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生細菌群集構造解析 の ため の 実用的な環境試 料保 存方法
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【目的】

近年 、 微生物群集解析手法 の
一

つ と し て RT −PCR −DGGE に よ り環境試料の 生菌を対象 と した評価技術も

注 目 され て い る 。 し か し、採取 した試料の保存法や保存期間が菌叢に及 ぼす影響につ い て の 知 見はほ

とんど見 当た らな い 。本研 究 で は 、実 用 的 な ケ ース を想定 し、保 存方法
・
保存溶液 ・保 存期間 が 菌叢

に 与 え る影響を検証 した。

【方法】

士壌試 料に乳酸菌を接種 し、保存溶液添加 （3種）お よび無添加に分 け、各々 を各温度 （−20℃ 、4℃、
25℃）で保存 し た。保存0、7、30日後の 試料 の RT −PCR −DGGE お よびPCR −DGGE を行 っ た。各保存法 ・

保存期間に お けるRT −PCR −DGGE 、　 PCR −DGGE の 菌叢お よびRNA の 収率を比較 し、こ れ らの 要素が菌叢
へ 及ぼす影響を総合的に 評価 した。

【結果お よ び 考察】

RT −PCR −DGGE で は、保存方法 ・
保存期間 によ り菌叢に顕著な違い が認 め られた の に対 し 、

　PCR −DGGE
で は 大きな変化 は 認 め ら れな か っ た。RT −PCR −DGGE で は、添加 した乳酸菌が ほ とん どの 条件で検 出さ

れ た が 、PCR −DGGE で は 検 出 され なか っ た 。
こ の こ とか ら 、

　RT −PCR −DGGE は 、 生細菌の 検出法と し て

有用 で あ り、保存方法 ・保 存期 間は、菌叢に影響 を及ぼす と考え られ た 。
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マ イ ク ロ ビーズ ア レ イ シ ス テ ム を用 い た海洋細菌の 群集構造解析
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本研 究で は、ポ ス トゲノ ム 解析にお ける遺伝子や タ ン パ ク質発 現 の 網羅的解析に用 い られ て い る マ イ

ク ロ ビ ーズ ア レ イ シ ス テ ム （Luminex ）を応 用 し、海洋細菌系統群 の 迅速 モ ニ タ リン グ シ ス テ ム を構築

する こ と を 目的 と した 。ロ ゼ オ バ ク タ ーグ ル
ープ 、β一プ ロ テ オ バ クテ リア

、 γ
一プ ロ テ オ バ ク テ リア 、

CFB グル
ープ に 属す る培養株 か らRNA を抽 出 し、蛍光標識 を施 した も の をタ

ー
ゲ ッ トRNA と し た。ま

た、色が異な る 5種類の 蛍光ビーズ に既報 の 1・6S・rR ［NA をタ
ーゲ ッ トと した 5種 の プ u 一ブ （Non338：コ ン

トロ ー
ル 、GRb ：ロ ゼ オ バ ク ターグル

ープ、　 Bet42a ：β一プ ロ テ オ バ クテ リア ，　Gam42a ：γ
一プ ロ テ オバ ク テ

リア 、CB 　19a：CFB グル ープ）を結合させ た 、こ れ ら5種類 の 蛍光 ビーズを混合 し、タ
ー

ゲ ッ トRNA に対

する ハ イ ブ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン 実験を行 っ た。培養株を用 い た実験か ら、Luminex シ ス テ ム に よっ て 4種
の 培養株の rRNA を特異的に検出する こ とが可能で ある こ と が わ か っ た。一般的に、マ イ ク ロ ア レ イ技

術で は様 々 な ク ロ ス ハ イブ リ が問題 とな っ て くる。本実験で は、特に
一

塩基違い の Bet42a、　 Gam42a プ

ロ
ー

ブ の ク ロ ス ハ イブ リが問題 となるが 、蛍光 ビーズ を混合 し て い る こ とによる競合効果 によ っ て 緩

和 され る こ とが わ か っ た。また、テ ン プ レ ー トRNA 量 と検 出 さ れ た 蛍 光 強度は 強 い 相 関 を示 し た

（R＝0，99） こ とか ら、蛍光強度 か らRNA 量 の 定量 が 可能で あ る こ とが わ か っ た。
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