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研究成果の概要（和文）：本研究では環境核酸（環境DNAおよび環境RNA）を用いて生物の行動や生理状態を把握
する技術の開発を行った。その結果、環境DNAの増加が繁殖行動のマーカーとなりうること、環境RNAが検出可能
であり、環境水中から細胞骨格関連遺伝子が多数検出されること、繁殖マーカー候補となりうるmRNAが環境中に
存在することなどを明らかにした。環境核酸を用いて動物の生理状態や行動を検出可能であるとする報告はこれ
までほとんどなく、特に野外で適用可能性を明らかにしたのは本研究が初めてである。これらの成果は今後の環
境核酸分析の応用可能性を拡大するものであり、特筆すべきものであると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a technique to understand the behavior and 
physiological state of an organism using environmental nucleic acids (environmental DNA and RNA). 
The results showed that increased environmental DNA could be a marker of reproductive behavior, that
 environmental RNA was detectable, that a large number of cytoskeleton-related genes were detected 
in environmental water, and that mRNAs that could be candidate reproductive markers were present in 
the environment. This is the first study to demonstrate the applicability of environmental nucleic 
acids to the detection of animal physiological states and behaviors in the field. These results are 
particularly noteworthy because they expand the applicability of environmental nucleic acid analysis
 in the future.

研究分野：生態学

キーワード： 環境DNA　環境RNA　繁殖　生理状態　RNA-seq

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
環境DNAなどの核酸を用いることで生物の状態を明らかにできる技術開発に成功したことは、希少種が再生産し
ているかなど生物多様性保全に関わる情報を非侵襲的に得ることなどを可能にする。また、環境中のmRNAなどは
生物の生理状態を反映すると考えられ、水産養殖環境における感染症の早期発見など、応用的な利用も可能であ
ると考えられる。このように本研究では基礎生物学的にも応用生物学的にも重要な手法の開発に成功した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
生物多様性の急速な喪失が問題視されて久しいが、特に水中の生物に関しては、何が、どこに、

どれだけ、どのように生息しているのかなどを調べることが容易ではなく、現状を正確に把握す
ること自体が困難である。近年環境中の DNA 情報を用いて目に見えるサイズのマクロ生物の在
不在や、数量を明らかにするための手法（環境 DNA 分析手法）が提唱され、急速に発展している。
この手法は、対象水域の水からDNA を抽出し、対象生物の DNA の在／不在から当該水域における
対象生物種の在／不在を推定しようとするものであり、その応用として DNA 量を用いたバイオ
マスや個体数の推定なども行われつつある。環境 DNA分析は魚類や両生類だけでなく、昆虫や植
物などでも報告例があり、あらゆるマクロ生物に適用可能であると考えられている。微生物では
以前から環境 DNA 分析が行われていることをあわせると、一杯の水サンプルから、あらゆる生物
の生息情報（在不在情報）を得ることが可能になりつつある。しかし、生物多様性の保全、希少
種の保全を目指す時、ある種が生息するかどうかだけの情報では不完全であり、繁殖活動が行わ
れているのか、その結果として生まれた未成熟個体がいるのかといった、再生産にかかわる情報
も重要である。しかし、単にDNA の在不在を調べるような従来の環境 DNA 分析では、このような
情報を得ることはできなかった。そこで、本研究では環境 DNA と環境 RNA の分析によって、生物
の繁殖期や齢構成といった再生産に関わる状態や行動の情報を得るための手法を開発すること
を目指した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、大きく分けて以下の(A)〜(C)の 3 つの解析手法を用いて、環境 DNA または環境
RNA といった環境中の核酸サンプルから、繁殖行動の時期や場所の情報、齢構成の情報を得るた
めの手法開発を行い、槽実験や野外での実証実験を行うことでその概念を実証することを目的
とした。ただし、(C)に関しては申請の時点からチャレンジングであり、まずは予備実験で実現
可能性を判断することとしたが、予備的検討から環境 DNA のメチル化状態は適切なマーカーで
ない可能性が出てきたため、本研究期間では(A)および(B)の解析手法に注力することとした。 
 
(A) 環境 DNA濃度の時間変化を用いて繁殖行動の時期や場所を特定する手法 
環境 DNA は主に生物の糞や粘液などに由来すると考えられているが、多くの魚類や両生類の

ような体外受精の生物の場合は、繁殖期に環境 DNA濃度が増える可能性が指摘されている。これ
は主に精子の放出によるものと考えられている。ここでは、比較的技術が確立されている環境
DNA 分析による繁殖期や場所を特定する手法の確立を目的とした。（課題１〜３） 
 
