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研究成果の概要（和文）：環境DNA技術において，現状の適用範囲は清冽な水塊に限られている。そこで私達
は，野外への環境DNA技術適用を目指し「泥・有機物の豊富なサンプルからの環境DNA抽出技術の確立」を目的と
して本研究を行った。成果は以下の通りである。
①湿地や有機物の堆積した河床間隙水域から，環境DNA抽出が可能であることを検証した。
②複数回の野外調査と室内実験により，泥水の混じった水塊における環境DNAの放出量・検出精度（阻害頻度）
を検証した。その結果，環境DNAの抽出・検出阻害は，これまで予測されたような泥中の無機物によるものでは
なく，有機物により強く阻害される可能性を指摘した。

研究成果の概要（英文）：The environmental DNA (eDNA) technologies are limited to only clean water 
column. We aimed to apply the eDNA technology effectively for various habitats. The objective of our
 study is to establish the eDNA technology for not only clear water column but also turbid water 
with abundant mud and organic matter. The outcomes are as follows. 1) The eDNA of salamander and 
insect cloud be detected from muddy wetlands and hyporheic zone in river bed, having abundant 
particulate organic matter. 2) By multiple field investigations and laboratory experiments, the 
detection of eDNA quantities (i.e., frequency of the detect of eDNA inhibitation) from water with 
abundant mud and organic matter were tested. As results, it was pointed out that inhibitation of 
eDNA detection is not due to the inorganic matter in the mud as suggested by the past studies, but 
it could be inhibited by the anonymous organic matter.

研究分野：河川生態学

キーワード： 水生生物　泥　有機物　ため池　湿地　河川
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１．研究開始当初の背景 
生物多様性保全の重要性が社会に浸透した
昨今，保全を政策に落とし込むまでの重大な
障壁となっているのが，対象生物の生息分布
や個体数，生物量を把握するためにかかるコ
ストである。従来は多大な労力と時間をかけ
て調査を行う必要があったが，近年では水中
に懸濁する生物の体液や糞等に由来する
DNA 断片を用いた環境 DNA による生物分
布モニタリング手法が提案され，実際に国外
では野外での生物分布調査にも適用され始
めている。しかし，野外での環境 DNA 測定
を試みればすぐに分かることであるが，泥の
多いサンプルからの環境 DNA 抽出・検出は
実際には困難であり，泥粒子によるフィルタ
ーの目詰まりや，泥中の夾雑物による環境
DNA 抽出の阻害が頻繁に発生する。そのた
め現状では，環境 DNA の実際の適用範囲は
澄んだ水塊中の生物に限られている。 
 清冽な水塊中に生息する生物がよく目に
つく一方で，泥中に生息する生物は，目立ち
はしないが稀少な生物が多く，保全対象種や
新種記載される割合が高い。丘陵地裾野の浸
みだし部（小さな湿地）や水田・用水路・た
め池や河川ワンドなど，陸域と水域の境界で
あるエコトーンや広義の湿地生態系の保全
が急務とされているのはそのためである。こ
のような場所からのサンプルには泥が多く
含まれるが，泥そのものや泥内の環境 DNA
測定が困難であるために，環境 DNA 技術が
役立たない現状である。そのため，泥が多く
混じるサンプルからの環境 DNA を抽出検出
できるような技術開発が喫緊の課題である。 
 
２．研究の目的 
申請者らはこれまでの研究を通して，サンプ
ル採取時の泥の巻き上げが DNA 抽出の効率
を決めていること，環境 DNA 手法を野外に
適用するための障壁は泥による阻害である
ことを明らかにしてきた。 
 そこで，「泥の多いサンプルからも環境
DNA を抽出する技術を確立し，実際に野外
に適応する」という目的を掲げ，本研究に取
り組むこととした。泥の多い場所すなわち干
潟や湿地（丘陵地裾野の浸みだし部や水田生
態系，陸域と水域の境界であるエコトーン含
む）は，重点的に保全すべき生態系である。
泥の多いサンプルから環境 DNA を抽出する
技術を確立することは，環境保全学的な意義
も非常に高く，応用範囲が広いと考えた。 
 
３．研究の方法 
野外調査（１）と実験室での阻害実験（２）
を合わせて行なった。以下に詳細を述べる。 
 （１）野外調査は複数回，泥の多い環境す
なわち湿地，河床間隙水域(hyporheic zone)，
ため池において行なった。各環境で，目視も
しくは捕獲調査により，ヒメタイコウチ
Napa hoffmani，ハコネサンショウウオ
Onychodactylus japonicus，ミシシッピアカ

