
1.　

環境バイオテクノロジーにとって，土壌は様々な側面
で重要である。土壌は環境バイオテクノロジーの適用対
象の一つであり，そこに棲息する微生物の生態・機能に
関する科学的知見はこの技術による土壌環境改善に不可
欠である。一方，土壌は豊富な遺伝資源を持つ微生物の
宝庫で92)，環境バイオテクノロジーを支える個別技術素
材を提供している。
しかし，土壌微生物の重要性及び可能性は認識されな
がら，これまでその全体像を知ることは困難であった。
土壌及び土壌生態系の複雑さ，そして，その複雑さを解
析する手法がなかったことが原因に挙げられる。土壌微
生物は，複雑な組成，構造を持つ土壌中で不均一に分
布し36)，土壌粒子との結合状態等存在形態も様々であ
る3,90)。さらに，多くの環境で存在する微生物のうち，こ
れまで長年微生物研究に用いられてきた培養技術で培養
されるものは 1 ％に満たない2)。
その中で，環境中に存在する微生物由来の DNA を直
接解析する手法が注目されている。これらは環境 DNA 
(eDNA) と呼ばれる。統計用語で真の母集団と抽出され
た標本の期待値の差をバイアスというが，微生物群集を
調べるため培養法を用いる場合，培地などの培養条件に
より特定のものしか回収できないためこのバイアスが大
きくなる。このことは，微生物群集の多様性を大幅に過
小評価する結果につながる。環境 DNA を用いた分子生
物学的手法を導入することで，培養法では全貌をつかむ
ことが難しかった環境中の微生物群集をより少ないバイ
アスで明らかにでき，培養することなく組換え体や病原
菌などの特異的な遺伝子を追跡できる32)。また，現在ま
で知られていなかった遺伝資源にアクセスが可能にな

る34)。地球上で最後のフロンティアと呼ばれる土壌にお
いて，DNA を直接抽出することは真理探究のための重
要な鍵であるといえよう。
土壌からの DNA 抽出は他の環境に比べ困難ではある
が，これまでに分子生物学実験に用いるためのさまざま
な DNA の抽出法が報告されている。土壌からの DNA 
抽出法は大きく 2 種類に分けられる。土壌から微生物画
分を回収した後に，これらから DNA を抽出する間接抽
出法―菌体回収法 (Cell Extraction Method) と，土壌中
で溶菌し DNA を回収する直接抽出法―直接溶菌法 (Di-
rect Lysis Method) である（図 1 ）。抽出法は DNA 収量，
DNA 長や純度などの質，すべての微生物から偏りなく 
DNA を抽出できているかなどの点で評価される。それ
ぞれの手法について改良が進められてきたが，すべての
点で優れた手法というのは現在のところ存在しない。ま
た，研究の目的によっても，DNA 抽出法の評価は変わっ
てくる。

PCR と 16S rDNA の遺伝子解析による微生物群集解
析は未知の微生物群の存在を示唆し，土壌微生物研究に
大きな変化をもたらした。さらに，ここ 1～2 年でパラ
ダイムシフトと言っていいほどのもう一つの大きな変化
が起きている。微生物のゲノム解析の進展とともに，個
々の菌株からでなく環境中に存在する微生物のゲノムを
丸ごと解析する研究が展開している。環境の微生物を種
という単位からゲノム単位でとらえるという概念の転換
である。このように環境 DNA をどうとらえるかという
視点も変化してきている。本稿では，まず 2 種類の土壌 
DNA の抽出法についてそれぞれの開発の歴史や特徴を
概観する。環境 DNA に対する視点の変化は，抽出法に
対する評価も変化させている。次に各法で用いられてい
る具体的な手法を最新の知見を交え紹介する。また，
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DNA 抽出法は欧米の土壌を中心に開発されたが，日本
に幅広く分布する火山灰土については最近まで抽出が困
難であった。火山灰土壌からの DNA 抽出法についても
紹介したい。

2.　

生物体からの DNA 回収は，分子生物学の基本操作の
一つである。純粋培養された微生物から DNA を回収す
ることは早くから開発された技術であったが，多くの夾
雑物を含む土壌から微生物 DNA を微生物の培養過程を
経ずに回収することは誰もが困難であると考えていた。
1980年ノルウエーの土壌微生物学者である Torsvik は，
この既成概念をうち破り，土壌から遠心分離法により細
菌細胞を分画した後，培養過程を経ずにそのまま溶菌さ
せ DNA を回収すること（間接抽出法―菌体回収法 (Cell 
Extraction Method)）に成功した。土壌からの菌体回収法
は初め Faegri らが土壌細菌由来バイオマスの定量のた
め開発したもので23)，その後 Torsvik がこの得られた細胞
画分から土壌細菌由来の DNA 回収に成功した94)。この
発表を皮切りに世界中の土壌微生物研究者が土壌からの
微生物由来 DNA の回収法の改良に取り組んだ。Holben 
らはこの間接抽出法により得た土壌 DNA を用いて di-
rect hybridyzation probing 法により遺伝子組換え微生物
の検出に成功している39)。
しかし，間接抽出法では全ての微生物が偏り無く回収
できているか，という点について早くから疑問が呈され
ていた66)。土壌中の微生物は，団粒の内部に含まれてい
たり土壌粒子に結合した状態であったりと，その存在形
態は様々である。そのため，回収されないまま残る微生
物が多く存在し，解析される微生物は土壌微生物全体を
反映していないと考えられる48)。その上，このオリジナ
ルの手法は，60～90 g の土壌を用い，最低 3 日間を要す
る非常に煩雑で労力のかかる作業であった。そこで，よ

