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緒論  

 

担子菌類は真菌類に属し、その可食部である子実体は一般的にキノコとし

て古くから親しまれている。近年、キノコには様々な生物的、免疫学的な活

性があることが明らかになってきている。生理活性をもつ代表的なキノコに

は Ganoderma lucidum（マンネンタケ）、Lyophyllum decastes（ハタケシメジ）、

Schizophyllum commune（スエヒロタケ）、Lyphyllum shimeji（ホンシメジ）、

Agaricus blazei（アガリクス）などが挙げられる。特に Hericium erinaceus（ヤ

マブシタケ）は古くから中国で生薬として、胃炎や肝炎の症状改善、強壮と

いった効果に用いられてきた。近年では神経成長因子合成促進物質が見つけ

られており、アルツハイマー型認知症の改善に効果を示すことも期待されて

いる。また、Sparassis crispa（ハナビラタケ）は日本に自生するが発生量が

少なく夏の短期間のみ生育する事から幻のキノコと呼ばれてきた。抗腫瘍活

性を有するとされる β-グルカンを多く含み、コレステロール値上昇抑制効

果や高血圧抑制効果があるとされている [1]。  

 担子菌類の培養において、子実体の形成・栽培には最適日照時間、強度が

必要であり、更に温度と湿度の管理が必要不可欠であり、菌糸体培養に比べ

ると栽培期間が長いという特徴がある。従って担子菌類由来の高機能物質を

得るために、より短期間で効率的な菌糸体培養の方法が求められている。  

 本研究では担子菌類菌糸体の効率的な培養方法の確立を目的とし、第 1 章

では H. erinaceus 菌糸体の培養において Tween シリーズや寒天による効率的

な培養方法を検討し、第 2 章では S. crispa 菌糸体の培養において新しい撹

拌方法による効率的な培養方法の検討を行った。糸状菌は液体培地ではペレ

ットと呼ばれる球状を形成し生長する。各章において菌糸体が液体培地中で

形成するペレット形状に着目し、液体培地における菌糸体の形状と菌糸体生

産量及びグルカン生産量の関係性について研究を行った。  

 

引用文献  

[1] “種子植物・菌類を利用した健康食品中の有害な成分に関する調査 ” 食品

安全委員会 (2004 年 3 月 31 日 )  
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第 1 章  Tween 及び寒天がヤマブシタケ菌糸体培養へ与える影響について  

 

1.1. 緒言  

Hericium erinaceus(日本名ヤマブシタケ )は生理活性があるキノコとして

知られている。その多糖類は、癌、胃潰瘍、糖尿病、高脂血症、肝障害、神

経変性疾患などの主要な疾患を予防や緩和に効果がある事が知られている

[1-4]。特に β-グルカンには、抗がん作用、抗炎症作用、免疫調整作用などの

生物学的活性を有することが知られている。この主要な生理活性化合物であ

る β-グルカンは、水溶性、粘性、ゲル化などの特異な物性を有していること

から、食品業界などでの利用が進んでいる [5]。そのため、大規模で一年中を

通じて生産ができることが求められている。多糖類は、担子菌類の子実体、

培養菌糸、培養液中から分離することができる。  

子実体の培養は、木や穀物、おがくずなどの基材を用いた菌床栽培では、

収穫までに 2〜3 ヶ月を要し、その生育には季節性があるため供給が不安定

になりやすい。液体培地を用いた菌糸体の培養であれば、より短い培養期間

（ 8～ 10 日）で工業的規模での多糖類生産が可能となる [6]。しかし、H. 

erinaceus の液体培地による菌糸体の培養と β-グルカンの生産に関する研究

は数少ない。Tween80 は、Grifola frondosa（マイタケ） [7]、 Schizophyllum 

commune（スエヒロタケ） [8]、Pleurotus tuber-regium（ヒラタケ） [9]などの

担子菌類の菌糸体と菌体外多糖の生産に最も適した界面活性剤の一つであ

ることが知られている。また、Tween80 により細胞膜の透過性が著しく増加

するとも考えられている。この細胞膜透過性の増加は、細胞膜中の不飽和脂

肪酸の組成や含有量の変化に起因すると考えられ、栄養分の取り込みや、β-

グルカンなどの代謝物の分泌を促進する可能性があると考えられる [10-12]。 

本研究では、Tween シリーズの界面活性剤と寒天を用いて、H. erinaceus の

振盪培養における菌糸体の成長と β-グルカンの生産に及ぼす影響を調べた。

寒天は菌糸の凝集を防ぎ、ペレットを小型化するために使用した。次にバッ

フル付きの三角フラスコの使用が、菌糸の成長と β-グルカンの生産に及ぼ

す影響を調べた。最後に、バッフル付き三角フラスコでの添加物を用いた培

養を検討した。  

 

1.2. 実験  

 

1.2.1 微生物  

H. erinaceus の菌糸は、尾瀬商事株式会社よりご提供いただき、ポテトデキ

ストロース寒天培地（和光純薬工業株式会社）で 25℃で培養した。  



4 

 

 

1.2.2 培地および培養方法  

前培養はポテトデキストロース寒天培地から採取した菌糸を、 0.4M フタ

ル酸（pH5.0）で緩衝した基礎培地を 50 mL 入れた 200 mL の三角フラスコ

に接種した。（基礎培地；グルコース  30 g/L、ポリペプトン  6.3 g/L、酵母エ

キス  0.2 g/L、KH2PO4  1 g/L、MgSO4･7H2O 0.5 g/L）すべての培地成分は和光

純薬から購入した。菌糸体を摂取したフラスコは前培養としてロータリーシ

ェーカー（TAITEC、Bio-Shaker BR-300LF）を用いて、25℃で 100rpm、7 日

間培養した。  

本培養は、60 mL の基礎培地を入れた 300 mL の三角フラスコで行った。

前培養液をポリトロンホモジナイザー（Model PT-MR 2100、 Kinematica AG、 

Switzerland）を用いて 15000 rpm で 20 秒間均質化した。均質化した前培養

液を 2%(v/v)となるように本培養液に接種した。その後、三角フラスコを 25℃

で 100 rpm で培養した。培養期間は、グルコース濃度が 0 g/L に達した日と

した。菌糸の形態的特徴を肉眼で観察し、各フラスコから採取した菌糸体で

平均ペレット径を測定した。各サンプルについて、少なくとも 20 個のペレ

ットの直径を定規により測定し平均ペレット径を求めた。培養は 2 回実施

し、その平均値を示した。  

 

