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研究成果の概要（和文）：環境DNAなどの環境中の核酸の分析によって、水生生物の繁殖の情報を取得する技術
の開発を目的として研究を実施した。その結果、核およびミトコンドリア環境DNAを用いることで特定種の繁殖
レジームを把握することが可能であること、環境DNAの定量メタバーコーディングによって繁殖レジームを多種
同時に把握することが可能であること、環境中のメッセンジャーRNA情報から繁殖レジームを把握することが潜
在的に可能であることなどを明らかにすることができた。これらの成果は、環境DNA等の環境中の生体分子を用
いることで、希少種や水産有用種の保全のための重要な情報である繁殖に関わる情報を得ることができることを
示している。

研究成果の概要（英文）：The study was conducted to obtain information other than distribution, such 
as reproduction of aquatic organisms, by analyzing nucleic acids in the environment including 
environmental DNA (eDNA) and environmental RNA (eRNA). We found that it is possible to understand 
the reproductive regimes of specific species by using nuclear and mitochondrial eDNA, that it is 
possible to understand the reproductive regimes of multiple species simultaneously using 
quantitative eDNA metabarcoding, and that it is potentially possible to understand the reproductive 
regimes from environmental messenger RNA (emRNA) information. These results indicate that we can 
obtain reproductive information, which is important for the conservation of rare and valuable 
fishery species, by using environmental biomolecules, eDNA and eRNA.

研究分野： 分子生態学

キーワード： 環境DNA　環境RNA　繁殖レジーム　メタバーコーディング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
野生生物の繁殖に関わる情報は、生物の保全上貴重である。このような情報を水をすくうだけで得ることができ
るようになれば、希少種や水産有用魚種の保全のための保護区域の設定などに役立つことが期待される。30 by 
30における保護区域の設定においても有用な科学的知見を提供するためのツールとなりうるだろう

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 近年、環境中の DNA 情報を用いてマクロ生物の分布を推定する「環境 DNA 分析」が大きく発展
している。2008 年の初めての報告から約 15年の間にこの技術は大きく進展し、モニタリングに
おいては実務への応用段階にある。このように種分布の理解のための分析技術が普及しつつあ
るが、更なる応用可能性も秘めている。それは、調査対象とする生物が繁殖を行っているかどう
か等、これまでの環境 DNA 分析では得られなかった情報を取り出すチャレンジである。環境媒質
から繁殖行動を検知することができれば、保全や資源管理に革新をもたらすことだろう。本研究
では、その核心をなす「問い」を、「環境中の核酸を利用して、魚類の繁殖レジームを理解する
ことが可能であるか」に設定した。 
この問いの探求にあたって、本研究ではふたつのアプローチをとった。ひとつは、環境 DNA の

濃度変化を基軸としたものである。体外受精生物である魚類や両生類では繁殖期に環境 DNA 量
が増加すると予想され、2017 年度から開始した申請者らの科研費基盤 B（17H03735）の研究によ
って、オオサンショウウオやコイの環境 DNA 濃度が繁殖期に高まることが飼育下および野外条
件下で確認された。しかし、環境 DNA は放出された時点・場所から時空間的に離れるほど希釈分
解されることや、濃度に季節的な変動があるため、単に DNA 濃度の増減だけで繁殖期や繁殖地を
知ることには限界がある。最近、精子では含まれる核 DNA の比率が高いことに着目して、環境
DNA の核／ミトコンドリア比（核／Mt 比）が繁殖活動のマーカーとなりうることが、水槽実験に
よって示された（Bylemans et al. 2017, Methods Ecol. Evol.）。つまり、DNA 濃度といった量
的な変化だけでなく、核／Mt 比といった質的変化を併用することで、精度良く繁殖地や繁殖期
を知ることができる可能性がある。しかし、核／Mt 比の変化が他の種でも繁殖のマーカーとな
りうるのかといった根本部分や野外検証が不十分であり、手法として確立するためには十分な
検証が必要である。 
もうひとつのアプローチは、環境 DNA に替えて環境 RNA をマーカーとする手法である。各種の

