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Autopolyploidization and maintaining of autopolyploid nuclei were attempted in the binuclear
fungus, Lentinula edodes. When the mycelial mat was treated with colchicine at 26

。
C, stable

autopolyploidization was unsuccessful. But, when the colchicine treatment was carried out at 10
。
C,

autopolyploid nuclei were produced stably (Strain 10-1), The strain, 10-1, showed higher prolif-
eration rate on both PDA plates and wood powder plates. From these results, it was concluded
that stable formation of autoplyploid nuclei could be achieved by colchicine treatment at 10

。
C in

the mycelia of L. edodes. The higher growing mycelia obtained by the treatment was regarded as
useful in breeding.

Key words: colchicine, fruiting body, Lentinula, polyploid, nuclei.

緒　言

宮崎県は全国的に見てもシイタケの有数の生産地で
あり，特産品としてシイタケの有用品種育成や高付加
価値化が図られるべきである１）．また，シイタケには
免疫賦活作用のあるβ-グルカンなどの有用成分が含
まれ，これらの増量による機能性の向上や食味の向上
も図られる必要がある２）．有糸分裂阻害剤であるコル
ヒチンは植物の倍数体形成に広く使用され，研究報告
も数多くある３）．微生物についても，植物とは異なる
特性や用途があり，倍数体の利用を図るべきであるが，
微生物の倍数体形成や利用に関する報告は交配法で育
成した酵母の倍数体の報告がある程度で非常に少な
かった４）．そこで，著者はコルヒチンによる微生物の
倍数体形成を試みた．まず，セルラーゼ生産性糸状菌
であるトリコデルマリーセイ株の菌体や分生子をコル
ヒチンで処理し、倍数体を得た５）．また，条件によっ
て，多核化や微小核化が起こることも見いだした６）．
焼酎用麹菌アスペルギルスカワチ株の菌体や分生子を
用いて倍数体を形成することにも成功し，トリコデル
マの場合と同様に多核化や微小核化が起きることも報
告した７）．続いて，二核性菌体を保持する担子菌類に

着目した．二核性であることがカビ類との決定的な違
いであり，このような場合でのコルヒチンによる倍数
化に興味が持たれた．そこで，シイタケ，エノキタケ，
ヒラタケなどの担子菌類で，カビ類での倍数化条件を
基に，コルヒチン処理を行ったところ，二核性を保っ
たまま，一時的に倍数核が形成されるが，やがて，菌
体中に複数の小型の核が形成され，多核化が起き，二
核性も消失した８-10）．
この報告では，コルヒチン処理条件を検討し，担子

菌シイタケにおいて倍数核形成を試みた．

方　法

菌株と培地
旧発酵研究所の分譲株，Lentinula edodes（IFO 30724）
をこの実験に使用した．菌体はポテトデキストロース
寒天（PDA）培地（BBL）に接種して26℃で培養し，
4℃で保存した．コルヒチン処理用培地として，50ml
三角フラスコに，グルコース0.25g，ペプトン0.13g，
コルヒチン（Wako）0.025g，Czapek培地25mlを加え
て使用した（pH 7.0）．コルヒチン濃度は0.1％（W/V）
であった．増殖率比較試験用培地と遺伝安定性試験用
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培地はPDA培地を使用した．
木粉培地としては，ブナチップ粉砕物100g，米ぬ

か20g，蒸留水70mlを深型ガラスプレート（直径
150mm×高さ60mm）に入れてオートクレーブで殺菌
後使用した．ブナチップ粉砕物は燻製用ブナチップ
（パール金属工業株式会社 No. M-9175）を粉砕機（佑
崎有限公司　原泰奇傾斜式粉砕機）で60秒間粉砕し
て調製した．

コルヒチン処理法
寒天平板（PDA）培地上で26℃，7日間培養したコロ
ニー端部の菌体2cm四方を50ml三角フラスコに入れた
コルヒチン処理用培地25mlに加え，静置培養した．

菌体核染色法
菌体の一部を切り取り，スライドグラス上でギーム

ザ液（Merck）に10分間浸漬して核染色を行い，カ

L. edodes IFO 30724
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図1．菌体中の核のギームザ染色
菌体をスライドグラスの上のギームザ染色液に10分間浸漬し，カバー
グラスを被せて圧着後，顕微鏡写真撮影を行った．バーは10μmを示す．
上：元株，中：26-1株，下：10-1株

図2．菌体中の核直径の分布
菌体核染色写真を拡大し，各株毎に約100個の核の直径をデジタルノギ
スで計測しヒストグラムを作成した．核直径の単位はμm．
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バーグラスをかぶせた後，圧着し，デジタルカメラ
（CANON A95）を用いて顕微鏡写真撮影（OLYMPUS
BH-2）を行った．同様な操作をDAPI（4.6’-diamidino-
2-phenylindol）液（Sigma）と蛍光顕微鏡（OLYMPUS
BX-50）を用いて行ない，ギームザ液で染色される箇
所が核であることを確認した．撮影写真は拡大して印
刷し，約100個の核直径を株毎にデジタルノギス
（MITUTOYO CD-S15M）で計測した．

