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The identification of fungi isolated from foods is generally carried out by morphological observation and biochemical examination; 

however, it is not easy and exclusive knowledge about fungi is required. Recently, a molecular biology technique has been developed 
to assist with the identification of fungus. 

In this paper, we studied the identification of fungi isolated from three foods by DNA-based sequence analysis amplified with 
universal primers intended for the rRNA gene (rDNA). As a result, identification by DNA sequencing analysis was possible and a 
useful procedure when fungi were not identified by phenotype examination. 
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は じ め に 

食品を対象とした微生物危害の制御には，危害菌を特定

すること，すなわち，汚染菌を正確に同定することが重要

である１）．現在，カビ・酵母に代表される真菌の同定は，

被検菌の肉眼及び顕微鏡下での形態的特徴や糖類等の資化

性など，菌が保有する各種の表現性状を指標にした同定方

法が一般的に用いられている．しかし，自然界には約８万

種もの真菌が存在すると言われており２），これらを表現性

状試験で同定するには，長年にわたる経験や極めて専門的

な知識・技術が要求される．さらに，調理工程を経た食品

苦情事例などでは検査に供した際に起因菌が既に死滅して

いる場合もあり，このような事例では苦情原因の推定が極

めて困難となる． 
これら真菌の同定に関する問題を解決する方法として

近年，遺伝子を用いた分子生物学的な手法が取り入れられ

るようになってきた．現在，微生物の同定に広く利用され

ている各種の表現形質は，それぞれの微生物が保有する遺

伝子が発現したものである．このため，遺伝子そのものを

検出することは極めて合理的であり，客観性や再現性の面

でも優れた手法である． 

しかし，これら分子生物学的手法を食品由来真菌の同定

に利用した報告は極めて少なく，特に，食品苦情事例に由

来する真菌の解析に利用した報告はほとんどない． 

今回我々は，分子生物学的手法の一手法として近年，医

真菌の同定に利用されているrRNA遺伝子（rDNA）を対象

に設定したユニバーサルプライマーによるDNA塩基配列

解析を用い，表現性状試験のみでは菌種決定が困難であっ

た食品苦情由来の真菌について同定を試みたので報告する． 
 

実 験 方 法 

１．材料 

食品苦情３事例由来の真菌を供試した． 

 

２．培養および形態観察 

苦情部位を採取した後，光学顕微鏡下で真菌の検索および

形態観察を直接鏡検試験により行った．また，苦情部位を無菌

的に採取し，それぞれポテトデキストロース寒天培地（PDA：栄

研器材）で25℃，４～７日間培養した後，肉眼による培養形態

の確認と光学顕微鏡下での形態観察を行った． 
 

３．生化学性状試験 

分離培養した菌株について，市販の真菌同定キット（酵母

-API 20C AUX：日本ビオメリュー社，および糸状菌-バイオログ

システム：GSIクレオス社）を用いた．また酵母については，さら

に窒素源同化試験用培地（YEAST CARBON BASE：Difco）を 
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用いた硝酸塩の資化性試験，偽菌糸形成および25℃，37℃， 
42℃での発育を確認した後，これらの結果を“Yeasts” ３）および

