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F亨主主 F芋 言命

有胞子乳酸菌は耐熱性内生胞子を形成し、ホモ乳酸発酵を行う栂菌で、グ

ラム陽性細菌のDNALow GCグループに属する。種としては、高温性、カタラー

ゼ陽性で、 L(t)乳酸を生成する包込11且呈旦旦旦E旦i呈旦呈 Hammer (1915)、ならびに

同じく中温性で、 D(ー)乳重量を生成する ・ ~五よ11且_ê. 1aevo1acticu_e.' Nak ayama 

and Yanoshi (1967a)、DL乳訟を生成する・h五よllus!:acemilacticus・Nakaya

ma and Yanoshi (1967a)、カタラーゼ陰性で、 D(ー)乳駁を生成する包旦工旦ill-

主主主主よ11且呈 L且旦よよ旦且呈 Kitahara and Suzuki (1963)、 ・5oorolactobacillus

当主主主主. 中山(1970)、DL乳酸を生成する ・5porolactobaci11uS 旦旦旦よ互旦_e.'

中山(1970) 等が報告されている。また、 Sporolactobacillus属と近縁である

が分類学的特徴付けのなされていない株も多数分離されている (Amemiya& Na-

kayama， 1980; 中山， 1970; Nakayama & Yanoshi， 1967b)。

Li旦旦よi旦且呈は 1963年に鶏飼料より分離され、 Kitaharaand Suzuki によ

りLactobacillus属の亜腐として提唱された。その後 1967年に Kitaharaand 

Lai (1967) により独立した属とし(1 JIf， 1 種 ~ι よ且且よよ且且呈)、さらにその後、

Baci 11 aceae科に移された (Kitahara& Toyota， 1972)。北原 (1966) は有胞子

乳酸菌について進化的な考察を行い、 これを自然分類として次のような関係を

述べている。ll_旦旦よ11旦呈→ Wild-lactobacillus→ Lactobacil1us→ E旦旦工旦

lactobacillus→ u且互主Lよ且よ且旦 30%グルコース含有培地よりほぼ100%の乳酸

を生成し、イヌリンを発酵して乳酸を生成することを特徴としている。 E旦旦工旦-

lactobaci11us属に近縁な株に対し中山(1970)により新秘が提唱された(・5

込呈旦且呈 . ~エ呈旦E旦よ旦且呈. ) が、 Kitahara (1974) はBergey's Manual， 8th の

中の 5porolactobacillusの穏として記載せず、 ApprovedLists of Bacterial 



Namesにも含められなかった。

5porolactobacillus属は、カタラーゼ陰性でホモ乳酸発酵を行う。乳酸菌

としての表現形質を持つ反面、運動性が有り、内生胞子を作ることから、この

属の表現型的特徴は、包♀よiよ主主E旦旦科と Lactobacillaceae科との中間であると

されていた (Kitahara，1974)が、化学分類学的指標、すなわち菌体脂肪酸組

成において主要な脂肪厳が分校脂肪酸であること (Uchida& Mogi， 1973)、メ

ナキノン 7の存在 (Col1ins& Jones， 1979)、ムレインがジア ミノピメリン酸

型であること (岡田ら， 1976)などにより E旦旦ill旦主主呈旦科の特徴を示すことが明

かとなった。 また、 16S rRNAカタロ ーギングによる遺伝子型から L主主主旦主主主よよ一

民主の穏ではなくてE呈旦よ11且呈の種と近い関係にあることが示された (Foxet al. ， 

1977)。 しかしながら、 Eι 担且よ主辺呈はへムタンパク質を欠きカタラーゼ、チ

トクロームオキシダーゼ陰性であることから、現在では、 E旦旦ill主主旦旦旦の中の

E主主よ11且Eとは別の属として位置付けられている (Kandler& Weiss， 1986)。

担♀斗よ旦呈属は好気性、一部通性嫌気性のグラム陽性胞子形成視菌である。

この属は表現型が非常に多様で生育温度は約 15~650C、生育 pHは約 2~1 0、そ

して DNA の GC含量が約 33~69% の種を含んでいる (Claus & Berkeley， 1986)。

この属の分類学的研究はその内生胞子の形、及び胞子哀の膨らみかたによるグ

ルーピング (Gordon et al.， 1973)、 生理 -生化学的性状に基づいた分類

(Loagan & Berkeley， 1981; Priest et al.， 1981; Priest et al.， 1988)、

及び菌体脂質や脂肪酸組成、呼吸系補酵素、に基づいた化学分類 (C1aus & 

Berke1ey， 1986; Hess et al.， 1979; Minnikin & Goodfellow， 1981)や、染

色体DNAの相向性 (flanger& Claus， 1981; Nakamura et al.， 1988; Priest， 

1981; Seki et a1.， 1978; Sornervil1e & Jones， 1972; Takahashi et al.， 

1966) などで行われてきたが、属や穆の系統的関係についての理解は緩めて不
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十分であった。

この問題を解決する一つの有効な手段として、進化の過程を通じて保存性

の高い遺伝子、例えば 165rRNAの温基配列を比較する方法がある(Woese ， 

1987)。当初、極基配列を決定することが困難であったため、 165rRNAカタロ

グ法 (Fox，et， a1.， 1977; 5tackebrandt et a1.， 1987; Woese et al.， 1976) 

が行われていた。この方法はリボヌクレアーゼT1により切断した RNA断片の種

類に基づいて、供試した菌株間の類似度を求める方法である。しかし、比較に

用いられる塩基の数が少ないことなどから属以下の分類群に対しては有効では

なかった。その後、 5angeret al. (1977)により虚基配列の決定が容易になっ

てきたこと、 また、 Laneet al. (1985)による逆転写酵素を用いた165rRNAダ

イデオキシシークエンス法が確立されたことにより、多くの細菌、及び真核微

生物の165様 rRNAの復基配列が決定されるようになってきた。また、 rRNAは実

験中リボヌクレアーゼの汚染をうけて分解されやすい。そこで、 165rRNAi宣伝

子 (rDNA)をPCRにより増幅させ、これをシークエンスに用いる方法が開発され、

さらに庖基配列の決定が容易になってきた。包旦よII旦豆属細菌においても最近、

報告が出されてきている (Ashet al.， 1991a; Ash et al.， 1991b; Farrow 

et a1.， 1992; Roessler et al.， 1991; Wisotzkey et al.， 1992)。

本研究においては、 有胞子乳酪菌を含む好気性、適性嫌気性の包旦よι旦

包呈呈の分子系統を明らかにする目的で、 165rDNAの境基配列の決定を行ってい

たが、 Ash et al. (1991b)は別個に主主cill且呈属51種の165 rRNAの虚基配 ~IJ を決

定し、発表した。彼らは、 2旦旦よII旦呈属に含まれる種、及び関連細菌の165rRNA 

の境基配列を決定し、この股が系統的に大きく 5つのグループに分けられるこ

とを報告した。この報告では、いくつかの種、及び L 担叫主盟主はungrouped

branchとして示された。
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包旦よ込旦豆属に含まれている種のうち、有胞子乳酸菌であるカタラーゼ陽性

の.B. 1 aevolacticus'、'!L1:acemilacticus・と、カタラーゼ陰性のLi旦Y

斗旦旦呈とは系統的に極めて近く、系統的に独立したグループを形成することを

見いだした。そこで、さらに多くの供試菌株を加えて 16SrDNAの塩基配列を決

定し、この配列より進化速度を計算して、これら菌種の系統的関係を明らかに

した。

細菌の系統関係を明らかにすることについては、 16SrRNAの塩基配列の比

較は属以上の高次レベルの分類群に対しては有効であるが、穏レベルでの類縁

関係は庖基置換数がさほど蓄積していないので、有意な区別がつきにくいとさ

れている。そこで、有胞子乳酸菌の属の広がりを評価するために DNA-DNA交雑

実験も行った。
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多手~ 1 主主主 主莞 窓会 コぢ 主去

第 1節 16S rDNA極基配列に基づいた系統関係

l 供試菌株

本実験に用いた菌株をTableトlに示す。カタラーゼ陰性の有胞子乳酸菌

としては主担旦よ担些 JCM6014 T (基準種、基準株)、~担旦斗盟主 NRIC 1134、

中山ら分離、報告の Soorolactobacillue_spp. 8株、カタラーゼ陽性の有胞子

乳量費菌としては、中山ら分縁、報告の恒旦11旦.e.spp. 5株である。 E旦旦11旦呈と

しては DNAGtC合室、胞子、及び胞子褒の形状、その他の表現型を考慮して選

定し、 11種の基準株を供試した。

なお、本研究においては、中山ら分離、報告の株については便宜上 IAM番

号でなく、中山らの株番号を用いた。

2. 培養条件

Bacillus lentus IAM 12466Tは TrypticaseSoy broth 10mlで26"cにて振

温情廷を行った。その他の E呈阜よ11且呈は Nutrientbroth 10mlで 30"cにて娠鼠

埼養を行った。ただし、 E主主よよよ且.e.12sychroohilus IAM 12468Tは15"cで行った。

カタラーゼ陰性の有胞子乳酸菌はGYPbroth 30mlで300Cにて際世培養を行い、

カタラーゼ陽性の有胞子乳厳菌はGYPbroth 10mlで30"Cにて振蛍培養を行った。

各猪地の組成はTable1-2に示した。

3. DNAの調製
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DNAはSaitoand Miuraのフェノール法(1963)に準じて調製した。対数後

期の培養から菌体を遠心、集菌してTris-EDTA(30mM Tris'HCl， lmM EDTA; pH 

8. 0)に懸濁し、凍結 ・融解処理後、 リゾチームを最終濃度20mg/mlになるよう

に添加した。 37 "Cに 30分間保温後、 SDS を最終濃度目 5~になるように添加し、

60・C、 10分間、溶菌した。溶菌液と等霊のフェノール・クロロホルム (0.1M 

Tris' HCl; pH8.0で繰り返し飽和させ、 pHを約 8.0とし、 O.a 2-メルカプトエ

タノール、及び O.a 8-ハイドロキシキノリンを含有したフェノールと等量の

クロロホルム・イソアミルアルコール (24・1)を混合)を加えて緩盗、タンパク

質を変性させ、遠心後、上清を分取した。このフェノール処理を繰り返した後、

エタノール沈澱し、粗 DNAを O.lX SSC (1X SSC: O. 15M NaCl， 15mMクエン酸

ナトリウム)に溶解した。五2終滋度 50μg/mlとなるようにRNaseを添加し、 37"c 

に30分間保温後、フェノール処理を行った。イソプロパノール洗澱し、エタノ

ールでリンス後、精製水に溶解した。

4. PCRによる 16SrDNA断片の増幅

PCRは500vl容のチュープ内で、反応液 100vlにミネラルオイル100μ1を重層

し、 ThermalReactor (Hybaid Ltd.， Hook & Tucker Instrument， Ltd.) を周

いて行った。反応液の組成は、染色体 DNA100ng、10XPCR reaction buffer 

(500mM KCl， 100mM Tris .1ICI; p1l8.3， 15mM MgC12， 0.01% (w/v) gelatin) 

10vl、それぞれO.2mMの dATP，dCTP， dGTP， dTTP、それぞれ O.OOlmMの僧幅用プ

ライマー (9F，1540R: Table 1-3)、及び Ampli.TaqDNA polymerase (Perkin 

Elmer Cetus) 5 unitsとした。

反応はまず、 94"cで 2.5分間プレインキュベートした後、 94"cで 1分間熱

変性し、 580Cで2.5分間アニーリングし、 72"cで2.5分間伸長反応を行うことを

lサイクルとして 30サイクル行い、最後に 72"cで 5分間伸長反応、を行った。
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5. PCR産物の精製

クロロホルムを加えて反応液からミネラルオイルを除去後、フェノール処

理し、イソプロパノール沈演を行った。エタノールでリンスした後、増幅した

DNAを TEbuffer (lOmM Tris.HCl， lmM EDTA; pH7.5)に溶解し、 aAgarose S 

(Nippon Gene Co.， L td. )ゲル電気泳動を行い、 16SrDNA断片に相当するバン

ドを切り出した。

ゲルからの DNAの回収は EASYTRAP(Takara Shuzo Co.， Ltd.)を用いて行

った。ゲル重量の 3倍量のNaI溶液 (NaI90.8g， Na.SO， 1. 5g in 100ml water) 

を加え、 55'Cで10分間保温してアガロースを溶解した。回収する DNA量の 5倍

通のガラスパウダーを添加し、十分に懸濁後、氷中に 10分間放置して DNAを吸

着させた。遠心後、再び NaI溶液を加え残存する少量のアガロースを拡散させ、

さらに遠心して上清を捨てた。 -20'Cで冷やした洗浄用緩衝液(エタノール

緩衝滋縮液=1 1，緩衝濃縮液 O.1M NaCl， 10mM Tris.HCl， lmM EDTA; pH 

7. 5) を加えて懸濁遠心して NaI溶液を除去した。この操作を繰り返した後、

DNAーガラスパウダーにTEbufferを加え55'Cに 10分間保温して DNAを抽出した。

さらにこの操作を繰り返して DNA抽出液を合わせた。イソプロパノールにより

DNAを沈澱させ、 10mMTris'HCl (pH7，5) に浴解した。

6 泡基配列の決定

PCRにより得られた 16SrDNA断片の泡基配列は dideoxynucleotide chain 

termination法 (Sanger，1977)により決定した。この反応には、 [α-35S]dATP

(Amersham Corp，)、及び Sequenasekit (version 2，0; U， S， Biochemical 

Corp， )を用いて行った。テンプレート DNAはシークエンシングプライマー

(Table 1-3)と snapcooling (950Cで 5分間加熱し、氷中で急冷)によりアニ

ーリングした。これにラベリングミックス溶液(それぞれ1.5仰の dGTP，dCTP， 

dTTP)、Mnbuffer (0，15Mイソクエン酸ナトリウム， 0， 1M MnC1.)、0，1MDT1、

-7 -



sequenase及び O.185MBqの[口-35S]dATPを加えてラベリング反応を室温で 2

分間行った。直ちにターミネイション反応を37.Cで行い、 5分後に反応停止液

(9 5~ ホルムアミド， 20mM EDTA， O. 05~ ブロモフェノールブルー， O. 05%キシ

レンシアノール FF)を添加した。シークエンシングの結果バンド聞の圧縮の見

られた領域はキット中の dGTP溶液をdITP溶液に変えて同様に行った。

得られた DNA断片はシークエンシングゲル O.5~ HydroLink Long Ranger 

(AT Biochem) により分離した。電気泳動は 25cmX 45cm X O. 35mmのゲルを用

いて、 27Wの定電力で、約 2時間30分間行った。このゲルは酢酸・メタノール

による尿素の除去を行う必要がないので、直ちにゲルを真空乾燥して、オート

ラジオグラフィーを行った。

7. 系統樹の作成

得られた虚基配 ~J を既に決定されている L 型主主よよよ呈の 16S rRNA (Green 

et a1.， 1985) に対して、 2次構造を考慮にいれてアライメン卜した。このア

ライメントを基に進化距離れI，iC =ー (1/2) In{(1-2P-Q)(l-2Q)I/2} (Kimura， 

1980)を計算した。ここで、 P、及び日は比較している 2つの湿基配列の問で、

それぞれトランジション、及びトランスパージョン型の題益置換の起きている

虚基部位の数である。この算出された進化距離から近隣結合法 (Saitou，1987) 

により系統樹を作成した。

第 2節染色体DNt¥ の guanineplus cytosine (GC)合昆

1 .供試菌株
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本実験に用いた菌株はTableト4に示す。

2. 培養条件、及び DNAの調製

第 1節と同様に行ったが、 ここではさらに精製 DNAをO.lX SSCに溶解後、

4 "cで一昼夜、透析を行った。

3. GC含量の測定

染色体 DNAのGC含量の測定は、 DNA-GCKit (Seikagaku Kogyo Co.， Ltd.) 

