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(57)【要約】

【課題】環境に存在するメタン酸化細菌及びアンモニア

酸化細菌の系統分類及び定量的解析が可能な内部標準核

酸断片を提供する。

【解決手段】pmoA遺伝子用内部標準配列と、amoA遺伝子

用内部標準配列とのうち少なくとも一方を含む内部標準

核酸断片。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 メ タ ン 酸 化 酵 素 （ pmoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 と 、 当 該 一 対 の 部 分 配 列 に よ

り 挟 み 込 ま れ た 第 １ の 核 酸 領 域 と を 含 む pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と 、

　 ア ン モ ニ ア 酸 化 酵 素 （ amoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 と 、 当 該 一 対 の 部 分 配 列

に よ り 挟 み 込 ま れ た 第 ２ の 核 酸 領 域 と を 含 む amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と 、

　 の う ち 少 な く と も 一 方 の 内 部 標 準 配 列 を 含 む 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

【 請 求 項 ２ 】

　 メ タ ン 酸 化 酵 素 （ pmoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の う ち 、 一 方 の 部 分 配 列 が 配

列 番 号 １ の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 か ら な り 、 他 方 の 部 分 配 列

が 配 列 番 号 ２ 又 は ３ の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 か ら な る こ と を

特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

【 請 求 項 ３ 】

　 ア ン モ ニ ア 酸 化 酵 素 （ amoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の う ち 、 一 方 の 部 分 配 列

が 配 列 番 号 ７ の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 か ら な り 、 他 方 の 部 分

配 列 が 配 列 番 号 ８ の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 か ら な る こ と を 特

徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

【 請 求 項 ４ 】

　 さ ら に 、 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 と 、 当 該 一 対 の 部 分 配 列 に よ り 挟 み

込 ま れ た 第 ３ の 核 酸 領 域 と を 含 む 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と を 含 む こ と を 特 徴 と す

る 請 求 項 １ 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

【 請 求 項 ５ 】

　 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の う ち 、 一 方 の 部 分 配 列 が 配 列 番 号 １ １ 又 は

１ ２ の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 か ら な り 、 他 方 の 部 分 配 列 が 配

列 番 号 １ ３ の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す

る 請 求 項 ４ 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

【 請 求 項 ６ 】

　 メ タ ン 酸 化 酵 素 （ pmoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の う ち 、 一 方 の 部 分 配 列 が 配

列 番 号 ４ の 塩 基 配 列 か ら な り 、 他 方 の 部 分 配 列 が 配 列 番 号 ５ 又 は ６ の 塩 基 配 列 か ら な る こ

と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

【 請 求 項 ７ 】

　 ア ン モ ニ ア 酸 化 酵 素 （ amoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の う ち 、 一 方 の 部 分 配 列

が 配 列 番 号 ９ の 塩 基 配 列 か ら な り 、 他 方 の 部 分 配 列 が 配 列 番 号 １ ０ の 塩 基 配 列 か ら な る こ

と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

【 請 求 項 ８ 】

　 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の う ち 、 一 方 の 部 分 配 列 が 配 列 番 号 １ ４ 又 は

１ ５ の 塩 基 配 列 か ら な り 、 他 方 の 部 分 配 列 が 配 列 番 号 １ ６ の 塩 基 配 列 か ら な る こ と を 特 徴

と す る 請 求 項 ４ 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

【 請 求 項 ９ 】

　 上 記 第 １ の 核 酸 領 域 及 び 上 記 第 ２ の 核 酸 領 域 は 部 分 的 に 重 複 し て い る こ と を 特 徴 と す る

請 求 項 １ 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 配 列 番 号 １ ７ ～ ２ ０ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る １ つ の 塩 基 配 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す る

請 求 項 １ 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 環 境 サ ン プ ル か ら 抽 出 し た 抽 出 D N Aと 、 請 求 項 １ 乃 至 １ ０ い ず れ か 一 項 記 載 の 内 部 標 準

核 酸 断 片 と 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 に 含 ま れ る メ タ ン 酸 化 酵 素 （ pmoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対

の 部 分 配 列 の そ れ ぞ れ に 対 応 す る pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 含 む 第 １ 反 応 液 、 及

び /又 は

　 環 境 サ ン プ ル か ら 抽 出 し た 抽 出 D N Aと 、 請 求 項 １ 乃 至 １ ０ い ず れ か 一 項 記 載 の 内 部 標 準
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核 酸 断 片 と 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 に 含 ま れ る ア ン モ ニ ア 酸 化 酵 素 （ amoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な

一 対 の 部 分 配 列 の そ れ ぞ れ に 対 応 す る amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 含 む 第 ２ 反 応 液

を 準 備 す る 工 程 と 、

　 上 記 第 １ 反 応 液 及 び /又 は 第 ２ 反 応 液 を 用 い て 核 酸 増 幅 反 応 及 び シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応

を 行 い 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト で 増 幅 し た 核 酸 断 片 の 塩 基 配 列 情 報 及 び リ ー ド 数 を 解 析 す る

工 程 と 、

　 上 記 工 程 で 得 ら れ た 塩 基 配 列 情 報 に 基 づ い て 上 記 環 境 サ ン プ ル に 含 ま れ る 微 生 物 を 同 定

し 、 上 記 工 程 で 得 ら れ た リ ー ド 数 に 基 づ い て 上 記 環 境 サ ン プ ル に 含 ま れ る 当 該 微 生 物 を 定

量 的 に 解 析 す る 工 程 と 、

　 を 含 む 環 境 の 解 析 方 法 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 上 記 第 １ 反 応 液 及 び /又 は 第 ２ 反 応 液 を 準 備 す る 工 程 で は 、 環 境 サ ン プ ル か ら 抽 出 し た

抽 出 D N Aと 、 請 求 項 ４ 、 ５ 及 び ８ の い ず れ か 一 項 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 と 、 内 部 標 準 核

酸 断 片 に 含 ま れ る 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の そ れ ぞ れ に 対 応 す る 16SrRN A

遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 含 む 第 ３ 反 応 液 を 更 に 準 備 し 、

　 上 記 解 析 す る 工 程 で は 、 上 記 第 １ 反 応 液 及 び /又 は 上 記 第 ２ 反 応 液 に 加 え て 、 上 記 第 ３

反 応 液 を 用 い て 核 酸 増 幅 反 応 及 び シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 を 行 い 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト で 増

幅 し た 核 酸 断 片 の 塩 基 配 列 情 報 及 び リ ー ド 数 を 解 析 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ 記 載

の 環 境 の 解 析 方 法 。

【 請 求 項 １ ３ 】

　 評 価 対 象 の 環 境 か ら 抽 出 し た 抽 出 D N Aと 、 請 求 項 １ 乃 至 １ ０ い ず れ か 一 項 記 載 の 内 部 標

準 核 酸 断 片 と 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 に 含 ま れ る メ タ ン 酸 化 酵 素 （ pmoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一

対 の 部 分 配 列 の そ れ ぞ れ に 対 応 す る pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 含 む 第 １ 反 応 液 、

及 び /又 は

　 環 境 サ ン プ ル か ら 抽 出 し た 抽 出 D N Aと 、 請 求 項 １ 乃 至 １ ０ い ず れ か 一 項 記 載 の 内 部 標 準

核 酸 断 片 と 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 に 含 ま れ る ア ン モ ニ ア 酸 化 酵 素 （ amoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な

一 対 の 部 分 配 列 の そ れ ぞ れ に 対 応 す る amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 含 む 第 ２ 反 応 液

を 準 備 す る 工 程 と 、

　 上 記 第 １ 反 応 液 及 び /又 は 第 ２ 反 応 液 を 用 い て 核 酸 増 幅 反 応 及 び シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応

を 行 い 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト で 増 幅 し た 核 酸 断 片 の 塩 基 配 列 情 報 及 び リ ー ド 数 を 解 析 す る

工 程 と 、

　 上 記 工 程 で 得 ら れ た 塩 基 配 列 情 報 に 基 づ い て 、 上 記 環 境 に 含 ま れ る 微 生 物 で あ っ て 汚 染

物 質 を 浄 化 し う る 微 生 物 を 同 定 し 、 上 記 工 程 で 得 ら れ た リ ー ド 数 に 基 づ い て 上 記 環 境 に 含

ま れ る 当 該 微 生 物 を 定 量 的 に 解 析 す る 工 程 と 、

　 を 含 む 、 環 境 の 持 つ 汚 染 物 質 の 浄 化 能 評 価 方 法 。

【 請 求 項 １ ４ 】

　 上 記 第 １ 反 応 液 及 び /又 は 第 ２ 反 応 液 を 準 備 す る 工 程 で は 、 環 境 サ ン プ ル か ら 抽 出 し た

抽 出 D N Aと 、 請 求 項 ４ 、 ５ 及 び ８ の い ず れ か 一 項 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 と 、 内 部 標 準 核

酸 断 片 に 含 ま れ る 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の そ れ ぞ れ に 対 応 す る 16SrRN A

遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 含 む 第 ３ 反 応 液 を 更 に 準 備 す る 工 程 と 、

　 上 記 解 析 す る 工 程 で は 、 上 記 第 １ 反 応 液 及 び /又 は 上 記 第 ２ 反 応 液 に 加 え て 、 上 記 第 ３

反 応 液 を 用 い て 核 酸 増 幅 反 応 及 び シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 を 行 い 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト で 増

幅 し た 核 酸 断 片 の 塩 基 配 列 情 報 及 び リ ー ド 数 を 解 析 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載

の 環 境 の 持 つ 汚 染 物 質 の 浄 化 能 評 価 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 環 境 中 に 存 在 す る メ タ ン 酸 化 細 菌 及 び /又 は ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 と い っ た 微

生 物 を 同 定 及 び 定 量 解 析 す る 際 に 利 用 で き る 内 部 標 準 核 酸 断 片 に 関 し 、 ま た 、 当 該 内 部 標
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準 核 酸 断 片 を 用 い た 環 境 の 解 析 方 法 、 環 境 の 持 つ 汚 染 物 質 の 浄 化 能 評 価 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 水 環 境 や 土 壌 環 境 な ど の 自 然 環 境 、 あ る い は 排 水 処 理 装 置 な ど 人 為 的 に 制 御 さ れ た 環 境

に 含 ま れ る 微 生 物 動 態 や そ の 役 割 を 把 握 す る た め に は 、 こ れ ら 環 境 に 存 在 す る 微 生 物 種 の

解 析 （ 系 統 分 類 （ 種 の 同 定 ） 、 定 量 的 解 析 （ 存 在 量 計 測 ） ） が 重 要 で あ る 。 一 般 的 に 、 遺

伝 子 を 標 的 と し た 解 析 手 法 に お い て 、 系 統 分 類 に は ハ イ ス ル ー プ ッ ト シ ー ク エ ン サ ー を 用

い た 分 析 が 行 わ れ 、 定 量 的 解 析 に は リ ア ル タ イ ム PCRに よ る 計 測 が 行 わ れ て い る 。 こ の よ

う に 、 系 統 分 類 と 定 量 的 解 析 と は 異 な る ワ ー ク フ ロ ー で 行 わ れ て き た 。 し か し 、 簡 便 化 の

た め 、 16SrRN A遺 伝 子 を 内 部 標 準 遺 伝 子 と し て 利 用 す る こ と で 、 系 統 分 類 と 定 量 的 解 析 と

を 融 合 し た 解 析 手 法 が 開 発 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 ま た 、 特 許 文 献 １ に は 、 微 生 物 の 16SrRN A遺 伝 子 を 定 量 す る た め の 内 部 標 準 遺 伝 子 が 開

示 さ れ て い る 。 特 許 文 献 １ に 開 示 さ れ た 内 部 標 準 遺 伝 子 は 、 既 知 の 微 生 物 の ほ と ん ど 全 て

の 16SrRN A遺 伝 子 を 増 幅 す る こ と が で き る ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー で 増 幅 す る こ と が で き

、 且 つ 、 既 知 の 微 生 物 に お け る 16SrRN A遺 伝 子 と 相 同 性 が 低 い 配 列 を 有 す る よ う に 設 計 さ

れ て い る 。 特 許 文 献 １ に よ れ ば 、 様 々 な 濃 度 で 内 部 標 準 遺 伝 子 を 含 む 反 応 液 を 準 備 し 、 ユ

ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー を 用 い た 核 酸 増 幅 に よ っ て 内 部 標 準 遺 伝 子 を 定 量 し 、 そ の 結 果 か ら

作 成 し た 検 量 線 を 使 用 す る こ と に よ り 、 試 料 に 含 ま れ る 微 生 物 由 来 の 16SrRN A遺 伝 子 を 正

確 に 定 量 す る こ と が で き る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 許 第 ６ ４ ７ ９ ３ ３ ６ 号

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Smets et al. (2016) Soil Biology & Biochemistry 96: 145-151

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 し か し な が ら 、 16SrRN A遺 伝 子 に よ る 系 統 分 類 と 定 量 的 解 析 で は 、 そ の 環 境 の 機 能 解 析

