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要旨：大型水棲動物を対象とした環境 DNA分析は、野外調査時には水を汲むだけで済むという簡便性から、広域的か
つ長期的な生態学的調査や生物相調査への適用が期待されている。環境 DNA分析は種の分布や生物量、そして種組成
の解析にまで利用され始めているが、大型水棲生物を対象とした研究が行われるようになってからまだ日が浅く、野外
調査などへの適用に当たっては当然知っておくべき基礎情報の中にも、環境 DNAの水中での分解や拡散の過程など、
未だ明らかとなっていないブラックボックスが残されているのが現状である。本稿ではこれまでの多くの野外適用例を
レビューして、環境 DNA分析の野外調査への適用の場面で想定される様々な疑問や課題について解説し、今後の展望
を述べる。環境 DNA分析から得られる結果は採捕や目視といった既存の調査で得られた知見との比較検討の上で適切
に解釈する必要があり、この新たな手法が今後各方面からの評価と改善を繰り返して、一般的な調査手法として大きく
発展することを期待したい。
キーワード：大型水棲生物、偽陽性、偽陰性、コスト、PCR

特集 1 環境 DNA分析を利用した水中生物のモニタリング

環境 DNA分析の生態学研究への適用

　環境 DNAは土壌や水に含まれるデオキシリボ核酸
（DNA）の総称であり、この環境 DNAを分析して種の在・
不在や生物量を推定して生態学的な調査に利用する例が
急激に増えて注目されている。これは Ficetola et al.（2008）
がヨーロッパで侵略的外来種として問題となっているウ
シガエル（Rana catesbeiana）を環境 DNA分析によって
検出したとの報告をしたことで、環境水中には大型脊椎
動物由来の DNAも分析可能な量が含まれているというこ
とが広く知られるようになったことが引き金になったと
思われる。この先駆的な研究が発表されて以降、調査地

で水を汲むだけという簡便な調査（図 1）として、2011

年頃から水棲の大型脊椎動物ならびに無脊椎動物を始め
として、水草（Fujiwara et al. 2016）や、さらには陸棲の
哺乳類（Andersen et al. 2012）の検出など多くの研究例が
報告されるようになった。本総説では環境 DNA分析を用
いた野外調査の実施方法について解説した上で、先行研
究の中でも、特に水棲の大型動物を対象とした野外研究
例を紹介する。最後に、環境 DNA分析が生態学的な調査
にどのように貢献できるのかについて、問題点を指摘し
つつ、その可能性を示す。総説をまとめるに当たっては
環境 DNA分析を読者が興味を持つ分類群や生息場所に適
用する際に参照できるよう、できる限り多くの研究例を
網羅し、大型水棲生物を対象とした環境DNA分析手法の手
引き書的な役割を果たせるものになることを目指した。
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既存の野外研究にみられる生息場所と 
対象分類群

　環境 DNA分析は 2008年に報告された Ficetola et al.

（2008）の研究以降、様々な分類群と野外水域への適用が
進んでいる。多くの研究は淡水域での例であるが、河川、
湿地、池、湖まで多くの水域を含んでいる。海への適用
例は未だ数例にとどまっているものの、今後増加すると
考えられる。
　環境 DNA分析によって野外の水域から検出された分類
群も多岐にわたる。現在までに、魚類、両生類、爬虫類、
鳥類、哺乳類、貝類、甲殻類、水生昆虫が検出されており、
今後も海域などへの適用例が増加すれば更に分類群と種
数が増加すると思われる。これらの個別の研究例は本特
集の高原ほか（2016）に詳しいので参照いただきたい。

野外調査の実施方法

　水域における環境 DNA分析は、現場での採水から始ま
る。野外での採水とそれに続く DNAの捕集方法は、調査
対象地の環境特性に応じて決める必要があると考えられ
る（Rees et al. 2014a）。
　採水量は研究例の間で大きく差があり、1試料あたり

15 mL（ 例 え ば Ficetola et al. 2008；Foote et al. 2012；
Thomsen et al. 2012a）から数リットル（例えばMinamoto 

et al. 2012；Takahara et al. 2012；Thomsen et al 2012b；
Mahon et al. 2013；福岡ほか 2016）、多いものでは 10 Lと
なっている（Goldberg et al. 2011）。15 mLといった少量の
水試料の場合はエタノール沈殿に代表される塩析での
DNA回収が採用され、より大きい体積の水試料の場合は
濾過により各種フィルター上に捕集した残渣からの DNA

抽出、精製が行われる。これらの例の中には河川、沼、湖、
海など、様々な調査地が含まれているが、多くの例では
1～ 2 Lの採水量を採用している（Rees et al. 2014a）。調
査対象となる水塊から平均的な環境 DNA試料を得るため
と検出率を向上させるために、多くの研究例では 3か所
からの採水を行っている（例えば Ficetola et al. 2008；
Dejean et al. 2012；Thomsen et al. 2012a；Goldberg et al. 

2013；Rees et al. 2014b；Wilson et al. 2014；Laramie et al. 

