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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　マイコバクテリアの種間識別の方法であって、ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子のＰ３超
可変領域の分析を含む方法。
【請求項２】
　核酸増幅を含み、そして核酸が種同定のために配列決定される、請求項１に記載の方法
。
【請求項３】
　核酸が、種同定のためにフィンガープリントされる、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　種間識別を含むマイコバクテリアの試料中での検出方法であって、試料中に存在する疑
いのあるマイコバクテリアからのＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子の超可変領域Ｐ３の核酸
の増幅；公知の生物からのＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子の対応する領域の対照の核酸と
のヘテロ二重鎖の形成；およびそれらの分析を含む方法。
【請求項５】
　マイコバクテリウム　アビウム（ＭＡＩ）複合体の間の識別を含む、請求項１乃至４の
何れか１項に記載の方法。
【請求項６】
　マイコバクテリウム　ガストリとマイコバクテリウム　カンサシの間の識別を含む、請
求項１乃至４の何れか１項に記載の方法。
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【請求項７】
　マイコバクテリアの感染処置のための医薬製造における薬剤標的としての、ＲＮａｓｅ
　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子中のＰ３可変領域の使用。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
技術分野
　本発明は病原性生物体を検出するための方法に関しており、ここで本方法は種間の識別
を含んでいる。本方法は特に、従来の方法で検出するには困難な、および／または労力を
必要とする病原性生物体による感染を検出および診断するのに適している。本発明はＲＮ
ａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子の特異的変異領域の分析に依存している。
背景技術
　ＲＮａｓｅ　Ｐはすべての生きている細胞に存在する酵素である。それはｔＲＮＡ前駆
体分子から５’リーダー配列の除去を触媒する。細菌において、ＲＮａｓｅ　Ｐは約４０
０ｎｔの長さのＲＮＡ分子（１１、２８）および小さな（約１２０ａａ）蛋白質から成っ
ている（３３）。細菌門において、ＲＮＡ部分はインビトロにおいて有効な触媒として機
能することが示されており（１２）；それ故に、少なくともこれらの生物体において、Ｒ
Ｎａｓｅ　Ｐはリボザイムである（化学反応を触媒しているＲＮＡ分子）。細菌ＲＮａｓ
ｅ　Ｐ　ＲＮＡは二つの主な構造的部類へ分けられている。Ａ型は最も普通の構造的部類
であり、およびＢ型は低Ｇ＋Ｃグラム陽性細菌に見出されている（５０）。ＲＮａｓｅ　
Ｐ　ＲＮＡの二次構造は多くの細菌系列で特徴付けられており、ヘリックス間の変異は有
用な系統発生的情報を提供する（５１）。
【０００２】
　ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子配列は細菌群間で非常によくは保存されていない（５）
、しかし、属内では遺伝子はかなり類似することがありうる。数百のＲＮａｓｅ　Ｐ　Ｒ
ＮＡ配列がＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡデータベースに存在している（ｈｔｔｐ：／／ｊｗｂ
ｒｏｗｎ．ｍｂｉｏ．ｎｃｓｕ．ｅｄｕ／ＲＮａｓｅＰ／ｈｏｍｅ．ｈｔｍｌ）。
【０００３】
　クラミディア目は、独特の発育サイクルおよび病原性を持つ偏性細胞内細胞の群である
。それらはヒトおよび広範囲の動物の寄生生物である。クラミディア科中の種は最近９つ
の種を含む、２つの属（クラミディアおよびクラミドフィラ）に再分類された（４３）。
加えて、現在、新規の科もまたクラミディア目に属しており、それらはパラクラミディア
科およびシムカニア科を含んでいる（４３）。パラクラミディア科の菌型種はパラクラミ
ディア　アカントアメーバ（Ｐａｒａｃｈｌａｍｖｄｉａ　ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａｅ
）（アメーバ　アカントアメーバ　カステラニ（Ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａ　ｃａｓｔｅ
ｌｌａｎｉ）の共生生物、およびこのアメーバを獲得した人々にはしばしば病原体）であ
る（３４）。シムカニア　ネゲベンシス（Ｓｉｍｋａｎｉａ　ｎｅｇｅｖｅｎｓｉｓ）も
またヒト感染を起こす（５６、５７、６１）。
【０００４】
　クラミディア属中のＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子は種間で十分に異なっており診断道
具として有用であることが以前に示されている（１３）；それ故、この遺伝子は株識別に
有用である可能性がある。配列間の識別はまた、分子のどの部分が触媒活性に重要である
かのヒントを与え、突然変異および構造研究を補足している。
【０００５】
　迅速でおよび感度のよい診断法が重要である別の重要な病原体の科はマイコバクテリア
である。伝統的診断法は、培養に続いて、臨床試料中の抗酸菌を示すことに依存している
。この方法では信頼はおけるが、マイコバクテリウム　ツベルクローシス（Ｍｖｃｏｂａ
ｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）のような増殖が遅い種では十分に大きな集
団を形成するのに６から８週間を必要とするので時間がかかりすぎる。ここ数年、多くの
ＰＣＲに基づいた検出アッセイが、ｈｓｐ６０遺伝子のｅｇ（１６）、または１６Ｓおよ
び２３Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子間の可変散在性領域（１５、２４、３０）に基づいて開発され
