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１．はじめに

　穀類に関しては，田畑での生育期間中に植物病原菌など各種の圃場菌が着生しており，水分活性が高い収穫

時においても着生可能な菌種は数百種を数えるが，貯蔵中においては，穀類の水分活性の低下に伴い，中湿菌

および好乾菌等の貯蔵菌類（表１, ２）が加害の主体となることが知られている（Christensen and 

Kaufmann, 1969）．

　わが国における穀類の菌類による加害とマイコトキシンについての研究は，第二次大戦後の食糧事情の悪化

を背景として世界各地から輸入した米のなかにPenicillium属菌の繁殖による黄変米（図１）が含まれており，

それらがカビ毒産生菌であったことから，国民に食糧として配給すべきかどうかで論戦となった黄変米事件を

契機としている（宇田川俊一・辰野高司, 2004）．

　このように，穀類への菌類の着生は，穀類の損耗ばかりでなく，加害菌によるカビ毒（マイコトキシン）汚

染を伴うことがあるため，加害を避けることが極めて重要になっている．

表１．生育および胞子発芽に必要な水分活性（Aw）による菌類の分類

表２．各種菌類の生育に必要な最低水分活性値（Aw）

生育 胞子発芽

最低 最適 最低

好湿菌 0.88 1.00付近 0.90 

中湿菌 0.80 0.95～1.00 0.80～0.90

好乾菌 0.65-0.70～0.75 0.95 0.80

Alternaria tenuis 0.94 P. verrrucosum 0.83

Botrytis cinerea 0.94 A. fumigatus 0.82

Rhizopus nigricans 0.94 A. flavus 0.81

Stachbotrys atra 0.94 P. brevicompactum 0.81

Scopulariopsis brevicaulis 0.90 P. frequentans 0.81

Cladosporium herbarum 0.88 P. citrinum 0.80

Mucor racemosus 0.88 P. spinulosum 0.80

Aspergillus clavatus 0.86 A. ochraceus 0.78

A. nidulans 0.85 A. versicolor 0.78

A. oryzae 0.86 A. niger 0.77

Penicillium expansum 0.85 A. candisus 0.75

P. cyclopium 0.84 Eurotium repens 0.72

P. chrysogenum 0.84 E. amstelodami 0.70

P. griseofulvum 0.83 E. rubrum 0.70

P. islandicum 0.83

Michihiko Saito [National Food Research Institute, National Agriculture and Food Research Organization]
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図１．黄変米菌Penicillium citreonigrum, P. citrinumおよびP. islandicumを接種した白米

２．貯蔵穀類における菌類加害の様相

　穀類の微生物相と菌数は収穫期の天候や調製方法，貯蔵状態や貯蔵期間の違いなどによって一様ではない

が，総体的な傾向は以下のようである（鶴田, 1983）．

収穫 ・調 製 段 階： 細 菌 が 圧 倒 的 に 多 く，Acremonium，Alternaria, Cladosporium, Curvularia, Epicoccum, 

Fusarium属菌などの好湿性の圃場菌の数はかなり少なく，好乾性の貯蔵菌は僅かであることが多い．

穀類 調製後： 低温貯蔵されている場合は別として，温湿度や穀類の水分活性等の影響が大きいが，以下の２

通りが想定される．

　　① 穀類のAw値が0.65以下で，貯蔵環境の相対湿度が65％付近以下であれば，菌類は生育できず，時間の

経過に伴い数は減少して行く．

　　② 流通している穀類のAw値は，0.62～0.72程度であるため，相対湿度が70～75％の環境下に置かれると，

好乾菌だけが生育可能となり，好湿菌は減少する．

　　　 　このような条件で生育が予想される菌種は，Aspergillus restrictus, Eurotium属菌，Penicillium 

pusillum, Wallemia sebiな ど で あ る． 相 対 湿 度 75％ を 越 え る 環 境 で は，Aspergillus versicolor, 

