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Abstract  

Manyediblemushroomshavebeencultivatedbyusingbottlesandcommercializedinmarkets，While  

lotsofmyceliawhichdidnotconverttomushroomshavebeenthrownawayasindustrialwaste．Ifit  

couldbeconfirmedthat these cultivated mycelia produce efftctive enzymes（lignin per－0Ⅹidase，  

manganeseper－0Ⅹidase，andlaccase）capableofdegradingligninaswellaswildones，itispossibleto  

appIYthesemyceliatobioremediationtoreduceenvironmentalpollution．So，myCeliaisolatedfiomsix  

ediblemushroomspurchasedweretestedfortheirenzymeactivitiesbyuslngtheBavendammreaction  

anditwasfbundthata11myceliatestedshowednotableenzymeactivities，SuggeStlngaPPlicabilitYfor  

bioremediation．  
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カロリーで食物繊維が多く含まれていること，抗腫瘍効  

果及び抗コレステロール効果，さらには血圧上昇抑制効  

果などが知られるようになったこともあり，その生産量  

は年々増加の一途をたどっている。キノコ栽培ではオガ  

クズを培養基材とし，米ぬか，トウモロコシぬか及びフ   

1．緒  言  

現在日本では，人工栽培の技術が進歩して多種のキノ  

コが大量に市場に流通している。その理由として昨今の  

健康食ブームや自然食ブームが考えられる。キノコは低  
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Fig・1CultivationProcessofEdibleMushroomandUnusedCultureGrownbyMycelia・  

セルロースとヘミセルロースを分解する軟腐朽菌に大別  

される。この中で，現在人工栽培されている大部分のキ  

ノコは白色腐朽菌に属している。   

白色腐朽菌のリグニン分解に関与する主要酵素として  

は，リグニンペルオキシダーゼ（Ligninper－0Ⅹidase：  

以下Lip），マンガンペルオキシダーゼ（Manganeseper－  

0Ⅹidase：以下MnP）及びラッカーゼ（Laccase：以下  

Lac）が知られている。   

Lipは広い基質特異性を持っており，フェノール性化  

合物だけではなく非フェノール性化合物も酸化すること  

ができる。MnPは，直接的にはリグニン関連化合物を  

酸化しないが，H202の存在下でMn＋2をMn＋3に酸化し，  

Lacと同様にMn十3がフェノール性のリグニン及びリグ  

ニン関連化合物を酸化できるが，非フェノール性化合物  

は酸化できない。Lacは，02の存在下でリグニン関連   

スマなどを栄養剤として添加した培地及び菌床が用いら  

れておりト3），オガクズだけでも年間約1，590，000m3が  

消費されている。しかしキノコ収穫後の廃培地及び廃菌  

床は一部は畑などへ堆肥としてすき込まれているが，大  

半が産業廃棄物として処理され，有効な利用方法がはと  

んど検討されていない（Fig．1）。   

キノコは，その栄養型式から腐生菌，菌根菌及び寄生  

菌に大別される。商業的に栽培されているキノコは腐生  

菌であり，－この中で堆肥などの腐植質を栄養源として成  

長するキノコが狭義の腐生菌，木材を栄養源として成長  

するキノコが木材腐朽菌と区別される。木材腐朽菌は，  

セルロースやヘミセルロースの他にリグニンもよく分解  

できる白色腐朽菌，セルロースとヘミセルロースはよく  

分解するが，リグニンに対しては低分子化して可溶性と  

する程度の褐色腐朽菌，さらに高水分条件下で主として  
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のフェノール性基質をフエノキシラジカルを形成して酸  

