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1241 RFLP を用 い た コ ン ポス ト中の 微生 物相 に お け る 多様性解析
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【目的】近年，］6S　rDNA の 配歹1」か ら微生物相を解析す る試み が土壌やルーメ ンな ど複雑な

微 生物の 系 に適用 され て きて い る が，本研究で は この手法をコ ンポス ト中の微生物相を解析

す るため に用 い ， 微生物相の 多様性 を確認す る こ と を試みた e

【方法】 コ ンポス トは市販 の ドッ グフ ー ドを原料 と し て 50℃ で 8日問好気条件で作成 した もの

を用 いた 。 コ ンポ ス トか ら直接DNA を抽出 し， このDNA 抽 出液 を用 いて 16S 　rDNA 領域 を

PCR で 増幅させ
， 市販の TA 　clonlng 　kitを用い て ク ロ

ー
ン を作成 した。作成したク ロ

ー
ンか

らそれぞれ プラス ミ ドを抽出 し， 16S　rDNA 領域をPCR で増幅させた。 これ らの 増幅産物を

Hae 　II工で 切断 して ， そ のゲル電気泳動パ ター
ン を解析した。

【結果】50℃ で 8 日間コ ンポス ト化処理 した結果， ドッ グフ
ー ド中の 炭素は約79 ％が炭酸ガ

ス に変換 され，有 機物が良好 に分解され た コ ンポス トを作成す る こ とがで きた 。 こ の コ ンポ

ス ト抽出液か ら得た 101個の ク ロ ーン の ゲル電気泳動パ ターン を解析 した結果 ， 重複 したパ

ター一
ン をもつ 17グル ープ とそ れ以外 に重 複しない 40パ ター

ンの あわせ て 57パ ター
ンが確認さ

れ ，コ ン ポス ト中の 微生物相 の 多様性が 確か め られ た 。
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1242 種特異 的プロ ー ブ を用 い た海洋藍 藻の 自動 同定 シ ス テ ム の 開発
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【目的】　 当研究室で は慢界中の 様 々 な海域 よ り単菌分離 された 海洋藍 藻の カ ル チ ャ
ー

コ レ ク シ ョ ン を保持 し て い る 。 各菌株にお け る生化 学的情報 を もとに 、 デ
ー

タ
ーベ ース

を構築 し て きた 。 本研 究で は
、 遺伝子 レ ベ ル で の 各 菌株 の キ ャ ラ ク タ リゼ ー

シ ョ ン を 自

動 シ ス テ ム を用 い て 行 うこ とに よ り、デ ーターベ
ー

ス の 充実化 を は か る こ とを 目的 と し

た 。 特 に 、 16SrDNA を指標 と した分類の 自動化 を試み た 。

【方法及び結果】　 海洋藍 藻各種に対 して 、当研 究 室の デ
ー

タ
ーベ ー

ス 及び既存 の DNA

デ
ー

タ
ーベ ー

ス の 16SrDNA 配列 を収集 し 、
コ ン ピ ュ

ー タ ーに よ り解析 を行 い 、種特異的

な プ ロ
ー

ブ と して 用 い れ る領 域 に つ い て検索 し 、 特異 的な DNA プロ ーブの デ ザ イ ン を

行 っ た 。 デ ザイ ン した 各種 プ m ブ を磁気微粒子上 に 固定化 を行い 、 DNA 固定化磁気微

粒子 （DNA −MP ）を作製 した 。 次 に 、　PCR に よ り増幅 され た 、 海洋 藍藻 3yη8chococ ‘協 spp ．，

Anabaena　spp ．
，
　Osciltatoria　sp ，の 16SrDNA に対 して 検出 を行 い 、　 DNA プ ロ

ー
ブの 特 異性 に

つ い て検 討 を行 っ た 。 また 、
マ イ ク ロ マ シ ン ロ ボ ッ トを用い て 、 検出系 の 白動 化に つ い

て 検討 を行 い
、 自動 同定の た め の 基礎 デ

ー
タ

ー
の 蓄積 を行 っ た 。
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