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ており、この傾向は続いている。Ｍ．ツベルクローシスからのＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺
伝子配列（６）、ならびにＭ．ボビス（ｂｏｖｉｓ）　ＢＣＧおよびＭ．レプレ（ｌｅｐ
ｒａｅ）からのものは既知である。Ｍ．ボビス配列はＭ．ツベルクローシスからのものと
同一であるが、一方、Ｍ．レプレとは相違している。触媒活性に重要であると他の手段に
より同定されているＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ中の領域は、マイコバクテリア間でほとんど
全部が保存されていた。マイクロバクテリアのような微生物属内の密接な関係は、同一属
の種間の識別を非常に困難にまたは不可能にしている。
発明の要約
　本発明は、マイコバクテリアおよびクラミディアのような、同一属内種間識別の問題を
解決している。さらに、本発明は通常の方法で検出するのが困難なおよび／または労力を
必要とする病原体を検出する問題を解決している。
【０００６】
　本発明の方法は基本的に、任意の種類の病原性生物体による感染を診断するために使用
される。従って、病原体には古細菌および真性細菌が含まれる。後者には、その基本群と
して滑走細菌、スピロヘータ、剛性細菌およびマイコプラズマが含まれている。剛性細菌
には放線菌類および単純単細胞細菌が含まれる。後者の群は偏性細胞内寄生生物および自
由生活細菌から成っている。自由生活変異菌の中には（１）グラム陽性菌（この中には（
ａ）球菌、（ｂ）非胞子形成杆菌、（ｃ）胞子形成杆菌、これはさらに偏性好気性菌およ
び偏性嫌気性菌に副分割できる、が存在する）；および（２）グラム陰性菌（この中には
（ａ）球菌、（ｂ）らせん形の非腸内杆菌および直杆菌、および（ｃ）通性嫌気性菌、偏
性好気性菌および偏性嫌気性菌を含む腸内杆菌が存在する）が存在する。特異的細菌種は
さらにＭｅｄｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ（Ｂｒｏｏｋｓら編，第１９版（１９
９１），Ｐｒｅｎｔｉｃｅ－Ｈａｌｌ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，ＵＳＡ）を参照さ
れたい。
【０００７】
　病原体にはまた、病原性酵母および糸状菌を含んでいる真菌もまた含まれる。その例は
コウジカビ、カンジダ、アブシジア、ケカビ、クモノスカビ、クリプトコッカス、ヒソプ
ラズマ、ブラストミセス、コクシジオイデス、パラコクシジオイデス、スポロトリコーシ
ス、色素酵母菌、菌種、小胞子菌、白癬菌および表皮菌である。診断される他の病原体は
原虫類および藻類に見いだされる。
【０００８】
　もちろん、本発明の方法は非病原性細菌の検出にも使用できる。以下の細菌は本発明の
目的に特に興味が持たれる：ＩＩ門の細菌－緑色細菌；ＩＩＩ門－デイノバクテリア（テ
ルムス／デイノコッカス）；ＩＶ門－スピロヘータ；ＶＩ門－グラム陰性嫌気性菌および
滑走細菌（バクテロイド／フラボバクテリウム）；ＶＩＩＩ門－クラミディア；ＩＸ門－
グラム陽性菌と３つの系列：系列Ａ（“グラム陰性”）、系列Ｂ（Ｇ＋Ｃ－リッチ細菌）
、系列Ｃ（Ｇ＋Ｃ－プア細菌）；Ｘ門－シアノバクテリア；ＸＩ門－プロテオバクテリア
と５つの系列アルファ、べータ、ガンマ、デルタおよび“Ｅ”。
【０００９】
　本発明者は種決定を可能にするために十分なＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ中の相違を検出し
た。
　第一の様相において、本発明は種間識別を含んだ、病原性生物体を検出するための方法
に関しており、診断標的としてＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子のＰ３および／またはＰ１
９超可変領域を使用することを含んでいる。
【００１０】
　本発明の方法の目的は、例えば、病原性細菌により起こされる感染の診断および薬剤耐
性細菌の拡がりの疫学的調査である。
　好適には、該領域はＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）によるように増幅され、および配
列決定されるか、または、さもなければ、ヘテロ二重鎖分析、サイズ決定、ＲＦＬＰ（制
限断片長多形）、融点決定などによるようにフィンガープリントされる。
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【００１１】
　第二の様相において、本発明は種間識別を含んだ、細菌を検出するための方法に関して
おり、病原体からのＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子の、超可変領域核酸の増幅；関連核酸
とのヘテロニ重鎖の形成；およびそれらの分析を含んでいる。
【００１２】
　ヘテロ二重鎖分析を含んでいる本発明に従った方法の例は、増幅反応、ハイブリダイゼ
ーション工程および未変性ゲル電気泳動分析から成っている。全過程は２４時間未満で実
施できる。
【００１３】
　第三の様相において、本発明は微生物感染のための医薬製造における薬剤標的として、
ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子中のＰ３および／またはＰ１９超可変領域を使用すること
に関している。
発明の詳細な説明
　本発明はここで２つの非制限的実施例に関してより詳細に説明されるであろう。
実施例１：マイコバクテリア
材料および方法
細菌株．　本研究で使用された微生物が下記表１に掲げられている。臨床的株は各々の供
給源地の研究所での１６Ｓ　ＲＮＡ遺伝子配列決定によりすでに型分けされている。Ｍ．
ツベルクローシス、Ｍ．ボビス　ＢＣＧおよびＭ．レプレのＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ配列
はＧｅｎＢａｎｋ配列データベースから検索された。
【００１４】
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【表１】

