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特別講演

次世代シーケンサを用いた微生物・感染症解析
飯田哲也

大阪大学微生物病研究所感染症国際研究センターゲノム病原細菌学

　近年，DNA 配列決定技術の進歩は著しい．2006 年
より市販が開始された，いわゆる「次世代シーケンサ」
は，半日で数百メガ塩基対の DNA 配列を解読する性
能を有する．このような，従来のものに比べて格段の
性能をもつシーケンサの出現は，医学・生物学研究に
革新的なインパクトをもたらすことが予想される．特
に病原体の研究においては，従来，大きなコストと多
大な手間を要した微生物のゲノム解析がごく短時間に
比較的安価で行えるようになり，ひいては新興・再興
感染症の病原体の同定や薬剤耐性菌の耐性獲得機構の
解明など，感染症対策につながる有用な知見をより迅
速に入手することが可能になると期待される．
　我々はハイスループット pyrosequencing を用いた
大規模塩基配列決定による病原体の迅速同定と性状解
析 を 目 指 し た シ ス テ ム の 構 築 を 行 っ て い る．
pyrosequencing の原理に基づいた 454 Life Sciences
のシーケンサ GS-FLX は，1 回のランニング（10 時間）
で 100 万クローン，およそ 400 メガ塩基対の塩基配列
を決定する能力をもつ．本講演では，構築を行ってい
るシステムの概要とこれまでに得られている成績を紹
介し，ご意見，ご批判を仰ぎたい．
　我々はこれまでに，次世代シーケンサを用いて細菌
のゲノム情報を迅速に得るプロトコールの確立を行っ
てきた．現バージョンのシーケンサを用いれば，１回
のランニングで細菌のドラフトゲノムを得るのに十分
な配列情報を入手することができる．これは供試菌株
がどのような遺伝子をもっているかを迅速に知ること

が目的の場合にはきわめて有効な手段となる．一方で，
現バージョンのシーケンサで得られる解読配列の長さ
は平均で 400 塩基対程度であり，次世代シーケンサか
ら得られるデータのみで細菌の全ゲノム配列を完全に
決定することはきわめて難しい．今後のシーケンス技
術の改良による解読配列長のさらなる向上が期待され
る．
　また，我々は，急性下痢症の糞便検体を次世代シー
ケンサを用いて解析し，下痢患者糞便中の病原細菌を
直接検出することに成功した．このようなアプローチ
は「メタゲノミック診断」と呼ぶことができる．本ア
プローチは原理的に標的病原体の種類にこだわらない
検出・診断法であり，多様な病原体を単一の原理で検
出できる可能性がある．また糞便のみならず喀痰や血
液などさまざまな臨床検体への応用が期待できる．今
後，より多くの臨床検体を供試することにより，本ア
プローチの有効性を検討していきたい．
　DNA 配列決定技術は今後もさらに進歩しつづける
ものと考えられる．近い将来には現在出てきている次
世代シーケンサに比べ，コストの点でもスピードでも
格段に上回る機械が出てくるであろう．そのようなハ
イパーフォーマンスなシーケンサが普及すれば，現在
では多種多様な培地や試薬，PCR プライマーなどを
用いて複雑なプロトコールで行われている微生物の同
定や性状解析の多くが，DNA シーケンサによる迅速
ゲノム解析に取って代わられる可能性がある．今後注
目していくべきテクノロジーであると言えよう．
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受賞講演
日本微生物資源学会学会賞

細菌分類学とカルチャーコレクションの役割
鈴木健一朗

独立行政法人製品評価技術基盤機構バイオテクノロジー本部 NBRC

　Bergey's Manual は，細菌の分類書としてそれぞれ
の 時 代 を 映 し 出 し て き た．1974 年 に 出 版 さ れ た
Determinative Bacteriology 第 8 版は，全体を二分法
によって構成した最後の版となり，次に出版された
Systematic Bacteriology（第 1 版，1984-1989）では
各章を古細菌と細菌の大きな分類群としたが，その全
体のつながりについては言及していなかった．そして
2001 年から逐次出版中の Systematic Bacteriology 第
2 版は全体が 16S リボソーム RNA の塩基配列による
系統分類で構成されており，高次分類群による章立て
になっている．
　この 30 年間の細菌分類学の流れの中で，化学分類
学は従来の表現性状から DNA の塩基配列に基づく系
統分類への橋渡し役を果たしてきた．化学分類学も表
現性状の一つであるが，再現性が高く，その精度も分
析手法や機器に依存するという特徴から，必要な解像
度や，迅速性によって手法を選択することが可能であ
るとともに，絶対的なデータであるため，分類群の記
載に威力を発揮している．
　優れた分類指標であるためには，分布の普遍性と性
状の多様性が必要である．細菌は細胞成分の多様性が
高く，グラム陽性細菌では特に細胞壁成分と脂質成分
が有効である．しかし，そうは言ってもそれぞれの性
状が単独で分類階級に対応しているわけではなく，複
数の指標の組み合わせによって分類群を構成し，他と
の識別を可能としている．今では，この考え方は多相
分類学（polyphasic taxonomy）として定着している．
　優れた分類指標とは何であるか．現在は 16S rRNA
遺伝子などの塩基配列による系統解析との相関性に
よって評価されるようになったが，独立した表現性状
同士の相関性も重要である．一方で，その性状の発現
メカニズムとして生合成経路を比較することにも大き
な意味がある．筆者はこのような面から分類指標の意
味を考察した．その一つが不飽和脂肪酸の二重結合の

分布である．例えば，同じ C16：1 と C18：1 を持つ
細菌でも，Δ7C16：1 とΔ9C18：1 を持つものと，Δ9 

C16：1 とΔ9C18：1 を持つものでは，不飽和脂肪酸
の合成経路が鎖長延長のときに二重結合を残すもの
と，飽和脂肪酸の不飽和化によって作られるものに対
応する．通常の分析ではガスクロマトグラフィーの保
持時間で異性体同士を区別するだけでも，その背景に
は異性体以上の意味がある．この例では前者は
Corynebacterium glutamicum に， 後 者 は
Corynebacterium diphtheriae に 見 ら れ る．
Microbacteriaceae 科の細胞壁に 2,4-ジアミノ酪酸

（DAB）を含むものとしていくつかの属が知られてい
る．これらの中には植物病原菌も含まれる重要な菌群
であるが，アミノ酸組成においては大きな差がないが，
DAB の異性体の組成として L 体だけのものと，D 体
と L 体がほぼ 1：1 となるものがあることがわかった．
この分布は 16S rRNA 遺伝子による系統樹に対応し
ていた．例えば，Agromyces 属と Rathayibacter 属は
前者であり，Clavibacter 属は後者であった．これら
の属を特徴づけるのにはこれとメナキノン組成の組み
合わせが有効であった．
　著者は，理研 JCM と NITE-BRC という 2 つのカル
チャーコレクションで微生物系統保存事業に関わる機
会に恵まれた．カルチャーコレクションは，微生物株
を収集・保存することが本業であり，微生物分類学を
学び，研究するのにもっとも適した環境であると共に，
その成果を分譲，カタログデータベースの公開を通じ
て微生物株の品質の向上，情報の充実という形でコ
ミュニティに還元することができる．そして正確に同
定され，来歴も明確な微生物株を，豊富な情報と共に
提供することは，生命科学・バイオテクノロジー分野
の研究開発を支援すると同時に，材料の安全・安心に
繋がる社会に不可欠な基盤であると信じている．
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シンポジウム

S-1　出芽酵母の乳酸ストレス耐性機構
杉山峰崇

大阪大学大学院工学研究科

　単細胞微生物にとって環境変化に迅速に適応できる
かどうかは死活問題となることから，細胞は厳しい環
境ストレスにも応答し耐え抜くための耐性機構を発達
させてきた．単細胞真核微生物である出芽酵母は，真
核細胞のモデルとしてだけでなく，産業上重要な菌株
でもあることから，様々な環境ストレスに対する耐性
機構が研究されている．その一つに酸ストレスが挙げ
られるが，酸ストレスに対する耐性機構を理解するこ
とは，酵母をモデルとした環境変化に対する適応と内
的恒常性の維持機構の解明に資するだけでなく，酵母
がもつ酸ストレス耐性能力を引き出して利用するため
にも重要となる．
　酵母の酸耐性能力の向上は，近年の様々な環境問題
から普及が切望されているバイオエタノールや植物由
来プラスチックの生産コスト低減化に寄与できる．例
えば，酸性条件下で培養を行うことによって，生産性
の低下を引き起こす雑菌汚染を防ぎつつ大規模エタ
ノール発酵が可能である．また，ポリ乳酸プラスチッ
クの原料となる乳酸についても，乳酸菌を用いた乳酸
発酵では，培地の中和とその後の乳酸塩の脱塩化処理
工程が必要となる．しかし，酵母は乳酸菌に比べて酸
耐性であり，そのような工程を簡略化できることから，
遺伝子組み換え酵母による非中和条件下での乳酸発酵
が検討され始めており，さらなる耐性化は生産収率向
上につながることが報告されている．
　ほとんどの細胞プロセスは正常な pH 域で機能を発
揮するように進化してきたことから，酸ストレス耐性
機構の主要な役割の一つは細胞内 pH の恒常性を維持
することであると考えられる．このため，酸ストレス
によって細胞質が酸性化されると，細胞膜に局在する
プロトンポンプである Pma1p が活性化されプロトン
の排出が促進される．また，プロトンだけでなくその
対イオンである酸由来のアニオンも阻害効果を発揮す
ることから，その蓄積を回避しなければならない．そ
のため，例えば，弱有機酸であるソルビン酸のアニオ

ンに対しては，転写因子 War1p の活性化を通じた多
剤排出輸送体をコードする PDR12 の発現誘導により
排出が促進される．一方，液胞型プロトンポンプも種々
の酸に対する耐性に必須であり，細胞質 pH の恒常性
維持に寄与している．この他にも様々な因子が酸スト
レス耐性に関与することが報告されているが，耐性機
構についての理解はいまだ不十分であり，特に分子レ
ベルでのメカニズムについてはまだまだ不明な点も多
い．さらに，酸ストレスに対する効果的な耐性付与機
構はほとんど明らかになっておらず，耐性向上のため
には体系的にどのような細胞機能を改変・強化すべき
か明らかにする必要がある．こうした理由から，我々
は主に乳酸を用いて酵母の酸ストレス耐性の分子基盤
を明らかにし，耐性向上化戦略を開発したいと考えて
いる．
　この目的のため，i) 乳酸ストレス耐性化を抑圧する
遺伝子の同定とそれらの多重欠失による超耐性酵母の
育種，ii) 乳酸ストレス耐性化に必須な遺伝子の同定
と耐性向上化戦略構築へ向けた機能解析，iii) 過剰発
現で乳酸耐性を付与する遺伝子の同定とその分子基盤
の解析，という 3 つのアプローチで研究を進めている．
その中でも iii) の取り組みは，効果的な乳酸ストレス
耐性付与機構を直接同定することを目的としており，
比較的簡便に実用株の酸耐性を向上させることも可能
である．今回，野生型株では生育できない高濃度乳酸
条件下でも過剰発現によって乳酸ストレス耐性を付与
する酵母遺伝子を 2 種同定した．一つは転写活性化因
子をコードする HAA1 であり，もう一つは機能不明
の膜タンパク質をコードする ESBP6 である．その後
の解析から，これらの遺伝子の過剰発現は細胞内 pH
の恒常性やストレス応答遺伝子の発現誘導を強化する
効果をもつことが明らかとなった．本発表では，我々
が取り組んでいる酸ストレス耐性の分子基盤の解析と
酸耐性酵母の分子育種工学について話題を提供した
い．
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S-2　出芽酵母のエタノールストレス応答
井沢真吾

