
環境微生物の機能と系統分類を結び付けるための新規DNA回収技術の開発

水圏土壌環境制御研究室　関谷努力

指導教官　原田秀樹　大橋晶良　井町寛之

1. はじめに

　現在，環境中の微生物群集構造を解析するための手法

として，クローン解析などの特定の遺伝子を分子マーカ

ーとした解析手法が広く用いられている．これらの手法

を用いて16S rRNA遺伝子を対象とした解析を行うこと

で環境中に存在する微生物の分類系統的な多様性を，ま

た微生物の機能を司る機能遺伝子を対象とした解析を行

うことで，その機能を有する微生物の多様性を推定する

ことが可能である．しかしながら，系統分類と機能遺伝

子それぞれの解析結果を結び付けて理解することは難し

く，解析を行った機能を持っている微生物がどの様な系

統分類に属するものであるかを推定することは困難であ

る．

　そこで，環境中の微生物群集から 16S rRNA 遺伝子と

機能遺伝子を同一の DNA 鎖上に含む様な長さを持つゲ

ノム DNA を抽出し，そのゲノム DNA 群集のなかから標

的とする遺伝子の塩基配列をもつものを特異的に回収す

る  (Fig. 1)．そして回収した DNA の機能遺伝子と 16S

rRNA 遺伝子について解析を行うことで，微生物の系統

分類と機能を結びつけて理解することが出来るのではな

いかと考えた．細菌の全ゲノムDNAの長さは大腸菌で4.6

Mega base pair (Mb) ，多くの細菌・古細菌も同様に数 Mb

程度の長さであることから，16S rRNA 遺伝子と機能遺伝

子を同一の DNA 鎖上に含むためには， Mb レベルの長

さのDNAを回収すればよいはずである．しかしながら，

現在 Mb レベルの長さの DNA を配列特異的に回収する手

法の報告はなく，前述の微生物解析方法論を実現するた

めには，新たに DNA 回収手法を開発する必要がある．

また，存在率の低い微生物にも適用するために，1%程度

の低存在率のDNAの回収を行えることが重要である．

　本研究では，標的核酸に対する高い親和性と配列識別

能を併せ持つ PNA (Peptide nucleic acid) 1を応用し，新規

DNA回収手法の開発を行った．

2. 実験方法

　モデル微生物は回収したゲノム DNA の長さの評価及

び DNA の抽出が容易であることを考慮して，全ゲノム

の塩基配列が決定しているグラム陰性細菌 Desulfovibrio

vulgaris strain Hildenborough を用いることとした．菌体か

らの DNA の抽出は DNA の切断を極力避けるため，

Lysozyme及び Proteinase K による方法を用いた．DNA を

配列特異的に回収するために，PNA を用いた．PNA プロ

ーブの設計には分子系統解析ソフト ARB を用い，D.

