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微生物群研究のための16Sリボソーム
RNAシーケンス
16SリボソームRNA（rRNA）遺伝子は、RNAからタンパク質への翻
訳に関与しており、種を超えて保存されています。遺伝子自体は約
1,550 bpであり、保存領域と可変領域が混在しているため、系統分
類のためのシーケンスアプリケーションに役立ちます。1 このアプリ
ケーションノートでは、NextSeq 1000/2000試薬P1/P2 600サイク
ルキットを使用して16S遺伝子のV3およびV4可変領域をシーケンス
するための包括的なワークフローについて説明します。シーケンス性
能は、MiSeq™システムで実施するMiSeq試薬v3 600サイクルキッ
トの確立された性能と比較しました。

NextSeq 1000/2000試薬600サイクルキットは、NextSeq 1000
およびNextSeq 2000システムの処理能力とシーケンス出力を拡張
します。これらのキットは、他の次世代シーケンシング（NGS）プラッ
トフォームや手法に比較し、より高いサンプルリード深度と出力をよ
り短い時間で達成できるため、16S rRNAシーケンスに最適です。
16Sメタゲノムワークフローは、ライブラリー調製、確立されたイル
ミナNGS、およびBaseSpace™ Sequence Hubで利用可能な16S 
Metagenomics Labsアプリを介したプッシュボタン操作の二次
データ解析を一体化したものです。（図1）。

メソッド
IDT for Illumina DNA/RNA UD Indexes Set A～Dにより、
ユーザーは384の16Sライブラリーを生成できます。NextSeq
1000/2000 P1試薬600サイクルキットで384の16Sライブラリー
をシーケンスすると、属レベルでの分類には十分である、サンプ
ルあたり100,000～200,000リードが生成されます。NextSeq
1000/2000 P1試薬600サイクルキットでは合計最大1億リード、
NextSeq 1000/2000 P2試薬600サイクルキットでは最大3億リー
ドが生成されます。

ライブラリー調製

微生物のゲノムDNAサンプルは2つのソースから入手しまし
た。American Type Culture Collection (ATCC) 20 Strain 
Staggered Mix Genomic Material（ATCC、カタログ番号：
MSA-1003）は、グラム染色、GCコンテンツ、および胞子形成などの
属性に基づいて選択された細菌株から調製されたゲノムDNAの交互
分布で構成される模擬微生物群集です。さらに、カリフォルニア州ス
タンフォードにあるスタンフォード大学の研究者と協力して、解析の
ために実際の糞便サンプルを取得しました。2

16S解析用のライブラリーは、確立された16Sメタゲノムシーケンス
ライブラリーのワークフローに従って調製しました。16S rRNA遺伝
子のV3およびV4領域のPCR増幅には、科学文献から選択した細菌
のプライマーペアを用いました（表1）。3  次に、10 µLのイルミナシー
ケンスアダプターと固有のデュアルインデックスバーコード（IDT for 
Illumina DNA/RNA UD Indexes Set A, Tagmentation、カタ
ログ番号：20027213）を用いて2回目のPCRを実施し、NextSeq
2000システムと互換性のあるアンプリコンを生成しました。16Sラ

ライブラリー調製

Illumina DNA Prep（約3.5時間）
Illumina DNA PCR-Free Prep（約1.5時間）

ライブラリーのシーケンス

NextSeq 1000/2000 P1
試薬600サイクルキット（約34時間）

データ解析

16S Metagenomics Labsアプリ
BaseSpace Sequence Hub

図1: 16Sメタゲノミクスシーケンスワークフロー：16Sシーケンスワークフローは、ライブラリー調製、シーケンス、二次データ解析を含みます。NextSeq 1000/2000 
P1試薬600サイクルキットのシーケンスランタイムは約34時間であり、NextSeq 1000/2000 P2試薬600サイクルキットのランタイムは約44時間です。

https://jp.support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/16s/16s-metagenomic-library-prep-guide-15044223-b-jpn.pdf
https://jp.support.illumina.com/content/dam/illumina-support/documents/documentation/chemistry_documentation/16s/16s-metagenomic-library-prep-guide-15044223-b-jpn.pdf
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イブラリーの精製には、Illumina Purification Bead, 100 mL（カタ
ログ番号：20060057）を使用することを推奨します。得られたライ
ブラリーは手作業でノーマライズし、シーケンス用にプールしました
（図2）。