2015）。アメリカザリガニの例では更に検出率を上げる目
的で、1つの池の周囲 20地点で採水したのちに混ぜ合わ
せ、そこから 15 mLの試料水を繰り返し数 6で採取する
という方法がとられている（Tréguier et al. 2014）。フロリ
ダの湿地でビルマニシキヘビ（Python bivittatus）を検出
した例でも、ライントランセクトに沿って複数個所で採
取した水試料を混合し、そこから 15 mLの試料水を繰り
返し数 3で採取するという手法が採用されている（Piaggio 

et al. 2014）。また、イギリスの池でイモリの 1種（Triturus 

cristatus）を対象とした検出でも類似の手法がとられてい
る（Biggs et al. 2015）。オハイオ州の河川でサンショウウ
オの 1種（Cryptobranchus alleganiensis）を検出した例では、
過去に生息が確認されている地点で PCR陽性となる反応
を得るには 1 Lの試料水では不十分であり、2 Lを濾過し
て得た試料であれば信頼できる結果が得られたと報告さ
れている（Santas et al. 2013）。同種を河川で検出した別の
例では、個体が低密度に生息している場合には分析する
フィルターを増やすことで偽陰性となる危険性を減らす
ことができると述べている（Olson et al. 2012）。大型水槽
を用いた実験例では、シクリッド科魚類の 1 種
（Hemichromis letourneuxi）を様々な個体密度で飼育し、水
槽水 1 Lを濾過したフィルターから DNAを抽出してリア
ルタイム PCRで検出を行い、その検出率と分析に供した
フィルター試料の枚数の関係を解析している。いずれの
密度の条件においても、分析するフィルターを増やすほ
ど検出率は上昇した（Moyer et al. 2014）。これらの例から
明らかなことは採水量や繰り返し数を増やすほどに検出
率は上昇するということである。ただし、環境水中から

図 1．環境 DNA分析による大型水棲生物の検出イメージ。調査
地で採水した水試料から DNAを濃縮、精製した後、各種の
分子生物学的な分析を経て生息する種を同定する。特別な採
捕技術や高度な分類学的知識を必要とせず、近年生物モニタ
リングへの応用が急速に進みつつある。（作画：龍谷大学 辻
冴月）
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DNAを回収、抽出すると、PCR反応を阻害する物質（フ
ミン酸やフルボ酸など）も同時に高濃度に濃縮される場
合があるため、濾過量を増やすことが必ずしも環境 DNA

分析による種の検出率を向上させるわけではないことに
注意する必要がある（McKee et al. 2015；Takahara et al. 

2015）。なお、DNAの捕集方法と DNAの抽出方法につい
ては、高原ほか（2016）や Rees et al.（2014a）、Deiner et 

al.（2015）に詳しいので、調査地の環境等の情報ととも
に採水、抽出方法を検討したい読者は参照されたい。
　次に現場での採水とそれに続く濾過の方法について、
実務的な側面の解説を行う。もっとも重要なのは採水か
ら DNA抽出までのステップで環境 DNA試料を汚染（コ
ンタミネーション）しないことである。ほとんどすべて
の研究では試料水や DNA試料と接触する容器類や調査器
具を、次亜塩素酸ナトリウムを含む溶液（多くの場合ブ
リーチ）で処理し、意図せぬ外来の DNA断片が紛れ込む
ことを防ぐ工夫がなされている。また、できる限り、調査・
分析の器具は使い捨て可能な物品を使用するのが好まし
い。研究グループによっては複数水域を船やカヤックで
調査する場合、船体自身もブリーチ処理をしている（Jerde 

et al. 2011）。我々のチームでも、採水に使用するタンク、
濾過器具、フィルターに触れるピンセットを毎回ブリー
チ処理している。DNA抽出まで進めば、以降は通常の分
子生物学的な実験で使うようなプラスチック製の使い捨
て容器やチップを使った、汚染を防ぐ手順が比較的確立
されたステップへ移行できる。
　1日のうちに多地点で採水を行う場合、濾過器具のブ
リーチ処理が最も煩雑な作業となり、これによって処理
作業が律速される。濾過器具は水を貯めるファンネル部
分と支えとなる下部のパーツとの間にフィルターを挟ん
で使う形式のものが一般的であるが、この部分を丸ごと
使い捨てできる製品を使用している研究例もあり、この
ような製品の使用は汚染の可能性とブリーチ処理の手間
を省くのに有益であろう（Goldberg et al. 2011；Pilliod et 

al. 2014）。我々のチームではランニングコスト削減の観
点から、濾過の際にはマグネチックフィルターファンネ
ル（Pall Life Sciences, MI, USA）を繰り返し使用している。
この濾過器具は洗浄をしやすい形状で、かつ、マグネッ
トでフィルターを挟み込むことでフィルターを簡単に固
定できるため、ねじ式で固定する濾過器具よりも取り扱
いが容易で試料水の漏れが少ない。これを 3連結のマニ
ホールドに取り付けてアスピレーターで吸引し、3試料
ずつ同時に濾過を行っている（図 2）。濾過が終わるごと
に濾過器具とピンセットをブリーチ処理して大量の水道

