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△Tmを 考慮 したマイクロプレー トハ イブリダイゼーシ ョン

(△DDH)法 に よる抗酸菌主要11菌 種 の相対類似度

深澤 豊

要 旨:以 前 より生化学 的性状,16SrRNA遺 伝 子塩基配列 とゲ ノムDNA-DNAハ イ ブ リダイゼーシ ョ

ンに よる相対類似度(relative color index)で み られるMycobacterium xenopi, Mycobacterium gordonae

とMycobacterium szulgaiの 菌 種 内変異 について検討 し,一 定温度のゲ ノムDNA-DNA再 会 合で は抗酸

菌種 の分類 のため には不適 当であ るこ と,△Tmを 応 用す る とよい ことを確認 して きた。この改良方

法 を△DDH法 と名付 けた。

この報告で は,1987年 のAd Hoc CommitteeのDNA-DNA類 似 度 に よる菌種 の定義 に従 った今枝 ら

の方法 と比較す るために,△DDH法 を用 いて主 要な抗酸 菌11菌 種 の基準菌株 間の相対類似度 を測定

した。 その結果,主 な菌種 は十分低 い相対類似度 を示 し,今 枝 らの結果 とよ く一致 した。 しか し,

「Mycobacterium avium-intracellulare-scroflaceumコ ン プ レックス」 と 「M.marinumとM.ulcerans」 の結

果は,さ らなる検討の必要性 を示 した。

キーワーズ:非 結核性抗酸菌,同 定,分 類,DDH,△Tm,相 対 類似度

は じ め に

現在の細菌分類体系はいくつ もの方法論により築かれ

ており,各 方法により別の分類体系を構築することすら

可能である。細菌学では国際命名委員会により,一 つの

分類体系を維持する努力が払われている。また実際に各

方法論による分類(同 定)も,詳 細に比較検討するとよ

く一致 して くることが多いといわれている1)。

著者は 「菌種は分類体系 における最小集団で,こ れ以

上遺伝学的には分けられない,あ るいは分けるのが不適

当な集団である」 との前提に立って,結 核研究所保存抗

酸菌株を用いて分類(同 定)方 法 についての検討 を重ね

てきた2)～5)。その結果,楠 らによる方法6)は鑑別同定に

有用 な方法であって も,分 類(同 定)を 目的 とした時に

は問題があると思われたので,よ り適切な分類(同 定)

を行 うための方法を考案 した。すなわち,ハ イブリダイ

ゼーションは適切な温度で行い,非 特異的なDNAの 再

会合を取 り除くために十分な時間をかけたハイブリダイ

ゼーションの最後に温度 を上げて,ゲ ノムDNA-DNA

類似度(相 対類似度)を 測定するとよいことが分か り,

このDDH法 の改良法を△DDH法 と名付 けて報告 した7)。

本研究では,1987年 のAd Hoc CommitteeのDNA-DNA

類似度による菌種の定義に従 った今枝 らの方法8)と比較

するために,△DDH法 を用いて主要な抗酸菌11菌 種の

基準菌株間の相対類似度を測定 し,そ の成績から,楠 ら

の方法では鑑別同定できなかった抗酸菌株の分類学的位

置付け(同 定)に ついて考察を行った。

方 法

菌株:使 用 した菌株 の概 略 をTableに 示 す。NS1,SY5

は結 核研究所水 道水 よ り分離 した。T-12104は 国 立療養

所 中部病院の東村 道雄博士 が同定 し,結 核研究所 に分与

され た菌株 である。 日本DNAデ ー タバ ンク等 に公 開登

録 され てい るM.gordonae 16S rRNA遺 伝 子 塩基 配 列

(Accession No.X 52923)と,NS1,SY5,T-12104の16S

rRNA遺 伝 子塩基 配列 とは,Philip Kirschnerら9)が 提 案
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Table Mycobacterial strains used in this study

