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バイオよもやま

どうや っ て 培養するの
，

カ ビ ？

山下 秀行

　微生物は それぞれ異なっ た生活環を持っ てお り，それ

に応 じて 菌種や菌株に適した培養方法があるもの と考え

られ る．カ ビは糸状菌 （filamentous　fungi）とも呼ばれ，
一般には，真菌類の 中で形態学的に み て 菌糸状 に増殖す

る一群を指す．清酒 ・味噌 ・醤油 ・本格焼酎などの醗酵

食品の 製造に欠かす こ との で きない 麹菌 （廊ρ醐 g∫11鰐 属）

は，その 中の代表的なカ ビ である，・・一・口 に カ ビ とい っ て

もそ の種類は多 く，すべ て の カ ビに関する培養法を述べ

る こ となど，筆者には とて も出来ない が，入社以来 30

年にわた り係わっ て きた麹菌の培養につ い てお話 しする

こ とで，カ ビ を培養 しようとす る方 々 の お役に立 つ こ と

が で きれば幸い で ある．筆者が学生時代に行っ て い た微

生物の培養の 際に は，培地成分や培養方法につ い て の 違

い など考えた こ ともなか っ た．しか し，種麹の製造会社

に勤務して，初めて培養に穀物を培地 として利用するこ

とや，分生子収量を上げる た め に なされ て い る培養丿i法

につ い て知っ た．また，麹菌の最終 目的産物で ある麹の

製造 に おい て ，培地の種類や培養条作に よっ て麹 が造る

酵素の種類や量が大きく異なる こ とを学ん だ．一方，そ

の 培養に は，酵母や大腸菌な どとは異 な り分生 子を接種

する こ とが多く，
い まだ にその取 り扱い に は悩まされて

い る．分生子の 飛散性が高い こ とは，麹菌に とっ ては自

然界 にお い て広 く伝播 し，子孫を増やすため の合理的な

乎段で あ り，産業に利用 しようとす る我 々 に とっ ても有

利 な点が多い 半面，複数の 菌株を扱う際に は汚染の 原因

となる．麹菌 の 培養とい っ て も，菌株の保存E 菌体増殖，

酵紊生産，分生子採取とその 日的はさまざまで ある．本

稿で は ， 種麹 （カ ビ の 分生子〉か ら麹の製造まで の過穉

を通して，各段階で行われる培養方法につ い て重要なポ

イ ン トだと思われ る点に注 目して み たい ，

単菌分離培養

　筆者 らは，1940年に昧噌用麹菌の 単菌分離 に初め て

成功後，種 々 の 菌株の分離 ・育種に取 り組 み，実用麹菌

を得て きた ．麹菌の利用は，試料を懸濁 し希釈法に よ り

寒天培地 で培養 し，生育 して きた単
一

コ U ニ ーを分離す

る こ とか ら始 まる．カ ビの 培養培地は多種ある が，麹菌

の 培養に は Czapek−Dox （CD ）培地 を用 い る の が一般的

