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緒言

我菌におけるきのこ栽培は，シイタケの原木栽培がすでに江戸時代から始め

られていた（森， 1963 ）が，エノキタケやヒラタケ，ナメコなどのおが屑を用

いたびん栽培が始められたのは，昭和に入ってからである．おが屑を培地材料

として木材腐朽菌を培養することは，大正時代から行われていた（森， 1963)

が，その技術を利用して京都の森本彦三郎が1928 年にエノキタケのびん栽培法

を主婦の友10月号に報告した（広江， 1930 ；森本， 1995 ）.その技術を基礎とし

て，己ラタケやナメコ，ブナシメジ，マイタケなどのおが屑ぴん栽培が全国的

に広がった．

現在，我が国で人工栽培されて市場出帯されている食用きのこは，シイタケ

をはじめエノキタケ，ブナシメジ，ヒラタケ，ナメコ，マイタケ，マッシュル

ーム，タモギタケ，キクラゲ，オオとラタケなど10種類で，その生産額は1994

年において約2,500 億、円に達する（林野庁， 1996) .しかし，きのこ生産者を取

り巻く環境は，生産コストの上昇や外国からの大量輸入による価格低迷など厳

しい状況が続き，これまで栽培されているきのこよりもさらに高価格で取り引

きされ，収益率の良いきのこの創出が望まれている．

ハタケシメジ ［Lyophyl Jum decastes (Fr. :Fr.) Sing. ］はヨーロッパ，北ア

メリカ，アジアなど北半球の温帯地域に広く分布し，我が国では秋に林内や庭

園，畑地，道端などの他，ときには床下に多数群生する美味なきのこである

（本郷， 1987) .このハタケシメジはホンシメジ ［L. shimej i (Kawam.) Hongo] 

の腐生裂と見なされていた（本郷， 1970 ）が，子実体のかさの色がホンシメジ

よりも概して暗色なこと，柄が多少淡褐色を帯びることから，ホンシメジから

分離された（本郷， 1971 ）.ハタケシメジは皇色反応により識別が可能で，子実

体の肉にスjレホホjレモール液を滴下すると淡緑青色に変色し，またグアヤコ…

jレでは青褐色となる（山下・古Jll, 1993) . 

古くから f香りまったけ，味しめじjと言われるように，ホンシメジは食用

きのこの中でもマツタケと肩を並べるほど評価の高いきのこである．ホンシメ



ジは菌根性きのこであることから，その栽培化が断念されてきた．そのため，

ホンシメジの形態に比較的よく似たヒラタケ ［Pleurotus ostreatus (J問. :Fr.) 

Kummer ］が「人工しめじJという商標で1970 年代から周年栽培が始められた．

1980 年代になると，さらにホンシメジと形態がよく似ており，また，歯触りが

とラタケに比べて格段に優れたプナシメジ ［Hyps i zygus marmoreus (Peck) 

Bigelow ］の栽培が始まった．当初，プナシメジはシロタモギタケ ［Lyophy 11 um 

ulmarium (Bul 1. :Fr.) Kuhner ］とされてきたが，長沢・有国（1988 ）によって

プナシメジとすることが正しいと報告された．ブナシメジが市場に出帯される

と，ビラタケの市場価格は下落し，その生産量が減少した（衣田， 1995) .プ

ナシメジの生産量は年々増加し，とラタケの価格よりも高く取引されている. ~ 

ハタケシメジはプナシメジよりもさらにホンシメジの食味に近く，その栽培が

可能になればプナシメジよりもさらに高価格で市場取引されることが期待でき

る．

ハタケシメジの栽培技術に関する研究は，奈良県林業試験場では1973 年頃か

らスギおが屑と米糠を培地材料としたエノキタケの栽培技術を用いて始められ

た．しかし，おが屑と米糠主体の培地では栽培期間が長く，単位当たり収量が

少ないため，その研究は一時中断した. 1980 年代になると，福島県（渡部， 19

84 ; 1985 ; 1989 ）や山形県（三河ら， 1986 ），兵産県（塩見， 1987 ）などの林業

試験場でハタケシメジ栽培技術の研究が始められた. 1990 年代に入ると秋田県

（阿部ら， 1991 ）や東京都（鳥海， 1991 ），山梨県（柴田， 1990 ），岐阜県

（水谷ら， 1994 ）が加わり，その研究は全国的に広がった．また，ハタケシメ

ジの栽培方法に関する特許出願も山崎（1987 ）や王子製紙（株）（原ら， 1990),

宝酒造（株）（吉浜ら， 1991 ）によって行われている．奈良県林業試験場も1988

年から栽培に関する研究を再開し，その成果を報告している（衣田， 1989 ; 19 

90 ; 1991 ; 1994) .これまでに報告された栽培方法や特許出願された栽培方法

では，培地材料にパーク堆肥を用い，また，子実体の発生操作として培地表面

を覆土することが重要となっている．しかし，筆者が報告した栽培方法では，

培地材料にパーク堆肥を用いず 市販されているコーンコプ（トウモロコシの

2 



芯を粉砕したもの）やオルガ（主に鹿沼土や赤玉土のふるいかす）と米糠，お

が屑を用い，発生操作は菌かき（接種した種菌と培地表面の掻き出し）をする

だけで，覆土を必要とせず，他の栽培方法と大きく異なる．

ハタケシメジはホンシメジから分離されてまだ25年しか経過していないが，

その関に栽培技梼に関する試験研究が増加した．しかし，まだ全国的に市場出

荷されていないことから 栽培技術に不安があると考えられる．言うまでもな

く，きのこの栽培技術は目的とするきのこの性質を十分理解し，その性質をう

まく利用することによってより完成度が高くなる．ハタケシメジの基本的な性

質に関する知見の蓄積は，まだ十分とは言えない．

本研究ではハタケシメジの栽培技術をより完成度の高いものにするため，ハ

タケシメジの生態と生理的性質およびその栽培過程における駿素消費量と培地

内温度の変動について検討した．第 1章ではハタケシメジの系統識別の方法を

確立するために，菌糸体と子実体のアイソザイムパターン比較によるハタケシ

メジの系統識別について，第2章ではハタケシメジの生態と木材腐朽性につい

て，第3章ではハタケシメジの菌糸培養特性について，主に培養温度とpH特’性

および炭素源や窒素源，ピタミン類，無機塩類の栄養要求性について検討し

た．第4章ではハタケシメジの周年栽培における培養護の混度，および換気時

間やその毘数など栽培管理マニュアルの資料とするため，ハタケシメジ栽培過

程における培地内温度と酸素消費量の変動について明らかにした．
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第 l章アイソザイムパターン比較によるハタケシメジの

系統識別

蛋白質の電気泳動法と酵素の活性染色法を組み合わせたアイソザイム分析は，

臨床医学をはじめ病理学、遺伝学、育種学などの分野において，酵素の分画方

法として広く用いられている．林木においては，この方法がすでに有力な種内

の系統識別の方法として確立している（自石， 1987 a；津村ら， 1990) .きの

この系統識別にはこれまで PD A培地上での対l時培養による帯線形成の有無

を調べたり，菌糸体の培養温度や栄養要求性などの培養特性あるいは栽培試験

による子実体の形態を比較する方法が用いられていた．しかし，これらの方法

ではすべてが完全に識別されず，また，その識別に長期間を要する．

そのため，きのこではこの電気泳動によるアイソザイムパターンを比較する

ことにより，ベニタケ属 ［Russula ］，テングタケ属 ［Amani ta］，スッポンタケ属

[Phallus ］，アワタケ属〔Xerocomus ］，タマチョレイタケ属 ［Polyporus ］，ヒト

ヨタケ属［Copr inus] (Franke, 1973 ；北本ら， 1986 ），ヒラタケ馬 ［Pleurotus]

（馬替ら， 1987 ; Sagawa et a 1, 1993 ）の分類やシイタケ ［Lent inus edoses 

(Berk. ) Sing. J （善如寺， 1981 ; Ohmasa 企Hurukawa, 1986 ），とラタケ［Pleurotus

ostreatus (Jaq. :Fr.) Kummer] (Kulkarni, 1986 ；衣回， 1988; 1993 ），エノキタ

ケ ［Flammulina velutipes (Curt:Fr.) Sing. ］（野上ら， 1991 ），ナメコ ［Pholiota

nameko σ. Ito) S. Ito et Imai] （増野， 1992 ），マイタケ ［Grifola frondosa 

(Fr.) S.F.Gray] （大政ら， 1989 ），ナラタケ ［Armillaria mellea (Vahl ex Fr.) 

Karst.] （山口ら， 1989 ，天野ら， 1990 ）などの種内の系統識別が試みられた．

しかし，同じ系統であっても菌糸体と子実体，あるいは菌糸体であっても培地

の謹類や培養日数によってアイソザイムパターンが異なり まだ最良で安定し

たザイモグラムを得るための条件が明確ではない．

ハタケシメジ ［Lyophyl lum decastes (Fr. :Fr.) Sing. Jは系統間で子実体の形

態や菌糸体の堵養特性が異なることが報告されている（Moncalvo 企 Clemen~on,

1992 ）ことから，ハタケシメジの栽培を実用化させるには，栽培に適した系統を
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選抜することが重要である．そのためには，まずハタケシメジの系統識別が必

要である．

本章では，ポリアクリルアミドゲルを支持体としたスラプ式垂直電気泳動法

により，ハタケシメジ4菌株の培養日数の異なる菌糸体および子実体の傘と柄

の抽出液のアイソザイムパターンを調べ，電気泳動によるアイソザイムパター

ンを比較することによりハタケシメジの系統識別のより有効な方法とするため

の条件を検討した．

1 .材料と方法

1 .  1 供試菌

Table lに示すハタケシメジ4菌株を供試した．各菌株とも，試料の菌糸体

は， lOOml 三角フラスコに各20ml 入ったSM  Y培地（スクロース 1%，麦芽エ

キス 1%，酵母エキス0.4% ）に接種したあと， 20℃で27日， 37日および48日間

静置培養した．子実体は800ml びんを用い，おが腐，コーンコプ，オjレガおよび

米糠を容積比2:2:2:1 の割合で混合し，合水率を約63% に調整した培地

で栽培し，子実体を発生させた．

Table 1. Derivation of strains of Lyophyl lum decastes. 

Stock Nos. Isolated years Localities 

NLD-001 1980 Nosegawa, Nara pref. 

NLD-003 1981 Soni, Nara pref. 

NLD-004 1981 Asuka, Nara pref. 

NLD 姻005 1981 N isiyosino, Nara pref. 

1. 2 粗酵素液の抽出

培養菌糸体（Fig. 1 A）は水洗して諒紙で除湿したあと，菌体1g （湿重）当

たり lmlの0.lmol リン酸緩密液（pH 7. O）を加え，ホモジナイザーで破砕した．

そのあと， 14,000 rpm で15分間遠心し，上澄みを粗酵素液とした．

子実体（Fig. 2 B）は傘と柄の部分に分け，それぞれ生重 1g当たり lmlの0.

1 mol リン酸緩衝液（pH 7. O）を加え，乳鉢ですり潰した．そのあと， 14,000
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rpm で、15分間遠心し，その上澄みを粗酵素液とした．

1. 3 泳動条件

ポリアクリルアミドゲルは7.5% の分離ゲル（凶 8.9）の上に3.75% の濃縮ゲ

ル（pH 6. 7）を重麗し，その上に粗酵素液を加えた．泳動は電極用緩衝液とし

てpH 8.3 のグリシン・トリス緩衝液を用い， 34 mAの定電流で3時期行った（Fig.

2) . 