に は 至 ら な い 場 合 が あ る 。 16SrRN A遺 伝 子 の 配 列 情 報 か ら は 、 例 え ば 、 温 室 効 果 ガ ス で あ

る メ タ ン の 酸 化 能 を 有 す る 微 生 物 や 水 質 汚 染 物 質 と し て 知 ら れ て い る ア ン モ ニ ア の 酸 化 能

を 有 す る 微 生 物 の 系 統 位 置 を 正 確 に 同 定 で き な い と い っ た 問 題 が あ る 。 換 言 す れ ば 、 16Sr

RN A遺 伝 子 を 内 部 標 準 遺 伝 子 と し て 使 用 し て も 、 所 定 の 環 境 に お け る メ タ ン 酸 化 機 能 や ア

ン モ ニ ア 酸 化 機 能 を 正 確 に 解 析 で き な い と い っ た 問 題 が あ っ た 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 そ こ で 、 本 発 明 は 、 上 述 し た 実 情 に 鑑 み 、 種 々 の 環 境 に 存 在 す る メ タ ン 酸 化 細 菌 及 び ア

ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 の 系 統 分 類 及 び 定 量 的 解 析 が 可 能 な 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 提 供 し 、 当 該 内

部 標 準 核 酸 断 片 を 用 い て 環 境 を 解 析 す る 方 法 、 環 境 の 持 つ 汚 染 物 質 の 浄 化 能 評 価 方 法 を 提

供 す る こ と を 目 的 と し て い る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 上 述 し た 目 的 を 達 成 す る た め に 、 本 発 明 者 ら が 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 メ タ ン 酸 化 酵 素 （ pm

oA） 遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と ア ン モ ニ ア 酸 化 酵 素 （ amoA） 遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と 16SrRN

A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と を 含 む 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 設 計 し 、 こ れ を 用 い る こ と で 環 境 に

存 在 す る メ タ ン 酸 化 細 菌 及 び ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 の 系 統 分 類 及 び 定 量 的 解 析 す る こ と に 成

功 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 は 以 下 を 包 含 す る 。
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　 （ １ ） メ タ ン 酸 化 酵 素 （ pmoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 と 、 当 該 一 対 の 部 分 配

列 に よ り 挟 み 込 ま れ た 第 １ の 核 酸 領 域 と を 含 む pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と 、 ア ン モ ニ ア

酸 化 酵 素 （ amoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 と 、 当 該 一 対 の 部 分 配 列 に よ り 挟 み 込

ま れ た 第 ２ の 核 酸 領 域 と を 含 む amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と の う ち 少 な く と も 一 方 の 内 部

標 準 配 列 を 含 む 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

　 （ ２ ） メ タ ン 酸 化 酵 素 （ pmoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の う ち 、 一 方 の 部 分 配

列 が 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 か ら な り 、 他 方 の 部

分 配 列 が 配 列 番 号 ２ 又 は ３ の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 か ら な る

こ と を 特 徴 と す る （ １ ） 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

　 （ ３ ） ア ン モ ニ ア 酸 化 酵 素 （ amoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の う ち 、 一 方 の 部

分 配 列 が 配 列 番 号 ７ の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 か ら な り 、 他 方

の 部 分 配 列 が 配 列 番 号 ８ の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 か ら な る こ

と を 特 徴 と す る （ １ ） 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

　 （ ４ ） 更 に 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 と 、 当 該 一 対 の 部 分 配 列 に よ り 挟

み 込 ま れ た 第 ３ の 核 酸 領 域 と を 含 む 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す

る （ １ ） の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

　 （ ５ ） 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の う ち 、 一 方 の 部 分 配 列 が 配 列 番 号 １

１ 又 は １ ２ の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 か ら な り 、 他 方 の 部 分 配

列 が 配 列 番 号 １ ３ の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 か ら な る こ と を 特

徴 と す る （ ４ ） 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

　 （ ６ ） メ タ ン 酸 化 酵 素 （ pmoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の う ち 、 一 方 の 部 分 配

列 が 配 列 番 号 ４ の 塩 基 配 列 か ら な り 、 他 方 の 部 分 配 列 が 配 列 番 号 ５ 又 は ６ の 塩 基 配 列 か ら

な る こ と を 特 徴 と す る （ １ ） 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

　 （ ７ ） ア ン モ ニ ア 酸 化 酵 素 （ amoA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の う ち 、 一 方 の 部

分 配 列 が 配 列 番 号 ９ の 塩 基 配 列 か ら な り 、 他 方 の 部 分 配 列 が 配 列 番 号 １ ０ の 塩 基 配 列 か ら

な る こ と を 特 徴 と す る （ １ ） 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

　 （ ８ ） 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の う ち 、 一 方 の 部 分 配 列 が 配 列 番 号 １

４ 又 は １ ５ の 塩 基 配 列 か ら な り 、 他 方 の 部 分 配 列 が 配 列 番 号 １ ６ の 塩 基 配 列 か ら な る こ と

を 特 徴 と す る （ ４ ） 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

　 （ ９ ） 上 記 第 １ の 核 酸 領 域 及 び 上 記 第 ２ の 核 酸 領 域 は 部 分 的 に 重 複 し て い る こ と を 特 徴

と す る （ １ ） 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

　 （ １ ０ ） 配 列 番 号 １ ７ ～ ２ ０ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る １ つ の 塩 基 配 列 か ら な る こ と を 特

徴 と す る （ １ ） 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 （ １ １ ） 環 境 サ ン プ ル か ら 抽 出 し た 抽 出 D N Aと 、 上 記 （ １ ） 乃 至 （ １ ０ ） い ず れ か 記 載

の 内 部 標 準 核 酸 断 片 と 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 に 含 ま れ る メ タ ン 酸 化 酵 素 （ pmoA） 遺 伝 子 に 特

異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の そ れ ぞ れ に 対 応 す る pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 含 む 第 １

反 応 液 、 及 び /又 は 、 環 境 サ ン プ ル か ら 抽 出 し た 抽 出 D N Aと 、 上 記 （ １ ） 乃 至 （ １ ０ ） い ず

れ か 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 と 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 に 含 ま れ る ア ン モ ニ ア 酸 化 酵 素 （ amoA

） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の そ れ ぞ れ に 対 応 す る amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト

と を 含 む 第 ２ 反 応 液 を 準 備 す る 工 程 と 、 上 記 第 １ 反 応 液 及 び /又 は 第 ２ 反 応 液 を 用 い て 核

酸 増 幅 反 応 及 び シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 を 行 い 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト で 増 幅 し た 核 酸 断 片 の

塩 基 配 列 情 報 及 び リ ー ド 数 を 解 析 す る 工 程 と 、 上 記 工 程 で 得 ら れ た 塩 基 配 列 情 報 に 基 づ い

て 上 記 環 境 サ ン プ ル に 含 ま れ る 微 生 物 を 同 定 し 、 上 記 工 程 で 得 ら れ た リ ー ド 数 に 基 づ い て

上 記 環 境 サ ン プ ル に 含 ま れ る 当 該 微 生 物 を 定 量 的 に 解 析 す る 工 程 と 、 を 含 む 環 境 の 解 析 方

法 。

　 （ １ ２ ） 上 記 第 １ 反 応 液 及 び /又 は 第 ２ 反 応 液 を 準 備 す る 工 程 で は 、 環 境 サ ン プ ル か ら

抽 出 し た 抽 出 D N Aと 、 上 記 （ ４ ） 、 （ ５ ） 及 び （ ８ ） の い ず れ か 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片

と 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 に 含 ま れ る 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の そ れ ぞ れ に

対 応 す る 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 含 む 第 ３ 反 応 液 を 更 に 準 備 し 、 上 記 解 析
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す る 工 程 で は 、 上 記 第 １ 反 応 液 及 び /又 は 上 記 第 ２ 反 応 液 に 加 え て 、 上 記 第 ３ 反 応 液 を 用

い て 核 酸 増 幅 反 応 及 び シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 を 行 い 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト で 増 幅 し た 核 酸

断 片 の 塩 基 配 列 情 報 及 び リ ー ド 数 を 解 析 す る こ と を 特 徴 と す る （ １ １ ） 記 載 の 環 境 の 解 析

方 法 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 （ １ ３ ） 評 価 対 象 の 環 境 か ら 抽 出 し た 抽 出 D N Aと 、 上 記 （ １ ） 乃 至 （ １ ０ ） い ず れ か 記

載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 と 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 に 含 ま れ る メ タ ン 酸 化 酵 素 （ pmoA） 遺 伝 子 に

特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の そ れ ぞ れ に 対 応 す る pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 含 む 第

１ 反 応 液 、 及 び /又 は 、 環 境 サ ン プ ル か ら 抽 出 し た 抽 出 D N Aと 、 上 記 （ １ ） 乃 至 （ １ ０ ） い

ず れ か 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 と 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 に 含 ま れ る ア ン モ ニ ア 酸 化 酵 素 （ am

oA） 遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の そ れ ぞ れ に 対 応 す る amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ

ト と を 含 む 第 ２ 反 応 液 を 準 備 す る 工 程 と 、 上 記 第 １ 反 応 液 及 び /又 は 第 ２ 反 応 液 を 用 い て

核 酸 増 幅 反 応 及 び シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 を 行 い 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト で 増 幅 し た 核 酸 断 片

の 塩 基 配 列 情 報 及 び リ ー ド 数 を 解 析 す る 工 程 と 、 上 記 工 程 で 得 ら れ た 塩 基 配 列 情 報 に 基 づ

い て 、 上 記 環 境 に 含 ま れ る 微 生 物 で あ っ て 汚 染 物 質 を 浄 化 し う る 微 生 物 を 同 定 し 、 上 記 工

程 で 得 ら れ た リ ー ド 数 に 基 づ い て 上 記 環 境 に 含 ま れ る 当 該 微 生 物 を 定 量 的 に 解 析 す る 工 程

と を 含 む 環 境 の 持 つ 汚 染 物 質 の 浄 化 能 評 価 方 法 。

　 （ １ ４ ） 上 記 第 １ 反 応 液 及 び /又 は 第 ２ 反 応 液 を 準 備 す る 工 程 で は 、 環 境 サ ン プ ル か ら

抽 出 し た 抽 出 D N Aと 、 上 記 （ ４ ） 、 （ ５ ） 及 び （ ８ ） の い ず れ か 記 載 の 内 部 標 準 核 酸 断 片

と 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 に 含 ま れ る 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 の そ れ ぞ れ に

対 応 す る 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 含 む 第 ３ 反 応 液 を 更 に 準 備 す る 工 程 と 、

上 記 解 析 す る 工 程 で は 、 上 記 第 １ 反 応 液 及 び /又 は 上 記 第 ２ 反 応 液 に 加 え て 、 上 記 第 ３ 反

応 液 を 用 い て 核 酸 増 幅 反 応 及 び シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 を 行 い 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト で 増 幅

し た 核 酸 断 片 の 塩 基 配 列 情 報 及 び リ ー ド 数 を 解 析 す る こ と を 特 徴 と す る （ １ ３ ） 記 載 の 環

境 の 持 つ 汚 染 物 質 の 浄 化 能 評 価 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 抽 出 D N Aに 含 ま れ る メ タ ン 酸

化 酵 素 （ pmoA） 遺 伝 子 、 ア ン モ ニ ア 酸 化 酵 素 （ amoA） 遺 伝 子 の 定 量 に 使 用 で き る 検 量 線 を

作 成 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 用 い る こ と に よ っ

て 、 所 定 の 環 境 に 存 在 す る メ タ ン 酸 化 細 菌 及 び ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 を 定 量 的 に 解 析 す る こ

と が で き る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 メ タ ン 酸 化 細 菌 及 び ア

ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 の 系 統 分 類 及 び 定 量 的 解 析 に 基 づ く 環 境 の 評 価 、 例 え ば 、 環 境 の 持 つ 汚

染 物 質 の 浄 化 能 を 評 価 す る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ４ 】

【 図 １ 】 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 の 一 例 を 模 式 的 に 示 す 構 成 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 の 他 の 例 を 模 式 的 に 示 す 構 成 図 で あ る 。

【 図 ３ 】 鋳 型 と し て 内 部 標 準 核 酸 断 片 の み を 含 む 反 応 液 を 用 い て 核 酸 増 幅 反 応 及 び シ ー ク

エ ン シ ン グ 反 応 を 行 い 、 各 内 部 標 準 配 列 に つ い て 解 析 し た コ ピ ー 数 及 び リ ー ド 数 と の 関 係

を 示 す 特 性 図 で あ る 。

【 図 ４ 】 鋳 型 と し て 抽 出 D N A及 び 内 部 標 準 核 酸 断 片 の み を 含 む 反 応 液 を 用 い て 核 酸 増 幅 反

応 及 び シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 を 行 い 、 各 内 部 標 準 配 列 に つ い て 解 析 し た コ ピ ー 数 及 び リ ー

