
QIAseq® FX DNA Library Kitは、酵素法によりGCバイアスを最小限にした Illumina®社シークエンサーに
対応した全ゲノムシークエンス解析を可能にします。断片化と平滑末端化、A末端付加まで 1ステップで
行うことができ、多検体の微生物ゲノムのプロファイリングに最適です。

微生物ゲノム・プロファイリングの論文紹介

簡単に包括的なメタゲノム解析
微量核酸からの全ゲノム解析
バイアスを最小限にしたNGSライブラリー試薬で 
はじめませんか？
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QIAseq FX DNA Library Kit

バイアスを最小限にした酵素法による全ゲノムシークエンス解析に最適なライブラリー試薬

•  わずか 2.5時間の簡便なワークフロー

•  バイアスを最小限にすることで、均一なカバレッジを取得可能

•  Unique Dual Index（UDI）アダプター対応で、最大 384サンプルのマルチ
プレックスが可能

•  実験デザインに合わせて断片化サイズ、インプット量、サンプル処理数を
柔軟に調整可能

• 20 pg～ 1 µgまでの幅広いインプットDNA量に対応

NGSによる微生物ゲノム解析ソリューション
微生物ゲノム全容の解明には、NGS技術が必要不可欠です。
本論文集においては、最新論文からその応用例を取り上げ、新型コロナウイルス全ゲノム解析、薬剤
耐性菌の検出、インフルエンザウイルスまたは都市型メタゲノム解析への活用方法などを紹介します。

QIAseq FX DNA Library Kitは、酵素法に基づいた簡便なライブラリー調製試薬です。3ステップのシンプルな 
プロトコールにより、ラン間の誤差を最小限にします。本キットは、24または 96サンプルフォーマットに対応し
ており、QIAseq Unique Dual Index Y-Adapter Kitsと組合せることで最大 384サンプルのマルチプレックスを可
能にします（イルミナシークエンサー対応）。
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QIAGEN QIAseq FX

N社 — 酵素法

超音波断片化 + 標準的な
ライブラリー作製試薬
I 社 — 酵素法

QIAseq FX
QIAseq FX

GC含量によるバイアスのない断片化
QIAseq FX DNA Library Kitは、超音波断片化法と同等のGCバイアスのない断片化が可能である。
A ： 100 ngの gDNAの場合、QIAseq FX DNA Library Kit（青色）は超音波断片化法（黒色）と同等にGC％に依らない均一なカバレッジが得られた。N社
の酵素法（緑色）では  高 GC％にカバレッジが偏っていることを示している。
B ： 1 ngの gDNAの場合、Aの結果と同様にQIAseq FX DNA Library Kit（青色）と超音波断片化法（黒色）ではバイアスの無いカバレッッジが得られた。 
一方、I社の酵素法では、 GC含量 30％周辺にカバレッジが偏っていることを示している。
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REPLI-g® Single Cell Kit

シングルセルあるいは限られたサンプル量からの全ゲノム増幅（WGA）

•  シングルセルからの最大のゲノムカバレッジでの全ゲノム増幅

•  MDAテクノロジーによりゲノム遺伝子座の偏りのない増幅

• 次世代シークエンシングのような新テクノロジーでの使用に最適
•  最大 40 µgまでの一定した収量（増幅産物長さの平均は >10 kb）

•  がん研究やメタゲノミクスなど、多くのアプリケーションに最適なツール

REPLI-g WTA Single Cell Kit

シングルセル由来のトータル RNAやmRNAの全トランスクリプトーム増幅

• シングルセルからでも全トランスクリプトームをカバー
•  MDAテクノロジーによる配列のバイアスのほとんどない均一なWTA

• RNA-seqを含む新テクノロジーでの使用に最適

• トータル RNAあるいは Poly A濃縮のmRNAの増幅

• がん、および幹細胞研究のための革新的なツール

REPLI-g Single Cell KitとQIAseq FX DNA Library Kitが一体化されたキット
として、QIAseq FX Single Cell DNA Library Kitも提供しています。

REPLI-g WTA Single Cell KitとQIAseq FX DNA Library Kitが一体化された
キットとして、QIAseq FX Single Cell RNA Library Kitも提供しています。

30°C

Very long fragments (2–70 kb) and 
low mutation rates

Multiple Displacement Amplification（MDA）テクノロロジー

プライマー（矢印）はテンプレートDNAにアニールし、Phi 29ポリメラーゼ
により30℃で伸長する。ポリメラーゼは DNAテンプレート上を移動し相補
鎖を置換し、複製の際のテンプレート自体になる。PCR増幅とは異なり、
MDAは異なる温度を必要とせず、変異率の低い非常に長いフラグメントが
得られる。

革新的なハイフィデリティ酵素 Phi29 ポリメラーゼにより増幅
された長いフラグメント（2～ 70ｋｂ）
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論文要約