ミミガメ Trachemys scripta elegans，ドブ
ガイ Sinanodonta spp.の個体数を把握し，ま
た，環境 DNAサンプルを採集した。 
 ミシシッピアカミミガメにおいては，複数
回の調査を行い，環境 DNA の検出阻害に着
目した解析を行なった。各調査では環境変数
として，電気伝導度，水温，pH などの基本
的な変数に加え，水中懸濁物質(SS)中の粒状
無機物質量(PIOM)，粒状有機物質量(POM)，
クロロフィル量（植物プランクトン量），溶
存栄養塩量として TN, TP, NO3-N, PO4-P, 
DOM(A254)を測定した。 
 各生物の環境 DNA 抽出は，通常プロトコ
ルに従って DNeasy blood & tissue kit （キ
アゲン社）を用いて行なった。ただし，事前
の予備実験において，湿地やため池底などに
生息する生物の環境 DNA 抽出には，濁った
泥水から抽出する DNeasy blood ＆ tissue 
kitか，泥から直接抽出するPower soil kit (キ
アゲン社)か二つの選択肢があることが示さ
れている。本研究では，ヒメタイコウチとド
ブガイがそれに当たる。そこで，生息地から
採取できる水量が多く，環境 DNA が希釈さ
れていることが予想されるドブガイについ
ては，２種類の抽出方法を試みて結果を比較
した。すなわち，泥水からは DNeasy blood 
＆ Tissue kitを，泥からは Power soil kitを
用いて抽出し，それぞれの結果を比較した。 
 各生物について，目視・捕獲調査による実
際の個体数と環境 DNA の検出コピー数をそ
れぞれ標準化して差分を取り，各環境におけ
る阻害度を指数化した。この阻害度と，測定
した様々な環境変数との相関を調べた。 
 （２）阻害実験は，様々な条件の環境水と
汲み置きの水道水とでゼブラフィッシュ
Danio rerioを飼育し，検出される環境 DNA
量を比較することで，水質と阻害度の相関を
調べた。水質条件・植物プランクトン量・SS
量などが異なるため池８面から採水し，その
ままゼブラフィッシュの飼育に用いた場合
（懸濁物質＋溶存物質），および濾過後にゼ
ブラフィッシュの飼育に用いた場合（溶存物
質のみ）も合わせて比較した。 
 
４．研究成果 
（１）−１ ヒメタイコウチ 
ヒメタイコウチは湿地に潜って生息する小
型の水生半翅目（体長約 20mmほど）であり，
兵庫県や東海地方で絶滅危惧種に指定され
ている。ヒメタイコウチには，東海地方と近
畿地方という隔離された個体群があり，それ
ぞれ遺伝的クレードが異なっている。そこで，
兵庫県と愛知県の合計 14 湿地において，泥
内に生息するヒメタイコウチの個体数密度
を測定し，合わせて湿地の表面水をできるだ
け泥を含まないよう努力して採集し，実験室
にて環境 DNA を抽出し，環境 DNA 量と実
際の生息密度との比較を行った。環境 DNA
増幅のためのプライマーは遺伝的クレード
を考慮せず１種類のみを作成した。 



 その結果，ヒメタイコウチが捕獲された 5
箇所中４箇所で，ヒメタイコウチに特異的な
DNAが検出され，環境 DNAから生息が確認
できた。また捕獲調査で見つからなかった４
箇所において環境 DNA で生息が確認できた。
また，目視による生息密度と環境 DNA 量に
有意な相関がみられ，兵庫県と愛知県では環
境 DNA の検出率はほぼ同等であり，遺伝的
クレードにより検出率に違いが出ることは
なかった。また、PCRの阻害はこれらのサン
プルでは見られなかった。これらの結果から
環境 DNA 手法は泥水がサンプルとなる湿地
域においても有用であり，捕獲調査よりも優
れている可能性が指摘された。   
 
（１）−２ ハコネサンショウウオ 
ハコネサンショウウオは標高 500m以上の源
流の礫間間隙（河床間隙域）に生息する小型
両生類で，多くの地域で絶滅危惧種に指定さ
れている。分布調査を行うと生息地の破壊に
つながるため，非破壊調査として環境 DNA
手法の活用が期待される一方，河床間隙域は
大量の大型粒状有機物質（CPOM＋大きめの
FPOM）・粒状無機物質を含むため，環境
DNAの阻害も起こることが予想されていた。
そこで，①兵庫県宍粟市の赤西川（揖保川水
系）とその周辺の渓流域において野外調査を
行い，礫裏の間隙に生息するハコネサンショ
ウウオの個体数密度の測定と複数の環境要
因の測定，間隙内の堆積物の採集を行ない，
同時に②河川流心部と礫裏間隙から採水し，
両者の環境 DNA量を比較した。③環境 DNA
技術を用いたハコネ広域分布調査を行った。 
 その結果，目視による生息密度と環境DNA
量に有意な相関が見られ，これまで生息報告
のない支川からも環境 DNA が検出できた。
また，本来の生息場である礫裏間隙からの採
水よりも流心部からの採水の方がその場の
生息密度をより正確に表すことが示され，採
水方法の簡便化も可能であると考えられた。   
 また，堆積するサイズの大型粒状有機物
（CPOM＋大きめの FPOM）・無機物は環境
DNA 検出には大きな影響を及ぼしていない
ことが新たに示され，源流域においても環境
DNAが有用であることが示された。 
 