1.2.3 添加剤を用いた培養  

界面活性剤 Tween シリーズとして Tween20、Tween40、Tween60、Tween80、

または寒天の添加が H. erinaceus の培養に及ぼす影響を調べた。使用した

Tween シリーズの濃度は、0.5、 1.0、 2.0、 3.0、 4.0%(w/v)、寒天の濃度は

0.05、 0.1、 0.2、 0.3%(w/v)とした。これらの添加剤を液体培地に添加し、

前述したようにロータリーシェーカーを用いて 25℃で 100 rpm で振盪培養

を行った。  

 

1.2.4 フラスコ形状  

また、使用したフラスコの種類による培養条件の比較も行った。培養に使

用したフラスコは、バッフル付き及びバッフルなしの通常の三角フラスコで

ある。300 mL のバッフル付き三角フラスコは、高さ 7.0 cm、幅 1.0 cm、深

さ 0.8 cm の 3 つのくぼみを持つフラスコ（ SIBATA、 Erlenmeyer flask、 narrow 

neck、  Borosilicate Glass、  SIBATA SCIENTIFIC TECHNOLOGY、  Japan）を

使用した。  
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1.2.5 分析方法  

培養終了後、ADVANTEC no.131 ろ紙を用いて培養液から菌糸をろ過した。

ろ過した菌糸体を 300 mL の蒸留水で洗浄し、 35℃で 2 日間風乾させた。そ

の後、シリカゲルを入れた真空デシケーターに入れ、室温で保存し、乾燥細

胞重量（DCW）を測定した。グルコース濃度は、ムタロターゼ GOD 法（Glucose 

C-Test；和光純薬、大阪、日本）で測定した。  

乾燥菌体における β-グルカン含有量は、Mushroom and Yeast-glucan Assay Kit

（Megazyme International Ireland Ltd.、Bray Business Park、Co. Wicklow、  

Ireland）を用いて測定した。  

それぞれの測定は少なくとも 2 回実施した。  

 

1.3. 結果と考察  

 

1.3.1 Tween シリーズが菌糸体生産および β-グルカン生産へ与える影響  

H. erinaceus 培養の目的は DCW と β-グルカンを得ることである。これら

の成分の生産を促進するために、界面活性剤である Tween シリーズの添加

が液体培地における H. erinaceus の生育に与える影響を調べた。既に界面活

性剤 Tween80 の添加が冬虫夏草の菌糸成長と菌体外多糖の生産に及ぼす影

響が調査されている [13]。具体的には、Tween80 を添加する事により DCW と

菌体外多糖の生産量が増加し、菌体外多糖の生産量は、 1.5%の Tween80 を

添加した場合に最大値が得られ、コントロールと比較して 2 倍となったこと

が報告されている。  

 Fig.1-1 は、基礎培地における H. erinaceus の振盪培養時のグルコース消費

と DCW の経時変化を表している。初期グルコース濃度 20.7g/L が 8 日間の

培養期間中に 0 g/L となり、3.33 g/L の DCW が得られた。Tween シリーズが

菌糸体培養に与える影響の調査として、Tween 20、  40、  60、  80 をそれぞ

れ  0.5、  1.0、  2.0、 3.0、  4.0%(w/v)の濃度で添加し培養を行った。その際

の H. erinaceus の DCW、β-グルカン、およびコントロールに対する相対比を

Table1-1 に示した。  H. erinaceus の DCW は、Tween40、60、80 のいずれの

濃度でも増加し、DCW のコントロールに対する相対比は 1.16〜2.18 であっ

た。最大 DCW は Tween80 を 4.0%(w/v)の濃度で添加した際に得られた。一

方、β-グルカンの大幅な増加は、Tween 80 の濃度が 3.0%(w/v)と 4.0%(w/v)の

高濃度の場合にのみに見られ、コントロールに対する相対比は、3.0%(w/v)で

1.86、4.0%(w/v)で 1.87 であった。  

この結果から、Tween40 と 60 は菌体内に蓄積され、これらを添加しても β-

グルカンなどの代謝物生成にはほとんど影響しないと推測される。また
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Ganoderma lucidum（マンネンタケ）菌糸体の振盪培養における菌体外多糖に

対する Tween 80 の影響を調査した論文では、 3 日目に 0.25%(w/v)の Tween 

80 を添加したところ、DCW と菌体外多糖の生産量が最大となり、それぞれ

19.8%と 137.5%の増加が見られている [11]。このことから、Tween 80 は細胞

膜の透過性を増加させることが判明した。細胞膜の透過性が増加することに

より、栄養分の取り込み促進だけでなく、菌体外多糖生産のための生合成活

性、更に菌体外多糖を分泌するための膜透過性を促進する可能性が考えられ

る [10,12]。  

Tween80 は、ポリオキシエチレンソルビタンの脂肪酸エステルからなる。

脂肪酸組成は主にオレイン酸であるが、パルミチン酸やリノール酸などの他

の脂肪酸が含まれることもある。また、P. tuber-regium の培養において、培

地に Tween 80 を添加すると、P. tuber-regium 菌糸体の脂質中に含まれる全脂

肪酸量が増加し、特にオレイン酸量が有意に増加したという報告もある [12]。

Tween80 に含まれるオレイン酸が P. tuber-regium 菌糸体の細胞膜に取り込ま

れ、その脂肪酸におけるオレイン酸が増加し、細胞膜の透過性が向上すると

考えられている。また Inonotus obliquus（カバノアナタケ）の振盪培養にお

いて、オレイン酸と Tween80 が菌糸体と菌体外多糖の生産に好影響を与え

たという調査もある。Tween 80 はリパーゼなどの酵素によって加水分解さ

れ、オレイン酸を培地中に供給している可能性がある [14]。Tween 80 の効果

のひとつに、オレイン酸への変換が考えられる。オレイン酸は菌糸体と菌体

外多糖の量を増加させることが知られているが [15]、4%(w/v)の Tween 80 を

培地に加えると、DCW 中のグルカン含有量が減少した。この結果は、4%(w/v)