1 .  4 酵素の染色法

酵素の染色は，白石（1987 b）の方法で行った．すなわち，エステラーゼ

( E C 3. 1.  1. E S T ）の染色に必要な反応液は，次のようにして調製した． α 

ナブチルプロピオネート500 mgを25 mlのエチルアルコールに溶かした溶液3凶

と， αナフチルアセテート466 mg を25 ml のエチルアルコールに溶かした溶液

1. 5 mlをpH 7.0 の0.1 mol リン酸緩衝液150 mlに加え，さらに，ファーストブル

-RR 塩150 mg を溶かし， i慮紙で漉過したあと使用した．染色は30℃の慎温器内

で30分間行い，そのあと発色を50% のエチルアルコールで閤定した．

リンゴ酸脱水素酵素（EC1.1. 1. 37. MD H）の染色の反応液調製法は，次の

通りである．トリズマプレセット776 mgを100 mlの純水に溶かしたpH 7.0 の綾衝

液に，炭酸ナトリウム1.215 gとD Lリンゴ酸1.34g を100 mlの純水に溶かした

水溶液lOml を加えた溶液を用意し，そこへ， 2.5%のNAD （ニコチンアミドア

デニンデイヌクレオチド）水溶液， 1%のNBT （ニトロブルーテトラゾリウ

ム）水溶液， 0.1% PMS （フェナジンメトサルフェート）水溶波をそれぞれ2

mlずつ加えた．染色は30℃の恒温器内で 1時間行い，そのあとエチルアルコ

ール100 湿lに氷酢酸10% 水溶液100 mlを加えた液で題定した．

パーオキシダーゼ（E C 1. 11. 1. 7. P 0 D）の染色には， pH 4.5 の0.1 mol トリ

ス酢酸緩衝液160 mlに， 3－アミノ 9』エチjレカルパゾル84 mgとβナフトール58

mgを含むアセトン溶液40 mlを加えて漉過した溶液を使用した．使用車前に10倍

に薄めた過酸化水素水（30% ）を 2ml加え，室温で染色したあと， 50% エチル

アルコーjレで国定した．

7 



∞ 

・・・・・．．．．．．．．．．．．・・・・・・・・・・・・・・．．

extracel lula1 ・enzymes

Glycine-tris buffer 俗H8. 3) 

3. 75 気 spacer ge I (pH 6. 7) 

Polyacrylamide 

7.5 免 γunn i ng ge I (p宜8. 3) 

十J：＞＞＞：・：；：1
・向c i町 tris b凶 er (pH 8・3).. ；·~. -:J 

34 mA/slab gel for 3 hours 
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2 .結果と考察

2 . 1 エステラーゼ

Fig. 3に27日， 378 および48日間培養した4菌株の菌糸体のエステラーゼのザ

イモグラム， Fig. 4に4窟株の子実体の傘および柄のエステラーゼのザイモグ

ラムを示す. 4菌株の菌糸体から検出されたバンドには 各菌株ごとにそれぞ、

れの培養日数の菌糸体特有のバンド いずれの培養日数の窟糸体にも共通して

検出されるバンド，そしていずれの菌株にも共通して検出されるバンドが存在

した．また，子実体の傘および柄から検出されたザイモグラムにも，各菌株の

部位特有のバンドと各部位に共通のバンド，そして各菌株に共通のバンドが存

在した. Table 2に菌糸体および子実体のザイモグラムのバンド数を示す．

4茜株の培養日数27日， 37日および48日間の菌糸体のザイモグラムを比較す

ると， NLD-001 とNLD ”003 の各培養日数のザイモグラムには，他の 2茜株には検

出されなかったRf億（Relative value to the front ：分離ゲルの揚からBPB マー

カーまでの距離を lとし，バンドの相対移動距離を測定した数値） 0. 26とRf値

0.28 のバンドが存在した．このことから， NLD ”001 と斑3・003 の2菌株は， NLD-

004 とNLD-005 の2菌株と識別された．そして NLD-001 とNLD ”003 の菌糸体のザイ

モグラムでは， NLD 剛001 の各培養日数の菌糸体のザイモグラムには， NLD 帽003 か

ら検出されたRf値0.72のバンドが存在しないことから，両者は識別された．ま

た， NLD-004 と氾D-005 の菌糸体のザイモグラムでは， NLD 幽004 には批D胸005 に検出

されたRf値0.13, Rf値0.17, Rf値0.21 のバンドが存在しないことから，この 2菌

株も識別された．以上のことから 4菌株は栢互に識別され それぞれ異なる

系統であると考えられる．

つぎに， 4薗株の子実体のザイモグラムを比較すると， NLD 咽001 とNLD-003 の

傘と柄のザイモグラムには， NLD 帽004 とNLD 帽 005 に検出されたまf値0.17 のバンドが

検出さなかったことから 紅D-001 と氾D-002 の2菌株は，況D岨 004 と姐..D-005 の2

頭株と識別された. NLD-001 とNLD 心03のザイモグラムでは， NLD-001 にはNLD-003

から検出されたRf値0.82 のバンドが存在しないことから，両者は識別された．

また， NLD-004 とNLD 心05のザ、イモグラムは，それぞれの傘と柄のザ、イモグラム

9 
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Fig. 3. Esterase zymograms of mycel ia of L. decastes. 

Legend : Culture periods ( 1  : 27 days, 2  : 37 days, 3  : 48 days ) 
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Fig. 4. Esterase zymograms of fruit-bodies of L. decastes. 

Legend: Parts of fruit-bodies ( 1: cap, 2: stem) 
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Table 2. Number of bands in esterase zymograms from mycelia and fruit-bodies of L. decastes. 

Stock Nos. NLD-001 NLD-003 NLD-004 NLD 輔005

Culture periods of mycelia (days) 27 37 48 27  37 48  27 37  48 27  37 48 

Total number of bands 12 10  10 20 8  8  7 6 5 10 8  8 

Total number of bands appeared in 9 7 5 7 

common with every culture period 

Total number of bands appeared in common 2 

幽制ι with every stock and culture period 

ぬ Parts of fruit ‘bodies cap stem cap stem cap stem cap stem 

Total number of bands 10 7 14 8 13 11 13 11 

Total number of bands appeared in common 7 7 8 8 

with every part of fruit-bodies 

Total number of bands appeared in common 1 

with every stock and part of fruit-bodies 



が同じであることから この2菌株の識別は不可能であった．

2 .  2 リンゴ駿脱水素欝素

Fig. 5に27日， 37日および、488 間培養した4菌株の菌糸体のリンゴ酸脱水素

酵素のザイモグラムを， Fig. 6に4菌株の子実体の傘および柄のリンゴ酸脱水

素欝素のザイモグラムを示す．リンゴ酸税水素酵素のザ、イモグラムにもエステ

ラーゼのザイモグラムと同じように， 4菌株の蕗糸体から検出されたバンドに

は，各菌株ごとにそれぞれの培養日数の曹糸体特有のバンド，各培養日数に共

通のバンド，そして各菌株に共通のバンドが存在した．また，子実体の傘およ

び柄から検出されたザイモグラムにも，各菌株の部位特有のバンドと各部位に

共通のバンド，そして各菌株に共通のバンドが存在した. Table 3に菌糸体お

よび子実体のザ、イモグラムのバンド数を示す．

4菌株の各培養百数の菌糸体のザイモグラムを比較すると NLD-001 のいずれ

の培養日数の菌糸体のザイモグラムには，他の3茜株から検出されたRf値0.20

のバンドが検出されなかったことから NLD-001 は他の3菌株から識別された．

NLD-003 のいずれの培養日数の菌糸体のザイモグラムには NLD-004 とNLD-005 に

は検出されなかったRf値0.11 のバンドが存在したことから， NLD-003 はNLD 心04と

NLD-005 から識別された．また NLD 帽 004 とNLD-005 は，両者のいずれの培養日数

の蕗糸体に共通のバンドでの識別が関難であった．しかし，両者の培養日数27

日間の菌糸体のザイモグラムを比較すると， NLD-004 のバンド数は10本で，阻3・

005 のバンド数が6本である．培養日数37日間の菌糸体のザイモグラムでは，両

者のバンド数が同じであったが，相互に異なるまf値のバンドが存在した．また，

培養自数48日間の菌糸体のザイモグラムでは，況D-004 のバンド数が6本で， N工

D-005 のバンド数が5本であった．このように，堵養日数の異なる菌糸体のザイ

モグラムを個々に比較することによって， NLD 心04とNLD-005 の2菌株は識別さ

れた．以上のことから NLD-001 NLD-003 NLD-004 およびNLD-005 は異なる系統

であると考えられる．

一方， 4蕗株の子実体のザイモグラムを比較すると， N工D”001 の傘と柄のザイ

モグラムには，他の3菌株から検出されないRf値0.32 のバンドが存在したこと

13 
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Fig. 5. Malate dehydrogenase zymograms of mycelia of L. decastes . 

-． 

Legend : Culture periods ( 1  : 27 days , 2  : 37 days, 3  : 48 days ) 
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Fig. 6. Malate dehydrogenase zymograms of fruit-bodies of L. decastes. 

Legend : Parts of fruit ・bodies ( 1  : cap, 2  : stem ) 
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Table 3. Number of bands in malate dehydrogenase zymograms from mycelia 

and fruit-bodies of L. decas tes. 

Stock Nos. NLD-001 NLD-003 NLD-004 NLD-005 

Culture periods of mycelia (days) 27 37 48 27 37  48 27 37 48 27  37 48 

Total number of bands 5  5  5 8 8 9 10 5 6 6 5  5 

Total number of bands appeared in 5 8 5 4 

common with every culture period 

Total number of bands appeared in common 2 

窃
with every stock and culture period 

国欄品

Part of fruit ”bodies cap stem cap stem cap stem cap stem 

Total number of bands 8  7  7 4 8 5 8 9 

Total number of bands appeared in common 6 4 5 6 

with every part of fruit-bodies 

Total number of bands appeared in common 2 

with every stock and part of fruit-bodies 



から， N工D珊001 は他の3菌株と識別された. NLD-003 の傘と柄のザイモグラムに

は， NLD 岨004 とNLD 幽005 から検出されたRf値0.28 のバンドが存在しないことから，

NLD 心03は他の2菌株から識別された．況D”004 とNLD 幽 005 は，それぞれの菌株の

傘と柄に共通のバンドでは両者の識加が不可能であったが，両者の柄のザイモ

グラムを比較すると， NLD-005 にはNLD-004 から検出されないRf値0.38 とRf値0.41

のバンドが存在したことから需者は識別された．

2. 3 パーオキシダーゼ

Fig. 7に27日， 37日および48日間培養した4菌株の菌糸体のパーオキシダーゼ

のザイモグラムを， Fig. 8に4窟株の子実体の傘および柄のパーオキシダーゼ

のザイモグラムを示す. Table 4に菌糸体および子実体のザイモグラムのバン

ド数を示す．

4菌株の菌糸体のザイモグラムはいずれも不明瞭であったが，培養日数37日

間の菌糸体のザイモグラムから 1～ 3本の活性の弱いバンドが検出された．こ

れらのザ、イモグラムを比較すると， NLD 岨 001 とN工D-003 のザイモグラムはバンド

数やそのまf値が同じで，両者にはNLD 岨004 とNLD ”005 から検出されたRf値0.24 とRf

値0.26 の2本のバンドが存在しなかったことから， NLD-001 とNLD 帽003 の2菌株は

NLD 心04とNLD ”005 から識別された. NLD “004 とNLD-005 のザイモグラムでは， NLD-

004 にはNLD 岨 005 から検出されたRf値0.24 のバンドが存在しないことから，両者は

識別された．

一方，子実体のザイモグラムでは4欝株の傘から 3本，柄から 3 ～ 4本のバ

ンドが検出された．傘のザ、イモグラムは4菌株ともバンド数やそのRf債が同じ

であったことから， 4蕗株を識別することは不可能であった．しかし，柄のザ

イモグラムは， NLD-001 とNLD 欄003 にはNLD-004 とNLD-005 から検出されたまf値0.41

のバンドが存在しなかったことから， NLD 欄 001 とNLD 司 003 の2菌株はNLD-004 と

NLD 心05 の2欝株から識別された．しかし， NLD-001 とNLD-003 の柄のザイモグラ

ムは，バンド数とそのRf~直がそれぞれ関じであり，また， NLD心04 と NLD 司 005のザ

イモグラムのバンド数とそのRf値も同じであったことから， NLD-001 とNLD 心03お

よびNLD 心04とNLD-005 の識別は不可龍であった．

1 7 
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Table 4. Number of bands in peroxidase zymograms from mycelia and 

fruit-bodies of L. decastes. 

