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1．背景
　近年日本では発酵食品の需要が増え，日本に古
くから伝わる漬物や味噌などの発酵食品以外にも
ヨーグルトやナチュラルチーズといった海外発祥
の発酵食品に対する関心が高まっている。発酵食

品とは微生物の生育を利用し，原材料にはない特
徴的な風味の形成や保存性，機能性を高めた食品
であり 1），その土地の気候風土や食文化に影響を
受け様々な種類の発酵食品が誕生している。特に

“乳”を使用した発酵食品は多くの地域で製造さ
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Abstract
〈Background & Methods〉 The flavor and smell of natural cheese are generated by various 
microorganisms involved in fermentation. Hence, microbiota should be elucidated to ensure 
the quality and safety of natural cheese. Various studies have been conducted on DNA  
extraction methods for bacterial flora analysis with DNA. Although DNA extraction meth-
ods have been investigated for natural cheese, the effects of extraction methods on bacterial 
flora analysis remain unclear. In the present study, four different methods were employed 
for DNA extraction from natural cheese to examine their effects on bacterial flora analysis 
by DGGE.

〈Results & Discussion〉 The DNA extraction methods differed in DNA yields and purity 
among the same samples and in the amplification efficiency of PCR. Bacterial flora analysis 
by DGGE showed different band patterns depending on the samples and extraction methods. 
However, the results of bacterial flora analysis were not correlated with the yields and purity 
of extracted DNA or amplification efficiency of PCR. Therefore, the effects on bacterial flora 
analysis could not be easily determined solely by the evaluation of extracted DNA. Thus, 
samples should be examined separately in bacterial flora analysis in consideration of  
differences due to DNA preparation, extraction methods, and PCR conditions.
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れ，親しまれてきた。発酵乳製品において微生物
の働きは大きく，微生物叢の豊かさは多彩な風味
を生み出すことにつながる。その代表例がナチュ
ラルチーズである 2）。
　ナチュラルチーズは，牛などの乳に乳酸菌やレ
ンネットのような凝乳酵素を加え，熟成工程を経
ることで製造されるものが多い。熟成には乳由来
の細菌や添加されるカビが重要な役割を果たして
いる。これらは，乳に含まれる脂質やタンパク質
を分解し，ナチュラルチーズがもつ独特の風味を
形成する 3）。また，一部のナチュラルチーズから
検出される乳酸菌の中には類縁菌に対して抗菌活
性を示すバクテリオシンを産生するものが確認さ
れている。これはナチュラルチーズの製造時に増
殖する可能性がある Listeria monocytogenes のよ
うな食中毒原因細菌の制御にかかわると考えられ
ている 4）。これらのことから，ナチュラルチーズ
製造にかかわる微生物叢は，チーズの品質面及び
安全面に大きな影響を与える要因となっているこ
とが推察される。
　ナチュラルチーズのような発酵食品をはじめ食
品の微生物叢の解析は，培養法や DNA を標的と
した分子生物学的手法により行われている。培養
法では対象となる試料から単離培養を繰り返し，
培養可能な細菌をひとつずつ同定することで菌叢
を推測していた 5）。しかし，培地で培養すること
が可能な微生物は限られているため，試料中の微
生物叢を網羅的に解析することは困難であった。
一方，次世代シーケンサーに代表される微生物の
DNA を対象とした解析手法の場合，培養法では
分離できなかった細菌も DNA レベルでは同定可
能となり，迅速かつ簡便に，より正確な菌叢を把
握できるようになった 1， 5）。しかし，DNA の抽出
や PCR による増幅の工程などで分子生物学的手
法にも課題はある。分子生物学的手法では試料か
ら抽出した DNA のうち，ターゲットとなる細菌
がもつ DNA を PCR 法で特異的に増幅させ，そ

