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 マツタケの近縁種であるバカマツタケの林地栽培技術の開発を目的として、林地内に人工的に接種した

箇所とその周辺において土壌中のバカマツタケを特定し、菌糸体量を定量する手法を開発した。バカマツ

タケのシロから採取した試料は、種特異的なプライマーを用いて他種のキノコと識別できることが判明し

た。また、バカマツタケと土壌の混合試料をもとに作成した検量線には直線性が確認され、試験地の土壌

中にあるバカマツタケの菌糸体量を特異的かつ定量的に計測することが可能になった。本手法は野外等の

林地接種試験におけるバカマツタケ菌の定着やシロ形成を評価する上で有効であると考えられた。 

 

 
１．はじめに 

 

バカマツタケは、マツタケの近縁種で、子実体の形態

や特有の香りがマツタケに似ている食用きのこの一つと

して知られている１）。日本では、北海道２）、本州１,３）、

九州４,５）に至る広い範囲に分布しているが、マツタケが

主にアカマツなどのマツ科の森林に発生するのに対し、

バカマツタケはミズナラ２,３）、コナラ２-４）などのブナ科

の落葉広葉樹林や、スタジイ４,６,７）、マテバシイ５-７）、

コジイ４）、ウバメガシ５,８）、アラカシ４,５）などのブナ科

常緑広葉樹林に発生する。 

これまで、バカマツタケの生態については、菌糸体コ

ロニーの分布形態や、菌糸体の生育に適した環境条件、

炭素源・窒素源の利用能力、無菌条件下での菌根形成能

力が明らかにされてきた ９-11）。さらに、人工栽培の技術

開発を目的に、バカマツタケを林地へ接種する試験を実

施したところ、菌糸の塊であるシロが形成され、子実体

が発生し、これまで難しいとされてきた栽培の可能性が

大きく進展した 12,13）。しかしながら、2020 年時点で試験

地においてシロが形成された３箇所のうち、子実体が発

生したのは１箇所であり、林地での安定的な子実体の発

生には至っていない。したがって、林地接種試験を通し

て、さらに確実な栽培技術となるようバカマツタケの土

壌中でのシロの拡大過程を明らかにしていくことが求め

られる。 

バカマツタケの菌根および菌糸体は地表面近くにまと

まって存在し、子実体は白い菌糸体の塊の上に発生する
７,９）。また、シロは他の菌根性きのこのように必ずしも

同心円状に分布せず、不規則な弧状に分布していること

が多い６,９,14）。一方、野外の土壌中には他の菌根菌や菌

糸体が多く存在している。そのため、菌根の形態および

バカマツタケに特有の厚壁胞子の観察方法だけでは、バ

カマツタケ菌の存在を把握するには不十分であり、試験

地において接種した箇所のバカマツタケの定着・拡大状

況を確認することには限界がある６,14 ）。したがって、バ

カマツタケの菌糸の定着およびシロ形成を把握するため

には、高い精度でバカマツタケを特定し 15）、かつ定量可

能な解析手法が求められる。また、接種箇所から一定量

の試料を採取することは、定着しつつある菌糸体に少な

からず損傷を与えることになるため、最小限の試料採取

で評価する方法が望ましい。マツタケの先行研究では林

地からの試料採取量が 1g 程度で土壌中のマツタケ菌糸

体を特異的かつ定量的に計測する方法がすでに開発され

ている 16,17）。この土壌中における菌糸体の定量方法をバ

カマツタケに応用することができれば、接種箇所を大き

く攪乱することなく、接種後の菌糸体の初期の発達段階

から定着状況、およびシロの形成を評価する上で役に立

つと考えられる。 

そこで、本研究ではバカマツタケの林地接種地におい

て菌糸体の定着やシロの形成状態を評価する方法の一つ

として、土壌中におけるバカマツタケ菌糸体の同定およ

び定量法について検討した。 

なお、本研究は、農林水産技術会議の委託プロジェク

ト研究「高級菌根性きのこの栽培技術の開発」（平成 27
年度～令和元年度）の一部として実施したものである。 
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２．材料と方法 

 

