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1　 は じめに

　遺伝的に 修飾 され た 微生 物 や 植 物 の 利 用 の 増 加 に伴 い ，

遺伝子組換 え生 物 〔GMOs ）の 安全性 に大 きな注 Llが 集 ま っ

て い る。安全性を評 価す る上で 最 も重要な点 は，作物 と微

生物 との 問 で 起 こ る 遺伝情報の 形質導人
・
転換で あ る。そ

の た め，GMOs が 生 態系 へ 与え る 影響 を推 測 す る た め には，

土 壌 中 で の DNA の 存在状 態 （吸 着 ） と水平伝播 （形質転

換等）の 頻 度 （図 1）を理 解す る こ とが 重要で あ る 。

　 本 総説で は ，第 1部 で ，土 壌構成成分 へ の 細胞外 DNA

の 吸着 に つ い て まと め る c、第 2部で は，細 胞外 DNA が 土

壌 中 で 安定に 残存す る メ カ ニ ズ ム す な わ ち，吸 着 DNA の

ヌ ク レ ア
ーゼ に 対 す る抵抗性 と，細胞外 DNA の 形質転換

に つ い て 概 説 す る u

1 ）土壌 およ び土 壌構成物質へ の DNA 吸着の 解 析 の 重 要 性

　細胞外 DNA 分 子 の 土 壌 お よ び土 壌 構 成 物 質へ の 吸 着 に

閧す る 知識 は，以 下 の 3 つ の 課 題 に必 要 で あ る、1 つ 目は ，

前節 で も紹介 した 「遺 伝 子 組 換え生物 の 生 態系へ の 影響」

で あ り，2 つ 目が 「土 壌 か ら の DNA 抽出法 に 関す る 問題

点」，3つ 目が 「生 命の 起源 に 関わ る 粘土 の 役割」 で あ る。

（1）遺伝子 組 換 え生 物 の 生 態 系 へ の 影響

　以 前は，土壌 中 で 死 滅 した微生物か ら放出され る核酸物

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 （Lorenz　and 　Wackernagel，1994＞。 しか し現在 で は，

様 々 な微生 物 や植物か ら放出 され た 核酸物質 は，粘土 や砂，
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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 ，分解抵 抗 性 を示 す ように な る こ と

が 報告 さ れ て い る （Lorenz　and 　Wackernage1，1994）。さ らに，

放 出 さ れ た DNA 分 子 は，粘 土 鉱 物 や 他 の 物質 に 結合 した

状態 で も，コ ン ピ テ ン ト細 胞 を 形質転換す る 能力 を 持 つ

と 考 えら れ て い る 〔Khanna　and 　Stotzky，1992 ；Galloriθ’祕，

1994；Crecchio　and 　Stotzky，1998；Stotzky，200G）o

　 Ho   ann 　8’αZ．（1998）は，　 GMOs の 外来遺伝子が ，微

生 物 間 だ け で 形 質転換 を起 こ すの で は なく，作物 と微生 物

との 問 で も組 み換えや 複製，形質導入，転換，置換 を起 こ

す こ と を報告 して い る 。 また，上 壌 中 の 細 胞 外 DNA は，

微 生 物聞の 遺伝 的 情 報 交 換 や，土 壌微生物の 多様性 に お

い て 重 要 な役 割 を担 っ て い る （Khanna　and 　Stotzk｝z　1992；

Stotz1｛y，　2000）。 こ の よ うな背景 か ら，土 壌 巾 の 細 胞 外

DNA の 存在状態 や 水平伝播 の 頻 度 を 明 らか に す る こ と は

重 要 な意義 を もつ 。土 壌 巾 の DNA 動態の 解明 に は ，第
一

義的 に，土 壌構成成分 へ の DNA 分子 の 吸着の 様式 を把握

す る 必 要 が あ る。土 壌 へ の 細胞外 DNA の 吸着 に つ い て の

理 解 は，GMOs が 土 壌 生 態系へ 与え る 影響 を評 価 す る た

め に重要 で あり，また 土壌 微 生 物 の 進 化 や 遺 伝 的 多様性の

維持機構 の 解 明 に も役 立 つ 。

（2）土壌 か らの DNA 抽出の 問 題点

　土 壌 1g 当 り最 大 で 100億 もの 細菌が 存在 して お り，そ

の 種類 は 数万 に も及 ぶ と され て い る （Roesch　6’認 ，2007）．

しか し，そ の 中で 培養可能 な微 生 物 は僅 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
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図 1 　十 壌 中に おけ る DNA の 動態

め，土 壌 か ら DNA を 直接抽出 ・解析す る ア プ ロ ーチ が と

ら れ て い る。．t一壌 か ら直接抽出 した DNA を用 い た VBNC
微生物 の 研 究 は，土 壌 巾 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。

　細胞外 DNA が 粘土鉱物 や 有機物 な どの 土 壌 構 成 成 分 に

よ っ て 固定 され る た め，DNA 抽出が 困難 な 」二壌 もあ る、，

日本 に広 く分布す る 火 山灰土 壌 （黒 ボ ク土壌） は，他 の 土

壌 に比 べ て ア ロ フ ェ ン な どの 非 晶質鉱 物 や 酸化物 を 多 く含

ん で い る 土 壌 で ある が，DNA 抽 出 が 特 に 困難 で あ り，非

培養 法 に よ る 微生 物群集解析 の 障害 と な っ て い る。そ の た

め 黒 ボ ク土 か らの 効 率的 な DNA 抽出法の 開 発が 必 要 で あ

る，した が っ て、土 壌 へ の DNA 吸 着 メ カ ニ ズ ム の 解析は ，
土 壌 か ら の DNA 抽 出効 率 を改 善 す る う え で も重 要で あ る

〔晁 野 ・
長谷部，2005）。

〔3） 生 命 の 起 源 と粘 上

　 1951年 に発 表 さ れ た J．DBema1 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　6‘砿 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 壌搆成成分 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 ）土壌粒 子 へ の DNA 吸 着 モ デル