以上の Tween 80 の添加は、DCW を増加させるが、β-グルカン生産には影響

しない可能性を示唆している。一方で、すべての Tween シリーズにおいて、

培養期間を短縮する効果は見られなかった。 Tween20 の濃度が 2、  3、  

4%(w/v)の場合、培養 4 日以降の段階で菌糸体の成長が著しく阻害され、グ

ルコース消費の延伸が見られた。そのため、僅かな DCW となり β-グルカン

も検出されなかった。同様の現象は、G. frondosa の振盪培養に Tween 20 を

培地に添加した場合（ 0.1-1.0%(w/v)）でも報告されている [7]。  炭素鎖の短

い界面活性剤は、細胞膜を損傷したり、細胞内の他の生体成分と相互作用し

たりして、細胞の生育を阻害するのではないかと推測された。  
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1.3.2 寒天の添加が菌糸体生産および β-グルカン生産へ与える影響  

糸状菌を液体培地で培養すると、ペレットと呼ばれる球状の細胞隗を形成

する。菌糸のペレット化は、培養条件に依存し、糸状菌固有のものと考えら

れている。またペレットの形態や大きさは、代謝物の生産に大きな影響を与

えることが知られおり、一般的に、大きなペレットでは中心部への酸素や栄

養分が制限されるため、ペレット内部において細胞の自己分解が生じるとさ

れている [16,17]。Phanerochaete chrysosporium（マクカワタケ）を培養して得

られたペレットのうち、 2 mm を超えるサイズの全てのペレットにおいて、

中心部で自己消化が生じているという報告もある [18]。そこで、培地に寒天

を加えることで培地の粘度を上昇させ、 2 mm 以下のペレットとすることを

目的として実験を行った。既に G. lucidum の培養において、様々な高分子化

合物が菌糸成長に及ぼす影響が調査されている [19]。この調査では寒天を

0.4% (w/v)の濃度で添加する事により、培地の粘度が上昇し、菌糸の凝集を

抑えてペレットを小型化することに成功している。  

本研究では、0.05、0.1、0.2、0.3%(w/v)の寒天濃度を検討した。Fig. 1-2 は、

培養終了時の寒天を添加した培地と添加していない培地における H. 

erinaceus の菌糸体のペレット形状を示している。写真でも分かるように寒

天濃度の増加に伴い、ペレットサイズが明らかに小さくなっている。培養し

た H. erinaceus の DCW、β-グルカン、ペレットサイズ（直径）に対する寒天

濃度の影響を Table 1-2 にまとめた。寒天なしの場合の 4.3 mm だったペレッ

トの直径は、0.3%(w/v)の寒天を添加することにより直径 1.5 mm まで小さく

なった。寒天を 0.3%(w/v)の濃度で添加した場合、DCW および β-グルカンの

生産量は、コントロールに比べてほぼ 1.3 倍になった。一般に、ペレットの

サイズが大きくなると、ペレットの中心部への栄養分、特に酸素の供給が制

限されるようになり、生産性だけでなく二次代謝物の生産量にも影響すると

言われている [19]。Ganoderma pfeifferi（霊芝）の菌糸体培養において、ペレ

ットの形態は培地の pH と培地の撹拌速度に影響されることが報告されてい

る [20]。この調査によるとペレットの直径が大きくなると DCW は増加し、

分散した小さなペレットでは菌体外多糖や β-グルカンの生産性が増加して

いた。顕微鏡観察によると、寒天入りの培地には多くの寒天の結晶粒子が存

在し、菌糸体の先端は結晶粒子に付着していた。また、結晶粒子は菌糸体よ

りも大きく、結晶粒子同士は結合しない。従って結晶粒子と菌糸が付着する

事より菌糸同士の凝集が妨げられ、ペレットが小さくなると考えられている

[19]。なお、本研究では、0.3%(w/v)の寒天濃度で目標である 2 mm 以下のペ

レットサイズ（1.5 mm）が得られたため、0.3%(w/v)よりも高い濃度での検討

は行っていない。  
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1.3.3 バッフル付き三角フラスコによる培養検討   

培養器が菌糸体の成長や代謝物の生成に与える影響を調べるために、通常

の三角フラスコとバッフル付きの三角フラスコを用いて、H. erinaceus の振

盪培養を行った。通常の三角フラスコとバッフル付き三角フラスコを用いた

培養での H. erinaceus の DCW 生産量、β-グルカン生産量、ペレットサイズ

（直径）を Table 1-3 にまとめた。バッフル付き三角フラスコでの DCW 生産

量および β-グルカン生産量は、通常の三角フラスコに比べて約 1.2 倍となっ

た。さらに、ペレットサイズ比較では、通常の三角フラスコでは 4.5 mm だ

ったのに比べバッフル付き三角フラスコのペレットサイズは 1.6 mm と、バ

ッフル付き三角フラスコを使用する事でペレットサイズを 2 mm 以下にする

事ができた。Trichophyton rubrum（白癬菌）や Laccaria trichodermophora（キ

ツネタケ）の菌糸体を通常の三角フラスコとバッフル付き三角フラスコを用

いて振盪培養した研究報告もある [21,22]。これらの報告では、本研究と同様

の傾向がみられ、バッフル付き三角フラスコを使用する事でペレットサイズ

の直径は小さく、通常の三角フラスコでは大きなペレットが形成された。バ

ッフル付き三角フラスコの独特な形状が強い撹拌力を生じさせ、ペレットの

微細化と効率的な空気の取り込みが可能となったと考えられる。ペレットが

大きいと、酸素や栄養分の拡散が不足し、効率的な成長が抑制されるため、

ペレットサイズのコントロールは重要である。  
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1.3.4 バッフル付き三角フラスコ内における寒天及び Tween80 が菌糸体お

よび β-グルカン生産に与える影響  

これまで添加物による培養の効率化、バッフル付き三角フラスコによるペ

レットの微細化検討をそれぞれ実施した。 Fig.1-3 にこれらの組合せ検証を

行った結果を示した。具体的には、バッフル付き三角フラスコを使用した振

盪培養を行い、3.0%(w/v)の Tween 80 または 0.3%(w/v)の寒天を添加した際

に得られた DCW 及び β-グルカン濃度を示した。その結果、バッフル付き三

角フラスコと 0.3%(w/v)の寒天の組合せにおいてより培養期間が短くなり（ 5

日間）、最も高いグルカン濃度（ 1.89g/L）が得られた。しかし、Tween80 を

3.0%(w/v)添加した培地では効果が見られなかった。これは、Tween80 を添加

しても粘度は低いままであり（ 3.0mPa・s）、コントロール（3.3mPa・s）と同

程度である。従ってバッフルによる酸素の取り込み効率の向上が見られなか

ったためであると考えられる。一方で寒天を 0.3%(w/v)の濃度で加えると粘

度は 48.7mPa・ s とコントロールよりも高くなっていたため、バッフルによ

る撹拌力が大きく影響したと考えられる。  
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1.4. 結言  

