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ACE阻害活性を指標としたブナシメジの育種
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Breeding of Hypsizygus marmoreus
by ACE-Inhibitory Activity

Seiki GISUSI Akira HARADA Shozo YONEYAMA
Michio MORI Mayumi SATO

      We obtained 238 strains of Hypsizygus marmoreus by crossing two strains, Hm03-2, which has high
Angiotensin I-converting enzyme (ACE)-inhibitory activity, and Hm219, which has good characteristics
for cultivation. Two strains were selected by screening. One strain, Hm612, had the highest ACE-
inhibitory activity, and the another one, Hm468, had high ACE-inhibitory activity and good
characteristics for cultivation.
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　子実体冷水抽出物のアンジオテンシン変換酵素（ACE）阻害活性が高いブナシメジ菌株Hm03-2と
栽培特性に優れた菌株Hm219を交配し，238菌株を作出した。子実体の収量・形質を考慮し，ACE阻
害活性が最も高いHm612，ACE阻害活性が高く栽培特性の優れたHm468の2菌株を選抜した。

1.　はじめに
　ブナシメジ（Hypsizygus marmoreus）の国内生産量
は年間 8～ 10万トンで推移しエノキタケの次に多
く，北海道内における生産量もエノキタケ，シイタ

ケについで3番目に多い1）。しかし，売価が低迷し

ていることと消費量が頭打ちとなっていることか

ら，中小規模の生産者は，生産コストの削減だけで

は生産を継続することが困難になりつつある。

　一方，近年きのこの機能性が注目され，ブナシメ

ジについては血圧上昇に関与するアンジオテンシン

変換酵素（ACE）の阻害活性が他のきのこに比べ比
較的高いことが確認されている2）。ACEの阻害によ
り，血管収縮物質であるアンジオテンシン-IIの生成
および血管拡張物質であるブラジキニンの分解が抑

えられ，血圧低下をもたらすことが明らかとなって

いる3）。そこで，本研究は，ACE阻害活性を指標に
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第 1図　ACE阻害活性を指標にしたブナシメジ育
種の流れ

Fig. 1. Flow chart of breeding of H. marmoreus by ACE-
inhibitory activity.

ブナシメジ品種の育成を目的とした。

　なお，本研究は（独）森林総合研究所交付金プロ

ジェクトの一環として行った。

2.　試験方法
　第1図にACE阻害活性を指標としたブナシメジ育
種の流れを示す。育種工程は，育種素材の選抜から

ACE阻害活性の評価まで大きく4つの工程からなる。

2.1　育種素材（交配親菌株）の選抜
　育種素材の選抜では，子実体冷水抽出物のACE阻
害活性および収量等の栽培特性を指標に交配親菌株

となる 2菌株の選抜を行った（第 1図のA）。
2.1.1　供試菌株
　野生菌株を主とする当場保存のブナシメジ41菌株
を用いた。これらの菌株をカンバ類（Betula sp.）お
が粉とフスマを混合した培地で培養して種菌とし

た。

2.1.2　栽培試験
　試験は850mL容ポリプロピレン製の栽培ビンを用
いて行った。基本培地として，カンバ類おが粉23%
（絶乾重量換算），米ぬか14%（同）になるように混
合し，水道水を加えて培地水分63%に調整した4）。

基本培地を栽培ビンに600g充填し，高圧殺菌（121
℃，30分間）した。栽培方法は原田ら 5）に準じた。

すなわち，培地を殺菌後，各ビンに約10gの種菌を

接種して，温度 22± 1℃，相対湿度 70± 10%，暗
条件下で90日間培養後，菌かき操作を行った。菌か
き操作は種菌の中央部をまんじゅう型に残す方法で

行い，その後注水して2時間吸水させた。菌かき操
作後は，芽出し工程において温度16±1℃，相対湿
度85±10%，照度約50 luxで管理し，子実体原基形
成後，柄が1.5cm程度に伸び傘が分化し始めるまで
続けた。生育工程は温度 16± 1℃，相対湿度 85±
10%，照度約350 luxで行った。各ビンの子実体総発
生数の10%以上の菌傘が2.5cm以上になった時点で
子実体を採取し，収穫した子実体の形態を観察後，

