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腸内細菌叢解析のための糞便サンプルからのDNA抽出法の比較

抄　録
　ヒトの腸内細菌叢解析を行うにあたり、糞便サンプルからの腸内細菌ゲノムDNAの抽出につ
いて３つの方法（K1；市販キット１、K2；市販キット２、BPH；Beads-Proteinase-Heating法）
を比較した。５人の被験者の糞便サンプルから抽出されたDNA濃度は、K1法とBPH法は同等で
あったが、K2法では著しく低かった。全細菌および門特異的な16S rRNA遺伝子のプライマー対
を用いたリアルタイムPCRによる相対定量では、K1法とBPH法では全細菌に対する門ごとの割
合は類似していたが、K2法ではFirmicutesとActinobacteiraの割合が低かった。これらの結果か
ら、K1法とBPH法は糞便サンプルからの腸内細菌ゲノムDNAの抽出は同等であったが、K2法で
はFirmicutesとActinobacteiraからの抽出が充分でなかったことが示された。
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１．緒言

　ヒトの大腸内に生息する細菌の数はおよそ100兆個
で、その種類は数百から1000以上におよぶことが知
られている1）。これらの腸内細菌は、ヒトが摂取した
食事の未消化成分を資化して様々な代謝産物を産生す
るとともに、それらの代謝産物はヒトの健康に多くの

影響を及ぼしている。食物繊維などの難消化性糖質
は、腸内細菌の代謝により、酪酸、プロピオン酸、酢
酸などの短鎖脂肪酸に変換された後に腸管から吸収さ
れ、腸管粘膜の上皮細胞のエネルギー源になったり、
血中に移行したものは肝臓や筋肉などで利用されたり
する。また、これらの短鎖脂肪酸は、人体の様々な生
理作用に影響している。とくに酪酸は、大腸粘膜の上
皮細胞のエネルギー源になる2）だけでなく、ヒスト
ン脱アセチル化酵素を阻害3）して大腸がん細胞の増
殖を抑制するとともにアポトーシスを誘導4）したり、
炎症やアレルギー反応を抑制する獲得免疫細胞の成熟
を促したり5）、マクロファージの炎症性サイトカイン
の産生を抑制すること6）などが知られている。腸内
の酪酸濃度を高めるためには、腸内の酪酸産生菌の代
謝を活性化させることが有効だが、ヒトが摂取する糖
質の種類や腸内細菌叢の構成の個人差によってその効
果が変化することから、腸内に生息する細菌の種類や
数に関する知見を深めることの意義は大きい。
　腸内細菌の多くは嫌気性細菌であることから、人工
培地による培養には多くの労力と時間を要する上、検
出されない細菌も一定数存在していることが知られて
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いる7）。そのため近年では、細菌の培養に依存するこ
となく、糞便中から細菌ゲノムを抽出し、細菌の16S 
rRNA遺伝子を増幅して細菌叢を調査する分子生物学
的手法が用いられる頻度が高くなっている1,  8,  9）。ま
た最近では、溶液中に採取した糞便に含まれる腸内細
菌およびそのDNAを、常温で比較的長時間、安定し
て保存できる採便キット10）も市販されている。これ
により、遠距離からの糞便サンプル輸送も容易とな
り、広域での腸内細菌叢の調査研究が可能になってき
た。
　細菌の形態学的な違いを検出する手法のひとつにグ
ラム染色法11）があり、染色される細菌はグラム陽性
細菌、染色されない細菌はグラム陰性細菌と分類され
る。グラム陽性細菌は外膜がなく、細胞壁に厚いペプ
チドグリカン層があるが、この層がゲノムDNAを抽
出する際の阻害要因となる。多くのグラム陰性細菌
は、界面活性剤への曝露で細胞壁が破壊されるが、グ
ラム陽性細菌の場合はそれだけでは充分でなく、ア
クロモペプチダーゼによる溶菌12）や、ガラスやセラ
ミック製のビーズによる物理的破砕8,  13）が採用され
ることが多い。近年、糞便をはじめ環境サンプルか
ら微生物由来のDNAを抽出する市販のキットでは、
ビーズを用いた破砕法が広く用いられている。
　一般財団法人MOA健康科学センターは、公益財団
法人農業・環境・健康研究所と協力して、自然農法や
有機農業の農産物の摂取がヒトの腸内細菌叢に与える
影響に関する調査を行っている。それらの農産物に
よって腸内細菌叢の組成や働きに変化が生じ、さらに
ヒトの健康の維持や改善との関連を見出すことができ
れば、自然農法や有機農業をベースにした農医連携
の取り組みの意義を深めることにつながると考えてい
る。一連の調査を行うにあたり、糞便サンプルから腸
内細菌由来のDNAを効率的かつ安定的に得るための
DNAの抽出法について比較を行ったので、その結果
について報告する。