増殖率試験法
菌体2mm四方を，一株につき2枚の増殖率比較試験

用培地上に置き，恒温培養器（IUCHI IC-450P）を用
いて26℃で10日間培養した．培養後，コロニー直径を
デジタルノギスで計測した．1株につき，2個のコロ
ニーのうち最大直径を示すコロニーの直径を計測し
た．木粉培地を用いた増殖率比較試験では菌体10 mm
四方を加え，26℃，湿度80％で5日間培養した．培養
後，コロニー直径をデジタルノギスで計測した．1株
につき，木粉培地を2個使用し，平均値を算出した．

遺伝安定性試験法
斜面培地上の菌体2mm四方を1株につき5枚の遺伝安

定性試験用培地上に摂取し，恒温培養器（IUCHI IC-
450P）を用いて26℃，10日間培養し，扇状セクターの
有無を観察した．

結果と考察

コルヒチン処理
L. edodes IFO 30724の菌体2cm四方をコルヒチン処

理用培地25mlを入れた4本の50ml三角フラスコに加
え，2本を26℃，2本を10℃で静置培養した．培養7日
目に菌体の核染色を行った．26℃で培養した菌体中に
は，大型の核と小型の核が混在し，二核性が消失して
いたが，10℃で培養した菌体中には，元株よりもわず
かに直径が増大した核が存在し，26℃で培養した菌体
に見られた複数の小型の核は見られず，二核性も保た
れていた．
培養30日目に菌体を核染色すると，図1に示すよう

に，26℃で培養した菌体中には多数の小型の核が大半
を占め，大型の核はごくわずかしか存在していなかっ
た．また，二核性も維持されていなかった．しかしな
がら，10℃で培養した菌体中には，元株よりも明らか
に大型の核が存在していた．この菌体を10-1株と称す
ることにし，各株の菌体内の核の分布を図2に示した．
核直径の計測値から算出すると，10-1株の菌体中には
8倍体程度の倍数核が最も多く存在していることが判
明した．26-1株の菌体中には，低次の倍数核が少数存
在したが，大半は元株の核と同じか，それより小型の
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菌体1cm四方を木粉培地に接種し，26℃，湿度80％で，5日間培養後，
コロニー直径をデジタルノギスで計測した．1検体あたり，木粉培地�
を2個使用し，平均値を求めた．�

表2．木粉培地での増殖率比較結果

図3．寒天培地上での増殖性比較
菌体をPDA培地上に置き，26℃，7日間培養した．バーは10mmを示す．
右：元株，左：10-1株

図4．木粉培地上での増殖性比較
菌体を培地に加え，26℃，湿度80％で5日間培養した．バーは10mmを示す．
右：10-1株，左：元株



した．以上の結果から，シイタケにおいては菌体を低
温でコルヒチン処理することにより同質倍数核の形成
と維持が可能であり，得られる高増殖性を示す同質倍
数核保持菌体には育種的価値があると結論した．
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核であった．この結果から，26℃で培養すると，一時
的に倍数核が形成されるが，その後，倍数核の崩壊が
起こり，倍数核は消失するが，10℃で培養すると倍数
核を安定に形成，維持できることが示唆された．培養
温度26℃では増殖に伴う核分裂が活発となり，その結
果多核化が起きるが，培養温度を10℃に設定すると核
分裂が緩慢となり，その結果，多核化が抑制され，倍
数核も維持されると推測された．

増殖率比較試験
元株と10-1株の菌体（斜面培地培養物）を増殖率比
較試験用培地上に摂取し，26℃で10日間培養し増殖率
を比較した．その結果，10-1株は表1と図3に示すよう
に，元株よりも良好な増殖性を発揮した．また、木粉
培地上でも表2と図4に示すように10-1株は良好な増殖
性を発揮した．

遺伝安定性試験
10-1株の遺伝安定性を評価した．斜面培地で培養し

た10-1株の菌体を5枚の遺伝安定性試験用培地上に接種
し，26℃，10日間培養し，形質分離によって生じる扇
状セクターの有無を観察した．しかしながら，培養中
に扇状セクターの形成は見られなかった．これにより
10-1株は遺伝的に安定であると考えた（データ未記載）．
シイタケの有用品種を作るには，これまでは交配法

などが主であったが，交配法は熟練と手間を必要とし，
有用品種の育成に時間がかかっていた11）．しかしなが
ら，今回示した，有糸分裂阻害剤を用いた方法を使用
すれば，短期間でしかも熟練を必要とせずに増殖性が
向上した菌体を構築することが可能となり，これはシ
イタケ有用品種の育種上，メリットと考えられる．さ
らに，外部遺伝子や宿主ベクター系も使用していない
ので，遺伝子組換問題に関与しないこともメリットと
考えられる．

要　旨

二核性菌体を保持する担子菌，シイタケ（Lentinula
edodes）の菌体中で有糸分裂阻害剤を用いて同質倍数
核を形成，維持することを試みた．菌体を26℃でコル
ヒチン処理用培地中で培養した場合，培養初期に倍数
核の形成が見られたが，その後，倍数核の崩壊が起こ
り，菌体中に小型の核が多数形成され，二核性は消失
した．一方，菌体を10℃でコルヒチン処理用培地中で
培養した場合，菌体中に徐々に倍数核が形成され二核
性と共に安定に維持された（10-1株）．この10-1株は
PDA培地や木粉培地上で元株よりも良好な増殖性を示
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