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マッシュルームからのプロトプラスト調製と子実体の形成
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fromprotoplastswerescreenedwithcolonymorphologyandmycelialgrowthratioonplatc
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larRerfruitinRbodiesthantheparentalcommercialstrain．
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一般に典菌類では，おもな繁殖体として少iiiの有･性胞子と広く拡散するために多遼の無性胞子

を作る．しかし，多数のきのこが属する担子菌類の多くは無性胞子を作らず，飛散と体I上期生存

の双方に有利な多数の右性胞子を作る．これが旭子胞子である（Deacon1)）．旭子器内で起こる

核融合と減数分裂の過程で，商い頻度でjfi伝子臓成が多様化するために，個々の担子胞子の遺伝

形質は同一ではない（堀越，鈴木2)）．栽培きのこの品種改良はこの点を利用して，lli胞~fの分

離と，それから得られるlii核繭糸体〔１倍体（、）〕の自家および他家交配，選抜によって行な

われている．これは人為的，計画的な授粉によって商等植物の品種改良を行なうことと1両]様であ

る．しかしマッシュルーム（Agzz'たz(ｓ６ｉＳｌｌ)0ﾉﾏ⑬(JLange)Imbach）は，典型的な担子菌類と異

なり１つの担~f器に正相（、＋、）の２胞子しか荘生しない．この胞子から得られる菌糸は最初

から複核化しており，マッシュルームではjli胞子を分離しただけではｊＩｉ核繭糸体を得ることは極

めて難しい．このためにほとんど交配ができず，極めて非効率的な育種しか行なえなかった．近

年これらを克服するために，プロトプラストの調製や遺伝子操作をマッシュルームに適用する動

きが活発になってきた（wood,)）．1950年代にEddyandWi1liamsonによって菌類のプロトプ

ラストと考えてよい浸透圧感受'性体の調製と研究が行なわれ，その後動植物細胞の研究に遅れな

がらも現在では多くの菌類からプロトプラストが調製されている（Villal1ueva4)）．1972年にDe

VriesandWesselによってスエヒロタケ（ｓｃｈだ”hyJﾙﾉﾌｚｃｏ"z"2！"2e）を材料として，プロトプ

ラストの調製についての1111題点がIﾘiらかにされ，７０年代後半-80年代にかけて種々のきのこ類に

ついてプロトプラストの調製や再生，更にそれを利川した品種改良の研究が進展した（寺下5)）
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マッシュルームについてもごく餓近になってプロトプラストの調製と再生，更には遺伝子導入な

どの研究が進展してきた（Wood3)，CastleaaL6~7)、Elliott8)）．

数年前に当研究室では，ネナガノヒトヨタケ（Cbp1f7zffSCi72C7WfS）などの文献（阿部ら,-】｡)，

赤松ら皿)，GoldedaL12)，KiguchiG/α113)，柳らM)〉を参考にプロトプラストの調製を試みたが

成功しなかった．般近のマッシュルームに関する文献を参考として，プロトプラストの調製と繭
糸体への再生に成功し，その内の数獅については子実体を形成したので報告する．

実験方法

１．実験材料

1）使用雨株プロトプラストの調製には当研究室で分離・培養し，栽嬬実験でも優秀な成続

を収めた市販繭株（HorstU3）H1米の多胞子培韮株を使用した．

2）プロトプラスト調製･再生培地プロトプラスト調製および再ﾉﾋ埼地は，Dahlbergによっ
て改変された麦芽エキス・酵母エキス（ＭＰＦＹＥ）培地を用いた．ＭＰＦＹＥ塘地は，果

