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Abstract   Environmental DNA (eDNA - genetic material released from an organism into 
the environment, such as water), which has recently gained attention as a new area of study, 
has applications in confirming the presence and estimating the biomass of target species, 
especially endangered fishes, as well as aiding an understanding of the general fish fauna. 
However, eDNA analysis requires expensive equipment and reagents, and is presently 
subjected to restrictions on widespread use, especially for environmental education and 
public awareness. For future conservation studies of the endangered Itasenpara bitterling 
Acheilognathus longipinnis, and subsequent application to other species, a species-specific 
PCR amplification and simple method of eDNA analysis was developed. Species-specific 
primer pairs based on nucleotide sequences were designed for the Itasenpara bitterling and 
closely related species. These enabled Itasenpara bitterling-specific amplification in PCR 
experiments on DNA samples obtained from fin tissues. Subsequently, species-specific 
amplification of eDNA samples obtained from a watershed containing Itasenpara bitterling 
habitat was confirmed using a simple PCR-based experimental method, although the 
amplification ratio varied, probably due to habitat conditions and bitterling growth stage.
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昨今，自然環境の人為的改変が原因となり，
多くの生物種において，その生息範囲や個

体数の減少が懸念されている（例えば，Frankham 
et al., 2002）．そのような希少種の保全のためには，
その基礎資料として，生息状況の継続的な把握が
必要である（例えば，Nichols and Williams, 2006）．
従来，対象生物における生息の有無を確認するた
めには，対象生物の採集，目視による観察，ある
いは糞や足跡などの痕跡調査が行われてきた（例
えば，Yamazaki et al., 2006；豊岡ほか，2017）．し
かし，個体数の少ない生物や，逃避や隠遁する能
力に長けた生物を発見することは難しい．また，

水中を主な生活の場とする生物においては，上記
のような痕跡をとらえることは困難な場合が多い．
さらに，このような調査や採集行為が，対象生物
や共存生物，あるいはそれらの生息環境に与える
影響も考慮する必要がある．
そこで近年では，環境中に存在する DNA（以下，

環境 DNA）を対象とした調査方法が注目されてい
る（Rees et al., 2014；高原ほか，2016；Valentini et 
al., 2016；山中ほか，2016）．例えば，水中には，魚
類などの水棲生物が排泄した糞や体腔液，あるい
は体表から遊離した鱗や粘膜などに由来する DNA
が含まれている（Minamoto et al., 2012；Barnes and 
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Turner, 2016；高原ほか，2016）．この環境 DNAを
調べることで，そこに生息する生物種の把握や生
物量の推定を行うことが可能となる（Thomsen and 
Willerslev, 2015； 高 原 ほ か，2016；Valentini et al., 
2016；山中ほか，2016）．そのため最近では，魚類
を対象とした環境 DNA分析が多く行われ，希少魚
類における生息の有無の確認（Koizumi et al., 2015；
米田ほか，2015；福岡ほか，2016；Sakata et al., 
2017；丹羽ほか，2018；Harper et al., 2019）や生物
量の推定（Yamamoto et al., 2016；Doi et al., 2017），
さらには魚類相の網羅的な把握（Miya et al., 2015；
Valentini et al., 2016）などにおける有効性が示され
ている．
環境 DNA分析は，上記の通り学術的な目的で

活用されると同時に，環境教育や市民向けの普及
啓発活動における利用も期待されている（Biggs 
et al., 2015；高原ほか，2016）．しかし，後者の目
的のために行われた活用事例は必ずしも多くはな
い（米田ほか，2015；福岡ほか，2016；源ほか，
2016）．その原因として考えられることは，従来
採用されている環境 DNA分析方法において，そ
の多くの場合，次世代シーケンサーやリアルタイ
ム PCR装置およびそれらに用いる試薬類など，
高額な機器や試薬類あるいは運用費用が必要とな
るためである．そして，それら機器等を所有する
研究機関は限られており，それら機関と連携した
教育・普及啓発活動は，未だ十分には行われてい
ない．また同時に，実験方法によっては，発がん
性を有する試薬類や紫外線照射機器などを使用す
る場合がある．そのため，それらの取り扱い対す
る専門的技術や知識，あるいは施設を有しない場
合は，環境 DNA分析の実施に困難が伴う．これ
らの理由から，簡便，安価，そして安全を担保し
た簡易的な環境 DNA分析方法の確立が必要であ
ると考えられ，その活用により，希少種保全を目
的とした地域レベルの調査や，環境教育および普
及啓発活動の促進が期待される．また，環境
DNAを用いて希少種の生息状況を把握するため
には，対象種を特異的に PCR増幅するプライマー
が必要となる．しかし，これまでに魚類で報告さ
れている種特異的プライマーは必ずしも多くはな
く（高原ほか，2016），より多くの希少種について，
種特異的なプライマーの開発が必要である．
イタセンパラ Acheilognathus longipinnisは，コ