生重量を測定して子実体収量とした。

2.1.3　ACE阻害活性の評価
　収穫したブナシメジ子実体の可食部を凍結乾燥後，

粉砕した粉末2gを80mLの蒸留水に懸濁し，5℃で
20時間，100rpmで振とうした。この懸濁液を遠心分
離（5000×g，30分間）し，上清液を濾過後，凍結
乾燥して冷水抽出物を得た。ACEはウシ肺製（和光
純薬工業製）を用いた。基質はBz-Gly-His-Leu・H2O
（ペプチド研究所製）を，ACE阻害剤はカプトプリル
（和光純薬工業製）を，ウシ血清アルブミン（BSA）
は和光純薬工業製を用いた。ACE阻害活性の測定
は，津田らの方法2,6）を改変して行った。すなわち，

試験管に0.5Mホウ酸緩衝液（pH8.3）を0.1mL，1.6M
NaClを含有するBSA溶液（2mg/mL）を0.25mL入れ，
酵素溶液（0.1unit/mL）を0.05mL，試料溶液（5mg/mL）
を加えて全量を0.475mLとした。基質溶液（4.3mg/mL）
を0.025mL添加して，37℃で60分間酵素反応後，10
µg/mLカプトプリル溶液1mLを添加して反応を停止
した。反応液中の馬尿酸を高速液体クロマトグラ

フィー（HPLC）法で定量し，試料溶液の阻害度は，
蒸留水のみを添加したものを対照として求めた。

HPLCはSHIMADZU LC10システム（SPD-M10AVフォ
トダイオードアレイ検出器とカラムMightysil RP-18
GP 250-4.6mm（5µm），関東化学）を使用した。分析
条件は，移動相にアセトニトリル/10mMリン酸緩衝
液（pH2.8）＝1：4（v/v）を用い，流速1mL/分，カ
ラム温度 40℃，検出波長 240nmとした。
2.2　一次選抜試験（栽培特性によるスクリーニング）
　2.1において選抜した2菌株から新たに菌株を作出
し（第1図のB），それらの栽培試験を行い収量等の

野生菌株・保存菌株 41菌株
Wild and/or stock : 41 strains

A. 育種素材の選抜
A. Selection of parents

for crossing

2菌株 2 strains

238菌株 238 strains

41菌株 41 strains

B. 交配菌株の作出
B. New strains 

by crossing
C. 栽培特性で選抜

C. Selection by character
-istics for cultivation 

D. ACE阻害活性評価
D. Analysis of ACE-

inhibitory activity

試験方法　Method
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栽培特性で 41菌株を選抜した（第 1図のC）。
2.2.1　供試菌株
　2.1において選抜した2菌株それぞれの子実体から
単離した単胞子系統を交配し238菌株を作出し，一
次選抜試験に用いた。また，比較のため当場保存の

ブナシメジ市販品種（HmC1～C3）を用いた。
2.2.2　栽培試験
　2.1.2で示した基本培地を用い，培養期間75日で
栽培試験を行った。繰り返しビン数を8本とした。
2.3　二次選抜試験（栽培特性およびACE阻害活性
によるスクリーニング）

　2.2において選抜した菌株の栽培試験を再度行い，
子実体冷水抽出物のACE阻害活性および収量等の栽
培特性を評価した（第 1図のD）。
2.3.1　供試菌株および栽培試験
　二次選抜試験の供試菌株は，一次選抜した41菌株
を用いた。また，比較のため当場保存のブナシメジ

市販品種（HmC1～C3）を用いた。2.2.2と同条件で
栽培試験を行った。ただし，供試本数は16本とした。
2.3.2　ACE阻害活性の評価
　2.1.3と同様の条件でACE阻害活性の評価を行っ
た。ただし，1回目はウシ肺製ACE（和光純薬工業
製）を，2回目はウサギ肺製ACE（シグマ社製）を
それぞれ用い，試料はそれぞれ異なる栽培ビンから

