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河川水から抽出した DNA（環境 DNA）をテンプレートとして無脊椎動物の cytochrome oxidase subunit 1

領域の濃度を定量 PCRにより定量した．さらに同一の遺伝子領域をメタバーコーディング解析し，得られ

た全塩基配列数のうち水生昆虫 6 目（カゲロウ，カワゲラ，トビケラ，ハエ，トンボ，コウチュウ）に属

する塩基配列の相対存在比を，定量 DNA 濃度と掛け合わせ，水生昆虫由来の環境 DNA 濃度（copies /L）

を求めた．捕獲調査により得られた水生昆虫の現存量と相関分析した結果，水生昆虫由来の環境 DNA 定

量値は全採集個体数密度（相関係数 0.74，p < 0.01），カゲロウ目，カワゲラ目，ハエ目の個体数密度と正

の相関を示した．これらの分類群については回帰式を推定することができ，本手法が環境 DNA を用いた

水生昆虫量の定量に有効である可能性を示した． 
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1.  はじめに 

 

河川生態系は気候変動，流域の人為的開発により顕著

に劣化している 1)．水生昆虫はその存在量および種多様

性が環境負荷に鋭敏に応答すると考えられ，河川環境の

健全性評価において重要である 2)．また，水生昆虫は他

の水生生物に比べて比較的ライフサイクルが早く，河川

生態系における生物量が豊富であるため，魚類・鳥類な

どの上位捕食者の重要な餌資源である．このため水生昆

虫の量的変動を季節・空間的にモニタリングおよび推定

することは河川生態系全体の保全に繋がる．一方，水生

昆虫種の形態同定は時間的コストが高いことに加え，類

似種が多いために専門性が必要とされることが課題とさ

れている． 

近年，野生生物調査の強力なツールとして環境 DNA

が注目されている 3, 4)．環境 DNAとは環境サンプルから

抽出される生物由来DNAの総称である 5)．これまで，環

境 DNA から種特異的な塩基配列の存在量を定量し，生

物量を推定する試み 6, 7)，種横断的に検出可能なユニバ

ーサルプライマーを用いた生物相の把握 8)などの研究が

報告されている．さらには環境 DNA に対してメタバー

コーディングを行うことを前提として，様々な大型真核

生物分類群のユニバーサルプライマーが開発されている 

(e.g., 両生類 9)，魚類 10)，哺乳類 11))．水生昆虫において 

も，ユニバーサルプライマーは各種提案されている 12)が，

環境DNAにおける適応例は多くない 13–17)． 

ユニバーサルプライマーによるメタバーコーディング

解析の出力結果は，種ごとにプライマーへの反応性が異

なる「プライマーバイアス」を受けている．このため，

環境 DNA 分析においてはメタバーコーディングによる

結果は在・不在判定として用いられることが主流である
18-20)．また，塩基配列数を用いる場合は，読み取ったす

べての塩基配列数に対する相対的存在率として議論され，

絶対的存在量の推定には踏み込まないことが一般的であ

った．しかし，採集した虫サンプルすべてを合わせて 1

つの抽出 DNA 溶液を得てメタバーコーディングに供す

る実験によると，DNA 抽出に供された水生昆虫個体数

密度とメタバーコーディングにより得られた増幅産物数 

(read 数) の間に有意な正の相関があることが報告されて

おり 21)，メタバーコーディングにより絶対的定量にまで

踏み込める可能性を示唆している．また，環境 DNA サ

ンプルにおいてもメソコスムにおける両生類・魚類相 9)，

内湾における魚類相 22)を対象に同様の傾向が確認されて

いるが，水生昆虫に関して検討した報告は存在しない． 

以上の背景より，本項では，河川水中の無脊椎動物の

DNAを対象とし，1) 定量 PCRにより得た環境DNA濃度

と河川水中の全水生昆虫現存量の関係，2) 各水生昆虫目

由来の環境 DNA 濃度を，メタバーコーディングから得
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た各分類群の塩基配列存在比と DNA 定量値を乗じて算