このメソッドは、16S RNAの他のアンプリコン、またはゲノム上の他
の遺伝子をターゲットにする場合にも使用できます。4 オーバーハン
グアダプターシーケンスは、ターゲット領域に特異的なプライマーに
追加する必要があります。

表1: 16S V3およびV4アンプリコンシーケンス用のプライマー配列

プライマー名 配列a,b

16SアンプリコンPCRフォ
ワードプライマー

5ʹ–TCGTCGGCAGCGTCA
GATGTGTATAAGAGACAG-
CCTACGGGNGGCWGCAG–3ʹ

16SアンプリコンPCRリバー
スプライマー

5ʹ–GTCTCGTGGGCTCGGA
GATGTGTATAAGAGACAG-
GACTACHVGGGTATCTAATCC–3ʹ

a. 国際純正応用化学連合（IUPAC）ヌクレオチド命名法：N =任意の塩基、 
W = AまたはT、H = AまたはCまたはT、V = AまたはCまたはG。

b. ハイフンの前のプライマー配列は、イルミナオーバーハングアダプター配列です。 
ハイフンの後のプライマー配列は座位特異的な配列です。

シーケンス

ライブラリー調製後、40%（v/v）PhiXを添加した1,000 pM 16Sラ
イブラリー20 μLを、NextSeq 1000/2000 P1試薬600サイクル
キットまたはMiSeq試薬v3 600サイクルキットのフローセルにロー
ドしました。シーケンスは、NextSeq 2000システムとMiSeqシス
テムでそれぞれ実施しました。代表的なシーケンスランと解析データ
は、BaseSpaceデモデータページで公表しています。

添加した塩基多様性を評価するために、3つのゲノム細菌分離株（大
腸菌、B.cerus、R.sphaeroides、ATCC、カタログ番号：それぞれ
700926、10987、17023）を使用して、塩基バランスの取れた40% 
Illumina DNA Prepのライブラリーを2つのテクニカルレプリケート
で調製し、別の16Sプールに追加しました。* これらのライブラリー
は、Illumina DNA Prep, (M) Tagmentation (24 Samples, IPB)
（イルミナ、カタログ番号：20060060）およびIDT for Illumina 
DNA/RNA UD Indexes Set A, Tagmentation (96 Indexes, 96 
Samples)（イルミナ、カタログ番号：20027213）を用いて調製し
ました。代表的なシーケンスランと解析データは、BaseSpaceデモ
データページで公表しています。

* 他のバランスの取れたライブラリーを追加する前に、インデックスの組み合
わせを確認してください。各サンプルに十分なリードがあることを確認する
には、個別の評価が必要です。 

結果

主要なシーケンスメトリクスの改善

NextSeq 2000システムに使用したNextSeq 1000/2000 試薬
600サイクルキットは、MiSeqシステムに使用したMiSeq試薬v3 
600サイクルキットと比較した場合、Q30リードクオリティスコア（Q
スコア）の向上を示しました。また、NextSeq 2000システムは、
MiSeqシステムよりも4倍多くのシーケンス出力を提供し、シーケン
スランあたりの時間は約20時間短縮しました（図3）。