以上のことから、H. erinaceus の振盪培養用培地に Tween 80 や寒天を添加

することで、細胞の増殖や β-グルカンの生産量を大幅に増加させることが

できた。また、バッフル付き三角フラスコがグルカン生産に効果があること

がわかった。将来的には、撹拌効率を検証するためにラボスケールより大き

なスケールでの実験が必要である。また、タンクスケールでの回分培養や連

続培養による研究も必要であると考えられる。  
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第 2 章  撹拌条件及びフラスコ形状がハナビラタケ菌糸体培養へ与える影

響について  

 

2.1. 緒言  

キノコは古くから食用として知られている。現在では、その治療能力の高さ

に注目を浴び、新たな研究対象となっています。栄養面では、必須タンパク質、

難消化性炭水化物、不飽和脂肪、ミネラル、各種ビタミンなどが豊富に含まれ

ているため、消費量が増加し、さまざまな加工品が開発されている [1]。特にキ

ノコ類の抗腫瘍活性について研究が進んでいる。キノコ類の治療メカニズムは、

がん細胞の増殖の抑制、細胞周期相における細胞の割合の調節不能、オートフ

ァジーとファゴサイトーシスの誘導、免疫系の反応の改善、プロアポトーシス

因子のアップレギュレーションとアンチアポトーシス遺伝子のダウンレギュレ

ーションを介した細胞のアポトーシス死の誘導で構成されている [2]。更に近年

の研究ではキノコ類の摂取によりうつ病になる確率を下げるという報告もある

[3]。  

Sparassis crispa は、日本ではハナビラタケとして知られ、治療への応用が

期待できるキノコとして文献に記載されている。このキノコの薬効は、主に 6

分岐の 1,3-β-グルカン (SCG)が豊富に含まれていることに起因する。化学分析

の結果、S. crispa の液体培養菌糸体から精製した β グルカンの一次構造は、約

6 残基ごとに 1 つの分岐を持つ 6 分岐 1,3-β グルカンであり、その分岐の度合

いは SCG よりも相対的に低いことがわかった [4, 5]。S. crispa 由来の β-グルカ

ン (SCG)は、ICR マウスの固形状の Sarcoma 180 に対して、強い血管拡張と出

血反応を伴う抗腫瘍活性を示した。また、これらの画分は、シクロホスファミ

ドで誘発された白血病のマウスに腹腔内または口腔内投与したところ、造血反

応の増強を示した [5]。SCG は用量依存的に全血球培養のサイトカイン合成を

促進したという報告もある。SCG は投与量に依存して補体フラグメントである

C5a を放出した。また、ヒト血漿中に抗 SCG 天然抗体が検出された。これらの

ことから、SCG はヒトの白血球および関連する免疫系を活性化する能力がある

と考えられる [6]。ヒト臍帯静脈内皮細胞では、SCG の塗布によって細胞の成

長、移動、毛細血管様チューブの形成に影響がなかったことから、これらの効

果は内皮細胞に直接作用するものではない。SCG を経口投与することにより、

腫瘍に誘導される血管新生を阻害し、肺の腫瘍の成長と転移を抑制することが

明らかになった [7]。SCG がマクロファージ様の RAW264.7 細胞の誘導性 NO

合成酵素（ iNOS）の発現を促進するとともに、NO の産生を刺激することを示

されている。また一酸化窒素の産生は、細胞外シグナル調節キナーゼであるマ

イトジェン活性化プロテインキナーゼ（MAPK）阻害剤によって強く抑制され
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た。このことから、SCG による NO 放出は MAPK を介して行われている可能

性があることが示された [8]。他にも、S. crispa には大脳皮質における Akt 依

存性の eNOS リン酸化の回復を促進する効果があることが報告されている。NO

産生を増加させることにより、脳血管内皮機能障害を改善することができた。

S. crispa は脳卒中や高血圧症の予防に有用であると考えられる [9]。S. crispa

は糖尿病性創傷の治癒障害を改善することができる。この効果には、マクロフ

ァージや線維芽細胞の移動の増加が関与していると考えられ、SCG は I 型コラ

ーゲンの合成を直接増加させることが分かっている [10]。S. crispa の子実体か

ら 3 種類の新規フタリド（hanabiratakelide A (1), B (2), C (3)）を単離されて

いる。3 つのハナビラタケライドは、ビタミン C よりも強いスーパーオキシド

ディスムターゼ様活性を示し、抗酸化作用、抗炎症作用、抗腫瘍作用を有する

ことが示された [11]。  

通常、キノコ類子実体の木や穀物、おがくずなどを基材とした固体培養では、

収穫までに 2〜3 ヶ月を要し [12]、その生育には季節性がある。これらの問題を

解決するために、浸水培養技術を用いた菌糸体の培養は、より短い培養期間 (8-

10 日 )で工業的規模での多糖類生産の代替方法として利用できる [13]。担子菌

類の液体培養の歴史は古く、1950 年代から始まっている。より安全な製品と培

養の再現性という利点から、この液体培養が行われている [14]。主たる生理活

性物質である多糖類は、キノコの子実体だけでなく、培養菌糸、培養液などか

ら分離することができる [15]。キノコの液体培養では、子実体栽培と同等の生

理活性物質の生産量を実現することが課題となっている。培養時間の短縮や培

養の再現性などの利点を考慮すると、液体培養は産業レベルでのキノコ栽培に

最適な技術といえる [16]。  

キノコの菌糸は液体培養において、細胞は栄養分を受け取り、代謝し、多数

のサイズの菌糸球体ペレットを作成する [17]。菌糸体が形成するペレットサイ

ズを制御する研究はいくつか行われていた。培養液中に高分子化合物である

寒天や CMC を添加する事でペレットサイズを小さく出来る事が報告されて

いる [18]。液体培養では培地の組成とは別に、撹拌の強さもペレットの形成と

構造に大きな影響を与える。ペレットの形成と構造に影響を与えるもう一つの

大きな要因である。撹拌速度と撹拌羽のせん断作用が糸状菌の形態や生産性に

与える影響が注目されている。撹拌強度とペレットサイズには逆の関係がある

と考えられている。激しいペレットの形成を妨げていると考えられるため、撹

拌量を増やすとペレットは小さく、よりコンパクトになる。このような観察結

果は、いくつかの糸状菌で記録されている [18, 19, 20]。  

バッフル付きフラスコは、バッフルなしのフラスコと比較して、物質移動能

力とせん断形成の両方で優位性を示している [21]。撹拌速度の上昇（順序流体
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力学）は、通常は細胞の完全性に有害であるせん断応力を発生させ [22]、菌糸

