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研究成果の概要（和文）：本研究では、重要水産資源ニホンウナギをモデルケースにして、異なる成長ステージ
を識別・定量できる環境RNA手法の開発を試みた。島根県の神西湖における野外調査の結果、本種の環境RNAは環
境DNAに比べて検出が極めて困難であり、デジタルPCRは微量な環境RNAの検出に有効である可能性が見出され
た。また、環境DNA分解抑制効果をもつ塩化ベンザルコニウムは、環境RNAにも効果的であることが示唆された。
加えて、本種の性腺刺激ホルモンの一つを対象にしたプライマー・プローブの開発に成功した。さらに、ヒレサ
ンプルを用いたRNAseq解析の結果、ステージ特異的に発現しているいくつかの遺伝子の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to develop an environmental RNA (eRNA) method 
that can distinguish and quantify different growth stages using the Japanese eel, an important 
fishery resource, as a model case. As a result of our field survey at Lake Jinzai in Shimane, it was
 found that eRNA of this species is extremely difficult to detect compared to eDNA, and that the 
digital PCR method may be effective in detecting eRNA. We also showed that benzalkonium chloride, 
which has an inhibitory effect on eDNA degradation, is also effective against eRNA. In addition, we 
succeeded in developing a primer/probe for one of the gonadotropins of this species. The RNA-seq 
analysis using fin samples of this species suggested the presence of some genes that are 
stage-specifically expressed. In the future, we plan to examine the points that need to be improved,
 which were clarified in this study, toward the establishment of an eRNA method.

研究分野：陸水生態学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果として、これまで未解明であった環境RNAの自然環境中の動態の一端を解明し、環境RNA手法の実用
化に向けた基礎的な知見を収集できたと考えている。これらの成果をベースにして環境RNA手法を確立できれ
ば、野外では水サンプルを採取するだけの簡便な操作のみによって、とくに産卵に向かう銀ウナギ（＝下りウナ
ギ）を科学的根拠に基づいて明瞭に識別・定量することが可能になり、効果的な漁獲制限によって将来的な資源
回復への貢献が期待できる。今後は、環境RNA手法の確立に向けて、環境中のRNAの回収率を高めるための採水・
濾過量の増加やデジタルPCRの費用対効果などの検討を進めていく必要があると考えている。

