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1 背景 

 

持続的開発目標（SDGs)においても、生態系の維持管理の重要性が強調されて

いる。このような健全な生態系の維持管理には、生態系の状況把握が欠かせな

い。特に、絶滅危惧種や外来種などその生態系にとって重要、もしくは撹乱す

る生物種については特に詳細な分布状況などの把握が必要である。そこで、絶

滅が危惧されている希少な生物種の保護・管理や外来種の駆除を行う上で最も

基本的かつ重要な情報は、生物の生息分布や個体数、生物量である。生物の分

布や個体数推定には、様々な手法や分布予測モデルが提案されてきており、そ

の行政事業への活用が期待されている。しかし、これらの従来の分布調査で

は、生物の生息場所や生息量を知るためには、目視で数える、採集を行う、網

を仕掛けるなど、多大な労力と時間をかけて調査を行う必要があった。実際、

播磨地域の淡水生態系においても多くの調査がこのような方法で行われてき

た。一方で、近年は“ 環境 DNA (environmental DNA、 eDNA) ”と呼ばれる

DNA 分析を用いた新たな生物調査方法、環境 DNA 手法が開発されつつある

(Minamoto et al. 2012, Maruyama et al. 2014, Fujiwara et al. 2015, Yamanaka et al. 

2016, Uchii et al. 2016, Kakuda et al. 2019、土居・近藤 2021)。 

環境中、例えば、水中、土壌中、空気中などあらゆる場所には、そこに生息

している生物由来の DNA が存在していると考えられている。その DNA を総称

して、 環境 DNA (environmental DNA、 eDNA) と呼ばれている。これらの環境

DNA を採取し分析することで、生物の在不在や生物量・個体数、さらには遺

伝情報などの膨大なデータを得ることが可能となってきた （Takahara et al. 

2012、 2013、 Doi et al. 2015、 2017、概略図：図１参照）。そして、ため池
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や河川をはじめとした淡水域の多くの水域、分類群に応用されつつある

(Minamoto et al. 2012, Fukumoto et al. 2015, Fujiwara et al. 2015, Yamanaka et al. 

2016, Uchii et al. 2016, Kakuda et al. 2019)。 

 

 

 

 

図１環境 DNA についての概略 
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 環境 DNA 技術とは、これまで述べられた通り、水中に存在する生物由来の

DNA 断片を採取、分析することによって、生物の分布（在・不在）や生物

量、個体数について推定する手法である。これまでは主に、種特異的な DNA

断片を増幅し、リアルタイム PCR や電気泳動などにより 1 種ずつ判別してきた

(Minamoto et al. 2012, Fukumoto et al. 2015, Fujiwara et al. 2015, Yamanaka et al. 

2016, Uchii et al. 2016, Kakuda et al. 2019)。しかし、これら種特異的な分析によ

って、環境 DNA から生物群集を明らかにすることは容易ではないことは想像

に難くない。何十、何百種といる各生態系の生物種について、1 種ずつ分析す

ることは、非常に手間と労力が必要である。 

 そこで近年では、これまでの種特異的な手法に加えて、超並列シークエンサ

（次世代シークエンサとも呼ばれてきたもの）と呼ばれる DNA 解析装置を用

いることで、環境水に含まれるある分類群（例えば魚類）に属する全ての種の

DNA を同時並行的に解析する手法、いわゆるメタバーコーディング手法の開

発が進んでいる。メタバーコーディングとは，対象分類群の種判別を可能にす

る遺伝子領域の DNA 断片配列をまとめて PCR 増幅し，超並列シークエンサを

用いて塩基配列を決定し，それらをデータベースと照合することで種組成を明

らかにする手法である。かつては DNA バーコーディングと呼ばれていたが、

超並列シークエンサ登場以降、多種の DNA を同時並列でバーコーディングす

ることが可能となった。そこで、「メタ」バーコーディングと呼ばれている。 

 メタバーコーディングにより、わずか 1 リットルの水を汲むだけで、何十、

何百という魚の種組成を明らかにできるようになった(Miya et al. 2015)。メタバ

ーコーディング法の開発には，ターゲットとする分類群に属する種(のマーカー

遺伝子)を網羅的に増幅するユニバーサルプライマーを作成する必要がある。こ

れまで、ミトコンドリア DNA の COI や 12S 領域を対象とした様々なユニバー
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サルプライマーが開発されてきている。例えば、HCOI、LCOI などの COI 領域

