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  本研究は，接合菌類Rhizopus oryzaeを有機酸生産能の違しヽから再分類することを目的

として，有機酸生産の違しヽとITS塩基酉己歹IJの違いの関連，Rhizopus属全体における個々

の種の違いと尺． oryzae内の違いの検証，様々な遺伝子を用いて系統解析を行い，R.o yz．粥

が再分類されるか検証したものである．

  まず，乳酸生成する糸状菌である尺．〇り7鰡を効率よくスクリーニングするために，

多くの菌株から乳酸生成する株に特徴的な塩基配列の違しヽをrrS領域において検証した，

尺，〇づる餾を64梼淑集し，rDNAのrrS領域を解析した．その結果，乳酸生成タイプの

菌株と乳臓非生成タイプの菌株において，酸生成のグループ分けと相関する4箇所5塩

基の変異があった．この違いを利用して乳酸生成タイプの尺．〇り7て．粥を見分けるための

KR法を開発した．乳酸生成タイブ塩基配列の変異箇所をプライマーの3’末端に配置

し，タッチダウンKR法を利用して特異性を高めた．この方法を利用して，実際にイ

ンドネシアの発酵食品及ぴそのスターター中に乳酸生成タイプのR．ザ蛇餾を確認し，

単離することが出来た．

  次に，勵豚桝ゞ属の分子系統を確立する目的でr［料Aの18S完全長，HS領域，28S

D1／D2領域の塩基酉ヨ列を全ての種で解析した．系統樹を作成したところ，現行の形態学

的分類法による3っのクンレープである，′庇m・響’Dmpgroup，踟め壇細1卩up，尺．〇げz．粥に

相当するクラスターを形成した，しかしながら，R．踟めれウみv弧帆’c。cc甜は独立したク

ラスターを形成した．また，尺．艶轟輙耐儻も全ての系統樹で異なったクラスターを形成

した．R．肥絨口触では，複数のHS塩基配列が確認された．別の属であるA．m賦ぬはR．

ザ喝餾と同じクラスターを形成した．これらの結果は，rDNA塩基配列を用いた種グル

ープの分子生物学的な同定が可能であることを示している．また，属内の菌種について

再分類が必要であることを示唆していた．

  尺，〇ヴて．粥の有機越盪ニ産を基にして再分類できるか検証するために，分子生物学的手法

を用いて系統学的解析を行った，rrS塩基酉己歹｜J，脚毋，ロ口―1，E卜´aの塩基配列を用い

て系統解析を行ったところ，いずれにおいてもLA（孝I醪茎封劫クシレープとFMA（フマル′

酸・リン司駿生成）グノレープは明確に分けることが出来た．AFLP解析を行った結果，LA

クれ←プとFMAクれ←プは明確に分けることが出来た．しかしながらrrS塩基配列で

見出された4つのサブク、・、/L冖プでは混在するクラスターが出来ることがあった．以上の



結果をGCPSRの考えに基づいてまとめると4つのサブグループではなく有機酸生産で

分け られるLAグ ル←プと FMAクれ←プの 2種に再分類することが適当であると考え

られた．再分類後の種名にっいては，現在の尺．〇り,zaeの基準株がLAグループの

CBS112.U7である．LAグループの種名をR．oryzaeとし，FMAグル←プの菌について

名前を付け直すことにした，その結果，FMAグノレープの菌で最も古く報告さていたの

は1912年にWehmerとHanzawaにより発見されたR．delemarであったので、尺，delemar

をFMAグループの種名とし，CBS120.12を基準株とすることを提案した．また，この

再分類を受けて，SchipperとStalpersのグノレーフ紛けもstolonifer-group，〇り'zae-delemar-