糖２０９，麦芽エキス２０９，群(1):エキス２９，ペプトン２９，硫酸マグネシウム・７水和物

０．５９，リン酸カリウム１９，リン酸水素２カリウム0.469,フォーゲル微舷要素溶液02,0

に蒸留水を加え１０にし，獅庄滅菌（121℃、l5min）した．

フォーゲル微最要素溶液の組成は，クエン酸１水和物５９，硫酸亜鉛・７水和物５９，硫

酸鉄（11）アンモニウム・６７k和物１９，硫酸銅・５水和物0.259,硫酸マンガン・１水和

物0.059,ホウ酸0.059,モリブデン酸ナトリウム・２水ｲ11物0.059に蒸留水を力Ⅱえ100,0と

した．それにクロロフォルム１，０を防腐剤として加えた．

再生培地には上記の組成のほかに，寒天109と浸透圧調整剤として0.6Ｍマンニトールを

加えた．浸透圧感受性テスト培地には寒天109のみを加えた．

3）プロトプラスト懸濁用等張液0.01Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ5.0）に0.6Ｍ硫酸マグネシウム

と10,Ｍクエン酸ナトリウムを溶解し，メンブランフィルタ（孔径02｣ｕｍ）でiMji過除菌した．

4）プロトプラスト調製用酵素液117版酵素ノヴォザイム234を10mg／meの濃度で，プロトプ

ラスト懸濁用等張液に溶解し，メンプランフィルタ（孔径0.2浬、）で漉過除菌した．
2．実験方法

1）サンプル調製（液ｲｲﾐ培養lRi糸体）ＭＰＦＹＥ培地20mOを分注した100mO三ﾌﾟﾘフラスコに，

寒天培地上で培養したHorstU3多胞子培護株の繭糸体)I｢を移植し，３～４週間25℃で静縦

培養した（－次培養）．培養後，充分生長した繭糸体を培地ごとプレンダーで破砕（マセレ

ート）し，新しい培地に駒込ピペットで移植した．これを３～７１]問同じ条件で培養した

（二次培養）．

2）プロトプラスト調製培養した菌糸体を迩心分離（10,000×９，１０ｍｍ）にかけて補集し

た．刺'１集した繭糸体ペレットを滅閖した0.01Ｍリン酸緩衝液（ＰＩＩ６９）で洗浄し，再び述

心分離で補集した．これを２度繰l)返し，培地成分を除いた．ペレットの近通をＩＨＩ定し，メ

ンブランフィルタ（孔径0.2浜、）で濾過除菌した酵素液を繭糸体１９当り酵素50～60mgと

なるように加えて懸澗した．これをウォーターパスインキュベータ（25℃，６０rpm）で４時

間反応させ，１時Ｉｌｌ１ごとに試験管ミキサーで２秒間強く鏡排した（細胞壁の分解）．

２０，０容趾の注射器に滅菌したナイロンメッシュ（90’(メッシュ）２枚，脱脂綿，もう１枚

のナイロンメッシュを蝿にして詰めたフィルタを用い，分解されなかった蘭糸断片を減別し

た．減液を遠心分離（750×９，lb）にかけ，プロトプラストを楠集した．補築したプロ

トプラストを除菌した等張液に懸濁し，111球計算盤でプロトプラスト濃度を測定した.
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3）プロトプラスト11j/|；１０５～10GＮ０．．，０－Kとしたプロトプラスト懸濁液を２分し、フロトフ