Penicillium citreoviride（= P. citreonigrum）なども生育し始め，さらに相対湿度が高まると，多数の菌

種が生育可能となり，品質劣化の速度も早まる．貯蔵穀類から分離される菌類には，Aspergillus，不完

全世代がAspergillusであるEmericellaやEurotium属菌，ならびにPenicillium属菌が多い（表３）．

表３．貯蔵穀類より分離される主な菌類（鶴田, 1990）

Aspergillus :

　A. candidus, A. conicus, A. clavatus, A. flavus,

　A. fumigatus, A. niger, A. ochraceus,

　A. penicilloides, A. restrictus, A. shydowi,

　A, tamarii, A. terreus, A. ustus, A. versicolor,

　A. wentiiなど

Emericella :

　E. nidulansなど

Eupenicillium :

　E. ochrosalmoneraなど

Eurotium :

　E. amstelodami, E. chavalieri, E. montevidens, 

　E. psudoglaucum, E. repens, E. rubrumなど．

Mucor :

　M. pusillus, M. racemosusなど

Neosartorya :

　N. fisheriなど

Paecillomyces :

　P. lilacinus, P. variotiiなど

Penicillium :

　P. adametzii, P. brevicompactum,

　P. citreo-viride（P. citreonigrum）,

　P. citrinum, P. commune（P. puberlum）,

　P. cyclopium（P. aurantiogriseum）,

　P. funiculosum, P. implicatum, P. islandicum,

　P. notatum（P. chrysogenum）, P. oxalicum,

　P. purpurogenum, P. purpurescens,

　P. pusillum（Eupenicillium cinamopurpureum）,

　P. ruglosum, P. tardum, P. urticae（P. 

　griseofulvum）, P. viridicatumなど

Rhizopus :

　R. oryzaeなど

Scopulariopsis :

　S. brevicaoulis

Talaromyces :

　T. flavus

Wallemia :