Stock Nos. NLD-001 NLD-003 NLD-004 NLD 司005

Culture periods of mycelia (days) 27  37 48 27 37  48 27 37 48 27 37 48 

Total number of bands 1 1 2 3 

Total number of bands appeared in 

common with every culture period 

Total number of bands appeared in common 
tv with every stock and culture period 。

Part of fruit-bodies cap stem cap stem cap stem cap stem 

Total number of bands 3  3  3 3  3 4 3  4 

Total number of bands appeared in common 3 3 3 3 

with every part of fruit-bodies 

Total number of bands appeared in common 3 

with every stock and part of fruit 暢bodies



.., 
』

3種類の酵素を用いたアイソザイム分析の結果をまとめてTabele 5に示す．

2. 4 系統の識別

アイソザイムパターンの比較によるきのこの系統識別には 再現性のある明

瞭なバンドを得ることが必要である．シイタケの電気泳動で，子実体よりも菌

糸体から得た粗酵素液を用いるほうが明瞭なバンドが得られる（菩如寺， 1981)

と報告されて以来 その泳動の試料には菌糸体が一般的に用いられている．し

かし，シイタケの菌糸体は同じ系統であっても培養日数や培地の組成によって

そのザイモグラムが異なることが報告されている（ Ohmasa & Hurukawa, 1989). 

本報告では菌糸体と子実体のザイモグラムを比較することにより，ハタケシメ

ジ4菌株の識別を試みた．

その結果，エステラーゼとリンゴ酸脱水素酵素のザイモグラムから比較的明

瞭なバンドが検出され，菌糸体からのエステラーゼと菌糸体および子実体から

のリンゴ酸脱水素酵素ザイモグラムを比較することにより， 4菌株を識別する

ことができた．しかし 子実体のエステラーゼザイモグラムではNLD-004 とNLD ”

005 の両者を識別できなかったことから，ハタケシメジの識別には子実体からの

ザイモグラムは完全な指標とはいえない．しかし，子実体のリンゴ酸脱水素酵

素のザイモグラムでは4菌株が識別され，また 子実体のザイモグラムは菌糸

体のザイモグラムと同じく明瞭で，粗欝素j夜を得るのも容易である．培養吾数

が異なればそのザイモグラムも異なることが多い．しかし，菌糸体のザイモグ

ラムには培養日数によって影響を受けないバンドゃいずれの菌株にも共通して

現れるバンドも存在した．

一方，ハタケシメジの子実体の傘と柄のザイモグラムを比較するとバンドの

数が異なり，また多くはRf値が異なる．また，柄よりも傘から、活性の高いバン

ドが検出された．ヒラタケの子実体と菌糸体のザイモグラムでも子実体の傘か

ら明瞭なザイモグラムが検出された（衣田， 1993) .このことから，子実体の

傘からのザイモグラムは 菌糸体と河じく系統識加の有力な資料となることが

考えられる．子実体の傘から活性の高いアイソザイムより成るザイモグラムが

得られれば，菌糸体を用いるよりも粗醇素液の調製が簡単になる．

21 
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Table 5. Isozyme patterns of esterase, malate dehydrogenase and peroxidase 

zymograms from mycelia and fruit-bodies for  the identification. 

Esterase zymograms 

描ycelia Frui t幽bodies

Rf 0.13 Rf 0.17 Rf 0.21 Rf 0.26 Rf 0.28 設f0. 72 Rf 0.17 Rf 0.82 

NLD-001 十 十

NLD 岨003 ＋ 十 十 十

NLD-004 十

NLD “005 十 十 十 一 十

出alate dehydrogenase zymograms 

出yce 1 i a Fruit-bodies 

Rf 0. 11 Rf 0.20 Rf 0.28 Rf 0.32 まf0.38 Rf 0.41 

NLD-001 十

NLD-003 十 十

NLD-004 十 ＋ 

NLD-005 十 十 十 ＋ 

Peroxidase zymograms 

Mycelia Frui t蝿bodies

Rf 0.24 Rf 0.26 Rf 0.41 

NLD ”001 

NLD-003 

NLD ”004 ＋ 十

NLD ‘005 十 十 十
’主



3 .要旨

ハタケシメジの系統識別の方法を確立するため，ハタケシメジ4富株の培養

日数の異なる菌糸体および子実体の傘と栴各部分の抽出液を用い，ポリアクリ

jレアミドゲルを支持体としたスラブ式垂直電気泳動法によって， 3種類の酵素

のアイソザイム分析を行った．酵素はエステラーゼ，リンゴ酸脱水素酵素およ

びパーオキシダーゼである．エステラーゼの菌糸体からのザイモグラムをよじ較

することにより， 4菌株は相互に識別されたが，子実体からのザイモグラムで

は， 3系統にしか識別されなかった．リンゴ殻脱水素酵素の菌糸体および子実

体からのザイモグラムでは， 4菌株の識別が可能であった．しかし，パーオキ

シダーゼの菖糸体からのザイモグラムは不明瞭で、 活性の弱いバンドが検出さ

れただけであり，子実体からのザイモグラムは明瞭であったが， 4菌株の識別

は不可能で、あった．また，同じ菌株のザイモグラムは，菌糸体の培養日数や子

実体の部位が異なれば バンド数やそのRf値が異なるものがあった．
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第 2章 ハタケシメジの生態と木材腐朽性

秋に林内や庭園，畑地，道端などの他，床下に多数群がって発生するハタケ

シメジ ［Lyophyllum decastes ( Fr. :Fr.) Sing. ］は，ホンシメジ［L. shimej i 

( Kawam.) Hongo ］の腐生型とみなされていた（本郷， 1970 ）が，傘の色がホ

ンシメジよりも概して暗色なこと，柄が多少淡褐色を苦びることから， 1971 年

に本郷がホンシメジから分離した。ハタケシメジは子実体の下部から菌糸束が

伸び，それが地下30～50cm に埋もれた木片や樹皮の堆積物中につながっている

と報告されている（小Jfl' 1968 ；相良， 1981 ）ことから，木材腐朽菌であるこ

とが推測される．このハタケシメジはヨーロッパ，北アメリカ，アジアなどのぷ

北半球の温帯地域に広く分布する美味な食用きのこで 近年その栽培が試みら

れている（三河， 1987 ；渡部， 1989 ，衣田， 1991) . 

ハタケシメジの栽培を効率よく行うには，ハタケシメジに最適の培地組成を

検討しなければならない．そのためには，ハタケシメジの基本的な性質を知る

ことが不可欠で、ある．しかし，ハタケシメジの生態や生理的性質に関する知見

はまだ少ない．本章ではより効率的なハタケシメジの栽培技術を確立するため

の資料として，ハタケシメジの生態を調べ，その木材麗朽性について検討した．

1 .ハタケシメジの生態

1 .  1 発生地調査

1993 年9月30日，奈良県宇陀郡室生村向諒jの奈良県林木育種圏内に発生したハ

タケシメジと1993 年10月8日，奈良県高市郡高取町吉備の奈良県林業試験場内に

発生したハタケシメジの地下40～50cm まで掘り，菌糸束の状態を観察した．そ

して，地中で菌糸束がつながっていた根や木片を検鏡した．

1. 2 結果と考察

室生村向潟に発生したハタケシメジは， Fig. 9  ( a ）に示すように子実体か

ら地下約40cm まで菌糸束が伸び，枯れた根につながっていた．その根を検鏡す

ると， Fig. 10に示す木口面（ a ）は早材と晩材の区別が明瞭であるが，道管要

24 
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Fig. 9. Fruit-bodies and rhizomes of Lyophyll_μm decastes. 

Legend : a  : From Murou, Nara Prefecture, 

b  : From Takatori, Nara Prefecture. 
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素と忠われる組織の周囲に繊維状仮道管と思われる組織が観察されることから

広葉樹であると思われるが，板目面（ b ）に放射柔細胞が見られないので，そ

の判別は困難であった．

高取町吉備に発生した子実体は， Fig. 9  ( b）に示すように地下約30cm まで

茜糸束が伸び＼それが璃朽した木片につながっていた。その木片を検鏡すると，

Fig. 11に示すように木口面（ a）には仮道管が観察され，早材から晩材への移

行がやや急で，樹脂細胞が晩材部に偏在していた．板目面（ c ）には放射組織

が観察され，柾目面（ b）の放射組織においては分野壁孔がスギ型であり， 1分

野に 1～3個見られ， 2偶存在するものが多かった．以上のことから，ハタケ

シメジの菌糸束がつながっていた木片の樹種は スギであると判定した．

室生村の調査地は，雑木林を伐採して造成された林木育種麗の種子乾燥施設

の軒下であり，高取町の調査地は，水田を埋め立てて造成されたシイタケ楕場

の近くであった．また，小川（1968 ）が報告した奈良県天JI! 村の発生地は，製

材所跡を造成して作られた畑地で，菌糸束が材片や樹皮の堆積物中につながっ

ており，相良（1981 ）が報告した大津市の発生地は未舗装道路の路肩で，地下

約50 cmのところに建築廃材を含んだ木屑の患が見られた．これらのことを考え

ると，ハタケシメジは地中に木材が埋められた場所に発生することが推察され

る．そして，その木材の樹種は製材所跡，建築廃材および筆者の調査結果から

判断すると針葉樹であることが多いと思われる．

2 .ハタケシメジの木材腐朽性

2. I パーベンダム反応

2. I .  I 材料と方法

ノてーベンダム反応の基質として没食子酸，タンニン駿， αーナフトーjレおよ

びpークレゾールを用いた. PD A培地（ジャガイモ煎汁寒天培地）に没食子

酸，タンニン酸およぴpークレゾールは1000 ppm ，αーナブトールは58 ppm を

加えた．各基質を加えたP D A培地をオートクレーブで殺菌したあと，シャー

レに分注し，あらかじめP D A培地で培養したTable 5に示すハタケシメジ10
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系統とヒラタケ ［Pleurotus ostreatus ( Jacq. :Fr.) Kummer J 1系統の蕗叢を

直径 Smm のコルクポーラーでくり抜いた小片を接種した．対照区として，それ

ぞれの基質を加えた培地に接種しない区を設けた．各基質は 5枚ずつ行い，接

種後25℃の恒温室で15日間培養し，その間，菌体外酵素による景色反応を観察

した．

2. 1. 2 結果と考察

ハタケシメジ10系統とヒラタケ 1系統の接種後15日自の呈色反応は接種後3

日呂から認められ，ハタケシメジ7系統とヒラタケ 1系統は，没食子駿，タン

ニン酸およびαーナフトールを基質として加えたP D A培地が呈色し始めた

(Fig. 12) .接種後15日目にはpークレゾールを加えた培地を除く他の培地に

おいて，すべての系統に呈色反応が認められた．その結果をTable 6に示す．呈

色反応はハタケシメジの系統間で差が認められ， NLD-004 のタンニン酸， αー

ナブトールおよびNLD-013 の没食子酸，タンニン酸を加えた塔地ではかすかな呈

色が認められただけである. 3種の基質におけるハタケシメジ10系統の呈色反

応は，とラタケNPO ・636 より強いものが認められなかった．撞口ら（1953 ）は没

食子酸とタンニン酸はラッカーゼによってもチロシナーゼによっても酸化され，

また， αーナフトールは白色腐朽菌にのみ呈色反応が認められ，褐色腐朽茜に

は認められないと報告している．本実験ではハタケシメジ10系統すべてがαー

ナフトールを基質として加えたP D A培地で呈色反応が認められ， p－クレゾ
ールを基質として加えたP D A培地では皇色反応が認められなかったことから，

ハタケシメジはリグニン分解能力を有する白色腐朽菌であると考えられる．

2. 2 木片の重量減少率

2. 2. 1 材料と方法

スギおが屑，コーンコプ，オルガ（鹿沼土のふるいかす）および米糠を容積

比で 2 : 2  : 2  : 1の割合で混合し，合水率が63% になるように水を加えた培

地を200 mlの三角フラスコに100 gずつ詰め，あらかじめ65℃で48時間乾燥して

重量を測定したスギ ［Cryptomeria japonica D. Don ］辺材（ 20 ( R）×22 (T) 

×4 (L) mm）とプナ ［Fagus crenata Blume ］辺材（20 ( R）×20 (T）×4 
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Table 6. Derivation of strains (Lyophl lum decastes and 

Pleurotus ostreatus). 

Stock Nos. Isolated years Localities 

NLD-001 1980 Nosegawa, Nara pref. 

NLD ”003 1981 Soni, Nara pref. 

NLD 備004 1981 Asuka, Nara pref. 

NLD-005 1981 Nishiyoshino, Nara pref. 

NLD-010 1985 Nishiyoshino, Nara pref. 

NLD-011 1988 Sakurai, Nara pref. 

NLD-012 1991 Takatori, Nara pref. 

NLD ・013 1990 Sakurai, Nara pref. 

NLD-014 1990 Ouda, Nara pref. 

NLD-015 1991 話urou, Nara pref. 

