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研究成果の概要（和文）：食用担子菌類（きのこ）において、効率的な遺伝子破壊技術を確立す

る目的で、遺伝子破壊ベクターの構築、及び耐性マーカー遺伝子回収技術開発を試みた。シイ

タケにおいて、DelsGate法により、効率的に遺伝子破壊ベクターを構築する手法を開発した。

更にそのベクターに loxP配列を挿入することに成功した。現在のところ、シイタケにおいて、

得られたベクターによる破壊株はまだ得られていないことから、条件検討が必要である。また、

シイタケにおいて、一核菌糸体において子実体形成を負に制御していると考えられる pcc1 遺

伝子、及び非相同組み換えに関わる Ku80遺伝子のクローニングに成功した。今後これらの破

壊株を作出することで、一核菌糸体で子実体を発生し、かつ遺伝子組換え効率の高い菌株が得

られると期待できる。また、シイタケにおいては、遺伝子組換えに時間がかかることから、条

件検討を効率化するために、ウシグソヒトヨタケの系を利用することとした。そこで、ウシグ

ソヒトヨタケの遺伝子破壊用カセットに、loxP配列を挿入した。今後はまず、ウシグソヒトヨ

タケにおいて、マーカー回収技術を確立し、その後シイタケにおける破壊系を確立することを

予定している。 
 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： To establish effective gene disruption tool for edible 
basidiomyceteous fungi (mushrooms), gene disruption vector system and resistant marker 
gene recycling system were constructed in Lentinula edodes. First, a gene disruption vector 
system was constructed by using DelsGate method, and then the loxP sequences were 
inserted the vector construction system.  Unfortunately, no gene disrupted mutant was 
obtained yet. The pcc1 gene that is a negative regulator in monokaryotic strain, and the 
ku80 that is involved in non-homologous DNA joint were cloned in L. edodes. If the gene 
could disrupted, the strain can form fruiting body without mating, and the strain have high 
efficiency for homologous recombination. To test Cre-loxP system in basidiomyceteous fungi, 
faster than L. edodes, loxP sequences were inserted gene disruption cassette for C. cinerea. 
Marker recycling system will be test in C. cinerea in the near future. 
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１．研究開始当初の背景 
シイタケは日本で古来より栽培されている
食用きのこ（担子菌類）で、現在日本で最も
栽培されており、林業経営における貴重な収
入源となっている。一方近年は中国など、海
外でも盛んに栽培されており、国際競争にさ
らされている。そこで、従来の経験に基づい
た交配育種にかわる、効率的な育種手法の開
発が急務となっている。また、シイタケには
エリタデニン(血圧の調整作用)やレンチナン
（抗腫瘍活性）などの薬用成分も含むことか
ら、生理活性を有する成分に着目した育種手
法の開発も求められている。 
 効率的な育種のためには、子実体形成や薬
用成分合成経路に関わる分子機構の解明が
必須である。シイタケを含む担子菌類は、胞
子由来の一核菌糸体（n:半数体）が交配する
ことでヘテロな核を持つ二核菌糸（n+n）と
なり、大型の子実体（きのこ）分化能を獲得
する。このように、担子菌類は動植物や真菌
類と比較してもユニークな生活環を持つ。し
かしながら、子実体形態形成等に関する分子
機構の研究は、植物の形態形成に関する研究
と比較して非常に遅れている。 
（財）生物工学研究センター（以下岩手生工
研）では、世界で初めてシイタケにおける遺
伝子組換えが可能であることを実証し(1)、相
同組み換えによる遺伝子組換え技術の確立
を行った。また申請者らは、標的遺伝子に変
異の入った菌株を迅速にスクリーニングす
る TIILING 法をシイタケに適用する研究を
進めており、遺伝子組換えを行わない育種法
を開発している。そこで、より多くの育種目
標に対応するために、効率的な遺伝子機能解
析技術が不可欠である。遺伝子発現抑制には
遺伝子破壊法があるが、きのこ類はヘテロな
2 核を持つこと、及び遺伝子破壊には長い遺
伝子配列情報が必要であることから、これま
できのこ類にはほとんど適用されていなか
った。しかしながら、近年他の菌類において
効率的な遺伝子破壊技術が確立されたこと、
及びシイタケにおいても全ゲノム配列が明
らかにされつつあることから、遺伝子破壊技
術開発のための基盤が整っている。 
 
２．研究の目的 
食用、薬用きのこ（担子菌類）であるシイタ
ケにおいて、遺伝子機能解析技術を確立し、
育種上有用な遺伝子を特定する技術を開発
する。本研究では、子実体形成などに関わる
遺伝子の発現抑制方法の確立を目指し、シイ
タケにおいて遺伝子破壊法の開発を行う。さ
らに、遺伝子破壊効率が高く、一核菌糸体（半
数体）で子実体を形成するシイタケ菌株を開
発することで、子実体形成に関連する遺伝子
の機能解析を効率化することを目的として