mRNA は生理状態に基づいて体内で発現するが、繁殖に関連する mRNA が環境 RNA として放出され
ているならば、繁殖活動のマーカーとなりうる。申請者らはこれまでに、コイのカテプシン Lや
egg24 といった遺伝子の mRNA が繁殖期に環境中で検出されることや、ゼブラフィッシュの環境
RNA が環境 DNA と同様に、放出後数日間以上にわたって検出可能であることなどの結果を得てい
るが、これを実用化するためには基礎情報と技術の拡充が必要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、環境 DNA 分析技術を用いて、魚類の繁殖レジームを多種同時に把握する技術
を開発し、琵琶湖（滋賀県）および三春ダム（福島県）といった野外に適用してその有効性を確
認することおよび、その発展型として環境 RNA 分析の基礎技術の改良を通じて、野外への適用可
能性を見極めることである。環境 DNA 分析による多種同時手法が完成すれば、希少種や外来種の
繁殖レジームを知ることにもつながり、生物多様性の保全に貢献する。また、水産有用種の繁殖
地や繁殖期を知ることで、水産保護区や禁漁期の設定などを通じて水産資源の持続的利用に資
することも期待される。 
 これらの研究の前提として、核 DNA や繁殖関連 mRNA の配列情報の拡充が必要である。現状で
はこれらの情報が不足し、野外への技術展開を困難にしている。そこで、本研究では先進的な技
術開発と並行して、それを支える基礎情報の拡充も、重要な目的のひとつとする。 
 
３．研究の方法 
（１）核およびミトコンドリア環境 DNA を用いた特定種の繁殖レジームの把握手法の開発及び
野外における検証 
 野外実験池において、2021 年の 3月から 5月にかけて、コイを用いた人工産卵実験を実施し、
各時空間ポイントにおいて、核 eDNA 濃度および Mt eDNA 濃度を測定し、核/Mt 比も算出した。 
三春ダムの前貯水池において 2020 年 4 月から 8月まで、研究協力者の協力を得て毎週採水調

査を行った。また、6 月には現地で 10 日連続の採水調査を行った。当初は、繁殖活動のモニタ
リングも計画していたが、COVID-19 のパンデミックの影響で活動が制限されたため、オオクチ
バスおよびブルーギルの産卵日は研究協力者によって行われた採捕個体の耳石分析の結果を利
用した。これらのサンプルについて、オオクチバスとブルーギルを対象として核 eDNA 濃度およ
び Mt eDNA 濃度を測定し、核/Mt 比も算出した。先行プロジェクト（科研費基盤 B：17H03735）
で実施した 2019 年の 4 月から 8 月のサンプルの測定結果と合わせて、2 年度分の結果をまとめ
て解析した。 
 
（２）環境 DNA メタバーコーディングによる繁殖レジームの多種同時探索法の確立と野外適用 
核 rRNA 遺伝子上に環境 DNA メタバーコーディング用のプライマーを設計した。2020 年 7月か

ら 2021 年 7 月にかけての 5 回にわたり琵琶湖及びその周辺の 5地点で採水された水サンプルに
適用し、その有効性を確認した。 
（１）で採取した三春ダムの 2020 年のサンプルを利用して、MiFish プライマーによる定量メ



タバーコーディングを実施した。別プロジェクトで実施した 2019 年のサンプルの結果と合わせ
て以下の解析を行った。検出されたコピー数の変動が生息する魚種の生態を反映しているかど
うかを確認するため、これまでに行われた採捕調査の結果および図鑑等に記載されている繁殖
期との対応関係を調べた。当初、メタバーコーディングによる核/Mt 比の測定も検討していたが、
本研究で開発した核 rRNA 遺伝子上の環境 DNA メタバーコーディング用プライマーによる増幅産
物の長さが種によって大きく異なることが判明し、定量的な解析には有効でないと考えられた
ため、見送った。しかし、成果で述べる通り、MiFish プライマー単独による定量メタバーコデ
ィングで十分に必要な情報を得ることができた。 
核ゲノム上の ITS 領域の配列決定のため、琵琶湖や福島県・三春ダムに生息する魚種のほとん

どについて DNA 試料を準備した。サンガーシーケンシングにより予備的な配列決定を行い、対象
領域を PCR により適切に増幅できていることを確認した。その後、ITS2 領域を増幅するプライ
マーセットの開発を行い、収集した各魚種の DNA 試料を用いて PCR とそれに続く次世代シーケ
ンサーによる配列決定を実施した。 
 