り土壌微生物全体を反映する DNA を得るための手法と
して，Ogram らにより直接抽出法 (Direct Lysis Method) 
が開発された66)。Ogram らは，SDS を含むリン酸ナトリ
ウムバッファー中で底泥サンプルを 70°C 加熱の後，底
泥と等量のガラスビーズを加え振とう破砕処理すること
で，微生物画分を分離することなく，底泥マトリックス
中で溶菌を行った。その後，ポリエチレングリコール 
(PEG) で DNA を回収，塩化セシウム密度勾配遠心とハ
イドロキシアパタイトカラムを用いて精製を行い，核酸
ハイブリダイゼーション実験に用いるのに十分な純度の 
DNA 回収に成功している。直接抽出法はバイアスの大
きな原因と考えられる微生物の土壌からの分離作業を経
ないために，間接抽出法に比べより少ないバイアスで非
常に高い収量の土壌微生物 DNA が，より簡便に得られ
る54,82,90)。また，直接抽出法では高い収量が得られるた
め実験のスケールダウンが可能であり，多くのサンプル
を同時に処理できるようになった。直接抽出法では，土
壌に多く含まれる腐植物質が DNA と同時に多く抽出さ
れるという問題点があり，初期の頃には，分子生物学実
験に使用できる DNA を得るためには非常に煩雑な精製
作業が必要であった。しかし，その後より簡便な短時間
で行える精製法が幅広く検討されてきており，これらを
利用すればこの問題はある程度解決することができる。
90年代の後半になると試薬メーカーから土壌 DNA 回収
キットが商品化され，誰でも簡単に土壌 DNA を得るこ
とができるようになった33)。特に90年代には，PCR を用
いたクローニングや変性剤勾配ゲル電気泳動 (Denatur-
ing gradient gel electrophoresis, DGGE) 法による微生物群
集構造の解析，また PCR による特定遺伝子の検出など
が幅広く行われ，このような解析に直接抽出法は大いに
活用された。

DNA 抽出法としてはじめに検討された間接抽出法
は，一時は直接抽出法に比べ欠点が多く，廃れるものと
考えられていた。しかし，2000年にはいってからの環境 
DNA 解析の新たな展開のなかで，DNA 抽出法に対す

図 1 ．間接抽出法と直接抽出法のストラテジーと特徴。
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る評価もまた変わってきた。上述したような PCR を介
した研究ではバイアスがかかる，新規なものを検出でき
ないという問題点がある。これらの理由から，真の微生
物群集構造を解析し，未開拓微生物遺伝子資源を活用す
るために，PCR を介さないで DNA 配列の解析を行う
メタゲノム研究に大変興味が持たれている。このメタゲ
ノム研究を行うための土壌からの DNA 抽出法として間
接抽出法の有用性が指摘され，再び脚光を浴びている5,26)。
メタゲノム解析を行うために，直接法はいくつかの問題
を含んでいた。第一の欠点として，間接法に比べ強力な
菌体破砕法を使用するため，DNA のせん断を免れない
ことがあげられる。現在までに報告されている直接抽出
法での回収 DNA 断片のサイズはだいたい数 10 kb 程度
であるが，生合成経路や遺伝子クラスターの解析には 
200 kb 以上の DNA 断片が必要だといわれている。回収
した菌体から DNA を抽出する間接抽出法ではよりマイ
ルドな溶菌処理を利用することが出来，数 100 kb の高
分子量の DNA 断片の回収も可能である79)。第二の欠点
は，直接法による抽出 DNA には土壌中にその存在が指
摘されている菌体外 DNA66) が混入するとともに，理論
上存在する全ての生物から DNA が抽出されるため細菌
由来に加え，かなりの量の原生生物・糸状菌と言った真
核生物由来の DNA が含まれることである26,90)。抽出し
た DNA をクローニングし解析する際に，目的以外の生
物由来 DNA の混入は作業が煩雑になり望ましくない。
直接抽出法では全ての DNA を回収してしまうが，間接
抽出法では菌体を回収する際に目的とする生物の画分の
みを回収することが可能である。そのため，メタゲノム
研究においては直接抽出法よりも間接抽出法が適してい
ると考えられている。このように間接抽出法と直接抽出
法それぞれの手法に利点・欠点があり（図 1 ），研究の
目的・対象とする生物などによって手法を選択すべきで
ある。

3.　
(Cell Extraction Method)

間接抽出法では，土壌粒子を分散させた後に遠心によ
り細胞画分を土壌粒子から分離・回収するステップとこ
の細胞画分から DNA を抽出・精製するステップに分け
ることができる。それぞれのステップ毎に，オリジナル
な手法を出発点として，方法の改善がなされてきた。

3.1.　

土壌サンプルの分散には，物理的・化学的手法が用い
られている。物理的手法としては，Waring blender23) や
小スケールの実験のための rotating rubber pestle57)，超音
波処理77) や振とうによる分散100) などがある。化学的処
理には，土壌の分散に効果的な陽イオン交換レジン 
(Chelex100)45)，疎水性の物質を溶解するポリエチレング
リコール (PEG) や SDS90)，腐植物質を取り除くポリビニ
ルポリピロリドン (PVPP)90)，バクテリアのリポ多糖と相
互作用する特定の界面活性剤（コール酸ナトリウムとデ
オキシコール酸ナトリウム）90) などが用いられ，物理的
手法と併用して用いられることが多い。Waring blender 
分散（小スケール実験の場合 rotating rubber pestle）は超