イ科タナゴ亜科タナゴ属に属する純淡水魚である．
本種は，産卵期（9–11月）に生きた淡水二枚貝
の鰓内に卵を産み込む産卵生態を有する（小川，

2008；西尾ほか，2012）．産み込まれた卵は，翌
年の春に二枚貝から浮上し，その後に成長し，ほ
とんどの個体が 1年で性成熟し，産卵後に死亡す
る（Nishio et al., 2015；上原，2016）．本種の生息
地は，富山県氷見市の万尾川水系，大阪淀川流域，
そして濃尾平野の木曽川流域にのみ限られている．
いずれの水域においても，生息地の縮小および個
体数の減少が懸念されており，文化庁により国指
定天然記念物に指定され，また環境省により国内
希少野生動植物種に指定されるとともに，レッド
リストにおいて絶滅危惧 IA類に分類されている
（長田，2001；小川，2008；環境省，2018）．
富山県氷見市の万尾川は，流程約 10 kmの小規

模河川であり，このうち中流域の約 3 kmの範囲
でのみイタセンパラの生息が確認されている（氷
見市教育委員会，2008；Nishio et al., 2017）．万尾
川におけるイタセンパラの生息状況調査は，管理
団体である氷見市により，捕獲や目視観察に基づ
いて行われてきた（例えば，氷見市教育委員会，
2008）．しかし，イタセンパラは国指定天然記念
物および国内希少野生動植物種であるため，その
捕獲等には制約がある．加えて本種は成長段階に
応じて生活場所を変化させ，また灌漑期（主に
4–6月）においては万尾川の透明度が低いため，
1年を通した生息状況の把握には困難が伴う場合
が多かった（氷見市教育委員会，2008；Nishio et 
al., 2015；西尾ほか，2017）．そのため，環境
DNA分析の活用が期待されるが，イタセンパラ
に特異的なプライマーは報告されていない．また，
生息地周辺の教育機関では，イタセンパラを用い
た環境教育が行われており（山崎ほか，2017），
その発展や市民を対象とした普及啓発活動のため
に，簡易的な環境 DNA分析方法の確立が求めら
れている．
そこで本研究では，富山県氷見市に生息するイ

タセンパラを保全するために，その基礎資料であ
る本種の生息状況を把握することを目的として，
イタセンパラ DNAを特異的に検出する方法の確
立を行った．そしてその方法を用いて，PCRお
よび電気泳動による簡易的な環境 DNA分析方法
の開発を目指した．

材 料 と 方 法

イタセンパラ DNA の特異的増幅　イタセンパラ
DNAを特異的に検出するためのプライマー作成を
行った．まず，イタセンパラが属するコイ目魚類
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（Cypriniformes）のうち，氷見市の河川に生息が確
認されている種（例えば，Yamazaki et al., 2006；山
崎ほか，2014；Nishio et al., 2015）のミトコンドリア
DNAシトクロム b領域の塩基配列情報を，National 
Center for Biotechnology Information（NCBI）のデー
タベース（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）から取得
した．対象魚種および参照配列として，イタセンパ
ラ（氷見由来 AB458530，淀川由来 AB366451），ミナミ
アカヒレタビラ Acheilognathus tabira jordani（AB872047），
ヤリタナゴ Tanakia lanceolata（AB208544），タイリクバ
ラタナゴ Rhodeus ocellatus ocellatus（AB620133），ギン
ブナ Carassius auratus langsdorfi（AB006953），コイ 
Cyprinus carpio（AB158807），タモロコ Gnathopogon 
elongatus elongatus（LC098157），モツゴ Pseudorasbora 
parva（HM117901），オイカワ Zacco platypus（AB198972），
ウグイ Tribolodon hakonensis（AB162647），アブラハ
ヤ Phoxinus lagowskii steindachneri（AB162650）， タ
カハヤ Phoxinus oxycephalus（LC277227），カマツカ 
Pseudogobio esocius（LC098208），ニゴイ Hemibarbus 
barbus（LC098158），ドジョウ Misgurnus anguillicaudatus
（AB899674），そしてニシシマドジョウ Cobitis biwae
（AP011344）を選択した．イタセンパラおよび近縁種
の塩基配列データに基づき，L鎖側（フォワード側）
の 3’ 末端側にイタセンパラ DNAに特異的な塩基
が多く挿入されるようにプライマーを設計した．
その後，NCBIの Primer-BLAST 機能（https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/）を用いて，プラ
イマーの融解温度（Tm値）が 60˚C前後になる H
鎖側（リバース側）のプライマーおよび増幅され
る可能性のあるコイ目魚種を，同機能の初期設定
を利用して検索した．さらに，得られた配列につ
い て，NCBIの BLAST機 能（https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi/）を用いた網羅的な検索を行った．
設計したプライマーについて，富山県氷見市に