“The Yeast” ４）の記載と比較し，菌種の決定を行った． 
 

４．DNA塩基配列の決定と分子系統樹解析 
PCRを用いたDNA塩基配列の決定と塩基配列解析，および

分子系統樹解析は，Fig. １に示した方法により行った． 
1) プライマー Makimuraら５）およびSugitaら６）が，医真

菌を用いて検討したrDNA領域を対象に設定したユニバーサ

ルプライマー（ITS1およびLSU）を依頼合成(シグマジェノシス

社)し，使用した． 

2) 菌体からのDNA抽出 分離した菌からのDNA抽出は，

Fig. １に示したアルカリ煮沸法により行った．  
3) PCR条件および核酸増幅産物の精製 PCRは，TaqDNA

ポリメラーゼ：TaKaRa EX Taq （タカラバイオ社），DNAサーマ

ルサイクラー：GeneAmp 9600 （PerkinElmer社）を用いてFig.１ 
に示した条件で行った後，PCR増幅産物の精製を行った．すな

わち，アガロースゲル：Agarose S （ニッポンジーン社）を用いた

電気泳動によりPCR産物を確認した後，Montage PCR 
Centrifugal Filter （Millipore社）による限外膜ろ過により精製し

た． 
4) DNA塩基配列の決定 精製したPCR産物を対象に，シー

クエンサー：ABI PRISM 310 genetic analyzer （ABI社）を用い

てFig. １ に示した条件で塩基配列の決定 （シークエンス）を

行った．  
5) DNA塩基配列解析 決定した塩基配列を用いて，公共

データベース（GenBank/EMBL/DDBJ）を利用したBLAST

（basic local alignment search tool）による相同性（ホモロジ

ー）解析７）を行った． 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6)分子系統樹解析 ホモロジー解析の結果を基に，アラ

イメントアルゴリズムとしてClustalWを用いたマルチプル

アライメント処理８）を行った．次いで，塩基置換モデルと

してTamura-Nei modelを用いたNeighbor-Joining法（以下，

NJ法）による分子系統樹解析９）を行った． 

 

結   果 

事例１．ナチュラルミネラルウォーターに混入した

Exophiala属菌の同定 
異物混入による苦情として搬入されたナチュラルミネ

ラルウォーターで，容器底部にクモの巣状の褐色異物を確 
認した．異物について直接鏡検試験を実施したところ，褐

色の真菌菌糸塊であることを確認，菌糸形状は黒色線菌に

属するCladosporium属菌に類似していた．しかし，食品中

での発育が悪く，同定の指標となる形態的な特徴を得るこ

とができなかったため，培養試験を実施，培養後のコロニ

ー形状は一般的なCladosporium属菌と明らかに異なってい

た（Fig. 2）．培養試験と平行してバイオログシステムを用い

た同定を試みたが，同定確率が低く菌種決定には至らなか

ったため，DNA塩基配列解析を用いた分子系統樹解析を実

施した． 
分子系統樹解析の結果，Fig. 3に示すようにLSU領域にお

いては，被検菌のシークエンスはCladosporium属菌と同じ

黒色線菌に属するExophiala salmonisに分類されたが，ホモ

ロジーが得られた菌種全体の進化距離が近く，LSU領域の

みでは菌種の区別が難しいと判断された．同時に解析した

ITS1領域においては適度な進化距離の分子系統樹が得られ，

LSU領域と同じE. salmonisに分類された．  
さらに分子系統樹解析結果に基づき，形態的な特徴につ

いて再度確認したところ，被検菌の分生子形状がExophiala
属菌の特徴に合致した．これらの成績から，ミネラルウォ

ーター中の異物は E. salmonisの菌糸塊であると決定した． 
 

事例２．味付もずくから分離されたPichia属菌の同定 
異物による苦情として搬入された味付もずくで，苦情品

の表面に白い粉状異物が多数確認された．直接鏡検試験に

おいて，長楕円形の酵母が確認されたため，分離培養を行

った後，被検菌についてAPI 20C AUXを用いた表現性状試

験を行った．しかし，API 20C AUXが示した同定確率は約

44％と極めて低く，追加表現性状試験を実施しても菌種決

定には至らないと判断した１０）．次いで，分離培養した菌

株について塩基配列の決定と分子系統樹解析を実施した結

果，被検菌のrDNAシークエンスはPichia membranifaciens
に分類された（Fig. 4）． 

さらに分子系統樹解析の結果に基づき，標準菌と被検菌

の各表現性状試験結果と“Yeasts” ３）および“The Yeast” ４）に

示された表現性状を比較した結果，表現性状試験において

も，被検菌はP. membranifaciensに近いと判断された．以上

の各試験結果から総合的に判断し，苦情食品から分離され  

Fig. 1.Identification Method by DNA Sequence Analysis. 
Obtained Sequence Data was Analyzed by the Basic Local 
Alignment Search tool (BLAST) Program in the GenBank 
Database. 

