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研究成果の概要（和文）：　シイタケでは、Cas9タンパク質gRNA複合体（RNP）によるゲノム編集技術がいまだ
に確立されていない。本研究では、2核株の確実な遺伝子破壊・改変のための１核胞子の保存条件と、RNPによる
ゲノム編集技術の確立を目的にsgRNAの設計とシイタケ由来の薬剤耐性遺伝子を用いたドナーベクターの構築を
行なった。その結果、採取直後の発芽率約3％の胞子が、発芽率を1％維持できる日数が－80℃で60日であること
が明らかとなった。また、シイタケ由来のsdc-ip遺伝子を人工的に1塩基置換によってカルボキシン耐性を付与
するcbxへ変換するドナーベクターと、lcc1遺伝子を破壊するためのドナーベクターを構築した。

研究成果の概要（英文）：　In Lentinula edodes, genome editing technology by Cas9 protein-gRNA 
complex (RNP) has not yet been established. In this study, we examined the conditions for spore 
preservation, and also the design of sgRNAs for the sdc-ip and lcc1 genes and the construction of 
donor vectors for each gene modification in order to establish genome editing by RNPs. As a result, 
it was revealed that spores with a germination rate of approximately 3% immediately after collection
 from fruiting body could maintain a germination rate of 1% for 60 days at -80°C. We also 
constructed donor vectors to convert the sdc-ip gene in L. edodes to cbx, which confers carboxin 
resistance by artificial single nucleotide substitution, and to replace the lcc1 gene with cbx to 
destroy the lcc1 gene.

研究分野：農学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、シイタケではいまだに確立されていない、外来遺伝子を細胞に残さないCas9タンパク質gRNA複合体
（RNP）によるゲノム編集技術を確立することを目的としている。この技術の確立は、遺伝子組換え体とならな
い実用化可能なシイタケの育種技術となるため、学術的にも社会的にも意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

シイタケは、重要な食用キノコの１つであるが、遺伝子組換え技術は未だ発展途上にある。

これまでシイタケの遺伝子機能を解明する研究としては、我々がアンチセンス法(Sato et al., 

J Biosci Bioeng, 2019 年)と RNAi 法(Sato et al., Microbiol Res, 2011)を報告した他は、

RNAi 法に関しては 2報が報告されたのみ(Konno et al., J Agric Food Chem, 2014, Wang et 

al., Fung Genet Biol, 2018)であった。近年、遺伝子機能解析技術は、CRISPR/Cas9 によるゲ

ノム編集が簡便かつ有効なことから主流になっているが、担子菌に関する報告は、2021 年時点

では４報のみであり(Sugano et al., Sci Rep, 2017, Qin et al., Proc Biochem, 2017, Chen 

et al., Front Microbiol, 2018, Vonk et al., Sci Rep, 2019）、シイタケでは未だに確立さ

れていなかった。その後、2021 年と 2023 年に Cas9 発現ベクターを導入する方法で、シイタケ

でのゲノム編集が報告された（Moon et al., Mycobiology, 2021、Kamiya et a., FEMS 

Microbiol Lett, 2023）。しかし、この方法では、得られた形質転換体は遺伝子組換え体とな

り、実用化には適さない。 

この方法とは別に、試験管内で Cas9 タンパク質と sgRNA の複合体（Cas9 タンパク質 gRNA 複

合体：RNP）を形成させて、細胞に導入する方法があり、この方法では外来遺伝子を細胞に残さ

ないため、得られた細胞は組換え体とならずに実用化が可能である。しかし、この方法による

シイタケのゲノム編集技術は、未だに確立されていない。我々は、当初よりこの方法によるシ

イタケのゲノム編集技術の確立を目指した。 

一方、育種目標である保存性に関与する遺伝子として、シイタケの褐変原因遺伝子としてチ

ロシナーゼ(tyr：Sato et al., 2009)とラッカーゼ(lcc4：Nagai et al., 2003)や、子実体保

存後の遺伝子発現を制御していると考えられる転写因子様遺伝子として expansionless1 

(exp1)様遺伝子(Sakamoto et al., 2009)を明らかとしてきたが、それらの遺伝子破壊と褐変抑

制の関連については不明のままである。 

我々が報告した RNAi ベクターによる目的遺伝子の発現抑制研究では、発現抑制は確認できる

が、生育時期によっては必ずしも発現が抑制されていないことが明らかになった(未報告）。こ

の原因の１つとして、シイタケを含めた担子菌類が細胞中で２つの核がそれぞれ独立に存在し

ているという特殊な生活環がある。したがって、特定の遺伝子機能を解析するためには、1核

菌糸核中の目的遺伝子を確実に破壊した後、交配して解析する必要がある。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、シイタケではいまだに確立されていない CRISPR/Cas9 によるゲノム編集技

術を、外来遺伝子の導入の起こらない RNP 法により確立すること、未だに解明されていない産

業上問題になる子実体の褐変化と保存に関与する遺伝子の機能をゲノム編集技術で明らかにす

ること、得られた遺伝子破壊株を実用化に直結させることである。 

本研究では、ゲノム編集による特定遺伝子の確実な破壊を達成するために、1核菌糸である

胞子のゲノム編集技術の確立を目指し、胞子の保存条件の検討、ゲノム編集のターゲットとす

るモデル遺伝子の sgRNA の設計と in vitro における切断の確認、及び設計した sgRNA と Cas9

タンパク質による RNP 法によるシイタケ細胞への導入を試みた。 

 