【００１５】
ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ潰伝子のＰＣＲ増幅．　Ｍ．ツベルクローシスおよびＭ．レプレ
の公表された配列（各々ＧｅｎＢａｎｋ受け入れ番号Ｚ７０６９２およびＬ７８８１８）
に基づき、遺伝子の末端近傍にハイブリダイズするプライマー対が設計された。フォワー
ドプライマーｔｂｆ（５’　ＣＧＧＡＴＧＡＧＴＴＧＧＣＴＧＧＧＣＧＧ　３’）および
リバースプライマーｔｂｒ（５’　ＧＴＴＧＧＣＣＴＧＴＡＡＧＣＣＧＧＡＴＴ　３’）
の両方ともＭ．レプレ配列に対して１つの誤対合を示している。このプライマー対を使用
し、ＲＮａｓｅ　Ｐ遺伝子が試験されたすべてのマイコバクテリアから増幅できた。ほと
んどの反応は、染色体ＤＮＡを前もって単離および精製することなく、培養からの未処理
マイコバクテリアに対して実施された。ＰＣＲはＲａｐｉｄｃｙｃｌｅｒキャピラリーＰ
ＣＲ装置（Ｉｄａｈｏ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　Ｉｄａｈｏ　Ｆａｌｌｓ　ＵＳＡ）を
使用し、５０μｌの反応液中で、以下のパラメーターで実施された：９４℃　１０"；５
０℃　１０"；７２℃　１５"。
配列決定．　ＰＣＲ生成物はプライマーを除去するため、１パーセントアガローズゲルで
精製された。精製ＤＮＡの約１／２０が、増幅反応で使用されたものと同じプライマーを
用い、自動化配列決定に使用された。配列決定はＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
モデル３１０キャピラリーシークエンサーで実施された。
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ヘテロ二重鎖分析．　ＲＮａｓｅ　Ｐ　Ｐ３ループ領域のヘテロ二重鎖分析のため、約２
５０ｂｐの生成物を与えるオリゴヌクレオチドｔｂｆおよび（５’ＣＴＴＧＣＴＴＧＣＣ
ＣＴＣＣＣＴＴＴＧＣＣ　３’）でＤＮＡが増幅された（５０μｌ反応液）。生成物はゲ
ル精製され、生成物の約１／１０が各々の分析に使用された。ＤＮＡは等量のＭ．ツベル
クローシスからのＤＮＡと混合し、９５℃で１’加熱し、室温まで放置して冷却した。生
成物は１５ｍＡで１４時間の１０パーセント未変性ポリアクリルアミドゲルで分離された
。バンドは銀染色で可視化された。
ＤＮＡゲルの銀染色．　ゲルは１０パーセントエタノール中で５”固定し、１パーセント
硝酸中で５”インキュベートした。染色は硝酸銀の１ｍｇ／ｍｌ溶液中で３０”であった
。バンドは炭酸ナトリウム／ホルムアルデヒド溶液（１５ｇの無水炭酸ナトリウムおよび
３００μｌの３７パーセントホルムアミドを５００ｍｌの水に）中、明瞭に見えるように
なるまで発色させた。反応は１０パーセント酢酸で停止した。
結果
　実施例１の結果は付随する図、図１－５と連携して以下に示されている。
【００１６】
　オリゴヌクレオチドｔｂｆおよびｔｂｒを使用するマイコバクテリアからのＲＮａｓｅ
　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子のＰＣＲ増幅において、各々の反応でマイコバクテリア種に依存して
３８７（Ｍ．セラツム（ｃｅｌａｔｕｍ））から４２８（Ｍ．ツベルクローシス）ｂｐの
範囲の単一断片が得られた。
【００１７】
　これらのオリゴヌクレオチドを使用し、培養物またはプレートからの未処理細胞を使用
し、試験されたすべてのマイコバクテリアからＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子を増幅する
ことが可能であった。前もっての染色体ＤＮＡ精製は必要ではなかった。
【００１８】
　配列のアラインメント（図１）は、ほとんどの遺伝子に沿って非常によく保存されたヌ
クレオチド配列を示したが、３つの主要な領域は除かれ、そこでは類似性が壊れおよび適
切なアラインメントが不可能であった。遺伝子全体の類似性は８０から８５パーセントの
間であった。しかしながら、これは非常に情報を与える図ではない、よく保存されている
領域内の類似性は１００パーセントに近いのに、一方、分岐進化領域は整列させるにはあ
まりにも似ていない。
【００１９】
　分岐進化領域がＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ分子の二次元表現上に局在しているとすれば（
図２）、ほとんどの相違がどのように、ステム－ループ構造の末端に属している領域内に
置かれているのかをはっきり見ることができる。主な分岐進化領域はＰ３、Ｐ１６および
Ｐ１９ループである。加えて、Ｍ．スメグマチス（ｓｍｅｇｍａｔｉｓ）およびＭ．フォ
ルツイツム（ｆｏｒｔｕｉｔｕｍ）中のＰ１２ループには、このループのいくつかの不対
ヌクレオチドから成る欠失が存在する。主な種問相違はＰ３およびＰ１９ループ内に存在
している。
【００２０】
　分析されたすべての種は特異的ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子を持っていた。いくつか
の密接に関連した種がＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ配列に基づいて識別できた。ＭＡＩ複合体
Ｍ．アビウム（ａｖｉｕｍ）およびＭ．イントラセルラレ（ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｅ）のメンバーは、Ｍ．アビウムのＰ１９ループ中の欠失を含んでいくつかの位置が異な
っている（図２）。Ｍ．パラツベルクローシス（ｐａｒａｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）お
よびＭ．アビウムはＲＮａｓｅ　Ｐ　　ＲＮＡ遺伝子配列に基づいては区別できなかった
。
【００２１】
　我々の分析が行われた限り、種内では、配列は同一である。Ｍ．ツベルクローシス複合
体（Ｍ．ツベルクローシス、Ｍ．ボビス、Ｍ．ボビス　ＢＣＧ、Ｍ．アフリカヌム（ａｆ
ｒｉｃａｎｕｍ）、Ｍ．ミクロチ（ｍｉｃｒｏｔｉ）およびＭ．ツベルクローシス亜種ア
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ジアチクム）のすべてのメンバーからの臨床試料を配列決定したが、公表されているＭ．
ツベルクローシス配列（６）からの変異は検出されなかった。従って、この群のメンバー
はＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子相違に基づいて識別できなかった。
【００２２】
　いくつかの種において、マイコバクテリアの異なった血液型亜型間の配列相違の可能性
が調べられた。Ｍ．アビウムおよびＭ．イントラセルラレの場合、５つのＭ．アビウム（
動物）および５つのＭ．イントラセルラレ（ヒト）の臨床単離物からのＲＮａｓｅ　Ｐ　
ＲＮＡ遺伝子が増幅され、および配列決定された。血液型亜型間の相違は検出できなかっ
た。
【００２３】
　異なった血液型亜型間で異種性のＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子配列が観察された１つ
の種はＭ．カンサシであった（図３）。相違は主としてＣ－Ｔ変換であった。Ｍ．ガスト
リ（ｇａｓｔｒｉ）の２つの株が同様に配列決定されたが、この種では単離物間の遺伝子
配列は同一であった。４つの位置で、Ｍ．カンサシ株からのすべてのＲＮａｓｅ　Ｐ　Ｒ
ＮＡ遺伝子配列はＭ．ガストリからの配列と異なっていた。これらの相違の内の３つはＣ
－Ｔ変換であり、４つ目はＣ－Ａ変換であった。
【００２４】
　Ｐ３およびＰ１９ループで観察された種間相違は、ヘテロ二重鎖分析による簡単な診断
応用の試みのためには十分大きいと考えられた。超可変Ｐ３領域をこの分析のために選択
し、ｔｂｆおよび２８０ｒオリゴヌクレオチドを使用して増幅した。各々のＰＣＲ反応で
約２５０ｂｐの単一バンドが得られた。Ｍ．ツベルクローシスからの領域を標品として使
用し、異なった種からの生成物と等量で混合した。未変性ポリアクリルアミドゲルで断片
を分子した後、バンドを染色した。試験されたすべての種間でヘテロ二重鎖に明瞭な相違
が存在した（図４Ａ）。
【００２５】
　この分析は、以前に型分けされている、またはいない臨床試料（スウェーデン感染性疾
患制御研究所から）にさらに応用された。得られたゲル（図４Ｂ）上、レーン２、３およ
び６の試料はＭ．アビウムによるものであり（レーン８と比較して）、一方、試料４、５
および７はＭ．イントラセルラレであると思われる（レーン９と比較して）。各々の場合
において、ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子の配列決定し、ヘテロ二重鎖分析から得られた
結果を確認した。
議論
　クラミディアの場合と比較し、マイコバクテリアからのＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子
は、８０－８６パーセントの全体での類似性を持ち、種間でよりよく保存されている。し
かしながら、この全体の値は誤解させるものであり、ほとんどの相違は特異的領域に集ま
っており、そこでの変異性はあいまいなアラインメントも不可能にする程度である。すべ
てのマイコバクテリアＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡは、クラミディアおよびシアノバクテリア
型のＰ１５－Ｐ１７領域（１３、３１）を示し、それは驚くべきことには生物体の密接な
同族性を与えない。
【００２６】
　研究されたすべての種はそれら自身の目立った配列特性を持っていた。種内では、他の
背景に基づいて異質性であると記載されている株であるＭ．カンサシ（１４、３２）を除
いて相違は観察されなかった。数個の変異位置がＭ．カンサシおよびＭ．ガストリ間で共
有されていたが、微量配列決定またはヘテロ二重鎖分析で、密接に関連するＭ．ガストリ
との識別を可能にする遺伝子中の十分な－Ｍ．カンサシ特異的塩基が存在した。Ｍ．カン
サシは非ツベルクローシスマイコバクテリアにより生じる肺疾患の重要な原因である。
【００２７】
　ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子配列中の非常によく保存された領域および超可変部位の
組み合わせは、未知のマイコバクテリア試料の迅速な型分けを可能にする。オリゴヌクレ
オチドは完全にまたはほとんど完全に整合した保存領域ヘハイブリダイズするであろうの



