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研究成果の概要（和文）：オーソロガス16S rRNAおよびRNAポリメラーゼ遺伝子群による系統解析によりHalobacteriac
eae科は少なくとも大きく二つのグループに分かれることが示唆された。またDNA-DNAハイブリダイゼーションが属分離
にも有効である可能性が示せた。その結果、Halococcus属は3属に分離可能であることが明確となった。また、Halobac
teriaceae科の殆どすべての種においてピルビン酸が栄養源として非常に有用であることが示された。本研究で得られ
たデータにゲノム解析データやさらなる表現型データを加えることにより、Halobacteriaceae科の明確な分類は可能に
なると考えられる。

研究成果の概要（英文）：A considerable number of species of the Halobacteriaceae possess multiple copies 
of the 16S rRNA gene that exhibit more than 5% divergence, complicating phylogenetic interpretations. In 
this study, the family Halobacteriaceae was suggested to split into at least two major groups by the 
phylogenetic analysis using orthologous 16S rRNA and DNA dependent RNA polymerase subunit H, B” and B’ 
gene sequences. Furthermore, DNA-DNA hybridization was effective to the genera separation in addition to 
the species separation in the family Halobacteriaceae. As a result, the genus Halococcus were divided 
into three groups. Polar membrane lipids analysis of Halococcus species was also supported this result.In 
the phenotype analysis, Pyruvic acid was almost useful as a nutritional source of haloarchaea. By adding 
genome analysis data and additional phenotypic data on the data obtained in this study, further 
refinement of the phylogeny of the Halobacteriaceae is possible.

研究分野：生物多様性・分類

キーワード： 好塩性アーキア　Halobacteriaceae科　オーソロガス16S rRNA遺伝子　RNAポリメラーゼ遺伝子群
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 様々な生物群を構成している種の系統学
的関係を決定する際にはリボソームの小サ
ブユニットを構成する RNA の塩基配列が広
く用いられている。原核生物は 16S rRNA遺
伝子の相同性が 97%以下であれば別種であ
ると推定できるなど、微生物系統分類におい
て重要な指標となっている。しかし、多くの
生物種において複数の異なるコピーが存在
する、形態的特徴を重んじてきた従来の分類
体系と相違がある、DNA-DNA相同性との相
関がないなど、多くの問題も指摘されている。 
 Halobacteria 綱 Halobacteriales 目
Halobacteriaceae 科は古細菌最大数のグルー
プである。属種の同定においては極性脂質組
成、16S rRNA 遺伝子塩基配列の相同性、
DNA-DNAハイブリダイゼーションの相同値
が特に重要な要因となっている。しかし、
Halobacteriaceae 科では多くの種において複
数の 16S rRNA遺伝子コピーが存在し、その
中にはコピー間の相同性が低いものもあり、
各々の配列で系統樹のトポロジーが大きく
異なることが指摘されている。 
 このような問題を解決すべく、申請者らは
DNA 依存型 RNA ポリメラーゼのサブユニ
ット B'（rpoB'）遺伝子の完全長配列を用いて
その系統関係を解析した（Minegishi et al., 
2010）。その結果、16S rRNA遺伝子では明確
に区別できない分類群が明瞭に分けられる
など、分類指標として非常に有用であること
が分かった。 
 さらに申請者らは公開されているゲノム
データから 16S rRNA遺伝子の上流に十数個
からなる遺伝子アレイが存在し、そのアレイ
の向きで subgroup 1と subgroup 2の 2つのグ
ループに分けられることを見いだし（図 1）、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. rRNAオペロン周辺の遺伝子地図 

