
（原著）  「菓衛研報苦 第4号 9－151980年  

醸造工場等の周囲に発生する微生物公害について  

汚染菌の分離とその生理学的特徴（第一報）  

高橋 治男難  福田 芳生穀   七山 憶三栄  
粟群  

三浦 正人  山本 充弘紺  

P｛）11utionofHousesandGardenTreesCausedbyBlackMicroorganisms  
aroundtheBreweringFactories   

HaruoTAKAHASHI＊，YoshioFUKUDA＊，YuusoNANAYAMA＊，  

MasatoMIURA＊＊andMitsushiroYAMAMOTO＊＊  

■■  Summary  

Recently，theoutsidesurfacesofhousesandgardentreesaroundbreweringfactoriesinNodaCity   
have been contaminatedin the soot－1ike appearanceswith theblack microorganisms．Then，COn－   

taminatlng microorganisms wereisolated and tentativelyidentified．PhysiologlCalcharacteristicsof   

theisolatedmicrobeswerealsoinvestigated．  

Three black colonies were obtainedonCzapeck・Doxagarplatesinoculatedwithcontaminated  

leavesafter5daysincubationat300c．Microscopicobservationrevealedthatallthestrainsisolated   

formed hyphae and blastospores along them．Further，the surface ofthecontaminatedleaveswas   

SCannedbyuslnganelectronmicroscopeanditwasobservedthatthehyphaeelongatedandbranched   

allover theleaves，bearingblastospores．Oneofthestrainsisolated，S・1utilizedureaandproduced   

Pullulan extracellularly．From these results，the strainwas tentativelyidentifiedasAureobasidium   

PulluhlnS，OneOftheblackyeasts．  

A．pullulansS，1utilizedethanolextremelyreadilyasasolecarbonsource．Methylethylketone   

WaSSlightlyassimi1ated，butn・buthanolandrnethanolhadlittleornoeffect・Theorganismutilizeda   

nitrogen source effectivelyln any form ofurea，nitrateorammoniumsaltwhensugarwasusedas  

■トarbonsource，butammoniumsaltwaspreferabletonitratewhencarbonsourcewasethanol．Itgrew   

favorablyintherangebetweenpH4・Oand9・0，mOStPreferablyatpH7・0・Thernaxirnum，Optlrnum   

andminimumtemperaturesforgrowthofitwere35，31and130c，reSPeCtively・   

コール工場でもみられ，従来は煤塵として処理されてき  

た。   

しかし，・ごく最近になI）それらが微生物に由来するこ  

とカⅧ月らかにされた＝1）さらにそれらの工場か共通してア  

ルコwルを大気中に排出していることから，その微生物  

はアルコールを栄養源として繁殖していると推定され  

た。そこで，野田市の醤油工場周辺で採取した樹木の薫  

から∴弓染菌の分離を試み，若干の知見を得たので報告  

する。   

Ⅰ 緒言  

銚子市や野田市における醤油醸造は，古くから全国的  

にその名か知られ本県の重要な産業となってし、る その  

→方では，住民の公害に対する意識が次第に高まり，工  

場周辺の住居，樹木などが，煤状の物質に黒〈汚染され  

るという苦情がしばしばきかれる様になった。その様な  

異色汚染は，醸造工場の外に印刷工場，油脂工場やアル   

※千葉県衛生研究所  

※東千葉県環境部大気保全課   

（1980年月16日受理）  
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醸造工場等の同国に発生する微生物公害について（第一報）  