を増幅するもの、ecoPrimer などがある（Miya et al. 2020)。それらのユニバーサ

ルプライマーは、これまで様々な場面で利用されてきたが決して性能（増幅効

率やユニバーサル性など）が良いものではなかった。そこで、Miya et al. (2015)

では、新たに魚類のミトコンドリア DNA の 12S 領域を網羅的に増幅できるユ

ニバーサルプライマーとして MiFish を開発し、現在では全世界的に利用され

ている（Miya et al. 2020)。 

 そこで、本研究では、この環境 DNA メタバーコーディングを用いた生物調

査手法の確立として、姫路市・播磨地域でのため池を対象として、そこに生息

する絶滅危惧種や、外来種を網羅的に明らかにする手法の開発を目指した。 

本環境 DNA 手法が姫路市・播磨地域でのため池で確立されることにより、

これまで採捕や目視で行なっており大変労力がかかっていた調査を、環境

DNA を用いることでより簡便に行うことができる。環境 DNA を用いること

で、採水のみで調査できることから、これら生物の生息場所をほとんど乱すこ

となく生物調査が可能となる。さらに、多くの外来種検出を試みることで播磨

地域の外来種侵入状況についても評価することが可能となる。 
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図３ 環境 DNA 調査の概略図 
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2 研究方法 

 

2.1 調査地点 

 

 本研究では、姫路市水族館のご協力を得て、採水調査を行った。2018 年度に

採集した兵庫県赤穂市、姫路市内（図４）のため池９面（St. 1-１１、 図５ー

９など）に加えて、兵庫県赤穂市、姫路市内（図１０）のため池 5 面（St. 1０−

１４）において、2019 年 11 月に調査を行った。これら調査地は、市街地のた

め池から農村地や山林に位置するため池を含む。 調査地点の詳細な地理情報

については生物種保護の観点から公表を差し控える。本研究ではこの２年度に

わたって採集したデータを用いて解析を行った。 

 さらに、追加サンプルとして、2021 年度には６面の新たなため池についても

調査を行った。 
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図４ St.１ー11 の調査地点エリア（希少種保護のため詳細は場所については、

情報を差し控える。）。Google Map の地図を参照した。 
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図５ St. 1 のため池風景 
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図 6 St.２のため池風景 
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図７ St. ３のため池風景 
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図８ St. ４のため池風景 
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図９ St.５のため池風景（上）と St. ６のため池風景 (下） 
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図１０ St.１２ー16 の調査地点エリア（希少種保護のため詳細は場所について

は、情報を差し控える。）。Google Map の地図を参照した。 
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2.2 採水 

 

両年度の調査ともに同様に調査を行った。採水は各ため池の沿岸１箇所にお

いて、1L のポリ瓶 1 本用いて表層水を採水した。採水したポリ瓶は、クーラー

ボックスで冷蔵して実験室に持ち帰った（図１１）。また、調査時のコンタミ

ネーションの有無を確認するため、サンプル水と同様のポリ瓶に入れた 1L の

DNA フリー脱イオン水をクーラーボックスに入れ、調査開始前から実験室帰

着まで持ち歩いたものをネガティブコントロールとして使用した（クーラー・

ネガティブコントロールとした）。 

 

2.3 ろ過 

 

それぞれの 1L のサンプル水について、1 枚ずつ GF/F ガラスフィルター (GE 

Healthcare)を用いて濾過した。サンプル水の濾過後、GF/F フィルターは次の測

定まで–20 度で冷凍保存した。サンプル水の濾過後、クーラー内、濾過作業時

（1L の DNA フリー脱イオン水）の 2 種類のネガティブコントロールもサンプ

ル水と同様に濾過した。サンプル間のコンタミネーションを防ぐため、採水及

び濾過に用いた器具類は 10 倍に希釈した塩素系漂白剤（ハイターE 花王株式

会社）で洗浄した。なお、採水、ろ過については姫路市水族館職員の皆様にご

協力いただいた。 
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図 1１ 姫路水族館でのサンプル水の濾過 
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2.4 DNA 抽出 

 

