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16S rDNA を制限酵素HpaIIにて処理した後，その断片

を2%アガロースゲルによる電気泳動パターンを比較，

検討した。また，Thermo Sequence fluorescent

labelled primer Cycle Sequence Kitにて蛍光標識したプ

ライマーを用いるDye Primer法にて16S rDNA を PCR

を行い，その産物をオートシークエンサーALF

expressTMにてシークエンス分析を行った。得られたシ

ークエンスデータは解析ソフトLasergene（DNASTAR）

にてGenBank から得た類縁の細菌種のデータとともに

相互に比較，検討し，neighbor-joining methodによるそ

の類似性や進化系統樹の作成などの遺伝学的相関の解析

を行った。

結果及び考察

本研究に用いた被験菌株80株は類似した性状をもつ

が，16S rDNAのRFLP分析の結果，ATCC23263基準株

を代表とするａ型，146-3株を代表とするｂ型，9p-21株

を代表とするｃ型の3つのグループに分かれた。臨床分

離株79株のうちではｂ型が，最も多く検出（55株，69%）

され，ウ蝕象牙質，感染根管壁，歯周ポケットのいずれ

の部位において最も多く分離された。ａ型（22株），ｃ

型（3株）は主にそれぞれ歯周ポケット，感染根管から

分離されており，型によって分布頻度や検出部位が異な

っていた。a，b，cの各型の菌株は，乳酸分解能などの

生物学的性状が異なっており，型の違いによるウ蝕，歯

内疾患，歯周疾患への関与等を明らかにする必要性が示

唆された。
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軟化したウ蝕象牙質病巣や感染根管病巣，歯周ポケッ

トから高頻度に分離される偏性嫌気性グラム陽性桿菌，
Pseudoramibacter alactolyticus（旧 Eubacterium

alactolyticum）は，その特徴からウ蝕や歯周疾患病原

性との関連が注目されている。このような偏性嫌気性グ

ラム陽性桿菌（旧 Eubacterium 属）の細菌種は，培養

困難な菌種が多く，その分離の報告も多くないが嫌気性

菌に留意した精密な研究により分離部位，同定基準，性

状等が明らかになってきている。しかし，本菌種は終末

代謝産物としてカプロン酸産生を主たる分類基準として

いるため，乳酸代謝能の相違など種々の異なる性状をも

つ多様な菌株が混在する可能性が示唆されていた。

そこで本研究では，P. alactolyticusの16S ribosomal

RNA gene（16S rDNA）についてrestriction fragment-

length polymorphism（RFLP）分析，及びそのシーク

エンス解析を行い，類似する嫌気性グラム陽性桿菌種，

並びに種々の口腔細菌との遺伝学的類縁性を明らかにす

ると同時に，従来 P. alactolyticusと同定されていた菌

株における16S rDNAの遺伝学的特異性を検討した。

材料及び方法

P. alactolyticus ATCC基準株とE. alactolyticumと同

定されていた臨床分離株79株，計80株を用いた。

InstaGene Matrixにて菌体より DNA を抽出，ユニバー

サルプライマーを用いてpolymerase chain reaction

（PCR）法にて16S rDNA を増幅した。RFLP分析では，

図１　制限酵素HpaIIによるP.alactolyticusの
PCR－RFLP分析
a型：P.alactolyticus ATCC23263T，
b型：146－3，c型：9p－21，M：マ－カ－

Pseudoramibacter alactolyticus
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一方，ATCC23263 基準株（ａ型），146-3株（ｂ型），

9p-21株（ｃ型）の16S rDNAのシークエンスを調べた結

果，ATCC菌種基準株（ａ型）に対し，bは98.2%，cは

98.0%と類似性が高く，いずれの臨床分離菌も新しい分

類でのP. alactolyticusに相当することが示された。しか

しながら，他の嫌気性グラム陽性桿菌の菌属種や

GenBankに登録されている類縁とおもわれる菌属種と

は，明らかに異なっていた。

本研究の成果により，いずれの型にも共通する16S

rDNAシークエンスを本菌種の菌種特異的な共通の領域

として使用することが可能であり，簡便，且つ特異的な

検出法の確立に応用できる出来ると思われる。
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表１ P. alactolyticusの分離部位
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表２ P. alactolyticusの16S rDNAにおける遺伝学的類縁性


