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研究成果の概要（和文）：細菌Curtobacterium sp. TN4W-19は白色腐朽菌Stereum sp. TN4Fの菌糸伸長を促進す
る。本研究で、TN4W-19液体培養液の酢酸エチル抽出物にTN4Fの菌糸伸長促進活性が見出された。また3つの化合
物に白色腐朽菌菌糸伸長促進効果が見られた。すなわち化合物を介して菌糸伸長を促進することが示された。
白色腐朽菌P. brevisporaの多環式芳香族化合物の分解能は、細菌株Enterobacter sp. TN3W-14 とPseudomonas 
sp. TN3W-8の共培養により改善された。細菌との共培養により白色腐朽菌機能の強化が可能であることが示され
た。

研究成果の概要（英文）：Curtobacterium sp. strain TN4W-19 which was a bacterium isolated from 
rotting-wood had the ability to enhance the growth of white rot fungus Stereum sp. TN4F. It was 
proved that ethyl acetate extract from the culture with bacterial strain TN4W-19 enhance the growth 
of white rot fungal strain TN4F. Then It was shown that three metabolites enhance the growth of 
mycelial growth of fungal strain TN4F. These results indicated that bacterium TN4W-19 enhance the 
growth of white rot fungus TN4F via bacterial metabolite.  
The efect of co-culturing white-rot fungus Phlebia brevispora with growth-promoting bacterial 
strains Enterobacter sp. TN3W-14 and Pseudomonas sp. TN3W-8 on the degradation of polycyclic 
aromatic hydrocarbons (PAHs) was evaluated in liquid culture. The low level of degradation ability 
of fungal axenic culture toward benzo(a)pyrene was improved signifcantly by co-culturing the fungi 
with a mixture of bacterial strains TN3W-8 and TN3W-14 (mixed bacterial co-culture; MBC). 

研究分野： 森林化学

キーワード： 白色腐朽菌　細菌　木材腐朽　微生物間相互作用　シグナル物質　複合微生物系　バイオレメディエー
ション　共培養
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研究成果の学術的意義や社会的意義
白色腐朽菌は木材腐朽能力に起因する高い有機物分解能力で、有害化合物の分解浄化やバイオマスの有価物への
変換への応用が期待されている。本研究では、白色腐朽菌の成長を促進する要因の一つとして細菌が生産する化
合物が関与することを初めて示したため学術的に新規性が高い。また、細菌との共培養により白色腐朽菌の機能
を向上させることに成功した。これは、白色腐朽菌の応用研究において細菌との共培養という新しいツールを提
供する点で意義がある。

※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 
 森林生態系は樹木を中心として成立している生態系であり、そこに生息する生物は樹木の多
大なる恩恵を得ている。林床には年間多くの植物遺体が蓄積するが、中でも枯死木は分解に時間
がかかるため長期間林床に蓄積し、その分解過程で多くの生物の生息場所となっている。枯死木
を腐朽分解する微生物にきのこの仲間である白色腐朽菌がいる。白色腐朽菌は樹木細胞壁成分
のリグニンを分解し、水と二酸化炭素にまで無機化することのできる唯一の生物であることが
知られている。一方で、環境中の腐朽木には多くの細菌が存在することがメタゲノム解析によっ
て示されているが、白色腐朽菌と共存する細菌がどのように相互作用しているかは不明であっ
た。白色腐朽菌は特定の細菌と共存することで生長や生理的な活動を強化し、生存を有利に進め
ているのではないかと推察される。しかし、異種生物である白色腐朽菌と細菌が、どのような手
段でお互いにコミュニケーションをとっているのかは明らかではかった。また、白色腐朽菌はそ
の特異な有機物分解能力から、環境浄化（バイオレメディエーション）やバイオリファイナリー
の分野で応用が期待されているが、細菌との複合微生物の視点からの研究はされていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、（１）細菌と白色腐朽菌との間で化学物質を介したコミュニケーションが存
在すると仮説を立て、立証すること。（２）ある種の細菌と白色腐朽菌を共培養することで、白
色腐朽菌による有害汚染物質分解能を増強することができるという仮説を立証すること、の 2 点
とした。（１）については、同一腐朽木から分離した白色腐朽菌 Stereum sp. TN4F 株と、その菌
糸伸長を促進する共存細菌 Curtobacterium sp. TN4W-19 株をモデルとして、細菌 TN4W-19 株が
分泌する白色腐朽菌 TN4F 株の菌糸伸長促進物質の探索を行った。（２）については、ダイオキ
シン類や polychlorinated biphenyls (PCBs)を含む複数の残留性有機汚染物質を分解可能な白色腐
朽菌 Phlebia brevispora の成長促進作用を持つ細菌の探索と、その細菌と白色腐朽菌を共培養す
ることにより、多環式芳香族化合物、ネオニコチノイド系殺虫剤および人工色素の白色腐朽菌に
よる分解性を向上できないかを検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）細菌が分泌する白色腐朽菌菌糸伸長促進物質の探索 
① 材料と菌株  
白色腐朽菌 Stereum sp. TN4F 株と共存細菌 Curtobacterium sp. TN4W-19 株を用いた。いずれも

