
マイクロバイオーム解析の信頼性向上への取り組みと
新しいNBRC微生物カクテル

２０２５年１１月２８日（金）

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)

バイオ技術評価・開発課
三浦 隆匡

NITE講座：微生物の同定や解析のための基盤技術
－MALDI-TOF MSを用いた微生物同定と、マイクロバイオーム解析の精度向上－
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本日の内容

1. マイクロバイオーム解析の広がりと課題

2. NBRC皮膚常在微生物カクテルの開発
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マイクロバイオーム解析の広がりと応用分野

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

＞DNAを読む＝メタゲノム
• 微生物ゲノムの仮構築（MAG等）
• どんな種がいるか
• どんな遺伝子があるか

＞RNAを読む＝トランスクリプトーム
• 発現している遺伝子を捉える
• どんな種が高活性か
• どんな代謝経路が動いているか

医療・ヘルスケア（腸内フローラ、疾患予測）

食品産業（発酵、品質管理）

環境科学（土壌、海洋、廃水処理）

農業（作物生育、土壌改良）

バイオエネルギー（メタン生成、バイオ燃料）

法医学（死後微生物解析）

etc...

次世代シーケンサーの発展により様々な分野で
マイクロバイオーム解析による技術革新が進んでいる
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マイクロバイオーム解析における課題

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！

提言1：学際的研究開発・共同研究の推進
提言2：コア技術の開発（1.標準整備、2.オープン

DB開発、3.計測技術開発）
提言3：マイクロバイオーム人材(workforce)育成

米国各機関が実施するマイクロバイオーム研究の領域

2018年4月、米国では、NSTC Life Sciences Subcommitteeにより、マイクロバイオーム研究
のための省庁間戦略（Interagency Strategic Plan for Microbiome Research）が作成された。

・標準プロトコル
・参照物質（mock community）

多種多様な工程が存在するマイクロバイオーム解析においては
データの信頼性確保が課題と認識されている
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mock communityとは？

和訳：“模擬菌叢”

あるサンプルに存在する微生物叢を模し
て、その代表種の培養菌体、または抽出
DNAを人工的に混合したもの。

通常、数種～数十種の微生物が代表種
として選定され、予め定められた量と比
率で混合される。

プロトコル特有の実験バイアスを特徴づ
け、手法の最適化や検証を行う目的で使
用される。

作業者や事業所間の再現性および実験
ごとの変動性を評価するために用いられ
ている。
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国際規模で行われている解析プロトコルの検証

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

●IHMSプロジェクト（2011年～2015年）
• 欧州中心
• 糞便検体と10株の細菌を混合したmock 

communityを用いてヒト腸内微生物叢のメタゲ
ノム解析手法の最適化が検討された。

• メタゲノム解析におけるバイアスの最大要因
はDNA抽出にあり、この最適化を含む、全解
析工程のSOPを公開 (https://human-microbiome.org/index.php)

●Mosaic Standards Challenge（2018年～
2020年）

• 米国国立標準技術研究所（NIST）等が主導
• 疑似糞便試料とDNA mockを用いたNGS解析
試験への参加を世界に公募

• 44機関の参加により、解析手法の違いが結果
に及ぼす影響が調べられた。

scientific reports (2024), 14: 9785.
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国際規模で行われている解析プロトコルの検証

●WHO（2023年）
• WHOが実施
• NIBSC (National Institute for Biological 

Standards and Control; 英国)の20株の腸内
細菌を混合したmock community (WC-Gut 
RR)を用いて様々なDNA抽出法を比較し評価

• 種構成のデータに基づきMinimum Quality 
Criteria（MQC）を設定

• WC-Gut RRをWHO国際標準試薬として提案 https://www.who.int/publications/m/item/who-bs-2023.2455

プロトコルの評価のためには“ものさし”となる参照物質が必要不可欠

（参考） 大山ら、化学と生物 Vol. 63, No. 8, 2025
→表１ 現在世界で流通しているmock community と実サンプル
型標準試料
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（参考）マイクロバイオーム検査に関する動き

The Lancet Gastroenterology & Hepatology (2024), 10: 154.

