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1．はじめに

私は 2016年 3月 20日から 24日に仙台国際セン
ターで開催された，第 63回日本生態学会大会に参
加し，「魚類からの環境 RNA 放出速度と温度依存
性」という題目でポスター発表をおこなった．

2．研究内容

2.1 背景
近年，環境水中に含まれる生物由来の DNA 断片

（環境 DNA）を分析することで水棲生物の在／不在
の判定（Ficetola et al. 2008 ; Miya et al. 2015）や
生物量を推定（Takahara et al. 2012 ; Thomsen et al.

2012）する環境 DNA 分析の開発が進んでいる．し
かし，環境 DNA では資源管理における重要な指標
となる代謝や産卵，ストレスなどの生物の状態を推
定することは不可能である．ここで，本研究では
RNA に着目した．RNA は生物の活動によって発現
量が変化する（Murakami et al. 1994）ことから，環
境水中に含まれる生物由来の RNA（環境 RNA）を
環境 DNA と同様に環境水中から回収することで，
環境 DNA 分析では困難であった生物の状態を推定
できる情報が得られると考えられる．しかし，
RNA は分解速度が速いため環境水中からの回収は
困難であると考えられており，環境 RNA の温度依
存性や環境水中での放出や減少といった基礎的知見
がない．このことから，本研究では環境 RNA の温
度依存性と放出速度を解明することを目的として実
験をおこなった．

2.2 方法
対象種は環境 DNA の先行研究（Takahara et al.

2012 ; Doi et al. 2015）が多いコイ（Cyprinus car-

pio L.）とした．実験では供試魚 3個体を試験用水
槽（60×30×36 cm：約 57 L, 7-19時の 12時間明
期）で 5日間馴化した．温度依存性を検証するため
に水温は 20℃（n＝4）と 30℃（n＝3）の条件下で
実験をおこなった．
馴化後各水槽から飼育水を 4 L を採水し，採水後
に飼育水と同様の温度でインキュベートした．試料
水は採水直後および 3, 6, 12, 24時間経過ごとに
RNA 用サンプルとして 300 mL, DNA 用サンプルと
して 150 mL を GF/F フィルター（1825-047, GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK）で濾過した．
濾過後のフィルターは RNAlater（AM 7021, Am-

bion, Foster City, CA, USA）で RNA 用サンプルを
抽出まで保存し，NucleoSpin RNA Plus（740984.50,
Macherey-Nagel, Düren, German）で RNA を抽出，
精製をおこなった．その後 PrimeScriptTM RT re-

agent Kit（Perfect Real Time）（RR 047 A，タカラバ
イオ（株），大津市，日本）を用いて相補的 DNA

（cDNA）を合成した．
DNA 用サンプルは－20℃で保存し，DNeasy

Blood & tissue kit（cat. no.69504, Qiagen, Hilden,
Germany）で DNA を抽出，精製をおこなった．
定量 PCR は，多種が混在する環境水中から対象

生物の mRNA のみを特定するために，種特異的な
配列をもつミトコンドリアのチトクロム b 領域を
対象としておこなった．
遺伝子発現の解析では一般的に代謝やストレスな
どで発現量が変化しないハウスキーピング遺伝子を
基準に解析をおこなうが，飼育水中からハウスキー
ピング遺伝子を回収することができないため，水温
で濃度が変化しない環境 DNA（Takahara et al.

2012）をハウスキーピング遺伝子の代わりとして環
境 RNA を cDNA 濃度／環境 DNA 濃度の環境核酸
比で示した．温度依存性を検証するために水温間の
環境核酸比を比較した．また，放出直後と 3, 6, 12,

24時間後の環境核酸比を比較し，環境 RNA の分
解速度から放出速度の推定を試みた．
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2.3 結果および考察
20℃と 30℃の間で採水直後の環境核酸比に差は
見られなかった（Wilcoxon rank sum test, p＞0.05, n.

s.）．今後は水温によって発現量が変化する遺伝子
配列を選択することで，水温の影響を評価すること
が可能になると考えられる．また，塩基配列情報の
データベースが充実することで，環境 RNA による
状態の推定が可能になると考えられる．
採水直後と各経過時間の間で環境核酸比に変化が
見られなかった（Steel-Dwass test, p＞0.05, n.s.）た
め，分解速度や放出速度の解析には至らなかった．
しかし，分解速度が速いと考えられていた環境

RNA が長時間環境水中に存在していることが明ら
かになった．放出後に比較的長い時間が経過しても
環境 RNA は検出できたため，水試料のみから生物
の生理的状態を推定できる可能性が高まったといえ
る．

3．おわりに

学会では発表を通して様々な意見を頂くことがで
きました．また，来年も発表できるようにさらに研
究に励みたいと思います．最後に，研究や学会発表
に関して指導いただきました山中裕樹講師に深く感

謝いたします．
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