宮崎大学の田野演習林より採取した同一腐朽材（広葉樹）から分離した。TN4F株はPotato Dextrose 
Agar 培地（以下 PDA 培地）上で 10 日間、25℃で前培養し実験に用いた。TN4W-19 株は PDA 培
地上で 3 日間、25℃で画線培養したものを実験に用いた。 
② 細菌培養液酢酸エチル抽出画分の調製と活性検定 

PDA 培地で前培養した TN4W-19 株をディスポループで掻き取り、50 mL の Potato Dextrose 
Broth 培地（以下 PDB 培地）に接種し、5 日間、暗所、120 rpm で振盪培養した。培養後の培養
液を 4℃、10 分、7000 rpm で遠心分離し、細胞を除去し培養液の上清を得た。分液漏斗を用いて
40 mL の酢酸エチルで培養液を 2 回抽出した。この酢酸エチル抽出液をエバポレーターでおよそ
1 mL に濃縮したものを TN4W-19 株酢酸エチル抽出画分とした。TN4W-19 株酢酸エチル抽出画
分に特異的な活性があるか、また後述する GC/MS 分析で特異的なピークを探索するために 2 種
類のコントロールを用意した。培地由来化合物を除くためのコントロールとして PDB 培地酢酸
エチル抽出画分を、また、細菌に共通する化合物を除くためのコントロールとして Escherichia 
coli JM109 株酢酸エチル抽出画分を同様の方法で調製した。 
活性検定にはペーパーディスク法を採用した。抗生物質検定用ペーパーディスクをオートク

レーブ滅菌し、50 µL の酢酸エチル抽出液を含浸させ、10 分間無菌的に放置し溶媒を揮発させ
た。抽出物を含むペーパーディスクをあらかじめ TN4F 株を接種した PDA 培地の接種点から 3 
cm 離れた場所に設置した。抽出物方向（ペーパーディスク方向）とその逆方向への菌糸伸長距
離を 24 時間毎に計測し、菌糸の平均伸長速度を求めることで、対象物の影響を確認した。 
③  GC/MS 分析による活性画分特異的な化合物の探索と同定 
 TN4W-19 株培養液、E. coli 培養液、PDB 培地の酢酸エチル抽出画分およびメチル誘導体化し
た酢酸エチル抽出画分を GC/MS 分析に供した。クロマトグラムを比較することで TN4W-19 株
酢酸エチル抽出画分に特異的なピークを探索した。 
 
（２）白色腐朽菌と細菌との共培養による環境汚染物質分解能の向上 
① 使用菌株と細菌による白色腐朽菌菌糸伸長促進効果 
白色腐朽菌 Phlebia brevispora TN3F 株と、同一腐朽材から分離した共存細菌から選抜した菌糸

伸長促進効果のある細菌株 Pseudomonas sp. TN3W-8 と Enterobacter sp. TN3W-14 を用いた。白色
腐朽菌および細菌それぞれの共培養を PDA 培地上および PDB 培地中で共培養し、菌糸の成長
促進が起こるかを評価した。 



② 白色腐朽菌と細菌の共培養による多環式芳香族化合物の分解 
 8 ml の PDB 培地を含む 100 ml 容の三角フラスコに予め PDA 培地で培養した白色腐朽菌 P. 
brevispora TN3F および TMIC33929 株の菌糸を接種した。同時に細菌株 Pseudomonas sp. TN3W-8
と Enterobacter sp. TN3W-14 をそれぞれ培養した PDB 培地、もしくは未接種の PDB 培地を 1 ml
ずつ加え、最終容量を 10 ml とし、穏やかに振とう培養した。5 日間培養後（前培養）、濃度を 5 
mM となるように N,N-dimethylformamide に溶解した基質（pyrene, phenanthrene もしくは
benzo(a)pyrene）を最終濃度 0.025 mM となるように培地に加え、引き続き振とう培養した。培養
終了後、培地と等量の acetonitrile を加えたのち、HPLC で基質の濃度を測定し、分解率を測定し
た。 
 
