
アプリケーションノート | MagMAX Microbiome Ultra Nucleic Acid Isolation Kit

新しいMagMAXキットとKingFisherプラットフォームで
自動化したヒトマイクロバイオームのメタゲノム解析

概要
• Applied Biosystems™ MagMAX™ Microbiome Ultra Nucleic 

Acid Isolation Kitは、ヒト糞便などのさまざまな生体サンプ
ルから高品質かつ阻害物質フリーのDNAおよびRNAを抽出
します。

• 抽出した核酸は、試験サンプルの包括的な遺伝子プロファイ
リングに不可欠なメタゲノミクスシーケンシングなどの各種
技術に適した品質を誇ります。

• MagMAX Microbiome Ultra Nucleic Acid Isolation Kitと
Thermo Scientific™ KingFisher™ 核酸・タンパク質・細胞自
動抽出・精製装置の併用が全体処理時間を短縮し、迅速な
ワークフローを実現します。

はじめに
ヒト微生物叢（マイクロバイオーム）は、さまざまな疾患の診
断・治療に重要な役割を果たす存在として近年注目を浴びてい
ます。マイクロバイオームを構成する微生物の適切な同定と存
在量（アバンダンス）の算出が大きな壁となってはいますが、メ
タゲノミクスシーケンシング技術の進歩もあり、試験サンプル
に含まれる全ての遺伝子の包括的なゲノムプロファイルを解析
できるようになりました。

ヒトマイクロバイオームプロジェクト（HMP）の研究成果発表に
よると、個々の宿主や部位ごとに優勢となるタクソンが異なる
ことが明らかになりました。また、患者から得たメタゲノムデー
タと健康被験者からのメタゲノムデータを比較することで、さ
まざまな疾患の発現や予防に関与する細菌が数多く特定され
ました［1］。

ヒト腸は、内部に大量のマイクロバイオータ（細菌叢）が共生し
ており、研究が最も深く進んでいるエコシステムの1つでもあ
ります［2］。
これらの解析には、採取しやすく大量のバイオマスを含有する
糞便サンプルの利用が一般的です。糞便ほど研究されてはい
ないものの、唾液、尿等の体液にもそれぞれ固有の細菌叢（バ
クテリオーム）が存在しています。

宿主や各部位のマイクロバイオームのプロファイリングには、
微生物からのDNA抽出が解析前の重要な鍵となりますが、マ
イクロバイオーム構成菌の正確なゲノム解析に十分な量の
DNA精製や、タイプの異なるサンプル間での解析結果の同
等・比較性（コンパラビリティ）には課題が残ります。本資料で
は、糞便、尿、唾液からのトータル核酸の抽出にいかんなく発
揮されるApplied Biosystems™ MagMAX™ Microbiome Ultra 
Nucleic Acid Isolation Kitの性能をご紹介します。各サンプ
ルにおけるマイクロバイオームの多様性をメタゲノミクスシー
ケンシングで細かく検証したこの試験は、疾患バイオマーカー
としてのマイクロバイオーム利用の可能性に光をあてるものと
いえます。

材料・方法
2名の健康ドナーから糞便、唾液、尿サンプルを採取し、同
日中にMagMAX Microbiome Ultra Nucleic Acid Isolation 
Kitを用いてトータル核酸を2回ずつ独立して抽出しました。
糞便 100 mg、唾液 400 µL、尿 400 µLのインプットから、 
Thermo Scientific™ KingFisher™ Flexシステム（96ディープウェ 
ルヘッド）でトータル核酸を自動抽出し、Thermo Scientific ™ 
NanoDrop™ 微量分光光度計で抽出量を計測しました。糞便か
ら抽出したトータル核酸調製物の純度と品質を、分光光度計で
計測した吸光度（A260/A280）と1%アガロースゲル電気泳動を基
に評価しました。

次に、Applied Biosystems ™ TaqMan ™ AssaysとApplied 
Biosystems ™ TaqMan ™ Fast Advanced Master Mixを用
いて、高速サイクリング条件下で各サンプルの qPCR解析
（triplicate）を行いました。各反応には核酸調製物の 20%（容
量%）を用いました。



メタゲノミクス処理
ZymoBIOMICS™ Shotgun Metagenomic Sequencing Service
によるメタゲノミクスシーケンシングのために、糞便、唾液、尿
から抽出したトータル核酸サンプルをZymo Research（カリ
フォルニア州アーバイン）へ送付しました。

