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第一章緒論

第一節 射出胞子形成酵母の分類の歴史と現状

射出胞子形成酵母は、射出胞子という独特の分生子を形成する一群の酵

母に与えられた呼称である。主に、植物の薬や茎からの分離例が多く、その他、

空気、土犠等の環境からも分総されており、また、少数ではあるが臨床材料か

らの分離例も報告されている。

射出胞子を形成する酵母の最初の報告は、 vonWettstein (1885)による

Rhodomyces koch口、また Fisch巴rとBrebeck(1894)による Blωtodermasalmonicolor 

である。後に、 KluyverとvanNiel (1924)は、接種した平板倍地を裏返しておく

と、ふたに、鏡像(mirror-pic加re-forma白on，Spiegelbilderzeugung)のように胞子が落

下することが際だつた特徴であるとして Sporobolomyces属を設立した。これに

伴い、 Blastodennasalmonicolorは、 Sporobolomyces属に移された。 Rhodomyces

kochiiはとの時点で既に培養株が存在せず、実体は明らかではない。 1930年、

Derx (J 930)は新たに Sporob%myces属の数種を記載すると同時に、コロニーの

色調と射出胞子の形態に2基づいて、 Sporob%myces属を Sporobolomyces属と

Bullera属に分割した。また同時に、 Sporobolomycecaceae科を設立して‘この 2

属を含めた。「射出胞子、 baUistosporeJという言葉を最初に用いたのも Derx(l948) 

で、彼は M.A. Donkの提唱に従って、“drop-excretionmechanism"によって射出さ

れる担子菌類の胞子を意味してこの言葉を用いたと記述している。

射出胞子形成酵母は、その独特の分生子形成様式から、かつてはある特

定の分類群であると考えられていた。そして、担子菌系酵母の存在が知られて

いなかった当時、胞子の射出機構が担子菌類の担子胞子のそれと類似している

ところから、担子菌類と近縁ではないかと推定されていた。そのため、生理学

的にも細胞学的にも詳細に研究され、また、担子菌類との関連についての議論

も行われた (KJuyverand van Niel， 1924， 1927; Lohwag， 1925). Buller (1933)は胞子

の射出機構について詳細な観察を行い、いわゆる“drop-excretionmechanism"によ

って胞子を射出しているととから、Sporobolomyces属は担子菌類であると報告し

ている。そして、 1949年、 Nyland(1949)による有性時代を有する Spolidiobo加

johnsoniiの発見により、 Sporobolomycetaceae科は担子菌類として認められるよ

うになった。

酵母の分類学における標準の書とされている‘寸heyeas也. a taxonomic 

study" (以下、'Theyeastめでは、 1952年発行の第 l版から射出胞子形成酵母が掲

載されており、また射出胞子形成能の試験についても詳細に記述されている。

吋 hey臨lS"，第 l版では、酵母は子婆胞子を作るおccharomyces属などの

Endomycecaceae 科 (出e ascosporogenous yeas凶)、射出胞子を作る



Sporobolomycecaceae科、および子嚢胞子も射出胞子も作らない Oyptococcaceae

科 (theasporogenous yeasts)の3つに分類されていた。すなわち、射出胞子形成能

をもっ酵母は当時、一つの分類群を成すと考えられていたσablel.1)0 Derx (1948) 

は、当初、 Bul/era属と Sporobolomyces属が含められていた Sporobolomycetaceae

科に、射出胞子形成能をもっ yeast-likefungiのTilleliopsis属と ltersonilia属も含

めた。しかし、この 2つの属は、菌糸体としてすることから酵母として受け入

れられず、・'Theyeas凶"には、第 3版までのいずれの版にもこの両属は含まれて

いない。

Table 1.1. Cla田 ificationof the ye酷 Isin "The yeas!s， a 凶 onomlcSludy"， 1 51 ed. (1952) 

Famlty SUbfamlly Tnbe Genus (No 01 genera) 

Theas∞'PO<時制加syeas悩 En<ぬomy四 '8ceae EremascOideae EremaSCU5 

endomycetoideae Sc作izosacCl7arαηycesetC.(勾

Saccharomy，四 10曲 目 印 刷71ycopseae εn由 mycopsis

5ac附 2romyceleae 5a出加問yceselC (5) 

Nadsonieae SaCCllaromycodes elc.. (3) 
Nematos同 oiC1eae Monospor副a etc.(3) 

UD師 ycet醐白e Upomyc田

The yeasls tαmlng回附lospores Spofobolomycelaceae Sporobolom戸田

了heaSpOf'旬開副5yeasts Crypt，似XJCCaceae Cryp岡知ccok1eae

Trichos.同州de8e

Rh吋 0畑 vloideae

Bullera 

Tilletiopsrs 

tter宮onflfa

Crypr町田町5etC.(7) 

TrlCflosporon 

Rhodotorula 

上述のように、 Nylandによる Sporidiobolllsjohnsoniiの報告によって射

出胞子形成酵母 Sporobolomycetaceae科は担子菌類であることが認められた。

Banno (1967)は、 Cryptococcaceae科 (theぉporogenousyeasts)に属する Rhodotorula

属の中から有性時代を持つ新属 Rhodosporidium属を発見した。次いで FeUら

(1969)も、同じく Cryptococcaceae 科の Candidα属から有性時代をもっ

Leucosporidium属を創設した。これらの発見は、吋heyeasts"，第 l版の 3つの分

類群に加えて、担子菌系酵母という分類群を確立した。寸heyeastsヘ第 2版にお

いては、第 l版に従 って、射出胞子形成酵母は担子菌系酵母の中で

Sporobolomycelaceae 科として独立の分類群とされてはいるものの、

Rhodospolidi um属および Lellcosporidillm属と関連が深いのではないかと指摘さ

れている(Table1.2)。そして 寸heyeぉts"，第3版においては、射出胞子形成能を

もっ酵母は独立の分類群とはされず、 Spolidiobolus属は Rhodosporidium属およ

び Leucosporidillm属と共に担子菌系酵母の中の冬胞子(teliospore)を形成する こ

とを特徴とするテレオモルフ(teleomo中h)の“teliospore-formingyeas也"として統合

された。また Sporobolomyce s属などアナモルフ(anamoph)の射出胞子形成酵母は.

SpoTobolomycecaceae科として不完全酵母に含まれている(Table1.3)。
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Ta，b!e 1 2， C也SSlficationor the yeasts m ・Theyeasts. a也 知nomlCs制dy'.2nd.0. (1970) 

order Famlly Suoramlly Genus (No. 01 Qener剣

The ascomyce凶 usyeasts Endomyc6rafes Dipodas四 ceae DiPOdasc出

Endoη'ycetaceas Eremascus etc. (3) 

5ac曲 aromy四個目ae Schizo四 国naromycoideae Schi四回C出a団myces

Na由onioideBe Na(j，四 niaetc. (4) 

SaccharomYCBrOideae 58町内aromyces 61C (13) 

Ltpomyceroldeae L!pomyces 

.$.p.~!!!!.æ~的9.~~!:!!~~. . . . ..... ...................... ••• ......... .............!!.戸 r.p.~p.~r!!聞の
Basldlomy田 les Ustilaginales ， ~阿国porfdium

~.~.~問担問 !I/Y，肌
8as1dlomycetes 7 SρoroboJom同 etaceae Sporobofomyces 

Oeu!eromyl四 'es f!1E.!E.回目沼田88

Bu/fea 

Spaflt1!ObOfUS 

T川'eti，句ρSIS
Itersonilia 

cy阿国accuselc. (12) 

T副，.1.3.Cla回 k副ion01 the yeasts in寸heyeasts. a taxonomic study'". 3rd ed. (1984) 

Class Order Famll工 SL!~!_~_f!11jy Genus (No. 01 qener前
AscomycOfJ08 Hemiascomy田 fesEndomycetares $permophthoraceae Coccidlasct.Js etc. (3) 

Saccharomycetaceae Schizosaccha悶 mycofdeaeSchZosacch8romyces 

NadsonωdBas Nadsonia etc似}

L;potηy却 loideae Llpomyces 

，-?~~~~~~!?!!!r.ç空 tOld照e.........~.é!~f~~r.'!:再開.S e惚，jg叫
8国 dlom戸otlna? 円。畑sldFaceB8 印刷甲hBerB

UstUaglnal田・TeJio叩 ore-forrnl咽 ye苗 'S.

Tremellales Sirobasfdlaceae 

Treme/laceae 

Oeuteromycollna 61asI酬 yceles? CIゅrplOC.町 田ceae

Sporobofomycetaceae 

FllobBsidlella 

円fobaslt11似m

Rhodosporidlum 

Leucosporidfum 

S同 rldlol>OllJs

Flbulobasidium 

SJrobasldlum 

HOllermannla 

Tremella 

CrypfOCCC叫 5 elc. (1町
$por，曲 olom何回

BuJleB 

町'Ietio同信

担且血必

近年、分子生物学の発達に伴い、リボゾーム遺伝子などの痘基配列をも

とに生物の系統学的な解析が行われるようになった。担子菌系酵母においても、

当初は粗精製した rRNA を逆転写酵素を用いて直接シーケンスする方法が用い

られた。最近では PolymeraseChain Reaction (PCR)の出現により、以前より塩基配

列の決定が比較的容易となり、ほぽ完全な smallsubunit rRNA遺伝子(以下 18S

rDNA) 配列が生物全般にわたって多く報告されるようになった。その結果、生

物界における菌類の位置についてもほぼ全体像を描くことが可能になりつつあ

る(Fig.1.1. IおよびFig.1.1.2)。これによると、菌類は、務類や篠物よりもむし

3 



5名 din~et勤ce

ト一一→

Stramenopiles 

Stramenochromes 

Pbysarum 
Lci油m副由

T可panα回ma

EUcft皿

GIard泊

IClllates 

I Dinoftag副lates

[APicomPI悶

Vairimorpha 

Fig. 1.1.1. Phylog巴netictree of eukaryotes based on 188 rDNA sequences 

(McFaaden el al. 1994. modjfied.) 

行四 aulhorsconslrucled the tree from the evol凶。na叩 distancedata according 10 Jukes and Cantor 

(1969) based on 1，788問 sltions，uslng the neighbor.jofning melhod (5aII'OU and Nei. 198ηwlth 

bootstrapping (Felsensleln. 1985) 
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pll!Clomyc創出

Fig. 1.1.2. Phylogenetic tree 01 higher fungi based on 188 rDNA 

sequences. (Wllm回出 etal.， 19鈎)

The autho陪 constructedthe tree from the evolutiona叩 distancedata according to Jukes and 

Canlor(l部 9)using the neighbor.jolning method (Saitou and Nel， 1987) wilh boo恒trapping
(Felsenstein， t 985) 
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ろ動物と近縁であり、菌類のクラスターはいわゆる高等菌類と下等菌類に分れ

る。さらに、高等菌類は単系統であり、子嚢菌類と担子菌類に分かれている。

そして、子嚢菌類では真正子嚢菌類(euぉcomycetes)と酵母形をとる半予嚢菌類

(hemiascomycetes)は、それぞれ単系統である。一方、担子菌類では酵母形をとる

ものが必ずしも単系統ではなく、系統樹の中では酵母時代のない担子菌類、ま

たキノコなどとも混在しながら位置していることが明らかとなった。

SwannとTaylor(1993， 1995)は 18SrDNAの塩基記列に基づき、担子菌類

を、クロボキン綱 (Ustilaginomycetes)、サピキン綱 (Uredioniomycetes)および菌叢

網(Hymenomycet巴s)の 3つの網 (CJぉs)分けることを提唱し、併せて綱の定義の

修正を行った。細胞壁糖組成および菌糸隔壁孔の形など微細構造のデータもこ

の分類を支持している。彼らは、それまでに提唱されてきた、 Patouillard(1900)、

Lowy (1968)、Talbot(1965， 1968)、Donk(1972)らの高次分類群に従った系統樹と、

彼らの最大節約法による系統樹を最尤法によって比較し、担子菌類をこれら 3

つの綱に分けることは妥当であると述べている。当初、独自の分類群をなすと

考えられてきた射出胞子形成酵母は、系統学的解析により、この 3つの綱のす

べてに他の担子菌類と混在しており、単系統ではないことがわかってきた

(Nakase et a1.， 1993; Suh釦 dNakase， 1995; Suh el a1.， 1996a. 1996c; Takashima et a1. 

ω95a)。いいかえれば、 射出胞子形成能をもっ酵母は、分子系統学的には、担子

菌類全体にわたって分布していることが明らかとなった。

1998年に発行された‘寸heyeasts"，第4版では、これら分子系統学的なデ

ータを基に、従来の酵母の分類体系に修正が加えられた (Boekhollt.et al. 1998)。

その一つが、それ以前から吋heyeas也"の中で扱われてきた酵母に加えて、生活

環の一部に酵母形(yeaststate)をとるものも含められているこ とである。射出胞子

を形成する !tersonilia属、 Tilleiaria属、 Tilletiopsis属についても、第 4版では

詳しい説明が行われている。また、高次分類群の説明には、酵母形をとるもの

が』高等菌類の中での位置づけとして記されている(Table1.4)。

Table 1.5は‘'Theyeasts"，第 l版(1952)、第2版(1970)、第 3版(1984)およ

び第 4版(1998)に掲載されている射出胞子形成酵母の種を示したものである。こ

れによると、射出胞子形成酵母の種の数は、その発見から 100年以上の長い歴

史にもかかわらず、 10数年前までは比較的少ないものであった。 1984年の‘寸he

Y回 sts"，第 3版においては.掲載された射出胞子形成酵母は Sporidiobol，凶 属 4

種、Sporobolomyces属 7種、 Bullera属 6積である。このうち、完全時代と不完

全時代の重複と、持き養株が存在せず実体の不明な種を除けば、実質的には 14種

となる。また、シロキクラゲ自の Sirobasidium属と Fibulobasidium属の各 l種

が倍養した酵母時代に射出胞子を形成するととも報告されている。 Nakぉe と

Suzuki (1985)は. Derx (1930)が用いた射出胞子捕集法に対して、生長の速い糸状

菌などの生育を抑制lし、また、射出胞子が培地上に捕集される機会をできるだ

6 
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Table 1.5. 8allistoconidium-forming yeasts included in寸heYeasts， a t，副onomicstudy. 

一日~!2.!!!.~n.J!符 .?L一一一一一一一一一一一一一一一一一一一m一一一一

No.ol 
S同 c，回

Bullera (Hanna) Derx 2 

Bul/era副ba(Hanna) Derx 1930 

Bullera grandispora Derx 1930 

Sporobolomyces Kluyver el van Niel 

Sρorobo/omyces salmonicolor (Fischer el Brebeck) Kluyver et van Nlel 1924 

Spo打。bo/omycesroseus Kluyver et van Nie11924 

Sρorobo/omyces odorus Defx 1930 

S，回目。bolomcyesgfacilis De悶 1930

Sporobolomyces albo~ru回scens Derx 1930 

Sp。咽bolomyces四 rar田 8USOlsen el Hamrner 1937 

ぬorobo/omvcesholsaticus Windosch 1949 

_?_!盟国岡!内~-(，_!!で91一一一一一…_.... 一』一一一一一一一………一一一_....þ...，_
Bullera (Hanna) Derx 

Bullera afba (Hanna) Derx 1930 

Bullera grandispora Derx 1930 

Buflera ts叩 aePha付etdo Carmo-Sou日 1962

SporidiobolUS Nyland 

$poridlobofusjohnsonil Nyland 1949 

Sporldiobolus ruinenli Phaff 1970 

Sporobolomyces附uyveret van Niel 

Sporobofomyces albo.rubescans Derx 1930 

Sporobolomcyes glacflls Derx 1930 

Sporobolomyces hlspanicus Pelaez el Ramirez 1956 

Sporobolomyces holsaticus Wlndisch 1949 

Sporobolomyces odorus Derx 1930 

Sporobo/omyces pararose四 Olsenet Hammer 1937 

Sporobo/omyces r田 ausKluyver et van Niel1924 

Spo四 bo/omycessalmonicolor (Fischer副 Brebeck)K!uyver et van NJel 1924 

S，po悶 bolomycessinqularis Phaff 副 doCaumo+Sousa 1962 

3 

_T_~且蛍!æ.叫~一一一一一一一一一一一一一一…一一一一一一一 … 一_._. ................._ 
Bullara (Hanna) Derx 

Bullera aJba (Hanna) Oerx 193日

Bullera dendrophila van der WaJt副 Sco也1970

Bullera grand，得poraOerx 1930 

Bulleraρlricola Stadelmann 1975 

Bullera sir司gular;s(Phaff el do Carmo-Saus司Aodriguesde Mlranda 1984 

Bullera tsugae Phaff et do Carmo-Sou田 1962

Spon-diobolus Nyland 

Sporidiobolus johnsonfi Nyland 1949 

Sporidio加 lusparar田 e出 F副 etTal同an1981 

(刷、amorph:Sporobolomyces shlba臼nU5(OI<unuki) Verona el Clferrij 

(con1inuedl 

8 
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Sporldiobolus山川町iiHolz田 hu，Tredick et P同行 1981

Sporidlobolus日 'JmonicolorFell el Tal1man 1981 

(Anamorph: SIρ。'fObolomycessa/monicolor {FIscher el Brebeck) Kluyver et van Niel) 

Sporobolomyces Kluyver et Van Niel 

SporoboJomyces aJt町叩bescensDerx 1930 

Sporobolomyces glac;l;s De問 1930

Sporobofomyces holsaticus Windisch 1949 

Sporobolomyces puniceus (Komagata et Nakase) Ahearn et Yarrow 1972 

Sporobolomyces roseus同uyveret van Niel 1925 

Sρorobolomy古田坦JmonicoJor(円scheret Brebeck) K加yverel van Niel 1924 

Sρorobolomvces shiba坦nus{Okunukil Verona el Ciferri 1938 

Sirob田 idiumLagerh et P副

Slrobasldium magnum BOedijn 1934 

Fibulobasir:Jium 8andoni 

円bulobasidωmln∞nSPIcuumBandoni 1979 

主虫色editionJ1.怨~L__.… “ 一一一一 一一…一一一一一一…一一一……一一一一一一一一
Bensingtonia Ingold emend. Nakase el日oekhout 9 

BensingtoniaαWa白 lngold1986 

Bensingtonia fngoldii Nakase et Itoh 1989 

Bensingtonia Intermedia (Nakase et SUzuki) Nakase el Boekhout 1988 

Bensingtl町田 mls国 n!hi(Nakase et SuzukQ Nal<ase et 8oekhout 1988 

Bensongtonia naganoensIs (Nakase et Suzukij Nakase el 80e肘loLit1988 

BensIngtonia phyf/adus (van der Walt et Yamada) van der Walt.れlakagawael Yamada 1988 

Bensinglonia subrosea (Nakase el SuzuklJ Nal<ase et日oekhout1988 

8enslngton白 yamatoana(Nakase， Suzuki 81 lIoh) Nakase el Boekhout 1988 

Bensingtonia yucCIcola (Nakase et Suzukl) Nakase et日oekhout1988 

Bulferomyces 8oekhout et A Fonseca 

Bul/eromyces albus 8oekhout et A Fons.ec.a 1991 

(Anamorph: Bullera alba (Hanna) Derx) 

Bullera Oe同

Bullera alba (Hanna) Derx 1930 

Bullera armeniaca 8uhagJar 1983 

Bullera crocea 8uhagiar 1983 

Bullera dendrophila van der Walt el Scott 1970 

Bullera globispora Johri et Bandonl 1984 

Buflera megaJospora Nakase et Suzuki 1986 

Bulfera miyag匂naNakase， lIoh， Takematsu剖 Bapdonl1990 

Bullera oryzae Nakase et Suzuki 1985 

Bullera piril回 laS恒delmann1975 

BulJera pseudoaJba Nakase el Suzukl 1986 

Bullera punlcea (Komaga国 etNakase) Nakase et Suzuki 1986 

BullefB sinonsis U 1982 

Bulfera variabflis Nakase et Suzuki 1987 

It町田nilla 口@問

Iler.四 ni!iaper;ρ16掴 nsOerx 1948 

(cootinued) 
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Kocko咽 sflaNakase， Banno et Yamada 

K出 koν'aellaimp町 'ataaNakase， Bal1no 8t Yamada 1991 

Kockovaella的al，刷 di，日 Nakase，Banno et Yarnada 1991 

Spor(dJobolus Nyland 

Sporidiobolus johnsonif Nytand 1949 

(A間柄。巾h:$porobolomyces holsali，αJS Windisch) 

Sporidiobolus pararoseus F副Iet Tallman 1981 

(Anamorph: $porobo/omyces shibatanus (Okunuki) Verona et Ciferrij 

SporidioboJυ5 ruinenii Holzschu， Tredick et Phatf 1981 

SporldioboluS坦 ImonicolorFell et TaUman 1981 

(Anamorph: Sporobo/omyces salmonicofor (Fischer et 8rebeck)削uyveret van Niel) 

Sporobofomyces Kluyver at van Niel 

$porobo/omyces alborubescens Derx 1930 

Sporobolomyces elongatus Shivas et円odriguesde Miranda 1983 

Sporobolomyces白IcatusNakase， 1toh副 Suzuki1987 

Sporobolomyces foliicola Shivas el Rodrigues de Miranda '983 

Sporobo/omyces gracilis De田 1930

Sporobo/omyces griseonaν'us Nakase et Suzul<i 1987 

Sporobo/omyces inositophilus Nakase et Suzuki 1987 

Sporobo/omyces kluyverinie1H van derWalt 1986 

Sporobo/omyces lacto.ρhilus Nakase， Itoh， Suzuki et 8andoni 1990 

Sp町'obolomycesoryz;cola Nakase et Suzukl 1986 

SporoboJomyc9s phyllomatis van der Wall et Yamada 1988 

Sporobo/omyc9s r田 eus同uyveret van Niel1924 

Sporobo/omyces ruber (Nakase， Okada et Sugiyama) Boekhout 1991 

Sρorobo/omyces sallclnus (John et Bandoni) Nakase et Itoh 1988 

Sporobolomyces safmonicolor (円scheret Brebeck) Kluyver ot van Niel 1924 

Sporobolomyces sasico/a Nakase et Suzu~i 1987 

Sporobolomyces shiba臼nus(OkunukりVeronaet Ciferri 1938 

Sporobolomyces s;ngularis Phaff et do C町 mo.Sou日 1962

Sporobofomyes subb四 nneusNakase et Suzuki 1985 

Sporobolomyces tsugae (Phaff et do Carmo.Sousa) N曲aseet Itoh 1988 

Sporobofomyces xanChus (Nakase. Okada et Sugiyama) 8oekhout 1991 

Tilletiaria Bandoni et Johri 

TiJletiar沼田omala8andonl et Joh同1972

TiJletJopsls De悶e:xDerχ 

打Iletiopsisalbescens Gokhale 1972 

百Ifetiopsisffaνaπubaki) Boekhout 1991 

TIJletJopsis fulvescens Gokhale 1972 

Tilletlopsis minor Nyland 1950 

Tillet，四'Psispalfsscens Gokhale 1972 

TlIIstJopsis washintonsr百 isNy凶nd1950 

SIfobasidlum L..agerh副 Pat

Sか'obasidiummagnum BoedlJn 1934 

Fibulobasidium Bandoni 

Fのulobas凶um嗣∞n田除uumBandonl惜79

10 

21 



け多くすることを目的に、捕集は 17・C程度の比較的低温で行い、また毎日培地

を交換する等の改良を加えた。これにより 、射出胞子形成酵母の分離数は治大

し、園内および、国外の研究者により、多く の新種が報告された。その後、現在

までに射出胞子形成酵母としてテレオモルフのBu/leromyces属 (Boekhoutet al.， 

1991)、またアナモルフの Bensingtonia属 (Ingold. 1986)、Kockovaella属 (Nakase

et剖，1991)および Udeniomyces属 (Nakaseand Takemasru， 1992)が新たに設立さ

れ、多くの種が記載されたa 吋heyeasts"，第4版においては、 Udeniomyces属は

Bullera属の シノニムとして扱われているが、射出胞子形成能をもっ

“ballistoconidia-forming yeas回初dyeast1ike fungi"として計 12属 60種が収載されて

いる。

上述したように、吋heyeasts"，第 4版においては、 18SrDNAなどの塩基

配列に基づく系統解析の結果を背景に、高次分類群にも修正が加えられたが、

それはまだ系統関係をよく反映しているとは言いがたい。例えば、菌類の高次

分類は担子器の形など形態的な特徴を基に行われたため、吋heyeasts"，第4版に

おいても、高次分類はこれに従っており、系統関係を必ずしも反映しない部分

も多い。また、テレオモルフとアナモルフは、系統的には区別することができ

ないが、それぞれ別の高次分類群に含められている。さらに、アナモルフでは、

2つの科 (Sporobolomycetaceae科と Cryptococcaceae科)が認められているが、ク

ロポキン綱に対応するアナモルフの分類群が設立されていないため、 Malassezia

属、 Pseudozyma属、 Sympodiomycopsis属、Tilletiopsis属などは科以上の高次分

類群が存在しない。

属の分類についてみると、担子菌系酵母は、主に担子器の形、冬胞子の

有無、菌糸隔壁孔の微細構造、射出胞子の有無等の形態学的特徴、および菌体

中のキシロースの有無、主要ユピキノン系など化学分類学的性質を指標として、

分類が行われている(Table1.6). 18S rDNAの塩基!ic91Jの解析からみると、このう

ち、担子器の形や冬胞子の有無、また射出胞子の有無等、形態学的特徴は、射

出胞子形成酵母及び関連菌類の系統関係とは必ずしも一致していない部分があ

ることがわかる。菌体中のキシロースの有無は、菌糸隔壁孔の構造と共に、系

統関係と良く一致している。一方、主要ユピキノン系については、子嚢菌系酵

母では、系統関係とよい一致を示しているものの、担子菌系酵母では、未だ明

らかではない (Suhand Sugiyama， 1993a， Takashima et al.，ゆ95a)。これは属の分類

指標として用いられてきた形態学的および化学分類学的性質は、必ずしも系統

関係を反映しているものではない、という乙とを示唆するものである。

このように、担子菌系酵母の高次分類群は混沌としているのが現実であ

る。その原因として、第ーに系統関係に関する情報の不足が挙げられる。吋he

yeasts"，第4版掲載の酵母の内、 18SrDNA塩基配列のデータなどがデータペー

スから利用できるのはごくわずかの種である.第二に、現在の分類体系は、既
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知の種の上に成り立ったものであるが、 Saccharomycescereνlsweを代表とする

子褒菌酵母では、系統樹上では報告されている種間の遺伝距離が短いのに対し

て、担子菌系酵母では比較的長い部分が多く見られる。これは、現在報告され

ている担子菌系酵母は系統的に離れているものも多いことを示すものである。

さらに多くの種を分離し、系統的に離れた種間の系統的類縁関係を明らかにし

ていくことによって、担子菌類のより正確な系統関係を明確にすることができ

ると推定される。また、同時に比較的近縁な種同士に共通な形質を見出し、属

あるいは科に対応する表現形質を探索するととも可能であろうと推定される。

第二節本研究の目的

Lodderが‘寸heyeas也"第 2版の中で‘寸hemost pe巾 ctclassi仕組onIS a 

naturaJ one，出atISぬ saya classification based on phylogeny."と述べているように、理

想の分類体系は系統関係に従ったものである。しかし、 Lodderは同時に、系統

関係を反映する情報が乏しいため、理想の分類の実現は非常に難しいものであ

るとも述べている。その事情は、分子生物学が進歩し系統学的な解析が比較的

容易になった現在においても、必ずしも改善されたわけではないと思われる。

系統関係を反映する分類体系を構築するために、分類学者たちは、常に.

1)従来の分類に系統関係を反映すると思われる新しい手法を取り入れ、 2)多

くの分類群にこれをあてはめ、 3) データを蓄積、そして 4)分類指標としての

位置を評価する、という過程を繰り返し、その時代において最も理想と思われ

る分類を行っている。その結果、現在の酵母の分類においては、生物学的「種J

と DNA-DNA交雑実験の相同値の対比から、 「種Jに対する指標はある程度明

確になってきたと考えられる(Priceet剖 ，1978)。一方、担子菌系酵母の高次分類

に関しては、前述のように、指標とされてきた形態的および化学分類学的特徴

は、必ずしも系統関係を反映していない部分もあることが明らかとなってきて

いる。従来の、特に属以上の体系の再構築を行なうため、分類指標として有効

な新規表現形質の探索が急務である。また、現在の分類体系は、酵母の場合、吋he

yeastsHに掲載されている種の総数約 690に基づくものであるが、とれは自然界に

存在する種の数のごく一部であると推定されている (Hawksworth，1991)。従って、

自然界などから新規分類群を分離し、より多くの種の表現形質を明らかにし、

分類体系の再検討を行うことが必要である。そこで、系統関係に基づく分類体

系を構築するために.新たな種を分離し、担子菌系酵母の新たな系統関係を探

ると共に、系統関係を反映する新規表現形質を探索することを目的に本研究を

行った。

理化学研究所微生物系統保存施設における射出胞子形成醇母の研究は、

1984年、 本酵母を自然界から精力的に分離することから始まった (Nakaseand 



Suzuki， 1985)。射出胞子形成酵母の分離は胞子を射出するという特徴を生かし、

射出された胞子だけを選択的に港地上に檎集できるため、比較的容易に行うこ

とが可能である。中瀬およびその共同研究者たちは、 NakaseとSuzuki(1985)の

改良射出胞子補集法を用いて、 日本各地、およびニュージーランドの植物の薬

や茎から射出胞子形成酵母の分離を行い、多くの新種の記載を行った。

一方、研究手法として分子生物学的手法を採り入れ、多くの射出胞子形

成酵母に適用してきた。これにより、射出胞子形成酵母は、担子菌系酵母であ

ることが確認されたばかりではなく、担子菌類の 3つの綱のすべてに位置する

ことがわかってきた。また、分子系統学的には射出胞子形成酵母は射出胞子を

形成しない酵母や他の関連菌群と入り交じって系統樹の上に位置しており、同

ーの属内においても必ずしも単系統ではないことも明らかとなってきている。

これらをさらに系統関係と表現形質の両面から詳細に検討するためには、研究

対象を射出胞子形成酵母のみに集中させるのではなく 、担子菌類全体の中から、

あるいはさらに他の菌類とも関連づけて研究を行うことが必要である。

本研究では、これまで理化学研究所における研究が、日本、ニュージー

ランド等、主に混帯地域の植物から分離した射出胞子形成酵母についてであっ

たのに対し、熱帯地域の植物に綾恵、する射出胞子形成酵母1::::焦点を当てたa 熱

帯の植物は非常に多様で、それに棲息する射出胞子形成酵母も、温帯域のもの

とは異なった多様性を示すであろうと推定されるからである。第二章では射出

胞子形成酵母の 18SrDNAに基づく系統関係について述べた。 18SrDNAに存在

した group1 intronについては、系統学的な解析を行い 18SrDNAの系統関係と比

較を行った。また、系統的に近縁な種間の関係を論じるのに適しているといわ

れている ITS領域の塩基配列も決定し、 18SrDNA塩基配列と比較して、 lTS領

域の塩基配列が系統関係の推定に有効な範囲を求めた。第三章では、担子菌系

酵母の系統関係を反映する新たな表現形質の探索のーっとして、細胞E童糖組成

を取り上げた。さらに、第四章ではこれらのデータを基に、 1987年と 1990年の

2回にわたって採取した、熱帯であるタイの植物から分離した射出胞子形成酵母

の系統分類について述べた。また、生物学的多様性の面から、 日本およびニュ

ージーランドの射出胞子形成酵母の分布の比較も行った。研究を行うに当たっ

ては、いわゆる射出胞子形成酵母だけではなく、 yeast-likefungiといわれてきた

Tilletiopsis属および Tiiletiaria属、また射出胞子を形成しない種も加え、担子菌

類全体としての系統分類学的な考察を行った。
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第二章 18S rDNAおよび ITS領域の塩基配列に基づく射出胞子形成酵母の系統

関係

第一節緒言

近年、分子生物学の発達により、核 DNAの品展基配列が比較的容易に得

られるようになり、生物問の系統学的関係を類推することができるようになっ

てきた。微生物分類学では、種、属あるいはそれ以上の高次分類群における系

統関係について議論が行われている。細菌においては Woese(1987)が 16SrDNA 

塩基配列に基づく高次分類群について述ぺ、また、種についても、 Stackebrandt 

とGoebel(1994)が、 DNA相同値と、 16SrDNA塩基配列の類似度についての報告

している。しか し、細菌に比べると、菌類に関する 18SrDNAなどの情報量は極

めて少ない。担子菌系酵母においては、代表的な種についての報告はあるが

(Bruns et al.， 1992; Sw阻釦dTaylo.r， 1993， 1995; Sub副 Sugiyama，1993a， 1994: 

Suh and Nakase， 1995)、未だその全貌を見渡せるほどのデータが報告されていな

いのが現状である。

射出胞子形成酵母については、 Nakaseら(1993)は、逆転写酵素を用いて

r貯~A を直接シーケンスし、射出胞子形成酵母 52 稜の部分塩基配:71J に基づく系

統関係について報告した。また、 Fellら(1995)は、射出胞子形成酵母を含む担子

菌系酵母の 26SrDNAの部分塩基配列に基つ、く系統について報告している。 18S

r悶可Aおよび26SrDNAの部分塩基配列に基づく系統樹から、当初、独自の分類

群をなすと考えられてきた射出胞子形成酵母は、担子菌類の 3つの網のすべて

に他の担子菌類と混在しており、単系統ではないことが明らかとなった。これ

は、射出胞子形成能をもっ酵母の系統を明らかにすることは、担子菌室長全体の

系統関係について演縛することが可能であることを示すものである。そこで、

射出胞子形成酵母の種の基準株について、 18SrDNA底基配列の決定を行い、系

統学的位置を調べた。また、 18SrDNAの塩基配列の決定を行った中で、

Bellsillgtollia ciliata JCM 6865、B.yamatoalla JCM 2896、および TiJletiopsisfla叩

JCM 5186の3株に group1 in柱。Eと推定される極基の挿入があった。これら group

lin甘onの系統関係と 18SrDNAエクソ ン部分の系統関係についても比較を行っ

た。

最近では、IntemalTrar羽町ibedSpacer (ITS)領減の塩基配列が、系統的に近

縁な種間では、遺伝子の中で保存性の高い 18SrDNA塩基配列などに比較し、系

統関係の指標としてより適切であると報告されている(J町 eset al.， 1996)0 J町岱

らは報告の中で、 18SrDNAの差が 1.8%の Zygosaccharomyces属の場合、ITSの

~3'llによる区別が可能であったと述べている。そこで、射出胞子形成酔母の内、

サピキン綱の各サブクラスターに位置する Sporobolomyces属を取り上げ、口ち

のJii;基配列に基づく遺伝距離を算出し、 18S[DNAに基づく遺伝距離と比較を行



った。

第二節 18S rDNAに基づく射出胞子形成酵母の系統関係

射出胞子形成酵母の内‘ Bel凶 lI!gtollla属および Tilletiopsis属、および

おlletiariaallomalaについて 18SrDNA嵐基配列の決定を行った。他の射出胞子

形成酵母については、Bullera属、 Kockovaella属および Udelliomyces属は Suhと

Nakase (1995)および Suhら (1996a，1996c)が、 また、Sporidiobolus-Sporobolomyces

属については Hamamotoと Nakase(in preparation)が決定を行っている。

1. 材料および方法

1.1. 供試菌株

塩基配列の決定を行っ た菌株は、Bellsingtollia 属の基準株 9株 、

Tilletiopsis属の基準株 6株および Tille tiops is属と近縁と推定されているが、 そ

の系統学的位置の明らかではなかった TilletiariααIlomala1株である。 Table2.1 

に DDBJの登録番号と共に示した。

Table 2.1. Yeast strains used in this studyand OOBJ accession numbers 
of their 18S rONA sequences. 

Scientiftc name 

Bensingtonia ciliata 

Bensingtonia ingoldii 

Bensingtonia intermedia 

Bensingtonia miscanthi 

8ensingtonia naganoensis 

Bensingtonia phylladus 

Bensingtonia subrosea 

Bensingtonia yamatoana 

Bensingtonia yuccicola 

ηI/etiaria anomala 

Til/etiopsis albescens 

Til/etiopsis nava 

Tilletiopsis fulvescens 
ηI/etiopsis minor 

JCM No. 

