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要  旨 

絶滅危惧IB類(環境省)に選定されているカワバタモロコの生息モニタリングに環境DNA分析が適用で

きるかを検討した。まず、PCRとアガロースゲル電気泳動を用いた検出系において既往の研究で公表さ

れたプライマーが使用できることを確認した。さらにカワバタモロコが生息するため池の水から抽出し

た環境DNA溶液を希釈または精製することで、そのDNAを検出することができた。 

 

 

キーワード：カワバタモロコ 環境DNA分析 アガロースゲル電気泳動 PCR阻害 

 

Ⅰ はじめに 

カワバタモロコHemigrammocypris neglectusは、静岡

県以西の本州太平洋側、四国地方瀬戸内海側および九州

地方北部に分布する日本固有の淡水魚である 1)。本種は

環境省レッドリスト2020で絶滅危惧IB類(EN)に選定さ

れるだけでなく、生息が確認されている全ての府県のレ

ッドリストまたはレッドデータブックにおいて絶滅危惧

種に選定されている。本県では現在までに14ヶ所のため

池と4河川で天然分布が確認されているが、今も本種が

生息しているのは7ヶ所のため池と1河川のみ 2)であり、

その生息地の把握と保全の必要性は高まりつつあると言

える。 

近年、新しい生物調査方法として、環境DNA 分析が急

速に広まっている。環境DNA とは、環境中に放出された

DNAのことで、水中には配偶子、粘液、および排泄物など

に由来すると考えられているDNAが含まれている 3)4)。こ

の環境DNA を分析することで、生息する生物種の推定が

可能となる。環境DNA 分析は、採水するだけで生物分布

を調査することのできる非侵襲的な手法であり、調査の

際に生息場所を攪乱することがないことから 5)、希少種

を対象とした研究例が報告されている 6)7)8)。カワバタモ

ロコは兵庫県での研究例があり、リアルタイムPCR によ

る検出系が確立されている 9)。リアルタイム PCR を用い

る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いる 8)。そこで本

研究では、公表されているカワバタモロコ検出用プライ

マー・プローブセットのうちプライマーのみを用い、検

出方法をリアルタイムPCR からアガロースゲルに改変し

て、香川県内の生息地の水からカワバタモロコのDNA を

検出できるかを検証した。 

 

Ⅱ 方法 

１ カワバタモロコ検出用プライマーの確認試験 

福岡ら 9)のプライマー：Hra-CyB-F（5’-CACCCCAGCAAA

CCCCTTA-3’）、Hra-CyB-R（5’-ACTAGAATAGAGAACAGTAACGC

GAGAA-3’）を使用して、香川県に生息するカワバタモロ

コのDNA を増幅できるかどうかを確認する試験を行った。 

（１）採捕・DNA抽出 

2020年7月に東讃地域のため池で希少野生生物保護推

進員とともにモンドリを用いてカワバタモロコを採捕し、

氷冷して実験室に運搬し、-20℃で保存した。この個体の

筋肉組織約25mgからDNeasy Blood & Tissue Kit(QIAG

EN)を用いてDNAを抽出した。 

（２）PCR 

5μLのKOD One PCR Master Mix -Blue-(東洋紡)、終

濃度 0.3μM の各プライマー、およびテンプレート

DNA(10ng 未満)を含む全量10μL のPCR 反応液を調製し

た。最適アニーリング温度を決定するため、TaKaRa PCR 

Thermal Cycler Dice Touch(タカラバイオ)を用いて、グ

ラジエントPCR（54～65℃）を行った。98℃で10秒、各
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アニーリング温度で5秒、68℃で1秒からなるサイクル

