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and　an　Evaluation　of　the　Biological　Identification　System

松山　治義

Haruyoshi　MATSUYAMA

1．はじめに

糸状菌（カビ）を同定する為の2通りの方法す

なわち①伝統的な形態観察法②生化学的解析

手法にっいて東京家政大学一戸正勝教授に指導

を受けた。

　そして，土壌からたんぱく分解酵素（卵殻膜

分解酵素）を産生する糸状菌を土壌からスクリー

ニングし，両手法で比較し同定することができ

た。

H．実験材料及び実験方法

2－1．形態観察

　寒天培養プレート上の肉眼での観察，実体顕

微鏡により糸状菌叢の観察，そしてプレパラー

ト作製後に顕微鏡観察を行なった。

供試菌株：

①接合菌（1種）

Synceρhα1αstrum　rαcemosum

②子嚢菌類（11種）

Enzericellαnidulαns，　EmericellαrugulOSα，

Eurotium．んθrわαriorum，　Eμrotiumcんevalieri，

Eurotiumαmstelodαrni，　NeOSαrtoryαfisch－

eri，　NeOSαrtoryαhirαtsuhαe，　Chαetomium

globosum，　Tαrαlomyces　flαVUS，　Eupenici－

llium　brefeldianum」，　Corynαscus　seρedonium

（－Thielauia　sepedonium）
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③子嚢菌タイプの不完全菌（28種）

Aspergillus属（10種）

AspergillUS　versicolor，　AspergillUS　fumigαt－

US，・4　spergi〃US　penicillioide8，　AspergillUS

nidulans，　Aspergillus　tαmαrii，・4　spergillus

clαvatαS，　AspergillUS　PαrαsitiCUS，・4　spergill－

US　nomiUS，・4spergillUS　ostiαnUS，ノLspei’gillus

ochrαceμS

Penicillium属（9種）

Penicillium　Cαmemberti，　Penicillium　digitαt－

um，　Penicillium　frequentans（－P．glabrum），

Pθnicillium　islαndicum，　Penicilliumcitrinurn，

Penicillium　expαnsum，　Penicillium　itαlicum，

Penicillium　roquefortムPenicillium　Cツelopium

④上記以外の他属の不完全菌類（9種）

・41ternαriα　alternαtα，　Botrツ亡‘8伽ereα，

Curvulαria　geniculαtα，　Eρicoccum　nigrum，

FUSαriu／n　801αni，　Geotrichum　Cαndi（lum，

Trichothecium　roseum，　Pαecilomyces　Vαrio－

tii，　Phomαsp．

2－2．BIOLOGによる同定システム

　GSIクレオス社のBIOLOG　SYSTEM　Re－

lease．4．2で解析を行なった。

　このBIOLOG　SYSTEMの原理は，微生物

細胞が炭素源を資化し呼吸することでテトラゾ

リウム色素の発色の変化としてとらえられ検出

するものである。これにより異なった炭素源の

入れられた96穴プレートの発色パターンデー
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タが得られる。真菌類の場合は，619株のデー

