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要 旨
　パルプ培地で培養した Phanerochaete crassa WD1694 株によるマンガンペルオキシダーゼ（MnP）
の反応場所を検出するため、MnP の検出試薬としてテトラメチルベンジジン（TMBZ）を用いた顕
微鏡観察を行った。P. crassa WD1694 株を、広葉樹未晒しクラフトパルプと TMBZ を含む培地で培
養したところ、各培養条件下で、P. crassa WD1694 株はパルプ菌糸塊を生成し、その表面上に TMBZ
の発色沈殿が認められることが判明した。次いで、P. crassa WD1694 株を培養したパルプ培地を菌
糸染色用のクマシーブルー、スライム染色用のフロキシン B で染色し、顕微鏡観察した結果、
P. crassa WD1694 株の菌糸がパルプに絡みつくように生長し、それらをスライム層が覆う様子が観
察された。TMBZ の発色沈殿の位置を、パルプ菌糸塊構造と比較検討した結果、TMBZ の発色沈殿は、
主に菌糸端部と菌糸上に顕著に認められた。また、TMBZ の発色沈殿の経時的変化を観察したとこ
ろ、スライム層の生産時期と関連して TMBZ の発色沈殿が生じることが示された。これらの結果よ
り、パルプ培地で培養した P. crassa WD1694 株には、菌糸とスライムでパルプを凝集した後、菌体
上で MnP によるリグニン分解反応を効率よく進行させる組織学的な機構が存在することが示唆さ
れた。
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組織化学、リグニン分解

1.緒言
　クラフトパルプ化は最も代表的な工業パルプ化法と
して広く用いられている。クラフトパルプのパルプ
化工程では、木材チップ中のリグニンの大部分が分解
除去されパルプ（未晒しクラフトパルプ）が得られる
が、一部のリグニンは残留し、着色原因となる。その
ため、高白色度を重視する紙・紙製品を製造する場合、
未晒しクラフトパルプをさらに漂白工程に供し、残留
リグニンを分解除去して、晒しクラフトパルプが製造
されている。一般に、漂白工程は、多段階の漂白段を
必要としており、従来、漂白段の一つに塩素段が用い
られるのが一般的であったが、ダイオキシン問題（尾
鍋 1991）を契機として、全く塩素を用いない漂白工程

（TCF 漂白）と塩素段を用いない漂白工程（ECF 漂白）
へ移行してきている。TCF 漂白や ECF 漂白に用いら
れる無塩素漂白の一つとして、オゾン漂白、過酸化水
素漂白などの化学的漂白法に平行して、リグニンの微
生物分解を模倣したバイオブリーチングが研究されて
いる（桃原・松本 1991, 西田 1992, 坂井 1993, Reid and 
Paice 1994, Archibald et al. 1997）。
　白色腐朽菌は、高いリグニン分解能力を持つため、
これまで、バイオブリーチングの研究に供試されて

きた。たとえば、古くは、未晒しクラフトパルプを白
色腐朽菌（Phanerochaete chrysosporium）処理とアル
カリ処理することにより、パルプ中のリグニン含有
量が大きく低下することが報告されている (Kirk and 
Yang 1979)。また、代表的な白色腐朽菌であるカワラ
タケにも未晒しクラフトパルプの漂白作用のあること
が報告されている (Paice et al. 1989)。その後、これら
の白色腐朽菌より高い漂白能力を持つ腐朽菌株のス
クリーニングが精力的に行われ、IZU-154 株（Nishida 
et al.1988）、 P. sordida YK-624 株（Hirai et al. 1994）、
SKB-1152 株（Iimori et al. 1994）などの菌株が選抜さ
れている。当研究グループでも、未晒しクラフトパル
プの漂白能力が高い菌として、Phanerochaete crassa　
WD1694 株を選抜し、この菌株が未晒しクラフトパル
プのカッパー価を顕著に低下させる際に、高いマンガ
ンペルオキシダーゼ（MnP）活性が検出されることを
報告した (Takano et al. 2001)。
　一般に、白色腐朽菌は、MnP などのリグニン分解
酵素を窒素制限条件の液体培地に分泌することが知
られている（割石 2002）。生菌によるパルプ漂白系で
は、分泌されたリグニン分解酵素が菌体外酵素として
単純に作用し、リグニン分解が進行している可能性が
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研究所腐朽病害研究室より入手した。