ラストＩｌｊｆｌ２培地（().6Ｍマンニトール添加ＭＰＦＹＥ平板培地）と投透１１【感･愛性テスト塘地

ＧＩＰＦＹＥ:ﾄﾞ板培地）に接種した．２５℃で２週１１１１培鍵し、Ilj'ｋしてきたコロニーを観察し

新たな;F板培地に分離移植した．移植後同一条件下で２週Ｉ１ｉＩ塘養し，コロニーのｉＩＩｌ:径が大き

く'klと速度の速いものと形態が優れているものを選抜した．

4）航lvi洲製培地は，小交を15分間煮沸し焼き石こうＬ5％と炭酸カルシウム0.5％を添力Ⅱし

てi伽i冒滅崎（121℃，２ｈ）したものを用いた．その塘地に１２版j部山上で允分にﾉ'２１としたｌＶｊ

糸体をＩ癖Ii・培養して極i\iとした．

5）』峨貯災験（桁↓Ｉ！塔）マッシュルームの職1ifは．プロトブ,ラストの紫材として他川した

IIorstU3多}他j鬼端獲株を対照に、これまで当研究室で行なっていたﾉﾉ法にivHじて1『なった．

コンボストは，ﾉｾﾞﾀﾄでの水分・窒素肥料等を添jllllしたワラの｣Ｍｉによる一次ﾌﾞﾋﾟ解と|蝉１V篭1ﾉﾘ

での二次発酵によりiJU製した．次いで底iiiが格卜状のプラスチソクボックスに10kgづつ允旗

し，1％（10()ｇ）の『l1illMiを接種した．約２週１１１１塒聾し１Ｍi糸をコンポストに光ilMiさせた後，

１綱Il1し（コンポストIniの平)[l化）をして，殺iMj後３％炭酸カルシウムでpllを,JM製した（１）Ｈ

7.5）ピートモスを慨上として脳川した．その後，史に淑上''１に１W糸を光ｉＩＩ１ｌｉするために!(錐

を続け，ＭＫＩ:''１に[ｻﾞi糸が光分に''三肯した時点でｆ実体lHi雄の,1$導処ＪｌＩＬをした．１１後，マッシ

ュルーム卜ﾌﾐ作の成熟に１１Aってl'【i次収穣を行ない．収jltをil1ll定した．

苑'|;した－１是災(ｲﾐは，・・般的な商業栽培での収種迦1０１（禰'1塊が破れず．［Miﾄﾞﾄ1の兄えていない

１１繩１，「ボタン」）で収礎した．収穫が遅れ，IHi傘が1}Hき始め1櫛ﾄﾞ}1が鯛|Iしたものは「カッ

プ」として区別した．収護後，イゴ突きの部分を切除する「恨切I)処JMLJをii左い，各系統雌

にⅡAl散とIItjltをil(１１定した．これを約３週１１１１（３フラッシュ）ｉｆなった＿

結果

１．プロトプラストの調製と再生

イミ報では,i１．３１ijlのプロトプラストの調製実験を行なった．第］ＩＩＩ１のプロトブラストの調製実験

ではこげ(培鎚時の接孤jitが少なく，材料としてＭ収できた繭糸体は約0.2Ｒであった．その結果、

１１１１収された群衆処I1Hサンプルは極めて少最で．顕微鏡観察しかできなかった．しかし細胞瞼の溶

解によるとみらｵしる球形糸'１１砲と，低張液中でのその破壊が顕微鏡「でIijL察され，１，１１収されたサン

プルがプロトプラストであるという傍証が得られた（Fig.１）．

節２１'1のﾘﾐ蛾では，二次｣滞獲の培錐齢の異なる２種のサンプルについて検,｢化た（二次１１W礎3

11およびljUlllI1）．また，前ＩＩｌＩよ')接諏般をふやしたため約１９のIMi糸がll1ljlXできた．沸紫処nll

の結''４，１'１j片とも多数の球形細胞を2t成した．こﾉしらをプロトフラスト慨iUIjlll聯ｿ１２液に懸i11札、

Ｍｉｉ微鏡~ﾄﾞでL1i形形状とlHiﾘlを液'１１での破壊を確認した．この懸ｉｉｉ液を(16Ｍマンニトール添川】の|リ

ノ１２川lllfj1uと().6ＭマンニトールJlZ添加の投透lE感受性テスト111f地に２分してｲ腱ｌ''し，フロトプラ

スト'1を成のIil1,鰹とlﾘ'|=処pHをｉｆなった．その緒ｊ１Ｌ両11F鍵Ⅸと６１W'１ﾐ｣冊地'二にコロニーを脈,棚し

プロトプラストからの１V/}ﾐに成功した．しかし二次培錐３１１１><の泓透ＩｌＨ感受ｲｲ'1テスト｣'子｣ｌｈにllP/|ミ

コロニーが１つiilA察された（Fig.２）．

節３１１１１では，投透１１：感受{'|:テスト培地上でのコロニーIlj2l§を防ぐためwlUxlij1Mi糸分別川のフ

イルタを改良した．その結果，没透圧感受性テスト培地上でのゴロニーllj'１:はみらｉしなかった．

以上の爽験でＩＩＪ'|:したコロニーは新たな平板培地に分離稗H1〔し．合iiI･で92系統のフロトフラス

トllj′に株を１１}た．没透圧感受.性テスト培地に再生コロニーがiiM察さ』した二次1%鑓３１１ｌｘの32系統

はプロトプラストであるとの雌iilEに欠けるため除外し，残I)の60系統をフロトブラストIlj/k排と
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した．

この60系統から更に，コロニー形態が円形でlXi糸の形態が均一であること，気中菌糸の異淵jii

殖（フラッフイ）の見られないこと，生及速度の速いことを基準に選抜した．その結果，８系統

の両:生株が条件を満たしたので，種爾を調製し第二次スクリーニングとして栽培実験を行なった‘

２．プロトプラスト由来系統の栽培結果

PP-60までのプロトプラスト由来系統から，ＰＰ－０６、-19,-21,-29,-31,-44,-

53，-54の８系統を選抜し，プラスチックボックスと塒養機を用いて維培実験を行なった．その

結果，収量は各系統によって違っていた（Tableｌ）．もっとも収量の多かったのはPＰ－４４（プ

ロトプラスト}{1来系統Nq44）の9.84k9.ｍ－２．３weeks-lであり，もっとも少なかったのはPP-l9

の4.93k頁．ｍ－２．３weeks-1であった．

Table1．ＹｉｅｌｄｓｏｆＰＰｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍＵ３ｏｎｔｒａｙｓ

