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研究成果の概要（和文）：難培養性とされる菌根性きのこの分離法として担子胞子発芽を誘導できる胞子分離法
を開発するとともに、培養法を改良して多様なきのこ培養株を樹立し、さらに、保存が困難とされてきた菌株の
凍結保存法を開発し、長期間安定的に菌株を維持保存することによって、新たな生物資源を開発することを目指
した。これまでに、22属115種の菌根性きのこ類の担子胞子をMNC培地、n-酪酸添加MNC培地、寒天の代わりにゲ
ランガムを用いたゲランガムMNC培地で分離培養し、266株の菌株を分離した。また、菌の分類群ごとに良好な生
育培地が異なることを見出した。菌株の保存では、バーミキュライト法を用いて197菌株を凍結保存できた。

研究成果の概要（英文）：Development of spore isolation methods for inducing germination of 
basidiospores from ectomycorrhizal mushrooms, which have been known as hard-to-culture fungi, 
followed by improving culture methods to establish strains of various mycorrhizal fungi and also by 
development of long-term preservation method for such hard-to-preserve fungi, then establishing a 
new biological resource is the purpose of this research. We isolated basidiospores of 22 genera and 
115 species of ectomycorrhizal mushrooms on MNC medium, n-MNC supplemented with butylic acid or 
G-MNC containing gelangum instead of agar. We also found the optimum medium is different from taxon 
to taxon. By employing the freezing method known as the vermiculite method, we successfully froze 
and stored 197 strains of ectomycorrhizal fungi.

研究分野： 菌類多様性、菌株保存

キーワード： 菌根菌　培養株　凍結保存　難培養性　難保存性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
菌根性きのこ類はこれまで多くの種が培養されていなかった。本研究によって担子胞子から培養株が得られるよ
うになることで、菌の培養性状や無性世代、菌糸の特徴などこれまで未知の性状を利用して、多様な菌根性きの
こ類の生態や分類に関する新たな知見が得られることが期待できる。特に、単胞子分離株が得られることから、
これまで不可能だった交配による近縁種間の生物学的種の判別も可能となる。また、多種多様な菌根性きのこ類
の菌株が凍結保存されて、いつでも利用可能になれば、新たな生物資源として、有用生理活性物質の探索など
様々な応用研究に活用されることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
現在までに約３万種が報告されている担子菌類のうち約 1/3 は、マツタケのような植物の根

と菌根を作り共生する菌根性担子菌である。一方、子嚢菌類約６万５千種のうちの半数は地衣
類で、残りの多くはいわゆるカビであるが、それ以外にチャワンタケ類のように大型の子実体
（きのこ）を作るものもいて、トリュフなどのように菌根性のものが含まれる。このような菌
根性きのこは、培養株の樹立が困難な難培養性菌類とされてきた。これらの菌根性きのこは、
腐生性きのこと比較すると、一般にその胞子の発芽率が著しく低いために胞子からの培養株の
分離が難しく、現在までに培養されている種のほとんどは、きのこ子実体内部の組織をブロッ
ク状に切り出して培地上に載せ、組織から脱分化して栄養菌糸となって成育してきた菌糸体を
植え継いで菌株としているものである。しかし、この組織分離法をおこなうことができるのは
子実体が大型のものだけであり、小型の子実体を形成するものには適用できない。また、子実
体内部にバクテリアや糸状菌が生息している場合もあり、きのこの純粋培養株の取得には胞子
からの新たな分離法の開発が必要である。 
培養法についてもこれまでいろいろと検討され、エビオス培地（浜田培地）、MMN 培地など

の培地が菌根性きのこ類の人工培養用培地として開発されてきているが、これらの培地を用い
ても生育が悪く、一度継代培養しただけで死滅してしまうことがあり、新たな培養法の開発が
望まれている。このようなことが原因となり、培養株として維持されている種は菌根性きのこ
類の１割にも満たないごく少数にとどまっている。国内および世界の菌株コレクションにおい
て、きのこ類の菌株で保存されているのは腐生性のきのこがほとんどで、ごく少数の菌根性き
のこの菌株しか公開されていないのは、上述のように、分離や培養が困難であることに加え、
腐生性きのこでは容易に適用できる一般的な凍結保存法では菌根性きのこの培養株は保存でき
ない、つまり難保存性であることが理由となっている。これらのことが原因となって、多くの
菌根性きのこ類の培養株が菌学の基礎研究や医薬品開発などの応用研究に利用できない状況と
なっている。 
 一方、申請者が所属する鳥取大学農学部附属菌類きのこ遺伝資源研究センターで菌株の収集、
保存を行う中で、最近、数種の菌根性きのこの胞子から菌株の樹立に成功したが、この際の胞
子の処理方法が他種にも有効かどうかを検証し、さらに改良を進めていく必要がある。また、
センターで維持されている菌根性菌類の菌株を各種培地で培養したところ、菌種により旺盛な
菌糸成長が得られる培地が異なること、菌体から培地中に出される代謝産物によって菌糸の成
長が阻害され死滅する場合があることなどが分かり、これらを考慮した培養法の改良が必要な
ことが明らかになった。また、菌株保存のための凍結保存法の改良として、申請者らの研究に
よるパーライトを培養基材として用いる方法（Sato et al. 2012）や、活性炭ろ紙を利用する方法
（Stielow et al., 2012）などで一部の菌株の凍結保存が可能となってきた。しかし、より多種多
様な菌根性きのこ類の菌株を安全に長期保存するためには、保存法の改良をさらに進めること
が必要である。 
 