フォワードプライマーオーバーハングアダプター

リバースプライマーオーバーハングアダプター

P7シーケンスアダプター

インデックス1

インデックス2

フォワードのターゲット領域

リバースのターゲット領域

P5シーケンスアダプター

A. ターゲット増幅

B. インデックスとアダプターの追加

C. プーリングとノーマライゼーション

D. シーケンス

図2: 16S V3およびV4のライブラリー生成：（A）ゲノムDNAの増幅は、ラ
イブラリー生成用のオーバーハングアダプターを含む16Sプライマーを使用
します。（B）IDT for Illumina DNA/RNA UD Indexesを使用して、イン
デックスとシーケンスアダプターをアンプリコンに追加します。（C）ライブ
ラリーをプールし、ノーマライズします。（D）シーケンスは、ベンチトップ
シーケンスシステムで実施します。

  

https://ilmn-sso.basespace.illumina.com/s/bcCnMT4bIj6P
https://ilmn-sso.basespace.illumina.com/s/VXIBSVVBLpwL
https://ilmn-sso.basespace.illumina.com/s/VXIBSVVBLpwL
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ATCCサンプルの16S解析

システム間のパフォーマンスを比較するために、20 Strain Staggered 
Mix Genomic Material（ATCC、カタログ番号：MSA-1003）を
NextSeq 2000システムとMiSeqシステムでシーケンスしました。
BaseSpace Sequence Hubで使用する16S Metagenomics Labs
アプリは、分類学的分類を行うための下流解析に使用しました。16S
シーケンス結果の解析より、細菌群集のうちの予想されるすべての細
菌が特定され、NextSeq 2000システムとMiSeqシステムの間で同等
の結果が示されました（図4）。検証したすべてのサンプルのコミュニ
ティープロファイルも、NextSeq 2000システムとMiSeqシステムの間
で高い一致を認めました（図5）。これらの結果は、MiSeqシステムと
NextSeq 1000およびNextSeq 2000システムの間の16Sメタゲノム
アプリケーションのパフォーマンスの同等性を裏付けています。
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A. NextSeq 1000/2000 P1試薬600サイクルキットは
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B. NextSeq 1000/2000 P1試薬600サイクルキットは
MiSeq試薬v3 600サイクルキットよりターンアラウンドが短い

図3: 主要なシーケンス性能メトリクス：NextSeq 2000システムに使用した
NextSeq 1000/2000 P1試薬600サイクルキットは、MiSeqシステムで実施
した16S rRNAシーケンスと比較した場合、（A）Q30リードクオリティスコア
が高く、（B）約20時間シーケンスランタイムが短縮します。

図4: NextSeq 2000システムおよびMiSeqシステムでのATCCサンプルの
微生物組成の比較解析：NextSeq 2000システムおよびMiSeqシステムに
よるATCCサンプルの微生物組成の解析では、属について同様の優れたカバ
レッジを示しています。

図5: NextSeq 2000システムおよびMiSeqシステムのATCCサンプルの微
生物組成からの16S解析の比較：各システムで実行したサンプルから定量化
された細菌属の比例表現をプロットしています。細菌表現に関するサンプル
の解析では、NextSeq 2000システムとMiSeqシステムの間で高い一致を認
めます（R2 = 0.993）。
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https://jp.illumina.com/products/by-type/informatics-products/basespace-sequence-hub/apps/16s-metagenomics-labs.html
https://jp.illumina.com/products/by-type/informatics-products/basespace-sequence-hub/apps/16s-metagenomics-labs.html
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することができます。バランスの取れたライブラリーには、他のサン
プルまたはコントロールサンプルを用いることができ、エラー率の計
算に使用できます。40%のライブラリーの追加はスタート時の推奨
事項であり、実験のニーズに合わせて各ラボで最適化できます。ユー
ザーは、ライブラリーのバリデーションを実施し、アダプターの互換
性を確認する必要があります。%Occupiedおよびローディング濃度
率の指標は、16Sアンプリコンのようなバランスの取れていないライ
ブラリーには関係しないことに注意してください。