Yields（kRm-2.3weeks-l）
Straing

Ｒ,]thm Ｃｕｐ Ｔｎｍｌ

ＣｏｎＬＵ３ ４１３ 413 ８－２６

ＰＰ－Ｏ６ 【ＬＯＣ 1８８ ５８８

ＰＰ－１９ 1－９９ ２９４ ４．９３

ＰＰ－２１ rＬ６Ｃ ２５６ ７．１６

ＰＰ－２９ ４－３月 ２８４ ７．１９

ＰＰ－３１ ４．２６ 0．７７ 乱０３

ＰＰ－４４ 613 ３７］ ９－８４

ＰＰ－５３ ３－３８ １９６ ５．３４

ＰＰ－５４ ４－３９ Ｌ９０ 6．２９

収趾全体で比較すると，対照区であるHorstU3が8.26k９．ｍ－２．３weeks-lとＰＰ－４４についで

第２位であった．しかしボタンのみのjlXiitで比鮫すると，対照区は６位とな')，更にボタンの割

合では８位となった．逆にＨ本では商品価値がないとされるカップの収hとでは１位，Hill合では２

位となった．

考察

以前マッシュルームのプロトプラスト調製を試みた時には，セルラーゼオノズカＲ－ｌＯ，ザイ

モリアーゼ，キチナーゼなどを単独，あるいは混合して供)Ⅱした．しかしいずれの場合もプロト

プラストの調製には成功しなかった（未発表）．木報で調製に成功したのは，新たに使用したi１７

版酵素ノヴォザイム234によるものと思われる．これは繭寄生菌として知られるのfcA0化７７７２α

hα）万ｍ"z【"z由来の酵素であり，』'1狐でマッシュルームのプロトプラスト調製に非常に効果的であ

った．しかし，他の酵素とのｉｊｉＩＬＩｌによるプロトプラスト収量のjM加がマッシュルーム以外のきの

こ類で報告されており（私信），酵素系については今後史に検討する．

プロトプラストの収肚から考えて，サンプルの菌糸体は１９程度は必要であることがわかった‘

またマセレート後の菌糸の塘養齢は，３日と１週ＩＭＩではプロトプラスト収麺に影響を及ぼさない

ことがわかった．

プロトプラストは細胞壁の消失によって低張液L１１では破壊される（浸透圧感受性）．したがっ

Strains
Yields

Button

(k9.ｍ2.3weeks-l）

Ｃｕｐ Total

Cont．Ｕ３ 4．１３ ４．１３ ８．２６

ＰＰ－０ 4．００ 1．８８ ５．８８

Ｐ1ｺ-１ １．９９ 2．９４ ４．９３

ＰＰ－２ 4．６０ 2．５６ ７．１６

ＰＰ－２ 4．３５ 2．８４ ７．１９

ＰＰ－３ 4．２６ 0．７７ ５．０３

ＰＰ－４ ６．１３ 3．７１ ９．８４

ＰＰ－５ ３．３８ 1．９６ ５．３４

ＰＰ－５４ ４．３９ 1．９０ ６．２９
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て浸透圧感受性テスト培地上でコロニーの再化が兄られない場合は，得られたものがプロトプラ

