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　　　　　　　SIP（StablclsotopcProbing ）法 を 用 い た 三 宅 島火

一　 　 　 　 　 　 　 山 灰 堆 積 物 に お け る 微 生 物 群 集 構 造 の 解 析

　　　　　　　 氷 河堆 積物 環 境 にお け る 微 生 物 群 集 の 活 性 お よ

一
　　　　　　　び 群 集 形成 に 寄 与 す る 地 球 化 学 的要 因
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初 成 土壌 生 成 の 初 期段 階 に お い て は、独 立栄 養 微 生物 に よ る窒 素 と 炭

素 の 固 定 が重 要 で あ る と考 え ら れ て い る。我 々 の 先行 研 究 で は 、”N −

SIP（Stablelsotope　Probing）法を 用 い て 、三 宅島 2000年 噴 火火 山灰 の 初成

土 壌微 生 物 生態 系 を解 析 し、独 立栄 養 性 の 鉄 酸 化細 菌 が 窒素 の 固 定 に

寄 与 し て い る こ と を 示 さ れ た 。本 研 究 で は 、さ ら に 三 宅 島火 山 灰 堆 積

物 に お ける 炭 素固 定微 生 物 を 明ら か に す る こ と を 目 的 と し 、1
℃ O 、を 使

用 し た ℃ −S ［P法 に よ る 解 析 を 行 っ た 。20H 年9月 に 、三 宅 島雄 山山 頂付

近 に 位 置 す るOY 地点 よ り採 取 した火 山灰堆 積 物試 料 の
一

定 量 を バ イ ア

ル 瓶 に と っ て 密栓 し 、バ イ ア ル 瓶 の 気相 を N、：O ，：．’cO 、〔80：20：1）［こ置換

して 、O、5、7日間、30℃ で 培養 した。培養 後、試 料か ら1〕NA を抽 出 し、
CsCl の 密 度 勾 配 遠 心 処 理 を 行 っ て 、　 L

℃．DNA 画 分 を 回 収 し た 。℃ −

DNA 画 分 はT−RFLP 法 に よ り解 析 し、先行 研 究 で 行 っ た ク 囗
一ン ラ イ ブ

ラ リ
ー

解 析の 結果 か ら T−RFs を 同 定 し た 。そ の 結果、独立 栄 養性 の 鉄酸

化 細 菌 で あ る Acidithiobacillus 　 flevア ooxidans と Lepto∫pii
・illum

Jlertooxidansに 由来 す る と 同 定さ れ る T・RFs が 検 出 さ れ た 。そ し て 、培 養

に 伴い そ の T−RFs の 存在 割 合が 高 くな る こ と も 確 認 され た。こ れ らの 結

果 か ら、鉄酸 化細 菌，A．、flenvoxidans’
とL．fをJ’rooxidans が モ デ ル 実験 系 で

の 炭 素固 定 細 菌で あ る こ と が示 唆 さ れ 、三 宅 島 の 初 成 土壌 生 態 系 で 炭

素 蓄積 に 寄 与 し て い る こ とが推 察 され た。
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【目 的 】 氷 河 堆 積 物 は 高 緯 厦 地 域 に広 く分 布 す る 地 下 環 境 の
　

つ で あ

り、泥 炭 な ど に 由 来 す る 有 機 物 が 多 く 含 ま れ る 。こ の こ とか ら氷 河堆

積 物 中 に お け る 生 物 活 動 　（メ タ ン 生成 な ど〉 が 物 質循 環 に 大 き く寄

与 す る 可 能 性 が 指 摘 さ れ て い る も の の 、微 生 物 生態 学 的知 見 は非 常 に

少 な い 。そ こ で 本 研 究 で は 、米 国 イ リ ノ イ州 の 氷河 堆積 物 を 対象 に 、
微 生 物 群 集 構 造 解 析 に よ っ て 特 徴 的な 系統 群 や 群集 組成 を 調べ ると と