タベースの中から，解析された結果を照合して

最も近い順番に種名を出力する。

　本学食品衛生学研究室で分離され，既に形態

観察により同定された表1のFusαrium株9種・

12株を用いて解析した。なお，これらの．翫sα一

rめ瓶株は当研究室にてハトムギ等の雑穀類か

ら分離され，同定された糸状菌株である。

　また，FFマイクロプレート，FF－IF（胞子懸

濁用の試液）は㈱GSIクレオス社製を使用し

た。

　　　表1．BIOLOG解析の対象とした
　　　　　Fusαrium菌株

2－3．難分解性卵殻膜分解菌のスクリーニン

　　　　グ及び同定

　ケラチン，コラーゲン，エラスチンなど硬た

んぱく質を分解する酵素は産業的価値がある。

本研究では，同じく難分解性のたんぱくである

卵殻膜の分解活性をスクリーニング指標として

選択し，土壌から糸状菌をスクリーニングした。

Fusαrium　grαmineαrum　H－7－1

Fusαriurn　grαmineαrurn横一2－1

Fusαrium　e（1uiseti　H－6－9

Fusαrium　semitec亡um　H－7－2

Fusαrium　Sporoむrごcんioi（！θs　H－8－2

Fusαriunz　monilif（）rmθHH－1－3

Fusαriurn　monilif（）rητθH－7－20

Fusαrium　prol（ノ診rα加ηz　H－17－19

Fusαrium　proliノ壱rα加ηz　H－8－9

Fusαrium　cαmptocerus　H－8－6

Fusαriunz　longipes　H－2－1

FUSαriurn　subglutinans

主な操作の流れは次の通りであった。

　プレート培養

　スラントからBIOLOG用2％MEAプレー
トに接種7～10日間培養

マイクロプレート接種

　胞子を専用綿棒でプレートから集め，FF－IF

に懸濁し濁度計で透過率75％の値に合わせ，

FFマイクロプレートに接種

　乾燥を防ぐためビニール袋内・密閉状態で2

～4日間25℃のインキュベーターで培養し，2，

3，4日培養後にマイクロプレートリーダーで解

析した。

2－3－1．1次スクリーニング

　出発材料となる土壌は，タイ，ベトナムそし

て沖縄のサトウキビ畑で採取され，飾過・乾燥

後，本研究室に保存されていた15検体を使用

した。

　なお，本検体は農作物のマイコトキシン汚染

調査の目的で農林水産省の許可を得て我が国に

持ち込まれた土壌検体であり，希釈操作の後は

オートクレープ処理して殺菌した。

　本報告で菌株番号，例えばTS－16－1は，タイ

国の土壌でNo．16と記載されていた土壌から

1次スクリーニング寒天プレート上に検出され

た1番目の株であることを示す。2次スクリー

ニング後の純粋分離後の菌株は識別の為「TS－

16－1－2」のように記載した。頭文字は土壌の起

源場所であり，それぞれTS：タイV：ヴェト

ナム　Y：沖縄県読谷村を意味する。

　土壌からの抽出には，ストマッカー（Seward

Medical　UAC　House社製LABBENDER400

Model　No．BA6021）を使用し，1分間抽出操作

を行なった。

　土壌の希釈液には，0．1％寒天入り0．05％Bac－

topeptone溶液を用いた。

　最初に10倍希釈（検体5g＋希釈液45mL）

したものを専用ポリエチレン袋に入れてストマッ

カーにかけた。これを希釈し最終的に1000倍

と10000倍希釈したところで，塗沫法で各プレー

トに1mL培地表面に広げた。（なお，混釈法も

試みたが，この方法は同一検体であっても透明

帯の形成は見られなかった。）この後25℃で3，

4日培養した。

　1次スクリーニング用のプレート培地は次の
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組成で行なった。一般真菌分離用のDRBC培

地組成中のPeptoneをサンカクマクSTに置き

換えた組成である。以下にその組成を示す。

Glucose

サンカクマクST［太陽化学㈱社製］

KH2PO，

MgSO，・7H20

Rose　Bengal

Dichroran

Chloramphenicol

Agar

Distilled　water

LpH5．6±0．2

　109

　5．09

　1．09

　0．59

0．0259

0．0029

　0．19

　159

1000m

3，4日後に卵殻膜由来の培地の白濁が抜け円い

透明帯が観察され，拡大鏡を見ながら白金耳で

分生子頭又はコロニー中心をPDA寒天培地の

スラントへ移植し，25℃で培養した。

2－3－2．2次スクリーニング

酵素活性の高い株に絞り込む為の2次スクリー

ニングを実施した。

　すなわち1次スクリーニングで獲得した株を，

フスマを原料とした固体培養培地に接種，培養

した麹（こうじ）の水抽出液の酵素活性を測定

し，高活性の株を選択した。

　培地調製から検体採取までは次の通り。

種培養22mx200mmの振とう試験管にB扇
フスマ8．3％（塩酸でpH4．8調整）10mL　121℃，

30分殺菌

↓

　スラントより1エーゼ接種後25℃，2日間振

とう培養（振とう条件500spm）

↓

　2日後本培養培地（三角フラスコ1本当たり

小麦フスマ5gに水を4．4mL加え121℃，30分

オートクレープ殺菌する）に乾熱滅菌したガラ

ス管で2mLの種培養液を入れ，ステンレス棒

で1分間混合した。

（培養開始時点での乾燥減量は約55％）

培養水槽で4日間培養

↓

ステンレス棒で粉砕し50mL水入れて5℃保存

↓

綿ろ過して冷凍保存

　酵素活性測定

　卵殻膜たんぱく質のサンカクマクSTを基質

とし，酵素により分解された低分子たんぱくの

量としてフェノール試薬により発色させOD

660nmの吸収（A1）を測定した。

　一般的なたんぱく消化力試験ではミルクカゼ

インを基質とし，反応時間は10分であるが本

法では基質を卵殻膜に替えて，反応時間を16時

間とした。ブランクとしてはエンザイムブラン

クAOを並行して調製し，次の計算式で算出し

た。

卵殻膜分解活性（U／mL）＝（A1－AO）×1000

　基質の調製方法

　1gのサンカクマクSTと0．7gのリン酸1カ

リウム（KH、PO、）を計量し，200mLガラス製

ビーカーに入れた。次に，約100mLの蒸留水

を入れ，間接沸騰水浴槽に5分間かけた後水道

水で冷却した。そして，100μLの10％クロラ

ムフェニコールのエタノール溶液を添加し，

pH6．5に1NHCIで調整後100mLとした。

　アッセイ方法

　キャップ付試験管に基質溶液を5mLずっ分

注し，回転子（マグネット撹搾子）（3mm幅×

10mm長）1個入れた。

　50μLの粗酵素液を入れ，16時間，37℃恒

温槽にて撹搾し反応させた。

↓

　規定時間後遠已・用ポリプロピレンコニカルチュー

ブにいれ遠心（3000rpm／5000　g）した。

↓
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　遠心上清0．4mLに0．55　M　Na2CO31mLと3