(8) JP 5214083 B2 2013.6.19

10

20

30

40

で、その間の可変部に対する信頼可能な増幅を可能にする。
【００２８】
Ｍ．アビウムおよびＭ．イントラセルラレを含むＭ．アビウム　複合体（ＭＡＩ）はＡＩ
ＤＳ患者における主な日和見感染である（２１、２２）。この複合体のメンバー間の識別
は分子的方法およびＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子からのＰＣＲ生成物の我々のヘテロ二
重鎖分析を必要とし、現在の方法に対して迅速でおよびかなり安価な代替法を提供する（
７、８，１０、１８、１９、２３、２７、２９）。
【００２９】
　種間のＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子中の配列変異はまた、ＲＮＡの分子構造について
の手掛かり得ることもできる。マイコバクテリアの場合（図２）、配列中のほとんどすべ
ての変異は非対合領域、またはインビトロでの触媒活性に重要と思われる構造中に存在し
ている。
【００３０】
　例えば、Ｍ．スメグマチスおよびＭ．フォルツイツムの２つの種において、Ｐ１２ルー
プ末端に相当する塩基１６０－１６４（図２）はＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子配列に存
在していない。マイコプラズマ　フェルメンタンス（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ　ｆｅｒｍｅ
ｎｔａｎｓ）のような、いくつかの他の生物体からの遺伝子ではＰ１２ループは失われて
いるので（４、２５）、リボザイム活性には必要とされないようである。
【００３１】
　アラインメントはまた、他の実験から導かれたＲＮａｓｅ　Ｐ構造についての結論を支
持している。モチーフ７５－８５およびｎｔ４０９－４１７の対形成（図２）のような示
唆された重要な領域は、すべての分析されたマイコバクテリア種を通して保存されている
。たぶん、これら２つの領域の塩基対は、整合している配列であり、生物体間でよく保存
されている。マイコバクテリア種間のほとんどの可変領域は各々Ｐ３およびＰ１９ループ
であった。Ｐ１９構造はインビトロでのＲＮａｓｅ　Ｐ活性には必要ではなく（２５）、
および生物体間のＰ３ループにもかなりの変異性が存在するが、インビボでの役割は不明
である。
【００３２】
Ｍ．ツベルクローシスＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡの示唆された構造は種間の配列変異の助け
を借りて今でも改良できる。重要であると信じられている構造はＰ１８ステム－ループ（
領域ｎｔ３３０－３５１）であり、それは大腸菌およびクラミディアＲＮａｓｅ　Ｐ　Ｒ
ＮＡでよく保存されたステムを持っている。示唆されたマイコバクテリア構造はあまり納
得のゆかないステム構造を持っている（図２参照、これは古い構造予測に基づいている）
。しかしながら、Ｍ．スメグマチスおよびＭ．マリヌムにおいて、共通配列からの変異が
存在している（図１）。わずかに異なったステム－ループ構造は、これらの構造が一方で
共通二次構造を天然のまま維持しながら、同時により納得がいく塩基対形成パターン（図
５）を可能にすることに便宜をはかっているのであろう。このことはまた、ＲＮａｓｅ　
Ｐ機能におけるこのステムーループの重要性の議論を強化している。
実施例２：クラミディア
材料および方法
細菌株．　分析された生物体のＤＮＡは、細胞培養増殖生物体の標準プロテイナーゼＫ処
理により放出され、およびフェノール抽出され、精製ＤＮＡ調製試料として提供された。
【００３３】
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【表２】

【００３４】
ＰＣＲ増幅およびＤＮＡ配列決定．　クラミディア科の種におけるｒｎｐＢ遺伝子は、Ｃ
．トラコマチス配列（１３）に基づいて設計されたプライマー対ＢＨ１－ＢＨ２を用いる
ＰＣＲにより増幅された（表３）。
【００３５】
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【表３】

