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ナメコニ核菌糸体からのプロトプラスト作出とその再生

高畠幸司車

PreparationandRegenerationofDikaryoticMyceIium
ProtopIastsformPhojjO崎nameko．

TAKABATAKE,Koji．

Variousconditionsforpreparationandregenerationofdikaryoticmyceliumproto‐

plastsfromEho伽””加吹０wereexaminedbyusingthestrainPn､８whichwasisolated

fromthefruitbodyoccuredonSUGIwood(C”わ"e””0邦”)．

Thecomponentsofliquidmediaformyceliausedtoprotoplastpreparationandthenature

oflyticenzymesystemremarkablyaffectedtheyieldsofprotoplasts、Ahighyieldof

protoplastswereobtainedwhenthemyceliumculturedonＰｃＭＹ(1％polypeptone,0.2％

casaminoacid,１％maltextractandO,4％yeastextract)mediumfor3dayswasincubated

with50mMmaleicacid-NaOHbuffersolution(ｐＨ5.50)containg１％Novozyme234,0.1％

chitinaseandO､5Mmannitolat28℃for3hours・Themaximumyieldsofprotoplasts,５

～6×l08cells／ｇ(freshmyceliumweight)wereproducedbythecombinationofthese

suitableconditions・

Theselectionofosmoticstabilizerandbufferstronglyaffectedtheplatingefficiencyof

protoplasts、Protoplastsculturedin50mMphosphatebuffersolution（ｐＨ5.50～6.00）

containi､９０．５Msaccharoseshowedthelargefrequencyofthem・ＧＡ(2％glucose,0.1％

L-Asparagine,500ppmMgSO4,460ppmKH2PO4,0.1％K2HPO4andO､1ppmThiamineHCl)．

SＭＹ（１％saccharose,１％maltextractandO,4％yeastextract)ａｎｄＰＭＹ（1％polype，

ptone,１％maltextractandO,4％yeastextract)gavethegoodfrequencyofprotoplasts，

Protoplastswhichthemyceliacultｕｒｅｄｆｏｒ３～４dayswerereactedwiththelyticenzyme

for3hoursweresuitableforthereversionofthem

Whenisolatedprotoplastswereinoculatedontheregenerationmediumconbinedwiththe

suitableconditions,coveredwithsoftagar(conc,0.7％)andincubatedat24℃ｆｏｒｌＯｄａｙｓ，

About14.5％ofthemformedvisiblecolonies．

スギに発生していたナメコ子実体を組織分離して得たＰｎ－８系統を供試菌として，ナメコニ

核菌糸体のプロトプラストの作出とプロトプラストの菌糸体への復帰におよぼす諸条件につい

て検討した。
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プロトプラストの作出には，プロトプラスト作出用菌糸体の培養培地の組成と細胞壁溶解酵