Sample strain
pre culture on PDA：4～7days

Prepare of template
 suspended single  colony in DW 20 µL

add 20µL of NaOH ( 50 mmol/L) and heat(100 ℃/10 min)
add 40 µL of Tris HCｌ (80 mmol/L)

PCR
PCR Mixturs

10xPCR-Buffer 2.5 µL  amplification reaction cycling parameters
Primer mix(10µM)2.5 µL 94 ℃/5.0 min , 55 ℃/0.5 min , 72 ℃/1.0 min ：1cycle
dNTP 2.0 µL 94 ℃/0.5 min , 55 ℃/0.5 min , 72 ℃/1.0 min ：33cycle
Taq polymerase 0.125 µL 94 ℃/0.5 min , 55 ℃/0.5 min , 72 ℃/3.0 min ：1cycle
DW 15.38 µL 4 ℃  hold
Total 25 µL

Confirmation of PCR product (by 2% agarosegel electrophoresis)

Refinement of PCR product

Cycle sequence
Sequencing Mixturs

PCR products 7 µL Sequence cycling parameters 
Premix solution 8 µL 96 ℃(Hot start)
Primer(3.2pmol) 1 µL 96 ℃/0.5 min , 50 ℃/0.25 min , 60 ℃/4.0 min ：25cycle
DW 4 µL 4 ℃ hold
Total 20 µL

Sequence analysis 

Homology  search by BLAST analysis



東 京 健 安 研 セ 年 報 57, 2006 

 

161

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

た真菌はP.membranifaciensであると決定した． 
  

事例３．ワインに混入したSacharomyces属菌の同定 
喫飲後の口腔内痺れによる苦情品として搬入されたワイン

で，直接検鏡において酵母の存在を確認した．分離した酵

母は発育速度が極めて遅い株であったが，API 20C AUXに

よる表現性状試験では，70％を超える同定確率でCandida 
magnoliaeと示された．しかし，追加表現性状試験として実

施した硝酸塩資化性状試験の結果が，C. magnoliaeの性状と

は一致しなかった．このため，DNA塩基配列解析を用いた

BLASTによるホモロジー解析を行った結果，LSUおよび

ITS1の各領域において高いホモロジーが得られた塩基配列

は，そのほとんどがSaccharomyces cerevisiaeで占められた

（Table 1）．同時に，本菌は発育速度が極めて遅かったこ

とを考慮し，API 20C AUXにおける培養期間を１週間まで

延長した再試験を行った．その結果，被検菌の性状は90%
上の高い同定確率でS. cerevisiaeと合致した．以上，被検菌

の遺伝学的性状と表現性状が一致したことから，本菌は

S .cerevisiaeであると決定した． 
 

考   察 

1987年度から2005年度の19年間，当研究室で扱った真菌

による苦情事例は約740件であった．これら食品苦情事例の

中には，表現性状試験のみでは同定が困難な菌株が分離さ

れ，同定に多大な時間を費やした事例も多く存在した．今

回，このような事例であった３事例で確認された真菌につ

 Cladophialophora boppii AB100684
 Exophiala alcalophila AB100672

 Exophiala dermatitidis  AY213701

 Rhinocladiella atrovirens  AB100678
 Exophiala jeanselmei AB100666

 Exophiala pisciphila AF050273

 Cadophora fastigiata  AB100625

 Exophiala salmonis  AY213703

 Sample sequence(LSU )0.005

 Cladosporium cladosporioides DQ426533
 Exophiala spinifera  AY156965

 Exophiala jeanselmei  AY163556

 Exophiala oligosperma  AY163548

 Sarcinomyces  sp. AY465431
 Capronia acutiseta  AF050241

 Exophiala pisciphila  AF050272

 Exophiala salmonis  AY213652

 Sample sequence(ITS1)

0.05

(b)

Fig. 5.Phylogenetic Analysis (Neighbor-Joining Method) of the Fungus Isolated from bottled  natural
mineral water , Based on (a) LSU rDNA Sequences and (b) 18S/ITS1 rDNA Sequences.