【００３６】
　反応混合物は０．２μＭの各々のプライマー、２００μＭ　ｄＮＴＰ、１．５ｍＭ　Ｍ
ｇＣｌ2、１０ｍＭトリス－ＨＣｌ（ｐＨ８．３）、５０ｍＭ　ＫＣｌ、１５％グリセロ
ールおよび２Ｕ　Ｔａｑポリメラーゼを含んでいた。増幅条件は、９４℃で４５秒、４２
℃で４５秒、７２℃で１分を７サイクル、続いてアニーリング温度が５８℃に上げられた
３５サイクルから成っていた。特に記載しない限り、本文中に述べられたすべてのＰＣＲ
－生成物は、完全長遺伝子の８２％を増幅するプライマー対ＢＨ１－ＢＨ２を使用するこ
とを指している。９つのクラミディア科種の型株からの５’－隣接領域を発生させるため
、Ｃ．トラコマチスの完全ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子配列から得られたプライマー対
ＪＢ１－ＪＢ２（親切にもＪ．Ｂｒｏｗｎ博士から提供された）を使用した。増幅条件は
ＢＨ１ーＢＨ２で記載したような条件であったが、ただし、グリセロールは除かれ、アニ
ーリング温度は各々５３℃および５８℃であった。Ｓ．ネゲベンシスおよびＰ．アカント
アメーバの増幅のためには、ＢＨ１プライマーは、前に説明したように（１３）高度に保
存されたヌクレオチドを含むが、ｒｎｐＢの５’末端の配列決定を許可しないＢＭ１に置
き換えられた。生じたＰＣＲ生成物はターミネーター標識サイクル配列決定化学を使用す
ることにより配列決定され、配列反応は３１０　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ａｎａｌｙｚｅｒ（Ｐ
ｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ）で分析された。配列はＥＭＢＬに寄託され、表２に掲げたすべ
ての受け入れ番号は本研究からのものである。
配列アラインメントおよび系統発生的分析．　配列アラインメントは各々のＲＮａｓｅ　
Ｐ　ＲＮＡ分子の二次元構造モデル化を必要とし、それは比較配列分析を使用することに
より人力で実施された。予想された構造は続いてループおよびステム領域同定の助けとし
てアラインメント法で使用された。アラインメントは分子系統発生を研究するために使用
された。計算された距離マトリックスはＪｕｋｅｓ　＆　Ｃａｎｔｏｒ（１９６９）（５
５）の一パラメーターモデルにより、一つの位置での多塩基変化で補正された。このマト
リックスは続いて、近隣結合プログラム（７７）を使用することにより進化系統樹を計算
するために使用され、Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　Ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ　Ｐａｃｋａｇｅ
、ＰＨＹＬＩＰバージョン３．５１ｃ中の名前ＮＥＩＧＨＢＯＲで実施された（４４）。
最節約樹はＤＮＡＰＡＲＳプログラムを使用して推論された。データ組を１０００回再サ
ンプリングすることにより、近隣結合および最節約に基づき樹をブーストラップするため
、ＳＥＱＢＯＯＴプログラムが使用された。最見込み樹の構築は、経験的塩基頻度、全体
再配置およびジャングルオプションを応用した分子進化のＦ８４モデルを使用するＤＮＡ
ＭＬプログラムで実施された。
ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡおよび基質の調製．　ｒｎｐＢ触媒活性を試験するため、完全長
Ｃ．トラコマチス　ｒｎｐＢがＰＣＲ増幅され、Ｔ７プロモーターの後にクローン化され
、ｔＲＮＡ前駆体切断がアッセイされた。我々は５’末端に整合するＰＣＲプライマーを
設計した（５’ＴＴＧＡＡＴＴＣＧＡＡＡＴＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＣＧ
ＡＡＣＴＡＡＴＣＧＧＡＡＧＡＧＴＡ）。下線を付けた残基はＣ．トラコマチス　ｒｎｐ
Ｂと一致しており、一方、プライマーの残りの部分はＴ７プロモーターへ対応している。
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我々は３’末端に相補的なプライマーを設計した（５’ＴＴＴＡＡＧＣＴＴＧＧＡＴＧＧ
ＴＡＣＣＴＴＧＧＡＡＡＡＧＣＴＣＧＧＡＡＧＡＧＣＧＡＧＴＡＡ）。下線を付けた残基
はＣ．トラコマチス　ｒｎｐＢと相補的であり、印がついていない残基は、生じたプラス
ミドをＦｏｋＩで切断できるように取り込まれた。ＰＣＲ増幅Ｃ．トラコマチス　ｒｎｐ
ＢはＥｃｏＲＩおよびＨｉｎｄＩＩＩで切断され、同じ酵素で切断されているｐＵＣ１９
内へ挿入された。組換えプラスミドで標準プロトコールに従って大腸菌株ＤＨ５ａを形質
転換した。
【００３７】
　大腸菌ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ、Ｃ．トラコマチス　ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡおよび前
駆体ｔＲＮＡTyrＳｕ３は別の所で説明されているように（５９およびその参考文献）、
Ｔ７　ＤＮＡ依存性ＲＮＡを使用して発生させた。
ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡアッセイ．　ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ活性は以前に記載されてい
るように（５９およびその参考文献）、我々の標準反応緩衝液（５０ｍＭトリス－ＨＣｌ
（ｐＨ７．５）、５％（ｗ／ｖ）ＰＥＧ６０００、１００ｍＭ　ＮＨ4Ｃｌ（または指示
されている場合、１Ｍ　ＮＨ4Ｃｌ）および１００ｍＭ　ＭｇＣｌ2）中、３７℃でモニタ
ーされ、Ｃ．トラコマチス　ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡの最終濃度は≒２．４ピコモル・ｍ
Ｌ-1であり、前駆体ｔＲＮＡTyrＳｕ３は≒０．０５２ピコモル・ｍＬ-1であった。
ヌクレオチド配列受け入れ番号．　試験された種の代表的ヌクレオチド配列はＥＭＢＬに
寄託された。受け入れ番号は表２に掲げられている。
結果
　実施例２の結果は付随する図、図６－８と連携して以下に議論されるであろう。
ｒｎｐＢ配列の比較
　完全ｒｎｐＢ遺伝子の８２％を含むＰＣＲ生成物が６０のクラミディア株から得られた
。Ｐ．アカントアメーバ株Ｂｎ9

