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植物根圏に お ける細菌キチ ナ ー ゼ遺伝子 多様 性解析
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【目的】根圏か ら分離された細菌類が生産するキチナーゼ は主要な植物病原糸状菌類 に対 し

て 細胞壁 溶解活性を持 つ こ とか ら、
これ まで にキチナーゼ生産1生細菌や細菌 キチナーゼ遺伝

子 を利用 した植物病害防除が検討 され て い る。 しか しなが ら、こ れ らの 研究は 人工培地上 で

の キチナーゼ 活性や抗糸状菌活 睦を指標 と した根圏か らの培養が可能な細菌類につ い て の も

の で あ る。
一

方、天然環境 中には多くの 難培養性微生物が存在す るこ とが近年明 らか となる

中で 、多様な環境における新規の キチナーゼ生産 卜生細菌類の 存在 も分子 生態学的手法で 明 ら

かに され つ つ ある。 そ こで本研究で は根圏土壌 DNA を分析す る こ とに より難培養性細菌類

も含めた細菌 キチナーゼ遺伝子群の 根圏における遺伝子多様陸を検討 した。

【方法 】2003年7月 に筑波大学付属実験 圃場に キク［Dendianthema 　X　gアandifontm （Ramat）
Kitamura］ （品種 「秋芳の 力」）の 幼苗を移植 し、20（M 年6月に根系を採取した 。 根系を分離

後、軽 く振 とうする こ とによ り得 られ た土壌 （0．5g）を非根圏土壌 とした 。 根圏土壌は根系

を滅菌水で水洗後、約5  の 根端5本 （約025g）をマ イ ク ロ チ ュ
ーブに詰めて 回収した 。 土壌

DNA の抽 出は市販 キ ッ ト（FastDNA・sPIN・Kit・for・soil
，Qbiogene）を使用するこ とに より行っ た 。

Wilhamsonら （1）によ り報告 され て い るプ ライ マ
ー

セ ッ トを用い て 根圏及び非根圏の 土壌DNA

を鋳型 として PCRを行い 細菌キチ ナーゼ 遺伝子の 増幅を試みた 。 予想サイ ズの PCR産物 （約

400bp）が得 られ るよ うにPCR条件を改変 した後、蛍光プ ライマ ーを使用 して 得られたPCR産物

を制限酵素処 理す るこ とに よ り細菌キチナ ーゼ遺伝子の T−RFLPIiFt析を試み た。

【結果お よび考察】細菌キチ ナーゼ遺伝子の T−RFLP解析の 結果 、 非根圏土壌サ ン プル との 比

較か ら根圏土壌サン プル におい て優先化 して い ると考え られる DNA 多型が検出 された 。 さら

に全 国各地の耕作土か ら得 られ た土壌 DNAを用 い て 同様の 検討を行 っ た結果 、 広範囲の 土壌

サ ン プル におい て 安定 して 存在する細菌キチナ ーゼ 遺伝子 群の 存在が示唆 された 。
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