　以
．
ドの 構成 と して は ，まず，層 状 ケ イ酸 塩 鉱 物，酸 化物，

腐植物質等の 各種 土 壌 構成成 分 に対 す る DNA 分 子 の 吸 着

を概 説 す る。特 に，研究が 進 ん で い る モ ン モ リロ ナ イ トと

カ オ リナ イ ト （層状 ケ イ酸 塩 鉱 物 ） に 対す る DNA 吸 着 を

詳説す る。そ の 後，各種 成 分 の 混 合 系 と して の 土 壌粒子 に

対 す る DNA 分子 の 吸 着 を ま とめ る。

　 以 下 の 各論 の 理 解 を助け る た め に，著者 らが 想定 して

い る 細 胞 外 naked 　DNA 分子 の 土 壌粒 子へ の 吸着機構 ・様

式を図 2 に示 した。図 の 各吸 着機構 を簡単 に 述べ る 。 1つ

〔al

ξ
率

弛
『

靉 響韓騨 驪器覇
　 　 　 土 壌粒 子

  ：リン 酸基

C 〔d｝

趨 轟 構鱇勲
／1／・・：陽イオン

図 2　 十壌 粒子 へ の DNA 吸 着 機 構 （Saeki　and 　Sakai〔2009） を

　 　 　もとに
．
部 改変）

目 は，図 2 〔a〕 で 示 した ヒ壌粒 子 上 の DNA 吸 着 反 応 で．
DNA 分子末端 の リ ン 酸基が 土壌粒子 の 鉄 ・

ア ル ミ ニ ウ ム

酸化物の OH 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 ア ル ミ ニ

ウム 酸 化 物 の OH 基 へ の DNA 分子 の 吸着機構 （図 2 〔b））

が 提 案 され て い る 〔Khanna‘et　al．
，
1998；Paget　and 　Simonei，

1994）。2 つ 目は ，図 2 （c） に 示 した 1場 イ オ ン が 架 橋 と し

て 使 用 され る ．腐植物質 を含め た 土 壌粒
．
子外表面 上 で の 吸

着 形 態 で あ る。3 つ 1．1は，図 2 （d） の よ うな 有機物 同 上 の

結 合 な い しは 凝 集沈着で あ る。

2 ．層状ケイ酸塩鉱物へ の DNA 分 子 の吸着様式

　線状 DNA の 粘⊥ 鉱物へ の 吸着様式 は，2 つ に大 別 で き

る。1 つ 目 は，線状 DNA 分子の 片方の 末端が粘土鉱物縁辺

の 末端部位 に 吸着 し、も う一
方が外部へ 伸 びて い る と い う

もの で あ る ，、2 つ 日 は，DNA 分 子 が 粘 上 の 外部平 坦 面 に

幾 つ か の 部位で 吸着 し，吸着 して い な い 部分 が ル ープ状 に

な っ た もの （train！lo〔］p　mode1 ）で ある。前者 の 様式は 図 2 （b）
に 対 応 し，後者 （図 2 （c））よ りも DNA が 強 く吸着す る こ

とが 知 られ て い る （Nielsen　6’砿 2006）。
1 ） イ ン タ

ー
カ
ー

レ
ー

シ ョ ン

　 膨 張 格 了
一
型 鉱 物で は，層問 に DINA 分 子 が 侵 入 す る 場 合

が あ る。しか し，特 に モ ン モ リ ロ ナ イ トに 関 して は，層問

に DNA 分 子 が 侵 入 す るか ど うか に つ い て は一致 した 結 果

が 得 ら れ て い な い 。Khanna 　et　a！．〔1998）が pH 　1〜9 の 範

囲で 行 っ た線状 DNA の 吸着実験 で は ，モ ン モ リロ ナ イ ト

の 層問 に DNA は侵 人 しなか っ た 。 ま た，染色体 DNA と

プ ラ ス ミ ド DNA ，　 RNA を用 い た 場合 で も，い ずれ もモ ン

モ リ ロ ナ イ トの 層 問 に侵 入 しな か っ た 〔Pietramellara　et　ai．，

1．997；Franchi寵 砿，1999），、対照的 に，　 Greaves　and 　Wilson

（1969）で は，pH 〈 5．0で は，　 DNA は モ ン モ リロ ナ イ ト

の 層 問 に 侵入 し，層問 と外部平坦 面の 両方 に 吸着す る こ と

を示 唆 した。Beall醂 磁 （2009＞ は X 線回折 と分子 モ デ リ
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ン グ を用 い て，一
本鎖 DNA が モ ン モ リ ロ ナイ トの 層閊 に

侵 入 す る こ と を示 し，層 閲 に DNA が 侵 入 しな か っ た過 去

の 研 究例 で は，粘土 に対す る DNA 量 が 少 な か っ た こ とが

原因で あ る と指摘 して い る 。 例えば，Khanna　et 　a！．〔1998）
で 使用 した DNA 量 は モ ン モ リ ロ ナ イ ト1mg に 対 し て