JCM 6865 

JCM 7445 

JCM 5291 

JCM 5733 

JCM 5978 

JCM 7476 

JCM 5735 

JCM 2896 

JCM 6251 

JCM 6353 

Other designations 

=CBS 7514 =IFO 10577 

OOBJ 
accesslon 
number 
038233 

=CBS 7424 =IFO 10578 038234 

=ATCC 66425 =日KMY.2720 =CBS 7226 =IFO 038235 
10178 =KCTC 7207 

=CBS 7282 =IFO 10579 038236 

=CBS 7286 =IFO 10580 038366 

=CBS 7169 =IFO 10581 038237 

=CBS 7283 =IFO 10582 038238 

=CBS 7243 =IFO 10583 =NRRL Y.17308 038239 

=CBS 7331 =NRRL Y.17310 038367 

=ATCC 24039 =CBS 436.72 =IFO 9559 =UBC 083193 
951 

JCM 5182 =ATCC 24343 =CBS 608.83 =UBC 926 083188 

082819 

083189 

083190 

JCM 5186 =CBS 401.84 =IFO 6833 

JCM 5187 =ATCC24344 =CBS 607.83 =UBC8006 

JCM 8361 =ATCC 10764 =CBS 543.50 =IM156590 

Til/etiopsis pallescens JCM 5230 =ATCC 24345 =CBS 606.83 =UBC 8007 083191 

Til/etiopsis washingtonensis JCM 8362 =ATCC 36489 =CBS 544.50 083192 

1.2. 盗基配列の決定方法

18S rDNAおよび [1'5領域の塩基配列の決定には以下の 3通りの方法を
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使用した。以下の 3通りの方法は時間の経過と共に分子生物学的手法が発達し、

また汎用化されてきた段階をしめすもので、最近では当初に比べ、比較的少な

い労力で塩基配列データが得られるようになっている。現在、おもに使用して

いるのは c)の方法である。

a) PCR-RIを用いた直接シーケンシング法

本方法は Takashimaら (1995a)に述べた通り、 polyrnerasech町 rcactlon

(PCR)を用いて 18SrRNA遺伝子を増幅し、 PCR産物を精製、とれを用いてシー

ケンシング(sequencing)を行う方法である。

PCR用の DNAは菌体を超音波で破砕し、調製した。PCRにはTaKaRaTaq 

(Takara， Otsu)を用い、 Table2.2に示したプライマーの内、 Plおよび P2を使用し

た。 PCRは95・C4分間の熱変性の後、94"C1分、55"C2.5分、 72"C2.5分の反

応を 30サイ クル行ったのち、 72.Cで 10分間保持した。PCR産物を 1%アガロ

ースで電気泳動後、 バン ドを切り出し、SephagrassBandprep Kit (Pharrnacia P-L 

Biochemicals， Milwaukee， WI， USA)を用いて精製した。これを、 e司dATPαSお

よびSequenasever. 2.0 (U.S. Biochemicals， Cleveland， OH， USA)を用いて、直接シ

ーケンシング反応を行った。反応に用いたブライマーは Table2.2に示した。シ

ーケンシング反応後、 8%アクリルアミドー8M尿素ゲルで電気泳動を行い、泳動

結果はオートラジオグラフィー後、目視で解説した。

b) PCRークローニングー直接シーケンシング(サイクルシーケンシング)法

本方法はTak硲 himaとNakase (1996)に述べた通り、PCR産物である 18S

rDNAのクローニングを行い、これのシーケンシングを行う方法である。オー ト

シークエンサー導入当時、 PCR産物を直接シーケンシンク.する ことは可能であ

ったが、効率が非常に慈かったため、本方法を用いたa

18S rRNA遺伝子の PCRは上記 a)の方法を用いた。 PCR産物 100μlにエ

タノールを加えてこれを沈澱させ、 10μlのミリ Q水に溶解した。 18SrDNA溶

液 1μlをpTワBlueT-vector (Novagen， Madison， WI， USA)およびTaKaRaLigatioD Kit 

ver. 1σ'akara)を用いて、クローン化したg クローン化した 18SrDNAの両鎖の塩

基配列を AutoReadSequencing Kitおよび AutocydeSequencing Kit (Ph訂 macia

Biotech， Uppsala， Sweden)を用いて、ジデオキシ法により決定した。塩基配列の解

説はペLFexpress DN A sequen印 r(Pharrnacia Biotech)を用いて行った。用いたプラ

イマーはキットに添付のM30の-40および回verseprimer、およびTable2.2に示

したものを用いた。
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PCA prlmerS 

Table 2.2. Primers used 'Oramplifying卸 dsequencing of 185 rONA and ITS regions 

Pl: 2-21 

Primer (positJon ln S. cereVIsiae 1 Sequence 

P2: t 794-1 775 

ITSl・1755-1778

ITS4: 173-154ω 

S・ATCTGGTTGATCCT百CCAGT-3'

S-GATCCTTCCGCAGGTTCACC~' 

S-GTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTG~' 

S -TCCTCCGCTTA TTGAT ATGC~' 
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G:913-899 

H: 1328-1314 

J: 1473-1458 

じ1239-1224

Cy51abelled primers fof cycle sequencing鋪
Fo問 ar(lprimers 2F'・2-21

404F: 404-423 

934F: 934-954 

SIJF: 1449-1473 

ITS1: 1755-1778 

Aeve問eprimers UNVA-O t・586-563
UNVR-02、1148-1124

UNVR-03: 1643-1619 

ITS4: 173-154剣

U1.5: 955-934 

U2.5: 1333ぺ315

S.CCAAGAA TTTCACCT ~' 

5-TCTCGTTCGTTATCG.3白

5-CAGTGTAGCGCGCGT-3 

5にTCAATCTGTCAA TCC-3 

5-ATCTGGT下GATCCTGCCAGT-3'

5 -GCTACCACATCCAAGGAAGG~' 

5-CTGCGAAAGCATTTGCCAAGG~' 

5'-TCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTG-3' 

5'-GTCGTAACAAGGTTTCCGTAGG下百‘3

E争TGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACC~・

S-CCGTC山ATTCCγTTAAGTTTCAGCC-3'

S-GACGGGCGGTGTGTACAAAGGGCAG~' 

5-下CCTCCGC了TAT下E凶，TA下GC-3'

5'-下CCTTGGCAAATGCTTTCGC品目-3'

s-AAGGTCTCGT了CGTTATCG-3'
.Corre却OnO[n9岡山ionlnthe LSU巾NAsequences01 5国間暗闘

巧 ugltaandN拙a田 [subm川副}

c) PCRーサイクルシーケンシング法

本方法は 5ugitaとNakase(submitted)に述べた通り、 PCRを用いて 18Sr即~A 遺伝

子を増幅し、 PCR 産物を精製、これを用いて直後シーケンシングを行う方法で

ある。上記 a)の方法と同様であるが、のではアイソトープを用いてシーケンシン

グ反応後、電気泳動を行い、ラダーを目視により認識していたのに対して、本

方法ではシーケンシング反応後、これをオー トシーケンサーによって解析したe

185 r貯~A 遺伝子の PCR は上記 a)の方法を用いた。 PCR産物 100μlはフ

ィルターを用いて精製した。次いで、 185rDNAの塩基配列を 5equ江oermLong-

Read Cycle 5equencing K.it (Epicentre Technologies Corp・， WI， U5A)を用いてジデオ

キシ法により決定した。右往基配列の解読はALFexpr凶 sDNA  sequencerを用いて

行った。用いたプライマーは Table2，2に示した。

IT5領域の塩基配列の決定は、PCRプライマーに ITSlおよび ITS4を用

いて rDNAの僧幅を行った。 また、18S rDNA中に group1 intr叩があった場合に

は‘ PCRのプライマーに P1および IT54を用いた。
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1.3. 系統解析

得られた塩基配列、および発表されている関連菌株の塩基配列を用いて、

系統樹を作成し、系統学的解析を行った。アラインメントには CLUSTALW 

(ThompsoD et al.， 1994)を用い、得られた結果を自で見て修正を加えた。その後、

系統樹の作成に供した.

系統樹の作成は、距離行列法の一つである近隣結合法(Neighbor司joi凶弔

問出od，Saitou加 dNei， 1987)を用いた。各菌株間の遺伝距自在は Kimura(1980)の

2-p紅阻eter法を用い、ギャップを除いて算出した。また、各系統校の統計的な確

率の推定には、ブーツストラップ (Felsenstein，1985)1:去を用いた。

2. 結果と考察

2.1. Bensingtonia属の系統

担塩基配列の決定には、方法 a)を用いた。 Be/!singtonia属 9種の基準株の

内、 B.ciliata JCM 6865および B.yamatoana JCM 2896を除く 7株については、

PCRプライマ一部分を除いて、約 1750塩基を決定した。 B.ciliata JCM 6865お

よびB.yamatoalla JCM 2896は 18SrDNAとして推定される通常の長さよりも大

きかったが、とれはそれぞれ2つの group1 intronを含んでいたためであった。

系統学的解析は、 group[ 阻むon部分を除いて行った。 また、これら groupr intron 
については、第三節に他の group1 intronと併せて考察した。

関連菌類とのアラインメントの後、近隣結合法により系統樹を作成した

(Fig. 2.1)0 Bensingtonia属はサビキン綱のクラスターに位置しており、射出胞子

を形成しない種と混在した，本ク ラスターはさらに 3つのサブクラスター (2a‘

2bおよび2c)に分かれており‘ Bellsingtonia属はこの内の 2つのサブクラスター

に分かれて位置していた。 Be!!singtonia属の基準種である B.ciliata、およびB

ingoldii、B.misca!!thi、B.naga叩 ensis，B. phylladω、B.subroseaおよびB.yuccicola 

はサブクラスター2aに位置していた。また、 B.i!!tennediaおよびB.yamatoa!!a 

の2種は今orobolomycesroseus、Rhodosporidiumtoruloidesなどと共にサブクラ

スター2bを形成した。 Fellら (1995)の26SrDNAの部分寝基配列に基づく系統

樹も本結果を支持した。

Bensingtonia属は 1986年、Ingoldによって、射出胞子を形成する分離株

1株 (Bellsingtoniaciliata)に対して設立された属である。後に、菌体にキシロー

スを含まないとと、および主要ユピキノンが Q-9であることが明らかとなり

(Boekhout， 1987)、1988年、 Nakaseと BoekhoutはSporobolomyces属のうち、主

要ユピキノンが Q-9の、それまで“Intennediusgroup"と呼ばれていた 6種をこの

属に統合した.本属は化学分類学的には、菌体にキシロースを含まず、主要ユ
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ピキノンが Q-9と均一である。しかし、系統解析の結果から、 Bel1sil1glOnia属は

少なくとも 2つの系統 (2aおよび2b)から成ることが推察された。また、同ーサ

ブクラスター内でも、 Bensingtol!ia属のそれぞれの穫の 18SrDNAの遺伝距離は

あまり近くなく、例えば.B. ciliata (2a1)とB.Il1goldii (2a2)の場合、 0.088Knuc 

である。従って、これら Bel1sil!gtol!ia属の穫は他の属の種と混じって存在する

であろうと思われる。

2.2. Tilletiopsis属の系統

塩基配列の決定には、方法 b)を用いた。供試菌株の内、 Tilletiopsisflava 

JCM 5186を除く 6株については、 PCRプライマ一部分を|徐いて、約 1750寝基

を決定した。工 flavaJCM 5186は 18SrDNAとして推定される通常の長さよりも

大きかったが、これは 3つの group1 intronを含んでいたためであった。系統学

的解析は、 group1 in仕on部分を除いて行った。また、group1 intronについては、

第三節に他の group1 intronと併せて考察した。

関連菌類とのアラインメントの後、近隣結合法により系統樹を作成した

(Fig. 2.2)， Tilletiopsis属および TiIletiariaanomalaはクロポキン綱のクラスター

に位置しており、クロボキン綱はさらに 2つのサブクラスター (laおよびlb)に

分かれた。このうち、 Tilletiopsis属およびTilletiariaal10malaはサブクラスター

1bに位置し、 Tilletiacariesや不完全酵母の Sympodiomycopsispaphiopediliと系

統枝を形成した。おlletiopsis属はさらに、 99.9%のブーツストラップ確率で、 1bl

とlb2に分かれ、 1b1では T.washil1gtol1el1sis、T.pallescensおよび T.albescel1s 

が TilletiacariesおよびS.paphiopediliと共に系統校を形成したロ また、T.mil!or、

工fulvescens、T.flaνaおよび T.anomalaは 1b2を形成した。

Tilleitopsis属は形態が TiIletia属の穣に似ているところから Derx(1930) 

によって設立された属である。後の 1948年、 Derxはラテン記載を行って、当初

のTilIetiopsissp. 4 を基準種~;:::指定した.しかしながら、との株はすで、に死滅し

ていたため、 Nyland(1950)は、De以が基準種に指定した large-sporedsp∞iぉ

(TilLetiopsis sp. 4)にもっとも近いものとして Tilletiopsiswashingtonensisを新基

準種に指定し、また T.minorをDerxのsmall-sporedspeciesに相当するとした。

その後、 Tubaki(1952)は T.C月 meaとT.lilacinaの2種と T.minor var. flavaの1

変種を報告し、また、 Gokbale(1972)は T.albescens、T.fulνesce/lsおよび r
pallescensを報告した。後に、 Boekbout(1991a)は工 mutOrvar. flavaを生理生化学

性状およびG+C含量の遣いに基づき、工flavaとして独立させた。これら 8種の

内、 T.cremeaと主 lilacinaは生理生化学的性状(Boe陥out，1991a; yi四 位 水iet al 

1985)や核型電気泳動の結果 (Boekboutet必.1992a)が T.wωhingto/lel1sisとよく

似ていることから、現在では T.washingcone/lsisのシノニムとして扱われている。

本実験では.Tilletiopsis属と して報告されている 8種の内、 T.washi/lg-
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Fig. 2.2. Phylogenetictree ofTi/letiopsis species， Ti/letiaria anomala and 

related taxa based on 188 rDNA sequences 
The tree was constructed同 m出ee四 lutlona叩 dislancedata according 10 Kimura (t980) based on 
1.555 positlons， uslng the nelghbor-Jolning m副hod{Saitou and Nei， 198ηwith bo。恒trapping
(FelsenSlein， 1985). The numerals represent the ∞ntidenca 1酎 凶 trom1，000 rapli臼 teb∞tstrap
sampling 
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lonellsisのシノニムとされている、主 cremeαおよび工 li/aGInaを除く 6種の基準

株の l8SrDNA塩基配列の決定を行った。その結果、 Tilleliopsis属 6種は Derx

が述べたように、 Tilletia属と近縁であることが示された。 また、射出胞子を;形

成しない不完全酵母である S.paphiopediliも同じクラスターに位置していた。

Tilletiopsis属の種は、従来、射出胞子の形態が長い鎌形であ り、また、

出芽細胞は持たず菌糸のみによって増殖するという、形態的な特徴によって

やorobolomycω属と区別されていた。化学分類学的性質は両属共に、菌体にキシ

ロースを含まず、また主要ユピキノン系は Q-10である。しかし、 Tilleiiopis属

のある穫は、出芽細胞を持つと報告されており (Boekhout， 1998)、また、射出胞

子の形もT.albescensのように典型的な鎌形の射出胞子とは異なった形態を示す

ものも存在する。このような場合、 Tilletiopsis属と争orobolomyces属の区別が

つきにくい。一方、系統的には、 Tilletiopsis属と Sporoboわmyces属は、担子菌

類の中の 2つの異なった綱(::属している。従って、 185rDNAの塩基配列などの

塩基配列を決定し、系統学的位置を調べることにより、 Tilletiopsis属あるいは

Sporob%myces属の識別を行うことが可能であろう a

Tilletiaria anomalaは、射出胞子を産生し、有性世代を持つ一属一種一株

の酵母綴菌類である。本菌株の高次分類君事については、Bandoniと Johri(1972) 

が記載の時に、形態的な特徴から黒穂菌、とくに TiUetiaceae科と近縁であろう

と述べている。しかし、 55rRNA塩基配列に基づく系統樹では、クロポキン菌

のクラスターとは異なった位置にあったことから(Blanzand Gottscbalk， 1984)、

本種の系統学的位置は媛昧であるとされてきたe 本実験において、 18SrDNAJl¥¥ 

基配列に基づく系統樹から、 Z 仰 oma[aはクロポキン綱に位置し、 Til/elia属や

Tilletiopsis属と近縁であることが示された。

2.3 射出胞子形成静母の全体像

本実験により決定した、Bensingtonia属、Tilletiopsis属、Tilleti aria 

anomalaに、Bullera属、Kockovaella属、 Udeniomyces属 (5ub釦 dNakase， 1995; Suh 

et al.， 1996a， 1996c)、および Sporidiobolus-Sporobolomyces属 (H町町otoand 

Nakase， in prep訂 at10日)のデータを加えて、射出胞子形成酵母および関連菌類の系

統樹を作成した (Fig.2.3)。用いた関連菌類の復基配列の登録番号はAppendix1 

に示した。図中に示したクラスターの番号は、それぞれ、既に発表した Takashirna

ら (1995a)、5uhら (1996a)およびTakas凶m とNakase(1996)の通りである。

前述した、 Bensingtollia属はサピキン綱に、Tilletiopsis属および

Tillatiaria anomalaはクロポキン綱に他の担子菌類と共に位置していた。また、

同じく射出胞子を形成する Bul/era属、Kockoνaella属および Udeniomyces属は菌

輩綱 (5ub釦 dNakぉe，1995; 5凶 etal. 1996a; Suh et al.， 1996c)に、Sporoboわmyces

属はサピキン綱何回amotoand Nakase， in preparation)に位置していた.
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担子菌類の系統樹において、3つの綱の成す樹形は、アラインメントの

仕方や、各綱の σ町 (OperationalTaxo:norrric Unit、系統樹の場合は塩基配列)の数

による影響によって変わることがある。 Fig.2.3では、まず、クロボキン綱とサ

ピキン繍がクラスターを形成し(ブーツストラップ 27問、次に菌輩綱がこの 2

綱とクラスターを形成した。しかし、クロボキン綱と菌輩綱が最初にクラスタ

ーを形成することも多い。これは、 18SrDNA復基配列のデータに偏りがあるた

め、未だ、担子菌類の 3つの綱の成す樹形を議論することが難しいことを示唆

するものである.真の樹形を構築するためには.さらにデータの蓄積が必要で

あると推定される。

担子菌類の 3つの綱はそれぞれさらに、いくつかのサブクラスターに分

かれている。そこで、サブクラスター問、および各サブクラスター内の塩基配

列問の遺伝距磁を調べた。サピキン綱は 3つのサブクラスター (2a、2bおよび

2c)に分かれ、 これらはブーツストラップ 100%で支持された。同一サブクラス

ター内の塩基配列聞の遺伝距隊は、それぞれ、 0.010-0.099 (2a)、0.001-0.043 (2b) 

および0.003-0.021 (2c) Knucであった。また、各サブクラスター間では、 0.090

-0.126 (2a vs. 2b)、0.072-0.116 (2a vs. 2c)および 0.071-0.090 (2b vs. 2c) Knucで

あった。この結果から、 2bおよび2cはサブクラスター内で比較的近縁であるの

に対し、 2aは同一サブクラスター内でも遺伝的な距離があると推定された。従

って、新たな菌株が2aに加わった場合、2aはさらに細分されると思われる。

菌輩綱も 3つのサブクラスター (3a、おおよび 3c)に分かれたが

Udelliomycees属が位置するサブクラスター3aのブーツストラップ値は 63%と

低かった。 SuhとNakase(1995)およびSubら (1996a)は用いるアルゴリズムを変

えて系統樹の作成したところ、常にこれらの 3つのクラスターに分かれたと述

べている。同一サブクラスター内の塩基配列の類似度を調べると、 3aでは

Udefliomyces属同士の遺伝距離はそれぞれ 0.005必lUC以下で、また、 3a内では

0.005 -0.059必lUCであった。また、 3b内では 0.004-0.079必lUCであった。また、

各サブクラスター間は、0.041-0.094 (3a vs. 3b)、0.060-0.070 (3a vs. 3c)および

0.060 -0.085 (3b vs. 3c)必1UCであった。この結果から、菌室主綱は、酵母形をとる

ものがキノコなどと混在し、形態的には極めて多様性に富'んでいるが、 18SrDNA 

底基配列を比較すると.系統的にはサビキン綱よりも近縁な種同士のクラスタ

ーであることが示唆された。

上述したように、担子菌類の 3つのクラスターはそれぞれ細胞壁の糖組

成によって識別される。しかし、各綱の中のサブクラスターを区別する表現形

質は未だ明らかになっていない.S tackebrandtら (1997)は 16SrDNA溢基配列に

基づいて、 Actinobactena綱の中に目、亜目および科を提唱した。そして、これら

の分類階級の区別は、従来の形態や化学分類学的指標に基づく方法では不可能

であり、 16SrDNA保存領域の sequenαslgnatureによって行うのが適当であると
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述べている。 Actinobacteria綱の、各重自問の底基配列の遺伝距荷症を調べると、約

0.1 Knucであった。担子菌系酵母に Actinobacteria綱の場合をそのまま当てはめ

ることができないが、 サピキン調理の場合、各サブクラスター問の類似度はいず

れも約 0.1Knucであることから、これらサブクラスターは Ac白lobacteria綱の亙

目あるいは自に相当するものと推定される。従って、表現形質によるこれらサ

ブクラスターの識別は、かなり困難なものと舷察される。しかしながら、

A伯 lomacteria綱の場合、他の綱との区別も sequencesignatureによってしか行え

ないが、担子菌類の各綱は細胞壁の糖組成により区別されることから、同様に、

これらサブクラスターを識別する表現形質が存在する可能性もある。これを傑

索してゆくことが今後の課題である。

第三節 射出胞子形成務母の 18SrDNAに存在する group [ intron 

Group [ in回目は、真抜生物の核 DNAおよびミトコ ンドリア、プラスミ

ド、シアノバクテリア、パクテリオファージなどの遺伝子に存在することが知

られている。真核生物の核DNAのgroup[ in甘onとしては 26Sおよび 18SrDNA 

に存在する ことが知られている。 18SrDNAに存在する group1 intronとしては子

袋菌類である Pneumocystiscarinii (Sogin and Edman，1989)および Protomyα5

i/louyei (Nishida et al.， 1993)、担子菌類では Ustilagomaydis (DeWachter et aし， 1992)、

Rhodosporidium dacryoidum (Suh and Sugiyarr同 1994)、 Le/ltinel/;ω mofltanus

(Hibbe仕， 1996)、L.ursillUS (Hibbe甘， 1996)、αoνicoronapyxidata (Hibbe民 199の、

Pa/lellus sり'pticus(Hibbett， 199のなどが知られている。 また、緑議類や褐藻類か

らも報告されている。地衣を形成する子褒菌 OadolliαchloropJ凶 ea(DePri，凶tand 

Been， 1992)やLeca/loradispersa (Gargas et al.， 1995)の 18SrDNAには複数値の

group r in加 nが発見されている。 Gargas(1995)らは、系統的に離れた生物種にお

いてもこれら group1 Intronの挿入位置は保存されていると指摘している.

18S rDNAの塩基配列の決定を行った株の内、BellsIf，ぽto/lia属の 2種、B.

ciliata JCM 6865およびB.yamatoa/la JCM 2896、およびTilletiopsisflava JCM 

5186の 18SrDNAは推定される通常のサイズよりも大きかった。塩基配列の決

定の結果、 B.ciliata JCM 6865およびB.yamatoana JCM 2896はそれぞれ2つの、

また Tilletiopsisf/ava JCM 5186は3つの底基挿入部分があった。一次構造の比

較をおこなったところ、チミ ンのあとに挿入し、グアニンが最終塩基であると

いう、 groupI intronの特徴を備えていた。また、 groupr Intronの保存領域と呼ば

れている p、Q、RおよびSの4つの配列(Cech，1988)も存在するので、これらの

持入配列は group1 intronと推定された.そこで、これら group1 Intronの系統関

係と 18SrDNAエクソ ン部分の系統について比較を行ったa

し材料および方法
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1.1 Group [ ino-onの押入位置と推定二次構造

Group [ ino-onが存在したのは Bellsingtoniaciliata JCM 6865、B.

yamacoana JCM 2896およびTilletiopsisflaναJCM 5186の3株である。Fig.2.4.1-3

に各株の 18SrDNAの配列を示した。図の内、太字で示したのが group[ inO-on部

分の配列である。

各group1泊四nの挿入位置は G訂 gasら (1995)の提唱した表記に従って

行った。また、 groupI inO-onのグルーピングを行うために二次構造の予測を行っ

た。推定二次構造はCechら (1995)の方法に従って描いた。

1ユ 保存領域に基づく系統学的解析

報告されている group[也o-onはサイズが 200塩基くらいのものか ら

し000組基を滋えるものまで存在し、これを通常の方法によってアライ ンメント

を行うことは不可能である。しかしながら、どの group1 intronにも p、Q、Rお

よび Sと呼ばれるいわゆる保存領域があることが特徴である。そこで、アライ

ンメン卜は文献お よび WorldWide Webで公開されているデータベース

(Damberger and Gutcll，1994)から得られる推定二次構造を基本に目視で行った。ま

ず、 p、Q、Rおよびs部分を、次いで P2、P2.1、円、 P4、P5、町、 P7、P8お

よび P9.0領域を推定三次構造をもとに追加し、アラインメントを行った。アラ

インメントの結果、 160塩基を系統解析に用いた。解析方法は PHYLlPpackage ver 

3.51c (Felsenstain， 1993)の中の dn阻 lを用いた 。プ ログラム中の

transition/transversionは2.000000とした。また、本解析に用いた、 18SrDNAのエ

クソン部分の系統学的解析には、 CLUSTALW Cηlompson et al.， 1994)によって

アラインメン卜後、 PHYLIPの中の neighborを用いた。各境基配列聞の遺伝距離

は、Kirnura(Kimura， 1980)の方法によって求めた。

2 結果と考察

2.1. Group 1也仕onの挿入位置と挿入イントロンの構造的特徴

18S rDNAに相当する遺伝子のサイズはB.ciliata JCM 6865は2，427旬、
B. yamatoana JCM 2896は2，658bpで、挿入位置は 943と1506であった。また

T. flava JCM 5186は2，871bpで持入位置は 516、1199、および 1506であった。

挿入配列の大きさはB.ciliata JCM 6865は335nt (挿入位置 943)および341nt (挿

入位置 150の、 B.yamatoana JCM 2896は454nt (挿入位置 943)および 457nt (挿

入位置 1506)であった。 T.flava JCM5186は325nt (挿入位躍 516)、335nt(挿入

位置 1199)および437nt (挿入位置 1506)であった.これらはそれぞれチミンの次

から始まり、グアニンで終わる group [ in tronの特徴を持っており、また、 p、Q、

27 
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Rおよび Sのいわゆる保存領峻を有していたので group1 intronと推定された

(Burke et al.， 1987; Cecb， 1988)。

一次構造から二次構造を推定し、Fig.2.5に示した。推定二次機造から

B. ciliata JCM 6865およびB・yamatoanaJCM 2896のそれぞれ2つの gIoup[ intron 

はsubgroupIC1に属することが、また、 T.flava JCM 5186については挿入位置

516および持入位置 1199のgroup[ intronは subgrouplB3、また挿入位置 1506の

イントロンについては subgroupIClに属すると推定された。

Table2.3に真核生物の 18SrRNA遺伝子における groupl intrODの共通挿

入位置として報告されている位置の内、 7箇所の group[ intrODについて示した。

Gargasら (1995)は 18SrDNAには 17箇所の group[ intrODの押入位置があると述

べているが、この内 10箇所については、まだ 1例ずつしか報告されていない.

従って、 Tableには 17箇所の内、 2例以上の報告がある 7箇所について記した。

供試株の 18Srm叫に挿入のあった、持一入位置 516、943、1199および 1506はそ

れぞれ、他の菌類や言葉類などからも group1 intrODの押入が報告されている普遍

的な位置であった。担子菌類では、以下のイントロンが、これらの位置の group

r intrOD として報告されている R.dacr516(Rhodosporidium dacryoidum)、

U.mayd943 (凶tilagomayd川、 L.omph943(Lentinellus omphalodes)、L.mont242羽 3

(L. montanus)、L.mont246-943~. mOlltan凶)、L.ursi943 (L. ursillus)、C.pyxi943

(Gavicorona pyxidata)、P.styp943(Panellus stypticus)包このことから、担子菌類

の3つの綱のいずれにも group[ intr加をもった株が報告されているが、その押

入位置は 516、943、1199、1506等で保存されていると推定される。

MichelとWesthof(1990)は、 group1 intronはその配列、特に活性中心を織

成する部分(coreregion)の配列の特徴からさらにいくつかのサブグループにわか

れると述べた。DambergerとGutell(1994)は、18SrDNAに見出された group1 intro日

はおもにサブグループ lBL lB3および IC1に属すると報告している。そこで、

射出胞子形成酵母の group1出回目 のグルーピングを行うために二次構造を予測

を行った。

挿入位置 516においては.A.grif516およひ、Naegleria(Dc Jonc抽出向1994)

に発見されているイントロン以外の group1泊四日はすべて subgroupID3に属す

るものであった。また、挿入位置 1199においても同様に subgroupID3に属する

ものであった。一方、挿入位置 943および 1506のイントロンは、A.lent943以外、

すべて subgroupIC1に属するものであった。 Fig.2.6は‘ groupr intrODを有して

いた真核生物の 18SrDNAのエクソン部分に基づく系統樹を、イント ロンの挿入

位置と共に示したものである。この図から、挿入位置 516および 1199は、

A.grif516およびN.grub516を除いて、 subgroupIB3に属する groupI也甘onの‘ま

た、持入位置 943、1046、1506および 1512は、A.lent943を除いて、 subgroupICl 

に属する groupI intronの共通の挿入位置であることが示された。この結果は系
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統的に隔たっている生物問においても、同犠であった。本結果から .イ ントロ

ンの押入位置と帰入イ ントロンがどの subgroupに属するか、すなわちどのよう

な二次機造をとるかは、密接に関連していることが示された。いいかえれば、

イントロ ンの挿入位置によって、どの subgroupに属するイ ントロンが挿入され

ているか、予測可能であると推定される。

2.2. Group 1 intronの保存領域の塩基配列に基づ'く系統解析

Table2.3に示した group1 in.tronの内、 subgroupa3およびIC1に属する

ものの中から 34を選んで、保存領域(P2、P2.1、P3、P4、町、P6、P7、P8およ

びP9.0)の二次構造に基づき、アラインメントを行った(Fig.2.7). 5ubgroup lB1 

に属すると報告されている Alent943は本解析には加えなかった。アラインメン

卜の後、 160塩基を系統学的解析に用いた。

アラインメントに基づき、最尤法によって系統樹を作成したところ、

group 1泊位。nは大きく2つのクラスターに分かれ、一つのクラスターは subgroup

ffi3によって、また{也は subgrouprClのイント ロンによって構成された(Fig.2.8)。

これは a3に属するものは IC1に属するものと系統的に異なっていることを示

すもので、 MichelとWesthof(1990)および Bhattacharyaら (1996)の結果と同様の

ものであった.

各クラスター内の系統関係に着目すると、 IB3では、T.flav516は

R.dacr516および M.albo516と系統校を形成した。IC1では、菌類の B.cili943、

B.yarna943、L.ornoh943、P.styp943および U.mayd943はクラスターを形成し、

P.inou943もこのクラスターに位置していた。緑渓類のD伊 rv943およびD.sali943

はIC1のクラスターの、異なった系統校に位置した。挿入位置 1506のイントロ

ンでは、菌類の B・yama1506、P.cari1506、P.inou1506およびT.flav1506は、挿入

位置 1506の緑藻類、および挿入位置 1512の緑藻類のイント ロンと系統技を形

成した。一方、 B.cili1506は紅務類の H.rubr1506および P.spir1506と系統校を形

成した。この結果から、一般に、同じ subgroupのイ ント ロンでは、エクソン部

分の系統が近い稜で、挿入位置が同じものはそれぞれ近縁である、と推定され

る。 一方、 B.ci1i1506のように、紅藻類の H.rubr1506および P.spir1506と系統

技を形成し、縦れた系統の種の同じ挿入位置のものと類縁性を示すものもあっ

た (T成部hirnaet aJ.， 1996; Takashima and Nakase， 1997)。

挿入位置 516に報告されており IC1に属するイントロン(A.grifS16

および N.grub516)は系統的には IC1のクラスターに位置した。これは、挿入

位置 516の IC1イントロンは IB3のイント ロンとは系統的に異なった祖先

から、問じ位置に挿入されたものと推定できる。本解析においては、Naegleriaは

l獲しか用いなかったが、 DeJonckeere (1994)は同じ待入位置の group1 in回目

が数種から見出されたと報告している.A.lenθ43が現在、真核生物の 185rDNA 
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Gcoup 1' 0・ I~t.rQø.
P1 1'2 1'2' 1'2.1 

1'::1.1目 ..  

51~ R.dae:5l6 UUCUGACGCCAGM.AUAGOA ・ CCCUACU...Gl1CGAGGU ・ ':>A (lCCGGCG"GGUMCCU~GGUAC~~GGGGMCC_UM ・ GGCUAl1GGUM_

:jiiii詰:51221j謎i言語表i232主22主515;iJ:iigz
IBJ C.lu包6516 UGl1UGACGCCAGAGGUAGijC . AGAGACUAGVCGAlXみc・C96CCGGCAAGAzeAccu-GGAACG-GGGAASGC〈 UA-theeAUGGCUGA-

lt.tlllc516 出 truGACGCCAGAGAUAGOA・GCCUGCUAGUCGAζM・In火花CGGCMGA出 ACCU-GGUACG-GGGMGGC-CUU・旧..-.cAGGCUA.A

川出目 6 UGCtJGAC町田山U蹴 C.CCUCGCU岡山陥・刷出cc叩国出向咽UACG_陥 AAGCC-UA.C• ACGU町四A-

21，， T gl-v l JL" SACAZA63CCUGladhCAGeuG JRGGCAGeuGtZCAGee・GCGGGCGCGACACAACCU-GGUACA-GGAMCGC-CCC• UGCCAGGCCGA_ 

C.eh.lol199 UCACAGGCCUGUUGAt1CGAG・UAUGGCGGCυGGACυA・UGUCUGGUWACACCACU・GGUACA-GAGGAUGC-cGC・AUAMGGCCGA_

516 A・9rif.5l6 UUACUAGCCAG.¥UGUVGAUA.・GGCAGMAGI1UGGAGA・GCACCMCUGUACA.CCGU・AAAWG-CGGGAM.c・CCC• GCMUGGGCM 

N・ 同516 AC崎山町 山UAGUー田町刷G臨時・田UA'目町山畑町叫恥白血MGC-ocU・砧回収GUM

'‘325  cilJL'43AAACGUSAGetJf26AA12AGAG AAAUACUAGueusuU11・AUAACAsecAAGJRUcuuc-AAAUUG『 C3566AAG-UAC ACAAUGUAUGA 

.・y-'・J GUUACUCtlGCACtlGMUAGC ・ UGAGAUUAt1MUCCUA ・ tlGGUCUtlGCGAGAC<:Ct1C_M.ACUG~CGGG.A.AAG-UCU ・ CCMl1AGAU'tL\_
0・parV94835AZUCAGe6CCUAAGAgUCA-AUUGGCUAGUGCUUGG-cucAASUGCAACAZUgAUCAAAU136-CGGGAAAG-ccc ACAJRUGGGCAA 

D.s4l.i.94J AGCUCAGCGCC!JCAMGt応'G. t1UtiGGCUACU.¥U'口JGG・CCUM日厄C.v.CACt1GtnlCAMtru包-CGGGAAAG-CCC・.¥CMUGGGCAA
L.c:coh.!i4J CAACAGCAGCC出M.Aa.zU・AAAUGCUAGUCUG1JGC• CGGGUGGGCGACACClJUC・AAAl1lIG，¥CGGGMCUCCcro・ACMUGGACAA_

P..typ9・J MA.AAGcAGCCCUAACG(;GU. AM.uacUAGUCUGt1GC・cGCACGGGCGAGAcctmc-AAACUGCGGGAAAcuccuu-AGAUUGGACAA-

P. inou94J UM'口.lCUGCUCCCAM.AGCC• AGAGGCUAGUCAGUAC • UACGC出GC.v.CACMUC-AAAtnJG~CGGGAMC_UCC. AGAUUGGACAA_ 

U叫 d94J 回目UC町 υCC胤品目C:M町四AG町山田 ・GM畑町印刷町ー幽叫司自白山C-凹 c・AG刷 田;'CAA-

.1046 A・pit:10‘6AGUAtJUGCCCAUCAtJAGCAG GUGUGCUAGueGUCGU-ACGCACGGCGAGACCGuc-GAJKUUG-cGGGGACA-ucc・AGAUUGGAUM・

2C11506;.::::::;;2222立足立立はお::;:誌に222Z2Z22:て;:::22Z:::

a yameA5060AUCGAAsect312AAUAGeeu-AAAUSCUAGUGAAGAC-AAUCUVUGCAAAACCAυC匂 GAAUUG-CGGGGACG_CCC・AGAIJtlGGGUAA_
c ・1111S'16 VACUGMGCCUUAGCCGCCU・AAAGGCUAGueAGCUc-uCAGeuGGCAACACCGUc-AAAtZug-CGGSAACA司UCC・GAAAUGGAUCA-、一

"zubri1506UAUGGAAGeeuU136CAGeCC AAAUGCAAGesecGGA-uvUGGCCGCGAUCLIucue-AAAMUG-CGGGAAAAGUGc-ACAC663CCUAA 

1cad lSOSAAAGGAAGeelZUAGCAGecu-AAAUGCUAGueuGAUAEAAAAAAGGCGACJhmmcc-AAAuuz-CGGGAAGU一CCC• GA.V.UGGGtJGA_ 

: ; ; : 2 2 2 2 2 2222::::222:::ロ:::22Z2222:22:;;z::::::::::zzt

G・1，，11:"1506 UGCGGAAGCCIJUAGCAGCCC・GAAUGCUAGusectBGA-cuuBGGUGCGACAUCGEe-AAAU116-cGGAGAAC-ucc eAAAAGGAUGA 

C・瓜ira1506 ACCGAAGGCCUUAGCCGCCC. MGCGCUAGVCCGACC・CGAUCGGGCAACACCGUC-AAAUUG_CGGGGACU_CCC・GA.V.UGGGl1GA_

T・tlav1506" UGCUGAAGCCUUAGCUGCCC・MAA.GCUAGUCAUUCC・CGG.v.UGGCAACACUGlIC_AMt1UG_CGGGGAM_CCC• AGAUl}GGGUAA_ 

h 山 06 UA印刷G<:C剛院GGCCC'叫 GC.v.G畑町G'CCC問田町UACCWUVC叫四日崎町ーccc・G<:山田GCM-

日日 C.sacolS12 ACACCUAGCGCAUAAAAGGG' AACCCCUA.GUGGCCtlC・υGAGACUGCGACACUGUC_lU.AutlG_CCGGGMC-UCC・GJ.t1AG(;GAUM_

D pa rvL512lZUCACUUBCGGaUGAUAGee-AACCCCUAguGAGeuc-AGJhGCUCGCAACACCAUC-AAAEJ126-ccGGGACA Ucc・GCUAGGGACGA_

'“ P‘ P6' I円 PJ・ P!I P!I' P7' P9.0 P9.0・
S16 R.dac1:"516 UCCCGUGGCGAGCCG 'AUUJ‘GGCCGUCGU.v.-CGCGCGCOMGGUACCGGt1亡A・1幻GCUCAAGGGACGUGCU・UC・GU

:::::::::z:222ZZ:;な之:z:222222:::zェzt::2222::::;;:::z :Z

C.lutA516 山 CC町田CG悶 CUG-GU'叫 GCCGUCGυM-町 ACGCυ'MG開即日UGG・目白山'MG抽出出CU・叫 ・AU

rBJ C エ凶ヒB5145 UCCCGUGGCGAgeUZ3 GtFCGAGecothCGUAA，CGCACGCUAAGeeGUCGG UGG-ecscuuAAGGGACGuscu-dhu，JW 

K.Llac516 UCCCGUGGCGAGCUU・2hCAAAGeeeucGUAA-CGCACGCUAAGeeMJC66CCG-csGCUUAAGGGACGUECu-AA-uu

H.a.lboS16 IJCC-GUGGCGλG<:CA・66GtJGGCCGUCGUMCcecscGCAMeGCKCCGGcce-uGGCUCA-GGLJACGUGcu・GU・M

1199 T.flavl19.9 UCUGUUGGCGAGCllC・CGAGGAGCCCGt1CGA_巴AGt応 CGGMGGUCUGGGt1CU• AGGCOUAAGGUACGUACll • AU • I¥U 

C. chlol199 UUCVGUGGCGAGCUU・ccGAAGeeGtkUCAA-CGCAUSCAAAGESGOUGGGccc-GGGCUUCASGUACAUGcu-ug・AC

516 A・'JI:"it516 UCCGCAGCCM GCUC・UGGG.;GMGGUUCI¥G-AGACUAUMUCGGAUGGGCGC• AAGCUUAAGGUAUAGUCC・CU'AG 

n.<;JT"UbS16 UCCGC.I‘GCCAAGCGA-GJhOASCAGGGU1KAg-AZACUAGAthGGUCGtJUGGCUA-UAscm瓜AGAU....UAGUCC• M • l1U 

制 J .・clli941 UUCGCAGCCCAAUCC・UGGGAUCAGGUUCAG_AGACUA.λACGGA.GAUCG似たU'AGGUミ1UMGA.υ'AUAGUCC• C.A . UG 

8・yama94.J UCCGCAUCCMGUCC • AUGGGAAAGGtn.lCAG-....GACUAGAUGGGGG町 田wc・GGGU四 MGGU，"UAGUCC• UU • AA 

D.pacv!l4.J UCCGCAGCCMGCUC' AUGCAGAA.GGUl.児.AG-AGACVAMUGGC... GUGGGCC.... • UCCCUU ...... GAUAUAGUCC • Gtf • AC 

0・・aJ.i9‘J U'CCGCAGCC......GCIJC • A出 GAGMGGUUCAG-AGACUMλυGGCA.GUGGGCM.AUGCUUM GAU....UAGUCC .GU' AC 

ι・~坦h94 .J U亡:CGCAGCCMGGCC• ACGGGACAGGUUCAG~"'GACUACAUGGAGGUGGGUCG ・ CGGCWMGGUAUAGUCC ・ G<: ・ GC
P.ltyp剖 J UCCGCAGCCM血1CC• ACGGGAMGGUlJCAG-AGACUAGAl1<おAGGUUGGI1CA'UGGCUUMGGUAUAGUCC・GU・AU

P.lnQu.94J UCCGCAGCCMGClIC・GGGλ.AGAAGGUUCAG-AGACUAGAUCCUUCUGGGUUG• CAGCUUAAGA1JAUAGUCC • ....U・AU

U.:tIdyd9‘3UCCGCAGecAAsccu-AAZUGGAA6612UCAS AGAZUAAAUGGU13EUGGGU36・CUGCUUA.AGA.U....UAGUCC・GA'UC 

刷ハ・山.46 問問C拙，GCAC'抽出町白山ι刷 CUA.GGUl白明町田町田町田MGAUAG，旭町C.GU.AC

zcl2306;-::z::;;Zおご252.;z:2222::::;222:222Z:222:;::::2:;;:z

B・Y-..1506 UCCGCAGCCAAGtJ町c-dWGCUAAU86uveke-JhGACUAAGtmJWGGUUSGGGA-tklfCUUAAZAUAUAGIBeG・GG・CU

C.・.1111506 UCCGCAGCCAAGUCC・CGGGAUGCUGUUC.... C_A.GACUλAAUGAtfGGtlGGGUCc・GGGCUUMGAV....UAGUCG• GG・CC

:ご:::::::ニ2252:Z22:::::::222222Z:;::間 ;:222;::;:::

:::::::;::Z22zzz:::;ごはな::2222:222:江口;::::::zz:::

G，・piclS06 UCCGCAGCGA:AA.ccc. GUGGGI1GGCG飢JCAC-AG.... CUAAACGGCGAUOOG!JUC . GGGCUUAAGAUGUAGUCG・GU'CG 

C.m.iralSO‘ UCCGCAGCCMGUCC • ACGG刷局CCGUUCAC_AGAct1AMtJGGt厄GUGGGUCC・GGGCUUMGAtlAUAGUCG• GG・CC
T 口・vA5045EKUGCAGCCAAGesc-AUGCGUGCUGU12CAC-AGGCCAAAUGGUAGESGGGUGG-cuGCEUAAGJWA欧諸UCG'GU'CG

p，・pir1506 UCCGCAGCCAAGt1CC. AU'GGGA.v.GGUU巴AC-AGACUGUMGGMAGGOGUGc・GCOCUUMGAG-AcAGUCG• GU・AU

1512 C・IacelS12 UCGGCAGCCAAGCGC' Al1GCGIJGCAGUUCAC-AGACUAMI絡GCAGt応GGtruc・CG，¥CIroMGAUAUAGUCG・GU'CG 

0・t'_rv1512 UCGGCAGCCMGCGC' MGC<iUGCACWCAC-.AGACUMAUG悶UGGUCGGUUC• GAGCWAAGAt1AUAGUCG・GU'CG 

予芯Partial凶 gnm，川。(34group lin岡田山d岡町内町出ca.nalysis.市町rvedP. O. R姐 dSre画。回附印刷aJly岬 ed，and

ぷH Z :21222240官fart以;2272742fJ3.mMelhuwue叫 IOmlllrlcbr由明血ina山
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、.世-

183 T.flav516 

M.albo516 

N.grub516 

IC1 

可~

Fig. 2.8. Phylogenetic relationship of the conserved 

regions of group 1 introns found in 18S rDNA. 
The tree was constructed using the maximum likelihood method in PHYLlP 

package ver. 3.51 c (Felsenstein， 1993) based on 160 positions. 

