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Mycobacterium szulgaiとMycobacterium malmoenseに お け る

相 対 類 似 度 と16SrRNA遺 伝 子 部 分 配 列 ホ モ ロ ジ ー の 比 較

深澤 豊

要 旨:16SrRNA遺 伝 子 の前 半部分(約500b)の 公 開塩基配列 とのホモ ロジー と,条 件 を変 えたDDH

法(ΔDDH法)に よる相 対類 似 度か ら得 た同定 結果 との比 較 を,結 核研 究 所保存 のMycobacterium

 szulgai24菌 株 とMycobacterium malmoense15菌 株 を用 いて行 った。比較実験 の前提 として 「菌種 は遺

伝 学的に連続 した個体 の集 団,あ るいは遺伝 学的にわけるのが不 適当な個体 の集 団である」と考 えた。

その結果,①16SrRNA遺 伝 子配列約500bpの 比 較 に よる市販 ソフ トGENETYX-MAC(version8.0)に

よるホモロジーでは,遺 伝子 の領域 によっては,過 った結論 を出 して しまう菌株 があ ること,②2菌

種 の問では特定 の位置 の塩基 の相違がみ られ た。

キーワ ーズ:DDH(マ イ クロプ レー トハ イブ リダイゼー シ ョン),相 対類 似度,16Sリ ボ ソーマ ル遺

伝子,Mycobacterium szulgai,Mycobact6rium malmoense

菌 種 は,1987年 のAd Hoc Committeeの 報 告1)で 「ゲ ノ

ムDNAの 再 会 合 法 で,DNA-DNA類 似 度70%以 上,

ΔTm5℃ 未 満 であ る もの を同一 菌種 」と定 義 され てい

る。今枝 ら2)は,抗 酸菌 において各基準菌株(type strain)

