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１． 研究の背景と達成目標 

生物多様性の重要性が世界規模で叫ばれる一方、680 万種ともいわれる世界の動物種の把握は困難を極め、

人知が及ぶのはそのうちわずか 2 割程度、水圏生物に至ってはその殆どに関して正確な実態が掴めていない

のが現状である。本研究では、野生生物調査の大きな障壁となっている「生物個体の捕獲」に依らない革新的な

野生生物検出手法を開発し、一般に多様性が低いとされている北方海洋域に未知なる生命の可能性と生物多

様性を探る。具体的達成目標は以下の通りである。

① 北太平洋において網羅的な採水を計 30地点で実施し、これら水サンプルから抽出した環境DNAを q-PCR
法、およびメタバーコーディング法により解析する。

② 魚類全体をカバーするユニバーサルプライマーの開発を行い、上記サンプルから生物群集構造を解明する。

③ Ion PGM シーケンサーを用いた 1 分子 DNA 単離解読技術を開発する。

④ メタバーコーディング法で解析された魚類相情報を照合するため、仮査定バウチャー標本のスクリーニングと

DNA 解析により大幅なリファレンスデータベース拡充を図る。

⑤ 環境 DNA により位置情報が得られた未記載種・隠ぺい種を入手し、新種記載の可能性を探る。

２． 主な研究成果と社会、学術へのインパクト

・環境 DNA メタバーコーディング技術の開発

本研究プロジェクトではこれまでの対象種指定型の環境 DNA ツールと違い、事前に生物情報がない水圏にお

いてもその魚類相を網羅的に推定することが可能な新規環境 DNA 解析ツール「MiFish」を開発した。その精

度検証のために行った美ら海水族館での実験では、黒潮大水槽等を含む大小の水槽の水を汲んで MiFish 解

析を行い、実に 9割以上もの魚種を僅かバケツ 1杯ほどの水から検出するなど、予想を大きく上回る精度を確認

することが出来た。この技術は様々な省庁や地方自治体に注目されており、汎用化によりこれまで捕獲に頼って

いた希少種・外来種の検出はもちろん、水産有用種などの資源量推定にも革新的な効率化が期待されている。

・環境 DNA を用いた北太平洋沿岸・外洋における魚類相推定

日本沿岸をはじめ、ベーリング海やアメリカ西海岸における計 50地点での採水調査を実施し、本研究プロジェク

トにより開発された新規環境 DNA ツール「MiFish」を用いた解析に供した。その結果、北太平洋域は水域ごと

の魚類種数こそ南方沿岸域と比べれば少ないものの、水域間で多様な魚類相を形成していることが分かってき

た。また、アマモ場などの魚類生息に好適な水域では局所的に多くの魚種が検出され、それぞれの水域の特性

が魚類の種数やその構成に大きく寄与していることも明らかにした。更に水深の異なる水サンプルを用いることで、

各層における魚類相の違いも本技術で推定できることが期待されている。

・魚類ミトゲノムリファレンスデータベースの拡充

本プロジェクトを中心とするミトゲノム情報の解析と集約により、上記 MiFish 解析に必須な魚種ごとの DNA 塩

基配列リファレンスデータベースはここ数年で 5 倍以上拡充された。これにより、これまでデータ欠損により種判

別が曖昧となっていた多くの魚種についても、環境 DNA を用いてより的確に種判別が出来るようになった。 



                  第 6 回「理想の追求」シンポジウム

３． 研究成果

「バケツ一杯の水から生態系を読み解く」－水圏生物における環境 DNA 研究は、そのような夢物語に端を発

した。環境 DNA 技術がその萌芽期にあった 2014 年、この技術を用いた生命探索を謳った本プロジェクトが「理

想の追求」というキヤノン財団研究助成に採択されたのも、この夢物語と無縁ではない。

しかしながら、生物が環境媒体に放出する DNA を解析して持ち主となる生物の情報を得る「環境 DNA」とい

う技術は当時、まだその存在すら殆ど知られておらず、大きな可能性と共に多くの不確定性要素や問題点を内

包していた。まずもって野外の環境媒体としての海洋水から何らかの DNA が見つかったとしてもその持ち主を

特定する手段（＝正解となる DNA 情報）が限られていたし、どの程度の時空間スケールの生物がその DNA を

供給しているのか、当時は見当もついていなかった。「バケツ一杯の水から生態系を読み解く」ために必要とされ

ていたのは、これらの不確定要素を一つ一つ検証していくことであった。

我々はまず、既知の魚類の DNA 情報を基に、環境 DNA アンプリコン解析に最適な遺伝子領域の選定を行

った。ここで求められる主要条件は以下のとおりである。

① 環境 DNA は持ち主から離れると断片化されると考えられるため、検出には短い DNA 配列が必要である

② その短い DNA 断片中に各魚種を特定し得るユニークな DNA 配列情報を含む

③ 各種の DNA を取りこぼしなく増幅するため、上記 DNA 配列の両端に魚種普遍的な配列を含む

このような試みに前例が無いわけではなかったが、本プロジェクト以前はその精度が低く、実用段階とは言い

難かった。そこで、プロジェクトメンバーの宮らを中心にミトコンドリアゲノム領域の再検証を進め、これまで環境

DNA アンプリコン解析には用いられてこなかった 12S と呼ばれる遺伝子領域を標的にした DNA 配列増幅を試

みた。

MiFish と命名したこのプライマーは、約千種の魚類 DNA データベースから得られた DNA 配列を基に 12S
遺伝子の超可変領域に設計された。その予想断片長は 163-185bp ほどだが、超可変領域には高度の種特異