For abbreviations， see Table 2.3. 
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、-ー'

に見出されている唯一の ffilイントロンであることも考え併せて、 Naegleria 

やバca/!thoamoebaeといったいわゆる原生動物に見出される group[ intronは、

菌類や藻類から発見される同じ挿入位置のイントロンと系統的に異なっており、

イントロンの伝媛を考察する上で、非常に興味深いことである。

Table 2.4. Flanking regions of group I introns. 

Position Intron Subgroup 5‘ 3' 

S16 丁目avS16 183 S'-CUGGU-3' S'-CAGCAGC-3' 

R.dacr516 183 S'-UCUGGU-3' S'-CAGCAGCCG< 

C.lutAS16 183 S'-UCUGGU-3' S'-CAGCAGC-3' 

C.lut8S16 !日3 S'-UCUGGU-3' S'-CAGCAGC-3・
C.saccS16 183 5・-UCUGGU-3' S'-CAGCAGC-3' 

K.flac516 183 S'-UCUGGU-3' S'-CAGCAGC-3' 

M.alboS16 183 S'-GUCUCU-3' S'-AGCAG-3・
AgrifS16 ICl S'-UCUGGU-3' S'-AGCAG-3' 

':"J : 9..r.u.~?.l..fl ICl S'-UCUGGU-3' S'ーCAGC-3'.....，.........................ー ー・・.......................

1199 T.flav1199 183 S'-ACAGGU-3' 5・-CUGUGAU-3'
C.chlo1199 183 5・-AACAGGU-3' S'-CUGUGA-3' ，....".・...... ーーーー・........‘晶，・ー...............................，....，..，....................

lS06 T.flavlS06 ICl S'-UAAGGU-3' S'-UUCUGUA-3' 

8.cililS06 ICl S'-CAAGGU-3' S'-UUCCGUA-3' 

8.yama1S06 ICl S'-AAGGU-3・ S'-UUCCGUA-3' 

P.carilS06 ICl S'-AAGGU-3' 5・UUCC-3'

P.inou1S06 ICl 5にAAGGU-3' S'-UUCCGUA-3' 

C.ellilS06 ICl S'-AAGGU-3' S'-UUCCGUA-3' 

C.mira1506 ICl S'-AAGGU-3' S'-UUCCG-3・
G.spirlS06 ICl S'-AAGGU-3' S'-UUCCGUA-3' 

M.scallS06 ICl S'-AAGGU-3' S'-UUCCGUA-3' 

P.spirlS06 ICl S'-AAGGU-3' 5にUUCCGUAGG-:

H.rubr1506 ICl S'-AAGGU-3' S'-UUCCGUAGGベ

Table 2.4は T.fla叩 JCM5186のイントロン持入位置、 516、1199および

1506における flankingregionについて、他の group 1 intronと比較を行ったもので

ある。挿入位置 1199の 2つのイントロン (T.flav1199およびC.cblo1199)は

シ側は 5'ー[A]ACAGGU-3'で、3'側はデーCUGUGA[U]-3'であった。挿入位置

1506では、 11 のイントロンの内、5' 側はすべて同ーの配列を含み(シー

AAGGU-3')、また、 3'側もC.mIra1506 (シーCUC-3')以外はすべてターUUC-3'で

始まる共通の配列を含んでいた。B.cili1506、H.rubr1506および P.spむ1506は、

保存領域の配~1 に基づく系統樹においては同じ挿入位置の他の菌類や藻類のイ

ントロンと離れた位置にあったが、日ankingregionは 5'側および 3'側ともに他

と一致していた。持入位置 516においては、 IB3に属するイントロン 7つの内
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の 6つ、および zつの IClイント ロンにおいて、5'側 flankingregion (5' 

(U)CUGGU喝 3')は一致していた。また、 3'側は m3および rClのイントロン全て

において、 5'ーCAG-3'という共通の配列を持っていた。これらのことから、 5'側

および 3'側の両方において、自組組ngsequencesはそれぞれ挿入位置によって非

常によく保存されていることが示された。これは、異なった挿入位置の group1 

ln甘口且はそれぞれ異なった祖先に起源するものであることを示唆するものであ

る園

Dujun (1989)はイント ロンの挿入、特に水平移動と、遺伝子の中でのイン

トロン自身の移動について述べている。仮に、イントロンがある位置に挿入し、

その後、別の位置に移動したと仮定すると、同ーの遺伝子の中では 2つのイ ン

トロンの進化速度は同じであると推定される。従って、例えば、 B.ciliata、B.

yamatoa!laの2つのイントロン、および工flavaの2つの lli3イントロンは、配

列がそれぞれ大きく異なっていることから、それぞれ別々の祖先から伝わった

ものと推察される。

イントロンの保存領域の塩基配列に基づく系統樹は、m3に属するもの

と IC1に属するものは系統的に離れていることを示すものであった。また、

MichelとWesthof(1990)が示したように lli3とIC1では構造的に具なっている

点も多い。これらは、 IB3および [Clイントロンの押入は、 18SrDNAの進化

の過程で、別々に起乙ったことを示すものである。 NishidaとSugiyama(1995)は、

共生や寄生がこのイントロンの伝搬の過程に関与しているのではないかと報告

している。 Yarnadaら (199めは group1出 onをもつある種のウイルスを報告し

ている。また、最近では、 group1 intronは進化のある過程で特定の位置に水平

移動によって挿入され、その後、その位置で他の遺伝子と共に伝わっていった

という説が報告されている (Hibbett，1996; Bhattacharya et al.， 1996)包 本結果もこ

れを支持するものであった。

以上の結果から、 group1 in甘onの系統関係は 18SrDNAエクソン部分に

基づく系統関係と直接は関連がないと推定される。しかし、進化の過程におい

て18SrDNAにイントロンの持入があった後は、その宿主である遺伝子の進化に

従うと考えられる， 18S rDNAにgroupr in tronが報告されている種は未だ数少な

いが、イン トロ ンの挿入と欠失については、進化の過程を探る意味で重要な意

義がある と推察される。さらに多くのイント ロンが報告されれば、イント ロン

の存在の分類学的意義も議論できると推察される。

第四節 Sporoboわmyces属のπ's領域と 18SrDNAの塩基配列に基づく遺伝距

艇の比較

真核生物の 18Sと26Sr貯~A 遺伝子の問は ITS 領域と呼ばれ、 さらに .

汀S領域は 5.8SrRNA遺伝子によって、 2つに分断されている，18S武 NAと5.8S
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rRNA遺伝子の聞の領域は IT51、また、5.85rRt"1Aと265rRNA遺伝子の聞の領

域は口'52と呼ばれている。これら ITSは185T即ぜA遺伝子よりも進化の速度が

早く、したがって近縁な生物聞の系統を論じるのに適していると言われてきた

(J阻 巴set al.， 1996). Jam岱らは報告の中で、185rDNAの差が1.8%の

Zy[!Jsaccharornyces属の場合、 Iτちの配列に基づく区別が可能であったと述べて

いる。 一方、Lo仕ら (1998)は医学的に重要な Candida属の IT52を調べたところ、

lTS2のサイズが供試株の聞で 66-240 bpと約 4倍の差があったと述べている。

そこで、本節では、 Sporobolomyces属を例として取り上げ、 ITS領域の庖基配列

を決定し、18SrDNA櫨基配列に基づく遺伝距離との比較を行った。

l 材料および方法

1.1. 供試菌株

底基配列の決定を行った菌株は、 Sporidiobolus-Sporobolornyces属酵母の

基準株 20株である(Table2.5)。

Table 2.5， Yeast strains used in this study 

Sporidiobolus microsporus 

Sporidlobolus pararoseus 

JCM No. Othsr desiQnatlons 
JCM 1840 =ATCC 10765 =CBS 5470 =CBS 522.50 =IFO 6903 =IMI 

44158 =UCD 68-29 
JCM 6882 =CBS 7041 

JCM 5350 =ATCC 24260 =CBS 484 =NRRL Y・5479=NRRL Y-17300 
=VKM Y.680 

Sporidiobolus ruinenlae var. ruinen;as JCM 1839 =ATCC 20489 =ATCC 36398 ::.CBS 5001 =DSM 3453 
=IFO 1689 =UCD 67-67 

Sporldiobo仰5rulnenlae var. co阿叩hilusJCM 8097 =ATCC 18159 =CBS 5811 =CCY 20-14-3 =IFO 1422 
=N円円LY-12938 

Sporidiobolus salmonicolor 
Sporobolomyc8s alborubescens 

SpOfoboJomyces co，ρrosmae 
Sρorobolomyces e佃ngatus

$porobolomyces toliicola 

$porobolomyces 9問cl1is

Sρorobo/omyces grfseoflavus 

Sporobofomyces kluyver;nief;; 

Sporobo/omyces oryz;cola 
Sporobolomyces phyllomatis 

Sporobolomyces rosous 
Sρorobolomyces sasfcola 
Sporobo/omyc田 S的gularis

Sρorobolomyc9s tsugae 

t)porobolomyces xanthus 

JCM 1841 =CBS490=NRRLY・5483= UCD 68・371
JCM 5352 =ATCC 24216 =CBS 482 =IFO 10585 =NRRL Y-6683 

=N円円LY-I7283 =UCD 68-329 
JCM 8772 =CBS 7899 
JCM 5354 =ATCC 52908 =CBS 8080 =IFO 10586 =NRRL Y-17197 

=NRRL Y-17282 
JCM 5355 =ATCC 52909 =CBS 8075 =IFO 1日588=NRRL Y-17196 

=NRRL Y-I7281 
JCM 2963 =ATCC 24258 .CBS 71 =IFO 1033 =IFO 1227 =NRRL Y 

15504 =UCD 68-331 =VKM Y -677 
JCM 5653 =CBS 7824 =CCRC 22265 =IFO 10589 =NRRL Y-17182 

=NRRL Y.17286 
JCM 6356 =CBS 7268 =IFO 10591 =NR円LY-17211 =NRRL Y-17284 

JCM 5299 =CBS 7228 =IFO 10180 
JCM 7549 =CBS 7198 

JCM 5353 =CBS 436 
JCM 5979 =CBS 7285 =CC円C22262 =IFO 10593 .NRRL Y-17183 
JCM 5356 =ATCC 24193 =CBS 5109 =DSM 70871 =IFO 10594 

=NCYC900 =N円円LY -5852 =UCD 60-79 
JCM 2960 =ATCC 18802 =CBS 5038 .cCRC 22373 =DSM 70746 

=IFO 10595 =NRRLγ-5849 =UCD 60-71 
JCM 6885 =CBS 7513 

1.2_ 極基配列の決定方法と遺伝距雛の比較

塩基配列の決定には、方法 c)を用い、 プライマーは Table2.2のIT5用プ
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ライマーを用いた。アラインメントは上述したように、 CLUSTALW(η10mpSOD et 

a1.， 1994) ver. 1. 7を用いて行い、目視で修正した。各嵐基配列問の遺伝距隊は

K凶 ura(1980)の方法により 、18SrDNAの場合はギャップの部分を除いて、また、

ITS領域の場合はギャップを含めて算出した.

2. 結果と考察

決定した ITSlおよびlTS2のサイズは供試株によって異なっており、Fig.

2.3に示したサピキン綱菌類の同ーサブクラスターの中でも、 40bp以上の差が

認められるものもあった σable2.6)。また、サイズが類似していても‘サブクラ

スターの異なっ た菌株間では挿入および欠演の部位が多く、アラインメントは

困難であった。そこで、アラインメントはサブクラスター毎に行った。

Table 2.6. Size variety ollTS reg旧nsamong Sporidiobolus-Sporobolomyces species 

Subcluster官 Scientilicname JCM No ITSl (bp) ITS2 (bp) 
2a Sporobolomyces sasicola JCM 5979 141 206 

ssppooぐrqldbloRblqoFl7uJfsFj芹o月hXnasnotnhluls 
JCM 6885 139 

21906 9 JCNiia<io ........ 'i47 

Sporidiobolus microsporus JCM 6882 152 210 
Sporidiobolus pararoseus JCM 5350 146 207 
Sporidiobolus ruineniae var. ruineniae JCM 1839 149 211 
Sporidiobolus ruineniae var. coprophilus JCM 8097 149 211 

2b Sporidiobolus salmonicolor JCM 1841 152 216 
Sporobolomyces alborubescens JCM 5352 152 219 
Sporobolomyces griseoflaνus JCM 5653 189 237 
Sporobolomyces roseus JCM 5353 151 208 
Sporobolomyces singularis JCM 5356 178 211 

Ssppoorroobboolloofm77wycee主sfc明opgr3o空smae 
JCM 2960 183 239 
JCM 8772 144 208 

Sporobolomyces elongatus JCM 5354 145 240 
Sporobolomyces foliicola JCM 5355 139 211 

2c Sporobo/omyces gracilis JCM 2963 143 212 
Sporobolomyces kluyverinielii JCM 6356 151 218 

sporobolomyces pohryyzlljcoronla a JCM 5299 143 209 
Sporobolomyces phyllomatis JCM 7549 148 207 

へ5..円g.2.3

サブクラスター2bに位置する Sporobolomyces属酵母 11穫のうち、ITS1

のサイズが大きかったS・griseoflavus、S.singularisおよびS.tsugaeの3株を除い

た8種について、アライ ンメン 卜を行った。比較した汀Slのサイズは 146-152bp、

口'S2は207・ 219bpである。アラインメントの後 (Fig.2.9)、忠義配列問の遺伝

距隣を算出し、 18S rDNAにおけるの遺伝距隣と比較した (Table2.7)・Fig.2.9 

に示したように、これら 8株は 3グループに分けられた。すなわち、1)S. 

alborubesce IIS、2)Sporid. ruineniae v紅問memae、S.ruIlleniae var. coprophilusお

よびS.microsporω‘および3)Sporid. johnsonii、Sporid.salmol!icolor、Sporid.
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[工TSl]

S.ruru.1839 GTG.AATAA-TAGGACGTTCCAT宝'TAACTGGAAGTCCGAAC--'l'CTCACTTTCTAACCCTG

S.ruco.8091 . .....ー....... ・ ーーー一..............・

5."孟cr，6882 τ'TA-... .噌....A.ー....T....... _. ーー ー ・
ー-・ーー'一・ー ・4・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--・-・.一一・-ー・一ーーーーーーーー一--
5.'.lbo.5352 ......ーー .. .C.A.C.... ..T.G.........ーー・ ・・・ー・ ・ー ーーー

S. rose. 5353 . . . • . . . .A. .. . GT. . C .A. • •• . . . . T .G. AC... . -_ CT.. . . • .A. -_ . . • . • .・・

s.pa.ra.5350 T. ...A.Ci¥-.. .GT. .C.A.・・ ・T.G.AC.. A. . .-T... . .A. • -_. . •• TT 

s.sa.lID.1841 .•..... .AC.. .GT. .C.A.. ・4 ・・T.G.GC..A.. .CT...，....ー・ ー

S.johll.1840 •...• .T.A... .GT. .C.A.. _ .. .T.G.GC_.. .-.CT............ _..... 

S. ruru.1839 TGCAl'TTGTT'M'GGCTAGTAG-GATGCTT--GCGTCCGλACACCTCTTCATTTACAAJl.CA 

S. ruco. 8091 . • . • • . . . ー・・・ ・・ ・ー.... ー司・ ・ ・e ・ ・・・・ 0

S 駆icr.6882 •.. ー ーーー・ ・・・・・ー ・ ーCG.• 白 ・ ・a ・.- ・ ・ ・
ーーー‘ーー白色ーー ーーー ーー ーー _.・ ーー・ーー白色ーー一・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一ー一一一ー'一ー'ーーーーー ーー・ーー一一一ーー-
5.a1bo.5352 _， . .C..... .G. .A... ..A-σrCT.GCAA.A.AG_... .T. _.A・ーC...T.... 

S.rose.S353 .•. . .C...A・ー -AA.G.CGA-.CAAT. . TC. .A. T-. '1'喝AG..AT... .C. .TAT..AC 

S. pa.ra. 5350 .•.. .C.. .A..-AA.G.CGA-.CAλ .-C. .-.T-.'l'匂λG 一一 .C...... .AC 

S.salm.1841 . . . . .C.. .A.CTAACG. .GA-.C. . .C.TC.G. .G-.CGAG. .-ー....C. .TA..... 

S. john.18喝o •••. .C.. .A.CTAA.G. .GAA.C.....Tー..A---.CGAG. .. .C.. 

S. ruru. 1839 CAAAGTCTATGAATGT-TTAA-TT'rTATAACAM.ACA 

S.ruco.8097 ..........ー..........
S. mier. 6882 ・ 一 ... .-... .A............ .T.-
一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 一一一一 一一一一一一一一一一-
S.albo.5352 ........ . ..A. .A..... ・...T.-

S.rose.5353 ACT............ .A-A..T ・ ...-.T.A 

S.para.5350 ACT.....・・・・・ A-A. .T.... ー.T.A

S.salm.1841 .C. . • •••• • • . • . ..A-. .-TAA.C. . .. . T 可r.T.A

S. john.1840 .CG....・・1.... . . .. A-. • -TAA.C. • . • . T.T.T.A 

[ ITS2j 

S. ruru. 1839 GAATTC'I"I'CAACCCT<;TC'l"TTTCTTAGTGATTAGAGAGGAGCTTGGATTC宝'GAG'IもTTGC

S. ruco. 9097 ・・ 0 ・ ‘・ー・・・・・・・・ 6 ・ ・・・・・ 6 ・ ・・....... ・・.....

S.nl.cr.6892 .. ... ...•..•• . •.•.•..•...•.•. .A.C..... .T.T.........・0 ・・ 4 ・・
ー....ーーーーーーーーーーー・ーー・ーーーーーーーーーーーーーー-ー-ーー一一一一一一一一一一・，一一一・一一一・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ーー-
5.a1bo.5352 ... .A........ ・.CTC.......A.... .GA.... .T.T 司r.......C.C.. 
ー一・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ーー一一ー一一一一一一ー一一---ーーー一 一一ーーーーーι.-・ーーーーーー一ーー・ーーーーーーーーー・ーー一・-
5.rose.5J53 . ••••. . ... .AACTG. .A.1ミ，C..CTG.-T.T......町 . .C.C.ー・

5. para. 5350 ・・ー ・・ 0 ・・ .AA..・・0 ・e ・・- .A. .CGJ旺"TG.-T.T............C. ・

S.9alm.1841 ...目・・・・ ー CAC. G. . • . . . -.cA.ACGCGTG. .T. . •. . ・・e ・..C.C... 

5.john.1840 ......・・CA..G......-..A.P.CGT廿 G..T.... ......c 

S. ruru.1839 T--CC-'I"I'ACCCG--AGCTCAT守CGTAATACATTAGCATCCATAτ'TCGAAC'l"I'TCGGATT

g白rllco.9097 .--..- ー...............T....... ・・ ・・・ ・ー ・ ・ 0 ・・

S.micr.6882 一一..-.A.....-ーも ・ ..• .GT....... . . • . ..•. .... .• 
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・-・-・一ーー一一一ー守ーーー一・ー・ーーーーーーーー一一一
S.a1bo.5352 .GG...... .GGTCT... ..G.ωι e ・・G...........GC.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-_.白色ー ・ー ーーー ーーー 白色一・ーー・ー一一ーー‘ー白色白色 .‘ー-ー ー一 一ーーー....・ーーー..._.
S.roge.5J53 .GG.-. .CGTG.c句 T.....G....・0 ・・...C... ・ .C唱。 A.AC..G‘ 

S. pa.ra. 5350 .GG.G..ー-TG.C-T.....G ・ー.......C. .A.AC..G‘.-.ー

S.salm.1841 .GG.ー..C-GG.C-T.... .G...・・ 目..G.......... .CG. .GAC. .G...司 ・ー -

S. john.1840 .GA--. .AT-----T.....G・ .. .G.......... .CG. .Gi¥C. .G. ・ー.....

S. ruru.1839 GACTTGGCGTAATT.GACTATTCGCTGAGGAAT-CTAA--CTTCGG---TTAGAGCCGGGT 

S. ruco. 8097 .. .. . . • . • •• . • • . . • . ••• • . . • .・・ ・ s・ー... ーー..・ a・・ーー-... ・ ・・

S 血icr.1S882 ・・・ー・・・ー・・ー・・ー ーー .ーー C.. .-._-C....... .T.. 
一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-.・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ーーーーーー-
S.albo.53S2 •• .. •••.• .. ..• . •• ・・・・ ・ー・・・ T...GT-.・ ・ A--. .•.•••. . •.• 
ι色白色 4・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.一一‘ー一ーー-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・ーーーーーーーーー-
S. rose. 5353 .••. .• ..•.•••. .••. .•••.. .A... .-.T.A.T四 ー G....C---A.T.... .AAC. 

s.para.53S0 . •• .•••. • ...•.. . •.. .••.•. .A.. ・ー.T. GGT--GGAAAC---A. C. • • • . AAC. 

S.sallll.1841 ...ー -ー・ーー ー・ . . . . . . . . . . . G. AAGTGGC. • . . . . G'I'T ACT. . • . • AAC. 

S. john. 1840 ・e ・・...................G.AA町田町C.. CC---ACT. • . • . AAC. 

S.ruru.1939 TT-GAAC守AG<訊.AGCTCCTAATCTAGCTTAGTCTAC-T'l'TTA-GA

S.ruc:o.8097 ー.....・・・・・・ー・.......... .A.... ー ー

S.micr.6882 . .-..... ... .A.......・..・ .A......C. 一一 .
ーーー・ーー ーー・ーーーーー ーーーーーι.-白』ーー一一・ーーーー一・ーもーーーーーーーーもーーーーーーーーーーー---・ー........・ーーーーー-
S.albo.5J52 .GG.'l'TAA....... .T......ー..AA.-.... ..A. ....A 
-_.ーーーー-.・・ー一・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・--.・一一司・一一ーーー・ ー-ーーーーーー'ー...-・
S. rose. 5353 ー-A.宮守λ.T..・....T.....宮、:l.--AAA......C.. ー.ー . 

S. p-a.ra. 5350 ー-c.TTA......• ・・T ・h 司AAA......C... ーー

S.sa.l.m.1B41 C--.'I宅守C........T... .C.CCT-AAλ..... .C.....噌・-
S.john.1840 CーTT'同庁...CCC-AAA..... .C.... .-... 

Fig. 2.9. Alignment of口'$1剖 d口'$2日quen目 S副 nong争orobolomyc町 spp.in subgro叩 2b
A出 rcviat朋 s:S..aJbo.5352. S. aIbo問b~cellS lCM 5352; S.ruru.1839. Spor比四国''''''唱，.同抑制ilJl!Jo.11839oS.ru白 8凹1.Sporid. 

向 WlliI1I!暗 r国 'prophilu.$lCM阻 伺;S凹句。6皿2，争orid.mlcros岡山， 1CM曲目;5ρ加。1840，争orid.jolv刷 刷 lCM'840; 
S且加 1841~ 争.，祉担伽ωm回Ior lCM 1841;S.par‘.53却 ISporid，四，Q，凶I'elt.tJCM 5350; S.rose.5353. S. roseus JCM 5353 
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pararoseusおよび旦 rose凶である。これらのグループ内の 18SrDNA塩基配列間

の遺伝距離はいずれも 0.01Knuc以下で、系統樹上ではそれぞれクラスターを形

成していた (Fig.2.3)。また、ITS2よりも ITS1の方がそれぞれのグループを識

別する底基置換が多く認められた。
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18S rDNA帽 ITS1

185 rONA ¥15. ITS2 

サブクラスター2cの 7株についても同様にアラインメントを行った

(Fig.2.10)・比較した汀Slのサイズは 139-151旬、 ITS2は207-240 bpである。

これら菌株聞の 18SrDNA塩基配列の遺伝距離はいずれも 0.03Knuc以下であっ

たが、丘 elongatusの1TS2のサイズは 240bpで他の菌株より約 30bp大きかった。

アライ ンメントの結果から、 3箇所に塩基の帰入があるものの、二次構造は 2c

の他の菌株と類似していると推定された。各菌株間の塩基配列の遺伝距離を算

出し、18SrDNAの類似度と比較したところ、S白 oryzicolaとS.coprosmaeはlTSl

の配列は 1塩基の挿入部分が異なっているだけであった(fable2.8)。乙の 2株聞

のDNA相向性は45-48 %であると報告されている(H町田口10釦 dNakase， 1995)。
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(ITSlj 

S. oryz . 5299 ATGAAATTCAAGGACGC'l'CTTTTTAGAGGTCCGACCAATTACATTT_ACCT'l'__TACTCT 
s.copr.8772 ..........ー・・ー 2込 司F...ー・・・................‘ ・..ーー ・.. 
5.fo11.5355 ...... .GT・ー .................... .A.A.-.... .-'1'・ --， .. .. . 
s.glac.2S163 •...•• .G........................... .C.AAT.... .-'1'....ーー・・ A 

S.kluy.6356 . .•. .T.GT・・・・ ・・ー・・・・・・ ーー.........C.AAT・ -'1'... .TC.. .A.. 

S.phyl. 754.9 .......G・・・ ・T.............A...... .-.ACT・・・・一・ . .TC噂・・A

S.elon.53S4 .•• ••• .•••..• .'1'.....................λ. .AT.... .-'1'.ーー司ー-A..A.. 

S. ory-z . 5299 GTGCACAC-ACTACTCTTT-__ACACC _ -ATTTTT--TAACTC -TATAGT-TTT AAGAAT 
S.copr.8772 ........ー ........---.....--.. ーー白匂ー匂 ......・ ・ ・...・ ........ . 
S. toli.535S ... .・・ ・ー ・・・・T...-一ー・・ ー.....-TAT・・・・-ATC...__・・ ・・・
5・glac.2963 . . • . . . . T-・・ ・T...TCT.... .-_......ーー-'1'..G.-AT....ーーC.... 

S. kluy. 5356 •• • . . • . TT. • . . • . T. . . T-T. . . . .CC. • . . . .AT. . . . A. -1¥T. . • . -1¥. . . . . . . 

S.phyl. 7549 ・・・ ・・ ー......T.. .T-T.... .CA......ーー・・・・A.TAT ・-AA..... .• 
S.e!on.5354も ..A. .T・ー・・・・・・ ・・・T-T.. . . .C-. . . . . • -AA. . . A. -A.A. . . C .A. . • . . • . 

S.oryz. S299 GTAAAACAAGTCTCGAAA--GAGCAACATAACAAAACA 

s.copr.8772 ・・・.........，. ーー...............
s.foli.535S .........・ ・ ・・・-ー.. ・T.A..T--. .T. 

s.glac.2963 ••... .TC..........ーー......T.A.GT-ー..T 

S.kluy.6356 •... .T.-..... .TT.GTT.....Tλ.A.T--.. .T. 
S.phyL 7549 •• •. .T.ー......TT. .TT.... • TA.A.T--.. .T. 
S.elon・5354 ・ ーー.....TT. .TT..ー..TA.AGTT.T. .T. 

(ITS2] 

S .ocyz. 5299 GAAACTCTCAACCCCCCTCATTTTGTAATGAAGTGAGT-CGTGGGCTTGGA_TTATGGCT 

S.copr.8772 ・・ ・ー・・・・・・・ ・・ーー ー・・・・ ・ー・ ・・・・・・・ー・・ ー・・ ー・ー......
s.toli.535S ................ー・・・ ーー............ .C-T..... ・・・・T-・・・ e 

S. glac. 2963 . • . . . . . • . • •• •• . •• . •• . . . . . •• • . •. .AC. . ._ー............A. .G..... 

S.kluy.6356 ・ー ・・ ・・・・ー・....-G............ .CAG.C-T......... .T-・・・・・・T.

S.phyl. 7549 ・ー ・・・・・・ ・ー・・・ー・・ー.............A.AG.C-T.C・・・ ーーー・ 田ー・・・ ...T 
S.e.lon.5J54 .. .T............. .-G..........目GACAG.CGTT・・・ ・・・・・ー・・・ ・・・・

$.oryz.5299 GTCTGTCGG-ーーーーーーー-CTTAAGTG-ーーーーーーー ーー-CCGGCTCAGCTGAA及TACACGA

$.copr.8772 .........ーーーー ーーーー...C.T. - ーーーーーーーー・・・ ・・・・ ・ー ... .C 
S.foli.5355 ー...CT. .-~--ーーーー 白 r ーーーー一一一ーーーー~i 一 一 守 一 ........・..............
S.qlac.2963 .........ーーーーーーーーー・G...A・・ーーーーーーーーーーー・ ・・ e ・・ ・・ ・ TG... . 

S.kluy.6356 .........ーーー ーーーーー.....CA.ーー ーーーーーー一一ー守ーー白 A 叩-ー・ E ・0 ・........ . 
S.phyl. 7549 ..T ・ー-----ーーー.....CA.ーーー一一ーーーーーーー ・ ・A........C.... 
S.elon.5354 .CT. .CT. . TCAGAGAAC. . • . .CTAGTTTTCGAGTTA. . . . . . .G. . . . . . . . .C. • . . 

S. oryz. 5299 GTAACCCCAGTTTGAAAATCTGACGGCTTGACTCGGCGTAATAAT_TATTATCGCTGAGG 

S.copr.9772 .......ー・ ・・・・・ー・ ・A ・・ ーー・・ ・・・ ..............-唱。.... ・..
S.folL5355 .C.... .-....... .T.CT......T ・・ ・・ ・・・・ーーーー..ー 白ー'ー...・ .. 目・ .... 
S.glac.2963 .c............. .T.C.A ・・・ ・ーーーーーーーーーーー 会巴-..ーーー ーー・・ー・ー ・ーー.....
S.kluy.6356 .CT... .ATT・A.TTG. .ATAA.G. . .T. . . . . . T. • • . . • . . . • .C・・・ーー ー.......
S.phy1.7549 .CT..... .TA. .TT.. .ATA.....T・・ ・ ・ ・・・ーーーーーーー....ーーーーー . . .. ........ . 
S.elon.535‘ .C............. .T. .TA-...........ーーー 包句切?ョーー.. 司・・ ・ ・・ー.....・・.

S.or:yz.5299 ACGTCTAGCCTTCAAATCGT・.--TAGTGGTGCTTCTAATGCAAA-ーーーーーーーーーー ーーー-
S.copr.8772 •. .• . • .A............一一一・・・ ・ ・・ ・・・・・・・・・・ーーーー司『ーーーーーーーー-
s.toli.S355 . . ... • .A.T..........ーーー ........... ... . .TTCAT-ーーーーー----cTA

S.glac.2963 . •..•. .C.T・・ ・・・・・ ・・ーーー・・・・・・・ ー・ ..... .TTT-一ーーーーーーーー -ATλ 
S.kluy.6356 .. .CT.TATTCGA. .C.Tλ.TAA............... .T.GTTTAAT_ ーーーーーー-AAA

S.phy1.7549 .....ACATT..T..ー・TA--ACA... 田・ ・・・・・・・・・ ・ーー ーーーーーー一一一ーーー-T
S.elon.5354 ... .T.CATA.CA.G-ーーーーー-A.. . . . . • . • . . • . . . . • . .G. GTGTTTAACAGCACTT 

S.oryz.5299 TCATTTTAAGAT 

S.copr.8772 .•. . . ーー ・・

s. foli. 5355 GAC .A.... .C. 

S.qlac.2963 AT.A......C 

S.kluy.6356 CT.C.ー・ー..C. 
S.phy1.754.9 .A..C.....c. 

S. elon. 5354 CT. CC. . . TAC. 

Fig. 2.10. Alignmenl of ITSl and汀S2措 q田町田 amongやorobolomycesspp. in subgroup 2c 

Abbrevia.uo回 S。町25299，S. oryzicolo. JCM 5299; S国 P仁8772.s叩Ipl'osmaelCM 877'2; S.folL5355. S foliicolll ICM 5355; 
S.gJ.c.296J~ S. glacili.rICM 296j:S.kluy.6J56， S. Iduy .. :r肌 L

e加伽'吻got凶 J応CM5沼J5封4 
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Table 2.8 Distance matrix 01 18S rDNA and ITS 1/1TS2 sequences 
among Sporobolomyces spp. in subgroup 2c' 

町

コ

'" 口3
亡。。
CI) 

0.167 

0.167 

0.169 
0.147 

0.141 

0.106 

師

E 。
〉、
ζ 
且

CI) 

0.151 
0.151 
0.124 
0.115 
0.074 

。
c 
" 匂
〉
〉、

コ
」出Z

CI) 

0.171 
0.171 
0.116 
0.094 

0.010 
0.020 

切

にA

'" 、町
的

0.151 
0.151 
0.088 

0.011 
0.003 
0.019 

句。
包

目、、

的

0.100 
0.100 

0.021 
0.021 
0.021 
0.019 

。mw
E
m
E
m
H
A
U
U

的一∞--nu 
--nU 

0.013 
0.027 
0.028 
0.027 
0.027 

s
o
u、N
b。
‘
句

0.008 
0.013 
0.024 
0.028 
0.024 
0.023 

JCM 5299 
JCM 8772 
JCM 5355 
JCM 2963 
JCM 6356 
JCM 7549 
JCM 5354 

188 rDNAvs.ITS1 

S. oryzicola 
S. coprosmae 

S. foJiicola 
S. gJacilis 
S. kluyverinieJii 
S. phyJ/omatis 

主豆on旦主主

的

コ

'" 口3
c 
o 
@ 

CI) 

E花吉

0.196 
0.172 
0.196 
0.234 
0.179 

0.020 

旬

句

E 
o 
h 
.c: 
且

CI) 

0.163 
0.159 
0.154 
0.182 
0.155 

S.ory刀cola JCM 5299 

S. coprosmae JCM 8772 0.008 

S. foliicoJa JCM 5355 0.013 0.013 

S. glacilis JCM 2963 0.024 0.027 0.021 

S. kluyverinielii JCM 6356 0.028 0.028 0.021 0.011 
S. phyJ/omatis JCM 7549 0.024 0.027 0.021 0.003 0.010 

S. elongatus JCM 5354 0.023 0.027 0.019 0.019 0.020 0.020 

・Uppertrlangle I distance for ITSsequeces; Bottomtrlangle， distance for 18S rDNAsequeces 

。
亡、司。
〉
〉、

コ
主

的

0.237 
0.229 
0.220 
0.224 

的

U 
旬、
口3

同

日。097
0.102 
0.120 

足。

uミ
♀
.
町
一
位
陀

-nunu 

。5
0
5的
一
山

s
。。同
b
o
.的

188 rDNA vs. ITS2 

ITS1の配列もこの 2株が極めて近縁であることを示した。

以上のサブクラスター2bおよび 2cの Sporobolomyces酵母の 18SrDNA 

とITS領域の極基配列問の遺伝距離の比較から、 185rDNAの遺伝距脱が 0.01

Knuc以下の菌株間では、 ITS1および ITS2共に 0.1Knuc以下の類似度を示すと

推定された。一方、 18SrDNAの類似度が 0.03Knucの菌株間では、ITS2の類似

度は、 0.25Knuc以下を示したが、 ITSlでは 0.25Knuc以上を示す場合もあった。

本結果より、 ITSlの方が ITS2より進化速度が速いと推察された。

かつて、 I百は機能を持たない介在配列であるため、進化の速度が早い

とされていた。しかし、近年になって、ITS2は rRNAのプロセシング過程にお

いて役割を果たしているという報告もされている (Musterset al.， 1990; Sande et 

al.， 1992)。本実験で、 18SrDNA塩基配列聞の遺伝距継が 0.03Knucの場合、 ITS2

の盗基配列の類似度は 0.25必lUCであったが、アラインメントを見ると、保存領

域部分はよく保存されている.これは、 11'$2が 18S rRNAと同様、構造体とし
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て機能していることを支持するものである。従って、 18SrDNA盗基配列問の遺

伝距離 0.03Knuc程度の近縁な菌株間の系統を比較する場合には、 ITS2は有効で

あろうと思われる。しかし、 S.eloflgatusの場合のように、特異的な挿入がある

場合も推定されるので、アラインメントの際には充分な注意が必要である。一

方、 ITS1の場合、 18SrDNA塩基配列間の遺伝距艇が 0.03Knucの時、約 1βが

異なっており、保存領域も ITS2に比べると少ない。従って、 ITS1はさ らに近縁

(0.01 Knuc程度)の菌株聞の比較に用いるのが適当であると思われる。
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第三章 担子菌系酵母の細胞壁糖組成とその系統分類学的意義

第一節緒言

担子菌類の細胞壁は N-アセチルグルコサミン(N-acetylglucosamine)のポ

リマーであるキチン(chitin)を脅格とし、これにグルカン(glucan)またはマンナン

(mannan)などが結合して構成されている。 B紅白licki-Garcia(1968)は、菌類は細胞

壁多糖の組成に基づき、大きく 8つのカテゴリーにわけられると述べた(Table

3. 1)。このグルーピングの中で、担子菌類はカテゴリーV の Chi日日包Juc加

(Homobasidiomycetes)およびカテゴリーvnのMannan-chitin(Heterobasidiomycetes) 

の2つに属する。それ以来、 酵母も含めた菌類の中で、菌体糠組成は重要な分

類指標といわれてきた。担子菌系酵母においても、多くの研究者たちが全菌体

加水分解物中の;糠組成を報告している (Sugiyamaet aI.， 1985; Suzuki飢 dNakase， 

1988; Weijman釦 dGolubev， 1987; Weijman and Rodrigues de Miranda， 1983， 1988a)。

とりわけ、細胞壁に局在するといわれているキシロースの有無は、現在では、

担子菌系酵母の属レベルでの分類指標として用いられている (Suzukiand Nakase， 

1988; Weijman et al. 1988b). 18S rDNA塩基配列に基づく系統学的な解析からも、

菌体中のキシロースの有無は系統をよく反映しており、分類指標としての信頼

性が評価されている。

Table 3.1. Cell wall category of fungi 

9.h.8. rr，l.ig;;! 1.. <:.;;!¥e.ggry 
1 Cellulose-glycogen 

11 Cellulose-glucan 

111 Cellulose-chitin 

IV Chitosan-chitin 

V Chitin-glucan 

::r:<l~CJ.~C!'!1 i<: . 9 r.9.LJ. P. 
Acrasiales 

Oomycetes 

Hyphochytridiomycetes 

Zygomycetes 

Chytridiomycetes 

Ascomycetes 

Basidiomycetes 

Deuteromycetes 

VI Mannan-glucan Saccharomycetacea巴

Cryptococcaceae 

VII Mannarトchitin Sporobolomycetaceae 

Rhodotorulaceae 

V111 Polygalactosamine-galactan Trichomycetes 

(Bartnicki-Garcia， 1968) 

