
微生物研究における 
次世代シーケンサーがもたらす利点
すべての生物学研究において、ゲノム配列を理解することは非常に重要です。キャピラリー電気泳動を用いたシーケンス法により、 
いくつかの生物の遺伝情報の解読が可能となりました。この手法は幅広く使われるようになりましたが、データのスループット、拡張性、

コスト、スピード、解像度といった面で制限があり、研究者が必要な遺伝情報を最大限に引き出すことは難しいものでした。これらの制限 

を打開するために、全く新しいテクノロジーである次世代シーケンサーが開発されました。次世代シーケンサーは以前の手法とは大きく

異なるアプローチで、非常に数多くの画期的な発見をもたらしました。次世代シーケンサーの誕生以来、我々は研究手法の大きな変化

を目の当たりにしています。生物システムからの遺伝情報の抽出方法が大きく変わり、ゲノム、トランスクリプトーム、エピゲノムに 

ついての見識を明らかにすることができるようになったのです。このイントロダクションでは、微生物学研究において、次世代シーケンサー

がもたらす利点に焦点をあてています。

http://www.illuminakk.co.jp/applications/microbiology.ilmn
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次世代シーケンサーへようこそ
次世代シーケンサーの進歩は、ヒトの疾患研究から環境や進化の研究にまで、研究分野を大きく拡げるのに役立っています。ゲノムサ

イズが小さく、比較的シンプルなデータ解析を行う微生物研究において、次世代シーケンサーは特に有用です。他のゲノム解析法とは異

なる次世代シーケンサーを利用する最大の利点は、培養できない生物など予備知識が得られない場合でも、ゲノムのすべての位置にお

いて変化を測定できることです。1塩基レベルの分解能は、研究室で保存している株や環境中のサンプルなど、いずれにおいても短期

間の微生物適応性の追跡を可能にします。

次世代シーケンサーの出力データ量は、このテクノロジーが誕生してから毎年倍以上という驚異的なペースで増加しており、次世代 

シーケンサーの急速な普及を証明しています。2007年は 1回のランで 10億塩基（1Gb）のデータを得ることができました。それが、

2012年には 1回のランで 1000倍の 1兆塩基（1Tb）のデータにまで飛躍しました。出力データ量が飛躍的に増加したことによって、

微生物のゲノム解析にかかるコストは 10万分の 1に低下しました。1995年にキャピラリー電気泳動法を用いて 180万塩基（1.8Mb）

のインフルエンザ菌ゲノムを決定した際には約 100万ドル近くのコストがかかり、時間は 1年以上かかりました。現在、イルミナの 

次世代シーケンサーを使えば 500万塩基（5Mb）の大腸菌ゲノムを１日で解析することができ、わずかなコストしかかかりません。
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次世代シーケンサーの基本原理
原理的には、次世代シーケンスはサンガー法を用いたシーケンス、あるいはキャピラリー電気泳動シーケンス法に似ています。DNA 