出し，従来手法により観察された水生昆虫現存量との関

係性を評価した．本技術が水生昆虫を対象に使用できれ

ば，従来の水生昆虫サンプリングが有している諸課題の

解決糸口となり，より時空間的に密な生物種数および現

存量データを取得できるようになると期待される． 

 

 

2.  方法 

 

(1)  環境DNAと水生昆虫のサンプリング 

宮城県名取川水系の 6地点において 2016年 7月と 11

月にサンプリングを行った（図-1）．各地点の河川地形

は，H1 のみ平坦河床リーチ（Aa - Bb 移行型），その他

は瀬・淵リーチ（Bb型）である．環境 DNA分析用の水

サンプルは，全地点で採水時に十分な水深が確保できる

瀬尻にて河川表面水から 4.5 L採水し，既往の実験 2, 5) に

従い氷冷保存して実験室に持ち帰り，即日中に吸引濾過

した．濾紙は孔径 0.7 µm，直径 45 mmの GF/F (Whatman) 

を用い，濾過量は濾紙一枚あたり 1～1.2 L とし，1 サン

プリングあたり 3 反復を得た（表-1）．水試料を通水し

た濾紙はDNA抽出を行うまでアルミホイルに包み - 20℃

で保存した．また，各地点のリーチスケールにおける水

生昆虫相を捉えるため，採水の直後にコドラート付きサ

ーバーネット (目合 250 µm，方形枠面積 0.09 m2) を用いて

瀬，淵を 1箇所ずつ選定し，計 0.18 m2から水生昆虫を採

集した．採集した虫サンプルはその場で 100%エタノー

ルを用いて固定して持ち帰り，実体顕微鏡を用いて形態

同定を行い 23)，個体数密度を得た．さらに60℃の乾燥炉

にて 24 時間乾燥させたのち，電子天秤を用いて分類群

ごとの乾燥重量を測定した． 

 

(2)  DNA抽出と定量PCR 

DNA 抽出は濾紙ごとに行い，また定量 PCR は濾紙サ

ンプル 1つにつき 1回行い，3反復を得た．通水後の濾

紙に Proteinase K 20 mg/ ml を加え 56°Cで 30分反応させた

後，フェノール・クロロフォルム・イソアミルアルコー

ル法により DNA を抽出した．さらに有機溶媒および夾

雑物の除去のため，エタノール沈殿とカラム精製（PCR 

Inhibitor Removal Kit, Zymo Research）を行い，1サンプルあ

たり 100 µlのDNA溶液を得た．抽出したDNA中におけ

るミトコンドリア DNA の Cytochrome Oxidase subunit 1

（CO1）遺伝子領域の濃度を，定量PCRにより測定した．

PCR プライマーには Folmer et al.24)が開発した LCO1490

（5’-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3’），

HCO2198（5’-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-

3’）を用いた．本プライマーは無脊椎動物の種判別に利

用する目的において一般的に使用されているものである

13,17)．定量PCR反応は SYBR○R Premix Ex Taq（TaKaRa）を

用いて，95°Cで 20秒の初期熱変性，続いて 95°Cで 5秒

の熱変性，53°Cで 30 秒のアニーリング，72°Cで 1分の

伸長反応を40サイクル，Light Cycler○R 2.0（Roche）を用い

て行った．定量 PCR のスタンダードには，同流域内か

ら採取したヒゲナガカワトビケラ（Stenopsyche marmorata）

の体組織から抽出した DNA をテンプレートとして，

LCO1490-HCO2198 プライマーセットで上記の条件にお

いて増幅し，PCR産物を精製したものを希釈して用いた．

増幅産物の特異性はアガロースゲル電気泳動により確認

した．以降の解析には，定量PCRの3反復の平均値を用

いた． 

 

