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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ブナシメジ培養菌糸体、ブナシメジ培養濾液またはブナシメジ培養濾液の有機溶媒抽出
物を配合することを特徴とする、２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒ
ドロキシ－１－メチルエチル）プロピルエステルを含有する農薬の製造方法。
【請求項２】
　ブナシメジを培養して菌糸体または培養濾液を得て、菌糸体または培養濾液を有機溶媒
にて抽出し、精製することを特徴とする、２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－
（２－ヒドロキシ－１－メチルエチル）プロピルエステルの製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、菌類が生産する抗菌物質を用いた抗菌剤および農薬、ならびに当該抗菌物質
の製造方法に関する。詳細には、本発明はブナシメジ培養菌体が生産する揮発性抗菌物質
を含有する抗菌剤および農薬、ならびに当該揮発性抗菌物質の製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　現在使用されている殺菌剤の多くは、安全性の面から選択性の高い殺菌剤が主流で抗菌
スペクトラムが狭く、殺菌剤に対する耐性菌の出現などの問題も生じている。微生物が生
産する抗菌物質は、すでに抗生物質として農薬や医薬等に利用されているが、そのほとん
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どは非揮発性の物質である。しかし、非揮発性の抗菌物質は、作物や環境に残留し、環境
汚染を引き起こす可能性があり、安全性の面から問題が多い。一方、揮発性の抗菌物質は
、通気の少ない施設栽培など使用条件は限定されるものの効果が隅々まで行き渡り、通気
によって揮発性抗菌物質が容易に拡散、消失することから、安全面、健康面および環境面
からも優れた特徴を持つと考えられる。
【０００３】
　菌類（きのこ類）は自然界において、他の微生物（菌類、細菌など）と競争・拮抗して
生息していることから、周囲に拡散する揮発性の抗菌物質を生産していると考えられてい
た。きのこ類が生産する揮発性物質については、これまで医学・薬学の分野で研究が行わ
れており、ヒトの健康増進などに関与する幾つかの生理活性物質が報告されている。抗菌
作用に着目した研究としては、きのこ類により生産される揮発性抗菌物質生産を利用した
病害防除の報告がある（特許文献１参照）。しかし、きのこ類が生産する揮発性抗菌物質
の同定は行われていなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特許第５５６１６３７号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明が解決しようとする課題は、きのこ類、特に安全性が高いと考えられる食用きの
この揮発性抗菌物質を同定し、抗菌剤や農薬として利用することであった。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは、上記課題を解決するために鋭意研究を重ね、食用きのこであるブナシメ
ジの揮発性抗菌物質が２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－
１－メチルエチル）プロピルエステル（あるいは１－ｔｅｒｔ－ブチル－２－メチル－１
，３－プロパンジオール１－イソブチラートともいう）であると同定し、本発明を完成さ
せるに至った。
【０００７】
　したがって、本発明は以下のものを提供する：
　（１）２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－１－メチルエ
チル）プロピルエステルまたはその誘導体を含有する抗菌剤、
　（２）２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－１－メチルエ
チル）プロピルエステルまたはその誘導体を含有する農薬、および
　（３）ブナシメジを培養して菌糸体を得て、菌糸体を有機溶媒にて抽出することを特徴
とする、２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－１－メチルエ
チル）プロピルエステルの製造方法。
【発明の効果】
【０００８】
　本発明によって、きのこ類が生産する抗菌物質が２－メチルプロパン酸２，２－ジメチ
ル－１－（２－ヒドロキシ－１－メチルエチル）プロピルエステルであると同定された。
この抗菌物質は、食用きのこ由来であるため、ヒトや動物に対して特に安全性が高いと考
えられる。したがって、本発明によれば、ヒトや動物に対して安全性が高い抗菌剤や農薬
が提供される。さらに、この抗菌物質の製造方法も提供される。この抗菌物質は揮発性で
あり、しかも香りが少ないので環境汚染がなく、閉鎖室内では隅々まで抗菌効果が及ぶ。
この抗菌物質はきのこの栽培後の廃菌床からも得ることができるので、廃菌床の再利用が
期待できる。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
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【図１】図１は、きのこが生産する揮発性抗菌物質の検定法を模式的に説明した図である
。
【図２】図２は、ブナシメジ由来揮発性抗菌物質の精製法を示すスキームである。
【図３】ブナシメジ由来揮発性抗菌物質のＧＣ－ＭＳクロマトグラムである。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　本発明は、１の態様において、２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒ
ドロキシ－１－メチルエチル）プロピルエステルまたはその誘導体を含有する抗菌剤を提
供する。
【００１１】
　本発明者らは、安全性が高いと考えられる食用きのこの揮発性抗菌物質を同定し、抗菌
剤や農薬として利用することを目的として、表１に示す２６種類の菌株についてスクリー
ニングを行った。その結果、揮発性で臭いの少ない抗菌性物質として、ブナシメジにより
生産される２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－１－メチル
エチル）プロピルエステルを同定した。この物質が抗菌活性を有することは全く知られて
いなかった。この物質の構造を以下に示す。
【化１】

