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研究成果の概要（和文）：次世代シーケンシングを活用したDNAメタバーコーディングにより，河川底生動物の
種多様性を正確かつ迅速に評価するための手法を検討した。DNAメタバーコーディングにより、種ごとの個体数
や湿重量を相対的に評価できることを確認した。「河川水が伏流する砂州上流端の河床には多様な種の環境DNA
が濃縮される」という仮説を検証した結果、砂州上流端、下流端、その中間地点の河床間隙水中の種多様性に有
意な違いがないことが明らかになった。またこれら３地点では検出される種が大きく異なることがわかった。

研究成果の概要（英文）：We explored a method to accurately and rapidly assess the species diversity 
of riverine benthic fauna by DNA metabarcoding utilizing next-generation sequencing, and confirmed 
that DNA metabarcoding can be used to assess the relative abundance and wet weight of each species. 
We tested the hypothesis that environmental DNA of a variety of species is enriched in the riverbed 
at the upstream end of a gravel bar where river water is submerged, and found no significant 
differences in species diversity in the porewater at the upstream end of the gravel bar, the 
downstream end, and the intermediate sites. The species detected at these three sites also differed 
significantly.

研究分野：応用生態工学

キーワード： 河川　生物多様性　メタバーコーディング　底生動物

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
安価・迅速・正確な生態系モニタリングを実現させるために必要なDNAメタバーコーディング法の提案に繋がる
重要な発見をいくつか実現した。DNAメタバーコーディングに必要なDNAデータベースの拡充にも大きく貢献し
た。河川水から抽出した環境DNAと採取した群集から抽出したDNAの違いや類似性を明確にすることで、今後の
DNAメタバーコーディングを活用した生態系モニタリングのあるべき方向性を示すことができた。

※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 
 今日，河川生態系保全への社会的要請を受けて，河川水辺の国勢調査等の生物モニタリングが
行われている。指標生物の一つである底生動物（カゲロウ，トビケラ等）の多くは幼虫であり，
成虫に比べて形態学的に種が定義されていない分類群が多い。したがって，種ではなく，属や科
レベルで粗く同定される分類群が多く残されており，真の種多様性が評価されていない（図１
左）。また，従来の顕微鏡による形態学的な種同定は，作業時間の長さ（=人件費の増大）や誤同
定等の問題も抱える。  
この問題を解決する代替手段として，多くの種の DNA配列が登録された DNAデータベース
に，解析対象個体のDNA配列を照会して種名を同定するDNAバーコーディングが期待される。
次世代シークエンシング解析（例，MiSeq＝約 100万個の 600塩基長の配列を 2日で解読）と
組み合わせると，全種網羅的な「メタ」バーコーディングが可能になる。群集標本から雑多な種
の DNA（群集 DNA）を抽出し，PCRで全個体共通の DNAマーカー（約 100～600塩基長）
を増幅する。この時使う PCRプライマーに調査地点ごとのタグ配列（5～7塩基）を加えると，
各配列の帰属地点を認識できるため，多地点の群集 DNA をプールして一度に次世代解析でき
る。河川では魚類を中心に研究や業務事例が増えつつあるが，底生動物のメタバーコーディング
の事例は世界的に少ない。 
現在のメタバーコーディングには３つの技術的課題がある。１つ目の課題は，種同定の成否が

DNAデータベースの充実度に強く依存することである。魚類に比べて種数が圧倒的に多い底生
動物は，DNAデータベースに未登録の種も多いため，種を同定できない場合が多い。２つ目の
課題は，各種の個体数の定量評価が困難な点である。次世代シーケンシング前に行う全個体共通
DNAマーカーの PCR増幅により，個体数が少ない種の DNAも増幅されるため，解読配列数か
ら個体数を推定しにくくなる。３つめの課題は，河川内の異なる生息場（例：瀬，淵，ワンド）
に棲み分ける多様な種を網羅的に採取するのが困難な点である。さらに，貴重種・絶滅危惧種も
調査する場合，採取に伴う殺傷や生息地攪乱も問題となる。生物の代わりに，河川水中に溶存す
る「環境 DNA」の活用が期待されるが，水中で希薄な底生動物等の小型種の DNAの検出は困
難である。 
 
２．研究の目的 
次世代シーケンシングを活用した DNAメタバーコーディングにより，河川生物の種多様性を正
確かつ迅速に評価する新規的技術を開発する。研究目的は以下３つである。 
1. DNAメタバーコーディングの正確性を向上させるため，DNAデータベース上の登録種数や

