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研究成果の概要（和文）：本研究では、腸管感染症においてIgAが結合している細菌を分離することで、次世代シーク
エンサーによる診断を容易にすることを目的とし、その分離・解析技術の確立を目指した。
健常人のヒト糞便を材料とし、IgA結合細菌をセルソーターを用いて分離を試みたが、細菌核酸は得られなかった。代
替法として磁気ビーズ法により分離したところ16S rDNA PCRに成功したが、次世代シークエンサーにより菌叢解析を行
った結果IgA結合と非結合に差が見られなかった。蛍光顕微鏡下ではIgA結合細菌が観察されているのでレーザーマイク
ロダイセクション等の直接観察下で分離する手法が有効と考えられる。

研究成果の概要（英文）：When we detect nucleic acids of enteric pathogens from diarrheal stool normal gut 
microbiota, a dominant in fecal DNA pools, masks the low abundance of pathogens. To solve this problem we 
employed IgA-coated bacterial sorting technologies. First, we examined that IgA-coated cells were 
separated by a cell sorter from healthy human stool. DNA was extracted from sorting fraction. However, 
undetectable level DNA by PCR was obtained from low sorted cell count with our equipment. Because it was 
difficult to find other optimal conditions, I tried magnetic beads-based separation against IgA. Analysis 
of 16S rDNA deep sequencing using beads bound showed that no any significant differences was revealed 
between total and IgA-positive fractions despite the direct observation of IgA-positive bacteria by 
fluorescent microscopy.
We proposed that IgA-targeted separation should be carefully validated using microscopy although that 
technique has been published as successful experiences.

研究分野： 細菌学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

次世代シークエンサーの登場以来、さまざ
まな応用が提唱されてきた。その中で研究代
表者は、次世代シークエンサーを用いて、糞
便のような下痢患者検体から病原体核酸を
検出するシステムの開発を行ってきた。すな
わち、糞便の核酸を抽出し、そこに存在する
核酸を網羅的に解読し、blast を用いた相同
性検索を行うことで核酸の由来を同定する
ものである。これまでの経験上、本検出シス
テムは、1 検体あたり数万から数千万リード
の配列を解読すると、その中の一部に病原体
由来のリードが同定されているが、ウイルス
に比べると細菌性病原体の方が起因微生物
として同定されるリード数は少ない傾向が
あった。 

患者糞便中に含まれる常在細菌叢由来の
DNA は通常、病原体由来の核酸より圧倒的
に多く、数万リードのうち 99％以上を占める
こともしばしばである。病原体の種類によっ
て、発病に必要な菌数（またはウイルス量）
は異なるが、多くの病原体は常在細菌数より
圧倒的に少ないドーズで病気を起こすこと
ができる。このように病原体の核酸がマスク
されてしまうことは、本システムの解決すべ
き課題であった。 

腸管粘膜免疫において、獲得免疫のエフェ
クターは分泌抗体である IgA であり、実際に
感染防御において重要な役割を果たしてい
ることが知られている。IgA による感染防御
は、必ずしも免疫記憶を必要とせず、初めて
感染した病原体にも効果があることが報告
されている（Wijburg OL, et al., 2006）。こ
のことから、腸管病原体による急性感染にお
いて、たとえ初回感染であっても原因微生物
が IgAの結合を受けている可能性が示唆され
る。研究代表者は、急性感染時に IgA が結合
している微生物を峻別・濃縮することで、無
数に存在する常在細菌の中から原因微生物
を同定することができるのではないかと仮
説を立てた。 

IgA の機能不全マウスでは、腸内細菌叢が
破綻するという報告が多数なされているこ
とから、現に感染を起こしていない時でも正
常な腸管粘膜免疫の維持に IgAの存在が必要
であると考えられている。非感染時における
IgA のターゲットとなる細菌については
2010 年に報告があった（Obata T, et al., 
2010）。この報告によると、マウス腸管内に
おいて、アルカリゲネス属の細菌に対する
IgA が誘導されていた。このように、正常時
でも IgAが特定の細菌種をターゲットとして
いる可能性があり、IgA の標的細菌を知るこ
とは腸管粘膜免疫の解明に重要である。  

 

２．研究の目的 

 最終的には、糞便から IgA の標的となって
いる細菌を分離することで、次世代シークエ
ンサーを用いた下痢原因細菌の同定を容易
にすることが目標であるが、そのために解決

すべき小課題を設定した。本研究では以下に
挙げる課題を解明することを目標とした。 

 

（1）IgA 結合細菌の分離法の確立 

 まず、対象となる健常ヒト糞便試料中に
IgA 結合性細菌が存在することを蛍光顕微鏡
により確認する。その後、セルソーターを用
いて IgA 結合細菌の分離を試みる。分離の精
度を評価することで最適な条件を検討する。 