いる。また、最終目的として、シイタケ栽培
に関わる重要形質に関連する遺伝子の特定
を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
（1）DelsGate用のベクター構築 
 
遺伝子破壊用のベクター構築には、
DelsGate法（Fugnal Genet Biol. 
2008:379-388）を改変した手法を用いた。
構築方法を図 1及び図 2に示す。 

図 1.ベクター構築（図 2に続く） 
 
はじめに、ベクター構築手法を確立するため
に、既にゲノム配列情報の明らかになってい
た Lcc1 遺伝子の破壊用ベクターの構築を試
みた。ベクター構築に使用したプライマーは
下記の通り。 
 
I-sec-3'-lcc1の配列
AAAAATTACCCTGTTATCCCTATATACA
GACAACGAGAAGATGCTTG （下線部は、
I-Sec I認識配列） 
 
loxP-attB1-lcc1配列
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG
CTATATAACTTCGTATAATGTATGCTATA
CGAAGTTATTATTGAGTGGCTGTTTGTT
GAGATA（下線部は loxP配列、斜体文字は
att配列） 
 

 



I-secI-5'-lcc1の配列 
AAAATAGGGATAACAGGGTAATAAAGA
GAGCGATAATAGGGAATGAT（下線部は、
I-Sec I認識配列） 
 
loxp-attB2-lcc1の配列
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGG
GTATATAACTTCGTATAGCATACATTATA
CGAAGTTATCTCGACCTTGTGGATTCTA
ATTCT（下線部は loxP配列、斜体文字は att
配列） 

 
プライマーI-sec-3'-lcc1（図 1 I-sec I F相当）
と loxP-attB1-lcc1(図 1 loxPattB1相当)のセ
ット、I-secI-5'-lcc1(図 1 I-sec I R 相当)と
loxp-attB2-lcc1（図 1 I attB2loxP 相当）を
用い、シイタケゲノム DNA をテンプレート
に PCR を 行 っ た 。 得 ら れ た 断 片 を
pDONR221 と BP 反応を行い、さらに
pLG-hph Gatewayと LR反応を行った。得
られた破壊用ベクターを I-Sec Iで切断し（図
2.）、シイタケに形質転換を行った。 
 
（2）シイタケ形質転換方法 
シイタケの相同組み換えによる形質転換法
は、入江らの方法（ Biosci. Biotechnol. 
Biochem. 69:2006-2009; 2003年）をもとに
行った。 
 
（3）pcc1遺伝子、ku80遺伝子のクローニン
グ 

両遺伝子のクローニングには、（公財）岩手
生物工学研究センターで解析を行った、シイ
タケゲノム配列情報をもとに、プライマー設
計し、配列決定を行った。 
 
（4）Lcc1破壊株の解析 
Lcc1 破壊株の作製には時間がかかることか
ら、既に作成していた RNAi法による遺伝子
発現抑制株（中出らMicrobiol Res. 2011）
166(6):484-93)を解析した。ivrL1#32株の菌
糸形態を走査型電子顕微鏡、及び透過型電子
顕微鏡で観察した。 
 
（5）ウシグソヒトヨタケの loxP-破壊ベクタ
ーの構築 
担子菌類において、Cre-loxP法による耐性マ
ーカー遺伝子回収技術を早期に開発するた
めに、すでに、Ku70 破壊株が作出されてい
るウシグソヒトヨタケの破壊系（中沢ら：
Fungal Genetics and Biology 48(2011) 
939–946）に loxP配列を導入した。ウシグソ
ヒトヨタケのハイグロマイシン発現カセッ
トを、loxP配列を付加したプライマーで増幅
し、pCR2.1-TOPOにTAクローニングした。 
 
４．研究成果 
 
（1）Lcc1 破壊ベクター構築 
Lcc1 特異的配列を付加したプライマーセッ
ト （ I-sec-3'-lcc1 × loxP-attB1-lcc1; 
I-secI-5'-lcc1 × loxp-attB2-lcc1）で PCRを
行い、pDONR221 と BP 反応を行ったとこ
ろ、目的通り pDONR221に両 PCR断片が組
み込まれた。さらに、シイタケにおけるハイ
グロマイシン耐性マーカー発現カセット及
び Gateway 配列が挿入された pLG-hph 
Gatewayと LR反応を行ったところ、目的断
片が pLG-hph Gatewayベクターに挿入され
た。さらに、I-sec Iで切断したところ、目的
の切断断片が確認できた。 
 そこで、シイタケに形質転換をおこなった
ところ、残念ながら遺伝子組換え株は得られ
なかった。現在、相同遺伝子配列の長さなど
を検討している。 
 
