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1. はじめに 

河川生態系は気候変動, 流域の人為的開発により顕

著に劣化している 1）. 水生昆虫は河川生態系において

魚類・鳥類などの上位捕食者の重要な餌資源であり, こ

の量的変動を季節・空間的に推定することは河川生態

系全体の保全に繋がる. 近年, 長期・広域な生物調査に

おいて環境DNA法の利用が適していると考えられてい

る 2）. 環境 DNA（environmentalDNA, eDNA）とは生物

の細胞片, 粘膜等の生物痕跡物を由来として環境中に

存在する DNA を指す 2）. 環境 DNA から種特異的な塩

基配列の存在量を定量し, 生物量を推定する試み 3）, 種

横断的に検出可能なユニバーサルプライマーを用いて

生物相の把握 4）が行われている. 本項では, 河川水中の

無脊椎動物の DNA を対象とし, 定量 PCR による無脊

椎動物DNA濃度およびメタバーコーディングにより得

られた目的生物群集の DNA 含有割合を用い, 実際の水

生昆虫個体数を再現できるか検討した.  

 

2.  手法 

2. 1 環境 DNA と水生昆虫のサンプリング 

宮城県名取川水系の 6 地点において 2016 年 8 月から

12 月にかけ, 約毎月 1 回の頻度でサンプリングを行っ

た. 環境 DNA 分析用に各地点の瀬尻にて河川表面水を

4. 5 L 採水し, 既往の実験 2, 5）に従い氷冷保存して実験

室に持ち帰り, 即日中に吸引濾過した. 濾紙は孔径 0. 7 

µm, 直径 45 mm の GF/F（Whatman）を用い, 濾過量は

サンプルあたり 1～1. 5L とした. サンプルを捕捉させ

た濾紙は DNA 抽出を行うまでアルミホイルに包み-

20℃で保存した. また同時に, コドラート付きサーバ

ーネット（目合 250 µm）を用いて瀬と淵にて 1 か所ず

つ水生昆虫を採集した. 採集サンプルはその場で 100%

エタノールを封入して固定したのち, 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を行った.  

 

2. 2 定量 PCR 

濾紙上に捕捉した DNA を, 内田ら 5)に従い抽出・定

量 PCR により無脊椎生物 DNA 濃度を測定した. 本手

法を摘要すると, Proteinase K 20（mg/µm）を加え 56°C

／30min の恒温処理後, PCI 法により抽出した. さらに

有機溶媒および夾雑物の除去のため, エタノール沈殿

とカラム精製（Zymo Research）を行い, 1 サンプルあた

り 100 µl の DNA 溶液を得た. 抽出した DNA 中におけ

る無脊椎動物 DNA濃度を, インターカレーター法 PCR

により定量した. PCR プライマーは, ミトコンドリア

DNAの CO1領域（658bp）を標的として Folmerら（1994）

が開発した 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.  

2. 3 メタバーコーディングのライブラリ調整 

MiSeq 3. 0（Illumina）により塩基配列を解読するため

のライブラリ調整を行った. 標的配列の増幅のため , 

試薬に TaKaRa TaqTM HS Low DNA (TaKaRa) を使用し, 

熱変性 94°C／5sec, サイクリングとしてアニーリング

50°C／5sec, 伸長反応 68°C／10 sec を 35 回, 伸長反応

68°C／7 min の条件にて PCR を行った. この PCR は 1

サンプルにつき 3 反復行い, 増幅産物をサンプルごと

にまとめて以降の分析に用いた. 各サンプルの増幅バ

ンドの特異性を Agilent 2100 Bioanalyzer DNA7500 によ

り確認し, 増幅産物を AMPure XP (Beckman Coulter) に

より精製・濃縮した（最終溶出量 20 µl） . その後 , 

FASMAC6）のプロトコルを参照して MiSeq 機器へのア

ダプター配列, サンプルの識別配列を結合させた. 前

述の方法により精製・増幅特異性を確認後, Qubit dsDNA 

HS（ThermoFisher Scientific）により最終的な増幅産物濃

度を測定した. 1 サンプルあたりの濃度が 4 nM になる

よう EB Buffer を用いて希釈調整し, Illumina MiSeq v3

にロードした. ライブラリは MiSeq v3 のプロトコル通

りに調整した. 塩基配列の解読終了後, 全シーケンス

データを回収し, 後述の解析に用いた. 

2. 4 メタバーコーディング結果の情報解析 

 得られた塩基配列データから, シーケンスアダプタ

ー, 低品質塩基配列を Trimmomatic v 0. 36. を用いて除

去した. 読まれた塩基配列長が 150bp未満の配列は, 情

報量が少ないため削除した . また以下の解析には
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Forward 側の解読結果のみを使用した. 塩基配列が 97%

以上の類似度を持つものを 1 つのクラスタ（OTU）と

し, 各 OTU の代表配列を BLAST⁺（NCBI）により種名

同定を行った. このうち, NCBI データベース上の塩基

配列と 97%以上の一致率を示し, かつ水生昆虫に決定

された塩基配列の個数を取り出し, 塩基配列の出現割

合をサンプルごとに求めた.  

 

3. 結果とまとめ 

 各サンプルにおける水生昆虫目分類ごとのDNA濃度

を, 定量 PCR により得られた無脊椎動物 DNA（CO1）

濃度および塩基配列の出現割合を用いて推計した. 水

生昆虫の分類は主要な 5 目（カゲロウ, カワゲラ, トビ

ケラ, ハエ, トンボ, コウチュウ）とし, 計算式は次の

とおりである.   

 

各水生昆虫分類群の推定 DNA 濃度と, 採集した水生昆

虫の個体数の相関分析を行った. 各変量は変換し, 分

析には R（R Core Team.）を用いて Spearman の順位相関

係数を算出し, 有意な正の相関を示したカゲロウ, カ

ワゲラ, ハエ目について図 1 に示した. 環境 DNA によ

るDNA定量値および分類群ごとの塩基配列含有割合を

用いて, 水生昆虫群集の個体数推定に応用できる可能

性が示された.  
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図 1  分類群ごとにおける推定 DNA 濃度と採集個体数の関係.  

𝐷𝑁𝐴𝑖𝑗 = 𝐷𝑁𝐴𝑜𝑏𝑠 𝑖  ×
𝑅𝑖𝑗

𝑅𝑖
 

DNA ij (copies/L): サンプル i における分類群 j の推定 DNA 濃度 

DNA obsi (copies/L):定量 PCR により得たサンプル i の DNA 濃度 

Rij :サンプル i に出現した分類群 j の塩基配列片数 

Ri : サンプル i に出現した総塩基配列数 
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