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ショットガンメタゲノム解析は全ゲノムを使用するため
より精度の高い菌種組成の解明だけでなく、菌叢の持つ機能を解明することも可能です。

計算量の多いため高度なスペックのPCが必要 特に機能特性評価は複雑な作業手間と時間がかかる

はじめに

その反面・・・

サンプルにどのような微生物叢がみられるか？ どのような機能を持つ微生物がいるか？

High Spec

High Cost

解析アプリケーションを複数組み合わせたり
バイオインフォマティクスの知識も必要



✔非モデル生物に対応

✔バイオインフォマティクスの知識は不要

✔高価で高スペックなPCは不要

OmicsBoxはリファレンスゲノムがないデータでも解析が実行可能です。
農学系のユーザーに適した解析ツールが搭載されています。

実績は高いがコマンドライン型であったりOSに制限がある
オープンソースソフトウェアを多数組み込みマウス操作で簡単に
解析できるようしたのがOmicsBoxの特徴の1つです。

解析や計算は、統合させたウェブサイトや
Biobam社のクラウドを通して行われるため、
安定したインターネット接続があれば解析が可能です。

はじめに



解析する内容

ソーダ湖は、アフリカ、ヨーロッパ、アジアなどで見られる特別な生態系です。
これらの湖は、炭酸ナトリウムのレベルが高く、塩分とpHが高くなっています。

湖の間には非常に異なる微生物群集と機能的組成物が存在することが期待できます。

・PretaとVerdeの間の細菌の多様性を明らかにする。

・これらの微生物群集の機能的な遺伝的特性を識別する。

ブラジルにある2つのソーダ湖

Verde湖
シアノバクテリアの発生の記録アリ

Preta湖
シアノバクテリアの発生記録ナシ

目的



解析する内容

・計12のシングルエンドメタゲノムサンプル

Lake Time of Sampling Replicates Sample Names

Preta Morning (10 AM) 3 PMB1, PMB2, PMB3

Preta Afternoon (3 PM) 3 PAB1, PAB2, PAB3

Verde Morning (10 AM) 3 VMB1, VMB2, VMB3

Verde Afternoon (3 PM) 3 VAB1, VAB2, VAB3

使用サンプル

・各湖で3つの複製が、午前と午後の2つの異なる時間に取得

オリジナルの研究
Ana P. D. Andreote, et al., 2018 (doi: 10.3389/fmicb.2018.00244).

