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I．成果の概要 

課題名 SII-7-2 深海⼤型⽣物相の環境DNAによるモニタリング法の開発 

課題代表者名 宮 正樹（千葉県⽴中央博物館・資料管理研究科・主任上席研究員） 

研究実施期間 令和２年度〜令和４年度 

研究経費 

77,476千円（合計額） 

（各年度の内訳：R2年度：25,854千円、R3年度：25,811千円、R4年度：25,811千円）                    

研究体制 

（サブテーマ１） 脊椎動物における調査⽅法の開発と実践、ならびに基盤データの整備（千葉県
⽴中央博物館）（JPMEERF20S20703） 

（サブテーマ２） 無脊椎動物における調査⽅法の開発と実践、ならびに基盤データの整備（神⼾
⼤学⼤学院）（JPMEERF20S20704） 

研究協⼒機関 

海洋研究開発機構・沖縄県海洋深層⽔研究所・⾼知県海洋深層⽔研究所・みえ尾鷲海洋深層⽔ア
クアステーション・こしき海洋深層⽔株式会社・株式会社ディーエイチシー海洋深層⽔研究所・
東京⼤学⼤学院・広島修道⼤学・鶴岡市⽴加茂⽔族館 

本研究のキーワード 

海洋保護区、環境DNA、メタバーコーディング、⽣物多様性、モニタリング、深海⼤型⽣物、⿂
類、無脊椎動物、⻄七島海嶺、沖合海底⾃然環境保全地域 

１．はじめに（研究背景等） 

海洋⽣態系の保全は地球規模の課題であり、⽣物多様性条約には 2020 年までに沿岸域及び海域の
10％を海洋保護区に設定する⽬標が掲げられている。⽇本の海洋保護区は、管轄権内海域のうち沿岸域
が中⼼に指定されてきたが、沖合域については⼗分に検討されてこなかった。環境省は、沖合域の海洋
保護区設定（主に深海底）のため、2016 年に「⽣物多様性の観点から重要度の⾼い海域」(重要海域）
を抽出した。また、沖合域海洋保護区について改正⾃然環境保全法案が国会に提出され、この法案は 2019
年 4⽉に成⽴した。その後、2020年 10 ⽉に中央環境審議会から出た答申を受け、①⽇本海溝の最南部
及び伊⾖・⼩笠原海溝周辺の海域、②中マリアナ海嶺と⻄マリアナ海嶺を含む海域、③⻄七島海嶺を含
む海域、及び ④マリアナ海溝北部の 4つの海域が沖合海底⾃然環境保全地域として指定された。 

漁業や資源開発、テクトニクスなどによって深海⽣態系は変動するため、設定した海洋保護区での⽣
物多様性の変動がどの程度あるのか、開発等により⾃然環境が劣化してしまっていないか、海洋保護区
として保全効果が発揮できているか等を評価するためには継続的な⽣態系モニタリングが必要となる。
しかし、深海調査は⼤がかりな調査機器と多⼤な経費が必要となるため、従来の調査法で継続的なモニ
タリングを実施するのは困難である。⼀⽅、近年の分⼦⽣物学における著しい技術的進歩により、多数
のサンプルから得られた環境⽔中に存在する DNA（環境 DNA）を分析可能な量に増幅し、次世代シー
クエンサを⽤いて同時並列的に分析できるようになった。 

環境 DNA にはさまざまな定義があるが、ここでは海や川の⼤型⽣物から体外に放出された DNA の
ことを指す。2012 年に相前後して⿂類環境 DNA に関する論⽂が出版されて以来、環境 DNAを⽤いた
調査は⿂類をモニタリングする画期的な⼿法として⼤きな注⽬を集めてきた。本課題の研究代表者（宮 
正樹）が中⼼となって開発した、⿂類環境 DNA をターゲットとしたメタバーコーディング法（多種同
時並列検出法；以下 MiFish 法）は、国内外で広く⿂類群集調査に⽤いられるようになり、国内では⽔域
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を管轄する関係各省庁が新たなモニタリング法として活⽤している。また、⿂類以外の脊椎動物（哺乳
類・⿃類・両⽣類）や無脊椎動物（⼗脚甲殻類・棘⽪動物）などでも同様の⼿法が開発された。 

２．研究開発⽬的 

こうした近年の著しい分⼦⽣態学における技術的進歩を受け、本課題では環境 DNA メタバーコーデ
ィング法を深海性脊椎動物と無脊椎動物で確⽴し、取得したデータから科学的な重要海域の抽出基準を
踏まえたモニタリング法を提案することを⼤きな⽬的とした。この⽬的を達成するために、全国各地で
汲み上げられている海洋深層⽔や研究船で実海域から得られる環境 DNA を分析し、本課題で提案する
環境 DNA メタバーコーディング法の有効性を検証する。また、これと並⾏してリファレンス配列を各
分類群で充実させることで、環境 DNAメタバーコーディング法における種判定の精度向上を図る。 

３．研究⽬標 

全体⽬標 環境 DNA を⽤いた深海性⼤型動物の同時並列多種検出法を脊椎動物と無脊椎
動物の代表的分類群に対して開発し、沖合海底⾃然環境保全地域における継続的
な種多様性モニタリングを可能にする。具体的には以下の通りになる。 

・代表的分類群（⿂類・刺胞動物・甲殻類・棘⽪動物・軟体動物）を対象とした
PCR プライマーを開発・既存のプライマーを最適化すると同時に、それぞれの
プライマーについての実験条件を確⽴する。 

・上記の分類群について、同定された標本と紐づけた DNA のシークエンス情報
を取得し、リファレンス配列を充実させる。関連して、次世代シークエンサーか
ら出⼒されたデータを処理する解析パイプラインを構築し、種判別精度を⾼める
とともに、リファレンスの不⾜により種の同定が困難なデータについて、種に相
当する遺伝⼦配列の分類単位をまとめる⼿法を確⽴する。 

・全国各地の海洋深層⽔で得られた環境 DNAを分析することにより、深海性⿂
類を中⼼とする⽣物群集の時空間動態を明らかにする。 

・実海域から得られた各分類群の環境 DNAを本研究で確⽴する⼿法により分析
し、データから重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬についての情報
を取得する。 

・以上で得られた各種技術を環境省へ移転し、海洋保護区（沖合海底⾃然環境保
全地域）の継続的で効率的なモニタリングを可能にする。 

 

サブテーマ１ 脊椎動物における調査⽅法の開発と実践、ならびに基盤データの整備 

サブテーマリーダー
/所属機関 

宮 正樹／千葉県⽴中央博物館 

⽬標 本サブテーマでは、深海性の脊椎動物を対象とした簡便・迅速な深海⽣態系モニ
タリング法構築を⽬標とする。そのため、⿂類を中⼼とした深海性脊椎動物を対
象に環境 DNAメタバーコーディング法（同時並列多種分析法）を確⽴する。そ
の具体的な内容については以下の通りである。 
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① 既存の PCRプライマーを深海性分類群に対して最適化すると共に、海洋深層
⽔を利⽤して採⽔・ろ過などのサンプル処理法やライブラリ調整等の実験法を確
⽴する。 

② 標本と DNA 塩基配列を紐付けた深海性分類群のリファレンスデータを充実
させ、超並列シークエンサーから出⼒される⼤量データを処理する解析パイプラ
インを構築し、種判定精度を⾼める。 

③ 全国各地の海洋深層⽔で得られた環境 DNA を分析することにより、深海性
⿂類群集の時空間動態を明らかにする。 

④ 海洋保護区（沖合海底⾃然環境保全地域）の設定が想定される⽔深ならびに
実海域から得られた環境 DNAを本研究で確⽴する⼿法により分析し、データか
ら重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬についての情報を取得する。 

⑤ 以上で得られた各種技術を環境省へ移転し、海洋保護区(沖合海底⾃然環境保
全地域）の継続的で効率的なモニタリングを可能にする。 

 

サブテーマ２ 無脊椎動物における調査⽅法の開発と実践、ならびに基盤データの整備 

サブテーマリーダー
/所属機関 

源 利⽂／神⼾⼤学⼤学院 

⽬標 本サブテーマでは、深海性の無脊椎動物を対象とした環境 DNAメタバーコーデ
ィング⼿法を開発し、深海の無脊椎動物相を把握する⼿法として確⽴する。具体
的な内容は以下の通りである。 

① 刺胞動物（花⾍綱・鉢⾍綱）、甲殻類（⼗脚⽬・端脚⽬・等脚⽬）、棘⽪動物
（ヒトデ綱・ウニ綱・ナマコ綱・クモヒトデ綱・ウミユリ綱）、軟体動物（腹⾜
綱・⼆枚⾙綱・頭⾜綱）を対象としたプライマーを開発する。同時に、それぞれ
のプライマーを⽤いる際の実験条件を確⽴する。 

② 同定された標本と紐づいた DNA のシークエンス情報を取得し、リファレン
ス配列を充実させる。これに関連して、次世代シーケンサーから出⼒されたデー
タを処理する解析パイプラインを構築し、種判別精度を⾼めるとともに、リファ
レンスの不⾜により種の同定が困難なデータについて、種に相当する遺伝⼦配列
の分類単位をまとめる⼿法を確⽴する。 

③ 実⽔域で採集された環境 DNA を本サブテーマで確⽴した⼿法を⽤いて解析
し、サブテーマ 1 によって取得される脊椎動物のデータとあわせて、重要海域の
抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬についての情報を取得する。 

４．研究開発内容 

本課題では、環境 DNA を⽤いた深海性⼤型動物のメタバーコーディング法（同時並列多種検出法）
を脊椎動物と無脊椎動物の代表的分類群に対して開発し、沖合海底⾃然環境保全地域における継続的な
種多様性モニタリングを可能にした。 

具体的には、代表的分類群（⿂類・刺胞動物・甲殻類・棘⽪動物・軟体動物）を対象とした既存の PCR
プライマー(以下プライマー）を⾄適化するか、既存のプライマーがないものについては新たに設計・開
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発し、それぞれのプライマーの⾄適実験条件を確⽴した。並⾏して、種判定精度向上のために上記分類
群の標本と紐づけた DNA のシークエンス情報を取得し、リファレンス配列を充実させた。また、超並
列シークエンサーから出⼒される⼤量データ処理を可能にする解析パイプラインを構築して種判定精度
を⾼めた。このような実験⼿法開発に必要な深海の環境 DNA については、全国各地の施設で常時汲み
上げられている海洋深層⽔を利⽤した。常時⼊⼿可能な海洋深層⽔の活⽤により、⾄適実験⼿法確⽴に
あたって試⾏錯誤を繰り返すことが可能になり、多数の貴重な知⾒を得ることができた。こうした⼀連
の予備的実験結果で得られた数多くの知⾒に基づき、実海域から得られた各分類群の環境 DNA を分析
した。 

最後に、以上で得られた各種実験⼿法をマニュアル化することで環境省に技術移転し、海洋保護区（沖
合海底⾃然環境保全地域）の継続的で効率的なモニタリングを可能にした。環境 DNA から出現⽣物デ
ータを取得することにより、課題１の画像解析では検出できない種、たとえば採集しにくい種や、⽬視
では検出できない種などについても情報を取得することができるようになった。 

【サブテーマ１】 

本サブテーマでは、⿂類を主体とする深海性脊椎動物に関して環境 DNA メタバーコーディング法を
確⽴し、実海域から取得したデータから科学的な重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリング法を提案
することを⽬的とした。この⽬的を達成するため、既存の実験⼿法を深海性分類群に対して⾄適化した。
また、標本と DNA 塩基配列を紐付けたリファレンスデータを充実させ、新たに開発した解析パイプラ
インを構築して種判定精度を⾼めた。さらに、全国各地の海洋深層⽔汲み上げ施設で得られた環境 DNA
を分析することによって、沿岸の深海性⿂類群集の時空間動態を明らかにした。これらの技術開発や実
証的研究に基づき沖合海底⾃然環境保全地域の実海域から得られた環境 DNA を分析した。以上で得ら
れた各種技術をマニュアル化することで環境省へ技術移転し、海洋保護区（沖合海底⾃然環境保全地域）
の継続的で効率的なモニタリングを可能にした。 

⿂類を対象とした実験⼿法の効率化 

本研究では、深海性分類群の DNA塩基配列（既存のデータに加えて新たに決定したデータ）と MiFish
プライマーの配列を⽐較することにより、さらなる⾄適化の必要がないことを確認した。⼀⽅、これま
での実験⼿法では環境 DNA 中に圧倒的に優占する微⽣物 DNA の⾮特異的増幅が顕著だったため、新
たな DNA ポリメラーゼを⽤いた 1st PCR による⿂類環境 DNA の増幅を試み、さらにこの DNA ポリ
メラーゼをつかった⾄適実験条件を探索した。 

リファレンス配列の充実と解析パイプラインの構築 

超並列シークエンサーから出⼒される⼤量データを⽤いて確度の⾼い種同定を⾏うためには、正しく
種同定された標本に紐づくリファレンス配列が必要となる。本サブテーマでは、⽇本産深海⿂を⽂献か
らリストアップし、それらの組織標本を収集した。組織標本から DNAを抽出し、MiFish 法で使われる
ミトコンドリア 12S rRNA遺伝⼦の断⽚の配列を決定した。これと並⾏して、超並列シークエンサーか
ら出⼒されるデータの誤りを⾃動補正する解析パイプラインを新たに構築した。 

海洋深層⽔を⽤いた深海性⿂類の検出 

本研究では、海洋保護区に⽐較的近い 5つの汲み上げ施設（静岡県伊⾖⾚沢・三重県尾鷲・⾼知県室
⼾・⿅児島県甑島・沖縄県久⽶島）を選び、各施設で海洋深層⽔を現場ろ過することにより、深海から
得られた環境 DNA を実験⼿法の開発に⽤いた。これら 5 つの施設は⽔深 320〜800m から海⽔を汲み
上げており、計 1,100 リットルの海⽔を 56 本のフィルターカートリッジでろ過した。ろ過したフィル
ターカートリッジから環境 DNAを抽出し、MiFish 法によるメタバーコーディングを⾏い、出⼒された
分類群表を⽤いて時空間分析を⾏った。 
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実海域サンプルを⽤いた⿂類群集解析 

2020年から 2022 年にかけて海洋研究開発機構所属の海底広域研究船「かいめい」ならびに深海潜⽔
調査船⽀援⺟船「よこすか」による計 3回の研究航海が実施された。これらの航海で、計 7つの海⼭⼭
頂と斜⾯、ならびに駿河湾奥において、ロゼット採⽔装置を⽤いた近底層における採⽔と、フリーフォ
ールランダーに装着したマスポンプによる海底直上の採⽔・現場ろ過を⾏った。前者については、船上
で深層⽔を回収後にろ過を⾏い、後者については船上でフィルターカートリッジを回収し、いずれも陸
上実験室で環境 DNA を抽出した。抽出した環境 DNA を⽤いて MiFish 法によるメタバーコーディン
グを⾏い、出⼒された分類群表を⽤いて時空間分析を⾏った。 

実験⼿法のマニュアル化と環境省への技術移転 

以上で得られた各種実験技術をマニュアル化して、統⼀された⼿法の下で再現性の⾼い結果が得られ
るようにした。 

【サブテーマ２】 

本サブテーマでは、深海性無脊椎動物に関して環境 DNA メタバーコーディング⼿法を確⽴し、実海
域から取得したデータから科学的な重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリング法を提案することを⽬
的とした。この⽬的を達成するため、対象分類群（花⾍綱、鉢⾍綱、棘⽪動物［ヒトデ類、ウニ類、ナ
マコ類］、クモヒトデ綱、ウミユリ綱、⾙類（［腹⾜綱、⼆枚⾙綱］、頭⾜綱）について、合計 7 種類の
PCRプライマーを新規開発するとともに、甲殻類⼗脚⽬⽤のプライマーである MiDecaが端脚⽬や等脚
⽬などの軟甲甲殻類にも広く適⽤可能であることを確認した。また、環境 DNA サンプルの保存法や抽
出⼿法を改善して環境 DNA 収量を増加する⼿法を開発し、種査定の精度を上げるために必要なリファ
レンス配列を充実させた。 

