
HiFiリードを用いたメタゲノムシークエンシング
のベストプラクティス

高精度のロングリード（HiFiリード）と 1分子レベルの解像度により、1分子リアルタイム
（SMRT®）シークエンシングは 16S rRNA全長シークエンシング、メタゲノムプロファイリン
グ、メタゲノムアセンブリに最適です。
• 低コストの 16S全長シークエンシングにより、種または株レ
ベルで群集組成を決定

• 効率的で費用対効果の高いメタゲノムプロファイリングで、 
1本の HiFiリードから 6～ 8個の完全な遺伝子を同定

• わずか 4 Gbの HiFiデータで、マルチプレックス化したヒト糞
便サンプルあたり最大 20個の高品質なメタゲノムアセンブル
ゲノム（MAG）を生成

• 近縁株のコンティグとプラスミドを関連付けるためにエピゲノ
ムデータを活用

卓越したメタゲノムアセンブリを実現：

• 1サンプルあたり65～ 85個の高品質MAG（約 17 Gb、 
多くは単一コンティグ）

• 4つのサンプルで合計 299個の高品質MAG

• 1サンプルあたり約 35個、合計 141個の単一コンティグMAG

• 約 143種類の種／株、約 86種類の属

HiFiメタゲノミクス
低カバレッジでも、正確な種のプロファイリング、より多くの機能アノテーション、より高品質なMAG、より多くの環状MAG

各細菌属の 16S配列のうち、種レベルで同定できないものの割合は、どの可変領域を用いるかによって大きく変わります。ヒトの腸内には幅広い種類の細菌群が存在するため、全長配列（V1～
V9）でのみ、存在する可能性のあるすべての種をバイアスなしに同定することが可能です 1。

1本の HiFiリードあたり最大 9個の完全な遺伝子を含む PacBioのデータは、豊富な機能
情報を提供します。微生物群集に存在する生物学的機能の理解に、ほぼすべてのリードが
寄与します 2。

ロングリードと高精度という他には見られない組み合わせにより、同一サンプル内の近縁株
の識別や、単一コンティグMAGの生成など、メタゲノムアセンブリに伴う多くの課題を克
服します。上図は The BioCollectiveから得られた 4つのヒト腸内細菌叢サンプルの解析
例です 3。高品質MAGとは、完全性：>70%、コンタミネーション：<10%、コンティグ数：
<10のものを指します。

16S rRNA全長シークエンシング
種レベルでの系統解析

16S gene copy variants reflect strain-level variation. Clustering
of 16S sequences into OTUs has historically served two purposes.
First, it has removed minor artifactual sequence variants due to
PCR amplification and sequencing errors when collapsing
sequences into groups. Second, it has collapsed legitimate
sequence variants that exist between closely related bacterial taxa.
Although the latter may not always be desirable, it stands to
reason that you cannot distinguish between bacterial taxa whose
16S sequences vary at a rate that is lower than the error
encountered on a particular sequencing platform.

Recently, advances in CCS have dramatically improved error
rates of long-read sequencing platforms. At the same time,
computational methods have made it possible to distinguish

between legitimate vs. artifactual sequence variation. These
technological and methodological advances mean researchers
now have the potential to perform high-throughput sequencing
that can accurately detect single-nucleotide variants across the
entire 16S gene.

Although it is tempting to assume that single-nucleotide
variants may represent distinct, closely related taxa, we caution
against this overly simplistic interpretation due to the fact that
many bacterial genomes contain multiple polymorphic copies of
the 16S gene12–14. We performed PacBio CCS sequencing of a
36 species bacterial mock community (Supplementary Table 3
and Supplementary Fig. 4) to demonstrate (i) that the 16S
sequence of many bacteria varies between operons within the
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Fig. 1 In-silico comparison of 16S rRNA variable regions. a Shannon entropy across the 16S gene based on the alignment of a single representative sequence
for each known species present in the Greengenes database. Sequences were aligned against a single reference 16S gene for Escherichia coli K-12 MG1655
(NCBI Gene ID 947777). Gray panels depict variable regions defined by commonly used primer-binding sites (Supplementary Table 1). Variable regions
considered in this study are shown as red lines (bottom). b Proportion of sequences for each variable region that could not be identified to species level
when classifying each sequence against the reference database from which it was derived at a confidence threshold of 80% (RDP classifier). c Trees based
on taxonomy of sequences present in the in-silico database. The same tree is provided for each variable region. The color of each branch reflects the
proportion of sequences within each clade that could not be identified to species level. d The number of OTUs created when clustering sequences for each
variable region at 99% sequence similarity. Dashed line indicates the number of unique sequences (>1% different) in the original database. Source data are
provided as a Source Data file
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sequence of many bacteria varies between operons within the