group，microsporus-groupの3グループにすることも併せて提案した，糸状菌の現行の

分類はその多くが形態学的な特徴に主眼をおいた分類であるが，今後は分子生物学的デ

ータを用いて分類が行われていくと考えられる，その際に必要となるのが，現行の分類

と分子生物学的データから考えられる分類との整合である，本研究では，形態学的な情

報では区別の出来ないもの同士を，有機酸生産という生理学的デ．ータと様々な遺伝子の

塩基配列・庸銀という分子生物学的’晴報を関連づけて再分類することが出来た画期的な分

類であるといえる，有機酸生産という生理学的データやそれに関するldhB遺伝子のみ

ならず，ITSやact-l，EF-laっAFLPという多くの遺伝子晴報を比較して種を分類するこ

とが出来ることを示したものである．

  さらに，発酵中の真菌の菌そう解析のためのDGGE法を用いた方法を開発した．DGGE

法のためにITS塩基配列のうちITS1部分を増幅するプライマーを作成した．このプラ

イマーを用いてスターターに存荏することが知られている他の接合菌類をサンプルとし

て条件検討を行い，それぞれのサンフンレが明確に分離できる条件を決定した．また，実

際に応用できるか確認するために，インドネシアの発酵食品スターターである，ragi tape

を使用して農産加工副産物であるポテトパルプの発酵を行い，発酵中の菌そうのモニタ

リングを行った．対照として米を使用した発酵試験も行った．その結果，両者はエタノ

ールの生産量に違いがあった，これは原料中の澱粉含量が異なるためであると考えられ

た．今回開発したDGGE法は，発酵サンプル中の糸状菌のモニタリングにも応用でき

る事が検証された．

  次に，糸状菌用の遺伝子破壊のためにGatewayシステムを利用するベクターpDESTR

を構築した，このべクターはpGEM―TeaSyベクターのマルチクローニングサイトを除

去し，pCBl004ベクターからハイグロマイシンフオスフォトランスフェラーゼ遺伝子

を挿入し，gatewayベクターコンノくージョンカセットを導入したものである．遺伝子破

壊の ためのDNAを作成するために，制限酵素消化した目的遺伝子のインバースP（R

を利用することが特徴である．片方に5’CACC配列を付与したプライマーを用いてPCR

を行 った後， pENT剛D・T10p〇ベクターに挿入した．そしてLR反応にてpDESTRに入

れ直した．その結果作成したベクターは，インバースPくRの際に使用した制限酵素の

サイ トを内部 に持っている．作成したべクターの効果を確かめるために八切刪p朋

c織姫を使用して，加釘遺伝子の破壊を行った．その結果，遺伝子嚠譲に成功した．以

上の結果から，尺．Dり′卿に限らず糸状菌に関する研究を進める上で，重要なツールを開

発できたと言える．

  このように本研究は，尺，〇り′桝の再分類を提唱するだけでなく，今後の糸状菌の分類

において，分子生物学的データを用いた解析への移行をスムーズにするための布石とし

て位置づけられると評価できる．また，この分類研究の過程で得られたデータを基にし



て応用面での発展性を示したこと，R． oryz．餾に限らず糸状菌全体の研究の活陸化のため

に有用なツールの開発を行った点でも評価できるものである．
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  本論文は、10章からなり、図38、表42、文献51を含む総頁数133の日本語論文
である。別に参考論文6編が付されている。

