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研究成果の概要（和文）：真菌類は森林生態系において多様な役割を果たすと同時に、木材の主要な微生物劣化
の原因となるため、真菌類の生理学的な知見を蓄積することは重要である。一般に、糸状菌の生理学的研究は炭
素源や窒素源の獲得に着目したものが主流であり、ミネラル類についての知見は少ない。本研究では、ミネラル
類の中でも豊富に存在する硫黄に焦点を当て、真菌類の硫黄獲得経路の一つに気体状の硫黄化合物を硫黄固定す
る経路が関わるという仮説を立て、それを支持する知見を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Because fungi play diverse roles in forest ecosystems and are major causing 
organisms of wood decay, it is important to accumulate knowledge on the physiology of fungi. In 
general, physiological studies of filamentous fungi have focused on the acquisition of carbon and 
nitrogen sources, and little is known about minerals. In this study, we focused on sulfur, which is 
abundant among minerals, and hypothesized that fungi can use the gaseous sulfur compounds as a 
sulfur source, and succeeded in obtaining findings that support this hypothesis.

研究分野： 木材腐朽菌学

キーワード： 硫黄固定　真菌類　硫黄代謝　硫化カルボニル
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、真菌類が硫黄を栄養源として獲得するための経路の一つに、気体状の硫黄化合物である硫化カルボ
ニルという化合物を利用する経路がある可能性を見出した。これは気体状の二酸化炭素を利用して炭素を獲得す
る炭素固定である光合成、細菌類の一部が気体状の窒素を獲得するために行う窒素固定に次ぐ新たな生物的固定
プロセスの発見にも繋がるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
真菌類は森林生態系において多様な役割を果たすと同時に、産業的な観点においても、木材を

利用する上で商品価値を落とす主要な微生物劣化（腐朽やカビ汚染）の原因となる。よって、そ
れらの真菌類の生理学的な知見を蓄積することは、森林生態系の深い理解に繋がるとともに、木
材の生物劣化への対策を考える上でも重要である。 
 一般に、糸状菌の生理学的研究は炭素源や窒素源の獲得に着目したものがその主流である。そ
の一方で、ミネラル類についての研究は、生理的な重要性とはうらはらに研究例が少ない。本研 
究では、生物の必須元素であり、ミ
ネラル類の中でも豊富に存在する硫
黄に焦点を当てた。真菌類は硫酸イ
オンや硫黄含有アミノ酸を硫黄源と
すると考えられてきたが、その一方
で糸状菌は大気中にほぼ普遍的に存
在する気体状の硫化カルボニル
（COS）を分解する活性を有するこ
とが知られており、このことから糸
状菌が気体状の COS を出発物質と
した硫黄獲得経路を持つ、すなわち
「糸状菌には気体状硫黄化合物を硫
黄固定する能力が備わっている」と
いう仮説を立てた。 
 
 
２．研究の目的 
 以上の背景を受け、本研究では「糸状菌には気体状硫黄化合物を硫黄固定する能力が備わって
いる」という仮説を立証することを目的とした。実際に、COS は低濃度ではあるものの、二酸化
炭素や窒素と同様に大気中にごく一般的に含まれる分子であることから、もし COS の代謝経路
の存在が真実であれば、植物の光合成による炭素固定や細菌による窒素固定のように、大気中の 
硫黄元素を生物的に固定するプロセスが存在することを示す極めて重大な発見となり得る。 
 
 
３．研究の方法 
（３-１）供試菌 
本研究では、東京農工大学フィールドミュージアム唐沢山演習林の森林土壌から分離さ

れた COS 高分解性の糸状菌 Trichoderma harzianum THIF08 株を用いた。本菌は、ppmv オー
ダーの COS 高濃度条件のみならず大気濃度条件であっても COS を分解することが可能な
糸状菌である。 
 
（３-２）胞子形成 
 T. harzianum THIF08 株を PDA 寒天培地プレートに接種し、25 ℃で培養し保存した。胞子懸濁
液を作成するため、THIF08 株を PDA プレート培地上で 25 ℃、暗黒下で 10〜12 日間培養し、胞
子を形成させた。THIF08 株を培養したシャーレに 2 ml の PBS buffer を加え、穏やかに振盪し
た後、胞子が懸濁した PBS を回収した。回収した液体を遠心分離した後、上清を捨て、新たに 1 
ml の PBS を加え、十分にボルテックスした。遠心分離から懸濁までの一連の操作を 3 回繰り返
した。 
 
