
 

Instructions for use

Title 冬虫夏草菌カメムシタケの寄主、形態および遺伝的特性に関する研究

Author(s) 佐々木, 史

Citation 北海道大学演習林研究報告, 66(1), 33-57

Issue Date 2009-10-15

Doc URL http://hdl.handle.net/2115/43040

Type bulletin (article)

File Information RBHUF66-1_002.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP

https://eprints.lib.hokudai.ac.jp/dspace/about.en.jsp


ヒ海道大学演習林仙寺r.ffi.，:f; 消防右 前 I号 1，2009;

冬!u夏草:菌カメムシタケの寄主、形態および

遺伝的特牲に関する研究

{!，:々木!と

Studics on host in尽ccts，rnorphorogy and gcnetic charac[Cristics abolli 
entomopathogenic fungus CordyccJうISnuians 
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日本版カメムシタケ(Cordvce戸川 J1U財削)の';;-{:l範凶を明らかいすると共に、地域内およびJu域間での潰{ム「口

変異の解析を行い、手間祖iの変呉と寄キ:軒柱。〉関係を使手JUふまれ、寄+の叶イコ(と了ちだ{事件イズとの!見係を

般討したわ吏に本雨の組織分離話、の改良および佐世(1)PCRブライマーの開発をれなった 衣l員一殺前辺、;こより、

成功例jの誌かった組織分離が可能となった。木地は20t'，~. 2 ::i t~ 、 ;)H7.0-- ;)}-19.0でllH主成ivを示した。市主

として t科1CJ!r;::(1S程のカメム手類が同定され、形態では寺+i'生や地坦に問速した特宍的な傾向は見られなかった

が、分子系tik解析では2タイプに分かれた{苛 Lo)併によるA イズこ感地数の追いに有起左は牧山手れず、カメ

ムシ体長と子文科技部長、開部{千おJU会計内部任の聞にはそ;(;.ぞれ同いilの柑i珂が見られた〈間脅された特異舵プ

ヲイ子はみ'C立をタイフ5JUこ選択ntl::PCR祈隠ずることを可砲にした 本研究により、カメムンタケは少なく
とも異なる '~I:t に選択的 lこ 112J十寸る 2 タイフ。lこ i宣伝的に分けることができ、とのタイフも言:f =T'， O)雌主任両 UIこ f岳染

し、大型の寄 iーには丈型の了座を形成することが明らかとなった{

キ ワ ド 見m柄応性的?谷工的異性、 'Ud主的FiJI注， rDf¥lA :TS，カメムシタう

2GO目、l'，け 3b.そ~，L ~f'ceive(\ Ar.ri; 3. ZU09 
21iOl咋 7丹21r-:去;宝、(Tl'，Dtcd.:~lly 21. 2(WJ 

比海道に乎太-'1::ちtjfiノ7研究科 森林資源生物学研究以 T出0--85叫 北海~札限市止区北 9 '1三:n;9j-fi
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1章序論

， -1.研究小史
るご侵入した繭糸は、短繭糸(プラストスポア)を昆

虫体液1'1で増殖させ蔓延してし、くっ南糸の長延により、

冬虫夏巾菌は、節足動物および菌類に苛生をねい、 昆虫は休液の吸収を受けることや、仲生される毒素や

f実体を形成する尚類の総称であるc 古来より、冬虫 物理的な外骨格1}，1の破壊などで死亡する。死亡した後、

皇申菌を漢方薬として用いてきたq，同においては、冬 昆虫の体節部分より菌糸が仰長し、再び分ノ11がlj-jW

虫夏草という呼称はシネンシス冬虫夏草 (CordJ'cets きれる(相原， 1989:深津， 1999)。

sincnsis (Berk.) Sacc.)のみをJHしており、 11本にお 冬虫具草雨は、シネンシス冬虫息草のように草地

いて冬虫夏小薗と呼ぶ多くの菌類は虫'，'と呼称きれて に生息するものもいるが、その多くは森林内に生息L

いる。シネンシス冬虫夏草はコウモリガ (Hepialus ている。例えば矢萩(1979)は、山形県の農林水産省

armOrlC印刷Clber.lの幼虫に寄'1L、チベットや青 林業式験場東北支場釜淵試験地の広葉樹林内で、 12極

海省、雲市有などの4200mを超える高山地帯に生息 もの冬虫夏草摘を採収L報山 Lている。 Satoefal 

しており(黄， 1998: gl1， 1998)、11本での採取ぷ録 (199'1)は、秋山以八幡平のブナ林において、ブナア

はない。 オシャチホコガの畑に富生したサナギタケの周期的な

冬虫皇草摘に閲する歴史的書物ならびに酬究は、 党'1を附認し、プナアオシャチホコガの幼虫の人党'1

1082午に荷額本吊、 12/19干に工E復政和経史詩類備用本 とその後の減少にはサナギタケが関連していると報告

草、 1590年に本草綱Hへ蝉花の凶が掲載されている。 しており、冬虫夏草繭は柿によっては、森林生態系に

11本においても1726年に松岡組版によって用薬須珂lで おける重要な役割を担っていることが害えられるc し

蝉花が紹介された。 同年、白欧においても ~iremoire かLながら、他の多くの冬虫夏小菌に関しては、ほと

dc I'Acad. Sci. ParisにRcaumorにより冬虫夏草が紺 んど酬究が行なわれておらず、とこで寄ギ昆虫と遭遇

介され、翌年に Vaillantによりンネンシス冬山夏市、 するのか、感染時の形態は何であるのか、子実体の形

サナギタケ、ハナヤスリタケがそれぞれ Clavaria属 成を行なっていないときは、どこでどのように生活L

商の新位として、初めて手術的に BotaniconPari ているのかといった'1態は解明されていないのがJJl状

Sl開問に発衣きれている(矢扶， 20C討。 である(佐藤， 1999:内111，1999)。

J)1在、冬虫阜草捕の多くはf長雨司王門核的綱パッ 冬虫旦草雨の利刷法として、 q，凶で古くから刷い
カク菌科の Co打l.yce向属に帰属するnι.'ordycets属 られている漢方薬に代衣される薬珂的利用と、昆虫類

は Friesによって1849年に定義され、タイプ柿は に寄生し寄主を殺すといった引質に者はしたパイオロ

Cordyceρs mihta門s(Linnaeus) Link. (サナギタケ) ジカルコントロールへの利用という つが主として挙

である (Kobayasi，1941L1892年に Cookeにより冬 げられる

虫夏草耐の単行書 Vcgctablcwasps and p1ant ¥vonns 渓}J柴としての冬虫夏草繭は、非常に布くからq，
が山町えされ、その芹名が冬山夏革菌の英名となってい 同や韓同、日イーなどで利用されてきた(清水， 1994: 

る(矢萩， 2印刷 c これまでに30吋車以上の稀が記載さ 卯， 1998; Kinjo and Zhang，剖)01など)。中国ではシ

れてきている(佐藤，1999) Cordycetバヰに凶する ネンシス冬虫夏草地主Iliくから小老長寿や滋養強il、結

冬虫夏中薗はアナモルフ(不完ノた世代)を持っとき 核の薬や薬物中毒の解毒剤jなど様々に利用きれ、また

れ、それらは不完全両類に所属しており、主に 宮廷料理としても珍重されてきたほhangand Kinjo. 

Beauveria属、 Hirsutella属、 fち'tneJlostilbe属、 1996: i青水， 1994; Huang et al.， 2003など)，韓同で

lIetarh日1Um属、 l¥romuraea属、 Jsaria属などがアナ はハナサナギタケ(C.tahaomolltalla Yakush. 3nd 

モルフであるとされている (Samsonetal.， 1988; Kumaz.=l:川口αfeJluiρesPeck)が茶と Lて飲用されて

Seifert， 1993;青木， 2003) いる。日本でも、セミタケは古くから薬用として利用

冬虫夏草耐の f実体形成後の H望)泡fなどによる されていたようであり、また九州八女産のカメムシタ

宵主への感染経路は詳しく解明されていないが、不完 ケが肺結核や肋膜炎の治椋薬として用いられた歴史が

令世代の分生千による昆虫への恒人メカニズムは概ね あると筑後地ihL暗に記述されている(j青水， 1994)， 

明らかにされて
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me1aloninなどがある(}J;':. 200心。 19日年に、サナ

ギタケからコルジセピ〆カ吋昇りれることカ2判明し

にunmn民hamげ α1..19;;刈 了実体採取や繭糸体的去を

がンネンンス冬虫皮芋に比べはるかに容易であり、コ

ルジセピン含有量も多い (Linget a1.， 2002)ことなと

から、 i~持品と L て広く用いられるようになってきて

いる

バイオロンカルコン「ロールのjD休としての冬虫

里草曲は、ょιにそのィ、五令世代ととえられてきた出カ

ピ割が耐究、不IJ胤されてきた (Shimazu吋 σ1..2002句

柿 水山路 2伺2;Shah aTld l'el1. 2003: Saito and 

Sugiyam人 2005;Li c{ al.， 2民)7など).) Cordyccρs 

brongniartii Shimazuの不完士世代である B叩 uverw

bron!，.fJliartii (Sacc.l !'etchがカミキリムン防除資材と

し亡、 C. bassiana Li， Li. Huang and Fanの不完士十時

代であφ R.br.ム怜印刷¥Ra!忠仁riv.JVuiIlか古来週H昆虫

の防除資材として研究され、さらには製剤化きれてい

1 

るのぞのf也にも j/ertiriflium11!U1llii (Zimm.l、teg孔お

やMctarhiziumaJ/isotliae (1.Iet.l Sorokinなどが製剤

化されているがこれらの利用きれてきた不正全両は、

子世殻をもり子±体を形成することが祢めてまれであ

るか、未だに f嚢殺をnつf誕休の党'1に附する報告
がないけ

糸状l拘型剤J立、 f千種問J除iJ、を紺み什わせることに

よって持奥州体数を被'~詐粁昨位以下まで誘導するこ

とをH的としている総合防除(J;反本 岡W，19は)の

端をjHうものとされているご r.j主のような今までに

利用されている糸状菌はジニLネラリストと呼ばれる雪

l範岡の広いものが多いc 例えばB.bassiaJ/aには、

およそ7川〕桶の均三下見虫がむイIする (PLL1988).) 

