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第 1章

緒論

多くの食用きのこは性的にヘテロタリズムの担子蓄に属している

(Whitehouse， 1949).その菌糸体や子実体の細胞の核相は，一つの細胞に

異なったふたつの半数体の核で構成されるヘテロカリオンである (Fig1-I)• 

一般的な担子菌の生活環を Fig1-2に示す.きのこにおけるー核菌糸体の

二核化は交配型が異なる二つのー核菌糸体，例えばこ極性きのこの場合で

は AIXA2，四撞性きのこの場合は AIBIXA2B2あるいは AIB2XA2Bl

などの相補的な不和合性因子をもっ一核菌糸細胞同士の接合により交配が

行われることで完遂する.

一方， Buller(1930， 1931)はヒトヨタケ属の四撞性きのこである

Coprinus lagopusのー核菌糸体の周縁部に同菌の二核菌糸体を少量接種

したところ，一核菌糸体が速やかに二核化し，その菌糸体コロニーの全周

縁部に二核菌糸体が新生することを見い出した.この現象はその後，多く

のきのこでも見られることがわかり，発見者の名に国んで Buller現象

(Quintanilha， 1937)，もしくはダイ・モン(Di-mon)交配(Papazian，1950) 

と呼ばれている.この現象は，二核菌糸体からー核蕗糸体へ核が移動して

新しい供役核の組み合わせができ，二核化するものである.ダイ・モン交

配にはいろいろな組み合わせがあるが， Raper(1966)は次のように分類し

ている.

まず，ー核菌糸体の核が二核菌糸体の両方と和合できる場合，例えば，
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二擾性きのこの場合(Al+A2) x A3，四極性きのこの場合(A1Bl+A2B2) x 

A3B3という和合性組み合わせのダイ・モン交配である.この場合，二極

性きのこでは(Al+A3)と(A2+B3)，四極性きのこでは(A1Bl+A3B3)と

(A2B2+ A3B3)の 2種類の二核菌糸体が同じ頻度で出現すると考えられる

が，二核菌糸体の二つの核は一核菌糸体の核と等しい確率で移動せず，二

核菌糸体の核の構成によりー核菌糸体に二核菌糸体の核のどちらか一方が

移動し，二核化の割合に偏りが生じることが明らかにされた(Quintanilha， 

1939 ; Oikawa， 1939; Papazian， 1950;木村， 1966， 1975). 

つぎに，ー核菌糸体の核が二核菌糸体の一方の核とだけ和合できる場合，

例えばこ極性きのこの場合(Al+A2)XAlまたは A2，四極性きのこの場合

(A1Bl+A2B2)XA1Bl， A1B3， A3Blとし、う半和合性組み合わせのダイ・

モン交配である.この場合では二核菌糸体の二つの核のうち和合性を示す

核のみが一核菌糸体に移動して二核化が生じるものと考えられているが

(Buller， 1931; Quintanilha， 1939)，ニ核菌糸体の二つの核とも移動し

たと考察した相反する報告もある(Dickson，1934， 1936; Quintanilha， 

1939 ;木村， 1958 b). 

さらに，一核菌糸体の核が二核菌糸体のどちらの核とも和合できない場

合，二極性きのこの場合は該当組み合わせはないが，四極性きのこの場合

では(A1Bl+A2B2) x A1B2または A2Blとし1う不和合性組み合わせのダ

イ・モン交配が存在する.この組み合わせでも一核菌糸体の二核化が生じ，

その場合，二核菌糸体の二核開で体細胞組換えにより和合性の新核が生じ

る仮説(Quintanilha，1939; Ellingboe， 1964)，あるいは二核菌糸体の二
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つの核とも移動したとする相反する仮説が提起されている (Papazian，

1950). 

本研究では，まず，このダイ・モン交配について二掻性担子菌である

Pholiota namekoおよび四極性拒子菌である Flammulinavelutipesと

Lentinula edodesを供試菌として，和合性および半和合性ダイ・モン交配

時に二核菌糸体と一核菌糸体が接合してー核菌糸体の二核化が生じるか，

またそのこ核化の規則性について検討した.

ところで，二極性担子菌のきのこである Pholiotanameko (Arita， 1964， 

1979 Masuda et al.， 1995)および四極性担子菌のきのこである

Flamm ulina v，θ'lutipes (Ashan， 1952; Aschan-Aberg， 1960)の二核菌糸

体コロニーの先端部で、は一核菌糸体が生じることが報告されている.また，

Pholiota namekoの二核菌糸体コロニー外縁部から分離した一核菌糸体の

大部分は二核菌糸体の片方の核型を示したことから，二核菌糸体のー核化

において核の選択に比較優位性が機能すること，その比較優位性に序列が

あることが見いだされている(Masudaet al.， 1995). また， Fig1合に示

すように Flammulinavelutipes (Brodie， 1936)， Coprinus CInereus (Rao 

and Niederpruem， 1969)， Pholiota nameko (Arita， 1979; Cao et al. ， 

1999)の二核菌糸体から形成されるオイディアの多くは一核性であること

が報告されている.さらに ，Pholiota namθ'ko (Cao et al.， 1999) 

Flammulina velutipes (Kitamoto et al.， 2000)の二核菌糸体からの一核

性オイディア形成における核選択にも同様な比較優位性の序列が見いださ

れている.一方，二核菌糸体が一核化しない，例えば Pleurotusostreatus 

- 5 -
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などのきのこにおいてもダイ・モン交配における親二核菌糸体での核の選

択的移動が考えられるが，それを例証した論文は見られない.

以上の報告から，ダイ・モン交配は二核菌糸体と一核菌糸体が接合して

生じるのではなく，二核菌糸体コロニーの先端部が脱二核化して生じたー

核菌糸体あるいは一核性オイディア由来の一核菌糸体と相補的な核をもっ

一核菌糸体が接合して生じる可能性も考えられる.そこで，二種の担子菌

PhoJiota namekoおよび FlammuJinavelutipesの二核菌糸体においてー

核菌糸体を生じることが普遍的に起きているのかを調査した.さらに，一

核化における核選択の序列とダイ・モン交配における序列とを比較検討し

た.また，親二核株の一核化が例証されていない Lθntinulaedodesについ

ても核選択の序列について検討を行った.

さらに，不和合性ダイ・モン交配において，体締胞組換が生じて和合性

の核が新生するかどうかを，FlammuJina velutipesを供試材料として，そ

のー核性オイディアを分離して不和合性因子を解析することにより解明し

た.
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第 2章

二極性担子菌きのこ Pholiota namekoのダイ・モン交配における核の選択

緒言

多くの食用きのこは性的にヘテロタリズムの担子菌類に属している

(Whitehouse， 1949).その菌糸体や子実体の細胞は，一つの細胞に異なった

交配型の二つの半数体の核で構成されるヘテロカリオンである.きのこにお

ける一核菌糸体の二核化は交配型が相補的な二つのー核菌糸体により交配

が行われることにより完遂する. Buller (1930， 1931) は，自極性のきのこ

である Coprinuslagopusのー核菌糸体の周縁部に向菌の二核菌糸体を接種

したところ，一核菌糸体が速やかに二核化し，一核菌糸体の全周縁部に二核

菌糸体が新生することを見出した.それ以誇，多くの研究者が間様の二核化

について報告している (Dickson，1934;木村， 1957a， 1957b， 1958a， 1958b ; 

Oikawa 1939 ; Quintanilha， 1937， 1939). このように，二核菌糸体(親ニ

核株)によってー核菌糸体(親ー核株)が二核化する現象はダイ・モン交配

(Papazian， 1950) あるいは発見者の名にちなんで Buller現象と呼ばれて

きた (Quintanilha，1937).自極性きのこのダイ・モン交配には，和合性 (AB

X (ab+ A ) B} ) ) ，半和合性 (ABX(AB十 ab))，不和合性 (ABX(Ab十 aB))の

組み合わせが存在する.[9極性きのこにおいて Quintanilhaにより見いださ

れた Buller現象に関するこつの主課題をまとめると， (a)和合性・半和合

- 8 -



性組み合わせによるダイ・モン交配において，親二核株の二つの核うちの一

つの核が選択されるかどうか. (b)体細胞組換え，すなわち不和合性ダイ・

モン交配時に和合性の遺伝子型が新生するのかどうかである (Raper，1966). 

しかし，二極性きのこの場合，二核菌糸体と一核菌糸体のすべての交配組み

合わせは，和合性 (Alx (A2+ A3) )および半和合性 (Alx (Al十A2))の二種

類のダイ・モン交配しか存在しない. Raper (1966) によると二極性交配系

は四極性の交配系よりも核選択の研究において，四極性きのこで生じる可能

性のある交配型A国子と B因子聞の相互作用を避けることができる有用な実

験系と言及している.

Pholiota namekoはアジア諸国，特に日本で栽培されているこ掻性の食

用きのこである.本菌は菌糸体培養時にコロニーの周縁部分に常に菌糸体の

ー核化が生じる (Arita， 1964， 1979;Masuda et a1. ，1995). 二核菌糸体の

ー核化は，本菌のオイディア形成でも生じる (Caoet a1. ， 1999). 本菌にお

ける二核菌糸体あるいはオイディア形成による一核化では核の選択が介在

する (Masudaet a1. ， 1995 ; Cao et a1. ， 1999). すなわち，二核菌糸体コロ

ニーの外縁部から分離されたほとんどの一核菌糸体は親二核株の片方の核

型を示す (Masudaet a1.， 1995). それ故，菌糸体のー核化における優位核

の選択が介在する.菌糸体のー核化における親二核株からの核選択の比較優

位性には序列が見いだされている.また，同ーの核選択の規則が本菌の一核

性オイディア形成においても見いだされている (Caoet a1.， 1999). 

そこで本研究では，不和合性因子を異にする栄養要求性変異株を用い，二

撞性きのこの和合性および半和合性のダイ・モン交配において同様な核選択
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の機能の介在を検証した.さらに本菌における和合性および半和合性組み合

わせのダイ・モン交配における核選択の比較優位性の序列について検討を行

った.

材料および方法

供試菌株

本研究には，P. namekoのー核株 NAll，NF8， NX6を紫外線照射することに

より作出した三つの栄養要求性突然変異株 NA11-26(Al/ade-)， NF8-267 

(A5/pdx-)， NX6-582 (A6/his-)を用いた.栄養要求性突然変異株の作出は

衣笠および北本(1997)らの方法に従った.菌糸体の培養は 12mlのPDA

培地 (NissuiPharmaceutical Co. Ltd) を分注したプラスチック製のペト

リ皿 (Iwaki，90 x 15 mm)で、行った.保存菌株から切り出した寒天のブロッ

ク (3x 3 x 3 mm)を接種し 20'"'-'22
0C，暗黒下で培養した.