2.1 土壌サンプリング地の概要 

 奈良県南部地域においてバカマツタケの林地接種を行

った標高 800m のコナラ林から土壌のサンプリングを行

った。このコナラ林は元来薪炭林として維持されてきた

森林であり、萌芽更新してから 20 年以上が経過し、直径

約 15cm、樹高約 12m のコナラで構成されている。林地

接種試験地付近の気象観測地点における気象データで

は、年平均気温は 11.1℃、年間降水量は 2003mm である。

試験地は、尾根に近い山腹上部の傾斜度約 20°の平衡斜

面で、林床にはコナラ実生の他に、モチツツジ、コウヤ

ボウキ、コバノガマズミ、スノキ、ネジキなどの低木が

生えている。 

この林地接種試験地では、2016 年までにバカマツタケ

の菌糸がウバメガシの取り木苗とともに約 50 箇所に接

種されている。それらの接種方法は複数あるが、代表的

な方法はバカマツタケの菌糸を塊になるように寒天培地

上で培養し、栄養分のある寒天培地と切り離した上で、

菌の塊だけをまだ菌根が形成されていない取り木苗の根

に合着させて林地に接種するものである 12,13）。このうち、

2016 年に接種した１箇所よりシロが形成され、2017 年に

１本の子実体が発生した 13）。 

2.2 リアルタイム PCRによるバカマツタケの検出 

子実体が発生したシロから、2017 年 10 月 26 日に試料

として約 5g の土壌を採取した。また、試験地内に発生し

ていた他種きのこのクリタケ、ショウゲンジ、ハツタケ、

オキナクサハツ、近縁種のマツタケとニセマツタケの培

養菌糸体、およびポジティブコントロールとしてバカマ

ツタケの培養菌糸体を用いた。培養菌糸体は奈良県森林

技術センターで保有している各種の菌株を約 20℃、相対

湿度約 60%の培養条件下で寒天培地上に接種して菌糸を

伸長させ、約２ヶ月間液体培地で培養した後、再度液体

培地に植え継いで培養したものを用いた。シロを含む土

壌、他種きのこ、培養菌糸体の各試料を凍結乾燥させた

後、ホモジナイザーで粉砕し、QIAGEN DNeasy Plant mini 
Kit （QIAGEN）を用いて DNA を抽出した。DNA 抽出

した試料について、バカマツタケに特異的なプライマー 

18）（表１）を用いて PCR を行い、融解曲線を作成した。

また、増幅した PCR 産物は Mupid（Mupid、アガロース

濃度 2%）による電気泳動後、UV 照射下でゲルを撮影し、

増幅断片長の確認を行った。 PCR には、Applied 
Biosystems Step one plus（Life Technologies 社）のリアル

タイム PCR システムを使用した。PCR の方法はインタ

ーカレーター法（SYBR 法）を用いた。PCR の条件およ

び反応液組成は、図１のとおりである。

表１ リアルタイムＰＣＲに用いたバカマツタケ種特異的プライマー 

 

 

 

 

図１ リアルタイムＰＣＲプロトコールおよび反応液組成 

プライマー名 配列（5’to 3’） 想定サイズ（bp）

Tb TGTTTGTAGACTTGGGTAAGG 563

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 636

40cycle

プロトコール

95℃ 10分 （初期変性）
↓

95℃ 15秒
↓

60℃ 1分30秒
↓

75℃ 1分 （蛍光測定）
↓

融解曲線分析

反応液組成

SYBER Green Master Mix   10.0 μL
Forward Primer(250nm) 0.5 μL
Reverse Primer(250nm) 0.5 μL
滅菌水 7.0 μL
DNAﾃﾝﾌﾟﾚｰﾄ 2.0 μL

合計 20.0 μL
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2.3 リアルタイムPCRによるバカマツタケ菌糸体の定量 