しかしながら、従来の全菌体加水分解法は、細胞壁の機成糖を定性的に

分析することは可能であるが、定量的な評価を行うことはできなった。全菌体
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の加水分解物中には、細胞壁のほかに、菌体内の貯蔵糖、 中間代謝物などに由

来するものも含まれており‘また、指養日数などの条件により 、糖組成が変化

することが推定されるからである。Prillingerらは広範な範囲の子嚢菌類および担

子菌類の細胞壁を調製し、その細胞壁中性糖の組成を決定した (Prillingeret al.， 

1990， 1991a， 1991b， 1993)。彼らの結果から、担子菌類は細胞笠糖組成により、

大きく 3つに区分されるととが明らかとなった。また.この細胞壁糖組成によ

る3つのグループは 18SrDNAの温基配列に基づく担子菌類の大きな3つのクラ

スターと一致していた。

この事実は、SwannとTaylor(1993)が担子菌類の 3つの綱、菌翠綱、サ

ピキン綱およびクロボキン綱の定義の修正を行う際の有力な根拠の一つであっ

た。各綱の細胞壁糖組成の特徴は、サピキン綱の菌類の細胞壁の主要構成糖は

マンノースであるのに対して、クロボキン綱および菌室主綱の場合はグルコース

である。さらにクロボキン綱および菌重量綱は細胞愛中のキシロースの存在によ

って区別される。形態の分化が乏しい酵母においては、彼らが担子菌類の 3つ

の綱の定義の修正に採用した諸性質の中で、細胞壁の糖組成は容易1::結果が得

られやすく、また比較しやすい性質である。

Prillingerらの行った研究は広範囲の菌類を対象としたため、担子菌類に

ついては一部の菌群のデータがあるのみで、全体にわたって、詳しく調べられ

ているわけではない。そこで、担子菌類の系統を反映する新たな表現形質の探

索のーっとして、細胞壁中性糖の組成を取り上げ、主要構成糖と同時に副構成

成分としての糖にも注目した。

射出胞子形成酵母の属の分類は、現在、第一章の Table1.6に示したよう

に、形態的な特徴と菌体中のキシロースの有無および主要ユピキノンによって

行われている。この中で、 Tilletiopsis属と Sporobolomyces属は、両属とも菌体

にキシロースを含まず、主要ユビキノンは Q-IOで、従来は、射出胞子の形など

形態的な特徴によって区別されてきた。従って、形態的な特徴は不安定である

ζとも多いことから、 両属の区別は唆妹であった。しかしながら、第二章で述

べたとおり、系統的には Tilleriopsis属がクロポキン綱に位置するのに対して、

Sporobolomyces属はサビキン綱に位置することから、細胞壁の主要構成糖によっ

て区別可能であることが推定される。従って、研究を行うに当たっては、いわ

ゆる射出胞子形成酵母だけではなく、 yeasトlikefungiといわれてきた Tilletiopsis

属および Tilletiaria属、また射出胞子を形成しない種も加え、担子菌類全体とし

ての分類学的および系統学的な考察を行った。

第二節 18S rDNA塩基配列に基づく担子菌類の系統と細胞壁糖組成

1. 材料および方法
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1.1. 供試菌株

Bensingtonia属、 Sporidiobolus-Sporobolomyces属、 Rhodocorula属、

Sympodiomycopsis属、Tilletiopsis属など、射出胞子形成酵母および関連担子菌

系酵母 50種の基準株を供試菌として用いた(fable3.2)。供試菌は 250凶 の YM

bro白(DifcoLaboratories， Detroit， 1¥III， USA)を含む 500mJ三角フラスコ中で、ロー

タリーシェーカーを用いて お℃で培養し、定常期に集菌した。菌体は脱イオン

水でよく洗浄し、使用するまでー20・Cで保存した。

l.2 細胞壁の調製法

すべての操作は氷上にて行った。菌体を 5mMEDTAを含む 1115M リン

酸バッファー (pH 7‘2)に懸濁し、 Brauncell homogenizer (8. Braun， MeJsungen， 

Germany)を用いて 4，000中mで処理し、顕微鏡下で未破砕の細胞がなくなるまで

破砕した。破砕された細胞はガラスビーズを除くため 1000巾mで 10分間遠心後、

その上清を 10，000叩mで20分間遠心した。沈殿物を脱イオン水に懸濁し、同じ

操作を 3回繰り返した。脱イオン水を用いてよく洗浄した沈殿を再び脱イオン

水に懸濁し、 60% (w/v)シュクロース溶液 15mlの上に重層して 15，000rpm、1

時間違心した (Har甘andet剖 1994)。沈殿物を脱イオン水を用いて少なくとも 3

回洗浄した後、アセトンで洗浄し乾燥した。得られた細胞壁画分は正確には細

胞膜や爽膜成分を含んでいると考えられるが、本実験においてはこれを細胞壁

として扱った。

1.3 細胞壁の加水分解

細胞壁の加水分解は Suzuk.iと Nakase(1988)の方法を用いて行った。細胞

壁 10mgを2Mトリフルオロ酢酸溶液 (TFA)2 mlに懸濁し、メタルブロックパ

スを用いて、 JOO.C3時間加水分解を行った。室温になるまで放置した後、未分

解の残濫を、ろ過によって取り除いた。 TFAはロータリーエパポレーターを用

いて脱イオン水で数回洗浄して除いた。

1.4. 細胞壁中性糖の分析

加水分解された中性糖は幻hoら (1986)の方法により、アルジトール ・

酢酸化した。加水分解物を 200μlの脱イオン水に懸濁し、濃アンモニア水を一

滴加えてアルカリ性にした後、水素化ホウ素ナトリウムを 30mg加え、室温に

一娩放置して、糖をアルジトールに還元した. これに、Arnberli!eIR 120 (H+)を

加えて中和し、鴻過してArnberliteを除いた後、メタノールとエパポレーターを

用いて水素化ホウ素ナトリウムを洗浄して除いた。洗浄後、反応物に無水酢酸/

ピリジン(aceticanhydride/pyridine 1: 1， v/v) 1 mJを加えて、室温で一晩反応させたa
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Table 3，2， Yeast strains used for carbohydate analyses of cell wall 

Sαentific name Other designations DDBJlEMBUGsnBank 
acce坦 100N日

Genυs 8ensingtonia 

8. crfiala JCM 6865 =CBS 7514 =IFO 10577 008233 
B. ingoldii JCM 7445 =CBS 7424 =IFO 10578 008234 
B. intermedia JCM 5291 =ATCC 66425 =BKM Y-2720 =CBS 7226 =IFO 008235 

10178 =KCTC 7207 

8.mi町 田Ihi JCM 5733 =CBS 7282 =IFO 10579 008236 
B. musae JCM8日01 =CBS 7965 043946 
B，nag町 oenSI5 JCM 5978 =CBS 7286 =IFO 1058日 008366 
B，phy/ladus JCM 7476 =CBS 7169 =IFO 10581 008237 
8， sakaguchii JCM 10047 AB001746 
8.subrosea JCM 5735 =CBS 7283 =IFO 10582 038238 
B. yamatoana JCM 2896 =CBS 7243 =IFO 10583 =NR円LY'17308 008239 
且 yuccicola JCM 6251 =CBS 7331 =NRRL Y，17310 008367 

Genus Erythrobasidium 

E. hasegawianum JCM 1545 =ATCC 9536 =CCY 20-9-3 =出M 12911 =IFO 
1058 

012803 

Genus Rhodotolura 

R. aumatiaca JCM 3771 =CBS 31 7 =IFO 0754 =N円RLY・1516 this study 
R. musilaginosa JCM 81 15 =CBS 316 =凶M 12986 =IFO 0890 =MUCL 30403 

=NCTC 2622 =NCYC 63 =VKM Y、339

R.lactosa JCM 1546 =ATCC 18176 =CBS 5626 =IFO 1423 =UCO 57 
62 

045366 

R. minuta JCM 3777 =ATCC 10658 =CBS 319 =IFO 0367 =N円RLy-
1589 

045367 

Genus Sakaguchia 
S. dacryoidea JCM 3795 =ATCC 24502 =CBS 8353 =OSM 4638 =IFO 1930 

=MUCL30319 
013459 

Genus Sporil凶obolus

S抑 制，joh問。nii JCM 1640 =ATCC 10765 =CBS 5470 =CBS 522，50 =IFO L22261 
6903 =IM144158 =UCO 68-29 

Sporid. pararoseus JCM 5350 =ATCC 24260 =CBS 464 =NR門LY-5479 =NRRL 
Y-t7300 =VKM Y-680 

Sporid. ruineniae var. JCM 1839 =ATCC20489 =ATCC36398 =CBS 5001 =OSM 
ruineniae 3453 =IFO 1689 =UCO 67，67 

Sporid. ru;neniae var. JCM 8097 ミATCC18159 =CBS 5811 =CCY 20-14-3 =IFO 
coprophilus 1422 =NRRL Y-12938 

Spodd. saJmonicoJor JCM 1641 =CBS 490 =NRRL Y-5483 = UCO 68-371 
Genus Sporobofomyces 

Sp. aJborubescens JCM 5352 =ATCC 24216 =CBS 482 =IFO 10585 =NRRL Y_ 
6663 =NRRL Y-t7283 =UCO 68，329 

Sp. coprosmae JCM 8772 =CBS 7899 
Sp，∞'prosmrco担 JCM 8767 =CBS 7897 
Sp. dimmenae JCM 8762 =C8S 7896 
Sp， dracophyllus JCM 8773 =C8S 7900 
Sp. elongatus JCM 5354 =ATCC 52908 =C8S 8080 =IFO 10586 =NRRL Y-

17197=NR円LY-17282 

Sp血l国防 JCM 6838 =ATCC 64693 =C8S 7368 =IFO 10587 
Sp， foliicola JCM 5355 =ATCC 52909 =C8S 8075 =IFO 10588 =NRRL Y-

17196 =NRRL Y，17281 

Sp， 9眉 c;Us JCM 2963 =ATCC 24268 =C8S 71 =IFO 1033 ~IFO 1227 
=NRRL Y-15504 =UCO 68-331 =VKM Y-677 

Sp. griseoflavus JCM 5653 =C8S 7824 ~CC円C 22265 =IFO 10589 =NR内LY
17182 =NRRL Y・17286

Sp. inositophHus JCM 5654 =C8S 7310 =IFO 10590 =NRRL Y-17293 
Sp. kluyverinielJi JCM 8356 =C8S 7268 =IFO 10591 =N円RLY-1721 1 =NR円L

Y-17264 

Sp. linderae JCM 8856 =CBS 7893 
(contlnued) 
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Sp.no唱 zeaJandicU5 JCM 8756 =CBS 7895 

Sp. oryzicofa JCM 5299 =CBS 7228 =IFO 101目。
Sp.5asl，∞la JCM 5979 =CBS 7285 =CC円C22262 =IFO 10593 =NRRL y. 

17183 

Sp. singu担rJs JCM 5356 =ATCC 24193 =CBS 5109 =DSM 70871 =IFO 
10594 =NCYC 900 =NRRL Y.5852 =UCD 60.79 

Sp. subbrunneus JCM 5278 =CBS 7196 =IFO 10168 =NRRL Y・17212=NRRL
Y.17292 =NRRL Y.17322 

Sp. faupoensis JCM 8770 =CBS 7898 
Sp.lsugae JCM 2960 =ATCC 18802 =CBS 5038 =CCRC 22373 =DSM 

70746 =IFO 10595 =N円RLY.5849 =UCD 60.71 

Genus SympodiomycopsIs 

S.p申h;opedili JCM 8318 =IAM 12自03 D14006 
GenU5 Ttfletia，;a 

下 町oma恒 JCM 6353 =ATCC 24039 =CBS 436.72 =IFO 9559 =UBC D83193 
951 

Genus Tilletiopsis 
T. albescens JCM 5182 =ATCC 24343 =CBS 606.83 =UBC 926 D83188 
T. flava JCtyl5186 =CBS 401.84 =IFO 6833 D82819 
T如 ν'escens JCM 5187 ョATCC24344 =CBS 607.83 =UBC 8006 D83189 
T. minor JCM 8361 =A TCC 107倒 =CBS543.50 =IMI 56590 D83190 
T. paJlescens JCM 5230 =ATCC 24345 =CBS 606.83 =UBC 8007 D83191 
T. wa司、in旦tonensis JCM 8362 =ATCC 38489 =CBS 544.50 D83192 
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3同のメタノールを加えて過剰の無水酢駿を分解後、 トルエンとエバポレータ

ーを用いて繰り返し洗浄し、ピリジンを除去した。得られたアルジトール・酢

酸誘導体をクロロホルムに溶解し、ガスクロマ卜グラフィーによって糖組成を

決定した。

ガスクロマトグラフィーは Shimadzumod巴IGC-14A gas chromatograph 

(Shimadzu， Kyoto)を用い、検出には hydrogen日目eionization detectorを用いた。カ

ラムは R[X-2330(0.25 mm X 30 m) (Restec Corporation， Bellsfonte， PA， U.S.A.)キャ

ピラリカラムを用い、移動相はヘリウムを用いたロカラムは 175'Cから 240・c
まで (g'C/min)昇温を行った後、 240・Cで 40分保持した。 Injector部分の温度は

250・Cとした。データの分析には ShimadzuChromatopack C-R4A model (Shimadzu) 

を用いた。ピークの同定は中性糖 7種のアルジトール ・酢酸誘導体を標準とし

て、保持時間により行った。細胞壁中性糖の組成は、ラムノース、フコース、

アラピノース、キシロース、マンノース、ガラクトース及びグルコースの 7種

類の糖のモル比で表した。

1.5. 18S rDNAの塩基配列に基づく系統解析

供試菌株の 18SrDNA塩基配列は、第二章で述べた Bensingtonia属、

Ti/leliopsis属および Tilletiariaanomalaの他、関連菌株のデータをデータベース

(EMBUGen BankIDDBJ)から得て用いた (Table4.2および Appendix1)。表中の

Rhodotorula auranriaca JCM 3771の 18SrDNA塩基配列は、第二章第二節1.2.cを

用いて決定した。アラインメントは、 CLUSTALWσhompson， et al.， 1994)を用い

て行い、近隣結合法 (Saitou釦 dNei， 1987)によって系統樹を作成した。塩基配列

にイント ロンを含む場合には、イントロンを除いた後、アラインメントを行っ

た。各配列問の遺伝距離はKimura(1980)の方法を用い、ギャップのある箇所を

除いて計算した。各系統校の統計学的解析にはブーツストラップ法を用い、 1，000

回のサンプリングを行った。

2 結果と考察

2.し 細胞壁糖組成の分類指標としての安定性

Fig.3.1にSporidiobolusjohnsonii JCM 1840の細胞壁画分および全菌体

のクロマトグラムを例示した。全菌体の場合には、細胞壁のほかに、菌体内の

貯蔵糖、中間代謝物などが含まれていると考えられ、培養日数などの条件によ

り、糖組成が変化することが推定される。

Table 3.4は、Sporidiobolusjohnsonii JCM 1840を培養開始後、2日目と 6

日目に集菌し‘その全菌体および細胞壁中性糖の構成を調べた結果である。細

胞壁の場合は屠養 2日目と 6日目の糖組成がほとんど差が認められなかった。
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ー方、全菌体の場合は細胞壁糖組成が 2日目と 6日目では大きく変動した。マ

ンノースが相対的に減っているかのように見えるが、菌体内の貯蔵糖であるグ

リコーゲンの量が増加し、 また、おそらくガラクタンのような多糖も合成され、

ガラクトースの量が増えていることがこの差の原因であると思われる。Sugiyama

ら(1985)は、 Rhodosporidiumtoruloides YK 201 (type strain)の菌体中の糖組成が、

情地の pH、培養待問、培養温度など培養条件により変動したと報告している。

このように、全菌体の場合には、細胞壁のほかに、菌体内の貯蔵糖、中間代謝

物などが含まれていると考えられ、培養日数などの条件により、糖組成が変化

するこ とが推定される。一方、 細胞壁の場合は、結養開始後 2日と6日の糖組

成にほとんど差が認められなかった。この結果から、細胞壁の糖組成は、培養

条件による影響は受けない、安定な形質であることが示された。

また、細胞墜を SDS溶液中で加熱処理、さらに Proreinお巴 Kを用いて処

理を行った場合も、未処理の時と同様の結果が得られた。本結果から、本実験

においては、 試料に残留している爽膜や細胞壁結合蛋白質中の糖類の影響はほ

とんと.ないものと推定し、 以下の実験を進めた。

Table 3.4. Changes 01 carbohydrate composition in cell wall and whole 
cell 01 Sporidiobolus johnsonii JCM 184O depending 0円 grow1hphase 

C:;.a.:r~()~y'.~r.<l.t~.c:，().rTl.p''?~i~i'? f.1 .J'T.l '?I ''I~) 
GLU MAN GAL XYL ARA FUC 

Cell Wall 

2 days 15.2 81.0 2.9 0.9 

6 days 14.6 80.3 4.3 0.6 

Cell Wall (SOS， Proteinase K) 

2 days 15.0 81.3 2.8 0.9 

6 days 13.9 81.6 3.7 0.8 

Whole cell 

2 days 21.5 67.6 6.4 3.0 1.6 

6d呈~ 41.4 7.4 48.1 2.7 0.4 

ー，Not detected 

Abbreviations: GLU， glu∞5e; MAN， mann田e;GAL. galacto開;XYL， xylose; ARA白 arabinose;
FUC， fuco5e;円HA，巾町nnose

2.2 サピキン綱およびクロポキン絹菌種の細胞壁糠組成

RHA 

-Sporidiobolus-Sporobolomyces属と Tilleitopsis属の細胞壁糖組成に

よる区別一

Table 3.5に供試菌株の内、サピキン練菌類の細胞壁糖組成を示した。サ

ピキン絹菌類44種の主要構成糖はマ ンノースであった。この結果は Prillingerら
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Table 3.5. Carbohydrate composit旧円口fcell wall in the class Uredin旧myc沼tes
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(199Ia)の結果と一致していた。本綱の供試株はすべてクールコースを含んで=いた

が、キシロースは検出されなかった。供試した 44種の内、 42穫がガラクトース

を、また、 33種がフコースを含んでおり、アラビノースやラムノースを含む種

もあった。フコースを含まない種は Erythrobasidiumhasegaw悶問問、 Rhodororula

aurantiaca、R.lactosa、R.minuta、Sakaguchiadacり，oidea、Sporobolomycescoprosmae‘ 

S. elongat!ts、S.foliicola、S.gracilis、S.kluyveri・nieliiおよびS.ory zi colaの 11種

であった。

Table 3.6にクロボキン綱に位置する、射出胞子形成酵母の Tilletiaria属

および Tilletiopsis属.および射出胞子を形成しない Sympodiomycopsis属の細胞

壁構成糖を示した。これらの種は、主要構成糖がグルコースでそのほかにマン

ノースおよびガラクトースを含んでいた。さらに、サピキン綱菌類の細胞墜に

はわずかながら含まれていた、フコース、アラピノース、ラムノースは検出さ

れなかった。また、菌室主綱菌類の細胞壁に含まれているキシロースも検出され

なかった。この結果は Prillinger ら (1990)の結果とほぼ一致した。

射出胞子形成酵母の属の分類は、現在、第一章のTable1.6に示したよう

に、形態的な特徴と菌体中のキシロースの有無および主要ユピキノンによって

行われている。この中で、 Tilletiopsis属と Sporobolomyces属は、両属とも菌体

にキシロースを含まず、主要ユピキノ ンは Q-lOで、従来は、射出胞子の形や出

芽細胞の有無といった形態的な特徴によって区別されてきた。 Tilleriopsis属は、

比較的長い鎌型の射出胞子を形成することが特徴とされているが、T.albescens 

のように形が非対称形ではあるがやや短い胞子を作るものもある。従って、射

出胞子の形によって、 Sporobolomyces属と明確に区別すること困難である。

Table 3.6. Carbohydrate composit旧nof celi wali of the genus Til/etiopsis and related species 

Scientific name 。 Ça.r.~()hY~r.a.t!3...~()T.f.l().s. iti.().n. ..('!1()I~.L
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RHA， rhamnose 

57 



.，.......-

系統学的には、 Ti/letiopsis属の種、および Tilletiariaanomalnはクロボ

キン綱に位置し、 TilletiacariesおよびSympodiomycopsispaphiopediliなどと系

統技を形成した。 Sporobolomyces属酵母はサビキン綱に位置しており、

Tilletiopsis属と Sporobolomyces属は系統的に異なっているととが示された (Fig.

2.3)。一方、担子菌類の 3つの綱は細胞壁糖組成によるグルーピングと良く一致

していた。すなわち、クロボキン綱ではグルコ ースが細胞壁の大部分を占めて

おり、少量のマンノースおよびガラクトースを含んでいた。一方、サピキン綱

ではマンノースが主要構成糖で、グルコースは約 20-30 %、 また、大部分の株

がガラク トースおよびフコースを含んでいた。主要構成糖という観点から見れ

ば、 Tilleriopsis腐のそれはグルコースであるのに対し、 Sporobolomyces属ではマ

ンノースである(Table3.5および3.6)。従って、 Tilleliopsis属と Sporobolomyces

属は、細胞援糖組成によって明確に区別されることが明かとなった。

2.3 サピキン綱におけるフコースの分類学的意義

サピキン綱は系統的には大きく 3つのサブクラスターに分かれる。Fig

3.2はサピキン綱の菌株の 18SrDNAに基づく系統樹にその細胞壁糖組成を書き

加えたものである。図中のサブクラスターは第二章第一節の通りである。

細胞壁にフコースを含まない 、Erylhrobasidiumhasegawi仰 um、

RhodotOluln aurantiaca、R.Inclosa、R.minutaおよびSakaguchiadacryoideaは一

つのサブクラスター (2c)を形成した。 一方、フコースを含む菌株はサブクラス

ター2aと 2bに位置していた。この結果から、サブクラスター2cに位置する株は

他の妹と比較して、細胞墜にフコースを含まないという特徴が示された。サピ

キン綱の供試株 44株の内、細胞壁にフコースを含んでいなかったのは上記 5株

以外に、 Sporobolomycescoprosmae、S.elongalus、S.foliicola、S.gracilis、s
kluyverinieliiおよび S.Olァ.zicolaσable3.5)であった。系統的にはこれら 6株も E

hasegawianumと系統枝を形成することが 18Sr貯，fA、 26SrDNAの部分塩基配列、

および 185rDNA塩基配列の比較の結果から示されている (Fig.2.3， Fetl et剖，

1995; H釘namotoand N必case，in preparation; Nakase et al.， 1993; Suh et al.， 1996b; 

Yamada， Y. et at.ω94)。
WeijmanとRodriguesde Miranda (1988a)はRhodolorula属の全菌体糖組成

について、 現在 R.minutaのシノニムとされている R.minura var. texensisを除い

ては同様の結果を報告している。 Pritlingerら (199Ia)もまた、 R.minutαの細胞

墜にはフコースは含まれなかったと報告している。従って、これらの結果から、

まだサンプルの数は少ないながら、サブクラスター2cの株はサピキン綱の他の

サブクラスターの株と比較して、細胞墜にフコースを含まないという特徴を持

つと推定されるa

Tsuchiyaら (1957，1969)は、血清学的なデータに基づき、 Rhodororula属
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および Sporobolomyces属は大きく 2つに分けられると報告した。 彼らは、

Rhodotoru/a属およびSporob%myces属は共通抗原 lをもっグループと共通抗原

4を持つグループに分けられ、またこれら lと4の抗原は交差反応しない、と述

べている(Table3.7)。系統樹上では (Fig.3.2)、共通抗原 1の株はサブクラスタ

ー2bに位置し、 R.minuω はサブクラスター2cに位置している。 Tsuch.iyaらのデ

ータの中の S.sa/morzicolor、S.pararoseusおよびS.gracilisの3株は Fig.3.4には

含まれていないが、先の 2株はサブクラスター2bに、また S.gmcilisは、 E.

hasegawianumや R.mimuaとともにサブクラスター2cに位置すると報告されて

いる (Fellet al.， 1995; Hamamoto and Nakase， in preparation; Nakase et al.， 1993)。

Table 3.7. Antigenic factor口fseveral species of the genera Sporobolomyces 

and Rhodotorula' 

Species Strain (Should be classified in:) Antigenic factor 

Sp. salmonicolor IFO 0374 (Sp. salmonicolor ) 8 9 

Sp.odorus NI7592 (Sporid. salmonicolor ) 8 9 
Sp. roseus NI7593 (Sp. roseus) 8 9 
円h.glutinis IFO 0559 (Rhodosp. toruloides) 1 2 5 自

Rh. aurantiaca IFO 0386 (Rh. glutinis ) 1 2 5 8 

Rh. mucilaginosa IFO 0002 (Rh. mucilaginosa ) 3 B 

Rh. rubra IFO 0382 (Rh. mucilaginosa ) 2 3 日

Sp. pararoseus IFO 0376 (Sporid. pararoseus) 

Sp.g団 cilis NI7598 (Sp. grac/lis ) 4 6 

Rh. minu祖 IFO 0387 (Rh. minu担} 4 7 

Rh. pallida IF00715 (Rh. minuta) 4 6 

'Tsuchiya et al. 1969， modilied. Genus abbreviaUons: Rhodosp.， Rhodospofldlum : Rh.. Rhodotorula白

Sporid.. SporidiobOlus : 51ρ Sporobolomyces 

11 

10 

Tsuchiyaら (1969)は報告の中で、共通抗原!のグループの中のlPO0386 

をRhodoloru/aaurantiacaとして用いている。これはTsuchiyaらが"Theyeasts"，第

I版(Lodderand Kreger-van Rij， 1952)のRhodolO日 /a属の分類体系に従っていた

ためと推定される。本菌株 (Tontla koishikawaensis IFO 0386)は現在では R.

g/urinisに分類されており (Hasegawa，1965)、現在の R.aurantiロcaとは異なった

種である。 R・glutinisはFig.3.2に示した通り、 185iDNA塩基配列に基づく系統

樹ではサブクラスター2b1:::位置し、また菌体にフコースを含んでいた。一方、

R.aur仰向。caは、サブクラスター2cに位置しており (Fig.3.2)、細胞壁にフコース

は含まなかった。 尺aurantiacaの系統学的位置については、同様の結果が、 26S

rDNAの部分塩基配列に基づく系統解析からも得られている (Fellet al.， 1995)。

従って、彼らの 2つの血清学的データに基づくグループは、 18SrDNAに基づく

系統樹のサブクラスター2bと2cにそれぞれ対応していると推察される。

以上の結果から、サブクラスター2cは細胞壁にフコースがない点で他の

2つのサブクラスターと区別できることが明らかとなった。
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2.4. 細胞壁結組成の分類学的および系統学的意義

現在、担子菌系酵母の分類では、菌体中のキシロースの有無が属レベル

の分類指標として用いられている(Table1. 6)0 Weijmanら(1988b)はこの性質に

基づき、 Cryptococcus属および Rhodoto間 la属の再定義を行い、両属の種の再分

類を行った.また、それまで Candida属に含まれていた一部の担子菌系酵母を、

この指標に照らし合わせて Crypcococcus属またはRhodocorula属に移した。Suzuki

とNakase(J 988)もBullera属と Sporobolomyces属の分離をこの性質に基づいて行

った。近年の分子生物学の発達により、担子菌類の 3つの網の内、細胞墜にキ

シロースを有するのは菌輩綱だけであることが明らかとなり、菌体中のキシロ

ースの有無の分類指標としての評価が確立された。

現在知られている担子菌系酵母の多くは、サピキン綱または菌室主綱の 2

つの綱に位置している。従って、ある酵母がサピキン綱あるいは菌草綱のどち

らに位置するのかを知るためには、菌体中のキシロースの有無は重要なキーと

なる。しかしながら、クロボキン綱の菌類も菌体中にキシロースを含まず、こ

の点ではサビキン綱の菌類と区別できない。クロポキン綱には、報告されてい

る酵母の種の数は少ないが、 Malassezia属、 Pseudozyma属、 Sympodiomycopsis

属、 Tilletiopsis属などが位置する。 SwannとTaylor(1993)が述べたように、担子

菌類の 3つの大きなクラスターは細胞壁の主要構成糖とキシロースの有無とい

う2つの性質の組み合わせによって、互いに区別される。従って、属レベルの

分類指標としてはキシロースの有無だけではなく 、主要構成糖との組み合わせ

として用いる方が望ましいと患われる(Table3.8)。

本研究において、細胞壁中性糖の分析データから、主要構成糖をマンノ

ースとするサピキン綱は細胞壁のフコースの有無により 、2つのグループに分別

できることが示唆された (Fig.3.3)。この結果に基づき、細胞壁の糖組成という

観点に立つと、担子菌類は主要構成糖がグルコースかマンノースかに基づいて 2

つの大きなグループに分けることができる。さらに、これら 2グループはキシ

ロースの有無、あるいはフコースの有無によってそれぞれ 2つのグループに細

分される、と推定される。第二章で述べたように、サピキン繍の 3つのサブク

ラスターは、 18SrDNA塩基配列の類似度の緩点から見れば、それぞれ目または

亜自に対応する広がりをもったクラスターであろうと推定される。 Actinobacteria

綱の場合は、これらを sequenceslgnatureでしか識別できなかったが、サビキン綱

では、サブクラスター3つの内の一つが、細胞壁の糖組成によって識別できるこ

とが明らかとなった。

今後、細胞壁におけるフコースの局在を確認するなど、生理学的意義の

研究と同時に、さらに広範囲の菌株に対して、フコースの存在の確認を行う必

要がある。そして、その研究の後、サピキン綱のフコースを含まないサブクラ
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スターについては、新たな高次分類群として独立させるのが適当と思われるa
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第四章 タイの縮物から分離した射出胞子形成酵母の同定と分布

第一節緒言

これまでに、中瀬とその共同研究者たちは日本各地、およびニュージー

ランドの植物から射出胞子形成酵母を分隊し、分類学的研究を行ってきた

(H抑制oto初 dNakase， 1995， 1996; Nak凶 E 叩 dSuzuki， 1985， 1986a-c， 1987a-e， 

1988; Nakase et al.， 1987a-b， 1989， 1990a-b， 1990b， 1994)。また、国外においても、

射出胞子形成酵母の分類学的研究は盛んとなり、多くの新分類群が発見され、

記載された (Bubagiaret al.， 1983; Ingold， 1986; J ohri釦 dBandoni， 1984; Li， 1982; 

Shiva~ and Rodrigues de Miranda， 1983; v釦 derWalt et al. 1986， 1988， 1989)。また、

ここ十数年の間に属の数も溜加した。すなわち、有柄分生子をもっ属

(Kockovael/a属および Sporobolomyces属の一部)や、主要ユピキノンがQ-9の属

(Bellsillgtollia属)が発見された。また、 Bullera属と射出胞子の形態以外では区別

がつかないにもかかわらず.系統的には異なった Udeniomyces属の存在も確認

された。 1998年発行の吋heyeasts"，第 4版には、 Udeniomyces属は Bullera属の

シノニムとして扱われているが、射出胞子形成能をもっ酵母として計 12属 60

種が記載されている。

多くの新分類群の発見と分類手法の発達により、これら射出胞子形成酵

母は、多様性に富んだ菌群であることが示された。また、分子生物学の発達に

より、射出胞子を形成する菌類は、系統的には、担子菌類の 3つの綱のすべて

に他の担子菌系酵母を含む菌類と混じりながら位置することが明らかになった。

これは射出胞子形成能の有無は、必ずしも菌類の系統を反映していないことを

示すものである。しかし、同時に、射出胞子形成酵母をさらに深く研究するこ

とによって、担子菌類の系統を演線することが可能であることを示唆している。

中瀬とその共同研究者たちによるこれまでの研究は、日本、ニュージー

ランド等‘主に温帯地域の植物から分離した射出胞子形成酵母を対象に行われ

た。また、外国の研究者たちの研究も、主に、温帯地域の射出胞子形成酵母に

対して行われた。 一方、熱帯地域の値物に後息する射出胞子形成酵母の分類学

的および系統学的研究も、中瀬らによって 1987年から開始された。熱帯の値物

相は温幣域のそれとは全く異り 、また、極めて多様である。従って、そこに懐

怠する射出胞子形成醇母も、温帯域のものとは異なった多様性を示していると

推定されるから である。本章では、タイの植物から分離した射出胞子形成酵母

の系統分類について、特に、新分類若手を中心に述べた。また、タイの樋物から

分離した射出胞子形成酵母の分布について、日本およびニュージーランドの場

合と比較した。

第二節 射出胞子形成酵母の同定
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L 材料および方法

1.1 供試菌株

本研究で用いた菌株は、 1987年と 1990年の 2回にわたって中瀬と

Fungsin (Thailand lnsititute of Scientific 釦 dTec加。logical R凶 earch，B釦 gkok，

Thail釦 d)が、熱帯地域であるタイの植物から分離した。 1987年の分離ではタイ

の Ayu出aya付近と Bangkok郊外で採集した植物から改良射出胞子捕集法

(Nakase釦 dSyzuki， 1985)により 149株の酵母を分離し、そのうち、63株が射出

胞子形成酵母であった(At凶arnpunnaet a1.， 1989)0 1990年の分間程では、 Bangkok

の東南にある海岸地帯の値物から 223株を分離し、そのうち、 73株が射出胞子

形成酵母であった。これら 136株を供試菌として用いた σable4.1)。

1.2. 形態学的および生理生化学的性状

分離した射出胞子形成酵母は純化の後、吋heyeasts"，第 3版に掲載され

ている方法(v釦 derWalt and Yarrow， 1984)に従って、形態学的および生理生化学

的試験を行った。射出胞子形成酵母はビタミンの要求が複雑なものもあるため、

炭素源ならびに窒素源の資化性試験時には、微量栄養素として、 50ppmのYeast

Ex回ct(Difco Laborat阿国)およびCasaminoAcids (D江∞Laboratories)を加えた。ビタ

ミン要求性試験は Komagataと Nakase(1967)の方法に従って行った。生育最高

温度は、供試株を 12mmの試験管中の YMbrothに接種し、 1・Cきざみに温度を

設定したメタルブロックを用いて決定した。射出胞子形成酵母の内、 Kockoνaella

属およびSporobolomyces属の一部は有柄分生子を形成する。有柄分生子は、 YM

agar (Difco Laboratories)で 25・c、7日間培養後の細胞形態を顕微鏡で観察した。

得られた射出胞子の形態、有柄分生子の有無および生理生化学性状に基

づき、供試株のグルーピングを行った。グルーピングの後、各グループの形態

および生理生化学性状を既知の種と比較して同定した。

1.3. 化学分類学的手法

1.3.1. 主要ユピキノンの同定

供試菌は 250mlの YMbro白を含む 500ml三角フラスコ中で、25・Cで震

塗培養し、定常期に集菌した。菌体は脱イオン水でよく洗浄し、使用時まで-20・c
で保存した。

主要ユピキノンの分離、精製、同定は NakaseとSuzuk:i (1986d)の方法に

従った。菌体を NaOHによ り鹸化後、ヘキサンを用いてユピキノンを直接嫡出

した.ユピキノンの精製は、抽出物を濃縮後、薄層クロマトグラフィーによっ

て行った。薄層クロマトグラフィーはK.ieselgel 60 F254 (Merck， Darmstadt， 
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Table 4.1. Yeast strains used '" this study 

lsolated in 1987 Isolated in 1990 

Slrarn Sample Source Strain Sample Source 
K・2 Pennisetum pediocelfatum K-203 ? Impe眉 tacylindrica 
K-3 K-204 

K・15 6 Imperata cyllndrica K-215 3 Typha剖 'gustifolia
K.17 6 K-228 4 Fimbristylis sp 
K-19 s K-幻 O 5 日lumaaSp 
K-20 7 Typha町 gustifolia K-233 5 
K-21 8 Samanea且 man K-237 自 。perusSp 
K-27 9 Oryza sp. K-242 8 
K-29 9 K-243 7 Eragrotis sp 
K-32 9 K-244 7 
K宇35 10 Oryza sativa K-245 7 
K-38 10 K-255 9 Daclyloc担'nlumaegyptlum 
K-39 10 K-259 10 Imperata cylindrica 
K-41 11 Ananas comosus K-261 10 
K-52 15 Typha angustifolia K-262 10 

K-53 15 K-271 /1 Pennlselum Sp 
K-54 15 K-272 /1 
K・56 15 K-273 12 Melaleuca leucadendra 
K-57 15 K・274 12 
K-59 19 Musa sapientum K・276 12 
K-62 19 K・279 13 Syncdre/la nOd，市ora
K-63 19 K-281 13 
K-64 19 K-283 13 
K-76 31 Oryzasat，νa K-285 14 Aristida balansae 
K-77 31 K苧286 14 
K-79 31 K-289 16 Antigonon leptopus 
K-80 31 K・290 16 
K-81 32 Saccharum spontaneum K-292 16 
K-82 32 K-297 16 
K-83 32 K-298 18 Musa paradlsiaea 
K-84 32 K-299 18 
同一85 32 K-300 18 
K・87 32 K・302 18 
K-90 33 Imperata cylindrica k・304 18 
K・91 33 K-305 19 Oryza sativa 
K-92 33 K-308 19 
K-93 33 K-311 20 Oryzasa首va
K・94 33 K・316 21 Ney団 udiareynaudiana 
K-95 33 K-322 22 Echinoochloa colonum 
K-97 33 K・325 22 
K・99 34 Phragmitis kar相 K-327 23 Pennisetum sp 
K.l00 35 K-328 23 
K.l01 35 K-331 22 EChinoochloa口'Jlonum
K・103 35 K-332 24 Mangifera indicallrヲ
K‘105 35 K-335 24 
K'107 36 Oryzasativa K-336 25 Saccharum 0航fcinarum

(con出ued)
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Impera臼 cyllnd川 国
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駒市ingtoniaintermedia 

8ensingtonia naganoensis 

Bensingtonia y，町natoana

Bullera hannae 

何ockovaellathai/andica 

Koc柏 崎ellaimperatae 

Sporidiobo/us johnsonii 

Sporid/obo/us parョroseus
Sporidiobolus ruineniaeνar. ruineniae 
Sporidiobolus rulneniaeνar， coproph山s
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Gennany)プレートと、展開溶媒としてベンゼンを用いた。薄層プレートには同

時に標主体ユピキノン(Q-9およびQ-10、SigmaChemical， St. Louis， MO， USA)もス

ポットした。 uvランプ下で、供試菌株のユピキノンの移動位置を標準ユピキノ

ンと比較して確認後、当該画分をスパーテルで掻きとった。掻きとった薗分か

ら、ヘキサンを用いてユピキノ ンを抽出し、サンプルとした。

ユピキノン長押種の同定は高速液体クロマトグラフィー(HPLC)によっ

て行った。 HPLCは Shimadzumodcl LC-6A Liquid Chromatograph (Shimadzu)を用い、

カラムは COSMOSILpackcd column 5C18 (4.6 X 150 mm) (Nacalai tesque， Kyoto)、

検出器は SPO-6Aspectrophotome凶cdetector (Shirnadzu)、またデータの分析には

Shimadzu Chromatopack C-R3A model (Shimad剖〉を用いた.カラム温度は室温とし、

移動相はメタノール会プロパノール(2:1，voVvol)、2凶刷且で、 275nmにおける

吸光度を測定した。ピークの同定は標準ユビキノンを用い、保持時聞により行

った。

1.3.2. 菌体中のキシロースの有無

供試萄は 250mlの YMbro出を含む SOOml三角フ ラスコ中で、 2S.Cで震

設t音養し、定常期に集菌した。菌体は脱イオン水でよく洗浄し、次いでアセト

ンで洗って乾燥させた。

菌体中のキシロースの有無は Suzukiと Nakぉe(1988)の方法によって行

った。約 100mgの乾燥菌体を 1mlの2Mトリフルオロ酢酸溶液(T下A)に懸濁し、

メタルブロックを用いて、 100.Cで3時間加水分解を行った。室温になるまで放

置後、協紙を用 いて来分解の残澄を取り除いた。ロータリーエパポレーターを

用いてTFAいた後、O.Smlの脱イオン水に溶解した。これに、AmberliteIR 410 

(OHうを加えて中和し、フィルター滋過してサンプルとした。

菌体中のキシロースは HPLCによ り検出した。 HPLCは SSC3000 flow 

system (Sensb.u Scientific Company， Tokyo)を用い、カラムはShodexSP 1010 (Showa 

Denko， Tokyo)、およびShodexRS pak OS-613 (Showa Oenko)の2種類を用いた。

移動相は ShodexSP 1010の場合は水 (0.8m肋1IIl、カラムオープン混度 80・c)を、

Sb.odex RS pak OS-613の場合はアセトニトリル:水 (80・20，0.8m凶百担、カラムオ

ープン温度 7S・qを用い、検出には示差屈折言十(ERC-7S20，Erma Optical Works， 

Tokyo)を用いた。データの分析には ShirnadzuChromatopack C-R3A modelを用い

た。ピークの同定は、作成した各種中性糖水溶液を標準液として用い‘これら

の保持時間により行った。

1.3.3. G+C含量

1.3.3.1. 核 ONAの抽出および精製

69 



ONAの抽出およひ精製は以下の 3通りの方法により行った。担子菌系酵

母は、子嚢菌系酵母と異なり、一般に、酵素的に溶菌することが困難であるた

め、 ONA抽出の際には、菌体を機械的に破砕することが必要である。菌体破砕

のために、以下の 3つの方法を行った。

a) 湿菌体をフレンチプレスで破砕

本方法は H回 amotoと Nakase(1995)に従ったものである。供試菌は 250

mlのYMbro出を含む 500ml三角フラスコ中で、 25'Cで震渥培養し、対数増殖

期後期に集歯した。菌体は脱イオン水、次いで saline-EOTA(O.lM EOTAを含む

0.15M NaCl溶液、 pH8.0)でよく洗浄して、使用時まで-20・Cで保存した。

菌体を約 2容量の 12.5mM E町 Aおよび 150rnM r、，aClを含む 100mM  

Tns-HCl (pH 7.5)に懸濁し、フ レンチプレス(FRENCHPressure Cell Press FA-073， 

SLM Instrurnent， USA)を用いて、 10，000psiの圧力で破砕した。破砕後の菌体懸濁

液に、最終濃度が 1%、および4.5mん150日 unit/m!となるよう 10% SOS溶液と

proteinase K (Merck)を加え、ゆっくり震塗しながら 50・Cで3時間イ ンキュぺー卜

した。その後、 1容量の四(10mMTris-HCl，lmMEOTApH 7.6)飽和フエノール

を加え、除タンパクを行い、次いで、 τE飽和フエノール:クロロホルム(1:1

vol!vol)、さらに、ク ロロホルム:イソアミルアルコール (24・1，vol!vol)で除タンパ

クを行った。遠心上清を分取し、RNaseA (Sigma R5125)および悶おeTl (Sigma 

R825 1)を加え、ゆっくり震盗しながら 37'Cで 1時間反応させた。ク ロロホルム

イソアミルアルコール(24:1，vol!vol)を用いて再び除タンパクを行い、上清に1/10

容量の 3M酢酸ナトリウム(PH5.2)および2.5容量のエタノールを加え、-20・c
に30分放置して、 ONAを沈殿させた。沈殿物を 70%、次いで99.5%エタノー

ルで洗浄後、真空下で乾燥させ、これを τEに溶解した固 ONA溶液 1m!当たり 1

gの塩化セシウムを加え、完全に溶解後、 1/10容量の臭化エチジウム(50mg/rnl) 

を加え、よく撹持した。これを Beckmanl'ト50ローターを用いて、15'Cで 45，00日

中m、36-40時間超遠心を行った。超遠心の後、遠心チューブに uvランプを照

射して核 ONA函分を確認しながら、これをシリ ンジで採取した.採取した DNA

溶液に等震の溢化セシウムを飽和させた 2-プロパノール溶液を加えて撹枠し、

5，000中mで 1分間遠心して、臭化エチジウムを除去した。この操作を DNA溶

液の臭化エチジウムの色が完全に取り除かれるまで繰り返して行った後、 DNA

溶液を TEに透析して塩化セシウムを除去した.透析後、 DNA溶液に 1/10容量

の3M酢酸ナトリウム(PH5.2)および2.5倍容量のエタノールを加えて DNAを

沈殿させ、遠心によって集めた。さらにこれを1rnMEDTAを含む 0.3M 酢酸ナ

トリウム(pH7.0)に溶解し‘ 0.54容量の 2-プロパノールを加えて再び ONAを沈

澱させた。との沈殿物を遠心によって集め、これを精製 ONAとして以後の実験

に用いた。
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b) 湿菌体をブラウンセルホモジナイザーで破砕

本方法は NakaseとSu剖 ki(1986c)の方法に改良を加えたものである。供

試菌は 250mlのYMbrothを含む500ml三角フラスコ中で、25・Cで震濠培養し、

対数増婚期後期に集菌した。菌体は脱イオン水、次いで5mMEDTAを含む 1115

M リン酸パッファ一 (pH7.2)でよく洗浄して、使用時まで-20・Cで保存した.

