
 



 

安価なバイオ燃料を製造するために林地残材

や間伐材の利用が提案されており (3)，これ

らを用いて食用きのこ栽培を行い，子実体を収

穫した後の廃菌康をCBPの原材料とすれば，収

穫した子実体はバイオ燃料製造のコスト削減に

も寄与する。

そこで本研究では，エノキタタの複数の系統

について基質分解能，発酵飽，子実体形成能の

調査を行い.CBPに適した系統のスクリーニン

グを行った。さらにスクリーニングした系統の

最適な培養温度，培養期閥，発生温度について

検討した。

2.材料および方法

2.1 野生エノキタケのスクリーニング

2.1. 1 供鼠薗

供試菌の一覧を表:-Hこ示す。富山県森林研究

所保存の野生株6系統，福岡県森林林業技術セ

ンター保存の5系統，市販栽培株1系統(千曲化

成T.()10)を用いた。

2.1. 2 基質分解能

供試菌を稲わら・キシラン培地(重量比5:1， 

含水率65%)で25tにて2週間，暗条件下で静

置培養し.50mMリン酸経衝液 (pH5.0)で摘

出して粗酵素癒を調整した。基質としてセルラ

ーゼにはアピセル，キシヲナーゼにはキシラン

を用いた。組酵素漉と基質を酵素尻町、させて生

じる還元糖量をソモギー・ネルソン法 (11)で

測定し.1分間に1μmdの還元締量(グルコース，

キシロース換算)を生成する酵素活性を1ユニ

ット (U) として酵素活性量を算出した。酵素

嚢・1 供鼠薗掠一覧

的株No. 分譲元 分譲元郵株No.

Fv-l 富山県森林研究所 FV-l 

FV-2 'id・111>>県綴*"研究所 FV-2 

flV-4 篠山県森村研究所 FV-4 

FV-5 2草山県森林研究所 FV-5 

PV-6 笹山県森総研究所 FV-6 

fV-7 富山県森林研究所 FV-7 

FV-8 縞関係議林綾セ Fve9901 

I~V-9 縞問!'f<森林技セ Pve9&01 

PV-I0 縞例県森林投'セ 06092401-3 

FV-ll 縞開煤森林技セ 白山A-I-9

FV-12 館岡県森林技セ 黒星霊山B-3

1-010 勝入者B歯{隊)千曲化成
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反応、は.1%基質lmlと5伽nMリン酸緩衝液 (pH

5.0) 0.8mlを混合後， 37tで5分閥予熱した後，

粗酵素議O.2mlを加えて2時間反応させた。

2.1.3 発酵能

発酵能はMizunoらの方法 (12，13)に準拠

して測定した。供試菌をYMGA平板培地 (0.3

%酵母エキス， 0.3%ポリペプトン， 0.3%麦芽

エキス.1%グルコース， 1.5%寒天)に温度25

℃で培養して接種源とした。 500ml容三角フラ

スコに分注した2∞mlPG法体培地 (1%グルコ

ース， 1%ポリペプトン.1%酵母エキス.0.1% 

KぬP04.0.01 %MgS04・7HzO)に接種源(約l

caf， 8片)を接種し，その後，ホモジナイザー(ポ

リトロン製K也emati.ca.Kriens. Switzerland) 

