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システインの Cladosporium cladosporioides 増殖抑制効果
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When Cladosporium cladosporioides was cultured with cysteine, its growth was completely inhibited statically. The
growth of C. cladosporioides cultured on potato-dextrose agar plates was also inhibited by the addition of cysteine. The
production of ATP in C. cladosporioides was inhibited by cysteine. When a silicone block was incubated with C.
cladosporioides, the surface of the block was coated with the bioˆlm of C. cladosporioides. However, the block contain-
ing cysteine was not covered with bioˆlm. These results indicate that cysteine is useful as a material to prevent the growth
of C. cladosporioides.
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緒 言

Cladosporium cladosporioides は，黒カビの一種

であるが，ヒトに対して病原性を示すことはなく，

稀に，アレルギーを誘発することが知られている真

菌である．1)本菌は，浴室や洗面所など湿気の多い

所に発生し，黒く変色することから視覚的に認知さ

れ易く洗浄の対象とされている．この除菌には，主

に市販の塩素系洗剤が使用されるが，塩素系洗剤は

ヒトに対して毒性があり，環境に対しても有害な物

質である．2) C. cladosporioides は自然界に広く分布

し，胞子を飛散させて生息域を拡大していく性質が

あり，浴室などに発生した黒カビを除去しても，胞

子が容易に屋内に侵入し，再び，壁などが汚染され

る．3)このように根絶が困難な微生物による汚染に

対し，塩素系洗剤のような有害物質を恒常的に使用

し続けることは，保健・環境衛生的によいこととは

言えない．

そこでわれわれは，人体や環境に対して無害で，

C. cladosporioides の増殖を抑制できる物質の検索

を行った．人体に対して無害という観点から，アミ

ノ酸類の C. cladosporioides の増殖抑制効果を検討

したところ，システインに，本菌の増殖抑制効果の

あることを見出したので報告する．

方 法

1. 菌株 C. cladosporioides NRBC4457 は，

独製品評価技術基盤機構より購入した．また，C.

cladosporioides IFO52184, IFO40883, IFO41450,

IFO41449 株は，千葉大学真菌医学研究センターよ

り分与された．これら菌株は，ポテトデキストロー

ス培地中 27°C で静置培養することで培養液表面に

バイオフィルムを形成する性質があり，胞子は，こ

のバイオフィルム上に発生することから，培地表面

を洗浄することで胞子の回収を行った．

2. アミノ酸による C. cladosporioides 増殖抑制

効果 ナカライテスク株より購入したアミノ酸

（リシン，フェニルアラニン，ロイシン，イソロイ

シン，メチオニン，バリン，スレオニン，トリプト

ファン，ヒスチジン，アルギニン，グルタミン，プ

ロリン，グリシン，グルタミン酸，アスパラギン

酸，システイン，チロシン，セリン，アラニン，ア

スパラギン）をポテトデキストロース培地（シグマ

社）に溶解（10 mg/ml），これをろ過滅菌したもの
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を実験に使用した．96 穴プラスチック製培養プ