を30回繰り返した。 

（３）PCR産物の検出 

アガロースゲル電気泳動は、3%ゲル(PrimeGel Agarose 

PCR-Sieve HRS(タカラバイオ))を使用し、PCR産物4μL

を泳動した。電気泳動後、Gel Red(Biotium)を用いて染

色し、紫外線照射下で、132bp の DNA 断片が増幅されて

いるかどうかを確認した。 

２ 環境DNA分析 

（１）採水・濾過 

１(１)で個体を採捕したため池において、2023年2月

に未使用の滅菌済みプラスチック製ボトルを用いて表層

水を直接採水した。採水した水試料は保冷して実験室に

持ち帰り、ガラス繊維濾紙GF/F(Cytiva)を用いて濾紙1

枚あたり200mL を吸引濾過した。濾紙はアルミホイルで

遮光しチャック付きビニール袋に入れ、DNA 抽出までの

間-30℃で保存した。 

（２）DNA抽出 

濾紙からのDNA抽出には、DNeasy Blood & Tissue Kit

を用いた。(１)で保存した濾紙を室温で解凍して細い円

筒形状に折り畳み、事前にポリエチレンフィルターを除

去した EconoSpin 空カラム(ジーンデザイン)1 本に対し

て1枚入れた。4000×gで2分間の遠心分離を行って濾

紙を脱水し、コレクションチューブを交換した。400μL

のBuffer AL、40μLのProteinase Kを混合した溶解液

を濾紙に添加し、56℃で60分間インキュベートした。そ

の後、4000×g で 2 分間の遠心分離を行って濾液を回収

した。220μLのTE(pH 8.0)(ニッポンジーン)を濾紙に添

加し、室温で1分間インキュベートした後、4000×gで2

分間の遠心分離を行って、再度濾液を回収した。コレク

ションチューブに回収した濾液を2mL チューブに移し、

400μLの 99.5%エタノール(富士フイルム和光純薬)を添

加し、よく混合した。この混合液600μLをDNeasy Mini 

Spin Columnに移し、6000×gで1分間の遠心分離を行っ

て濾液を捨てる操作を濾紙 1 枚分（濾過量 200mL）また

は濾紙 2 枚分（濾過量 400mL）の混合液全量がなくなる

まで繰り返した。以降は溶出工程でBuffer AEを100μL

添加して5分間インキュベートしたことを除きキット付

属のプロトコルどおり操作し、環境DNA 抽出液を得た。

なお、全ての遠心操作は室温で行った。 

（３）環境DNA抽出液の精製 

PCR 阻害対策として、環境 DNA 抽出液を 60μL ずつ

OneStep PCR Inhibitor Removal Kit(以下OneStep、ZYMO 

RESEARCH)またはDNeasy PowerClean Pro Cleanup Kit(以

下PowerClean、QIAGEN)を用いて精製し、各60μLの精製

液を得た。 

（４）PCR 

10μL の KOD One PCR Master Mix -Blue-、終濃度

0.3μMの各プライマー、および2μLのテンプレートDNA

を含む全量20μLのPCR反応液を調製した。テンプレー

トDNAには、環境DNA抽出液または各精製液の未希釈、

5倍希釈、10倍希釈を使用し、それぞれ5回繰り返した。

ポジティブコントロールには、カワバタモロコの筋肉組

織から抽出したDNAを用いた。PCR反応にはGeneAmp PCR 

System 9700(Applied Biosystems)を用い、98℃で10秒、

60℃で5秒、68℃で10秒からなるサイクルを45回繰り

返した。 

（５）PCR産物の検出 

PCR産物5μLを１(３)と同様に電気泳動し、バンドの

濃淡に関わらず目的のDNA 断片の増幅を確認できた回数

を記録した。 

 

Ⅲ 結果および考察 

１ カワバタモロコ検出用プライマーの確認試験 

設定した全てのアニーリング温度で正常に増幅したこ

とから、福岡らのプライマーは、香川県のカワバタモロ

コにも使用可能であることが確認できた(図１)。ただし、

今回はリアルタイムPCRから一般的なPCRとアガロース

ゲル電気泳動に検出方法を変更したため、福岡らの報告

のうちプライマーのみを用いており、今後検出方法をリ

アルタイムPCR に変更する場合は確認試験が必要である。 

M 54 65 

100-

150-

(bp) 

低 高 アニーリング温度（℃） 

図１ カワバタモロコの筋肉組織DNAを使用したアニー 
リング温度の検討結果 

M：Low Molecular Weight DNA Ladder(New England Biolabs) 

⇦：ターゲット増幅領域長132bpの位置 
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２ 環境DNA分析 