音波処理や化学的処理単独よりも効果的に土壌を分散す
ることが明らかにされており57)，幅広く用いられてい
る。

Faegri らの沈降速度の違いによる土壌粒子からの細菌
の分離では，はじめに分散させた土壌サンプルを 500～
1000×g の低速遠心で （底泥や） 土壌残渣，菌類の菌糸，
重い土壌粒子を取り除き，次に上清を高速遠心すること
で，細菌細胞を得る23)。Holben らは一回の分散・分離処
理で土壌中に存在する全細菌の約10％が放出され，これ
は十分に全細菌群集を代表するものであることを示し
た39)。さらに，この作業を繰り返すことによりトータル
の細胞回収率が大幅に改善される。一方，低速度の遠心
で得られた上清は依然として細胞以外の腐植物質のよう
な土壌からの夾雑物を含んでいる。そこで，細菌の浮遊
密度による分離をする手段として密度勾配遠心の原理に
よる高速の遠心法が発達してきた3)。Percall や metriza-
mide, Nycodenz などいくつかの多重勾配媒体が検討され
てきたが，Nycodenz を利用したときが最もよい結果が
得られている4)。Nycodenz 勾配遠心は低速遠心法に比べ
比較的きれいな細菌細胞を回収することができる。ま
た，スクロース密度勾配遠心を用いた同様の方法が 
Pillai らによって報告されている71)。

3.2.　

回収した核酸の分離・精製には様々な手法が利用可能
である。間接抽出法では，腐植物質の混入が少ないため
直接抽出法に比べ精製は容易であると考えられる。間接
抽出法は，最近ゲノムの解析を目的にした研究に用いら
れることが多く，より大きいサイズの断片を得るための
方法が検討されている。
初期の頃の間接抽出法では，ハイドロキシアパタイト
カラムや塩化セシウム密度遠心による DNA 精製が行わ
れた。Torsvik はハイドロキシアパタイトカラムを通す
ことによって細菌溶解物を精製するプロトコールを開発
した94)。ハイドロキシアパタイトカラムクロマトグラ
フィー精製と塩化セシウム密度遠心は吸光度の比率 
A260/A280 および A260/A230 で測定した DNA の純度を高め
たが両方とも DNA のロスを引き起こすことが報告され
ている。塩化セシウム－エチジウムブロマイド平衡密度
遠心は大きなサイズ（少なくとも 48 kb）14,39) の純粋な 
DNA を回収することができる45)。より大きなサイズの 
DNA 断片を回収する目的で，アガロースゲルに細胞画
分を埋め込み，穏やかな溶菌を行った後パルスフィール
ド電気泳動を行う手法が土壌にも適用された。Berry ら
は，この手法と Nycodenz による分離との組み合わせで 
1 Mb を超える DNA 断片の回収に成功している5)。

4.　  (Direct Lysis Method)

土壌中でそのまま溶菌を行う直接抽出法は，一般的に
比較的短時間で高い収量の DNA が得られ，ここ10年の
間広く用いられてきた。多くのプロトコールが現在まで
に報告されているが，はじめに Ogram らにより発表さ
れた方法66) が基礎となっている。この方法には大きく分
けて (i) 土壌中での微生物の溶菌と (ii) 核酸の分離精製
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という2つのステップがある。(i) は DNA 抽出の上で本
質的なステップである。ここでは細胞壁の壊れやすさや
土壌中の微生物の存在形態に関係なく，すべての微生物
から核酸を抽出すること，そして分解酵素による分解や
土壌への吸着による DNA の損失を防ぐことが重要であ
る。(ii) のステップは，核酸と同時に土壌から抽出され
る腐植物質を取り除く作業である。これら腐植物質など
の夾雑物は，制限酵素による DNA 切断45,73,96,99) や PCR 
の阻害91,105)，またハイブリダイゼーション反応の低下1,90,91) 
など分子生物学的実験を行う際に阻害要因となることが
ある。直接法では高収量の DNA が得られるのと同時に
多くの腐植物質が抽出されるため，間接法に比べこのス
テップがよけいに必要となってくる。

4.1.　

土壌中での直接溶菌には，(i) 酵素的処理，(ii) 化学的
処理，(iii) 物理的処理の 3 種類の方法がある。土壌に適
用されてきたそれぞれの主な手法を表 1 に示した。酵素
は溶菌酵素であるリゾチーム49,58,91,96) が，化学的溶菌で
は界面活性剤である SDS8,51,66,86,90) が使われることが多
い。物理的方法では，土壌懸濁液を液体窒素中などです
ばやく凍結させた後，60～100°C の恒温槽に保持し融解
する凍結融解法21,22,63,70,96) と土壌懸濁液を小さなガラス
ビーズやジルコニアビーズとともに激しく振とうするこ
とで菌体細胞を破砕する Bead-beating 法15,51,58,60,61,63,66,88,90,108) 
がよく用いられている。
これらの手法は様々な組み合わせで用いられて，膨大
なプロトコールが報告されている。それぞれの研究で用
いられる土壌について手法の改良がなされているが，酵
素や化学物質，そしてそれらの濃度，物理的処理条件な
ど，実験条件の違いと，使用する土壌の違いから，それ
らを一概に比較することは難しい。しかし，いくつかの
比較研究によって個々の手法の有用性が明らかにされて

