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1．はじめに 

近年、環境 DNA と呼ばれる短い DNA 短鎖を抽出する技術が発見され、これまでの調査手法の簡略化が期

待されている。環境 DNA は流域に生息する生物種の特定や在・不在の検証に有効性がある 1)2)。また、実験

用の水槽において鯉の個体数と環境 DNA の間に相関が得られた研究が報告されている 3)。河川中上流域に生

息するヒゲナガカワトビケラは流況が安定した河川における水生昆虫群集の優占種である。流域バイオマスを

推定するうえで、ヒゲナガカワトビケラが放出する DNA 量を把握することは重要である。しかし、鯉と比較

すると個体サイズの小さいヒゲナガカワトビケラが、どの程度の DNA を放出し、どれくらいの期間水中に残

存しているのかは不明である。本研究では、実験水槽を用いてヒゲナガカワトビケラが放出する環境 DNA を

経時的に採取することで，環境 DNA の増加・劣化を把握することを目的とする。 

 

2．方法 

2.1実験水槽 

延長 60cm×幅 30cm×高さ 45cm の水槽内にアクリ

ル板で 15cm かさ上げした模擬河床部分と循環用の

プール部分を作製した(図 1)。作製した実験水槽にエ

アーリフト式のポンプを 2 機使用して水を循環させ

るものとした。流量は一定に保ち、模擬河床部分の

水深は 2cm、流速は 5cm/s とした。河床材料は 19mm

ふるいを通過する砂礫を敷き詰めた。19mm 以下の

粒度分布は採集した実河川に合わせた。 

図-1 実験水槽 

 

2.2対象種の採集とサンプリング方法 

実験で用いた水生昆虫は、宮城県名取川水系広瀬

川において採集したヒゲナガカワトビケラである。

採集作業は水槽へ投入する前日に実施した。採集し

たヒゲナガカワトビケラは室内の水温(18℃)に馴致

させた後、実験水槽に投入した。投入から 24 時間水

槽内で飼育を行い、回収後に電子天秤で乾燥重量を

測定した。個体数と環境 DNA の関係を把握するた

め、10 匹と 25 匹において同様の実験を行った。 

サンプリングは実験水槽プール部分から 2L 採水

した後、濾紙 1 枚当たり 1L 分の濾過を行いサンプ

ルとした。濾紙は粒子保持機能 0.7μm のガラス繊維

濾紙を使用した。投入後 24 時間で計 7 回のサンプリ

ング作業を行った。サンプリングはヒゲナガカワト

ビケラ投入から 5 時間は 1 時間に 1 回とし、その後

12 時間経過時と 24 時間経過時に行った。 

2.3 DNA 分析 

得られたサンプルから DNA の抽出・精製を行い、

定量 PCR(LightCycler:Roche 社製)を使用して DNA

濃度を測定した。DNA の抽出・精製にはフェノール

-クロロフォルム-イソアミルアルコール(phenol-chlor 

oform-isoamylalcohol:PCI)法による液相分離とエタノ

ール沈殿法を併用した方法を用いた。抽出・精製後、

インターカレーター法による蛍光強度の測定から

DNA コピー数を求めた。 

VII-53 土木学会東北支部技術研究発表会（平成28年度）



3．結果と考察 

 図 2 に個体数別の結果を示す。横軸に経過時間、

縦軸は DNA コピー数(copies/μl)を表しており、どち

らも実験開始から 2 時間後に最大値を得た。これは

ヒゲナガカワトビケラが巣を作り始めた時間帯であ

るため、営巣の際に多くの環境 DNA を放出した可能

性がある。しかし、N=25 における実験開始から 2 時

間後の値は他の値と比べて非常に高いため、複数回

実験を行い、同様の結果が得られるか検証する必要

がある。また、3 時間後から 24 時間後の測定結果(図

3)に着目すると、N=10：1.37～3.51(copies/μl)N=25：

3.41～5.90(copies/μl)の値で推移しており、ヒゲナガ

カワトビケラが放出する環境 DNA と循環による環

境 DNA の破壊の関係が一定になったものと考えら

れる。 

図-2 DNAコピー数の時系列変化 

図-3 実験開始 3h-24h後の DNAコピー数 

 

4．おわりに 

 個体数を変えて実験を行うことで、DNA 濃度に差

がみられたが、得られた DNA 濃度が低いため、採水

方法や河床材料からの DNA 抽出を検討する必要が

あると考える。また、ヒゲナガカワトビケラ回収後

の環境 DNA の測定を行うことで、残存期間を把握す

る。流量・水温といった環境条件を変化させた実験

も併せて実施することで、環境 DNA の増加・劣化

の要因を追求していくことが課題である。 
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