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CARD−FISH法 を用 い た mRNA と 16S　 rRNA 特定配列 の in　 situ 同時検出
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【目的】 これ まで シ ングル セ ル レベ ル で の微生物生態解析 は 主 に rRNA の 特定配列 に

基づい た FISH法 を 中心 に行 われ て きたが，系統学的な情報 に基づ く解 析で は細菌の

機能 は推定で き な い ，こ の た め ， 今後機能遺伝子 を タ
ー ゲ ッ トに解析する必 要性が高

ま る と考 え られるが ， 現状の 技術で は 少量 の 機能遺伝子をシ ン グル セル レベ ルで検出

す る こ と は 簡 単 で は な い ．そ こ で ， タ
ー ゲ ッ ト遺 伝 子 を 高 感 度 に 検 出 す る

CARD（Catalyzed　Reporter　Deposition＞−FISH法を適用する こ とで特定 mRNA の 発現 を

in　 situ で検出 し，さ らに は通常の FISH法を組 み合わ せ
，
16S　 rRNA 特定配列 と特定

mRNA をシ ン グル セル レベ ル で 同時に検出す る こ とを 目的と した ．本研究で は， 16S
rRNA に基 づ く系統樹上 に 幅広 く存在 して い る脱 窒細菌をタ

ー
ゲ ッ トに して ， 亜硝酸還

元酵素を コ ー
ドする z？irS　mRNA の in　 situ 検出 を試み た、

【方法】供試菌株 と して fiil
’S 遺伝子 を保持する P．　aerugiposa ，　 P．　defiitrlflcafiS

を 〃1∬ 遺伝子 を保持 しない Eeo 〃 ，
　P．　putida を用 い

，
　 LB液体培地で プ レ培養 した

後 ， 亜 硝酸塩を加え 無酸 素条件下で 培養 し i7　irS　mRNA を誘導 させ た． また，複合系環

境サ ン プル と し て脱 窒反応 が進行 して い る排水処理 リア ク タ
ー

内の 汚泥 を用 い た．

Pll
・S　mRNA の 検 出に は ，　 PCR用 の プライマ

ー と して 既 に開発 され て い る 〃左∫ 1F−6Rプ

ライマ
ー

セ ッ ト
1）

の 6R配列 を プロ ー ブと して 用 い た．サ ンプル に細胞 膜透過処理 を

施 して ， Biotin標識 した オ リゴヌ ク レオ チ ドプ ロ ーブをハ イ ブ リダイズ した あ と TSA
Kits（Molecular　Probes社）を用い て シ グナル 増感 を行 い 蛍光顕微鏡 に よ り観察 した ．

16S　rRNA と mRNA の 同時検出を行う場合 ，
　 Cy3標識 した 16S　 rRNA 特定配列の プロ ー ブ

も 同時にハ イブ リダイゼ ー
シ ョ ン を行 っ た．

【結果およ び考察】CARD−FISH法 を用 い て シ グナル 増感を行 う こ とで pii
−S　mRNA 由来

の シ グナル を シ ングルセ ル レベ ル で 検 出す る こ と に成功 した ．また ， 16S　rRNA を タ
ー

ゲ ッ トに した FISH用 プロ ー ブ として 全 真正 細菌をタ ーゲ ッ トとする EUB338を用 いた

と ころ ，加 ∫5mRNA由来の 蛍光 シグナ ル と EUB　338由来の 蛍光 シ グナル をシ ン グル セル

レベ ル で 同時に検出する こ とに成功 した ．ただし，通常の FISH法 に比べ 洗浄操作が

多 くな る ため EUB338 の 蛍光 シ グナ ル が若干減 少する傾 向が あ っ た．環境サ ンプル に

お いて も nifS 　mRNA の 検出 を試みた と こ ろ ，　 nlf
’S 皿RNA由来 の シ グナル を確認す る こ

とがで き ， 環境サ ンプル へ の 適用 も可能で ある こ とが 示唆 され た ．
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