の 3年間

実施したものである。

2 試験の方法

(1) 野生きのこの菌株の収集

県内において，野生きのこ類の菌株を収集し組織培養法によって，分離・培養し保存に供する。

(2) ナメコのプロ卜プラス トの調整と培養

ア供試菌

当センタ一保存菌株のナメコを用いた。

イ プロトプラストの調整

SMY液体培地(サッカロース 1%・麦芽エキス 1%・酵母エキス0.4.%)で.14日間培養した

薗糸をホモ ジナ イザーで切断したのち，この菌糸体懸濁液 5m2をSMY培地40m2の入った100

mR容三角フラスコに再接種し温度250Cで4日間静置培養した。こうして得た菌糸をナイロンメ y

シュでろ過しさらに0.6Mマンニ卜ール;0.05Mマレイン酸-NaOH. pH5.5緩衝液(以下緩衝

液)で洗浄したのち， ノポザイム 1%とキチナーゼ0.1%を緩衝液で溶かした酵素液を 5mR加え，

28
0

Cで3時間振とうさせた。その酵素処理液をミラクロスでろ過しこれから緩衝液を用いて遠心

分離で 2回洗浄して酵素を除去した。
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ウ プロ卜プラス卜の培養

調整したプロトプラスト液は， 1mi!当り 10
4個程度の濃度に緩衝液で希釈し シャーレ(径 9

cm)にあらかじめ15mi!ずつ分注した下層培地 (SMY+寒天l.5%を緩衝液に溶かした)に滴下

させた。そのあと，上層培地(SMY+寒天0.7%を緩衝液に溶かした)を10mi!加えて撹伴し， 25 

OCで約20日間培養し生じたコロニーを分離 ・培養した。これ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。

(3) ナメコプロトプラスト再生菌の試験栽培

(2)において分離した再生二核菌のうち 3系統について，オガクズによる試験栽培を行い，プロ卜

プラスト再生菌の栽培特性を検討した。

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対 2に混ぜ，含水率を約65%に調整し

た。培養は20
0

Cで90日間行った。発生処理は古い種菌のかき取り(菌かき)を行い，発生温度は約

15
0Cとし超音波加湿機で常時空中湿度を高めた。

子実体の収穫は 2cmの足付きでM級を中心に行い，採取直後の生重量を秤量した。発生量調査は

60日間行った。なお，切残した足は収穫後取除く方法とした。

(4) ナメコプロ卜プラスト再生菌の温度別菌糸生長量調査

同じく (2)において分離したナメコプロトプラスト再生二核菌 7系統について，温度別菌糸生長量

を調べた。

シャーレ (9 cm)のPDA培地にあらかじめPDA培地に20
0

Cで 7日間培養した菌体を 4mmの

コルクポーラで寒天ごと打ちぬいた菌糸片を接種し 5
0

C-35
0

Cの 7段階に設定した恒温器で 7日

間培養して菌糸の生長を測定した。

測定は，生長コロニーの直径を長径.短径の 2方向について計測し両者の平均値をもって生長量

とした。供試シャーレ枚数は l菌系それぞれ 3枚とした。

3 結果と考察

(1) 野生きのこの菌株の収集

トキイロヒラタケ・ヒラタケ ・オオ シロハラタケ ・ヒ トヨタケ ・アミガサタケ・マンネンタケ ・

ナラタケ ・コガネ タケ・ムラサキ シメジ・ヤマドリタケ各 l系統・ クリタケ 2系統・ハタケシメジ

3系統の計12種目系統の野生株を県内で収集し分離 ・培養して保存に供した。

(2) ナメコのプロトプラストの調整と培養

血球計算盤を用いて分離数を測定したところ 6X 106個/mi!のプロ卜プラストが作出された。

また，プロトプラストの再生率は0.1%であ った。

(3) ナメコ プロ卜プラスト再生菌の試験栽培

子実体の発生経過及び子実体発生量は表 lのとおりである。再生菌 i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たが，総収量 ・一番収穫量ともに親株を上回っ