を用いた高速液体chromatography法 (Katayama-Fujimura，et al.， 1984)で行

った。 DNA溶液 (Img/ml) 10μ|を熱変性し、急冷して l本鎖 DNAとした。この

溶液に nucleaseP1溶液 (O.lmg/mlof 40mM CH3COONa， 0.2mM ZnC12; pH5.3) 

10μlを添加して50"Cで 2時間、 1本鎖 DNAを nucleotideに分解した。この庖

基組成をShimadzuhigh performance liquid chromatograph LC-6A (Shimadzu 

Co. )、及びShimadzuUV-VIS spectrophotometric detector SPD-6AVにより 270

nmの波長で測定した。カラムは逆相分配のODS(CI8)系、 YMCpack AQ-312 (6.0 

mm X 150mm， YMC Co.， Ltd.)とし、移動相は 10mMphosphate buffer (pH3.5) 

を用いて、涜速を1.4ml/minとした。各nucleotideの量はstandardnucleotide 

で割ったモル分率として得られ、その健からGC含量を求め、 EιlliよstrainB 

(51. 6 mol%)により補正を行った。

第 3節 染色体DNAの相向性

1 供試菌株
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本実験に用いた菌株はTab1e1-5 に示す。

2. t音養条件、及び DNAの調製

第 2節と同様に行った。

3. 標識 DNAの調製

染色体 DNAを [1'，2'，5'-3HJdCTP (Amers!】剖I Corp.)、及び NickTrans 

1ation Ki t 2 (Nippon Gene Co.， Ltd.)を用いて標識した。 14"cで 2時間反応

後、 pheno1処理を行い 1/2倍量の 7.5M ammonium acetate (pH7. 5)、及び 31音

量の ethanolによって標識 DNAを沈澱させ、 0.1XSSCに溶解した。

4. DNA-DNA hybridization 

Denhardt(1966)、及び Bonneret a1. (1967)らによる membranefi1ter法

により行った。 OD260= 2位に調製した未標識 DNAを熱変性により 1本鎖とし

た後、 10XSSCを加えて 2XSSC溶液とし、さらに OD200 を 1.00に調製した。

membrane filter (ce1lulose nitrate， 0.45μ・poresize， Advantec Toyo， 
Ltι)を2XSSCで洗浄後、 l本鎖DNA溶液 1mlを 2分間かけて吸引溢過した。十

分に引き切ってから 2XSSCで洗浄、風乾後、 80・Cで 3時間、焼き付けを行って

fi1ter上に固定した。

この filter1枚当たり 10，000cpmとなるように標識 DNAを O.1X SSC溶液

中に取り、超音波処理をして断片化後、熱変性により 1本鎖として 2XSSC溶

液に調製した。この溶液に鼠終 0.1% (v/v)となるように 25%SDS溶液を加え

て反応液とした。未係書u本鉱iDNAが固定された filterの入った反応 vialに

反応液を加えて 60.Cで48時間反応を行った。

反応終了後、 filterを via1より取り出して、 2XSSC、及び 5mMTris (pH 

無調整)により洗浄を行った。 filterを風乾後、放射活性を BeckmanLS-7800 
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liquid scintillation spectrometer (8eckman Instruments， Inc.)で測定し

た。 DNA相同値は標識 DNA株に対する相対値として算出した。
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Table 1-1 Strains used for the determination of 16S rDNA sequences. 

Species 

Bacillus cereus 

包弘且旦豆包盟叫旦呈

Bacillus firmus 

Bacillus 1 aterosDorus 

Bacillus lentus 

包旦且旦豆包装弘主ium

Bacil1us Dantothenticus 

h旦且些巴与監旦
Bacillus psychrophilus 

h旦斗些~些些旦旦旦豆

Bacillus thurinluensis 

， Bacillus 1aevolacticus' 

， B. 1aevolacticus' 

'包斗斗些 tnvxolacticus'

， Bacillus racemilacticus' 

， B. racemilacticus' 

5porolactobacillus inulinus 

S. inulinus 

・5porolactobacillusd一旦主工旦Q'

， Sporo lactobaci 11 us laevas' 

's_，_ 担製革.

， SPorolactobacill us laevas 

ssp. 叫年旦豆旦呈.

's_，_ 当主主主主

ssp. 組主主工E呈且旦呈.

Strain number 

IAM 12605 T 

IAM 12463 T 

IAM 12464' 

IAM 12465T 

IAM 12466 T 

IAM 13418T 

IAM 11061T 

IAM 13419T 

IMI 12468 T 

IAM 13420T 

IAM 12071' 

IAM 12321 

IAM 12322 

IAM 12326 

IAM 12318 

IAM 12319 

JCM 6014' 

NRIC 1134 

IAM 12380 

IAM 12388 

IAM 12384 

， Sporolactobacillus racemicus' 

IAM 12387 

IAM 12395 

IAM 12396 S. racemicus 
. 

s_，_ !:旦互旦Eよ旦旦豆

T: Type slrain 

•. Strain name of O. Nakayama 
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Nakayama' 

M8 

MI 

M105 

M14 

M5 

M15 

M114 

M18 

M86 

MI03 

M16 

M17 

M1l6 



Table 1-2. Compositions of media used in this study. 

Trypticase Soy broth (BBL) Nutrient broth (Kyokuto) 

Pancreatic Digest of Casein 17.0g Meat Extract 7.0g 

Papaic Digest of Soybean Meal 3.0g Peptone 10.0g 

NaCl 5. Og NaCl 3. Og 

K2HPO. 2. 5g D. W. ]， OOOml 

Glucose 2. 5g pH 7. 0 

D. W. 1，000ml 

pH 7. 3 

GYP broth 

Glucose 20g 

Yeast extract 10g 

Peptone 10g 

CH3COONa 10g 

Solution B 5ml 

Tween 80 Sol. 10ml 

D. W. 1，000ml 

pH 6. 8 

Solution B Tween 80 501. 

MgSO，. 71120 2g Jween 80 2. 5g 

MnSO， '41120 O. Ig D. W. 50ml 

FeS04白71120 O. Ig 

NaCI O. Ig 

D. W 50011 
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Table 1-3. Sequences of oligonucleotides used as primers in this study. 

Positions refer to ~ ~旦iよ 16S rRNA numbering. 

Code 5' to 3' Position (~日斗)

9F GAGTTTGATCCTGGCTCAG 9-27 

120R GTGTTACTCACCCGTCC 123-107 

350R CTGCTGCCTCCCGTA 357-343 

530R GTATTACCGCGGCTGCTG 536-519 

700F TAGCGGTGAAATGCGTAGA 686-704 

700R TCTACGCATTTCACCGCTAC 704-685 

800R CTACCAGGGTATCTAATC 803-786 

920R CCGTCAATTCATTTGAGTTT 926-907 

1110R AGGGTTGCGCTCGTTG 1115-1100 

1240R CATTGTAGCACGTGTGTA 1241-1224 

1400R CGGTGTGTACAAGGCCC 1401-1385 

1510R GGCTACCTTGTTACGACTT 1510-1492 

1540R AGAAAGGAGGTGATCCAGCC 1544-1525 
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Table 1-4. Strains used for the determination of GtC content of DNA. 

Speci es 

.包互よ11且呈 laevolacticus

• Bacillus myxolacticus' 

• B. racemilacticus' 

Sporolactobacillus inulinus 

Strain 

M8 (=IAM 12321) 

MI (=IAM 12322) 

MI05 (=IAM 12326) 

M5 (=IAM 12319) 

JCM 6014T 

NRIC 1134 

• SDorolactobacillue. Q.旦旦主王旦呈. MI5 (=IAM 12380) 

• Sporolactobacillus laevas' MI14 (=IAM 12388) 

M18 

• SDorolactobacillu.e. !:.呈旦旦Eよ玉且呈 MI6 (=IAM 12395) 

MI7 (=IAM 12396) 
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Table 1-5. Strains used for DNA-DNA hybridization. 

Species 

'Bacillus 1 aevolacticus' 

• Bacillus myxolacticus' 

• B. racemilacticus' 

SDorolactobacillus inulinus 

• SDorolactobacillus laevas' 

Strain 

M8 I=IAM 12321) 

Ml I=IAM 12322) 

MI05 I=IAM 12326) 

M5 I=IAM 12319) 

JCM 601F 

NRIC 1134 

M114 I=IAM 12388) 

M18 

• SDorolactobacillue. r.立五阜Eよ♀且Ji.' M16 I=IAM 12395) 

M17 I=IAM 12396) 
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第宅; 2 主主主 雰さ E喜重吉 宗吉 身毛

第 1節 16S rDNA極基配列に基づいた系統関係

1. 16S rDNA虚基配列

本実験に供試した 26株について PCRにより増幅された 16SrRNA遺伝子断片

のほとんど全ての溢基配列(約1，500b)を決定した。これら決定した湿基配列を

B. subtilisの16SrRNA遺伝子の復基配列に対してアライメン卜した図を Fig. 

2-1に示す。

決定した復基配列の中でVl領域 (Grayet al.， 1984; Neefs et al.， 1990) 

(ポジション72-105，J;_ιE旦よよ numberingsystem， Brosius et a1.， 1978) は

題基の置換、欠失、及び開入が多く、アライメン卜することが不可能なので進

化距離の計算からは除外した。この部分領媛での塩基置換、及び挿入の多かっ

たのは B.Dantothenticusであったが、全体の塩基配列からみた進化距離では

L主且主主よよよ呈とはそれほど遠い関係ではなかった。 同様に '!L!:acemilacticus' 

115でもこの部分領威でアライメントが極めて困難な溢基盤換がみられた。また、

かなり多くの欠失がみられたのは!LlBterosporus、及び'hd主且主工且呈.1115で

あった。この部位は、これを除く部位の縄基配列から計算された進化距離とは

ほとんど無関係に、泡基の置換、欠失、及び挿入が生じていると考えられる。

Table 2-1 は、 Vl領媛、アライメントにより生じたギャップ、及び未決定の塩

基を除いた 1，446 bの比較による 16SrDNAの s値 (similarityvalue)を示した表

である。供試した包旦よli旦呈Iil!，の自首都i剖での s{，直は、 長支も低い{直が88.4見、@も

高い値が、同種とされている L 包旦些-!Llhuringiensis聞の 99.日を除
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いて、 96.6%であり、 この腐の遺伝的な多様性を示した。

データベースに登録されている塩基配列においても、!L_1!neurinolYticus

ではポジション461-471、 Eιazotoformansではポジション463-469において

他とアライメントが不可能であった。

2. 16S rDNA虚基配列に基づいた系統関係

参照した塩基配列は決定されている塩基数が、本研究において決定した復

基数よりも少ないので、進化距離の計算には約1.300bを利用した。

塩基配列を決定した26株、及び参照株15株、計41菌株について 16SrDNAの

虚基配JIJを基に進化距離Knu cを計算し、近隣結合法により系統図を作成した。

これをFig. 2-2に示す。

供試した包旦II旦呈属細菌は、 16SrDNA塩基配列の s値、及び系統樹 (Fig.

2-2)のトポロジーにより大きく 6つのグループに分かれた。

包旦よII旦呈菌種の系統関係については、本研究実施中に、 Collinsのグルー

プ(Ashet al.， 1991b)が5H重を供試した解析結果を報告した。彼らの比較し

た僅基数はポジション107から1410までの1，332痘基であり、 16SrRNAの 3'末

端近くのヘリックス39は湿基配列の決定を行っていない。本研究ではヘリック

ス39も含めて約1.500のlli¥基を決定したが、大筋において、 Ashet al. (1991 

b)と同様の結果を得た。

彼らはE旦旦よι旦Eを大きく 5つのグル フに分けている。そのグルーピング

に従うと、 グループ 1は、 Bacよよ担呈属のTypespeciesである L 邑弘斗旦を含

む大きなグループで、 L 盟主且旦よ呈旦豆、及びカタラ ゼ陰性の!L_1!zotoformans

もここに位置した。このグループ内に位置している L 巴玉虫!..eとι目当工旦Eよー

包主ム旦との16SrDNAの塩主主配列は、決定した1，51 Obのうち 4bのみが異なってい

た。このことは、これらの菌騒が DNA相向性による研究において同一純とみな

されていること (Sekiet al.， 1978; Somerville & Jones， 1972)を系統的に支
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持するものである。グループ 2には、球状の胞子を形成し、ムレインにリジン

またはオルニチンを含む菌種が位置した。グループ 3は、 L 胆~旦呈、及び

IL.<!mylolyticus、グループ4は、1L.1aterosoorus、そしてグループ 5は、好

熱性細菌であるIL. ~tearothermoohilus、及び1L.l;hermoglucosidasiusが属し

た。これら各グループ聞の進化距離は遠く、系統的にそれぞれを別属として分

けられる関係にある、と示唆された。

~担旦lin且呈は、 Ash et a1. (l991b)の系統図では ungroupedbranchとさ

れていた。本研究において、数多くの有胞子乳酸菌を供試して 16SrDNAの復基

配列を比較したところ、 Fiι2-2で示すとおり、 1つの系統的にまとまったグ

ループを構成した。このグループを形成している菌株は全て有胞子乳酸菌であ

り、他の~互ill旦呈属の各グループとは進化的に遠く離れ、第 6 番目のグループ

を構成することが明かとなった。

供試した有胞子乳駿菌は、次のように系統的に 2つのブランチ (B-l，B-2) 

に分かれた。

ブランチB-l

B-lc 

SG-l 

S. inulinus JCM 601F 

S. inulinus NRIC 1134 

.~当ev呈呈 ssp. 辺住盟主且よ旦!? M86 

SG-2 

• S. racemicus' M16 

• S. racemicus' M116 

SG-3 

.~ 1A旦主主主 ssp よ旦主主日些昼よ旦呈. Ml 0 3 

• S. laevas' M114 
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'hl主主主mi旦旦呈. M17 

5G-4 

• 5， laevas' M18， 

5G-5 

• B， 1 aevolacticus' M8 

• B， 1 aevolacticus' Ml 

• B， racemilacticu s' M14 

• B， myxolacticus' MI05 

B-IM5 

• B， racemilacticus' M5 

ブランチB-2

• 5， dextrus' M15 

B-lは、カタラーゼ陰性であるSporolactobacillus3種、 9株、及びカタラ

ーゼ陽性のBacillus3種、 4株からなるクラスタ (B-lc)。並びに、これらと

はやや離れているカタラーゼ陽性の '!L1:acemilacticue_' M5 (B-IM5)から形

成された。 B-lcとかlM5との165rDNAのs値は94.7%で、比較的高い湿器配列の

相向性を示した。

もう一方のプランチの B-2 はカタラーゼ陰性である'~g_旦以L賠， M15、

1株であった。これは B-lとはかなり系統的に離れており、 165rDNAの s値は

90.9-92.5%と、 かなり低い値を示した。 この B-2プランチはEι 呈A主主よよよ呈を含

むグループ lの中に位置していたが、このグループのメンバーでホモ乳酸発酵

により L(+)乳般を生成する L 包旦且叫型le.とは系統的に磁れていた。

B-l cl立、さらに 5つのサブグループ(5G-I-5)に分けられた。

B-lcのメンバーの165rDNAl，I¥i基配列の s{位、及び j~ ~正の相違数を fable 2 

2に示した。比較した復基数は VJ領減をも合め、ア ライメントによるギャップ

を除いた1，47 4bを用いた。 B-lcにおいて、互いの株聞における信基配列の s値
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は97，2 ~以上、温基の相違数は 42b以下であり、各サブグループ悶では、 97 ， 2~ 

99， O~ 、 14~42bであった。また、各サプグループ内では、 SG-1が 99 ， 9%以上、 l

b以下、 SG-2l?>99，9%以上、 1b以下、 SG-3が99，8 %以上、 3b以下、 SG-5が99，7%以

上、 4b以下、 となっていた。

第 2節染色体DNAのGG含

有胞子乳酸菌の染色体DNAの GG含量を高速液体chromatographyにより測定

した結果をTab1e2-3に示した。有胞子乳酸菌のGG含量は37，3~46 ， 6 mo1自の範

囲を示した。 'L!:acemi1acticus'M5は 37，3 moU. ・Eιd主主主王且呈.M15は39，4 

moUとなり、 16SrDNAの塩基配列の比較によって系統的にまとまったクラスタ

ーB-1cは42，1~46 ， 6 moUの範囲となった。本実験の結果からLi且且よよ旦且呈 JGM

6014了のGG合室は46，6moUであったが、 Suzukiand Kitahara (1964)は paper

chromatography法により 39，3 mo1司、 Mi11eret a1， (1970)は熱変性 (Tm)法に

より 47，3mo1出、 Yanagidaet a1. (1987)はTm法により 47，0mol%と報告されて

いる。本実験結果はTm法により得られた値とほぼ一致した。

第 3節 染色体DNAの相向性

有胞子乳!駿菌の染色体 DNAの相向性の結果をTab1e2-4に示す。包且王立よ且豆一
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辺国旦斗且呈属のtypespecies、typestrainである主担旦斗旦旦呈 JCM6014 T、及