２．方法

2-1　糞便サンプル
　日本国内に在住の30代～ 40代の成人男性５人の被

験者（A ～ E）から提供された糞便サンプルを用い
た。被験者は、一般財団法人MOA健康科学センター
の倫理審査委員会の承認を受けた研究（承認番号８；
2017年３月２日、承認番号９；2017年４月11日）へ
の参加者であり、研究参加の前に充分な説明を受け、
書面により研究参加への同意を示している。
　糞便の採取は、市販の採便採取キット（スプーン型
＋保存液あり、株式会社テクノスルガ・ラボ、静岡）
を用い、製造元が示したプロトコルにしたがって、被
験者自身が実施した。糞便を懸濁した溶液は、宅配便
の冷蔵配送で送付してもらった。到着後、糞便溶液を
2mLのスクリューバイアルに分注し、－25℃で保存
した。

2-2　DNA抽出
　糞便サンプルからのDNA抽出は、２つの市販キッ
トと、過去に市販キットを使用せずに検討してきた
DNA抽出の中で抽出効果の高かった工程を組み合わ
せて開発した方法の３種類を供試した。市販キット
は、各メーカーがその抽出効果を保証した手法である
ため、新たに開発した方法の抽出効果を客観的に評価
することができる。なお、新たに開発した方法は、物
理的処理の強度を高めに設定したことと、タンパク質
等の夾雑物の除去能を高めたことに特徴がある。

（１）市販キット１（K1法）
　抽出方法は製造元のプロトコルにしたがった。手順
の概略は以下の通りである。糞便サンプル中の細菌菌
体に、ガラスビーズおよび加熱（95℃）による物理
的および界面活性剤等の化学的処理を行い、夾雑物を
除去した後、シリカメンブレンを用いた精製法にて
DNA溶液を得た。

（２）市販キット２（K2法）
　抽出方法は製造元のプロトコルにしたがった。手順
の概略は、基本的にはK1と概ね同様であるが、K1と
はメーカーが異なっており、使用する試薬等の消耗品
も異なっていた。
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（3）BPH法
　2mLのスクリューバイアルチューブに、0. 1～0. 2mL
の糞便サンプル、0. 1 ～ 0. 2mLの100-40 TE緩衝液
（100mM Tris、40mM EDTA、pH9. 0）、0. 3mL
のDNA抽 出 緩 衝 液（250mM Tris (pH9. 0)、50mM 
EDTA、50mM NaCl、1% SDS）を加え、総量を
0. 5mLとした。これに、0. 5gのガラスビーズ（直径
0. 1mm）と0. 3gのジルコニアビーズ（直径1mm）を
入れ、ビーズ破砕機（ビーズクラッシャー µT-12、
タイテック株式会社、埼玉）による物理的処理
（3200rpm、２分間）を行った。その後、16µLのプ
ロテイナーゼK溶液（20mg/mL）、0. 45mLのTES緩
衝液（250mM Tris (pH9. 0)、50mM EDTA、50mM 
NaCl、1% SDS）を加え、最初に55℃、30分間、続
いて95℃、５分間加熱した。放冷後、13000rpm、
５分間の遠心分離（CFM-1300、IWAKI ASAHI 
TECHNO GLASS、千葉）を行い、上澄0. 75mLを別
のチューブに移した。等量のPCI溶液（フェノール：
クロロホルム：イソアミルアルコール＝25：24：1）
を加えて撹拌後、13000rpm、５分間の遠心分離を行
い、上澄を別のチューブに移した。等量のCI溶液（ク
ロロホルム：イソアミルアルコール＝24：1）を加え
て撹拌後、13000rpm、５分間の遠心分離を行い、上
澄を別のチューブに移した。10分の１量の3M 酢酸ナ
トリウム溶液（pH5. 2）と等量のイソプロパノールを
加えて撹拌し、30分間静置した後、13000rpm、10分