　W. sebi
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３．マイコトキシン産生菌

　貯蔵穀類加害菌のなかにはマイコトキシン産生菌が多く含まれることから，菌類による加害は穀類の損耗の

みならず，汚染穀類の摂取によるヒト，家畜などの健康への影響も考えられる．そのためこれらの菌類加害の

防止は重要な課題である．これまでに発見されているマイコトキシンのうち，代表的なものを表４に示した．

これからも分かるように，貯蔵穀類を加害するマイコトキシン産生菌の多くは，AspergillusおよびPenicillium

属菌である．なかでも，強い発ガン性を持ち汚染頻度も高いアフラトキシンやオクラトキシンAの産生菌は広

く研究されている菌種である（図２, ３）．

表４．主要なマイコトキシンとその産生菌，障害性，汚染食品（真鍋, 1990）

図２．Aspergillus flavus 図３．Aspergillus ochraceus

マイコトキシン 主な産生菌 毒性ならびに中毒症 汚染食品

麦角アルカロイド Clavipes purpurea ヒト：筋肉痙攣，虚血性壊死－壊疽 エンバク，大小麦類

イスランジトキシン Penicillium islandicum

Penicillium rugulosum

ラット：肝硬変，肝癌 米など

パツリン Penicillium patulum

Penicillium expansum

Aspergillus clavatus

ウシ：腎障害，嘔吐（急性胃腸炎），

角質増殖症

麦芽根，小麦，リン

ゴジュース

アフラトキシン

B1, B2, G1, G2, M1, M2

Aspergillus flavus

Aspergillus parasiticus

ヒト：急性肝炎，ライエ症候群，ウ

ドン脳症

動物：肝障害，肝硬変，肝癌（ラッ

ト，サル，ニジマス））

米，麦，トウモロコ

シ，ピーナッツ，ナ

ッツ類，綿実，乳，

チーズ，肉類

オクラトキシンＡ Aspergillus ochraceus

Penicilium verrucosum

Penicillium viridicatum

動物：肝ならびに腎障害，生殖障害，

肝癌（マウス），肺腫瘍

麦類，トウモロコシ

ステリグマトシスチン Aspergillus versicolor

Aspergillus nidulans

動物：肝障害，肝癌（ラット） 米，トウモロコシ，

雑穀

ルブラトキシンB Penicillium ruburum

Penicillium

purpurogenum

動物：急性肝炎，臓器出血 穀物

ツエアラレノン Fusarium graminearum

Fusarium culmorum

Fusarium tricinctum

ブタ：外陰肥大，流産，不妊 トウモロコシ，麦類

シトリニン

シトレオビリジン

Penicillium citrinum

Penicillium viridicatum

Penicillium citreoviride

ブタ，その他の実験動物：腎ネフロ

ーゼ症候

ヒト：衝心脚気

実験動物：神経毒性

穀物，米

（トリコテセン系毒素）

T-2トキシン

ジアセトキシスシルペノール

デオキシニバレノール

ニバレノール

Fusarium tricinctum

（F. poae, F. sporotrichioides）

F. graminearum, F. solani

ヒト：赤カビ中毒症（嘔吐，下痢），

ATA（食中毒性無白血球症）

実験動物：胃腸障害，臓器出血，造

血機能障害

トウモロコシ，麦

類，その他穀物
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４．貯蔵穀類加害菌類の分離

１）穀類試料の菌類汚染検査法

　穀類における菌類の着生状態は，穀粒単位に粒数％で示すことが多

く，以下のような操作によって算出される．試料穀粒250～350粒程度

を滅菌した共栓三角フラスコ内に入れ，次亜塩素酸ナトリウム１％溶

液に１～２分浸漬・振とうして表面殺菌し，滅菌水で５～６回振と

う洗浄を繰り返す．三角フラスコは，玄米など小粒のものは100～

150ml容を使用し，トウモロコシなど大粒のものは300～500ml容を用

い，以後の振とうを容易にするために分割処理する．表面殺菌した穀

粒から，総計200～300粒をあらかじめ作成しておいた試験管内斜面培

地に１粒ずつ置く，あるいはペトリ皿内の平板培地上に数粒ずつ置い

た後，25℃で14日間培養する．試験管斜面培地を用いる方法では，試

料数が多くなると，培地の作成やその後の取扱いが煩雑となるため，

50本単位に培養試験管をセットして蓋裏を綿栓がわりに工夫した「武

藤式培養籠」（図４）を用いるとよい．穀粒表面の付着菌数を調べる

場合には，洗浄液を流し込み培養する．

　貯蔵穀類，豆類，ナッツ類，その他の乾燥食品などの低水分活性食

品の着生菌類の汚染調査等では，糸状菌用培地として一般的なPDA，

麦芽エキス寒天，Czapek寒天培地等に加えて，加害菌の主体である

中湿菌や好乾菌の生育や分離に適した培地を併用する必要がある．す

なわち，AspergillusやPenicillium属菌の培養，同定に多用されるM40Y

やCY20S培 地 で は， 好 乾 菌 の

Eurotiumの生育が早すぎるため，

ジ ク ロ ラ ン（2,6-Dichloro-4-

nitroaniline）によってこれを抑

制するように工夫されたDG18培

地 が あ る（Hocking and Pitt, 

1980）．流し込み培養の場合，細

菌類の生育を抑えるために，クロラムフェニコール等の抗生物質

を加えたり，pH5程度にするなどの方法もある．

２）土壌からの分離

　土壌からの穀類加害菌やマイコトキシン産生菌の分離や分布調

査のためには一般的に希釈平板法が適用されるが，上述のDG18

の他に，好乾菌の分離用にDRBC培地（King et al., 1979）など

いくつかの培地が報告されている．

５．マイコトキシン産生菌の分離

１）アフラトキシン産生菌の分離

　Aspergillus flavus，A. parasiticus等のアフラトキシン産生菌に

よる穀類等の栽培・貯蔵時の汚染調査や圃場での分布調査では，

上述の表面殺菌試料の寒天培地上への置床培養や，希釈平板法を

用いて行われる．これらの選択培地としてはAFPA培地（Pitt et 

al., 1983）が報告されている．AFPA培地では，A. flavusおよびA. 

