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要 約

アカエゾマツ（Picea glehnii）はマツ科トウヒ属の常緑針葉樹であり、抗菌成分を含有することが報告されて
いるが、詳細な情報はほとんど知られていない。そこで、主要な乳房炎原因菌に対するアカエゾマツの抗菌活
性を評価した。ペーパーディスク試験において、アカエゾマツ精油は、黄色ブドウ球菌や大腸菌など、全ての
供試菌に明確な阻止円を形成し、他のマツ科植物と比較しても抗菌活性が高いことが示された。また、精油の
分子量を4つの分画に分けて活性を評価した結果、30kDa以下の成分中に抗菌成分が含まれていることが推測
された。黄色ブドウ球菌では精油と直接接触しなくとも阻止円を形成したことから、揮発性成分に対しても感
受性が認められた。一方、大腸菌には抗菌活性を示さなかったことから、両者に対して抗菌活性を示す成分は
異なる物質であることが示唆された。MICおよびMBC値はグラム陰性菌において高値を示したため、グラム陰
性菌はアカエゾマツ精油への感受性が低い傾向にあると考えられた。
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牛乳房炎は乳牛の病傷事故件数1，322，747件の約30％
を占め［1］、乳質・泌乳量の低下や抗生物質治療による
診療費や出荷制限により、経済的な損失が大きい［2］。
牛乳房炎の原因は主に細菌性であり［3］、環境性連鎖球
菌30．2％、大腸菌群20．4％、コアグラーゼ陰性ブドウ球
菌19．6％、黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus：S．
aureus）12．8％、その他17％であり、環境性乳房炎が問
題となっている［4-6］。乳房炎治療は抗菌剤の投与が主で
あるが、乳房炎治療目的の抗菌剤使用量は抗菌性飼料添
加物を含めた家畜への抗菌剤使用量のおよそ半分を占め
る［7］。従って、乳房炎治療に関わる抗菌剤使用による
薬剤耐性菌出現が危惧されるため、獣医師や生産者が抗
菌剤に対する正しい認識を持つこと［8］、および抗菌剤
を使わない代替療法が求められている。抗生物質の代替
療法として注目されている揮発性芳香化合物を含有する
植物由来の精油は、害虫や有害病原体の忌避作用、昆虫

や鳥への誘引効果、アトピー性皮膚炎の炎症抑制の他に、
多くの細菌に対して抗菌活性が報告されている［9-15］。
アカエゾマツは樹高30m以上、胸高直径1．5m以上に

達し、マツ科トウヒ属に分類される高木である［16］。北
海道を中心に分布し、岩手県の一部、サハリン島南部や
択捉島に小規模の自生地が観察される［16］。北海道にお
ける針葉樹の森林蓄積では、トドマツ、カラマツ類、エ
ゾマツに続いて、アカエゾマツは約6％を占めており、
栄養の乏しい土壌でも発育することから人工林は増加傾
向にある［17-19］。ピアノの反響板、盆栽、パルプ材の原
料となるが、耐久性が低いため建築材には向かず、需要
はそれほど多くない。また、アカエゾマツに限らず、間
伐材や伐採後の林地残材は多くが森林内に放置され、年
間約2，000万m3の未利用材が生じていることが報告され
ている［20］。「木材は循環利用が可能な優れた資源」とさ
れており、これらを有効利用できる可能性がある［20、21］。
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アカエゾマツに含まれる抗菌成分の全様は明らかに
なっておらず、澁谷ら［22］と佐野ら［23］の報告があるのみ
である。抗菌成分の1つであるデヒドロアビエチン酸は、
S. aureusのバイオフィルム形成に影響を与えるとされ
る［22、24］。しかし、他の細菌への抗菌活性に関する報告
はほとんどされていないのが現状である。
本研究では、アカエゾマツの乳房炎原因菌に対する抗

菌活性を評価し、これらを予防や治療に利用して乳房炎
の発生減少につなげることを目的とした。

材料と方法

1．供試菌株
乳房炎乳汁由来のS. aureus（9-D）、Streptococcus（Str.）

agalactiae（ATCC27956T）、Str. uberis（9-48-1A）、Str.
dysgalactiae（ATCC43078T）、Corynebacterium（C．）bo-
vis（ATCC7715T）、Escherichia（E.）coli（ATCC25922T）、
Klebsiella（K.）pneumoniae（MK-5）の7菌種を用い
た。S. aureus、E. coli、K. pneumoniaeはTrypticase Soy
Broth（日本BD、東京）、その他はBrain Haert Infusion
Broth（日本BD）に接種し、37℃で18～24時間培養した
ものを菌液とした。感受性試験では、マクファーランド
濁度0．5となるように滅菌生理食塩水で調整を加えた。
2．材料採取
アカエゾマツは、2016年8月に酪農学園大学構内、ま
た同年9月に北海道標茶町において採取した枝葉を用い
た。さらに、アカエゾマツの新芽も抽出原料として使用
した。
精油には、アカエゾマツ、ヒノキ（Chamaecyparis ob-

