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研究成果の概要（和文）：本研究では，環境DNA検出阻害を加味した生物量推定式の作成を最終目標としてい
る。これまで，水中の微細粒子の量や質に勾配をかけた実験を行い，環境DNA検出阻害量の把握に努めてきた。
その結果，環境水中の微粒子SS内の有機物が多い場合，環境DNA検出阻害が高まることがわかってきた。また，
水中のSS無機物（泥粒子）も阻害要因として重要であることが示されているが，細菌量，水流環境に着目した操
作実験の結果，ゼブラフィッシュ生体からの環境DNA放出量と，環境DNA減衰率は，まず水流環境に，次に細菌量
に強く影響を受けることが示された。

研究成果の概要（英文）：The ultimate goal of this study is to develop a biomass estimation equation 
using environmental DNA (eDNA) detection with environmental inhibition. We have conducted 
experiments with gradients in the quantity and quality of fine particles in water to determine the 
amount of eDNA inhibition. As results, we have found that the amount of eDNA inhibition increases 
with the amount of organic matter in suspended soid in environmental water. From manipulation 
experiments focusing on amount of bacteria and water flow showed that the amount of eDNA released 
from zebrafish and the eDNA decomposition were strongly affected first by the water flow and then by
 the amount of bacteria.

研究分野：生態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在，環境DNA(eDNA)技術は，非侵襲的な生物調査方法として，外来種対策や希少種対策など行政による環境政
策への導入も進んできている。しかし，野外環境では，その場に生息する対象生物の生物量と，eDNAの有無・量
が相関しないことがよく認知されてきている。これは，環境中の阻害要因がeDNAの検出を阻害するためと言われ
ている。eDNA技術による生物調査をより確実にするためには，野外における様々なe DNA検出阻害を加味した生
物量推定式の作成が必要である。本研究は，野外調査や室内実験を行なうことにより，この式を得ることを最終
目標としている。

※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 
生物多様性保全の重要性が社会に浸透した昨今，保全政策を立てるまでの深刻な障壁となって
いるのが，対象生物の分布を把握するためにかかるコストである。陸水域は最も生物多様性の損
失が著しい系として知られており，近年開発された環境 DNA手法は，国内外の主に清冽な水域
における生物分布調査に適用され始めている。申請者らは，環境 DNA技術は清冽な水域だけで
なく，むしろ清冽でない水域（湿地域，汚濁の進んだ止水域等）でこそ本領を発揮すると考え，
そのような水域に環境 DNA技術を適用するための研究に取り組んできた。その結果，湿地域な
どでも環境 DNA 技術が有効である一方，PCR による環境 DNA の検出阻害が頻繁に発生する
ことがわかってきた。この検出阻害のため，現在のところ，清冽でない水域での生物量の推定は
依然困難なままである。危急的な絶滅危惧種への保全対策・多様な外来種対策を促進させるため
には，阻害によらない環境 DNA技術を開発し，湿地域や汚濁水域で適用可能にすることが喫緊
の課題である。 
 
 
２．研究の目的 
現状の環境 DNA技術の弱点は，水域での DNA検出率・コピー数を，阻害を加味せず単純に比
較する点にある。そのため阻害が起きた時に生物量を推測するのが困難となり，環境 DNA技術
の適用範囲が清冽な水域に限定されてしまっている。申請者らはこれまで， DNA検出阻害は泥
粒子などの無機物によるものではなく，有機物によるものである可能性が高く，検出阻害は有機
物の多い水でも，逆に純水レベルの清冽すぎる水でも発生することをつきとめてきた。環境DNA
の検出感度を水質間で比較すれば，DNA検出阻害を加味した生物量推定式を構築し，環境 DNA
技術を多様な水域に適用させることが可能になるのではないだろうか。 
 そこで，本研究の目的は「対象水域の阻害の強さを加味して変数に加えた，新たな環境 DNA
技術による生物量推定式」を開発することとした。この開発のため，水質要因，有機物量（植物
プランクトン，細菌を含む），無機物量などの環境要因に勾配をかけた室内実験を行い，それぞ
れの要因に対する環境 DNA検出量・分解量を比較した。 
 
 
３．研究の方法 
多様な水質の飼育水を用い，複数の環境 DNA検出実験と，野外調査とを行った。 
実験１： 
溶存態・懸濁態有機物の量や質に着目し，北方湿原（北海道２箇所），アオコの発生した汚濁水
域（中国地方２箇所），富栄養水域（近畿地方３箇所）から採水した水サンプルを用いてゼブラ
フィッシュを飼育し，DNA 量を測定, 比較を行った。水サンプルから，２種類の水，すなわち
懸濁態＋溶存態のものと，濾過により懸濁態を除いて溶存態だけにしたものを作成した。また，
それら濃度の調整のため，そのまま使用するか，2倍，5倍希釈して使用した。それぞれの水と
ゼブラフィッシュ３匹を１Lボトルに入れ，常時弱く曝気しながら 10日間飼育し，実験開始前
と開始後 1,4,10 日目に採水し，水質項目とゼブラフィッシュ DNA 量を測定した。測定した水
質項目として，水温，EC，pH，懸濁態(SS)の有機物量・無機物量，全窒素量(TN)，全リン量(TP)，
クロロフィル量(Chl.a，Pico-chl.a)，全有機物炭素量(TOC)，細菌数であり，これらと検出され
たゼブラフィッシュ eDNA 量との相関を比較した。PCR 阻害の有無を調べるため，コイ DNA
を使用したスパイクテストも実施した。 
 