体の凝集体のサイズを減少させる。Ganoderma lucidum の液体培養では、初期

の体積酸素移動係数が細胞の成長速度およびガノデリン酸の生産に影響を与え

ることが報告されている [23]。  

この研究では S. crispa 菌糸体の液体培養において、添加物を使用せずに物

理的な方法でペレットサイズを調整し、免疫賦活作用が期待できるグルカン

の効率的な生産を検討した。通常の三角フラスコではなく、バッフル付き三

角フラスコを使用したほか、振盪培養ではなく撹拌子を用いた撹拌培養の検

討を行い、さらに微細化の組み合わせの検討を行い、S. crispa 菌糸体の培養

においてグルカンの最も効率的な生産が行う事ができる条件を検討した。  

 

 

2.2. 実験  

 

2.2.1 微生物  

この研究では徳島大学で継代培養されていたハナビラタケ菌糸体を使用

した。ハナビラタケ菌糸体は Potato Dextrose Agar（Wako）を使用し 25℃で

培養を行った。  

 

2.2.2 培地および培養方法  

前培養は 200 mL 三角フラスコに 0.4 M フタル酸緩衝液で pH を 5.0 に調

整した基礎培地を 50 mL ずつ分注し行った。培地を分注した三角フラスコ

に継代培養したハナビラタケ菌糸体を 5 mm 四方片植菌した。（基本培地；

グルコース  30 g/L、ポリペプトン  6.3 g/L、酵母エキス  0.2 g/L、Kirk salt 10 

mL/L）Kirk salt 及び Kirk trace element solution の組成はそれぞれ、Table 2-1

と Table 2-2 に示した。全ての培地成分は和光純薬で購入した。植菌したフ

ラスコはロータリーシェーカー（TAITEC、BR-300LF）で 25℃、100 rpm で

7 日間培養した。  

 本培養は 300 mL の三角フラスコに基本培地を 60 mL ずつ分注して行っ

た。前培養液をポリトロンホモジナイザー（Model PT-MR 2100、 Kinematica 

AG、 Switzerland）を用いて微細化処理（ 15000 rpm、20 秒間）し、2%（v/v）

になるように本培養フラスコに接種した。植菌後のフラスコは 25℃で培養

した。  

 本培養に使用する三角フラスコとして、通常の三角フラスコとバッフル付

き三角フラスコを使用した。バッフル付き三角フラスコはフラスコ内部に 3

つの突起があり、内部の液体に複雑な水流を生じさせる事ができる。また、
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培養条件の検討としてロータリーシェーカーによる振盪培養のほかに、撹拌

子とマグネティックスターラーを使用した撹拌培養を試みた。特別に記載が

ない限り、振盪培養は 100 rpm で、撹拌培養は 750 rpm でそれぞれ培養を行

った。  
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2.2.3 分析方法  

培養終了後、菌糸体を ADVANTEC no.131 ろ紙により培養液からろ別した。

得られた菌糸体は培養液の 5 倍量の蒸留水で洗浄した。洗浄後の菌糸体を

37℃で 2 日間乾燥させ、減圧デシケーターで常温まで冷ました後に重量を測

定した。以上の方法で乾燥菌体重量（DCW）を測定した。グルコース濃度は

ムタロターゼ GOD 法（和光純薬）により定量した。エタノール量の定量は

ろ別により得られた上清を HPLC（島津製作所  RID-10A）で分析する事で測

定した。HPLC に使用したカラムは Aminex HPX-87X（300 mm×7.8 mm）で

カラム温度は 65℃で分析を行った。  

乾燥後粉末化した菌糸体 0.1 g に対し 72wt%濃硫酸を 2 mL を加え、常温

で 1 時間静置した。その後、終濃度が 4wt%になるように蒸留水を加え、オ

ートクレーブを行った（ 121℃、60 分間）。室温になるまで冷却後、上澄み

をフィルターろ過（Minisart RC4、Membrane 0.45 μL）し、得られたろ液をエ

タノールの定量と同様に HPLC により分析する事でグルカン量の定量を行

った。全ての実験は 2 回実施し、それぞれの分析は少なくとも 2 回ずつ実施

した。  

 

2.3. 結果と考察  

 

2.3.1 振盪培養と撹拌培養及び通常フラスコとバッフル付きフラスコによる

培養の比較   

  担子菌類菌糸体の液体培養において、植菌後、培地が適切な速度で均質

に混合されれば、ペレットと呼ばれる球状の菌糸体が形成される。ペレット

はある程度の大きさ以上になると、ペレット内部で酸素不足によりペレット

中心部の自己消化が生じ、中心部が欠けた状態となる [18]。自己消化は細胞

の代謝や生成物合成に重要な影響を与えるため、ペレット状態で菌糸体を効

率的に増やすためにはペレットサイズのコントロールが必要である。このペ

レットが形成される培養方法としては、振盪培養法やエアリフト型バイオリ

アクターによる培養方法が挙げられる。筆者らは振盪培養を主として、いく

つかの過去の研究を行ってきた。 [25, 26]  

しかしながら一般的なバイオリアクターや工業スケールの培養タンクは

撹拌羽による撹拌が一般的である。そのため最終的な目標である菌糸体の大

量培養に向け、撹拌羽や生じる水流が菌糸体の生育に及ぼす影響を調査する

必要がある。そのため本研究では撹拌羽のモデルとして撹拌子を使用し、振

盪培養との比較をし、DCW やグルカン量、代謝産物であるエタノール量の

比較を行った。また通常の三角フラスコだけではなく、バッフル付きの三角
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フラスコを使用することで更に複雑な水流を生じさせ、菌糸体の生長にどの