)Jで、寄生後に下実体形成を行うことの多い冬

山製?:I均は、特定の'1物に選択l自に所ノ|を行う、いわ

ゆる寄主特異れを持つものが多い(Ttoand TTirano， 

1996; I¥ikoh川 dFukλt.su. 2000) 同えばサナギタケ

2 

Fig. 1 Coru)'ff.白川加1$.1: ~由tcr工ピ戸rilhecial he，凶 2:ImmaLure or 51ヒ凶ぜ hea(し3:Prolruding [rom liller Ia、白
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は鱗麹H幼虫と削のみ、カメムシタケ (C.llutans 

Pat.lはカメムシ類にのみ寄'1を行い (lly¥vel-Jones

1993;深津， 1999)、死亡させる(昆虫病原菌を害虫

防除のIH体として利肘する場台、楳的見虫への州原性
が強く、他の昆虫への最響力が少ないことが求められ

ているが(津Hら， 1997)、R.bassianaなとのジェネ

ラリストと比較するとサナギタケやカメムシタケなど

の冬虫夏巾菌はこの条件によく当てはまると考えら

れ、特定官虫に前を絞った防除への利肘が期待できる

(Ito and Hirano， 1997; Sato et al.， 1997; Evans et 

a!"ゆ99:Nikoh and Fukatsu. 20ω)ハ

カメムシタケ (Cord)'ceρSJ1utans (Fi日1l)は

l総7年に Patouillardによって原記載された、カメム

シ類に寄'1を行う冬虫且草雨である。 Patouillardの

記載には日本の丈献から引用Lた同が挿入されてお

り、 H木市部で採取した標本を用いて記載を行なって

いるc 本商は沖縄を除く 11本全上において発'1し、同

内に一般的に見られる冬虫夏'，'菌の Iつである(清

水， 1994;盛11， 200則。 f実体は寄キ胸部または11

器に牛じ、地上部のrEさは3.5-10cmほどで、上位色
針金状の柄部と鮮紅色や荷量L色、 1、紅色、淡黄粉色な

とを呈する頭部を持つ(清水， 1991)。膨大した頭部

を形成せず、~成熟もしくは不稔↑干の紅色のピンヘッ

ド状頭部のままの f実体が多い li青本， 1994)。

カメムシタケの~~:J.:.見出であるカメムシ類は、干

麹Hカメムシ亜Hに属Lている内 l司亜Hには農林業に

おいて→h要な害虫となヮている種も数多く含まれてい

る。害虫となっているカメムシ類は陸生で、農業にお

いてはナシキコメ、テンサイなとを、林業においては

スギやヒノキの球呆を吸ilし、被害をワえる(友同ら，

l仰3)，特に思樹を加古するカメムシ類は化学薬剤に

よる防除が岡雑であり、他の防除素材が求められてい

るのが現状である(津田ら， 1999)。

カメムシタケも他の冬虫夏草肉と10J検に、来週的

利用とバイオロジカルコントロールへの利用が考えら

れるc 木闘は中凶において、シネンシス冬虫夏草とI"J

4告の薬坦効果を持つとされている(卯， 1998; Liu 
and Xu， 2000) シネンシス冬虫夏小は中凶やネパ」

ルの両山惜でしかTh!1しないため、鮮度の良い f実体

を入手しづらく、特に分離菌株を得るのは非常に困難

である。しかしながら、カメムシタケはH本国内に存

在しているため鮮民の良い了実体を入干しやすく、薬

開成分をより多く fiiも、菌株や成長の早い菌株といった

ような優良南抹が得やすいとこ者えられる。

カメムシタケを吉虫防除の担体として利用する場

合、カメムシ頬にしか寄'1を行なわないため、カメム

ン類以外に加害する昆虫がいない場合や、他見出積に

比ベカメムシ類が際すって1J1I;t;を行うような場台にお

いて、右効な防除資材となるだろう

ト2，本研究の目的

カメムンタケはカメムシ額にのみ寄生を行なうた

め、選択性の両いカメムシ防除への使射が期待できる。

また、シネンシス冬虫夏吊と同等の薬理効果を持つこ

とから、医薬171原料としての利尉も期利される。 しか
しながら、カメムシタケは了袋胞了が形成されない了

実体が多いにもかかわらず、薗林の分離淑が子嚢胞子

に依存しており、平IJ刷目的に適した優良繭株を得るた

めのスクリーニングを行なうことが困難であること

や、分離的株の成長がゴ|常に泌いことなどから、ノ「ま

で利用されていないc

バイオロジカルコン}口」ルに昆虫病原作薗を利

用する際には、寄主範囲や寄キ特性、寄干の雌雄に対

する感染半の違いなど、用いる菌と寄 iとの関係を明

らかにLていく必吹があるごまた、効果的な故布法や

消長などを知るために、 '1 日史などのIIJ!~的な部分も

明らかにしていかなくてはならない。だが、カメムシ

タケにおけるこれらの知見は全く明らかにされていな

いのが現状であるn

オ叫"1究では、カメムシタケの利肘に向け、カメム
ンタケの形態と種の分類の際に用いられることの多い

領域である核リポソ」マル RNA遺七、干の ITS1-5，8S

rlJNA-lT、S2領域の塩基配列を矧いて、寄主特性の解

明や寄iJ世雄とサイズがカメムシタケにワえる影響を

明らかにすることをは的とし、またて「表胞千の形成ゴl
形成に関係なく分離ができる組織分離1.tを用いての分

離率の検Ittと、生活史解明などへ凶肘可能なカメムシ

タケを特異的に検出することのできるI'CRプライ

マーを作成したr

2章組織分離法の検討

2-1 目的

冬虫夏草雨の分離は主に成熟「実体から射附され

た子嚢胞子や子嚢殻中の子嚢胞子を用いてれなわれて

いる(内山， 1999)0 Lかしながら、冬虫夏草繭には

未成熟了実体やィ、稔性了実体が桓によっては多く見ら

れ(i古水， 1994)、そのような子嚢胞子の得られない

子実体からの分離法は硝立されていない。了琵胞子の
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得られないチ実体からも分離を行うことが可能なら 版部中心で 2nにメスで切断して供試したs 30% 
lf、多くの了文体から分離荷主;iLを得ることが容泌とな 1120:_a:';(i茸処理時間は30秒あるいは:5~J.ょとした 1 J 

1) 、換効成分を与く ft有ずる系統や紋!-I~能力の強い系 実体から rZ りれた持部位の削"J~ に'山冶て半数ずつ:lO秒

筑とし!った有JIj何百味0)検索を行なうことができるだろ 処理[x、5分処理|えに供したu 殺前処理後、 j成向蒸iYi

う} 水℃十分洗浄を ~'J い、滅菌ろ紙上で乾燥の役、柄部i:;:

ワヴメムンタケにおいても、利回に漆Lて問訟にな sabOlιraud glucose業λ塙Jill(Glucose 2lyo， [)叩

っ n ，るのがうよ艇の以難さである c うf維の試h~立過去 Lonc 10';，.， i¥gat-2 %， Sl1-cpLomyc:n 0.002%， 

lこいくらかの1#究者によって1Jわれている お mson pH6. S)に挿すように植菌L、虫tf'妓y片方頂付くはメス

aEG. Evans (19iS:) はカメムシタケと a ぞの小光全世 を曜い ι虫体服部から内部肉体を tf'，i.nHiL、
代ごある Hymn!Oslilbcnutans Samson出】dEv山lSを S;:1 bO!UelUd --gll1c(おじ不正音地 r-，¥，:槌菌Lた《供試iN1I1

ガーナで採取、記載や行い日分離考試みたが成功して )'1の総数iよ341であるこ

いない 邑un氏etai. (1993) および lh:we~-Jones ，1処礎資的差の検定には、全科、の検定にx2検定
(lω5) 土]コf)，¥培地をJIjいて子葉総子と分生U:1J.子か をけい、各市比較の有ぽ!~*):\[: (p CJ.O町;二 Bonfct

らの分離，'或功したが、出「織分離はコンタミ Rーシヨ 1"0[11 r:l(廿lOdに tって元自在[たし

ンがひどく、不成功であったと戦;!?している また、

Furuva et al. (ID8:l;や広谷古谷!l州0)は主主存の

培地を用いてカメムンタイ?の r~1体内開校から 7()O-;'，プ

タノー)レによる友商殺菌法;こよりうf離をぷみている

が、或功していない、

/1.:宣でi.iカメムンタケの組織分断法を確 ¥'t:"tるた

めに、 ;:W%EZ02表嗣殺械によるて子手ミ体柄台[;と虫体1長

恨 l何南14~からの純粋分離を試みたr また、表面殺南河

内の追いによる分酢卒'1)立を分離部位ごとに枚，jし

たにさらに、カメムシタうのうよl桂内株は成長か極めて

遅いと報脅されているため (Hy¥，Vとl-]ones，199:;)、

改#を恒均としてJ:ff養抗度と市j鹿初先 p:!の検I:jを併

せて行なった 3

2-2 材料および方法

会2-1.供試材料

分l維にItJ，ミらHたガメムシタゥ;ょjtiu;;温人子:北iJ

'1物倒プノ jレド科やて〆タ 森林同スプ ンヨ〆合

ノl、牧{計九林:こ13しミて2002竿7弓かり 9月に採取したυ

採爪訟は、私:高 5、山m0) アn~. な火山灰大地 l であ

る円夕、伎はと問を通じて冷涼で、月平均気誌が 3?~-

'9.1"Cの組出にあり i;= '1-均符/.k;;は約1200nlγ)であ

る 仁tノト杵1:立、十に iズナラやイタヤカエデを始めと

した広葉樹林とある。伊ぶした子三長引く総数はS2であるn

2-2-3園子嚢胞子からの分離

斜者草分離株2コロアトの比較を行うための基本と

なるカメムンタウ分離株を得るために、一般少ウなうf離

h法1いある nをlJiHからの分離を行ッた 1付ilWJ1;法
: 19告討を若干改定L、滅菌シャ レiに飛散させた

て「主位千を Sabouraud-glリピ05ε 寒ノ、培地仁にl山j線格

安した， 23'仁、 Jn=fW-(>'数日開法脅し、Jn-)fO)拭ら才Lた

胞子をEJLい培詰へ支持して再び同様に培養を1rっ

たっ f 金;立 f のずと芽 l止問 \~Î 胤都、続 (I1:IT-2_ 01ympus 

optica] CO. ~td.) を )Tマして法認したっと主青したごJU ニー

の色:土、 ¥fuηsell (1附())のカフ』チヤ}トにもLって

カラコドをihÆ~ た

2-2-4. DNA 抽出およびPCR-RFLP

組織分高作成功の確認手段正して、子雲抱子出来菌

株とてf'主体、千J'f~抱寸ニ (I~之荷株に似たコロ二 や弔 L

I， ~II織分離f止を日いて PじR-RFLP を行った 阿日の

目)じ凍結)十ンブル{およそ lOJ:1I1l1ぶと分離された

糸状向糸，[、J_l;_.(およそ :-lx ;i x ::1 mr::l 八~;f (HJ庖 f 陶

来の fij 糸小 J-~' Iおよそ 3x 3 X 3 mm)をj日しミたv

D汗への鈷/J¥は t 以上のサンプルを肘いて lSO

PLA 1'1、(Nippon に主 i)-f丁った J 万?とは税明書

に従い1Jった よlnち以下のようである +Jンワルを
lOOμ]の拍刊パブフ r(SoluLIon 1)に事潟し、 I !，} 

な7ftξジナイズ後にIOOI，Jの溶i官ハ，フア (SO]ll子IOJl

2-2-2.子実体組織からの分離 むを添加、京)亡で15分市iノンキュベートしだc 次に

力メム J タウ了五千七を納部と虫体にうf却し、それ 酢隊サトリウム (Sol:.uionffi. pH5. 21を添加しボル

ぞれ山'}Gll心?を用いて衣1有!殺菌を七った叶市4:;.1;(.土 l テックスの後、氷上で!日分間インヰユベャト、のち

了実体あたりお上+10【:cltnの長さに;:;--(j J-'I、広イ卒は 12，OOli丘、 15分間 4Cで遠心ぅJ内自主を行ったい 2層i二分、
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離しだ仁腐の;J(初計::~分:;~ ~IJのチューブに分注し、 2 倍

日のエタノールを加え1ワ()OO氏、 10))、ra，1 'C-C、人hl，t:，うよ
離を;L'，)た 沈殿しだれ:¥Aベ iノノ予を7fJO，uエタノャ

ルでi;U争した後、乾坊させた」

P仁RはShihd al. (995)の方法を宣告足してi'っ

たo Dnち以トのようである 拍/1'， Lた1l¥'¥~土日{)11! の

rι パッフ 7にi容解させ、 HN3ceJ¥を 101添加Jl
37"C:ご30分間「ンキュfくートしたf岳、 1μiをPじRの

テンプレートとしてよ封いた。場制領域i之校 rD1-1AC) 
[';'SI忌8SrD¥'A-;TS2領域:::Lたごフライマ、 iこは

TTSlならびに JTS4(Whitε et al.. l!:)!:)Ojふ使!IJL!c， 

Pじ](1こは pd¥eTaq H.e'ady-To-Co PCl( Be乱ds

(.:¥ mc t-Shell1l biosClむr:ccsK.KJ とGcr-;c/¥mpPCH 

Systc:r. 2400 (Pcrklo C'lmcr) をJ+jい Jて二ー PCR反応

液の組成は、:;:r~lRe T atl R弘、dy-To-Go PCR D印lds、

テンフレー 1，:)!'i ，¥ lu[‘プラ Jマ--1'1、SI 1μl、アラ

Jマ lTら11 pl、減靖ノ1;<22μ1である υ 件/ブルl土

94'(:ご30砂間変"tやわった後ち 94t~ 15}、S(/C 1分

7フ℃ワ分を:J-()サノクル行ッた PCR yま物は '0

M 1 

らが

10∞ 

500 

100 

;¥uSiεvεGTG agιrose ge! (F:'vTC Biop，odu(内 L1C..1
および0_0x TBEパ、ソプ.--' (44.5 rnfvl Tris. 44.5 1江主1