した塩基配列領 域で比較 を行 い,有 意な差異 のない こと

を確認 してい る(成 績省 略)。M.marinum, M.szulgai, M

.gordonae, M.nonckromogenioum, M.avium, M.intracellul-

areはATCCよ り結 核研 究所 が購 入 した基準 株 〔各 々

ATCC927 (TMC1218), ATCC35799 (TMC1328), ATCC

14470 (TMC1324), ATCC19530 (TMC1481), ATCC

25291 (Neotype), ATCC13950 (TMC1406)〕 を使用 した。

M.kansasii (K-23), M.simiae, M.scrofulaceum(S-68)は

島 根 医 大 の斉 藤 肇 博 士 よ り基 準株 〔各 々ATCC12478

(TMC1204), ATCC25275(今 枝 ら と異 な る),ATCC

19981 (TMC1323)〕 由 来菌株 として結核研 究所 に分与 さ

れた菌株で ある。M.xenopi(NIHJ1638)は 国立予 防衛生

研 究所(現 感染研 究所)よ り基準 株 〔ATCC19250(TMC

1482)〕 由 来菌株 として結核 研究所 に分与 を受 けた菌株

であ る。M.ulcerans(A.19423)は,国 立療養所 中部病 院

の東村道雄博士 よ り基準株(ATCC19423)由 来 菌株 と し

て結核研 究所 に分与 された。国立予防衛生研究所(現 感

染研 究所)よ り分与 を受 けたM.asiaticum(NIHJ1603)は

ATCC25274(TMC803)由 来 菌株 で,基 準株 で はな く参

照菌株 であ る(今 枝 らと異 なる)。BcGはTokyo172株

由来菌株 を使 用 した。

DNAの 精 製:DNAの 精 製 は,前 報告7)と 同 じであ る。

要約す る と,2%変 法小 川培地 に増 殖 した菌塊 を70%エ

チ ルアル コール,1%ツ イー ン80溶 液 に懸濁後,遠 心集

菌 し,半 乾燥 させ た。 この遠心管 に直径4mmの ビーズ

約10個 を加 えてヴォルテ ックス ミキサーで溶菌 し,フ ェ

ノールクロロフ ォルム抽 出後,核 酸分画 をエ タノール沈

殿 した。0.4MのNaCl溶 液 に溶解 し,RNase処 理 を行

い,CTAB(Cetyltrimetylammonium bromide)沈 殿 を行 っ

た。沈殿 を1MのNaCl溶 液 に溶解後,ク ロ ロフォル ム

抽 出を行 い,エ タノール沈殿 を行 った。精製度 の指標 と

して,260nmと280nmの 吸 光度比 を利用 し,こ の比が

1.8以 上 になる まで,CTAB沈 殿 と,ク ロ ロフ ォルム抽

出 を繰 り返 した。 この精製DNAを,マ イ クロプレー ト

ハイブ リダイゼーシ ョンのプ レー トへ の固定 およびラベ

リング に用 いた。

△DDH法:フ ォ トビオチ ンラベ ル し,変 性 したDNA

を50%フ ォルムアミ ド,2×SSCの ハ イブリダイゼー ショ

ン溶液で10倍 に希釈 し,す でに参照DNAが 固定 されて

い るマ イクロプ レー トのウェル に100μlず つ分注 した。

ハ イブ リダイゼー シ ョンは温度45℃ で1晩 行 った後,

ウ ォー ターバスの温度 を56℃ にリセ ッ トして30分 以 上

1時 間 ほ ど,さ らにハ イブ リダイゼ ーシ ョンを行 った。

そ の後,1×SSCで4回,プ レー トを洗 浄 し,ス トレプ

トア ビジ ン-β ガ ラク トシ ダーゼ溶 液 を1000倍 にPBS

で 希 釈 した溶液を100μlず つ,マ イ クロプ レー トの ウェ

ルに分注 した。約15分,37℃ で 静置後,1×SSCで4回,

プ レー トを洗 浄 した。pNPG(パ ラ-ニ トロフェニル-β-

D-ガ ラ ク トピラノシ ド)をPBSで1μ9/mlに 希 釈 した

溶液 を100μlず つマ イクロフ°レー トの ウェルに分注 し,

25℃ で静置 して,黄 色 の発色 の程度 を,マ イクロプ レー

トレー ダーで波長405nmで 測 定 した。

結 果

抗 酸 菌 基 準 株11菌 株,BCG,M.asiaticum参 照 菌 株 間

の 相 対 類 似 度 を △DDH法 で 測 定 し た 結 果 をFig.1お よ

びFig.2に 示 す 。Fig.1で 示 し た 菌 種,BCG, M.kansasii,

 M.simiae, M.asiaticum, M.szulgai, M.gordonae,M.
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Fig.1 Relative relatedness among mycobacterial type strains by ƒ¢ DDH (1)

xenopi, M.nonckromogenicumは,今 回 調 べ た 範 囲 で は,

他 菌 種 株 と の 相 対 類 似 度 は 多 く の 場 合50%以 下 で,高

く て も 約70%で あ る 。 こ れ に対 して,Fig.2で 示 して あ

るM.marinumとM.ulceransで はM.marinumに 対 してM.