（2）pcc1 遺伝子のクローニング 
 
ウシグソヒトヨタケの pcc1 遺伝子の配列を
もとに、シイタケから pcc1 遺伝子のクロー
ニングを試みた。しかしながら、相同性が低
いことから、直接クローニングすることは難
しかった。そこで、周辺の遺伝子が保存され
ていることを利用して、pcc1 遺伝子のクロー
ニングを行った。pcc1 遺伝子を挟んで、RNA 
binding protein, Acetolactate synthase 遺
伝子が保存されていることから（図 3）、両遺
伝子の配列をクローニングし、内部の DNA を

 

図 2.ベクター構築続き 



PCR により増幅し、シークエンスを行ったと
ころ、pcc1 と相同な配列を得ることが出来た。
得られた pcc1 遺伝子の発現をリアルタイム
PCR で確認したところ、一核菌糸体で発現が
高く、二核菌糸体で発現が高いことから、
pcc1 遺伝子そのものであることが確認でき
た。 
 

 
（3） Ku80 遺伝子のクローニング 
 
Ku80 は、非相同組換えに関わる遺伝子であり、
同遺伝子を破壊すると、相同組み換え効率が
格段に上がることが多くの菌類で報告され
ている。また、担子菌類においても、非常に
高く保存されている遺伝子である。ウシグソ
ヒトヨタケの Ku80 と相同性の高い配列がシ
イタケゲノム配列からも見つかった。そこで、
遺伝子をクローニングした結果、ウシグソヒ
トヨタケ Ku80 と 48%の相同性を示した。 
 
（4） Lcc1 発現抑制株の解析 
これまでに、ラッカーゼときのこの形態形成
に関して関連があると報告があり、以前に
RNAi 法によりラッカーゼを抑制したところ、
菌糸形態及び、細胞壁に異常が生じることを
明らかにしている（中出ら）。本課題におい
ては、Lcc1 を破壊用ターゲットとして破壊ベ
クターを構築していることから、その機能に
ついて、より詳細に調べた。発現抑制株では、
相補試験が行えないことから、Lcc1 酵素を培
地に直接添加し、形態変化を走査型電子顕微
鏡（SEM）及び透過型電子顕微鏡（TEM）観察
した。その結果、菌糸形態が正常に戻ること、
及び細胞壁も野生株とほぼ同様の形態に回

復することが明らかとなった。 
 

 
（5）ウシグソヒトヨタケにおける Cre-loxP
システムの開発 
 
シイタケにおいては、遺伝子破壊自体が困難
であることが予想されたことから、既に遺伝
子破壊技術が確立されているウシグソヒト
ヨタケにおいて、耐性マーカー回収技術を確
立し、その後にシイタケに応用することを考
え、ウシグソヒトヨタケにおいて、Cre-loxP
法によるマーカー回収技術をためすことと
した。そこで、既存の破壊ベクターに、loxP
配列を挿入することとした。既存のハイグロ
マイシン耐性マーカー発現カセットの両端
に設計したプライマーに loxP 配列を付加し、
PCR を行ったところ、目的のバンドを得るこ
とが出来た。得られたPCR産物をpCR2.1-TOPO
ベクターに TA クローニングした。得られた
loxP 付加ハイグロマイシン発現カセットは、
目的遺伝子特異的配列プライマーを用い、オ
ーバラップ PCR 法により、遺伝子破壊用カセ
ットを作成することが出来る。 
 
4-6. 今後の予定 
本研究により、シイタケにおいて効率的な、
遺伝子破壊用ベクター構築手法を確立する
ことが出来たが、残念ながら破壊株の作出ま
でにはいたらなかった。今後は、ウシグソヒ
トヨタケの系で Cre-loxP 法による耐性マー
カー遺伝子回収技術を確立し、シイタケにお
いて遺伝子破壊に関する条件検討を進めて
いく予定である。シイタケにおいて、遺伝子
破壊技術が確立できれば、本研究において既
に単離した Ku80, pcc1 の破壊株を作出し、

 

図 3.pcc1遺伝子付近のゲノム構造 

 

図 4. pcc1遺伝子の発現様式 

 

図 5. ラッカーゼ添加による形態変化

(A)ivrL1#32(SEM)ラッカーゼ添加無し（B、

C） ivrL1#32(TEM)ラッカーゼ添加無し

(D)ivrL1#32(SEM)ラッカーゼ添加有り（E, 

F）ivrL1#32(TEM)ラッカーゼ添加あり 



効率的な遺伝子破壊及び表現型の確認が行
えるようになる。 
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