倍希釈フェノール試薬（Folin一チオカルトー

試薬）0．2mLを入れ，37℃で30分反応させた。

↓

　水道水冷却1時間静置して白濁を沈むのを

待ち，上清のOD　660nmを測定した。

　単菌分離操作は0．1％ペプトンを含む1．5％

寒天プレートに2次スクリーニングを終えたス

ラントから調製した分生子懸濁液を画線して

1日培養後，拡大鏡を覗きながら白金耳で発芽

胞子1個の載った寒天断片をPDAスラントへ

移植した。

　　　　water
YES2）：Yeast　Extract　Sucrose　agar

　　　　　　　　2）Water　agar　2％

　各属の株には次の培地（温度）で培養を行なっ

た。主には25℃で1週間後に観察を行なったが，

Fusαrium属では4日及び10日後に観察した。

同定には，文末記載の参考文献の書籍1）～5）

を参考にした。

属　　培 地の種類・温度　　参考文献

Aspergi〃us

CYA25，　MEA，
CYA37，　CZ20S，

CZ

2），4）

2－3－3．同定（使用したプレート培地等）

　糸状菌の同定にはSamsonら2）及びPitt3）の

本記載に準拠して下記の培地の寒天プレートを

用いて各培養温度で培養を行なった。

　　　　　　　CYA25，MEA，CR
　　　　　　　EA，　YES，CZ，　G2　　1），2），
Penicillium
　　　　　　　5N，（CYA5※，CY　　3）

　　　　　　　　　A37※）

Fusαrium　　CLA，PDA，PSA 2），5）

（形態観察）

CLA2）：Carnation　leaf　agar（Fisher　et　al．，

　　　　1982）

　エチレンオキサイドガス滅菌されたカーネー

　ションの葉をシャーレ内に素寒天（WATER

　AGAR　2％）に乗せ調製した。

CREA2）：Creatine　Sucrose　agar

CYA2）：Czapek　yeast（autolysate）extract

　　　　agar（Samson　and　Pitt，1985）

CZ20S2）lCzapek　agar　with　20％sucrose

　　　　　O．1％TMS添加

CZ2）：Czapek　agar（CBS）

G25N3）；25％Glycerol　nitrate　agar（Pitt1973）

MEA2）：Malt　Extract　agar（according　to

　　　　Blakeslee）

PDA：Potato－dextrose　agar

　市販のポテトデキストロース寒天培地‘栄研

　を使用した。

PSA2）：Potato－Sucrose　agar

TMS2）：Trace　metal　solution　per　100mL

※CYA5，　CYA37：はCYAで培養温度5℃，
37℃の場合を示す。

（BIOLOG）

　BIOLOGにて胞子を形成する為のプレート

培地である2％MEA培地（Malt　Extract　agar）

は次の組成であった。

BIOLOG用2％MEA

モルトエキス（OXOID社製）20g

寒天15g
蒸留水1000mL
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皿．結果及び考察

3－1．形態観察による同定手法の修得

　糸状菌の同定において学んだことをポイント

毎に列挙した。

プレート観察による培養学的性状

ション葉から分生子懸濁液を調製した場合であ

る。

表2．Fusarium株のBIOLOG解析結果

①2％MEAプレート培養

供試菌
結果

コロニー直径

コロニー表面性状

滲出液の有無
裏の色

可溶性色素の有無，その色
菌核の有無

72時間培養 96時間培養

Fusari｛〃↓

　　　　　　F．croohωellense
grαπぬθαrα1η

　　　　　　OH－7－1

Ecん1α〃tydosporum

ひar．　chlαmydosporum

O

Fusαrium
equiseti

H－6－9

Eロひ　tric　　n

・．67［函
E　　ric　um
・．87［亟司

顕微鏡観察

Fusariurn　　F．　chlαmydosporurn
semitectum　　ひar．　chlamydosporum
H－7－2　　・．75［亟團

F．chlanzydosporum
ひαr，C配αm）ノdosporum

・．65［亟動

分生子柄stipes 長さ，幅，表面

Fusariurn　　F．　chlanzydosρorum

semitectum　　りαr．　Cんtαmydosporum
I｛－8－4　　　　　　　　　　0．42

Fusαri脚rn

grαminearum
O．38

頂のうvesicles 直径，形

フィアライドとメトレ
phialide（＆metula）：

長さ，幅，形

Fusarium　　F．　Cん1αrnydosporum

Sρorotrichioidesひ肌CんZα配y伽ρorμm
H－8－2　　　　　　　　　　0．62

F．chlamydosporum
ひαr．Cんlamydosporum

α63［亟動

分生子conidia

Fusariurn　　Ecんlamydosporum
monilif（）rme　vanchlamydosp・rum

HH－1・3　・．74［函

F．CんZα〃zydosporum

var．　chlamydosporum

・．69［函

直径，表面，形

子嚢菌であった場合：

子嚢殻ascomaまたは
閉子嚢殻cleistothecia

子嚢aSCUS：

子嚢胞子ascospores：

