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Ⅰ．はじめに

　タモギタケ（Pleurotus cornucopiae var. citrinopileatus）は，
北海道や東北において人気の高いきのこであり，人工栽培された
タモギタケが市場に流通している。しかしながら，九州において
はその子実体の色や独特の風味があることから，一部の物産館な
どにおいて販売されている以外は一般的な市場では流通していな
い。タモギタケの九州での販売を定着させるためには，九州の消
費者に受け入れやすい品種を開発することが必要であると考えら
れる。そこでまず，計画的な遺伝育種の実現に向け，タモギタケ
の遺伝地図作成に適した交配菌株の作出を行うこととした。

Ⅱ．材料と方法

１．供試菌株
　元株として，大分県九重山系野生菌株１菌株（KRCF 716），
長野県戸隠山系野生菌株１菌株（KRCF 718），北海道札幌市内
野生菌株２菌株（KRCF 794，KRCF 795）の合計４菌株を用いた。
　元株からプロトプラスト化により調整された一核菌糸菌株のう
ち，KRCF716PP-4，KRCF716PP-7，KRCF718PP-5，KRCF718PP-16，
KRCF794PP-11，KRCF794PP-28，KRCF795PP-3 お よ び
KRCF795PP-61 の８菌株を塩基配列解析に用いた。また，その
う ち KRCF716PP-4，KRCF716PP-7，KRCF794PP-11 お よ び
KRCF794PP-28 を交配菌株の作出，ならびに RAPD（random 
amplifi ed polymorphic DNA）解析に用いた。
２．プロトプラスト化による一核菌糸菌株の調整

　プロトプラストの調整については，Miyazaki et al.（2000）の
方法に従った。調整されたプロトプラスト懸濁液を再生用培地に
塗布後培養し，再生コロニーを新しい PDA斜面培地に移植した。
７－ 14 日間培養し，生長した菌糸を顕微鏡下で観察し，クラン
プ結合の有無を確認することで一核菌糸か二核菌糸の判別を行っ
た。また，一核菌糸菌株と判断された菌株については，それぞれ
交配試験用に任意に選んだ菌株との交配試験を行い，和合性の確
認を行った。
３．交配菌株の作出
　交配は，PDA平板培地（直径：90 mm）上で行い，二つの菌
が約１cm離れるように接種を行い，しばらく培養後，クランプ
結合を有する二核菌糸が観察されたら，菌叢の一部を新しい
PDA斜面培地に移した。ミトコンドリア型に配慮し，それぞれ
の接種源の接種箇所の外側から分離した。
４．栽培試験
　ブナおが粉と米ぬかを容量比で４：１に混合後，含水率約
65 %になるように水分を調整した。混合物を 850 ml 容のポリプ
ロピレン製耐熱ビンに 500 g を詰め，121 ℃で１時間滅菌したも
のを栽培用の培地（以下，ブナおが粉培地）として使用した。接
種源は，あらかじめブナおが粉培地で培養した培養菌糸体を用い
た。先の栽培ビンのブナおが粉培地に接種源を上部３カ所および
空気孔１カ所の４点接種を行い，25－27 ℃の室内で 24 日間培養
後，菌掻き・注水（約３時間）処理を行い，温度 20 ℃・湿度
90 %以上の恒温室内にて発生を行った。
５．ITS（internal transcribed spacer） 領 域 な ら び に IGS
（intergenic spacer）１領域の塩基配列解析
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　解析用 DNA の調整は，CTAB 法（Murray and Thompson，
1980）により行った。ITS 領域の増幅には，プライマー ITS 4 と
ITS 5（White et al., 1990）を用いた。IGS 領域の増幅には，プ
ライマー IGS- 1 -p- 1 および Le 5 SrDNA（馬場崎，2008）を用い
た。それぞれのプライマー組み合わせで，95 ℃・１分間処理後，
95 ℃・30 秒間→ 55 ℃・90 秒間→ 72 ℃・30 秒間の温度サイクル
条件で 30 サイクル，温度サイクル処理後 72 ℃・10 分間という
温度条件で増幅を行った。増幅産物は，GenElute キット（Sigma-
Aldrich 社）により精製後，BigDyeTerminater v 3 . 1（アプラ
イド・バイオシステムズ社）でシークエンス反応を行い，反応産
物をエタノール沈殿処理後，オートシークエンサーABI 310（ア
プライド・バイオシステムズ社）によって塩基配列の決定を行っ
た。
６．RAPD（random amplifi ed polymorphic DNA）解析
　RAPD解析における増幅条件は，Miyazaki et al. （2000）の方
法に従った。増幅反応終了後，増幅産物を１％アガロースゲルに
より電気泳動を行い，UVトランスイルミネータ上で増幅パター
ンの観察を行った。プライマーは，Operon 社の OPA-09，OPA-
12，OPA-14，OPC-17，OPE-14，OPE-15，OPJ-15，OPD-07 の

