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研究成果の概要（和文）：原核生物のバクテリアから真核生物のクジラまで、全生物に共通の遺伝子（転写産
物）を全長塩基配列解読により同時検出し、ある環境に生きる全ての生物を特定する手法を開発した。本手法は
先行手法と比較し、生物分類や機能情報を高精度に推定でき、PCRによる遺伝子増幅に起因する多様性の偏りを
改善できる。本手法は、抽出RNA中にはrRNAが豊富に存在しているので、PCRを介さずにRNAから必要な量のcDNA
を逆転写だけで確保し、ロングリードシーケンサーで塩基配列を解読するという要素技術からなる。

研究成果の概要（英文）：I have developed a method to simultaneously detect genes (transcripts) 
common to all organisms, from prokaryotic bacteria to eukaryotic whales, by full-length sequencing, 
and to identify all organisms living in a given environment. Compared to the previous method, this 
method can estimate the classification of organisms and functional information with high accuracy, 
and can improve the bias of diversity caused by gene amplification by PCR. Since rRNA is abundant in
 extracted RNA, this method consists of the following elemental technologies: securing the necessary
 amount of cDNA from RNA without PCR by reverse transcription alone, and decoding the nucleotide 
sequence with a long read sequencer.

研究分野：分子生態学

キーワード： 環境RNA　全生物群集構造同時解析　ロングリードシーケンシング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、自然環境に生息する動植物の種類を調査する方法として、環境DNAが注目されている。なぜなら、直接的
に動植物を採集する必要が無いので、環境への悪影響が小さいと考えられているからだ。一方、環境DNAで使わ
れている分析手法には改良すべき点がある。それは、魚類や昆虫類など、特定の分類群単位でしか同時に分析で
きない点である。本研究では、この点を改良し、原核生物のバクテリアから真核生物のクジラまで、全生物を同
時に分析できる手法を開発した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

アンプリコンシーケンスによる群集構造解析や、ショットガン法によるメタゲノミク
ス・メタトランスクリプトミクスから、海洋環境中の原核生物から真核生物に至る全生物の分布
や生態を研究してきた。これらの解析における欠点は、PCR による遺伝子増幅に起因する多様
性の偏りや、ショートリードシーケンサーで解読できる塩基配列の短さ（遺伝子の由来生物と機
能情報を正確に推定出来ない）である。前者に対してはメタゲノミクス・メタトランスクリプト
ミクスが、後者に対してはロングリードシーケンサーの利用がその解決策に成り得る。しかし、
これらには相対的に存在量が少ない遺伝子（転写産物）を検出し難いという別の欠点がある。そ
こで応募者は、これら全ての欠点を解決するために、ジーン・キャプチャーによるターゲットメ
タトランスクリプトミクスをロングリードシーケンサーで行えば良いと構想するに至った。 
 
２．研究の目的 

本研究では、原核生物のバクテリアから真核生物のクジラまで、全生物に共通の遺伝
子（転写産物）を全長塩基配列解読により同時検出し、ある環境に生きる全ての生物を特定する
手法を開発する。本手法は先行手法と比較し、生物分類や機能情報を高精度に推定でき、PCRに
よる遺伝子増幅に起因する多様性の偏りを改善できる。本目的を達成するためには、遺伝子によ
って異なる二つの要素技術が必要である。一つは、rRNA を対象とした要素技術である（以後、
解析法１と呼ぶ）。抽出 RNA中には rRNAが豊富に存在しているので、PCRを介さずに RNA
から必要な量の cDNA を逆転写だけで確保し、ロングリードシーケンサーで塩基配列を解読す
れば、目的を達成できると着想した（図 a）。もう一つは、全ての遺伝子（転写産物）を対象と
した要素技術であり、一般にターゲットメタゲノミクス（ターゲットメタトランスクリプトミク
ス）と呼ばれている（以後、解析法２と呼ぶ）。この解析法では、遺伝子配列データから作製し
たプローブで、短断片化した DNA（cDNA）をハイブリダイゼーションで分取後（本手法はジ
ーン・キャプチャーと呼ばれる）に、ショートリードシーケンサーで塩基配列を解読する。そこ
で応募者は、この解析法を長断片化した DNAもしくは完全長 RNAに適用し、ロングリードシ
ーケンサーで塩基配列を解読すれば、目的を達成できると着想した（図 c）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図. 本研究で提案する要素技術と従来法の概略。 