V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9

V1−V2

V1−V3

V3−V5

V4

V6−V9

V1−V9

0.00

0

20

40

60

0.25

0.50

0.75

1.00

0 500 1000 1500

S
ta

nd
ar

di
ze

d 
en

tr
op

y
P

er
ce

nt
 s

eq
ue

nc
es

Position along 16S gene

V1–V2 V1–V3 V1–V9 V3–V5 V4 V6–V9

V1–V2 V1–V3 V1–V9 V3–V5 V4 V6–V9

14,000

10,000

6000

2000N
um

be
r 

of
 s

eq
ue

nc
es

a

b c

d

0.8 1.0

V1–V2 V1–V3 V1–V9

V3–V5 V4 V6–V9

50 1000

Percent unclassified

Fig. 1 In-silico comparison of 16S rRNA variable regions. a Shannon entropy across the 16S gene based on the alignment of a single representative sequence
for each known species present in the Greengenes database. Sequences were aligned against a single reference 16S gene for Escherichia coli K-12 MG1655
(NCBI Gene ID 947777). Gray panels depict variable regions defined by commonly used primer-binding sites (Supplementary Table 1). Variable regions
considered in this study are shown as red lines (bottom). b Proportion of sequences for each variable region that could not be identified to species level
when classifying each sequence against the reference database from which it was derived at a confidence threshold of 80% (RDP classifier). c Trees based
on taxonomy of sequences present in the in-silico database. The same tree is provided for each variable region. The color of each branch reflects the
proportion of sequences within each clade that could not be identified to species level. d The number of OTUs created when clustering sequences for each
variable region at 99% sequence similarity. Dashed line indicates the number of unique sequences (>1% different) in the original database. Source data are
provided as a Source Data file
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encountered on a particular sequencing platform.
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rates of long-read sequencing platforms. At the same time,
computational methods have made it possible to distinguish

between legitimate vs. artifactual sequence variation. These
technological and methodological advances mean researchers
now have the potential to perform high-throughput sequencing
that can accurately detect single-nucleotide variants across the
entire 16S gene.
Although it is tempting to assume that single-nucleotide

variants may represent distinct, closely related taxa, we caution
against this overly simplistic interpretation due to the fact that
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Learn about metagenome sequencing: 
pacb.com/microbial-pop
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DNAから微生物群集を詳細に解析

16S rRNA全長シークエンシング
微生物群集の研究に最適な高解像度かつ 
費用対効果の高いスクリーニング

メタゲノムプロファイリング
微生物群集の組成や機能を 
バイアスなしに評価

メタゲノムアセンブリ
微生物集団から完全または 

ほぼ完全なゲノムアセンブリを生成

ライブラリー調製 4

SMRTbell®  
テンプレート 
調製

推奨プライマーを用いた 
全長 16S rRNAプロトコル 5に従うか、 
Shoreline Complete StrainIDまたは 

Complete V1-V9キットを用いて、 
DNA抽出とPCR増幅 7

HiFiメタゲノミクス用の 10 kbライブラリーを作製 6

マルチプレックス化とライブラリーの自動化に対応

Sequel® IIまたは IIeシステムを用いた SMRTシークエンシング

生成
1.6 kb HiFiリード 10 kb HiFiリード

10時間のムービーコレクションで 
最大 350万本（>Q20）のリードを生成 30時間のムービーコレクションで最大 290万本（>Q20）のリードを生成

スループット 
拡大 *

SMRT® Cell 8Mあたり 
最大 192個の群集を解析

SMRT Cell 8Mあたり 
最大 48個の群集をマルチプレックス化し、 

分類学的または 
機能的プロファイリングを実行

SMRT Cell 8Mあたり 
4サンプルをマルチプレックス化し、 

1サンプルあたり 
最大 35個の高品質MAGを生成

SMRT® Analysisまたは PacBio® DevNetで利用可能なデータ解析ツール

二次解析
SMRT Analysisを用いて CCS（Circular consensus sequencing、 

環状コンセンサスシークエンシング）解析では、 
1本鎖の環状テンプレートを繰り返しシークエンシングしてHiFiリードを生成

hifiasm-meta、metaFlyeまたは 
HiCanuを用いて、 

99.999%（Q50）を超える 
高精度のコンセンサスで 
高品質メタゲノムを 

de novoアセンブリ 8,9,10

三次解析

Shoreline Biome SB Analyzer7、 
DADA211、QIIME212、 

microbiomehelper 13、One Codex14、 
EZBiome15で、または 

GitHubに掲載した 
当社のパイプライン 16で 

16Sデータを解析

DIAMONDやMEGAN-LRと、 
GitHubに掲載した 

当社のパイプラインまたは 
BugSeqを一緒に用いて 

メタゲノムの組成や機能を研究 17,18,19

minimap2、MetaBAT2、 
CheckM、GTDB-Tkを用いて、 

GitHubに掲載した 
当社の効率的なパイプラインで 

HiFiアセンブリから 
高品質MAGをビニング 18

* リード長、SMRT Cell 8Mあたりのリードおよびデータ、その他のシークエンシング性能は、サンプルの品質や種類、インサートサイズによって異なります。
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