(3) メタバーコーディング解析 

メタバーコーディングには，各サンプルにおいて最も

定量PCRによる定量値が高かったものを用いた．CO1遺

伝子配列の増幅にはTaKaRa TaqTM HS Low DNA（TaKaRa）

およびLCO1490 - HCO2198プライマーセットを使用し，

94°Cで5秒の熱変性，50°Cで 5秒のアニーリング， 68°C

で 10 秒の伸長反応を 35サイクル行った後，最後に 68°C

で7 分の伸長反応のPCRをTaKaRa PCR Thermal Cycler Dice

（TaKaRa）を用いて行った．この PCR は 1 サンプルに

つき 3反復行い，増幅産物をサンプルごとにまとめて以

降の分析に用いた．各サンプルの増幅バンドの特異性を

Agilent 2100 Bioanalyzer DNA7500により確認し，増幅産物

を AMPure XP（Beckman Coulter）により精製・濃縮した．

その後アダプター配列，サンプルの識別配列を結合させ，

Qubit dsDNA HS（ThermoFisher Scientific）により最終的な

増幅産物濃度を測定した．MiSeq を用いたシーケンシン

グは，MiSeq Reagent Kit v3（600 サイクル）を用いて Illu-

mina社のプロトコルに従って行った． 

解析には Reverse 側の解読結果のみを使用した．得ら

れた塩基配列データから，低品質塩基配列および塩基配

列長が 150 bp未満の配列をTrimmomatic v 0.36. を用いて除

去した．塩基配列が 97%以上の相同性を持つものを，操

 

図-1 宮城県名取川流域の調査地点と各地点の標高 (m)．

地図上の丸は広瀬川水系 (H1 - H3)，三角は名取川

水系 (N1 - N3) の地点を示す． 
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作上同一の分類群（operational taxonomic unit, OTU）として

グルーピングし，各OTUの代表配列についてBLAST検

索 により生物名の同定を行った．このとき 12 サンプル

中にて 1 個しか存在しなかった配列（Singleton），およ

びキメラ配列は除去した．このうち，NCBI データベー

ス上の塩基配列と 85%以上かつ e-value < 1.0E-50の一致率

を示すものについて，科レベルにおいて分類群名を同定

した．水生昆虫の主要な 6 目であるカゲロウ目 

（Ephemeroptera, E），カワゲラ目（Plecoptera, P），トビ

ケラ目（Trichoptera, T），ハエ目（Diptera, D），トンボ目

（Odonata, O），コウチュウ目（Coleoptera, C）であると

同定された塩基配列の個数を取り出し，各サンプルにて

得られた塩基配列の総数に対する割合を求め，6 分類群

それぞれの相対存在比を得た． 

 

(4) 環境DNA解析による絶対定量値の計算 

定量 PCRにより得られた無脊椎動物 DNA（CO1遺伝

子）濃度に塩基配列の出現割合（相対存在比）を乗じて，

各サンプルにおける全水生昆虫または水生昆虫目分類ご

との DNA 濃度を算出した．以降，この値を本報告にお

ける全水生昆虫DNA濃度，または各分類群DNA濃度と

する．水生昆虫の分類は主要な 6目（カゲロウ，カワゲ

ラ，トビケラ，ハエ，トンボ，コウチュウ）とし，計算

式は以下のとおりである． 

𝐷𝑁𝐴𝑖𝑗 = 𝐷𝑁𝐴𝑜𝑏𝑠 𝑖  ×
𝑅𝑒𝑎𝑑𝑖𝑗

𝑅𝑒𝑎𝑑𝑖

 

DNA ij  (copies/ L) :  

サンプル iにおける分類群 jのDNA濃度 

DNA obs i  (copies/ L) : 

定量 PCRにより得たサンプル iのDNA濃度 

Readij :サンプル iに出現した分類群 jの塩基配列片数 

Readi : サンプル iに出現した総塩基配列数 

 