で接種片が培地中で均一になるように調整し，

25tにて14日間，旋回振盤 (120rpm)で培養

した。培養後遠心処理 (3.0∞Xg) により集薗

した。集薗した菌糸体より，乾重で30mg相当

を秤量して滅菌水で説静後.1伽叫発酵培地(10

%グルコース， 0.3%ポリペプトン， 0.3%酵母

エキス， 0.1 %KH2P04， 0.01 %MgS04・7H20)
に混合しあ℃でお0時間および獄時間培養して，

エタノール測定酵素キット (F-kit:Roche 

Diagnostics.Darmstadt.Germany)により培地

中のエタノール濃度を測定した。

2.1.4 子実体形成能

供試培地として広葉樹オガコ・米ぬカ崎地(重

量比3:2，合水率63%)を用いた。叙>Omlポリ

プロピレン製栽培ピンに供試培地を500g詰め，

118tで45分間滅菌処理した。放命後，供試菌

採取場所 分段方法 録集年月日

2富山県立山町 胞子 1990/10/16 

2富山L県立山町 It包子 1988/10/17 

笹山市有IIL~ 子実体 1988/10/7 

1富山市有総 胞子 1988/10/27 

富山市平干的 胞子 1988/10/27 

富山市有的 子実体 1988/10/27 

福岡県維弁llIT 子実体 1999/11/8 

協関V~'ß'話市 子笑体 1998/2/18 

長野県小海町 子実体 2006/日/24

石川県尾口村 子実体 2001/11/2 

佐賀県有間町 子実体 2006/12/1 



富山森研研報 4(2012) 

の各種菌を約10g接種し，温度22:!:2tで回日間，

暗黒下で静置培養した。培養後，菌掻きを行い，

温度13ot2t，相対湿度90%以上，照度300lux

の条件下で子実体形成を促した。接種から子実

体収穫までの栽培日数，子実体収量，子実体発

生個数，子実体個体重を調査した。なお種菌は，

プナオガコ・米ぬか培地(重量比3: 1)にPDA

培地(日水製)で予め培養した供試菌を接種し，

温度20ot2t，相対湿度70%，暗黒下で8週間培

養して調製した。

子実体形成率，子実僻収量，子実体発生個数，

子実体個体重，接種から子実体収穫までの栽培

日数を調査測定した。子実体形成率は供試ピン

数に対する子実体形成したピン数の百分率で示

した。子実体収量，子実体発生個数，子実体個

体重は，子実体形成したピンを対象に測定した。

1試験区当たり 16本供試した。

2.2 野生エノキタケの栽培特性

2.2.1 侠試薗，鋸歯培地

基質分解能，発酵能，子実体形成能ともに前

節のスクリーニングの結果で最も優れていると

判断した当研究所保存株Fv.lを供試菌として用

いた。供試培地，滅菌条件は f2.1.4 子実体形

成能」と同様である。ピン詰め条件は， 850ml 

ポリプロピレン製栽培ピンに供試培地を550g詰

めとした。

2.2.2 毅培の榎準条件

培養過程は培養温度2l:!:2t，暗黒下で培養

期間を6週週間とし，その後，菌掻き，注水処

理(室温にて3時間)後，発生温度15ot2t，相

対湿度90%以上，照度300luxの発生室に培養基

を移して子実体形成を促した。

2.2.3 スクリーニングした薗橡に適した

栽培条件

スクリーニングした菌株に適した栽培条件を

明らかにするため，培養期間，培養温度，発生

温度について検討した。

培養温度は， f2.2.2 栽培の標準条件Jにお

ける培養温度を9，12， 15， 18， 21tにして栽

培試験を行った。それぞれの温度によって菌糸

体が栽培ピンを蔓延するまでに要する日数(蔓

延日数)を調査した。熟成日数は各培養温度で

蔓延日数後に14日開設定した。
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培養期間は， f2.2.2 栽培の標準条件」の培

