
�

M@mijk�

�

U>TW_3A,KgU>TW_\3bhTWAI:7G�
�� 25� 5� 27��� 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：本研究では，森林樹木アカマツ・コナラなどの代表的外生菌根種であ
るマツタケ(Tricholoma matsutake)，バカマツタケ（Tricholoma bakamatsutake），ホンシメ
ジ（Lyophylum shimeji）ならびに非菌根性近縁菌ハタケシメジ（Lyophylum decastes）など
を対象に，半数体菌株の作出ならびに特性評価，形質転換法の検討を行った。菌根共生解明の
研究基盤として利用可能なホンシメジならびにハタケシメジ半数体株それぞれ１株ずつを選定
し，ゲノム DNA解析に供試した。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, Japanese ectomycorrhizal fungi, e.g. Tricholoma 
matsutake， T. bakamatsutake (an allies of T. matsutake with different host spectrum)，
Lyophylum shimeji and L. decastes (saprophytic and phylogenetically closely related 
species of L. shimeji) were featured. We isolated haploid strains of these fungal species by 
single basidiospore isolations, and compared their phenotypes on colonial growth and 
ectomycorrhizal formations etc. We also tested competency of these fungal species for 
Agro-infections. Finally, we chose a representative haploid strain of L. shimeji and L. 
decastes, respectively. The genomes were sequenced using HiSeq2000 system.  
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１．研究開始当初の背景 
菌類は森林生態系において一般に分解者と
して有機物を無機物に変える重要な役割を
果たしている。さらに，菌類の中でも外生菌
根菌類（以下きのこと略記）は森林樹木の共
生者として，森林の養分循環や宿主植物の生

存・成長に不可欠である。最近では，きのこ
の共生を積極的に利用し，森林の育成や保全
に応用する試みが世界の各地で行われてい
る。しかし，きのこと宿主植物との共生には，
まだ不明な点も多く残されている。中でも，
きのこの宿主認識機構や共生メカニズムに
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ついてはほとんど知見が得られていないの
が現状である。一方，最近のゲノム科学や分
子的手法の進歩は著しく，これら情報や技術
を用いて，多くの生物の特性や機能さらには
生物間相互作用までが解析可能となってき
た。とくに，菌類では複数の植物病原糸状菌
ゲノムが解析され，ゲノム情報に基づいた，
宿主植物認識機構や病原性メカニズムの解
明が進められつつある。きのこにおいても，
欧米が中心となって，2008 年にゲノム情報
が明らかになったオオキツネタケ Laccaria 
bicolor を利用して菌根共生を解明しようと
する動きが急速に拡がっている。一方，我が
国では，秋の味覚の代表であるきのこ，マツ
タケが外生菌根性かつ高価な特用林産物で
あることから，常に研究の対象としてとらえ
続けられている。マツタケについてはゲノム
解析が私企業によって既に終了しているが，
その遺伝情報は公開されていない。また，分
子生物学的解析に必要な形質転換法や遺伝
子破壊法，さらには実験室内での菌根形成法
等周辺技術も十分開発されていないのが現
状である。本研究では，マツタケならびにそ
の近縁菌バカマツタケ，マツタケとならび経
済的重要性の高いホンシメジなどを主な対
象とし，分子生物手法の開発ならびに遺伝
学・生理学的研究を行い，どの菌種が，外生
菌根菌研究基盤として有望かを明らかにし
ようとした。 
 
２．研究の目的 
本研究では，森林樹木アカマツ・コナラなど
の代表的外生菌根種であるマツタケ
(Tricholoma matsutake)，バカマツタケ
（Tricholoma bakamatsutake），ホンシメジ
（Lyophylum shimeji）ならびに非菌根性近
縁菌ハタケシメジ（Lyophylum decastes）な
どを対象に，（１）半数体作出手法の確立，
（２）形質転換手法の確立，ならびに（３）
ゲノム情報の取得をおこない外生菌根菌分
子研究の基盤整備を進め，共生機構の解明に
資することを目的としている。 
 
３．研究の方法 
（１）半数体作出手法の確立 
 担子菌類における半数体株作出は単担子
胞子分離あるいは，プロトプラスト放出に伴
うモノカリオン化などを利用するが，一般に，
外生菌根菌種の担子胞子は発芽率が低く，ま
た菌糸生育速度が低いため，プロトプラスト
作出も困難な場合が多い。本研究で対象とし
たバカマツタケは菌糸生育が通常極端に遅
く，プロトプラスト作出がきわめて困難であ
る。また，ハタケシメジは腐生性ながら胞子
発芽率が極めて低い。一方，マツタケならび
にシメジについては，研究協力者の太田博士
らの研究により，担子胞子の発芽促進物質が

明らかにされており，単担子胞子分離により
半数体作出手法が確立されている。そこで，
本研究では，バカマツタケならびにハタケシ
メジの担子胞子発芽促進物質を探索すると
ともに，得られた単担子胞子分離株の核数を
調べ，以後の実験に供試する半数体菌株を作
出した。 
 