菌体を 5mMEDTAを含む 1/15M リン酸バッファー (pH7.2)に懸濁し、

ブラウンセjレホモジナイザーにより、顕微鏡下で細胞の約 30%が破砕される程

度まで破砕を行った。ガラス ビーズを除くため、懸濁液を 1000中mで10分間遠

心した。その上清に最終濃度 1%となるように SDS溶液を加え、 50・Cで30分間

ゆっくり震塗して DNAを抽出した。次いで、 0.1gの過塩素酸ナトリウムおよび

等容量のクロロホルム:イソアミルアルコール (24:1，voVvol)を加え、激しく震盗、

撹枠し、 8，000rpmで 20分間遠心して除タンパクを行った。上清に、もう一度ク

ロロホルム:イソアミルアルコールを加えて、同様の操作により除タンパクを行

いった。遠心上清に 2容量のエタノールを加えて、4"Cで l晩置き ONAを沈澱

させた。 3，000叩mで 10分間遠心し、 ONAを集めて、 70%エタノールで洗浄し

た後、減圧下でエタノールを除去した.とれを τ1:1::::溶解し、 RNaseAおよび

除-1aseTIを加えて、37"Cで 1時間、イ ンキュペートし、さらに ProteinaseKを加

えて 37"C、 1時間イ ンキュペー トした。反応後、等量のク ロロホルム:イソアミ

ルアルコール (24・1，voVvol)を加えて、よく獲量皇し.8，000中mで 20分遠心した。

上清に Z容量のエタノールを加えて、ガラス俸をもちいて ONAをまきと り、70%、

80 %、 90%、 99.5%のエタノールに浸して洗浄した.得られた ONAを1/10SSC 

溶液に溶解し、同筏に 悶可aseAおよびTl、および Prote凶asKによる処理を行っ

た。等量のク ロロホルム;イソアミルアルコール (24:1，voVvol)を加えて除タンパ

クの後、上清に 1/10容の 3M酢酸ナトリウム(pH5.2)および 0.54容量のらプロ

パノールを加えて、再びガラス俸に巻きとり、70%、80%、 90%、 99.5%のエ

タノールにて洗浄した。この操作は DNAを巻きとる際の母液が透明になるまで

行い、 これを精製 DNAとして以後の実験に用いた。

c) 凍結乾燥菌体を乳鉢と乳棒で破砕

本方法は Raederと Broda(1985)の方法に従って菌体を破砕して ONAを

他出し、精製を行ったものである。供試菌は 250mlの YMbro出を含む 500ml 

三角フラスコ中で、25・Cで震濠培養し、対数噌殖期後期に集菌した。菌体は脱

イオン水でよく 洗浄し、凍結乾燥を行った。凍結乾燥菌体は使用時まで、デシ

ケーター中で4・Cで保存した。

凍結乾燥菌体を乳鉢と乳棒を用いて破砕後、ONA抽出用バッファー(200

lIll¥1 Tris-HCl， pH 8.5， 250mM NaCl， 25 ll1l.¥1 EOTA， 0.5 % SOS)に懸濁し、50・Cで30
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分間ゆっくり震濯して DNAを抽出したaこれに等容量のクロロホルム・イソアミ

ルアルコールο4:1，voVvoりを加えて激しく震塗償持し、8，000中mで 20分遠心し

て除タンパクを行った。遠心上清に 0.54容量の 2-プロパノールを加えて 4・Cで

l晩放置し、 DNAを沈澱させた。15，000中mで 10分間遠心し、 DNAを集めて、

70 %エタノールで洗浄した後、減圧下でエタノールを除去した。これを TEに

溶解し、 DNA溶液 1mlあたり 1gの塩化セシウムを加え、完全に溶解後、 1/10

容量の臭化エチジウム (50mg加1)を加え、よく滋枠して混和した。これを

Beckkma日T1A100.4ローターで 15・Cで 100，000rpm、20時間超遠心を行った。

超遠心の後、遠心チュープに uvランプを照射して核 DNA画分を確認しながら、

これをピペットで採取した。採取した DNA溶液に等量の水飽和 1-ブタノール溶

液を加えて撹枠し、 3，000rpmで3分間違心して、臭化エチジウムを除去した。

この操作は DNA溶液の臭化エチジウムの色が完全に取り除かれるまで、繰り返

して行った。その後、 DNA溶液を1/10SSCに透析して塩化セシウムを除去した。

得られた DNA溶液にR.t¥faseAおよび RNaseD を加えて、 37'Cで 1時間インキ

ュぺートし、さらに ProteinaseKを加えて 37'Cで 1時間インキュペート後、等量

のクロロホルム:イソアミルアルコール (24:1，voVvoりを加えてよく震濠し、除タ

ンパクを行った。遠心上滑に 1/10容量の 10M酢駁アンモニウムおよび 0.54容

量の 2-プロパノールを加え、ガラス俸を用いて DNAを巻き取った，ガラス棒に

巻き取った DNAを70%、 80%、90%、 99.5%のエタノールに浸して、洗浄し

た，この操作は DNAを巻きとる際の母液が透明になるまで行い、これを精製

DNAとして以後の実験に用いた。

1.3.3.2. G+C含量の測定

G+C含量の測定は Tarnaokaと Komagata(1984)に従って行った。 DNA

溶液を 100.Cで 10分間加熱後、急冷し、溶液中の DNAを一本鎖 DNAとした。

これに、ヌクレアーゼ P1(DNA-GC Kit， Yarnasa Shoyu， Chiba)を加えて、 50・Cで1

時間インキュペートし、さらにアルカリフオスファターゼ(SigmaP-4252)を加え

て、 37・Cで 1時間インキュペートし、一本鎖 DNAをデオキシリボヌクレオシド

に分解した。反応溶液中のデオキシリポヌクレオシドの測定には旧日を用い

た.HPLCは Shimadzumodel LC-6A Liquid Chromatographを用い、カラムは

COSM出 ILpacked column 5C18 (4.6 X 150 mm)、検出器は SPD-6AUV 

spectrophotome凶cdeteα町、またデータの解析には ShimadzuChromatopack C-R4A 

modelを用いた。カラム温度は室温で行い、移動相は 20mMリン酸水素アンモ

ニウム;アセトニトリル (20:1，voVvol)、1mVminとし、 270nmでの吸光度を検出

した。ピークの同定は、 DNA-GCKit中の 4種類のヌクレオチドの等モル混合物

をアルカリフォスファターゼによって加水分解したものを標準として用い、保

持時間により行った。
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1.3.4. DNA-DNA交雑実験

1.3.4.1. 核 DNAの他出および精製

核 DNAの抽出および精製は前項1.3.3.1.に述べた方法で行った。

1.3.4.2. DNA-DNA交雑実験

DNA-DNA交雑実験は Ham阻 otoとNakase(1995)の方法に従い、メンブ

レンフィルターを用いて行った。

フィルターに固定する DNAは所定濃度の DNA溶液を 100.Cで 10分間

加熱後、急冷して一本鎖 DNAとし、 10XSSCを加えて、最終濃度 30μglrnlの2X

SSC溶液に調製した。この DNA溶液 1rnlを癒過器を用いて、ポアサイズ0.45μm、

直径 24=のニトロセルロースフィルター (NC45， Schleicher & Schuell， 

D叩 ns凶dt，Gerrnan y)上に一本鎖 DNAを捕集した。 一晩、風乾の後、真空オーブ

ンを用いて、 90・Cで 4時間焼き付け、固定を行った。プロープ DNAは Nick

町制lat:ionkit Nδ000 (Arnersham Intemat:ional plc.， Buckingharnslllre， UK)を用いて

'H ([1'，2'， 5-'H) cy厄dine5' -triphosphate， Arnersham [nternational plc.)でラベルした。

DNA-DNA交雑実験用プロープ溶液は、所定量のプロープ DNAを 100.Cで 10

分間加熱、急冷後、 10% SDSおよび20XSSCを加えて、最終濃度 0.1%のSDS

を含む、 2XSSC溶液となるよう調製した。パイアルの中に固定化したフィルタ

ーを l枚ずつ入れ、調製したプロープ溶液を 1mlを加えてふたをし、 40-48時

間反応させた.反応温度は(lXSSC溶液での Tm-25)"Cとした。

反応終了後、室温にもどしたフィルターを 2XSSC溶液をいれた 2個の

ビーカーに順次浸して軽く洗い、さらにu章過器上で 2XSSC溶液 2rnlでZ園、

次に、 lrnl、次いで 5mlの 5mMTris溶液 ωH無調整)で洗浄して未反応のプ

ロープを取り除いた。洗浄後のフィルターを赤外線ランプ下で乾燥させ、シン

チレ←ションカウンターを用いて、フィルター上に固定化された DNAと交雑し

たプローブの 'Hをカウン卜した。

供試株聞の DNAの相向性は、 DNA-DNA交雑実験の結果に基づき、

relative binding (%) = [(cpm of heterologous filter)/(cpm of homologous filter)] X 100 

を用いて計算した。すべて実験はフィルターを 3枚ずつ用いて行い、計算には 3

枚のフィルターの平均値を用いた。

1.4. 系統学的手法

18S rDNA および I百領域の塩基配~IIの決定、アライ ンメ ン トおよび系

統衡の作成は、第二章第二節の方法により行ったa
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2. 結果と考察

Table 4.2. Ballistoconidium-forming yeasts isolated from leaves in Thailand 

Scien!ific name No. of strains 

1987 1990 
Bulleraalba 1 
Bullera crocea 日 2 
Bullera pseudoalba 4 3 
Bullera sinensis 11 30 
Bulleraνariabi/is 5 

SsppoonrodbIoobloomluys cerus insaenlmIaoe nIColor 8 
日 2 

“SSpubotrbo伝bo1l0・~":lY..c:.':.~・ 5・-ehtebaufaareuJS410 5 13 
!ia 

kackoν'aella thai/andica 2 2 
Kockovaella imperatae 
Bensingtonia sp 
Bullera sp 
Kockoνaella sp. 
Sporobolomyces sp. 1 
Sporobolomyces sp. 2 2 
Sporobolomyces sp.3 
Sporobolomyces sp. 4 7 1 
Sporobolomyces sp. 5 
Sporobolomyces sp. 6 8 凋凶
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射出胞子の形態、有柄分生子の有無、 生理生化学性状および化学分類学

的性状に基づく同定の結果は Table4.2に示したとおりである。 1987年分隊の 63

株は 17グループにわけられ、このうち 7グループはBulleraalba、B.crocea、B

pseudoalba、B.sinensis、B.variabi lis、Sporobolomycessalmonicolorおよび S.

shibarallω と同定された。 1990年分離の 73株は 13グループに分けられ、この

うち 6グループは B.crocea、B.pseudoalba、B.sinensis、Sporidiobolusruineniae、

Sporoboomyces salmonicolorおよびS.shibacanusと同定された。また、同定でき

なかったグループについては、さらに分類学的研究を行い、 2グループ 3株(い

ずれも 1987年分離株)については既にKockovaellathailandica (Nakase et al.， 1991) 

およびKockovaellaimperatae (Nakぉeet al.，ω91)として報告されている。その後、

1990年分総株の内、1グループ2株はκthailalldicaと同定された。これら同定

結果と、残り 13グループ28株の分類学的位置について以下に記す。
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2.1. Be凶 illgtoniα鼠

2.1.1. Bensingtorua musae Takasbima， Suh et Nakase 
S位ain:K-304 

S回inK-304は生理生化学性状の比較から既知の種と同定できなかった.

本菌株は菌体にキシロースを含まず、主要ユビキノンが Q-9であることから、

Ber凶 ingtonia属に属すると推定された。 Bensingrorziasp. K-304とBensingroniα

属の既知種 9種の生理生化学試験の結果を、 NTSYS-pc(Roho包 1990)を用いて比

較したところ、本菌株はB.intermediaおよびB.irzgoldiiと類似度が高かった (Fig.

4.1). Bensingronia sp. K-304の DNAを上記1.3.3.a方法によって調製し、G+C

含量を決定したところ、 52.3mol%で、B.naganoensisおよびβ yamatoanaと類

似した値を示した (Fig.4.1).そこで、 生理生化学的性状の類似度が高かった B.

II!termediaおよびB.ingoldii、および G+C含量の類似していたB.nagarzoensisお

よび B・ yamatoana の計 4 株との DNA-DNA交雑実験を行っ たところ、

BensIngronia sp. K-304はこれら4株とは 4-15%と低い DNA相同値を示した

(Table 4.3)。この結果から、既知の種とは別の穫であることが確認されたので、

本菌株を基に、新種 Bensingtoniamusae T汰ashima，Suh ct Nakaseを提案した

σ'akashima ct al. 1995b)。本菌株はB.musaeとして JCMに登録し、その登録番号

はJCM8801である。

Table 4.3. DNA relatedness among Bensingtonia sp. K-304 
and phenotypicaliy similar Bensingtonia species 

Species Strain %relative binding of DNA什om

K.-304 JCM 5291 

K-304 100 7 

JCM 7445 15 8 

8ensingtonia sp. 

8ensingtonia ingold;; 

8ens;ngton;a ;ntermed泊 JCM5291 

8ens川gton;anaganoensis JCM 5978 

8ensingtonia Y8Jηatoana JCM 2896 

に
d

n

O

A
仏マ

0

7

4

 

0

1

 

1
 

Bensirzgtonia musaeはB.ingoldiiとはsucrose、ccllobiose、lacrose、melezito旬、

soluble starchおよび凶回teの資化性によって、また、B.Intermediaとは cellobiose、

しむabinose、ery出ritolおよびsalicinの資化性、および、p-aminobenzoicacidおよび

pyridoなneの要求性によって容易に区別できる(Tablc4.4)。

75 



、σ司
3

 

Si
mi
la
ri
ty
 

(%
) 

G
+
C
 co
nt
en
t 
(
m
o
l
%
)
 

ー
ー

ー
・

骨
ー

ー
ー

ー
ー

ー
ー

ー
ー

・
・

ー
ー

ー
ー

・
・

+
・

・

fr
om
 T

m
 

b
y
 H
P
L
C
 

Be
ns
in
gt
on
ia
 s
p.
 K

-
3
0
4
 

55
.2
 

52
.3
 

62
.5
 

58
.9
 

B
.

 in
go
ld
ii
 

60
.8
 

56
.0
 

B.
 
n
a
g
a
n
o
e
n
s
i
s
 

55
.8
 

53
.7
 

.
 ya
π

I8
t
o
a
n
a
 

55
.1
 

51
.4
 

B.
 
ci
li
at
a 

48
.0
 

46
.1
 

け
B
.

 
ph
yI
Ja
du
s 

5
0
.4
' 

45
.9
 

mi
sc
an
th
i 

47
.2
-4
7.
5'
 

48
.5
 

.
 

yu
cc
ic
ol
a 

4
5
.8

・
45
.9
'

4
4
.5 

.
s
u
b
r
o
s
e
a
 

46
.5
' 

45
.5
 

F
i
g
.
 4.
1.
 
D
e
n
d
r
o
g
r
a
m
 b
a
s
e
d
 o
n
 t
h
e
 p
h
y
s
i
o
l
o
g
i
c
a
l
 a

n
d
 b
i
o
c
h
e
m
i
c
a
l
 c
ha
ra
ct
er
is
ti
cs
 

a
m
o
n
g
 B
e
n
s
i
n
g
t
o
n
i
a
 s
p
.
 K
-
3
0
4
 a
n
d
 t
y
p
e
 s
tr
ai
ns
 o
f 
t
h
e
 g

e
n
u
s
 B
e
n
s
i
n
g
t
o
n
i
a
.
 

Th
e 
si
m
胸

Ity
va
lu
e 
w

出
ca
lc
ul
al
ed

us
ln
g 
S
IM
QU
AL
 in 

NT
SY
S-
pc
 (
Ro
hlf

，
 19
90
)
.
 Cl
us
te
rl
ng
 w
as
 p
er
io
rm
ed
 b

y
 U
P
G
M
A
 us

吋
S
A
H
N
 in 

NT
SY
S-
pc
 

・'.
Bo
ek
ho
ut
 a
nd
 N
ak
as
e(
19
9B
a)
 



1ヨ
i

- 豆i
i
)

lヰ
包

.
(1
)-
， 

ω
百

c s s コ 百 ヨ 目 、 R W H O ω

S
a
c
c
h
a
r
o
m
y
c
e
s
 c
er

包
ν'I
si
ae

C
a
n
d
l
d
a
剖
'b
lc
町

田

N
e
u
r
o
s
p
o
r
a
 c
ra

田
a

1∞
r

 Us
tl
la
go
 h
or
de
l 

Us
ti
fa
go
 m
a
y
d
i
s
 

、司 ‘
a

 

0
.0
1 

附，
u
c

F
i
g
.
 4
.2
. 

P
h
y
l
o
g
e
円
e
t
i
c
t
r
e
e
 0
1
.
 

B_e
n
s
i
nf}

t
o
n
i
a
 m

u
s
a
e
 a
n
d
 r
e
l
a
t
e
d
 s

p
e
c
i
e
s
 b
a
s
e
d
 o

n
 1
8
8
 r

D
N
A
 s
e
q
u
e
n
c
e
s
.
 

T
h
e
 tr

回
W

回
co
ns
tr
uc
te
d
fr
om
 I
he
 e
vo
lu
ti
o岡

町
dl
sl
an
ce

da
ta
 a
cc
or
di
ng
 1
0
附
m
u
r
a
(1
98
0)
 b
a
s
e
d
 o
n
 1
56
1 
po
si
li
on
s
，

 
uS
In
g 
Ih
e 
n
e
ig
h
凶

r-j
oi
nl
ng

岡
山

岡
(S
al
to
u
a
n
d
 N
ei

，
 19
87
) 
wi
lh
 b
oo
ts
tr
ap
凶
n
g
(F
el
se
ns
te
in
，

 
1
9
8
5
ト

T
h
e
n
u
m
e
r
a
l
s
 r
ep
re
se
nl
 I
he
 p
er
ce
nt
ag
es
 f
ro
m 
1，
0
0
0
 r
ep
lo
ca
te
 b
oo
ls
tr
ap
 

s
a
m
p
Ji
n
g
.

 



e
 

-a
一

刊

何

一

。虫v-hx凸
一+

+

L
一剛

町
一

-

一

間

抱
一

zuEa
--
+
-一
訓

J

一
@
五
三
。
明
一

一

四

ロυ

一

一

一

削

一

2

2

戸

N
S
@
豆
一
-

:

一
同
州

恥

一開…

一

f

一
明
耐

;

i

-
h

;

i

 

拍

一副
"
@
m
o
s
z
a
副
広
一
一
山

二
耐
時

岬
嗣
…

一

一

N

a

B
一組
.
2
2
E
E
主一

一
川

ニ

e
一
m・

一

一

叩
翫

Z
E
5

一-
:
一…3
5
E万
吉
田
一
w
w
」

肌

n

-t

一

一

n

e

一

一

w

i

-

-

-

9

2

=3
3
E

-

-

a
 

M

一

@
ω
。
E
Z
@
』
ト

τー

+

L
-h
i
h
d
'
Uし
い

ruh日
一+

+
L
一
吠

四

一
~

一

一

品
川
…
‘

i
i=E
一

一

回
泊

9
一
山

一

一

向

一

一

a
制

問

一

m
a
m
-
z
z
u士

+

L
一
蹴…

E
U
吉
田

τ
w
二

民
間

n
-

-

n

-

-

i

《

e
-

-

o

-

-

A

 

B
一

+

二
帥

一星

U35
7
w
L
則
一
山

o
-

c

一

一

刷
E

ea
-

-

-
-

山

一

一

吉

亘

書

区一
+

+
L一

川
叩

町

一

山

一

一

町
制

制

一

-

2

E

吾

山
一
+
+

二

同
州

a
-

一

一

l
有

h

一

一

一

町

}

同

一

一

e

一
対
悶

剛

一

一国

一
副町
出

陣

一

一

以

一
時

H

副

一

一

m

g
-
m
u

s
一

一

a

a
-
-
a

4

一

一一m
u
"
d
一

:'a

-

-O

H

E

，.， 

4

一

一

副
岡
市
一
M
民

同

一

一

m
F町
一
d

M

h
U
M

-

-
-

四

一

一

伽
M
M
一
九円

Z
Z
E一+
凶

L

E
E
-宮
主
ゐ
一L
W

L

『

'

」

@例。
c
Z
E〈
ム

-L

+

@旬。
』U
ヨ
同

2
2
』
。
明
与
一+
叫
し

-

a
L
 

Z
O
M
O
S
S一時
川

L

「
LE画面的gtoniamu胡 e

且;f1gofdii11 

且lnt8rmsdia勾

PA8A， Pyridoxine， Thi瓦而ine
PABA. Pyridoxine， Th凶ni問

Thiamine 

@FZωhJed
一+

+

L

'" 回
h 
t 
z 

豆
詰
盟
主
U

一w
w
+

新種であることが確認された Bensingtol!iamusaeの系統学的位置を考察

するため、 18SrDNA塩基配列を第二章第二節1.2.aの方法によって決定した。

関連菌類とのアラインメントの後、近隣結合法により系統樹を作成した (Fig.

4.2)。図中に示したクラスターの番号は、第二章第二節に示した通りである。

Bellsil!gtol!ia mω Mは、分子系統的には生理生化学的性状が類似していた B

ingoldiiと近縁であった。しかしながら、同様に生理生化学的性状が類似してい

たB.intermediaとは異なった系統枝に位置しており、生理生化学的性状は系統

を必ずしも反映しないことが示された。

本実験の結果から、生理生化学性状の類似度の高さが、必ずしも系統的

な類縁性を示すものではないことが示されたため、これ以降は、供試株の類縁

種の推定を、 18SrDNAの塩基配列による系統関係に基づいて行うこととした。

Bensillgtonia musae Takash仕na，Suh et Nakase， Sp. nov. 

[n liquido‘YM'， post dies 3 ad 25・C，cellulae ovoideae， ellipsoidales， elongatae 

aut cylindracea， (1.6-2.4) x (5.4-12.6)μm， singulae aut binae. Sedimentum formatur. 

Post unurn mensem ad 17'C， pelliωla fragilis et泊completa， et sedimentum formantur 

ln ag訂 0‘YM'，post unum mensem ad 17・C，ωiωraolivaceo-flava aut atroflava， glabra 

aut rugosa， butyraωa，m紅炉leerosa. Ps巴udornyceliumprimitivum fo口natur

BaUismsporae reniformes， (1.6-3.3) x (5.0-7.5)μm. Fermentatio nulla. Glucosum， 

L司 sorbosum，trehalosum， D吋 losum，L-arabinosl皿 (lente)，D-arabinos阻(lente)，D-

ribosum， ethanolum， glycerolum， erytbritolum， ribitolum， D-m釘lllitolum，D-glucitol山R

salicinum， glucono-δ-lactonum， acidum 2-ketogluconicum， acidum 5・ketogluconicum，

acidum D崎glucuronicum，acidum D-g剖acturo凶α1IlI(lente)， acidurn succinicum (lente et 
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exiguum)巴tacidum ci廿icum(exiguum) assimila山 rat nO.n galactosurn (vellentc et 

exiguurn)， saccharosum， rnaltosum，αllobiosum， laclOsum， melibiosum， ra庄lDosum，

melezitosum， inuLinum，創nylumsolubile，しrbamnosum，galactilOlum，α-metbyl-D-

glucosidum， acidum DL-lactic山百 necinositolurn. Ammonium sulfaturn， etbylaminum， 

L-lysinum et cadaverinum assimilantur at non kalium ni町icumnec natriurn nitrosum 

h伝X凶atemperatura crescectiae: 31・32・C. Ad cr巴scentiamacidum p-

回白obe昭 oniωrn，pyridoxinum et伽iarninumnecess回 umsunt. Diazonium 

caeruleum B positivum. Proportio molaris別組出+cytos凶 inacido 

deoxyribonucleico: 52.3 mol% (per旧 LC)， 55.2 mol% (ex Tm). 山 iquinonum

majus: Q-9. Xylosum in cellulis absens. Holotypus: Isolatus ex folio emortuo 

Musae paradisiacae， JCM 8801 (originaliter ut K-304) conservatur加 collectionibus

ωl川町umquas 'Jap叩 Collectionof Microorg姐 isms'，W必<0， Saitama sustentat 

ln YM brotb， a宜er3 days at 25・C，出evegetative ceUs紅 eovoidal， ellipsoidal， 

elongate or cyl泊drical，(1.6-2めx(5.4-12.6)μm， singJe or in pair吉(Fig.4.3). A 

sediment is formed. After one rnontb at 17"C，釦 imcompletefragiJe pellicle and a 

sediment紅巳 present. 

on YM agar， after one rnonth at 17・C，the streak culture is olive yellow to dark 

yellow (carry yeJlow)， dull， smooth to de!icate by wri放 led，butyous， and bas釦 erose

marglD. 

On DaJrnau plate cuJture on com rneal agar， primitive pseudornycelia訂 C

produced. 

Ballistoconidia紅 'eabundantly produced on corn meal ag釘 .ηleyare kidney-

sbaped， (1.6-3.3) x (5ふ7勾μm(Fig. 4.3). 

Does not ferment glucose. 

Assimilates glucose，L-sorbose， trehalose， D-xylose， L-arabinose (latent)， D 

arabinose(Jatent)， D-ribose， ethanol， glycerol， erythritol， ribitol， D-rnannitol，D-glucitol， 

salicin， glucono-O -lactone， 2-ketogluconic acid， 5-ketogluconic acid， D-glucuronic acid， 

D.g山山ronicacid (latent)， succinic acid (lat巴口t釦 dweak)， and citric acid. Does not 

assimilate galactose (latent釦 dweak)， sucrose， maltose， cellobiose， lactose， melibiose， 

raffinose， melezitose， inulin， soluble starch， L-rhamnose， galactitol， α-me出yl-D-

glucoside， D1rlactic acid， or恒ositol.

Assimilates ethylamine bydrochloride，し1ysine hydrocbloride，組dcadave巾le

dihydrochloride. Does not assimilate凹凶sium凶回te，or sodium凶trite.

Max.imum growtb temperature is 31-32'C. 

p-Arninobeほ oicacid， pyridoxine釦 dthi釘mneare requ廿edfor growth. 

No starch-like substances are produced 
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A B 

Fig. 4.3. Bensingtonia musae (K-304 = JCM 8801 T). 
A: Vegetative cells grown in YM broth for 3 days at 25 .C. B: Ballistospores 

produced on corn meal agar after 5 days at 25・C.Scales = 10μm 
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Grow出 do凶 notoc印 Ton 50% (w/w) glucose-yeast exttact agar. 

Urease positive. 

Does not liqu巴fygelatin. 

Does Dot hydrolyze fat 

τbediazo凶urnblue B reaction is positive. 

τbe G+C content of nuclear DNA is 52.3 rnol% (by HPLC) and 55.2 mol% 

(古ornTrn) 

The rnajor ubiquinone is Q-9 

X ylose is absent in the cells. 

The type strain of B. musae K-304， was isolated仕orna dead leaf of M usa 

paradisiaca coUectcd by T. r、匂kasein Dec. 1990， Thailand. This strain has been 

deposited in Japan Collection of Microorganisrns， Wako， Sait釦 1aぉ JCM8801 

2.2. Bullera属

2.2.1. Bullera alba (H阻a)Derx 

5甘ain:K-29 

K-29は射出胞子の形態、および生理生化学性状から B.albaと同定した。

本菌株の生理生化学的性状を Table4.5に示した。

2.2.2. Bul/era crocea Buhagiar 

Strains: K-27， K-39， K-84， K・85，K-99， K-114， K-117， K-122， K-204， K-274 
上記 10株は射出胞子の形態、および生理生化学性状から B.croceaと同

定した。本菌株の生理生化学的性状を Table4.5に示した。

2.2.3. Bul/erαpseudoalba Nakase et Suzuki 

S町ains:K-15， K-54， K・87，K-I00， K-203， K-297， K-336 
上記 7株は射出胞子の形態、および生理生化学性状から B.pseudoalba 

と同定した。本菌株の生理生化学的性状を Tabl巴4.5に示した。

2.2.4. Bullera sinensis Li 

S町ains:K-3， K-52， K-53， K-59， K-62， K-76， K-79， K-I01， K-ll1， K-119， 

K-123， K-233， K-242， K-243， K-244， K-255， K・259，K-271， K-273， K-279， 

K-281 ， K-285， K-292， K-302， K-305， K-322， K-327， K-328， K-331， K-338， 

K司339，K-342， K・345，K-349， K-351， K-368， K-369， K-373， K-379， K-389， 

K-408 

上記 41株は K-59、K-76、K-79および Kぺ01を除く37株は、射出胞子
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0.01 Knuc 

ト一一→

599 

Bullea miyagiana 

Kockovaella saccharl (K-337) (JCM 9858) 
901l-Kockovaella imperatae 
Tremella moriformis 

Bulleraν'ariabilis 

Fig. 4.4. Phylogenetic tree of Bullera， Kockovaella， Udeniomvces and 
~elated taxa based on 18S rDNA sequences. 匂 d

The treo was constrυcted from the e咽 lutionarydlstance data according 10 Kimura (198日)b田 ed0" 1，5四 posltJons，using 
Ihe neighbor-Joinlng method (SaJtou and Nei. i 98乃withb∞t suapping (:向田nSleIn，1985.). The numerals represent the 
pe悶 entagesfrom 1000 repl間 同 国 自trap坦 mplln9.
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の形態、および生理生化学性状から B.sinellsisと同定した。また、 K-59、K-76、

K-79およびK-101の4株は、 DNA-DNA交雑実験の結果、 B.sinensisと同定し

た。本菌株の生理生化学的性状を Table4.5に示した。

2.2.5. Bulleraνariabilis Nakase et Suzuki 

S町ains:K-80， K-121， K-129， K-140， K-152 
上記 5株は射出胞子の形態、および生理生化学性状から B.νariabilisと

同定した。本菌株の生理生化学的性状を Table4.5に示した。

2.2.6. Bullera penniseticola Takashima et Nakase 

S仕ain:K-272 

S位ainK-272は生理生化学性状の比佼から既知の穫と同定できなかった。

本菌株は菌体にキシロースを含み、主要ユピキノンが Q-lOで、有柄分生子を形

成しないことから、 Bullera属に属すると推定された。

Bullera sp. K-272のDNAを上記l.3.3.bによって調製し、 G+C含量を決

定したところ、44.2mol%であった。既に報告されている種の G+C含量と比較す

ると、この値は、B.hannaeおよびB.huiaensisの2種伺町田otoand Nakase， 1996) 

と類似した値であった。本菌株の系統学的位置を推定するため、 18SrDNAの盗

基配ヂ1)を第二章第二節 1.2.bの方法によって決定し、関連菌株とあわせてアライ

ンメントを行い、近隣結合法により系統樹を作成した(Fig.4.4). Bullera sp. K-272 

は系統的には B.hallnae JCM 8937と近縁な関係を示し、また、両者の 185rDNA 

鹿基配列の類似度は 99.6%と非常に高かった。一方、 B.huiaensis JCM 8933は

別の系統校に位置していた。そこで、Bullerasp. K・272およびB.hannae JCM 8937 

の聞の DNA-DNA交雑実験を行ったところ、両者の DNA相同値は23-26% (Table 

4.6)であった。この結果から Bullerasp. K-272はB.hannaeとは別種であること

が明らかとなったので、本菌株を基に、新種 Bullerapenniseticola T:出asbirnaet 

Nakaseσ'akashima釦 dNakase， 1998)を提案した。

Table 4.6. DNA-DNA relatedness 01 Bullera sp. K-272 and B. hannae 

Species Strain G+C mol% % relative binding 01 DNA from 
・・・ ・・ ・・ ....・ ・・ ・・・・・・・・・・・ー・ ・・ ・・ ・・・・・ ・・ ・・ ・ー・・ー ..."・・

K-272 JCM 8937 

Bullera sp. K-272 44.2 100 23 

B.hannae JCM 8937 45.3 26 100 

本菌株は JCMに登録し、その番号は JCM9857である。また、B

penniseticola JCM 9857の 185rDNA塩基配列は DDBJに登録し、その登録番号は
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AB005452である。

Bullera属には現在 15種が認められている。 Suhと Nakase(1995)および

Suhら (1996a)はこれら 15種の基準株の 18SrDNA底基配列を決定し、系統関係

を謂ぺ、本属は heterogeneousであると指摘している。また、報告されている種

のG+C含量が 39-62rnol%と非常に広いことも、この属のheterogeneityを裏付け

るものである。

タイの積物から分離した射出胞子形成酵母Bullerapennisetico[aの G+C

含量は、 B.hannaeおよびB.huiaellsisのZ種 (H阻阻oto釦 dNakase， 1996)と類

似した値を示したが、系統的には、 B.hannaeと近縁で、B.huiaensisとは別の系

統校に位置した。 B.peflniseticolaは生理生化学的性質も B.hallnaeとよ く類似し

ているが、生育最高温度の違いにより、両者は識別可能である (Table4η。

Table 4.7. Differntial characteristi回s01 BulJera penn信eticolaand B. hannae 

Species Strain Assimilation of Max Growth 

Salicin 

BulJe四 penniseticola JCM 9857 LW 

BulJeκa hannae* JCM 8937 

LW. lat.nt and w.ak;一Inegative 
てHamamotoand N副苗.(1996)

Bullera pelllliseticola Takasluma et N必<ase，sp. nov. 

Temp. ("C) 

30-31 

22-23 

In 'YM'， post dies 5 ad 25・C，αlIulaevegetativae ovoideae， ellipsoidales aut 

山 ngatae，(2ふ 4.0)x (3ふ 10.1)μrn，si.ngulae aut binae. Sedirnenturn fonnatur. 

Post unum rnensern ad 17・C，組且ulus凶 perfectus，insulae et sedimentum foπn組tur.

ln ag訂0‘YM'，post unurn rnensern ad 17・C，ωl凶rasubflava， glabra， nitida， rnollis et 

margine glabra. Mycelium et pseudomyceli山nnon forma.n凶r. BaUistosporae 

globosae vel napiformes， (2.4-3.5) x (2ふ 4.1)μm. Fermentatio nulla. Glucosum， 

galactosum ， saccharosum， maltosum， cellobiosum， trehalosum， lactosum， rnelibiosum， 

raffinosum， melezitosum， arnylurn solubile， D-xylosum， L-むab泊osum，D-arabi.nosum， 

D-ribosum， L-rharn.nosum (Iente)， glycerolum (lente)， ribitolum (le.nte et exiguum)， 

galactitolum， D-rn釦mitolurn，D-glucitolum，α-rnethyl-D-glucosidum， salicinurn (lente et 

凶 guum)，glucono-ふl印刷um，acidum 2-ketogluconicum， acidum 5-ketogluconicum， 

acidum su∞inicum (exiguum)， acidum ciむi∞m(exiguum) et inositolum assimil釦 turat 

non L-sorbosum， inulinum， e出初01山丸 erythritolumnec acidum DL-lacticum. KaIium 

凶凶cum，natrium ni廿osum，ethylaminum， L-lysin山net cadaverinum non assimilantur 

Maxima temperatura crescentiae; 30-31・c. Ad crescentiam出i釦nmurnnecessanum est. 