テンプレート鎖から再合成される時に生じるシグナルから、小さな DNA断片の塩基を 1塩基ずつ決定します。これまでの手法ではこの

プロセスを単一あるいは少数の DNA断片に対して行っていましたが、次世代シーケンサーでは数百万以上もの反応に拡張して大量 

並列に処理します。これにより大きな DNAを迅速にシーケンスすることが可能になり、最新機種では 1回のランで数千億塩基の情報

を得られるまでになりました。このプロセスの進行を説明するために、1つのゲノムDNAサンプルを例として考えてみます。まずゲノム

DNAを断片化してライブラリーを調製し、そしてシーケンスを行います。各ライブラリー断片からの塩基配列の単位はリードと呼ばれ、

既知のゲノム配列を参照してリアセンブルされます（リシーケンス）。参照ゲノム配列がない場合は、最新のコンピューター技術を使っ

て新たにアセンブルされます（de novoシーケンス）。このようにアセンブルされたリードをひとつの大きなセットと捉え、元の 

サンプルのゲノム配列全体を明らかにします（図 1）。サンプルからライブラリーを調製まで行えれば、あとはデータ解析までのすべて

のシーケンスステップが 1台の装置で実施できるため、最小限のハンズオンタイムで迅速な解析が実現されます。

ライブラリー調製
次世代シーケンサーを実験でどのように使用するかは、主にライブラリーの調製方法とデータの解析方法によって決まりますが、実際

のシーケンスステップは基本的に同じです。現在、数多くのライブラリー調製キットが存在し、全ゲノム、小ゲノム、mRNA、全エクソーム 

のようなターゲット領域、カスタム選択した領域、タンパク質結合領域などのシーケンスに対応する完全な試薬セットやプロトコールが

提供されます。特殊な研究対象にも対応するため、特定の生物学的機能に関連するゲノムの特異的領域を単離するための新規プロト 

コールが数多く開発されています。

次世代シーケンサー用のライブラリー調製プロトコールは、一般にはキャピラリー電気泳動を用いたサンガーシーケンス法よりも迅速 

かつ直接的に行えます。次世代シーケンサーでは、ゲノムDNAあるいは cDNAライブラリーから直接、調製をはじめることができます。

まず、シーケンス時のケミストリーに必要な特異的オリゴヌクレオチドアダプターを DNA断片にライゲーションします。この反応は、 
イルミナの Nextera® テクノロジーを使用するとわずか 90分で終了します（図 2）。一方、キャピラリー電気泳動を用いたサンガーシー

ケンス法では、まずゲノムDNAを断片化してバクテリア人工染色体（BAC）または酵母人工染色体（YAC）にクローニングする必要

があります。その後、BAC、YACをさらにシーケンスベクターにサブクローニングし、適切な微生物の宿主に形質転換します。そして、

シーケンスの前に個々のコロニーやプラークからテンプレートDNAを精製します。このプロセスを完了するまでには数日から数週間 

かかることすらあります。

A. ゲノムDNAの抽出
B. ゲノムDNAを断片化してアダプターを付加し、ライブラリーを調製する
C. ライブラリーの DNA断片は同時並列にシーケンスされる
D. 各シーケンスリードはリファレンスゲノムにアライメントされ、リアセンブルされる
E. 全ゲノム配列はアライメントされたリードの共通配列から得られる

図 1：次世代シーケンサーの原理

配列データgDNA ライブラリー調製 並列シーケンス アライメント 配列データ

A B C D E



4

マルチプレックス法により可能となった拡張性のある研究
微生物やウィルスなどゲノムサイズが小さい生物種の解析を行う研究者は、デスクトップ型の次世代シーケンサーを用いて 1ランあたり

の解析サンプル数を少なくすることもできますし、高いスループットのシステムを活用して大量のサンプルを処理できます。マルチプレッ

クス法は、1回の実験で多数のサンプルを同時にシーケンスすることを可能にします（図 3）。このためには、各サンプルに固有の「バー

コード」配列を付加することで、データ解析時にそれらを識別できるようにします。

マルチプレックス法により、次世代シーケンサーは多数のサンプルの解析においても、データ取得までの時間を劇的に短縮することが

できます。キャピラリー電気泳動を用いる場合、数百のアンプリコンのシーケンスには数週から数ヶ月かかりましたが、次世代シーケン

サーでは同じ数のサンプルをわずか数時間でシーケンスでき、2日以内に完全な解析が完了します。高度に自動化された使いやすい 

プロトコールを組み合わせると、実験から成果の発表までをこれまでよりも迅速かつ簡単に行えます。

次世代シーケンサー用のライブラリー調製は、断片化したゲノムDNAから直接はじめます。シーケンス時のケミストリー、およびサンプルのインデックスに必要な
イルミナシステム独自の特異的オリゴヌクレオチドアダプターを各DNA断片の末端にライゲーションすることで、シーケンス可能なライブラリーが得られます。