各水生昆虫分類群の DNA 濃度と，採集した水生昆虫

の個体数密度および乾燥重量間について，Spearmanの順

序相関分析を行った．また，環境 DNA 濃度から個体数

密度および乾燥重量の予測が可能かについて，単回帰分

析により検討した．各変量は対数変換し，以上の統計解

析にはR package ‘stats’ 25)を用いた． 

 

 

3.  結果 

 

(1) メタバーコーディングによる水生昆虫相対存在比 

水生昆虫として同定された塩基配列 101,309 配列のう

ち，全体の内訳は，ハエ目81.87%，カゲロウ目14.67%，

トビケラ目 2.47%，コウチュウ目 0.65%，カワゲラ目

0.27%，トンボ目 0.07%であった（表-1）．水生昆虫 6目

として同定された分類科数は全 12 サンプルを通して 79

科であり，そのうち 29 科がサーバーネットにより採集

された科と共通していた．特にハエ目は 36 科，コウチ

ュウ目は 8 科環境 DNAのほうが多く検出したが，これ

らは水辺に生息するものの河床から採集しにくい種類

（e.g. ハエ目イエバエ科，コウチュウ目ゾウムシ科）で

あったため，サーバーネット法では確認できなかったと

考えられる．  

水生昆虫 6目の平均相対存在比を比較すると，最大は

ハエ目の平均 6.07%（最大 16.86%／11月N1，最小 0.51%

／11月N3）であり，最小はトンボ目の平均0.02%（最大

0.07%／7月H1，NDを除く最小0.002%／11月H1と11月

H2）であった．カワゲラ目，コウチュウ目は 0.01%以下

の値を示すサンプルが多く，トンボ目は検出されず ND

となるサンプルが多く存在した．また，相対存在比は同

じ地点でも季節間で異なり，多くの地点において 7月の

ほうが高かったが，流域の中流部に位置する H2 地点，

N1地点は 11月の方が水生昆虫割合が高かった． 

 

(2) 水生昆虫現存量と定量DNA濃度 

サーバーネット採集面積0.18 m2における水生昆虫の個

体数および乾燥重量は，7 月において平均 198 匹（最大

317匹／N1，最小16匹／H1），平均196.8 mg（最大363.0 

表-1 サンプル中の全塩基配列数中における水生昆虫6目の塩基配列の相対存在率 (%)．左端に水生昆虫 6目（E: カゲロウ，P: 

カワゲラ，T: トビケラ，D: ハエ，C: コウチュウ，O: トンボ）について環境DNA全 12サンプルから検出された各目の分

類科数および総リード数を示す．NDはメタバーコーディングにより検出されなかったデータを表す． 

 

 

site
season Jul. Nov. Jul. Nov. Jul. Nov. Jul. Nov. Jul. Nov. Jul. Nov.

water

volume (L)
1.2 1.2 1.0 1.1 1.1 1.2 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

total reads 56,697 163,677 122,384 168,413 145,593 145,639 59,396 155,025 52,681 50,728 61,479 53,464

E 8 14,861 %E 2.674 0.338 1.163 1.201 0.811 0.667 0.980 3.243 1.564 0.859 0.493 0.037

P 4 275 %P 0.088 0.092 0.008 0.012 ND 0.004 ND 0.002 0.063 0.004 ND ND

T 15 2,502 %T 1.037 0.244 0.366 0.042 0.045 0.046 0.333 0.052 0.913 0.055 0.127 ND

D 40 82,939 %D 1.490 0.872 4.557 15.917 2.404 2.119 4.686 16.864 10.486 8.833 4.060 0.505

C 9 662 %C 0.011 0.043 0.078 0.004 0.040 0.255 0.062 0.005 0.002 0.004 0.011 ND

O 3 70 %O 0.074 0.002 0.014 0.002 ND ND ND ND ND 0.006 ND ND

Total 79 101,309 %Aq.Ins. 5.37 1.59 6.19 17.18 3.30 3.09 6.06 20.17 13.03 9.76 4.69 0.54