tusa）、ヒバ（Thujopsis dolabrata var. hondae）、トド
マツ（Abies sachalinensis）、カラマツ（Larix kaempferi）
の5種類を用いた。ヒノキ、ヒバは市販の精油を購入し、
トドマツ、カラマツは一般社団法人マザーフォレストか
ら分与されたものを使用した。アカエゾマツは風乾後、
枝切りバサミで枝葉を細断して原料とした。この他、新
芽のみを原料として抽出に用いた。原料から水蒸気蒸留
法で精油と芳香蒸留水を抽出し、試験に使用するまで遮
光瓶に入れて4℃で冷蔵保管した。なお、アカエゾマツ
精油は50％ジメチルスルホキシド（DMSO：和光純薬、
大阪）で、分子量を30kDa以上、30kDa以下、3kDa
以上、3kDa以下の4分画に調整分離した。
3．ペーパーディスク試験
抗菌物質として精油と芳香蒸留水を用いた。アカエゾ

マツ精油には、4つの分画に分けたものと、新芽および
枝葉の2つの部位から抽出したものを用意した。S.

aureus 、E. coli、K. pneumoniaeにはMuller Hinton II
Agar（MHA：日本BD）、残りの菌種にはMHAに5％
脱線維素馬血液を添加した血液寒天培地を使用した。調
整済みの菌液100µlを培地に接種し、抗菌物質20µlを
添加したペーパーディスク（直径8mm、Thick、AD-
VANTEC、東京）を培地上に設置した。その後、37℃
で18～24時間培養して形成された阻止円の直径を計測し、
抗菌活性の評価を行った。アカエゾマツ精油のみ、ペー
パーディスクを培地に接触しないようにシャーレの蓋側
内壁に設置し、揮発性成分の抗菌活性も評価した。
4．最小発育阻止濃度（MIC）および最小殺菌濃度
（MBC）
20％DMSOに溶解したアカエゾマツ精油を抗菌物質
として用いた。Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute（CLSI）のガイドラインに準拠した微量液体希釈
法により、MICを決定した。抗菌物質は終濃度0．048828
µl/ml～25µl/mlの範囲で2倍階段希釈を行った。MBC
試験はMIC試験に続けて実施した。細菌増殖が見られ
なかったウェルから菌液100µlをMHAに接種し、37℃
で18～24時間培養後、コロニーの形成が見られなかった
最小の濃度をMBCとした。

成 績

1．被験菌に対する精油の抗菌活性
供試菌全てに明確な阻止円を形成したのは、ヒバとア

カエゾマツのみであった（図1および表1）。最も大き
な阻止円が観察されたのはヒバであり、アカエゾマツは
ヒバに続いて大きな阻止円を形成した。ヒノキ、トドマ
ツ、カラマツはS. auresus（グラム陽性菌）に対しては
阻止円を形成したが、E. coliやK. pneumoniae（グラム
陰性菌）に対しては阻止円を形成しなかった。いずれの
精油においてもグラム陽性菌と比べてグラム陰性菌では
阻止円が小さい傾向にあった。
アカエゾマツ精油を4つの分画に分けてペーパーディ

スク試験を行った結果、30kDa以上の分画では阻止円
が形成されなかったが、3～30kDaの分画にだけ抗菌
活性が認められた（表2）。
培地上にディスクを直接置かず、蓋部分に貼り付ける

ことによって揮発性成分の抗菌活性を評価した。その結
果、S. aureusでは阻止円が形成されたが、直接培地接
触法の場合に比べ、小さく不明瞭であった。また、E. coli
では阻止円が形成されなかった（図2）。
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2．アカエゾマツ精油の被験菌に対するMICおよび
MBC値
精油の各種細菌に対するMIC値はS. aureus、Str. aga-

lactiae、Str. uberisで1．56µl/ml、E. coliで3．12µl/ml、
K. pneumoniaeで6．25µl/mlであり、ディスク試験の結

果と相関した（表3）。MBC値はS. aureusで6．25µl/ml、
Str. agalactiaeで3．12µl/ml、Str. uberisで12．5 µl/ml
で、MICの2～8倍の値を示した。E. coli、K. pneumo-
niaeでは同様に4～8倍の値を示したが、MBCは25µl
/mlと高い値を示した。
以上の結果より、ディスク試験の結果と同様にグラム