８種類の 10 塩基プライマーを用いた。

Ⅲ．結　果

１．プロトプラストの調整ならびに和合性の確認
　KRCF 716 菌株からは，合計 60 の再生コロニーを分離し，そ
のうち 34 菌株はクランプ結合が観察されなかったことから，一
核菌糸菌株と判断した。同様に，KRCF718 から 42，KRCF794
から 42，KRCF795 から 35 の一核菌糸菌株が得られた。それぞ
れ同じ菌株由来の一核菌糸菌株の一部を交配し，和合性を確認し
たところ，すべての元株から交配可能な一核菌糸菌株の組み合わ
せを認めた。最終的に，それぞれの元株由来の一核菌糸間で和合
性 を 示 し た KRCF716PP-4，KRCF716PP-7，KRCF718PP-5，
KRCF718PP-16，KRCF794PP-11，KRCF794PP-28，KRCF795 PP-3
および KRCF795PP-61 の８菌株を選抜し，以後の試験に使用す
ることとした。
２．ITS 領域および IGS 1 領域の塩基配列解析
　前述した試験により選抜された８菌株の ITS 領域および IGS 1
領域の塩基配列を決定した。それぞれの領域内の各菌株間で異

表－１．解析した領域において変異の見られる塩基数
（a） ITS（670 bp）

KRCF716PP KRCF718PP KRCF794PP KRCF795PP
－4 －7 －5 －16 －11 －28 －3 －61

KRCF716PP-4 0 3 2 2 1 1 1 1
KRCF716PP-7 0 3 3 2 2 2 2
KRCF718PP-5 0 0 1 1 1 1
KRCF718PP-16 0 1 1 1 1
KRCF794PP-11 0 0 0 0
KRCF794PP-28 0 0 0
KRCF795PP-3 0 0
KRCF795PP-61 0

（b） IGS1（733-734 bp）
KRCF716PP KRCF718PP KRCF794PP KRCF795PP
－4 －7 －5 －16 －11 －28 －3 －61

KRCF716PP-4 0 1 2 2 1 1 2 2
KRCF716PP-7 0 1 1 0 0 1 1
KRCF718PP-5 0 0 1 1 2 2
KRCF718PP-16 0 1 1 2 2
KRCF794PP-11 0 0 1 1
KRCF794PP-28 0 1 1
KRCF795PP-3 0 0
KRCF795PP-61 0