※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 
 
貴重な水産資源を適切に管理するためには、ときには漁獲制限を課す必要がある。そのため
の資源量の推定には、対象種の成長ステージごとの生物量（バイオマス）を正しく評価すること
が重要である。しかし、これまで生物量に関する情報は、実際の採捕調査に頼らざるを得なかっ
た。しかも各成長ステージにおける再生産への貢献度は、採捕した個体ごとに成熟度を調べる必
要があり、ほとんどの魚種において実施が困難であった。一方、環境 DNA（生物から脱落した組
織や糞等に由来する環境中の DNA のこと）による生物量推定は、採取した水に含まれる対象種由
来の DNA の濃度から生物量を簡便に推定できる大きなメリットをもつ。そこで、成長ステージに
応じて異なる遺伝子を発現することに着目し、この違いを環境中の RNA で検出できれば、水を汲
むだけという簡便な方法で、より詳細な生物量推定が可能となり、持続可能な水産資源量の管理
にも寄与することができる。 
ニホンウナギ（Anguilla japonica）は、日本人にとって食文化に根付く欠くことのできない
水産資源である。しかし近年、漁獲量の激減や国際自然保護連合（IUCN）による絶滅危惧 IB 類
への指定により、本種の捕獲は厳しく制限され、効果的な保全活動と持続可能な資源管理はます
ます喫緊の課題となっている。効果的な漁獲制限を実現するためには、何よりもまず、ニホンウ
ナギの再生産に関わる成長ステージごとの生息量を定量的に明らかにする必要がある。具体的
には、調査地域におけるニホンウナギの成長ステージを 3段階に分けて、（１）本種稚魚として
変態した“シラスウナギ”が沿岸の内湾や河川にどのくらい遡上してくるのか、（２）遡上後、
生活史の中で最も長い定住生活期である“黄ウナギ”がどのくらい生息しているのか、そして、
（３）約 10 年間、黄ウナギとして成育後、“銀ウナギ（成熟開始個体）”に変態して、いわゆ
る「下りウナギ」として産卵のためにどのくらい海へ下るのか、を明らかにすることである。す
なわち、成長ステージに応じた生物量の評価方法として環境 RNA 手法を開発することは、対象地
域においてニホンウナギがどのくらい定着し、そして、再生産に貢献するためにどのくらい海へ
下っているのか、これまで未解明であった本種の遡上・定着・降河に関する回遊生態の一端を明
らかにできる、まさに画期的な技術になると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、重要水産資源のニホンウナギ（Anguilla japonica）をモデルケースにして、野
外調査では水 1Lほどを採取するだけで、簡便に生物量を推定できる “環境 DNA”手法を更に発
展させて、ニホンウナギの異なる成長ステージを区別して定量できる“環境 RNA 手法”を開発
することを試みた。そのためにまず、（1）環境 RNA 調査の実施に適した野外調査フィールドの探
索を実施した。つぎに、（2）採取した水サンプルに含まれる環境 RNA の適切な保存方法を確立す
るため、ニホンウナギの飼育水を用意して環境 DNA 分解抑制剤として知られる塩化ベンザルコ
ニウム（BAC）が環境 RNA の分解抑制にも効果的であるかどうかを検証した。そして、（3）既存
のデータベースの情報を活用してニホンウナギの成長ステージを識別可能な環境 mRNA 検出用プ
ライマー・プローブの作成を試みた。そして、（4）成長ステージの異なるニホンウナギの遺伝子
発現の相違に着目した RNA-seq 法によるトランスクリプトーム解析を実施して、新規なプライ
マー・プローブの作成に必要なデータの収集を試みた。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）野外調査：2021 年 6 月から 2022 年 5 月の期間、島根県の神西湖・宍道湖・中海の各 7地
点において毎月 1 回の野外採水調査を実施した。採水の際には、使い捨て手袋をつけて表
層の水で数回共洗いをした後に 1Lを採取した。採取した水サンプルに DNA 分解抑制剤とし
て塩化ベンザルコニウム（BAC）を 1mL 添加した（Yamanaka et al. 2016, Takahara et al. 
2020）。なお、神西湖のみ、環境 RNA 用として水 1L を別に採取して、同様に BAC を添加し
た。採水後、気温、水温、溶存酸素量、pH、電気伝導度、硝酸イオン濃度、塩分も記録した。 
保冷して持ち帰った水サンプルはガラス繊維ろ紙（DF/F; ワットマン社）を用いて吸引
ろ過を実施した後、Uchii et al.(2016)などに従って、環境 DNA、および、環境 RNA の抽出
処理を実施した。RNA については、市販のキットに付属のプロトコルに従い、逆転写処理な
どを実施した。その後、Takahara et al.(2020)で公表済みのニホンウナギ特異的なプライ
マー・プローブ（ミトコンドリア DNA シトクロム b遺伝子領域を対象）を用いて、リアルタ
イム定量 PCR（qPCR）を実施した。また、予備的検証として、環境 RNA サンプルについては
デジタル PCR（dPCR）による測定も実施した。 

 



（2）環境 RNA 保存方法の検討：ガラス水槽（縦 30cm×横 60cm×高さ 35cm）4個を用意して、水
道水をくみ置きした水を水深 18cm まで入れてエアレーションを実施した。各水槽にニホン
ウナギ 1個体ずつを入れて静置した（体長（重量）：約 70cm（約 640g）、80cm（740g）、100cm
（740g）、90cm（800g））。7日後、各水槽から合計 40 L になるように飼育水をバケツ（45 L、
DNA フリー）に移した。バケツに入れた飼育水を攪拌しながら、1L ボトルに 1L ずつ計 36 
本分を採取した。採水済みのボトルは、BAC あり処理区と BAC なし処理区でそれぞれ 18 本
ずつ分けて、BAC あり処理区のボトルには BAC を 1mL 添加した。採水後の経過時間と水サン
プル中の RNA の残存量を比較するため、採水からろ過処理までの時間を 0 時間、1 時間、3
時間、9時間、24 時間、48 時間と設定して、経過時間ごとに BAC あり処理区用と BAC なし
処理区用にボトル 3 本ずつを用意した。それらのボトルは、各時間のろ過処理まで 25 度に
設定した恒温器で保管した。各経過時間において、割り当てた水サンプル（ボトル）をガラ
ス繊維ろ紙（DF/F; ワットマン社）を用いて吸引ろ過を実施した。1サンプルごとにろ過量
が 1L になるように実施した。ろ過済みのろ紙はアルミホイルに包み、つぎの作業まで-80℃
で保存して、適宜、RNA 抽出処理とリアルタイム定量 PCR 実験を実施した。 