性が見られ、理論上は上記の条件を十分に満たしうるものだった。その実効性と精度を検証するため、我々は巨

大水槽を有し、そこに含まれる魚種が正確に把握されている美ら海水族館（沖縄）の協力の下、黒潮大水槽・熱

帯魚水槽・深海魚水槽・マングローブ水槽の 4 水槽から飼育水を採水、ろ過・DNA 抽出・DNA 増幅を経て

MiFish を用いた環境 DNA 解析実験を行った（Miya et al. 2015、図１）。 
様々な条件調整の後、次世代シーケンサー MiSeq (illumina 社) を用いたアンプリコン解析を行った。その

結果、430 万以上の有用 DNA リード（飼育水由来の 12S 遺伝子増幅断片）が得られた。そのうち 9 割以上の

DNA が予想通り 4 水槽で飼育されている魚種由来だったが、特筆すべきはその内訳である。180 の検出可能

飼育種（当時の DNA データベースに登録のあった飼育魚種）のうち、実に 168 種（93.3%）がこれらの DNA リ

ードに含まれていた（表１）。空間的制約のある水槽とはいえ、元はと言えば水をすくっただけでここまで詳細に

生息魚種が判明することは、この技術に高い期待をかけていた我々自身にとっても大変衝撃的で、MiFish プラ

イマーの高い実効性と精度を示して余りある結果となった。ちなみに、この実験で検出された 1 割弱の DNA は

飼育魚以外に由来することになるが、これらの由来については未だに明確な原因が掴めていない。おそらく飼育

時に使用される餌由来の DNA や実験中のコンタミネーションなど、複数の由来に因るものと考えられるが、これ

らは環境 DNA アンプリコン解析の想像を超える高い感度の代償とも言える。今後これらのノイズを最小化し、生

息魚種由来の DNA のみをどうやって判別するかが本技術の有用性・発展性を左右するものと考えられる。 
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図 1 美ら海水族館で採水を行った 4 水槽

(a)黒潮大水槽、(b)熱帯魚水槽、(c)深海魚水槽、(d)マングローブ水槽。（Miya et al. 2015 より抜粋）

表 1 美ら海水族館で採水を行った４水槽より検出された DNA リード数とその内訳。（Miya et al. 2015 より引用） 
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上記の実験で明らかになったことは、MiFish プライマーを用いた環境 DNA アンプリコン解析の実効性、その

高い感度の代償としての高いコンタミネーションリスクという留意点であった。次のステップとして野外検証を試み

ることになるが、そこには通常、正解がない。そこで我々は同じく環境 DNA 研究を推進する京大・神戸大・龍谷

大などの研究者らと共同で、京都・舞鶴湾における環境 DNA 調査を行うことにした。舞鶴湾においては過去 14
年に渡り潜水による定期目視調査が実施されており、湾内の魚類分布が詳細に記録されていたためである。

我々はまず、調査船を用いて約 6 時間、湾内 47 地点（約 11km2）での採水調査を行った。その結果、潜水

目視調査で検出されていた魚種の 6 割以上が検出されたほか、淡水魚を含めて 23 種の「潜水目視調査では確

認されていない魚」も検出された（Yamamoto et al. 2017、図 2）。またこのサンプルを用いた追加解析では、各

地点での検出魚種が周囲数百メートルの範囲に生息していた可能性が高いことが示唆されており（Yamamoto 
et al. 2016）、本プロジェクトで採水した北太平洋の沿岸域からも予想を超える感度での魚類相解明が進みつつ

ある。

図 2 舞鶴湾の環境 DNA 調査で検出された魚種数とその分布。（Yamamoto et al. 2017 より抜粋） 

加えて環境DNA技術の検証・実践で明らかになったことの一つが「DNAリファレンスデータベースの重要性」

である。言うまでもなく、如何にこの技術が高感度で生息種由来の DNA を検出したとしても、その持ち主が分か

らなければ意味を成さない。そのため、我々は既存のミトコンドリアゲノム DNA データベース「MitoFish」の大幅

な拡充を行った。北大水産学部の協力の下、未査定標本を含む個体・組織標本から DNA を抽出し、持ち主を

特定するための解析を行ったのである。本プロジェクトを中心とした国際協力により、このデータベースはこの 4
年間で該当 DNA 配列の登録が約 5 倍に増え、現在では 7000 種以上の魚の環境 DNA アンプリコン解析が

可能となっている。

４． 今後の展開

環境DNA研究は今、その隆盛期に入ったといえる。生態学系の学会ではもはやこの単語を聞かぬ日はなく、

各省庁や地方自治体でもこの技術を社会実装し、効率的かつ効果的に生物多様性の現状を把握しようと盛ん

に議論されるようになりつつある。殊水圏生物に関して、環境 DNA 研究初期に本プロジェクトで開発された技術
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が果たした役割は大きい。今年度にはこの技術の更なる発展を期して環境 DNA 学会を設立、日本発の技術を

世界規模での生物多様性モニタリング技術へと標準化することも視野に入れつつある。その技術進展は目覚ま

しく、絶滅危惧種の分布推定などへの応用はもちろん（Mizumoto et al. 2018）、今後世界自然遺産・知床や深

海など、人知の及ばない領域への応用と未知なる生命の発見や生態解明に中心的な役割を担うことが期待され

る。
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