で観察した。その写真をPlateIII，IVに示す。  

葉の表面を菌糸が縦横に走り，その大部分をおおっ   

てし1るが，葉の組織内には侵入していない。このこと   

は，葉の表面から黒い皮革状の菌糸体が，容易に剥離   

きれることからも裏付けられる。栄養菌糸から出芽途   

中の胞子や，馴莫化し表面が粗造の細胞が数珠状に連   

なっているのが観察された。  

（2）生理学的試験  

分離した3株は，いずれも同様の形態を示したので，   

このうちの1株を代表株（S－1）として選び，以後の生   

理学的試験に供した。  

（i）菌の増殖度測定  

培養液を蒸留水にて10倍希釈し，島津光電比色計，   

Spectronic－20によ（），660nmc7）吸光度（0・D・）からも■■l   

とめた。  

（ii）尿素同化能  

A．函勅諭肌は，これまで尿素同化能を有すること   

が知られている2）。そこで，S－1株の尿素同化能の有無   

について調べた。  

方法としては，骨法通り，無菌ろ過した尿素の20％   

水溶液を調製し，CD液体培地の組成から，窒素源の硝   

酸ナトリウムを除いたものを加圧殺菌した後，その窒   

素量と等量となる様，尿素水溶液を添加し培地を調製   

した。その培地50mlを含む500ml答坂口フラスコに，供   

試菌株の條存培養から1白金鈎を接種し，30℃で48時   

間往復振退培養を行ない，その増殖度を調べた。  

その結果，S－1株は，0．78の0．D．値を示し，顕著な   

尿素同化能を有した。  

（iii）プルラン産生能  

d．♪7∠／／z／／α7‡5は，プルランと呼ばれるグルコースの   

電合体である多糖を菌体外に産生することが知られてJ■l   

いる3）。そこで，Taguchiら4）の方法に従い，プルラン   

確生培地にて，本菌の産生能の有無を調べた。  

まず，プルランの産生培地にて培養を行ない，培養   

物を遠心分離して培養濾液を得，それに1．5倍量のアセ   

トンを加え多糖類を沈殿きせた。その沈殿物に熱水を   

加え多糖類を抽出した後，アルコールで再度沈殿させ   

た。次いで凍結乾燥を行ない，得られた白色固形物を   

供試々料とした。なお，培養終了時の0．D．は0．391で   

あり，得られた固形物を7つルランとした場合の，添加   

した糖に対する収量は約24％であった。  

次に，このプルランを構成してし、る単糖を調べるた   

め，試料の醸加水分解を行なった。試料約10mgを10ml答   

の共栓試験管にとり1Nあるいは0．1N塩酸1mlを添   

加し，ドライ・ブロックス中で100℃にて2時間加水分  

ⅠⅠ実験方法及び実験結果   

1 菌の分離   

黒変した樹木の葉を，ツァペック・ドックス（以下CD  

と略す）寒天培地上にて，28℃で10日間培養を行なった  

後，黒色を呈した集落3個を純粋分離し，供試菌株とし  

た。それらの集落は，いずれも培養初期には酵母様で乳  

白色を示すが，後期では黒色皮革状を呈するようになっ  

た。   

その外のかぴの集落としては，野生型と思われる  

A車g智∫肋s伸び〟∫群の多いのが注目された。  

2 分離菌株の同定  

（1）形態観察  

スライド・かレナャ一法：それら分離した3株を，   

スライド・カルチャー法により培養した後，光学顕微   

鏡にてその形態を観察した。その写真をPlateIに示   

す。  

写真は，成長した栄養菌糸の同園から，分生子が放   

射状に出芽していることを示している。この様な胞子   

は，出芽胞子と呼ばれるものであり，従って，分離さ   

れた菌は，、、黒色酵母”に属し，不完全菌の血′柁0∂α∫J－   

dオ～fナナ～（古くは飯沼αJJJ川ヱ，次しゝでP～／〃〟／〟γ衰と呼ばれ   

た）函肋壷那の形態と良く一致した。rH芽細胞の大き   

さは，3－410／Jmであった。   

液体培養における菌の形態：分離株を，加圧殺菌し   

た麦芽エキス5％を含む液体培地にて，30℃で72時間   

振盟培養を行なったときの形態をPlateIIに示す。  

この場合，それらの繭は酵母様の増殖形態を示した。   

従って，それらの繭は，固体培養では，菌糸状1滴休   

振盟培養では，酵母様の形態をとる典型的な二形作で   

あると言いうる。それは，A．かf鮎／の′～∫の示す特徴と   

一致した。   

維抱は，1個あるいは2－3個が連なり，黒色を呈   

するものと無色のものとが混在した。異化したものの   

多くは，多細胞で，無色のものは，単細胞から成る場   

合が多かった。また，黒色細抱の細胞壁は無色の細胞   

のそれより厚く，剰葉状の黄外層と，黒色を帯びた比  

較的厚い内層との2重構造を示した。更にその下層に   

壁部分と細胞質とを画する黒色の薄膜もみとめられ   

た。細胞の大きさは，黒色化したものは8－9×9－  

1仙mの値を有しほぼ球状に近く，無色の場合は7   

8×34ノノm値を，ほぼ楕円状であった。また，黒   

色細胞は．そうでか、ものより比較的大型であった。   

走査型電子顕微視による観察：異変した菓の表面   

を，日立走査型電顕S－450型によI）加速電圧20KV  
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千葉衡師報告 第4号 9－151980年  

