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研究成果の概要（和文）：毒きのこ等難栽培性きのこ栽培のための基盤技術開発のために，ツキヨタケの人工栽培を確
立すると共に，その毒成分であるイルジンSが，子実体で濃縮されると同時に，抗線虫活性を有し，自然界での生存戦
略に寄与していた．ニガクリタケの人工栽培では，菌糸蔓延後，放置したままでは，原基形成までしかできないが，ガ
ス交換により，子実体を発生させることができた．
その他に，鳥取大学農学部及び同附属菌類きのこ遺伝資源研究センター保有の42種62株（腐生菌20種40株，毒きのこ4
種11株，食毒不明22種22株）を用いた栽培試験を行い，22菌株で，良好な菌糸蔓延が観察でき，その内，1菌株で，子
実体が発生させることができた．

研究成果の概要（英文）：Artificial cultivation of Tsukiyotake has been developed, for the development of 
basic technology for uncultureable mushroom such as poisonous mushrooms. At the same time, it was 
revealed that the poison illudin S is concentrated in the fruiting body, and it has anti-nematode 
activity to contribute to the survival strategy in nature. In the artificial cultivation of Nigakuritake, 
after mycelia were growing up around sawdust medium, when spawn was keep at cold room, primordia were 
developed but fruiting body was not developed. While gas around spawn was exchanged by air, fruiting body 
was developed.
 On the other hand, among 62 mushroom strains (42 species) those are stocked in Faculty of Agriculture, 
Tottori University and Fungus Mushroom Genetic Resources Research Center, Tottori University was used for 
test cultivations. 22 strains among 62 strains could grow well in the sawdust medium, and one strain 
could develop fruiting body.

研究分野： 菌類育種学
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様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９，Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

毒きのこは，顕著な薬理（毒理）作用を有し，

きのこ中毒時の臨床症状について多くの成書

が出版されているにも関わらず，その毒成分

の化学構造，作用機序までを明らかにした研

究は極めて少なく，毒きのこ中毒の治療は，

対処療法のみである．このように，有用な研

究材料が未利用のまま放置されている最大の

原因は，研究材料の質及び量の確保の困難さ

にあり，最も深刻なのが，量の確保であると

いえる．そこで，我々は，毒きのこを人工栽

培してはどうか？という発想に至った． 

 

２．研究の目的 

 

菌株保存機関（カルチャーコレクション）で

は，多くのきのこ菌糸体を保有しているが，

子実体発生が困難であるもの（難栽培性きの

こ）は，遺伝資源として保存はしているが「宝

の持ち腐れ」化している．本研究では，未利

用毒きのこ種の菌糸体から子実体を発生させ

る技術を開発することによる，遺伝資源の有

効利用技術開発を試みる． 

 

３．研究の方法 

 

（１）ツキヨタケの栽培と毒成分の生産 

 

①  試料 

鳥取県大山町に自生していたツキヨタケを採

取したものを凍結乾燥して保存しておいたも

のを使用した．人工栽培には NBRC8765株を

使用した． 

 

②  装置 

UPLC/MS/MS：UPLCはWaters社製 AQUITY

を用いた．質量分析計は Waters 社製 Quattro 

micro APIを用いた．核磁気共鳴スペクトルは

日本電子(株)社製 JEOL JNM-ECP500 NMR お

よび JEOL JNM-Lambda400を用いた．溶媒に

は 0.03％TMS を含む重クロロホルム(CDCl3)

を用いた． 

 

③  試薬 

抽出に用いた溶媒は和光純薬工業(株)製の一

級を用いた．シリカゲルカラムクロマトグラ

フィーの担体には関東化学(株)製を使用した．

薄層クロマトグラフィーには Merck 社製を使

用した． 

 

④  イルジン Sの精製と同定 

イルジン S (図. 1) の標準品は採取したツキ

ヨタケから分離精製を行った．ジエチルエー

テル抽出，ジクロロメタン抽出，メタノール

抽出を経て，減圧濃縮したものに，酢酸エチ

ルおよび水を加えて分液操作を行った．得ら

れた有機層を減圧濃縮して濃茶色のシロップ

を得た．このシロップをシリカゲルカラムク

ロマトグラフィー（ヘキサン：アセトン=１：

１）にて精製を行い無色のイルジン Sの粉末

を得た．  

 

 
 

⑤   菌糸体培養および子実体栽培 

ツキヨタケ NBRC8765 株を PDA に接種し，

25℃で 6日〜12日培養したものを接種源とし

た． 

菌糸体の液体培養は，各種液体培地を用い

て，静置培養および振盪培養を行った．子実

体の栽培試験は，ツキヨタケ栽培用木粉培地

を使用した．生育した成熟子実体を採取し，

イルジン Sの測定に供した． 

 
 