養期間を4，5， 6， 7， 8週間にして栽培試験を

行った。

発生温度は， f2.2.2 栽培の標準条件」の発

生温度を9，12， 18， 21 tにして栽培試験を行

った。

子実体収量，子実体発生個数，子実体個体重，

接種から子実体収穫までの栽培日数を調査測定

した。 1試験区当たり 16本供試し，測定値は，

統計処理プログラムJMP-Jを用いてTukey-

KramerのHSDにより試験区間で多重比較を行

った。

3.結果

3.1 野生エノキタケのスクリーニング

3.1 .1 基質分解能，発酵能

供試菌株について，基質分解能としてセルラ

ーゼ活性，キシラナーゼ活性を測定した。発酵

能として260時間， 360時間後のエタノール濃度

を測定した。結果を表2に示した。

セルラーゼ活性は，供試菌株間で2.7-14.7U

と幅広い値となり，野生系統の大部分は市販系

統より高い活性を示した。 Fv-15(14.7U)が最も

高くなり，以下Fv-l0(12.7U)， Fv-7 (10.0U)， 

Fv-l (9.1U)と続いた。キシラナーゼ活性は供試

菌株間で6.9-22.6Uとセルラーゼと同様に幅広

い値となり， Fv-l(22.6U)が最も高く，以下Fv-5

(21.3U)， Fv-9 C却 4U)， Fv-8 (20.1 U)と続いた。

Fv-5， Fv-lは，セルラーゼ，キシラナーゼの両

活性で高い値を示し，高い基質分解能を示した。

発酵能に関して，エタノール濃度は260時間

後で0-31g/L，330時間後で0-31glLとなり，

供試菌株聞で大きくばらつき，野生系統でのみ

エタノールが検出された。 Fv-l，Fv-2は260時

間で30g/L前後のエタノ}ル濃度を示し，高い

発酵能を示した。

3.1.2 子実体形成能

供試菌株における子実体の発生状況を図 1に

示した。通常の栽培工程より，ならし・抑制を

省いているため，市販系統T-OI0も菌傘が大きく，

菌柄が太くなり，淡い乳白色を帯びた。野生系

統では菌傘や菌柄の大きさ，色が非常に変化に

富んで発生した。

供試菌株における栽培試験の結呆を表3に示

した。 Fv-6では子実体を形成しなかった。また，



表・2 供鼠菌橡の基質分解能・錯酵能 Fv・.2，Fv4， Fv・5では子実体形率が16.7-83.3%

系 統 セルラーゼ キシラナーゼ エタノール綾皮 となり，子実体形成カ電不安定であった。
活性 活性 260 h 330 h 栽培日数に関して，供試菌株聞で64.0-76.5

F~- I 9. t 22.6 29 31 
Fv-2 5. 7 16.2 31 30 日聞と，供試菌株闘で大きく異なった。市販系

FI'・4 5.2 6.9 13 10 統.T~1Oは70.0日間となり， Fv・1，Fv.・11，Fv・12
F¥.-5 IU 21. 3 26 22 

は市原系統T-O10より短く， Fv.・1は64.0日間と最
F\.~6 u 16.2 18 22 
PI'-7 10.0 16.6 21 19 も短い栽培日数を示した。
Fv~8 u 20. 1 22 21 子実体形成率100%の供試菌株聞では，子実
PI'-g 2.7 20. <l 16 18 
fy-IO 12.7 19.4 25 ~O 体収量は37.5-141.1g/ピンとなった。市販系統

Fv-II 7.4 13.8 11 10 T-O10は127.0g/ピンとなり，大半の野生薗株は
Fv-12 4.1 13.3 17 19 

市原系統より劣ったが， Fv・1は141.1g/ピンと
1-010 u 1.2 

{時q企:Ilml/1 .則的 (11¥ Iv. : g/L) 

Fv-l Fv-2 Fv-7 

Fv-8 Fv-ll T-Ol0 

図・唱 供賦菌株の子実体形館

表・3 供眠薗橡の子実体形成能

子実体
栽培日数 子実体収量 子実体発生個数 子実体個体重

系統 形成率

(%) (日間) (g/500mlビン) (個/500mlビン) (gl個)

Fv-1 100. 0 64. 0 141. 1土 22.3 ~) 103. 9 :t 30. 2 a) 1. 4 + 0.2 31 

Fv-2 83.3 70.3 63.7土 13.5 70.9 :t 29.4 トO:t 0.4 
Fv-4 16. 7 71. 0 109.4土 10.4 182. O:t 5. 7 O. 6士 O.1 
Fv-5 2S.0 76.5 118. 4土 7.8 108.5 + 19.1 1.1 + O. 1 
Fv-6 0.0 

Fv-7 ) 00.0 70. 8 84. 2土 10.2 100. 1 :1: 30. 5 0.9土 O.3 

Fv-8 100.0 70.6 74.7土 16.1 63. 4 :t 18. 6 1. 2 + 0.2 
Fv-9 100. 0 71. 8 98.9 + 1し5 97. 1士 15.7 1. O:t O. 1 

Fv-10 100.0 71. 9 37.5 :!: 17.6 43.8 :t 15.7 0.8 + 0.3 
Fv-ll J 00.0 68. 6 115. 7 :1: 16. 3 87.9 :t 1]， 9 1. 3:!: O. 3 
Fv-12 100. 0 69.5 88. 6土 20.1 88. 6 :!: 26. 0 1. O:!: O. 1 

T-OIO 100.0 70.0 127.0 + 5. L 71. 7 + 7. 1 1. 8:t O. 1 

a) :平均値±標準偏差
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図・2 培聾温鹿が貌培回数に及ぼす膨竃
異なる文字闘で有意釜有り(Tukey-KramerのHSD，p<O.O母
国中機縁は標車偏差を示す.