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.00244/full


Taxonomic 
Classification

FASTQ Quality Check
＆

FastQ Pre-Processing 

・次世代シーケンサーより出力された
シーケンスデータのクオリティチェックを簡単に実行することができます。

FASTQ Quality Check
＆ Pre-Processing 

・データが良好に見えるかどうか、
下流分析に影響する可能性のある問題を簡単に概観できます 。

Functional Annotation

Metagenome Gene Prediction

Metagenome Assembly

菌叢解析

機能解析

・FastaQ Quality Checkで確認後
アダプター除去や様々なトリミングができます。

よりクオリティが高いリードを作成するため
繰り返しこの工程を行います

解析に使用するデータの品質を確認・トリミングする



解析に使用するデータの品質を確認・トリミングする

✔行いたい解析は画面上部のアイコンから選択

✔ DNA、RNA、メタゲノムなど各カテゴリーに
機能が集約されているので簡単に探すことができます。

✔クオリティチェック・トリミングはどちらも
一度に複数サンプルを指定して解析可能



解析に使用するデータの品質を確認・トリミングする

✔解析が終了すると結果が表示されます。

✔レポートが作成され各項目について

正常（PASS）
わずかに異常（WARNING）
異常（FAIL）

シーケンスデータの品質をすばやく評価できます。

サイドパネルよりレポートを作成できます。



解析に使用するデータの品質を確認・トリミングする

✔各チェック項目を図にて表示することも可能です。各チェック項目を図にて表示することも可能です。



解析に使用するデータの品質を確認・トリミングする

次にトリミングを実行します。
これまでの結果より適切なトリミングを実行することができます。

例）Per Base Sequence Quality項目が
WARNINGまたはFAILの場合…

品質トリミングを実行して、平均品質に基づいてリードを
切り捨てることでシーケンスデータの品質を上げることができます。

トリミング前 トリミング後



Taxonomic Classification

Taxonomic 
Classification

FASTQ Quality Check
＆

FastQ Pre-Processing 

Functional Annotation

Metagenome Assembly

菌叢解析

機能解析

・ 微生物ゲノムのデータベースに対してシーケンスを照合して、

各シーケンスの分類を識別します。

・このツールはKrakenに基づいており

メタゲノミクスWGSだけでなく、16S / ITSアンプリコンデータを扱う場合にも使用できます。

本ツールでPretaとVerdeの間の細菌の多様性を明らかにします。

菌叢解析

Metagenome Gene Prediction



菌叢解析

シーケンスデータの種類と
トリミング後のシーケンスデータを選択します。

分析アイコン「Metagenomics」>
「Taxonomic Classification」より実行できます。



菌叢解析

宿主生物に由来する可能性のあるリードを除外できます。

メタゲノムシーケンスデータは、多くの場合、宿主生物によって「汚染」されています

例）ヒトの腸のゲノムシーケンスプロジェクトには、
Homo sapiensからのリードが含まれます。



菌叢解析

✔結果の表が作成され、
門から種までの菌種同定がされます。

サイドパネルより様々な図を
簡単に作成することができます。



菌叢解析

図やレポートはこちらに表示されます。

分類棒グラフでは門から種までの菌種同定を

棒グラフで見やすく表示できます。



菌叢解析

【PCoAプロット】

サンプル間の類似パターンを距離で表すことができます。

✔

✔Verde湖とPreta湖の分類構成間に

大きな違いがあることを示唆しています

Verde湖

Preta湖



菌叢解析

【分類学的棒グラフ・門】

✔シアノバクテリアの割合は、Verde湖見つかった割合と比較して

Preta湖では非常に低かった（それぞれ1％と80％）

サンプリング時間の間に
湖の間に大きな違いはない。

午前

午前

午後

午後

プロテオバクテリア（75％）

シアノバクテリア（80％）
プロテオバクテリア

（15％）Verde湖

Preta湖
Acidimicrobiia

（10％）



菌叢解析

【分類学的棒グラフ・属】

Nodulariaは糸状窒素固定グループで、一般的に塩水システムでの藻類ブルームに関連しています。

他のシアノバクテリア属はNostoc、Calothrix、Anabaena、Fischerellaで、それらのどれもPreta湖で豊かさは見られなかった。

Nodularia（40％）
Verde湖

Preta湖



菌叢解析

【Diversity Curve】

シーケンスのカバレッジが十分に深いかどうかを判断することができます。

【Rarefaction Curves 】

追加のサンプルをデータセットに含めることの
微生物の多様性における利点を評価することが可能です。

Preta湖の環境に存在するすべての種をカバーするには

シーケンスの深さが十分ではなかったことを示唆している。

データセットにサンプルを追加しても

効果が向上しないことを示唆した。



菌叢解析

✔OmicsBoxには2つの微生物群の間で
著しく異なるOUTを識別する統計解析ツールを搭載しています。

✔フィルターの条件と統計計算方法を指定



菌叢解析

実験デザインを選択します。
デザインのデータはタブ区切りのファイルを別途用意します。

Verde湖のサンプルをContrastグループとして、
Preta湖のサンプルをReferenceグループとして解析



菌叢解析