京都工芸繊維大学大学院工芸科学研究科

　基礎研究には多種多様なモデル生物が利用されてい
るが，実際のものづくりや産業界で利用されているモ
デル生物となると非常に限られた数となる．出芽酵母
Saccharomyces cerevisiae は真核生物のすぐれたモデ
ル系として，生化学や細胞生物学，遺伝学，分子生物
学などの広範囲な基礎研究領域で長期に渡り用いられ
てきている．1996 年には真核生物としてはじめてゲ
ノム DNA 配列が解読され，近年でも老化やプリオン
研究の解析モデル系として活用されている．取り扱い
の容易さや安全性，コストの低さ，各種データベース
や実験ツールの整備などを含め数多くの利点があるこ
とから，ポストゲノム時代の基礎研究においても酵母
の重要性はますます高まると考えられている．
　一方で，酵母はものづくりにおいても非常に重要な
役割を担っており，関連する産業は約 8 兆円規模に及
ぶと言われている．酒類やパンをはじめとする発酵食
品の製造だけでなく，バイオ燃料などの物質生産シス
テムや健康食品素材としても利用されており，研究の
モデル系としてだけではなく，日常生活においても酵
母は欠かせない存在となっている．Saccharomyces 属
酵母がアルコール発酵能を有し，且つ，他の生物種に
比べ高いアルコール耐性を持つことが醸造・発酵産業
において重宝される最も大きな理由である．パスツー
ルやブフナー以降の発酵学の発展により，アルコール
発酵能についてはその詳細が解明され，発酵制御技術
や品種の改良を通じて安定した品質でアルコール（酒）
が作られるようになっている．
　ところが意外なことに，「どうして酵母が高いアル
コール耐性を持つのか？」といった点については，い
まだに謎のままである．また，醸造過程やエタノール
ストレス条件下で酵母細胞内に生じる変化や応答につ
いても十分な情報が得られていない．醸造過程ではエ
タノール濃度の上昇により，酵母自身も高濃度エタ
ノールストレスに対処する必要が生じる．さらに局所
的な見方をすれば，濃度 100% のエタノールが生成さ
れる場所が細胞内には存在するわけで，高濃度のエタ
ノールストレスと折り合いをつける術を酵母は備えて

いるはずであるが，そのメカニズムに関する情報はほ
とんどないのが現状である．これらの謎を解明するこ
とは細胞生物学や応用微生物学といった観点から重要
な研究課題であり，さらに人為的な制御や改良を加え
ることで応用範囲が大きく広がる可能性を秘めてい
る．このような背景を踏まえ，演者らは酵母のエタノー
ルストレス応答機構の解析に取り組んでいる．
　ストレス条件下で，どのような遺伝子の発現が上昇
あるいは減少するのかといった情報は，ストレス応答
機構を解析する上で最も重要な情報の一つである．ゲ
ノム塩基配列の解読以降，DNA マイクロアレイによ
る網羅的な解析が容易になり，エタノールストレス条
件下や各種酒類醸造過程についても，それぞれマイク
ロアレイによる解析結果が報告されている．これらの
データは，酵母のエタノールストレス応答を理解する
上で重要な手がかりとなることに間違いないが，あく
までも転写段階における変化を観察したに過ぎず，最
終的な翻訳産物にまで至る遺伝子発現全体を反映した
ものではない．とくに真核細胞である酵母の場合，転
写の場である核と翻訳の場である細胞質が核膜によっ
て隔てられているため，mRNA の核内でのプロセシ
ングや核外輸送などを経てから翻訳されるわけであ
り，mRNA レベルとタンパク質レベルとのズレが原
核細胞以上に大きくなると予想される．演者らの研究
室でもエタノールストレスによって転写が活性化され
る遺伝子の発現を検討したところ，mRNA レベルが
劇的に増加するにもかかわらずタンパク質レベルがほ
とんど増加しない遺伝子が複数存在することを確認で
きた．そのような遺伝子の発現の多くが，mRNA の
輸送段階で抑制されていることが明らかとなった．今
回は，転写後段階での遺伝子発現制御機構やオルガネ
ラ形態の変化などを中心に，酵母のエタノールストレ
ス応答に関するこれまでの知見を紹介する．エタノー
ルストレス応答の研究から見えてくる，酵母を用いた
ものづくりにおける今後の課題や可能性などについて
論じたいと考えている．
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S-3　胞子形成をモデルとした細胞膜新生メカニズムの解明
中村太郎

大阪市立大学大学院理学研究科

　分裂酵母は栄養源が枯渇すると，耐久型休眠細胞で
ある胞子に分化する．第二減数分裂時になると将来胞
子の細胞膜となる前胞子膜が細胞質に新たに形成さ
れ，減数分裂によって分けられた核を包み込んで，胞
子が完成する．胞子は母細胞の細胞中に新たに形成さ
れることから，細胞新生のモデルとしても魅力的な系
である．ここでは次の 3 つに焦点を絞って話したい．
　①前胞子膜形成の可視化：
　将来胞子の細胞膜になる前胞子膜を生細胞・蛍光顕
微鏡下で観察する系を構築した．前胞子膜形成に局在
する Psy1 タンパク質を緑色蛍光タンパク質（GFP），
核や微小管などの細胞構造を他の蛍光タンパク質で標
識し，胞子が構築されていく様子をダイナミックにと
らえることに成功した．
　②胞子形成の分子メカニズムの解明：
　胞子形成ができない変異株をもとに胞子形成に関わ
る多くの遺伝子を取得・解析した．その中にはスピン
ドル極体に局在し，前胞子膜形成開始に関わるもの，
前胞子膜の伸長に関わるものが含まれていた．また，
栄養増殖時の膜小胞輸送に関わる因子も含まれてい
た．これらの遺伝子を完全に欠失させると生育ができ
なかったことから，前胞子膜形成は栄養増殖の膜小胞
輸送に関わる因子と胞子形成特異的に関わる因子によ
り協調して行われていることがわかった．
　③胞子形成研究をもとにしたメンブレントラフィッ
クの理解〜エンドサイトーシスによるエキソサイトー

シスの方向制御：
　胞子形成に関わる因子の中には高等生物にも保存さ
れているものも多く見つかった．ここでは「胞子形成
研究からメンブレントラフィックの理解」につながる
例を紹介したい．psy1+ は胞子形成欠損変異株をもと
に取得された遺伝子の１つであり，高等生物のシンタ
キシン１様タンパク質をコードする．また，栄養増殖，
前胞子膜形成いずれの過程にも必須である．シンタキ
シンはターゲット膜上で膜小胞との特異的融合に関わ
る t-SNARE の構成因子である．シンタキシン１は細
胞膜上に存在し，分泌小胞のターゲットとなっている．
Psy1 は他生物のシンタキシン 1 と同様，栄養増殖時
には細胞膜に局在しているが，興味深いことに減数分
裂が進行すると細胞内に取りこまれ，前胞子膜に局在
を劇的に変化させる．すなわち，減数分裂時に特異的
にシンタキシン 1 を細胞内に取りこむメカニズムの存
在を示唆している．そこでこの Psy1 取り込みの分子
メカニズム解明をめざした．Psy1 は第一減数分裂終
了後すみやかに取りこまれる，Psy1 の取りこみには
エンドサイトーシスが関わっていることなどが明らか
になった．また，このエンドサイトーシスは栄養増殖
のエンドサイトーシスと違うさまざまな興味深い特徴
を有していた．減数分裂時に，エンドサイトーシスに
より t-SNARE が取りこまれ，エキソサイトーシスの
方向が変化するという興味深い現象の存在が明らかに
なった．
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S-4　C1微生物の細胞機能とその利用：循環型物質生産体系の構築に向けて

由里本博也

京都大学大学院農学研究科

　メタン，メタノールなどの還元型 C1 化合物は，天
然ガスから生産されるだけでなく，未利用バイオマス
からの生産も可能な炭素資源であり，石炭・石油に変
わるエネルギー源として，また環境負荷の低い循環型
物質生産体系の基幹物質として注目されている．中で
もメタノールは，輸送や取り扱いにおける利便性に加
え，穀物由来のバイオエタノールとは異なり，食料と
競合しない点で特に有望視されている．欧米諸国では，
天然ガスやバイオマスなど様々な炭素資源から化学的
方法でメタノールに導き，これを中心とした工業体系

“Methanol Economy”を構築することが提唱されて
いる．一方，自然界には C1 化合物を炭素源として利
用する微生物（C1 微生物 ; メチロトローフ）が広く
存在し，CO2 換算で 15 〜 20 億トン／年にも及ぶ地球
規模での炭素資源（メタンサイクル）において重要な
役割を果たしている．これまでに，メタンを利用する
メタン資化性細菌，メタノールを利用するメタノール
資化性細菌やメタノール資化性酵母が数多く分離さ
れ，そのユニークな代謝経路や細胞機能が明らかにさ
れてきた．これらを利用した有用物質生産，有用タン
パク質生産は既に実用化されているものもあり，C1
化合物と C1 微生物の細胞機能を積極的に利用するこ
とにより，循環型物質生産体系を構築することが可能
となってきている．本講演では，C1 化合物を利用す
る循環型物質生産体系の構築に向けて我々が行ってい
る研究のうち，酵母メタノール誘導性遺伝子発現制御
機構の解明とその利用，植物表層の C1 微生物の生理
生態の解明の 2 つのトピックスについて紹介したい．
　メタノールを唯一の炭素源，エネルギー源として生
育できるメチロトローフ酵母は，強力なメタノール誘
導性プロモーターを利用した異種遺伝子大量発現の宿
主 と し て 広 く 利 用 さ れ て い る． 我 々 は Candida 
boidinii を用いて，種々の活性型酵素大量生産法を開

発してきた．しかし，酵母メタノール代謝の誘導制御
機構の分子メカニズムについては，未解明な点が多く
残されている．現在，酵母メタノール誘導性遺伝子発
現の分子機構解明に向けた研究を行っており，新たに
取得した転写活性化因子の機能解析や，異種遺伝子高
発現のための宿主やプロモーターの開発を進めてい
る．
　自然界における C1 化合物の主要な放出源の一つに
植物が挙げられる．その放出量は，メタンが年間
6000 万〜 2 億 4000 万トン，メタノールが約１億トン
と見積もられている．メタンは温室効果ガスであるが，
植物からの放出メカニズムは不明であり，排出削減に
ついても具体的な対策が施されていない．また CO2

排出削減の対策の一つとしてバイオマスの有効利用が
あるが，植物バイオマスに含まれるペクチンやリグニ
ンにはメチルエステル基やメトキシ基が存在し，これ
らの C1 ユニットに由来する C1 化合物が植物の成長
過程あるいは枯死後の微生物分解過程で生じる．この
ように植物からの C1 化合物の放出が認められる一方
で，多様な C1 微生物が植物試料から分離されており，
C1 微生物と植物との共生関係も明らかになりつつあ
る．植物表層に生息する C1 微生物によって，植物か
ら放出される C1 化合物を積極的に利用することがで
きれば，メタン排出削減や C1 化合物の生物資源化に
よるバイオマスの増大，有用物質生産が可能になると
考えられる．このような観点から，我々は植物表層に
おける C1 微生物の生理生態を明らかにしようとして
いる．これまでに様々な植物試料から C1 微生物を含
む微生物コンソーシアムを取得しており，メタン酸化
能の評価，植物生育への影響の評価などを行っている．
また C1 微生物の C1 化合物応答性遺伝子発現機構を
利用して，植物表層など環境中の C1 化合物を検出，
定量する技術の開発も行っている．
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S-5　病原性酵母 Candida glabrataの医療・産業利用への挑戦　
～バイオエタノールからトリインフルエンザ予防まで～

