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研究成果の概要（和文）：  黒ボク土からの DNA 抽出効率の向上と遺伝子組換え作物の安全

性の把握の必要性から，土壌，鉱物，腐植物質への DNA の吸着を調べた．黒ボク土が，灰色

低地土と赤黄色土に比べて DNA を多く吸着した．土壌有機物や酸化物を減少させて DNA 吸

着量の変化を観察し，土壌構成成分の中でも，アロフェンや酸化物が DNA 吸着の主要な媒体

であることが示した．黒ボク土壌と，主要粘土鉱物であるアロフェンへの DNA 吸着を，反応

溶液の DNA 濃度，イオン強度，㏗，リン酸イオンとの競合等の観点から調べた結果から，細

胞外 DNA 分子の土壌粒子への吸着機構・様式を３つ想定した． 

 
研究成果の概要（英文）：  This study investigated the adsorptions of DNA molecules by real soils and 

variable-charged soil constituents such as goethite, allophane, and humic acids for understanding risk 

assessment for release of the genetically modified organisms and for development of DNA extraction 

efficiency from soils in the analysis of soil microbial communities using culture-independent methods. 

The DNA adsorption on an andosol used in this study was much larger than those on a fluvisol and an 

acrisol. The changes in DNA adsorptions by the decrease in organic matter and oxide minerals implied 

that these oxide minerals among soil constituents are one of the main media to adsorb DNA molecules in 

soil environments. The adsorptions of DNA by andosols and allophane were investigated as function of 

solution pH, ionic strength in solution and some solutes. These results suggested that there are several 

DNA adsorption mechanisms in soil. 
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１．研究開始当初の背景 
 