表一 l ナメコプロ トプラス ト再生菌オガ 7ス試験栽培結果 (発生 ヒン1:本当平均値・ 800ccビン)

系統名 !1 1 子 実1 体発 生 経過 g 子実体発生量 {共試 培養後

i O ~l O 日 i 1 1~ ?~ i 2 1~30 I 3 1~40 l .n~ 50 I 5 1~60 重量g 個数 g/個 本数 pH 

輯株 1I1川 目 1 ← 4.6! 1由 3 1183l 132 12 4. 7 

再生菌 1I 92.9 一 33. 3 I 2. 9 21. 3 I 150. 4 I 123. 5 I 1. 22 12 4. 6 

再生薗 2l l 1000 5O 25O 871 42 1429i 1389 103 12 4.3 

再生菌 3 - I 3 8 34. 7 O. ..j 1. 9 ↑ --10.8 I 22.6 1. 81 13 4.3 

。。戸、u
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C ;~株

1 -7 ;プロ トプラ
スト再生薗

7系統

¥ mm) 

30 
ナメコプロトプラスト再生薗温度別菌糸生
長量 (7 B間)

表-2 

25 

20 

15 

コ
ロ
ニ
ー
直
径

(
7
臼
間
)

度温
系統名

。C35 30 25 20 15 10 5 

田田+ 1.5 6.9 17.4 21.727.8 + 株親

+ 1.7 1. 2 15. 6 17. 9 26. 1 + 再生菌 l

+ 2. 1 7.6 14.4 21.5 28.4 + 再生萄 2

10 + 

+ 

2. 2 

2.6 

5. 9 11. 2 13. 9 

3. 4 12. 1 15. 1 23. 3 

2. 2 + 

+ 

再生菌 3

再生菌 4
5 

+ 1.6 7. 5 11. 5 12. 4 3. 3 + 再生菌 5

O 
O 

2. 4 3. 9 11. 6 17. 0 21. 1 + 再生菌 6
35 CC) 15 20 25 

倍 長温度

ナメコプロトプラス卜再生菌の温度別
菌糸生長量

30 10 5 

図

+ 2. 8 8. 6 11. 3 13. 2 

一 ;発菌なし

2.0 

法 +:発菌有，

+ 再生菌 7

一番収種量， 一番収穫所要日数いずれも親株より劣ってお

親株に比べて，特に優れた栽培特性をもっとは認め

ていなL、。また.再生菌 3は，総収量.

り，本試験に供した再生菌 3系統については，

られなかった。

ナメコプロ卜プラ スト再生菌の温度別菌糸生長量調査

この結果は表-2及び図のとおりである。菌糸の最適生長温度は，いずれの系統とも25
0Cで同 じ

傾向を示したが，菌糸生長量において親株と同程度あるいはそれ以下で，特に再生欝 3，5， Iの

3系統については明らかに低い値を示しており.菌糸生長量において親株よ り特に優れた値を示し

(4) 

た系統はなかった。

まとめ

食用きのこ生産は増大してきたが，生産経費の増加や市場での競争激化などにともない多収量性

や害菌抵抗性，あるいは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，従来からの育種手法では限界がある。そこでバイ オテクノ ロジーを

利用した新しい手法が注目されている。特にプロ卜プラストは.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

プロトプラストを利用した新しい育種法について，本研究をまとめると次のとおり

4 

いる。そこで，

である。

1 ) ナメコについて，細胞壁溶解酵素ノボザイムとキチナーゼにより細胞融合を行うのに必要な，

酵素液 1m .e当り 106'-"'-107個レベルのプロトプラストを調整することができたの

2 ) プロ卜プラストの培養 (単細胞培養)により，菌糸を再生させることに成功し

離することができた。

3 ) ナメコ再生二核菌の温度別菌糸生長量を調査し再生菌の育種素材としての特性を検討したd

ナメコ再生二核菌よりオガクズ培地によって子実体を形成させることができた。

今後は，プロ卜プラスト再生菌の特性をさらに調査するとともに，細胞融合のための諸条件

の検討を深めていく必要がある。

再生菌を分

4 ) 

5 ) 
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