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Abstract
We designed effective method for improving sporulation of koji mold Aspergillus oryzae strains characteristic of low rate of

sporulation.  NaCl was added to glucose-yeast extract agar media to a concentration of 0, 3, 6,and 9% (w/v).  The seven strains

were examined in their growth rate and sporulation yield.  As a result, the growth rate of all examined strains was maximum at

3% (w/v) NaCl.  Moreover, the strain group whose sporulation rate was low at 0% (w/v) NaCl yielded maximum spore at 3%

(w/v) NaCl.  As consequence, the spore suspension of the strains of low rate of sporulation can be prepared effectively by 3%

(w/v) NaCl addition to GYA.
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要　旨

麹菌Aspergillus oryzaeのうち，低胞子形成株からの効

率的な胞子形成能の強化法を開発した．グルコース・

酵母エキス寒天培地（GYA）にNaClを０，３，６，

９％（w/v）となるように添加して，７株の生育及び胞

子着生数に与える影響を調べた．その結果，３％（w/v）

NaClにおいて，全ての菌株の生育速度が最大となった．

また，０％（w/v）NaClの場合に胞子形成が貧弱であっ

た５菌株は，３％（w/v）NaClの場合に胞子着生数が最

大となった．このことから，麹菌の低胞子形成株は，

GYAに３％（w/v）NaClを添加することにより，効率的

に胞子を調製することができると考えられる．

我が国では，麹菌Aspergilljus oryzaeは伝統的発酵食

品である醤油，味噌，清酒等の製造に欠かせない糸状

菌として，広く用いられている．これらの食品の製造

においては，蒸した米や大豆等に，種麹メーカーから

供給された麹菌の乾燥胞子を振り掛けて，加温，加湿

を施しながら培養して，麹を製造する．これは穀物類

の表面に胞子が付着，発芽して生育する固体培養の形

式である．種麹メーカーでは，麹菌の胞子を生産する

ために，蒸米の上に麹菌を生育させる．一方，実験室

レベルで麹菌の培養を行う際には，麹菌を平板培地等

で生育させて十分に胞子を形成させ，これに無菌水を

添加して胞子懸濁液を作製し，これを液体培地，ある

いは固体培地に接種する簡便法が広く採用されている．

麹菌を扱う研究室では，麹菌のうちでもRIB40株が多く

使用されている．本株は，ゲノム情報の全容が解明さ

れた菌株であり，新規遺伝子の機能解明のために本株

の遺伝子操作等が行われている．一方，種麹メーカー

や研究機関の保存株は，選抜や遺伝的変異により醸造

に有用な酵素生産性や生育速度，胞子形成等の形態が

それぞれ異なる．これらの多様な麹菌株の培養実験を

行う際に，しばしば胞子形成能の低い株が見られ，接
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種胞子数の確保が問題となっている．液体培養や固体

