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北海道大学農学部演習林研究報告第48巻第2号 445-461(1991) 

電気的細胞融合による食用担子菌の

品種改良に関する研究

ーヒラタケ属の種間融合株ー

玉井 裕・

Electrical Fusion of Edible Basidiomycetes 

Interspecific Fusant between Pleurotus Species 

By 

Yutaka T AMAI • 

要旨

斜5

ヒラタケ及ぴタモギタケ二種聞の細胞融合を行い，融合株の作出を試み，エステラーゼア

イソザイムの電気泳動パターン及ぴ偽クランプ様の菌糸構造より融合株OCD-15系統を得た。

融合株は細胞核数0-5個の多核体であった。正常なクランプ構造を持たず，偽クランプ

様の構造を有していた。菌糸成長速度は両親株系統よりも遅かったが，温度特性には変化がな

かった。パーベンダム反応に於いて βーナフトールについてはヒラタケに類似していた。ガルス

酸及びレマゾールプリリアントブルーについては，両親株系統とは異なる反応を示した。栽培

試験の結果，タモギタケに類似した子実体原基を形成したが，子実体には発達しなかった。し

かしながら， OCD-15系統よりプロトプラスト化を経て誘導した二次再生株はタモギタケに類

似するが菌柄部を持たない特異な形状の子実体を形成した。子実体には発芽能を持つ担子胞子

が形成きれた。

キーワード:細胞融合，ヒラタケ，タモギタケ，アイソザイム分析，子実体

緒 言

キノコはこれまで主に噌好性食品として扱われてきたが，近年，食物繊維，薬効性食品及

ぴ医薬品開発素材等としても見直されつつある。またキノコの自然界での重要な働きの一つに
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分解者としての作用があり，特にリグニン等の難分解性有機物の分解に関してパルプ産業や農

業廃棄物の処理への応用が期待きれている。

このような用途に対応するためには育種が必要となるが，従来の育種方法によっては対応

に時間がかかるか，もしくは現状では困難か不可能であることも多い。このような状況に於い

て一際注目きれているのは，バイオテクノロジーの導入である。細胞融合法はその中の一方法

であり，これまで不可能でるあった異種，異属問雑種の作出が期待されている。

細胞融合法として現在用いられている方法は化学的融合法1-3)と電気的融合法←8)である。

化学的融合法の内でもポリエチレングリコール (PEG)法2-3)は以前から広〈研究きれ，一部に

於いては実用化されているものもある。しかし，細胞に対しての毒性があることや融合頻度が

低いこと等の問題がある。それに対して電気的融合法は，装置等に若干の費用がかかるものの，

細胞に対して殆ど悪影響を与えずに高い頻度での融合を行うことの出来る利点を持っている。

電気的融合法には，主に微小電極法ベ平行電極法制}及びdielectrophoresischamber法相の3

方法がある。

微小電極法を除く，他の融合方法に於いては非融合細胞と融合細胞，またはホモタリック

な融合細胞とヘテロタリックな融合細胞が混在しており，融合操作の後にヘテロタリックな融

合細胞を選抜する操作が必要となる。選抜方法として現在多く用いられているのは栄養要求性

突然変異株トll)や薬物耐性突然変異株12)等の人為的に誘導した遺伝的マーカーを利用した方法

である。これらの方法は細胞融合に関する基礎的な研究を行うためには有効な方法であるが，

実際の育種に応用するためには安定した変異株の誘導と選抜等に時間がかかること，マーカー

として発現している部分以外の遺伝子にも損傷を与えてしまう可能性があること等の問題があ

る。実際の育種に応用するための選抜方法としては，融合の対象となる菌株が元来持っている

形質を利用した方法や代謝阻害剤処理等の一時的なマーカーを用いた方法が汎用性が高く，ま

た本来の形質を損なう危険性も少ないため望ましい。

これまでキノコのプロトプラストの融合例は幾っか報告されているが13-2円その内の殆ど

はPEG法により融合を行い，かつ栄養要求性等の人為的遺伝マーカーを利用して融合株を選

抜したものである。電気的融合方法による報告例は少なししかも人為的遺伝マーカーを用い

ずに選抜を行った報告は極僅かである。

そこで本研究に於いては人為的遺伝マーカーを用いずに，電気的細胞融合法によるヒラタ

ケとタモギタケの異種間体細胞雑種を作出することを目的とした。

本研究を進めるに当たり，懇切な御指導，御鞭撞を賜った北海道大学農学部林産学科林産

製造学講座の香山彊元教授，寺津賞教授，三浦清助教授，小島康夫助手，同木材理学講座の深

沢和三教授，同木材化学講座の笹谷宜志教授に対して厚〈御礼を申し上げる。

尚，本論文は北海道大学審査学位論文の大要をまとめたものである。
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I章供試菌の性状の検討