無脊椎動物を対象とした環境 DNA 分析⽤のプライマーの設計 

本研究では 1）花⾍綱、2）鉢⾍綱、3）棘⽪動物、4）クモヒトデ綱、5）ウミユリ綱、6）⾙類、7）
頭⾜綱について、それぞれに新規のメタバーコーディング⽤プライマーを開発した。各動物群の検出系
の開発にあたっては、DNA データベースからミトコンドリア上の rRNA 遺伝⼦の DNA 塩基配列デー
タを収集し、両端に分類群横断的にプライマーが結合する保存的領域 (20bp前後）をもつ種間差の豊富
な短い領域 (100〜200 bp）を探索した。このように設計したプライマーの有効性および⾄適 PCR条件
について、⽔族館の⽔槽⽔や海洋深層⽔汲み上げ施設で得られた環境 DNA サンプルを⽤いて検討を⾏
った。 

海⽔サンプルを対象とした環境 DNA保存法の⾄適化 

深海における⼤型⽣物の環境 DNA の濃度は沿岸⽔と⽐較して低いことが想定され、さらに現⾏の採
⽔法ではろ過可能な海⽔量も限定される。本サブテーマでは、環境 DNA の保存や抽出法を改良するこ
とによって DNA収量の増加を試みた。従来法では、ろ過後のフィルターに RNAlaterを添加することに
よって DNA の分解を抑制してきたが、環境 DNA抽出の際に⽤いる Buffer ATLをフィルターカートリ
ッジに直接注⼊することで DNA収量が増すかどうか、沿岸⽔を⽤いた定量 PCR と MiFish 法によるメ
タバーコーディングで検討した。 

海洋深層⽔を⽤いた深海性無脊椎動物の検出 

本研究では、⿂類と同様に 5 つの汲み上げ施設から得られた環境 DNA サンプルを⽤い、深海性無脊
椎動物が検出できるかどうか検討した。これら 5 つの施設は⽔深 320〜800m から海⽔を汲み上げてお
り、計 1,100 リットルの海⽔を 56 本のフィルターカートリッジでろ過した。ろ過したフィルターカー
トリッジから環境 DNA を抽出し、各分類群のプライマーを⽤いたメタバーコーディングを⾏い、出⼒
された分類群表を⽤いて各種の多様性分析を⾏った。 
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実海域サンプルを⽤いた無脊椎動物解析 

2020年から 2022 年にかけて海洋研究開発機構所属の海底広域研究船「かいめい」ならびに深海潜⽔
調査船⽀援⺟船「よこすか」による計 3回の研究航海が実施された。これらの航海で、計 7つの海⼭⼭
頂と斜⾯、ならびに駿河湾奥において、ロゼット採⽔装置を⽤いた近底層における採⽔と、フリーフォ
ールランダーや調査潜⽔艇に装着したマスポンプによる海底直上の採⽔・現場ろ過を⾏った。前者につ
いては、船上で深層⽔を採取後にろ過を⾏い、後者については船上でフィルターカートリッジを回収し、
いずれも陸上実験室で環境 DNAを抽出した。これらのサンプルを⽤いて、本研究で開発した環境 DNA
メタバーコーディング法による無脊椎動物の検出を試み、各種の多様性解析を⾏った。 

リファレンス配列の整備 

⽇本周辺海域に出現する可能性のある無脊椎動物について、収集標本を整理し、リファレンス配列
のない種について、それぞれのプライマー領域に相当するリファレンス配列を決定した。 

実験⼿法のマニュアル化と環境省への技術移転 

以上で得られた各種実験技術をマニュアル化して、統⼀された⼿法の下で再現性の⾼い結果が得られ
るようにした。 

５．研究成果 

５−１．成果の概要 

【サブテーマ１】 

⿂類を対象とした実験⼿法の効率化 

深海性分類群の DNA塩基配列（既存のデータに加えて新たに決定したデータ）と MiFishプライマー
の配列を⽐較したところ、少なくとも⽬視レベルではさらなる⾄適化の必要がないことを確認した。⼀
⽅、これまでの実験⼿法では環境 DNA 中に圧倒的に優占する微⽣物 DNA の⾮特異的増幅が顕著だっ
たため、新たな DNAポリメラーゼを⽤いた 1st PCR による⿂類環境 DNA の増幅を試みた。その結果、
これまで 1st PCR に⽤いていた KAPA HiFi HotStart DNA polymerase (Kapa Biosystems社）を⽤いる
より、Platinum SuperFi II DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific社）を⽤いる⽅が、微⽣物 DNA
の⾮特異的増幅が抑制され、⿂類環境 DNA の特異的増幅が増すことが明らかになった。この新規 DNA
ポリメラーゼの使⽤により、アガロースゲルを⽤いた⿂類環境 DNA の切り出しの⼿間がなくなり、実
験効率が格段に向上した (Kawato et al. 2021)。 

リファレンス配列の充実と解析パイプラインの構築 

⽂献調査を⾏ったところ、計 1,302 種の⽇本産の深海性⿂類がリストアップされた。これまでに収集
してきた組織標本に加えて国内外の機関から組織標本を収集し、これらの組織標本から DNA を抽出し
て MiFish 法で使われるミトコンドリア 12SrRNA遺伝⼦の断⽚配列（平均⻑ 172bp）を決定した。その
結果、⽇本産深海⿂ 1,302種のうち 854種のデータを取得することができた。これは⿂類分類体系にお
ける階級の、⽬で 100%、科で 93.0%、属で 80.5%、種で 65.6%の網羅率となる。これと並⾏して、超
並列シークエンサーから出⼒されるデータの誤りを⾃動補正する解析パイプライン（PMiFish）を新た
に構築して⼀般利⽤を可能にするとともに (Miya et al. 2021)、さらに改良を進めた解析パイプライン
をデータベース MitoFish に MiFish Pipeline として搭載した(Zhu et al. 2023)。 

海洋深層⽔を⽤いた深海性⿂類の検出 

5つの海洋深層⽔汲み上げ施設において、計 1,100リットルの海⽔を 56本のフィルターカートリッジ
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を⽤いて現場ろ過した。ろ過したフィルターから環境 DNAを抽出し、MiFish 法によるメタバーコーデ
ィングを⾏った。その結果、すべてのサンプルから深海性⿂類を検出することができ、各施設からは 31
〜140 種の深海性⿂類を検出できた。これらの深海性⿂類群集組成を分析したところ、それぞれの地域
や深度の特性を反映したものであることが明らかになった。また、これとは別に久⽶島の海洋深層⽔研
究所で年 4回の調査を実施し、同様の分析を⾏ったところ、⿂類群集組成の季節的な変化が検出された。 

実海域サンプルを⽤いた⿂類群集解析 

計 7つの海⼭⼭頂と斜⾯、ならびに駿河湾奥から得られた計 71 サンプルを MiFish 法で分析したとこ
ろ、すべてのサンプルから深海性⿂類が検出された。特筆すべきは、2020年に駿河湾の 2,000m以深で
発⾒された⼤型⾼次捕⾷者のヨコヅナイワシが、⻄七島海嶺の正徳・元禄・安永・宝永海⼭の 2,000m以
深の海⼭斜⾯から検出されたことである (Fujiwara et al. 2022)。また、海⼭⼭頂からは計 115種、海⼭
斜⾯からは計 146 種の深海性⿂類が検出された。得られた結果から、⿂類群集組成を解析したところ、
海⼭の深度（⼭頂・斜⾯）や地理的位置関係を反映した結果が得られた。 

実験⼿法のマニュアル化と環境省への技術移転 

以上で得られた各種実験技術（DNA抽出後の MiFishメタバーコーディング法）とデータ解析技術（リ
ードのアセンブルから種判定まで）を詳述し、合計 15ページにわたる実験マニュアルにまとめた。この
マニュアルに基づき実験を実施することにより、実験者に依存しない再現性の⾼い結果が得られると期
待される。 

【サブテーマ２】 

無脊椎動物を対象とした環境 DNA 分析⽤のプライマーの設計 

1）花⾍綱、2）鉢⾍綱、3）棘⽪動物、4）クモヒトデ綱、5）ウミユリ綱、6）⾙類、7）頭⾜綱につい
て、それぞれに新規のプライマーを設計し、組織から抽出した DNA、⽔槽⽔、沿岸域表層⽔、海洋深層
⽔、実海域から得られた沖合深層⽔から抽出した環境 DNA を⽤いてプライマーの性能を検証した。そ
の結果、⾙類を除くすべての分類群について、本研究で対象とする深海域から対象分類群の検出が可能
であることを確認した。なお、⼗脚⽬⽤のプライマーである MiDeca については、⼗脚⽬以外の軟甲甲
殻類でも有⽤であることが検証された。 

深海サンプルを対象とした環境 DNA保存法の最適化  

RNAlater を⽤いる既存の保存法と Buffer ATL を⽤いる新たな保存法を単⼀種の定量 PCR で⽐較し
た結果、ATL法で保存したサンプルの⽅が環境 DNA濃度が有意に⾼く、約 2倍濃度の環境 DNAを回
収することができた。また、同⼀サンプルで MiFish 法により⿂類群集組成を調べたところ、環境 DNA
保存法による差は認められなかった。以上の結果から、深海の採⽔においては ATL法でより多くの DNA
を回収することで、検出感度が向上することが期待される。 

深層⽔を⽤いた無脊椎動物の環境 DNAメタバーコーディング 

 5箇所の汲み上げ施設からろ過した海洋深層⽔より、頭⾜綱 23種、花⾍綱 55種、鉢⾍綱 12種、クモ
ヒトデ綱 24種、ウミユリ綱 5種、軟甲甲殻類 42種の合計 161種の無脊椎動物の環境 DNAを検出した
（98%以上の⼀致率の配列のみを記載）。採⽔地ごとの群集組成を調べたところ、それぞれの特徴を⽰し
ており、本研究で開発された無脊椎動物の環境 DNA メタバーコディング法が、場所ごとの無脊椎動物
組成を明らかにする⼿段として有効であることが明らかになった。このことは、本⼿法が重要海域の抽
出基準としての⽣物多様性の情報を得るための⼿法として利⽤可能であることを⽰している。 
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実海域サンプルを⽤いた無脊椎動物解析 

2020 年から 2022 年の調査航海では、合計で 17 箇所の深海⽔から頭⾜綱 57 種、花⾍綱 55 種、鉢⾍
綱 14種、ナマコ綱 14種、ヒトデ綱 6種、ウニ綱 18種、クモヒトデ綱 4種、ウミユリ綱 5種、⼗脚類
18種の合計 191種の無脊椎動物の環境 DNAが検出された。特筆すべきは、⽣態がよく知られていない
ダイオウイカの環境 DNAが広範囲から検出されたことであろう。また、種レベルで同定された 191種
の DNA配列の他に、種までの同定ができない約 360分類群の塩基配列が検出された。後者の配列につ
いては、分⼦系統樹を参照することで属レベルや科レベルなどの帰属が可能であった。得られた結果か
ら各種の多様性解析を⾏ったところ、採⽔法や分析法など今後実施する調査に有⽤な情報が数多く得ら
れた。 

リファレンス配列の整備 

3 年間にわたって⼗脚⽬ 910 種、端脚⽬ 3種、等脚⽬ 4種、頭⾜綱 17種、クモヒトデ綱 24種、腹⾜
綱 133 種、⼆枚⾙綱 12 種、棘⽪動物 132 種の合計 1,235 種の無脊椎動物のリファレンス配列を新たに
取得した。この結果、既存のデータと合わせ、本研究で対象とする分類群の主要な⽬（甲殻類は亜⽬）
48 ⽬（亜⽬）のうち 46 ⽬（亜⽬）について、代表的な種のデータが 1 件以上利⽤可能となり、環境 DNA
で検出された種を少なくとも⽬レベル同定できる体制が整った。また、多くの主要分類群については科
レベルでの同定が可能となった。 

実験⼿法のマニュアル化と環境省への技術移転 

以上で得られた各種実験技術（DNA 抽出から種判定まで）を詳述し、合計 9 ページにわたる実験マ
ニュアルにまとめた。このマニュアルに基づき実験を実施することにより、実験者に依存しない再現性
の⾼い結果が得られると期待される。 

５−２．環境政策等への貢献 

＜⾏政等が既に活⽤した成果＞ 

・ 本課題で深海性⿂類に⾄適化された MiFish 法については、環境省が⼆次的⾃然環境における調査
に既に幅広く利⽤している。また、環境省は「環境 DNA 分析技術を⽤いた淡⽔⿂類調査⼿法の⼿
引き」を作成して公開している（https://www.biodic.go.jp/edna/reports/fwfish_tebiki1.pdf）。この
⼿引きは継続的に改訂されており、現在第 2版が公開されている。 

・ 同様に、国交省の河川⽔辺の国勢調査のテーマ調査に MiFish 法が導⼊済みで、R8 年度からは本調
査に導⼊する予定となっている（辻ほか 2021, 篠原ほか 2021, 河川技術論⽂集 27）。 

・ 同様に、⽔産庁の各研究所で MiFish 法の試⾏テストが⾏われ、⼈⼯⿂礁の効果検証 (Sato et al. 
2021, Scientific Reports 11:19477) や東京湾における⿂類群集調査(Hongo et al. 2021, Regional 
Studies in Marine Sciences 47:101950) に本⼿法が⽤いられ、直接的⼿法（⽬視観察やネット採集）
では不明だった⿂類群集の時空間動態が明らかとなった。 

・このような流れは⺠間にも波及しており、河川⿂類群集の時空間変動を MiFish 法により明らかに
したり(Suzuki et al. 2022, Limnologica 93:125955)、環境 RNAを利⽤した MiFish 法を開発するこ
と に よって誤検出の確率を⼤幅に低下させたり(Miyata et al. 2021, Ecological Indicator 158: 
107796) など、⼤きな波及効果を上げている。 

＜⾏政等が活⽤することが⾒込まれる成果＞ 

・サブテーマ１と２では、SII-7-2 の参画者以外でも再現性の⾼い実験結果が得られるように、⿂類と
無脊椎動物を対象とした環境 DNA メタバーコーディングの実験⼿法マニュアルを作成した。本マ
ニュアルは SII-7 で発⾏される「沖合海底⾃然環境保全地域（海洋保護区）を対象とした深海⽣態
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系のモニタリング⽅法」の 5.3（⿂類）ならびに 5.4（無脊椎動物）に収録されており、本プロジェ
クト終了以降、沖合海底⾃然環境保全地域のモニタリングが実施されるにあたり、有効活⽤される
ことになる⾒込みである。 

・上記マニュアルに記載された内容（とくに MiFish 法）については、環境 DNA 学会が発⾏する英⽂
マニュアル”An illustrated manual for environmental DNA research: Water sampling guidelines and 
experimental protocols” (http://ednasociety.org/en/manual) に準拠したもので、この英⽂マニュア
ルは世界各国で幅広く利⽤されている。たとえば⽶国⼤気海洋局 (NOAA) のメンバーを中⼼とす
研究グループは、”Observing life in the sea using environmental DNA” (https://doi.org/10.5670 
/oceanogr.2021. 218) と題する論⽂を出版し、⽶国沿岸・沖合における MiFish 法による研究成果
を出した。本論⽂では、環境 DNA 国際共同観測のネットワーク構築の重要性が指摘されており、
本課題で構築された実験⼿法の重要性が⾼くなる⾒込みが⾼い。同様に、国連教育科学⽂化機関 
(UNESCO) が 2023 年秋から進める「海洋世界遺産 20 海域の⿂類相調査プロジェクト(eDNA 
expeditions in marine World Heritage sites)」では、本課題で実施した研究成果に基づき⿂類群集モ
ニタリングにおける MiFish 法の優位性が⽰された結果、本⼿法が標準法として採⽤される⾒込み
となった。 

・カナダのゲルフ⼤学教授 M. Hajibabaei 博⼠が主導して、International eDNA Standardization Task 
Force (iESTF) ⽴ち上げの準備が進められている。環境 DNA メタバーコーディングを⽣物多様性
モニタリング⼿法として ISO化を試みるのが主眼となっており、この会合にはサブテーマ２の研究
代表者である源博⼠がメンバーとして加わっている。MiFish 法を含む各種環境 DNA 実験⼿法の国
際標準化に取り組むことになっている。 

５−３．研究⽬標の達成状況 

全体⽬標 ⽬標の達成状況 

環境 DNA を⽤いた深海性⼤型動物の同時並列多
種検出法を脊椎動物と無脊椎動物の代表的分類群
に対して開発し、沖合海底⾃然環境保全地域にお
ける継続的な種多様性モニタリングを可能にす
る。具体的には以下の通りになる。 

・代表的分類群（⿂類・刺胞動物・甲殻類・棘⽪動
物・軟体動物）を対象としたプライマーを開発・既
存のプライマーを最適化すると同時に、それぞれ
のプライマーについての実験条件を確⽴する。 

