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The genus Arcobacter includes the bacteria previously known as aerotolerant campylobacter, which belongs to the

family Campylobacteraceae. In our previous study, we showed that the analysis of the gyrase B (gyrB) gene is an effec-

tive approach for classifying different species of the genus Campylobacter. In this study, we analyzed 6 strains each of

Arcobacter species and Bacteroides ureolyticus. The gyrB gene of all the bacteria was sequenced, and the phylogenetic

tree was constructed; this phylogenetic tree was similar to the tree previously constructed on the basis of 16S rRNA se-

quences. However, gyrB was found to provide a better resolution for Arcobacter species with lower interspecies sequence

similarities (ranging from 88.2% to 80.5%) than the 16S rRNA gene (ranging from 98.6 to 93.9%). The gyrB gene is a

useful taxonomic marker for genus Arcobacter.
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緒 言

Arcobacter属は Campylobacter属の近縁種として知

られ，かつては Campylobacterの１菌種に位置してす

ると考えられていた属である．Arcobacterはグラム陰

性で運動性を有し，胞子を形成しない，らせん形細菌

である．現在，Arcobacterは A. butzleri，A. cryaerophi-

lus，A. skirrowii，A. nitrofigilisの４菌種からなり，前

者３菌種はヒトや家畜類から分離され，腸炎や敗血症

を引き起こした患者からの分離例が報告されている１）．

日本においては，２００５年に敗血症患者から初の A.

butzleri分離例が報告された２）．また，A.nitrofigilisは病

原性の報告は無く，窒素固定菌として分離された例が

報告されている３）．本菌は，Campylobacterの選択培地

である CCDA培地（Campylobacter Charcoal Differential

Agar）上において微好気および好気のいずれの条件

でも増殖できることが知られている．しかし，通常の

Campylobacterの検査では，好気条件でも増殖可能な

分離株は以降の検査対象とされないために Arcobacter

属を同定されることがない４）．すなわち，我が国にお

いてヒトからの Arcobacterの分離例が少なく同定に至

らないのは，微好気による検査対象が主に Campylo-

bacterに限定されるためとも考えられている．このよ

gyrB遺伝子による Arcobacter属の系統解析とその多様性について
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うに Arcobacterは病原性の可能性が示唆されるもの

の，その認識度は低く，どのような感染経路を持つの

か，特に水系汚染や家畜からの汚染が原因となってい

るのか，未だ不明な点が多い．

一般に微生物検査を行うには培養法による検出・同定

が主流となる．しかし，培養法の場合，本菌や Campy-

lobacter属では微好気条件での培養が最初のステップ

となり，血液培地での前培養，抗生物質を含んだ選択

培地での分離，さらには多種多様な生化学性状試験を

実施しなければ種まで決定できない．近年，迅速かつ

より正確な同定，もしくは検体中の１次スクリーニン

グを目的として，PCR法を用いた遺伝子検出手法が

開発されており，高感度かつ高い特異性を提供できる

可能性について数多く報告されている５）．例えば１６Ｓ

や２３Ｓ rRNAを標的とした PCR法による検出同定法

が Arcobacterについても報告されている６）．しかし，

塩基配列が高度に保存された１６Ｓや２３Ｓ rRNAを標的

にした場合，特に近縁種間ではそれぞれが極めて類似

した配列を持っていることが容易に想像できる．仮に，

特異的な PCR反応プライマーの設計が出来たとして

も，極めて厳密な反応条件が要求され，近縁種間を判

別するのが難しい反応系となる．一方，特異的な遺伝

子検査法の開発ではその標的遺伝子に毒素遺伝子（例

えば Clostridium botulinumの毒素遺伝子 BoNTなど７））

や侵入性遺伝子（例えば Salmonella sp.の invA８））など

に代表される，病原性に関する遺伝子が標的とされる

が，Arcobacterや Campylobacter属のように，その病

原性遺伝子が決定されていない場合，PCR検出への

応用は困難である．

我々は Campylobacter属について，この問題を解決

するため Campylobacter属の１２菌種の DNAサンプル

を収集し，これらにおいて DNAトポイソメラーゼの

ベータサブユニットをコードする遺伝子 gyrBの塩基

配列決定を試みた．その塩基配列の多重配列解析を行

った結果，１６Ｓ rRNAよりも配列相同性に多様性が認

められ，また系統樹解析を行った際の判別解像度が高

いことを報告した．さらに，これらの多様性に着眼し

て，PCR-RFLPによる迅速同定や，PCRによる迅速検

出法に活用できる可能性を見出した９）．

本報では，将来 Arcobacter属への迅速検出同定法の

開発を目的として，異なる Arcobacter属４菌種と，さ

らに Arcobacter属や Campylobacter属にも近縁種とさ

れる Bacteroides ureolyticusについて gyrBの塩基配列

決定を試みた．また，得られた配列から多重配列表作

成を行い，それにより得られた系統樹について検討し，

その多様性を考察した．

実験方法

１．供試菌株

供試菌株は米国農務省東部研究所が保有する A.