の DNA を解析していく。そのため DNA の抽出，
PCR 法での増幅効率や精度がその後の菌叢解析
に与える影響は大きいと考えられる。特に試料が
食品の場合，DNA 増幅の阻害要素である脂質や
タンパク質を多く含むため，いかに PCR 法の増
幅に適した DNA を抽出することができるかが重
要となる 6）。
　ナチュラルチーズの DNA 抽出方法は先行研究
でも検討されており，抽出方法の差異により
DNA の抽出量や精製度が異なることが報告され
ている 6）。また，異なる抽出法により抽出された
DNA を鋳型として， rDNA を対象とした PCR を
行った場合，DNA の増幅効率が異なることが示
されている 6）。しかし，増幅された rDNA に含ま
れる細菌の種類は評価されておらず，DNA の抽
出方法や PCR の条件がナチュラルチーズの細菌
叢の解析に与える影響は明らかにされていない。
菌叢解析においては DNA 収量や純度だけではな
く，試料中に存在する多種多様な細菌を満遍なく
検出できることが重要である。そのためには
DNA レベルで試料中の細菌の種類を解析可能な
変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法（DGGE 法： 
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis） な ど
塩基配列の違いで分離・検出できる手法を用いて
DNA 抽出方法を評価する必要がある。DGGE 法
では試料から抽出した DNA を PCR により増幅
する際に，GC クランプと呼ばれる GC 含量が高
いプライマーを用いることで，増幅した DNA 末
端片側の塩基配列は GC 含量が高い状態となる。
この高 GC 含量の 2 本鎖 DNA を尿素やホルムア
ミドなどの変性剤を用いて濃度勾配をつけたポリ
アクリルアミドゲルで電気泳動を行う。変性剤の
濃度に応じて 2 本差 DNA の解離度が異なり，
GC クランプ以外の配列部分が解離してＹ字型と
なるため DNA の移動に抵抗が生じる。そのため
同じ長さの DNA であっても異なる塩基配列であ
る場合，泳動距離に差が生じる。従って，PCR
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により増幅した細菌叢に由来する DNA は DGGE
法を用いることにより，それぞれ異なるバンドパ
ターンとして検出することが可能である 7）。
　本研究では 3 種類のナチュラルチーズを用いて
DNA 抽出方法の違いが菌叢解析に与える影響を
検討した。先行研究で評価されていた実績のある
2 手法，本研究室で実施していた糞便からの
DNA 抽出方法及び市販試薬を用いた抽出方法の
計 4 手法により DNA を抽出し，DNA 濃度及び
純度を比較した。また，抽出したそれぞれの
DNA を鋳型として PCR 法で増幅し DGGE 法に
より分離・検出した。

2．材料及び方法
・供試試料
　DNA の抽出は市販されているナチュラルチー
ズから，ゴルゴンゾーラ，ダナブルー，スティル
トンの 3 種類を用いた。

・DNA抽出方法
　4 種類の抽出方法により，それぞれのナチュラ
ルチーズから DNA 抽出を行った。なお，DNA
抽出は各チーズから 3 検体採取した。検体はチー
ズ全体，または数十か所から採取しある程度のグ
ラム数にした状態でよく混ぜ均一化したものを使
用した。本実験で検討した DNA 抽出方法の概要
を Table 1 にまとめた。

　 方 法 1 は QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit 
（QIAGEN）（以下，Stool kit）を使用し，製品附
属の説明書に従いそれぞれの試料 200 mg から
DNA を抽出した 6）。
　方法 2 は，試料のナチュラルチーズをジルコニ
アビーズにより破砕後，DNA を抽出する方法で
ある（以下，ビーズ破砕法）。Masuda ら 8）の方法
を参考に，滅菌した 0.1 mm 及び 0.3 mm ジルコ
ニアビーズの入ったスクリューキャップチューブ
に試料 200 mg をそれぞれ量り取った。チューブ
に試料溶解用緩衝液を添加後，生体組織破壊装置
TissueLyser II（QIAGEN） を 用 い Speed 25 の
条件で 15 分間振盪し，組織破砕した。破砕した
試料は，方法 1 と同じ製品を使用し DNA を抽出
した。
　方法 3 は市販されている細胞溶解用試薬を用い
た抽出方法である（以下，細胞溶解法）。先行研
究 9）と製品説明書を参考に DNA を抽出した。ナ
チュラルチーズをそれぞれ 50 mg ずつマイクロ
チューブに採取し，細胞溶解液及び Proteinase 
K を添加した。反応は適宜撹拌しながら 56℃で 3
時間以上加温後，加熱により Proteinase K を失
活させた。その後フェノール・クロロホルム法に
より夾雑タンパク質を除去し，エタノール沈殿に
より DNA を抽出した。
　方法4は， Quigleyら 6）の ‘Lytic’ methodに従っ
て行った。ナチュラルチーズ 1 g に生理食塩水