生息するイタセンパラおよびタナゴ類 3種（ミナ
ミアカヒレタビラ，ヤリタナゴ，タイリクバラタ
ナゴ），さらにイタセンパラと同所的に生息する
ギンブナを対象として，イタセンパラ DNAに特
異的な PCR増幅を確認した．実験に供したイタ
センパラは，氷見市に造成されたイタセンパラ保
護池に導入するために，2015年 6月に万尾川に
おいて採集された．採集後，富山大学理学部・氷
見市連携研究室において飼育し，同年 9月に標準
体長 30 mm程度に成長した個体について，尾鰭
の一部を切除して 99%エタノールで固定し，
DNA分析に供した．尾鰭の一部を切除された個
体は，活魚状態にてイタセンパラ保護池に導入さ

れた．ミナミアカヒレタビラ，タイリクバラタナ
ゴおよびギンブナは万尾川において，ヤリタナゴ
は氷見市の上庄川において，それぞれ 2016年 3
月に採集された個体の鰭の一部を DNA分析に供
した．いずれの個体も，活魚状態にて採集地に放
流した．なお，一連の作業はイタセンパラの現状
変更を伴うため，「文化財保護法」および「絶滅
のおそれのある野生動植物の種の保存に関する法
律」の規定に基づき，文化庁，環境省および氷見
市から許可を得て実施した．また，ミナミアカヒ
レタビラは，富山県の指定希少野生動植物である
ため，その採集等においては，富山県から許可を
得て実施した．これらを含め，魚類の扱いにおい
ては，日本魚類学会の「研究材料として魚類を使
用する際のガイドライン」に基づいて十分な配慮
を行った．
鰭試料からの DNA抽出については，DNeasy 

Blood & Tissue Kit（QIAGEN）を用いて，マニュ
アルにしたがって行い，各種の粗全 DNAを得た．
抽出産物におけるミトコンドリア DNAの存在を
確認するために，Sakai et al.（2009）にしたがい，
ミトコンドリア DNA調節領域を増幅するユニバー
サルプライマー（L15923および H16500；Iguchi et 
al., 2003）を用いた PCRを行い，全ての DNA試
料で増幅を確認した．その後，イタセンパラ
DNA特異的プライマーによる増幅を確認する
PCRを 実 施 し た． そ の PCRで は，PrimeSTAR 
GXL Polymerase（タカラバイオ）を用い，溶液の
組成は，0.3 μLの Polymerase，3 μLの 5 × Buffer，1.2 
μLの dNTP Mixture，0.6 μLの終濃度 0.2 μMプラ
イマー両側，8.3 μLの滅菌水，そして 1 μLの粗
全 DNAであり，全量を 15 μLとした．PCRは，
PCR Thermal Cycler Dice mini TP100（タカラバイオ）
を用い，98˚Cを 10秒，60˚Cを 15秒，68˚Cを 10
秒からなるサイクルを 30サイクル行った．各種
について，同一条件下で，10回の PCRを行った．