培養では，初発接種胞子量が重要であり，接種胞子数

が低いと，得られる菌体量が不十分となる．特に，20

時間程度の短時間で培養を完了することが必要な場合

があり，このような際には初発に大量の胞子を接種し

ないと核酸やタンパク質等の菌体内容物が十分に回収

できない．また，麹菌株の保存は斜面寒天培地等で培

養した後に低温で保存するが，胞子形成数が少ない場

合は，生存性が低いことも問題である．そこで，低胞

子形成株の効果的な胞子形成法が望まれている．

麹菌の胞子形成についての実用的な方法は，蒸米を

培地として用いる培養である．奈良原ら
1）
は，麹菌の

生育速度と胞子形成に与える水分活性の影響について

検討し，最適な胞子形成に必要な培地の水分活性及び

相対湿度を解明した．彼らは，胞子形成能の測定に蒸

米に木灰を混合したものを培養基として，麹菌を生育

させ，胞子懸濁液を作製して測定している．しかし，

実験室レベルでは，蒸米を培地として使用するのは作

製に時間を要するため，簡便な方法ではない．また，

前述の米と木灰を混合した培地上においても，麹菌の

供試菌株によって胞子形成能は一様に高いわけではな

く，最低と最高を示す株間では，10倍以上の差が見ら

れた．

著者らは，低胞子形成株の簡便で効率的な胞子懸濁

液作製のため，麹菌の平板培地上での胞子形成能の向

上条件を解明することを目的とした．奈良原ら
1）
は，

水分活性が0.98-0.99の条件が麹菌供試株の胞子形成に適

しており，蒸米の水分活性がこの条件に該当すること

を明らかにしている．そこで本研究では，平板培地中

に溶質を添加することにより水分活性を低下させるこ

とにした．実験室で簡便性が高いことから頻繁に使用

している平板培地であるグルコース・酵母エキス寒天

培地（GYA）を基本培地として，溶質としてNaClを添

加した．NaClを０，３，６，９％（w/v）含む培地を作

製し，NaCl濃度の変化によって生育速度，胞子形成量

に菌株によってどのような違いが見られるか，巨大コ

ロニーを平板培地上に形成させて，そのコロニーサイ

ズ，胞子形成量を測定し，菌株ごとに比較検討したの

で以下に報告する．

実験方法

菌株及び培地：供試菌株として麹菌Aspergillus oryzae

NFRI1133（ IFO30104），NFRI1572（ IFO4079），

N F R I 1 5 7 5（ I F O 4 1 8 1），N F R I 1 5 7 7（ I F O 4 1 9 1），

NFRI1599（RIB40），NFRI1601（RIB155），NFRI1603

（RIB326）を用いた．これらのうち，NFRI1577及び

NFRI1601は低胞子形成株，NFRI1599はゲノム情報が解

析された株，その他は実用株である．麦芽寒天培地

｛２％（w/v）麦芽エキス（Difco），２％（w/v）グルコ

ース（和光純薬），１％（w/v）酵母エキス（Difco），

２％（w/v）寒天（和光純薬）｝を用いて菌株の保存を

行った．また，グルコース・酵母エキス寒天培地

（GYA）｛２％（w/v）グルコース，0.5％（w/v）酵母エ

キス，２％（w/v）寒天｝及びこれにNaClを添加した培

地を９cmシャーレに25ml注ぎ入れて調製し，生育速度

及び胞子形成数の計測に用いた．

胞子懸濁液の調製

各菌株を麦芽寒天斜面培地で培養後，４℃で保存を

行った．斜面培地から胞子を無菌的に取り，麦芽寒天

平板培地の中央に胞子を接種して25℃で１週間程度培

養を行い，巨大コロニーを形成させた．コロニー上に

無菌水を添加して，滅菌コンラージ棒で胞子を懸濁し

た後，滅菌処理した不織布（Miracloth，Calbiochem，

USA）を用いて懸濁液をろ過し，胞子懸濁液とした．

平板培地上の生育速度及び胞子着生数の計測

前項の胞子懸濁液の胞子密度をトーマの血球計算盤

により検鏡して測定した．平板培地上の中央に，５×

103
個の胞子数となるように，胞子懸濁液５μlを接種し

た．30℃で５日間培養の後，形成した巨大コロニーの

直径をノギスにより計測した．また，胞子着生数の計

算は以下のように行った．平板培地上に５mlの無菌水

を注ぎ，プラスチック製の滅菌コンラージ棒でコロニ

ー表層を20回，まんべんなくこすり，無菌ピペットで

３mlの胞子懸濁液を回収した．胞子密度を上記と同様

に測定後，５mlに換算して，総形成胞子数とした．各

菌株につき３反復の試験を行い，平均値及び標準誤差

を算出した．

実験結果及び考察

コロニー径に対する塩濃度の影響

麹菌Aspergillus oryzae供試菌株７株を用いて，これら

の平板培養時にNaClを添加したGYA培地を用いて，塩

濃度が麹菌の生育に与える影響について調べた．その

結果を表１に示した．NaClを含まないGYA培地上では，

７株のコロニー径において最高値のNFRI1603と最低値

を示したNFRI1599で約1.3倍の差が見られた．NaClを

40



３％（w/v）添加した培地では，供試菌株全てがNaClを

含まない培地に比べて約1.1～1.3倍にコロニー径が大き

くなった．さらに，NaClが６％（w/v）においては，

NaClが０％（w/v）の場合よりもコロニー径が全て小さ

くなり，９％（w/v）では顕著に小さくなった．このこ

とから，供試した7株の麹菌の生育は，全て３％（w/v）

NaCl付近に増殖至適塩濃度があることが明らかになっ

た．NaClが６％（w/v）及び９％（w/v）の場合は，い

ずれの場合もNFRI1133株の生育が最も遅くなり，麹菌

株によって，NaClによる生育阻害の程度が異なること

がわかった．

胞子形成量に対する塩濃度の影響

次に，供試麹菌株の胞子着生数への塩濃度の影響を

調べた．その結果を表２に示した．供試菌株によって，

GYA培地上における胞子形成の程度は大きく異なった．

最高値を示したNFRI1572と最低値を示したNFRI1577に

おける胞子着生数において，50倍以上の差が見られた．

