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サンプルから
まるごと核酸抽出

マイクロバイオーム：ある特定の生態系に存在する微生物（集合体）、それらの遺伝子
および代謝産物すべてを指す

微生物やその遺伝資源を利用する方法

次世代シーケンサーに
よる網羅的解析

●メタゲノム解析

＞DNAを読む＝メタゲノム解析

• 微生物ゲノムの仮構築（MAG等）
• 誰がいるか
• どんな遺伝子があるか

＞RNAを読む＝トランスクリプトーム解析

• 発現している遺伝子を捉える
• 誰が元気か
• どんな代謝経路が動いているか

新規酵素の探索や遺伝子合成等によ
る酵素の利用

環境モニタリングや生態系サービスの
予測

培養困難な微生物
の培養条件の予測

（90％以上の微生物は培養困難）
Amann, R.I., et al, Microbiol Rev, 59, 143-169 (1995)

培養 分離

微生物数
土壌： 数億匹(数百万種）以上/g
糞便： 数兆匹(数千種）以上/g

●分離培養法

発酵食品や物質生産への利用
遺伝子組換え宿主としての利用
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微生物やその遺伝資源を利用する方法

品質や安全確保の観点においても
メタゲノム解析に注目が集まっている

From Farm to Table

Doyle, C.J., et al Environ Microbiol. 19(11), 
4382-4391 (2017)
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①サンプルを手に入れる ②サンプルからDNAを抽出する

④配列をできるかぎりつなぎ（アセ
ンブル）、必要な場合はbinningを
行う

⑥予測された遺伝子の構
成や代謝経路の比較など、
目的にあった解析を行う

⑤遺伝子の予測とアノテーショ
ンを行う

KEGG
SEED
MetaCyc
EggNOG…

サンプル中に存在していた微生物の
DNAが混在している状態

酵素等の情報を取得できるショットガンシーケンス

③次世代シーケンサーでまとめて
シーケンスする

各サンプルあたり

数百万～数千万配列
取得

ATGCの羅列

reads

contig

assemble

binning

binned metegenome

IDBA-UD
metaSPAdes…

MetaBat2
MaxBin2
CONCOCT…

Prodigal
MetaGeneMark…prediction

DIAMOND
MG-RAST
eggNOG-mapper…

annotation



Step1-4. ショットガンシーケンスによる複数の試料か

らメタゲノム配列を取得し、単独または複数のメタゲノ
ム配列を用いて(co-)assemblyしてコンティグを得る。
Step5-8. 上記のコンティグをリファレンスとして、各試

料由来のメタゲノム配列（リード）をマッピングし、試料
ごとに各コンティグのcoverageを算出。また、GC含量
等の情報を取得する。
Step9. 試料間でのコンティグの重複解読率の違い
（differential coverage ）を主な指標にコンティグのビ
ニングを行う。
Step10. マルチコピーのコンティグについての品質管
理。
Step11-12. 得られたポピュレーションゲノムのフィニッ
シングと品質管理。

Albertsen M et al. Nat. Biotechnol (2013) 31, 533-538

本手法により、近年多くの未培養微
生物群のゲノム情報が報告されて
いる。中には完全長ゲノムもある。
優先度の低い（1%以下）微生物群

のゲノム解読も可能となっており、
近年では大流行しているメタゲノム
解析手法である。

未分離菌やマイクロバイオーム解
析において、代謝のブラックボック
ス部分の予測に向けて非常に強力
な手法となる。

ゲノムビニング（genome binning）
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①サンプルを手に入れる ②サンプルからDNAを抽出する ③細菌を識別するための遺伝子
（16S rRNA遺伝子）をPCR増幅する

④次世代シーケンサーでまとめて
シーケンスする

⑤似ている配列をまとめ、
各サンプル中における
OTUの検出割合を算出

各サンプルあたり
数万～十万配列取得

サンプル1
サンプル2

サンプル3
サンプルn

OTU

・
・

・

A

B

N

OTU数

配列数
（存在
数）

⑥各OTUの代表配列がどんな
細菌であるか決定し、サンプル
内の多様性やサンプル間の検
出割合の違いを算出する

OTU:Operational Taxonomic Unit
あるいはASV:Amplicon Sequence Variant
（OTU/ASV数≒細菌の種類）

16S rRNA遺伝子はどんな細菌でも持っている遺伝子
種間でよく保存されている部分と、種によって少しずつ
違う部分がある ← ここを増幅する

ATGCの羅列

サンプル中に存在していた微生物の
DNAが混在している状態

存在する微生物種を探るアンプリコンシーケンス

QIIME2
Claident…
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その結果、本当に正しいですか、、、？
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◎マイクロバイオーム解析の作業工程

サンプリング・輸送
• 保存温度
• 保存液
• 前処理

DNA抽出
• 溶菌方法
• 精製方法
• 作業者

ライブラリー調製
• 試薬
• プライマー
• ライブラリーキット
• 作業者

シーケンス
• 機種
• 深度
• 作業者

データ解析
• データベース
• 計算方法
• パイプライン
• 統計処理

報告

バイアスの蓄積
誤った解釈を

導いてしまう！

マイクロバイオーム解析における課題

DNA抽出方法によるバイアス
366の対象種のうち、90種はDNA抽出方法により大きく
結果が変動した。

G
ra

m
 +

G
ra

m
 -

Nature biotechnology (2017), 35(11): 1069-1075.