parasiticusの培養コロニーの裏面が黄橙色に着色するため検出が

容易になり有用である（図５）．ただし，分生子形成が良好でな

図４．武藤式培養籠

M40Y（Malt extract 
40％ Sucrose Agar）

麦芽エキス 20 g

酵母エキス 5 g

ショ糖 400 g

寒天 15 g

蒸留水 1000 ml

DG18（Dichloran 18％ Glycerol Agar）

ペプトン 5 g

グルコース 10 g

KH2PO4 1 g

MgSO4・7H2O 0.5 g

ジクロラン（0.2％エタノール液） 1.0 ml

グリセリン 220 g

クロラムへニコール 0.1 g

寒天 15 g

蒸留水 1000 ml

DRBC（Dichloran Rose bengal 
Chloramphenicol Agar）

ペプトン 5 g

グルコース 10 g

KH2PO4 1 g

MgSO4・7H2O 0.5 g

ジクロラン 0.002 g

ローズベンガル 0.025 g

クロラムフェニコール 0.1 g

寒天 15 g

蒸留水 1000 ml

AFPA（Aspergillus flavus and
 A. parasiticus Agar）

ペプトン 10 g

酵母エキス 20 g

塩化アンモニウム鉄 0.5 g

ジクロラン（0.2％エタノール液） 1 ml

クロラムフェニコール 0.1 g

寒天 15 g

蒸留水 1000 ml
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いことや，同様の着色を示す菌がまったく無い訳ではないことに注意が必要である．

２）アフラトキシン産生菌の識別法

　分離されたA. flavus等が実際にアフラトキシンを産生するかどうかを知

るためには，菌株を培養した後，アフラトキシンの分析を行う必要があ

る．ここでは簡便，迅速な方法の一つとしてアンモニアガスによるコロニ

ー裏面の赤変を観察する方法を紹介したい（Saito and Machida, 1999; 

Abbas et al., 2004）．本法は土壌中のアフラトキシン産生菌の分布調査に

実用できるとの報告がある（Abbas et al., 2004）．

　（1） 方法：分離株をPDA等の寒天培地で培養したのち，ペトリ皿を逆

さにして，蓋に25％のアンモニア水を１～２滴たらすというきわ

めて簡単な方法である．アフラトキシン産生株では，アンモニアガ

スに触れるとただちにコロニーの裏面が赤変する（図６）．

　（2） 培地および培養日数：PDA，YES，COAなどのアフラトキシン産

生に適した培地を用いる（図７）．Czapek培地などのアフラトキシ

ンの産生があまり良くない培地は使用を避ける．培養は，25～35℃程度のアフラトキシン産生が良好な

温度であればよい．培養日数は，PDA，25℃で培養した場合は２日目から赤変が観察可能である

が，５日前後が最も観察に適している（図８）．

図５．AFPA培地で培養したA. 

flavusコロニー裏面

図６． アンモニアガスによるアフラトキ

シン産生菌のコロニー裏面の赤変

図７． PDA,YESおよびCOA培地で培養した

コロニー裏面の赤変

図８．培養日数とコロニー裏面の赤変
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３）オクラトキシンA産生Penicillium菌の選択培地

　オクラトキシンAの主要な産生菌であるP. verrucosumおよびP. 