感染症治療薬の感受性低下に関わる変異の検出法開発

治療薬耐性インフルエンザウイルスの出現を監視するため
に、感受性低下に関わる変異を対象とした RNase H2依
存型 PCR（rhPCR）を用いた 3種類の迅速かつ簡便な検
出法を開発した。

検出に用いるプライマー設計に必要な遺伝子配列領域
を特定するために、ウイルス RNAから感染症治療薬の感
受性低下に関わる変異を含む特定の遺伝子（約 2.2 kb）を
逆転写 PCRで得た。この長鎖逆転写 PCR産物からのライブラ
リー調製には、ショートリードシークエンサーに必要な DNAの 

断片化が容易なQIAseq FX DNA Library Kitが使用され
ている 13)。

渡り鳥の大陸間移動が引き起こす新規ウイルス株の出現

韓国で新たに分離された株と既存の分離株の比較ゲノム
解析から、渡り鳥の大陸間移動が A型インフルエンザウ
イルスの H1N1亜型の新規ウイルス株の出現を引き起こ
すという説を支持する結果が得られた。これにより、渡り
鳥などにおけるインフルエンザウイルスのサーベランスを
強化する必要性が指摘された。

渡り鳥の新鮮な糞から分離培養された、新規ウイルス
株より精製した微量のウイルス RNAから、QIAseq FX 

Single Cell RNA Library Kitを使用して cDNA増幅とライ
ブラリー調製を行った。その結果、微量な核酸サンプル
からのシークエンシングでゲノム配列の決定が可能となっ
ている 14)。

インフルエンザウイルスのゲノム解析における論文 /新しい潮流

分離培養を経ずに試料から直接精製した核酸より得られた PCR産物や、分離培養したウイルスから 

精製した微量な核酸を用いてNGSのライブラリー調製をします。この分析の流れは、ウイルスを分離培養し大量
に増殖させる必要がないので、SARS-CoV-2のゲノム解析にも利用されています。また、今後ウイルスの汎用的な 

分析法としてますます利用が進むと期待されます。

13.  Nakauchi M, Takashita E, Fujisaki S, Shirakura M, Ogawa R, Morita H, Miura H, Saito S, Watanabe S, Odagiri T, Kageyama T. Rapid detection of an I38T 
amino acid substitution in influenza polymerase acidic subunit associated with reduced susceptibility to baloxavir marboxil. Influenza Other Respir Viruses. 
2020;14:436-443. doi:10.1111/irv.12728

14.  Trinh T-TT, Duong BT, Nguyen ATV, Tuong HT, Hoang VT, Than DD, Nam S, Sung HW, Yun K-J, Yeo S-J, Park H. Emergence of Novel Reassortant H1N1 Avian 
Influenza Viruses in Korean Wild Ducks in 2018 and 2019. Viruses. 2021;13(1):30. doi:10.3390/v13010030
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この手法により、従来のマイクロバイオーム解析では困難とされていた、個々の微生物の機能解明を実現してい
ます。また、ヒト常在微生物や環境微生物など、難培養性を含むあらゆるサンプルに対して応用可能です 72, 73) 。

•  独自のシングルセルソーティング法により、微生物叢か
らシングルセルを培養することなく、高精度にゲルカプ
セル内に単離できる。

•  ゲルカプセル内でシングルセルを溶菌し、REPLI-g 

Single Cell Kitによりシングルセルゲノムを超並列的に
全ゲノム増幅できる。

•  増幅されたゲルカプセルのみを分取し、シングルセル 

シークエンスのためのライブラリーをQIAseq FX DNA 

Library Kitで調製する。

•  独自のバイオインフォマティクス解析技術で、微生物
ゲノムの再構築、詳細な機能解析、系統解析が実施
可能 72)となる。

シングルセルシークエンスがもたらす複雑な微生物叢からのゲノム解析に関する論文

微生物のシングルセルシークエンス手法は、マイクロバイオーム解析需要の高まりの中で、今後ますます重要性
が高まることが期待されます。従来のメタゲノム解析手法では、複雑な微生物叢からゲノムを正確に再構築する
ことが難しい課題とされてきたからです。この課題を解決するため、bitBiome®社は早稲田大学の研究成果をもと
に、bit-MAP®という革新的なシングルセルシークエンス手法を開発しました 73)。本手法の特長は以下の通りです。

Taq

REPLI-g SC

Folding by DNAfold (Michael Zucker)

Taqポリメラーゼは、二次的な DNA構造に遭遇すると、
合成を中断したり、スリッページを起こしたり、鋳型か
ら解離したりすることがあります。その結果、不正確な
DNA増幅、不完全な遺伝子座のカバー、短い増幅産物な
どの問題が生じます。REPLI-g Kitsで使用されている Phi 29
ポリメラーゼは、二次構造をほどきながら、全ゲノムを正
確で均一性高く増幅します。