NPO ・636* 1988 Gojou, Nara pref. 

＊ A strain of Pleurotus ostreatus 
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Fig. 12. Bavendamm's reactions on gallic acid, tannic acid ，α－naphthol 

and p-cresol by 10 strains of Lyophyllum decastes ( 3 days 

after inoculation ). 

Legend: 1  : Gallic acid, 2  : Tannic acid, 3 

4  : p-creso I. 

31 

α－naphtho 1, 



Table 7. Bavendamm's reactions on gallic acid, tannic acid, a -naphthol, and 

p-cresol by 10 strains of Lyophyllum decastes (15 days after inoculation). 

Strain Nos. Gallic acid Tannic acid α暢naphthol p-cresol 

Control 一 一 一
NLD 岨001 十 十＋ ＋十十 一
NLD-003 十 ＋ 十ート＋ 一
NLD-004 十 土 十 一
NLD-005 十 十 十十 一
況.D-010 十＋ 十 ＋＋＋ 一
NLD-011 十 ＋ ＋＋＋ 

NLD ”012 ＋ ＋＋ 十十十 一
NLD-013 土 ＋ 十十十 一
NLD ”014 ＋ 十＋ ＋十＋

NLD-015 ＋ ＋ ＋＋＋ 

NPO ・636* 十十十 十＋＋ 十十十

Legend ：一：Negative ，土：胃eak reaction ，十：Positive,

++: Strong reaction ，十＋＋：Very strong reaction, 

*: A strain of Pleurotus ostreatus . 
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( L) mm）の木片を置床した．これらを殺菌したあと，あらかじめ同じ培地で

培養したTable 5に示すハタケシメジ10系統の中から 3系統とヒラタケ 1系統

を，培地に置床した木片が隠れるまで譲麓し， 20℃の恒温室で培養した（Fig.

13) .対照区として殺菌後，接種せずに60日および90日開放置した区を設けた．

また，殺菌査後の木片の重量減少率も調べた．ハタケシメジ接種区は接種後60

日および90日後に，ヒラタケ接種区は接種後60日後に各木片を取り出し，水洗

して菌糸を除去した（Fig. 14) .そして， 65℃で48時間乾燥し，重量減少率を

調べた．各試験区は10本で、ハタケシメジ3系統の60日培養は3回繰り返した．

2.  2. 2 結果と考察

ハタケシメジ3系統とヒラタケ 1系統の接種後60日目の木片の平均重量減少 d

率，および、ハタケシメジ3系統の接種後90日自の木片の平均重量減少率をFig.

15に示す．木片の平均重量減少率はプナとスギの樹種間で異なり，接種後60日

自のプナ木片はNLD 岨001 が3.7土1.9% NLD 心03が2.3 土1.2%そしてNLD-004 がz.1 

土1.2%の重量が減少した．スギ木片ではNLD 咽 001 が0.7土1.1% の重量減少率が認

められたが， NLD ”003 とNLD-004 ではそれぞれ1.5土1.7% と1.7土1.1% の重量が増

加した．ヒラタケNPO 司 636 はブナの木片を8.3 土1.2% ，スギ木片を2.0土0.8% 重

量減少させた．

ハタケシメジの木片の重量減少率はヒラタケに比べてかなり小さいので，培

養日数を90日にして木片の重量減少率を調べた．その結果 プナではNLD-001 が

5. 6土0.8% ，況D幽003 が3.6 土0.9%，そしてNLD-004 が3.8 土0.9%で，それぞれの

60日培養のものに比べて増加した．しかし，いずれもヒラタケ60日培養の重量

減少率よりも小さかった．

スギではNLD-OOlil 宝1.1 土1.0% の重量を減少させ， NLD-003 と斑J)-004 ではそれ

ぞれ1.6土0.8% と0.1 土0.6% の重量が増加した．このようにスギ木片の重量が

増加したのは，何らかの原因で木片が培地成分を吸着した可能性が考えられ，

木片の重量を増加させたNLD-003 とNLD 心04では木片の腐朽が起こらなかったと

考えられる．

対照区としてハタケシメジを接種しなかった木片は，培養後60自自において
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観望聖1髄酷欝
扇面盤醤

園田.，I
薗圃！

Fig. 14. Wood blocks of buna and sugi. 

Legend : A  : Sug i, B  : Euna, 

1: Before sterilization, 2: After sterilization, 

3  : 60 days aafter inoculation, 4  : After washing. 
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プナが0.5 土0.4% ，スギが0.2 土0.4% の重量が減少したが，培養後90日目では

プナが0.9 土0.3% ，スギが1.9土0. 5%の重量が増加した．また，殺直亘後にブ

ナが0.2 土0.1% ，スギでは0.1 土0.1 %の重量が減少しているが，これは殺菌中

の蒸気により，熱水抽出物が排出されたためと推察される．

本実験では供試したハタケシメジ3系統ともブナ木片の重量を減少させたこ

とから，ハタケシメジはスギよりもブナの木片を好んで腐朽することが明らか

になった．しかし，その腐朽力はヒラタケNP0-636 に比べてかなり弱いと思われ

る．

3 .要旨

ハタケシメジの生態を 2カ所の発生地で調べると，子実体から薦糸束が伸

び，それが埋もれた古い根や木片につながっていた。その薗糸束がつながって

いた根と木片を検鏡し，樹種の特定を試みた。木片はスギと断定したが，根は

その判別が困難であった。つぎに，ハタケシメジの木材腐朽性を確認するため，

ハタケシメジ10系統を用いて没食子酸，タンニン酸， α姻ナブト －）レおよびp-

クレゾールを基震として加えたP D A培地で菌体外酵素の呈色反応を調べた．

10系統すべてが没食子酸 タンニン酸およびαーナブトールを基質としたPDA 

培地で呈色反応が認められ， p暢クレゾールを基質としたP D A培地では呈色反

応が認められなかった．また ハタケシメジが木材を腐朽するかどうかを調べ

るために，スギとブナの辺材木片を培地に入れ，ハタケシメジ3系統を接種し

て培養後，木片の重量減少率を調べた．プナの木片は 3系統とも重量が減少し

ていたが，スギでは重量減少が認められたのは 1系統で，他の2系統は重量が

増加した．以上のことから ハタケシメジはリグニン分解能力を有する白色腐

朽菌であり，スギよりもブナの木片を腐朽することが明らかになった．
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第 3章 ハタケシメジ菌糸体の培養特性

ハタケシメジ ［Lyophyl lum decastes ( Fr. : Fr.) Sing. Jはリグニン分解能

を有する白色腐朽菌（衣回ら， 1995 ）で，ホンシメジ ［Lyophyllum shimeji 

(Kawam. ) Hongo ］に劣らず美味な食用きのこであるため，近年その栽培が各地

で試みられている（三河， 1987 ; Kinuta, 1991 ；阿部ら， 1991 ）.しかし，一般

に普及にはまだ問題が多く，試験栽培の域を出ていない．

きのこ栽培において，効率的な栽培技術の確立には，栽培しようとするきの

こに適した栽培環境や培地組成を明らかにする必要がある．そのためには，そ

のきのこの生理的性質，とくに培養温度をはじめ炭素源や窒素源などの栄養要

求性についての知見が必要となる．ハタケシメジの生理的性質については，す

でに永曽・古川l(1975 ; 1978 ），木内七宮（1981 ），木内（1983 ）の報告がある

が，まだ未知の部分も多い．そこで本報告では，ハタケシメジ 5系統を用いて

栄養菌糸体の培養温度と凶特性，および炭素源，窒素源，ピタミン，無機塩類

の栄養要求性を調べた．

l .培養温度とpH

1 .  1 材料と方法

1.  1. 1 供試菌株

本研究には， Table 8に示す奈良県林業試験場ハタケシメジ保容菌株5系統

を用いた．

Table 8. Derivation of strains of Lyophllum decastes. 

Stock Nos. 

NLD ’001 

NLD-003 

NLD 欄004

NLD-005 

NLD ’010 

Isolated years 

1980 

1981 

1981 

1981 

1985 
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Localities 

Nosegawa, Nara pref. 

Soni, Nara pref. 

Asuka, Nara pref. 

詩ishiyoshino, Nara pref. 

Nishiyoshino, Nara pref. 



これらの菌株をあらかじめP D A平板培地で培養し，生育した菌叢から寵径

3 mmあるいは 5mm のコルクポーラーで打ち抜いた菌糸体小片を接種源に用いた．

1 . 1. 2 培地組成

温度と凶特性の試験では， S M  Y培地（スクロース 1%，麦芽エキス 1%, 

酵母エキス0.4%, pH 6. 2）を用い，それぞ、れの培地を100 ml容三角フラスコに

15 mlず、つ分注し，殺菌した．そのあと，直径5mm の接種源を接種した．培地の

pHは，温度特性では6.2, pH特性の試験では3.2 ～8.2 の7段階に調整したのち，

殺菌した．

1 . 1. 3 培養方法および菌体乾燥重量の測定

培養方法は，温度特性試験では 1℃および5℃間隔で5～35℃に設定した恒w

温器内で20日間静霞塔養した. pH特性の試験で、は， 25℃の恒温器内で10日間静

置培養した．培養菌糸体は，あらかじめ乾燥重量を測定した漉紙で培養液を液

過し，蒸留水で3田洗浄したあと，漉紙と蕗体を秤量瓶に入れ， 105 ℃で24時間

乾燥し，その重量を測定した．菌体乾燥重量はその重量から接種源の平均乾燥

重量 1mg （藍径3mm）あるいは 2mg （直径5mm）を差しヲiいて算出した．温度

特性の試験は各系統10本ずつ3回繰り返し， pH特性の試験は各系統10本ず、つ 2

回繰り返した．

1. 2 結果と考察

1 . 2. 1 菌糸体成長の温度特性

ハタケシメジ5系統の各培養温度における菌体乾燥重量を， Fig. 16とTable

9に示す．ハタケシメジの培養温度特性は 供試した 5系統とも 1～35℃の培

養温度で菌糸体の成長が認められ， 25℃の試験区で最大乾燥重量が得られた．

NLD-003 株が最も良く増殖し，最も成長量が少なかったのはNLD-004 株であった．

30℃を超えると菌体乾燥重量が急激に減少し， 35℃ではどの系統も10℃の直体

乾燥重量以下となった．

きのこの栄養菌糸体の成長温度はきのこの種類によって異なり，液体培地で

菌体乾燥重量を調べた結果では，ガンタケやドクベニタケが29℃（Hacskayla

et al., 1965 ），マイタケが25～30℃（松本・大平， 1982 ），ナラタケが25℃

39 



NLD 舗004
200 

50 

150 

100 

NLD ”003 
200 

50 

150 

100 

NLD-001 
~ .200 
的

岡

、ぺ、、、
bl) 

回 ・1so 
同

Q) 

u 

9 100 -

'H 
0 

rJl 

~ 50 
bl) 

Q) 

み
〉、
弘司

凸 35 25 30 

（℃） 
5 10 15 20 

Temperature 

。
35 25 30 

（℃） 
5 10 15 20 

Temperature 

35 25 30 

（℃） 

5 10 15 

Temperature 

20 

。

NLD ・010
200 

150 

NLD 帽005

100 

50 

35 25 30 

（℃） 
5 10 15 20 

Temperature 

。
35 25 30 

（℃） 

5 10 15 20 

Temperature 

nununu OS0 211 
ru
向的何日同＼

ω
日 ） 同 コ

ωuh

同刷

03

円 山 凶

zbph』凸

．品。

50 

。

growth of Lyophy 1 Jum dee as t es. 

* : Each flask contained 15ml of medium. 

Effects of temperatures on mycelial 16. Fig. 



Table 9. Effects of temperatures on mycel ial growth of Lyophyl lum decastes. 

Strain Nos. NLD-001 NLD ”003 NLD-004 NLD-005 NLD-010 

1℃ 9.0 土1.9*mg 12.4 土1.Omg 10.0 土0.9mg 10.6 土1.5mg 10.6 土2.4 mg 

5 17. 7土1.9 17.3 土3.0 16. 7土2.7 17.5 士2.6 15.2 士1.2 

10 19.8 土1.9 33.9 土6.5 33.1 土6. 1 25. 7土2.8 27.9 土3.9

15 33.9 士4.2 40. 7土4.1 46. 7土10.3 52.8 土10. 7 45.6 土8.0

品
20 56.0 土16.1 81. 3土21. 9 95.0 土27.3 89.8 土17.4 67.3 土14.3幽..＆.