Fig. 2.Growth Form of The Fungus isolated, (a)Fungus 
isolated from Bottled Natural Mineral Water and 
(b)Cladosporium sp. The Form of the Sample Strain 
Differed Obviously from Cladosporium sp. 

Fig. 3.Phylogenetic Analysis (Neighbor-Joining Method) of The Fungus 
Isolated from Bottled Natural Mineral Water , Based on (a) LSU rDNA 
Sequences and (b) ITS1 rDNA Sequences. 

 Saccharomyces cerevisiae AJ544258
 Issatchenkia hanoiensis  AY163900

 Candida pseudolambica  AY731815

 Issatchenkia scutulata  U76349

 Issatchenkia orientalis  AY707865

 Pichia fermentans  AY497672

 Candida ethanolica  U71073

 Pichia deserticola  U75734

 Pichia  galeiformis  U75738

 Pichia membranifaciens  DQ198965

 Sample sequence(LSU)
0.02

 Debaryomyces coudertii  AB054018

 Pichia fermentans  AF411062

 Trichosporon pullulans  AF444418
 Candida ethanolica  AY790538

 Pichia deserticola  AY790539

 Pichia norvegensis  AB179768

 Pichia membranifaciens  DQ223427
 Sample sequence(ITS1)

0.05

(a)

(b)

Fig. 4.Phylogenetic Analysis (Neighbor-Joining Method) of The Yeast 
Isolated from Pickling Mozuku-seaweed,Based on (a) LSU rDNA 
Sequences and (b) ITS1 rDNA Sequences. 

SOURCE (LSU rDNA) Score Hits
Saccharomyces cerevisiae (yeast) 640 88
Saccharomyces  sp. YS35 620 1
Saccharomyces pastorianus (lager yeast) 618 1
Saccharomyces  sp. CBS 2165 618 1
Saccharomyces  sp. A6 595 1
Saccharomyces  sp. A4 595 1
Saccharomyces  sp. ST-422 589 1
Saccharomyces paradoxus 585 1
Saccharomyces cariocanus 579 2
Saccharomyces mikatae 579 3

SOURCE (ITS1 rDNA) Score Hits
Saccharomyces cerevisiae (yeast) 704 89
Saccharomyces  sp. Anchor Vin7 680 1
Saccharomyces  sp. Anchor NT50 666 1
Saccharomyces  sp. Anchor VIN13 666 1
Saccharomyces  sp. Actiflore RB2 666 1
Saccharomyces  sp. Zymaflore F10 666 1
Saccharomyces  sp. Lalvin ICV-D254 666 1
Saccharomyces  boulardii 666 1
Saccharomyces  sp. Assmannshausen 658 1
Saccharomycete  sp. Jbra2913 666 1
Saccharomycete  sp. SCH-3 666 1
Saccharomycete  sp. Jbra611 666 1

Table 1.Taxonomy Reports by BLAST Analysis of The 
Yeast Isolated from Red Wine. 

(a) (b) 
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いて，DNA塩基配列解析を用いた同定を試みた． 
事例１におけるナチュラルミネラルウォーターは，食品

