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研究成果の概要（和文）：　近年、水生生物が水中に放出した環境DNAを利用した生物調査方法が開発された。
特に次世代シーケンサーを利用したアンプリコン解析とDNAバーコーディングを組み合わせた網羅的な種多様性
調査手法は新たな水圏生物調査手法として注目されている。この手法は魚類では研究開発が進む一方で、水質や
流量調節などの人為的環境改変の指標生物となる水生昆虫を対象とした環境DNA研究は少ない。そこで本研究で
は水生昆虫を対象とした環境DNAバーコーディングの手法を検討し、環境DNA分析による水生昆虫の季節変動の調
査を行なった。

研究成果の概要（英文）：Environmental DNA (eDNA) is released into the water by aquatic animals and 
is employed for biodiversity surveys in an aquatic environment. Especially, the eDNA barcoding 
method that combines amplicon analysis by high-throughput DNA sequencer and DNA barcoding is getting
 attention as a new and easy method for surveying aquatic organisms. Although this method has been 
developed for fish communities, there are a few studies on aquatic insects, which are indicator 
organisms for anthropogenic disturbance such as water pollution and flow control. In this study, I 
examined the methods of eDNA barcoding for aquatic insects and investigated their seasonal variation
 by eDNA barcoding.

研究分野：土木環境システム

キーワード： 水生昆虫　環境DNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　環境DNAを利用した水圏生物調査は採水とDNA分析をもとに行われることから、従来型の調査手法と比べて低労
力かつ素早い調査手法として注目されている。この手法は魚類では多く研究開発が行われているが、人為的な水
圏環境改変の指標生物として利用される水生昆虫では研究が不足している。そこで本研究では、環境DNAの濃縮
方法やPCR手法など、より効果的に水生昆虫群集調査を行うことができる環境DNAのバーコーディング手法を検討
した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 水圏の生物多様性保全を目的として、河川水辺の国勢調査をはじめとする水生生物のモニタ
リングが活発に行われている。特にカゲロウ・カワゲラ・トビケラといった水生昆虫を含む底生
動物は水質や流量コントロールなどの指標生物として様々な現場で調査が行われている。一般
的な水生昆虫類の生物調査ではサンプリングネットなどを用いて生物採集を行い，形態に基づ
いて種を同定（形態同定）し、種多様性（例：種数、個体数）の情報を得る。しかし、この従来
型の調査方法では、希少種など生息個体数の少ない生物の生息状況調査が難しい点、ひとつの調
査地点から採集される水生昆虫種が大量（数十〜数百）のため形態同定には長時間の作業とそれ
に伴う人件費を要する点、若齢個体や劣化標本など同定が困難な標本が存在する点、種の分類の
研究が進んでいない未記載種が存在する分類群が多く、属・科レベルの粗い分類群同定に止まる
場合がある点、などの問題が発生しやすい。 
 このような問題を受け、従来型の生物調査に変わり、水中に存在している DNA（環境 DNA）
を利用した生物調査手法が注目を集めている。環境 DNAとは大気・水・土壌などの環境中に存
在している DNAであり、水生生物から排泄などを通して体外に放出された DNAを含む。水中
ではそこに生息する雑多な生物由来の環境 DNAが存在する。従って、この環境 DNAの由来を
分析することで、そこに生息する生物の情報を得ることができる。 
 水中の環境 DNA を用いた網羅的な生物調査では、DNA メタバーコーディングが用いられて
いる。この手法ではまず、調査対象地点で採水を行い、それを濾過することで水中に含まれてい
た環境 DNAを濃縮する。次に濾過物から様々な生物由来の DNAを抽出し、分析したい分類群
（例：魚類、昆虫類、哺乳類）由来の DNAをユニバーサルプライマーで増幅する。続いて、ハ
イスループットシーケンサー（例：Illumina MiSeq）を用いてこの PCR産物の DNA塩基配列を
一度に解読する。その後、得られた配列を、世界中から DNA塩基配列情報を集めた DNAデー
タベースで検索することで、環境 DNA の由来となった生物の種名を推定する（DNA バーコー
ディング）ことができる。 
 環境DNAメタバーコーディングでは水生生物の種多様性情報を迅速かつ機械的に得ることが
できる。これまでに魚類を対象とした環境 DNA分析では一般化されたマニュアルが広まり、実
際の採集による生物調査との整合性が評価されてきた。その一方で、水生昆虫を対象とした場合
には効果的な手法の開発やその有効性の評価が進んでいない。これは、水生昆虫用のユニバーサ
ルプライマーでは昆虫由来の DNA のみだけを効果的に増幅することが難しく、藻類など昆虫
DNA以外の DNAがかなり検出されてしまうこと、効果的に DNAを検出できる時期（例：繁殖
期など）の調査が進んでいないこと、DNAの解読が行われていない分類群が多いために DNAバ
ーコーディングの要となるDNAデータベースが不足している点などが問題となっているためで
ある。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、以下の点を目的として研究を行なった。 
(1) 水生昆虫を対象とした効果的な環境 DNAの分析手法の検討 
 多くの環境 DNA分析では孔径 0.7µmのフィルターを利用して環境 DNAの濃縮が行われてい
るが、これは魚類を対象とした分析で最適化されたものである。魚類よりも小型の水生昆虫では
よりさらに細かい孔径のフィルターを用いた方が効果的に DNAを濃縮できる可能性がある。一
方で、水生昆虫の環境DNA分析では藻類やバクテリアなどの様々なDNAが検出されてしまい、
昆虫 DNAの検出量が低下する問題もある。そこでまず、孔径の異なるフィルターを用いて濃縮
して得られた環境 DNAの分析を行なった。 
 また、環境 DNA メタバーコーディングではユニバーサルプライマーを用いた PCR を行う。
PCRで対象とする DNA領域や PCRの手法の違いは、データベースの充実度や PCR増幅に伴う
バイアスの差によって検出できる水生昆虫種数に影響を与えることが予想される。そのため、こ
れらの条件の比較を行なった。また、DNA の大量解析技術を利用した DNA データベース拡張
手法の検討も行なった。 
 
