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略語一覧 

 

CT Threshold cycle 

CFU Colony forming unit 

DAPI 4', 6-diamidino-2-phenylindole 

DNA Deoxyribonucleic acid 

FISH Fluorescence in situ hybridization 

PBS Phosphate buffered saline リン酸緩衝生理食塩水 

PCR Polymerase chain reaction 

qPCR Quantitative PCR 定量的 PCR 

RNA Ribonucleic acid 

rRNA Ribosomal RNA リボソーム RNA 

RT-PCR Reverse transcription PCR 

RT-qPCR Quantitative RT-PCR 定量的 RT-PCR 

TE Tris-EDTA 
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緒  言 

 

ヒト腸内細菌叢 

ヒトの腸管内には多種多様な微生物群がバランスを保ちながら生息しており，

この複雑な微生物群集は総称して腸内細菌叢と呼ばれる。ヒト腸内細菌叢は

Firmicutes，Actinobacteria，Fusobacteria，Fibrobacteres，Proteobacteria，Treonema，

および Bacteroidetesの 7つの門にまたがる 100 ~ 300種類の菌種から構成されて

いる [1] 。それらの生息レベルは菌種により糞便 1 gあたり 10
2
 個から 10

11
 個

に及ぶ範囲で非常に多様であるが，その構成は各個人に固有でありかつ安定し

ている。腸内細菌叢構成菌はさまざまな生理活性を有しており，その代表的な

ものとして食物を発酵し消化を助長すること，その過程で有機酸や腐敗物質を

産生すること [2] ，外来物質（薬物）や内在物質（胆汁酸）を代謝すること [3] ，

宿主の腸管の成熟を促すこと [4] ，宿主の免疫系と相互作用すること [5] ，外

来病原菌を排除すること [6] ，などが知られている。腸内細菌叢はこれらの機

能を介して宿主の健康状態と密接に関係しており，そのバランスが崩れること

により腸の機能異常（下痢，便秘，過敏性腸症候群）や腸疾患（感染性腸炎，

潰瘍性大腸炎，クローン病，大腸癌）が引き起こされることが示唆されている

[7, 8] 。また，近年では腸内細菌叢が肥満およびメタボリックシンドローム発症

に関係することを示す研究が相次いで発表されている [9-11] 。一方で，食事

[12, 13] や宿主の健康状態（病気，年齢） [6, 14] ，医薬品の服用 [15, 16] など

が腸内細菌叢の形成に重要な影響を与えることが知られている。したがって，

ヒトの健康増進において宿主と腸内細菌叢との相互作用を明らかにすることは

非常に重要であり，そのためにはまずこの複雑多様な生態系の微生物構成を正

確に把握することが必要である。 

 

腸内細菌叢の解析技術の変遷 

腸内細菌叢の構成の解析は主に培養法により行われてきた。1950 年代には嫌

気性菌の培養技術が確立され [17-19] ，これにより偏性嫌気性菌が優勢である
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腸内細菌叢の構造が次第に明らかとされてきた [20] 。培養法による解析手順と

して，まず検査材料を希釈したものを各種の選択培地および非選択培地に接種

し，それらを嫌気または好気条件下で培養する。続いて，各培地上に発育した

コロニーについて，そのグラム染色性や菌形態などの直接観察によって菌群を

同定し，各菌群の菌数を算定する。さらに菌種レベルの構成を調べるには，分

離した菌株の生物・生化学的性状あるいは菌体膜の脂肪酸構成や色素，抗原性

などの菌体の構成成分といった表現形質をもって菌種の同定が行なわれる。本

手法は，目的とする細菌が検体 1 gあたり 100 個程度の低い菌数レベルで存在

する場合でも，それを選択的に分離培養することができる。しかしながら，こ

れらの解析作業は多大な労力と時間を必要とするうえ，細菌の同定精度は技術

者の経験に寄るところが大きいという問題点があった。また，結果が選択培地

の性能による影響を受けやすく，例えば選択性が強すぎる場合には実際の菌数

よりも低く検出され，弱すぎる場合には目的とする菌を選択的に分離できない

ことがある。さらに，難培養性の細菌の存在により，現在の培養技術が検出し

得る細菌は腸内細菌叢の 20%から 30%に限られていることが明らかとなってき

た [1, 21] 。 

一方，1980 年代より分子・遺伝学的手法が細菌分類学の分野に用いられるよ

うになった。分離された菌株の DNA の塩基組成（GC 含量），DNA の塩基配列

の相同性（DNA/DNA hybridization），リボソーム RNA（rRNA）遺伝子の塩配列

などを調べることにより，細菌を系統分類と種の概念に基づいて分類・同定す

ることが可能となった。特に，細菌のリボソームを構成する小型のサブユニッ

ト（16S）に存在する RNAをコードする遺伝子（16S rRNA遺伝子）の塩基配列

の解読が急速に進み，これを指標とした系統分類が幅広く用いられるようにな

った [22] 。これを受けて，腸内細菌叢に生息する難培養菌を含む多くの細菌を

培養することなしに検出・同定・定量する手法が開発されてきた。 

 

分子生物学的手法による腸内細菌叢の解析 

分子生物学的手法による腸内細菌叢の解析で標的とされる 16S rRNA 遺伝子
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はすべての細菌に共通する遺伝子であるが，本遺伝子内にはほとんどの細菌で

塩基配列が一致する保存領域と，細菌の菌属・グループ・菌種によって配列の

異なる九つの可変領域が存在する。この可変領域における塩基配列の類似性を

利用して菌種・菌属特異的な検出を行うことができる。それら解析法の代表的

なものとして FISH（fluorescence in situ hybridization）法，ランダムシーケンス法，

フィンガープリント法，特異的 PCR 法などがある。 

FISH 法とは，特定の菌群あるいは菌種に特異的な蛍光標識プローブを菌体内

に浸透させ，核酸の標的部位にハイブリダイズさせることにより，そのシグナ

ルを蛍光顕微鏡下で検出，定量化する方法である。標的遺伝子には，検出感度

を上げるため，細菌の細胞内で高発現している 16S rRNA 分子が用いられる。本

手法の特長として，微生物の形態さらには試料中での微生物の局在を保持した

まま観察できることがあげられる。信頼性の高いデータを得るためには，解析

対象の菌種が最低でも全菌数のおよそ 0.5%以上の割合で存在する必要があり，

そのため検出下限値は糞便 1 g あたり 10
8
 個から 10

9
 個である。これまでに，

最優勢菌群に対する菌群特異的プローブや，Bacteroides，Bifidobacterium，

Eubacterium の菌種特異的プローブを用いた解析が数多く報告されている 

[23-26] 。また，フローサイトメーターを用いてシグナルを検出する FISH-フロ

ーサイトメトリー法も用いられており [27, 28] ，この方法では蛍光顕微鏡によ

る画像取得および画像データの解析に伴う煩雑な作業を省力化することができ

る。 

ランダムシーケンス法とは，糞便から抽出された DNA を鋳型として細菌の

16S rRNA遺伝子に共通なプライマーを用いた PCR を行い，得られた増幅産物の

塩基配列を解読することにより構成菌種を解析する方法である。これにはクロ

ーンライブラリー法 [1, 29-31] とピロシーケンス法 [13] の異なる解析手法が

ある。前者は増幅産物を大腸菌にクローニングした後，その培養により増幅さ

れたクローンをシーケンシングする方法である。一方，後者はビーズ上で 1 分

子 PCR により増幅されたクローンについて，次世代型シーケンサーを用いて万

単位のクローンを同時にシーケンシングする方法である。これら手法の特長と

して，未知の細菌を含む腸内細菌叢の構造に関する詳細な情報が得られること
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があげられる。クローンライブラリー解析は操作が煩雑であり解析できるクロ

ーン数にも限りがあったが，次世代型シーケンサーの出現によりその問題は大

幅に改善されている [32] 。ひとつの検体について 10 万クローンの塩基配列を

解読した場合，菌数レベルが糞便 1 g あたり 10
6
 個の細菌を解析することがで

きる。 

腸内細菌叢解析に用いられているフィンガープリント法としては，変性剤濃

度勾配ゲル電気泳動法（DGGE：denaturing gradient gel electrophoresis） [33, 34] ，

温度勾配ゲル電気泳動法（TGGE：temperature gradient gel electrophoresis） [28] ，

T-RFLP（terminal restriction fragment length polymorphism）法 [35-38] がある。

DGGE 法および TGGE 法では，まず PCR により糞便 DNA 中の 16S rRNA 遺伝

子を増幅する。得られた増幅産物について，変性剤濃度勾配あるいは温度勾配

が付加されたアクリルアミドゲル中で電気泳動を行う。複数の DNA断片を塩基

組成の違いをもとにバンドとして分離し，それをプロファイル化することで腸

内細菌叢の構成を解析する。また，T-RFLP 法では，5’末端を蛍光標識したプラ

イマーを用いた PCRにより糞便 DNA中の 16S rRNA遺伝子を PCR 増幅する。

得られた増幅産物を制限酵素で処理した後，蛍光標識された末端配列を含む

DNA 断片をキャピラリ電気泳動法を用いた DNA シーケンサーによって検出す

る。制限酵素による切断部位による断片長の違いを波形として検出し，それら

の数・種類・サイズ等を解析することにより糞便中の構成菌種および割合を推

定する。これら方法の特長として，細菌叢の違いをバンドやピークとして視覚

化できること，また T-RFLP 法では操作が非常に簡便であることが挙げられる。

なお，本法により分離できる細菌は糞便 1 gあたり 10
8
 個以上の細菌に限られる。 

特異的 PCR 法は，糞便より抽出された DNA を鋳型として 16S rRNA遺伝子を

標的とした菌群・菌種特異的プライマーを用いた PCR を行い，その増幅産物を

電気泳動やリアルタイム PCR 装置等により検出する方法である。標的細菌のみ

を特異的に PCR 増幅する本手法は，これまでに紹介したその他の手法に比べて

検出感度が高く，標的細菌が糞便 1 gあたり 10
5
 個以上であればそれを特異的に

検出することができる。特にリアルタイム PCR 装置を用いる方法は定量的 PCR

法（qPCR：quantitative PCR）と呼ばれ，糞便中の標的細菌の菌数をその標準菌
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株の DNAを用いて作製する検量線により算出することができる [39-42] 。一方

で，菌数を定量するには標準菌株の DNAが必要であるため，定量的な解析は分

離培養可能な細菌に限定される。 

 

高感度かつ網羅的な解析法の開発の試み 

以上で紹介した分子生物学的手法を用いることにより，難培養菌を含む腸内

に優勢に存在する嫌気性菌群を詳細に解析することが可能となった。しかしな

がら，それらの手法の検出下限値は最も低いとされる特異的PCR法でも糞便 1 g

あたり 10
5
 個であり，低い菌数レベルで存在する細菌を精度よく解析するには

十分ではなかった。この特異的 PCR 法で高い検出感度が得られない主な要因と

して，解析に供試するサンプル量が制限されることが挙げられる。糞便には核

酸抽出や PCR の阻害物質（糖，胆汁酸など）が多く含まれているため [43, 44] ，

PCR に供試できる DNA量は糞便に換算して 10 µg程度が上限となる。核酸の精

製法の改良や PCR 阻害の低減操作を加えることにより，PCR 法の検出感度を向

上できると考えられるが，それのみでの大幅な改善は見込めないと考えられる。

これとは別の手段として，細胞内に高発現している RNA分子を標的とすること

が挙げられる。特にリボソームの構成成分である rRNA 分子は，細胞内に数千

から数万分子存在していることが報告されており [45, 46] ，本分子を標的とす

ることにより従来のDNAを標的とする手法に比べて検出感度を飛躍的に向上で

きる可能性がある。一方，一般的に RNAは DNAと比較して安定性が低く [47] ，

熱処理や栄養状態の変化などの環境的要因，また増殖効率の違いなどで細胞中

の rRNA量が変動することが報告されている [48-50] 。したがって，rRNA分子

を菌数測定の指標として使用するには，細菌の増殖状態と rRNA 量の関係を明

らかにする必要がある。 

そこで本研究では，ヒト腸内細菌を低い菌数で存在する菌群も含めて網羅的

に定量できる手法として，細菌中に多コピー存在する rRNA 分子を標的とした

定量的 RT-PCR（RT-qPCR：reverse transcription qPCR）法による腸内細菌叢解析

システムの構築を試みた。まず rRNA 分子を標的とした RT-qPCR 法を細菌数の
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測定に応用可能であるかを確認するため，本法の検出感度および測定精度を中

心に解析を行った。続いて，腸内細菌叢の中で低い菌数レベルで存在する細菌

を標的とした菌群・菌属・サブグループ・菌種特異的なプライマーを作製し，

これらを用いた網羅的解析法の開発を行った。さらには，本法を日和見感染症

起因菌の検出に応用することを試みた。 
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第 1章 

定量的 RT-PCR法による細菌の高感度定量法の構築 

 

序論 

ヒトの腸管内には多様で複雑な微生物生態系が構築されている。これまで腸

内細菌叢の群集構造の解析は主に培養法により行われてきたが，近年それに代

わる手法として，16S rRNA遺伝子を標的とする分子生物学的手法が腸内細菌叢

の解析に盛んに用いられるようになった。これにより腸内に優勢に存在する嫌

気性菌群を正確かつ簡便に解析することが可能となった。しかしながら，これ

ら手法の検出感度は最も高いとされる qPCR法で糞便 1 gあたり 10
5
 個から 10

6
 

個であり，低い菌数レベルで存在する細菌を解析するには不十分であった。 

そこで本研究では，ヒト腸内細菌を高感度かつ網羅的に定量できる手法を開

発するため，細胞内に高発現している rRNA 分子を標的とした RT-qPCR 法によ

る細菌定量法の開発を検討した。最初に Enterobacteriaceae，Enterococcus，

Staphylococcus，Pseudomonas，および Clostridium perfringens に特異的な菌群・菌

属・菌種プライマーを作製し，これら細菌を RT-qPCR 法により高感度に定量可

能であるかを検討した。次に，各種細菌に関して，培養状態の違いが RT-qPCR

法による測定菌数に及ぼす影響を調べた。さらに，RT-qPCR 法によりヒト糞便

の内在性菌およびヒト血液に添加した細菌を測定し，培養法による結果との比

較を行った。 

 

材料および方法 

使用菌株 

Table 1-1に示した菌株を用いた。Escherichia coli ATCC 11775
T，Enterococcus 

faecalis ATCC 19433
T，Staphylococcus aureus ATCC 12600

T，および Pseudomonas 

aeruginosa IFO 12689
T については，brain heart infusion（BHI）ブロス（Becton 
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Dickinson）により 37°C，好気条件下で振盪培養した。培養菌液中の CFU数を測

定する場合，試料を BHI 寒天培地に塗抹し，これを 37˚C で 24 時間好気培養し

た後に培地上に検出されるコロニーを計測した。C. perfringens JCM 1290
Tについ

ては，MRS ブロス（Becton Dickinson）により 37°C，嫌気条件下で静置培養した。

また，同株の CFU 数測定には GAM 寒天培地（日水製薬）を用い，これを 37˚C

で 24 時間嫌気培養した。なお，一連の嫌気培養操作は嫌気チャンバー（Coy 

Laboratory Products）内で実施した。 

 

rRNA標的プライマーの設計 

ヒト腸管内から分離が報告されている菌種について，DDBJ/Genbank/EMBLデ

ータベースより 16S rRNA遺伝子配列を入手した。Clustal X ソフトウェア [51] 

を用いて得られた配列の多重整列を行い，近隣接合法による系統樹を作成した。

整列配列の比較から Enterobacteriaceae，Enterococcus，Staphylococcus，および

Pseudomonasにそれぞれ特異的な配列を同定し，それらをもとに菌群・菌属特異

的プライマーを設計した（Table 1-2）。なお，Enterobacteriaceae については，16S 

rRNA遺伝子上で特異的な配列が同定できなかったことから，別途 23S rRNA遺

伝子配列を用いてプライマーを設計した。設計したプライマー配列については，

Ribosomal Database Project（RDP-II）（http://rdp.cme.msu.edu/） [52] の Check Probe

プログラムを用いて，データベース上の rRNA 遺伝子配列との交叉がないこと

を確認した。 

 

ヒト糞便試料 

名古屋大学医学部器官調節外科の胆管癌患者 19 名より採取された排泄便 38

検体を用いた。約 1 gの排泄便を 3 ml の嫌気輸送培地｛KH2PO4, 0.0225% (wt/vol); 

K2HPO4, 0.0225% (wt/vol); NaCl, 0.045% (wt/vol); (NH4)2SO4, 0.0225% (wt/vol); 

CaCl2, 0.00225% (wt/vol); MgSO4, 0.00225% (wt/vol); Na2CO3, 0.3% (wt/vol); 

L-cysteine hydrochloride, 0.05% (wt/vol); resazurin, 0.0001% (wt/vol); Lab Lemco 

powder（Oxoid）, 1.0% (wt/vol); glycerol, 10% (wt/vol)｝の入った試験管チューブ

に採取し，これをヤクルト中央研究所まで低温輸送した。研究所に到着後，重
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量を測定した上で，嫌気輸送培地をさらに加えて均一に懸濁し，10% (wt/vol) の

糞便懸濁液を作製した。この糞便懸濁液の一部を以降の RNA抽出および培養法

による解析に用いた。 

糞便懸濁液を嫌気希釈液｛0.0225% (wt/vol) KH2PO4, 0.0225% (wt/vol) K2HPO4, 

0.045% (wt/vol) NaCl, 0.0225% (wt/vol) (NH4)2SO4, 0.00225% (wt/vol) CaCl2, 

0.00225% (wt/vol) MgSO4, 0.3% (wt/vol) Na2CO3, 0.05% (wt/vol) L-cysteine 

hydrochloride, 0.0001% (wt/vol) resazurin, 0.05% (wt/vol) BACTO agar（Difco）, 

0.05% (wt/vol) Tween 80｝を用いて 10 倍段階希釈し，適宜の希釈濃度の検体 50 µl

を DHL 寒天培地（日研生物医学研究所）および NAC 寒天培地（栄研化学）に

塗抹した。本培地を 37˚C で 24 時間好気培養した後，培地上に検出されたコロ

ニーについて，性状およびグラム染色性から Enterobacteriaceae および

Pseudomonasと推定されるものの個数を計測した。 

 