25 125.0 土9.8 172. 7士13.6 111. 9土15. 。132.3 土11. 7 141. 0土12.4

30 59.0 土11. 3 76.4 土18.1 30. 7土7.3 41. 8土7.6 53.1 土9.9

35 15.5 土2.5 15. 1土3.6 12.6 土3.0 19. 7土5.8 15.2 土4.5

* : Standard error. 



(Reitsma, 1932 ）である．また，固形培地で菌糸体の伸長を調べた結果では，

マンネンタケ（衣田， 1977 ；吉開ら， 1993 ）やアラゲキクラゲ（金城・近藤，

1979 ）が30℃，ヤナギマツタケが27℃前後（鈴木・近藤， 1980 ），そしてハタケ

シメジが25℃付近（木内・七宮， 1981 ）である．本実験ではハタケシメジ 5系

統の菌糸体成長は 1～35℃の温度範囲で認められ，最適温度は系統関で差がな

く，すべて25℃であった．また， 35℃になると菌体乾燥重量が急激に減少した

ことから，ハタケシメジの菌糸体は低温には強いが，高温では弱くなると考え

られる．

1. 2. 2 菌糸体成長のpH特性

Fig. 17とTable 10に， pH 3.2 ～8.2 までの培地におけるハタケシメジ5系統の

菌体乾燥重量を示す．どの系統もpH 3. 2～8.2 で菌糸体の成長が認められた．各

系統の最適pHは， t検定による有意差検定を行った結果， NLD-001 およびNLD-

010 株はpH 6.2 と7.2の関に最適凶があり， NLD 幽003 およびNLD-005 株では5.2～ 

8.2, NLD-004 では7.2 であった．

菌糸体成長の最適初発pHはヒメホウライタケが6.9 (Lindeberg, 1939 ），クロ

アワピタケが6.5 ，ヒラタケが6.0 （金城ら， 1992 ），マイタケが4.4 ～4.9 （松

本・大平， 1982 ）と報告されているように，きのこの種によって異なる．ハタ

ケシメジでは永曽・古川（1978 ）が5.0 ，阿部・菅原（1993 ）が5.5～6.5 ，そし

て木内・七宮（1981 ）が6.0 ～6.5と報告しており，供試した窟株間で最適 pHに

差があると考えられる．また Volz 品Beneke (1969 ）はきのこの菌糸体成長最

適pHが4～6.5 の範囲にあるものが多く，最も広い範圏のものでも3.0 ～8.5 であ

ると報告している．本実験では最適pHが系統間で異なり， 7.2 あるいは6.2 ～7.2

と狭い範囲にピークが見られたり， 5.2～8. 2のように広い範留にピークが見ら

れた．

2. 栄養要求性

2. 1 材料と方法

Table 8に示した奈良県林業試験場ハタケシメジ保存菌株5系統を用いた．
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Table 10. Effects of initial pHs of media on 殴yce I i a I growth of L. dee as t es. 

Strain Nos. NLD-001 NLD-003 NLD-004 NLD-005 NLD-010 

pH 3.2 5.5 土2.4*mg 12.9 土4.0mg 6. 3土2.1 mg 4.9 士1.3 mg 7.8 土3.2 mg 

4.2 14.6 土3.3 21. 7土5. 1 13.5 土1.4 13.5 士1.7 12.0 土1.8

5.2 15.3 土5.4 47.1 土8.9 29.4 土10.8 28.6 土5.7 32.3 土10.9

6.2 27. 7土9.2 63.3 土14.2 57.0 土10. 1 32.5 土4.3 63. 1土10. 9 

.i:: ゐ
7.2 27.1 土5.5 53.8 土20.8 67. 1土9.1 28.9 土4.0 48.5 土13.6

．払

8.2 21. 2土3.9 50.4 土10.3 39.2 土8.3 29. 1土3.9 29.1 土5.3

* : Standard error. 



これらの菌株をあらかじめP D A平披培地で培養し 生育した蕗叢から亘径3

m あるいは Smm のコルクポーラーで打ち抜いた菌糸体小片を接種源に用いた．

栄養要求性の試験では， Table 11に示す基本培地を用いた．炭素源の実験では，

基本培地のスクロース，あるいは供試する化合物を100 ℃， 30分間の関欠滅菌

し，それぞ、れをスクロースを除いた基本培地に加えたあと，査径3mm の接種源

を接種した．窒素源は，基本培地のカザミノ酸（Difeo, vitamin assay ）あるい

はそれにかえて硫酸アンモニウム，硝酸アンモニウム，硝酸カリウム，硝酸カ

ルシウム，塩化アンモニウムをそれぞれN最で0.03% になるように加えた培地

を殺麗し，直経Smm の義穣源を接種した．成長因子の試験は基本培地の塩酸チ

アミンあるいはそれにかえてニコチン酸，リポプラピン，イノシトール，ピリ

ドキシンをそれぞれ100 μ g/1 とそれら 5種類の混合物500 μ g/I を0.2 μ mのメ

ンプランフィルターで漉過滅蓄して基本培地を加え，恵径 3mmの接種源を接種

した．無機塩類は，基本培地あるいは各無機塩類を除いた培地と，基本培地に

塩化アルミニウムを24.1 mg/l およびケイ酸アルミニウムを28. 2 mg/L}JD えた培

地を試験した．

培地のpHは，栄養要求性試験では6.2 に調整したのち殺菌した．培養方法は，

25℃の恒温器内で10自問静霞培養した．培養菌糸体は，あらかじめ乾燥重量を

測定した議紙で培養液を溶過し，蒸留水で3国洗持したあと，議紙と菌体を秤

量瓶に入れ， 105 ℃で24時間乾燥し，その重量を測定した．菌体乾燥重量はその

重量から接種源の平均乾燥重量 lmg （直径3mm）あるいは 2mg （藍径5mm）を

差し引いて算出した．栄養要求性の試験は各系統10本ずつ 2回繰り返した．

2. 2 結果と考察

2. 2. 1 炭素源の効果

ハタケシメジ 5系統の蕗糸体成長に及ぼす炭素源の効果を， Fig. 18とTable

12に示す. 6種類の炭素源のうち，最も添加効果が認められたのはフルクトー

スで，どの系統においても最大菌体乾燥重量が得られた．次いでNLD-001 株， NL

D楢003 株， NLD-005 株とNLD 心10株ではグルコースで良好な結果が得られ，またN工

D-003 株， NLD-004 株， NLD-005 とNLD-010 株ではデキストリン添加培地の菌体乾燥
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Table 11. Composition of basal medium. 

Sucrose 10 g/l 

Casamino acids 1. 6 

(Vi tam in assay) 

CaClz ・ZH20 440 mg/I 

MgS04 ・7H20 370 

KH2P04 170 

FeS04 27.8 

描nS04 ・4註20 22.3 

ZnS04 ・7H20 8.6 

HaBOa 6.2 

KI 0.8 

関azMo04 ・2Hz0 0.25 

Thiamin HCl 0.1 

CuS04 ・5H20 0.025 

C0Cl2 ・6H20 0.025 
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Table 12. Effects of various carbon sources on mycelial growth of L. decastes. 

Strain Nos. NLD-001 NLD-003 NLD 幡 004 NLD 岨005 NLD 幅 010

Carbon free 3. 9土0.5*mg 3.2 土0.6 mg 2.8 土0.6mg 3. 1土0.8mg 4. 1土1.1 mg 

Grucose 20. 4±2. 9 ヤ 18.0 土1.5 14.3 土2.0 17. 7土2.9 20.6 土3.3

Fructose 25.8 土2. 1 28.2 土4.5 19. 0±2.1 21. 5土2.4 35.8 土6.9

Maltose 21. 0土2. 1 18.1 土2.3 14. 4±2. 2 14.4 士2.0 18.2 土2.4

~ 
Sucrose 15.6 土2.8 12.8 士1.6 15.6 土2.5 11. 3土1.8 12.3 土2. 1 ∞ 
Dextrin 17. 9±2. 8 18.3 土3. 7 18.4 土3.5 17.9 土3.3 19.2 土3.5

Starch 22.1 土3.3 13.3 土1.9 11. 4土1.7 11.1±1.6 14.6 土2.0

* : Standard erγor. 



重量が多く，それらの菌体乾燥重量は炭素源無添加培地の3.9 ～5. 1倍であった．

マルトースやスクロース，デンプンの添加効果は系統関で異なった．

きのこの菌糸体成長における炭素源は，多くのきのこで単糖類のグルコース，

フルクトース，マンノースあるいはキシロースが利用される（Volz 品Bebeke,

1968) .エノキタケ（北本ら， 1985 ），スギヒラタケ（渡辺， 1990 ），マイタ

ケ（松本・大平， 1982 ）やマツタケ（｝fl合・阿部， 1976 ）はブjレクトース添加

培地で良好な生育が認められたと報告されている．本実験においても，ハタケ

シメジ5系統すべてにフルクトースの添加効果が認められた．しかし，木内・

七宮（1981 ）によると，ハタケシメジの炭素源はラクトース，マンノースある

いはスクロースが良いと報告されていることから，ハタケシメジの炭素源の利

用は系統関で異なるものと思われる．

2.  2. 2 窒素源の効果

ハタケシメジ 5系統の菌糸体成長に及ぼす窒素掠の効果を， Fig. 19とTable

13に示す． 6種類の窒素源のうち，どの系統もカザミノ酸添加培地で菌体乾燥

重量が最大であった．無機態窒素源の添加効果は系統関で異なり， NLD-001 株は

硝酸カリウム， NLD-003 株は硫酸アンモニウム， NLD 噌 004 株は硫酸アンモニウム

あるいは硝酸カリウム， NLD 帽 005 株は硫酸アンモニウム，碕酸アンモニウムある

いは硝酸カリウム，そしてNLD-010 株は硝酸アンモニウムを添加した培地で菌体

乾燥重量が増加した．硝酸カルシウム添加培地ではいずれの系統も菌体乾燥重

量が他の窒素源に比べて少なかったが，窒素源無添加培地より 1.1～1. 6倍の欝

体乾燥重量を示した．

きのこの菌糸体成長には，アンモニア態窒素や硝酸態窒素のような無機態窒

素も利用されるが，ペプトンやカザミノ酸のような蛋白質の加水分解物，尿素，

アミノ酸あるいはその混合物のような有機態窒棄の方が窒素源としての効果は

大きい（鈴木， 1991 ）と言われている．クロアワピタケ（金城ら， 1992 ）やマ

イタケ（松本・大平， 1982 ）ではペプトンが，マツタケ（Jll 合・阿部， 1976 ）で

はアミノ酸ないしアミノ態窒素が最も効果的であると報告されている．ハタケ

シメジでは，木内ら（1981 ）によるとカザミノ酸も宥効であるが，それよりも
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Table 13. Effects of various nitrogen sources on mycelial growth of L. decastes. 

Strain Nos. NLD 剛001 NLD ”003 NLD-004 NLD 司005 NLD-010 

Nitrogen free 5. 7土0.9 冶g 6.2 土1.Omg 6. 3±1. 3 mg 5. 7土1.3 mg 8. 3±0. 8 mg 

約E山so4 10. 3±0. 9 12.1±1. 3 11. 5土0.8 11. 2±1. 4 11. 8土1. 1 

NH4Cl 9. 7士1.6 9.6 土1.3 9. 7±0. 8 9.6 土2. 1 10. 6±1. 3 

NH4N03 10.1±1. 8 8. 8±1. 1 9.5 土1.4 10.9 士1.3 13. 8±1. 4 

(J1 五N03 12. 9±3. 0 9.0 土1.6 10.9 土1.8 10. 6±1. 6 9. 9±1. 3 
圃圃晶

Ca制Q3) 2 7.8 土1.8 8.4 土2.8 9. 7土2.2 9.0 土2. 1 9.4±1.9 

Casamino asids 18.2 士1.8 20.5 土2.3 15.4 土1.8 16. 7土1.3 17.1 土1. 1 

* : Standard error. 