【００１２】
　本発明において、２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－１
－メチルエチル）プロピルエステルの誘導体も、この物質と同様に揮発性で抗菌活性を有
するものである限り、本発明に使用することができる。この物質の誘導体は、当業者が一
般的な化学的手法を用いることにより得ることができる。この物質の誘導体の例としては
、上式の水酸基の水素が、炭素数１～６個のアルキル基（例えばメチル基、エチル基、ｎ
－プロピル基、ｉ－プロピル基など）、炭素数１～６個のアルケニル基、炭素数１～６個
のアルキニル基、アシル基（例えばアセチル基など）、アリール基（例えばフェニル基、
ナフチル基など）、ヘテロアリール基、ベンジル基、ベンゾイル基などで置換された化合
物が挙げられるが、これらに限定されない。これらの基は置換基を有していてもよい。
【００１３】
　本発明の抗菌剤中の２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－
１－メチルエチル）プロピルエステルまたはその誘導体の含有量は、対象とする菌の種類
、使用場所、使用目的、望まれる抗菌作用の程度などに応じて適宜変更することができる
。
【００１４】
　本発明における２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－１－
メチルエチル）プロピルエステルまたはその誘導体は、多くの種類の菌類に対して強力な
抗菌効果を有する。従って、本発明の抗菌剤は、単独で幅広い用途に使用できるが、本発
明の抗菌剤中に他の抗菌剤が含まれていてもよく、本発明の抗菌剤と他の抗菌剤を併用し
てもよい。他の抗菌剤は公知のものを適宜選択して用いることができる。
【００１５】
　また、２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－１－メチルエ
チル）プロピルエステルまたはその誘導体の抗菌作用は静菌的であることがわかった。そ
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のため、本発明の抗菌剤は、耐性菌が生じにくい、人や動物に対して安全性が高い、残留
性を考慮しなくてもよい等の利点を有する。
【００１６】
　本発明の抗菌剤の形態は、液体、半固体、固体のいずれであってもよい。例として、ス
プレー剤、散布用液剤、塗布用液剤、クリーム、ゲル、ペレット、粉末などが挙げられる
がこれらに限定されない。本発明の抗菌剤の形態の一例として、本発明の抗菌剤が液体の
場合は、濾紙などの担体に染み込ませて揮発性の有効成分が連続的に放出されるようにし
てもよい。本発明の抗菌剤が液体の場合は、２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１
－（２－ヒドロキシ－１－メチルエチル）プロピルエステルまたはその誘導体を有機溶媒
に溶解して用いることが一般的である。有機溶としてはエタノール、ヘキサン、ジエチル
エーテル、酢酸エチル、アセトン、メタノールなどが挙げられるがこれらに限定されない
。本発明の抗菌剤の形態が半固体または固体の場合は、適当な担体に２－メチルプロパン
酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－１－メチルエチル）プロピルエステルまた
はその誘導体を吸着させて用いることができる。担体は当業者に公知のものから選択する