ヒト血液の細菌添加試験 

健常成人から採血した末梢血に 1/10量の 3.8% (wt/vol) クエン酸ナトリウム水

溶液を添加して抗凝固処理した。2 ml の抗凝固血液に S. aureus および

P. aeruginosa の純培養菌液を 10倍段階希釈したものを 40 µl 添加した。各サンプ

ルうち 0.5 ml を全 RNA抽出に，別の 0.5 ml を混釈培養法に供した。 

血液サンプルを滅菌生理食塩水により 10倍段階希釈し，適宜の希釈濃度の検

体 500 µl を 55°C に保持した BHI寒天培地 20 ml と混和し，これを室温で静置

し固化した。37°C で 24時間好気培養した後，培地に検出されたコロニーの個数

を計測した。 

 

総 RNA抽出 

各種試料（細菌懸濁液 50 µl，糞便懸濁液 200 µl，血液試料 500 µl）に，2倍

量の RNAprotect Bacterial Reagent（QIAGEN）を加え，ボルテックスにより懸濁

した。室温で 5 分間静置した後，遠心分離（5,000 × g，4°C，10分間）した。上

清をすべて除去した後，–80°C で凍結保存した。 

上記保存液に溶菌バッファー 450 µl［Buffer RLT（QIAGEN） 346.5 µl，
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β-メルカプトエタノール 3.5 µl，TE バッファー（pH 8.0）100 µl］およびガラ

スビーズ（直径 0.1 mm）300 mg（BioSpec Products）を添加し，FastPrep FP120

（Bio101）により出力レベル 5.0で 1分間激しく振とうした。破砕液に水飽和フ

ェノール 500 µl を添加し，60°C で 10分間反応させた。これにクロロホルム：

イソアミルアルコール（24：1）（CIA）100 µl を加えて攪拌した後，遠心分離

（13,000 × g，4°C，5分間）した。上清を別のマイクロチューブに回収し，これ

に等量の CIAを加えて撹拌した後，再度同条件にて遠心分離した。上清 400 µl

を別のマイクロチューブに回収し，これに等量のイソプロピルアルコールおよ

び1/10量の3M 酢酸ナトリウムを加えて転倒混和した後，遠心分離（20,000 × g，

4°C，10分間）した。上清を取り除いたものに 75% エタノール 500 µl を加えて

転倒混和した後，遠心分離（20,000 × g，4°C，2分間）した。上清を除去し，チ

ューブ内を風乾させた後，50 µl の Nuclease-free Water（Life Technologies）で沈

殿物を溶解させたものを全 RNA粗抽出溶液とした。 

続いて，全 RNA粗抽出溶液に混入している DNAの除去を行った。全 RNA粗

抽出溶液全量，1 × DNase I Buffer（タカラバイオ），および RNase-free DNase I（タ

カラバイオ）20 Uを含む反応液（総量 100 µl）を 37°C で 20分間反応させた。

その後，反応液に Nuclease-free Water 200 µl，水飽和フェノール 150 µl，および

CIA 150 µl を添加・攪拌した後，遠心分離（13,000 × g，4°C，5分間）した。上

清を別のマイクロチューブに回収し，これに等量の CIA を加えて撹拌した後，

再度同条件にて遠心分離した。上清 250 µlを別のマイクロチューブに回収し，

抽出過程と同様にアルコール沈殿を行った後，50 µl の Nuclease-free Waterに沈

殿物を溶解させたものを全 RNA溶液とした。 

 

RT-qPCR 

QIAGEN OneStep RT-PCR Kit（QIAGEN）を用いた。RT-PCR は，1 × QIAGEN 

OneStep RT-PCR buffer，0.4 mM dNTP Mix，1/20量の QIAGEN OneStep RT-PCR 

Enzyme Mix，1/100,000量の SYBR Green I（BioWhittaker Molecular Applications），

0.6 µM 各プライマー，および 2 µl の鋳型 RNA溶液を含む反応液（総量 20 µl）

で行った。最初に反応液を 50°C で 30 分間加温することにより逆転写反応を行
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ない，その後，逆転写酵素を失活させるため同反応液を 95°C で 15 分間加熱し

た。続いて，94°C で 20秒間，60°C で 20秒間，72°C で 50秒間を加熱する一連

の工程を繰り返し 40回行い，そのサイクルごとに増幅産物の量を SYBR Green I

の蛍光強度として測定した。引き続いて PCR の特異性を検定するため，増幅産

物の変性温度の測定を行った。94°C で 15秒間加温した後，60°C から 95°C にか

けて毎秒 0.2°C の速度で緩やかに温度を上昇させ，増幅産物の乖離曲線を取得し

た。これらの一連の反応については，ABI PRISM 7900HT（Life Technologies）に

より行った。PCR 終了後，得られた増幅曲線について，蛍光強度のベースライ

ンおよび閾値を設定し，PCR 曲線と閾値が交差するサイクル数（Threshold cycle：

CT値）を求めた。これらの解析には Sequence Detection System ソフトウェア（Life 

Technologies）を用いた。 

 

DNA抽出 

松木ら [40] により報告されている方法に従い行った。試料には細菌懸濁液 

50 µl を用い，これにダルベッコ PBS (–)（D-PBS）（日水製薬）を加えて総量

200 µl とした。これに 1 ml の D-PBS を加えて攪拌した後，遠心分離（13,000 × g，

4°C，5分間）し，上清 1 ml を除去するという一連の操作を繰り返し 3回行った。

その後 DNA抽出までの間，サンプルを–30°C で凍結保存した。 

上記保存液に溶菌バッファー 300 µl（100 mM Tris-HCl，40 mM EDTA，1% SDS，

pH 9.0），TE飽和フェノール 500 µl，およびガラスビーズ 300 mgを添加した。

FastPrep FP120 により出力レベル 5.0 で 30 秒間激しく振とうした後，遠心分離

（20,000 × g，4°C，5分間）した。上清を別のマイクロチューブに回収し，これ

に等量の TE飽和フェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール（25：24：

1）を加えて，FastPrep FP120 により出力レベル 4.0で 45 秒間激しく振とうした。

再度同条件にて遠心分離した後，上清 250 µlを別のマイクロチューブに回収し，

アルコール沈殿を行った。得られた沈殿物を 50 µl の TE バッファーに溶解させ

たものを DNA 溶液とした。 



 

12 

qPCR 

RT-qPCR と同一組成の試薬，および 2 µl の鋳型 DNA 溶液を含む反応液（総量 

20 µl）を用いて qPCR を行った。反応液を 95°C で 5 分間加熱した後，94°C で

20 秒間，60°C で 20 秒間，72°C で 50 秒間を加熱する一連の工程を繰り返し 40

回行い，そのサイクルごとに増幅産物の量を SYBR Green Iの蛍光強度として測

定した。引き続いて PCR の特異性を検定するため，RT-qPCR と同様に増幅産物

の乖離曲線を取得した。これらの一連の反応については，ABI PRISM 7900HT に

より行った。 

 

生菌数の測定 

LIVE/DEAD BacLight bacterial viability kit（Molecular Probes）を用いた。純培

養菌液に SYTO9（励起波長 480 nm，蛍光波長 500 nm）および propidium iodide

（PI）（励起波長 490 nm，蛍光波長 635 nm）をそれぞれ終濃度が 5 µM および

30 µMになるように添加し，これを遮光した状態で 30°Cで 10分間反応させた。

この時，SYTO9 は非特異的に細菌の細胞内に浸透し，PIは細胞原形質膜が損傷

した細胞のみに浸透する [53] 。その後，反応液を封入剤：VECTASHIELD with 

DAPI（Vector Laboratories）と混和し，これをスライドグラス・カバーグラス間

に封入した。これを fluorescein isothiocyanate-tetrarhodamine isothiocyanate

（FITC/TRITC）フィルターセット（Chroma Technologies）を用いた蛍光顕微鏡

Olympus BX-50/BXFLA（オリンパス）により観察し，得られた画像を Image-Pro 

Plus ver. 4ソフトウェア（Media-Cybernetics）により解析した。SYTO9のみで染

色された細胞数（生菌），および SYTO9 と PIの両色素で二重染色された細胞数

（生菌および死菌）を測定すると同時に，4', 6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）

（励起波長 358 nm，蛍光波長 461 nm）により染色された細胞数を菌液中の総

菌数として測定した [54] 。それぞれの数値をもとに次式により菌液中の生菌数

を算出した：生菌数 = （SYTO9 染色された細胞数 / 両色素で二重染色された

細胞数）× DAPI染色による総菌数。 
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RT-qPCR 法による菌数測定 

各標的細菌の標準曲線の作製には以下の菌株を使用した：E. coli ATCC 11775
T

（Enterobacteriaceae 測定用），E. faecalis ATCC 19433
T（Enterococcus），S. aureus 

ATCC 12600
T（Staphylococcus），P. aeruginosa ATCC 10145

T（Pseudomonas），およ

び C. perfringens JCM 1290
T（C. perfringens）。各菌株を 18 時間培養し，その菌液

の菌数濃度を DAPI 染色法により測定した。同菌液から抽出された総 RNA を

10 倍段階希釈し，DAPI 染色法による菌数に基づき 10
–3

 個から 10
5
 個に相当す

る RNA を RT-qPCR に供試した。供試 RNA 量と PCR データ（CT値）との比較

により近似曲線を作製し，直線性が認められる範囲のものを標準曲線とした。 

各種試験試料の菌数定量には以下に示す量の RNA を鋳型に RT-PCR を行っ

た：純培養菌体（純培養菌液 50 µl の抽出物のうち 1/1,000，1/10,000，1/100,000

量），糞便（糞便 20 mg の抽出物のうち 1/20,000，1/200,000，1/2,000,000 量），

血液（血液 500 µl の抽出物のうち 1/50，1/500，1/5000 量）。反応後，鋳型 RNA

量に対して直線性が認められる CT値を標的細菌の標準曲線に代入し，鋳型 RNA

あたりの菌数を算出した。これにサンプル量を換算した菌数の平均値をサンプ

ルあたり（純培養菌液 50 µl，糞便 1 g，血液 1 ml）の菌数として求めた。 

 

プライマーの特異性の検討 

Table 1-1 に示した菌株について，RT-qPCR 法によりプライマーの特異性の検

討を行った。各菌株の純培養菌体から抽出された総 RNAの 10
5
 個相当を鋳型に

RT-qPCR を行い，各菌株より得られた CT値を標準曲線に代入した時に，菌数が

10
4
 個以上であったものを陽性（+），10

-1
 個以下であったものを陰性（–），そ

の間のものを（±）と判定した。また，増幅産物の乖離曲線が標的菌株のそれ

と異なったものも陰性（–）と判定した。 

 

統計処理 

統計ソフト SPSS 14.0J（日本 IBM）を用いた。2法による測定結果の相関の解

析には単回帰分析を用い，ピアソンの積率相関係数を求めた。P < 0.05を有意と

した。
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結果 

RT-qPCR 法および qPCR 法による検出限界値の測定 

E. coli，E. faecalis，S. aureus，C. perfringens，および P. aeruginosa の各純培養

菌体より抽出された総 RNA の 10 倍段階希釈液を鋳型として，

En-lsu-3F/En-lsu-3’R，Ec-ssu1'F/Ec-ssu1R，STPYF/STPYR2，ClPER-F/ClPER-R [55] ，

および PSD7F/PSD7Rの各プライマー（Table 1-2）を用いた RT-qPCR 法による検

出感度を解析した（Fig. 1-1）。その結果，E. faecalis，S. aureus，C. perfringens，

およびP. aeruginosaではRNA鋳型量が反応あたり10
–3

 個から10
5
 個の範囲で，

E. coliでは 10
–1から 10

5
 個の範囲で CT値に対する近似曲線に直線性が認められ

た（R
2
 > 0.99）。En-lsu-3F/En-lsu-3’R プライマーを用いた RT-qPCR において，

RT-PCR試薬に混入していると思われるDNA/RNAに由来する非特異的増幅が観

察されたが（データ未掲載），鋳型量が 10
–1

 個の時にそれと特異的増幅とを区別

することが可能であった。 

RT-qPCR 法による標準曲線を qPCR 法によるそれと比較したところ，曲線傾

きに大きな差は確認されず，PCR 増幅効率は両手法間で同等であると考えられ

た。一方で，Y 軸切片の値は RT-PCR が PCR よりも 6 から 10 低く，RT-PCR 法

の検出感度が PCR 法に対して 64から 1,024倍高いことが認められた。 

 

プライマーの特異性の評価 

本試験で新規に作製したプライマーEn-lsu3F/En-lsu3’R（Enterobacteriaceae 検出

用），Ec-ssu1’F/Ec-ssu1R（Enterococcus），STPYF/STPYR2（Staphylococcus），お

よび PSD7F/PSD7R（Pseudomonas）を用いた RT-PCR の検出特異性を調べたとこ

ろ（Table 1-1），いずれのプライマーでも標的菌種のみが検出されることが確認

された。また，既報の ClPER-F/ClPER-R についても，その特異性が再確認され

た。 

 

純培養菌液中の菌数測定 

E. coli，E. faecalis，S. aureus，C. perfringens，および P. aeruginosa の純培養菌
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液の段階希釈液を作製した。各希釈液 50 µl 中の菌数を培養法および RT-qPCR

法により測定し，得られた測定菌数を手法間で比較した（Fig. 1-2）。その結果，

解析した全ての菌株において，CFU 数が 10
0
 ~ 10

5
 CFU/50 µl の範囲で両手法に

よる測定菌数の間に相関が認められた（R
2
 > 0.90）。本結果より，rRNA分子を

標的としたRT-qPCR法により培養菌液中の標的細菌を 1 個から精度よく定量で

きることが認められた。 

 

培養状態の違いが RT-qPCR 菌数に及ぼす影響の解析 

培養状態の違いが RT-qPCR 菌数に及ぼす影響を調べるため，様々な培養期の

菌体を用いて，CFU 数と RT-qPCR 法による菌数の関係を調べた。E. coli，

E. faecalis，S. aureus，および C. perfringens を 60時間連続培養し（C. perfringens

のみ 72 時間），その間の菌数の変動を培養法および RT-qPCR 法により測定した

（Fig. 1-3）。なお，RT-qPCR 法の検量線の作製には，各菌株を 18時間培養した

菌液より抽出された総 RNAを使用した。 

その結果，解析した全菌株において，対数増殖期から定常期の間，RT-qPCR

法による菌数は CFU 数とよく一致していた。E. coli については，培養開始後

42 時間目から 60 時間目にかけて CFU 数が急速に減少したが，RT-qPCR 菌数も

ほぼ同じ変動パターンを示した（Fig. 1-3A）。E. faecalis および S. aureus では，

菌数が上限に達してから培養開始後 60 時間目まで，CFU 数および RT-qPCR 菌

数ともにほぼ同じレベルで推移した（Fig. 1-3Bおよび C）。一方，C. perfringens

では，培養開始後 42時間目までは両手法による菌数に乖離は認められなかった

が，そこから 72 時間目にかけて CFU 数が減少し，RT-qPCR 菌数よりも低い値

を示した（Fig. 1-3D）。そこで，この手法間での菌数の乖離現象を考察するため，

次に，培養後期の C. perfringens の菌液中の生菌数を測定し，CFU 数および

RT-qPCR 菌数との比較を行った。 

 

RT-qPCR 法と生菌測定法による菌数の比較 

細胞膜の透過性を指標とした生菌死菌判別法であるSYTO9-PI二重染色法 [56, 

57] を用いて，死滅期にある C. perfringens 菌液中の生菌数を測定した（Fig. 1-4）。
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その結果，CFU 数が著しく減少した一方で，生菌数はほぼ同じレベルで推移し

た。この結果より，平板培地上でのコロニー形成能を失った菌体のほとんどに

おいて，その細胞膜は損傷していない状態で維持されていること，その状態で

検出される菌数は RT-qPCR 法による菌数とほぼ同等であることが認められた。 

 

ヒト糞便および血液中の細菌の定量 

最後に，ヒト糞便および血液中の細菌定量に関して，RT-qPCR 法を応用する

ことが可能であるかを検討した。19 名の入院患者より複数回提供された糞便に

ついて，RT-qPCR 法および培養法により Enterobacteriaceae および Pseudomonas

の菌数を測定した（Fig. 1-5）。RT-qPCR法および培養法の両方でEnterobacteriaceae

が検出された 38 検体について，両手法による測定菌数を比較したところ，それ

らの間に相関が認められた（R
2
 = 0.901）。同様に Pseudomonas が検出された 7

検体においても，両手法による測定菌数の間に相関が認められた（R
2
 = 0.981）。 

一方，血液については，臨床上問題となる S. aureus あるいは P. aeruginosa を

終濃度が 10
0
 ~ 10

6
 CFU/ml になるように添加したヒト末梢血を調製し，これを

RT-qPCR 法および培養法により解析した（Fig. 1-6）。その結果，RT-qPCR 法によ

り S. aureusおよび P. aeruginosaをそれぞれ血液試料 500 µlあたり 2 CFUおよび

1 CFU の感度で検出できた。また，細菌非添加コントロールにおいて偽陽性は

認められなかったことから，試薬のコンタミネーションやヒト由来核酸との交

叉反応はなかったと考えられた。 

 

考察 

本研究において，rRNA 分子を標的とした RT-qPCR 法による高感度かつ高精

度な細菌定量法の構築を試みた。本法の検出感度は DNA を標的とする qPCR 法

よりもおよそ 100 倍から 1,000 倍高かった（Fig. 1-1）。rRNA 分子はリボソーム

の構成因子であり，細菌では 5S，16S，23Sの 3種類が存在する。これらをそれ

ぞれコードする遺伝子はオペロンを形成しており，E. coli ではそのオペロンがゲ

ノム上に 7 コピー存在している。細菌のリボソームは 2 つのサブユニットから
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構成され，スモールサブユニットに 16S rRNAが，ラージサブユニットに 5S と

