
鳥取大学・農学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５１０１

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

海岸林・山林復旧を目的とした耐塩性および強増殖性ショウロ菌の開発

Development of Rhizogon roseolus strains showing salt tolerance and vigorous 
mycelial growth characteristics in order to reconstruct coastal and forest 
regions

００２５００９３研究者番号：

霜村　典宏（Shimomura, Norihiro）

研究期間：

１５Ｋ０７５１２

平成 年 月 日現在３０   ６   ７

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：ショウロの胞子発芽率は，5倍希釈ＭＭＮ寒天培地と断面がベージュ色の子実体由来
の胞子を用いることで向上した．胞子懸濁液をethylmethanesulfonateで処理することで，耐塩性ホモカリオン
を分離できた．また，それらを交配することで，耐塩性ヘテロカリオンを作出でき，さらに耐塩性と強増殖性を
具備した菌株の選抜した．塩感受性菌株を接種したクロマツより，耐塩性菌株を感染させたクロマツにおける塩
ストレス耐性が高かった．また，クロマツにショウロ菌を感染させることにより，クロマツにおけるナトリウム
含有量が増大し，菌根形成によるナトリウム取込の阻害効果は認められなかった．

研究成果の概要（英文）：Basidiospore germination rate of Rhizopogone roseolus was improved by using 
1/5-diluted MMN agar media and fruiting bodies with beige-colored section. Salt-tolerant 
homokaryotic strains were isolated from the basidiospore suspension treated with 
ethylmethanesulfonate. Salt-tolerant heterokaryotic strains were obtained by crossing between the 
salt-tolerant homokaryotic strains. We have selected the strains showing two useful characteristics,
 i.e. sat tolerance and vigorous mycelial growth.  Pinus thunbergii seedlings inoculated with the 
salt-tolerant strain of R. roseolus were tolerant against salt stress, unlike the P. thunbergii 
seedlings inoculated with the salt-sensitive one. The sodium content in P. thunbergii seedlings 
inoculated with R. roseolus was greater than that in P. thunbergii seedlings inoculated without R. 
roseolus, indicating that the ectomycorrhizas formed by R. roseolus did not inhibit sodium uptake in
 the host P. thunbergii seedlings.

研究分野：きのこ栽培学

キーワード： ショウロ　外生菌根菌　担子胞子発芽　突然変異　塩ストレス耐性　ナトリウム取込み
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
海岸線では，風砂，流砂，塩害などから農
地と集落を守るために，または津波被害を緩
和するなどの海岸防災林として，クロマツ
Pinus thunbergiiが多く植栽されている．クロ
マツは耐乾性および耐塩性植樹として知ら
れているが，近年枯死が顕著化している．そ
の原因として，海水や潮風による塩害も一因
となっている．また，東日本大震災では，東
北地方沿岸部に津波の被害を受け，海水によ
って発生した塩害で樹木の枯死が顕在化し
てきている．このような状況から，海岸線の
ような塩類集積地において，耐塩性を強化し
た植栽技術の開発による「植林による再生事
業」やそれを利用した「海岸防災林の再生」
が望まれている． 
一方，クロマツ林ではショウロ Rhizopogon 

roseolus などの食用きのこが発生する．ショ
ウロ菌はクロマツの根に感染して共生する
外生菌根菌であるが，その子実体の発生量は
年々減少し，現在では殆ど採取できない．ま
た，ショウロは珍味であることからも，高額
で取引される高級食材となっている．そこで，
本きのこを人工栽培することを目的に，菌根
形成力が高い菌株を選抜し，その菌株を液体
培地で培養した後に粉砕して，それを自然条
件下でクロマツ実生に人工感染される有効
な方法が開発されている．さらに，本方法で
ショウロ菌感染クロマツ苗木を育成し，それ
を維持管理することでショウロ子実体を生
産できることも突き止められている． 
このように，ショウロの食用としての高級
性・経済性から人工栽培に向けた研究が進め
られている一方で，外生菌根菌の宿主樹木へ
のストレス耐性付与効果の機能を活用した，
海岸林維持・再生に利用する研究も展開され
ている．中でも，ショウロ耐塩性菌株の育成
に関する研究も精力的に進められてきたが，
本きのこにおける効率的ホモカリオン分離
技術，それを用いた交雑育種技術，さらには
突然変異技術等が十分に確立されていない
ことから，得られる耐塩性菌株数が限られて
いた．また，本きのこの生息環境である土壌
内における耐塩性や増殖力が評価されてい
ないことから海岸林の維持・再生に活用でき
る実用的な技術としては確立されていない
のが現状である． 

 
２．研究の目的 
本研究課題においては，ショウロの担子胞
子発芽率を向上させ大量のホモカリオンを
分離できるようにすること，突然変異誘発技
術を開発して耐塩性菌株を作出すること，土
壌内において旺盛に増殖する耐塩性および
強増殖性ショウロ菌株を選抜すること，そし
て，選抜菌株を宿主樹木に共生させて塩スト
レス耐性付与効果を評価すること，を目的と
した．そして，耐塩性および強増殖性ショウ
ロ菌を感染させ，ストレス耐性を付与したク
ロマツ苗木を提案することを目指した． 

