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gyrB遺伝子発現量 よ りもとめた環境中にお ける細菌の 増殖速度

　 　 　 　 こばや し たけし 　たに か っ じ 　 や まぐち のぶやす 　 な す ま さ お

　　　
○
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【目的】　 環境中にお ける特定細菌種の現存量 に加 え， そ の増殖速度を正確に知るこ とが出

来れば， 群集内での その 重要性 ， 役割につ い ての より詳細な知見を得る こ とが可能となる．

gyrB遺伝子 は細菌種同定の 指標遺伝子 の
一

つ であ り， また ，
　 DNA 複製に必須であるこ とか

ら，その 発現は細胞周期と密接に関連して調節されて い ると考え られ，環塊中の 特定細菌の

増殖速度を知 るための優れた指標 となるこ とが期待で きる．本研究にお い て は ， guB 遺伝

子 の 発現量 （mRNA コ ピー数）か ら増殖速度を知 るために ， その 発現量 と Es（rhembhia 　coli

の増殖速度との 関係を調 べ た．

【材料 と方法】　 E ．coli の gyrB遺伝子およびその mRNA コ ピー−taの定量に当た っ て は ，

Lighti：ycler（R   he）を用い
， 定量的 PCR お よび定量的 Rr−PCR を行 っ た．今回新たに E．　coli

および Shigella　k 細菌種に特異的なプ ライマ
ー

およびプ ロ
ーブをデザイン した．プライマ

ー
，

プ u −一ブの 特異1生は，
GenBank に登録 された gyB 遺伝子配列 との比較 ， ならびに近縁種で

ある Sdbnonella属の 2菌種を用い た定量的 PCR によ り確認 した ．定量の ため の 検量線の 作

成におい ては ， gyB 遺伝子の 定量には E．　coli　K12 の ゲノム DNA
， その mRNA の 定量には

E 　coli　gyrBク ロ
ー

ンの in・Vitro転写産物 を用いた．　 E．・coli増殖速度 とgyB 発現量の 関係を調
べ るに当た っ て は，E．・coli・K12・W3 ・110株を用い ，　Luria−Bertani（LB ）培地または M9 培地 （0．5 ％

glucose）で 17 − 37℃ で培養 を行い
，
　 log　phase，　late　log　phase，お よび simonary 　phaseにおい て

菌体 を回収 した．核酸の 抽出には QIAGEN　RNAIDNASystem 　Midi　Kit（QIAGEN）を用い た．

【結果 と考察】　 今回デザイ ン したプライマ
ー

およびプロ ーブに より， GenBankに gyrB 遺

伝子 の配列が登 録 された株の 内 ， 98％以上の E．coliお よび Shigella属細菌株を特異的に捉え

るこ とが出来るこ とを確認 した．また PCR 　l反応あた り5 − 5x107コ ピー
の範囲で定量が可

能であっ た．この こ とか ら複数の細菌種が混在する環境試料におい て も， これ らの プライ マ

ー
， プ ロ

ーブを用い て解析が 可能である．E．　coli の groWth　phaseと gyrB 遺伝子発現量の 関

係を調べ た結果 ， LB 培地で 37℃ で培養 した とこ ろ， log　phase，　late　log　phase，な らびに stationary

phaseにおける gyrB遺伝子 1 コ ピーあた りの mRNA コ ピー数は ， それぞれ 0．87± 0．91， 0．005

±0．001， ＜ 1び であ り， growth　phaseによ り明 らか な差異が認 め られ ， その 発現が細菌増殖の

指標 となるこ とが分か っ た．また ， 異なる増殖速度で の発現量 を調 べ た結果 ， 1細胞あた り

の mRNA コ ピ s 数は増殖速度 との 間に高い正の 相関が認め られ るこ とが分か り，
　gyrB遺伝

子の 発現量か ら環境中における細菌の増殖速度を知る こ とを可能 とした．
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