図 2：次世代シーケンサー用ライブラリー調製の概要

アダプター

DNA
シーケンス可能なライブラリー

A.  2種類の異なるサンプルから得られるDNA断片のそれぞれに、サンプルの由来を明らかにする固有のバーコードを付加します。
B.  各サンプル由来のライブラリーを混合し、同時にシーケンスを行います。得られるそれぞれのリードには、DNA断片の配列とサンプルの由来を明らかにする
バーコード配列が含まれます。

C.  バーコード配列情報をもとに、マルチプレックスを分離またはシーケンス情報を識別します。
D.  各リードセットをリファレンス配列にマップします。

図 3：マルチプレックス法の概要

A B C D

サンプル 1

サンプル 2
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ペアエンドシーケンス
DNA断片の両端からシーケンスするペアエンド（PE）シーケンスを用いることで、DNA断片の位置決定が広範囲で可能になります 

（図 4）。各ペアにおけるリード間の距離がわかっているため、この情報を用いてアライメントアルゴリズムを実行することでリードを正確

にアライメントできます。したがって、シーケンスが困難な、あるいは反復配列のあるゲノム領域に対しても優れたアライメントが可能

になります。イルミナの次世代シーケンサーは、インサートサイズやリードの長さ（35～ 300bp）を柔軟に設定できるため、あらゆる

ゲノムに対して高解像度の解析が可能です。

イルミナの BaseSpace®クラウドでの解析、保管および共有
シーケンスアプリケーションを考えるうえで、データ解析は重要な要因です。次世代シーケンサーでは、高性能なコンピューター装置、

大規模なデータストレージ、高いスキルをもったバイオインフォマティシャンや IT担当者が必要であり、このことが大きな課題の 

一つになっています。イルミナでは、この課題を克服するための開発を継続的に行っています。現在のシステムでは、シーケンスラン

が進行するのと同時に、アライメントや変異コールを含む複雑な一次データプロセスがスムーズに実行されています。アプリケーション

に応じて、その後のデータ解析のほとんどをシーケンサー内蔵のコンピューターにインストールされている最適化されたソフトウェア、

あるいはイルミナ独自のクラウドコンピューティング環境であるBaseSpaceから直接実行できます。基本的には画面操作によるインフォ

マティックスソリューションによって解析が簡略化されており、研究者は生物学に集中できます。BaseSpaceユーザーはデータをクラウ

ド上に保管し、解析することで、近隣のあるいは世界中の共同研究者と直ちにデータ共有できます。BaseSpaceアプリケーションスト

アは、多様な商用ソフトウェアツールや学術機関が提供する有名なオープンソースアルゴリズムへのスムーズなアクセスを提供します。

これらのツールから得られる生物学的解釈と知見は研究を促進することでしょう。

End-to-Endソリューション
イルミナの次世代シーケンサーは、アプリケーションに応じた特殊なライブラリー調製、実績があり安定したシーケンス試薬、そして広範

囲のデータ解析を提供するシンプルなツールまで、DNAから解析結果の取得までを完全にサポートする唯一のソリューションです（図5）。

ペアエンドシーケンスは DNA断片の両端をシーケンスできます。各ペアのリード間の距離がわかっているため、この情報を用いてアライメントアルゴリズムを
実行することでリードをより正確に反復領域にマップすることが可能です。このため、特にシーケンスが困難なゲノム中の反復領域に対するリードのマップ結果は
はるかに良くなります。

図 4：ペアエンドシーケンスおよびアライメント

リード 1

ペアエンドリード リファレンス配列へのアライメント

リファレンス配列

反復配列
リード 2

MiSeqシステムの次世代シーケンサーワークフローには、ライブラリー調製、大量並列シーケンス、自動データ解析とクラウド対応のデータ解析、ストレージ
および共有が含まれます。