市販系統より多かった。子実体発生個数は43.8

.....103.9個/ピンとなり.Fv・1が最も多い子実体

発生個数を示した。市販系統T-010は供試菌株

聞では中位であった。子実体個体重は0.8-

l.8gf個となった。市販系統r.o10は，薗柄が太く，

長い状態で発生したため.1.8g1個と最も個体

重の重い子実体を発生した。野生菌株はいずれ

も市販系統より軽い個体重となった。

子実体形成率が100%であり，栽培日数，子

実体収量で優れていることが要件であることか

ら，子実体形成能に関しては，野生系統の侯試

菌株聞ではFv，・1が最も優れていると判断した。

以上の結果から，基質分解能，発酵能さらに

子実体形成能に優れた系統は.Fv・1であった。

このことからCBPに適したエノキタケ野生菌株

としてFv・1を選抜した。

3.2 CBPに適した野生エノキタケの栽培特性

3.2.1 培聾温度

Fv，・1の栽培日数の結果を図・2に示した。蔓延

日教は21'Cで32.5日岡と最も短く，培養温度が

下がるにつれて蔓延日数は長くなり.9t・では

60.1日間であた。発生日数は9tで13.2日間とな

り，培養温度が上がるにつれて発生日数は長く

なり， 18tでは18.0日聞と最も長くなったが，

21tでは10.3日間と試験区間で最も短くなった。

蔓延日数では試験区間で28日閥.発生日数では

8日聞の差が生じたが，培養温度は発生期間に

比べて培養期間に強〈影響した。その結果，栽

培日数は21tで最も短く56.8日聞となり，培養

温度が下がるに従い栽培回数が長くなり.9t 

では87.3日間となった。

子実体収量の結果を図-3に示した。 15.18t 

で117-121g/ピンと子実体収量が最も多くなっ
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図・5 培養温度が子実体個体質に及ぼす髭留
異なる文字聞で有意差有り(Tukey-KramerのHSD，p<Oi侃}
園中縦4船場準偏差を示す。

た。次いで21tで110g1ピンとなり.9， 12t 

では103g/ピンと最も少なくなった。

子実体発生個数，子実体個体重の結果をそれ

ぞれ図-4，園・5に示す。子実体発生個数は21t

で125個/ピンと最も多く，培養温度の低下と共
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子実体収量の結果を圏平に示した。培養鋼閥5.
6週間で110-U4g/ピンと子実体収量が最も多

くなった。次いで培養期間7-8週間で95-98g
/ピンとなり，培養期間4週間では85g/ピンと最

も少なかった。

子実体発生個数，子実体個体重の結果をそれ

ぞれ図・8.図・9に示した。子実体発生個数は培

養期間6I聞で1お個/ピンと最も多く，次いで4，

5週間.7週間と続き，培養期間8週間で最も少

なし培養期閥6週間からのズレが大きくなる

に従い少なくなった。子実体個体重は培養期間

4週間で0.74g/個と最も軽し培養期闘が長くな

ると個体重が重くなる傾向を示した。

子実体収量の観点からは培養5.6.週闘で最も

子実体収量カ宅多くなったが，子実体生産効率(子

実体収量/栽培日数)では，培養期間5週闘では

2.21g/回数，培養6週間ではl.94g/日数であった

ことから，培養期間5週間が最適培養期間であ

ると判断した。

に子実体発生個数は少なくなり， 9， 12tでは

42-45個/ピンと21tの1/3程度であった。子実

体個体重は発生個数と逆の傾向を示しI 9， 12 
℃で2.3-2.5g/個と最も重<.培養温度が高く

なるにつれて個体重は軽くなり.21tでは0.9g/
個と最も軽かった。

これらのことから，子実体収量の観点からは

15， 18tで最も収量が多く15-18tカ宮好適な温

度となるが，子実体収量を栽培日数で除した子

実体生産効率 (g/栽培日数)の観点では， 21 

℃がl.94g/日数と最も商い値を示し， 21tが最

適培養温良であることが明らかになった。

3.2.3 発生温度

発生温度が野生エノキタケFv・1の子実体形成

に及ぼす影響を検討した。栽培日数の結果を図.

