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は じ め に

細菌の形態 は非常 に単純であ る た め ， 分類指標 と し て

の有用 性 は 限 ら れて い る 。 ま た ， 高等生物の よ う な有性

生殖 を行わ な い上， 化石か ら の情報 も ほ と ん ど得 ら れな

い。 し た が っ て ， 植物病原細菌の 分類で は ， 主 に 生理 ・

生化学的性質や病原性な どの表現形質が指標 と し て利用

さ れて き た 。 し か し ， 表現形質の組合わせ の み に基づい

て 分類体系が築かれた場合， 主観的， 窓意的 な傾向が完

全 に は排除 し き れ な い こ と も 指摘 さ れて い る 。 そ の た め ，

よ り 客観的な系統分類 を 目 指 し て ， 表現形質以外の さ ま

ざ ま な指標 を利用 す る こ と も 試み ら れて い る 。

近年， 各種の情報高分子 ( タ ンパ ク 質， RNA あ る い は

DNA) に 関す る 研究が進み， ア ミ ノ 酸や塩基の配列が生

物聞で詳 し く 比較 さ れ る よ う に な っ て き た 。 そ の 結果，

生物間 でア ミ ノ 酸や塩基が違 っ て い る 数 と ， 進化の上で

互 い に 分岐 し て か ら の 経過時間 と の 聞 に近似的に比例関

係の成 り 立つ こ と が明 ら か に な り (木村， 1984) ， こ れ ら

情報高分子 は 「分子進化時計」 あ る い は 「分子時計」 と

呼 ばれ る よ う に な っ て き た 。 そ し て ， 分子時計 に 記録 さ

れた時間の経過 を 読み取れば， 生物 を 系統進化の道筋 に

沿 っ て整理で き る の で は な い か と の期待が生 ま れて き た

(Wo邸， 1987) 。

い ろ い ろ な分子時計が分類指標の候補 と し て 考 え ら れ

て き た 。 初期 の研究で は ヘ モ グ ロ ビ ン や チ ト ク ロ ー ム c

が使わ れた が， 細菌 を 含 め た 全生物 に 分布 し て い る わ け

で は な い と い う 問題があ る 。 ま た ， 分子時計 に よ っ て そ

れ ぞ れ固 有 の 進化速度 が あ る こ と も 明 ら か と な っ て き

た 。 し た が っ て ， 研究の対象や 目 的 に 応 じ て ， 適当 な分

子時計 を選ぶ こ と が必要 と な る 。

広範 な生物聞の比較 に 適 し た 分子時計 と し て ， リ ボ ソ

ー ム RNA (rRNA) が最近注 目 さ れて い る 。 rRNA は す

べ て の 生物が持 っ て お り ， 全生物 を通 じ て構造上 も 機能

上 も 大 き な変化がな い こ と ， 進化速度が遅 い た め に 遠縁

の も の と の比較 も 可能で あ る こ と ， 分析が比較的簡便で

あ る こ と な ど が そ の 理 由 で あ る (Wo臨， 1987) 0 rRNA は
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タ ン パ ク 質合成装置 で あ る リ ポ ソ ー ム の 構成成分 で あ

り ， 原核生物 (真正細菌及 び古細菌) に は 23 S， 16 S 及

び 5 S の 三 つ の大 き さ の も の が含 ま れて い る (図-1 ) 。

Escherichia coli で 5 S rRNA の配列 が報告 さ れて 以

来， 多 く の生物の 5 S rRNA の 配列が決め ら れて お り ，

そ の情報 に 基づ い て 系統が論 じ ら れて い る ( HORI， 1975 ; 

HORI and OSAWA， 1987) 。 し か し ， 塩基配列決定 の 技術が

進歩す る と と も に ， よ り 情報量 の 多 い 16 S rRNA が細

菌分類学 の 分 野 で 広 く 利 用 さ れ る よ う に な っ て き た

(W，阻E， 1987 ; MURRAY et al. ，  1990 ; GRAHAM et al. ，  

1991 ) 。

表現形質が主役 と な っ て い る 植物病原細菌 の 分類 に 対

し て ， rRNA に 記録 さ れた 系統進化 に 関す る 情報 を 補 え
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図 - 1 原核生物の リ ポ ソ ー ム の構成
50 S と 30 S の 二 つ の サ プユ ニ ッ ト か ら な る タ ン パ

ク 質-RNA 複合体であ る .