図 5：MiSeqデスクトップ型シーケンサーを用いるイルミナの End-to-End次世代シーケンサーワークフロー

ライブラリー調製
ハンズオンタイム 15分

1.5
時間

共有
セキュリティのある保管

シーケンス
ハンズオンタイム 20分

4
時間

解析
完全自動化

3
時間
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微生物学アプリケーション
ゲノムシーケンスは、既知の生物に基づいた微生物の同定研究や、マイクロバイオーム研究や環境調査のようにその生物の情報がない

または不完全な場合など、あらゆる微生物の同定研究を促進します。高解像度のゲノム情報は、病因、遺伝子の水平伝播、パンゲノム、

宿主と共生生物または寄生生物の共進化などの研究に役立てることができます。次世代シーケンサーから得られる豊富な情報は、指向

進化戦略、ラボ適合性解析、変異スクリーニングなどのすべての変異研究、あるいは流行や感染などの時間的および空間的ダイナミク

スの研究に役立ちます。

次世代シーケンサーのもう一つの重要な利点は、シーケンス情報の豊富さです。ディープシーケンスによって複雑な個体群の中から非

常に少ない要素を検出することが可能であり、この能力は微生物学的変化の解釈にとても効果があります。微生物ゲノムのシーケンス

はルーチンで行われ、個々の細胞についてシーケンスされています。このようなシーケンス情報の蓄積によって微生物群の動的な自然

現象の理解が拡がっており、環境や人の健康に及ぼす影響が大きくなっています。

小さいゲノムサイズの生物種における全ゲノムシーケンス
最近までゲノム全体をシーケンスすることは重要な試みでした。一般的に、次世代シーケンサーは大きなゲノムの解析と関連づけられ

ますが、このテクノロジーの拡張性はウイルスや微生物の小ゲノムに対しても有用な技術になります。一方、キャピラリー電気泳動を 

用いたサンガー法のテクノロジーでは、コンパクトなゲノムに対してであっても、全ゲノムをシーケンスするのに非常に多くの時間と 

リソースを必要とします。次世代シーケンサーのプラットフォームがもつ大量のデータを短時間で生み出す能力は、全ゲノムシーケンス

にとって強力なツールとなります。次世代シーケンサーのパワーとスピードは、2011年に欧州で発生した腸管凝集性大腸菌の大流行

の際に迅速な科学的対応に貢献したことで実証されました。研究者は次世代シーケンサーのデータを使うことで細菌株の高品質な 

全ゲノムシーケンスを迅速に生み出し、それによって病毒性を高める遺伝子変異についてより理解を深めることが可能になります。

* カバレッジ 30xのランあたり75株までシーケンスが可能です。
** 1台の 3730xl装置で 1日あたり24時間ランを行ったと仮定した場合。
† ライブラリー調製を除きます。

表 1：小さいゲノムサイズの生物種におけるイルミナの次世代シーケンサーと 
 キャピラリー電気泳動を使ったサンガーシーケンス法の比較

項目 MiSeqシステム サンガーシーケンス法

シーケンスする株数 4* 4

ゲノムサイズ 3Mb 3Mb

ライブラリー調製時間 1.5時間 数週間

シーケンス時間 2日 243日 **

ゲノムあたりのコスト † 約 36,000円 約 900万円

プロジェクトのコスト † 約 144,000円 約 3600万円

ゲノムあたりのカバレッジ深度 583 x 以上 7 x

装置上でデータ解析は可能か ? できる できない
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例：de novoシーケンス
ゲノムサイズの小さい生物種のシーケンスでは、ほとんどの生物種でリファレンスゲノムが入手できないことが課題の一つになります。

