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研究成果の概要（和文）：近縁な生物組織の混合試料の構成を明らかにするDNA分析技術を開発した。具体的に
は、１）加工食品等における構成品種の識別と、２）堆積土壌に含まれる植物種の構成解析を行なった。１）に
ついては、MIG-seq法（Suyama & Matsuki 2015）を応用することで、単純な混合試料であれば基本的な構成解析
は可能であることをマメ類の市販加工食品によって明らかにした。2）については、複数の典型的な森林植生下
の堆積土壌を試料としたほか、古代遺跡の堆積土壌を対象試料とし、MPM-seq法（Suyama et al. 2022）やター
ゲットキャプチャー法等によってその分析が可能であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We developed a DNA analysis technology to clarify the composition of mixed 
samples of closely related biological tissues. Specifically, we 1) identified the constituent 
varieties of processed foods, and 2) analyzed the composition of plant species contained in 
sedimentary soil. Regarding 1), we demonstrated that basic compositional analysis is possible with 
simple mixed samples using commercially available processed foods of legume varieties by applying 
the MIG-seq method (Suyama and Matsuki, 2015). Regarding 2), in addition to samples of sedimentary 
soil under typical forest vegetation, sedimentary soil of ancient ruins was also used as a target 
sample, and the MPM-seq (Suyama et al. 2022) and target capture methods were used to analyze them. 
It has become clear that analysis is possible.

研究分野： 森林分子生態学

キーワード： 次世代DNAシーケンシング　DNA品種識別　古代DNA　環境DNA　品種偽装抑止
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、加工食品等において使用されているごく近縁な品種を見分けることができることを示している
ため、たとえば品種偽装を抑止できる可能性がある。また、たとえば環境DNA分析においてより近縁な生物種等
を識別できる可能性を示している。特に考古学における古代DNA分析において、過去に存在していた近縁種の識
別を可能にするだけでなく、たとえば地域系統の識別や個体数の推定など、その応用の範囲は広いため、この分
野の研究の進展に寄与できると考えられる。

※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 
DNA バーコーディング技術は、DNA 塩基配列情報によって生物種を識別・特定する手法として

広く用いられている。しかしながら、例えば植物を対象とした場合には、一般的なバーコーディ
ング領域の情報では種レベルの識別力が不十分で、分類群によっては属レベルの特定が精一杯
ということも珍しくない。また、動物や菌類であっても、ごく近縁な種間や種内の品種・系統間
等を見分けるためには、従来の手法ではその識別力に限界がある。したがって、近縁な種等が混
在した試料を対象とした場合、従来法では当然それらを見分けることができないという大きな
問題点がある。また、例えば加工食品試料や古代試料等、DNA が断片化した試料を対象とする場
合、比較的長い配列情報を必要とする従来法では、目的とする配列が得られないという問題点が
ある。一方、本研究代表者らが開発した次世代シーケンシング技術である Multiplexed ISSR 
Genotyping by sequencing（MIG-seq）法（Suyama & Matsuki, 2015：引用文献①）を用いれば、
既存のバーコーディング技術では識別できない対象間であっても、生物種に関わらず簡便・迅
速・安価に識別が可能であり、新たなタイプの DNA バーコーディング法として利用できることが
わかっている。この方法では、ゲノム中に散らばる数千領域以上の短い DNA 塩基配列をマルチプ
レックス PCR によって収集してその情報を比較するため、例えば親子関係にあるようなごく近
縁な個体間や近縁品種間、あるいは DNA がある程度断片化した試料であっても、短い配列を対象
とした多数の情報に基づいて極めて高精度に識別することができる。当研究グループでは、すで
に日本の維管束植物種のおよそ 7割（約 3500 種）や、食用きのこ全品種（約 400 品種）、東南ア
ジア熱帯林植物（約 20000 種）等を対象として、この手法を用いたデータ構築を進めている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、この技術をさらに一歩進めて挑戦的な対象に応用することとし、種内レベルの近
縁な生物組織の混合試料を対象として、その構成を明らかにする技術開発を実施することとし
た。このような識別が期待されている具体的な試料の例としては、加工食品における混入品種検
査（例：輸入シイタケ粉末における盗用品種の有無）や、環境 DNA 分析として堆積土壌中に含ま
れる植物 DNA の分析など、幅広い分野の対象への応用が想定される。従来これらの目的を達成す
るためには、対象品種等ごとに特異的なマーカーをいちいち作出する必要があり、そのために多
くの労力を必要とするだけでなく、結果的に識別に足るマーカーを作出できないということも
珍しくない。一方で、本研究のアプローチを用いれば、検出目的対象の参照データを取得してお
きさえすれば、それらとの比較によって検出目的対象の存在の有無を検出できる。 
そこで本研究では、まず基礎的な技術開発として、少数系統（品種）の単純な混合試料や市販

の加工食品等を用いて、各系統等の混合の有無を正確に特定することを確かめた。次に、より挑
戦的な分析対象として、森林や古代遺跡の堆積土壌を対象とした植生解析が可能であるのかを
確かめた。最終的には、混合試料の DNA バーコーディング技術を幅広く応用可能な技術として醸
成することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 加工食品における混入品種の識別技術開発 
 加工食品における混入品種の識別に関しては、少数品種の単純な混合試料の分析として、食用
マメの 2品種を粉砕して混合し、混合試料を構成する 2品種を特定する技術開発を進めた。また
その前段階として、20 品種以上の食用マメから抽出した DNA を用いて MIG-seq 法によって DNA
品種識別するためのデータを取得した。 
 