衛生法上，処理方法がろ過・沈殿および加熱殺菌に限られ

ている．しかし，東京都内における市販ミネラルウォータ

ーの調査において真菌および細菌の汚染が報告１１）されて

おり，微生物汚染のリスクが比較的高い食品と考えられる．

本事例における異物は，検体搬入当初の直接鏡検試験にお

いてCladosporium属菌が疑われたが，形態的な特徴が異な

っていたため，市販同定キットを用いた同定を試みた．しか

しながら，同定確率が低く菌種決定には至らなかった．そ

こで，形態観察と合わせて被検菌の分子系統樹解析を行っ

た結果，本菌はExophiala salmonisであることが判明した．

Exophiala属菌は，水回りをはじめとする湿度の高い場所に

多く生息する黒色線菌に属する糸状菌であることから，本

事例の異物は，ナチュラルミネラルウォーターの製造工程

におけるExophiala属菌のコンタミネーションに起因する

ものと考えられた．平成７年に我が国で発生したミネラル

ウォーターにおける大規模な異物混入事件以降，当研究室

へ持ち込まれるミネラルウォーター関連の苦情は増加して

いる．このことからも，本事例に示したDNA塩基配列解析

を利用した正確な汚染菌の確認は，ミネラルウォーターの

製造における危害分析および重要管理点の設定に有効な資

料になると思われる．  
事例２は，表現性状試験で用いた市販同定キットの同定

確率が低い場合，分子生物学的な試験の結果から再度，表

現性状を精査することで，より正確な同定結果が得られる

ことを確認した事例でもあった．すなわち，分離した酵母

はAPI 20C AUXでは約44％の同定確率でCandida属菌を示

したが，分子系統樹解析ではPichia membranifaciensに分類

され，その結果を基にした標準株との表現性状比較におい

ても，P. membranifaciensと一致する結果が得られた．本菌

は，動植物をはじめとする自然界に広く分布し，ワイン，

ビール，ヨーグルトなど多様な食品からも分離される４）．

本菌がAPI 20C AUXで同定困難であることはRamaniら１２）

も報告し，その原因として，API 20C AUXは主な同定菌種

を37℃で発育する臨床由来の酵母としているため，25℃付

近で発育する食品由来酵母のような広範囲な菌種を完全に

網羅できていないことが挙げられる１２）．以上のことから，

食品由来酵母の同定にAPI 20C AUX を利用する場合は，得

られた結果について同定確率を基準に熟考し，必要に応じ，

D NA塩基配列解析等の分子生物学的手法を併用するなど

結果を総合的に判定することが必要であろう． 
和宇慶ら１３）は，都内で発生した真菌による食品苦情事

例の解析において，酵母が原因であった有症苦情では「口

腔内・喉の痺れ」を訴える場合が優位に高いことを報告し

ている．またその原因として，食品中にコンタミネーショ

ンしたPichia anomalaに代表される酢酸エステル産生酵母

が，酢酸エチルなどの揮発性有機化合物を産生した場合が

報告されている１４）．これらの報告から，酵母による食品

苦情の特徴の１つとして，喫食後に生じる口腔内の痺れが

挙げられており，事例３の苦情原因解明の初期段階おいて

も，その主訴内容から酵母が原因であると疑われていた．

そこで，分離された酵母の同定を試みたが，通常の表現性

状試験では菌種の決定には至らず，分子生物学的検査と表

現性状の再確認を行った．この結果，ワインから分離され

た酵母は，Sacharomyces cerevisiaeと同定された．本菌は，

ビールやパンの製造など，食品工業的に広く利用される酵

母であり４），食品中では酢酸エステルを産生する能力を有

していない．これらの成績から，本菌が原因で口腔内の痺

れを呈する可能性は極めて低く，食品から分離した酵母は

本苦情の直接的な原因ではないと推察されたが，苦情の主

訴であった口腔内の痺れの原因については，明確にするこ

とができなかった．本事例は，当初，苦情の起因菌として

疑われていた酵母がDNA塩基配列解析を利用した同定に

よって否定された事例であった． 

以上のように，今回の検討により表現性状試験のみでは

同定に苦慮するような事例においても，DNA塩基配列解析

のような分子生物学的な手法を利用して各種試験成績を総

合的に判断することで，正確な菌種決定を行えることが示

された．またその同定結果から，系統的な苦情原因の推定

を行うことが可能であることが示された．今回の検討では，

塩基置換速度が遅いサブユニット領域であるLSUと，サブ

ユニットに比べて塩基置換速度が速いスペーサー領域を含

むITS1の２領域を対象にしたユニバーサルプライマーを使

