
Ⅰ．はじめに

　宮崎県内にあるシイタケ菌床生産施設において，褐変化遅延現

象を引き起こす害菌を分離した（2）。この菌は当初，

Scopulaiopsis属菌であると考えられたが，その後の観察により，

Paecilomyces属に属する菌であることが判明した。このように，

シイタケ菌床の褐変化遅延現象を引き起こす菌を同定する上では，

形態観察だけでは困難な場合がある。

　DNA解析は近年解析技術が広く普及し，DNAデータベース上

に蓄積されるデータ量も膨大なものとなってきている。特に，糸

状菌の系統解析には，ITS 領域や rDNAの塩基配列解析が利用さ

れている。そこで今回，分離菌のDNA解析を行うことで，分離

菌の特定が行い易くなるのではないかと考え，２６S　rRNA遺伝

子内のD１／D２領域および ITS領域の塩基配列の解析を行った

ので，その結果について報告する。

Ⅱ．材料及び方法

　１．供試菌株

　本試験では，当センター保存の２菌株（P１…MFC－ N０８０，

P２…MFC－N０４８）を用いた。P１は県央に位置する佐土原町，P

２は県北に位置する北浦町にある菌床シイタケ生産施設の被害菌

床から分離した菌株である。菌株は PDA（ポテトデキストロース

寒天）（日水製）平板培地に接種し，２５℃の恒温器中で７日間培

養したものを以下の試験に供試した。

　２．DNAの抽出及びDNA塩基配列の解析

　培 養 し た 菌 糸 体 を PrepManTM Ultra Reagent（Applied 

Biosystems社，以下AB社）で抽出したものを鋳型DNAとして

用い，PCR法により５．８Sを含む ITS １と ITS ２及び２６S　D１／

D２領域を増幅した。PCRは，０．５ユニットの TaKaRa EX TaqTM 

Hot Start Version（タカラバイオ社），０．２mMの各 dNTP，２μ l

の１０× PCR Buffer 及び l μMの各プライマーを２０μ l の溶液中

で行った。サーマルサイクラーはGeneAmp �PCR System ９７００

（AB社）を使用し，９４℃で３分間熱変性した後，９４℃３０秒（変

性），５５℃３０秒（アニーリング），７２℃９０秒（伸長）を３０回繰り返

し，最後に７２℃で１０分間伸長反応を行った。PCR産物は ExoSAP

－ IT �（アマシャム　バイオサイエンス社）により，残留してい

るプライマー及び dNTPs を除去，ダイレクトシークエンスのテ

ンプレートに使用した。シークエンス反応はBigDye �

Terminators シークエンスキット（AB社）で行い，DNAシーク

エンサーはABI PRISM �３１０ Genetic Analyzer（AB社）で塩基配

列を解析した。なお，今回使用した ITS 領域プライマー（3）及

び２６S　D１／D２領域プライマー（1）の塩基配列は，表－１のと

おりである。

　３．相同性検索と系統解析

　解析した P１，P２それぞれの配列データをもとに，日本DNA
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表－１．プライマーの塩基配列

塩基配列（５’－３’）プライマー名

GCTGCGTTCTTCATCGATGCITS２

GCATCGATGAAGAACGCAGCITS３

TCCTCCGCTTATTGATATGCITS４

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGITS５

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGNL１

CTTGTTCGCTATCGGTCTCNL２A

GAGACCGATAGCGAACAAGNL３A

GGTCCGTGTTTCAAGACGGNL４



データバンク（DDBJ）のホームページ（http://www.ddbj.nig.ac.