びカタラーゼ陽性で SG-5に含まれている・!h_!aevolacticus・M8のDNAを標識し、

それぞれ同じ株どうしを交雑させたときの値を 100~ として各菌株との相同値を

算出した。

Eι 担旦よ主旦旦!l_JCM 601Fを僚議株としたとき、 同じサブブランチ SG-1で

ある主 主旦叫よ旦旦豆 NRIC1134は 91%、 SG-2である 'L!:_呈旦且旦且!l_' M16は 35%、

SG-3である .S. laevas' M 1l 4 は 36~ ， 's. racemicus' M11は 24耳、 SG-4である

'L弘主主旦呈.M18は33耳、 SG-5である '!h_! aevolacticus' M8は24耳、 '!h_ 1旦旦vo-

弘主主主旦呈.M1 は24%， ・!h_!!!yxolacticus・M105は3Uの相同値を示し、 B-1cに

含まれている菌株との相同値は 24百以上となった。同じ B-1である・!h_!:_呈玉旦Eよ

詮♀叫♀且呈.1.15とは1%の相同値であった。

• B. 1 aevolacticus' M8を標識株としたとき、同じサブブランチSG-5であ

る・!h_!aevolacticus' M1 は93%，・ Eιmyxolacticus・M105は84革、 SG-lである

S. inulinusJCM 6014了は 21%の相同値を示し、この時、 B-1cに含まれている菌

株の相同値は 21耳以上となった。また、 S.inulinus JCM 6014Tを標識株とした

ときと向様に、 .B. racemi1acticus' M5とは9%の相同値であった。
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1. 8. subtiJis 
2， 8. fir6lus 1AM 12464T 

3. 8. Jenlus 1AM 12466τ 

4. 8. cereus 1胤 12605T

5. 8. IMr ingi何町s1MI 1207F 
6 ・S.dextrus M15 
7. 8. m町田leriUI1/ 1AM 13418T 

8. 8. coaguJans 1MI 12463T 

9， 8. pantolllent icus 1AM 11061 T 
10. 8. psycllroplli /us 1MI 12468γ 
11. 8. spllaer icus 1AM 13420T 

12， 8. po/ymμ日 1MI13419T 

13. 8. /alerosporus 1MI 12465T 

14. S. inu/inusJ臼I6014T 

15. S. inuJinusNR1C 1134 
16. • S. laevas ssp. intermθdius M86 
17. • S. raoemicus M16 
18. • S. raceOlicus M1l6 
19. • S. /aevas ssp. inlerDll'dius Ml03 
20. • S. /aevas M1l4 
21. . S. rac向'licu5 M17 
22. • S. Jaeva5 Ml8 
23， .8. laevo!ac:t icus ~.問
24， . 8. Jaevo/act icu5 M1 
25. • 8. ra，'eOli /ac/ iW5 Ml4 
26. • 8. I1/Y.'γo/act icu5 Ml05 
27. • 8. racθ'01; la(':t ; (:U5 M5 

100 

30 72 
GA印M∞CUGGωGCGUGCCUAAUACAUGCAAGUCGAGωGACAGG
-一一一ー一一一ー 一一一一一一一ーー-G-A
-一一一ー一一一一一ー一一一一一一一一一一一一-A-UG-A
--U-ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー ーーーーーーーーーーー-A-UG-A
U-一一一一一一一一一一一一一一一一一--A-UG-A
--U一一一一一一一一一一一一一一一一一一--A-.ー ..  
--U- 一一一一一一一一一一一一一一一一--A--U-A
--ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一ーー-U-ー一一ーーα則
一一 一一一一一一一一一一一一一一一一一-C
ーーーー一一一ーーーーーー-A-一ーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一一-AU-A
一一一ー ー一一一一一一一一一ー --A----A 
-ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一一ーー-GG山A

一一一 一ー一一一一一一一一ー 一-A.'. 
-ーーーーーー一一一ーー一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一一一一Cーー一一A
一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一C----A
-ーーーーーーーー'ーー一一ーーー司自ーーーーーーーーーーーーーーーーーC----A
一一一一一一一一一一一一一 一一一一一一-C-U--A
ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー--C-U--A
---一ー一一ーーーー白ーーーーーーーーーーーーー---ーー一一C-山ーー
一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一C一山-A
一一一一一一一一一一一一一一一一一一C-叩-A
-ー一一一一一一一一一一一一一一ー一一一一ーーーーー-C一一--A
--ーーー一一一ーー一一ー一一一一一一一一一一一一-C-U--A
一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一C-UC-A

一 ーー ----C-U--A
一一一一一一一一一一一ー一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー一一一C-UC-A

ー ー一一一一一一一-C

1. •. UGGGAGCUUGCUC .印A'・φ.UGUU'AG印G∞GA印GGUGAGUAACA閃UGGGUAACCUGαUGUAAGACUGGGAUAACUCωGGAAAC印GG
2.ー ーー-AC-----C--C一一一一一一一一一一一一一一一一一一C一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
3. -一ーーーー一一ー一一一一一一一C一一一nAA一一一一ーーーーーーーーー一ーーー一------ーーー-C-----A-一ーーーーーー----------U-----------A 
4. -U-AA---一一一--UU--UGAA- ー ー一一一一一一一一一ーーー 一 --CAー一一一一一一一一一一一一一
5， -U--A-----------UC--AGAA- 一一一一一一一一一一一一一一一一一一-CA----一一一一一一一一一一一一ー
ι-. . . .・・CC---ωωG.・ι...，一一ー 一 ー ---A 一一-U一一一一一UA
7， -U-A-A-一一一一一U一一U--UGAC--一一ーーーーー一一ーーーーー ーー--C--------------------------U ーー ー-A-
8. -U-AA-A一一一一U-叩【AAAG-一一ー一一一一一一一一一一一一一一一Cーーーー一一一一一ーn一一一一G一一一一一一-
9， -----------------------C-----A--ー ー一一一ー一一一-
10， --C-A-ーーー一-----UCU--GA-U-ー一一一一一一一一一一一一一一一一ー一一一一ーーーーー一一C一一一一ー一一一CUAC---UG--ー一一ーーーーーーーーーーーーーーーー
11. -GAA----一一一一-UU--GAC----一一一一一一一一一一一一一一C一一-A--CUAU--UU一一 ー一一
12， AU-A-Aー ーーU--U-ACUAACC一一一一一一一一一一一一---A--C一一一一CAC----一一一一---A-C一一--G-UA
13 ーI一一UCU-C-GA---C'----…一一一一一一一ー -----A--C一一ー ー ---------AUA---- ー山AU
14. --A一一一一一ーーー一一一nG--GAC--G一一ー一一一ーか一一一一一一一一一C一一一一一一一一--n一一一---U一一一一 -A 
15， --A-一一ーー一一ー一一ーーーーUn-GAC--G-ーー ーー -U ------------------C----------------n---------U-ーーーー一一--.;
16. --A一一一ー一一一一一一一一一一nG-GAC--G一一ーーーーーーー-U-ーーーーーーー ー ー-C----ーーーーーーー・ーー--n---------U-----------A 
17， --A--一ーー一一一一一一一一一一Cn-nAA--G----------U-ーーー ーーーー --C--------------GU --ーー一一-CA
18. --A一一一一一一一一Cn-nAA--G一一一一一一U一一一一一一一一一一一一一一一C一一一一 一--GU---------CA
19 一一一一一一一一一CG-GA---G一一一一一U一一一一一一一一一一一一ー一-C---U----------GU一一一一CA
20. --A---------n-----Cn-GA---G----ーーー“-U-----ーーー一一一ーーーーーーーー目------C---U一一一一一一一一一GU---ーー一一一CA
21. --A-一一ーー一一ーー一-Cn-GA---G-ーー一一一一一一一U一一一一一一一一ーーー一一一一一一一一一一一ーーー-C---U----------GU---------CA 
22， --G---------n -----CU-GAG--G----------U一一ーー一一一一一一一一一一一一一一C一一一一一一一一一一一C-ー一一ー一一ーーーーー--GU---------CA
23， --A-一一司ーーーーー--CU--nAA--G一一一一一一一一ー-Uーーーーーーーー ωーーーーーーーーー一一一ーーーーー-C---UC---------GU一一ー一一CA
24. -一一ーーー一一ー一一一一一一CU-GAA--G一一---ーーーーーU-ーーーー ーー ー---C---UC----ーーー--GU--一一一一一一CA
25. --A一一ー ーーーー--CU--GAA --G----------U --- 一ーーー一一一一ーーーーーーー一一ーーーーC一一一UC一一一一一ー--GU---------CA 
26 一一一一一一一一ーCUー臥A--G一一一一一U一一一一一一一一一一一一一一一-C---UC---------GU----一一一CA
27. 一ー -----C-- 一一一一一G一一一一-U一一ーー
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200 
1. GCUAAUAαωAUGG.即G田川GAACCGCAU<囚山CAAACAUAAAAGGUωαJUCG.GCUACCAα川ACAGAU回AC∞G印G∞CA山AGωAGU
2 一一一一一一AA--GC---UCω一一--AGGA ---GC-G----A ----A --UC一一U-----一一一ーか一一一一一一一一
3 一一一一一-AACαUC山-U-C一一AGA--GGU-G----AC----一一一-GU----一一一---Gーー 一一一一一一-
4.一一一ー --AA-CAU----一一一ー -G--AU-G一一-C一一一一一-GU------UG----一一一一U一一一一ー
5.一一一一一ー AA-CAU-------U一一一一-G--AU-G一一一C一一一一一一GU------UG---一一一一一U一一ーーー一-
6. -一一ー ---AA-A-U--C-G山-A ----AAC-G --AUGG-----C-----UU----GU------U一一一一 一一一一一一一
7.一一一一一一一A--GAUC--CUC-U<U-----GAG-印刷-G----A---U一一一一一U一一一一一一--G-------Uーー 一一-
8 一一一一n---A--ーか一CCU--------AGG---A-GG一一一C-----一一ーや ー一一 一G一一一一一一一一一-
1 一一ー 一一一一.-A-ACA-AUCGUC---A臼AG-UG印G一一 C---A-AUー--GU----一一一---G一一一一一 ー一一一
10 一一一一--A --AA --CAG --UGU --------ACA --CUC-G----AC--U一一一一GU----GUAG-----G一一一一一一一一一一
11. - ーーーーーー-A一一AA--CU--一一UC--U-----GA---UAC-G----AC--. ---U-C--GU-G--AUAG-----G--ーーーーーーー ーーーーーーー
12.一一一 --C 一C-C-CC--UUC-U------GAG--GG-GG一一一C--AGCAA -U --GU-----GUG-----G --U一一一一一一一一ー
13. -一一一一一一A--GGU----C山一-C--AAG-G--A印G----A----GCAA-----U一一一一-----G--U----一一一一-
14. - 一一一一AA--CCC-C-C-一一一 --G-G-GGU-G----A---U一一 C-U-------------G一一一U-一一一U一一
15. ----一一一一ーーーー-AA--CCC-C-C-一ーーーーーーー-G-G-GGU-G----A---U--ーーーー-C-U-ーーーーーーーーーー--G--ーー ーーU- ーーー-U----
16.一一一一-----AA--Cα-C-C--- 一一一G-G-GGU-G----A---U一一一一C-U一一一一一一一G一一一ーか一一一U----
17. 一一一一一--AA一CCCC--C一一一一一G--ωGC-G----Aーか一一一C-U----G一一一一G一一 --u一一一-U一一
18 一一ーーー一---AA--CCCC--C-ー ー一一G--GGGC-G一一--A-一一U-一一一一一一C-U----G一一一一ーー一一G-一一一-U-------U----
19. ----------A---A一CCCC--C---A一一-G一郎GU-G----A一一U-------C-U----G 一一-G一一一ーか一一一U一一
20.一一一一--A---A--∞CC--C---A一一一G--GGGU -G----A ---U-------C-U一一G一一ー や か一一一U一一
21. ----------A---A--CCCC--C---A-ーーーー-G--GGGU-G----A---U-------C-U----G--------G一一一一一一U-ーーーーーーU----
22. 一一一一一--AA--CC-C--C一一一 ---G 邸GU-G ----A ---U-------C-U----G--------G一一一U一一一一U----
23. -------------AA--CC--C-C 一一---G-GG-GU-G----A---U一一一-C-U----G一一一--G一一一一U-------U---
24.一一一一一一-AA--CC--C-C一一一ー G-GG-GU-G----A ---U-------C-U----G--------G一一一U一一一一U----
25. - ーー ----AA--CC--C-C ーーー-G-GG-GU-G----A一一一U-一一ー一一ーC-U----G一一ー一一一--G一一一一ーー-U-------U----
26 一一一ー一一一ーーーー-AA--CC一一C-C一一一一一ー ーー-G-GG-GU-G----A ---U-------C-U-ーー-G--------G-------U-ー一一一U一一ー
27. -----------G-AA --CU----C-U------A-G一一閃G一一--A-一一--U---C-U-G一一一一一--G一一一一U-U- ーー