butzleri 3255，A. cryaerophilus 1A 3551，A. cryaerophilus

2710，A. cryaerophilus 1B 3256，A. skirrowii 3524，A.

nitrofigilis 3258，B. ureolyticusを用いた．これらは微

好気条件（ガス濃度条件 O２：CO２：N２＝５：１０：８５）

で３０℃４８時間，５％羊脱繊血を添加したミューラーヒ

ントン培地で培養したものを用いた．

２．PCRおよび gyrB塩基配列決定，系統樹解析

供試菌からの DNA抽出には PrepMan Ultra reagent

（Applied Biosystems）を用いた．gyrB遺伝子の塩基配

列は PCRによるダイレクトシークエンス法により決

定した．PCR反応とダイレクトシークエンスは

Kawasakiらの方法７）に従った．gyrB遺伝子のおよそ

１２５０bpの断片を増幅できるプライマーとして５’－ＴＡ

ＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＧＴＣＧＡＣ

ＣＡＹＧＣＮＧＧＮＧＧＮＡＡＲＴＴＹＧＡ－３’（T7-

FWD）と５’－ＧＡＴＴＴＡＧＧＴＧＡＣＡＣＴＡＴＡ

ＧＣＴＣＧＡＧＣＣＲＴＣＮＡＣＲＴＣＮＧＣＲＴＣ

ＮＧＴＣＡＴ－３’（SP6-REV）を用いて PCR反応に供

した．PCR反応は，PCR buffer，4 mM MgCl2，0.625

U rTaq DNA polymerase（Takara Bio Inc., Shiga, Japan），

0.2 mM dNTPs，0.4 mMのプライマー対に Template

DNAを１μl加え，計１００μlの系で反応に供した．ア

ガロースゲル電気泳動により観察された予測断片をゲ

ルから切り出し，QIAquick Gel Extraction Kit（QIAGEN

Science, Maryland, USA）にて精製した．この断片を

シークエンスプライマーである，５’－ＴＡＡＴＡＣＧ

ＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＧＴＣＧＡＣ－３’（T7kai）

と５’－ＧＡＴＴＴＡＧＧＴＧＡＣＡＣＴＡＴＡＧＣＴ

ＣＧＡＧ－３’（SP6kai）を用いてシークエンス反応を行

った．シークエンス反応および泳動解析は ABI Prism

dye terminator cycle sequencing kit（Applied Biosystems）

と ABI Prism 310 sequencer（Applied Biosystems）を用

いて行い，これら両端からプライマーウォーキング法

により gyrB遺伝子の配列を決定した．多重配列表作

成には，DNASIS Pro program（version 2.0）（Hitachi,

Tokyo, Japan）を用いて行った．進化距離行列データ

および系統樹作成は DDBJウェブサイト中の CLUS-

TAL W program１０）（www.ddbj.nig.ac.jp/Welcome-e.html）
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により，Kimuraの2-parameterモデルと近隣結合法１１）

での算出により作成した．

３．既存データの入手

系統樹解析結果を比較するために，DDBJウェブサ

イトより A. butzleri，A. cryaerophilus，A. skirrowii，A.

nitrofigilis，B. ureolyticusの１６Ｓ rRNA遺伝子配列を入

手（Accession number; L14626, L14624, L14625, L14627,

L04321）し，２．と同様に多重配列表作成と進化距離

行列データおよび系統樹作成を行った．

実験結果および考察

gyrBおよび１６Ｓ rRNA遺伝子の配列から各々多重

配列表を作成し，進化距離行列データを作成した結果

を表１，２に示す．本実験に供した gyrB遺伝子の GC

％は３０．４～２９．０％であり，顕著な差は認められないも

のの，各々の相同性は Arcobacter属内で８８．２～８０．５％

と大きな違いが得られた．Arcobacter属に最も近い属

とされる B. ureolyticusと各 Arcobacter属との相同性は

６８．９～６５．９％程度しかなく，その区別は容易であると

考えられた．また，A.cryaerophilusについて，サブグ

ループ２種（１Ａと１Ｂ）について比較したところ，

その相同性は９１．０％以上となり種間の相同性よりも高

い結果が得られ，生化学的な分類に準じた結果を反映

していることが分かった．また，多重配列表を B.