二核交雑株の作出

ダイ・モン交配に用いるこ核菌株は，和合性を示す二つの栄養要求性一核

株同士を交配し，作出した. PDA平板培地の中央に 4mm離して二つの和

合性を示す二つの一核株を接種した.約 10日間， 25
0Cで培養後， PDA平

板培地上のコロニーを検鏡し，クランプ結合を確認したものを，二核菌糸体

と見なした.このように二核化を確認した後， PDA斜面培地に接種し， 2 

週間， 25
0Cで培養し，実験に使用するまで 5

0Cで保守字した.

ダイ・モン交記におけるこ核化の検証
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まず，栄養要求性マーカーを付与したー核菌糸体を PDA平板培地の中央

部分に接種して 25
0C，5日間培養した.生長したー核菌糸体に二つの異なっ

た栄養要求性マーカーをもっ二核菌糸体を接種し，ダイ・モン交配させた.

10日間塔養後，一核菌糸体側のコロニー外縁部から 10サンプルの菌糸体を

切り出し， PDA斜面培地に移植した.培養後，小片を最少培地 (MM)お

よびMM~こアデニン (ade) ，ピリドキシン (pdx)，ヒスチジン (his)をそれぞ

れ 10mg/l添加した培地に接種し，培養した.一核菌糸体は生長のためにこ

れらの物質を必要とすることから， ade-， pdx-， his-と分類した.MMの組

成は， グノレコース 20 g/l， (NH4) zP04 1. 5 g/l， KHzP04 0.46 g/l， KzHPO 

4 1. 0 g/l， MgSO 4・7Hz 0 O. 5 g/l，チアミン塩酸塩 120μg/l，精製寒天 15

g/lであり，殺菌前に pHを 5.5に調整した.供試菌株がー核菌糸体の状態

ならば菌糸体の生長に ade，pdxもしくは hisを要求するが，菌糸体細胞中

に二種類の核が存在すれば栄養要求性を相補することにより MMで生育可

能である.

ダイ・モン交配による二核菌糸体からのー核性オイディア形成における核型

の決定

ダイ・モン交配により作出した新生二核菌糸体の核型はそれからのー核性

オイディア形成により生じる優位核と従罵核の核型の解析によって判定し

た (Caoet al， 1999). ダイ・モン交配により作出したこ核菌糸体からのー

核性オイディアの分離は Caoet al. (2000) に従った.オイディアの培養は

25
0

C，暗黒牝で、行った.オイディア細胞は通常 3日後に発芽し，菌糸体コロ

ニーを形成する.コロニーの直径が 2mm程度に生長した頃，平板培地から

1
i
 

噌

3
ム

箇圃阻



分離し，その栄養要求性マーカーを利用して核型を決定するためにMMおよ

びMM~こ三つの化学物質をそれぞれ添加した平板培地に移植した.MM~こは

生育せず， MMにこれらの物質の一つを含むものでは生長することにより菌

糸体の核型を判断した.

二核菌糸体のー核菌糸体化の検証

親二核株のー核化を供試菌株の栄養要求性検定で検証した.異なる栄養要

求性マーカーを付与した二核菌糸体をペトリ皿の端から 6mm離して接種し

培養した.9'"'-' 12日間培養後，菌糸体コロニーの先端部分から接種部分に向

かつて 1 mm切り出し， PDA斜面培地に接種した.さらに，分離したー核

菌糸体の核型を，それぞれの栄養要求性マーカーによるMMとMMに各種栄

養素を添加した培地での生長テストで決定した.

結果

和合性ダイ・モン交配における核の選択

三つの異なる栄養要求性一核菌糸体と両方とも異なる不和合性因子を宥

する和合性組み合わせの栄養要求性二核菌糸体との需のダイ・モン交配結果

を Table2-1に示す.

親一核株 NX6-582 (A6/his-) と親二核株 NAl1-26 (Al/ ade-) + NF8-267 

(A5/pdx-)間での交配では，一核菌糸体側のコロニーから分離したすべて

のサンプルでー核菌糸体の二核化が確認された.同様に和合性組み合わせの

つ山1
1ム

』・・・ーーーーー←ー



ト
4 ι心

Ta
bl
e 
2-
1.
 
Nu
cl
ea
r 
se
le
ct
io
n 
in
 
co
mp
at
ib
le
 t
he
 
di
-m
on
 m
at
in
gs
 b
et
we
en
 a
ux
ot
ro
ph
ic
 m
on
ok
ar
yo
ns
 
an
d 
di
ka
ry
on
s 
of
 a

 bi
po
la
r 

mu
sh
ro
om

，
 Ph
ol
io
ta
 n
am
ek
o.
 

Pa
re
nt
al
 
mo
no
ka
ry
on
 

Pa
re
nt
al
 
di
ka
ry
on
 

Di
ka
ry
ot
iz
at
io
n 
of
 

pa
re
nt
al
 
mo
no
ka
ry
on
* 

NX
6-
58
2 
(A
6/
hi
s-
) 

NA
ll
-2
6 
(A
l/
ad
e-
)

十
NF
8-
26
7

(A
5/
pd
x-
) 

10
/1
0 

NF
8-
26
7 
(A
5/
pd
x-
) 

NA
ll
-2
6 
(A
l/
ad
e-
) 
+

 NX
6-
58
2 
(A
6/
hi
s-
) 

10
/1
0 

NA
ll
-2
6 
(A
l/
ad
e-
) 

NF
8-
26
7 
(A
5/
pd
x-
) 
+

 NX
6-
58
2 
(A
6/
hi
s-
) 

10
/1
0 

*I
so
la
te
s 

we
re
 
su
bc
ul
tu
re
d 
on
 
PD
A 

sl
an
ts
 
be
fo
re
 
th
ei
r 

nu
cl
ei
 
we
re
 
ex
am
in
ed
. 

Nu
cl
ea
r 

ty
pe
 
of
 

Nu
cl
ea
r 

ty
pe
 
of
 

oi
di
al
 
mo
no
ka
ry
on
**
 
di
ka
ry
on
 
ob
ta
in
ed
 

o
 (h
is
-)
 :
96
 
(p
dx
-)
 

NF
8-
26
7 

+
 N
X6
-5
82
 

2
 (h
is

一)
:6
6 

(p
dx
-)
 

NX
6-
58
2 

+
 N
F8
-2
67
 

o
 (a
de
-)
 :
19
 
(p
dx
-)
 

NF
8-
26
7 

+
 N
Al
l-
26
 

**
Nu
cl
ea
r 

ty
pe
s 

we
re
 
id
en
ti
fi
ed
 
by
 
nu
tr
it
io
na
l 

re
qu
ir
em
en
t 

te
st
s 

de
sc
ri
be
d 

in
 
Ma
te
ri
al
s 

an
d 
Me
th
od
s.
 



圃圃圃圃圃

親一核株 NF8-267(A5/pdx-) と親二核株 NAl1-26(Al/ade-) +NX6-582 

(A6/his-)および親一核株 NAll-26(Al/ade-)と親二核株 NF8-267(A5/pdx-) 

十NX6-582(A6/hi s-)の二つの異なる組み合わせにおいても分離したすべて

のサンプルで、二核化が確認された.最初の和合性ダイ・モン交配の組み合わ

せで二核化した菌糸体の核型を調査したところ，分離した 96のー核菌糸体

はすべてピリドキシン要求性を示した.この結果から，形成されたこ核菌糸

体は親ー核株 NX6-582(A6/his-) の核と二核親株 NF8-267(A5/pdx-) の核

とで構成されることが推測された.最初の組み合わせのダイ・モン交配の二

核化のプロセスに NAll-26(Al/ade-) とNF8-267(A5/pdx-) の間に核選択

の序列が介在した.次の組み合わせのダイ・モン交配では，二核化した菌糸

体の核型は 66(pdx-) :2 (his-)の分離比であった.すなわち，形成され

た二核株は NX6-582(A6/his-) とNF8-267(A5/pdx-) の二つの核によって

構成された.三番目の組み合わせでのダイ・モン交配の核型は NAl1-26

(Al/ade-)の核と親二核株からの NF8-267(A5/pdx-) の核とで構成される

と推測した.以上の三つの結果から，ダイ・モン交配によるー核菌糸体の二

核化において親二核株の核の選択が関与することが示された.和合性ダイ・

モン交配に供試した親二核株を構成する三つの核問の核選択には NF8-267

→NX6-582とNX6-582→NAl1-26の序列が推測された.

半和合性ダイ・モン交配における核の選択

三つの異なった栄養要求性一核菌糸体と一つの核型が親一核株と同じ不

和合性因子を構成する核を有する栄養要求性二核窟糸体簡の半和合性ダ

-14 -



イ・モン交配について調査した結果を Table2-2に示す.

親一核株 NAll-26(Al/ade-) と親二核株 NAll-26(Al/ade-) 十NF8-267

(A5/pdx-)とのダイ・モン交配では親一核株側から分離したすべてのサン

プノレで二核化が確認された. しかしながら，一方の親一核株 NF8-267

(A5/pdx-)と閉じ親二核株とのダイ・モン交配では二核化は確認できなか

った.また，親一核株 NAll-26(Al/ade-) と親二核株 NAll-26(Al/ade-) 

十NX6-582(A6/his-) とのダイ・モン交配では 10サンプルとも二核化が確

認されたが， NX6-582 (A6/his-)と親二核株 NAll-26(Al/ade-)十NX6-582

(A6/his-) とのダイ・モン交配の場合は 5サンプルで、しか二核化が認めら

れなかった.親一核株 NF8-267 (A5/pdx-) と親二核株 NF8-267 (A5/pdx-) 

十NX6-582(A6/hi s-)とのダイ・モン交配ではすべてのサンプルに二核化が

認められたが，親一核株 NF8-267(A5/pdx-)側から分離したサンプノレは 30%

しか二核化していなかった.これらの結果から，核選択の序列において相補

核が優位核の場合も従属核の場合でも二核化のための供与核となり得た.し

かし，親二核株中の相補核が核選択の序列において従属核の場合，親二核株

の優位核と比較して二核化の確率は低いものとなった.この点から考察する

と，半和合性ダイ・モン交配の場合，核の選択において 3つのこ核菌糸体を

構成するこつの核聞にはNF8-267→NX6-582とNX6-582→NAll-26の序列があ

ると推測された.

栄養要求性を付与した二核菌糸体の一核化における核選択の規則性

三つの二核菌株 NAll-26十NF8-267，NAl1-26十NX6-582，NF8-267十NX6-582
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のコロニー先端部から 1 mm内側の菌糸体小片を切り出してー核化を調査

した結果を Tab1e2-3に示したが，一核化の割合はそれぞれ 48%，5%，83%

であった.また，三つの二核菌糸体からー核化した菌糸体の核型はそれぞれ

NF8-267， NX6-582， NF8-267であった.これらの結果から，二核麗糸体の

一核化において，三つの核の比較優位性の序列を NF8-267→NX6-582および

NX6-582→NAll-26と決定した.

