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1. はじめに 

 近年，環境 DNA を用いた生物調査が注目されている．環境 DNA とは生物の体外に放出され，水中に存在

している DNA のことを意味し，生物の皮膚片や排泄物などが由来であると考えられている．環境 DNA を用

いた生物調査は採水とそれに含まれていた DNA 分析により対象生物の生息地を確認する．このため捕獲や

目視などで行われている従来の生物調査に比べて，環境 DNA による生物調査では低コストで時間や労力を

削減できる．また従来法よりも捕獲が困難である種や生息密度が低い種の確認が容易であると報告されてい

る 1）． 

 環境 DNA を検出する方法には，主に種特異的領域の PCR 増幅，リアルタイム PCR，デジタル PCR，メタ

バーコーディングの 4 種類がある． 種特異的領域の PCR では種特異的な領域を PCR 増幅することで対象種

の DNA を検出する．DNA の定量性が低いことが欠点であるが，他手法に比べ安価で容易に DNA を検出で

きる．リアルタイム PCR は環境 DNA に含まれている対象種由来の DNA を定量する．生物量の推定にも利

用できる．デジタル PCR はリアルタイム PCR よりも優れた定量と検出ができる．しかし，リアルタイム PCR

とデジタル PCR で使用する機器は高額であり，またランニングコストも高い．メタバーコーディングでは，

次世代シーケンサーを利用して環境 DNA 全体の網羅的な DNA 解析を行う．水生生物の群集解析が可能であ

るが，解析には高額な機器と試薬を要し，データ解析に専門的な知識を要するという欠点がある 1）．したが

って安価に対象種の生息域を検索するためには，環境 DNA の種特異的領域の PCR が有効である．  

 本研究では種特異的な領域の PCR にマイクロサテライトマーカーを利用する．マイクロサテライトとは 2

～6 塩基が連続して繰り返されている反復配列（例：ACACACACA）で，非常に変異性の高い領域である．

マイクロサテライトマーカーとはこの領域を PCR 増幅するプライマーを指し，種ごとに設計されており，種

特異性の高い PCR 増幅が可能である．このマーカーはこれまで多くの種で設計されてきたが，環境 DNA か

ら特定種の DNA 検出するために用いた例は少ない． 

 本研究ではマイクロサテライトマーカーを利用した種特異的な領域の PCR により，環境 DNA から水生昆

虫ヒゲナガカワトビケラの DNA を検出し，同種の生息地の検索を行う．ヒゲナガカワトビケラは日本全土

の河川でよく見られる水生昆虫で，マイクロサテライトマーカーが開発されている種で

ある． 

   

2. 研究方法 

2-1 現場調査と採水 

 富士川水系の上流から中流までの 9 地点で調査を行った（図 1）．富士川水系は山梨県

北巨摩郡白州町と長野県諏訪郡富士見町境の鋸岳が水源となっている．①②⑤が釜無

川，③④が塩川，⑥⑦⑧が笛吹川，⑨が合流点となっている． 

図 1 富士川流域図 
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 各調査地点ではヒゲナガカワトビケラの採集と採水を行った．ヒゲナガカワトビケラは生息状況の確認な

ど，水は環境 DNA の採取を目的として採集した．底生動物は各地点でランダムに 3 箇所選択し，コドラー

ト付きサーバーネット（コドラートサイズ：25cm x 25cm，メッシュサイズ：250µm）を河床に設置した．

そこで石などに固着している底生動物はブラシを用いて採集し，砂層に生息する底生動物については足など

で掘り起こしてネットに捕捉した．その後，サーバーネットから底生動物を取り出し，99.5％エタノールで

固定した．採水では，10L の採水バックを用いて採水した．水は常温で実験室に持ち帰り，できる限り速や

かに濾紙（MEMBRANE FILTER，穴径 0.2μm，直径 47 ㎜，ADVANTEC）を用いて濾過（300ml ずつ 5 回）

した．濾過に用いた濾紙は 1.5 ㎜チューブに入れて-20℃で保存した． 

2－3 DNA抽出  

 保存していた濾紙を強熱滅菌したピンセットやハサミを用いて裁断した後，HMW buffer（1M Tris 2ml，2.5M 

NaCl 6ml，0.5M EDTA 4ml，滅菌ミリ Q 水 188ml）を加えフェノールクロロホルム法とエタノール沈殿によ

り DNA を抽出した．その後，TE buffer 100µl で DNA を溶出した．しかしこの手法で抽出された DNA には

PCR 阻害物質が含まれている可能性があることから，One Step PCR Inhibitor Removal Kit（Zymo Resarch 社）

を用いて PCR 阻害物質を除去した． 

2－4 PCR増幅                   表 1 マイクロサテライトマーカ― 

 各地点で得られた環境 DNA の PCR 増幅を行っ

た．プライマーには 7 種類のマイクロサテライトマ

ーカーを使用した（表 1）．反応溶液は滅菌水 3.35μL，

10×ExTagBuffer 1μL，25μM MgCl2 0.8μL，dNTP 

0.8μL，forward primer 1μL，reverse primer 1μL，exTag 

0.05μL（以上 TaKaRa），10％ Tween20 1µL （関東化

学株式会社），10 倍希釈した混合 DNA 1μL を加え，全量 10μL になるように調整した．PCR 条件は，98℃で

変性，各マーカーに合った温度でアニーリング，72℃で伸長反応，サイクル回数を 35 回とした．PCR には

PCR Thermal Cycler Dice (TaKaRa)を使用した．PCR 反応後電気泳動を行い，PCR 産物の確認をした． 

 

3. 結果・考察 

 調査した 9 地点のうち，ヒゲナガカワトビケラが生息する地点⑤

で環境 DNA からヒゲナガカワトビケラの DNA 増幅が確認できた

(図 2)．このことから環境 DNA からヒゲナガカワトビケラの DNA

を検出にマイクロサテライトマーカ―が利用できる可能性が示され

た．また，ヒゲナガカワトビケラが生息しているにも関わらず DNA

が検出できない地点も存在した．これは各地点の水質や環境特性が

要因である可能性がある． 
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