uloeransは 約90%,逆 にM.ulceransに 対 し てM.marinum

は 約65%の 相 対 類 似 度 と な っ た 。 ま た,M.avium com-

plex(MAC)で は,M.aviumに 対 し てM.intracellulareは

75%以 上,M.intracellulareに 対 し てM.aviulnは 約75%

の 相 対 類 似 度 を 示 した 。 さ ら に,M.scrofulaceumに 対 し

て,M.aviumとM.intracellulareは 約70%と い う 高 い 相

対 類 似 度 を 示 し た 。 し か し,,M.aviumやM.intracellulare

に対 してM.scrofulaceumは50%以 下 の相 対類似 度 しか

示 さなか った。

Fig.3で は,T-12104,NS1,SY5を 例 に と り,△DDH

法 で 同定 を試み た例 を示 す。M.gor4bnae基 準 株 のDNA

を ラ ベ ル してハ イ ブ リ ダイ ゼー シ ョ ンを行 う と,T.

12104とNS1の 相 対類似度 は基 準株 の相対類似度 を100

%と した場 合 に各 々約70%と 約75%で あ った。T-12104

のDNAを ラ ベル して行 う とM.gordonae基 準 株 とNS1

の相 対 類似度 はT-12104を 対 照 と して100%と した場 合

に どち らも約85%だ っ た。NS1のDNAを ラベル して行

う とM.gordonae基 準 株 とT-12104の 相 対 類似度 は各 々
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Fig.2 Relative relatedness among mycobacterial type strains by A DDH (2)

約75%と 約85%で あ った。 これ らはAd Hoc Committee

の 提 案であ る 「70%以 上 のホモロジーのある もの を同菌

種 とす る」 定義10)に あ て は まる。 た だ し,SY5は 表 現

形 質 や16SrRNA配 列 の比 較 か ら現分 類 体 系 で はM

.gordonae以 外 には該 当する菌種 はない と思 われ るが(成

績省略),M.gordonae基 準 株,T-12104,NS1のDNAを

ラ ベル して行 う とSY5の 相 対 類似度 は70%以 下,SY5

のDNAを ラベ ル して行 うとM.gordonae基 準 株 が約70

%,T-12104が 約100%,NS1が 約80%の 相 対 類似 度 を

示 した。 この菌株 の分類学 的位置 につ いては今後検討す

る余地がある。

考 察

今枝 らは特殊 な分光光度計を使 ってDNA-DNA類 似

度を測定しているが,結 核研究所 にその測定器がないた

め,可 能なかぎり今枝と同じ菌株 を使い,今 枝 らが報告

した類似度8)と △DDH法 で得た相対類似度 との比較 を

試みた。その結果,今 回調べた基準菌株は今枝らが報告

した類似度 と同様に相対類似度でもよく分かれている。

今枝らが報告した類似度と相対類似度の数値の違いは,

ハイブリダイゼーション条件 と類似度の算出法の違いに

よると思われる。
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Relative Relatedness (%)

Fig. 3 Relative relatedness against M gordonae variation strains byƒ¢ DDH

現在 の抗酸菌 の分類体系 は,主 に4種 類の分類学的方

法論 に基づ く考 え方 を背景 に作 り上 げられてい ると思わ

れる。 まず第1に 「菌種 を特徴付 ける性状」で菌種 を決

めて い く方 法(systematics and new systematics,伝 統 的

分類 法 とこの論 文 では呼ぶ)で は,「 そ の菌種 を特徴付

ける性状(形 質)を 持つ個体 の集団」 と理解 で きる。 第

2の 方法論 と して計 数(数 値 ・数量)分 類法(numerical

 classification)が あ る。 特定 の形 質 に重 点 を置 くので は

な く,数 多 くの性状 を測定 し,そ の クラス ター化 か ら客

観的 に菌種 を定義 しようと した方法1)11)で,「 菌種 はクラ

ス ター を形成する集団」 と理解 で きる。第3に 化学 的分

類法をあげることができる。この方法は菌体の各種構成

成分の構造,分 布,含 有率の測定結果を基に,菌 種相互

の相同性 ・類似度を求める方法論である。 ミコール酸分

類やゲノムDNAの ハイブリダイゼーションで測定され

るDNA-DNA類 似度による分類 などがある。1987年 の

Ad Hoc Committeeの 報告10)では,ゲ ノムDNAの 再会合

法でホモロジー70%以 上,△Tm5℃ 未満のものを同一一

菌種 と定義 している。第4の 方法論として,特 定の遺伝

子に着 目した方法があ り,多 くの生物種で16SrRNAの

遺伝子の塩基配列の相違から種を定義する試みが行われ

ている9)。しか し,比 較する遺伝子あるいは遺伝子の領
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域によって,異 なる系統図(分 岐図)が 推定 される場合