Fu8αriurn　　　　Giberellα

monili／brme　subglutinans
H－7－20　　　　　　0．63

Echlamydosporum
Vαr．chlamydosporum

O．621D決定

直径，形

直径，形

直径，形

Fusariurn
　　　　　　F．　oxisporum
proliferαtum
　　　　　　O．56H－7－19

F．Sαcchαri

O．41

Fusarium　　F．　chlαmydosporunz
proliferαtum　ひar．　C〃amyd（将ρor膨πi

H－8－9　　　　　　0．56

F．grαrninearum

O．23

　糸状菌の形態観察においては，その分生子・

胞子形成がなくては全く何もできず，分生子を

作り出す細胞（分生子形成細胞）を良く観察す

ることが重要であることを学んだ。

また，、4sρergillus属の場合，分生子の粗／滑

面の違いが，．Penicillium属の場合，分生子柄

の粗／滑面の違いにより全く別の種となるので

注意を要する。

　そして菌核形成菌の場合，さらに約1月培養

後も菌核にとどまるのか，閉子嚢殻に発展する

かどうかを見ないと同定判断できないことを学

んだ。

Fusarium　　　　F．　sporotricんioides

camptocerUS　リar　Sρorotrichioides
H－8－6　　　　　　0．56

・Esporotricんめides

8鴛s幽脇
Fusariu〃t

longipes

H．2．1

F．　croohωellense

O

E／uruanuノη

0

Fusarium　　1死CんlamydOSρorum
subglutinans　ひαr．　ehla〃iydosporum
（84％）　　　　　　　　　　　0．43

F．globosurn

O．42

　（）内％は分生子懸濁液の透過率を示す。

種名下の数字はSIMILARITYを示す。

②CLA培養

供試菌
結果

72時間培養 96時間培養

Fttsariurn
　　　　　　F．croohωellense
grαmineαrum
　　　　　　O．32H－7－1［92％］

F．　croohωeltense

O．33

3－2．BIOLOGによる同定方法の修得

　表2は，当研究室のFusαriurn属9種を本シ

ステムに適応させた結果を示した。①は2％

MEAプレートから②はCLA培養のカーネー

Fusariurn
　　　　　　F．croohωellense
gramineαrum
　　　　　　O。45横一2－1［95％］

F．graminearum
O．33

［］内％は分生子懸濁液の透過率を示す。
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　表2に示したようにFusαrium属菌では，大

部分が先に決められた形態的方法による同定名

称と解析結果とは異なっていた。

　この原因はデータベース作成に用いた菌株が

菌株保存機関で長期間保存されてきた株であり，

自然から採取してきて間もない株とは代謝に違

いがある為ではないかと推測された。

　Fusαriunz　grαmineαrurnは小型分生子を作

らない種で，これを他の菌種と同じように一定

の分生子懸濁液の濁度（透過率75％）に合わせ

ることは，カーネーションリーフから分生子懸

濁液を作製した場合もできなかった。

　BIOLOGによる同定精度を高めるためには，

炭素源の組み合わせの改良と顧客の目的とする

菌株範囲に特化したデータベースの構築を試み

るのがよいのではないかと考えられた。

　今回この試みは，BIOLOGシステムを用い

て，最近厚生労働省の規制の対象となったニバ

レノール，デオキシニバレノールといったマイ

コトキシンを産生する麦汚染菌の．Fusαrium

grαrnineαrumをこのシステムで簡単に同定す

ることができないかを検討することも目的とし

ていた。

3－3．土壌スクリーニングと同定結果

　タイ土壌から卵殻膜たんぱく分解活性の高い

糸状菌が採取され，純粋分離後同定した。同定

した株はFUSαrium　oxysporum，　A　spergillUS

niger，　Penicillium　citrinumであった。

3－3－1．1次スクリーニングの結果

　タイ土壌9検体から57株，沖縄土壌4検体か

らは16株，ベトナム土壌2検体からは7株，以

上合計80株が採取できた（この他にも7株検出

されたが，Trichoderrnαによる汚染の為使えな

くなった）。

　今回土壌から分離された活性を有する糸状菌

は大別すると次の3グループに分けられた。

Aspergillus　nigerグループ／Penicilliumグ

ループ／FUSαriumグループ

表3土壌毎の採取した菌株数

土壌検体 採取株数

　　　　　Anigerグループ
タイ
　　　　　1：）enicilliumグループ
　9検体　　　　　Fusαriurnグループ

0
0
8
つ
⊥

0
乙
り
乙

合計57

　　　　　ノlnigerグループ
沖縄
　　　　　1：）enicillium　　ク“ループ

　4検体　　　　　5Fusαriumグループ
1
5
0

1

合計16

　　　　　Anigerグループ
ベトナム　　　　　Penicillium　グループ
　2検体　　　　　Fusαriumグループ

r
D
O
乙
0
合計7
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糸状菌の同定技術の習得と同定システム評価に関する研究

