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DNAを吸着してしまう土から微生物のDNAを抽出するには？
―スキムミルクを用いた黒ボク土からの微生物DNA抽出法の確立―

星野(高田)裕子生物環境安全部微生物・小動物研究グループ微生物生態ユニット

はじめに

土壌や水など環境中に存在する微生物は、実験

室で簡単に培養できないものが多い。このような

培養困難な微生物を調べるためには、微生物の培

養を経ずに環境中から直接 を抽出して解析DNA

する手法が用いられる。この手法は、遺伝子組換

え体などの特定遺伝子の検出にも用いられ、環境

微生物研究においては基盤となる技術である。

土壌から微生物の を直接抽出する方法はDNA

様々な方法が検討されている。ビーズ振とうによ

る微生物細胞の物理的破壊を基本とした手法が、

簡便で多量の の抽出が可能であるために幅DNA

広く適用されている。しかし、日本ではこのビー

ズ法など従来の方法が充分に効果を発しない場合

が散見される。これは日本の畑地面積の大部分を

占める黒ボク土で の抽出が困難であるからDNA

であり、このことは黒ボク土における微生物生態

研究の大きな妨げとなっている。そこで、ビーズ

法を応用し、黒ボク土から微生物 を直接抽DNA

出する方法の確立を試みた。

DNAが抽出できない原因の究明

市販されている土壌からの 抽出キットDNA

（ ）は、ビFast DNA SPIN Kit for soil(Q-BIOgene)

ーズ法によるキットで、一般的に広く使用されて

いる。しかし、本キットを用いた標準法では、日

本各地から採取した黒ボク土の 試料の中で 試7 5

料から微生物 は抽出されなかった。すなわDNA

ち、図 のように、これらの試料からの抽出液中1

にはアガロース電気泳動でゲノム が検出さDNA

PCRれず、また、高感度な遺伝子検出が可能な

（ポリメラーゼ連鎖反応）法によっても、この抽

出液からは細菌に普遍的に存在する の16S rDNA

検出が困難であった。

しかし、これらの土壌には、一般的に知られて

いる密度の土壌微生物が含まれていることが顕微

鏡による直接計数法及び培養法で確認されたの

で、何らかの原因により微生物 の抽出が阻DNA

害されていることが推測された。そこで、黒ボク

土からの 抽出が困難な原因を明らかにしよDNA

うとした。まず、より強力な微生物の破砕方法を

検討したが、 の抽出効率はまったく向上しDNA

図1 スキムミルク添加による黒ボク土からのDNA抽出

日本各地の黒ボク土の抽出液をアガロース電気泳動後、エチジウム

、 。 。ブロマイド染色し DNAを検出した 白色の部分がDNAの検出を示す

＋:スキムミルク添加(土壌1g当り40mg) －:スキムミルク無添加

Ｍ:DNAサイズマーカー
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表１ スキムミルクまたはRNA添加による農環研畑黒ボク土からのDNA抽出と

これらの抽出液を用いた細菌16S rDNA PCR増幅

土壌

RNAスキムミルク

(50 mg/ml) (20 mg/ml)無添加
スキムミルク添加 添加RNA

(mg/g ) (mg/g )土壌 土壌

10 40 100 4 10 40

DNA nd /+ + + nd ++ + nd ndゲノム 抽出 -

nd nd ++ + nd + nd nd nd
16S rDNA

増幅PCR

アガロース電気泳動後のエチジウムブロマイド染色でDNAバンドが検出されなかったものをnd、検出された

ものを+で示した。

なかった。また、顕微鏡観察では標準法において

も微生物細胞は十分破砕されていることが確認さ

れた。これらのことから、破砕効率以外の要因が

主原因であることが明確になった。

一方、黒ボク土はリン酸を強く吸着することが

知られており、同様に も吸着することが想DNA

定された。上記の黒ボク土に人為的に を添DNA

加し、その後、ビーズ法により抽出を試みたが、

添加した 、あるいはその分解産物は抽出液DNA

中に検出されず、黒ボク土が を強く吸着すDNA

ることが示唆され、それが微生物 抽出を困DNA

難にしている原因と考えられた。

土壌へのDNA吸着阻害の試み

の土壌への吸着を阻害する方法として、DNA

抽出用溶液の の変更、リン酸濃度の上昇、塩pH

、 。濃度の上昇 さらにキレート剤の使用を検討した

しかし、いずれの条件でも農環研畑圃場の黒ボク

土からは は抽出されなかった。一方、核酸DNA

の生化学研究においてはスキムミルクなど核酸の

吸着や分解を阻害する物質がよく使用されてい

DNA RNA DNAる また と構造の類似した は。 、 、

の土壌への吸着を阻害することが知られている。

そこで、スキムミルク、あるいは を抽出用RNA

溶液に添加してみたところ、土壌微生物由来と考

えられる が検出された（表 。他に供試しDNA 1）

た黒ボク土についても、スキムミルクを添加する

ことにより の抽出が可能になった 図 。DNA ( 1)

スキムミルク無添加でも を抽出できる黒ボDNA

ク土については、スキムミルク添加により抽出

量が増大した 図 。 の添加ではスキDNA ( 1) RNA

ムミルクより多くの が抽出されるが、スキDNA

ムミルク添加による抽出液の方が に適しPCR

ており（表 、またスキムミルクは安価なこと1）

もあり利用しやすい。

一方、スキムミルクのような複合物の添加は

を用いた土壌中の微生物群集の解析に影響DNA

を与えることが懸念されるが、スキムミルクその

ものからはゲノム が検出されず、 で細DNA PCR

（ ）。菌の の増幅は認められなかった 表16S rDNA 1

さらに、スキムミルクの添加は土壌の細菌群集構

造を示す （変性剤勾配ゲル電気泳動）パタDGGE

ーンにも影響がないことが確認された。

改良された微生物DNA抽出法の活用

以上のように、黒ボク土のように を強くDNA

吸着する土壌では、スキムミルクの添加が土壌か

らの微生物 の直接抽出に有効である。抽出DNA

された は、 環境撹乱による土壌微生物群DNA 1)

集変動の解析、 組換え遺伝子や病原菌の遺伝子2)

PCR 3) DNAなど特定遺伝子の 検出、 土壌微生物

中の有用遺伝子の探索等に適用できる。なお、砂

質土など従来の方法で が多く抽出される土DNA

壌では、スキムミルクの添加が抽出 量を減DNA

少させることがあり、土壌の種類によってその適

用に留意する必要がある。