（２）形質転換手法の確立 
 形質転換手法について，バカマツタケ，マ
ツタケ，ホンシメジならびにハタケシメジな
どを用いて検討した。ホンシメジならびにマ
ツタケではプロトプラスト・PEG法による形
質転換が可能であるが，バカマツタケは培地
における生育がきわめて遅く形質転換に必
要なプロトプラストを得ることは困難であ
る。そこで，プロトプラストを用いず形質転
換が可能な Agrobacterium法を用いた形質
転換実験を外生菌根菌種に試みた。また，手
法の確立ならびに対比の為に，エノキタケ，
ブナシメジ，マイタケ，ヒラタケ等の材腐朽
性の担子菌類もあわせて用いた。 
 
（３）ゲノム情報の取得 
 ホンシメジ半数体株 b11ならびに，ハタケ
シメジ半数体株 13-sa1をそれぞれ CM液体
培地で２週間振盪培養し，得られた菌体を凍
結乾燥後，グアニジン–ガラス法を用いて
DNA抽出ならびに精製を行った。得られた
ゲノミックDNAはHiSeq2000を用いペアエ
ンドシーケンスにて解析した。 
 
４．研究成果 
（１）バカマツタケならびにハタケシメジの
担子胞子は培地に酪酸を添加することで、発
芽率が向上することがわかった。得られた単
担子胞子分離株の菌糸形態ならびに核数を，
カルコフルオールホワイト・ビスベンズイミ
ド染色法で調査した。マツタケならびにバカ
マツタケでは子実体分離株ならびに単担子
胞子分離株ともクランプコネクションを持
たない。細胞壁染色ならびに核染色の結果，
マツタケは基本的に単核であり，バカマツタ
ケの場合は２核性のものが多かった。この両
者の担子胞子内の核数を調査したところ，マ
ツタケの担子胞子は単核性であるが，バカマ
ツタケの担子胞子は単核のものと２核のも
のが混在していることがわかった。この原因
を明らかにするため，両者の有性生殖時の各
行動を調査したところ，マツタケの
post-meiotic mitosis は担子胞子内で同調的
に起こり，娘核の一つが担子器内に逆移行す
るが，バカマツタケでは非同調的で娘核が担
子器に逆移行しないため，２核性の胞子が生
じることを見いだした。このような近縁種間
における核行動の異なりは，ナラタケ属菌に
おいても報告されており，２核性の種はホモ



タリックであるとされている。 
一方，ホンシメジ，ハタケシメジの単担子胞
子分離株では，子実体組織分離株と異なりク
ランプコネクションを持たず，単核性も確認
された。また，1/5GY寒天培地を用いて対峙
培養し，重相体の形成の有無を調べた。その
結果，両菌とも４極性であることが示された。 
 
（２）Agrobacteriumを用いた形質転換法を
外生菌根菌である，バカマツタケ，マツタケ，
ホンシメジならびに腐生性のハタケシメジ，
エノキタケ，ブナシメジ，マイタケ，ヒラタ
ケに適用を試みた。複数菌種ならびに菌株を
供試して，詳細に検討を行った結果，宿主担
子菌の前培養日数ならびに菌糸分断処理後，
感染処理までの培養日数が形質転換効率に
影響を及ぼしていること，その条件は，菌種
はもちろん菌株によっても異なることが明
らかになった。本研究では，形質転換マーカ
ーとして担子酵母 Cryptococcus neoformans 
の actin プロモーター制御下の HPT 遺伝子
を用いた。今回の実験では，バカマツタケな
らびにマツタケをのぞくすべての供試菌に
おいて，形質転換体が得られた。このことは，
この actin プロモーターが，担子菌類のユニ
バーサルプロモーターになりうること示唆
している。また，ホンシメジ，ハタケシメジ，
エノキタケ，ブナシメジにおいては，形質転
換効率が極めて高く，本法がこれらの菌種に
おける優れた形質転換法ならびに遺伝子破
壊法となることが明らかになった。さらに，
微量サンプルから迅速・簡便に DNA を分離
し，PCR法によって形質転換体を判別する手
法を考案，半数体ホンシメジ形質転換体を用
いて Agrobacterium法によって挿入した tag
周辺の塩基配列情報を得るための Tail PCR
法のプライマーや反応条件検討を行った。 
以上の研究結果は，半数体分離株を対象に
Agrobacterium 法 に よ る gene tagging 
mutagenesisを行えば，外生菌根菌共生を解
明する上で必要不可欠な菌根形成能欠失株
などの突然変異作出ならびに，それに関与 
する遺伝子の塩基配列情報の取得が可能と
なることを示している。 
 
（３）ゲノム情報の取得については，複数の
ホンシメジ半数体株ならびに，ハタケシメジ
半数体株を予備的に供試し，半数体における
菌根形成能や菌叢形成能を比較，さらには，
和合的な菌株を用いて重相化し，重相株にお
ける菌根形成能や子実体形成能を比較し，ホ
ンシメジ半数体株 b11ならびに，ハタケシメ
ジ半数体株 13-sa1 をそれぞれ代表菌株とし
て選び出した。HiSEQ2000 を用いたゲノム
シーケンス解析を行い，それぞれの菌株から
約 2.5Gbp の塩基配列を得，現在，アッセン
ブル作業を行っている。 
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