実験２： 
微細無機粒子，細菌，水の流れに着目し，野外より採取された泥に様々な処理を行い，細菌量を
操作した泥水を使ってゼブラフィッシュを飼育し，検出される DNA 量を測定, 比較を行った。
泥は木津川河川敷の一時水域より採集した。汲み置きした水道水に，そのままの泥，24 時間乾
燥させた泥，24時間冷凍した泥，2時間燃焼させた泥をそれぞれ添加したもの，泥なし，の５段
階の飼育水と，ゼブラフィッシュ１匹を１Lボトルに入れ，常時弱く曝気しながら 3日間飼育し
た。また，ボトルはそのまま放置したものと，スターラーと回転子を使って流れを発生させたも
のの２種類を作成し，環境 DNA量に及ぼす流れの影響も同時に実験した。3日後にゼブラフィ
ッシュを除去した後， 21日後まで実験は継続した。実験開始前と開始後 1,3, 4,7, 14, 21日目
に採水し，水質項目とゼブラフィッシュ DNA量を測定した。3日目までの DNA量はゼブラフ
ィッシュからの放出量を，4-21日目までの DNA量は分解された後の DNA量を示していると考
えられる。 
 
野外調査： 
これまでの成果から，水中の微細無機物粒子が DNA検出阻害要因として重要であることが示さ
れたため，微細無機物粒子の豊富な環境，すなわち湿地と河川間隙水域を対象として，生息する



生物を対象とした環境 DNA調査を行なった。１つは，種特異的プライマーを用いたものであり，
湿地の浅い泥内に生息する水生半翅目ヒメタイコウチを対象とした。もう１つは，河川内の無脊
椎動物群集を対象とし，河川表面域を流れる水（表流水）と，それが伏流した河床間隙水域の水
（間隙水）とから採水した水サンプルを用いて，メタバーコーディング法で群集全体を比較した。 
 
４．研究成果 
実験１： 
水質要因を用いて主成分分析を行なった結果，実験に使用した水には，懸濁態有機物(FPOM, 植
物プランクトン），細菌，懸濁態無機物，溶存態有機物(DOC)，水質要因(TP, TN)に勾配が認め
られた。また，濾過・希釈することで，さらにこの勾配を詳細に区別することができた。ゼブラ
フィッシュ種特異的プライマーを用いて測定した DNA量は，ほとんどの水において，汲み置き
水＞５倍希釈＞２倍希釈＞そのまま，の順に少なくなっており，また，濾過により DNA量が増
加する傾向も認められた。すなわち，環境水中にこれら要因の量が多い場合， DNA量は本来の
量よりも過少に検出されることが明らかになった。個々の環境要因と環境 DNA検出率はほぼ負
の相関が認められたものの，DNA量と DOC濃度との相関は，予測していた負の相関のみでな
く，正の相関を示すこともあった。DOCのタンパク質様・腐植質様ピーク共に有意な相関は得
られていないことから，今後さらなる解析が必要である。実験１で比較した水質項目を一般線形
モデルに当てはめ，有意な水質項目（p<0.05）を係数として採用したところ，環境 DNAの推定
量は，細菌密度に負の係数が，懸濁態無機物量と TPのそれぞれに正の係数がかかった式で計算
できることが示された。現在は引き続き，この式の正当性を検討している段階である。 
 
実験２： 
添加した泥別に，水中の細菌量を測定したところ，そのまま＞泥乾燥・冷凍させた泥＞燃焼させ
た泥＞の順に少なくなっていた。実験期間中の DNA量はわずか 2日で頭打ちになり，分解過程
においては 3-10日目まで徐々に減少していた。また，流れがない場合に，添加した泥（細菌）
の状態にかかわらず，泥があれば泥のない時と比べ DNA検出量は減少していた。DNA減衰率
（分解量）は 4 日目には泥の状態によって違いがあったが，7 日目以降は泥の状態にかかわら
ず，泥がある時の減衰率は低下した。この結果から，泥があると DNA検出は阻害され，分解も
促進されることが示された。さらに，流れを加えた場合に， 3 日目の DNA 量は燃焼泥で最も
多くなり，減衰率は 4日目には，泥の状態に関わらず，泥がある時には低下していた。この結果
から，流れにより泥が動いていると，DNA検出量は泥の状態により異なるものの， DNA分解
は泥の状態によらず強く促進されることが示された。これらの結果から，環境 DNA検出量への
影響は，流れという物理的効果と微細無機物粒子・細菌による効果が相乗的に関わっていること
が示された。 
 
野外調査： 
湿地の泥内に生息する希少性半翅目ヒメタイコウチの環境 DNAサンプル採集時には，採水手法
によってサンプルボトル中の無機物量に大きな差が出る。このことを利用して，同産地の複数の
ボトルについて，ヒメタイコウチ種特異的プライマーを用いた分布調査を行ったところ，サンプ
ル水中の無機物量に応じて環境 DNA検出量が少なくなることが示された。また，同様に無機物
量が多いサンプル水として河床間隙水域を対象とし，無脊椎動物のユニバーサルプライマーを
利用したメタバーコーディングを行ったところ，間隙水域では検出される環境 DNA量が少なく
なることが示された。 
 
本研究から，野外調査時には環境 DNA用の採水と同時に水質を測定することで，水質要因によ
る阻害を加味した eDNA 量を推定できる可能性が示唆された。今後は，さらに実験・野外調査
を行い，より改善された推定式としていきたいと考えている。 
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