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Abstract 
Between 2006 and 2010, a total of 12 semi-free ranging marsupials comprising 10 Petrogale xanthopus and two 

Macropus giganteus died at the Itozu no mori Zoological Park (Kitakyushu, Fukuoka, Japan). From our 
postmortem examinations, 541 nematodes in total were obtained from the stomachs of the deceased marsupials. 
The nematodes belonged to the subfamily Cloacininae (Strongylida: Chabertiidae). The nematodes obtained from P. 
xanthopus were identified as Rugopharynx australis, Cloacina pearsoni, Cloacina hydriformis and Macroponema 
beveridgei, while the nematode from M. giganteus was identified as a Cloacina sp. member. This is the first record 
of C. pearsoni and M. beveridgei obtained from P. xanthopus. Measurements and photographs of the nematodes are 
provided herein to assist future continuous surveillance of them. 
 
Keywords:  Cloacininae, Japan, Macropus, Petrogale, semi-free ranging marsupials 
 
 

Introduction 
Many helminthological reports have focused on 
nematodes in free ranging marsupials from Australia 
since the 1930s (Beveridge and Chilton, 1999; 
Beveridge et al., 1985; Hoste and Beveridge, 1993; 
Johnston and Mawson, 1938, 1940; Pamment et al., 
1994; Spratt et al., 1991). However, no cases of 
nematode infections in semi-free ranging marsupials 
have been reported in Japan, with the exception of our 
preliminary report on heavy strongylid infections, as 
was determined by fecal examinations (Sotohira et 
al.,2016). Better understanding of the helminthological 
background of captive marsupials is an important 
prerequisite for maintaining their health. Therefore, we 
present here the results of a direct survey of parasitic 
nematodes from marsupials kept in a zoological park 
in Kyushu, Japan. 

 

Materials and Methods 
Between 2006 and 2010, 12 semi-free ranging 
marsupials, 10 Petrogale xanthopus, and 2 Macropus 
giganteus died in the Itozu no mori Zoological Park, 
Kitakyushu, Fukuoka, Japan. Postmortem 
examinations were performed for all these cases. As a 
result, parasitic nematodes were observed in the 
stomachs of all the marsupials we examined, and a 
total of 541 nematode specimens were obtained (Fig. 
1). The parasitic nematodes were fixed and preserved 
in 70 % ethanol, and the specimens were examined 
microscopically in lacto-phenol solution. Nematode 
measurements and drawings of them were done with 
the aid of a camera lucida, OLYMPUS Model 
BH2-DA. The specimens have been deposited in the 
Wild Animal Medical Center (WAMC), Rakuno 
Gakuen University, Hokkaido, Japan (WAMC-As-Nos. 
9115-9121, 9565-9567, 9897 and 10363). 
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Abstract
This study focuses on improvements of in vitro functionalities in fruiting bodies of Auricularia polytricha (Cloud Ear 
Mushroom) when they were cultivated elaborate media including food industrial residues; fermented bagasse and 
brown sugar shochu lees.  Total  polyphenol (TPP) concentrations and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical 
scavenging activities of the fruiting bodies were not intensively affected by the differences of the media including the 
residues or not.  The highest beta-glucan content was obtained by the cultivation with the medium containing 85% 
bagasse and 10% brown sugar shochu lees.  Immunostimulation effects of the fruiting bodies on mouse RAW 264 
macrophage-like cells were observed in any media tested although the same medium which provided the highest 
beta-glucan content showed the minimum activity.  This discrepancy may suggest a possibility of the presence of 
other immunomodulative substances except for beta-glucan in the mushroom.  Combining these, some functional 
components might be absorbed or induced from the modified media through the growth of fruiting bodies in addition 
to the native constituents.