水で塩素を洗い流した後、超純水でリンスし、再使用し
ている。
　試料水中の環境 DNA濃度は時間経過とともに急速に低
下することが確認されており（Dejean et al. 2011；
Thomsen et al. 2012a, 2012b；Barnes et al. 2014；Maruyama 

et al. 2014；Piaggio et al. 2014；Pilliod et al. 2014）、採水後
できる限り速やかに濾過するか、低温で保存することが
分析可能な濃度の環境 DNAをより長く保持することに繋
がる（Strickler et al. 2015；高原ほか 2016）。なお、15 mL

などの少量の採水の場合は酢酸ナトリウムとエタノール
の添加によって保存することができるが、より大きな量
の採水の場合はこの手法の適用は困難である。我々のチ
ームでは、採水後数時間以内にはすべての水試料を濾過
し、フィルターを冷凍保存することにしている。調査を
遠隔地で行う場合は積極的に現場での濾過を実施してお
り、この場合は調査車両に発電機、アスピレーターを含
めた器材一式と、濾過器具のブリーチ処理に必要な物品
の一切を積み込んでいく（図 3）。濾過したフィルターは
車のシガーソケットからの電源で駆動する冷凍庫
（MR040F-GL；澤藤電機株式会社、太田市、群馬県）で
冷凍保存している。
　直接目に見える個体を捕獲するのとは異なり、環境
DNAによる生物の調査では目には見えない DNA分子を
「捕集」「検出」するため、試料の汚染には細心の注意を
払わねばならない。不意の汚染が起こっていないかを確
認するために、環境 DNA分析による調査では採水、濾過、

図 2．マグネチックフィルターファンネルを使用した試料水の濾
過の様子。3連のマニホールドを使用して同時に 3つの試料
を処理している。フィルターファンネル、ピンセットは試料
を替えるごとにブリーチ処理を施す。
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その後の分子生物学的な各実験ステップで適切に陰性対
照（ネガティブコントロール）を設定して調査・分析の
質を保証する必要がある。調査時の試料の運搬中に起こ
る汚染はクーラーブランクと呼ばれる陰性対照で確認さ
れている（Jerde et al. 2011；Olson et al. 2012；Jerde et al. 

2013）。これは DNAが含まれていない超純水等を採水タ
ンクへ注ぎ入れ、調査での移動中、他の試料水が入った
タンクと共に運搬するというものである。濾過のステッ
プでの汚染は試料水と同様の方法で同じ器材を用いて
DNAを含まない超純水等を濾過し、これを陰性対照とし
て濾過器材からの汚染の有無を確認する（例えば Jerde et 

al. 2011；Goldberg et al. 2013；Fukumoto et al. 2015）。これ
らのような陰性対照の詳細については高原ほか（2016）
に詳しい。
　以上のように、野外調査では試料の汚染に細心の注意
を払いつつ、採取した試料中の DNAが分解されない状態
にまで手早く処理してしまうことが重要である。1つの
試料水の体積や繰り返し数などは個別のケースごとに検討
する必要があるため、過去の先行研究を参照して予備調査
を行ったうえで最良の採水計画を決定するべきである。

環境 DNA分析による野外研究例

　環境 DNA分析による種の検出にはいくつかの方法があ
り、種特異的なプライマーを使った PCRで対象種の
DNAが試料水中に含まれているかを確認する方法と、対

象とする分類群に属する種の DNAをまとめて増幅できる
ユニバーサルプライマーを使って PCRを行った後に、次
世代シーケンサーで網羅的に塩基配列を解読して種同定
する、いわゆるメタバーコーディング手法に大別される
（これら分析手法の詳細については高原ほか（2016）を参
照）。これらの方法を駆使してこれまで様々な研究が行わ
れているが、ここでは環境 DNA分析の利用目的ごとに例
を示したい。
　まず、環境 DNA分析の種の生息確認への利用である。
これは PCRと電気泳動の組み合わせ、もしくはリアルタ
イム PCRによる増幅の有無の確認によって実施されてい
る。先駆的な研究例である Ficetola et al.（2008）ではフラ
ンスの池で外来種であるウシガエルの検出を行い、既存
の調査から高密度もしくは低密度でウシガエルが生息し
ていると確認されている池から得た DNA試料ではすべて
の PCRが陽性であった一方、ウシガエルが確認されてい
ない池から得た DNA試料では全て PCRが陰性であった
という整合的な結果が得られた。同じくフランスの北西
部の自然公園内で外来種であるアメリカザリガニ
（Procambarus clarkii）の DNAを検出した例では、158面
の対象池のうち 57面で PCRが陽性で、同時に行ったカ
ゴ網による調査では 51面というほぼ同数の池で生息が確
認された（Tréguier et al. 2014）。しかし、実際に捕獲され
た池で必ず PCRの陽性反応が得られたわけではなく、環
境 DNA分析と捕獲調査とで共通して生息していると判断
された池は 30面のみであった。広島県の瀬戸内海沿岸部
と島嶼に位置する 70面の池で外来種であるブルーギル
（Lepomis macrochirus）を対象として分布の調査を行った
例では、目視調査によって生息が確認された 8面全てに
加え、目視でブルーギルが確認されなかった 11面でも
PCRが陽性となったことが報告されている（Takahara et 

al. 2013）。希少種を対象とした例としては兵庫県の溜池
群を対象にカワバタモロコを検出した福岡ほか（2016）
があり、この研究でもリアルタイム PCRを用いている。
京都府の桂川水系で在来及び外来のサンショウウオを対
象として実施された研究では、在来のオオサンショウウ
オ（Andrias japonicus）と外来のチュウゴクオオサンショ
ウウオ（Andrias davidianus）に対して個別に設計したプ
ライマーとプローブを用いることで、両種を識別して環
境水中から検出することに成功している（Fukumoto et al. 