72.  Arikawa K, Ide K, Kogawa M, et al.. Recovery of high-quality assembled genomes via metagenome binning guided with single-cell amplied genomes. 
bioRxiv. 2021.01.11.425816. doi:10.1101/2021.01.11.425816

73. bitBiome株式会社｜シングルセルゲノム解析bit-MAP® | bitBiome, Inc.　https://bitbiome.co.jp/technology/
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特に薬剤耐性遺伝子の検出頻度については、都市間における抗
生物質の使用頻度の違い、あるいは世界各地における固有の微
生物群を反映した結果であると考えられます。

以上の研究成果は、MetaSUB Map（http://metasub.org/map/）
としてWEB上で公開されており、医師、公衆衛生学者、政府関
係者、科学者が、疫学的なリスクや傾向を追跡、診断、予測する
際に役立つことが期待されています 43)。

世界 60都市における都市型メタゲノムに関する論文

都市型メタゲノム解析のような広範囲における微生物モニタリングの重要性は、2019年から世界中で流行して
いる新型コロナウイルス感染症（COVID-19）でも明らかとなりました。
 
本論文は、The Metagenomics and Metadesign of the Subways and Urban Biomes国際コンソーシアム（MetaSUB）
による大規模なプロジェクトの報告となります。2015～ 2017年の 3 年間で、世界 60 都市の人工環境（地下鉄
の駅など）の表面から採取された 4,728の微生物サンプルをメタゲノム解析しました。
 
このメタゲノム解析のライブラリー調製には、QIAseq FX DNA Library Kitが用いられました。新たな感染症や 

薬剤耐性菌などを流行させないためにも、このような大規模なメタゲノム解析を行ったデータの蓄積が期待され
ています。本論文で明らかになったことは以下となります。

•  都市部の微生物群は土壌微生物群、ヒトの常在微
生物群とは生態学的に異なった。

•  既知の微生物 4,246種が同定され、そのうち31種
類（Cutibacterium acnes、Staphylococcus hominis、
Streptococcus mitisなど）は、ほぼ全ての都市で検出
された。

•  気候や地理的な違いにより、生息する微生物群が 

異なり、特に赤道から離れるにつれ微生物の分類
学的多様性が減少することが確認された。

•  薬剤耐性遺伝子が検出される頻度も都市によって 

大きく違いがあり、特にオセアニアと中東では 

その頻度は低かった。検出頻度の多かった薬剤耐性
遺伝子は、マクロライド系抗菌薬および β –ラクタム
系抗生物質に対するものであった。

43.  Danko D, Bezdan D, Afshin EE, et al; The International MetaSUB Consortium. A global metagenomic map of urban microbiomes and antimicrobial resistance. 

Cell. 2021;184:3376–3393. doi:10.1016/j.cell.2021.05.002
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今後も国内において臨床分離されたC. aurisのゲノム配列を読み解くことは、カンジダ血症の管理や薬剤耐性菌の
対応に貢献することが期待されます 61)。

ゲノム解析で読み解く、真菌性新興感染症のアウトブレイクに関する論文

Candida aurisは、2009年に報告された Candida属の新種で、カンジダ血症といった重篤な侵襲性感染症を
引き起こし、感染患者の致死率が高いばかりか、フルコナゾールなど複数の抗真菌薬に対して多剤耐性であるこ
とから、院内感染からアウトブレイクを起こします。

2016年には米国疾病管理予防センター（CDC）や英国公衆衛生庁（PHE）といった各国公衆衛生当局 

から警告が発出され、国内でもC. aurisのモニタリングが重要視されています。

本論文では、国内で分離された 7菌株の C. aurisについて全ゲノム解析が行われ、本邦で分離された菌株から
は初めてとなる、高品質なドラフトゲノム配列が構築されました。本論文の主な要点は以下になります。

•  染色体およびミトコンドリア DNAのドラフトゲノム配
列の構築を目的としたロングリードシークエンス用の
ライブラリー調製には、SMRTbell Template Prep Kit 

1.0 （PacBio®）を使用した。

•  より高品質な全ゲノム配列構築のためのエラー修正
などを目的としたショートリードシークエンス用のラ
イブラリー調製には、QIAseq FX DNA Library Kit 

（QIAGEN®）を使用した。

•  日本と世界の菌株間の比較ゲノム解析から、日本を
含む東アジアにおけるC. aurisの遺伝的背景はその
他地域のものとは異なり、抗真菌薬に対する耐性機
構において特異的な遺伝的変異を有することが示唆
される。

61.  Sekizuka T, Iguchi S, Umeyama T, et al. Clade II Candida auris possess genomic structural variations related to an ancestral strain. PLoS One. 
2019;14(10):e0223433. doi:10.1371/journal.pone.0223433
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