二のS－1株の産生する多糖は，比較的多量に菌体外   

に産生され，構成糖としてグルコースのみから成るデ   

ンプン反応陰性の高分子である。これらの特徴は，プ   

ルランの有する特性と良く合致することから，本菌は   

プルラン産生能を有するものと推定される。7eルラン   

を産生する菌としては，現在のところ▲4．♪z／鮎／α／ヱゴと   

して分頬きれている7）。  

以上の形態学的及び生理学的特徴から，S－1株は   

A～〃℃0占那～♂オ乙′研♪〟／JzJJα乃5と推定される。  

3 その他の生理学的特徴  

（1）アルコール類とメチル・エチル・ケトン資化能及び  

PHの影響  

本論の』．かf／J乙′／〟プ？5が，工場から排出されるエタ   

ノールを炭素源として増殖する微生物であるかどうか   

を確認する上で，ニの歯のエタノール資化能を検討す   

ることは重要な意義を有する。そこで，S・1件のエタ   

ノール資化能について調べた。その他 その同族体で   

あるメタノール，ブタノール及び，ニの醸造工場と共   

に黒色汚染で関越となった印刷工場において，アル   

コールと共に溶媒として多量に使用されてし－るメチ   

ル・エチル・ケトンにつし、ても，その資化能を調べた。   

更に，それらを炭素順とした場合の菌の増殖への至適   

PHも伴わせて調べた。  

Tablel Assimilationofmethanol，ethanol，n－buthanol  
OrmethylethylketonebyApullulansS－1at  
VariouspH．  

0 0  
0  

（1）   （2）  （3）  （4）  

Fig．1 Paper chromatographic behavior ofthehydrolyzate  
Of extracellular polysaccharide with dilute HCl  
producedbyAuerobasid［umpullu］ansS－1  

（1）Authentic D－glucose （2）Hydrolyzate of the  
polysaccharide with O．1N HCl （3）Authentic  
maltose （4）Hydrolyzate c・f polysaccharide with  
lN HCl．  

解を行なった。次し、で，その酸加水物から減圧下で塩  

酸を除去した後，東洋濾紙No．51にグルコ【ス及びマル   

トースの標準品と共に適当量スポットレ，n－ブタノー  

′■ル：エタノール：水（4：1：5，Vハ〃Ⅴ），あるいは，  

n－プロパノール：水（65：35，Ⅴ／V）の溶媒系で展開  

した。展開後風乾したペーパーを，アルカリ硝酸銀法5）  

により，呈色させ，そのクロマトグラムをFig．1に示  

した。  

1H塩酸による醸加水物は．グルコースの単一ス  

ボントのみであったが，0．1N塩酸の場合には，グル  

コース以外に，痕跡量のマルトースに相当するスポッ  

トを与えた。1N塩酸による完全加水分解によるグル  

コース量をSomogyi・Nelson6）の還元糖の定量法を用  

いて測定し，プルランとしての純度をもとめた結果，  

約50％であった。  

この多糖区分の水溶液は，希ヨード液を加えても色  

調の変化はみられず，いわゆるデンプン反応を示さな  

かった。  

CTSOurCe  PH  O．D．at660mm  

4．0  0．00  
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 Methylethylketone  

Carbonsourcewasaddedattheconcentrationofl％V／V  
to themedium．  

Shakingculturefor8daysat31C．  
These measurements were performed without diluting  
Withdisti11edwaterexceptfortheexperimentofethanol．   
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醸造工場等の周囲に発生する微生物公害について（第→報）  

培養装置TN・3にて培養を行なった。なお，種培養は，  

CD液体培地50mlを500ml答坂口フラスコにとり，斜面  

培養から菌を接種し，30℃で72時間往復振盟培養して  

行った。実験結果をTablelに示す。   

エタノールには顕著な資化能がみとめられ，またメ  

チル・エチル・ケトンには弱い炭素源としての利用性  

がみとめられた。しかし，n－ブタノール及びメタノール  

ではごく弱し、か．全く利用されなかった。従って，本  

菌が工場から排出されるエタノールを唯一の炭素源と  

して増殖が可能であることを示し，メチル・エチル・  

ケトンを炭素源としている可能性は少ないとみられ  

る。   

本菌のアルコールを炭素源としたときのpHの影響  

は，酸性側のPH4では，微弱ながら増殖がみとめられ■■  

るのに対し，アルカ冊則のPHlOでは全く増殖がみと  

められず，その最適pHは7であった。   

グルコーースを炭素源としたCD液体培地での実験結  

果をFig．2に示す。アルコールの場合同様に，最適pH  

は7附近にあり，増殖も酸性側に比してアルカリ側で  

劣った。  

Table2 Utilizationofethanolandnitrogensourceat  
variouspHbyA．puL］uIansS－1・  

0．D．at660nm   

（XlO）  
N－SOurCe  pH  

4．0  0．54  

6．0  0．56  

Ammoniumsulfate  7．0  1・07  

8．0  0．62  

9．0  0．0（；  

Sodiurnnitrate  7．0  0．32＊  

Shakingculturefor48hrs．at31C・  

EthanoIwasaddedattheconcentrationl％（V／V）tothe  

medium．Shakingculturefor60hrs．at31C・  
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Fig．2 Effect of pH on growth of A．pulLulans S－lon  