ド 数 と の 関 係 を 示 す 特 性 図 で あ る 。

【 図 ５ 】 抽 出 D N Aに 含 ま れ る 16SrRN A遺 伝 子 を 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 用 い て 定 量 し た 結 果 及

び 微 生 物 の 種 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ６ 】 抽 出 D N Aに 含 ま れ る pmoA遺 伝 子 を 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 用 い て 定 量 し た 結 果 及 び

メ タ ン 酸 化 細 菌 種 を 示 す 図 で あ る 。
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【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ５ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。

　 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 は 、 メ タ ン 酸 化 酵 素 （ pmoA） 遺 伝 子 の 内 部 標 準 と な る pm

oA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と 、 ア ン モ ニ ア 酸 化 酵 素 （ amoA） の 内 部 標 準 と な る amoA遺 伝 子 用

内 部 標 準 配 列 と の う ち 、 少 な く と も １ つ の 内 部 標 準 配 列 を 含 む 核 酸 断 片 で あ る 。 ま た 、 本

発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 は 、 16SrRN A遺 伝 子 の 内 部 標 準 と な る 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標

準 配 列 を 含 む も の で あ っ て も 良 い 。 こ こ で 内 部 標 準 と は 、 核 酸 増 幅 反 応 の 反 応 液 に 添 加 さ

れ 、 分 析 対 象 の 核 酸 増 幅 と 同 時 に 増 幅 さ れ る こ と で 核 酸 増 幅 反 応 の 内 部 標 準 と な る と い う

意 味 で あ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 す な わ ち 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 は 、 既 知 の 配 列 を 有 し 、 抽 出 D N A等 の 分 析 対 象 サ

ン プ ル に 含 ま れ る pmoA遺 伝 子 を 特 異 的 に 増 幅 す る た め の 一 対 の プ ラ イ マ ー に よ っ て 増 幅 さ

れ る 。 し た が っ て 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 は 、 pmoA遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 一 対 の プ

ラ イ マ ー が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 一 対 の 部 分 配 列 を 有 す る 。 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 に お

け る こ れ ら 一 対 の 部 分 配 列 は 、 pmoA遺 伝 子 に 特 異 的 に 存 在 す る 領 域 か ら 適 宜 選 択 す る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 同 様 に 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 は 、 既 知 の 配 列 を 有 し 、 抽 出 D N A等 の 分 析 対 象 サ ン

プ ル に 含 ま れ る amoA遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 一 対 の プ ラ イ マ ー に よ っ て 増 幅 さ れ る 。 し た

が っ て 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 は 、 amoA遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 一 対 の プ ラ イ マ ー が

ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 一 対 の 部 分 配 列 を 有 す る 。 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 に お け る こ れ ら

一 対 の 部 分 配 列 は 、 amoA遺 伝 子 に 特 異 的 に 存 在 す る 領 域 か ら 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 ま た 同 様 に 、 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 は 、 既 知 の 配 列 を 有 し 、 抽 出 D N A等 の 分 析 対

象 サ ン プ ル に 含 ま れ る 16SrRN A遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー に よ っ て 増 幅 さ れ る 。

し た が っ て 、 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 は 、 16SrRN A遺 伝 子 を 増 幅 す る た め の 一 対 の プ

ラ イ マ ー が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 一 対 の 部 分 配 列 を 有 す る 。 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列

に お け る こ れ ら 一 対 の 部 分 配 列 は 、 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 に 存 在 す る 領 域 か ら 適 宜 選 択

す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 の 構 成 例 を 図 １ (A)～ (D)に 模 式 的 に 示 し て い る 。 な お 、

図 １ (A)～ (D)は 、 簡 略 化 の た め 二 本 鎖 D N Aの う ち 一 方 の 鎖 を 示 し て い る 。 図 １ (A)～ (D)に

示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 は 、 pmoA遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対

の 部 分 配 列 １ Ａ 及 び １ Ｂ と 、 一 対 の 部 分 配 列 １ Ａ 及 び １ Ｂ に よ り 挟 み 込 ま れ た 第 １ の 核 酸

領 域 １ Ｃ と を 含 ん で い る 。 ま た 、 図 １ (A)～ (D)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て amoA遺 伝

子 用 内 部 標 準 配 列 は 、 amoA遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 ２ Ａ 及 び ２ Ｂ と 、 一 対 の 部 分

配 列 ２ Ａ 及 び ２ Ｂ に よ り 挟 み 込 ま れ た 第 ２ の 核 酸 領 域 ２ Ｃ と を 含 ん で い る 。 さ ら に 、 図 １

(A)～ (D)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 は 、 16SrRN A遺 伝

子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 ３ Ａ 及 び ３ Ｂ と 、 一 対 の 部 分 配 列 ３ Ａ 及 び ３ Ｂ に よ り 挟 み 込

ま れ た 第 ３ の 核 酸 領 域 ３ Ｃ と を 含 ん で い る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 特 に 図 １ (A)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 は 、 図 示 し た 一 方 の 鎖 に お け る 5＇ 末 端 か ら 、 pmoA

遺 伝 子 に 特 異 的 な 部 分 配 列 １ Ａ 、 amoA遺 伝 子 に 特 異 的 な 部 分 配 列 ２ Ａ 、 16SrRN A遺 伝 子 に

特 異 的 な 部 分 配 列 ３ Ａ を こ の 順 で 有 し 、 所 定 の 間 隔 の 後 に 続 い て 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的

な 部 分 配 列 ３ Ｂ 、 amoA遺 伝 子 に 特 異 的 な 部 分 配 列 ２ Ｂ 、 pmoA遺 伝 子 に 特 異 的 な 部 分 配 列 １

Ｂ を こ の 順 で 有 し て い る 。 図 １ (A)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て は 、 一 対 の 部 分 配 列

１ Ａ 及 び １ Ｂ で 挟 み 込 ま れ る 第 １ の 核 酸 領 域 １ Ｃ が 、 一 対 の 部 分 配 列 ２ Ａ 及 び ２ Ｂ で 挟 み

込 ま れ る 第 ２ の 核 酸 領 域 ２ Ｃ と 、 一 対 の 部 分 配 列 ３ Ａ 及 び １ Ｂ で 挟 み 込 ま れ る 第 ３ の 核 酸

領 域 ３ Ｃ と を 含 む よ う に 設 計 さ れ て い る 。
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【 ０ ０ ２ １ 】

　 こ の よ う に 構 成 さ れ た 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 、 pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 核

酸 増 幅 反 応 に 使 用 す る と 、 一 対 の 部 分 配 列 １ Ａ 及 び １ Ｂ に 対 し て pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー

セ ッ ト が そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 部 分 配 列 １ Ａ 、 第 １ の 核 酸 領 域 １ Ｃ 及 び 部 分 配 列 １

Ｂ か ら な る 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 、 amoA遺 伝 子 用 プ

ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 核 酸 増 幅 反 応 に 使 用 す る と 、 一 対 の 部 分 配 列 ２ Ａ 及 び ２ Ｂ に 対 し

て amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト が そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 部 分 配 列 ２ Ａ 、 第 ２ の 核

酸 領 域 ２ Ｃ 及 び 部 分 配 列 ２ Ｂ か ら な る 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 ま た 同 様 に 内 部 標 準

核 酸 断 片 を 、 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 核 酸 増 幅 反 応 に 使 用 す る と 、 一

対 の 部 分 配 列 ３ Ａ 及 び ３ Ｂ に 対 し て 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト が そ れ ぞ れ ハ イ ブ

リ ダ イ ズ し 、 部 分 配 列 ３ Ａ 、 第 ３ の 核 酸 領 域 ３ Ｃ 及 び 部 分 配 列 ３ Ｂ か ら な る 領 域 を 増 幅 す

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 と こ ろ で 、 図 １ (A)に 示 し た 内 部 標 準 核 酸 断 片 は 、 pmoA遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配

列 １ Ａ 及 び １ Ｂ 、 そ の 内 側 に amoA遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 ２ Ａ 及 び ２ Ｂ 、 更 に そ

の 内 側 に 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 ３ Ａ 及 び ３ Ｂ を 有 す る 構 成 で あ る 。 し

か し 、 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 は 、 こ れ ら pmoA遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 １

Ａ 及 び １ Ｂ 、 amoA遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 ２ Ａ 及 び ２ Ｂ 並 び に 16SrRN A遺 伝 子 に

特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 ３ Ａ 及 び ３ Ｂ を 任 意 の 位 置 に 配 し て も 良 い 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 例 え ば 、 図 １ (B)に 示 す よ う に 、 図 示 し た 一 方 の 鎖 に お け る 5＇ 末 端 か ら 、 pmoA遺 伝 子 に

特 異 的 な 部 分 配 列 １ Ａ 、 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 部 分 配 列 ３ Ａ 、 amoA遺 伝 子 に 特 異 的 な

部 分 配 列 ２ Ａ 、 を こ の 順 で 有 し 、 所 定 の 間 隔 の 後 に 続 い て 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 部 分

配 列 ３ Ｂ 、 pmoA遺 伝 子 に 特 異 的 な 部 分 配 列 １ Ｂ 、 amoA遺 伝 子 に 特 異 的 な 部 分 配 列 ２ Ｂ を こ

の 順 で 有 し て い る 。 こ の 場 合 で も 、 図 １ (B)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て は 、 一 対 の

部 分 配 列 １ Ａ 及 び １ Ｂ で 挟 み 込 ま れ る 部 分 が 第 １ の 核 酸 領 域 １ Ｃ と な り 、 一 対 の 部 分 配 列

２ Ａ 及 び ２ Ｂ で 挟 み 込 ま れ る 部 分 が 第 ２ の 核 酸 領 域 ２ Ｃ と な り 、 一 対 の 部 分 配 列 ３ Ａ 及 び

１ Ｂ で 挟 み 込 ま れ る 部 分 が 第 ３ の 核 酸 領 域 ３ Ｃ と な る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 図 １ (B)の よ う に 構 成 さ れ た 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 、 pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用

い た 核 酸 増 幅 反 応 に 使 用 し た 場 合 で も 、 一 対 の 部 分 配 列 １ Ａ 及 び １ Ｂ に 対 し て pmoA遺 伝 子

用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト が そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 部 分 配 列 １ Ａ 、 第 １ の 核 酸 領 域 １ Ｃ 及

び 部 分 配 列 １ Ｂ か ら な る 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 、 am

oA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 核 酸 増 幅 反 応 に 使 用 す る と 、 一 対 の 部 分 配 列 ２ Ａ 及

び ２ Ｂ に 対 し て amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト が そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 部 分 配 列 ２

Ａ 、 第 ２ の 核 酸 領 域 ２ Ｃ 及 び 部 分 配 列 ２ Ｂ か ら な る 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 ま た 同

様 に 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 、 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 核 酸 増 幅 反 応 に 使

用 す る と 、 一 対 の 部 分 配 列 ３ Ａ 及 び ３ Ｂ に 対 し て 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト が そ

れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 部 分 配 列 ３ Ａ 、 第 ３ の 核 酸 領 域 ３ Ｃ 及 び 部 分 配 列 ３ Ｂ か ら な る

領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 図 １ (A)及 び (B)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 は 、 第 １ の 核 酸 領 域 １ Ｃ 、 第 ２ の 核 酸 領 域 ２ Ｃ

及 び 第 ３ の 核 酸 領 域 ３ Ｃ が 部 分 的 に 重 複 す る 構 成 で あ る 。 し か し 、 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準

核 酸 断 片 は 、 第 １ の 核 酸 領 域 １ Ｃ 、 第 ２ の 核 酸 領 域 ２ Ｃ 及 び 第 ３ の 核 酸 領 域 ３ Ｃ か ら な る

群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も ２ つ の 核 酸 領 域 が 部 分 的 に 重 複 し て い る 構 成 、 言 い 換 え る と 、

第 １ の 核 酸 領 域 １ Ｃ 、 第 ２ の 核 酸 領 域 ２ Ｃ 及 び 第 ３ の 核 酸 領 域 ３ Ｃ か ら な る 群 か ら 選 ば れ

る 少 な く と も １ つ の 核 酸 領 域 が 他 の 核 酸 領 域 か ら 独 立 し て い て も 良 い 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 例 え ば 、 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 は 、 図 １ (C)に 示 す よ う に 、 第 １ の 核 酸 領 域 １

Ｃ 及 び 第 ２ の 核 酸 領 域 ２ Ｃ が 部 分 的 に 重 複 し 、 第 ３ の 核 酸 領 域 ３ Ｃ が こ れ ら 第 １ の 核 酸 領
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域 １ Ｃ 及 び 第 ２ の 核 酸 領 域 ２ Ｃ か ら 離 間 し た 構 成 で あ っ て も 良 い 。 ま た 、 本 発 明 に 係 る 内