●国際コンセンサス声明：臨床における
マイクロバイオーム検査遵守すべき事

●一般財団法人腸内環境ヘルスケア協会
https://gut-healthcare.or.jp/

腸内細菌叢検査サービス自主規制ガイドライン

https://prtimes.jp/main/html/rd/p/000000002.000153502.html

MQC設定や精度管理にmock communityは非常に有効

共通点
・標準化の必要性

Lancet：検査とレポートの必須項目・禁止項目を提言
ガイドライン：自社内SOPや精度管理を義務化

・科学的エビデンス重視
・患者・消費者の保護・誤解防止
・教育・情報提供

相違点
・対象領域
・枠組み

Lancet：国際標準化・規制を提言
ガイドライン：自主規制＋認証制度検討

・エビデンスの扱い
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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（mock community）
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

30 µL内容量

10 mM Tris-HCl (pH8.5)保存溶媒

1500 ng/30 µL含有量

凍結（-80℃）保存形態

500 µL内容量

15% glycerol in PBS (pH7.4)保存溶媒

2 x 1010 cells/500 µL含有量

凍結（-80℃）保存形態

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).

NBRCヒト常在微生物カクテルとプロトコル検証例
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DNA抽出方法の違いが生むバイアス

ショットガン解析

114412 13719 114370 114494 113351 114504 113869 113352 113805
3202 114413 113846 13955 114322 113350 3301 113806 14164

DNA
抽出方法

JMBC SOP

Kit M

Enzyme

理論値

mock communityを用いることで、実験バイアスの存在が明らかとなる
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*DNA抽出方法ごとの構造的な抽出ロスは考慮していない

NBRCヒト常在菌菌体カクテル

DNA抽出量

NBRCヒト常在微生物カクテルとプロトコル検証例
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NBRC微生物カクテルの使用例

https://www.nippongene.com/siyaku/product/extraction/isospin-soil-dna/isospin-soil-dna.html

●製品・サービスの性能を評価
するための参照サンプルとして

https://gikenbio.com/news/pacbio-sequel-
ii%e3%82%92%e5%88%a9%e7%94%a8%e3%81%97%e3%81%9f%e3%83%ad%e3%83%b3%e3%82
%b0%e3%82%a2%e3%83%b3%e3%83%97%e3%83%aa%e3%82%b3%e3%83%b3%e8%a7%a3%e6
%9e%90%e3%81%ae%e3%82%b5%e3%83%bc%e3%83%93/

●解析方法のバリデーションに利用

Microbiology Spectrum (2024), 12: e03512-23.

日本化粧品技術者会誌 (2023), 57(3): 224-233.
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本日の内容

1. マイクロバイオーム解析の広がりと課題

2. NBRC皮膚常在微生物カクテルの開発
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背景：皮膚マイクロバイオームについて

Harris-Tryon and Grice, Science (2022) 376:940-945. 

体の表面全体に広がる組織（器官）

外環境との境界面

環境が極めて多様

（乾燥、湿潤、油性）

皮膚の微生物叢のはたらき
皮膚の保護

健康（美容）

病気

アレルギー、ニキビ、水虫、

疣贅、頭垢、脱毛

皮膚とは？

特有の
微生物叢
を育む



15

• 指とキーボードの微生物叢は類似性が高い
• 但し、個人間では大きく異なる

人の指と使用しているキーボードに存在する微生物叢の類似性

#１

#2

#3

法医学へのメタゲノムの応用
（究極の個人鑑定法）

法医学へのメタゲノムの応用
（究極の個人鑑定法）

PNAS (2010) 107:6477-6481.