0．030mg で あ り，　 Greaves　and 　Wilson （1969） の モ ン モ リ

ロ ナ イ ト1mg に DNA を 0，20　mg 用 い た の と比 較 す る と
一

桁少 な い 。今後 モ ン モ リロ ナ イ ト層 問 へ の DNA 侵 入 に

つ い て，添 加 DNA 量 を再 検 討 す る 必 要 が あ る だ ろ うc、モ

ン モ リ ロ ナ イ ト以 外 で は ，層状複水
．
酸化物 （LDH ＞ の 1つ

で あ る Mg2A1 （NO3 ）の 層間に 　DNA が NO3
．
と置換 して

侵 入 す る こ とが示 され て い る （Ch〔ly　6’磁 ，1999）。

2）DNA の 形 状 に よ る影 響

　DNA の 形状 に よ っ て も，鉱 物へ の 吸着特性 は 変化す る。
一

般 に，低分子
．
量の DNA が 粘 土 に 多く吸着す る こ とが 知

られ て い る （Pietramellara　et　al．，　2001）D　 Pietramellara　et　aL

（1997） に よ る と，染色体 DNA よ りプ ラ ス ミ ドDNA の ほ

うが 粘 十 〔モ ン モ リ ロ ナ イ トとカ オ リナ イ ト）に 強 く結合

した。また モ ン モ リ ロ ナ イ トと カ オ リナ イ トへ の DNA 吸

着量 は，DNA 分 了
・
の GC 含量 や，末端形状が 平滑末端 〔blunt

end） で あ る か，付着末端 （cQhesive 　end ） で あ る か は 関係

し なか っ た （Pietrame！laraθ’砿 2001）。

　超 ら せ ん （super ・coiled ）構 造 （閉環 状 ）DNA と 線 状

DNA の い ずれ が 吸 着 しや す い か に つ い て は，
一

致 した 結 果

が 得 られ て い な い 。Wackernagel（2006） に よ る と，超 ら

せ ん 構造 DNA よ り も，線状 DNA の 方が 多 く吸 着す る 傾 向

が ある 。Franchi　et　aL （1999） の 結果 で は ，サ イ ズ の 大き

い 線状 DNA が，サイズ の 小 さい 超 らせ ん 構造 DNA よ りも

モ ン モ リ ロ ナ イ トと カ オ リ ナ イ トに 多 く吸 着 した。Franchi

et　al．（1999）　と Franchi　and 　Gallori（2004）　に よ る と，線

状の 長 い DNA 分 了
一
は，粘 ⊥ 鉱物縁 辺 の 末端部位 の い くつ

か の 箇所 で 吸着 して ル
ー

プ状 に な っ て い た が，プ ラス ミ

ドDNA の よ うに コ ンパ ク トな
．
形状 を した場合 は，外部平

坦 面 に 吸 着 して い た。一一一方，Nielsenθ’磁 （2006）に よ る

と，概 して ，低 分 子 量 の 超 らせ ん構造 DNA は，粘土 鉱物

の 縁辺末端部位 に量 は 少ない が 強く吸着する の に 対 し，高

分 子 量 の 線状 DNA は ，外部平坦 面 に，量 は 多い が 弱 く吸

着す る。し か し例 外 もあり，モ ン モ リ ロ ナ イ トへ の 吸 着 の

強 さは 次 の 順 で あ っ た （Galloriθ’祕
，
1994）： 直線 状 プ ラ ス

ミ ドDNA （プ ラ ス ミ ド DNA を切 断 し，直 線 状 に した もの ）

〉 閉 環状 （超 らせ ん 構造 を と る ） プ ラ ス ミ ドDNA ＞ 染色

体 DNA ＞ 直線 状 の 多量 体 プ ラ ス ミ ドDNA （切 断 した プ ラ

ス ミ ドDNA を，リガ ーゼ で 複数結合 させ た もの ）。シ リカ

の 場合 は，超 ら せ ん 構造 DNA よ り線状 DNA の 方が 親和

性が高かっ た （Melzak　6’磁，1．996）。 砂へ の 吸着量 は，線状

DNA と開環状 （open 　circular ）DNA （超らせ ん 構造 の
一

部

が 切 れ て い る もの ） と は同程度で あ っ たが 超 らせ ん 構造

DNA の 吸 着量 は少 な か っ た （Romanowski　8’畆，1991）。染

色体 の 線状 DNA の イラ イ トとカ オ リナ イ トへ の 吸着 で は，
DNA 濃度 を高 くす る と 多くの DNA が 吸着 したが，閉環状

プ ラ ス
．
ミ ドDNA の 場合 は，お そ ら くは DNA が 凝集す る こ

と に よっ て ．その 吸着量 は低 ドした （Polyetal．，2000）。

3）吸着形態 の観察

　 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 に よ る 観 察 で は，閉 環 状 プ ラ ス ミ ド

DNA は 最 も外部 に露 出 して い る構造上 の 接点 で 2 つ の カ

オ リナ イ トの 外部平坦 面 に 架橋 し，吸着して い た （Poly　et

al．，2000）。一．一
方，線状 DNA の 場合 は，鉱 物 の 縁辺 末端部

位 と外部平坦 面 に 吸 着 して い た （参照 ： 図 2 （b），（c））。

　Na
鹵
あ る い は Ca2

＋

，　 Mg2
＋

の い ずれ か で 飽 和 させ た モ ン

モ リ ロ ナ イ トと カ オ リナ イ トに線 状 DNA を吸 着 させ ，透

過 型 電 子 顕 微鏡 （TEM ） と 走 査 型 電 子 顕 微鏡 （SEM） で

観察す る と，線状 DNA の い くら か は 外部平 坦 面 に も結合

して ．い たが，大 部 分 は そ の
一端 が 縁 辺 末 端 部 位 に 結 合 し，

も う
一

端 は 外 側 に伸 び て い た 〔Khama 　6’砿 ，1998）。上 述

した よ うに ，モ ン モ リロ ナ イ トの 方が カ オ リナ イ ト よ りも

DNA を多 く吸着す るが，そ の 親和性 は カ オ リ ナ イ トの 方

が高い こ とが知 られ て い る （Franchi　6’砿 1999；Cai　6オ祕，

2006b）。 こ れ は、カ オ リ ナ イ トで は縁辺末端部位 が 表面

積 の 最大 20％ を 占め る が，モ ン モ リ ロ ナ イ トで は 1％ し

か IFi め な い こ とが 原 因 で あ る （Theng　and （虻chard ，1995）。

す な わ ち，カ オ リ ナ イ トで は ，図 2 （b） に 示 す よ うに

DNA と の 結合が 強い 縁辺末端部位で の 吸着が 多い が，モ

ン モ リ ロ ナ イ トで は，図 2（c ）の よ うな弱い 結合 で あ る 外

部平坦 面 で の 吸 着が 多い こ とに よ る だ ろ う （Nielsenα 畆，

2006）。Franchi　et　al．（1999） は，カ オ リ ナ イ トで ，縁 辺

末 端 部 位 と基 底表 面 の 両 者 に お け る 正 電荷 の Al （皿 ） と

DNA とが 水素結合 し て い る の に 対 し，モ ン モ リ ロ ナ イ ト

は よ り負 に 荷電 し，水和 して い る た め，表 面 に 吸 着 した 陽

イ オ ン や 水分子 と DNA とが 相互 作用 す る こ と に よ り，外

部 平 坦 面 に お い て DNA が 多 くの 部 位 で 弱 く結合 し て い る

と推定 して い る 。

4 ） モ ン モ リロ ナイ トと カ オ リナ イ トとの 違 い

　粘 土 鉱 物 の な か で ，モ ン モ リ ロ ナ イ トと カ オ リ ナ イ ト

へ の DNA 吸 着 に つ い て の 研 究例 が 圧 倒的 に 多い
。 両鉱物

とも層 状 ケ イ酸塩鉱物 で ，モ ン モ リ ロ ナ イ トは 2 ： 1型 鉱

物で 層間隔が 拡が る膨張 型，カ オ リナ イ トは 1 ： 1型 鉱 物

で 非膨 張型 で あ る。DNA 吸 着量 が カ オ リ ナ イ トよ りモ ン

モ リ ロ ナ イ トで 大 きい の は，モ ン モ リ ロ ナ イ トの 比表面

積 が 大 きく，陽 イ オ ン 交換容量 が 高 い た め と され て い る

（Franchi紺 砿 20G3）。しか し，粘 土 鉱 物の DNA 吸着 量 の

推定に，比表面積
．
や 陽 イオ ン 交換容量 を用 い る に は注 意 が

必 要 で あ る 。イラ イ トは，モ ン モ リ ロ ナ イ トよ りも比 表 面

積 と陽 イ オ ン 交換 容 量 が低 い に も関 わ ら ず，モ ン モ リ ロ ナ

イ トよ りも多くの DNA を吸 着する （Poly　et　aL
，
2000）。こ

の 実験条件 で は，DNA 分 子 が 比 表 面 積 測 定用 分 子 よ り大

きい た め，DNA 分子 が イ ラ イ 1・と モ ン モ リ ロ ナ イ トの 層

間に 侵入で きな か っ た こ と が 原 因 で あ る の か も しれ な い 。

も し両粘上 鉱 物 の 層 問 に DNA が 侵 入 しな け れ ば，積 層 数

が 多い モ ン モ リロ ナ イ トで ，比表面積か ら DNA 吸着部位

数を推定す る と，過大評価する こ とに な る 。

5） RNA との 比 較

　Greaves　and 　Wilson（1969）の 研 究で は，DNA と RNA は，
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pH　5以下 で は モ ン モ リ ロ ナ イ トの 主 に 層間 に吸着 し，そ

の 吸着量 は pH が 低 い ほ ど多 か っ た が，　 pH　5以 ．ヒで は外

部平坦 面 に だ け吸 着 し，吸 着量 は少 な か っ た。モ ン モ リロ

ナ イ トの 層 間 に侵 入 した DNA と RNA は，外 部平坦 面 に吸

着 した もの よ り も難分 解 で あ っ た 〔た だ し，層 間 に 侵 入 し

た DNA と RNA も徐 々 に分解 し，時間 と と もに 層問ス ペ
ー

ス は 小 さ くな っ た ） （Greaves　and 　Wilson，1970）。　DNA と

RNA は 似 通 っ た 吸 着 様 式 を示 し た が，　 RNA の 方 が DNA

よ り も，高 濃 度 の と き に 層 間 に 侵 入 しや す か っ た。こ れ

は，用 い た RNA の 分 子 量 が DNA よ り も小 さか っ た こ と

と，RNA は
一

本鎖 と し て 存在す る た め 構造 が よ り柔 軟 で

あ る こ とが 原 因で あ る と推察 さ れ た （Greaves　and 　Wilson，

1969）。 RNA もDNA と 同様，　 pH が 低 い ほ ど粘．ll鉱物 に

多 く吸 着 した （Goring　and 　Bartholomew，1952）。　RNA 吸着

量 は．ベ ン トナ イ ト〉 イ ラ イ ト〉 カ オ リナ イ トの 順 に な り，
RNA が ベ ン トナ イ トの 層問 に侵入 す る こ とが 示 唆 さ れ た