水野貴之

徳島文理大学理工学部ナノ物質工学科

　 我 々 が 扱 っ て い る Candida glabrata は，
Saccharomyces cerevisiae と近縁の酵母であり，形態
や遺伝子配列など多くの点で高い相同性がある．しか
し，C. glabrata は，接合能がなく一倍体しか存在し
ない点や，人に常在化し日和見感染を引き起こすなど
S. cerevisiae とは著しく異なる性質を持っている．特
に感染症患者から C. albicans に次いで高頻度で分離
される点が特徴である．C. glabrata を研究対象とし
た目的も，感染機構を明らかにし，有効な治療方法を
確立する点にあった．しかし，予備実験を行ううちに
産業的に利用価値が高いことが示唆されるデータを得
た．そこで，さらに C. glabrata を有効に利用すると
いう立場に立っていくつかの解析を行った．その結果
以 下 の こ と が わ か っ た．１）C. glabrata は S. 
cerevisiae に比べ増殖速度が速い．２）C. glabrata は
42℃でも正常に増殖が可能であり，さらに高い温度で
も高い耐性を示す．３）高糖，高エタノール，高塩，
あるいは低 pH に対する高い耐性を持つ．４）低栄養
による増殖抑制がかかりにくく培地中の糖を有効に使
うことができる．これらの結果は，C. glabrata が産
業的に非常に有用である可能性を示している．たとえ
ば，増殖速度が速いことは発酵のプロセスにかかる時
間を抑制することによりコストダウンとなる．また，
発酵過程で熱上昇が起こることが多いが，C. glabrata
は 42℃を超える温度でも増殖可能である点は非常に
有利である．
　次に，応用的に有利な点を活かして産業利用するた
め，宿主ベクター系の構築や，遺伝子組み換え法の構
築などを試みた．形質転換効率，非相同組み換えの効
率ともに S. cerevisiae に比べ著しく低頻度であった
が，培養時間や温度，あるいは相同領域の長さを最適
化することで飛躍的な向上が見られた．ベクター系に
関しては，既存の S. cerevisiae のシステムが使えるが，
セントロメアタイプのプラスミドを用いた場合には非
常に安定性が悪いことがわかった．現在，安定化シス
テムの構築を試みている．C. glabrata と S. cerevisiae
とは，遺伝子レベルでの相同性は高いだけではなく，
互いの遺伝子を置換すると正常に発現する．実際に，

多くの遺伝子破壊株は，プロモーターをそのままつな
いだ相同遺伝子を挿入することで相補される．現在，
ゲノムレベルでの組み換え，あるいは欠失や導入を可
能とする実験系を構築している．
　また，C. glabrata が酸に耐性を持つこと，また哺
乳類の腸内で一定期間生育し続けられることを利用し
て遺伝子を組み込んだ C. glabrata を宿主腸内で保持
し有用物質を生産するシステムの構築を目指してい
る．本研究室では以下の理由から鶏を宿主として用い
ている．１）比較的閉鎖的な環境で飼育されており，
封鎖実験が容易である．２）ニューカッスル病やマレッ
ク病では，既製ワクチンの経口投与が実用化されてい
るが，そのワクチン接種は継続的でありコストが高い．
３）世界で最も数が多い家畜動物の一つで，生育日数
も少なく単価が安い．４）高病原性鳥インフルエンザ
ウイルスの感染予防は重要課題である．C. glabrata
は高塩酸濃度に対して耐性を持つとの知見を得ていた
ので，鶏に C. glabrata を経口投与すれば，胃を通過
して腸に達する可能性があった．そこで，C. glabrata
を経口投与し，翌日の糞を調べたところ，C. glabrata
が検出された．このことから C. glabrata は，胃を無
事に通過し，腸に達していることがわかった．その後
の解析から，腸に到達した C. glabrata は，腸の栄養
分を利用して増殖していることがわかった．また，現
在のところ C. glabrata を飼料に混合して過剰に与え
ても鶏の生育に悪影響見られず，感染症を発症した形
跡も見られなかった．現在は，インフルエンザウイル
スのワクチン投与を念頭に実験を行っている．
　産業，畜産の現場で実用化するためには，感染性を
弱めることが必須となっている．感染機構を解明する
ことは，ヒトの感染症を治療する，あるいは予防する
ために有意義であるが，同時に応用的にも重要なこと
となっている．本研究においては，産業，畜産，医療
は互いに独立した分野ではなく，深く総合的に相互関
係を持っている．今後は S. cerevisiae の利点を取り入
れ安全で生産性の高い株を構築する，そしてその過程
でヒトへの感染機構解明に近づいていきたいと考えて
いる．
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一般講演

O-1 酸性硫酸塩土壌地帯の植物より単離した耐酸性窒素固定菌について
○相澤朋子 1, 田口博規 1, 木本健一郎 1, 姜　東鎮 1, Pisoot Vijarnsorn2, Nguyen Bao Ve3, 中嶋睦安 1,4, 砂入道夫1 
1 日大・生物資源科学 , 2Acid Sulfate Soil Improvement Project under Royal Initiatives, Thailand, 3Can Tho 
University, Viet Nam, 4 日大・総合科学研

　耕作に適さない「問題土壌」のなかには，海成粘土層に含まれる硫化鉄が開墾などにより地表に露出・酸化し
て生じる硫酸により，土壌・周辺水域が pH 1.5 〜 4 という強酸性を示す酸性硫酸塩土壌 （actual acid sulfate soil: 
AASS） と呼ばれる土壌が含まれる．AASS では，強酸性，アルミニウム・重金属などの金属過剰害，リン酸の不
溶化によるリン不足，窒素固定菌の活性低下による窒素不足などが複合した植物の生育阻害が起こり，農業上の
深刻な問題となっている．一方で，人口が急激に増加する東南アジアでは，食糧増産のため AASS の利用が強く
求められている．そこで我々は，経済的で環境負荷が少ないバイオレメデエーションによる AASS の環境修復・
保全および食糧増産のために，AASS 適応植物と微生物群が形成する植物−微生物共生系に着目して，タイ・ベ
トナムの AASS に自生する植物と共生し，環境修復などへの活用性の高い微生物群を得てきた．
　昨年度大会において，ASS 適応植物−微生物共生系より単離した強酸，高濃度アルミニウムおよび重金属耐性，
リン酸可溶化能をもつAcidocella sp. AL46株について報告した．本発表では，先に述べた窒素不足の緩和のために，
窒素固定菌に着目し，強酸性条件下において生育が良く，高い窒素固定能を示す菌株を選抜し，その窒素固定能
活性について検討を行った．
　AASS に自生する植物の根圏微生物から，pH 2.5 の強酸性条件下においてもアセチレン還元活性を示した EG78
株，および EG84 株の 2 株を選抜した．この 2 株は 16S rDNA の塩基配列の分析からそれぞれ Pantoea 属細菌，
Enterobacter 属細菌であった．上記窒素固定菌 2 株は低濃度のアルミニウムイオンが存在してもアセチレン還元
活性を示さないが，Acidocella sp. AL46 株と混合培養時には 3 mM アルミニウムイオン存在下においても活性を
示した．このことはこれら窒素固定菌と Al 耐性菌が植物表面でコンソーシアムを作り適応している可能性を示す
とともに，これらを組み合わせることで AASS での作物増産に応用できる可能性を示唆している．
　本研究は，ハイテクリサーチセンタープロジェクト「ゲノム科学的アプローチによる生命共同体の包括的理解
と制御法への応用」の一環として行われ，相澤は財団法人発酵研究所（IFO）からの助成を受けている．

O-2 原油から分離した新規乳酸菌 Lacticigenium petrolei
○飯野隆夫 1,2，鈴木健一朗 2，原山重明 2

1（独）理化学研究所バイオリソースセンター （RIKEN-BRC JCM）， 2（独）製品評価技術基盤機構 （NITE）・
NBRC

　乳酸菌は，発酵食品や生理活性物質の生産など産業界で広く利用されている微生物で，現在までに 30 属 350 種
以上が報告されている．一般に，乳酸菌の多くは，動物腸管や発酵食品などから分離されているが，近年では，
海洋環境や活性汚泥などからもその存在が確認されている．そこで，新たな微生物資源の探索を目的として，こ
れまでに分離源とされていない原油から新規乳酸菌の分離を行った．
　2004 年 12 月に石油備蓄基地から原油を収集した．本試料を液体培地に接種し，25℃にて嫌気的に集積培養を行っ
た．その後，本培養液を同組成の固体培地に塗抹し，好気的に培養を行った．得られたコロニーを純粋分離し，
新規と考えられる乳酸菌 MIC1-18 株を純粋分離した．
　MIC1-18 株はグラム陰性，無芽胞，通性嫌気性の短桿菌で，数本の鞭毛を有し，運動性を示した．本菌株は，
糖類などを利用して従属栄養的に生育し，主要代謝産物として L-乳酸を生成した．至適生育温度，pH，塩濃度は，
それぞれ 30℃，7.0，3% であった．16S rRNA 遺伝子配列に基づいて系統解析を行った結果，MIC1-18 株は 1 属 1 
種しか知られていない Atopococcus tabaci CCUG 48253T と最も近縁であったが，その相同性 は 90.0% と極めて低
かった．
　MIC1-18 株と近縁な乳酸菌の微生物性状を比較すると，最も近縁な Atopococcus 属とは細胞形体，グラム染色性，
運動性，酸素感受性，GC 含量など多くの性状が異なっていた．その他の近縁種ともグラム染色性，細胞壁アミノ
酸組成など多くの点で異なっていた．これらの性状に加え，MIC1-18 株は系統的にも独立していることから，属
レベルで新規の乳酸菌であると考えられた．以上のことから，MIC1-18 株に対し，新属新種 Lacticigenium 
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petrolei を提唱する．
　なお，本研究の一部は「微生物を利用した石油の環境安全対策に関する調査」の一環として独立行政法人新エ
ネルギー・産業技術総合開発機構より委託を受けて，実施したものである．

O-3 NIESコレクションにおける保存株の再同定
湯本康盛 1，河地正伸 2，○笠井文絵 2

1（財）地球・人間環境フォーラム，2 国立環境研究所

　NIES コレクション（独立行政法人国立環境研究所微生物系統保存施設）では，藻類培養株が寄託された場合，
基本的には寄託者がつけた学名を受け入れている．しかし，形態的特徴の少ないグループで 18S リボソーム遺伝
子などの配列情報がない株については，コレクション独自に分子系統解析による種名の確認および変更を行って
いる．
　従来の Chlorella 属は分子系統解析によって多系統であることが示され，タイプ種である Chlorella vulgaris を
含むクレードが Chlorella 属に残り，他のクレードに含まれる種に対しては新たな属が設立されている．例えば，
C. prothothecoides を含む Auxenochlorella 属，C. kessleri を含む Parachlorella 属，C. pyrenoidosa を含む
Pseudochlorella 属などである．これらの他に C. saccharophila や C. ellipsoidea を含む新属も提案されている．
　IAM コレクションは古くから光合成研究に用いられた“従来の Chlorella 属”，すなわち C. ellipsoidea，C. 
saccharophila，C. sorokiniana，C. vulgari，C. zofingiensis，Parachlorella kessleri や Chlorella 属未同定種など
の培養株を保存していたが，IAM コレクションの終了に伴ってこれらの株が NIES コレクションに寄託された．
NIES コレクションでは，これら“従来の Chlorella 属”およびその近縁属に含まれる株，および NIES コレクショ
ンに保存されているクロレラ様の未同定種について 18S リボゾーム遺伝子を用いた系統解析を行い，種名の確認
および変更を行った．その結果，種名や属名が正しいと確認された株，種名や属名を変更した株については遺伝
子配列を遺伝子バンクに登録し，公開した．これらの結果とともに，この過程で判明したコレクションの課題に
ついても考察する．

O-4  培養株とフィールドサンプルに基づく日本固有氷雪藻 Carteria miwae（緑藻，ボルボックス目）の分類学
的再検討
村元京平 1，仲田崇志 2，設楽智文 3，原　慶明 4，○野崎久義 1