データ解析方法違いによるバイアス
同一リードデータでもデータ解析アルゴリズム等の違
いで結果が異なる。

mSystems (2016) 1(1):e00003-15.

mSystems (2016) 1(3):e00021-16.

サンプル保存液によるバイアス
保存液によっては、採取直後と一定期間保存後の評
価結果が大きく変動する。
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微生物叢解析の信頼性向上には、実験手法を評価するた
めに、計測レファレンス（計量時の基準となる参照物質）を
利用することが有効です。
NBRCでは、2019年5月に国産初の計測レファレンスとな
る「NBRC微生物カクテル」の提供を開始しました。
2022年7月より「改良版NBRC微生物カクテル」を提供し
ています。
「改良版NBRC微生物カクテル」は、15種類のNBRC株の
菌体を等量混合した「菌体カクテル」と、ゲノムDNAを等量
混合した「DNAカクテル」の2種類あります。

DNAカクテル
DNA-Mock-002

菌体カクテル
Cell-Mock-002

内容量 30 µL

手数料
（税抜・送料別）

￥26,840

保存溶媒 10mM Tris-HCl (pH8.5)

濃度 50 ng/µL

保存形態 凍結（-80℃）

内容量 100 µL × 5本

手数料
（税抜・送料別）

￥23,650

保存溶媒 15% glycerol in PBS (pH7.4)

濃度 4 x 109 cells/100 µL

保存形態 凍結（-80℃）

実験手法を評価するための計測用レファレンス



NBRC微生物カクテルに含まれる15種の微生物
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●NBRC微生物カクテルの特徴 ●NBRC微生物カクテルの適用範囲

菌体カクテルは、DNA抽出効率が異なるグラム
陽性/陰性菌を混合しているため、DNA抽出に

おける試薬の検討や実験プロトコルの検証など
に適しています。
DNAカクテルは、サイズやGC含量が異なるゲノ

ムを幅広く混合しているため、シーケンスライブ
ラリーの調製方法やデータ解析方法の確認など
に適しています。

実験手法を評価するための計測用レファレンス
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ゲノムを用いた菌叢解析を行う際、毎回もしくは定期的に「NBRC微生物カクテル」をコントロール

として加え、菌叢解析データの信頼性を評価する。（精度管理）

利用例

1

＃1 ＃2 ＃3 ＃4 ＃5

コントロール
データ

実験1で得られた
菌叢解析データ

コントロールサンプル（NBRC微
生物カクテル）

予備実験で取得したスタン
ダードデータと実験1のコント
ロールデータの差違を検証す
る。差異がなかった場合は、
実験1で得られた解析サンプ
ルのデータは、信頼性が高い
と判断する。

実験1

コントロール
データ

評価方法

コントロール
データ

スタンダード
データ

N回目の実験で得られた
菌叢解析データ

コントロールサンプル（NBRC微
生物カクテル）

N回目の実験のコントロール
データと、スタンダードデータ
の差違が許容範囲を超えた
場合、N回目の実験で得られ
た解析サンプルのデータは信
頼性が低いと判断する。

コントロール
データ

スタンダード
データ

の実験
N

解析サンプル

解析サンプル

回目

比較

比較

＃1 ＃2 ＃3 ＃4 ＃5

＃1 ＃2 ＃3 ＃4 ＃5

菌叢解析

菌叢解析

＃1 ＃2 ＃3 ＃4 ＃5

予備
実験

スタンダード
データ※

菌叢解析

※コントロールサンプル（NBRC微
生物カクテル）を複数用いて、正しく
実験を行った時に得られるデータを、
スタンダードデータとして定めておく。

コントロールサンプル（NBRC
微生物カクテル）

菌叢解析におけるコントロール
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評価方法
既存の
キット

開発中の
キット

DNA抽出

疑似サンプル
（菌体カクテル）

既存の
キット

開発中の
キット

既存のキットよりDNA抽出性能
が向上した場合、開発中のキット
の優位性を示すことができる。

抽出DNAの
吸光度データ

抽出DNAの
吸光度データ

NBRC
微生物

カクテルの
理論値

Ｄ
Ｎ
Ａ
抽
出
効
率
の
比
較

Ｄ
Ｎ
Ａ
抽
出
量

疑似サンプル
（菌体カクテル）

DNA抽出

利用例

2 試薬・キットの開発における疑似サンプル

DNA抽出キットやシーケンシング試薬の開発をする際、疑似サンプルとして「NBRC微生物カクテル」
を使用する。あらかじめ構成内容が明らかな「NBRC微生物カクテル」を用いることで、DNA抽出効率
の性能やシーケンスデータの偏りを検証することができる。
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既存の
キット