で ある．しか し，試薬の 純度 の 向上によ り，それまで 夾

雑物と し て含まれ て い た金属 に よ り適量に保た れ て い た

表1．CDM −agar培地組成

※ カ ッ コ 内は，CD −agar 培地．

本培地中の 微量金属量が不足 し，麹菌の 分生子 の 色が変

化す る こ とが報 告され て い る 1＞．こ の 報告 は，金属 イオ

ン が微生物の 生育などに も大きな影響を及ぼすこ とか

ら，培養の際に はそ の 種類や濃度は検討すべ き要点で あ

る こ とを示唆してい る．そこ で，筆者 らは，保有株の分

類に用 い る巨大集落培養や短期保存には，KC1 を増やしt

Cu2＋

，　Zn21，
　AI3．

，
　Mn2 ＋

を新し く加えた CDM −agar 培地

（表 1）用 い て い るが，それ以外の 分生子数や純度の 測

定に は，麹汁培地 （麹糖化エ キ ス ： シ ョ 糖度 10）を使用

して い る．麹菌の分生子は連鎖状の もの が多 く，菌糸の

仲長が早 くコ ロ ニ
ー同士が重な り単菌分離し難い の で，

分生子の均
一
分散と菌糸の 伸長抑制の ため に，懸濁液や

培地 に ノ イゲ ン EA −160や トリ トン X −100な どの 界面活

性剤をそれぞito．ln ．5°
／， 加えて お くと良い ．こ の 方法

で は，9cm 径の シ ャ
ーレ に 100個程度 コ ロ ニ ー

が 出現

し て も計測 が可 能 で ある．麹薗 の 培養温度は通常は

28−35°C とする が，麹菌の 中に は 20数時間で 分生子を

着生し始め る株がある の で T 植え替えの タイ ミ ン グ も菌

株に よっ て異な る，また，分生子は脱落しやす く，シ ャ
ー

レ内で コ ロ ニ ー問の混合が起きる の で，単菌分離の 際は

シ ャ
ー

レ に 1個出現す る よ う希釈液 の 採取量 な ど を工 夫

する，しか し，こ こ で注意しなくて はならない こ とがあ

る．こ の 1個が 汚染に よる目的以外の株で あっ た場合で

ある．以前，原菌を再分離し た際に親株 とは まっ た く性

質の 異なる株を選択した こ とがあっ た が，こ の時は異な

る数株の コ ロ ニ
ーを選択 して お い た こ とで失敗を免れ

た，菌株の特長 で ある，菌糸の 長さ
・分生子 の 色や着生

の様子 ・裏面 の しわの 形状などを観察し，こ うい っ た ミス

をな くすよ うにする．また，分生子を扱っ た後は，常に

それが 周 りに飛散 して い る状態で ある との 認 識が重要

で，短時問に連続して 異なる菌株を使用する こ とは汚染
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図 1，A ．　oryzae 分 生子 の 耐熱性