1 東京大・院理・生物，2 慶應義塾大・先端生命研，3 山形大・院理工，4 山形大・理・生物

　氷雪藻とは，雪解けの時期になると雪解け水の中で活発に生育する淡水性微細藻類の総称である．氷雪藻が大
量に繁殖すると，雪は緑や赤に色付き，その現象は「彩雪」とも呼ばれる．日本の氷雪藻の分類研究のほとんど
が 1960 年代までのものであり，近年発達した分類学的手法は試されておらず，培養株も保存されていない．まさ
に日本の氷雪藻は新種または「謎の未確認淡水産藻類（Unidentified Mysterious Freshwater Algae［UMFA］）」
の宝庫と言える．今回発表する UMFA は 4 本鞭毛性の単細胞性緑藻 Carteria（Ca.）miwae Fukushima であり，
その残された足跡は Fukushima（1963）の横浜市立大学紀要の研究である．本種は「2 個の眼点」，「ピレノイド
を欠失した葉緑体」といった独特の形態を持ち，日本固有の氷雪藻として 1963 年に記載されたが，以降分類学的
研究は行われていない．
　本研究では青森県・八甲田山，山形県・月山の山麓を再調査し，緑雪を採集したところ，Ca. miwae と同じ形
態的特徴を持つ藻体を確認したが培養株は確立には至らなかった．従って，緑雪サンプルを用いた LM と TEM
による形態観察および single cell sequencing を用いた系統解析を実施した．TEM 観察の結果，Ca. miwae の 2
個の眼点は一層の粒子から形成され，葉緑体は典型的なピレノイドを持たないことが明らかになった．rbcL 遺伝
子（1128bp.）に基づき系統樹を構築したところ，Ca. miwae は Chloromonas 属の氷雪藻類が形成するクレード内
に位置し，4 鞭毛性の Carteria の系統群とは分離した．また，月山の緑雪中の「2 鞭毛・1 眼点を持つ細胞壁のな
い細胞」からも同一配列が得られたことから，Ca. miwae は Chloromonas の 4 本鞭毛を持つ遊泳接合子である可
能性が示唆された．加えて，我々が確立した月山産 2 株は形態的特徴から未記載の Chloromonas 氷雪藻種に同定
され，系統解析では Ca.miwae と小さいクレードを形成したので，新組み合わせ Chloromonas miwae を提唱する．
以上のように生活環がまわらなかったり，低温性である為に培養が困難な氷雪藻の種の実体明らかにするには培
養株の確立への努力に加えてフィールドサンプルから直接得られたデータが必要と思われる．
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O-5 微生物リソースのカルチャーコレクション／ BRCにおけるMTAに関する課題
○高島昌子
理研バイオリソースセンター微生物材料開発室

　微生物材料は，過去においては研究者間で実験材料として自由に交換されてきた経緯があるが，CBDの発効以降，
所有権（ownership）という考えが生まれた．しかし複製可能な微生物では，所有権の扱いは難しい．カルチャー
コレクション／ BRC が“行うことができる”，すなわち有している権利に関する議論を共通のこととして認識し
ない限りこの問題は解決しないであろうし，また従来行われてきたコレクション間の交換は難しくなるであろう．
　独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンター（以下理研 BRC）は我が国におけるライフサイエンスの分
野における研究開発およびその実用化の発展のため，生物遺伝資源（バイオリソース）の寄託を受け，これを収集・
維持・保存・増殖ならびに研究者に対する提供を行っている．また大勢の寄託者の権利を保護するため，平成 17
年度からリソースの寄託の際には「生物遺伝資源譲渡同意書」もしくは「生物遺伝資源寄託同意書」を取り交わ
すことを，またリソースの提供にあたっては，依頼者と当センターとの間で「生物遺伝資源提供同意書」を取り
交わし，リソースの利用における権利と義務の関係を明確化することを始めた．
　本演題では，理研 BRC がこの 4 年間に行ってきた MTA の現状と今後の課題について紹介する．
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ポスター発表

P-1 農業生物資源ジーンバンク事業微生物遺伝資源部門（MAFF）の 2008年の活動と成果
○澤田宏之，富岡啓介，佐藤豊三，青木孝之，永井利郎，竹谷　勝，山㟢福容，井垣善美，河瀨眞琴
農業生物資源研究所

　【収集保存・特性評価】農業や食品産業に係る 1,666 株の微生物を新規登録し，2008.12.1 現在，コレクション総
数は 24,898 株（公開率：71.0%）となった．また，保存菌株の分類学的性状，病原性，物質生産性等，延べ 4,911
点の特性情報を集積した．実施した公募委託課題は以下の 5 つである：①国内産 Pestalotiopsis 属菌の系統分類と
拮抗性微生物としての可能性（玉川大），②南西諸島の主要作物に発生する細菌性病害の探索と病原細菌の収集（九
州大），③ジーンバンク未保存の野菜・花卉類を中心とした既知病害の病原の収集（首都大），④ Phylotype 決定
に基づいた青枯病菌 Ralstonia solanacearum 国内菌株の系統再分類による青枯病菌インベントリーの作成（高知
大），⑤西南暖地において収集した落葉漂白菌類のリグニン分解特性の評価（京都大）．これらの成果は 2009 年公
表に向けて取りまとめ中である．なお，2009 年に実施する収集と特性評価に係る公募委託課題（仮題）は以下の
4 つである：①きのこ栽培の害菌，Trichoderma 属菌の探索，分子系統解析と代謝産物パターン解析（玉川大），
②トマト葉かび病菌の新たな病原性系統の収集（野茶研），③細胞性粘菌の作物病害微生物に対する抑制作用（筑
波大），④国内産 Corynespora cassiicola 菌株の寄生性と系統進化の解析（高知県農技セ）．
　【ユーザーへの提供】国内外へ 849 株（配布申込 153 件）を配布した．これらは分類同定，遺伝子解析，病害診
断等に係る試験研究・教育に広く活用された．また，微生物検索システムの改良によりユーザーの利便性（検索
の操作性やスピード等）を向上させるとともに，情報提供の一環として，微生物遺伝資源利用マニュアル（ISSN 
1344-1159）23 号「宿主特異的系統を含む植物病原糸状菌 Plectosporium tabacinum」，同 24 号「改良型迅速抽出 
─TLC 法による植物病原細菌の簡易同定」，および 2007 年に実施した公募委託課題の成果等を取りまとめた微生
物遺伝資源探索収集調査報告書第 21 巻（ISSN 0915-2830）を刊行し，当 web サイト（http://www.gene.affrc.
go.jp/publications.php?section=micro）にもその PDF を掲載した．

P-2  農業生物資源ジーンバンク事業における微生物遺伝資源の配布価格体系と配布を受けたユーザーに求める責
務
○富岡啓介，佐藤豊三，青木孝之，澤田宏之，永井利郎，堅持文一，河瀨眞琴
農業生物資源研究所

　食料・農業に係る生物遺伝資源の保全と利用促進にあたっている農業生物資源ジーンバンク事業では，実施主
体の農業生物資源研究所が定める生物遺伝資源管理規程に基づき，保有する生物遺伝資源を試験研究（育種を含む）
又は教育用に配布している．今般，ユーザーの利便性向上のため同規程を見直し，植物，微生物，動物及び DNA
等の配布価格体系を改定し，また，近年の生物遺伝資源の取引に係る諸条件に鑑み，それらの配布を受けたユーザー
に求める責務も改定した（2009 年 4 月 1 日施行）．
　【微生物遺伝資源の配布価格体系（規程より抜粋）】
　1）1 〜 9 株の申込は 6,700 円／株，10 株以上の申込は 6,030 円／株（いずれも消費税及び送料込み）．2）ただし，
当事業の PR となる報道や展示等を無料で行う者からの申込，海外の公的機関及びそれに準ずる機関からの申込，
第三者への配布が可能な微生物遺伝資源を当事業へ提供した者からの申込（提供同等数量までに限る），高等学校
以下からの教育用に供するための申込などには無料配布とできる．3）一方，申込者の使用目的を不適当と認めた時，
在庫が不足の時，申込者が本規程に違反したことがある時のほか，各種の法令，条約，制度等に照らし，又はそ
の他我が国の食料・農業に重大な悪影響を及ぼす恐れがある等により配布を不適当と認めた時などは配布を拒む
ことがある．
　【配布を受けたユーザーに求める責務（規程より抜粋）】
　1）当該生物遺伝資源は，配布申込書に記載した目的に使用するものとし，第三者に譲渡・転売・貸与してはな
らない．2）配布申込書記載事項に変更が生じる時は，事前に農業生物資源研究所（以下「研究所」）に届け出な
ければならない．3）研究所の許可なしに当該生物遺伝資源を国外へ持ち出してはならない．4）試験研究等の結
果を研究所に報告しなければならない．5）当該生物遺伝資源を用いて得た成果の公表時は，その配布が当事業に
よった旨を記し，公表に用いた論文，資料等を研究所に提出しなければならない．6）試験研究等により育成者権，
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特許権等の知的財産権その他の権利を得る場合は，事前に研究所に通知しなければならない．7）本規程に違反し
た場合は，直ちに使用を止め，研究所の指示により当該生物遺伝資源を返却又は処分しなければならない．
※ 以上の責務等に関し，研究所は配布申込者から事前同意を得ることとしている．

P-3 NIESコレクション：2008年度の活動と今後の展望
○恵良田眞由美 1，森　　史 1，湯本康盛 1，佐藤真由美 1，石本美和 1，河地正伸 2，笠井文絵 2

1（財）地球・人間環境フォーラム，2 国立環境研究所

　（独）国立環境研究所微生物系統保存施設（以下 NIES コレクションと表記）は 1983 年の開設以来，環境科学・
環境問題に関わる種類を中心とした微細藻類および原生動物の収集・保存・分譲業務を行なってきた．本発表で
は 2008 年度の本施設の活動内容について報告し，併せて 2009 年度以降の活動計画等について紹介する．
　現在の公開株数は 2009 年 3 月現在で 2,148 株である．綱別の内訳は以下のとおりで，これは現在設立されてい
る藻綱の殆ど全てを網羅するものである： 藍藻（630 株），灰色藻（7 株），紅藻（広義）（281 株；うち 262 株は
淡水産紅藻類），緑藻（437 株），ペディノ藻（3 株），プラシノ藻（55 株），トレボウキシア藻（112 株），アオサ
藻（12 株），車軸藻（212 株；うち 54 株はシャジクモ類），メソスティグマ藻（5 株），ミドリムシ藻（14 株），ク
ロララクニオン藻（2 株），渦鞭毛藻（97 株），オキシリス類（1 株），アウリアリナ藻（3 株），珪藻（51 株），ク
リソメリス藻（1 株），黄金色藻（18 株），ディクチオカ藻（8 株），真正眼点藻（4 株），ペラゴ藻（5 株），褐藻（1
株），ピングィオ藻（2 株），ラフィド藻（50 株），シゾクラディオ藻（1 株），黄緑色藻（6 株），所属不明不等毛
藻（1 株），クリプト藻（45 株），パブロバ藻（8 株），プリムネシウム藻（50 株），原生動物（広義）（26 株）．
　NIES コレクションでは，昨年 7 月に HP の大幅な改訂を行ない，オンラインで株情報の検索や分譲依頼の申し
込みを行なうことのできる体制を整えた．その効果もあってか，2008 年度の分譲は前年度を大きく上回り，3 月
半ば時点で 315 件 828 株であった．傾向としては昨今の社会情勢を反映してバイオ燃料探索関連の分譲が顕著で，
中でも炭化水素を産生する Botryococcus braunii の分譲数が飛び抜けて多く，延べ 25 件 33 株に達した．また
NIES コレクションでは 4 年ぶりに冊子体の保存株カタログを刊行したほか，独自に遺伝子情報の解析を行ない，
57 株について 18S rDNA の配列情報を公開した．
　今年度は特にレファレンス情報の充実と保有株の分類学的再評価を進め，より質の高いコレクションを目指し
たい．