N1 N2 N3H1 H2 H3

assigned

families

assigned

readsOrder
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mg／H3，最小 10.1 mg／H1）であり，11月において平均

431.83 匹（最大 865 匹／H2，最小 101 匹／H1），平均

534.72 mg（最大 1,167.9 mg／H3，最小 128.9 mg／H1）で

あった．以上より，11 月においてより高い個体数密度

および乾燥重量密度が示された．環境 DNA から定量さ

れたCO1領域のDNA濃度は，7月において平均929 (cop-

ies/ L)（最大 2,990 (copies/ L)／H3，最小 131 (copies/ L)／

H1），11 月において平均 15,873 (copies/ L)（最大 29,600 

(copies/ L)／H2，最小 5,140 (copies/ L)／N1）となり，現存

量と同様にすべての地点において 11 月に高い濃度で検

出された．水生昆虫 DNA 濃度は，7 月において平均

46.16 (copies/ L)（最大98.66 (copies/ L)／H3，最小7.09 (copies/ 

L)／H1），11 月において平均 1,369.7 (copies/ L)（最大

5,085.0 (copies/ L)／H2，最小 109.03 (copies/ L)／N3）であり，

CO1遺伝子のDNA濃度と同様に 11月の方が高い濃度と

なった．各 DNA 濃度と水生昆虫現存量の関係について

（図-2），Spearman の順序相関分析を行った結果，個体

数密度は，CO1領域DNA濃度（相関係数 r = 0.79, p = 0.004）

および水生昆虫DNA濃度（r = 0.74, p = 0.008）と 1％有意

水準において正の相関を示した．他方，乾燥重量はCO1

領域 DNA濃度と 10％有意水準において正の相関を示し

たが（r = 0.55, p = 0.067），水生昆虫DNA濃度とは相関が

認められなかった（r = 0.36, p = 0.25）．以上より，CO1遺

伝子領域のDNA断片および水生昆虫由来のDNAが多く

存在するとき，河川水中に多くの個体数が存在すること

が示唆された．また，CO1 遺伝子の DNA 濃度との相関

 

図-3 各分類群のDNA濃度と個体数の空間変動．横軸は水生昆虫 6目（E: カゲロウ，P: カワゲラ，T: トビケラ，D: ハエ，C: コ

ウチュウ，O: トンボ）を示す．バーは個体数密度（採集面積 0.18 m2）を示し，各々広瀬川水系（H1-H2-H3），名取川水

系（N1-N2-N3）の順に示されている（左側縦軸）．丸：広瀬川水系，三角：名取川水系の水生昆虫各目の環境DNA濃度

を示す（右側縦軸）． 

 

図-2 水生昆虫総個体数密度 (/ 0.18m2) と a1) CO1領域DNA濃度 (CO1_DNA，copies/L)，a2) 全水生昆虫環境DNA濃度 (Aq.Ins. DNA，

copies/L)，総乾燥重量密度 (mg/ 0.18m2) と b1) CO1領域DNA濃度 (copies/L)，b2) 全水生昆虫環境DNA濃度 (copies/L) の関係． 

各プロットは白抜き：7月，灰色：11月，丸：広瀬川水系 ( H1 -H3 )，三角：名取川水系 ( N1 - N3 ) を示す． 
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係数は，乾燥重量よりも個体数密度の方が高いことが示

された． 

 