ホウNf，¥:. 1 m:¥l EOT 主 2\ ，t'~1I 2() ，])1I 8JJ)を肘い

10(九7でS;i分間電気味動を行 pた。その後、 1 !lgl 0) 

エチジウムプ n マイド洛液にて 20 ，)去費染{~!.を 1，い、

UV "召討にどパ〉下の係認を行った[本だけパント

h~ lV在記、された PC[! 産物を RFLP に用いふマ~刀

には100bp De!主 Ladder(Takιtra hio Tnc.)を使)11し

た吋

RFLP は 9/-11のPじRJ;(物を用いて、 Ecof~ 1、

Hha J， Ilfu J の各市j限時~詩 (Tak乱児 bio T nc.iこよ

り;35"(:で 1時間消化を行りたハ制J悦酵素断片は I".p己と
減条1'1で'B，気出動、染色、パタ』ンの経認をiiった

岳会5，培養温度試験

~記 JJi去で分離されたカメムンゲケのうちの 3 前

十去を!吏沼Lた Sabourau d ---gl~.lCOSと寒天τ在地でお℃、

30日間i約百で治詫したものを、およそ.3t可1m立方に

切り取り持研斤としたr 去年本土寺地として

2 3 

Fig. 2 An，-plified D~A and H.FLP ))atterns of 1T51-::;，gS 1"D0:.:¥-1'1'S2 reglo~l of C. !IuiaJlS. La-'le¥/1: 1じJ

bp ;adGer ;-n;'.rk← Lar.ヒ 1;alTiplifiεd DNA Iyi汀 iJrir:lt'rpa:rs r明 SlanG TTベ1;T，，，← tリ AluT dig刊
!Al1】 LHlC3: Hha 1 djgc以目n
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Sabouraud-glucose寒天培地を使則した。 5~35cC ま (2.5Y ï/ぺ ~8/2) といった比較的淡い色のものから

で 5"C刻みにインキュベーターの市[度を設定し、 rcddish brown (5YR 4/4)、 darkrcddish bro¥vn 

pH6.5、暗所で3ヶ月間消斐をわった。各系統につき (5γR 3/2)といった浪色のものまで広い範凶に渡っ

以復は 6で、評価は、シャーレに接種片中央を中心と た。また、絡まった鋭い気中菌糸が見られたじこれら

した垂直に交わる 2直線を引き、接種片の長さを芳し は発芽からの成長が昔しく遅く、 1ヶ月培主主後のコロ

づlいた線|における繭糸の伸長量の平均値を算出し ニー直径は:5mm以卜であったっ|認の結果より、

たご 組織から分離された尚株でチji胞千分離株と似た様相

を干したものをC.nut，σ府 likefungiとした。

2-2-6.初発 pH試験 子実利一柄部および虫休腹腔内菌休のいずれの接種

相j発pHの検討は、 1N KOH で5.0~ 1l .0 まで1. 0 片からも糸状薗の伸長が見られ、その割合は接種片総

刻みに調整し、 25"Cで培養を行ったご他の条件および 数の約72?uであった付これら糸状耐を100%とした時、

評価法は泊度試験とIRJ様である。 上記のようなコロニーを雫したC.Jluta削ーlikefungi 

はおよそ38%であった〕

2-3 結果 カメムシタケの菌株分離成功の碓認干段として、

了嚢日包丁から分離された菌株のコロニーの色は、 了餐胞了出来薗株とその分離源である了実体、その了

、Nhitc(10R自11)、 pink(10R 8/4)、 palcycllow 実体組織から分離されたC.JluLans-likc fungiの

M 1 2 3 4 5 
らrp)

1似泊

民泊

1∞ 

Fig目 3 RFLP patterns of lTS1-S.RS rDNA-ITS2町田onof rDNA of C. JlutallS digested ¥vith Hha 1 

Lane ~.f: 100 bp ladder marker; Lane 1: fruit-body: Lane 2: isolate from ascuspores; Lane3: isolatε 

frυm sbr兇;L札口e.1札nd5: isoJates frorn abdominal ti時ue
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PCR-RFLPパターンの比較を行った。各サンプルか を行ったところ、柄部30抄殺繭処理区と柄部 5分殺拘

ら抽附した ])NAはプライマー 11'51ならびに ITS"1で 処理医ならびに虫体腹腔内南体試験医の聞には有意な

全て増幅され、約560bpのバンドを呈Lた， PCR件 芹が見られた(戸 <0.008)..虫休腹件内菌休の殺菌処

物を RFLP解析に供した結果、 Hha1では260bp付 埋時|山における有意差は'[じなかったc 各試験[xにお

近と300bp付近にパシドが得られた (Fig.2)" Alu ける供試了実体総数に対する分離を行うことのできた

Iでは多数のバンドが検山され、およそ130bp、170bp、 千実体数は、柄部3D秒救尚処理区において52桐中 6個

別川bp、3"lObp、38Dbp付近に顕告なハンドが肌れた (l1.59u)、 3分殺雨処理灰において 51個'112/1個

(Fig.2). &0 R Tでは消化をむうことができなかっ (47.1%)、虫休腹件内薗体30秒殺菌処剤区において45

た。供試した全てのサンプルで[0) のパターンが得ら 佃'1 '24j目 (5;l.:~%) 、 5 分殺尚処理μ において48佃 1[126

れ lFig.3)、c.nutaJls-like fungiとした分離株はカ 悩 (5/1.2%)であったっカメムシタケ以外の糸状菌な

メムシタケと確認された付 らびにパクテリア干惇nなどの.1糸状繭コンタミネー
件試験rx:におけるカメムシタケの分離雫をl'able ンヨン数は順に、制部3付金殺南処理医で糸状南側、非

Iに不した(情処到区間内に有目、左が生じ、多iff比較 糸状薗27、 5分処理区で31と33、虫体腹酢内菌体30秒、

16 

14 

E12  

z主E 8 6 

4 

2 

。
5 

Table 1 Fun叫 l出血tIonof Cordyccts mtlans 

H.)O..，-treatment 

30 sec 

:J n11n 

suur閃

st1pe 

乱bdomina1tiSSlH 

stipe 

abdominal liSSLlC 

isolat出/inocula~ 

10 / 12占a

24/46ι 

33/ 119 b 

28/日lc

*Valu明 folknvedb:v the same letter were nut矧gnificantlydifferent (ρ.0.(08) 
according to Bonferroni method 

10 15 20 25 30 35 

Temperature (OC) 

Fig.4 Avcrλgc mycclial grmv↑hof3str乱IIIぉofC. Jlutans on m(【uaa↑various tcmpcraturc aftcr 3 months in 

cubation. ..'vlean ::!:: S.E..n fi 
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冬虫夏争的カメムンタケの4訂半、形態およびl宣伝的特性(佐々本)

6.0 7.0 8.0 

Initial pH 

9.0 10.0 11.0 

Fig.5 Average mycelial growth of 3 strains of C. nutalls on media at various pHs after 3 months incubatioIl 

1Ican ::!:: S.E..ll = 6 
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殺同処理lメで6と15、5分処理|メで 7と15であり、柄 はまばらで半透明状、 oOHI町1'11A培地で培養後のコ

til;試験区では糸状菌のコンタミネーションが多く、山 口ニー直径は1仇nmであったと記載している。本研究

体腹腔内肉体試験Kではゴ|糸状捕のコンタミネーショ の結思と成比の起い内は共通しており、繭糸の様相や

ンが多くなったζ 成長科度の差異は使用した培地の違いや、観祭を行な

各;1;;¥.)見による菌糸成Lえを Fig.4に不Lた。 10t: った薗林の特'ttによるものと考えられた〕

から25.Cの|日jで同糸成長は制'(:認された。全体的に20t: カメムシタケの'1日、地はキに森林内であり、落葉

および2St:における成長が研著であったο5'c、30t: 肘あるいは腐食肘に組没した山休から地トに子実体を
および35"Cではどの系統においても繭糸の成以はまっ 伸長させる。寸実体は地上部と地下部に分かれ、地十

たく見られなかヮた。 部は上壌1['の事くのパクテリアや雨頬と接している

各 pHによる菌糸成長は Fig五に不したっ pHG.O 従って、有効な衣而殺菌方法が採用されなかった場合、

から pHll.Oの|山で繭糸成長が昨認された。 pH5.0で コンタミネーション、もしくは目的の雨を殺してしま

はどの系統においても菌糸成長は見られなかったn う結果を引き起こすことになるだろう 分断方法の詳

pH6.0とpHll.0では全ての系統で 1mm 目、卜の肉糸 制はわからないが、 Sun日etal. (1仰3)は、ひどいコ

成長であったサ全体の傾向として、酸性よりも1['性~ ンタミネーンヨンにより紺織分離は行えなかったと報

弱アルカリ性 (pH7.0~9.0) におし冶て以好な菌糸成 告Lており、広谷・古谷(1996)は70%エタノ」ル

長が附:認されたハ日17.0では他の pllと比較して真円 を用いた 1~:l 分|町の表面殺繭で虫体内繭核からの分

に近い品、なコロニーが形成されたn 献を試みたが失敗しているっ本研究により、 30%

H20Zによる表而殺丙はカメムシタケを死滅させるこ

2-4 考察 となく、コンタミネーンヨンの原岡となる菌やパクテ

Hywel-Jon凹(1995)は、カメムシタケを分生子 リアの殺菌をむえる有効な方法であることが不当れ

から分離し、そのコロニ は半年しく成長が遅く、南糸 たコ
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J迂稀)'，総数における柄部30{台殺前処理区のカメム
シタケ分離平は他の処理灰と比較した場合に苦しく少