部 標 準 核 酸 断 片 は 、 図 １ (D)に 示 す よ う に 、 第 １ の 核 酸 領 域 １ Ｃ 、 第 ２ の 核 酸 領 域 ２ Ｃ 及

び 第 ３ の 核 酸 領 域 ３ Ｃ の 全 て が 互 い に 離 間 し た 構 成 で あ っ て も 良 い 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 図 １ (C)又 は (D)の よ う に 構 成 さ れ た 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 、 pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ

ト を 用 い た 核 酸 増 幅 反 応 に 使 用 し た 場 合 で も 、 一 対 の 部 分 配 列 １ Ａ 及 び １ Ｂ に 対 し て pmoA

遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト が そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 部 分 配 列 １ Ａ 、 第 １ の 核 酸 領 域

１ Ｃ 及 び 部 分 配 列 １ Ｂ か ら な る 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 内 部 標 準 核 酸 断 片

を 、 amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 核 酸 増 幅 反 応 に 使 用 す る と 、 一 対 の 部 分 配 列

２ Ａ 及 び ２ Ｂ に 対 し て amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト が そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 部 分

配 列 ２ Ａ 、 第 ２ の 核 酸 領 域 ２ Ｃ 及 び 部 分 配 列 ２ Ｂ か ら な る 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 。

ま た 同 様 に 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 、 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 核 酸 増 幅 反

応 に 使 用 す る と 、 一 対 の 部 分 配 列 ３ Ａ 及 び ３ Ｂ に 対 し て 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ

ト が そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 部 分 配 列 ３ Ａ 、 第 ３ の 核 酸 領 域 ３ Ｃ 及 び 部 分 配 列 ３ Ｂ か

ら な る 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 と こ ろ で 、 図 １ (A)～ (D)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 は 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 、 amoA

遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 及 び 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 を そ れ ぞ れ １ つ ず つ 有 す る 構 成

で あ っ た 。 し か し 、 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 は 、 こ れ ら pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列

、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 及 び 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る

少 な く と も １ つ の 標 準 配 列 を ２ 以 上 と し て も 良 い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 例 え ば 、 図 ２ (A)に 示 す よ う に 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 は 、 2つ の pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列

を 有 す る 構 成 と す る こ と が で き る 。 図 ２ (A)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て 、 第 １ の pmo

A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 は 、 pmoA遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 １ Ａ 及 び １ Ｂ と 、 一 対

の 部 分 配 列 １ Ａ 及 び １ Ｂ に よ り 挟 み 込 ま れ た 第 １ の 核 酸 領 域 １ Ｃ と を 含 ん で い る 。 ま た 、

図 ２ (A)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て 、 第 ２ の pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 は 、 pmoA遺

伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 １ Ａ 及 び １ Ｄ と 、 一 対 の 部 分 配 列 １ Ａ 及 び １ Ｄ に よ り 挟 み

込 ま れ た 第 １ の 核 酸 領 域 １ Ｅ と を 含 ん で い る 。 ま た 、 図 ２ (A)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 は

、 図 １ (A)～ (D)に 示 し た 内 部 標 準 核 酸 断 片 と 同 じ 構 成 の amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 及 び 16

SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 を 有 し て い る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 図 ２ (A)の よ う に 構 成 さ れ た 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 核 酸 増 幅 反 応 に 使 用 す る 場 合 、 一 対 の

部 分 配 列 １ Ａ 及 び １ Ｂ に 対 応 す る 第 １ の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と 、 一 対 の 部 分 配

列 １ Ａ 及 び １ Ｄ に 対 応 す る 第 ２ の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 使 用 す る 。 第 １ の pm

oA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 核 酸 増 幅 反 応 に 使 用 し た 場 合 、 一 対 の 部 分 配 列 １ Ａ

及 び １ Ｂ に 対 し て 第 １ の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト が そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 部

分 配 列 １ Ａ 、 第 １ の 核 酸 領 域 １ Ｃ 及 び 部 分 配 列 １ Ｂ か ら な る 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る

。 第 ２ の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 核 酸 増 幅 反 応 に 使 用 し た 場 合 、 一 対 の 部

分 配 列 １ Ａ 及 び １ Ｄ に 対 し て 第 ２ の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト が そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ

イ ズ し 、 部 分 配 列 １ Ａ 、 第 １ の 核 酸 領 域 １ Ｅ 及 び 部 分 配 列 １ Ｄ か ら な る 領 域 を 増 幅 す る こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 な お 、 図 ２ (A)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 、 amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 核

酸 増 幅 反 応 に 使 用 す る 場 合 で も 、 一 対 の 部 分 配 列 ２ Ａ 及 び ２ Ｂ に 対 し て amoA遺 伝 子 用 プ ラ

イ マ ー セ ッ ト が そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 部 分 配 列 ２ Ａ 、 第 ２ の 核 酸 領 域 ２ Ｃ 及 び 部 分

配 列 ２ Ｂ か ら な る 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 図 ２ (A)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断

片 を 、 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 核 酸 増 幅 反 応 に 使 用 す る 場 合 で も 、 一

対 の 部 分 配 列 ３ Ａ 及 び ３ Ｂ に 対 し て 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト が そ れ ぞ れ ハ イ ブ

リ ダ イ ズ し 、 部 分 配 列 ３ Ａ 、 第 ３ の 核 酸 領 域 ３ Ｃ 及 び 部 分 配 列 ３ Ｂ か ら な る 領 域 を 増 幅 す
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る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 更 に 他 の 例 と し て 、 図 ２ (B)に 示 す よ う に 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 は 、 2つ の 16SrRN A遺 伝 子

用 内 部 標 準 配 列 を 有 す る 構 成 と す る こ と が で き る 。 図 ２ (B)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お

い て 、 第 １ の 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 は 、 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列

３ Ａ 及 び ３ Ｂ と 、 一 対 の 部 分 配 列 ３ Ａ 及 び ３ Ｂ に よ り 挟 み 込 ま れ た 第 ３ の 核 酸 領 域 ３ Ｃ と

を 含 ん で い る 。 ま た 、 図 ２ (B)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て 、 第 ２ の 16SrRN A遺 伝 子 用

内 部 標 準 配 列 は 、 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 ３ Ｄ 及 び ３ Ｂ と 、 一 対 の 部 分

配 列 ３ Ｄ 及 び ３ Ｂ に よ り 挟 み 込 ま れ た 第 ３ の 核 酸 領 域 ３ Ｅ と を 含 ん で い る 。 ま た 、 図 ２ (B

)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 は 、 図 １ (A)～ (D)に 示 し た 内 部 標 準 核 酸 断 片 と 同 じ 構 成 の pmoA

遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 及 び amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 を 有 し て い る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 図 ２ (B)の よ う に 構 成 さ れ た 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 核 酸 増 幅 反 応 に 使 用 す る 場 合 、 一 対 の

部 分 配 列 ３ Ａ 及 び ３ Ｂ に 対 応 す る 第 １ の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と 、 一 対 の 部

分 配 列 ３ Ｄ 及 び ３ Ｂ に 対 応 す る 第 ２ の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 使 用 す る 。

第 １ の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 核 酸 増 幅 反 応 に 使 用 し た 場 合 、 一 対 の

部 分 配 列 ３ Ａ 及 び ３ Ｂ に 対 し て 第 １ の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト が そ れ ぞ れ ハ イ

ブ リ ダ イ ズ し 、 部 分 配 列 ３ Ａ 、 第 ３ の 核 酸 領 域 ３ Ｃ 及 び 部 分 配 列 ３ Ｂ か ら な る 領 域 を 増 幅

す る こ と が で き る 。 第 ２ の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 核 酸 増 幅 反 応 に 使

用 し た 場 合 、 一 対 の 部 分 配 列 ３ Ｄ 及 び ３ Ｂ に 対 し て 第 ２ の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ

ッ ト が そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 部 分 配 列 ３ Ｄ 、 第 ３ の 核 酸 領 域 ３ Ｅ 及 び 部 分 配 列 ３ Ｂ

か ら な る 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 な お 、 図 ２ (B)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 、 pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 核

酸 増 幅 反 応 に 使 用 す る 場 合 で も 、 一 対 の 部 分 配 列 １ Ａ 及 び １ Ｂ に 対 し て pmoA遺 伝 子 用 プ ラ

イ マ ー セ ッ ト が そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 部 分 配 列 １ Ａ 、 第 １ の 核 酸 領 域 １ Ｃ 及 び 部 分

配 列 １ Ｂ か ら な る 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 図 ２ (B)に 示 す 内 部 標 準 核 酸 断

片 を 、 amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 核 酸 増 幅 反 応 に 使 用 す る 場 合 で も 、 一 対 の

部 分 配 列 ２ Ａ 及 び ２ Ｂ に 対 し て amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト が そ れ ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ

し 、 部 分 配 列 ２ Ａ 、 第 ２ の 核 酸 領 域 ２ Ｃ 及 び 部 分 配 列 ２ Ｂ か ら な る 領 域 を 増 幅 す る こ と が

で き る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

＜ ＜ pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 ＞ ＞

　 pmoA遺 伝 子 は 、 メ タ ン モ ノ 酸 化 酵 素 の α サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ り 、 メ タ

ン 酸 化 細 菌 の 系 統 分 類 解 析 の 指 標 と し て 利 用 さ れ て い る 。 参 考 文 献 （ D A VID G. BO URNE et

 al. , APPLIED A N D EN VIRO N M ENTAL MICROBIOLO G Y, Sept. 2001, p. 3802‐ 3809、 Holmes

et al. FE MS Microbiol Lett . 1995 Oct 15;132(3):203-8） に は 、 メ タ ン 酸 化 細 菌 の 系 統

分 類 解 析 に 有 効 な 、 pmoA遺 伝 子 に 特 異 的 な 領 域 が 開 示 さ れ て い る 。 こ の 領 域 の 塩 基 配 列 に

基 づ い て pmoA遺 伝 子 を 有 す る メ タ ン 酸 化 細 菌 の 系 統 分 類 を 行 う こ と が で き る 。 よ っ て 、 pm

oA遺 伝 子 に 特 異 的 な 領 域 の 塩 基 配 列 に 基 づ い て 、 pom A遺 伝 子 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の プ

ラ イ マ ー （ pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト ） を 設 計 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 に 含 ま れ る 、 pmoA

遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 （ 図 １ 及 び ２ に お け る 部 分 配 列 １ Ａ 、 １ Ｂ 及 び １ Ｄ ） は

、 下 記 の よ う に 設 計 し た pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 に 基 づ い て 設 計 さ れ る 。 具 体

的 に は 、 こ れ ら 一 対 の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー の う ち 、 一 方 が 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 に 含

ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 か ら な り 、 他 方 が 配 列 番 号 ２ 又 は ３ の 塩 基 配 列 に 含

ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 こ こ で 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ２ 及 び ３ に 示 す 塩 基 配 列 は 、 代 表 的 な メ タ ン 酸 化 細 菌 に
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由 来 す る メ タ ン 酸 化 酵 素 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 に 基 づ い て 、 当 該 遺 伝 子 群 に お い て 高 度 に 保 存

さ れ た 領 域 の 塩 基 配 列 で あ る 。 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 は 当 該 領 域 の 上 流 （ セ ン ス 鎖 の 5＇

末 端 側 ） に 位 置 す る 塩 基 配 列 （ 順 鎖 ） で あ り 、 配 列 番 号 ２ 及 び ３ の 塩 基 配 列 は 当 該 領 域 の

下 流 （ セ ン ス 鎖 の 3＇ 末 端 側 ） に 位 置 す る 塩 基 配 列 （ 逆 相 補 鎖 ） で あ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 よ っ て 、 一 方 の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 に 基 づ い て そ の

一 部 分 と し て 設 計 す る こ と が で き 、 他 方 の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ２ 又 は ３

に 示 す 塩 基 配 列 に 基 づ い て そ の 一 部 分 と し て 設 計 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 具 体 的 に 一 方 の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 の う ち 連 続 す る

15～ 35塩 基 の 塩 基 配 列 と し て 設 計 す る こ と が で き る 。 な お 、 一 方 の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ

ー の 長 さ は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 15～ 35塩 基 と す る こ と が で き 、 15～ 30塩 基 長

と す る こ と が 好 ま し く 、 18～ 35塩 基 と す る こ と が 好 ま し く 、 18～ 30塩 基 長 と す る こ と が よ

り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 特 に 、 一 方 の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 １ に 示 す 塩 基 配 列 に お け る 特 に 高 度

に 保 存 さ れ た 領 域 で あ る 配 列 番 号 ４ に 示 す 塩 基 配 列 を 含 む よ う に 設 計 さ れ る こ と が 好 ま し

い 。 特 に 、 pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ４ に 示 す 塩 基 配 列 に お け る 5＇ 末 端 か ら 3

番 目 の Nを Cと し た 塩 基 配 列 を 含 む よ う に 設 計 さ れ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 ま た 、 他 方 の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ２ 又 は ３ に 示 す 塩 基 配 列 の う ち 連 続

す る 15～ 35塩 基 の 塩 基 配 列 と し て 設 計 す る こ と が で き る 。 な お 、 他 方 の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ

イ マ ー の 長 さ は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 15～ 35塩 基 と す る こ と が で き 、 15～ 30塩

基 長 と す る こ と が 好 ま し く 、 18～ 35塩 基 と す る こ と が 好 ま し く 、 18～ 30塩 基 長 と す る こ と

が よ り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 特 に 、 他 方 の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ２ に 示 す 塩 基 配 列 に お け る 特 に 高 度

に 保 存 さ れ た 領 域 で あ る 配 列 番 号 ５ に 示 す 塩 基 配 列 を 含 む よ う に 設 計 さ れ る か 、 配 列 番 号

３ に 示 す 塩 基 配 列 に お け る 特 に 高 度 に 保 存 さ れ た 領 域 で あ る 配 列 番 号 ６ に 示 す 塩 基 配 列 を

含 む よ う に 設 計 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 特 に 、 pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ６ に

示 す 塩 基 配 列 を 含 む 場 合 、 配 列 番 号 ６ に 示 す 塩 基 配 列 に お け る 5＇ 末 端 か ら 4番 目 の Sを Cと

し 、 5＇ 末 端 か ら 7番 目 の Nを Tと し 、 5＇ 末 端 か ら 16番 目 の Sを Cと し た 塩 基 配 列 を 含 む よ う

に 設 計 さ れ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 な お 、 一 対 の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 上 述 の よ う に 具 体 的 な 塩 基 配 列 に 基 づ い て 設

計 す る こ と が で き る が 、 そ れ ぞ れ 逆 相 補 鎖 と し て 設 計 し て も 良 い 。 一 対 の pmoA遺 伝 子 用 プ

ラ イ マ ー は そ れ ぞ れ 逆 相 補 鎖 と し て 設 計 し て も 、 核 酸 増 幅 反 応 で 全 く 同 じ 領 域 を 増 幅 す る

こ と が で き る た め で あ る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お け る pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 は 、 以 上 の よ う に 設

計 さ れ た 一 対 の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 領 域 と し て 一 対 の 部 分 配 列

（ 図 １ 及 び ２ に お け る 部 分 配 列 １ Ａ 、 １ Ｂ 及 び １ Ｄ ） を 有 し て い る 。 部 分 配 列 の 長 さ は 、

pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー の 長 さ に 対 応 す る た め 、 15塩 基 以 上 が 好 ま し く 、 18塩 基 以 上 が よ

り 好 ま し く 、 20塩 基 以 上 と す る こ と が 更 に 好 ま し い 。 部 分 配 列 の 長 さ の 上 限 は 、 pmoA遺 伝

子 用 プ ラ イ マ ー が ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る な ら ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 部 分 配 列 は 、 pmoA遺 伝

子 用 プ ラ イ マ ー の 塩 基 長 と す る こ と も で き る し 、 pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー の 塩 基 長 よ り も

長 く 設 計 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 に 含 ま れ る

第 １ の 核 酸 領 域 と は 、 pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト に よ り 増 幅 さ れ る の で あ れ ば 任 意 の
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塩 基 配 列 と す る こ と が で き る 。 第 １ の 核 酸 領 域 の 塩 基 配 列 は 、 例 え ば 、 参 考 文 献 （ Dieter

 M. Tourlousse et al. , Nucleic Acids Research, Volume 45, Issue 4, 28 February 2

017, Page e23） に 開 示 さ れ た Spike-in配 列 を 参 考 に 適 宜 設 計 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

＜ ＜ amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 ＞ ＞

　 amoA遺 伝 子 は 、 ア ン モ ニ ア モ ノ 酸 化 酵 素 の サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ り 、 ア

ル コ ー ル 酸 化 細 菌 の 系 統 分 類 解 析 の 指 標 と し て 利 用 さ れ て い る 。 参 考 文 献 （ JA N-HENRICH

ROTTH A U W E et al. , APPLIED A N D EN VIRO N M ENTAL MICROBIOLO G Y, Dec. 1997, p. 4704‐ -4

712） に は 、 ア ル コ ー ル 酸 化 細 菌 の 系 統 分 類 解 析 に 有 効 な 、 amoA遺 伝 子 に 特 異 的 な 領 域 が

開 示 さ れ て い る 。 こ の 領 域 の 塩 基 配 列 に 基 づ い て pmoA遺 伝 子 を 有 す る メ タ ン 酸 化 細 菌 の 系

統 分 類 を 行 う こ と が で き る 。 よ っ て 、 amoA遺 伝 子 に 特 異 的 な 領 域 の 塩 基 配 列 に 基 づ い て 、

aom A遺 伝 子 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の プ ラ イ マ ー （ amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト ） を 設

計 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 に 含 ま れ る 、 amoA

遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 （ 図 １ 及 び ２ に お け る 部 分 配 列 ２ Ａ 及 び ２ Ｂ ） は 、 下 記

の よ う に 設 計 し た amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 に 基 づ い て 設 計 さ れ る 。 具 体 的 に は

、 こ れ ら 一 対 の amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー の う ち 、 一 方 が 配 列 番 号 ７ の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る

連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 か ら な り 、 他 方 が 配 列 番 号 ８ の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る 連 続 す

る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 こ こ で 、 配 列 番 号 ７ 及 び ８ に 示 す 塩 基 配 列 は 、 代 表 的 な ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 に 由 来 す る

ア ン モ ニ ア 酸 化 酵 素 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 に 基 づ い て 、 当 該 遺 伝 子 群 に お い て 高 度 に 保 存 さ れ

た 領 域 の 塩 基 配 列 で あ る 。 配 列 番 号 ７ の 塩 基 配 列 は 当 該 領 域 の 上 流 （ セ ン ス 鎖 の 5＇ 末 端

側 ） に 位 置 す る 塩 基 配 列 （ 順 鎖 ） で あ り 、 配 列 番 号 ８ の 塩 基 配 列 は 当 該 領 域 の 下 流 （ セ ン

ス 鎖 の 3＇ 末 端 側 ） に 位 置 す る 塩 基 配 列 （ 逆 相 補 鎖 ） で あ る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 よ っ て 、 一 方 の amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ７ に 示 す 塩 基 配 列 に 基 づ い て そ の

一 部 分 と し て 設 計 す る こ と が で き 、 他 方 の amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ８ に 示 す

塩 基 配 列 に 基 づ い て そ の 一 部 分 と し て 設 計 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 具 体 的 に 一 方 の amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ７ に 示 す 塩 基 配 列 の う ち 連 続 す る

15～ 35塩 基 の 塩 基 配 列 と し て 設 計 す る こ と が で き る 。 な お 、 一 方 の amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ

ー の 長 さ は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 15～ 35塩 基 と す る こ と が で き 、 15～ 30塩 基 長

と す る こ と が 好 ま し く 、 18～ 35塩 基 と す る こ と が 好 ま し く 、 18～ 30塩 基 長 と す る こ と が よ

り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 特 に 、 一 方 の amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ７ に 示 す 塩 基 配 列 に お け る 特 に 高 度

に 保 存 さ れ た 領 域 で あ る 配 列 番 号 ９ に 示 す 塩 基 配 列 を 含 む よ う に 設 計 さ れ る こ と が 好 ま し

い 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 ま た 、 他 方 の amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ８ に 示 す 塩 基 配 列 の う ち 連 続 す る 15

～ 35塩 基 の 塩 基 配 列 と し て 設 計 す る こ と が で き る 。 な お 、 他 方 の amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー

の 長 さ は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 15～ 35塩 基 と す る こ と が で き 、 15～ 30塩 基 長 と

す る こ と が 好 ま し く 、 18～ 35塩 基 と す る こ と が 好 ま し く 、 18～ 30塩 基 長 と す る こ と が よ り

好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 特 に 、 他 方 の amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 ８ に 示 す 塩 基 配 列 に お け る 特 に 高 度

に 保 存 さ れ た 領 域 で あ る 配 列 番 号 １ ０ に 示 す 塩 基 配 列 を 含 む よ う に 設 計 さ れ る こ と が 好 ま

し い 。 特 に 、 amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 １ ０ に 示 す 塩 基 配 列 を 含 む 場 合 、 配 列
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番 号 １ ０ に 示 す 塩 基 配 列 に お け る 5＇ 末 端 か ら 7番 目 の Kを Tと し 、 5＇ 末 端 か ら 9番 目 の Sを G

と し た 塩 基 配 列 を 含 む よ う に 設 計 さ れ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 な お 、 一 対 の amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 上 述 の よ う に 具 体 的 な 塩 基 配 列 に 基 づ い て 設

計 す る こ と が で き る が 、 そ れ ぞ れ 逆 相 補 鎖 と し て 設 計 し て も 良 い 。 一 対 の amoA遺 伝 子 用 プ

ラ イ マ ー は そ れ ぞ れ 逆 相 補 鎖 と し て 設 計 し て も 、 核 酸 増 幅 反 応 で 全 く 同 じ 領 域 を 増 幅 す る

こ と が で き る た め で あ る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お け る amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 は 、 以 上 の よ う に 設

計 さ れ た 一 対 の amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 領 域 と し て 一 対 の 部 分 配 列

（ 図 １ 及 び ２ に お け る 部 分 配 列 ２ Ａ 及 び ２ Ｂ ） を 有 し て い る 。 部 分 配 列 の 長 さ は 、 amoA遺

伝 子 用 プ ラ イ マ ー の 長 さ に 対 応 す る た め 、 15塩 基 以 上 が 好 ま し く 、 18塩 基 以 上 が よ り 好 ま

し く 、 20塩 基 以 上 と す る こ と が 更 に 好 ま し い 。 部 分 配 列 の 長 さ の 上 限 は 、 amoA遺 伝 子 用 プ

ラ イ マ ー が ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る な ら ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 部 分 配 列 は 、 amoA遺 伝 子 用 プ

ラ イ マ ー の 塩 基 長 と す る こ と も で き る し 、 amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー の 塩 基 長 よ り も 長 く 設

計 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 に 含 ま れ る

第 ２ の 核 酸 領 域 と は 、 amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト に よ り 増 幅 さ れ る の で あ れ ば 任 意 の

塩 基 配 列 と す る こ と が で き る 。 第 ２ の 核 酸 領 域 の 塩 基 配 列 は 、 第 １ の 核 酸 領 域 の 塩 基 配 列

と 同 様 に 、 例 え ば 、 参 考 文 献 （ Dieter M. Tourlousse et al. , Nucleic Acids Research,

 Volume 45, Issue 4, 28 February 2017, Page e23） に 開 示 さ れ た Spike-in配 列 を 参 考

に 適 宜 設 計 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

＜ ＜ 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 ＞ ＞

　 16SrRN A遺 伝 子 は 、 リ ボ ソ ー ム を 構 成 す る RN Aを 構 成 す る 遺 伝 子 で あ り 、 広 く 細 菌 等 の 微

生 物 の 系 統 分 類 解 析 の 指 標 と し て 利 用 さ れ て い る 。 参 考 文 献 （ Daniel PR Herlemann et a

l. , The ISM E Journal volume 5, pages1571-1579 (2011)、 J Gregory Caporaso et al. ,

 The ISM E Journal 6, 1621-1624） に は 、 細 菌 の 系 統 分 類 解 析 に 有 効 な 16SrRN A遺 伝 子 に

特 異 的 な 領 域 が 開 示 さ れ て い る 。 こ の 領 域 の 塩 基 配 列 に 基 づ い て 細 菌 の 系 統 分 類 を 行 う こ

と が で き る 。 よ っ て 、 16SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 領 域 の 塩 基 配 列 に 基 づ い て 、 16SrRN A遺 伝

子 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の プ ラ イ マ ー （ 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト ） を 設 計 す

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て 、 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 に 含 ま れ る 、 1

6SrRN A遺 伝 子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 （ 図 １ 及 び ２ に お け る 部 分 配 列 ３ Ａ 、 ３ Ｂ 及 び ３

Ｄ ） は 、 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 に 基 づ い て 設 計 さ れ る 。 ま た 、 特 許 第 647

9336号 （ 特 許 文 献 １ ） に 開 示 さ れ た 微 生 物 の 16SrRN A遺 伝 子 を 定 量 す る た め の 内 部 標 準 遺

伝 子 が 開 示 さ れ て い る 。 特 許 文 献 １ に 開 示 さ れ た 内 部 標 準 遺 伝 子 は 、 既 知 の 微 生 物 の ほ と

ん ど 全 て の 16SrRN A遺 伝 子 を 増 幅 す る こ と が で き る ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー で 増 幅 す る こ

と が で き 、 且 つ 、 既 知 の 微 生 物 に お け る 16SrRN A遺 伝 子 と 相 同 性 が 低 い 配 列 を 有 す る よ う

に 設 計 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て 、 16SrRN A遺 伝

子 に 特 異 的 な 一 対 の 部 分 配 列 （ 図 １ 及 び ２ に お け る 部 分 配 列 ３ Ａ 、 ３ Ｂ 及 び ３ Ｄ ） は 、 特

に 限 定 さ れ ず 、 特 許 文 献 １ に 開 示 さ れ た 配 列 か ら 適 宜 設 計 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 具 体 的 に は 、 一 対 の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー の う ち 、 一 方 が 配 列 番 号 １ １ 又 は １ ２

