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1．はじめに 

流域開発や気候変動等の環境負荷による生態系の劣化を

監視するため，生態系を時空間的に連続かつ持続的に把握

し，生態系を定量的に評価する必要がある 1)．とくに水環境

においては，水質，水温，河床材料等の変化に鋭敏な底生無

脊椎動物相のモニタリングが有効である．一方，目視による

同定分解能には限界があり，また同定技術の習熟は時間的・

労力的負担が大きい．これらを軽減し調査を加速させる方

法として，水中に浮遊する DNA から由来生物を特定する

「環境DNA」の適用が効果的である．また，種特異的なDNA

量の定量により，生物現存量の推定も試みられている（たと

えばコイ 2）, アユ 3)）．一方，水生昆虫において開発された

種特異的PCRプライマーは限られている．また生物多様性

を評価するためには分類群網羅的かつ定量的な生物情報が

求められる．本研究は，無脊椎動物を網羅的に検出するユニ

バーサルプライマーを用いて，河川水中の無脊椎動物の環

境DNA濃度を定量した．さらに，水生昆虫の現存量との関

係性を調べることにより，生物群網羅的なDNA情報から目

的生物の定量的情報の推定可能性を検討した． 

 

2. 手法 

河川水中の水生昆虫の現存量と環境 DNA 濃度の関係を

把握するため，環境DNA測定用の採水と水生昆虫の採集を

実施した．昆虫量・環境DNAの濃度に広がりを持たせるた

め，調査地点は宮城県名取川水系の広瀬川 3 地点，名取川 5

地点を，河川の上流から下流を網羅するように設定し，2016

年8月から12月に月に1回の頻度でサンプリングを行った

（図 1）．各地点において河川表面水を 4 L ずつ採水した．

水サンプルは既往の実験 4）に従い氷冷保存して実験室に持

ち帰り，孔径 0.7 μm の GF/F 濾紙 (Whatman)を用いて即日

に吸引濾過を行った．濾紙はDNA抽出を行うまで- 20℃で

保存した．DNA 抽出は Proteinase K 溶液にて 56℃で 30 分

間インキュベートを行ったのち，フェノール・クロロホルム

法により除タンパク質を行い，エタノール沈殿処理により

行った．抽出DNAの精製はPCR inhibitor removal kit（Zymo）

を用いて行い 100μlの最終溶液を得た．溶液中DNAの濃度

はQuant-iT dsDNA HS Assay Kit（Invitrogen）を用いて蛍光定

量した．抽出した DNA を用いて定量 PCR により無脊椎動

物群 DNA のコピー数を定量した．プライマーは Folmer ら

(1994) により開発された無脊椎動物群のユニバーサルプラ

イマーLCO1490 (5’-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG 

G-3’)，HCO2198 (5’-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT 

CA-3’) を用いた（増幅産物長：658 bp）．定量PCRは SYBR○R

Premix Ex Taq (TaKaRa) を用いて初期熱変性を 95℃で 20秒

行った後，95℃で 5秒，53℃で 30 秒，72℃で 1分間の PCR40

サイクルをLightCycler ○R 2.0 (Roche) を用いて行った．増幅

産物の特異性はアガロースゲル電気泳動により確認した． 

各地点にて採水したのちに水生昆虫を定量サンプリング

した．採集は目合い 250μm のサーバーネットつきコドラー

ト（30cm×30cm）を用い，一河川区間内において無作為に

選んだ流水 2 箇所，止水 2 箇所にて実施した（採取面積：

0.36m2/地点）．採取した水生昆虫は流水と止水に分けてポリ

ビンに封入し，100％エタノールを用いて固定して持ち帰っ

た．電子顕微鏡を用いて可能な限り細かい分類群まで形態

同定し，各分類群の個体数を計上した．その後，乾燥重量の

測定のために 60℃で 24 時間乾燥させ，電子天秤を用いて測

定した．解析のため，水生昆虫の分類群をカゲロウ目，カワ

ゲラ目，トビケラ目，ハエ目，コウチュウ目に区分した．ま

た，比較的種数が少なく観察されたトンボ目，アミメカゲロ

ウ目，ヒル目を「その他」としてまとめた． 
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図 1 名取川流域と調査地点 
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3. 結果・考察 

無脊椎動物の環境 DNA 濃度と各水生昆虫分類群の相関

関係を，散布図および単回帰分析により調べた．統計解析に

はR 3.4.0(R Project)を使用した．図 2 より，回帰線の描かれ

たグラフを見ると，虫の現存量の増大に従って回帰線から

のばらつきが小さくなっている．これは，虫の現存量が小さ

い場合は環境 DNA の検出自体が困難になり，DNA の定量

精度が低下したことに起因すると考えられる．単回帰分析

による決定係数R2は総じて小さく示され，最も大きいもの

はハエ目の個体数（R2=0.39）であった．さらに，6分類群を

独立な説明変数とし，変数選択により最適な多変量モデル

を求めた．その結果，説明変数：個体数の場合，ハエ目のみ

（P<0.01）が変数として統計的に選択され，モデルの決定係

数は 0.371を示した．また説明変数：乾燥重量の場合はカゲ

ロウ目（P<0.05），コウチュウ目（P<0.1）が変数として統計

的に選択され，このモデルの決定係数は，単回帰における乾

燥重量のみによるモデルの決定係数を上回った（0.270＞

0.250）．以上より，今回対象としたDNAの濃度は，ハエ目

の個体数と最も相関が高いことが示された．ハエ目以外の

分類群は，生活環や生息場の好適性が種毎に細かく異なる．

とくに冬季において，多くの水生昆虫の活性は低下する．一

方，ハエ目の主たる構成種であるユスリカ科，ブユ科は時期

を問わず孵化，羽化を行い高い活性を維持する．この性質が

環境 DNA の増加背景（e.g.水温低下に伴う DNA 分解速度

の低下 4））と比較的よく応答し，正の相関を示したと考えら

れる． 

 

4. おわりに 

 無脊椎動物群を対象としたユニバーサルプライマーによ

り増幅されたDNA配列の量は，6 水生昆虫分類群のうちハ

エ目の個体数により最もよく説明されることが示された．

環境DNA濃度は，生物生活環や活性の大小に影響する可能

性が示された． 
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図 2 無脊椎動物の環境DNA濃度と各水生昆虫分類群の定量値（上段：個体数，下段：乾燥重量）の相関関係 

決定係数R2＞0.2の場合のみ，グラフ中に回帰式ｙと決定係数R2を示した． 
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