融合株の選抜指標として利用及ぴ融合株としての性状を評価するための基礎的な資料とす

べ<，供試菌系統の性状を検討した。

1 -1 実験方法

1 -1-1 供試菌

以下のヒラタケ属二種の二次菌糸を用いた。

・ヒラタケ [Pleurotusostreatus (J acq.: Fr.) Kummer] 

[由来]中華人民共和国河北省科学院微生物研究所との菌株交換により入手。

[本研究室に於ける登録呼称、]ヒラタケー8(PO-8) 

・タモギタケ [Pleurotuscornucopiae (Paulet) Rolland var. citrino.ρilea似s(Sing.) Ohira] 

[由来]北海道立林産試験場より譲渡。

[本研究室に於ける登録呼称]タモギタケー2(PC-2) 

Iー1-2 分類学的性質

子実体の菌傘，菌柄及び裳等の外部形態及び子実層の微細形態について観察を行い，両系

統の分類学的性質を比較検討した。

1-1-3 培養上の性質

① 寒天培地上での菌糸成長度

以下の 3種の培地について菌糸成長度を測定した。

・ポテトデキストロース寒天培地 (PDA)[日水製薬株式会社製]

-醤油玉葱寒天培地(SOA)[1 5 %玉葱煎汁， 4%醤油， 2.5%グラニュー糖， 1.5 %寒天]

.MYG寒天培地 (MYGA)[0.5 %麦芽エキス， 0.5%酵母エキス， 2%グルコース，

1.5%寒天]

各々の培地はオートクレーブにより 120・C，15分間滅菌，放冷後に使用した。

PDA平面培地上に伸ばした菌叢の先端部を直径5mmのコルボーラーで打ち抜き，シャ

ーレの中央部に接種し， 23・Cのインキュベーター内で培養した。培養開始2日目からの毎日一

定時刻に菌叢直径を測定した。

② 温度別菌糸成長度

PDA平面培地の中央部に両菌株を接種し， 40C-3TCで各々培養を行い， 7日後の菌叢直径

を測定した。

③対時培養

PDA平面培地の中央部に両菌株を 3cm程度離して接種し， 23・Cで培養した。 3-10日

後，菌叢接触部での対峠帯線の有無，色等を観察した。
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1-1-4 栽培上の性質

① 米ヌカ加用木粉培地の調製

ブナ木粉 (10メッシュ通過)と米ヌカ (20メッシュ通過)とを容積比4 1で混合し，蒸

留水を加え含水率を約65%に調整した。 800ml容栽培瓶に 100ml当り 65gの割合で詰め，オ

ートクレーブで120・C.90分間滅菌，放冷後使用した。

② 培養及び発生

PDA平面培地上に伸ばした菌体を米ヌカ加用木粉培地に接種し.23・C.湿度70%.暗所に

て培養した後，発生室(湿度90%.照度約200ルクス)に移し.16"C及び23"Cの二条件に於

いて子実体発生試験を行った。

1-1-5 交配上の性質

① 単胞子分離

子実体より無菌的に担子胞子を集め，滅菌水で適当濃度に希釈し.PDA平面培地上に接種

した。 23"Cで培養を行い，コロニー径が1-2mmとなったところでPDA斜面培地に移植し

た。成長した菌糸の一部を取って検鏡し，クランプの無いことを確かめ，一次菌糸として保存

した。

②交配試験

各々の一次菌糸をPDA平面培地上に 5-10mm離して接種した。両株が接触してから 3

-5日後に接触部の菌糸を取って検鏡し，クランプ及ぴ偽クランプの有無から交配の反応型を

判断した。

1-1-6 パーベンダム反応22-25)

① 培地の調製

0.36 %タンニン酸.0.01 %グアヤコール*.1.0mMガルス酸.0.036 %グアヤク脂*.