⑥  抽出液および分析試料の作成 

子実体および菌糸体の凍結乾燥粉末をジエチ

ルエーテル抽出，ろ過，濃縮の後，真空乾燥

し抽出物を得た．濾過した固体はジクロロメ

タン抽出を行い，その後，メタノール抽出を

行った．乾燥した抽出物にメタノールを加え



た溶液を調製し，水で希釈後フィルターに通

したものを試料液とした． 

 

⑦  LC/MS/MSによる定量分析 

表１に示す装置条件により分析を行った． 

 

⑧  検量線 

標準液を調製し，LC-MS/MSに 5 μL注入した．

得られたクロマトグラムよりピーク面積を求

め，絶対検量線法により検量線を作成した  

 

（２）ツキヨタケ由来物質 イルジン S の毒

性の再検討：抗菌および抗線虫活性 

 

① イルジン Sの精製 

 我々は，イルジン Sの生理活性を調べるた

めに，鳥取県大山町にある大山にて採集した

ツキヨタケ子実体から，イルジン Sの抽出及

び精製を行った． 

  

② 抗菌活性試験  

 最初に，グラム陰性菌（大腸菌），グラム

陽性菌（枯草菌），真菌（パン酵母）の3種の

微生物を使って，イルジン S の抗菌活性につ

いて検討を行った． 

  

③ 抗線虫活性試験 

 まず，モデル生物として研究に多用される

自活性土壌線虫を用いた．次いで，植物寄生

性線虫であるサツマイモネコブセンチュウに

対するイルジン S の抗線虫活性について検討

した． 

  

（３）ニガクリタケの人工栽培条件の検討 

 

① 栄養剤の検討 

本研究では，鳥取大学農学部及び同附属菌類

きのこ遺伝資源研究センター保有のニガクリ

タケ菌株及び，製品評価基盤技術機構から分

譲された菌株を用いた．培地基材としてブナ

木粉，栄養剤として米ヌカ，小麦フスマ（以

下フスマ），コーングリッツ（以下コーン）を

用いた．また，pH調整剤として，苦土石灰を

加えたものと，そうでないものを準備した． 

  

② 栽培条件検討 

栄養剤としてはフスマ，苦土石灰無添加の培

地を用いて，栽培試験をした．発生操作は，

菌糸が蔓延した後，温度 15℃，湿度 85%の発

生室に移動させた．その後，原基形成後に栽

培袋を開封した． 

 

（４）各種きのこの鋸屑培地での栽培試験 

 

① 栽培試験方法 

 鳥取大学農学部及び同附属菌類きのこ遺伝

資源研究センター保有の菌株を用いた（表２）． 

 

 
 

培地基材としてブナ木粉，栄養剤として米ヌ

カ，小麦フスマ（以下フスマ），コーングリッ

ツ（以下コーン）を用いた． 25℃で培養し，

菌糸の蔓延を調査し，蔓延したものについて

は，15℃,湿度 85％の条件で，子実体発生を試

みた． 

 

４．研究成果 

 

（１）ツキヨタケの栽培と毒成分の生産 

 

① 子実体中に含まれるイルジン Sの定量 

 ツキヨタケ子実体および菌糸体凍結乾燥粉

末中のイルジン S の定量は，メタノール抽出

した後，表１に示す条件で，UPLC タンデム

型四重極質量分析を用いて行った．結果を図

2, 表３ 及び表４に示す．野生の子実体は， 

2009 年，2010 年，2011 年に鳥取県大山町周

辺で，2011年に鳥取県西部にて採取したもの

を－80℃で凍結保存しておいたものを使用し

た． 

 

 
 



 

 
 

 

 
また，栽培した子実体は，NBRC8765 株をお

がくず培地で栽培したものを使用した（図３）． 

同一採集場所での採集年の違いによるイルジ

ン Sの含量を比較したところ，年によって含

量が大きく異なることが明らかになった．

2009 年では凍結乾燥野生子実体 1 g 当たり

620 μgのイルジン Sが検出できたのに対して，

2010年の凍結乾燥野生子実体にはイルジン S

がほとんど含まれていなかった．一方 2011年

では 5,201 μgと 2009年のもとと比べ，約 9倍

含まれていた．同一年による採集場所の違い

によるイルジン Sの含量を比較したが含有量

に大きな違いは見られなかった．特にイルジ

ン Sが，全く検出できない子実体や他の子実

体より一桁以上多くイルジン Sを含む子実体

が存在することは非常に興味深く，この含量

の違いが，毒きのこ中毒における生死を分け

る一つの原因にもなることが考えられる．一

方，人口栽培した子実体では，栽培条件が一

定であるためか，データには示していないが

イルジン Sの生産量に変動は見られず，一定

量のイルジン Sが生産されていた．  

 