(B) 環境 RNA を用いて繁殖行動の時期や場所を特定する手法 
 近年の申請者らの実験により、環境中には DNA だけでなく、RNAも検出可能な程度存在するこ
とがわかっている。例えばメッセンジャーRNA（mRNA）を DNA と同時に水中から検出できれば、
生物の在/不在の情報に加えて、生物の状態の推定や環境核酸（環境 DNA および環境 RNA）の放
出源となる由来組織の推定など、様々な情報を得られることが期待される。しかし、魚類等の大
型脊椎動物の環境 RNA を分析対象とした研究例は学術論文レベルではいまだ報告されておらず、
基礎的知見が不足している。そこで本研究では、環境核酸の由来組織の推定すること、環境 RNA
による繁殖等のマーカーを特異的検出および網羅的検出により探索すること、環境 RNA の分解
速度を実測することを目的として、脊椎動物由来の環境 RNA にかかわる未知の情報を拡充する
ことを目指した。（課題３〜６） 
 
(C) 環境 DNA のメチル化状態を調べて群集の齢構成を調べる手法 
 エピジェネティックな遺伝子の修飾の例としてよく知られる DNA のメチル化は哺乳類での研
究が先行してきたが、魚類においてもモデル生物を中心にメチル化現象が調べられている。本研
究では、年魚であるアユを対象として齢（月齢）の変化と環境 DNA のメチル化状態の関係を野外
で明らかにすることを目的としたが、予備的研究段階でマーカーとしての有用性に疑問がある
結果を得たため、初年度に打ち切った。 
 
３．研究の方法 
 
課題 1 オオサンショウウオを対象とした環境 DNA による繁殖期の推定手法の開発 
オオサンショウウオを対象とし、以下の(1)〜(3)の 3種類の調査および実験を行った。(1)産
卵行動を綿密にモニタリングできる広島市安佐動物公園内の河川型繁殖水槽において環境 DNA
量を調べた。繁殖期前後の 2018年 7 月 31 日から 11 月 14 日までの間に全 9 回の経時的な採水
を行った。採水サンプルから環境 DNA を抽出し、ミトコンドリア NADH1 遺伝子および、核 rRNA
遺伝子をマーカーとしたリアルタイム PCR によって、それぞれの DNA マーカーのサンプル中の
分子数を定量した。(2)産卵状況が観察できる自然河川として、広島県内の人工繁殖巣穴が設置



されている松歳川および大口川における野外調査を行った。2018年 7 月 31 日から 10 月 31 日ま
での間に全 12 回の経時的サンプリングを行った。それぞれのサンプル中におけるミトコンドリ
アおよび核 DNA マーカーを上記と同様の手法で定量した。(3)産卵状況のわからない自然河川と
して兵庫県の羽束川において、2017年 5 月 9 日から 2019年 3月 5日まで全 42 回のサンプリン
グを行った。それぞれのサンプル中におけるミトコンドリアおよび核 DNA マーカーを上記と同
様の手法で定量した。 
 
課題 2 ブルーギル及びオオクチバスを対象とした、環境 DNA による繁殖期推定手法の野外適用 
福島県の三春ダムの蛇沢川前貯水池において、2019年 3月 26 日から 8 月 24 日まで、毎週 1
回、全 22 回の採水を行った。採水された水サンプルから環境 DNA を抽出し、オオクチバスおよ
びブルーギルを対象として、ミトコンドリアおよび核 DNA マーカーの DNA 分子量をリアルタイ
ム PCR によって定量した。ミトコンドリア DNA のマーカーは先行研究で開発された既存のもの
を用い、核 DNA のマーカーは本研究で新たに開発した。 
 
課題 3 コイを対象とした環境 DNA および環境 RNA による繁殖期マーカーの開発 
コイを対象とした水槽実験により、産卵及び発生に関連して環境 DNA 量がどのように変化す

るかを調べると同時に、繁殖期に特有の環境RNA マーカーを探索した。水槽にコイの親魚を飼育
し、ゴナドトロピンの接種によって産卵を誘発した。産卵前、産卵後に環境 DNA および環境 RNA
サンプルを採取するとともに、卵を水槽に移し、発生段階に伴う変化をモニタリングした。環境
DNA マーカーとしてはミトコンドリア、核の両方を用いた。環境 RNA のマーカー候補として、繁
殖期に特異的に発現することが期待される ZP2、ZP3、cathepsin L、Egg24などの 13遺伝子を用
いて環境 RNA サンプル中からの検出を試みるとともに、常に一定量が発現することが期待され
るいわゆるハウスキーピング遺伝子の 4 遺伝子の検出も同時に行った。 
 