の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 と す る こ と が で き 、 他 方 が 配 列 番 号

１ ３ の 塩 基 配 列 に 含 ま れ る 連 続 す る 15塩 基 以 上 の 塩 基 配 列 と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 こ こ で 、 配 列 番 号 １ １ 、 １ ２ 及 び １ ３ に 示 す 塩 基 配 列 は 、 16SrRN A遺 伝 子 群 に お い て 高
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度 に 保 存 さ れ た 領 域 の 塩 基 配 列 で あ る 。 配 列 番 号 １ １ 及 び １ ２ の 塩 基 配 列 は 当 該 領 域 の 上

流 （ セ ン ス 鎖 の 5＇ 末 端 側 ） に 位 置 す る 塩 基 配 列 （ 順 鎖 ） で あ り 、 配 列 番 号 １ ３ の 塩 基 配

列 は 当 該 領 域 の 下 流 （ セ ン ス 鎖 の 3＇ 末 端 側 ） に 位 置 す る 塩 基 配 列 （ 逆 相 補 鎖 ） で あ る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 よ っ て 、 一 方 の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 １ １ 又 は １ ２ に 示 す 塩 基 配 列

に 基 づ い て そ の 一 部 分 と し て 設 計 す る こ と が で き 、 他 方 の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は

、 配 列 番 号 １ ３ に 示 す 塩 基 配 列 に 基 づ い て そ の 一 部 分 と し て 設 計 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 具 体 的 に 一 方 の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 １ １ 又 は １ ２ に 示 す 塩 基 配 列

の う ち 連 続 す る 15～ 35塩 基 の 塩 基 配 列 と し て 設 計 す る こ と が で き る 。 な お 、 一 方 の 16SrRN

A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー の 長 さ は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 15～ 35塩 基 と す る こ と が

で き 、 15～ 30塩 基 長 と す る こ と が 好 ま し く 、 18～ 35塩 基 と す る こ と が 好 ま し く 、 18～ 30塩

基 長 と す る こ と が よ り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 特 に 、 一 方 の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 １ １ 又 は １ ２ に 示 す 塩 基 配 列 に

お け る 特 に 高 度 に 保 存 さ れ た 領 域 で あ る 配 列 番 号 １ ４ 又 は １ ５ に 示 す 塩 基 配 列 を 含 む よ う

に 設 計 さ れ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 ま た 、 他 方 の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 １ ３ に 示 す 塩 基 配 列 の う ち 連 続

す る 15～ 35塩 基 の 塩 基 配 列 と し て 設 計 す る こ と が で き る 。 な お 、 他 方 の 16SrRN A遺 伝 子 用

プ ラ イ マ ー の 長 さ は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 15～ 35塩 基 と す る こ と が で き 、 15～

30塩 基 長 と す る こ と が 好 ま し く 、 18～ 35塩 基 と す る こ と が 好 ま し く 、 18～ 30塩 基 長 と す る

こ と が よ り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 特 に 、 他 方 の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 配 列 番 号 １ ３ に 示 す 塩 基 配 列 に お け る 特

に 高 度 に 保 存 さ れ た 領 域 で あ る 配 列 番 号 １ ６ に 示 す 塩 基 配 列 を 含 む よ う に 設 計 さ れ る こ と

が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 な お 、 一 対 の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー は 、 上 述 の よ う に 具 体 的 な 塩 基 配 列 に 基 づ い

て 設 計 す る こ と が で き る が 、 そ れ ぞ れ 逆 相 補 鎖 と し て 設 計 し て も 良 い 。 一 対 の 16SrRN A遺

伝 子 用 プ ラ イ マ ー は そ れ ぞ れ 逆 相 補 鎖 と し て 設 計 し て も 、 核 酸 増 幅 反 応 で 全 く 同 じ 領 域 を

増 幅 す る こ と が で き る た め で あ る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お け る 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 は 、 以 上 の よ う

に 設 計 さ れ た 一 対 の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 領 域 と し て 一 対 の

部 分 配 列 （ 図 １ 及 び ２ に お け る 部 分 配 列 ３ Ａ 、 ３ Ｂ 及 び ３ Ｄ ） を 有 し て い る 。 部 分 配 列 の

長 さ は 、 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー の 長 さ に 対 応 す る た め 、 15塩 基 以 上 が 好 ま し く 、 18

塩 基 以 上 が よ り 好 ま し く 、 20塩 基 以 上 と す る こ と が 更 に 好 ま し い 。 部 分 配 列 の 長 さ の 上 限

は 、 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー が ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る な ら ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 部 分

配 列 は 、 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー の 塩 基 長 と す る こ と も で き る し 、 16SrRN A遺 伝 子 用 プ

ラ イ マ ー の 塩 基 長 よ り も 長 く 設 計 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 ま た 、 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て 、 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 に 含 ま

れ る 第 ３ の 核 酸 領 域 と は 、 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト に よ り 増 幅 さ れ る の で あ れ

ば 任 意 の 塩 基 配 列 と す る こ と が で き る 。 第 ３ の 核 酸 領 域 の 塩 基 配 列 は 、 第 １ の 核 酸 領 域 や

第 ２ の 核 酸 領 域 の 塩 基 配 列 と 同 様 に 、 例 え ば 、 参 考 文 献 （ Dieter M. Tourlousse et al. ,

 Nucleic Acids Research, Volume 45, Issue 4, 28 February 2017, Page e23） に 開 示

さ れ た Spike-in配 列 を 参 考 に 適 宜 設 計 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

＜ ＜ 内 部 標 準 核 酸 断 片 の 例 示 ＞ ＞
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　 以 上 の よ う に pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 及 び 16SrRN A遺 伝

子 用 内 部 標 準 配 列 を 有 す る 内 部 標 準 核 酸 断 片 と し て は 、 第 １ の 核 酸 領 域 、 第 ２ の 核 酸 領 域

及 び 第 ３ の 核 酸 領 域 の 異 な る 複 数 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 準 備 す る こ と が 好 ま し い 。 複 数 の

内 部 標 準 核 酸 断 片 と は 、 ２ 種 類 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 で も よ く 、 ３ 種 類 の 内 部 標 準 核 酸 断 片

が 好 ま し く 、 ４ 種 類 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 が よ り 好 ま し い 。 内 部 標 準 核 酸 断 片 と し て は 、 ５

種 類 以 上 を 準 備 し て も よ い 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 こ こ で 、 ｎ 種 類 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 （ ｎ は ２ 以 上 の 整 数 ） を 準 備 す る と き 、 第 １ の 核 酸

領 域 は 、 ｎ 種 類 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 の 全 て に お い て 異 な る 配 列 を 有 し 、 互 い に 区 別 可 能 と

す る 。 第 ２ の 核 酸 領 域 及 び 第 ３ の 核 酸 領 域 に つ い て も 同 様 に 、 ｎ 種 類 の 内 部 標 準 核 酸 断 片

の 全 て に お い て 異 な る 配 列 を 有 し 、 互 い に 区 別 可 能 と す る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 一 例 と し て 、 ４ 種 類 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 準 備 す る 場 合 、 配 列 番 号 １ ７ に 示 す 塩 基 配 列

か ら な る 内 部 標 準 核 酸 断 片 、 配 列 番 号 １ ８ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る 内 部 標 準 核 酸 断 片 、 配

列 番 号 １ ９ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る 内 部 標 準 核 酸 断 片 及 び 配 列 番 号 ２ ０ に 示 す 塩 基 配 列 か

ら な る 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 挙 げ る こ と が で き る 。 た だ し 、 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片

は 、 こ れ ら 配 列 番 号 １ ７ ～ ２ ０ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る 核 酸 断 片 に 限 定 さ れ る も の で は な

い 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 な お 、 後 述 の 実 施 例 に お い て 、 配 列 番 号 １ ７ ～ ２ ０ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る 内 部 標 準 核

酸 断 片 を そ れ ぞ れ SD01～ SD04と 呼 称 す る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

＜ ＜ 環 境 の 解 析 方 法 ＞ ＞

　 上 述 し た 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 環 境 に 含 ま れ る 微 生 物 の 解 析 、 特

に メ タ ン 酸 化 細 菌 及 び ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 の 定 量 的 な 解 析 を 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 本 解 析 で は 、 先 ず 、 環 境 か ら 得 た サ ン プ ル か ら D N A（ 抽 出 D N A） を 抽 出 す る 。 具 体 的 に は

、 先 ず 、 水 や 土 壌 、 排 水 処 理 装 置 の 汚 泥 等 の 環 境 試 料 か ら 核 酸 成 分 （ 主 と し て D N A） を 抽

出 す る 。 環 境 試 料 か ら 核 酸 を 抽 出 す る 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 従 来 公 知 の 手 法 を 適 用 す

る こ と が で き る 。 例 え ば 、 土 壌 か ら 微 生 物 画 分 を 回 収 し た 後 に 当 該 画 分 か ら D N Aを 抽 出 す

る 間 接 抽 出 法 -菌 体 回 収 法 、 或 い は 土 壌 中 で 溶 菌 し 核 酸 を 回 収 す る 直 接 抽 出 法 -直 接 溶 菌 法

が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 環 境 試 料 か ら 抽 出 し た D N Aを 抽 出 D N Aと 称 す る 場 合 も あ る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 次 に 、 得 ら れ た 抽 出 D N Aと 、 コ ピ ー 数 が 予 め 規 定 さ れ た 内 部 標 準 核 酸 断 片 と 、 pmoA遺 伝

子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 含 む 第 １ 反 応 液 、 得 ら れ た 抽 出 D N Aと 、 コ ピ ー 数 が 予 め 規 定 さ

れ た 内 部 標 準 核 酸 断 片 と 、 amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 含 む 第 ２ 反 応 液 、 及 び 得 ら

れ た 抽 出 D N Aと 、 コ ピ ー 数 が 予 め 規 定 さ れ た 内 部 標 準 核 酸 断 片 と 、 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ

マ ー セ ッ ト と を 含 む 第 ３ 反 応 液 を 調 製 す る 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 こ の と き 、 pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し て 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ４ の pmoA遺 伝 子 用

プ ラ イ マ ー と 配 列 番 号 ５ の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー か ら な る セ ッ ト と 、 配 列 番 号 ４ の pmoA

遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー と 配 列 番 号 ６ の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー か ら な る セ ッ ト の ２ つ が あ る

場 合 、 そ れ ぞ れ の セ ッ ト に つ い て 反 応 液 を 準 備 す る （ す な わ ち 、 こ の 場 合 、 ２ 種 類 の 第 １

反 応 液 を 準 備 す る ） 。 同 様 に 、 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し て 、 配 列 番 号 １ ４

の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー と 配 列 番 号 １ ６ の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー と か ら な る セ

ッ ト と 、 配 列 番 号 １ ５ の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー と 配 列 番 号 １ ６ の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ

ラ イ マ ー と か ら な る セ ッ ト の ２ つ が あ る 場 合 、 そ れ ぞ れ の セ ッ ト に つ い て 反 応 液 を 準 備 す

る （ す な わ ち 、 こ の 場 合 、 ２ 種 類 の 第 ３ 反 応 液 を 準 備 す る ） 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 特 に 、 第 １ 反 応 液 、 第 ２ 反 応 液 及 び 第 ３ 反 応 液 は 、 そ れ ぞ れ 、 第 １ の 核 酸 領 域 、 第 ２ の
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核 酸 領 域 及 び 第 ３ の 核 酸 領 域 の 異 な る 複 数 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 で あ っ て 、 予 め コ ピ ー 数 が

異 な る 複 数 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 ４ 種 類 の 内 部 標 準 核 酸 断

片 を そ れ ぞ れ 希 釈 倍 率 の 異 な る 溶 液 と し て 準 備 し 、 第 １ 反 応 液 、 第 ２ 反 応 液 及 び 第 ３ 反 応

液 の そ れ ぞ れ に 対 し て ４ 種 類 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 溶 液 を 添 加 す る 。 こ れ に よ り 、 第 １ 反 応

液 、 第 ２ 反 応 液 及 び 第 ３ 反 応 液 は 、 コ ピ ー 数 の 異 な る 複 数 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 含 む こ と

と な る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 次 に 、 第 １ 反 応 液 、 第 ２ 反 応 液 及 び 第 ３ 反 応 液 を 用 い て 核 酸 増 幅 反 応 及 び シ ー ク エ ン シ

ン グ 反 応 を 行 い 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト で 増 幅 し た 核 酸 断 片 の 塩 基 配 列 情 報 及 び リ ー ド 数 を

解 析 す る 。 こ の と き 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト に よ り 抽 出 D N Aに 含 ま れ る pmoA遺 伝 子 の 所 定 の