2015）。こうした種の「在・不在」の判定を行って分布を
推定しようとする例が、現在のところ最も多い環境 DNA

分析の利用方法である。
　次に、リアルタイム PCRによって測定した DNA濃度

図 3．調査地での現場濾過の様子。調査車両には試料水運搬用の
クーラー、発電機を含む濾過器材、洗浄用の水道水や超純水
を含むブリーチ器材、フィルター試料を保存するための冷凍
庫まですべてを積み込んで調査に向かう。
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に基づいて、対象生物の生物量や個体数を推定しようと
する試みについて研究例を紹介する。水槽と実験池でコ
イ（Cyprinus carpio）を飼育し、生物量を変化させて環境
DNA濃度との関係を解析した例では、両者の間に有意な
相関が確認され、環境 DNAの定量による生物量推定の可
能性が示された（Takahara et al. 2012）。さらに、DNA濃
度と個体数との関係について解析した研究例があり、ヨ
ーロッパに生息するカエルの 1種（Pelobates fuscus）と
イモリの 1種（Triturus cristatus）について、既存の手法
で推定した個体数が多い池で、より環境 DNA濃度が高か
ったと報告されている（Thomsen et al. 2012a）。また、流
水環境においても同様の例がみられ、カエルの 1種
（Ascaphus montanus） と サ ン シ ョ ウ ウ オ の 1 種
（Dicamptodon aterrimus）について、採水地点から上流の
区間で捕獲調査によって推定された個体密度および生物
量と環境 DNAの濃度が相関していることが確認されてい
る（Pilliod et al. 2013）。一方で、サンショウウオの 1種
（Cryptobranchus alleganiensis）での研究例のように、環境
DNA 濃度が生物量や個体数と相関していなかったとする
報告もある（Spear et al. 2015）。こうした例に加え、複数
回のリアルタイム PCRで得られた陽性反応の割合（検出
率）と生物量や個体数との関係を解析している例もみら
れる。本論文が注目している野外環境下の例ではないが、
Díaz-Ferguson et al.（2014）はシクリッド科魚類の 1種
（Hemichromis letourneuxi）の水槽内での個体密度と環境

DNAの検出率との間に有意な相関を見出している。野外
では、Goldberg et al.（2011）によるカエルの 1種（Ascaphus 

montanus）および Olson et al.（2012）によるサンショウ
ウオの 1種（Cryptobranchus alleganiensis）の例では、個
体密度と環境 DNA検出率との間に有意な相関は確認され
なかった。非常に希薄な濃度の DNAを定量せねばならな
い環境 DNA分析の場合、アメリカザリガニの例のように
測定した試料すべてでリアルタイム PCRの定量限界を下
回ってしまう場合も有り得る（Tréguier et al. 2014）。こう
した特性を持つ環境 DNA分析では、検出率を指標として
相対的な生物量を推し量るようなアプローチは有用かも
しれない。さらに違ったアプローチとして、より検出限
界が低く、低濃度の DNA試料でも定量できるデジタルド
ロップレット PCR（ddPCR）を生物量の推定に利用する
技術も報告されている（Doi et al. 2015；高原ほか 2016に
詳しい）。
　最後にユニバーサルプライマーと次世代シーケンサー
を用いた環境 DNA分析によって種組成を明らかにしてい
る研究例を紹介する。デンマークの海から得た水試料に

対して魚類一般の DNAを増幅するユニバーサルプライマ
ー 2組を用いて PCRを行い、次世代シーケンサーで塩基
配列を決定した例では、10種の魚類を検出し、かつ、偶
発的に増幅された、4種の鳥類に一致する塩基配列も確
認された（Thomsen et al. 2012b）。これらの種の中には当
該水域には定住しておらず、時折出現する魚類 1種と鳥
類 1種も含まれていた。ただし、この水域に生息してい
ることがわかっている魚類 5種が検出できず、それぞれ
の種特異的プライマーを用いた DNAの増幅と個別のシー
ケンシングによって検出している。同じく Thomsen et 