（１）−３ ミシシッピアカミミガメ 
ミシシッピアカミミガメ（以下アカミミガ
メ）は観賞用として輸入・流通したものが遺
棄されたことで全国各地に分布しており，特
定外来生物への移行も検討されている程，生
態系への影響が問題視されている。そこで２
種類の調査を行なった。 
 １つ目の調査として，兵庫県姫路市内のた
め池 100地点において，岸からの単位時間内
目視による個体数把握と環境 DNA 手法を合
わせて行った。その結果，ため池100地点中，
目視で観察され環境 DNA が検出されなかっ
た地点もあったが，アカミミガメが目視で確
認された池では，概ね環境 DNA の検出もで

きるという結果が得られた。一方，環境 DNA
量は目視数を反映するとは言い難い結果で
あったため，阻害度について環境変数との相
関を解析した。その結果，クロロフィル量つ
まり植物プランクトン量が阻害要因（PCR阻
害）となっている可能性が考えられた。 
 ２つ目の調査として，兵庫県加古川市・稲
美町・明石市・高砂市のため池 24 面におい
て，カメ用もんどりによる捕獲調査と環境
DNA 測定を行った。その結果，在不在はも
とより，環境 DNA 量と生物量の関係は，ミ
シシッピアカミミガメについては，環境DNA
量が生物量を比較的反映している結果とな
った。一方，環境 DNAの PCR阻害度（標準
化した捕獲数－環境 DNA 量）を検討した結
果，SS 中の有機物量やクロロフィル量や
DOM, TOM量が多いほど，阻害度が増加し
PCRが阻害されている傾向が示された。 
 両調査における環境 DNA 手法と従来手法
の乖離は，個体数の確認が目視と捕獲実数と，
異なっていたことが影響していると考えら
れる。また，両調査から環境 DNAの PCR阻
害要因として，植物プランクトンが大きく影
響している可能性が高いことが示された。 
 
（１）−４ ドブガイ 
イシガイ類は現在，世界規模で個体数が減少
しており，日本国内においてもイシガイ目 17
種のうち 13 種が絶滅危惧種に指定されてい
る。イシガイ類の一種ドブガイ（Sinanodonta 
spp.）は近年，兵庫県播磨地域で急速に減少
していることが指摘されており，保全が急務
となっている。そこで兵庫県加古川市志方町
および，加古郡稲美町のため池 25 面を調査
地とし，各ため池において，ドブガイの徒手
採捕調査と環境 DNA 量の測定を試みた。環
境 DNAの抽出は水中からの DNeasy Blood 
＆  Tissue kit による抽出と泥中からの
Power soil kitによる抽出結果を比較したが，
泥からは DNA がほとんど検出されず，泥か
らの DNA 抽出が難しいことが示された。一
方，DNeasyを用いた泥水中からの抽出は可
能であった。しかし，採捕調査からの個体数
と環境 DNA との相関からは，環境 DNA に
よる生物量推定の精度は，他の生物と比べ低
いことも示された。このドブガイの結果から
は，環境 DNA は非常に微量であるため，泥
から直接に抽出することが困難な場合があ
ること，また，泥中に生息する生物（水中へ
の DNA 拡散量が少ないと予想される）であ
っても，阻害程度を考慮すれば，水からの抽
出を試みたほうが環境 DNA 分析ができる可
能性が新たに示された。 
 
（２）ゼブラフィッシュを用いた阻害実験 
兵庫県姫路市のため池 8 面から採水した環
境水を用い，ゼブラフィッシュ(Danio rerio)
を室内で飼育した。3日間飼育後に環境 DNA
量の試水を採水し，ゼブラフィッシュを除去
後 3日目と 7日目にも採水して環境 DNA量



を測定し，環境 DNA の阻害度及び減衰過程
について検討した。その結果，検出された環
境 DNA 量は，濾過水で飼育したものの方が
そのままの水を用いた場合と比較して DNA
量が多く，DNA の減衰も比較的穏やかな傾
向がみられた。これは，濾過により DNA を
分解する微生物が除去されたためかもしれ
ない。また，野外調査時と同様に， SS中の
有機物やクロロフィル量が多い水ほど，同様
の飼育条件であっても環境 DNA 検出量が少
なくなる傾向（阻害が起こっている傾向）が
みられた。また，飼育水中の DOMが高くな
るにつれ環境 DNA 量が少ない傾向もあった。
DOMにはフミン質や多糖類（PCR阻害物質
として知られる）が含まれている可能性があ
り，これらの物質による影響も否定できない
ことが示された。 
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