23S の rRNAが含まれている。細胞内のリボソーム量は E. coli では最大で 20,000

個以上になることが知られており [45] ，構成因子である rRNA分子もそれと同

程度存在すると考えられる。また，総 RNAに占める割合は rRNA分子が最も高

く，その値は 80%以上にもなる [46] 。このように rRNA分子はそれをコードす

る遺伝子に対して 1,000 倍以上の比率で存在しており，このことが RT-qPCR 法

が qPCR 法よりも感度が高かった理由であると考えられた。 

rRNAの発現量は他の遺伝子のそれよりも安定であると考えられており，遺伝

子の発現解析における内在コントロールとしてよく用いられている。その一方

で，rRNA分子の合成は細菌の増殖効率に依存してコントロールされ，急速に分

裂増殖する細菌内の rRNA 分子量は増殖が緩やかな細菌のそれよりも高いこと

がこれまでに示されている [49] 。例えば E. coli では，ダブリングタイムが 100

分から 24分に変化すると rRNA分子量が 10倍以上増加する [50] 。また，細菌

の増殖が定常期に差し掛かると，フィードバックメカニズムにより rRNA 分子

の過剰合成が抑制される [48, 49] 。本試験において，増殖時期が RT-qPCR 法に

よる測定菌数に及ぼす影響を調べたところ，対数増殖期の細菌では RT-qPCR 菌

数が CFU数を上回る傾向が観察されたが，その差は最大で 4倍であり両測定法

による菌数に有意な差はなかった（Fig. 1-3）。本結果は rRNA分子が菌数測定の

指標となり得ることを支持するものであり，本分子を標的とした RT-qPCR 法を

菌数測定に適用可能であると考えられた。ただし，この増殖状態と rRNA 分子

量の関係については，本法により正確な結果を得る上で引き続き考慮すべき現

象であると考えられる。 

近年，コロニー形成能に代わるあらたな細菌の生死判別の指標として RNA分

子が用いられてきている [58-61] 。rRNA 分子は DNA よりも不安定で分解され

やすく，その細胞内含量は生菌活性と相関するという報告もある [62] 。本試験

において，60時間培養した E. coli の RT-qPCR 菌数の減少パターンは CFU 数の

それとよく一致していた（Fig. 1-3A）。加えて，ヒト糞便中の Enterobacteriaceae

およびPseudomonasについて，RT-qPCR菌数はCFU数と相関していた（Fig. 1-5）。

一方で，熱処理 [63] や UV 照射 [62] ，エタノール処理 [64] といった厳しい
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ストレスを細菌に与えた場合には，CFU 数と rRNA 分子量が乖離することが報

告されている。したがって，rRNA分子が細菌の生死判別の絶対的な指標となり

得るかはさらなる解析および議論が必要であるが，本試験の結果からは少なく

とも消化管などの生理学的環境に生息する菌を測定する上では rRNA 分子がそ

の指標となり得ることが示唆された。 

C. perfringens において，培養開始後 42時間目以降に CFU数が RT-qPCR によ

る菌数よりも顕著に低く検出されたが（Fig. 1-3D），細胞膜の安定性で評価され

る生菌測定法による菌数は RT-qPCRによる菌数とほぼ同等であった（Fig. 1-4）。

細菌が厳しい環境に晒された際に生き残るための手段として，生きているが培

養不可能な状態（viable but not culturable：VBNC）をとることが報告されている 

[65] 。その状態の細菌は通常の培地では増殖しないが，代謝活性や病原性は維

持されており [66] ，また環境条件が増殖に適した範囲に戻ると増殖が再開する

といった例も報告されている [67, 68] 。VBNC 状態であるかの判定は，substrate 

responsive assay，呼吸活性（CTC アッセイ），細胞膜電位 [69] ，細胞膜の安定

性 [56, 57] などを指標として実施される。これまでに，60 種類以上の細菌が

VBNC 状態を示すことが報告されているが Clostridium 属細菌については未だ報

告がない [65] 。したがって，C. perfiringens で今回観察された現象が VBNC に

該当するかについては，上述の手法を用いたさらなる解析が必要である。 

RT-qPCR 法の血液検査への応用性を検討したところ，本法により血液に添加

された細菌を 1 個から精度よく検出することができた（Fig. 1-6）。臨床検査では

感染菌の迅速な診断が必須であるが，現在当領域で用いられている分子生物学

的手法では，その検出感度を上げるために最初に試料を数日間増菌培養する必

要がある [70] 。それに対して本研究で構築した方法では，RNA 抽出から

RT-qPCR 解析までを 5 時間以内で終了することができるうえ，上記の培養操作

が不要になるため偽陽性の発生リスクの低減が期待される。したがって，本法

はその高い検出感度と簡便性から，血液検査おいて非常に有効な細菌検出法と

なり得ると考えられた。本法の適用可能範囲は非常に広いと考えられ，組織感

染症の迅速診断や口腔および膣細菌叢の解析，さらには環境微生物の解析や食

品の細菌検査においても有効な手段となることが期待される。 
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第 2章 

定量的 RT-PCR法によるヒト腸内細菌叢解析システムの構築 

 

序論 

前章の研究において，rRNA 分子を標的とした RT-qPCR 法による菌数定量法

を構築し，本法によりヒト糞便から目的の細菌を正確かつ高感度に定量するこ

とが可能となった。この結果を受けて，次に RT-qPCR 法によるヒト腸内細菌叢

解析システムの構築を試みた。 

これまでの PCR 法を用いた解析において，ヒト腸内に優勢に存在する嫌気性

菌群（Clostridium coccoides group，Clostridium leptum subgroup，Bacteroides fragilis 

group，Bifidobacterium，Atopobium cluster，Prevotella）を特異的に検出するプラ

イマーは多く報告されている [40, 71] 。一方で，Enterobacteriaceae，Enterococcus，

Staphylococcus，Lactobacillus といった腸管内に低い菌数レベルで生息する細菌に

ついては PCR 法による検出が難しく，解析例は非常に限られている。前章の研

究において Enterobacteriaceae，Enterococcus，Staphylococcus，Pseudomonas，お

よび C. perfringens を RT-qPCR 法により検出するため，それぞれに特異的なプラ

イマー：En-lsu3F/En-lsu3’R，Ec-ssu1’F/Ec-ssu1R，STPYF/STPYR2，PSD7F/PSD7R，

および ClPER-F/ClPER-R を新規に構築したが，それらのうち Ec-ssu1’F/Ec-ssu1R

および STPYF/STPYR2 ついては腸内に多様に存在する Enterococcus および

Staphylococcus 属菌種を網羅するにはその精度が十分でなかった。また，

ClPER-F/ClPER-R については，それによる増幅産物長が 0.79 kbと長いため，増

幅効率を安定化するためにプライマーの改良が必要と考えられた。 

そこで本研究では，まず Enterococcus，Staphylococcus，Lactobacillus，および

C. perfringens を検出するための菌属・サブグループ・菌種特異的プライマーを

新たに作製または改良し，それらを用いた RT-qPCR 法により標的細菌を高感度

に定量可能であるかを検討した。次に，新規に作製したプライマーおよび既報
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のヒト腸内優勢菌 6 菌群に特異的なプライマーを用いた RT-qPCR 法により健常

成人 40名の糞便を解析した。 

 

材料および方法 

使用菌株 

Table 2-1に示した菌株を用いた。Blautia producta JCM 1471
T，Faecalibacterium 

prausnitzii ATCC 27768
T，Bacteroides vulgatus ATCC 8482

T，Bifidobacterium 

adolescentis ATCC 15703
T， Bifidobacterium breve ATCC 15700

T， Collinsella 

aerofaciens  DSM 3979
T，Prevotella melaninogenica  ATCC 25845

T，および

C. perfringens JCM 1290
Tついては，1% Glucose加変法 GAM ブロス（日水製薬）

により 37°C，嫌気条件下で静置培養した。Lactobacillus casei ATCC 334
T，

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
T，Lactobacillus plantarum ATCC 14917

T，

Lactobacillus reuteri JCM 1112
T，Lactobacillus ruminis JCM 1152

T，Lactobacillus 

sakei subsp. sakei JCM 1157
T，Lactobacillus brevis ATCC 14869

T，Lactobacillus 

fermentum ATCC 14931
T，Lactobacillus fructivorans JCM 1117

T，および E. faecalis 

ATCC 19433
Tについては，MRSブロスにより 37°C，嫌気条件下で静置培養した。

一連の嫌気培養操作は嫌気チャンバー内で実施した。E. coli JCM 1649
T，S. aureus 

ATCC 12600
T，および P. aeruginosa IFO 12689

Tについては，第 1章記載の方法に

従い培養した。菌液中の総菌数の測定については，第 1章記載の方法に従いDAPI

染色法により行なった。 

 

rRNA標的プライマーの設計 

第 1 章に記載の方法に従い行った。 16S rRNA 遺伝子配列をもとに

C. perfringens，Enterococcus，および Staphylococcus をそれぞれ特異的に定量する

た め の プ ラ イ マ ー ： s-Clper-F/ClPER-R ， g-Encoc-F/g-Encoc-R ， お よ び

g-Staph-F/g-Staph-R を新たに設計した（Table 2-2）。なお，C. perfringens について

は，前章の研究で用いたリバースプライマーClPER-R との組み合わせで用いる

ように,フォワードプライマーのみを設計した。また，Lactobacillus については，
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まず 80種の Lactobacillus 細菌の 16S rRNA遺伝子配列より作製した系統樹をも

とに，それらを 13のサブグループにグループ化した。そのうち，既報でヒト腸

管から検出されている菌種が含まれる 9 つのサブグループについて，サブグル

ープまたは菌種特異的プライマーを新規に作製するか，または既報の情報にも

とづいて合成した（Table 2-2）：sg-Lcas-F/sg-Lcas-R（L. casei subgroup 標的），

sg-Lgas-F/sg-Lgas-R（L. gasseri subgroup）， sg-Lpla-F/sg-Lpla-R（L. plantarum 

subgroup），sg-Lreu-F/sg-Lreu-R（L. reuteri subgroup），sg-Lrum-F/sg-Lrum-R

（L. ruminis subgroup），sg-Lsak-F/sg-Lsak-R（L. sakei subgroup），s-Lbre-F/s-Lbre-R

（L. brevis），LFer-1/LFer-2 [73] （L. fermentum），s-Lfru-F/s-Lfru-R（L. fructivorans）。 

 

糞便試料の採取 

健常成人ボランティア 40名（性別：男 24 名/女 16名，年齢：20 ~ 65才，平

均 41 ± 13才）から提供された糞便サンプルを用いた。ビニール袋に採取した糞

便サンプルをアルミジッパー密封袋にアネロパウチ・ケンキ（三菱ガス化学）

とともに封入し，密封袋内の嫌気状態を維持した状態でヤクルト中央研究所ま

で低温輸送した。研究所に到着後，重量を測定した上で，嫌気輸送培地をさら

に加えて均一に懸濁し，10% (wt/vol) の糞便懸濁液を作製した。 

 

培養法による糞便菌叢解析 

上記にて作製した糞便懸濁液を嫌気希釈液により 10 倍段階希釈し，適宜の希

釈濃度の検体 50 µl を下記の寒天培地に塗抹した：medium 10（M10），総菌数測

定用；変法 TOS プロピオン酸（MTP）寒天培地（栄研化学），Bifidobacterium 測

定用；Clostridium welchii（CW）寒天培地（日研生物医学研究所），レシチナー

ゼ陽性 Clostridium [Clostridium (L+)] 測定用；DHL寒天培地，Enterobacteriaceae

測定用；LBS 寒天培地（Becton Dickinson），Lactobacillus 測定用；COBA [74] （日

研生物医学研究所），Enterococcus 測定用；卵黄加マンニット食塩 A寒天培地（日

研生物医学研究所），Staphylococcus 測定用。M10，MTP，CW，および LBS 寒天

培地については，それぞれ 37˚C で 4，3，1，および 3日間嫌気培養した。DHL，

COBA，および卵黄加マンニット食塩 A寒天培地については，それぞれ 37˚C で
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1，2，および 2 日間好気培養した。培養終了後，培地上に発現したコロニーを

形態毎に分類し，その代表的なコロニーをグラム染色して菌形を観察した。MTP

および CW 寒天培地上のコロニーについては，それぞれ Bifidobacterium 属特異

的プライマー（g-Bifid-F/g-Bifid-R）および C. perfringens 特異的プライマー

（s-Clper-F/ClPER-R）（Table 2-1）を用いたコロニーPCR により菌属または菌種

の同定を行った。DHL，COBA，および卵黄加マンニット食塩 A 培地上のコロ

ニーに関しては，API 20E，API Strep，および API Staph（bioMerieux）を用いた

生化学性状検査を行い，菌種の同定を行った。なお，本法による菌数の検出限

界値は 10
2.3

 CFU/g 糞便であった。 

 

FISH法 

高田ら [25] が報告した方法に従い行った。DNAプローブとして，16S rRNA

を標的とした下記の既報の配列あるいは新規に設計した配列をもとに，5’末端が

Cy5 で蛍光標識されたものを合成した（シグマ アルドリッチ ジャパン）：

Eub338（ 5’ -GCTG CCTCCCGTAGGA GT -3’） [ 75 ]，総菌数測定用；

Erec482（5’-GCTTCTTAGTCARGTACCG-3’）[23]，C. coccoides group 測定用；

Clept1240（5’-GTTTTRTCAACGGCAGTC-3’）[76]，C. leptum subgroup 測定用；

Bfra602（5’-GAGCCGCAAACTTTCACAA-3’）[23]，B. fragilis group 測定用；

Bif153（5’-ACCACCCGTTTCCAGGAG-3’） [25]，Bifidobacterium 測定用；

ATO291（5’-GGTCGGTCTCTCAACCC-3’）[26]，Atopobium cluster 測定用；

Prev496（5’-CGGAATTAGCCGGTCCTTAT-3’），Prevotella 測定用。 

 

総 RNA抽出および RT-qPCR 

第 1 章に記載の方法により行った。RT-qPCR については第 1 章に記載の方法

に下記の改変を加えた。すなわち，反応液組成を以下の組成に変更した：

1 × QIAGEN OneStep RT-PCR buffer，0.4 mM dNTP Mix，1/20 量の QIAGEN 

OneStep RT-PCR Enzyme Mix，1/100,000 量の SYBR Green I，0.6 µM 各プライマ

ー（ただし，g-Bfra-F2/g-Bfra-R および sg-Lsak-F/sg-Lsak-R のみについては，そ

れぞれ1.2 µMおよび 2.4 µMとした），および5 µlの鋳型RNA溶液（総量 10 µl）。
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また，各プライマーのアニーリング反応は Table 2-2に示す温度条件で行った。 

 

DNA抽出および qPCR 

第1章に記載の方法ならびに松木ら [40] により報告されている方法に従い行

った。 

 

RT-qPCR 法による菌数測定 

第 1 章に記載の方法に従い行なった。標準曲線の作製には測定対象ごとに以

下の菌株を用いた：R. productus JCM 1471
T（C. coccoides group 測定用），

F. prausnitzii ATCC 27768
T（C. leptum subgroup），B. vulgatus ATCC 8482

T（B. fragilis 

group），B. adolescentis ATCC 15703
T（Bifidobacterium），B. breve ATCC 15700

T

（B. breve），C. aerofaciens DSM 3979
T（Atopobium cluster），P. melaninogenica ATCC 

25845
T（Prevotella），C. perfringens JCM 1290

T（C. perfringens），E. coli JCM 1649
T

（Enterobacteriaceae），L. casei ATCC 334
T（L. casei subgroup），L. acidophilus ATCC 

4356
T（L. gasseri subgroup），L. plantarum ATCC 14917

T（L. plantarum subgroup），

L. reuteri JCM 1112
T（L. reuteri subgroup），L. ruminis JCM 1152

T（L. ruminis 

subgroup），L. sakei subsp. sakei JCM 1157
T（L. sakei subgroup），L. brevis ATCC 

14869
T（L. brevis），L. fermentum ATCC 14931

T（L. fermentum），L. fructivorans JCM 

1117
T（L. fructivorans），E. faecalis ATCC 19433

T（Enterococcus），S. aureus ATCC 

12600
T（Staphylococcus），P. aeruginosa IFO 12689

T（Pseudomonas）。また，プラ

イマーの特異性評価は第 1章に記載の方法により行った。 

 

糞便への細菌添加試験 

細菌添加試験には事前に RT-qPCR 解析により B. breve，C. perfringens，

L. fructivorans，あるいは Pseudomonas が含まれていないことを確認した健常成

人 3 名の糞便を用いた。糞便を重量の 9 倍容量の嫌気輸送培地に懸濁し（10% 

wt/vol），これに B. breve ATCC 15700
T，C. perfringens JCM 1290

T，L. fructivorans 

JCM 1117
T，および P. aeruginosa IFO 12689

Tの純培養菌液を段階希釈したものを，

終濃度が 10
2.0

 ~ 10
9.0

 個/g 糞便になるようにそれぞれ添加した。本糞便懸濁液か
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ら抽出された総 RNA を鋳型として，添加された菌種に特異的なプライマー：

BiBRE-1/BiBRE-2 [39] ， s-Clper-F/ClPER-R ， s-Lfru-F/s-Lfru-R ， お よ び

PSD7F/PSD7R により RT-qPCR 解析を行い，懸濁液中の菌数を測定した。また，

糞便に添加された各菌液の菌数濃度は DAPIカウント法により測定した。 

 

統計処理 

統計ソフト SPSS 14.0J を用いた。2法による測定結果の相関の解析には単回帰

分析を用い，ピアソンの積率相関係数を求めた。2法による測定結果の差の検定

には対応のある t 検定を用いた。いずれの検定においても，P < 0.05 を有意とし

た。 

 

結果 

RT-qPCR 法による検出下限値の測定 

本試験で新たに作製したプライマーおよび既報から引用したプライマーの検

出下限値を検討した。各プライマーの標準曲線作製用菌株の純培養菌体から

RNAを抽出し，その 10倍段階希釈 RNA（反応あたり 10
–3

 個から 10
5
 個相当）

を鋳型として，Table 2-2に示すプライマーを用いた RT-qPCR 法による検出感度

を解析した（データ未掲載）。その結果，s-Clper-F/ClPER-R，sg-Lgas-F/sg-Lgas-R，

sg-Lpla-F/sg-Lpla-R ， sg-Lreu-F/sg-Lreu-R ， sg-Lrum-F/sg-Lrum-R ，

sg-Lsak-F/sg-Lsak-R，s-Lbre-F/s-Lbre-R，および s-Lfru-F/s-Lfru-R では RNA 鋳型

量が反応あたり 10
–3

 個から 10
5
 個の範囲で， sg-Lcas-F/sg-Lcas-R ，

g-Encoc-F/g-Encoc-R，および g-Staph-F/g-Staph-R では 10
–2

 個から 10
5
 個の範囲

で，LFer-1/LFer-2 では 10
–1

 個から 10
5
 個の範囲で，それぞれの CT値に対する

近似曲線に直線性が認められた（R
2
 > 0.99）。また，腸内優勢 6菌群の特異的プ

ライマーについても同様に解析を行い，その範囲は 10
–3

 個から 10
5
 個であるこ

とを確認した。なお，これらプライマーを用いて糞便を解析する場合の検出下

限値は糞便 1 gあたり 10
2
 個から 10

4
 個になると予測された。 
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プライマーの特異性評価 

本試験で新たに作製したプライマーおよび既報から引用した LFer-1/LFer-2 の

特異性を検討した。Table 2-1 に示した 56 菌株から抽出された総 RNA のうち

10
5
 個相当を鋳型として，Lactobacillus のサブグループあるいは菌種標的プライ

マーを用いた RT-qPCR を行った（Table 2-1）。その結果，いずれのプライマーで

も標的菌種のみが特異的に検出されることが確認された。sg-Lgas-F/sg-Lgas-R，

sg-Lreu-F/sg-Lreu-R，および sg-Lrum-F/sg-Lrum-R において，一部の非標的菌種

と交叉反応する現象が認められたが，その反応性は標的菌種と比べて 1/10,000

から 1/1,000 であり，本プライマーを糞便試料の解析に応用する上で問題となら

ないレベルであった。また，上記の他に新たに改良または作製したその他のプ

ラ イ マ ー セ ッ ト s-Clper-F/ClPER-R ， g-Encoc-F/g-Encoc-R ， お よ び

g-Staph-F/g-Staph-R についても，その特異性が確認された（データ未掲載）。 

 