viridicatumの 分 離 用 にDRYES培 地（Frisvad, 1983） お よ び

DYSG（Frisvad et al., 1992）がある．これらは，グリセリンと

ショ糖を高濃度に添加することで浸透圧を調整するとともに，ジ

クロランの添加で生育の早い菌類を抑制する培地である．本培地

では，P. verrucosumやP. viridicatumの培養コロニーの裏面が濃

赤～紫褐～レンガ色を呈するため，これらの菌の分離・識別には

有用である．

６．AspergillusおよびPenicillium属菌の分類・同定

　貯蔵穀類の主要な加害菌であり，多くのマイコトキシン産生菌

が含まれているAspergillusおよびPenicillium属菌の分類・同定に

ついては，PCR法などの分子生物学的手法も試みられているが，

ここでは形態に基づく分類・同定について述べる．表５にジーン

バンクに保存されている貯蔵穀類から分離されるAspergillusおよ

びPenicillium属菌株を示した．

表５．ジーンバンクで保存している貯蔵穀類から分離されるAspergillusおよびPenicillium属菌

DRYES（Dichloran Rose Bengal Yeast 
Extract Sucrose Agar）

酵母エキス 20 g
ショ糖 150 g
ジクロラン（0.2％エタノール液） 1 ml
ローズベンガル（5％水溶液） 0.5 ml
クロラムフェニコール 0.1 g
寒天 20 g
蒸留水 1000 ml

DYSG（Dichloran Yeast Extract 18％ 
Glycerol Agar）

酵母エキス 20 g
ショ糖 150 g
K2HPO4 1 g
MgSO4・7H2O 0.5 g
クロラムフェニコール 0.05 g
ジクロラン（0.2％エタノール液） 1 ml
ZnSO4・7H2O 0.01 g
CuSO4・5H2O 0.005 g
寒天 20 g
グリセリン 220 g
蒸留水 1000 ml

オートクレーブ滅菌後に0.05gのクロロテトラ
サイクリンを加える．

種名 MAFF番号

Aspergillus flavus Link 111033, 111092～111096, 111191～111207, 111229, 111257～
111261, 111287～111295, 111049, 111656, 111743, 111301～
111305, 111545～111549, 111734～111735, 111740, 111746, 
235204～235234, 238113, 515002

Aspergillus fumigatus Fresenius 111049, 111656, 111743, 515001

Aspergillus giganteus Wehmer 111050, 111182

Aspergillus niger van Tieghem 238785, 238883, 239777, 305004, 305028, 425037, 425224

Aspergillus niveus Blochwitz 111310

Aspergillus parasiticus Speare 111251～111256

Aspergillus penicilloides Spegazzini 111056

Aspergillus sclerotiorum Huber 111742

Aspergillus tamarii Kita 111296～111297, 111727, 111736

Aspergillus terreus Thom 111005, 111099, 111657

Aspergillus versicolor（Vuill.）Tiraboschi 111032, 111555

Emericella nidulans（Eidam）Vuillemin 111309, 111556～111557

Eurotium amstelodami Mangin 111237, 111306

Eurotium chevalieri Mangin 111208, 111215

Eurotium rubrum Konig 111238, 111307

Penicillium aurantiogriseum Dierckx 111240

Penicillium chrysogenum Thom 111241

Penicillium citreonigrum Dierckx 111745

Penicillium citrinum Thom 111019

Penicillium expansum Link 111242

Penicillium funiculosum Thom 111101

Penicillium hirsutum Dierckx 111741, 239202～239204

Penicillium islandicum Sopp 111156

Penicillium pinophilum Hedgcock 111551, 111552, 111553

Penicillium purpurogenum Stoll 111516

Penicillium rubrum Stoll 111222

Penicillium verruculosum Peyronel 111518, 111550

Penicillium viridicatum Westling 111026, 712066
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１）Aspergillus属菌の分類・同定