きた。
上記の手法は大まかに，酵素・化学的処理に熱処理を
加えた穏やかな方法，凍結融解処理を加えた方法，そし
てさらに強力な機械的処理を加えた方法にわけられる。
溶菌効率という点で，界面活性剤と Bead-beating の組
み合わせが最も強力な方法である。SDS-凍結融解法と 
SDS-Bead-beating 法の比較において，後者の方が Bacil-
lus の胞子の破砕効率が高く，底泥サンプルからの DNA 
収量は前者が 5.2 µg/g sediment (dry wt) に対し後者が 
11.2 µg/g sediment (dry wt) であったと More ら63) は報告
している。さらに，彼らの実験では，Bead-beating に凍
結融解処理を加えても DNA 収量は増大しなかった63)。
凍結融解法に比べ Bead-beating 法で，細胞の破砕効率
が高いため DNA の収量が高くなることは，土壌サンプ
ルについても報告されている51,54,61)。さらに，More らは
底泥サンプルを用いて，SDS 処理のみと Bead-beating 
法のみの細胞破砕効率を直接顕鏡計数法で見積もった。
細胞破砕効率は SDS 処理の方が高かったが，まんべん
なく様々な形態の菌を破砕するのは Bead-beating 法で
あり，両者の組み合わせは最も偏りなく多くの細菌を破
砕した。機械的な処理は土壌構造を破壊するため土壌の
微小団粒中の奥深くにいる細菌についても破砕が可能
で，溶菌しにくい栄養型や微小細胞，胞子の破砕に効果
を発揮する51,58,63)。DGGE 法による細菌群集構造の解析
で，Bead-beating による抽出法が，他の手法に比べ幅広
い菌を検出できることが報告されている16,48,58,106)。機械
的な破砕法としては，液体窒素下での破砕処理も有用で
ある110) が，Bead-beating 法は 2 ml 程度のチューブを使
用した小さいスケールで，また数十秒から数分という短
時間の処理で細胞破砕が可能なため，簡便で利用しやす
い。Bio101 Fast DNA spin kit (Qbio gene, USA)7,56,69,101) や 
UltraClean Soil DNA kit (MoBio, USA)28,59) などの市販の
土壌 DNA 抽出キットは，いずれも Bead-beating を基礎

表 1 ．直接法による DNA 抽出法。

菌体破砕

物理的破砕

加　熱

凍結・融解

ビーズ振とう

液体窒素による凍結・摩砕

酵素的破砕

リゾチーム

プロティナーゼ K

アクロモペプチダーゼ

プロナーゼ

化学的破砕

界面活性剤 (SDS)

フェノール・クロロホルム

塩化ベンジル

グアニジンチオシアネート (GTC)

精　　製

CTAB/PVPP

フェノール・クロロホルム処理

アルコール/PEG 沈殿

カラム精製/アガロースゲル電気泳動
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とした方法である。そのため，Bead-beating 法は微生物
群集構造解析を中心に広く用いられている。これに対
し，酵素・化学処理と熱処理との組み合わせでは土壌
団粒内部にいる微生物や溶菌されにくい微生物からの 
DNA 抽出は難しいため，群集構造の解析という目的に
は不向きである。また，物理的処理に比べ腐植物質が多
く抽出される欠点もある15,58)。
しかし，強力な細胞破砕法を使用した場合，DNA が
せん断され回収 DNA 断片のサイズは数 kb54) から最大
で20数 kb15) 程度と小さくなってしまう61,63,88)。Burgmann 
らは Bead-beating 法の振とう時間・速度・抽出バッ
ファー量の条件を詳細に検討しており，30 s・5 m/s・1.5 
ml の条件で DNA 収量は 30 µg/g soil (dry wt)，回収 
DNA 断片の大きさは 13.3 kb に対し，45 s・6 m/s・1.25 
ml の条件で DNA 収量は 136 µg/g soil (dry wt)，回収 
DNA 断片の大きさは 6.7 kb となり，抽出 DNA 量は増
えるが代わりに DNA が切断されてしまうことを明らか
にした10)。そのため，Bead-beating 法は土壌遺伝子クロー
ニングなど長い遺伝子断片が必要な実験には不向きと考
えられる。また，極端な DNA のせん断 (<1000 bp) は 
PCR を行った際にキメラ生成の問題を引き起こすこと
も報告されており12,55)，注意が必要である。一方，酵素
や化学的処理と熱処理との組み合わせは，比較的穏やか
な手法であるため DNA のせん断は押さえられる。
Krsek らのリゾチーム-SDS 処理と熱処理との組み合わ
せでは大きな DNA 断片 (40–90 kb) の回収が報告されて
いる49)。Selenska や Klingmuller らのプロトコールでは，
SDS-リン酸ナトリウムバッファー中，70°C で穏やかに
振とうすることで抽出を行い，回収される核酸は平均で 
25 kbp である86)。Bead-beating 法が土壌遺伝子クローニ
ングに用いられた例もあるが，より長い遺伝子断片が必
要な場合にこの酵素や化学的処理を中心にした手法は
有用になってくるだろう。DNA のせん断に関しては，
Niemi らの報告で土壌が異なると同じ手法を使った場合
でもせん断程度が異なることが示されている。彼らは土
壌の構成成分によるせん断への影響や分解酵素の活性な
どが異なるためだろうと述べている58)。
細胞溶菌時に溶菌効率の次に重要となってくるのが，
土壌粒子への吸着や分解酵素による分解などによる 
DNA のロスを防ぐことである。DNA は土壌の粘土鉱
物に吸着することが知られており，土壌への DNA の吸
着は DNA の回収率に大きな影響を及ぼす。DNA を粘
土鉱物から剥離するために物理的処理として超音波処
理70)や加熱処理が試みられたが，DNA 回収にはあまり
効果がないことが示されている25)。バッファーの組成な
ど化学的処理で様々な工夫がなされている。界面活性剤
とともに EDTA や Chelex10061) などのキレート剤，リン
酸ナトリウムバッファー49)，1 M 以上の高濃度の塩溶
液110) がよく用いられ，これらは土壌への DNA の吸着
阻害に効果的であると報告されている。しかし，いくつ
かの研究によると，EDTA の濃度を上げると抽出・溶菌
バッファーの強度が増し収量が増大するが，同時に腐植
物質も多量に抽出される49)。さらに，Miller らによると，
Chlex100 処理は腐植物質の抽出量を増大させる61)。ま
た，イオン強度の増大でもキレート剤の濃度上昇と同じ
ことが言え，より強力な条件で抽出を行うと DNA 収量