収穫した子実体から調製した冷水抽出物を用いた。

繰り返し数は各回2とした。

3.　結果
3.1　育種素材の選抜および交配菌株の作出
3.1.1　育種素材の選抜
　41菌株中40菌株で子実体が発生した。発生した菌
株の栽培日数は108～127日，子実体収量は21.8～
163.2g/ビンとなった。また，子実体冷水抽出物のACE
阻害活性は，29.7～72.7%となり，菌株間差がみら
れた（第2図）。ACE阻害活性と栽培特性を考慮して
10菌株を選抜し，再度，栽培試験を行った結果，ACE
阻害活性は30.6～65.5%となった。2回の試験結果
から，野生菌株Hm03-2はACE阻害活性が65%以上
と安定して高いこと，交配菌株 Hm219は子実体収量
が高いなど栽培特性に優れ，ACE阻害活性も55%以
上と比較的高い（第3図）ことから，この2菌株（Hm03-

2 およびHm219）を育種素材として選抜した（第 1
図参照）。

3.1.2　交配菌株の作出
　育種素材として選抜した2菌株それぞれの子実体
から単胞子系統を単離し，菌叢の成長度および形態

から各15系統を選抜した。これらを，総当たりの群
間交配および Hm219二核菌糸とのダイモン交配によ
り，合計 238菌株を作出した（第 1図参照）。
3.2　栽培特性による一次選抜
　交配親菌株Hm219を対照菌株として，新たに作出
した238菌株の栽培試験を行った結果，菌糸蔓延日
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第 2 図　育種素材として検討したブナシメジ菌株
の ACE 阻害活性値（%）分布
Fig. 2. Distribution of ACE-inhibitory activity (%) of
strains of H. marmoreus for crossing parent.

第 3 図　育種素材として検討したブナシメジ菌株
の ACE 阻害活性（%）
　試験2回の平均値。繰り返し数は4。
　黒棒で示したHm03-2とHm219を育種素材として選抜した。
Fig. 3. ACE-inhibitory activity (%) of strains of H.
marmoreus for crossing parent.
   Means of 2 tests. N=4.
   Two strains, Hm03-2 and Hm219, were selected for crossing parents.
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数は43～70日（対照：51～ 59日）となった。75日
間培養後，子実体発生操作を行い，238菌株中134菌
株で子実体が発生した（第4図）。菌かきから収穫ま
での日数は21～42日（対照：21～24日）となった。
発生した子実体の収量は 1.9～ 103.7g/ビン（対照と
の収量比：0.03～ 1.22）であった。この中から，子
実体収量，形質を指標に，41菌株を選抜した（第1
図参照）。

3.3　栽培特性およびACE阻害活性による二次選抜
　栽培試験を行った結果，菌糸蔓延日数は36～50日
（対照：46～ 53日）で，41菌株のすべてに子実体が
発生し，菌かきから収穫までの日数は22～30日（対
照：23～ 25日），収量は 60.3～ 149.2g/ビン（対照と
の収量比：0.49～ 1.21）となった（第 5図）。

　第6図に交配菌株41菌株，対照として両親菌株お
よび市販菌株の計 48菌株のACE阻害活性（偏差値
の平均）分布を示した。用いたACEが異なるためと
考えられるが，ACE阻害活性値（%）は，全般的に
2回目（シグマ社，ウサギ肺製ACE）の結果が高く
なり，またACE阻害活性値（%）の菌株間の順位は
1回目と2回目で完全には一致しなかった。そこで，
2種類のACEを用いた測定結果に関して菌株間の相
対的位置関係を確認するため，スピアマンの順位相

