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研究成果の概要（和文）：遺伝子配列から生物の分類同定行う技術 DNAバーコーディングに、近年普及したDNA
を大量に解読する技術を組み合わせて、生物多様性を迅速に明らかにする技術がメタバーコーディングである。
しかし、従来この技術では、ある生物が存在するかどうかはわかっても、多いのか少ないのかという量的な情報
を得ることが出来なかった。研究代表者らは、「大地のプランクトン」とも呼ばれるトビムシ類を材料として、
メタバーコーディングの分析手順を改良した結果、生物の多寡を量的に比較可能となる精度を達成した。これに
よって、個体群密度の増減の追跡など、従来メタバーコーディングが適用できなかった目的にも利用可能となる
と期待される。

研究成果の概要（英文）：Metabarcoding is a method to assess biodiversity from unsorted specimens or 
environmental samples based on two technologies, DNA barcoding and massive parallel sequencing. 
While it has been used to determine which species are present or absent in a sample, metabarcoding 
has, nonetheless, been poor in quantification of their abundances. We developed a novel protocol for
 metabarcoding by which a researcher can minimize biases that occur during PCR amplification and 
obtain a better analytic result by using an internal control material. Our data showed high 
linearity (R = 0.91-0.99) between normalized read count and number of individuals of a species 
included in samples. This protocol can be applied to monitoring of small organisms whose abundances,
 rather than present or absent, are of interest.  

研究分野：土壌動物学; 生物情報学
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝子配列に基づいて生物種の分類同定
を行う技術は、微生物から脊椎動物まで、広
く用いられてきた。ある研究者（あるいは市
民や企業、行政当局）の手元に分類がわから
ない生物標本（や微生物株）があるとき、既
にその生物がテータベースに登録されてい
れば、標本の遺伝子配列からその種名を知る
ことが出来る。こうした目的に利用できる遺
伝子配列テータベースの蓄積が世界中の生
物学者の協力により進められてきた。分類同
定に利用される遺伝子は、目的の生物分類群
で共通して保存されている遺伝子のうち、種
を区別し得る程度に配列が多様化したもの
（例えば原核生物では 16S rRNA遺伝子）が
選ばれる。この技術は、DNAバーコーディン
グと呼ばれる。 
 大量に遺伝子配列の解読を行うことがで
きる高速並列 DNA シーケンサー（いわゆる
次 世 代 シ ー ケ ン サ ー Next Generation 
Sequencer; 以下 NGSと略記）がこの 10年間
で、登場、普及し、これに伴って、NGSを生
物の群集組成の決定に用いる手法も普及し
てきた。これは、複数の種の個体が混ざった
状態の標本（群集標本）や、土や水などの環
境試料から、生物個体を単離する作業を行う
ことなく DNAを抽出し、NGSにより配列解
読を行うものである。大量に解読された配列
に基づき、データベースを参照して、どのよ
うな生物が存在していたかを決定する。 
 NGS による群集調査法において現在主流
となっている戦略は、分類同定に用いる遺伝
子領域のみを PCR増幅し、その増幅産物を配
列解読にかけるというものである。他の戦略
に比べて、実験室での分析過程における制約
が少なく、また多数の検体を同時に分析でき
る点で、費用や時間的コストの観点から優れ
ている。こうした手法をメタバーコーディン
グと呼ぶ。 
 分子的に生物種、そして生物群集の組成を
決定することの利点は、まず、形態その他の
特徴によって種同定することが困難（原核生
物など）、または要求される技能や労力の点
で同定コストが高い生物群（真核藻類や微小
な動物など）に対して、作業者の技能を問わ
ずに同定が行えることにある。また、NGSの
普及により、費用的にも十分安価となってい
る。 
 一方で、分子的手法とりわけメタバーコー
ディングの問題点は、どの生物種（あるいは
その痕跡）が試料中に存在するかを判断する
こと（定性的）には使えても、量的にどれだ
けいたか（定量的）はわからないことである。
またデータベースが整備されていなければ、
出現した配列がどの生物に由来するかを知
ることはできない。 
このうち前者の問題点（定量性がないこ
と）は、PCR増幅という過程そのものに原因
がある。PCR増幅では、理想的には、増幅対
象の領域の DNA がサイクル毎に 2 倍に増幅

されるはずだが、実際には、種ごとに増幅効
率が異なり（2を下回る）、増幅後には元の試
料中の存在頻度を忠実に反映していないこ
とが知られている（これには様々な要因が関
係している）。この結果として、NGS により
解読された配列データにおいても、データ上
の種組成はバイアスを受けたものとなる。 
メタバーコーディングに定量性がないと
いうことは、個体群動態を追跡するなどの、
量的な変動に着目した観測に用いることが
できないことを意味しており、この技術を広
く生物多様性のモニタリングに使用してい
くうえで、技術的な課題となっていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、NGSを用いた生物多様性の調
査手法、すなわちメタバーコーディングの定
量性の向上を目的として、実験プロトコルの
改良とデータ処理パイプラインの開発を行
った。テストケースとする生物群として「大
地のプランクトン」とも呼ばれるトビムシ類
を用いた。 
 
