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Studies on the bacteria produce the antibacterial substances
on the Mens of Kendo

Kazuyuki TANAKA, Masataka NARA, Nozomi KATO, Kozaburo SHIBATA and Shoji IGAWA

Abstract: We have previously shown that it important for safe practice in sports to isolate bacteria 
from sports institutions and sporting equipment and take appropriate measures for the prevention of 
epidemics when necessary. On the Mens of Kendo, when the count of bacteria increased, the count of 
fungi decreased, and vice versa (mirror image phenomenon was repeated). These results showed a 
negative correlation between proliferation of fungi and bacteria on the Mens, as observed with 
Wrestling Mats and Judo Mats. In this study, antimicrobial activities of culture supernatants of bacteria 
isolated from the Mens were examined by the paper disc method. The culture supernatant of a 
bacterium showed growth inhibition against several kinds of fungi and, also bacteria. This strain 
remarkably inhibited the growth of Penicillium chrysogenum and Micrococcus luteus on potato-glucose 
agar medium. The strain was identifi ed as Paenibacillus sp. using the method of the 16S rDNA analysis. 
Based on the above fi ndings, the bacterium may be useful for disinfection of Kendo equipments in the 
future.
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他のスポーツ競技施設1,2)と同様に，ミラーイメージを
示すことを明らかにした。このような現象が起こる原
因には，奈良ら，加藤らがスポーツ競技施設で見いだ
した抗菌様物質を産生する真菌，辻らにより発見され
た細菌による抗菌活性物質の関与が考えられる。われ
われは「面」から新たに抗菌効果を示す特異的な細菌
を分離同定し，当細菌が「面」の殺菌に有用である可
能性が示唆されたので報告する。

2.　方　　法

1）細菌，真菌の採取
N体育大学の剣道防具「面」から毎月無作為に 5個
を選び，1年間継続的に採取した。「面」の内側側顎部
領域より，カウントタクトおよびカウントタクトアプ
リケーター（Sysmex）を用いて圧力 500 g，10秒間の
条件で採取し，培養した。カウントタクトには普通寒
天培地およびサブロー寒天培地を用いた。培養後，カ

1.　緒　　言

先に，われわれはスポーツ競技施設柔道場の畳およ
びレスリング場のマットにおける細菌と真菌との個数
の増減が，ミラーイメージを示すことを報告した1,2)。
奈良ら3)は柔道場畳から真菌を分離同定し，抗菌様物
質を産生する真菌をみいだした。また，加藤4)は柔道
場畳から分離された真菌が産生する抗菌様物質の殺菌
効果を超微形態学的に確かめ，真菌と細菌との個数が，
年間を通してミラーイメージを示す主な原因である可
能性を明らかにしている。1990年，辻ら5)は，細菌が
真菌に対して強い生育阻害作用を示すことを報告して
いる。更に，辻ら6)は抗菌活性物質の性状について検
討し，当物質の分離，精製を試み，得られた標品が
Helminthosporium oryzaeおよび Pyricularia oryzaeの増
殖を抑制することを見いだしている。今回，剣道防具
「面」から細菌および真菌について年間を通して継続的
に採取し，「面」における細菌と真菌の個数の増減が，
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ウントタクト上に増殖した細菌および真菌のコロニー
を観察し，個数の計測と分離培養を行った。

2）抗真菌効果を示す細菌の同定
細菌は PCR法を用いて 16S rDNA領域を増幅した。
次に，得られた PCR産物を精製した後，16S rDNA
の全長の塩基配列をシーケンスし，国際塩基配列デー
タベースによる相同性検索，系統解析により同定を
行った。

3）走査型電子顕微鏡観察
同定された Paenibacillusは 24時間液体培養し，

2.5％グルタルアルデヒドで 2時間，4°Cで固定し，エ
タノール系列で脱水後，酢酸イソアミルに置換した。
その後，臨界点乾燥を行い，白金をコーティングした。
試料は走査型電子顕微鏡（JSM-6460LV, JEOL）により
加速電圧 10 KVで観察，撮影した。

4）ペーパーディスク法
分離された真菌はサブローデキストロースブロスで

28°C，120–168時間振盪（1分間 110ストローク）培
養し，細菌は普通ブイヨンで 35°C，24時間振盪培養
した。Paenibacillusはポテトデキストロースブロスで
37°C，24–192時間振盪培養したものをペーパーディス
ク法に用いた5)。ポテトデキストロース寒天培地（日水
製薬）上に，表 1に示した各種供試真菌液を混釈した
同寒天培地 8 mlを重層した。同様に各種供試細菌には
ミュラーヒントン寒天培地（日水製薬）を用いた。そ
の後，Paenibacillus培養液を遠心し，その上清を 115°C，