ことができる。
【００１７】
　本発明の抗菌剤の有効成分である２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－
ヒドロキシ－１－メチルエチル）プロピルエステルまたはその誘導体は揮発性であるため
、閉鎖空間で使用すると、その効果が隅々にまで及ぶので好ましい。
【００１８】
　本発明は、もう１つの態様において、２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（
２－ヒドロキシ－１－メチルエチル）プロピルエステルまたはその誘導体を含有する農薬
を提供する。
【００１９】
　本発明の農薬は、様々な剤形とすることができる。例えば、スプレー剤、散布用液剤、
塗布用液剤、クリーム、ゲル、ペレット、粉末などが挙げられるがこれらに限定されない
。本発明の農薬の形態の一例として、本発明の農薬が液体の場合は、濾紙などの担体に染
み込ませて揮発性の有効成分が連続的に放出されるようにしてもよい。また、２－メチル
プロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－１－メチルエチル）プロピルエス
テルまたはその誘導体は揮発性なので、本発明の農薬はハウス内での使用に好適である。
【００２０】
　本発明の農薬中の２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－１
－メチルエチル）プロピルエステルまたはその誘導体の濃度は、対象とする菌の種類、対
象とする植物、使用場所、使用目的、望まれる抗菌作用の程度などに応じて適宜変更する
ことができる。
【００２１】
　本発明の農薬中に他の農薬成分が含まれていてもよく、本発明の抗菌剤と他の農薬成分
を併用してもよい。他の農薬成分は公知のものを適宜選択して用いることができ、例えば
公知の抗菌剤などが挙げられる。
【００２２】
　本発明の農薬は、耐性菌が生じにくい、人や動物に対して安全性が高い、残留性を考慮
しなくてもよい等の利点を有する。
【００２３】
　本発明の農薬に関する他の説明としては、本発明の抗菌剤に関する説明があてはまる。
【００２４】
　本発明は、さらなる態様において、ブナシメジを培養して菌糸体を得て、菌糸体を有機
溶媒にて抽出することを特徴とする、２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２
－ヒドロキシ－１－メチルエチル）プロピルエステルの製造方法を提供する。２－メチル
プロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－１－メチルエチル）プロピルエス
テルは化学合成が困難であり、菌類、好ましくはブナシメジを培養してこの物質を生産さ
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せ、菌糸体から有機溶媒を用いて抽出することが好ましい。
【００２５】
　ブナシメジは野生株、保存株あるいは変異株のいずれの株であってもよく、例えば鳥取
大学農学部附属菌類きのこ遺伝資源研究センター保存菌株であるＴＵＦＣ　１１７５７株
、ＴＵＦＣ　１１９０６株、ＴＵＦＣ　１１９１１株などが好ましく用いられる。
【００２６】
　ブナシメジの培養は、通常は液体培養であるが、木材チップや小麦フスマなどを用いる
固体培養であってもよい。ブナシメジの菌糸体の培養方法は当業者に公知であり、培地組
