
糞便、土壌、培養などからの抽出プロトコールや、別のサイズセレ
クション法の詳細：community.nanoporetech.com/docs/prepare

10分間での作業が可能な迅速なオプションなど、ライブラリ調製キッ
トの詳細：
store.nanoporetech.com/sample-prep.html

抽出：
高分子DNAを取得

ライブラリ調製：
キットを選択

ナノポアシークエンスのロングリード
により細菌ゲノムをアセンブリ
微生物の真の多様性と生物学的特徴を理解するには、十分にアノテーションされた完全なゲノム
を作成することが不可欠です。しかし、細菌ゲノムの90%は不完全な状態と考えられています1。

PCRフリーのナノポアシークエンスのロングリードを用いれば、完全かつリファレンス品質の細
菌ゲノムシークエンスをアセンブリできます。ナノポアシークエンスは、他のシークエンスプラ
ットフォームとは異なり、GCリッチ領域におけるバイアスが生じないことが示されており2、従
来のシークエンス技術ではアクセスできないリピート配列が豊富なシークエンスや構造変異もカ
バーできます。

ここでは、シークエンス機器のMinIONまたはGridIONTMでMinIONTMフローセルを用いて、単一生
物の培養から細菌ゲノムアセンブリ作成のための簡易ワークフローを紹介します。
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任意の断片化
またはサイズセレクション

分離菌からのDNA抽出には、QIAGEN Genomic-tip 
500/Gをおすすめします。リード長と収量を最大化

できることが確認されています。抽出したDNAに
対してサイズセレクションを実施することによ

り、N50リード長をさらに伸ばすことができま
す。サイズセレクションのためのオプション

には、Agencourt AMPure XPビーズとOxford 
Nanopore社のShort Fragment Eliminator 

Expansionがあります。

シークエンスの費用対効果を高めるマルチプレックスオプションを
用意しています。PCRフリーで、1枚のフローセルで最大96のサンプ
ルをマルチプレックスシークエンスできるNative Barcoding Kitをお
すすめします。また、最大96のサンプルをマルチプレックスシーク
エンスできるPCRベースのオプションも用意しています。

シークエンス用のgDNAを準備するには、 
スループットを最大化してリード長を制御できる
Ligation Sequencing Kitの使用をおすすめします。

ワークフロー：細菌ゲノムアセンブリ 
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細菌ゲノムのシークエンスはMinIONフローセルで行うことをおすす
めします。このフローセルは、ポータブル型のシークエンスプラッ
トフォームであるMinIONとMinION Mk1Cで個別に使用できます。ま
た、ベンチトップ型のGridIONでは、最大5枚のMinIONフローセルを
用いてオンデマンドシークエンスを実施することができます。その
ため、マルチプレックスの規模、サンプル数、実験の目標に合わせ
てフローセルの数を調整することが可能です。

アセンブリにあたっては、High Accuracy Mode（HAC）でベースコ
ールを行い、ゲノム当たり10 kb以上のリードを30倍以上のカバレッ
ジまでシークエンスすることが推奨されます。フローセル当たり 
12〜24のサンプルをマルチプレックスし、サンプル（予測されるゲ
ノムの長さや断片長の分布など）と実験の目標に合わせて規模を調
整することをおすすめします。ただし、変異コールも実施したい場
合は、シークエンスのカバレッジを高めることが推奨されます。

MinIONの詳細：
nanoporetech.com/products/minion

データ解析ソリューションの詳細：
nanoporetech.com/analyse

シークエンス：MinION Flow Cellで柔軟
性を最大化

解析：
アセンブリツールを選択

細菌ゲノムのアセンブリには、サードパーティーのDe novoアセン
ブリツールFlye3をおすすめします。この解析パッケージは、インプ
ットとしてRawナノポアリードを使用し、出力としてポリッシング
されたコンティグを作成する統合されたパイプラインです。ま
た、Medaka4によりポリッシングを1回実施することをおすすめしま
す。両ツールはGitHubで公開されています。

最大10 Mb前後の細菌ゲノムであれば、標準的なノートパソコン（メ
モリ約16 GB）を用いてFlyeによりアセンブリすることが可能です。

この完全な解析パイプラインはEPI2ME Labsでも公開されていま
す。EPI2ME Labsでは、ナノポアシークエンスデータの解析をサポ
ートし、バイオインフォマティクス技術を向上させるためのベスト
プラクティスワークフローや双方向的なチュートリアルを提供して
います。詳細：labs.epi2me.io.

ナノポアシークエンスプラットフォームの詳細と比較：nanoporetech.com/products/comparison

詳細：nanoporetech.com/applications/microbiology
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