2.2　試薬
　MnP 反 応 の 検 出 に は、BM Blue POD Substrate, 
precipitating ( 沈 殿 性 3,3’ ,5,5’ - テ ト ラ メ チ ル ベ ン
チジン溶液、ロシュ・ダイアグノスティックス製、
TMBZ)、菌体およびスライムの染色には、クマシーブ
リリアントブルー (CBB) R250（フルカ製）およびフロ
キシン B（ナカライテスク製）を使用した。

2.3　顕微鏡
　顕微鏡観察には、Optiphot 顕微鏡 ( ニコン製 ) また
は倒立顕微鏡 Nikon Eclipse　TE2000-U ( ニコン製 ) を
使用した。

2.4　TMBZ 発色の予備試験
　P. crassa WD1694 株由来の MnP を、既報に従って得
た（Takano et al. 2004）。次いで、MnP 0.1 unit、広葉
樹未晒しクラフトパルプ (LUKP) 2 %、 2 mM　MnSO4、
0.02 mM 過酸化水素を含むマロン酸緩衝液（pH3.5, 
50mM）を、酵素溶液（全容量 1.0 ml）として調製した。
酵素溶液に TMBZ 0.1 ml を加え、室温で 15 分間反応後、
その反応溶液を目視観察および顕微鏡観察に供した。

2.5　P. crassa WD1694 株の TMBZ 添加 LUKP 培地での
培養
　既報に従って (Takano et al. 2004)、P. crassa WD1694
株を培養し、ハンディホモジナイザーで粉砕して種菌
を得た。3 種類の TMBZ 添加 LUKP 培地 ( パルプ濃度
25％、2.5％、0.5％ ) を調製、滅菌後、種菌を植菌し、
Table 1 の条件で、所定期間培養を行った。その後、培
地試料を目視観察および顕微鏡観察に供した。

高いものの、一方で、MnP は、触媒サイクルの関係か
ら、過酸化水素の供給を必要とするため (Wariishi et al. 
1992, 割石 2002)、任意の場所で、MnP が作用すること
には無理があるとも考えられる。また、生菌によるパ
ルプ漂白系において、MnP によるリグニン分解反応の
反応場所に関する組織学的な知見も乏しいのが現状で
ある。                    

 ′

　これまで、MnP 活性の分析には、ABTS やグアヤ
コールなどの発色性基質が利用されてきた（Gold and 
Glenn 1988, Paszczynski et al. 1988）。しかしながら、こ
れらの発色性基質の生成物は可溶性であるため、MnP
によるリグニン分解反応場所の検出には適していなかっ
た。一方、ジアミノベンジジン（DAB）やアミノエチ
ルカルバゾール（AEC）などのように、ペルオキシダ
ーゼ（PO）酸化により発色と同時に重合して沈殿を生
成し、組織に沈着する発色性基質がある。実際、白色
腐朽菌の研究例として、P. chrysosporium のリグニン分
解 PO 類の分布状態をベンジジン染色によって分析し
た報告や Pycnoporus cinnabarinus のラッカーゼの分布
を 2,6- ジメトキシフェノール (2,6-DMP) で分析した報
告などがある (Mouhka et al. 1993、Jones and Lonergan 
1999)。
　そこで、本研究では、パルプ培地で培養した P. crassa 
WD1694 株の生菌が生産した MnP によるリグニン分解
反応場所を探るべく、市販のテトラメチルベンジジン

（TMBZ）を用いて組織化学的観察を行った。TMBZ は、
DAB、AEC、2,6-DMP と同様に重合性の PO 基質であ
るが、DAB、AEC、2,6-DMP が褐色や赤褐色であるの
に対し、TMBZ は青色に発色するため、褐色に着色し
た未晒しクラフトパルプ培地でも発色が明確に識別で
きる (Liem et al. 1979、Cattabeo and Luong 1994)。
　MnP 反応の検出では、生成した Mn (III) が培地中
で拡散する可能性や、反応が微量で短時間では検出
できない可能性が想定された。そこで、本研究では、
TMBZ を含むパルプ培地で P. crassa WD1694 株を培養
することで、生じた MnP 反応を即時に検出し、また、
培養経過中の MnP 反応を蓄積して検出する条件を設
定した。
　すでに報告した P. crassa WD1694 株の TMBZ 発色試
験では、TMBZ を含まないパルプ培地で菌を培養し、
菌体試料を試験管に採取後に TMBZ を添加し、MnP
反応を短時間で検出した (Takano 2006, 2009, 2010)。こ
れらの報告は、本研究結果をもとに TMBZ の発色部と
MnP 反応の関連性について研究を進めたものである。