表 1 Paenibacillusの抗真菌，抗細菌効果

Paenibacillusの培養液（方法を参照）による真菌，細菌に対
する阻害効果を示す。各真菌，細菌の周囲に形成された阻
止円の直径を 11 mm未満を（–），11–15 mm（+），16–20 mm
（++），21 mm以上を（+++）で表している。

図 1 年間における「面」の細菌および真菌の個数の動態
N体育大学の剣道防具「面」の細菌，真菌の個数について 1年間の継続的な調査を行ったものである。すなわち，細菌の個
数が減少すると，真菌の個数に増加がみられる。この様な現象が年間を通して繰り返される。いわゆる，細菌と真菌の個数
がミラーイメージを示す現象を見いだした。（ 細菌， 真菌）
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13菌種および Penicillium chrysogenum, Aspergillus
niger, Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida
tropicalisに，それぞれ阻止円の形成が認められ，細菌
のMicrococcus luteusに対しては顕著な阻止円の形成が
認められた（表 1）。図 5は Penicillium chrysogenumに
形成された阻止円を示している。

4.　考　　察

真菌感染症の化学療法は細菌感染症に比べていまだ
立ち遅れており，特に深在性真菌症の患者数は年々増
加していると言われている9)。わが国における深在性真
菌症の代表的なものはカンジダ症，アスペルギルス症，
クリプトコッカス症などである。これらは近年の広域
細菌抗生物質，ステロイドホルモン，免疫抑制剤，制

10分間，高圧蒸気滅菌器で処理し，それをペーパー
ディスク（直径 10 mm, ADVANTEC）に 80 μl含ませ
寒天培地上に置き，28°Cで 72–120時間培養後，形成
された阻止円を観察した7)。

3.　結　　果

図 1は N体育大学剣道防具「面」の年間における
月毎に採取した細菌および真菌の個数の動態を表して
いる。「面」から採取された細菌の個数は平均 5.1 ×
10 CFU/25 cm2で，真菌は 2.4 × 10 CFU/25 cm2であっ
た（図 1）。細菌の個数の減少は 3月から 7月，9月か
ら 10月の間に認められ，一方，8月と 11月には，増
加がみられた（図 1）。真菌の個数は 3月から 7月に増
加し，8月と 11月に減少していることが分かる（図 1）。
すなわち，細菌と真菌の個数の動態はミラーイメージ
を示している（図 1）。
被検細菌は，ポテトデキストロース寒天培地上でム
コイド状のコロニーを形成するグラム陽性，通性嫌気
性の芽胞形成桿菌8)であった。図 2は，被検細菌の走
査型電子顕微鏡像で，約 0.7 × 1.5～ 2.5 μmの桿状形態
が観察される。当細菌は 16S rDNA塩基配列の解析を
行った結果，Paenibacillus属の一種であることが分かっ
た（図 3）。
図 4は Paenibacillusの抗真菌効果を経時的に測定し
た結果である。Paenibacillusの培養液によるペーパー
ディスク法処理の結果，120時間前後培養したものの
阻止円の直径が最大となることが分かった（図 4）。
表 1は，各種真菌および細菌について，Paenibacillus
の抗真菌，抗細菌効果をペーパーディスク法で測定
した結果である（表 1）。「面」より分離された真菌