  本研究は，接合菌類Rhizopus oryzaeを有機酸生産能の違いから再分類することを目的とし

て，有機酸生産の違いとITS塩基配列の違いの関連，Rhizopus属全体における個々の種の違

いと尺． oryzae内の違いの検証，様々な遺伝子を用いて系統解析を行い，R．oryzaeが再分類さ

れるか検証したものである．

1．まず，乳酸生成する糸状菌であるR． oryzaピを効率よくスクリーニングするために，尺，

oryzaeを64株収集し，rDNAのITS領域を解析した．その結果，乳酸生成タイプの菌株と乳

酸非生成タイプの菌株間において，4箇所5塩基の変異があった，この違いを利用して乳酸

生成タイプの尺， oryzaeを見分けるためのPCR法を開発し，実際にインドネシアの発酵食品

及 びそのスタ ーターから 乳酸生成タ イプの尺，  oryzaeを単離することが出来た，

2.次に，Rhizopus属の分子系統を確立する目的でrDNAの18S完全長，ITS領域，28S Dl/D2

領域の塩基配列を全ての種で解析した．系統樹を作成したところ，現行の形態学的分類法に

よる3つのグループである，microsporus－group’stolonifer―group，尺，oryzaeに相当するクラス

ターを形成した，これらの結果は，rDNA塩基配列を用いた種グループの分子生物学的な同

定が可能であることを示した，

3．尺， oryzaビを分子生物学的手法を用いて系統学的解析を行った．ITS塩基配列，ldhB，ロct-1，

EF -la，AFLPを用いて系統解析を行ったところ，いずれにおいてもLA（乳酸生成）グループ

とFMA（フマル酸・リンゴ酸生成）グループは明確に分けることが出来た，以上の結果から，
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尺． oryzaeは有機酸生産の異なるLAグループとFMAグループの2穐に再分類することが適

当であると考えられた．再分類後の種名については，LAグループの種名を尺．oryzaeとし，
FMAグループの菌については，尺．delemarを種名とし，CB S120.12を基準株とすることを提

案した．また，この再分類を受けて，SchipperとStalpersのグループ分けもstoめ門ifer -group’

oryzae-delemar-group’microsporusーgroupの3グループにすることも併せて提案した．

4.さらに，発酵中の真菌の菌そう解析のためのDGGE法を用いた方法を開発した．DGGE

法のためにITS塩基配列のうちITS1部分を増幅するプライマーを作成した，このプライマー
を用いてスターターに存在することが知られている他の接合菌類をサンプルとして条件検討

を行い，それぞれのサンプルが明確に分離できる条件を決定した．また，実際に応用できる

か確認するために，インドネシアの発酵食品スターターである，ragi tap9を使用して農産加

工副産物であるポテトパルプの発酵を行い，発酵中の菌そうのモニタリングを行った．・その
結果，今回開発したDGGE法は，発酵サンプル中の糸状菌のモニタリングにも応用できる事

が検証された，
5．糸状菌用の遺伝子破壊のためにGatewayシステムを利用するベクターpDESTRを構築し

た，このベクターはpGEM-T easyベクターのマルチクローニングサイトを除去し，pCB1004
ベクターからハイグロマイシンフオスフォトランスフェラーゼ遺伝子を挿入し，gatewayベ

クターコンバージョンカセッ卜を導入したものである．遺伝子破壊のためのDNAを作成す
るために，制限酵素消化した目的遺伝子のインバースPCRを利用することが特徴である，片

方に5’CACC配列を付与したプライマーを用いてPCRを行った後，pENTR/D－TOPOベクタ

ーに挿入した．そしてLR反応にてpDESTRに入れ直した，その結果作成したベクターは，
インバースPCRの際に使用した制限酵素のサイトを内部に持っている，作成したベクターの

効果を確かめるためにNeurospora crassaを使用して，frost遺伝子の破壊を行った，その結果，
遺伝子破壊に成功した．以上の結果から，尺．oryzaeに限らず糸状菌に関する研究を進める上

で，重要なツールを開発できたと言える．
  このように本研究は，尺． oryzaeの再分類を提唱するだけでなく，今後の糸状菌の分類にお

いて，分子生物学的データを用いた解析への移行をスムーズにするための布石として位置づ
けられると評価できる，また，この分類研究の過程で得られたデータを基にして応用面での

発展性を示したこと，尺． oryzaeに限らず糸状菌全体の研究の活性化のために有用なツールの

開発を行った点でも評価できるものである，
  よって審査員一同は、阿部歩が博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有するも

のと認めた，
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