フィルターからの環境 DNA 抽出は、兵庫県立大神戸情報科学キャンパスにお

い行った。キアゲン社の DNA 抽出キット (DNeasy blood and tissue kit,  Qiagen

社)を用いて、Uchii et al. (2016),及び環境 DNA 学会発行の環境 DNA 調査・実験

マニュアル ver.2.1（http://ednasociety.org/manual）に従って、以下の通り行っ

た。 

 サンプル水を濾過した GF/F フィルター１枚を、サリベット（ザルスタット

社）に入れ、Buffer AL、Proteinase K を添加し、56 °C の定温乾燥機 (DX402 

Yamato)に 30 分放置した。その後 5000 G で 5 分間遠心にかけ、フィルターに

220 µL の TE(pH8.0)を添加し、室温で 1 分間放置した後、再び 5000 G で 5 分間

遠心した。溶出した濾液には 200 µL の Buffer AL、600 µL の 100%エタノール

を添加し、ピペッティングによりよく混合した後、DNeasy 付属のスピンカラ

ムに、約 650 µL 移して 6000 G で 1 分間遠心した。遠心によって出た廃液を捨

て、サリベット内の濾液がなくなるまで以上の行程を繰り返した。以後は、

DNeasy blood and tissue kit 付属マニュアルに従って、カラムを新しいコレクシ

ョンチューブに移し、500 µL の Buffer AW1 を添加し、6000 G で 1 分間遠心、

カラムを新しいコレクションチューブに移し、Buffer AW2 を 500 µL 添加、

12000 G で 3 分間遠心した。カラムを未使用の 1.5 mL チューブに移し、Buffer 

AE を 200 µL 添加、室温にて 1 分間静置後、6000 G で 1 分間遠心し DNA を溶

出した。得られた DNA 溶液は-20 °C で冷凍保存した。 
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2.5 メタバーコーディング解析 

 まずは、ユニバーサルプライマーを用いた PCR を行う。今回の手法では 2

段階の PCR を用いて、ユニバーサルプライマーによる対象領域の DNA 増幅

（1st PCR)と、インデクス配列やアダプター配列（詳細については後述）の 1st 

PCR の産物への付加を行なっている(2nd PCR)。今回の解析では、サンプルと

ともに 2 種類のネガティブコントロールについても同様に解析を行なった。 

 1st PCR では、MiFish ユニバーサルプライマーによる対象領域の DNA を

増幅させた（魚類ミトコンドリア DNA１２S 領域, Miya et al. 2015）。 

 

MiFish-U-F GTCGGTAAAACTCGTGCCAGC 

MiFish-U-R CATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG 

 

環境 DNA の場合は、その DNA 濃度が非常に薄いため、PCR テンプレート

に抽出された生物種の DNA が入らない場合もある。そのため、多くの場合

はいくつかの繰り返し（4-8 など）をもって 1st PCR を行うことが多い。そ

の 1st PCR の産物について、８繰り返しを混合した上で、2nd PCR にて、イ

ンデクス配列やアダプター配列を付加した。ここでのインデクスとは図 2 に

あるように、河川 1，河川 2，ため池 1 などそれぞれの環境 DNA サンプルに

個別のインデクス配列を割り当てることで，これらのサンプル全てを一度に

シークエンス解析した時，後からインデクス配列を参照することでどのサン

プル由来の DNA 配列かを見分けることができる。つまり、多数のサンプル

を一度にシークエンスすることができる。イルミナシークエンスでは、フロ

ーセルというシークエンサに入った DNA が結合する塩基配列があり、それ



 24 

 

を基盤として、シークエンスが行われる。アダプター配列とは、そのフロー

セルにある塩基に結合する配列のことである。この 2 段階の PCR を経て、

図１２のような配列が作られた。 

 これらの配列について、プライマーの除去や、電気泳動などによるターゲ

ット配列の切り出しを行って、イルミナシークエンスに導入する産物（ライ

ブラリ）を作成する。このライブラリについて、超並列シークエンスを行

う。シークエンスは、イルミナ社 MiSeq を用いて、V3 キットにより解析し

た。300bp に渡って両側で解読される方法（ペアエンドシークエンス）によ

りシークエンスを行った。 

 

 

図１２ 作成するイルミナシークエンスライブラリの概略 

 

 

2.6 シークエンスデータ解析  
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シークエンスされた塩基配列データについては、バイオインフォマティク