2.3.1 土壌標準試料および検量線の作成 

土壌中のバカマツタケ菌糸体定量の検量線を作成する

ために、2018 年８月に乾燥菌糸体と土壌を混合した標準

検体を作製した。バカマツタケの菌糸体は液体培養して

おいたものを、吸引ろ過によって液体を除去し、滅菌水

で洗浄して凍結乾燥させた後、粉砕機を用いて粉砕した。

混合する土壌は林地接種試験地周辺から採取し、凍結乾

燥させてから粉砕機で粉砕して用いた。なお、バカマツ

タケの濃度勾配は土壌 30mg 中にバカマツタケ菌糸体が

0.3mg から 3ng になるように設定したが、3mg 以下の微

量のバカマツタケの菌糸体を正確に秤取るのが難しいた

め、バカマツタケ特異的プライマーでは増幅しないと確

認されているウスヒラタケの菌糸体を用いて希釈したも

のを用いた 16）。粉砕した土壌と所定の濃度になるように

希釈したバカマツタケ菌糸体を混ぜ合わせて標準検体を

作製した。作製した標準検体から CTAB 法によって DNA
を抽出し、バカマツタケ特異的プライマー 18）（表１）を

用いて定量 PCR を行い、検量線を作成した。PCR の機器

および条件は、2.2 のバカマツタケの検出の実験と同様

である。得られた回帰直線をもとに絶対定量が可能な範

囲である検出限界を確認し、実験精度について評価した。 

また、定量実験ごとの検量線の作成を簡略化するため

に、特異的プライマーによるバカマツタケの PCR 増幅断

片が挿入されているプラスミド DNA（増幅断片のコピー

数が 10 個から 10,000,000 個）の試料についても、上記の

標準検体とともに定量 PCR を行い、検量線を作成した。

そして、土壌標準試料の菌糸体量と DNA コピー数の関

係を算出した。 

2.3.2 野外試料の定量 

検量線を用いて定量する試料として、2018 年および

2019 年の秋に試験地で形成されたシロから発生した子

実体の発生位置を基準に、同一のシロ内において、2019
年９月に中央部分と下部および子実体直下部分から約

5g ずつ試料を採取した（図２）。各試料を凍結乾燥して

から、粉砕機を用いて粉砕した。各粉砕試料を 30mg ず

つ秤取り、CTAB 法によって DNA を抽出後、プラスミド

DNA とともに定量 PCR を実施した。PCR の機器および

条件は、2.2のバカマツタケの検出の実験と同様である。

プラスミド DNA (10 個から 10,000,000 個までの DNAコ

ピー数）の検量線を用いて、各試料に含まれる菌糸体の

DNA コピー数を算出した。次に、土壌標準試料の菌糸体

量と DNA コピー数の検量線の関係から採取した試料の

菌糸体量を算出した 15）。

 

 

 

 
 

図２ バカマツタケのシロにおける子実体発生位置および試料採取ポイント 

（Ａ:中央，Ｂ：下部，Ｃ：子実体直下） 
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３．結果と考察 

 

バカマツタケに特異的なプライマーを用いた PCR 増

幅産物をアガロースゲル電気泳動により解析したとこ

ろ、バカマツタケの増幅産物はプライマーから想定され

るサイズ（540bp）の断片が認められ、一方、比較に用い

た別のきのこでは 540bp 長の増幅産物はなかった。また、

全ての増幅産物で 100bp 長以下の非特異的断片が確認さ

れた（図３）。PCR 増幅産物の融解曲線解析では、融解

温度（以下、Tm 値という）が 82℃付近で目的とするバ

カマツタケの培養菌糸体と採取したシロ DNA 由来の増

幅産物が融解のピークに達しているのに対し、マツタケ

近縁種を含む他種の非特異的増幅産物はTm値 70℃付近

で融解していた（図４）。以上の２つの PCR 増幅産物の

解析結果から、バカマツタケと他種きのこは最適化され

た PCR 条件で明瞭に区別することができた。 

PCRではプライマー同士が融合するなどして非特異的

増幅（プライマーダイマー）が起こり、特にプライマー

と相同性がない鋳型DNA存在下ではしばしば発生する。

本実験においては非特異的増幅産物の存在も認識してい

るなか（図３、図４）、目的とするバカマツタケの増幅

産物だけを特異的に測定できる PCR 条件をみいだした。

その結果、リアルタイム PCR の増幅曲線では、供試した

バカマツタケの菌糸およびシロにおいて明瞭な検出が認

められた（図５）。本方法の PCR 条件は、増幅サイクル

における増幅産物の検出温度を 75℃に設定しているが

（図１）、75℃下では他種きのこの非特異的増幅産物は

すでに融解しており、PCR のサイクルに 75℃の蛍光強度

測定ステップを追加設定することでバカマツタケの増幅

産物だけを検出できるようになる。このように PCR 条件

を最適化した上でリアルタイム PCR を用いれば、より迅

速に高い精度で検出・定量結果が得られる。また、断片

長で分離確認する手段としての PCR 産物の電気泳動の

確認が省略できる。 

次に、バカマツタケ菌糸体と土壌の各混合試料 30mg
から DNA を抽出してリアルタイム PCR を行い、Ct 値
（遺伝子増幅が一定量に達した時のサイクル数）を比較

