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く研究 ・技術発表>

乳酸生成型Rhizopuso砂"zaeの

選択的PCR法による迅速選抜法

応用生命科学専攻分子生命科学講座阿部歩

Rhizopus 0σzaeは乳酸やフマル酸など有機酸を生成する菌株として古くから知られ
ている。しかし、どの様な有機酸を生産するかということは菌株ごとに異なっており、

それぞれ培養を行ってみなければ、どの様なタイプの菌株であるかわからないのが現状

である。一方で、乳酸はその汎用性のため需要は大きくなっている。そのため、乳酸を

生成する R.oryzaeを効率的にスクリーニングすることは大変重要と考えられる。

R. 0ξyzaeはポテトパルプを用いた発酵試験で主に乳酸を生成するタイプとフマル酸

を生成するタイプに分かれることがわかっている(これらタイプ分けされた菌株をそれぞ

れAグループ、 Bグループとする)。我々は、主に乳酸生成を行う菌株をスクリーニング

する方法の開発を目指してこれら菌株の乳酸生成能と遺伝学的特徴の比較を行うことと

した。そのために、 R.oryzaeの培養及びDNA抽出法を確立し、 IT8領域を PCR法で
増幅後、その塩基配列の決定を行い，両グループ間で、の明確な塩基配列の差異を発見し

た。さらに，その差異を基にプライマーを設計し、迅速に乳酸生成型の R.oryzaeを探索

する方法を開発した。

[方法及び結果]

培養及びDNA抽出法
DNA抽出を行うための菌体を得るために液体培養を行った。一度に大量の菌体を得よ

うと試み、坂口フラスコにて培養を行ったが、生育が悪かったため、試験管に 10mlの培

地(Maltextract broth)を用いて培養を行った。 3日間、 270Cで振とう培養を行い、菌体

を減圧漏過にて得た。菌体は-80
0

Cで凍結した後、減圧乾燥を行った。その後、乳鉢で

菌体をすりつぶし、その 50mgをDNA抽出に用いた。
DNA抽出はPhenol-Chloroform抽出を用いた。

IT8領域の増幅

188と288の間にある 5.88を含む全領域を増幅するためにプライマーIT84とIT85

を用いて PCRを行った。 PCR条件は 94
0

C2分変性を行った後、 94
0

C15秒、 55
0

C30秒、

72
0

C1分のサイクルを35回行った後、さらに72
0

C5分間の伸長反応を行った。その結果、

全62菌株中、57株で約 650塩基対の断片が増幅された。これらの断片については塩基
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配列の解析を行った。残り 5株のうち 3株からは650塩基対より長い断片、 2株からは