業者指定プロトコルどおりにKAPA™ HyperPlus Kitを用いて、
100 ngのDNAインプットからシーケンシングライブラリーを
調製しました。ライブラリーには内因性 8 bpバーコード配列
と Illumina™ TruSeq™ アダプター配列を付加しました。全ての
ライブラリーをAgilent™ TapeStation™ システムで定量して等
量をプールした後、最終プールをqPCRで定量し、Il lumina ™ 
HiSeq™ システムでシーケンスしました。

生のシーケンスリードデータから、Trimmomatic-0.33を用いて
質の低い断片とアダプター配列をトリミングしました［3］。クオ
リティトリミングの設定はスライディングウィンドウを6 bp、ク
オリティカットオフを20とし、70 bp未満のリードを取り除きま
した。構成微生物のプロファイリングにはMetaPhlAn2［4］を、
視覚化にはKronaTools［5］を用い、MetaPhlAn2出力データか
ら菌種レベルでの存在量情報を抽出し、以下の追加解析を行い
ました。

• 構成微生物のバープロット作成と、QI IME［6］を用いた
（Bray-Curtis非類似度に基づく）β多様性解析

• 独自のインハウスPython™ スクリプトを用いた（Bray-Curtis
非類似度に基づく）階層クラスター解析を基に、分類群のア
バンダンスを示したヒートマップを作成

• デフォルト設定（p>0.05、LDA effect size >2）でのLEfSeバ
イオマーカーディスカバリー解析［7］

結果
トータル核酸 － 抽出量、純度、品質
MagMAX Microbiome Ultra Nucleic Acid Isolation Kitを用い
たハイスループット抽出法は、革新的な磁気ビーズベースの
ケミストリーとビーズ式ホモジナイザー（細菌破砕ステップ）に
よって迅速なサンプル処理が可能となり、Thermo Scientific™ 
KingFisher™ FlexシステムやThermo Scientific™ KingFisher™ 
Duo Primeシステムを用いて最大96サンプルを同時精製でき
ます。糞便サンプルでは100 mgのインプットから高収量（45
～64 µg、図1）のトータル核酸を抽出でき、唾液および尿サン
プルでは400 µLのインプットからそれぞれ1.5～2.5 µgおよ
び0.2～0.3 µgのトータル核酸を抽出できました（データ未掲
載）。抽出したトータル核酸のA260/A280はサンプルタイプにか
かわらずいずれも1.7を上回り、調製物の純度の高さを確認で
きました。糞便サンプルから精製したトータル核酸のアガロー
スゲル電気泳動からは、高品質の細菌由来DNAおよびRNAを
回収できたことが示されました（図2）。

図1．糞便サンプル100 mgから抽出したトータル核酸量 ドナー2名
から採取したサンプルをMagMAX Microbiomeキットを用いて処理し
ました。96ディープウェルヘッドのKingFisher Flexシステムを用いて、
ビーズ式ホモジナイザーによる細菌破砕ステップを加えたプロトコル
で核酸を抽出しました。グラフ中の数字はA260/A280です。

図 2．糞便から精製した微生物由来トータル核酸の品質 ドナーごと
に2回ずつ抽出したトータル核酸サンプル各1 µgを分取して1%アガ
ロースゲルで電気泳動した結果、ゲノムDNAおよびRNAともに明瞭
なバンドを検出できました。断片サイズの確認には Invitrogen™ 1 Kb 
Plus DNA Ladderを用いました。変性アガロースゲルではないので、
測定した見かけのRNAサイズは実際のサイズとは異なります。