４．研究成果 
（１）細菌が分泌する白色腐朽菌菌糸伸長促進物質の探索 
 細菌TN4W-19株が生産する化合物を抽出す
るため、この細菌の培養に最適な液体培地の
選抜を行ったところ、TN4W-19 株は PDB 培地
で最も旺盛な増殖を示した。対して、合成培地
である MM + Glucose 培地や MM + Xylose 培
地で TN4W-19 株は全く増殖しなかった。また
R2A 培地においても TN4W-19 株の増殖は僅
かであった。そのため PDB 培地で TN4W-19
株を培養し、その培養液からこの細菌が生産
する化合物の抽出を行うこととした。 

TN4W-19 株酢酸エチル抽出画分を用いてペ
ーパーディスク法により TN4F 株の菌糸伸長
に対する促進活性を検定したところ、菌糸伸
長促進活性が確認された（図１）。この結果か
ら TN4W-19 株が生産する化合物が TN4F 株の
菌糸伸長を促進することが明らかになり、さ
らに化合物が培養液中の酢酸エチル抽出画分
に存在することが示された。細菌の生産する
揮発性の化合物が抗菌作用を示すという報告
は多数あるが、白色腐朽菌の生長を促進した
という報告は我々の知る限り無い。そのため、
本研究で明らかとなった知見は極めて新規性
が高いものであると考えられる。また PDB 培
地酢酸エチル抽出画分および E. coli JM109 株
とその酢酸エチル抽出画分には菌糸伸長促進
活性が見られなかった。従って、この活性は、
TN4W-19 株に特異的な化合物が関与している
ことが示唆された。 

TN4W-19 株酢酸エチル抽出画分に含まれる
菌糸伸長促進化合物を明らかにするために、酢
酸エチル抽出画分を GC/MS 分析に供し、クロ
マトグラムを比較すること TN4W-19 株に特異的な化合物を探索した。クロマトグラムを比較す
る事で、TN4W-19 株に特異的なピークが多数見出された。大腸菌由来の酢酸エチル抽出物のク
ロマトグラムでは、培地のみからの抽出物と大きく変わらなかった。一方で、TN4W-19 株のク
ロマトグラムは大腸菌と比較すると多くのピークが検出された。この結果は、細菌 TN4W-19 株
が、多くの低分子化合物を細胞外に生産していることを示している。TN4W-19 株抽出物に特異
的に検出されたピークのマスフラグメンテーションパターンを NIST ライブラリで検索すると、
低分子の有機酸やベンゼン環を持った化合物などが複数推測された。その内、標準品を用いて同
定することのできた化合物は光学異性体を含め 6 種類であった（図２）。それぞれの化合物のリ
テンションタイムおよびマスフラグメンテーションパターンは標準品と一致した。 
これら同定され化合物の標準品を用いて PDA 培地および素寒天培地上で活性検定を行った結

果、いくつかの化合物において菌糸伸長の促進が確認された。結果から phenylacetaldehyde、delta-
valerolactone、DL-4-hydroxyphenyllactic acid が菌糸伸長促進効果を持つ化合物ではないかと考え
られた。Phenylacetaldehyde は PDA 培地上において、50 µg/mL と 100 µg/mL の濃度で菌糸伸長を
有意に促進し、濃度が高くなるほど物質方向と逆方向の菌糸伸長速度の差が大きくなった。つま
り、物質方向へ菌の生長を誘導した。素寒天培地においては 50 µL/mL の濃度でコントロールに
比べて有意な菌糸伸長促進が見られ、さらに化合物の濃度が増加するに従い菌全体の伸長速度
が増加する傾向が見られた。phenylacetaldehyde は花の香りに含まれる成分として知られ、昆虫