土壌１g当り最大で100億もの微生物が存在

しており，その種類は数千にも及ぶとされて

いる．しかし，培養可能な微生物はその僅か

0.1から1%であることが知られており，大部分

の培養できない微生物はVBNC (viable but 

nonculturable)微生物とよばれている．これ

らVBNC微生物は従来の培養法では研究できな

いため，土壌から直接DNAを抽出し解析する

アプローチがとられている．土壌から直接抽

出したDNAを用いたVBNC微生物の研究は，

土壌中における未知の微生物の多様性と機能

を理解する上で重要であると同時に，これら

VBNC微生物から新規の生理活性物質をコー

ドした遺伝子を探索する上でも役立つことが

期待できる．土壌からのDNA抽出法は大きく

分けて２つある．1つ目は土壌から微生物細胞

を分離した後に溶菌させるもの，2つ目は土壌

中で溶菌させ，その後土壌からDNAを抽出・

精製するものである．前者はDNAの回収率が

低く，また分離できる微生物群集に偏りが生

じることが知られている．そこで後者の土壌

中で溶菌する方法が広く用いられている．こ

の直接抽出法で抽出されたDNAは，PCR－

DGGE法などの分子生物学的手法を用いて，

有用遺伝子の探索，遺伝子組み換え体や病原

菌など特異的な遺伝子の追跡，環境中の微生

物群集の解析に利用されている． 

過去数年にわたって，土壌中で死んだ微生

物から放出された核酸物質は，ヌクレアーゼ

によって速やかに分解されると考えられて

いた．しかし，最近，様々な微生物，植物か

ら出る核酸物質は，粘土，砂，土壌粒子に吸

着されることによって，ヌクレアーゼへの反

応性・感受性を変えて，生分解に抵抗を示す

ようになると言われている．さらに言い進め

ると，放出された DNA 分子は，粘土鉱物や

他の物質に結合することによって，コンピテ

ント細胞を形質転換する能力を持つように 

なると考えられてきた．外来遺伝子は，微生

物間だけで形質転換を起こすのではなく，組

み換えや複製，形質導入，転換，置換が作物

と微生物の間でも起こる．プロテアーゼ阻害

剤，抗生物質耐性遺伝子のような遺伝的に修

飾された作物の外来遺伝子は，植物の根や腐

敗した植物組織から排泄され，結果として，

微生物群集を変化させ，土壌の性質を変えて

しまう．また，土壌 DNA は，細菌間の遺伝

的情報交換と同様に，生物学的な活性，土壌

中の多様性において重要な役割を担ってい

る．そこで，土壌中での DNA の存在状態や

水平転移の頻度を明らかにしなければなら

ない．そのためには，第一義的に，土壌構成

成分への DNA 分子の吸着を把握する必要が

ある．土壌中の細胞外 DNA の吸着について

の知識は，生物多様性の調節，GEOs の放出

における危険性の査定を理解するために重

要である． 
 1951 年に発表された J. D. Bernal の「生命

起源関連高分子化合物の規則的合成に粘土

鉱物が重要な役割を果たしている」という説

が発端になり，核酸を含む有機分子の粘土鉱

物への吸着に関する実験･研究が盛んになっ

た(例：Greaves and Wilson, 1969; Franchi 
et al., 1999)．これらの研究から，粘土表面が

地球での生命の化学進化にかかわっている

可能性があると考えられるようになってき

た(Hazen, 2001)．この研究動機のため，土壌

構成成分の中で，モンモリロナイトのような

層状ケイ酸塩鉱物に対する核酸物質の吸着

に関する研究例が多い． 
 
２．研究の目的 
 
土壌への DNA 吸着メカニズムの解析は，

生物多様性の調節，GEOs の放出における危

険性の査定を理解するために，また，土壌か

らの DNA 抽出効率を改善する研究にとって

必要である．それはまた，土壌微生物におけ

る遺伝的多様性の進化・維持機構の解明研究



の発展にも役立つ．黒ボク土のような変異荷

電性物質が主体の土壌を研究対象にする場

合，モンモリロナイトのような層状ケイ酸塩

鉱物に対する DNA 吸着の結果だけではまっ

たく不十分である．そこで，本研究では，アロ

フェン質黒ボク土壌へのDNAの吸着メカニズム
を明らかにするために，土壌構成成分（ゲータ

イト，アロフェン，腐植物質といった変異荷

電性物質）とDNA吸着量との関係について調べ

た． 

 
３．研究の方法 
 
3.1 固体試料 

本研究では，主に，４つの黒ボク土試料を

使用した．知覧土壌は，鹿児島県川辺郡の畑

地の表層 0-10 cm より採取した多腐植厚層黒

ボク土である．都城土壌は，宮崎県都城市に

位置する九州沖縄農業研究センター都城支所

の畑地の 0-20 cm 層のアロフェン質黒ボク土

である．都城＋スラリー土壌は，上記の畑地

の隣の圃場で家畜糞尿スラリーを10 aあたり

60 t 施用した．その畑地の 0-20 cm 層のアロ

フェン質黒ボク土である．田無土壌は，西東

京市に位置する東京大学多摩農場未耕地の

0-20 cm 層のアロフェン質黒ボク土である． 

アロフェンは，黒ボク土の主要な粘土成分

であり，中空球状の鉱物で，その直径は 3.5
～5nm である．多くの場合，凝集体を形成し

ている．化学式 1~2SiO₂・Al₂O₃・nH₂O で表

され，SiO₂/Al₂O₃比は 1~2 である．本研究で，

合成アロフェンと天然アロフェンを使用し

た．合成アロフェンは Ohashi et al. (2002)の

方法で作った．組成は SiO₂ 56.08 ％;Al₂O₃ 
43.92 ％で，N2-BET 比表面積は 552 m2 g-1

と報告されている（Ohashi et al. (2002)．天

然アロフェンは，栃木県真岡で産出したもの

を水ひし，精製した（Matsumoto et al., 
2004），(株)品川化成から供給されたものであ

った．組成はSiO₂ 50.0 ％, Al₂O₃ 43.2 ％で，

N2-BET 比表面積は約 300 m2 g-1と(株)品川

化成から報告されている． 

 