無機態窒素を良く利用し，その中でも硝酸態を最も女子むと報告している．本実

験ではハタケシメジ5系統とも無機態窒素よりカザミノ酸を最も良く利用し，

木内らの結果と異なった．一方，無機態、窒素の利用は系統間で異なるが，硝酸

カリウムあるいは硫酸アンモニウムや碑酸アンモニウムが比較的良く利用され

たことから，ハタケシメジは硝酸態窒素あるいはアンモニア態窒素の両方を利

用できると考えられる．

2.  2. 3 成長因子の効果

Fig. 20とTable Mに， 5種類の異なるピタミンとその混合物添加培地におけ

るハタケシメジ5系統の菌体乾燥重量を示す．どの系統もピタミン混合物添加

培地あるいはチアミン添加培地で菌体乾燥重量が最大になり，リボ、ブラピン，

ピリドキシン，ニコチン酸やイノシトーjレはピタミン無添加培地の菌体乾燥重

量とほとんど差は認められなかった．

きのこの菌糸体成長におけるピタミンの要求性については，エノキタケ（北

本ら， 1985 ），マイタケ（松本・大平， 1982 ），マツタケ（］JI合・寺田， 1976)

そしてホンシメジやハタケシメジ（木内， 1983 ）においてチアミンが必須成長

因子であると報告されている．本実験おいてもハタケシメジ5系統において，

チアミンあるいはチアミンを含むピタミン混合物の添加効果が認めれれた．チ

アミンの添加効果は，エノキタケ（北本ら， 1985 ）では堵地に30 μ g/l の添加

で菌糸体増収効果が飽和に達し，ハタケシメジ（木内， 1983 ）では10 μ g/1 の

添加で増収効果が認められている．本実験ではチアミン添加培地と無添加培地

との差が大きくなかったが，それは無添加培地においても接種源のP D A培地

からチアミンが摂取された可能性が考えられる．

2.  2. 4 無機塩類の利用

ハタケシメジ5系統の菌糸体成長に及ぼす無機塩類の効果を， Fig. 21 と

Table 15に示す．基本培地と基本培地から無機塩類を除いた培地ではNLD-001 株

を除いて，どの系統も菌体乾燥重量に存意差は認められなかった．一方，塩化

アルミニウムの添加効果は斑3・004 株にだけ認められ，けい駿アルミニウムの添

加効果はどの系統においても認められなかった．
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Table 14. Effects of various vitamins on mycel ial growth of L. decastes. 

Strain Nos. NLD 暢 001 NLD 幽 003 NLD “004 NLD-005 NLD-010 

Vitamin free 13.3 土1. 1国g 15. 7土2.7 mg 14.1 土1.5m 14.8 士1.6 mg 15. 6土1.9 mg 

Mixed vitamins 17.4±1.8 20. 4±2. 2 19.2 土2. 1 15.9 土1.6 18.1 土1.8 

Thiamin 18.2 土2.3 19.1 土3.3 17.6 土2.7 16.8 土1.4 17. 2±2. 1 

Riboflavin 12. 7土1.3 15.0 土1.9 12.8 土1.5 13.5 士1.7 14.1 土1.8

Pyridoxine 13.3 土2.6 16.6 土1. 1 15. 3±1. 8 15.0 士1.2 15. 1土1.6 

Nicotinic asid 13.0 土1.7 13.3 土2. 1 12.8 土1.5 14.5 土1.3 14.1 土1.2 。1
よ為 Inositol 11. 7士1.4 15.4 土1.8 15.0 土1.6 15.4 士1.3 14.6 土1. 1 

* : Standard error. 
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Table 15. Effects of various inorganic ions on mycel ial growth of L. decastes. 

Strain Nos. NLD-001 NLD-003 NLD-004 NLD-005 NLD-010 

Basal medium 18.2 土2.3 冶g 19.1 士3.3mg 17. 6±2. 7 mg 16.8 土1.4mg 17.2 土2.1 mg 

Inorganic free 16.0 士1.3 19.3 土2.8 17.4 士1.8 15. 9±2. 2 15.9 土2.6

AICla ・6H20 19.2 土1.8 20.0 土1. 5 20.5 土1.5 17.8 土1.8 17.8 土1.8 

Al203 ・3Si02 ・5H20 15.1 土2.2 14.1 土1. 7 16.0 土1.8 15.3 士1.6 15.3 土1. 5 

01 * : Standard error. 
O> 



実験系において菌糸成長に比較的多量に必要とする無機要素はリン酸，カリ

ウム，マグネシウムァ硫黄で，鉄，マンガン，銅，亜鉛，コバルトはごく微量

である（北本・鈴木， 1992 ）と言われている．マイタケ（松本・大平， 1982)

では，マンガン，鉄，銅が，マツタケでは鉄とマグネシウムが必要で、あると報

告されている．本実験ではハタケシメジ5系統の無機塩類要求性を調べたが，

基本培地と無機塩類無添加培地における菌体乾燥重量の顕著な差は認められな

かった．また，ケイ酸アルミニウムの添加効果はどの系統においても認められ

ず，塩化アルミニウムの添加効果は l系統において認められた．このように，

本実験ではハタケシメジの無機塩類の要求性が認められなかったが，その原因

として，ハタケシメジの要求する無機塩類の量は微量であるため，それらは接

種源のP D Aから摂取されたものと考えられる．

3 .要旨

ハタケシメジ5系統の菌糸体の培養特性を調べた．培養温度 1～35℃の範囲

で成長が認められ，最適温度は25℃であった．培地pHは3.2 ～8.2 で成長が認め

られ，最適pHは系統により異なり， 5.2～8. 2の範囲であった．炭素源はフルク

ト｝スを加えた培地で，どの系統も成長が良好であった．窒素源はどの系統も

カザミノ酸が最も有効であり，無機態窒素では系統間で異なるが，硝酸カリウ

ムあるいは硫酸アンモニウムや硝酸アンモニウムが比較的良く利用された．ど

タミン類の試験では チアミンあるいはチアミンを含む5種類のピタミン混合

物の添加効果が認められた．無機塩類の添加効果はほとんど認められなかった

が，系統によって塩化アルミニウムの添加効果が認められた．
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第 4章ハタケシメジの栽培過程における培地内温度と

酸素消費量の変動

ホンシメジ ［Lyophyl Jum shimeji (Kawam.) Hongo ］に劣らず美味な食用きのこ

であるハタケシメジ ［Lyophyl lum decastes (Fr. :Fr.) Sing. Jは，近年各地で

その栽培試験が行われている（宍戸， 1993 ；宍戸・熊田， 1993 ；阿部， 1994).

筆者も1990 年から栽培試験を始め，その結果を報告している（衣田， 1990;

1991 ; 1994) .ハタケシメジの本格的な栽培が始まると，その栽堵過程におい

てトラブJレが発生することが予想される．

ヒラタケやエノキタケなどの麗床栽培では，その失欺事例として，培養室や

生育室における栽培ぴんの収容本数が多すぎた場合，培地内温度が上昇しすぎ

たり，あるいは室内の換気不良のため，酸欠による障害が報告されている（衣

回ら， 1993 ）.一方，換気は夏季に冷気を，そして冬季には暖気を外へ排出し，

新しい空気を室内に取り入れるため，空調機の運転に影響し，電気料金として

直接栽場コストに影響する．そのため きのこの富床栽培では目的とするきの

この培養室や生育室の培養温度や換気時間などの管理マニュアルが必要となる．

しかし，ハタケシメジの栽培過程における培地内温度や酸素消費量の変動につ

いての知見は少ない．

本章ではハタケシメジ栽培における培養室や生育室の管理マニュアル作成の

ための基礎資料を得るため ハタケシメジの栽培過桂における培地内温度と酸

素諮費量の変動を栽培期間がほぼ同じであるプナシメジ ［Hypsizigus marmoeus 

(Peck) Bigelow ］と対比して調べた．

1 .培地内温度の変動

1 .  1 材料と方法

奈良県林業試験場保存蓄株ハタケシメジ況D-003 と対照区としてプナシメジ

宝 1号を供試した．あらかじめP D A培地（ジャガイモ煎汁寒天培地）で培養
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したそれぞれの菌叢を200 mlの三角フラスコに詰めたスギおが屑，コーンコプ

（トウモロコシの芯を粉砕したもの），オルガ（主に鹿沼土や赤玉土のふるい

かす），米糠培地（Fig. 22）に接種して培養したものを種菌とした．

ハタケシメジ栽培の培地組成は800 mlぴん（口径54mm) 1本当たり，乾燥重

量でスギおが屑29g ，コーンコプ57g ，オルガ148g ，米糠32g を混合し，含水

率60% になるように水を加えた．再震撹非した培地を665 gずつ， 16本のびん

に詰めた．プナシメジの培地組成は河じく乾燥重量で，スギおが屑48g ，コー

ンコプ47g ，オルガ14g ，米糠83g を混合し，含水率63g になるように水を加

えた．再度撹持した培地を519g ずつ， 16本のびんに詰めた．オートクレープ

で殺菌後，あらかじめ同じ培地で培養した種菌を接種し，室温20℃，関係湿度

70% ，換気15分／2時間の培養室で培養，熟成した．接種後70日自に菌かき，

注水をしたあと，室温18℃，関係湿度95% ，換気15分／2時間の生育室に搬入

し，保湿のため，び、んの上を新聞紙で覆った．幼子実体が形成されると，新聞

紙を取り去り，子実体の成長を促した．

培地内温度と培養室の温度測定には，デジタル温度計 Delta SK -2000 MC （佐

藤製作所）を 2台使用した． l台は栽培びんのキャッブを取り，センサ一部を

びん内の菌糸先端部付近に差し込み，もう 1台は培養室の安定した室温を測定

するため，あらかじめ培養護に置いた水を入れた200 mlのびんの中に差し込ん

だ．測定はそれぞれの温度を同時に読み取り，その差を求めた（Fig. 23) . 

測定は援護後5自おきに 5本ずつ培養，熟成が終了するまで70日開行い，試験

は3回繰り返した．

1. 2 結果と考察

ハタケシメジとブナシメジの培養過程における培養室と培地内の温度差を

Fig. 24に示す．いずれのきのこも萄糸成長が進むとともに温度差が拡大し，

ハタケシメジでは接種後35日目に1.3℃，そしてプナシメジでは接種後20～35日

目に1.5～1.6 ℃と温度差が最大になった．そのあと，温度差は減少し，菌糸成

長が終了して熟成期間に入ると，いずれのきのこも温度差は0.9 ～1.1 ℃の範囲

で一定となった．一方，ハタケシメジとブナシメジの菌糸蔓延日数は，それぞ
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れ42日と33日であった．

22℃に設定した培養室ととラタケの培地内温度の差は，最大が1.8℃である

（衣回， 1991 ）ことから，ハタケシメジの培養室と培地内の温度差は，ヒラ

タケやプナシメジに比べて小さい．一方， 800ml びんにおける菌糸蔓延日数

は，ヒラタケが20～22日（衣田， 1983 ）であるが，プナシメジが33日，そして

ハタケシメジが42日であった．このことから，培養室と培地内の温度差は，菌

糸蔓延日数が短いほど大きくなると考えられる．

2 .酸素泊費量の変動

2. 1 材料と方法

酸素泊費量の測定には，酸素メーター（株式会社飯島電子工業製）を用いた，

Fig. 25に示すように， 14, 020 ml （容器内に入れたセンサーと 5本の栽培ぴん，

ファンの体積を除いた体積）の密閉系のアクリル立方体容器の中に， 1 . 1で

述べた栽培条件で培養した培養ぴん 5本をキャップを取って入れ，酸素濃度

20. 7%の混合ガスを充満させたあと， 1時間後の酸素濃度を測定した．そし

て， I時間後の測定値から，次式で栽培ぴん 1本の 1時間当たりの酸素消費量

を算出した．

酸素消費量二二 114. 020ml ×（20. 7- r) /10ol÷5 

r：測定値

測定は接種後5日おきに子実体を収穫するまで行い，試験は3回繰り返した．

2. 2 結果と考察

ハタケシメジとプナシメジの栽培過程における酸素消費量をFig. 26に示す．

ハタケシメジの酸素消費量は，接種後菌糸成長が進むとともに徐々に増加し，

接種後358 自に1時間当たり31 ml／本と最大になった．その後，菌かき前まで

減少を続け，接種後705自には 1時間当たり16 ml／本であった．菌かき後，さ

らに減少を続け，接種後初日目には 1時間当たり 12ml ／本と最小になった．そ

の後，接種後85日目頃から原基形成が始まり，それらの成長とともに駿素消費

量は徐々に増加し 接麓後105 日吾の収穫直前には， I時間当たり23ml ／本で、あ
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った．