1.0mMαーナフトール*.1.0mMβーナフトール*.1.0mMLアスコルビン酸.1.0mMアン

トラニル酸. 1.0mMノ〈ニリン及び1.0mMシリンカワレデヒド*を各々脱イオン水もしくはエ

タノール(*印)に溶かし.i慮過滅菌した後，基本培地2叫こ添加した。

②培養

PDA培地上に生育きせた菌叢の先端部を直径5mmのコルクボーラーで打ち抜き，ペト

リ皿中の各培地の中央部に接種した。 23"Cで7-10日間培養した後，培地の呈色状況，菌糸成

長度を記録した。

1-2 結果と考察

1 -2ー1 分類学的性質

両系統の分類学的性質を Table1に示す。両系統は同属であるため，性質の大部分は類似し

ていた。しかしながら，菌傘表面の色がヒラタケ 8では灰褐色~灰白色であるのに対し，タモ

ギタケー2では鮮黄色~淡黄色であること，及ぴ子実体の発生形態がヒラタケー8では子実体菌柄
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Table 1. Taxonomic characters of cultivated fruit-bodies of the PO-8 and PC-2. 

P.ostreat，ωPO-8 strain P. cornucoPiae PC-2 strain 

concave to funnel.shaped， 
yellow，2-7cm 

concave to funnel-shaped， 
brownish gray to weak gray， 2-9cm 

Cap 

white， fragile white， fragile Flesh 

descending， white， close descending， white， close Gill 

white， 2-5cm，φO.5-1.5cm， 
central to eccentric， fused clusters 

White， 2-5cm，φO.5-1.5cm， 
central to lateral， separated clusters 

Stalk 

ellipsoidal， 6-9 x 3-4μm， 
lilac-gray (spore print) 

ellipsoidal， 6-11 x 3-4μm， 
lilac-gray (spore print) 

Spore 

homobasidium with 4 spores Basidium homobasidium with 4 spores 

の基部は一本ずつ離れているのに対して，タモギタケ 2では基部は株状に癒合していることの

二点に於いて差異が認められた。

培養上の性質内正司£

寒天培地上での菌糸成長度① 

ヒラタケー8の菌糸成長速度はSOA両系統の各培地に対する菌糸成長度を Fig.lに示す。

が最も速し PDA及ぴMYGAには差異が認められなかった。タモギタケー2については，三種

の培地聞で成長速度に関する顕著な差異は認められなかった。両系統共にPDA上での菌糸成

長度は安定していたが， SOA及びMYGA上で繰り返し継代培養を行うと成長速度が不安定に

なる傾向が認められた。従って，以後菌糸成長度の比較についてはPDAを用いることにした。
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Effect of temperature on mycelial growth of the two strains. 

温度別菌糸成長度

両系統の各培養温度に対する菌糸成長度を Fig.2に示した。両系統共に30・Cで最高の成

Fig.2. 

② 

4・C及ぴ37・Cでは殆ど成長しなかった。

対時培養

両系統の対峠培養を行ったところ，接触部に於いてタモギタケー2の菌叢はヒラタケー8によ

って被覆きれ，両菌叢の接触部には褐色の対崎線が形成された。

長度を示し，

③ 

栽培上の性質1-2-3 

両系統共に種菌接種後，約3週間で培養が完了した。 160Cでは，タモギタケー2は子実体を

全く形成せず，ヒラタケー8は時折子実体を形成したが収量，発生期間共に不安定で、あった。 23・

Cでは，両系統共に発生操作から 5-7日後に子実体を形成した。両系統共に発生前に菌かき操

作を必要としなかった。子実体収量は培地重量480g当り，二回目の発生迄の合計でヒラタケー

8が約70g，タモギタケー2が約120gであった。両系統共に二回目以後も子実体の発生が見られ

奇形子実体の発生する傾向があったため，収量は二回目の発生迄を測定した。両系統共るカf，

に同ーの条件により子実体の発生が可能であることが判った。

交配系の性質1-2-4 

B因子共通組合せの菌叢接触部には両系統共に和合組合せに於いてはクランプを形成し，

偽クランプを形成する被覆四極性を示した。またパラージ及びフラット反応は見られなかった。

ヒラタケー8については，四つの交配型A1 B 1， A 2 B 2， A 1 B 2， A 2 B 1の他に，二つの交配

型AIBlとAIB2とに和合性を持つ変異交配型A2Bが確認された。両系統共に和合組合
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せの一次菌糸聞の交配によって得られた二次菌糸は，すべて正常な子実体を形成した。

