
はじめに
MiSeqシステムはイルミナの実績のある可逆的ターミネー 
ターケミストリーを用いた1塩基合成反応（SBS: Sequence by 
Synthesis）を採用しており、HiSeq 2000システムと同様の高品 
質なデータを産出します。このアプリケーションノートは大腸 
菌のリファレンス株から得られたライブラリーをMiSeqと
HiSeq 2000システムでシーケンス解析した結果を記述してい
ます。MiSeqから得られた結果は公開されているIon Torrent の 
Personal Genome Machine（PGM）からのデータセットとも比
較を行い、高品質なペアエンド法による解析がde novoアセンブ
ルに重要であることを示しました。

シーケンスとde novoアセンブルのながれ
すでによく特徴付けられた大腸菌 MG1655株から得られたゲ 
ノムDNAを抽出し、イルミナTruSeqサンプル調製キットを 
使ってシーケンス用のライブラリーを作製しました。MiSeq
のシーケンスランでは、まずライブラリーをアプライした試薬
カートリッジとフローセルをシステムにセットしました。その
後、クラスター形成と150塩基のペアエンド解析をMiSeqで行
い、ランは27時間以内に終了しました。MG1655のライブラ 
リーはHiSeq 2000でも解析を行いましたが、HiSeq 2000のラ
ンでは100塩基ペアエンド法を行い、TruSeq v3試薬を用いて
10.5日間かけてシーケンスを実施しました。

MiSeqで行ったリシーケンスでは、データ解析はシステムに搭
載されているコンピューター上で終了し、追加のサーバーや計
算機器は使用としませんでした。HiSeqとMiSeqシステムから
得られたベースコールファイルはCASAVA 1.8a5で解析を行い、
de  novoアセンブルはVelvetで完成しました。MiSeqとIon Torrent
のde novoアセンブル比較は、公開されているアセンブラーの
MIRA1とRay2を使用して行いました。MiSeqからのデータ量
を Ion Torrentのデータセット3と合わせるために、50xカバレッ

ジまでダウンサンプリングをして解析しました。これらの公開
されているアセンブラーのツールはイルミナそしてIon Torrent 
データ3でも解析できることが報告されており、得られた結果
はMiSeqデータをVelvetで解析したものと比較できるものでした。

結果とデータ解析
MiSeqおよびHiSeqシステムからのデータを比べてみると、ク
ラスター密度およびパスフィルターのクラスター数は同程度
の結果となりました。また、両システムからのde novoアセン
ブル結果も非常に似た結果を示しています（表1）。HiSeqと
MiSeqのデータをリファレンス配列と比較した結果では、ど
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de novo バクテリアシーケンス
高品質なペアエンド法で優れたde novoアセンブル解析

  表1：MiSeqとHiSeq 2000のランと
          大腸菌MG1655株のアセンブル結果

指標 MiSeq HiSeq 2000

生のクラスター密度 840/mm2 794/mm2

パスフィルターのクラスター 799/mm2 726/mm2

ペアエンドごとの Q30以上
の塩基の割合（%）

リード 1: 91.9%
リード 2: 87.5%

リード 1: 89.3%
リード 2: 86.1%

Q30以上の塩基の割合（%） 89.7% 87.7%

アセンブルサイズ 4,573,128 4,571,539

コンティグ数 125 125

N50 （コンティグ数） 148,627 bp (11) 148,770 bp (12)

平均コンティグ長 36,585 bp 36,571 bp

スキャフォールドのギャップ（%） 0.07% 0.07%

最大コンティグ長 311,761 bp 305,482 bp

GC% 50.71% 50.71%

図1：GC%におけるカバレッジの均一化

GC%を横軸にとり、リファレンス配列と比較したMiSeq（紫、左）およびHiSeq 2000（緑、右）のパスフィルターリードの割合を示します。MiSeqおよびHiSeq 
2000のシステムでは均一なゲノムカバレッジが観察されました。
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のGC%の範囲でも均一なカバレッジを示しています（図1）。 
MiSeqシステムからのアセンブルを大腸菌リファレンス配列に
重ねたCircosというソフトウェアを用いて描画したところ（図
2）、全ゲノムに対して優れたカバレッジが得られていることが
わかりました。

MiSeqの150塩基ペアエンド解析ランでおこなったde novoア
センブルは、Ion Torrent 3 のデータと比較しました。同等の比
較を行うために、MiSeqのデータは50xカバレッジまでダウン
サンプリングを行い、231Mbのデータセットとしました。こ
れはMiSeqランの約7分の1のデータ量に相当します。最大コ
ンティグ長およびN50の値は、ダウンサンプリングしたMiSeq
データの方が Ion Torrentのデータセットと比べて圧倒的に優 
れている結果となりました（図3Aおよび4A）。

まとめ
バクテリアDNAから作成したライブラリーをMiSeqとHiSeqシ
ステムでランを行ったところ、同様のデータが得られました。
両システムともQ30以上の塩基が全体の85%以上を占め、ま
た均一なGCカバレッジで高品質のデータを産出しました。同
じデータセットを用いてde novoアセンブルを行ったところ、

図2：大腸菌アセンブルのMiSeq結果をCircosで描画 図3：de novoアセンブルで得られたコンティグとN50長

大腸菌MG1655株のMiSeqのデータをアセンブルした結果を示します。
ゲノムの位置は白の外円で、遺伝子は赤で表示しています（数値は1000 
単位）。De novoアセンブルのカバレッジはオレンジで示しており、BLAST
を使って完全なリファレンスにアラインし、一致率99%でフィルターして
います。GC%は緑で、ゲノム上の繰り返し配列は灰色の線で示しています。

A. MiSeqおよび Ion Torrentアセンブリで得られた最大コンティグ長を示しま 
す。MiSeqの結果は紫（MIRA v3.0.0）、緑（Ray  v1.3.0）で表示し、Ion Torrentア 
センブリ結果は青（MIRA v3.2）および灰色（Ray v1.3.0）で表示しています。
B. N50は、コンティグ長の長い配列から順にコンティグ長を足していった際に、
全コンティグの合計塩基長の50%となった時のコンティグの長さを示し、アセン
ブルの結果を評価する際の１つの指標として利用されます。
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リファレンス配列と比較したカバレッジも優れており、両シス
テム同様の結果となりました。MiSeqシステムで得られるシー 
ケンス結果は、高スループットのHiSeq 2000システムのデータ 
とも再現性があり、MiSeqシステムがスピードと精度を必要
とする大規模プロジェクトのパイロットテストや、独立した実
験系に適していることがわかりました。De novoアセンブルで
は、MiSeqから得られる高品質なペアエンド法の重要性が、 
Ion Torrentと比較して特に明らかとなりました。MiSeqのペア
エンド法で得られる高品質なアセンブル結果は、優れたデータ
がゲノムの正確な全体像を捉えることを示しています。
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