の 間 で この定義 がほ ぼ成 立す る ことを1988年 に報告 し

ている。 その後,江 崎 ら3)が定 量 的マイ クロプ レー トハ

イブリダイゼー シ ョン法 を菌種 の分類 的類似 度 を測定す

る方法 として発 表 し,楠 ら4)が こ の定義 に基づ いた鑑別

同定方法(DDH法)を 提 案 し,キ ッ ト化製 品が 国内で市

販 されてい る。 しか し,現 在 なお臨床検査 室で利用 され

てい る生化学的性状 を中心に した鑑 別同定キ ッ トでは鑑

別 同定で きて も,DDH法 で は同定で きない菌株 の存在

が知 られている。著者は よ り高い分類学 的同定結果 が得

られ るように条件 を変 えたDDH法5)6)を 報 告 した。他方

で,16SrRNAの 遺 伝子 の塩基 配列の相違 を利用 した鑑

別 同定 方法 がKirschnerら7),Springerら8)に よ って提 案

され,精 度管理 されたデー タベ ースがTurenneら9)に よ っ

て提 案 されている。

そ こで,条 件 を変 えたDDH法(ΔDDH法5)6))に よ る

相 対類似 度か ら得 た 同定結 果 と,16SrRNA遺 伝 子 の前

半 部分(約500b)の 塩 基配列 の公 開配列 とのホモロ ジー

との比較 を,結 核研 究所保存 のMycobacterium szulgai24

菌 株 とMycobacterium malmo6nse15菌 株 を用 い て行 っ

た。 そ の結 果,16SrRNA遺 伝 子配 列約500bpの 比 較 に

よるホモロジーでは,遺 伝子の領域 によって は過 った結

論 を出 して しまうことがあ ることを確認 した。

まず,江 崎 らの方法 を基 に改 良 した ΔDDH法5)6)を 利

用 して得 た相対類 似度 の結 果 をFig.に 示 す。ハ イブ リ

ダイゼー シ ョンの最適温 度 とされ ている40℃ で一晩(8

時 間以上)マ イクロプ レー トハ イブリダイゼーシ ョンを

行 った後,続 けて53℃ で 約1時 間マイ クロ プ レー トハ

イブ リダイゼー シ ョンを行 うと,Mszulgai菌 株 間お よ

びM.malmoense菌 株 間の相対 類似 度 は80%以 上 の高 い

値 であ った(Fig.)が,他 菌種 の相対 類似 度 も高 く,最

大 で約70%で あ った。ハ イブ リダイゼ ー シ ョンを45℃

で一 晩行 った後53℃ に上 げ る と,他 菌種 の相対 類似度

はM.asiaticumの 約40%を 除 き,30%以 下 と低 くなった

が,菌 種 内の相対i類似度 が約50%か ら約120%と 値 のば

らつ きが大 きくなった(成 績省略)。

次 に,基 本 的 にKirschnerら の 方法7)に 従 い16SrRNA
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Fig.Relative Relatedness by △DDH at 40℃-53℃

□shows relative relatedness against M. malmoense JATA4701(△).

■shows relative relatedness against M. szulgai JATA3201(▲).

遺伝 子 の増 幅 お よび塩基 配列 を決定 し,M.szulgaiお よ

びM.malmoenseの16SrRNA遺 伝 子 の 公 開 登 録 配 列

〔各 々X52926,X52930;日 本DNAデ ー タバ ンク(DDBJ)

よ り イ ンター ネ ッ ト(www.ddbj.nig.ac.jp)経 由 で抽 出〕

と各菌種 の16SrRNA遺 伝 子 とのホモ ロジー を市販 ソフ

トGENETYX-MAC;version8.0(ギ ャ ップペ ナルテ ィー

は1,Nペ ナ ルテ ィーは0.5)で 求 めた結 果 をTableに 示

す。塩基 ポジシ ョン51～588を 比 較 した ところ,わ ずか

0.2%で は あ るが正 しい菌種 では ないほ うに高い ホモ ロ

ジー を示 す配 列(44504,44517,#305)が み られた。塩

基 ポジ ション31～568で は,ほ とん どの配列 は正 しい菌

種 の公 開登録配列 のほ うに高 いホモロ ジー を示 したが,

同 値(96.0%)の 配 列(SZ12004)も あ った。 そ こで,M.