（３-３）培養条件 
 20 ml の硫黄を含まない改変 Czapek-Dox 寒天培地プレート上に 10 μl の胞子懸濁液を植菌し
た。胞子を接種したシャーレを、5 L 容 Tedlar Bag（GL Sciences, Tokyo, Japan）に入れた。袋内の
気相の体積を 2 l に調整し、COS 標準ガスを添加した。Tedlar Bag に入れた THIF08 株を 25℃、
暗所で 2 週間培養し、ガスクロマトグラフ-炎光検出器を用いて COS を経時的に測定した。培養
後、菌体からエルゴステロールを抽出し、HPLC によりエルゴステロール量を測定した。 
様々な濃度の COS 条件下で THIF08 株を培養するために、20 ml の硫黄を含まない改変

Czapek-Dox 寒天培地プレート上に胞子懸濁液を植菌し、5L-Smart PA Bag に入れ、袋内の気相
の体積を 2 l に調整し、0.16、16、160、1,600、16,000、160,000 nmol COS をそれぞれ暴露した。
比較として、シャーレに入れた 20 ml の寒天培地に 16,000 nmol の硫酸を含む培地も準備した。
バックに入れた THIF08 株を 25℃、暗所で 2 週間培養した。   
 また、32 ml 試験管で作成した硫黄を含まない改変 Czapek-Dox 寒天培地または硫黄を含
む培地の 10ml のスラント培地に胞子懸濁液を接種した。硫黄を含む培地中の硫酸塩は、そ
れぞれ 20、200、2,000 nmol に調整した。試験管に W ブチルゴム栓をし、硫黄を含まない培



地のヘッドスペース 22 ml に COS を 20、200、2,000 nmol 暴露した。それらを 25℃、暗黒下
で 8 日間培養し、エルゴステロールを抽出し、エルゴステロール量を測定した。 
 
（３-４）COS または硫酸塩で培養した THIF08 株の網羅的硫黄代謝物解析 
  COS または硫酸塩を単一の硫黄源として THIF08 株を培養するため、32 ml 試験管に入れた 10 
ml の硫黄を含まない改変 Czapek-Dox 傾斜培地に胞子懸濁液を植え付けた。硫酸塩を硫黄源と
する試験区には、10 ml の培地に 1,000 nmol MgSO4 を含む培地を使用した。接種 3 日後に COS
を気相で各 190 nmol 添加した。4 日間培養後、99.7%メタノール（Wako）3 ml で菌糸を回収し、
直ちに液体窒素で凍らせた。室温でサンプルを融解し、全量 3 ml のうち 0.5 ml を氷上で 1 分間
超音波処理し、菌糸を懸濁した。遠心分離後に上清 100 µL を回収し、モノブロモビマン修飾液
30 µL を加えた。これを混合したのち、乾固させ、乾固したサンプルは分析まで-20 ℃で保存し
た。得られたサンプルは網羅的な硫黄代謝物解析であるサルファーインデックス解析に供した。
サルファーインデックス解析は、LC-MS/MS と S-bimanyl 誘導体を用いた解析法である。試料は
逆相カラムで分離し、MS/MS 解析はオンラインで行った。質量分析計のピーク面積から目的の
代謝物量を求め、エルゴステロールの量で正規化した。   
 
（３-５）組換え発現で生産した T. harzianum THIF08 株由来 COS 分解酵素の機能解析   

T. harzianum THIF08 株からクローニングした COS 分解酵素遺伝子を、大腸菌を宿主とした異
種宿主発現により、組換え GST 融合 COS 分解酵素として生産した。細胞を超音波破砕して得た
抽出液から、グルタチオンセファロースビーズを用いて精製した後、得られた組換え GST 融合
COS 分解酵素を用いて、様々な濃度の CO２存在下での COS 分解酵素活性を測定した。さらに、
T. harzianum THIF08 株が有する COS 加水分解酵素を発現する組換え大腸菌を用いて、これを硫
黄を与えない条件と COS を単一の硫黄源とした条件で培養し、生育量を OD600 を測定すること
で評価した。 