1-2-5 パーベンダム反応

両系統は，フェノーノレ性物質溶解用に使用したエタノール(最終濃度1%(V/V))により，

成長抑制を受けたため，エタノールを添加したものと無添加のものとを各々コントロールとし

て各々の菌糸成長度の比較を行った。

各培地上での呈色状況及び菌糸成長度を Table2に示す。両系統の呈色状況は概ね類似し

ていたが， βーナフトールの呈色程度に差異が認められた。両系統は共にβーナフトール上では菌

糸成長を示きないが，ヒラタケー8は接種片の外側約 2cmに呈色帯を形成したのに対し，タモ

ギタケー2は接種片が呈色したのみであった。ヒラタケー8はαーナフトールに対しては成長抑制

を殆ど受けないが，タモギタケー2の成長程度はおよそ二分のーに抑制された。

Table 2. Coloration of agar media and growth rates of the mycelia. 

PO-8 strain PC-2 strain 

Control 77:1: 68mm 21土 5mm 

Control (Ethanol) 35:1: 3 mm 13:1: 2 mm 

Tannic acid +++ 10:1: 3b +++ 17士 3

Guaiacol* +++ 67:1: 7 +++ 75:1: 3 

Gallic acid +++ 85:1: 8 +++ 100:1: 11 

Guaiacum傘 ++ 157士10 ++ 144士 4

a-Naphtol・ +++ 109:1: 9 +++ 45士12

β-Naphtol・ (++) 。 (+) 。
L-Ascorbdc acid lOH 7 85士 8

Anthranilic acid +++ 2H 1 +++ 40士13

Vanilin ++ 71:1: 5 ++ 73:1: 3 

Syringaldehyde* +++ 94:1:16 +++ 64士 8

(+): no growth but coloration in and under inoculum plug only， (+ +): no 
growth but colored zone extending beyond plug，一 nocoloration， + : 
coloration in and under inoculum plug only， + + : coloration extending 
under but not beyond the mycelial mat， + + + : colored zone extending 
beyond edge of mycelium， a: colony diameter， b: growth rate; relative 
value for each control as 100， * : andded with 1% ethanol. 
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11章融合株選抜方法の検討

