
 

 

［成果情報名］土壌締固め・定量 PCR 法による迅速・高精度なキタネグサレセンチュウ密度の推定 

［要約］キタネグサレセンチュウ密度は、土壌締固め機を用いて供試土壌を圧密化して線虫

個体を破壊し、その土壌から抽出した DNA 中のキタネグサレセンチュウ由来 DNA 量を定

量 PCR 法で定量することで、迅速かつ高精度に土壌から直接測定できる。  
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［背景・ねらい］ 

土壌線虫の同定・計数は、土壌から線虫を分離し、顕微鏡下で観察する方法が一般的で

ある。土壌線虫の分離は線虫が水中を泳ぐ特性を生かしたベルマン法が従来から広く用い

られてきたが、ベルマン法は線虫の分離に２～３日間を要し、その分離効率も約 50％と低

いことが知られている。また、分離した線虫を顕微鏡下で同定するには熟練を要し、同時

に多数のサンプルを観察できず、時間もかかる。そこで、土壌から線虫を分離する行程を

介さずに、迅速・高精度に土壌中の植物寄生性線虫であるキタネグサレセンチュウを定量

する方法を開発する。  

［成果の内容・特徴］ 

１．風乾土壌 20g を土壌締固め機（大起理化工業製）で圧密化（1.4 g/cm3）して、Sato et al. 

(2010)の方法で DNA を抽出し、定量 PCR 法によりキタネグサレセンチュウ由来の DNA

量を定量する方法は、１サンプルあたり約４時間の工程で従来法より迅速に（図１）、

かつ多サンプルを並行して測定できる。  

２．圧密化した土壌では、していない土壌に比べて、定量 PCR 法の測定値（Ct 値：PCR

増幅産物量が閾値に達したときのサイクル数）が低く、キタネグサレセンチュウ由来の

DNA の検出量が約２～12 倍となる（表１）。これは、線虫個体が土壌粒子につぶされ、

さらに DNA が土壌中に放出されるためと推察される。 

３．水分含量９%の風乾土壌の場合、室温で５カ月間保存しても、定量 PCR 法で安定的に

定量できる（図２）。  

４．土壌に添加した既知量のキタネグサレセンチュウと Ct 値の間に有意な相関関係

（P<0.01）があり、土壌締固め法と定量 PCR 法を組み合わせて土壌中のキタネグサレ

センチュウ密度が推定できる（図３）。また、土壌の種類によって、検量線の傾きが異

なる。  

５．定量 PCR 法で 40 回の増幅でも Ct 値が検出できない場合はサンプル中にキタネグサレ

センチュウがいなかったことを意味する。サンプル中に対象の線虫が存在していても分

離されないケースがある従来法に比べ、高い精度でキタネグサレセンチュウの土壌中で

の存在有無を確認できる。  

［成果の活用面・留意点］    

１．土壌締固め機は特注品として入手できる（大起理化工業製）。  

２．土壌タイプごとに検量線を作成する必要がある。  

３．土壌試料の保存可能期間については、黒ボク土の風乾土壌（水分率９％）についての

結果であり、土壌の種類や土壌水分率によって保存可能期間が異なる可能性がある。  

４．DNA 抽出時に、他の植物寄生性線虫 DNA を内部標準として添加し、キタネグサレセ

ンチュウ由来の DNA が検出されなかった場合に、その原因が、DNA 抽出のミスによる

ものか、試料中にキタネグサレセンチュウが存在しなかったためかが判断できる。  
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Ct値
（平均値±標準偏差、n=3）

土壌タイプ 供試土壌 締固め有 締固め無
DNA量比
（有/無）

黒ボク土

A 30.4±1.1 34.0±1.3 12.0 
B 30.6±0.6 31.4±0.2 1.7 
C 29.6±0.4 31.7±1.9 4.3 
D 30.8±1.9 33.4±0.8 5.7 
E 33.9±0.0 35.1±2.9 2.4 

灰色低地土

F 27.8±0.8 29.1±2.1 2.3 
G 28.5±0.9 30.6±0.3 4.3 
H 32.8±0.8 35.4±1.0 6.1 
I 31.6±2.9 33.5±3.3 3.9 

表1 締固め有・無によるCt値の違い*と検出された
キタネグサレセンチュウ由来DNA量比

*Ct値の違い：ターゲットのDNAが多いとCt値は低く検出される。
Ct値が１違うとDNA量は約2倍異なることを意味する。

DNA量の差は2の[Ct値の差]乗で得られる。

生土壌

線虫抽出：2‐3日
（ベルマン法など）

顕微鏡下での同定・計数：1日以上
→熟練を要し、多サンプルを同時に
処理できない

土壌締固め・撹拌：30分‐1時間

土壌からのDNA抽出：2時間

定量PCR法：1時間
→多サンプルを同時に処理できる

従来法
新法

図1 従来法と新法の手順および所要時間の比較
*：サンプリング翌日から線虫分離をする場合がある。その1晩を利用。

風乾（通風乾燥機）：1晩*
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図２ 室温保存期間が風乾土壌内のキタネグサレセンチュウ由
来DNA量に及ぼす影響（**P<0.01）
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図３ 添加回収実験によるキタネグサレセンチュウ数と定量
PCR法測定値（Ct)の関係（**P<0.01)
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