課題 4：環境核酸（環境 DNA および環境 RNA）の放出源となる組織の推定 
ゼブラフィッシュで組織特異性を持って発現する遺伝子 5種（FABP2：腸、muc5.2：表皮、pleca：
表皮、krt5：表皮、clcn2c：鰓）の mRNA を特異的に増幅させるプライマーセットを設計した。
各プライマーセットは種特異性の担保とゲノム DNA（gDNA）の誤増幅の抑制を目指して設計した。
次にこれら 5 種のプライマーセットを用いてゼブラフィッシュの飼育水から組織特異的に発現
する mRNA の検出を行い、環境核酸の由来組織の推定を行った。RNA を抽出、精製し、gDNA除去
反応、逆転写反応を行い、相補 DNA（cDNA）テンプレートとした。これを PCR で増幅し、電気泳
動で全ての遺伝子の増幅を確認した。PCR 産物の配列を決定し、対象遺伝子であることを確認し
た。さらに、同様のプライマーセットを用いて、ゼブラフィッシュの組織試料（脳、鰓、肝臓、
腸、表皮、筋肉）から mRNA の検出を行い、対象 mRNA の各組織での発現と組織特異性を確認し
た。組織試料から RNA を抽出し、以降は上記と同様の分析を行った。以上のステップで、飼育水
中からの遺伝子特異的な RNA 検出と、各遺伝子の組織特異性の確認を行い、環境核酸の由来（放
出源）となる組織の推定を試みた。 
 
課題 5：RNA-seqの適用による遺伝子リスト構築の試行 
ゼブラフィッシュの飼育水槽から 0.5 Lの水試料を 5繰り返しで採取し、すぐに濾過し、RNA

の抽出、精製した。続いて TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit（Illumina社）のプロトコ
ルに沿ってライブラリー調整を行い、MiSeq（Illumina社）での Amplicon シーケンス（RNA-seq）
に供した。出力されたリードは質のチェックを行った後、ゼブラフィッシュのゲノムデータにマ
ッピングし、遺伝子を同定した。これにより、平常状態で魚類から水中に放出されうる遺伝子リ
ストの取得を試みた。 
 
課題 6：環境 RNA の分解速度の測定 
ゼブラフィッシュの飼育水槽から 0.6L の水試料を 18 繰り返し採取し、各サンプルを入れた
ボトルを 25℃に設定した卓上人工気象器に収容してインキュベートを行った。インキュベート
開始時点を 0として、経時的に 6、12、24、48、72、96、120、168時間目に 2本ずつボトルを取
り出してそれぞれ濾過し、RNA の抽出、精製と gDNA除去反応、逆転写反応を行って cDNAテンプ
レートとした。過去に開発済みであったミトコンドリア上の cytochrome b (cytb)遺伝子を定量
できるプライマープローブセットと、今回開発したハウスキーピング遺伝子（b2m）のプライマ
ーセットにさらにプローブを組み合わせたセットを用いて、定量 PCR によってこれら 2 つの遺
伝子の時間依存での量の変化を測定した。これにより、水中での魚類由来の環境 RNA の分解速度
と半減期を明らかにすることを試みた。 
 
４．研究成果 
課題 1 オオサンショウウオを対象とした環境 DNA による繁殖期の推定手法の開発 
オオサンショウウオの繁殖施設におけるモニタリングの結果、産卵の観測された直後の採水

サンプルにおいて、核 DNA およびミトコンドリア DNA量の大幅な増加が確認された。産卵は 9 月
15 日と 17 日に観測され、直後の採水は 9 月 20 日に行われたため、繁殖施設においては、少な
くとも 3日程度は産卵の影響が観測可能であると考えられた。これは、繁殖施設の水槽水が循環