３．研究の方法 
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（1） 胞子の保存条件の検討シイタケの胞子は、常時入手できないため、子実体を形成させた

ときに、大量に回収して保存しておき、必要に応じて遺伝子導入実験等に使用する必要

がある。そこで、これまで形質転換に用いてきた SR-1 株と市販株の子実体から胞子を

回収して、胞子の冷蔵(4℃)保存あるいは冷凍(-80℃)保存後における胞子の発芽率を求

めた。また、保護剤として、グリセロールとスクロースの影響に関して検討した。 

（2） sdc-ip の cbx への変換用 sgRNA と 1cc1 破壊用 sgRNA のデザインと in vitro での切断

の確認 

シイタケにおけるゲノム編集を確立するためのモデル遺伝子として、シイタケsdc-ip遺

伝子に一塩基変異導入によって作成したカルボキシン耐性遺伝子 cbx と、RNAi ベクター

による解析実績のあるシイタケラッカーゼ遺伝子 lcc1 に注目した。それらの遺伝子の

破壊のための sgRNA を、CRISPRdirect により設計し、in vitro での切断の有無を確認

した。 

（3） sdc-ip の cbx への変換用ドナーベクターと lcc1 遺伝子破壊のためのドナーベクターの

構築 

cbx ドナーベクターの sgRNA 直下の PAM 配列 AGG をアミノ酸の変異が起こらない AGA へ

の変換を、PrimeSTAR® Mutagenesis Basal Kitを用いて行った。lcc1 遺伝子破壊のた

めのドナーベクター構築のために、プロモーターとターミネーターを含む lcc1 のゲノ

ム遺伝子断片を PCR により調製し、構造遺伝子部分を cbx に入れ換えたドナーベクター

を構築した。 

（4） RNP 法によるシイタケの遺伝子破壊 

CRISPR/Cas9 による遺伝子破壊を行うために、2）で切断が確認できた sgRNA と 3）で調

製したドナーベクターを用いて、Cas9 と sgRNA の RNP を形成後、シイタケプロトプラス

トへの導入を試みた。 

 

４．研究成果 

 市販株の子実体から胞子を回収して、胞子の冷蔵あるいは冷凍による保存条件に関して検討

した。シイタケの各株の発芽率は2％から3％であり、各株の保存後の発芽率は、4℃よりは-

80℃が高い傾向にあった。また、1％の発芽率が保持される保存期間は、4℃では30日、-80℃で

は60日であった。保護剤としてのグリセロールとスクロースには、発芽率向上の効果は確認さ

れなかった。これにより、遺伝子導入のための胞子の収集は、2ヶ月に1回で十分であることが

明らかとなった。 

 シイタケゲノム編集による破壊を想定しているモデル遺伝子lcc1 に関して、１本鎖のガイド

RNA(sgRNA)を３種類設計し、委託合成後、試験管内で切断が確認できるかどうかに関して検討

した。Cas9は市販の酵素を用いて、ターゲット遺伝子をPCR増幅し、3種類の１本鎖のガイドRNA

とともに試験管内で反応させたところ、１種類が比較的その切断が良好であることが確認され

た。また、遺伝子破壊株の選抜のために必要なマーカー遺伝子として、シイタケの内在性遺伝

子であるsdc-ip に１塩基変異を導入して１アミノ酸を変異させたカルボキシン耐性遺伝子cbx

を利用するため、sdc-ip 破壊のためのsgRNAを3種類デザインし、in vitro での切断を確認し

た。その結果、3種類とも切断が確認されたが、特に切断効率の高いsgRNAを1種類選抜した。 

 一方、ドナーベクターを用いてsdc-ip をcbx に変換する場合、Cas9が認識するPAM配列が

sgRNA認識部位に残ってしまうため、sdc-ip のcbx へ変換されてもcbx の切断が起こってしま
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う。したがって、ドナーベクターのPAM配列をPAM配列でない配列に変換しておく必要がある。

そこで、PrimeSTAR® Mutagenesis Basal Kitを用いて、cbx ドナーベクターのsgRNA直下のPAM

配列AGGをアミノ酸の変異が起こらないAGAへの変換を行ったところ、Cas9によって切断されな

い目的のドナーベクターが構築できた。 

 次に、lcc1 遺伝子のsgRNAを利用し、ドナーベクターを利用した相同組換えによるlcc1 遺伝

子の破壊を試みた。cbx を選抜マーカー遺伝子として、lcc1 遺伝子の構造遺伝子領域をcbx に

入れ替えたドナーベクターを用いてシイタケへの導入を試みた。その結果、ドナーベクターの

みではカルボキシン耐性株が得られたが、ドナーベクターとCRISPR/Ca9 RNPではカルボキシン

耐性株は得られなかった。現在、ドナーベクターの改変を試みている。また、PAM配列を改変し

たドナーベクターによる2核株と胞子株のsdc-ip 遺伝子の薬剤耐性遺伝子cbx 遺伝子への変換

を試みている。 
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