(3) ネットサンプリング法と環境DNA解析による水生昆

虫現存量の比較 

各水生昆虫目の DNA 濃度と，採集された水生昆虫個

体数密度の空間変化を河川・季節毎に示した（図-3）．

カゲロウ目に着目すると広瀬川は下流ほど個体数密度が

高く，名取川は下流ほど個体数密度が減少し，それぞれ

環境 DNA 濃度の空間的増減傾向と一致していた．カワ

ゲラ目は 7月 N1，N3地点および 11月 N3地点において

採集されたが，環境 DNA では検出されなかった．トビ

ケラ目は多くの地点で多数捕獲されており（平均 37

匹），環境 DNA も同様に比較的高い値で検出されたが，

11月N3地点において環境DNAでは検出されなかった．

ハエ目は広瀬川，名取川双方の中～下流域において総じ

て個体数密度が高く，環境 DNA 濃度も高く検出された

が，特に広瀬川において個体数密度との増減傾向の一致

が確認された．コウチュウ目は広瀬川・名取川双方にお

いて下流域ほど個体数密度が増加した．また，7月H1地

点にて低濃度ではあるが環境 DNA によってのみ検出が

確認された一方，7 月 N2 地点，11 月 N3 地点にて環境

DNA による検出が見られなかった．トンボ目は全体的

に採集により得られた個体数密度自体が小さく，環境

DNAによる検出も 7月H3・N1 ・N2・N3地点，11月H3，

11月 N1，N3地点において確認されなかった．以上の各

水生昆虫目の DNA 濃度と分類群ごとの個体数密度につ

いて Spearmanの順序相関分析を行った結果（図-4），カ

ゲロウ目（10%有意水準），カワゲラ目（5%有意水

準），ハエ目（1%有意水準），トンボ目（1%有意水準）

において正の相関が示されたが，トビケラ目，コウチュ

ウ目においては相関が認められなかった．また，各分類

群の DNA 濃度と乾燥重量における相関分析の結果，ハ

エ目に正の相関（r = 0.69, p = 0.016，5%有意水準），コウ

チュウ目に負の相関（r = - 0.78, p = 0.005，1%有意水準）

のみが確認された． 

 

 

4.  考察 

 

環境 DNAメタバーコーディングにより，11月は 7月

に比べて水生昆虫の塩基配列が検出される割合が少なか

ったが，11月は定量されたCO1領域DNA濃度が高かっ

たため，水生昆虫の環境 DNA 濃度が高くなる傾向にあ

った．水生昆虫の DNA 濃度が高いとき，水生昆虫の個

体数密度が高く，両者には有意な正の相関が見られた．

一方で，水生昆虫の DNA 濃度と，乾燥重量密度の間に

は相関は認められなかった．水生昆虫の乾燥重量密度が

大きくなる状況として，個体数密度自体が大きい場合，

または，個体数密度は小さいが終齢幼虫として成長し，

 

図-4 環境 DNAメタバーコーディングと定量 PCRにより算出した各分類群の DNA濃度と河川から採集した水生昆虫個体数

密度（/0.18ｍ2）の関係．両軸は対数変換している．a) カゲロウ目，b) カワゲラ目，c) トビケラ目，d) ハエ目，e) コウチ

ュウ目，f)トンボ目である．各プロットは，白抜き：7 月，黒塗り：11 月，丸：広瀬川水系，三角：名取川水系地点を

示す．各図右下にSpearmanの順序相関係数 ( r ) および p値を示し，10％以下の有意水準を満たしたものを太字で示す． 
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個体あたりの重量が増加している場合が考えられる．

