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研究成果の概要（和文）：海産生物幼若個体の食性解析を行うための手法開発を行った。様々な生物分類群の28S rDNA
を増幅するユニバーサルプライマーと、捕食者（シャコ）DNA増幅を特異的阻害するPNAプローブを用いてPCRを行い、
クローンライブラリ法により増幅産物の塩基配列を決定した。PNAにより捕食者DNAの増幅阻害が認められ、消化管組織
から刺胞動物、菌類、植物・動物プランクトンおよび尾索動物が検出された。一方、餌生物以外にも消化管内の常在菌
や、体表付着由来の生物とみられる遺伝子も検出されたため、これらを餌生物の遺伝子と判別する手法を考案する必要
がある。

研究成果の概要（英文）：We developed a method of PCR-based diet analysis using the peptide nucleic acid 
(PNA) as a blocking probe for inhibiting DNA amplification of mantis shrimp from Tokyo Bay. We designed 
universal primers to amplify 28S rDNA for aquatic organisms of a wide range of taxon, and also designed a 
PNA probe specific to mantis shrimp 28S rDNA. We analyzed DNA template of host (mantis shrimp) and 
non-host organisms with the universal primers and PNA probe, and confirmed that inhibition of host DNA 
amplification. PNA-based analysis on samples including stomach and adjacent tissues (e.g., carapace and 
pleopod) of larvae and juveniles detected potential prey organisms, such as copepods and polychaetes. 
However, we also detected sequences of non-prey organisms, such as ctenophores whose mucus was attached 
to the external surface of the host organism. Further modification is required to minimize the effect of 
non-host contamination, and achieve more efficient detection of prey organisms.

研究分野： 海洋生態学

キーワード： 食性解析　ペプチド核酸　底棲魚介類　初期生活史　東京湾
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１．研究開始当初の背景 
沿岸域は多くの水生生物の産卵場や成育

場としての機能を有する重要な場であるが、
日本各地の沿岸域において生物相の衰退が
生じている。主要な内湾の一つである東京湾
においては、底棲魚介類の資源量は 1980 年
代の前期から中期にかけて高水準であった
が、1980 年代末に非漁獲対象種も含め複数
の魚種が同調的かつ急激に減少し、現在も資
源量は低水準で推移している。こうした状況
を受けて、小型底曳網漁業について平成 19
年度から水産庁と関係自治体による資源回
復計画が施行され、休漁や禁漁区設定などの
自主的な漁獲管理が実施されてきた。しかし
ながら、漁獲対象種および非漁獲対象種の資
源量は減少の一途を辿り、回復の兆しがみら
れない。この事実は漁獲努力量以外の要因が、
複数の魚種の資源量増加を抑制している可
能性があることを示唆する。 
申請者らは、東京湾における優占種である

シャコについて生活史初期の個体数減少（初
期減耗）が資源量の多寡を決定することに着
目して研究を進め、貧酸素水塊や河川流入量
などの環境因子が生活史初期段階における
生残に影響する可能性があることを明らか
にした。しかし、これらの環境因子だけでは
資源量変動を完全に説明できず、被食や捕食
の影響などの生物種間関係についても精査
する必要がある。 
生物種間関係の解明のためには食性解析

が必須であるが、体サイズが微小な生活史初
期の個体、特に餌生物を咀嚼して消費する甲
殻類については、消化管内容物の観察から餌
生物を同定することが困難である。近年、ペ
プチド核酸を利用して分子生物学的に甲殻
類幼生の餌生物種組成を調査する手法が開
発され、生活史初期における食性解明につい
ての端緒が開かれた。しかし、餌生物種別の
摂餌量の推定や個体群の資源量変動と食性
の関係などの生態学的調査への応用は進ん
でいない。 
そこで、本研究ではシャコの生活史初期個

体を対象として、ペプチド核酸を利用した分
子生物学的な餌生物推定手法を発展させ、定
量 PCR と組み合わせることにより摂餌量を
餌生物種別に推定する方法を開発する。また、
本研究で実施する野外調査に加えて、申請者
らによる過去の野外調査から得られた生活
史初期個体のエタノール固定試料も用いる
ことにより、シャコの生活史初期個体の餌生
物種組成と摂餌量の経年変化について明ら
かにし、生活史初期の食性と資源量変動の間
の関係を明らかにする。 

 
２．研究の目的 
海産生物の幼若個体の消化管内容物から

餌生物種組成および摂餌量を推定する手法
を開発する。東京湾において資源量減少が著
しいシャコの生活史初期個体を研究対象と
する。捕食者（シャコ）の消化管組織を含む

消化管内容物から抽出した DNA を鋳型とし
て、ペプチド核酸を用いた PCR を行い、捕
食者の DNA 増幅を阻害しつつ、餌生物由来
の DNA のみ増幅する。得られた増幅産物の
塩基配列から判明した餌生物種に特異的な
プライマーを用いて定量 PCR を行い、摂餌
量を餌生物種別に推定する方法を開発する。
また、食性を経年的に解析して、個体数密度
と捕食された餌生物の種組成と量の間の関
係を調査することにより、生活史初期におけ
る摂餌生態が資源量変動に及ぼす影響を評
価する。 
 
