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月山弓郷它ヶ原湿原池塘における細菌の菌叢解析

O 松田 潤、森田 孝平、服部 聡

山形大農

E

【目的】月山は 山形県の ほぼ中央に位置し、非常に積雪が多く、年間を通し低温か つ 高水分条件を維持 した環境であ

る。標高 1400〜1500m に は弓晦 原湿原力昿 がり、湿原内に は池塘が点在して い る。池塘は高層湿原 ができる際に泥

炭の 窪み に雪解け水や雨水が蓄積して 形成されたもの で あり、 底部の泥炭は嫌気的かつ 酸性環境にあることか ら、特

有の微生物相が形成され てい ることが 予想される。しか し、弓晦 原湿原池塘におい て は 、
これまで に微生物学的な研

究は全く行われ て い ない。そこで、本研究で は月山弓郷它ヶ原湿原池塘の 泥炭部に存在する真正細菌の 菌叢解析を行う

ことを目的とした。

【方法】弓郷它ヶ原湿原に、点在する池塘のうち、任意の 1箇所か ら泥炭をサン フツレとして採取し、DNA の 抽出を行っ た。

これを鋳型として真正細菌 16S　 rRNA 遺伝子に特異的なプライマ
ー

セットを用 い、　PCR 増幅を行っ た。増幅断片をプラ

ス ミドベ クタ
ーと大腸菌を用い てクロ ー

ニ ン グし、DNA シー
ケン サ

ー
で鯔 蔽 1駒 500加 を決定後、分子系統解析を

行っ た 。

【結果】真正細菌16S・rRNA 遺伝子 32クロ
ー

ン の 塩基甄蔽懈析を行っ た結果、系内に最も多く見い だされたクロ
ー

ン は 、

JhOmohaceha門の LteitmpmOhacteha綱 に近縁で ある こ とが 明らか に なっ た。また 、主に ktmbimin 綱、

Plancton！｝reathes 門、．4ctZIOhntevin門 、
　Vnv ■ krobin　F9に近縁な配 列を有したクロ ーン が見い だされた。以上の 結果か

ら、弥沱ヶ原湿原池塘泥炭中に は鑞 よ真正糸田菌が存在して い る可能性が示唆された。
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生糸晒 群集構造解析の ため の環境試料由来 RNA 抽出方法の検討 2
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【背景・目的】近年、RNA を用い た群集構造解析が 注 目されて い るが、各種環垢試料に適舸 倉駿 RNA 抽出手法は

夫だ確立されて お らず、解析手法が異なる試料間の 比較評価が難しい の が現状である。我 々 は先の報告で市販 RNA

抽出キッ トによる各種土壌からの RNA 抽肪 法を検討 してい るが、全種類に適応するキッ トはなかっ た。 本研究で は 、

各種環境試料に つ い て適応可能で 且つ 簡便な RNA 抽出方法の 開発を 目的とし、主 に RNA 精製法の 検討を行っ た。

【方法】±嬢 、糞便等から、フェ ノ
ー

ル 或い はクロ ロ ホ ル ム法により核酸を抽出し、市販 RNA 精製用カラム および超遠

心 に より RNA を精製し、　RNA の 収量および精製度を調べ 、得られた RNA を鋳型として 16S　 rRNA （V3 領域）の

RT−PCJR−DGGE を行 っ た 。 同時に 、 同
一

試料の DNA によるPCR −DGGE を行い 両者を比較した。

【結果お よび考察】カラム 精製法に よる RNA の 収蟲 ま、各試 科に お い て 比較的高か っ た。土壌や糞便など夾雑吻の

多い 試料で は精製度は蝓 ・もの の 、二度精製を行うことにより殆どの 試料につ い て RPPCR 増幅産物が得られた。一方、

超遠心精製浪 こよるRNA の 精製度は比較白勺高く、糞便で は カラム 法と同等の RNA の 収量で あっ たもの の 、±壌で は

RNA の収量が低く、RPPCR 増幅産物が得られな い 場鴿 あり、RNA の 収量を増やすための 検討が必要 と考えられた。

カラム お よび超遠心精製法による RT−PCR −DGGE は同
一パ ターンを示 し、手法として も簡便であるた め、これらの精製

法が 環境試料 の 生細菌群集溝造解祈の 評価に お い て 適応可能で あるこ とが示唆された。

junkotomha＠tecsr9，00 ．jp

一90一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