ス解析を経て、環境 DNA サンプルに含まれていた生物種のリストの完成とな

る。バイオインフォマティクス解析には Claident と R パッケージの DADA2 を

用いた。超並列シークエンサから得られたデータは、Claident により

Demultiplex によりサンプルに分けられる。そこから、DADA2 によりまずは一

次データ処理に供される。その中で、シークエンスラン全体のクオリティの評

価、シークエンスの末端部、ペアエンドシークエンスの結合、信頼度の低いシ

ークエンスの除去、プライマー配列の除去、そして最後に同一配列のグループ

化（ASV、Amplicon sequence variant にクラスタリング）が行われる。このグル

ープ化された配列について、Claident を用いて配列データベースに対する配列

類似性検索（BLAST 検索）が行われる。データベースにすでに登録されてい

る配列と、環境 DNA サンプルに含まれていた配列が,98.6%一致率の配列相同

性を持つものをその種の配列として、種リストとして作成する。 

 

2.7 統計解析 

得られた種テーブルから、2 種類のネガティブコントロールでリードが出てい

る種については、ネガティブコントールで得られたリード数を引いた値を用い

た。つまりネガティブコントロールで得られたリード数以上得られなければ、

そこは非検出とすることとした。 

 このデータについて群集解析を行なった。リード数というデータが得られる

が、リード数は半定量的であり、定量データとして使うには適さないため、全

てのデータは在不在（０、１）に変換して以後解析を行なった。種多様性指数

H'と ASV 数（分類数）を計算した。さらに、Jaccard 指数によりため池間の類

似度を算出し NMDS(Non-metric multidimensional scaling)により座標として表示
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した。さらに、PERMANOVA による解析を行い、ため池間や採集年間での類

似度の分散について考察した。 
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3 結果と考察 

 

姫路市近郊のため池２０面の解析を行なったが、１つ Site１のデータ（データ

解析の結果、シークエンスが０）が取れなかったため、以後の解析においては

１９面を対象に行った。 

表１a-d に示した通り、各ため池でさまざまな種類の魚種が検出された。特に

カワムツなどのコイ科、オオクチバスなど兵庫県のため池で優占する種がみら

れた。また、外来種のオオクチバスについては２面で、そして絶滅危惧種（兵

庫県では要注目）のミナミメダカについても１面で認められた。 

 種数については（図１３）、各ため池で大きなばらつきがあったが、最大で

４７ASV が得られ多様性の高さが示された。一方で数種しか得られなかったと

ころもあり、それについては多様性の低下が危惧される。 

 多様性指数（図１４）についても同様の傾向を示したが、概ね差異が小さい

傾向があった、これは全体的に総じて多様性が低い傾向があるからであると考

えられた。 

 Jaccard 類似度指数により、NMDS にて類似度座標空間を表示した（NMDS 

stress= 0.1377372、図１５)。ため池間では空間的にばらつきが大きく見られ

た。同じ年（近い場所）においてもばらつきが見られた。これは先程の種数に

もあるようにため池間で魚類群種が大きく異なるためと考えられた。ただ、本

研究では環境データを取っていないのでこのばらつきがどこからもたらされる

かについては今後の検証が必要である。 

 PERMANOVA 解析の結果（表２）から、NMDS にて類似度座標空間につい

て、ため池間と、同じ年（近い場所）においてのばらつきについては有意な傾
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向は無かった。それはばらつきが大きいもののそれが採集場所や時期に限らず

生じていることを示しておりここのため池のもつ環境や水質、他の生物の在不

在などの要因が関連していると考えられた。 
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表１ メタバーコーディングにより得られた主な魚種（一部優占種のみ表示  

 

a) Site 2-6 

 

種 和名 S2 S3 S4 S5 S6 

Zacco platypus カワムツ 0  437  0  0  0  

Oncorhynchus サケ 0  0  2  0  0  

Cyprinidae コイ科 8882  0  0  0  0  

Rhinogobius ヨシノボリ 0  0  8667  63928  0  

Lepomis macrochirus 

オオクチバ

ス 

8259  0  0  0  0  

Cyprinidae コイ科 0  0  0  0  57122  

Cyprinidae コイ科 257  0  0  0  0  

Misgurnus anguillicaudatus ドジョウ 0  0  27691  15693  3185  

Carassius コイ 90  0  0  0  0  

Zacco platypus カワムツ 0  0  0  0  0  

Pseudorasbora parva モツゴ 0  2  0  0  0  

Engraulis イワシ 0  0  0  0  0  
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Oryzias latipes 