考察

多くの研究者が四極性きのこの和合性ダイ・モン交配において親二核株の

二つの核のうちの一つの核が期待値以上の頻度で二核化に関わることを見

い出したが，この核選択の規則性に関する報告は見当たらない(木村，

1966，1975; Oikawa， 1939; Papazian， 1950; Quintani1ha， 1939). 二極

性きのこである P.namekoの和合性ダイ・モン交配では，親二核株の二つの

核のうちのひとつの核が選択され，親一核株に移動し，二核化が完遂すると

推測された.和合性ダイ・モン交配に供試した三つの核における比較優位性

の序列は NF8-267→NX6-582および NX6-582→NAll-26と決定した.この序列

は同菌の二核麗糸体のー核化の序列 (Masudaet a1. ， 1995)およびー核性オ

イディア形成の序列 (Caoet a1.， 1999) と一致した.

二極性きのこである P.namekoの半和合性ダイ・モン交配では，親二核株

の相補核が二核菌糸体の一核化における核選択について優位核でも従罵核

の場合でも二核化の供与核となり得た.しかし，親二核株の相補核が核選択
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の序列において二核菌糸体の他方の核よりも優位性を示す場合，親ー核株側

から分離したすべてのサンプノレにおいて二核化が認められた.親二核株の棺

補核が核選択の序列が従属性を示す場合，親一核株側から分離したサンプノレ

の二核化の割合は 0-50%にすぎなかった. Masudaらは本菌のいくつかのこ

核蕗株で菌糸体の一核化において出現する核型に偏りが生じることを報告

している (Masudaet al.， 1995). 本研究において供試した二核菌株におい

ても優位核よりも従属核が出現する割合は大変低いという同様な核選択の

偏りが確認された.半和合性ダイ・モン交配において見られた従属核の関与

による見かけ上低頻度を示した二核化の例は，従属核が移動することによる

ごく稀に生じる二核菌糸細胞がそれにつづく核分裂と核の移動により親一

核株のコロニーの二核細胞領域に拡大したものと推測された.

本菌では一般的に二核菌糸体の生長中に二核菌糸の一核化が生じる.菌糸

体のー核化は興味深く，担子菌の二核締胞中での共役核分裂における不安定

要因となり，供役核分裂のメカニズムを解析するいとぐちとなりうる.先に

二核菌糸体の細胞分裂の際，最初に分裂する核(ー核化細胞中で確認された

核)を主導核とし，他方の核を従属核とする Cascadeプロセスが介在すると

する仮説を提起した (Masudaet al.， 1995). ナメコのダイ・モン交配にお

ける詳細はまだ解明されていないが，本研究で得られた知見ならびに既住の

知見に基づき，親一核株と親二核株のー核化菌糸から産出されるー核細胞と

の交配の可能性が示唆された.
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第 3章

四極性担子菌きのこ Flammulina vθlutipes の和合性および

半和合性ダイ・モン交配における核選択の規則性

緒言

思極性きのこ Coprinuslagopusにおける二核菌糸体によ

るー核菌糸体の二核化は， Bulier (1930，1931) に よ り 発 見

された.その後，同様の二核化現象が多数報告されている

(Dicson， 1934; Quintanilha， 1937， 1939; Oikawa， 1939 ; 

木村， 1957a， 1957b， 1958a， 1958b). 親二核株による親

ー核株の二核化はダイ・モン交配 (Papazian， 1950)，あ

るいは Quintanilha (1937) により発見者の名にちなんで

ブラー現象と呼ばれてきた.自極性きのこにおけるブラー

現象に関連した未解明の主たる課題は， (a) Legitimateな

組み合わせの状態でのダイ・モン交配(和合性および半和

合性)で親二核株の二核のうちのー核の選択が生じるのか

どうか， (b) 不和合性組み 合 わ せ の ダ イ ・ モ ン 交 配 の 際 に

和合性の交配型因子が体細胞組換えにより新生するのかど

うかである (Raper， 1966). 

我々は二極性きのこである P.nameko の和合性ダイ・モ

- 20一



ン交配において親二核 株 の ー 核 が 選 択 さ れ ， そ の 優 位 核 が

親ー 核 株へ移動し二核化すると推測した (Nogami et al.， 

2002) .このダイ・モン交配に供試したこ核菌糸体株を構成

する 2核開での比較優位性の序列が示され，その結果は本

菌におけるこ核菌糸体 (Masudaet al.， 1995) およびオ

イデ ィア (Caoet al.， 1999) のー核化の序列と一致した.

半和合性ダイ・モン交配の場合，相補性を示す親二核株の

核が二核化時の供与体となり得た.しかし，親一核株と相

補 する核が他の二核株の 核 よ り 序 列 の 低 い 場 合 は ， 親 - 核

株側コロニーから採取 したサンプルの二核化は 0%'"'-'50%

であった. さらに，和合性ダイ・モン交配に見られる同一

の核選択の規則が半和合性ダイ・モン交配においても機能

していると推測された.本菌におけるいわゆるダイ・モン

交配は，親一核株と親二核株のー核化菌糸体から産出され

た一核 細 胞 と の 交 配 によることが示唆された.これらの結

果が四 極 性 き の こ で も 適用されるかどうか，比較検証する

必要があろう.

ところで，きのこに は二核菌糸体から有性生殖過程を経

ずに ー核化されることに 関 し て ， 二 種 類 の ー 核 化 現 象 が 報

告されている.最初の事例は ，P. nameko (有田， 1964;Arita， 

1979) Masuda et al.， 1995) で報告されている二核菌糸

体 コロニーの外縁部で脱 二 核 化 が 生 じ ， 一 核 菌 糸 体 が 形 成
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され るものである. このような二核菌糸体のー核化は

Ashan ( 1952) および Aschan-Aberg( 1960) より Collybia

(=Flammu1ina) velutipes でも報告されている.もう一

つ事例は ，Coprinus cinereus (Rao et al， 1969)， Favolus 

arcularius (Kitamoto， unpublished data)， F. velutipes 

(Brodie， 1936; Takemaru， 1954; Kitamoto et al.， 2000)， 

P. namθko (Cao et al.， 1999 Arita， 1979) などのきの

こで， 二 核 菌 糸 体 の オ イディア形成を介した一核化である.

F. velu tipesでは，一核 性 オ イ デ ィ ア の 核 型 分 析 に よ り オ イ

ディアの核構成が同定され，二核菌糸体のオイディア形成

を介し た ー 核 化 に お けて核の選択が一定の序列によって行

われることが示されている (Kitamotoet al.， 2000). 

本研究 で は ， 四 極 性 きのこ ，F. velutipesの ダ イ ・ モ ン こ

うはいにおける上述の諸課題の究明を目的に，不和合性因

子の異なる栄養要求性突然変異株を用いて和合性および半

和合性ダイ・モン交配で の 親 二 核 株 に お け る 核 選 択 の 規 則

を解析 した.また，四極性きのこにおける和合性および半

和合性ダイ・モン交配を 用 い た 二 核 菌 糸 体 の ー 核 化 に お い

て 2核 う ち の 1核が選択されるかどうかを検討した.さら

に Legitimateなダイ・モン交配のプロセスにこ核菌糸体の

ー核化が介在するかどうかにについても検討した.
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材料およ び方 法

供試菌株

本研究 には ， F. velu tipθs のー核株 A2， A6， D4を紫外

線することにより得られた栄養要求性突然変異株 A2・10

(A1Bl/pab-)， A6・9 (A2B2/met-)， D4・2 (A4B4/ade-) 

を 用いた.菌糸体は 12 ml の PDA 培 地 (Nissui 

Pharmaceutical Co. Ltd.) を 分 注 し た プ ラ ス チ ッ ク 製 ペ ト

リ皿 (Iwaki，90X15 mm) で培養した.保存菌株から菌糸

体小片 (3X3X3mm) を切り出し， 25
0

C暗所で培養した.

二核交雑株の作製

ダイ・モ ン交 配に 用いる親二核株は 和合性の栄養要求

性一核 株二つを交配して作製した. PDA平板培地の中央に

4 mm離 し て 二 つ の ー 核株を接種した. 25
0C， 10日間の培

養後， PDA平板培地上の コ ロ ニ ー を 検 鏡 し ， ク ラ ン プ 結 合

を調査することにより二核菌糸体を確認した.確認した二

核 菌 糸体を PDA斜 面 培地に移植し， 250Cで 2週間培養後，

5
0

Cで保存した.

ダイ・モン交配における こ核化の検証

栄養要求性マーカーを付与したー核菌糸体を PDA平板培

っdつ山

.圃--



』』

地の中央に接種し， 250Cでー逓間培養した.生長したー核

菌糸体のコロニー屑縁 部 に 二 核 と も 栄 養 要 求 性 マ ー カ ー を

有するこ核菌糸株を接種した. 1週間培養後，ー核菌糸体側

のコロニーの外縁部から約 10 mm内側の菌糸体小片を 10

値切り出し， PDA斜 面培地に移植した.生長した菌糸体を

最少培 地 (MM) とMMに 10 mg/lのアデニン，メチオニ

ン，もしくは p-アミノ安患香酸を加えた平板培地に接種し，

菌糸体の栄養要求性を試験した.これらの栄養素を必要と

するー核菌糸体をそれぞ れ ade¥met-， pab-と分類した.

MMの組成は 20g/l glucose， 1.5 g/l (NH4) 2 HPO 4' 0.46 

g/l KH2P04 ， 1.0 g/l K2HP04 ， 0.5 g/l MgS04 ・7H2 0，

120μg/lチアミン塩酸塩， 15 g/l精製寒天であり，殺菌

前に pH を 5.5に調整した.分離培養されたー核菌糸体は

ade幽 met-，あるいは pab-であるが，二種類の核を持つ二

核細胞は栄養要求の相補性により MMで生長可能である.

ダイ・モン交配による 一 核 蕗 糸 体 の 二 核 化 は ， 各 試 験 区 毎

に 10個のサンプノレを用いて検証した.

