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土壌くん蒸処理後 の 細菌群集構造 の DNA及 び RNA レベ ル にお け る変化

　　　
一Competitor利用に よる土壌か らの核酸抽出法を用 い て

一

　 　 　 　 ほ し の 　た か だ 　ゆ う こ 　 ま っ もと な お ゆき

　　 ○ 星野 （高田）裕子、松本直幸

（独）農業環境技術研 究所　生物環境安全部

［目的］　 近年土 壌か ら DNA を直接抽出する こ と によ り微生 物群集 を評価す る分子 生態

学的手法が幅広 く用 い られ て い る 。 しか し、土 壌 くん燻蒸処 理後 の 細 菌群集構造 の 変

化 を DNA で検 出 した場合、死菌の DNAを検出 して い る可能性が示 唆された
（D
。土壌中の

タ
ー

ンオ
ーバ ー

は DNA に比べ RNAの 方が短 く、 RNAの 方がよ り実際の 微生物活性 を示す

と考え られ る。そ こで 、土 壌か ら直接抽出 した DNA及び RNA を用 いて 土 壌くん蒸処理

後の 細菌群集構造変化を PCR−DGGE解析で追跡し、両者の 比較を行う こ とを 目的と した 。

　 また 、試験 に供 した農業環境技術研究所 の 畑 土壌 は黒ボ ク土で あ り、 土壌 へ の 吸着

の ため に核酸の 抽 出が非常に 困難で ある 。 市販 の DNA抽 出キ ッ トFastPrep　kit　for　sQi1

の 抽 出バ ッ フ ァ
ー

に吸着 を競合 阻害す る物質 （Competitor） と して ス キム ミル ク を添

加する こ とで DNA抽出が可能 にな っ た
（2）

。 今回 は 、 同様 に Competitorを利用 し RNA の

抽出を試み た 。

［方法］　 農環研圃場にお い て 、ク ロ ル ピ ク リン によ る くん 蒸処理 を行い 、土壌表面を

ポリエ チ レン シ
ー

トで 被覆 した 。 2週間後、シ
ー

トを剥ぎ耕起 し 1週間放置 した後、ホ

ウ レ ン ソウを播種 した 。 くん蒸処理 を行わな い 区 に つ い て 、 同様の 作業を行い 、
コ ン

トロ
ー

ル区 とした 。 処理前お よび、 シ
ー

ト剥離直後か ら 2 ヶ 月後 まで経時的 に土壌を

採取 した 。
ビー ズ振 と うに よ り土壌か ら DNA お よび RNA を抽出 し 、

16S　rDNA に つ い て

の PCR− DGGEある い は RT−PCR　DGGEに よ りそ れぞれ細菌群集構造を解析 した 。

［結果 ・考察］　 ス キム ミルクを抽出バ ッ フ ァ
ーで ある リン酸バ ッ フ ァ

ー に添加 し、農

環研黒ボク土 壌か ら RNA の 抽出を試み たが 、 抽出液 の アガ ロ
ー

ス 電気泳動で リボゾー

ム RNA の バ ン ドは検出されなか っ た 。 そ こで よ り吸着の 競合阻害力が強い と考え られ

る DNA の 添加 を試み た 。 土壌 lg あた り 10mgの サ ケ精子由来 DNA を添加 した抽出バ ッ

フ ァ
ー

で 、土 壌を ビー ズ振 と う後 、 酸性 フ ェ ノー ル ・クロ ロ ホル ム 処理 、DNase処理を

した抽出液か ら土壌由来と考え られ る リボ ゾーム RNAの バ ン ドが検出された 。

　 ス キム ミ ル ク添加 に より抽出した DNA 及び DNA 添加 によ り抽 出 した RNAを用い て

16S　rDNA 　PCR−DGGE 解析 を行 っ た 。
コ ン トロ

ー
ル 区におい て DNA と RNA を用 い た 場合で

DGGE パ タ
ー

ンに大 きな違 い は見 られなか っ たが、 ク ロ ル ピク リン処 理直後 の サ ン プル

で 両者 に大 きな違 い が見 られた 。 さらに 、 クロ ル ピク リン処 理前後の パ タ
ー

ン の 変化

は RNAの 方が大きか っ た。　 DNAによ る PCR−DGGEで は、処理 直後におい て 死滅 した菌の

DNAを評価 して い る と考え られた 。

　 　（D 星野 （高田）裕子 ・松本直幸、第 19回 日本微生物生態学会講演要旨集 p．126 （2003）

　 　（2）Y．　T．　Hoshino　alld　N．　Matsumoto．　Microb．　Environ．19；13−19（2004）
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