素の組合せが大きく影響した。プロトプラスト作出の最適条件は次のようになった。プロトプ

ラスト作出用菌糸体の培養培地としてPcMY培地，その期間は3日間，細胞壁溶解酵素の組成

は1%ノポザイム234+0.1%キチナーゼ，緩衝液として浸透圧調節剤である0.5Mマンニットを

含む50mMマレイン酸-NaOH(pH5.50)，酵素反応の時間は3時間となった。これら好適条件

を組み合わせることにより 5-6 X 108個/g(生菌体重)のプロトプラストを得ることができた。

浸透圧調節剤と緩衝液の選択によりプロトプラストの再生は大きな影響を受けた。プロトプラ

スト再生の最適条件は次のようになった。再生培地:GA， SMY， PMY培地，緩衝波:浸透圧

調節剤である0.5Mサッカロースを含む50mMリン酸緩衝液 (pH6.50-6.00)，プロトプラスト

作出用菌糸体の培養期間 :3-4日間，酵素反応時間:3時問。これらの諸条件を組み合わせ

てプロトプラストを寒天重層法により培養すると接種したプロトプラスト数の14.5%がコロニ

ーとして再生した。

1.はじめに

培養菌糸体のプロトプラストは，細胞壁が取り除

かれて原形質膜で現われた単一細胞であり，菌糸体

と同様の細胞小器官を含んでいる九プロトプラスト

の利用により細胞融合や形質転換が可能となったれ

これら以外にキノコを育種する上でいくつかの利点

がある。すなわち，プロトプラスト再生菌は単細胞

由来で遺伝的に均一と考えられるので変異菌の選抜

に有利であり，また，二核菌糸体をプロトプラスト

化することによりー核性の再生菌を得ることが出来

る2)。さらに，プロトプラスト再生菌の中には，元の

親株より子実体収量が多くなる系統が生じる場合が

ある3)。

これまでにキノコのプロトプラストの作出に関し

て，約50種余りのキノコで行われておりへ主要食用

キノコであるシイタケ，エノキタケ，ヒラタケ，マ

イタケのプロトプラストの作出およびその再生に関

して詳細な検討がなされている1)5)6)7則。ナメコに関し

ては，一核菌糸体を供試しての詳細な報告はあるが9)，

二核菌糸体による検討はあまり行われていない。

当センター林試構内でスギ材に発生しているナメ

コ子実体を採取した。 5. 6年前にスギ材に市販菌

を接種し，スギ実験林内に粗放したうちに子実体が

発生したものであり，植菌した系統は不明である。

接種時から子実体発生時までに長期間を要し，栽培

上の管理を全〈行っていないので，発生したナメコ

子実体はほとんど野生化し，組織分離して得た菌株

(Pn-8)には.スギ材に適応する特性を有している

と考えられる。したがって， Pn-8系統をプロトプ

ラスト化し，プロトプラストの利用を図ることによ

り，スギ材に適したナメコを作出する可能性が大き

くなる。

そこで，本研究では， Pn-8系統を供試してプロ

トプラスト利用の新技術を導入できるように，ナメ

コ二核菌糸体からの効率的なプロトプラストの単離

およびプロトプラストの菌糸体復帰への好適な条件

を明らかにすることを目的とした。

なお本研究は，林野庁の「地域バイオテクノロジ

ー研究開発促進事業」の助成を受けて行ったもので

ある。

2.実験方法

2.1 供試菌

当センタ一保存菌株，ナメコ Pho/iota nameko 

(T.Ito) S.Ito et lmai in lmai， Pn -8系統を供試し

た。

2.2 プロトプラスト作出用菌糸体

GMY寒天培地で供試菌を24.Cにて10日間培養して

径 5mmのコルクポーラーで寒天ごと打ち抜いたディ

スクを100mt答三角フラスコに40mt分注したSMY培地

に接種して 1週間24.Cにて静置培養した。培養後，

ホモジナイザー(日本精機製AM-7型)で10.000

rpm， 20秒間の条件で菌糸体を細片して菌糸体懸濁

液を調製した。この懸濁液5mtを新たに用意した液

体培地に接種し，数日間， 24.Cにて静置培養してプ

ロトプラスト作出用菌糸体を調製した。



1８

酵素名

Ｅｎｚｙｍｅ

表－１供試酵素

Mycolyticenzymesused．

起 源

Source

販売，製造会社

Supplier／Manifacuture

ノボザイム234

Novozyme234

セルラーゼ

ｖｌオノズカ〃ＲＳ

ＣｅｌｌｕｌａｓｅｗｌＯＮＯＺＵＫＡ〃ＲＳ

ウスキザイム

Usukizyme

β一グルコニターゼ

β､Glucronidase

ザイモリアーゼ20T

Zymolyase20T

キチナーゼ

Chitinase

ドリセラーゼ

Driselase

Trichoderma

harzianum

Trichoderma

viride．

Trichodermasp．

Helixpomatia．

Arthrobacter

luteus、

Streptomeyus
●

grlseus・

Irpexlacteus．

NovolndustriA／S

Enzymedivision

YakultPharmaceutial

lndust,ＣＯ,Ltd．

KyowaChemicald

ProductsCo,Ｌｔｄ

ＳｉｇｍａＣｈｅｍｉｃａｌＣｏ．

SeikagakuKogyo

Co,Ltd・

SigmaChemicalCo．

KyowaHakkoKogaku

Co,Ltd．

培地

medium

ＰＤ

ＯＳ

ＧＭＹ

ＳＭＹ

ＰＭＹ

PｂＭＹ

PｃＭＹ

ＧＡ

表－２供試培地の組成

Thecompositionofmediumused．

組成分(Ｗ／Ｖ）

composition(ｗ／v）

馬鈴薯２０％，グルコース２％

Poteto20％，Glucose2％‘

玉葱１０％，醤油0.05％，グルコース０．０５％

Onion１０％，Soy､sourＣｅ0.05％，GlucoseO､05％

グルコース１％，麦芽エキス１％，酵母エキス0.4％

Glucose１％，MaItextract１％，YeastextractO､4％

サッカロース１％，麦芽エキス１％，酵母エキス0.4％

Saccharose１％，Maltextract１％，YeastextractO､4％

ポリペプトン１％，麦芽エキス１％，酵母エキス0.4％

Polypeptone１％，Maltextract１％，YeastextractO､4％

バクトベクトン１％，麦芽エキス１％，酵母エキス0.4％

Bactopeptone１％，Maltextract１％，YeastextractO､4％

ポリペプトン１％，カザミノ酸０．０２％，麦芽エキス１％

酵母エキス0.04％，Polypeptone１％，CasaminoacidO､02％，

Maltextract１％，YeastextractO､4％

グルコース２％，Ｌ－アスパラギン0.02％，MgSO4500ppm

KH2P04460ppm,K2HPO40.01％，チアミン塩酸塩0.1ppm

Glucose2％，Ｌ,AsparagineO､02％，MgSO4500ppm,KH2PO‘460ppm，

K2HPO40.01％，Thiamine､HCI0.1ppm，
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表－３供試した綬衝液，浸透圧調節剤および再生培地の添加物

