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研究成果の概要（和文）：愛媛県重信川の１０地点に生息する河川底生動物群集を対象に，大量のDNA塩基配列を一度
に解読する次世代シークエンシング解析を活用し，迅速に種数を評価した．従来の顕微鏡を使った形態同定の結果，採
取された8,921個体から64分類群が発見された．それに対して，ミトコンドリアDNAのCOI領域（658塩基長）を対象とし
た次世代シークエンシング解析で得られた165,508配列の内，DNAバーコーディングにより39,337配列から成る128種が
同定された．また，各分類群における個体数とDNA配列数に正の相関が見られた．またDNA種分類法（PTPモデル）を適
用した結果，298種の存在が推定された．

研究成果の概要（英文）：Using high-throughput Next-generation Sequencing (NGS), we rapidly assessed 
species richness of stream macroinvertebrate communities among 10 sites in the Shigenobu River catchment 
in Ehime Prefecture Japan. A conventional morphological taxonomic identification found 64 taxa among 8921 
individuals collected from the catchment. Our NGS analysis produced 165,508 reads of mitochondrial COI 
amplicons. Based on DNA barcoding analysis of the NGS data, 39,337 was hit and 128 species were 
identified. Further, we found a significant positive correlation between numbers of sequence reads and 
morphology-based abundance among 33 taxonomic groups (1 class, 3 orders, and 30 families). We also 
applied DNA taxonomy analysis using PTP model, and the presence of 298 species in the catchment was 
estimated.

研究分野： 応用生態工学
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１． 研究開始当初の背景 
 
河川生態系は治水・利水活動に伴う水量減
少，水質悪化，河道改変等の影響を受けて，
生物多様性が最も低下している生態系の一
つである。近年，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や環境アセス
メントなど，生物モニタリングが法的根拠に
基づいて行われるようになった。生態系を評
価する指標の中で，種多様性（種数）は最も
基本的な指標となるが，実は下に説明するよ
うに，この基本的な生態系情報が適切に評価
されていないのが現状である。 
 まず一番の問題は，河川に生息する水生昆
虫（カゲロウ，トビケラ，ホタル等）をはじ
めとする小動物群の種分類の整備が遅れて
いる点である。このため種レベルで形態同定
できずに属や科レベルの荒い記載に止まる
分類群（未記載種）が多く残され，種数を正
確に評価できない場合が多い。また，従来の
評価で行われる顕微鏡観察に基づく形態種
同定は，作業時間の長さ（=人件費の増大）
や種の誤判定リスクなどの技術的問題を抱
える。さらに，この作業には熟練した専門的
技術が必要であり，評価事業者（例，コンサ
ルタント会社）の技術レベルの差を反映して
データの質にムラが出ることも，全国均一で
大規模な生態系評価を行う際のバイアス要
因となる。 
 これら問題を解決するために，バイオイン
フォマティックス分野で近年着目されてい
る DNA 塩基配列に基づく種分類（DNA 種分
類法）が有効と考えられる。従来，DNA 塩
基配列は種間で連続的に変異するため，種間
の明確な境界を見いだすのは困難とされて
きた。しかし，進化論的アプローチでこの問
題を解決する手法を申請者の共同研究グル
ープが開発しつつある。これは進化時間と比
例している DNA 領域の塩基配列に基づいて，
DNA 系統間の進化関係を再現し，進化・絶
滅モデルを適用して種の境界を決める手法
である。 
 
２． 研究の目的 

 
本研究の目的は，顕微鏡観察に替わる手段
として DNA 分析を活用することで，正確・
迅速・安価に種多様性を評価する新技術を開
発することである。この技術は，進化理論を
背景として種を新たに定義する DNA 種分類
法と次世代 DNA シークエンシング分析を組
み合わせることで実現される。流域や地域な
どの広域スケールから集めた膨大な生物群
集標本に含まれる種数を一気に定量化する
革新的技術となることが期待される。 
 
３． 研究の方法 

 
本研究は４つの研究課題から構成される（。
課題 1では，重信川流域（愛媛県）等で河川

生物群集を採取し，最終的に評価される DNA
種数との比較のため，従来法（顕微鏡観察）
により分類群数を評価する。課題2では， DNA
種数の評価精度を高める群集DNAサンプルの
前処理法であるDNA型コピー数平準化法を開
発する。課題 3では，上記前処理を施したサ
ンプルの次世代DNAシークエンシング解析を
行い，流域全体の全種・全遺伝型を網羅する
大規模 DNA データベースを高速で作成する。
課題 4では，作成されたデータベースを進化
モデルに基づく DNA 種分類法に適用し，流域
内の全 DNA 種数を定量化する。また，流域，
流程，蛇行区間スケールで本手法の適用性を
検討し，適用可能な空間規模やサンプル数等
の限界条件も明らかにする。 