PCRによる増幅産物の確認のために，4 μLの
PCR反応後溶液と 1 μLの GelGreen（富士フィル
ム和光純薬）を混合し，TAE緩衝液中の 2% 
Agarose Tabrets（BIOLINE）にて，50Vで 1時間の
電気泳動を行った．その後，LED照射装置ゲル
みえーる（富士フィルム和光純薬）を用いて，増
幅産物の有無を確認した．この際，増幅産物の大
まかな増幅サイズを確認するために，分子量マー
カーとして 200bp DNA Ladder（タカラバイオ）を
用いた．

環 境 DNA 分 析　環境 DNA試料として，イタ
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センパラの生息が確認されている万尾川，イタセ
ンパラ保護池，富山大学理学部・氷見市連携研究
室のイタセンパラ飼育水槽から，それぞれ採水し
た水試料を用いた（Table 1）．また比較のために，
万尾川に隣接する仏生寺川の支流であり，イタセ
ンパラの生息が確認されていない矢田部川から採
水した水試料を用いた．同様に，富山大学理学
部・氷見市連携研究室において，タイリクバラタ
ナゴ，ギンブナ，タモロコ，モツゴおよびドジョ
ウが混生飼育されている水槽から採水した．さら
にネガティブコントロールとして，逆浸透膜処理
水を用いた．
各河川および保護池において，プラスティック

製ボトルを用いて，1Lの表層水を直接採水した．
一部河川においては，橋梁からひも付きバケツを
用いて採水し，そこから 1Lの水試料を得た．採
水した水試料は，冷蔵状態で富山大学理学部・氷
見市連携研究室の実験室に持ち帰った．富山大学
理学部・氷見市連携研究室の水槽においては，プ
ラスティック製ボトルを用いて，1Lの表層水を
直接採水した．
水試料の濾過は 2つの方法を用いて，採水した

日に行われた．1つ目の方法として，平均孔径 0.7 
μmのガラス繊維濾紙（GF/F，GEヘルスケア・ジャ
パン）を用いて 1Lの水試料の濾過を行った．ま
た，1枚の濾紙で濾過が困難な場合は，2枚の濾
紙を用いて，それぞれ 500 mLずつ濾過した．
DNA抽出までの間，濾紙は家庭用冷凍庫にて，
–18ºC以下で保存した．2つ目の濾過方法として，

平均孔径 0.45 μLのステリベクス（Merck）を用い
て，採水後に現地にて速やかに，200 mLの水試
料の濾過を行った．濾過後ただちに両端をパラ
フィルムで封じ，冷蔵状態で，上記研究室に持ち
帰り，DNA抽出まで –18˚C以下で保存した．な
お，採水および濾過作業の際には，使い捨て手袋
を着用し，器具類は次亜塩素酸ナトリウム処理に
より DNAを除去したのち，逆浸透膜処理水を用
いて十分にリンスした．

DNA抽出は，DNeasy Blood & Tissue Kitを用い
て，Miya et al.（2015）の方法を一部改変し，実
施した．濾紙からの DNA抽出の場合，室温で濾
紙を解凍した後，既存のメンブレンを除去したス
ピンカラム（EZ-10，Bio Basic）に詰め，4,000 g
で 2分間遠心分離し，濾紙を脱水した．その濾紙
を 1.5 mLチューブに移し，400 μLの滅菌水，20 
μL の Proteinase Kおよび 180 μL の Buffer ALを混
合した溶解液を加え，56˚Cで 30分間インキュベー
トした．その後，コレクションチューブを交換し
た上記スピンカラムに移し，4,000 gで 2分間遠
心分離した．この濾液を DNeasy Mini Spin Column
に移し，4,000 gで 2分間遠心分離した．なお，1
つの試料につき 2枚の濾紙を用いた際には，これ
以前の過程を濾紙ごとに行い，この過程を 2回行
うことで，1つの試料にまとめた．その後，コレ
クションチューブを交換し，DNeasy Mini Spin 
Columnに 500 μL の Buffer AW2を添加し，12,000 
gで 4分間遠心分離した．そして，DNeasy Mini 
Spin Columnを新規の 1.5 mLチューブに移し，

Table 1.　Summary of environmental DNA samples and results of amplification using Itasenpara bitterling specific primers

No. Collection site / source Collection date
Itasenpara bitterling1

presence/absence
Filtration method Amplification ratio2

Fields
1 Moo River 4 Jun, 2018 + Filter paper 1 / 10
2 Moo River 21 Nov, 2018 + Sterivex 5 / 10
3 Yatabe River 21 Nov, 2018 − Sterivex 0 / 10
4 Conservation Pond 4 Jun, 2018 + Filter paper 2 / 10
5 Conservation Pond 21 Nov, 2018 + Sterivex 5 / 10