Variantbuffersolutions,osmoticstabilizerandadditivesofregenerationmediumused．

緩衝液

Buffersolution

浸透圧調節剤

Osmoticstabilizer

再生培地の添加物

Additiveofmedium

1９

ＭＥＳ

(2-(Ｎ,morpholino）

ethanesulfonicacid）

コハク酸

Succinicacid

リン酸

Phosphoteacid

グルコース

Glucose

Ｎ一アセチルグルコサミン

N-Acetyl､glucosamine

サッカロース

Saccharose

マンニット

Mannitol

リグニンスルホン酸塩

Ligninsulfonate

（VanilexHW，

VnilexN：、

山陽国策パルプ製）

ポリビニルピロリドン

Polyvinylpyrrolidone

マレイン酸

Maleicacid

イノシトール

Inositol

ソルビトール

Ｓｏｒｂｉｔｏｌ

ＭｇＳＯ４

ＣａＣｌ２

ＫＣ１

ＮａＣｌ

２．３プロトプラストの作出

キノコ類のプロトプラストを作出するにあたって，

細胞壁を溶解する酵素の決定が最も重要である2)4)。

そこで，ナメコに有効であると思われる７種類の酵

素を選んだ(表－１）。それらの酵素を単独あるいは

混合して15組の酵素系を作り，ナメコのプロトプラ

スト作出に与える影響を大政ら7)の方法に準拠して行

った。すなわち，プロトプラスト作出用菌糸体をナ

イロンメッシュ（孔径150浬）で減過して集菌し，０．５

Ｍマンニットを含む50,Ｍマレイン酸一ＮａＯＨ

(ｐＨ5.50)緩衝液で洗浄し，生菌体重１００mg当り酵素

反応液(0.5Ｍマンニットを含む50,Ｍマレイン酸一

ＮａＯＨ（ｐＨ5.50)緩衝液に細胞壁溶解酵素を溶かし

込んで調製）１，０を混合して，２８℃で３時間，振蝋

培養（振幅35mm，８０往復／分）した。酵素反応液を

ミラクロスで撞過して細胞壁未分解の断片を除去し

た後，漉液中のプロトプラストの数をトーマ氏血球

計算盤を用いて計数した。

次に，プロトプラストの作出に影響を与える条件

として，プロトプラスト作出用菌糸体の培養培地の

種類(表－２),緩衝液のｐＨ,緩衝液の種類(表－３)，

浸透圧調節剤の渡度,浸透圧調節剤の種類(表－３)，

プロトプラスト作出用菌糸体の培養令，酵素の反応

時間を順次検討していった。ただし，酵素は最もプ

ロトプラストの作出数が多かった酵素系を使用した。

プロトプラストの作出数に影響を与える一つの条件

を検討する際に，その他の条件は上記と全く同じと

した。

２．４プロトプラストの再生

プロトプラストの再生についても大政ら7)の方法に

準拠して検討した。ミラクロスで穂過したプロトプ

ラストを含む酵素液を遠心処理（500×９，５分間）

してプロトプラストを得た。得られたプロトプラス

トは，0.5Ｍマンニットを含む50,Ｍマレイン酸一

ＮａＯＨ(ｐＨ5.50)緩衝液で前述と同様の遠心処理を

２回繰り返して洗浄し，精製プロトプラストとした。

0.5Ｍマンニットを含む50,Ｍマレイン酸一ＮａＯＨ

(ｐＨ6.00)緩衝液で調製した寒天渡度２％のプロトプ

ラスト再生用培地（以下，再生培地とする）10,2を

径90mmのシャーレに分注して下層培地とした。下層

培地上に精製プロトプラストを約２×１０５個／､2の濃

度に0.5Ｍマンニットを含む50,Ｍマレイン酸一ＮａＯＨ

(ｐＨ5.50)緩衝液で希釈したプロトプラスト浮遊液0.1

,4を接種し，さらにその上に43℃に加温融解した寒

天濃度0.7％の下層培地と同組成の再生培地10mCを流

し込むことによってプロトプラストを重層した（以



１．９４

０．０４

１．７２

０．０８

０．０６

０．０４

では１％ノボザイム234が1.94×108個／９，１％ウス

キザイムが1.72×108個／gとそれぞれ比較的良好な作

出数を示した。単独で酵素を使用するよりも複数の

酵素を組み合わせた方がプロトプラストの数は多く

なる傾向にあった。１％ノボザイム234と0.1％キチ

ナーゼを組合せた系では特に，5.10×１０８個／gと最も

多くプロトプラストが作出された。

スエヒロタケの細胞壁は，Ｒ－グルカン，Ｓ一グル

カン，キチンより構成されており，細胞壁を溶解す

下，寒天亜層法とする)。菌糸断片の悦入程度をみる

ために再生培地より浸透圧調節剤を除いた培地で同

様にプロトプラストを培養した。２４℃，１０日間培養

して出現したコロニー数を測定し，プロトプラスト

の再生率を次式で算出した。

再生率（％)＝（a-b)／c×ｌＯＯ

ａ計再生培地に出現したコロニー数

ｂ：再生培地より浸透圧調節剤を除いた培地より出

現したコロニー数

ｃ：接種したプロトプラスト数

プロトプラストの再生に影響を与える条件として，

再生培地の種類(表－２)，緩衝液のｐＨ，緩衝液の種

類(表－３)，浸透圧調節剤の浪度，浸透圧調節剤の

種類(表－３)，プロトプラスト作出用菌糸体の培養

令，再生培地の添加物（表－３）を順次検討してい

った。プロトプラスト再生に影響を与えるある一つ

の条件を検討する際に，その他の条件は上記と全く

同じとした。

２．５プロトプラストの接種方法

プロトプラストの接種方法として，２．４に示した

寒天重層法以外に次の４方法を試みた。

直接接種法：径90mmのシャーレに寒天渡度1.5％の再

生培地20mCを分注し，培地上にプロトプラスト浮遊

液0.1,0を接種する方法。

緩衝液混合法：寒天濃度1.5％の再生培地上にプロト

プラスト浮遊液０．１mCを接種したのちに0.6,8の浸透

圧調節剤を含む緩衝液(0.5Ｍマンニットを含む50,Ｍ

マレイン酸一ＮａＯＨ（ｐＨ5.50)）を添加してプロト

プラストと緩衝液を混合させる方法。

コンラージ棒一直接接種法：寒天渡度1.5％の再生培

地上にプロトプラスト浮遊液0.1mCを接種したのちに

コンラージ棒でプロトプラスト液をシャーレ全体に

展開させる方法。

コンラージ棒一緩衝液混合法：緩衝液混合法におい

てプロトプラストと緩衝液を混合させたのち，混合

液をコンラージ棒でシャーレ全体に展開させる方法。

衷一４ナメコニ核菌糸体のプロトプラスト作出に及ぼ

す酵素組成の影響

Effectsofdifferentenzymesintheireffectivenessto
releaseprotoplastsfromdikaryonicmyceliumofR
”加吠0．

1％＋Ｃｈ0.1％

1％＋β･ＧＩ０．１，０／､０

１％＋Ｃｅ１％

1％＋Ｃｅ0.5％＋Ｕ0.5％

１％＋Ｚ0.5％＋Ｕ0.5％

2％＋β・Ｇ１0.05,0／ｍＣ

＋Ｕ１％

2％＋Ｃｅ２％＋Ｕ１％

2％＋Ｃｅ1％＋Ｚ１％

2％＋Ｃｈ0.1％＋Ｚ１％

プロトプラスト数

Numberofprotoplasts

(xlO‘/gfreshweight）

酵業の組合せ

Enzymecombination

5.10

1.94

2.70

1.28

2.04

Ｎ１％

Ｃｅ２％

Ｕ1％

β･ＧＩ0.1,0／ｍｃ

Ｚ１％

Ｄ２％

2０

0.04

0.06

0.02

0.08

Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ
ａ

紬)Ｎ：ノボザイム234．Ｃｅ:セルラーゼ‘･オノヅカ,，ＲＳ.Ｕ:ウスキザイムβ・Ｇ１:β・
グルクロニダーゼ.Ｚ:ザイモリアーゼ20Ｔ,Ｄ:ドリセラーゼＣｈ:キチナーゼ