300 
1. U印UGAGGUAA印GCUCACCAAGGCAACGAUGωUAGCCGACCUGAGA回GUGAUCGGCCACAC切GGACUGAGACA印GCCCAGACUCCUAωGG
2. -------------------------G 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー
3.一一一一一--------一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
4. --------------------------- 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー
5.一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 ー
6 一一一ー 一一ー ----G一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
7. - ー ー 一一一一一一
8.一一C-G一一一一-C一一一一一一一 ---------U --------------------A-
9. -------A---AA----一一一一G一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-
10. -----G-----U---CU---- ーーーー一一 ー-
ll. --------宇田町ーー ーー 目ー ーー ーーーーーーー一一一一一一一一一ー一一ーーー一一一ーーーーーーーーーー“ーーー一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一一一一一一
12. 一一ー-G-----A---CU---一一一-G-一一ー ー ーー句ーーーーーーーーーーーーー ーーー“ーーーーーーーーーーーーー'ーーーーーー
13. - 一一一-n一一ー ー---G--一一一一一一一一一一一---C----一一一一一一一一一一一一一一一一一一-
14.一一C-G-----n---C一一---A-ω------A ーー ト一一一一一一 ーA----------
15. ---Cーか一一一一C一一---A-CG一一--A一一一一一一一一ー一一一一一一U一一一一一一一一一--A一一一一一一
16. ---C-G-----n---C-------A-CG一---A一一一---------------------U--------------------A ---------
17. ---C-G一一一-n-一一Cーー一一ー-A-UG--ー一一-A-一一一一一一一一一一一一ーーーーー一一一一ーーーーー-U--ーーーーーーーーー一一ーーーーーー-A-一一一ー一一一一一
18. 一-C-G---------C-------A --G------A-ーーーーーーーー 一 --------U--------------------A ------
19. ---C-G-----n---C-------A-nG-ー一一一一A一一一一一一一一一ーーーーーーーー-----ーーーー-U-ーー 『 ーーーーー ーー-A-ーーーーーーー ー即
20 一一C-G---------C-------A --G------A ---ーーーーーー ー ーU-------ーーーーーーーーー-A-ーーーーーーーー
21. ---C-G-一ーーーーーーC---ーーー-A--G-ー一一一-A一一一一一一一一一一一---------“ーー -U-ー ー ーー-A-- ーー ー叩
22 ーーC-G一一一--C-------A-CG一一--A一一一一一一一一 ー-------U--------------------A一一一 -
23. ---C-G---------C一一一一一一A--G一一ーーー-A-ーー ーー ーーー一一ー一一一一一一ーーー一一一一一U一一一一一一一一一一一一一一一一ー一一Aーー一一一ーーー-
24. ---C-G---------C-------A -UG------A -----------ーーー“一ーーー---ーー一一一U一一一一一一一一一一一一一一一一一A一一一一一一一一
25. ---C-G---------C-------A --G------A --------- ーー ーーーヨ白守--U--ーーー一一一一一ーーーーーーーー-A一一一一一一一一一
26. 一-C-Gーーーーー一-C--一一ー-A--G------A-ーー ーーーーーーー一一一一一一一一一一一一一U一一一一一ーーー一一一一一一一ー-A- ーー 一-
27. 一一一ー U-------ーーー---G-----A-A--- ー ーー 』 叩句"ーーーーーーーーーーーーーーーー一一一一一一一ー一一一ー一一一一ーー
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400 
]. AGGCAGCAGUA∞GAAUα川CωCAAUGGACGAAAGUαJGACωAGCAACGαG印UGAGU臼U臼AGGUUUUCGGAUCGUん¥AG"αGULG叩A
2. -一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-ACU-------C-
3 一一一一一ー一一ー一一一一一一一ー一一一一一一一一ー一一一一一一一一一一一一一一一一---A印 --A-C-
4. -一ー一一ーー ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一--ーーーー一一ーーーーーーーーーーーーーCーーーー--G-------ACU--ーーーーーー-
5. -ーーーーーーーーーー ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー ーーーーーーーーーーーーーーーーー--C------G-ーーーーー-ACU---ーーーーー-
6 一一一一一一一一一一-G一一一-G一一一C一一ーC一一一一一一一一-C一一一一CC一一-G一一一--CU----一一ー
7.一一一一一一一一一一ー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一---C一一一G-------Aω一一一一-
8 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一--A一一-CC一一-G一一一-ACU------CCG
9一一一一一 一一一一一一一一一一一一一一一ー一一一ー一一一一一一一一一一一一一一-ACU----一一ー
10. --一一一 一一一一一--A一一一一一一一一一U一一---U 一一-C--A一一一一一一一一一一-CU-------A-
11. --ー一一一一一一一 --A一一一G一一一C一一一一一一一一一一一一一U一一--A一一一U-一一--A印一一一ート
12 一一一一一一一一一一一一一一-G一一一C一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一CU----一CC-
13.一一一一一一 U----A 一 一一一一 --U 一一一一一一一-AC----一一C一一一G一一一一山一一一一-
14.一一一一一一一一一--A一一一一一一一一--U一一一 --C--A一一一一一一一一一一-CU------∞G
15.一一一一一一ー -------A---ー一一一一ーーか一一一一一一一一-C--A一一一一一一一一一一一CU------C凶
16.一一一 一一一一一一-A一一一一一一一一一U一一一一一一一一一C--A-ー一一一ーー ーCU------CCG
17 一一一一一一ーー ----A-----一一一ー ---U 一一一一一一一-C--Aーー一一一一一一一一一印一一一CCG
18. --一一一一 ー 一---A一一一一一一一一一U一一 -----Cート一一一一一一一一一一CU------C閃
19.一一一ー ー一一一---A-一一一一一一一一-U一一一ーーーーーC--A一一一一一 CU-ー一印G
20. ------ー 一一一一一一--A一一一一一一一一一U一一一一一一一一一C--A----一一一一一一一一ーCU---一CCG
21 一一一 一一一一一--A----一一一一一一一U----一一ー一一一-C--A一一一一一一一一 CU------CCG 
22 ーーーー 一一一一一一-A一一一一一一一一一U一一一一一一一一一C--A一一一一一一一一一一-CU- ーC-G 
23.一一一一一------------A 一一一一一---U-- 一一一C--A一一一一一一一一一一-CU------C-G
24.ー 一一一一一一一一-A一一一一一一一一一U一一一一一 ーーー ーC--A一一一一一一一一一一-CUー -C-G 
25. 一一一一ーーーーーーーーーーー ーー-A-ーーーーーー ーーーーー-U-ーーーーーー“ーーー一一一ーーーC--A-ーーーーーーーーーーーーーーーーーー-CU--一一一一C-G
26 ーーーーーーーーーー ー ---A--------ーーーーーー --U--------------ーーー-C--A--ーーーーーーーーーーーーー ーーー-CU------C-G
27.一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一CU----一一ー

500 
].臼GAAGAACAAGUACCG山印AACAGGG∞GUA印山GA印GUACCUAACCAGAAAGCCACGGCUAACUA∞UGCCAGCAG∞G臼GUAAUA印UA
2 一一一一一一一一-GAGU---U.-C一一一一一一一一一一G一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
3. -- 一一一一-U--GAGU---U・4一一一一一一一一---G-- 一一一一一一一一一一一一一一一一一
4 一一ーーー一一一一一一-G-UAG-U---U-A-CU--Cーーーーーー一一一一一一一一一一一一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー ーー-
5 一一一 G-UAG-U---U-A-CU--C----ーー ー 一一一一ーーーーーーーー
6. 一一ーーーー一一一一一AG-U一一一U-A-CU---ーーーーー『ーーーーーーーーー--G-ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー ーーーーー
7. 一一一一一一一一一一一一一-AAGAGU---U'-CUU-ーーーーーーーーーーー一一一一一一一一一一一一一ーーー司ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー ーー一-
8 ーー ー -G一一一一一一一ーー印一一一一ー ---CGGー ー一一一一一ー一一ー -
9. 一一ーー一一一ー一一G--A一一一一U---UU--C-ーーーーーー一一一一一一ー一一一ー一一ーー-C-ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一宇ー一一一一一
10. ----------C----G-GAGU---U白ーC-C--G--A一一一一一-U-山 一ー一一 ー
11. ---------------A--AGU---U， ---U一一一一一一一一-U-山ー ー ー 一一ーーー一一ー
12 ーーーーー一一GUC-UGUAGAGU---U'-CUACA-GAG--ーーーーーーー--G-GA--ーーーーーーC-一ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一ーーーーーー
13 ーーー -AC---G-UA--UA--U-A--UA -C- 一一 ー ー一一一一一ーー -
14. -A-一一一G---G--AGAG---AU'-CU---G-UG--------U-CGG一一一一一一一一一一一一一一一一ー一一一一一一一
15.ートー----G---G--AGAG---AU，-CU---G-UG--------U印G 一一一一一一一一一ー ー -
16. -A一一一一G---G--AGAG---AU'-CU---G-UG--------Uー印G一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
17.ート一一-GU印GGAGAG---AU'-CUCU-G-AG--------U印G--- ー一一一一一一一一一一一一一ーー
18. -A-------GU-C-図AGAG---AU'-CUCU-G-AG----一ーかCGG 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 -
19. -A------UG----UGAGAG---AU， -CUU----UG--------U印G----------一一一一一ー一一ーー ー
20. -A一一--UG----UGAGAG---AU・4山一一UG--------U一閃G一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
21. -A------UG----UGAGAG---AU， -CUU一一UG--------U-印G 一一一一一一一一一一一一一一一一一ー
22. -Aーーーー一一G---G-UAGAG---AU'-CUA--G-UG--一ーーーーーU-C-G-ーー一一一一一一ー一一一ーーーーー一一ー一一一一一一一一一一一一ーーー一一一一一一一ーーー
23. -Aーーーー-G---G-GAGAG---AU'四CUC----UG----ー---U-C-G-------ーーーーーーーーー-----ーーーーー ーー ーーーーー-
24. -A--一 -G---G-GAGAG---AU'-CUC----UG--------U-C-G 一一一一一一一ー一一一ー -
25. -A一一一-G---G-GAGAG---AU' -CUC----UG--------U-C-G一一 ー 一一一一一一一一一一一一一一
26. -A---一--G---G-GAGAG---AU白ーCUC----UG--ーーーーー-U-C-G-ーーー一一一一一ー一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー四ーー ー ー
27. -A一一ーーU-G---U-A-AG---AU'-AU-----UG--------U- ーー ーーー・ーーーー ー ーーーーーーー一一ーーーーーー
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l ωUGGCAAGω日即UCωωA山AUUωG印UAAA閃GαjωCAωωGUUUC山AAGUCUGAUGUωA.AGC∞c∞GCUCAACC邸GGAGGGUCA
2 一一一一一一G一一一一一一一一一一一一一一C--G一一一一一-C一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
3 一一一一一ー -G一一一一一一一一一一一C--G一一一一一一一一一一一一一一一一--A一一一一-U---A一一-
4.一一一 一--A一一一一一一一一一一一C--G一一一U一一一一一一一一一一一一--A一一一一一-Uーー一一
5.一一一一ー一-A一一一一一一一一一一一C--G一一--U----一一一一一一一一一一一-A一一一一 -U一一一---
ι一一--G一一--A 一一一一一ー一一-C--Gーーー一一C一 一一一一一一一U-U-G一一一一一ーC-AGC--C--
7.一一一一一 -A一一一一一一一一一一一C--G一一一一ー一一一一一一一一一一一--A一一一一一-U一一一一-
8 一一一一 ---G一一一一一一一一一一一Cーか一一一一C一一一一一一一一一一U-山G一一一一一一AAGC-----
9. --G一一一一一Gー ー一一一一 C--GーーーーCCU一一一一一一一一一一-A一一-U一一一U一一一C--
10 一一一ー ---G一一一一一一一一一一一C--G一一一一一一印ーー一一一一一一一一ート一一一一 U 
11.一ー一一一一G一一ーー 一一一-C--G------U-ー 一一一一一一一一一一A----一一一一U---------
12. --G一一ーー--G一一一一一一一一一一一C--G一一一---C-ω一一一---G一ー山一U---GA----一一UUC--'-UCG-
13. -一一一一---G 一一一一一一一一一C--G------U--C-AUG----一一一一U-一一--GA--一一一UC一一lJ1JCG--
14.一一一一ー ---G一一一一一一一一一一一C--G一一一一-C-一一一一一一一一---U-UUG-----------CAA-A-----
15. -一一一一一-G-一一 ー 一一一---C--G一一一---C一一 一一一一-U-山G一一一一一一CAA-A-一一
16.一一一一一---G-----一一一一一一一 Cーか ー---C 一一一一一---U-UUG-一一一一一CAA-A一一一
17. -一一一一一一G一一一一一一一一一一一-C--G一一一一一C一一一一一一一一一一U-山G一一一一一-CAA-C-----
18. --一一一一---G--- 一一一一一一一--C--G一 一C- 一一一一一一U山十一一一一一CAA-C一一一
19.一一一-------G一一一一一一一一一一-C--G-一一一 -Cーー一一一一一一一一U-山Gーーー一一CAA-U一一一
20.一-----------G一一一一一一一一一一一C--G一一一一一C一一一一一一一一一一U-UUG----一一一一CAA-U一一-
21 一一ー 一---G 一一一一一一一一一一Cーや一一一一C一一------_-一一一一U-山G一一一一 CAA-U一一-
22. 一一一一一一一G一一一一一一一一一一一C--G一一一一一C一一一一一一一一一一U-山G-一一一一一CAA-C一一-
23一一一一 ----G ーー ーーー C--G----ー C 一一一一一----U-UUG-----------CAA-C一一一
24.一一一一一一一G一一一一一一一一一一一C--G一一一一一C一一一一一一一一一--U一山G一一一一一一CAA-C-----
25ーー G--ー一一一一一一一一一Cーか一一一一C一一一一一一一一一一U-山G一一一一一-CAA-C-----
26 ーーーーーーーー--Gーーー一一一一ー一一一一一一一ーーーーー-C--G-ー一一ー一一一C一一一一一一一一一ー一一一ー一一一一U-UUG---ー一一ーー一一一CAA-C-----
27. -------------G一一一一一一一一一一-C--G一一一一一一一一一一一一一一一一一--A一一一-U一一ー ー
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l山GGAAAωωGGAAαmGAGUGCAGAAGAGGAGAGUGGAAUUCCACG山GUAG印GUG以AUGωUAGAGAUGUGGAGGAACACCAGUGG∞AAG
Z一一一一一一一一一一一一一一一-A一一一一一一一 ・ 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
3. ------------AG--一一一一一一--A一一C一一一------・一一一一一一一一一一一一一一一一ー 一一-
4 一一ーーー一一一一-AG--一一ーーーーーーーーーーー一-A-ーーーーーー一--U--ι ーーーー ーーーーーーーーーーー--A-ーーーーーーーー一一一一一一一一一一一-
5一一一一一一AG----一一一一一一一-A----一一一一Uー・一一一一一一一一一一一-A一一一一一一一一一一-
6.ーーーーーー一一ー-AG--一一ー司ーーーーー----A----Cーーーーーーー_--. ー ーーーーーーー ー ー ーーーーー
7. 一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー司ーーーー-A-A--C-ー ー ・ ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー -
8. ------------AGG------- 一 一一一一一一一一ー，一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-
9.一一一一一一一一一-G一一一一一一一-A--ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー ・ ーー ーーーー ーー ーー ーーーーーーー
10. -----------A----------A一一一一--A--C一一一一一一I一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
11. -----一一一-AG-- 一一一一ー一--U- 一一一一-Aー・一一一一一一一一一一一-U一一一一一一ー ー
12. c-- ーー G-----ーー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
13 ーーー一一一一U-U-G一一ーーーーーーーー-G-ーーーー-A-----U-ーーー ・ ー ー ー ー ーーーー
14.ーー ー-----G----------------------A一一一一一，一一一一一一一一一一一一一一一一U一一一一一一ー
15 一一一ーーーーーーーーー-G-一一ーーーーーー-----ーーーーーー-A一一一ーーーーーーーー・ーーー自信日ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー-U-ーー一一一一一一一一一
16 ーーーーーーーーー--G-一ーーーーーーーーーー一一一-A-ー一一一一ーーーーー・ーーーーーーーーーーーーー一一ーーーーーーーーーーーーー-U-ー一一ーー一一ーー
17 一一一 A-G-------A- 一一一ー --A一一一一一一・一一一一一一一一一--U----一一一-U一一一一一一ー
18. -ーー一一一一-A-G一一一一一一A一一一一一一ー一一ーー-A-ーーーーーーー ・ ーーーーーーーー目-U--ー一一ーーーU-ー一 一
19 一一一一一-A-G一一一一一一一一一一--A一一一一一ー一一一一一一一一一一U一一一一一-U一一一一一一一
20.一一ー一一一一A-G一一一一一一ー一一一一一一-A-ーーーーーー ・ ーー ー-U-----------U-
21. 一ー一回ーーー -A-G-一ーーーーーーーーーーーーーーー---A--一一一ーーーーー白 ーーーーーーーーーーーーーーーーー-U-ーーーーーーーーU一一一ーーーーーー-
22 ーーーー一一ー-A-G-ーーー一一ーーーーーーー一一司ーー-A一一ーー---ーーー ' ーーーーーーーーーーーーーーーーーー-U-ーー
23.一一一一 ---A-G--------- 一一ー一一-A一一一一---.-一一一一一一一一一-U一一一一一一U一一一一一一-
24 ーーーーー一一一A-G一一一一ーーーーーーーー一一-A-ーー ーー--.叩ーー ー ーーーーーーーーーU-ーーーーーーーーーU-ーーーー一一一一一
25. ー一一 -----A-G一一一一一一ーー一一一ーーーーーーーーー-A-ーーー ーーー匂・ー ーーーーーーーーーーーU-ーーーーーーーーーーU-一ーーーωーーーー-
26 一一一一一-A-G-ー一一ーーーーーーーーーーー-A-ーーーーーー一一一一一ーーーーーーーー一一ーーーーー一一一一ーーー一一U-ーーーー一一一ー-
27. ーーー』ーー四ー一一-A一一ー一一ー一一一A一一一ー一一一一ーーーーー-Aーーーーーー ・ー ー ーーーーーーーーーーーーーーU-一回---・-ーー句占