は増大するが同時に腐植物質も大量に抽出されてきてし
まい，分離された核酸の純度が落ちてしまう。したがっ
て，使用するバッファーの強度は DNA の収量と純度の
妥協点であり，実験目的に応じて選択する必要がある。
加えて，土壌はそれぞれ粘土含量，有機物含量などの特
性が異なるため，バッファーの強度は使用する土壌に
よっても検討すべきである。このような化学的処理は，
熱処理と組み合わせで用いられる8,51,66,86,90) ことが多い
が，腐植物質の抽出を防ぐために冷却して用いられた報
告73,91) もある。また，EDTA などのキレート剤は二価イ
オンを除去することによる DNase 阻害の目的でも使用
されている45)。
また，有機物含量の高い土壌などについては，抽出初
期段階の溶菌時において，腐植物質除去のための処理が
行われることがある。化学物質，変性したタンパク質や
多糖，細胞残渣と不溶な複合体を形成する83) 臭化セト
リメチルアンモニウム (CTAB) や PVPP の添加の添加
が効果的であることが報告されている49,110)。Zhou らに
よると，CTAB や PVPP は部分的に腐植物質をのぞく
ことができるが，一方で PVPP は DNA をロスさせる110)。
また，PVPP は細胞溶解中には効果はないが，核酸精製
の段階でスピンカラムとして用いる場合に効果があると
の報告もある49)。また，酵素処理でリゾチーム以外にプ
ロテアーゼも用いられ，これらは溶菌に加えて不純物で
あるタンパク質の分解や腐植物質の分解に効果があるこ
とも報告されている49,58)。フェノールやクロロホルム61)，
塩化ベンジル103,50) などの有機溶媒は強力なタンパク変
成作用を持ち，細胞の破壊に効果があるとともに，腐植
物質除去に有用である。特に塩化ベンジルはフェノール
やクロロホルムに比べても，溶菌と腐植物質除去に効果
があるとの報告がある103)。塩化ベンジルは細菌や糸状
菌，植物の細胞壁構成成分であるポリサッカライドすな
わちセルロース，ヘミセルロースの水酸基と反応し，溶
菌する。その後の遠心分離で水相と有機相の二層に分離
することで，同時に除タンパクできる111)。しかし，有機
溶媒と加熱処理や Bead-beating との組み合わせの抽出
は強力な手法であるため，DNA のせん断が激しい89)。
塩化ベンジルの場合，ゲノム DNA は加熱処理との併用
で 8000 bp 以下，Bead-beating で 2000 bp 以下にまで低
分子化するとの報告がある76)。

4.2.　  DNA 

前述したように，直接法では土壌中で溶菌を行い様々
な夾雑物を含んだままの土壌から DNA のみを回収して
こなければならないため，細胞のみを回収して抽出を行
う間接法に比べ多くの精製の段階が必要となってくる。
まず，溶菌に引き続く DNA の精製の第一ステップで
は，有機溶媒抽出などによる除タンパクとアルコール沈
殿による DNA 溶液の濃縮が行われることが多い。除タ
ンパクは，フェノールや，フェノール-クロロホルム，
クロロホルム-イソアミルアルコールなどの有機溶媒抽
出66,86,88,91,96) の他に，飽和塩溶液を用いた塩析によっても
行うことができる。塩溶液として，塩化ナトリウム39,86) 
や塩化カリウム93,107)，酢酸アンモニウム47,72,90)，酢酸カリ
ウム73,88)，酢酸ナトリウム39) などが用いられる。毒性の
ある有機溶媒の使用に比べ塩析の方が実験上利用しやす
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い。しかし，これらの処理では腐植物質を完全にのぞく
ことはできない61)。処理後，DNA は，エタノールやイソ
プロパノールによるアルコール沈殿あるいは PEG によ
る沈殿で，濃縮・回収できる。Porteous らは，PEG に
よる沈殿に比べアルコール沈殿では腐植物質を共沈させ
やすいことを報告している74)。Cullen らによると，エタ
ノール沈殿はイソプロパノールや PEG に比べ，DNA 
の回収率が悪く，腐植物質を共沈させやすい15)。また，
PEG はフェノールの混入で DNA 回収率が大幅に下が
るため，フェノール抽出を行ったサンプルの適用につい
ては注意が必要である。これらのことから，PEG74)，あ
るいはアルコールではイソプロパノール15) が推奨され
ている。
これまで述べた粗精製では，依然として抽出液に腐植
物質が残っており，分子生物学実験に用いるのに未だ不
十分であることが多い。このような腐植物質を含んだ粗
抽出液を希釈したり15,80,91,98,104,108)，また PCR 反応液に直
接 BSA (bovine serum albumin) や T4 遺伝子32タンパク，
市販の製品 (genereleasers) などの除去剤を加えること108) 
で，この阻害の問題はある程度克服できる。しかし，
1000倍希釈しても腐植物質の阻害を軽減することができ
ないという報告例もある22)。そこで，さらなる精製のス
テップが必要とされる。
精製の第 2 ステップとして，CsCl 密度勾配遠心は，

初期によく用いられた8,39,45,66,73,86,90,91)。この精製処理で，
核酸の制限酵素切断が可能になると報告されている66,73)。
しかし，腐植物質の除去に必ずしも良好な結果を示さ
ず66,90)，DNA がこの処理で大量に失われてしまう90)。加
えて，非常に労力と時間がかかることからこれに代わる
様々な方法が開発されてきている。
より簡便な方法としてアガロースゲル電気泳動26,31,63,81,110) 

