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１．研究背景

 現在多くの下水処理場では活性汚泥法をはじめとする生物処理法が用いられており、活性汚泥内の細菌を中心と

した微生物の働きによって下水中の有機物や栄養塩類の除去が行われている。そういった微生物のなかで単離や培

養ができるものは全体の 15%未満であり 1)、そのなかでも地球上の細菌を門レベルで分類すると約 1/4 が

Patescibacteriaに属する２）。Patescibacteriaは培養された例がほぼ無い門レベルで未分類の細菌群であり、海洋水、

淡水、バイオリアクター、海底熱水などのさまざまな環境に存在している。また、ゲノムのサイズが小さく、生命

維持に必要な生合成能力が制限されている。東広島浄化センターの活性汚泥内にも Patescibacteria が数種類存在

することが既往の研究 3) 4)により分かっており、これらの細菌を初めとする微生物の生理機能の研究は、微生物の増

殖メカニズムの解明につながり、活性汚泥法の効率化につながると考える。

２．目的

東広島浄化センターで採取した活性汚泥内に存在する細菌群 Patescibacteria 門に属する細菌の内、存在割合が高

い上位３種である Gracilibacteria、Saccharimonadia、Parcubacteriaのゲノムをメタゲノム解析によって再構築する。 

３．方法

３-１.サンプル収集、DNA抽出

2019 年 2 月 6 日、2020 年 4 月 13 日に東広島浄化センターで活性汚泥を採取し、冷凍保存したものをサンプル 1、

サンプル 2 とした。また、4 月 13 日に採取した活性汚泥から 100 mL を滅菌したバイアル瓶に入れて気相部を窒素

置換し、20℃で３日間静置した後に冷凍保存したものをサンプル 3 とした。

サンプル 1、2、3 を Fast DNA SPIN Kit for Soil を用いて DNA を抽出した。抽出した DNA は、ライブラリーキッ

ト TruSeq DNA PCR Free (350)を使用し、Illumina 社の Hiseq X および Miseq、Pacific Biosciences 社の PacBio Sequel

Ⅱを用いて解析した。

３-２.16S rRNA遺伝子を対象としたアンプリコン解析による Patescibacteriaの存在ポテンシャル推定

Miseq によって DNA 断片から解析された塩基配列データを用いて Qiime2-2020.25)を使用し、Patescibacteriaの存

在ポテンシャル推定を行った。また、EMIRGE6)を使用して Hiseq X によって解析された塩基配列の Raw Data から

16S rRNA 遺伝子を再構築、データのポテンシャルを確かめた。さらに、Pacbio CCS の Raw Data を直接アノテーシ

ョンし、16S rRNA だけを抽出してデータのポテンシャルを確かめた。 

３-３.メタゲノム解析

Hiseq X および、PacBio Sequel Ⅱによって DNA 断片から解析された塩基配列データを用いてメタゲノム解析を行

った。メタゲノム解析は Trimmomatic-0.397)を用いてアダプター配列やクオリティの低い部分配列を除去するトリ

ミングを行った後、SPAdes-3.13.18)を用いて断片的な塩基配列をつなぎ合わせて元の配列を再構築するアセンブル

を行った。その後、Maxbin2.2.79)を用いて同一微生物由来の配列断片をグループ化するビニングを行い、ゲノムを再

構築した。その際に 1000 bp 未満のコンティグはビニングに含めなかった。最後に、CheckM-v1.1.210)を用いたクオ

リティチェックと、Prokka1.1311)で再構築されたゲノム配列上がどの遺伝子であるかを調べるアノテーションを行っ

た。
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４．結果  
４−１. 16S rRNA遺伝子を対象とした Patescibacteriaの存在ポテンシャル推定 