64.5

45.7

1.96 1.84

0

10

20

30

40

50

60

70

ドナー1 ドナー2

総
収
量（

µg
）

A260/A280

1 Kb Plus
DNA Ladder

ドナー1

DNA

RNA

12

ドナー2

1 2 1 2

5

2

1



16.1 16.6

17.8 17.6

26.6

22.9

0

5

10

15

20

25

30

ドナー1 ドナー2

平
均

C
t値

糞便

7.6
10.0

33.7

29.8

34.1

28.4

0

5

10

15

20

25

30

35

40

ドナー1 ドナー2

唾液

平
均

C
t値

6.8

12.9

29.04 28.97

32.17 32.46

0

5

10

15

20

25

30

35

尿

ドナー1 ドナー2

平
均

C
t値

ファーミキューテス門

バクテロイデーテス門
大腸菌

糞便、唾液、尿サンプルから抽出したトータル核酸を用いて、
ファーミキューテス門（グラム陽性細菌門）、バクテロイデーテ
ス門（グラム陰性細菌門）、E. coli（大腸菌）に対するTaqMan 
qPCR解析を実施しました。いずれも常在菌として体内から
検出される菌ですが、通常、E. coli量は多くはありません。上
記2種類の細菌門とE. coliを調べることで、広範囲の細菌をカ
バーできました。結果は、想定通り、糞便サンプルにはファーミ
キューテス門とバクテロイデーテス門の細菌群が多く（図3A）、
尿サンプルと唾液サンプルにはファーミキューテス門の細菌群

が豊富でした（図3B、図3C）。大腸菌の存在量は低かったもの
の、どの試験サンプルも検出範囲に収まっていました（図 3A、
図3B、図3C）。Applied Biosystems™ Xeno™ DNAコントロー
ルとRNAコントロールを用いたTaqMan Assayではトータル核
酸調製物による阻害は認められず（データ未掲載）、MagMAX 
Microbiome Ultra Nucleic Acid Isolation Kitを用いることで、
最も扱いの難しいサンプルからも高品質かつ阻害物質フリー
の核酸を抽出できることが確認できました。
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図3．ドナー2名の（A）糞便、（B）尿、（C）唾液サンプルからMagMAX Microbiome Ultra Nucleic Acid Isolation Kitを用いて精製したDNAの
qPCR解析 グラム陽性菌1カテゴリー（ファーミキューテス門）とグラム陰性菌2カテゴリー（バクテロイデーテス門、大腸菌）についてTaqMan Assay
を行いました。ファーミキューテス門とバクテロイデーテス門の解析にはトータル核酸サンプルを1:100に希釈して用い、大腸菌の解析には未希釈の
インプットを用いました。高速サイクル条件下でTaqMan Fast Advanced Master Mixを加えて反応させました。



糞便、尿、唾液から抽出したトータル核酸の 
ショットガンメタゲノミクスシーケンシング
ドナー2名の糞便、尿、唾液サンプルからトータル核酸を抽出し
てシーケンスし、全サンプルのメタゲノミクスシーケンシング
データを存在量ヒートマップとして図 4に示します。この存在
量ヒートマップは、タイプの異なる各サンプルに含まれていた
マイクロバイオーム全てを網羅したプロファイルではありませ
ん。菌種レベルでの全ゲノムプロファイルは図 5に示します。
なお、MagMAX Microbiome Ultra Nucleic Acid Isolation Kitは
図4の尿・唾液中プロファイルにみられるように細菌だけでな
くウイルス由来のトータル核酸も抽出できます。糞便と唾液の
メタゲノミクスプロファイルに共通するターゲットはPrevotella

種の細菌のみでしたが、尿と唾液のメタゲノミクスプロファイ
ルには共通のウイルスターゲットが認められました。糞便から
抽出した核酸のメタゲノミクスシーケンシングの結果、ドナー
1の糞便サンプル（zr2132.1）はPrevotella、Faecalibacterium、
Roseburia、Bacteroides、Alistipes等が豊富で、ドナー2の糞便
サンプル（zr2132.2）は複数のBacteroides、Faecalibacterium、
Bifidobacterium、Parabacteroidesなどが豊富に認められまし
た。Centrifugeプログラムを用いて全サンプルをヒトデータ
ベースと照らし合わせてマッピングしたところ（データ未掲載）、
MagMAX Microbiome Ultra Nucleic Acid Isolation Kitは最大
99％の細菌ターゲットの抽出に性能を発揮し、ヒト糞便サンプ
ル中の極めて微量（0.06～0.45%）のターゲットも検出可能で
あることを示しました。

