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参考資料 

分類名〔土壌肥料〕 

ＤＮＡ分析を利用した土壌微生物の調査方法 

 農業・園芸総合研究所

１ 取り上げた理由 

    普及に移す技術第86号（参考資料）では，土壌中の微生物量を推定するためのＡＴＰ量測定につ

いて取り上げた。土壌間の微生物量の差違を考察するには，さらに微生物相についての情報が必要

である。そこで，土壌中のＤＮＡを分析することで微生物相を調査する方法を検討した結果，土壌

微生物の調査方法として有効であったことから参考資料とする。 

 

２ 参考資料  

１）生土の土壌試料を採取し，2mm目の篩いに通し植物残さ等を取り除く。その後，大きめのビニ

ール袋に篩った土壌を入れて十分に混和する。 

２）0.4gの生土からＤＮＡを抽出する（図１）。このＤＮＡ中には，土壌微生物のＤＮＡが混在して

いる。ＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）法を基本技術としたＤＮＡ分析，すなわちクローンライブ

ラリ法（図２），PCR-DGGE法（PCR-変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法，図３），t-RFLP法（末端-制

限酵素断片長多型法，図４）により，ＤＮＡに含まれる細菌（バクテリア）と糸状菌類のＤＮＡを

選択的に増幅し分離する。その後，分離したＤＮＡの配列情報から種を推定する。 

３）ＤＮＡ分析による調査結果から，土壌試料間の微生物相の比較や差別化ができる。培養技術を

介さないため，難培養性微生物の存在も推定できる。 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ ＤＮＡ分析の概略 

 

 

 

３ 利活用の留意点 

１）堆肥，土壌改良資材の施用，除塩や土壌消毒を施したほ場で，土壌微生物の変化を調査する際に

活用できる。 

２）環境ＤＮＡ分析は，農業・園芸総合研究所バイオテクノロジー開発部において分析できる。ク

ローンライブラリ法は２週間程度，PCR-DGGE 法と t-RFLP 法は 2～3 日間を要する。 

３）多数の生物種のＤＮＡが混在するＤＮＡは，メタゲノムや環境ＤＮＡ（eＤＮＡ，e は

environmental の略）とも呼ばれる。 

 

 （問い合わせ先：農業・園芸総合研究所 バイオテクノロジー開発部 電話022-383-8131） 
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４ 背景となった主要な試験研究 

１）研究課題名及び研究期間 環境にやさしい農業定着促進事業（平成22～23年度） 

農業の早期復興に向けた試験研究連携ﾌﾟﾛｼﾞｪｸﾄ（平成23年度） 

２）参考データ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３）発表論文等 なし。 ４）共同研究機関 なし。 

図３ PCR-DGGE 法による畑地の糸状菌相の電気泳動写真 

矢印は，堆肥区で特異的な種を示すバンド。 

分析機機器: DCode 微生物群集解析システム(バイオ・ラッド)。 

A)試料:所内畑地土壌，牛ふん籾殻堆肥 10t/10a/年,H23 年 2 月 25 日採取。土壌

ATP 量は無堆肥区 0.58，堆肥区 0.90mg kg-1。 

B)試料:名取市，海水が流入した施設内土壌を H23 年 6 月 1 日に採取，所内で除塩

後にバーク堆肥(2t/10a)を施用,作付無しで５ヶ月後に分析。土壌 ATP 量は無堆

肥区 1.6，堆肥区 1.6mg kg-1。  
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試料：岩沼市，

水田土壌，H22

年８月 10 日採

取。堆肥区は認

定エコファーマ

ーの水田，牛ふ

ん稲藁堆肥施用

1t/10a/隔年。  

土壌 ATP 量は 

無堆肥区 2.97， 

堆肥区 4.34 

mg kg-1。 
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図２ クローンライブラリ法で分析した水田の土壌細菌相（左）と糸状菌相（右）  

 

図４ t-RFLP 法による細菌の分離

と検出 

試料：名取市，海水が流入した

施設内土壌，H23 年 6 月１日採

取。 

分析機器：ABI310（ライフテク

ノロジー）。１ピークが細菌１

種に対応し，最も高いピークは

海洋細菌バクテロイデス門フ

ラボバクテリウム（89 塩基）。 

土壌 ATP 量は 0.6mg kg-1。 

20              300 塩基 