ような影響が生じるか研究を行なった。   

Table 2-3 に S. crispa 菌糸体の通常三角フラスコ /バッフル付き三角フラス

コ、振盪培養 /撹拌培養の各組合せ条件における培養日数、DCW、グルカン

量、生成されたエタノール量を示した。培養日数は撹拌培養よりも振盪培養

の方が短くなり、DCW とグルカン量は通常フラスコよりもバッフル付きフ

ラスコの方が高くなる傾向が見られた。最も培養期間が短くなったのはバッ

フル付き三角フラスコ /振盪培養条件で 8 日間、最大 DCW が得られた条件

はバッフル付き三角フラスコ /撹拌培養で 5.91±0.32 g/L だった。同じ撹拌方

法においては、通常三角フラスコよりもバッフル付き三角フラスコの方が菌

糸体の生産性が向上しており、バッフル付き三角フラスコの方が菌糸体の生

長を促すという面で優れていると考えられる。  

三角フラスコ内に存在するバッフルの影響により十分に撹拌されること

で酸素の供給が増したことが要因のひとつであると推測される。更にエタノ

ール量に関しては撹拌培養よりも振盪培養の方が多く、バッフル付きフラス

コよりも通常フラスコの方が多くなるという DCW、グルカン量とは逆の傾

向が見られた。   

Fig. 2-1 に各条件で培養した際の培養終了時の S. crispa 菌糸体の形状を示

した。通常三角フラスコ /振盪培養では大小様々な大きさのペレットが形成

されている。しかし同じ振盪培養でもバッフル付き三角フラスコを使用する

ことで、ペレットのサイズが明らかに小さくなっていることが分かる。これ

はバッフル付き三角フラスコ内部の 3 つの突起により複雑な水流が生じた

結果、菌糸体同士の結合が阻止されペレットの微細化につながったと考えら

れる。   

一方で撹拌培養では通常三角フラスコ、バッフル付き三角フラスコのどち

らにおいても S. crispa 菌糸体はペレット状ではなくフィラメント状に生育

していた。これは撹拌子により物理的な菌糸体の剪断が生じたためと考えら

れる。更に通常三角フラスコよりもバッフル付き三角フラスコの方で、フィ

ラメント状菌糸体が多く形成されているようだった。これは撹拌子とバッフ

ル内部の突起の組み合わせの相乗効果により、菌糸体が更に細かくなり、結

果として培養液中を覆い尽くすように菌糸体が分散した可能性が考えられ

る。そのためバッフル付き三角フラスコ /撹拌培養において、酸素が十分に

供給されたことで、ペレット内部で生じる自己消化が引き起こされず、好気

呼吸により効率よく生長できたため DCW、グルカン量が著しく増加したと

考えられる。   
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通常、リアクターなどで目的の物質を生産する際には撹拌培養を行うが、

この際に撹拌羽による剪断力が問題となる場合がある。撹拌羽が高速で回転

するため、羽先端部分の剪断力が大きくなりカビ・放線菌といった糸状菌は

損傷を受けやすく、有用物質の生産に対して悪影響を及ぼすことが多いため

である。しかしながら Table 2-3 の結果では振盪培養よりも撹拌培養の方が

得られる菌体量が増加しており、S. crispa 菌糸体は物理的刺激に比較的強い

ことが示唆され、撹拌羽を使用したリアクターや培養タンクにおいても遜色

ない生産性を得られる可能性が考えられる。   

一方で、振盪培養に比べると撹拌培養ではグルコースの消費速度が低下し

培養日数が増加している。これは菌糸体が撹拌によりフィラメント状になっ

たことで培地の粘度が上がったことが原因であると考えられる。菌糸体は生

長の初期段階において菌糸体同士の相互作用により生長が促されていると

いう報告があり、フィラメント状菌糸体が培地を覆いつくし培養液の粘度が

高くなる撹拌培養では菌糸体同士の相互作用が抑制されてしまった。従って

培養初期段階におけるグルコースの消費速度が低下したと考えられる。   

また、培養終了後のエタノール生産量は撹拌培養よりも振盪培養の方が高

く、グルカンは振盪培養よりも撹拌培養の方が多く得られた。通常フラスコ

とバッフル付きフラスコの比較でも同様の傾向がみられている。エタノール

は主として解糖系により生成される。従って撹拌培養よりも振盪培養の方が

エタノール生産量が多いという事は、振盪培養の方が解糖系が多く行われた

と考えられる。菌糸体に対する酸素供給が十分に行われた撹拌培養やバッフ

ル付きフラスコでは好気呼吸が優位に働き、グルカンの生産量増加にもつな

がったと考えられる。  

以上のことから撹拌培養でグルカンが多く得られたため、続いてバッフル付

き三角フラスコによる撹拌培養の条件検討を行なった。   
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2.3.2 撹拌培養における撹拌速度の検討   

振盪培養をコントロールとし、撹拌条件を 250、500、750 rpm として S. 