菌種レベルでの全遺伝子のメタゲノムプロファイルからは、
各サンプルタイプ固有の菌叢プロファイルに含まれるさまざ
まな細菌ターゲットとウイルスターゲットが見て取れます。両
ドナーの糞便サンプルにはバクテロイデーテス門、ファーミ
キューテス門、放線菌門、プロテオバクテリア門の細菌群が
豊富に認められており、ドナー1の糞便サンプルはPrevotella 
copri、複数のBacteroides種、Rothia、Faecalibacterium、
Sutterel laなど、ドナー2の糞便サンプルはBacteroides、
Bifidobacterium、Faecalibacterium、Rothia、Sutterellaな
どが豊富でした。また、両ドナーともに、尿サンプルでは
Lactobacillus、Streptococcus、Bacteroides、Ruminococcus、
Bifidobacterium、Pseudomonasファージなど、唾液サンプ
ルではStreptococcus mitis、その他のStreptococcus種、
Granulicatella、Neisseria、Prevotellaなどが豊富でした（図5）。

結論
新しいMagMAX Microbiome Ultra Nucleic Acid Isolation Kit
を用いてヒト糞便などのさまざまな生体サンプルから高品質か
つ阻害物質フリーのDNAおよびRNAを抽出する迅速自動ワー
クフローを構築し、ドナー2名からの採取サンプルを対象に全
ゲノムシーケンシングを行ったところ、糞便、尿、唾液に存在す
る全ての微生物プロファイルを示すことができました。ヒト体
内に存在する細菌叢は、特定疾患の診断的バイオマーカーと
して活用できるのに加え、将来的にマイクロバイオームをベー
スとした治療の道を開く可能性も秘めています。マイクロバイ
オーム研究の力を最大限に活かすために開発した今回のワーク
フローは、微生物叢に関するメタゲノムデータの迅速な作成を
可能にします。



図4．ショットガンメタゲノミクスシーケンシングによるアバンダンス・ヒートマップ（糞便、尿、唾液
サンプル）
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菌種レベルでの
ショットガンシーケンシングデータ

図 5．ショットガンメタゲノムシーケンシングに
よる全遺伝子のメタゲノムプロファイル（糞便、
尿、唾液サンプル） サンプルごとに同定された
操作分類単位（Operational Taxonomic Unit: 
OTU）で色分けしています。
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菌種レベルでのショットガンシーケンシングデータ
zr2132.1（ドナー1、糞便）中に豊富に存在する菌種トップ10
Prevotella copri
Faecalibacterium prausnitzii
Bacteroides vulgatus
Alistipes putredinis
Barnesiella intestinihominis
Roseburia intestinalis
Bacteroides thetaiotaomicron
Bacteroides ovatus
Sutterella wadsworthensis
Bacteroides caccae
zr2132.3（ドナー1、尿）中に豊富に存在する菌種トップ10
Pseudomonas phage F10
Pseudomonas phage B3
Pseudomonas phage Pf1
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas phage DMS3
Halomonas stevensii
Halomonas（未分類）
Human adenovirus B
Alcaligenes（未分類）
Varibaculum cambriense
zr2132.5（ドナー1、唾液）中に豊富に存在する菌種トップ10
Haemophilus parainfluenzae
Streptococcus mitis, oralis, and pneumoniae
Streptococcus australis
Prevotella spp. oral taxon 473
Neisseria flavescens
Streptococcus infantis
Streptococcus sp. GMD4S
Prevotella melaninogenica
Veillonella parvula
Veillonella sp. oral taxon 158

zr2132.2（ドナー2、糞便）中に豊富に存在する菌種トップ10
Bacteroides vulgatus
Faecalibacterium prausnitzii
Bacteroides uniformis
Bacteroides stercoris
Alistipes putredinis
Eubacterium rectale
Ruminococcus bromii
Bifidobacterium longum
Bacteroides thetaiotaomicron
Parabacteroides distasonis
zr2132.4（ドナー2、尿）中に豊富に存在する菌種トップ10
Pseudomonas phage F10
Pseudomonas phage B3
Pseudomonas phage Pf1
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas phage DMS3
Lactobacillus crispatus
Halomonas stevensii
Alcaligenes（未分類）
Prevotella bivia
Haemophilus parainfluenzae
zr2132.6（ドナー2、唾液）中に豊富に存在する菌種トップ10
Prevotella melaninogenica
Streptococcus australis
Streptococcus parasanguinis
Veillonella atypica
Haemophilus parainfluenzae
Prevotella pallens
Veillonella parvula
Porphyromonas sp. oral taxon 279
Streptococcus infantis
Streptococcus salivarius
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