 
（3）プライマー･プローブの作成：先行研究を参考にして、黄ウナギでは発現がほぼ見られず、
銀ウナギでのみ発現量が多いと考えられた mRNA の候補を探索した。標的遺伝子の mRNA 配
列は米国国立バイオテクノロジー情報センター（NCBI）のヌクレオチド配列アーカイブから
収集した（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）。収集したmRNA配列データからPrimer Express 
3.0.1（Thermo Fisher Scientific）を用いて候補プライマー（+ 候補プローブ）をデザイ
ンした。その後、デザインした候補プライマーセットは Primer-BLAST を使用して、ニホン
ウナギに特異的なプライマー配列であるかどうかを検証した。 
本研究における候補プライマーの対象遺伝子領域は、淡水オプシン（Fwo）、深海オプシ
ン（Swo）、黄体形成ホルモン（Lhb）とした。黄体形成ホルモン（Lhb）はエキソン同士の繋
ぎ目の位置にプローブを設定した。これは、PCR 処理の際に DNA 配列や前駆体 mRNA 配列の
増幅を防止するためである。淡水オプシン(Fwo)と深海オプシン（Swo）は既存の登録情報か
らはエキソンの繋ぎ目をみつけることができなかったため、エキソンに関係なくプライマ
ー・プローブをデザインした。ハウスキーピング遺伝子として、PRL と GAPDH は既存のプラ
イマー情報を利用した（Sudo et al. 2013；Yada et al. 2020）。 
つぎに、野外で採集した後に室内水槽で畜養していた黄ウナギ、および、銀ウナギの飼
育水サンプルを用意して、デザインした候補プライマー・プローブを用いたリアルタイム
PCR 実験を実施して、成長ステージ（黄ウナギ・銀ウナギ）を識別できるかどうかを検証し
た。 

 
（4）RNA-seq 法によるトランスクリプトーム解析：野外で採集した後に室内水槽で畜養してい
た黄ウナギ 3 個体と銀ウナギ 3 個体のヒレサンプルを用いて、市販のキットとプロトコル
に従い RNA 精製・単離処理した。その後、Veritas 社の受託サービスを利用して RNA-seq 法
によるトランスクリプトーム解析を実施した。 

 
 
４．研究成果 
 
（1）野外調査：島根県の神西湖・宍道湖・中海において野外採水調査（2021 年 6月から 2022 年
5 月、毎月 1回、各 7地点）を実施した結果、神西湖で本種の環境 DNA 濃度が最も高いこと
が確認された。このことから、他の湖 2つに
比べて、神西湖はニホンウナギの生息密度が
高いことが示唆された。したがって、ニホン
ウナギの生息量が多いと考えられる神西湖
は、本種の環境 RNA 調査に最も適していると
考えられた。 
つぎに、神西湖の水サンプルを用いてニホ
ンウナギの環境DNAと環境RNAの関係を調べ
た結果、環境 DNA と環境 RNA の両濃度には正
の相関がみられた（図 1）。しかしながら、野
外の水サンプルに含まれる環境 RNA の検出
率・濃度は非常に低いことも明らかになっ
た。加えて、リアルタイム定量 PCR の測定結
果に比べて、デジタル PCR を用いた場合、環
境 RNA の検出感度が高い傾向がみられた。 

 
 
 
 （図 1）環境 DNAと環境 RNAの関係 



 
（2）環境 RNA 保存方法の検討：ニホンウナギ
の飼育水を採取してからろ過処理までの
経過時間と環境 RNA 濃度との関係を調べ
た。その結果、BAC なし処理区では、経過
時間とともに環境 RNA 濃度が減衰し、採水
後 48 時間で環境 RNA がほぼ検出されなく
なった（図 2）。一方、BAC あり処理区では、
採水後 0 時間から 48 時間まで環境 RNA
濃度の大きな減衰はみられなかった（図
2）。これらのことから、環境 RNA は採水後
すぐに急激な分解が始まると考えられる
が、BAC の添加は、環境 DNA と同様に環境
RNA の分解抑制にも効果的であることが
明らかになった。 

 
 
 
 
 
（3）プライマー･プローブの作成：黄ウナギと銀ウナギの飼育水サンプルを用いたリアルタイム
PCR 実験の結果、性成熟に関わる性腺刺激ホルモンの 1 つである黄体形成ホルモン（Lhb）
を対象にしたプライマー・プローブを使用することで、銀ウナギのみを特異的に検出できる
ことが示唆された（図 3）。その際、mRNA のエキソン同士の繋ぎ目にプローブを設定するこ
とで、イントロン配列を含むゲノム DNA の増幅を除外できることも示すことができた。ま
た、その他にデザインした候補プライマー・プローブ（淡水オプシンFwo・海水オプシンSwo）
では、黄ウナギと銀ウナギを区別できないことも明らかになった。 

 

 
（図 3）Lhb プライマー・プローブを用いたリアルタイム PCR 実験による環境 RNA の反応曲線 
 
 
（4）RNA-seq 法によるトランスクリプトーム解析：黄ウナギと銀ウナギそれぞれから採取した
ヒレサンプルを用いた解析の結果、ステージ特異的に発現しているいくつかの遺伝子の存
在が示唆された（例：細胞間接着に関わる遺伝子など）。現在、それらの情報を元に両ステ
ージの個体を識別可能なリアルタイム定量 PCR 用プライマー・プローブの開発を進めてい
る。 
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