P-4 NBRP藻類─多様な藻類リソースの保存をめざして
○笠井文絵 1，川井浩史 2，井上　勲 3，石田健一郎 3，中山　剛 3，羽生田岳昭 2，山岸隆博 2，平林周一 1，河
地正伸 1，渡辺　信 3

1 国立環境研，2 神戸大，3 筑波大

　ナショナルバイオリソースプロジェクト（NBRP）は，2002 年に開始された文科省が推進する事業で，研究材
料となる主要な生物の収集・保存，及びそれらの情報発信の日本における中核拠点を選定し，その活動を支援す
るプロジェクトである．
　NBRP 藻類では，収集対象を培養株とゲノム DNA とし，1）多様性が特徴である幅広い藻類，および 2）分子
生物学・ゲノム研究に適したモデル生物，の 2 つ立場から藻類リソースの収集・保存を行っている．また，合わ
せて株情報を集積・付加し，実験材料としての培養株の付加価値を高め，より品質の高い藻類リソースの収集・
保存の実現を目指している．現在，国立環境研究所微生物系統保存施設（微細藻類・原生動物）と神戸大学海藻
類系統株コレクション（大型海藻）の両機関から，約 400 属 800 種 2500 株が公開・提供されている．
　一方，株情報については，各保存機関のホームページに加えて，NBRP 情報サイトの藻類リソースデータベー
スから藻類株の基本的情報の閲覧，検索，保存株関連文献の閲覧，検索が実施できる．また，藻類は多様な系統
を含むという大きな特徴を持つが，本年度，生命全体の系統樹から保存株をたどる「Tree to Strain」が NBRP 情
報サイトの藻類リソースデータベースから公開された．「Tree to Strain」トップページの系統樹の探したい部分
をクリックすることによって，2 機関に保存されている株を系統樹からたどることができる．また，一部の分類群
については，解説や文献が示されている．本発表では，これら NBRP 藻類の活動を紹介する．
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P-5 NBRC 平成 20年度事業報告
○府川仁恵，山崎敦史，横山　宏，藤田克利，鬼頭茂芳，与儀重雄，鈴木健一朗

（独）製品評価技術基盤機構・NBRC

　NBRC は，微生物を中心とした生物資源の利用環境の整備を推進している．以下に平成 20 年度に実施した事業
と実績について報告する．
　1．微生物株の収集・分譲
　1）現在，NBRC の収集実績は，NBRC に登録され保存されている微生物株数と，DNA リソースの総数（下記
参照）の合計として示している．平成 20 年度，微生物株では，保存数が 23,271 株 * となった．NBRC が公開して
いる微生物株は 15,291 株 * である．
　2）微生物株分譲は国内 6,885 株，海外 410 株，計 7,295 株 * であった．分譲業務においては，平成 20 年 8 月よ
り「高等学校教材用指定菌種」の割引価格を中学校にも適用を始めた．
　2．ISO9001:2000 認証　平成 18 年 12 月取得以来，引き続き品質管理維持の向上に努めている．平成 20 年度も
顧客満足度調査として「不手際への対応，問い合わせのへの対応，NBRC に保管してほしい生物遺伝資源について」
のアンケートをおこなった．
　3．NBRC のホームページ　いろいろな角度から希望の微生物を容易に検索できるよう，「タイ原産の糸状菌株
セット」など，特定の微生物群のセットのページを新設した．
　4．復帰突然変異試験（Ames 試験）講習会（BMS 研究会主催）　7 月に開催された標記講習会を協賛し，主に
微生物株の取扱いについて講師を務めた．試験株は NBRC より公開している．
　5．DNA リソースの収集・分譲
　1）ゲノムシーケンス時に作製した微生物 DNA クローンを NBRC に移管し，全ゲノム情報の公開と同時に提供
できる体制を整えている．各クローンの情報は DOGAN（Database Of Genome Analyzed at NITE）にて確認す
ることが可能である（一部除く）．現在までに 14 株のクローンを公開・分譲している．
　2）ゲノム DNA 提供の対象株は，NITE のゲノム解析株や難培養微生物を中心に現在 17 株となっている．
　3）ヒト関連クローンも収集しており，従来のヒト cDNA クローンには新たに 12,424 種類を加えた（総数：
55,399 種類）．またヒト Gateway エントリークローン（33,275 種類）を新たに収集し，分譲を開始した．
　4）DNA リソースの分譲実績は，微生物 DNA クローン 16 個，微生物ゲノム DNA 29 個，ヒト cDNA クローン 
103 個，ヒト Gateway エントリークローン 68 個の計 216 個 * であった．（*: 2 月末現在のデータ）

P-6 NBRP酵母遺伝資源センター（出芽酵母）としての活動
○ Jong-Hyun Kim，原島　俊，金子嘉信
大阪大・院工・生命先端

　大阪大学大学院工学研究科生命先端工学専攻での微生物保存事業の公式な活動は，1929 年からの南満州鉄道中
央研究所の保存株を主としたもので，1953 年には再整備されて日本微生物株保存機関連盟の一員として活動を継
続し，現在は，2002 年 7 月から文科省ナショナルバイオリソースプロジェクト（NBRP）として実施している出
芽酵母の収集・保存・提供事業が主な活動となっている．NBRP 酵母の事業は，大阪市立大学大学院理学研究科
が中核機関として分裂酵母リソースを担当しており，我々の出芽酵母リソースとの2本立てのリソース事業である．
2009 年 2 月末で，出芽酵母リソースの保存は，菌株が約 12,500 株で，DNA が約 3,200 クローンとなっている．こ
のうち，菌株約 9,700 と DNA 約 2,400 は NBRP 情報センターの協力によりインターネットで情報公開しており，
Web ページ（http://yeast.lab.nig.ac.jp/nig/）にアクセスして，利用者による検索および提供の申込が可能となっ
ている．リソースとしての特徴は，出芽酵母の細胞周期関連変異株を始めとした各種突然変異株や出芽酵母ベク
ターおよび出芽酵母クローン化遺伝子などのリソースである．リソース品質管理の作業で挿入ゲノム領域を解析
した遺伝子ライブラリークローンを新たなリソースとして組み入れ，ゲノム全体をカバーするクローンセットの
構築も計画している．2009 年度の提供は 2 月末で 167 件に達し，送付したリソース数は 637（菌株 331，DNA 
306）で，昨年度提供数と比べてそれぞれ 15％と 20％の増加であった．
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P-7 有用乳酸菌株の産業利用と知財
○岡田早苗 1，中野美佳 1，田中尚人 1，西村　充 2，御船　昭 2

1 東京農業大学菌株保存室，2 総合研究所知財部

　東京農業大学菌株保存室は，日本を含む東〜東南アジア各国の伝統発酵食品（ほとんどが植物原料）に関わる
乳酸菌を長年に亘り（1980 年〜）収集してきた．保存乳酸菌株は現在，約 5,000 株あり，それぞれの分離源データ，
表現性状データ（約 60 項目），16S rDNA シークエンスデータと共に情報整理され保存されている．
　近年，野菜ジュースや豆乳など植物素材を原料とした発酵飲料製造にも乳酸菌の利用が急速に拡がっている．
植物素材を発酵原料とする場合は，乳の発酵に使われる乳酸菌では適さず，植物質が原料となった発酵食品に由
来する乳酸菌（＝「植物性乳酸菌」）が適している．さらに「植物性乳酸菌」は健康保持（感染予防や免疫調節など）
に関わる素材としても注目され，その活用度はますます高まっている．また環境問題からは，生分解プラスチッ
クの原料（L-または D-乳酸）生産のため，あるいは植物性廃棄物に乳酸発酵を施し，飼料化を図るために利用さ
れる．
　上記のような社会背景の下，本室には工業生産目的の乳酸菌株分譲依頼が増えてきた．東京農業大学菌株保存
室では，企業が求める用途能力を保有乳酸菌について把握してないので，つぎの三段階を経て該当株の譲渡及び
使用許諾に至る．
　工業使用目的で譲渡・使用許諾に至るまでの過程：
　1．仮分譲：依頼者が求める能力を有する乳酸菌株の選択を依頼者側が行う．そのために，主に非公開株を数十
から数百株をまとめて仮分譲する．（1 年契約．延長は可．）
　2．複数株に絞り込まれた目的株の中から，さらに優良株を 1 から 2 株に絞り込むための一定の猶予期間（年単位）
を設け，該当乳酸菌株は「管理ポスト」にて管理し，他機関にはその期間，仮分譲を含め分譲はしない．ただし，
カタログに収載している公開株については，一般に分譲していることから，別の取り扱いとなることもある．
　3．目的株（1 から 2 株）が選定された後，目的用途に限りその乳酸菌株の独占使用権を認める．特許出願する
場合は原則として共同出願となる．
　これらはいずれも有料で，分譲株数に応じて多少交渉に応ずるが，第 1 段階は試験研究用に限定しての分譲と
なる．段階ごとに契約を結びながら進めて行くのが普通であるが，今まで平成 19 年度・平成 20 年度の 2 年間で 8
件が成立，あるいは交渉進行中である．
　いずれも有料で，分譲株数に応じて多少交渉に応ずるが，第 1 段階は試験研究用に限定しての分譲となる．

P-8 財団法人発酵研究所の研究助成事業
○中濱一雄，佐藤邦子
財団法人発酵研究所

　財団法人発酵研究所は，60 年にわたって学術および産業に有用な微生物の収集・保存・分譲業務を行い，国内
外の微生物の研究を支援してきた．数年前，OECD の提言により，日本の政府は中核的な微生物保存機関として
NITE Biological Resource Center（NBRC）を設立することを計画した．そこで，発酵研究所のコレクションを
核とし，さらに拡充したコレクションを作るため，発酵研究所に協力を要請した．発酵研究所はこの要請に応え，
平成 14 年 7 月に約 15,000 株の微生物株および営々と築き上げてきた保存機関としての業務に必要なノウハウを研
究者と共に独立行政法人製品評価技術基盤機構バイオテクノロジー本部生物遺伝資源部門（NBRC）に無償で提供
し，微生物株保存機関としての使命を終了した．
　そこで，これまで培ってきた微生物保存事業の精神を生かし微生物の基礎および応用研究の進歩発展に寄与す
ることを目的として，平成 15 年度から研究助成事業を開始した．微生物の研究者だけを対象とする研究助成は他
の助成財団にはほとんど見られない．これまでに約 50 名の研究者に総額約 4 億円の助成金を支給した．有効に活
用され，優れた成果が生まれることを期待している．また，微生物学の進歩発展のためには，まず基盤を支える
人材すなわち優秀な研究者と指導者を育てることが重要と考えて，微生物の研究のみならず教育をも支援する目
的で，平成 20 年度から寄付講座の設置，運営のための寄付講座助成を開始した．
　発酵研究所は，研究助成事業をさらに充実させるため，平成 21 年度からこれまでの研究助成を刷新し，一般研
究助成と大型研究助成を開始した．また，新たに若手研究者助成を設けた．
　これらの事業を遂行することによって，これまで以上に微生物学の進歩発展に寄与したいと考えている．
　本ポスターでは，発酵研究所平成 21 年度研究助成事業の概要について紹介する．
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P-9 接合菌ヒゲカビの変異株コレクションの解析～矮小胞子嚢柄変異株micの特徴づけ～
小原礼士，○宮嵜　厚
石巻専修大理工学部