プロトプラスト作出川１W糸体は．Ｐ℃ＭＹ培地で,２４℃にて３日Ⅲ１節狂端養

した。

プロトプラストの作出を次の条件で行った。

綬衝液：５０，Ｍマレイン岐一ＮａＯＨ(ｐＨ5.50）
投進圧脚節剤：0.5Ｍマンニット

鮮紫反応時NII：３時Ⅲ

Ｎ:Novozyme2340Ce:Cellulase･‘ＯＮＯＺＵＫＡｳ･ＲＳ,Ｕ:Usukizyme

β･ＧＩ:β･Glucronidase,Z:Zymoliase20TP8Drisela梁
Ｃｈ:Chitim巽

Myceliau巽dtoprotoplastpreparationwerestaticallyｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎ
ＰｃＭＹｍｅｄｉｕｍｆｏｒ３ｄａｙｓａｌ２４℃･TheConditionsforprotopIast

preparationwereasfolIows､Buffer:50mMmaleicacid,ＮａＯＨ(ｐＨ５．
５０)．OsmoticstabiIizer:0.5MmannitoLEnzymer巴actionｔｉｍｅ：３
hours．

Ｄ
Ｄ
ａ

３．結果および考察

３．１プロトプラストの作出

市販酵素７種類を使用して単独あるいは混合して

プロトプラスト作出に及ぼす酵索組成の影響につい

て検討した。その結果を表－４に示した。単独使用



端地

Medium

2１

るにはβ－グルカナーゼ，α一グルカナーゼ，キチ

ナーゼの活性を有する酵素が必要であるとされてい

る'１)。また，一般にキノコのプロトプラストを作出す

るには複数の酵素を混合した方が有効であり2M)，ま

たＣｂｐガ""Ｓｃ加e”zfsに対しては市販の単品酵素を組

み合わせるよりも”た加｡′〃zαﾉiαﾉ迄”"”zを培養し

て得た粗酵素の方が有効であると報告されている'2)。

ナメコ菌糸体の細胞壁も内層，外層，粘質屑と多1Ｗ

より構成されているので'3)，プロトプラストを作出す

るには複数の酵素活性が必要となり，複数の酵素を

組み合わせた系でプロトプラストの数が多くなった

と考えられる。ナメコー核菌糸体のプロトプラスト

作出には,ノボザイム234とキチナーゼの混合酵素が

有効であると報告されており，)，二核菌糸体を供試し

た本実験の結果と符合した。したがって，ナメコの

一核菌糸体と二核菌糸体の細胞壁の組成には大差が

ないものと推察される。これより以下の実験では，

最も作出数の多かった１％ノボザイム234＋0.1％キ

チナーゼの酵素系を使用した。

プロトプラスト作出用菌糸体を培養する培地の組

成が作出に及ぼす影響について検討した。その結果

を表－３に示した。ＰｃＭＹ培地で培養した場合

5.67×108個／gと最も多く作出し，次いでＳＭＹ培地

の4.08×108個／9,ＰＭＹ培地の3.92×１０８個／gであ

った。ところが，ＰＤ培地では作出数がきわめて少な

くなった。このことは，ＰＳ（馬鈴薯･サッカロース）

培地でＡ"e〃α”ル娩ﾉｨc〃わ"α，Ｂﾉガc"〃池onEae，

Ｃｂノル伽/戒ﾙﾉ”ﾉｾzgE"α諏加を培養すると細胞壁にメ

ラニン等の色素沈着を起こして細胞壁に酵素耐性が

生じて菌糸体よりプロトプラストが得にくくなる'4)と

いう結果と符合した。また，供試培地によるプロト

プラスト作出数の相違は，培地組成が異なると微妙

に細胞壁の構成成分やその割合に違いが生じること

を示唆している。

緩衝液のｐＨおよび種類,浸透圧調節剤の濃度を変

化させて，それぞれのプロトプラスト作出におよぼ

す影響を検討し，その結果を図－１～３に示した。

ｐＨは5.5が5.23×108個／gと肢も多くプロトプラスト

を作出し，5.5より離れるに従って減少した。

緩衝液は,マレイン酸が5.15×108個／ｇと鮫も多く

作出し，リン酸，コハク酸，MESはそれぞれマレイ

ン酸の70％，５０％以下，３０％以下の作出数にとどま

表－５ナメコニ核繭糸体のブ'ロトブラスト作出に及ぼ

す培地組成の影郷

Effectsofvariousmediaintheireffctivenesst〔）

releaseprotoplastsfromdikaryotｉｃｍｙｃｅｌｉｕｍｏｆＦｌ
"α"肥ﾙ⑪．

ＰＤ

ＯＳ

ＧＭＹ

ＳＭＹ

ＰＭＹ

ＰｂＭＹ

ＰｃＭＹ

ＧＡ

ブロトブラスト数

Numberofprotoplasts

(xlO8/gfreshweight）

揃林技研撒６’9２

桃）ブロトブラスト作出川繭糸体は．２４℃にて３１１間培愛した，

プﾛﾄプﾗｽﾄ作出は次の条件で肘った､

縄胞峨播解１Ｗ糸の細成：ｌ(，qjノボザイム＋0.1りむキチーナーーゼ

綴衝液：５(ＤｍＭマレイン砿一ＮａＯｌＩ（Ｐ115.50）
投造ＩｆｊＷ肺刑：0.5Ｍマンニ，卜

帥卿え晦時剛：３時Ⅲ１

Ｍ》･“liaustxlt⑪prOtOpla訓Ｉ〕r印刷mtionwerどｓｌ弧i“Ⅱ》・culturⅨｉｉｎ

ｍｃｈｍｔ２ｄｉｕｍｔ“ｔｅｄｆＯｒ３ｄ鋤･蔦訓２４℃．

Ｔhどcondili(》ｎｓＩｏｒｐ『(〕10plasIprep師訓1⑪ｎＷぜ“制ＳＩＯⅡ《》ＷＳ・

Enz》･mcmnbinali⑪､:1％Nov⑪zyme+０．１％chilina型.