（３）環境中の RNA 情報から繁殖レジームを把握する手法の開発 
 環境 RNA 分析による mRNA タイピングの実証のため、ゼブラフィッシュの飼育水槽水から環境
RNA を回収し、核酸抽出、逆転写処理などの後、鰓と表皮で特異的に発現する遺伝子（それぞれ
clc2c と muc5.2）の mRNA を PCR とその後の電気泳動によって検出した。同時に、鰓と表皮の組
織試料をゼブラフィッシュ個体から採取して、同様に遺伝子が発現しているかの確認を行った。 
 魚類由来の環境 RNA の水中における分解速度について、モデル生物であるコイ科魚類のゼブ
ラフィッシュを用いた水槽実験を実施し、異なる水温（10、20、30℃）ならびに pH 条件（4、7、
10）間で環境 DNA と環境 RNA の分解速度を比較した。各環境条件の飼育水を経時的に採水し、飼
育水中の環境 DNA および環境 RNA を回収した。核酸抽出、逆転写処理などの後、環境 DNA および
環境 RNA 濃度をリアルタイム PCR によって測定し、それぞれの分解速度を推定した。 
 環境 RNA 分析の実効性を高める基礎的検討として、アユの飼育水から得た環境 RNA 分析用フ
ィルターサンプルを使い、各種の保存試薬による保存効果の検証を行った。通常は RNA 試料の保
存にウルトラフリーザー(-80℃)を使用するが、保存試薬を添加したうえで、より一般的な-20℃
のディープフリーザーでの保存を試行した。アユの飼育水槽から採水して GF/F フィルターでろ
過し、RNAlater もしくは LBP buffer (RNA 抽出キット同梱の抽出用バッファ)をろ紙に染み込ま
せてから-20℃で一週間保管した。核酸抽出、逆転写処理などの後、環境 RNA 濃度をリアルタイ
ム PCR によって測定し、RNAlater、LBP buffer、コントロール、の 3つの区での濃度を比較した 
 トミヨ・イトヨといったトゲウオ類を対象として環境 RNA 分析による繁殖レジームの把握が
可能か検証した。雄の腎臓で繁殖期に生産されるスピギンをコードする遺伝子を検出対象とし
た。トミヨ・イトヨ類の当該遺伝子領域の一部を特異的に PCR 増幅するプライマーを設計して繁
殖期のトミヨの飼育水試料から抽出した RNA 試料を PCR に供した。 
 
（４）当初計画以外の研究 
 COVID-19 パンデミックの影響によって一部の計画（主に野外調査を伴う計画）が実施できな
かったため、当初計画にはなかったが、本研究の主題と関連し、その成果が本研究の主題と相乗
的に環境 DNA 分野の発展につながると考えられる研究（主に室内実験やこれまでに取得したデ
ータの解析によって可能な研究）を実施した。 
 具体的には、環境 DNA 分析の野外生態系への適用および対象分類群の拡大、小型サンショウウ
オ類の環境 DNA 分析手法の確立、環境 DNA の基本情報の収集を実施した。 
 
４．研究成果 
（１）核およびミトコンドリア環境 DNA を用いた特定種の繁殖レジームの把握手法の開発及び
野外における検証 
 野外の実験池を用いた人工産卵実験の結果、産卵活動によって増加したコイの各 DNA 濃度、
MtDNA 濃度、核/Mt 比は、ピークに達した後 0.1 時間あたりそれぞれ 7.78 %、5.22 %、2.56 %の
割合で減少した（図 1）。また、時間や距離間隔を変えて繰り返しサンプリングした場合に、コ
イの産卵活動のモニタリングが成功する確率を推定するデータシミュレーションを行った結果、
環境 DNA 分析によって、過去 24 時間のコイの産卵活動をモニタリング可能であることが示され
た。さらに、コイの産卵がおきた場合、100m 毎、24時間毎のサンプリング計画で、核 DNA 濃度
や核/Mt 比を測定することによって、約 50〜75％の確率で産卵活動をモニタリングすることが
できることが示された。この成果は国際査読誌に掲載された（Wu et al. [2022] Ecological 
Indicators）。 



図 1 コイの人工産卵前後における環境 DNA 濃度（A: MtDNA、B:核 DNA）および核/Mt 比（C）の時空間的
変化。Wu et al. (2022) Ecological Indicators （https://doi.org/10.1016/j.ecolind.2022.109213）

