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図 1 環境 DNA の分析イメージ
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株式会社環境総合リサーチ

環境 DNA 分析の「い・ろ・は」
サンプリングから分析・解析まで，実践のための技術

玉 田 貴， 芝 田 直 樹

1 は じ め に

環境 DNA 分析は遺伝子解析技術を利用して生物の分

布・相対量の変化を推定することのできる生物調査手法

である。水や空気などの環境媒体から遺伝物質を収集・

分析することで情報を得る。

本技術は 1990 年頃から微生物の検出に使われ始め，

2008 年には Ficetora らによって初めて大型脊椎動物で

あるウシガエル（Lithobates catesbeianus）を検出した報

告がされた1)。2018 年に環境 DNA 学会が設立され，学

会からは環境 DNA 分析のマニュアル2)（以下，環境

DNA マニュアル）が，環境省生物多様性センターから

は調査手法の手引き3)が発行されており，わかりやすく

まとめられている。まだ環境 DNA には不明な点が多い

が，生物調査手法としての有用性は広く認識されてい

る。また，環境 DNA 分析には，より良い結果を得るた

めの細かなノウハウが多く存在する。

そこで本稿は，これから環境 DNA 分析をはじめる学

生や研究，企業で環境 DNA 分析を扱いたい技術者に向

けて，ちょっとマニアックだが役に立つ，環境 DNA 分

析の実用上の注意点をお伝えする。もし疑問点があれば

気兼ねなく連絡してほしい。ここでの話題の中心は水圏

生物（主に魚類）を対象としたものとする。

2 環境 DNA 分析とは

すべての生物は遺伝情報として DNA や RNA を保有

している。これらの遺伝情報は，
ふん

糞や剥がれ落ちた皮膚

片，分泌物の形で環境中に放出されている。広義は微生

物本体を含む遺伝物質の総体を環境 DNA と呼ぶが，こ

こでは，狭義の意味として微生物以外のマクロ生物（目

に見えるような生物）から放出された遺伝情報を含む物

質と定義する。

環境 DNA の分析技術は PCR（polymerase chain

reaction）法を中心に成り立っている。環境 DNA の主

な分析方法としては 2 通りある（図 1）。一つは，1, 2

種類の在/不在や DNA 量を知るための分析法で種特異

的分析と呼ばれる。もう一つは，特定の種に定めず“魚

類”のような 1 分類群の種構成を推定する分析法で網

羅的分析と呼ばれる。

種特異的分析では，種ごとに特異的なプライマーセッ

ト（人工合成された 20 bp 程度の塩基配列）を設計して

リアルタイム PCR で検出を行う。リアルタイム PCR

は，PCR 反応でプライマーが DNA を増幅する際に発

せられる蛍光波長をリアルタイムにモニタリングする方

法である。一方，網羅的分析では Illumina 社の Miseq

のようなハイスループットシーケンサーで対象分類群の

DNA 配列を並列解読する。どちらも一般的な技術だ

が，実際に取り組むと，思うような結果を得るまで様々
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な問題が生じる。そんなときに本稿が問題解決の手助け