化分解する能力を有しているが，非フェノール性基質を  

酸化する能力はないとされている。   

一方，ダイオキシンやビスフェノールAなどの内分  

泌撹乱物質（環境ホルモン），PCB，DDTなどの農薬類，  

そしてPCPなどの防腐剤などの難分解性物質による環  

境汚染が地球の生態系に重大な悪影響を与えている。こ  

れらの物質の特徴は，天然には存在しない環構造を有し  

たりフェノール性化合物を多数含む点が上げられる4）。   

白色腐朽菌は植物の繊維質を分解する能力に優れてい  

る上に，近年農薬やダイオキシン類などの環境汚染物質  

の分解能力もあることが明らかにされ，野生株の白色腐  

朽菌を用いたバイオレメディエイション研究が盛んになっ  

てきた5）。これら汚染物質に汚染された土壌は，はとん  

どの場合複合汚染であるが，白色腐朽菌はフェノール系  

と非フェノール系化合物の汚染物質を分解する能力を持っ  

ているため，このような複合汚染の分野に適しているこ  

とが注目されている6）。さらに，食用とされている白色  

腐朽菌のキノコは本来野外に自生していたことから考え  

ると，これらキノコの環境に対する安全性は非常に高い。   

一般に，食用キノコは形質維持が難しいため商業的に  

長期安定栽培することば容易ではない。そのため，現在  

商業的に栽培されて㌧、るキノコ類は人工培地での培養が  

容易で，しかも形質形態の安定性が持続されてきた菌株  

である5・7）。そのために，野生株ではリグニン分解活性  

が高いとしても，栽培品種として人工栽培に選抜されて  

いく過程で，本来有していた分解活性が欠落する可能性  

が考えられる。   

本研究では，収穫後の食用キノコ廃培地の活用法を見  

いだす目的で，実際に栽培されているキノコの菌糸体を  

用い，簡易測定法の分析を通してリグニン分解酵素系の  

確認を行った。  

で200cで培養した後，PDA斜面培地に移植し保存菌株  

として40cで保存した。  

2．バーベンダム反応   

バーベンダム反応用培地8・9）（Tablel）に，反応用基  

質として濾過滅菌（Milipore filter，0．45nm）した  

0．5Ma－naPhthol，0．5M没食子酸，及び0．5M  

Guaiacol（Table2）を混合し平板培地を調製した。前  

培養として6種の保存菌株をPDA平板培地に植菌し，  

シャーレに蔓延するまで培養（200c）を行った。その後，  

前培養した菌糸体をコルクポーラー（¢5mm）で打ち  

抜き，反応用培地に植菌後1ケ月間200c，暗黒下で培  

養を行い，平板培地の着色状況を観察，色調と着色範囲  

を記録した。  

3．結果及び考察  

反応に用いた3種類の基質に対して全てのキノコで着  

色し陽性を示したので（Fig．3，Table3），Phenoloxidase  

活性が確認できた。しかし各基質に対する着色状態は，  

それぞれのキノコで異なっていた。この結果，検定した  

全てのキノコが白色腐朽菌であり，菌体外に  

Phenoloxidaseを分泌していることが追認された。  

Tablel・CompositionofMediumfbrBavendamm  
Reaction  

2％  

0．15％  

0．1％  

0．05％  

0．001％  

3％  

Glucose   

KH2POヰ  

Polypeptone  

M gSO, 

FeSO4  

Agar  

MediumwasadjustedtopH6．OwithlMKOH．  

Table2．ConcentrationofReagentUsedandPropertyof  

ColoringonBavendammReaction  

2．材料及び方法   

1．使用キノコ   

市内小売店より購入したヒラタケ（PJ紺相加0∫f柁αね∫），  

シイタケ（エg乃f言花祝言βdoあ），ハタケシメジ（り車砂肋m  

あα∫ねJ），エリンギ（月蝕相加ピッ花g宣言），ブナシメジ  

（物∫最g祝∫mαmO柁祝∫），エノキタケ（昂αmm祝J言花αぴβJ“痺e∫）  

（Fig．2）から組織分離し，PDA平板培地（Nissui）上  

Reagents  Concentrations  Propertyofcolorlng  

a－NaphtholO．5mMdissoIvedin0．5％ethanoI Purple  

Gallic acid 0.5 mM Dark green 

Guaiacol O．5mM  Brown   
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ベンダム反応は全て陽性であるが，比較したヒラタケよ  