　Aspergillus属菌の分類体系としては，Raper and Fennell（1965）

のThe Genus Aspergillusが広く採用されてきたが，近年本属菌の分

類について見直しがなされ，Gams et al.（1986）によって新しい分

類 体 系 が 提 唱 さ れ た．Klich（2004）のIdentification of Common 

Aspergillus speciesは，Gamsらの体系に基づく同定のための手引き書

であり，培養にはCYA，MEA，CY20SおよびCZの４培地が用いられ

る．25℃（４培地）および37℃（CYA培地のみ）で７日間培養

し，５つの培地上におけるコロニーの直径，色調，テクスチャー，微

細構造（分生子柄，頂嚢，分生子等の形，大きさ，表面の粗滑等）を

観察することによって分類・同定する．

　Aspergillus属菌の同定では，該当菌株がどの亜属（subgenus）お

よび節（section）に属するかを決めることから始めるとよい．各亜

属および節の特徴は以下のとおりであるが，分生子形成構造が

uniseriatre（単列）であるかbiseriate（複列）であるか，および分生

子の色が重要な決め手になっているので，これらを観察することによ

りどのグループに属するかを判断することは比較的容易である．表６

にKlich（2004）による亜属，節の分類のキーおよび各節に属する主

な貯蔵穀類加害菌を示した．

表６．Aspergillus属の亜属および節の特徴ならびに各節に属する主な貯蔵穀類加害菌

Aspergillus亜属－単列，好乾性，CY20Sでの生育がCYA

より早い，灰緑色の分生子

　Aspergillus節－有性世代Eurotium－黄色の子のう殻，

透明の子のう胞子

Eurotium amstelodami ,  E .  cheval ier i ,  E . 

herbariorum

　Restricti節－有性世代は存在しない，いずれの培地でも

生育は遅い

A. penicilloides, A. restrictus

Fumigati亜属－単列，頂のうは西洋なし形が多く，分生

子は灰緑，青緑ないしは橙色

　Fumigati節－分生子は灰緑色～青緑色

A. fumigatus

　Cervini節－分生子は明橙色～橙灰色

Ornati亜属－単列，灰緑，黄緑～オリーブ褐色の分生子

Clavati亜属－単列，頂のうは棍棒状で，分生子は灰緑色

　Clavati節－亜属の特徴に同じ

A . clavatus

Nidulantes亜属－複列，分生子の色は多様

　Nidulantes節－分生子柄は短く，褐色を帯びることが

多い．分生子は緑色．Hu
..
lle細胞を形成する場合

が多い．多くの種がEmericella有性世代を有す

る．子のう殻の壁は柔らかくHu
..
lle細胞に囲まれ

ている．子のう胞子は赤～紫色．

Emericella nidulans

　Versicolores節－分生子柄は無色～褐色，分生子は緑，

灰緑～青緑色．

A. sydowii, A. versicolor

　Usti節－分生子柄は褐色，分生子は暗赤，褐色～オリ

ーブ色．

A. ustus

　Terrei節－分生子柄は無色，分生子は淡黄（buff）～橙

褐色

A terreus

　Flavipedes節－分生子柄は無色～淡褐色，分生子は白～

淡黄色（buff）

　Circumdati節－単列または複列，頂のうは球～西洋な

し形

　Wentii節－分生子は淡黄色（buff），黄褐～オリーブ褐色

A. wentii

　Flavi節－分生子は黄緑～オリーブ褐色

A. flavus, A. parasiticus, A. tamarii

　Nigri節－分生子柄は滑壁，分生子は黒色

A. japonicus, A. niger

　Circumdati節－複列が優勢．分生子は黄，淡黄色（buff）

ないしは黄土色

A. ochraceus, A. sclerotiorum

　Candidi節－分生子は白ないしは白色に近い

A. candidus

　Cremei節－分生子は褐色，黄～青緑色

　Sparsi節－分生子は淡緑～オリーブ淡黄色（buff）

Stilbothamnium亜属－菌糸束（synnemata）を形成する種

CZ培地（Czapek Dox Agar）

Czapek concentrate* 10 ml
K2HPO4 1 g
ショ糖 30 g
寒天 17.5 g
蒸留水 1000 ml

*Czapek concentrate

NaNO3 30 g
KCl 5 g
MgSO4・7H2O 5 g
FeSO4・7H2O 0.1 g
ZnSO4・7H2O 0.1 g
CuSO4・5H2O 0.1 g
蒸留水 100 ml