なし分離できた子実体数における割合においても、

その情は杵しく少なかったハ柄部5分殺肉処理以では、

接種片総数におけるカメムシタケ分離ギは虫体腹腔内

的体からの分離率と比較して低いが、 1つの千実体か

ら多くの接桓片を得幼いという利点により、分離でき

た子実体数における割合は、虫休腹酢内菌休を刷いた

場合とあまり変わりはなかった。したがって、分離に

柄部を用いる場合には、できるだけ多くの数を切断し

てlt粍)'，にL、30%H202による表向殺捕に卜分な時

間(例えば5分)をりえるべきであろう ζ

虫休腹腔内菌休を刷いた分離は、30砂殺自菌処到区、

5分殺繭処理わくのいずれも柄部を肘いた分離より分離

キが高く、殺菌処理時間による分離数の尤は見られな

かったηLたがって虫体腹腔内胡体からの分離におけ

る訓月会1I:::02処理は30秒で|分殺丙が行えているもの

とE、われる

虫体腹腔l何肉体からの分離は、成功率は尚いがft

種叫が少量しか採れず、コンタミネーションした場合

のリスクはよきいご逆に柄部では、成功率は低いが1

つの了実体から多量に接極片を得ることができる 従

って、分離成功率を高めるためには Iつの子実休から

柄部と虫体腹腔内尚体の両hから行うべきである。
コンタミネーションの糸状菌数と非糸状菌数を比

較した場合、柄部を肘いた分離では糸状尚が多く、虫

体腹腔内丙体を用いた分離では非糸状南が多かった。

上記の結果などから、柄部衣層の組織間隙には糸状菌

なとのコンタミネーションの原凶となる'1物が侵入し

ていることが考えられ、山休腹枠内はカメムンタケの

優占した、特に他の糸状的にt.JL排他的な環境が作ら

れていることが考えられた。

ノ「何採取した子実休521同のうち未熟も Lくは不稔

は、およそB，5%に相当する 7個と少なかったが、

一般的には未熟や不稔が多い(清水， 1994) とされて

いるc また、採取した不稔やよ熱でないっ「実体も、チ

嚢胞了を射出Lているものはわずか3個であったu さ

らにカメムシタケの子嚢胞子はサナギタケや c
brongniartiiなどと比較すると、射出心が弱くあまり

飛散しない 従って、成熟した子実体でも射山子嚢胞

チからの分離は行いにくい。従って、て「表胞千を必世

としない組織分離は非常に右意義なものであると菩え

られた。

本方法により、カメムシタケ以タトにもアワフキム

シタケ (C.frIcenf門 Yasudai、ウスイロタンポタケ

(C. gァαcilioidesKobaシasj)、オオセミタケ(c.heter 

οροda Kobayasi)、クチキットノミタケ (C.sty 

lophora Bcrk. and Broomc)、斗サTピイ口クビオレタケ

(C.lerアru昭:g

(C問 t必lit加α削7円IS討)、 トピシマセミタケ(c.ramosopulvi 

nata Kobayasi and Shimizu)、ツキヌキハチタケ4世ヒ

ルステラ属シンネマ (C.clollJ:atοstroma師?=HirsfeUα

sp.)、ハチタケ (C.sρhecocephala (Klotzsch cx 

I3erkJ I3erk. and Curtis)、ハナヤスリタケ (C

ophioglo四oides(Ehrh.) Link)、C.brongnIarui、セミ

'1未同定種 (CordyceρSsp.)の分離に本方法を用い

て成功した。従って、本方法は多くの冬虫夏'，'薗の分

離に応出"J能と与えられるコ

20~25'iじが良好な成長;且民であるのは菌類におい

て 般的だが(岩山， 19oR)、カメムシタケの繭糸成

長が叫能な温度域は10~250(じであり、サナギタケは 1

~2J'C (原田ら， 1995)、eauveriabassianαおよび

会Melarhiz山間 anisopliaeが5~;l50C (悩原， 19H9)、

Paecilom)'cωla円 }lOSUS(Holmsk.: FrJ A. H. S. sr 

¥nd G. Sm. {=Jsaria farillosa (Holmsk.: Fr.))が 5~

'1((C (HalIs-worth and )，.1叩an.1999)と、他の昆虫柄

原作糸状菌と比較すると狭い。本菌は北海道で採取L

たものであるが、冬季は氷点卜になる Hもある

(http://fore~ロ fsc.hok u dai.ac.j p/9'O 7Eexfor /T oef/ 

1¥ ature_j.html)。カメムシタケの繭糸は~ii品十で成長

を行うことはできないようであるが、上壌1['十寄十の

体内で越冬をねうのであろう。 5"cで培養した供ぷ菌
は、試験後に室渦で放置した所、供試した全ての系統

で菌糸の成長が見られたヱとから、低温下で菌は低減

することなく、活引が著Lくfがるようであり、本的

の似存するj世l正に適している "1能性が高いと考えらtl

た{

pH試験では、カメムシタケは1['性~弱アルカリ

性 (pH7.0-9.0Jで良好な成長をjJ、Lた， jn L、ア

ルカリ1'1では繭叢は薄く、バイオマス垂としては小さ

いと考えられたu 般的に雨類の雨糸成長は弱障を性~

中村 (pH4.0~7.0) で以好であるとされている(む

Hi， 195ぉ;布川， 1992)が、他の昆虫梢原性糸状尚は

ンネンシス冬山夏市が pH3.S~8.0 (ロ下 米111，

2似)2)、ハナサナギタケ (Paeciro削 )'cestenuttes 

=lsarIa fe Jl uÜJcs) が pH6.0~8.0 (Yamanaka et al.， 

1998; Xu et al.. 2003)、 H.b削 SUlllaがpH8.0-11.0

(Shimazu and Sa Lo， 1996)、サナギタケが p1l4.0-
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告白川、n:ら， 1!:183)等、樹糸成i長℃に地し fたJρ百にt差t 
〕異が完ら 4抗Lる 小川ら 〔け19どおU) や官下‘ 1平.1山l江 '~2列刊叩〉川7ヲ引

lはζL、Jサ小ナ守夕ケや〉不〉シス冬}以4夏f中?が刊隈安F析:でも
な1成北土長〈を行える原l凶司lにこつい-てCム、 '1 思3環ぷ?境琵ぴの)[)按まがf壊睦性

Lで=ある、とを 7可竿Í<::与叫;げr-(' いるコザ/プリンクを行った ;~3'/J、

牧{叶究林の iむ:pl1おトl1.2(Shibeila ct a!"寸抑制

であるが、カメムシタうは11!':jヶ弱fルア'i;) 't1で南糸

成以がJJ好なため、ぷ蔚!こは当てはまらなl-'c 

3輩形態と DNAにおける零主特性と地理変異の

検討

3-1盟目的

カメムンタケは、刀メムシ知にのみ再生を行う強

い寄ヰミ特)¥.性 (Hy¥'，-'ζl-Jor:cs，1山:i:深津町 199引と、

一般1告に昆虫病院性糸状蔚は化プー農薬 lこ l~ぺ人市 環

境への1EZ響が少ない(悩j氏 1%9) という利点より、

カメムシ防|段の担体として期待3れるが、分離格設が

凶搬なことなどからイ叶先例が痛めて少なく、宮 iとの

関わりにつL、ても小Hりなじ'j;う〉が主r.-t三

バイオ口ジカルコン 1 口 nへ昆虫病原性の世心l

初手片jいる場合、 LI然条1'11における '~j 範凶を泊る

ニとは重要である、 iI'¥士の研究によるとカメムシアケ
i土、終までは判明Lてい企い.，科のカメム争犯および

Le!iG deccmtuuctalaエfotsct ~_llsky (トホシカメム

-:"J、λfolitfer_v.λfuliginosae出町 fオオヘリカメム
シ入九1Iomcnam-lgulosa !¥Totschulsky 斗ゾアすカ

メムシ)に笥"1を行うとされて v、るのみであ:]

nVIOl;reauιfα1.， 1949: Sarnおりnanr1 Ev礼 1S，~97;); 

らcl江氏 daL 199:-l)、ヨ子てt範囲の坤JR.!立極めて之L¥;'0 

冬山夏市:1i~j:'f.í:ーゾ\-> Jl~-:; j:きが異なるこ2台、杉態や

D珂への変!p!.~午じることがある(仁九日1Nal. ， 2ω1; 

¥Vada et 01.， 2(1((:¥など] 害虫ド~j 除ι おい亡、 ÆIJ日す

る謹の変異:こ関するjJJ見i土ゴj:'':;~'/，ニ1fT1，ど lである…杉態や

IJ¥A再三RがTLなると、 主寄年!f'.，する志見県起にもi退Eしい、づ古が〉汀f

仁るすrがあるため一?である そグの，1場占;台TL、さらに遅沢[的}白7な
防R捻主を?行iな与ことができることもあるO 問えl工、すで

に防除に;flJmされていZ!見虫病原性糸状I{，:H. bnmg 
niartii (.土カミキリムシ富生タイゾとこ1}fネムン吉牛

タfプがあり、各J-:ブは1'1';う1-;:)おSrDNA.lTS2領

域の配列が宍なり iW，，，1ι けai.，2制的、カ 1キ，;ム

シ'Z牛タイプの D珂.¥配列を持つものは、原則的にコ

}j才、久シlこは寄I1をわなわず、 ウミキリムシの選択的

防徐に用いられている

4誌かでは、主年七となるカメムン類。ぺ'fuのaJ呈と、

寄 t~幸、 主主;也および寸ニ実体の形態と TTS1.5.BS

rDNAム1'S2領J"におけるを異乙の|到達性を検討した。

なお、試験l土地 H~I的変異を考l討するピ、必の軽いよう Icj

所的l二事殺のカメムシタ今をj5i取て行った試験 l

と、 E本i司内数筒TYiより採玖されたカメムシタ?をi日

いてわった試民主2によ〉て構成される

3-2.材料およひ方法

3-2-1目供試試料

f式数.1 : :::U02午'7~， ¥)月¥:北海JE大苧」じh'l物園プ

ノールド科学センター森林|持ステ ションJJ1ノトr，柑J究
林で1'*取した;;7のカメムンタケ['五体の寄干のjrij定を
わった(， Iw~定は j 1-J:e';O:;カメムン区鈴〔主;出ら， 1993) 

7ご従コたこ !njiL:されなカメムιの撞ごとに f実体をグ
ルーブ分けし、っ子議殺が可手戒されてしゐるつ十人体を 32系

統ず、つノr1~~え I唱と vc掃いた jjI;O!;された f'主体;土ω℃
で 31;閥乾燥させ怯本にし1"ものである 了実体が3

系地符られなかった場合l土、得られた千三主体の最λ数

Iヘリ系統y を使用した 従って1"f実体をイJl試し

試験 2 J~.j主的刀メムシタウに加え、 2006年/、 ]0)j 

におい亡北ìtf~克江別市で採取された 5 J 天体、 2UO:)~.

aヨおよび20013-1f 8月に[11形県で採取きれた 5子三主
体、 ~Oのが1-: 7、811に仇島県で採以された 7[実体、

2(耐年6汗に不都府で持取された13子主体、 2004主、

200;;午および部制'If!J日に鹿〆ι島県で採取された 7--f 
フミ{与を世試し、寄ートの日Aを千てなった 試験 l!llJ械、
GO'C -C 3日開校燃やりなった標本企t;-Jtミた 子議鈴未

)日成{実体も多くて!iまれたため、特見ーの反i主は設むし

なかった

3-2-2.形態的特徴の観察

続祭51位;土分支互に肝 vミられる子嚢苦主、子妻、 次

!宜 fであリ、それぞれの長さと料の計測を行った。

H言'li--'el-Jonesの方法(jωひ)に従い、子実体頭
部を().0506の friioll丈一昨日でえの状態に復jじさせ、

初l結ミクロト ムをmいてJぇ泌i)J片をfi:nえし、書官主分T
i~t.~械工áù (Oly;r.pu主opticalCo， Lto.) を1(1'<観察

レた。サイズの1:，1測はもデジタルカメラによるlfi影の

後、 i叱卜で両{主解析ソフト ¥IUTICI¥L¥(;I悦I'LUS

2 OS (¥-Totic <:h:n;" Co. L::d，)をIIJl込て行った。て子会主主

と了毅は 1系統;こっき20反ィ耳、 一次胞子{土30反波~lt1
、 b
マ

iシ， ~O

試験1においC:1反従得られたグル ブにおしと
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は、グループ川で一元配置の分散分析を統計解析ソフ ose gel (Solon ind.)およびO.OXTBEパ yファ (44.5

トSPSSver.1O.0j [or ¥Vindows (Spss lnc.)により行 m!v1 Tris， 44.5 ml¥lホウ酸， 1 mM  EllTA'2Na'21120， 

ったご pH 8.0)を用い100Vで約55分間電気出動を行った(そ

3-2-3. DNA抽出、 PCRおよびシーケンシンヴ

DNへの拙山に際L、2草のh法で分離繭株の得
られた系統に|珂しては分離商株を用い、得られなかっ

た系統に悶Lては子実体乾燥標本より匝接ねった。

Sabouraud-glucosc寒六培地 (pHお0)を刷いて20t:

の暗所で培葺した菌株は、およそ 3mm同方を培地

より切り山Lて、チ実体乾燥桜木はおよそ 3mmの

長さに柄部を切り取り抽出に用いた 抽刊には

DNeasy Plant ~，fini Kit (Qi<旧日1) を{史肘してわった。

抽出}j法は以 fのようであるレ

l.Gmlのマイクロチューブにサンプルおよび

4川μlのRufferへPIを人れ、ポリプロピレン製ホモ

ジナイザーベヅスルを取り付けたハンドドリルにより

液中で絞砕Lた。絞砕後、 RKaseAをlO{U添加し6St:

で10分、数回混干Uを行いながらインキユベートしたハ

130μlのsufferAP2を添加し、五分間氷上でインキコ

ベートした後、シュレソダーカラムを肘いて20削10x

zで2分間遠心抹作L透過}伎を分取したζ 分取された
液体に1.51"六置の日ulferAP3/Eを添加し、 ztいで混
和を千子なった後に DNcas:yスピンカラムにて6，000x 

gで1分間法心操作を1)いメンプランに DNAを付着
させた。引10~1 のBuffer/¥ ¥Vで6，OOOxgを1分11¥1と

20，OOOX只を 2分間遠心'Jl'hしメンプランを洗浄お
よび乾燥きせた 100μlのBufferAEをメンブレン上

に添加し 5分間インキユベート後、 6.000Xgで1分

間法心操作を1)い、 DNAを溶山させたn 得られた
DNi¥溶液は PCRのテンプレートとして尉いたc

PCRはプライマーセットlTSlf(Cardeぉand

日runs，1993)とTTS4(White et a!" 1990)を用い、

G-Taq DNA Polymcrasc [or gcncral PCR (Cosmo 

genetech Co.， Ltd.)もLくは Fastcycling PCR kit 

(Qiagen)とGene/¥mpPCR System 2720 (へpplied

biosystem引により行ヮたっサーマルサイクルは、

G-Taqの際は94'Cで30秒変11きせ、 94じでI分、 50t:

で1分、 72
C

Cで2分をおサイクル行なった後、 72'Cで

105HI中長以応をれなったっ Fastcycling PCR kitの際

は9?i"Cで5分変刊させ、 94t:で5秒、引lt:で5秒、 72'C

で21秒を30サイクル行った後、 72'Cで1分伸長反応を

行った。

PCR産物は 2% AMltESCO Agarose SFl{ agar 

の後、 1μ日lのエチジウムブロマイド浴刊で20分間染

色を行い、 トランスイルミネーターでuvを照身すし
てバンドを体認Lたc マーカーには 100bp DNへ

Ladder (T、akarabio 10c.)を使用 Lた。複数本のハン

ドが検出された際には、ゲルからピペットを用いて予

jXtされたサイズのバンドを切り出し、 晩-20t:で冷

凍した後にドリップ Iμlをテンプレートとして再出

上記と同様の条flでPCRを行Lヘ電気出動に供したハ

これはハンドが1本になるまで行った

I本のパンドが符られたことを確認の後、 Labo

Pass PCR pulification Kit (Cosmo gcnctcch Co 

Ltd.)を用いて精製をわったμ 具体的手順は以下のよ

うである。 PCR反此J液に oi音量の BufferP日を混合

し、付属のスピンカラムで 1分間10，0仰×日で速心

操作、フロ」スル」液を捨て70CμlのBufferN¥iVを添

加lし再ぴ10，000X gで遠心操作を行った。フロース

)レー液を捨てた後、再!支suffer:fW を300μl添加し I

分|円j14.000xgで遠心操作を行なったごフロースルー

液を捨て、 50μlのWaterCvlP Biomedi凶 lslnc.!を添

加L1分間、 10.00Qxgで遠心操作をわった。楠製後、

電気泳動にてバンド附:認を行い、明瞭な 1本のバンド

が得られたサンプルをンーケンシングテンプレートと

Lて肘いた。

得られたテンプレートは株式会社nlT.ハイテクサ
イエンスシステムズヘシ←ケンス解析を依頼した。使

用された機材は ABlAuto Scqucnccr 3730 (Applicd 

biosystems)であり、 ABIBigDye Terminator Cycle 

Sequencing Ready Reaction Kit (/¥pplied biosystems) 

およびプライマー ITS1fと ITS，1を用いて ITSI-5.8S

rDNA-ITS2領域のシ」ケンスは決定きれた

3-2-4.分子系統解析

得られた ITS].5.8S rDNへITS2領域配列は

CLUSTAL W (Thompson et al.， 1994)を用いてアラ

イメントを調節Lた〕遺弘、的組離の計算には Kimura

2-parameLer model (Kimura， 1980)を肘いて遺伝 f

rlft庁ソフト '<IEGAver. 3.1 (Kumar et a!" 2004)によ

り行ったごまた試験2では、得られた遺伝的出離から

MECAv白 3.1を用いて近隣結合法 (Saitouand Nei， 

1987)により系統樹を作成Lた。系統樹上に形成きれ

たクラスタ の精度を古|るため、日ooLstrap解析を
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:000反復行なったこ 馬のカメムシ (Homoeoccrusョρ}がHil'された〔円

ノト牧?ifと併せると 1科1U!;:1.~ i 5怯となノた

3-3.結果 形態ヒ較にl土、 ，tj}.:.した頭部を主つ了嚢殻をがJ;&

試峨]におしγC 、 b何年目、~(二J主以された北海道 FY小牧 していたJ";;'1"より、産地と寄五が異なゐものから l

iE力メム〆タケの52了'U.みの寄+となった与メムシ者i つ以ト 1J七ょした ~I 測した了毅投、了宮署、 >j;::Hfi了。〉
{手 :1f': o属。稀に分数された 七アカツノカメムシ 長さおよひ'1川手、供試 i実体川においてλきな差:土見

(Acanthosoma dωftc{苫udumJakovlcv)、ヒメハサミ られなかった若下未処な了実体では、了設の形成が

ツノカメム♀ (4ranfhosomaforfiιula J，lkovlev入 品られなL¥形成えれていても比政的対し¥ 次胞子

ツノアカツノカメムシ (Acanthosρmahacmor が形成されていないなとによりj視察を行うことがでさ

rhoidale anguiatum ]al¥Ovlcv)、ハザミツノカメムシ なU、{ilH立が;;したり逆lこ滋執なじ丈体でも、了嚢/);{挫

し1ca刀tho叩 malabid貯 θi耳目 Ja訂w]εv)、ドメツノプJメ 壊されてL たり、内部の胞千が全て年J山えれているな

ムシ也Jasmuchatutoni邑coU:、トホシカメムシ と、械恕できなし，liIH¥'I:iJ>存在した

(!，elia du:em-tunclαta J¥'lo:-sc川l:sl¥y人ツノア才カメ 'ilii]形涼比較に肘いた部位の特伐として、子葉殻

ムシ (Pi?llIa!omajゆollicaDis(an円、アシアカカメ J、 はiT+J雫/1であり、 f授には半球形のキャヅプが形成主
う iPuda!rmwru)匂csLnnaeEs)、ヘラクヌギカメム れ、 ム次施っf-i;t rll ja'iが芯 i栂状に膨らんでいるごとが

シ Wr何tylis郎会tuUcornlsScot汁 である(ソノプヌァ 挙げられる-， ~~祭むきた全てのず実体に、これらの村

カメムシ、ソノアカツノカメムシ、ヒメツノカメムシ、 後lニ共i担LていたU

ヘラクヌギカメムシが古 iのカメムむタケはそれぞれ DKAM析でl土、京総咋の全てのサ〉ブルと版児

1 [実体しか採取されな刀、った 従 υ 亡、形r.~~比較イゴ 島Jl1'の lサンフル((jf)Yak::引の品、白色のサンプルと

よぴ塩長配列のよと岐には ~9系統を{!hi試し 允) んl隔に記タリが民主高うた京都併千十ンブルル1J6Y礼idlユ

形態比較では、供試した19系統のてわ主役、千iし 寄 Iが令てヘリカメムシ科 (COtεidae) ニ属するウメ

次総了の長さおよび仰を計測したが、サイズじっ大主 ムシむあり、 ftl!サンフル山寄ヤは全て ftl!科iこ同寸る力

会違いは見られるかコた i 系統の}ぇ復が;;~誌できた メムシであった。 J~.;' 、本研究において'fJ\~;¥.r¥:されたヘ

カメムシ極的 f実体部付じ問Lては駐|刊で統引処理を つカメムシ科カメムシL?-&Vfを行な、ていたサン fル

むったが、有玄なJは見られなかうた(ーJL目立慌のう子 会タイプしその似の科のカメムシに古牛をj)なって

も1分析. Jう>0.(5)，L たがって、!日11ザl的に採ほされ いたタイプをタ 1-7'2と11手ぷ。タイプlとタイプ2と

と苫小牧産のカメムンタラごは、寄+の位の追いに伺 の lTSIS，8SrDNA "ITS2領域の都j向性l土、ギャソワ

;止した形態l防変異は伴t志手れなかったハ イモ除い亡もお話以下であったハまた、 j~1:t~WJ j~I.(維に関

ITS1，5.SS rDJ¥A，ES2領域の出恭配日は、供E!t いても、 {).090tl上と九仰に速いものこ0::(J、タ {f

した::i，:ての干ンブルが非常に高い相同刊を小Lたr ノト lとタイプ2¥主異なるクラスタ を形成した、

税減では最k.tì ;Y，，~ JtO)変異が伴出えれたが、寄 tの稀 タイプ11之、タイプ内においてほとんど変異が-h

との関連性:二認められなかった サンプル問における {，せず、ギヤ'ブを主主いた位同性は98%以 k、立伝的

遺iノミ 11ヲ距離は ().007J~，下となった コー 1領域である i証献は0_002~::" ';，-となり、完ヤな 1~') (iつクラスターを

古川 rll¥i¥領域では、全てのサンプルが完全一致の 形成したっ GCilHankに登録されている海外で際収さ

tlH司性を.)、した ft去して 2サンブルの自立タ;1をDNA れた配タ;J(AJ786GS3:タイ!'{;AJG36::i!:i8 中|司序，

Dalaban k of J乱pan(DDBJ)へ資料した ~lお、舟 8(土 ¥JS3fiS60 中出記 AJ309:ifミ7 中出話j とは、クソス

丸山内<62および i¥KlifiI6:lであL タ は分かれたものの、タ J ブ 2ζ りも進七;~t;にかな

ぷ験2-C'はおlたな寄!として、 L サキモンキフノ り近い沿岸宅関係とな
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~iloureau et al. (1949)がサシガメ科 (Reduviidae)、

カメムシ科 (Pentatomidae)、マルカメムシ科

(Plataspidae)亡。ρtosomα属のカメムシを、 Samson

and Evans (1975)カミホシカメムシ芋ト (Pyrrhocoridac)