Table�1　本研究で用いた抽出方法
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9 ml を加え 10％乳剤とした。調製した 10％乳剤
100 µl にライソザイム，ムタノリシン，Triton 
X100 などの細胞壁分解酵素及び界面活性剤を加
え，37℃で 1 時間インキュベートした。さらに反
応液に Proteinase K を加え 55℃で 1 時間イン
キュベートしタンパク質を分解した。加熱により
Proteinase K を失活後，反応液を 0.1 mm 及び
0.3 mm のガラスビーズが入ったチューブへ移し，
TissueLyser II により試料を破砕した。破砕した
試料は方法 3 と同様の工程でフェノール・クロロ
ホルム処理，エタノール沈殿により，DNA を抽
出した。

・抽出したDNAの定量
　それぞれの試料から抽出した DNA は超微量紫
外可視分光光度計（Thermo Fisher Scientific Inc 
以下，NanoDrop 1000）用いて，DNA 量，純度

（A260/280 nm）を評価した。純度はＡ 260/280 
nm の比を用いて評価した。260 nm の吸収波長
は核酸由来であり，もう一方の 280 nm の吸収波
長 は タ ン パ ク 質 を 想 定 し て い る。 そ の た め
A260/280 nm の比はタンパク質の混入度合いを
示し，1.8～2.0 の場合試料の核酸純度が高いと 
考えられる 10）。また，核酸の吸収スペクトルを確
認し，次世代型超微量分光光度計 NanoDrop  
OneC（Thermo Fisher Scientific Inc）の Thermo 
Scientific Acclaro™ （アクラロ）サンプルインテ
リジェンステクノロジー機能を用いて不純物特定
を行った。

・�DGGE法によるナチュラルチーズ細菌叢のバ
ンドパターンの比較

　ナチュラルチーズの総細菌叢を調べるため，そ
れぞれの試料から抽出した DNA を 50 ng 鋳型と
し，16 s rRNA 遺伝子（16 s rDNA）を PCR によ
り増幅した。PCR プライマーは GC クランプの
配列を追加した GC341F 及び 539R を用いた 11, 12）。

DNA の 増 幅 は TAKARA Ex Taq Polymerase 
（TAKARA）を使用し，PCR 反応液の調製は酵
素付属の説明書に従った。PCR は MiniAmp Plus 
Thermal Cycler（Thermo Fisher Scientific） で
行い，反応条件は 94℃，1 分間の加熱後，98℃，
10 秒間，68℃，1 分間を 1 サイクルとし，計 35
サイクル反応後，68℃で 5 分間の条件で行った。
PCR 産物は 1 µL を試料として 2％アガロースゲ
ルで電気泳動により増幅の確認を行った。増幅が
確 認 さ れ た 試 料 は，NucleoSpin Gel and PCR 
Clean-up（MACHEREY-NAGEL）を用いて精製
し NanoDrop1000 で DNA 収量及び純度を測定し
た。DGGE 法 は DCode System（Lonza Biosci-
ence）により行った。ゲルは 8％ポリアクリルア
ミドゲルを使用し，変性剤の濃度勾配は 20～
65％とした。泳動する DNA 量は 1000 ng で統一
した。電気泳動は 60℃で 40V，15 分の予備泳動
後，60ºC で 120V，5 時間の泳動を行った。泳動
後のゲルは SYBR Green （Lonza）により染色後，
Gel Doc （Bio-Rad Laboratories）により各サンプ
ルのバンドパターンを検出した 6）。