② 菌糸体に含まれるイルジン Sの定量 

  菌糸体の分析には，MGP培地および GP培

地に用いて静置培養および振とう培養した菌

糸体を凍結乾燥した後，メタノール抽出を行

い，抽出物中のイルジン S の定量を行った．

その結果を表３に示す．分析の結果，MGP培

地，GP培地ともに振とう培養および静置培養

にかかわらず菌糸体中にはイルジン Sを検出

することができなかった．菌糸体で生産され

たイルジン Sが培養液中に分泌されている可

能性も考えられたため，培養液中にイルジン 

Sが存在しているかを検証した（表５）． 

 

 
 

その結果，GP2 培地では振とう培養後の培養

液中に 0.146 ppm，MA 培地の振とう培養では

1.35 ppm程度のイルジン Sが有意に検出され

たことから，培地中には，培養フラスコ 1 本

当たり GP培地で 14.6 μg, MA培地では，135 

μg のイルジン S が生産されていることにな

る． 

  

（２）ツキヨタケ (Omphalotus guepiniformis) 

由来物質 イルジン S の毒性の再検討：抗菌

および抗線虫活性 

 

① イルジン Sの精製 

鳥取県大山町にある大山にて採集したツキヨ

タケ子実体から 12 mg の無色の粉末を得た． 

 

② 抗菌活性試験  

細菌および真菌に対するイルジン Sの抗菌活

性を調べた結果を 図５．に示す． 

イルジン Sは，200 μg/mL 以上の濃度で，グ

ラム陽性菌およびグラム陰性菌の生育を阻害

した．一方，真菌に対しては，1,000 μg/mL以

下の濃度において増殖阻害活性は認められな

かった．  

 

③ 抗線虫活性試験  

自活性土壌線虫 C. elegans に対するイルジ

ン Sの効果を検証したところ，1,000 ppmのイ

ルジン Sで処理した場合のみ, 未処理と比べ

て僅かながら有意な生存率の低下（致死率の

上昇）が認められた．一方，植物寄生性線虫

であるサツマイモネコブセンチュウM. 

incognita では，イルジン Sの濃度依存的に生

存率の低下（致死率の上昇）がみられた (図

６)． 

 



 

 
 最後に，イルジン Sは，グラム陽性および

グラム陰性菌に対する抗菌作用だけでなく，

植物寄生性線虫に対する抗線虫活性も示した．

これらは，ツキヨタケの自然界における生存

戦略の一つではないかと考えられ，本研究で

得られた知見から， イルジン S が新しい抗

菌性薬剤，または植物寄生性線虫駆除薬を開

発するためのリード化合物となりえることが

示唆された． 

 

（３）ニガクリタケの人工栽培条件の検討 

 

①  栄養剤の検討 

 使用した 5 菌株の中では D1 株が最も鋸屑

培地において良好に増殖した．次に，栄養剤

について検討したところ，コーンでは，菌糸

蔓延が非常に悪かったが，米ヌカとフスマで

は，良好な菌糸蔓延をしたが，フスマの方が

やや，菌糸蔓延が早い傾向にあったため，以

後の実験では，フスマを栄養剤として利用す

ることにした．また，苦土石灰については，

ほとんど影響がないか，どちらかといえば，

増殖を阻害する傾向が見られたため，以後の

実験においては，使用菌株は D1 株，栄養剤

としてはフスマ，苦土石灰無添加の培地を用

いて，栽培試験をすることにした． 

 

② 栽培条件検討 

 菌糸蔓延後，発生室（15C̊）に移動させた

後，80日程度で，原基様のものが見られた（図

７）． 

 

 
しかし，そのまま発生室（15℃，湿度 85%）

に放置したままでは，原基の段階で成長が停

滞し，子実体は形成されなかった．次いで，

原基形成が見られた後に袋を開封したものに

ついては，90日後に，子実体が発生した． 

 

（４）栽培試験結果 

 

① 培地成分について 

 最もよく菌糸蔓延した菌株を培地毎に表６

～９に示す． 

 
 

 
 

 
 

 
 



 栄養剤については，コーングリッツを含む

培地は，いずれも不適であったが，米ヌカ，

フスマ，米ヌカまたはフスマの両方で，多く

の菌株が，良好な増殖を示した．pH 調整剤と

しての苦土石灰については，特に，米ヌカを

含む培地に添加した場合，菌糸伸長を抑制さ

せることが多い傾向があったが，おおむね，

多くの菌株が，抑制されるか，無関係であり，

添加効果が無いものが多かった． 

 
しかしながら，米ヌカを栄養剤としたときに，

3株が，フスマを栄養剤としたときに 13株が，

苦土石灰を添加することで良好な菌糸蔓延を

示した．これらのうち，ブナ・米ヌカ・苦土

石灰の培地で，子実体の発生を確認した（図

９）． 

このことから，菌株によっては，苦土石灰の

添加が菌糸伸長及び子実体発生に非常に良い

影響を与える場合があることが示された． 
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