一方、プナシメジの酸素消費量は，菌糸成長が進むとともに急激に増加し，

接種後25日自に 1時間当たり 78.5ml ／本と最大になった．そのあと，急激に減

少し，接種後40～70日目までの間は， 1時間当たり39.4 ～42.6 ml／本の範顕で、

一定となった．茜かき後さらに減少し，接種後75日目には 1時間当たり 23.8

ml／本と最小になった．その後収穫寵前まで増加し，接種後95日目には 1時間

当たり 76. 7ml ／本であった．ハタケシメジの酸素消費量はブナシメジに比べて

最大値が小さく，また最大に達するまでの過程が緩慢であった．

筆者はすでにヒラタケ エノキタケおよびブナシメジの酸素消費量の変動に

ついて報告している（衣回， 1986 ; 1992) .それらの結果では，ヒラタケの酸

素消費量は譲種後12～16日目に最大になり，エノキタケは13日日，そしてブナ

シメジは25日目に最大に達した．つぎに，これらのきのこの酸素消費量の最大

値を比較すると，ヒラタケとエノキタケが向じで，プナシメジよりも大きかっ

た．本実験では，ハタケシメジはブナシメジよりも最大値に達するのが遅く，

最大値も小さかった．一方，衣Jfl .種坂（1990 ）はエノキタケ，ヒラタケおよ

びブナシメジの培養過程における二酸化炭素の排出量の変化を測定した．その

結果によると二酸化炭素の排出量は，エノキタケとヒラタケが接種後16臼目に

最大になり，ブナシメジでは接種後20日目で最大になっている．その最大値

は，エノキタケとピラタケがほぼ関じで，どちらもブナシメジより大きい．こ

れらの結果は筆者の行った酸素消費量の結果とほぼ一致し 酸素消費量に応じ

て二酸化炭素を排出していることから きのこの呼吸最であると言いかえられ

る．以上のことから ハタケシメジの呼吸量はヒラタケ エノキタケおよびプ

ナシメジよりも少ないことが明らかになった．

ハタケシメジとプナシメジの培地内温度と培養室の温度差および酸素消費量

は，いずれのきのこも接種後40日頃までほぼ対応、しており，ハタケシメジはブ

ナシメジに比べて培地内温震と培養室の温度差が小さく，酸素消費量も少な

い．その理由として ハタケシメジの薦糸生育がプナシメジに比べて遅いため

と思われる．
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3 .要普

ハタケシメジの栽培過程における培地内温度と酸素消費量の変動を，栽培期

間がほぼ同じであるブナシメジと対比して調べた．ハタケシメジの培地内温度

は菌糸成長が進むに従って上昇し，接種後358 自には最大となり，培養室の室

温より 1.3℃高くなった．その後，培地内温度はやや下降し，熟成期間に入る

と塔養室より0.9 ～1.1 ℃の範囲で高くなり，一定となった．また，ハタケシメ

ジの培養過程における培養室と培地内の温度差は，ブナシメジに比較して小さ

かった．

ハタケシメジの酸素消費量は，接種後菌糸成長が進むとともに徐々に増加 a

し，接種後35日目に1時間当たり3lml ／本と最大になった．その後，熟成終了

まで減少を続け，接種後70日自には 1時間当たり 16ml ／本であった．菌かき後，

酸素消費量はさらに減少し，接種後80日目には 1時間当たり12ml ／本と最小に

なった．その後，原基形成が始まり，それらの成長とともに酸素消費量は収穫

直前まで増加した．ハタケシメジの酸素活費量は ブナシメジに比べて最大値

が小さく，また最大になるまでの過程が緩慢であった．
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総括

きのこ栽培の成否は，種菌として用いる菌株の性賞，培地材料とその組成，

そして栽培環境の良否によって決定される．本論文ではハタケシメジの栽培技

術をより高度化するための基礎資料を得るため，ハタケシメジの生態と生理的

性質について検討した．

ハタケシメジは系統関で子実体の形態や菌糸体の培養特性が異なることが報

告されている（揺oncalvo 企 Clemen~on, 1992 ）ことから，栽培に適した系統を選

抜することが重要で、ある．そのためには，まずハタケシメジの系統識別が必要

である．きのこの系統識別にはこれまで， P D A培地上での対峠培養による帯必

線形成の有無を調べたり，菌糸体の培養温度や栄養要求性などの培養特性や栽

培試験による子実体の形態、を比較する方法が用いられていた．しかし，これら

の方法ではすべてが完全に識別されず，また，その識別に長期間を要する．

第 1章では電気泳動によるアイソザイムパターンを比較することにより，ハ

タケシメジの系統識別を試みた．ハタケシメジ4菌株の培養日数の異なる菌糸

体および子実体の傘と柄各部分の抽出液を用いると，エステラーゼおよびリン

ゴ酸脱水素酵素のザイモグラムから明瞭なバンドが得られた．しかし，パーオ

キシダーゼは子実体のザイモグラムが明瞭であったが，欝糸体のザイモグラム

は不明瞭で活性の弱いバンドが検出されただけであった．同じ菌株のザイモグ

ラムは，菌糸体の培養日数や子実体の部位が異なれば，バンドの数やそのRf値

段elative value to the front ：分離ゲルの端からBp Bマーカーまでの距離

を1としたバンドの棺対移動距離を測定した数値）が異なるものがあった．ま

た，子実体からのザイモグラムは柄よりも傘からの方が活性の高いバンドが検

出された．菌糸体からのエステラーゼと菌糸体および子実体からのリンゴ酸脱

水素酵素のザ、イモグラムを比較することにより， 4蕗株を識別することが可能

であった．これまで きのこのアイソザイム分析には菌糸体から得た粗酵素液

が用いられていたが 子実体の傘から活性の高いザイモグラムを得ることがで

きれば，傘からのザイモグラムも有力な識別手段となり，菌糸体を用いるより
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も粗酵素液の調製が簡単になる．また，このようにハタケシメジの菌糸体と子

実体のアイソザイムパターンを比較することにより，系統識別が可能になれ

ば，これまでの方法よりも系統識別に要する期間も短縮される．

第2章ではハタケシメジの生態を調べ，その木材腐朽性について検討した．

奈良県内のハタケシメジの発生地2カ所を掘ると，子実体下部から菌糸束が伸

ぴ，その先端が古い根や木片につながっていた．その根や木片を検鏡すると，

根はその樹種を特定することが不可能であったが，木片はスギであることが明

らかになった．小川（1968 ）や相良（1981 ）もハタケシメジの発生地を掘ると，

いずれも子実体の下から菌糸束が伸び＼地下30～50cm のところで木片や樹皮の

堆積層につながっていたと報告しているが，樹種は特定されていなかった．こ

のように，ハタケシメジの発生地はいずれも造成地であり，その下に木材が埋

まっていることが共通している．これらのことから，ハタケシメジは木材腐朽

菌であることが考えられ ハタケシメジ10系統を用いてバーベンダム反応を調

べた．また，ハタケシメジ3系統を用いて木片の重量減少率を調べ，ピラタケ

と比較した．その結果，ハタケシメジ10系統は接種後15日自には，没食子酸，

タンニン酸， α明ナフトーJレを加えたP D A培地で呈色反応、が見られ， p，クレ

ゾールを加えた培地では皇色反応が見られなかった．一方，木片の重量減少率

は，ブナの木片では3系統とも重量が減少したが，スギの木片では重量減少率

が認められたのは 1系統だけであった．これらのことから ハタケシメジはリ

グニン分解能力を有する白色腐朽菌であり，スギよりもブナの木片を好んで、腐

朽することが明らかになった．しかし その腐朽力はヒラタケに比べてかなり

弱いと忠われる．

第3章で、はハタケシメジ5系統を用いて，栄養菌糸体の培養温度とpH特性，

および炭素掠，ビタミン，無機塩類の栄養要求性を調べた．ハタケシメジ S系

統の窟糸体成長は 1～35℃の混茂範囲で認められ，最適温度は系統間で差が

なく，すべて25℃であった．また， 35℃になると蕗体乾燥重量が急激に減少し

たことから，ハタケシメジの菌糸体は低温に強いが，高温に弱いと考えられる．

培地p廷は3.2 ～8.2 で菌糸体成長が認められ，最適p廷は系統間で異なるが， 7.2あ
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るいは6.2～7. 2と狭い範囲にピークが見られたり， 5.2 ～8.2のように広い範囲

にピークが見られた．

Volz 企Bebeke (1968 ）によると，きのこの蕗糸体成長における炭素源は，多

くのきのこで単糖類のグルコース，フルクトース，マンノースあるいはキシロ

ースが利用される．本実験においてもハタケシメジ5系統すべてにフルクトー

スの添加効果が認められた．

きのこの菌糸体成長にはアンモニア慈窒素や硝酸態窒素のような無機態窒素

も利用されるが，ペプトンやカザミノ酸のような蛋白質の加水分解物，尿素，

アミノ酸あるいはその混合物のような宥機態窒素の方が，窒素源としての効果

は大きい（鈴木， 1991 ）と言われている．ハタケシメジでは，木内ら（1981)

によるとカザミノ酸も有効であるが，それよりも無機態窒素をよく利用し，そ

の中でも硝酸態を最も好むと報告している．本実験ではハタケシメジ 5系統と

も無機態窒素よりカザミノ酸を最もよく利用し，木内らの結果と異なった．一

方，無機態窒素の利用は系統間で異なるが，硝酸カリウムあるいは硫酸アンモ

ニウムや硝酸アンモニウムが比較的よく利用されたことから，ハタケシメジは

硝酸態窒素あるいはアンモニア態窒素の両方を利用できると考えられる．

きのこの菌糸体成長におけるぜタミンの要求性については，エノキタケ（北

本ら， 1985 ），マイタケ（松本・大平， 1982 ），マツタケ (JI ！合・寺田， 1976)

そしてホンシメジやハタケシメジ（木内， 1983 ）においてチアミンが必須成長

因子であると報告されている．本実験おいてもハタケシメジ5系統において，

チアミンあるいはチアミンを含むピタミン混合物の添加効果が認めれれた．チ

アミンの添加効果は，エノキタケ（北本ら， 1985 ）では培地に30 μ g/1 の添加

で菌糸体増収効果が飽和に達し，ハタケシメジ（木内，’ 1983 ）では10 μ g/I の

添加で増収効果が認められている．本実験ではチアミン添加培地と無添加培地

との差が大きくなかったが，それはチアミン無添加培地においても，接種源の

PD A培地からチアミンが摂取された可能性が考えられる．

実験系において，富糸体成長に比較的多量に必要とする無機要素はリン酸，

カリウム，マグネシウム，硫黄で，鉄，マンガン，銅，亜鉛，コバルトはごく
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徴量である（北本・鈴木， 1992 ）と言われている．マイタケ（松本・大平，

1982 ）ではマンガン，鉄，錦が，マツタケでは鉄とマグネシウムが必要であると

報告されている．本実験ではハタケシメジ5系統の無機塩類要求性を調べたが，

基本培地と無機塩類無添加培地における菌体乾燥重量の顕著な差は認められな

かった．また，ケイ酸アルミニウムの添加効果はどの系統においても認められ

ず＼塩化アルミニウムの添加効果は l系統において認められた．このように，

本実験ではハタケシメジの無機塩類の要求性が認められなかったが，その原因

として，ハタケシメジの要求する無機塩類の量は敏量でるため，それらは接種

源のP D Aから摂取されたものと考えられる．

第4章ではハタケシメジ栽培における管理マニュアル作成のための基礎資料ぐ

を得るため，ハタケシメジ栽培過程における培地内温度と酸素消費量の変動を，

栽培期間がほぼ同じであるプナシメジと対比して調べた．ハタケシメジの培養

過程における培地内温度は，菌糸の生育が進むとともに上昇し，接韓後35日自

には最大となり，培養室に比べて1.3℃上昇した．そのあと，培地内温度は下蜂

し，菌糸生育が終了して熟成期間に入ると，培地内温度は培養室に比べて0.9 ～

1. 1℃の範囲で高くなり 一定となった. 22℃に設定した培養室とヒラタケの培

地内温度の差は，最大が1.8℃であり（衣田， 1991 ），プナシメジが1.6℃であっ

たことから，ハタケシメジの培養室と培地内の温度差は，ヒラタケやブナシメ

ジに比べて小さかった．一方， 800ml びんにおける菌糸蔓延日数は，ヒラタケが

20～22日（衣田， 1983 ）であるが，ブナシメジが33日，そしてハタケシメジが

42日であった．このことから，培養室と培地内の温度差は，菌糸蔓延日数が長

くなるほどほど，すなわち菌糸体成長が遅くなるほど小さくなると考えられる．

ハタケシメジの酸素消費量は，接種後菌糸生育が進むとともに徐々に増加し，

接種後35日目に1時間当たり3lml ／本と最大になった．その後熟成終了後まで

減少を続け，接種後70日目には 1時間当たり 16ml ／本であった．菌かき後，酸素

消費量はさらに減少し，接種後初日目には 1時間当たり12ml ／本と最小になっ

た．その後，原基形成が始まり，それらの成長とともに酸素消費量は収穫夜前

まで増加した．一方，プナシメジの酸素清費量は，菌糸生育が進むとともに急
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激に増加し，接種後25日目に1時間当たり78.5ml ／本と最大になった．そのあと