3.2 供試 DNA 
吸着実験に使用する DNA は，濃度 1 mg 

mL-1の分子量 2000bp 以下のサーモン精子

DNA (Invitrogen 社)であった．これを純水

で希釈して使用した． 

 

3.3 吸着実験 

オートクレーブ処理した固体試料に

DNA 溶液を添加し，2 時間振とうした．遠

心分離した後，上澄み液を回収した．この

手順の中で、溶液条件（DNA 濃度，pH，

イオン強度，リン酸塩共存等）を変化させ，

これらの要因の DNA 吸着への影響を調べ

た。上澄み液中の DNA 量を Pico Green 法

を用いて蛍光光度法で定量した．最初に添

加した DNA 量から，回収された DNA 量を

差し引くことで，試料に吸着された DNA 量

を算出した． 

本研究では，DNA の吸着親和性をみるた

めに，下記の Langmuir 式から推定される

最大吸着量（Amax）を用いた, 

Ck
CAkA

⋅+
⋅⋅

=
1

max    (1) 

A は吸着量，kは吸着平衡定数，Cは平衡濃

度を示す．式(1)を変形して， 

C
AAkA

C
⋅+

⋅
=

maxmax

11
   (2) 

式(2)に実験データを代入し，近似的に最大

吸着量を算出した． 

 

 
４．研究成果 
 

4.1 土壌への過酸化水素処理とシュウ酸処

理の DNA 吸着に対する影響 

土壌構成成分の DNA 吸着への寄与を探るこ

とを目的として，土壌有機物と酸化物鉱物に

焦点を当て，土壌に過酸化水素水処理とシュ

ウ酸処理を行い，これらの物質を減少させて

DNA 吸着量の変化を観察し，その寄与を考

察した．本研究で用いた黒ボク土壌が，灰色

低地土と赤黄色土に比べて DNA を多く吸着

することが確認された．土壌から有機物を削

減してもDNA 吸着量はほとんど変化しなか

った．土壌有機物は DNA 吸着に関与しない

ことが示唆された．有機物を減少させた土壌

をさらに酸性シュウ酸塩を用いて，土壌から

鉄，アルミ酸化物やアロフェンなどを減少さ

せた場合，DNA 吸着量は本来の土壌の酸化

物量に関係して，減少した．土壌構成成分の

中でも，非晶質鉱物であるアロフェンや酸化



物が DNA 吸着へ影響があるようだ．よって，

土壌中のこれらの酸化物が DNA 吸着の主要

な媒体の１つであることが示唆された． 

 