szulgaiとM.malmoenseの16SrRNA遺 伝 子 配列 を比較 し

た ところ,Kirschnerら が 示 したM.malmoense公 開 登録

配列X52930の ポ ジ シ ョン134以 外 に2菌 種 の塩 基相違

が ポ ジシ ョン38,40,47,49に み られ た。 これ らの ポ

ジシ ョンの塩基 は調べ た範 囲内 の菌株 で保 存 され てい

た。系統 分類学 で利 用 され ている解析 ソフ ト,ClustalX

で 求 めたphylip distanceで も,こ の傾 向 は変 わ らなかっ

た(成 績省略)。 このように約500bpの 塩 基配列で も,領

域が異 なる と正 しい菌種が一番高いホモ ロジー を示す と

は 限 らない とい う結 果 を確 認 した。 なおRIDOMデ ー

ターベース9)を 利用 した ところ,今 回調べ た菌株 のア ク

セ ッ シ ョンナ ンバ ーX5930の 塩 基 ポ ジ シ ョン51～588

に相 当す る部分塩基配列 は正 しい菌種名 に対す るス コア

が一番 高かった(成 績省略)。

Stackebrandtら10)も16SrRNAの 領 域 によ りホモ ロジー

が変 わる ことは報 告 してい るの で,16SrRNA遺 伝 子 の

塩基 配列 で菌種 を検索 ・鑑別 同定す るためには,ホ モロ

ジー よ りも,Kirschnerら が 示 した よ うに,特 定 のポ ジ

シ ョンの塩基 の違 いのほ うが より確実 であるか もしれな

い と思 われ る。 また,RIDOMの よ うに精度管理 され た

デ ー タベース を利 用す れば,16SrRNAの 塩 基 配列 を利

用 した検索 ・鑑別同定は可能か もしれない。デー タベー

スの精度管理のため には,計 数分類 法や菌種 の定義であ

るゲ ノムハ イブリダイゼー シ ョンを行って正 しく同定 さ

れ た菌種の塩基配列 を調べ る必要があ るのではないか と

考 え られ る。 なお,波 多 ら11)に よ りDNAマ イ クロア レ

イでゲノムDNAハ イ ブ リダイゼー シ ョンを行 う方 法が

検 討 されてお り,稀 な非結核 性抗 酸菌 の鑑別 同定 に は

16SrRNA遺 伝 子の塩基 配列比較 よ りも便利 か もしれ な

い。 しか し,抗 酸菌 も菌種の数が年 々増 えて,新 しい稀

な抗酸菌 を1つ の方法 で検索 ・鑑別 同定す るの は至難 と

な りつつ あ る と考 え られる。そ こで,16SrRNA遺 伝 子

の塩基 配列 は非常 に多数 の菌種 や菌株 の デー タが 公 開

デー タベースに登録 ・蓄積 されているので,た とえ菌種

まで正確 に鑑別 で きな くて も,鑑 別 同定 をす るための対

象 グル ープを絞 り込 むための検索 に16SrRNA遺 伝 子 の

塩基 配列 の利用 を試 みるこ とは決 して無駄 ではない と考

え られ る。 なお,基 本 的に16SrRNA遺 伝 子 の塩 基配列

は分子系統分類 には適 さない とされている12)13)が,機 会
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Table Homology

M29563: accession number of public DNA database, M29563 is M. gordonae 16S rRNA gene

X52923: accession number of public DNA database, X52923 is M. gordonae 16S rRNA gene

X52917: accession number of public DNA database, X52917 is M. tuberculosis 16S rRNA gene

X52926: accession number of public DNA database, X52926 is M. szulgai 16S rRNA gene

X52930: accession number of public DNA database, X52930 is M. malmoense 16S rRNA gene

ND: no data, because decided sequence data is short.
-: deletion

Position: nucleotide position corresponding X52930
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があれば生物種の概念14)だけではな く,分 子進化理論を

適用 したい。
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Short Report

COMPARISON BETWEEN RELATIVE ANALOGY AND HOMOLOGY
 OF 16S rRNA PARTIAL SEQUENCES BETWEEN

 MYCOBACTERIUM SZULGAI AND  MYCOBACTERIUM MALMOENSE

Yutaka FUKASAWA

Abstract A lot of nucleotide sequences of some genes, 

especially 16S rRNA gene, are registered in the public data-

base. In order to identify clinical mycobacterial strains, 16S 

rRNA gene partial nucleotide sequences from 15 strains of 

Mycobacterium malmoense and 24 strains of Mycobacte-

rium szulgai which are stored in the Research Institute of 

Tuberculosis, Japan Anti-Tuberculosis Association were deter-

mined. Then homology of the sequences to the data of type 

strains submitted to public database were determined. Rela-

tive analogy to type strains byƒ¢DDH was also measured.

In the area of nucleotide position 51-588 corresponding 

accession number X52930 which is Mycobacterium mal-

moense type strain  16S rRNA gene sequence data, the homol-

ogy of some partial sequences with Mycobacterium mal-

moense strains to data of accession number X52930 were 

lower than that with Mycobacterium szulgai type strain data, 

accession number X52926. In the area of nucleotide position

 31-568 or nucleotide position 31-588, the homology of all 

nucleotide sequence data to collect species data of type strains 

were higher than the homology to another species data. 

Nucleotide position 38, 40, 47 and 49 might be differential 

nucleotides conserved between Mycobacterium malmoense 

strains and Mycobacterium szulgai one.

These results suggest that homology of about 500bp's 16S 

rRNA gene nucleotide sequence data may not be enough for 

differential identification. Nevertheless, database of RIDOM, 

Ribosomal differentiation of Medical Microorganisms, 

indentified partial nucleotide sequences between nucleotide 

position  51-588 corresponding accession number X52930 
correctly, though some were lower than 97 % homology (data 

not shown). Therefore quality-controlled  16S rRNA gene 

nucleotide sequence database could be used for differential 

identification.

Key words : Microplate hybridization, Relative analogy, 16S 

rRNA gene, Mycobacterium szulgai, Mycobacterium mal-

moense
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