がある12)～14も系統分類を行 うにあた り,ゲ ノムの全塩基

配列を決定 して比較することができればよいが10),現 実

にはまだ無理といえる。そこで特定の遺伝子や遺伝子領

域だけの塩基配列の比較や,ゲ ノムDNAの ハイブリダ

イゼーション法などによって,ゲ ノムの全塩基配列の比

較による分類(同 定)の 代用をしていると推測で きる。

特定の遺伝子の塩基配列比較法 とゲノムDNAの ハイブ

リダイゼーション法 とは,ど ちらの方法 も系統分類法と

しては一長一短で,一 概には優劣はつけられない。なお,

臨床検査で行 う同定方法は,経 済性(採 算)等 を全 く考

慮 していない系統分類法ではな く,検 体の種類 と検査に

必要な時間と費用,同 定方法の技術的難易度などの問題

を考慮 した検索表や鑑別法等を利用するのが妥当と考え

ている。その例として,市 販の鑑別同定キットや特異核

酸プローブ等をあげることができる。

遺伝子(DNA)レ ベ ルで の最近 のゲ ノム研究 か ら,細

菌 の進化 メカニ ズム として水 平遺 伝子伝 達(Horizontal

 gene transfer)15)16)が提 案 されてい る。今 回の実験 で,そ

の例 か もしれない分類群が抗酸菌 に も存在す るこ とが示

された。 まずMmrinumに 対 して.Ｍ.ulceransは 約90%,

逆 にM.ulceransに 対 して ―M.marinumは 約65%の 相 対類

似 度 となった(Fig.2)。 この結果 か ら,M.marinumに 水

平遺伝子伝達 によ り新 たなる遺伝 子 を含め たDNAを 獲

得 したのがM.ulceransで あ る可 能性 が考 えられる。 あ

るいは逆 にM.ulceeaansの ゲ ノム に大規模 なDNAの 脱 落

が起 こったのが.M.marinumで あ るのか もしれ ない。 ま

た,か つ てM.avium-inttracellulare-scrofulaceum(MAIS)

complexが 提 唱 された こともあ るが,今 回の検索 で もそ

の ような近縁 関係 を示 すかの ように,.M.scrofulaceumに

対 してM.aviumとM.intracellulareは 約70%と い う高い

相対類似度 を示 した。しか し,.M.aviumやM.intracellulare

に対 してM.scrofulaceumは50%以 下 の相対 類似度 を示

した。Escherichia co1iな どの腸内細菌 で は,病 原性 因子

の水平伝達あ るい は抵抗性因子の脱落 によ り病原性 が獲

得 されてゆ くとい う見方が報告15)さ れ ている。M.avium

complexの 人 に対 する病原性はM.scrofulaceumよ り高い

ことと考 え合 わせ る と,M.scrofulaceumの あ る個体 に病

原 性遺伝 子(群)の 水平伝 達が起 こ り.M.avium complex

へ と分化 したのか も しれ ない。同様 に,Fig.1に 示 して

あ る.M.gordonaeとM.szulgaiの 関 係 に も水 平遺伝 子伝

達か脱落が関与 してい ることが可能性 として考 えられる。

抗酸菌の病原性が遺伝子 レベルの研 究で明確 にされる こ

とが望 まれ る。

M.aviumとM.intracellulareと は,相 対 類似 度が互 い

に70%と 高 い値 を示 してい たが,こ の2つ の グルー プ

は亜菌種 の関係 か,あ るいは別菌種 なのか,今 回の基準

菌株 だ けの結 果で は判 断で きない。M.aviumとM.