 

（2）IgA 結合細菌の菌種同定 

 IgA 結合細菌が分離できた場合は、そこか
ら核酸を抽出し、16S rDNA ユニバーサルプ
ライマーを用いた PCR を行う。これを次世
代シークエンサーを用いて菌叢解析し、菌種
を同定する。 

 

（3）病原体検出モデル 

 マウスの腸管感染症モデルを用いて、実際
に IgA結合細菌を分離することで起因菌の診
断が可能であるか検討する。また、可能であ
ることが証明されれば、実際のヒト患者検体
を用いて検討を続行する。 

 

３．研究の方法 

（1）糞便試料の調製 

 糞便は採便後ただちに 4％パラホルムアル
デヒドで固定し、真核細胞や食物残渣といっ
たデブリを除去するため 100 μmと 20 μmメ
ッシュのナイロンフィルターで濾過した。す
ぐに使用しない場合は－80℃にて保管した。 

 

（2）蛍光顕微鏡観察 

 固定後の糞便をプレパラートに塗抹し、1

次抗体として市販の抗ヒト IgA抗体または抗
マウス IgA 抗体を反応させ、2 次抗体として
FITC 標識抗ヤギ抗体を反応させた。DNA 染
色として DRAQ5 を用いた。蛍光顕微鏡はキ
ーエンスBZ-9000を用いFITCの蛍光を発す
る細菌の観察を行った。 

 

（3）セルソーティング 

 固定および濾過した糞便をOn-chip標準サ
ンプルバッファーに懸濁し、ソーティングに
用いた。セルソーターは、株式会社オンチッ
プバイオテクノロジーズの FISHMAN-R を
用いた。本セルソーターは、ディスポーザブ
ルの流路系を用いるという特徴があるため、
クロスコンタミネーションの防止や病原体
安全の点を考慮し、本機種を選択した。 

 

（4）マウス感染モデル 

 ICR マウス（n = 9）に 2×109 cfu の
Citrobacter rodentium NBRC105723 を経
口投与し、感染後 2 日と 7 日後の糞便をそれ
ぞれ採取した。糞便をマッコンキー寒天培地
に摂取し、培養後のコロニーを計数すること
で糞便中に含まれる C. rodentium の量を見
積もった。 

 



（5）16S rDNA シークエンシング 

 DNA 精製には、微量核酸の抽出が可能で
ある NucleoSpin Tissue XS (Takara) を用
いた。抽出核酸を鋳型とし、16S rRNA 遺伝
子のユニバーサルプライマーである 784F と
1061R を用い PCR を行った。PCR 産物は、
次世代シークエンサー Ion PGM (Life 

Technologies) を用いて配列解析した。得ら
れた配列は QIIME パイプラインを用いてト
リミング、フィルタリングを行い、菌叢の構
成を解析した。 

 

（6）磁気ビーズによる分離 

 固定後の糞便を抗 IgA抗体およびビオチン
標識 2 次抗体と反応させ、PBST で洗浄した。
洗浄後の試料をストレプトアビジン標識磁
気ビーズ Dynabeads（ベリタス）と混和し、
磁気スタンドで分離した。 

 

４．研究成果 
（1）IgA 結合細菌のソーティング 
 まず、健常ヒトボランティアから提供を受
けた糞便中の IgA結合細菌を蛍光顕微鏡で観
察した。その結果、いずれのドナーにおいて
も IgAが表層にコートされた桿菌様の細菌が
観察された（図１）。 
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図１．糞便中の IgA 結合細菌（DNA：赤色、
IgA：緑色）．(a)と(b)とで糞便のドナーが異
なる． 
 
IgA 結合細菌の比率を顕微鏡下で計数したと
ころ、ドナー間でばらつきはあるものの全体
のおよそ 0.1－1%程度が IgA 陽性と見積もら
れた。 
 次に同じ資料をセルソーターに供した。
FACS解析によると IgA陽性のシグナルが観察
されたためこれをソートした（図 2）。その結
果、およそ 200カウント程度が得られ、微量
核酸抽出を行った。抽出核酸の濃度を高感度
な蛍光法で測定したが、測定不能であった。
また、抽出核酸を鋳型とし、16S rDNA PCR を

行ったが、バンドが得られなかった。このこ
とから、ソート画分は必ずしも細菌ではなく
FITC の蛍光を発するデブリである可能性が
示唆された。セルソーター開発元であるオン
チップバイオテクノロジーズの藤村研究員
と最適なソート条件を検討したが、IgA 結合
細菌を得ることはできなかった。 
 