していることが一因であると考えられる。人工巣穴の設置された河川においては、産卵から 1 日
以内と推定されるタイミングで核 DNA およびミトコンドリア DNA 量の大幅な増加が確認され、
その翌日には産卵前と同程度のDNA 量に戻った。このことから、野外環境において産卵の影響が
観測できるのは 1 日程度だと推定された。また、人工巣穴直下の採水地点で DNA 量が大幅に増加
した時に、約 200m下流においては DNA 量の増加は観測されなかった。このことから、調査河川
のような小規模河川においては、産卵の影響が観測できるのは約 200m以内であると考えられた。
羽束川におけるモニタリングの結果、繁殖期においては核 DNA 濃度が非繁殖期より有意に増加
することが確認された。このことは、繁殖期のモニタリングには核 DNA をマーカーとすることが
有用である可能性を示している。また、地点別の結果を詳細に確認すると、調査区間の上流部に
おいてのみ核 DNA 量の顕著な増加が見られた。このことは、上流部がオオサンショウウオの主要
な繁殖地であることを示唆する。本課題全体を通じて、核 DNA をマーカーとすることで、オオサ
ンショウウオの繁殖地および繁殖期を高精度にモニタリングできる可能性が示された。 
 
課題 2 ブルーギル及びオオクチバスを対象とした、環境 DNA による繁殖期推定手法の野外適用 
福島県の三春ダムの蛇沢川前貯水池における調査の結果、オオクチバスについては、ミトコン
ドリア（CyB）、核（ITS1）ともに、6 月以降 8 月にかけて次第に DNA 量が増加した（下図）。一
方で、核/ミトコンドリア DNA 比は 5 月 28 日にピークを示したのち、何度かのピークと谷を繰
り返した。ブルーギルについては、ミトコンドリアでは明瞭なピークが認められず、核は 6 月と
8 月に大きなピークがあった。また、核/ミトコンドリア DNA 比は 5 月後半に明瞭なピークを示
した。これらのことを解釈するのは難しいが、先行研究で報告されているように核/ミトコンド
リア比が繁殖のマーカーとして機能しうるのであれば、5 月に産卵が行われたために両種におい
て核/ミトコンドリア DNA比が増加し、その後当歳魚の成長によるバイオマスの増加に伴って、
それぞれのマーカーDNA 量が増加したのではないかと考えられる。ただし、課題 2においては魚
の産卵行動の確認は行っておらず、今後の研究の進展が必要である。 

 
課題 3 コイを対象とした環境 DNA および環境 RNA による繁殖期マーカーの開発 
コイを対象とした水槽実験の結果、産卵のタイミングでミトコンドリア DNA、核 DNA ともに顕
著な増加を示した。核/ミトコンドリア比は水槽によってばらつきがあり、実験に用いた３つの
うち 1 つの水槽では産卵のタイミングで増加したものの、残る 2 つの水槽では大きな変動は見
られなかった。環境 RNA マーカーの探索においては、いわゆるハウスキーピング遺伝子のうち、
チトクローム bおよび核の rRNA遺伝子については全てのサンプルから検出が確認された。残る
2つのハウスキーピング遺伝子は検出されない場合もあった。この原因は不明である。繁殖期の
マーカーとして期待される 13 遺伝子のうち、Egg24 産卵時と卵の環境 RNA サンプルから、
cathepsin Lは産卵前の親魚、産卵時、卵の環境 RNA サンプルからそれぞれ検出された。Egg24
は胚発生時に発現するミオシン、cathepsin Lは卵成熟に関与する酵素であり、それぞれの体組
織における既知の発現パターンと一致していた。産卵のタイミングで環境 DNA 放出量が顕著に
増大することは先行研究や本研究の他の課題の結果とも一致していた。また、環境 RNA を用いた
繁殖マーカー候補として Egg24 と cathepsin L を抽出することができた。これらはコイなどの
魚類の繁殖マーカーとして有用である可能性がある。 
 
課題 4：環境核酸（環境 DNA および環境 RNA）の放出源となる組織の推定 
Primer-BLAST の結果から設計した全てのプライマーセットがゼブラフィッシュの対象遺伝子

の mRNA を特異的に増幅することを確認できた。電気泳動の結果 3サンプル中 2サンプルで対象
とした全ての mRNA を検出した。また、配列決定された PCR 産物はゼブラフィッシュの対象遺伝
子であることが確認された。さらに、clcn2c、ｍuc5.2は、それぞれ鰓、表皮での組織特異的な
発現を確認できた。FABP2は腸での発現を確認できたが、特異性は確認できなかった。本結果よ
り、鰓、表皮は環境核酸の由来組織の一つであることが強く示唆された。また、FABP2の組織特
異性は確認されなかったものの、過去の研究では当該遺伝子は腸で非常に高い発現をしている
ことが明らかになっているため、由来組織の一つであると考えられる。水試料は 3繰り返しで採
取されたが、そのうち 2 つの反復では検出されている 2 つの遺伝子が、残りの 1 反復では検出
されなかった。これは分析過程における RNA の分解などに起因する偽陰性、もしくはそれ以前の