DNA の放出速度は成長段階や生活環における時期によ

り異なる 26)．たとえば，魚類では成魚は幼魚よりも代謝

が衰えるため，体重量あたりの DNA 放出速度は成魚よ

りも稚魚の方が大きいと報告されている 27)．水生昆虫に

おいても魚類と同様の生理があると仮定すると，終齢幼

虫により乾燥重量が多くても，環境 DNA 放出量が減り

濃度が低くなることで，相関が弱くなったと考えられる．  

カゲロウ目，カワゲラ目，ハエ目，トンボ目において

個体数密度と環境 DNA 濃度間に相関が確認された．こ

れは，今後環境 DNA を用いてこれら分類群の個体数密

度を推定できる可能性を示している．そこで，単回帰分

析を行った結果（表-2），データ間に相関の認められた

カゲロウ目，カワゲラ目，ハエ目，トンボ目について有

意な単回帰式が得られたが，コウチュウ目，トビケラ目

においては得られなかった．この要因として，コウチュ

ウ目は河川水中における個体存在量がそもそも少なかっ

たため，河川水中に放出される環境 DNA 量も少なくな

り，DNA の検出が困難であったと考えられる．一方，

トビケラ目の採集個体数密度はカゲロウ目と同程度であ

ったが，有意な回帰式は得られなかった．この 2目の回

帰式を比較すると，トビケラ目の傾き 0.29に対して，カ

ゲロウ目の傾きは 0.40と大きく，カゲロウ目のほうが個

体数密度の変化に対して環境 DNA 濃度の変化が大きい

といえる．この理由として，水中における活動量の違い

が考えられる．環境 DNA の放出量は活動量や生理的な

活性にも影響される 28)と考えられている．この点を加味

すると，カゲロウ，カワゲラ，ハエ目，トンボ目は遊泳

や匍匐等により比較的水中をよく移動するのに対し，流

水に生息するトビケラ目やコウチュウ目は河床に固着す

る性質のものが多く，水中への DNA 放出量が少なかっ

たため，環境 DNA による検出が難しかった可能性が考

えられる．以上のことから，分類群ごとの生活様式や生

活環の違いにより DNA 放出量の違いを考慮して，検出

下限値の理解を深めることが実用上重要になると考えら

れる． 

さらに，環境 DNA 分析過程における問題により，

DNA 濃度と現存量の間に関係性が見られなかったと考

えられる．その一つとして，プライマーの結合位置にお

ける塩基配列にミスマッチが生じている可能性が挙げら

れる．この課題の解決のために，比較的保存領域の高い

ミトコンドリアDNAの 16S rRNA遺伝子領域を標的とし

た新しいプライマーが開発されている 29)が，日本におい

ては水生昆虫の 16S rRNA 遺伝子領域のデータが不十分

であるため現状では適用が難しい． 

そのほか，相同性検索の過程において非検出となった

ことが考えられる．CO1遺伝子領域は種内変異が小さい

が，同一種であっても地理的に離れた場所から採取され

た個体間では塩基配列の一致度が低いことが確認されて

いる．たとえば，モンテネグロとドイツで採集されたエ

グリトビケラ科の一種 Drusus discolor の種内一致度は

51.7%に留まる．このため，全世界からデータを集積し

ている NCBI データベースの情報を日本産水生昆虫に対

して利用した場合，塩基配列と一致度が低いことが考え

られる．特に，環境 DNA は環境中において劣化するた

め，種・属名を特定できる高品質な配列が少ないと考え

られ，今回のようにデータベースとの一致度 85%や，

90%15)の閾値を用いて科レベルにて同定しなければ，棄

却される配列が多量に発生することとなる．データベー

スの拡充が進んでいる魚類においては 97%一致度を用い

て属または種レベルの結果が得られる 10)ことから，水生

昆虫においても日本に特化した DNA データベースの構

築が望ましい．データベース構築は膨大な人的・経済的

資源を要するが，環境 DNA による水生昆虫多様性およ

び絶対的存在量の推定は環境保全において重要な情報を

提供する 30)と考えられることから，実施の価値は十分あ

ると考えられる． 

また，環境 DNAの分析として定量 PCR，メタバーコ

ーディングの双方を行う場合，特に経済的負担を考慮す

る必要があるが，多数のサンプルを一挙に解析できる点，

多岐に渡る分類群を対象とし，同一手法によって比較す

ることができる点において拡張性の高い手法だといえる．

例えば，本報告においては水生昆虫 6目のみを対象とし

たが，同一のデータを用いて他の無脊椎動物の解析も可

能である．また，様々な報告で述べられている通り 3, 5, 17)，

遺伝子実験技術の習得は形態同定の経験蓄積に比べて短

時間で可能であり，実験者間の差異が軽減できるため，

分析・解析速度を高速化できることは特筆するべき展望

である．今後，環境中に低濃度に存在する DNA を効率

よく回収する方法や，遺伝子データベースの充実によっ

て，推定可能な現存量のレンジの拡大およびより細かい

分類群への応用が可能になると考えられる． 

 