(2) 環境 DNAの季節変動に伴う変動の解析 
 環境 DNAから得られる水生昆虫種の季節変動を明らかにし，より多様な生物を検出できる採
水時期を明らかにする．水生昆虫は成長段階に合わせて脱皮や営巣を行うことが知られている．
これらの活動が活発な時期ほど環境 DNAが生成されることが予想される．また、台風による攪
乱の影響が、水生昆虫の検出状況に与える影響を評価した。特にダムによる流量コントロールの
影響を受けている地点と、ダムが存在しないために自然の出水環境を有する地点で検出される
種を比較することで河川の安定性による検出状況の違いも明らかにした。 
 
３．研究の方法 
3-1水生昆虫を対象とした効果的な環境 DNAの分析手法の検討 
(1)環境 DNA濃縮手法の比較 



 山梨県内の河川で流心部の表層水を採水し、メンブレンフィルター（Mixed Cellulose Ester，
ADVANTEC）で 500ml ずつ濾過した。ここではフィルターサイズによる環境 DNA の補足状況
の違いを評価するため，フィルターの孔径サイズは 1.0µm, 0.65µm, 0.45µm, 0.20µmの 4種類を用
いた。また、濾過物のサイズによる種の検出状況を評価するため、1.0µmフィルターで濾過した
濾過水を 0.6µmフィルターで濾過し（1.0-0.6µm水）、0.6µmフィルターで濾過した濾過水を 0.4µm
フィルターで濾過し（0.6-0.4µm水）、最後に 0.4µmフィルターで濾過した濾過水を 0.20µmフィ
ルターで濾過した（0.4-0.2µm水）。これらの濾過フィルターは DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen) 
の動物組織からの DNA精製プロトコルに従って DNAを抽出した。その際、タンパク質の分解
処理は 2時間とした。その後、OneStep PCR Inhibitor Removal kit (Zymo Research)を用いて DNA
の生成を行なった。 
 次に昆虫類のミトコンドリア DNA（mtDNA）の Cytochrome Oxidase I (COI) 領域を増幅する
ユニバーサルプライマーを用いて環境 DNA の PCR を行った。COI 領域は動物の種分類などの
DNA 解析によく用いられている領域であり、他領域よりも DNA データベースが豊富な領域の
一つである。PCRには Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolad)を用い，10 mM 
の BF2 primer および BR2 primer (Elbrecht & Leese, Front. Environ. Sci, 2017, 領域長：421bp) を
それぞれ 5 ul, 10 倍に希釈 DNA 5ul を加え，PCR グレード水で全量が 50 ul になるよう調整し
た．PCR反応には TM100TM Thermal Cycler (Bio-RAD) を用い，94℃で 2分加熱した後，94℃で
30秒，50℃で 30秒，72℃で 1分のサイクルを 30回行った．最後に，72℃で 5分間の伸長反応を
行い，4℃で保存した．えられた PCR産物は NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (TaKaRa) を用
いて精製した。精製した PCR 産物の DNA 塩基配列はハイスループットシーケンサーで解読し
た。この操作は株式会社生物技研で委託した。ただし、0.4-0.2µm水は PCR産物が得られなかっ
たことから DNA配列の解読を行わなかった。 
 その後、得られたシーケンスデータの解析を行なった。まず Qiime2を用いてプライマー配列
を除去した。続いて Qiime2 の Dada2 パイプラインを用いてシーケンスクオリティの低い配列
および解読領域の短い配列の除去、シーケンスデータの結合、キメラ配列の除去を除去し、代表
配列を作成した。得られた代表配列に対して、National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
のデータベース検索用 Basic Local Alignment Search Tool（BLAST）を用いて相同性の高い DNA
配列を持つ種を検索した。 
 