成や培養温度、ｐＨなどの培養条件を適宜選択することができる。
【００２７】
　抽出に用いる有機溶媒としては、ジエチルエーテル、酢酸エチル、ブタノールなどが挙
げられるが、これらに限定されない。
【００２８】
　有機溶媒中の２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－１－メ
チルエチル）プロピルエステルを精製して純度を高めてもよい。精製手段および方法は公
知であり、例えば、有機溶媒分配抽出法、シリカゲルカラムクロマトグラフィー、ゲルろ
過クロマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）、薄層クロマトグラフィー
(TLC)などを用いることができるが、これらの手段・方法に限定されない。好ましくは、
２－メチルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－１－メチルエチル）プ
ロピルエステルの精製にはクロマトグラフィーを用いる。好ましいクロマトグラフィーの
例としては、シリカゲルカラムクロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィー、高速
液体クロマトグラフィー（HPLC）などが挙げられるが、これらに限定されない。
【００２９】
　以下に実施例を示して本発明をさらに詳細かつ具体的に説明するが、実施例は本発明を
限定するものではない。なお、実施例において、「ブナシメジ揮発性物質」、「ブナシメ
ジ揮発性抗菌物質」、「揮発性抗菌物質」、「抗菌性物質」などという場合は、２－メチ
ルプロパン酸２，２－ジメチル－１－（２－ヒドロキシ－１－メチルエチル）プロピルエ
ステルを指すものとする。
【実施例１】
【００３０】
１．ブナシメジ培養菌糸体が生産する揮発性物質の抗菌活性
＜材料および方法＞
　（１）供試菌および胞子調製
　鳥取大学農学部附属菌類きのこ遺伝資源研究センターの保有株であるブナシメジ（Hyps
izygus marmoreus）ＴＵＦＣ１１９０６菌株を用いた。
植物病原糸状菌として、ナシ黒斑病菌 (Alternaria alternata Japanese pear pathotype
)　Ｏ－２７６菌株、キャベツ黒すす病菌 (A. brassicicola)　Ｏ－２６４菌株、ナス灰
色かび病菌(Botrytis cinerea)ＡＢＣ－００１菌株、キュウリ炭疽病菌(Colletotrichum 
orbiculare) Ｃ－１４菌株およびトマト褐色輪紋病菌 (Corynespora cassiicola) ＬＣ－
９３０２０菌株の５菌株を用いた。
　ブナシメジおよび植物病原菌類の菌株はすべて試験管中のジャガイモ煎汁寒天培地　［
ＤｉｆｃｏＴＭ　Ｐｏｔａｔｏ　Ｄｅｘｔｒｏｓｅ　Ａｇａｒ　３９ｇ／蒸留水（以下Ｄ
Ｗ）１リットル］（以下ＰＤＡ培地）上に２５℃で保存し、適宜実験に使用した。
　ＰＤＡ培地上で生育したＯ－２７６菌株を、シャーレ（直径　９ｃｍ）のＶ－８寒天平
板培地（Ｖ－８ジュース１６０ｍｌ／ＣａＣＯ３　３ｇ／寒天２０ｇ／ＤＷ８００ｍｌ）
（以下Ｖ－８培地）上に接種し密封した後、ｂｌａｃｋ－ｌｉｇｈｔ－ｂｌｕｅ（以下Ｂ
ＬＢ）を照射し、２０℃で２週間静置培養した。培地表面に形成された胞子をＤＷ中に筆
で掻き取って懸濁し、２重キムワイプ（日本製紙クレシア株式会社、ワイパーＳ－２００