特定の分類群（種、属、家族など）の結果のみを
考慮することができます。

豊富にあるOTUを検出するために使用する統計テストを選択できます。

今回「属」に指定



菌叢解析

特定のOTUが過剰に表現されている場合はOVER（赤）
表現されていない場合はUNDER-（緑）で表示されます。

テストに使用されたパラメーター、
検出されたOTUの数などのレポート

サイドパネルから
図の作成も可能（次スライド）



菌叢解析

【 TOP10の異なる豊富な属を示すヒートマップ】

Nostoc

Nodularia

Calothrix

✔Verde湖で最も豊富な属がシアノバクテリア（Nostoc、Nodularia、Calothrixなど）に対応することを示した。

PCoAプロットと同様、単一の湖内におけるサンプリング時間に明確な違いがないことを示した。



菌叢解析

【Kronaチャート】

OmicsBoxを使用すると、さまざまな分類が階層的に表示されるKronaチャート作成することができます。

このグラフを使用すると、サンプルを相互に比較しやすくなります。

PAB（左）とVAB（右）のKronaチャートの比較。



・生データを機能特性評価するには配列が短すぎます。
したがって、遺伝子予測と機能アノテーションの前のステップとして、メタゲノムアセンブリツールを使用します。

機能解析

Taxonomic 
Classification

FASTQ Quality Check
＆

FastQ Pre-Processing 

Functional Annotation

Metagenome Assembly

菌叢解析

機能解析

Metagenome Gene Prediction

Metagenome Assembly

・本ツールは「metaSPAdes」と「MEGAHIT」の2種類のアゼンブラーを選択して解析を行います。



機能解析

分析アイコン「Metagenomics」>
「Taxonomic Classification」より実行できます。

アゼンブラーの選択
今回はMEGAHITを使用

しきい値などの調整を必要に応じて行います。シーケンスデータの種類と
トリミング後のシーケンスデータを選択します。



機能解析

結果のアゼンブルデータの保存先を指定します。



・ゲノムの原核生物遺伝子またはORF領域を予測するツールです。

・「FragGeneScan」または「Prodigal」のアルゴリズムを使用して、
可能性のある遺伝子やタンパク質を特定して抽出します。

機能解析

Taxonomic 
Classification

FASTQ Quality Check
＆

FastQ Pre-Processing 

Functional Annotation

Metagenome Assembly

菌叢解析

機能解析

Metagenome Gene Prediction

Metagenome 
Gene Prediction



機能解析

分析アイコン「Metagenomics」>
「Metagenome Gene Prediction」より実行できます。

アルゴリズムの選択
今回はFragGeneScanを使用

アゼンブルされたデータを
ここで選択します。

データのタイプやモデルを
選択します。

各出力データの保存先を
指定します。

上の2つはmulti fastaとして
出力されます。



機能解析

PAB PMB VAB VMB

Assembly
N. contigs 13363 16607 7399 8727

N50 691 717 884 936

Gene 
Finding

Predicted 
genes

71557 76640 42880 59839

Avg. gene 
length (nt)

389.79 404.66 394.01 381.19

ここまでで配列を組み立て各アセンブリ内の遺伝子と遺伝子フラグメントを検索しました。



Functional Annotation

・予測された遺伝子に機能情報を付与します。

・メタゲノム解析では3つのプログラムでアノテーション情報を付与することが可能です。

Taxonomic 
Classification

FASTQ Quality Check
＆

FastQ Pre-Processing 

Functional Annotation

Metagenome Assembly

菌叢解析

機能解析

Metagenome Gene Prediction

機能解析

1. Eggnog-mapperによるeggNOGベースのオーソロジー割り当てを利用した
新規配列（遺伝子またはタンパク質）の高速機能アノテーション

2. Pfamによるタンパク質ドメイン検索のデータベースです。

3. Blast2GO方法論を使用した高品質なアノテーション情報付与



機能解析

Eggnog-mapperとPfamによるアノテーション情報を付与は

分析アイコン「Metagenomics」>「Annotation Tools」より実行できます。

遺伝子予測されたmulti fastaデータを入力することで解析を実行できます。



機能解析

結果として、
検索されたGOデータが表示されます。

個々のシーケンスデータにおける
アノテーションの詳細の閲覧も可能で、
リンクアウトからアノテーション付きGOに関する
詳細情報を確認できます。

【 Eggnog-mapperとPfam共通】



機能解析

Blast2GO方法論よるアノテーション情報を付与は
分析アイコン「functional analysis」より実行できます。

Blast2GO方法論は7000件以上の研究引用の実績があります。
詳しくは以前のセミナー資料をご参照ください。

詳しくはこちら
フィルジェン Webセミナー（2019年4月18日）

3ステップで簡単に解析することができます。

https://filgen.jp/Product/BioScience21-software/BioBam/OmicsBox_web_seminar_190418.pdf