ランにバランスの取れたライブラリーを40%（v/v）追加したとし
ても、NextSeq 1000/2000 600サイクルキットを使用すると、
たくさんのアンプリコンサンプルをプールすることができます。
例えば、40% PhiX添加ライブラリーを使用する場合、NextSeq 
1000/2000 P1試薬600サイクルキットは、16Sサンプルに対して
6,000万リードを提供します（表2）。一般的に、16S分類にはサンプ
ルあたり15,000～100,000リードで十分です。5–7

表2: 40%添加ライブラリーを使用した場合の16Sサンプルライブラ
リーあたりのNextSeq 1000/2000 P1試薬600サイクルキットの
出力リード数

サンプルあたりのシングル
リード（クラスター） 

サンプルあたりの 
ペアエンドリード

96サンプル 625,000 1,250,000

384サンプル 156,250 312,500
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図6: NextSeq 2000システムおよびMiSeqシステムを用いた糞便サンプ
ルで同定された非常に典型的な10属の16S微生物シーケンスの比較表現：
NextSeq 2000システムおよびMiSeqシステムによる糞便サンプルの微生
物組成の解析では、属レベルの同様の優れたカバレッジを示しています。

図7: NextSeq 2000システムおよびMiSeqシステムを用いた糞便サンプル
に同定された16S微生物組成の相関関係：各システムで実行したサンプルか
ら定量化された細菌の属の比例表現をプロットしています。サンプルの細菌
の比率を同定する解析は、NextSeq 2000システムとMiSeqシステム間で高
度に一致しています（R2 = 0.991）。

糞便サンプルの16S解析

実際の糞便サンプルで性能を実証するために、最も代表的な10の属
をNextSeq 2000システムとMiSeqシステムで比較しました。最も
存在量の多い属について、各システムにおいて類似した分布を示す
サンプルの例が示されています（図6）。ATCCリファレンスサンプ
ルでの性能と同様、実際の糞便サンプルの16Sのコミュニティープロ
ファイルについても、すべてのサンプルでNextSeq 2000システムと
MiSeqシステムの間で高い一致を認めました（図7）。これらの結果
は、さまざまなソースからのサンプルを使用した16Sメタゲノムアプ
リケーションにおけるNextSeq 2000システムの使用をさらに支持
しています。

多様性の低い16Sライブラリーを用いた解析

16S rRNAシーケンシングライブラリーなどの多様性の低いライブラ
リーのシーケンシングでは、塩基組成のバランスが崩れているため、
クラスターの大部分が各サイクルで同じ塩基を示すことにより、いく
つかの固有の問題が生じます。この不均衡によって引き起こされる高
いシグナルにより、クオリティスコアが低くなり、解析に影響します。
この不均衡は、互換性のあるバランスの取れたライブラリーをフロー
セルに追加することでは対処できます。バランスの取れた添加ライ
ブラリーは、16Sサンプルに外挿できるベースコール率の計算に使用
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まとめ

このアプリケーションノートの結果は、16S rRNAシーケンシングにお
いて、NextSeq 2000システムとMiSeqシステムのシーケンシング性
能が同等であることを示しています。NextSeq 1000/2000 P1試薬
600サイクルキットは、16S NGS解析に一般的に使用されるMiSeq
試薬v3 600サイクルキットと同等のリード長です。ただし、NextSeq 
1000およびNextSeq 2000システムは、シーケンス出力が4倍多く、
ランタイムが約20時間短縮されているため、シーケンス深度、ター
ンアラウンドタイム、Q30クオリティスコア、および16Sメタゲノム研
究のスケーラビリティが大幅に向上します。NextSeq 1000システム
は、記載されている600サイクルキットを使用することで、NextSeq 
2000システムと同じように機能し、これらの装置は同一の性能仕様
を備えています。 

詳細はこちら

NextSeq 1000およびNextSeq 2000システム

NextSeq 1000/2000試薬

PhiXコントロールライブラリーを使用した16Sシーケンスラン、プロ
ジェクトのリンク、ランのリンク

Illumina DNA Prepコントロールライブラリーを使用した16Sシー
ケンスラン、プロジェクトのリンク、ランのリンク
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