al.（2012a）は同様のプライマーを使用してヨーロッパ各
地の河川、池、湖を含む淡水域から得た環境 DNA試料を
解析し、複数種の魚類と両生類、そして水辺に生息して
いる鳥類数種と哺乳類も検出している。これら 2つの次
世代シーケンサーを用いた研究結果は、水の中に DNAが
放出される限りは、分類群に関わらず環境 DNA分析によ
って検出できる可能性を示している。人工的な環境下で
実施された研究であるが重要な例として、モントレーベ
イ水族館の水槽から採取した環境 DNAを分析した報告が
ある（Kelly et al. 2014）。ミトコンドリア DNAの 12Sリ
ボソーム RNAをコードする遺伝子領域を対象として設計
したユニバーサルプライマーを用いて環境 DNA試料を増
幅し、水槽内で飼育されていた 5科の魚類のうち 4科を
検出したうえで、これら 4科の魚類の相対生物量と次世
代シーケンサーによるリード数の相対割合との間に有意
な順位相関を見出している。日本の研究チームは、同じ
く 12Sリボソーム RNAの別の領域に設計したユニバーサ
ルプライマー（MiFishプライマー）を開発した（Miya et 

al. 2015）。沖縄県の美ら海水族館で行なった検証実験で
は、100種を超える魚類が飼育されている水槽でも 9割
以上の種を次世代シーケンサーによる分析で検出できた
と報告している（Miya et al. 2015）。MiFishプライマーは
非常に種の識別効率が高い領域に設計されており、野外
環境水からも多くの種を検出・同定できることが確認さ
れている。ただ、これら次世代シーケンサーによる分析
においては、出力された種ごとのリード数から生物量の
推定を行う場合、リアルタイム PCRで測定した DNA濃
度による推定の場合と同じように水中での環境 DNAの希
釈、減耗の効果を補正する必要があるだけでなく、ユニ
バーサルプライマーによる DNAの増幅効率が生物種間で
異なる可能性についても考慮していく必要がある。こう
した補正の手法については、今後実用的なモデルが提案
されることが望まれる。
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既存の手法とのコストの比較

　環境 DNA分析による種の検出や種組成の推定は、手網
やカゴ網、電気ショッカーによる直接の採捕と形態的な
特徴に基づいた分類の組み合わせによる従来の推定方法
と比べてコスト面で優位性があるのだろうか。
　Jerde et al.（2011）では大掛かりな外来種駆除プログラ
ムの対象となっている北米・五大湖周辺のコクレン
（Hypophthalmichthys nobilis）およびハクレン（H. molitrix）
について、従来から行われている電気ショッカーによる
検出（視認もしくは捕獲）と環境 DNAによる検出（少な
くとも 1回の PCR陽性反応）とを単位努力量（人日）当
たりの検出率として比較を行っている。結果として、環
境 DNA分析の方が検出力が高く、必要な努力量も小さい
と評価している。また、電気ショッカーでは検出できな
かった地点からも環境 DNA分析では検出でき、後のロテ
ノン（殺魚剤の 1種）を使用した捕獲調査で実際の生息
が確認できたと述べている。
　Sigsgaard et al.（2015）はデンマークで絶滅の危機に瀕
しているドジョウの 1種（Misgurnus fossilis）の分布調査
について、博士課程の学生を雇用した場合を想定して網
や電気ショッカーによる直接採捕による検出と環境 DNA

による検出にかかるコストをそれぞれ算出した。調査地
での試料採取と分析にかかる努力量（人時）は環境 DNA

分析による検出の方が少なくて済み、PCRに使用する試
薬等の消耗品を考慮に入れた全体での費用も環境 DNA分
析の方が安くなったと報告されている。更に、環境 DNA

分析によってのみドジョウが検出された地点が複数個所
あり、後に実際に個体が採捕されたとしている。
　最後は環境 DNA分析の話題ではないが、底生無脊椎動
物、魚類、藻類について北米で実施されている各種生物
相調査プログラムにかかるコストを形態分類での同定、
個体ごとのサンガーシーケンスによる同定、そして次世
代シーケンサーで一度に同定するという 3種の同定方法
別に算出している例である（Stein et al. 2014）。形態分類
と個体ごとのシーケンスには採取した試料のソーティン
グと個別の保管が必要になるが、次世代シーケンサーで
は個体を分けずにまとめて DNA抽出して解析できるとい
う、努力量上の差があった。結果として、個体ごとのサ
ンガーシーケンスでは形態分類よりも 1.7倍から 3.4倍ほ
どの費用がかかると推定している。一方で、次世代シー
ケンサーによる分析は形態分類の費用と大差のない費用
で済むと推定している。ただし、この例では環境 DNA試
料からの分析を想定していないため、野外調査にかかる

費用は 3種の方法間で差がないという前提となっている。
環境 DNA分析の場合は現地での作業がほとんどの場合は
採水のみで、1地点あたりにかかる作業時間も極端に短
くて済むこと、そして塩基配列決定にかかる分析コスト
自体が着実に低下してきていることを考慮すれば、環境
DNAを用いた次世代シーケンサーによる同定手法は生物
相調査法として一般的な選択肢の一つになるだろう
（Thomsen and Willerslev 2015）。