のカメムンを、 Sunget al. (1993)カ3カメムン科

J.elia decemρunc加ta(トホシカメムシ)、ヘリカメム
シ科 Mo/ψtery.r/ufiginosa (オオヘリカメムシ)、カ

メムシ科 Palon抑制的'lffU如何(エゾアオカメムシ)を

挙げているい本州究により]"J記されたカメムシはカメ
ムシ科、クヌギカメムシ科 (Urosty七dae)、 ソノカメ

ムシ科(九canthosomatidae)、ヘリカメムシ科の 4科

に分類されたが、 Sunget 01. (1993)のNi許とへリカ

メムシ科とカメムシ科のカメムシが、稀が判明してい

るものに関してはトホシカメムシが共通したハ

1.1oureau et al. (l919)および Samesonand Evans 

(1975)はアフリカにおいて採取を行なっているが、

Sun日etol.(199:1)は]]本と比較的距離の近い梓同で

採取を行なっているため、 'sfJょが本研究のものに近く

なったのではないかと与えられた。

同所的に採取を七なった試験Iにおいては、形態

およびDNへの TTSI-5.8SrDN九一TTS2領域に、寄主

の極に起肉Lたと苦えられる変異は見られなかった。

|百j領域における Kimura2-parameter modelの遣{ム的

地離は、 ]"J桓I)，JであればO川10から0.0日)の範囲内にな

るとされているにhenet al.. 2001. 2003)。試験 1で

用いた肉株HU の遺伝的出離はO 似17~Á 1、であったこと

もあり、同所的に採取された本研究に用いた苫小牧産

のカメムンタケは~!:'iì~ に変異の小きい集凶であると考

えられた。

試験2における形態比較は、多少のは長らつきが生

じたが、これは寄主特性によるものではなして「実体

の成熟民合に応じていると考えられた。

形態r"f'JにはタイプIとタイプ2においてよきく変

わる点は問察されなかったが、 [)NA配列の比較では

2つのタイプに分かれ、それぞれのタイプで寄.l.がは

っきりと分かれたごタイプ 1の寄主であるヘリカメム

系統差と考えられたc ただし、寄主がクサギカメムシ

とチャパネアオカメムシだけで形成されたタイプ2内

のサブクレ~I に関しては、 rlf形性、福尚件、比!己尚

産であり、 H本の北}J産と市)jiffi.の両);を含んでいた。

このことから、これら 2寄+.に寄']してし、たカメムン

タケには、わずかではあるがDNへに特異的な傾向を

持っている "J能性が害えられた ζ

GenBankに登録されている海外広のカメムシタ

ケはダイレクトサブミッションであるため、配列と産

地情報しか得られないものの、これらは本研究で供試

Lたタイプ1のカメムシタケとj宣伝的距離が0.050以

下で、タイプ2とはO.fJoO以|であヮたことや前述の

結果から、タイプ Iはタイプ2よりも、{J(試された

GcnBank:fl:録されている系統と遺伝的にはるかに近

いことがjJ、され、同ーのタイプである可能性も jJ~1控さ

れた。

タイプ 10)カメムンタケは、ウドを加害するオオ

ツマキヘリカメムシやイチジクを加害するツマキヘリ

カメムシ、カキ、ダイズ、ナシ、リンコ、柑橘類など

を加害する Homococerus5pに特異的に寄牛を七なう

と考えられるため、これらヘリカメムシヂ十カメムシの

選択的防除に利用できると思われた。また、タイプヨ

のカメムシタケは、アンズ、イチゴ、イチジク、ウメ、

オウトウ、カキ、スモモ、ナシ、ピワ、ブドウ、モモ、

ヤマモモ、リンゴ、附梢類といった果樹やイネ、スイー

lコーン、ダイズ、 トウガラシ、 トマト、ナス、ピー

マンといった野菜瓶、スギ十ヒノキの球果などを加害

するセアカツノカメムシ、ヒメツノカメムシ、チャパ

ネアオカメムシ、トホシカメムシ、ツノアオカメムシ、

クサギカメムシなどのカメムシ類に特異的に待生をね

なうと忠われ、これらの選択的防除に利用できると考

えられたっ特にクサギカメムシとチャパネアオカメム

ンは農林業において大きな被害を与える稀であり

(堤， 200:1)、これらに対しでもカメムシタケが寄']を

わなうヱとは防除の上で市要な知見と考えられたι

ン利カメムン (Coreidaelは、果実類に害を加えるこ 4章.寄主の雌雄およびサイズと子実体形状の関
ともあるが、主に潅木や巾本植物の素より吸引をれな f* 
う草地位カメムシであり、タイプ2の寄主カメムシは 4-1.目的

樹卜で生活をむない、果実や球果を岐iIすることが多 冬山夏中菌は利用に際L、分離菌糸体が用いられ

く、ハピタットヘコl庇汁対象が異なる (山木私信)。 ることもあるが、千実体が必公とされる場合も多いご

タイプ2内にみられた [)NA変異は、 0.050以下 その理出が幾っか挙げられる}了嚢胞子は寄七に感染

の遣七、的距離であり、またおおよそ Iつのクラスタ」 をする際の前裂なステ」ジときれており (Satoand 

であったため、産地問の距離に伴った変具、もしくは ShimazLI， 2002)、防除初体としての使用がどえられる
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が、成熟Lたて刊訂4¥VH部のてわ主役中に形成されるため、 千実体および"~.:lカメムシの以十の部lHデジタ
小松性の了 4五和、や米主主I文台、から得ることはできな /ンノギス{)，:liLLlLOyoふけにより計測Lた 了支体全

いれまた、 k?!，~，1.- 1同様の形恐である方がi生方薬品i-: L ぷ土了実体頭部}bYI'I~から ??7 主の付け根までを、下実体

てよL栄えが良いここや、産/[する物質的質や主がf実 PH部祥と J;;'1"1西部!れまもマ 2とも太いと官、われる部分

体とjr;交菌糸と -Cj主いがある(豆ぉuet al.， 2002; Cong を訂諒した 子'1.、体調部長 i:;:頭部7i~告か己頭部と制部

et aL::削は:(一;じoe! aL 2削防なと)ことなとが挙げら のj克界まごを計測した j、熱も L くはギ稔によ打、 ~i

れゐ r 大した頭部が硲認されなか 2た了 J文体J立、了'';:1-1-全長

現在までにれわれてきている冬虫夏小菌の子:主体 および子実体柄t;I){fのョli拘Jのみれなった

t~:~;. は a 寄守二 i北京を同いないで行なわれ ι きたものも 需主体長:zf存守c)fI部上端から腹部のト端までを、
あるが 11いhayasi，19'11; Basith eJnd :¥'I.adclin. ~9()8; 主忌器を%~い ζ 口十 lliU l..!.: ，

矢萩ら 2以14なとV、成功ζ苧や"日lけなどの観 1，[，よから日

寄+昆虫をLfJいて七われてきた例が争し {Shi山azuet 4-2-3回統計解析

a!.. 1比七涼Jllら町 1995;品川(1and :づ日 l:l1:etZU 京)02; "，~~~ jムカメムンにおける雌雄の体J、の志の検定を t

Chcn and 1ぞl::ida，2川2などんしたがって、カメムシ 検どに主 J)、締絞め感染殺の差の返(:;-r支給どを、 X呪

タうにおし、てもチソJ休哉はが討 昆虫であるカメムシ 険定によりわな叶たつ

を*いて行われる iT@刊は高いp 渓!;菜としてのさ子虫 tF土カメムシの全l入とカメムンゲケ f'主体品者15位

旦草間l土、主い了実体が両官ffiで取引3れてL、るこ2か のサイスより一変量CI)相i宅分析を行なったu 全ての統

ら(原・ IIL~ ， 2007)、より '-;.&10)チ実体が作日され 計処]却は統計処瑚ソフト SPSぉ10.0Jfur "i)i.iIndows 

るニこが弱ましい (Spss=nc.) を{主同してf~ なった吋

子実体栽培におけるカメムンの利用手カメムシの

i住雄;j:'1'1; ~4r;す!;S '--fli\jや i岐7十苫のもう除を考えると、刀メ

ムシCI)雌雄;こ対し亡カメムシタケ7J'同等の感染力をfな

っていることが則侍され、 æに感染したよ~~l{の刊 J土の

お込が;重姿であるが、とても少ない C¥-lania配 8a:1(1 

Odョlaja，1998)" 

本ーでは、野外採取したカメムシタケの寄主の体

長と性別、了実件、の全長、頭部長、頭部窪、iI!;部径の

関係やネ'iIZI可したn

4-2凶材料および方法

4-2-1町供試材料

;Jンゾ。ルとして、 2初9∞02子苧f宅お占ぷニびワo伽)c戸同3午にj比七;海拝遊丈
学北方生物函フイ ノルし 1ピごβ外十学セシタ』森林E司ヨステもシ

ヨン J

v作ドと、 20同生三に野I:Jle森林公閣で採取された10子主主体、
2削ιi年および2()()(-)年に~lJ Jlj~で採取された 6f実体、

200;;午および2tl()(-i1fに福島県Lでj草取された k了ι丈イ卒、

200G年に京都庁と採取きれた22子実休、 2004年、 200:)

(1 およひγ出J6-;I~ 9 ) Jに鹿児島県でt.fJ[1されたll[実体
を市いた

4-2-2.寄主のlil]定および計測

カメムンの衿およ l)"~惟捗 1 ;1 11 本原色カメムン図錐

(立回ら， 199:)) に従って同丈、科目I1を17なったっ

4-3陪結果

jjt試したカメムシタケ1:1了主体小、オスの方式

ムンがよ~:j二となっていたのは初、 メスがれであった

il毛維の感染殺に有意な差l土検If¥きれなかったゆ〉

(1. O~i)" 瞳雄の11'交にも有:ìJ:;1;は拭:日されなかったゆ

>0.(5) 

カメムンの体主主と了ヲミ科、頭部長!の関にはHい4医

慣が見られた またちカメムシ休じと子;主体点二部作、

f安fH内部付におし、てもそれぞれ品し寸日間がヰりれ

たマ守主の体長が交くなると、 !記の部1止は長くなる

傾向令!J、Lた=すなわち、，人皇の古 Iであωと、柄剖;

が太く、損部が長く亡太い子χHーになることをいした

また、 子実体頭部{f と子実体重司百五L止の同にも ~h:nこ高

い羽目関があり、どちらか hがんさ、なるのではなく、

子尖体説誌は歪が大主;なるときは子尖件出 ~IS長も比例

レて)(きくなると百えたっ f実体分以と官主体kとの

苛;ご併問は見られなかった(戸 =0.:152;ハ

ト EKIの傾向は雌雄前j に ~-1-析を行った場合でもほぼ

riJ除であッた [1[{本会長と寄て主体長のにJにはやはり

制調は見られなかコた(メス，か士])制オス:戸

=0.173)ニ

2主主で判明した力メじンタうのタイプ lとタイプ

2それそすしで、百主全ぷとT;巨体各"イスとの相陵を
検討したこころ、ょ日己と :;;]1長に主~+_{t，長と了実体全長、
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チ実体国部長、服部俗、柄部待の11¥1には高い相関が得 はなし哨、と推察されるc

