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サン プルの 前処理方法が新型シーケ ンサーを用 いた微生物叢解析結果 に及ぼす影響
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　近年、微生物菌叢解析において新型 シーケ ン サ ーを用 い た方法が
一

般的 に な っ て い る。よ り正確な解析を

行う上で、前処理過程が重要 だと考 えられ るが 、 サ ン プル調製方法の 違い がシ
ーケン ス結果に及 ぼす影響を

調査 した知見は多 くない 。 そ こで 、 我々は シーケ ン サ ーの 機種やPCR に使用する 16S　rRNA 遺伝子 プライ マ ー

の違い な どが解析結果に与 える影響 を調査 した 。

　土壌 、 海水 、 原 油に よる集積を行 っ た海水など7種類の サ ン プル を使用 し、土壌DNA 抽出キ ッ トを用 いて

破砕抽出を行 っ た 。 得られたゲノムDNA よ り16S　rRNA 遺伝子 の V4領域 （292　bp）をPCR 増幅し 、
　 Roche　454

GS　FLX及び111umina　MiSeqで シ
ーケン スを行い 、　 QIIMEを用い て菌叢を解析 し結果 を比較 した 。 主座標解析

の結果で は顕著な差は見られず、phylum レベ ルで比較 した菌叢にも大 きな違 い はなか っ た 。 こ の こ とから、

シ ーケン サ ーの違い が結果に与える影響は少な い こ とが示 され た 。

　次 い で 、 解析 に 用 い る 16S　rRNA 遺伝子領域が シ ー
ケ ン ス結果 に 及ぼす影響 を調査す るため 、

　 V4 領域とV3−4

領域 （465bp ）に対 し設計され たプライ マ ーを用い てPCR を行い、　 MiSeqを使用 して解析 した 。 そ れぞれ の

シーケン ス結果を比較 した結果、主座標解析で は差は見 られず 、 phylum レベ ルで比較した菌叢にも大きな違い

はなか っ た。しかし、OTU （operational 　taxonomic　 unit）数がV4領域の みに比 べ て、　 V3−4領域では減少する こ とが

示 された。この ことから 、 サ ン プル調製 時 の プライ マ ー選択は特に重要である こ とが示唆された。
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次世代シークエ ンス 解析の 解析領域が様々なサ ン プル の 帰属分類群の推定に及ぼす影響
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　 【目的】次世代 シ
ー

ク エ ン サ
ー

を用 い た解析で は、近年、解析で き る 塩基 長が伸びて い る （現在 、 イ ル

ミナ MiSeq で は 600bp）。 解析に使用 で きる領域の選択肢が増え る こ とで、　「微生物群集構造解析に お い

て どの解析領域を使用 す る の が 目的 の サ ン プル に 適 して い るの か ？」 とい う疑問 を多 くの 人 が持 つ で あ

ろう 。 そ こ で 、 本研究で は MiSeqを用い て、解析領域が様々なサ ンプルの帰属分類 群 の 推定 に及ぼす影響

を検討 した。　【方法】 5種 類 の サ ン プル （糞便、唾液、土 壌、活性汚泥、河川水）か ら DNA を抽出 し、

一

般細菌 16SrDNA 対象の ユ ニ バ ー
サ ル プライ マ ーセ ッ ト27　F −534R （V1 −V3 ）、27F 　 mod −534R （Vl −V3） 、

341F−806R （V3 −V4 ）、 341F−926R （V3−V5）、515F −1064（V4−V6）を用い てPCR を行い MiSeq によ る解析を行 っ

た。得 られ た リードに つ い て 、 RDPに よる帰属分類群の 推定およびアポロ ン基準株デー
タ ベ ースに よる種 レ

ベ ル の 推定 を行い
、 各種サ ン プ ル に つ い て解析領域に おける帰属分類群の推定結果 を検証 した 。　 【結果およ

び考察】RDP解析 およびア ポロ ン 基 準株デ ータベ ース に よ る解析の結果、検 討 した い ずれ の サ ン プ ル に お い

ても 、 解析領 域に よ っ て帰属分類群の 構成比 に変化が認められた。特に、ア ポ ロ ン 基準株 デー
タ ベ

ー
ス に よ

る種 レベ ル の 推定に お い て は 、 解析領域に よ っ て種 レ ベ ル に 推定される リ
ードの割合に大 きな差が認 め られ

た。また 、 サ ン プル の 種類 によ っ て 海、 その 結果に 多少の 違い が認め られた こ とか ら、サ ン プル の 種類 に

よ っ ても適する解析領域が異 な ると考 え られた。
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