I3u雌r:別、Ｍｎ剛ＭＣ組cid･蔦副ＯＩ｛（ｐ１１５.鋤）
〔鵬、《)tic靴abiliz⑱『：０．５MmanniloI・

Ｉｉｎｚ》･ｍｃｒ“c1i⑪ｎＩｉｍじ：３ｈ(Durs．
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ウ
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０
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３
１
５
３

つた･

投透圧調節剤の濃度は,0.5Ｍが5.25×10‘個／ｇと

肢も多く作出し，次いで0.6～0.7Ｍとなった。

0.3～0.4Ｍで培養した場合，プロトブラストのバー

ストが観察され，作出過程でのバーストにより作出

数が低下したと推察される。

プロトプラスト作出に及ぼす投透圧調節剤の影響

を検討し，その結果を図－－４に示した。マンニット

が5.17×１０８個／gと肢も多く作出し，次いでグルコー

スが4.63×１０８側／gと良好な作出を示した。サケツバ

タケ'5)ではMgSO4が，キクラケ・アラケキクラケ16）

やスエヒロタケ皿)ではMgSO4・ＫＣlが妓も有効であ

るが，ナメコでは，それらは中i1fな結果となった。

プロトプラスト作出におよぼす作出用菌糸体の培

養期間の影響を検討したところ，３日間が岐適とな

り５Ｈ間以降になると急激に作出数が低下した(図一



×‐ＭＥＳリン酸
、早〆

phosphateacid

コハク酸マレイン酸
SuccinicacidMaleicacid

緩衝液

Buffersolutions

図－２プロトプラスト作出に及ぼす緩衝液の影響
Effectsofvariousbuffersolutionsonthereleaseof
protoplastsfromdikaryonicmyceliumofR”柳gﾉｾ０．

注）プロトプラスト作出用菌糸体の培菱条件は、表－４と同橡である。
プロトプラスト作出の条件は､綬衝液（マレイン賎）を除いて表－５と同
繰である．

Theincubationconditionsofmyceliausedtoprotoplastpre“ration
werethesameasTable-4,Theconditio噸Ofprotoplastpreparation
werethesameasTabIe-5exceptBuffersolution（maleicacid)．
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図－１プロトプラスト作出に及ぼすＰＨの影蒋
ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐＨｏｆｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎｏｎｔhereleaseof

protoplastsfiFomdikaryonicmyceliumofR”腕eA0・

椎）プロトプラスト作出川剛糸体の端養条件は、炎－４と岡橡である。

プロトプラスト作出の条件は、綬衝液のｐＨを除いて表－５と同嫌である．
Theincubationconditionsofmyceｌｉａｌ噂edtoprotoplastpreparation
wereｔｈｅｓａｍｅａｓＴａｂＩｅ－４・TheconditionsofprotopIastpreparation
we『ｅｔｈｅｓａｍｅａｓＴａｂＩｅ－５・exceptpHofbuffersolutjon．

０．３０．４０．５０．６０．７

浸透剤調節剤の濃度（Ｍ）

Concentrationofosmoticstabilizer（Ｍ）

図－３プロトプラスト作出に及ぼす浸透圧調節剤の濃
度の影響

Effectsofdifferentconcentrationsofmannitolin

buffersolutionforprotoplastspreparationonthe
releaseofDrotopIastsfromdikaryonicmyceliumof
R”加吠o・

注）プロトプラスト作出用1W糸体の端英条件は、我－４と同禄である．
プロトプラスト作出の条件は､授透圧副庇剤を除いて表－５と同嫌である。

TheincubationconditionsofmyceIiausedlopTotoplastpreparation
weTethesameasTable-4,Theconditionsofprotoplastpreparation
werethesameasTab1e-5exCeptConcentrationofosmotiCstabilizer．
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５)。このことは，若令菌糸体では細胞壁が完全に形

成されていないためプロトプラストが形成され易く，

培養令が長くなると堅固に細胞壁が形成されて酵素

耐性が生じるために作出され難くなったと推察され

る。

酵素反応時間の影響について検討し，その結果を

図－６に示した。使用する酵素により最適反応時間

は異なってくると考えられるが，本実験に供試した

酵素系では３時間が最適となった。４時間以降では

過反応現象であるバーストしたプロトプラストの細

片が多く観察された。

以上，プロトプラストの作出に及ぼす数種条件を

検討した結果，好適な条件は次のようになった。細

胞壁溶解酵素の組成：１％ノボザイム234＋0.1％キ

チナーゼ，プロトプラスト作出用菌糸体の培地：

ＰｃＭＹ培地，プロトプラスト作出用菌糸体の培養期

間：３日間，緩衝液：５０，Ｍマレイン酸一ＮａＯＨ

(ｐＨ5.50)，浸透圧調節剤：0.5Ｍマンニツト。

これら作出の好適な諸条件を組み合わせることに

より，５～６×108個／g(生菌体重)のプロトプラス

トを得ることができた。

３．２プロトプラストの再生

再生培地の組成がプロトプラスト再生におよぼす

影響について検討した。その結果を図－７に示した。

０
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授透圧調節剤

OsmoticstabiIizers

図－４プロトプラスト作出に及ぼす浸透圧調節剤の影響

Effectsofvariousosmoticstabilizersonthereleaseofprotoplastsfromdikaryonic
myceliumofR”"eAo・