３．研究の方法 
シャコの生活史初期個体を研究対象とし、

ペプチド核酸を利用した餌生物の種組成推
定および定量を行う手法を開発する。ユニバ
ーサルプライマーを用いたPCRにより幅広い
分類群の真核生物の遺伝子を増幅すると同
時に、ペプチド核酸により捕食者であるシャ
コの遺伝子増幅を阻害する。得られた増幅産
物の塩基配列を解析し、餌生物種組成を推定
する。次に、推定された餌生物種に特異的な
プライマーを用いて定量 PCR を行い、シャコ
が各餌生物種をどの程度の摂餌したか推定
する。この手法の妥当性について、飼育試験
により検証する。また、野外調査から得られ
た生活史初期個体について食性を解析し、実
環境中における餌生物の種組成および摂餌
された量を推定する。生活史初期の生残率が
高い年と低い年の幼生・幼体試料について食
性解析を実施し、餌条件がシャコの資源量変
動に及ぼす影響を評価する 
 
４．研究成果 
甲殻類の 1種であるシャコの幼若個体（幼

生・稚シャコ）の食性解析手法の開発を行っ
た。消化管内容物において、形態観察から種
判別が困難な未知の餌生物の種組成を遺伝
子の塩基配列解析により明らかにするため、 
多数の真核生物群の情報が利用できる 18S 
rDNA および 28S rDNA を解析対象遺伝子とし
た。様々な生物分類群の 18S rDNA、および
28S rDNAの部分領域を増幅するユニバーサル
プライマーを設計した。また、消化管内容物
の解析のためにシャコ幼若個体から消化管
を摘出する際に、体サイズが微小であるため、
捕食者であるシャコ自身の組織も混入し、
PCR による消化管内容物の遺伝子増幅を行う
とシャコの遺伝子が増幅産物におけて優占
し、餌生物の検出が困難となる。よって、ユ
ニバーサルプライマーにより増幅される領
域内に、捕食者（シャコ）の DNA 増幅を特異
的に阻害するための PNA プローブを設計し、
これを用いて用いて PCR を行い、クローンラ
イブラリ法により増幅産物の塩基配列を決
定し、餌生物の種組成を調査した。 
PNA を利用した餌生物同定手法の有効性を

検証するため、飼育下で孵化した幼生に種が
既知の生物を給餌し、幼生の消化管内容物か



ら得られた DNA を調べる予定であった。しか
し、飼育下でシャコ幼生が得られなかったた
め、シャコとサルエビの筋肉から抽出した
DNAを混合し、それについて PNAを用いた PCR
を行うことによりシャコDNAの増幅阻害が生
じるか確認を行った。その結果、28S rDNA で
は PCR 増幅産物からシャコの DNAは検出され
ずサルエビのDNAが検出されたことから、PNA
によってシャコDNAの増幅阻害が生じること
が確認できた。一方、18S rDNA では PNA によ
るシャコDNAの増幅を阻害することはできな
かった。このため、東京湾において採集した
幼若個体の食性調査に際しては 28S rDNA を
解析対象遺伝子とした。 
東京湾においてシャコ幼生および稚シャ

コを採集して、消化管を摘出して DNA を抽出
し、PNA を用いた PCR 法により、目～種レベ
ルで実棲息環境における餌生物を推定した。
幼生については、体サイズが微小であり、消
化管内容物の摘出は困難なので、消化管と周
辺組織を合わせて摘出し、DNA を抽出した。
発達段階初期の微小な幼生は複数個体をプ
ールして 1検体とし、計 22検体を解析した。
捕食者のシャコ自身の塩基配列の検出率は
21%で、PNA の使用はホスト生物の DNA 増幅阻
害に効果があった。シャコ以外に検出された
生物分類群（検出率）は、刺胞動物（47％）、
菌類（41％）、植物プランクトン（29％）、動
物プランクトン（18％）および尾索動物（6%）
であった。これらの生物の一部には、シャコ
幼生の体表に付着した生物や、消化管内の常
在菌等が検体に混在した可能性もある。この
ため大型幼生 1個体を用いて、消化管を含む
頭胸甲、消化管を除いた頭胸甲、および消化
管を含まない腹節～尾節、の3部位について、
検体を純水により洗浄した後に DNA 抽出し、
PNA を用いて PCR 増幅産物の塩基配列を解析
した。消化管を含む頭胸甲組織からは、橈脚
類と珪藻類が検出された。腹節～尾節組織か
らは渦鞭毛藻類と刺胞動物が検出されたが、
消化管組織において検出された生物は認め
られなかった。一方、消化管を含まない頭胸
甲組織からは、消化管で検出して珪藻類が認
められ、刺胞動物も検出された。よって、消
化管試料では消化管内容物以外に体表付着
した生物の DNA を検出する可能性がある。以
上の結果より、PNA を用いて幼生の餌生物を
調べることは可能であるが、消化管以外の体
組織を含む検体について解析する場合は、消
化管を含まない組織における解析もあわせ
て実施し、体表付着由来の生物種判別を行う
ことが必要である。 
 一方、着底後間もない稚シャコ 1個体につ
いて、PNA を用いた PCR 法により消化管内容
物の解析を実施した。消化管内容物は消化が
進行して形態学的観察による種同定は不可
能であったが、PCR 増幅産物の塩基配列を解
析した結果、ゴカイ類の DNA が検出された。
稚シャコは幼生より体サイズが大きく、遺伝
子解析対象となる体組織試料において体表

面組織を混入させず、消化管組織を摘出可能
であるため、体表に付着する生物は遺伝子抽
出試料に混在する可能性は低い。よって、PNA
を用いた PCR 法は、稚シャコの食性解析にお
いて有効な手法であると考えられる。 
以上の結果から、シャコの生活史初期個体

の食性解析において、ペプチド核酸（PNA）
を用いた PCR 法の有用性が示唆された。ただ
し、野外で採集した幼生を解析する際には、
摂餌時刻や体表面に付着した生物の影響を
考慮する必要がある。また、今後はシャコ以
外の他の生物への応用可能性についても検
証の必要がある。 
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