く生存率の 測定〉
　胞子懸濁液 （L3 × 10s　cfU ／ml ）1ml を，各温 度に保持 した

生 理食塩水 100　ml に入 れ 1 攪拌後，経 時的 に サ ン プ リ ン グ し

急冷後，こうじ汁寒天 培地 に散布．30°C，72時間培養後 に出

現 した コ ロ ニ
ー
数か ら算出．

図2，原菌の 保存

表2．培養方法に よる分生子量 の 違い

綿栓法 （％〉　　 シ リ コ セ ン法 （％）

の 原因となり絶対に して はならない 、しか し，麹菌の分

生子は耐熱性が低く（図 1），短時間の 紫外線照射により

死滅する とい う弱点もある の で，使用する器具は乾熱殺

菌が有効であ り，菌株使用後の 部屋や クリ
ー

ンベ ン チな

どは殺菌灯を点けて おくこ とで，汚染の予防が可能となる．

A．oryzae 　H20
A．o町yzαθ H52

48400 3Q
／

2rO

保存培養

　分離した麹菌は麹や種麹の培養試験を行 い ，酵素産生

能や味 ・かお りな ど醸造特性を調 べ ，種麹 と して の 有用

性が認め られた株は保存する．微生物の保存方法は種々

ある 1）が，生命 の 長期間維持と，優れた形質の 安定保持

を命題とする，他の微生物と同様に，寒天 ス ラ ン ト培地を

用い て保存 して も良い が，その ままで は発芽率の 低下が

激しく長期保存に は適さない ．そ の ため筆者 らは，原菌

の保存は，綿栓付き試験管に入れた米を培地 として用い

30°C で 120時間培養後 真空乾燥 によ っ て水分を 10％

以下まで 除去する方法で行 っ て い る （図2）．なお，使用

する米には分生子の 耐久性や，胞子柄の 部分が短縮 され

分生子数が増す と報告され て い る，リ ン酸や カリ ウ ム含

量 の 高 い 木JN　2）を0．レ 05 ％添加 して 培養 して い る が，

食品添加用の リ ン 酸ニ カ リウ ム などで 代用 して もよい ．

途中，寒天ス ラ ン トと同様に ななめ に うす く広げる．培

養容器の栓 は重 要で あ り，寒天培地 の 場合は シ リコ セ

ン （信越 ポ リマ ー  製）・綿栓 どち らを用 い て もよい が，

オ
ー

トク レ
ー

プ殺菌 時 に綿栓が濡れな い ように紙や ア

ル ミホイ ル で包んで お くこ とで，濡れた部分に カ ビ が生

えるの を防 ぐ．穀物を培地 とする場合，菌株に よ っ て は

増殖時に発生 した二 酸化炭素の 容器内滞留に よ り増殖が

停止し，自己消化によっ て分生子 の 着生が極端に抑制さ

れる株 もある （表2）の で，通気性の 高い 綿栓 の 方が シ リ

コ セ ン より適してい る，使用する綿栓は，素早く作業が

終え られるように，繰 り返 し使用して も型崩れ の ない 成

形 した もの を用 い る，接種は ミク ロ ス パ ーテ ル片匙タ イ

プの 乾熱殺菌した もの で行い ，落下 した分生子は匙面を，

寒天上 に生育し た菌糸や分生子は 反対側の板面や 白金鈎

を用 い て ，寒天ご と切 り取る，

継代培養

　市販種麹の 製造は，拡大培養法で行われる ため T 原菌

か ら製品世代まで数代の植え継ぎが必要となる こ とか ら，

その 間の 形質の安定性が重要となる．まず，CDM −Agar

培地 にお い て巨大集落培養を行い ，セ クタ
ー

の 発生 など

を観察し外観上の変化を観察する．また，種麹製造用の米

や麦培地を用い た植え継 ぎ培養を行 い ，各世代の もの を

用い て 同時に製麹試験を行い ，安定性を確認する．保存

原菌は繰 り返し使用による汚染や保存性の 低下 を避ける

た め に，植え継 ぎした もの を原菌 として用い る，また，

菌株に よっ て は培地の 種類で形質が変化するもの もあ

り，色 々 な培地で継代培養試験を行 い ，安定性の 高い 培

地 を選択する．

種麹培養

　分生子を効率良 く大量に得る こ とを目標とし，培養容

器は金属 トレ イや麹蓋を用 い ，米や大麦を培地 として空

調 したクリ
ー

ン ル
ーム や加湿した麹室などで 120時問培

養 し，除湿 した温風 で 乾燥す る，蒸煮原料を 30−32°C
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まで冷却後 ， 散布器 で 均
一