の Fig. 1 を改変して引用した。 
 
 三春ダムにおけるオオクチバスとブルーギルの環境 DNA 分析結果を利用し、一般化加法混合
モデルを用いて産卵活動期間を推定した結果、オオクチバス、ブルーギルの推定産卵活動期間は、
それぞれ 5月から 7月、5月から 8月であった（図 2）。この推定された産卵時期は、別プロジェ
クトで解析した両魚種の耳石分析の結果とある程度一致した。また、10 日間の連続サンプリン
グのデータを解析したところ、時間的解像度の高い産卵期の推定が可能であることが示された。
これらの結果から、環境 DNA 分析による特定種の繁殖レジームの把握は、ある程度可能であるこ
とが明らかになった。この成果は国際査読誌に掲載された（Wu et al. [2023] Freshwater 
Biology）。環境 DNA と耳石分析の結果が完全に一致しなかった理由のひとつは、耳石分析に利用
した個体群が三春ダム全域で採取したものであった一方で、環境 DNA 分析は三春ダムの前貯水
池で行ったためかもしれない。これは COVID-19 の影響で前貯水池での繁殖状況調査ができなか
った事による。 

図 2 三春ダムの前貯水池におけるオオクチバス（上段）とブルーギル（下段）の週ごとの推定産卵確
率。Wu et al. (2023) Freshwater Biology (https://doi.org/10.1111/fwb.14012）の Fig. 5 を改変し

て引用した。 
 
（２）環境 DNA メタバーコーディングによる繁殖レジームの多種同時探索法の確立と野外適用 
 魚類の核 rRNA の ITS2 領域を増幅するメタバーコーディングプライマー（以下、ITS2 プライ
マー）の開発に成功した。増幅領域の長さは、魚種によって大きく異なり、約 300〜600bp であ
る。このプライマーを用いて琵琶湖で採水したサンプルの環境 DNA メタバーコーディングを行
い、その結果を MiFish プライマーによるメタバーコーディングの結果と比較した。両マーカー
についてリファレンス配列が存在する魚種に限ると、ITS2 プライマーで 10 種、MiFish で 16 種
が検出され、検出感度は MiFish のほうが優れていた。ITS2 プライマーにはコイ科の魚類の一部
魚種においてプライマー領域に変異があることがわかり、これが検出感度を低減させた可能性
がある。今後、ミックス塩基の利用などで感度が改善する可能性がある。一方、MiFish では検
出されなかったワカサギの DNA が ITS2 プライマーでは検出され、ITS2 プライマーが MiFish の
弱点を補完しうる可能性が示された。 
 三春ダムの前貯水池の定量メタバーコーディングの結果、このアプローチによる検出魚種は、
従来の採捕による魚類モニタリングの結果とよく一致した。また、環境 DNA 濃度と捕獲された事
個体数の間には、有意な正の関係が認められ、環境 DNA 濃度の変化から推定される魚類集団構造
の季節変化は、それぞれの魚の活動シーズンを明らかにする手段として有効である可能性が示
された。このデータから各魚種の環境 DNA 濃度の外れ値を検出したところ、解析を行った 13 種
中 12 種について、繁殖期に相当するサンプルにから外れ値が観測されることが明らかになり、



環境 DNA メタバーコーディングによる繁殖レジームの多種同時探索が可能であることが示され
た。この成果については、国際査読誌に投稿中（2023 年 5月現在、改訂原稿の査読中）である。 
ITS2 領域の全長配列の決定は、65 魚種(101 個体)において成功した。配列決定に失敗した 2

魚種については、抽出 DNA の劣化の可能性が考えられたため、新たな組織サンプルの入手を行っ
た。更に追加で 17種 48 個体と、重複する種 44 種 82 個体についての情報を追加し、当該領域を
メタバーコーディング領域として活用するためのリファレンスデータ整備を進めた。このデー
タ整備によって、種の検出感度や同定精度の向上が期待できる。 
 