複数の断片が増幅されたが、これらの菌株はすべてポテトパルプを用いた発酵試験にお

いてどちらの有機酸生成タイプか判別できないグループ(C)で、あったため、今回は塩基配

列の解析を行っていない。

PCR法にて増幅したITS領域の塩基配列の解析を行った。その結果、 4箇所5塩基で

乳酸生成能と関連があると思われる変異が検出された(Fig.1)。これらはA及びBグルー

プに分けられた菌株について例外なく一致した。ポテトパルプで、の発酵試験で、はどちら

のタイプか判別できなかったもの(C)や、発酵試験を行っていないグループ(D)の菌株はA

またはBと同じ配列を持つものがあった。

乳酸生成型R.oryzaeの選択的PCR法の開発

ITS塩基配列の解析で、変異のあった箇所を 3'末端になるようなプライマーを作成し、

乳酸生成型の R.。とyzaeのみを選択的に増幅する PCR条件を検討した。

まず、アニーリング温度とプライマーの組み合わせの検討を行った。その結果からプ

ライマーの組み合わせはF2-R1の組み合わせを用いることとした。また、アニーリング

温度の上昇に伴い非特異的バンドは見られなくなった。次に、鋳型DNA濃度とアニーリ

ング温度の検討を行った。前の実験で、非特異的バンドが見られなかった650CではDNA

量が多くなるとフマル酸型のものでも増幅してしまうことがわかった。アニーリング温

度を660Cに上げるとフマル酸タイプの増幅は見られなくなったため、この条件で他のす

べての菌株についてPCRを行った。その結果、フマル酸タイプの菌株(B)でも増幅する

ものが見られたため、さらに検討を行った。

特異的なPCRを行うための方法はいくつかあるがそのなかでtouchdown PCR法を

行った。この方法はアニーリング温度を通常より高い温度から始めてサイクル毎に温度

を下げていくことで非特異的増幅を抑える方法である。今回は次のような条件で反応を

行った。 940C2分間変性を行った後、 940C15秒、 690Cで30秒(1サイクル毎に lOCずつ

温度を下げる)、 720C1分のサイクルを8サイクル行った後、 940C15秒、 610C30秒、 720C

1分のサイクルを 20回行い、さらに 720Cで5分間伸長反応を行った。この条件でPCR

を行った結果、はっきりと乳酸生成型のみを増幅することが可能となった(Fig.2)。

食品サンプルからのスクリーニング

Rhizopus属の菌株を用いた発酵食品として有名であるインドネシアの発酵食品、タベ

及びテンベとそのスターターから乳酸生成型R.oryzaeをスクリーニングできるか実験

を行った。これらの食品サンプルからの DNA抽出は土壌からの DNAを抽出するキット

である UltraCleanSoil DNA Isolation Kitを用いて行った。抽出した DNAを直接今回

開発した選択的PCR法で、反応を行った結果 (Fig.3)、タベ及びそのスターターであるラ

ギタペにおいて増幅が見られた。このことからこれらのサンプルには乳酸生成型R.

oryzaeが含まれていることが考えられたので、菌株を分離しその性質を調べた。その結
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果、 Clamydosporeを多く作る点など形態学的にR.oryzaeとは異なっており、糖の資化

性の結果から Amylomycesrouxiiで、あることがわかった。そこで、 A.rouxiiの標準株を

取り寄せその ITS領域を比較したところ、R.o.σzaeの乳酸生成型株と全く同じであるこ
とが確認された。また、その乳酸生成量をHPLCで経時的に測定したところ、培養5日

目で25mg/mlの乳酸を生成し、フマル酸はほとんど生成していなかった。

[考察]

rDNAのITS領域の解析を行い，R.oryzaeの間での有機酸生産の違いと相闘があるか

調べた.ポテトパルプを用いた発酵で、は，乳酸を生産する型とフマル酸を生産する型に

分けられた.ITS領域の塩基配列の結果は，ポテトパルプで、の発酵を行った時のグルー

プ分けと全く同じ結果を示した.このことは， ITS領域の違いと有機酸生産の違いに相

関があることを示唆しており，この違いを利用することで乳酸生産タイプのみをスクリ

ーニングすることができると考えられた.

ITS領域の違いを利用してプライマーを設計し， touch down PCR法により，乳酸生

成型のみの選択的増幅に成功した.この条件を用いて，インドネシアの発酵食品からス

クリーニングを試みたところ，タペおよびラギタベにその存在が認められたので，実際

に菌の分離を行った.その結果，R.oryzaeではなく A.1"OUX刀・が分離されたので，A.rouxii 

のITS領域の塩基配列を調べたところ，乳酸生成型の R.oryzaθと全く同じであること

がわかった.また，実際にその有機酸生成量を測定してみたところ、明らかに乳酸を生

成しており、フマル酸はほとんど生成しないことが確かめられた。今回の方法では、乳

酸生成型の R.01アzaeとA.rouxiiは区別で、きないものの、これら 2種の菌株は形態観察

を行うことによって、簡単に見分けがつくので、スクリーニングに用いる方法としては

有用であると考えられる。

盟些E

[1~sl 

Type 1 

Type 11 

ITS1 
225 4~6 ITS2 

GTGGTG且TGGGTCGC

Fig.l Aグループ菌(司rpeI)と Bグループ菌(司rpeII)のrDNAITS塩基配列.太字

で示した配列に相違がある.
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Fig. 2 touchdown PCR法による増幅結果.少量の DNAからでもA型菌の選

択的な増幅が可能である.
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Fig.3食品サンプルから抽出した DNAを用いた touchdownPCR法での増幅結

果.M:DNAサイズマーカー，rte:ラギテンペ，rta:ラギタペ，ta:タペ，te:テンペ，CI: 

ポジティブコントロール， CII:ネガ、ティブコントロール.
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