 
３．研究の方法 

解析法１を原核生物と真核生物の単一種に適用できるかを検証した。原核生物には海
洋細菌分離株である Vibrio azureus LC2-005T を、真核生物にはカイアシ類である Calanus 
sinicus を用いた。本検証では、分析に必要な試料量と、RNA を cDNA に逆転写する条件の検討を
した。逆転写には、オリゴ dT プライマーを用いる方法（原核生物はポリ A付加後）と、ランダ
ムプライマーを用いる方法があるが、これまでに行った条件検討から前者を選択した。次に、解
析法１を海洋生態系に適用できるか検証した。海水試料は、東北海洋生態系調査研究船（学術研
究船）新青丸を利用して採取した大槌湾沖の水深 0 m と 50 m、100 m の 3 試料を使用した。本検
証では、試料採取法と RNA 抽出法の検討をした。また、解析法１（図 a）と従来の PCR による遺
伝子増幅法（図 b）に基づく群集構造との比較から、本解析の有効性を確認した。 
 解析法１で得られた遺伝子配列と既存の遺伝子配列データからプローブを設計し、解
析法２を海洋生態系に適用できるかを検証する予定だったが断念した。これは、プローブの合成
依頼を予定していた会社がヒトを始めとした医学系の受注のみにサービスを縮小した為に、そ
の合成依頼が不可能になったためだ。他社にも見積もり依頼をしたが、少なくとも当初予定価格
の 10 倍（1,000 万円）以上とのことであった。代わりに、ショートリードシーケンサーの 1 フ
ローセルで 1サンプルをシーケンシングする試みを行った。試料は琵琶湖の湖水を利用し、水深
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5 m と 15 m、50 m、72 m の 4試料を使用した。 
 
４．研究成果 

解析法１を原核生物と真核生物の単一種に適用できるかを検証した結果、有効な配列
数が得られた効率は悪いが、本解析法は実施可能であると分かった。次に、解析法１を海洋生態
系に適用できるか検証した。ロングリードシーケンサーからの出力配列数は合計 1,287,735 で
あった。リファレンスデータベースマップされた配列数は、リファレンスデータベースによって
多少違うが合計 50,000 程度であり、ほとんどの配列はマップされなかった。マップされたリフ
ァレンス数は、リファレンスデータベースによって多少違うが 7,000 程度であり、全ての水深で
バクテリアと真核生物由来の配列が同程度、これら以外にアーキアが 1%前後検出された。バク
テリアで多く検出されたのは肺炎レンサ球菌 Streptococcus pneumoniae、真核生物で多く検出
されたのは珪藻類 Conticribra weissflogiopsis であったが、海島綿 Gossypium barbadense の
クロロプラスト由来配列も多く検出されていた。 
 ショートリードシーケンサーの 1 フローセルで 1 サンプルをシーケンシングする試み
では、優占している系統は琵琶湖でよく見られる真核藻類や、原生生物、甲殻類の動物プランク
トン（ミジンコやカイアシ）に由来する配列が多かった。真核生物に混ざって、バクテリアも上
位に食い込んでおり、琵琶湖で良く見られる種類が多かった。興味深い点としては、ハゼやマス
など、魚類由来の配列もそれなりの数が検出されていた。変わったところでは、ネズミやコウモ
リにアサインされた配列もあった。また、湖底直上のサンプルは多様性が高く、ベントスらしき
ものも検出されていて、ワムシやウズムシやミズムシやカイメンやイトミミズの配列もあった。 
 本研究で再確認させられたことは、大型動植物の遺伝子配列が思っていた以上に調べ
られていないという点である。生息している筈がないモデル生物にアサインされた配列や、何に
もマップやアサインされた配列が、それらを裏付けている。現在、猛烈な勢いで非モデル生物の
ゲノムが決められている。近い将来、本研究のデータを再解析すると、今回よりも多くの配列が
ップやアサインされると期待している。 
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