  
2. 実験方法

2.1　菌株
　 白 色 腐 朽 菌 Phanerochaete crassa WD1694 株

（Porostereum crassa）( 和名：カミウロコタケ、農林水
産省ジーンバンク登録番号：MAFF420737) は森林総合

Table 1.　P. crassa WD1694 株の TMBZ 添加 LUKP 培地 の
培養条件

培養条件	 A	 B	 C	

パルプ濃度 (%)	 25	 2.5	 0.5	

TMBZ (ml)	 3	 2	 6	

蒸留水 (ml)	 1	 10	 50	

種菌量 (ml)	 6	 10	 10	

培養温度 (℃）	 26	 26	 34	

撹拌条件 (rpm/min)	 0	
(静置)	

0	
(静置)	

100	
(振盪）	

Table	1					P.	crassa	WD1694株のTMBZ添加LUKP培地 の培養条件	

段組幅	
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2.6　CBB 染色
　0.1％ CBB R250 染色液（エタノール：25%、酢酸：
8%、蒸留水：67％、体積比）を調製した。培養した培
地試料を 500 µl 採取し、染色液（1ml）を加え室温で
30 分間放置した。次いで、培地試料を上清の着色がな
くなるまで蒸留水で静かに洗浄し、顕微鏡観察に供し
た。

2.7　フロキシン B 染色
　20％ フロキシン B 水溶液を調製した。上述の培地
試料を 500 µl 採取し、染色液 1ml を加え室温で 30 分
間放置した。菌体試料を上清の着色がなくなるまで蒸
留水で静かに洗浄し、顕微鏡観察に供した。

3.結果と考察
 3.1　TMBZ 発色の予備試験
　市販の PO 染色用試薬 TMBZ は、PO 類による酸化
によって発色と同時に重合沈殿する性質があり、これ
により、PO 類の反応場所を特定することが期待され
る。そこで、培養実験に先立ち、P. crassa WD1694 株
が分泌する MnP と TMBZ の反応性を検討した。最初に、
P. crassa WD1694 株から採取した MnP、LUKP、硫酸
マンガン、過酸化水素を含むマロン酸緩衝液に TMBZ
を加えた反応液を調製し、室温で 15 分間反応させた

ところ、反応液全体が均一に呈色した（Fig.1a）。また、
反応液の一部を採取し、顕微鏡観察したところ、パル
プが分散している反応液中に、TMBZ の発色した沈殿
が多数認められた（Fig.1b）。これにより、TMBZ が、
P. crassa WD1694 株の MnP により発色沈殿を生じるこ
とが確認された。

3.2　TMBZ 発色試験
　P. crassa WD1694 株を TMBZ とともに、3 種類の培
養条件で 3 日間培養した。なお、培養条件 A はパルプ
を多く含む固体培地、B は液体培地（静置培養）、C は
液体培地（振盪培養）のモデルとして設定した。3 条
件の培養結果を Fig. 2 に示す。培養条件 A では、P. crassa 
WD1694 株とパルプが小塊状に固まり、TMBZ の発色
沈殿は、その小塊表面に認められた（Fig. 2a）。一方、
培養条件 B では、パルプを含む溶液部のほぼ全体がゲ
ル化し、TMBZ の発色沈殿は、ゲル化しなかった少量
の溶液部には認められず、ゲルの上部表面に観察され
た（Fig. 2b）。また、培養条件 C では、直径 1.0 -1.5 mm
程度のパルプ小塊が多数生成し、TMBZ の発色沈殿は、
培地溶液中には認められず、その小塊の表面に存在し
ていた。なお、各培養条件において、TMBZ 無添加の系、
および、P. crassa WD1694 株無添加の系を対照実験と
して実施したが、培地に発色は認められなかった。
　次に、所定日数培養後の TMBZ 発色沈殿を含む菌
体試料を採取し、光学顕微鏡で観察した。その結果を
Fig. 3 に示す。培養条件 A, B, C の全てにおいて、P. crassa 
WD1694 株とパルプが凝集し、パルプ菌糸塊を生成し
た様子が観察された。培養条件 A では、培養 1 日目に
菌糸端部に顕著な TMBZ の発色沈殿が検出された

（Fig. 3a）。培養条件 B の TMBZ 発色沈殿は、培養 2 日
後に菌糸端部に、培養 4 日後はパルプ菌糸塊内部の菌
糸に沿った菌糸上に認められた（Fig. 3b, c）。培養条件
C の場合、TMBZ の発色沈殿は、パルプ菌糸塊の表面、
および菌糸端部に認められた（Fig. 3d）。これらの結果
より、TMBZ の発色沈殿は、各培養条件下で、パルプ
菌糸塊上、特に菌糸端部と菌糸上に局在して存在する