TおよびＢｅｒｇ17からの生成物は３１３塩基長であり、
それらの配列は同一であった。Ｓ．ネゲベンシスのＺT株からの２９９－ｂｐ生成物の配
列はＰ．アカントアメーバ配列と６８．９％同じであった。クラミディア科ＰＣＲ生成物
は　Ｐ．アカントアメーバおよびＳ．ネゲベンシスから入手可能なセグメントと６３．８
％から６９．３％の間の類似性であった。クラミディア科の２つの属である、クラミディ
アおよびクラミドフィラからのｒｎｐＢ配列は７５．９％－８３．３％類似していた。ク
ラミディアに属する１８株は＞８９．９％類似しており；クラミドフィラに属する３８株
は＞８４．８％類似していた。１４のＣ．トラコマチス配列ではトラコーマ次亜種と比較
してＬＧＶ次亜種では単一塩基が置換されていることのみ異なっていた。２つのクラミデ
ィア　スイス（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｓｕｉｓ）株は２つのヌクレオチド位置のみが異な
っていた。６つのクラミディア　ペコルム（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｐｅｃｏｒｕｍ）株は
同一であるかまたは１または２塩基が異なっていた。１０のクラミディア　シッタシ（Ｃ
ｈｌａｍｙｄｉａ　ｐｓｉｔｔａｃｉ）株（株Ｍ５６を除いて、下記参照）、１０のクラ
ミディア　ニューモニエ（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）　ＴＷＡＲ次亜
種配列、９つのクラミディア　アボルツス（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ａｂｏｒｔｕｓ）配列
、３つのクラミディア　フェリス（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｆｅｌｉｓ）配列および２つの
クラミディア　ムリダルム（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｍｕｒｉｄａｒｕｍ）配列については
種内で配列は同一であった。
【００３８】
　９つのクラミディア科種のすべてを含んでいる１４株の副組から、プライマーＪＢ１お
よびＪＢ２を使用するＰＣＲにより、ほとんど完全長の遺伝子セグメント（ｒｎｐＢ遺伝
子の９８％）が発生された。これらの配列の比較は、それらは可変Ｐ３領域を含んでいる
ので、種間類似性を２．６％ほど減少させた。ｒｎｐＢにおける多様性は、クラミディア
科の種組分けを明瞭に区別するために十分大きかった。ｏｍｐＡ遺伝子（５０％まで異な
る）およびリボソームＲＮＡ遺伝子（＜１０％相違している）と異なり、この多様性は属
－および組－特異的ＰＣＲプローブを設計することを容易に可能にするであろう。
【００３９】
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　種Ｃ．ムリダルムの株ＭｏＰｎＴ（マウス）およびＳＦＰＤ（ハムスター）はＭＯＭＰ
遺伝子配列が異なっていることが示されている（８５）。対照的に、２つのＣ．ムリダル
ム株中のｒｎｐＢ遺伝子は、リボソーム１６Ｓ／２３Ｓ遺伝子間スペーサーおよび２３Ｓ
ドメインＩセグメントでも観察されるように、同一であった（４２）。表面発現蛋白質に
対する進化的圧力は、翻訳過程に関与する遺伝子に対するよりも明らかに大きかった。
【００４０】
　最近までＣ．シッタシとして分類されていた２２の株は、Ｃ．シッタシ、Ｃ．アボルツ
ス、Ｃ．フェリスおよびＣ．カビエ（ｃａｖｉａｅ）へ現在分離されている。我々の研究
はこれらの株を、６．７％までのｒｎｐＢ遺伝子配列相違により４つの種の組へ分類した
（データは示されていない）。これらの種は遠位起源の宿主群から単離されており、それ
らは広いスペクトルの疾患を起こす（表２）。Ｃ．シッタシ株Ｍ５６のみがＣ．シッタシ
としてのその分類に矛盾し、この株のＰＣＲは、本研究で分析されたネコ配列と一致した
ｒｎｐＢ配列を生成した。Ｍ５６の歴史はこのことがなぜ起こるかについてのいくつかの
考察を提供する。Ｍ５６は１９６１年にカナダのマスクラットから単離され（７９）、Ａ
ｍｅｓ，Ｉｏｗａ，ＵＳＡのＵＳＤＡ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｎｉｍａｌ　Ｄｉｓｅａｓ
ｅ　Ｃｅｎｔｅｒで保存され、ＡＴＣＣへ配送された。細胞培養において、Ｍ５６のＡＴ
ＣＣ調製試料は１つの細胞株でのＭ５６血清型として、および別にネコ血清型として増殖
された（Ａｎｄｅｒｓｅｎ，未発表）。Ｆｕｋｕｓｈｉ　＆　Ｈｉｒａｉ（１９８９）（
４６）はＡＴＣＣから得られたＭ５６に対してネコ血清型を報告した。胎児を有する卵の
卵黄嚢中で、８／１／９０にＮＡＤＣで培養されたＭ５６のＰＣＲはＣ．シッタシ－トリ
－様リボソームおよび完全長主膜外蛋白質遺伝子配列を与えたと報告している（４２）。
現在の研究に使用されたＭ５６　ＤＮＡは１９９７年の研究からの一部であった。この歴
史を鑑みると、我々のｒｎｐＢ分析は、Ｍ５６培養物が１９６０年代の間にネコクラミデ
ィア科で汚染されたことを示唆しており、汚染されていない単離物はもはや入手不可能で
ある。
ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡの二次構造
　９つのクラミディア科種から誘導されたｒｎｐＢ遺伝子配列のアラインメントは、示唆
された二次構造中に、Ｐ３、Ｐ１２、Ｐ１７およびＰ１９と表示された、独特なステムル
ープに位置している超可変領域を示した（図７）。
【００４１】
　Ｐ１５ループ（図７参照）は、ほとんどの細菌ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ分子がｔＲＮＡ
の３’－終端ＲＣＣＡモチーフとの塩基対形成によりｔＲＮＡと相互作用するＧＧＵ－モ
チーフを繋ぎ止めているので（６０）、興味が持たれる。クラミディア科のすべてのメン
バーにおけるこの配列モチーフの不在は目立っており、Ｃ．ニューモニエ（ＧＡＡＡ）お
よびＣ．フェリス（ＡＣＡＡ）を除いた９つすべてのクラミディア科種でＡＴＡＡ－バル
ジが観察される（Ｃ．シッタシにおける２９１から２９４位、図７）。さらに、クラミデ
ィア科種のＰ１５領域中の異なった構造は、どの同定されたｔＲＮＡ遺伝子も３’－終端
ＣＣＡ配列をコード化していない（８０）という発見により合理的に説明される。
【００４２】
　興味あることに、Ｐ．アカントアメーバのＰ１５領域はＧＧＵ－モチーフを運んでいる
プリンに富んだバルジを繋ぎ止めている。このことは、ＣＣＡ配列がこの種のｔＲＮＡ遺
伝子中にコード化されていると仮定すれば、これらのＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡは大腸菌Ｒ
Ｎａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡが行うように３’終端ＲＣＣＡ配列と相互作用することを示してい
ると言ってもさしつかえない。対照してみると、Ｓ．ネゲベンシスから誘導されたＲＮａ
ｓｅ　Ｐ　ＲＮＡのＰ１５ループ構造は、ほとんどのシアノバクテリアで観察された構造
（８７）と類似しており、テルムス　テルモフィルス（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐ
ｈｉｌｕｓ）に由来するＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡが行うように（５３）、Ｐ１５ループ中
にＧＧＡＵ－モチーフを運んでいる。Ｔ．テルモフィルス中のＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡの
このループはｔＲＮＡ前駆体の３’末端に対する高親和性結合部位を運んでおり、それ故
、それはＳ．ネゲベンシスにもあてはまるであろう。
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【００４３】
　クラミディア科種のＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡはＰ１８ヘリックスを持っているが、一方
、Ｐ．アカントアメーバおよびＳ．ネゲベンシスはこの要素が欠けているようである。Ｐ
１８ヘリックスは触媒活性を失うことなく欠失できることが以前に示されており、それは
直接触媒作用には関係しないことを示唆している（４９）。存在する場合、Ｐ１８ヘリッ
クスは、Ｐ８中の示唆されたレセプター（Ｃ．シッタシにおけるＧ８３Ｃ９３塩基対；図
２；３８、６８）内にドッキングする系統発生的に保存されているＧＮＲＡテトラループ
に関係している。さらに、Ｐ１８ヘリックスを欠く細菌ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡは伸張さ
れたＰ８ヘリックスを持っており、このことがｐ１８の喪失を補償していると示唆されて
いる（３８）。Ｐ．アカントアメーバおよびＳ．ネゲベンシスとも伸張されたＰ８または
ＧＮＲＡテトラループを含む明白なＰ１８を持っていないが、多分、Ｐ１８領域中のヌク
レオチドがＰ８と相互作用する別の構造要素を形成するのであろう。
【００４４】
　Ｐ１４ヘリックス中のＧＮＲＡテトラループおよびＰ８ステム問の遠距離相互作用もま
た示唆されている（３８、６２）。このことは、クラミディア科の９つすべての種におけ
