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研究成果の概要（和文）：本研究では白色腐朽菌と共存細菌との相互作用に着目し、木材腐朽時における細菌の
移動、共培養による木材腐朽への影響、共存細菌が生産する化合物の3点に着目した。木片上の細菌の移動実験
では、不安定ではあるものの菌糸の伸長に伴う細菌細胞の拡散を明らかにすることが出来た。木材腐朽に与える
影響としては、組み合わせる菌と細菌の種類に依存して、木材腐朽の度合いが変化した。細菌が木材腐朽菌の菌
糸伸長に影響を与える物質を生成していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, interactions between wood-rotting fungi and co-existing 
bacteria such as the movement of bacteria with fungi, the effect of co-cultivation for wood-rotting,
 and the chemicals which are produced by co-existing bacteria were focused. The bacterial cells were
 transferred with the growth of wood-rotting fungi on chip of wood, however, this phenomenon was 
unstable in reproducibility. Some bacterial strains improved the wood degradation by rotting fungi. 
It was proved that the bacteria which improve the growth of fungi produce some chemicals as signal.

研究分野： 森林化学、森林微生物学、バイオマス変換
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
自然環境では微生物と微生物が様々な相

互関係を維持しながら共存し複合微生物系
を形成している。たとえば、森林の樹木と菌
根菌は相利共生的関係にあると考えられて
いるが、この共生関係に関わり菌根菌の生育
および菌根形成を助ける細菌の存在が確認
されている。また腐生性糸状菌とその共存細
菌については相互作用し細菌が糸状菌と共
に移動することが報告されているが、木材腐
朽菌と共存細菌の共生関係や相互作用につ
いてはほとんど分かっていない。我々の過去
の研究で、対峙培養させることにより木材腐
朽菌の菌糸伸長促進が確認された菌株・細菌
株の組合せが複数あることが示された。たと
えば、白色担子腐朽菌 Stereum sp. TN4F 株
とその菌糸伸長促進効果を持つ共存細菌
Curtobacterium sp. TN4W-19 株の組合せを見
出している。しかし、共存細菌が存在するこ
とで木材腐朽菌の菌糸伸長が促進される要
因は分かっていない。 
 

２．研究の目的 
一般に糸状菌である木材腐朽菌は難分解

性ポリマーであるセルロース、ヘミセルロー
ス、リグニンからなる木材の固体表面上に菌
糸を伸ばして移動し、菌体外に放出する酸化
還元酵素や加水分解酵素で各ポリマーを分
解しながら木材を腐朽する。一方、腐朽木材
中には細菌類も存在し、単独でセルロースや
低分子リグニンなどを分解することが知ら
れていた。しかしながら、一般に単細胞生物
である細菌は含水率の低い固体表面を移動
することが困難であるとされる。では、どの
ようにして細菌は腐朽木材中に拡散するの
か。申請者らは細菌の戦略的拡散に糸状菌と
の相互作用が存在するのではないか。そこで、
本研究の目的として 
 
(1) 腐朽菌による木材の腐朽時に、細菌との
共培養がどのような影響を与えるか 
(2) 木片上で木材腐朽菌が生育する際に、共
存細菌が菌糸とともに移動するか。 
(3) 共存細菌が木材腐朽菌の菌糸伸長促進
物質を生産・分泌しているか 
 
の 3点を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 供 試 菌 株 ： 白 色 腐 朽 菌 Trametes 
versicolor TN6F 株およびその共存細菌 44株
(TN6W-strains)を用いた。また、 Phlebia 
brevispora TN3F およびその共存細菌株であ
る TN3W-14 株を用いた。さらに、白色腐朽菌
Stereum sp. TN4F およびその共存細菌株であ
る Curtobacterium sp. TN4W-19 を用いた。
いずれの白色腐朽菌株および共存細菌株共
に宮崎大学農学部付属フィールド科学教育
究センター 田野演習林にて採取した。 
 

(2)木粉の腐朽試験 
宮崎大学田野演習林内の腐朽材から採取さ
れた白色腐朽菌 P. brevispora TN3F および
T. versicolor TN6F と、それぞれの白色腐朽
菌が生育していた腐朽材から分離された細
菌株を用いた。細菌と腐朽菌は含水率 80 %
コナラ木粉(アルコール・ベンゼン脱脂
済)0.5 g に植菌し、25℃、暗所で 30 日間培
養した。培養後、サンプルの重量減少率・リ
グニン分解率・マンガンペルオキシターゼ活
性・ラッカーゼ活性・Filter Paper 活性を
測定した。 
 