られた 子実体全長との聞には有意な相l珂は得られ 寄主体長と子実体頭部や柄部径との尚い相|期は、寄主

なかった (Typel戸=0.476;Type2戸=0.592)口 の養分置が子実体柄3刊の大さや頭部のkきさに)ぇ映す

ることを示唆したハ従って大型の寄主を用いて人工栽

4-4.考察 培を行なうことで、より柄部の太い、大型頭部の了実

過去、昆虫病原性糸状丙を用いた実験で雌雄SIJの 体を作山しやすいと忠われる。

感染能力の違いが検討されている。 Kaaya(1989)は

scauvcria bassi仰 σと九fetarhiz問問問日付liaeを 5章特異的 PCRプライマーの開発

Glossina morsilans mor別la11s¥V cst¥¥'ωd (ツェツェノミ 5-1. 目的

エの 1種)に感染させた場合、オスの感染半の方が宵 カメムンタケの帯十となるカメムシ類のI1態は明

かったとしているc また、 Mullens (19B5)は En- らかにされていない部分が多いが、カメムシタケも、

tomophthora JJluscae (じ0110)FreseniusをJ.l1usca また他の冬虫夏草丙も同線に、寄干に寄I1していない

dο刑制ticaLinne. (イエバエ)に感染させ、やはりオ 時は、どこでどのように生活を行なっているのか、ど

スの感染率が両かったとしている.-)Jで1daniania こで寄主と遭遇し f実体を形成するのか全く判明して

and Odulaja (J998)はM 仰 isotliaeをGloふり即 mor いない(内111.1999;佐藤， 1999) 

sitans mo吋 itansとGlossinamorsitans ccntralis 繭類の生活史なとの生態的情報の解明には、生息、

Machado (両極共にツょソェハエの仲間)に感染さ 場所などから検問を行なう方法が必要であるc ギに選

せメスの方が感染しやすかったと報告しているc 前者 択培地を用いて分離培養によりむう方法と、分子生物

らはその理由として、オスのほうがメスに比べ小型で 学的千法を肘いて行なう);法の つがあるが、前者は

あるために感染しやすかったのではないかと推察して 対象とする菌の選択居地の開発干、沼地 Nこ形成され

いる Nishida(1994)の報告を見ると、野外におしミ るコロニーの説細な特徴が明らかにされていることが

でカメムシタケは、オオツマキヘリカメムシについて 必要であり、また、培養時間もかかる (Atkinset a1.， 

は、メスの方が多かったようであるο 本研究でも、感 2005) カメムシタケの場合、選択培地もなく、また

染数はメスのほうが多くなったu しかし右意差は検出 培地上で分'1.[世代の形成が今まで雌認されていない

されなかったコ'~:J:体長におし、て、若干メスのほうが ため、形態的同定は雛Lく、分離菌株の成長も非'市に

よきくなったが、こちらも有E差は検出きれなかった。 近いことから (Hy"¥vel-]on胤 1995;Sasaki et al.， 2川'4

ソチカメムン科 (Cydnida引のベニツチカメムシ 初日5)、前者の方法は同雑だと考えられる Lかしな

(Par，削 lrachiajatonensis Scott)では11然界における がら後計の方法の一つである、特異的PCRプライマー

性比がであったと恨山されているはojoel al.， を崩いて検出を行なえば、I'CRを行なえる環境であ

2似)5)，本研究で判明Lたカメムン種に関Lての円然 れば適用できるので、カメムシタケの生活史の解明は

界における刊比は分かつていないが、ベニツチカメム 比較的容易になると考えられる。

ンのように 1・lと似定すると、カメムシタケはノト型 カメムンタケをカメムン防除の担体として利用し

の寄1-に対して特に感染力が高いということはなく、 た際、特異的 PCRブライマーを刷いて検山をもなえ

雌雄|叶写に感染を行なうか、岩下メスに対しての感染 ば、より効果的に故イドを行う);法や場所を見つけやす

性が市いと考えられたc 従ってカメムシタケをバイオ くなるほか、散布後のm長や拡散範囲、感染の有無を
ロジカルコントロールに用いた場合、カメムシに刻 L 知ることにも利用できる。

雌雄ほほ同等に効果をうえることが"J能であるじまた、 特異的プライマーは目的とする肉桂のみを選択的

カメムシタケ子実体の人 l栽培にカメムシを肘いる場 にPCRで判ll幅することが可能であり、生態解明への

台、雌雄どちらを用いても f実体収量に差異はないと アブローチ以外にも、動物や人、楠物などにおける怖

いえるつ )臣菌の感染診断や樹木の腐朽検出などに用いられてき

寄主体長とっ「実体全μとのHUには相関は見られな た CErsek.etal..1994; Fell.1995; Wu etal.. 2ω2; 

かったが、おそらく了実体の全長は土壌'1'の寄主から Hantula and Vainio， 2003;河井 2003;N agao et a1.， 

地上までの深
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域内によレ較的事〈設計が行なわれてきた !.Bt'ck(J;)d 

LigOl:， 1995; Goりdvv'inct a!.， 1995; A.micuccょeto! 

1998: I¥ikuchi d (/1ポ附()在(:")" -1-":'領域(玉、樟問にお

いて変異が'1じやすい龍城であり、世に主ヮて??3Lの

自己列や長さにごとる場JTが多いので、菌類ごは誕の推定

や分識をわう際に組事告に崩いられ CWadaげ al.，

虫)03;杉LU' rq 111 ， 2()()/l; LU3n只s3-/¥rdct a! 虫)03;

I!1gl:s and Tigano， 200Gなど)、 GεコEιmkなどにおけ

ると子録配机も、 f也のす良域に比べると充実し ιいるため
と思われるん

本:持てではカメムシタうの生活史の解i丹や笥 i持引

を判別 1 るのに事1;4Jできる、本商の部分的な

ITS15，8S rD:f!¥ITS2領域のみを特異百に即似する

PCRブライマーの間発を行なヮた。

5-2.材料および方法

5-2-1.供試材料

サンプルには 3羊でJtj1，)られたC.m1!(iJ/s 0)タイ

ブ l お~びタ í 'f;?と北海道内で折、収された丸虫息草

笛および昆」血病原'1:1:糸状菌を似式した J 具体的にはア

ワフキムシタケ(c.triccntrn、ウスイ口タ〉ボヤウ

(C. graci!iuidcs)、オオゼミタケ(c.heferotodai、

クチキ yトノミタケ (C.siylnthor州、 ヰピイロクピ

オレタうに jPrrug:wo却)、吋ナギタウ(仁削i!ilar

is)、 トピシマ七ミタケぱ HIJJ10州知lrinata)、ツ当

ヌキハチタケ様ピルステラ属シンネマ(c.c!ongat町一

!romalαつ-Jlirsu!ellaぉp.!、ノ、チタウ (C ち"the

("ocゆhara)、ハート守スリタウ(仁 o戸hioft品目ouiPs)、マ

ルミノ Jガネムシタケ (Ckonnoaua) じ brong-

niarlιムセミ生本;同定樟 COl"{lycctsり、ツクックボ

1) :.-タウ (J. Sillclmηi (Ber;c) L1oy(い、ハナサナギタ

ケ U.fenuitesJ ずあるl さらに、カメムシタケうf離

の捺に子実体から分酵された五Iw;i:t:の糸状歯:HみもfJI:

試したc

の向?ヲJi土CLUST，¥LW (ThoClつ叩nctσL 199引を)1)

L五てアッイメントを á)~J!f'えした i&， Sommer aI:d 

γeWt7.の方法(lD針。 1-':1i'tってプライマャの設井を1J 

なマ 2たU 見J ち、設計したいブライマーが20 、 2~塩基で

あること、ブフイマ-u)3'末端の3坂本の記什がf昔隔

する配列とシ;パ、lこ 殺することである さらにカメム

ンタラを特異的に増中日させるた町、カメムシタケにの

み緩I-ie，:~れた配列 m~Úl: ~子選~k:することと、ブライマー

設計において 般的な約**Tある、プヮ fマー内や
ブライマ 向土が椋力相械的にな hないことや部力r
J、端が G または C、 γ1~端が 1 また P土 T にすること、

1主義数に遣した frll値になるよう再ヌクレオチドの

パヲンスをとることなどの条1'1のドに行な〉たf

プライミング司町、川よ、得られた ITSl-5がヨ ITS2

散域内に 2泊所設定し、 十流j或を 7-1ワードブラ/

マー配列、 十流域柄拘銭配列を，)ノくースフライマー配

列と Lた)3平で判号Je.た拝タイプを判別できるよう、
7-jワ ドブライマ はヘリカメム γ科に古生やむな

うタ i'f 1 (/)カメムシタケにはアフイミングしなL、よ

うに設計L、リハ、スブラ .1...( はタ Jブl、々イブ

2の両)jにプライミ〉ゲでき φ ょう五~n" 1 した c プラ J

ミシグサイトは;1'SI領滅的5'末端から、フォワーや

プラ子十が約70bp付近の ITSl悦域内、 1)パースブ

ライマーが約4仁川bp付近の ITS2領域内であり、予:留

される増幅フラグメントサイズは討よそ320hpごあ
， 
，~ 

設計されト井ブライマ ~èグIi土 DDBJ の BLAST

検索に{Jl~J\ :ハ仰のと主物稀とのれいJ併を比較Lた。

5-2-4. 特5望的 PCR

設計された ~r~列会基;こ合成されたプライマ一軒 itJ

， .て刀メムシタケグ〉己主主4 (J~!苦申請を確認する PCR を行

なった。イJI;ぷIl:fA として本 r~ で称 IJJ !.... 洪九JCLたカメ

ムシタウ以外の昆虫柿原性雨全てと刀メム Lタウタ J

ゾlおよびタイソ 2から数系統をJ]Jpたr

5-2-2凶 DNA抽出・ PCRおよびシーケンシンク 7ンブレ トは数千世の DI¥へを 1.1十ンブル:こis台

f述の目j挫の分断i副株もしくは宇乙古本標本主 r):ot せ仁 1径]サンプルとして供試した サーマルサJ

;:11 ってAの村l山を乏!なったn 方法は 3主主に記述したも クル i土、 94t、口分のデナチュレーションの後、 94l~ 1 

0)とIriJ操である p仁氏、定公IJj<Jjh、エチジウムプロ 号、長適アーーリングtR吏 l分、 72仁三分をιlOサイク

マイド染色、結塑お，.ぴン ケンンングも i章〉同様 ν;Jい、最岐にi'2tのエロンゲ ンヨンを 7分わなつ

であるc たこその他の長f!1は3廿に記述したものとf-ijl去である。

逗気話効およびエヂジヴじブロマイド染色に関しても

か2-3.ブライマー設計 i司様である

f共試サンプルより?ヰられた n、S"l-;;.RS-r!、S2領域
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5-3 結果 を噌脳することができ、それよりjl，，'55'Cなと:'O)i'F.L度
条件に基づいて設計した結呆、次ののブライマー では他の冬虫夏草南 DNAの非特異的増幅が認められ

配列が得られた たc 一般的にアニ」リングの温度が低いと、 el特異的

ICnF: 5'-TCGGCAGGTATTTCTTCGGAGTAC-3'; 首相が行なわれる傾向にあるが、本プライマーセソト

CnR: 5'-ATTG仁TTGCTTCTTATTTTAG-3')"これ においても同様のことが起きたと考えられたっ逆にJ且

らプライマーをそれぞれRLへST検索に供試したとこ 度が高いと、アニーリングが起きにくくなるが、本プ

ろ、真南類において90<}u以|の相同性を有する配列 ライマーセットはプライマ 配列がカメムシタケの配

はカメムンタケを除いて存在Lなかった。 列と完全一致するように設計されたため、混l正が布く

設計されたフォワードブライマ-CnFの Tm値 ても容易にアニーリングされたと4えられたc
は60'Cであり、リパースプライマ-CnRの Tm1i1lは 今回刊成されたプライマーセットはカメムンタケ

49'Cであったc 慣例に従い、 rCRサイクルにおける タイプ2のDN九を選択的に噌悩L、カメムシタケタ

アニーリングの温度を、低い方の1'm値である，9'C イブ1とPCR法により医別することが"J能であるが、

でわなったところ、ギ)320bpのカメムシタケタイプ2 7ォワー}プライマー CnFをTTS1fIGardes and 

のlJNAの培州が雌認されたハしかしながら、カメム Bruns， 199:1)などの糸状尚特異的ブライマーに変え

シタケ以外の数種においても同様のサイズでの増幅斥 てPCRをしなうことで、カメムンタケタイプ Iの増

物が体認されたため、アニーリンク1吊度を50t:、 55'C、 脳も可能であると考えられる。

刷rcσ〕再温度に変虫して PCRを行なったところ、引J'C プライマー配列 CnFおよびCnRは、カメムシタ

のときにカメムシタケタイプ2のみが判ll幅きれ、タイ ケタイプ2との相|ロHtが締めて高いので、他のプライ
フ1を含むその他の種ではよ帥日が兄られないようにな マーセソトを刷いて本領域をI首相した場合のサザンブ