4.2 黒ボク土への DNA 吸着に対する有機

物量の影響 

土壌中有機物の DNA 吸着に対する影響を，

土壌に過酸化水素処理を行うことによって

検証した．また，有機資材の施用によって，

土壌全有機物量が増加した黒ボク土壌を用

いることで，DNA 吸着に対する有機物量増

加の影響を調べた．ほぼ完全に黒ボク土から

有機物を取り除いた試料に対する DNA の吸

着を調べるために，400 ℃で加熱処理した黒

ボク土壌を用いて，未処理土壌と DNA 吸着

量を比較した．スラリー施用土壌の方が，未

施用土壌よりもはるかに DNA 吸着量が少な

かった．スラリー施用による有機物増加が

DNA 吸着に負の影響を与えていることが明

らかになった．H2O2処理を行うと，未処理

土壌よりも若干多くの DNA を吸着した．別

の土壌の場合を見ると，H2O2処理土壌の比

表面積は，未処理土壌にくらべ，約 2 分の 1
に減少したにもかかわらず，未処理土壌より

も DNA 吸着量が高かった．400 ℃加熱処理

土壌の比表面積は，未処理土壌よりも３分の

1 以上少なくなった．それにもかかわらず，

400 ℃加熱処理土壌の DNA 最大吸着量が未

処理土壌よりもはるかに高かった．供試した

すべての処理黒ボク土のT-C量とリン酸吸収

係数とともに，推定最大 DNA 吸着量とは統

計的に有意な関係は見られなかった．これら

の結果から言及できるのは，土壌有機物が

DNA 吸着にプラスに関与していないことで

ある．すなわち，土壌有機物に DNA 分子は

吸着しないようだ．また，リン酸の吸着機構

だけで，黒ボク土への DNA 吸着が説明でき

るわけではないようだ． 
 

4.3アロフェンへの DNA 分子の吸着 

黒ボク土へのDNA吸着を理解するために，

黒ボク土壌の主要構成粘土鉱物であるアロフ

ェン（天然と合成アロフェン）へのDNA吸着

を，反応溶液のDNA濃度，イオン強度，pH，

リン酸イオンとの競合等の観点から調べた．

２つのアロフェンともにDNA吸着量と平衡

濃度との関係は，Langmuir式の線形式に有意

に当てはまった．pH3～9の範囲で溶液組成を

変化させ，アロフェンにDNAを吸着させたと

ころ，pHが高くなるほど吸着されたDNA量

が減少した．DNA吸着は溶液pHによって大

きく影響されることがわかった．バックグラ

ウンド塩をNaClであった本研究のイオン濃

度範囲（0.1-0.5 mol L-1）では，pH(6.8-7.0)

一定の条件で，合成アロフェンと天然アロフ

ェンの両方ともDNA吸着割合はあまり変動

せず，一定であり，これらのアロフェン上で

のDNA吸着はイオン強度に影響されないと

判断できた．アロフェンへのDNA吸着は，モ

ンモリロナイト,シリカより高く，カオリン，

ゲータイト，ギブサイトの場合と同じくらい，

またはより低いということがわかった．リン

酸イオンをアロフェンに添加することにより，

吸着DNA量が減少した．リン酸イオンとDNA
との間で吸着反応における競合が生じること

がわかった．アロフェンとDNA吸着機構で，

アロフェンへのDNA吸着にはDNAのリン酸

基の関与する可能性を示唆した．本研究の結

果から，黒ボク土の構成成分の中で，主要粘

土鉱物であるアロフェンがDNA吸着に対し

て大きな役割示している媒体の１つであるこ

とが重ねて示唆された． 

 