3－3－2．2次スクリーニングの結果

　1次スクリーニングの80株を小麦フスマ固

体培養により浸出液を採取し，卵殻膜分解活性

の高い順に上位10株を列挙したのが次の表4

である。

　最も高かったのはFusαrium株でありその次

がPenicillium株であった。またA　spergillus

株では低活性であった（表5）。

　このように，全てタイのサトウキビ土壌由来

の株（TS）に高活性株は集中していた。

表4．酵素活性の高い10株

卵核膜分解活性

　　　（u／mL）

3－4．スクリー＝ング選択株の同定

　選択した糸状菌4株を純粋分離し，次の番号

の5株を同定株として選択した（表6）。

表6．各グループ毎から同定に選択した株

分　類 株の記号

Fμ8αr如mグループ TS－12－2－6

Pθη‘cご〃‘μm°

Oルーフ

菌核なし TS－15－5－1

sS－15－5－2

菌核あり TS－17－9－2

ノ生8PθrgどZZμsη」ごgθrグループ TS－16－1－2

順位 菌 株

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1
0

Fusαrium　TS－12－2

Penicillium　TS－15－5

Penicillium　TS－17－9

Penicillium　TS－17－5

Penicillium　TS－17－10

Penicillium　TS－16－10

Penicillium　TS－17－4

Penicillium　TS－17－7

Penicillium　TS．17－6

Penicillium　TS－17－8

531

362

212

171

170

161

144

142

123

121

　各グループ毎の酵素活性を大きく3っに分け

てまとあたものが次の表5である。

表5．各グループ毎の酵素活性

卵殻膜分解活性（u／mL）　株数

Fμ8αrご拐ηz 100以上 1

グループ 10～100まで 0

1株 10以下 0

1）θηごcど〃砒m 100以上 9

グループ 10～100まで 3

35株 10以下 23

ゑ8Pθ避9‘〃μs 100以上 0

η69θrグルプ 10～100まで 3

44株 10以下 41

ここで，TS－15－5株について2株同定すること

になった経緯にっいて説明を付け加える。

本株は，2次スクリーニング後の純粋分離の段

階で，異なる2種類の株が検出された。それ故，

卵殻膜分解活性をどちらかが全く示さないよう

ならばそれを同定対象から除外すべき可能性が

生じた。

そこで純粋分離株を再度2次スクリーニングで

行なった小麦フスマ固体培養の卵殻膜分解活性

を調べたところ，表7のようにいずれも卵殻膜

分解活性を持っことが確認された。この中では

TS－15－5－2株が最も高かった。

なお，形態観察上TS－15－5－1と一3とは，形態観

察により形態が同一であったので，同定を行な

う株はTS－15－5－1とTS－15－5－2の2株とした。

表7単菌分離後のコルベン培養の酵素活性

菌　　株 活性（u／mL）

Penicillium　　TS－15－5。1

Penicillium　　TS－15－5－2

Penicillium　　TS－15－5－3

TS－15－5（単菌分離前）

294

333

274

362
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松山　治義

3－4－1．TS－12－2－6株

　TS－12－2株はFusαrium属であることが1次

スクリーニングの段階でPDAスラントの顕微

鏡観察で予想された。

　本株はCLA培養の気中菌糸を観察すると小

型分生子を多く生じるが，その連鎖は全く認め

られなかった。分生子形成細胞は単純フィアラ

イドであった。そして小型分生子は長円，紡錘

形，卵形があり，大型分生子は太めのFoot　cel1

（胞子形成細胞に付着した部分）が明確でなかっ

た。

　以上の特徴からFUSαriurn　oxysporumか又
はFUSαrium　solaniに種は絞られた5）。さらに，

小型分生子を産生する分生子柄の長さが両者の

違いであるが，本株の場合は顕微鏡観察の結果

Samson記載2）Fusariurn　solαniのそれと比較

し，さほど長くなく，FUSαrium　oaysporunzに

近かった（表8）。

一方，BIOLOGの結果は表9のように．Fusαrium

oxysporumを示唆していた。　F．　udum，　F．　SαC－

chαriとは生育状態と形態で明らかに異なって

いた。

　以上の結果，Fusαriunz　oxysporurnと決定し

た。

表8．TS－12－2－6株の生育状態と形態

観察項目　　　培地　　　観察結果

集落の直径　PDA　3．0～3．4cm

（25℃，4日間）PSA　　3．0～4．Ocm

集落表面の色PDA　羊毛状，綿状，放射状に広がる

白色菌糸

　　　　　　PSA　　羊毛状，綿状

集落裏面の色PDA　赤褐色～赤色

　　　　　　PSA　　赤褐色～赤紫色

プレパラート観察

分生子柄　直径　　　　10～14μm

　　　　　形，長さ　　円筒形，短い

分生子形成様式　　　単純フィァライド

　　　　CLA　小型分生子を多く産生する。

大型分生子形三日月型，無色，3～5細胞
　　　　　大きさ　　30～40×4　μm
小型分生子形　卵型，楕円形，無色，単細胞性

　　　　　大きさ　　　4～10×2～4μm
＊CLA（カーネーションリーフ・アガー）培

養プレートの直接顕微鏡観察では気中菌糸観
察して連鎖を形成しなかった。

表9．TS－12－2－6株BIOLOGの結果

n 48時間 72時間 96時間

1

Fαsαr‘μm

nκツspor召ηZ

n．89－一一一一｝一一一一｝一一

撃c決定

Fμsαr‘αηz

｢ぬηz

n．91－『一一一一｝一一一｝一一

Fμ8αr如ηz

nκツ釦0「μηZ

n．61＿　＿　＿　一　一　一　＿　｝　一　一　一　一　一　曹

2

Fμsαr6肱m

ｿ罵ツspO「召ηL｝一一一一｝一一一一一一一

Z．89

PD決定

F召sαrεαm

ﾊ伽m－｝一一一一｝一一一一一一

Z．82

Fμ8αr如ητ

ｿ伽m＿　＿　＿　＿　一　一　＿　一　一　一　一　一　一　響

O．33

種名下の数値はSIMILARITY値を示す。
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糸状菌の同定技術の習得と同定システム評価に関する研究