・上記の分類群について、同定された標本と紐づけ
た DNA のシークエンス情報を取得し、リファレン
ス配列を充実させる。関連して、次世代シーケンサ
ーから出⼒されたデータを処理する解析パイプラ
インを構築し、種判別精度を⾼めるとともに、リフ
ァレンスの不⾜により種の同定が困難なデータに
ついて、種に相当する遺伝⼦配列の分類単位をま
とめる⼿法を確⽴する。 

・全国各地の海洋深層⽔で得られた環境 DNAを分
析することにより、深海性⿂類を中⼼とする⽣物
群集の時空間動態を明らかにする。 

・実海域から得られた各分類群の環境 DNAを本研

⽬標どおりの成果をあげた。 

以下に⽰すとおり、当初掲げた 5 つの⽬標をいず
れも達成できた。 

・左記分類群の遺伝⼦断⽚を増幅する既存の PCR
プライマーを⾄適化するとともに、既存のものが
ない場合は新規 PCRプライマーを開発し、深海か
ら得られた環境 DNA（海洋深層⽔汲み上げ施設な
らびに実海域から得られたサンプル）から各種深
海⽣物の検出に成功した。 

・いずれの分類群においても、標本と紐づけた
DNA のシークエンス情報を取得し、リファレンス
配列を充実させることができた。その結果、⿂類で
は少なくとも科レベルの、無脊椎動物では少なく
とも⽬レベルの帰属を明らかにできるようになっ
た。また、次世代シークエンサーの⼤量データを解
析するパイプラインを新たに開発し、データベー
ス MitoFish に搭載して公開した。この解析パイプ
ラインにより、リファレンス配列が完全でない場
合でも、算出される系統樹を参照することで⾼次
分類群への割り当てが可能となった。 
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究で確⽴する⼿法により分析し、データから重要
海域の抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬につ
いての情報を取得する。 

・以上で得られた各種技術を環境省へ移転し、海洋
保護区（沖合海底⾃然環境保全地域）の継続的で効
率的なモニタリングを可能にする。 

・全国各地の施設から得られた⼤量の海洋深層⽔
（計 1,100リットル）を 56本のフィルターカート
リッジでろ過することで、試⾏錯誤しながら⾄適
実験⼿法の探索が可能になり、各分類群で環境
DNAメタバーコーディング法を確⽴することがで
きた。また、得られた群集データを時空間分析する
ことで、⽇本沿岸の深海⽣物の時空間動態の⼀端
が明らかになった。 

・計 3 回の研究航海で得られた 7 つの海⼭⼭頂と
斜⾯、ならびに駿河湾奥から得られた 71 サンプル
を⽤いて環境 DNA メタバーコーディングを⾏っ
た。その結果、⿂類では最近新種として記載された
トッププレデターのヨコヅナイワシの新たな分布
域を発⾒し、無脊椎動物では世界最⼤の軟体動物
でその⽣態が謎に包まれているダイオウイカを多
くの地点で検出することができた。これら⾷物網
の最上位に位置する希少な⼤型⽣物を検出できた
ことは、今後調査を継続することにより重要海域
の抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬の取得を
可能にする。 

・環境 DNAメタバーコーディングの実験⼿法をマ
ニュアル化することにより、各種技術を環境省へ
移転することができた。これらのマニュアル化さ
れた技術を利⽤することで再現性の⾼い調査結果
が誰でも得られることになる。 

 

サブテーマ１⽬標 ⽬標の達成状況 

本サブテーマでは、深海性の脊椎動物を対象とし
た簡便・迅速な深海⽣態系モニタリング法構築を
⽬標とする。そのため、⿂類を中⼼とした深海性脊
椎動物を対象に環境 DNA メタバーコーディング
法（同時並列多種分析法）を確⽴する。その具体的
な内容については以下の通りである。 

① 既存の PCR プライマーを深海性分類群に対し
て最適化すると共に、海洋深層⽔を利⽤して採⽔・
ろ過などのサンプル処理法やライブラリ調整等の
実験法を確⽴する。 

② 標本と DNA 塩基配列を紐付けた深海性分類群
のリファレンスデータを充実させ、次世代シーク
エンサから出⼒される⼤量データを処理する解析
パイプラインを構築し、種判定精度を⾼める。 

③ 全国各地の海洋深層⽔で得られた環境 DNA を
分析することにより、深海性⿂類群集の時空間動
態を明らかにする。 

⽬標どおりの成果をあげた。 

①に関して、既存のデータに基づき MiFishプライ
マーをそのまま深海性⿂類に適⽤できることが確
認された。また、海洋深層⽔のろ過に関しては、取
⽔⼝からの⽔圧を利⽤した新たなろ過法を開発し
た。さらに、⿂類環境 DNA の断⽚増幅に新たな
DNAポリメラーゼを⽤いることにより実験の効率
が格段に向上した。 

②に関して、標本と紐づけた DNA のシークエンス
情報を取得し、リファレンス配列を充実させるこ
とができた。その結果、⿂類では深海性分類群の⽬
の 100%、科の 93.0%、属の 80.5%、種の 65.6%を
網羅することができた。また、次世代シークエンサ
ーの⼤量データを解析するパイプラインを新たに
開発し、データベース MitoFish に搭載して公開し
た。 

③に関して、全 56 サンプルから深海性⿂類を検出
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④ 海洋保護区（沖合海底⾃然環境保全地域）の設
定が想定される⽔深ならびに実海域から得られた
環境 DNAを本研究で確⽴する⼿法により分析し、
データから重要海域の抽出基準を踏まえたモニタ
リング項⽬についての情報を取得する。 

⑤ 以上で得られた各種技術を環境省へ移転し、海
洋保護区（沖合海底⾃然環境保全地域）の継続的で
効率的なモニタリングを可能にする。 

し、種数や群集組成に関するデータを得ることが
できた。それらデータの時空間解析を⾏ったとこ
ろ、深度や地域性などの空間的異質性や、季節性な
ど時間的動態を検出することができた。 

④に関して、最近新種として記載された⼤型⾼次
捕⾷者のヨコヅナイワシの新たな分布域を発⾒す
ることができた。また、海⼭⼭頂やその斜⾯におけ
る⿂類群集の異質性や地域性などが明らかにな
り、このような調査を続けていくことにより、重要
海域の抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬に関
する情報が得られることが明らかになった。 

⑤に関して、⿂類環境 DNAメタバーコーディング
の実験⼿法をマニュアル化することにより、各種
技術を環境省へ移転することができた。これらの
マニュアル化された技術を利⽤することで再現性
の⾼い調査結果が誰でも得られることになる。 

 

サブテーマ２⽬標 ⽬標の達成状況 

本サブテーマでは、深海性の無脊椎動物を対象と
した環境DNAメタバーコーディング⼿法を開発
し、深海の無脊椎動物相を把握する⼿法として確
⽴する。具体的な内容は以下の通りである。 

①刺胞動物（花⾍綱、鉢⾍綱）、甲殻類（⼗脚⽬、
端脚⽬、等脚⽬）、棘⽪動物（ヒトデ綱、ウニ綱、
ナマコ綱、クモヒトデ綱、ウミユリ綱）、軟体動物
（腹⾜綱、⼆枚⾙綱、頭⾜綱）を対象としたプライ
マーを開発する。同時に、それぞれのプライマーを
⽤いる際の実験条件を確⽴する。 

②同定された標本と紐づいたDNAのシークエンス
情報を取得し、リファレンス配列を充実させる。こ
れに関連して、次世代シーケンサーから出⼒され
たデータを処理する解析パイプラインを構築し、
種判別精度を⾼めるとともに、リファレンスの不
⾜により種の同定が困難なデータについて、種に
相当する遺伝⼦配列の分類単位をまとめる⼿法を
確⽴する。 

③実⽔域で採集された環境DNAを本サブテーマで
確⽴した⼿法を⽤いて解析し、サブテーマ1によっ
て取得される脊椎動物のデータとあわせて、重要
海域の抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬につ
いての情報を取得する。 

⽬標どおりの成果をあげた。 

以下に⽰すとおり、当初掲げた 3 つの⽬標をいず
れも達成できた。 

①に関して、当初掲げた無脊椎動物群のうち、軟体
動物の腹⾜綱、⼆枚⾙綱を除きすべての分類群で
プライマーを開発し、実験条件を確⽴、深海サンプ
ルへの適⽤に成功した。腹⾜綱、⼆枚⾙綱について
はプライマーの開発までは完了したものの、深海
サンプルからの検出がなく、実験条件の修正が必
要である可能性がある。⼀⽅で、当初の予定になか
った甲殻類のオキアミ⽬、アミ⽬、⼝脚⽬について
も分析系が確⽴することができた。また、DNA の
新たな保存・抽出⽅法の開発に成功し、DNA の収
量を倍程度に⾼めることができた。これらの理由
から、総合的には①の⽬標を達成できたものと判
断する。 

②に関して、合計 1,235 種の新たなリファレンス
シークエンスを取得し、代表的な分類群について
⽬レベルでの同定が可能となった。また、リファレ
ンスの不⾜により種の同定が困難なデータについ
て、種に相当する遺伝⼦配列の分類単位として
ASV(Amplicon Sequence Variant) を⽤いることが
できることを⽰した。これらの理由から、②の⽬標
を達成できたと判断する。 
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③に関して、太平洋の深海のサンプルから合計 191
種の無脊椎動物種の DNA を検出することに成功
し、この⼿法を⽤いることで、検出種のリストから
⽣物学的多様性の情報を得ることができること⽰
した。将来的にレッドリストなどの情報が充実す
れば、唯⼀種、希少種、絶滅危惧種、指定書掲載種
の情報も得ることができると思われる。実際にダ
イオウイカの DNAが 5箇所で検出されるなど、希
少種の情報を得られることが実証できた。これら
の理由から、③の⽬標を達成できたと判断する。 

６．研究成果の発表状況 
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６−２．知的財産権 

特に記載すべき事項はない。 

６−３．その他発表件数 

査読付き論⽂に準ずる成果発表 0件 

その他誌上発表（査読なし） 0件 

⼝頭発表（学会等） 11件 

「国⺠との科学・技術対話」の実施 25件 

マスコミ等への公表・報道等 22件以上 

本研究費の研究成果による受賞 0件 

その他の成果発表 1件 

７．国際共同研究等の状況 

2020 年 9 ⽉に 開催された国連国 際 海底機関  (ISA: International Seabed Authority)(https:// 
www.isa.org.jm/) が主催するワークショップ「深海⽣物分類の標準化：共同研究に基づく戦略的アプ
ローチ(Workshop on Deep-Sea Taxonomic Standardization: Strategic Approaches for Collaboration)」
で講演を⾏い、MiFish 法が深海性⿂類のモニタリングに有⽤であることを本課題の成果に基づき発
表した。その結果、各国の研究者から問合せが相次ぎ、国際共同研究のプロポーザルを出すなどした。 

国連教育科学⽂化機関 (UNESCO) が 2023 年から進める「海洋世界遺産 20 海域の⿂類相調査プ
ロジェクト (eDNA Expeditions in Marine World Heritage Sites)」で本課題の研究代表者（宮）がア
ドバイザリーボードの 1⼈となった。主催者ならびに世界各国のアドバイザリーボードメンバーとの
ミーティングが何回かにわたって⾏われ、本課題で実施した研究成果に基づき⿂類群集モニタリング
における MiFish 法の優位性を⽰した。その結果、上記プロジェクトで MiFish 法が標準法として採
⽤されることになった。 

MiFish 法については、原典となる Miya et al. (2015) が 2023 年 5⽉ 1⽇現在で 832 件引⽤されて
おり、140 以上の実証的研究が三⼤洋六⼤陸の海洋・汽⽔・陸⽔⽣態系で実施された。これらの研究
には、カナダ東岸沖合の深海や太平洋外洋域において⾏われた研究も含まれており、調査海域やその
深浅、さらには⿂類分類群を問わずに MiFish 法が普遍的に適⽤できることを⽰している。なお、本
論⽂は Royal Society Open Science 誌が 2014 年に創刊して以来出版された 4,298編の論⽂のうち、
過去 12ヶ⽉ならびに通算の被引⽤数で第 4位にランクされている。 

また、カナダのゲルフ⼤ 学教授  Mehrdad Hajibabaei 博⼠が主導して、 International eDNA 
Standardization Task Force (iESTF) を⽴ち上げ、環境 DNAメタバーコーディングを⽣物多様性モ
ニタリング⼿法として ISO 化を試みている。この会合には、サブテーマ 2 の研究代表者である源博
⼠がメンバーとして加わっており、MiFish 法を含む各種環境 DNA 実験⼿法の国際標準化に取り組
むことになっている。サブテーマ１で⾄適化された MiFish 法に加えて、サブテーマ 2で開発された
無脊椎動物群のプライマーと実験法が国際標準法に採⽤される可能性も出てきた。 
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Ⅱ．成果の詳細 

以下の 2つのサブテーマでは、1）5つの海洋深層⽔汲み上げ施設から得られた環境 DNA と、2）3回
の研究航海で得られた実海域から得られた環境 DNA を実験⼿法の開発ならびに実証試験にあたって共
有した。これらの環境 DNA を得た採⽔地点図（図Ⅱ-1）と、採⽔深度・ろ過量等を⽰した⼀覧表（表
Ⅱ-1/2）を冒頭に⽰すことで、重複を避けることとした。 

 

図Ⅱ-1．5つの海洋深層⽔汲み上げ施設（⾚）と3回の研究航海で採⽔と現場ろ過を実施した測点（⻘）
の位置図。 

1）海洋深層⽔汲み上げ施設からの採⽔とろ過：沖縄県海洋深層⽔研究所（沖縄県島尻郡久⽶島町）、
⾼知県海洋深層⽔研究所（⾼知県室⼾市）、みえ尾鷲海洋深層⽔アクアステーション（三重県尾鷲市）、
こしき海洋深層⽔株式会社（⿅児島県薩摩川内市）、株式会社ディーエイチシー海洋深層⽔研究所（静岡
県伊東市）の協⼒を得て、各汲み上げ施設において原⽔蛇⼝からの⽔圧を利⽤した深層⽔のろ過を⾏っ
た。ろ過にあたっては、市販の塩ビ管に各種アダプターを接続したろ過装置（図Ⅱ-2）を⾃作した。こ
のろ過装置を原⽔蛇⼝とビニルホースを介して接続し、末端にルアーロックを介してステリベクスフィ
ルターを取り付けた。フィルターの出⽔孔にはろ過⽔量を測定するために流量計を取り付け、1 サンプ
ル当たり約 20リットルのろ過を⾏った（甑島のみ⽬詰まりを起こしたために約 18 リットル）。 

 

図Ⅱ-2．深層⽔原⽔の取⽔⼝（原⽔蛇⼝）に⾃作のろ過装置を接続し、汲み上げ⽔圧によるろ過を⾏
っているところ。フィルターの出⽔孔に流量計を取りつけることでろ過⽔量をモニターした。4 連の
ろ過装置を縦列することにより同時に 8 本のフィルターによる並列ろ過が可能となる。 
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各施設で 8個のステリベクスフィルターを同時に⽤いた並列ろ過（図 II−2）を 3回ずつ実施した（甑
島のみフィルターが⽬詰まりを起こしたために 2回）。得られた 24本のフィルターからカートリッジ内
の海⽔を除去した後に核酸劣化防⽌剤 (RNAlater) を注⼊し、サブグループ１と２に 12 本ずつ分与し
た（甑島のみ 8本ずつ分与）。サブグループ１は千葉県⽴中央博物館で、サブグループ２は神⼾⼤学で、
それぞれ DNA 抽出を⾏い実験に供した。これら海洋深層⽔汲み上げ施設で取得したサンプルに関する
データを表Ⅱ-1 に⽰す。 

表Ⅱ−1．海洋深層⽔汲み上げ施設でろ過したサンプル⼀覧 

 

2）研究航海における実海域からの採⽔とろ過：海洋研究開発機構の研究船「かいめい」が 2020年と
2021 年に実施した 2回の研究航海、ならびに同機構所属の研究船「よこすか」が 2022 年に実施した 1
回の研究航海において深層⽔の採⽔が⾏われた（表Ⅱ-2）。調査地点は⻄七島海嶺ならびにその隣接海域
で、2020年と 2021 年にはロゼット採⽔装置に装着されたニスキン採⽔器を⽤いた採⽔が計 7つの海⼭
の⼭頂とその斜⾯において⾏われ、2022 年にはランダーとベイトカメラおよび調査潜⽔艇（しんかい
6500）に装着されたマスポンプによる現場ろ過が宝永海⼭と駿河湾において⾏われた。前者のニスキン
採⽔器で採⽔された深層⽔については、船上でステリベクスフィルターを⽤いた吸引ろ過が⾏われ、ろ
過終了後にフィルター内に核酸劣化防⽌剤（RNAlater）が注⼊され、陸上実験施設において環境 DNA
の抽出が⾏われた。後者の現場ろ過については、ステリベクスフィルター回収後に船上で核酸劣化防⽌
剤が注⼊され、前者と同様に陸上実験施設において環境 DNA の抽出が⾏われた。 