３．研究の方法 
（１）研究材料 
①子実体 
鳥取大学乾燥地研究センター構内のクロ
マツ林でショウロ子実体を採取して実験に
用いた．担子胞子を採取するために，子実体
断面の色が，白色，ベージュ色および茶褐色
にいたるまで成熟段階が異なる子実体を選
択して用いた． 
②担子胞子の採取と発芽試験 
採取した子実体組織（5 × 5 mm）を滅菌蒸
留水の中で撹拌させ，担子胞子懸濁液を作製
した．MMN 寒天平板培地に担子胞子懸濁液
100 μL ずつを塗布した後，25°C の暗黒下で
培養した．培養後，発芽様式やコロニー出現
数を算出した． 
 
（２）交配によるヘテロカリオン（二次菌糸
体）の育成 
ショウロのヘテロカリオン（二次菌糸体）
はホモカリオン（担子胞子由来一次菌糸体）
同士を交配させることで作出した．それぞれ
異なるホモカリオンを有する寒天片（2 ×2 
mm）同士を寒天平板培地に 1 mm 程離して
接種し，25°Cの暗黒下で培養した．約 2週間
培養した後，コロニー周辺の菌糸体を分離し，
ショウロ用に開発したクランプ検定培地に
接種し，クランプ形成能力を調査した．クラ
ンプが形成された菌糸体をヘテロカリオン
として実験に用いた． 
 
（３）菌株の選抜 
得られた菌株の耐塩性や増殖性を寒天培
地および砂土壌基質における菌糸体生育能
力を計測することで評価し，耐塩性および強
増殖性菌株を選抜した．寒天培地における試
験では，予め平板寒天培地で培養した菌糸体
のコロニーをコルクボーラーで打ち抜き，検
定する平板寒天培地の中央部に接種した後，
25°C暗黒下で 20日間培養した後，菌糸体コ
ロニー直径を計測することで生育量を調査
した．砂土壌基質を用いた試験では，培地成
分を１/５に希釈した MMN 液体培地を洗浄
後乾燥させた砂に添加した砂土壌基質を用
いた．両切り試験管に充填した砂土壌基質に
ショウロ菌糸体片を接種して，25°C暗黒下で
60日間培養した．培養後菌糸体の生育量を計
測することで，砂土壌基質における耐塩性と
増殖性を評価した． 
 
（４）外生菌根形成による宿主クロマツへの
ストレス耐性付与効果の評価 
宿主クロマツ実生をハイポネックス含有
バーミキュライト土壌基質で育成し，菌糸体
粉砕液を接種し，ショウロ菌感染クロマツ実
生を育成した．育成したクロマツ実生に乾燥
ストレスや塩ストレスを与えた後，クロマツ
実生の生育状況を調査した．さらに，クロマ
ツ実生におけるナトリウム元素の含有量に
ついては原子吸光光度法で調査した． 



４．研究成果 
（１）ショウロの担子胞子発芽を誘導する最
適条件の確定 
ショウロのホモカリオンを分離する為に
は，減数分裂を経由して，単相となった担子
胞子を発芽させて再生したホモカリオン（一
次菌糸）を分離することが求められる．しか
しながら，合成培地における担子胞子の発芽
率は極めて低いことから，ホモカリオンの分
離が難しいのが現状である．図１に寒天平板
培地におけるショウロ担子胞子の発芽様式
を示す．図 1A は未発芽胞子を示す．発芽に
伴い胞子側面から突起が出現した後（図 1B），
肥大化した（図 1C１および図 1C2）．以上の
突起形成や肥大化まではおよそ 30％の担子
胞子で認められた．しかし，図 1D１および
図 1D2に示すような，発芽菅が形成され分岐
した菌糸体の形成の頻度は 1％以下であった．
そこで，ショウロの担子胞子発芽を誘導する
最適条件を確定する実験をした．試験には，
ＭＭＮ培地をベースにその組成を改変した 5
種類の寒天培地における担子胞子の発芽試
験を実施した．その結果，蒸留水で培地成分
を１/５に希釈したＭＭＮ寒天培地が最適で
あることが判明した（図２）． 
 

 
図２．ショウロ担子胞子の発芽菅形成に及ぼ
す培地の影響 

 