3－4－2．TS－15－5－1株

　TS－15－5－1は，形態観察ではPenicillium

bilaiiに近かったが，　P誠畝の場合，輪生体が

厳密に単輪生体のところ，観察した中には複輪

生の輪生も容易に確認でき，胞子表面は滑面で

あり，P．　bilaiiとは異なっていた。

　一方，BIOLOGではID確定ではなかった

が，Penicitlium　citrinumを示唆していた。（表

11）しかし，その特徴である複輪生は割合少な

く，単輪生が主であった。

　P厩coZor，　P．　rαistrichii等は分生子柄が粗

面であり，形態的に異なりBIOLOGで名前の

上がったもの全てがあてはまらなかった。

　　従って以上のことから，TS－5－5－1株は，

Penicillium　sp．と同定した。

表10．TS－15－5－1株の生育状態と形態

観察項目 培地　　観察結果

集落の直径　　CYA

（25℃，4日間）MEA

　　　　　　YES

　　　　　　CZ

　　　　　　G25N

2．2～2．4cm

1．8～2．Ocm

2．4～2．5cm

1．4～1．5cm

1．5～1．6cm

集落表面の色CYA外輪郭白で中心緑，ビロード状

　　　　　　MEA外輪郭白で中心緑，ビロード状

　　　　　　　　　　　（透明滲出液有り）

　　　　　　　YES外輪郭白で中心緑，ビロード状

　　　　　　　CZ　外輪郭白で中心緑，ビロード状

　　　　　　　　　　　（透明滲出液有り）

　　　　　　　G25N　全体白で，ビロード状

集落裏面の色CYA　黄色
　　　　　　　MEA　茶褐色

　　　　　　　CZ20S　黄色

　　　　　　　CZ　　茶褐色

　　　　　　　G25N　うすい黄褐色

集落の直径　　CYA（37℃，7日間）0．9～1．Ocm

　　　　　　　CYA（5℃，7日間）0（生育なし）

酸産生の有無　CREA　なし

分生子柄

フィアライド

メトレ

大きさ　20～40μm

表面　　滑面

大きさ　8×2～3μm
形　　　とっくり型

大きさ　12×2μm

ペニシリ

分生子 塑鑛
欝

生
㎜
～
z

臓
璽
緬

部
㎜大
…
径
面

形
｝
形
直
表

表11．TS－－15－5－1株BIOLOGの結果

結　　　　果
n
48時間後 72時間後 96時間後

1

Peη‘cεZ伽πL

茶ｿεsεr‘c航

O．57

Pθπ‘cε〃砒ηL

ﾃr‘coZor

n．39

Peπ‘c‘〃如m

ｿμrα励grlsε膨m

n．26

2

Pθπ‘c‘〃謡ηz

ヮ盾秩e肱m－一一一一一一一一一一一一

Z．55

Pθπごc‘〃認ηz

U麗αごαe

Pθη‘c∫♂z彪m

ヴ冾秩eη，μητ　　一一一一一一一

0．24 0．37

種名下数値はSIMILARITY値を示す。
匝蚕ヨなし。

一9一



松山　治義

3－4－3．TS－15－5－2株

本株の顕微鏡観察では，等しい長さの2～5本

のメトレで分岐末端が構成されるのペニシリが

特徴であった。また，CYAの裏の色も黄色で

あった。

P．citrinumと異なる特徴としてMEAでの

集落の直径の違いがあった。すなわち，Pittの

テキスト3）［14－18（22）mmと記載］に比べて大

きめ（23～24mm）であった。しかし，　Samson

のテキスト2）では範囲内（15－24mm）となっ

た。

　一方BIOLOGでも．Penicillium　citrinum

を有力な候補として挙げていた。Penicillium

rαistricleii及びPenicillium　bilαiαeは形態的

に一致せず，またPenicillium　citreonigrum

は集落表面の色が異なっていた。

以上の結果，TS－15－5－2は形態，　BIOLOG両方

法ともにPenicillium　citrinumに一致した。

表12．TS。15－5－2株の生育形態と形態

観察項目 培地　　観察結果

集落の直径　　CYA
（25℃，4日間）MEA

　　　　　　YES
　　　　　　CZ
　　　　　　G25N

2．0～2．7cm

2．3～2，4cm

3．2～3．4cm

1．6～1．8cm

1．4～1．6cm

集落表面の色CYA外輪郭白で中心緑，ビロード状

　　　　　　MEA外輪郭白で中心緑，

　　　　　　　　ビロード状（透明滲出液有り）

　　　　　　　YES外輪郭白で中心緑，ビロード状

　　　　　　　CZ　外輪郭白で中心緑，

　　　　　　　　ビn一ド状（透明滲出液有り）

　　　　　　　G25N　全体白で，ビロード状

集落裏面の色　CYA　黄色

　　　　　　　MEA　茶褐色

　　　　　　　CZ20S　黄色

　　　　　　　CZ　　茶褐色

　　　　　　　G25N　うすい黄褐色

集落の直径　　CYA（37℃，7日間）1．0～1．2cm

　　　　　　　CYA（5℃，7日間）0（生育なし）

酸産生の有無　CREA　なし

分生子柄

フィアライド

メトレ

ペニシリ

分生子

大きさ　80～100μm

表面　　滑面

大きさ　8×2～3μm
形　　　とっくり型

大きさ　12×2μm

｝
　
径
面

形
｝
形
直
表

単輪生＋複輪生（大半）

　球状～亜球形

　2～2．5μm

　滑面

表13．TS－15－5－2株BIOLOGの結果

結　　　　果
n
48時間後 72時間後 96時間後

Pθ疵cε〃如ηz 1）e厩cどZご認ητ Pθη‘c‘ZZ謡加

1 rα‘8εr‘c襯 cご‘rε肱m ωrα痂8rおε臓

0．41 0．60 0．19

Eμμηlcl伽m Pθπ‘cε〃ごμm Pεπ‘c‘Z伽m

αgZααc配配 δ‘zα‘αθ cεむr‘ημη3

一一一一一一一一一一一　一 一一一一一｝一一一一一一一 ＿　－　r　－　一　一　一　一　一　一　一　一　一　｝

（αηα． 0．45 0．66
2
Pεη‘cεZZ砒m ID決定
clεreoπlgrμmノ

0．751D決定

種名下数値はSIMILARITY値を示す。
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糸状菌の同定技術の習得と同定システム評価に関する研究