（Gering　and 　Bartholomew，1952）。

6 ）溶液条件 （pH ，共存 イ オ ン） の 影響

　Cai　et　ab （2006）は，モ ン モ リロ ナ イ ト，カ オ リナ イ ト，

ゲ
ー

タ イ トへ の サ ケ 精子 DNA の 吸 着量 を pH 　3〜9で 調 べ

た と こ ろ ，pH 　3付近 で 最大吸着す る こ と をみ つ け た。か

れ ら は ，こ の pH 域 で DNA が 変性 し，粘土 の 表 面 で 凝集

や 沈 殿 して い る 可 能 性 を指摘 した。今後検討す る 必 要が あ

る だ ろ う。

　ま た Na ＋

や K ＋よ り も，　 Ca2＋や Mg2
＋

の 存在
11・．で DNA は

粘土 鉱 物 に 多 く吸着 し た （Goring　and 　Bartholomew，1952）。
MgCl2 濃 度 が 低 く pH が 高 い 時は 主 に 脱水和 に よ りDNA は

吸 着 し．MgCl2濃 度 が 高 く pH が 低 い 時 は，　 DNA は 静電

気的 に 鉱 物 に 引 き寄せ ら れ て い る と 推 測 して い る （Cai　et

al．，　2006c）。 モ ン モ リ ロ ナ イ トへ の DNA 吸着量 は，　 Mg2＋

よ り も Ca2＋存在 下 で 高い 値 を示 し た 〔Paget　6’認，1992）。

また，Zn2÷ や Cu2＋存在 下 で は，　 DNA 吸着 量 と pH と の

関係が，Mg2＋

や Ca2＋ の 場合 とは 異 な る こ とが 予 想 され た

（Lawless　et 　aL ，1985）。

3 ，モ ン モ リロ ナイ トとカ オ リナ イ ト以外の

　　鉱物 へ の DNA 分子の吸着

　モ ン モ リ ロ ナ イ トや カ オ リナ イ ト以 外 の 鉱 物 へ の DNA

吸 着 の 研究 も報告 さ れ て い る 。 こ れ ら鉱 物 へ の DNA 吸 着

特 性 は，モ ン モ リ ロ ナ イ トや カ オ リ ナ イ トの 場合 と共通点

も多 い が，異 な る点 も観 察 さ れ た。

1） モ ン モ リロ ナ イ トーヒ ドロ キ シ ア ル ミニ ウ ム複 合体

　モ ン モ リ ロ ナ イ トと ヒ ドロ キ シ ア ル ミ ニ ウ ム との 複合体

（Al（OH ）x
−M ）へ の DNA 吸 着 を調 べ た と こ ろ，モ ン モ リ ロ

ナイ トよ りAl（OH ＞x
−M へ の DNA 吸着量 は 低 か っ た が，親

和性 は 高か っ た （Cai　6’砿，200S）。 ま た，か れ ら は，吸着

エ ン タ ル ピーの 測 定等 か ら，DNA は Al（OH）x
−M に 配 位子

結合 の よ うな強い 結合をす る と予 想 して い る。

2）ゲ
ー

タイ ト

　 モ ン モ リ ロ ナ イ トと カ オ リ ナ イ ト，ゲ
ー

タ イ トへ の サ

ケ精 子 DNA の 吸着量 が pH 　3〜9で 調べ られ た （Cai　 et　aL，

2006c）。　Saeki　et 　al．（in　submitting ） は，ア ロ フ ェ ン へ の

DNA 吸着の 研究で ，比 較の た め に pH 　7，0で の ゲータ イ ト

へ の 吸着 を報告 して い る．比 表面 積が 相対 的 に小 さい に も

か か わ らず，ア ロ フ ェ ン よ り もゲータ イ トへ の DNA 吸 着

量は 大きか っ た。表面電 荷特性（pznc ）か ら pH 　7．0で は，ゲ
ー

タ イ トよ りア ロ フ ェ ン 表面が よ り負電荷が 強くなっ て い る

こ とか ら，DNA 吸着量 が 大 きくな っ た と考え ら れ る 。

3 ）シ リカ

　 シ リ カ へ の DNA 吸 着 に は，静 電 斥 力 の 遮 蔽 ・脱 水 和 ・

水素結 合 の 3 つ の 力 が 関 与 して い る （Melzak　6’祕，1996）。

pH 　6 と pH 　8で は，　DNA と シ リ カ は 共 に負 に 荷電 して お り，

静電斥力が 作用す る が ，Na
＋

の よ うな 1価陽イ オ ン が あ る

と，DNA の リ ン 酸骨格 （phosphate　backbone）上 の 負電荷

が 遮 蔽 され，両者間の 静電斥力が 減少 し，DNA は シ リ カ

に吸 着 しや す くな る （Nguyen　and 　Elimelech，　2007a）。ま た

Ca2＋ の よ うな 2価 陽 イ オ ン は，　 DNA の リ ン 酸 骨 格 に 化 学

的 に 結合 し，効率的に そ の 負電荷 を打 ち消す 。 Ca2＋ は シ リ

カ の シ ラ ノ
ー

ル 基 に も結合 し，シ リカ 表面の 負電荷 を低
．
ド

させ ，．DNA が シ リ カへ 吸着 しや す くな る 。 さ ら に 2価陽

イ オ ン に よ り，DNA は よ りコ ン パ ク トな構 造 を とっ て 拡

散 しや す くな り，DNA が 吸 着 しや す くな る （Nguyen　and

E！imelech，2007a）D

4 ）ア ロ フ エ ン

　土 壌 か ら精製 した ア ロ フ ェ ン を用 い て ，ア デ ニ ン，リ ボ
ー

ス ．両
’
者 が 結 合 した ア デ ノ シ ン ．ア デ ノ シ ン ー5

’一一
リ

ン 酸 の 吸 着が ，pH　4，6，8 にお い て調べ られ た （Hashizume

and 　Theng，　2007）。ア デ ニ ン，リボ ース ，ア デ ノ シ ン は pH

4よ り高 pH 域 で 吸着量 が 多か っ た 。 こ れ は お そ ら く，溶

質 とア ロ フ ェ ン 双 方 の pH 依存：性電荷特性 に 由来す る 静電

気 的 引 力 が pH 上 昇 と と も に増 加 した た め と予想 さ れ た 。

ア デ ノ シ ン ヘ リ ン 酸が 結合 した ア デ ノ シ ン
ー

リ ン 酸 （5
’

