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研究成果の概要：食生活や住環境において、カビ毒生産菌やアレルゲンとして有害糸状菌が環
境リスク上問題となり、これら有害菌類の制御技術が求められている。そのため、閉鎖空間等
で有効な揮発性の新規抗菌物質を生産する糸状菌の選抜を行い、新規に４菌株の揮発物質生産
菌を選抜した。それらのうち、別種と考えられる３菌株から生産される揮発成分を解析したと
ころ、いずれの菌株からもテトラヒドロフランが検出された。これらの結果より、揮発物質を
生産して抗菌作用を示す糸状菌が様々な分類群にわたる菌株で複数存在していることが明らか
となった。また、その抗菌作用にはフラン化合物が関与していることが、世界的に見ても初め
て明らかになった。既に選抜されていた Irpex lacteus（Kyu-W63）の生産するフラン化合物の
一種であるペンチルフルフラールはアレルゲンなどの原因菌の生育を抑え、徐放剤に吸着させ
ることにより長期抗菌活性を維持することが可能であり、製品化のための施用法が示唆された。
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１．研究開始当初の背景
（１）食生活や住環境において、カビ毒生
産菌やアレルゲンとして有害糸状菌が環境
リスク上問題となり、これら有害菌類の制
御技術が求められている。そのため、閉鎖
空間等で有効な揮発性の新規抗菌物質を生
産する糸状菌の選抜を行う。
（２）すでに選抜されている揮発性の新規

抗菌物質を生産する糸状菌（Irpex lacteus）
の抗菌特性について解析を行う。

２．研究の目的
（１）申請者が開発した農業環境からの揮
発性生産微生物の特異的検出法によって分
離した新規の抗菌機作を有する微生物を供
試し、健康および環境リスクとして問題と



なる Aspergillus 属等の菌類に対して防カビ
効果の高い菌株を選択する。
（２）抗菌物質の類縁体などの抗菌効果や
効果の高い徐放剤等を検討して製品化への
基礎的知見の蓄積を行う。

３．研究の方法
（１）申請者らは、様々な有用特性を持つ
可能性のある微生物を各種作物の体表から
分離・同定して収集し、微生物インベント
リーとして維持、管理している。その中に、
イネ科作物（オオムギ、コムギおよびイネ）
の葉面から、3 年間にわたって収集した糸状
菌の菌株が 2000 以上あり、その中から新規
抗菌物質を生産する糸状菌の選抜を行った。

PDA 培地を流し込んだ 9cmペトリ皿に、
供試菌の菌叢を４日間培養し、別の PDA 平
板 の 中 心 に ト マ ト 萎 凋 病 菌 Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (MAFF744006)の
直径 5mm の菌そうを移植したペトリ皿に被
せて培養を行い、拮抗能を持つ菌株の選抜
を行った。
（２）拮抗能が認められた菌株については、GC
－ MS によるヘッドスペースの解析を行い、
得られたピークの成分の同定を行った。揮
発物質は非常に微量であるため、検出のた
めにコールドトラップ機能で濃縮後にカラ
ムに導入した。
（３）揮発性の抗菌物質を生産する糸状菌
Irpex lacteus（菌株名 Kyu-W63）は担子菌、
子のう菌、接合菌および不完全菌類等に抗
菌活性を持ち、その抗菌スペクトラムは広
く、多くの糸状菌の菌糸生育を阻害したが、
その他の抗菌メカニズムは不明であった。
そこで、本菌の生産する抗菌物質の生理活
性部位を特定するため全ゲノム配列が解明
さ れ て い る 出 芽 酵 母 Saccharomyces
cerevisiae を用いた解析を行った。
（４）PDA 培地を流し込んだ 9cmペトリ皿
に、Kyu-W63 の菌叢を４日間培養し、別の
PDA 平板の中心にバイオセーフティーレベ
ル 2 の Penicillium islandicum (NBRC 5234)、
Aspergillus fumigatus (NBRC 31952)、 A.
restrictus (NBRC 31385) および畳などの変色
原因菌である Wallemia sebi (NBRC 32277)
を置床したものにかぶせて密封し、25 ℃の
恒温器に置いて経時的に菌叢の直径を測定
した。また、室内汚染菌についても、生育
抑制を調査した。
（５）Kyu-W63 により、閉鎖空間である室
内環境の有害菌類の抑制効果が認められる
かを Hocking and Pitt（1980）の開発したジ
クロラン－グリセロール寒天（DG － 18）培
地とミニチュアハウスを用いて検討した。
（６）Kyu-W63 の生産するペンチルフルフ
ラールの製品化のために必要な徐放剤につ

いて、高分子ポリマー素材の検討を行う。
また、ペンチルフルフラールの類縁体の抗
菌作用の確認を行う。

４．研究の成果
（１）2017株の葉面微生物から揮発成分で
拮抗作用を持つ微生物をスクリーニングし
た結果、数種の拮抗菌が選抜されたが、そ
の内の菌株 25-2-1 は MAFF744006 の生育と
培地上における色素生産を抑制した（図１）。
本菌は白色の菌糸体のみ形成し、形態的同定
が困難であったため、プライマー ITS １および
ITS ４を用いてｒ DNA の ITS １＋ 5.8s ｒ DNA
＋ ITS2 領域を PCR 法で増幅し、 Dye
Terminator法でダイレクトシークエンスを行い、
BLAST 検索を行った。その結果、菌株 25-2-1
はサルノコシカケ科カワラタケ類の Trametes
sp.と 98%の相同性を示した。

