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16S−23S　rDNA ス ペ ー
サ

ー
領域の ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョ ン に よる

　　　　　　　　　 グ ラム 陽性細菌菌種の 識別
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【目的】現在、細菌の 近縁種間識別 の た めの 最終手設 と して DNA−DNA 交雑形成

法 が 用 い られ て い るが 、 こ の 手法は試験操作が煩雑で あ り 、 時間を要す る こ と 、

十分 な精製 DNA を取得 す るた め に 比較的大量 の 培養を行わな けれ ばな らな い こ

と、 また 、 必ず しも高い 再 現性を得 られ る とは 限 らない こ と 、 とい っ た問題 点

を含ん で い る 。 そ こ で 、本研究で は 、 DNA−DNA 交雑形成法 に代替す る手 法 の 確

立 を 目的 と し て 、従 来 よ く研 究 され て い る 16S−23S　 rDNA ス ペ ー サ ー 領域

（ITS：16S−23S　rDNA 　internal　 transcribed 　 spacer ）に 着 目 した 。 こ れ ま で の

我 々 の 研 究に よ っ て 、光合成細菌 にお い て DNA−DNA 交雑形成法の 結果 と 、
　 PCR

増幅 ITS 領域を用い た ITS− ITS 交雑形成法の 結果 が高い 相関性 を 持つ こ とが 示

され た
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。 そ こ で 本研 究で は 、 ITS 領域を利用 した 微生物分類の 有用性 を さら

に検証する こ とを 目的 と して 、 グ ラム 陽性菌を対象 と して 実験を行 っ た 。

【方法】分類 目的で ITS 領域が 全 ゲ ノム 構造 を反映 で きるか どうか を確認 す る

ため 、現段階で 全ゲ ノム 配列が 決定 して い る細菌 85 菌株 の ITS 情報 をデー タ

ベ ー
ス か ら入手 した。 1 ゲ ノ ム 上 の 全 ITS 領 域 の G＋C 含量 とゲノ ム DNA の それ

とを比較 し、相関分析 を行 っ た 。 DNA 交雑形成実験 には Lactobacillus　8 菌株

を含む低 G＋C グ ラム 陽性細菌を用 い た 。 全ゲ ノ ム DNA は 常法 に よ り抽出精製 し 、

ITS は PCR 増幅 した の もの を用 い た 。 交雑形成実験は 、 耐熱性 アル カ リフ ォ ス

フ ァ ターゼ 標識プ m ・一一ブお よび ナ イ ロ ン メ ン ブ ラン 固定 の 標的 DNA を交雑 させ

る ドッ ド ・プ ロ ッ ト法で 行い
、 検出に は化学発光を用 い た。

【結果 ・考察 】ITS 領域 の G＋C 含 量 とゲノム DNA の G÷C 含量 の 比較 で は、全体

として ITS 領 域の G＋C 含量 が全 ゲ ノ ム の G＋C 含量 よ り若干低 い もの の 、 両者 の

間 には高い 相 関性 が 確認 され た （R2 ＝ 0．7776）。

一
方 、例外 的 に超 高熱 性 菌種で

は全ゲ ノ ム に対す る ITS 領 域の G＋C 含 量の 比 は 、中温性 菌種 よ りも高か っ た 。

こ れ らの 結果 は 、 少 な くとも G＋C 含量 の 点か らは ITS 領 域 は全ゲ ノ ム 構造 をあ

る程度反 映 で き る可能性 が示 唆 され た 。 ITS− ITS 交雑形成 法 にお い て は 、
　 DNA−

DNA 交雑 形成 法 と同様 に 、 標的 DNA とプ ロ
ー ブ DNA が近 縁で あるほ ど強 い 発光

シ グナ ル を検 出 した こ とか ら 、 ITS− ITS 交雑形成法 は DNA−DNA 交雑形成法 に代

替 し得る手法で ある可能性 が示 され た 。
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