関係数 7）を求めると 0.737となり，1%の危険率で
二変数には有意に正の相関が認められた。そこで，

ACE阻害活性の偏差値を1回目と2回目についてそ
れぞれ算出し，偏差値の平均で各菌株のACE阻害活
性を評価した。

　第1表にACE阻害活性の高かった3菌株と対照菌
株のデータを示した。育種素材として用いたHm03-
2のACE阻害活性は高く，Hm219のACE阻害活性は
相対的に低かった。市販品種も菌株によってACE阻
害活性に違いがみられ，阻害活性が高い菌株HmC1
から低い菌株HmC3まで大きな差が認められた。交
配菌株のHm612は，親菌株であるHm03-2および全
市販品種の中で最も高いACE阻害活性を示し，交配
菌株のHm515 およびHm468は，全ての市販品種よ
りも高い値を示した。

0 0 0
2

11

18

8

2

0

4

8

12

16

20

0 0.01-
0.20

0.21-
0.40

0.41-
0.60

0.61-
0.80

0.81-
1.00

1.01-
1.20

1.21-
1.40

N
um

be
r o

f s
tra

in
s

菌
株
数

収量比（対照：Hm219）
 Index of yield (control: Hm219)

第4図　一次選抜試験における子実体収量比の分布
Fig. 4. Distribution of index of yield of strains of H.
marmoreus at the 1st screening test.
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第5図　二次選抜試験における子実体収量比の分布
Fig. 5. Distribution of index of yield of strains of H.
marmoreus at the 2nd screening test.
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第 6 図　交配作出したブナシメジ菌株と両親およ
び市販菌株の ACE阻害活性（偏差値）分布
　□：対照菌株，■：交配菌株

Fig. 6. Distribution of ACE-inhibitory activity (deviation
values) of H. marmoreus.
　□: Control strain, ■: Hybrid strain
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4.　考察
　育種素材の選抜，続く交配菌株の選抜においても

同様であるが，ACE阻害活性について菌株間で差が
見られ（第2図および第6図），選抜育種の有効性が
再確認された。ACE阻害活性の高い野生菌株 Hm03-
2 ，子実体収量および形質に優れた交配菌株 Hm219
を育種素材として選抜し，両親菌株より優れた菌株

を期待し238 菌株を作出した。育種素材の選抜では
培養日数を90日間としたのに対し，交配菌株の選抜
では試験効率を重視して栽培条件の培養日数を75
日間と設定したため，多数の菌株が子実体発生に至

らなかったと考えられる（第4図）。しかし，商業生
産では培養期間など生産効率も重要である5）ことか

ら，子実体発生に至らなかった菌株は除外した。

　一次選抜試験の収量比を，両菌株の単核系統

（Hm03-2の15系統×Hm219の15系統および親菌株）
を因子に二元配置の分散分析で検討したところ，交

互作用が認められた。単胞子分離によって両親菌株

の遺伝形質が分散されるため，それらをランダムに

組み合わせる交配菌株の作出によって，遺伝形質の

変異は大きく広がる。収量等栽培特性やACE阻害活
性成分のマーカーがまだ存在しないことから，交雑

育種によって目的とする形質の評価を行いながら選

抜を繰り返す方法は，現時点での育種方法として妥

当であると考える。

　食味評価の結果8）とACE阻害活性，収量を考慮
し，Hm612（対照菌株Hm219に比べ基本培地での収
量が低いが，ACE阻害活性が最も高い）とHm468（比
較的ACE阻害活性が高く，基本培地での収量が対照
菌株Hm219と同程度）の2菌株を最終選抜した。今
後は，ACE阻害活性を高め，かつ栽培特性を向上さ
せる培地組成の検討が必要である。

　津田らは2），ブナシメジのACE阻害活性物質は数
種類のオリゴペプチドと推定しており，マイタケで

もオリゴペプチドがACE阻害活性物質として報告さ
れている9）。またタモギタケのD-マンニトールが降
圧活性を示すこと10），オリゴペプチドのほかに数種

の糖アルコールが温和なACE阻害活性を示す11）こ

とが明らかになっている。上述のACE阻害活性を向
上させる検討を進めるには，活性成分（群）を定量

的に推定し，その機序を明らかにすることが重要で

あると考える。
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