Fig. 1.　P. crassa WD1694 株から採取した MnP と TMBZ の発
色予備試験結果　

　　　 (a) 反応液全体の様子、(b) 反応液の顕微鏡観察結果

Fig. 2.　P.crassa WD1694 株の TMBZ 添加 LUKP 培地培養の全体の様子  
(a) Table 1-A、培養 3 日目、(b) Table 1-B、培養 2 日目、(c) Table 1-C、培養 3 日目

a	 b

Fig. 1. P. crassa WD1694株から採取したMnPとTMBZの発色予備
試験結果　(a) 反応液全体の様子、(b) 反応液の顕微鏡観察結果	

100	µm	

段組幅	

a	 c	

Fig. 2. P.crassa WD1694株のTMBZ添加LUKP培地培養の全体の様子 
(a) Table 1-A、培養 3日目、(b) Table 1-B、培養	2日目、(c) Table 1-C、培養 3日目	
	

頁幅	

b	
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ことが判明した。この結果は、P. crassa WD1694 株に
よるリグニン分解反応は、分泌された MnP が菌体外
酵素として培養液中で均一に働くのではなく、菌体近
傍部で局在的に効率よく進行することを示唆した。

3.3　TMBZ 発色と他の染色法の併用
　タンパク質の染色法である CBB 染色は、パルプを染
色せず ､ 菌糸のみを染色することが可能である。また、
筆者らは、P. crassa WD1694 株の菌糸表面はスライム層
によって覆われており、スライム層の染色にフロキシン
Ｂが有効であることを報告した (Takano et al. 2008)。そ

こで、パルプ菌糸塊中の TMBZ の発色沈殿の場所をよ
り明確に解析するために、最初に、P. crassa WD1694 株
を培養条件 B で 3 日間培養した培地試料について、パ
ルプ菌糸塊を構成する菌糸を CBB 染色、スライムをフ
ロキシン B 染色した後、顕微鏡観察した（Fig. 4a, b）。Fig. 4a
では、青く染色された菌糸がパルプに絡みつくように生
長する様子が観察された。一方、Fig. 4b では、パルプ
菌糸塊全体が赤く染色され、スライム層が菌糸とパルプ
を覆っている様子が観察された。これらのパルプ菌糸
塊とスライムの様子は、培養条件 A と C でも認められ
た。これらの結果より、パルプ培地で培養した P. crassa 

100	µm	 100	µm	

100	µm	100	µm	

a	 b	

c	 d	

Fig. 3. P. crassa WD1694株のTMBZ添加LUKP培地培養の顕微鏡観察結果
(a) 培養条件A (1日目)、(b) 培養条件B (2日目)、(c) 培養条件B(4日目)、(d)
培養条件C（3日目）図中、矢印はTMBZの発色沈殿、矢頭はパルプを示す。		

頁幅	

Fig. 4.　P. crassa WD1694 株の LUKP 培地培養（培養条件 B、 TMBZ 無添加）の顕微鏡観察結果 
　　　 培養 3 日目。(a) CBB 染色、(b) フロキシン B 染色。
 　　　図中、矢印は TMBZ の発色沈殿、矢頭はパルプを 示す。

Fig. 3.　P. crassa WD1694 株の TMBZ 添加 LUKP 培地培養の顕微鏡観察結果
　　　 (a) 培養条件 A (1 日目 )、(b) 培養条件 B (2 日目 )、(c) 培養条件 B(4 日目 )、(d) 培養条件 C（3

日目）図中、矢印は TMBZ の発色沈殿、矢頭はパルプを示す。

Fig. 4. P. crassa WD1694株のLUKP培地培養（培養条件B、
TMBZ無添加）の顕微鏡観察結果 
培養3日目。(a) CBB染色、(b) フロキシンB染色。	
	図中、矢印はTMBZの発色沈殿、矢頭はパルプを示す。		

