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Summary  

A numerous colonies ofAsper・gillus sp・Were foundin a commercialdegradative agent for kichen－WaSte・The  

isolates were alltentativelyindendefied asA叩ergillusflauusfrom some morph0logicalcharacteristics・Scanning   

eiectron micrography clearly showed that conidial walis of the isolates were relatively smooth and compatible 

withthat of A．flauLLS NRRL1957．But，they were different from those of AspergillLLS ParaSitlczIS NRRL 2999  

′－Nhichweredistinctlyr。。gh－Walled．Theref。re，theis。Iates。fAspe，gillussp．werealldefinitely determined as   

A．flau乙⊥S．Theis01ates never produced aflatoxin as wellas cyclopiazonic acid，anindolemycotoxin．Activegrowth   

Of theis01ates from the degradative agent was observedin temperature range of15to42Oc，but scarecely found   

at45Oc，Which were nearly consistent with those of the reference strainsincludingA．flauus andA．parasiticus．   

存培養した。   

2．A叩erg‘〃昆占属分離棟の同定  

1）集落及び形態観察   

A甲ergよ仇s属分離株は，それらの保存培養からツアッペク・  

ドックス寒天（CzDA）平板と麦芽エキス寒天（MEA）平板に  

接種し，250cで7日間培養を行った。それらの形態学的特徴を  

Klich2）らの基準にしたがって同定を行った。   

2）走査型電顕による分生子の観察   

分離株などの供試株を保存培養からCzD平板に接種し，250c  

で10日間培養を行った。両面接着力ーボンテープを走査型電顕  

（SEM）観察用台座に貼り着けた後，テープ表面にそれらの集落  

を軽く触れさせ分生子を付着させた。次に，それらを2％オスミ  

ウム酸溶液を′ト瓶に含むガラスチャンバー入れ，40cで20時間ガ  

ス固定を行った後，金蒸着し，SEM（JSM－6100）で観察した。   

3．生理学的特徴  

1）アフラトキシンおよびシクロピアゾン酸の産生性   

A．／JαUuSが産生することが知られている2種の主要カビ毒，  

アフラトキシンとシクロピアゾン酸について，その産生性を調べた。   

アフラトキシン；玄米を3時間水道水に浸潰した後，水切りし  

たその約5gを50mゼ容の三角フラスコにとり，121ロCで15分オー  

トクレープで滅菌した。また，必要に応じて滅菌水を1～2mゼ加  

え加湿した。それらに，供試株の保存培養から菌を接種し280cで  

7日間培養を行った。培養終了後，クロロホルムを加えアフラト  

キシンを抽出し，その抽出液を濃縮乾固し，200／ノゼのベンゼン：  

アセトニトリル混液（95：5，Ⅴ／V）を加え抽出物を溶解させ  

た。その1部をシ1）カゲル薄層プレート（Merck，Precoated  

Kiegelge160，No．5721）にスポットし，クロロホルム：アセト  

ン混液（9：1／V）で展開した。展開後，アフラトキシンを紫  

外線（365nm）照射下で検出を行った。   

シクロピアゾン酸：培養は大桃ら3）の方法によって行った。す  

Ⅰ．はじめに  

近年，都市部におけるゴミの排出量は著しく増大し，その対策   

として家庭などで生じる野菜屑をコンポスト中で微生物を用いて   

分解処理する方法が注目を集めている。その際に，ゴミに付着し   

ていた微生物だけでなく生ゴミに対して分解活性の高い微生物を   

分解促進材として加えることが多い。野菜屑などの生ゴミは植物   

組織を多く含むため，その微生物としては植物細胞壁の分解活性   

が高いことや，また，その処理過程で蓄熱をともなうため耐熱性   

や好熱性が要求されている。しかしながら，それらの微生物はそ   

こで多量に繁殖することから，それらの性質の他に，ヒトに対す  

一■－る非病原性など，安全性も要求される。  

著者らは，市販生ゴミ処理材から，病原性カビヤ毒素産生カビ   

が含まれるA叩erg～仇ざ属のカビが認められたことから，このカ   

ビを分離同定し，さらにはカビ毒産生性についても検討を加えた   

ので報告する。  

］．材料及び方法  

1．菌分離  

生ゴミ処理剤1gを滅菌水に懸濁後，その上澄液，0．5mgをク   

ロラムフェニコール添加ポテトデキストロース寒天平板培地に塗   

布し，280cで3～5日間培養を行った。増殖してきた緑色の   

A叩ergillus属の集落を，Single conidium germination   

techniquel）によりさらに純粋分離を行なった後，PDA斜面に保  
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なわち，まず培地としては，マンニトール30g，コハク酸10g，  

