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要 旨

キサケツバタケについて、栽培の実用化の課題となっている胞子の色が紫褐色である問題を解決

するため、無胞子性菌株の作出を試みた。培養菌糸に紫外線照射処理を行い、147個の変異株を得

た。この中から選抜した81個の培養菌糸からの変異株のうち39菌株は菌糸が菌床培地に蔓延した

が、残りの菌株は菌糸伸長が停止するか、雑菌に侵されるかして十分な蔓延ができなかった。菌糸

が蔓延した39菌株のうち14菌株で子実体発生が見られ、その中から無胞子性の可能性のある１個体

と少胞子性の可能性のある２個体が得られ、再度の栽培試験の結果より、３株とも形質保持が確認

された。また、同様に胞子に紫外線処理を行い86個の一核菌糸を得た。この中から選抜した44個の

変異株からは子実体発生が見られなかった。

Ⅰ はじめに

県内のきのこ栽培者の経営強化のため、新しい

きのこの商品化が求められている。これまで当セ

ンターでは、県内に自生する野生きのこの中から

有望と考えられるキサケツバタケについて、人工

栽培化に取り組み、施設および野外での菌床を用

いた栽培技術を開発している（１、２）。しかし

ながら、胞子の色が紫褐色のため、子実体が成長

し、傘の裏のつばが破断すると食味等が損なわれ

ることが実用化への課題となっている。

そこで、紫外線等の物理的処理により突然変異

株を作出し、その中から無胞子性の菌株を選抜す

ることで、実用化に適したキサケツバタケ菌株を

作出することを目的とした。

Ⅱ 方法

１．物理的手法による突然変異株の作出

（１）培養菌糸を用いた突然変異株の作出

試験管斜面培地で継代培養しているキサケツバ

タケ菌糸片を、三角フラスコに分注したMYG（M：

麦芽エキス1.0％、Y：酵母エキス0.3％、G：グル

コース0.3％）液体培地に移植し、３週間25℃の恒

温室で培養した。液体培地中に伸長した菌糸をク

リーンベンチ内でミキサー（日本理化学器械製）

で裁断し、ナイロンメッシュで濾過後、滅菌水で

一定濃度に希釈した。得られた菌糸懸濁液をポテ

ロデキストロース（以下PDA）平板培地に塗布し、

紫外線を一定時間照射した。紫外線の処理条件は、

照射距離が50㎝、照射時間が60秒、90秒、120秒、

180秒の４条件とした。恒温室で２週間培養後、再

生したコロニーを再度PDA平板培地に移植した。生

存率を以下の式で産出した。

（２）胞子を用いた突然変異株の作出

生存率（％）＝

紫外線処理区の再生コロニー数

無処理区の再生コロニー数

×100生存率（％）＝

紫外線処理区の再生コロニー数

無処理区の再生コロニー数

×100
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培地組成は、コナラオガ粉：バーク堆肥＝１：１

（容積比）に培地基材容積の30％のフスマを加え

た培地で、１kgの袋栽培用の培地を作成し、高圧

滅菌釜で121℃、１時間滅菌後、前培養したキサケ

ツバタケオガ粉種菌を接種した。22℃の恒温室で

90日間培養後、市販のプランターにバーク堆肥と

一緒に埋設し、子実体を発生させた。得られた子

実体の傘の裏から単胞子を分離し、滅菌水で一定

濃度に希釈した。クリーンベンチ内で紫外線を照

射し、処理した胞子懸濁液をPDA平板培地に塗布し

た。紫外線の処理条件は、照射距離が50㎝、照射

時間が60秒、180秒の２条件とした。３週間から４

週間恒温室で培養後、再生してきたコロニーを再

度PDA平板培地に移植した。得られた１核菌糸同士

をPDA平板培地上で対峙培養し、交配菌株を作出し

た。

２．再生菌株の選抜

(1)菌糸伸長試験による再生菌株の選抜

１．（１）から得られた再生菌株の菌糸をPDA平

板培地に移植し、３週間培養後の菌糸伸長量を測

定した。また、交配菌株を親菌株と一緒にPDA平板

培地に対峙培養し、帯線の有無により独立性を判

定した。同様に、１．（２）により得られた交配