３．研究の方法 
(1) トビムシ類を材料として、既往の研究に
より公開されている遺伝子配列に基づき、ミ
トコンドリアシトクロム cオキシダーゼサブ
ユニット I (mtCOI)遺伝子および 16S リボソ
ーマル RNA (mt16S)遺伝子について、それぞ
れ PCRプライマーを多数設計した。トビムシ
類の種によらず PCR 増幅可能であることを
条件として、最適なプライマーの組（ペア）
を探索した。 
(2) 選抜したプライマーペアを使用して、バ
イアスを低減することを主眼に、NGS 用の
DNAライブラリの調整手順を検討した。特に、
PCR増幅において、予備実験によりプラトー
に達しないようにサイクル数を抑えること
を手順化した。性能試験として、野外から収
集した自然群集の標本 10 点を利用し、NGS
により分析を行い、これを顕微鏡下での形態
的な種同定の結果と比較することで、検出力
を評価した。さらに、複数の種の個体を組み
合わせて、個体数組成既知の人工的な群集標
本（模擬群集）を作成し、これを NGS によ
り分析した結果から、定量性を検討した。 
(3) 配列データから種を同定するためのデー
タベース構築を進めた。様々な種の標本を収
集し、それぞれ mtCOIおよび mt16Sの配列を
収集した。この作業では、従来からあるキャ
ピラリーシーケンサーを用いる方法に加え
て、標本個体を識別する配列付きの増幅産物
を作り、約 200 個体分を NGS で一括して解
読する手法も独自に開発して利用した。 
  
４．研究成果 
(1) PCR プライマーの設計、選抜により、ト
ビムシ類のmtCOIおよびmt16S遺伝子ぞれぞ
れについて、種によらず PCR増幅可能なプラ
イマーペアを決定できた。 



(2) メタバーコーディング用の DNA ライブ
ラリの調整方法（プロトコル）の確立 
①NGS 用のアダプタを付加したプライマー
（フュージョンプライマー）では、増幅が弱
い、プライマーダイマーが形成される等、PCR
増幅の際に問題が生じやすく、また NGS に
よる配列解読においても出力が出ないとい
う問題が起きた。しかし、フュージョンプラ
イマーの使用を止め、特異的プライマーによ
る増幅産物に後からアダプタをライゲーシ
ョンによって付加することでこの問題を回
避できることを見出した。 
②こうして確立されたプロトコルにより、ト
ビムシ類の自然群集の調査を行ったところ、
自然群集において優占種となっている種を
全て検出することができた。また、OTU（操
作的分類単位, データ上「種」として扱う単
位）数と、顕微鏡下で形態的に区別できる種
数が概ね一致した。これらの結果は、このプ
ロトコルによってトビムシ類の生物多様性
調査を行うことができることを示している。 
③確立されたプロトコルを用いて、個体数組
成既知の模擬群集 (n = 10) の分析を行った
ところ、模擬群集に含めた種を全て検出する
ことが出来た。さらに、それぞれの種につい
て、群集標本に含めた個体数と、（内部標準
を用いて）標準化したリード数との間で高い
相関が得られた（R = 0.91-0.99, 各 n = 10; 下
図は mtCOIのデータで、7種分のデータがプ
ロットされている）。なお、NGS が出力した
データ量に対する一個体あたりの寄与（下図
における種ごとの「傾き」に相当）は、種と
使用する遺伝子領域によって異なっていた。 
本研究で確立したプロトコルにおいて、種
間の様々な違い（一個体あたりの遺伝子のコ
ピー数、プライマーとゲノム DNA 上の会合
領域の配列一致度、その Tm値など）が、一
個体あたりの寄与の大きさの違いをもたら
していると考えられた。このことは、一つの
群集標本のデータを見たときに、データ量の
多寡によって、どちらの種の個体数が多いか
という議論はできないことを意味している。 

 他方で、種ごとにみた場合、群集標本に含
まれる個体数とデータ量の間には高い相関
があったことは、標本間の比較を行ったとき
に、どちらの標本で何倍多いといった相対的
な定量が可能であることを示している。 
本研究で確立したプロトコルは、種の違い
がもたらすバイアスそのものは解決できな
いまでも、実験室内の処理がもたらすバイア
スの強さをコントロール（バイアスの程度を
標本間で斉一化）することには成功し、結果
として、標本間での個体数の定量的な比較が
可能となった。すなわち、このプロトコルに
より、野外での個体群動態の追跡や、地点間
あるいは実験処理の群間の個体数比較など
に利用できる定量性を実現できたと考えら
れた。 
 
(3) 本研究では、プロトコルの開発に並行し
て参照用のデータベースの構築を進めた。研
究期間内に、モデル調査地において出現する
種の大半（個体数ベースで 95%以上）をカバ
ーするデータベースを構築できた。また、こ
れらの配列データから、本研究で利用した遺
伝子領域(mtCOI および mt16S)は、種間で一
定以上の配列の違いが存在し、種を区別する
目的に利用可能であることが示された。 
 これに加えて、NGSを用いたデータベース
構築の過程で次のことがわかった： ミトコ
ンドリア上の遺伝子を対象とする PCR 増幅
においては、ミトコンドリア起源の偽遺伝子
（核ゲノム上に移行して現在は機能してい
ない過去の遺伝子の残骸）もまた増幅を受け、
相対的に低頻度ながらも NGS により取得し
た配列データ中に出現することがわかった。
したがって、偽遺伝子を別種として取り扱っ
た場合には、生物多様性を過大評価する危険
があり、NGSデータを「種」にまとめるデー
タ処理の際には注意を要することを提起し
た。 
 
以上の知見について、学会発表ならびに雑誌
論文において報告した。 
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