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研究成果の概要（和文）：海水や河川水など環境媒質の懸濁物として存在する動物由来物（粘液・鱗・皮膚片・
排泄物等）をDNA分析することで、生息する動物を網羅検出する「環境DNA解析」のためのデータ解析パイプライ
ンを作成した。本研究では主に脊椎動物ミトコンドリアゲノムの12S-rRNA部分配列（約170塩基）を種判別マー
カーとしたメタバーコーディング解析を行い、次世代シークエンサーで得る1,000万本単位の配列について、ク
オリティ・フィルタリング等の前処理と、オリジナル配列データベースとの照合解析を自動化した。さらにLOD
スコアによる結果の定量的評価や分子系統解析の機能を実装し、多様性評価や新種発見に活用できるようにし
た。

研究成果の概要（英文）：The computational pipeline was developed to comprehensively identify the 
animal and/or fish species based on DNA analysis of environmental water samples from sea, river, 
etc. The pipeline conducts animal metabarcoding analysis using partial mitochondrial 12S rRNA gene 
(170 bp) amplified from fish- and animal-related water suspensions, in which the quality filtering 
and the Blast-based species assignment of more than ten million sequences were automated. In 
addition, the pipeline enables LOD score-based evaluation of species assignment results and 
automatic generation of molecular phylogenetic trees that would be useful for analysis of ecological
 diversity and discovery of new species.

研究分野：ゲノム生物学
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１．研究開始当初の背景 
 DNA 配列決定技術の発展により、200 塩
基から 400塩基程度の短鎖 DNAについては
大量安価な配列決定が可能となり普及した。
こうした背景から、16S rRNAなどのマーカ
ー遺伝子を部分的に PCR 増幅し、その大量
配列決定を行うことで微生物叢などを推定
するメタバーコーディング解析が盛んにな
った。この手法を、環境水に懸濁している動
物由来物（粘液、皮膚片、鱗、排泄物など）
に対して適用し DNA 分析することで、魚類
をはじめとする動物相の研究を可能にする
「環境 DNAメタバーコーディング解析」（図
1）を着想したことが本研究の背景である。 
 

２．研究の目的 
 魚類を中心とした脊椎動物の環境 DNA メ
タバーコーディング解析は、本研究の成果の
一部であるMiya, Sato et al. (2015) で開発
したユニバーサルプライマーMiFish（下記雑
誌論文③）が登場することによって、高感
度・網羅的な手法として多く実行されるよう
になった。本研究の目的は、この MiFish プ
ライマーによって得られる数千万本規模の
配列データを自動解析するために、MiFish
パイプラインを作成することである。パイプ
ラインの内容としては、大量配列データの前
処理（クオリティ・フィルタリング、ペアリ
ード結合など）、および高次解析（類似配列
クラスタリング、種判別データベース照合解
析、種判別精度評価など）を自動化すること
が目的である。さらに、パイプラインの利用
者が解析結果の詳細を迅速に精査できるよ
うにするために、ユーザーフレンドリーな
htmlビューワーを自動生成することや、種判
別結果を LOD スコアに基づいて定量的に評
価する機能を持たせることも目的とした。 
 
３．研究の方法 
 沖縄県・美ら海水族館の水槽水や、本州沿
岸海水などから得られた MiFish メタバーコ
ーディング配列のデータを用いて、
Linux/UNIX 環境で動作するコマンドライ
ン・パイプラインを構築した（図 2）。データ

の前処理では、ペアドエンドリードの結合を
行うソフトウェア FLASH や、末端配列フィル
タリングを行うソフトウェアDynamicTrimな
どの既存ツールと、自前の perl およびシェ
ルスクリプトを組み合わせて自動化を行っ

図2. 作成したMiFishパイプラインの概要。
クオリティ・フィルタリングやペアドエン
ドリードの結合などを行う前処理と、処理
済データのクラスタリングやデータベー
ス照合などを行う高次解析を自動化した。
大型計算サーバー等の UNIX/Linux 環境で
の運用が可能となっている 図 1. 魚類などの動物類をターゲットとした

環境 DNA 解析の概念図．海洋・河川・湖沼
などから採水・ろ過を行い、採取した懸濁物
についてメタバーコーディング分析を行う
ことで、その環境の動物相を推定する 