背景：皮膚の細菌叢を用いた法医学的鑑定
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• 家の微生物叢は住人の微生物叢の平均
• 新しい家に引っ越しても、その家の微生物叢は家族の微生

物叢へと変化
• どの家に住んでいるのか、住人の微生物叢を調べれば推察

可能

物理的な接触があるカップ
ルの菌叢は類似している。
物理的な接触があるカップ
ルの菌叢は類似している。

House 4の室
内の床は

犬由来の微
生物まみれ！

House 4の室
内の床は

犬由来の微
生物まみれ！

スイッチやドア
ノブの微生物叢
は、人の手の微
生物叢と近い

キッチンや寝室の床の微生
物叢は、犬と人の足（鼻も？）
の微生物叢と近い

背景：住人と室内環境間の微生物的相互関係の長期的調査

Science (2014) 345:1048-1052.
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背景：皮膚マイクロバイオームについて

皮膚マイクロバイオームの特徴（糞便との比較）

・真菌がいる（細胞数測定が極めて困難）

・菌密度が低い

(105 > cells/cm2 107-1012 cells/g; 腸管)

体の表面全体に広がる組織（器官）

外環境との境界面

環境が極めて多様

（乾燥、湿潤、油性）

皮膚の微生物叢のはたらき
皮膚の保護

健康（美容）

病気

アレルギー、ニキビ、水虫、

疣贅、頭垢、脱毛

皮膚とは？

特有の
微生物叢
を育む

皮膚マイクロバイオーム研究の
価値/将来性は極めて高い

個人識別の可能性
住環境の菌叢制御の可能性

Harris-Tryon and Grice, Science (2022) 376:940-945. 
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mock communityの開発
推奨プロトコルの開発

皮膚においては、真菌が比較的多く存在する・他の部位に比べサンプリングが複雑など、糞便と比較
して課題が多いと考えられる。
この課題の克服には、精度管理用のmock communityや解析用推奨プロトコルが必要である。
これまでの知見を生かし、mock communityや皮膚マイクロバイオーム解析の推奨プロトコルの開発
を目指した。

本開発の目的：皮膚マイクロバイオーム解析の課題への対応

mock communityの種類と使用例



19Ascomycota BasidiomycotaPseudomonadotaActinomycetotaBacillota

グラム染色 BSL

真菌

細菌

GC含量
(%)

ゲノムサイズ
(Mbp)

NBRC 113824Anaerococcus nagyae + 1* 1.930.7

NBRC 4062Aspergillus brunneoviolaceus 1 50.8 36.1
NBRC 1404Candida tropicalis 1 14.633.2
NBRC 9185Trichophyton rubrum 1 22.148.3
NBRC 101597Malassezia globosa 1 9.152.0

NBRC 113660Corynebacterium pseudogenitalium + 1 2.559.5
1*NBRC 15291TCorynebacterium striatum + 3.159.1

NBRC 113869Cutibacterium acnes subsp. acnes + 1* 2.660.0

NBRC 113804Finegoldia magna + 1* 1.732.1
NBRC 115779Staphylococcus capitis + 1* 2.532.8
NBRC 113846Staphylococcus epidermidis + 1* 2.532.1
NBRC 113928Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus + 1* 2.331.8
NBRC 13956Streptococcus salivarius + 1* 2.139.9

NBRC 102413TAcinetobacter radioresistens 1*- 3.441.4

NBRC 115781Moraxella osloensis - 1* 2.943.3
NBRC 14164TPseudomonas putida - 1* 6.262.3

NBRC 3301Escherichia coli - 1 4.850.8

NBRC 115778Roseomonas mucosa - 1* 4.970.5

Mock communityの開発：混合する18種の選定

Oh J et. Al., Nature. 514:59–64 (2014)
Shibagaki N et. Al., Scientific Reports. 7:10567 (2017)
NITEが取得した独自データ

日本人（アジア人含む）の皮膚に
棲息する微生物種の選定
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菌液