司 26-
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1. G臼AωωCUGGU切GUAACUωωcuωGGAG印AAA氏GU∞∞AG∞AACAGGA叩AGAUACαUGGUAGUCCA∞cαUAAA臼AUGAGUGC
2. 一ー ーーーーU-一ーーーーーーーーーーーーーーーーーーC-ーーーーーーーー一一一ーーーー-A-ーーーーーーーーーー一一一司自 F一一一一一ーーーーーーーーーーーー ーーーー-
3. ---G一一U----一一一一一一一一一C一一一一一一一一一ーー 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-
4 一一一U一一一一一一一一-A一一一C一一一一一一一---A 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-
5.一一一Uーー一一一一一一-A一一 C一一一一一一一一-A一一一一一ー ーーーー一一一一-
6. ---G----U-ー一一ーー-C-ーーー一一一一ーーーーー-C-ーーー ーー司ーーー-A-ーーーー ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー-U-ーーーーーーー ーーーー
7.一一G--U-U一一一一一一一一一一一C一一一一一一一一-A一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー
ι---G一一一ー ーー一一ー --C一一一一一一一一-Aー一一一ー一 一一ー一一一一ー一一一一一一-
9.一一ー 一一一一一一一一一一一一U一一一一一一-U一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー一-
10. ---G--U-ーーーーーー 司ーーー句ー ーー ーーーC-ーーーーー---ーーーーー一一-A一一一ーーーーーーー ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー
11.一一 -A一一一一一一一一-A一一一C一一一一一一一一-A一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
12. -ーーーーーーー--G- ーーー ----C---- ーーーーー-A-ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一ーーーーーーー--A一一一
13. ーー -U-ーー一一C一一ーーーーーーーー-A-ーーーー-C-ーーーーーーーーー一一一ー『ー-A-ーー司ーー一一一一一一一ーーーーーーーーーーーー ーーーーーーーーー ーーーー
14. ---Gーーーーーー ーーーU-ーーーーーーーーーー--U--------A-ーーーーー-A-ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一-U一一ー一一一一一一一一一一-A一一一
15 ー-G一一一ーーーーー-----U-------------U-ーーーーーー-A-ーーー一一ー-A----ー一一一一ーーー一一一ーーー---------U-ーーーーーーーーー ---A---
16. ---G- ーーーーー一一一ー-U一一ー一一ーーーーーーー-U-ーーーーーー-A--------A-ーーーーーー ーーーー ーーーーーーーーー-U-ーーーーーーーーーーーー-A---
17. ー--G-ーーーー ーーーー ー -C-ーー一ーー---ーーーーー一-A一一一一一一一一ーーー一一一一一一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー-A---
18. ---G--ーーーー一一一一一ー一一一一一一ーーーーーー-C-ーーーーーー --A 四ーーーー ーーーーーーーーー・ーーーーーーーーーーーーーー--A---
19. ---G---ーーーー一一一一ーーー一一一一一ー一一ーーーーーC---ーーーーーーー -----A- ーー ーーー ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー-A---
20. ---G一一一一一一一一一一一一一一C一一一一一一一一-A一一一一一ー一一 一 一一 -----A---
21. ---G---ーーーーーー---ーーーーーーーーーーーー---C--ーーーーー------A-- ーー ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー-A---
22. ---G一一一一一一一一一一一一一一一C一一一一一一一一一一一-A一一一一一一一------一ーー一一一一一一一--A---
23. ---G 一一一一一一一一一一一ーC-----------------A ------ ー ー一一一 一一--A---
24 一一G一一一一一一一一一一一一一一C一一一一一一一一一A一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一--A一一
25. ---G----ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー--C- ーーーー -A ------------------------------------------A --
26 一一G一一一一一一一一一一一一一一一一C一一一一一一一一-A----------一一一一一一一一一一一一一一一--A---
27. ---G---------------------------C----ー一一一 A- 一ー 一一ーー ーー 一一一一
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1. UAAGUG山AωωG.UI川CCGCCCC山AGUGCUGCAGCUAACGCA山GAGCACUCCGCCU∞∞AGUA印GUCGCAAGACU臼AACUCAAAGGAA山
2. ----------A-------------U- ーー ーー司ー-A-ーーーーーー-A一一ーー一一ー一一一一一一一一一一一一一一Cーー一--Gーー一一一一ーー一一ーーーー-
3 一一一一--A一一一一一一一U一一一一一一U一一一一-A一一一ー一 一ー -----C------G 一一一一-
4 一一一一一一ー--A一一一ーー一一一ー一一一一U一一一一一一一一A--U-ーーー一一一-A一一一ー一一ーーーーーーーーーーーー一-C------G----ーーーー -
5. ----------A -------------U---------A --U-一一一-Aーー 一一一一一一一一C一一--G一一一一一一一一-
6 一一 一-A一一一一一---U---------A --U---------A -----------------------C------Gーーー一一一一
7.一一ーーーーーー-A---一ーーー一一ー一一U-ー一一ーーーーーーーーーーーーーー---A--ーーーー ー ー ーー -
8 ーーーーーーー-Aーーーーーーーーーー-U-ーーーー一一一一一一・ー一一一一一一一一一A一一一一一一一一一一一一一ー一一一一一ー一一C一一ー一一G-ーーー一一一ー一一一一一一-
9. --G一一一一一一一一一一一一一一--A --U---------A -------------- 一ー ーー
10. -------ーーーーーーーーーーー---ーーーーー一司ーーーーーー一一ーーーーーーー一-Aーー一一一一一一一一一一一一一一ー一一一一一-C-一一一一一G一一一一一一一一一一一一一一一一一
11. ---- ー ---_--_ーーーー -A--一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ーー
12. --G一一一一一一U---CGAUA一一一G一一C-A--U----A----A一一U一一一一一一一一一一一一一一一一ー ー一一一
13. --G----------U---CAAUA ----------C-ーーー--------A四A--------ーーー一一一ーーーーー一-C-ーーーーーー-G---ーーー ーー -
14. --Gー長ーーーーーーー-G-CCA'A一一一一一一一一一一一一一A--U-一一一A一一一一A一一一一U一一ーー一一ー一一一一ー一一一一AC--ー一一一GU--ー一一一一一一一ーー-
15. --G-----------G-CCA. A----c--------A--U----A----AーーーU-ーー一一ー一一一ーーー一一-AC------GU--ーーーーーーーーーーーー
16. --G----ーーーー---G-CCA.A-ーー』ーーーーーーーー-A--U-一一-A----A----U一一一一一一一一一一一一一一一-AC--一一一一GU---一一一一一一一一一一
17. --G-------------CCA. A白ーー“ーーーーーーーー-A--U----A--ー-A----U一一一一一一一一一ーー一一一一-AC--一一-GU--ーー一一ーーーーーーー
18. --G 一一一一ーーーー一CCA'A白一一一一一一一一一一一一A一一U一一一A一一一-A----U一一一一一一一一一一ーーー一一AC--一一一一GU--一一一一ー一一一一一一一一一
19. --G-------------CCA. A'ーーー一一ー一一一一--A--U一一一一Aーー一一A一一一一U一一一一一一一一一一一一一一一AC--一一一GU--一一一一ーー一一ーー-
20. --G---一一一一一一一一一一CCA.A.一一ーーーーーーーーー-A--U----A一一一A----U-句ーー'ーーー ーーーーー--AC--ーーー-GU---ーーー一一一一一一一一
21. --G-------------CCA. A.ー匂ーーーーーーーーー-11一一U一一一A----A----U--一一一一一一一一ー一一一一-AC------GU--ーーーーーー ーー -
22. --G-----一一一一一一一一一CA'A一一一一ーーーー一一一一一A--U-ーー-A一一一一A一一一一U-ーーー白骨ーーー--------AC--ー一一一GU--一一一一一一一一一一一一一一一
23. --G一一ーー ー-CCA'Aーーーーーーーーーー-A--U-ー一一A----A----U--ーーーー一一一一一ーー一-AC------GU--ー ーーーー
24. --G一一ー -----C-. A-------------A--U----A----，¥----U---一ー一一一--AC------GU----------------
25. --G- 一一一一一一ー一CCA'A-ーーーーーーーー一一-A--U----A-一一一A-一一一U---ーーーーーーーーーーーー-AC--ー一一-GU--一一ー一一ーーーーー-
26 一一G--一ー ーーーーーーー-CA'A-ーーーーーーーーーーー-A--U----A可処ー A----U-一一一一ーーーーーーーーーーー-AC--ーーー-GU-- ーー ー
27. --G- 一一一 CCA . A . ------------A--U----A----A----------------------AC------GU----一一一一一一一

27 -
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lωcωωGCCCGCACAAGCGGUGGAGCAUGUGGUl川AA山印AAGCAA∞∞AAωA∞四ACUA∞uα即GACAUC.CU. CUGACAAUC印AGAG
Z ーー ーーーーーーーーー ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー ーーーーーーー一一一ーーーーーーーー-C-ーーーーーーーーーーーー-UC--------C-ー一一ー-
3.一一一一一一一ー 一一一一一一ー一一一一一一一一一一一一一一一ーC一一一一一一一一一一一C-C一一一-
4 一一一一一ー 一一一一一一一一一一一一一一一一一 一一一ー 一一C---一ー一一一一一一-A--C一一一
5 一一一一一ー 一一一一一一一一一一一一 一一一一一一一一 ーC一一一一一一一一一一-A--C一一一-
6 一一一ー一一一一一一一一一一一一一一一一一------一一一一一一一一C一一一一一一一ー一一一一C一一一-
7一一一一一一一一 ー一一一一一一一一一一一一一一一一一一C一一一一一一一一一一一一CU------
8.一ー一一一・ー 一一一一一一一一一一一一一ー 一一一一一回 一一一-C一一一ー一一一一一一一CUC---G---
9 一一---A----一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-C一一一一一一一一一一--GCC一一一-
10.一一---Aーー 一一一一一一一一一一一一一一一 一一一ー ーー -C-一一一ー一一一CA-----ωGUG-----
11 一一ー一一一一一一一一 一一一一一一一一一一一一一一一一一-C一一一一一一-C-G-U一一C-CUG--
12 一一一-A一一一一一A一一ーか一一一一一一一一一 一一一ー -C--------一一-C一一一一ωGU------
13.一一一一一一 ー一一一一一一一ー一一 一一一一一一一一一一-C一一一一一一一一CA-----CGCU-一一
14 一一ーー ーーー一一一一一一A-ーーーーーーーーーーーーーーー一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー-C-ー『ーー ーーーーーーーーーーーー一-Gn------
15. -一一一一一 --A一一一一一一一一一ー ー一一一一一一一一一-C一一一一一一一一一一一一GU------
16 一一一一ー 一 --A一一一一一一一一一一ーーー一一ーー 一-C一一一一一一一一一一一--GU------
17. -ーーー一一一ーーーーーー---ー-A--- ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一ーーーーーーーーーC一一ー一一ーーーーーーーーーー一一一一一一一一GU------
18.一一一一ー ー--A一一一一一一一一一一一一 一ーーーー一一C一一一一一一ー一一一一一GU------
19.一一一 一一一--A----一一一一一一一一一一一一 一一ー C 一一一一一 一Gn一一一
20. 一一一ー一一一一一一ーー-A---ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一一一一一一一一一一一一一一C-一ー一一一一一一一一一一ーーーーーーー--Gn一一ー-
21 一一ー 一一一一--A----一一一一一一一一一一一一ー一一一一一-C一一一一一一一ー --GU------
22. ーー ーーーーーーーーーーー-A-ーーーーー一一ーーーーーーーーーーーーーーー一一ーーーーーーーーーーーC-ー一一ーーーー-------------G-------
23.一一一一一ー -----A 一一一ーーー ー ー ー-------C一一--------一一一一一--G一一一一
24一一ー 一一A一一一一一一一一一一一一一一一ー ーーー Cーー一一一 一 G 一一-
25一一一一一一 ---A 一一一ーー ーー ーー -C一一一一一一一一一一一一G一一一-
26.・ー一一 ーー一-A一一一一一一一一一一一一一一一一一一一---Cーー一一一一一 一G一一一
27 一一ーーーーーーーーーーーーーーー-A-ーー ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー-Cーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一一G-ーーーーー

1100 
1. AUAGGACGU・CCCαmωωG.. CAG. AG . UGACAGGUi囚UGCAUGG山GU印UCAGCU凶UGUαUGAGAUGUU∞G山AAGUCCCGCAACGAGC
2一一-G一一U一一一一一一GA----GA----一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー ー一一一一一-
3一一-GAC-U一一一一一-GA----一一一一一一一一一一一一一一一一ー 一一一一一一一一一一一一一一一-
4一一一G-U-U-U一一一--AG----一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ーー 一-
5. -----G-U---U--------AG----一一一一一一一一一一 ー一一一一一一一一一一一一一一一一-
6.一一一G-U一一一一一一一G一一一一一一一一一一一一一一一一一
7. 一--AG---U-ーーーー------GA--ーーーーーーーーー一一ーーーーー-----ーーーーー一一ーーーーーー一一一一ー一一一一一一一一一一一一一一一一一ー一一ーー ーーー-
8. -C---G-.' --UU--------GA 一一一一一 ー ー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
9. 一一一GA---U-ー一一一一ー一一一A-一一一ーー一一ー一一ー一一ー一一一一一一一一一一一一ーーー守ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一ー一一 -
10. ---C-C-U--U-----------A ---UG--ー ー ーー 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
11. ---U-GUU--U-一一一一一一ーーー-A--A-C-G一一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一ーーー一一一一一一ー一一一一一一ー一一一一ー一一一ーーーーーーーーーーーーー-
12.ーーー C--UU--------A --------GA--ーー ーーーー ー ーーーーーーーーーーーーーー
13. ----AG-. --U一一一一一一一-UG----一一一一一一一一 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
14.一一 C---U-----------GA ---------一一一 一ーー ー一一一一一ー一一一ー
15. -----C一一一U-一一一一一一一一一一GA--二一一一一ーーーーー一一一一ーーーーーーーーーーーーーーー一一一ー一一ーーーーーーーーーーーーーーーーー司----ーーーーー ーーーー
16 一一 C---U-----------GA----一一一一一一一一 ー 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
17. -----C---U-ーーーーーーーーー-GA--ーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一一一ーーーーーーー ーーーーーーーーーーーーーーー ーーーー
18. -----C---U一一ーーーーーー--GA--一ーーーー一一一一ーーーーーーーー----ー ーーーーーーー一一一ーーーーーーーー一一一一一ー一一一一一一一一一一一-
19. 一一-C---U-一ーーーーーーーー-GA---ーーーーーーーーーーー一一一一一一一一一一一一一一一一ーーーーーーーーーーー一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーーー-
20 一一-C---U-一一一一一一ー---GA--ーーーーーーー一一ーーーーーーーーー ー ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一ーーーー一一ー-
21. ーー -C---U-ーーーーーーーーー-GA--ー司ーーーーーーー一-------一ー一一一一一一一一一一一ーーーーーーーーーーーーーーーー"ーーー一一ーーーーーーー一一ーー-
22 一一-C---U一一一一一一一一一ー-GA--一一ーーーーーーーーーー一一ーーーーーーーー ーーーーーーー一一一ーーーーー一ーーーーーーーーー一一ーーーーーーー一一ー-
23.一一-c---U-----------GA -----一 一一一一一一一一一一 一 一一一一一ー一一一ー一-
24.一一-C---U-----------GA---一ー一一一ー 一一一一一一ー 一一 一---一 一ーー一-
25. 一一-c---U-一一一一一一一一一一GA--ーーーーーーーーーーーーーーーー ー ー ー
26 一一--c---U---ーーーーー-GA--ーーー ーーーーーーーー ーー---ーーーーーー ーーーーーーーー ーー自由 ーーーーーーーーー
27. -----C---U一一一一一-GA----一一一一一一一 一一一ー一一一一一一一一一一一一ー 一 一 ー
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1200 
lωAAα;CUUωUCUUAG山GCCAGCA''lJ1JCAGUUGGGCACUCUAAGGUGAαJGCCGGUGACAAACC侃AGGAA回UGGGGAUGACGUCAAAUCAU

2一一一一一一ーーー一 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 一一一一
3.一一一一-A-C----一ー 一一一一一 一一一ー一一一一一一一一一一一一一一一ー 一一一一ー一一一一
4.一一一一一一ー 一一一一U一一--A一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー一一一一一一一一一一一ー
5.一一一一一一一一一一一U一一--A一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ーー 一一一一-
6 一一一一一一 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 ー一一一一一一一一一一ー
7.一一一一一一一一一一一一一一U一一一一一一一一ー 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-
8 一一一一一C一一一一一一一一一G一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一------一一一-
9一一一一ー一一一一一一一一---U----一一一一一一一ー 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-
10 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一U一一一一一一一一一一一一一一一一一
11.一一一一一ー 一一一-U一一一U一一一一一一ー 一一一 一一ーー ーーー一一一一一ー一一-
12 一一一一-AUG----一一一一--GG-CA--C一一一一一一-CA----一一一一一一一一------一一一一一一一一一一一
13.一一一一一AUαJ-----一一一 一一一一一一ー --GA-A一一一一UC-----GA--一一一一C- ーー
14 一一ーーー ーーーーーー一一一一一一一一一一ーーーー-A-ーーーーーーーーー一一一一一ーーーー---ーーー一一一一一一一ーーーーーーーー一一ーー一一一一一一一一一一一ー一一一一一一一ー-
15. -一一一一ー 一一一一一--A一一一一一一一ー ー 一一一一一一一一一ーーー一一ー -
16. 一ーーーーー一一一一一ーーーーーーーーーーーー一-A-ーーーーーーーーーーーーーー一一ー一一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一ーーー
17. 一ーーーー ーーーーーーーーーー・ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー--ーーーーーーーーーーーーーーーー一一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一ーーーー
18 一一一------一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-
19. -一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
20.一一一一一ー 一一一 ー一一一一 ーーーー ー ー 一一一一一一一一一一一一ー
21.一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-
22.一一一一一ー一一一一一一一一一U-------一一ーー ーー ーー 一ー ーー
23.ー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
24一一一ー一一 一一ー一一一ーーーーー ー ーーー一一-
25. - 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ーー一一ー一一一一
26一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一------一一ー一一一
27.一一 ー ー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 ー