KH2PO41g，MgSO4．7H200．3g，を水道水に溶かし，ア  

ンモニア水でPh5．6に調製した後，300mg容の三角フラスコに100  

mgずつ分注し加熱殺菌したものを用いた。供試株の保存斜面より  

分生子を接種し，280cで30日間培養を行った。次に，培養物に塩  

酸を加え酸性にした後，100mgの酢酸をエチル加え時々揺り動か  

しながら菌体と酢酸エチルとを2－3時間よく接触させ，その後  

ろ紙ろ過を行った。  

得られた酢酸エチル層と培養ろ液を分液ロートに移して振とう抽  

出を2回行い，次に酢酸エチル抽出液から100mβの1／10N水酸  

化ナトリウムに転浴させ，さらに，再度塩酸酸性にして，再び酢  

酸エチル100mゼで2回抽出を行った。この酢酸エチル層を減圧濃  

縮して抽出液とし，薄層クロマトグラフィーにより4）シクロピア  

ゾン酸の検出を行った。シリカゲルプレートは，市販のもの  

（Merck，PreCOated Kieselge160，No5721）を2％修酸アルコー  

ル溶液に浸した後，800cで1時間乾燥させたものを用いた。抽出  

液の1部とシクロピアゾン酸標準液（2．5／∠g／〃βクロロホルム  

溶液）とをプレートにスポットした後，ベンゼン：酢酸：メタノー  

ル混液（90：5：7，Ⅴ／V）で展開した。風乾後，1gの  

p－dimethylaminobenzaldehydeを75mCのエタノールと25Tn2塩  

酸に溶解させたEhrlich試薬を噴霧してシクロピアゾン酸の検  

出を行った。   

2）増殖温度域の検討  

Figtl－4 Scanning electron micrographs of  
and A．parasiticusisolates．   

供試株をPDA斜面で8日間培養した後，CzA平板に接種し，  

45，42，37，25，15の各温度（℃）で10日間培養を行った。培養  

終了後，集落の経を測定した。  

Ⅲ．結果及び考察  

1．菌分離   

ゴミ処理剤の懸濁液を積種したPDA平板は，緑色のA5pergZ∠J㍑5  

属と灰色の月んほOp㍑S属の集落で埋めつくされた。A5pe／官∠〃混ざ  

属については10株を分離し，さらに，それらを前述のように純粋  

分離を行い，それらを保存株とした。   

2．A甲erg‘〃〟β属分離株の同定   

1）集落及び形態観察   

上記の得られた10株について形態観察を行った。集落の色調は，  

いずれもCzA平板では全体として緑色，周縁部は黄色，MEA平  

板ではオリーブ緑色をなした。光学顕微鏡による観察では，フラ  

スコ形の頂裏を有し，フィアライドのみの頂裏とメトレとフィア   

ライドからなる頂塞が混在した。分生子は球形から亜球形をなし，  

径は4．0～4．5〃m，表面はほぼ滑面に見えた。また，集落の黄色  

が長期間培養でも退色しないこと，また，集落が羊毛状とならな  

いことから，近縁種の1種である麹菌，A岬erg∠〃㍑50rγZαeと  

は異なることを示した。これらの形態学的特徴から，それらの分  

維株はいずれもA印erg∠仇s／加㍑5と推定された。   

conidialsurface walls of AspergillLLSflauus  

J■l■   

Fig・l・AjlauusWDqlis01atedfromチ 
． 

anddifferentfromthatofA・flauusWD－1・Fig・3，A・flau？SNRRL1957，and Fig・4，Ajlauus  
S－33－4is01ated from SouthwestIslandsinJapan，Showlng relatively sm00th or somewhat  
verrucose and resemble to that ofA．flauus WD－1，Scale bardsindicatelJLEm・  
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A．／加us分離株の約53％がアフラトキシンを産生した11’0   

