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メタゲノム解析のアプローチ

アンプリコン シーケンス (16S/ITS) 全ゲノム シーケンス (WGS)

• シーケンスコスト低

• ゲノム内に複数の rRNA 遺伝子コピーを持っているため、種の定
量結果が不鮮明

• シーケンスコスト高

• アンプリコンシーケンスより高い精度、菌叢のもつ機能推定も可能

環境（土壌、水など） 生体試料（口腔、腸内、皮膚など）

環境間 or 生体試料間の菌叢の違いは？



解析ワークフロー
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QC・トリミング

Taxonomic
Classification

Differential 
Abundance 

Analysis 

• NGSより出力された生データが良好か、下流分析に影響する問題がないか確認。
de novo アセンブリに有用な高品質なリードデータが得られる。
FastQCとTrimmomaticツールを統合

• DNA ショートリードデータに対しに分類学的ラベルを割り当てることで菌叢解析を行う。
WGS および 16S/ITS アンプリコンデータに対応。
Kraken2ツールを統合

• 統計的にサンプルまたは条件間の菌叢の違いを検出。

宿主ゲノムの除去
• 宿主ゲノムがデータのノイズとなる実験の場合は必要に応じて行う宿主ゲノムを除去してクリー

ンなデータを作成する。
Bowie2、Samtools、および Qualimapツールを統合

16S,全ゲノムを同じ手順で解析できます。



Omicsbox
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• 解析環境の構築や高スペックPCや導入が必要

• コマンドライン型のツール：パラメータ設定の操作が煩雑

 メーカーのサーバーで高速計算 高価なPCの購入は不要

 マウス操作で簡単に解析

 16S,全ゲノムを同じ手順で解析できます。

OmicsBoxの菌叢解析

シーケンサーから出力された生データ
もしくは受託サービスで得られたクリーンリードデータ

Fastq

必要なファイル



QC

・データが良好か、下流分析に影響する問題がないか確認

5

画面上部のアイコンからQCツールを起動
全てのサンプルをこちらに指定 任意でアダプタリストを追加



QC
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レポートのアイコンをクリック→さらに詳細な結果を見ることが可能

解析が終了するとレポートが作成
 
 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

トリミング前

トリミング後

結果



トリミング
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QC後必要に応じてトリミングを行う

様々なトリミング方法
トリミング後再度QCを行う

【補足】必ずしもすべてのQC項目を正常（PASS）にする必要はありません。

FalseやWarningと判定されていても、それを説明できる理由が
あれば、適切なリードであると判断することが多いです。

例）

左の結果ではGC ContentがFalseですが、
• メタゲノムでは多様な種が含まれるため正規分布から外れた形状は想定されま

す。



宿主ゲノムの除去
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①Contaminant Removalを選択

②リードデータを入力

宿主DNAを含むリードは Kraken2では分類できず、データセットのノイズが増加する原因となることがあります。
リードデータを宿主ゲノムにマッピングすることで、未分類のリードの数を減らすことができます。
このプロセスを繰り返して、(系統発生的に近いターゲットゲノムなどを使用して) データを改良することができます。

③宿主ゲノムの生物種を指定
リファレンスゲノムデータを
入力することも可能

④保存先の指定



宿主ゲノムの除去
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宿主ゲノムが除去されたリードデータの他
リード中に含まれた宿主ゲノムの割合などを含むレポートやグラフが作成される



菌叢解析
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①Kraken2を選択

②リードデータを入力 ③任意で設定（セミナーではデフォルト設定）

Runボタンをクリックすると解析が開始される

複雑な設定はなく解析を実行できます。



菌種同定に関する結果の表が作成されます。

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。

Kronaチャート

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。

積み上げ棒グラフ

各サンプルの界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。
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菌叢解析
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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。

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。
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菌叢解析
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比較解析

①先ほどの結果のサイドパネルから
Differential Abundance Analysisを選択

②任意でフィルターを調整
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比較解析

③実験デザインファイルを入力後
コントロール群、テスト群を指定

実験デザインファイルは各サンプ
ルの属性をエクセルなどでまとめ
タブ区切りテキストファイルとして
出力しておきます。

④どの分類階級に対して比較するか指定
Runボタンをクリックすると解析が開始される



2 つの微生物群間で変動がみられたOTUに
OVER（赤）UNDER（緑）のタグが付与されます。

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
ヒートマップの作成も可能（次スライド）

比較解析



菌叢解析

サイドパネルからヒートマップを作成できます。
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全ゲノムメタゲノム解析の機能推定

QCトリミング

菌叢解析

比較解析

メタゲノムアゼンブリ

メタゲノム遺伝子予測

機能アノテーション

比較解析

16SrRNA・全ゲノム 全ゲノム

Omicsboxでは菌叢解析だけでなく、ショットガンメタゲノムシーケンス
（全ゲノム）を使用した機能推定解析もサポート

サンプル群を比較して、どのような機能アノ
テーションに違いがあるか作図できます。



まとめ
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弊社HP紹介ページInformation

OmicsBox の菌叢解析

• 16S,全ゲノムを同じ手順で解析できます。

• 初心者でも解析できるインターフェース

• 7日間無料のデモライセンス→ 詳細(PDF)

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