crispa 菌糸体の培養を行なった結果を Table 2-4 に示す。撹拌速度 250 rpm で

はコントロールである振盪培養と DCW はほぼ変わらなかった（ 5.56 ± 

0.58 g/L）。しかし培養日数は振盪培養の 2 倍以上（18 日間）となった。250 

rpm では撹拌が不十分であり、酸素が十分に供給されなかったため培養日数

が大幅に増加したと考えられる。撹拌培養では撹拌速度を上げることで、グ

ルコースの消費速度が上昇し、培養期間が 18 日間（250 rpm）から 13 日間

（500、750 rpm）に短縮された。振盪培養の培養日数（ 8 日間）と比較する

と、撹拌培養の培養日数は長い。撹拌により菌糸体同士の相互作用が阻害さ

れたためであると考えられえる。検討した撹拌速度のうち、 250 rpm では阻

害は発生し辛いと考えられるが、逆に撹拌速度が遅すぎることで生長に必要

な酸素が十分量供給されていないのではないかと考えられる。一方で DCW

は撹拌培養 500 rpm で最大値（6.47 ± 0.49 g/L）が得られた。  効率的に酸素

が供給された事で菌糸体成長が促されたためであると考えられる。また、

Trichoderma harzianum のバッフル付きフラスコにおける培養において、 6-

Pentyl-α-pyrone（6-PP）濃度は、100 rpm で最大（96 mg/L）となり、それ以

上の撹拌速度では低下した。このデータから、6-PP の生産性は流体力学的ス

トレスによって決定され、約 0.9 kW/m3 の推定消費電力で最大となり、消費

電力が大きくなると低下することが示唆された [27]。この研究から一定以上

の撹拌速度では流体的ストレスにより菌体の生育が阻害される可能性が考

えられる。  

Fig. 2-2 に各撹拌速度における培養終了時の S. crispa 菌糸体の形状を示す。

撹拌速度を上げることで菌糸体がより微細になっていることがわかる。撹拌

速度が上がることで培養液中の剪断力が増し、ペレットが形成されなかった

と考えられる。また Table 2-3 の結果と同様にフィラメント化が進むにつれ、

グルカン量が増加し、エタノール量が減少していた。  

以上のことから、培養条件（三角フラスコの形状、撹拌・振盪）が菌糸体

の形状に影響を与え、その結果として DCW、グルカン生産量、エタノール

生産量が変化していると考えられる。したがってこの 3 つのファクターにつ

いて、培養条件の検討結果、撹拌条件の検討結果から得られた相関性を

Fig. 2-3 に示した。  グルカン量と DCW には正の相関が見られた。グルカン

は菌糸体細胞壁の構成要素のひとつであるため、DCW の増加はグルカンの

増加につながる。 何らかの添加物を加えることでも DCW は増加する場合が

あるが、添加物を加えた際は DCW とグルカンに相関がみられない場合があ

る。これは添加物を菌糸体として計量している為であると考えられる。本研
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究において、添加物は加えていないため、DCW の増加は直接的な菌糸体の

増加を表し、グルカン量の増加も確認された。  

一方でグルカン量（DCW）とエタノール量には負の相関が見られた。更に

相関図と培養終了時の菌糸体形状を比較すると、菌糸体がペレット状に生長

するとエタノール生産量は多く、グルカン量は少なくなり、逆に菌糸体がフ

ィラメント状に生長するとエタノール生産量が少なく、グルカン量が多くな

る結果が得られた。これは菌糸体がペレットを形成すると、ペレット内部で

酸素不足が発生し、好気呼吸ではなく嫌気呼吸（エタノール発酵）によりグ

ルコースが消費され、菌糸体が十分に生長できなくなるためであると考えら

れる。Phanerochaete chrysosporium（マクカワタケ）を培養して得られたペ

レットのうち、2 mm を超えるサイズの全てのペレットにおいて、中心部で

自己消化が生じているという報告もある [19]。ペレットサイズの巨大化抑制

は、効率的な菌糸体の生産において憂慮すべきポイントのひとつである。  

以上の結果から、S. crispa 菌糸体をフィラメント状に生長させることが効率

的にグルカンを生産することに繋がる事が示唆された。従って以降はバッフ

ル付き三角フラスコを用いた撹拌培養をコントロールとして、更なるグルカ

ン生産の効率化を目指した。  
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2.3.3 撹拌培養における培地量の検討   

先の研究により S. crispa 菌糸体をフィラメント状に生長させることで、

グルカンを効率的に生産できることが分かった。続いて培養液量が菌糸体の

生長に与える影響を調査した。培養液量を変化させることで、撹拌子と菌糸

体の接触頻度が変わり、菌糸体の形状が変化すると予想される。培養液量は

20、40、60、100 mL の 4 種類で検討した。   

培養液量の検討を行った結果を Table 2-5 に示した。培養液量が 40、60 mL

の時に比べ、20、100 mL の時の DCW は著しく低くなった。最大 DCW は培

養液量 40 mL の時に得られ 6.79 g/L だった。また、グルカン量も 40 mL の

時に最大となり 2.88 g/L が得られた。一方で、エタノール量は培養液量が

20 mL の時に最大となり 11.27 g/L が得られた。培養終了時の菌糸体の形状

を Fig. 2-4 に示した。培養液量と菌糸体の形状を比較すると、 20 mL の時は

ペレット状だが、40 mL 以上でフィラメントが形成されていることがわかる。

この原因の一つとして、培養液が少ないことで撹拌子より液面が下になった

ことが考えられる。撹拌子が液中にないことで培養液の混合が不十分となり

菌糸体の滞留が発生していた。そのため菌糸体同士が凝集し、大きなペレッ

トが形成されたと考えられる。ペレットが形成されたことにより内部で酸素

不足が生じたと考えられ、DCW とグルカン量が検討した 4 種のうちで最も

低くなった（4.73 g/L、1.22 g/L）。一方で培養液量が 100 mL の時は、培養

液量が 40、60 mL の時に比べてフィラメント化が進んでいなかった。これは

培養液量が多いため同じ撹拌条件（ 500 rpm）では、液量が多いほど培養液

の動きが緩慢になり、その結果として菌糸体の凝集、ペレット化につながっ

たと考えられる。20 mL の時ほどではないが、ペレット状に生長した菌糸体

の特徴であるグルカン量の減少とエタノール量の増加が見られた。   

以上のことから、培養液量 40 mL の際に最大グルカン生産量（ 2.88 g/L）

が得られたため、培養液量 40 mL を撹拌速度 500 rpm 時の最適条件であると

した。   
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2.3.4 均質化処理が菌糸体培養へ与える影響   