ストであった証拠となる．

再生培地と同時に浸透圧感受性テスト培地に接種するという簡便な方法ながら，酵素処理によ

って得られたものがプロトプラストであることの証明を得た．今[可一部でテスト培地上での再生

を確認したが，これはプロトプラストの調製に失敗したか，繭糸我流との分離に失敗したかであ

る．顕微鏡観察で細胞壁を失った球状細胞を確認していること．更に残澄分離用のフィルタを改

良した結果，テスト培地上でコロニーが郷生しなかったことから，この原pqはプロトプラストと

I1li糸残法との分離が不十分で，プロトプラスト懸濁液にl勘糸我流が混入したためと考えられる．

第１次スクリーニングの基準であるコロニー形態が111形で菌糸の形態が均一であること，およ

び気中菌糸の異備１W殖（フラッフイ）の兄られないことによって，遺伝的変異のない純粋なコロ

ニーであることが期待される．また生長速度が速いことは栽培川品種の必須条件の１つである．

収Ｊ１t全体で比較すると，プロトプラスト調製の材料となった対照区よりも多収であったのは

PP-44のみであったが，実際に市場で流通する形態（ボタン）のみを比較すると８系統のうち

５系統までが対照区より多く，箸し<劣るのはＰＰ－１９のみであった．また収杜全体に対するボ

タンとカップの蒋11合を比較すると，PP-19以外の７系統のPP株が対照区よ')も優秀であった．

逆にカップの量と衝Ⅲ合は対照区がそれぞれ１位と２位であＩ)，ここでもPP-19以外のPP株はす

べて対照区より優秀であった．

以上のように，より多収種でボタン（良品）が多くカップ（不良品）が少ないという傾向がほ

とんどのPP株で兄られたことは，プロトプラスト化と再生コロニーの形態などによるスクリー

ニングを行なうことによって，種々の面で親株より優秀な系統を得られる可能性を示している．

更にボタンをＳ，Ｍ，Ｌにサイズ分けをして比較すると、対照区はＭサイズがもっとも多く

PP株の半数ではＬサイズであった．これはボタンの割合が対照区より高いこととあわせてその

系統の大型化を示している．これは市場品種としては非常に有利なことである．交配などによら

ずにこのような変化が起こる理Ihは，プロトプラスト化と再生の過程を経ることで，材料の細胞

のil1からより活性の高い強靭な系統がAにき残るためと考えられる．

一般的にプロトプラストは，球状形態，浸透圧感受性，融合による体細胞雑種の形成，粒子の

Ji)(1)込み，核酸分子の取')込みなど述粥の細胞とはかなり異なった性質を持つようになる．植物，

菌類では分化したﾎ'11112でも全能性（totipotency）を保持しておl)，１個の体細胞から完全に個

体が再現できる（建部ら15)）．すなわちプロトプラストという形で単細胞クローンがＪＩＦ実上無制

限に得られるということであり，原理的にはﾎﾟ１Ｍ胞融合などの方法で体細胞雑種さえ作ればそれが

新たな雑祇品種となるということである．また面接ＤＮＡを収Ｉ)込ませることで過伝子の改変が

可能となる．無性胞子を形成しない極では，プロトプラストを材料に突然変異誘発処理を行なう‘

また複核lMi糸体を材料としてプロトプラストを調製した場合，特異的な現象として脱二核（単

核）化が観察される．すなわち，約１０％の再生コロニーが減数分裂を経ずに単相となっているの

である．このプロトプラスト[11米のlli核菌糸はすぐに交配の材料.として利用できる（Wood3)，