4.4 黒ボク土への DNA 分子の吸着 

黒ボク土壌への DNA 吸着を，反応溶液の

DNA 濃度，イオン強度，pH，リン酸イオン

との競合等の観点から調べた．黒ボク土への

DNA 吸着に対する溶液 pH，イオン強度，共

存溶質の影響を調べた．pH が高くなるほど

吸着された DNA 量が減少し DNA 吸着は溶

液によって大きく影響されることがわかっ

た．土壌粒子への DNA 吸着機構は pH 依存

的で，DNA の等電点(約 pH 5.0)より pH が

低い場合は DNA は正に荷電し，負電荷の粘

土等の土壌粒子に吸着しやすくなるが，pH 5
以上では負電荷の土壌粒子とは斥力が働く．

バックグラウンド塩として NaCl を用いた場

合，イオン濃度範囲（0.01～0.5 mol L-1）で

は，pH 一定(6.8～7.0)の条件で，黒ボク土へ

の DNA 吸着割合は一定であった．この条件

では，DNA 吸着はイオン強度に影響されな

いと判断できた．土壌の DNA 吸着能力は，

粘土含量，酸化物含量に左右されることは予

測の範囲内であるが，交換性陽イオンまたは

土壌溶液中陽イオンのイオン種組成によっ

ても影響を受けるかもしれない．黒ボク土へ



の，DNA 吸着量と平衡濃度との関係は

Langmuir 式に有意に当てはまった． 
 

５．結論 
 

黒ボク土とアロフェンともに，DNA 吸着

量と平衡濃度との関係はLangmuir式に有意

に当てはまった．この吸着等温線は，L 型ま

たは H 型であった(Saeki et al., 2008; in 
submitting)．DNA 分子と供試粒子との間で

強い吸着相互作用が働いて，DNA 分子が土

壌粒子表面で単分子層になっていると考え

られた． 
現在，DNA 分子の土壌粒子に対する２つ

の吸着形態が想定されている．１つ目は，土

壌粒子への DNA 吸着反応で，DNA 分子末端

のリン酸基が土壌粒子外表面の酸化物の OH
官能基に結合する機構である．同様に，モン

モリロナイトなどの層状ケイ酸塩鉱物の結

晶末端の Al 酸化物の OH 官能基へも DNA
分子は吸着するだろう．高 pH 域では吸着

DNA 量は減少する．pH が高くなると，変異

電荷粘土の土壌は表面のAlOHが脱プロトン

化され，負に帯電した AlO⁻が増加し，DNA
のリン酸基と反発し近づけないため，DNA
が吸着されにくいと考えられる．土壌の

AlOH と DNA のリン酸基が配位子交換反応

で吸着結合しているかどうかは，現在のとこ

ろ，判明していない． 
２つ目は，陽イオンが架橋として使用され

る土壌粒子外表面上での吸着形態である．pH 
8-9 で，土壌に対する DNA の吸着は 0％にな

らず，加えて，リン酸イオンによって，DNA
の吸着がすべて阻害されるわけではなかっ

た(Saeki et al., in press)．また吸着量は小さ

いが，DNA 分子は，中性からアルカリ性で

は全体として負に帯電しているシリカ表面

にも吸着された(Saeki et al., in submitting)．
これらの結果は，無機陰イオンの吸着反応で

見られる粒子表面の正荷電量と OH 基量と，

DNA 分子末端のリン酸基との反応だけでは

説明できない．陽イオンを架橋として使用す

る層状ケイ酸塩鉱物などへの吸着形態が

Khanna and Stotzky (1992)と Paget et al. 
(1992)によって提案されている．また Ca2+

はシリカなどの鉱物のシラノール基にも結

合し，鉱物表面の負電荷を低下させ，DNA
が吸着しやすくなる(Nguyen and Elimelech, 

2007a)．この吸着機構は高 pＨ域での DNA
吸着にも，配位子交換反応をともなう吸着を

補填する反応として当てはまるかもしれな

い．もしこの反応が大きく寄与しているので

あれば，溶液中の陽イオン量（イオン強度）

を上げることで DNA 吸着量は増加するはず

である．土壌の DNA 吸着能力は，粘土含量，

酸化物含量に左右されることは予測の範囲

内であるが，交換性陽イオンまたは土壌溶液

中陽イオンのイオン種組成によっても影響

を受けるかもしれない． 
 「土壌，特に黒ボク土の構成成分の中で，

何が DNA 分子を吸着するのか?」という問い

に対して，当初，主要な吸着サイトは無機鉱

物であり，腐植物質は DNA を吸着しないで

あろうと著者たちは思い込んでいた．DNA
吸着反応で，DNA 分子末端のリン酸基が鉱

物表面のOH官能基に結合する機構を想定し

ていたためと，黒ボク土から有機物を削減処

理すると，DNA 吸着量が増加したためであ

る(Saeki and Sakai, 2009)．しかし，他の研

究とこれまでの著者たちの研究とを総合す

れば，鉱物が DNA 分子の主要な吸着サイト

であることはもちろんであるが，腐植物質も

DNA 吸着サイトとして十分に働いていると

結論づけられる．酸性領域以外で，腐植物質

は全体として負に強く帯電しているので，腐

植物質への DNA 吸着のメカニズムは，陽イ

オンを架橋として使用する負電荷粒子表面

上での吸着形態が重要であろう． 
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