に接種後，約20 時間後に，

手入れ を行 い 薄く広げる，こ の 時，原料の 層厚は lcm

程度 と薄 くしない と，菌糸の 長 い 菌株 の 場合は収量が低

下する．培養期間が長い の で，その間原料が乾燥 しな い

よ うに環境湿度を保持し，温度は後半28°C付近まで下げ

分生子着生を促す，種麹の 製造を商業規模で行 う場合に

は，細菌汚染の リス クが高い 液体培養法は採用され て お

らず，米や麦，皴などの穀物を用い た固体培養が
一般的

で ある．玄米の 表面は麹菌の 増殖に有利な ミ ネ ラ ル や N

含量が豊富であるが，その ままで は硬 く麹菌が生育し難

い の で ，表面を 3％程度磨い た もの を用い る．磨 き過 ぎ

る と澱粉が露出 し蒸 し米が塊 とな り表面積が少なくなる

ため，収量も減る．増殖が遅い ，菌糸が長い ，酸素要求量

が多い 菌株などにつ い て は．初発水分 ・培養温度 ・手入

れ 回数 ・酸素濃度 ・盛厚 ・製麹などの培養条件を変える，

麹の培養

　麹の 培養は，種麹製造とは培養方法が異 なり，そ こ に

関与する 因子は，原料の種類 ・搗精歩合 ・初発水分 ・品

温経過・環境湿度など，実に多岐にわた る．麹の 場含は，

原料 の 分解 に必要な酵素を麹 菌 に 造 らせ る こ とを主 目的

とするが，産地や気候に よ っ て違う天然素材 を培地とし

て い る こ と．食品 の 用途に よっ て 要求され る酵素量 や そ

の バ ラ ン スが異なる こ と，造 り手の 麹の 品質に対する考

え方も異なる こ とな どか ら画
一

化された培養法はな く，
“
造 り万流

”
と喬われ る所以で ある．麹の 培養 には ， まず，

麹 菌を順調 に生育させ ることが重要である．麹菌の場合

は，細胞数を測定で きない た め，培養中の 麹菌の 増殖は，

菌体中 の N一ア セ チ ル グル コ サ ミ ン 含量 や，単位当た り

の 麹菌の 02吸収量を測定する 方法 に よ っ て 行わ れ て い

る．後者は．麹菌が吸収した 02量を測定する方法であ り，

増殖の初期は菌体量 との 間に相関があるが，その 度合 い

は培地や菌株によ っ て大きく異なる （図 3），醗酵食品 の

製造に用 い られる麹造 りは，米や 麦 ・大豆 な どの穀物に

適量吸水させ ，蒸煮殺菌した もの を培地とした麹菌の 固

体培養が行われ て い る，そ の利点として は，培地は穀物

と水の みか ら成 り単純で ある こ と
， 好気的微生物で ある

カ ビ の 生育 に適した環境である こ と，解放系であるにも

かかわらず，初発水分が 30−45％程度 と低 い た め，液体

培養の 場合と比較して バ ク テ リア汚染を受け難い こ とな

どが挙げ られる．しか し，特筆す べ きは，醸造食品 の 製

造に必要なA．owae の グル コ ア ミ ラ
ー

ゼ遺伝子が，固体

培養にお い て特異的に しか も多量に発現する 3ユこ とや，

A．kawachiiの耐酸性 α一ア ミラ
ー

ゼ も同様 に固体培養 で

の み産生され る4）と い っ た こ となどである．しか し
一一方 ，

バ ラ ッ キが多く品質が均
一

ではない こ と．麹菌 の 発熱量

が多く品温制御が困難である こ と，培養や物質生産に最
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図3，麹種や菌株間の増殖速度差，85％精米歩合の他用途米（蒸
し米水分 ：35％）を用い て，コ

ー
ン ウ ェ イの 微量拡散容器を

用 い ，30°C の 高温 水糟内で 培養 した，

適な培地成分 の 調整が し難い こ と，薗体外に産生 した物

質の精製が 容易で は ない こ となど の 欠点 もある．近年，

麹菌の糖質関連酵素の 生産が環境中の グル コ
ー

ス によ り

抑制 され る こ と に着 目し，98％ 精白大麦を基質 とした

液体培養法で自麹菌を培養す る こ とで，グル コ
ー

ス の培

地中へ の放出速度が遅くな りグル コ ア ミラ
ーゼ，耐酸性・

非耐酸性 α
一ア ミ ラーゼ が 同時に バ ラ ン ス よ く高生産さ

れ，固体麹 と同等の焼酎が で きたとの報告 5）がある．本

研究を通じ た両培養法の差異に 関する解析が進む ととも

に，両者 の 特徴を生か した新規培養方法や，麹菌を宿主

とした異種 タン パ ク質や有用物質生産へ の応用が期待さ

れる．

おわ りに

　麹 の 世界には，殺菌技術 もさほど進歩 して い ない 頃よ

り，解放系 に おい て も雑菌汚染を避け麹菌を優先的に培

養す る方法を見い だして きた先人 たち の 長 い 歴 史があ

る．微生物の培養は奥が深 く，マ ニ ュ ア ル通 りに行かな

い こ とが多い ．試行錯誤を繰 り返すうちに改良すべ き点

がまだまだ多い こ とを教えられ る．微生物の培養方法は

実に さまざまで ある が，ど れがそ の 微生物 の 特性を生か

すの に最適 で あるの か不明な点も多い ．彼 らにとっ て そ

の 条件が快適な の か否か
，

さ ら に は
， 我々 が 努力すれ ば

もっ と違 っ た顔を見せ て くれるの だろうか．本稿で取 り

上 げた 筆者 らの 麹菌の 培養方法は，その 中の ご く一部で

しかない こ と をお断 りして お く．
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