これは全ゲノムシーケンスを de novoで行い、リファレンス配列へのアライメントなしでリードをアセンブルしなければならないケース

が多々あることを意味しています。ペアエンドリードの活用、そしてリード長が 300bpまで伸びたことにより、反復配列を含む領域のア

ライメントが向上しました。またコンセンサス配列のギャップをうめることによりde novoシーケンスで長いコンティグを生み出すことが

可能になりました。その結果、より完全なゲノムのカバレッジが実現されました。キャピラリー電気泳動シーケンス法と比較して、次世

代シーケンサーは時間とコストを抑えながら 1回の実験で多くの株を同時に解析することが可能です（表 1）。

ターゲットシーケンス
ターゲットシーケンスを行うことで、遺伝子サブセットあるいは特定のゲノム領域のみをシーケンスして、時間、経費、データストレージ 

を最も興味のあるゲノム領域に集中することができます。アンプリコンシーケンスとは、数百塩基の長さに拡がるゲノム上の選択した 

領域をシーケンスする手法です。最新の次世代シーケンサーのアンプリコンライブラリー調製キットは、ゲノム DNAの標的領域を溶液

中で迅速に増幅することが可能です。この手法を用いることで、複数のサンプル由来の数千ものアンプリコンを同時に調製し、数時間

のうちにインデックス化することができます。1回のランで多数のアンプリコンとサンプルを処理する能力を備えることで、次世代シー

ケンサーは 1回の実験で興味のあるゲノム内の領域をすべて同時に、従来のキャピラリー電気泳動法より少ない時間とコストで解析 

することが可能です。

例：16Sメタゲノムシーケンス
微生物の 16Sリボソーム RNA（rRNA）遺伝子の比較は、系統学や分類学の研究で広く用いられる一般的なアンプリコンシーケンス

手法です。この手法は、多くの環境下にある微生物の多様性の評価に使用することで、他の手法では研究が困難または不可能なサンプル

由来のマイクロバイオームの解析を可能にします。次世代シーケンサーは、数千もの生物種を同時にシーケンスする能力を備えることで

特にこのアプリケーションに適しています。次世代シーケンサーは混合したサンプルの場合でも、1回のランで高いシーケンスカバレッジ

を得ることができるため、キャピラリー電気泳動シーケンス法を使用した場合には見逃されたり、費用がかかりすぎるような希少な変異

株を同定することが可能です（表 2）。表 2で示された例は、比較を目的としたわずか 96のサンプルに基づいていることに注意して 

ください。数百あるいは数千種類のゲノムを比較する実際のメタゲノムシーケンス研究にキャピラリーシーケンスを用いるとコストや労

力がかかりすぎますが、イルミナの HiSeqシステムや NextSeq™ システムのようなハイスループット次世代シーケンサーを用いるとそ

の研究を実現することができます。

* PCR増幅を除きます。
** 双方向シーケンスを含みます。

表 2．ターゲットアプリケーションに対するイルミナの次世代シーケンサーと 
 キャピラリー電気泳動を使ったサンガーシーケンス法の比較

項目 MiSeqシステム サンガーシーケンス法

プロジェクトのサンプル数 96 96

アンプリコン数 12 12

ターゲットパネルサイズ ～ 5kb ～ 5kb

ライブラリー調製時間 3時間未満 3時間未満

シーケンス時間 1日 6日

アンプリコンあたりのコスト * 約 150円 約 500円

プロジェクトのコスト * 約 25万円 約 500万円

アンプリコンあたりのカバレッジ深度 13,000 x 以上 2 x**

装置上でデータ解析は可能か ? できる できない



次のレベルの研究へ
次世代シーケンサーの登場によって、以前は不可能であったレベルでの生物システムを研究できるようになりました。キャピラリー電気 

泳動を用いたサンガーシーケンス法よりも明らかに有利な点によって、次世代シーケンサーは微生物研究を一変させ、そして新しい 

探求の道を開くことができるでしょう。www.illuminakk.co.jpであなたの研究に最適なシーケンスプラットフォームを見つけてください。

革新から発表まで
次世代シーケンサーテクノロジーは進化し続けており、研究者は数多くの生物学分野で魅力的な発見を生み出し、すべての研究分野で

これまで不可能であった答えをもたらしています。その結果、多くの雑誌に論文が発表されており、イルミナのシーケンステクノロジー

に関係する論文は 5,500報を超えています。微生物学に関連した最近の論文例を以下に掲載します。
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