融合株を選抜する方法として，代謝阻害剤処理及びアイソザイム分析の利用を検討した。

11ー1 実験方法

11-1ー1 プロトプラストの調製

PDA平面培地上に生育させた菌叢の先端部を直径5mmのコルクポーラーで打ち抜き，

慣持子とえfラスビーズの入った MYG液体培地に接種し， 7 -10日間 23-cで静置培養を行っ

た。培養期間中一日置きにマグネチックスターラーにより 10分間撹排を行った。

薗体を 1G1グラスフィルター上に集め，滅菌水により数回洗浄した後，菌体約 100mgを

取り， 2%セルラーゼオノズカ R-10(YakultHONSHACO.，LTD.)， 0.6%ザイモリアーゼ

20 T (Seikagaku kogyo CO.， L TD.)， 6 units/mlキチナーゼ (SigmaChemical Company) 

を含む酵素溶液1mlに懸濁して， 30.C， 3時間 1分間当り 80回の振濯をしながら加水分解

を行った。加水分解終了後， 3G2-3G 3のグラスフィルターにより未加水分解の菌体を猪別し，

700Xg， 10分聞の遠心分離による洗浄を 3回行った後に，一部をトーマ血球計数盤上に取り，

プロトプラスト収量を測定し，以後の実験に使用した。

11ー1ー2 プロトプラストの再生

プロトプラスト懸濁液を適当濃度に希釈し， MYG再生培地(MYG寒天培地に浸透圧調整

用として 0.5Mサッカロースを添加したもの)上にプレートした後， 230Cで培養した。

11-1ー3 代謝阻害剤処理Zト制

ヒラタケに対してはジエチルピロカーボネ-1-，タモギタケに対してはヨード酢酸ナトリ

ウムによって各々処理を行い，再生率の変化を測定した。

代謝阻害剤は各々0.5Mマニト-)レ+0.05M リンゴ酸溶液(1N水酸化ナトリウム溶液に

より pH5.6に調整)に溶かし，漉過滅菌して使用した。

洗浄の終了した各々のプロトプラストに対して代謝阻害剤溶液を加え， 4 -C， 30分間， 80 

回/分で振重させながら処理を行った。処理終了後，遠心分離により洗浄を行い， MYG再生培

地上にプレートした。

11-1-4 アイソザイム分析

泳動担体としてポリアクリルアミドを用い，ゲルの調製及び電気泳動は白石30)の方法に準

拠して行った。

PDA斜面培地上に伸ばした菌体を MYG液体培地に接種し， 23-c， 14日間培養した。洗浄

後の菌体(湿重量で約200mg)をマイクロチューブに取り， 0.5mlの抽出用緩衝液31)を加え，

アイスパス中で超音波破砕器により 1分間破砕した。破砕液を， 4・C，l1，750Xg， 30分間遠心

分離にかけ，上澄みをアイソザイム分析用粗酵素サンプルとして使用した。

アイソザイムの活性染色は以下の 10種について検討した。
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エステラーゼ制，リンゴ酸脱水素酵素33h酸性フォスファターゼM ，アルカリ性フォスファター

ゼ35L パーオキシダーゼ331 カタラーゼ36)，ロイシンアミノペプチダーゼ33)，アミラーゼ331 シ

キミ酸脱水素酵素33L アルコール脱水素酵素33)

11-2 結果と考察

11-2-1 代謝阻害剤処理

プロトプラストの再生時に於ける融合株の選抜方法として，代謝阻害剤処理を検討した。

代謝阻害剤処理終了後のプロトプラスト数は，両系統共に処理前の約 1/10に減少してい

た。これは，代謝阻害剤，遠心分離及び時間経過による自動的破壊37)の相加的な作用によると考

えられた。

ヒラタケー8のプロトプラストに対して，ジエチルピロカーボネートにより処理を行った結

果，プロトプラストの再生率は処理濃度の増加に伴い漸次低下し， 0.1 %濃度時に再生率は，

0.03 %となり，それ以上の濃度では再生率の低下は認められなかった (Fig.3)。

タモギタケー2のプロトプラストに対して，ヨード酢酸ナトリウムにより処理を行った結

果， 0.5%濃度時に再生率は 0.04%となり，それ以上の濃度では再生率の低下は認められなか

った (Fig.3)。

処理後，融合を行わなかったプロトプラストの再生率は，完全に 0%であることが望まし

いが，阻害剤の作用限度及びプロトプラストの破壊頻度から，ヒラタケー8についてはジエチル

ピロカーボネート 0.1%，タモギタケ 2についてはヨード酢酸ナトリウム 0.5%の処理が適当

であると結論された。融合後に再生してきたコロニー全てを融合株と断定することはできない

が，全再生コロニーに対する融合コロニーの割合は高くなると考えられた。

(
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Fig.4. Esterase isozyme patterns of the parental strains and the regenerants 

A: P. ostreatus (PO-8l. B: P. cornucoPiae (PC-2l. 
C: mixture of the two stains. D: regenerant No.3、
E: regenerant No. 15. F: regenerant No. 44. G: regenerant No. 45. 
Rl: specific isozyme band region of the PO←8. 

R2: specific isozyme band region of the PC-2. 

.: isozyme bands originated in those of PO-8 (Al。

0 : isozyme bands originated in those of PC-2 (B) 