−AMP ＞で は，低 pH 域で 多 く吸着 し，また そ の 吸着量 は

ア デ ノ シ ン よ りも桁違い に 多か っ た 。 こ れは ，5
’− AMP

の リ ン 酸 基 が，ア ロ フ ェ ン の 孔隙 部位 の OH 基 と配位子交

換反 応 に よ り結 合 して い る こ とに よる の だ ろ う（Hashizume

and 　Theng，2GO7）。

　Saeki　8’認 （in　subrnitting ） は，黒 ボ ク 土 へ の DNA 吸 着

機 構 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，の 観点 か ら 調 べ た 。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 。　DNA

分子 とア ロ フ ェ ン 粒子 との 問で 強 い 吸着相 互 作用 が 働 い

て，DNA 分 子 が ア ロ フ ェ ン 粒子 表面 で 単分子層 に な っ て

い る可 能性 が 考え られ た。pH が 高 くな る ほ ど吸 着 さ れ る

DNA 量が減少 し，　 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 。
TJ 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 は 減少 し，リ ン酸 と 1）NA

との 問 で 吸 着反 応に お け る競合が 生 じる こ とが 示 さ れ，ア

ロ フ ェ ン へ の DNA 吸着 に は DNA の リ ン 酸基 が 関与す る

可能性を示唆 した。こ れ らの 結果 よ り，黒 ボ ク土 の 構成成
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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 を示 して い る 媒体 の 1つ で あ る こ とが わ