りも強い着色は認められなかったとしている。またブナ  

木片に対するハタケシメジの接種試験によって，木片の  

重量減少が確認できたためリグニン分解能力を持っ白色  

腐朽菌であるが，腐朽能力はヒラタケよりもかなり弱い  

と結論づけている。   

本実験の結果からもKinuta et al．10）と同様にα－  

naphtholを基質とした試験を含む全ての試験区に着色  

が認められ，ハタケシメジが白色腐朽菌の性質を持つこ  

とが確認された。しかし各基質の着色強度に関してはヒ  

ラタケをはじめとした他のキノコと比較しても遜色はな  

く，他の木材腐朽菌と同程度の菌体外酵素が分泌されて  

ハタケシメジの形状はホンシメジ（り車砂肋m∫ゐわ頑Z）  

と非常に似ているため，ホンシメジの腐性型であると見  

なされてきた10）。しかし菌根性であるホンシメジがマツ  

やコナラなどの混交林に発生するのに対し，ハタケシメ  

ジは樹木のない道の法面や公園などにも発生する。さら  

に，土壌中の木材や古くなった樹木の根を栄養源として  

いること，傘の色がホンシメジよりも概して暗色で柄が  

多少褐色を帯びることなどから，本郷は別種としてホン  

シメジから分離した11）。   

Kinutaetal．10）ほ，野外から採取したハタケシメジ10  

菌株を用いた木材腐朽能力に関する実験において，没食  

子酸，タンニン酸，α－naphtholを基質としたときのバー  

Fig．2 EdibleMushroomsExperimented・  

1：PJ飽和わび0∫抽α抽∫，2：エビ花～g花祝∫gdoあ，3：上ク坤砂肋m滋cα∫gg∫，  

4：烈飽和血ビヮ乃gよZ，5：勒∫gZ如∫m〃mO柁祝∫，6：君αmm“JZ花αロビJ祝痺∫   
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Å  B  C  

愚  息  皇  

Å  B  C  

忘 恩 皇  

Fig．3 PotographofBavendammReaction  

A：a－Naphtol，B：Gallicacid，C：Guaiacol，1－6：refもrrdtoFig．2  

Table3．EvaluationofBavendammReactiononMediaSuppliedwithReagents  

A）Ondayll  

Reagent  
Fungalspecies   

α－NaphthoI  Gallic acid Guaiacol  

一円グ㍑和才〟∫0∫f花αf祝∫  

エビ花～i乃α∫ど（わ（おJ  

上少車砂肋m血α∫ね∫  

創飽和紘ばビワ花gZZ  

物∫izよg祝∫〝∽mOⅣ祝∫  

昂αmm祝Jf乃αぴビタ祝坤gJ  

B）onday29  

Reagent  
Fungalspecies   

a－NaphthoI  Gallic acid Guaiacol  

＋  

±   

＋＋  

＋   

＋＋   

＋＋   

PJg㍑川ね∫0∫f柁dね∫  

エビ花fゴ花祝∫edo（ね∫  

ちγ車妙仇m血α∫fど∫  

烈紺和才祝∫βワ花gZZ  

物∫fzな祝∫mαmO7ぞ祝∫  

都αmm祝J£花αひどJ祝fゆβ∫  

＋   

＋   

＋   

＋   

＋   

＋  

十   

＋＋   

＋＋十  

＋   

＋＋  

＋  

¶：COlorless ±：COlorlngOrCOlorless ＋：COlorlng ＋＋：COlorlingdeeply 十十＋：COlorlingstronglY  
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含有されるPhenol基質が菌体外Phenoloxidaseによっ  