表Ⅱ−2．実海域から得られたサンプル⼀覧 
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Ⅱ−1 脊椎動物における調査⽅法の開発と実践,ならびに基盤データの整備 

千葉県⽴中央博物館 資料管理研究科 宮 正樹 
⼀般財団法⼈ 沖縄美ら島財団総合研究センター 岡 慎⼀郎 
国⽴研究開発法⼈ 国⽴環境研究所 琵琶湖分室 ⾺渕 浩司 

［要旨］ 

本サブテーマでは、⿂類を中⼼とする深海の脊椎動物相を把握する新たな⼿法として、⿂類環境 DNA
メタバーコーディング⼿法を確⽴し、実海域から取得したデータから重要海域の抽出基準を踏まえたモ
ニタリング法を提案することを⽬的とした。既存の実験⼿法が深海性⿂類に適⽤可能かどうか検証して
問題がないことを確認した上で、新たな DNA ポリメラーゼを⽤いることで実験効率の⼤幅な向上が図
られることを明らかにした。また、超並列シークエンサから出⼒される⼤量データを分析する新たな解
析パイプラインを構築し、リファレンス配列を充実させることで種判定の精度を⾼めた。上記の新たに
開発された実験⼿法とデータ解析⼿法により、全国の 5つの海洋深層⽔汲み上げ施設から得られた環境
DNA をメタバーコーディング法で分析したところ、深海性⿂類群集の種数推定に関しては、累積種数
曲線が飽和しておらず、今後のさらなる調査が必要であることが⽰唆された。⼀⽅、種組成に関しては
⾮計量多次元尺度法により三次元的な異質性を検出できた。また、複数回の調査を⾏った施設に関して
は、季節性を⽰すと思われる⿂類群集の周期的変動が認められた。同様に、3 回の研究航海において⻄
七島海嶺ならびにその隣接海域の海⼭頂上や斜⾯等の実海域から得られた環境 DNA を分析したところ、
3 つの海⼭斜⾯の深度約 2,000m から近年駿河湾で発⾒された⼤型⾼次捕⾷者であるヨコヅナイワシが
検出された。また、種数に関しては種数累積曲線が飽和しておらず、海洋深層⽔と同様に今後のさらな
る調査が必要であることが⽰唆された。⼀⽅、種組成に関しては⾮計量多次元尺度法により三次元的な
異質性を検出できた。全体を通じて、本研究で開発した⼿法によって、⿂類に関して重要海域の抽出基
準を踏まえたモニタリング項⽬についての情報取得が可能になり、当初設定した 5つの研究⽬標につい
てはすべて達成できた。⼀⽅、ヨコヅナイワシのサイズや⾏動に関してベイトカメラで得られた貴重な
⽣物学的情報については環境 DNA からは把握することができないことも浮き彫りとなった。今後は、
直接採集や映像観察などの伝統的⽅法と環境 DNA を⽤いたモニタリングを併⽤することが、海洋保護
区の⽣態系保全にとって望ましいと考えられた。最後に、本サブテーマで確⽴した実験⼿法をマニュア
ル化し、実験者に依存しない再現性の⾼い調査が実施できるようにした。 

１．研究開発⽬的 

本サブテーマでは、環境 DNAメタバーコーディング法を⿂類を中⼼とする深海性脊椎動物で確⽴し、
取得したデータから科学的な重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリング法を提案することを⼤きな⽬
的とした。この⽬的を達成するために、全国各地の施設で汲み上げられている海洋深層⽔や、研究調査
船で実海域から得られた深層⽔に含まれる環境 DNA を分析し、本課題で提案する環境 DNA メタバー
コーディング法の有効性を検証した。また、これと並⾏してリファレンス配列を各分類群で充実させる
ことで、本⼿法における種判定の精度向上を図る。さらに、本サブテーマで確⽴した実験⼿法をマニュ
アル化し、汎⽤性と再現性の⾼いものとした。 

２．研究⽬標 

本サブテーマでは、深海性の脊椎動物を対象とした簡便・迅速な深海⽣態系モニタリング法構築を⽬
標とする。そのため、⿂類を中⼼とした深海性脊椎動物を対象に環境 DNAメタバーコーディング法（同
時並列多種分析法）を確⽴する。その具体的な内容については以下の通りである。 

① 既存の PCRプライマーを深海性分類群に対して最適化すると共に、海洋深層⽔を利⽤して採⽔・
ろ過などのサンプル処理法やライブラリ調整等の実験法を確⽴する。 

② 標本と DNA塩基配列を紐付けた深海性分類群のリファレンスデータを充実させ、超並列シークエ
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ンサーから出⼒される⼤量データを処理する解析パイプラインを構築し、種判定精度を⾼める。 

③ 全国各地の海洋深層⽔で得られた環境 DNAを分析することにより、深海性⿂類群集の時空間動態
を明らかにする。 

④ 海洋保護区（沖合海底⾃然環境保全地域）の設定が想定される⽔深ならびに実海域から得られた環
境 DNA を本研究で確⽴する⼿法により分析し、データから重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリン
グ項⽬についての情報を取得する。 

⑤ 以上で得られた各種技術を環境省へ移転し、海洋保護区（沖合海底⾃然環境保全地域）の継続的で
効率的なモニタリングを可能にする。 

３．研究開発内容 

３−１）⿂類を対象とした実験⼿法の効率化 

本研究では、⽇本周辺海域に出現すると想定される深海性⿂類を既存の⽂献からリストアップした。
これら分類群の DNA塩基配列（既存のデータに加えて新たに決定したデータ）と、MiFishプライマー
1)の配列を⽐較することによって、深海性⿂類に対する⾄適化が必要かどうか判断した。これまでの実
験⼿法では、環境 DNA の抽出後に希薄な⿂類環境 DNA（ミトコンドリアゲノムの 12S rRNA遺伝⼦断
⽚）を増幅する際（第⼀段階の PCR；以降 1st PCR と略）、環境⽔中で圧倒的に優占する微⽣物 DNA の
⾮特異的増幅（核ゲノムの 16S rRNA遺伝⼦断⽚）が顕著であった。このため、⿂類由来の増幅産物を
実験途中で切り出し、⿂類解析⽤のライブラリーを調整する必要があった。微⽣物由来のテンプレート
DNA配列とプライマーDNA配列の違いが⼤きいにもかかわらず、このような⾮特異的増幅が起こるの
は DNA ポリメラーゼの特異性が低いことが原因だと想定し、より特異性が⾼い新たな DNA ポリメラ
ーゼを⽤いることでこの問題を回避できると考えた。このような想定に基づき、新たな実験⼿法とその
⾄適実験条件を探索した。 

３−２）リファレンス配列の充実と解析パイプラインの構築 

MiFish 法により、超並列シークエンサーから数百万本を超える⼤量の⿂類環境 DNA データが出⼒さ
れる。この⼤量データを⽤いて確度の⾼い種同定を⾏うためには、正しく種同定された標本に紐づくリ
ファレンス配列が必要となる。本サブテーマでは、⽇本産深海⿂を⽂献からリストアップし、それらの
組織標本を収集した。組織標本から DNAを抽出し、MiFish 法で使われるミトコンドリア 12S rRNA遺
伝⼦の断⽚の配列をサンガーシークエンスにより決定した。また、世界各国から公表されるデータを逐
次収集し、⾃⾝で決定したデータに加えてリファレンス配列を充実させた。 
⼀⽅、上記の⼿法により出⼒される⼤量の DNA 塩基配列データには、誤った塩基の取り込みに由来

する超並列シークエンサー固有のエラーが多数含まれる。誤った塩基が取り込まれる位置はランダムな
ので、これをモデル化することでエラーを⾃動補正（デノイジング）することができる。本サブテーマ
では、このデノイジングのステップを含む新たな解析パイプラインをデータベース MitoFish 上に構築
して公開した。さらに、このパイプラインに各種の⽣物多様性解析機能を搭載し、利⽤者の便宜を図っ
た。 

３−３）海洋深層⽔を⽤いた深海性⿂類の検出 

本サブテーマでは、沖合海洋保護区に⽐較的近い 5つの深層⽔汲み上げ施設（静岡県伊⾖⾚沢・三重
県尾鷲・⾼知県室⼾・⿅児島県甑島・沖縄県久⽶島）を選び、各施設で海洋深層⽔を現場ろ過した。現
場ろ過にあたっては、冒頭に⽰した⾃作のろ過装置を原⽔蛇⼝に取り付け、その末端に各種アダプター
を介してステリベクスフィルターを取り付けた（図Ⅱ-2）。ステリベクスフィルター下流の出⽔孔に流量
計を取り付けることによってろ⽔量を推定した。4 本のフィルターカートリッジを⽤いた並列ろ過（最
⼤ 20リットル）を 3回実施し、各施設で計 12本のフィルターを得た（甑島のみフィルターの⽬詰まり
が起きたために 8 本）。ろ過終了後にフィルターカートリッジを装置から外し、シリンジでフィルター
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出⽔孔から余剰⽔を抜き取り、⼊⽔孔から核酸劣化防⽌剤（RNAlaterもしくは Buffer ATL）を注⼊し、
冷蔵して実験室に持ち帰った。 
いったんフィルターカートリッジを凍結した後、解凍してから Miya et al. (2016) の⼿法 2)を⽤いて

環境 DNAをフィルター残渣から回収した。回収した環境 DNAを⽤いて MiFish 法による⿂類環境 DNA
メタバーコーディングを⾏った。また、各種の⽣物多様性解析を⾏い、⽇本沿岸の深海性⿂類群集の空
間変動を明らかにした。また、久⽶島の海洋深層⽔については、2020 年 12 ⽉から 2022 年 3 ⽉まで計
6回の調査を実施し、深海性⿂類群集の時間変動について検証した。 

３−４）実海域サンプルを⽤いた⿂類群集解析 

2020年から 2022 年にかけて海洋研究開発機構所属の海底広域研究船「かいめい」ならびに深海潜⽔
調査船⽀援⺟船「よこすか」による計 3回の研究航海が実施された。これらの航海で、計 7つの海⼭⼭
頂と斜⾯、ならびに駿河湾奥において、ロゼット採⽔装置を⽤いた近底層における採⽔と、フリーフォ
ールランダーに装着した⾃動採⽔ろ過装置（マスポンプ）による海底直上の採⽔と現場ろ過を⾏った（表
Ⅱ-2）。前者については、深層⽔を採取後に船上でろ過を⾏い、後者については船上でフィルターカート
リッジを回収し、いずれも陸上実験室で Miya et al. (2016) の⼿法 2)を⽤いて環境 DNAを抽出した。抽
出した環境 DNA を⽤いて MiFish 法によるメタバーコーディングを⾏い、出⼒された分類群表を⽤い
て⽣物多様性解析を⾏い空間変動を明らかにした。 

３−５）実験⼿法のマニュアル化と環境省への技術移転 

以上で得られた各種実験技術をマニュアル化して、統⼀された⼿法の下で汎⽤性と再現性の⾼い結果
が得られるようにした。 

４．結果及び考察 

４−１）⿂類を対象とした実験⼿法の効率化 

⽇本周辺海域に出現すると想定される深海性⿂類を既存の⽂献から抽出した結果、34 ⽬、201 科、608
属に含まれる 1,302 種がリストアップされた。これらの分類群から得られる MiFish プライマー領域の
塩基配列、34 ⽬、188 科、492 属に含まれる 856 種と MiFish プライマーの配列を整列させて⽬視で⽐
較したところ、現状では深海性⿂類に対する新たな⾄適化は必要ないと判断された。ただし、今後深海
における⿂類環境 DNA メタバーコーディング調査が進み、本来⽣息しているはずの⿂種が検出されな
い事例が⽣じる可能性は⼗分にある 3)。そのような場合は、該当種の塩基配列を参照して MiFishプライ
マーの塩基配列を⾄適化することにより、抽出した環境 DNA に含まれるにもかかわらず検出されない
種が出てくる偽陰性を回避できる。 
これまで、MiFish 法では環境 DNA断⽚の増幅に KAPA HiFi DNAポリメラーゼ（以下 KAPA と略）

を⽤いてきた。本酵素は希薄な環境 DNA を効率的に増幅することで、環境 DNA 学会が発⾏するマニ
ュアルでも⽤いられてきたが、環境 DNA で圧倒的に優占する微⽣物由来の DNA を増幅してしまう⽋
点ももっていた 3)。そこで、プライマー配列とテンプレート DNA との特異性が⾼いとされている、
Platinum SuperFi II DNAポリメラーゼ（以下 SuperFi II と略）を、静岡県⽔産技術研究所駿河湾深層⽔
⽔産利⽤施設（焼津市）の海洋深層⽔から得られた環境 DNA をテンプレートに⿂類環境 DNA の増幅
を試みた。その結果、KAPAでは常に約 400bp に微⽣物由来の⾮特異的産物のピークが⾒られるのに対
して、SuperFi IIではそのような産物が⾒られず⿂類由来の産物が突出していた（図 1-1）。従来は、ア
ガロースゲル上で 1st PCR 産物を泳動することでこの⾮特異的産物を除去していたが、SuperFi IIを⽤
いることでこのステップが不要になり、実験効率が格段に向上した 4)。 
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図 1-1．海洋深層⽔を現場ろ過して得られた環境 DNA をテンプレートに、MiFish 法による 1st PCR
を 2 種類の DNA ポリメラーゼ (SuperFi II と KAPA）を⽤いて⾏い、TapeStation で産物の電気泳動
を⾏ったフェログラム。横軸は増幅産物⻑ (bp）、⿊三⾓が⿂類由来の特異的産物、⽩三⾓が微⽣物由
来の⾮特異的産物のピーク。 

４−２）リファレンス配列の充実と解析パイプラインの構築 

⽂献からリストアップした⽇本産深海性⿂類 1,302種のうち、最終的に 34 ⽬、188 科、492属に含ま
れる 856種からの MiFish領域の配列を収集した。組織標本から DNAを抽出し、MiFish 法で使われる
ミトコンドリア 12SrRNA 遺伝⼦の断⽚の配列を決定した。また、世界各国から公表されるデータを逐
次収集し、⾃⾝で決定したデータに加えてリファレンス配列を充実させた。その結果、⽇本産深海⿂の
リファレンス配列網羅率は⽬で 100%、科で 93.0%、属で 80.5％、種で 65.6％となり、少なくとも科レ
ベルでは⾼い精度で分類群の帰属が判定できることになった。 

 
図 1-2．プロジェクト開始時（2020 年 4 ⽉）から終了時（2023 年 3 ⽉）までに収集・決定した⽇本
産深海性⿂類の MiFish 配列種数の経年変化。最終的に 34 ⽬、188 科、492 属に含まれる 856 種か
らリファレンス配列を得ることができた。 

リファレンス配列の充実に加えて、エラー配列を効果的に補正する UNOISE3を適⽤することにより、
デノイジングのステップを含む新たな解析パイプラインを構築した。この解析パイプラインは、超並列
シークエンサから出⼒される塩基配列のクオリティーチェック、信頼度の低い末端部のトリミング、ペ
アエンドリードの結合、断⽚⻑に基づくフィルタリング、プライマー配列の除去を経て、UNOISE3 に
よるエラー配列の補正とユーザーが設定する閾値に基づくクラスタリングを⾏う（図 1−3）。さらに、
クラスタリングを⾏った配列から代表配列（リード数最多の配列）を抜きだし、リファレンス配列と⽐
較して⼀致率が最も⾼いものにその分類群名を割り当てる。既存のデータを⽤いて新たな解析パイプラ
インで再解析を⾏ったところ、公表された論⽂では検出されなかった⿂種が複数検出されたことから、
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希少種の検出にもきわめて有効であると考える 5)。 
⼀連の基本的解析が終了すると、オプションで各サンプルのリード数に基づく相対量や多様度指数、

種ごとの保全状況や⽔産資源としての重要性の⼀覧を作成し、さらに種判定精度を⾼めるための系統樹
を算出する。また、MiFishプライマーだけでなく MiDecaプライマーを初めとする他のプライマーを⽤
いた環境 DNA メタバーコーディングにも適⽤可能である。なお、この解析パイプラインは⿂類ミトコ
ンドリアゲノムに特化したデ ー タベース MitoFish の機能の⼀つとして  http://mitofish.aori.u-
tokyo.ac.jp で⼀般に公開されている 5)。 