3－4－4．TS－16－1－2株

　TS－16－1株はA　spergillus　nigerグループの

糸状菌であることは1次スクリーニングの段階

でPDAスラントの顕微鏡観察で予想された。

　表にアンダーラインで示したMEAとCZ
での伸長がKlichの記載4）に比べ短い点が異なっ

ていた。

　以上形態観察の結果では．Aspergillus　niger

と判断したが，Asρergillus　aωαrnoriの可能性

もあった。

　一方，BIOLOGの結果ではAspergillus　niger

を支持していた。Aspergillus　phoenicisは胞

子直径3．0～3．5μmと小さい点で異なっていた。

　A　spergillus属Section　nigriに属するAspe－

rgillU8αωαmoriとAspergillUS　nigerとの違

いは胞子の粗面／滑面が同定上分岐点であり4＞，

その他の明確な線引きが困難な種同士であるこ

とが改めて認識された。

表14．TS－16－1－2株の生育状態と形態

観察項目 培地　　観察結果

集落の直径　　CYA　6cm
（25℃，7日間）MEA　3．0～4．Ocm

　　　　　　　CZ20S　6cm以上

　　　　　　　CZ　　3．6～3．7cm

集落の直径　　CYA　6cm以上
（37℃，7日間）

集落表面の色

集落裏面の色

分生子柄

頂のう

Seriation：

分生子

CYA
MEA
CZ20S

CZ

CYA
MEA
CZ20S

CZ

大きさ

表面

直径

形

　
径
面

形
直
表

黒粉状，羊毛状

黒粉状，羊毛状

黒粉状，羊毛状

黒粉状，羊毛状

やや黄色

なし

なし

なし

1200～2000μm

滑面

20～60μm

球状

biseriate

球状

3～6μm
粗面～細かな粗面

表15．TS－16－1－2株BIOLOGの結果

結　　　　果
n
48時間後 72時間後 96時間後

Aspθrg‘伽8 Eηzer‘ceごZα Aspθrgεzzωs

1 sερ厩施8 s診r‘αεα 　●ﾎz8Fer

0．65 0．40 0．71匝璽

盃8Pθrgど伽s AsρεrgεZZμs Aspθrgε伽s

2 αωαmor‘ Pんo傭c‘8 　oﾅL92r
一一一一一一一一一一一｝一 一一一一一一一一一一一一一 一一一一一一一一一一一一一一

0．45 0．66［亟團 0．88［亟團

種名下数値はSIMILARITY値を示す。
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松山　治義

3－4－5．TS－17。9－2株

　TS－17－9株は，1）enicilliumであることが1次

スクリーニング後のPDAスラントの顕微鏡観

察で予想されていた。

形態観察の結果，1週間培養したMEA培地上

で，顕微鏡観察すると楕円形Hulle細胞に似

た細胞が覆う菌核とみられる楕円形組識が見ら

れた。また，1ヶ月間培養してもプレート培地

上に閉子嚢殻の形成は見られなかった。その為，

これはEupenicilliumではなくSclerotigenic

Penicilliumであること示唆された。　Pittの記

載3）の中では，Penicillium　donkiiが形態的に

近かったが，P．　donhiiはペニシリが厳密に単

輪生でなくてはならないのに対し，本株では複

輪生も見られ，異なっていた。

菌核形成性のSclerotigenic　Penicilliumは，

その他にP．　sclerotiorum，　P．　simpZicissimum，

P伽δα加配，P．　sclerotigenum，　P．　rαistrichii

などがあるが，分生子柄表面や生育性状等から，

いずれも本株とは異なっていた。

　一方，BIOLOGでは表17のようにID決定
に至らず，P．　rαistrichi，　Eupenicillium　brefel－

diαnum，　Eupenicilliunz　jαvαnicumを示唆し

ていた。その中で，E．　brefeldiαnum及びE．