ジヒドロオロテット酸デヒドロゲナーゼ
（pyrD）またはジヒドロリポアミド酸デヒド
ロゲナーゼ（lpdA）遺伝子から 16S rRNA遺
伝子をはさみ23S rRNA遺伝子までのDNA断
片を増幅するために２種類のプライマーセ
ットを設計し、pyrDセットだけで増幅するも
のと、lpdAセットでだけ増幅するものに二分
されることを実験的に証明した。そこで、16S 
rRNA遺伝子を 2本以上有する Haloarcula 属
の分類体系を明確化するために pyrD セット
だけで増幅した完全長 16S rRNA遺伝子塩基
配列を解析し、これがオーソログな 16S rRNA
遺伝子である可能性を見いだした（Minegishi 
et al., 2012）。しかしながら、Halobacteriaceae
科に関して遺伝型解析により現れてくる系
統樹のクラスターと、その内部の表現型（生
育塩濃度、温度、pH 範囲、極性脂質組成な
ど）との明確な相関関係は得られていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究提案では、遺伝子型解析および同一
条件における表現型解析を行うことにより、
Halobacteriaceae科の系統関係を明確化する。
遺 伝 子 型 の 解 析 は 、 入 手 可 能 な
Halobacteriaceae 科の基準種およびこれまで
分離してきた Halobacteriaceae 科に属する新
規好塩性アーキアのオーソロガス 16S rRNA
遺伝子および RNA polymerase サブユニット
H、B'、B''遺伝子を解析し、その系統関係を
調べ、さらに DNA-DNA相同値が種の分離規
準とだけでなく属の分類基準として有用で
あるかを調べた。また、これら遺伝子型デー
タと極性脂質の TLC 展開パターンが一致す
るかを調べた。さらに、表現型解析結果から
Halobacteriaceae 科の系統関係を明らかとす
る事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 遺伝子型解析を行うにあたり、入手可能な
菌株を全種培養した。オーソロガス 16S rRNA
遺伝子および解析用の DNA は抽出キットを
用い、DNA-DNAハイブリダイゼーションに
使用するゲノム DNA は酵素処理後にフェニ
ール／クロロホルム法を用いて精製し、アル
コール沈殿法により回収した。 
 
(1) オーソロガス 16S rRNA遺伝子の解析 
 subgroup 1のオーソロガス 16S rRNA遺伝子
は 、 pyrD2 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー
（5'-TCGTTGTTNARNCCCATNCGGTT-3'）お
よ び 23S Rev2 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
5'-GCTTWTCGCAGCTTGG-3'）を使用し、
98℃20 秒の熱変成、52℃30 秒のアニーリン
グ、72℃1分 30秒の伸長を 35回繰り返し増
幅させた。増幅後の断片は酵素処理後にサン
ガー法によりその塩基配列を決定した。 
 一方、subgroup 2の系統群は lpdA フォワー
ドプライマー(5'-CTGAACYACGGYTGYATC 
CC-3')および 23S Rev2リバースプライマーを
使用し、98℃20 秒の熱変成、56℃30 秒のア



ニーリング、72℃2分 30秒の伸長を 35回繰
り返し増幅させた。増幅後の断片は酵素処理
後にサンガー法によりその塩基配列を決定
した。 
 
(2) RNA ポリメラーゼ遺伝子群の解析 
 RNA ポリメラーゼ遺伝子群（rpoH, rpoB''
および rpoB'）の増幅は 2 種類のプライマー
セットを用いて増幅した。 
 rpoH および rpoB'' 遺伝子の増幅には
HrpoH_-47F フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 
（ 5'-CTGTAGTATCYCGTGANAG-3' ） と
HrpoB_38R リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
（5'-CCGTTNACGTANACYTTNGC-3'）、rpoB'
遺伝子の増幅にはHrpoB2_1420F フォワード
プ ラ イ マ ー （ 5'-TGTGGGCTNG 
TGAAGAACTT-3'）と HrpoA_153 R リバース
プ ラ イ マ ー （ 5'-GGGTCCATCAGCCC 
CATGTC-3'）を使用し、98℃20 秒の熱変成、
52℃30秒のアニーリング、72℃2分の伸長を
35回繰り返し増幅させた。増幅後の断片は酵
素処理後にサンガー法によりその塩基配列
を決定した。 
 
(3) DNA-DNA相同値の解析 
 DNA-DNAハイブリダイゼーションは Ezaki
らの方法を用いて行った（Ezaki et al., 1989）。
抽出したゲノムDNAをフルオロNuncモジュ
ールプレートに固定し、フォトビオチン標識
した DNA をハイブリダイズさせ、その蛍光
強度を測定し、相同値を算出した。 
 