 
図 1-3．新たな解析パイプラインのフローチャート。破線で囲んだ部分が従来の解析パイプラインを
アップデートした箇所。UNOISE3 を⽤いることでエラー配列の補正が可能になり、種判定の精度が
⾼まった。 

４−３）海洋深層⽔を⽤いた深海性⿂類の検出 

原⽔蛇⼝を利⽤して現場ろ過を⾏った 5 つの深層⽔汲み上げ施設では、静岡県伊⾖⾚沢で計 125 種、
三重県尾鷲で計 104種、⾼知県室⼾で計 53種、⿅児島県甑島で計 31種、沖縄県久⽶島で計 136種の深
海性⿂類が検出された。これらの検出された深海性⿂類を合計すると 289種になり、⽇本産深海性⿂類
の種数の 22.2%を検出できたことになる。総検出種数を⽐較してみると、取⽔⼝の深度が 400m未満の
2つの施設（甑島・室⼾）で 31種と 53種と⽐較的少なく、それより深い 3つの施設（伊⾖⾚沢・尾鷲・
久⽶島）でいずれも 100 種を超えた。また、検出種数をサンプルごとにプロットしても同様の傾向が明
瞭に⾒られた（図 1-4）。検出種数の違いが深度差によるものなのか、地域差によるものなのか不明であ
るが、調査が⾏われたのが 2021 年 10 ⽉から 12 ⽉と⽐較的短期間であることから、季節差によるもの
でないことは確かであろう。甑島の検出種数が少ないのは、フィルターの⽬詰まりが起こり、サンプル
当たりのろ過量が少なく、サンプル数も少なかったことが部分的に原因になっている可能性がある。 

 
図 1-4．実海域と海洋深層⽔から検出された 1 サンプル当たりの深海性⿂類の種数のバラツキを箱ひ
げ図で⽰した。実海域については、海⼭⼭頂、海⼭斜⾯、駿河湾奥に⾊分けて⽰した。括弧内の数字
は総検出数で、N は総サンプル数を⽰す。 
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総検出種数が現場の⿂類相をどれだけ反映したものか、累積種数曲線をプロットすることで検討して
みた（図 1−5）。海洋深層⽔については、5 つの施設で検出された総種数は 400 近くに達し、外挿した
曲線は飽和することなく上昇傾向が続いている。⽇本産深海性⿂類の総種数が約 1,300 種であることを
考えると、環境 DNA による調査でも依然として⿂類相の⼀部を把握しているにすぎないことを⽰唆し
ている。 

 
図 1-5．実海域と海洋深層⽔から得られたサンプルをランダム化して累積種数曲線をプロットした。
実海域については、海⼭⼭頂、海⼭斜⾯、駿河湾奥に⾊分けて⽰した。 

海洋深層⽔の環境 DNA から検出された⿂類群集の⾮類似度に基づき、⾮計量多次元尺度法を⽤いて
その違いを⼆次元に展開した （図 1-6）。400m以浅から取⽔している室⼾と甑島の⿂類群集は良く類似
しており、両者間に統計的有意差は認められなかった。⼀⽅、それ以外の 400m以深から取⽔している
伊⾖⾚沢、尾鷲、久⽶島の沖合から検出された⿂類群集は、それぞれ固有の 95%信頼楕円を有していた。
相模湾の沖合の深度 800m から取⽔している伊⾖⾚沢から検出された⿂類群集は、隣接する駿河湾の
2000m以深から検出された⿂類群集の 95%信頼楕円内に位置し、地域性が反映された結果となった。短
期間（2021 年 10 ⽉から 12⽉）に⾏われた調査でこのような結果が得られたことは、環境 DNAから検
出された沿岸の深海性⿂類群集に関するデータが、⽔平的（地理的）にも鉛直的にも有⽤な情報を提供
したことを⽰唆している。 

 
図 1-6．⾮計量多次元尺度法により、実海域と海洋深層⽔の環境 DNA から得られた⿂類群集組成の
違いを⼆次元に展開した。破線は各地点の 95%信頼楕円。 
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図 1-7．⾮計量多次元尺度法により、久⽶島の海洋深層⽔の環境 DNA から得られた⿂類群集組成の
季節的違いを⼆次元に展開した。破線は各地点の 95%信頼楕円。 

久⽶島の海洋深層⽔については、2020 年 12 ⽉から 2023 年 2 ⽉にかけて計 6 回の調査を⾏い、環境
DNA から検出される⿂類群集に季節的な違いがあるかどうか検討した。⿂類群集のサンプル間の⾮類
似度を算出し、⾮計量多次元尺度法により⼆次元に展開したところ、最初に調査を⾏った 2020年 12⽉
の⿂類群集の 95%信頼楕円は同じ⽉（2021 年 12⽉）の 95%信頼楕円にほぼ含まれていた。また、さら
に 1 年後の 2022 年 11⽉の⿂類群集の信頼楕円は⼀部 2021 年 12⽉に含まれているのに対し、2022 年
5 ⽉、2022 年 8 ⽉、2023 年 2 ⽉の⿂類群集の信頼楕円は、互いにほとんど接することなく、固有の信
頼楕円内に位置づけられた。これらの結果は、取⽔⼝近辺の深海性⿂類群集の出現に周期性があること
を⽰唆しており、今後さらに調査や解析を進めることにより、深海性⿂類群集の組成に時間的な動態が
あるかどうかが明らかになっていくと思われる。 

４−４）実海域サンプルを⽤いた⿂類群集解析 

実海域でニスキン採⽔器により採取した海⽔からは、海⼭⼭頂と斜⾯の両⽅でサンプリングした測点
については、正保海⼭でそれぞれ 28 種と 33 種、正徳海⼭で 64 種と 23 種、安永海⼭で 53 種と 43 種
の深海性⿂類が検出された （図 1-4）。ニスキン採⽔器を装着したロゼット採⽔装置は、機器損失の危
険を避けるために海底直上での採⽔ができないが、深海性⿂類の環境 DNA に関してはこのような⽅法
でも検出可能であることが明らかになった。1 サンプル当たりの検出種数を⽐べると、全体的に海⼭⼭
頂の⽅が斜⾯より種数が多い傾向が認められたが、サンプル数が 3 と⼩さいため、今後のさらなる調査
が必要であろう。 

2022 年の研究航海では、宝永海⼭斜⾯と駿河湾奥でニスキン採⽔器とフリーフォールランダーに装
着したマスポンプ（⾃動採⽔・ろ過装置）の両⽅でサンプルを採取することができた（図 1−8）。ろ過
装置がうまく動作しなかった宝永海⼭の外れ値 1点と駿河湾奥の 2点を除いて、両者のあいだには統計
的有意差は認められなかったため、ランダーのように海底直上に設置することができる装置であれば、
両者を併⽤することも可能であると思われる。 
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図 1-8．⾮計量多次元尺度法により、宝永海⼭斜⾯と駿河湾奥の環境 DNA から得られた⿂類群集組
成の違いを⼆次元に展開したグラフ。Niskin と⽰した点はフリーフォールランダーかベイトトラップ
に装着されたニスキン採⽔器から得られた海⽔を分析したもの。それ以外は、ランダーもしくは潜⽔
艇に装着されたマスポンプで採⽔・現場ろ過により得られた環境 DNA を分析したもの。 

累積種数曲線を⾒てみると、海⼭⼭頂と駿河湾奥は両⽅とも飽和の傾向を⾒せているが、海⼭斜⾯に
ついては明瞭な飽和に達していない （図 1−5）。これについても、サンプル数が少ないため今後のさら
なる調査が必要であろう。 
今回の調査で最も特筆すべきことの⼀つが、環境 DNA によるヨコヅナイワシの検出であろう。本種

は、2020 年に駿河湾の⽔深約 2000m から発⾒された⿂⾷性の⼤型⾼次捕⾷者で、これまで駿河湾以外
の海域で発⾒されていない。今回、この模式産地から 400〜600km離れた正徳海⼭、元禄海⼭、ならび
に安永海⼭の 3 つの海⼭斜⾯の環境 DNA から本種を検出することができた。これらの検出地点は、い
ずれも模式産地と同様に深度 2,000m 前後であることは駿河湾での採集⽔深と⼀致しており、本種が極
めて深い深度に適応した⼤型捕⾷者であることが再確認された 6)。 
さらに、同時並⾏的に⾏われたベイトカメラを⽤いた映像観察では、元禄海⼭の⽔深 2,091m から本

種を検出しているため（図 1−9）、環境 DNA と映像の両⽅が本種の検出に成功したことになる。なお、
ベイトカメラと環境 DNA の努⼒量を⽐較する客観的な⼿法が確⽴されていないため、環境 DNA とベ
イトカメラのどちらの検出感度が⾼いか不明である。とはいえ、環境 DNA は 3 地点で本種を検出して
いることから、その検出能⼒はベイトカメラより広範囲である可能性がある。ベイトカメラは、⾏動や
サイズなどの環境 DNA からは得られない情報を提供できることを考えると、両調査法が相補的と考え
るのが妥当であり、今後も予算や時間が許す限り並⾏的に採⽤すべき調査法であると考える。 

 
図 1-9．元禄海⼭斜⾯の深度 2,091m に設置されたベイトカメラで撮影されたヨコヅナイワシ（右側
の⼝を広げた個体）。同時に餌に集まったイバラヒゲ（左側の 2個体）を、⼝を⼤きく開けて威嚇して
いる様⼦がわかる (Fujiwara et al. 2022 の Figure 2 から引⽤）6)。 
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実海域の環境 DNA から検出された⿂類群集の⾮類似度に基づき、⾮計量多次元尺度法を⽤いてその
違いを⼆次元に展開した（図 1-6）。⻄七島海嶺海嶺に位置する正保、正徳、宝永、元禄、安永の 5つの
海⼭が近接し、その南に位置する⽇光と⽴冬の 2 つの海⼭とは離れていることから、環境 DNA メタバ
ーコーディングで検出された⿂類群集は地理的特徴を反映していると⾔って差し⽀えないであろう。同
様に、⽇本列島の沿岸域に位置する駿河湾と 5つの海洋深層⽔汲み上げ施設から検出された⿂類群集と
も⼤きく分離していることから、これらの海⼭で独⾃の⿂類群集が形成されていると考えて良いと思わ
れる。 
最後に、海洋深層⽔汲み上げ施設ならびに実海域から検出された⿂類環境 DNA には、表層性⿂類の

ものが（わずかとはいえ）たびたび混⼊していた。多くの⿂類が 200m を超える深海に出現することが
報告されているため、検出された表層性⿂類の環境 DNA がその場にいた個体のものか、あるいは表層
から沈降してきたものなのか判断することは難しい。しかしながら、トビウオ類のように表層以外から
の出現はまったく報告されていない種の環境 DNA が検出されることも多いため、明らかに⼀部のもの
は表層由来のものである。同様に、深海性⿂類の中には海底からほとんど離れず⽣活している底⽣性の
もの、海底付近を活発に泳ぎ回る近底層遊泳性のもの、さらには海底とはほとんど無関係に⽣活してい
る中深層遊泳性のものなどさまざまな⽣活型をもつものがいる。これらの環境 DNAが検出された場合、
その場にいたものなのか、あるいは⿂体から放出された環境 DNA が拡散したものなのか判断するのも
困難である。いずれの場合も、このような偽陽性の問題は将来の研究課題となろう。 

４−５）実験⼿法のマニュアル化と環境省への技術移転 

以上で得られた各種実験技術をマニュアル化して、統⼀された⼿法の下で再現性の⾼い結果が得られ
るようにした。本サブグループでは以下の「5.3.3．MiFishメタバーコーディング」から、「5.3.4.データ
解析」までの計 24ページの執筆を担当した（⾏末端の数字はマニュアル内での該当ページ）。 

5.3.3. MiFish メタバーコーディング--- 67 
5.3.3.1. ライブラリーの調整①  1st PCR--- 67 

5.3.3.1.1. 1st PCR--- 68 
5.3.3.1.2. 1st PCR 産物の精製と濃縮--- 69 
5.3.3.1.3. 精製・濃縮済み1st PCR産物の定量と希釈--- 69 

5.3.3.2. ライブラリーの調整② 2nd PCR--- 70 
5.3.3.2.1. 2nd PCR--- 71 
5.3.3.2.2. 2nd PCR 産物の切り出し--- 73 
5.3.3.2.3. 切り出した 2nd PCR 産物の定量--- 73 
5.3.3.2.4. インデクス関連情報--- 74 

5.3.3.3. MiSeq を⽤いた超並列シークエンス--- 75 
5.3.3.3.1. MiSeq のメンテナンス--- 75 
5.3.3.3.2. シークエンスの下準備--- 76 
5.3.3.3.3. ライブラリー濃度の最終調整--- 76 
5.3.3.3.4. シークエンス開始前後の操作--- 77 

5.3.4. データ解析 (usearch)--- 78 
5.3.4.1. 得られたリードのアセンブル--- 78 
5.3.4.2. プライマー配列の除去--- 78 
5.3.4.3. クオリティフィルタリング--- 78 
5.3.4.4. 合同配列をまとめる--- 78 
5.3.4.5. denoiseしてASVsの作成--- 78 
5.3.4.6. リファレンスDBに参照した種の割り当て---  78 

４−６) 重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬についての情報取得 

 本サブテーマでは、⿂類環境 DNA メタバーコーディング法を深海性⿂類に対して⾄適化するととも
に、データ解析法など各種技術を開発したりリファレンス配列を充実させたりすることにより、種判定
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の精度を⾼めた。これは、本研究で開発した⼀連の⼿法を⽤いることで、重要海域の抽出基準・指定書
及び保全計画書の指標としてあげられている以下の諸項⽬に関する情報が海⽔を採取するだけで得られ
ることを意味している：1）唯⼀性、⼜は希少性を⽰す唯⼀種および希少種；2）絶滅危惧種⼜は減少し
つつある種の⽣育・⽣息地であることを⽰すレッドリスト掲載種；3）脆弱性、感受性⼜は低回復性の指
標となる指定書掲載種の DNA の検出；ならびに 4）⽣物学的多様性の指標としての⽣息する分類群の
種数と群集組成の把握。当然のことながら、これらの項⽬は単⼀の調査で得られるものでなく、今後の
継続的な調査が不可⽋である。 
また、本研究で対象とした深海性⿂類は希少性などの上記の情報が⼗分に存在するわけではない点に

は注意する必要がある。たとえば、環境省版の海洋⽣物レッドリストにおいて⿂類は 219種が評価対象
となっているが、そのうち深海性⿂類は 38種を占めるにすぎない（表 1−1）。そして、その中で絶滅危
惧種として掲載されているのは⿂類全体で 105種で、そのうち深海性⿂類は 12種にすぎない。しかも、
その内訳は特定分類群に偏っており、板鰓類（サメ・エイ類）やメバル類が⼤半を占めている。前者は
⾼次捕⾷者であり絶対数が少ないと推定されるもので、後者は漁獲圧が⾼い⽔産重要種である。⼀⽅、
情報不⾜として掲載されているものは全体では 112 種で、そのうち深海性⿂類は 26 種しかリストアッ
プされていない。⽇本に⽣息する約 1,300 種の深海性⿂類には⽣態や資源量が不明なものが多いことを
考えると、評価が⼗分なされているとはいえないのが現状である。 

表1−1．環境省が発⾏するレッドリストにリストアップされている⽇本産深海性⿂類と 
MiFishリファレンスデータの有無 

 

本研究においてはレッドリストに掲載されている種のうち、元禄海⼭からオンデンザメが、海洋深層
⽔汲み上げ施設や駿河湾などからクロテングギンザメ、オオワニザメ、ラブカなど合計で 9種が検出さ
れているが、そのうち絶滅危惧種に指定されているものはオオワニザメとフトツノザメ（環境 DNA で
はツノザメ属複合種群）のみである。この数値は、希少であるから検出率が低いという可能性も否定は
できないが、深海性⿂類がそもそもレッドリストに反映されていないことが原因であろう。したがって、
本研究で開発した⼿法が重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬についての情報取得に直接役
⽴つためには、その前提として環境 DNA を⽤いて外洋性や深海性の多くの種についての情報を得るこ
とが重要で、その増減を知るためには継続的なモニタリングが必要となる。 
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レッドリストには掲載されていないものの、本サブテーマで 4つの海⼭（論⽂で発表された 3つの海
⼭に加えて 2022 年度の航海で宝永海⼭）から検出されたヨコヅナイワシは注⽬に値する。本種が属す
るセキトリイワシ科は、もっぱらゼラチン質の無脊椎動物を摂餌するものが多いことが知られているが、
本種は体⻑ 2m を超す⼤型種で⿂⾷性であることが各種分析から判明している 6)。このような⼤型でト
ッププレデターの種は、陸上でいうライオン等など⼤型⾁⾷動物と同様に漁獲や環境変動に対する脆弱
性が⾼く、⽣態系保全の象徴種 (flagship species)として有⽤な存在となる可能性が⾼い。⽣態系の頂点
に⽴つ⼤型⽣物をシンボル⽣物として指定することによる、⽣態系全体の保全効果の⾼さは各種研究で
明らかになっており 7)、今後本種を海洋保護区の⽣態系保全に有効活⽤することも検討すべきであろう。 