用した．同定の対象となる菌種が極めて広範囲に及ぶ食品

由来真菌にDNA塩基配列解析を利用する場合，現時点では

使用するプライマーの選定に明確な基準がないため，得ら

れた結果の解析に苦慮する場合もある．このような課題を

解決する方法の一つとして，塩基置換速度が異なる２つの

領域を対象にしたユニバーサルプライマーを組み合わせて

使用することが挙げられる．この方法により，今回の事例

１で示したような進化距離が近い菌種群に含まれる菌株を

分離した場合においても対応できることが確認され，より

多くの菌種同定を行えることが示唆された． 
一方で，食品由来真菌に DNA 塩基配列解析を利用する

には，塩基配列が登録されていない菌種の存在や公共デ

ータベースの登録データに対するバリデーション，ラン

ニングコストなど，解決しなければならない問題点も残

されている．また，塩基配列データ自体は客観性に優れ

ている反面，使用するアルゴリズム等，解析方法の特徴

を熟知せずに使用した場合でも結果が出てしまうため，

誤った解析データに気づかずに結果判定をしてしまう危

険性も存在する．このため，食品由来真菌の同定に DNA
塩基配列解析を利用する場合には，それらのリスクを十

分に考慮した上で使用し，他の試験成績と併せて総合的

に結果を判断することが必要であると考えられた． 
 

ま と め 
食品由来真菌の同定が，形態観察に代表される表現性状

試験のみでは鑑別に苦慮する事例において，DNA塩基配列



東 京 健 安 研 セ 年 報 57, 2006 

 

163

解析法を組み合わせた各種試験結果の総合的な判断により，

菌種の決定および苦情原因の推定が可能であった．これら

の結果から，DNA塩基配列解析法は食品由来真菌の同定に

おいて極めて有効な同定手法の１つであると考えられた． 
 

（本研究の一部は，第 18 回地方衛生研究所全国協議会 関
東甲信静支部細菌研究部会 2006 年２月で発表した．）  
 

文   献 

1) 諸角聖，藤川浩，和宇慶朝昭，他： 東京健安研セ年報,  
55, 3-12, 2004. 

2) Sugita,T.,Nishikawa,A.: Jpn.J.Med.Mycol., 45, 55-58, 2004. 
3) J,A,Barnett., R,W,Payne. and D, Yarrow.: 

”Yeasts:Characteristics and Identification”, 3rd Ed., 2000 
Cambridge University Press, Cambridge. 

4) Kurtzman,C,P.,Fell,Jack,W.: ”The Yeasts: a Taxonomic 
Study”, 4th ed., 1998, Elsevier, Amsterdam. 

5) Makimura,K., Tamura,Y., Mochizuki,T., et al.: J. Clin. 

Microbiol., 37, 920-924, 1999. 
6) Sugita,T., Makimura,K., Nishikawa,A., et al.: Microbiol. 

Immunol., 41, 571-573, 1997.  

7) Kurtzman, C, P. and Robnett, C, J.: J.Clin.Microbiol., 35, 
1216-1223, 1997. 

8) Thompson, J, D. Higgins, D, G. and Gibson, T.: J.Nucleic. 

Acids. Res. , 22, 4673-80, 1994. 
9) Tamura, K. and Nei, M.: Mol. Biol. Evol., 10, 512-26, 1993. 
10) 千葉隆司，和宇慶朝昭，矢野一好，他：第89回日本食

品衛生学会学術講演会，2005. 
11) 藤川 浩, 和宇慶朝昭, 楠 淳, 他：日食微誌, 13, 41-44, 

1996. 

12) Ramani,,R.,Gromadzki,S.,Pincus,D,H.,Salkin,I,F. and 

Chaturvedi,V.: J. Clin. Microbiol., 36, 3396-3398, 1998. 
13) 和宇慶朝昭，藤川 浩，甲斐明美，他：第24回日本食品微

生物学会学術総会，2003. 
14) 諸角 聖，和宇慶朝昭，田村行弘，他：食品と微生物, 9, 

113-119, 1992. 
 


	2006 東京都健康安全研究センター研究年報
	147/395
	148/395
	149/395
	150/395
	151/395