レート（Nunclon Delta Surface, Nunc 社製）に各ア

ミノ酸溶液 100 ml と C. cladosporioides NRBC4457

株胞子懸濁液（最終濃度 4×105 cells/ml，ポテトデ

キストロース培地）10 ml を加え，27°C で静置培養

を行った．培養開始 1 又は 8 日目に，ImmunoMini

NJ2300 (Inter Med, USA）を用いて濁度（OD620

nm）を測定し，その値を菌量として結果に示した．

使用したアミノ酸のうち，チロシンは完全に溶解で

きなかったので，飽和溶液として実験に使用した．

また，システインの有効濃度を確認するために，

システイン溶液（0.1, 1.0, 10.0 mg/ml）100 ml と

C. cladosporioides NRBC4457 株胞子懸濁液（4×

105 cells/ml，ポテトデキストロース培地）10 ml を

加え，27°C で 3 日間静置培養を行い，培養後，前

述の方法で，濁度を測定した．

3. システインの C. cladosporioides 最小発育阻

止濃度測定 システインのポテトデキストロース

培地溶液（20.00, 10.00, 5.00, 2.50, 1.25, 0.60, 0.30

mg/ml）50 ml に，各種 C. cladosporioides 胞子懸濁

液（最終濃度 8×104 cells/ml，ポテトデキストロー

ス培地）50 ml を加え，96 穴プラスチック製培養プ

レート中で，27°C，6 日間培養を行い，培養 0 日目

と 6 日目の濁度を上記と同様の方法で測定した．菌

の増殖が認められなくなったシステインの濃度を最

小発育阻止濃度（Minimum Inhibitory Concentra-

tion: MIC）とした．

4. システイン含有寒天培地上での C. cladospo-

rioides 増殖性 システイン（1, 10 mg/ml）を配

合したポテトデキストロース寒天培地を作成し，そ

の表面に C. cladosporioides NRBC4457 胞子（4×

104 cells）を塗布し，27°C で 3 又は 25 日間静置培

養後，増殖状態を観察した．

5. システイン処理 C. cladosporioides の ATP

産生能 C. cladosporioides NRBC4457 胞子懸濁

液（4×104 cells/ml）90 ml をルミチューブ（Kikko-

man 社製）に加え，ここにシステイン溶液（100,

10, 1 mg/ml）10 ml を加えたのち，27°C で 2 時間静

置培養した．培養後の菌体内 ATP 量は，ルシフェ

ロール 250 プラス（Kikkoman 社）を用いて測定し

た．すなわち，菌懸濁液に ATP 抽出試薬 100 ml を

加え，20 秒間撹拌後，発光試薬 100 ml を加えたの

ち，発光量を Minilumat Luminometer（Berthold

社，Germany）を用いて測定した．

C. cladosporioides NRBC4457 胞子は，培養開始

4 時間目から発芽することを予備実験で観察してお

り，培養 2 時間目ではシステイン添加群と未添加群

で菌数に変化がないことを確認していることから，

ATP 産生量の比較において，一定菌数当たりの

ATP 量に換算する処理は行わなかった．

6. システイン配合シリコーンでの C. cladospo-

rioides 増殖性 シリコーン系充てん剤バスコー

ク N（セメダイン株）に，システインを 50, 10, 1

％で配合し，室温で 24 時間放置し乾固させた．こ

のシステイン配合シリコーンを，121°C，20 分間の

高圧蒸気滅菌で処理し，実験に使用した．C.

cladosporioides NRBC4457 胞子懸濁液（ 4 × 104

cells/ml）1 ml を 24 well プラスチックプレートに

加え，この懸濁液中に各種システイン配合シリコー

ンを浸し，27°C で 25 日間静置培養を行い，シリ

コーン表面のバイオフィルム形成状態を観察した．

7. 統計処理 得られた実験結果は，Student's

t検定により統計処理を行った．

結 果

1. アミノ酸による C. cladosporioides 増殖抑制

効果 各種アミノ酸溶液（最終濃度 10 mg/ml）

に，C. cladosporioides NRBC4457 胞子懸濁液を加

え，本菌の増殖に及ぼすアミノ酸の影響を検討し

た．その結果，培養開始後 1 日目では，20 種類の

アミノ酸中 9 種類のアミノ酸で，C. cladospo-

rioides の増殖速度が有意に抑制される傾向が認め

られた（Fig. 1(A)）．しかし，これら 9 種類のアミ

ノ酸のうちシステインを除く 8 種類のアミノ酸添加

群では，培養開始 8 日目の濁度が Control 群と同じ

値を示しており（Fig. 1(B)），これらアミノ酸の

C. cladosporioides 増殖抑制効果は極めて弱いこと

が明らかになった．一方，システイン添加群では，

培養開始 8 日目でも濁度の増加が認められず，ま

た，顕微鏡下での観察でも，C. cladosporioides は

胞子の状態で存在し，発芽・菌糸分裂している菌は

観察されなかった（Data not shown）．これらの結

果から，システイン添加群では，C. cladospo-

rioides の増殖が完全に抑制されていることが明ら

かになった．

また，培養液中のシステインを遠心洗浄により除
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Fig. 1. EŠects of Amino Acids on Growth of C.
cladosporioides NRBC4457

The spore suspension of C. cladosporioides NRBC4457 (4×104 cells/
ml) was mixed with each amino acid (ˆnal 10 mg/ml), and incubated at 27
°C for 1 or 8 days. After the incubation, the growth of C. cladosporioides
was measured as described in Materials and Methods. These results were
shown as mean±S.E. (n＝4). 1 p＜0.05 vs Control, 2 p＜0.01 vs Control,
3 p＜0.001 vs Control.