はじめに
　アラゲキクラゲ(Auricularia polytricha)は，キク
ラゲ科キクラゲ属のキノコであり，中華料理のキ
クラゲとして知られる独特の食味・風味を持つ身
近な食材である1 )。その消費量のほとんどを中国
からの輸入に頼っているため，近年では食の安全
性の観点から国産栽培品の増産への期待が高まっ
ている2)3)。今日，資源再利用あるいは未利用副産
物の有効利用を目的としたキノコ栽培が注目され
るなか4)5)，我々は，これまで焼酎粕やでん粉粕な
どの食品製造残渣を，エリンギ (Pleurotus eryngii) 
6)，ヤマブシタケ (Hericium erinaceus) 7)8)やヒラタ
ケ (Pleurotus ostreatus) 9)10)などのキノコ栽培用の培
地基材および栄養剤として有効利用する研究を進
めてきた。最近，アラゲキクラゲについても，発
酵バガスや黒糖焼酎粕を培地に加えることによ
り，従来培地に比べ高い収量で子実体が得られる
ことを見出した11)。
　一方，食による生活習慣病予防への関心の高ま
りを受け，キノコは機能性食材としても注目を集
めている12)。アラゲキクラゲについても，抗酸化
性・脂肪蓄積抑制作用13)，抗腫瘍作用14)や免疫調
節作用15)などの機能性が報告されている。さらに
未利用資源を含む培地で栽培したキノコにおいて
特定の機能性が向上することも知られており，リ
ンゴなどの剪定材を含む培地で栽培した鹿角霊芝
の脂質代謝調節作用16)や機能性多糖体17)について
の研究例がある。霊芝については子実体ではなく
菌糸体培養物ではあるが，２型糖尿病マウスに対
する血糖上昇抑制作用18)19)が認められている。こ
れまで我々は焼酎粕や発酵バガスなどの食品製造
残渣をヤマブシタケやアラゲキクラゲの栽培培地
に利用することにより，子実体のマクロファージ

に対する抗炎症作用の促進8 )や機能性成分のβ-グ
ルカン含量が増大11)することを報告してきた。
　本研究では，発酵バガスや黒糖焼酎粕を含む培
地で栽培することにより，total polyphenol (TPP)濃
度，1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)ラジカル
消去活性，β-グルカン濃度およびマクロファージ
に対する免疫調節作用への影響について，アラゲ
キクラゲに対する作用を，ヤマブシタケおよびヒ
ラタケのそれと比較検討した。

方　法
1. 試料
　既報7)～11)にしたがい，アラゲキクラゲ(アラゲキ
クラゲ8 9号，森産業 (株 ) )，ヤマブシタケ ( K X -
YB044号，(株)キノックス)およびヒラタケ(H67号
(中生)，(株)キノックス)の菌糸を，各キノコ種に
適した培地配合条件を基本に，発酵バガス・黒糖
焼酎粕などの基材・栄養剤およびpH調整剤を含む
培地(Table１, Table２)に接種し，それぞれのキノ
コに適した温湿度条件で，アラゲキクラゲは1 6 0
日間11)，ヤマブシタケは58日間7)8)およびヒラタケ
は46日間9)10 )栽培した子実体を用いた。栄養剤を
黒糖焼酎粕のみとしたアラゲキクラゲ子実体A8に
おいては，黒糖焼酎粕の乾燥固形物が入手できず
20%での添加が困難であったため半分量の10%と
した(Table 1)。また比較対照のヤマブシタケおよ
びヒラタケについては，黒糖焼酎粕の代わりに甘
藷・麦焼酎粕を用い栄養剤の割合は 5 0 %とした
(Table 2)。
2. 試料抽出液の調製
　子実体を温風乾燥機(50～60℃)で乾燥後，粉砕
し粉末試料とした。
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　(1) 50% エタノール抽出液: 粉末試料0.5gに50%
エタノール10mLを加え10分間しんとう後，遠心分
離(16,200×g, 10min)により得られた上清を抽出液
とした。本抽出液はTPP濃度，DPPHラジカル消去
活性およびマクロファージ細胞に対するN O産生
の抑制・促進作用の測定に用いた。
　(2) アルカリ熱水抽出液: 粉末試料0.5gに2%KOH
溶液10mLを加えホモジナイズし，100℃-60分間オ
ートクレーブにより加熱した。遠心分離(16,200×g, 
10min)後に分取した上清200μLにアルコールを最
終濃度 8 0 %となるように加え，再度，遠心分離
(20,600×g, 10min)後，得られた沈殿を80%エタノー
ルで2回洗浄し，蒸留水1mLに加温溶解(55℃, 30 
min)した。本抽出液をCongo Red試薬によるβ-グル
カンの測定に用いた。
3. TPP濃度，DPPHラジカル消去活性およびβ-グル
カン濃度の測定
　既報 2 0 )にしたがい， T P P濃度はケルセチン
(Cayman Chemical Co., USA)を標準品としてFolin-
Denis試薬によりケルセチン相当量(mg-QE/100g)と
して，D P P Hラジカル消去活性はトロロックス

