
Application Note: DNA Analysis

データ解析
1次解析（画像解析およびベースコール）はMiSeqシステム上
で行います。ランの終了後は、イルミナのフリーのソフトウェア
MiSeq Reporter（MSR）を利用して 2次解析を実施することが
できます。MiSeqシステム上またはイルミナの提供するクラウド
型ソリューションの BaseSpace、その他ネットワークに接続して
いないコンピュータ上でもご利用頂けます。このMSRによりメ
タゲノム群集から属レベルのデータが得られ、それぞれの属が存
在する割合まで把握できます。

結果
16S rRNA遺伝子配列と高頻度可変領域は、数多くの生物種 
で既に決定されています。これらの配列は Greengenes 4や 
Ribosomal Database Project 5など複数のデータベースで入手
可能です。分類においては、16S rRNA遺伝子の全長の代わり 
に、高頻度可変領域のみをシーケンスすることで十分な情報が 
得られます 6,7。MSRのメタゲノム 16S rRNAワークフローでは、
分類のためにGreengenesデータベースを使用しています。

はじめに
細菌叢は、深総土壌から海底の熱水噴出孔といったさまざまな環
境下で生存しています。またヒトや動物には、体内、体外を問わ
ず多様な種類の微生物が生息しています。メタゲノミクスとは、
このような細菌叢から分離した遺伝物質、すなわちメタゲノムに
関する研究です。メタゲノミクス調査は通常、原核生物の 16S
リボソーム RNA（rRNA）遺伝子を対象に行われます。この遺伝
子は全長が約 1,500塩基で、9つの散在した可変領域と保存領
域から構成されています。この領域をシーケンスすることで、微
生物を分類することができます。次世代シーケンサーを使い、
16S rRNA遺伝子の特定領域をターゲットとしてシーケンスする
ことで、多様な細菌叢を分類することが可能になります（図 1）。

この Application Noteでは、デスクトップ型のMiSeqシステム
を用いた 16Sアンプリコンシーケンスの手法と、そこから得られ
る結果をご紹介します。研究者は、イルミナで確立されたアンプ
リコンシーケンス用のプロトコールに基づいて、ご要望の分類レ
ベルに応じた、1つ、もしくは複数のゲノム領域をターゲットとす
るプライマーを設計します。この手法はウイルス研究や変異の検
出、また他の微生物関連の研究といった、どのような標的アンプ
リコンシーケンスでもお使いいただけます。

手法
ターゲットの増幅方法
イルミナがご紹介する 16S rRNAシーケンスのプロトコール 1は
16S遺伝子の V3および V4領域をターゲットとし、459塩基対
のアンプリコンが得られます（生物により異なる）（図 2）。プラ
イマーはターゲット領域周辺の保存性の高い領域をもとに設計さ
れています。MiSeqは 250塩基のペアエンド解析ができるので、
それぞれのリード末端をオーバーラップさせることで、非常に高
品質の V3および V4領域の全長リードが、たった 40時間のラン
で得られます。そして低サイクル PCRで、イルミナシーケンス
アダプターとデュアルインデックスバーコードがアンプリコンに付
加されます。このライブラリーを定量標準化およびプールしたの
ち、シーケンスを開始します。この手法は 16S遺伝子 2のさま
ざまな領域、その他の興味ある遺伝子にもご利用いただけます。
MiSeqシステムでは、マルチプレックスで、96サンプルを 1ラ
イブラリーにまとめ、シーケンスすることが出来ます 3。

シーケンス
インデックスをつけたアンプリコンをMiSeq試薬カートリッジに
投入し、フローセルと共にMiSeqシステムにセットします。その後、
自動化されたクラスター形成とデュアルインデックスリードを用い
たペアエンドシーケンスを行います。2 x 250bpを解析するには
合計 40時間かかります。

MiSeq®システムで高速にマルチプレックス
16Sアンプリコンシーケンス
わずか 2日間のシンプルなワークフローで複雑な細菌叢を属レベルまで分類

16Sアンプリコンシーケンスは、MiSeqシステムでお使いいただける確
立されたプロトコールです。サンプル調製、シーケンスに加え、装置付属
のソフトウェアによる自動データ解析からなっており、分析結果の検討ま
で行えます。