(3)木片の腐朽試験 
木材腐朽及び菌糸伸長に伴う細菌移動試

験として、ホウノキおよびブナの木片を使用
した。深底シャーレに 80 ml の PDA 培地を分
注し、乾燥庫で 60 ℃、2 日間乾燥させ恒量
を測定した木片をオートクレーブで 121 ℃、
15 分間滅菌し培地上に設置した。木材腐朽
菌株は 25℃、3 日間 PDA 培地上で前培養した
のち、木片直近の PDA 培地上に接種した。細
菌は 30 ml の PD 液体培地中で一晩培養した
のち、遠心分離で細菌細胞を回収し、蒸留水
中に懸濁した懸濁液 10 μl を木片上に接種
した。木材腐朽菌および細菌を所定の場所に
接種後、25℃暗所で培養し、菌糸の伸長を観
察した。また、細菌を接種した地点から離れ
た位置の菌糸をかきとり、R2A 培地に塗布し、
細菌の有無を確認した。また、腐朽試験終了
後の木片は表面の菌糸を除去した後、恒量を
測定し、重量の減少率を求めた。 
 

(4) 菌糸伸長促進物質の探索 
木材腐朽菌株 Stereum sp. strain TN4F と

その共存細菌株 Curtobacterium sp. TN4W-19
株を用いた。細菌を PD 液体培地で 3 日間培
養し、得られた培養液を酢酸エチルを用いて
液-液抽出した。抽出物はフィルターペーパ
ーに浸漬させ溶媒を除去し、PDA 培地で木材
腐朽菌と共培養し菌糸伸長促進活性を検討
した。また酢酸エチル抽出物はシリカゲルカ
ラムクロマトグラフィーを用いて数種類の
展開溶媒ごとに分画した。得られた画分は同
じようにフィルターペーパーに浸漬させ、菌
糸伸長促進活性を検討した。 
 

４．研究成果 
(1) 木粉の腐朽に与える共培養の影響 
白色腐朽菌と細菌の共培養によって重量

減少率が増加する組み合わせを見いだした。
特に、T. versicolor TN6F 株と共存細菌株の
共培養では、重量減少率とリグニン分解率の
両方で、TN6F 株のみを培養したときと比べ有
意に増加する組み合わせが存在することが
分かった（図１）。そこで、顕著な木材腐朽
促進効果を示した細菌株 2株（TN6W-26 およ
び TN6W-27）を用いてさらに検討を行った。
培養開始 15日目および 30日目の重量減少率
を測定したところ、いずれの細菌株と共培養



した場合でも、培養初期（15 日目）は、T. 
versicolor TN6F 株のみを培養した場合と比
較して、むしろ重量減少率は低下する傾向に
あり、培養後期（30 日目）には、細菌株と共
培養した木粉の方が重量減少率は増加した
（図２）。一方で、木粉中のリグニンの分解
率を測定したところ、培養初期（15 日目）か
ら細菌と共培養した際に、有為に高いリグニ
ン分解率を示し、その傾向は培養後期（30 日
目）も維持された。これは、細菌の存在が、
培養初期におけるリグニンの選択的な分解
を促進している可能性を示唆する。そこで、
T. versicolor TN6F 株と 2つの細菌株の共培
養条件下での各種酵素活性を測定したとこ
ろ、TN6F 株のみの培養と比べ、共培養条件下
で培養初期のリグニン分解酵素活性値が高
いことが示された（図３）。これは、前述し
た培養初期における共存細菌によるリグニ
ン分解の促進という考察を支持する。 
 

 
 
図１  細菌の共培養が白色腐朽菌 T. 
versicolor による木粉の重量減少灰色のバ
ーは白色腐朽菌単独で培養した時の値を示
す。 
 
 
 

 細菌株 TN6W-26 および TN6W-27 それぞれの
種を推定するために、16S rRNA 遺伝子の配列
を解析した。その結果それぞれ、TN6W-26 は
Cupriavidus 属 細 菌 、 TN6W-27 は 
Enterobacter 属細菌であることが示唆され
た。また、今回供試した 44 株の細菌のうち
11 株をランダムに選び、その 16S rRNA 遺伝
子 配 列 を 解 析 し た と こ ろ 、 8 株 が
Enterobacter 属細菌であることが示唆され
た。過去の報告で、Enterobacter 属細菌が
T. versicolor による木材腐朽を促進し、そ
の現象が Enterobacter 属細菌による窒素固
定によるものではないかという報告がある。
一方で、木材成分のリグニン分解を促進する
結果を報告したのは本研究が初めてである。
培養初期にリグニンを選択的に分解するこ
とで、その後のセルロース等の炭水化物の加
水分解を容易にできたのではないかと考え
られた。 

 

 
図２ 木粉の分解における細菌共培養の経
時的影響 TN6W-26 および TN6W-27 をそれ
ぞれ共培養した場合と、腐朽菌 TN6F のみを
培養した場合を比較した。 
 
 

 
 
図３ 木粉の分解時におけるリグニン分解
酵素生産に与える細菌共培養の影響 Ａ：マ
ンガンペルオキシダーゼ、Ｂ：ラッカーゼ 
 
(2)木片の腐朽における共存細菌の影響 
白色腐朽菌 P. brevispora TN3F とその共

存細菌株である TN3W-14 株、また白色腐朽菌
Stereum sp. TN4F とその共存細菌株である
Curtobacterium sp. TN4W-19 をそれぞれセッ
トで用いた。 
ホウノキ木片を 30 日間腐朽試験に供した