２．研究の目的 
難培養性とされる菌根性きのこの培養法として胞子発芽を誘導できる胞子分離法を開発する

とともに、培養法を改良して多様なきのこ培養株を樹立し、さらに、難保存性菌株の凍結保存
法を開発し、長期間安定的に菌株を維持保存することによって、新たな生物資源を開発するこ
とを目的とする。 

 
３． 研究の方法 
(1)菌根性きのこの胞子発芽誘導法の開発 
菌根性きのこを野外から採集し、図 1 に示すように、子実体から落下法で得た胞子を滅菌蒸

留水に懸濁し，MNC 寒天培地（MNC），n-酪酸 30 ppm を添加した MNC 寒天培地（n-MNC），
MNC 培地の固化材をゲランガムとした培地（G-MNC）の 3 種類の培地に塗布し、20℃で 2～4
週間培養して発芽率を調べ、有効な胞子の発芽誘導条件を検証した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2)菌根性きのこ培養菌糸体の培養法の改良 
 上記の MNC，n-MNC，G-MNC のほか、MMN 寒天培地（MMN）、YG 寒天培地（YGA）、1/4YMG



寒天培地（1/4YMG）、麦芽エキス寒天培地（MA）などを用いて、20～25℃で培養して、菌糸
生長を比較し、菌糸培養に有効な培地を選別した。培地の組成は、表 1 の通り。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3)菌根性きのこ培養株を長期保存できる凍結保存法の開発 
 一部の菌根性菌は、腐生性菌類の凍結保存法として一般的に用いられる寒天ディスク法（図
2）でも凍結・復元が可能であるが、多くの菌根性菌類の菌株は保存できないため、次の方法を
用いて凍結保存を試みた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

① 改良パーライト法 
i) Sato et al. (2012, 2019)の方法に基づき、2 ml 容凍結チューブに粒状のパーライトを 0.2 g

入れ、菌種に適した液体培地を 0.8 ml 加えてオートクレーブ滅菌しておく。 
ii) 寒天培地に生育させたコロニーから寒天ごと 5 mm 角に切り出した菌糸体をパーライ

トに接種し、20℃で 3～8 週間培養して、菌糸がパーライト粒の間に広がって生育して
いることを確認する。 

iii) 凍結保護剤として、5% DMSO+10% trehalose (5D10T)の 3 倍濃度液 0.4 ml を上記のチュ
ーブに添加して、4℃で 48 時間置く。 

iv) プログラムフリーザーを用いて、冷却速度-1℃/min で-40℃まで冷却凍結したのちに液
体窒素気相タンクに移して保管する。 

v) 凍結標品の復元は、凍結チューブを 30℃の温水浴で急速解凍したのち、チューブ内の
パーライトを生育に適した液体培地で 3 回リンスしてから、寒天培地に移して、20℃
で培養する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



② バーミキュライト法 
上述のパーライト法のパーライトをバーミキュライトに置き換えたのがバーミキュライ

ト法である。パーライト法で復元が不調だった株もバーミキュライト法で保存できる場合
があり、パーライト法に勝る保存成績を上げることが報告されている（佐藤ら, 2018）。本
研究においても、当初はパーライト法を用いていたが、後半はバーミキュライト法を主に
採用して菌株保存を行った。 

 
なお、すべての供試菌株は、流動パラフィン法でも保存を行いバックアップ用の保存標品と

した。 
 
４．研究成果 
（1）胞子分離法による菌株分離 
野外から収集した様々な菌根性担子菌類の担子胞子を MNC、G-MNC、n-MNC のほか YMG

などの培地を適宜用いて、22 属 115 種の分離を行った。多くの菌種が分離できた 4 属
（Tricholoma, Amanita, Entoloma, Hydnum）の分離株取得状況について以下に示す。 