図 1：16Sアンプリコンシーケンスのワークフロー

ターゲット領域に特異的なプライマーを設計・注文
末端にはオーバーハングするアダプターが必要

PCRでライブラリーにインデックスと
シーケンス用アダプターを付加

MiSeqシステムで自動化された
クラスター形成およびシーケンスを実施

解析データはMiSeq Reporterの 
16S rRNAメタゲノミクスのワークフロー、
あるいはBaseSpaceのAmplicon Viewerを利用

PCRによりテンプレートライブラリーを作成

ライブラリーを標準化し、プール
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MSRは 16Sのワークフローをサポートしており、属レベルでの
分類を可能にしました。16Sワークフローは Bayesian分類法 8

に基づいて分類を行い、それぞれのリードに信頼度スコアを付け
ます。分類の際、リードが一定の信頼度スコアを満たさない場合
は、そのリードは分類されずに「分類不可」のリードとなります。
図 3に示されるように、MSRからの図表アウトプットにはサンプ
ル中のそれぞれの属の割合が表示されます。図 3Aはヒトの唾
液サンプルに含まれる生物種を属レベルで表示しています。また、
図 3Bはメタゲノムにおけるコントロールサンプルの分類結果 
で、以下の微生物由来の DNAが同等の割合で含まれています 
（Bacillus cereus、Klebsiella pneumonia、Listeriainnocua、
Listeriamonocytogenes、Proteus mirabilis、Proteus vulgaris、
Pseudomonaaeruginosa、Pseudomonas stutzer i、 
Staphylococcusaureus、Staphylococcus epidermidis）。

ターゲット領域の上流および下流に相補的でオーバーハングアダプターを
持つフォワードプライマーとリバースプライマーを設計し、ゲノムDNAか
らテンプレートを増幅します。次のステップの低サイクル PCRでは、さら
にマルチプレックスのためのインデックスとイルミナシーケンスアダプター
が付加されます。ライブラリーは標準化後にプールし、MiSeqシステム
でシーケンスします。

フォワードプライマー：  
5’-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3’

リバースプライマー：  
5’-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3’

図 2：シンプルなアンプリコンのワークフロー

MiSeq Reporter（MSR）による 16S rRNAメタゲノミクスワークフロー
のアウトプットです。テスト（A）およびコントロール（B）の微生物サン
プルに含まれているすべての属が表示されています。DNAサンプルはサン
ノゼ州立大学の Cleber Ouverney博士に提供いただきました。

図 3：微生物サンプルの解析

B. コントロール

A. 唾液 
ターゲット領域に特異的、かつオーバーハングアダプターが付加した
プライマーを用いて、PCRによりゲノムDNAからテンプレートを増幅

Nextera® XTインデックスキットを用いて、
インデックスとイルミナシーケンスアダプターを付加
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フォワードプライマーのオーバーハングアダプター：
5’-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3’ ターゲット領域に特異的なプライマー

リバースプライマーのオーバーハングアダプター：
5’-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3’

ターゲット領域に特異的なプライマー

ライブラリを標準化し、プール
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まとめ
イルミナの 16S rRNAプロトコールは、MiSeqシステムで 16S  
rRNA遺伝子の V3、V4領域をシーケンスし、複雑な細菌叢を属
レベルで分類するのに使用することができます。簡単なマルチプ
レックス法と、データのアウトプットの増加により、サンプルの調
製からわずか 2日で分類結果が得られます。またイルミナの
MiSeq Reporterを使うことで、複雑な群集解析とすぐに論文投
稿ができるレベルのデータを得ることが出来ます。MiSeqシステ
ムは多くのサンプル数、そして複数の 16S領域を処理すること
ができるため、大規模なメタゲノム解析をより精密に行うことが
可能です。今後MSRソフトウェアのさらなる改善により、向上し
たデータのレポートや視覚化、さらには種のレベルでの分類が可
能になることが期待されています。またプロトコールの中でも紹
介されているこのワークフローは 16Sアンプリコンのシーケンス
のみならず、他のシーケンスプロジェクトにおいても応用が可能
です。

また他社の解析ツール、例えば Quantitative Insights into  
Microbial Ecology（QIIME）もメタゲノムサンプルの解析にご
利用になれます 9,10。

MiSeqシステムについての詳細は、 
jp.illumina.com/miseqをご覧ください。
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追加情報
MiSeqについての詳細は、 
jp.illumina.com/miseqをご覧ください。
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