これまでの研究によりペレットが形成されるとグルカンの生産量が減少

し、エタノールの生産量が増加することが分かっている。これはペレット内

部で酸素不足が生じていると考えられるが、ペレットサイズをコントロール

することができればグルカンの生産量を上げることができると推測される。

そこでペレットを形成した菌糸体にホモジナイズ処理による物理的な微細

化を施すことで、振盪培養においてもフィラメント状菌糸体の生長に酷似し

た傾向が見られるのではないかと考えた。ここではバッフル付きフラスコを

使用し培養液量 40 mL で、振盪培養と撹拌培養のそれぞれでホモジナイズ

処理の有無が培養期間、DCW、グルカン量に与える影響を調査した。ホモジ

ナイザー（Model PT-MR 2100、 Kinematica AG、 Switzerland）を使用して、

本培養期間の 2 日ごとに 15000 rpm、10 秒間の条件で均質化処理を実施し

た。  

 Table 2-6 に S. crispa 菌糸体の培養において微細化処理を検討行った際の

培養期間、DCW グルカン量及びエタノール生産量を示す。予想された通り

振盪培養、撹拌培養ともに微細化を行った培養の方が DCW とグルカン量が

高くなり、エタノール生産量が減少していた。興味深いことに、微細化の効

果は振盪培養と撹拌培養で異なっていた。振盪培養では微細化を行うことで

DCW は 1.33 倍、グルカン量は 1.39 倍まで増加した。Fig. 2-3 で示した通り、

DCW の増加に伴いグルカン量が同じように増加している。振盪培養ではペ

レットを微細化する事でペレット内部が嫌気性になる事を防ぐ事ができ、通

常であれば自己溶解するはずであった菌糸体も生長を続けることができた

ため、DCW 及びグルカン量が増加したと考えられる。一方で撹拌培養では

微細化を行うことで、DCW は 1.03 倍の増加に留まったが、グルカン量は

1.34 倍に増加した。DCW の増加率よりもグルカンの増加率の方が約 3 割多

いという結果が見られた。これは撹拌子とホモジナイザーの両方による撹拌

作用が菌糸体に大きなダメージを与えたことに起因するのではないかと考

えられる。ペレット状の菌糸体はホモジナイザーの剪断力に耐えたのち生長

するが、フィラメント状の菌糸体はホモジナイザーの強い剪断力でダメージ

を受ける。菌糸体はダメージを防ぐために菌体外多糖を分泌する。分泌され

た菌体外多糖はフィラメント状の菌糸体と相互に絡み合いさらに大きなフ

ィラメント状菌糸体へと生長し一種のバイオフィルムを形成するのではな

いかと推測される。こうして得られた DCW は多くの菌体外多糖を有する事

となり、結果としてグルカン量が増加したのではないかと考えられる。  

ホモジナイザーによる均質化を行うことで、エタノール生産量は振盪培養

で 0.64 倍、撹拌培養では 0.41 倍となった。これまでの実験と同様に、菌糸
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体のフィラメント化及び撹拌による酸素供給の結果、嫌気呼吸が抑制された

ことでエタノール生産量が減少したと考えられる。  

Fig. 2-5 に培養終了時の S. crispa 菌糸体の形状を示した。振盪培養、撹拌培

養のどちらの場合も微細化により、より均質的なペレット、フィラメント状

菌糸体が形成されていることがわかる。振盪培養では微細化された菌糸体が

振盪作用により菌糸体同士が再度凝集しペレットを形成しており、撹拌培養

では微細化された菌糸体はそのままフィラメント状に生長したと考えられ

る。ペレットの存在はエタノール生産量に影響しているため、  振盪培養の

エタノール生産量は、撹拌培養のエタノール生産量よりも多くなる結果とな

った。   
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2.4. 結言  

 S. crispa 菌糸体の培養において、撹拌条件、培養液量、微細化処理の検討

を行った結果、バッフル付きフラスコを使用し、撹拌培養、培養液量 40 mL、

培養途中で微細化を実施するという条件が最適だった。検討前の条件（通常

三角フラスコ、振盪培養、培養液量 60 mL、微細化なし）に比べ、DCW は

1.11 倍（7.23 g/L）、グルカン量は 1.77 倍（3.50 g/L）、エタノール量は 0.26

倍（1.48 g/L）となった。グルカンの生産のためには振盪培養よりも撹拌培

養が効率的であり、培養中に微細化することで更にグルカンの生産量を増加

させることができることが示された。また、培養終了時のエタノール量とグ

ルカン生産量に負の相関があった。この研究により撹拌培養を行う事でハナ

ビラタケ菌糸体はフィラメント状に生長し、フィラメント状菌糸体は嫌気呼

吸によるエタノール生産が抑制され、効率的にグルカンを生産する事ができ

る生長形態であることが示唆された。しかし、撹拌培養はグルカンの生産に

適しているが振盪培養おりも培養期間が増加する傾向があり、より効率的に

グルカンを生産するための更なる研究が必要である。   
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結論  

第 1 章では H. erinaceus 菌糸体の培養時に界面活性剤である Tween シリー

ズや高分子化合物である寒天を添加した。その結果、Tween 80 や寒天を添加

することにより、添加していないときに比べてペレットサイズは小さくなっ

た。ペレットサイズが小さくなったことにより、ペレット内部の酸素不足に

よる自己消化が生じにくくなり、菌体生産量や β-グルカン生産量が増加し

た。第 2 章では S. crispa 菌糸体の培養において、撹拌方法や使用する三角

フラスコ形状を変化させた。その結果、撹拌培養やバッフル付き三角フラス

コを用いた撹拌培養を行う事でペレットはフィラメント様に生長した。フィ

ラメント様菌糸体は培養液中に分散して存在し、栄養源や酸素の取り込み効

率が上昇していると考えられる。フィラメント様に生長した菌糸体では菌体

生産量やグルカン生産量が増加した。  

 以上のことから担子菌類菌糸体の液体培養において菌糸体のペレット形

状を変化させる事により菌糸体生産性及び有用物質生産性を増大させる事

が出来る事が示唆された。特に撹拌条件やフラスコ形状の変化は添加物を加

える必要がないため、コストパフォーマンスに優れる効率的な生産が可能と

なる方法だと考えられる。  

本研究においては有用成分としてグルカンの生産性を重要視した。その為、

菌糸体がフィラメント様に生長し、菌体量が増加したことは望ましい結果だ

った。しかしながら担子菌類の中には菌体外に有用成分を分泌する種も存在

する。  

菌糸体がフィラメント様に生長した場合は培地の粘度が上昇する。従って

菌体外に有用成分を分泌する担子菌類では、培養液から有用成分を単離する

事が困難になることが予測される。そのような場合においては、菌糸体をペ

レット状に生長させる方法あるいは、フィラメント様菌糸体を担体に固定さ

せ有用成分の分泌を促す方法が後の工程を考慮すると効果的であると考え

られる。  

今後の研究ではスケールアップだけでなく、担子菌類の有用成分に適した

菌糸体形状のコントロールに関する研究が必要だと考えられる。  
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