(2) 堆積土壌を対象とした植生解析 
 堆積土壌を対象とした植生解析については、異なる植生下の森林土壌と遺跡土壌を対象とし
た予備調査実験を実施し、土壌から抽出された DNA 情報が周辺に分布する植物種の構成と一致
するのかを確かめた。分析用土壌試料は、東北大学川渡フィールドセンター内(宮城県大崎市鳴
子温泉)のブナ林およびハルニレ林内において深さ 5cm から採取した森林土壌試料（合計 16 サ
ンプル）と、徳之島(南西諸島・奄美群島)における 2ヶ所の縄文時代の遺跡から採取した古代土
壌試料（深さ 10，30，55，165cm）8 サンプルとし、市販の土壌 DNA 抽出キットを用いて DNA を
抽出した。抽出 DNA からは複数の植物 DNA バーコード領域を増幅させ、次世代 DNA シーケンシ
ングによって配列データを取得した。また、森林土壌を採取した場所の周辺に生育する植物 55
サンプルも採取し、DNA 抽出後に同様の方法で配列データを取得した。そのほかの手法として、
抽出した DNA を縮約せずにライブラリ化し次世代シーケンサーを用いて DNA 情報を取得するシ
ョットガンシーケンス法と、対象種のゲノム領域の一部を標的配列として、ビオチン結合させた
標的配列プローブと磁気ビーズを用いて抽出 DNA 中の標的配列を選択的に濃縮するターゲット
キャプチャー法を実施した。これらの手法間で、対象種の目的配列の検出率や検出精度、データ
量、必要コストなどの比較を行うことで、土壌堆積物試料を対象とした効率的な植物 DNA 分析手
法の検討を行った。 



 
４．研究成果 
(1) 加工食品における混入品種の識別技術開発 
 食用マメ 20 品種以上から抽出した DNA を用いて MIG-seq 法によって DNA 品種識別するための
データを取得した。その結果、ある品種とその突然変異品種と考えられている品種間以外では、
明瞭に品種識別が可能であることがわかった。そこで、それらの品種の中から 2 品種を選び、合
計 4 つの組み合わせで 2 品種のマメを粉砕して混合した模擬混合試料を作成した。この模擬試
料を対象として MIG-seq 法による構成品種の特定を試みたところ、それら 4 つの組み合わせ試
料すべてにおいて、混合した 2品種を正確に特定することができた。さらに、試験的に市販のマ
メ加工食品における使用品種の特定を試みたところ、１つの製品については 2 品種の構成によ
って 99％以上の配列が説明できることがわかり、少なくとも主要構成品種の特定はほぼ可能で
あることがわかった。 
  これらの成果は、加工食品等において使用されている品種等が、ごく近縁な関係であっても基
本的には見分けることができる可能性があることを示しているため、たとえば表示品種と実際
の使用品種を比較することが技術的に可能になる。すなわち、このような情報を周知することに
よって、品種偽装を抑止できる可能性がある。そのほかにも、たとえば作物等の種苗生産時にお
ける純度検査（例：生産種子の品質管理としての他品種混入検査）や、作物生産圃場菌叢におけ
る病原性系統の検出（例：連作等による病原菌動態把握）、さらには昆虫等の食性解析（例：胃
腸管内容物や糞を対象とした近縁餌生物の特定）などにも応用できると考えられる。 
 
(2) 堆積土壌を対象とした植生解析 
 まず予備的な分析として、3つの異なる方法で植生解析が可能かどうかを確かめた。すなわち、
①本研究代表者らが開発した次世代シーケンシング技術である Multiplexed phylogenetic 
marker sequencing（MPM-seq）法（Suyama et al. 2022：引用文献②）によってその分析の可否
を確かめた（表）。また、②抽出した DNA を縮約せずにライブラリ化し、次世代シーケンサーを
用いて DNA 情報を取得するショットガンシーケンス法による分析を実施した。さらに、③対象種
のゲノム領域の一部を標的配列として、ビオチン結合させた標的配列プローブと磁気ビーズを
用いて抽出 DNA 中の標的配列を選択的に濃縮するターゲットキャプチャー法による分析を行っ
た。その結果、試料の状態にはよるものの、いずれの手法によっても植物種の構成解析が可能で
あることが確認できたほか、手法間の違いが明らかになり、ターゲットキャプチャー法による効
率のよい解析が可能であることが示された。 
 
表 森林および遺跡土壌 DNA を試料として MPM-seq 法によって各サンプルで検出された植物種 

○印は検出されたことを示す。 
種名の赤字は、別途採取した植物サンプルから読み取った配列と一致したもの。青字は、その植
物が採取地に分布していることを確認したもの（なお、遺跡については黒字で示した）。 
「コウモリイョー」および「下原洞窟遺跡」は、それぞれ縄文時代の遺跡。 
 
 これらの成果は、たとえば海水などの環境中の DNA を分析することによってその環境に生息



する魚種などを調べることができる「環境 DNA 分析」において、より近縁な生物種等を識別でき
る可能性を示している。また、考古学における古代 DNA の分析においては、過去に存在していた
ごく近縁な種の識別の可能性を示しているだけでなく、たとえば地域系統の識別や生息個体数
の推定など、その応用の範囲は広いため、この分野の研究の進展に大きく寄与できると考えられ
る。 
  
＜引用文献＞ 
① Suyama Y, Matsuki Y (2015) MIG-seq: an effective PCR-based method for genome-wide 
single-nucleotide polymorphism genotyping using the next generation sequencing platform. 
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② Suyama Y, Hirota SK, Matsuo A, Tsunamoto Y, Mitsuyuki C, Shimura A, Okano K (2022) 
Complementary combination of multiplex high-throughput DNA sequencing for molecular 
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