ureolyticus，C. jejuniと比較して確認したところ，Arco-

bacter属には１２７－１２９塩基の位置に，属間に特異的な

３塩基の挿入が認められた．一方，１６Ｓ rRNAの結果

では，Arcobacter属内では９８．６～９３．９％と高い相同性

を示し，B. ureolyticusと比較した場合でも８５．２～

８４．９％と高い相同性の結果となった．Yamamoto and

Harayama１２）は，海洋微生物の進化系統樹について論じ

ており，gyrB遺伝子は DNA複製に関する有用な

Housekeeping geneであり，１６Ｓ rRNA遺伝子により

作成できる系統樹よりも高い解像度が得られることを

報告している．また，Yamadaら１３）も Bacillus cereus，

Ｂ. thuringiensis，B. mycoides，B. anthracisについて

１６Ｓ rRNAと gyrBを比較したところ，やはり gyrBの

解像度が高く，１６Ｓ rRNAではＢ. cereusと B. anthracis

を区別できないところを区別できることを報告してい

る．著者らも Campylobacter属において，その相同性

を比較したところ８９．２～５８．３％程度７）であり，本遺伝

子の分子生物学的進化系統樹作成の有用なマーカーと

なることを確認した．今回の Arcobacter属においても，

その解像度の高さを確認できた．

表１，２，gyrBおよび１６Ｓ rRNA遺伝子の多重配

列表から系統樹を作成した結果を図１に示す．どちら

の系統樹においても Arcobacter属は B.ureolyticusと大

きく進化距離が離れる結果となった．C. jejuniを含ん

で解析した場合，B.ureolyticusのさらに Out groupと

Table 1．gyrB遺伝子配列より作成した進化距離行列表およびＧＣ含量

Table 2．１６Ｓ rRNA 遺伝子配列より作成した進化距離列表およびＧＣ含量

A. cyraerophilus
1A 3551

A. cryaerophilus
2710

A. cryaerophilus
1B 3256

A. skirrowii
3524

A. butzleri
3255

A. nitrofigilis
3258 B. ureolyticus

A. cyraerophilus 1A 3551 １００．０ ９６．６ ９１．０ ８４．９ ８７．０ ８１．９ ６６．８

A. cryaerophilus 2710 １００．０ ９１．０ ８４．３ ８６．２ ８１．０ ６６．８

A. cryaerophilus 1B 3256 １００．０ ８７．４ ８８．２ ８０．５ ６７．１

A. skirrowii 3524 １００．０ ８５．０ ８１．７ ６７．８

A. butzleri 3255 １００．０ ８０．８ ６８．９

A. nitrofigilis 3258 １００．０ ６５．９

B. ureolyticus １００．０

GC% ３０．１ ３０．４ ３０．４ ３０．０ ３０．１ ３０．７ ２９．０

A. cyraerophilus A. skirrowii A. butzleri A. nitrofigilis B. ureolyticus

A. cyraerophilus １００．０ ９８．６ ９７．４ ９３．９ ８５．２

A. skirrowii １００．０ ９７．１ ９４．０ ８４．８

A. butzleri １００．０ ９４．２ ８４．９

A. nitrofigilis １００．０ ８４．０

B. ureolyticus １００．０

GC% ４６．５ ４６．２ ４６．９ ４８．５ ４６．８
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して位置し（Data not shown），両遺伝子解析の結果の

いずれも Arcobacter属が１つのクラスターを形成する

ことがわかった．しかし，図１で比較したところ，A.

butzleriと A. skirrowiiの間に若干，系統樹の位置が異

なっていた．これをより検討するには Arcobacter属の

菌株をさらに収集して多数の株を含んで解析する必要

があるが，より詳細な系統樹の解析にはさらなる株の

分離と遺伝子解析の必要があると考えられた．しかし

ながら，本報で得られた gyrB遺伝子の塩基配列情報

を活用することで，１６Ｓ rRNAを標的とした遺伝子検

査法よりも特異性の高い検査法を設計することが可能

であり，Arcobacter属の迅速診断への活用と，より詳

細な系統樹の作成に将来寄与するための基礎的データ

になりうると考えられた．
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