次に，子実体断面色を基準に成熟段階が異
なる子実体から採取した担子胞子の発芽能
力を調査した．図３にショウロ子実体の成熟
に伴う子実体断面色の変化を示す．これらの
子実体から担子胞子を採取して，発芽能力を
調査した結果，断面色がベージュ色の子実体
由来の担子胞子の発芽率が最も高いことが
判明した（図 4）．また，採取した担子胞子は
滅菌水に懸濁した状態で冷蔵保存しても高
い発芽率が維持されることが判明した．次に，
担子胞子発芽環境を確定できたので， NaCl
を含んだ培地で発芽させることで，耐塩性の
発芽菌糸体の分離を試みた．しかし，再生で
きる菌糸体は極めて少なかったが，ショウロ
子実体の中に存在する細菌を培地に塗布す
ることで発芽菌糸体の分離数が飛躍的に増
大することを発見した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３．ショウロ子実体の成熟に伴う子実体断
面色の変化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４．ショウロ子実体の成熟と担子胞子発芽
率の関係 

 
（２）耐塩性および強増殖性菌株の分離 
①突然変異誘発剤の処理方法の確定 
 担子胞子の発芽条件を確定できたので，突
然変異誘発剤として広く用いられている 
ethylmethanesulfonate (EMS) を用いて変異菌
株の分離を試みた．先ず，EMSの処理濃度に
ついて調査したところ，20 mg/mLの濃度で担
子胞子懸濁液を５時間処理することが適正
であることが判明した． 
②耐塩性菌株の分離 

EMS を処理したショウロ担子胞子由来ホ
モカリオンの中から，300 mM NaCl含有寒天
培地で旺盛に成長した耐塩性ホモカリオン



５菌株を分離した．さらに耐塩性ホモカリオ
ンを交配することでヘテロカリオンを作出
し，塩ストレス耐性を評価した結果，８菌株
の耐塩性ヘテロカリオンを選抜できた．さら
に，２菌株の塩感受性ヘテロカリオンも選抜
できた．図 5に作出した耐塩性ショウロ菌株，
および，塩感受性ショウロ菌株の NaCl に対
する反応性の違いを示す． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５．寒天平板培地におけるショウロ菌株の
耐塩性差異 

 
 
③砂土壌基質における耐塩性の評価 
 様々な土壌を用いてショウロ菌株の増殖
力を評価した．その結果，ショウロ菌株の増
殖力評価には砂土壌基質を用いるのが有効
であることが判明した．砂土壌基質と寒天培
地における菌糸体生育速度を比較した結果，
耐塩性ショウロ菌株は人工海水を含む砂土
壌基質で旺盛に生育したが，塩感受ショウロ
性菌株は生育が完全に抑制された（図６）．
また，砂土壌基質における菌糸生育と寒天培
地における菌糸生育との間では高い正の相
関が認められた．本砂土壌基質を用いて耐塩
性と増殖性を調査した結果，耐塩性および強
増殖性の両特性を具備したショウロ菌株を
選抜できた．  
 
 
 

図６．砂土壌基質におけるショウロ菌株の耐
塩性差異 

（３）宿主クロマツ実生のストレス耐性に及
ぼすショウロ菌感染の影響評価 
ショウロ菌感染クロマツ実生の乾燥およ
び塩ストレスに対する反応性を評価した．そ
の結果，ショウロ菌を接種していないクロマ
ツ実生に乾燥ストレスを与えると枯死した
が，ショウロ菌を接種した実生の枯死は認め
られなかった．塩ストレス試験においては，
ショウロ菌を接種していないクロマツ実生
と塩感受性菌株を接種したクロマツ実生は
全て黄化したが，耐塩性菌株を接種したクロ
マツ実生では，約半分が緑色葉を保持してい
た（表１）．以上の結果から，宿主クロマツ
実生に塩ストレス耐性を付与するためには
耐塩性菌株を用いることが有効であること
が示唆された．  
 
表１．宿主クロマツ実生への耐塩性付与効
果のショウロ菌株間差異 

接種したショウロ
菌株 

黄化実生発生率 
（％） 

未接種 100.0 
耐塩性菌株  55.6 
塩感受性菌株 100.0 

 
 
 次に，宿主クロマツ実生のナトリウム取込
みに及ぼすショウロ菌感染の影響について
調査した．塩ストレスを与えていない条件下
においては，ショウロ菌を接種したクロマツ
実生のナトリウム含有量が，ショウロ菌を接
種していない実生と比較して著しく高く，シ
ョウロ菌感染によりナトリウム吸収が促進
された．また，塩ストレス条件下では，ショ
ウロ菌感染の有無，および，感受性菌株接種
実生と耐塩性菌株接種実生との間の有意差
は認められず，ショウロ菌の塩に対する反応
性とナトリウム取込みとの関連性は少ない
と思われた． 
今日まで，ヒダハタケ菌とセイヨウハコヤ
ナギの外生菌根共生系においては，外生菌根
の菌鞘がナトリウム吸収を阻害し，その結果
耐塩性が付与されると報告されている．しか
し，ショウロ菌とクロマツ実生を用いた今回
の試験結果は，共生することで反対にナトリ
ウム吸収が促進された．従って，外生菌根菌
の宿主樹木への塩ストレス耐性付与の機構
は，共生する外生菌根菌と宿主樹木の組合せ
でそれぞれ異なると思われた． 
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