も に 、各 種 地 球化 学 的パ ラ メ ータ との 多変 量 解析 に よ っ て 群 集 形 成 に

寄 与 す る 化 学的 要 因 に つ い て も知 見 を得 る こ と を 目 的 と し た 。　 【方

法 ・結 果 】 イ リ ノ イ 州 東 部 の 氷 河 堆 積 物 中 に 形 成 さ れ て い る

Mahomet 帯水 層 か ら 地 下 水 を採 取 し （帯水 層 西 部、中 央 部 お よ び北 東

部の B 地 点） 、化学 成 分分 析 とDNAtRNA 抽 出 後 に lllumina 　MiScq に よ

る ］6Sampliconscquenceを実 施 した。ほ と ん ど の サ ン プ ル で DNA お よ び

RNA ベ ース の 群集 構 造解 析 結果 が よ く
一

致 し 、検 出 さ れ た 系 統 群 は
一

定の 生 物活 性 を有 す る と考 え られ た。主要 な 系統 群 と し て 、嫌 気性 の

Deltapretcubacteria［こ属 す る 硫酸 還 元菌 やメ タ ン 生 成 ア ーキ ァ 、お よ び

（微 ） 好 気性 の 鉄 酸化 細 菌や メ タ ン 酸 化菌、メ チ ル 酸 化 菌 が 広 く検 出

され た。各種 統 計 解析 に よ っ て 各群集 間の 構 造 比 較 や 群 集 組 成 と 化 学

パ ラ メ
ー

タ との 相 関を 評価 した と こ ろ 、各 群 集 は 地 域 ご と に 類 似 し た

構 造 とな っ て お り、メ タ ン 発 生 が 顕 著 な 西 部 で は 有 機 物 が 多 く 、硫酸

還 元菌 が 多 く 検 出 さ れ た 北 東 部 で は 硫 酸濃 度 が 高い な どの 特徴 が み ら

れ た 。こ の よ う に 生 物 活 性 ・機 能 と化 学 要 因 が よ く
一

致 し た群 集 組成

が み ら れ た こ と か ら 、氷 河 堆積 物 に お け る 微 生 物群 集形 成 に は こ れ ら

の 地 球 化 学 要 因 が 強 く 寄与 し て い る と考 え ら れた。

Keywords ：glaGialdeposits，terrestrialsubsurface，
geochemistry ，　IHum ［na

E−mail ：k．yamamoto ＠ aist．go．jp

　　　　　　　 農 耕 地 eDNA デー
タ ベ ー

ス （eDDASs ）に お け る

一　　　　　　　 DGGE の バ ン ドマ ッ チ ン グ パ ラ メータ の 決 定

○松 下 裕 子
lt

包 　智 華
2、久 原 　習 、森 本 　晶

4、長 瀬 　陽 香 、吉 田

重信
1、對馬 　誠 也

1

農 環 研、三東北 大 院生命 科 字、3
九 大 院農、’北 農研

イ ネ 由来 の 新鮮 有機 物 を 利用 す る 水 田 土 壌 の 真

核微 生物 群 集の 解析

○ 村 瀬 潤
lt

南 　寿 子
2、李 　勇

’、渡邉 　健史
1t

浅 川　晋 、木村 　眞人
4

1

名 古屋 大
・
院生 命農、’名 古屋 大

・
農、’ColllinvironNatRcseur　Sci，

ZhejiangUniv 、1農 林 水 産消 費安 全技術 セ

演 者 ら は 、全 国各 地 の 農耕 地 土 壌 の 理 化 学 性 、生 物性 （細 菌 ・糸 状

菌 ・線 虫 DGGE デ
ー

タ ） お よ び 栽 培 管 理 情 報 を 蓄 積 し た 農 耕 地

eDNA デ
ー

タ ベ ース 「eDDASs 」を 開 発 して い る 。こ の 「eDDASs 」 に

お い て 、よ つ 客観 的な 比 較解 析 の た め に は、バ ン ドマ ッ チ ン グ で の バ

ン ド位 置 の 異 同を 判断 す る た め の 最 適 な パラ メ ータ を 決 定す る 必 要 が

あ る 。そ こ で 、DGGE の バ ン ドパ タ
ー

ン 解 析 に最 適 な バ ン ドマ ッ チ ン

グ パ ラ メ ータ の 決 定 を 試 み た 。ま ず 、一
つ の 土壌 DNA 由来 の 同 じ

PCR 産 物 を 全 ウ ェ ル に 日
一

ドし て 、細 菌
・
糸 状菌

・
線 虫相 そ れ ぞれ の

DGGE を 10回 ず つ 行 っ た 。得 られ た DGGE 画 像の バ ン ド位 置を 標準 化 し 、
バ ン ド位 置の 変動 程度 （標 準偏 差：SD ）を 算 出 し た 。こ れ ら の 算 出 デー