vulgaris の dsrA 遺伝子に特異的なプローブ Dvu1438 を作



成した．PNAプローブにはN末端にビオチンを標識した．

2.1 ストレプトアビジン被膜磁性ビーズを用いた DNA 回

収手法の検討

　ゲノム DNA を回収するためにストレプトアビジンが

被膜してある磁性ビーズを用いた． PNA プローブは磁

性ビーズと結合させた後，標的DNAとの交雑を行った．

70°Cもしくは 95°C で２本鎖であるゲノム DNA を乖離さ

せた後，45-55°C で 1 晩交雑反応を行った．その後，磁石

を用いて磁性ビーズを洗浄して非標的 DNA を除去し，

PNA プローブと交雑した標的 DNA の回収を行った

(Fig.2)．

2.2　ストレプトアビジン被膜チューブを用いた DNA 回

収手法の検討

　ストレプトアビジン被膜チューブ (S.A.-coated tube) を

用いて DNA の回収を行った．まず，PNA プローブと標

的DNAの交雑を行い，次にS.A.-coated tubeに添加し，PNA

プローブと交雑した DNA をチューブに結合させた．そ

の後，S.A.-coated tube 内を洗浄して非標的 DNA を除去し

た (Fig. 3)．そして，PNA プローブと DNA を乖離させて

標的DNAの回収を行った．

2.3 回収したDNAの評価

　回収した DNA の評価は PCR 法を用いて行った。PCR

増幅には，おおよそ全ての硫酸還元原核生物の dsrA 遺伝

子に特異的なプライマーセット (DSR1F & DSR6R-m)2，

おおよそ全ての硫酸還元原核生物の dsrAB 遺伝子に特異

的なプライマーセット (DSR1F &  DSR4R)2，おおよそ全

ての古細菌 (Archaea) の 16S rRNA 遺伝子に特異的なプ

ライマーセット (Ar109f 3& UNIV1490R4)，おおよそ全て

細菌 (Bacteria) および古細菌の 16S rRNA 遺伝子に特異

的なプライマーセット (UNIV907F & UNIV1490R)4 を用

いた．また，D. vulgaris rrnC 16S rRNA遺伝子に特異的な

プライマーセット (DvuC-181F & UNIV907R-m ) を作成

しPCRに用いた．

3. 実験結果及び考察

　本研究の目的は，標的とするゲノム DNA を Mega base

pair レベルの長いサイズのまま，配列特異的に回収する

技術を開発することである．そこで，モデル微生物であ

る D. vulgaris とその他の微生物からそれぞれ抽出した



DNA を混合し，その中から D. vulgaris の DNA を特異的

に回収できるか検討した．そしてその DNA が，i) 配列

特異的に回収できるか，ii) Mb レベルの塩基長であるか

の2点をPCRにより評価した．本研究で用いたD. vulgaris

は全ゲノム解析が既に終了している．その配列情報から

D. vulgaris はゲノム DNA 上に 5 つの rrn オペロン (rrnA

から rrnE) を持っており，その中で最も dsrA 遺伝子から

離れているのは rrnC で約 1.5 Mbp であることが判った．

従って，回収されてきたDNAを用いてD. vulgarisのrrnC

と dsrA 遺伝子に特異的な PCR 増幅を行えば，少なくと

も 1.5 Mbpのゲノム DNAを得られていることが証明でき

る．

3.1 ストレプトアビジン被膜磁性ビーズを用いた DNA 回

収手法の検討

　D. vulgaris と嫌気性汚泥からそれぞれ抽出した DNA を

1: 1 の比率で混合し，その混合 DNA 溶液からの磁性ビー

ズを用いた方法で DNA 回収実験を行った．その結果，

標的であるD. vulgaris に由来するdsrA遺伝子と rrnC 16S

rRNA 遺伝子の回収は確認できた (Fig. 4, lane 1-3)．しか

しながら，若干ではあるが，PNA プローブを添加しなか

ったネガティブコントロールにおいても DNA が回収さ

れ (Fig. 4, lane 4-6)，非特異的な DNA の回収の発生が確

認された．また，この標的以外の DNA の混入は，PNA

プローブに依らないものであることが示唆された．

3.2 S.A.-coated tubeを用いたDNA回収手法の検討

　磁性ビーズを用いた検討での非特異的な DNA 回収の

原因は，ビーズによる DNA の巻き込みであると考え，

巻き込みが起こる可能性が低いと考えられる S.A.-coated

tubeを用いた方法を検討することとした．

3.2.1 PCR産物を用いた最適条件の決定

　ここまでの Mp レベルのゲノム DNA を標的とした実験

では，非標的DNAが問題となっていた．そこでまず，1.9

kb の短い PCR 産物を標的とした DNA 回収実験を行い条

件の最適化を試みた．PCR 産物は， D. vulgaris の DNA

の PNA 認識領域を含む領域を鋳型として作成し， M.

vannieliiから抽出したDNAと３段階の比率 (D. vulgaris: M.

vannielii = 1: 1, 1: 9, 1: 99) で混合した．そこから回収した

DNA は，dsrA 遺伝子と古細菌の 16S rRNA 遺伝子に特異

的なプライマーセットによりPCRで評価した．その結果，

反応液のNaCl濃度を 80 mM以下，交雑温度を 50°C以下

の条件において，すべての混合比率で M. vannielii は検出

されず，dsrA遺伝子の特異的な回収が確認された (Fig. 5)．

3.2.2 D. vulgaris ゲノムDNA回収の試み

　最適化した条件に基づいて，D. vulgaris のゲノム DNA

を標的とした DNA 回収を試みた．その結果，混合溶液

から回収したDNAにおいて標的であるdsrA遺伝子，rrnC

16S rRNA 遺伝子だけでなく，わずかながら M. vannielii

に由来する古細菌の 16S rRNA 遺伝子も検出され非特異

的な DNA の回収が確認さた．このことから PCR 産物で

決定した条件をゲノム DNA に直接適用できないことが

明らかになった．また，対照系の M. vannielii の DNA の

みの系では，一切 DNA の回収は確認されず，この対照

系の結果と PCR 産物を用いた実験の結果から PNA プロ

ーブと M. vannileii の DNA が交雑しないことは明らかで



ある．それにも関わらず，非特異的に DNA が回収され

た原因については，PNA プローブと交雑した D. vulgaris

のゲノムDNAがM. vannieliiのDNAと非特異的に交雑し

ていたことが考えられた．

　そこで，PNA プローブと DNA は交雑するが DNA 同

士の交雑は困難な条件で交雑反応を行えば，この問題を

解決できると考えた．PNA/DNA ハイブリッドと

DNA/DNA ハイブリッドそれぞれの熱安定性が NaCl 濃度

により受ける影響は大きく異なり，DNA/DNA ハイブリ

ッドの熱安定性が低下する低 NaCl 濃度条件において，

PNA/DNA ハイブリッドの熱安定性は増加する 5,6．そこ

で， NaCl 無添加，高交雑温度 (60-80°C) 条件での DNA

回収を検討した．その結果，交雑温度 70ºC において，標

的 DNA の存在率 50%，10％の DNA サンプルから D.

vulgaris に由来する dsrA 遺伝子と rrnC 16S rRNA 遺伝子

の回収が確認され，非標的微生物である M. vannileii 由来

の16S rRNA遺伝子は検出されなかった (Fig. 6)． 一方で，

標的 DNA の存在率 5%以下の DNA サンプルからは，安

定してDNAを回収することはできなかった．

4. まとめ

　純菌を用いたモデル系において，標的 DNA の存在率

が 10%以上の DNA サンプルから，少なくとも 1.5 Mb 以

上の長さのゲノム DNA を配列特異的に回収することに

成功した．このことから，微生物の存在率が 10%以上と

いう制限はあるものの，培養に依らずに環境中の微生物

の機能と系統分類を結び付ける新規微生物解析方法論実

現の可能性を示すことができた．
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