際の状態を図４に示す。ホウノキ木片上では、
細菌の共存下において、腐朽菌単独で培養し
た時よりも旺盛な菌糸伸長が確認されえた。
一方で、ブナ木片を用いた際には、腐朽菌単
独でも十分旺盛な菌糸伸長を示し、細菌共培
養の効果を見ることはできなかった。 



 
図４ ホウノキを用いた木片腐朽試験（30 日
間培養後）  
白色腐朽菌 Stereum sp. TN4Fのみを培養（Ａ）
および TN4F に Curtobacterium sp. TN4W-19
を共培養した場合（Ｂ）、P. brevispora TN3F
のみを培養した場合（Ｃ）および TN3F に共
存細菌株であるTN3W-14株を共培養した場合
（Ｄ）を示している。 
 

 
 
図５ 細菌共培養がブナ木片の腐朽腐朽に
与える影響（30 日間培養後の重量減少） 
 
 
30 日間培養した際の木片の重量減少率を

調べたところ、ホウノキは腐朽に強く、ほと
んど重量が変化していないことが分かった。
一方で、ブナ木片の場合、細菌が存在してい
る際には木片の重量減少はむしろ低下して
おり、細菌の共培養により、菌糸伸長にはプ
ラスに働くが木材腐朽は阻害される傾向に
あった（図５）。 
白色腐朽菌 Stereum sp. TN4F とその共存

細菌株である Curtobacterium sp. TN4W-19
の研究で、細菌が共存するとリグニン分解酵
素等フェノールオキシダーゼの生産が抑え
られ、菌糸伸長速度が増加するという結果が
得られている。この結果は、細菌の存在が二
次代謝系を抑え、一次代謝を活性化する可能
性を示しており、本研究における木片腐朽の

阻害は、二次代謝系の抑制にあるかもしれな
いと考えられた。 
 
(4)細菌の移動について 
 木片の腐朽に伴った菌糸の生長を観察し、
細菌を接種した位置から離れた菌糸の先端
部をかきとって、R2A 培地上に塗布し、細菌
の有無を調べた。接種した細菌が接種地点よ
りも離れた菌糸先端で検出されれば、菌糸の
伸長と共に細菌が移動することを示す。しか
しながら、本研究では、腐朽時における菌糸
先端部に細菌の存在を確認することはでき
なかった。 
 本研究で使用した白色腐朽菌および細菌
株は、PDA プレートアッセイで白色腐朽菌の
菌糸成長促進効果が見られた組み合わせを
用いている。結果（1）で示したように、プ
レートアッセイで菌糸の伸長促進が見られ
なくても、木粉の腐朽を促進する組み合わせ
があることが分かっている。したがって、今
後さらに異なる白色腐朽菌と細菌との組み
合わせで本研究を継続することで、細菌の移
動と糸状菌の関係を明らかにできるものと
考える。 
 
(3)細菌が生産する菌糸伸長促進物質 
 本研究項目ではすでに、菌糸伸長促進効果
が確認されている白色腐朽菌 Stereum sp. 
TN4F と そ の 共 存 細 菌 株 で あ る
Curtobacterium sp. TN4W-19 を用いた。また、
本研究で新たに菌糸伸長促進が明らかとな
った白色腐朽菌 P. brevispora TN3F とその
共存細菌株であるTN3W-14株の組合せを用い
た。Curtobacterium sp. TN4W-19 の培養液か
ら調製した酢酸エチル抽出画分を用いてフ
ィルターペーターアッセイに供した結果、明
らかな菌糸の伸長促進効果が観察された（図
６）。また、白色腐朽菌 P. brevispora TN3F
とその共存細菌株であるTN3W-14株の組合せ
においても同様の活性が細菌培養液の酢酸
エチル抽出物に観察された（図７）。これら
の結果はすなわち、酢酸エチル抽出画分に白
色腐朽菌 Stereum sp. TN4F の菌糸伸長促進
物質が含まれていることを明確に示してい
る。 

 
図６ Stereum sp.TN4Fと Curtobacterium sp. 
TN4W-19培養液抽出物との対峙培養 TN4Fの
み(A)、TN4F と TN4W-19 培養液抽出物(B) 
 



 
図７ P. brevispora TN3F と TN3W-14 培養
液抽出物との対峙培養 TN3F のみ(A)、TN3F
と TN3W-14 培養液抽出物(B) 
 
 
そこで、本抽出画分をシリカゲルカラムクロ
マトグラフィーに供し、促進物質の分画・精
製を試みたが、分画の段階で促進活性が失わ
れる結果となり、物質の同定には至らなかっ
た。これは、活性物質が揮発性物質であるか、
もしくは複数の化合物の混合物として機能
しているからではないかと考えられた。今後
さらに検討する必要はあるが、少なくとも細
菌が菌糸伸長促進物質を生産・分泌している
ことは証明され、それが酢酸エチルで抽出可
能であることが初めて示された。これは、白
色腐朽菌と共存細菌との相互作用解明に向
けて大きな前進と言える。 
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