　【背景と目的】石巻専修大学 ISU コレクションには接合菌ヒゲカビ Phycomyces blakesleeanus Burgeff の野生株
およびそれら由来の変異株が多数保存されている．本研究ではまだ解析の行われていない矮小胞子嚢柄変異株
mic に注目し，基本的特徴を理解するために，形態的および生理的特性を調べた．
　【材料と方法】C5 は野生株 NRRL1555（−）の NTG 処理により作出された白色変異株であり，明所で大型の胞
子嚢柄を形成し，暗所で培養した場合は矮小胞子嚢柄（ミクロフォア）をさらに形成する．S356 は C5 をさらに
NTG 処理して作出された系統で，ミクロフォア様の胞子嚢柄のみを形成する．形態的観察として，胞子および胞
子嚢の計測，胞子嚢当たりの胞子数の計数，胞子嚢柄長の測定を行った．生理的特徴づけとして，菌糸伸長の測定，
アルコール発酵の検出，呼吸量の測定を行った．
　【結果】胞子，胞子嚢の計測結果を表に示した．胞子は C5 が楕円形であるのに対して，C5 ミクロフォアと
S356 はその大きさは異なるがほぼ円形であった．また，S356 の胞子嚢は小型になったが，胞子も小型となったた
め胞子嚢当たりの胞子数は同じであった．比 *2 の値から，C5 ミクロフォアと S356 においては小型の胞子嚢内に
密に胞子を形成していることがわかった．胞子嚢の着色は，C5 系においては黒色であったが，S356 では褐色に変
化していた．胞子嚢柄の最終伸長度は C5, 66.0 mm，C5 ミクロフォア，1.8 mm，S356, 8.4 mm となり，S356 の
胞子嚢柄は C5 ミクロフォアのそれより伸長したが，C5 の 13％弱になっていた．

表：胞子と胞子嚢の計測　*1：比 = 長径÷短径　*2：比 = 胞子のう体積÷（胞子体積×胞子数）

菌株 胞子 胞子のう
長径（μm） 短径（μm） 比 *1 体積（μm3） 直径（μm） 体積（μm3） 胞子数 比 *2

C5 9.5±1.1 5.6±0.9 1.7 1.56×102 492.2±56.5 6.24×107 1.62×103 25
C5 ミクロフォア 8.7±1.2 7.6±0.7 1.2 2.63×102 150.6±19.6 0.18×107 0.11×103 6

S356 6.2±1.2 5.9±1.2 1.1 1.13×102  95.6±14.8 0.05×107 0.11×103 4

　菌糸の 1 時間当たりの伸長速度は C5，S356 ともに 0.40 mm/h となり，両菌株で違いは見られなかった．ヨー
ドホルム反応において，C5 ではエタノール 0.1 〜 0.2% 相当のヨードホルムの結晶が確認されたのに対し，S356
では C5 の約 40 倍であるエタノール 5 〜 7% 相当の結晶が確認された．このことから，S356 は強いアルコール発
酵を行っていることがわかった．呼吸量の測定結果から，胞子嚢柄形成を行わない 10 時間までは，C5 と S356 で
大きな違いは見られなかったが，20 時間以後の胞子嚢柄形成時では C5 において 1.8 倍の上昇が観察された．しか
し，S356 では同様の上昇は見られなかった．

P-10 ナショナルバイオリソースプロジェクト「病原微生物」
○矢口貴志 1，田中玲子 1，亀井克彦 1，三上　襄 1，本田武司 2，江崎孝行 3，平山謙二 4

1 千葉大学真菌医学研究センター，2 大阪大学微生物病研究所，3 岐阜大学大学院医学系研究科，4 長崎大学
熱帯医学研究所

　ナショナルバイオリソースプロジェクト（NBRP）は，世界最高水準の生物遺伝資源の整備を目標に，現在各研
究者，研究機関に分散的に保存されている，あるいは，全面的に海外依存している生物遺伝資源を国家戦略に基
づき開発・収集・保存を進めるとともに，ゲノム情報も共に提供する体制を構築することを目標にしている．
　「病原微生物」においても，感染症の重要性が高まる中で，感染症教育や研究，さらに新しい診断薬や薬剤の研
究には，質の高い病原微生物の菌株が必要であるとの認識から採択され，体制の整備が進められてきた．
　これまでの NBRP 事業を通じて，千葉大学では新興および再興真菌症原因菌を中心に病原真菌，病原放線菌を，
大阪大学では病原性大腸菌，腸炎ビブリオを中心とした病原性細菌を，岐阜大学では，2 種，3 種病原体（ボツリ
ヌス菌，炭疽菌，類鼻疽菌，鼻疽菌，野兎菌など）を中心とした病原性細菌を，長崎大学では感染者や感染動物
からの新鮮な病原性原虫株を収集，保存，提供している．病原微生物は，他のバイオリソースと異なり，バイオ
バイセキュリテイの面から，その収集と保存には特別の対策が必要で，各機関は，厳しい管理体制のもとでの菌
株の保存に多くの労力を払っている．さらに，平成 19 年度における新しい感染症法への対応のため，高度病原微
生物においては DNA による保存・提供を検討している．
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　今後，どの機関においても，これまでに培った収集，保存，提供体制を進め，保存菌株には最新の情報を随時
付加し高品質化を推進している．

P-11 農業生物資源ジーンバンクに登録された新規植物病原菌類（2008年）
○佐藤豊三 1，大谷洋子 2，森脇丈治 3，出川洋介 4，青木孝之 1，富岡啓介 1，澤田宏之 1，永井利郎 1，大高
伸明 5，井垣善美 1

1 農業生物資源研究所，2 和歌山県農林水産総合技術センター農業試験場，3 中央農業総合研究センター，4 神
奈川県立生命の星・地球博物館，5 農業生物資源研究所（現 クミアイ化学工業㈱）

　2008 年，演者らが農業生物資源ジーンバンクに登録した植物病原菌類の中で，宿主が未報告であり初発生病害
の病原となる菌株，および当ジーンバンク初登録の種となる菌株などについて報告する．
　新宿主から分離された菌類（菌株）：ジュウロクササゲ由来 Cercospora canescens Ellis et Martin（MAFF 
241229），アブラナ由来 Plectosporium tabacinum（J.F.H. Beyma） M.E. Palm, W. Gams et Nirenberg（MAFF 
241235），テイカカズラ由来 Colletotrichum gloeosporioides（Penzig） Penzig et Saccardo（MAFF 241260），サ
ネカズラ由来 Colletotrichum acutatum Simmonds ex Simmonds（MAFF 241261），ゲッキツ由来 Botrytis 
cinerea Persoon: Fries（MAFF 241271），バナナ由来 Verticillium albo-atrum Reinke et Berthold（MAFF 
241279）．日本植物病名目録に記録されている国内発生病害の病原で今回初めて登録された菌類（菌株）：クワよ
ご れ 葉 病 菌 Sirosporium mori（Sydow et P. Sydow） M.B. Ellis（MAFF 241232）， カ キ 円 星 落 葉 病 菌
Mycosphaerella nawae Hiura et Ikata（MAFF 241234），タチアオイ斑点病菌 Cercospora althaeina Saccardo

（MAFF 241251），サネカズラ・ペスタロチア病菌 Pestalotiopsis versicolor（Spegazzini） Steyaert（MAFF 
241262），ツワブキ斑点病菌 Alternaria cinerariae Hori et Enjoji（MAFF 241266），スイゼンジナ黒斑病菌
Alternaria sp.（MAFF 241267），サトウキビさや枯病菌 Cytospora sacchari E.J. Butler（MAFF 241281）．なお，
すす葉枯症状を呈するデンドロビウムより国内で初めて確認された Pseudocercospora dendrobii Goh et W.H. 
Hsieh（MAFF 241273），および新種記載以来 2 例目のデンドロビウム斑点病菌 Selenophoma dendrobii Abiko

（MAFF 241272）も登録された．
参考文献：
Hsieh, W.-H. and Goh, T.-K. 1990. Cercospora and Similar Fungi from Taiwan. Maw Chang Book Company, 
Taipei, p. 255-256
岸　國平．1998. 日本植物病害大事典．全農教，東京．1,277 p.
日本植物病理学会．2000，2008. 日本植物病名目録．日植防協会，東京，880 p.，同追録．167 p.
迫田琢也ら．2009．日植病報．75（印刷中）

P-12 Bacillus subtilis (natto)の欠損ファージ
○永井利郎，佐藤豊三，青木孝之，澤田宏之，富岡啓介，大高伸明，井垣善美
農業生物資源研究所・NIAS ジーンバンク［MAFF］

　欠損ファージは，遺伝子に何らかの欠陥があるために増殖可能な正常な粒子を作ることができないバクテリオ
ファージである．枯草菌 Bacillus subtilis Marburg 株及び納豆菌 Bacillus subtilis（natto）IAM1207 株は欠損ファー
ジを菌体外に放出することが知られており，それぞれ PBSX 及び PBND8 と命名されている．これらファージ粒
子の頭部には，バクテリオファージ自身のゲノム DNA ではなく，宿主ゲノム DNA がランダムにそれぞれ 13 kb
と 8 kb の大きさに切断されたものが取り込まれている．
　今回，NIAS ジーンバンクで保存している納豆菌 MAFF118147 の培養ろ液から，PBND8 とは異なる欠損ファー
ジを検出したので報告する．
　MAFF118147 の培養ろ液を電子顕微鏡で観察したところ，形態的に PBSX や PBND8 と類似したファージ粒子
を検出し，DP118147（=Defective Phage of B. subtilis MAFF 118147）と命名した．DP118147 は直径 40 nm の
頭部と有鞘の尾部（255 nm×22 nm）からなる．MAFF118147 の培養ろ液を DNase 処理した後，超遠心分離に
よりファージ粒子を沈澱として回収し，DNA を抽出したところ，13.5 kb の DNA 断片が得られた．この DNA 断
片のサイズは納豆菌の PBND8 よりも枯草菌の PBSX の DNA のサイズに近かった．この DNA 断片を制限酵素
Hin dIII で切断した後，電気泳動を行ったところ，13.5 kb を上限としたスミアな切断パターンが得られた．すな
わち，この DNA 断片は単一配列の DNA ではなく様々な配列の DNA 断片から構成されていることが明らかとなっ
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た．
　以上のことは，MAFF118147 は同じく納豆菌である IAM1207 とは異なる欠損ファージを生産することを強く
示唆している．遺伝子レベルでの DP118147, PBND8 及び PBSX の関係，さらには他の納豆菌の欠損ファージの
生産性については，現在研究を進めているところである．

P-13 Lactobacillus 属の 16S rRNA遺伝子配列による品質管理と新種提唱
○北原真樹，坂本光央，辨野義己
独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンター微生物材料開発室

　Lactobacillus 属は 120 種あまりを有する属であり，JCM では最も提供数の多い属である．JCM 公開株 339 株の
うち参考株は 247 株存在し，菌株の品質管理の視点から，16S rRNA 遺伝子配列を用いて学名の確認を行うこと
とした．供試菌株は Lactobacillus 属公開株 339 株のうち 306 株とし，16S rRNA 遺伝子配列の 5’末端側前半 620
〜 750 bp を決定した．決定した配列が基準株との 97％以上の類似度を示した場合，現表記の学名は正しいと判定
した．その結果，306 株中 281 株（91.8％）は現表記の学名は正しいと判定した．しかし 25 株（8.2％）について
は学名と 16S rRNA 遺伝子配列のデータが過去の同定結果と一致しなかった．25 株のうち 22 株については
Lactobacillus sp. に学名変更した．今回決定した 16S rRNA 遺伝子配列は全て DDBJ に登録，登録番号をオンラ
インカタログに記載し，ユーザーに菌株情報の一つとして利用してもらえるよう公開した．
　Lactobacillus sp. に学名変更した 22 株のうちの 1 株である JCM 2765 についてはさらに分類学的研究を行った．
JCM 2765 はタイの発酵糖蜜から分離された菌株で 1989 年に発表された論文 1）では生理生化学性状試験の結果か
ら L. buchneri として同定されていたが，今回 JCM 2765 の 16S rRNA 遺伝子配列を Blast 検索したところ，L. 
paracollinoides と L. collinoides の 2 菌種と 98％以上の高い類似度を示した．しかしリボタイピングでは異なるパ
ターンを示し，さらに DNA-DNA 相同性試験の結果から明らかに L. paracollinoides と L. collinoides の 2 菌種と
は別種であったため，Lactobacillus similis sp. nov. として現在 IJSEM に論文投稿中である．
参考論文
1）Seki, M., Kaneuchi, C., Kumnuanta, J., Tantirungij, M., Ohmomo, T. and Komagata, K. Identification of lactic 
acid bacteria isolated from fermented cane molasses at alcohol plants in Thailand. Bull. JFCC 5: 80-88, 1989.