RT-qPCR 法による糞便添加細菌の定量 

B. breve，C. perfringens，L. fructivorans，あるいは P. aeruginosa の純培養菌液

の段階希釈液を，予め RT-qPCR 解析によりそれらが陰性であった糞便（n = 3）

に，終濃度が 10
2
 ~ 10

9
 個/gになるように添加した。これを RT-qPCR 法により解

析した結果，B. breve，C. perfringens，L. fructivorans，および P. aeruginosa がそ

れぞれ 10
2.7，10

2.4，10
2.8，および 10

2.6
 個/g 糞便の濃度から検出された。糞便添

加菌数と RT-qPCR 菌数とを比較したところ，添加菌数が 10
2
 ~ 10

9
 個/g 糞便の

範囲で両者の間によい相関が認められた（R
2
 > 0.99）。本結果から，rRNA分子

を標的としたRT-qPCR法により，ヒト糞便に添加された細菌を 10
2
 ~ 10

3
 個/g 糞

便の感度で定量できることが認められた。 

 

RT-qPCR 法，qPCR 法，および培養法によるヒト糞便細菌叢の解析 

RT-qPCR 法により健常成人 40名（男性 24名，女性 16名；年齢 20 ~ 65 歳

［平均 41 ± 13 歳］）の糞便を解析した（Table 2-3）。その結果，本手法は標的と

する細菌を 10
2
 ~ 10

4
 個/g 糞便の検出感度で定量できることが確認された。さら

に，この測定結果を従来法と比較したところ，C. coccoides group，C. leptum 
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subgroup，B. fragilis group，Bifidobacterium，および Atopobium clusterに関して，

RT-qPCR法による測定菌数および検出率は qPCR法による結果と同等であった。

一方，Prevotella，Lactobacillus，および Enterococcus については，RT-qPCR 法に

よる測定菌数の平均値が qPCR 法による結果よりも低値を示したが，これは

RT-qPCR 法が qPCR 法の検出限界以下のレベル（10
3
 ~ 10

6
 個/g 糞便）で生息す

る菌を高感度に検出したためであった。RT-qPCR 法による検出率は，

Enterobacteriaceae，Lactobacillus，および Staphylococcus において培養法による結

果と同等であり，また C. perfringens および Enterococcus においては培養法より

も高い結果であった。一方，qPCR 法による C. perfringens，Lactobacillus，

Staphylococcus，および Pseudomonas の検出率は，RT-qPCR 法あるいは培養法に

よる結果よりも極端に低かった。 

 

Lactobacillus のサブグループ別解析 

健常成人 40 名の糞便サンプルについて，RT-qPCR 法により Lactobacillus をサ

ブグループ別に測定した（Table 2-4）。6 サブグループおよび 3 菌種の結果の総

和を求めたところ，Lactobacillus が全体の 98%から検出され，10
6.3 ± 1.5 個/g 糞

便の菌数レベルで存在することが明らかとなった。また，ヒト一人当たり平均

で 4.6種類のサブグループが検出された。サブグループ別ではL. reuteri subgroup，

L. plantarum subgroup，L. ruminis subgroup，および L. gasseri subgroup が菌数レベ

ルおよび検出率ともに高く，代表的なサブグループとして検出された。また，

L. brevis および L. fructivorans は検出率がそれぞれ 13%および 5%と低かった。 

 

RT-qPCR 法，qPCR 法，および培養法によるヒト糞便中細菌の測定結果の比較 

C. coccoides group，C. leptum subgroup，Bifidobacterium，および Atopobium cluster

について，RT-qPCR 法および qPCR 法による菌数を比較した結果，両者の間に

相関が認められた（P < 0.01）（Fig. 2-2）。また，RT-qPCR 法および培養法による

Bifidobacterium，C. perfringens，Enterobacteriaceae，および Lactobacillus の測定菌

数の比較においても，両者の間に相関が認められた（P < 0.01）（Fig. 2-3）。 
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RT-qPCR 法および FISH 法によるヒト糞便中細菌の測定結果の比較 

RT-qPCR 法により健常成人 4 名（男性 3 名，女性 1 名）の糞便を解析し，最

優勢 6菌群の測定菌数を FISH 法による結果と比較した（Table 2-5）。その結果，

RT-qPCR 法および FISH 法による結果は，全体的に測定法間で同じレベルであっ

たが，一部 Bifidobacterium において FISH 法が RT-qPCR 法よりも低い菌数を示

した（P < 0.05, paired t test）。 

 

考察 

rRNA 分子を標的とした RT-qPCR 法によるヒト腸内細菌叢の高精度な解析シ

ステムを構築した。20 種類の菌群・菌属・サブグループ・菌種特異的プライマ

ーを用いた RT-qPCR法は，糞便中の標的細菌を 10
2
 ~ 10

4
 個/g 糞便という高い

感度で正確に定量することができた（Table 2-3）。共に rRNA分子を標的とする

RT-qPCR 法および FISH 法について，各手法により糞便中の最優勢菌群を測定し

た結果を比較したところ，両者は概ね一致していたが，一部の菌群

（Bifidobacterium）で RT-qPCR 法による菌数が FISH法による結果よりも高く検

出された（Table 2-5）。本結果のみでその理由を考察するのは難しいが，可能性

のひとつとして，測定法間の感度の違いが関与していることが考えられる。す

なわち，細胞内の rRNA 分子量が少ない菌体が存在した場合，FISH 法ではその

菌体を検出することができないが，RT-qPCR 法では rRNA 量が少量でもそれを

増幅して検出できる。また，RT-qPCR 法により糞便中の最優勢菌群およびサブ

ドミナントな菌群を測定した結果は，qPCR法ならびに培養法による結果とよく

相関していた（Fig. 2-2 および 2-3）。ただし，菌数レベルが低い検体において，

RT-qPCR 法による菌数が他の測定法よりも高い値を示す現象が多く認められた。

qPCR 法との結果の乖離に関しては，測定法間の感度の違いが反映されたものと

推察される。すなわち，細菌の菌数レベルが 10
6
 個/g 糞便程度の時，qPCR 法

で検出する標的分子は数コピーであり，RT-qPCR 法のそれよりも 1,000倍以上少

ないため，測定法間で検出効率に差異が生じた可能性が考えられる。また，培

養法と結果が乖離した原因については，その可能性のひとつとして，当該検体
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には培養の選択圧を受けやすい細菌が多く含まれておりそれらの CFU数が低く

検出されたことが推察される。従来の分子生物学的手法では，検出限界の理由

から解析対象が優勢菌群に限られていたが，今回構築した方法では腸内での生

息レベルが異なる多種多様な菌種を網羅的に解析することが可能となった。

RT-qPCR 法は高い検出感度と精度に加えて高い迅速性も有しており，腸内細菌

叢と宿主との関係をより詳細に調べるための有効な手法になると期待される。 

Lactobacillus について，PCR 法によりそれを菌種レベルで検出した報告は多く

為されているが [34, 72, 77-79] ，ヒト腸内に生息する本属菌種を網羅的に定量

した例は限られている [80] 。現在，Lactobacillus は 100 種以上の膨大な数の菌

種で構成されており，それらは系統的に多岐に渡ることから，本属細菌の分類

は未だ不十分な点が多い [81, 82] 。加えて，Lactobacillus 属細菌の 16S rRNA遺

伝子配列は Streptococcus 属，Lactococcus 属，および Enterococcus 属細菌のもの

と類似性が高い。これら背景より，16S rRNA遺伝子上では Lactobacillus 属細菌

を共通して検出し得るプライマー標的部位を同定することができなかった。そ

こで，16S rRNA 遺伝子配列より作製した系統樹をもとに，本属細菌を 13 のサ

ブグループにグループ化し，そのうち既報でヒト腸管から検出されている菌種

が含まれる 9 つのサブグループについて，サブグループあるいは菌種特異的プ

ライマーを構築した（Table 2-1 および 2-2）。これら 9 種類のプライマーセット

を用いたRT-qPCR解析において，健常成人の 98%からLactobacillusが検出され，

この検出率は培養法による結果（90%）よりも高かった（Table 2-3）。これま

での報告で，ヒト腸内における Lactobacillus の主要菌種として L. gasseri，

L. salivarius，L. ruminis，L. casei/paracasei，および L. rhamnosus が報告されてい

る [83-85] 。本試験では L. reuteri，L. plantarum，L. ruminis，L. gasseri，および

L. casei subgroups が優勢サブグループとして検出され（Table 2-4），本結果は既

報のものと一致していた。以上の結果から，本試験で構築した Lactobacillus の

プライマーセットによりヒト腸管内の Lactobacillus 菌種を網羅できると考えら

れた。一方，多様な Lactobacillus 菌種（L. casei，L. rhamnosus，L. acidophilus，

L. delbrueckii subsp. bulgaricus，L. gasseri，L. johnsonii，L. plantarum，L reuteri，

など）が発酵食品に含まれていたり，プロバイオティクスとして利用されてい
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る [86, 87] 。したがって，本試験で認められた Lactobacillus のサブグループ構

成が内在性の細菌によるものか，あるいは食品中の細菌による一過性のもので

あるかを知るには，今後解析事例を蓄積した上で考察する必要がある。 

糞便中の C. perfringens を解析したところ，複数の検体で RT-qPCR 法による菌

数が培養法による結果よりも高く検出された（Table 2-3，Fig. 2-3B）。本乖離現

象には培養法による本菌の検出に CW 寒天培地を用いたことが関与していると

考えられる。すなわち，培養法では本培地上でレシチナーゼ C（αトキシン）活

性が陽性を示したコロニーのみが C. perfringens として同定されるのに対して，

RT-qPCR 法ではその活性の有無に関わらずすべての C. perfringens が検出される

ため測定法間での差異が生じた可能性がある。C. perfringensは食中毒菌であり，

下痢および激しい腹痛といった症状を引き起こす [88, 89] 。腸管内に生息する

C. perfringens 含む日和見感染症起因菌を同定するには，毒素産生や侵入因子，

薬剤耐性といった病原因子を調べる必要がある。したがって，RT-qPCR 法によ

り菌数を測定した次の段階として，細菌の機能評価系の構築が重要になると考

えられる。そのひとつの手段として菌数測定用に抽出された総 RNAを用いた機

能遺伝子の発現解析が挙げられる。それにより得られる毒素遺伝子の発現に関

する情報を菌数情報と組み合わせることにより，腸管内での本菌の生態をより

正確に理解することが可能になると考えられる。 
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第 3章 

定量的 RT-PCR法によるヒト糞便中の Enterococcus，

Streptococcus，および Lactococcus の検出 

 

序論 

Enterococcus，Streptococcus，および Lactococcus は，通性嫌気性，カタラーゼ

陰性のグラム陽性球菌であり，Streptococcus thermophilus，Lactococcus lactis，E. 

faecalis といった菌種は発酵食品に広く用いられている  [90-92] 。また，

Enterococcus および Streptococcus は，ヒト腸内のサブドミナントな構成菌として

ヒト糞便からの検出が数多く報告されている  [93, 94] 。その一方で，

Enterococcus および Streptococcus にはさまざまな感染症原因菌が含まれている 

[93, 95] 。Enterococcus は軽度な感染症を引き起こす菌としてこれまで認識され

ていたが，近年になって本菌により引き起こされる尿路感染症や血液感染など

が医療分野において重要な問題となっている [96, 97] 。Enterococcus は種々の抗

生物質に対して自然耐性であるだけでなく，獲得耐性により高度薬剤耐性とな

ることが知られており，その中でバンコマイシン耐性腸球菌（vancomycin 

resistant Enterococcus，VRE）の増加は世界的な問題となっている [98, 99] 。ま

た，Streptococcus による感染症は Enterococcus によるものに比べて頻度は低いも

のの，虫歯や咽頭炎といったものから敗血症や壊死性筋膜炎などの重篤なもの

まで幅広い症状の病気を引き起こすことが知られている [100] 。 

これまで糞便中の Enterococcus，Streptococcus，および Lactococcus の菌数測定

には主に分離培養法が用いられてきた [101-103] 。培養法における分離株の煩

雑な同定作業を簡略化するためさまざまな検査キットが開発されているが，そ

れらの解析効率は依然として低く，生理生化学性状による同定は精度が十分で

ないことが指摘されている [104-106] 。また，腸内細菌の検出に近年広く用い

られている qPCR 法 [39, 40, 80, 107-109] についても，腸管内での菌数レベルが

低いといわれる本菌を検出することは困難であり，解析例は非常に限られてい
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る。 

前章までの研究において，rRNA 分子を標的とした RT-qPCR 法によるヒト腸

内細菌叢解析システムを構築し，これにより腸内での生息レベルが異なる多種

多様な菌種を高い感度で網羅的に定量することが可能となった。そこで本章の

研究では，ヒト腸内に低い菌数レベルで存在する Enterococcus，Streptococcus，

および Lactococcus に着目し，これらについて RT-qPCR 法による菌属・サブグル

ープ・菌種別測定系を構築するとともに，構築した方法を用いてヒト糞便にお

けるそれらの分布を詳細に解析することを試みた。 

 

材料および方法 

使用菌株 

Table 3-1 に示した菌株を用いた。Enterococcus 属菌株については，MRS ブロ

スにより 37°C，嫌気条件下で静置培養した。ただし，Enterococcus caccae DSM 

19114
Tのみ，BHIブロスにより 37°C，嫌気条件下で静置培養した。Streptococcus

属菌株のうち Streptococcus bovis JCM 5802
T，Streptococcus mutans IFO 13955

T，

Streptococcus salivarius subsp. salivarius JCM 5707
T，ATCC 9759，ATCC 13419，

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus ATCC 19258
T，Streptococcus sanguinis 

JCM 5708
T，Streptococcus sobrinus ATCC 33478

T，および Streptococcus intermedius 

JCM 12996
Tについては，MRS ブロスにより 37°C，嫌気条件下で静置培養し，

それら以外の菌株については BHIブロスにより 37°C，好気条件下で静置培養し

た。Lactococcus garvieae NCFB 2155
T，Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435

T，

ATCC 11454，ATCC 13675，NCDO 712，NCDO 509，Lactococcus plantarum ATCC 

43199
T，および Lactococcus raffinolactis ATCC 43920

Tについては，MRS ブロスに

より 30°C，嫌気条件下で静置培養した。Lactococcus lactis subsp. cremoris ATCC 

19257
T
 については，MRS ブロスにより 26°C，嫌気条件下で静置培養した。

Lactococcus lactis subsp. hordniae ATCC 29071
Tおよび Lactococcus piscium DSM 

6634
Tについては，BHIブロスによりそれぞれ 30ºCおよび 20ºCで好気培養した。

一連の嫌気培養操作は嫌気チャンバー内で実施した。菌液中の総菌数の測定に
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ついては，第 1 章記載の方法に従い DAPI染色法により行なった。 

 

rRNA標的プライマーの設計 

第1章に記載の方法に従い行った。16Sまたは23S rRNA遺伝子配列をもとに，

Enterococcus サブグループ・菌種特異的プライマーを 9 セット：

s-Efs-F/s-Efs-R（E. faecalis 標的）， s-Ecacc-F/s-Ecacc-R（E. caccae），

s-Ececo-F/s-Ececo-R（E. cecorum），sg-Esulf-F/sg-Esulf-R（E. sulfureus subgroup），

sg-Ecass-F/sg-Ecass-R（E. casseliflavus subgroup），sg-Eavi-F/sg-Eavi-R（E. avium 

subgroup），s-Edis-F/s-Edis-R（E. dispar），sg-Efm-F/sg-Efm-R（E. faecium subgroup），

s-Efm-F/s-Efm-R（E. faecium），Lactococcus サブグループ特異的プライマーを 2

セット：sg-Lclac-F/sg-Lclac-R（L. lactis subgroup），sg-Lcpis-F/sg-Lcpis-R（L. piscium 

subgroup），および S. salivarius 菌種特異的プライマー：s-Ssal-F/s-Ssal-R を新たに

設計した（Table 3-2）。 

 

総 RNA抽出および RT-qPCR 

第 1 章に記載の方法に改変を加えた方法により行なった。培養菌液から抽出

する場合，試料 200 µl にその 2倍量の RNAlater（Life Technologies）を加え，ボ

ルテックスにより懸濁した。室温で 5 分間インキュベートした後，チューブを

遠心分離（13,000 × g，4°C，5分間）した。上清をすべて除去した後，チューブ

を–80°C で凍結保存した。また，菌体の破砕には FastPrep FP120 に代わり

ShakeMaster Auto（バイオメディカルサイエンス）を用い，本装置によりチュー

ブを 5分間激しく振とうした。 

 

DNA抽出および qPCR 

第1章に記載の方法ならびに松木ら [40] により報告されている方法に従い行

った。 

 

RT-qPCR 法による菌数測定 

第 1 章に記載の方法に従い行なった。標準曲線の作製には測定対象ごとに以
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下の菌株を用いた：E. faecalis ATCC 19433
T（Enterococcus 属および E. faecalis 測