①キシメジ属（Tricholoma 属） 
 主に鳥取県内から収集したキシメジ属 10 種〔シモコシ 3 試料、キシメジ 1 試料、ミネシ
メジ 1 試料、カキシメジ 2 試料、カキシメジ近縁種 1（T. cf. stans）2 試料、カキシメジ近縁
種 2（T. cf. ustale）1 試料、シロシメジ 2 試料、シロマツタケモドキ 1 試料、ミネシメジ 7
試料、ハエトリシメジ 1 試料、およびマツタケ 1 試料〕の子実体から図 1 の方法を用いて担
子胞子分離を試みた。子実体から無菌的に得た落下胞子を少量の滅菌蒸留水で懸濁し、
n-MNC および対照区として n-酪酸を添加しない MNC に塗布した。その結果、カキシメジ
近縁種 2（T. cf. ustale）、シロマツタケモドキおよびハエトリシメジを除く７種 18 試料で胞
子発芽が見られ、それら７種に由来する 16 菌株を確立できた。n-MNC 培地では、対照区と
比較して 7 種いずれの胞子発芽も顕著に促進しており、n-酪酸 30 ppm を添加した MNC 培
地の使用が有効であると考えられた。 

 ②ハルシメジ類（Entoloma 属） 
日本各地から収集したハルシメジ類の子実体（E. clypeatum 14 試料、E. sepium 4 試料、E. 

aprile 6 試料）を胞子分離法により、MNC 寒天平板培地および n-MNC 培地で分離を試みた。
その結果、E. clypeatumの n-MNC 培地での胞子発芽率は MNC 培地での約 3 倍に、
また、E. sepiatumでは約 2 倍となった。一方、E. aprile ではほぼ同等であった。こ
のように種間で差はあるものの、n-MNC 培地はハルシメジ類の胞子発芽に効果があ
ることが分かった。E. clypeatum 13 試料、E. sepium 4 試料、および E. aprile 4 試料
の子実体から得られた胞子は発芽後に菌糸体生育を示し、これら子実体の胞子に由
来する菌株を確立できた。 

 ③テングタケ属（Amanita 属） 
国内産テングタケ属 40 種 68 試料（子実体）を用いて、図 1 の方法で胞子分離を試みた。

分離培地として、MNC、n-MNC、G-MNC を用いて 2 か月以上培養した．各培地は肉眼的お
よび顕微鏡的観察により、胞子発芽率および菌糸体形成数を計測した。供試した 68 試料中、
3 種 37 試料より分離株が得られた。各試料の胞子発芽率について MNC を培地とした場合と
比較した結果、n-MNC では 18 試料が高く、GMNC 培地では 16 試料が高かった．特にタマ
シロオニタケでは、MNC での胞子発芽率 0.80％が、n-MNC では 3.86％と約 5 倍上昇し、シ
ロオニタケ近縁菌（A. cf. virgineoides）では、n-MNC で発芽率が MNC での 33 倍に上昇した。
また、G-MNC 培地を用いることで、イボテングタケおよびヘビキノコモドキでは胞子発芽
率が約 2 倍に上昇した。さらに、アケボノツルタケ、コテングタケモドキ、フクロツルタケ、
ミヤマタマゴタケおよび A. cf. lavendula では MNC では胞子の発芽が見られず、胞子発芽に
上記の n-MNC もしくは G-MNC を必須とした。このように、MNC 培地に n-酪酸を添加、ま
たは寒天の代わりにゲランガムを用いることが多様な菌種の胞子発芽に効果があることが
分かった。 
④カノシタ属（Hydnum 属） 

鳥取県内より、カノシタ属の H. repandum、H. cf. repandum、H. minum、H. rufescens、およ
び H. albomagnum の子実体 10 試料を収集した。子実体から得た担子胞子を MNC および
n-MNC に塗布し、20℃暗所条件で最大 3 か月間培養した。H. cf. repandum では G-MNC も用
いた。その結果、供試した 10 試料全てで、MNC と n-MNC のいずれの培地でも胞子が発芽
した。n-MNC では、H. minum と H. cf. repandum が他条件よりも胞子発芽率が高い傾向にあ
ったが、他の 3 種では菌糸生長が阻害され、コロニーが形成されなかった。H. cf. repandum に
おいて、G-MNC では MNC よりも胞子発芽率が高い傾向にあり、コロニーの生育は MNC
や n-MNC よりも良好であった。胞子発芽後に生じた菌糸体を MNC に移植した結果、供試
した 10 標本それぞれに由来する菌株を確立できた。以上より、カノシタ属は MNC を用い
た胞子分離が可能であること、また、本属菌の胞子分離において、培地への n-酪酸の添加は
必ずしも有効ではないと判断された。また、n-MNC で発芽した菌糸は、菌糸成長に対する
n-酪酸の生育阻害作用を避けるために、MNC に移植する方が良いことが示唆された。 