た。データの高次処理では、類似配列のクラ
スタリングなどを行うソフトウェア Uclust
や、データベース照合を行うソフトウェア
NCBI Blast plus などの既存ツールと自前ス
クリプトを用いて、MiFish データの解析に適
切な条件や順序、パラメーター設定を検討し
実装した。さらに、文部科学省による統合デ
ータベースプロジェクトの成果の１つであ
る標準和名データベースに基づいて、種判別
結果に標準和名を付与するプログラムを作
成した。また、結果を迅速に閲覧できる html
ビューワーの自動生成プログラムを作成し、
パイプラインに組み込んだ。 
 
４．研究成果 
 本研究で行ったデータ解析パイプライン
の作成により、魚類や動物などのメタバーコ
ーディング大量配列データを簡便に解析し、
その結果である動物相データを詳細に精査
できるようになった。出力される閲覧用 html
ビューワー（図 3）では、解析結果の集計や

検出種のリスト、各種の分布データベースへ
のリンクなどに加えて、種判別結果の妥当性
を定量的に評価するためのLODスコアも参照
することが出来る。また、それぞれの検出種
や、各サンプルが含んでいた構成種について
は、該当配列に対する一連の自動解析を経て
分子系統解析樹が生成されている。それらの
系統樹へのリンクも、html ビューワーに出力
されている。また、検出種とそのリード数の
集計表（tsv 形式）も併せて出力される。そ
のデータ行列を用いることで、主成分分析や

クラスター解析などの多変量解析、多様性指
標値や生物相距離の推定といった生態学的
解析を迅速に行うことが出来る。 
この MiFish パイプラインによるデータ解
析を活用し、沖縄県・美ら海水族館の水槽水
を用いた MiFish プライマーの性能評価に関
する論文を出版した（図 4; Miya, Sato et al. 
2015; 雑誌論文③）。この論文は、発表後２

年間の被引用件数が 50 報近くに達し（2017
年 6月現在 47 報）、魚類の環境 DNA メタバー
コーディング解析を行う上での重要論文の
１つとして位置づけられている。この論文に
おいて、本パイプラインの一部を出版、公開
し た （ Analytical pipeline for DNA 
sequences amplified by MiFish primers. 
DOI: 10.5061/dryad.54v2q.2）。さらに、本
解析パイプラインを用いた魚類環境DNA研究
の成果として、沿岸性魚類相の解析
（Yamamoto et al. 2017; 雑誌論文②）、哺
乳類など四足類の検出への応用（Ushio et al. 
in press; 雑誌論文①）に関する論文を出版
した。 
今後は、上記の MiFish プライマーと本研
究で開発した MiFish パイプラインを用いる
ことで、魚類を始めとした脊椎動物の環境
DNA メタバーコーディング分析の実例研究が
増加し推進されていくと見込まれる。とくに、
Ushio et al.（雑誌論文①）によって MiFish
シリーズの検出ターゲットが四足類に拡大
されたことで、野外フィールドにおける様々
な環境水サンプル、例えば水飲み場水、雨後
の貯留水、水たまり水、排水口水などで環境
DNA メタバーコーディング解析を行い、希少
動物の分布調査や、外来種の検出、いわゆる
害獣のモニタリングや捕獲前のジェノタイ
ピング等に応用できる可能性がある。また魚
類においても、これまで調査が困難であった
深海や外洋水などにも環境DNAメタバーコー
ディング解析を適用していくことで、魚類分
布の全球的実態、遺伝的多様度の時空間分布、

図 4. 沖縄県・美ら海水族館水を用いた
MiFish 環境 DNA 分析とデータ解析パイプラ
インの実証テスト。美ら海水族館内にある黒
潮水槽、熱帯水槽、深海水槽、汽水域水槽の
水槽水をテストサンプルとして、各水槽で飼
育されている魚種をどの程度（%）検出でき
るかを実証の基準としている。各水槽で 86%
～100%（平均 94.3%）の検出率を達成した 

図3. MiFishパイプラインが出力するhtmlビュ
ーワー。図に示したメイン画面では、各採水
サンプルから検出された種の学名、和名、検
出リード数、FishBase などへのリンク、代表
塩基配列等を表示する。各種にリンクされた
サブページに、種判別 LOD score、2nd hit 種
の学名、各検出配列などを表示する 



地球上での生物多様度 α の偏りや時系列変
遷などにアプローチ出来るようになり、人類
の将来を考える上でも重要な資源生物の集
団サイズ推定や資源量推定の手法発展に寄
与していく可能性がある。 
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