intracellulareとの間には,中 間の性状を示す中間型と呼

ばれる菌株が存在するといわれているので,今 後菌株数

を増やして検討 してみたい。

Fig.3で 検 討の対象 と した4菌 株 については,他 菌種 と

の相対類似度 を求 めた。M.gordbnae基 準菌株,T-12104,

NS1は,Ad Hoc Committeeが 提 案 した定義 にあて はま

り,M.gordbnaeと 同 定 して問題 はない と思 われ る。 し

か し,SY5菌 株 は16SrRNA遺 伝 子塩 基配 列比 較か ら

M.gomdonae以 外 には該 当する菌種 はない と思 われ るの

に,M.gordbnae基 準 菌 株,T-12104,NS1のSY5に 対

す る相 対類似度 は70%以 下 とな り,SY5のM.gordonae

基 準 菌株,T-12104,NS1に 対 す る相対類似 度 は70%以

上 を示 した。SY5も ま た,M.gordbnaeか ら水平 遺伝 子

伝達 に より進化 した菌株 か もしれない。獲得 した遺伝子

は,進 化 的時間ではす ぐに脱落 して しまう確率が高い こ

と も示 唆 され てい る16)た め,SY5の 分 類 学 的位置付 け

(同定)は 慎重 に検討 してみ たい。病原性 、M.gordonaeと

して近 年報告 され てい る菌株 につ いて も,SY5の よ う

な相対類似度のパ ター ンを示すのか どうか,あ るいは水

平遺伝子伝達 によって病原性 因子 を獲得 した系統 である

のか どうか,機 会があれ ば検討 してみたい。

最後に 「菌種は分類体系における最小集団で,こ れ以

上遺伝学的には分けられない,あ るいは分けるのが不適

当な集団である」 という実験の前提について,少 し説明

したい。基準菌株 を決めるときには,可 能なかぎりもっ

とも典型的な性状のものを選ぶように慎重にしてお り,

基準菌株はその菌種の象徴あるいは代表である。しか し,

タイプ標本とは異な り,基 準菌株は継代培養 されること

がある。継代培養によって菌株の性状が変わることが報

告されてお り17)18),この事実は抗酸菌でも牛型結核菌の

BCG菌 株でよく知 られている。そこで計数分類法では,

菌種の特定の形質,性 状,遺 伝子等に高い分類学的意味

を置かずに,「各菌株の多数の形質や性状 を比較 し,類

似の程度を数値化 した結果,ク ラスターを形成する集団」

として表現 されている1)11)19)。ここで述べるまでもな く,

属以上の高次分類群では特定の形質,性 状,遺 伝子等に

高い分類学的意味が置かれている。しかし種 レベルの分

類群では,伝 統的分類法のように特定の性状,形 質,遺

伝子等に分類学的意味をおいた菌種の定義ではな く,計

数分類法や△DDH法 のように性状,形 質,遺 伝子を集

団的にとらえた菌種の定義のほうが系統分類学の方法と

して妥当ではないかとも考えられる。
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Original Article

RELATIVE RELATEDNESS OF 11 MYCOBACTERIA SPECIES 

BY MICROPLATE HYBRIDIZATION METHODS CONSIDERING ƒ¢ Tm

Yutaka FUKASAWA

Abstract Intra-species variance within Mycobacterium 

xenopi, Mycobacterium gordonae or Mycobacterium szulgai 

has been reported in identification employing chemotaxono

mic characteristics, 16 S rRNA gene sequences or relative 

relatedness (relative color index) of genomic DNA-DNA 

Hybridization. Genomic DNA-DNA reassociation at the 

constant temperature was found to be unreliable for classifica

tion of mycobacterial species. However, nonspecific DNA 

reassociation could be avoided by hybridization at 56•Ž after 

45•Ž overnight, and this technique was named ƒ¢ DDH 

method in the preceding paper.

The present report shows relative relatedness (relative color 

index) of genomic DNA in ƒ¢ DDH method among myco

bacterial species. Relative relatedness was below  70 % among 

BCG, M kansasii, M simiae, M asiaticum, M szulgai, M 

gordonae, M xenopi and M nonchromogenicum. The results 

satisfied the criteria for bacterial classification, which was 

proposed by the International Committee for Systematic 

Bacteriology in 1987. In regard to Mycobacterium avium 

complex, relative relatedness between M avium and M 

intracellulare were approximately 75 %. It appeared that M 

avium and M intracellulare could be classified into one 

species. It has been recognized, moreover, that there are

intermediate strains between M avium and M intracellulare.

 Previously, numerical classification raised a concept of

 Mycobacterium avium-intracellulare-scrofulaceum complex. 

The present study revealed that relative relatedness of M 

avium and of M intracellulare to M scrofulaceum were 
around 75 %, while the percentiles of M scrofulaceum rela

tive to M. avium and that to M intracellulare were both less 

than 50 %. The relative relatedness of M. ulcerans against M 

marinum was nearly 65 %, whereas the relative relatedness of 

M marinum against M ulcerans was approximately 90 %. 

The data may be partly explained by the horizontal gene 

transfer mechanism.

Key words: Mycobacterium, Identification, Classification, 

Microplate hybridization, ƒ¢ Tm, Relative relatedness
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