機能解析

Top-Hit Species分布図を作成できます。

→Taxonomic Classification（種）
の結果と非常に似ていた。

AcidobacteriaまたはHydrogenophaga
が上位ヒット種とTaxonomic Classificationグラフに存在

Nodularia属がトップヒット種。
特に、N.spumigenaは主要な種であり、
Kronaチャートの情報と一致。

Verde湖

Preta湖

Verde湖Kronaチャート



機能解析

各アノテーションアプローチは異なるGOtermを生成するため、各サンプルのすべての情報をマージしました。
このステップによりサンプルごとに1つ、4つのアノテーションができました。

PAB PMB VAB VMB

Predicted genes 71557 76640 42880 59839

EggNOG
Ann. genes 18075 19318 9333 14379

% annot. 25.26% 25.21% 21.77% 24.03%

PfamScan
F. structures 31651 36285 15195 34736

% charact. 44.23% 47.34% 35.44% 58.04%

Blast2GO
Ann. genes 48061 55372 27291 35725

% annot. 67.16% 72.25% 63.65% 59.70%

FINAL
Ann. genes 66139 74694 36628 50123

% annot. 92.43% 97.46% 85.42% 83.76%

✔高品質なアノテーション情報の付与



機能解析

最後に、各湖の機能構成を調べて比較するための最終的な注釈を含むサンプル比較チャート
（「Metagenomics」>「Comparative Analysis」>「Sample Comparison Chart」）を取得しました。

光合成に関連する機能が特に豊富

細胞の窒素化合物代謝のような機能も豊富

→いくつかのシアノバクテリア種（N. spumigenaまたはAnabaena）は、
環境中の窒素を固定する能力を持っている

色素に関連

リン代謝に関連

Verde湖



機能解析

基質としての有機酸の使用に関連する機能は
→Acidovoraxのような生物の存在のために特に重要です。

Preta湖

Verde湖でよくみられた機能は、Preta湖ではそれほど豊富でなかった。

最後に、各湖の機能構成を調べて比較するための最終的な注釈を含むサンプル比較チャート
（「Metagenomics」>「Comparative Analysis」>「Sample Comparison Chart」）を取得しました。



・OmicsBoxを使用したメタゲノム解析により、湖に生息する微生物群集を特定し、機能的な遺伝的潜在能力を測定することができました。

・Preta湖とVerde湖の分類学的および機能的な構成は、主にVerde湖で発生するシアノバクテリアのブルームのため、非常に異なっていました。

・Verde湖の一部の生物は、光合成と窒素固定プロセスを実行する可能性がありました。これらの機能は、Preta湖では重要ではありません。

まとめ

✔実績の高いオープンソースソフトウェアを簡単に使用することができます

INPUT 
READS

PREDICTED 
GENES

HIGH-QUALITY 
ANNOTATED

6.7M 250,000

✔インターネット接続さえあれば高価なPCは必要ありません 処理時間

分類学的分類：サンプルあたり15分
メタゲノムの組み立て：サンプルあたり5分
遺伝子予測：サンプルあたり10分
機能アノテーション
PfamScan：サンプルあたり30分
EggNOG-Mapper：サンプルあたり2時間
NRに対するBlastP：サンプルあたり1〜5.5時間

（合計150万クラウドユニット）

同時に解析！



Functional Analysis Genome Analysis Transcriptomics

Metagenomics

機能アノテーションツール 新規ゲノムの配列決定

メタゲノム解析
（16S・WGS）

RNA-seqデータ解析

・BlastとInterProの高速解析

・機能アノテーション情報付与

・エンリッチメント解析

・De-Novo Assembly

・Repeat Masking

・真核生物 原核生物のORF領域の
遺伝子予測

・De-Novo Assembly

・発現値定量（モデル生物・非モデル生物対応）

・発現変動遺伝子の同定

・Toxonomic Classification

・OTU Abundances Table

・Metagenomic Assembly/遺伝子予測
OmicsBoxは、1週間使用可能なデモライセンスがあります。
ご希望の場合はbiosupport@filgen.jpまでお問い合わせください。

まとめ

弊社HPでの紹介ページ

カタログ

Information

https://filgen.jp/Product/BioScience21-software/BioBam/index.htm
https://filgen.jp/Product/BioScience21-software/BioBam/OmicsBox_catalog_v4_1909.pdf


お問い合わせ先：フィルジェン株式会社

TEL 052-624-4388 (9:00～17：00）

FAX 052-624-4389

E-mail: biosupport@filgen.jp


