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研究成果の概要（和文）：水や土壌等の環境サンプルに含まれているDNAの存否をつうじて、対象生物種の生息
の有無や分布を推定する環境DNA分析が注目されている。本課題では、環境DNAの塩基配列を決定し、その塩基配
列をDNAデーターベースに照合することにより、農業水路系に生息する魚類を網羅的に検出可能な環境DNAメタバ
ーコーディング手法を開発した。さらに現地調査を5府県で実施し、開発した手法の有効性を確認した。

研究成果の概要（英文）：Environmental DNA (eDNA) analysis is currently attracting worldwide 
attention. eDNA is extracted from environmental samples such as water and soil. The presence or 
absence and distribution of the target species can be estimated by examining whether the eDNA 
contains the target species DNA. In this study, we developed an eDNA metabarcoding method that can 
comprehensively detect fish inhabiting agricultural canal systems. In this method, environmental DNA
 sequences were determined using a next-generation sequencer, and fish inhabiting were estimated by 
collating sequences with the DNA database. This method was applied to agricultural canals, rivers 
and ponds in 5 prefectures, and the effectiveness of the method was confirmed.

研究分野： 農村生態工学

キーワード： 環境DNA　メタバーコーディング　水生生物　農業水路系
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本成果は、これまで負担となっていた生物調査における個体採捕や種同定作業等を必要とせず、現行の調査手法
に代替する簡便かつ効率的な手法として、今後、広い普及が期待される。このような非侵襲的方法は生物多様性
の保全やSDGs 15．陸の豊かさも守ろうに大きく貢献し、さらに本成果におけるコンピューターサイエンスやデ
ジタル化要素は、Society 5.0を目指した社会へと大きく結びつくこととなる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
（1）水や土壌等の環境サンプルに含まれている
DNA の存否をつうじて、対象生物種の生息の有無や
分布を推定する環境 DNA 分析が注目されている（図
1）。本課題代表者は先の科研費課題「水から抽出し
た DNA を用いて水路に生息する魚類を検出する手
法の開発（基盤 C、2014～16 年度、課題番号
26450348）」において、環境 DNA 手法が魚類の生息
の有無だけでなく、対象種の DNA 量と採捕個体数と
の関係から、生息量推定にも利用できる可能性を明
らかにした。さらに本手法の応用として、カメ類の
糞から環境 DNA を抽出し、カメ類がハス田に及ぼす
食害の影響についても取り組んだ。 
 
（2）実際、環境 DNA は対象種以外の DNA も含んで
いる。どのような種なのか、その実態を網羅的に分
析すれば、環境 DNA 手法はより汎用的な生物調査法
へと拡張できる。このような環境 DNA の網羅的分析
は、環境 DNA メタバーコーディングと呼ばれ、数年
前に提案されたばかりである。環境 DNA メタバーコ
ーディングでは次世代シーケンサーを利用して、環境 DNA の塩基配列を決定し、それぞれの配列
を DNA データーベースと照合して種を特定する。 
 
（3）これまで日本国内における環境 DNA メタバーコーディングは、沿岸域や水族館等での海産
魚類を対象に実施されている。一方、農村環境における事例は少なく、本課題代表者が農業水路
の水を予備的に解析し、原生生物、菌類、植物と共に魚類や甲殻類等の水生生物の DNA を確認し
たに過ぎない。 
 
２．研究の目的 
（1）農村環境には水路、河川、ため池をはじめとする様々な水域があり、これらは農業水路系
または水路網として日本各地に存在する。それぞれの水路系には多くの生物が生息し、特に魚類
は水域生態系の上位者として位置づけられている。農業水路系の生物調査では、水路系の代表種
として魚類の個体採捕等が主体となるため、本課題では水生生物の環境 DNA メタバーコーディ
ング手法の開発として、魚類を対象に現地調査に基づく手法の有効性を確認した。 
 
