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研究成果の概要（和文）：Bacteroides属を含む嫌気性グラム陰性桿菌107種を対象に、16S rRNAおよびhouse keeping 
genes（dnaJ、gyrB、hsp60、recAおよびrpoB）の配列を決定し、多遺伝子座配列解析（Multi Locus Sequence Analysi
s: MLSA）を行った。Bacteroides属における「種」を、6つの遺伝子の塩基配列を結合したMLSAによる類似度が97.5%以
上を示す集団として定義した。また、6つの遺伝子の塩基配列を結合したMLSAは、単一遺伝子の塩基配列から作成され
た系統樹に比べてブートストラップ値が向上し、種間の近縁関係をより明確にした。

研究成果の概要（英文）：Multilocus sequence analysis (MLSA) was performed on 107 species of Gram-negative 
anaerobic rods including the genus Bacteroides. The genes selected, dnaJ, gyrB, hsp60, recA, rpoB and 16S 
rRNA were amplified by direct PCR and then sequenced. For the genus Bacteroides, we defined species as a 
group of strains that share at least 97.5 % gene sequence similarity based on the fragments of five 
protein-coding housekeeping genes and 16S rRNA gene. Analyses of the concatenated sequences of all six 
genes revealed robust phylogenetic relationships among the species of Gram-negative anaerobic rods when 
compared with the single-gene trees.

研究分野： 農学
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１．研究開始当初の背景 
嫌気性グラム陰性桿菌、特に Bacteroides属
は、ヒトおよび動物の腸管内の常在菌として
多数棲息しており、また時としてヒトおよび
動物に様々な疾患を起こさせる菌種を含み
臨床細菌学上重要な細菌群である。従来、形
態学的特徴や生理・生化学的性質に基づいて
その分類が行われ、1980 年代初めまでは本属
の定義が曖昧であったため、Fusobacterium
属あるいは Leptotrichia 属に分類できない
偏性嫌気性、無芽胞性のグラム陰性桿菌のほ
とんどが Bacteroides 属に分類されていた。 
 
その後、Bacteroides 属の記載が修正され、
多くの菌種が本属から Porphyromonas属およ
び Prevotella 属へと移籍された。細菌の分
類に 16S rRNA 遺伝子配列の比較という手法
が本格的に導入されていなかった当時、前述
の新属は、主に終末代謝産物、DNA の G+C mol%、
各種脱水素酵素（グルコース 6リン酸脱水素
酵素、6 ホスホグルコン酸脱水素酵素、リン
ゴ酸脱水素酵素およびグルタミン酸脱水素
酵素）の有無、菌体脂肪酸組成およびメナキ
ノン組成などの違いに基づいて創設された。
Porphyromonas属およびPrevotella属の創設
後も、長い間その分類学的位置付けが不明確
であった B. distasonis、B. merdae および
B. forsythus は、16S rRNA 遺伝子配列の比
較のみならず、菌体脂肪酸組成やメナキノン
組成などの詳細な比較検討がなされ、
Parabacteroides 属（P. distasonis および
P. merdae ） お よ び Tannerella 属 （ T. 
forsythia）へと移籍された。 
 
今日、ヒト常在細菌の研究が盛んに行なわれ、
そ れ に 伴 い 、 Bacteroides 属 お よ び
Prevotella 属などに属する数多くの新菌種
が提唱されている。これら新菌種の多くは、
形態学的特徴や生理・生化学的性質、さらに
化学分類学的性質において際立った鑑別性
状がなく、また、非常に高い 16S rRNA 遺伝
子配列の類似度を示す。 
 
近年では、全ゲノム情報を使って DNA-DNA 
hybridization （DDH）法の評価も行われて
いる。DDH 法が約 1 Kb の断片に切断されてハ
イブリッドを形成させることから、全ゲノム
配列がわかっている菌種の配列を 1,020 bp
の断片に切断し、BLAST で類似度を計測した
値 average nucleotide identity（ANI）を比
較すると、DDH の 70%類似度は ANI では 95%
に相当すると報告されている。我々のこれま
での研究から、Bacteroides 属を含む嫌気性
グラム陰性桿菌の分類において hsp60遺伝子
の有用性が明らかとなっている。 
 
２．研究の目的 
今日の細菌の分類に必須である 16S rRNA 遺
伝子は、その配列情報からは系統情報は得ら
れるが菌種を特定できないことが多いこと

もわかってきた。そこで本研究では嫌気性グ
ラム陰性桿菌を対象に、 
（1）16S rRNA 遺伝子より多型のある遺伝子
（house keeping genes）を多数解析し、菌
群ごとに菌種識別に有効な遺伝子を選択す
る。 
（2）解析された細菌の全ゲノム情報と比較
し、菌種の再定義を行なう。 
（3）カルチャーコレクションとしてオンラ
インカタログへ情報を追加し、保有菌株の付
加価値を高めることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）Bacteroides属を含む嫌気性グラム陰性
桿菌（Barnesiella 属、Butyricimonas 属、
Dysgonomonas 属 、 Odoribacter 属 、
Parabacteroides 属、Paraprevotella 属、
Porphyromonas 属、 Prevotella 属および
Tannerella属など）107 種を対象に、16S rRNA
および hsp60 遺伝子以外の house keeping 
genes（dnaJ、gyrB、recAおよび rpoB）の配
列を決定し、多遺伝子座位配列解析（Multi 
Locus Sequence Analysis: MLSA）を行った。 
 