jp/Welcome-j.html）にある相同性検索メニュー（BLAST）によ

る相同性検索を行った。

　また，その結果により近縁と考えられる配列データをDDBJの

配列検索メニュー（SRS）で取得し，P１，P２の配列データとと

もに，表－２，３に示す配列データについて近隣結合法による系統

解析を行った。

　なお，系統解析に用いた領域は，２６S　D２および５．８Sを含む

ITS（ITS １および ITS ２）領域とした。

Ⅲ．結果と考察

　DNA塩基配列解析の結果，P１　６３２塩基に対して P２は，２０

塩基（１７の塩基置換，３塩基のギャップ）の相違が見られ，残り

６１２塩基は相同であった。

　相同性検索の結果，Paecilomyces属菌群の配列データとの相同

が高かったが，Aspergillus属菌群等とも高い相同性を示した。

　図－１，２に系統解析の結果を示す。２６S　D２および ITS 領域

の解析とも，P１，P２の２菌株は，同一のクラスターに存在して

いた（図－１，図－２）。また，ITS 領域の解析結果からは，P１

が Paecilomyces variotiiに，P２が Paecilomyces sinensisに近い

ことが示唆された。

　また，P１，P２の２菌株に形態的に似ていると考えられる

Penicillium属菌群とP１，P２の２菌株とは別のクラスターを形成

し，明確に区別することが可能であった。

Ⅳ．おわりに

　今回，DNA塩基配列解析の手法により，シイタケ菌床の褐変化

遅延現象を引き起こした分離菌について，Paecilomyces属菌との

系統関係を明らかにすることが可能であった。被害を与えている

害菌が何であるかということを知ることは，その害菌の特徴を踏

まえて，防除の必要性や対策の判断を行い易くする。よって，形

態的な特徴だけで特定の困難な菌については，DNA塩基配列解析

の手法も併せながら調査をすすめることは有効な手段と考えられ

る。

　今後，感染経路の特定等への利用も考え，DNA塩基配列解析に

よる害菌の特定がより簡便に出来るような検索システムの構築が

必要であろう。
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表－２．系統解析に用いた配列データ（２６S D ２領域）

Accession No.　　　　分　　類　　　　　　

AF１７３００２Paecilomyces sp.

AF１７２３４３

AY２３５０２１

AY２３５０２２

AF０３３３９５Paecilomyces variotii

AF２２２５０１

AF３３９５３３

AF１７２３４０Paecilomyces farinosus

AF１７２３４１

AF１７２３４２

AF１７００７４Paecilomyces fumosoroseus

AF１７００７５

AF１７００７６

AF１７００７７

AF１７００７８

AF１７００７９

AF１７００８０

AF１７００８１

AF１７２３３９Paecilomyces lilacinus

U４７８３８Paecilomyces tenuipes

AY１７６７５０Byssochlamys nivea

U２８８５３Fennellia flavipes

U２８８５６

AF０３３４１０Penicillium spinulosum

AF４３３０６１Aspergillus anthodesmis

U１７９１６

U２９７９６Aspergillus conjunctus

U２９７９７Aspergillus panamensis

U２９７９８

AF３９９８２０Neurospora crassa（outgroup）

表－３．系統解析に用いた配列データ（ITS 領域）

Accession No.分類

AF２９１８６９Paecilomyces variotii

AF２９１８７０

AF０３３３９５

AF４５５４１６

AY３７３９４１

AJ２４３７７１Paecilomyces sinensis

AB０８００８８Paecilomyces farinosus

AB０８６６２９Paecilomyces fumosoroseus

AB０９９５１１Paecilomyces marquandii

AB１２４６７０Paecilomyces lilacinus

AB０８５８８７Paecilomyces cicadae

AF３６８７９９Paecilomyces coteniobliquus

AB０７０３７１Paecilomyces tenuipes

AF３６８８０２Paecilomyces cateniannalatus

AB０９９９４４Paecilomyces javanicus

AB１０３３７９Paecilomyces carneus

AB１０４８８４Paecilomyces nostocoides

AY３０６０１３Byssochlamys fulva

AY３０６０１４

AF４８６１８９Byssochlamys nivea

U１８３６１

AF０３３４２８Penicillium implicatum

AF０３３４１０Penicillium spinulosum

AY３７３９３３

AF０３３４９３Penicillium canescens

AY３７３９０１

AY３７３９２９Penicillium roqueforitii

AF０３３４６５Penicillium chrysogenum

AY２１３６６９

AY３７３９０２

AF３８８９１４Neurospora crassa（outgroup）
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図－１．系統解析（２６S D ２領域）
　　　　分離菌の結果を図中矢印で示した

図－２．系統解析（ITS 領域）
　　　　分離菌の結果を図中矢印で示した

（２００４年１１月５日　受付；２００４年１２月７日　受理）