開発中の
キット

シ━

ケ
ン
ス
デ━

タ
の
比
較

既存のキットより菌叢解析
データが、理論値に近づい
た場合、開発中のキットの
優位性を示すことができる。

疑似サンプル
（ＤＮＡカクテル）

菌叢解析データ

疑似サンプル
（ＤＮＡカクテル）

菌叢解析データ

既存の
キット

開発中の
キット

NBRC
微生物

カクテルの理
論値

シーケンシング

シーケンシング

評価方法

DNA抽出キットやシーケンシング試薬の開発をする際、疑似サンプルとして「NBRC微生物カクテル」を
使用する。あらかじめ構成内容が明らかな「NBRC微生物カクテル」を用いることで、DNA抽出効率の性
能やシーケンスデータの偏りを検証することができる。

利用例

2 試薬・キットの開発における疑似サンプル
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異なる事業所・作業者において、標準作業手順書等に沿った作業が正しく実施されているかを確認
する際に使用する。バイアル間差がほとんどない「NBRC微生物カクテル」を参照用サンプルとして使
用することで、事業所・作業者間ごとのデータの精度管理を行うことができる。

予備実験で取得した参照データと、
各事業所で得られたデータの差異
を検証する。

事業所Aと事業所Bは参照データと
取得されたデータに差異がないの
で作業が正しく行われていたと判断
できる。

一方、事業所Cで取得されたデータ
には差異が生じているため、一連
の作業中に問題があったと判断で
きる。

事業所A 事業所B 事業所C

評価方法

参照
データ

比較

事業所

A

事業所

C
事業所

B

菌叢解析

標準作業手順書

参照用サンプル
（NBRC微生物カクテル）

事業所

A

事業所

C
事業所

B

予備
実験

※標準手順書に沿って正しく実
施された場合に得られるデータ。

菌叢解析

標準作業手順書

参照用サンプル
（NBRC微生物カクテル）

参照データ※

利用例

3 事業所・作業者ごとの精度管理用サンプル
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実際の利用実績例：DNA抽出キットの性能評価

https://www.nippongene.com/siyaku/product/extraction/isospin-soil-dna/isospin-soil-dna.html
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日本人のヒトマイクロバイオームを模したカクテル
NEDO「新産業創出新技術先導研究プログラム」ヒトマイ

クロバイオームの産業利用に向けた解析技術および革新
的制御技術の開発（2018～2020年）において、日本マイ
クロバイオームコンソーシアム（JMBC）から公開されてい

る日本人のヒトマイクロバイオーム解析の推奨プロトコル
1,2)策定のために開発されました。

本カクテルは、推奨プロトコルの検証に最適な参照用サ
ンプルです3)。

DNAカクテル
DNA-Mock-003

菌体カクテル
Cell-Mock-003

内容量 30 µL

手数料
（税抜・送料別）

￥28,270

保存溶媒 10mM Tris-HCl (pH8.5)

濃度 50 ng/µL

保存形態 凍結（-80℃）

内容量 500 µL

手数料
（税抜・送料別）

￥16,390

保存溶媒 15% glycerol in PBS (pH7.4)

濃度 2 x 1010 cells/500 µL

保存形態 凍結（-80℃）

1) Tourlousse, D.M., et al., Microbiome, 9, 95 (2021).
2) https://jmbc.life/news/images/SOPv1.2.pdf
3) Tourlousse, D.M., et al., Microbiology Spectrum, 10(2): e01915-21 (2022).

実験手法を評価するための計測用レファレンス



NBRCヒト常在微生物カクテルに含まれる20種の微生物
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日本人のヒトマイクロバイオーム解析の推奨プロトコル

https://jmbc.life/sop/index.html

https://jmbc.life/

NBRCヒト常在微生物カクテルと同時に開
発されました。
先行研究で開発されたprotocol Q1)と同等
のDNA抽出効率で、より短時間で簡便な
方法です。
誰でも利用することができます。
各種NBRC微生物カクテルの品質検証に
も利用しています。

1) Costea, P.I.,et al., Nat Biotechnol. 35(11):1069–76 
(2017).



20

NBRC微生物カクテルは検証値を公表しています

抽出効率が証明されている方法
（JMBCのSOP）を用いています

ロット毎に検証値を
公表しています
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ご不明な点がありましたらお気軽にご連絡ください。

〒292-0818 千葉県木更津市かずさ鎌足2-5-8
独立行政法人製品評価技術基盤機構（NITE）
バイオテクノロジーセンター（NBRC）

(技術/内容に関するお問い合わせはこちら)
産業連携推進課
E-mail: bio-sangyo-inquiry@nite.go.jp
TEL: 0438-20-5764
URL: 
https://www.nite.go.jp/nbrc/industry/microbiome/index.html

(提供/依頼に関するお問い合わせはこちら)
生物利用資源促進課
E-mail: mock@nite.go.jp
TEL: 0438-20-5763
URL: https://www.nite.go.jp/nbrc/cultures/cocktail/index.html
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ご清聴ありがとうございました