間の遠心分離を行ってDNAの沈殿を得た。沈殿を
0. 9mLの70%エタノール溶液で洗浄し、45℃、10分間
乾燥させた。95µLのTE緩衝液（10mM Tris (pH8. 0)、
1mM EDTA）と5µLのRNase溶液（10mg/mL）を
加え 、室温で 3 0 分間静置した後 、市販のキット
（FavorPrep Genomic DNA Clean-UP Kit ,  
FAVORGEN,  Taiwan）で精製してDNA溶液を得た。

2-3　DNAの定量
　K1法、K2法、BPH法で抽出した溶液中のDNA濃
度は、Nucleic Acid Analyzer Nano-200（Medclub 
Scientific Co. Ltd. ,  Taoyuan,  Taiwan）を用い、光
学的に定量した。

2-₄　リアルタイムPCR
　各被験者の腸内細菌の割合について、生物の分類
階級における門レベルで比較するために、回収した
DNA溶液を鋳型とし、門レベルの細菌群の16S rRNA
遺伝子部分配列を特異的に増幅するプライマーセット
を用いてリアルタイムPCRを行った14）。標的とした門
は、Firmicutes、Actinobacteria、Bacteroidetesの
３つで、さらに全細菌（Universal）を標的とするプ
ライマーも用いた。供試したプライマーセットの情
報は、表１に示した。引用したプライマーが縮重プ
ライマーの場合、縮重塩基はすべてイノシンで置換
した。リアルタイムPCRの試薬には、KAPA SYBR 

表１　リアルタイムPCRに用いたプライマー

標的とする門 プライマー名 塩基配列¶（5'-3'） 引用文献

Firmicutes 928IF-Firm TGAAACTIAAAGGAATTGACG 本研究
1040FirmR ACCATGCACCACCTGTC 14）

Actinobacteria Act920F3 TACGGCCGCAAGGCTA 14）
Act1200IR TCITCCCCACCTTCCTCCG 本研究

Bacteroidetes 798cfbIF CIAACAGGATTAGATACCCT 本研究
CFB968r GGTAAGGTTCCTCGCGTA 15）

Universal 926IF AAACTCAAAIGAATTGACGG 本研究
1062IR CTCACIICACGAGCTGAC 本研究

¶A；アデニン、T；チアミン、G；グアニン、C；シトシン、I；イノシン。
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Fast qPCR Kit（KAPA Biosystems,  London,  UK）
を用い、インターカレーター法によって増副産物を
検出した。鋳型DNA量は20ng、プライマーの終濃度
は0. 3µM、PCR溶液の総量は20µLとした。PCR条件
は、95℃、３分間の変性段階の後、95℃、15秒間、
60℃、15秒間、72℃、20秒間の３ステップを40回繰
り返し、最終的に72℃から95℃まで0. 3℃ /秒の速度
で昇温してプライマーダイマー形成の有無を確認し
た。リアルタイムPCRの機器には、Mic Real Time 
PCR Cycler（Bio Molecular Systems,  Potts Point,  
NSW,  Australia）を用いた。

2-5　プライマーの増幅効率
　PCRの原理では、増幅効率が100％の場合、増幅対
象のDNAは２倍になることから、最初の鋳型DNA量
を［DNA］0、増幅効率（100％が１）をe、増幅サイ
クル数をC、とすると、増幅されるDNA量（［DNA］）
は、［DNA］=［DNA］0（1+e）C、で表される16）。
各プライマーの増幅効率は、Bacchetti De Gregoris
らの論文14）に従って算出した。すなわち、被験者の
糞便サンプルから抽出したDNA溶液を全て混合し、
それをDNA溶液の溶媒で、４倍、16倍、64倍、256倍
に希釈したものを鋳型とし、表１のプライマーセット
ごとに３反復でリアルタイムPCRを行ってCq値を得
た。Cq値とは、PCR産物が一定量（しきい値）に達
したときのサイクル数を指す。得られたCq値をもと
に、リアルタイムPCR機器に付属の解析プログラム
（micPCR,  Verson 2. 12. 7,  Bio Molecular Systems,  
Potts Point,  NSW,  Australia）を用いて、標準直線
と増幅効率（espec；Universalではeuniv、Firmicutes
ではefirm、Actinobacteriaではeact、Bacteroidetesで
はebac）を得た。