DNAマーカー数を迅速に増やす次世代シーケンシングに基づく手法を開発する。 
2. 従来は困難とされていた種ごとの個体数や湿重量の定量評価を可能にする「定量 DNAメタ
バーコーディング法」を開発する。 

3. 「河川水が伏流する砂州上流端の河床には多様な種の環境 DNAが濃縮される」という仮説
を検証し，砂州フィルタリング機能を活用した環境 DNAの高効率回収技術を開発する。 

 
３．研究の方法 
研究項目１ DNAデータベースの拡充 
申請者らが保管する 200 個体の昆虫標本を使って，DNA バーコーディングに良く用いられるマ
ーカーの配列を解読して DNA データベースを拡充した。そして，全標本の全マーカーの PCR
産物を混合し，次世代シーケンサーで解読し，DNAデータベースに登録した。全参画研究者は
種同定済の水生昆虫標本（成虫・幼虫）を多く保有しているが，種数が不十分な分類群について
は新たに採取した。 
 
研究項目２ 定量 DNAメタバーコーディング法の開発 
まず，PCRを複数段階の PCRサイクル数（例：15・20・25・30回）で行う。この際，各サ
イクル数の認識コード配列（6塩基）をプライマーに付加して，解読される各 DNA配列のサイ
クル数を認識する。そして，配列型ごとに深度の増殖曲線式を推定する。本手法の検証のため，
配列既知の複数種の DNAを段階的濃度で混合した人工 DNAミックスを準備し，その配列型の
相対頻度を推定して再現性を確かめる。推定精度向上のため，マーカーごとに， PCR条件（温
度・試薬）や増幅曲線モデルの最適化も行う。 
 
研究項目３ 砂州を活用した効率的な環境 DNA回収技術の開発 
源流～河口の複数の砂州を選び，各砂州の上・下流端で河床材料と河川水を採取する。採取した
河床材料と表層水からそれぞれ環境 DNAを抽出して濃度定量する。比較のため，同じ場所で底
生動物も採取して群集 DNA を抽出する。そして，環境 DNA（河床，表層水）と群集 DNA の
メタバーコーディング解析を行い，砂州上流端河床から多様な種が検出されるかを検証する。各
砂州の上下流端では，物理環境（流速等），水質，河床環境（河床粒径等）を調査する。また，
砂州地形を GPS測量し，NaClトレーサーで砂州内の伏流・湧水量を推定する。 
 



研究項目４ 迅速・正確な種多様性の評価 
四万十川と仁淀川で事例研究を行う。流域の源流～河口の 20 地点で，底生動物と環境 DNA
（河床材料）を採取する。窒素・リン，水温，餌資源（粒状有機物，藻類），流速等の底生動物
の生息に関係する環境項目も調査する。底生動物は，4 時間×２名/地点の十分な労力をかけて
キックネット採取し，群集 DNAを抽出する。河床の環境 DNAは，項目３で明らかにされる最
適環境条件の砂州上流端から採取する。 
群集DNAおよび環境DNAの定量メタバーコーディングから推定される各種の相対個体数か
ら，各地点の種多様性（α多様性）を表す種数とシンプソン指数，地点間の群集構造の違い（β
多様性）を表す Bray-Curtis非類似度指数をそれぞれ評価する。最後に，α，β多様性を上記で
得た環境変数で説明する機械学習モデルを作成する。 
 
４．研究成果 
研究項目１ DNA データベースの拡充 
申請者らが保管する 200 個体の昆虫標本を使って，DNA バーコーディングに良く用いられるマ
ーカーの配列を解読した。生物試料とその塩基配列データ（18S rRNA、ヒストン H3、ミトコン
ドリア COI）を整理した。現時点までに収集した試料については、研究分担者の加藤が設立した
ウエブサイト「Japanese aquatic macroinvertebrate reference（http://www.b.s.osakafu-
u.ac.jp/~mkato/J-amir_home.htm）」に公開した。昆虫標本から未記載種（新種）が双翅目から
多く見つかったため，日本国内の複数個所で新たに水生昆虫のサンプリングを行い、種の形態学
的な記載と共に DNA 塩基配列情報を取得して DNA データベースへの登録も行った。 
 