Diazonium caeruleum B positivum. Proportio mol釘isgu釦切i+cytosiniin acido 

deoxyribonucleico: 44.2 mol% (per HPLC). 出叩inonumrn句us:Q-IO. Xylosum 

85 



、司F

也氏llulispraeseos. Holotypus: lsolatus ex folio Pennisetum species， JCM 9857 

(originaliter ut K-272) cooservatur in coll叫 0口ibusculturarum quas 'Ja問 Co日出onof 

Microorganisms'， Wako， Saitama susteotat 

[n YM  broth， a畳er5 days at 25・C，the vegetatjve cells訂eovoidal， ellipsoidal or 

elongate， (2ふ 4.0)x (3.3-10.1)μm， single or in pairs (Fig. 4.5). A sediment is 

formed. After one month at 17・C，an incomplete ring， islets佃 da sediment are 

prese日t

On YM  agar， after one moロthat 17'C，出estre必〈ωl凶reis pale yellow， shiniog， 

smoo白羽ddelicately w託凶dednear the bottom， and has an eotire mむ 'gin.

on Dalmau plat巴ωlture00 corn m回 1ag紅， mycelia釦 dpseudomyceliaむenot 

observed 

Ballistoconidiaむeabundantly produced on com meal ag訂ー They紅 eglobose 

to napiform， (2.4-3.5) xρ.6-4.1)μm (Fig. 4.5). 

Does not ferrnent glucose. 

Assirnilates glucose， galactose， sucrose， maltosc， cellobiose， trehalose， lactose， 

rnelibiose， raffinose， melezitose， soluble starch， D-xylose， L-arabinose， D-arabinose， D-

巾 ose，L-rhamnose (slow)， glycerol (Iateot)， ribitol (latent釦 dweak)， gal訓 tol，D 

Illa凹 tol，D-glucitol，α-me出yl-D-glucoside，則自 Oatenra且dweaめ， glucono-d -

lacto日e，2-ketogluconic acid， 5-ketogluconic aC叫 succinicacid (weak)， cit白 acid(weak)， 

and inositol. Does not assimilate L-sorbose， inulin， ethanol， erythritol， or DL-lactic 

acid. 

Does not assimilate potassium凶回te，sodi u m ni肘te，ε出ylaminehydrochloride， 

しlysinehydrochloride， orαdave丘nedihydrochloride. 

M奴imumgrowth temperature is 30-31・C.

1biarnine is required for growth. 

No starch-like substances are produced. 

Growth do凶 notQCcur OD 50% (w/w) glucose-yeast ex回 ctagむ.

Urease positive. 

Does oot lique今gelatin.

Does oot hydrolyze fat. 

τbe diazonium blue B reaction is positive. 

τbeG+C∞ntent of nuclear DNA is 44.2 mol % as determined by HPLC. 

The major ubiquinoロeis Q-10. 

Xylose is present in the cells 

Theザpestrain of B. penniseticola， K-272， was isolated by T. Nakase叩 dB

Fungsin inDec. 1990仕orna leaf of Pennisetum sp. collected along the southeast 
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A B 

Fig. 4.5. 8ullera penn国eticola(K-272 ; JCM 9857T). A: Vegetative cells 

grown in YM broth for 5 days at 25 oC. B: Ballistospores produced on corn 

meal agar after 5 days at 25・C. Scales; 10μm 
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seacoast of Bangkok， Thailand. This strain has been deposited in Japan Collection of 

Microorganisrns (JCM)， Wako， Saitama as JCM 9857. 

2.3. K.ockovaella属

K.ockoνaella属は、Nakaseら (1991)によって、タイで採集したイネ(0.ヮIza

saliva L)およびJmperalaのl/illdrica(L.) Beauvの業から分離した 3株の射出胞子

形成醇母に基づいて設立された属である。射出胞子、出芽、および有柄分生子

の 3種類の増殖形態を示すことが特徴で、菌体にキシロースを含み、主要ユビ

キノンは Q-10である。 Kockoνael/a属は系統学的には菌輩綱に位置し、 Bul/era

属と近縁である (Suhet al.， 1996c)。射出胞子の形は対称形を示すものが多いが、

非対称形を示すものもある (Canete-Gibaset al.， 1998; Nak笛 eet al.， 1991; 

T誌ashirnaand Nakぉe，1998)。菌重宝綱に位置し、 Mrakia属や仁左stofilobasidium属

に近縁の UdellIomyces属は、非対称形の大きい射出胞子を形成する。一方、

Kockoνaella属の射出胞子は Udelliomyces属のものほどは大きくなく、 Bullera属

のそれとほぼ同じ大きさである。

2.3.1. Kockoνaella imperatae Nakase， Banno et Yamada 

S仕ain:K-97 

本菌株は Nakaseら (1991)が、 Kockoν'aella属を設立する際に用いた 3株

の内の 1株である。生理生化学性状を、 Table4.8に示した。

2.3.2. K.ockovaella thailalldica Nakase， Banno et Y紅nada

S甘ains:K-35， K-94， K-308， K-31l 

K-35および K-94の2株は、 Kockovaella属設立の際の供試株 3株の内の

Z抹である。また、 K-308および K-311は 1990年の分離株で、 DNA-DNA交雑実

験により、 』ζIhailalldicaと同定した。生理生化学性状を、 Table4.8に示した。

2.3.3. K.ockovaella sacchari T討<aslllmaet Nakase 

S仕ai且:K-337 

Str必nK-337は生理生化学性状の比較から既知の種と同定できなかった。

本菌株は菌体にキシロースを含み、主要ユビキノンが Q-10で、有柄分生子を形

成することから、 Kockovaella属に属すると推定された.

Kockovaella sp. K-337の核 DNAを上記の方法l.3.3.bによって調製し、

G+C含量を決定したところ、48.0mol%であった。これは、既に報告されている

Kocko、laelZa属の Z種とほぼ同じであった。本菌株および κimperataeの 18S

rDNAの塩基配列を第二章第二節 1.2.bの方法によって決定し、既に報告されて

いる、 κchailalldicaおよび関連菌株の底基配列と併せてアラインメントの後、
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Table 4.8 陶 ckovaellaspecies isol副edfrom leaves in Thailand 
剖 dthelr characteristics 

sp凶 田

No. of strain examin剖

A田Imitationof田由。n∞m岡山由

Glucose 

Ga厄C!OSB

L.So巾<>se

Sucrose 

MaJtose 

CeIlOblose 

T，同halose

l.actose 

MelibiOSB 

Raffinosa 

Melezitose 

10011" 

Soluble stafch 

ιXyl田@

しA吊binose

[)..Atabfnose 

O-Ribose 

レ内h釘nno田

Ethanol 

GνC8rot 

ErythrilOI 

Aibitω 

Ga回cU加I

D.M田 n陶l

D-Glucitol 

αM副hyトD-gluc05えde

Salicin 

Glucono→~-Iactone 

2-Kelogtuconlc acid 

ふKe阿古川conicacid 

DL-Lactic acld 

Su凶 nlcacid 

Citricacid 

InOSIlol 

EトGluωronICacid 

O-Gatacturonic acld 

A思 lmi凶 onof nrtrogen∞mpoun由

Ammonium sulfate 

Po旧ssiumnitra加

S凶 iumnitrite

Etylamlne-hydrochloride 

ししyslne引ydrochloride

Cadaverine--dlhyClrochtoride 

Slarch formation 

κ竺笠竺闘

+ 

+ 

LW;'ー

+ 

+ 

+ 

+凡

+ 

+ 

U+ 

? 

+ 

+ 

+ 

υ+凡WIS

"' 
v 

LWI-

+凡W/L

+ 

v 

./LW/L 

V 

V 

イWιw

叫 λW

LW 

LW/-

.IS 

.IS 

+ 

V加mines帽qu同d n咽州問

+・問.. 首....9;ー，同gatlvo;w， W田 ](:S，S酬;L.latenヒlW.latBntandw開 k;V，暗帽凶..
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4 

+ 

十

υLWI-

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

? 
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+ 

-サ. 
+ 

v . 
+ 

イLW

-A.W 

+ 

V 

-11人W

-/w 

v 
v 

い11.

W/LWI-

u_ιw 
+ 

+ 

+ 
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近隣結合法により系統樹を作成した(Fig. 4.4). Kockovaella sp. K-337は k

thailandicaおよびκtmperataeの既知の 2穫と系統校を形成した。そこで、本菌

株と統知の 2種の基準株を用いて、 これら3抹の簡の DNA-DNA交雑実験を行

ったところ、 DNA相同値は 5-15%であった (Table4.9)。この結果から、既知の

種とは別の種であることが確認されたので、新種 Kockoνaellasacchari T:はおhima

et Naka~e (Takashima et Nakase，ω98)を提案した。

Table 4.9. DNA-DNA relatedness 01 Kockovaella sp. K-337 and other Kockovaella species 

Species Strain G+Cmol% % relative binding 01 DNA from 

K-337 JCM7824 JCM 7826 

Kockovaella sp K-337 48.0 100 5 12 

Kockoνaella IhaiJandica JCM 7824 47.5 15 100 13 

Kockovaella imperatae JC M 7826 47.7 12 8 100 

本菌株は JCMに登録し、その登録番号は JCM9858である a また κ
sacchari JCM 9858およびκimperataeJCM 7826の 18S，DNA塩基配列は DDBJ

に登録し、その登録番号は AB005453および AB005561である。Kockovaella

saccllariはKockoνaella属の既知の 2種と生理生化学性状も類似しているが、κ
thailandicaとはgalactitol、2-ketogluconicacid、5-ketogluaonicacidの資化性により、

また κlmperataeとは α-rnethyl心-glucosideの資化性により識別可能である

(Table 4.10)。

Fig. 4.6に Kockoνae/la属菌株間の lTS境基配列のアライみメン 卜を

DNA-DNA交雑実験の結果と共に示した。 κthaila/ldica4株は lTSlおよびIτ'32

ともに同一の配列であった。一方、 κ lmperatae および Jζ sacchari は κ
thailandicaとは異なった、それぞれ固有の配列を示した。 κimperataeおよびκ
sacchariは未だ 1株ずつしか分離されていないが、 Kockovaella属 3種間ではπs
領域に図に示したような配列の違いが見られ、本領域の塩基配列に基づく識別

が可能であると恩われる。
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[ITS1) 

k七hai.7824

K.thai.7825 

K 七hai.K308

K. thai .K311 

K. impe. 7826 

K.sacc.9858 

K.thai. 7824 
K.thai. 7825 
K.thai.K308 

K.thai.K311 

K..irnpe.1826 
K.sacc.9858 

K.七haム.7824

K. thai. 7825 

K.thai.K30B 

K.thai.K311 

K.impe.7826 

K. sacc. 9858 

[ ITS2) 

K七hai.7824

K.乞hai.7825

K.乞hai.K308

K.乞hai.K311

K.i..mpe.7826 
K. sacc. 9858 

K.七hai.7824

K.七hai.7825 

K.七hai.K308

K.thai .K311 

K.irnpe.7826 

K. sacc. 9858 

K.thai.7824 

K. thai. 7825 
K.thai.K308 

K. thai. K31l 
K.むnpe.7826

K.9acc.9856 

Speci白

GTGATTTGC-CGAAAGGCCTCTλλATCCλATCCTCTACACCTGTGAACTTGTCGG.TGGGC 

....... ー.T..C.... .T..ーー ....... .A........... .C........ .A. 
・・ ・・ ー.GT..C...A.. .T..ーー...........1込 ..................... . 

CTGTGCCCGCCGGTCTTTACAACACTAT-TGTCATGAACGTGAATGTATTTATAACAAAA 

. .CG.T.・ー・・・・・・・・.....T.... .G... ・・・・・・ ・・ ・・・・・・ー・・ ..... 
T.CG.. .ー・ ーー・........ .T.... .G....... .....................・・ーー・・

ACA 

T 

GAAATCTCAATCCCCGAGGGTTTTTCTGGAACCCGCGGCGGACTTGGACTTGGGCGTCTG 

.A........ .AT. ー・司 ーー.ー..・ー .A.T..T.............. .T. .A.. 

.G・・・ ー・・・ー ーー ..AT.........ー......T.T. .T.ー.

CCTCGCAAGGCTCGCCTCAAATGACTTAGTGGTTGTCTTCTT官ACTCATGCCTGACGTAA

... .A............... .C...........C・・ ........................ . -

. ...A............・・・・ ー・ー ー ー._.... . ーーー・・ ー・・・・‘・・・・・・

TAAGTTTCGTCTCGGCCGGTCCTGAGGCCCGCTCATAACCCCCACAATCATTTTGACA 

• •••• • •••.•••. .TT... .T............ .G....・・・・・ ・ー..ー
.T・・ ・ー ・・.............ーーー .T........ 

% Rclative bind凹 gofDNA仕。田

KMl!!:包 TCM7825 K.308 &lli IÇM7~6 ICM 9858 

K.thai.7824 100 110・ 101 91 13 15 

K.th創7皮 5 100' 

K.th創K308 102 100 98 

K.th創.K311 102・ 108 100 

K.impe.7826 33・ 6 10 100 12 

K.sacc.9858 5 12 100 

Fig. 4.6. Alignment of汀51姐 dIT52 seque即時 ofKoclwvaella species wi出 DNArelatedness 

value 

Abb問 V凶uo田K.thai.7824，κ出aiJandi回 JCM7824; K.thaL7825，κthailandica JCM 7825; K.出血K308，K 

thailandica K.308; K.由ai.K311，κthailandi叩 K.311;比四pe.7826，K imp.rarae JCM 7826: K.回目9858:ι

担 cchariJCM 9858 

・Naka島民 81.1991

91 



『匂F

Table 4.1 O. Salient characteristics of Kockovaefla sacchari and other Kocko四 eflaspecies 

Assimilation of 

豊 百百

8 里吉 E
ヨ豆" " ーハーー
φ 亙 届 E
o ，A U 凸
-'- ココ

ZZ  EE  
::: 0 Q.) ω 
=王コ~ :!2 
6 (!J N J， 

+ W 一 一
u- ー + + 

L LW LW 

S廿aln

Kockovaefla sacchari JCM 9858 

Kockovaefla thailandica会 JCM7824， JCM 7825 

K∞kovaefla加peralae' JCM 7826 

T， posltive; L， latent; W， weak; LW， latent and weak;一， negatlve 

てNakaseet al. (1991) 

Species 

L 

百
-
z
o
E嗣

mu--」

Kockoνaella sacchari Takashima et Nakase， sp. nov. 

In Liquido 'Y乱1'， post dies 5 ad 25・C，cellulae veg巴tativaesphaerical vel 
ovoideae， (2.0-6.3) x (3.3-7.3)μm， singulae， binae，加αtenisaut in fasciculis， 

propagantes forrnatione∞凶diorumstipitatorum et gemmarum blasticarum. Co凶dia

stipitata ex cellula conidiogena multilateraliter. Sedimentum forrnatur. Post unum 

mensem ad 17・C，anulus， insulae et sedimentum formantur. In ag紅o'YM'， post 

unum mensem ad 17・C，cultura griseo-flava， glabra ， nitida， butyracea et margine glabra 

MyceLium et pseudomycelium non formantur. Ballistosporae globosae vel口apiJormes，

(2μ.0) x (3.1-4.6)μm. Fermer似 ionulla‘Glucos四，galactosum ， sacc.harosum， 

rnaltosum， cellobiosum， trehalosum， lactosum， melibiosum， raffinosum， mel巴zitosum，

arnylum solubile， D-xylosurn， L-回binosum，D-田 binosum(lentc)， D-ribosum，レ

rhamnosum (lente)， ribitolum (lente)， galactitol咽 (lente)，D-m佃 nitolum(lente)， 0-

glucitolum (lente)，α-methyl-D-glucosidum， salicinum， glucoロ0-δ ーlactonurn(exiguum)， 

acidum釦∞凶cum(lent巴)，acidumα町icum(exiguum) et inositolum (lente et exiguum) 

assimilantu.r at non L-sorbosum， inulinum， ethanolum， glyc町 olum，eη岨ritolum，acidum 

2-ketogluco凶cum，acidum 5-ketogluconicum nec acidum Dlrlacticum. L-Lysinum 

笛 5加ilaturat non kalium nitricum， na仕iumnitrosum， ethylaminum nec cadaveri且um.

脚色ximatemperatura crescentiae: 31-32・C. Adαescentiam thiamin山nnecessanum est 

Diazo凶umcaeruleum B positivum. Proportio mol紅1S伊白血i+cytosini in acido 

deoxyriboロu白 ico:48.0 mol%伊r田 LC). Ubiquinonum majus: Q-I0. Xylosum 

m凶凶ispraesens. Holotypus: Isolatus ex folio Saccharum officinarum， JCM 9858 

(ori伊:taliterut K-337)∞nservatur in collectionibusωlturarum quas 'Japan Collection of 

阻 cr∞rg釘lIsms'，Wako， S出也masustentat. 
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In YM broth， after 5 days at 25・C，出evegetative cells訂esphcriω1 to ovoidal守

(2.0-6.3) x (3.3-7.3)μrn， singlc， in pむISor in clusters， reproduced by budding and 

sta[ked conidia (Fig. 4.7)ー Sta[kesdevelop multilaterall y仕oma conidiogenous cell 

A scdiment is formed. After one month at 1アC，a cornplete ring and islets，組da

sedirnent are present. 

OnYMag釘，a世erone month at 17・C，the streak culture is greyisb yellow， 

shi日ing，smooth， butyrous and has an entire margin. 

On Dalrnau plate culture on corn meal agar， myαlia and pseudomycclia訂'enot 

formed. 

Ballistoconid iaむ'eabundantly produced on corn meal agar. They are globose 

to nap出町 (2.2-4.0)x (3.1-4.6)四 (Fig.4.7).

Does not ferment glucose. 

Assimilates glucose， galactose， sucrose， maltose， cellobiose，甘ehalose，lactose， 

melibiose， raf釘nose，melezitose， soluble starcb， D-xylose， L-arabinose， D-arabinose 

(lat削)， D-ribose， L-rharnnose (latent)，巾itol(latent)， galactitol (latent)， D-mannitol 

(latent)，D司glucitol(latent)，α-metbyl-D-glucoside， sal.icin， glucono-δ ・lactonc(weak)， 

succinic acid (latent)， ci町icacid (weak)，釦d旧ositol(latent釦 dweak). Does not 

assimilate L-sorbose， inuli且，ethanol， glycerol， erythrito.l， 2-ketogluconic acid， 5-

ketogluconic acid， or DL-Lactic acid 

Assimilates L-lysine hydrochloride. Does not assirnilate potassium nitrate， 

sodium凶甘ite，ethylamine hydrochloride， or cadaverine dihydrochloride. 

Maxirnum growth temperature is 31-32・C.
百世紅凶neis required for growth. 

No starch-like substances訂'Cproduced 

Growth does not occur 00 50% (w/w) glucose-yeast extract agar. 

Urease positive. 

Does oot liquefy gelatin. 

Does not hydrolyze fat 

τbe diazonium blue B reaction is positive. 

The G+C content ofnuclear DNA is 48.0 mol% as determined by HPLC. 

The major ubiquinone is Q-10. 

Xylose is present泊 thecells. 

τbe type 5回 inofκ sacchari， K-337， was isolated by T. Nakase and B. 

Fungsin泊 Dec.1990 from a leaf of Saccharum 0がcinarum刷協同 alongthe southeast 

seacoast of Bangkok， Thailand. This strain has been deposited in Japan CollectioD of 

Microorganisms， Wako， Sait釦 1aas JCM 9858. 
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A B 

Fig. 4.7. Kockovaella sacchari (K-337 = JCM 9858T). A: Vegetative cells 

grown in YM broth for 5 days at 25 .C. B: B剖listosporesproduced on corn 

meal agar after 5 days at 25 .C. Scales = 10μm 
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2.4. Sporidiobolus-ゐorobolomyces属

タイの植物から分離した射出胞子形成醇母の内、 3グループ 39株は射出

胞子の形態と生理生化学性状によって、 Sporid.ruineniae、S.salmonicolorおよび

S. shibatanusと同定された。既知の種に同定できなかった株の内、 10グループ

25株は菌体にキシロースを含まず、主要ユピキノンが Q-10であることから、

Sporobolomyces属または TilIetiopsis属に属すると推定された。この 2つの属は、

従来は形態学的性状によって区別されてきたが、第二章第二節にのぺたように、

Sporobolomyces属がサピキン綱に含まれるのに対して、 Tilleciopsis属はクロポキ

ン綱であり、系統的に異なっている。そこで、属の分類を明らかにすると共に、

系統学的に近縁な種を見出すため、各グループの代表妹の 18SrDNA塩基配列を

決定し、系統学的位置の推定を行った。

18S rDNA塩基配列は、第二章第二節1.2.cの方法により決定した。関連

菌株とアラインメン卜の後、近隣結合法により系統樹を作成した (Fig.4.8)。系

統解析の結果から、 K-41(Sporoboわmycessp. 1)、K-77(Sporobolomyces sp. 2)、

K司105(争orobolornycessp. 3)、K-17(Sporobolomyces sp. 4)、K司230(Sporobolomyces 

sp. 5)およびK-335(Sporoboわmycessp. 6)はSporobolomyι'es属に、また、 K-95

(Tifletiopsis sp. 1)、K-125(Tilletiopsis sp. 2)、K-132(Tilletiopsis sp. 3)および

K-139 (Tilletiopsis sp. 4)は Tilletiopsis属であることが明らかとなった。以下、本

項では、 Sporobolomyces属の種について述べる。

2.4.1. Sporidiobolωrui/!eniaeHolzschu， Tredick et Phaff 

S回 ins:K-41 (Sporobolornyces sp. 1)， K-261， K-262， K-276， K-286， K-289， 

K-300， K-325， K-334 

上記の内、 K-41を除く 8株は、射出胞子の形態、および生理生化学性状

からS.ruinelliaeと同定した。また、 K-41(Sporobolomyces sp. 1)は、 DNAの相同

値から丘 rumemaeと同定した。また、 K-41および関連菌株の DNA-DNA交雑実

験等については本項 2.4.4に詳述した。DNA相向性の比較からは、K・41はSporid

rui/!eniaeの2つの変種、 Sporiιruineniaevar. ruineniae (FeU釦 dStatzeU-Tallrnan， 

1981)および、Sporid.ruineniae v訂 coprophilω(Kurtzrn組制 FeU，1991)のどちらに

属するかは決定できなかった。 K・41の生理生化学性状は Spoバd.ruineniae var・

coprophilusと一致していた。これらの菌株の内、 K-41はJCMに寄託し、その登

録番号は JCM10220である。本菌株の生理生化学的性状を Table4.11に示した。

2.4.2. Sporobolomyces salmonicolor FeU et Ta出百釦

S町ains:K-56， K-82， K・83，K-I03， K-llO， K-124， K-298， K-299 

上記 8株は射出胞子の形態、および生理生化学性状からS.salmonicolor 
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と同定したロ本菌株の生涯生化学的性状を Table4.11に示した。

2.4.3. Sporobolomyces shibat仰 us(Okunu悩)Verona et Ciferrii 

Strains: K-2， K-20， K-21， K-32， K-38， K-S7， K-63， K-64， K-I07， K-1l6， 

K-21S， K-228， K-237， K-24S， K-283， K-290， K-382， K-384， K-390， K-394， 

K-399， K-401， K-414 

上記 23株は射出胞子の形態‘および生理生化学性状から玉 shibatanω

と同定した。本菌株の生理生化学的性状を Table4.11に示した。

2.4.4. Sporobolomyces nyla/ldii Takashima et Nakase 

S仕ains:K-77， K-81 (Sporobolomyces sp. 2); K-I05 (Sporobolomyωsp.3) 

Sporobolomyces sp. 2および今orobolomycessp. 3は、 Fig.4.8に示したよ

うに、Sporobolomycessp. 1および6と共に、Sporid.ruineniae var. ruineniae‘Sporid 

ruineniae var. coprophilus、および今oriιmicrosporusとブーツストラップ値 95% 

で系統校を形成した。これらは各株の 18SrDNA塩基配チIJの相向性は、いずれも

99 %以上を示し、非常に近縁であると推定された。現在は Sporidiobolusruineniae 

var. ruineniaeのシノニムであるといわれている (Boekhout，1991a)、Sporidiobolus

microsporus (nom. nud.)も、この系統校に位置した。そこで、これらと共に系統

分類学的な研究を行った。

分離株および関連菌株の核 DNAを上記1.3.3.cの方法によって調製した。

G+C含量を決定したところ、Sporobolomycessp. 1、z、3および6のいずれの供

試株も 60-62mol%でSporid.ruineniaeと類似した値を示した。

そこで、これらの供試株すべてについて、 ITS領域の境基配列を決定し、

ITSlの塩基配列に基づいてグルーピングを行った (Fig.4.9). Sporobolomyces sp. 

1 (K-41)はSporidiobol，ωruineniaeの2つの変種と汀'51の塩基配列が一致してい

た。また、 Sporobolomycessp. 2 (K-77およびK-81)とSporobolomycessp. 3 (K-IOS) 

も3株間の rTSlの配列が一致していた。 Sporoboわmycessp. 6も供試株 6株間の

汀Sl の配~Jが一致していた。そこで、これら供試菌株間の、 DNA相向性を調べ

た。

Table 4.12に示したよう にSporoborolomycessp. 2と3は互いに高い DNA

相向性を示した。Sporobolomycessp. 6はやや低い DNA相同値を示すものもある

が、他の関連種とは異なった種であることが明らかとなった。Sporobolomcyessp 

lは、命oridiobol凶 ruinelliaeと高い相同値を示した。しかしながら、この実験結

果からは、現在の Sporid.ruinelliaeの2つの変種のどちらに属するかは決定でき

なかった。また、 SporidiobolusmicrosporusはSporid.ruineniaeとは別の稜である

ことが明らかとなった.
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Table 4.12. DNA relatedness among Sporobolomyces sp. 1， 2，3 and 6， and 

phylogenetically closely related species 

K.77 

K.81 

K.l05 

K.335 
K.316 

K.344 
K.346 
K.362 

Sporobolomyces sp. 1 K.41 

Sporid. ruineniae ¥laf則 'neniae JCM 1839 
Sporid. ruineniae 1/8r. coprophilus JCM 8097 
SporId. microsporus JCM 6882 

Strain Scienlific name 

Sporobolomyces sp.2 

Sporobolomyces sp.3 
Sporobolomyces sp.6 

571 24 
501 19 
1001 27 
181 10倒

88 
100 
76 
22 

100 

76 
81 
26 

Assimilation 01 

Galactose Ratflnose Melezitose Galactitol 

K.77 1 -回目

K-105 1 

K-316 + 

Kト332 + 

K-335 L 

K・344 L 

K-346 + 

K-353 L 

K・354 + 

K-362 + 

+ 

L 

Table 4.13. Differential characteristics among Sporobolomyces sp. 2/3 and 6， 

and Sporidiobolus ruineniae 

Scientific name Strain 

LW 

LW 

LW 

LW 

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

 

+ 
W 

LW 

+ 
W 

Sporobolomyces sp. 2/3 

Sporobolo斤1Ycessp.6 

L一一一二一一一
+ 

+ 

Sporid. rulneniae * 

Sporid. ruin8nla8 K・41

令，positive;-， negaUva; w， weak; S， 510町 L.fatent; LW. latent町 dwe出
..， Sta国 lトTallmanand Fell (1998). 

本実験の結果、新種であることが確認された、K-77、K司 81およびK-105

の3株を Sporobolomycesnylandii Takぉhimaet Nakaseと命名した.これらの菌株

はJCMに寄託し、その登録番号は JCM10213 (Kヴ7)、JCM10214 (K-81)および

JCM 10215 (K-I05)である。Sporobolomycesnylandiiは galacto旬、melezitose、

galactitol、およびL-lysine の資化性により • Sporid. rnineniaeと区別可能である

(Table 4.13)・本実験により新種であることが明らかとなった Sporobolomycessp. 

6については、本項 2.4.5に述べた。
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Sporobolomyces nylandii Takashima et N紘 ase，sp. nov 

[n liquido 'YM'， post dies 3 ad 25・C，cellulae ovoideae， eUipsoidales， elongatae 

aut cylindracea， (3ふ 8.0)x (4ふ 15.0)μm，singulae， binae， aut catenulae. Sedirnentum 

forrnatur. Post unum mensem ad 17・C，pellicula fragi1is et国cornpl出 autcompleta， et 

scdirnenturn forrnantur. In agaro 'YM'， post unum mensern ad 17'C， cu加工a

aurantiaca， glabra aut rugosa， nitida， rnollis， rn釘伊1erosa. Pseudomycelium et 

mycelium form釦 tur. Ballistosporae reniforrnes aut ellipsoidales， (3.0・5.5)x (6.0-

12.0) μ m. Fermentatio nulla. Glucosurn， L-sorbosurn (lente)， sacch町aro凶sum江川Jmπm

maltoωs山百司， c句εellob凶.iosurn，trehalosum， raffinosurn， melezitosum， amylum solubil巴

(exiguum)， D-arabinosurn (lente)， D-ribosum (lente et exiguurn)， ethanolum， 呂以山l切y戸cero口lum山叩um町Jm町m，

I巾i均耐b凶i江ω刷tω刷0ωIl川urn(l巴∞nte吟)， D-rn飢凶出tω01川um，D-古gluω叫I民cα11ωolurn，α-methyl-D-glucosidu凪 glucono-δ ー

lactonum (lente et exiguum) et acidum succinicum (exiguum) assirnilan凶 r，at non 

galactosum， lactosurn， melibiosum，泊ulinum，D-xylosum， L-arabinosurn， L-rha.mnosum， 

erythritolu.m， ga!actitolum， salicinu.m， acidum 2-ketogluconicurn， acidum 5-

ketogluconicum， acidurn DL-Iacticurn， acidum citric山九回ositolum，acidu.m D-

glucuronicum， nec acidurn D-ga!acωronicum. Kalium凶住icurn，na甘iumnitrosum et 

E出ylam泊umass四 ilantur，at non L-lysinum necαdaverinum. Maxima temperaturd 

crescectiae: 33-35・C. Ad crescentiam vitaminum non nec凶 saロurnest. Diazoniurn 

caeruleurn B positivum. Proportio mol出 S忠lan凶作cytos也iin acido 

deoxyribonucleico: 60.2-61.5 rnol% (per HPLC). Ubiquinonurn rnaj凶 :Q-lO. 

Xylosum in cellulis absens. Holotypus: lsolatus ex folio emortuo Oryza sativa， JCM 

10213 (origina!iter ut K-77) conservatur in collcctionibus culturarum quas 'Japan 

Collection of Microorga且isms'，Wako， S剖 tamasustentat 

ln YM broth， after 3 days at 25・C，出evegetative ceUs are ovoidal， ellipsoidal， 

出 ngateor cy lindri叫， (3.0-8.めx(4.0-15.0)μm， single， in pairs or in chains (Fig. 

4.1め Asωimentis formed. After one mo日出 a!17・C，釦出completeor∞rnplete 

fragile pellicle釦 da sedIn1ent訂epresent. 

αI YM ag紅， after one month at 17・C，the streak culture is deep or叩 geto 

reddish orange， shining to seIDIshi且g，smoo出todeliαte by wrinkled n凶 r出ebottom， 

so ft， and has釦 erosernargm. 

on slide culture， pseudornycelia and true mycelia are produced. 

Ba出sto∞凶diaare ahundantly produαd On corn mea! agar 百leyareki出1巴y-

sbaped or ellipsoidal， (3.0-5.5) x (6.0-12.0)μm (Fig. 4.10) 

Does not ferrnent gl ucose. 

Assirnilates glucose，しso巾ose(slow)， sucrose， maltose， cellobiose， trehalose， 
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A B 

Fig.4.10. Sporobolomyces nylandii (K-77 = JCM 10213T). A: Vegelative 

cells grown in YM broth for 3 days at 25 "C. B: Ballistosp口resproduced on 

corn meal agar after 5 days at 17・C.Scales = 10μm 
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raffin郎、 mel悶 tose，soluble starch (wcak)， D-arabinose (latent)， D-ribose (latenl and 

weak)， 油田01，glycerol，巾itol(latent)， D-rn叩 itol，D-glucitol，α-methyl-Dちlu∞side，

glu∞no-d -Iactone (latent釦 dweak)， and succinic acid (weak)ー Doesnot assimilate 

galactose， lactose， melibiose， inulin， D-xylose， L-arabinose， L-rham且ose，erythritol， 

galactitol， saliαn， 2-ketogluconic acid， 5-ketogluconic acid， DL-lactic acid， cirric acid， 

inositol， D-glucuronic acid， or D惨galacturonicacid 

Assimilates potassium oitrate， sodiurn ni町ite釦 de出y凶ninehydrochloride. 

Does not assimilate L-lysine bydrochloride， or cadaverine dihydrochloride. 

Maxirnum grow出 temperatureis 33-35.C. 

No vit初吐邸 requiredfor growth 

No starch-like substancesむ eproduced. 

Growtb weakly occur on 50% (w/w) glucose-yeast extract agar 

Urease positive. 

Does not liquefy or wealky liquefy gelatin. 

Does not hydrolyze fat. 

τhe diazo凶urnblue B reaction is positi ve. 

The G+C content ofnuclear DNA is 60.2-61.5 mol% (by HPLC) 

百lem吋orubiquinone is Q-10. 

Xylose is absent in the cells. 

S仕むnsex釘nined:Three strains were examined. The s廿創nK-77， which was 

isolated合oma dead leaf ofοyza satlνa collected by T. Nakase and B. Fungsin in Dec. 

1987，τbailand， is the type strain of出especies. This strain is deposited in Japan 

Colleαion ofMicroorganisms， W紘 0，Saitama，ぉJCM10213. Tbe other s廿ainsK-81 

and K-I05 are also deposited in the Japan Collection of Miσoorganisms， as JCM 10214 

釦 dJCM 10215. 

2.4.5. Sporobolomyces poonsookiae Takasrnma et Nakase 

S仕aios:K-316， K司332，K-335， K-344， K-346， K-353， K-354， K-362 

(Sporobolomyces sp.の
上記 8株の内、 K-332と K-354を除く 6株について、本項 2.4.4で

DNA-DNA交雑実験を行い、新種であることが確認されたので、 Sporobolomyces

poonsookiae Takasbirna et Nakaseと命名した。

K・332はK-335と、また K・354はK-353と同じサンプルから分離された

株であり、生理生化学性状も一致していることからこれらと同種と考えられる。

Sporobolomyces pooflsookiaeは、S.flylandiiとは galactose、ra丘加ose、melezatiose

およびg山 ctitolの資化性によって区別される。また、 Sporid. ru川即日eとは現

在のところ ra丘町oseの資化性によってのみ区別可能である(Table4.13)。上記 8
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株の内、 DNA-DNA交雑実験に用いた 6株を JCM に寄託し、その登録番号は JCM

10206 (K-316)、JCM10207 (K-335)、JCM10208 (K司344)、JCM10209 (K-346)、JCM

10210 (K-353)およびJCM10211(K-362)である。

Sporobolomyces poonsookiae Ti法ashimaet Nはase，sp. nov. 

In uquido‘YM'， post dies 3 ad 25・C，民Uulaeovoideae， ellipsoidales， elougatae 

aut cylindrace科(3.0-5.0)x (4.0-14.0)μm， singulae， binae， catenulae， aut raml山 sae.

Sedimentum formatur. Post unum mensem ad 17・C，pelucula企agiliset incompleta aut 

completa， et sedimentum formantur. む1ag紅白 'YM'，post unum mensem ad 17・C，
ωiωra rubro-aur犯 tiaca，glabra aut rugosa， nitida， mollis， margin erosa. 

Pseudomycelium et mycelium formantur. Ballistospo問問Jiformes，(3.0-5.5) x (6.0-

12.0) μ m. Fermπm児悶巴釘叩I日脚1

cellobi凶0ωsu叫m肌， 甘批帥cぬh凶a討10蜘5釦um叫， 町 yりlums副0ωlu山刷州l巾刷刷b刷凶i臼le作(やexi取gu町 )， D-x叫吋yl同0ωsu叫i氾血叫rn叫1，L-a翻rab凶ino口刷s凱釦u叩i江瓜m爪n凡1，D-

arabinosum， D-ribosum， ethano.lum， glycerolum， ribitolum， galactitolum， D-man凶tolum，

D-glucitolum， salicin叫 glucono-ふlactonum，acidum suα凶cum(lent吟etacidum

citricum assimilantur， at non saccharosum， rnaltosum， lactosum， melibiosurn， raEfinosum， 

melezitosum， inulinum， L-rhamnosum， erythritolum，α圃-methyl-D-glucosidum，aciduIl1 

2-ketogluconicum， acidum 5・.ketogluco凶cum，acidum DL-Iacticum， nec inositoluru 

Kaliurn ni町icum，na出回 ni位osumet e出ylarn泊umassimilantur， at noロレlysinum(lente 

et exiguum) nec cadaverinurn. Maxima temperaturaαescectiae: 33-36'C. Ad 

ロωcent凶 nVlt訂runumnon necessarium est. Diazonium caeruleum B positivum. 

Proportio rnol釘isguanini+cytosini in acido deoxyribonucleico: 61.9-62.7 mol% (per 

HPLC). Ubiquinonurn majus: Q-10. Xylosum in cellulis absens. Holotypus 

Isolatus ex folio emortuo Mangifera indicalin， JCM 10207 (originaliter ut K-335) 

conservatur in∞Uectionibus culturarum quas 'Japa目白Uectionof Microorganismsう

Wako， Saitama sustentat 

In YM broth， after 3 days at 25・C，出evegetative ceUs紅 eovoidal， e凶psoidal，

elongate or cyli且drical，(3.0-5.0) x (4.0-14.0)μrn， single， in pairs， in chains， or in 

branched chains (Fig. 4.11)ー Ased加ent包 formed. After one mon也 at17・C 釦

InJcomplete or∞mplet巴 fragilepelucle and a sedinJent are present. 

on YM agar， after one month at 17・C，出estre紘 cultureis reddish orange， 

shining to semishing， smoo也 todelicatc by w均水ledne紅白ebottom， soft， and has an 

erosc marglll. 

on slide culture， pseudomycelia釦 dtrue mycelia are produced. 

Ba凶sto∞nidia釘 eabundantly produαd OD corn meal ag紅Theyare kidney 

shaped， (3ふ5.5)x (6.0-12.0)μm (Fig. 4.11). 
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A B 

Fig.4.11. Sporobolomyces poonsookiae (K-335 ; JCM 1 0207T). A: 

Vegetative cells grown in YM broth for 3 days at 25 "C. B: Ballistospores 

produced on corn meal agar after 5 days at 25司C.Scales; 10μm 
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Doωnot ferment glucose 

Assimilates glu∞se， galactose (latent)，レsorbose(latent)， cellobiose，田h剖ose，

soluble staTch (weak)， D-xylose， L也 abinose，D-紅 abinose，D・ribose，e出釦01，glycerol 

ribitol， galactitol， D-m姐且itol，D-glucito~ salicin， glu∞no-d・lactone，succinic acid 

(slow)， and citric acid (w叫). Does not四回latesucTOse， rnaltose， lactose， melibiose， 

raf白10se，melezitose， i且U出1，L-rhamnose， eryt位itol， α-methyトD-glucosid巴 2・

ketogluconic acid， 5-ketogluconic acid， DL-lactic acid， or inositoし

Assinlilates po回ssiumnitrate， sodium nitrite and e出ylaminehydrochloride. 