 Qiime2 による解析の結果からサンプル 1~3 について 3 種類の細菌それぞれの存在割合の推定値が得られた。細菌

の存在割合はサンプルごとに異なっていたが、サンプル 1、2 から、活性汚泥内での３種類の細菌の存在割合は大き

く変化していないことが分かった(Table 1)。また Hiseq X、Pacbio の Raw Data には３種類の細菌の 16S rRNA 遺伝子

が含まれていた(Table 2、Table 3)。16S rRNA 遺伝子は再構築した細菌のゲノムがどの細菌であるかを推定する指標

であり、16S rRNA 遺伝子を含むゲノムを再構築すること

は後段の解析において非常に重要である。したがって、

本解析において用意したサンプルには後段のメタゲノム

解析で 16S rRNA 遺伝子を含むゲノムを再構築するポテ

ンシャルがあることが確かめられた。 

４−２. メタゲノム解析 

 メタゲノム解析によって再構築することができたゲノムについて、Completeness、Contamination、Contig 数を Table 

4 に示す。細菌のゲノムは Completeness > 85%、Contamination < 5% のものを高品質とし、Contig 数は少ないほど塩

基配列の欠損が少ないことを表す。メタゲノム解析の結果、Gracilibacteria のゲノムを１つ、Saccharimonadia のゲ

ノムを 5 つ、Parcubacteriaのゲノムを 5 つ再構築することができた。特に、Gracilibacteriaは高品質のゲノムを再構

築することが出来た。一方で SaccharimonadiaとParcubacteriaは複数種のゲノムを再構築することが出来たものの、

その多くが Contamination を多く含んでおり品質が低かった。bin.007 は Proteobacteriaの 16S rRNA を同じビン内に

含んでいた。このゲノムは Bin size も他の細菌と比べて２倍以上大きくなっており、明らかに他の細菌の遺伝子が

混入している可能性が高い。このことから Saccharimonadia と Parcubacteria に対してビニングが適切に行えていな

いことが考えられる。 

Table 4 Result of metagenomic analysis 

 

bin.150 Gracilibacteria 100 0 6 1.42

bin.004 Saccharimonadia 93.02 4.65 6 0.94
bin.007 Saccharimonadia 95.35 9.3 21 3.58
bin.060 Saccharimonadia 88.37 0 8 0.75
bin.079 Saccharimonadia 97.67 18.6 29 1.42
bin.116 Saccharimonadia 95.35 16.28 20 1.82

bin.032 Parcubacteria 62.79 0 8 0.76
bin.069 Parcubacteria 86.05 6.98 16 1.29
bin.082 Parcubacteria 100 27.91 42 1.75
bin.149 Parcubacteria 20.93 9.3 43 1.38
bin.154 Parcubacteria 90.7 0 25 1.6

Bin size
(Mbp)BIN.ID Taxonomy Completeness

(%)
Contamination

(%) No.contigs

Phylum 1 2 3

Gracilibacteria 0.22 1 0.33
Parcubacteria 2.33 3.34 1.32
Saccharimonadia 10.6 9.46 2.09

Table 1 Analysis with Qiime2 (%) 

Species 1 2 3

Gracilibacteria 1 1 0
Parcubacteria 1 0 0
Saccharimonadia 9 2 2

Total 154 112 81

Table 2 Number of 16S rRNA of Hiseq X (species) 

Species 1 2 3

Gracilibacteria 4 2 0
Parcubacteria 13 0 0
Saccharimonadia 15 7 0

Total 245 22 3

Table 3 Number of 16S rRNA of Pacbio CCS (species) 
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５．結論  

 メタゲノム解析によって対象とする３種の細菌のゲノムを複数種再構築することができた。特に Gracilibacteria

については高品質のゲノムを再構築することが出来た。しかし、Saccharimonadia と Parcubacteria は再構築するこ

とができたゲノムのほどんどが Contamination を多く含んでおり品質が低い。そのため今後はビニング方法の再検

討、再解析を行い結果の改善を試みる。そして再解析の結果をもとに機能推定、検証を行う。 
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