 
４．研究成果 
 
課題１「フィールド調査および従来法（形態
種同定）による種多様性の評価」 
 
重信川流域（愛媛県）の源流から下流に分

布する 10 リーチにおいて，種多様性評価に
用いる底生動物群集のサンプリングと環境
調査を実施した。DNA 塩基配列情報に基づく
種数と比較するために，顕微鏡観察に基づく
形態学的同定により形態学的種（リンネ種）
の分類群数も評価した。全リーチから採取さ
れた 8921 個体の形態学的同定の結果，64 分
類群（1 綱，4 目，2 科，4 亜科，16 属，37
種）が確認された。個体数が最も多い形態分
類群は 3,144 個体のユスリカ亜科だった．ま
た，窒素・リンなどの水質，水温，流速，水
深等の底生動物の生息に関係する環境項目
も評価した。 
 
課題２「DNA 型コピー数平準化法の開発」 
 
流域全体の雑多な種が混在するDNAサンプ

ルから検出される DNA 型の種類が多いほど，
種多様性が高く評価されやすい。この群集
DNA では，細胞数が多い体サイズが大きい種
や群集内で優占する種などの一部の種に由
来するDNA型のコピー数が相対的に高まるこ
とが予想される。その結果，希少種や微小サ

図１ 本研究を構成する研究課題 



イズ種の存在を見逃し，実際よりも低い種数
として過少評価する恐れがある。課題２では，
この問題を解決するDNA型コピー数平準化法
を開発した。 
群集 DNA サンプル（二本鎖 DNA）を一本鎖に
熱融解し，適度な温度で保温すると，多コピ
ー由来の一本鎖は単コピーのものよりも接
触確率が高いため，速い速度で二本鎖に会合
する。この状態から二本鎖画分を除けば，コ
ピー数の平準化がなされることが考えられ
る。多くの一本鎖 DNA が再会合し，わずかの
一本鎖DNAが残存した状態がコピー数平準化
に最適な会合条件と考え，最適な再会合の温
度と時間の条件を実験的に検索した。その結
果，70℃で１分間で再会合した後に，それ以
上の再会合反応を停止させるために氷上で
急冷する操作が最適であることを見出した。
この条件の下，群集アンプリコンの熱変性-
再会合処理を行い，処理を行わない系も比較
対象として準備をした。そして，最適再会合
条件を平準化効果を評価するために，変性剤
濃度勾配ゲル電気泳動（DGGE）を行い，検出
されるバンドの光強度から相対的なバンド
数の割合を求めた．仮想群集サンプル（非平
準化）と最適再会合条件サンプル（平準化）
で比較した結果，熱変性－再会合処理後に割
合が大きく低下し，検出されなかったバンド
が確認され，平準化効果を確認することが出
来なかった．しかし，熱変性－再会合処理後
に割合が増加したバンドも見られたことか
ら，再会合条件を再検討することで平準化効
果を得ることが期待される結果ともなった．
熱変性－再会合処理後に割合を低下させた
バンドは他配列との類似度が高く，再会合反
応時にヘテロ 2重鎖を形成してしまい，平準
化効果を得ることが出来なかったと考えら
れるので，ヘテロ 2重鎖を考慮した再会合条
件を検討する必要がある 
 
課題３「次世代シークエンスによる大規模
DNA データベースの構築」 
 
課題 1 で採取した群集サンプルを使って，

重信川流域（愛媛県）に生息する水生昆虫の
種数を評価した。次世代シークエンサー454 
GS FLX（Roche Diagnostics）を用いて 5,527
ハプロタイプからなる 165,508 配列（平均塩
基長＝約330塩基）が得られた．その内，BLAST
による DNAバーコーディングで同定されたの
は 39,337 配列で 132 種が特定された．最も
多く検出された科は 43 種（23,137 配列）の
ユスリカ科だった．形態同定された 34 分類
群（1 綱，3 目，30 科）の内，DNA バーコー
ディングで同定されたのは17分類群だった．
各分類群における個体数とDNA配列数に正の
相関が見られた（図２）．また，スイスの流
域から採取した底生動物群集サンプルも同
様にメタバーコーディングを行った．7,369
個体，27 形態分類群（23 科＋4亜科）を次世
代シークエンサーを MiSeqTM（Illumina）で