10に示した。発生温度18t.21tで栽培日数は

却

3.2.2 培養期閲

培養期聞が野生エノヰタケFv・1の子実体形成

に及ぽす影響を検討した。栽培日数の結果を園.

6に示した。栽培日数は培養期間5週間で51.6日

開と最も短く，次いで， 6.週間， 4週聞と続き.

8週間が最も長く，培養期間5週間からのズレが

大きくなるに従い長くなった。培養期間6-8週

聞の発生日数は14-15日間であるが，培養期聞

が5週間より短くなると発生回数が長くなる傾

向を示し，培養期閥4週間では発生期聞が特に

長かった。
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園・10 発生温度が鷲培回数に.1.ぽす膨響
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園-11 発生温度が子実体収量に及ぼす臨書
異なる文字問で有意蓋有り(Tukey-KramerのHSD.p<O.胸
囲中総織は偲準偏差を示す。

55-56日間と最も短く，発生温度が低下するに

従い栽培日数は長くなる傾向を示した。

子実体収量の結果を図・11に示した。発生温

度15tで110g/ピンと最も多くなった。発生温

度15tよりズレが大きくなるのに伴い子実体収

量は低下する傾向を示した。低温域への12，9 

℃へのシフトでは，それぞれ107g/ピン， l04g/ 

ピン，高温域への18，21tへのシフトでは，そ

れぞれ街g/ピン， 8Og/ピンとなり，高温域への

シフトが収量低下に大きく影響した。

子実体発生個数，子実体個体重の結果をそれ

ぞれ図-12，図-13に示した。子実体発生個数に

関して，発生温度目℃で125個/ピンと最も多く，

子実伽民量の場合と同様に，発生温度が15tよ

りズレが大きくなるに伴い子実体発生個数は低

下し， 12， 9tで15tの1/2に対して， 18， 21t 

では15tの1/3となり.発生個数の低下は低温

域よりも高温減で著しくなる傾向を示した。子

実体個体重は12-18tの岡で有意差がなしこ

れらに対して9t，21tでは重くなる傾向を示

した。平均値で比較すると， 15tで最も小さし

15tよりズレが大きくなるに従い重くなる傾向

を示した。

以上の結果から，子実体形成には.発生温度
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図-12発生温度が子実体発生個数に麗ぽす膨響
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園-13発生温度が子実体個体重に及ぽす髭響
異なる文字闘で有意釜有り(Tukey-Kra皿erのHSD.p<削周
囲中総様は.準偏差を示す.