定用），E. caccae DSM 19114
T（E. caccae），E. cecorum JCM 8724

T（E. cecorum），

E. sulfureus DSM 6905
T（E. sulfureus subgroup），E. casseliflavus JCM 8723

T

（E. casseliflavus subgroup），E. avium JCM 8722
T（E. avium subgroup），E. dispar 

DSM 6630
T（E. dispar），E. faecium ATCC 19434

T（E. faecium subgroup および

E. faecium），S. salivarius subsp. salivarius JCM 5707
T（Streptococcus 属および

S. salivarius），S. mitis GIFU 12458
T（S. pneumoniae / S. mitis），S. agalactiae JCM 

5671
T（S. agalactiae），S. pyogenes ATCC 12344

T（S. pyogenes），L. lactis subsp. lactis 

ATCC 19435
T（L. lactis subroup），および L. piscium DSM 6634

T（L. piscium subroup）。

また，各プライマーの特異性評価については第 1章に記載の方法に従い行った。 

 

糞便への細菌添加試験 

細菌添加試験には事前に RT-qPCR 解析により E. faecalis，E. faecium，L. lactis 

subroup，L. piscium subroup，および S. agalactiaeが含まれていないことを確認し

た糞便を用いた。糞便を重量の 9倍容量の嫌気輸送培地に懸濁し（10% wt/vol），

これに E. faecalis ATCC 19433
T，E. faecium ATCC 19434

T，L. lactis subsp. lactis 

ATCC 19435
T，L. piscium DSM 6634

T，および S. agalactiae JCM 5671
Tの純培養菌

液を段階希釈したものを，終濃度が糞便 1 g（糞便懸濁液 10 ml）あたり 10
3.0

 個

から 10
10.0

 個になるようにそれぞれ添加した。本糞便懸濁液 200 µl から抽出さ

れた総 RNAおよび DNAのうち 1/20,000 量をそれぞれ鋳型として，Table 3-2に

示すサブグループ・菌種特異的プライマーにより RT-qPCR および qPCR を行っ

た。また，添加された各菌液の菌数濃度を DAPIカウント法により測定した。 

 

糞便試料 

健常成人 24 名（性別：男 15 名/女 9 名，年齢：20 ~ 65 才，平均 39 ± 13 才）

から提供された糞便を用いた。採便チューブ（SARSTEDT）に添付されたヘラ

で排泄便の一部を掻き取り，2 ml の RNAlater があらかじめ分注された採便チュ

ーブにこれを採取し，4˚C にて保存した。 
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糞便一次処理 

採取した糞便について，以下の手順により総RNA抽出用サンプルを作製した。

チューブ内の糞便重量を測定した後，RNAlater をさらに加えて均一に懸濁し，

10% (wt/vol) の糞便希釈液を作製した。糞便懸濁液 200 µl をチューブに取り分

け，これに 1 ml の D-PBS を加えてボルテックスにより混和した。このチューブ

を遠心分離（13,000 × g，4°C，5分間）し，上清をすべて除去した後，チューブ

を–80°C で凍結保存した。 

 

RT-PCR 増幅産物のシーケンス解析 

糞便 RNAを鋳型として RT-qPCR を行った後の反応液 20 µl をMontage PCR
®
 

Centrifugal Filter Devices（Millipore）を用いて精製した。それらを鋳型（10 ng）

として，先の RT-qPCR に使用したプライマーおよび Big Dye
®
 Terminator v3.1 

Cycle Sequencing kit（Life Technologies）を用いて PCR を行った（総量 20 µl）。

PCR 反応後液について，エタノール沈殿したものを 15 µl のフォルムアミドに溶

解し，これを ABI PRISM 3130（Life Technologies）に供した。得られた塩基配列

の相同性検索には，解読配列が 16S rRNA 遺伝子の場合は RDP-II の Sequence 

match program を，同じく 23S rRNA 遺伝子の場合は日本 DNA データバンク

（http://blast .ddbj.nig.ac.jp/）の BLAST program を用いた。検索の結果，各増幅産

物の配列に対して最上位の相同性（99%以上）を示したものを，RT-qPCR により

増幅された菌種として推定した。 

 

統計処理 

統計ソフト SPSS 14.0J を用いた。2法による測定結果の相関の解析には単回帰

分析を用い，ピアソンの積率相関係数を求めた。P < 0.05 を有意とした。 

 

結果 

RT-qPCR 法による検出下限値の測定 

本試験で新たに作製したプライマー12セット（Enterococcus サブグループ・菌
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種標的プライマー9 セット，S. salivarius 標的プライマーセット，および

Lactococcus のサブグループ標的プライマー2セット）を含む Table 3-2に記載の

プライマー16 セット（g-Encoc-F/g-Encoc-R を除く）について，それらを用いた

RT-qPCR 法による検出下限値を検討した。プライマー毎に標準曲線作製用菌株

の純培養菌体から抽出された RNAの 10倍段階希釈液（反応あたり 10
–3

 個から

10
5
 個相当）を鋳型として RT-qPCR を行った。その結果，E. faecalis，E. caccae，

E. casseliflavus subgroup，E. avium subgroup，および E. dispar 標的プライマー（そ

れ ぞ れ s-Efs-F/s-Efs-R ， s-Ecacc-F/s-Ecacc-R ， sg-Ecass-F/sg-Ecass-R ，

sg-Eavi-F/sg-Eavi-R，および s-Edis-F/s-Edis-R）では鋳型 RNA 量が反応あたり

10
–3

 個から 10
5
 個の範囲で，残る 11 セットのプライマーでは同 10

–2
 個から

10
5
 個の範囲でCT値に対する近似曲線に直線性が認められた（R

2
 > 0.99）。なお，

これらプライマーを用いて糞便を解析する場合の検出下限値は，糞便 1 g あた

り 10
3
 個から 10

4
 個になると予測された。 

 

プライマーの特異性評価 

Table 3-2に記載のプライマー17セットの特異性を検討した。Table 3-1に示し

た 75 菌株から抽出された総 RNA のうち菌数で 10
5
 個相当を鋳型として，各プ

ライマーを用いた RT-qPCR を行った（Table 3-1）。その結果，いずれのプライマ

ーでも標的菌種のみが特異的に検出されることが確認された。sg-Ecass-F/R，

sg-Eavi-F/R，s-Edis-F/R，g-Str-F/R，および s-Spn-F/R において，一部の非標的菌

種と交叉反応する現象が認められたが，その反応性は標的菌種と比べて 1/10,000

以下であり，本プライマーを糞便試料の解析に応用する上で問題とならないレ

ベルであった。また，前章で作製した Enterococcus 属特異的プライマーおよび既

報の Streptococcus 属・菌種特異的プライマー [110] についても，その特異性が

再確認された。 

 

糞便添加細菌の定量 

E. faecalis，E. faecium，L. lactis subsp. lactis，L. piscium，あるいは S. agalactiae

の純培養菌液の段階希釈液を，予め RT-qPCR 解析によりそれらが陰性であった
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糞便（n = 1）に終濃度が 10
3
 ~ 10

10
 個/gになるように添加し，これを RT-qPCR

法および qPCR 法により解析した（Fig. 3-1）。同時に，コントロールとして，糞

便の代わりに培地に細菌を添加したサンプルを解析した。RT-qPCR 法による結

果（CT値）を糞便添加菌数と比較したところ，添加菌数が 10
3
 ~ 10

10
 個/g 糞便

の範囲で両者の間に相関が認められた（R
2
 > 0.99）。また，本結果はコントロー

ルの結果とよく一致しており，RT-qPCR 法により糞便に添加された細菌を正確

に定量できていることが認められた。さらに，RT-qPCR 法による近似曲線を

qPCR 法によるそれと比較したところ，曲線傾きに大きな差は確認されず，PCR

増幅効率は両手法間で同等であると考えられた。一方で，Y 軸切片の値では

RT-qPCR が qPCR よりも低く，RT-qPCR 法が qPCR 法よりも 100 倍以上，最も

大きいものでは 10,000倍近く高感度であることが認められた。 

 

ヒト糞便中の Enterococcus，Streptococcus，および Lactococcus の測定 

Enterococcus 属，Streptococcus 属，および Lactococcus サブグループ特異的プ

ライマー（それぞれ g-Encoc-F/g-Encoc-R，g-Str-F/g-Str-R，sg-Lclac-F/sg-Lclac-R，

sg-Lcpis-F/sg-Lcpis-R）を用いた RT-qPCR 法により健常成人 24 名の糞便を解析

した（Table 3-3）。その結果，Enterococcus 属および Streptococcus 属は全被験者

から検出され，それらの平均菌数はそれぞれ 10
6.2 ± 1.4

 個 /g 糞便および

10
7.5 ± 0.9

 個/g 糞便であった。また，Lactococcus については，2つのサブグルー

プの総和として 24名中 8名から 10
4.6 ± 1.2

 個/g 糞便のレベルで検出された。 

次に，RT-qPCR 法による検出精度を確かめるため，各プライマーによる

RT-qPCR 増幅産物の塩基配列を調べた。g-Encoc-F/g-Encoc-R による増幅産物に

ついて相同性検索を行った結果，24 検体から増幅された各クローンのすべてが

Enterococcus 属菌種として推定された。その内訳は， 9 クローンが

E. avium（GenBank accession no. AF133535）， 6 クローンが E. gilvus

（DQ411810），E. raffinosus（Y18296），E. malodoratus（AJ301835）のいずれか，

6クローンが E. faecium（AJ301830），E. durans（AJ276354）のいずれか，3 クロ

ーンがE. faecalis（AB012212）であった。また，g-Str-F/g-Str-R，sg-Lclac-F/sg-Lclac-R，

および sg-Lcpis-F/sg-Lcpis-Rによる増幅産物についても推定された菌種はいずれ
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も各プライマーの標的菌種と一致していた。g-Str-F/g-Str-R による増幅クローン

については，22 クローンが S. salivarius subsp. salivarius（ACLO01000090, region 1 

~ 2878）と S. salivarius subsp. thermophilus（CP000419, region 20970 ~ 23859）のい

ずれかに，被験者番号 3と 5の 2クローンが S. bovis（AB168118）に分類された。

また，sg-Lclac-F/sg-Lclac-R および sg-Lcpis-F/sg-Lcpis-R による増幅産物からは，

L. lactis subsp. lactis（AB100803），L. lactis subsp. cremoris（AB100802），L. piscium

（DQ343754），L. garvieae（AF061005)，および L. plantarum（EF694029）が検出

された。 

 

Enterococcus のサブグループ・菌種別解析 

同じ健常成人 24名の糞便について，RT-qPCR 法により Enterococcus をサブグ

ループ・菌種別に測定した（Table 3-4）。E. faecium subgroup に含まれる E. faecium

を除いた4サブグループおよび 4菌種の菌数総和は10
5.9 ± 1.5

 個/g 糞便であり，

Enterococcus 属特異的プライマー（g-Encoc-F/g-Encoc-R）による結果（10
6.2 ± 1.4

 個

/g 糞便）と一致していた。サブグループ・菌種別では E. avium subgroup，E. faecium 

subgroup，E. faecalis，および E. casseliflavus subgroupの検出率が高かった（それ

ぞれ 79，46，46，33%）。また，本結果は先に行った g-Encoc-F/g-Encoc-R による

RT-qPCR 増幅産物のシーケンス解析結果とよく一致していた。これらに対して

E. caccae の検出頻度は 4%と低く，E. dispar，E. sulfureus subgroup，および

E. cecorum においては全被験者で非検出であった。また，E. faecium の菌数は

E. faecium subgroup の菌数とほぼ一致したが，1名の被験者（被験者番号 12）で

両者の結果に乖離が見られた。前述の RT-PCR 増幅産物のシーケンス解析におい

て，当該サンプルの PCR クローンは E. faeciumまたは E. durans として同定され

ていることから，当該被験者における E. faecium subgroup の最優勢菌種は

E. durans であったと考えられた。 

 

Streptococcus の菌種別解析 

前の実験と同様に糞便中の Streptococcus を菌種別に測定した（Table 3-5）。

Streptococcus 4 菌種の結果の総和は 10
7.4 ± 0.8

 個/g 糞便であり，菌属特異的プラ
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イマー（g-Str-F/g-Str-R）による結果（10
7.5 ± 0.9

 個/g 糞便）と一致していた。菌

種別では S. salivarius subsp. salivarius / thermophilus が全被験者から 10
7.4 ± 0.8

 個

/g 糞便のレベルで検出された。S. pneumoniae / S. mitis も全被験者から検出され

たが，菌数レベルは前のそれよりも低かった（10
5.7 ± 0.8

 個/g 糞便）。これらに

対して，S. agalactiae および S. pyogenes については，検出率がそれぞれ 29%と

0%と低かった。また，s-Ssal-F/s-Ssal-R プライマーにより検出された 24 検体の

RT-qPCR 増幅産物の塩基配列を調べたところ，すべてのクローンが S. salivarius 

subsp. salivarius に分類された（データ未掲載）。 

 

考察 

16S または 23S rRNA 分子を標的とした RT-qPCR 法による Enterococcus，

Streptococcus，および Lactococcus の高感度定量法を新規に構築した。本手法に

より糞便中の標的菌を 10
3
 個から 10

4
 個/g 糞便の感度で正確に定量することが

でき，それは従来の PCR法よりもおよそ 100倍から 1000倍高かった（Fig. 3-1）。

本研究で標的とした Enterococcus，Streptococcus，および Lactococcus のヒト糞便

における菌数レベルは糞便 1 gあたり 10
3
 個から 10

8
 個であり（Table 3-3），こ

のような低い菌数レベルで存在する細菌を解析する上で RT-qPCR 法は非常に有

用な手法であると考えられた。 

これまでの培養法による解析において，ヒト腸内に存在する Enterococcus の主

要菌種は E. faecalis および E. faecium であること，また頻度は低いが E. durans，

E. avium，E. gallinarum，E. casseliflavus などの菌種が分離されることが報告され

ている [94, 95, 111-113] 。これに対して，Enterococcus のサブグループ・菌種プ

ライマーを用いた RT-qPCR 解析では，糞便から E. avium subgroup（E. avium，

E. raffinosus，E. malodoratus，E. gilvus，および E. pseudoavium を含む）が高頻度

に検出された（Table 3-4）。E. faecalis および E. faecium については，感染症や癌

との関連 [95, 114-117] や抗生物質耐性菌の出現 [99, 118] など，ヒトの疾病と

深く関わることが示されているが，E. avium subgroupについては，疾病との関連

性は低いと考えられている [95] 。したがって，E. avium subgroup が高頻度に検
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出された今回の結果は，本サブグループが腸管内の共生菌である可能性を示唆

するものと考えられる。一方で，バンコマイシン耐性 Enterococcus [118-120] と

して問題とされている E. casseliflavus，E. gallinarum，E. flavescens を含む

E. casseliflavus subgroup が 4番目に高い頻度で検出されており，本サブグループ

を調べることは臨床上重要であると考えられる。今回，Enterococcus の菌種構成

が個人間で異なることが示されたことから，その構成と大腸癌，炎症性腸疾患

などの宿主消化管症状との関連性の解明が今後取り組むべき課題になると考え

られる。 

Streptococcus について，これまで複数の菌種が腸管から分離されたとの報告 

[93, 121] がある一方，それらを網羅的に解析した報告例はない。Streptococcus

の菌属・菌種特異的プライマーを用いた RT-qPCR 解析およびその増幅産物のシ

ーケンス解析の結果，本菌属が健常成人の糞便から 1 gあたり 10
6
 個から 10

9
 個

の菌数レベルで検出され，その主要な構成菌種は S. salivarius subsp. salivarius で

あった（Table 3-5）。本菌種は主に口腔から検出されることが報告されているが 

[121, 122] ，今回新たに本菌種がヒト腸管内に存在していることが認められ，そ

の高い菌数レベルと検出率からヒト腸管内の常在菌である可能性が示唆された。

本菌種に加えて S. pneumoniae / S. mitis も菌数レベルは糞便 1 gあたり 10
5
 個程

度と低いものの全被験者から検出された。s-Spn-F/s-Spn-R により増幅される遺

伝子断片（0.36 kb）の塩基配列は S. pneumoniaeおよび S. mitis の間で完全に一致

しており，その情報からは RT-qPCR 法により検出された菌種を決定することが

できない。しかしながら，S. pneumoniaeは市中肺炎の原因菌であり [100, 123] ，

腸管内への定着は報告例がないのに対して，S. mitis は口腔細菌叢の主要な構成

菌でありヒト腸管からも検出されること [121, 123] を考え合わせると，今回検

出された菌種は S. mitis である可能性が高いと考えられた。また，新生児敗血症

の主要な原因菌である S. agalactiae [124] が 29%の被験者から検出されたが，こ

れは既報の結果 [125-127] と一致するものであった。S. pyogenes は咽頭炎など

の軽微な感染症から敗血症や壊死性筋膜炎などの重篤な症状を引き起こすこと

が知られているが，今回解析した健常成人からは検出されなかった。一方，

RT-qPCR増幅産物のシーケンス解析において S. bovisが 2検体から検出されたが，
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本菌種は今回作製した菌種プライマーの標的には含まれておらず，今後当該菌

種を標的としたプライマーの追加作製が必要と考えられた。 

Lactococcus は環境や食品（肉，乳製品）などに遍在しているが，ヒト腸管か

らの検出に関する報告はほとんどなされていない [128] 。本試験において，

Lactococcusが健常成人の約 3割から検出されることが新たに示され（Table 3-3），

本菌の腸管内における分布がより明確になった。今回検出された Lactococcus 属

細菌のうち L. lactis subsp. lactis と L. lactis subsp. cremoris は乳製品の製造に広く

利用されており [129, 130] ，宿主に対する有益作用を示すことが報告されてい

る [131, 132] 。また，L. garvieaeは魚に感染するため，水産養殖において注意

すべき菌である [133] 。一方で，本試験で認められた Lactococcus 属細菌の菌種

構成が内在性の細菌によるものか，あるいは環境や食品中の細菌による一過性

のものであるかを知るには，今後解析事例を蓄積した上で考察する必要がある。 
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総  括 

 

ヒト腸内細菌を高感度かつ網羅的に定量できる手法を開発することを目的と

して，rRNA 分子を標的とした RT-qPCR 法による腸内細菌叢解析システムの構

築を行った。最初に実施した研究では，RT-qPCR 法を菌数測定に応用するため，

本法の検出感度および測定精度を中心に解析を行った（第 1章）。RT-qPCR 法の

検出感度は従来の qPCR 法に比べて 100倍から 1,000倍高いこと，また RT-qPCR

法による菌数は CFU 数とよく相関することを示し，本法により高感度かつ高精

度に菌数を測定できることを明らかとした。これより以前に rRNA 分子を菌数

定量のマーカーとして使用した報告はなく，本研究がその初めての報告となる。

本結果を受けて，次に RT-qPCR 法によるヒト腸内細菌叢解析システムの構築を

行った（第 2章）。腸内の優勢菌群からサブドミナントな菌群までを網羅するた

め，既報のものを含む 20種類の菌群・菌属・菌種特異的プライマーセットを作

製した。本プライマーセット用いた RT-qPCR 法により，腸内での生息レベルが

異なる多種多様な菌種を糞便 1 g あたり 10
2
 個から 10

4
 個という高い感度で網

羅的に定量することが可能となった。さらに，Enterococcus，Streptococus，およ

び Lactococcus に着目し，RT-qPCR 法による本菌のサブグループ・菌種別測定系

を構築し，これを用いた解析により健常成人腸管内の当該菌属の菌数レベルお

よび構成を明らかにした（第 3章）。 

 