ダイ・ モン 交配 によ って新生したこ核菌糸体の核型の決定

ダイ・モン交配によって新生したこ核菌糸体の核型は，

それ から作出されたー核 性 オ イ デ ィ ア の 核 型 の 分 析 か ら 同

定した (Kitamoto et al.， 2000). 二核菌糸体からのー核
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性オイディアの分離は， Kita盟 otoet al. (2000) らの方法

に従 った.オイディアは 25
0
C，暗黒下で培養した.オイデ

ィア の細胞は通常 3 日後に発芽し，菌糸体コロニーを形成

する .コロニーの直径が 2 mm程度に伸長した後，平板培

地から移植し，栄養要求 性 を 検 定 す る た め に ， MMおよび

MMに一つの化学化合物を加えたこつの平板培地に接種し

た. 分離培養された菌糸体の核型は，まず MMでは生育し

ない ことを確認し，つぎに閉じ化合物を加えた MMでの生

育テストにより検証した.

二核菌糸体における菌糸体のー核化の検証

ダ イ・モン交配で作出したこ核菌糸体コロニーの周縁部

における の菌 糸体 のー核化の成否を栄養要求性試験で検証

した .二つの栄養要求 性 マ ー カ ー を 付 与 し た 二 核 菌 糸 体 を

ペト リ皿の端から 6 mm離して接種し培養した. 9'"'-' 12 日間

培養後，菌糸体コロニーの先端部分から接種部分に向かつ

て 1 mm切り出し，フック細胞の有無を検鏡した.さらに分

離し た 一 核 菌 糸 体 の 核 型を，それぞれの栄養要求性マーカ

ーによる MMとMMに各種栄養素を添加した培地での生長

テストで決定した.

結果

z
i
u
 

q
L
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和合性ダイ・モン交配における核の選択

異な る 栄 養 要 求 性 マーカーを付与した三つのー核菌糸体

と両 方とも異なる不和合性因子を有する栄養要求性二核醤

糸体の和合性ダイ・モン交配の結果を Table3・1に示す.

A6幅 9 (A2B2/met-) と A2・10 (A1Bl/pab-) +D4・2

( A4B4/ade幽)の交配について 10組の試験を行った結果，

すべての交配試験で親一核株の二核化が確認された.同様

に，親一核株 A2-10 (A1Bl/pab-) と親二核株 A6-9

(A2B2/met-)十D4・2 (A4B4/ade-) および親一核株 D4・2

( A4B4/ade-) と親二核株 A2・10 (A1Bl/pab-) +A6桐 9

(A2B2/met-) の二つの組み合わせででもすべてのサンプ

ルで試験二核化が認められた.最初の組み合わせの和合性

ダイ・モン交配により得られた新生二核菌糸体のー核性オ

イ ディアの核型は pab幽株が 53株分離されたが met-株は

わ ずか 4 株分離されたのみであった.これは，親二核株か

ら A2-10(A1Bl/pab-)の核のみが親-核株側に移動したこ

とを示す結果である. したがって，最初の和合性ダイ・モ

ン交配の二核化の過程に，親二核株中の D4・2(A4B4/ade-) 

の核よ り も A2・10(A1Bl/pab-)の核が選択的に移動する機

能が 介 在 す る こ と が 示 唆された. 2番目の組み合わせでは，

新生 二核菌糸体からのー核性オイディアの核型の割合は 38

fo 
つム
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株が pab-株で 22株が ade-株であった.この結果から ，A2・10

(A1Bllpab-) と D4-2 (A4B4/ade-) の核が新生二核菌糸

体に内在し，それぞれの核は親一核株と親二核株由来の核

であることが判明した. 3番自 の 組 み 合 わ せ で 得 ら れ た こ

核菌糸体の核は D4・2(A4B4/ade-)の核と親二核株の A2・10

(A1Bllpab-)の核で構成されていた.これらの結果は，す

べての組み合わせにおいて，和合性ダイ・モン交配による

一核蔭糸体の二核化に は親二核株から移動する核の選択性

が介在 することを示している.供試した 3株の親二核株を

構成する三つの核が供 与核となる場合に生じる核選択の序

列は， A2 -1 0→ D4・2および D4・2→ A6・9であった.

半和合性ダイ・モン交配における核の選択

異なる栄養要求性マーカーを付与した三つのー核菌糸体

と，親二核株の一つは同一の不和合性国子を有する核を，

もう一 つ は 相 補 性 の 不和合性因子を有する核をもっ栄養要

求性を有するこ核菌糸体 の 間 で 半 和 合 性 ダ イ ・ モ ン 交 配 の

成否を検 討 し た . そ の 結果を Table3-2に示す.

親一核株 D4・2 (A4B4/ade同)と親二核株 A2・10

(A1Bllpab-) +D4・2 (A4B4/ade-) を交配させたところ，

10株すべ て の サ ン プ ルで二核化が生じた.しかし，親一核

株 A2-10(A1Bllpab-)に閉じ親二核株を交配させたところ

-28-
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二 核 化の証拠となる MMに生育したのはわずか 40%であっ

た.親二核株 A6・9 (A2B2Imet-) +D4-2 ((A4B4Iade-)と親

ー核株 A6・9 (A2B2Imet-) の組み合わせの交配では，すべ

ての サン プル で二 核化が生じた.一方，親一核株 D4・2

(A4B4Iade-) との交配では，全サンプノレの 50%で二核化

が観察された.親二核株 A2-10 (A1Bllpab-) + A6・9

(A2B2Imet-)と親ー核株 A2・10(A1Bllpab幽)の組み合わ

せの交 配では， 40%のサンプルが二核化したのみであった

が，同じ親二核株と親一核株 A6-9 (A2B2Imet-) の組み合

わせの交配では，すべてのサンプルが二核化した.したが

って， 本 菌 で は ， 半 和 合性ダイ・モン交配において，例え

親二核株の 2つの核が核選択の序列において優位あるいは

劣位であっても，親一 核 株 と 相 補 性 を 示 す 親 二 核 株 の 核 が

二核化の供与核となり うることが確認された.しかし，親

一核株と相補する核が 核選択の序列で従属核の場合は，親

一核株の優位核と比較して二核化の頻度は低率であった.

また，半和合性ダイ・ モン交配における核選択の序列は和

合性ダイ・モン交配の序列と同じであると推測した.

栄養要求性を付与した二核菌糸体の一核化における核選択の

規則性

Collybia (=Flamm ulina) vθlu tipesは生長の周縁部で二
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核菌糸体からオイディア形成を経由することなしに一核菌

糸細胞を産生することが知られている (Ashan， 1952 

Aschan-Aberg， 1960). これは，本四極性菌において，和

合性および不和合性ダイ・モン交配における親二核菌糸体

のー核化のプロセスがダ イ ・ モ ン 交 配 に 介 在 す る 可 能 性 を

示唆するものである.そこで，親二核株として用いた三つ

の栄養要求性二核菌糸体 コ ロ ニ ー の 周 縁 部 か ら 分 離 し た サ

ンプルの一核化を検討した.その結果を Table3・3に示す.

3株の二核菌糸体のコロニー先端部から 1 mmの小片を

切り出 し ， 一 核 菌 糸 体 の割合を検査したところ，それぞれ，

A2・10 (A1Bllpab-) +D4・2 (A4B4/ade胴)では 13%， A6幽 9

( A2B2Imet-) +D4・2 (A4B4/ade-) では 5 %， A2-10 

(A1Bllpab-) +A6・9 (A2B2Imet-) では 10%の頻度でー核

菌糸体が検出された.この結果から，これらのこ核菌糸体

の コ ロニ一周縁部の菌糸 先 端 細 胞 で 、 は 一 核 住 が 生 じ て い る

もの と推測した. 3株の二核菌糸体からー核化した菌糸体

の核型は，それぞれ A2・10(A1Bllpab-)， D4・2(A4B4/ade -) ， 

A2・10 (A1Bllpab-) であった.菌糸体のー核化におけるこ

れらの核の比較優位性の序列を総括すると， A2・10

(A1Bllpab-)→ D4・2 (A4B4/ade-)， D4・2 (A4B4/ade-) 

→ A6・9 (A2B2Imet-) となった.すなわち，この序列は和

合性および半和合性ダイ・モン交配の核選択の序列と一致

円
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す るものであった.

考 察

四極 性 き の こ の ダ イ・モン交配は，親一核株と親二核株

間のそれぞれが有する A および B交自己型因子の組み合わせ

により，和合性，半和合性 不和 合性 およ び不 和合 性ダ イ

モン交配の 3種類のカテゴリーに分類される.本章では

Flammu1ina velutipesの legitimateな和合性および半和合

性不和合性ダイ・モン交配について論じ，不和合性ダイ

モン交配については第 5章で論じたい.

四極 性 き の こ の 和 合性ダイ・モン交配については，一核

菌糸体 が ニ 核 化 す る プロセスで，偶然生じると期待される

以上の 高 い 頻 度 で 親 二核菌糸体の二つの核のうちのどちら

か が親一核菌糸体に移動することが，多くの研究において

報告されている (Quintanilha， 1937， 1939 Papazian， 

1950 ;木村， 1958a， 1966， 1975). しかしながら， 著者

は ，F. velutipesの和合性ダイ・モン交配において，親二核

株の 2核のー核のみが選択され，親一核株へ移動していく

ことで 二 核 化 が 完 成 することを栄養要求性突然変異株を用

いて検 証 し た . 二 極 性 きのこである P. namekoの和合性ダ

イ ・ モ ン交配においても同様な結果が得られている.また，

-33-
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F. velutipesの和合性ダイ・モン交配において，供試二核菌

糸体を 構成する 3種の核の間で，このような核の選択に関

して， A2・10→ D4欄 2 および D4-2→ A6・9 という比較優位性

の序 列が介在することが示された.さらに，この序列は，

本菌の二核菌糸体のー核化の序列と一致することが示され

た.

西極性 き の こ の 半 和 合性ダイ・モン交配において， Buller 

( 1931) は Coprinuslagopusにおいて，親二核株に存在

する相補核が親一核株へ移動し，二核化が完遂されると推

測した.しかし， Dickson( 1934，1936)， Quintanilha( 1939) 

および木村(1958b )らは，それぞれ Coprinus

spha θrosporus および Coprinus macrorhizus f. 

microsporus(= C. cinereus)において，半和合性ダイ・モン

交配では親二核株の両方の核が一核株に移動し，新しいこ

核 菌 糸株が形成されたことを示唆する報告を行っている.

著 者 は F. velutipesにおいて，親二核株中の親一核株に

対して相補性の核のみがこ核化の供与核となりうることを

示した.その際，親二核株の相補核が菌糸体のー核化にお

いて示された序列で優位核あるいは従属核のいずれであっ

ても親一核株の二核化の完遂が可能であった.しかし，相

補核が二核菌糸体の他核より序列が低い場合は，親一核株

恨!Jから分離したサンプルの 40'"'-'50%しか二核化しなていな

-34-



かった.この結果は，二核茜糸体中の劣位核が誤って選択

されることが低頻度ではあるが生じるため，相補核が劣位

核であ っ て も ダ イ ・ モ ン交配が完遂するものと仮定される.

