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腐植質土壌を対象とした バ イオ マ ス 糖化関連因子 の 網羅的探索
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近年、分離・培 養を経ずに 環壕中か ら直接新規有用遺伝子 を獲得する試み（メタゲノム 解析）が盛 ん に 行われ て い る。

環境中に存在する未知有用遺伝 子を探索するにあたり、原核 生物 に限定的であっ た従来 の 遺伝子資源を真核生物に

拡 張す る ことは非 常に重要で あ る，、環境 中で 木質が 分解する過 程 で は、真核生物で あるカ ビ や腐朽菌が精力的 に 活

動 して おり、 本土壌 中に は 木 質バ イオマ ス の 分解に係わる遺 伝情報 の 転写産物（mRNA ）が大 量 に含まれ て い る と予想

される。これ に より、本 土壌より精製 した mRNA を基 に 作製した cDNA ライブラリ
ー

に は、木 質 バ イオ マ ス を分解す るた

め の 遺伝子が高度に集積され て い ると期待され るn 今回、我 々 は腐食質土壌を対象とした 網羅的遺伝子 発現 解析（メタ

トラン ス クリプ ト
ー

ム 解析）を行 っ た の で ご紹 介す る。
一
ヒ壌 サ ン プル に微結晶性 セ ル ロ

ー
ス （ア ビ セ ル ）を 添 加 し、土 壌中

に存在する木 質バ イオマ ス の 分解に関与する mRNA 群を誘導させた後、全 RNA の 抽 出・精製を行っ た 。 精製を行っ

た 全 RNA は Oligotex−dT30 （TaKaRa ）を利用 して mRNA を分画 した。逆転写反応 に よりcDNA を作製 した後、高速シ

ークエ ン サ
ーGS 　FLX （Roche ）により約 93　Mbp 分 の 塩 基配列 を解読した。解読を行 っ た配列を対象として ア セ ン ブル を

行 っ た 結果 、約 17，000 の コ ン ティ グと約 40
，
000 の シ ン グレ ッ トに分別 され た。また、解読した 配列を対 象として 相 同性検

索を行 っ た結果、木質バ イオ マ ス の 分解に関与 すると考えられ る糖質加 水分解酵素を コ ードする遺伝子 （断片）が多数

検 出された。こ の ような網 羅的遺伝 子 発現解 析 は 環境 中 に 膨大 に 存在 す る他 の 未知 有用遺伝 子 を獲得す るため の 有

効 なア プ ロ
ー

チ であると考えてい る。
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FSC 分離法 による新規脱窒細菌 の 単離とそ の 機能遺伝 子解析
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水 田 土壌 は脱 窒 が 活発 に 行 われる場 として 知られ て い る。d嬢 DNA に 基 づ くこ れま で の 研究 によっ て 、水 田 土壌 に は

い まま で知 られ て い ない 新規な脱窒菌が 存在する可能性が 示 唆され た 、これら新規脱窒菌を単離するた め 、今回、わ

れわれ は Functional　Single　Cell（FSC ）分離法を適用 した。　FSC 分離法とは 、土壌に細菌の 基質と細胞分裂阻害剤を添

加 して培養し、伸長した細胞をマ イクm マ ニ ピ ュ レ
ー

タ
ー

により
一

細 胞ず つ 分 離するもの で ある、脱 窒活性 を高めた 田

無水 田 土壌か ら伸長細胞を FSC 分離し、　DNB 培地 で 増殖させ た
。 サン プ ル を平板培養 により純化 し、ガ ス ク ロ マ トグ ラ

フ ィ
ー

を用 い て 脱 窒能を検 定した。脱窒能陽性菌株 につ い て 16S　rRNA 遺伝子 配列を解読して系統解析を行うと共

に、亜硝酸還元酵 素遺伝子（鷹 ＆ 廨 κ）に つ い て PCR 増幅したの ち、塩基配列を解読した 。
　FSC 分離した 63 サ ン プ ル

全 て が DNB 培地 で 増殖 し、平板培養で得られた単離菌株 80 株 中 62 株 が 脱窒能陽性であっ た。こ の うち、nirS 配列

が 確認 で きたもの が 34 株 、nirK 配列 が 確認 で きた もの が 4 株で あ っ た。16S　rRNA 遺伝 子 お よび 亜硝酸 還 元 酵素遺

伝 子 の 配 列に基 づ く系統解析 の 結果、さまざまな新規脱窒菌 を単離す るこ とに成 功 した こ とがわか っ た。それ に は、以

前の Stable　Isotope　Probing　S去を用 い た研 究 で 検 出され た Rhodocyclales 目 に 近 縁な新規の 脱 窒菌（1株）、16S　rRNA

遺伝 子 の 大量 シ
ー

ケン ス 解析 で検出され た Herbaspiritt｛m 属に近縁な新規 の 脱窒菌（19 株）、新規 nirS を保有する

Bradyrhizobium 属 細菌（7 株 ）等が含 まれ る。以 上 に より、FSC 分離法 は い ままで 単離され た こ とがなか っ た新規の 細菌

を獲得 するにあたり、有用 で あるこ とが 示 された。
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