った。 ロッテイングiLによるカメムシタケ検IHをしう際に、

プロープとして用いることもできるだろう。

5-4 考察

RLAST検索において、ノド研究で設計されたプラ 6章 総括

イマー配列と比較的相[riJ性が肖かった'1物種として、 冬虫夏草雨は-';5虫防除への利用や来週的手IJ肘の"J

フォワードブライマー CnFではバクテリアの 能性を出く秘めた菌類である。カメムシタケはカメム

PscudomollasりηngaeReddy and Godkin 1923や(プ シ類にあIして選択的に寄生を行なう冬虫夏草耐のー稀

ライマー配列2!lt且基1)117塩基相[ri])、 Aledicぽotr聞 で、カメムン防除や医薬品材料としての利用が期待さ

ωtula Gaertn. (タルウマゴヤシ)のゲノム DNA124 れるが、いままでほとんど研究が行なわれてこなかっ

塩基1)117塩基相1"])が、リパースプライマ-Cn]{で たコ本州究ではカメムシタケの利用に向け、耐株分離

はHomosa戸IensL. ヒト)や (22塩基中20底本の相 i1、の確立と寄1.と関連した本菌の性状を明らかにする

IRJ)、 Oryzasativa L イネ)のゲノム D:¥へ (22栴基 ことを H的としているc

'1119塩基柑同)が検索結果の筆頭として示されたυ プ 本研究は、了嚢胞了が得られない了実体からでも

ライマ~ CnF、CnRのlバ'1方に共通して布く相|ロlする 菌株分離行えることをH的とした分離方法の改以と、

カメムシタケ以外の'1物種は存在しなかったので、今 より良い両糸成長を目的とした検討 12市)、寄キ範

回設計されたプライマーセットで増幅をわなえば、こ 困や~~:1:.特性、地珂変撲の解明を円的とした検討 I3 

れら相l司刊の高かった生物稀の DNへがカメムシタケ 京)、寄主昆虫のサイス干引がて「実体に与える影響を

特異的プライマーにより増幅される"J能性は極めて低 明らかにすることを目的とした検討 I~í')、野外に

いと考えられた。従って、カメムンタケ以外の生物巾 おけるカメムシタケの生活史やバイオロジカルコン}

来の DNAが混在してくるようなサンプル、例えば発 ロ ル抑体として利崩した際の拡散範囲干消長を解明

生環境の土壊や植物などから DNAを抽出Lて PCR させるための検出U、に使用できる種特異的PじRプラ

を行なう際でも、カメムシタケのみを選択的に地悩す イマーの作成をH的とした検】!す(o中')の4項Hより

ることができるだろう{ 成 1)立っている

本研究で設計されたブライマ」セ yトは、アニ 2草では、過酸化水素水を刷いた衣而殺菌法をqJ

リングiH度が60t:のときにカメムシタケタイプ2のみ い、殺南時聞の違いによる分離率の差を柄部と虫体l直
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』主内前体ぴ)-itli位ごとに検l干しだc また、分自主尚株の治 係を倹，ftL~ たc

長に段速な耐震と~][についても検討を行なノた lJt試したカメムシタケ子実体111個'1'、ァスの力

乞の結果、本方法による組織分離はI可能であり、 メムシがJ江主》なっていたのは川、メスが引で有足、な

柄舗の剖!抄殺端、 5分殺雨、 J主体腹腔1)'1処理i:{ (主)秒 差は検出されなかった (t>り 0;;)0 また、寄上の雌

または 3 うわの聞にはうよ離宇に有意売が11 じ、虫1，f;.~j)' 雄の体長にも有意主は確認されなか Jた ':P>0.03)" 
ij'ち内から行なった分離の成功率がもっとも高〈なっ カメムンの体斗と i実体頭説kとのI;"，jには高い桜

丸まれ、牛;五日、はカメムシタケ以外の冬l1t~芋南 12 院が比られ、カメムシ体長と了実体頭部径、了文科小

干干の分十維が可能であったことから、多くの冬虫夏中医 部作にま3t、ても、それぞれ品JL叫 1悶が見られた。古 i

1/)分青Eに出いることがで3ると牟えられたっ び〉体土之rう、長くなると、上ぷO)6Miすも長くなる阪;古]を不

カメムシタケは苦交温JillOl:から 25'(;、培均 ν た J すなわち、大型の背+，('ある〉、 j両部が太〈、

pヨ().()から，H1LOのb'':Jで向糸t上成たし、特に2ilCか 服部が長くてぶいて「実体になることふ担、一来しだ。千実

らヲ5'(、 pll7.0から ;;119りにおいて艮11な成長をノj、 終企長と寄全体長との j肯に相 1~1 は児られなか，た (þ

した(ーとで培養Lていたものは菌糸が成以Lな刀、 J 0.352) ー上記の傾向は雌訴~ljlJに解析をタ r ~J た場合で

なが、培養徒に常婦で放笠しなところ、再ぴ向糸1)完封 もほぼ1"11乏であっと」 3市で判lijlLたりメムシタうの
が匝られたごとから、 5℃は本商の保右沿l支に践して タ/ブ 1とタイプ 2それぞJれで、持 L休長とて十λ{本件

いるこ考えられたー 作 J ズとの相関を検1十t:~ たが、上記と同様に25主の体

3立では寄二千:位および産地と子主体の形態および 長が長くなる』了支体頭部長、了実体頭部径および了

DXT，における変兵との間辿?去を検"すした ぷ患者はほ *向、tlAifiljifがんさくなる傾いiにな Jた

~~BドJ 1l:~ をJll;在する必要の無い~弓 HYグ「的に JtI ノト牧州 カメム L勿ケをバイオロジカルコ〉 ρロール;こ崩

先株でカメムシタケを録取Lた式験 Iと、日ノヘ向l司数 いたよ岳合、カメムシの雌雄山方に何様の効果をワえる

均所より採取去れたカメムシタウ 1:Ifj'斗て行〉た封勝、 ことが可能で、千石体議常:ニカメムシ初日し込る|疑も、

ヲによって構成される 雌控とちらを用い1 も了実体収~に持呉はないと"え

ぷ験 1において、子雲殻、子嚢、一次胞子の骨子イ る また、 I.:)自のカメムンを fjjいることで、京郊の太

ズ仁、等主位のグループ日lで右立差;主将Etごれなかっ さい f実体を作11¥ずることができる?

た DNA配%のlt!;止におい亡も、非;ざに，':i¥ "illljl性 3 章では、カメム:.-タケの ~-I;分 I't:j な ITS1-;J， 8 誌

を不L、サンプル刊の遺伝的胤離はlI.007Jλ 下となっ rDeL¥ITS2領域のみを特異的にi曽悩する PCRプフ子

七 従って苫小牧産カメムンタうは非常に変民の小さ マ の開発を行な-:)た。

い長1刊であり、むなくとも 3科 a虞宮神のカメム急斜 t:t if; きれたブライマ-f'IIl~列や mいて DDBJ の

に寄ソH ることが判明したハ HLASょ検索を行なったところ、真向恕で90%以上の

試験2において、 1 N S属G検の守主が苫小牧J'{C 相同刊を有する配列はカメムシタケを除いて#在しな

に加え新たに判明仁たっ形態ギJ比較でl土、チ立殺、千 かうた， 111;い Jjの Tm11~ に台わせたアニ リング雨

索、 次胞子のサイズに浅いはあまり1I!;く、寄 t視や J.~"r'i;: カメムシタケタイプワ以外の D:\A の非15呉的

地型に関辿した特異Jウな傾向i土確託されなかったυ ií')胞が検iH されたので、近;~.を検 i;j^)_たところ、 ω℃

IJ¥A再三羽の比較では 2つのタイプにわかれ、 i宣伝的 でカメムシタ今タイプ2のみのよ首脳が認められた。本

即断，，'0.090以トと非市に大きくなったに近隣結合11、 ゾライマ-~: "j ，" はカメムシクうタイプ iとタイゾ2

を崩いて系統認を作成Lたところ， ~t れぞれのタイプ をPCH法で区別するここが可能ごあり、また J)パー

は異なるクレ、 ドを形成した、与タ Jブの寄+はうよか スブライマ、はタイプ1のカメムシタケにもブライミ

れ、タイゾ iはヘリ刀メムシ科カメムシ釦に、タ Jゾ ングじさるよう 32討をわったの号、 J~ ワ ドゾラノ

ワは他科のカメムシ類に選以的lニヨ子'1を行金 J てし 1る マーに頁I地1:}$;:'!':]プライマーを用いて PC]{をT了在弓

k考えられたっ持タイプ内において、タイプ叶おめ こkで、ド"1タイブの特異f円相躍も吋穏であると考えら

て変異的小さい集IJJであったの
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メムシタケを選択的に噌脳することが可能と考えら 青木長見 (2ω3)昆虫病原耐の探索，全国農村教育lbi
れ、了実体の発'[が見られない時分でもその存在を検 会

山できるため、生活史の解明や防除資材として散布 L Atkins， S， D.， Clark， I. ~l. Pande. S.. Hirsch， P. R. and 

た際の拡散範囲や消士会などを知るのにも利用できるだ Kcrry， B. R. (2005) Thc L1SC of rcal-tlmc PCR and 

ろう。 speLIes-specificprimers flυr the identification and 

本側究により、過酸化本素ぷをよHいた表而殺蘭法 口lOnitoringof PaecilomJ'ces lilacinus. FE"~vTS ¥fic 

はカメムンタケを始めとする多くの冬虫臭草南の分離 robiolo出 Ecology，51 :257-26 

に肘いることができることが不され、特に虫体内自由体 Basith， ~，L ~，'l adelin ， ¥'1. F. (1968) Studies on the pro 

とf実体柄部両}Jから分離を行うことで分離京が上が duction of pcrithccial stroma by Cordycφs mili 

ることが判明Lたっカメムシタケは少なくともヘリカ f即日inartificial culture. Canadian ] our山 tlof 

メムシ科 2属3和に寄生するタイプと 3科8属12稀の 日otany，46:473-480 

カメムシに寄'[するタイプに])1¥Aで分けることがで Beck， J. J. and Ligon. J. :-'1. (1995) Polymerase Chain 

き、どちらのタイプも官主の雌雄 Ir1lj方に感染し、 k)~! Reaction出 saysfor the detection of Stat:1附仰向m

の寄主には大型の f実体を形成することが明らかとな nodorum and Scptoria tririci in ¥vhcat. Phytoー

ったつまた、本研究で作成された特異的プライマーを pathology.85:319-32/1 

{色刷することで、カメムシタケのタイプ分け干白扶環 Chen， R. and Tchida， ~iI. (2002) Tnfection of the silk 

境などからの検出を PCR法により行なうことが"J能 worm， Bombyx nwri. vuLh Cordyじゅsmihtα円 S

となった。 Journalof 1n問 ctBiotechnology and Sericology， 

71: fiHi:l 

謝辞 Chen， y， Q.， Hu， 13.， Xu. F.， Zhang. ¥V.. Zhou， H. and 

本付|究を進めるにあたり、数々の御指導と御校閲 Qu， L. H. (2003) Genetic variation of Cordycφs 

をしてくださいました北海道大プ'大'7院長年研究院森 sinensis， a fruit-body-producin只entomopatht明白1C

林資源生物学分野教授である矢局崇博上、|可取教授で species from different regions in China. FE)'.TS 

ある宅井裕博寸7、|叶助教である宮本敏澄1専+1こ心より I¥.ficrobiology Lcttcrs， 2:{O: 15:{-1討す

御礼巾L卜げます。カメムシの宅重同定をしてください じhen.Y. Q.. Wang. 1¥.. Qu. L. K.. Li. T. H. and Zhang. 

ました小樽昨物館学芸員の山本亜生氏、冬虫夏草捕の "'vV. T¥t (20(H) Determination of anamorph of Cor 

採取法十ノ|態などにアドハイスを下さり、冬虫臭草丙 d~vceþs suwnsis inferred from the analysis of ribo 

発生地に快く案内してくだきいました白原了一氏には somal transcribed spacers and 5.8S rDNA 

厚く御礼申し上げます。また、全凶よりカメムシタケ Biochcmmical Systcmatics and Ecology， 29 
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