領 域 、 amoA遺 伝 子 の 所 定 の 領 域 及 び 16SrRN A遺 伝 子 の 所 定 の 領 域 が 増 幅 さ れ る と と も に 、

同 プ ラ イ マ ー セ ッ ト に よ り 内 部 標 準 核 酸 断 片 に 含 ま れ る pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 、 amoA

遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 及 び 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 が 増 幅 さ れ る 。 そ し て シ ー ク エ

ン シ ン グ 反 応 に よ り 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト で 増 幅 し た 核 酸 断 片 （ pmoA遺 伝 子 の 所 定 の 領 域

、 amoA遺 伝 子 の 所 定 の 領 域 、 16SrRN A遺 伝 子 の 所 定 の 領 域 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 、 a

moA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 及 び 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 ） の 塩 基 配 列 及 び そ の リ ー ド

数 が 解 析 さ れ る 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 こ こ で 、 第 １ 反 応 液 、 第 ２ 反 応 液 及 び 第 ３ 反 応 液 に は 、 予 め 規 定 さ れ た コ ピ ー 数 の 内 部

標 準 核 酸 断 片 を 含 ん で い る 。 よ っ て 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準

配 列 及 び 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 の リ ー ド 数 と 、 pmoA遺 伝 子 の 所 定 の 領 域 、 amoA遺

伝 子 の 所 定 の 領 域 及 び 16SrRN A遺 伝 子 の 所 定 の 領 域 の リ ー ド 数 と を 比 較 す る こ と で 、 抽 出 D

N Aに 含 ま れ る pmoA遺 伝 子 の コ ピ ー 数 、 amoA遺 伝 子 の コ ピ ー 数 及 び 16SrRN A遺 伝 子 の コ ピ ー

数 を 内 部 標 準 核 酸 断 片 の コ ピ ー 数 と の 相 対 比 と し て 解 析 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 ま た 、 第 １ 反 応 液 が 、 上 述 し た よ う に 、 予 め コ ピ ー 数 が 異 な る 複 数 の 内 部 標 準 核 酸 断 片

を 含 む 場 合 に は 、 各 内 部 標 準 核 酸 断 片 か ら 増 幅 さ れ た 複 数 の pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 が

互 い に 区 別 可 能 に 解 析 さ れ る 。 す な わ ち 、 コ ピ ー 数 が 異 な る 複 数 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 か ら

、 区 別 可 能 な 複 数 の pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 に つ い て そ れ ぞ れ リ ー ド 数 が 解 析 さ れ る 。

し た が っ て 、 こ の 場 合 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 の コ ピ ー 数 と 、 解 析 さ れ た リ ー ド 数 と か ら 、 pm

oA遺 伝 子 に つ い て コ ピ ー 数 と リ ー ド 数 と の 関 係 を 示 す 検 量 線 を 作 成 す る こ と が で き る 。 同

様 に 、 第 ２ 反 応 液 及 び 第 ３ 反 応 液 が 、 上 述 し た よ う に 、 予 め コ ピ ー 数 が 異 な る 複 数 の 内 部

標 準 核 酸 断 片 を 含 む 場 合 に は 、 amoA遺 伝 子 及 び 16SrRN A遺 伝 子 に つ い て コ ピ ー 数 と リ ー ド

数 と の 関 係 を 示 す 検 量 線 を そ れ ぞ れ 作 成 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 な お 、 pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し て 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ４ の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ

イ マ ー と 配 列 番 号 ５ の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー か ら な る セ ッ ト と 、 配 列 番 号 ４ の pmoA遺 伝

子 用 プ ラ イ マ ー と 配 列 番 号 ６ の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー か ら な る セ ッ ト の ２ つ に つ い て そ

れ ぞ れ 反 応 液 を 準 備 し た 場 合 、 こ れ ら ２ つ の 反 応 液 に 応 じ て そ れ ぞ れ 検 量 線 を 準 備 す る 。

同 様 に 、 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し て 、 配 列 番 号 １ ４ の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ

イ マ ー と 配 列 番 号 １ ６ の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー と か ら な る セ ッ ト と 、 配 列 番 号 １ ５

の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー と 配 列 番 号 １ ６ の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー と か ら な る セ

ッ ト の ２ つ に つ い て そ れ ぞ れ 反 応 液 を 準 備 し た 場 合 、 こ れ ら ２ つ の 反 応 液 に 応 じ て そ れ ぞ

れ 検 量 線 を 準 備 す る 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 そ し て 、 作 成 さ れ た 検 量 線 を 利 用 す る こ と で 、 第 １ 反 応 液 で 増 幅 さ れ た pmoA遺 伝 子 の 所

定 の 領 域 の リ ー ド 数 、 第 ２ 反 応 液 で 増 幅 さ れ た amoA遺 伝 子 の 所 定 の 領 域 の リ ー ド 数 及 び 第

３ 反 応 液 で 増 幅 さ れ た 16SrRN A遺 伝 子 の 所 定 の 領 域 の リ ー ド 数 か ら pmoA遺 伝 子 、 amoA遺 伝

子 及 び 16SrRN A遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 定 量 的 に 解 析 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】
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　 ま た 、 抽 出 D N Aに 含 ま れ る pmoA遺 伝 子 、 amoA遺 伝 子 及 び /又 は 16SrRN A遺 伝 子 の 塩 基 配 列

情 報 に 基 づ い て 、 当 該 環 境 に 含 ま れ る 微 生 物 の 系 統 分 類 、 特 に メ タ ン 酸 化 細 菌 及 び /又 は

ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 の 系 統 分 類 を 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 取 得 さ れ た 塩 基 配 列 デ

ー タ を ク エ リ ー 配 列 と し て 既 知 の デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し 、 環 境 に 含 ま れ る 微 生 物 、 特 に メ

タ ン 酸 化 細 菌 及 び /又 は ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 の 系 統 分 類 を 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 以 上 の よ う に 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 使 用 す る こ と で 、 抽 出 D N Aに 含 ま れ る pmoA遺 伝 子 、 a

moA遺 伝 子 及 び /又 は 16SrRN A遺 伝 子 の 定 量 的 解 析 と 、 環 境 に 含 ま れ る メ タ ン 酸 化 細 菌 及 び /

又 は ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 等 の 微 生 物 に 関 す る 系 統 分 類 解 析 を 行 う こ と が で き る 。 特 に 、 上

述 し た 本 発 明 に 係 る 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 使 用 し て 作 製 し た pmoA遺 伝 子 、 amoA遺 伝 子 及 び /

又 は 16SrRN A遺 伝 子 に 関 す る 検 量 線 を 使 用 す る こ と で 、 抽 出 D N Aに 含 ま れ る 各 遺 伝 子 を 非 常

に 高 精 度 に 定 量 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 な お 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 及 び 16SrRN A遺 伝 子 用 内

部 標 準 配 列 を 有 す る 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 使 用 す る 例 を 説 明 し た が 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準

配 列 の み を 有 す る 内 部 標 準 核 酸 断 片 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 の み を 有 す る 内 部 標 準 核

酸 断 片 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 を 有 す る 内 部 標 準 核 酸 断

片 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 を 有 す る 内 部 標 準 核 酸 断

片 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 を 有 す る 内 部 標 準 核 酸 断

片 の い ず れ を 使 用 し て も よ い 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 例 え ば 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 の み を 有 す る 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 使 用 す る 場 合 、 pm

oA遺 伝 子 に 関 す る 検 量 線 を 作 成 す る こ と が で き 、 抽 出 D N Aに 含 ま れ る pmoA遺 伝 子 の コ ピ ー

数 及 び 環 境 に 含 ま れ る メ タ ン 酸 化 細 菌 の 系 統 分 類 を 行 う こ と が で き る 。 こ の と き 、 ま た 、

2種 類 以 上 の pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 を 有 す る 内 部 標 準 核 酸 断 片 を す る こ と で 、 pmoA遺

伝 子 の 塩 基 配 列 に 基 づ く メ タ ン 酸 化 細 菌 の 系 統 分 類 を よ り 精 緻 に 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 ま た 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 の み を 有 す る 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 使 用 す る 場 合 、 同 様

に amoA遺 伝 子 に 関 す る 検 量 線 を 作 成 す る こ と が で き 、 抽 出 D N Aに 含 ま れ る amoA遺 伝 子 の コ

ピ ー 数 及 び 環 境 に 含 ま れ る ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 の 系 統 分 類 を 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

＜ ＜ 環 境 の 持 つ 汚 染 物 質 の 浄 化 能 評 価 方 法 ＞ ＞

　 上 述 し た 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 環 境 の 持 つ 汚 染 物 質 の 浄 化 能 を 評

価 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 評 価 対 象 の 環 境 に 含 ま れ る 汚 染 物 質 を 浄 化 し う る 微 生

物 を 同 定 及 び 定 量 的 解 析 す る こ と で 、 当 該 環 境 が 有 し て い る 汚 染 物 質 に 対 す る 分 解 能 を 評

価 す る こ と が で き る 。 な お 、 以 下 、 本 評 価 方 法 の 説 明 に お い て 、 上 述 し た 環 境 の 解 析 方 法

と 同 一 の 手 順 、 構 成 に つ い て は 詳 細 な 説 明 を 割 愛 す る 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 本 評 価 方 法 に お い て も 、 先 ず 、 評 価 対 象 の 環 境 か ら 得 た サ ン プ ル か ら D N A（ 抽 出 D N A） を

抽 出 す る 。 そ し て 、 得 ら れ た 抽 出 D N A及 び 内 部 標 準 核 酸 断 片 と 用 い て 、 pmoA遺 伝 子 用 の 第

１ 反 応 液 、 amoA遺 伝 子 用 の 第 ２ 反 応 液 、 及 び 16SrRN A遺 伝 子 用 の 第 ３ 反 応 液 を 調 製 す る 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 本 評 価 方 法 に お い て も 、 第 １ 反 応 液 、 第 ２ 反 応 液 及 び 第 ３ 反 応 液 を 用 い て 核 酸 増 幅 反 応

及 び シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 を 行 い 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト で 増 幅 し た 核 酸 断 片 の 塩 基 配 列 情

報 及 び リ ー ド 数 を 解 析 す る 。 本 評 価 方 法 に お い て も 、 予 め 規 定 さ れ た コ ピ ー 数 の 内 部 標 準

核 酸 断 片 を 含 ん で い る た め 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 及 び

16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 の リ ー ド 数 と 、 pmoA遺 伝 子 の 所 定 の 領 域 、 amoA遺 伝 子 の 所

定 の 領 域 及 び 16SrRN A遺 伝 子 の 所 定 の 領 域 の リ ー ド 数 と を 比 較 す る こ と で 、 抽 出 D N Aに 含 ま

れ る pmoA遺 伝 子 の コ ピ ー 数 、 amoA遺 伝 子 の コ ピ ー 数 及 び 16SrRN A遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 内 部

標 準 核 酸 断 片 の コ ピ ー 数 と の 相 対 比 と し て 解 析 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ９ １ 】

　 ま た 、 本 評 価 方 法 に お い て も 、 第 １ 反 応 液 、 第 ２ 反 応 液 及 び 第 ３ 反 応 液 が 、 上 述 し た よ

う に 、 予 め コ ピ ー 数 が 異 な る 複 数 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 を そ れ ぞ れ 含 む 場 合 に は 、 pmoA遺 伝

子 用 内 部 標 準 配 列 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 及 び 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 に 基 づ

い て 作 成 し た 検 量 線 を 使 用 し て 、 第 １ 反 応 液 、 第 ２ 反 応 液 及 び 第 ３ 反 応 液 に 含 ま れ る pmoA

遺 伝 子 、 amoA遺 伝 子 及 び /又 は 16SrRN A遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 算 出 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 さ ら に 、 本 評 価 方 法 に お い て も 、 抽 出 D N Aに 含 ま れ る pmoA遺 伝 子 、 amoA遺 伝 子 及 び /又 は

16SrRN A遺 伝 子 の 塩 基 配 列 情 報 に 基 づ い て 、 当 該 環 境 に 含 ま れ る 微 生 物 の 系 統 分 類 、 特 に

メ タ ン 酸 化 細 菌 及 び /又 は ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 の 系 統 分 類 を 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 な お 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 及 び 16SrRN A遺 伝 子 用 内

部 標 準 配 列 を 有 す る 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 使 用 す る 例 を 説 明 し た が 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準

配 列 の み を 有 す る 内 部 標 準 核 酸 断 片 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 の み を 有 す る 内 部 標 準 核

酸 断 片 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 を 有 す る 内 部 標 準 核 酸 断

片 、 pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 を 有 す る 内 部 標 準 核 酸 断

片 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 を 有 す る 内 部 標 準 核 酸 断

片 の い ず れ を 使 用 し て も よ い 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 以 上 の よ う に 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 使 用 す る こ と で 、 抽 出 D N Aに 含 ま れ る pmoA遺 伝 子 、 a

moA遺 伝 子 及 び /又 は 16SrRN A遺 伝 子 の 定 量 的 解 析 と 、 環 境 に 含 ま れ る メ タ ン 酸 化 細 菌 及 び /