表 -2 目的関数を各水生昆虫分類群の個体数密度

（ /0.18m2），説明変数を各水生昆虫の DNA 濃度

（copies/L）とした単回帰分析結果．傾き a，切片 b，自

由度調整済み決定係数，p 値を示す．10％有意水準以下

を太字，5％有意水準以下を太字と下線で示す． 

 

 

Order a b adjusted-R
2 p -value

E　（カゲロウ目） 0.40 1.37 0.23 0.06

P　（カワゲラ目） 0.92 0.71 0.31 0.03

T　（トビケラ目） 0.29 1.29 0.07 0.21

D　（ハエ目） 0.53 0.66 0.58 0.00

C　（コウチュウ目） 0.12 1.13 -0.09 0.75

O　（トンボ目） -1.12 0.24 0.42 0.01

III_286



 

 7 

5.  結論 

 

本研究によって得られた主な結果を以下に示す． 

1）全水生昆虫の個体群密度は，CO1 領域 DNA 濃度

（Spearmanの順序相関係数 r = 0.79, p < 0.01）および全水

生昆虫DNA濃度（r = 0.74, p < 0.01）と有意な正の相関を

示した．他方，乾燥重量密度は，全水生昆虫 DNA 濃度

との関係性を見出すことが困難であった． 

2）環境DNAメタバーコーディングと定量PCRにより算

出した各分類群の環境 DNA 濃度は，カゲロウ目，カワ

ゲラ目，ハエ目，トンボ目と正の相関を示した．特にハ

エ目は強い正の相関を示すことが判明し（r = 0.77，p < 

0.01），回帰分析においても高い有意性のある予測式が

示された（決定係数 0.58，p < 0.01）． 

以上より，水生昆虫由来の環境 DNA 濃度は，水生昆

虫現存量と主に正の相関を持ち，本手法は環境 DNA 分

析により水生昆虫の分類群ごとの現存量の定量に有効で

ある可能性を示した． 
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RELATIONSHIP BETWEEN STREAM INSECTS’ BIOMASS 

 AND ENVIRONMENTAL DNA DERIVED BY  

METABARCODING AND QUANTITATIVE PCR 

 

Noriko UCHIDA, Kengo KUBOTA, Shunsuke AITA, So KAZAMA 

 
Invertebrate species DNA of the cytochrome oxidase subunit 1 region were quantified using environ-

mental DNA (eDNA) extracted from river water using quantitative PCR (qPCR). Subsequently, metabar-

coding was conducted to obtain the proportion of stream insects of six taxonomic orders (Ephemeroptera, 

Plecoptera, Trichoptera, Diptera, Odonata, Coleoptera) in the community. Finally, eDNA concentrations of 

the six taxonomic groups were calculated by multiplying the proportion of each taxonomy and the quanti-

fied invertebrate DNA concentration. As a result, aquatic insect eDNA concentrations displayed significant 

positive correlations with aquatic insect individuals collected by the conventional surber net sampling 

(Spearman’s rank correlation = 0.74，p < 0.01). Furthermore, positive correlations were observed between 

the population densities and eDNA concentrations for orders Ephemeroptera, Plecoptera, and Dipetra. 

These results indicate that the combination of eDNA metabarcoding and qPCR can be an effective way to 

estimate the abundance of stream insect. 
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