Table S1 には RT-qPCR 法を含む各種腸内細菌叢解析法の特徴をまとめた。今

回新たに構築した RT-qPCR 法の最大の特長は，その検出感度の高さが挙げられ

る。その検出下限値は最も低い場合で糞便 1 g あたり 10
2
 個であり，他の分子

生物学的手法と比較してその感度の高さは突出している。したがって，特に腸

内に低い菌数レベルで存在する菌群を正確に定量するには RT-qPCR 法が最も有

効であろう。また，RT-qPCR 法による解析操作は，RNA抽出と PCR のみと非常

に簡便であり，リアルタイム PCR 装置があれば簡単に実施することも利点とし

てあげられる。RT-qPCR 法，qPCR 法，ランダムシーケンス法，フィンガープリ
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ント法などの核酸抽出および PCR の作業を含む手法では，核酸抽出の効率およ

び精度，ならびに PCR プライマーの特異性といった因子がデータ精度に大きく

影響する。このうち核酸抽出について，RT-qPCR 法では菌体を物理的に破砕す

ることで幅広い細菌種に対して十分な核酸抽出効率を得ることができており，

糞便に添加されたグラム陽性菌および陰性菌がいずれも正確に測定されること

を確認している（Fig. 2-1および Fig. 3-1）。また，PCR の工程について，共通プ

ライマーは Bifidobacterium の増幅効率が低いことが報告されているが

[134, 135] ，RT-qPCR法では菌属・サブグループ・菌種に特異的なプライマーを

用いて逆転写反応および PCR を一連の工程で実施しており，標的菌種間での特

異性のばらつきは共通プライマーを用いる実験に比べて非常に小さいものと考

えられる。したがって，RT-qPCR 法の解析精度に関しては，他の分子生物学的

手法と比べて同等またはそれ以上であると考えられる。 

一方で，RT-qPCR 法の問題点としてまず懸念されるのが標的分子の安定性で

あろう。一般的に RNA は DNA よりも分解を受けやすいため，RT-qPCR 法によ

る解析では検体の保存状態が結果に及ぼす影響がより大きいと考えられる。こ

の問題点について，Life Technologies 社より市販されている RNA 安定化試薬：

RNAlater に糞便試料を懸濁しておくことで，室温でも 1 か月間糞便中の rRNA

分子を安定な状態で保存できることを別の試験で確認しており（第 80回日本細

菌学会総会・大阪），RNAの安定性の問題は解決されたと考えている。逆に，rRNA

分子を標的とする方法は，DNA を標的とする方法よりも試料中の菌体の活性が

結果に反映されやすいと考えられる。この点については，近年，膜透過性色素

と PCR 法を組み合わせた生菌検出法が報告されており [136] ，これらとの比較

により考察する必要がある。 

その他の RT-qPCR 法の欠点としては，qPCR 法や FISH 法と同様に，あらかじ

め標的とする細菌の遺伝子配列情報を必要とし，未知の細菌を検出するのには

適していない点が挙げられる。また，RT-qPCR 法や qPCR 法で菌数を測定する

には検量線を作製するための標準菌株が必要なため，菌株が分離されていない

難培養菌の集団についてはそれらの菌数を測定することは困難となる。RT-qPCR

法により腸内細菌叢の構成菌を網羅的に解析するには，ランダムシーケンス解
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析等で得られた配列情報をもとに系統的に幅広い菌種を網羅できる菌群プライ

マーを設計する必要があり，この点は今後の課題と考えている。 

以上，RT-qPCR 法の特徴を，他の分子生物学的手法と比較しながら概説した。

培養法を含めた腸内細菌叢の各種解析法はそれぞれ特徴を備えており，複雑な

腸内細菌叢を正しく理解するには研究の目的に応じた手法によって解析する必

要がある。 

 

近年の分子生物学的手法の発展，特に DNAシーケンサーの技術革新を契機と

して腸内細菌叢の研究は新たな時代へと突入しており，次世代型シーケンサー

を用いた解析により複雑な腸内細菌叢の全体像が明らかにされてきている

[7, 9, 10, 137, 138] 。また，細菌叢の構成に加えて細菌叢の構成ゲノム（マイク

ロバイオーム）を網羅的に解析することにより，腸内細菌叢の形成に影響を及

ぼす因子 [139] や腸内細菌叢と健康や腸疾患との関連性を考察する知見 [140] 

が数多く報告されてきている。これらの解析は腸内細菌叢の構造および機能に

ついてさまざまな側面から莫大な情報を得ることができる一方で，解析対象は

最優勢菌群に限られており，また大量の検体の解析には適していない。これに

対して，RT-qPCR 法は非常に高い感度を有しており，また解析操作がシンプル

なため，それらを自動化することが容易である。後者については，RNA 抽出か

ら RT-qPCR 解析までを全自動で行えるシステムを既に構築している（国際微生

物学協会連合 2011 札幌大会）。このシステムを用いることにより，糞便 96 検体

から RNA を抽出し，それを 20 種類のプライマーで解析する作業を約 5 日間で

完了することができる。したがって，RT-qPCR 法はプロバイオティクス飲用に

よる腸内細菌叢への効果を調べる大規模な介入試験や，菌叢構成の変化が非常

に大きい乳児期の腸内細菌叢の形成過程を調べる試験において非常に有効であ

ると考えられる。さらに，本手法は，その高い検出感度と迅速性から，食品衛

生や臨床検査領域において非常に有効な細菌検出法となり得る。Sakaguchi ら 

[110] は，癌化学療法施行後に細菌感染症と診断された患児の血中細菌を

RT-qPCR 法および培養法により解析し，RT-qPCR 法による細菌検出率は培養法

よりも約 4 倍高かったことを報告している。今後，本法を当領域に応用する上
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で真菌，酵母を含む病原微生物に対するプライマーの拡充，また病原性に関与

する遺伝子の検出システムの構築，さらには解析作業の簡素化といったことが

今後の課題となるだろう。 

以上より，本研究で構築した rRNA 分子を標的とした RT-qPCR 法は，腸内細

菌叢を高感度かつ網羅的に解析する方法として非常に有効であることが示され

た。本手法により，腸内細菌叢の形成に影響を及ぼす因子や，腸内細菌叢と健

康や腸疾患との関連性をより詳細に調べることができると考えられ，これらの

研究に飛躍的な進展を生むことが期待される。また，本手法は，その高い検出

感度と迅速性から，食品衛生や臨床検査領域において非常に有効な細菌検出法

となり得る可能性も示唆されたことから，今後の応用研究も重要な検討課題と

考えられる。 
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図  表 

TABLE 1-1. Specificity tests with newly developed primers 

En-lsu3F/

En-lsu3'R

Ec-ssu1'F/

Ec-ssu1R

STPYF/

STPYR2

PSD7F/

PSD7R

ClPER-F/

ClPER-R

Escherichia coli ATCC 11775
T + － － － －

Citrobacter freundii ATCC 13316
T + － － － －

Citrobacter koseri ATCC 27028
T + － － － －

Enterobacter cloacae ATCC 13047
T + － － － －

Enterobacter aerogenes ATCC 13048
T + － － － －

Enterobacter sakazakii JCM 1233
T + － － － －

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
T + － － － －

Klebsiella oxytoca ATCC 13182
T + － － － －

Serratia marcescens ATCC 13880
T + － － － －

Proteus mirabilis ATCC 29906
T + － － － －

Proteus vulgaris JCM 1668 + － － － －
Proteus penneri JCM 3948

T + － － － －
Hafnia alvei JCM 1666

T + － － － －
Edwardsiella tarda ATCC 15947

T + － － － －
Providencia alcalifaciens ATCC 9886

T + － － － －
Providencia rettgerii DSM 4542

T + － － － －
Morganella morganii JCM 1672

T + － － － －
Salmonella choleraesuis subsp. choleraesuis DSM 9898 + － － － －
     serotype enteritidis

Yersinia enterocolitica DSM 4780
T + － － － －

Enterococcus faecalis ATCC 19433
T － + － － －

Enterococcus faecium ATCC 19434
T － + － － －

Enterococcus hirae ATCC 8043
T － + － － －

Enterococcus avium JCM 8722
T － + － － －

Enterococcus gallinarum JCM 8728
T － + － － －

Enterococcus casseliflavus JCM 8723
T － + － － －

Enterococcus flavescens DSM 7370
T － + － － －

Staphylococcus aureus ATCC 12600
T － － + － －

Staphylococcus epidermidis ATCC 14990
T － － + － －

Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans JCM 7470
T － － + － －

Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145
T － － － + －

Pseudomonas putida DSM 291
T － － － + －

Clostridium  perfringens JCM 1290
T － － － － +

Ruminococcus productus ATCC 27340
T － － － － －

Ruminococcus obeum ATCC 29174
T － － － － －

Clostridium orbiscindens DSM 6740
T － － － － －

Bacteriodes fragilis DSM 2151
T － － － － －

Bacteroides vulgatus JCM 5826
T － － － － －

Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703
T － － － － －

Bifidobacterium longum ATCC 15707
T － － － － －

Collinsella aerofaciens ATCC 25986
T － － － － －

Eggerthella lenta ATCC 25559
T － － － － －

Prevotella melaninogenica ATCC 25845
T － － － － －

Veillonella parvula ATCC 10790
T － － － － －

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
T － － － － －

Lactobacillus casei ATCC 334
T － － － － －

Streptococcus intermedius ATCC 27335 － － － － －
Campylobacter jejuni ATCC 33560

T － － － － －
Candida albicans ATCC 18804

T － － － － －
Bacillus cereus JCM 2152

T － － － － －
Bacillus subtilis JCM 1465

T － － － － －

Strain

Reactions with the following primers
a
:

Taxon

 

  
a
 The specificity of the RT-qPCR assay for target bacteria with each primer was 

investigated using RNA extracts corresponding to 10
5
 cells of each strain. Specificity 

was judged using the criteria described in Materials and Methods. 
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TABLE 1-2. Primers based on 16S or 23S rRNA sequences 

Enterobacteriaceae 23S rRNA En-lsu-3F TGCCGTAACTTCGGGAGAAGGCA 428 This study

En-lsu-3'R TCAAGGACCAGTGTTCAGTGTC

Enterococcus  16S rRNA Ec-ssu1'F CCCATCAGAAGGGGATAACACTT 115 This study

Ec-ssu1R ACCGCGGGTCCATCCATC

Staphylococcus  16S rRNA STPYF ACGGTCTTGCTGTCACTTATA 257 This study

STPYR2 TACACATATGTTCTTCCCTAATAA

Pseudomonas 16S rRNA PSD7F CAAAACTACTGAGCTAGAGTACG 215 This study

PSD7R TAAGATCTCAAGGATCCCAACGGCT

Clostridium perfringens 16S rRNA ClPER-F AGATGGCATCATCATTCAAC 793 55

ClPER-R GCAAGGGATGTCAAGTGT

Target Primer Sequence (5' - 3')
Product

size (bp)
Reference
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FIG. 1-1. Quantitative detection of bacteria by RT-qPCR and by qPCR.  E. coli 

ATCC 11775
T
 (A), E. faecalis ATCC 19433

T
 (B), S. aureus ATCC 12600

T
 (C),

C. perfringens JCM 1290
T
 (D), and P. aeruginosa ATCC 10145

T 
(E) were cultivated 

separately in BHI or MRS broth.  RNA and DNA fractions were extracted from culture 

samples in the early stationary phase (18 h), and the bacterial counts were determined 

microscopically with DAPI staining.  Based on the bacterial counts, 10-fold serial 

dilutions of RNA or DNA from 10
–3

 to 10
5
 bacteria were assessed by RT-qPCR (○) and 

qPCR (●) assays.  The CT values for triplicate samples obtained were plotted against 

the log10 number of bacterial cells subjected to each reaction. 



 

62 

R
T
-q

P
C

R
 (

lo
g

1
0

c
e
ll
s
/5

0
 µ

l 
c
u

lt
u

re
)

y = 1.074x + 0.290

R
2
 = 0.976

0

1

2

3

4

5

6

0 1 2 3 4 5 6

A

y = 0.999x - 0.0226

R
2
 = 0.980

0

1

2

3

4

5

6

0 1 2 3 4 5 6

B

y = 0.861x + 0.316

R
2
 = 0.955

0

1

2

3

4

5

6

0 1 2 3 4 5 6

C

y = 1.004x + 0.356

R
2
 = 0.990

0

1

2

3

4

5

6

0 1 2 3 4 5 6

D

y = 1.069x - 0.472

R
2
 = 0.982

0

1

2

3

4

5

6

0 1 2 3 4 5 6

E

Culture method (log10 CFU/50 µl culture)
 

FIG. 1-2. Comparison of bacterial counts in cultures determined by RT-qPCR and by 

the culture method. E. coli ATCC 11775
T
 (A), E. faecalis ATCC 19433

T
 (B), S. aureus 

ATCC 12600
T
 (C), C. perfringens JCM 1290

T
 (D), and P. aeruginosa ATCC 10145

T
 (E) 

were cultivated in BHI or MRS broth.  RNA fractions were extracted from 10-fold 

serial dilutions of each bacterial culture (50 µl) in the range from 10
0
 to 10

5
 CFU.  The 

number of bacteria in each sample was determined by RT-qPCR and then plotted against 

the CFU count for the same sample determined on BHI (for E. coli, E. faecalis,

S. aureus,and P. aeruginosa) or GAM (for C. perfringens) agar plates; data for single 

samples from each of the three different cultures are shown for each dilution.  For 

RT-qPCR, an analytical curve generated with the RNA dilution series for each target 

strain (Fig. 1-1) was used. 
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FIG. 1-3. Effect of growth phase on bacterial counts determined by RT-qPCR. 

Throughout the growth phase in broth culture, the numbers of E. coli ATCC 11775
T
 

(A), E. faecalis ATCC 19433
T
 (B), S. aureus ATCC 12600

T
 (C), and C. perfringens 

JCM 1290
T
 (D) cells were determined by RT-qPCR (○) and the culture method (●).  

The analytical curves generated with the RNA dilution series for each target strain in 

the stationary phase (18 h) (Fig. 1-1) were used to quantify the bacteria.  The CFU 

counts were determined on BHI (for E. coli, E. faecalis, and S. aureus) or GAM (for C. 

perfringens) agar plates.  The results are the means and standard deviations of 

triplicate samples. 
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FIG. 1-4. Comparison of RT-qPCR counts and viable bacterial cell counts determined 

by a combination of DAPI staining and SYTO9-PI double staining of cultured bacteria.  

C. perfringens JCM 1290
T
 was incubated in MRS broth for 4 days and examined by 

RT-qPCR (○), SYTO9-PI double staining (▲), and the culture method (●) at 24, 48, 72, 

and 96 h.  The viable bacterial count was calculated with the following equation: 

viable bacterial count = (number of cells labeled with SYTO9/number of cells labeled 

with both SYTO9 and PI) × (number of cells stained with DAPI).  For RT-qPCR, the 

analytical curve generated with the dilution series of RNA extracted from C. perfringens 

cells at 18 h (Fig. 1-1D) was used to determine the bacterial number.  The CFU count 

was determined by culturing samples on GAM agar plates for 24 h.  The results are the 

means and standard deviations of triplicate samples. 
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FIG. 1-5. Correlation between RT-qPCR counts and cultural counts in human feces.  

Total RNA fractions extracted from 38 human fecal homogenates were assessed by the 

RT-qPCR assay to determine the indigenous population levels of Enterobacteriaceae (A) 

and Pseudomonas (B). The CT values obtained were applied to the analytical curves for 

E. coli ATCC 11775
T
 and P. aeruginosa ATCC 10145

T
 (Fig. 1-1A and E) to determine 

the RT-qPCR counts.  The CFU counts were determined by culturing the same fecal 

samples on DHL (A) or NAC (B) agar plates and then were plotted against the 

RT-qPCR counts. 