タ を基に 正 規性を検定 し た 結果、バ ン ド位置 の 変動 が正 規分 布 に従 う

こ とが確 認 され、バ ン ド位 置の 平 均 値 ± 2SD の 範 囲 に 95 ％ の 確率 で 変

動 が 収ま る こ と が明 ら か と な っ た。こ の 結果 を 踏 まえ、こ れ まで 蓄 積

し て あ る 細 菌2，522 点、糸 状 菌2，542 点、線 虫 86 且点 の 土 壌 サ ン プル の 解

析 デ ータ か ら 、出 現 バ ン ドの 割 り 当て 基 準 と な る 相 対移 動 度 （Rf値 ）

とそ の 誤 差 範 囲 　（± ZSD に 相 当 す る R 瓸 ） を 決 定 し た 。こ の バ ン ド

マ ッ チ ン グ パ ラ メ ータ を用 い る こ とで 、多 サ ン プ ル 間の DGGE バ ン ド

パ ターン の 比較 解析 をデ
ー

タ ベ ー
ス上 で行 う こ と が 可能 と な っ た 。
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【は じめ に 】水田土 壌に 供給 され る 植 物 由来 有 機物 に は、植 物遺 体の 他、
土壤 に 鋤 き込 まれ る 雑草 や イネ根 か ら の 脱落 細胞 な ど の 「新 鮮 な 」 有機

物 が あ り 、土 壌 に 供給 さ れ る 植 物 由来有 機物 の 20〜60％ を 占め て い る e
本 研 究で は、新 鮮有 機物 の モ デル としで ℃で 標識 し た イ ネ カル ス を土壌

に 添 加 し 、嫌 気 お よ び好 気 条件 の 水 田 土 壌 に お ける カ ル ス の 分 解
・
利用

に 関 与 する 真 核微 生 物 群 集 を DNA −SIP 法 に よ D 解析 し た 。　 【方 法 】愛知

県安 城 農 業 技術 セ ン タ
ー

よ つ採 取 し た 水 田 土 壌 に
L
℃ 標 識 し た カ ル ス

（ユ キ ヒ カ リ） を 添加 （2Dgikgiz ± ） し 、好 気条 件あ る い は 嫌 気条 件で

培 養 し た 。経 時的 に 採取 し た土 壌か らDNA を抽 出後CsC1 密 度 勾 配 超 遠 心

によ り分 画 し、19SrRNA 遺 伝子 を 対 象 と し たPCR −DGGE 法 に よ り、真核

微生 物群集 の 解析 を行 っ た。　 【結果 と考察】分画 前の DNA を 用 い た解析

で は 、好 気 条 件 で カ ル ス 添 加 に よ る 真核 微生 物群 集全 体の 変 化が観 察 さ

れた の に 対 し 、嫌 気条 件 で は カ ル ス 添 加 が 真 核 微 生 物 群集 に 及 ぼす 影響

は 見 か け 上 観 察 さ れ な か っ た 。一
方 、い ずれ の 条件 に おい て も

L
℃標 識 さ

れ た DNA 画 分 か ら PCR 増 幅 が 認 め ら れ た 。好 気 条 件 で は 主 に

Mucoromycotina 、　Zoopag。 mycotina に 属 す る 糸状 菌 お よ び 卵菌 が カ ル ス

炭素 を利 用 し て お り、培 養 後半 に は ア メ ーバ に よる カル ス 炭 素の 利用 が

確 認 さ れ た 。嫌 気 条 件 で は Basidiomycetaに 属 す る 糸 状 菌 お よ び

Ccrcozoa鞭毛 虫 によ るカル ス 炭 素の 利 用が 認 め られ た 。以 上 の こ とか ら 、
酸素 条件 に よ っ て 異 な る 真 核微 生物 が、分解 者、細 菌捕食 者 と して カル

ス 由来 の 分解 ・利 用 に 関与 す る こ とが 示 唆さ れ た 。
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