図 2 Paenibacillusの走査型電子顕微鏡像
スケールは 2 μmを示す。

図 3 Paenibacillusの同定
細菌の 16S rDNAの全長の塩基配列から，国際塩基配列で検索同定を行ったものである（系統枝の分岐に位置する数値は
ブートストラップ値を示す）。
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い，抗菌活性が低い，作用が静菌的であるなどの欠点
があり，新しい抗真菌剤の開発が切望されている9–11)。
本研究では，剣道防具「面」から細菌および真菌に
ついて年間を通して継続的に採取し，柔道場畳やレス
リング場マットと同様に，細菌と真菌との個数の増減
が，ミラーイメージを示す現象を確認した（図 1）。剣
道防具は一度購入すると使用不能になるまで長期間に
わたって，ほとんど十分な洗浄をすることなく使用す
るのが一般的であるとされているため12,13)，先に，田中
ら14,15)は，衛生学，公衆衛生学や疫学の見地から，自
動細菌同定装置を応用し，初めて年間を通して剣道防
具「面」の細菌叢を構成する 17属 46菌種の細菌を分
離同定した。現在，「面」由来真菌についても 28S rDNA
塩基配列解析により分離同定を試みている。
次に，「面」から分離された細菌 Paenibacillusの抗真
菌様物質産生の条件，抗真菌，抗細菌効果および
Paenibacillusの性状について検討を行った。すなわち，
「面」から採取された真菌をコロニーの色や形状および
光学顕微鏡観察による形態学的な特徴16)によって分類
し，そのようにして分離された真菌 13菌種および
Penicillium chrysogenum, Aspergillus niger, Candida属
5菌種と各種細菌に対する Paenibacillus培養液の抗
真菌，抗細菌効果をペーパーディスク法で調べた。
その結果，「面」由来真菌 13菌種および Penicillium
chrysogenum, Aspergillus nigerなどの糸状菌や Candida
albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalisなどの酵
母様真菌，さらに，各種細菌に対して阻止円の形成が
認められた（表 1）。特に，「面」より分離された真菌
13菌種中の 7菌種およびPenicillium chrysogenum，「面」
の細菌叢で高頻度に分離されるMicrococcus luteusに
は強力な増殖阻害効果を示した（表 1）。本細菌は「面」
に見られる真菌や細菌に対して強力な増殖阻害効果を
示すことが判った（表 1）。
今回，われわれは「面」由来の Paenibacillusが，真
菌のみならず細菌に対しても増殖阻害効果を示すこと
を新たに見いだした（表 1）。特に，「面」にみられる
真菌や細菌には強い効果を示す傾向がみられた
（表1）。このような細菌による抗真菌効果に関する研究
は極めて限定されているが，Bacillus属の細菌が産生す
る抗真菌抗生物質としてMycobacillin, Bacillomycin,
Fusaricidinなどが知られている17,18)。従って，今回分
離された Paenibacillusの産生する抗真菌様物質の分離
精製，抗真菌や抗細菌作用機作の解明が今後の重要な
研究課題であると思われる。

5.　結　　語

剣道防具「面」の真菌と細菌との個数の増減がミ
ラーイメージを示す現象を明らかにした。同時に，

がん剤などの使用による医原的誘因，あるいはエイズ，
白血病，腎移植などの基礎疾患素因などにより免疫学
的，生理学的に感染抵抗性の低下した患者，すなわち
易感染性宿主が感染する日和見感染型真菌症であり，
その発生率は著しく上昇しているといわれてい
る10,11)。一方で，わが国で深在性真菌症に使用されてい
る抗真菌薬は，ポリエンマクロライド系抗生物質アム
ホテリン B，フロロピリミジン系のフルシトシンおよ
びアゾール系のミコナゾール，フルコナゾール，イト
ラコナゾールなどが挙げられるが，それぞれ毒性が強

図 4 Paenibacillusによる抗真菌効果の測定
Paenibacillus培養液を経時的に採取し，ペーパーディ
スク法を用いて，Penicillium chrysogenumの周囲に形
成された阻止円の直径を測定したものである。

Paenibacillus培養液による Penicillium chrysogenumの
阻止円形成
ディスク（右側）は Paenibacillusを培養し，その培養
液を用いてペーパーディスク法により Penicillium 
chrysogenumについて検定を行ったものである（方法
を参照）。ディスクの周辺部に顕著な阻止円の形成が見
られる。左ディスク Cは対照を示す。
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「面」から分離同定した特異的な細菌による抗菌試験
を試みた。すなわち，「面」から採取された細菌の培
養液を，高圧蒸気滅菌器で処理した後，各種の真菌，
細菌に対するペーパーディスク検定試験による抗菌
効果の調査を行った。その結果，細菌には抗真菌効果
と同様に抗細菌効果もみられることが新たに分かっ
た。細菌の培養液による顕著な阻止円の形成は真菌
Penicillium chrysogenumと細菌Micrococcus luteusとに
認められた。抗菌効果を有する細菌は，16S rDNA塩
基配列を基に，Paenibacillusと同定された。Paenibacillus
は今後，「面」の消毒などの衛生管理に有用な細菌であ
る可能性が示唆される。
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