II-2-2 アイソザイム分析

G 

選抜に使用するためには， バンドパターンは明瞭かつ，対象系統閉て山重なり合わない部分

を持つこと及び高い再現性が必要である。

アイソザイム分析を行った10種の酵素の内‘バンドパターンが検出されたのは，エステラ

ーゼ， マレートデヒドロゲナーセ¥酸性フォスファターセ¥ カタラ一七、であった。 しかしなが

ら，上述の条件を満たすのは， エステラーゼのみであった。両系統のアイソザイムパターンは

明瞭且つ各々に特徴的であった(Fig.4 A-C)。各々に特徴的なバンド領域を選定し，ヒラタケ

8についてはR1，タモギタケヨについてはR2とし、後に融合株を選抜する際の目安とした。

III章 融合株の作出

III-1 実験方法

III-1-1 代謝阻害剤処理

両系統のフ。ロトプラストについて，[]- 1-3の方法により代謝阻害奇11処理を行った。ヒ

ラタケに対しては 0.1%ジエチルピロカーボネー 卜. タモギタケに対しては 0.5%ヨ ド酢酸

ナトリウムによ って各々処理を行った。
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111-1-2 プロトプラストの融合及び再生

O.lmM塩化カルシウム及び0.5mM塩化マグネシウムを添加した 0.5M?ンニトール

溶液にプロ トプラス トを懸濁し，融合チャンパ_ 38)内に導入した。その後，2 MHz， 400 V /cm 

の高周波によりパールチェーンを形成させた後， 40μsec，4 KV/cmの直流パルスを 1秒間隔で

5 -10回印加することによりプロトプラストを融合させた。

融合処理後のプロ トプラストを MYG再生培地上で再生させ，コロニーを分離し， PDA培

地上で継代保存した。

111-1-3 アイソザイム分析

分離した再生株について，II-1-4の方法によりアイソザイム分析を行った。

111-2 結果と考察

代謝阻害斉IJ未処理の両系統プロ トプラストの再生率は，共に約 10%であった。代謝阻害剤

処理後，両系統個別に測定した再生率は，共に 0.1%以下であった。しかしながら，両系統プ

ロトプラストを混合し，融合処理を行った後の再生率は 1.5%であったのに対して，融合処理

を行わなかったプロ トプラス トの再生率は 1%であった。融合を行ったことにより，再生率の

増加は認められたが，代謝阻害剤処理による選抜効果は不明瞭であった。

融合後の再生コロニー 50株を分離し，PDA斜面培地上で継代保存した。

エステラーゼについてのアイソザイム分析の結果，R 1及びR2に於いて両親系統のアイ

ソザイムバンドを併せ持つ系統No. 3， 15， 44， 45が見いだされた (Fig.4)。菌糸の顕微鏡観

Fig.5. Pseudo-cJamp like structures observed on the 
hyphae of N o. 15 strain 



456 北海道大学農学部演習林研究報告第48巻第2号

察の結果，四系統全てにクランプ構造は確認されず，偽クランプ様の構造が見られた(Fig.5)。

これまで両系統について正常なクランプ構造を持つ二次菌糸から，単にプロトプラスト化によ

って偽クランプ様の構造が形成されたことはなく，融合により細胞内に共存する両系統由来の

オルガネラが干渉し合い，正常なクランプ構造の形成が妨げられているものと推測された。

アイソザイム分析，及ぴ菌糸体の偽クランプ様構造から， No.3， 15， 44， 45系統を融合株

候補として選抜し，アイソザイム分析等の性状について繰り返し検討を行った。しかしながら，

継代培養中に No.3は死滅し， NO.44及び45は菌糸成長及びアイソザイムパターンが不安定