）で濾過して菌糸片を取り除いた。その後、吸引濾過により、濾紙（Ｗｈａｔｍａｎ　Ｎ
ｏ．５０）上に胞子を集め、室温で乾燥させた後、－８０℃で保存した。濾紙上の乾燥胞
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子を適宜実験に使用した。
　胞子使用時には濾紙上の乾燥胞子を筆で掻き取りＤＷに懸濁させ、遠心分離（８００ｘ
ｇ、５分）した。沈殿した胞子にＤＷを加え、Ｔｈｏｍａ血球計により胞子濃度をＤＷで
調整して用いた。
　ＰＤＡ培地上で生育したＯ－２６４菌株をＶ－８培地上に接種し密封した後、２５℃で
２週間静置培養した。培地表面に形成された胞子をＤＷ中に筆で掻き取って懸濁し、４重
キムワイプで濾過して菌糸片を取り除いた。その後、吸引濾過により、濾紙上に胞子を集
め、室温で乾燥させた後－８０℃で保存した。濾紙上の乾燥胞子を適宜実験に使用した。
胞子使用時には前述の方法と同様の操作を行った。
　ＰＤＡ培地上で生育したＡＢＣ－００１菌株はＶ－８培地上に接種し密封した後、ＢＬ
Ｂを照射し、２０℃で２週間静置培養した。培養表面に形成された胞子をＤＷ中に筆で掻
き取って懸濁し、２重キムワイプで濾過して菌糸片を取り除いた。その後、遠心分離（８
００ｘｇ、５分）し、沈殿した胞子をＤＷに再懸濁しＴｈｏｍａ血球計により胞子濃度を
調整し用いた。
　ＰＤＡ培地上で生育したＣ－１４菌株を米ぬか培地（米ぬか２５ｇ／スクロース１０ｇ
／寒天１０ｇ／ＤＷ５００ｍｌ）に接種し密封した。ＢＬＢを照射し、２０℃で７日間静
置培養した後、培養表面に形成された胞子をＤＷ中に筆で掻き取って懸濁し、２重キムワ
イプで濾過して菌糸片を取り除いた。その後、遠心分離（８００ｘｇ、５分）し、沈殿し
た胞子をＤＷに再懸濁しＴｈｏｍａ血球計により胞子濃度を調整し実験に用いた。
　ＰＤＡ培地上で生育したＬＣ－９３０２０菌株をＶ－８培地上に接種し密封した後、Ｂ
ＬＢを照射し、２０℃で３週間静置培養した。培地表面に形成された胞子をＤＷ中に筆で
掻き取って懸濁し、４重ガーゼで濾過して菌糸片を取り除いた。その後、吸引濾過により
、濾紙上に胞子を集め、室温で乾燥させた後－８０℃で保存した。濾紙上の乾燥胞子を適
宜実験に使用した。胞子使用時には前述の方法と同様の操作を行った。
【００３１】
　（２）ブナシメジ培養菌糸体における揮発性物質の抗菌活性
　プラスチックシャーレ（直径９ｃｍ）のＰＤＡ培地上にブナシメジＴＵＦＣ１１９０６
菌株の菌糸片を置床し培養した。暗下２５℃でシャーレ一面に菌糸が生育した後、シャー
レを上下逆にし、ブナシメジ菌糸を上面にして、下側に以下の各検定サンプルを置いた。
なお、対照区として、ブナシメジを接種していないＰＤＡ培地の入ったシャーレを用いた
。その概略を第１図に示す。
　まず、各病原菌の菌糸生育に対する抗菌性を検定する場合はＰＤＡ培地上に培養してお
いた植物病原菌類の菌糸をコルクボーラー（直径４ｍｍ）で打ち抜き、ＰＤＡ培地を入れ
た小型シャーレ（直径３ｃｍ）の中央に接種した。ブナシメジを生育させたシャーレ（直
径９ｃｍ）の下側に植物病原菌類を接種した蓋をしていない小型シャーレ３個を入れ、シ
ャーレ（直径９ｃｍ）の蓋をしてパラフィルムで密封した。なお、対照区はブナシメジを
接種していない培地のみのシャーレに、植物病原菌類を接種したシャーレを入れた。暗下
２５℃で３～５日間静置し、対照区での植物病原菌類の菌糸がシャーレの８～９割に広が
った時点で小型シャーレを取り出し菌糸の伸長を測定した。菌糸の伸長は次式により求め
た。