５．研究⽬標の達成状況 

本サブテーマでは、深海性の脊椎動物を対象とした簡便・迅速な深海⽣態系モニタリング法構築を⽬
標とした。そのため、⿂類を中⼼とした深海性脊椎動物を対象に環境 DNAメタバーコーディング法（同
時並列多種分析法）を確⽴した。その具体的な内容については以下の通りである。 

① 既存の PCRプライマーを深海性分類群に対して最適化すると共に、海洋深層⽔を利⽤して採⽔・
ろ過などのサンプル処理法やライブラリ調整等の実験法を確⽴する：既存のデータに基づき MiFish プ
ライマーをそのまま深海性⿂類に適⽤できることが確認された。また、海洋深層⽔のろ過に関しては、
原⽔蛇⼝からの⽔圧を利⽤した新たなろ過法を開発した。さらに、⿂類環境 DNA の断⽚増幅（1st PCR)
に新たな DNA ポリメラーゼを⽤いることにより微⽣物 DNA 由来の⾮特異的増幅が抑制され、実験の
効率が格段に向上した。以上のことから、研究⽬標は達成できたと判断する。 

② 標本と DNA塩基配列を紐付けた深海性分類群のリファレンスデータを充実させ、次世代シークエ
ンサから出⼒される⼤量データを処理する解析パイプラインを構築して種判定精度を⾼めた：標本と紐
づけた DNA 配列情報を新たに取得し、リファレンス配列を充実させることができた。その結果、⿂類
では深海性分類群の⽬の 100%、科の 93.0%、属の 80.5%、種の 65.6%を網羅することができた。その
結果、少なくとも科レベルでは精度の⾼い種判定が可能になった。また、超並列シークエンサーから出
⼒される⼤量データを解析するパイプラインを新たに開発し、データベース MitoFish の⼀機能として
公開した。この解析パイプラインにより、環境 DNA メタバーコーディングで⼤きな問題となっていた
エラー配列の補正が可能になり、種判定の精度が⾼まった。以上のことから、研究⽬標は達成できたと
判断する。 

③ 全国各地の海洋深層⽔汲み上げ施設で得られた環境 DNAを分析することにより、深海性⿂類群集
の時空間動態を明らかにした：全 56 サンプルから深海性⿂類を検出し、各地点の種数や群集組成に関
するデータを得ることができた。これら⽣物多様性データの時空間解析を⾏ったところ、これまで深海
性⿂類ではほとんど実態が不明であった深度や地域性などの空間的異質性や、季節性など時間的動態を
検出することができた。以上のことから、研究⽬標は達成できたと判断する。 

④ 海洋保護区（沖合海底⾃然環境保全地域）の設定が想定される⽔深ならびに実海域から得られた環
境 DNA を本研究で確⽴する⼿法により分析し、データから重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリン
グ項⽬についての情報を取得した：最近、駿河湾から新種として記載された⼤型⾼次捕⾷者のヨコヅナ
イワシ 6)の新たな分布域を発⾒することができた。また、海⼭⼭頂やその斜⾯における⿂類群集の異質
性や地域性などが明らかになり、このような調査を続けていくことにより、重要海域の抽出基準を踏ま
えたモニタリング項⽬に関する情報が得られることが明らかになった。以上のことから、研究⽬標は達
成できたと判断する。 

⑤ 以上で得られた各種技術を環境省へ移転し、海洋保護区（沖合海底⾃然環境保全地域）の継続的で
効率的なモニタリングを可能にした：⿂類環境 DNA メタバーコーディングの実験⼿法をマニュアル化
することにより、各種技術を環境省へ移転することが可能になった。これらのマニュアル化された技術
を利⽤することで、汎⽤性と再現性の⾼い調査結果が得られることになる。以上のことから、研究⽬標
は達成できたと判断する。 
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Ⅱ−2 無脊椎動物における調査⽅法の開発と実践,ならびに基盤データの整備 

国⽴⼤学法⼈神⼾⼤学⼤学院⼈間発達環境学研究科      源  利⽂ 
千葉県⽴中央博物館・動物学研究科             駒井 智幸 
国⽴⼤学法⼈京都⼤学フィールド科学教育研究センター    中野 智之 

［要旨］ 

本サブテーマでは、深海の無脊椎動物相を把握する新たな⼿法として、深海性無脊椎動物の環境 DNA
メタバーコーディング⼿法を確⽴し、実海域から取得したデータから重要海域の抽出基準を踏まえたモ
ニタリング法を提案することを⽬的とした。まず、環境 DNA 分析⼿法を DNA の希薄な深海に適⽤す
るために環境 DNA の保存および抽出法の再検討を⾏い、従来法よりも収量が 2 倍程度増加する⼿法の
開発に成功した。また、各分類群に対してメタバーコーディング⽤の PCRプライマーを設計し、1）花
⾍綱、2）鉢⾍綱、3）棘⽪動物（ヒトデ類・ウニ類・ナマコ類）、4）クモヒトデ綱、5）ウミユリ綱、6）
⾙類（腹⾜綱・⼆枚⾙綱）、7）頭⾜綱のプライマーをそれぞれ作成した。これら新規のプライマーと既
存の甲殻類のプライマーを⽤いて深層⽔の汲み上げ施設 5 箇所および太平洋の実海域 17 地点から得た
サンプルを解析した結果、深層⽔の汲み上げ施設の海⽔から花⾍綱 55種、鉢⾍綱 12種、クモヒトデ綱
24種、ウミユリ綱 5種、頭⾜綱 23種、軟甲甲殻類 42種の計 161種の無脊椎動物の環境 DNAを検出し
た。また、実海域からは花⾍綱 55種、鉢⾍綱 14種、ヒトデ綱 6種、ウニ綱 18種、ナマコ綱 14種、ク
モヒトデ綱 4種、ウミユリ綱 5種、頭⾜綱 57種、⼗脚類 18種の計 191種の無脊椎動物の環境 DNA（種
レベルの同定ができたもの）を検出した。この他に、種レベルの同定には⾄らなかった約 360分類群の
DNA を検出した。⾙類のみ深海サンプルからの検出がなかったものの、それ以外はすべての対象分類
群の DNA が検出された。⼀⽅で、甲殻類を対象とするプライマーが想定以上に幅広い分類群を検出で
きることが⽰された。これらの結果は、本研究で開発した⼿法が、採⽔地点近傍の無脊椎動物相を把握
する⼿法として有効であることを⽰唆している。リファレンス配列の整備においては、⼗脚⽬ 910 種、
端脚⽬ 3種、等脚⽬ 4種、頭⾜綱 17種、クモヒトデ綱 24種、腹⾜綱 133種、⼆枚⾙綱 12種、棘⽪動
物 132種などの合計 1,235種のリファレンス配列を新たに取得した。この結果、既存のデータと合わせ、
本研究で対象とする分類群の主要な⽬（甲殻類は亜⽬）48 ⽬（亜⽬）のうち 46 ⽬（亜⽬）について、
代表的な種のデータが 1 件以上利⽤可能となり、環境 DNA で検出された種を少なくとも⽬レベルで同
定できる体制が整った。全体を通じて、本研究で開発した⼿法によって、無脊椎動物に関して重要海域
の抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬についての情報取得が可能になり、当初設定した 3つの研究⽬
標はすべて達成できた。また、本サブテーマで確⽴した実験⼿法をマニュアル化し、実験者に依存しな
い再現性の⾼い調査が実施できるようにした。 

１．研究開発⽬的 

本サブテーマでは、深海性無脊椎動物に関して環境 DNA メタバーコーディング⼿法を確⽴し、実海
域から取得したデータから科学的な重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリング法を提案することを⽬
的とした。そのため、環境 DNAが希薄な深海からのサンプルの保存法や抽出⼿法を改善して環境 DNA
収量を増加する⼿法を開発するとともに、各分類群（花⾍綱、鉢⾍綱、棘⽪動物[ヒトデ類、ウニ類、ナ
マコ類]、クモヒトデ綱、ウミユリ綱、⾙類[腹⾜綱、⼆枚⾙綱]、頭⾜綱）のメタバーコーディングプラ
イマーを新規開発した。また、甲殻類⼗脚⽬⽤のプライマーである MiDecaが端脚⽬や等脚⽬に適⽤可
能であることを確認した。さらに、種査定の精度を上げるために必要なリファレンス配列を充実させる
ことも⽬的とした。 

２．研究⽬標 

本サブテーマでは、深海性の無脊椎動物を対象とした環境 DNAメタバーコーディング⼿法を開発し、
深海の無脊椎動物相を把握する⼿法として確⽴する。具体的な内容は以下の通りである。 

① 刺胞動物（花⾍綱、鉢⾍綱）、甲殻類（⼗脚⽬、端脚⽬、等脚⽬）、棘⽪動物（ヒトデ綱、ウニ綱、
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ナマコ綱、クモヒトデ綱、ウミユリ綱）、軟体動物（腹⾜綱、⼆枚⾙綱、頭⾜綱）を対象としたプライマ
ーを開発する。同時に、それぞれのプライマーを⽤いる際の実験条件を確⽴する。 

② 同定された標本と紐づいた DNA のシークエンス情報を取得し、リファレンス配列を充実させる。
これに関連して、次世代シーケンサーから出⼒されたデータを処理する解析パイプラインを構築し、種
判別精度を⾼めるとともに、リファレンスの不⾜により種の同定が困難なデータについて、種に相当す
る遺伝⼦配列の分類単位をまとめる⼿法を確⽴する。 

③ 実⽔域で採集された環境 DNA を本サブテーマで確⽴した⼿法を⽤いて解析し、サブテーマ 1 によ
って取得される脊椎動物のデータとあわせて、重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬につい
ての情報を取得する。 

３．研究開発内容 

３−１）無脊椎動物を対象とした環境 DNA 分析⽤のプライマーの設計 

無脊椎動物の環境 DNA メタバーコーディング⼿法は⼗脚⽬を対象とした MiDeca 法 1)以外に、分類
群ごとの検出系がほとんど存在しない。真核⽣物⼀般を対象にしたプライマーは報告されているが、こ
のようなプライマーには分類群による増幅バイアスがあることが知られており、分類群に対してそれぞ
れにプライマーを設計することが必要である。そこで、本研究では 1）花⾍綱、2）鉢⾍綱、3）棘⽪動
物（ヒトデ類、ウニ類、ナマコ類）、4）クモヒトデ綱、5）ウミユリ綱、6）⾙類（腹⾜綱、⼆枚⾙綱）、
7）頭⾜綱について、それぞれに新規のメタバーコーディング⽤プライマーを開発した。それぞれの分類
群について、データベース上のミトコンドリア DNA の配列情報を利⽤したプライマー設計、組織 DNA
を⽤いた増幅確認、⾄適 PCR条件の検討、野外や⽔槽⽔に由来する環境 DNA サンプルを⽤いたライブ
ラリ調整、および次世代シークエンサーを⽤いた超並列シークエンスを実施した。 

各種動物群の検出系の開発にあたっては、データベース上から主にミトコンドリア上の 12S rRNA領
域または 16S rRNA 領域を対象として、各分類群の DNA 塩基配列データを収集し、両端に分類群横断
的にプライマーが結合する保存的領域（20bp 前後）をもつ種間差の豊富な短い領域（100〜200bp）を
探索した。これらの対象領域は、分類群内で共通する配列と、種特異的な配列がタンデムに並んでいる
ため、メタバーコーディング⽤のマーカーとして有効であることが知られている 1),2)。設計したプライ
マーの有効性および⾄適 PCR 条件を検討するために、PCR による組織 DNA の増幅確認と⽤いる酵素
及びアニーリング温度の検討を⾏った。対象分類群の各⽬からそれぞれ 1 種の組織 DNA サンプルを⽤
い、抽出後の DNAを５pg/µLに調整して PCR に使⽤した。次に、酵素やアニーリング温度の検討を⾏
った。ここでは 主 に ２種類の試薬  2 ×  KAPA HiFi HotStart ReadyMix (KAPA Biosystems 、 
Wilmington、 MA、 USA：以下 KAPA と略す）または KOD‒Plus‒Neo (東洋紡ライフサイエンス事業
部：以下 KOD と略す）を⽤い、アニーリング温度を 54/56/58/60/62/64℃とする 6つの温度条件で⾄
適実験条件の検討を⾏った。最後に、実際の環境サンプルでの環境 DNA の増幅を確認するため、京都
⼤学⽩浜⽔族館などの⽔族館の⽔槽⽔や、5 箇所の深層⽔組み上げ施設（久⽶島、甑島、室⼾、尾鷲、
⾚沢）で得られた環境 DNA サンプルを⽤いて上記の⾄適条件で PCRを⾏った。それぞれの深層⽔（図
2-1）はステリベクスフィルター（孔径 0.45µm）によってろ過を実施し、平均約 38 リットルをステリベ
クスフィルターでろ過したものを⽤いた。 

３−２）海⽔サンプルを対象とした環境DNA保存法の最適化 

深海におけるマクロ⽣物の環境 DNA の濃度は、これまで多くの研究で検討されてきた淡⽔域や沿岸
域の⽔と⽐較して低いことが想定される。そのため、採⽔およびろ過の量を増やす必要があるが、現⾏
のステリベクスやグラスファイバーフィルターを⽤いたろ過⽅法ではろ紙の⽬詰まりのためにろ過可能
な量に限界がある。また、特にニスキン採⽔器などの採⽔器を⽤いた採⽔にあたっては、深海から組み
上げられるサンプル⽔の量にも限りがあり、多種類の調査を同時に⾏う深海調査において⼗分な⽔量を
環境 DNA ⽤に確保することは容易ではない。そこで、ろ過量を増やすことと並⾏して、保存や抽出⼿
法の最適化によって DNA 収量を増加させる必要があり、本研究ではサンプルの保存法および抽出法に
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ついての再検討を⾏った。 
これまでステリベクスフィルターによるろ過を実施する場合、ろ過後に RNAlater を添加することに

よる DNA の分解を抑制できることが知られており、多くの研究で⽤いられているが 2)‒4)、RNAlater は
本来 RNA の保存⽤に開発された試薬であり、より適切な保存法として期待される Buffer ATLの添加法
をテストした。神⼾港の表層の⽔をステリベクスフィルターでろ過し、ろ過後に RNAlaterまたは Buffer 
ATL でサンプルを保存し、DNA を抽出した。その後脊椎動物のモデルとしてクロダイ 5)、無脊椎動物
のモデルとしてアカクラゲ 6)の種特異環境 DNA 検出系を⽤いた環境 DNA 定量を⽤い、それぞれの保
存法で得られた環境 DNA濃度を⽐較した。さらに、MiFishプライマーによる環境 DNAメタバーコー
ディング解析を⾏い、それぞれの保存法で検出された種数と種組成を⽐較した。 

３−３）深層⽔を⽤いた無脊椎動物の環境DNAメタバーコーディング 

2020年 12⽉から 2021 年 12⽉にわたって、5箇所の深層⽔研究所（図Ⅱ-1）において、沖合に設けられ
た取⽔⼝から常時汲み上げられている深層⽔のろ過を⾏い、深海性無脊椎動物の検出が環境 DNA から可能
であるかどうかを検証した。1回の調査で、3本のステリベクスフィルター（カートリッジ内に孔径 0.45µm
のろ紙が封⼊されたろ過システム）を⽤いた吸引式の並列ろ過を⾏い、各フィルターで 50リットルの深層⽔
をろ過した（3本の合計 150リットル）。この操作を 2⽇間に分けて 3回⾏った結果、1回の調査で計 450リ
ットルの深層⽔をろ過することができた。深層⽔と並⾏して、リーフエッジから取⽔している表層⽔につい
ても、深層⽔のろ過終了後に 1回 10リットルをろ過した。ろ過を終えたカートリッジに 1.6mLの核酸劣化
防⽌剤（RNAlaterまたは Buffer ATL）を加え氷温に冷却して実験室に持ち帰った。カートリッジ内のフィル
ターから 3-2）に記載した ATL 法または既存の RNAlater 法を⽤いて環境 DNA サンプルを保存、抽出、精
製し、本プロジェクトで開発した環境 DNA メタバーコーディングを⾏い、深海性無脊椎動物群の検出を試
みるとともに、サンプル間の⽐較のために各種の多様性分析を⾏った。 