Himi corroborative laboratory
6 Aquarium containing Itasenpara bitterling 21 Nov, 2018 + Sterivex 10 / 10

7  
Aquarium containing species other than 
Itasenpara bitterling

21 Nov, 2018 − Sterivex

8  Reverse-Osmosis water 21 Nov, 2018 − Sterivex
1Based on field survey and visual inspections (see text)
2Number of amplifications / number of experiments
+ present; - absent
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100 μLの Buffer AEを加え，室温で 1分間静置し
た後に，4,000 gで 2分間遠心し，DNA抽出産物
を得た．得られた DNA抽出産物は，PCRまで，
–18˚C以下で保存した．一方，ステリベクスから
の DNA抽出においては，ステリベクスを解凍後，
上記の溶解液をステリベクスに直接注入し，以降
は上記と同様に行った．このうち，56˚Cで 30分
間インキュベートする間に，複数回の振盪操作を
行った．
得られた環境 DNA試料を鋳型として，上記と

同じ条件で，各試料について 10回の PCRを行っ
た．そして，10回の PCRのうち，増幅産物の濃
さに関わらず，増幅が確認できた回数を記録した．
また，増幅産物がイタセンパラの DNAであるか
否かを確認するために，FastGeneTMゲル /PCR抽
出キット（日本ジェネティクス）を用いて，増幅
産物のゲルからの切り出しおよび DNA抽出を行っ
た．この DNA抽出産物について，Sakai et al.
（2009）の方法に従い，上記で設計したプライマー
を用いて塩基配列を決定した．決定した塩基配列
を NCBIの BLAST機能を用いて検索した．

結 果

イタセンパラ DNA の特異的増幅　イタセンパ
ラ DNAを特異的に増幅するプライマーとして，
L鎖側（itasen-cytb-L: CGCAACCATCTTACACCTTT 
TA）および H鎖側（itasen-cytb-H: AGTTGGGTGA 

GAACAATGCT）のプライマーをそれぞれ設計した．
予想される増幅産物サイズは，両プライマーを含
めて 173塩基であった．設計したプライマーの特
異性を NCBIの Primer-BLAST機能を用いて確認
した結果，L鎖側・H鎖側の双方と一致する配列
を有する種は，イタセンパラのみであった．また，
NCBIの BLAST機能による検索の結果も同様で
あった．当該プライマーにおけるイタセンパラ
DNAの特異的増幅を確認するために，イタセン
パラを含むタナゴ類およびギンブナの鰭に由来す
る粗全 DNAを鋳型とした PCRを行った結果，イ
タセンパラの粗全 DNAを鋳型にした PCRにおい
て，10回の PCRのすべてにおいて増幅が確認さ
れ，電気泳動像から判断される増幅産物のサイズ
は，200塩基より少し小さかった（Fig. 1）．一方，
他魚種の粗全 DNAを鋳型にした PCRにおいては，
各種 10回の PCRのすべてにおいて，増幅は確認
されなかった．

水試料からのイタセンパラ DNA の検出　各水
試料について，PCRをそれぞれ 10回行った結果，
6月の万尾川試料においては 1回，11月の試料に
おいては 5回の PCRにおいて増幅が確認された
（Table 1）．イタセンパラ保護池試料においては，

PCRをそれぞれ 10回行った結果，2回あるいは 5
回の PCRにおいて増幅が確認された．一方，矢
田部川試料においては，10回の PCRすべてで増
幅が確認されなかった．富山大学理学部・氷見市
連携研究室の水槽から得られた環境 DNAについ
ては，イタセンパラ飼育水槽試料は 10回の PCR
すべてで増幅が確認された．一方，イタセンパラ
を飼育していない水槽試料およびネガティブコン
トロールとして用いた逆浸透膜処理水の試料から
は，いずれも 1回も増幅が確認されなかった．
万尾川試料において確認された増幅産物を切り

