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　低水分活性下でも，あるいはそのような環境でのみ生育
できる一群の糸状菌を好乾性菌と称する．鰹節や生ハムな
ど，ある種の醗酵食品の製造に欠かせない有用菌を含む一
方で，貯蔵穀類や塩乾物などの乾燥した，あるいは糖・食
塩含量の高い食品1），さらには清潔で低湿度環境に保存さ
れている様々な文化財を，生物・非生物素材を問わず，劣
化させる害菌も多い2）．劣化を防止するには，保存環境の
監視と危害真菌の早期発見がいずれも重要である．
　しかし，その検出には専門家と，時には数週間かそれ以
上の時間を費やさざるを得ない培養が必要である．さらに，
環境から得た試料では，培養しても菌糸しか増殖せず，同
定の基準となる胞子や生殖器官を欠くものも，ある程度の
頻度で検出されるが，それらは当然のこと，形態的特徴に
よる同定は不可能である．
　筆者らは，このような環境中の好乾性真菌類を短時間に
検出，識別する DNA マイクロアレイを報告したが 3-6），対
象種の一つである Aspergillus penicillioides の検出には複数
のプローブが必要であることから3, 6），同種内菌株間の系
統関係とプローブとの対応を調べたので報告する．
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   Xerophilic fungi can grow under condition of reduced water activity, and deteriorate cereal grains, dried or high sugar content 
foods, etc. Monitoring of storage condition and early detecting of the harmful fungi are both important to prevent the deterioration. 
Thus, a DNA microarray to detect and distinguish rapidly such xerophilic fungi was developed. However, the array required two 
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   A. penicillioides strains were divided into three groups (G2 - G4) in each phylogram (N-J tree). G2 included two 'A. vitricola' 
related strains that was a synonym of A. penicillioides, and the group was close to A. restrictus rather than A. penicillioides. G3 
included JCM 22961, ex-neotype of the species, and other reference and nine wild strains; G4 included four thirds of tested wild 
strains. 
   It demonstrated relationship of strains in A. penicillioides that one probe detects G2 and other detects G3 and G4, so the DNA 
microarray has high function to detect and distinguish rapidly 'sub-species' of it.
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材料・方法

供試菌株
　Aspergillus penicillioides Spegazzini は，基準株の JCM 
22961T を始めとして，来歴の明白な計 11 系統を ATCC

（American Type Culture Collection），JCM（（独）理化学
研究所バイオリソースセンター），NBRC（（独）製品評価
技術基盤機構バイオテクノロジーセンター）より購入し，
標品として供試した．併せて，A. penicillioides が属する
Restricti 節の基準種である Aspergillus restrictus G. Smith に
ついても，基準株 JCM 1727T を購入し，供試した．
　文化財等を保管する 8 箇所の施設（A ～ H）で屋内空
気を吸引して浮遊胞子等を採取した後，分離培養した野
生株から，形態と塩基配列（rDNA ITS1-ITS2 および
β-チューブリンの一部領域）をキーとした BLAST 検索

（DNA Data Base of Japan; www.ddbj.nig.ac.jp/）によっ
て Aspergillus 属 Restricti 節と推定された 51 株を供試した．
これらの野生菌株には，コード WAX-#（Wild Aspergilli 
Xerophiles）を付与した．
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　系統解析における外群（Out group）には，同科異属
（Trichocomaceae Penicillium） の Penicillium corylophylum 
Dierckx の 基 準 株 で あ る NBRC 6030T の 公 開 デ ー タ

（SequeceID 00603002）から，他の株と相同な領域である，

前半部 507 bp を供試した（http://www.nbrc.nite.go.jp/
NBRC2/SequencSearchServlet?ID=NBRC&CAT=000060
30&DNA=10）．
　供試菌株の一覧を表 1に示す．

表 1　供試菌株一覧
Table 1　List of Strains
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ゲノムDNA抽出・精製
　M40Y（麦芽エキス 20 g，酵母エキス 5 g，ショ糖 400 g， 
寒天末 20 g：前二者は Difco Laboratories，後二者は和光
純薬工業㈱）平板培地で培養した菌叢から数 mm 角に切
り出した菌糸体片を，ジルコニア・ビーズを充填したねじ
口バイアル瓶イージー ･ ビーズ（エーエムアール㈱）に
封入，液体窒素中で凍結，ミニビードビーター（BioSpec 
Products Inc.）による振盪で破砕したものより，自動核酸
抽出装置 QuickGene-810 およびその専用試薬キットであ
る組織抽出用 DT-S（富士フイルム㈱＊）を用いて，定法
に従って精製ゲノム DNA を抽出した．
　　　＊現在，同装置と試薬キットは倉敷紡績㈱（大阪市）