又 は ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 等 の 微 生 物 に 関 す る 系 統 分 類 解 析 を 行 う こ と が で き る 。 そ の 結 果

、 評 価 対 象 の 環 境 に お け る メ タ ン 酸 化 能 及 び /又 は ア ン モ ニ ア 酸 化 能 を 定 量 的 に 評 価 す る

こ と が で き 、 ま た 、 当 該 環 境 に 含 ま れ る メ タ ン 酸 化 細 菌 及 び /又 は ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 の

系 統 分 類 及 び そ の 定 量 的 評 価 を 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 メ タ ン 酸 化 細 菌 等 は 、 ト リ ク ロ ロ エ チ レ ン （ TCE） 及 び ト リ ク ロ ロ エ タ ン （ TCA） 等 の 環

境 汚 染 物 質 を 分 解 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 よ っ て 、 環 境 に 含 ま れ る メ タ ン 酸 化 細 菌 を 始

め と す る 微 生 物 の 系 統 分 類 及 び そ の 定 量 的 評 価 を 行 う こ と に よ っ て 、 当 該 環 境 の 持 つ 汚 染

物 質 の 浄 化 能 を 定 性 的 及 び /又 は 定 量 的 に 評 価 す る こ と が で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 更 に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は 以 下 の 実 施

例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

〔 実 施 例 １ 〕

内 部 標 準 核 酸 断 片 の 設 計

　 本 実 施 例 で は 、 ２ つ の pmoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 及 び ２ つ

の 16SrRN A遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 を 有 す る 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 4種 類 設 計 し た 。 pmoA遺 伝 子

用 内 部 標 準 配 列 と し て は 、 一 対 の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ pmoA189f及 び pmoA682r

） で 増 幅 さ れ る 配 列 と 、 一 対 の pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ pmoA189f及 び pmoA650r）

で 増 幅 さ れ る 配 列 を 設 計 し た 。 ま た 、 amoA遺 伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と し て は 、 一 対 の amoA遺

伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ amoA1F及 び amoA2R） で 増 幅 さ れ る 配 列 を 設 計 し た 。 16SrRN A遺

伝 子 用 内 部 標 準 配 列 と し て は 、 一 対 の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ 341F及 び 805R

） で 増 幅 さ れ る 配 列 と 、 一 対 の 16SrRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ 515F及 び 805R） で 増

幅 さ れ る 配 列 を 設 計 し た 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 す な わ ち 、 こ れ ら 内 部 標 準 核 酸 断 片 は 、 pmoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー （ pmoA189f、 pmoA682r

及 び pmoA650r） が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 領 域 、 amoA遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー （ amoA1F及 び amoA2R

） が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 領 域 及 び 16S rRN A遺 伝 子 用 プ ラ イ マ ー （ 341F、 515F及 び 805R） が
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ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 領 域 を 含 む 。 ま た 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い て 、 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト

間 の 配 列 は 、 Dieter M. Tourlousse et al. , Nucleic Acids Research, Volume 45, Issu

e 4, 28 February 2017, Page e23） に 開 示 さ れ た Spike-in配 列 を プ ラ イ マ ー が ハ イ ブ リ

ダ イ ズ し な い よ う に 一 部 変 更 し た 配 列 と し て 設 計 し た 。 さ ら に 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 に お い

て 、 プ ラ イ マ ー が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 領 域 間 は 10塩 基 以 上 離 間 す る よ う に 配 置 し た 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 本 実 施 例 で 設 計 し た 4種 類 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 を SD01～ SD04と し 、 そ の 塩 基 配 列 を 配 列

番 号 １ ７ ～ ２ ０ に 示 し た 。 ま た 、 プ ラ イ マ ー 塩 基 配 列 を 表 1に 示 し た 。

【 ０ １ ０ ０ 】

【 表 １ 】

【 ０ １ ０ １ 】

環 境 サ ン プ ル 、 抽 出 D N Aの 調 製

　 本 実 施 例 で は 、 土 壌 サ ン プ ル を 用 い た 。 0.21gの 土 壌 サ ン プ ル か ら 、 FastD N A SPIN Kit

for Soil（ MP Biomedicals社 製 ） を 使 用 し て D N Aを 抽 出 し た 。

【 ０ １ ０ ２ 】

内 部 標 準 核 酸 断 片 の 調 製

　 全 合 成 し た 内 部 標 準 核 酸 断 片 が 挿 入 さ れ た プ ラ ス ミ ド に 、 当 該 断 片 の 両 端 に 特 異 的 な プ

ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て PCRす る こ と で 、 内 部 標 準 核 酸 断 片 の 全 長 を 増 幅 し た 。 反 応 終 了

後 、 Agencourt A MPure XPシ ス テ ム （ Beckman Coulter社 製 ） を 使 用 し て 内 部 標 準 核 酸 断 片

の 精 製 を お こ な っ た 。 D N A 1000 assay systemと 2100 Bioanalyzer（ Agilent Technologie

s社 製 ） を 使 用 し て 内 部 標 準 核 酸 断 片 の サ イ ズ と 濃 度 を 測 定 し た 。

【 ０ １ ０ ３ 】

　 本 実 施 例 で 設 計 し た 4種 類 の 内 部 標 準 核 酸 断 片 SD01～ SD04が 内 部 標 準 と し て 使 用 可 能 か

検 証 す る た め に ， Illumina MiSeq（ Illumina社 製 ） シ ー ク エ ン ス 用 の リ ン カ ー 付 き の 各 プ

ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て PCRを 実 施 し た 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 本 実 施 例 で は 、 増 幅 し た 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 、 pH 8.0 Tris-EDTA (TE) buffer（ NIPPO N

 GENE社 製 ） で 1.0× 10
9
 copies/μ Lに な る よ う 希 釈 し 、 毎 回 の シ ー ク エ ン ス 用 に 4.0× 10

7

copies/μ Lの 使 い 捨 て ス ト ッ ク を 作 製 し た 。 シ ー ク エ ン ス で は 10倍 連 続 希 釈 し た 内 部 標 準

核 酸 断 片 溶 液 （ 4× 10
3
～ 10

6
copies/μ L） を 準 備 し た 。 希 釈 さ れ た 内 部 標 準 核 酸 断 片 SD01

～ SD04を そ れ ぞ れ 4× 10
6
 copies/μ L、 4× 10

5
copies/μ L、 4× 10

4
 copies/μ L及 び 4× 10

3

 copies/μ Lの 濃 度 で 段 階 的 に 混 合 し 、 最 終 1.111× 10
6
copies/μ Lの 内 部 標 準 検 量 線 作 成

用 の ス タ ン ダ ー ド mixを 調 整 し た 。

【 ０ １ ０ ５ 】

内 部 標 準 核 酸 断 片 の 特 性 評 価 １

　 合 成 し た 内 部 標 準 遺 伝 子 の 特 性 評 価 の た め ， 各 プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ 表 1） を 用 い て PCRを

実 施 し た 。 PCRは 、 T100 Thermal Cycler (Bio-Rad社 製 )で 実 施 し た 。 PCR反 応 液 （ 20μ L）

の 組 成 は 、 1× PCR buffer、 200nMの フ ォ ワ ー ド 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 、 200μ Mの dNTP m

ix、 0.5 Unitsの HotStarTaq D N A Polymerase (QIA GEN社 製 )及 び 2μ Lの 内 部 標 準 核 酸 断 片

（ 最 終 濃 度 1× 10
4
 copies/reaction） と し た 。 PCRの 温 度 サ イ ク ル 条 件 は 、 HotStarTaq D N
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A Polymeraseの プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た 。 電 気 泳 動 の 結 果 か ら 、 表 １ に 示 し た プ ラ イ マ ー セ

ッ ト の 全 て に つ い て 目 的 と す る 長 さ の 断 片 が 増 幅 で き る こ と を 確 認 し た 。

【 ０ １ ０ ６ 】

内 部 標 準 核 酸 断 片 の 特 性 評 価 ２

　 合 成 し た 内 部 標 準 遺 伝 子 を 用 い て 検 量 線 を 作 成 で き る か 検 討 し た 。 上 記 で 作 製 し た 内 部

標 準 検 量 線 作 成 用 の ス タ ン ダ ー ド mixを 用 い て 、 内 部 標 準 定 量 ラ イ ブ ラ リ ー を 以 下 の よ う

に し て 調 製 し た 。 す な わ ち 、 先 ず 1st PCR反 応 液 (50μ L)の 組 成 は 、 1× PCR buffer、 200nM

の フ ォ ワ ー ド 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 、 200μ Mの dNTP mix、 0.5 Unitsの HotStarTaq D N A

Polymerase (QIA GEN社 製 )と し た 。 1st PCR産 物 は 、 Agencourt A MPure XPシ ス テ ム (Beckma

n Coulter社 製 )を 使 用 し て 精 製 し た 。 2nd PCR (25μ L)の 反 応 液 は 、 1× K APA HiFi HotSta

rt ReadyMix(Roche社 製 )、 300 nMの i5及 び i7 Nextera XT index adapters (Illumina社 製

)及 び 2μ Lの 精 製 後 1st PCR産 物 と し た 。 PCRの 温 度 サ イ ク ル 条 件 は 、 K APA HiFi HotStart

ReadyMixの プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た 。 得 ら れ た 2nd PCR産 物 に つ い て 、 MiSeq Reagent Kit v

3 (2× 300 bp; Illumina社 製 )を 使 用 し て ， Illumina MiSeq (Illumina社 製 )に て 配 列 決 定

し た 。 得 ら れ た 配 列 の 解 析 は 、 UPAERSEパ イ プ ラ イ ン を 用 い て 行 っ た 。

【 ０ １ ０ ７ 】

　 PCR反 応 液 に 含 ま れ て い た 内 部 標 準 核 酸 断 片 の コ ピ ー 数 及 び リ ー ド 数 と の 関 係 を 図 ３ に

示 し た 。 図 ３ に 示 す よ う に 、 表 １ に 示 し た プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 場 合 の 決 定 係 数 （ R
2

） が １ に 極 め て 近 い 良 好 な 検 量 線 を 作 成 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。 し た が っ て 、 本 実

施 例 で 設 計 し た 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 内 部 標 準 と し て 使 用 可 能 で あ る こ と が 確 認 で き た 。

【 ０ １ ０ ８ 】

環 境 か ら の 抽 出 D N Aを 用 い た 例

　 上 述 の よ う に 調 製 し た 抽 出 D N A及 び ス タ ン ダ ー ド mixを ３ ： １ の 割 合 で 混 合 し D N Aテ ン プ

レ ー ト と し た 。 PCRの 各 種 条 件 は 、 上 述 し た 「 内 部 標 準 核 酸 断 片 の 特 性 評 価 ２ 」 と 同 様 に

し た 。 シ ー ク エ ン ス 解 析 か ら 得 ら れ た 配 列 の リ ー ド 数 を 基 に pmoA遺 伝 子 に つ い て 作 成 し た

検 量 線 に 基 づ い て 、 抽 出 D N Aに 含 ま れ る pmoA遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 算 出 し た 。 本 例 で 作 成 し

た 各 検 量 線 を 図 ４ に 示 し た 。 図 ４ に 示 す よ う に 、 環 境 由 来 の 抽 出 D N Aを 含 む 場 合 で あ っ て

も 、 表 １ に 示 し た プ ラ イ マ ー セ ッ ト 及 び 各 内 部 標 準 核 酸 断 片 を 用 い て 決 定 係 数 （ R
2
） が １

に 極 め て 近 い 良 好 な 検 量 線 を 作 成 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。

【 ０ １ ０ ９ 】

　 本 解 析 で 得 ら れ た 抽 出 D N Aに 含 ま れ る 16S rRN A遺 伝 子 配 列 に 基 づ く 微 生 物 種 の 同 定 お よ

び リ ー ド 数 と 検 量 線 か ら 定 量 を 行 っ た 。 結 果 と し て 作 製 さ れ た 微 生 物 の 種 と そ の 存 在 量 を

図 ５ に 示 し た 。 こ の 結 果 、 土 壌 に は 、 Chloroplastや Nitrospiraが 多 く 存 在 す る こ と が わ

か っ た 。

【 ０ １ １ ０ 】

　 次 い で 、 抽 出 D N Aに 含 ま れ る pmoA遺 伝 子 の 塩 基 配 列 に 基 づ く メ タ ン 酸 化 細 菌 種 の 分 類 お

よ び リ ー ド 数 と 検 量 線 か ら 定 量 を 行 っ た 。 結 果 と し て 作 成 さ れ た メ タ ン 酸 化 細 菌 種 と そ の

存 在 量 を 図 ６ に 示 し た 。 こ の 結 果 、 土 壌 に は 、 Methylocystisが 多 く 存 在 す る こ と が わ か

っ た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 配 列 表 】
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