Czapeck－Doxsolution．  

Shakingculturefor60hrs．at31C．  

方法としては，CD液体培地の組成から糖源と，窒素   

源の硝酸ナトリウムをあらかじめ除き，窒素渡として   

硫酸アンモニウムを，硝酸ナトリウムを用いた時の窒   

素量に等しくなる様添加し，4～10までの所定のpH   

に調整した後，加圧滅菌を行なった。それらに，供試   

の炭素源を1％（Ⅴハ「）になる様に添加調製した後，そ   

の10mlを滅菌済みの20ml客L型試験管に分注した。あ   

らかじめ準備した種培養から，それらの試験符に一定   

量ずつ菌を接種し、31℃で8日間，東洋振盛温度勾配  

Fig．3 Effect of temperature On grOWth of A．pul［uLa  

S－lonCzapeck－Doxsolution．  

Shakingculturefor42hrs．   

（2）最適増殖温度  

加圧滅菌したCD液体培地10mlを含むL型の試   

常に，アルコール頬の資化能の検討の場合と同様に，   

椎培養を接挿し，東洋温度勾配培養装置TN－3を用   

い．温度を1－50℃の範国に設定した後，42時間振漁   

培養を行ない最適増姉温度を調べた。その結果をFig   

3に示す。  

本菌は，13～35℃の温度範囲で増碑し，310c附近に   

最適温度を有する典型的な中温菌であった。また，最   

適温度より高塩になるに従かい，増殖速度は急激に低   
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下し，40勺c付近では全く増殖がみとめられなかった。   