る我々のデータ（Ｃ．シッタシにおけるＵ８２Ａ９４塩基対およびＧ２０１；図７）によ
り、およびＰ．アカントアメーバおよびＳ．ネゲベンシスにおけるＰ１４ループのＡおよ
びＰ８のＧＣ塩基対の存在（図２）により支持される。この相互作用を仮定すれば、Ｃ．
トラコマチスの３つの血清型Ｌ１からＬ３においてＧ２０５ヌクレオチド（Ｃ．シッタシ
におけるＧ２０１に相当する、図７）がＡにより置換されているが、Ｐ８ヘリックスにお
いて相当する塩基対移動がないことは驚くべきことである。
【００４５】
　最少共通細菌ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡにおいて、ある位置は１００％保存ヌクレオチド
塩基を持っている（３９）。我々のデータは、６０位のよく保存されているシトシンがク
ラミドフィラ属のすべての試験された種においてはウラシルにより置き換えられており（
図７）、一方、クラミディア属では変化は観察されなかったことを示している。このこと
は、３７６位（番号付けはＣ．シッタシを参照）の残基に依存してＵＧゆらぎ塩基対また
はＵＡ塩基対を発生させる。これらの種に由来するＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡの領域は、本
研究で使用されたプライマーでは試験できない。
Ｃ．トラコマチスＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡによるｔＲＮＡ前駆体の切断
　細菌ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡはＲＮａｓｅ　Ｐ蛋白質部分が存在しなくても触媒的に活
性である（３３およびその引用文献）。クラミディアＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ単独でその
基質を切断できるかどうかを調べるため、我々はＣ．トラコマチスＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮ
Ａを発生させ、基質として大腸菌ｔＲＮＡTyrＳｕ３（ｐＳｕ３）前駆体を使用して切断
パターンを分析した。このＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡは実際、方法で説明したように、高濃
度のＮＨ4Ｃｌを使用した場合にのみ予測された位置でｐＳｕ３を切断できた。このこと
はＣ．トラコマチスＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡによる切断についての以前の観察（５１）と
一致している。構造的観察と一緒にすると、このことは触媒活性にはＰ１５内部ループ（
またはＰ１５ヘアピンループ）は必要とされないことを示している。しかしながら、Ｃ．
トラコマチスＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ切断の程度は、大腸菌ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡによ
る切断と比較すると著しく減少していることが認められた。
クラミディア科の系統発生学
　ヘリックスＰ１５、Ｐ１６、Ｐ１７、Ｐ１８およびＰ１９の二次構造はクラミディア科
のメンバーにとっては解明するのが最も困難な領域であった。結果として、これらの領域
の内２つ、即ちＰ１７およびＰ１９は系統発生計算に使用された最終データ組から除かれ
た。このことは、Ｐ１７の場所での高いヌクレオチド変異性、およびＰ．アカントアメー
バ　ｒｎｐＢ遺伝子中のヘリックスＰ１９の明らかな不在によっている（図６＆７）。ま
た、不確かに整列された位置９４、１５０、１５１、１５３、２８６および２９８（図６
におけるＣ．トラコマチスのｒｎｐＢ遺伝子の番号付けに従って）は系統発生的分析に先
立って除かれた。１から６８位はＳ．ネゲベンシスおよびＰ．アカントアメーバについて
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は決定されていないので、５’末端の終端を除いてギャップ位置は一般的に最終アライン
メントから省かれた。その結果、補正された最終アラインメントは２７１の位置を含んで
いた。
【００４６】
　クラミディア科種間の系統発生的関係を明らかにするため、進化樹の計算に異なったア
ルゴリズムが使用された。事実上、同一の樹トポロジーが距離マトリックスおよび特質に
基づいた方法を使用することにより得られた。近隣結合法（ＮＪ）（Ｓａｉｔｏｕ　＆　
Ｎｅｉ，１９８７）を使用することにより導かれた代表的進化系統樹が図３に示されてい
る。分岐オーダーの安定性は、ブートストラップパーセンテージ値を決定することにより
統計的に評価された。これらの値はＮＪにより得られ、および最節約は結節点に与えられ
ている。最見込み樹（ＭＬ）により支持された分岐オーダーもまた図３の各々の分岐点に
加えられている。ＭＬにより構築されたデンドログラム中、２つのタクソンはいくぶん異
なって分岐し、この不安定性を示している実際の節にはアステリスクが付けられている。
図３に示したようなものと同一の樹トポロジーがまた、クラミドフィラおよびクラミディ
アに属している種からのｒｎｐＢデータのみを使用して、ただし、データ組を５’末端の
ヌクレオチド情報を含ませた場合にも得られた。従って、樹のこの部分の分岐オーダーは
解明されなかった。
【００４７】
　図８の樹は属クラミドフィラおよびクラミディアはｒｎｐＢ遺伝子配列を比較すること
によりお互いに容易に区別できることを示している。これらの発見は、最近公表された完
全長１６Ｓおよび２３ＳリボソームＲＮＡ遺伝子、およびそれらの遺伝子間スペーサー領
域に基づいた系統発生学（４２、４３、７３）と一致している。しかしながら、Ｐｅｔｔ
ｅｒｓｓｏｎら（１９９７）による１６Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子に対して示された結果とは矛
盾している。１６Ｓ　ｒＲＮＡ研究はこれらの遺伝子についてただの４／５の完全長ヌク
レオチド情報に基づいていること、および比較に使用されたいくつかの配列はどちらかと
いえば遠い関係であったことが最も妥当な説明である。従って、いくつかの系統発生的情
報が最終データ組で失われていた。ほとんど完全な１６Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子配列および外
群として密接な関係物のみを使用する続いての１６Ｓ　ｒＲＮＡ分析においては、他の分
岐オーダーとの相関が制限されている。従って、１６Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子は、クラミディ
ア科メンバーの進化的相互関係を記述するには低い程度の分離度しか提供しないことが結
論できる。
【００４８】
ｒｎｐＢ遺伝子の分析は、弱い分岐土台しかない遺伝子に完全に頼る必要なくクラミディ
ア系統発生学を示した。１６Ｓ　ｒＲＮＡ分析は集団が付いた多数の長い枝を示すのに対
し、ｒｎｐＢ分析は、科、属および種レベルでクラミディア群を区別する、平等に分布し
た配列相違を示している。クラミディア目の種におけるｒｎｐＢ遺伝子の配列多様性は、
クラミディア種の区別のためにこの遺伝子を使用することを可能にしている。さらに、こ
の特異性は記載されているような種特異的生態学的地位（７０）と一致する各々の組分け
の機能的単離を明らかにする。保存もまた従来同定されている組分けと一致する。ｔＲＮ
Ａプロセッシングとしての機能での特異性はかなり基本的であることが観察され、クラミ
ディア科における種組分けは非常に長い時間で進化的に分離されたことを示唆している。
本系統発生的分析は以前に記載されているような（４３）、クラミディア科の分類の修正
を支持している。
【００４９】
　要約すると、ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子（ｒｎｐＢ）の配列がクラミディア科の９
つの種および関連するクラミディア目の種、パラクラミディア　アカントアメーバおよび
シムカニア　ネゲベンシスを代表する６０の株で決定された。これらの配列はクラミディ
ア科間の進化的関係を推論するために使用された。分析はクラミドフィラおよびクラミデ
ィアを二つの系統に分離し、クラミドフィラは３つの固有の集団を形成する：クラミドフ
ィラ　ニューモニエ株、クラミドフィラ　ペコルム株および第三の集団は種クラミドフィ
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エおよびクラミドフィラ　フェリスから成っている。クラミディア下降列は２つめ集団を
含んでいる、クラミディア　トラコマチスおよびクラミディア　ムリダリムの株からはっ
きりと分離したクラミディア　スイス。この分析は、ｒｎｐＢ配列および構造がクラミデ
ィア科の種に対して固有のマーカーであることを示した。我々はまた、Ｃ．トラコマチス
から誘導されたＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡは蛋白質不在下でｔＲＮＡ前駆体を切断できるこ
とも示した。我々の発見はクラミディアＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡの構造に関連して議論さ
れた。
【００５０】
【表４】