て発色し，一定期間後に脱色されるものであるが，培地  

全体が同時に脱色されるのでなく，植菌部分から成長し  

た菌糸体を追いかけるように培地が脱色される。そのた  

めこの脱色には何らかの菌体外に放出されている成分，  

すなわち菌体外分解酵素が関連していると推定できる。  

一般的に，Phenoloxidaseは菌糸体先端部で活発に分泌  

されているが，先端部ほどの活性はなくとも他の部位で  

も菌体外酵素を分泌している可能性があり，これらの酵  

素群が酸化されたPhenol性基質を分解し，脱色が発生  

すると推定できる。木材腐朽菌は，同じ基質を酸化する  

ことができる複数のリグニン分解酵素を分泌し，この中  

にPhenol性基質を酸化するだけではなくリグニンと同  

様に分解するための酵素も含有し，酸化されたPhenol  

性基質の濃度によって分解酵素が誘導され色素分解が開  

始された可能性もある。   

木材腐朽菌のリグニン分解酵素活性をバーベンダム反  

応を用いてスクリーニングする時は，短期間での培地の  

着色反応だけではなく，その後の脱色反応の有無及び脱  

色状態の観察を行うことが望ましい。以上のことから，  

試験した6種のキノコ菌糸体はいずれも顕著な反応が認  

められたため，これらのキノコの廃培地をフェノール系  

化合物である難分解性化合物を分解処理するのに利用で  

きる可能性があると判断された。  

いると推定でき，特にGuaiacol添加区においてはブナ  

シメジとならび最も発色が強かった。   

本試験においてKinutaetal．10）と結果が異なったの  

は，供試菌株が野生型であるか栽培品種であるかの相違  

と考えられる。同様に，ハタケシメジでも菌株間でその  

特性に大きな差異が存在する可能性があり，栽培品種は  

菌体外酵素分泌能力において活性の高い菌株ではないか  

と考えられる。   

次に野生キノコを栽培化するには色々な品種改良が行  

われる。育種目標としては，栽培期間の短縮化，1瓶あ  

たりの収量の増加，キノコの色及び形の改良などである。  

特にこの中で，栽培期間の短縮は重要であるが，育種過  

程でハタケシメジに選択圧をかけた結果，菌体外酵素の  

分泌が活発な菌株が選抜され品種登録された可能性も考  

えられる。しかしながら，ハタケシメジの栽培菌株にも  

様々な種類があり，栽培法が異なる品種も存在3誹）する  

ため，この点に関してはさらに検討が必要である。  

1ケ月間の培養期間中で，a－naPhtholの試験区では  

11日目に全てのキノコに着色が認められたが，逆に29  

日目になると退色現象が観察された（Table3）。退色の  

原因としては，着色を誘導する菌体外酵素の分泌が減少  

または停止により色素生成が止まる，または色素生成以  

上の速度で色素分解に関与する酵素が分泌された可能性，  

さらに生成色素の培地内での自己分解が考えらる。没食  

子酸添加区では，ヒラタケ，エリンギ及びシイタケで  

11日目から顕著な脱色が観察された（Fig．3）。没食子  

酸添加区では，植菌直後から接種点を中心に暗緑色に着  

色していたが，その後脱色がはじまった。脱色により培  

地が透明となったことから，没金子酸とその酸化生成物  

が分解された可能性が示唆された。   

Guaiacolによる反応は，接種点を中心とした同心円  

状反応と中心部は反応がなく接種点から少し離れたとこ  

ろに円状に反応がでる2種のタイプに大別された。エノ  

キタケ以外は全て前者であった。エノキタケは菌株によっ  

て反応が違うこと，その特性が後代に伝えられる傾向の  

あることが知られているが，菌体外酵素と着色強度との  

関係は本実験からは推測できなかった。   

本研究では，バーベンダム反応を用いてLacを中心  

としたPhenoloxidaseの検定を試みたが，一般的、な  

Phenol性基質を用いたバーベンダム反応では，着色後  

に生じる脱色反応も知られている。この現象は，培地に  

要  約  

培養瓶などで人工栽培された多種類のキノコ（子実体）  

が市場に出ているが，瓶中に蔓延した菌糸体は一部分が  

キノコに成長するだけで残りは産業廃棄物として処理さ  

れる。これらのキノコの菌糸体は，リグニンを分解する  

酵素群（リグニンペルオキシダーゼ，マンガンペルオキ  

シダーゼ及びラッカーゼ）を野生株と同様に生産するこ  

とが知られている。キノコ栽培に使用された残りの未利  

用部分の菌糸体中にリグニン関連化合物分解酵素群が分  

泌されていれば，環境汚染物質の分解への利用に応用で  

きる。そこで，一般的な6種類の栽培キノコから菌糸体  

を調製し，バーベンダム反応でリグニン分解酵素活性レ  

ベルを検定した。その結果，試験したいずれの菌株も顕  

著な酵素活性を示し，生物修復に利用できる可能性を示  

唆した。   
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