菌株についても、菌糸伸長試験および対峙培養試

験を実施した。

（２）栽培試験による再生菌株の選抜

培養菌糸への紫外線照射処理から得られた突然

変異株について栽培試験を実施した。培地組成は、

コナラオガ粉：バーク堆肥＝１：１（容積比）に

培地基材容積の30％のフスマを加えた培地で、１

kgの袋栽培で常法により殺菌後、前培養した種菌

を接種した。22℃の恒温室で90日間培養後、市販

のプランターにバーク堆肥と一緒に埋設し、17℃、

湿度90％の発生室で子実体を発生させた。 発生

した子実体は、胞子形成能を確認し、無胞子また

は少胞子と判断されるものについては子実体から

組織を分離し、PDA斜面培地上で培養した。得られ

た菌糸からオガ屑種菌を作成し、上述の方法で菌

床培地を作成し、バーク堆肥と一緒にプランター

に埋設し、再度子実体を発生させ胞子形成能を再

確認した。また、胞子から得られた一核菌糸の交

配による突然変異株についても、同様に常法に基

づき栽培試験を実施した。

Ⅲ 結果と考察

１．物理的手法による突然変異株の作出

（１）培養菌糸を用いた突然変異株の作出

図－１に紫外線照射時間とコロニーの生存率の

関係を示す。紫外線の照射時間が長くなるとコロ

ニーの生存率は低下し、180秒ではコロニーの再生

は見られなかった。突然変異株を取得するために

は、今回の条件では90秒から120秒の照射時間が適

当であると考えられた。

図－１ 紫外線照射時間と生存率

（２）胞子を用いた突然変異株の作出

紫外線照射時間が60秒では、再生コロニーの数

が多く、単一のコロニーが取得できなかった。こ

れは、60秒では照射時間が不十分で、塗布した胞

子の多くが生存した状態で菌糸が再生したためと

考えられた。紫外線照射時間が180秒の条件からは、

８個の再生コロニーが取得できた。それら一核菌

糸の交配から28個の交配菌株を取得した。PDA平板

培地に移植し、菌糸伸長が見られた22菌株を菌糸

伸長試験に使用した。
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２．再生菌株の選抜

(1)菌糸伸長試験による再生菌株の選抜

2011年度では、培養菌糸に紫外線を照射する試

験において、99個の再生菌株を取得した。取得条

件は、90秒および120秒の紫外線照射処理時間であ

った。図－２に示すとおり、菌糸伸長試験の結果、

３週間後の菌糸伸長量は5.5㎜～47㎜まで様々であ

った。この中から菌糸伸長量が20㎜以上であった

56菌株を選抜した。

2012年度に培養菌糸に紫外線処理後に再生した

コロニーから得られた再生菌株は48個であった。

それらの菌糸伸長試験の結果を図－３に示す。20

11年度同様に菌糸伸長量は菌株により様々であっ

た。菌糸伸長量20㎜以上を基準に25菌株を選抜し

た。

図－４に、2011年度に胞子を用いた突然変異株

作出試験で得られた交配菌株の菌糸伸長量を示す。

対照区と比較して菌糸伸長速度が優れた菌株は22

個中６個であった。また、菌糸の形態が白っぽい

ものとやや黄色のものの２タイプ観察され、紫外

線照射による変異が表れたと考えられた。

2012年度に紫外線照射処理した胞子から得られ

た一核菌糸は78個で、それらの菌糸伸長量のヒス

トグラムを図－５に示す。選抜した上位菌株同士

図－２ 紫外線照射処理後再生した菌株の菌糸伸長量（2011年度）

図－３ 紫外線照射処理後再生した菌株の菌糸伸長量（2012年度）

図－４ 交配菌株の菌糸伸長量

0

10

20

30

40

50

再生菌株(№１～99）

菌
糸
伸
長
量

（㎜）

選抜菌株

0

10

20

30

40

50

再生菌株(№１～99）

菌
糸
伸
長
量

（㎜）

選抜菌株

0

10

20

30

40

50

S17 S4 S19 S13 S11 S5 S2 S10 S6 S3 S18 S20 S7 S22 S 14 S21 S9 S1 S12 S8 S15 S16 対照