Table 1. EŠect of Cysteine on Growth of Several C.
cladosporioides Strains

MIC (mg/ml)

C. cladosporioides
NRBC4457 5.00

IFO52184 2.50

IFO40883 0.63

IFO41450 5.00
IFO41449 5.00

Fig. 2. EŠects of Cysteine on Growth of C. cladosporioides
NRBC4457

The spore suspension of C. cladosporioides NRBC4457 (4×104 cells/
ml) was mixed with cysteine (ˆnal 0.1, 1.0, 10.0 mg/ml), and incubated at
27°C for 3 days. After the incubation, the growth of C. cladosporioides was
measured as described in Materials and Methods. These results were shown
as mean±S.E. (n＝4). p＜0.001 vs Control.
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去し，ポテトデキストロース培地にこの菌を再懸濁

させると，C. cladosporioides 増殖が再開されるこ

と か ら （ Data not shown ）， シ ス テ イ ン の C.

cladosporioides 増殖抑制効果は殺菌的ではなく静菌

的であることが明らかになった．

C. cladosporioides NRBC4457 以外の株に対す

る，システインの増殖抑制効果検討を目的に，C.

cladosporioides IFO52184，IFO40883，IFO41450，

IFO41449 株に対するシステインの MIC を測定し

た．その結果，Table 1 で示したように，使用した

菌株すべての増殖がシステインにより抑制された．

2. システイン含有寒天培地上での C. cladospo-

rioides 増殖性 C. cladosporioides は，浴室の目

地に注入されるシリコーンやゴムパッキンなどの固

相表面に付着し，増殖することが多い．そこで，固

相表面で増殖する C. cladosporioides の増殖がシス

テインによって抑制可能か否かの検討を行った．1

mg/ml システイン含有ポテトデキストロース培地

で C. cladosporioides NRBC4457 を培養した場合，

培養 3 日目では，その増殖は著しく抑制されていた

（Fig. 2）．一方，1 mg/ml システイン含有ポテトデ

キストロース寒天培地表面に C. cladosporioides 胞

子を塗布して培養した場合，培養 3 日目で培地表面

全体に黒色の集落が形成されていた（Fig. 3）．こ

の結果から，固相表面上で増殖する C. cladospo-

rioides に対するシステインの抗菌効果は，液体培

地中での抗菌効果より低いことが明らかになった．

また，10 mg/ml システイン含有ポテトデキスト

ロース寒天培地表面では，培養開始 3 日目でも黒色

集落は観察されなかったが，培養 25 日目の観察で

は，黒色集落が増加している様子が観察されたこと

から，システインが C. cladosporioides に対し静菌

的に作用していることが示唆された．

3. システイン処理 C. cladosporioides の ATP

産生能 システインが C. cladosporioides ATP

産生経路に障害を引き起こしているか否かを明らか

にするために，システイン処理後の菌体内 ATP 量
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Fig. 3. Growth of C. cladosporioides NRBC4457 Cultured on Potato-Dextrose Agar Containing Cysteine
The spore suspension of C. cladosporioides NRBC4457 (4×104 cells/ml) was plated on potato-dextrose agar containing cysteine and incubated at 27°C for 3 or

25 days. After the incubation, the growth of C. cladosporioides was examined.

Fig. 4. Amount of ATP in C. cladosporioides NRBC4457
Treated with Cysteine

The spore suspension of C. cladosporioides NRBC4457 (4×104 cells/
ml)was mixed with cysteine (ˆnal 0.1, 1.0, 10.0 mg/ml), and incubated at 27
°C for 2 hours. After the incubation, the amount of ATP in C.
cladosporioides was measured as described in Materials and Methods. These
results were shown as mean±S.E. (n＝3). 1 p＜0.01 vs Control, 2 p＜
0.001 vs Control, RLU: Relative Light Unit.

Fig. 5. Bioˆlm Formation of C. cladosporioides NRBC4457
on Surface of Silicone Containing Cysteine

The silicone containing cysteine was cultured in the suspension of C.
cladosporioides NRBC4457 (4×104 cells/ml), and incubated at 27°C for 25
days. After the incubation, the bioˆlm formation was observed. A: Control,
B: 1％ of cysteine, C: 10％ of cysteine, D: 50％ of cysteine.