ミナミメダ

カ 

0  0  0  0  0  
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b) Site 7-11 

 

種 和名 S7 S8 S9 S10 S11 

Zacco platypus カワムツ 0  0  0  0  0  

Oncorhynchus サケ 312  0  0  0  0  

Cyprinidae コイ科 0  0  0  0  0  

Rhinogobius ヨシノボリ 0  0  482  0  0  

Lepomis macrochirus 

オオクチバ

ス 

0  0  0  0  0  

Cyprinidae コイ科 0  3333  0  0  0  

Cyprinidae コイ科 0  0  0  0  0  

Misgurnus anguillicaudatus ドジョウ 0  43057  7  0  0  

Carassius コイ 0  0  18437  16098  0  

Zacco platypus カワムツ 0  0  0  0  0  

Pseudorasbora parva モツゴ 0  0  0  18709  0  

Engraulis イワシ 0  0  0  0  5978  

Oryzias latipes 

ミナミメダ

カ 

0  0  0  0  0  
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c) Site 11-16 

 

種 和名 S12 S13 S14 S15 S16 

Zacco platypus カワムツ 4793  0  0  0  0  

Oncorhynchus サケ 0  583  373  0  0  

Cyprinidae コイ科 0  0  0  0  657  

Rhinogobius ヨシノボリ 0  0  0  0  0  

Lepomis macrochirus 

オオクチバ

ス 

0  0  0  0  ##### 

Cyprinidae コイ科 0  0  0  3531  0  

Cyprinidae コイ科 0  0  0  0  0  

Misgurnus anguillicaudatus ドジョウ 0  0  0  0  111  

Carassius コイ 0  0  0  5892  0  

Zacco platypus カワムツ 0  0  0  0  0  

Pseudorasbora parva モツゴ 0  0  0  0  0  

Engraulis イワシ 0  0  0  0  0  
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Oryzias latipes 

ミナミメダ

カ 

0  0  0  5287  0  
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d) Site 17-20 

 

種 和名 S17 S18 S19 S20 

Zacco platypus カワムツ 0  0  10649  6250  

Oncorhynchus サケ 0  0  4339  5214  

Cyprinidae コイ科 0  0  4010  0  

Rhinogobius ヨシノボリ 716  36787  0  0  

Lepomis macrochirus 

オオクチバ

ス 

0  0  0  0  

Cyprinidae コイ科 0  12053  38568  0  

Cyprinidae コイ科 0  0  0  974  

Misgurnus anguillicaudatus ドジョウ 0  1028  7355  0  

Carassius コイ 0  0  0  0  

Zacco platypus カワムツ 0  0  2100  0  

Pseudorasbora parva モツゴ 0  0  0  0  

Engraulis イワシ 0  777  0  1242  
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Oryzias latipes 

ミナミメダ

カ 

0  0  0  0  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１３ ため池間での ASV 数（遺伝的多様性も含めた分類群数）の比較。

黒が２０１８年、青が２０１９年採水 
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図１４ ため池間での H'多様性指数の比較。黒が２０１８年、青が２０１

９年採水 
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図１５ NMDS による類似度座標空間、各数値がため池番号を示す。赤が

２０１８年、青が２０１９年採水 
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表 ２ PERMANOVA による結果。habitat$site はため池、year$year は採

集年を示す。 
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 これらの結果より、播磨地域でのため池の魚類群集について環境 DNA によ

るメタバーコーディングにより網羅的に検出が可能であることが明らかとなっ

た。本研究により、環境 DNA 手法による魚種や魚類群集の生息調査手法の開

発を行うことができた。今後は、これまで採捕や目視で行い大変な労力がかか

っていた生息調査を、環境 DNA 手法を用いることでより簡便に行うことがで

きる（Miya et al. 2017, Yamamoto et al. 2017）。さらに、今後は、採水地点数

や、季節的な環境 DNA の検出、種多様性と環境との関係について精査し、魚

類の生息調査としての環境 DNA 手法を確立する。 
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