(4) 極性脂質解析 
 リン脂質および糖脂質の解析は Kamekura
の方法を用いた（Kamekura, 1989）。培養菌体
を緩衝液に懸濁後にクロロホルム／メタノ
ール溶液で処理し、クロロホルム層に溶け込
んだ脂質を回収した。回収試料は HPTLC プ
レートで展開した。 
 
その他の表現型解析は、Orenらの方法に従い
行った（Oren at al., 1997）。 
 
４．研究成果 
 本研究申請時に 43 属 148 種であった
Halobacteriaceae 科に属する好塩性古細菌は
わずか 3 年の間に 7 属 65 種が新規分類群と
して提唱され 50属 213種まで膨れあがった。
これまでの伝統的な手法により提唱された
新規分類群が加わった事により、その系統関
係はより複雑化してきた。 
 そこで、日本国内で入手可能な基準種のオ
ーソロガス16S rRNA遺伝子およびRNAポリ
メラーゼ遺伝子群を解析した。その結果、こ
れまでの解析同様に、新規に提唱された分類
群も pyrD-23S Rev2プライマーセットと増幅
する subgroup 1と lpdA-23S Rev2プライマー
セットで増幅する subgroup 2の 2つのグルー
プに分けられる事が分かった。この配列を基
に近隣結合法を用いて系統樹を構築した結

果、系統樹においても subgroup 1と subgroup 2
に別れた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. Halobacteriaceae科の基準種基準株のオ
ーソロガス 16S rRNA遺伝子による近隣結合
樹。入手できなかった株に関しては登録配列
を使用した。 
  
 Subgroup 1は Haloarchaeobius、Salinirubrum、
Halorussus 、 Haladaptatus 、 Halorubellus 、
Halalkalicoccus、Halococcus、Natronoarchaeum、
Salinarchaeum、Halarchaeum、Halobacterium、
Salarchaeum、 Halocalculus、 Halomarina 、
Natronomonas、Halomicrobium、Haloarcula、
Halomicroarcula、Halovenus、Halosimplex、
Halorhabdus、 Halorientalis 、 Halapricum、
Halobaculum、“Halosiccatus”、Halolamina、
Haloferax、Halopelagius、Haloquadratum、
Halogeometricum、Halobellus、Haloplanus、
Halogranum、 Salinigranum、 Halorubrum、
Halopenitus、Halonotius、Halohasta の 37属で
構成され、subgroup 2 は Natronolimnobius、
Halopiger 、 Halostagnicola 、 Natrialba 、
Natronorubrum、Haloterrigena、Natrinema、
Natronobacterium、Halobiforma、Natronococcus、
Halovivax、Halovarius、Natribaculumの 13属
であった。 
 rpoB'遺伝子に関して同様に関してもその
塩基配列を基に近隣結合法を用いて系統樹
を構築した結果、オーソロガス 16S rRNA遺
伝子と同様に Halobacteriaceae 科は subgroup 
1と subgroup 2 に分かれ（図 3）、その構成は
オーソロガス 16S rRNA遺伝子の結果と一致
していた。 
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図 3 Halobacteriaceae 科の基準種基準株の
rpoB'遺伝子による近隣結合樹。 
 
rpoH, rpoB''遺伝子に関しても同様の結果が
得られ、Halobacteriaceae科は二つのグループ
に大きく分かれることが示唆された。 
 
 2015 年 Gupta らはゲノム情報を基に
Halobacteria 綱 を Halobacteriales 目
Halobacteriaceae 科 、 Haloferacales 目
Haloferacaceae 科 、 Natrialbales 目
Natrialbaceae 科の 3 目 3 科に分ける提案を
IJSEM誌上で発表した。彼らの提案と比較す
る と 、 subgroup 1 は Halobacteriales 目
Halobacteriaceae 科 と Haloferacales 目
Haloferacaceae 科に二分され、subgroup 2 は
Natrialbales 目 Natrialbaceae 科となりほぼ一
致していた。 
 しかしながら、Salinarchaeum属は本研究で
は subgroup 1に帰属するのに対し、彼らの提
案では Natrialbales科、つまり subgroup 2 に
帰属していた。また、subgroup 1 に属する
Halobaculum 属は Gupta らの分類では
Haloferacaceae 科に帰属されているが、オー
ソロガス 16S rRNA遺伝子の系統樹ではその
結果がサポートされなかった。 
 また、2016年に Guptaらは Halobacteria綱の
Halobacteria 目 を Halobacteriaceae 科 、
Haloarculaceae科、Halococcaceae科の 3科に、
Haloferacales 目 を Haloferacaceae 科 、
Halorubraceae 科に 2 科に再分類する提案を
行ったが、オーソロガス 16S rRNA遺伝子、
RNA ポリメラーゼ遺伝子群の系統解析共に
Gupta らの結果とは一致しなかった。今後、
明確化するためにはさらなる解析が必要で