(Sigma-Aldrich Co. LLC., USA)を標準品としてトロ
ロックス相当量(μmol-TE/100g)として，ともに2-
(1)の50 % エタノール抽出液を用いて測定した。β-
グルカン濃度は大麦由来(1, 3:1, 4)-β-D-グルカン
(Megazyme Inc., USA )を標準品としてCongo Red法
21)により，2-(2)のアルカリ熱水抽出液を用いて測
定した。
4. マクロファージ細胞に対するNO産生の抑制・
促進作用の測定
　NO産生抑制(抗炎症)作用の測定: RAW264細胞を
リポ多糖体(LPS)により活性化し，試料抽出液を加
え2 4時間培養後の上清中のN O産生量を，自然酸
化物のNO2イオンとしてGriess試薬によるジアゾカ
ップリング反応により比色定量した。原法22)をも
とに，最適化した測定条件を以下に示した。
　(1) 細胞継代培養
　マウスマクロファージ様細胞株 RAW264 ((独)理
化学研究所バイオリソースセンター)を10%非働化
ウシ胎児血清(FBS)(10437-028, Gibco-Thermo Fisher 
Scientific Inc., USA)および1%ペニシリン−ストレプ
トマイシン(Sigma-Aldrich Co. LLC., USA)を含むD-
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MEM培地(D-5790, 和光純薬工業(株))からなる培養
液を用いてCO2インキュベータ内で培養し，75cm2

培養フラスコの増殖率が80～90%となったところ
で2, 3日毎に継代した。
　(2) 試液調製
　1) 1mg/mL LPS原液: E. coli由来のLPS(127-05141, 
和光純薬工業(株)) 25mgを25mLの蒸留水に溶解
し，1.5mLチューブに1mLずつ分注後-30℃で保存
した。用時，培養液で1000倍に希釈した。
　2) 20mmol/L ケルセチン原液: ケルセチン
(Cayman Chemical Co., USA) 60.4mgをDMSO 1mL
に溶解し，エタノール9mLを加えて混合後，2mL
チューブに1 m Lずつ分注し- 3 0℃で保存した。用
時，培養液で100倍に希釈した。
　3) 10 mg/mL フコイダン原液: フコイダン(F5631, 
Sigma-Aldrich Co. LLC., USA) 10mgを蒸留水1mLに
溶解し-30℃で保存した。用時，培養液で10倍に希
釈した。
　4) 0.25mol/L NO2イオン標準原液:  NaNO2（和光
純薬工業(株)）0 .862gを蒸留水に溶解し50mLと
し，遮光瓶に入れ4℃で保存した。用時，蒸留水
を用いて段階希釈し，25～100μmol/Lの標準溶液
希釈系列を作成した。
　5) Griess試薬: 0.1 % ナフチルエチレンジアミン
二塩酸塩(NED)(和光純薬工業(株))溶液; NED 200 
mg を水200mLに溶かした。1% スルファニルアミ
ド(SUL)(和光純薬工業(株))溶液; SUL 2gに21.25% 
H3PO4 (85％原液の4倍希釈液) 40mL を加えて溶か
し，蒸留水で全量を200mLとした。NEDとSULの2
液はいずれも 4 ℃で保存し，用時等量混合して
Griess試薬を調製した。
　(3) NO産生抑制(抗炎症)作用の測定
　細胞培養用96 wellプレートに1 μg/mL LPS 10 μL
をマルチチャンネルマイクロピペットを用いて全
てのwellに分注した。その後，比較対照には培養
液，陽性対照には200μmol/Lケルセチンおよび各
試料は抽出液の培養液による20倍希釈液(2 .5mg/
mL)を，それぞれ50μLずつ分注した(n=6)。次に
2×106 cells/mLに調整した細胞懸濁液50μLを各well
に分注し，CO2インキュベータを用いて37℃-24 hr
培養した。培養上清80μLを別の96 wellプレートに
分取し，NO2標準溶液希釈系列80μLを未使用well
に分注した。Griess試薬80μLを全てのウェルに分
注し室温で20分間放置した後，マイクロプレート
リーダ(Emax, Molecular Devices LLC., USA)を用い
て550nmにおける吸光度を測定し検量線からNO産