陰性菌に対する作用は低い傾向にあった。また、MIC/
MBCが4倍以下であったことから、アカエゾマツ精油

表1．各種樹木の精油におけるディスク試験

樹木精油 S. a Str. aga Str. ube Str. dys C. b E. c K. p

ヒノキ ＋
（15）

＋
（17） － ＋

（11）
＋＋＋＋
（＞40） － －

ヒバ ＋＋＋
（36）

＋＋
（27）

＋
（15）

＋＋
（21）

＋＋＋＋
（＞40）

＋
（16）

＋
（12）

トドマツ ＋
（10） NT NT NT ＋＋＋＋

（＞40） － －

アカエゾマツ ＋＋
（21）

＋
（15）

＋＋
（20）

＋＋
（23）

＋＋＋＋
（＞40）

＋
（11）

＋
（10）

カラマツ ＋
（10） NT NT NT ＋＋＋＋

（＞40） － －

阻止円の直径10mm以上：＋、20mm以上：＋＋、30mm以上：＋＋＋、40mm以上：＋＋＋＋、－：阻止円形成なし
NT：試験未実施（ ）：阻止円の直径の実数値
S. a : S. aureus、Str. aga : Str. agalactiae、Str. ube : Str. uberis、Str. dys : Str. Dysgalactiae、C. b : C. bovis、E. c : E. coli、K.
p : K. pneumoniae、

表2．各分画のアカエゾマツ精油成分におけるディスク試験
精油分画 S. aureus E. coli

①30kDa以上 － －

②30kDa以下 ＋
（12）

＋
（14）

③3kDa以上 ＋
（11）

＋
（12）

④3kDa以下 ＋
（10）

＋
（10）

アカエゾマツ ＋
（11）

＋
（12）

50％DMSO － －

阻止円の直径 10mm以上：＋、－：阻止円形成なし

図1．各種樹木の精油におけるディスク試験
A：ヒノキ、B：ヒバ、C：トドマツ、D：アカエゾマツ、E：カラマツ

図2．揮発性成分におけるディスク試験
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はS. aureus、Str. agalactiaeには殺菌的に作用すること
が示された［25］。

考 察

ディスク試験の結果より、アカエゾマツ精油は全ての
供試菌に阻止円を形成したことから、S. aureus以外の
主要な乳房炎原因菌にも作用し、他のマツ科植物と比べ
て抗菌活性が強いことが示された。
同じアカエゾマツ精油を使用したにも関わらず、S.

aureusに対する阻止円の直径に差が見られたのは、こ
れらの精油を抽出してからの期間の差により揮発性成分
が気化、または酸化し変性したことが要因として考えら
れた。これは、揮発性成分がS. aureusにのみ作用した
結果とも一致する。アカエゾマツ精油に含まれる複数の
成分がS. aureusに作用していることが示唆された。
精油を4つの分画に分けて試験を行った結果、分子量

が30kDa以下、3kDa以上、3kDa以下の分画で阻止
円が形成されたことから、30kDa以下の成分中に抗菌
活性を有することが明らかとなった。30kDa以下の成
分では、S. aureus、E. coli共に分画前の精油と同等の
活性が見られたため、30kDa以下の成分はグラム陽性
菌およびグラム陰性菌の両者に作用する物質であり、か
つアカエゾマツ精油の抗菌成分の主成分であるといえる。
しかし、精油に含まれる成分は数多く存在するため、抗
菌活性を示す物質の特定は今後の課題である。

MICおよびMBC試験の結果より、アカエゾマツ精油
はS. aureus、Str. agalactiaeに殺菌的に作用し、Str.
uberis、E. coli、K. pneumoniaeには静菌的に作用する
こと、グラム陽性菌と比べてグラム陰性菌ではMIC・
MBC値が高いことが示された。ペーパーディスク試験
での結果もふまえると、グラム陰性菌はアカエゾマツ精
油への感受性が低く、これは他の精油と同様であっ
た［9、14］。精油は、細菌の細胞膜に損傷を与え、物質の
輸送機構に影響を与えることで抗菌活性を示すという報
告がある［9、14］。細胞壁を持たないマイコプラズマに抗

菌活性を示すことからも、精油は細胞膜に影響を与えて
いる可能性がうかがえる［26］。細胞壁を経なければ細胞
膜へは到達できず、またグラム陽性菌とグラム陰性菌と
では細胞壁構造が異なることから、細胞壁が両者の感受
性の違いを生じる要因の一つにあげられる。
以上の結果より、アカエゾマツの精油は主要な乳房炎

原因菌に有効であることが示唆された。従って、アカエ
ゾマツ精油は乳房炎治療における抗生物質の代替、また
は敷料などに添加することで感染予防などへの応用が期
待できるとともに、北海道の未利用材であるアカエゾマ
ツの利用促進にもつながると思われる。

この研究は、2016年度酪農学園大学共同研究の助成を
受けたものである。
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