」αvαnicumではCYA37℃での生育ありとされ

ているが，この株は生育が見られず閉子嚢殻も

形成されなかった。菌核形成性のP．　rαistrichi

は，分生子柄表面が粗面とPittの記載3）にある

為，異なっていた。

　以上のように両手法ともに確信をもっに至ら

ず，本株はPenicillium　sp．と同定した。

表16．TS－17－9－2株の生育状態と形態

観察項目 培地　　観察結果

集落の直径　　CYA　6cm
（25℃，7日間）MEA　3．0～4．Ocm

　　　　　　　YES　6cm以上
　　　　　　　CZ　　3．6～3．7cm

　　　　　　　G25N　1．6～1．7cm
集落表面の色　CYA全体白色，中心緑色，ビロード状

　　　　　　　MEA全体白色，中心緑色ビロード状

　　　　　　　YES全体白色，中心黄色，綿状

集落裏面の色

CZ

G25N

CYA
MEA
CZ20S

CZ

G25N

全体灰緑色，ビロード状

　全体白色，ビロード状

灰褐色

白～褐色

集落の直径　　CYA（37℃，7日間）　　O

　　　　　　　CYA（5℃，7日間）　　0

酸産生有無　　CREA　あるが弱い

菌核　　　　　直径　　80～160μm

分生子柄　　　大きさ　60～160×2～3μm

　　　　　　　表面　　滑面

フィァライド　大きさ　6～10×3～4μm

　　　　　　　形　　角ばったとっくり型

ペニシリ形単輪生，複輪生ともあ
分生子　　　　形　　　球状～亜球形

　　　　　　　直径　　1．5～2．0μm

　　　　　　　表面　　滑面

表17．TS－17－9－2株BIOLOGの結果

結　　　　果
n
48時間後 72時間後 96時間後

1

Pεηごcε〃諭m

W珈1臨伽配
O．39

Peπεcご〃如ητ

燈ｫ傭s励m
n．23

Pθπεc‘〃如m

茶ｿε8εrεcん麗

O．45

2

E叩e磁1伽醜

ﾂr醐伽膨m
n．39

Pθπ‘cl〃如m

茶ｿεsεr‘c纏

O．60

翫ρθ磁〃1μ配

怎ｿuαη‘ωm

n．53

種名下数値はSIMILARITY値を示す。
匝壷ヨなし．
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糸状菌の同定技術の習得と同定システム評価に関する研究

IV．まとめ

1．本学において2種類の同定手法，すなわち

　①糸状菌の形態観察による方法および②BIO

　LOGシステムによる同定法を一戸正勝教授

　に指導のもとで修得することができた。

2．Fusαrium株にっいてBIOLOGでの同定

結果を調べたところ，形態学的に決定した名

称と一致することはなかった。

3．卵殻膜分解能を指標に1次スクリーニング

により80株の糸状菌株を採取し，そして2次

スクリーニングの結果をもとに5株の同定を

行なった。

　　その結果は表18のように，5株中3株まで

の種名を決定した。しかし，他のPenicillium

2株は，属名止まりで種名（種形容名）を決定

できなかった。
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表18．同定結果とその卵殻膜分解活性

Strain

　No．
同定結果

卵殻膜分解

活性（U／mL）

TS－12－2－6　Fusαriurn　oxysporum　　　531

TS。15－5－1　Penicillium　sp．　　　　　294

TS－15－5－2　Penicillium　citrinum　　　333

TS－16－1－2　Aspergillus　niger 43
TS－17－9－2　Penicillium　sp． 212

　終わりに，懇切丁寧な御指導を頂きました本

学栄養学科食品衛生学第2研究室の一戸正勝教

授に厚く御礼申し上げます。

また，BIOLOGの操作方法を直接御指導頂き

ましたGSIクレオス㈱社の福井謙一主任と新

井亜希子氏に御礼申し上げます。
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