か っ た．ア ロ フ ェ ン は，直径 3、5 〜5nn1の 巾 空 球状 の 構

造 を して お り，多くの 場 合，凝 集体 を形 成 して い る。内側

の SiO2層 と外側 の Al20ゴ nH20 層 で構成 され，直径 0．3　nm

の 孔隙が 存在 して い る。2本鎖 DNA 分子の 直径 は 2nm で

ある た め ，理 論上 ，DNA 分子 は 孔隙内部 に進入 で きない 。

シ リ カ へ の DNA 吸 着 は ギ ブ サ イ 1・に 比 べ て か な り小 さい

た め，DNA 分 子 吸 着 へ の ア ロ フ ェ ン 粒 子 内 部 の SiOH基

の 寄 与 は 小 さ い と予 想 で きた ，，

5）砂

　砂 へ の DNA 吸着 で は ，　 Na
＋
存在 下 で は pH が 低 い ほ う

が 多 く吸着 した が，Mg2
「
存在下 で は酸性側 と ア ル カ リ性

側 の 而方で DNA が 多 く吸着 し，中性付近 で 低 くな る こ と

が 報
．
告 され て い る （Lorcnz　and 　Wackernagel，1987）。ア ル

カ リ性 側 で高 い 吸 着 を示 した理 山は不 明 で ある。

6） 雲 母

　雲母の 場合 で は，イ オ ン 半径 が 0，069〜　e．e74　nm の Ni”＋

や Co2
＋
，　 Zn2

＋
が 存在す る と DNA は 強 く吸 着 した が，イ オ

ン 半径が それ らよ りも大 きい Ca2
＋

や Cd2
＋
，　Hg2

一
が存在 して

も吸着 し な か っ た （Hansma 　and 　Laney，1996）。お そ ら く，

雲 母 の 外 部 平 坦 面 の 孔 隙 （di−trigonal　cavity ： ン
t

〈角 形 の 断 面

を持 つ 孔 隙 ） に 陽 イ オ ン が 入 り込 む こ と に よ り，DNA は

雲母 に 吸着で きる。そ の た め ，こ の 孔 隙 に 入 り込め な い サ

イ ズ の 陽 イ オ ン が存在 して も．DNA は雲 母 に 吸 着 で きな

い と推察 され た 。 しか し，Mg2
‘
は イ オ ン 半径 が 小 さ い に

も 関 わ らず，Mg2
＋
存在下 で は DNA は 雲 母 に 弱 く しか 吸

着で き なか っ た （Hansma　and 　Laney，　1996）。

7）各 種 鉱物 の DNA 吸 着性 の 序列

　合成 した ア ロ フ ェ ン とゲー
タ イ ト，市販 の モ ン モ リロ ナ

イ ト，シ リ カ，カ オ リ ン，ギ ブ サ イ トへ の DNA 分 子 の 吸

着 を ほ ぼ 同 じ条 件 （同
一

の pH と イ オ ン 強 度）で 比 較 した

（Saeki　6’砿 in　submitting ）（表 1）。　DNA 分子の 吸着量 は 次

の 順 で 下 が っ た ：ゲ
ー

タ イ ト〉 ギ ブ サ イ ト〉 カ オ リナ イ ト

〉 ア ロ フ ェ ン 〉 シ リ カ 〉 モ ン モ リ ロ ナ イ ト。各鉱 物 が持 つ

比 表面積 （N2−BET 法）は，ア ロ フ ェ ン ：300　m2 　g
−1

（Saeki

6’認 in　submitting ＞，ゲータイ ト：131　m2 　g
−1
，ギ ブサ イ ト：5，0

m2 　g
−1

（Saeki　and 　Matsumoto，1994） で あ り，　 DNA 吸着量 と

比 表面積
．
とは 直接的な比 例関係 を示 さ ない と考え られ た。

8）測定上 の 問題点

　 こ れ まで に 報告 され た 粘土 鉱 物 へ の DNA 吸 着実，験 の 大

部 分 で は．DNA 吸 着 量 の 推 定は，粘土 鉱 物 を遠 心 で 沈殿

させ た後 の 上清 中 DNA 濃度を 260　nm の 吸 光度で 測 定す る

こ とに よ り行 わ れ て い る 。 しか し，モ ン モ リ ロ ナ イトの よ

うに Fe3＋ を含 む粘．一．L鉱物 は，260  の 波長で 吸光 し，か

つ 40，000　x　g で 遠 心 分離 して も完全 に は 沈殿 し な い こ とが

示 さ れ た （Beall召’砿 2009）。例 えば Caモ ン モ リ ロ ナ イ ト

の 場 合 ，40，000xg で 40分 間遠 心 後 に 当初 の 粘土 量 の 2．6％

が 上 清 に 存在 し．二 本鎖 DNA と し て 9．5　FLg！mL に 相当す

る 260nln で の 吸 光度 を示 した。つ ま り，こ れ まで の 多 く

の 研究で は，粘土 へ の DNA 吸 着 量 を過 小 評 価 して い る 可

能性が 指摘 さ れ た 。 今後 　こ の 点 に つ い て 留 意 し，研究 を

行う必 要が あ ろ う。

4 ，腐植物質へ の DNA 分 子 の 吸着

　腐植物質 は，土 壌，特 に 黒 ボ クi に 多く存在 し，土 壌 中

で の DNA 吸 着や 残存 性 に対 して，そ の 影響 を無視す る こ

と は で きな い 。Stotzky（2000） は，　 DNA が 腐植酸 に結合

で きる と言 及 して い る 。 イ タ リア の Andosol （黒 ボ ク 上 ）

か ら分離 ・精製 した腐植酸を用い た 研究で は，Na
÷
存在下

で 腐植 酸 に DNA は 吸着 し，そ の 70〜80％ は 0．1M 　NaCI

や 1）NA 用 緩衝液 （10　rnM 　Tris、0．1　mM 　EDTA ，4mM 　NaCl）

に よ っ て 脱 着 せ ず，強 く結 合 して い る こ と が 示 唆 され た

（Crecchio　and 　Stotzky　l998）。ま た 1mL の DNA 用 緩衝液

の 系で 行 っ た DNA 吸着実験 に お い て ，　 DNA 量 を一一
定 （50

μg） に し て 腐植酸 の 量 を増 や す と吸 着 DNA 量 も増 加 し，

pH 　3 で は腐植酸が 2mg で ，　 pH　4 で は腐植酸が 3mg で 吸

着 DNA 量 は ほぼ一
定 に な っ た。しか L ，腐植 酸量 を

一
定（2

mg ）に し て DNA 量 を最 大 300μg まで 増 や して も，吸着

量 は増加 し続け
一

定 に ならなか っ た （Crecchio　 and 　Stotzk｝！

1998）。 彼等の 論文で は．吸 着様式 の 詳 細 は 明 らか に な っ

て い な い 、これ らの 結 果 を見 る と，DNA が 腐植酸表面 で

凝 集 沈 殿 して い る可 能性 が 考えられ る 。 また Pietramellara

6‘祕 （2009） は，明確な証拠 は ない が，pH　5以 下 で DNA

構造 の 変化 に よ り，DNA が 腐植物質へ 疎 水結 合 して い る

可 能性 を 指摘 し て い る。さ らに ，粘土 鉱 物 の 場合 と同 様，

図 2 （c）の よ うに，腐植物質 と DNA と い う両負電 荷物質

問 を陽 イオ ン が 架橋 して 結合 さ せ る こ とが 想定 さ れ て い る

表 1　 各種 鉱 物 に対 す る DNA 吸 着 〔Saeki　8磁 ，11z跏 加 z抛   ）

DNA 吸着
　 　 　 　 　 SD
平均 （％）

pH
イ オ ン 強 度

（molL
．．
］

）

合成ア ロ フ ェ ン

天 然 ア ロ フ ェ ン

モ ン モ リ ロ ナ イ ト

カ オ リ ナ イ ト

シ リ カ

ゲ ータ イ ト

ギ ブ サ イ ト

30．549
．56
．／

36．716
．886
．154
．0

4
∩
コ

21191

122421

つ
J

33

つ

」

3443

＝
＝
＝
＝
＝
＝
＝

nnnnnnn 　 6．86
．8〜7．0

　 69

　 6．86
．7〜7．1

　 6．9
　 6．9

0ユ4〜0．18
0．17〜0，18
0．16− 0．18
0．16〜D．17
0．16〜O．17
0．17〜Oユ8
0，17− 0．18

鉱物量 ： 10mg，溶液量 ：1．O　ml．，初期 DNA 濃度 ：100μg　mL
−］

バ ッ クグ ラ ウ ン ド塩 ：O．IMNaCl，反応時間 ：2時間
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U8 土 壌生 態系 に お ける 細胞外DNA 分子の 挙動

（Levy−Booth　et　al，，2eo7），，席 植 物 質へ の DNA 吸 肩 の メ カ ニ

ズ ム につ い て は不 明 な 点が 多 く，今後 さ らな る研 究が 必 要

で ある （Pietramellara　et　al．，2009）tt

　Sacki　 and 　Sakai（2009） は，熏 ボ ク 十 へ の DNA 吸 着 に

対す る土 壇 中有機物 の 影響 を，十壌 に 過酸化 水 素 処 ∫甲，有

機資材 〔家畜糞尿 ス ラ リ
ー
）の 施用，673K 加熱処理 を行

い ，土 壌中有機物含量 を 変化させ る こ と に よ っ て 検 。正し

た。土 壌全 有機物量 が 増加 した ス ラ リー
施用土 壌 の 方が

未 施 用 1：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。H202処 理 土 壌 は，比 表
．
面積 が 未処理 土 坊 に くら べ て 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 ，，　673
K 加 熱 処 理 L壌 の 比 表 圓 積 は．未処 理 土 堵 よ り も 3分 の 1

以
．
1・に 減 少 した が，そ の DNA 最 大 吸 着量 は 未処理 十 壌 よ

りもは る か に 大きか っ た 。こ れ らの 結 果か ら，ア ロ フ ェ ン

や 鉄 ・ア ル ミニ ウム 酸化物 に比 べ ， ［壌有機物が 土 壌 へ の

DNA 吸着 に お い て 示す プ ラ ス の 影響 は小 さい こ とが 示 唆

され た。

5．有機無機複合体 へ の DNA 分子の吸着

　 ほ とん どの DNA 吸着牢 験で は，合成あ るい は粕製 し た

鉱 物 を使旧 して い る、実際の 土 壌中て ば鉱物が 単独で 存在

して い る こ と は殆 ど な く，大部分 は 他の 物質　特 に 腐植物

負 に覆わ れ て 存在 して い る と想 像 され る．そ の た め ，　ヒ堆

中で の DNA 残 存性 の 解 明 に は ，有機 無 桟 複 合 体 へ の DNA

吸 着 を埋 解す る 必 要 が あ る　有訣無機複合体 へ の DNA 吸

着 に 関 す る研 究 例 は，純 枠 な鉱 物 を用 い た場合 と比 べ て き

わ め て 少 ない ．

　NgUyen　and 　Elimelech（2007b） は，有 機 物 に覆 わ れ た シ

リ カ へ の DNA 吸 着 を Na 存在下 で 調 査 した 　NaT が 高 濃

度 の 時 に 線状 DNA と超 らせ ん 悔造 DNA は 同 様 な 吸着速

度 を 示 し，両 者 と も有機物 に 覆 わ れ た シ リ カ に よ く吸着

した が，線状 DNA の 方 が 厚 い 吸 着 層 を形 成 した。　Na
＋
が

低濃度の 時 に は．線状 DNA が よ く吸 着 した。こ れ は、線

状 DNA は 静電 斥力で 伸長 し，その 末端が，シ リカ を覆 っ

た有 機 物 に 吸 着 し や す い た め と推測 され た （Nguyen　and

Elimelech，　2007b＞。2種 の DNA の 吸 着 量 は，　 Mg よ り も

Ca2
亠
存在下 で 多か っ た （Nguyen　and 　Chen，2007＞。　Ca2

＋
は，

ア ル カ リ十 須金属の 中で DNA σ）リ ン 戯 基 と内圏錯 体 を形

成 す る 唯
一

の 元 素で あ り．また 有機物 の カ ル ボ キ シ ル 基 と

も 内 圏 錯 什 を形 成 で きる た め ，DNA の リ ン 酸基 と有機物

の カ ル ボ キ シ ル 基 を Ca
．

が 架 橋 して い る 可 能 性 力 考 え ら

れ た 。一
方 Mg2 ＋

は ，　 DNA の リ ン 酸 基 と 有 機 物 の カ ル ボ

キ シ ル 星 の 両方 と内圏錯体 を形戊 で きな い た め 架橋 せ ず，
両 者 の 負 電 荷 を打 ち消す だ けで あ ろ うtt

　 イ タ リア の 森林植 生 下 の 黒 ボ ク 土 か ら精製 した腐植酸

と，モ ン モ リロ ナ イ ト，ア ル ミ ニ ウ ム ある い は鉄 の ヒ ドロ

キ シ ポ リ マ
ーとの 3成分 か ら な る 複 合 体 （そ れ ぞ れ Al−M

−HA と Fe−M −HA と略 記 ）へ DNA を吸 心 させ た 実験 で は，
A1−M −HA あ るい は Fe−M −HA の い ず れ も．そ の 組成や JJ製