（2）対象菌群において既に全ゲノム情報が
解析された菌種を対象にANI値を計測し、DDH
法および MLSA 法との関連性を検討した。ま
た、対象菌群において分類学的に問題とされ
ている菌種で未だ全ゲノム配列が解析され
ていない菌種の全ゲノム配列を決定した。 
 
４．研究成果 
MLSAは、まず初めにBacteroides属を対象とし
た。各遺伝子の種間類似度を比較したところ、
gyrB遺伝子が64.4-100%と最も低い種間類似
度を示し、rpoB遺伝子が74.0-100%と最も高か
った。gyrB遺伝子に次いで、dnaJ遺伝子
（67.9-100%）、recA遺伝子（72.1-100%）そ
してhsp60遺伝子（72.9-100%）の順に類似度
は低かった。また、6つの遺伝子を用い、スプ
リット分解解析法でBacteroides属の系統を
再構成した結果、明確な網状根が観察された
10のクレードが見いだされた。各クレードに
属する種は遺伝学的や生態学的な性質が類似
していた。特にPyogenesクレードに属する3
種は、同一種と考えられた。これらの結果を
基にBacteroides属における「種」とは、6つ
の遺伝子の塩基配列を結合したMLSAによる類
似度が97.5%以上を示す集団として定義する
ことができた。 
 
対象菌群において分類学的に問題とされてい
る 菌 種 Porphyromonas crevioricanis と
Porphyromonas cansulciについてまず全ゲノ
ム配列を決定（ドラフト）した。DNA-DNA相同
性試験などの結果から、P. cansulciは発表の
優先権のあるP. crevioricanisの異タイプ異
名（heterotypic synonym）であることが明ら
かとなっており、この結果を支持するように
両菌種のゲノム構造は非常に類似していた。



P. crevioricanis JCM 15906TとJCM 13913（旧
P. cansulciの基準株）2株間におけるANI値が
99.5%、また、in silicoによるDDH値が96.5%
と、既報の従来法によるDDHの結果を支持する
結果が得られた。さらに未だ全ゲノム配列が
解析されていない菌種（Bacteroides属16種19
株、Porphyromonas属5種6株、Prevotella属26
種26株からなる合計47種51株）を中心に全ゲ
ノム配列を決定（ドラフト）した。Bacteroides 
pyogenes JCM 6294T、JCM 6292（旧Bacteroides 
suis の 基 準 株 ） お よ び JCM 10003 （ 旧
Bacteroides tectusの基準株）についても同
様な解析を行ってみると、JCM 6294TとJCM 
6292の2株間では99.9%（ANI）と100%（in 
silico）と高値を示し、従来法の結果とよく
一致していたが、前述の2株のどちらか1株と
JCM 10003株の2株間ではANI値が94.5%と従来
法のDDH値70%に相当するANIの閾値95%に近接
した数値を示し、また、in silicoによる解析
結果では64.7%と亜種レベルと考えられる数
値を示した。従来法のDDH値とANI値の関係を
論じるには更なるデータの解析が必要である
と思われる。 
 
さらに対象とする菌種の範囲を広げ、
Bacteroides 属およびその類縁細菌群の分類
においてMLSAによる分子系統解析を行った。
各遺伝子の種間類似度を比較したところ、
dnaJ遺伝子が 51.7-98.5%（平均 65.6%）と最
も低い種間類似度を示し、rpoB 遺伝子が
62.2-99.4%（平均 77.9%）と最も高かった。
dnaJ 遺 伝 子 に 次 い で 、 gyrB 遺 伝 子
（55.4-99.9%：平均 67.7%）、hsp60 遺伝子
（56.6-99.6%：平均 72.6%）そして recA遺伝
子（60.5-98.2%：平均 72.9%）の順に類似度
は低かった。以上の結果より，Bacteroides
属およびその類縁細菌群の分類においても
ハウスキーピング遺伝子の利用は 16S rRNA
遺伝子（77.1-99.2%：平均 85.6%）と比較し
て有用であることが示された。また，6 つの
遺伝子を連結した塩基配列を用いて MLSA を
行った結果、単一遺伝子の塩基配列から作成
された系統樹に比べてブートストラップ値
が向上し、種間の近縁関係をより明確にする
ことができた。 
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