３−４）実海域サンプルを⽤いた無脊椎動物解析 

2020年 11⽉から 12⽉（KM20-10航海）、2021 年 10 ⽉（KM21-E04航海）、2022 年 9⽉（KM22-17C
航海）の 3回にわたり、海底広域調査船「かいめい」と「しんかい 6500」などを利⽤した航海調査を実施し
た。各航海において、⻄七島海嶺に並ぶ正保海⼭（深度 356m/2,000m）、正徳海⼭（350m/2,000m）、⽇光海
⼭（400m/2,000m）、⽴冬海⼭（530m/2,000m）、安永海⼭（800m/2,000m）、元禄海⼭（2,059m/2,177m） 
の計 12地点において、CTD測器に取り付けたニスキン採⽔器を⽤いて、それぞれの深度における近底層の
採⽔を⾏った（図 2-1；表 2-1）。また、宝永海⼭（1,360 m/2,119 m/2,171 m）、駿河湾（1,200 m/1,224 m）
の 5地点において、しんかい 6500（6K）、ランダーもしくは、ベイトカメラにセッティングした⾃動ろ過器
（マスポンプ）による現場ろ過を⾏った（図 2-1）。2020年度および 2022 年度は既存の RNAlater 法による
保存及び抽出を⾏い、2021 年度は、3-2）に記載の ATL法によって深海サンプルを保存及び抽出を⾏い、本
プロジェクトで開発した無脊椎動物の検出を試みた。なお、2022 年度のサンプルは【テーマ１のサブテーマ
4】によって採取、DNA抽出されたものである。 

３−５）リファレンス配列の整備 

⽇本周辺海域（沿岸及び深海）に出現する可能性のある無脊椎動物について、収集標本を整理し、リファ
レンス配列のないものについて、それぞれのプライマー領域（詳しくは表 2-2 を参照）に相当するリファレ
ンス配列をサンガーシークエンスによって決定した。 

４．結果及び考察 

４−１）無脊椎動物を対象とした環境 DNA 分析⽤のプライマーの設計 

1）花⾍綱、2）鉢⾍綱、3）棘⽪動物（ヒトデ類、ウニ類、ナマコ類）、4）クモヒトデ綱、5）ウミユ
リ綱、6）⾙類（腹⾜綱、⼆枚⾙綱）、7）頭⾜綱について、それぞれに新規のプライマーを設計し、組織、
⽔槽⽔等を⽤いたテストを完了した。ここでは頭⾜綱のプライマー開発を例としてその検討の過程と実
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験結果を⽰す。 
頭⾜綱については、ミトコンドリア 16S rRNA 遺伝⼦領域を対象としてプライマーを設計した (図

2-1）。頭⾜綱を代表する 5つの⽬の組織 DNAを PCR増幅したところ、想定通りの⻑さの増幅バンドが
確認できた（図 2-2）。増幅に使⽤する DNA ポリメラーゼを⽐較した結果、KOD の⽅が KAPA より多
くの種の DNA 増幅に成功し、増幅バンドもより明瞭であった（図 2-3）。また KOD ではアニーリング
温度が 58、60、62、64℃の場合にすべての種の増幅を確認できた。以上のような実験結果から、DNA
ポリメラーゼとしては KODを⽤いてアニーリング温度を 62℃とすることが、頭⾜綱には⾄適な実験条
件であると判断した。 
さらに、野外で得られたサンプルを⽤いて環境 DNA メタバーコーディングを⾏った結果、深層⽔サ

ンプルから頭⾜綱が検出されると同時に、頭⾜綱以外の分類群も⼀部同時に検出されることが明らかに
なった。 

 

図 2-1．頭⾜綱を対象とした PCR プライマーの塩基配列と塩基組成。増幅対象領域をミトコンドリア
16S rRNA遺伝⼦（増幅⻑約 280bp）に決定した。(a)フォワードプライマー、(b)リバースプライマー
の配列に相当する部分の塩基組成をシークエンスロゴで⽰した。それぞれのシークエンスロゴの下に
書かれた配列がプライマーの配列となる。R は A/Gの、Wは A/T の混合塩基をそれぞれ⽰す。 

 

図 2-2．組織 DNA サンプルと野外環境 DNA サンプルを⽤いて、DNA ポリメラーゼ KOD と KAPA
による増幅をアガロースゲル上で確認した結果。①閉眼亜⽬（ケンサキイカ）; ②開眼亜⽬（スルメ
イカ; ③コウイカ⽬（ヒメイカ）; ④⑤ツツイカ⽬（トビイカ）; ⑥タコ⽬（マダコ）; ⑦Mockサンプ
ル（複数の組織 DNA サンプルを混合したもの）; ⑧野外サンプル; ⑨ネガティブコントロール（サン
プルの代わりに⽔を⼊れたもの）。 

頭⾜綱以外の 6つの対象分類群についても、頭⾜綱と同様の実験プロセスを経ることで検出系の構築
とテストを完了した。さらに、⽔族館などの⽔槽⽔サンプル、沿岸域のサンプル、深層⽔汲み上げ施設
のサンプル、実海域サンプルなどの環境 DNA サンプルを利⽤したテストを⾏い、本研究で対象とする
深海域で利⽤可能であることを確認した。ただし、⾙類（腹⾜綱と⼆枚⾙綱）のプライマーについての
み、深海のサンプルから⾙類の DNA が検出されず、さらなる検討が必要であると考えられた。なお、
⼗脚⽬⽤のプライマーである MiDeca1)が端脚⽬と等脚⽬および当初の計画には⼊っていなかった、オキ
アミ⽬、アミ⽬、⼝脚⽬についても援⽤できることがわかったため、これらの分類群については新たな
プライマーを設計することはなく、MiDeca を利⽤することとした。それぞれの分類群に利⽤可能な設
計したプライマーに関する遺伝⼦領域、実験条件、PCR 産物の増幅⻑などの詳細を表 2-1 に⽰す。 
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表 2-1．各分類群で設計した PCR プライマーの遺伝⼦領域、増幅の際のアニーリング温度、使⽤した DNA
ポリメラーゼ、ならびに PCR 産物のサイズ 

 

４−２）深海サンプルを対象とした環境 DNA保存法の⾄適化  

保存法を⽐較した結果、脊椎動物であるクロダイでも無脊椎動物であるアカクラゲでも、ATL法で保
存したサンプルの⽅が環境 DNA濃度が有意に⾼く、約 2倍多く回収できた（GLMM,p = 0.020 [クロダ
イ]; p = 0.015[アカクラゲ]; 図 2-4）。このような結果は淡⽔域のステリベクスフィルターを⽤いたサン
プルにおいても同様であり、また、環境 DNA 学会発⾏のマニュアルに記載されているような 4)、環境
DNA 分析においてステリベクスフィルターと並んで⼀般的に利⽤されているグラスファイバーフィル
ターを⽤いた解析においても同様であったため、本研究で開発された⼿法が環境 DNA 分析⼀般に適⽤
可能であることが期待される（データ⾮掲載）。 

 
図 2-4．異なる保存法で得られたクロダイ(a)とアカクラゲ(b)の環境 DNA 濃度と、MiFish 法で得ら
れた⿂類の検出種数(c)の⽐較。 

 

図 2-5．異なる保存法で得られた⿂類群集組成のサンプル間の⾮類似度に基づき、⾮計量多次元尺度
法で⼆次元に展開したグラフ。 

また、MiFish 法で⿂類の環境 DNAメタバーコーディングを実施したところ、 ATL法と RNAlater 法
を⽤いた場合に、それぞれ 32種と 31種が検出され、⼿法間で有意差はなかった（GLMM,p = 0.68；図
2-4c）。種の多様性分析の結果、保存法の違いで検出された⿂種の組成には⼤きな差が⾒られなかった
（PERMANOVA, p = 0.48；PERMDISP, p = 0.95；図 2-5）。⽐較的 DNA濃度の濃い神⼾港の表層⽔で
実験をしたために種数や種組成に差が出なかった可能性があるが、より DNA 濃度の希薄な深海の採⽔
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においては、ATL法でより多くの DNAを回収することで検出感度が向上する可能性があり、深海の調
査においては ATL法を⽤いることが推奨される。 
本研究で確⽴した Buffer ATL を保存に⽤いる⽅法のプロトコルを以下に⽰す。ステリベクスで環境

⽔をろ過した後、1mLの Buffer ATLをステリベクスに注⼊する。ATLを注⼊したサンプルは冷凍庫で
保管可能である。サンプルを抽出する際には、冷凍庫から取り出したステリベクスを解凍し、100µLの
Proteinase Kを添加し、56℃で 60分間インキュベートする。この際、5 分おきに上下を⼊れ替えてしっ
かりと混ざるようにする。インキュベートの後、ステリベクス内の液をすべて 2mLのチューブに回収す
る。液を 15mLの遠沈管に移し、1mLの Buffer ALを加えてよく混ぜる。さらに、1mLのエタノールを
加えてよく混ぜる。この液を 650µL ずつ、DNeasy Blood & Tissue Kit 付属のスピンカラムに通し、DNA
をカラムに吸着させる。以降は DNeasy Blood & Tissue Kit のプロトコルどおりに抽出を⾏い、100〜
200µLの環境 DNA抽出液を得る。 

４-３）深層⽔を⽤いた無脊椎動物の環境 DNAメタバーコーディング 

 5箇所の汲み上げ施設からろ過した深層⽔より頭⾜綱 23種、花⾍綱 55種、鉢⾍綱 12種、クモヒト
デ綱 24 種、ウミユリ綱 5 種、⼗脚類 42 種の合計 161 種の無脊椎動物の環境 DNA を検出した（98%
以上の⼀致率の配列のみを記載）。各汲み上げ施設によって検出種数が異なっており、久⽶島での種数
が最も多かった（図 2-7）。甑島のサンプルについては甲殻類のみの解析を⾏ったため検出種数が少な
くなったが、甲殻類に限定すると必ずしも少なくはなかった（図 2-6）。甑島を除くサンプルについて
採⽔地ごとの群集組成を調べたところ、それぞれの採⽔地ごとの特徴を⽰しており、本研究で開発され
た無脊椎動物の環境 DNAメタバーコディング⼿法が、場所ごとの分類群組成を明らかにする⼿段とし
て有効であることが明らかになった（図 2-7）。このことは、本⼿法が重要海域の抽出基準としての⽣
物多様性の情報を得るための⼿法として利⽤可能であることを⽰している。 

 
図 2-6．5 箇所の深層⽔汲み上げ施設から検出された各無脊椎動物分類群の種数。甑島については甲
殻類のみを分析した。 

 

図 2-7．5 箇所の深層⽔汲み上げ施設で得られた無脊椎動物群集組成のサンプル間における⾮類似度
に基づき⾮計量多次元尺度法で⼆次元に展開したグラフ。甲殻類のみ分析した甑島のデータは除外し
た。 
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４−４）実海域サンプルを⽤いた無脊椎動物解析 

2021 年から 2023 年までの広域航海調査では合計で 17 箇所の深海⽔から、頭⾜綱 57 種、花⾍綱 55
種、鉢⾍綱 14種、ナマコ綱 14種、ヒトデ綱 6種、ウニ綱 18種、クモヒトデ綱 4種、ウミユリ綱 5種、
⼗脚類 18 種の合計 191 種の無脊椎動物の環境 DNA を検出した（98%以上の⼀致率の配列のみを種同
定できたもとして⽰す）。全体のデータが膨⼤であるため、ここでは例として頭⾜類の結果のみを⽰す
（表 2-3）。これらのうち、ダイオウイカ（Architeuthis dux）の DNAが正保海⼭⼭頂、正徳海⼭⼭頂、
安永海⼭斜⾯、元禄海⼭斜⾯、宝永海⼭斜⾯と、⽔平報告にも鉛直⽅向にも広範囲から検出されたこと
は特筆すべき成果である。なお、これらの種レベルで同定された DNA 配列の他に、種までの同定がで
きない約 360 分類群の塩基配列が検出された。これらの配列は、それぞれの配列を ASV (Amplicon 
Sequence Variants) として種同様に取り扱うことができ、ASVの配列とデータベース上の配列を⽤いて
分⼦系統樹を作成するなどの⽅法で、属レベル、科レベルなどの帰属が可能である（例を図 2-8 に⽰す）。
したがって、全体としては 551 分類群の検出ができたといって良い。なお、種レベルの同定ができない
原因は主にリファレンスとなるデータの不⾜によるものであり、以下にも述べる通り、⽇本周辺海域に
出現する可能性のある無脊椎動物リファレンス配列データベースの充実度を向上させる必要がある。 

各海⼭で検出された種数は異なっており、宝永海⼭斜⾯で 54種の深海無脊椎動物の環境 DNAを検出
したのに対して、熱⽔噴出域である⽇光海⼭の⼭頂からはわずか 6種のみが検出されたにすぎなかった
（図 2-9）。ただし、後者からは熱⽔噴出域に固有のユノハナガニが検出された。熱⽔噴出域においては
本研究で対象とする無脊椎動物群の種数は限られると思われ、固有の種が検出されたことと合わせてこ
の結果は妥当であると考える。また、検出した無脊椎動物の出現率は、対象種の移動能⼒や⽣息範囲に
よって異なると考えられた。例えば中深層の広域を泳ぐことができるイカ類については、海⼭⼭頂と基
底部付近の両⽅で検出される種が多かった⼀⽅で、基本的に底⽣であるタコ類や固着性である花⾍綱に
ついては、海⼭斜⾯で検出された種が多かった（表 2-3；図 2-10）。これらの結果は本研究で開発した⼿
法が、採⽔地点近傍の⽣物相を把握する⼿法として有効である可能性を⽰唆している。 
しかし、海⼭ごとに検出した種組成の⾮類似度には統計的な違いは⾒られなかった（PERMANOVA, 

p = 0.613; PERMDISP, p = 0.969；図 2-11）。これはろ過反復間のバラツキが⼤きいことが原因の⼀つで
あると考えられ、今後の調査に際してはろ過の反復数の増加やろ過量の増加が必要であると考えられる。
2022 年の調査では駿河湾と宝永海⼭の 2 箇所においてしんかい 6500、ランダー、及びベイトカメラに
セッティングした⾃動ろ過器（マスポンプ）による採⽔・ろ過を⾏った。それぞれの⼿法間で検出され
た種数や種組成には統計的な有意差は⾒られなかった（GLMM[種数], p = 0.073; PERMANOVA, 
p = 0.575; PERMDISP, p = 0.84; 図 2-12,13）。 
全体を通して、環境 DNA 分析によって深海の無脊椎動物相を明らかにする⼿法の開発に成功したと

⾔って良いと考えられるが、⼀⽅で以下の 4点が課題として挙げられる。 
1 つ⽬は、ろ過反復間のバラツキが⼤きいことである。多くの無脊椎動物は、単⼀で⾏動する特徴が

⾒られ、単⼀個体から放出される eDNA量は多くないと予想される。今回の調査では多くの調査地点で
3 反復しかろ過を⾏ってないため、今後の対策として、反復数またはろ過量を増やすことによって改善
できると期待される。 

2 つ⽬は、より海の浅部から落ちてくる環境 DNA を深部で拾ってしまう可能性があることである。
近年の研究で環境 RNA は分解速度が早いために、遠くから落ちてくる、あるいは流れてくる情報を検
出しないことなどが報告されており 7)、環境 RNA の導⼊によって、偽陽性による検出をある程度防ぐ
ことができるのか、今後検討する必要がある。 

