
Japanese Society of Microbial Ecology

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Sooiety 　of 　Miorobial 　Eoology

1−Ol

原油か ら直接抽出 され るDNA の 解析 ：真 正細菌 16S・rRNA 遺伝子の 塩基配列の プ ロ フ ァ イ リン グと近縁

種 の 解析
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【目的】石 油 は我 々 の 生活を支え る エ ネル ギー源 と し て非常に重要であ る。しか し資源 として の 原油

は有限 で あ り、そ の 枯渇は人類に対 し て脅威 となりうる。原油の 起源や生成過程は明 らか で はな い が 、

一
般的 に は 中生代 に繁栄 し た生物が起源と推定 され て い る。　 「微 生 物 が 原油生成 に どの よ うに関っ た

か ？」 を明 らか にする こ とに よ っ て 、そ の 生成メ カ ニ ズ ム を知る 上 で の 重要 な手掛か りを得る こ とが

で きるか も しれ な い と考え て い る。中東か ら輸入 し た原油や 日本産原油 か ら DNA を直接 抽出 ・精 製 し、
16S　 rRNA 遺伝子 を PCR で 増幅 させ た 後、塩基配列 を決定 し、生物種 を推定 した 。 産地が地理 的に 全

く異な る原油に 由来する DNA 配列 を比 較 し、らん藻類 を含む推定微 生物 の 多様性 と相 同性 を解析 し

よ うと して い る 。 【方法1原油か ら直接 DNA を抽出するために、50％ 2，2，4−Trimethylpentane（lsooctane）
で 得られ る 沈澱物 をか ら市販 の DNA 抽出 キ ッ トで調製 した。約 1．4　kbの DNA 断片 を PCR で 増幅させ、
ライブ ラ リ

ー
を作 っ て解析 し た。【結果お よび考察】比重 の 異な る中東 産原 油 3種類（Arabian　extra−light，

Arabian　medium ，　Qatar　land　light）と 日本産原 油 1 種類 （Sarukawa ）に つ い て 16S　rDNA の 配列を解析 し た

結果、い ずれ も約 15 種類の 真正 細菌が推定され た。（7ammaproteobacteria と Actinobacteriaが多 く、多
様性 に 富ん で い た。し か し Acinetobacter

，
　 Propionibacteria，　Sphingohium ，未知 バ ク テ リア（AKAU3700 ）

が共通 して 検出され た。また Arabian・medium 原油か らは らん 藻が 一
種類 検出された 。

一
方原油な し で

抽出し た DNA で は Agrob α cterium が非常に多 く、それ以外 には Pr（）pionibacterium，
　Mycobacteriumお よ

び未知バ ク テ リア が検出 され た。そ の た め共通 し て検 出 され る Propionibacteriaの
一
部は コ ン タ ミ に よ

る と推定された。こ れ らの 原 油を n −Octane で希釈後、 2 種類 の 培地に広げたが、全 く細菌の 生育は み

られず、細菌が生存 し て い る可能性 は不 明である。E−mail ：yamanek＠affrc．gQ．jp
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Soil　bacteria　 analysis 　 using 　molecular 　biological　methods 　has　been　an　important　approach 　to　assess 　 soil

enviro   ent ．　Here，　high−resolution 　genomic　DNA 　mapping 　based　on 廨 o −dimensional　DNA 　gel　electrophoresis
（2−DGE ）combined 　with 　r跏 k−abundance 　plots　was 　used 　to　assess 　bacteria　diversity　at　different　environmental

sites．
DNA 　was 　extracted 　using 　the　bead−beater　method ，　and 　purified　with 　PVPP 　and 　Sepharose4B，　Touchdown 　PCR

was 　then　performed　using 　universal 　primers　for　16S　rDNA 　gene．　A 丘er　the　DNA 丘agments 　were 　separated 　by
size 　on 　a　highly　cross −linked　polyacrylamide　gel，　the　sample 　lane（s）was 　cut 　into　a　strip，　transferred　to　the　top　of
adenaturing 　gel，　and 　parallel　DGGE 　was 　performed　to　separate 　the　DNA 仕agments 　by　melting 　characteristics ，
The　gels　were 　 then　stained 　 with 　SYBR 　Green 　I

，
　 and 　photographed　to　generate　 spots　 of 　DNA 　 fセagments ，

Rank −abundance 　curves 　were 　obtained 　by　plotting血e　relative　intensity　of　each 　spot 　on 　Y −axis 　and 　spot 　rank 　on

X −axis （the　most 　intense　spot 　was 　given　rank 　1
，
the　second 　intense　one 　was 　rank 　2　and 　so 　on ）．

The　results 　of 　2−DGE 　mapping 　showed 　the　difference　of　spot 　distribution　including　the　number 　and 　position
among 　samples ，　Some　spots　became　strong ，　while 　the　total　number 　of　spots　decreased　in　the　poliuted　samples ．
Moreover

，　the　rank −abundance 　plots　showed 　that　there　was 　high　bacteria　diversity　in　the　non −polluted　samples ，
while 　the　diversity　in　the　polluted　samples 　was 　low．
This　tec  ique　will 　be　usefUl 　fbr　not 　only　accessing 　bacteria　diversity　and 　monitor 註lg　soil 　environmental

quality．
E−mail ：lhO79 あhotmaiI　com
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