HCl: 60 ºC, 1 hr

① 菌液の総DNA量を計算

細菌数（細菌のゲノム数）

H2O

DNAからの

プリン残基の放出

アデニン量をHPLCで測定

ゲノム情報（GC含量）& dNTP分子量
＋

÷

② 1ゲノムのDNA量を計算

ゲノム情報（サイズ& GC含量）

& dNTP分子量

細菌

H

N

N

N

N

NH H

H
H

N

N

N

NH H

H
H

N

Mock communityの開発：細胞数を定量するためのアデニン-HPLC法

de Bruin and Birnboim, BMC Microbiol, 2016, 16:197.
Tourlousse DM et al., Microbiome. 2021, 9:95.
Ohyama et al., Microbes Environ. 2025, 40:ME24076.

フローサイトメーター
（FCM）よりも理論値

に近い混合が可能。
再現性も高いので
持続的運用に最適。
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菌液

HCl: 35 ºC, 22 hr

① 菌液の総DNA量を計算

細菌と真菌のゲノム数

H2O DNAからの

プリン残基の放出

アデニン量をHPLCで測定

（DNA由来アデニン ー 内在性アデニン）

ゲノム情報（GC含量）& dNTP分子量
＋ ÷

② 1ゲノムのDNA量を計算

ゲノム情報（サイズ& GC含量）

& dNTP分子量

細菌

H

N

N

N

N

NH H

H
H

N

N

N

NH H

H
H

N

真菌or

Mock communityの開発：細胞数を定量するためのアデニン-HPLC法の改良

真菌に対応する
ための改良
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細菌

E. coli

真菌

C. tropicalis

10 m

50 m

顕微鏡 (MS)

MS (100 %) : HPLC

MS HPLC HPLCMS

E. coli C. tropicalis

～1.5倍

～3倍

HPLC

E. coliを一倍体、C. tropicalisを二倍体と仮定すると、細胞が保持する平均ゲノム数は、

E. coli ~1.5、 C. tropicalis ~3 と考えられるので、HPLC測定値と良く一致している。
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① guanine ② guanosine phosphate
③ adenosine 3’-phosphate ④ adenine
⑤ adenosine 2’-phosphate

Mock communityの開発：新アデニン-HPLC法による細菌と真菌の定量
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細菌 (%) 真菌 (%)

DNAカクテル：

0 20 40 60 80 100

DNAカクテル

菌体カクテル

理論値

菌体カクテル： 1.0 x 108 cells/100 L

50 ng/ L

細菌 : 真菌 = 10 : 1 細菌のみ等量

50 ng/ L

4.0 x 109 cells/100 L

皮膚常在微生物カクテル これまでの微生物カクテル

＝

＜

皮膚常在微生物カクテル

0 1.0 2.0 3.0 （％）

NBRC 113824 NBRC 113660 NBRC 15291T NBRC 113869 NBRC 113804 NBRC 4062 NBRC 1404

NBRC 9185 NBRC 101597NBRC 115779 NBRC 113846 NBRC 1138928 NBRC 13956 NBRC 102413T

NBRC 3301 NBRC 115781 NBRC 14164T NBRC 115778

Mock communityの開発：皮膚常在微生物カクテルの作製

Droplet digital PCRによる各株の検出割合
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細菌 (%) 真菌 (%)

皮膚常在
微生物カクテル

DNAカクテル

菌体カクテル

理論値

0 20 40 60 80 100 0 1.0 2.0 3.0 （％）

#1 #2 #3 #4 #1 #2 #3 #4

DNAカクテル 菌体カクテル
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新アデニン-HPLC法により
真菌を含む菌体カクテルを高い精度で作製できた