 



 

66 

y = 1.048x + 0.094

R
2
 = 0.987

0

1

2

3

4

5

6

0 1 2 3 4 5 6

A

Culture method (log10 CFU/ml blood)

R
T
-q

P
C

R
(l

o
g

1
0

c
e

ll
s

/m
l 
b

lo
o

d
)

y = 1.029x + 0.240

R
2
 = 0.986

B

0 1 2 3 4 5 6 7
0

1

2

3

4

5

6

7

 

FIG. 1-6. Comparison of bacterial counts in human peripheral blood determined by 

RT-qPCR and the culture method.  Human peripheral blood samples (0.5 ml) from 

three individuals were spiked with various amounts of live S. aureus ATCC 12600
T
 (A) 

or P. aeruginosa ATCC 10145
T
 (B) to obtain final concentrations ranging from 10

0
 to 

10
6
 CFU per ml.  RNA fractions extracted from each sample were then assessed by the 

RT-qPCR assay.  The CT values obtained were applied to the analytical curves for

S. aureus ATCC 12600
T
 and P. aeruginosa ATCC 10145

T
 (Fig. 1-1C and E) to 

determine the RT-qPCR counts.  The CFU counts were determined by culturing the 

same samples on BHI agar plates and then were plotted against the RT-qPCR counts; 

data for single samples from the three different donors are shown. 
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TABLE 2-1. Specificity of the newly developed primer sets for Lactobacillus 

sg–Lcas-F/

sg–Lcas-R

sg–Lgas–F/

sg–Lgas–R

sg–Lpla–F/

sg–Lpla-R

sg–Lreu–F/

sg–Lreu–R

sg–Lrum–F/

sg–Lrum-R

sg–Lsak–F/

sg–Lsak–R

s–Lbre–F/

s–Lbre–R

LFer–1/

LFer–2

s–Lfru–F/

s–Lfru–R

L. casei ATCC 334
T L. casei + – – – – – – – –

L. rhamnosus ATCC 7469
T L. casei + – – – – – – – –

L. zeae ATCC 393 L. casei + – – – – – – – –

L. acidophilus ATCC 4356
T L. gasseri – + – – – – – – –

L. amylovorus JCM 1126
T L. gasseri – + – – – – – – –

L. crispatus JCM 1185
T

L. gasseri – + – – – – – – –

L. delbrueckii  subsp. ATCC 11842
T L. gasseri – + – – – – – – –

    bulgaricus

L. delbrueckii  subsp. ATCC 9649
T L. gasseri – + – – – – – – –

    delbrueckii

L. delbrueckii  subsp. ATCC 12315
T

L. gasseri – + – – – – – – –
    lactis

L. gasseri DSM 20243
T L. gasseri – + – – – – – – –

L. helveticus ATCC 15009
T

L. gasseri – + – – – – – – –

L. jensenii ATCC 25258
T L. gasseri – + – – – – – – –

L. johnsonii JCM 2012
T L. gasseri – + – – – – – – –

L. plantarum ATCC 14917
T L. plantarum – – + – – – – – –

L. pentosus JCM 1558
T L. plantarum – – + – – – – – –

L. reuteri JCM 1112
T L. reuteri – – – + – – – – –

L. oris NCFB 2160
T L. reuteri – – – + – – – – –

L. panis JCM 11053
T

L. reuteri – ± – + ± – – – –

L. vaginalis JCM 9505
T L. reuteri – – – + – – – – –

L. ruminis JCM 1152
T L. ruminis – – – – + – – – –

L. animalis JCM 5670
T

L. ruminis – – – – + – – – –

L. mali JCM 1116
T L. ruminis – – – – + – – – –

L. salivarius ATCC 11741
T L. ruminis – – – – + – – – –

L. satsumensis JCM 12392
T L. ruminis – – – – + – – – –

L. sakei  subsp. sakei JCM 1157
T L. sakei – – – – – + – – –

L. sakei  subsp. JCM 11031
T L. sakei – – – – – + – – –

    carnosus

L. curvatus JCM 1096
T L. sakei – – – – – + – – –

L. graminis NRIC 1775
T L. sakei – – – – ± + – – –

L. brevis ATCC 14869T L. brevis – – – – – – + – –

L. fermentum ATCC 14931
T L. fermentum – – – ± – – – + –

L. fructivorans JCM 1117
T L. fructivorans – – – – – – – – +

L. coryniformis  subsp. JCM 1164
T L. coryniformis – – – – – – – – –

    coryniformis

L. vaccinostercus JCM 12184 L. vaccinostercus – – – – – – – – –

L. farciminis JCM 1097
T L. farciminis – – – – – – – – –

L. sharpeae JCM 1186
T

L. sharpeae – – – – – – – – –

Taxon Strain Subgroup
a

Reactions with the following primer set
b
:

 

  
a
 The species of Lactobacillus were differentiated into 13 subgroups based on 16S 

rRNA gene sequences. 

  
b
 The specificity of the RT-qPCR assay for target bacteria with each primer was 

investigated using RNA extracts corresponding to 10
5
 cells from each strain described.  

Specificity was judged using the criteria described in Materials and Methods.  In 

addition, negative PCR results were obtained for the following bacterial strains: 

Ruminococcus productus JCM 1471
T
, Ruminococcus obeum ATCC 29174

T
, 

Faecalibacterium prausnitzii ATCC 27768
T
, Clostridium orbiscindens DSM 6740

T
, 

Bacteroides ovatus JCM 5824
T
, Bacteroides vulgatus ATCC 8482

T
, Bifidobacterium 

adolescentis ATCC 15703
T
, Bifidobacterium longum ATCC 15707

T
, Collinsella 

aerofaciens DSM 3979
T
, Eggerthella lenta ATCC 25559

T
, Prevotella melaninogenica 

ATCC 25845
T
, Escherichia coli JCM 1649

T
, Acinetobacter calcoaceticus JCM 6842

T
, 

Pseudomonas aeruginosa IFO 12689
T
, Enterococcus faecalis ATCC 19433

T
, 

Streptococcus anginosus GIFU 8327, Staphylococcus aureus ATCC 12600
T
, 

Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435
T
, Bacillus cereus JCM 2152

T
, 

Campylobacter jejuni subsp. jejuni DSM 4688
T
, and Candida albicans IFO 1385

T
. 
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TABLE 2-2. 16S or 23S rRNA gene-targeted primers used in this study 

Target
a

Primer Sequence (5' - 3')
Product

size
b
 (bp)

Annealing

temp (°C)

Reference

or source

Clostridium coccoides group g-Ccoc-F AAATGACGGTACCTGACTAA 440 55 40

g-Ccoc-R CTTTGAGTTTCATTCTTGCGAA

Clostridium leptum subgroup sg-Clept-F GCACAAGCAGTGGAGT 239 55 40

sg-Clept-R3 CTTCCTCCGTTTTGTCAA

Bacteroides fragilis group g-Bfra-F2 AYAGCCTTTCGAAAGRAAGAT 495 50 71

g-Bfra-R CCAGTATCAACTGCAATTTTA 40

Bifidobacterium g-Bifid-F CTCCTGGAAACGGGTGG 552 55 40

g-Bifid-R GGTGTTCTTCCCGATATCTACA

Bifidobacterium breve BiBRE-1 CCGGATGCTCCATCACAC 288 55 39

BiBRE-2 ACAAAGTGCCTTGCTCCCT

Atopobium  cluster g-Atopo-F GGGTTGAGAGACCGACC 190 55 40

g-Atopo-R CGGRGCTTCTTCTGCAGG

Prevotella g-Prevo-F CACRGTAAACGATGGATGCC 513 55 40

g-Prevo-R GGTCGGGTTGCAGACC

Clostridium perfringens
c

s-Clper-F GGGGGTTTCAACACCTCC 170 60 This study

ClPER-R GCAAGGGATGTCAAGTGT 55

Enterobacteriaceae En-lsu-3F TGCCGTAACTTCGGGAGAAGGCA 428 60 Table 1-2

En-lsu-3'R TCAAGGACCAGTGTTCAGTGTC

Lactobacillus casei  subgroup sg-Lcas-F ACCGCATGGTTCTTGGC 296 60 This study

sg-Lcas-R CCGACAACAGTTACTCTGCC

Lactobacillus gasseri  subgroup sg-Lgas-F GATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGAT 197 60 This study

sg-Lgas-R TAAAGGCCAGTTACTACCTCTATCC

Lactobacillus plantarum  subgroup sg-Lpla-F CTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCAT 54 60 This study

sg-Lpla-R GTTCGCCACTCACTCAAATGTAAA

Lactobacillus reuteri subgroup sg-Lreu-F GAACGCAYTGGCCCAA 289 60 This study

sg-Lreu-R TCCATTGTGGCCGATCAGT

Lactobacillus ruminis subgroup sg-Lrum-F CACCGAATGCTTGCAYTCACC 182 60 This study

sg-Lrum-R GCCGCGGGTCCATCCAAAA

Lactobacillus sakei  subgroup sg-Lsak-F CATAAAACCTAMCACCGCATGG 303 60 This study

sg-Lsak-R TCAGTTACTATCAGATACRTTCTTCTC

Lactobacillus brevis s-Lbre-F ATTTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGG 289 55 This study

s-Lbre-R ACCCTTGAACAGTTACTCTCAAAGG

Lactobacillus fermentum LFer-1 CCTGATTGATTTTGGTCGCCAAC 414 55 73

LFer-2 ACGTATGAACAGTTACTCTCATACGT

Lactobacillus fructivorans s-Lfru-F TGCGCCTAATGATAGTTGA 452 55 This study

s-Lfru-R GATACCGTCGCGACGTGAG

Enterococcus g-Encoc-F ATCAGAGGGGGATAACACTT 337 55 This study

g-Encoc-R ACTCTCATCCTTGTTCTTCTC

Staphylococcus g-Staph-F TTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAA 79 60 This study

g-Staph-R AACAACTTTATGGGATTTGCWTGA

Pseudomonas PSD7F CAAAACTACTGAGCTAGAGTACG 215 60 Table 1-2

PSD7R TAAGATCTCAAGGATCCCAACGGCT
 

  
a
 Specific primer sets were developed by using 16S rRNA gene sequences, except for 

En-lsu-3F/En-lsu-3’R, which target 23S rRNA genes. 

  
b
 RNAs extracted from the standard strains described in Materials and Methods were 

used as the RT-qPCR controls. 

  
c
 The forward primer s-Clper-F was newly developed in this study and was used in 

the combination with the reverse primer ClPER-R, which was previously reported [55]. 
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TABLE 2-3. Comparison of RT-qPCR counts to qPCR counts and to cultural counts 

from human feces 

Detection

ratio (%)

Detection

ratio (%)

Detection

ratio (%)

Clostridium coccoides group 10.2 ± 0.5 100 10.1 ± 0.5 100 -

Clostridium leptum subgroup 9.5 ± 0.7 100 9.4 ± 0.8 100 -

Bacteroides fragilis group 9.8 ± 0.6 100 9.4 ± 0.5 100 -

Bifidobacterium 9.5 ± 1.0 98 9.1 ± 0.9 98 9.5 ± 0.5 95

Atopobium  cluster 9.1 ± 0.8 100 8.9 ± 0.7 100 -

Prevotella 6.9 ± 1.9 88 7.7 ± 1.4 63 -

Clostridium perfringens  / Clostridium (L+)
d

4.3 ± 1.6 83 6 4.4 ± 1.5 48

Enterobacteriaceae 7.1 ± 1.2 100 8.2 ± 0.5 100 6.8 ± 1.1 100

Lactobacillus 6.3 ± 1.5 98 7.1 ± 0.9 39 5.6 ± 1.6 90

Enterococcus 6.2 ± 1.4 85 8.0 ± 1.4 56 6.8 ± 1.5 45

Staphylococcus 5.3 ± 0.5 85 0 3.7 ± 1.1 70

Pseudomonas 4.3 ± 0.7 30 0 -

Total 10.6 ± 0.5 100 10.5 ± 0.4 100 10.5 ± 0.5 100

ND NT

Culture

Log10 cells

/g feces
a

NT

NT

NT

NT

NT

6.4

ND

RT-qPCR qPCR

Log10 cells

/g feces
a

Log10 cells

/g feces
a

Bacterial population

b b c

e cce

 

  
a
 Data are expressed as the means and standard deviations of fecal samples collected 

from 40 adult volunteers.  NT, not tested.  ND, not detected. 

  
b
 The total count of bacteria obtained by RT-qPCR or qPCR is expressed as the sum 

of the counts of 11 groups and one species. 

  
c
 The total count of bacteria cultivated with M10 plates. 

  
d
 In the culture method, Clostridium (L+) was selectively cultivated on CW agar 

plates. 

  
e
 The count of Lactobacillus species organisms obtained by RT-qPCR or qPCR is 

expressed as the sum of the counts of six subgroups and three species. 
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TABLE 2-4. Quantification of Lactobacillus species subgroups in human feces by 

RT-qPCR 

Bacterial population
Detection

ratio (%)

 L. casei subgroup 4.7 ± 1.1 48

 L. gasseri subgroup 5.1 ± 1.4 78

 L. plantarum subgroup 4.3 ± 1.1 80

 L. reuteri subgroup 5.1 ± 1.5 80

 L. ruminis subgroup 5.2 ± 1.8 78

 L. sakei subgroup 5.2 ± 1.3 23

 L. brevis 4.3 ± 1.1 13

 L. fermentum 5.5 ± 1.4 60

 L. fructivorans 5

Total
b 6.3 ± 1.5 98

Log10 cells

/g feces
a

3.6

 

  
a
 Data are expressed as the means and standard deviations from fecal samples 

collected from 40 adult volunteers. 

  
b
 The total count of Lactobacillus species organisms is expressed as the sum of the 

counts of six subgroups and three species. 
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TABLE 2-5. Comparison of bacterial counts in human feces determined by RT-qPCR 

and FISH 

RT-PCR FISH RT-PCR FISH RT-PCR FISH RT-PCR FISH

Clostridium coccoides group 10.3 10.3 10.3 10.5 10.3 10.4 10.4 10.4

Clostridium leptum subgroup 10.1 9.7 10.3 10.1 10.6 10.7 10.0 9.9

Bacteroides fragilis group 10.5 10.3 10.2 10.4 10.2 10.5 10.2 10.5

Bifidobacterium 10.6 10.1 10.3 10.0 10.6 10.2 10.3 9.8

Atopobium  cluster 9.8 9.8 9.5 9.9 8.7 8.8 9.7 9.9

Prevotella ND ND ND ND ND 6.6 6.0 ND

Sum of six groups 11.0 10.8 10.9 10.9 11.1 11.1 10.9 10.9

Total count of bacteria
b

NT 11.1 NT 11.0 NT 11.3 NT 11.1

Total count of cells (by DAPI staining) 11.3 11.2 11.6 11.2

Subject D

Log10 bacterial cells/g feces
a

Bacterial population Subject A Subject B Subject C

 

  
a
 Fecal samples collected from four adult volunteers were used for the comparisons.  

NT, not tested.  ND, not detected. 

  
b
 The total count of bacteria was determined by hybridization with probe Eub338[75]. 
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FIG. 2-1. Quantification of bacteria spiked into human feces by RTqPCR.  Fecal 

samples from three individuals spiked with serial dilutions of B. breve ATCC 15700
T
 

(A), C. perfringens JCM 1290
T
 (B), L. fructivorans JCM 1117

T
 (C), or P. aeruginosa 

IFO 12689
T
 (D) to final concentrations of 10

2
 to 10

9
 cells per g were assessed by 

RT-qPCR.  Bacterial counts were determined by the DAPI staining method and plotted 

against the corresponding RT-qPCR counts; data are expressed as the means and 

standard deviations of three individuals. 
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FIG. 2-2. Correlation between RT-qPCR and qPCR counts in human feces.  Total 

RNA and DNA fractions extracted from 40 human fecal homogenates were assessed by 

RT-qPCR (total RNA) and qPCR (DNA) assays to enumerate indigenous population 

levels of the C. coccoides group (A), the C. leptum subgroup (B), Bifidobacterium (C), 

and the Atopobium cluster (D).  qPCR counts were plotted against RT-qPCR counts. 
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FIG. 2-3. Correlation between RT-qPCR and cultural counts in human feces.  Total 

RNA fractions extracted from 40 human fecal homogenates were assessed by RT-qPCR 

to enumerate indigenous population levels of Bifidobacterium (A), C. perfringens (B), 

Enterobacteriaceae (C), and Lactobacillus (D).  CFU counts were determined by 

culturing the same fecal samples on MTP (Bifidobacterium), CW (C. perfringens), DHL 

(Enterobacteriaceae), and LBS (Lactobacillus) agar plates and were plotted against 

RT-qPCR counts. 
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TABLE 3-1. Specificity tests with the primers 

g-Encoc-F

/g-Encoc-R

s-Efs-F

/s-Efs-R

s-Ecacc-F

/s-Ecacc-R

s-Ececo-F

/s-Ececo-R

sg-Esulf-F

/sg-Esulf-R

sg-Ecass-F

/sg-Ecass-R

sg-Eavi-F

/sg-Eavi-R

s-Edis-F

/s-Edis-R

sg-Efm-F

/sg-Efm-R

s-Efm-F

/s-Efm-R

g-Str-F

/g-Str-R

s-Sag-F

/s-Sag-R

s-Spy-F

/s-Spy-R

s-Spn-F

/s-Spn-R

s-Ssal-F

/s-Ssal-R

sg-Lclac-F

/sg-Lclac-R

sg-Lcpis-F

/sg-Lcpis-R

Enterococcus  species

  E. faecalis ATCC 19433
T + + – – – – – – – – – – – – – – –

  E. caccae DSM 19114
T + – + – – – ± – – – – – – – – – –

  E. cecorum JCM 8724
T + – – + – – – – – – – – – – – – –

  E. sulfureus DSM 6905
T + – – – + – ± – – – – – – – – – –

  E. italicus DSM 15952
T + – – – + – ± – – – – – – – – – –

  E. casseliflavus JCM 8723
T + – – – – + – – – – ± – – ± – – –

  E. gallinarum JCM 8728
T + – – – – + – – – – ± – – ± – – –

  E. flavescens ATCC 49996
T + – – – – + – – – – – – – – – – –

  E. avium JCM 8722
T + – – – – – + – – – – – – – – – –

  E. pseudoavium JCM 8732
T + – – – – – + – – – – – – – – – –

  E. malodoratus JCM 8730
T + – – – – – + – – – – – – – – – –

  E. gilvus DSM 15689
T + – – – – – + – – – – – – – – – –

  E. raffinosus JCM 8733
T + – – – – – + – – – – – – – – – –

  E. dispar DSM 6630
T + – – – – ± – + – – – – – – – – –

  E. durans GIFU 9960
T + – – – – ± – ± + – – – – – – – –

  E. mundtii JCM 8731
T + – – – – – – – + – – – – – – – –

  E. faecium ATCC 19434
T + – – – – – – – + + – – – – – – –

  E. hirae ATCC 8043
T + – – – – – – – + – – – – – – – –

Streptococcus  species

  S. agalactiae JCM 5671
T

– – – – – – – – – – + + – – – – –

  S. dysgalactiae DSM 20662
T

– – – – – – – – – – + – – – – – –

      subsp. dysgalactiae

  S. dysgalactiae LMG 16026
T

– – – – – – – – – – + – – – – – –

      subsp. equisimilis

  S. pyogenes ATCC 12344
T

– – – – – – – – – – + – + ± – – –

  S. canis DSM 20715
T

– – – – – – – – – – + – – – – – –

  S. equi subsp. equi DSM 20561
T

– – – – – – – – – – + – – – – – –

  S. mitis GIFU 12458
T

– – – – – – – – – – + – – + – – –

  S. pneumoniae DSM 20566
T

– – – – – – – – – – + – – + – – –

  S. oralis DSM 20627
T

– – – – – – – – – – + – – ± – – –

  S. sanguinis JCM 5708
T

– – – – – – – – – – + – – – – – –

  S. gordonii DSM 6777
T

– – – – – – – – – – + – – – – – –

  S. intermedius JCM 12996
T

– – – – – – – – – – + – – – – – –

  S. anginosus DSM 20563
T

– – – – – – – – – – + – – – – – –

  S. salivalius JCM 5707
T

– – – – – – – – – – + – – – + – –

      subsp. salivalius

Taxon Strain

Reactions with the following primer set
a
:
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  S. salivalius ATCC 19258
T