方 法 に よ っ て，DNA 吸 着 が Langmuir や Freundlich吸 着等

温 式 に適合 す る場 合 と，適合 しな い 場 合 が み られ．異 な っ

た 吸着械構 の 存在が 示唆 さ れ た （c】℃ cchio θ’祕，2005）。　A1
−M −HA と Fe−M −HA 複 合体 中 の 有機 物量 が 多 くな る と，

DNA 吸 消 量 は 低 「し た。ま た 両 複 合 体 と も，　 pH が 低 い

ほ ど DNA 吸 着 量 が 高 くな る傾 向が 見 られ た。　Fe−M −HA と

Al−M −HA に吸着 した DNA は ，蒸留水，　 O．1　M 　NaCl，0．1　M
Na4P20、♂ よ っ て 徨か 1％ しか 抽出 され ず，強 く吸着 し て

い た （Crecchio　et　a！．，2005）」

6 ，土壌 へ の DNA 分子 の 吸着

　 ⊥ 壌 へ の DNA 吸 着 量 は，粘 土 含 量 や 桴 煩 ・十 ぼ 溶 液

中 の 成 ノ］
s ・有披炭素量 に よ っ て 影響 され る （Wackernage1，

2006）。と くに 粘 土 含量 は ，土 塗 の DNA 吸扇容量 に 大 き

な 彡響 を与 え る （Levy−Boothθ’砿 2007）。 しか し上 述 した

と お り，粘 十 の 種煩 に よ っ て DNA 吸 肩 容量 は 果な り，特

に モ ン モ リ ロ ナ イ ト含量 が 重 要 な こ とが 指摘 され て い る

（Cai　 et　al．，2eOS），，ま た，日本 の 黒 ボ ク 土 で は ア ロ フ ェ ン

や イモ ゴ ラ イ ト，鉄、ア ル ミニ ウ ム 酸化 物含量 が 士 賦 の

DNA 吸着容量 に 重要な影響 を与える こ とが示 され た （Saeki
et　al．，2008）。カL［え て ，黒 ボ ク 土 が ，灰色低 地 土 や 赤黄色

土 に 比 べ て 約 2倍 DNA を多く吸 右す る こ とが 確認 さ れ た

（Saeki　et　aL，2008）⊃
1 ）pH の 影 響

　Saek璃 祕 （2010） は ，黒 ボ ク 十 へ の DNA 吸 着 に対 す る

pH の 影響 を 1］べ た。　pH が 高 くな る ほ ど吸着 さ れ た DNA

量 が 減 少 し，上 記 し た 鉱 物 等 の 場 合 と 同 様 に，DNA 吸

着 は 溶？fa　pIlに よ っ て 大 き くTJ考」さ れ る こ とが わ か っ た。

DNA の 十 廉 へ の 吸肩 メ カ ニ ズ ム は，粘 十 鉱 物 の 場 合 と 同

様 　pH に よ っ て 異な る （Levy−Booth　et　 aL，2007）。

．1：壌粒

子 へ の DNA 吸着機構 は pH 依存的で ，　 DNA の 等 電 点 （約

plI5 ，0） よ りpH が 低 い 場合 は DNA は 正 に 荷電 し，負電

荷 の 粘⊥ 等 の 十 壌 粒 子 に吸 肩 しや す く な るが ，pH 　5以 上

で は負
「
じ荷 の 十壌粒子 とは 斥力が働 く （Stotzky，20GO）。別

の 言 い 方 をする と，pH　5以 上 で は，⊥ 墸成分も DNA も丁E

味で は 負に荷 電 して い るた め，陽 イ オ ン の 存在 に よ っ て 吸

着 が促進 され る 。

一
方 pH 　5以下 で は，　 DNA は正 電 荷 を示

し、陽イ オ ン の 存在 に 関係な く，土壌 に吸着す る こ とが 予

想 さ れ る （Levy−Boothθ’砿 2007）。
2 ）陽 イ オ ン ・イ オ ン 強度の 影響

　Saeki　8齢 嶽 2010）は，黒 ボ ク 土 へ の DNA 吸 着 に 対す る

イ オ ン 強 度 の 影 響 を調 べ た c・バ ッ ク グ ラ ウ ン ド塩 と して

NaC1 を用 い た場合，調 査 し た イ オ ン 濃度範 囲 （0．1〜0．5
mol 　L　

l

） で は，　 pH
一

定 （6．8〜7．0 ） の 条 件 で ，黒 ボ ク

土 へ の DNA 吸 a 割合 は
一

定 で あ り，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。

　pH 　5以 Lで は．陽 イ オ ン が 共存す る とDNA は一［壌 粒子

に よ く吸着す る、、また 2価陽イオ ン の 方が 1価陽 イ オ ン よ

りもその 効果 は大 で， 1価 1場イ オ ン 濃度の 約 100分 の 1の

2価 陽 イ オ ン で 同等 の DNA 吸 着量 を示す （Levy−Booth　et

aL ，2007）、， 土 壌柆 ∫
一
へ の DNA 吸 着 は，環 境 中 に有 在 す る
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レ ベ ル の 2価陽 イ オ ン で 促進 され て お り （Romanowski 　et