表－２．交配菌株の作出ならびに栽培試験結果
MCR No. 交配組み合わせ ミトコンドリア型 交配＊ 子実体形成＊＊

452 KRCF716PP-4 vs KRCF794PP-11 KRCF716 × －
453 KRCF716PP-4 vs KRCF794PP-11 KRCF794 ○ 確認
454 KRCF716PP-4 vs KRCF794PP-28 KRCF716 × －
455 KRCF716PP-4 vs KRCF794PP-28 KRCF794 ○ 確認
456 KRCF716PP-7 vs KRCF794PP-11 KRCF716 × －
457 KRCF716PP-7 vs KRCF794PP-11 KRCF794 ○ 未試験
458 KRCF716PP-7 vs KRCF794PP-28 KRCF716 ○ 未試験
459 KRCF716PP-7 vs KRCF794PP-28 KRCF794 ○ 未試験

＊　○：成功、×：不成功
＊＊ －：試験実施不能
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なっている塩基数を表－１にまとめた。ITS 領域で，最大３塩基，
IGS 1 領域で最大２塩基の違いしか存在していなかった。また，
同一菌株由来の一核菌糸菌株間で変異が存在していたのは
KRCF716のみで，その他の３菌株においては，どちらの領域に
も変異が認められなかった。北海道産の２菌株は，ITS 領域の配
列は同一であった。
３．交配菌株の作出
　KRCF716およびKRCF794由来の一核菌糸菌株間で交配菌株の
作出を試みた。組み合わせとして，ミトコンドリア型を考慮する
と８菌株が作出可能であるが，試験期間内に作出出来なかった組
み合わせも存在していた。現在までの試験結果について表－２に
示した。すでに得られた交配菌株数は５であった。
４．栽培試験
　交配菌株のうち，MCR453およびMCR455の栽培試験を行った
ところ，ビン全体に菌糸が回るまでに，どちらの菌株も 22 - 24
日間かかった。また，発生処理後どちらの菌株からも子実体形成
が認められた（表－２）。
５．RAPD解析
　交配菌株の作出に使用した一核菌糸菌株の RAPD解析を行っ
たところ，８種類のプライマーから，交配菌株内でヘテロ接合
マーカーとして使用できるフラグメントが３本存在していた。本
結果から期待出来る１プライマーあたりの連鎖解析に利用できる
マーカー数は，0.38 と非常に低い値を示した。

Ⅳ．考　察

　ITS 領域ならびに IGS1 領域の塩基配列には，大分県産，長野
県産，北海道産の野生菌株間でほとんど違いが認められなかった。
このことから，日本産のタモギタケの遺伝的な変異幅が小さいこ
とが示唆された。同様に，RAPD解析でも共通に存在するバン
ドが多く，遺伝的な変異幅が小さいことが支持された。Yang et 

al.（2007）のヒラタケ属の菌の ITS 領域の塩基配列による系統
解析からもタモギタケのクレード内での変異幅が小さいことが報

告されている。タモギタケの起源は分からないものの，中国産の
菌株の ITS 領域（AY540318）と今回解析した日本産タモギタケ
の ITS 領域の配列を比較したところ，３塩基の挿入と考えられ
る違いがある程度で，ほとんど変異がなかった。今回解析した大
分県産，長野県産，北海道産の野生菌株がそれぞれ別ルートで日
本にわたってきたものか，一度日本に入った後に，分布を広げて
いったのか，または日本で発生した種であるか，今回の結果から
類推することは困難であるが，中国・四国地方からの発生報告が
ほとんどない（長沢・有田，2000）など，タモギタケの分布には
特異な点があり，今後の研究対象となりうるであろう。
　タモギタケの遺伝的な変異幅がそもそも小さいということから，
当初目的としていた，遺伝解析用の遠縁交配菌株の作出は達成出
来たとは言い難いものの，日本国内で取得出来る野生菌株の中で，
大分県産と北海道産と比較的離れた地域の野生菌株間で交配菌株
が得られたこと，ならびに交配菌株が子実体形成能力を有してい
る点は意義があると考えられる。今後，ヘテロ接合マーカーの選
抜を行い，連鎖地図の作成に結びつけていきたい。また，遠縁交
配菌株の作出のためには，狭義の P. cornucopiea菌株を入手し，
交配を行う必要がある。
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