Does not assirnilate L-lysine hydrochloride (latent and w回 k)，or cadaverine 

dihydrochloride. 

M鉱泊lurngrow出 temperatureis 33-36・C.
No vitamins requ廿edfor growth 

No starch-like substances紅eproduced 

Growth occur on 50% (wjw) glucose田yeaste油 actagar. 

Urease positive 

Does not liquefy gelatin 

Does not hydrolyze fat 

τoe diazornum blue B reaction is positive. 

百 eG+C conteot ofouclear DNA is 61.9-62.7 rnol% (by田 LC)

The major ubiquinooe is Q-IO 

X Y lose is absent in the cells. 

Strai口sexamined: Six strむoswere exarnined 百1estraio K時335，which wぉ

isolated from a dead leaf of MαIlgifera illdicalin coUected by T. N必(ase釦 dB. Fungsin 

in Dec. 1990， Thailand， is the type s町出nof出especies. This strain is deposited出

Jap組 CoUectionof Miαoorg釦 isms，W紘0，Saitama，ぉ JCM10207. The other 

u泊nsK-316， K-344， K-346， K-353 and K-362紅 ealso deposited in出eJapa且

CoUection of Microorganisms， as JCM 10206， JCM 10208， JCM 10209， JCM 10210 

組 dJCM 10211. 

2.4.6. Sporobolomycesνermiculatus Takashiroa et Nakase 

S仕ains:K-17， K-19， K-90， K-91， K-92， K・93，K-109， K-383 

(争orobolomycessp. 4) 

供試株の DNAを第二章第二節1.3.3.1.cの方法によって調製し、 G+C含

量を決定したところ、すべて51-52mol%であった。供試株の 18SrDNA塩基配列

に基づく系統関係を見ると (Fig.4.8)、Sporobolomycessp. 4の位置するクラスタ

ーに属する Sporobolomyces属のなかでは、S.e lof!garus以外は主要ユビキノンが

Q-10であった。また、 G+C含量を見ると、 S.oり，zicolaおよび丘 coprosmae(58. 
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rnol%および58.0mol%， H畑 町 010and N akase， 1995)の2種とは 7mol%の差があ

った.S. kluyverinieliiとは G+C含量も 4rnol%以上異なり、また、硝酸塩および

豆硝酸境の資化性iJ1異なる ことから、これらを除いた、同クラスターの種 (S.

foliicola、S.salicinus、S.gracilisおよびS.phylわmatis)とDNA-DNA交雑実験を

行った。その結果、 Sporobolomycessp. 4は他の種とは低い相同性を示し(Table

4.14)、異なった種で あることが明らかとなった 。そこで 、これらを

Sporobolomycesνermiculatus Takashima et Nakaseと命名した。

Table 4.14. DNA relatedn巴ssamong Sporobolomyces sp.4 and 

phylogenetically closely related species 

Scientific name Strain mol% . ... .~を照!再!i.Y..号虫!n..d.!n.g.. 9LI:l~.~.!r.9.~ 

Sporobolomyces sp. 4 

S. foliicola 

S. salicinus 

S. gracilis 

三phy/lom呈坐

K-17 

K・90

K-109 

K-383 

JCM 5355 

JCM 2959 

JCM 2963 
JCM 7549 

G+C 

51.7 

52.0 

52.1 

51.5 
56.1 

50.1 

49.8 
47.0 

κ.-17 K-383 JCM 5355 

100 65 13 
65 72 12 
63 78 13 

72 100 14 
10 7 100 
B 7 

9 B 

B 6 

DNA-DNA交雑実験に用いなかったK-91、K-92およびK-93は K-90と

同じサンプルから分離され、生理生化学性状も一致しており、同種であると考

えられる。 Sporobolomycesvermiculatusは、生理生化学的に類縁の種とは多くの

点で=異なっていたが、 他のすべてと異なっている という性質は見いだせなかっ

た。 しかしながら、Table4.15に示したような性質の組み合わせにより、区別は

可能であった。上記 8株の内、 DNA-DNA交雑実験に用いた 4株を JCMに寄託

し、その登録番号はJCM10221 (K-17)、JCM10222 (K-90)、JCM10223 (K-109) 

およびJCM10224 (K-383)である。

Sporobolomyces vermiculatus Takashima et Nakase， sp. nov. 

ln liquido 'YM'， post dies 3 ad 25・C，ceUulae ovoideae aut ellipsoidales， (2.0-

5めx(3.ふ9.0)μm，singulae aut binae. Sedimentum formatur. Post unum mensern 

ad 17・C，annulus， insulae， et sedimentum formantur. In agaro 'YM'， post unum 

rnensem ad 17・C，ωlturarubro-aurantiaca， glabra aut rugosa， nitida， mollis， margin 

glabra. Pseudomycelium non formatur. Ballistosporae ellipsoidales aut longi-

ellipsoidales， et rectae， (2.0-4.5) x (6.0-12.0)μm. Fermentatio nulla. Glucosum， 

galactosum， L-sorbosum (lente et exiguum)， saccbarosum (lente)， cellobiosum， 
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trehalosum， melezitosum， amylum sOlubile， D-xylos山叱 L-arabinosum，D-ambinosum 

(lente)， D-ribosum (exiguum)， glyce川 um，ribitolum (lente et ex沼uum)，D-mannitolum 

(lente)， D-glucitolum (lente)， glucono-ふlactonum(lentc et exiguum) et acidurn 

succinicum (lcnte et exi思lUm)assimilantur， at non maltosum， lactosum， melibiosurn， 

raぽinosum，inulinum，しrhamnosum，ethanolurn， erythritolum， galactitolum，α-mc出yl-

D-glucosidum， salicinum， acidum 2-ketogluconicum， acidum 5・ketogluconicum，acidum 

Dしlacticum，acidum citric山n，泊ositolum，acidum D-glucuronlcum， nec acidum 0 

galacturonicum. L-lysinum assimilantur， at non kalium nitricum， natrium nitrosum， 

ethylaminumロeccadaverin山百Maximatemperatura crescectiae: 29-34・C.Ad

αescentiam acidum p-am血obenzo凶ωmet thi組 linumnecessarium sunt. Diazonium 

αeruleum B positivum. Propo出omolaris思i組血i+cytos也iin acido 

deoxyribonu出 ico:51.5・52.1mol% (per町 LC). Ubiquinonum maj凶 ・Q-IO.

Xylosum in cellulis absens. Holotypus: Isolatus ex folio ernortuo lmperata 

cylル刷lμル伽if的ndrαace.民a久，J応CM1ω02勾21(例0叩口炉伊1冶叫叫a叫州li胎i仕te町rutK司 l問7η)c∞0∞日蹴s民erv閃 at凶u町rmc∞叫0ωllecω叫削cti討巾io∞E凶ibus凶scω叫u川Jltu旧i

q中ua俗s‘ゴJa叩P釦 Collecti討出0加noぱfMi比crω0∞or屯'gan凶isrnsピ'， W汰 0， Saitama sustentat. 

In YM broth， after 3 days at 25・C，出evege凶tivecεllsar巴ovoidalor ellipsoidal， 

(2.0-5.0) x (3.0-9.0)μm， single or in pairs (Fig. 4.12). A sed加 .entis forrned 

After one mon出at17・C，a complete ring， islcts，組dasediment訂.epresenl 

on YM ag紅， afler one rnonth at 17・C，the streak culture is reddish orange to 

or組gered， shining to semishing， Smo白血 10de目白teby wrinkled田町出ebottom， soft， 

釦 dhas釦 entIremむ.gin

On slide culture， pseudomycelia is produced. 

Ballistoconidia are abundantly produced on corn meal agar. They 紅 E

el1ipsoidal or long-ellipsoidal， and usually straigbt， (2.0-4.5) x (6.0-12.0)μm (Fig. 

4.12). 

Does not ferrnent glucose. 

Assimilales glucose， galactose，レsorbose(1atent and weak)， sucrose (latent)， 

cellobiose (latent)，町ehalose，melezitose， soluble starch， D-xylose，レ紅abinose，0-

回 binose(latent)， D-ribose (weak)， glycerol， ribitol (1atent釦dweak)， D-mannitol (latent)， 

D-glucitol (latent)， glu∞no-δ-lactone (latent and weak)， and succinic acid (la回eland 

w叫). Does nol邸凶aremaltose， lactose， melibiose， raffinose， inulin， 1しいf月rharr沼四a釦m凹lflO

ε出釦0叫~ eη岨r巾i社10叫lし，galaぽc匝凶10ω1，α-me白y列lト-D-g副lu∞s討id白巴， sa必licin瓜， 2乙-kμetωog以luc∞0日icacid， 5・

ketogluconic acid， Dlrlactic acid， ci也cacid， inositol， D-gluαro凶cacid， or 0-

galacturonic acid. 

Assimilates L・lysinehydrochloride. Doesロotassimilate potassium ni回 te，

sodium凶trite，ethylamine hydrochloride， or cadaveri且edihydrochloride. 
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A B 

Fig. 4.12. Sporobolomyces vermiculatus (K-17 = JCM 1022lT) 

A: Vegetative cells grown in YM broth for 3 days at 25・C.B: Ballistospores 

produced on corn meal agar after 28 days at room temperature， Scales = 

10μm 
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Maximum growth tεmperature is 29-34・C.

pーんninobcnzoicacid 佃 dthiamin 脱 required for growth 

No starch-like substancesむeproduced 

Growth does not occur on 50% (w/w) glucosc-yeast extract agar 

Urease positive. 

Does not liquefy gelatin 

Does not hydrolyze fat. 

計四 diazonium blue B陀 actionis positive. 

The G+C content of Duclear DNA is 51.5-52.1 mol% (by田 LC).

Them勾orubiquinone is Q-10. 

Xylose is absent in出ecells. 

Strains examined: Four str創DSwere exarnined. The strain K -17， which was 

isolated from a dead !eaf of Imperataの，lilldricacoUected by T. Nakase組 dB. Fungsin 

in Dec. 1987， Thailand， is出etype strain of出especies. This strain is deposited in 

Japan CoUection of Microorg釦 isms，Wako， Sait笛na，as JCM 10221. The 0出er

strains K-90， K-109 釦 dK-383 紅 ealso deposited in the Japan Collection of 

Microorganisms， as JCM 10222， JCM 10223 and JCM 10224 

2.4.7. Sporob%myces b/umeae Takashima et Nakase 

S町ain:K-230 

K-230 (Sporob%myces sp. 5)は 18SrDNA鹿基配列に基づく系統樹では

(Fig. 4.8)、S.roseusおよびSporid.pararoseusなどと類縁を示した。これら 2株

とK・230の18SrDNA塩基配列の相向性は、それぞれ 99.1%であった。しかし

ながら、供試株の DNAを上記 1.3.3.cの方法によって調製し、 G+C含量を決定

したところ、 59.5mol%であり、S.roseusおよびSporid.pararoseusより 10mol% 

以上高かった。

Fig.4.5でSporid.johllsolliiおよびSporid.sa伽 ol!icolorは、 S.roseω およ

びSporid.pararoseω よりは、やや K-230から縦れた位置に位置していた。この 2

株はシノニムであると報告されている(Boe柚 out，1991a)。また、S.holsaticusは

Sporid. johllsolliiの不完全時代であるとされている(Sta包ell-Tallmanand Fell， 1998)。

従って、これら 5種は系統的に極めて近縁な種と考えられる。そこで、 Sporid

pararose凶の不完全時代であるおorobolomycesshibatallusを除き、これら 5穫の

基準穫と K・230のITS領域の塩基配ヂ11を比較をおこなった。K-230は他のいずれ

の種とも異なった配列を示しており、 18SrDNA塩基配列に基づく系統樹では近

縁なS.roseusおよびSporid.paroroseusともそれぞれ 17塩基異なっていた(Fig

4.13)。また、 Spoπι johnsolliiとS.holsatiαsの I百 1は、一致していた.DNA-

DNA交雑実験の結果、 Sporobolomyces sp. 5は他とは低いDNA相同値で、見11の
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[ITS1) 

S.sp.5.K230 GTGAAT-AACAGGGTGTCCAATTTAACTTGGAGCCCGATC-TTC-CACTTTCTAACTTTG 

S・para.535 0 T. . . .AAC.ー・・ ・・・・・・ー ・・・・ ー・・・・A...λ.A.ー...T. .A..ー ー..・・・・
S.rose.535J ..... .A. .T......................A・・・・ .c.ー...T.. .A.ー ... .cc.. 
S.john.1B40 ..... .T. .T.・・・・・・・ー...................C.-.. .T.. ........ .CC.. 
s.nols.5296 ..... .T. .T............... ・・・・・・‘.....C.ー...T....・ー.. .cc.. 
S.salm.lB41 .... ..A................ •.••.. .....・・A.A.C...Tー..........cc.. 

S. sp. 5. K230 TGCATCTGTATAT--TGGCGA-GCGGTCTTCGGACTGTGAGCC--TTCACTTACAAA_CA 

s.para.5350 ..... .•.. ..-.AA.....，ー..AA-・ー・・・・司T....... ーー・ ・・・ ・ー・ーー・2弘..

S. rose. 5 35 3 ー・・・・・・・ .-.AA......-. .AA.T・・ e ・・T........1ミ.T.......TAT..A.. 

S.john.1840 .. •....... .C.AA.. .T..A. .T.CT. .-.C.ー .c.....一ー ー・・ 4 ・・ J ・
s .hols. 5296 . .• . • • • . . . .C .AA. . .T.. -. . T .CT. .-.C. --.C. . . . .ーーー ......-A.. .-.. 

5 .，salrn. 1841 . . . . . . . . . . .C .AAC. .T. . -. .T.C. . . . . .GTG.C. .・ ーーー.......TA...ーーー

S . sp. 5 . K23 0 -CTAGTCTATGAATGTAAACTTTTTATλAC-ATATAA 

S.para.5350 -......... ........ .A.... .... ..A.-. .. . 
S.rose.53S3 -..................A A........ ..1邑 ー .. 

S. jo凶 .1840 C .G.....ι...... .T.ー.品.C.....T...... 

S.hols.5296 C.G.... ..A...... .T.-.AA.C.....T・・....
S.salrn.1841 C.A・・ー ・・・・ ー・・・・T.ー.AA.C.....T...... 

[ITS2J 

S.sp.5.K230 GAATTCTTCAACCCAACTGTTTATTAAÞ~GCGGTT-GGTGTTTGGATTCTGAGCGCTGCT 

S.para.5350 ......・・・・ ー..TCT.. .C..GT. .T. .A. ー・ーーー ーーー 守、一一一一一 一一一 一一 一ーーーー....
S..rose. 535 3 ・ー・ ー・・・・・・ ........ ...C..GT..A.A.C.-... .••..•.• . . ...•••• . • •. 

S.john.1840 ・・ー・ー・・・・・・・ ・C.TC. . . .C. .GT. .A. .T. .G. . • .C. . • . • . . . •• . . . .T. • . 

S.hols .5296 ・・・・・・・・・・ ー.C..C....C..GT.... .CG.G ・.C............. .T..‘-
S.salm.1841 .•..•.• ••.•.. .C..C. ...C..GC. .A..CG.G. ...C......・ー ・・ ・ー・・ ・

S.sp.5.K230 GGCTTC-GGCCTAGCTCGTTCGTAATGCATCAGCATCCCTAATACAAGTTTGGATTGACT 

S.para.5350 ・・ .G.T-T..................A.. .T............ ーーーー牟 ー.......ι‘....... 
S.rose.5353 .•.•• .GT..... .••....• .••. .A..................... 司ー ‘ー‘ーー・・・・・・・ーー....
S.john.1840 .A-..A-Tーー...................T....... .G.TG................ 

S.hols.5296 .A-..A-T---....ーー・ ・・ ・・.......T.......・G.TG・ ー・・・・・・・ー ・・
S. salnし 1841 . . • • • .ー・ ・・・・ ・・・ ・ー・・ー ・・ー.......T....... .G.TG................. 

S.sp.5.K230 TGGCGTAATAGACTATTCGCTAAGGATTCAGT----TCTCGG--ACTGAGCCAGCTTAAT 

S. para. 5 35 0 ・・ー・・・・・ ・ ・・ ・・・・・・・ . . . . . .G. .GG----AAAC--. TC・・・ ...A.. .C.. 

S.rose.535J .•... .. .. ...••.•..... ..... ーー .A.G----T.. .C--. T. . . . • • .A. . . . • . 

S.jo回 .1840 . . .•.....••.•.•... . . .G... .G.ι. .GGGTC-. .CC--. . . . . . • . .A. .CGT. 

S.hols.5296 . . . . . • . . . . • . . •. . . . . . • . . . • .G.A. . .GGGTC. . .CC--. • . . . . . . .A. .CGT. 

S .salm.1841 • • • . . . . . . . . . . . . . . . . . .G. . . .G.A. . .GGCC. TCG. .TT. . . .・ e ・・A..CGT. 

S.sp.5.K230 TAAGGAAGCTTCTAGTC-ACAAAGTCTACCTTT_λGA 

S.para.5350 ...• .. . .. .C.. .A.TT.ー............T-.. 
S.rosa.5353 . .T.......... .A.TG.-.............ー...
S.john.1840 .c...・・ ・・・・・・A..CC............. .T... 

S.hols.5296 .C.. .••.... . ..A. .CC............. .T... 
S.salm.lB41 .C.... . ...•• ..AC.CCT・・・ ・ー ーー.....・T... 

~ig: 7.13.， Ali~e~t ofπSl回 dITS2田 quencesof Sporobolomyc町 sp.5回 dphylogenetically 
closely reJated species 

Abbreviation. S.sp.5.K230，争0'0白 lomyct!s平・5(K.包0);S.para.5350，争orid.parar.僻旧 JCM5350; 

S.r田弘5353，S. rose凶 JCM5353; S.john.1840， Sporid. johnsonii JCM 1840; S.hoJs.5296， S. holraricus JCM 5296; 
S剖 m.1841，争orid.sali刷周回IorJCM1似 L
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援であることが明らかになったa また、 Sporiιjoh/lsoniiとS.holsatic山は高い

相同値を示したが、 Sporid.噂 salmO/licolorとSporid.joh/lso/liiは異なった議である

ことが示された σぬJe4.16)。

Table 4.16. DNA rel宇tednessamong Sporobolomyces sp. 5 and phylogenetically 
ciosely related species 

~r".lil.ti:'.~. lJ. i r.t<;1 i!，日 of DNAfrom
moJ% 空 空?口 ω

引田 守寸由

G+C 口 22 主 主 ' "

3 きき 5 き 3
Straln Sclentific name 

12 12 14 59.5 

46.9 

48.5 

53.7 

54.6 

53.1 

Sporobolomyces sp.5 K-230 

Sporidlobolus pa団 roseus JCM 5350 

Sporobolomyces roseus JCM 5353 

Sporidiobolus salmonicolor JCM 1841 

Sporidiobolus johnsonii JCM 1840 

Sporobolomyces holsaticus JCM 5296 

Table 4.17:Differential characteristics among Sporobolomyces sp. 5 and 
phylogenetically closely related species 

Assimllation 01 

Ribitolα M剖h刊-[}- Citi同cacid PO出$Ium
glucoside nitrate 

一
+

-

+

+

一V
v
v
v
U
M
-
-

-
V

+

+

V

 

一

V

V

S

+

Raffinose 

弓同orobolomycessp. 5 K-230 

Sporobolomyces roseus 'j 

Sporidiobolus pa団 roseus2) 

Sporidiobolus johnsonii ~ 
Sρoridiobolus salmonicolor劫

+， positive;ーへ neg剖ive;S， sloW; 11， va1Iable. 
".日oekhoutand Na岡田 (1998司 ; ~ ， s祖国II.Tallm田 andFell (1998) 

+

+

+

-
v
 

Strain Sclentific name 

新種であることが明ら かとなった Sporobolomyces sp. 5 を

Sporobolomyces blumeae Takasbima et Nakascと命名した.Sporobolomyces blumeae 

は系統的に近縁な S.roseusおよび、Sporid.paroroseusと生理生化学性状も類似し

ていたが、 S.roseusとは硝酸寝の資化性で.また Sporid.pararose凶とは α-

methyJ-D-glll∞sideの資化性によって区別可能である(TabJe4.17)。供試株 K-230

はJCMに寄託し、その保存番号は JCM10212である。

Sporobolomyces blumeae Takashima et N政 ase，sp.日Oy

In liquido‘YM'， post dies 3 ad 25・C，cellulae oyoid蹴 autellipsoidales， (3.0-

8.0) x (4.0-15.0)μm， singulae， binae， aut messae. Sedimentum fonnatur. Post UDum 
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mensem ad 17・C，annulus imcornpJetus， insulae， et sedirnenrum foon加山r.In agaro 

‘YM'， postωum mensem ad 17.C，∞ltura glauco-aurantiaωaut rubro-aurantiaca， glabra 

aut rugosa， hebetata， moUis， margin gJabra. Pseudomycelium formantur. 

Ballistosporae ren.iforrnes， ellipsoidaJes， aut longi-ellipsoidales， (ο3.叩.βOω-δ5.5勾)x (“6.0-12.0) 

μ m. f，民erme叩ntat出iぬon別叫u叫凶llla. Glucωos剖um凪， L叩 r巾bo凶s凱似制u[咽i江m(len附t吋E吟)， s賦a託cc凶harosumπm凧l，ma剖lt胤0ωs町 3 

c凶ell励0ぬbi耐0ωsu旧m(leα叩削E以帥lt吋eの)，trehalo 釦 m， raffinosum， melezitosum， 町 ylurn solubile， 0-

rnann.itOlum (lente)， D-glucitolum (lente)， salicinum， glucono-δlactonum (回iguurn)et 

acidurn succin.icum (lente et巴xiguurn)制回iJantur，at non gaJactosum， Jactosum， 

melibiosum， iロulinum，D-xylosurn，レ出百binosum，D-arabinosum， D-ribosum， L句

rhamnosum， ethanolum， glycerolum， eりぺhritolum，ribitolum， galactitolum， α-rne也yl-D-

glucosidum， acidurn 2-ketogluconicum， acidum 5-ketogLuco凶cum，acidum DL-Jacticurn， 

acidum citロC山札口巴cinositolum. L-Lysinum et cadaverinum assim.ilantur， at noロ

kalium凶仕icum， na凶umnitrosum， nec etbylaminum. 島白羽matem peratura crescectiae 

32-33・C. Ad crescentiam vitaminum non necessa了iumest. Diazon.i山ncaeruJe山nB

positivum. Proportio rnol訂1S思i卸i且i+cytosin.iin acido deoxyribonucleico: 59.5 mol % 

(per田 LC). Ubiquinonum 明 us:Q・10. Xylosum in cellulis absens. 

Holotypus: Isolatus ex folio emo山 oBlumea sp. JCM 10212 (originaliter ut K-230) 

conservatur in collection.ibus culturarum quas‘Japan Collection of Microorganisms'， 
Wakn， Saitama sustentat. 

In YM brotb， after 3 days at 25"C，出evegetative cells are ovoidal or ellipsoidal， 

(3.0-8.0) x (4.0-15.0)μm， single， in pairs， or in groups (Fig. 4.14). A sedirnent也

fonned. A丘町onemon也 at17・C，a dotted ring， islets， and a sediment ar巴present

on YM agar， after one rnontb at 17・C，the s仕eakculture is greyish orange to 

reddish ora且ge，se国 shingto dul~ smooth tn delicate by wri且kledne紅 白 bottom，soft， 

佃 dhas組 entiremargin. 

on slide culture， pseudomycelia訂eproduced. 

B叫listo∞剖dia紅 eabundantly produαd 00∞rnmeal ag訂.百ley紅 ekidn巴y-

shaped， ellipsoidal or long-ellipsoidal， (3.0-5勾 x(6.0-12.0)μm (Fig. 4.14). 

Does not fennent glucose. 

Assim且at凶 glucose，L-sorbose (latent)， suαose， ma]tose，∞llobiose (latent)， 

抽出se，raffinose， melezitose， soluble starch， 0・mannitol(latent)， D-glucitol (latent)， 

salicin， glucono-ふ lactone(weak)， and succinic acid (latent and weak). Does not 

assirnilate galactose， 1actose， rne1ibiose， inulin， D-xy10se，レarabinose，0-訂abinose，0-

ribose， L-rbanmose， e白ano~ gly町 01，erythritol， ribito1， galactiω1，α-me出yl-D・

glucoside， 2-ketog1u∞且icaαd， 5却 togluconicacid， DL-Iactic acid， ci町icacid， or 

inosito1. 
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ー『圃F"

A B 

Fig. 4.14. Sporobolomyces blumeae (K・230= JCM 1 0212T). A: Vegetative 

cells grown in YM broth for 3 days at 25 'c. B: Ballistospores produced on 

C口rnmeal agar after 4 days at room temperature. Scales = 10μm. 
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Assimilat凶レlysinehydrochloride and cadaverine dihyclrocbloride (weak). 

Does oot ass加Jilatepotass山 mnitrate， sodiurn nitrite， or e出ylarn泊ehydrochloride 

Maximurn growth tempera凶reis 32-33・c.
No vitamins rcquired for growth 

No starch-like substances紅色 produced.

Growth ocωro日 50%(w/w) glucose-yeast e泊 actagむ e

Urease positive. 

Does uot liquefy liquefy gelatin. 

Does not hydrolyze fat 

The diazonium blue B reactioo is positive. 

The G+C cooteot ofnuclear DNA is 59.5 mol% (by旧 LC)

Them勾orubiquinone is Q-10 

Xylose is absent in the cells. 

Str剖nsex釘nined・τnes甘釘nK-230， which was isolated from a dead leaf of 

Blumea sp. collected by T. Nakase and B. Fungsin in Dec. 1990， Thail紅ld，包 thetype 

S町剖nof白especies. 百lisstrain is deposited in J apan Collection of Miαoorg出由rns，

W依 0，Saitama， as JCM 10212 

2.5. TilIetiopsis属

タイの値物試料から射出胞子形成酵母を分自在する際、ほとんどの試料か

ら、 Tilletiopsis属様のコロニー形態をもっ株が得られた。しかし、当初の分離

目的を射出胞子形成欝母に限定したため、とれら TilIetiopsis属様のコロニーは、

釣菌しなかった。本実験に用いた TilIetiopsissp. 1、2、3および4は、培地上で

は一般的に酵母と認められるようなコロニーを形成し、いわゆる酵母として分

間産された。射出胞子の形態が非対称形であり、菌体にキシロースを含まず、主

要ユビキノン系が Q-10であったため、当初は Sporobolomyces属に属すると推定

されていた株である。 18SrDNA塩基配列の系統学的解析の結果、これら供試株

はクロボキン綱に位置する乙とが明らかとなったため、 Tilletiopsissp. 1 (K-95)、

TiIletiopsis sp. 2 (K-125)、Tilletiopsissp. 3 (K-132)およびTilletiopsissp. 4 (K-

139)として研究を行った。

2.5.1.ηlletiopsis flaνα(Tubaki) Boe凶 out

Strain: K-95 (TilIetiopsis sp. 1) 

Tilletiopsis属の供試株は、Fig.4.8に示したように、 18SrDNAに基づく

系統樹では、 Zグループに分かれたo Tilletiopsis sp. L 2および3は T.flavaお

よびT.fu/νescellsと近縁であると推定された.
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『司司 V

Tilletiopsis sp. 1 (K-95)、2(K-125)および 3(K-132)のDNAを上記1.3.3.c

の方法によって調製し、 G+C含量を決定したところ、それぞれ、 60、61.2およ

び61.5mol%であった。一方、系統的に近縁であった T.flava JCM 5186は 60.3

mol%、T.fuLvesGells JCM 5187は63.5mol%で比較的類似した値を示した.そこ

で，TiLLetiopsis sp. L 2、3、T.flavaおよび T.ルlνescensの5株間の DNA相向性

を調べた σable4.18)。

TiLletiopsis sp. 1 (K-95)はT.flavaと高い相同性を示したので、 T.flaνa 

と同定した。第二章第三節に Ti/letiopsisflavaの基準株である JCM5186は18S

rDNAに3つの groupI intronを含んでいたと述べた。 TilLetiopsisflavaと向定し

た K-95も同じ位置にそれぞれ group[ Ifltronの挿入があり、またイ ント ロン部分

の寝基配列もほぼ一致していた。K-95は現在までに報告されている中で、 T.flava 

と同定された 2番目の菌株である。本菌株はJCMに寄託し、その登録番号はJCM

10219である。本菌株の生理生化学性状については、 Table4.19に示した。

Table 4.18. DNArelatedness among Tilletiopsis sp. 1， 2， 3 and 4， and phylogenetically 
closely related species 

Scientiftc name Straln mol% 
G+C 

Tilletiopsis sp.2 K-125 61.2 

Tilletiops;s sp.3 K-132 61.5 

Tilletiopsis sp. 1 K.95 60.0 

Tilletiopsis flava JCM 5186 60.3 

行I/etiopsislulvescens JCM 5187 63.5 

Tilletiopsis sp. 4 K.139 56.7 

Tilletiopsis minor JCM 8361 54.1 
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2.5.2. TiLLetiopsis derxii Takashima et N球部e

S回国:K-125 (TiLLetiopsis sp. 2); K-132 (TiLletiopsis sp. 3) 

上記 DNA-DNA交雑実験の結果、 TiILetiopsissp. 2 (K-125)とTiLLetiopsis

sp. 3 (K-132)のDNA相向性は、 58-63%といわゆる中間値を示した。この 2株

は、共に、他の関連菌株とは低い相向性で‘ 511)の種であることが確認された

(Table 4.18)。

これら 2株の 18SrDNA 底基配列を比べてみると、ヱクソン部分は

99.9 %の相向性があったにも関わらず‘Tilletiopsissp. 3 (K-132)は2つの groupI 

mtronを含んでおり、 Tilletiopsissp. 2 (K-125)は含んでいなかった。生理生化学
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的には、これらは Table4.19に示したように、 αllobioseとし紅abinoseの2つの

炭素源の資化性が異なっている。しかしながら 、他に明確な差がなく 、また、

Tilletiopsis sp. 2とTilletiopsissp. 3は、共に 1株ずつしか分離されていないこと

から、種内の性状の差について考察するととができない.以上のことから、

Tilletiopsis sp. 2および3をl新種とするのが妥当であると判断し、 Tilleciopsis

derxii Takasbima et Nakaseと命名した。供試株は JCMに寄託し、その登録番号は

JCM 10217 (K-125)およびJCM10218 (K-132)である。

Tilletiopsis derxiiはTable4.19に示すようにち生理生化学性状により、 T.

戸uvescelZsとは明らかに区別されるが、 T.βavaとは識別できない。 18SrDNAの

塩基配列の類似度はそれぞれ 99.6%以上で、非常に近縁な種であると思われる。

現在までに、同一種の中で、 group1泊回目を含む株とそうではない株が

混在する例は報告されていない。むしろ、 18SrDNAの保存性の高さから考えて、

同一種内ではイントロンも 18SrDNAの中に同様に保持されているであろうと

考えられている。イントロンの存在が種に特異的な形質となりうるかどうかは、

イントロンの欠失がどのような機構でおこるかが明らかになったときに解決さ

れることであろう。 Group[ intronは進化のある過程で特定の位置に水平移動に

よって挿入され、その後、その位置で他の遺伝子と共に伝わっていったという

説に従えば、 T.derxiiの 2株の場合、種の分化が起こった後、一方 (JCM10218) 

のイントロンはそのまま保存され、他方 υCM10217)のイ ント ロンは失われた

ということになる。また、上述したように T.derxiiは T.flavaと非常に近縁であ

ると推定されるが、 T.flavaに報告されている 2株は同一位置に呂roup[ intronの

挿入がある。さらに、 T.derxiiとT.flavaのgroup1 intronの挿入位置は 119りと

1506は共通の位鐙であるが、 T.derxii では:l1~入位鐙 516 には含まれていない。 こ

れらは、今後、 group1 intronの挿入および欠失を議論する上で、重要な材料と

なることと思われる。

Ti/letiopsis derxii Takas凶皿aet Nakase， sp. nov 

I且 liquido'YM'， post dies 3 ad 25'C， cellulae elongatae aut cy出 dracea， (L 4-

4.4) x (4.0-30.0)μrn， singulae， b也ae，catenulae， aut rarnulosae. Sedimenturn 

formatur. Post un叩 1rnensem ad 17・C，pellicula fragilis et incompleta aut completa， et 

sedin1cnturn fo口nantur. In agaro‘YM'， post unum mensem ad 17・C，cultura glauco-
flava aut luteola， rugosa aut reticulata， hebetata， mollis， m釘 ginerosa aut undulata. 

Pseudomycelium et rnycelium forrn組 tu.r. Ballistosporae allaロtoideaeaut falcatae， (1.5-

2.5) x (7.0-16.0)μm. Fermentatio nulla. Glucosum，しsorbosum(lente et 

exiguum)， saccharosum， maltosum， trebalosum， rdffinosum， inulin山n，arnylum solubile， 

D吋 losurn，D-3rdbinosum， D-ribosum， glycerolum，叩britolum，巾itolum(lente)， D-

mannitolum， D-glucitolurn， glucono-。ーlactonurn，acidurn suα凶cum(exiguum)， et 
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acidum D-glucuronicum (lente et exiguum) assimilantur， at non galactosum，αllobiosum， 

lactosum， meLibiosωn， melezitosum，しむabinosum，L-rhamnosum， ethanolum， 

galactitolum，α-methyl-D-glucosidum， salicinurn， acidum 2-ketogluconicum， acidum 5-

ketogluconicurn， acidum Dlrlacticurn， acidum citricurn， inositolum，ロccacidum0-

galacturonicum. Kalium rn凶c四(le口teet 凶 guum)assimilantur， at non na凶叩

日itrosum，ethylam泊凹1，L-Iysinum necωdaverinurn. Maxirna tempcratura crcsαcnae: 

33-36・C. Ad訂escenli釦ntru叩 linumnecessariωn sunt. Diazo凶四1caeruleurn B 

positivum. Proportio molaris guanini+cytosini in acido d巴oxyribonucleico:61.2-61.5 

mol% (per HPLC). Ubiquino日ummajus: Q-IO. Xylosum in cellulis abse日s.

Holotypus: Isolatus ex folio emortuo 0ヮ'zasatiνι， JCM 10217 (originaliter ut K・125)

conservatur泊∞llcctionibusωltur百 urnquas‘Jap釦Collectionof Microorgan.isms'， 

Wは0，5ait加古asustentat. 

In YM broth， after 3 days at 25・C，出evegetative cells釘 eelongate or cylindrical， 

(1.4-4.4) x (4.0-30.0)μm， single， in pairs， in chains， or in branched chains (Fig. 4.15) 

A sedirnent is formed‘After one month at 17・C，an imcomplete or complete fragile 

pe出c1eand a sediment are prcsent. 

on YM agar， after one rnonth at 1 TC， the s仕eakωltureis greyish yellow to pale 

yellow， dull shining to duJI， wrinkled or netted， soft， and has an erose or undulate 

rnargm 

on sLide culture， pseudornycelia釦 dtrue mycelia are produced. 

Ballistocon.idia are abundantly produced 0日comrneal agar.百1巴yare allantoid 

or sickled-shaped， (1ふ 2.5)x (7.0-16.0)μm (Fig. 4.15)ー

Does not ferment glucose 

Assimilatωglucose，L-sorbose (Iatent and weak)， sucrose， maltose，仕ehalose，

raffinose， II】ulin，soluble starch， D-xylose， D-arabinose， D-ribose， glycerol， erythritol， 

ribitol (Iatent)， D-maru討tol，D-glucitol， glucono-O・lactone，su∞inic acid (weak)，組d0-

gluωro凶cacid (Iatent釦 dwぬk). 政府 notassiInilate galaαose， ceUobiose， lactose， 

rnelibiose， m巴lezitose，レarabinose，L-rh釦Illose，eth組01，galac白tol，α-me出yl-D-

gluωside， s剖icrn，2-ketogluconic acid， 5-ketogluconic acid， DL-lactic aαd， citric acid， 

inositol， or D-galacturonic acid. 

Ass泊illatespotぉsiumrn町ate(Iatent and weak). Does not assiInilate sodium 

凶町ite，ethylarnine hydrochloride， L-Iysine hydrochloridc， or cadaverine diliydrochloridc. 

Maximum growth ternperaturc is 33-36・C.

百J.i白ninrequired for growth. 

No starch-Iike substances紅eproduced. 

Growth do凶 notoccur on 50% (w/w) glucose-yeast extract agar. 
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A B 

Fig. 4.15. Tilletiopsis derxii (K-125 = JCM 10217τ). A: Vegetative cells 

grown in YM broth for 3 days at 25・C.B: Baltistospores produced on corn 

meal agar after 6 days at 17・C.Scales = 10μm. 
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Ur回 sepositive. 

Liquefy gelatin 

Does not bydrolyze fat. 

百lediazo凶umblue B reaction is positive. 

百leG+C ∞ntent of nuclear DNA is 61.2-61.5 mol% (by HPLC) 

百 emajor ubiquinone凶 Q-10.

Xylose is absent in the cells 

Strains examined: Two strains were examined ηle s町副且 K-125，wh.ich was 

isolated台oma dead leaf ofοyza sativa∞Uected by T. N副<ase釦 dB. Fungsin in Dec. 

1987，百lailand，is the type s仕組nof出especi岱・ 百liss甘ainis depos ited in J apan 

CoUection of Miαoorganisms， Wは0，Sait白百九 asJCM 10217. ηle 0白erstr出nK-

132 is also deposited in tbe Jap釦Collectionof Microorganisms， as JCM 10218 

2.5.3. Tilletiopsis penniseti Takasbinla巴tN心<ase

S甘ain:K-139 (Tilletiopsis sp. 4) 

TilIetiopsis sp. 4 (K-139)のDNAを第二章第二節1.3.3.cの方法によって

調製し、G+C含量を決定したところ、 56.7mol%であった。 一方、系統的に近縁

であった Tmuwr JCM 8361は54.1mol%で比較的類似した値を示した (Fig.4.8)。

そこで、これら 2株間の DNA相同性を調べたところ、 Table4.18に示したよう

に低い相同値で、}JIJ種であることが明らかとなった。そこで、本菌株を Tilleliopsis

penniseti T:紘asbinlaet Nakaseと命名した.Tilletiopsis pen/!isetiはTable4.19に示

したように、 T.mil!orと明擁に区別される。本菌株は ICMに寄託し、その登録

番号は ICM10216である。

Tilletiopsis pelllliseli T:汰asbinlaet Nakase， sp. nov 

ln liq凶do'YM'， post dies 3 ad 25・C，cellulae elongatae aut cylindracea， (1.4・

3.0) x (10.0-50.0)μm， singulae， binae， catenulae， aut r釦lUlosae. Sedin1entum 

formatur. Post unum mensem ad 17・C，pellicula durd et∞mpleta， et sedin1entum 

formantur. ln agaro 'YM'， post un山nmensem ad 17・C，∞lturaluteola， rugosa au[ 

reticulata， hebetata， mollis， m訂伊 erosa. Pseudomycelium et mycelium formantur. 

Ballistosporae elongatae aut falcatae， (1.0-2.0) x (7.0-17.0)μm. Fermentatio nuUa 

Glucosum， sa∞harosum， maltω肌 ceUobiosum仰の，出balosum，ra佐inosum

(叩guum)，melezitosum， amyl四 solubile，D吋 losum，L-arabinosum， D-arabinosum 

(Iente)， D-ribosum (lente)， L-rhamnosum， glycerolum (lente et exiguum)，町制tolum

(lente)， D-m包mitolum，saLicinum， acidurn 2-ketogluco凶cum，acidum 5・ketoglucoJUcum，

ac凶 msuccinicum (exiguum)， et acidum D必uωro凶cum(ex砂田)assimilantur， at non 

galaclosum， L-sorbosum， lactωum， melibiosum， inulinum， e出anolum，ribitolum， 
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galactitolum， 0包lucitolurn，α・methyl-D-glucosidum，gluco日かδーlactonum，acidum 

DL-lacticurn， acidum citricum， inositolum，日ecacidum D-galacturo凶curn. Kalium 

aitricum assimilantur， at non natrium nitrosum， e出ylam泊um，L-lysinum nec cadaverinum. 