1. CAUGCCCα即AUGAC山GGGCUACACAωUGCUACAAUGGACAGAACAAAGGG'. CAGCGA . AαGCGAGG山AAG∞AAUCCCA. CAAAUCUG~1J 
2. 一一ーーーーーーーーー--C-ーーーーーーーーーーーー ーーー ーーー--UG-U-----------U--A-G-ーーーーーーーーーーーーー-G-ーーーーーー-U---A-CA--
3. ---------------C------------一一一一一--UG-U-一一ー ー山 -A-G一一一一一U---U-一一一 U---A-CA--
4一一一一一一一-C一一一一一一一一一一一一一G-U------A ----U--A-G一一一一--GG---U一一U---U---A-C---
5 一一一一一一一C一一一一一一一一一一一一一G-U------A----U--A-G一一一一一GG---U----U---U---A-C 
6.一一一一一一一一C一一一一一一一一一一一一一一U一一一一一UU----AG----一一∞----U----U---A---A一一一
7. 一一一ー一一一ー一一一C一一一一ーーーーーー一一ーーーーーーーー-UG-Uーーーー一一ーー一一U--A-Gーーーーーー一C--ーーーーーーーーー--U---A-CA--
8. ---------------C--------------ーーーーーーーー-UG-U-ーーーーーーーーー-U----G-ーーーーーーーーーーーーーーーーーー--G---A-CA--
9 一一一一一一一一一一一C一一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーー-UG---ー一一ーーーーーーーーー-AG--ーーーーー-CC----A--------U---A -CA --
10.一一一一一一 C---一一一 一一一一一一一UGAU---G一一一山一C-AC----一一ωG一一一一一ーか--AUC---
11. 一一ーー一一ーーーーーC-ーーーーーーーーーーーーー一一ーー一一一一一--GAU-----C一一一一UU--C-ACU--一一--AGGG---U-----G --U---GUC---
12. 一ー ーーーーーーーーC-ーーーーーーーーーー一-A---ーー ー-C-G-U----C-ーーんAG-----AGGA----UC-GG-ーーーーーーーーU-GA---G-C-G-
13 一一一一 一 C----- ーー一一一一---UUG-U一一C一一--AU--U-C山一一--AAG-U--U一一U-U-U---A-CAA-
14.一ー一一一一-UC一一一一一一一一 一 G-G-U一一一一ーー ---A-----A一一C一一一ー一一一U---G-C-CC
15 一一一一一一ーUC 一一一ー一一一一一一一G-G-U一一一一一一一--A一一--r¥一一C----G一一一ーか--G-C-CC
16. -一ーーーー ー--UC-ーーーーーーーーーーーー ー-G-G-U-ーーーーーーーーーーーーー-A-ーーー-A----C-ーーーーーーーーーーーU---G-C一cc
17. -一一一一一一UC一一一一一一一一一一一一一GUG-U一一一一一一一一A一一一一一CG---U一一一一U---G-CACC
18 一一一一 UC 一一一一---GUG-U一一一一一一一--A一一一一一CG---U-----一ーか--G-CACC
19.ー一一一ー UC---- ーー 一一一一一-GUG-U一一一一一一一--A一一一一一C----G一一一一U---G-CACC
20 一一ーー ーーーー-UCーーーーーー一一一一ーーーーーーーーーーー-GUG-U--ーーーーーー -A-----一一一C----G-ーーーーーー-U---G-CACC
21.一一一一 UCー 一一一一一一一-GUG-U一一一一一一一--A一一一一一C----U--------U---G-CACC
22 一一一ー一一一UC一一一一一一一一一一一一GUG-U----------------Aー 一-CG---U一一一一U---G-CACC
23 ーー一一一 UC一 一一一一ー ー--GUG司U一一一一一一一一A一一一一一印一一U一一一一U---G-CACC
24 一一一一一 UC 一一一一一一一GUG-U一一一一一一一--A一一一一一CG一一U一一一ーか--G-CACC
25.一一一一一一UC一一一一一一一一一一一一GUG-U一一一一一一一-A一一一一一CG---U--------U---G-CACC
26. 一一一一ー --UC----一一一一一 GUG-U一一一一一一一--A一一一一一閃---U----一一U---G-CACC
27 一一ー一一一 C 一一一一一一UG-U一一一一一一一--AG--------C∞一一一一----U---G-CA--
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1300 
1. CUCAGUUωGAU∞CAGUCUGCAACUCGACUGCGUGAAGCUGGAAUαCUAGUAAUCGωGAUCAGCAUGCωωGUGAAUAωωαω∞CC山
2.ー一一一一一U----G一一一一一C----A一一一C一一一一一ー ーー ーー一一一一一一一一一一一一一一一一
3.一一一一一一U----G----一一一C----A一一一C一一一一一一一一-U一一一一一一一A一一一一一一一一一一一-
4.一一一一一-U-U--G一一一一一C--A-A----一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一- 一一-
5. 一ーーーーーーー-U-U--G-ーーーーー司ーー-C--A-A-ーーーーーーーーーーーーーーー一一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一一一一一一一一ーーー一一一一ー一-
6.一一一一一一U-U--G一一一一一C--A-A一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 一ー-
7. 一ーーー鴫ーー一-U-U--G-ーーーーーーーーーC--A-A-ーーーーーーーーーーーーーー一一ーーーーーーーーーーーーー一一一ーーーーーーーーーーーーーーーー一一一-
8. -C一一一一一U----G一一一C--C----A一一一C一一一 一一一一一一一ーー 一一一一一一一一一一一一-
9.一一一一一 -U一一G一一一一一C----A一一一C一一一一一一一一一一一一一一一一一 一------U--
10. -C一一一一一U-G--G一一一一--C--C-A一一-U一一一一一一 一-U一一 一一-A一一一一一一一一一一U---
11. 一一一一一-U-U--G---一一一-C--A-A一一 U一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-
12 ーー一一一一U-U--G一一一----C--A -A -----UC-----U------- 一 一一一一一一一一一一一一一一-U---
13. ーーーーーーーーーー-U-U--G-ーー一一一一一一一C--A-A-----UC-ーーーーーーーーー一一一ー一一一ーーーーーーーーーーーー ーーーーーーーー ー-
14. -C一一一一一U----G一一一一一C----A一一 -C-----U一一ー ー ー一一一一一一一一一一C一一一一一一一
15. -Cーー一一一U一一G一一一一一C----A一一一C一一-Uーーー一一一一ー 一一一一C一一一一一一一
16. -C-ーーーーーーー-U----G-ー四ーー --C----A------C-----U--一一一一一一一ーーーーーー一一一一一一ーーーーーーーーーーーCーーーー ーー ー
17. -C-ーーーーーーーU----G-ーーーーーー---C----A------C-----Uーーーー ーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一一一C一一一ーーーーーーー-
18. -C----一一一U----G一一一一一C----A一一一C一一一日一一一一一一一一一一一一一一一一一C一一一一一一
19. -C----一一一U----G一一一一一C----A一一一Cー一一-U一一一一一一一一一一一一一一一一 -C一一ー ー
20. -C 一一一-U----G一一一一一C----A一一一C一一-U一一一一一一一一一一一一 --------C一一一一一一一
21. -C一一一一一U----G一一一一--C----A一一一C一一-U一一一一一一一一一一一一一一一一一C一一一一一一一
22. -C一 一--U----G一一一一一C----A一一一C一一-U一一ー 一一一ー ー 一一C一一一一一一-
23. -C一一一一一U----G一一一一一C----A一一一C一一-U一一一一一一一一一一一一一一一一--C----一一一一一
24. -C一一 --U一一G一一一一一C----A一一一C-----U一一ー一一一一一ー ー ー -C 一一一ー-
25. -C一一一一一U----G一一一一一C----A一一一C一一-U一一一一一一一一一一一一一一一一一C一一一一一一一
26. -C-----一一-U----G一一一一一C----A------Cー一-U一一一一一一一一一一一一一一一一一C一一ー ー -
27 一一ーー回一ーー一-U一一一一G-ーーーーーーー司C----A------C一一ー--U---ーーーーーーーーーーーーー一一一一ーーー一一一一一一一一C-一一一一一一一一一

1400 
1. GUACACACCGCC印UCACACCAωAGAG山UGUAACACCCGAAGU印GUGAGGUAACCUl則UA∞AGCCAGCω∞GAAGGUGGGACAGAUGA山G
2. ーーーーーー'ーーーーーーーーー一一一一一ーーーーーーーーーー---ーーーー--G-一ーーーーーーーーー・ーーーーーーーーーー-U- ーーー ー -
3 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一G一一CAUC-ACG一一一一一一一一一一一一一一一一一
4 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-G一一一一一一U一一一一一一-U一一一一ー -
5 一一一------一一一一一一一一一一一一一一一一一一一G一一一一一一U一一一一一一一U一一一一一一一一一-
6. --一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一G一一一一一一・一一一一一一一U一一一一一ー ー-
7. --一一一ー ー一一一一一一一一一一一一一一GA------G.-A----CGU-------U ーーー 一-
8 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー一一一一ー一一一一-Ao----一一一一ー一一一一一ー一一一一一-
9 一一一一ー一一ーーー ーーーーーー------G---一ー ーー ーー『ー.-ーーーーーーーーーーーー一一-UA一一一一-
10 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一G一一CAUC-ACG一一一一一一一一一一一一一一一一一
11.一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ー 一一一一ーー 一一一ーI一一一一一一一一一一一一U一一一一ー
12. -ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一一一一一AC--ー一一一一一一一ーーーーーーーーー一一一一G.CA---一一ーーーーーーーーーーーーーー-GU--ーー一-
13. ---一一一一ー一一一ーーーーーーー-G- ーー-C-------------------------G . -A-ーーーーーー一一一ーーー一-GU----A-C--
14 ーーーーーーーーーーー一一ーーーーーーーーーーーーーーー一-----一一一一一ー一一一一U--G一一一ー一一-AU---Cーーーーーーーーーーーーーー---A-------
15. 一一一一一一一一一一一ー一一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一ーー--U--Gーーーーー-AU---C-ーーーー一一一一一一一ーー一-A一一一一-
16 一一一ー ー 一一一一U--G-------AU---C 一一一一一--A一一
17. 一一ーーーーーーーーー一一ーーーーーーーーーーーーーー一一ーーー一一一一一一一一一C-AG--一ーーー-AU---CU--ーーーーーーーーーーーー一一-A一一一-
18. -ーーーーーーーー-----_ーーーーーーーーー ---ーーーーーーー ーー--C-AG-------AU ---CU-一ーーーーーーーーーーーーー--A-一ーー目
19. 一一ー ー ーーーーーーーーーーーー一一ー一一--------C-AG--ーーーー-AU--GCU---ーーーーーー ーー一一ーーーーーーー-
20.一 一ーーーーーーー ー ーーーーーーー--C-AG--ーーーー-AU--GCU--ーーー ー
21. -ー一一ーーーーーー一一ー一一ーーーーーー一一ーーーー一一ーー一一一一一ーーーーー--C-AG--ーーーー-AU--GCU--一一一一ー一一一一一ーーー一一一ー一一一-
22.ーー一一一一一一ー一一一ーーー一 一一一一C-AG-------AU---CU----- 一ー --A------
23 一一ー一一ー 一一一ー 一一一一一一一一一一C-AG-------AU---CU----一一一一一一----A-------
24. -一一ー ー--ーーーーーーーーーーーーーーー一一ー一一一一一一ーーーー-C-AG--一一ーー-AU---CU---一一一ー一一一一一一一ー一一-A-一一一ーー-
25 一一 ーーー一ーーーーーーーーーーーーー句ーーーーーー ーーー ーーーーーC-AG-------AU---CU--ーーー 一一ーー--A一一一一-
26 ーー ーーーーーーーーーー一一一一一一一一一一一一一一一ーーーーーーーーーーーーーー ー----C-AG--ーーーー-AU---CU---ーーーーーーー ー一-A-----
27. ーー ーーーーー一一一ーーーーーーーーーーーー ーーー ーーーーーーーーーー ーーーーーー・--.----ーーーー ーーーー一---A---一一一一
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1500 
1.ωGU臥AGUCGUAACAAGGUAG
2 一一一一一-----------n
3 一一一一ー ー
4. ーーーーーーーーー ーーー ーー-n
5.一一一一一一一一一-
6 一一一一一一一一一一-n
1 一一一 一ー一一----
8.一ー一一一一一一一一-n
9.一一一一一ー ー --n 
10. ---一一一一一一一一-n
11. -ーーーーーーーーーーー ーー
12 ーー一一一一一一一一一
13 一一 一ーーーー町田町1
14. 一ーーーーーーーーー一一ーーーーーーー-n
15. -ー一一一一一一一ー町田
16.一一一一一一一一一ー町田
17.一一一一一一一一一一m
18. --一一一一一一一一-nnn
19 一一一一一一一一一一-n
20 一一一一ーーー nnn 
21.一一一一一一一一一一nnn
22 一一一一一一ー ー町田nn
23. -一一一一一一一一一-
24 一一一一一一ー ー--nn 
25.ー一 一一一一一一一
26.一一一一一一一一一一nnn
27.一一一一一 町田

72 105 
9. GGGAACnAAGCAGAUCUCCUUCGGGGGUGACGCUUGUCCAA 

72 ~ 
27. AGGAAGCAAAA印刷CC山CGGGUGCGlJl氾UGUGGAAUG

Fig. 2-1. Prirr日rystructures of 16S rDNAs Jrom bacterial strains used in this study. The number above 
the s伺 uencecorresponds to the posi Lion i n the I;，_旦linumbering syst肌 Onlynucleotides that are 
di fferen t fr加 theone found in B. subLilis at the site are listed. Spaces in the s伺 uencesare parts 
that do not a1i伊 to the s町uenceof !L包性斗~ thus the s問 uences of these回rts町eindi回ted
separately. Dot corresponds to alignment gap. n， undetermined nucleotide 

31 -



乙
d
N
 

B
.
c口
a
g
u
l
a
n
s

1
5
"
S
 r
ac
e
m
fc
u
s
"
H
16
"
S
 r
ac
e
m
Ic
u
s"
H
1
7
 

r
~
~
e
m_
lc
u

sl
l 
M
l
1
6
 -
.-
"
5.
 Ja
ev
as
ll 
M
l
1
4
 

"
S.
 Ja
ev
as
ぷ
2
抑
制
53
5V
V
FE
tz
ri
C2
1γ
ed
Ju
s
ll 
M
I
0
3
 

S.
 1
n
u
l1
n
u
s
 N
R
1
C
 11
3
4
へ
¥
I
ぷ
fJ
{
r{
lC
eli
iij
ll
-e
ii
c
u
s"
 M
1
4
 

L
ψレ
~

I'
B.
担
e
V
9
1
a
ç
#た'
cu

s
l1
M
l
 

，メ
ーー
"8
.

m~
向
。
'l
ac
tf
ëi
is
"
Mi
6s
 

It 
S
.
 la
ev
as
u
 M
 1
 e
 

B
.
 
sp
ha
er
lc
us
 

0
.
0
1
 
K
.
.
<
 

B.
 p
s
yc
h
r唱
p
hl
1u
s

Fi
g. 
2・
2，
E
v
o
l
u
t
i
o
n
a
r
y
 
d
i
s
t
a
n
c
e
 
t
r
e
e
 
of
 
s
p
o
r
e-
b
e
a
r
i
n
g
 l
a
c
t
i
c
 
a
c
i
d
 

b
a
c
t
e
r
i
a
 
a
n
d
 B
a
c
il
lu
s
 sp
e
c
i
e
s
 



ω
 
ω
 

T
a
b
l
e
 
2-
1. 
S
i
m
1
l
a
r
i
t
y
 
v
a
l
u
e
s
 
f
o
r
 a
 1
，
 44
6
-n
u
c
le
o
t
1
d
e
s
 
of
 
16
S 
r
D
N
A
s
 
of
 
s
p
o
r
e
-b
e
a
r
1
n
g
 
la
c
t
1
c
 
a
c
1
d
 
b
a
c
t
e
i
a
 
a
n
d
 r
e
p
r
e
s
e
n
ta
-

t1
 v
e
s
 
of
 
th
e 
g
e
nu
s 
ll
i!
旦斗
峰

1
0
 
11
 
12
 
1
3
 
14
 
15
 

1. 
B. 
s
u
b
t
1
l
i
s
 

2
 
B
.
f
l
r
m
u
s
 

95
. 
3
 

3. 
B
.
l
e
n
t
ll
s 

93
.8
 
96
. 
6
 

4. 
B
.
c
e
r
e
u
s
 

94
. 
5
 
94
. 
7
 9
4.
 