【００５１】
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【表１２】

【図面の簡単な説明】
【図１】　マイコバクテリアからのＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子の配列アラインメント
。ダッシュは配列同一性を示し；星印塩基は配列中で失われている。
【図２】　Ｍ．ツベルクローシスＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡの二次構造。マイコバクテリア
種間で変異している領域は影を付けられている。比較的重要でない可変領域は示されてい
ない。
【図３】　Ｍ．ガストリ（ｇａｓｔｒｉ）（二つの異なった株から同一の配列）およびＭ
．カンサシ（ｋａｎｓａｓｉｉ）の６つの株からのＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子の配列
アラインメント。Ｍ．ガストリ配列に独特の塩基はボールド体である。
【図４】　図４Ａは、異なったマイコバクテリアからのＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ遺伝子領
域の、最初の２８０ｂｐのヘテロ二重鎖分析。種々のマイコバクテリア種からのＤＮＡは
Ｍ．ツベルクローシス　ＤＮＡとハイブリダイズされ、生じた二重鎖は１０パーセントポ
リアクリルアミドゲルで分離された。レーン１、Ｍ．ツベルクローシスからの対照ＤＮＡ
：レーン２、Ｍ．アビウム；レーン３、Ｍ．イントラセルラレ；レーン４、Ｍ．マルモエ
ンス（ｍａｌｍｏｅｎｓｅ）；レーン５、Ｍ．セラツム；レーン６，Ｍ．カンサシ；レー
ン７、Ｍ．バッカ（ｖａｃｃａｅ）；レーン８、Ｍ．ゼノピ（ｘｅｎｏｐｉｉ）。図４Ｂ
は、Ｍ．イントラセルラレかまたはＭ．アビウムと信じられている臨床試料から増幅され
たＤＮＡのヘテロ二重鎖分析。レーン１、Ｍ．ツベルクローシスからの対照ＤＮＡ；レー
ン２、３、６、Ｍ．アビウムと疑われているものからのＤＮＡ；レーン４、５、７、Ｍ．
イントラセルラレと疑われているものからのＤＮＡ；レーン８、Ｍ．アビウムからの対照
ＤＮＡ；レーン９、Ｍ．イントラセルラレからの対照ＤＮＡ。
【図５】　属内の配列変異に基づいた、マイコバクテリアからのＲＮａｓｅＰ　Ｐ１８ル
ープの示唆された構造。配列はＡ）Ｍ．ツベルクローシス（ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）
；Ｂ）Ｍ．スメグマチス（ｓｍｅｇｍａｔｉｓ）；Ｃ）Ｍ．マリヌム（ｍａｒｉｎｕｍ）
。
【図６】　９つのクラミディア科種、Ｐ．アカントアメーバ（ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａ
ｅ）およびＳ．ネゲベンシス（ｎｅｇｅｖｅｎｓｉｓ）からのｒｎｐＢのＤＮＡ配列比較
。点はＣ．トラコマチス（ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）Ａ／Ｈａｒ－１３T配列との同一性
を示しており、およびダッシュはアラインメントにおけるギャップを示している。超可変
領域Ｐ３、Ｐ１２、Ｐ１７およびＰ１９が示されている。番号付けはＢｒｏｗｎ（３９）
に従っている。
【図７】　Ｃ．シッタシ（ｐｓｉｔｔａｃｉ）、Ｐ．アカントアメーバ（ａｃａｎｔｈａ
ｍｏｅｂａｅ）およびＳ．ネゲベンシス（ｎｅｇｅｖｅｎｓｉｓ）中のＲＮａｓｅ　Ｐ　
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ＲＮＡの推定された二次構造。プライマー配列中のヌクレオチドはロウアーケース型であ
り、ｍはアデニン－シトシン混合物を示し、およびｒはこの位置でのアデニン－グアニン
混合物を示している。Ｎは最少共通細菌ＲＮａｓｅ　Ｐ　ＲＮＡ（３９）に基づいたプラ
イマーの隣接領域においての仮のヌクレオチドを示している。
【図８】　ｒｎｐＢに基づいた隣接結合樹、クラミディア科のメンバー間の関係を示して
おり、Ｐ．アカントアメーバ（ａｃａｎｔｈａｍｏｅｂａｅ）株Ｂｎ9

TおよびＳ．ネゲベ
ンシス（ｎｅｇｅｖｅｎｓｉｓ）株ＺTが外群として選択された。節約法およびＭＬ分析
は同一の分岐オーダーを生み出した。しかしながら、２つのタクソンはＭＬ樹においてわ
ずかに異なって分岐し、この節はアステリスクで印を付けられている。節でのブーストラ
ップ支持値は、隣接結合および最節約法を使用し、データ組の１０００回の再サンプリン
グから得られた。縮尺線は１００ヌクレオチド当たり５置換を示している。

【図１】 【図１－１】
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【図４Ａ】

【図４Ｂ】

【図５】
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