分析結果の信頼性に関わる諸問題

　環境 DNA分析による調査は、一見すると既存の生物調
査に比べて調査努力量が小さくしかも低コストで実施で
き、すでに実用的な技術として確立されているように思
われる。しかし、環境 DNA分析が大型水棲生物を対象と
して生態学的な研究に頻繁に利用されるようになってか
らまだ日が浅く、野外適用に向けて知っておくべき基礎
的情報の中にもブラックボックスが多く残されているの
が実情である。ここでは分析結果の信頼性に関わる疑問
点や問題点について議論する。
　まず基本的な疑問として、個体を直接採捕せずに得た
結果であるために、本当にそこにその種がいたのか、と
いう漠然とした不安がある。ここには 2つの不安要因が
含まれている。1つ目は種特異的なプライマーを使用し
たものの、誤って他種の DNAが増幅し偽陽性となったと
いうような、分析における過誤である。2つ目は採水し
た地点近傍にその種の個体がいたのではなく、他の地点
から拡散してきた DNA断片を拾って検出してしまったの
ではないかという調査地の環境条件に依存しておこる過
誤である。
　1つ目の非特異的な誤った増幅については、分子生物
学的な実験ステップで生じるものであり、まずはしっか
りとした高い種特異性が担保されたプライマーセットを
使用するのが重要である。プライマー設計の注意点や種
特異性の確認の仕方等については高原ほか（2016）で詳
しく議論されているので参照されたい。2つ目の偽陽性
については流水域で特に問題となる。ケージに入れたカ
ワマスを河川内に設置して放出された環境 DNAの流下に
伴う希釈を測定した実験では、流速が遅い場合は下流に
向かって DNA濃度が低下する一方で、流速が早い場合は
下流側でも上流側と変わらぬ濃度であった（Jane et al. 

2015）。また、ハリナガミジンコ（Daphnia longispina）と
イシガイの 1種（Unio tumidus）が生息するダム湖から下
流に向けて両種の環境 DNAの検出を続けたところ、10 
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km程度離れていても検出できたと報告している例もある
（Deiner and Altermatt 2014）。これらの例が示すのは、検
出対象種の個体が実際にいる場所から相当に離れても
DNAを検出する場合があるということで、その空間的な
範囲は対象とする種や、調査地ごとの水理特性などに強
く影響されるだろうということである。放出源となる個
体が生息している場所からどれほど遠くまで検出可能な
濃度で DNAが広がるのかについては個別にしっかりと検
討する必要があるだろう。また、系外からの対象種の
DNA持ち込みも偽陽性を生む可能性があり、五大湖にお
けるコクレンの例では、偽陽性となる可能性がある要因
としてコクレンの死骸やその残滓が航行する船舶によっ
て偶発的に運ばれることや、コクレンを食べた鳥類の糞
の混入などを挙げている（Merkes et al. 2014）。調査対象
種についての基本的な生活史や生息場所選好性などが先
行研究によって明らかになっていれば、それらをよく吟
味したうえで環境 DNA分析の結果を解釈する必要があ
る。特に基礎的知見が乏しい種を環境 DNA分析で初めて
調査する場合には、捕獲や目視といった既存の手法を併
用して、結果の妥当性の評価を行うことが望まれる。
　環境 DNA手法は個体を直接採捕しない手法であるた
め、不確実に感じられる要素は他にもある。それは採水
したその時点に個体がいたのかどうか、という疑問であ
る。これは前述の水の動きという空間的な要因からも影
響を受けるが、それと同時に、放出された DNAの経時的
な分解という時間的な要因からも影響を受ける。放出さ
れた DNAがごく短時間で分解してしまう場合には偽陰性
という過誤を生じ、また、長期間にわたって検出可能な
濃度の DNAが残存する場合は実際には個体が生息してい
ないのに検出してしまうという偽陽性という過誤を生じ
ると考えられる。生物個体を除去した後の水から DNAが
検出可能な期間をレビューした最近の報告（Turner et al. 

2015）によると、多くが最大 25日ほどであったが、ウシ
ガエルの環境 DNAで水温 5℃の条件下で観測した例では
58日経過しても検出できたとの報告もなされている
（Strickler et al. 2015）。後者の例では温度以外にも UV-B

の強度と pHについても環境 DNAの分解に対する効果を
測定しており、低温で、紫外線量が少なく、アルカリ性
の条件下で最も長く環境 DNAが残存すると結論してい
る。1日以内に検出できなくなるとされている例もある
ことを考慮すると（Thomsen et al. 2012b）、環境 DNAの
分解も対象水域の環境条件に強く依存していると思われ
る。水中を漂っている環境 DNAがこのような時間スケー
ルで消失する一方で、水底の堆積物に含まれる魚類由来

