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16S・23S 　rDNA ス ベ ー サ ー
領域情報を用 い た光合成細菌の 分類

　 　 　 ひ さ だ た か よ し ひ らい し あ きら

　　　○久田 貴義、 平石 明

豊橋技術科学大学 エ コ ロ ジー 工 学 系

【目的】現在 、 細菌の 系統分類に は 16S　rRNA 遺伝 子の塩基配列 が よ く用 い られ て い

る 。 しか し 16S　rDNA は保存性の 高い 遺伝子で あ るため 、 近縁種の 識別 に用い る こ と

は 困難で あ る 。 そ こ で 今回は光合成細菌を対象 として 16S ・23S 　rDNA ス ペ ー
サ

ー
領

域 （以 下 ITS ：interna1　transcribed　spacer ）の 塩基配列解析が 光合成細菌の 分類 に

どの ように利用で きるか を検討 した 。

【方 法】試験菌株 は プ ロ テ オ バ クテ リア α
一2 グル ー プ に含 まれ る光合 成 細菌 の 属

Blastehl（）ris 、　 Rhodobium 、 ．ehodoρlanesお よび Rhod （〜ρseudomonas に属 す る 16

菌種 42 菌株 を用 い た 。 光合成培養 、 集菌 した後 、 cell　lysateを鋳型 として ITS の PCR

増幅を行 っ た 。 PCR プ ラ イ マ ー と して 16S　rRNA の 下流側 と 23S 　rRNA の 上流側 に

位置す るユ ニ バ ーサル プ ラ イ マ ー
を用 い た 。 PCR 産物 を精製後 、

　 ITS に含まれ る保

存性の 高い 2 つ の Ile・tRNA 、
　Ala・tRNA をコ

ー
ドす る領域で そ れぞ れ設計 した シー

クエ ン ス プ ラ イ マ ー を用 い て サ イ クル シ ー クエ ン ス反応 を行 っ た 。 ま た ITS は 多コ ピ

ー
で ある ため 、 別 途 PCR 産物の サ ブ ク ロ

ー
ニ ン グを行 っ たの ち 、 塩基 配列 を決定 し

た。 得 られ た塩基配列 は GENETYX ・MAC で 編集 し 、
　CLUSTAL 　W を用い て 多重 ア

ライメ ン トを行 ない 、 近 隣結合法に よ り系統樹 を作 成 した 。 こ の 際ギャ ヅ プ を考慮 し

て進化距離を求め た 。 また GENETYX −MAC に よ り tRNA の 2 次構造 を予測 した 。

【結果 と考察】ITS に基 づ く系統樹は 16S　rDNA の 遺伝子配列 に基 づ くそれ と類似 し

たが 、 同属 内の近縁 種識別 に よ り高い 解像度が あ っ た 。 前回報告 した よ うに
1）

、 そ の

ITS 塩基配列相同性 と DNA ・DNA 交雑形成率に は高い相 関 があ り、
　 ITS 塩基配列相

同性が近縁種識別の 指標 に な りうる と考え られ た 。 また ITS 塩基配列の 多重 ア ライ メ

ン トで は 、 2 つ の tRNA コ ー ド領域塩基配列 は 同属 内で 完全 に
一

致 した 。
　ITS塩基 配

列 か ら 2 つ の tRNA コ ー ド領域を抽出 し、 その 塩基配列 か ら系統樹を作成 した と こ ろ

各属 ご とに非常 に 明確な ク ラス タ
ー

を形成 した 。 結論 として ITS全塩基配列 は菌種 レ

ベ ル で の 識別 、 tRNA コ ー ド領域の 配列お よび 2 次構造 は属 レベ ル で の 識別 の 指標 と

なるこ とが示 唆された 。

1）日本農 芸化学学会 2000 年度大会 （東京 ）講演要 旨集 p290 （2000）
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