やゲル濾過カラムによる精製，その他市販の DNA 精製
用製品が検討されている。アガロースゲル電気泳動で
は，腐植物質は茶色のバンドとして検出され，移動度の
違いからゲノム DNA との分離が可能である。低融点ア
ガロースがよく用いられ31,38,81)，直接 PCR に利用された
例もある53)。さらに，ポリビニルピロリドン (PVP) は電
気泳動で通常核酸とともに移動するフェノール性の化合
物の移動を阻害するため109)，PVP を混ぜ込んだアガロー
スゲルが用いられることもある38,52,53)。アガロース電気泳
動による分離は，手順が煩雑であり，また回収率が低い
との報告例61) もあるが，おおむね本手法により PCR や
制限酵素切断が可能な純度の高い DNA を十分量回収す
ることに成功している52,89,110)。
また，分子量の大きさで分画を行うゲル濾過カラムも
よく利用される。セファデックス G5019,80,102) や G7515,75), 
G150, G20022,49,97,98,107)，セファロース 2B, 4B52,58,89), 6B，
バイオゲル P100, P20060) などが試みられた。Jackson 
らは，セファデックスカラム特に G50 は，森林土壌や
炭化水素汚染土壌からの抽出 DNA の精製にあまり効果
がないと報告している43)。さらに，セファデックス G200 
より分画分子サイズのより大きいセファロース 4B によ
る精製で，低分子の RNA 除去効率や PCR の反応効率
がよく，DNA 精製に効果的であることを示した。Miller 
らは DNA と腐植物質の分離を検討しており，セファ
ロースカラム，特に 2B で他に比べ分離が最もよいこと

を示した60)。
その他クロマトグラフィー原理を利用した精製では，
ハイドロキシアパタイトカラムの適用で，土壌や底泥サ
ンプルの DNA 抽出66,90) や DNA と rRNA の両方の抽
出75) に成功している。イオン交換クロマトグラフィー
の利用で，粗抽出液に含まれる腐植物質の97％を除ける
との報告がある91)。
さらに，様々な DNA 精製用製品が市販されており，
利用することができる。これらは土壌 DNA の腐植物質
除去にも効果的で，アガロース電気泳動やカラム精製に
比べ作業が簡便であるため大変有用である。Wizard 
DNA clean-up system (Promega)37), CentriconTM50, Mi-
croconTM100 濃縮器 (Amicon)110), ElutipTM D column 
(Schleicher & Schuell)17,25),  DNA 結合シリカに基づく 
SpinBind カラム (FMC BioProducts)61), Tip-100, Tip-500 
カラム (Qiagen)41,91) などの使用例が報告されている。い
くつかの比較研究25,52,58,61,89,110) からは，一概にそれぞれの
製品を評価することは難しい。
腐植物質は不均一であることから単独の精製法ですべ
てを取り除くことは難しく，いくつかの手法の組み合わ
せが用いられることが多い。ゲルの切り出しとカラム精
製の組み合わせが良好な結果を示すことが報告されてい
る110)。
また，土壌中の全ての DNA を抽出するのではなく，
特定の遺伝子配列の回収を目的としている場合，従来法
とは異なる精製法が報告されている。精製の過程で多少
の DNA の損失はまぬがれないが，量の少ない DNA 配
列ではこの損失が致命的な問題になる場合がある。これ
らを克服する手法として，Jacobsen は磁気的結合ハイブ
リダイゼーション (MCH) を用いた方法で腐植物質の 
PCR 阻害効果を取り除くことに成功した44)。ビオチンで
標識した特定の一本鎖 DNA を土壌サンプルの精製され
ていない核酸にハイズリダイズさせることで，対象 
DNA を他の DNA や腐植物質を含む共雑物質から分離
する。また，Chandler らは13) 特定のハイブリダイゼー
ションプローブとしてペプチド核酸 (PNA) クランプと
オリゴマーを用いた親和性磁気的結合を同様に検討して
いる。