（３）環境中の RNA 情報から繁殖レジームを把握する手法の開発 
 環境 RNA分析による mRNAタイピングの実証について、検出対象とした clc2cと muc5.2の mRNA
を検出した。これによって、脊椎動物の mRNA を環境水中から回収して検出が可能であることを
示し、また、長らく議論の対象となっている「環境 DNA は魚類のどこから放出されているのか」
という問いに部分的に答えることができた。clc2c と muc5.2 の検出成功は鰓や体表組織から剥
がれ落ちた細胞が環境 DNA（および環境 RNA）の由来の一つとなっていることを強く示しおり、
同時に分析した他の複数の mRNA の検出結果から、腸管なども放出起源となっていることが示唆
された。脊椎動物由来の環境 RNA に対して、特定の mRNA を狙って検出（タイピング）できるこ
とを実証した例は本研究が初めてであり、極めて分解が早く検出は困難と思われていた分析が
可能であると示されたことで、環境 RNA 分析の実行性を確認できた。この成果は国際査読誌に掲
載された(Tsuri et al. [2020] Environmental DNA）。 
 環境 RNA の分解速度については、より高温の条件下で RNA も DNA も分解が促進された一方で、
RNA と DNA の比較では従前から想像されていたほどに明瞭な分解速度の差はないことが明らか
となった。これまでの一般的な想定よりも長い期間水中に残存していたことから、野外試料を用
いた分析が実際に行えているという事実の背景の一端が明らかになったといえる。また、環境
RNA は環境 DNA と同様に高水温下で分解されやすくなった一方、pH の影響は核酸タイプ間でや
や異なっており、これは核酸間の物理化学的性質やそれらを取り囲む膜構造などによるものだ
と考えられた。さらに、環境 DNA に対する環境 RNA の相対濃度（環境核酸比）は、時間経過に伴
い減少する傾向にあった。このことは、環境 DNA ならびに RNA の放出後時間や新鮮さを表す指標
として、環境核酸比が有効である可能性を示唆している。こうした環境 RNA の水中での動態に関
わる基礎的知見は、分析の実効性を確認するという視点から重要な成果である。この成果は国際
査読誌に掲載された(Jo et al. [2022] Environmental DNA）。 
 環境 RNA の保存法については、RNAlater を添加して-20℃で１週間保存した場合、添加してい
ない試料に比べて数十倍から数百倍の濃度の RNA を回収することができた。野外での調査時に
は一般的な保存方法である超低温（-80℃など）での試料保管と輸送は困難であるため、この簡
易的な保存方法は環境 RNA 分析の実行性を高めることが期待される。 
 トゲウオを用いた実験では、PCR 産物の電気泳動で、想定された長さのバンドが確認された。
これにより、スピギン遺伝子の mRNA を環境 RNA 分析によって検出できることが示された。ただ
し、飼育水での第１次検証は済んだものの、組織別での遺伝子発現の特性やその季節的変化（繁
殖期・非繁殖期）などの検討がさらに必要である。 
 
（４）当初計画以外の研究 
 環境 DNA 分析の野外生態系への適用および対象分類群の拡大に関しては、すでに DNA 分析手
法が確立したMiFish分析手法の最適化のためのサンプリング戦略の検討（Sakata et al. [2021] 
Limnology）、富栄養化や亜寒帯域などの極端な環境への適用（Imamura et al. [2020] 
Biodiversity data Journal）、人工夜間光による生態系影響の解明、河川横断構造物による生態
系影響の解明、両生類や昆虫類への環境 DNA 分析の拡大などを行い(Sakata et al. [2022] 
Metabarcoding & Metagenomics; Yasashimoto et al. [2021] Scientific Reports)、それぞれ
に成果を得た。特に、両生類を対象とした MiAmph プライマーを用いた分析は今後両生類のメタ
バーコーディング分析の標準手法となることが期待される。 
小型サンショウウオ類の環境 DNA 分析手法の確立に関しては、キタサンショウウオ（Takeshita 

et al. 2020, PeerJ）、ヒダサンショウウオ(Jo et al. [2020] Endangered Species Research)、
オオダイガハラサンショウウオ(Sakata et al. [2023] Analytical Sciences)など、生息環境
の異なる小型サンショウウオ類の環境 DNA 検出手法の最適化を行った。これらの成果は、ほとん
どが希少種である小型サンショウウオ類の保全上重要な情報の収集を容易にすることにつなが
ることが期待される。 
環境 DNA の基本情報の収集に関しては、環境 DNA 分析に影響を与えうる生物学的特性に関す

る検討(Takahashi et al. [2021] PLOS ONE)、マーカーの種類や長さなどの分析結果への影響
の検討(Jo et al. [2021] Environmental DNA)、一般に環境 DNA と呼ばれるものの正体の解明
(Hirohara et al. [2021] Frontiers in Ecology and Evolution)などを行った。また、これま
での知見をまとめた総説や書籍の執筆も行った(Minamoto [2022]  DNA Research; 源 [2022] 
岩波書店)。これらの情報は、今後の環境 DNA 分析技術のさらなる発展のための基礎となる。 
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