(a)                  (b) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．糞便細菌の FACS 解析．縦軸（FL1）は
IgA のシグナル、横軸は FS を示す．(a),(b)
はドナーが異なる．赤枠を IgA結合性画分と
定義した。 
 
（2）磁気ビーズ法による分離 
 セルソーティングの代替法として、磁気ビ
ーズにより IgA結合細菌を分離する手法を試
みた。その結果、IgA 結合性分画から得られ
た核酸を鋳型とした 16S rRNA PCR でバンド
を認めた（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．磁気ビーズ分離により得られた IgA 結
合性分画由来核酸の 16S rDNA PCR．レーン 1
は 100 bp ラダーマーカー、レーン 2-6 はド
ナーの異なる糞便からの抽出核酸．理論上の
PCR産物のサイズは 284 bpである。 
 
 得られた PCR 産物を用いて、次世代シーク
エンサーによる菌叢解析を行った結果、磁気
ビーズ法による分画前後で菌叢に優位な差
を認めなかった（図 4）。細菌のビーズへの非
特異的吸着が考えられたため、次に異なる表
面の物性をもつビーズで細菌の非特異的吸
着を検討した。検討にはリアルタイム PCR を
用いた。その結果、親水基、疎水基いずれの
ビーズと細菌を混和した場合でもビーズ吸
着画分から細菌由来の DNAを検出した。ビー
ズの表面によらずごく僅かな細菌が非特異
的に吸着していると考えられ、0.1%程度存在
する IgA結合細菌はたとえ微量な非特異的吸 
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図 4．磁気ビーズ法により得られた IgA 結合
性画分の菌叢解析．1つのドットが 1つの OTU
を示す。縦軸は抗 IgA抗体を加えない非結合
コントロール、横軸は IgA結合性のそれぞれ
菌叢中でのある OTUの存在比率を示す。 
 
 
着でもマスクされてしまう可能性が考えら
れた。 
 
（3）感染検体での検証 
 実際に感染を起こしている検体で IgAが起
因菌に結合しているかどうか確かめるため、
マウスのシトロバクター感染モデルを用い
た。シトロバクターの経口投与後 2 日で糞便
1 g あたりおよそ 107 cfu のシトロバクター
が検出された。その後 7日目までシトロバク
ターは定着していた（図 5a）。そこで、感染
前と感染後の糞便中に含まれる IgA結合性細
菌を蛍光顕微鏡で観察した。その結果感染前
には、ヒトと同様に桿菌様の細菌に IgAが結
合している像が観察された（図 5b）。もし、
シトロバクターに IgA が結合すれば、FITCの
蛍光を発する桿菌が多数観察されるはずで
あるが、、感染後 2日、7日では IgA 結合性の
細菌はほとんど観察されなかった。かわりに
FITC の蛍光を発するデブリが多数観察され
た（図 5c）。 
ヒトボランティアの急性下痢便でも同様

に IgA 結合性細菌を観察したところ、DNA の
シグナルを含まない FITC のみの蛍光を発す
るデブリ様の球体が多数観察された（図 5d）。
これらのことから、下痢症発症時には必ずし
も起因菌が IgAと結合しているとは限らない
ことが考えられた。 
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図 5．シトロバクター感染モデルにおける糞
便中のシトロバクター菌数(a)および下痢症
時の IgA 結合細菌の観察(b,c,d)．（b, c）は
マウスのシトロバクター感染モデル、(d)は
ヒトの急性下痢症例．赤色は DNA、緑色は IgA
のシグナルを示す． 
 
（4）考察 
 2014 年から 2015 年にかけて他のグループ
から、セルソーターにより IgA結合細菌を分
離し、次世代シークエンサーで菌叢解析を行
った論文が報告された。たしかに IgA結合性
とコントロールで菌叢に差はあるものの、や
はり蛍光顕微鏡等で直接確認しなければ、分
離精度が確保できているかについては蛍光
顕微鏡で観察するべきであると提案したい。
現在研究代表者の研究グループでは、精度に
疑問のあるセルソーティングや磁気ビーズ
法に代わって、直接顕微鏡下で IgA 結合細菌
を観察しながら分離するレーザーマイクロ
ダイセクション法を検討中である。 
 本研究を計画するにあたり、感染性の急性
下痢症時には起因菌に対して IgAが結合して
いるとの仮説を立てたが、この仮説は必ずし
も正しくない可能性が示唆された。感染時の
糞便では IgAは DNAを含まない高輝度シグナ



ルを発するデブリとして観察された。下痢発
症時に IgA結合細菌が観察されなくなるメカ
ニズムについては未だ不明であるが詳細に
ついて検討しているところである。 
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