３．研究の方法 
（1）環境 DNA メタバーコーディングの分析手順は既報を参考に次のように決定（開発）し、す
べての現地調査で統一して用いた。分析手順はステップ①～⑦となり、ステップ①調査現場で水
1リットルを採水し、ステップ②できるだけ早く実験室にてフィルターろ過し、ステップ③フィ
ルターの残渣から環境 DNA を抽出した。ステップ④魚類の種特定に有効なユニバーサルプライ
マーMiFish を用いて、環境 DNA に含まれているすべての魚類の DNA を増幅し、ステップ⑤次世
代シーケンサーで分析するための DNA ライブラリを作成した。ステップ⑥作成したライブラリ
の塩基配列を次世代シーケンサーで読み取り、ステ
ップ⑦MiFish 解析パイプラインを用いて、得られ
た塩基配列を DNA データーベースに照合（相同性検
索）し、該当する魚種を特定した。 
 
（2）現地調査は広島県の 1 農業水路と 3河川で予
備調査を行い、岡山県の 1農業水路で季節変化を調
査し、岩手県の 1ため池、千葉県、京都府の各 1農
業水路で地域性を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）広島県の 1農業水路と 3 河川において、各水
域 3～5 地点で 2017 年 2 月に採水した環境 DNA サ
ンプルを分析した。結果として、コイ類、ドジョウ
類、ハゼ類を中心に計 31 魚種の生息が環境 DNA に
よって推定され（河川 Bの 14 種が最小、河川 Cの
29 種が最大）、水域間の種数の違いは空間サイズや

 
図 2 環境 DNA 分析と個体採捕調査によ

る種数比較 
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図 1 環境 DNA 分析のイメージ 
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流れ等の環境の違いに関連すると推察した。過去 5年以内にタモ網、投網、定置網などにより実
施された既存の採捕調査結果と比較した結果、各水域で採捕できたのは 13～15 種に留まり、全
ての魚種が環境 DNA による推定魚種に含まれていた（図 2）。採捕できる魚類には限りがあり、
環境 DNA 分析による生息魚類推定の有効性を確認した。 
 
（2）岡山県の 1農業水路、8地点において 2016 年
4 月～12 月に約 1 ヶ月間隔で 10 回採水した環境
DNA サンプルを分析した。また、8地点のうち 5地
点では、8 月と 11 月に採水後に個体採捕を実施し
た。結果として、全サンプルで 41魚種 149,0578DNA
リード（DNA 量の単位）からなるデータが得られた。
個体採捕を実施した 5 地点について環境 DNA によ
り検出された魚種数と比較すると、38魚種中 19種
が環境 DNA と採捕で確認され、15 種が環境 DNA の
み、4 種が採捕のみとなった。本調査でも環境 DNA
による魚種検出の高さを確認できた。また、全 41
魚種のうち、ヨシノボリ類は全DNAリード数の39%、
次いでムギツクは 12％、オイカワが 11％を占めた。
これら代表種のリード数について季節変化をみた
結果、リード数は 5月と 8月で高くなり、9 月以降
は低い傾向がみられた（図 3）。この傾向は各魚種
の繁殖、成長、移動等に関連すると考えられ、環境
DNA 分析によって個体の在・不在だけでなく、生態的・生活史的イベントについてもモニターで
きる可能が推察された。 
 
（3）岩手県の 1ため池、千葉県、京都府の各 1農業水路の 11～24 地点において 2019 年 12 月～
2020 年 10 月にかけて採水した環境 DNA サンプルを分析した。分析結果はこれまでと同様に岩手
県では 17魚種、千葉県では 26魚種、京都府では 29魚種が検出され、既存の魚類調査結果との
比較により、各水路の検出魚類は概ね妥当と推察された。地区間における魚種数の差は、岩手県
はため池、千葉県と京都府は水路といった農業水域環境の違いや地域性に基づくものと考えら
れた。以上の研究成果により、環境 DNA メタバーコーディング手法は魚類生息調査の有効なツー
ルの 1つとして利用可能なことが確認された。 

 

図 3 ヨシノボリ類の環境 DNA の季節変化 
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