交配菌株

菌

糸
伸
長

量

（㎜）

0

10

20

30

40

50

S17 S4 S19 S13 S11 S5 S2 S10 S6 S3 S18 S20 S7 S22 S 14 S21 S9 S1 S12 S8 S15 S16 対照

交配菌株

菌

糸
伸
長

量

（㎜）

0

10

20

30

40

50

菌　株

菌
糸
伸
長
量

（㎜）

選抜菌株

0

10

20

30

40

50

菌　株

菌
糸
伸
長
量

（㎜）

0

10

20

30

40

50

菌　株

菌
糸
伸
長
量

（㎜）

選抜菌株



図－５ 紫外線処理した一核菌糸の菌糸伸長量

図－６ 交配菌株の菌糸伸長量
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の交配から、45個の交配菌株を作出した（図－

６）。菌糸伸長量が30㎜以下の菌株を除外した上

位38菌株を選抜した。

（２）栽培試験による再生菌株の選抜

2011、2012年度に選抜した菌糸から得られた突

然変異株の栽培試験では、81菌株中39菌株におい

て菌糸が菌床に良好に蔓延したが、残りの42菌株

においては雑菌に侵されたり、菌糸伸長が停止す

る現象が観察された。これは、紫外線照射により

菌糸がダメージを受けたため、それが菌糸の伸長

に影響を与えたと考えられた。図－７に栽培試験

に供した39菌株の子実体発生結果を示す。その結

果、39菌株中14菌株で子実体発生が見られ、その

内、１菌株の子実体の傘から紫褐色の胞子が観察

されない個体が見られ、無胞子性の突然変異株の

可能性が伺えた（写真－１）。また、２菌株で傘

の裏の色が薄いものが観察され、胞子の量が少な

写真－１ 無胞子性の個体の傘の裏

（上：通常の個体、下：無胞子性の個体）



図－７ 再生変異株の子実体発生量
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い菌株の可能性が伺えた（写真－２）。これら傘

の裏の色が薄い菌株については、２タイプ見られ、

全体的に紫色が薄いタイプのものと斑状に白色の

箇所と紫色の箇所が見られるものが観察された。

写真－２ 胞子が少ない個体の傘の裏

（上：全体的に薄い個体、下：斑状に薄い個体）

これら無胞子性あるいは少胞子性の菌株の可能

性がある個体については、子実体組織から菌糸を

分離し、再度バーク堆肥とコナラを培地基材とし

た菌床培地にて子実体発生試験を行った。その結

果、無胞子性の可能性のある菌株については、発

生した子実体の傘の裏も白色で突然変異の形質が

保持されていることが確認されたことから、無胞

子性菌株であると考えられた。２タイプ見られた

少胞子性の可能性のある菌株についても、再度の

栽培試験で得られた子実体は、傘の裏が通常の子

実体より薄い色を呈しており、突然変異の形質が

保持されていることが確認できた。

胞子に紫外線を照射し、得られた一核菌糸を交

配して作出した突然変異株については、選抜した

38菌株を菌床培地に接種した結果、11菌株で正常

の菌糸伸長が見られ、それ以外の菌株は菌糸伸長

が停滞するか、あるいは培養途中に雑菌に侵され

るかして菌糸蔓延に至らなかった。また、菌糸が

蔓延した11菌株については、培養菌床をプランタ

ーに埋設し子実体発生を試みたが、子実体発生が

見られた菌株はなかった。このことから、今回紫

外線処理した一核菌糸は、子実体発生ができない

ようなダメージを受けていた可能性が考えられた。

また、以上の試験結果から、キサケツバタケに

おいては、突然変異株を取得するには一核菌糸を

用いるよりも、培養菌糸を用いた方が有効である

と考えられた。今後は、得られた無胞子性の突然



変異株を用いての効率的な子実体発生技術の開発

が必要である。
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