は15tが最適であると判断した。

4 考察

CBPに適したエノキタケ野生菌株として基質

分解能(セルラーゼ，キシラナーゼ活性)，発

酵能，子実体形成総よりFv.・1を選抜した。市販

エノキキタケ菌株は供試菌株闘では基質分解能

は下位，発酵能は最下位で，子実体形成能は上

位であった。市販系統は，ルーツをたどれほ数

系統より派生し (14)，子実体収量の向上と子

実体の純由化を目標に育種されてきた (15)。

そのため，育種過程で子実体形成に関与する要

素が強調され，不要な要素は削ぎ落とされて発

酵能が低くなったものと推察される。

また，子実体形成能と基質分解憶とは竃接リ

ンクしなかった。即ち，セルラーゼ，キシラナ

ーゼ活性の高い菌株は子実伽民量が高くなるこ

とを期待したが，相闘はなかった。しかし，セ

ルラーゼ，キシヲナーゼ等の糖質分解酵素の薗

対外活性と菌糸体生長，子実体形成と密接に関

連することが報告されており (16，17) ，各酵

素の菌糸体生長，子実体形成における作用機序

を明らかにする必要がある。

供試した野生菌株聞では，発生した子実体の



色，形態，基質分解能，発酵能，子実体形成能

に関して著しい変異を示した。このことは，様々

な育種目標に応えるためには，野生系統の収集

が基本的な要件であることを示唆している。

Fv-1は，供試菌株間では高い基質分解能，発

酵能を示したが，ペントースを発酵できないこ

と，カタポライト制御による糖化酵素の発現抑

制が起きること等の問題が生じている (1，12， 

13) 0 Fv-1をCBPに適応させるには，形質転換

により，これらの問題点を克服する必要がある

(18， 19)。
Fv-1に適した培養温度，培養期間，発生温度

を検討したところ，培養温度21t，培養期間5

週間，発生温度15tが最適条件となった。エノ

キタケの菌糸体伸長の適温は22-26t(20， 21) 

であるが，菌床栽培では菌糸体生長に伴って培

養基から放熱されることから，培養室の温度は

菌糸体伸長の適温より低めにすることが奨めら

れている (10，21) 0 Fv-1の最適培養温度は生

産効率に基づいて21tとしたが，ーピン当たり

の子実体収量に基づけば15-18tが最適培養温

度となる。また，野生エノキタケであることの

特徴を強調するために大きなサイズの子実体を

収穫することを主眼におけば，子実体個体重が

重くなる9-12tが最適温度となる。シイタケ

では原基形成の適温範囲が15-25tであると報

告されている (22，23)が，エノキタケ菌床栽

培では培養後期の温度が原基形成に影響し， 9 

-12tでは原基形成が少なくなり，その結果，

子実体個体重に影響したものと推察される。こ

れらのことから，子実体の収量と個体重のどち

らを優先するかに応じて培養温度を考慮する必

要があると考えられる。

培養期間は，培養温度21tで検討し，生産効

率を考慮すると5週間が最適となったが，子実

体収量は5，6週間共に同程度となった。しかし，

7週間以降では子実体収量は減少し，子実体個

体重が重くなる傾向を示した。このことは7週

間以降では過熱状態となり，原基数が少なくな

って子実体個体重が重くなったものと推察され

る。

エノキタケ野生菌株Fv-1の最適発生温度は15

℃となった。エノキタケの子実体形成の適温に

関して， Kinugawaらは15t(20) ， Tonomura 

は10-15t (21) と報告しており，本研究の結

果はこれらの既報と符合した。

22 

Fv-1の発生温度の適温は，培養温度の適温よ

り低くなったが，このような傾向は，シイタケ

(22，忽:)，ヒラタケ倒)，ツクリタケ(25)， 

ヌメリスギタケ (2治)，ヌメリスギタケモドキ

(27) ，ヤナギマツタケ (28)においても報告

されており，温帯地域に自生する栽培用きのこ

の特徴と考えられる。

発生温度が適温からのズレが大きくなるに従

い子実体収量，子実体発生個数が低下する傾向

を示したが，低温域より高温域に移行する方が

大きな影響をもたらした。このことは，低温域

より高温域で感受性が強くなることを示唆して

おり，実際の栽培では，外気温の高い時には，

発生室が外気温の影響を受けないように注意す

ることが求められる。

本研究によってCBPに適した野生エノキタケ

Fv-1をスクリーニングし，また，その栽培特性

が明らかになったことから，今後は林地残材，

間伐材を用いた実験データを積み重ねて中山間

地域での実用化に近づけることが期待される。
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Summary 

Consolidated Bioprocessing (CBP) which weaves one way from two steps composed of 

saccharification and fermentation and what' s more， produces enzymes is possible wi由 Flu.. 棚 .ulina

velutipes because it has saccharide hydrolyzing enzyme and alcohol dehydrogenase enzymes. In this 

research， the wild type F.四lutip町 suitablefor CBP was screened among 11 wild type s甘ains皿 d

one commercial strain. The wild type FV-1 was superior abilities about substrate hydrolyzing 

ability (cellulase and xylanase activity)， fermentation ab出tyand fr凶t-bodyforma廿onto other 

str副nsexamined. Cultivation characteristics of Fv-1 were investigated. Then the optimal 

temperature for spawn run and仕uit-bodyformation were 21't and 15't， respectively. And the 

optimal term of spawn run was 5 weeks. 
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