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ロングリードデータを使用した菌叢解析

フィルジェン株式会社 バイオインフォマティクス部

(biosupport@filgen.jp)



アンプリコン解析

16S

約1,500bp

PCR増幅

菌叢解析に使用される16S遺伝子の全長が約1,500bpなのに対し、
一般的なNGSのリード長は数百bpであるため、一部の領域のみを利用している。

↓

情報量が限られるため、種レベルの分類には不十分な場合がある



アンプリコン解析

16S

約1,500bp

一方でロングリードシーケンサーでは、数kbのリードも得られるため、全長を使用可能できる。

しかしながら、ロングリードではエラー率が比較的高いという別の問題が存在する。

↓

既存のアルゴリズムをそのままロングリードデータに適用することができない。



搭載されたツール

Curry, K.D., Wang, Q., Nute, M.G. et al. Emu: species-level microbial community profiling of 

full-length 16S rRNA Oxford Nanopore sequencing data. Nat Methods 19, 845–853 (2022). 

https://doi.org/10.1038/s41592-022-01520-4

”Emu”というロングリード用の分類群識別アルゴリズムが2022年に公開された。

CLC Genomic WorkbenchのプラグインCLC Microbial Genomics Moduleにも、
Emuに基づくロングリード用の分類群識別ツールが搭載された（ver.24以降）。



解析の準備

デフォルトの状態では、ロングリード（Nanopore）のインポーターが利用できないので、
プラグインLong Read Support（無償）をインストールする必要がある。



解析の準備

プラグインをインストールすると、Nanoporeのインポーターが使用可能になる。



Long Read Supportについて

プラグインのインストール後は、ロングリード用のツールがいくつか使用可能になる。
ロングリードのマッピング、トランスクリプトーム解析、ハイブリッドアセンブリ等が可能。
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解析の準備

事前にリファレンスのデータべースをダウンロードする必要がある。
（ショートリードの場合と同様）
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解析の準備

インポートするリード名と、それぞれが属するグループの情報を含んだエクセルファイルを用意しておく。



今回使用するツール

今回主に使用するツールは、Microbial Genomics Moduleのフォルダに入っている
“Classify Long Read Amplicons”ツールです。



出力フォーマットの共通性

ショートリード用のツール

ロングリード用のツール

ショートリード用のツールと同様のフォーマットで結果が出力される。

↓

この後は、これまでと同様に図表の作成（サンバースト図・ヒートマップ）が可能



本日の内容

ロングリード（Nanopore）のインポート

サンプルごとの組成解析

サンプル間の組成比較

図表の作成



ロングリードのインポート

ImportメニューのNanoporeのインポーターを利用してインポート



サンプルごとの組成解析

Classify Long Read Ampliconツールを起動し、インポートしたロングリードデータを選択
（各リードが別々のサンプルに由来する場合はbatchをチェック）



Amplicon databaseでリファレンスとして使用するデータベースを選択

サンプルごとの組成解析



下のアイコン列から、積み上げ棒グラフやサンバースト図を表示させることが可能

サンプルごとの組成解析
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サンプル間の組成比較

Add Metadata to Abundance Tableツールで、組成表にメタデータの情報を付加



サンプル間の組成比較

Merge Abundance Tablesを使用し、サンプルごとの組成表をすべて選択



サンプル間の組成比較

Differential Abundance Analysisツールを起動し、マージした組成表を選択



サンプル間の組成比較

比較に用いるキーおよび比較方法を選択
（組成表とメタデータが紐づいている場合は、群間比較等が可能）



ヒートマップの作成

Create Heat Map for Abundance Tableツールを起動し、マージした組成表を選択
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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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