相補核が劣位核であって，極低頻度しかダイ・モン交配に

よる二 核 菌 糸 体 の 形 成 が生じない場合でも，それにつづい

て惹起 さ れ る 共 役 核 分 裂とコロニーにおける核の移動によ

り新生二核菌糸体の領域 が 拡 大 し ， ダ イ ・ モ ン 交 配 で 生 じ

るこ核化が生じる確率よりも大きく増幅され，その結果，

見かけ上，優位核の場合とそれほど劣らない二核株作出率

となっ た と 推 測 さ れ た .また，半和合ダイ・モン交配にお

ける核 選択の序列は和合性の場合と同ーであり，和合性ダ

イ・モン交配で起きてい る間じ核選択のプロセスが宇和合

ダ イ ・モン交配でも介在するものと推測された.

二極性きのこ P.namθkoおよび四極性きのこ F. velutipes 

におい ては，ニ核菌糸体コロニー屑縁部でのー核菌糸細胞

の形成が報告されている(有田 1964， 1979; Masuda et 

al.， 1995; Ashan， 1952; Aschan-Aberg， 1960). オイディ

ア形成におけるこ核細胞 のー核化も P. nameko (Arita， 

1964， 1979 Kitamoto et al.， 2000) および F.velu tipes 

で報告がある (Caoet al.， 1999; Kitamoto et al. ， 2000). 

著者らの研究グループは，二核繭糸体の細胞分裂において，

まず最初に分裂する核が主導核として機能し，もう一方の
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核は従属核として機能する共役核分裂が“ Cascade" して起

こるという仮説を先に提 起している(M a s u d a e t a 1. ， 1 99 5) . 

二核菌糸体の一核化は共役核分裂における不安定さを示す

ものであり，担子菌におけ る 共 役 核 分 裂 の 解 析 の 糸 口 と な

りうる興味深い現象である.ダイ・モン交配の様相は F.

Vθlu tipesにおいても詳細の解明に至っていないが，親一核

株と親二核株からのー核化菌糸との関の交配は，実際上，

かなりの頻度で起こりうると推測された.

続
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第 4 章

四極性担子菌 Lentinulaedodesおよび P1 euro tus os trea tus 

の 和 合性および半和合性ダイ・モン交配における核選択の規制

性

緒言

著者は，第 2章およ び第 3章において，二核菌糸体のコ

ロニ一周縁部で一核化菌糸体が生じるこ極性および四極性

きのこ Pholiota namekoおよび Flammulina velutip θS に

おける和合性および半和合性ダイ・モン交配を行い，それ

ぞれの き の こ に お い て親二核株からー核化した菌糸細胞と

親 ー核菌糸体の間で交配 が 起 こ り う る ケ ー ス を 指 摘 し た .

これらのきのこは，どち ら も 一 核 性 オ イ デ ィ ア を 形 成 す る

能力が報告されている(有田 1979; Cao et a1.， 1999; 

Brodie， 1936; 五itamoto et a1. 2000) . しかしながら，

きのこにおけるオイディア形成は担子菌のごく一部と考え

られ，例えば ，Lθntinula θdodesおよび Pleurotusostreatus 

では，オイディア形成は 観 察 さ れ て い な い し ， ま た ， 二 核

菌 糸 体の一核化も報告がない.

そこで，本章では，これらの四掻性担子菌を供試材料と

ヴ

iつd
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して，親一核株と親二核株を用いて真性と考え得る和合性

およ び半和合性ダイ・モン交配を行い，第 2章および第 3

章と同様にして ダイ・モン交配におけるー核菌糸体の二

核 化における核選択の規 則 性 に つ い て 検 討 し た .

材料および方法

供試菌株

本研 究には L.edodesの二核株 X-1および#110株を uv

照射して作出した栄養要求性変異株 X-1-248(A4B3/his-)，

X-1-449(A3B3/pab-)， X-1-650(A3B4/ile-)，X-1-667(A4B3/ 

ade-)， X-1-829 (A4B4/met-)， # 110-666 (A1B2/ade-)， # 110-

822 (A1B2/met-)， # 110-872 (A1Bl/trp-)を用いた.また，

P. ostreatusの栄養要求 性 変 異 株 と し て ， TD33-100 (A2B2/ 

nic一)， TD33-118(A1B2/ade-)，τD33-138(A2Bl/met-)，TD33-

336(A1B2/met-)を用いた.栄養要求性突然変異株の作出は

衣笠お よび北本(1997)の方法に従った.菌糸体の培養は 12

mlの PDA培地 (NissuiPharmaceutical Co. Ltd.)を分注し

たプ ラスチック製のペトリ皿 (Iwaki， 90 x 15 mm)で行った.

保存茜株から切り出した寒天のブロック (3x 3 x 3 mm)を接

種し 20-220C，暗黒下で培養した.
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二核 交雑株の作製

ダイ・モン交配に用いる二核菌株は，和合性を示す二つ

の栄養要求性一核株同士を 交 配 し て 作 出 し た . P D A平板

培地の中央に 4m離して二つの和合性を示す二つの一核株

を接種し た . 約 10 日間， 25
0
Cで培養後， P D A 平板培地上

のコロ ニーを検鏡し，クランプ結合を確認したものを，一

核菌糸体とみなした.このように二核化を確認した後 P

DA斜面培地に接種し 2週間， 25
0

Cで培養し 5
0

Cで保存

した.

ダイ・モン交配におけるこ 核 化 の 検 証

まず ，栄養要求性マーカ ー を 付 与 し た - 核 菌 糸 体 を P D 

A 平板培地の中央部分に接種して 25
0

C， 5日間培養した.

生長し た ー 核 菌 糸 体 コ ロニーの周縁部のーカ所に二つの異

なった栄養要求性マーカー をも っ二 核菌 糸体 を接 種し ，ダ

イ・モン 交 配 さ せ た . 10日間培養後，接種点とは反対側で

あ る -核菌糸体のコロニー外縁部から 10サンプルの菌糸体

を切り出し， P D A 斜面培地に移植した.培養後，小片を

最少培 地 (MM) および MMにアデニン，ヒスチジン，ニ

コチン 酸アミド，メチオニ ン ， ト リ プ ト フ ァ ン p-アミノ安

息香酸あるいはイソロイシ ン を そ れ ぞ れ 10 mg/l添加した

培地を 用 い て 培 養 し た .一核菌糸体は生長のためこれらの

-39-
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物 質 を必要とすることから， ade-， his一， n i c一， met一， tr p-， 

pab-および ileーと同定した .MMの組成は，グルコース 20 

g/l， (刊H4)2P04 1.5 g/l， 五百 2P04 0.46 g/1，K2註P04

1. 0 g/l， MgS04・7H200.5 g/l，チアミン塩酸塩 120μ

g/l，精製寒天 15g /1であり，殺菌前に pHを 5.5に調整し

た.供 試菌株がー核菌糸体の状態ならば菌糸体の生長に上

記の物震を要求するが，菌糸体細胞中に二種類の核が存在

すれば栄養要求性を相補することにより MMで生育可能で

あることから， MMでの生育の可否により二核化の検証を

行った.なお，親一核株の二核化は，検鏡によってクラン

プの存在を確認する方法を併用した.

結果

和合性ダイ・モン交配の二核化の確認

L.θdodesの親二核株と異なる不和合性因子を有する親一

核株との間でダイ・モン 交配を行い，親一核株側の二核化

について調べた結果を， Table 4-1 に示す L.edodesの親

二核株 X-1-248(A4B3/his一)+ X-1-650 (A3B4/ile-)と親一核

株#110-822(A1B2/met-)，親二核株 X-1-650(A3B4/ile-) + 

X-1-667(A4B3/ade )と親一核株#110-872 (A1Bl/trp-)，お

よび親二核株 X-1-449(A3B3/pab-) + X-1-829 (A4B4/met-)と

-40-
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親一核株 #110-666(A1B2/ade-)の 3種類の和合性ダイ・モ

ン交配 し た 結 果 ， い ず れの組み合わせでも一核菌糸体コロ

ニー側から摘出したサンプルに二核化が確認された.

P. ostreatusについては，和合性組み合わせの交配実験

は実施 しなかった.

L. edodesの半和合性ダイ・モン交配における核の選択

L. θdodesを供試材料として，親一核株に対して，二核の

うちの 一 方 は 共 通 の 核 型を持ち，他方は相補的な核型の親

二核株をダイ・モン交配して，親一核株側の二核化につい

て調査した結果を， Table 4-2に示す.

L.θdodes の親 二 核 株 X-1-248(A4B3/hisー)+ X-1-650 

(A3B4/ile-)と親一核株 X-1-248および X-1-650のダイ・モ

ン交配お い て ， 親 二 核 株と X-1-650 の組み合わせでは親一

核菌糸体側から分離したサンプルの全てで二核化が確認さ

れたが，もう片方の親ー核株 X-1-248 との組み合わせでは

二核化は観察されなかった.また，親二核株

X-1-650(A3B4/ile-) 十 X-1-667(A4B3/ade-) と親一核株

X-1-650および X-1-667のダイ・モン交配では，親二核株と

X-1-650 の組み合わせの ー核菌糸体コロニー側から分離し

た サ ンプノレの全てで二核化が確認されたが，一方の親一核

株 X-1-667と の 組 み 合 わ せでは二核化が観察されなかった.
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さ ら に，親二核株 X-1-449(A3B3/pabー)+ X-1-829 (A4B4/ 

met-)と親一核株 X-1-449および X-1-829のダイ・モン交配

では二核菌株と X-1-449 の組み合わせでは全てのサンプル

で二核化が確認されたが，一方の親一核株 X-1-829 との組

み合わせでは二核化が確認されなかった.これらの結果か

ら，ム θdodesの半和合性ダイ・モン交配におけるー核菌糸

体への核供与体となるこ核株の 2核のうち，接合時に一核

側へ移行する核の選択に X-1-248→ X-1-650， X-1-667→ 

X-1-650および X-1-829→ X-1-449という序列が決定され，

また，親二核菌糸体中の相補核の他核に対する比較優位性

がダイ・モン交配の正否を決定付けるほどの影響があるこ

と が 判明した.

P. os trea tusの半和合性ダイ・モン交配における核の選択

P. ostreatusの半和合性組み合わせのダイ・モン交配の

結果を， Table 4-2に示す.