生量を求めた。比較対照に対する各試料wellの相
対NO産生率を求めNO産生抑制作用を評価した。
　(4) NO産生促進(免疫賦活)作用の測定
　上述の2-(3)NO産生抑制(抗炎症)作用の測定操作
におけるLPSの添加を比較対照wellのみとし，陽
性対照に1mg/mL フコイダン溶液を用いる以外は
すべて同様に操作し，各試料wellのNO産生率を求
めNO産生促進作用を評価した。
　(5) 細胞生存率の測定
　細胞増殖に対する試料の影響を評価するため，
ホルマザン試薬(WST-1)による細胞の代謝活性を
測定した。
　1) WST-1試薬: 5.5mmol/L WST-1溶液; WST-1((株)
同仁化学研究所)100mgをPBS溶液 (和光純薬工業
(株))27.9mLに溶かした後，15mL遠心チューブに
0.9mLずつ分注し-30℃で保存した。2mmol/L 1-
Methoxy PMS溶液; 1-Methoxy PMS((株)同仁化学研
究所)67.2mgを水100mLに溶かし4℃で保存した。
用時，WST-1溶液0.9mLに1-Methoxy PMS溶液 0.1 
mLおよびPBS 10mLを加えて混合した。
　2) WST-1アッセイ: 培養上清を除いたwell内の細
胞にWST-1試薬100μLを加え，フタをした後，イ
ンキュベータ内のアルミブロック上で37℃-1hr静
置した。マイクロプレートリーダを用いて，
450/650nmにおける吸光度を測定し，対照に対す
る各試料の相対生存率を求めた。

結　果
1. TPP濃度，DPPHラジカル消去活性およびβ-グル
カン濃度の測定結果
　(1) TPP濃度
　TPP濃度測定値の範囲は，アラゲキクラゲ，ヤ
マブシタケおよびヒラタケ，それぞれ57～74mg-
QE/100g, 746～916 mg-QE/100gおよび872～1100 
mg-QE/100gとアラゲキクラゲは明らかな低値を示
し，栽培培地条件による一定の傾向は認められな
かった(Fig.1A)。
　(2) DPPHラジカル消去活性
　D P P Hラジカル消去活性測定値の範囲は，アラ
ゲキクラゲ，ヤマブシタケおよびヒラタケ，それ
ぞれ308～563 μmol-TE/100g, 1,660～2,470 μmol-TE/
100gおよび1,080～1,680μmol-TE/100gと，アラゲ
キクラゲが最も低く，ヤマブシタケが最も高かっ
た(Fig.1B)。栽培培地条件の影響としては，ヤマブ
シタケとヒラタケにおいて，栄養剤の種類が甘藷
焼酎粕，麦焼酎粕および米糠の順に，D P P Hラジ
カル消去活性が上昇する傾向を示した。
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Fig. 2  Immunomodulatory effects of mushrooms on suppression (A) and promotion (B)
of NO release from RAW264 macrophage cells