1142 Vol. 127 (2007)

を測定した．その結果，システイン処理した C.

cladosporioides NRBC4457 の ATP 量は，処理した

システイン濃度に依存して低下し，システイン濃度

10 mg/ml では，ATP 産生が完全に抑制された

（Fig. 4)．

4. システイン配合シリコーンでの C. cladospo-

rioides 増殖性 バイオフィルムとは，真菌や

細菌などの微生物が粘性のあるゲルを産生し，その

中に菌が入り込んだ状態のことである．4) C.

cladosporioides もバイオフィルムを形成する菌種

で，浴室壁面などのシリコーン部分表面にバイオフ

ィルムを形成し増殖する．われわれは，システイン

をシリコーンに配合することで，シリコーン表面へ

の C. cladosporioides バイオフィルム形成が抑制で

きるか否か検討を行った．異なる濃度でシステイン

を配合したシリコーン塊を作製し，C. cladospo-

rioides 懸濁液中で 25 日間培養後，シリコーン表面

のバイオフィルム形成状態を観察したところ，シス

テイン濃度依存的に，シリコーン表面でのバイオフ

ィルム形成が抑制された（Fig. 5）．
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考 察

C. cladosporioides は，黒カビと呼ばれるカビの

一種で，植物病原菌として自然界に広く分布してお

り，空気中に胞子を飛散させることによって，汚染

範囲が拡大していくと考えられている．5,6)また，こ

の菌は，バイオフィルム形成能が高く，浴室の目地

やゴムパッキンにバイオフィルムが形成されると，

菌体を汚染箇所から剥離させることが非常に困難と

なる場合が多い．本菌は分布範囲が広く，飛散した

胞子が容易に家屋に侵入するため，浴室の壁などに

発生した黒カビを除菌しても，すぐに再発生し，洗

浄や消毒だけで家屋内での本菌の発生を防止するこ

とは非常に困難である．そこで，われわれは，本菌

の増殖を抑制する成分を配合した部材を開発するこ

とによって，本菌の発生を抑制する試みを行った．

C. cladosporioides は，浴室の壁や水筒で使用さ

れるゴムパッキンなどヒトの生活環境に密接した場

所に発生し易いことから，本菌の増殖抑制を目的に

使用される成分は，ヒトに対して無害である必要が

ある．そこで，ヒトの身体を構成する 20 種類のア

ミノ酸が，C. cladosporioides 増殖抑制因子として

使用できるか否か検討を行った．その結果，実験に

使用した 20 種類のアミノ酸のうち，9 種類のアミ

ノ酸で，C. cladosporioides NRBC4457 の増殖速度

を抑制する効果のあることが明らかになった（Fig.

1）．しかし，これら 9 種類中 8 種類のアミノ酸で

は，菌の増殖は停止せず徐々に進行し，培養 8 日目

では，アミノ酸未添加群と同程度まで菌が増殖した

ことから，これら 8 種類のアミノ酸は，C. clado-

sporioides の増殖抑制物質としては応用困難である

と推察された．

これに対し，システイン添加群では C. clado-

sporioides NRBC4457 増殖が持続的に抑制されてお

り，システインが C. cladosporioides 抑制因子とし

て応用可能であることが示唆された（Fig. 1）．こ

の実験で使用したシステインの濃度（10 mg/ml）

は，一般に使用される抗真菌剤や殺菌・消毒剤に比

べて高いことから，この増殖抑制がシステイン特異

的な作用ではなく，浸透圧，pH など非特異的な要

因が原因である可能性が考えられた．しかし，分子

量がシステインと同程度若しくはシステインより低

いアミノ酸を用いた条件では増殖抑制が認められな

いことや，酸性又は塩基性アミノ酸の添加でも増殖

が抑制されないことなどから，浸透圧や pH 等の培

養環境の変化が原因による非特異的な増殖抑制効果

ではないと考えられた．

システインによる増殖抑制効果が，他の C.

cladosporioides でも認められるか否か，抗菌活性の

評価を行ったところ，使用した 4 種の菌株に対して

も，システインは増殖抑制効果を示した（Table

1）．この結果から，システインの抗菌活性は，C.

cladosporioides 全般に有効であることが予想され，

日常の生活環境で発生する自然界由来の C. clado-

sporioides に対しても普遍的に抑制効果を示すこと

が予想された．

本研究では，家庭内に付着し増殖する C. clado-

sporioides の予防方法の確立が目的であり，シリ

コーンやゴムパッキンなど固相表面での C. clado-

sporioides 増殖を阻止する方法の開発が最重要項目

である．そこで，システインの抗菌活性が，液相内

にある菌体にだけでなく固相表面で増殖する菌体に

対しても有効か否かの検討を行った．システインの

有効濃度を検討する目的で，異なる濃度のシステイ

ンをポテトデキストロース培地に溶解し，この培地

中での C. cladosporioides NRBC4457 増殖状態を濁

度を指標に観察したところ，システイン濃度が 1

mg/ml 以上で，菌の増殖が著しく抑制された（Fig.