al．，1991），実 際 の 上 壌 中 で も 2価 陽 イ オ ン の 役 害IJは大 きい

と考 え られ る。

　な お，共存す る 塩 や pH に よ っ て DNA 吸着量 は 大 きく

変動す る の で ，こ れまで に 報告され た DNA 吸着デ
ータ を

比較す る 場合 に は，使用 され た緩衝液 の 成分等 の 実験条件

に つ い て 注意 を払う必 要が あ る。

3 ）孔 隙
・水 分 の影 響

　 土 壌 中 で は，分 子 量 が よ り小 さい DNA ほ ど孔隙内 に 拡

散 ・侵 入 しや す い た め，よ り多 く吸着す る （Ogram 　8’祕，

1994）、，しか し ミ ク ロ 孔 隙 の な い 砂 で は，分子 量 の 大 きい

DNA が 多 く吸 着す る こ とが 報 告 され て い る （Ogram　6’畆，

1988， 1994）、， ミ ク ロ 団粒 内 や ミク ロ 孔 隙 内 に DNA が 存在

する と，酵素分解 を受け に く く長 期 間残 存 で きる （Nielsen

et　aL，2006）。また，土 壌 が 乾燥 す る と DNA は B 型 か ら Z

型 に構 造 変化 し．難分解性 に なり形質転換能が 小 さ くなる

と予 想 され て い る （Nielsen　6’砿 2006）。

　通常，細 胞外 に 放 出 さ れ た DNA は，拡 散 等 に よ りご

く近 傍 ま で しか 移 動 で きな い と考え られ て い る 。 しか し，

毛管作 用 に よ る水 の 垂直移動 に と もない ，十壌 に 緩 く吸

着 して い た DNA が 脱着 して 移動す る こ とが 示唆 さ れ た

（Ceccherini　6’畆 ，2007）。こ の 実験で は，土 壌 カ ラ ム の 底 に

添加 した DNA は水 の 動きに と も な い 上 方へ 移 動 し，1時

間後 に は底 か ら 7．5cm の 位 置 か ら DNA が 検 出 され た。さ

ら に 12時 間後 に 滅 菌 水 の み を土 壌 カ ラ ム の 底 に添 加 す る

と，1 日後 に は カ ラ ム の 最 上 部 （10cm の 高 さ ） で DNA

が検出 され て い 歓 、野 外で は，実験 室 で 予想 され る 以 上 に，

水 の 動きに よ っ て DNA が 移動す る 可能性が ある 。

4 ＞土壌 か ら調製 した粘 土 画分 へ の DNA 分 子 の 吸 着

　Cai らの グ ル
ープ （Cai　6’砿 2006a） は，中 国 の 2種類 の

土 壌 （ア ル フ ィ ソ ル （Alfisol） と ア ル テ ィ ソ ル （Ultiso｝））

か ら有機質粗粘土
・
無機質粗粘土 ・

有機質細粘土 ・
無機質

細粘上 を 調製 し，DNA 吸 着 を調 べ た。サ ケ 精 子 DNA は，

粗粘土　（0．2〜2ym ）よ り細 粘 土 （〈 0，2 μm ） に多 く吸着

し た が，親 和 性 は 粗 粘 土 で 高か っ た 。 また ア ル テ ィ ソ ル

の コ ロ イ ドが，ア ル フ イ ソ ル の コ ロ イ ドよ りDNA へ の 親

和 性 が 高 か っ た。ア ル フ ィ ソ ル か ら調製 し た各種粘．．il画分

へ の サ ケ 精子 DNA の 吸 着量 が ，モ ン モ リ ロ ナ イ トや カ オ

リ ナ イ トの 場 合 と比 較 さ れ た ：モ ン モ リロ ナ イ ト》無 機質

細 粘 土 〉有 機 質 細 粘 土 〉 カ オ リナ イ ト〉 無機質粗粘土 〉 有

機質粗粘土 の 順で 吸 着量 が 下 が っ た （Cai　et　al．
，
2006b＞。ま

た Langmuir 吸 着 等 温 式 か ら推 定 した 親 和 性 は，無 機 質粗

粘土 〉 カ オ リナ イ ト〉 無機質細 粘 ⊥ 〉 有機質粗 粘 土 〉有

機質細 粘 土 ・モ ン モ リ ロ ナ イ トの 順 で あ っ た。こ の 順 は ，

10　mM 　Tris（pH 　7．0）と 100　mM 　NaCl，100　mM リ ン酸　（pH

7．0） に よ る 逐次抽出 の 結果 か ら推定され た．DNA へ の

親和性の 順 （カ オ リナ イ ト〉 無機質粗粘十 〉 無機質細 粘 土

〉 有 機質粗 粘土 〉モ ン モ リロ ナ イ ト〉有機質細 粘土 ） と概

ね
一

致 した 、 細粘土 の 高 い DNA 吸着量 は，2 ： 1型 の 層状

ケイ 酸塩 が細粘土 画分 に 多 く含まれる た め で あり，粗粘土

の DNA へ の 高 い 親和性 は，粗粘土 画分 に カ オ リナ イ トが

多 く含 まれ る こ と に よ る と 推 察 して い る，、

　植物 根 か らの 分 泌物 が DNA 吸着 に 与える 影響 に つ い て

も調べ られ て い る 。 ゲ
ー

タ イ トや モ ン モ リ ロ ナイ ト ・カ オ

リナ イ ト・
ア ル フ ィ ソ ル か ら分離 した 有機質粘．1：と無 機質

粘土 へ の サ ケ 精子 DNA の 吸 着 は，ク エ ン 酸や 酒 石 酸の 存

在 に よ っ て 低 下 した （Cai砿 以，2007）。そ の 阻 害は，無機

質粘土 よ りも有機質粘上 で 顕著で あ っ た 。 しか しモ ン モ リ

ロ ナ イ トと カ オ リナ イ トの 場合に は、5mM 以．ヒの 濃度 の

有機酸 は DNA 吸着 量 を増 加 させ た。根 圏 の よ うな 局 所 的

に 有機酸 濃 度 が 高い 微 小 空間 で は，モ ン モ リ ロ ナ イ トと カ

オ リナ イ トは，ゲ
ー

タ イ トや 無機質粘十 ，有機質粘土 と は

異 な りDNA 吸 着 に 重要 な役割 を果た す と考 え られ る。

　有機物を減少 させ た 土 壌 を さ ら に 酸「生シ ュ ウ 酸塩 を用 い

て ，鉄 ア ル ミ酸化物 や ア ロ フ コ
．、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 対応 して 減少 し た

（Saekl部 祕 ，2008＞。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 の 影響が 大きい と

考 え られ る ，、よ っ て ，十壌 中の こ れ らの 酸化物が DNA 吸

着の 卞 要な媒体で あ る こ とが 示唆 され た。

7 ．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　6’砿 2008，　in

submitting ）。　DNA 分子 と土 壤 粒 子 と の 間 で 強 い 吸着相 互

作 用 が 働 い て ．DNA 分 イ
．
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
．．r一の 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，図 2 （a ），（b） で 示 した 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 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 A1酸化物 の OH 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，

変異荷 電 粘土 の 土 壌 は 表面 の AlOH が脱 プ ロ トン 化 さ れ，

AlO
一
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，図 2 （c） に示 した，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 ，上 壌 に 対する DNA の 吸 着 は o％ 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 （Saekiα 磁，2010＞。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　a！．，

in　submltting ＞。
こ れ らの 結果 は，無 機 陰 イ オ ン の 吸 着 反 応

で 見 られ る粒
．．r一表面 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 σ）吸着形

態 が Khanna　and 　Stotzky（1992）　と Paget　et　ai．（1992）　に
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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 Eげ る こ とで DNA

吸着 量 は 増加する は ずで あ る。実際 　シ リ カ で は，イオ ン

強 度 〔
一一

　4　mol 　L
−1
）増加 で 1）NA 吸着量 は 増加 した （Lorcnz

and 　Wackernagel，1987）。こ の 吸着反応 に 対 し て は ．　 Na
＋

よ り Mg2
’

の 能 力 が 高 い （Levy−Booth　et　aL，2007）。加 え て．

Caビト
の よ う な 2価 陽 イ オ ン は，　 DNA の リ ン 酸 骨 格 に 化 学

的 に 結合 し，効率的 に そ の 負電 荷 を 打 ち消 す。さ ら に 2価

陽 イ オ ン に よ り，DNA は よ りコ ン パ ク トな 構造 を と っ て

拡 散 しや す く な り，DNA が 吸 着 し や す くな る （Nguyen

and 　Elirllelech，2007a）。

　七壌 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「生陽 イ オ ン また

は 土 壌溶液中陽 イオ ン の イ オ ン 種紐成 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 ？1 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 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，　20e9　）　，，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 に帯電 して い る の で，
腐植物質へ の DNA 吸 着の メ カ ニ ．ズ ム は，図 2 （c＞に示 した，

陽 イ オ ン を架橋 と して 使 用 す る負 電 荷 粒 子 表面 ヒで の 吸着

形態が 重 要で あ ろ う。
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