CYA培地（Czapek Yeast Agar）

Czapek concentrate* 10 ml
K2HPO4 1 g
酵母エキス 5 g
ショ糖 30 g
寒天 15 g
蒸留水 1000 ml

CY20S培地（Czapek Yeast Agar 
with 20 ％ Sucrose）

Czapek concentrate* 10 ml
K2HPO4 1 g
酵母エキス 5 g
ショ糖 200 g
寒天 17.5 g
蒸留水 1000 ml

MEA培地（Malt Extract Agar）

麦芽エキス 20 g
ペプトン 1 g
グルコース 20 g
寒天 20 g
蒸留水 1000 ml
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２）Penicillium属菌の分類・同定

　Penicillium属菌の分類・同定には，Raper and Thom（1949）のモノグラフが長く用いられていたが，Pitt

（1979）は，The Genus Penicillium and its teleomorphic states Eupenicillium and Talaromycesで分類体系の

大幅な見直しを行った．A Laboratory Guide to Common Penicillium Species（Pitt, 1988）およびSamson et 

al．（2004）のIntroduction to Food- and Airborne Fungi（Samson et al., 2004）は新しい分類法に基づいてお

り，食品からの分離頻度が高い菌種が記述されているので実用性が高い．

　Pitt（1985, 1988）の方法では，CYA，MEAおよびG25Nの３種類の培地が用いられている．これらの各培

地で25℃，７日間の培養を行うほか，CYAでは5℃および37℃での培養も行う．CYAはCZに酵母エキスを加

えた培地であり，CZに較べて一般的に生育がよく，各菌種の特徴が見分け易いとされている．

　各培地におけるコロニーの直径，コロニーの特徴（色，テクスチャー，裏面の色，浸出液の有無，色，量，

培地中への色素の拡散の有無と色），さらに5℃および37℃での発芽・生育の有無とコロニー直径などを見ると

ともに，顕微鏡で分生子柄，metulae，phialide，分生子等の形状，サイズなどを観察して同定する．

　 同 定 に 際 し て は， ま ず 当 該 菌 株 がAspergilloides亜 属，Furcatum亜 属，Penicillium亜 属， お よ び

Biverticillium亜属のどれに属するかを決定することから始める．これらの亜属は，主に分生子形成構造

（penicili）の違いにより分類されている．分生子形成構造は，monoverticillate（phialideのみからなり，分生

子柄は分岐しない），biverticillate（phialideおよびmetulaeからなる１回の分岐），terverticillate（phialide，

metulae，およびramuliから構成される２回分岐）の３種類が主なものであるが，さらに分岐する場合もある

（quaterverticillate）．

　Pitt（1988）による亜属の分類キーを以下に示す．

　表７に主な貯蔵穀類加害菌の属する亜属ならびに，Pittの同定法で用いられる各培地でのコロニーの直径を

示した．

G25N培地（25％ Glycerol Nitrate Agar）

Czapek concentrate* 7.5 ml

K2HPO4 0.75 g

酵母エキス 3.7 g

グリセリン 250 g

寒天 12 g

蒸留水 750 ml

Aspergilloides亜属－分生子形成構造は，ほとんどがmonoverticillateであるが，まれにmetulae

を有する場合がある．

Penicillium亜属－分生子形成構造は，ほとんどがterverticillateである．G25N培地，25℃，７日

間での生育が18mm以下のことはほとんどない．

Biverticillate亜属－分生子形成構造は，biverticillateであるが，まれにterverticillateの場合があ

る．phialideおよびmetulaeの長さの比は１に近い．G25N培地ではコロニーは直径

10mm以下である．

Furucatum亜属－分生子形成構造はbiverticillateあるいは不規則なmonoverticillateおよび

bivertisillateである．phialideのmetulaeに対する長さの比は１よりかなり小さい．

G25N培地でのコロニーは9mm以上である．
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表７．貯蔵穀類を加害する主なPenicillium属菌の培養７日後のコロニー直径［Pitt（1988）より抜粋］