2）．そこで，システイン濃度が 1 又は 10 mg/ml の

ポテトデキストロース寒天培地を作製し，これら培

地表面での C. cladosporioides 増殖状態を観察し

た．この培地は，C. cladosporioides にとって良好

な培養環境であり，この寒天培地上で本菌を培養す

ると，培養開始 3 日目で，寒天培地表面全体が黒色

の集落で覆われた（Fig. 3）．この増殖は寒天培地

へのシステイン添加で抑制することが可能であった

が，液体培地とは異なり 1 mg/ml のシステイン濃

度では，十分な抑制効果は得られず，システイン濃

度が 10 mg/ml で，C. cladosporioides 増殖の著し

い抑制が確認された．しかし，長期間培養を継続さ

せたところ，培養 25 日目には，黒色集落が寒天培

地表面に発生している様子が観察された．この結果

は，システインが殺菌的に作用しているのではな

く，菌に対して静菌的に作用していることを意味

し，また，C. cladosporioides はシステインによる

静菌状態が長期間持続しても，死滅しないことが明
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らかになった．また，寒天培地表面での C. clado-

sporioides 増殖を抑制するためには液体培地より高

い濃度のシステインが必要であることが明らかにな

ったが，これは，C. cladosporioides 増殖を抑制す

るためには，菌体周辺に一定濃度以上のシステイン

の存在が必要であることを意味しており，流動性が

ない寒天培地では，菌体周辺のシステインが消費さ

れて濃度が低下してしまうため，液体培地より高い

システイン濃度でなければ増殖抑制状態を維持する

ことができないと考えられた．

また，結果には示していないが，C. cladospo-

rioides は嫌気的条件下では増殖できない性質であ

ることから，本菌の増殖エネルギーは好気的呼吸経

路によって生成されていると考えられる．システイ

ン存在下で C. cladosporioides を培養したときの

ATP 産生量を測定したところ，システイン濃度依

存的に，ATP 産生が抑制されたことから（Fig. 4），

システインが好気的 ATP 産生経路の阻害を引き起

こしている可能性が示唆された．10 mg/ml システ

インは，ATP 産生を抑制し，菌の増殖を停止させ

ていたが，培地中からシステインを除去すると再び

菌は増殖を開始することから，ATP 産生阻害は，

システインによる不可逆的阻害ではなく，ATP 産

生経路の中にシステインにより可逆的に不活性化さ

れる部位があると推測された．

システインに C. cladosporioides 抗菌性が認めら

れたことから，シリコーンなどの建築材料にシステ

インが配合された状態でも，抗菌活性が発揮される

か検討を行った．市販のシリコーンは，粘性を保っ

た状態でチューブ内に充填されており，空気中で数

時間放置することでシリコーン塊を形成する．粘性

状態のシリコーンにシステインを配合することでシ

リコーン塊の形成が阻害されることも予想された

が，シリコーンにシステインを加え十分かく拌後，

空気中で放置すると，システインを配合していない

シリコーンと同様に，数時間でシリコーン塊を形成

した（Data not shown）．このことから，シリコー

ンにシステインを配合してもシリコーン凝固には影

響がなく，システインが充てん剤としてのシリコー

ンの性質を損なわないと考えられた．システイン配

合シリコーンを，C. cladosporioides 懸濁液中に浸

し，培養を行ったところ，Fig. 5 で示すように，シ

ステイン含有率が 10％以上のシリコーン塊では，

シリコーン表面へのバイオフィルム形成が著しく抑

制されており，システインによる C. cladospo-

rioides 増殖阻害効果が持続的に奏効していること

が明らかになった．

本研究では，システインが C. cladosporioides の

増殖抑制素材として応用可能であることを明らかに

した．システインは，サプリメントとして服用され

るほど，ヒトに対して安全性の高い物質であるの

で，建築部材や水筒・弁当箱のパッキンなどに配合

しても，使用者に悪影響を与えることなく，長期に

渡って C. cladosporioides の発生を抑制できること

が予想された．
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