研究項目２ 定量 DNA メタバーコーディング法の開発 
リアルタイム PCR の原理を応用して， 深度の増殖曲線（PCR サイクル数と深度の関係）を定
式化することで，鋳型 DNA 中の各配列型の初期頻度（∝相対個体数・相対重量）を推定した。ま
ず，サンガーシークエンシングで COI 配列を解読した 4種 20個体（ハプロタイプ）を段階的濃
度（0.01, 0.05,0.10 ng/μL）で混合した人工群集サンプルを準備した。これら人工群集サンプ
ルを対象に、12段階の PCR サイクル数（20，24，28，・・・，56，60，64 ）でそれぞれミトコン
ドリア COI 領域を PCR 増幅した。この際，各サイクル数の認識コード配列（6塩基）をプライマ
ーに付加して，解読される各 DNA 配列のサイクル数を認識した。これらの PCR 産物を Miseq で
アンプリコン解析を行い、メタバーコーディング解析を行った結果，低い濃度で混合したハプロ
タイプは PCR サイクル数を高めても検出されないことがわかった。また，高い PCR サイクルでは
４種とも検出されたことに加えて，濃度を高めに混合した 14 ハプロタイプも正確に検出できる
ことがわかった。最後に、Operationa Taxonomic Unit (OTU）ごとに深度の増殖曲線式を推定
して，初期鋳型 DNA 中の各配列型の初期頻度を推定した結果，OTU によっては高い精度で推定で
きたが，そうではないものもあった。 
 
研究項目３ 砂州を活用した効率的な環境 DNA 回収技術の開発 
天竜川中流域に分布する３つの砂州を選び，各砂州の上流端（伏流地点），下流端（湧水地点），
砂州中央部の３地点において河床間隙水と河床材料を３サンプルずつ採取した。環境 DNA のフ
ィルタリング効果に対する河川流量の影響を見るために，調査流程の上流からのダム放流量が
高い状態と低い状態で同様のサンプリングを行った。間隙水中に大型無脊椎動物がほとんど採
取できなかったため，細菌を対象生物として，メタバーコーディング解析を行った。そして，間

隙水を濾紙に越した

図１ 砂州上流端（down），砂州中央部(inter)、砂州下流端（up）で検出された
Amplicon sequence variants (ASVs)の数。左（a）と右（b）はダム放流量が低い状態と高
い状態の結果。 



試料から抽出した環境 DNA を対象に 16S rRNA 領域を対象とする細菌群集の DNA メタバーコーデ
ィング解析を行った。その結果、砂州上流端、下流端、その中間地点で大きくことなる種が検出
されることがわかった。また、砂州の上流端で採取される環境 DNA から最も多様な種が検出され
るという研究当初の予想に反して、上流端，下流端，砂州中央部の種多様性には有意な差がなか
った。 
 
項目４ 迅速・正確な種多様性の評価 
事例研究として高知県の四万十川と仁淀川の種多様性を評価した（図２）。河川水（環境 DNA）
と底生動物群集（群集 DNA）を採取して，COI 領域を対象にメタバーコーディング解析を行った。
概ね両者から同じ分類群が検出されたが，環境 DNA の方がより幅広い種が検出された。また環境
DNAの DNAメタバーコーディング解析結果で国際DNAデータベースと相同性が示された配列数は
767,839 配列中 43,525 配列であったが，422 分類群と多くの分類群が検出された．（1）底生動物
の DNA メタバーコーディング解析により検出された 165 分類群と（2）環境 DNA の DNA メタバー
コーディング解析により検出された 422 分類群及び，（3）形態同定により検出された 80分類群
の各階級（目，科，属，種）には，分類群の重複が多く見られた。 

環境 DNA の DNAメタバーコーディング
解析は国際 DNA データベースのさらなる
充実化によって，より網羅的な群集構造
解明を可能とすることが示唆された．ま
た，形態同定結果と DNA メタバーコーデ
ィング解析結果を比較すると DNA メタバ
ーコーディング解析の方が下位階級まで
同定する能力が高いことが分かった．一
検体ずつ顕微鏡で同定を行うため労力を
要し，なおかつ誤同定や科までの粗い同
定にとどまることが多い形態同定と比較
すると，費やす労力を抑えたうえで複雑
な分類キーを有する水生昆虫なども種レ
ベルの下位階級まで同定することができ
る．さらに，底生動物の DNA 配列数と個
体数・乾燥重量のそれぞれの相関関係を
比較すると下位階級の分類群で DNA 配列
数と個体数より，DNA 配列数と乾燥重量
との間により有意な正の相関が見られ
た．地点間の分類群数の違いは地点間
の平均流速と平均水深によって主に説
明されることが明らかになった。 
 

図３ 環境DNAと底生動物群集のメタバーコーデ
ィング解析でそれぞれ検出された種と底生動物群
集の形態同定で検出された種の重複関係 

図２ 高知県の四万十川と仁淀川の調査地点 
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