a	 100	µm	 b	 100	µm	
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WD1694 株は、菌糸とスライムでパルプを凝集して、パ
ルプ菌糸塊を生成することが示唆された。スライム層は
白色腐朽菌の菌糸表層に存在し、古くから菌体外酵素の
保持輸送などの生理機能に関与する可能性が報告されて
いる（Palmer et al. 1983, Ruel and Joseleau 1991）。また一
方、LiP, MnP の分布を免疫染色し、電子顕微鏡で観察し
た結果では、スライム層に菌体外酵素の存在が報告され
ている（Daniel, 1994）。そのため、白色腐朽菌の菌糸表
層のスライム層で MnP によるリグニン分解反応が進行
している可能性が考えられた。しかしながら、Fig. 3 と
Fig. 4 の比較からは、MnP によるリグニン分解反応を示
す TMBZ の発色沈殿が、パルプ菌糸塊全体を覆うスラ
イム層に特異的に生じる明確な結果は得られなかった。 
　次に、パルプ菌糸塊上に生じた TMBZ の発色沈殿の
経時変化を追うために、培養日数の異なる TMBZ 添加
LUKP 培地試料に、フロキシン B 染色を行った。培養条
件 C のパルプ培地試料の染色結果を Fig. 5 に示す。フロ
キシン B 由来の赤色染色は、培養 6 時間後には、すで
に認められたが、培養 2 日後に変色が起こり、培養 3 日
後に退色が認められた。一方、TMBZ 由来の濃青色の発
色は、培養 1 日後に検出され、培養 2 日目にも観察され
たが、培養 3 日以降には退色が認められた。これらの結
果は、スライムの生成と MnP の分泌に関連性があるこ
とを示唆していた。試験した A, B, C の全培養条件下で、
培養開始後 15 時間以内に菌糸の成長とともにパルプの
凝集が生じ、その後培養 1 日以降に TMBZ の発色がパ
ルプ菌糸塊上に検出されることが確認された。
　P. chrysosporium のリグニン分解活性は二次代謝であ
り、窒素源の欠乏によって開始することが知られてお
り、MnP タンパク質も ､ 窒素制限条件下で検出される
ことが示されている (Keyser et al. 1978, Kirk et al. 1978, 
Brown et al. 1990)。Keyser らは、P. chrysosporium の培養
初期に菌体量の増加とともに培地中の窒素量が低下し、
その後、菌体量増加の抑制と窒素源欠乏が認められた

時期に、リグニン分解活性が検出されることを示した 
(Keyser et al. 1978)。同様に、培養初期の菌体量増加が鈍
化した時期に、リグニン分解活性と MnP 活性が検出さ
れることが報告されている (Kirk et al. 1978, Brown et al. 
1990)。
　P. crassa WD1694 株の TMBZ 発色試験では、パルプの
凝集は菌体量が増加する培養初期に生じており、TMBZ
発色は菌がパルプを凝集した後に生じていた。以前の
報告で、P. crassa WD1694 株の菌糸端部に生じる TMBZ
発色は、MnP 反応によることを報告した (Takano et al. 
2006)。窒素制限液体培地とパルプ培地で培養した
P. crassa WD1694 の MnP 活性を経時的に測定した結果
では、MnP は培養後 2 日後と３日後に検出されること
を報告したが (Takano et al. 2001, 2004)、同時期には菌体
量増加の停止が観察された。これらの結果は、P. crassa 
WD1694 株の TMBZ 発色試験で検出された MnP 反応は、
パルプが菌に凝集された後に生じることを示唆してい
る。
　以上の結果より、P. crassa WD1694 株は、単純に MnP
を培地の溶液中に分泌して、リグニン分解を進行させる
のではなく、菌糸とスライムでパルプを凝集した後、菌
体上で MnP によるリグニン分解反応を効率よく進行さ
せる組織学的な機構が存在することが示唆された。
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Abstract
Manganese peroxidase reaction of P. crassa WD1694 cultivated in pulp culture was detected and visualized 

with tetra-methylbenzidine (TMBZ), a peroxidase substrate for histochemical detection. P. crassa WD1694 was 
cultivated in fungal media containing unbleached kraft pulp, distilled water and TMBZ. After cultivation for 2 days, 
flocs including P. crassa WD1694 and pulp were generated in each cultivation condition of solid-state fermentation, 
an agitated suspension of pulp, and a stationary suspension of pulp. TMBZ staining was observed on the flocs 
in each culture. Fungal hyphae intimately associated with pulp fibers in the flocs were stained with Coomassie 
Brilliant Blue, and slime layer covered the fungal hyphae and the pulp in the flocs was visualized with Phloxine B. 
The TMBZ staining observed in each culture was mainly observed on the hyphal end and along the hyphae in the 
flocs. Time course analysis of TMBZ and Phloxine B staining revealed that fungal hyphae and slime gathered pulp 
and made flocs, and the TMBZ staining occurred on the flocs. These results suggest a histological system that MnP 
reaction occurs on the end of hyphae and along the hyphae in the flocs and that could cause efficient and effective 
degradation of lignin in pulp.

Key words :  Phanerochaete, manganese peroxidase, peroxidase staining, white rot, histochemistry, lignin 
degradation

Histochemical analysis of manganese peroxidase reaction of a white rot 
fungus Phanerochaete crassa WD1694
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