2-6　門レベルでの細菌群の相対割合
　Bacchetti De Gregorisらの論文14）に準じて行っ
た。すなわち、全細菌および各門の増幅率をEff. univ
（1+euniv/100）およびEff. spec（1+espec/100）、全細
菌および各門のCq値をそれぞれCq･univおよびCq･spec

とすると、全細菌の16S rRNA遺伝子のコピー数に対
する各門の細菌の16S rRNA遺伝子のコピー数の百分

率（X）は、以下の式で求められる。

(Eff. univ) Cq･univ

(Eff. spec) Cq･spec
X = × 100

　なお、Cq･univおよびCq･specは、全細菌および各門
に特異的なプライマーセットを用いて２反復でリアル
タイムPCRを行って得たCq値の平均値である。

３．結果と考察

3-1　DNAの定量
　異なる３種の方法を用いて糞便サンプルからDNA
を抽出した結果を図１に示した。採取時に糞便の重量
を測定できないため、単位は各被験者の糞便溶液量
あたりのDNA濃度（ng/µL-糞便溶液）とした。全て
の被験者において、K1法およびBPH法で多くのDNA
が抽出され、両者はほぼ同等の濃度であった。一方、
K2法によって抽出されたDNAの濃度は、他の２法と
比べて著しく低かった。すべての手法においてビーズ
による物理的破砕処理が行われたが、K2法では他の
２法と比べて破砕時間が短いこと、工程の中に95℃の
加熱処理がないこと、抽出過程における夾雑物の混入
を避けるために溶液を移し替える際のサンプルロス量
が他の方法より多いこと、などの違いがあった。グラ
ム陽性細菌や古細菌では、菌体からDNAを抽出する
際には酵素等により化学的に溶菌することは困難な場
合があるのでガラスビーズなどを用いた物理的な破砕
を行うことが多い17）。またK1法のプロトコルでは、
グラム陽性細菌からDNAを抽出する際には95℃の加
熱処理を加えることが指示されている。これらのこと
から、K2法ではグラム陽性細菌由来DNAの抽出量が
少なかった可能性が考えられた。

3-2　プライマーの増幅効率
　全細菌および各門に特異的なプライマーセットによ
るリアルタイムPCRの増幅直線と増幅効率を図２に示
した。全てのプライマーセットで、相関係数r2は0. 99
を超えており、高い直線性を示した。増幅効率espec

は、euniv＝94. 42％、efirm＝99. 79％、eact＝90. 95％、
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ebac＝98, 13％であり、eactは他の３つのプライマー
セットでの増幅効率よりやや低めであった。リアルタ
イムPCRでは増幅する塩基配列が長いほど増幅効率
が低下することが知られており18）、Actinobacteriaを
標的とするプライマーセットで増幅されたPCR産物
は、他のプライマーセットで増幅されたPCR産物よ
り塩基配列の長さが長いため、増幅効率が他のプライ
マーセットより低かったことが推察された。しかし、
リアルタイムPCRでの増幅効率の許容範囲は、90 ～
110％と言われており19）、全てのプライマーセットで

増幅効率は90％を超えていたことから、本研究でのリ
アルタイムPCRの信頼性は高いと判断した。

3-3　門レベルでの細菌群の相対割合
　腸内細菌叢の門レベルでの優占率は、Firmicutes、
Bacteroidetes、Actinobacteriaが上位を占める13,  20）

ことから、糞便サンプルからの腸内細菌由来DNAの
抽出について比較する場合には、これら３つの門の割
合を調べることが有効であると考え、リアルタイム
PCRの結果に基づく相対割合で比較した。相対割合

図１ �糞便溶液からのDNA抽出における３種類の抽出法の比較
Ａ～Ｅは被験者。
Ｋ１；市販キット１、Ｋ２；市販キット２、BPH；Beads-Proteinase-Heating 法。
データは、2連で抽出した平均±標準偏差。
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は、Bacchetti De Gregorisらの論文14）にしたがって
算出したが、彼らの研究ではCt（Threshold Cycle；
遺伝子増幅の検出がベースラインシグナルに対して統
計学的に有意な増加を示した増幅回数）値を採用し
ていた。これは彼らが用いた機器がCt値を出力する
ためであり、今回使用した機器はCq（Quantification 
Cycle）値を出力するので、その値を適用した。リア
ルタイムPCRの実験と報告に関するガイドライン21）