一一一 26 一一一



リ ボ ソ ー ム RNA解析 と 植物病原細菌の分類 27 

ば， 分類学上の 問題点 を よ り 明確 に で き る の で は な い だ

ろ う か。 こ う い っ た 期待の も と に ， 筆者 ら は ， 分類学的

に 混乱 し て い る Agrobacterium と そ の 近 縁細 菌 の 16 S 

rRNA の全塩基配列 を決定 し ， こ れ ら を進化の道筋 に 沿

っ て整理す る こ と を試み て き た (SAWADA et al.， 1992 b ; 

津田 ら ， 1992) 。 本稿で は， rRNA (23 S， 16 S 及び 5 S

rRNA) 解析の現状 に つ い て 概略 を 述 べ た 後， 筆者 ら の

16 S rRNA に 関す る 解析例 を 簡単 に 紹介 す る こ と と し

た い。 具体的な実験手法 に つ い て は本誌次号の 難波 に よ

る 解説 を 参照 さ れた い 。

I リ ボ ソ ー ム RNA 解析 と系統分類

rRNA (23 S， 16 S 及 び 5 S rRNA) に 記録 さ れた 系統

進化 に 関 す る 情報 を 読み取 る た め に ， い ろ い ろ な手法が

考案 さ れて き た 。 そ の う ち の 主 な も の に つ い て簡単 に 紹

介 し た い 。 な お ， RFLP (制限酵素断片長多型性) 解析 に

つ い て は， 平八重 ら ( 1992) に よ る 詳 し い総説が あ る の

で， こ こ で は省略 し た 。

1 DNA-rRNA 交雑法

rRNA の塩基配列 を 決定 す る に は 時聞 を 要 す る 上 に ，

一度 に 多 く の サ ン プル を 処理で き な い こ と か ら ， 配列 を

決定せ ず に情報 を 引 き 出 す 方法が こ れ ま でい ろ い ろ と 工

夫 さ れて き た 。 本法 も そ の 一つ で あ り ， binding value を

測 る 手法 と 形成 さ れた ハ イ ブ リ ッ ド の熱安定性 を 測 る 手

法 と があ る 。 DE LEY ら の グ ル ー プ は ， 後者の手法 に基づ

い て 種々 の細菌の類縁関係 を 明 ら か に し て い る 。 彼 ら は ，

参考菌株か ら 抽 出 し た 23 S rRNA あ る い は 16 S と 23

S rRNA を標識 し た 後， メ ン プ ラ ン フ ィ ル タ 一法 を 用 い

て被検菌株の DNA と 交雑 さ せ た 。 そ し て ， 形成 さ れた ハ

イ ブ リ ッ ド を 加熱 し て 全体 の 半分が解離 す る 温度 ( T，悶

(e) ) を 求 め ， こ れ を類似度 と し て 菌株聞 の比較 を 試 み て

い る 。 こ の手法 に基づい て ， 多 く の真正細菌 (eubacter­

ia ; 古細菌 を 除 い た 原核生物) の類縁関係 が検討 さ れ，

“superfamily" と い う 数個 の グ ル ー プ に 類別 で き る こ と

が明 ら か に さ れた (表-1) (DE VOS et al. ，  1989 ; V AN 

LANDSCHOOT et al.， 1986) 。 た だ し ， 彼 ら は superfamily を

ど う い っ た 分類階級 に 位置づ け ， い か に 命名 す る か に つ

い て は提案 を行っ て い な し 」 ま た ， こ の手法 に よ っ て ，

多 く の 植物 病原 細 菌 が 含 ま れ て い る Pseudomonas 属

が， 系統的に は き わ め て 不均質であ り (表ー1 ) ， 分類体系

の見直 し が必要で あ る こ と が指摘 さ れて い る (DE VOS et 

al. ， 1989 ; WILLEMS et al. ， 1992) 。

2 58 rRNA の塩基配列

さ ま ざ ま な 生物 の 系統 関 係 が 5 S rRNA の 配列 に 基

づ い て 論 じ ら れ て い る (HORI， 1975 ; HORI and OSAWA， 

1987) 。 真正細菌 に 関 し て は ， 三 つ の グル ー プ に 大別 で き

る こ と が報告 さ れて い る 。 す な わ ち ， ( 1  ) 120 塩基 を持つ

グ ラ ム 陰性細菌 (120-N 型) ， ( 2 )  116 塩基 を 持 つ グ ラ ム

陽性細菌 (116-N 型) ， ( 3 )  118 塩基 を 持 ち ， 116-N 型 と

120-N 型の 中間 に 当 た る 放線菌 グ ル ー プ， の三 つ が認 め

ら れて い る 。 し か し ， 5 S  rRNA は約 120 塩基 と 小 さ い

こ と か ら ， 細菌の分類で は よ り 情報量 の 多 い 16 S rRNA 

(約 1500 塩基) が活用 さ れ る よ う に な っ て き た (MURRAY

et al.， 1990 ; GRAHAM et al. ，  1991 ) 。

3 168 rRNA の塩基配列

( 1 ) カ タ ロ グ法

16 S rRNA の 全塩基配列 を 分析 す る こ と が技術上 困

難であ っ た 1970 年代 に 考案 さ れた手法であ り ， 真正細菌

の 系統分類 に お い て 大 き な役割 を 果 た し て き た (Fox et 

al.， 1977 ; WOESE and Fox， 1977) 。 分析方法の原理は以

下の と お り で あ る 。 す な わ ち ， 16 S rRNA を RNase T，