P-14 NBRC-Yeastコレクション業務報告：RIFY保有酵母菌の情報付加とその公開に向けて
○川㟢浩子 1，二宮真也 1，柳田藤寿 2，鈴木健一朗 1

1（独）製品評価技術基盤機構・NBRC，2 山梨大学・ワイン科学研究センター

　Saccharomyces 属酵母は発酵工業や食品工業において重要な微生物の一種であり，特に，パン酵母，清酒酵母，
ビール酵母，ワイン酵母は古くから人類の生活に密接した存在である．近年では，バイオ燃料の生産技術開発に
おいて，アルコール発酵能の高い Saccharomyces 属酵母もその研究対象とされている．それに伴い，バイオ燃料
に関する酵母についての NBRC への問い合わせ数も増しており，2007 年度の分譲実績では，アルコール発酵酵母
は全分譲酵母株数の 33.6％を占めていた．
　一方，山梨大学・ワイン科学研究センターは，果実酒を専門に研究する研究機関として長い歴史を持っており，
ワインに関する微生物研究が盛んに行われてきた．特に RIFY コレクションではワイン酵母も多数保有している．
アルコール発酵微生物の需要の高まりを考えた時，より多くのアルコール発酵酵母を広く提供する体制の必要性
は高く，NBRC からも RIFY 保有酵母株の提供を行うことを検討してきた．
　微生物を利用する立場からすると，分類学的に近縁な株が多数あった場合，研究開発に必要な株を選択するに
は何らかの株情報が必要である．これまで NBRC が提供してきた株情報は，菌株の来歴，分離源，分類学的情報，
文献情報が主であり，アルコール発酵酵母の場合，選抜は非常に困難である．そこで，NBRC から分譲を開始す
る RIFY 酵母株について，まず酵母菌の最も有効な分子指標である 26S rDNA D1/D2 領域の塩基配列に基づき，
現在の分類体系との比較を行い，学名の妥当性を検討した．次に，ミトコンドリア遺伝子上の Cytochrome oxi-
dase subunit II をコードする COX2 遺伝子の塩基配列を決定し，その比較解析に基づき，詳細な分類学的クラス
ター分けを行った．さらに，果汁を用いたアルコール発酵試験，アルコール発酵時の有機酸分析，その他生化学
的情報を調べ，株毎の特徴を示すこととした．これら株情報は，利用者が株を選択する際の基準として利用可能
であり，本試みがアルコール発酵酵母の研究開発の促進に繋がることを期待する．
　これら酵母菌の付加情報は，NBRC のウェブサイト（http://www.nbrc.nite.go.jp/）より公開する．
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P-15 NBRCと BIOTECで行っているタイ産発酵食品由来乳酸菌の収集に関する共同研究について
○宮下美香 1，Pattaraporn Yukphan2，Taweesak Malimas2，Wanchern Potacharoen2，中川恭好 1，
Kanyawim Kirtikara2，Morakot Tanticharoen2，鈴木健一朗 1

1（独）製品評価技術基盤機構・NBRC，2 BIOTEC，タイ

　日本とタイにおける生物遺伝資源の保全と持続可能な利用のため , 我々はタイの国立遺伝子工学バイオテクノロ
ジーセンター（BIOTEC）との間で包括的覚書を締結し，細菌，酵母，カビに関して共同研究を行っている．細
菌では 2006 年度からの 3 年間，タイ国各地で分離された酢酸菌について共同研究を行い，その成果については本
学会の昨年度大会において村松らが報告した．2008 年度からは酢酸菌に加え，新たにタイの発酵食品由来の乳酸
菌を対象とする共同研究を開始した．
　タイには，mum（肉の発酵食品），nhum（魚），nhormai-dong（野菜）など，日本と同様に様々な発酵食品が
存在する．これらの食品に存在する種々の微生物は，発酵に関わっているだけでなく，食経験があることからも
有用性が高く，これらを資源として保存することは重要である．今回はタイ東北部で収集した魚の発酵食品 60 サ
ンプルから 379 株を分離し，16S rRNA 遺伝子配列に基づく系統解析を行った．
　これまでに解析した 275 株は，Enterococcus 属，Lactobacillus 属，Pediococcus 属，Weissella 属の 4 属 15 種の
いずれかに近縁で，既知種との相同性は全て 99% 以上だった．この他に，BIOTEC が既に保有していた nhum か
ら分離された乳酸菌 300 株についても解析した結果，これらは Enterococcus 属，Lactobacillus 属，Lactococcus
属 Pediococcus 属，Weissella 属の 5 属 15 種のいずれかに近縁で，既知種との相同性は 99% 以上であった．
　今後は，これらの株の中から選んだ株を，NBRC に保存して公開する予定である．また，今回魚の発酵食品か
ら分離した乳酸菌はいずれも既知種と近く，新規分類群に属すると考えられる株は得られなかった．分離源の対
象を野菜の発酵食品などにも広げ，幅広い乳酸菌の収集を行っていくことを計画している．

P-16 沖縄県のマメ科植物の根粒から分離した Bradyrhizobium属の 3新種について
○村松由貴 1，Muhammad Saiful Islam2，Wu Taiping2，鎌倉由紀 1，藤山和仁 2，関　達治 2，鈴木健一朗 1，
中川恭好 1，川㟢浩子 2,3

1（独）製品評価技術基盤機構・NBRC，2 阪大・IC Biotech，3 現（独）製品評価技術基盤機構・NBRC

　これまでに我々は沖縄県に生息するマメ科植物根粒から Bradyrhizobium 属細菌を分離して，分類学的研究を行
い，分離株の一部についてはすでに新種“Bradyrhizobium iriomotense”を発表した 1）．今回は，Bradyrhizobium 
elkanii に近縁な 9 株について，さらなる分類学的検討を行った結果を報告する．
　16S rRNA 遺伝子塩基配列に基づく系統解析から 9 株は 4 つのグループに分かれた．ITS 塩基配列に基づいた解
析は 16S rRNA 遺伝子による結果と一致した．nifH と nodC 遺伝子では，信頼度の高いグルーピング結果は得ら
れなかったが，16S rRNA 遺伝子による結果と矛盾しなかった．DNA-DNA 相同性試験の結果から 4 株（NBRC 
101124=KO5，NBRC 101125=KO11，NBRC 101126=KO19，NBRC 101127=KO20B）は Bradyrhizobium elkanii
と同定された．残る 5 株は，3 つのグループに分かれ，それぞれ新種であることが明らかとなった．1 つめのグルー
プは Desmodium canum（タチシバハギ）から分離された NBRC 101128 (=KO14)，2 つめは Lespedeza pilosa（ネ
コハギ）から分離した NBRC101129 (=KO17) と Cassia surattensis（モクセンナ）から分離した NBRC 101130

（=KO23）の 2 株，3 つめは Pueraria montana（クズ）から分離した NBRC 101122（=KO3D）と NBRC 101123
（=KO3H）の 2 株である．
　シラトロに対する感染試験の結果から，これらの 5 株はいずれも根粒形成能を有することが確認できた． また，
これらのグループは，Biolog による D-arabitol や xylitol，D,L-lactic acid などの基質に対する代謝活性の違いで識
別できた． 現在，他の分類学的性状について分析を行っている．
1) Islam et al. Biosci. Biotechnol. Biochem. 2008 (72): 1416-1429.
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P-17 脂肪酸メチルエステル生産性酵母の探索
○高桑直也
農研機構・北海道農研

　国内で製造するバイオディーゼル（脂肪酸メチルエステル，FAME）のほとんどは，家庭および外食産業から
発生する廃食用油（トリグリセリド，TG）を原料としており，その回収から FAME への変換製造までの技術開
発が活発的に取り組まれている．しかし，大豆などの食用油の主原料はほとんど輸入品であるために，エネルギー
自給率の向上には寄与しない．また，廃食用油は安定供給が困難であることに加え，様々な動植物由来の油脂が
混在しているために，そこから製造される FAME の品質の安定性の確保が困難である．以上の背景から，エネル
ギー自給率の更なる向上を目指すためには，FAME の低コスト，安定供給のみならず品質の安定化を図る必要が
ある．
　演者は FAME を効率的に製造するための新しい方法として，短時間に増殖可能な微生物の利用が適していると
考えた．TG にメタノールを添加し，それをリパーゼで反応させると，FAME とグリセリンに変換できる．酵母
は TG のみならずリパーゼも生産することから，培養菌体をメタノールで処理すればワンステップで FAME が生
成すると予想されるので，当該着想によれば酵母からの効率的な生産が見込まれる．そこで本研究では，種々の
酵母菌体のメタノール抽出物における FAME 量を調べ，効率的に FAME が生産可能な酵母菌株の探索を試みた．
　（独）製品評価技術基盤機構バイオテクノロジー本部生物遺伝資源部門（NBRC）から入手した Candida 属，
Cryptococcus 属，Debaryomyces 属，Kluyveromyces 属，Pichia 属および Yarrowia 属など計 21 属 58 種の酵母の
培養菌体から，メタノール等で脂質成分を抽出した．得られた抽出物の組成を薄層クロマトグラフィーに供して
調べたところ，ほとんどの菌株は FAME を検出できないか，検出できてもごく微量であった．そこで，無殺菌生
乳から計 106 株の酵母を分離し，それらについて同様の手法で調べた結果，Cryptococcus 属酵母において FAME
が著量検出された．

P-18 新属 Butyricimonasの提唱
○坂本光央 1，高垣晶子 2，松本幸平 3，加藤裕子 3，後藤慶一 3，辨野義己 1

1 理研 BRC-JCM，2 三井農林（株）・食品総合研究所・茶機能開発研究室，3 三井農林（株）・食品総合研究所・
品質技術研究室

　我々は茶カテキン類のラット腸内細菌による代謝経路の解明の過程で，茶カテキン類の C-1，C-2 の間を還元的
に開環するカテキン代謝菌株 Adlercreutzia equolifaciens MT4s-5 を分離・同定した．さらに MT4s-5 株が他の菌
株と共生することでカテキン代謝をさらに進める可能性がないか検討した結果，共生作用を示す MT01 および
MT12 の 2 株を分離した．今回これら 2 株の分類学的位置付けを明確にしたので報告する．
　分離株 2 株（MT01 および MT12）はいずれも，偏性嫌気性，無芽胞のグラム陰性桿菌であり，20% の胆汁を
含む培地に生育しなかった．これら菌株は，16S rRNA 遺伝子配列による解析から，Porphyromonadaceae 科内に
既存の属とは独立したクラスターを形成した．最も近縁な菌種は Odoribacter splanchnicus であった（塩基配列の
類似度が 86-87%）．また，MT01 および MT12 株間の類似度は 94% であった．これら 2 株と O. splanchnicus 
JCM 15291T の主要な菌体脂肪酸は iso-15:0 であったが，分離株 2 株の菌体脂肪酸組成中で anteiso-15:0 に対する
iso-15:0の比率がO. splanchnicus JCM 15291Tとは著しく異なっていた．さらに，分離株は他属と異なり（Barnesiella
属，MK-11 および MK-12；Odoribacter 属，MK-9；Paludibacter 属，MK-8；Parabacteroides 属，MK-9 および
MK-10；Porphyromonas 属，MK-9 および MK-10；Tannerella 属，MK-10 および MK-11），MK-10 を主要メナキ
ノンとして有しており，このことがこれら分離株を既存の属から分類する重要な化学分類学的性状と考えられた．
また，代謝産物として多量の酪酸およびイソ酪酸を生成するのが特徴であった．
　以上の結果より，これら分離株を新属・新菌種 Butyricimonas synergistica（基準株 MT01=JCM 15148）および
Butyricimonas virosa（基準株 MT12=JCM 15149）として命名提案した 1）．
1) Sakamoto et al. (2009) Int. J. Syst. Evol. Microbiol., 59, in press.