　菌糸伸長（ｍｍ）＝病原菌類コロニー直径（ｍｍ）－コルクボーラー直径（ｍｍ）

　また、抑制率を次式により求めた。

　　　　
【００３２】
　次に各病原菌の胞子発芽に対する抗菌性を検定する場合は、植物病原菌類のＯ－２７６
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菌株、Ｏ－２６４菌株、ＡＢＣ－００１菌株、Ｃ－１４菌株およびＬＣ－９３０２０菌株
の胞子濃度を５．０×１０５個／ｍｌに調整し、スライドグラス上に１枚につき２カ所、
３０μｌずつ滴下した。きのこ類を生育させたシャーレの下側にキムワイプを敷きＤＷで
湿らせ、その上にスライドグラスを置いた。シャーレをパラフィルムで密封後、暗下２５
℃、２４時間静置した。２４時間後に、スライドガラス上に滴下した胞子懸濁液にラクト
フェノールコットンブルー溶液（コットンブルー０．０５ｇ／フェノール２０ｇ／グリセ
ロール４０ｍｌ／酪酸２０ｍｌ／ＤＷ２０ｍｌ）を少量滴下し、光学顕微鏡下で胞子の発
芽数を計測し、発芽率を次式により求めた。
胞子発芽率（％）＝総発芽胞子数／総胞子数×１００
また、抑制率を次式により求めた。

【００３３】
　さらに、各病原菌による病斑形成に対する抗菌性を検定する場合は、植物病原菌類のキ
ャベツ黒すす病菌Ｏ－２６４菌株およびトマト褐色輪紋病菌ＬＣ－９３０２０菌株を使用
した。なお、供試植物としてキャベツ黒すす病菌の宿主であるキャベツ（Brassica olera
cea）品種：初秋とトマト褐色輪紋病菌の宿主であるトマト（Solanum lycopersicum）品
種：桃太郎を用いた。キャベツおよびトマトの種子をくみあいニッピ園芸培土１号を入れ
たポット（直径９ｃｍ）に播種し２５℃の植物培養室（１４時間明下、１０時間暗下）で
発芽させた。キャベツおよびトマトが第５～６葉に展開した段階で適宜展開葉を切り取り
、実験に使用した。Ｏ－２６４菌株およびＬＣ－９３０２０菌株の胞子濃度を５．０×１
０５個／ｍｌに調整し、Ｏ－２６４菌株はキャベツの切り取り葉の裏面に、ＬＣ－９３０
２０菌株はトマト切り取り葉の裏面にそれぞれスプレー接種した。ブナシメジを接種した
シャーレの下側にキムワイプを敷き、キムワイプの上に接種切り取り葉を各１枚ずつ置き
、シャーレをパラフィルムで密封した。その後、暗下２５℃で　４８時間静置した。切り
取り葉を取り出し、病斑数を数え葉１ｃｍ２あたりの病斑数を算出した。また、病斑形成
抑制率を次式により求めた。

【００３４】
＜結果＞
　ブナシメジＴＵＦＣ１１９０６菌株の培養菌糸体が生産する揮発性物質は、キャベツ黒
すす病菌Ｏ－２６４菌株の菌糸生育および胞子発芽に対して抑制活性を示した。さらに、
Ｏ－２６４菌株による病斑形成も顕著に抑制した（表１）。なお、この際、揮発性物質に
おけるキャベツ切り取り葉への障害は見られなかった。
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【表１】