を 用 い て 部分分解 し ， そ の 結果生 じ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ

ド に つ い て 比較 を行い， 閉 じ も の が ど の 程度生物 間 で共

有 さ れ て い る か で類似 度 を 探 る と い う も の で あ る 。

Wo邸E ら の グ ル ー プ に よ っ て こ れ ま で に 500 以 上 の 細菌

に 関す る デー タ が蓄積 さ れて お り ， 主 に そ れ を 基礎 と し

て真正細菌が 10 個 の 系 統 に 類別 さ れて い る (表ー2， 図-

2) (WOESE et  al. ， 1985 ; Wo民E， 1987) 。 そ し て ， こ の う

ち の光合成紅色細菌 を ， “Proteobacteria" と い う 新 し い綱

(class) と し て ま と め る こ と が 提 案 さ れ て い る

(STACKEBRANDT et al. ，  1988 a) 。 多 く の 植物病原細菌が

Proteobacter切 に 含 ま れて い る (表 2) 。 ま た ， こ の研究

グ ル ー プ に よ っ て ， メ タ ン生成細菌が真正細菌や真核生

物 と は 異 な る 第 3 の kingdom を構成す る こ と が明 ら か

に さ れ (図 2 ) ， 古細菌 (archaebacteria) と し て ま と め

ら れた (WOESE and Fox， 1977) 。

( 2 ) 部分塩基配列

逆転写酵素 を 利 用 し て 16 S rRNA の部分塩基配列 を

表 ー 1 superfamiIy と 主 な植物病原細菌剖

superfamily 植物病原細菌

Erwinia 
II Pseudomon国 fluores<印刷 な どの グノレ ー プ

Xanthomonas 
III P_ avenae な ど の グ ル ー プ

P. solanacearum な どの グル ー プ
Xy1o.ρhilz国

IV Agrobacterium 
(Rhizobium) 

叫 WILLEMS ら (1992) 及 び DE Vos ら (1989) に 基づ い て 作成
し た
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迅速 に 決定 す る 方法が考案 さ れた (LANE et al.， 1985) 。

す な わ ち ， 16 5 rRNA の保存性の 高 い部分 に相補的な プ

ラ イ マ ー (ユ ニバ ー サ ル プ ラ イ マ ー ) と 逆転写酵素 を用

い ， RNA を鋳型 と し て ジ デオ キ シ 法 を 行 う と い う も の

で あ る 。 LANE ら (1985) の報告以降， 多 く の デー タ が蓄

積 さ れ， 部分配列 に基づい た 系統樹の作成 も 試み ら れて

表 - 2 WoおE ら に よ る 真正細菌の類別 と 主 な植物病原細菌.，

系統b'

光合成紅色細菌群
(Proteobacteria) 

グ ラ ム 陽性細菌群
GC 含量 の 高 い群
GC 含量の低い群

シ ア ノ バ ク テ リ ア群
ス ピ ロ へー タ 群

緑色イ オ ウ 細菌群
緑色非イ オ ウ 細菌群
Bacteroide沼一

Flavobacterium 群
Planctomyces 群
ク ラ ミ ジ ア群

放射線抵抗性細菌群

植物病原細菌

Agrobacterium， Erwinia， 
Pseudomonas， (Rhizobium) ，  
Xanthomon邸， あIlella，
Xylo，ρhilus 

Coηnebacterium" ， Strlψto附yces
sρiroPlasma 

叫 WOESE ( 1987) 及 び STACKEBRANDT ら (1988 a) よ り
作成 し た .

b '  こ れ ら の系統関係 は図-2 に 示 し た .
。 “plant associated Coηmebacterium " と し て 記載 さ れて い

る (WOESE， 1987) 

真 正 細 菌
光 合成紅色細菌群

グラム 陽性細菌群
緑色非 イ オ ウ細菌群

Bacteroides­
Fl avobacteri um群

高度 好塩性細菌 ---..，ーー
メ タ ン 生 成細 菌 ー一~一一

高度 好熱性細菌

古 細 菌

い る (GIOVANNONI et al.， 1990) 。 し か し ， 16 5 rRNA の

ご く 一部分の情報 し か利 用 し て い な い こ と か ら ， よ り 信

頼性の 高 い 系統樹 を得 る た め に は ， 次項で紹介 す る よ う

に 全塩基配列 に 基づ い て 検討す る こ と が必要であ る と さ

れて い る 。

( 3 ) 全塩基配列

塩基配列 を 決定 す る た め の 技術が進 む に つ れ， 全塩基

配列 の情報が系統分類 に お い て 大 き な役割 を 果た す よ う

に な っ て き た 。 全塩基配列 に 基 づ い て 系統 を論ず る た め

に は ， 配列 の 決定， 置換塩基数の推定及 び系統樹の 作成

と い う 三つ の ス テ ッ プ を 踏む こ と が必要であ る が， そ の

い ずれ に つ い て も さ ま ざ ま な手法が考案 さ れて い る 。

1) 塩基配列 の 決定

( i ) ク ロ ー ニ ン グ法

A フ ァ ー ジ を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ し た 後， M 13 な ど に

サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て配列 を 決定す る 方法で あ る 。 大変

煩雑で あ る た め に 全配列 を決定す る ま で に 数 カ 月 が必要

と な る ， 一度 に 多 く の サ ン プル を処理で き な い な ど の 欠

点、が指摘 さ れ て い る 。 し か し ， 全塩基配列 を決定す る た

め に は最 も 確実 な 方法 で あ り ， 本法 に よ っ て 先駆的な研

究が数多 く な さ れて き た (ÜVAIZU and WOESE， 1985 ; YANG 

et al.， 1985 a) 。

( ii ) 逆転写酵素 に よ る 方法

多数の プ ラ イ マ ー を 用 い て ， 部分塩基配列 の項で述べ

た LANE ら (1985) の や り 方 で全配列 を決定す る 方法 で あ

真 核 生 物

動物

鞭毛虫類

図 - 2 Woese (1987) に よ る 主な生物の 系統樹
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る (PASTER et al.， 1991 ; BENTLEY et al.， 1991 ) 。 ク ロ ー ニ

ン グ法 に比べて簡便であ る も の の ， 16 S rRNA 中 の修飾

塩基が反 応 を 強 く 阻 害 す る た め に ， こ の 方 法 だ け で

100%正確 に 決定 す る こ と は で き な い と さ れ て い る 。 ま

た ， 3'末端の配列 は他の方法 を 用 い て 決定せ ざ る を 得 な

い， RNA は DNA に 比 べ て 取 り 扱 い が難 し い な ど の 欠

点 も 指摘 さ れて い る 。

( iiO PCR に よ る 方法

16 S rRNA の コ ー ド 領域 を po!ymerase chain reac­

tion (PCR) で増幅 し た 後 に 配列 を 決定す る 方法であ る 。

増幅産物 を M 13 な ど に ク ロ ー ニ ン グ し て か ら 配列決定

を行 う こ と も 可能 で あ る 。 し か し ， こ の場合電気泳動像

は直接 シ ー ク エ ン ス 法 に比べて鮮明 に な る が， Taq ポ リ

メ ラ ー ゼ の 合成の間違い に よ っ て 誤 り が出 る と の 指摘 も

あ る 。

一方， PCR の増幅産物 を鋳型 に し て 直接 シ ー ク エ ン ス

を行 う 方法 (SAWADA et al. ， 1992 b) で は ， ク ロ ー ニ ン グ

の手聞が省 け る だ け でな く ， Taq ポ リ メ ラ ー ゼの読み間

違 い が ほ と ん ど無視で き る と い う 利点があ る 。 い ろ い ろ

な直接 シ ー ク エ ン ス 法が考案 さ れて お り ， ア イ ソ ト ー プ

ラ ベ ル を使 う 従来か ら の 方法の ほ か に ， シ ー ケ ン サ ー も

利用 で き る よ う に な っ て き た 。

2) 塩基置換数 と そ の推定法

配列が決定で き た ら ， 次の段階 と し て サ ン プル間 で配

列の比較 を行 う こ と に な る 。 あ る サ イ ト の塩基が一方の

サ ン プル で の み欠 け て い る 場合 は ， 空 白 を 挿入 し て 類似

度の最大化 を 図 る 必要 が あ る 。 こ の 空 白 を ギ ャ ッ プ と い

い， こ の よ う な配列上 の操作 を ア ラ イ ン メ ン ト と い う 。

ア ラ イ ン メ ン ト 後の比較 に お い て ， あ る サ イ ト の塩基

がサ ン プル聞で異な っ て い た と し て も ， そ の サ イ ト に お

い て 過去 に 実 際 に 起 こ っ た 塩基置換 は 1 回 だ け と は 限 ら

な い。 す な わ ち ， 進化の過程で何度か繰 り 返 し起 こ っ て

現在 に 至 っ て い る 可能性 も あ る 。 こ の よ う な置換 は多重

置換 と い わ れて い る 。 多重置換が あ る と ， 単純 に 比較 し

て認め ら れ る 塩基の相違数 は， 進化の過程で実際 に 起 き

た 置換の 回数 よ り も 少 な い こ と に な る 。 し た が っ て ， 多

重置換の補正 を 行 っ て 真の塩基置換数 を 推定 し ， 過小評

価 を避 け る 必要が あ る 。 そ の た め に い ろ い ろ な推定法が

考 案 さ れ て い る が， 16 S rRNA の 解 析 で は KIMURA

( 1980) の進化距離 (Knuc) が よ く 使わ れて い る よ う であ

る 。

Knuc = 一 ( 1/2) !oge { ( l - 2 P- Q) ( 1 -2 Q )  l f2} 
P : サ ン プル問で塩基が ト ラ ン ジ シ ョ ン 型で異 な っ