となり，繰り返し'性状の確認を行うことが困難であった。従って，性状の安定していた No.15

を融合株と判定し，融合株OCD-15系統として以後の実験に用いた。

IV章融合株の性状の検討

IVー1 実験方法

IV-1ー1 細胞核数の測定

ギムザ染色法39.4OL フオイルゲン反応染色法41Lプロピオン鉄へマトキシリン染色法42)及び

酢酸カーミン染色法43)により細胞核染色を試み，結果の良好でhあった方法により，融合株の細胞

核数を測定した。

IV-1-2 場養特性

① 菌糸成長度

1-1-3の方法に従って PDA培地上に於ける菌糸成長の温度特性を調べた。

②対時培養

1-1-3の方法に従って培養を行い，対峠線の有無，菌叢接触部の色を観察した。

IV-l-3 パーベンダム反応

1-1-6の方法により融合株のパーベンダム反応によるキャラクタリゼーションを行っ

た。尚，参考としてパーオキシダーゼ活性検査試薬である 0.05%レマゾールブリリアントブル

ーR塩44-46)を添加した培地を併せて用いた。

IV-1-4 栽培特性

1-1-4の方法に従って，培地調製，培養及び子実体発生を行った。但し栽培瓶は 200ml 

容栽培瓶を使用した。

IVー2 結果と考察

IV-2-1 細胞核数

融合株の細胞核数を測定するために最適な核染色方法を検討した。検討した 4方法中で細

胞核が染まったのは，酢酸カーミン染色法とギムザ染色法であったが，安定した染色結果が得

られたのは，ギムザ染色法のみであった。顕微鏡下での計数の結果 1細胞当りの核数は o
-5個であった。菌糸の成長が見られることから，オルァゲネラの増殖は行われているが，細胞
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融合によ り介在している異種のオルガネラが正常な細胞分裂を阻害し，細胞隔壁の形成が不規

則になっているものと推測きれた。また前述のように OCD-15系統には正常なクランプ構造は

存在せず，偽クランプ様の構造が存在することから，分裂時に於ける細胞核の挙動及び移送シ

ステムにも何等かの変化が生じているものと推測された。

IY-2ー2 犠養上の性質

PDA平面培地上での菌糸成長度を親株と比較した結果，融合株の成長速度は全般的に両親

株よりも遅かったが，温度特性は一致していた。対時培養の結果，OCD-15系統は，ヒラタケ

8，タモギタケ 2両親株に対して褐色の対峠線を形成した。

IY-2 -3 パーベンダム反応

ガルス酸についての呈色反応に特徴は認められなかったが，呈色後に短期間で脱色帯を形成

する という両親株には見られない特性を示した (Fig.6a)。これは，フェノールオキンダーセ*の酸

化反応による発色構造の生成に引続き，還元あるいは更に酸化分解が起こっているものと推定

された。両親株についても更に 1カ月程度培養を継続すると，脱色帯を形成するが，7 -10日

間の培養で形成きれることはなかった。 β ナフ トールの呈色程度については，ヒラタケー8に類

似していた (Fig.6 b) 0 a-ナフ トールに対する菌糸成長度には特徴が認められなかった。レ7

Fig.6. Bavendamm's reactions of the OCO-15 and its 
parental strains 
a: gallic aeid， b: beta -naphthol， c: remazol 
brilliant blue R salt， P08: P. ostreatus， PC2: P 
co門官ucopiae，OC015: fusant 
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ゾールブリリアントブルーの脱色帯の形成には特徴が認められた。ヒラタケー8の脱色帯は菌叢