Maxima temperatura crescectiae: 32-33・C. Adαesceotiarn也iarninumnecessarium 

sunt. Diazonium caerule山百 Bpositivum. Proportio molaris guar由i+cytosiniin 

acido deoxyribonucleico: 56.7 rnol % (per凹 LC). Ubiquinonum m勾us:Q-10. 

Xylosum in cellulis absens. Holotypus: lsolatus ex folio erno甘uoPennisetum 

pediocella似 m，JCM 10216 (originaliter ut K-139) conservatur in collectionibus 

culturarum quas 'Jap釦 Collectionof Microorganisms'， Wako， Sa均masustentat 

ln YMbro也， aft町 3days at 25・C，the vegetative cells訂 eelongate or cylindriα1， 

(1.4-3.0) x (10.0-50.0)μm， single， in pa凶， in chains， or in branched chains (Fig. 4.16) 

A sediment is formed. After one month at 17・C，a∞血pletetough pellicle凱 da 

sedimcnt are present. 

OnY勘1agar， after one mon出at17・C，出estreak culture is pale yellow， dull 

shining to dull， wri.nkled or netted， soft， and has an erose margin. 

On slide culture， pseudomycel'ia and true rnycelia are produced. 

Ballisto∞nidia are abundantly produced on corn meal ag紅They紅c

eUongate or sickled-shaped， (1.0-2.0) x (7.0-17.0)μm (Fig. 4.16). 

Does not fermeロtg(ucose. 

Ass泊lIlatesglucose， sucrose， maltose， cellobiose (latent)， trehalose， raffinose 

(weak)， melezitose， soluble starch， D-xylose， L-arabinose， D-arabinose (latent)， D-ribose 

(1蜘 t)，レrharnnose，glycerol (latent and w叫)，erythritol (latent)， D-mannitol， salicin， 

2-ketoglu∞，nic acid， 5-ketogluconic acid， succinic acid (weak)，組dD-glucuronic acid 

(weak). Do凶 notassimilatc galactose， L-sorbose， lactose， melibiose， inulin， ethanol， 

ribitol， galactitol， D-glucitol，α-methyl-D-glucoside， glu∞no-δーlactooe，DL-lactic acid， 

ci凶cacid， inositol， or D-galacωronic acid 

Assimilates potassium ni国民 Doesnot assimilate sodium ni廿ite，e出yl畑町

hydrochloride， L-lysine hydrochloride， or cadaverine dihydrochloride. 

Maximum growth temperature is 32-33・C.
Thiarnin required for growth 

No starch-like substances are produced 

Growth does not ocωr on 50% (w/w) glucose-yeast e双ractagar. 

Urease positive. 

Weakly Liquefy gela出.

Does not hydrolyze fat. 

The diazoaium blue B reaction is positive. 
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A B 
Fig.4.16. Tilletiopsis penniseti (K-139 = JCM 10216T). A: Vegetative cells 

grown in YM broth for 3 days at 25・C.B: Ballistospores produced on corn 

meal agar after 6 days al 17・C. Scales = 10μm. 
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The G+C∞ntent of nucle釘 DNAis 56.7 mol% (by肝 LC).

The major ubiquinone is Q-IO 

Xylose is absent in the ceUs. 

S trains examined: The s町ainK-139， which was isolated from a dead leaf of 

Pel!l!isetum pediocellatum coUected by T. N依aseand B. Fungsin in Dec. 1987， 

Tbailand， is the type S廿ainof the species. This s凶 m凶 depositedin Japan CoU巴ction

of Microorganisrns， Wako， Saitama， as JCM 10216 

第三節射出胞子形成酵母の分布と種多様性

1 タイの縞物から分離した射出胞子形成酵母の分布 一 日本産およひ‘ニュ

ージーランド産との比較 一

タイの植物から分離した射出胞子形成酵母を、本研究によって分類学的

位置の明確になった種も含め、 Table4.20に示した。また、 Table4.21に射出胞

子形成酵母の分布について試料毎に記した。 1987年分自在の射出胞子形成酵母 63

株は 15種に同定された。また、 1990年分離の 73株は 13種に同定された。この

うち、新種は 31株 (136株中)で、23%を占めた。 21支にわたる分磁の内、 2回

共に分離された種は Bulleracrocea、B.pseudoalba、B.sinel!sis、B.variabilis、

Kockovaella thailal!dica、Sporidiobolusruine/!Iae、Sporobolomycessalmol!icolor、s
shibatanus、Sνermiculatusであった。これらの種の分離源を見ると、特定の植

物に分布しているというわけではなく、タイの首都バンコクの西北部郊外、ま

たはバンコク郊外南西部の海岸付近で採集した複数の緬物である。従って、こ

れらの種はバンコク付近では普遍的な種であると推定される。

一方、 Bensingtolliamusae、Bul/eraalba. B. penl!iseticola、Kockoνael/a

imperatae. K sacchari、Sporoboわmycesblumeae、Tilletiopsispennisetiなど、多

数の分離株中、 1株しか得られなかった株も存在する。 Bulle四 albaを除いて、

これらは本研究の結果、新種となった株である。 2度の分離で多くの射出胞子形

成醇母が分総された中、これらの種が 1株ずつしか分離されなかった要因は、

大きく分けて以下の 3つが考えられる:(1)これらの穫が希少種で、基質である

値物体上に稀にしか存在しないo (11)射出胞子の形成が少ないため、捕集用のt音

地上への胞子の落下があまり起こらない。 (111)分離の際、用いた条件(水分、

時問、温度など)がその株の射出胞子の形成に適切ではなかった。本研究では、

射出胞子形成酵母の分離に際して、本章の最初に述べたとおり 、射出胞子捕集

法を用いている固本方法は試料上に棲息する醇母が形成した射出胞子を培地上

に捕:集するため、分隊の結果は、必ずしも、射出胞子形成酵母の分布を示すも

のではない。そのため、本同定結果から、当該種が希少種であるかどうか議論

することはできない。また、これら新種のt音養株の特徴をみると、特に射出胞
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『咽町

子の形成能が少ないという印象は与えない。しかしながら、天然基質から分維

の場合と地養株の場合の、胞子形成能の差異について比較することはできない。

従って、いくつかの種において分離頻度が少なかった要因を、現在のデータか

ら類推することはできないが、上記 3つが組合わさったものと推定される。結

果として 1株ずつしか分離できなかった Be/lSingtoniamus町、Bullera

peflllIseucola、Kockovaellaimperalae. }ζ sacchari、Sporobolomycesblumeae、

Tilletiopsis pe/lnisetiなどは、今後、分類学の研究の上で、貴重な株であると思

われる。

Table 4.22は、タイの射出胞子形成酵母の分布と、現在までに理化学研

究所微生物系統保存施設で行われてきた、日本各地、およびニュージーランド

における分布を比較したものである。日本およびニュージーランドの分離の結

果についてはAppendlx2および3にまとめた通りである(H畑町ot口組dNakase， 

1995， 1996; Nakase組 dSuzuki， 1985， 1986a-c， 1987a-e， 1988; Nak.ase et al.， 1987a-b， 

1989， 1990a， 1990b， 1994)。試料の数が限られており‘また、分離に射出胞子補

集法を用いているため、本結果は生物相を直接表すものではないが、射出胞子

形成酵母の多様性についていくつかの知見が得られた。

既知の種と同定または新種として発表された 54種の内、 3カ国のいずれ

からも分隊されたのは、 Bulleraalba 、B. crocea、BνσTiabilis および

Sporobolomyces shibatanusの4種だけであった.また、 54種の内、 42種は一カ

国のみで分離されていた。 Bullerapseudoalba、B.sine/lsisおよび、Sporobolomyces

salmonicolorはタイと日本の両国から分荷証されたが、ニュージーランドからは分

離されなかった。特に、 B.si/le/lsisはタイの射出胞子形成酵母が得られた試料

54点の内、 29点 (54%)から分離されており (Table4.21)、タイにおいては普遍

的な種と推定されるが、日本の試料からは分縦総数の1.3%、またニュージーラ

ンドの試料からは分離されなかった。 Be/lsIlzgto/lianaganoe/lsis、Sporobolomyces

inositophill凶、 S.roseus‘S. sasicolaおよび Udel!Iomycespiricolaは日本、および

ニュージーランドの植物から分離されたが、タイの植物からは分総されなかっ

た.ぶroseusの分般の報告は多く、従来、射出胞子形成酵母の中では普遍的な種

であるとされてきた。本研究室における研究でも、日本の場合、分離総数の 31%、

ニュージーランドからも 14%の割合で分離されている。しかし、タイの試料か

らは一株も分隊されなかった。一方、タイの値物から比較的多く分離された

Sporid.削 /lemaeは日本、およびニュージーランドの緬物からは分離されなかっ

た。また、タイとニュージーランドの両国間だけに共通の種は存在しなかった.

これら射出胞子形成酵母の分布の差が、菌株の生育混度と関係が深いの

ではないかと推定し、比較を行った(Table4.23)。なお、Table4.23は系統樹のク

ラスター毎にまとめた (Fig.4.4およびFig.4.8)。サブクラスター2aの穫は生育

最高温度が 30・C以下のものが多く 、タイの植物から分離されたのはB.musae 
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『可

Table 4.22. Frequency of isolation-ofbaUisto吋ni瓦lum-formin唱yeasts

in Thailand， Japan and New Zealand 

Scientific name 有国iland Japan New ZeaJand 

Fro. No，ol Fr・No01 fr・/11001
申衛官V 回国田 甲駅司輔副民 '"・田V 出回・s

B包nsmgtoniainga岨・ 1.1% (1) 
Bensir哩toniaintermedia企

E回nsing，佃n泊 m旨cant附

Bensir習佃mamusaei 

Ben5か哩ton且 naganoens必'

8ens;ngton白 subr田 .a>

Bensing加ni通yama/oana"

BullBra aJba 

Bullera coprosmaensis. 

Bullera crOC8B 

Bu/.厄rahannas'" 

Bullera huiaensis" 
But.俗ramiyag;a，掴企

Bulleraπlraki戸
Bullerao，叩ZBa'"

Bullera penniseti，田畑'

Bullera pseudoa的a'

Bu1l8.団 smenSI5

Bu/，師団叩i国。

Bullera咽 riab蜘 e

Kockovae/l畑町lperalae.t

伯 尚0岨./，旬時四harilt

何回ko咽 8/1旭的ailand;，国 e

司pOrid;obolus悶 /nDnIa8

司torobolomycesblumeae'" 

Sporobolomylι'85 coprasmae" 
司'porobolomycescop巾 smicola"

SporobolomYCBS dimmenaelt 

Sporob%my.四 sdracophillus" 

SporoboJomyces白l伺 lus.

勾orobolomy伺 5graα向
Sporobolomyl伺 sgnseo胎 νU5'

Sporobofomyces的05;佃tphilus"
Sporobolomyces佃c旬philus.

Sporobo/omyces 伽derae~

Spo悶 bolQmycesnovazeafandicus" 

Sporobo伯mycesnylandii. 

Sporobo佃mycesoryzico/a-

めorobolo町 C時四onsooki'ae-

Spo悶 bQ伯mycesroseus 

高岡orobo佃myces即 ber.

司担orobo!omycessalmonicolor 

Sporobolomyces sasico担

s，回。悶bolomycesshiba佃nU5

SporobolomYCBS subb山 ηneus#

Sporobofomyc.四 taupoensis.. 

おorobolomyces四 rmfCU担tus"

Sporobolomyces xan的U5'

7官制'ops俗 曲rxi;'

Ttlletiopsls向 咽

百lletiopsislilacina 

Tilleriopsis penniseU' 

訂lIetiopsissp 
Udeniomy四 5megalospo同 5'

LJdeniomyc田 ρtげ∞/a

.， reported担 問W 却 .0田
For retere冊目。相@却問ndhce.s2加 d3.

0.9唱 (2) 

0.9% (2) 

0.7% (1) 

0.4弘 (1) 1.1% (1) 
0.4% (11 
3.9% (91 

0.7% (11 7.9枯 れ61 11.6% (11) 

1.1% (11 
7.4% (101 12.2% (261 6.3% (6) 

1.1% (1) 

1.1'も (1) 
0.4% {11 

3.2% (31 
2.2% (51 

0.7% (1) 

5.1% σ) 1.7弛 (4) 
30.1% (41) 1.3% (3) 

1.1弛 (1) 
3.7% {司 6.1% (14) 4.2% (41 
0.7% (11 
0.7% (1) 

2.9% (4) 

6.6% (9) 

0.7% (1) 

1.1唱 (1) 
2.1% (2) 

5.3弛 (5) 

1.1% (1) 
0.4% (1) 

1.1% (1) 
0.9% (2) 

0.4% (1) 1.1% (11 
1.7% (4) 

0.4% (1) 

6.3% (51 
2.2% (3) 

0.4% (1) 

5.9% (6) 

31.4%σ2) 13.7% (13) 
0.4% (1) 

5.9% (6) 0.9% (2) 

0.4'も (1) 1.1% (1) 
16.9% (23) 2.6% (61 3.2% (3) 

0.4% (11 

1.1% (1) 
5.9% (8) 

0.4% (1) 
1.5% (2) 

0.7% (1) 

2.6% {51 
0.7'ら

30.5% (29) 
15.3% (341 

2.6'も (61 1.1% (1) 

100.0% {1361 100.0% (229) 1∞.0% (95) 
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Table 4.23. Frequency 01 isolation of ballisloconidium-Iorrning y朗自

in Thailand， Japan田 dNew Zealand 

Sub. Scientiflc n町ne

dus同r

Tillefiopsis ~也F刈P
1 b 7illatiopsis flava 

百lIeti，叩sisli/;加 na
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だけで、他は日本および、ニュージーランドの試料から分離されたものであった。

一方、サブクラスターめには 30・Cで生育できる種も多く含まれてお り、タイの

組物から分荷量したサピキン絢酵母の多くは、 2bに位置していた。生育温度を比

較すると、タイの縞物から分離された種はB.croceaおよびκimperataeを除き、

すべて 30・Cでの生育が可能であった。 κrmperataeも29・Cでの生育が確認され

ている(Nakaseet al.， 1991)。一方、表の中の、 25・Cで生育できない丘 dracophi如 、

B. hannaeおよびB.huiae/!sisの3株はいずれもニュージーランドだけから分離

されており、日本からも分離されていない。また、30・Cで生育可能な積の内、

複数の国から分隊されているものは、留によって分離の頻度が異なっていた。

これらのことから、菌株の生育温度(生育最高温度および至適生育温度)は棲息

可能な地域を限定する、重要な要因であると推定される。

これらの種を系統樹にまとめたところ (Fig.4.17)、日本、ニュージーラ

ンドおよびタイの植物からの分縦結果、およひ、小笠原の十値物からの分離した射

出胞子形成酵母の内、分類学的および系統学的位置の明らかになった種の中で、

国に図有の系統校は存在しなかった。しかし、系統樹上でも、いわゆる混帯地

域(日本、ニュージーランド)と熱帯(タイ)という視点から比較を行うとと

が可能であったa

本研究において新穫であることが明らかになった、 Sporoboわmyces

Fザlandii、S.Poo/!sookiaeはSporid.ruine/liaeと近縁で生理生化学的性状も類似し

ている。また、 Sporid.ruineniae var. rui/leniaeとSporid.rui/le/liae var. coprophi lus 

の 2変種が認められているが、これらの基準株はそれぞれ、インドネシア

(Holzscbu et al.， 1981)およびパキスタン CSugiyamaand Goto， 1967)より分離さ

れた種である。王porid.ruine/liae v訂 . rurnemaeのシノニムとされていた Sporid

microsporu.sはジャマイカから分隊された株である。 これらとタイの植物から

Sporid. rui/lenIaeの分鍛が多かったことを考え合わせると、 Sporid.rui/!e/liaeに近

縁な菌群はこの地域に普遍的にみられる穫ではないかと推定される。

次に、タイの植物から分際され、分生子形成線式の新規性をもとに、新

属として報告された Kockovaelia属(Nakaseet al.， 1991)は、日本およびニュージ

ーランドの植物からは分離されていない。一方、小笠原の植物から分離した射

出胞子形成酵母には Kockovaella属が含まれており、これらは 3新種として報告

した (Canete-Gibaset al.， 1998). Kockoνaella属も熱帯、亜熱帯等の温度域に存在

する種であると推定される。

以上のことから、日本、ニュージーラン ドおよびタイの植物から分離し

た射出胞子形成酵母を系統面から比較すると、系統樹の上で小さなクラスター

として現れる系統的に近縁な菌群は、類似した温度域から分離されたものが多

いという結果が得られた.したがって、別の温度域を探索すれば、さらに新た

な系統の種が発見されると予想される。これは、本研究は種の多段性の探求に
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新たな知見を与えたという意味で非常に意義深いものである。
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第五章総合考察

1. 分子系統学的アプローチの分類学への適用

第一章に述べたように、"Themostpe巾 ctclassification is a natural one， that 

is to say a class出ω山口 based00 phylogeny."というLodder江Jldder，1970)の言葉が

示す通り、分類学者の志す分類は系統関係に基づいた自然分類であるa 系統に

従った分類体系を構築するために‘分類学者たちは、常に、従来の分類に系統

を反映すると思われる新しい手法を取り入れ、多くの分類群にこれを適用し、

デ←タを蓄積、そして分類指標としての位置を評価する、という過程を繰り返

し行ってきた。従来、菌類、とりわけ酵母のように、形態の分化が乏しく、ま

た、化石などの資料のない生物の分類は、その特徴の少ない形態と、糖の発酵

性、炭素源および笠素源の資化性、ビタミンの要求性など、生理生化学的性状

に基づいて行われてきた(例えばKu.r回 lanand Fell， 1998)。一方、生体成分t;::基

づく化学分類学的性状に基づくアプローチも行われた。しかし、真核生物であ

る酵母の場合、細菌で見られるような多徴性が認められなかったため、現在で

は、キシロースの有無と主要ユピキノン系などが指標として用いられている。

近年、 PCRや電気泳動技術の発達により、 18SrRNAなどの遺伝子の塩基配列が

比較的容易に決定できるようになった。そして、これら寝基配列を基に生物の

系統解析を行う.分子系統学が発達した。 h長基配列を直接鍍う分子系統学は、

自然分類を望む分類学者に歓迎され、従来の分類指標である形態的性状や化学

分類学的性状などとの対比が感んに行われた。その結果、形態に基づく従来の

菌類の高次分類は、必ずしも系統を反映しているとはいえない部分が多く 、再

機築がのぞまれている現況である。

現在では、系統関係の推定の手段として、 18SrDNAなどリボソームの

遺伝子が主に使用されている。これは、原核生物、真核生物を問わず、すべて

の生物種に分布していること、また、進化速度が適当であることがその理由で

ある。生物種全体における菌類の位置、あるいは菌類の大まかな系統関係を推

定することを目的とした初期においては、この選択は正しいものであったと恩

われる。しかし、さらに詳細な、例えば種と種の、あるいは同一穏内の系統関

係の解明も望まれる現在においては、 18SrDNAでは不十分な場合も多い。近縁

な蘭妹同士の比較では、 OTUの数や内容、外群の設定の仕方などによって、樹

形の変わる場合が多いからである@最近では、他の遺伝子を用いて系統関係を

類推する試みも行われ、細菌においてはgyrBが、 18SrDNAよりも近縁な関係を

議論するのに適しているといわれている(y細amoto釦 dHayakawa， 1996)。また、

真核生物では、同じリボソーム遺伝子であるが、 18Sと26Sの聞のπs領域が注

目されている (Jameset al.， 1996)包

18S rDNAのデータの充実度を見ると、本研究室における研究により、
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射出胞子形成酵母は全穫の基準株の温基配列が決定された。他の担子菌系酵母

においては、 Trichosporon属以外は、各属の代表的な一部の種しかデータが整っ

ていないのが現状で、現段階では担子菌系酵母あるいは担子菌全体の系統学的

類縁関係について議論することはできない。しかし、第二章で述べたように、

射出胞子形成酵母は担子菌類のどの綱にも位置している。特にサピキン綱にお

いては、射出胞子形成酵母は系統的に非常に多慢であり、担子菌全体と同じ多

感性を示していると推定された。同時に、各綱の中のサブクラスターは、それ

ぞれの塩基配列聞の遺伝距離から、目あるいは翌日に相当するものであると推

察された.担子菌系醇母の高次分類は混沌とした状態であると上述したが、こ

れは、報告されている種の数が少なく、従って、系統的に離れている種間を対

象に、共通の性状を見出そうとしているところに問題があるのではないかと思

われる。今後、さらに新たな酵母の分間住を行い、表現形質と系統学的なデータ

の両面を整えていくことによって、自ずから自然分類が明 らかになってくるの

ではないかと思われる。

2. グJレーピング手段としての 18SrDNAおよびlTSとその系統分類学的意義

分類学における基本単位は 「種Jである。そして、真核生物においては、

生物学的穆の概念が「種Jの基本である。現在の酵母の分類では、生物学的「種J

と DNA-DNA交雑実験の相同値の対比から、 「種J1こ対する分類指標はある程

度明確になってきたと考えられている(Priceet al.，1978)。一方、上述したように、

18S rDNAなど、の底基配列に基づ‘く系統解析が行われるようになり、生物種全体

の中で、あるいは、菌類の中でのおおまかな位置も明らかとなってきている。

しかし、穫と綱の聞の属、科、門などの分類群を規定する明らかな指標はない

のか明状である，

近年、 口3領域が、近縁な菌株間の系統をよく反映しているのではない

かと注目をあつめている (Jameset a1.， 1996)。本研究においても、 口"'s領域の塩

基配ダIJを決定し、近縁と推定される菌株間の配列を比較した。その結果、 ITSl

の方が、 ITS2よりも進化速度が速いことが推定された。また、DNA相向性と比

較すると、 lTS1の配列が同ーのグループの株は DNA相向性も高い価を示した。

従って、 18SrDNA極基配列が近縁なクラスター (0.01Knuc)においては、DNA-

DNA交雑実験の前段階としてのグルーピングに ITSlの利用が有意義と思われ

る。しかしながら、 DNA相向性の値がいわゆる中間値といわれる 50-60%の菌

株聞においても、 [τ'S1の溢基配列は一致していた。 また、 日畑町otoと Nakase

(1995)によって、 DNA相向性が 45-48 %であることから別種と結論づけられて

いる S.oヴzycolaとS.coprosmaeの聞では、s.coprosmaeに1塩基の持入が認め

られた。これらの結果は、 lTSlの配列が同一ならばDNA相同値がいわゆる中間

値以上の可能性があることを示唆するものである。しかしながら、S.0')叩 co/a
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とエ coprosmaeの例のように、たとえば l塩基の違いのある場合、同種であるか、

jjlJ種であるかの区別は、現在の段階では明らかではない。以上から、 ITSlの極

基配列のみを用いて同定を行うことに関しては、まだ、検討の余地があると思

われる。

現段階での担子菌系酵母の正確な分類 ・同定方法としては、まず、供試

株の 185rDNAの保存領威の塩基配列の決定が有効であろう。これに基づき、供

試株がどの綱に位置するか、そしてその内のどのサブクラスターに位置するか

推定することが可能である。しかし、射出胞子形成酵母の 185rDNA庖基配列デ

ータはあるものの、その他の関連菌株のデータは十分ではない。従って、その

サブクラスターに位置する関連菌株との分類学的データの比較を行った後、あ

る種と同定、または新穫として健唱するのが妥当であると恩われる。汀Sのデー

タのある菌群に対しては、 185rDNAの塩基配列の決定後、同一サブクラスター

中の口ちの比較を行うことが可能である.このように、各分野において重要な

菌額の迅速な同定および分類のためにも、 185rDNAおよび IT5などのデータの

充実が必須である。

3 細胞墜糖組成に基づくグルーピングと系統分類学的意義

上述したように、担子菌系酵母の高次分類は混沌とした状態であるとい

われている。従来、担子菌類の分類で非常に重要であるとされてきた、担子器

の形態をはじめ、主要ユピキノンのような化学分類学的性質も系統樹と必ずし

も一致しない部分もある。一方、本研究で行った細胞墜糖組成に基づくグルー

ピングは担子菌類の系統をよく反映しており、担子菌類の分類における重要な

形質である。従来、サピキン綱の菌類は一般にフコースを含むといわれてきた。

しかし、本研究の Sporobolomyces属の細胞墜糖組成と 18SτDNA塩基配列に基づ

く解析から、サビキン綱の内のサブクラスターの一つがフコースを含まないこ

とが孫認された。これは、今後、担子菌類の高次分類群を識別する形質として、

分類指標の一つに採用されるべきであると思われる.

第二章で述べたように、担子菌類の系統樹において、 3つの綱による樹

形は、アラインメン卜の仕方や、各綱の 0机Jの数や内容による影響によって変

わることがある.Fig.2.3では、まず、クロポキン綱とサピキン綱がクラスター

を形成し(ブーツストラップ 27%)、次に菌重量綱がこの2綱とクラスターを形成

した。しかし、 Fig.4.5およびFig.4.8ではクロポキン綱と菌輩縞(ブーツスト

ラップ 68%， Fig. 4.5;同55%， Fig. 4.8)が最初にクラスターを形成した。乙れら

ブーツストラップの数値は、現在の 185rDNA塩基配列のデータからは、未だ、

担子菌類の 3つの綱による樹形を考察することが難しいことを示唆するもので

ある。しかし、クロポキン綱と菌萱綱は、細胞笠の主要構成糖がグルコースで

あるのに対し、サビキン綱はマンノースである a また、主要構成糖がグルコー
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スのグループがキシロースの有無によって二分されるように、主要構成績がマ

ンノースのグループは、フコースの有無によって二分された。とれらのことか

ら表現形質の一つである細胞壁糖組成は、クロボキン綱と菌室主繍が最初にク

ラスターを形成する樹形を支持することが明らかとなった。

4 タイ産射出胞子形成酵母の分布と日本および、ニュージーランドとの比較

上記結果をふまえ、熱帯であるタイの植物から分離した射出胞子形成酵

母の同定を行ったB 同時に、射出胞子形成醇母の分布を調べ、日本産およびニ

ユ←ジーランド産射出胞子形成酵母との比較を行った。 1987年分離の射出胞子

形成酵母 63株は 15種に同定された。また、 1990年分離の 73株は 13種に同定

された。これらの内、 Bensi/lgtoniamusae、Bul/erapell/liSeliωlα、Kockoνaella

lhailandi ca、κimperatae、κsacchari、Sporobolomycesblumeae、S.nylandii、i

poo/lsookiae、S.vermiculatus、Tilleliopsisderxiiおよび T.penuisetiの11種はタ

イの植物から分離された新種であった。'寸beyeぉts"，第 4版 (Ku司zmanand FeU， 

1998)に燭載されている射出胞子形成酵母の総数は 12属 60種 (Kockovae/la

lhailandicaおよびκimperalaeを含む)で、その多くは温帯の植物からの分間監さ

れている(第四章)。熱帯であるタイの植物からは、既知の穫が多く分離された

(77 %)が、新種や希少種と思われる種 (23%)も分間住された。これは、射出胞子

形成酵母における種多様性を示唆するものである。

タイの値物から分離した射出胞子形成酵母の分布について、日本各地お

よひFニュージーランドと比較を行った。日本各地、およびニュージーランドの

値物からは Bulle ra alba、B.croceaおよびSporobolomycesroseusが多く分再任され

ていた。これらの内、タイの植物からはB.albaは1株のみ分間住され.また丘 roseus

は分離されなかった。一方、タイの値物から多く分離された Sporidiobolus

rulnemaeは日本、および、ニュージーランドの縞物からは分離されなかった。こ

れら射出胞子形成酵母の分布は、菌株の生育温度と関係が深いのではないかと

推定し、比較を行ったところ、菌株の生育温度(生育最高温度および至適生育温

度)は綾息可能な地域を限定する、重要な要因であると推定された。日本、ニュ

ージーランドおよびタイの纏物から分離した射出胞子形成酵母を分子系統面か

ら比較すると、各国に固有の系統校は存在しなかったものの、系統的に近縁な

菌若手は、温度域の類似したものが多いことが示唆された。従って、生物の種多

様性を考察する上で、綾息環境の温度は重要な要因であると推察され、別の温

度域を探索すれば、さらに新たな系統が発見されると予測された。

本研究は、混沌とした担子菌系酵母の高次分類群に対して、多様な種に

対応する系統分類を行うため、新たな穫を分離し、酵母の多犠性を拡げる一方

で、これらの種の系統を反映する新たな表現形質の探索を行ったものである。
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特に、細胞壁糖組成は分類学的にも系統学的にも重要な形質であることが示さ

れた。本研究によって得られた結果は、担子菌類の新たな分類体系の椅築のた

めに、短めて有用なものであると考える。
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付表

Appendix. 1. 183 rONA sequence data obtained from肋edatatlank for 
constructing the phylogenetic tree 

Scfentific name DD臥BJ田fEMkBNU。.Gen SclentlHc name DDBJIEMBlJGen 
Bank N。

Bensington畑担畑guchil ABOO1746 Leucosporidium scoftii X53499 

Bullera armeniaca 078323 Mrakia什igida 012802 

Bul/era coprosmaensis 078326 Neurospora crassa X04971 

Bullera crosea 031648 Rhodosporid則間知IviaJe U77395 

Bullera dendrophi/a 031649 Rhodosporidium toruloides 012806 

Bullera globlspora 031650 Rhodotorula glutinis X69853 

Bullera hannae 078327 Rhodotorula graminis X83827 

Bullera huiaensis 078331 Rhodotorula lactosa 045366 

Bullera miyagiana 031651 Rhodotorula mlnuta 045367 

Bullera mrakii 078325 Rhodotorula mucilaginosa X84326 

Bullera oryzae 031652 Pseudohydnum gel，副JnDsum l22260 

Bullera pseudoalba 031660 Saccharomyces cerevis/ae J01353 

Bullera unic沼 078330 Sakaguchia dacryoidea 013459 

Bulleι"8 smensls 078328 Spongipelles unicolor M59760 

Bullera vョriab/lis 031654 Sporidiobolus johnsonii l22261 

Buller匂mycesalbus X60179 Sporobolomyces roseus X60181 

Ca/ocea comea l22256 Sympodiomycopsis paphiopedili 014006 

Candida albic，町市 X53497 Tanatephorus praticola M92990 

Coprinus c;nereus M92911 行'/Ietiacaries U00972 

Cryptococcus albidυs 031655 ηemella fol/acea l22262 

Cystofilobasidlum capitatum 012801 T問 mel/aglobospo国 U00976 

Dacrymyces sti/latus l22258 Treme/la morilormis UOO977 

Eヴthrobasidiumhasegawianum 012803 Trichosporon cutaneum X60182 

Fellomyces polyborus 064117 Tsuchiyaea wingneldii 064121 

Fibulobasidium inconspicuum 064123 Udeniom yces megalosporus 031657 

円'Iobasidie/laneoformans 012804 Udeniomyces piricola 031659 

Filobasidium fforiforme 013460 Udeniomyces puniceus 031658 

Heterotextus aplinus l22259 Ustilago horclei UOO973 

Kockoνae/la thailandica 064133 Ustilago maydis X62396 

Kondoa malvinella 013776 Xanthophyllomyces dendrohous 031656 

Ku庖 manomycesnec担IfBI 064122 Xero∞mus chrysen陪ron M94340 
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論文の内容の要旨

論文題目 射出胞子形成静母の系統分額

氏名 高島昌子

射出胞子形成酵母は、射出胞子という独特の分生子を形成することによって糟

殖することが可能な一群の酵母に与えられた呼称である。“They戸ea拍5t陪SJa t凶aXQロomiにc 

s山印dy

成酵母は、発見当初、その分生子形成様式の特殊性から、独自の分類群を成すと考えら

れてきた。しかし、リボソーム遺伝子などの塩基配列に基づく系統解析により、単系統

ではないことが明らかとなり、また、担子菌類の3つの綱のすべてに他の菌類と混在し

ながら分布していることも明らかとなった。これは射出胞子形成能の有無は、必ずしも、

担子菌類の系統関係を反映していないことを示すものである。しかし、同時に、射出胞

子形成醇母を数多く分離し、研究を行うことによって、担子菌全体の系統関係を演織す

ることが可能であることを示唆している。

現在‘担子菌系酵母の属以上の分類は、主に担子器の形などの形態学的特徴と

化学分類学的性質を借標として行われている。これらの形質のうち、菌体中のキシロー

スの有無および菌糸隔壁孔の構造は系統関係と良い一致を示すものの、他について出必

ずしもそうではないことが明らかとなってきている。このように.担子菌系酵母におい

て高次分類君事は、混沌とした状態となっているため、系統関係を反映した新規表現形賓

の探索が必要である.そこで、担子菌類の多様な種に対して、系統関係に基づく分類体

系を機築するために‘新たな種を分離し、種多様性を拡げると共に、系統関係を反狭す

る新たな表現形質を探索することを目的に本研究を行った(第一章)。



第二章では、これまでに報告されている射出胞子形成番手母の系統学的位置を知

るため、 18SrDNAおよび、Intema11'raoscribedSpacer (ITS)領域の塩基配列を決定し、こ

れに基づく系統関係の縫定を行った。

射出胞子形成醇母Bensingtonia属およびTilletiopsis属の18SrDNA塩基配列を

決定し、系統樹を作成した。 Bensingtonia属はサビキン綱に位置し、少なくとも2つの

系統群から成った。また、 Tilletiopsis属はクロポキン綱に位置した。既に報告されてい

る窓基配列と併せ、射出胞子形成酵母全体の系統樹を作成した.射出胞子形成酵母は担

子種類の3つの綱の全てに位置し.特に、サピキン綱ではどのサブクラスターにも位置

した。クロボキン綱および菌重綱では、射出胞子形成酵母が報告されていないサブクラ

スターもあった。18SrDNA塩基配列の遺伝距離から、 これらサブクラスターはそれぞ

れ、目あるいは亙自に相当すると推定された。

Bensingtonia cilia師、 B.yamatoana. Tilletiopsis flaνaの18SrDNAに』立groupI 

lfi甘00の挿入があった。 J申入位置は、 B.cil岬 taおよびB.yam.a臼anaは943と 1506、

Tilletiopsis flaνa は516、1199および1506であった。943および1506に挿入されていた

group I introoはサブグループ[C1、また、 516および1199のgroup[ inrronはサプグル

ープ[B3に属した。 GroupI iotronの保存領域の温基配列に基づき、これらの系統関係

を調べたところ、サブグループ1B3とIC1は系統的に異なっていた。また、同じサプグ

ループの中では、エクソン部分が系統的に近く、かつ挿入位置が同じものは、それぞれ

近縁であった@しかし.B.cili1506 (B. cil国 ta，position 1506)のように‘田監れた系統の穣

の同じ荷入位置のものと類縁性を示すものもあった。

Sporobolomyces属酵母の基準綜 20株の [TS領域の塩基配列を決定し、近縁と

推定される菌綜聞の配列を比較したところ、 ITS1の方が、 ITS2よりも進化速度が速い

ことが推定された。18SrDNA塩基配列問の遺伝距離がO.OlKnuc以下の時はITS1によ

るグルーピングが可能であり、また 0.03必lUC以下の菌掠問の系統を比較する場合には

汀S2が有効であると推察された.

第三章では、担子菌系酵母の系統を反映する新たな表現形質の探索のーっとし

て.細胞壁騎組成を取り上げた。現在、担子菌系醇母の分類では、菌体中のキシロース

の有無が分類指標として用いられている。しかし、担子菌類の 3つの綱の内、クロポ

キン綱およびサピキン織は菌体中にキシロースを含まず.この点では両綱は区別できな

いe そこで、 Prillingerらによって報告されている細胞壁糖組成に着目し、主に、クロポ

キン綱およびサピキン網に位置する酵母の細胞壁糖組成の分析を行い、系統関係と併せ

て考察を行った。ク ロポキン綱の種はグルコースが主要構成糠で、少量のマンノースお

よびガラクトースを含んでいた。一方、サピキン綱ではマンノースが主要構成総で、グ

ルコースを含み、また、大部分の綜がガラクトースおよびフコースを含んでいた。この

結果から、クロポキン綱とサピキン綱は主要権威糖によって区別されることを擁認した。

次に、サピキン綱内のサブクラスターと細胞笠糖組成の関係を調べた。供詩体

u 



44総の内、 II総は細胞墜にフコースを含んでいなかった。これらは、 l8SrDNAなど

に基づく系統関係から同ーのサブクラスター(2c)に位償していたa 一方、フコースを含

む菌綜は他の 2つのサブクラスター(2aおよび 2b)に位置していた。TSllchiyaらの

Sporob%myces属およびRhodotoru/a属の血清学的性状に基づくグルーピングもこの結

果を支持するものであった。本結果から、サブクラスター2cは細胞壁にフコースを含

まないという特徴を持つと推定された。以上の結果から，担子菌類は細胞壁糖組成に基

づき、まず‘主要精成糖がグルコースあるいはマンノースによって2つの大別され、さ

らに、キシロースの有無、またはフコースの有無によってそれぞれ2つずつに細分され

ると推察された。

第四主主では、とれらの結果をふまえて、熱帯であるタイの値物から分縦した射

出胞子形成酵母の系統分類を行った。これまでの射出胞子形成酵母の研究は、温帯地域

から分離宮れたものの報告が多いが、熱帯の値物は温帯とは異なった多綴性を示してお

り、そこに筏息する射出胞子形成酵母も、温帯域のものとは異なった種多犠性を示すで

あろうと准定されるからである。

1987年および1990年に、タイ国バンコク近郊の植物の業から分離した射出胞

子形成酵母の系統分類学的研究を行った。1987年分離の 63~牢は 17 グループに分けら

才L このうち 7グループは既知の種と、また、 1990年分離の73椋は 13グループに分

けられ、このうち 6グループは既知の穫と同定された。同定できなかったグループの内、

2グループ3綜については、I;'tにKockoνae//ac/zai/andicaおよびκl/Ilperataeとして報告

されている。残り 13グループ 28綜についてさらに研究を行った結果、 Bensingtonia

musae. Bu//era perzrz isetico/a、Kockoνae//asacchari、Sporobo/印 nycesb/umeae、S.ny/andii、

S. poonsookωe、Sνermicu/atus、Ti/leliopsisderxiiおよびT.penrzise/iの9新種が明らか

となった。

タイの植物から分離した射出胞子形成酵母の分布について‘日本各地およびニ

ュージーランドの場合と比較を行った。日本各地、および、ニュージーランドの値物から

はBu/leraa/ba、β.croceaおよびSporob%mycesrose叫が多く分離されていた。これら

の内.タイの植物からはB.a/baは1株のみ分離され、またS.roseusは分離されなかっ

た@一方、タイの植物から多く分離されたSporidiobo/usruineniaeは日本、およびニュ

ージーランドの値物からは分離されなかった。日本、ニュージーランドおよびタイの植

物から分離した射出胞子形成酵母を系統学的側面から比較すると、各国に固有の系統校

は存夜しなかったものの、系統的に近縁な菌群は、温度域の類似したものが多いことが

示唆された，従って‘生物的多機性を考察する上で、棲息環境の温度は重要な要因であ

ると縫察され、}jIJの温度域を探索すれば、さらに新たな系統が発見されると予測される。

第五章では、本研究で行った. 18S rDNAおよびITS塩基配列データ‘および

細胞墜事苦組成が、担子菌系酵母の系統分類に極めて有用であることを述べた。さらに‘

III 



これらのデータの充実は、系統分類学においてのみならず‘各分野において重要な菌類

の迅速な同定および分類のためにも必須であると忍われる。

本研究は、混沌とした担子菌系酵母の高次分類群に対して、多様な種に対応す

る系統分類を行うため、新たな種を分荷量し、酵母の多様性を拡げる一方で、これらの種

の系統を反映する新たな表現形質の探索を行ったものである。特に、細胞壁糖組成は分

類学的にも系統学的にも重要な形質であることが示された。本研究によって得られた結

果は、担子菌類の新たな分類体系の精築のために、極めて有用なものであると考える。
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