親二核株 TD33-100(A2Bl/nicー)十 TD33-118(A1B2/ade-)と

親一核株 TD33-100および TD33-118のダイ・モン交配おい

て，親二核株と TD33-100の組み合わせでは分離したサンプ

ルの 90% で 二 核 化 が確認されたが，片方の親一核株

TD33-110との組み合わせではサンプルのわずか 10%のみの

二核化であった.親二核株 TD33-100(A2Bl/nic-) + 
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TD33-336(A1B3/met-)と親一核株 TD33-100および TD33-336

のダイ・モ ン 交 配 で は ，前者は 100%が二核化していたが後

者はわずか 10%に止まった.第 3 の親二核株

TD33-118(A1B2/adeー)+TD33-138(A2Bl/met-) と親一核株

TD33-118および TD33-138のダイ・モン交配でも，先の交配

例と同様に，一方の組み合わせでのみ交配の完遂率は高い

結果となった.また，これらの結果から P. os trθatusの二

核菌株に お い て も ， 二 核の比較優位性について， TD33-118 

→ TD33-100， TD33-336→ TD33-100， TD33-118→ TD33-138 と

い う序列が決定され ，L. edodesと同様に核選択がダイ・モ

ン交配の容易さを決定付ける要因であることが示唆された.

考察

著者は，第 2章および第 3章において，それぞれ二極性

および四極性であるきのこ P. namθko と F. velutipθS  

における和合性および半 和 合 性 組 み 合 わ せ の ダ イ ・ モ ン 交

配に関して栄養要求性株を用いて検証し，いずれにおいて

もー核 甚 糸 体 の 二 核 化が生じることを示した.このこ核化

においては，和合性交配の場合，親二核菌糸体中の一核が

ほぼ絶 対的に選択されて二核化が完遂するが，半和合性交

配の場合は，親一核菌糸体に対して相補性を示す核が選択

p
h
d
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におけ る劣位核であっても交配が比較的容易に完遂するこ

とが判明した.一方，本 章 に お い て 供 試 し た 2つの四極性

きのこ P. namθkoと F. velutipesの場合を半和合性組み

合わせの交配で観察したところ，親二核株のうちの核選択

で優位性を示す核がダイ・モン交配の完遂においてより有

利であり，相補核が劣位核の場合は P. namθko と F.

velutipes の場合より二核化の完遂の困難さを示す結果を

得た.この相違.が有意であるかどうかはより多くの検体を

用いた分析データの蓄積を待たねばならない.なお L.

θdodθsおよび P. os trθatusに関しては，二核菌糸体のー核

化やー核性オイディアの形成が見られないため，ダイ・モ

ン交配で新生したこ核窟糸体の核型を解析する簡便な直接

的手段は確立されていないが，例えば，プロトプラストを

作製し，それから一核性プロトクローン(ネオハプロント)

を拾う方法などで解析が可能と考えられ，今後，検討され

ること が期待される.

和合性および不和合性ダイ.モン交配に関して，著者は

P. namekoと F. velutipθsの場合，親二核菌糸体のー核化

により 生 じ た 細 胞 が 親 -核菌糸体の紹胞と接合して，見か

け上の ダイ.モン交配が完遂することがかなりの頻度で生

じているとの推測を，第 2章および第 3章で論じた.しか

し，本章において，二核菌糸体の一核化が通常には生じな
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いと考えられるム θdodθSおよび P. ostreatusにおいても

和合性および半和合性組み合わせの交配で一核菌糸体の二

核 化が，これまでの多くの既報と同様に確認された

((Dicson， 1934; Quintanilha， 1937， 1939; Oikawa， 1939 

木村， 1957，1958a， 1958b).また ，L. θdodθS と P. ostreatus 

におけるダイ・モン交 配においても，親二核株におけるこ

核のうちの一核が選択されるプロセスが介在し，おそらく，

P. nameko や F. velutipθS で 立 証 さ れ た も の (Cao et 

al.， 1999; 五itamoto et al.， 2000)と同様な核の序列を提

示することが可能と考えられる.二核菌糸体の細胞におけ

るこ核の優劣に関しては，著者らの研究グループでは，優

位核を共役核分裂における主導核，劣位核をその従属核と

考える仮説を提起している (Maduda et al.， 1995). これま

での研究で蓄積されてきたデータを想起すると，主導核は

ダイ・ モ ン 交 配 に お け る 2つの菌糸細胞の接合後，速やか

に一核菌糸体の細胞内に移動できる菌糸先端細胞内で先端

部に位置すると考えると説明が容易になる.今後，この視

点に立った検証が期待される.
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第 5章

四極性きのこ Flammulinavelutipesの不和合性ダイ・モン交

配における不和合性因子の体細胞組換えによる新核形成の検

討

緒言

四撞性きのこ Coprinuslagopusにおける二核菌糸体によ

る一核菌糸体の二核化は， Buller (1930，1931) に よ り 発 見

された.その後，伺様の二核化現象が多数報告されている

(Dicson， 1934; Quintanilha， 1937， 1939; Oikawa， 1939 ; 

木村， 1957， 1958a， 1958b). 四極性きのこにおけるブラ

ー現象に関わる未解明の主題の一つは，体細胞組換え，す

なわち不和合性ダイ・モン交配の際に和合性の交配遺伝子

型が新 生 す る の か ど う かである (Raper， 1966). 

四極性きのこでは，親二核株 (A1Bl+A2B2)と親一核株

A1B2または A2Blという不和合性組み合わせにおいてもダ

イ・モン交配が起こる. この組み合わせにおけるこ核化は

二核菌糸体の二核開で体細胞組換えにより和合性の新核が

生じ， そ れ が 親 一 核 株 に移動して二核化が完遂するとする

仮説 (Quintanilha，1939)， あ る い は 二 核 菌 糸 体 の 二 つ の 核
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とも移 動したとする相反する仮説が提起されている

(Papazian， 1950)が， いずれも仮説に過ぎず，新生した 2

核藷糸体の核型を直接分析 し た 報 告 は 皆 無 で あ る .

そこで，本研究では，四 極 性 き の こ で あ る F. velu tipes 

の異なった不和合性国子を有する栄養要求性突然変異株お

よび野生株を用い，不和合性組み合わせによるダイ・モン

交配における体細胞組換により，和合性の不和合性四子を

有する核の新生について，本菌が二核菌糸体からそれぞれ

の構成核を 有す るオ イディアを形成する現象 (Kitamoto et 

al.， 2000)を活用して，新生二核菌糸体の有する 2核の核型

の解析を行 っ た .

材料および方法

供試菌 株

本 研究には F. velu tipesの野生一核株 A2 (A1Bl)， A6 

(A2B2)， A 7 (A1B2) および A8 (A2Bl) を紫外線するこ

とによ り 得 ら れ た 栄養要求性突然変異株 A2・12

(A1Bl/ade-)， A6・14(A2B2/met-)， A7・21(A1B2/met-) 

および A8・2 (A2Bl/his-) を用いた.また，上記の野生一

核株は交配型テスター株としても用い， A6株は二核交雑株

の作製にも用いた.菌糸体は 12 ml の PDA培地(Nissui 
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Pharmaceutical Co. Ltd.) を分注したプラスチック製ペト

リ皿 (Iwaki，90 x 15 mm) で培養した.保存菌株から菌糸

体小片 (3X3X3mm) を切り出し， 25
0C暗所で培養した.

二核交雑株の作製

ダイ・モン交配に用いる親二核株は，二つの和合性の栄

養要求性一核株需士，あるいは栄養要求性一核株と一核野

生株を交配して作製した. PDA平板培地の中央に 4 mm離

して二つ のー 核株 を接 種した.25
0
C. 1013間の培養後， PDA

平板培 地 上 の コ ロ ニ ー を検鏡し，クランプ結合を検鏡する

ことにより二核菌糸体の形成を確認した.確認した二核菌

糸体 を PDA斜面 培 地 に 移植し， 25
0
Cで 2週間培養後 5

0
C

で保存し た .

ダイ・ モン交配におけるこ 核 化 の 検 証

栄養要求性マーカーを付与した一核菌糸体を PDA平板培

地の中央に接種し， 25
0Cで一週間培養した.生長した一核

菌糸体コロニーの罵縁部のーカ所に二核とも栄養要求性マ

ーカーを有するこ核菌糸体もしくは野生型の二核菌糸体を

接種した. 1週間培養後，交配接種箇所とは反対のー核菌糸

体倶.IJのコロニーの周縁部から約 10mm内側の菌糸体小片を

切り出し， PDA斜面場地 に 移 植 し た . 生 長 し た 菌 糸 体 を 最

ハU
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少培地 (MM) とMMに 10mg/lのアデニン (ade)，メチオ

ニン (met)， もし くは p-アミノ安息香酸 (pab)を加えた平板

培地に接種し，菌糸体 の栄養要求性を検定した.これらの

栄 養素を必要とする一核菌糸体をそれぞれ ade¥ met-， 

pab-株と同定した. MMの組成は 20 g/l glucose， 1.5 g/l 

(NH4 )2 HP04 ， 0.46 g/l KH2 P04 ， 1.0 g/l K2 HP04 ， 0.5 g/l 

MgS04 ・7H2 0， 120μg/lチアミン塩酸塩， 15 g/l精製寒

天 であり，殺菌前に pHを 5.5に調整した.本研究で用い

た一核茜糸体は ade-， met-あるいは pab-であるので，栄

養要求性の互いに異なる 2種類の核を有するこ核菌糸体の

細胞は栄養要求性の相補により MMで生長可能である.一

核菌糸体は栄養要求性を示すことで 2核菌糸体と半U53IJする

ことができると考えられるが，体細胞染色体組換え株の新

生の可能性も残るため，クランプ結合の検鏡による 2核菌

糸体の 確 認 の 方 法 も 併用した.野生株を用いた場合は，ク

ランプ結合を検鏡して二核化の確認を行った.

ダイ・モン交配により形成される二核菌糸体の核型の決定

ダイ・モン交配によ り形成される二核菌糸体に存在する

2核の 核 型 構 成 は ， 本菌において生じるこ核菌糸体からの

一核性オイディアの核型を 分 析 す る こ と に よ り 決 定 し た .

二核菌 糸体からのー核性 オイディアの分離は Kitamoto et 
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al. (2000) の方法に従った.オイディアは 25
0
C，暗黒下で

培養した.オイディアの細胞は通常 3 日 後 に 発 芽 し ， 菌 糸

体コロニーを形成する.コ ロ ニ ー の 甚 径 が 2 mm程度に伸

長した後，平板培地から移植し，栄養要求性を検定するた

めに， MMおよび MMに栄養要求性標識化合物を 1つ加え

た 2つの平板培地に接種した.分離培養した菌糸体の核型

は， MMでは生育せず，標識化合物の 1つを加えた MMで

の生育の可否に.より検証した.また，野生株を用いた場合

は交配型テスター株との交配によるクランプ結合の確認に

より核型を決定した.