 



（2）菌根性きのこ類の培養 
 上記（1）の胞子分離法によって分離された菌株に加えて、従来法の子実体の組織を切り出
して分離する組織分離法で分離され、菌類きのこ遺伝資源研究センターの TUFC コレクショ
ンで保管されているさまざまな種の菌株を用いて、菌糸成長が良好な培地を比較してみたと
ころ、次のことが分かった。 
菌根性きのこ類の属や節レベルの分類群ごとに、生育に好適な培地が明らかになった。汎用
性の高い培地として MNC があげられるが、一部の属や種では、2％MA や YMG、1/4YMG が
適していることが明らかになった。例えば、テングタケ科、Amanita 属では、キリンタケ節の
11 種、テングタケ節の 5 種、節に含まれない 3 種では、MNC が適していた。一方、タマゴタ
ケ節の 3 種、タマゴテングタケ節の 1 種、フクロツルタケ節の 1 種では MNC ほか様々な培地
でも生育が悪く、マツカサモドキ節の 7 種では MNC で生育はよいものの新たな培地に移植す
ると死滅するなど不安定であった。Entoloma 属では、腐生性の E. abortivum は MA で良好だ
が、菌根性の 4 種は成長が遅いものの MNC で生育する。Ticholoma 属 15 種では、EBIOS、
MA、MNC で生育は良好であった。イグチ科の 5 属（Boletus, Butyriboletus, Gyroporus, Gyrodon, 
Strobilomyces）8 種は、2％ MA で生育良好だった。ニセショウロ科 Scleroderma 属 2 種では、
2％MA 培地で生育は良好だが、移植後の生育が不安定であった。ヌメリイグチ科の 2 属
（Boletinus, Suillus）の 12 種では、MA で生育は良好であった。カノシカ科の Hydnum 属の 7
種はおおむね MNC で良好な生育を示したが、H. repandum（カノシタ）の生育は遅かった。
ベニタケ科の Alabatrellus, Lactarius の 2 属 10 種は MNC もしくは 1/4YMG で生育はよい。一
方、Russula 属の多くは生育が悪く培養が困難であったが、ニオイコベニタケ R. bella, クサハ
ツ R. foetens, ケショウハツ R. violeipes の 3 種は 1/4YMG もしくは YGA で生育が良かった。
イボタケ目の 5 属（Hydnellum, Phellodon , Sarcodon, Tomentella, Thelephora）7 種は、全体的に
生育は遅いが、MNC 培地で培養できた。フウセンタケ科の Cortinarius 属の 1 種ウスフジフウ
センタケ C. alboviolaceus およびヌメリガサ科の Hygrophorus 属の 1 種アケボノサクラシメジ
H. fagi は MNC 培地で生育は良好だったが、その他の種は培養が困難なものがほとんどであ
った。 
上述のように、ある程度分類群（科や属）ごとに、生育が良好な培地の傾向がみられるも

のの、属内の節や種ごとに異なる傾向も見られ、個々の種ごとに適した培地のさらなる検討
が必要である。 

 
（3）凍結保存 

菌株の凍結保存は、バーミキュライト法を主に用いたが、テングタケ（A. pantherina）およ
びシロオニタケ（A. virgineoides)では、パーライト法で凍結保存を行った。とくに後者は、バ
ーミキュライト法では保存できておらず、菌種もしくは菌株により、バーミキュライト法よ
りもパーライト法のほうが有効な場合がある可能性がある。バーミキュライト法では、生育
に適した培地の液体培地をバーミキュライトに染み込ませたものを培養基材として培養した
後に、凍結保護剤 5D10T を用いて、プログラムフリージング（-1℃/min)で凍結して、液体窒
素気相タンクで保存した。培養株が得られ、TUFC 菌株として登録した 266 株のうち 197 株
の保存を完了している。残りの 69 株のうち 6 株は、保存成績が悪く、また、培養株も死滅し
たために、廃棄した。他の 63 株は現在、凍結保存の完了を目指して、凍結前の前培養での培
地の変更や培養法の検討を行っている。 
バーミキュライト法の有効性が明らかとなったが、一方、菌糸成長が悪く、培養法の更な

る検討が必要な菌種、菌株も有ることが分かった。また、凍結保存後の復元培養の方法も改
善の余地があり、液体培地を用いる復元法が有効な場合があることも分かった。 
今後は、好適な菌糸成長をもたらす培地の改良、凍結前の前培養法の改良、復元の際の復元
法の改良に取り組み、保存法の改良に取り組んでいく必要がある。 
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