の環境 DNAは 132日に渡って検出できたと報告されてい
る（Turner et al. 2015）。これは魚の排泄物が水底に沈んで
蓄積されるなど水中よりも濃度自体が高いことと、堆積
物中では分解速度も遅くなることが影響していると考察
されている。堆積物の巻き上げが起こっているような条
件下での採水は個体がいなくなってからも偽陽性を生じ
させる要因となるかもしれない。対象とする生物の移動
速度や昼夜での行動および利用場所の変化などの既存情
報を十分考慮したうえで、環境 DNA分析による検出結果
がどのような生態を反映しているのか推察することが、
間違った解釈を避けるために必要である。
　環境 DNA分析はあくまでも対象種から放出された
DNA分子が有るのか無いのか、そしてどれくらいあるの
かを調べる技術であるため、その分子を放出した個体の
生死は分析結果に影響しない。よって、前述のコクレン
の死骸の例のように（Merkes et al. 2014）、人為的、もし
くは他の捕食者を介して対象種の DNA断片が調査地内に
持ち込まれた場合は偽陽性を生じて誤った推定結果をも
たらす可能性がある。また、生物量や個体密度を推定し
たいときには大きな誤差を生むかもしれない。例えば、
産卵後の斃死個体が多くいるような河川で DNA濃度を測
定しても、量的な意味では解釈が不可能なデータしか取
得できないであろう。だだし、どのような状態であって
も DNAが放出されてさえいれば検出できるということが
環境 DNA分析の強みともいえ、イモリの 1種（Triturus 

cristatus）の分布調査のように、親個体が池に現れる時期
を狙って行われているライトを使った夜間の調査や産み
付けられた卵塊を探すといった、実施に当たって季節的
制限があった既存の調査よりも、環境 DNAの方が検出で
きる時期が広がって調査の自由度が高まった例もみられ
る（Rees et al. 2014b）。対象種の生活史を考慮して環境
DNA分析を実施するのに適した時期や発育段階を選んで
適用することで、この手法の強みをいかす工夫が必要で
ある。
　何をどれくらい検討すればはっきりと「いる」もしく
は「いない」と言えるのだろうか。特に「いない」とい
う判定は既存の視認や捕獲による調査と同じで、どれだ
け PCRで陰性反応が続いたとしても確実に「いない」と
いう証拠にはならない。こうした判断をする上で最も注
意すべき偽陽性、偽陰性は、これまで見てきたように対
象種の生活ステージや調査地の環境によって生じるもの
のほかに実験室での分析ステップ内で生じるものもある。
これらの過誤が起こる要因についての詳細は、すでに良
くまとめられた論考があるので参照していただきたい
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（Darling and Mahon 2011；Ficetola et al. 2014；高原ほか 

2016）。ここでは偽陽性や偽陰性という過誤に特に注意せ
ねばならない希少種と外来種の検出の例を挙げて、どの
ようにこれらの過誤を小さくすべく工夫がされているか
を紹介したい。
　北米ワシントン州のコロンビア川で絶滅危惧種に指定
されているマスノスケ（Oncorhynchus tshawytscha）の河
川内での分布を調査した例では、まず各調査地点におい
て繰り返し数 3で採水を行ったうえで、それぞれから抽
出した DNA試料ごとに種特異的プライマープローブを用
いた繰り返し数 3のリアルタイム PCRで DNAの定量を
行っている（Laramie et al. 2015）。つまり、1地点につい
て合計 9反復の PCRがなされている。更に、それぞれの
フィルターからの 3つの繰り返しの PCRが全て陽性、も
しくは陰性とならなかった場合は再度繰り返数 3で PCR

を行い、1度目の PCRの陽性反応が他の試料からの汚染
によるものではないことを確認している。2度目でも陽
性反応と陰性反応が混在して見られた場合は合計 6反復
の PCRでの DNA濃度の平均値を採用している。また、
プローブの蛍光強度の増幅曲線を確認し、明瞭な指数関
数的な増加がみられない場合は再度の PCRを実施してい
る。前述の通り、ヨーロッパにおける外来種アメリカザ
リガニの例では（Tréguier et al. 2014）、1つの池で 20地点
の採水を行い、これらをよく混ぜた試料水から繰り返し
数 6の試料を得ることで、偶発的に対象種の DNAを採取
できないという危険性を低下させたうえで、PCRでは 12

回の繰り返しを採用して検出の可能性を高める工夫がな
されている。Fukumoto et al.（2015）は外来種と在来種両
方のオオサンショウウオを扱っていることが特徴的であ
るが、この例では対象調査地で 1年間に 4回の調査を実
施しており、採取時期が異なる試料を繰り返し得ること
で結果の確実性を高めている。Jane et al.（2015）は落葉
の時期に PCR阻害が起こりやすいことを指摘しており、
時期によって変化する過誤の起こりやすさに結論が影響
されないようにするためにも、繰り返しの調査は非常に
有効であろう。
　ここまで環境 DNA分析を野外調査に適用する際に懸念
の残るいくつかの問題点について議論した。様々な過誤
が起こる要因の多くはすでに多数の先行研究によって指
摘されている。対象種や調査対象地に依存してこれらの
要因のうちどれに特に注意せねばならないかは変わるは
ずであるが、同じような条件の先行研究を参考にすれば、
個別のケースごとにクリアできる問題が多いと考えてい
る。簡便かつ迅速にデータが得られることは環境 DNA分