日本微生物資源学会第 16 回大会

─ 60 ─

P-19 Stachybotrys chartarumの系統解析について
○落合恵理 1，亀井克彦 1，滝埜昌彦 2，小西良子 3，矢口貴志 1，松澤哲宏 1，佐藤綾香 1，永吉　優 1,4，渡辺
　哲 1,5，豊留孝仁 1，渋谷和俊 6

1 千葉大・真菌医学研究センター，2 アジレント・テクノロジー株式会社，3 国立医薬品食品衛生研究所， 
4 千葉大・医学研究院，5 千葉大・病院・感染症管理治療部，6 東邦大・大森病院・病理

　Stachybotrys chartarum は世界中の土壌や腐木，家屋などに生育する黒色真菌の一つである．我々はこれまでに，
本菌を反復吸入したマウスにおいてヒトの難治性疾患として知られる肺高血圧症に類似した病態が引き起こされ
ることを明らかにしてきた．この肺動脈病変の形成頻度は S. chartarum の菌株によって相違が見られ，pheno-
type に大きなばらつきが存在する可能性が示された．近年，S. chartarum の分類について詳細な検討が行われ，
S. chartarum は S. chartarum（狭義）と S. chlorohalonata とに細分化されることが報告されている．これらの菌
種は系統解析のほか，マイコトキシン産生性においても相違がみられること等が知られている．そこで本研究では，
これまで形態学的に S. chartarum（広義）と同定されてきた 27 株についてβ-tubulin 領域の系統解析を行うと共に，
LC/TOF-MS によりマイコトキシン産生性を検討した．
　β-tubulin 領域の系統解析を行った結果，27 株中 18 株が S. chlorohalonata，9 株が S. chartarum（狭義）であっ
た．S. chlorohalonata は全ての株で atranone が検出され，trichothecene はいずれの株からも検出されなかった．
また，S. chartarum（狭義）と同定された 9 株についてマイコトキシン産生性を検討すると，8 株で trichoth-
ecene が検出され，atranone は検出されなかったことから chemotype S と判定された．また，残り 1 株について
は S. chlorohalonata と同様に atranone が検出され，trichothecene は検出されなかったことから chemotype A で
あると考えられた．
　本研究から，S. chartarum 等の真菌の保存株に関しては，新しい分類・同定法に基づいて見直しを行う必要が
あることが示された．

P-20 アラスカ永久凍土氷楔中から分離された放線菌の新属提案　Ⅱ
片山泰樹 1，加藤知子 1，○田中みち子 1，冨田房男 2，浅野行蔵 1

1 北大院農，2 放送大学北海道センター

　アラスカ永久凍土層の 2 万 5 千年間凍結し続けた氷楔から，多くの真正細菌を単離した 1）．16S rRNA 遺伝子配
列による系統解析の結果，Corynebacterineae 亜目において，独立したクラスターを形成し，新属の可能性が示唆
される単離株群が存在した．16S rRNA 遺伝子配列は相同であるが，細胞やコロニー形態が異なる 2 つのグルー
プに分かれたため，代表株 AHU1821T 及び AHU1820 として多相分類法に基づき詳細に解析した．
　AHU1821T 及 び AHU1820 は，DNA gyrase subunit B 遺 伝 子（gyrB） に 基 づ く 系 統 解 析 に お い て も，
Corynebacterineae 亜目において既存の属から明らかに独立していた．好気性，無芽胞のグラム陽性桿菌で，−5℃
から 27℃で増殖する低温菌であった．DNA の GC 含量は 69.3-71.6 mol% であった．細胞壁は化学型Ⅳ , A1γ型で，
ミコール酸を有し，細胞壁のアシル型はグリコリル型，グリセロリン脂質としてホスファチジルエタノールアミ
ンを含んでいた．主要メナキノンは MK-9（H2）で，16S rRNA 遺伝子での相同性が高かった Rhodococcus, 
Nocardia, Tsukamurella 属とは異なることが明らかとなった．主要脂肪酸としてミコール酸含有菌群が一般的に
持つ tuberculostearic acid を持たず，以上の結果は 2 株において同様であった．AHU1821T 及び AHU1820 におい
て，gyrB, RNA polymerase subunit B（rpoB）と recombinase A（recA）をコードする遺伝子の部分配列を読み
これを比較したところ，相同であった．これらの結果から，この群が Corynebacterineae 亜目のミコール酸含有菌
群の 12 属から独立した新属新種であると判断し，Tomitella biformata（基準株 AHU1821）として命名提案の予
定である．
1）Katayama et al. (2007) Appl. Environ. Microbiol. 73: 2360-2363.
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P-21  ダンゴムシ（Armadillidium vulgare）体内より分離した新規放線菌の分類と同定，および代謝産物につ
いて
○芝崎あずさ 1,2，齋藤明広 2，五ノ井透 1，安藤昭一 2，三上　襄 1

1 千葉大・真菌医学研究センター，2 千葉大大学院・融合科学

　微生物は土壌やその他の自然環境中以外に，ヒトなどの生物の腸管や皮膚などに多くの種類が生息し，それぞ
れの環境下で菌間の拮抗作用などを通して，生体の恒常性の維持に重要な役割を果たしていると考えられている．
　我々は，昆虫等から嫌気性菌を分離して，産生される代謝産物の研究の一環において節足動物であるダンゴム
シの腸管から菌を分離したところ，放線菌 Streptomyces に属する菌が分離された．16S rRNA 遺伝子配列を解析し，
既知の放線菌との相同性を確認したところ，Streptomyces rameus との相同性が最も高かったが，その他の分類学
的な検討から新種と考えられる菌株であることが明らかになった．今回は生理および生化学的な性状と，遺伝子
の解析に基づく系統分類学的な検討結果について報告する．また，本放線菌がカンジダ属やアスペルギルス属の
真菌やグラム陽性菌に対して活性を示す代謝産物を生産することが示されたので，これにについて得られた結果
について報告する．

P-22 環境酵母リソースとして注目すべき多機能を有する Pseudozyma属酵母について
○鈴木基文
独立行政法人理化学研究所バイオリソースセンター微生物材料開発室（RIKEN BRC-JCM）

　最近になって，バイオディーゼルと関連するリパーゼ産生能，生分解性プラスチック分解活性能，バイオサーファ
クタント機能，微生物農薬と関連する抗真菌活性などを有する担子菌アナモルフ酵母 Pseudozyma 属が注目され
ている．この属は 1985 年 Dr. R.J. Bandoni によって設立された不完全菌属であるが，その後，1995 年 Dr. T. 
Boekhout によって分子系統解析に基づいてこの属の定義が修正された．この修正は，それまで形態学的性状の解
釈の相違などによって，Candida 属，Cryptococcus 属，Sporobolomyces 属，Stephanoascus 属，Sterigmatomyces 属，
Trichosporon 属，Sporothrix 属に帰属されていた種が基準種の Pseudozyma prolifica とともにクロボキン目の中
の一つの分子系統学的に独立した分岐群を形成したことによる．1998 年の The Yeasts, A Taxonomic Study, 第 4
版では，Pseudozyma 属 7 種が収載された．BRC-JCM では 7 種の基準株およびその後に発表された新種の基準株
を収集し，環境の研究に資する研究基盤用酵母リソースの一つとして整備するとともにリソース開発も行ってい
る．今回は，土壌から分離された油脂資化性能，リグリン関連フェノール性化合物資化性能およびアゾ色素脱色
能をもつ Pseudozyma 属酵母 2 種の新規リソースも含めて Pseudozyma 属酵母リソースの現況について報告する．

P-23 Thermostable inulin fructotransferase potency of Nonomuraea sp. isolated from Indonesian soil
○ S. Pudjiraharti1,2, P. Lisdiyanti3, N. Takesue2, M. Tanaka2, K. Asano2

1Research Centre for Chemistry, Indonesian Institute of Sciences, Indonesia, 2Laboratory of Applied 
Microbiology, Graduate School of Agriculture, Hokkaido University, 3Research Centre for Biotechnology, 
Indonesian Institute of Sciences, Indonesia

　An Actinomycete, strain ID06A0189 was isolated from soil samples collected from Lombok, West Nusa 
Tenggara province, Indonesia. This strain has been investigated for the ability to produce inulin fructotrans-
ferase. The culture supernatant of this strain when it was grown in the medium containing inulin as carbon 
source has optimum temperature of 65℃, optimum pH 5.5 and stable up to 75℃. This culture supernatant con-
verted inulin into di-D-fructofuranose 1, 2': 2, 3' dianhydride (DFA III) with conversion yield of around 80% in 
the reaction mixture containing 50 mg/ml after three hours incubation period. The chemo taxonomical studies 
of strain ID06A0189 indicated madurose, meso-diaminopimelic acid (DAP) and major menaquinone MK-9 (III, 
VIII-H4) in the cell wall as well as glutamic acid, alanine, glycine and DAP as well in its peptidoglycan. These 
characteristics revealed that this strain has a type III cell wall and a type B whole-cell sugar pattern and is 
belongs to the family of Streptosporangiaceae. On the basis of 16S rRNA gene sequence and phylogenetic analy-
sis, this strain was shown fell in the genus of Nonomuraea.
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P-24  Isolation, characterization and phylogenetic analysis of Mongolian actinomycetes isolated from 
salty soil
○ Ismet Ara1, Damdinsuren Daram2, Tsetseg Baljinova2, Yayoi Sakiyama1, Hideki Yamamura3, Manabu 
Suto1, Katsuhiko Ando1 
1National Institute of Technology and Evaluation (NITE), 2Mongolian Academy of Sciences, 3University of 
Yamanashi

  Actinomycetes were isolated from salty soil of Mongolia and characterized by physiological and phylogeneti-
cal studies. A total of 16 strains were isolated from salty soil. All strains showed alkaliphilic characteristics and 
were able to abundantly grow in media with pH 9.0. Six strains were halotolerant actinomycetes (0-12.0% NaCl), 
9 strains were moderately halophiles (3.0-12.0% NaCl), 1 strain was extreme halophilic actinomycetes (3.0-15.0% 
NaCl). Most strains required moderately high salt (5-10%) for optimal growth but were able to grow at lower 
NaCl concentrations. Among the 16 strains, 5 strains were able to grow at 45℃ . Results of scanning electron 
microscopic study demonstrated that some of the strains produce synnemata structure. Their phylogenetic 
position was detected under the genus Nocardiopsis in the family Nocardiopsaceae. Details phylogenetic analy-
sis based on 16S rRNA gene sequences analysis also revealed that all 16 strains fell into 4 different genera: 
Nocardiopsis (9 strains), Isoptericola, (2 strains), Nesterenkonia (2 strains), Streptomyces (3 strains). This study 
demonstrated that genus Nocardiopsis is abundant and a recoverable actinomycetes group in Mongolian salty 
soil. Based on the position in phylogenetic tree of 16 isolates, there were new clusters which supposed to be 
several possible novel species under the genera Nocardiopsis, Isoptericola, and Nesterenkonia in the family 
Nocardiopsaceae, Promicromonosporaceae, and Micrococcaceae respectively.