した。各試料の土壌中のバカマツタケの菌糸体量と Ct 値
の関係について回帰直線を算出したところ、決定係数が

R2=0.98 と極めて高く、強い直線性が認められた（図６

A）。また、菌糸体量が 0.3mg から 0.000003mg までの範

囲で増幅が認められ、本手法によって検出できる菌糸体

量の限界値は 3ng であることが明らかになった。これは

土壌 1g 中の 0.1µg に相当する。プラスミドの各 DNA コ

ピー数と Ct 値の関係についても、決定係数 R2=0.99 と強

い相関関係が認められ（図６B）、定量 PCR の検量線と

して有効であることを確認した。したがって、バカマツ

タケの菌糸体がごく少量であっても、本実験方法を用い

ればその菌糸体量を特異的かつ定量的に計測できること

が示された。また、本方法は、定量に土壌標準試料とプ

ラスミド DNA の関係式を用いるため、実験ごとに土壌

標準試料を調製する必要がなく、プラスミド DNA の調

整だけで定量できるという利点もある。 

子実体が発生したシロにおける菌糸体量について上記

の定量方法によって計測した結果を図７に示す。採取箇

所が３点と少ないため今回の実験結果からシロの分布状

況を正確に把握することは難しいが、採取ポイントによ

ってバカマツタケ菌糸体量は大きく異なっており、その

菌糸体量の差は菌糸体の分布状況を反映していると考え

られる。すなわち、バカマツタケの菌糸体量は、子実体

発生がなく菌糸体がほとんど分布していないと考えられ

る中央部分は少なく、菌糸体が白く厚い層になっている

子実体直下で最も多くなった。採取した年とその前の年

のシロ内の子実体の発生は上部に集中しており（図２）、

上部では特に菌糸体がまとまって発達していたものと推

察される。マツタケのシロをリアルタイム PCR により定

量した研究においても、子実体直下で菌糸体量が最も多

くなることが報告されている 16） 。しかし、マツタケのシ

ロの菌糸体は、子実体が発生する箇所と同じく環状に多

く分布しているが、バカマツタケの菌糸体量がシロの上

部と下部で顕著な差があったことから、必ずしも環状で

なく、かなり浅い土壌に菌糸層を形成するために偏った

菌糸体の分布状態をとる傾向６,９）が、菌糸体量の定量結

果からも支持された。 

本方法により林地のバカマツタケ菌糸体量を客観的に

評価、定量する一つの手法が確立された。野外における

シロの発達状況をより詳細に正確に確認するには、土壌

中の環境条件と菌糸体量の季節的変動などの関係を細や

かな調査によって解析し、シロの動態を把握することが

重要になると考えられる 19,20） 。今後は、試料採取ポイン

トを増やして本方法で定量 PCR を実施することで、林地

接種試験のより詳細なシロの分布状況や動態を分析する

ことができると期待される。ただし、本方法で標準試料

を作製する際に用いた人工的に培養した菌糸体との比較

による定量であり、林地に存在する土壌中の自然な状態

の菌糸体そのものではないことに留意しなければならな

い。 
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図３ リアルタイムＰＣＲ産物の電気泳動 

 

 

 

 

図４ リアルタイムＰＣＲ融解曲線 
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図６ バカマツタケ菌糸体量とＣｔ値の関係（Ａ)およびＤＮＡコピー数とＣｔ値の関係（Ｂ） 

 

 

 

図５ リアルタイムＰＣＲ増幅曲線

サイクル数
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強
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バカマツタケシロ

図６ バカマツタケ菌糸体量とCt値の関係（A)およびＤＮＡコピー数とＣｔ値の関係（B）
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図７ 子実体が発生したシロの各試料採取ポイント（Ａ，Ｂ，Ｃ）におけるバカマツタケ菌糸体量 

    試料採取ポイントは図２参照 
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