先端部より内側に，またタモギタケ 2は菌叢先端部に脱色管先端部がほぼ一致して形成された

のに対して，融合株は菌叢先端部より外側に形成された (Fig.6 c)。

IV-2 -4 子実体形成能

米ヌカ加用木粉培地上に於ける栽培試験の結果，発生操作後 5-7日目に融合株はタモギ

タケー2に類似した子実体原基を形成したが，子実体には発達しなかった。これも偽クランプ様

構造の形成の場合と同様に，異種のオル力、ネラの干渉によるものと推定された。

二次菌糸をプロ トプラストfじすることにより 二核のフ。ロトプラストと共に無核及びー核の

プロトプラストが単離され，再生コロニーからは二次菌糸と共に一次菌糸を得ることが出来る。

これは菌糸からプロトプラストが単離される際

に，細胞壁の溶解が不均一てーあることに起因す

る思われる。細胞核と 同様に他のオルガネラに

ついてもプロトプラス トの単離過程に於いて

各々のプロトプラストに対して不均一な配分と

なること考えられる。従ってプロトプラスト化

により子実体の発達を妨げているようなオルガ

ネラが欠落し，干渉作用が部分的に解除される

ことが期待されたため，融合株に対して再度プ

ロトプラスト化を行った。

融合株よりプロトプラスト化を経て二次再

生株50系統を分離し， PDA斜面培地上に継代

保存した。それらは全て正常なクランプ構造を

有していなかったが，栽培試験を行ったところ，

発生操作後 7-10日目に約 70%が子実体を形

成した。それらの子実体は，菌傘の色等の分類

学的性状はタモギタケー2に類似していたが，菌

Fig.7. Fruit -bodies of the 
regenerated strain from the 
OCD-15 

柄を形成せず，菌傘部のみから構成される特異なものであった (Fig.7)。しかしながら，両親

株に類似した形状で発芽能を持つ正常な担子胞子が形成きれた。

また，二次再生株についてのアイソザイム分析の結果、 R2， llPちヒラタケ 8に由来する

バンド領域に於いてアイソザイムバンドの増加が認められた。

OCD-15系統の形質発現系に於いて，共存する異種のオルガネラの相互の干渉作用がプロ

トプラスト化により部分的に解除きれたことにより，子実体の形成及びアイソザイムバンドの

増加が認められたものと推定された。
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V章結 言

電気的細胞融合によるヒラタケとタモギタケの異種間体細胞雑種を人為的に誘導した遺伝

マーカーを用いずに作出することを目的とし，融合株作出過程に於ける諸条件の検討を行った。

代謝阻害剤処理について高い確率での融合株の選抜を期待できる処理条件を得た。しかし

ながら，実際に融合を行ったところ明確な選抜効果は認められなかった。今後更に詳細な細胞

生理と代謝阻害剤処理条件との関係を検討する必要があろう。アイソザイム分析については，

エステラーゼのアイソザイムパターンに於いて，両系統に明確な差異が見出された。

二種聞の細胞融合を行い，融合株の作出を試み，アイソザイムパターン及び菌糸構造から

融合株OCD-15系統を得た。融合株は細胞核数0-5個の多核体であり，正常なクランプ構造

を持たず，偽クランプ様の構造を有していた。菌糸成長速度は両親株系統よりも遅かったが，

温度特性には変化がなかった。パーベンダム反応に於いてβーナフトールについてはヒラタケー8

に類似していた。カールス酸及びレマゾールブリリアントブルーについては，両親株系統とは異

なる反応を示した。栽培試験の結果，タモギタケー2に類似した子実体原基を形成したが，子実

体には発達しなかった。しかしながら，OCD-15系統よりプロトプラスト化を経て誘導した二次

再生株はタモギタケー2に類似するが菌柄部を持たない特異な形状の子実体を形成した。子実体

には発芽能を持つ担子胞子が形成された。

以上の結果より特定の人為的遺伝マーカーの用いずに，菌株が本来有する性質を利用した

融合株選抜の可能性が示唆された。融合株の二次再生株の子実体の形状は特異なものであるが，

栽培品種としての評価を行うためには，更に綿密な栽培試験を行う必要がある。しかしながら，

発色団の迅速破壊といったフェノール性物質に対する反応性は興味深<.今後パルプ廃液の脱

色，バイオブリーチング等への応用を目的とした研究素材として有望で、あると考えられた。

本研究に於いては，近縁種であるヒラタケとタモギタケを用いたが，クランプの形成や子

実体の発生に際して，異種のオルyゲネラの干渉作用と思われる現象が認められた。将来的に属

間等遠い種間での融合を試みる際には，更に強固な干渉作用が現れることも考えられる。従っ

て今後これらの干渉作用を打破する方法の検討も必要となるであろう。

また，担子菌類に於いては，交配和合性因子，クランプ形成，子実体の分化機構等，未だ

完全には解明されていない現象が多〈存在する。融合株作出過程に於ける諸条件の検討や融合

株の性状の解明に対して，これらの現象の解明は大きく関与すると思われるが，一方，多くの

融合株を取得しその性状を解析することにより，これらの現象を解明する糸口が見いだきれる

可能性も大きいと思われる。
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Summary 

Protoplasts of Pleurotus ostreatus (Fr.) Quel. and Pleurotus cornucopiae (Paulet) Rolland var. 

citrinopileatus (Sing.) Ohira were fused by the electrical-fusion method. Four strains of the 50 

regenerants had both parental isozyme-bands of esterase， and they had pseudo clamp-like 

structures and multinucleated cells. For the stability of mycelial growth and isozyme pattems， 

one of the four strains was concluded to be a fusant. It showed characteristic reactions to the 

gallic acid. It formed a primordium， but did not develop a fruit-body. Regenerated strains that 

were obtained from protoplasts of the fusant formed fruit-bodies similar to the P. cornucopiae， but 

have no stalk. Intact-shaped basidiospores were formed at the fruit-bodies， and they had 

germinating ability. 