3 つ⽬は、海洋深層⽔をろ過したサンプルからは中深層、近底層遊泳性、底⽣、内在性種が網羅的に
検出された⼀⽅で、CTD 測器に取り付けたニスキン採⽔器による採⽔サンプルでは底⽣性種の検出は
乏しかった。ただし、海底での⽔温の⾼い熱⽔噴出域上では海⽔プルームの上昇が⽣じるので、海底の
DNA断⽚も共に上昇し、それが検出されたもの（⽇光海⼭のユノハナガニ）と推測される。運動性の乏
しい底⽣性種の検出には海底付近での採⽔が必要であることが⽰唆される。それを実現するには、ラン
ダーとろ過⽤のマスポンプを組み合わせた機材による海底直上での現場ろ過の⼿法を開発・発展させる
のが現実的と考える。 
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表2-3．各サンプルから検出された無脊椎動物種一覧（頭足類） 
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図 2-8．環境 DNA から検出された配列を⽤いた系統樹に基づく帰属分類群の推定。a) 属レベルの帰
属の代表例 (Abralia sp.)と、b) 科レベルの帰属代表例 (Chiroteuthidae spp.）。※で表記した Uniqは
超並列シークエンサから得られた配列で、他の配列はデータベースに含まれていた種の配列。 

 

 
図 2-9．⻄七島海嶺ならびに隣接海域の海⼭⼭頂と斜⾯、ならびに駿河湾から環境 DNA メタバーコ
ーディング法により検出された各無脊椎動物分類群の種数。 

 
図2-10.各海⼭から環境DNAメタバーコーディング法で検出された無脊椎動物分類群の出現率。円の
内側は海⼭の⼭頂を⽰し、外側は海⼭の斜⾯を⽰す。 
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図 2-11．各海⼭から環境 DNA メタバーコーディング法で検出された無脊椎動物群集組成の⾮類似度
に基づき⾮計量多次元尺度法で⼆次元に展開したグラフ。 

 

 
図 2-12．3 種類の採⽔法で得られた環境 DNA から検出された無脊椎動物分類群の種数。3 者間で統
計的な有意差は⾒られなかった。 

 

 
図 2-13．3 種類の採⽔法で得られた環境 DNA から検出された無脊椎動物群集の⾮類似度に基づき⾮
計量多次元尺度法で⼆次元に展開したグラフ。 

4 つ⽬は、リファレンス配列の不⾜が⼤きな課題である。今回の研究では、どの分類群でも半分以上
の配列は種までの同定ができず、リファレンス配列との⼀致率の低いものが多く⾒られた。今後リファ
レス整備を加速することで、より精度の⾼い結果を期待できる。今回、KM20-10C、 KM21-E4C 航海に
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おいて、ROVによって採集された標本と撮影された映像・画像を照合することができた。その結果、実
際に撮影されたユノハナガニの DNA が環境 DNA 分析でも検出されており、分析の妥当性が確認され
た。環境 DNA 分析と映像を組み合わせることによって、⽣息種を推測することは可能であると考えら
れるので、それらの情報の蓄積は今後も重要である。また、環境 DNA メタバーコーディングによる分
析は未知の種の存在の予測にも⼤きな効果があることは間違いない。 

４−５）リファレンス配列の整備 

3 年間にわたって⼗脚⽬ 910 種、端脚⽬ 3種、等脚⽬ 4種、頭⾜綱 17種、クモヒトデ綱 24種、腹⾜
綱 133種、⼆枚⾙綱 12種、棘⽪動物 132種などの合計 1,235種のリファレンス配列を新たに取得した。
この結果、既存のデータと合わせ、本研究で対象とする分類群の主要な⽬（甲殻類は亜⽬）48 ⽬（亜⽬）
のうち 46 ⽬（亜⽬）について、代表的な種のデータが 1 件以上利⽤可能となり、環境 DNAで検出され
た種を少なくとも⽬レベル同定できる体制が整った。また、多くの主要分類群については科レベルでの
同定が可能となった。しかし、データベースに登録された無脊椎動物のリファレンス配列はそれでも⼗
分ではない。未決定種を含む新たな標本を国内の研究機関、博物館や⽔族館と連携をとりつつ⽇本周辺
海域に出現する可能性のある無脊椎動物リファレンス配列を向上させることが期待される。 

４−６）実験⼿法のマニュアル化と環境省への技術移転 

以上で得られた各種実験技術をマニュアル化して、統⼀された⼿法の下で再現性の⾼い結果が得られ
るようにした。本サブグループでは以下の「5.4. 無脊椎動物の環境 DNAメタバーコディング法（DNA
抽出から種決定まで）」の計 9ページの執筆を担当した。 

5.4. 無脊椎動物の環境DNAメタバーコディング法（DNA抽出から種決定まで）--- 79 
5.4.1. サンプルの保存法（RNAlater法とATL法）--- 79 
5.4.2. 実験室への輸送--- 79 
5.4.3. ステリベクスからのDNA抽出 --- 79 

5.4.3.1. 実験の準備--- 79 
5.4.3.2. DNeasy Blood & Tissue kit を⽤いたDNAの抽出 （RNAlater法とATL法）--- 79 

5.4.4. 無脊椎動物の環境DNAメタバーコーディング--- 81 
5.4.4.1. ライブラリー調整①:1st PCR--- 81 

5.4.4.1.1. 1st PCR--- 81 
5.4.4.1.2. 1st PCR産物のビーズ精製（サイズセレクション）--- 83 
5.4.4.1.3. 精製済みの1st PCR産物の濃度測定と希釈--- 84 

5.4.4.2. ライブラリーの調整②:2nd PCR--- 84 
5.4.4.2.1. 2nd PCR--- 84 
5.4.4.2.2. 2nd PCR産物の精製（サイズセレクション）--- 84 
5.4.4.2.3. 切り出した2nd PCR産物の質の確認と濃度測定--- 85 

5.4.5. MiSeqまたはiSeq100を⽤いた超並列シークエンス--- 85 
5.4.5.1. 下準備（キットの解凍）--- 85 
5.4.5.2. ライブラリー濃度の最終調整及び濃縮--- 85 
5.4.5.3. シークエンス開始前後の操作--- 85 

5.4.6. データ解析 (usearch）--- 86 
5.4.6.1. 得られたリードのアッセンブル（ペアエンドの場合）--- 86 
5.4.6.2. プライマー配列の除去--- 86 
5.4.6.3. クオリティフィルタリング--- 86 
5.4.6.4. 合同配列をまとめる--- 86 
5.4.6.5. denoiseしてASVsの作成--- 86 
5.4.6.6. リファレンスDBに参照した種の割り当て--- 86 
5.4.6.7. 得られたリードのアッセンブル（⽚側の場合）--- 87 
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４−７）重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬についての情報取得 

 本サブテーマの主たる⽬標である、深海における無脊椎動物の環境 DNA メタバーコーディング⼿法
の開発には成功した。最後に、重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬についての情報取得に
関して述べる。本研究で開発した⼿法を⽤いることで、重要海域の抽出基準・指定書及び保全計画書の
指標として、1）唯⼀性、⼜は希少性を⽰す唯⼀種および希少種、2）絶滅危惧種⼜は減少しつつある種
の⽣育・⽣息地であることを⽰すレッドリスト掲載種、3）脆弱性、感受性⼜は低回復性の指標となる指
定書掲載種の DNAを検出することができる。また、4）⽣物学的多様性の指標として、⽣息する分類群
の組成を明らかにすることができる。これらのことから、本研究で開発した⼿法によって、無脊椎動物
に関して重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬についての情報取得が技術的に可能になった
と結論する。 
ただし、本研究で対象とした多くの分類群について、希少性などの情報が⼗分に存在するわけではな

い点には注意が必要である。例えば、環境省版の海洋⽣物レッドリストにおいては、サンゴ類約 690 種、
甲殻類約 3,000 種、軟体動物（頭⾜類）約 230 種、その他の無脊椎動物約 2,300 種が評価対象となって
いるが、絶滅危惧種として掲載されているのは、サンゴ類 6種、甲殻類約 30 種、軟体動物（頭⾜類）0
種、その他の無脊椎動物 4種に過ぎない。⼀⽅で情報不⾜として掲載されているのは上記の分類群の合
計で 112種である。これは調査が⼗分でないことなどが原因と考えられる。また、深海性の種はほとん
ど評価対象とされていない。実際に、本研究においてはレッドリストに掲載されている種の検出はなか
った。これは、希少であるから検出確率が低いという可能性も否定はできないが、それ以上に深海性の
種がそもそもレッドリストに掲載されていないことが原因であろう。したがって、本研究で開発した⼿
法が重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬についての情報取得に直接役⽴つためには、その
前提として、この⼿法を深海性の⽣物の分布状況調査に⽤いて、外洋性、深海性の多くの⽣物群につい
ての情報を得ることが重要である。 
また、重要海域の抽出に際して、どの⽣物群を重点的に調査するべきかについても今後検討が必要で

あろう。本研究では、実海域のサンプルから頭⾜綱 57種と花⾍綱 55種を検出、同定することに成功し
た。これはこれらの分類群のリファレンスデータが充実していることの現れでもあるが、現時点で、あ
るいは近い将来に、本研究で開発した⼿法の⼀部を⽤いて⽣物学的多様性の指標データを得ることを⽬
的にする場合は、第⼀に頭⾜綱および花⾍綱を対象とすることで、⽐較的多くの情報を得ることができ
ることを⽰している。⼀⽅で、甲殻類などの検出系では種まで同定できない DNA 配列が多数検出され
ており、リファレンスの充実によって、甲殻類も対象とすることが有効になるだろう。 

５．研究⽬標の達成状況 

本サブテーマでは、深海性の無脊椎動物を対象とした環境 DNAメタバーコーディング⼿法を開発し、
深海の無脊椎動物相を把握する⼿法として確⽴するため具体的には 3つの⽬標を提⽰した。それぞれの
⽬標に関する達成状況は以下の通りである。 

① 刺胞動物（花⾍綱、鉢⾍綱）、甲殻類（⼗脚⽬、端脚⽬、等脚⽬）、棘⽪動物（ヒトデ綱、ウニ綱、
ナマコ綱、クモヒトデ綱、ウミユリ綱）、軟体動物（腹⾜綱、⼆枚⾙綱、頭⾜綱）を対象としたプライマ
ーを開発し、実験条件を確⽴するという⽬標に関して、当初の予定通り達成することができた。当初掲
げた無脊椎動物群のうち、軟体動物の腹⾜綱、⼆枚⾙綱を除きすべての分類群でプライマーを開発し、
実験条件を確⽴、深海サンプルへの適⽤に成功した。腹⾜綱、⼆枚⾙綱についてはプライマーの開発ま
では完了したものの、野外サンプルからの検出がなく、実験条件の修正が必要である可能性がある。⼀
⽅で、当初の予定になかった甲殻類のアミ⽬、⼝脚⽬についても分析系が確⽴することができた。また、
DNA の新たな保存・抽出⽅法の開発に成功し、DNA の収量を倍程度に⾼めることができた。これらの
理由から、総合的には⽬標を達成できたものと判断する。 

② 同定された標本と紐づいた DNA のシークエンス情報を取得し、リファレンス配列を充実させる点
に関しては、合計 1,235 種の新たなリファレンスシークエンスを取得し、代表的な分類群について⽬レ
ベル（主要分類群については多くが科レベル）での同定が可能となったため⽬標を達成できたと判断す
る。また、リファレンスの不⾜により種の同定が困難なデータについて、種に相当する遺伝⼦配列の分
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類単位として ASV (Amplicon Sequence Variant）を⽤いることができることを⽰し、この点についても
⽬標を達成できたと判断する。 

③ 実⽔域で採集された環境 DNAを本サブテーマで確⽴した⼿法を⽤いて解析し、重要海域の抽出基
準を踏まえたモニタリング項⽬についての情報を取得するという⽬標については、太平洋の深海のサン
プルから合計 191種の無脊椎動物種の DNAを検出することに成功した。この⼿法を⽤いることで、検
出種のリストから⽣物学的多様性の情報を得ることができることは上記に⽰したとおりであり、その情
報に含まれる唯⼀種、希少種、絶滅危惧種、指定書掲載種等の情報についても、継続的な調査を続ける
ことで将来的に得ることができると考える。実際に、ダイオウイカの DNAが 5箇所で検出されるなど、
希少種の情報を得られることが実証できたため、この点についても⽬標を達成できたと判断する。 
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12) Daily Star（2022年7⽉1⽇「Rare footage of worldʼs largest deep sea fish that lives in darkness 

6,000 ft underwater」） 
13) The Science Times（2022年7⽉1⽇「Largest deep sea fish captured in rare footage at 6,000-foot 

deep off the coast of Japan」） 
14) 河北新聞（2022年7⽉1⽇「深海の「横綱」は250センチ超 海洋機構「世界最⼤」と発表」） 
15) 中国新聞（2022年7⽉1⽇「トピックス ヨコヅナイワシ 世界最⼤ 深海の硬⾻⿂類」） 
16) 神⼾新聞（2022年7⽉1⽇「<ずーむあっぷ>横綱級イワシは深海最⼤」） 
17) ⻑崎新聞（2022年7⽉1⽇「科学トピックス/横綱級イワシは世界最⼤」） 
18) 福井新聞（2022年7⽉1⽇「ズームアップ 新種深海⿂「ヨコヅナイワシ」 硬⾻⿂類で世界最⼤ 」） 
19) 愛媛新聞（2022年7⽉1⽇「ヨコヅナイワシ深海最⼤」） 
20) 朝⽇⼩学⽣新聞（2022年8⽉4⽇、「新種の深海⿂ ヨコヅナイワシ 全⻑2.5メートルをこす⼤物

もいた」） 

【サブテーマ２】 

1) 読売新聞（2021年6⽉13⽇、神⼾版、「希少種⽣息域⽔から特定」） 
2) ⽇経産業新聞（2021年10⽉4⽇、全国版、「⽔をくむだけの環境DNA分析」） 

（５）本研究費の研究成果による受賞 

【サブテーマ１】 

特に記載すべき事項はない。 

【サブテーマ２】 

特に記載すべき事項はない。 

（６）その他の成果発表 

【サブテーマ１】 

1) 宮 正樹（総監修）「⾓川の集める図鑑GET！⿂」KADOKAWA、2022年6⽉8⽇の出版（本書
でヨコヅナイワシの⽣態や威嚇⾏動を紹介するとともに、環境DNAメタバーコーディング法
について⾒開き2ページで紹介した） 

【サブテーマ２】 

特に記載すべき事項はない。 
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[Abstract] 

Key Words: Marine Protected Area (MPA), environmental DNA, metabarcoding, biodiversity monitoring, 
deep-sea macro-organisms, fish, invertebrates, offshore seabed nature conservation area 

The conservation of marine ecosystems is a matter of global concern, and the Convention on Biological 
Diversity has set a target of designating 10% of coastal and marine areas as marine protected areas 
(MPAs) by 2020. While the Japanese government has recently designated MPAs in deep offshore waters, 
there are still many challenges regarding monitoring biodiversity that need to be addressed. The primary 
objective of this project is to develop a method for detecting deep-sea macro-organisms using 
environmental DNA (eDNA) metabarcoding, which allows for the simultaneous detection of multiple 
species from seawater samples. To achieve this objective, we have identified four criteria: 1) uniqueness 
or rarity, 2) endangered or declining species and/or their habitats, 3) vulnerability, and 4) biological 
diversity. The project is divided into two subgroups — fish and invertebrates — and both have 1) 
established experimental methods, 2) collected reference sequences associated with specimens for 
accurate species identification, and 3) tested the detectability of deep-sea macro-organisms using deep-
sea water pumped from coastal areas and seawater taken from MPAs. For fishes, we optimized the MiFish 
metabarcoding methods and various experimental protocols to detect deep-sea fish. As a result, we 
detected a deep-sea-endemic teleost fish (Yokozunaiwashi), the largest of its kind, at depths of over 2,000 
meters in an MPA. This species had previously been described from Suruga Bay, 400–600 kilometers 
away from the area, and has been unknown from the other areas. Additionally, we captured the 
biodiversity patterns and spatio-temporal dynamics of deep-sea fish communities using pumped deep-
sea water and actual seawater from MPAs. For invertebrates, we designed new PCR primers for almost 
all major taxa in various mitochondrial gene regions and optimized experimental protocols accordingly. 
As a result, we detected the “giant squid,” with an unknown life history, at multiple MPA sites. Also, we 
captured biodiversity patterns and spatial dynamics of deep-sea invertebrate communities using pumped 
deep-sea water and actual seawater from MPAs. We conclude that the newly developed eDNA 
metabarcoding methods for fish and invertebrates provide relevant information that meets the above four 
criteria through future continuous monitoring. However, collecting more reference sequences for both 
groups is necessary to improve species identification accuracy. We also argue that biodiversity 
monitoring using eDNA metabarcoding and conventional methods, such as nettings and visual 
observations, is desirable to provide complementary biological information on the target organisms. 
Finally, we have created a manual of experimental protocols to ensure the reproducibility of experiments. 

 