(2)PCR手法の比較 
 上記の 0.2µmフィルターで濾過して得られた環境 DNAを用いて、PCRサイクル数の調整（30
回、40回）および PCR回数の調整（最終容量 50µlの PCRを 1 回、最終容量 10µlの PCRを 5
回）をした PCRを行い、その後の水生昆虫種の検出状況の比較を行なった。PCR方法とデータ
解析方法は概ね 3-1(1)と同様である。最終容量 10µlの PCRは、上記の PCR反応液の容量を全て
5分の 1として準備した。 
 また、COI領域、16S rRNA領域（16S）、Histon 3 領域（H3）を対象とした環境 DNAバーコ
ーディングを行い、領域間の水生昆虫の検出状況を比較した。COI 領域の PCR は 3-1(1)と同様
である。16S rRNA領域は gInsect プライマー（株式会社生物技研が開発）を用いて、94℃で 2分
加熱した後，94℃で 30秒，65℃で 30秒，72℃で 1分のサイクルを 35回行った．また、Histon 3
領域は hexAR&hexAF (Ogden & Whiting, Cladistics, 2003) プライマーを用いて、94℃で 2分加熱
した後，50℃で 30秒，65℃で 30秒，72℃で 1分のサイクルを 30回行った．その後のデータ解
析方法は 3-1(1)と同様である。 
 
3-2季節変動に伴う環境 DNAからの水生昆虫の検出状況の評価 
 2018年から 2020年にかけて釜無川本川および支流の塩川流域の上下流の 4地点から採水した
河川水 500mlを採水した。塩川は地点間に塩川ダムを有するが、釜無川ではダムが存在しない。
調査期間中の 2019年 10月には台風 19号による大規模な出水が観察された。それぞれの河川水
を 0.2µmフィルターで濾過し、3-1の手順で環境 DNAの DNAバーコーディングを行なった。 
 
４．研究成果 
4-1水生昆虫を対象とした効果的な環境 DNAの分析手法の検討 
(1) 異なる濾過フィルターを用いた水生昆虫 DNAの検出 
 どの条件を用いた場合でも得られた配列のほとんど全てが水生昆虫以外の DNA 由来となり、
水生昆虫の配列は数百配列のみであった。その中で得られた種数は全 24種であった。最も多く
の種が得られた条件は 1.0µmフィルターを用いた場合であり、16種が得られた。0.65µmフィル
ター、0.45µmフィルター、0.20µmフィルターを用いた場合はそれぞれ 7, 8, 7種であった。これ
は孔径の大きなフィルターを用いたことで微細な藻類やバクテリアなどの DNA や PCR 阻害物
質が減少したため、多様な昆虫由来の DNAが検出しやすくなったためと考えられる。その一方
で、10µmフィルターでは検出できなかったがより細かいフィルターで検出できた種は 8種存在
した。これらは掘潜型や匍匐型の生物である傾向があり、これらの種の DNAは表層水に出てき
にくかった可能性がある。しかしながら、別種で同様の生活型の種が 10µmフィルターで検出で
きていることから、必ずしも生活型に依存しない可能性もある。この点については今後も検討す