シクロピアゾン酸；A．／′αUじざWD－1，WD－2の両分離株と，   

陽性対照株として，本邦南西諸島のサトウキビ畑土壌より分離し   

たAイ加レSS－44－2株の，計3株について検討を加えた〇結果   

は，アフラトキシンの場合と同様で，陽性対照株に産生が認めら   

れたものの，WD－1，WD－2の両分離株では，シクロピアゾン   

酸の産生は認められなかった。Klichらは7）Aイ加㍑Sの分離株に   

おけるシクロピアゾン酸産生株の比率は，80株中52株（約65％）   

であったと報告している。今回検討したA．／JαリレSにアフラトキ   

シン産生性は認められなかったが，Aイ加㍑ぶは一般にアフラト   

キシン産生遺伝子を有するとされているが1Z），その遺伝子の制御   

機構については，まだ完全には明らかにされていない。著者ら   

は13），これまで温室内の栽培土壌から大量のAイブαU㍑Sを分離し   

たことがあり，温室の様な冬季でも比較的高い温度条件の場が，   

AイJαU比S，ひいてはアフラトキシン産生菌の生息場所となりう   

る可能性をはらんでいると考えられる。さらに，産生されたアフ   

ラトキシンは飛散しやすい分生子にも分布するとされていること   

から14），その安全性には充分な検討が加えなければならない。  

2）増殖温度域  

生ゴミ処理剤からの分離株Asperg∠JJ比S WD－1，およびWD－   

2の2株の他，A．／gαU昆S S－33－4，AJ加us NRRL1957を対   

照株として用いた。結果をTableに示した。生ゴミ処理斉りからの   

分離株はいずれも対照株と類似した増殖への温度特性を示し，40   

0cをこえる比較的高温域で比較的優れた増殖は認められなかった。   

倶試株の中では，南西諸島からの分離株が428c付近でやや比較的   

高い増殖速度を示した。以上の結果は，分離株がゴミ処理剤の主   

要微生物として選択された主たる要因が高温域での増殖速度では   

なく，他の性質に起因しているものと考えられた。  

以上の形態学的，生理学的検討結果は，生ゴミ処理斉りから分離   

されたAsperg～〃us属のカビがA．／JαU昆Sではあったが，アフラ   

トキシンヤシクロビアゾン酸のカビ毒を産生せず，安全性の面で   

は一応，問題がないことが明らかとなった。  

著者ら15）は，これまでA．／加㍑SをはじめA軍erg上皿s，   

Peれよcよ／Jよはm属やその完全世代が，ペクチンやキシランなどの柿   

物組織構成多糖の分解活性を有することを明らかにした。したがっ   

て，AイグαU㍑SやA叩erg∠〃us属，あるいはPe几∠c∠JJ～昆m属のカ   

ビも，今後生ゴミの分解処理を担う菌として利用される可能性は   

高いと言える。しかしながら，A叩erg∠JJusやPe几∠c∠／J∠昆m蟻に   

はカビ毒産生種やヒトに対する病原菌種が比較的多く含まれてい   

ることから，今後とも，その菌種，菌株の選択にあたってはその   

安全性に充分な注意が必要である。   

Isolates Associatedwith Kichen－WaSte  

2）SEMによる分生子の観察  

A叩ergZ仇ぶ属は近年，分類の改訂が行われ5），A・／JαUαSgrO岬   

は，分類学的には，Genus A印ergillus，Section Flaviに属   

することとなった。この SectionにはA．flauusの類縁菌，   

Asperg∠仇spαrαS∠乙gc“5も包含されている。この両菌種はいず   

れも急性毒性，発がん世）の高いカビ毒，アフラトキシンを産生   

するなど，生理学的，形態的にも極めて近接することが知られ，   

Klichら7）は，この両者を同定するには分生子の表面の観察が有   

効であると報告している。また，著者らも8），A．／gαU比Sやその近   

縁菌の同定に分生子表面のSEMによる観察が極めて有用である   

ことを報告した。そこで，それら分離株のSEMによる分生子表  

面の形態観察を行った。  

分離10株はほほ形態的に類似していたので，そのうち2株を任   

意に選び，A．／加昆SWD－1およびA．／gαUuS WD－2とし，倶  

試株とした。この他，対照株として，A．pαrαぶ∠と∠c乙JS NRRL   

2999．A．／加㍑ぶNRRL1957の他 耐熱性 好熱性株が分離さ  

′■れやすいとされている本邦南西諸島より分離したA．伽usS＿賂  
4株も加えた。  

観察結果は，生ゴミ処理剤からの分離株，WD－1，WD－2の分   

生子表面がいずれもほほ滑壁面を示した（Fig．1）のに対し，   

対照株A．pαrαS∠と血sの分生子のそれはかなり粗造（Fig．2）  

を示し，明らかにその形態が異なった。これに対して，A．／JαU比S  

NRRL1957（Fig．3）や南西諸島からの分離株A．flauLLSS－33－  

4（Fig．4）の対照株のそれとは比較的類似し，これらの結果  

より，生ゴミ処理斉りからの分離株がAイgαU昆Sであることが確証  

された。また，それら分離株のそれはいずれのA．／JαU昆S対照株  

のそれよりも比較的滑壁面であった。近縁種の麹菌，A．or）′Zαe  

は比較的滑面の表面構造を有するとされる9）ことから，それらの   

分離株はこの点ではむしろA．or）ノZαeに近い形態を示していると  

言える。  

3．生理学的特徴  

1）アフラトキシンおよびシクロピアゾン酸産生性  

l■ アフラトキシン；生ゴミ処理剤から分離したAイJα川SWD－   
1およびWD－2の2株と，アフラトキシン産生陽性対照株とし  

てA．／ねuus S－33－2株の計3株について検討を加えた。その結  

果，陽性対照株は，Bアフラトキシンを産生したが，WD－1，  

WD－2の両分離株ともアフラトキシンを産生しなかった。アフ  

ラトキシンなどのカビ毒は二次代謝物であることから産生株と非  

産生株とが存在する。また，アフラトキシン産生株には地理的分  

布があり，本邦では主として九州南部から南域1rJ）の亜熱帯から熱  

帯地域に分布するとされており，著者らが本邦南西諸島から得た  

Table Growth of Aspergillus spp．  

DegradativeAgent and Several Reference Strains at Various  
Temperatures on Czapek－DoxAgar Plate for8days・  

Growth（mm．）at temp．Oc  
Is01ate and Strain No  

45  42  37  25  15  

Aspergillus sp．   WD－1 2．5＊  11，5  71．0  64．5   12．O  

Aspergillus sp．   WDr2  2．5   10，0  65．0  62．0   10．O   

A．flavus  S－33－4  2．5  23．5  76，0  72．5   13．O  

A．flavus  NRRL1957  2．5  12．5  76．5  77．5  9．0  

＊；Mean value on two plates tested  
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