出し，塩基配列を決定し，BLAST検索を行った
結果，登録されているイタセンパラ（AB458530
など）と同じ配列であることが確認された．

考 察

本研究において設計したイタセンパラ DNAを
特異的に PCR増幅するプライマーを用いて，イ
タセンパラおよび近縁魚種のタナゴ類 3種，さら
にはギンブナの鰭から抽出した DNA試料を鋳型
とした PCRを行った結果，イタセンパラから得
られた DNA試料においてのみ，増幅が確認され
た．またその増幅産物の塩基配列から，イタセン

Fig. 1.　Agarose gel electrophoresis patterns of PCR 
amplification using Itasenpara bitterling specific primers 
(itasen-cytb-L / itasen-cytb-H) in mitochondrial DNA cytb 
region of Acheilognathus longipinnis (1), A. tabira jordani 
(2), Tanakia lanceolata (3), Rhodeus ocellatus (4), and 
Carassius auratus langsdorfi (5). M, 200 bp DNA ladder 
size marker.
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パラ DNAが増幅されていることが確認された．
富山県氷見市の河川においては，イタセンパラが
属するコイ目魚類は，上記魚種以外にも複数種が
生息しているが，本研究においては，そのすべて
を対象とした PCR増幅確認は行っていない．し
かし，今回作成したプライマーの塩基配列は，他
のコイ目魚類とは明確に異なることから，本プラ
イマーを用いて，イタセンパラ DNAを特異的に
PCR増幅することができると考えられる．また，
本プライマーの塩基配列は，氷見市以外の他地域
のイタセンパラとも概ね一致したことから，いず
れの地域のイタセンパラにおいても種特異的な
DNA増幅に活用されることが期待される．ただ
し他地域では，氷見には生息しないタナゴ属魚類
（Acheilognathus）が共存する．例えば，大阪淀川
および濃尾平野の木曽川の双方において，カネヒ
ラ（Acheilognathus rhombeus）がイタセンパラと同
所的に生息する（池谷ほか，2012；内藤ほか，
2012）．NCBIの BLAST機能を用いて検索した結
果においては，本研究において設計したプライマー
配列は，カネヒラを始めタナゴ属魚類の登録配列
と一致したものはなかったが，上記地域でこれら
プライマーを使用する際には，予め当該魚種を対
象とした PCR増幅の確認が必要である．
氷見市の河川および富山大学理学部・氷見市連

携研究室の水槽から得た水試料を鋳型とした PCR
を行った結果，これまでイタセンパラの生息が確
認されていない矢田部川（山崎ほか，2014）やイ
タセンパラを飼育していない水槽，さらにネガティ
ブコントロールとして扱った逆浸透膜処理水から
得られた試料においては，イタセンパラ DNAの
増幅は確認されなかった．これに対して，イタセ
ンパラの生息が確認されている地点から得られた
水試料において，イタセンパラ DNAの増幅が確
認された．このうち，富山大学理学部・氷見市連
携研究室のイタセンパラ飼育水槽から得られた水
試料については，すべての PCRにおいて増幅が
確認された．この飼育水槽は，濾材を用いた飼育
水の物理的濾過で維持された閉鎖的水槽であるた
め，飼育水の中にイタセンパラから放出された
DNAが多く存在し，PCRにおいてこれを検出し
たものと考えられる．この結果は，人為的管理下
に置かれたイタセンパラから水中に放出された
DNAを，本研究における環境 DNA分析方法を用
いて検出することが可能であることを示している．
一方，イタセンパラ生息河川およびイタセンパ

ラ保護池の水試料においては，異なる季節に採水

した試料のそれぞれにおいて，イタセンパラ
DNAの増幅確認に成功している．しかし，その
増幅成功率は，必ずしも一定ではなかった．特に，
2018年 6月に万尾川とイタセンパラ保護池から
得られた水試料については，10回の PCRのうち，
1回もしくは 2回しか増幅が確認されなかった．
これに対して，それぞれ同一地点から，同年 11
月に得られた試料については，概ね半分の実験で
増幅が確認された．このように，調査を行う時期
によって異なる結果が得られた原因としては，環
境 DNAの動態やその検出感度に対して，対象生
物の状態や生息地の様々な環境要因，あるいは偶
然性が影響していることが考えられる（Barnes 
and Turner, 2016；高原ほか，2016；山中ほか，
2016）．例えば，万尾川および保護池において，
イタセンパラ稚魚が群泳する 6月は，個体の体サ
イズが小さいことから（Nishio et al., 2015），環境
中に放出された DNAが少なかった可能性が考え
られる．一方，産卵後の成魚が周辺水域に滞在し
ている 11月においては（Nishio et al., 2015），それ
ら個体が比較的多い量の DNAを放出しているこ
とが推察される．この他にも，6月と 11月にお
ける濾過方法の違いや，それぞれ 1回の採水であ
るため，その操作上の偶然性が調査時期間におけ
る結果の違いに影響した可能性も考えられる．そ
のため，PCR増幅成功率に与える影響や，それ
らを考慮した最適な分析方法に関しては，今後さ
らに詳細な調査が必要である．
昨今，環境 DNA分析を用いた研究は数多く報