 
（３-６）T. harzianum THIF08 株の COS 取り込みに関する調査 

34S で標識した CO34S を単一の硫黄源として THIF08 株を培養し，細胞に含まれる 34S 化合物
の割合を調査した。また、寒天培地を取り除いた状態での COS 分解活性を測定した。THIF08 株
を寒天培地の上に置いたポリエチレンの網目シート上に接種し、十分に生育した後、シートを培
地から剥がし、COS 分解活性を測定した。  
 
 
４．研究成果 
（４-１）COS を唯一の硫黄源とした培養条件における成長量の調査 

THIF08 株を、硫黄源を添加しない培地に接種し、単一の硫黄源として気体状 COS を暴露した
条件と暴露しない条件で培養することで、COS が THIF08 株の成長に及ぼす影響を調査した。そ
の結果、硫黄を添加しない条件では薄く白い菌糸が培地表面に広がっていたが、COS 添加区で
は顕著な菌糸伸長や菌糸の着色が観察された。また、COS を暴露して培養した THIF08 株は、2
週間培養後、真菌の細胞膜の成分で増殖の指標となるエルゴステロールの量が、COS を暴露し
ていない場合に比べて顕著に多くなった。さらに、ヘッドスペース中の COS の量は THIF08 株
の培養を培養した条件で徐々に減少した。これらの結果は、THIF08 株がヘッドスペースに暴露
した気体状の COS を唯一の硫黄源として利用していることを示唆する。 
 単一の硫黄源として様々な量の COS を暴露し、培養した THIF08 株を観察した結果、COS を
暴露しない条件では、シャーレの表面に薄く白い菌糸が広がった。COS を添加した場合、COS
を添加しなかった場合と比較して菌糸の量が顕著に増加した。一方、過度な COS を暴露した場
合には、菌糸の伸長自体は抑制された。 
 
（４-２）COS または硫酸塩で培養した THIF08 株の網羅的硫黄代謝物解析 

COS を栄養源とした場合の硫黄代謝経路に関する知見を得るために、COS または硫酸塩をそ
れぞれ単一硫黄源として含む培地で 7 日間培養した菌体の抽出物を網羅的硫黄代謝物解析であ
るサルファーインデックス解析に供した。その結果、いずれの試験区においても、システインが
検出され、その下流の代謝物に位置付けられる多くの硫黄化合物も検出された。両培地において
培養した菌体におけるこれらの硫黄化合物の含有量を比較した結果、含有量に有意な差がある
とされた化合物の全てで、COS を硫黄源とした試験区の方が含有量が高かった。 
 
（４-３）COS の直接的な取り込み 
 気体状 COS を同化し、生体内硫黄代謝物として利用していることを証明するために、THIF08
株を 34S でラベルした CO34S または自然同位体比の COS をそれぞれ 190 nmol 添加した条件で培
養を行った。4 日間培養後、採取した菌糸体をエルゴステロール定量およびファーインデックス
解析に供した。CO34S を添加した条件で菌糸から抽出されたエルゴステロール量は、自然同位体
比の COS 添加条件とほぼ同じであり、安定同位体 34S が THIF08 の生育にほとんど影響を及ぼさ
ないことが示唆された。本実験のサルファーインデックス分析では、自然同位体比の COS を硫



黄源として用いた場合に検出される主要な硫黄代謝物の 32S と 34S の同位体比を明らかにした。
その結果から、COS 中の S は取り込まれ、硫黄代謝物として利用されている可能性が考えられ
た。 
 
（４-４）COS 分解酵素の関与 
 組換え GST 融合 COS 分解酵素は、CO2 の有無に左右されずに COS 分解活性を有したことか
ら、本酵素は COS に対して特異的に分解活性を有することが明らかになった。また、COS 分解
酵素を組み込んだ組換え大腸菌の生育量調査により、本酵素による COS 分解が COS を基質とす
る硫黄獲得経路の第一段階である可能性が考えられた。 
 
本研究課題で実施した上述の結果は、糸状菌が COS を硫黄源として利用することを強く示唆

するものである。 
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