次に，３％（w/v） NaCl添加時では，０％（w/v） NaCl

と比較して回収した総胞子数は７株中５株で2.3～24倍

に増加した．残る２株では低下した．６％（w/v） NaCl

では全ての株で３％（w/v）と比較して総胞子数は低下

した．９％（w/v） NaClではさらに低下した．７株のう

ちでは，０％（w/v） NaClにおいて低胞子形成群（総胞

子数1.6×106
以下）と高胞子形成群（総胞子数19×106

以上）の２群に区分することができた．低胞子形成群

（NFRI1133，1575，1577，1599，1601）では，３％

（w/v）NaClにおいては全て胞子形成量が増加していた．

このうち，最低であったNFRI1577株では，３％（w/v）

NaClによって2.3倍に胞子形成量が増加したが，その次

に低かったNFRI1601株では，３％（w/v） NaClによっ

て 2 0倍に増加した．また，高胞子形成群２株

（NFRI1572，1603）では，３％（w/v） NaClにおいて上

記とは逆に胞子数が減少した．特に，NFRI1572株では，

約５分の１に胞子数が減少していた．これらのことか

ら，低胞子形成群の麹菌株について，胞子数を増加さ

せるためには，３％（w/v） NaClとなるようにNaClを

添加することが有効な方法と考えられた．高胞子形成

群にとっては，塩濃度を増加することは有効でないと

考えられた．

低胞子形成群５株では，３％（w/v） NaCl添加時には

生育速度が０％の場合よりも高いために，見かけ上の

胞子形成数が増加することも考えられた．そこで，菌

株のコロニー面積当たりの胞子形成量を比較した結果
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を表３に示した．１cm2当たりの胞子形成量は明らかに

増加していることがわかる．また，６％（w/v） NaClの

場合と９％（w/v）NaClの場合を比較すると，表１で示

したようにコロニー径は顕著に減少しているが，単位

面積当たりの胞子形成数はNFRI1133やNFRI1572のよう

に極めて増加している株も見られた．このように菌株

によって，９％（w/v）NaClでは生育が阻害されるが胞

子形成密度が上昇する場合があった．

前述の奈良原ら
1）
は，蒸米と木灰の混合培地を用い

て，麹菌及び近縁種の計５株を25℃あるいは30℃にお

いて培養を行い，胞子形成に最適な水分活性を解明し

た．その結果，25℃よりも30℃において形成胞子数が

多くなり，約５日間の30℃における培養で，最適な水

分活性において原料米１g当たり2.8－32.9×108
の胞子を

形成したと報告している．ここで木灰の添加は胞子の

耐久性増強効果
2）
と共に胞子形成の増強効果があり，

松浦ら
3）
は蒸米に木灰（原料米の２％）を添加して形

成胞子数を調べた結果，原料米１gあたり対照区では

3.2-3.4×108
であったのが，木灰添加により19.3-19.8×

108
と約６倍に増強されたと報告している．彼らは，木

灰中のリン酸イオン，カリウムイオン，マグネシウム

イオンが胞子形成増強に主として寄与した成分と考察

している．一方，著者らの研究における３％（w/v）

NaCl添加培地での生育コロニー１cm2当たりの胞子数は

最高で1.1×106
であった．奈良原らの研究と本研究では

菌株や培養条件が異なるため単純な比較はできないが，

胞子生産を目的とした場合は奈良原らの採用した蒸米

と木灰の混合培地による培養が極めて効果的であるこ

とは明らかである．しかし，実験室レベルでの麹菌の

培養では，簡便性が求められるため，本研究では作製

に時間を要する蒸米と木灰の混合培地を用いずに，寒

天培地を用いた胞子形成能の強化を行った．本研究で

はNaClを溶質とした場合を取り上げたが，今後は低胞

子形成群のリン酸カリウム等による効果を調べる必要

があると考えられる．

近年，麹菌ゲノム情報の全容が解明された
4）
．この情

報を用いて，DNAマイクロアレイが作製され，様々な

培養条件における遺伝子の網羅的発現様式が解明され

つつある．麹菌は液体培養時や固体培養時などのそれ

ぞれの培養で特異的に発現する遺伝子群の存在が明ら

かになりつつある
5）
．また，固体培養において水分含量

が異なると発現量が変化する遺伝子群も見出されてい

る
6）
．麹菌は，通常，液体培地中では胞子を形成せず，

固体培養，あるいは空気が接触する液面で胞子を形成

することから，胞子形成関連遺伝子群が培地の水分含

量，また，菌体周囲の水分活性，酸素供給速度等に応

じて発現量を変えるであろうことは，本研究の結果か

らも容易に推測される．上述のゲノム情報関連研究は，

RIB40株について行われたものであるが，胞子形成遺伝

子群が菌株によって塩濃度等に対する応答性が異なる

ことは，今後の麹菌ゲノム研究にとっても，比較ゲノ

ム学的な解析が必要であり，興味深い研究対象である．

麹菌の胞子形成と培地の塩濃度の関連性を検討するこ

とは，単に遺伝子発現の解明等の学術的な興味だけで

はなく，有用であるが胞子形成能の貧弱な株について，

効率的な胞子形成が可能な培養条件を解明することか

らも重要なことである．また，効率的な麹菌の胞子生

産は，麹菌の胞子を商業的に醸造メーカーに供給して

いる種麹メーカーにとっても実用的な課題である．

以上のことから，低胞子形成麹菌株の簡便で効率的

な胞子生産のためには，GYA培地に３％（w/v）NaClを

添加することが推奨される．もちろん，この方法に適

さないような菌株もあると考えられる．麹菌の菌株に

よる胞子形成能の相違の解明，水分活性が与える胞子

形成の菌株による応答の相違の解明は，今後の麹菌育

種の展開のために重要であり，比較ゲノム学の麹菌に
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おける展開が待たれる．
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