1
 

5. 
B. 
th
ur
 1
n
E
l
e
n
S
l
S
 

94
. 
4
 
94
. 
6
 9
4.
 
0
 
99
. 
9
 

6. 
• S
d
e
x
t
r
u
s
'
M1
5 

93
. 
6
 
94
. 
1
 9
4
.
 1
 9
5.
6 
95
.5
 

7
 
B
.
 m
e
E
a
t
e
r
i
u
m
 

94
. 
1
 9
6.
0 
95
.4
 
95
.3
 
95
.4
 
94
. 
3
 

8. 
!L
. 
c
o
a
g
u
l
a
n
s
 

94
. 
1
 9
4.
 
7
 
94
.
4
 
93
.8
 
93
.7
 
93
. 
4
 
93
.
 6
 

9. 
B
.
p
a
n
l
o
t
h
e
n
 t
1c
us
 
94
. 
0
 9
4
.
0
 
93
. 
4
 
93
.2
 
93
.2
 
92
. 
8
 
93
. 
7
 
92
.8
 

10
 
ι
p
s
y
c
h
r
o
p
h
1
l
u
s
 

9
1.
8
9
3
.
5
9
3
.
8
9
2
.
0
9
1.
9
9
1.
1
9
2
.
5
9
1.
7
9
1.
1
 

1
1. 
B. 
s
p
h
a
e
r
i
c
u
s
 

92
. 
5
 9
3
.
4
 
92
. 
9
 
93
.6
 
93
.6
 
9
1. 
9
 
93
.
 4
 
9
1. 
6
 9
1. 
8
 
93
. 
7
 

12
.
 
!
L
.
巴
些
盟
主
呈

89
.
 1
 8
9.
 
6
 
89
.
 3
 8
9.
 
3
 
89
.4
 
88
. 
8
 
89
.
 5
 
89
.
 
0
 
90
. 
0
 8
9.
 
1
 8
9.
 
1
 

13
. 
B
.
 l
a
t
e
r
o
s
p
o
r
u
s
 

89
. 
7
 9
0.
9 
90

白
o
90
.
 
7
 
90
.
7
 
90
. 
2
 
90
.9
 
90
.
 
0
 
89
. 
7
 
88
. 
7
 
89
. 
6
 
89
. 
2
 

14
 
5
1
n
u
1
i
n
u
s
 J
CM
 
60
14
 
9
1.
6
9
2
.
3
9
1.
8
9
1.
1
9
1.
0
9
0
.
9
9
1.
7
9
2
.
9
9
0
.
5
9
0
.
1
8
8
.
9
8
9
.
1
8
8
.
1
 

15
.
 • 
B. 
l
a
e
v
o
l
a
c
t
1
c
u
s
'
 M8
 
9
1.
3
9
1.
9
9
1.
4
9
1.
1
9
1.
1
9
0
.
9
9
1.
5
9
2
.
5
9
0
.
0
9
0
.
2
8
9
.
1
8
8
.
4
8
8
.
4
9
7
.
9
 

16
. 

• B
. 
r
a
c
e
m
i
l
a
c
t
1
c
u
s
'
 M5
 
94
.
0
9
4
.
6
9
3
.
6
9
2
.
9
9
2
.
8
9
2
.
5
9
3
.
4
9
2
.
3
9
3
.
3
9
1.
3
9
1.
6
8
9
.
3
 
89
.8
 
94
.7
 
94
.7
 



ω
。
.
.
 
ゐ

T
a
b
l
e
 
2守
2
.
S
i
m
i
l
a
r
i
t
y
 
v
a
l
u
e
s
 a
n
d
 
nu
mb
e
r
s
 
o
f
 
n
u
c
l
e
o
t
i
d
e
 
d
i
f
f
e
r
e
n
c
e
s
 
f
o
r
 
a
 1， 
4
7
4
-
n
u
c
l
e
o
t
i
d
e
s
 
of
 
16
S 
r
D
N
A
s
 
of
 
s
p
o
r
e
-
b
e
a
r
i
n
g
 

l
a
c
t
i
c
 
a
c
i
d
 
b
a
c
t
e
r
i
a
 
c
l
u
s
t
e
r
 
s
-
l
c
.
 
T
h
e
 
v
a
l
u
e
s
 
on
 
t
h
e
 
up
pe
r 
ri
g
h
t
 
a
r
e
 
p
e
r
c
e
n
t
a
g
e
s
 o
f
 
s
i
m
i
l
a
r
i
t
y
，
 an
d 
t
h
e
 
v
a
l
u
e
s
 
on
 
t
h
e
 

lo
we
r 
le
ft
 
a
r
e
 
n
u
m
b
e
r
s
 
of
 
n
u
c
l
e
o
t
i
d
e
 
d
i
f
f
e
r
e
n
c
e
s
 

10
 
11
 
12
 
13
 

1. 
S. 
i
n
u
l
i
n
u
s
 
J
C
M
 
60
14
 

9
9
.
9
 
10
0.
0 
97
.
5
 
97
.4
 
97
.2
 
97
.3
 
97
.3
 
9
7
.
8
 
9
7
.
8
 
9
7
.
5
 
9
7
.
8
 
9
7
.
6
 

2
 
S. 
i
n
u
l
i
n
u
s
 
N
R
I
C
 
11
34
 

9
9
.
9
9
7
.
5
9
7
.
4
9
7
.
2
9
7
.
4
9
7
.
3
9
7
.
8
9
7
.
8
9
7
.
5
9
7
.
8
9
7
.
6
 

3.
・S
.
l
a
e
v
a
s
 
ss
p.
 
i
n
t
e
r
m
e
d
i¥j
'" 
M8
6 

9
7
.
5
9
7
.4
9
7
.
2
9
7
.
3
9
7
.
3
9
7
.
8
9
7
.
8
9
7
.
5
9
7
.
8
9
7
.
6
 

• S
. 
ra
ce
mi
cu
s'
 
M
1
6
 

37
 
37
 
37
 

99
.9
 
98
.4
 
98
. 
5
 
98
. 
6
 
98
. 
7
 
98
. 
9
 9
8.
 
6
 
9
8
.
9
 
9
8
.
6
 

• S
. 
ra
ce
rn
ic
us
' 
M
1
1
6
 

38
 
38
 
38
 

98
.4
 
98
. 
6
 
98
. 
6
 
98
. 
6
 
98
. 
8
 
9
8
.
6
 
98
. 
8
 
9
8
.
6
 

6. 
• S
. 
l
a
e
v
a
s
 
s
s
p.
 i
nt
er
rn
ed
iu
s'
 
Ml
03
 
42
 
41
 
42
 
24
 
23
 

99
目
9
99
. 
8
 
98
. 
2
 
98
. 
4
 
98
. 
4
 
98
. 
4
 
98
. 
4
 

7. 
• S
. 
la
ev
as
' 
M
1
1
4
 

40
 
39
 
40
 
22
 
21
 

99
. 
9
 
98
.
 2
 
98
. 
6
 
9
8
.
4
 
98
. 
6
 9
8.
4 

8. 
• S
. 
ra
ce
mi
cu
s'
 
M1
7 

40
 
40
 
40
 
21
 
20
 

98
.
 3
 
98
. 
6
 
9
8
.
4
 
98
. 
6
 
98
.4
 

9. 
• S
. 
l
a
e
v
a
s
'
 M
18
 

32
 
32
 
32
 
19
 
20
 
27
 
26
 
25
 

99
. 
0
 
98
.9
 
99
. 
0
 
9
9
.
0
 

10
. 

• B
. 
la
ev
ol
ac
ti
cu
s'
 
M8
 

33
 
33
 
33
 
16
 
17
 
23
 
21
 
20
 
15
 

9
9
.
7
 
10
0.
0 
99
.7
 

1
1. 
.
 
B. 
la
ev
ol
ac
ti
cu
s'
 
Ml
 

37
 
37
 
37
 
20
 
21
 
24
 
24
 
23
 
16
 

99
. 
7
 9
9.
9 

12
. 

• B
. 
r
a
c
e
m
i
l
a
c
t
i
c
u
s
芳
M
1
4

33
 
33
 
33
 
16
 
17
 
23
 
21
 
20
 
15
 

99
.7
 

13
. 

• B
. 
m
y
x
o
l
a
c
t
i
c
u
s
'
 
Ml
05
 

35
 
35
 
35
 
20
 
21
 
24
 
24
 
23
 
14
 



Table 2-3. GC contents of chromosomal DNA of spore-

bearing lactic acid bacteria. 

Bacterial strain 

S. inulinus JCM 6014T 

L 民叫よ旦盟 NRIC1134 

. s目 racemicus'M16 

's. laevas' M114 
• S. racemi cus' M17 

• S. laevas' M18 

'!L. 1aevolacticus' M8 

• B. 1 aevolacticus' Ml 

• B. myxolacticus' MI05 

• B. racemilacticus' M5 

• S. dextrus' M15 

-35 -

GC content (mol%) 

46. 6 

45. 4 

42. 9 

45. 4 

42. 7 

42. 9 

42. 1 

43. 4 

42. 5 

37. 3 

39. 4 



Tab1e 2-4 DNA-DNA hybridization among spore-bearing 1actic acid bac-

teria 

Source of un1abe1ed DNA 

S. inu1inus JCM 6014T 

ii，_i旦.ll.!よ旦且呈 NRIC1134 

'ii，_ 1:旦盟主些.M16 

'ii，_辺監呈呈.M114 

.塁ι E呈旦旦旦よ主且呈，M17 

• S. 1aevas' Ml8 

• B. 1 aevo1acticu s' M8 

• B. 1aevo1acticu s' M1 

'B. myxo1acticus 聞 ~Il05 

'll_ιracemi 1acticus' M5 

Reassociation (耳)with 1abe1ed DNA from: 

日目inu1inus 

JCM 6014T 

100 

91 

35 

36 

24 

33 

24 

24 

34 

-36 -

• B. 1 aevo1acticus' 

M8 

27 

100 

93 

84 



多手~ 3 主主主 ヨ考 妻要

第 1節 16S rDNA塩基配列に基づいた系統関係

本研究において、供試したE主主斗よ旦豆腐細菌基準株11種11株は、 16S rDNAの

窓基配列に基づいて、系統的に 5つのグループに分かれた。それはAshet al 

(l991b)が、 E旦cill且呈属 51種の 16SrRNAの庖基配列を決定し、 これに基づいて

包斗よ主主呈属は系統的に 5つのグループに分かれると報告したことと、同様の結

果となった。

有胞子乳酸菌は 2つのプランチ(B-l，B-2)に分かれた。 B-lプランチは、

Ash et al. (1991b)の報告の中で ungroupedブランチとしていた hi旦且li旦且豆、

カタラーゼ陰性の有胞子乳酸菌、及び陽性の有胞子乳酸菌により権成される、

系統的にまとまったグループであり、也旦斗よ且呈属の系統的な広がりの中で他の

包旦よよよ旦呈属細菌とは独立して位歯した。 B-2プランチは、 ・ ~主主工旦豆 M15

1株であり、!Lc_旦工旦旦呈-!L~並区旦旦クラスターの中に位置しており、系

統的にB-lブランチとかなり離れていた。

本研究における系統図では、 L よ且斗よ且L呈のブランチと!Lelcaloohilusの

プランチが同ーの系統伎の、根元のところで枝分かれをしているが、両菌種の

進化距離はかなり~く離れている。系統図におけるブランチングパターンは用

いた菌株の種類(すなわち 16SrDNA復基配列の類似性)、及び数により同じ系

統図作成方法でも異なったトポロジーを示すことがある。例えば、 ここに株A

と株 Bは進化距離が互いに速く離れているが、その系統技の分岐点が近接して

いる時、 Aに近縁な株をさらに加えて再び系統樹を作成すると、 BがAl!平の系

37 -



統校の途中から分校することがある。しかし、 A とBとの進化距離は株を増や

しても同じであるから遠いことには変わりない。さらに Bと近縁な株を加えて

また系統図を作成したならば、 A群と B群とは再び枝分かれの根元を百IJにする。

従って、系統的解析に基づいて供試菌株がどのように分類群を構成しているか

を論ずるときには、系統図のブランチングパターンによるトポロジーだけでは

なく、常に復基配列の s値 (sirni1arityva1ue)を考慮する必要がある。以上の

ことから、 Ash et a1. (1991)の報告と同様に!L_<!1ca1oDhi1usと、 :i.，_i，_且且よよ且且呈

とは別系統の分類群である。すなわち、有胞子乳酸菌の B-1ブランチはE呈♀よ上

担呈属細菌の他のグループと同じく、 16SrDNA極基配列のSiI直から判断して系

統的に属レベルで独立しているグループである。

このB-1ブランチにはカタラーゼ陰性(SDoro1actobaci11ue_spp. )、及び陽

性(註旦よ斗旦呈 spp.)の株が含まれている。カタラーゼ活性は分類学上、特に乳

酸菌においては重要な分類指様である。しかし、本研究の結果から、カタラー

ゼ活性は、属の分類指標としては重要ではないことが示めされた。なお、カタ

ラーゼの活性が消失している例は、 E呈旦よよよ旦呈属細菌の中にもみられ、!L_e_孟旦ー

包工旦旦呈旦呈(脱室能を有する)、 L 担工主主旦、 !L_詮旦主辺旦工且豆、 L 胆且よ斗よ旦呈(以

上、昆虫病原菌)はカタラーゼ陰性である (C1aus& Berke1ey， 1986)。また、

8-2ブランチであるカタラーゼ陰性の':i.，_邑且主己主旨 M15t立、包斗よよ且呈属のグル

ープ 1に位置している。従って、 5Doro1actobaci11us属を定義している分類学

的性質よりカタラーゼ陰性を削除し、カタラーゼ陽性株(民主斗よ且呈 spp. )を

5Dorolactobaci11us属に移すべきである。これについては第 2節で述べる。

， B. racernilacticus' M5は s-lプランチの中でか1cクラスターとはやや離

れていたが、 B-lcとの16SrDNA塩基配列の s値は 94.7耳と比較的高い値を示し

た。他のグラム陽性細菌の分類訴の閉じ属内での16SrDNA忠益配列の s値は、

94~95%である (Col1ins et a1.， 1989; Co1Jins et al.， 1990; MarLinez-

Marcia • Collins， 1990; Martinez-Marcia & Col1ins， 1991a; Martinez-

-38 -



Marcia & Collins， 1991b; Whiley et a1.， 1990; Williams et al.， 1989; 