ろ過の段階における、確率論的な回収の失敗、だと考えられる。今後、環境 RNA 分析における偽
陰性を減少させ、より実用的な調査手法として確立させるためには、水中での存在状態について
の基礎的知見の蓄積と高効率な回収手法の検討、分解を避けるための迅速な実験ステップへの
改良が求められる。 
 
課題 5：RNA-seqの適用による遺伝子リスト構築の試行 
RNA-seqでは同一の水槽から採取したにもかかわらず、マップされたリード数が繰り返し間で

大きくばらついた（1％から 13％）が、全体としては 2700 ほどの遺伝子が検出された。このう
ち、5つの繰り返しすべてで検出され、かつ、Transcripts per million（TPM）が 10以上であ
った遺伝子が 70 確認された。この中にはミトコンドリア上の遺伝子では NADH dehydrogenase 
subunit 1（nd1）、cytochrome c oxidase subunit I（co1）がみられた。核遺伝子ではアクチ
ンやチューブリン関連の細胞骨格に関わる遺伝子が多く検出された。課題 4と同様に、水中から
の RNA回収の段階でのばらつきが多いと考えられる結果で、さらに安定した分析が行えるよう、
実験プロトコルの改良が必要である。ただし、魚類の環境 RNA を対象とした RNA-seqに成功した
初の事例であり環境核酸の研究分野における大きな前進である。また、細胞骨格関連遺伝子が多
く検出されたという結果は環境核酸の存在状態をさらに明らかにしていくうえで非常に示唆に
富んだものである。 
 
課題 6：環境 RNA の分解速度の測定 
7 日間（168時間）にわたる環境 RNA の分解実験では、当初予想していなかった結果が得られ、
cytb、b2mともに、7 日後でも水中から検出可能であった。また、半減期は既存の研究で報告さ
れている環境 DNA における事例と大きく変わらないことが確認された（下図）。多くの研究者が
環境 RNA は DNA に比べて格段に早く分解して消失するだろうと予想している中、まったく異な
る知見が得られた。本結果は、比較的長く水中に残存することから環境 RNA が想像よりも検出し
やすいものである可能性を示唆するものである一方で、種の検出という観点からは、環境 DNA よ
りも「より新しいもの／より採水地点に近い個体」を検出するマーカーとしての潜在性は無いで
あろうことも示唆している。今後の環境 RNA 分析の展開の方向を見定めるにあたって貴重な情
報が得られた。 

 
上記の 6 課題と平行して、陸水域での環境 DNA 分析に関する基礎的な知見の収集も行い、DNA の
分解速度の測定、サンプルの保管手法の改善、希少種や外来種の検出手法の確立、哺乳類や甲殻
類といった魚類以外の分類群への適用などにも取り組んだ。 
 
これらの全ての研究課題の結果を総合して、本研究では主として(1)繁殖期における環境 DNA の
急激な増加が繁殖行動のマーカーとなりうること、(2)環境 DNA サンプル中の核/ミトコンドリ
ア比が繁殖行動のタイミングで増加する場合としない場合があること、(3)環境 RNA サンプル中
に細胞骨格関連遺伝子が多数検出されること、(4)繁殖マーカー候補となりうる mRNA が存在す
ること、(5)鰓および表皮が環境核酸の由来組織（の一部）であること、(6)環境 RNA の分解速度
は環境 DNA と近いものであることを明らかにした。環境 DNA で動物の生理状態や行動を検出可
能であるとする報告はこれまでほとんどなく、特に野外での適用可能性を明らかにしたのは本
研究が初めてである。また、マクロ生物の環境 RNA研究もほとんど報告されておらず、環境 RNA
に関する報告はいずれも新規性の高い重要な発見である。これらの技術を用いることで、生物の
分布だけでなくその生理状態や行動を明らかにできる可能性を実証したことは、今後の環境核
酸分析の応用可能性を拡大するものであり、特筆すべき成果であると考えられる。一方で、当初
予定した環境 DNA のメチル化状態の測定による齢推定などは本研究では実施できず、今後の課
題である。 
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環境RNA分析による遺伝子発現解析にむけた基礎技術の検討
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河川およびため池における魚類相調査：環境DNAメタバーコーディングと直接捕獲の比較

農業水路網での魚類相調査における環境DNA分析の有用性

河川流量の変化が生物量と環境DNA濃度との関係に及ぼす影響：いつ水を汲むのが適切か？