　a)胞子濃度：5x105個/ml　　b)-：未検定
【００３５】
２．ブナシメジ培養ろ液中に含まれる揮発性物質の抗菌活性
＜方法＞
　ブナシメジＴＵＦＣ１１９０６菌株をＭａｌｔ液体培地（マルトエキス（Ｏｒｉｅｎｔ
ａｌ　ｙｅａｓｔ　ＣＯ．Ｌｔｄ．）１５ｇ／寒天２０ｇ／ＤＷ１リットル）（以下ＭＡ
液体培地）２５℃下で振とう培養および静置培養した。一定期間の培養液をろ紙（Ｗｈａ
ｔｍａｎ　Ｎｏ．２）で吸引ろ過し、培養ろ液を得た。一定期間培養後培養ろ液が生産す
る揮発性物質の抗菌活性をＡ．ｂｒａｓｓｉｃｉｃｏｌａ　Ｏ－２６４胞子発芽抑制で検
定した。検定方法は、培養ろ液１ｍｌをろ紙（直径９ｃｍ）に滴下し、シャーレの下側に
貼付けてシャーレを上下逆にし、ろ紙を上面にして、下側にＤＷで湿らせたろ紙（直径６
ｃｍ）を敷き、その上にスライドグラスを置き、胞子濃度を５．０×１０５　個／ｍｌに
調整した０－２６４菌株の胞子懸濁液を１枚につき２カ所、３０μｌずつ滴下した。パラ
フィルムでシャーレを密封し、暗下、２５℃で２４時間静置後、胞子発芽を測定し、前述
した式により抑制率を算出した。
【００３６】
＜結果＞
　ブナシメジＴＵＦＣ１１９０６菌株を接種したＭＡ液体培地を振とうし、２および３週
間培養した結果、希釈倍率２０倍でそれぞれ６８．３％と８５．３％の胞子発芽抑制率を
示した（表．２）。一方、菌株を接種したＭＡ液体培地を静置し、４および５週間培養し
た場合では、希釈倍率１０倍でそれぞれ７１．６％と７８．３％の抑制率を示した（表．
３）。振とう培養２週間後に得られた培養ろ液が、希釈倍率８０倍で３９．３％の抑制率
を示したことより、この培養ろ液中に最も強い抗菌活性物質が産出されている可能性が示
唆された。今後は、ブナシメジＴＵＦＣ１１９０６菌株を接種したＭＡ液体培地を振とう
２週間培養し、得られた培養ろ液を用いて実験を行うことにした。
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【表２】

【表３】

【００３７】
３．ブナシメジ培養ろ液より有機溶媒抽出した画分に含まれる揮発性物質の抗菌活性
＜方法＞
　ブナシメジＴＵＦＣ１１９０６菌株をＭＡ液体培地で２週間振とう培養し、得られた培
養ろ液および培養ろ液からのジエチルエーテル（Ｅｔ２Ｏ）抽出画分と非抽出画分の揮発
性物質の抗菌活性を上述と同様の方法を用い、Ｏ－２６４胞子発芽抑制で検定した。また
、抗菌活性の強さを各画分の希釈倍率により評価した。
　次に、培養ろ液からのＥｔ２Ｏ抽出画分における各種植物病原菌類の胞子発芽抑制およ
び菌糸生育抑制について前述と同様な方法で検定を行った。全ての菌の胞子懸濁液の濃度
は５×１０５個／ｍｌとした。
【００３８】
＜結果＞
　ブナシメジの振とう培養ろ液は希釈倍率１６倍で抑制率６１％を示し、一方、培養ろ液
よりのＥｔ２Ｏ抽出画分では希釈倍率１６倍で抑制率８３％と高い抗菌活性を示した。し
かしながら、非抽出画分において全く抗菌活性は見られなかった（表４）。
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【表４】

【００３９】
　次に、培養ろ液からのＥｔ２Ｏ抽出画分における５種類の植物病原菌類の胞子発芽に対
する影響を見た結果（表５）、キャベツ黒すす病菌Ｏ－２６４菌株の胞子発芽に対して顕
著に抗菌活性を示した。その活性は希釈倍率８倍で５２．６％の抑制活性を示した。その
他の４種の病原菌の胞子に対しても６０％以上の抑制率を示したが、希釈倍率２倍では完
全に抗菌活性はみられなかった。



(11) JP 6304817 B2 2018.4.4

10

20

30

40

50

【表５】

【００４０】
　さらに、同じ病原菌類の菌糸生育に対する影響について調査した結果（表６）、胞子発
芽の検定と同様に、Ｏ－２６４菌株の菌糸生育を抑制率６０％と、最もよく抑制した。し
かし、その他の病原菌の菌糸生育においては殆ど抑制しなかった。以上のことから、ブナ
シメジ揮発性抗菌物質は菌糸生育よりも胞子発芽に対しての抗菌作用が強いことが示唆さ
れた。