て い る 割合

Q : ト ラ ン ス パー ジ ョ ン型で異 な っ て い る 割合

プ リ ン 同士 あ る い は ピ リ ミ ジ ン 同 士 の塩基置換 を ト ラ

ン ジ シ ョ ン と い い ， そ れ以外の塩基置換 を ト ラ ン ス パ ー

ジ ョ ン と い う 。 ト ラ ン ジ シ ョ ン型の塩基置換 は ト ラ ン ス

ノ Tー ジ ョ ン型に比べて生 じ や す い こ と が知 ら れて い る 。

進化距離 (Knuc) は ， こ の よ う な傾向 を考慮 し た上 で算出

さ れ る 値で あ る (KIMURA， 1980) 。

3) 系統樹の作成法

系統樹 を 作成す る 方法 に も い ろ い ろ な も の が考案 さ れ

て い る (根井， 1990) 0 1990 年 の 国 際細菌分類命名委員会

の特別委員 会 は ， 塩基の 置換速度がサ ン プル 問 で異 な っ

て い る 可能性 も 考慮、 に 入 れ て 系統樹 を 作成 す る こ と を 薦

め て い る (MURRAY et al. ，  1990) 。 近隣結合法や最尤法な

ど の 方法が こ れ に 該当 す る が， 16 S rRNA の 解析 で は 近

隣結合法 (SAITOU and NEl， 1987) が用 い ら れ る こ と が多

い よ う で あ る 。

と こ ろ で， 塩基 の 置換 は ラ ン ダ ム な 変動 に 伴 っ て 起 こ

る も の で あ る た め ， そ の よ う な デー タ か ら 推定 し た 系統

樹 は ， 100%確実 な も の と は な り え な い と の 指摘が あ る 。

し た が っ て ， 得 ら れた 系統樹の確か ら し さ を 確率的 に 表

現す る こ と が求 め ら れ る よ う に な っ て き た 。 そ の た め に

は， 配列 デー タ に 基づ く 系 統樹推定法一般 に 適用 で き る

ブ ー ト ス ト ラ ッ プ 法 が 便 利 で あ る と さ れ て い る

(FELSENSTEIN ，  1985) 。

以上の よ う に ， 16 S rRNA を は じ め と す る rRNA の

解析手法 に は さ ま ざ ま な も の が あ る が， 今後 も さ ら に 技

術改良 が進み， こ れ ら の 持 つ 情報が よ り 簡便 に 活用 で き

る よ う に な る で あ ろ う 。 こ の よ う な状況 を 考慮 し て ， 国

際細菌分類命名委員会の特別委員会 は ， 種以上 の 分類群

の 系統関係 を 決 め る た め に は ， DNA-rRNA 交雑法 と ，

1 ， 000 塩基以上 の 16 S rRNA の 配列 決 定 が適 し た 手法

で あ る と 報告 し て い る (MURRAY et al. ，  1990) 。 た だ し ，

表現形質の重要性 も 特 に 強調 さ れて お り ， 16 S rRNA の

よ う な遺伝学的 な デー タ の み に偏 る こ と な く ， 総合的 に

判 断 を 下す よ う 注意 を 呼びか け て い る 。 23 S rRNA に つ

い て は， 有効で あ る 場面 が あ る も の の ， 現時点 で は 必ず

し も 必 要 で は な い と の 表 現 を し て い る 。 一 方， 5 S 

rRNA に 関 し て は ， 有用 で は あ る が， サ イ ズ が小 さ い こ

と か ら 情報 に 限界があ る こ と に留意す べ き で あ る と し て

い る 。 ま た ， そ の翌年 ( 1991 年) に は， Agrobacterium 

に近縁であ る と 考 え ら れて い る 根粒形成菌の 分類 に お い

て も ， 16 S rRNA の情報の重要性が指摘 さ れ， 最小記載

性状のーっ と す る こ と が提案 さ れて い る (GRAHAM et al. ，  

1991) 。
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ß 168 rRNA 解析の植物病原細菌への応用