CasLle2／αL7)）．

以上，プロトプラストの調製と再生および子爽体の形成に成功したことで．マッシュルームの

品種改良に新たな腱Ｉ)}lが期待できる．

要約

乃允A0“""α〃α'乞施'２１""111米の市販瀞索ノヴォザイム234を使用してプロトプラストの調製に

成功した．サンプルは細胞壁の溶解によるとみられる球形細胞と，低張液中でのその破壊を顕微
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鏡下で観察し，0.6Ｍマンニトールを添加した再生塒地と非添ﾉﾉ１１の授透圧感受性テスト培地に２

分して接種することでプロトプラスト形成の確認とＷ生処ni1を行なった．その結果一部を除いて

再’１盲培地にはコロニーがみられる一方で浸透圧感受性テスト培地ではコロニーがIlj生せず，コロ

ニーが浸透圧感受性体，すなわちプロトプラスト111米のものであるとの証明を得た．

材料の二次培養iMi糸ｲｲﾐがlRr綴度必要であり，二次培瀧１１６が311から１週間の間ではプロトプ

ラストの収逓には形聯なく，酵素処理後プロトプラストとIMi糸奴液を分離するためのフィルタが

実験の成否を左右することなどがわかった．

また他のきのこ類では，ノヴォザイム234と他の酵素との併用によるプロトブラスト収賦のjiウ

カⅡも報告されており，酵素系については今後更に検討する必要がある．

計３回の調製実験で，一部浸透圧感受性テスト培地にコロニーの兄られたらのを除いて60系統

のブロトブラスト}{l米IMi糸を↑(卜た゜平板培地上でのコロニー形態の均一さと美術を気【''１W糸のｲ『

無，生長速度の速さを』蝋V1に，これらをスクリーニングした．その結果，８系統を選抜し`Mt塒突

験を行なった．

選抜された８系統（１）I)－()6,-19,-21,-29,-31,-44，-53,-54）を川いて職11ｲｿﾐ

験を行なった．収』1ｔは各系統によって異なl)，PP-44がもっとも多く9.84k９．ｍ-2.3weeks-1

で，PP-19がもっとも少なく4.93k９．ｍ-2.3weeks-1であった．

収最全体で比較すると，プロトプラスト調製の材料である対111(区HorstU3よりも多収であっ

たのはPP-44のみであった．しかし，市場流通形態であるボタンの収獄のみを比較すると５系

統が，その比率では７系統がﾊﾞﾘ照区よ')も優秀であった．対11((区と比較して箸し〈劣るのは

PP-l9のみであった．

ボタンをＳ，Ｍ，Ｌにサイズ分けをして比較すると，対１１<1ｌｘはＭサイズが，ＰＰ株の半数では

Ｌサイズがもっとも多かった．これは．系統が大型化したことを示している．交配などによらず

にこのような変化が起こることのJ11lll1は，プロトプラスト化とlIj生の過程を経ることで，材料の

細胞の中からよりｉｉＷＩ:の,ｌ１ｊい強)ﾙﾘな系統が生き残るためとザえられる．以上のことからプロトプ

ラスト化とスクリーニングによって，親株より優秀な系統を1(卜る可能性が示された．史にプロト

プラストの調製と１１F生およびﾁﾂﾐ体の形成に成功したことで，今後細胞融合や過伝千組換えなど

マッシュルームの品FII改良に新たな展開が期待できる.
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