結果

不和合性組み合わせによるダイ・モン交艶における親一核株の

二核化

栄養要求性マーカーを付 与 し た こ つ の 親 一 核 株 と 親 二 核

株の両方の核型が和合で きない核をもっ二核菌糸体の不和

合性ダイ ・ モ ン 交 配 を 検討した.その結果を Table 5・1 に

示す.

F. velutipesの親一核株 A7-21 (A1B2/met-) と親二核株

A2-12 (A1Bl/ade-) + A6-14 (A2B2/pab-)，親一核株 A7-21

( A1B2/met-)と親二核株 A2-12 (A1Bl/ade-) + A-6 

つ山にd
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(A2B2/wild) および親一核株 A8-2 (A2Bl/his一)と親二核

株 A2-12 (AIBl/adeー) +A-6 (A2B2/wild) ダイ・モン交配

を試みたところ，いずれの組み合わせでも一核菌糸体のコ

ロニー外縁部から分離したすべての菌糸体サンプルは二核

菌糸体であることが栄養 要求性およびクランプの検鏡から

確認された.

不和合 性ダイ・モン交配における新生二核株の核型構成の検討

上記 の実験で得られた新生二核株の核型を分析するため，

三組の不和合性ダイ・モン交配で作出されたこ核菌糸体か

らー核性オイディアを分離 し ， 分 離 株 の 核 型 の 解 析 を テ ス

ター株と交配させて行っ た.その結果を， Table 5-2""' 5-4 

に示す.

親一核株 A7-21 (AIB2/met-) と親二核株 A2-12

(AIBl/ade-) 十 A6-14 (A2B2/pab-) の組み合わせの親一核

株側の二核化した菌糸体を 用 い て 形 成 さ せ た 10株のー核性

オイディア由来一核菌糸体の交配型を分析したところ、親

一核株 A7-21(AIB2/met-) に由来する AIB2株が 7株，いず

れのテスター株とも交配可能な ArBr株が 3株の割合で検出

された (Table5-2). 親 一核株 A7-21 (AIB2/met-) と親二核

株 A2-12 (AIBl/adeー)十 A-6 (A2B2/wild) の組み合わせの

親一核株倶iJの二核化した 菌 糸 体 の 一 核 性 オ イ デ ィ ア の 交 配

4
 

ζ
d
 

-



Table 5-2. Mating compatibility tests of ten strains of oidium-derived monokaryons produced 

from incompatible di引lOnmating between a monokaryon A 7・21(AIB2/met-) and a dikaryon 

A2・12(AIBlIade-)+A6・14(A2B2/pab-) . 

Oidium-derived Mating testers Mating 

monokarγotic strain type 

A2 (AIBJ) A7 (AIB2) A8(A2BJ) A6(A2B2) 

十 AIB2 

2 十 AIB2 

3 + AIB2 

4 + 十 + 十 ArBr 

5 十 AIB2 

6 + AIB2 

7 十 AIB2 

8 + 十 + 十 ArBr 

9 十 + 十 十 ArBr 

10 十 AIB2 
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型 は ，親一核株 A7-21 (AIB2/met-) 由来の AIB2株が 2株，

ArBr株が 8株の割合で検出された (Table5-3). さらに，親

- 核 株 A8-2 (A2Bl/his-) と 親 二 核 株 A2-12 (AIBl/ade-) 

+ A-6 (A2B2/wi ld) のー 核株側のニ核化した菌糸体のオイ

ディア株においても，親一核株 A8-2 (A2Bl/his一)由来の

A2Bl株が 5株 ， ArBr株 が 5株検出された (Table 5-4). し

たがっ て，いずれの組み合わせの交配においても，新生し

た 2核株の核型は，親一核株の交配型+親二核株の A，B両

因子が 組 換 え ら れ た 新 たな交配型の核で構成されることが

判明した.さらに，第 1の組み合わせで新生したこ核菌糸

体の二核の序列は，組換 え 型 の 不 和 合 性 因 子 を 有 す る 核 が

優位核，親一核株の交配 型を示す核は劣位核であることが

推察された.しかし，第 2の交配組み合わせでは親-核株

の交配型を示す核が優位株，組換え型の核が劣位核と推定

さ れ，第 3の組み合わせではオイディアにおけるこ核の出

現 頻 度が同数であり，優劣は判定できなかった.

考察

四極性きのこでは， Quintanilha(1939)の最初の報告以来，

不和合性組み合わせのダ イ・モン交配における一核菌糸体

の二核化について数多くの報告がなされている.この組み

po 
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Table 5-3. Mating compatibi1ity tests of ten strains of oidium-derived monokaryons produced 

from incompatible di-mon mating between a monokaryon A 7・21(AIB2Imet-) and a dikaryon 

A2・12(A 1 B 1 lade-) + A6 (A2B2Iwild) . 

Oidium-derived Mating testers Mating 

monokaryotic strain type 

A2(AIBl) A7(AIB2) A8 (A2BJ) A6(A2B2) 

十 十 + 十 ArBr 

2 十 + + 十 ArBr 

3 + 十 十 十 ArBr 

4 十 十 + 十 ArBr 

5 十 AIB2 

6 十 + + + ArBr 

7 + AIB2 

8 + 十 十 + ArBr 

9 + + 十 + ArBr 

10 + + + 十 ArBr 
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Table 5-4. Mating compatibility tests of ten strains of oidium綱 derivedmonokaryons produced 

from incompatible di-mon mating between a monokaryon A8-2(A2Bl/his-) and a dikaryon 

A2-12 (AIBlIade-) +A6 (A2B2Iwild). 

Oidium-derived お1atingtesters Mating 

monokaryotic strain 句rpe

A2(AIBJ) A7 (AIB2) A8 (A2BJ) A6(A2B2) 

十 A2Bl 

2 十 A2Bl 

3 + + + 十 ArBr 

4 十 + + 十 ArBr 

5 十 十 十 + ArBr 

6 十 十 十 + ArBr 

7 + A2Bl 

8 + A2Bl 

9 + 十 十 十 ArBr 

10 十 A2Bl 
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合わせにおけるこ核化 は二核菌糸体の二核開で体細抱組換

えにより 和 合 性 の 新 核 が生じ，それが親一核株に移動して

二核化が完遂すると推察されている (Quintanilha， 1939; 

Ellingboe， 1964). 一方， Papazian(1950)は，二核菌糸体の

二 つ の核とも移動したとする仮説を提起した.しかし，い

ずれも新生した 2核菌糸体の核型を直接分析した報告では

ない .本研究においては ，F. velutipesを供試菌株として不

和 合 性ダイ・モン交配で新生したこ核菌糸体の核の構成を

二核菌糸体による一核性オイディア形成を活用して解析を

行っ た .その結果，新生した 2核株の核型は，親-核株の

交配型十親二核株の A， B 両因子が組換えられた交配型

(ArBr)の核で構成されることが明らかになった.すなわち，

不 和 合性組み合わせのダイ・モン交配は，複相核の減数分

裂 に類似したプロセスにより染色体の組換えにより新規な

交配型の核が生じて完 遂す るこ とを 提唱 した

Ellingboe(1964)の Schizophyllum comm uneにおける事例

の説 明 を支持する結果を示した.体細胞組換えによる新規

な交配型の核の新生につ いては ，A あるいは B国子が座乗

す る 染色体の組換えによっても親一核株と相補的な核がで

きることが考えられるが ， 本 研 究 で は 両 因 子 と も 組 換 え ら

れた 核 の新生が確認された.しかし，分析したオイディア

のサ ンプル数が 3例 の 交配組み合わせでそれぞれわずか 10
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株であり，両因子ともの組換えが必然的に生じた細胞での

み不和合性ダイ・モン交配が完遂すると結論するのは早急

であり，今後，数十のサンプノレを用いて A あるいは B因子

の片方が組換えられた新 生核ができる事例があるかどうか

検 証 されることが期待される.
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摘要

多くのきのこは性的にヘテロタリズムの担子菌類に属し，

菌糸体や子実体の細胞 は 一 つ の 細 胞 に 異 な っ た 交 配 型 を 有

するこつの半数体の核で構成されるヘテロカリオンである.

きのこの ー 核 菌 糸 体 の二核化は交配型が相補的な二つのー

核菌糸 体 の 交 配 に よ り完遂する. Bullerは四極性のきのこ

Coprinus lagopusの一核菌糸体の周縁部に向菌の二核菌糸

体を接種したところ， 一 核 菌 糸 体 が 二 核 化 し て そ の 全 周 縁

部に二核菌糸体が形成されることを見いだした.この二核

菌糸体によって一核菌糸体が二核化する現象はダイ・モン

交配，あるいはブラー現象と呼ばれる.ブラー現象は四極

性担子菌については多 く の 報 告 が あ る が ， 二 極 性 担 子 菌 で

は皆無である.また，ブ ラ ー 現 象 に つ い て は ， ① 和 合 性 ，

半和合性ダイ・モン交配における親二核菌糸体の核の選択

和合の有無，および②不和合性ダイ・モン交配における体

細胞の染色体組換えが 主 要 な 問 題 点 と し て 未 解 明 の ま ま 残

されて い る . そ こ で 本研究では，和合性および半和合性ダ

イ・モン交配モデルとして最適とされるこ極性担子菌ナメ

コを用 い て 二 核 菌 糸 体の一核化の関与も考慮したブラー現

象の解析を行い，二核菌 糸 体 の ー 核 化 が 生 じ る 四 極 性 担 子

菌エノキタケについても 検 討 し た . ま た ， 二 核 菌 糸 体 の ー
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核化が生じ ない 4極性担子菌シイタケとヒラタケのダイ

モン交配における核選択についても解析した.さらにエノ

キタケを用いて体細胞の染色体組換えにおける和合性新核

の形成 について，本菌のー核性分生子形成能力を利用して

新生核を解析した.

二極 性担子菌ナメコのダイ・モン交配による二核化を栄

養要求性変異株を用いて検討した.和合性ダイ・モン交配

では，親一核菌糸体のニ核化が確認され，親二核株の 2核

のうち優位核である 1核が選択され，親一核株へ移動し二

核化が 完 遂 す る と 推 測 された.また，供試 3菌株の二核株

を構成する 3種類の核のそのような選択における比較優位

性の序 列 は ， 本 菌 の 二 核菌糸体のー核化やー核性オイディ

ア形成における核選択の序列と一致した.半和合性ダイ

モン交配 では親二核株の相補核が親一核株の供与核となり

得た.しかし，親二核株の棺補核の序列が親一核株より低

い場合，親一核株側から分離した菌糸体サンプルにおける

こ核化は低頻度に留まった . こ の よ う に ， 半 和 合 性 ダ イ

モン交配おいても親二核 株 に お け る 核 選 択 に お け る 同 様 の

規則が認められた.本菌の二核菌糸体先端細胞はー核化す

るため，ダイ・モン交配の実体は，親一核株と親二核株か

ら 生 じた-核菌糸体の交配によると推察された.