A�

(a): NO release into the cell culture medium was measured by Griess reagent 
(b): Cell viability was evaluated for the cells after removal of the medium by WST-1 assay 
�C1: �00 µmol/L Quercetin 
�C2: 1 mg/mL Fucoidan � 
Results are expressed as mean ± SD (n=6)
Mushroom symbols at horizontal axis are corresponding to those in Table 1 or Table 2
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Fig. 1  Functional properties of mushrooms cultivated in different medium conditions
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　(3) β-グルカン濃度
　β-グルカン濃度測定値の範囲は，アラゲキクラ
ゲ，ヤマブシタケおよびヒラタケ，それぞれ7.1～
10.4 mg/g, 3.4～4.9 mg/gおよび0.3～1.9 mg/gとアラ
ゲキクラゲが明らかな高値を示した。栽培培地条
件による一定の傾向は認められなかったものの，
アラゲキクラゲ子実体A8(発酵バガス85%, 黒糖焼
酎粕10%培地)が最も高かった(Fig.1C)。
2. マクロファージ細胞に対するNO産生の抑制・
促進作用の測定結果
　(1) NO産生抑制作用
　NO産生率はすべての試料において70%以上であ
り，LPSによって誘導されたNO産生に対する抑制
作用は認められなかった(Fig.2Aa)。また細胞生存
率への明らかな影響も認められなかったが，アラ
ゲキクラゲの各試料は106～112%といずれも100%
を超える生存率を示した(Fig.2Ab)。
　(2) NO産生促進作用
　N O産生促進作用はアラゲキクラゲのすべての
試料において25～50%程度認められたが，ヤマブ
シタケおよびヒラタケには全く存在しなかった
( F i g . 2 B a )。アラゲキクラゲの培地条件の比較で
は，β-グルカンとは対照的に子実体A 8 (発酵バガ
ス85%, 黒糖焼酎粕10%培地)が最も低かった。こ
のときの細胞生存率もアラゲキクラゲは高値傾向
を示しA 8以外は1 0 0 %を超える生存率を示した
(Fig.2Bb)。

考　察
　本研究は，食品製造における副産物の発酵バガ
スや焼酎粕をキノコ栽培の培地に用いることによ
り，資源の有効利用とともにキノコ子実体の機能
性の向上をはかるものである。ここで用いた発酵
バガスは，サトウキビ搾汁残渣を屋内で2ヶ月間
発酵させたもので，(1,4)-β-D-グルカンのセルロー
スや高分子フェノール性化合物のリグニンなどの
繊維素や木質素とも言われる複雑な高分子化合物
がある程度分解を受けた状態にある9 )。一方，焼
酎粕は，甘藷や麦などのでんぷん原料が麹および
酵母による発酵を経て，アルコール留去後のクエ
ン酸をはじめとした有機酸や各種アミノ酸および
ミネラルなどを豊富に含む優れた栄養素を含む材
料である9)。
　発酵バガスを培地基材として焼酎粕を栄養剤と
して栽培したアラゲキクラゲのT P P濃度および
D P P Hラジカル消去活性は，通常用いられる広葉
樹おが屑と米糠を用いた場合(子実体A6)と大差な