Williams & Collins， 1990; Williams et a1.， 1990)ので、 8-[ブランチの系

統的なまとまりは 1つの属 (SDorolactobacillus属)として位置づけられうるも

のである。

8-2ブランチであるカタラーゼ陰性の ' ~<j_旦主主主旦呈. M15は、 恒旦11旦呈属の

!Lc_旦L旦且呈と!LI!!Q五主主主主よ盟との問に位置し、 これらの菌種とクラスターを形成

した。 このクラスターに属しているEι 旦旦王旦且呈、 Eι 工呈旦主よ昼よ企呈且主、 Eι 且旦且且呈呈、

!LI!!Q且主主旦旦旦里、!Lei旦旦よ旦主、及び!Ll;buringiensisはその栄養細胞の幅が1.0 

川以上ある細胞の婚の大きい菌群である (Claus& 8erkeley， 1986)。そこで、

' ~且旦主主王且呈， 1115 も大きな細胞であるかを調べるために、細胞を酢酸ウラニル

で陰染色して電子顕微鏡で観察をしたところ、 対照に用いた L 盟主主峰、 L 

巴亘呈主旦工よ旦E よりもかなり細く、 EιE旦主主ili互の細胞の幅と間程度であった。 こ

のプランチの他の種では、細胞の幅と系統的なまとまりの形成とは対応してい

る。 's_ιd旦主主己主主.M15においてはこの様な対応関係は認められなかった。

・S. dextrus・1115は 8-1プランチの有胞子乳酸菌とも、また同じくホモ乳

酸発醇を行い L(t )乳酸を生成するL 盟主民ill且呈とも系統的に離れて位置してい

る。この菌種はSDorolactobacil1us属ではなく、現時点では、 E旦cilよ且呈属の新

種として取り扱うのが妥当であると考えられる。前述したように、包主よよよ且呈属

細菌の複数の箇所でカタラーゼが欠失した菌種が認められる。このことより、

有胞子乳厳菌は、本来は他の好気性E主主よII且呈と同じく好気的代謝機能を持って

いたが、進化(退行進化)の過程でこれを欠失し、いわば.乳酸菌化.したと考え

られる。 そして、 その・乳酸菌化胃は、 !Lc_旦旦E旦l呈旦豆を含めてE旦旦よII且呈の系統の

中で複数の箇所で独立に起こったものと考えられる。

有胞子乳酸菌のかlcクラスターは、系統的に 5つのサプグループに分けら

れ、それぞれは種のレベルで離れていることが示唆された。同じサブグループ

に位置している菌株どうしの 16SrDNA塩基配列の庖基の相違数は0-4bであっ

-39 -



た。 グラム陽性乳酸菌 (lowGC group)で同一種の虚基の相違数は L主主主旦旦旦旦主且皇

民旦よ呈で0-2塩基 (Collinset al" 1989)、Streotococcu~ "-呈工旦E旦旦且旦よ呈で0-

6滋基 (Whileyet al" 1990)であった。これらの例は、 B-Icクラスターの各サ

プグループはそれぞれ別個の種を構成している可能性を示唆している。つまり、

B-lcクラスターは 5つの菌種から形成されている可能性が大きい。この確認に

ついては、各サブグループの菌株をreferenceとしてDNA-DNA相向性を調べる必

要がある。

Yanagida et al， (1987b)は5oorolactobacil1us属をDNA相同値から 5つの

グループに分けたが、そのグループ 2とグループ 4に属する 'L 1呈些呈呈 ssp

盟主旦王me坐旦呈，MI 03， ・L 坦旦主呈呈，MI14、'L!:旦旦旦mlc旦豆，M17の3株は本研究

におけるSG-3に属した。 Yanagidaet al， (1987b) はグループ 2の株とグルー

プ 4 の株との聞の DNA栂同値は約 60~であったと報告している。従って、本研究、

及び Yanagidaet al， (1987b)の結果をふまえると、これらグループ 2、 4は

一つのグループとしてまとめることができる。そのほかグループ I、 3、 5は

本研究のSG-l、SG-2、SG-4とほぼ一致した。しかし、カタラーゼ陽性の有胞子

乳酸菌については Yanagidaet al， (1987b)のグルーピングは本研究のグルー

ピングとは異なっていた。

SG-3、及びSG-5には、それぞれo(ー)乳酸を生成する菌株と、 DL乳盟主を生成

する菌株とが含まれている。乳酸菌の分類における生成乳酸の綻光性の違いは、

重要な分類指標の lつであるが、本研究の結果から中温性有胞子乳酸菌におけ

るその分類指標としての重要性は疑わしいものであることが示された。すなわ

ち、 SG-3，及びSG-5は前述したとおり、それぞれ単一の樋として系統的にまと

まっているからである。さらに、旋光性が同じであると 16SrDNAI!¥¥基配列の極

基の相違数が少ない、 ということも見られなかった。例えば. SG-5において同

じく o( -)乳酸を生成するM8と011とは4bの相違があったにも係わらず、 DL乳酸を

生成する M 14 とは、 M8が Ob、~Ilが 4bの相違となっていた。
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第 2節 染色体DNAのGC含量、及び相向性

B-1cクラスターの菌株のGC含量は 42.1-46.6moUと比較的まとまった値

を示したが、同じB-1プランチである'!L.!:acemilacticus' M5は37.3 moUと1

株だけ低い値となった。この遺伝的異質性は DNA相向性によっても示された。

すなわち、 ~i旦旦1i旦旦~ JCM 6014 Tとは7%、・!L.laevo1acticus' M8とは刊の相

同値でしかなかった。この菌株がB-1cクラスターと同じ属であるかどうかの評

価はこの値では判断できない。それを判断する手段としては16SrDNA境基配列

の比較による方法が有効で、前節において、この菌株はB-1cと同じ属に含める

のが妥当であることが示唆された。

B-2ブランチである.S. dex trus' M15のGC含量は39.4moUであった。この

菌株は系統的には!L.旦主主且呈-!L.I!!.!盗並立旦Eクラスターに位置したが、 この

クラスターに位置している菌殺のGC含量は33-37mo1百 (Fahmyet a1.， 1985) 

で、'~!Ì旦旦主工旦1>' M15はこれらよりもやや高い値であった。

B-1cクラスターのDNA相同値は24目以上であった。この値は、他の細菌の場

合においても、同-JIil内の種間の他であり、 B-1cは遺伝的にほぼ均質な属とし

てのまとまりを成していることを示めしている。

DNA相同値は SG-1サブグループ内では91%、 SG-5サブグループ内では84百以

上と極めて遺伝的均質性が高いまとまりを成していることが示された。さらに、

SG-1 サプグループで DNA相向性実験に供試しなかった.~辺旦旦.ê ssp 盟主立-

medi怪 .M86の16SrDNAtA;1;!;配列は L 旦旦よよ旦些 JCM6014Tと同ーであり、 Eι

担且ι旦且主 NRIC1134ではL 辺且斗旦旦豆 JCM6014丁とはDNA栂同値が91目であり極
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基の相遠数lbであった。 'L坦旦工且呈 ssp. 盟主主主E旦且よ且呈.M86を含めてこのサプ

グループは種としてまとめることが出来る。 SG-5サブグループにおいても DNA

相向性実験に供試しなかった'!L1:acemilacticus' 1114の16SrDNA復基配列が

・B. 1aevolacticus' M8 と同ーであることから、 SG-5も同一種としてまとめら

れる。

B-lcの 5つのサブプランチは、 DNA栂同値、及びサブプランチ内の 16S

rDNA復基配 ~J の s 値を基にして、それぞれ別個の種を情成していると考えられ

る。この内カタラーゼ陽性株からなるサププランチはこれによって他と識別で

きる。 Yanagidaet al. (1987a) は、 これら菌株を含む有胞子乳酸菌について

数値分類を適用しているが、明確なグループ分けはされていない。乙の研究に

おいて用いた表現型の数も多くない。新種としての記載には 5つのサブブラン

チの表現型を十分に調べ、個々のサブプランチの特徴付けを行う必要があり、

今後の課題である。

B-lブランチのクラスター B-lcの菌株は 1つの属に属する。また、 '!L 

racemilacticuS鴨川はこれらと系統的に離れているが、前節で考察したように

系統的に同属に含めて矛盾はない。また、表現型は刊akayama & Yanoshi (1967 

a)、Yanagidaet al. (1987a)の記載によれば、 B-lcクラスターと同属として

まとめられるものである。従って、・!LI:acernilacticus' M5を含め、次のE且旦-

rolactobacillusの民のemendation (分類学的限界の変更)を提案する。表現型

については Kitahara& Suzuki (1963)， Nakayama & Yanoshi (1967a)， Naka-

yama & Yanoshi (1967b)， Uchida & Mogi (1973)， Collins & Jones (1979)， 

Yanagida et al. (1987a)に基づいている。

Emended description of Soorolactobacillus Kitahara and Suzuki 1963. 

Gram-positive rod. Motょlewith peritrichous flagella. Endospores 
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formed. Microaerophilic. Mesophilic. Catalase positive or negative 

Homo-lactic fermentation producing D(ー)， DtDL， or DL-lactic acid. The 

cellure fatty acids consist of large amounts of C.-1S and C.- 17 • The 

major quinone is menaquinone-7. The DNA base composition ranges from 

37 to 47 GC rnoU. 

The type species is Sporolactobacill u~ !.旦旦li旦旦呈 (Kitahara and Suzuki 

1963) Kitahara and Lai 1967. 

第 3節 16S rDNAI皇基配371)S j，直と DNA相同値との関係

有胞子乳酸菌 B-lcにおける 16SrDNA塩基配列の s値と染色体 DNAの相同

値との関係をTable3-1、Fig. 3-1に示した。グラフ Fig. 3-1は本研究の結果

と、 Yanagidaet al. (1987b)の DNA相同値を合わせて構成した。

16S rDNA復基配列の s(;直が99.7%以上、塩基の相違数として 4b以下である

菌株間では DNA相同値が 84%以よを示した。 16SrDNA湿基配列の s値がほと

んど一致しているにもかかわらず、 DNA相同値が低い場合がある。 Foxet al 

(1992)は1L.l:!sychroohilusとIL.gl旦民主且旦工且呈との悶の16SrRNAI，l¥i基配列の s値

が99.8~であるのに対し、 DNA相同値は 23%.あるいは50首であった例を報告して

いる。 また、 Yamagida et al. (1987b)は・L!:.旦 em且些. M17と 'L1.主主工旦.e_'

M114との悶のDNA相同値が61%.・L 目玉eml盟主， M1l6と'L!:.旦ceml盟主，M16と

の閣が 55耳、と報告しているが、これらの間の16SrDNA復基配列の s値は共に

99. 9 %であった。 Wayneet al. (1987)は細菌の系統分類に関する委貝会の報告

において系統学的定義としては、細菌の穏はDNA相同値が約70%以上ある菌株を
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含むものであろうと述べている。この系統学的な定義に従うと 16SrDNAtg基配

列の s値が約99.5%以上を示す菌株は、同ーの種に属することが示された。し

かしながら、 16SrDNA復基配列の s値が 99.5 ~以上の場合でもそれらが同一種

であるとは限らない。

16S rDNA復基配列の S{I直が 97.3百から 97.8%、虚基の相違数として 32bから

40bである菌株閣ではDNA相同値が 24%から 36%であった。このようなDNA相同値

を示す菌株間の関係は、これまでの数多くの研究から別種ではあるが、同一属

であるとされている。従って、 16SrDNA泡基配列の S{I直が約 9H以上を示す菌

株聞の関係は、系統的には同属であると考えられる。

Yanagida et al. (1987b)の報告の中で DNA相同値が34向から 54%を示した菌

株間では、本研究において 16S rDNA湿基配列の s値は9ι4%から98.6 %，底基の

相違数として 20bから23bであった。 16SrDNA塩基配列の s値が約98.4%以上の

菌株間の関係は近縁な}jIJ穫から亜種の関係であると考えられる。

Wayne et al (1987) の種の系統的な定義はDNA相同値に基づいている。し

かし、この DNA相同値には事実上、理論値がなく、あるのはただ用いた株間の

相対値でしか過ぎない。従って、比較できるのは同一実験内、あるいはそれに

準ずる範囲内のデータである。 一方、 16SrDNA温基配JlJは同一菌株を供試すれ

ば、同一配~IJ の結果となる。従って、研究者間でそのデータがふれることがな

いので、分類学的な基準には段も良いパラメータ となりうる。本研究、及び

Fox et al. (1992) の報告にみられた 16SrDNA境基配列の s値がほとんど一致

しているのに DNA相同値が比較的低い(亜種レベル)という菌株閣の関係は、

進化的にはごく鼠近になって分かれてきた菌株どうしであるものと推測される。

Fox et al. (1992)は遺伝的には近縁であるのでこれらの菌株は'rRNA species 

complex'または'rRNA super-species'に属しているとみなされるのが段も良い

と主張している。これまでは遺伝子型的に比較的よくまとまった属内での 16S

rDNA庖基配列の s値の報告は、ほとんどない。本研究によって、種レベル、属
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レベルでの165rDNA塩基配列の s値と DNA相同値との関係が示されたが、今後、

多くの分類群において 165rDNA泡基配列の s値と DNA相同値との関係について

のデータが蓄積されていけば、 'rRNAsuper-species'レベル以上の種のレベル

において DNA相同値とは別の有効な分類学的指標となる可能性が考えられる。
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多手~ 4 主主主 来念 ナ舌

Soorolactobacillus inulinus (Kitahara and Suzuki) Kitahara and Lai 

1967は、 1963年にKitahara ~ 5uzukiにより怠飼料から分離され、 L呈互主旦h主主i_l-

担呈属の軍属として発表されたホモ発酵乳酸菌である。本菌はその後の北原ら

の研究を基に、 ApprovedLists of Bacterial Namesには独立した属として収

録されている。北原は、 この属は進化的に Lactobacillus腐と 包♀斗よ且呈属との

中間に位置すると考えていたが、菌体脂肪酸組成、細胞壁組成、及びメナキノ

ンタイプなどの化学分類学的研究、さらに 16SrRNAカタローギングにより恒二

cillus属に近縁な属であることが示された。

本研究により、有胞子乳酸菌は165rDNA庖基配列に基づいて系統的に 2つ

のプランチに分かれ、その内の一方のブランチ8-1は Eι 担旦li旦且呈を含み、 E旦-

cillus属細菌の系統群の中で第 6番目のグループを形成することが明らかにな

った。そして、 このグループは他のE旦旦よ11旦豆腐細菌のグループとは底レベルで

離れた系統関係にあった。 もう一方のブランチ8-2は.量二一段旦主工且呈・M15 1株の

みからなり、 8-1ブランチとは系統的にかなり離れており、包旦よよよ旦豆腐のグル

ープ 1の中の L c_g_工旦旦呈-L '!ill盟主旦斗旦Eクラスターに位置した。 しかし、細

胞の幅は細く、 L 盟主旦且呈 -Lm:盟主主旦王よ盟クラスターの形態的特徴である細

胞の幅が大きいこと、 とは異なっていた。この様なL 旦弘主盟主を含む8-1プラ

ンチとの系統的な距離の遠さから、本閣はSoorolactobacillus属とは異なり、

Bacillus属に新種として移されるべきであると考えられた。

B-lブランチは、カタラーゼ陰性株 (Soorolactobacillusspp.)、カタラー

ゼ陽性株(包旦よよよ旦呈 spp.)を含んでいた。 しかし、系統的には単一の属、 すな

わち5oorolactobacょ11us鼠としてまとまった分類群を構成した。そこで、カタ
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ラーゼ陰性であることをこの属の定義から削除し、属のemendation (分類学的

限界の変更)を行った。

B-1ブランチは、系統的にB-1cクラスターと・!L!:acemi1acticus・M5とに

分かれた。 B-1cはさらに 5つのサプグループに分かれた。これらサブグループ

は、 16SrDNA虚基配列の s値、及び DNA相同値からそれぞれ独立した種を傍成

すると考えられた。また、同一サプグループ内に生成乳酸の光学活性が異なる

株 (D，or DL)が存在することが認められた。有胞子乳酸菌においては、乳酸の

旋光性の違いにより種が分けられているが、これは分類学的指標にはなり得な

いことが示された。

16S rDNA庖基配列の s値と DNA相同値との関係から、同一種である菌株聞

の16SrDNA塩基配列の s値は 99. 5~以上(塩基の相違数 7bからぬ以内)であ

るとの知見が得られた。 16S rDNA庖基配~J の s {直が 99.5~以上である菌株が問

一種に属する とは限らないが、種の系統学的定義の一つの基準とな り得ること

を示した。また、 16SrDNA塩基配安IJの s値が約97%以上を示す菌株聞の関係は、

系統的には同属であるとの知見が得られた。今後、種々の分類群において 16S

rDNA塩基配列の s値と DNA相向値との関係のデータが蓄積されていけば、穏、

あるいは種以上のレベルにおいても、 DNA相同値とは別の有効な分類学的指標

となる可能性が示された。
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