四極性担子菌エノキタケのダイ・モン交配における核選

つ山
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択の 規則と二核菌糸体の脱二核化の介在の検討では，和合

性ダ イ ・ モ ン 交 配 に より-核菌糸体の二核化が生じた.こ

の際，親二核株のー核が選択され，親一核株に移動して二

核化が完遂した.供試二 核 株 を 構 成 す る 核 が ダ イ ・ モ ン 交

配で 選 択 核 と な る 序 列は二核麗糸体のー核化での核選択の

序列と一致した.半和合性ダイ・モン交配では，親二核株

のうちの親一核株と相補する核が優位あるいは従属核でも，

二核 化で供与核となり得た.しかし，親一核株と相補する

核が 従 属 核 の 場 合 は ，親一核株コロニーから採取したサン

プルの二 核 化 の 確 率 は優位核に比較して低率であった.和

合性ダイ・モン交配に見られる核の選択規則が半和合性ダ

イ・モン交配においても機能していると推測された.本菌

におけるいわゆるダイ・モン交配は，親二核株がまず脱二

核化 し ， 生 じ た - 核 細胞と親一核株の間での交配が生じて

いることが示唆された.

間じ四極性でオイディアを形成しないシイタケおよびヒ

ラタケにおいても，ダイ・モン交配におけるー核菌糸体の

二核化に お け る 核 選 択の規則性について検討した.和合性

ダイ・モン交配では，上述のきのこと同様に親一核株の二

核化が 生 じ 、 核 選 択 の序列が決定された.半和合性ダイ

モン交配でも同様に親二核株中の相補性を示すー核が親一

核株の供与核となり得た. し か し ， 親 二 核 株 の 選 択 核 が 一
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核菌糸体の核より序列が低い場合，二核化は低率であった.

半和合 性 ダ イ ・ モ ン 交 配でも和合性ダイ・モン交配と同様

な核選 択 の 序 列 が 認 め られた.

エノキタケの不和合性 ダ イ ・ モ ン 交 配 に お け る 体 細 胞 染

色体の 組 換 え 現 象 を 検 討した.本菌の不和合性ダイ・モン

交配で も 親 一 核 株 の 二 核化が確認された.二核化菌糸体の

細胞の 核の構成をー核性オイディアの形成現象を利用して

解析したところ，新生二核蕗糸体の二核は，親一核株と同

型の核 お よ び 親 二 核 菌 糸体の核型とは異なる組換え型の核

で構成されていることが判 明 し た . す な わ ち 親 二 核 菌 糸 の

細胞で 染色体の体細胞組換えがまず生じ，その結果，新た

な交配型を保有するよう に な っ た 新 生 核 の 1つが親一核菌

糸体に移行 し ， 二 核 化 が完遂したと推測した.また，この

ような親二核株での 2つ の 核 問 の 体 細 胞 組 換 え は 2つの半

数体の 核開で染色体の交叉・組換えにより生じるものと推

測した.

以上，本研究により，きのこの和合性および半和合性ブ

ラー現 象 に お い て 二 核 薗糸体の重相核における核選択の介

在，不和合性ブラー現象における親二核菌糸体の重相核の

いずれとも異なる交配型の核の新生を直接証明する知見が

得られた.

-64-



Abstract 

Studies on the Buller phenomenon in bipolar and tetrapolar 

mushrooms 

by Tomomi Nogami 

Most edible m ushrooms are heterothallic basidiomycetes. Cells 

forming their mycelia and fruit-bodies are usually heterokaryons with 

two kinds of haploid nuclei of different mating types in each cell. The 

crossing of two complementary monokaryons of different mating types 

results in dikaryotization of monokaryotic mycelia. In 1930， Buller first 

observed the dikaryotization of monokaryotic mycelia by the dikaryotic 

mycelia of a tetrapolar mushroom， Coprinus lagopus， when they were 

placed near a large colony of monokaryotic mycelia. The 

dikaryotization of a monokaryon (the parental monokaryon) with a 

dikaryon (the parental dikaryon) has been referred to as di百 on

mating or as the Buller phenomenon. Many researchers have 

reported similar dikaryotization phenomenon in many other tetrapolar 

basidiomycetes thereafter， although no report from bipolar mushrooms. 

However， the following two major questions about the Buller 

phenomenon on tetrapolar mushrooms are not clarifying yet; (a) 
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whether selection of one of the two nuclei in the parental dikaryon in 

legitimate di-mon mating is involved， and (b) in somatic recombination， 

whether de novo generation of compatible genotypes of mating factors 

during incompatible di-mon mating occur. 

In the present study， the author exa訟 inedthe involvement of 

similar nuclear selection rules in compatible and hemicompatible 

di-mon mating in a bipolar mushroom， P. nameko， and surveyed the 

effect of mycelial monokaryotization on legiti血 atedi -mon mating in 

this mushroom. 1 also examined the nuclear selection rule in the 

legitimate di-mon mating in a tetrapolar mushroom， Flammulina 

velutipθ's， which mushroom involve the mycelial monokaryotization 

from dikaryotic mycelia. Further， 1 conducted a similar study by 

using two tetrapolar mushrooms， Lentinula edodes and Pleurotus 

ostreatus in which the mycelia血 ightkeep at dikaryotic state during 

growth and expansion. In the final chapter of this study， 1 examined 

the somatic recombination in the illegitimate di-mon mating of a 

tetrapolar mushroom， Flammulina velu白戸s.

The nuclear behavior in Buller phenomenon in a bipolar 

mushroom， Pholiota nameko， was examined with use of auxotrophic 

mutant strains to demonstrate the involvement of nuclear selection 

rules in dikaryotization by di-mon mating. During compatible di-mon 

mating of a parental monokaryon and a parental dikaryon， 
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dikaryotization of the monokaryotic mycelia occurred. We speculated 

that only one nucleus of the two nuclei of the parental dikaryon was 

selected， and the dominant nucleus migrated into the parental 

monokaryon to complete dikaryotization. The hierarchy of 

dominance of the three nuclei of the dikaryotic strains tested during 

such di-mon mating was established. The hierarchy was the same as 

that for mycelial and oidial monokaryotization. In hemicompatible 

di-mon mating， the nucleus ofthe parental dikaryon complementary to 

the parental monokaryon could be the nuclear donor in dikaryotization. 

However， when the complementary nucleus was lower on the 

hierarchy than the other nucleus of the dikaryon， then 0% to 50% of 

the samples isolated from the parental monokaryon side of the colony 

had completed dikaryotization. Further， similar nuclear selection 

rules that apply to compatible di幽 mon mating may operate in 

hemicompatible di-mon mating. Crossing between a parental 

monokaryon and monokaryotic cells produced by mycelial 

monokaryotization of a parental dikaryon occur at times during what 

seems to be di-mon mating in this mushroom. 

The involvement of nuclear selection rule and mycelial 

monokaryotization in compatible and hemicompatible di-担 onmating 

of Flammulina velutipes has been examined. The compatible di-mon 

mating between the parental monokaryon and the parental dikaryon 
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brought about dikaryotization of the monokaryotic mycelia. Only one 

of the two nuclei of a parental dikaryon was selected， and the nucleus 

migrated into the parental monokaryon to complete dikaryotization. 

The hierarchy of dominance among the three nuclei of the dikaryotic 

test strains during such di-mon mating coincided with that for 

mycelial monokaryotization of this mushroom. In hemicompatible 

di-mon mating， one nucleus of the parental dikaryon， complementary 

to the parental monokaryon， could be preferentially the nuclear donor 

in dikaryotization. However， when the complementary nucleus in the 

parental dikaryon was recessive in the nuclear selection， the test 

samples might complete dikaryotization at a lower frequency than that 

by the dominant nucleus of the parental dikaryon. A similar nuclear 

selection rule that applies to compatible di-mon mating may be active 

in hemicompatible di-mon mating. It is suggested that the crossing 

between a parental monokaryon and the monokaryotic cells produced 

by mycelial monokaryotization of a parental dikaryon may occur， at 

times， during what seems to be di-mon mating. 

The examination of nuclear selection rule involved in compatible 

and hemicompatible di-mon mating of Lentinula edodlθs and Pleurotus 

ostrθatus which did not produce monokaryotic oidia or monokaryotic 

mycelia from dikaryotic mycelia were carried out for comparing the 

above results from oidium forming mushrooms. The compatible 
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di-mon mating of these mushrooms also brought about dikaryotization 

of the monokaryotic mycelia by migrating a selected nucleus of the 

parental dikaryon into the parental monokaryon. In hemicompatible 

di-mon mating of these mushrooms， the nucleus of the parental 

dikaryon complementary to the parental monokaryon could be the 

nuclear donor in dikaryotization although the nucleus was dominant 

or recessive in nuclear selection that occur in the parental dikaryon. 

However， when the complementary nucleus was lower in the nuclear 

selection hierarchy， the apparent rate of the completion of 

dikaryotization in the samples was very low in the isolated samples 

tested. It was estimated a similar hierarchy in the nuclear selection 

Oぱf the parental d副ika訂ry卯r市ons might act in the compatible and 

hemi民C∞ompa抗ti出bled伝r祖 on matings in工双1the t旬es坑tmushrooms. 

The somatic recombination in the illegitimate di幽 monmating in 

a tetra polar mushroom Flammulina velutipes was examined by 

applying the oidium monokaryotization method to isolate and 

determine the two kinds of nuclei in the resulting dikaryon by di-mon 

mating. The noncompatible di-mon mating between the parental 

monokaryon and parental dikaryon brought about dikaryotization of 

the monokaryotic mycelia. The nucleus of oidia formed from the 

resulting dikaryon was identified to either one of the two nuclei; the 

nucleus of the parental monokaryon in the di-mon mating， or the 
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nucleus that was capable to mate against four tester strains in the 

mating compatibility test. Therefore， it has been demonstrated that 

the resulting dikaryon consisted of the nucleus of the parental 

monokaryon， and the nucleus (ArBlうthatwas newly produced by the 

recombination of chromosomes occurred in the somatic cells of 

dikaryon during the process of di-mon mating. One the new nucleus 

was arised in the parental dikaryotic mycelia， it might migrate into the 

parental monokaryotic mycelia after conjugation of two mycelia， and 

completed the dikaryotization of the monokaryons. 

From the present study， the author demonstrated the involvement 

nuclear selection rules in compatible and hemicompatible di-mon 

matings， and also revealed the de novo generation of the nucleus with 

a new mating type by somatic recombination in a process of the 

noncompatible di-mon mating in tetrapolar mushrooms. 
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