5.　
 DNA 

これまで開発されてきた手法は，ほとんど数点のサン
プルへの適用にとどまっていて，同一の抽出手法を様々
な特徴を持つ土壌に適用し，抽出効率を比較した実験は
あまり見られない。その中で，Zhou ら110) は，有機物含
量が0.59～5.85％，粘土含量が 5～31％の様々な性質を
持つ土壌から化学的な溶菌によって DNA を抽出したが
抽出効率は26～92％と大きく変動し，すべての土壌に最
適な土壌 DNA 抽出・精製法というものは存在しないこ
とを報告している。それに加えて，土壌は複雑な組成を
持ち，土壌によりそれぞれ大きく異なる組成・性質を持
つことから，それぞれの土壌の特性にあわせた手法の修
正が必要となってくる。
火山生成物由来の土壌の場合，その土壌の化学分析は
一般に困難な場合が多いが，DNA 抽出の場合もその例
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外ではない。火山国であるわが国に広く分布する火山灰
土壌の中には，欧米で開発されてきた DNA 抽出法の適
用が困難な場合がある。火山灰土壌（黒ボク土）は，関
東地方を中心に日本中に多く分布しており，リン酸を強
く吸着する・有機物の蓄積量が多いという特徴をもつ。
この性質からウイルス粒子68) や微生物細胞35) を強く吸
着するため，間接抽出法の適用は難しい。しかし，有機
物と同様に DNA も強く吸着するために，直接抽出法に
おいてもこれまでに報告されている手法ではほとんど，
あるいは全く DNA が検出されないという例が見られて
いる。黒ボク土には非結晶成分であるアロフェンを含む
アロフェン質黒ボク土と非アロフェン質黒ボク土があ
る65)。前者のほうが DNA の抽出はより困難であること
が知られている。現在までに，粘土への DNA の吸着が
粘土含量の高い土壌で問題になることが報告されている
が25,104,27)，特にアロフェン質黒ボク土においては抽出・
回収の際に大きな障害になってくると考えられる。この
ことが火山灰土壌における，土壌微生物研究発展の大き
な妨げとなっていた。近年，これらの DNA 抽出が困難
な火山灰土壌からの DNA 抽出法が相次いで開発され
た40,76)。
星野らは，黒ボク土での DNA 抽出が困難な原因は
土壌への DNA の吸着であり，吸着を阻害するための 
Competitor としてスキムミルクや RNA を抽出バッ
ファーであるリン酸緩衝液に添加することで，DNA の
抽出が可能になることを明らかにした40)。ここでは DNA 
抽出キット Bio101 にスキムミルクを併用しており，20 
mg/g soil スキムミルクを含む 200 mM リン酸ナトリウ
ムバッファーを用いた bead-beating で溶菌し，塩析とス
ピンカラムにより精製する。供試 7 サンプルの黒ボク土
のうち無添加では 5 サンプルの抽出液中に DNA は全く
検出されなかったが，添加により PCR に適した DNA 
が抽出された（図 2 ）。通常の精製過程でスキムミルク
は除去され，その結果スキムミルクの添加は PCR に影
響を与えない。そのため除去が必要な RNA に比べ簡便
で，また安価であることから利用しやすい。さらに，ス
キムミルクのみからは細菌 16S rDNA は PCR 増幅され
ず，添加で DGGE パターンは影響を受けないことから，
今回用いたスキムミルクの場合はコンタミの心配がない

ことを示した40)。景山らも，土壌中の病原糸状菌の PCR 
検出にスキムミルクが有用なことを報告している46)。さ
らに，池田らは市販のキットを使わないスキムミルク添
加による DNA 抽出法を確立した42)。8 mg/g soil スキム
ミルクを含む 100 mM EDTA-200 mM リン酸ナトリウム
抽出バッファーを用いて bead-beating での溶菌と，塩析
と DEAE セルロースによる精製法を採用している。
Bio101 キットに比べ，収量が若干低いという欠点はあ
るが，経済的であることに加え，DNA のせん断程度が
少なく，A260/A230 測定での純度が良好だという長所があ
る。黒ボク土を含む日本各地から採取した24サンプルに
ついて，スキムミルクの効果を確認している。スキムミ
ルク無しで全く DNA が抽出できなかった土壌を含め，
全ての土壌で添加により抽出が可能になった。黒ボク土
以外でも粘土含量が高い土壌では粘土への DNA 吸着が
原因で DNA 回収率が極端に悪くなる場合がある。その
際の DNA 抽出にスキムミルクや RNA などの Competi-
tor は大変有用である25,27,104)。沖縄の赤土も効果のある土
壌の一例である （宮丸直子 （沖縄県農業試験場）：私信）。
PCR 効率の上昇から，スキムミルクはまた腐植物質の
除去にも有用であると報告されている104)。しかし，全て
の土壌でスキムミルク添加が良好な結果を示すわけでは
ない。池田らは，スキムミルク無しで DNA が抽出でき
る土壌について，収量，純度に対する添加の効果は土壌
によって異なることを報告している42)。また，スキムミ
ルク添加の必要性はリン酸吸収係数で判定できず42)，添
加の必要性を示すような土壌特性は明らかにされていな
い40,42)。一方，頼らは数 100 mM 以上と非常に高濃度の 
EDTA とリン酸を組み合わせたバッファー中でのビーズ
振とうによる破砕処理に，60°C での加熱処理を加える
ことで黒ボク土から DNA を抽出した76)。Zhou や Cullen 
らの既往法では数 µg/g soil (dry wt) あるいは検出限界以
下でしか DNA 抽出できなかった様々なアロフェン質黒
ボク土で数 µg～40 µg/g soil (dry wt) の DNA が抽出でき
るようになったと報告している76)。CTAB による腐植物
質と PEG による沈殿で DNA を回収することで，森林
土壌など腐植物質の多い土壌以外は抽出液を希釈するこ
となく（50 ng/反応液量 50 µl で）PCR が可能である。
回収できる DNA 長に関して，実験条件設定の中で，

図 2 ．スキムミルクを用いた黒ボク土からの DNA 抽出。
日本各地の黒ボク土から Bio101 kit を用いて DNA を抽出した。ビーズ振とうを行うはじめの抽出バッファーにスキムミルク 
(40 mg/g soil) を添加した場合としない場合を比較した。最終 DNA 抽出液をアガロース電気泳動し (A)，バンドの濃さから回収 
DNA 量を計算した (B)。(C) には使用した土壌を示した。
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EDTA 600 mM 以上ないしはリン酸カリウム 500 mM 以
上の条件で bead-beating すると高濃度の塩の影響で低濃
度のときに比べ DNA が低分子化することを明らかにし
ている。なお，本法を用いたキット ISOIL がニッポン
ジーン社より発売されている。
火山灰土壌は極端に DNA の吸着が強く，それが DNA 

の抽出効率に大きく影響を与えている。そこで，吸着を
阻害するための高濃度のキレート剤やリン酸，スキムミ
ルク，RNA の添加が抽出のために必要となってくる。
このような化学物質が抽出効率の上昇に効果的であるこ
とは現在までに報告されているが，従来法で全く DNA 
が検出されないような火山灰土壌から簡便な DNA の抽
出法が開発されたことは一つの成果といえよう。DNA 
の土壌への吸着の競合阻害力の強さは，リン酸＜スキム
ミルク＜RNA の順であると考えられるが，RNA を用い
ても DNA の粘土鉱物への吸着は完全に阻害できないこ
とが報告されている25)。上記のような手法を用いても土
壌中の DNA を完全に抽出することはできないと考えら
れる。外来遺伝子の添加回収実験で土壌における DNA 
の回収率を簡便に見積もる方法が報告されている64) が，
土壌中の遺伝子の定量を行う際には火山灰土では特にこ
のような手法での回収率の検討が必要になるだろう。粘
土鉱物への DNA 吸着に関しては，これまでにモンモリ
ロナイトなどで報告されている18,95) が，アロフェンにつ
いては報告が無く，今後詳細な検討が必要である。

6.　

