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1．はじめに 

環境サンプル中から大型生物のDNAを検出する環境

DNA 技術の展開により，水域における生態調査の簡略

化が期待されている．これまでの河川内の付着藻類・底

生動物・魚類のサンプリングは直接採取や潜水調査な

ど多大な労力を必要とし，また調査を行える河床環境

や流速・水深といった条件も限られていた．さらに，収

集したそれぞれの生物サンプルを形態同定するための

専門知識が求められた．これに対して，環境 DNA は河

川水を数ミリリットルから数リットル採取するだけの

シンプルなサンプリングである 1),2)．環境 DNA を用い

た生態調査の精度を高めるために，対象となる生物が

放出した環境DNAはどれくらいの期間水中に残存して

いるのかを把握することは重要である．本研究では，実

験水槽を用いてキンギョが放出する環境 DNA を経時

的に採取することで，環境 DNA の減衰係数を推定する

ことを目的とする． 

 

2．方法 

2.1実験方法 

延長 60cm×幅 30cm×高さ 45cm の水槽にエアーリフ

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.流量は約 12cm3 /s の一定に保ち，14 日間稼働させた．

実験開始時における水槽内の水量は 30L とした．実験

水槽は 3 基用意し，投入するキンギョの個体数を水槽

①=5，水槽②=10，水槽③=15 とした． 

用意した実験水槽にキンギョを投入した後，7 日間の

在期間を設けることで水槽内に検出可能な濃度の DNA

を放出させた．また，キンギョ回収後 7 日間のキンギョ

不在期間を設けた．この期間における環境 DNA の変化

を経時的サンプリングにより調べた．サンプリング回

数はキンギョ投入から 1 日後，2 日後，4 日後，7 日後

の在期間に 4 回，不在期間の 8 日後，9 日後，11 日後，

14 日後に 4 回の計 8 回行い，技術的反復数を n=3 とし

た．サンプリングは実験水槽から採水した後，最大濾過

量を濾紙 1 枚当たり 250ml として，濾紙の目が詰まる

まで濾過を行いサンプルとした．濾紙は粒子保持機能

0.7μm 直 径 25mm の ガラス繊維濾紙グレード

GF/F(Whatman)を使用した． 

 

2.2 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 コピー

数を定量した．DNA 抽出はフィルターを除去したスピ

ンカラムを容量 2ml のマイクロチューブにセットし，

サンプル濾紙を入れて 440µl の Proteinase K 溶液

(BufferAL:Proteinase K = 10:1)を滴加，56℃で 30 分間の

インキュベート後， DNeasy Blood &Tissue Kit (Qiagen)

を用いて 200μl の溶液を得た．定量 PCR による DNA

コピー数の定量には，魚類環境 DNA メタバーコーデ

ィング用に開発された(ユニバーサルプライマー) 

MiFish-U-F(5’-GTC GGT AAA ACT CGT GCC AGC-

3’)，MiFish-U-R(5’- CAT AGT GGG GTA TCT AAT CC 

C AGT TTG-3’)である(増幅産物長:173 bp)3)．DNA コピ

ー数の定量はインターカレーター法を採用した．TB 

Green Premix Ex Taq (TaKaRa)を用いて初期熱変性を

95℃で 2 分行った後，95℃で 3 秒，60℃で 30 秒の

PCR40 サイクルを行った．1 サンプルに使用した調整

試薬は TB Green Premix Ex Taq:10μl，MiFish-F:0.4μl，

MiFish-R:0.4μl，超純水:7.1μl，BSA:0.1μl である．これ

に抽出した DNA サンプルまたはネガティブコントロ

ール用の超純水を 2μl 添加した． 
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3．結果と考察 

 図 1 に DNA 量時系列推移の個体数別測定結果を示

す．横軸に経過日数，縦軸は DNA コピー数(copies/L)を

表しており，技術的反復 3 回分の平均値である．どの水

槽においても 8日目に DNAコピー数が増加する傾向に

あった．これは，水槽内のキンギョを前日に回収する際

にキンギョに過剰なストレスがかかったため，環境

DNA をより多く放出したためであると考えられる．キ

ンギョ回収後から 1 日経過後までのサンプリング回数

を増やすことで詳細な変化を調べ，同様の結果が得ら

れるか検証する必要がある．また，キンギョ回収後の

DNA 量減衰速度について解析を行った結果，水槽①:ｙ

=1×108e-0.6x，R2=0.90，水槽②:ｙ=9×107e-0.5x，R2=0.48，

水槽③:ｙ=4×108e-0.7x，R2=0.89，の近似曲線を得た．決

定係数の高い水槽①と水槽③について図 2 に示す．こ

の図から個体数密度の高い水槽③が水槽①と比較して

減衰速度が速い結果となった．これは，個体数密度の高

い水槽ほど，生物的分解を担うバクテリアの量も多く

分解が進んだものと考えられる． 

 

4．おわりに 

 今回の実験から対象種の個体数密度の違いにより環

境 DNA の減衰速度の関係に差が得られた．今後は異

なる流量・水温について実験を行い，水理特性と環境

DNA 減衰速度との関係性を明らかにしていく． 
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図 1 DNAコピー数時系列推移 

 

図 2 水槽①と③における環境 DNA減衰速度 

ここで，水槽①:●，水槽③:▲ 
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