では、定量に使用されるPCRサイクル数にはCt、Cp
（Crossing Point）、Cqなどの用語が使用されている
が、これらはすべて同じ値を指しており、表記の違い
は機器メーカーによる製品の差別化のためなので、共
通して使用されるべき用語としてはCqの使用を提案
していることから、本研究での適用は妥当であると判
断した。解析結果は図３に示した。
　全細菌に対する各門の細菌が占める割合は、全体
的に同じような傾向であったが、門ごとの割合は抽
出法によって差異が認められた。全ての被験者で、
FirmicutesとActinobacteriaの割合は、K2法が最も少
なく、K1法とBPH法では同等であったことから、K2
法ではFirmicutesとActinobacteria由来のDNA抽出
量が少なかったことが推察された｡ また、被験者A、
EではK2法での累積割合が減少していたことから、
Firmicutes、Actinobacteria、Bacteroidetesの３つ

全ての門由来のDNA抽出量が少なく、また被験者B、
C、DではK1法とK2法の累積割合が同等であったこと
から、K2法ではFirmicutesとActinobacteria由来の
DNA抽出量が少なかったことが推察された。この結
果は、K2法でDNA抽出量が少なかった（図１）原因
として、FirmicutesとActinobacteriaからの抽出が充
分でなかったことを示唆するものと考えられた。
　被験者A、B、Cの累積割合は、K1法よりBPH法
の方が多く、とくにBPH法でのBacteroidetesの割
合が大きい傾向が認められた。これにより、BPH
法では全体的により多くのDNAが抽出されたとと
もに、Bacteroidetes由来のDNAの抽出量がより多
かった可能性が考えられた。さらにこのことは、
Bacteroidetesの細菌の中には、K1法では充分に溶菌
されない細菌が存在していた可能性も考えられた。
　一方、被験者Dでは、BPH法での累積割合が少な
く、かつBacteroidetesの割合が減少し、Firmicutes
の割合が増加した傾向が認められた。このことから、 
BPH法ではK1法よりBacteroidetes由来のDNAの抽出
量が少なかった可能性があり、さらにBacteroidetes
の細菌の中には、BPH法では充分に溶菌されない細
菌も存在していた可能性も考えられた。
　被験者Eでは、K1法とBPH法での累積割合および
３つの門の細菌の割合は同等であったことから、両法

図３ �門レベルでの細菌群の相対割合
Ａ～Ｅは被験者。
Ｋ１；市販キット１、Ｋ２；市販キット２、BPH；Beads-Proteinase-Heating法。
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でのDNAの抽出程度も同等であったことが推察され
た。
　腸内細菌叢には個人差があることは知られている
が、その違いは糞便サンプルからDNAを抽出する際
にも影響することが本研究の結果から示唆された。
物理的破砕を行って腸内細菌のゲノムDNAを抽出す
る場合、DNA鎖の細断化が懸念されるが、菌叢解析
のためにrRNA遺伝子のアンプリコンシーケンスやリ
アルタイムPCRなどを行う場合には必ずしも長鎖の
DNAである必要はなく、できるだけ多種類の細菌か
ら多くのDNAが抽出された方が良い。そのような視
点では、本研究で供試したK1法やBPH法の方が望ま
しいと言える。また、K1法とBPH法では、糞便サン
プルからのゲノムDNAの抽出も同等レベルであった
ことから、糞便サンプルからのDNA抽出において、
両法は互換的である可能性も示唆された。一方、同時
に、市販のキットの中にはゲノムDNAの抽出に差が
あることが示されたため、市販キットの導入にあたっ
ては注意が必要であることがわかった。
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Abstract
This study compared three DNA extraction methods-commercial kit 1 (K1), commercial kit 2 (K2), and the bead-

proteinase-heating (BPH) method-for their effectiveness in extracting gut bacterial genomic DNA from fecal samples. DNA 

concentrations obtained from five male participants were comparable between the K1 and BPH methods but significantly 

lower for the K2 method. Relative quantification via real-time PCR using primer pairs targeting total bacterial and phylum-

specific 16S rRNA genes indicated similar proportions of each phylum for the K1 and BPH methods. In contrast, the K2 

method yielded lower proportions of Firmicutes and Actinobacteria. These findings suggest that the K1 and BPH methods 

are similarly effective for extracting gut bacterial DNA from fecal samples. However, the K2 method may be less effective, 

particularly for Firmicutes and Actinobacteria.

Keywords: 
Gut microbiome, DNA extraction, Commercial kits, Real-time PCR, Relative quantification
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