く，むしろやや減少傾向にあった(Fig.1A,B)。ヤマ
ブシタケとヒラタケのD P P H消去活性について
は，培地基材のおが屑の広葉樹と針葉樹の違いに
関係なく，栄養素を含む材料の種類が甘藷焼酎粕
＜麦焼酎粕＜米糠の順に大きくなっており，子実
体の成長過程におけるポリフェノールなどの抗酸
化性成分の蓄積に，これらの栄養材が関係してい
るものと考えられる。これに対してβ -グルカン
は，発酵バガスを用いた子実体が高値傾向にあ
り，培地の発酵バガス含量が85%と最も高い子実
体A8において10.4mg/gと発酵バガスを含まないA6
の7.1mg/gに対して約1.5倍の高含量を示した(Fig.
1 C )。このことは繊維質の分解がある程度進んだ
発酵バガスの方が，子実体の成長過程におけるβ-
グルカンの合成において有利であることを示唆す
るものである。前報20)において，TPP濃度，DPPH
消去活性およびβ-グルカン濃度は，それぞれキノ
コ種に特異的な一定の値を持つことが自生キノコ
との比較から示された。ここで用いた栽培キノコ
の場合，培地組成が異なるため厳密な比較は出来
ないが，TPP濃度はヒラタケ，DPPHラジカル消去
活性はヤマブシタケおよびβ-グルカン濃度はアラ
ゲキクラゲと，それぞれ異なるキノコ種が最も高
い値を示しており同様に種特異性があると考えら
れる。
　マクロファージ細胞に対する免疫制御作用につ
いては，細菌由来の内毒素LPSにより誘導される
N O産生を共存する試料成分が抑制する作用を抗
炎症作用として，LPSを含まない状態で試料成分
がN O産生を誘導する作用を免疫賦活作用として
評価している22)。NO産生抑制作用はすべての試料
において認められなかったが，N O産生促進作用
がアラゲキクラゲについてのみ確認されている
(Fig.2Aa, 2Ba)。このことは，細胞生存率の測定に
おいてアラゲキクラゲのみが細胞代謝活性を上昇
させていることとも関係すると考えられる ( F i g .
2Bb)。このときアラゲキクラゲについてはNO産
生促進作用と細胞代謝活性の間に相関関係が認め
られており，発酵バガスおよびβ-グルカン含量が
最も高い子実体A8が逆にこれらの作用は最も低い
値となっている。
　免疫賦活作用成分に関しては，β-グルカンの関
与を考えるのが一般的だが，上述のようにβ-グル
カン濃度が最も高いアラゲキクラゲA8はむしろ低
い値を示している。この相反は，β-グルカンの測
定が熱水アルカリ抽出液であるの対して，マクロ
ファージ免疫制御系の測定は50%エタノール抽出
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液で行っているため，抽出溶媒の違いによる高分
子体の分子量や組成の相違に起因すると考えられ
る。いずれにしてもin  vitroでのマクロファージ活
性化を指標とした場合，アラゲキクラゲの免疫賦
活作用にはβ-グルカン以外の成分の関与が考えら
れる。
　以上の結果から，キノコ本来が持つ様々な機能
性成分に加えて子実体の成長過程を通して，異な
る培地組成を反映した機能性成分が吸収された可
能性，あるいは新たな機能性成分が誘導された可
能性が示唆された。
　

要　約
　本研究は，食品製造過程の副産物である発酵バ
ガスおよび黒糖焼酎粕を含む培地で栽培した 
Auricularia polytricha (アラゲキクラゲ)子実体のin 
vitroにおける機能性の向上について調査したもの
である。子実体のtotal polyphenol (TPP)濃度および
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)ラジカル消去
活性は，副産物の培地への添加の有無による大き
な影響を受けなかったが，β-グルカン含量は発酵
バガス85%および黒糖焼酎粕10%を含む培地で栽
培したときに最も高い値が得られた。一方，
RAW264マウスマクロファージ様細胞に対する活
性化作用は，全ての培地で栽培した子実体に認め
られたものの，β-グルカン含量が最も高かった培
地で栽培した子実体は逆に最も活性化能は低かっ
た。この相反現象から，キノコにはβ-グルカン以
外にも免疫制御に関わる成分が存在することが示
唆された。
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