3．結果及び考察
・各抽出方法でのDNA収量と純度の比較
　DNA 抽出方法がナチュラルチーズの菌叢解析
に及ぼす影響を DGGE 法により調べるため，異
なる手法により DNA を抽出した。各抽出方法で
の DNA 収量と純度は，NanoDrop 1000 を用いて
測定し，結果を Table 2 にまとめた。細胞溶解法
による抽出と Lytic Method は高い DNA 収集量
を示したが，どちらも純度は約 1.3～1.4 （A260/ 
280 nm）と低かった。いずれの方法も DNA 抽出
の際にフェノールを用いている点が共通すること
から，フェノールの影響が考えられた。フェノー
ルは 230nm～280nm に吸収波長を持っており，
測定試料に混入していた場合，DNA の純度を下
げることが知られている 10）。また，DNA もフェ
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ノールに近い吸収波長を持っているため，測定値
が実際の DNA 収量より高値になった可能性が示
唆された。
　Stool Kit を用いた抽出は，先行研究 6）と同等の
収量を示し，純度も 2.0 （A280/280）程度であっ
たことから，抽出した方法の中では高い純度を示
した。一方，ビーズ破砕法は Stool kit と DNA
精製工程で同じ製品を用いているにもかかわら
ず，DNA 収量が減少しており，試料に対する
ビーズ破砕の物理的な影響が示唆された。

・16�s�rRNA 遺伝子（16�s�rDNA）の増幅
　異なる 4 手法で抽出した DNA は，純度に差が

認められたことから PCR により DNA の増幅が
可能か確認を行った。抽出したそれぞれの DNA
を鋳型とし， 16s rRNA 遺伝子を PCR により増幅
した。PCR 産物は 2％アガロースゲルで電気泳動
を行い， DNAの増幅の有無を確認した（Fig. 1）。 
本実験で用いたプライマーセットにより増幅され
る 250bp 程度の分子量のバンドが，抽出したす
べての DNA で検出された。Stool kit 及びビーズ
破砕法により抽出した DNA を鋳型とした場合，
試料間で PCR 産物の顕著な増幅の差は確認され
なかった（Fig. 1-1， 1-2）。
　また，細胞溶解液により抽出した DNA を鋳型
とした場合，試料間で顕著な増幅の差は確認され

Table�2　各抽出方法でのDNA収量と純度

　試料の評価は n=3 で行った。DNA収量の上付きの数字は収量の順位を表す。
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なかった（Fig. 1-3）。一方，細胞溶解法と同様に
純度の低かった Lytic Method により抽出した
DNA を鋳型にした場合，スティルトンは他の抽
出方法と同様に増幅が確認され，ゴルゴンゾーラ
及びダナブルーの増幅効率は低かった。（Fig. 
1-4）。このことから，試料自体の PCR への影響
が示唆された。あるいは PCR の鋳型 DNA を調
製する際に DNA の希釈を行っていることから，
DNA に含まれる夾雑物の PCR への影響が低下
した可能性が考えられた。

・�DGGE法による総細菌叢のバンドパターンの
観察

　異なる手法によりナチュラルチーズから抽出さ
れた DNA は，増幅効率が異なることが示唆され
たものの， すべて 16 s rRNA 遺伝子の増幅が確認
された。しかし，アガロースゲルによる電気泳動
では，増幅された rRNA 遺伝子に含まれる細菌
の多様性は判定できない。そのため同一の分子量
であっても DNA の GC 含量により DNA の分離
が可能な DGGE 法により，DNA 抽出方法の違い

が総細菌叢解析に与える影響を検討した。DGGE
解析の結果，ほとんどの試料で主要と考えられる
バンドは DNA の抽出方法にかかわらず共通して
検出された（Fig. 2）。ゴルゴンゾーラ，ダナブ
ルーでは Stool Kit， ビーズ破砕法及び細胞溶解法
により抽出した試料を増幅した DNA は，同様の
バンドパターンを示した。Lytic Method では他
の抽出方法に比べバンドの本数が少ない傾向がみ
られた。スティルトンでは，ビーズ破砕法，細胞
溶解法，Lytic Method により抽出，増幅した
DNA は類似したバンドパターンを示した。一方，
Stool kit によりスティルトンから抽出，増幅した
DNA では，他の手法で優勢菌種として検出され
ているバンド A， B， C， D が検出されなかった。
　 以 上 の 結 果 よ り，DNA 抽 出 方 法 の 違 い が
DGGE 法によるバンドパターン解析に影響を与
えることが示唆された。本研究では DGGE 法に
より分離された各バンドの細菌種までは同定でき
ていないことから，今後バンドの同定を進めるこ
とで，DNA 抽出方法が細菌叢解析に与える影響
を具体的に検討することが可能になると考えられ