析による野外調査の利点ではあるが、多くの不確実性が含
まれうることを常に意識して結果を解釈せねばならない。

将来的な展望

　前段で述べたように環境 DNA分析による調査には注意
せねばならないことが多々あるものの、既存の調査手法
よりも相当に小さな努力量で広域調査、長期調査が可能
になる本手法の魅力は非常に大きい。生態学的研究への
更なる応用的展開を望む方々からは、期待を込めた疑問
をぶつけられることがある。ここではこれらの質問につ
いて現状の知見を基に答えつつ、今後の本手法の発展可
能性について議論してまとめとしたい。
　大きい個体と小さい個体は区別できるのか、とは多く
の方が抱く疑問である。残念だが今のところ両者を区別
することはできない。DNAの塩基配列を種固有の情報と
して扱っている環境 DNAでは、大きいか小さいかという
誕生後の環境条件に依存して決まる獲得形質といえるよ
うな情報を識別することは不可能である。ただし、大型
個体と小型個体では DNAの放出速度に差があることが明
らかになっている（Maruyama et al. 2014）。ブルーギル
（Lepomis macrochirus）では単位体重あたりに換算すると
小型個体の方が DNAの放出速度が速く、環境 DNA濃度
を基に生息量や個体密度を推定する際にはこの差も考慮
せねばならないと指摘されている。アユのようにほとん
どの個体が 1年で死亡するような年魚の場合、ある時間
断面での個体群内でのサイズのばらつきは他の長寿命な
種よりも小さいはずで、こうした種では別の採捕調査に
よって平均サイズを把握することで環境 DNA濃度からの
生物量推定はある程度の正確性をもって可能であろうと
思われる。また、種レベルよりも解像度の高い情報を得
るという点で関連するアイデアとして、環境 DNA分析の
個体群遺伝学研究への応用がある。Uchii et al.（2016）で
は、ミトコンドリア DNAの一塩基の違いに基づき、環境
DNA分析によってコイ個体群におけるハプロタイプ頻度
を推定している。このような、環境 DNA分析を用いて個
体群遺伝構造を明らかにする研究が将来発展するかもし
れない。
　どのような種がどこに、どのくらいいるかが明らかに
できるとすれば、次に知りたいのはその「状態」である。
イモリの 1種（Triturus cristatus）の調査事例（Rees et al. 

2014b）では複数回調査地を訪れて環境 DNAによる検出
をしているが、環境 DNA濃度の定量はしていない。別の
研究で同種の環境 DNAは 1～ 2週間で検出不能な濃度ま
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で分解するとされており（Thomsen et al. 2012a）、もしも
先の例で季節を違えて環境 DNA濃度を定量していれば、
産卵期に池を訪れる親個体に由来する環境 DNA濃度の変
化を捉えることで産卵の開始を推定できたかも知れない。
こうした分析が可能であるとしても、これは既存の調査
から明らかになった対象種の生活史の情報との組み合わ
せで結果の解釈が必要である。
　水を汲むだけで種組成がわかってしまうなら、手間の
かかる従来の様な直接捕獲の調査はもう必要ないのでは
ないかという意見も時折聞かれる。実際のところ、ユニ
バーサルプライマーによる環境 DNAの増幅とそれに続く
次世代シーケンサーによる種同定のシステムは、今後の
野外調査の方法論を一変させてしまうような潜在的可能
性を秘めている。ただし、前述のように種間で DNAの増
幅効率が違うという問題があり、事実、Kelly et al.（2014）
によるモントレーベイ水族館の水槽を使った魚類相に対
する先駆的研究では検出できない分類群があった。彼ら
の使用したユニバーサルプライマーは属や科レベルの識
別しかできない遺伝子領域に設計されており、種同定は
そもそも困難であるという別の問題もあった。Miya et 

al.（2015）が開発したMiFishプライマーは増幅効率の種
間差がより小さく、更に種の分解能が高いため、今後多
くの研究で利用されることになる見込みが強い。そうし
た研究例の積み重ねの中でMiFishプライマーの増幅効率
の種間差や PCR阻害物質の影響等の検証と補完が進め
ば、バケツ一杯ほどの水から水中の魚類相を知るという
調査手法が一般的なものになるだろう。
　ただし、環境 DNA分析技術が今後さらに発展しても、
これまでの既存の調査・分析手法の必要性を排除するも
のではない（Laramie et al. 2015；Thomsen and Willerslev 

2015）。この章で述べたような将来へ向けての研究例をみ
るだけでもわかるように、環境 DNA分析は既存の調査で
得られた知見の下地があって初めて有効に利用できる技
術である。また、得られた結論が正しいのかどうかを確
認するのもまた、既存の調査手法によってのみ可能であ
る。保全生態学の分野においても、簡便迅速な調査が可
能な環境 DNA分析によって広域を調査して重要な保全対
象地域を選び出したうえで、限られた保全のための予算
や人的資源を集中投下して活動を行うなど、環境 DNA分
析の利点を生かした合わせ技での有効な利用と発展が期
待されている（Rees et al. 2014b）。なお、環境 DNA分析
に関連する優れた総説がすでに多数公表されているため、
より広範な情報を得るために参考にして頂きたい
（Blanchet 2012；Shokralla et al. 2012；Taberlet et al. 2012；

Bohmann et al. 2014；Díaz-Ferguson and Moyer 2014；Rees 

et al. 2014a；Pedersen et al. 2015；Thomsen and Willerslev 

2015）。
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