注）プロトプラスト作出川剛糸体の端愛条件は、我－４と１回】様である。

プロトプラスト作出の条件は、浸透圧調節剤（0.5Ｍマンニ，卜）を除いて表－５と同操である。

ＮａClとＫＣＩの浪哩：0.25Ｍ、他の授遇圧劇節刑の過血：0.5Ｍ

ＴｈｅmCubationconditionsofmyceIiaus《xjtoproloplaslprcparationwerethesameasTabIe-4,Ｔｈｅconditions

ofpmtopIastpreparati⑥nwerethesameasTable-5exceptOsmoticstabilizer（0.5MmannitoI)．
ＮａＣｌ､ＫＣＩ：0.25Ｍ.theothErstabi1izers：０．５Ｍ
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図－６プロトプラスト作出に及ぼす酵素反応時間の影
響

Effectsofreactiontimeonthereleaseofprotoplasts

fromdikaryonicmyceliumofR”"､gAo・

注）プロトプラスト作出剛繭糸体の培養条件は．没－４と同様である。

プロトブラスト作出の条件は､醇素反晦時間を除いて糞－５と同悌である。

Theincubationconditionsofmycelｉａ唾edtopmtoplaSt画eparation

we歴ｔｈｅｓａｍｅａｓＴａｂｌｅ－４・TheConditio鱈ofpmtoPlastPreparation

werethesameasTabIe-5exceptEnzymereactjｏｎｔｉｍｅ．

図－５プロトプラスト作出に及ぼす培養令の影響

Effectsofcultureperiodonthereleaseofprotop・
plastsfromdikaryonicmyceliumofＲ”抑E１６０．

注）プロトブラスト作出用繭糸体の培受条件は､鳩捉令を除いて澄一４と側線
である。

プロトブラスト作出の条件は．愛－５とI‘i】嫌である。

TheincubationconditionsofmyceIiausedtoprotoplastpreparation
wｅＴｅｔｈＥｓａｍｅａｓＴａｂＩｅ－４ｅｘｃｅ似Cultureperiod、

TheconditionsofprotopIastprepaｒａｌｉｏｎｗｅＴｅｔｈｅｓａｍｅａｓＴａｂｌｅ－５．

0

1２３４５

酵素反応時間（時間）

ReaCtiontime（hours）

０２３４５６

培養令（日間）

Cultureperiod（days）
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ＧＡ，ＳＭＹ，ＰＭＹ培地は0.60％前後の再生率を示し

たのに対し，ＧＭＹ，ＰｃＭＹ培地はそれらの培地より

も劣った0.4％前後の再生率となった。以下の実験で

は，培地調製が簡便で再生率が良好なＳＭＹ培地を供

試した。

再生培地の調製に供試する緩衝液のｐＨおよび浸透

圧調節剤の濃度を変えて,それぞれの影響を検討し，

その結果を図－８～９に示した｡再生に好適なｐＨ域

は5.5～6.0となり，その再生率は0.63～0.66％とな

った。ヒラタケ，キクラケ，アラケキクラケでは，

ｐＨが中性に近づくにしたがって再生率が向上するよ

うであるが7)'6)，本実験では，好適なｐＨ域から外れる

と極端に再生率が低下しｐＨ5.0で0.23％，ｐＨ6.5で

０．０３％となった。ナメコー核菌糸体由来のプロトプ

ラストでは，ｐＨ5.0～7.0で安定な再生率を示すのに

対し，本菌では再生の好適なｐＨ域が狭くなった。こ

のことは，一核菌糸体と二核菌糸体の相違によるの

か，菌株系統やプロトプラストの作出・再生条件の

相違によるのか判然とせず，明らかにするにはさら

に詳細な検討が必要である。浸透圧調節剤の濃度は

0.5Ｍてﾂ没も良好な再生率を示し，0.5Ｍから外れる

に従い低下した。

プロトプラスト作出の酵素反応時間と再生率との

関係を検討したところ，酵素反応時間３時間で0.66

％と最も良好な再生率を示し，反応時間４時間，５

時間では，反応時間３時間の２／３，１／３以下の

再生率となった(図-10)。このことは，過度にプロ

トプラストを細胞壁溶解酵素で反応させた場合，細

胞膜にダメージを与えることになり，プロトプラス

トの再生に悪影響をおよぼしたためと推察される。

プロトプラスト作出用菌糸体の培養期間と再生率

との関係を検討したところ，培養期間３～４日間で

0.6％余りとなり，良好な再生率を示した(図-11)。

プロトプラスト作出の効率をも考え合わせるとプロ

トプラスト作出用菌糸体の培菱期間を３日間とする

ことが適切であると考えられる。

緩衝液の種類とプロトプラスト再生との関係を検

討したところ，リン酸が2.30％と最も良好な再生率

を示し，次いでＭＥＳが2.03％となった。コハク酸，

マレイン酸はリン酸のｌ／３，１／４余りの再生率

にとどまり，緩衝液の種類により再生率に大きな開

きが生じた（図-12)。
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図－７プロトプラスト再生に及ぼす再生培地の影禅

Effectsofdifferentregeneratedmediaonprotoplast
reversionofR”腕eA0・

注）ブロトプラスト作出用繭糸体は、ＰｃＭＹ培地で､24℃にて３１１１１１１肺置端菱

した。

ブロトプラストの作出を次の条件で行った．

細胞戦淵解鮮紫の組合せ：１％ノボザイム234＋0.19｡キチナーゼ

級衝液：５０，Ｍマレイン鮫一ＮａＯＨ(ｐＨ5.50）
授逓圧調節剤：0.5Ｍマンニット、酵素反晦時間：３時Ⅲ
ブロトプラストの卿生を次の条件で行った。

組衝液：５０，Ｍマレイン岐一NaOII(ｐＨ6.00）
授逓圧詞節刑：0.5Ｍマンニット

Ｍ》，“liausedtoprotoplastpreparationwerestaticall》，cuIturt遡ｉｎ
ＩＤｃＭＹｍｅｄｉｕｍｆｏｒ３ｄａｙｓａｔ２４℃・Theconditionsforprot⑪plast

preparationwereasfoI1ows、

Enzymeconbination：１％Novozyme＋0.l96chitillase，
BuffEr：５０mMmaIeicacid-NaOH(ｐＨ5.50).OsmotiCstabilizer：0.5M

mannitOl・Enzymcreactiontime：３hours、
TheconditionsforprotoplastregenerationwereasfoIlows・
Buffer：５０mMmaleicacid-NaOH(ｐＨ6.00),OsmoticstabiIizer：0.5Ｍ
ｍ刷､､it〔)１．