急激に減少し，接種後40～70日目までの間は， 1時間当たり 39.4 ～42.6ml ／本の

範囲で一定となった．蕗かき後，酸素消費量はさらに減少し，接種後75自自に

は1時間当たり23.8ml ／本と最小になった．その後i反穫直前まで増加し，接種後

95日目には 1時間当たり76. 7ml ／本であった．

筆者はすでにヒラタケ エノキタケおよびブナシメジの酸素消費量の変動に

ついて報告している（衣田， 1986 ; 1992) .それらの結果では，ヒラタケの酸

素消費量は接種後12～16日自に最大になり，エノキタケは13日目，そしてプナ

シメジはお百日に最大に達した．これらのきのこの酸素消費量の最大値を比較

すると，ヒラタケとエノキタケが同じ値で，ブナシメジよりも大きかった．本

研究では，ハタケシメジはプナシメジよりも最大値に達するのが遅く，最大値も

小さかった．一方，衣JI! .種坂（1990 ）はエノキタケ，ヒラタケおよびプナシ

メジの培養過程における二酸化炭素排出量の変化を測定した．その結果による

と二酸化炭素の排出量は エノキタケとヒラタケが接種後16日自に最大にな

り，プナシメジでは接種後20自自で最大に達している．その最大値は，エノキ

タケとヒラタケがほぼ同じで，どちらもブナシメジより大きい．これらの結果

は，筆者の行った酸素消費量の結果とほぼ一致し，酸素消費量に応じて二酸化

炭素を排出していることから，きのこの呼吸景であると言いかえられる．以上

のことから，ハタケシメジの呼吸量はヒラタケ，エノキタケおよびプナシメジ

よりも少ないことが明らかになった．

ハタケシメジとプナシメジの培地内温度と培養室の温度差および酸素消費量

は，両者とも接種後40日頃までほぼ対応しており，ハタケシメジはブナシメジ

に比べて両者とも少ない．その理由として ハタケシメジの蕗糸生育がプナシ

メジに比べて遅いためと忠われる．
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要約

ハタケシメジの理論的な栽培技術を確立するため，ハタケシメジの系統識別

の方法，その生態と木材腐朽性，菌糸体の培養特性，および、栽培過程における

培地内温度と酸素消費量の変動について検討し，以下の結果を得た．

1 . 菌糸体と子実体のアイソザイムパターンを比較することにより，ハタケシ

メジ4菌株の識別を試みた結果，エステラーゼとリンゴ酸脱水素酵素のザイモ

グラムから明瞭なバンドが検出された．パーオキシダーゼの菌糸体からのザイ

モグラムは不明瞭で，活性が弱いバンドが検出されただけであり，子実体から

のザイモグラムは明瞭であった．

2 .エステラーゼの菌糸体からのザイモグラムを比較することにより， 4蕗株

は相互に識別されたが，子実体からのザイモグラムでは， 3系統にしか識別さ

れなかった．リンゴ酸脱水素酵素の菌糸体および、子実体からのザイモグラムで

は， 4菌株の識別が可能であった．

3. 同じ菌株のザイモグラムは，欝糸体の培養日数や子実体の部位が異なれば，

バンド数やそのRf値が異なるものがあった．子実体のザイモグラムは，柄より

も傘から活性の高いバンドが検出された．子実体の傘からのザ、イモグラムは，

蕗糸体と同じく系統識別の有力な資料となる．

4. 奈良県内2カ所のハタケシメジ発生地を調査した結果，ハタケシメジは子

実体下部から菌糸束が伸び，それが埋もれた古い根や木片につながっていた．

蓄糸束がつながっていた根は，木本のものかどうか判別が国難であった．しか

し，木片の方はスギであると断定できた．

5 .ハタケシメジ10系統のパーベンダム反応を調べると，没食子酸，タンニン

酸およびαーナフトールを基質としたP D A培地ではすべて陽性であったが，

p－クレゾールを基費とした培地ではすべて陰性であった．
6 .プナとスギの木片の重量減少率をハタケシメジ3系統を用いて調べると，

重量減少率は木片の樹麓，あるいは系統によって異なった．プナは3系統とも

重量を減少させたが スギでは 1系統が重量を減少させ，他の2系統は重量を
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増加させた．以上のことから，ハタケシメジはリグニン分解能力を有する白色

腐朽菌で，スギよりもプナ木片を好み，その腐朽カはピラタケよりもかなり弱

いことが明らかになった．

7. ハタケシメジ5系統の培養特性を調べると 菌糸体の培養温度は， l～35

℃で成長が認められ，最適温度は25℃であった. SM Y培地におけるpHは3.2 ～

8.2 で成長が認められ，最適pHは系統により異なり， 5.2～8.2 の範囲であった．

8. ハタケシメジ5系統の栄養要求性を調べると，炭素源はフルクトースを加

えた培地でどの系統も成長が良好であった．窒素源はどの系統もカザミノ酸が

最も有効であり，無機態窒素では系統間で異なるが，硝酸カリウムあるいは硫

酸アンモニウムや硝酸アンモニウムが比較的よく利用された．

9. ピタミン類の試験では，チアミンあるいはチアミンを含む 5種類のビタミ

ン混合物の添加効果が認められた．無機塩類の添加効果はほとんど認められな

かったが，系統によって塩化アルミニウムの添加効果が認められた．

10. ハタケシメジの培養過程における培地内温度は 菌糸の生育が進むととも

に上昇し，接種後35日自には最大となり，培養室に比べて1.3 ℃上昇した．その

あと，培地内温度は下降し，菌糸生育が終了して熟成期間に入ると，培地内温

度は培養室に比べて0.9 ～1.1℃の範囲で高くなり，一定となった．また，ハタ

ケシメジの培養過程における培養室と培地内の温度差は，ブナシメジに比べて

4、さかった．

11，ハタケシメジの酸素消費量は，接種後菌糸生育が進むとともに徐々に増加

し，接種後35日自に1時間当たり3lml ／本と最大になった．その後，熟成終了後

まで減少を続け，接種後70日目には 1時間当たり16ml ／本であった．菌かき後，

酸素消費量はさらに減少し，接種後初日呂には l時開当たり 12ml ／本と最小にな

った．その後，原基形成が始まり，それらの成長とともに酸素消費量は収穫直

前まで増加した．ハタケシメジの酸素消費量はブナシメジに比べて最大値が小

さく，また最大になるまでの過程が緩慢であった．
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結百

ハタケシメジはホンシメジの近縁のきのこで，その栽培化が期待されている．

ハタケシメジの栽培が始まれば，その栽培過程においてトラブルが発生するこ

とが予想される．これまでのきのこ栽培技衝は，経験の積み重ねによって成り

立っており， トラブルが生じるとその対応は熟練者によってしか解決できなか

った．その原因として 栽培技術そのものが経験的なものであって，理論的な

ものではなかったことが挙げられる．ハタケシメジの理論的な栽培技術を確立

するには，ハタケシメジの基本的な性質を理解することが不可欠である．しか

し，ハタケシメジの基本的な性質に関する知見はまだ少ない．本研究では，ハψ

タケシメジ栽培をより確実なものにするための資料として，ハタケシメジの生

態および生理的性質について明らかにした．

今後の課題として ハタケシメジの優良系統の選抜，単位当たり収量を向上

させる培地組成の決定 および培養室や発生室などの栽培室における単位面積

当たりの栽培びんの収容本数の決定などが挙げられる．最後に，本研究がハタ

ケシメジの実用化栽培に役立てば幸いである．
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Summay 

Ecological and physiological characteristics of Lyophyllum decastes were 

investigated to establi s註 the cultivation method of L.decastes. 

The results obtained were as follows: 

1. Isozyme patterns of esterase, malate dehydrogenase, and peroxdase from 

mycelia and fruit-bodies of four stocks of L. decastes were analyzed with 

polyacrylamide gel electrophoresis for  the identification between the four 

stocks. Zymograms of peroxidase for myce 1 ia and frui t暢bodies gave a few 

and indistinct bands and proved to be useless for the purposes. 

2. By comparing the isozyme patterns of esterase from mycelia, the four 

stocks were identified each other. But, for the pattens of esterase of 

frui t七odies, only the three stocks could be identified. Those of malate 

dehydrogenase from myce 1 i a and fru i t七odies were also useful for 

identification between the stocks. 

3. Most of zymograms from mycelia changed with cultivation period, and 

those of cap and stem of the same fruit-body showed different number of 

bands and different values of their Rfs. 

4. The ecology of L. decastes was investigated in two localities, and its 

rhizomorphs extended from its fruiting bodies to the decayed wood blocks 

or the roots of tree in the earth These wood blocks and roots were 

examined with a  1 ight microscope to determined the species. As a result, 

the species of the wood blocks was identified to be sugi, Cryptomeria 

japonica D. Don., and the species of the roots was not determined. 

5. Bavendamm ’s reactions on gal 1 ic acid, tannic acid ，α－naphthol, and p-

cresol by 10 strains of L. decastes were 。bserved to examine their 

abilities to decay wood. All  the strains showed positive reaction on all 

except p℃re sol. 
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6. 胃eight losses of wood blocks of buna (Fungus crenata Blur 吋 and sugi 

were investigated on culture media to which three strains of L. decastes 

were inoculated. 官ood blocks of buna decreased in weight with the three 

strains, but those of sugi had a decrease in weight with one strain and 

an increase in weight with two strains. Therefore, this proved that L. 

decastes is a white 岨 rot fungus which is capable of degrading 1 ignin and 

of rotting buna but not sugi. 

7. Cultural characteristics of mycelial growth in five strains of L. 

decastes were examined. The optimum temperature for  the mycelia growth was 

found to be  25℃. The optimum initial pHs for  the mycelial growth on the 

S措Ymedium were different among the strains, each of which should have a 

variable range from 5.2 to 8.2. 

8. Among various carbon sources tested, fructose was utilized most 

effectively for  the mycel ial growth in al 1 strains. Casamino acid was the 

best nitrogen source among the sources tested. 百ie utilization of 

inorganic nitrogen sources was different among the strains. Nitrogen 

sources such as KN03, （閉山so4, and 悶.4NQ3 were good for myce I i a growth. 

9. As for vitamins, thiamin and the mixture of five vitamins including 

thiamin were utilized most effectively for  the mycelial growth . The 

addition of external inorganic salts to the basal media scarcely increased 

the mycel ial growth. The addition of Al Cb to the basal media resulted in 

a slight increase in the mycel ial growth in one strain. 

10. Changes of the inner temperature of media and the oxygen consumption 

in the cultivation of Lyophyllum decastes were investigated by comparing 

with Hypsizigus marmoreus. 百ie difference in temperature between the 

growing room and the medium in the cultivation of L. decastes increased 

with the myce 1 i a 1 growth.τhe maximum difference was 1. 3℃ on the 35th 

day after the inoculation. Then it decreased slowly reaching 0.9-1.1 ℃ 
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after the mycelial growth in the jar during the maturing period. 

11. Oxygen consumption of L. decastes in the jar increased slowly with 

the mycelial growth after the inoculation, and the maximum oxygen 

consumption was 31 ml/hour/jar. Then, it decreased until the treatment for 

fruit-body formation, and it reached 16 ml/hour/jar on the 70th day after 

the inoculation. After the treatment for fruit-body formation, it 

decreased until on the 80th day, and after the primordia formation it 

increased until the fruit-body formation. The maximum oxygen consu 思ption 

of L. decastes was I ess than that of H. .marmoreus, and its process to 

gain the maximum was very slow. 
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