解析した結果，計5,810,864配列が得られた．
BLAST による DNA バーコーディングの結果，
24 種が検索された．形態同定された 27 形態
分類群のうち，DNA バーコーディングで検出
された形態分類群は10分類群（8科と2亜科）
であった．これら 10 形態分類群の平均個体
数（＝665.1 個体数/分類群）は，検出されな
かった 14 形態分類群の平均個体数（＝42.2
個体数/分類群）よりも有意に高かった
（Student の t 検定，P<0.001）．以上の重信
川およびスイスの底生動物群集のメタバー
コーディングの結果から，群集サンプルに占
める個体数の割合が高い形態分類群に由来
する配列は検出されやすいが，個体数が少な
いマイナーな分類群は検出されにことがわ
かった． 
 
課題４「進化モデル解析による DNA 種数の定
量化」 
 
重信川流域（愛媛県）の底生動物群集サン

プルの次世代シークエンス解析で得られた
5,527 ハプロタイプの 165,508 配列を使った
DNA 種分類を行った．Operational Taxonomic 
Unit (OTU)法によって 204 個の OUT 種が得ら
れた．進化理論に基づいて種数を推定する
Poisson Tree Processes (PTP)法による種数
の定量も行った．PTP 法は種間の置換数が種
内より著しく大きいという仮定により，分岐
率が著しく変化する遷移点から種の境界を
推定する方法である．PTP 解析の結果， DNA
バーコーディングの 132種や OTU法の 204ク
ラスターよりも多い 298 種が推定された（表
１）．DNA 種数が多かったのは地点 1,2 と 6だ
った．また，プサン大学との共同研究により，
ニューラルネットワークの一種である自己
組織化マップ（SOM）を用いたアプローチで，
集団遺伝構造と共に，河川の水質・物理環境
の影響を受けている遺伝子集団を解明する
ことができた。  
PTP 法によって境界を推定したが，PTP 法に
よる種分類が正確に行えない場合があるの

図２ 愛媛県重信川の採取された各分類群
の個体数と DNA 配列数の正の相関 



で，PTP の結果の解釈には注意をする必要が
ある．種分類の精度を高めるために，DNA 配
列を高い閾値（例えば 99%）でクラスタリン
グし，同じクラスターに分類された配列は同
じ種由来とする対策が有効かもしれない．種
ごとに種内変異の大きさが違うことから OTU
法は進化学的に正しくないとしていたが，1%
の置換はDNA解読のミスもしくは種内変異と
することで，進化距離が近い配列が多くなり
すぎることを避け，PTP 法の正確性の向上に
繋がると考える．  
 
表１ 愛媛県重信川の１０地点で底生動物
群集の形態学的に同定された分類群数，DNA
バーコーディング，Operational Taxonomic 
Unit (OTU)法，Poisson Tree Processes (PTP)
法によって評価された分類群数 
地点 分類群数 

形態
分類
群 

バーコ
ーディ
ング 

OTU PTP 

St. 1 9 13 34 120 

St. 2 11 26 53 145 

St. 3 15 32 58 75 

St. 4 18 28 38 34 

St. 5 22 47 60 92 

St. 6 22 56 75 122 

St. 7 29 56 70 48 

St. 8 36 50 68 50 

St. 9 29 43 55 42 

St. 10 32 50 56 52 

合計 64 132 204 298 

 
また，上記の研究成果を報告する場として，
以下二つの研究集会を愛媛大学で開催した． 
 
1）H25 年 1 月 31 日に，本科研プロジェクト
を中心とする研究グループが愛媛大学に集
まり，一般公開の形で「流域と生態系ワーク
ショップ 2014- 水文生態学，生息場学，分子
生物学の新しい研究アプローチ-」を開催し
た。当日は 9件の研究発表を行った。 
 
2）H26 年 10 月 31 日に，国際ワークショップ
「River Ecosystem and Environment」を愛
媛大学で一般公開の形で開催した．当日はス
イスから招聘した研究者による基調講演と
共に，５件の研究発表を行い，学生や若手研
究者を含む３３名が集まった。 
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