浸透圧調節剤の種類とプロトプラスト再生との関

係を検討し，その結果を図-13に示した。サッカロ

ースが股も良好な再生率を示し５．０３％となった。次

いで，イノシトールが1.94％，マンニット，グルコ

ース，ソルビトールが0.50～0.65％の再生率を示し

た。サッカロースは供試した浸透圧調節剤の中では

極めて高い再生率を示し，マンニットの８倍近くの

再生率を示した。ヒラタケではMgSO4・ＫＣlで，ア

ラケキクラケ･キクラケではMgSO4で商い再生率を

示すようであるが7)'6),本菌では，無機塩類はいずれ

もプロトプラストの再生に適しておらず，ＣａCl２，

KCl，ＮａClではコロニーの形成が全く確認されなか

った。

再生培地中へのＮ－アセチルグルコサミン(ＮＡＧ)，

リグニン関連物質，ポリビニルピロリドン（PＶＰ）

の添加がプロトプラストの再生に有効であることが
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再生培地のpH
pHoftheregenerationmedium

図－８プロトプラスト再生に及ぼすｐＨの影響
EffectsofpHintheregenerationmediumonproto・
plastreversionofR”瓶どん0．

プロトプラスト作出川繭糸体の塙餐条件及びプロトブラスト作出の条件は
図－７とIOjl嫌である。

プロトプラスト仰生を次の条件で行った。

舛生暗硬：ＳＭＹ培地、綬衝液：５０，Ｍマレイン岐一ＮａＯＩＩ
授透圧調節剤：0.5Ｍマンニット

TheincubationconditionsofmyceIiausedtoprot0plastpreqaration
andtheConditionsofprotplastpreparationwerethesameasFiR､７．
Theconditionsforpmtoplastr噸enerati《〕ｎｗｅｒｅａｓｆ〔》11〔〕ＷＳ・
Regenerationmedium：SMYmediumBuffer：５０mMmaleiCacid-Na
acid-NaOH、

Osmoticstabilizer：0.5Mmannitol

2５

0.80.8

１ １Qロロ

１２３４５

酵紫反応時ⅢＩ（時lMl）

Reactiontime（hours）

０

図－１０プロトプラスト再生に及ぼす酵素反応時間の影
響

Effectsofthereactiontimeonprotoplastreversion
oftheR”"zgAo，

錐）ブロトプラスト作出用菌糸体の培養条件及びプロトプラスト作出の条件は、
静業反応時間を除いて図－７と同様である．
プロトプラスト再生を次の条件で行った．

再生培地：ＳＭＹ培地、媛衝液：５０，Ｍマレイン岐一ＮａＯＨ(ｐＨ6.00）
浸透圧詞価剤：0.5Ｍマンニ･ノト

Theincubationconditjonsofmyceliausedtopromplastpreparation
andthecomditio底ofprotoplastpreparationweretheｓａｍｅａｓＦｊｇ､７
exceplenzymereaCtiontime・

TheconditionsfOrprotoplastregenerationwereasioIlows，
Regenerationmedium：ＳＭＹｍｅｄｉｕｍ・BuffeT：５０mMmaleiCacid・
Osmoticstabilizer：O5MmannitoI
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図－９プロトプラスト再生に及ぼす浸透圧調節剤の濃
度の影響

Effectsoftheconcentrationofosmoticstabilizer

intheregeneratio、mediumonprotoplastreversion
ofP！”柳eAo、

縦）プロトプラスト作出用幽糸体の培養条件及びプロトブラスト作出の条件は、
図－７と同様である。

プロトプラスト再生を次の条件で行った。

IIj生培地：ＳＭＹ培地、援衝液：５０，Ｍマレイン鹸一ＮａＯＨ(ｐＨ6.00）
授透圧調節剤：マンニット

TheinCubationconditionsofmyceliauSedtoprotoplastpreparation
andthecondilionsofprotopIastpreparationwerethesameasF暇.7.
ThecomditionsforprotoplastregenerationwereasfoIlows，
RegeneraliOnmedium：SMYmediumBuffer：５０mMmaleicacid・

ＮａＯＨ(ｐＨ6.00)．
Osmoticstabilizer：mannitol．

注）

０．８
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図－１１プロトブラスト再生に及ぼす培養令の影響

Effectsofthecultureperiodonprotoplastreversion
ofPl“"､eたり、

椎）ブロトプラスト作出jIIlW糸体の培養条件及びプロトプラスト作出の条件は、
ブロトブラスト作出川1W糸体の端捉令を除いて図－７と伺繊である。
ブロトブラスト叫生条件は、図-10と同様である。

Theincubationconditionsofmyceliausedtoprotoplastpreparation
andtheconditionsofprotoplastpreparationwerethesameasFig7
exceptcuItureperiodofmyceliausedtoprotoplastpreparation・
Themnditionsf⑥rprotoplastregenerationweretheｓａｍｅａｓＦｉｇ‘１０．

2６

縫 恥や

浸透圧調節剤

Osmoticstabilizers

図－１３プロトプラスト再生に及ぼす浸透圧調節剤の影畷
Effectsofdifferentosmoticstabilizersintheregenerationmediumonprotoplast
reversionofR”"､gAo・

注）プロトブラスト作出用繭糸体の培養条件及びプロトプラスト作出の条件は、図－７と同様である．
プロトブラスト碍生条件は．浸透圧調筋剤を除いて図－１０と伺阻である．

ＮａClとＫＣＩの捜度：0.25Ｍ．他の授透圧劉匝剤の損度：0.5M

Theincubationconditio鱈ofmyceIiausedtoprotopIastpreparatiOnandtheconditionsofprotoplastpreparation
werethesameasFig.７．

TheconditionsforprotoplastregｅｎｅｒａｔｉｏｎｗｅｒｅｔｈｅｓａｍｅａｓＦｉｇｌＯｅｘｃeptOsmolicstabilizer・
ＮａＣ１，ＫＣＩ：0.25Ｍ,ｔｈｅｏｔｈｅｒＳtabiIiZeだ：0.5Ｍ
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図－１２プロトプラスト再生に及ぼす緩衝液の影響
Effectsofdifferentbuffersolutionsonprotoplast
reversionofR””た０．

注）プロトプラスト作出用削糸体の培菱条件及びプロトプラスト作出の条件は、
図－７と同嫌である．

プロトプラスト榔生条件は、組衝液を除いて図－１０と同様である。

TheincubationconditionsofmyceIiausedtoprotoplastpreparation
andtheconditiOI喝ofprotoplastpreparationweretheｓａｍｅａｓＦｉｇ､７．
TheconditionsforprotopIastregenerationweTethesameasFig・l0
eXCePtBuffersolution．
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表－６プロトプラスト再生に及ぼす接種方法の影響

Effectsofplatmgmethodsonprotoplastreversionof
R”瓶EAo．

８
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０
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訳
）
掛
胡
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商林技研報６，９２

接種方法'）

Platingmethod

再生率２１(％）

P1atingefficiency

間。これらの諸条件の内，特に緩衝液と浸透圧調節

剤の選択が，再生率に大きな影響をもたらした。

３．３プロトプラストの接種方法

３．１および３．２で示した般適条件によりプロトプラ

ストを作出・再生させてプロトプラストの接種方法

について検討した。なお，再生培地としてＳＭＹ培地

を供試し，その結果を表－６に示した。

寒天重層法が最も有効な接種方法となり，14.5％

と高い再生率を示した。他の方法は，寒天重層法の

１／２～２／３の再生率にとどまり，また，接種に

はコンラージ棒を使用しない方が好ましい結果とな

った。これらのことは，プロトプラストはデリケー

トな細胞膜のみで覆われているので，ほんの少しの

物理的刺激によってもプロトプラストを損傷して再

寒天重屑法

Agardublelayer

直接接種

Directplating

緩衝液混合

Buffermixture

コンラージ棒（直接接種）

Spreader（directplating）

コンラージ棒（Buffer混合）

Spreader(buffermixture）

１４．５０±0．４５

8.18±０．７７

と蕊、乞噸哨之、乞負、乞鼠＼ら

１）束天晒肘法：下肘培地上に0.1域披械し．‐lJW端地を拡人

血接接椎：培地上に0.1唾直披按欄

緩衝液拠合：接穂後，0.6域BuffErを雛加

コンラージ棒：コンラージ棒で鵬開

AgardubIelayer:PIatinIgprotoplasts（0.1ｍl）ｏｎｌｈｅｌｏｗｅｒｍｅｄｉｕｍ

ａｎｄｏｖｅｒｌａｉｄｗithsoft､aRar・

DireapIating:Directpla【ingprotOplasls（0.1回Q）ｏｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍ・

Buffermixture3PlatingthemixtureoIprotoplasts（0.1ｍl）andbuffer
solution（0.6ｍl）Onthemedium

Spreader（directplating）：ＤｉｒｅＣｔＩ》latinRprotoplasts（0.1域）onthe

mediumandspreadinRwithspreader､glass
bar・

Spreader（buffermixture）：PlatinRthemixtureofprotoplasts（０.ｌ
ＥＱ）andbuffどrsoIulion（0.6回Q）and

spreadinRwithspreader,Iglassbar、
２）平均航±標jfI誤速

Average±Standardｅ『ror．

報告されている6)15)17)18)。そこで，ＮＡＧＯ､１％，リグ

ニン関連物質としてリグニンスルホン酸塩（山陽国

策パルプ製)であるＶａｎｉｌｅｘＨＷＯ,1％，VanilexN

O､１％，ＰＶＰ１％を再生培地に添加して再生に及ぼ

す影響について検討し,その結果を図-14に示した。

無添加の再生率0.6％に対し，ＮＡＧ，VanilexHW

の添加により，無添加の８～16％の促進効果が認め

られた。ＮＡＧは細胞壁の構成成分であり，リグニン

スルホン酸塩は食用キノコ菌糸体の生育に促進作用

をもたらす'9)。したがって，それぞれは，プロトプラ

ストの再生の細胞壁形成に関与し，その結果コロニ

ーの形成を促したと推察される。

以上，ナメコプロトプラストの再生に及ぼす数種

の要因について検討したところ，好適な条件は次の

ようになった。

再生培地：ＧＡ，ＳＭＹ，ＰＭＹ培地，緩衝液：５０，Ｍ

リン酸，ｐＨ6.00,浸透圧調節剤：0.5Ｍサッカロー

ス，プロトプラスト作出用菌糸体の培養期間：３日

9.33±０．５５

Additives

図－１４プロトプラスト再生に及ぼす再生培地への添加

物の影響

Effectsofdifferentreagentsintheregeneration
mediumonprotoplastreversionofR”"､gAo・

注）プロトプラスト作出用菌糸体の培養条件及びプロトプラスト作出の条件は、
図－７と同様である。

プロトプラスト再生条件は、図－１０と同橡である。

TheincubationconditionsofmyceliausedtoprotopIastpreparatlon

andtheconditionsofprotopIastprをparationweTethesameasFig,７．

TheConditionsforProtopIastr電enerationwerethesameasFig､1０．

８．２０±０．８１

7.35±０．９５
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生に悪影響をおよぼすことを示唆している。寒天重

屑法は，上層培地でプロトプラストを撹神しながら

シャーレ全体にゆきわたらせて寒天中に埋設するの

で，プロトプラストに余分な刺激を与えずに寒天で

プロトプラストを被覆保護することとなって良好な

再生をもたらしたと推察される。
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