Fig.1　16�s�rRNA 遺伝子の増幅
　抽出したそれぞれのDNAを鋳型とし，16�s�rRNA遺伝子を PCRにより増幅した。PCR産物は 2％アガロースゲルで電気泳
動を行い，DNAの増幅の有無を確認した。1は Stool�kit,�2 はビーズ破砕法，3は細胞溶解法，�4 は Lytic�method の各抽出方法
の泳動結果を表す。試料の Gはゴルゴンゾーラ，Dはダナブルー，Sはスティルトンを泳動したレーンを示す。Mは 1 KB�
DNA�Ladder�DM3200（SMOBIO）を泳動したレーンを表す。
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る。本実験で行った細菌叢解析では，DNA 収量
と純度が高かった Stool Kit は，多くの試料で多
様なバンドパターンを検出することができたもの
の，一部の試料では他の方法で抽出した DNA に
比較しバンドパターンの減少が確認された。その
ため DNA を用いて細菌叢解析を行う場合，試料
から抽出した DNA の収量や純度の高さだけで
は，網羅的な細菌叢解析に使用可能か判断するこ

とは困難であることが示唆された。一方，試料を
ビーズ破砕する抽出法では，DNA 収量と純度は
他の手法より低かったものの，すべての試料で多
様なバンドパターンを検出することができた。そ
のため試料をビーズにより破砕することは，ナ
チュラルチーズの細菌叢を解析するにあたり，
DNA 抽出法として有効な手法だと考えられた。
しかし，ビーズにより物理的に試料を破砕するこ

Fig.�2　DGGE法を用いたナチュラルチーズの総細菌叢のバンドパターン
　試料のナチュラルチーズから異なる手法で抽出したDNAを，特異的プライマーにより増幅し，DGGE法により検出した。泳
動に使用したDNA量は 1000 ng とした。アクリルアミドゲルの変性剤濃度勾配は 20～65％とした。電気泳動は 60℃で 40 V，�
15 分の予備泳動後，60℃で 120 V，�5 時間の泳動を行った。
　抽出方法No.�l～4 はそれぞれ，1.�stool�kit，2. ビーズ破砕法，3.�細胞溶解法，4.�Lytic�method で抽出した試料から PCRによ
り増福した DNAを泳動したレーンを表す。白枠は試料間でバンドパターンに変化が確認された部分である。Mは DGGE�
Marker（ニッポンジーン）を泳動したレーンを示す。
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とで夾雑物の割合も増加する可能性がある。その
ため，ナチュラルチーズに適した夾雑物の除去法
を検討することは，細菌叢解析の DNA を調製す
るうえで重要であると考えられる。また，現在の
DNA による細菌叢の解析は PCR が必要になる
ことから，抽出 DNA に含まれる夾雑物の PCR
の増幅効率への影響も重要である。先行研究 13）

において，乳に含まれるタンパク質分解酵素が
DNA ポリメラーゼを分解し PCR を阻害するこ
とが示唆されている。また，乳に含まれるカルシ
ウムイオンは DNA ポリメラーゼに対して他のイ
オンよりも高い阻害効果を示し，ナチュラルチー
ズに含まれる NaCl も PCR における DNA ポリ
メラーゼの性能に影響を与えることが報告されて
いる 14）。これらの PCR の阻害要因の影響を低減
することは，食品の微生物叢をより正確に反映し
た解析結果を得ることにつながることが期待され
る。
　ナチュラルチーズをはじめとした発酵食品は，
その製造工程に多様な微生物がかかわり，豊かな
風味などを生み出している。一方で，発酵食品が
食中毒の原因になることもあり，微生物叢の解析
は，製品の品質や安全性の面で重要である。本研
究の実施条件では，解析する試料や DNA の抽出
方法の組合せにより異なる細菌叢解析の結果が得
られた。そのため網羅的な細菌叢解析の前に試料
に適した DNA 抽出方法及び増幅条件の検討をす
ることで，より精度の高い細菌叢の解析が可能に
なるものと考えられた。本研究ではナチュラル
チーズからの DNA 抽出方法を中心に検討を行っ
たが，DNA 抽出方法だけでなく PCR の増幅条
件も検討することは，より正確なナチュラルチー
ズを含む乳製品や発酵食品の菌叢解析，ひいては
食品のより良い菌叢解析手法の発見にもつながる
と考える。
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