（3）窒素順の形態による利用性  

エタノールを炭素源とした場合の窒素源の形態によ  

る利用法と，空中窒素の固定能について調べた。   

（i）形態による利用性  

エタノール資化能の検討の際に調製した培地，ある  

いは．その窒素源を硫酸アンモニウムからCD液体培  

地本来の窒素順の硝酸ソーダとした培地，それぞれ50  

mlを500ml容の坂口フラスコに注入し，これまでと同様  

に種培養を接種し，31℃で72時間往復振崖培養を行な  

い，窒素源の形態による利用性を比較した。その結果  

をTable2に示す。  

本菌はエタノールを炭素源とした場合，アンモニア  

′－ 態窒素を窒素源として利用できるが，硝酸態窒素はほ  

とんど利用できなかった。  

さきのエタノール類等の資化能の検討の際に，硝酸  

塩に代えて硫酸アンモニウムを用いたのは，この理由  

に基づいた。   

（ii）空中窒素の固定能  

A．♪〝J／㍑Jd乃ざの中には，空中窒素を利用できるもの  

があることが知られているS）。そこで，本菌についても  

その固定能の有無を調べた。  

CD寒天培地の組成から窒素源の硝酸ナトリウムを  

除いた無窒素培地を調製し，それをシャーレに流し込  

んだ後，S－1株をその平根上に画線し，300cで80日間培  

養を行なった。対照として麹菌何頭留∫J／〟S叩Zαgノを  

同様に接種し，培養を行なった。  

麹菌は，その様な条件下ではほとんど増殖できな  

かったのに対し，S－1株は弱いながらも一定の増殖が  

みとめられた。従って，本菌は微弱ながら空中窒素の  

′■ 固定能を有するとみられる。その増殖状態をPlateV  

に示す。  

ⅠIl考察  

果すす病は，椿や柑橘類等の常緑樹に多発するが，そ  

の病原菌の分類学的所属は多種にわたり，生活様式も寄  

生性のものから腐生性のものまで多様である。  

A卿紛ぬ該抽憫の様に腐生性の菌としては，それ以外  

にCk血郎研有朋やA路汀仇〝由属の菌が知られ，それら  

の菌が同時に分離されることも少なくない。今回の試験  

では，果すす病菌としては，九州抑k流地肌以外の菌は  

分離されず，従って本菌が今回の黒色汚染に主要な役割  

を果しているものと推定される。  

この果すす病菌は，現地の醸造工場周辺において，一  

般に微生物の増殖には適さない条件下，たとえば直射日  

光の当たる所や乾燥した場所でも，増殖・生存が可能で  

あった。このかびが，その様な劣悪な条件下でも生存で  

きる大きな理由の一つとして，この菌の細胞壁が非常に  

厚いことが考えられる。このことは，光学顕微鏡による  

観察や，走査型電子顕微鏡による観察時にも細胞が高真  

空に耐え，収縮していないことから裏付けられる。この  

厚い細胞壁が，細胞質の急激な乾燥を防ぐだけでなく，  

有害な光線の作用から保護する役割も有していると推測  

される。  

〔生理及び生態について〕  

プルランは微生物により菌体外に産生される多糖とし  

て．デキストランなどと共によく知られている。この多  

糖は，近年接着剤，フイルムなどの用途に有用性がみと  

められ，企業化の段階にある。今回のS・1株によるプルラ  

ンの対糖収率は約24％で，大量生産に用いられる菌株の  

それの約65％以下であった。∠4．♪〟／J〟／α乃5は，細胞外に  

産生されたプルランの接着力に依り，樹木やビニールな  

どに付着している可肯引生もあるが，それについては今後  

の検討を要する。  

A．♪〟／／〟／α邦5はエタノール及びn－アルカンを唯一の  

炭素源として増殖できるが9），メタノールについては利  

用できないとされている8）。今回の試験においても，エタ  

ノール資化能はみとめられたが，メタノールは利用でき  

ずこれまでの報告と良く一致した。メチル・エチル・ケ  

トンは，エタノールよりも利用性が低かった。従って，  

工場周辺に排出されたこの溶剤は，少なくとも我々が分  

離したA．♪〟J／〟／α邦5S－1株によっては全く利用されてい  

ないと推定される。  

エタノールを炭素源としたときの，本菌の増殖範囲は  

pH4～8であり，至適増殖pHは7の中性附近にあった。  

県下における雨水の調査結果10）では，季節や地域による  

若干の変差はあるが，ほぼPH4－8の間にあり，本菌の  

繁殖に適した条件を与えている。  

窒素源としては，エタノールを炭素源とした場合，硝  

酸態よりもアンモニア態窒素の利用性が高いことから，  

雨水等に含まれる微量のアンモニア水を利用しているも  

のと考えられる。また，この汚染菌は，雨水から遮蔽さ  

れた様な場所でも増殖がみとめられることがある。その  

場合は，空中の窒素を固定して利用していることも考え  

られる。  

本菌の増殖温度範囲は，13℃－35℃で，400c附近では  

全く増殖がみとめられなかった。このことは．現地での  

汚染が春から初夏及び秋にかけて、進行するという事実  

と符合する。A．♪乙J肋／α”Sの最適増殖温度についての報  

告は，これまで27℃とするものが多い。二の遠いが，炭   

－13－   



醸造ユー．場等の周匪＝二発生する微生物公害について（第一報）  

′草屋の説明  

1．月〟γeO∂d∫～■d～～′椚♪乙‘鮎／α捏ゴS・1のスライトかレナヤーに   

おける形態。長く伸びた栄養凧糸に沿って，鈴なりに出芽胞   

子か形成されている。  

2．A・神助諭職S・Aを5％麦芽エキストラクト刷也で振盟培   

養した場合の酵付様増殖÷  

3．4．汚染された樹木から採取した棄の表席の走査型電子頒   

微縄′りこJlミ・つ C：卑二膜化した′栄養細胞 B：出芽帽子。  

5．A・♪～鵡∠／α′75S－1株の窒素源無添加寒天牒側上における増   

嫡をホす「   

－14－  
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素順に依るものかあるし、は菌株によるものかは，今後の  

検討を要する。  

IV 要 約  

近年，野田市その他の醸造工場などの周辺において，  

家屋，屋根や樹木の菓の表面などがすす状に黒く汚染さ  

れ，その原因が，顕微鏡的観察や細菌学的検査結果から  

血′柁0∂が～▲dオz∠′〃♪才一仇／α乃ざによるものと推定された。  

A．♪ヱ此（JαJ75はエタノールを唯一の炭素源として非常  

によく増殖した。二の場合の窒素源は，硝酸態よりもア  

ンモニア態の利用性が高く，空中窒素の国定能  

も有する。  

増殖温度は，13～35℃の範囲にあり最適は31℃であっ  

′■た。  

増殖可能pHは4～9．0，至適pHは7．0であった。  
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