Lot Lot

赤線：設定した品質目標値

製造した4ロットにおける各株の検出割合の基準値に対する変動値（CV）と絶対倍率変化（AFD）

Candida
Candida
Malassezia

Mock communityの開発：皮膚常在微生物カクテルの作製
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皮膚マイクロバイオーム解析の推奨プロトコルの開発

https://jmbc.life/sop/index.html サンプリング DNA抽出 ライブラリー調製 シーケンス データ解析 報告

僅少サンプルからのDNA抽出

僅少DNAからのライブラリー調製

イルミナシーケンシングとクオリティコントロール

・ サンプルブロッキング

・ ヒトDNAの除去

・ ショットガン解析

・ アンプリコン解析

・ 細菌:  16S rRNA
・ 真菌:  ITS or D1D2

モデル皮膚実験

バイオスキンプレートNBRC皮膚

常在微生物

カクテル

2倍

希釈

皮膚からのサンプリング

スワブ

テープ
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NBRC皮膚常在微生物カクテルとして有償提供中

https://www.nite.go.jp/nbrc/industry/microbiome/skinmock.html

●アプリケーション例
菌叢解析におけるコントロール
https://www.nite.go.jp/data/000099959.pdf
試薬・キットの開発におけるコントロール
https://www.nite.go.jp/data/000101145.pdf
事業所・作業者ごとの精度管理用サンプル
https://www.nite.go.jp/data/000101285.pdf
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ご清聴ありがとうございました

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）

(お問い合わせはこちら)
バイオ技術評価・開発課

E-mail: bio-sangyo-inquiry@nite.go.jp
TEL: 0438-20-5764
URL: https://www.nite.go.jp/nbrc/industry/microbiome/index.html
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以下、参考
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課題（採取方法）：皮膚マイクロバイオーム解析手法の検証例１

Front. Microbiol. (2018) 9:2362

スワブ法とテープストリッピング法を比較
NGSでは両者の微生物組成はほぼ同等
培養ではテープ法がより多くの生菌を回収
臨床応用や生菌培養を考慮する場合、テープ法が有利
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課題（採取方法）：皮膚マイクロバイオーム解析手法の検証例２

Front. Immunol. (2025) 16:1566786

3種のサンプリング法（スワブ、改良型皮膚表面バイオプシー、
コメド抽出）
サンプリング法により、StaphylococcusとMalasseziaの検出
量は有意に異なる
コメド抽出では毛包内微生物（C. acnesやMalassezia）が顕著
に多い

Front Immunol. (2025) 16:1566786
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課題（DNA抽出方法）皮膚マイクロバイオーム解析手法の検証例３

SCIENTIFIC REPORTS (2019) 9:17287

DNA抽出法によりα多様性（Shannon, Chao1）や菌叢構成に有意差
クラスタリング結果はDNA抽出キットよりも被験者の違いの寄与が大きい
あるキットでは潜在的に細菌のコンタミネーションの可能性がある
ヒトDNA除去処理を行うとメタゲノム効率上昇（ヒト由来リードの減少：
~90%→~57%）
DNA抽出法の選択は解析結果に大きく影響する
適切なmock communityがないため生物学的真実に近いかは不明
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課題（まとめ）：マイクロバイオーム解析における技術的課題

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！

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。

我々のグループでは、新型シーケンサーを用いたヒトマイクロバイオーム解析の推奨プロトコルや
精度管理のためのmock communityを開発した。

• JMBC 糞便メタゲノム解析推奨プロトコル (関連論文：Tourlousse DM et al. Microbiome. 2021, 9:95.）
• NBRCヒト常在微生物カクテル (関連論文： Tourlousse DM et al. Microbiol Spectr. 2022, 10:e01915-21.）

我々のグループでは、新型シーケンサーを用いたヒトマイクロバイオーム解析の推奨プロトコルや
精度管理のためのmock communityを開発した。

• JMBC 糞便メタゲノム解析推奨プロトコル (関連論文：Tourlousse DM et al. Microbiome. 2021, 9:95.）
• NBRCヒト常在微生物カクテル (関連論文： Tourlousse DM et al. Microbiol Spectr. 2022, 10:e01915-21.）

糞便マイクロバイ
オーム解析でも同様
の課題を抱えている