ある。 
 DNA-DNAハイブリダイゼーションの結果
では属内の相同値は約 30-60％の範囲内に収
まり、他属との相同値は、一部例外はあるも
のの 30%以内に収まった。しかしながら、
Halococcus属においては大きな矛盾が見られ
た。Halococcus hamelinensisとの相同値は他の
全てのHalococcus属との間で30%以下であっ
た。Halococcus morrhuae に関しても Hcc.  
saccharolyticus, Hcc. salifodinae 、 Hcc. 
agarilyticus との相同値は 30%以下であった。
この結果は、Halococcsu属が 3属に分かれる
ことを示唆していた。また、Halococcus属間
でオーソロガス 16S rRNA遺伝子の相同性を
比較した結果も同様であった。RNAポリメラ
ーゼ遺伝子群の結果も同様の結果をサポー
トしていた。 
 これまで極性脂質解析は、Halobacteriaceae
科の属分離の指標として用いられてきた。し
かしながら、その解析は属種が増えるにつれ
その近縁種のみの解析となってきた。本研究
では、全種を同様の方法にて膜脂質を抽出し、 
HPTLCプレートにて解析を行った。その結果、
多くの属でその種間のリン脂質のパターン
は一致していた。また、糖脂質に関しても欠
損等の違いはあるものの多くの属において
一致していた。しかしながら、Halococcus属
に関しては、1) Hcc. hamelinensis、2) Hcc. 
dombrowskii 、 Hcc. morrhuae 、 Hcc. 
qingdaonensis、  Hcc.  thailandensis、 Hcc. 
sediminicola 、 3) Hcc. agarilyticus 、 Hcc. 
saccharolyticus、Hcc. salifodinaeの 3つに分か
れた（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. Halococcus属 9種における極性脂質解析 
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この結果は、オーソロガス 16S rRNAおよび
RNAポリメラーゼ遺伝子、DNA-DNAハイブ
リダイゼーションの結果と一致していた。ま
た、同一の培地でその他の同定試験を行った
ところ、G+C含量、抗生物質感受性試験、増
殖最適条件などの結果においても Halococcus
属が 3属に分かれることを強く示唆していた。 
 表現型解析においては Halobacteriaceae 科
の多くの中性菌が JCM No. 442培地で増殖可
能であったが、新属新種の増加に伴いこの培
地で増殖できない株が存在した。さらに、同
種間においても同一培地で生えない種が存
在することも明らかとなった。しかしながら、
pH 9.0以上に増殖指摘を持つアルカリ菌に関
しては JCM No. 166および 167培地で増殖可
能であった。また、好酸性好塩性アーキアで
ある Halarchaeum属に関しては分離培地での
み増殖が確認できた。 
 表現型解析は微生物の分類に取って必須
であるにも関わらず、その培地や研究室単位
によってその結果が異なる。本研究では、同
一培地による試験を目指したが、困難を極め
た。しかしながら、Halobacteriaceae科の殆ど
すべての種においてピルビン酸が栄養源と
して非常に有用であることが示された。 
 本研究により、Halobacteriaceae科は少なく
とも大きく二つのグループに分かれること
が示唆された。また、DNA-DNAハイブリダ
イゼーションが属分離にも有効である可能
性が示せた。その結果、Halococcus属は 3属
に分離可能であることが明確となった。 
 今後も Halobacteria 綱の好塩性アーキアは
増え続け、その系統関係は複雑化していくと
考えられる。本研究で得られたデータにゲノ
ム解析データやさらなる表現型データを加
えることにより、Halobacteriaceae科の明確な
分類は可能になると考えられる。 
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