図１．菌株 25-2-1 によるトマト萎凋病菌
の生育抑制 （左：対照、右：菌処理）

さらに選抜された菌株について同様の解
析を行い同様な解析を行ったところ、２菌
株(菌株名 B12-2-1 および B1-2-1)は Nectria
属菌と類縁性が高かった。残りの１菌株(菌
株名 WH1-2-1)は Peniophora incarnata と類縁
性が高かった。

（２）３菌株（B12-2-1、B1-2-1、WH1-2-1)
について GC － MS によるヘッドスペースの
解析を行ったところ、いずれもテトラヒド
ロフランのピークが検出された。これらの
結果より、揮発物質を生産して抗菌作用を
示す糸状菌が様々な分類群にわたる菌株で
複数存在していることが明らかとなった。
また、その抗菌作用にはフラン化合物が大
きく関与することが、世界的に見ても初め
て明らかになった（図２，３，４）。なお、
菌株 25-2-1 については培養中に変異が生じ、
抗菌活性の低下が認められ、GC － MS の解
析にもピークが観測されず、物質の生産能
が消失した。



図２．B12-2-1 の解析結果

図３．B1-2-1 の解析結果

図４． WH1-2-1 の解析結果

（３）Kyu-W63は担子菌、子のう菌、接合菌
および不完全菌類等に抗菌活性を持ってお
り、子のう菌類に含まれるキュウリうどん
こ病菌の胞子の発芽管の伸長を強く抑制し
た（図５）。

図５．キュウリうどんこ病菌のキュウリ

葉面における生育抑制 (接種 48 時間後)

左：無処理 右：Kyu-W63 処理 紫外線

下観察 (bar: 80 μ m)

Kyu-W63は、分類的に子のう菌に所属する

出芽酵母のS. cerevisiaeの野生株の生育は

抑制しなかった。その理由として、図５で

観察されたとおりKyu-W63は糸状菌の菌糸生

育を強く阻害するのに対し、S. cerevisiae

は出芽で増殖し、菌糸を形成しないためと

推測された。本菌の抗菌作用の詳細な生理

活性を明らかにするため、S. cerevisiaeの

全ゲノムの5/6を占める非必須遺伝子を１個

ずつ破壊した4899菌株を用いて生育試験を

行った。S. cerevisiaeの変異菌の中には、

本菌に対して感受性を示す株が349株あった。

抑制株の遺伝子解析の結果、本菌の抗菌作

用にはタンパク質合成やビタミンB2合成お

よび鉄輸送が関与していることが示唆され

た。

図６．組換え Saccharomyces cerevisiae を利

用した生理活性の解析

左：無処理、右：Kyu-W63 処理

（丸中の菌株は生育抑制）

（４）処理開始から Kyu-W63 は４種類の環
境リスク菌の培地上における生育を強く抑
制し、その効果は 10 日以上継続した
(Koitabashi and Tsushima 2007)。ここでは、A.
fumigatus の抑制効果についての写真（図７）
を示した。Kyu-W63 のペトリ皿を除去した
結果，生育の抑制されていたいずれの菌株
においても菌糸の伸長が始まったことから、
本菌の持つ抑制作用は殺菌的ではなく静菌
的であることが推察された。

Kyu-W63 は さ ら に 、 室 内 汚 染 菌 の
Cladosporium cladosporioides や Alternaria
alternata などの生育も強く阻害した。



図７．Kyu-W63 処理による Aspergillus
fumigatus (NBRC 31952)の生育抑制
左：無処理 右：菌処理（処理 10 日後）

（５）市販のドールハウスの内部にフェル

ト性マット、カーテン、ミニチュアベット

などを置き、DG － 18 培地を 20ml 散布し、

Kyu-W63を培養した9cmペトリ皿を２枚設置

した菌処理と無処理で内部に発生する糸状

菌の発生について調査した。ドールハウス

の前面はアクリル板で密閉した。その結果、

Kyu-W63 を処理した物ではほとんど糸状菌

の発生が認められなかったが、無処理では

フェルト性マットやカーテンに黒色のカビ

が繁殖した（図８）。この結果から、Kyu-W63

による室内有害菌の抑制効果についても期

待が持てることが示された。

図８．ドールハウスを用いた防かび効果

の確認 右：Kyu-W63 処理

左：無処理 （処理 14 日後）

（６）Kyu-W63の生産するペンチルフルフラ

ールを高分子ポリマー素材であるサンフレ

ッシュ ST －５００ D（サンダイヤポリマー

社製）に吸着させ、ペトリ皿内で抗菌活性

を確認したが、１ g のサンフレッシュに

0.5ml の処理で２週間以上の抗菌活性が維持

された。徐放剤とは、家庭用芳香剤などに

利用されている成分を徐々に放出するよう

に工夫された剤の施用法であるが、本菌の

生産するペンチルフルフラールをサンフレ

ッシュに吸着させることで徐放剤として利

用できることが確認された。ペンチルフル

フラールの類縁体のフルフラールについて

抗菌活性を確認したところ、４種類の環境

リスク菌に対して全く生育が認められない、

強い抗菌活性があり、類縁物の応用による

低コストでの実用化の可能性が示された。
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