べき課題である。 
 
(2) 濾過水からの水生昆虫 DNA検出 
 1.0-0.6µm濾過水および 0.6-0.4µm濾過水の両者ともに、得られた水生昆虫由来の DNAの配列
数は数十配列にとどまった。1.0µmフィルターでは 16種が得られたが、1.0-0.6µm濾過水では 7
種、0.6-0.4µm濾過水では 3 種が得られた。1.0-0.6µm 濾過水で得られた 7 種は 1.0µmフィルタ
ーから得られた種とは完全に独立していた。また、0.6-0.4µm濾過水のみで得られた種は 1種存
在した。より細かいフィルターで得られた種は比較的小型の種（例：ユスリカ科、コカゲロウ科）
が多かったことから、彼らの DNAは荒いフィルターでは回収しにくかった可能性がある。また
こう言った小型種は環境 DNAの排出量も少ないことが予想されるが、孔径の大きなフィルター
で一度濾過したことで多くの有機物が取り除かれ、より存在量の少ない生物由来の DNAが検出
できた可能性がある。 
 
(3) PCR条件の検討 
 サイクル数 30回の場合に 7種、40サイクルでは 1種の水生昆虫種が検出された。サイクル数
が高いほど非特異的 PCR 増幅産物の割合が高まり、水生昆虫種が得られない結果となった。非
特異的増幅が顕著なプライマーではサイクル数を下げる方が、対象種を多く検出できると考え
られる。 
 また、PCR回数を 5回行なったものでは 7種が検出された。この 7種のうち 2種は PCR回数
が 1 回のものでも検出された。魚類の環境 DNA 分析では 4 回分程度の独立した PCR 産物を混
合してバーコーディングすることで、より多くの種を検出する手法がよく用いられる。今回の結
果では PCR の回数が増えても種数は増加しなかったが、ほとんど異なる種が検出された。水生
昆虫種の場合は魚類よりも多くの独立した PCR 回数を増やさなければ偏りのある結果が得られ
ることとなる可能性がある。 
 
(4) PCR領域の比較 
 本研究対象となった採水地点では、河川でよく見られる 4 目（カゲロウ・カワゲラ・トビケ
ラ・ハエ）では 29科が採集されている。そのうち COI領域では 8科、16S領域では 9科、H3領
域では 10科が得られた。3領域合わせて 19科が得られた。比較的カゲロウ目はどの領域でも検
出されやすい傾向にあった。また H3領域ではカワゲラ目がよく検出できた。領域により検出効
率に差があることから、複数領域を合わせた解析でより多くの種を検出できるようになると考
えられる。しかし一方でトビケラ目はどの領域でも検出しにくい傾向にあった。これは DNAバ
ーコーディングの基本となる DNAデータベースが少ないことや、PCRバイアスに起因する可能
性がある。 
 
4-2 節変動に伴う環境 DNAからの水生昆虫の検出状況の評価 
 いずれのサンプルでも水生昆虫 DNA の検出量は少なく、全体を通して 13 種が確認された。
実際に採集された水生昆虫種数と比べると半数にも満たない状況であった。これは環境 DNA分
析時にバクテリアや藻類由来の DNAが多く得られてしまったことに起因する。そのため、特定
種の検出状況の季節変動を追うことは難しかった。今後は、これらの DNA増幅を抑えるブロッ
キングプライマーの併用、より特異性の高い PCR開発の開発などが必要となる。 
 台風が通過する前の 2018年 11月と台風通過後の 2019年 11年を比較すると、2018年には水
生昆虫が 8種検出されていたが 2019年には 2種まで低下した。これは台風による撹乱で水生昆
虫の生息数が大きく低下したためと考えれる。その後の回復過程を見ていくと、釜無川の上流域
では 2020年 11月まで水生昆虫が検出されなかった。その一方で、塩川流域では数種が検出され
ていた。これはダムが存在することで、流量の安定化やダムからの栄養塩の供給が水生昆虫の増
加に寄与したためと考えられる。 
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