1 研究の現状

植物病原細菌の 16 S rRNA 解析例 を表-3 に 示 し た 。

た だ し ， 次 に 述 べ る 筆 者 ら の 解 析 結 果 や 難 波 に よ る

MLO の研究例 (次号参照) は こ の 中 に入れて い な い。 ま

た ， 表-3 を 作成す る に あ た っ て 参考資料 と し た DE RIJK 

ら (1992) 及 び NEEFS ら (1991 ) の リ ス ト は， 16 S rRNA 

の 全塩基配列 の う ち ， 70%以上の 配列 が解読 さ れた も の

の み掲載 し て い る 。 し た が っ て ， 70%未満の部分配列が

明 ら か に さ れた植物病原細菌 は ， 表-3 に 示 し た 6 菌株以

外 に も 多数存在す る も の と 思わ れ る 。 し か し ， 1992 年の

段階で， 70%以 上 の 配列 が決定 さ れ た 真正細菌 が合計

625 菌株 に も 達 し て い る こ と を 考 え る と (DE RIJK et al.， 

1992) ， 植物病原細菌 を対象 と し た 研究が大変遅れて い る

こ と が明 ら か で あ る 。

と こ ろ で， 1991 年の段階で 16 S rRNA 解析例の リ ス

ト (NEEFS et al. ， 1991) に 載 っ て い た 真正細菌が 276 菌

株であ っ た の が， 翌年 (DE RIJK et al. ， 1992) に は そ の

数が倍以上 に も 膨れ上が っ て い る こ と か ら ， 応用微生物

や医学細菌の分野で は猛烈 な 勢いでデー タ が蓄積 さ れて

い る こ と がわ か る 。 こ の こ と は ， 16 S rRNA 解析が分類

を は じ め と す る さ ま ざ ま な研究面 で い か に重要視 さ れて

い る か を物語 っ て い る 。

表 - 3 植物病原細菌の 16 5 rRNA 解析例叫

植物病原細菌 菌株番号

Agrobacterium D5M 30105 
tumefacie間

Clavibacteγ MDE 1 

勾lli
subsp. 
りnodont悶

解読 さ れ 解説 さ れ
た塩基数 た割合

acceSSlOn
文献

(bp) (%) b) numoer 

1489 M 1 1223 50 

1524 100 . 0  M 60935 33 

Pseudomonas ATCC 25416 1449 94 . 5  M 22518 7 
cepacia 

Rhodococcus D5M 20131 1301 85 . 0  X 53204 40 
角SCla間

Spiroplas押叫 A TCC 27556 1503 98 . 2  M 23942 43 
citri 

Xylella A TCC 35880 1477 95 . 5  M 26601 44 
fastidiosa 

叫 DE RIJK ら (1992) 及 び NEEFS ら (1991) の リ ス ト に基づいて
作成 し た . な お， こ れ ら の リ ス ト は， 16 5 rRNA の全配列 の
う ち 70%以上が解読 さ れた も の の み掲載 し て い る .

同 E. coli の 16 5 rRNA の全塩基配列 に対す る 割合.

以 下 に 具体例 と し て ， 筆者 ら が Agrobacterium と そ の

近縁細菌 を対象 と し て 行 っ て い る 16 S rRNA 解析 を 紹

介 し た い。

2 Agrobacterium 属細菌 への実施例

( 1 ) Agrobacterium 属細菌 を め ぐ る 分類学上の 問題点

Agrobacterium tumefaciens や A. rhizogenω は ， 保持

し て い る プ ラ ス ミ ド が遺伝子の ベ ク タ ー と し て利 用 で き

る こ と か ら プ ラ ス ミ ド 関連 の研究が注 目 さ れ， そ の利 用

技術の 開発が盛 ん に 行わ れて い る (松本 ・ 町田 ， 1990) 。

し か し ， そ の分類に 関 し て は研究が遅 れ て お り ， 分類体

系 に矛盾や不明瞭な部分が多数残 さ れて い る 。 そ の 中 で

も 特 に ， 属や種の定義 (KERSTERS and DE LEy， 1984) が

プラ ス ミ ド に 関連 し た 性質 に 基づ い て い る こ と が問題で

あ る と さ れて い る 。 な お ， 本属 の 分類 に 関 す る 問題 に つ

い て は， 本誌で既 に 述べ て い る の で (津田， 1991 ) ， そ ち

ら を併せ て 参照 さ れた い。

( 2 ) 16 S rRNA に基づ く 分子系統樹の作成

属 の 定 義 や 境 界 が 問題 と な っ て い る Agrobacterium

と Rhizobium を対象 と し て ， 16 S rRNA に 基づ い た 比

較 を 試 み た 。 そ の た め に ， 両属 の各分類群の基準株 を 中

心 と す る 14 菌株 に つ い て ， PCR を利用 し た 直接 シ ー ク

エ ン ス 法 に よ っ て 16 S rRNA の 全塩基配列 を 決定 し ，

Knucを算出 し た 。 ま た ， 比較 の た め に ， こ れ ら と 同 じ く

Rhizobiaceae ( リ ゾ ピ ウ ム 科) に 属 す る Bradyrhizobium

japonicum と Azorhizobium caulinodans の基準株 も 供

試 し た 。 系統樹 は近隣結合法 に 基づ い て 作成 し た 。

16 S rRNA の 全塩基配列 の 相 向性 を 表-4 に ， 作成 し

た 系統樹 を 図-3 に 示 し た 。 Agrobacterium と Rhizobium

の各分類群 は 互 い に 94%以上 の 高 い 相 向性 を 示 し て い

る の に対 し て ， B. ja，ρonicum と は 90%前後， E. coli と

は 80%前後 と 低い値が得 ら れ て い る (表-4) 。 ま た ， 系統

樹 に お い て も ， Agrobacterium と Rhizobium の 各分類群

は一つ の大 き な branch と し て ま と ま る こ と が認 め ら れ

た (図-3) 。

B. jaρ o n ic u m や A z . c a u l i n o da n s は ， 同 じ

Rhizobiaceae に 属 す る Agrobacterium や Rhizobium と

は， 系統樹の上で相 当 離 れ た 所 に 位置 し て い る 。 こ の こ

と は， 従来か ら 指摘 さ れて い る よ う に (JARVIS et al. ， 1986 ; 

DE LEy et al . ，  1987) ， Rhizobiaceae に 手ヰ と し て の ま と ま

り が欠 け て い る こ と を 示 し て い る 。 「植物 に 異常肥大 を誘

起す る 」 と い う 科の定義が， 人為的， 窓意的色彩の強 い

も の であ る こ と が そ の 原因であ る と 考 え ら れて い る 。

一 方， Agrobacterium と Rhizobium の branch は ，

( 1 ) biovar 1 ，  biovar 3 ，  NCPPB 1650， A.  rubi の 4

菌株の Agrobacterium 属細 菌 と ， R. galegae と OK-55
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表 - 4 16S rRNA の全塩基配列の相同性 (% )