に移管されている．

PCR反応：プライマー，試薬＆反応条件
　DNA ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）法に用いるプラ
イマーは，rDNA 配列中の内部転写スペーサー（ITS）
領域とその間の 5.8S rDNA を一括して増幅する ITS1 / 
ITS4 7），ハウスキーピング遺伝子の一種であるβ-チュー
ブリン遺伝子の一部を増幅する Bt2a/Bt2b 8）の二組を用
いた．その配列を表 2に示す．

表 2　PCR プライマーの配列
Table 2　Sequences of PCR Primers

　PCR 反応には遺伝子増幅用試薬 Ampdirect®（㈱島
津製作所）および NovaTaq Hot Start DNA Polymerase

（Novagen®，メルク㈱）を用いた．

塩基配列解析
　標品については，可能であれば公開されている情報を用
いた．公開されていない領域および野生株の塩基配列は，
GenomeLab™ GeXP Basic（ベックマン・コールター㈱）
とその専用試薬（DTCS クイックスタートキット）を用い
て，あるいは，外部に依頼して解析した．

系統樹作成
　ITS1-5.8S rDNA-ITS2（以下 ITS 領域）およびβ-チュー
ブリン（以下 bt 領域）それぞれについて得られた塩基配
列は，遺伝子情報を処理するソフトウェア MUSCLE 3.6 9）

で整列，整形した後，Genetyx® Ver. 10.0.3（㈱ゼネティ
クス）を用いて，近隣結合（neighbor-Joining）法で系統
樹を作成した．Boot strap trial = 10000 とし，Kimura’s 2 

parameter method（Genetyx の通常設定）を用いた．

結果と考察

　Aspergillus penicillioides（‘A. vitricola’含む）の 10 株と
A. restrictus 1 株の標品，形態と相同性検索で Restricti 節に
属する種とされた野生株の ITS 領域および bt 領域の N-J
法系統樹を，それぞれ図 1，図 2に示す 10-11）．なお，標
品のうち ITS 領域の配列を得られなかった JCM 10256 と
JCM 22968 と，供試した野生株 51 株のうち bt 領域の配
列を得られなかった 4 株（WAX-25，-26，-29，30）は
それぞれの系統樹から除外し，データの信頼性が低い
と判断された野生株 2 株（WAX-34，-35）は両系統樹
から除外した．また，bt 領域には A. penicillioides JCM 
22961T のクローン株である NRRL 4550 の公開データ

（DDBJRELEASE:EF651929）を付加した．
　ITS 領域の系統樹は，A. restrictus（JCM 1727T，基準株）
を含む群（Group 1; G1），A. penicillioides NBRC 8155 な
どを含む群（Group 2; G2）， JCM 22961T（基準株）を含む
群（Group 3; G3），標品系統を含まない A. penicillioides 野
生株のみの群（Group 4; G4）に四大別された．
　bt 領域の系統樹については，全体として ITS 領域のも
のと同様の傾向を示したが，ITS 領域よりも配列の変異が
大きいため，枝長が長く，ブートストラップ値も大きくな
り，より細分化される傾向が示された．このため，G1 と
G2 がそれぞれ二分割され（btG1，btG1’など），六つに分
かれた．
　両基準種を含む，種・来歴の明白な標品系統はそれぞれ
同じグループに配置されており，提示した系統樹はある程
度，種を反映した形になっていると考えられた．概ね G1
が A. restrictus，G2，G3，G4 が A. penicillioides となる．ブー
トストラップ値から，ITS 領域でも bt 領域でも G2（btG2/
btG2’），G3，G4 は明瞭に分離しているが（>9,000），形態
同定や主に ITS 領域の配列によるデータベース検索の結
果（最も相同性が高いもの）からも 3 グループに属する菌
株はいずれも A. penicillioides であるか，それにごく近縁な
ものといえる．
　筆者らが試作した DNA マイクロアレイで A. penicillioides
の全菌株を検出するためには，ITS1 領域由来のプローブ
が複数必要であったが，それは G2 に属する菌株に対する
ものと G3 および G4 に属する菌株に対するものにそれぞ
れ対応している3, 6）．
　G2 には，標品株の NBRC 8155 と JCM 22670，野生株
の WAX-05 以下 4 株が属している．NBRC 8155 は‘A. 
vitricola’が新種記載された際の基準株（ex-holotype）で
あるが12），この名は後に分類学的に差異はないとして，よ
り記載13）が古い A. penicillioides の synonym（同種異名）
とされ14），菌株機関でも A. penicillioides としている．し
かしながら，図 1，2に示すとおり遺伝子配列の解析で
は，ITS 領域でも bt 領域でも NBRC 8155 を含む数菌株
は，A. penicillioides の新基準株（ex-neotype）である JCM 
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図 1　ITS1-5.8S rDNA-ITS2 領域による Aspergillus penicillioides とその近縁種の系統樹
Fig. 1　Phylogenetic tree of Aspergillus penicillioides and its relatives based on ITS1-5.8S rDNA-ITS2 region