告されており，特定種の存否確認を目的とした研
究や調査の事例については枚挙に暇がない
（Koizumi et al., 2015；米田ほか，2015；福岡ほか，

2016；高原ほか，2016；Sakata et al., 2017；丹羽ほ
か，2018；Harper et al., 2019）．それら研究の多く
においては，リアルタイム PCRを用いて行われ
ており，検出感度および精度の高さが指摘されて
いる（高原ほか，2016；山中ほか，2016）．その
一方で，その分析においては高額な機器や試薬類
を必要とするため，その実施は一部の研究機関に
限られており，広範囲に普及し，活用された方法
とは，必ずしも言えなかった．これに対して，本
研究において採用した PCRと電気泳動を組み合
わせた環境 DNA分析方法は，比較的安価で汎用
的な分析機器や試薬類を用いて行うことができる
ため，研究機関による分析だけではなく（Jerde et 
al., 2011；高原ほか，2016），高等学校の活動にお
いても利用されてきた（米田ほか，2015）．これ
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に加えて本研究では，PCRおよび電気泳動によ
り増幅した DNAの確認において，低毒性の試薬
類を用いるとともに，従来使われることが多かっ
た紫外線照射装置に代わって LED照射装置を用
いるなど，実験の安全性のさらなる向上が実現で
きた．また，水試料を濾過した後の濾紙やステリ
ベクス，そして DNA抽出産物の保存は，通常は
–30˚C以下の研究用冷凍庫を用いて行われるが，
本研究では –18˚C程度の家庭用冷凍庫を用いて
も，少なくとも数か月程度は保存できることが示
唆された．さらに一般の DNA抽出方法と比べて，
弱い遠心力による遠心分離を用いた DNA抽出に
も成功している．以上のように，従来の方法と比
べて，簡便，安価，そして安全，すなわち簡易的
な環境 DNA分析方法を確立することができたと
考えられる．
本研究において確立されたイタセンパラを対象

とした簡易的な環境 DNA分析方法を用いること
で，採集行為に伴うイタセンパラや共存生物，さ
らには生息環境への影響を軽減した上で，イタセ
ンパラの存否を確認することが可能となった．ま
た，稚魚期におけるイタセンパラ検出の可能性も
示された．これらの成果は，成長段階に応じて利
用場所を変化させるイタセンパラの生息場所（西
尾ほか，2017）を把握する際の方法として有効で
あると考えられる．特に，個体の確認が比較的難
しい幼魚期における微生息場所利用の検証におけ
る活用も期待される．ただし，二枚貝の中に産み
込まれたイタセンパラ卵・仔魚の検出における本
方法の有効性については，今後の検討が必要であ
る．さらに本方法は，近年イタセンパラの生息が
確認されていない氷見市内の水域において利用が
始まっていることから（山崎，未発表），地元の
高等学校の部活動や課題研究活動，さらには企業
におけるイタセンパラ保全活動などにおいての活
用が期待される．同時にこのような活動において，
国指定天然記念物および国内希少野生動植物種に
指定されている本種の取り扱いに関する許可申請
手続きの簡素化も本方法の利点である．そして，
本研究において主な実験を行った富山大学理学
部・氷見市連携研究室は，研究，教育そして普及
啓発を目的とした施設であり，これまでに高校生
等を対象とした環境 DNA分析も行っている（山
崎ほか，2017）．今後，このような施設を活用す
ることにより，イタセンパラのみならず，それぞ
れの地域における生物多様性評価やその保全活動
の推進が期待される．また昨今では，野外におけ

る DNA分析の実施が期待されているが（Guevara 
et al., 2018），この際にも本研究で確立した簡易的
な環境 DNA分析方法は有効であると考えられる．
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