分類群
biovar biovar biovar A. rubi K- Ch- NCPPB R. legu1間. R. meli. R. loti R. j柁dii OK55 B. jaþ-

2 3 Ag-3 Ag-4 1650 nosarum loti onzcum 

Agrobacterium 

biovar 1 
biovar 2 96 . 3  
biovar 3 96 . 5  95 . 8  
A .  rubi 98 . 5  95 . 5  96 . 8  
K-Ag-3 96 . 0  99 . 7 95 . 7  95 . 3  
Ch-Ag-4 96 . 3  100 . 0  95 . 8  95 . 5  99 . 7  
NCPPB 1650 98 . 6  

Rhizobium 
R. leguminosa間m 96 . 2  
R. meliloti 95 . 9  
R. loti 94 . 3  
R. fredii 96 . 2  
OK 55 96 . 8  

Bradyrhizobium 

丘 japonicum 89 . 4  
Escherich必

E. coli 82 . 0  

Knuc 0. 0 1  

95 . 6  96 . 6  

98 . 6  94 . 8  
97 . 5  95 . 4  
95 . 2  94 . 4  
97 . 3  95 . 9  
96 . 2  96 . 3  

89 . 8  89 . 0  

82 . 4  81 . 8  

99 . 7  95 . 4  95 . 6  

95 . 1  98 . 3  98 . 6  95 . 1  
95 . 3  97 . 2  97 . 5  95 . 4  97 . 2  
95 . 0  95 . 0  95 . 2  95 . 2  95 . 3  96 . 4  
95 . 6  97 . 0  97 . 3  95 . 7  97 . 0  99 . 0  96 . 0  
96 . 8  95 . 9  96 . 1  96 . 8  96 . 8  95 . 6  95 . 4  95 . 5  

89 . 3  90 . 0  89 . 8  89 . 4  90 . 6  88 . 5  88 . 8  89 . 0  90 . 5  

82 . 0  82 . 6  82 . 4  81 . 7 82 . 6  77 . 1  80 . 1  79 . 5  82 . 2  

Bα r tone l la bα c i l l ifo rm is 

Ag robαc t e r ium b i ovar 1 
A g r o bα c t e r ium sp. NCPPB 1650 

A g r o bα c t e r ium 'rub i 

Agrobαc t e r ium bi ovar 3 
R .gα legα e 

Rh iz o b ium sp. OK-55 
R .m e l i lo t i  
R .fred i i  

R . legum inosα rum 
R . t rov ic i 
A g ro α c te r ium sp. K- Ag- 3 

:Agrobαc t e r ium bi ovar 2 
A g r o bα c t e r ium sp. Ch- Ag- 4 

R . lo t i  

B rady rh iz o b ium jαpon icum 
A z o rh i z o b ium cαul iηodαn s 

図 - 3 16 S rRNA の 全塩基配列 に 基 づ く Agrobacferium

属及び Rhizobium 属細菌の分子系統樹
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の 2 菌株 の Rhizobium 属細菌 と を 含 む グ ル ー プ， ( 2 )  

R. meliloti， R. fredii， R. leguminosarum， R. tropici の

4 菌株の Rhizobium 属細菌 と ， biovar 2 ，  K-Ag- 3 ，  

Ch-Ag- 4 の 3 菌株の Agrobacterium 属細菌 を 含 む グル

ー プ， ( 3 )  R .  loti を含む グルー プ， の合計三つ の 小 さ な

グ ル ー プ に細か く 分 け ら れ る こ と が認 め ら れた (図-3) 。

し か し ， Agrobacterium は Agrobacterium， Rhizobium 

は Rhizobium と い う 具合 い に ， 属 ご と に ま と ま る と い う

傾向 は ま っ た く 認 め ら れ な か っ た 。 こ の結果 は， 生理 ・

生化学的性質， 血清学的性質や遺伝学的性質 に基づ い て

認 め ら れて き た 結果 (KERSTERS and D E  LEy， 1984 ; BOUZAR 

et al. ，  1986 ; J ARVIS et al. ，  1986) と 一致 し て お り ， プ ラ

ス ミ ド に 基づ い た 属 の 定義や境界が系統関係 を無視 し た

も の であ る こ と を 示唆 し て い る 。

ま た ， Agrobacterium 属 内 の 各 biovar (biovar 1 ，  2 

及び 3 ) の 聞 に は， 16 S rRNA の配列 に 明 ら か な相違が

あ り ， 系統樹の上で そ れぞれが異な っ た 位置 を 占 め る こ

と が認め ら れた (図-3) 。 生理・ 生化学的性質， 血清学的

性質， 化学分類学的性質 あ る い は DNA-DNA 相 同性に

関 し て も ， biovar 間 で相違が は っ き り と 認 め ら れて い る

(KERSTERS and DE LEY， 1984 ; ÜPHEL and KERR， 1990 ; 