表１に各テンプレートの増幅確認数を示す。濾過量

200mL/精製なしでは、未希釈で増幅が確認できず、5倍希

釈と10倍希釈で増幅が確認されたが、バンドは10倍希

釈よりも5倍希釈の方が濃くなった。また増幅確認数の

合計は 5 回であった（図２－Ａ）。濾過量 400mL/精製な

しでも同様の傾向であったが、バンドは5倍希釈よりも

10倍希釈の方が濃くなり、増幅確認数の合計は9回であ

った（図２－Ｂ）。 

濾過量200mLよりも400mLで増幅確認数が多くなった

ことから、検出率向上のためには濾過量の増加が有効で

あることが明らかとなった。これは、濾過量を増やすこ

とにより、濾紙上に回収されるDNA の量が増加したため

と考えられる。 

一方で、濾紙上には環境水中に含まれているPCR 阻害

物質も捕集され、DNAと併せて溶出される。今回、得られ

た環境DNA 抽出液が褐色に着色していたことからも、多

量のPCR 阻害物質が含まれており、未希釈では増幅しな

かったと考えられた。また、濾過量400mL では阻害物質

の量が 200mL よりも多くなったため、5 倍では希釈が不

十分であり、10倍希釈のバンドが濃くなったと考えられ

た。 

表１ 各テンプレートの増幅確認数(５繰り返し) 

濾過量 200mL 400mL 

希釈倍率 
未希釈 
(1倍) 5倍 10倍 計 

未希釈 
(1倍) 5倍 10倍 計 

精製なし 0 2 3 5 0 5 4 9 

精製あり 

(OneStep*) 
0 4 3 7 0 4 5 9 

精製あり 
(PowerClean**) 

5 2 1 8 5 5 2 12 

*:OneStep PCR Inhibitor Removal Kit 

**:DNeasy PowerClean Pro Cleanup Kit 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

100-
150-

(bp) 

F：ろ過量400mL/精製あり（PowerClean） 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

100-
150-

(bp) 

E：ろ過量200mL/精製あり（PowerClean） 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

100-
150-

(bp) 

D：ろ過量400mL/精製あり（OneStep） 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

100- 

150-

(bp) 

C：ろ過量200mL/精製あり（OneStep） 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

100-
150-

(bp) 

B：ろ過量400mL/精製なし 
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

100- 

150-

(bp) 

A：ろ過量200mL/精製なし 

図２ 環境DNAを使用したPCR産物の電気泳動結果 

M：Low Molecular Weight DNA Ladder(New England Biolabs)   1：PC 
鋳型DNAは、未希釈(2-6)，5倍希釈(7-11)，10倍希釈(12-16)とした 
⇦：ターゲット増幅領域長132bpの位置 
OneStep：OneStep PCR Inhibitor Removal Kit 
PowerClean：DNeasy PowerClean Pro Cleanup Kit 
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 Minegishi et al.10)は、抽出したDNAをさらに精製す

ることでPCR 阻害が解消されると報告しており、本研究

でも2つのキット（OneStepまたはPowerClean）を用い

て精製の効果を検討した。OneStep を用いて精製した場

合には、精製なしと同様に、いずれの濾過量でも未希釈

で増幅が確認できず、5倍希釈と10倍希釈で増幅が確認

できた（図２－Ｃ、Ｄ）。一方PowerClean を用いて精製

した場合には、いずれの濾過量でも未希釈で増幅が確認

でき、希釈により逆にバンドが薄くなった（図２－Ｅ、

Ｆ）。 

OneStep を用いて精製した場合には効果が見られなか

ったのに対し、PowerCleanを用いた場合には未希釈で安

定して増幅が確認できたことから、精製キットによって

PCR 阻害物質除去効果に違いがあり、目的に合ったキッ

トを使用することで検出率が向上する可能性が高いと考

えられる。ただし、精製なしと比較してPowerCleanでは

バンドが薄くなっており、精製過程でDNA の損失がある

ことが示唆された。 

今回、抽出したDNA溶液の希釈やDNA溶液をさらに精

製する工程の追加によってPCR 阻害の影響を低減し、生

息地の水から対象種のDNA を検出することができたこと

から、環境DNA 分析を生息モニタリングに活用すること

が期待できる。今後は本研究で検討したプロトコルを適

用し、個体密度の低い生息地や非生息地も対象として検

出感度や偽陽性についての検証を行いたい。 
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