　Penicillium属菌のPenicillium亜属（terverticillate Penicillium）には，P. expansum, 

P. viridicatum, P. crustosum, P. aurantioogriseum, P. griseofulvum，P. verrucosum

など，主要な穀類加害菌であり，マイコトキシンを産生する菌種が多数含まれて

いるが，形態分類の極めて難しいグループでもある．これらの菌種の同定に際し

て併用すると有用な培地としてCREA培地（Frisvad, 1985）がある．本培地では，

クレアチンの資化による生育および酸の生成による紫色培地の黄変程度が菌種に

より異なることを利用して菌種の識別を行う（図９）

　Pitt（1993）は，CREA培地を改良して，より明確な結果が得られる培地とし

てCREAD培地を報告している．本培地で培養した際の，生育および培地の変色

などから，Penicillium亜属菌を表８のように区分した．

CREAD培地 （Creatine Sucrose Dichrolan Agar）

クレアチン（1H2O） 3 g

ショ糖 30 g

KCl 0.5 g

MgSO4・7H2O 0.5 g

FeSO4・7H2O 0.01 g

KH2PO4 1 g

ZnSO4・7H2O 0.01 g

CuSO4・5H2O 0.005 g

クロラムフェニコール 0.05 g

ジクロラン 0.002 g

Bromocresol purple 0.05 g

寒天 20 g

蒸留水 1000 ml

pHを4.8に調整する．

亜属および種名 各培地および培養温度におけるコロニー直径（mm）

CYA, 25℃ MEA, 25℃ G25N, 25℃ CYA, 5℃ CYA, 37℃

Aspergilloides

　P. citreonigrum 20-27 22-26 11-14 G-MC 0 (-10)

　P. spinulosum 35-50 35-50 14-18 G-3 0

Farcutum

　P. citrinum 25-30 14-18 (-22) 14-18 0 0-10

　P. raistrickii 35-45 40-45 18-26 (G-) 2-4 0

Penicillium

　P. aurantiogriseum (28-) 30-35 25-35 20-24 2-5 0

　P. expansum (28-) 30-40 (-50) (18-) 20-40 (-45) 17-22 2-4 0

　P. granulatum 22-28 16-22 16-20 MC-5 0

　P. griseofulvum 20-25 (-30) 15-25 18-22 (MC-) 3-4

　P. puberumum 25-30 22-28 20-22 MC-4 0

　P. viridicatum (26-) 28-32 (-34) 25-30 (18-) 20-22 (-24) 2-5 0

　P. verrucosum 15-25 12-15 16-20 2-4 0

Biverticillium

　P. isladicum 20-25 15-22 4-9 0 0

　P. purpurogenum 15-25 (-30) 22-35 MC-6 0 12-22

　P. rugulosum 4-8 (-12) 10-20 2-8 0-G 0 (-4)

注）G，発芽；MC，微少なコロニー

図９． CREA培地で培養した

P. expansumのコロニ

ー裏面の黄変

CREA培地（Creatine Sucrose Agar）

クレアチン（1H2O） 3 g

ショ糖 30 g

KCl 0.5 g

MgSO4・7H2O 0.5 g

FeSO4・7H2O 0.01 g

K2HPO4・3H2O 1.3 g

Bromocresol purple 0.05 g

寒天 15 g

蒸留水 1000 ml

pH8.0±0.2（オートクレーブ後に調整）
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表８．Penicillium属Penicillium亜属菌のCREAD培地における生育

　　　および培地の反応［Pitt（1993）より抜粋］
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