Nighbor-Joining Method; Bootstrap trial = 10,000, Kimura’s 2 parameter method
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図 2　β-チューブリン部分領域による Aspergillus penicillioides とその近縁種の系統樹
Fig. 2　Phylogenetic tree of Aspergillus penicillioides and its relatives based on β-tubulin region（partial）

Nighbor-Joining Method; Bootstrap trial = 10,000, Kimura’s 2 parameter method
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22961T を含む他の A. penicillioides 菌株とは別の，むしろ
別種である A. restrictus に近い位置に配置された．
　また，NBRC 8155 と同じ G2 に含まれる JCM 22670 は
日本の貯蔵精米より分離された菌株で，A. penicillioides
として菌株機関に保管されているが，原記載では，A. 
penicillioides の記載14）との一致点は多いとしつつも，その
定義に合わない部分がある，即ち，より好乾性が強いとし
て，‘A. vitricolae’（原文のまま）とされている15）．
　‘A. vitricola’を A. penicillioides の同種異名とするこ
とについては議論があり，超微細形態や化学組成，5.8S 
rDNA-ITS2 領域の遺伝子配列比較から別種とすべきとの
Tamura et al.（1999）の主張もある16）．上記に ITS1 を加
えた領域およびβ-チューブリンの一部領域による本報の
データでも，Tamura et al. と同じく，むしろ形態的には A. 
penicillioides より差異が大きい A. restrictus に近い位置に
配置された．さらに，RNA Polymerase II 遺伝子ほかを
加えた計 4 遺伝子の配列データを用いた Peterson（2008）
の解析でも，同様の結果17）が得られている．両菌種の異
同については，今後，専門家による更なる検討を要すると
考えられる．
　以上のことから，A. penicillioides の菌株を網羅的に検出
するために複数のオリゴ DNA プローブが必要であったこ
とについては，プローブ設計の不備や DNA マイクロアレ
イの性能の問題ではなく，‘A. vitricola’という「別系統」
を包含している A. penicillioides の定義によるものである．
　また，NBRC 8155 が双眼鏡のレンズ上に生育していた
こと，Ito et al.（1973）が JCM 22670 について指摘する好
乾性の強さ15）などを考えると，‘A. vitricola’と呼称し，
別種とするかはともかく，A. penicillioides 内に他よりも好
乾性が強く，A. restrictus に近い位置に配置される系統群
が存在すると考えられる．本報で示した G2 および G3/G4
の二群に分かれる系統間に，好乾性の強弱，言い換えるな
ら低湿度環境における危険度の強弱があるのなら，DNA
マイクロアレイによって両者を迅速に識別することは，食
品もしくは文化財の保存環境を監視し，改善するための有
効な情報となることが期待される．

まとめ

　Aspergillus restrictus，A. penicillioides の標品，文化財保
管施設の雰囲気中より採取した Aspergillus 亜属 Restricti 節
に属する野生株の ITS1-5.8S rDNA-ITS2 領域ならびに
β-チューブリン遺伝子の一部領域を元に，近隣結合法に
よってそれぞれの系統樹を作成した．その結果，ITS 領域
では，A. restrictus（Group 1: G1）標品を含むグループ，A. 
penicillioides から成り，NBRC 8155 を含むグループ（G2），
JCM 22961 を含むグループ（G3），野生株のみのグルー
プ（G4）に分離した．bt 系統樹でも傾向は同様であった
が，全体に配列変異が大きく，G1 と G2 が更に二分された．
ここで，G2 は他の A. penicillioides（G3/G4）よりもむしろ A. 
restrictus に近い位置に配置された．

　DNA マイクロアレイで A. penicillioides を検出するに
は，G2 と G3/G4 にそれぞれ異なるオリゴ DNA プロー
ブが必要であったが，G2 に含まれる標品が，元来‘A. 
vitricola’とされていたもので，A. penicillioides との異同
について議論もある系統であって，その ITS1 領域の配列
に基準株とは異なる部分を有することによる．つまり，本
種が多系統からなる可能性を反映したものと考えられる．
種内部の系統について検出，識別できることは，有用な情
報となり得る可能性がある．
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