ここまで，数多くの抽出法を紹介し，直接抽出法，間
接抽出法のいずれにおいても，すべての土壌に適用可能
なオールマイティなプロトコールは存在しないことを述
べてきた。研究の目的や実験対象となる生物種，用いる
土壌に応じて，それぞれの特長を生かした手法の選択が
必要となる。では，実際，自分のサンプル土壌から DNA 
を抽出する場合，どうすればよいだろうか。まず，抽出
の目的について考えてみよう。ゲノム解析のように長い
配列が必要な場合，間接法，あるいは直接法の中でも機
械的な処理を含まない化学処理と加熱処理の組み合わせ
のような比較的穏やかな手法がよいだろう。また，汚染
物質の微生物群集への影響のモニタリングなど，多くの
サンプルを扱う必要がある場合，より簡便な直接法が適
しているだろう。
対象についてはどうだろうか。細菌や糸状菌など特定
の生物種のみを対象とする場合，他の生物の遺伝子の混
入が望ましくなければ，はじめに分離の可能な間接法が
よいだろう。PCR を介する解析で，他の生物の遺伝子
混入に問題がなければ，直接法も利用できる。糸状菌や
放線菌など溶菌しにくいものを対象にするときはより強
力な物理的手法，また，特定の微生物の検出にはその微
生物を溶菌するための酵素の利用が有効かもしれない。
全微生物群集をなるべく包括的に調べたい場合，間接法
より直接法，そして直接法の中でもより強力な物理的手
法を含むものがよいと考えられる。
最後に，用いる土壌に合わせた抽出法の選択について
はどうだろうか。これが最も難しい問題である。一つの
方法の有用性が土壌によって大きく異なることがあり，

土壌の特性がこれに関わっていると考えられる。しか
し，土壌の抽出に与える要因は，複合的で単純ではな
く，また推定はされていても，完全に明らかにされてい
ないものが多い。粘土含量や有機物量，粘土鉱物の種類
などが重要なことは示唆されているが，一概に断定する
ことはできない。一般的に考えると，森林土壌など有機
物量の多い土壌では腐植物質の混入が問題になってい
る。直接法を適用する際には，抽出段階で腐植酸を取り
除く工夫を取り入れるか精製法の検討が重要であろう。
また，有機物が少なく粘土含量が高い土壌など粘土鉱物
への微生物や DNA の吸着が問題となる土壌の場合，間
接法では分散の方法の検討が必要だろう。直接法では，
DNA 吸着を阻害するような阻害物質の使用や抽出液の
組成の検討が必要である。それぞれの土壌について最適
化するためには，それぞれの手法の中でさらに条件を検
討し，いくつかのパラメーターを変更する必要がある。
いずれの手法を選択する場合でも，抽出法の特性をよ
く理解し，実験結果を検討する際に，抽出の各段階でか
かるバイアスについて留意する必要がある。ここまで抽
出法について議論したが，抽出以前の段階にも重要な
ファクターが存在する。現場でのサンプリング法，サン
プルの保存方法85) や使用するサンプルサイズ78) が，解
析結果に影響を与えることが知られている。サンプルサ
イズについて，Ranjard らが興味深い報告をしている。
0.125 g から 4 g の間の 8 段階のサンプル量を用いて，
RISA により微生物群集解析を行ったところ，細菌につ
いてはこれらの範囲で実験結果に変動はなかったが，糸
状菌については 1 g 以下で変動があり，糸状菌の解析に
は 1 g 以上使用する必要がある旨示したものである78)。
土壌中における微生物分布の不均一性から，サンプルサ
イズにより解析結果が影響を受けることが示された例
で，実験の際にはこのような抽出以前のファクターにも
注意が必要である。
なお，今回は DNA の抽出にしぼって研究例をまとめ
たが，土壌 DNA は土壌中の微生物群集のポテンシャル
を示すに過ぎない。さらに興味をもたれる点は実際活動
している微生物群集・遺伝子である。実際活動している
微生物を解析するために安定同位体を用いて物質の動態
と微生物の代謝をリンクさせた研究や，マイクロアレイ
などによる土壌 RNA の解析が注目されている。活性を
検出するという点で RNA の回収を目的に抽出を試みた
研究，あるいは DNA と RNA の同時抽出を試みた研究
が数多く報告されている6,11,20,24,29,30,41,62,67,87,99)。RNA の抽出
は DNA より困難であり，特に分解しやすい mRNA の
土壌からの抽出は非常に難しい。最近，土壌からの 
RNA 抽出キットが販売された (Bio101 FastRNA® Pro 
Soil-Direct Kit 及びFastRNA® Pro Soil-Indirect Kit (Qbio 
gene, USA)) が，RNA 特に mRNA の土壌からの抽出法
に関しては各土壌への最適化など，さらなる検討が必要
であるだろう。また，土壌からの DNA/RNA の抽出に
関しては様々な総説等が現在までにいくつか報告されて
おり，参考にしていただきたい9,79,82,84,85)。
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