– – – – – – – – – – + – – – + – –

      subsp. thermophilus

  S. bovis JCM 5802
T

– – – – – – – – – – + – – – – – –

  S. mutans IFO 13955
T

– – – – – – – – – – + – – – – – –

  S. sobrinus ATCC 33478
T

– – – – – – – – – – + – – – – – –

Lactococcus species

  L. garvieae NCFB 2155
T

– – – – – – – – – – ± – – – – + –

  L. lactis subsp. cremoris ATCC 19257
T

– – – – – – – – – – ± – – – – + –

  L. lactis subsp. lactis ATCC 19435T – – – – – – – – – – ± – – – – + –

  L. lactis subsp. hordniae ATCC 29071T – – – – – – – – – – ± – – – – + –

  L. piscium DSM 6634T – – – – – – – – – – – – – – – – +

  L. plantarum ATCC 43199
T

– – – – – – – – – – – – – – – – +

  L. raffinolactis ATCC 43920
T

– – – – – – – – – – – – – – – – +  

  
a
 The specificity of the RT-qPCR assay for target bacteria with each primer set was investigated using RNA extracts corresponding to 10

5
 

cells from each strain described.  Specificity was judged using the criteria described in Materials and Methods.  The bacterial species for 

which each set of primers was designed to target are indicated by boldface plus symbols.  In addition, negative PCR results were obtained 

for the following bacterial strains: Staphylococcus aureus GIFU 9120
T
, Staphylococcus epidermidis JCM 2414

T
, Lactobacillus acidophilus 

ATCC 4356
T
, Bacillus cereus JCM 2152

T
, Bacillus subtilis JCM 1465

T
, Ruminococcus productus JCM 1471

T
, Clostridium indolis JCM 

1380
T
, Clostridium aminovalericum JCM 11016

T
, Clostridium symbiosum JCM 1297

T
, Faecalibacterium prausnitzii ATCC 27768

T
, 

Clostridium butyricum JCM 1391
T
, Clostridium paraputrificum JCM 1293

T
, Clostridium innocuum DSM 1286

T
, Eubacterium biforme 

ATCC 27806
T
, Eubacterium cylindroides DSM 3983

T
, Eubacterium dolichum DSM 3991

T
, Clostridium ramosum JCM 1298

T
, Clostridium 

cocleatum JCM 1397
T
, Clostridium spiroforme JCM 1432

T
, Bacteroides vulgatus ATCC 8482

T
, Bacteroides ovatus JCM 5824

T
, 

Bacteroides thetaiotaomicron JCM 5827
T
, Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703

T
, Bifidobacterium catenulatum ATCC 27539

T
, 

Bifidobacterium longum ATCC 15707
T
, Collinsella aerofaciens ATCC 25986

T
, Prevotella melaninogenica ATCC 25845

T
, Escherichia coli 

ATCC 11775
T
, Citrobacter freundii JCM 1657

T
, Klebsiella pneumoniae JCM 1662

T
, Acinetobacter calcoaceticus JCM 6842

T
, and Candida 

albicans IFO 1385
T
. 
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TABLE 3-2. 16S or 23S rRNA gene-targeted primers used in this study 

Targeta Primer Sequence (5'-3')
Product

size
b
 (bp)

Annealing

temp (°C)
Reference

Enterococcus genus g-Encoc-F ATCAGAGGGGGATAACACTT 336 55 Table 2-2

g-Encoc-R ACTCTCATCCTTGTTCTTCTC

Enterococcus faecalis s-Efs-F CCCGAGTGCTTGCACTCAATTGG 419 60 This study

s-Efs-R AGGGGACGTTCAGTTACTAACGT

Enterococcus caccae s-Ecacc-F CCGCATAATAGTCGACACC 318 60 This study

s-Ecacc-R GTCAAGGTAAGAGCAGTTACTCTCCTA

Enterococcus cecorum s-Ececo-F TTCCATTTACCGCATGGTAGATGGAT 311 60 This study

s-Ececo-R CCGTCAAGGGATGAACTTTCCAC

Enterococcus sulfureus subgroup sg-Esulf-F TTCTTTCTTATCGAACTTCGGTTCA 410 60 This study

sg-Esulf-R ACTCTCATCCTTGTTCTTCTC

Enterococcus casseliflavus subgroup sg-Ecass-F CACTATTTTCCGCATGGAAGAAAG 311 60 This study

sg-Ecass-R CCGTCAAGGGATGAACATTTTAC

Enterococcus avium subgroup sg-Eavi-F CAGCATCTTTTATAGGATGTTACTTTTCA 213 60 This study

sg-Eavi-R GGTCCTTCGACTATCTCACTGG

Enterococcus dispar s-Edis-F CCGCATAATATTAATGAACTCATGTTT 318 60 This study

s-Edis-R CCGTCAAGGGATGAACATTTTAC

Enterococcus faecium subgroup sg-Efm-F AGCTTGCTCCACCGGAAAAAGA 164 60 This study

sg-Efm-R ATCCATCAGCGACACCSKAA

Enterococcus faecium s-Efm-F GTCTGTCCAAGCAGTAAGTCTGAAGAG 65 60 This study

s-Efm-R CATCACAGCTTGTCCTTAAGAAAAG

Streptococcus genus g-Str-F AGCTTAGAAGCAGCTATTCATTC 309 60 110

g-Str-R GGATACACCTTTCGGTCTCTC

Streptococcus agalactiae s-Sag-F GTTATTTAAAAGGAGCAATTGCTT 285 60 110

s-Sag-R TTGGTAGATTTTCCACTCCTACCA

Streptococcus pyogenes s-Spy-F AAGAGAGACTAACGCATGTTAGTAATTT 443 60 110

s-Spy-R AATGCCTTTAACTTCAGACTTAAAAA

Streptococcus pneumoniae / S. mitis s-Spn-F CAATGTGGACTCAAAGATTATAGAAGAATG 396 60 110

s-Spn-R GTCATGATACTAAGGCGCCCTA

s-Ssal-F CAATGGATGACACATGTCATTTAT 682 60 This study

s-Ssal-R GGCACTGAATCCCGGAAAGGATCC

Lactococcus lactis subgroup sg-Lclac-F TGTAGGGAGCTATAAGTTCTCTGTA 613 60 This study

sg-Lclac-R GGCAACCTACTTYGGGTACTCCC

Lactococcus piscium subgroup sg-Lcpis-F GCTATCCAGCCCTAAGTGA 614 60 This study

sg-Lcpis-R AAAGGTTAGCTCACCGGCTTTGGGTA

Streptococcus salivarius

    subsp. salivarius / thermophilus

 

  
a
 Specific primer sets were developed using 16S rRNA gene sequences, except for 

sg-Eavi-F/R, s-Efm-F/R, g-Str-F/R and s-Spn-F/R, which target the 23S rRNA gene. 

  
b
 RNAs extracted from the standard strains described in Materials and Methods were 

used as RT-qPCR controls. 
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TABLE 3-3. Quantification of Enterococcus, Streptococcus, and Lactococcus in human 

feces by RT-qPCR 

Total
c L. lactis  subgroup

(sg-Lclac-F/R)

L. piscium  subgroup

(sg-Lcpis-F/R)

1 3.9 6.1 ND ND ND

2 7.0 6.4 ND ND ND

3 5.3 8.3 ND ND ND

4 7.1 7.7 3.1 ND 3.1

5 4.0 8.9 ND ND ND

6 8.0 6.8 ND ND ND

7 5.0 8.1 6.0 6.0 ND

8 6.2 8.5 5.2 5.2 ND

9 7.0 7.9 ND ND ND

10 6.0 8.2 ND ND ND

11 9.3 7.2 3.2 3.2 ND

12 6.6 6.8 ND ND ND

13 6.8 7.9 5.1 5.1 ND

14 6.3 5.9 ND ND ND

15 5.4 7.8 ND ND ND

16 8.3 7.8 ND ND ND

17 5.1 6.6 ND ND ND

18 5.3 7.4 ND ND ND

19 3.6 7.9 ND ND ND

20 7.2 9.1 5.3 5.3 ND

21 7.6 7.7 ND ND ND

22 6.5 7.4 5.3 ND 5.3

23 5.0 7.7 3.3 ND 3.3

24 5.5 5.9 ND ND ND

Mean ± SD 6.2 ± 1.4 7.5 ± 0.9 4.6 ± 1.2 5.0 ± 1.0 3.9 ± 1.2

Det. ratio (%) 100 100 33 21 13

Subject
b

Bacterial counts (log10 cells/g feces)
a
, measured by RT-qPCR with the primer set described in parentheses.

Enterococcus

(g-Encoc-F/R)

Streptococcus

(g-Str-F/R)

Lactococcus

 

  
a
 The counts obtained by RT-qPCR are expressed as the number of log10 bacterial 

cells.  ND, not detected. 

  
b
 Fecal samples were collected from 24 healthy Japanese adults (15 males and 9 

females; ages, 20 to 65 years [average, 39 ± 13 years]).  The means and standard 

deviations for the 24 subjects and the detection (Det.) ratios are expressed at the bottom. 

  
c
 The total counts of organisms belonging to Lactococcus species are expressed as the 

sum of the counts determined by sg-Lclac-F/R and sg-Lcpis-F/R primer sets. 
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TABLE 3-4. Quantification of Enterococcus species subgroups in human feces by RT-qPCR 

Total
c sg-Eavi-F/R sg-Efm-F/R

d
s-Efm-F/R

e s-Efs-F/R sg-Ecass-F/R s-Ecacc-F/R s-Edis-F/R sg-Esulf-F/R s-Ececo-F/R

1 3.9 3.4 3.4 ND ND ND ND ND ND ND ND

2 7.0 6.9 6.9 ND ND ND ND ND ND ND ND

3 5.3 4.8 3.9 4.8 4.9 ND ND ND ND ND ND

4 7.1 6.8 6.8 ND 4.0 3.4 4.1 ND ND ND ND

5 4.0 4.0 ND ND ND 4.0 ND ND ND ND ND

6 8.0 8.2 5.9 8.2 8.3 5.1 ND ND ND ND ND

7 5.0 5.0 ND ND ND 4.9 3.6 ND ND ND ND

8 6.2 6.2 6.2 5.4 5.6 ND ND 4.0 ND ND ND

9 7.0 7.0 7.0 ND ND 4.9 ND ND ND ND ND

10 6.0 5.9 ND 5.8 6.0 4.1 3.4 ND ND ND ND

11 9.3 9.5 ND 9.5 9.5 7.7 ND ND ND ND ND

12 6.6 6.3 4.9 6.1 ND 5.8 4.8 ND ND ND ND

13 6.8 6.2 6.0 5.4 5.5 ND 5.3 ND ND ND ND

14 6.3 6.0 ND 6.0 6.2 ND 3.2 ND ND ND ND

15 5.4 5.1 5.1 4.3 4.0 ND ND ND ND ND ND

16 8.3 7.8 7.8 ND ND ND ND ND ND ND ND

17 5.1 4.6 4.6 ND ND ND ND ND ND ND ND

18 5.3 5.0 4.9 ND ND 4.2 ND ND ND ND ND

19 3.6 3.1 3.1 ND ND ND ND ND ND ND ND

20 7.2 7.4 3.1 4.3 4.1 7.4 5.3 ND ND ND ND

21 7.6 7.4 7.4 5.4 5.4 ND 5.7 ND ND ND ND

22 6.5 6.3 6.3 ND ND 5.4 ND ND ND ND ND

23 5.0 4.5 4.5 ND ND ND ND ND ND ND ND

24 5.5 5.2 5.2 ND ND ND ND ND ND ND ND

Mean ± SD 6.2 ± 1.4 5.9 ± 1.5 5.4 ± 1.4 5.9 ± 1.6 5.8 ± 1.7 5.2 ± 1.4 4.4 ± 1.0 4.0

Det. ratio (%) 100 100 79 46 46 46 33 4 0 0 0

Subject
b

Bacterial counts (log10 cells/g feces)
a
, measured by RT-qPCR with the following primer set:

g-Encoc-F/R
Species- or subgroup-specific primer set

 

  
a
 The counts obtained by RT-qPCR are expressed as the number of log10 bacterial cells.  ND, not detected. 

  
b
 Fecal samples were collected from 24 healthy Japanese adults (15 males and 9 females; ages, 20 to 65 years [average, 39 ± 13 years]).  

The means and standard deviations for the 24 subjects and the detection (Det.) ratios are expressed at the bottom. 

  
c
 The total counts of organisms belonging to Enterococcus species are expressed as the sum of the counts determined by sg-Eavi-F/R, 

sg-Efm-F/R, s-Efs-F/R, sg-Ecass-F/R, s-Ecacc-F/R, s-Edis-F/R, sg-Esulf-F/R and s-Ececo-F/R primer sets. 

  
d
 The counts are for E. faecium subgroup species (E. faecium, E. durans, E. mundtii, and E. hirae). 

  
e
 The counts are for E. faecium species. 
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TABLE 3-5. Quantification of Streptococcus species in human feces by RT-qPCR 

Total
c

s-Ssal-F/R s-Spn-F/R s-Sag-F/R s-Spy-F/R

1 6.1 6.3 6.2 5.4 ND ND

2 6.4 6.4 6.4 4.9 ND ND

3 8.3 7.4 7.4 6.3 ND ND

4 7.7 7.2 7.2 5.4 ND ND

5 8.9 7.2 7.1 5.7 ND ND

6 6.8 7.2 7.2 5.3 4.3 ND

7 8.1 8.0 8.0 6.3 5.6 ND

8 8.5 8.9 8.9 7.1 ND ND

9 7.9 7.6 7.6 5.8 ND ND

10 8.2 8.2 8.2 6.6 ND ND

11 7.2 7.4 7.4 5.3 ND ND

12 6.8 7.0 7.0 4.6 ND ND

13 7.9 8.1 8.1 4.8 ND ND

14 5.9 6.1 6.1 4.8 ND ND

15 7.8 7.6 7.6 5.6 4.1 ND

16 7.8 7.8 7.8 5.5 ND ND

17 6.6 7.0 7.0 4.7 5.1 ND

18 7.4 7.4 7.4 5.9 ND ND

19 7.9 7.7 7.7 5.4 ND ND

20 9.1 8.8 8.8 7.6 5.5 ND

21 7.7 7.6 7.5 6.1 ND ND

22 7.4 7.2 7.2 6.1 ND ND

23 7.7 7.5 7.5 6.2 4.6 ND

24 5.9 5.8 5.8 4.9 4.8 ND

Mean ± SD 7.5 ± 0.9 7.4 ± 0.8 7.4 ± 0.8 5.7 ± 0.8 4.9 ± 0.6

Det. ratio (%) 100 100 100 100 29 0

Subject
b

Bacterial counts (log10 cells/g feces)
a
, measured by RT-qPCR with the following primer set:

g-Str-F/R
Species-specific primer set

 

  
a
 The counts obtained by RT-qPCR are expressed as the number of log10 bacterial 

cells.  ND, not detected. 

  
b
 Fecal samples were collected from 24 healthy Japanese adults (15 males and 9 

females; ages, 20 to 65 years [average, 39 ± 13 years]).  The means and standard 

deviations for the 24 subjects and the detection (Det.) ratios are expressed at the bottom 

of the table. 

  
c
 The total counts of organisms belonging to Streptococcus species are expressed as 

the sum of the counts determined by s-Ssal-F/R, s-Spn-F/R, s-Sag-F/R, and s-Spy-F/R 

primer sets. 
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FIG. 3-1. Comparison of the quantitative detection of bacteria added to human feces 

by RT-qPCR and by qPCR.  Fecal samples of a healthy adult supplemented with serial 

dilutions of E. faecalis ATCC 19433
T 

(A), E. faecium ATCC 19434
T 

(B), L. lactis subsp. 

lactis ATCC 19435
T 

(C), L. piscium DSM 6634
T
 (D), and S. agalactiae JCM 5671

T
 (E) 

at final concentrations ranging from 10
3
 to 10

10
 cells per g were assessed by RT-qPCR 

(□) and qPCR (○) using s-Efs-R/R, s-Efm-F/R, sg-Lclac-F/R, sg-Lcpis-F/R, and 

s-Sag-F/R, respectively.  As a reference, MRS broths supplemented with the same 

serial dilutions at final concentrations ranging from 10
3
 to 10

10
 cells per 10 mL broth 

were also assessed by RT-qPCR (■) and qPCR (●). 
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Table S1. 腸内細菌叢解析手法の比較 

RT-qPCR qPCR FISH クローンライブラリー ピロシーケンス DGGE/TGGE T-RFLP

検出感度
（CFU or cells/g）

>10
2

>10
2

>10
5

>10
8

>10
8

>10
6

>10
8

>10
8

定量性 高 高 高 高 高 高 半定量的 半定量的

特異性 菌株 ~ 菌種 ~ 菌群 菌株 ~ 菌群 菌種 ~ 菌群 菌種 ~ 菌群 菌種 ~ 菌群 菌種 ~ 菌群 菌種 ~ 菌群

精度 低 高 高 中 中 高 中 低

簡便性 難 中 中 難 難 中 難 易

備考
培養できる菌
株が限られる

分子生物学的手法
培養法

予め標的菌の配列情報が必要 未知菌を含めて解析することが可能

 

 



 

83 

謝  辞 

 

本論文を作成するに当たり，御懇篤なる御指導，御鞭撻を賜りました

東京大学大学院農学生命科学研究科・比較動物医科学講座 伊藤 喜久治 教授に

厚く御礼申し上げます。 

本研究の機会を与えて下さいました，株式会社ヤクルト本社中央研究所

澤田 治司 所長，石川 文保 所長代理，田中 隆一郎 顧問に深く感謝致します。 

本研究の遂行に当たり，株式会社ヤクルト本社中央研究所 野本 康二 主席研

究員，諸富 正巳 特別研究員，梅﨑 良則 特別研究員，髙橋 琢也 主任研究員，

辻 浩和 主任研究員，朝原 崇 主任研究員には数多くの御指導，御鞭撻を頂き

ました。また，松本 一政 主任研究員，高田 敏彦 主任研究員，松木 隆広

主任研究員，角 有希子 主事補，倉川 尚 研究員，久保田 博之 研究員には

数多くの貴重な御助言を頂きました。ここに深く感謝の意を表します。 

さらに，日頃から多大なる御協力を頂きました，株式会社ヤクルト本社中央

研究所 基礎研究二部の皆様に深く感謝致します。 

最後に，本研究を蔭から支えてくれた家族とその暖かい励ましに心より感謝

します。 

 

2 0 1 2 年 2 月  


