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1．はじめに 

今日，顕微鏡を用いた形態同定に基づいて種多様性が評価されている．しかし，形態の特徴が類似してい

る事や小型であるために種まで同定するのは困難で作業に時間がかかる．同定作業の迅速化を図るために，

DNA 配列に基づいた分類法が有効である．サンプルから得られた DNA配列とデータベースに登録された

DNA 配列を比較し種同定する方法を DNAバーコーディングと言う．しかし，データベースに登録されて

いない種の場合同定が失敗する．このような背景から，採取したサンプルの DNA 塩基配列のみを用いて，

進化理論に基づき種を定義する Poisson Tree Processes（PTP）モデルが開発された 1)．これは種間の塩基

置換数が種内より著しく大きいという仮定により，進化系統樹上の枝分かれの分岐率が著しく変化する種の

境界を推定するモデルである． 

採取された生物群集サンプルの DNA 塩基配列は，次世代シークエンシング（NGS）によって迅速に得

られる．この際，鋳型 DNA の目的領域だけを増幅させる PCR 反応によって検出や解析を容易にしてい

る．生物群集サンプルを一つの容器の中ですり潰した DNA ミックスを用意して PCR 増幅することで，試

薬コストの減少と時間短縮につながった． 

DNA 塩基配列に基づいて種を定義する PTP モデルを活用し，大量の生物群集サンプルを一度に解析で

きる NGS 解析と組み合わせることで，広域スケールでの種多様性を評価した．  

 

2．方法 

2012 年 8 月，愛媛県の重信川本流 10 地点でサーバーネット（コドラート 25cm×25cm，目合い 0.36 

mm2 ）を用いて底生動物を採取した（図 1）．実体顕微鏡（×112.5）と日本産水生昆虫図鑑を用いて可能

な限り下位の分類階級まで同定した．調査地点ごとにサンプルを混合・均一化し，DNeasy Blood & Tissue 

Kits（QIAGEN）で DNA 抽出した．ミトコンドリア DNA の COI 領域（658 塩基長）を PCR 増幅し， 

454 GS FLX システム（Roche Diagnostics）で DNA 配列を解読した．DNA バーコーディングは Basic 

Local Alignment Search Tool（BLAST）を用いて種同定した．しかし，サンプルの DNA 配列が短いと誤検出

の可能性があるため，300 塩基長以上の場合にその種であるとした．PTPモデルによって推定された種数

と比較した． 

 

3．結果 

形態同定の結果，重信川流域では 8,921 個体から 64 分類

群（1 綱，4 目，2科，4亜科，16 属，37 種）が発見され

た．個体数が最も多い分類群は 3,144個体のユスリカ亜科だ

った．NGS 解析で得られた 165,508 配列の内，DNA バーコ

ーディングで同定されたのは 39,337配列で 128種が同定さ

れた（表 1）．最も多く検出された科は 43 種（23,137 配

列）のユスリカ科だった．DNA バーコーディングで同定さ

れた各地点の種数は PTP で推定された種数と近い値を示し

た（表 1）． 図 1 調査地点図 
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形態同定された 64 分類群にデータベース未登録の分類群があったため，34 分類群（1 綱，3 目，30 科）

にまとめた．その内，DNA バーコーディングで同定されたのは 17 分類群（37,197 配列）だった．各分類

群における個体数と DNA 配列数に正の相関が見られた（図 2）．  

 

4．考察 

小型の生物，特に幼虫は形態学的同定が困難であるが，DNAバーコーディングで種まで特定されたた

め，形態同定より分類群数が多く評価された．個体数が多いほど鋳型 DNA 量が多くなるため，NGS 解析

で得られる DNA 配列数が多くなる．しかし，種ごとに異なる体サイズと PCR プライマーの相性によって

個体数と DNA配列数の相関は失われるとされている．線形動物を対象生物にした NGS 解析で個体数と

DNA 配列数の相関を示した研究はあるが 2)，流域スケールで採取された底生動物群集サンプルにおいて相

関を示したのは本研究が初である．DNAバーコーディングと PTP の種数が近い数字を示したが，DNAバ

ーコーディングの種同定の結果には日本に生息していない種が含まれていた．データベースに登録されてい

ないため，国外の類似種が誤って検出されたと考えられる． 

 

5．おわりに 

本研究で，次世代 DNA シークエンシングを用いて，愛媛県重信川で採取した底生動物群集サンプルの種

多様性を迅速に評価できた． 
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調査地点 個体数 配列数 
分類群数 

形態同定 DNA PTP 

St. 1 624  6,685  9  14  16  

St. 2 270  7,484  11  28  33  

St. 3 248  2,010  15  35  31  

St. 4 596  1,660  18  27  25  

St. 5 1,421  1,614  22  53  42  

St. 6 1,131  8,100  22  51  44  

St. 7 600  3,082  29  49  40  

St. 8 2,979  3,078  36  42  40  

St. 9 887  2,929  29  38  36  

St. 10 165  2,695  32  40  41  

合計 8,921  39,337  64  128  127  

図 2 各分類群の個体数と DNA 配列数の相関 

表 1 採取した底生動物の個体数，DNA 配列数 

および，形態学的手法，DNA バーコーディング，

PTP で同定された分類群数 
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