【表６】

　1) コロニー直径＝直径(mm)－菌糸体ディスク直径(4 mm)
【００４１】
４．ブナシメジ揮発性物質の抗菌作用
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＜方法＞
　Ｅｔ２Ｏ抽出画分（培養ろ液と同濃度）を染込ませたろ紙を貼付けたシャーレにＯ－２
６４胞子懸濁液（１０６個／ｍｌ）を滴下したスライドグラスを入れて密封した。１日ま
たは２日後に処理したＥｔ２Ｏ抽出画分を除去するため、スライドグラスをＥｔ２Ｏ抽出
画分のないシャーレに移し密封して１日後に胞子発芽率を測定した。また、Ｅｔ２Ｏ抽出
画分連続処理および無処理の密封シャーレ内に置いたスライドグラスの胞子発芽率を測定
し、無処理の胞子発芽率よりＥｔ２Ｏ抽出画分処理による胞子発芽抑制率を算出した。
【００４２】
＜結果＞
　ブナシメジ揮発性抗菌物質を含むＥｔ２Ｏ抽出画分処理により、Ｏ－２６４菌株の胞子
発芽は顕著に抑制され、密閉状態で３日間においても抗菌活性は持続した（表７）。また
、処理１日後に揮発性物質を除去した場合、１日後には６割の胞子は発芽を開始し、処理
２日後に除去した場合でも同様の結果となり、ブナシメジ揮発性物質の抗菌作用は静菌的
であることを示した。そのため、ブナシメジ揮発性物質は、耐性菌が生じにくい、人や動
物に対して安全性が高い、残留性を考慮しなくてもよい等の利点を有する。
【表７】

【００４３】
５．ブナシメジ揮発性抗菌物質の単離・同定
＜方法＞
　ブナシメジ揮発性抗菌物質の精製の概略を図２に示す。精製した画分において上述と同
様の方法を用い、Ｏ－２６４胞子発芽抑制で検定し、抗菌活性を評価した。活性が見られ
た画分においてＧＣ－ＭＳ解析を行い、揮発性抗菌物質の同定を行った。
【００４４】
＜結果＞
　図２の方法で揮発性抗菌物質を精製し、最終的に得られた画分において抗菌活性の検定
を行った結果（表８）、ヘキサン：酢酸エチル＝９０：１０の２～４画分において抑制率
１００％を示した。これらの活性画分における抗菌活性の強さを各画分の希釈倍率により
評価した結果（表９）、活性画分３において希釈倍率４倍で抑制率８３％を示した。シリ
カゲルカラムクロマトグラフィーにより得られた活性画分の３つにおいてＧＣ－ＭＳで分
析した結果、全ての画分において検出されるのは１つのピーク（ＲＴ：１５．６６１ｍｉ
ｎ）のみであった（図３）。最も活性が強かった画分３においてこのピークは顕著に検出
された（図３）。さらに、ＭＳ解析により、本ピークは２－メチルプロパン酸２，２－ジ
メチル－１－（２－ヒドロキシ－１－メチルエチル）プロピルエステル（分子量２１６．
３１９）と同定された。
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【表９】

【産業上の利用可能性】
【００４５】
　本発明は、抗菌剤や農薬の分野において利用可能である。詳細には、本発明の抗菌剤や
農薬は、ハウスや植物工場などの施設栽培における病害防除、農作物収穫後の貯蔵倉庫に
おける病害の防除、ならびに農作物出荷時のコンテナーなど流通市場における病害の防除
に使用できる。また、本発明は、一般家庭、病院、公共施設などの閉鎖室内の防菌・除菌
にも使用できる。
【図１】

【図２】

【図３】
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