図１ PDA 培地上で TN4W-19 株酢酸エ

チル抽出画分と活性検定した時の TN4F

株菌糸の平均伸長速度( n=3；P<0.05 )。

A; 酢酸エチル(Control), B; TN4W-19 株

酢酸エチル抽出画分 



を誘引する作用が知られている。これらのこと
からも phenylacetaldrhyde は異種生物とのコミ
ュニケーションを担う活性物質の 1 つであると
考えられる。delta valerolactone は PDB 培地上で
0.1 mg/mL の濃度で有意に菌糸伸長を促進し
た。素寒天培地では有意な差ではないが同様の
0.1 mg/mL の濃度において化合物方向へ菌糸が
生長する傾向が見られた。細菌類の細菌間コミ
ュニケーションの研究分野において、ラクトン
類はクオラムセンシングにおけるオートインデ
ューサーとして働くことが知られている。これ
らのことから delta valerolactone も活性物質の 1
つ で あ る と 考 え ら れ た 。 DL-4-
hydroxyphenyllactic acid は PDA 培地上では 1 
mg/mL、素寒天培地上では 0.01 mg/mL と 0.1 
mg/mL の濃度でコントロールに比べて有意に
菌糸伸長を促進し、さらに 0.1 mg/mL の濃度は
逆方向と比べても菌糸伸長が有意に促進された
ため、活性物質の 1 つと考えられた。しかし、
4-hydroxyphenyllactic acid は糸状菌に対して抗菌
活性を持つことも報告されており、その作用は
糸状菌の種類によって異なると考えられた。こ
れらの結果により、TN4W-19 株が生産する
TN4F 株菌糸伸長促進物質の一部を明らかにす
ることができた。しかし今回の実験では、活性
を示した化合物の濃度が実際の酢酸エチル抽出
画分の濃度と量的に整合性が取れているかは確認できていない。また、酢酸エチル抽出画分に含
まれる GC/MS で分析できないような極性の高い化合物の分析も行っていない。この 2 点に関し
て今後詳しく検討していく必要があると考えられる。 
 
（２）白色腐朽菌と細菌との共培養による環境汚染物質分解能の向上 
 スギ腐朽材から白色腐朽菌の Phlebia brevispora TN3F 株と 27 の細菌株を分離し、PDA 培地上
で対峙培養を行った。その結果、TN3W-8 および TN3W-14 の二つの細菌株が P. brevispora TN3F
株の菌糸伸長を促進することが明らかとなった。両細菌株の 16S rRNA 遺伝子配列を解読したと
ころ、TN3W-8 および TN3W-14 株はそれぞれ Pseudomonas 属および Enterobacter 属細菌と高い
相同性を示した。このように、寒天培地上で白色腐朽菌菌糸の成長を促進する細菌の報告は、筆
者らの以前の報告以来２例目となる。 
 次に、培養法を変えて液体培養での共培養を試みた。PDB 培地に P. brevispora TN3F 株および
採取地の異なる P. brevispora TMIC33929 株菌糸とそれぞれの細菌株を接種し、穏やかに振とう
培養を行った。その結果、P. brevispora の 2 菌株のみを接種した場合は、顕著な菌糸の広がりは
見られず、接種した菌糸片の周りに菌糸塊のような形態が観察された（図３a,d）一方で、細菌株
を接種した際には顕著な菌糸の広がりが観察された（図３b,c,e）。このことから、本細菌による
菌糸の成長促進は液体培地中でも観察されることが明らかとなった。この現象を一日おきに追
跡したところ、細菌と共培養した P. brevispora 菌糸は、一旦形成した菌糸塊がほどけるように成
長し、菌糸が広がっている現象が観察された。 

 

図２ 同定された候補化合物の構造式

A; phenylacetaldehyde, B; delta 

valerolactone, C; D-3-phenyllactic acid, D; 

L-3-phenyllactic acid, E; citric acid, F; DL-

4-hydroxyphenyllactic acid 

図３ 液体培地に

おける細菌による

白色腐朽菌の菌糸

伸長促進効果 

a, d; 菌糸のみ 

b,c,e; 細菌共培養 

f 右; 菌糸のみ 

f 左; 細菌共培養 



 白色腐朽菌 P. brevispora はダイオキシンや PCB を含む多くの環境汚染物質分解能を持つ。本
研究で、液体培地での細菌共培養により菌糸の伸長促進効果が見られたことから、有害汚染物質
の分解促進も可能ではないかと考えた。そこで、多環式芳香族化合物である pyrene, phenanthrene 
および benzo(a)pyrene を環境汚染物質モデル基質として分解試験を行った。基質を培地に加えて
15 日間培養後のそれぞれの基質の回収率を図４に示す。芳香環 3 つの phenanthrene および芳香
環 4 つの pyrene は P. brevispora により速やかな減少が観察され、benzo(a)pyrene もわずかに減少
した。一方で、細菌と共培養した場合、P. brevispora 単独による処理よりも顕著な benzo(a)pyrene
の減少が確認された。特にこの傾向は、白色腐朽菌 P. brevispora および細菌株 Pseudomonas sp. 
TN3W-8 と Enterobacter sp. TN3W-14 の三種を共培養した際に顕著であった。 

 

 また、この時の菌糸重量を測定したところ、細菌共培養時には菌糸重量が優位に増加している
ことが明らかとなった（図５）。以上のことから、白色腐朽菌 P. brevispora による多環式芳香族
化合物の分解は、共存細菌との共培養により促進することが可能であり、共培養した細菌による
白色腐朽菌の菌糸体量増加が要因の一つであると考えられた。 

 
 

図４ P. brevispora および共存細菌株との共培養による多環式芳香族化合物の分解 

図５ P. brevispora および共存細菌株との共培養時の菌糸体重量 
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