JARVIS et al. ， 1986 ; 津 田 ら ， 1992 ; SAWADA and IEKI ， 1992 ; 

SAWADA et al. ， 1992 a) 。 以上 の結果 は， ÜPHEL ら (1990)

が指摘 し て い る よ う に ， 本属の biovar を 変種 レ ベル に位

置づ け て い る こ と に対 し て ， 見直 し が必要で あ る こ と を

示 し て い る 。

お わ り に

今後， 植物病原細菌 に つ い て も rRNA 解析が進み， 系

統進化 に 関す る 情報が次第 に蓄積 さ れて く る こ と が予想

さ れ る 。 そ の 結果， 主 に 表現形質 に よ っ て 特徴づ け ら れ

て き た 分類群が よ り 均質 な も の に整理 さ れ， 分類群聞 の

系統関係が活発 に 論 じ ら れ る よ う に な る と 思わ れ る 。 た

だ し ， 前述 し た よ う に ， 分類 に つ い て検討す る た め に は，

rRNA を は じ め と す る 遺伝学的性質 だ け で は 不十分で

あ る こ と が指摘 さ れて い る 。 国際細菌分類命名委員会の

特別委員会 は ， 遺伝学的性質 と 表現形質 と の対応 を 明 ら

か に す る こ と が必要で あ る と し て い る (MURRAY et al. ， 

1990) 。 ま た ， キ艮粒形成菌の分類 に お い て も ， 16 S rRNA

の 塩基配列 や DNA-rRNA 相 同性 な ど の rRNA 解析だ

け で は な く ， 各種表現形質や DNA-DNA 相向性， RFLP 

あ る い は ア イ ソ ザイ ム 分析 な ど に つ い て も 検討 し ， で き

る だ け 多 く の ゲ ノ ム の情報 を考慮 し な け れ ば な ら な い と

さ れて い る (GRAHAM et al. ，  1991) 。 植物病原細菌 を対象

と す る 場合 は ， 病原性 を は じ め と す る 植物 と の 関係が重

要 な 要因 と な っ て く る であ ろ う 。 rRNA 解析 を 基盤のー

っ と し なが ら も ， で き る だ け 多 く の 情報 を 加味 し た上 で，

実用性に も 十分配慮 し た 分類 を 行 っ て い く こ と が望 ま れ

て い る 。

と こ ろ で， rRNA 解 析 に よ っ て 分 類 群 が DNA や

RNA の レ ベ ル で も 均質 な も の に整理 さ れ る と ， DNA . 

RNA レ ベ ル の 新 し い 同定技術 を 利用 す る こ と が で き る

よ う に な る であ ろ う 。 特 に ， 16 S rRNA の 塩基配列 に 関

す る 情報が急速 に 蓄積 さ れて い る の で， こ の情報 を デー

タ ベー ス 化 し ， コ ン ピ ュ ー タ ー を 活用 し て 分離菌株の 同

定 を行 う こ と が考 え ら れて い る ( 山里， 私信) 。 さ ら に ，

分離菌株の塩基配列 を い ち い ち 決定 す る こ と な く ， 簡便

に 同定 を行 う 方法 も 検討 さ れ て い る 。 す な わ ち ， rRNA 

に 関連 し た RFLP を検出 し た り (RODRIGUES et al.， 1991 ; 

GoTTLIEB and RUDNER， 1985 ; 平八重 ら ， 1992) ， 16 S 

rRNA 中 に 存在 す る 特異性 の 高 い 配列 を タ ー ゲ ッ ト と

し て プ ロ ー プ を 作製 し ， phylogenetic stains (DE LoNG et 

al.， 1989) や ド ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

(WANG et al. ， 1991) な ど の 手法 を利用 す る こ と が報告 さ

れて い る 。 ま た ， 特異性の 高 い 配列 に 基づ い て プ ラ イ マ

ー を 設計 し ， PCR で同定 を 行 っ た り (保科 ・ 町田， 1992) ， 

PCR-RFLP に よ っ て 近縁 な 分類群 を 識別 す る 試み も な

さ れて い る (GURTLER et al. ，  1991 ) 。

ま た ， rRNA 解析で得 ら れた 成果 を も と に 検出技術 を

開発す れ ば， 病気の診断や病原細菌 の生態学的研究へ と

発展 さ せ る こ と が可能で あ ろ う 。 具体的 な手法 に つ い て

は， 前段で述べた よ う に さ ま ざ ま な も の が候補 と し て 考

え ら れ る が， そ の 中 で も PCR を利用 す る こ と が大 い に

期待 さ れて い る 。 PCR に は さ ま ざ ま な利点があ る が (佐

野， 1990) ， 感度が 高 い こ と か ら 被検材料か ら の直接検出

が期待で き る 点が特 に 魅力 で あ る 。 こ の よ う な利点 を 生

か す た め に も ， 植物病原細 菌 の rRNA 解析 を さ ら に 進

め ， デー タ を蓄積 し て い く こ と が必要で あ ろ う 。
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