になれば幸いである。

本稿の分析技術に関する解説は，環境 DNA 調査・実

験マニュアルと環境 DNA 分析技術を用いた淡水魚類調

査手法の手引きの情報を補完するように記載している。

そのため，まずは上記マニュアルを通読したうえで本稿

を楽しんで頂きたい。3 章ではサンプリングから DNA

抽出までを解説し，4 章からは PCR の基本的な知識が

ある技術者向けに前処理を含む分析ステップのノウハウ

を紹介する。

3 環境 DNA 分析の概要と手順

環境 DNA 分析は次のようなステップで行われる。◯１

サンプリング，◯２ろ過・DNA 抽出，◯３機器分析（リア

ルタイム PCR/配列解読），◯４データ解析（バイオイン

フォマティクス）である。遺伝子解析技術の技術書には，

◯３や◯４を改善するための情報は多数見つかるが，経験的

に環境 DNA の検出力を向上させるために最も重要な工

程は他の環境分析と同様◯１サンプリングと◯２ろ過・

DNA 抽出である。しかしこの点について環境 DNA 分

析に特化した情報はなかなか見つかりにくい。そのた

め，本稿ではサンプリングとろ過・DNA 抽出の項に多

くの解説を加えている。

3･1 採水

採水は最も重要ではあるが，その簡便さから解説が省

略されやすい部分でもある。本項目では，どのような場

所から採水すべきかから , サンプルの保存と輸送までを

解説する。

3･1･1 採水地点の選択と採水

採水地点の選定で最も重要なのは，生物の生態に応じ

て最適な採水場所を選択することである。速水らはダム

湖で魚類の種組成を把握する場合，春に沿岸域でサンプ

リングすると，最も効率よく生息する種を検出できたこ

とを報告した4)。春は多くの魚類が産卵期に当たり，産

卵行動によって放出された精子や体細胞が環境 DNA と

して通常より多く回収されたためだと考えられる。一

方，生物のおおよその量が知りたい場合（後述）には，

このような産卵イベント時期は予期せぬデータとなりう

ることに注意されたい。

また，調査水域の水量も重要なポイントとなる。雨が

降ると水量が上がると環境 DNA の濃度が薄まる。可能

な限り調査地が平常状態にある日を選択して調査すると

よい。だが，調査水域によっては注意が必要な場合もあ

る。これまでの経験において，目視観察と環境 DNA の

結果に食い違いが生じた調査水域で一番多いのが渓流で

ある。理由の一つとして，渓流は生物量に対して水量が

多く流速も早いため，環境 DNA が得られにくいことが

考えられる。このような場所では採水のタイミングを分

けて 2 L 以上採水するなどの工夫が必要となる。だが，

サンプル量を増やすと，PCR 阻害が強くなる可能性も

増加するので 2, 3 L に収めておくことを推奨する。調

査地点数とサンプル量が多くなり，サンプルの移動が困

難と想定される場合には，現地でのろ過も視野に入れて

調査計画を立てる必要がある。

採水容器は環境 DNA マニュアルでも指定はないが，

一般的なプラスチック採水容器や市販の空のミネラル

ウォーターの容器を使うことが多い。特に初めて環境

DNA を使った調査を行う場合，容器の選択やオスバン

の確保には不安が伴うかもしれない。環境総合リサーチ

では，採水の手順書（図 2a）と採水キット（図 2b）を

送付しているため，初めての方はぜひ一度相談していた

だきたい。

3･1･2 サンプルの保存・輸送

オスバンを添加したサンプルは，4 °C であれば一週間

程度の保管が可能であると報告されている5)。これは，

オスバンの殺菌作用により DNA 分解の主要因である微

生物の活動を抑制するためである。ただし，ろ過と抽出

は早期に行った方がよい。採水調査からろ過・抽出まで

のスケジュールを管理して 48 時間以内に抽出を終える

ことを推奨する。環境 DNA の分解速度は温度にも依存

するため 6)，輸送の際はクール便で発送するとよい。

ただし，サンプル水を冷凍すると解凍時に環境 DNA が

物理的に分解されてしまう可能性があるため冷凍便は使

用しない。また，紫外線でも分解してしまうため，直射

日光には注意する。

3･2 ろ過

採水後は，環境 DNA を濃縮するためにろ過と DNA

抽出を行う。ろ過方法やフィルターの種類にはいくつか

あり，環境 DNA マニュアルでも複数の方法が紹介され

ている。ここではよく用いられる方法と環境総合リサー

チが適用している方法について実用上の使い分けを解説

する。

3･2･1 オープンファンネルによるろ過

環境 DNA マニュアルで紹介されている方法の一つで

あるが，一般的な吸引ろ過装置を使用できる。ろ紙には

グラスファイバーフィルター（Whatman GF/F 47

mm：以下，GF/F フィルター）を用いる。上部が開放

されているため，サンプル間での水の混入に由来する汚

染に注意して作業を行う。器具を再利用する場合は 0.1

％ 以上の塩素系漂白剤で洗浄した後，超純水などで塩

素を除去する。サンプルのろ過後は，超純水をろ過して

ブランクを作成することをお勧めする。ろ過した GF/F

フィルターは，ろ過面を内側にして折り畳み，アルミホ

イルで遮光してから－20 °C で冷凍保存する。

3･2･2 密閉式ろ過機（環境総合リサーチ採用）

サンプル間の汚染を極力減らすため，環境総合リサー
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図 2 (a) 環境 DNA 採水手順 (b) 採水キット内容

図 3 (a) 密閉式のろ過装置 (b) 自動カートリッジ式フィル

ターろ過装置
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チでは密閉したままろ過を行うシステムを導入している

（図 3a）。採水容器をボトルではなくパックにすること

で，密閉状態でのろ過が可能である。自作ろ過機の作成

方法に関しては山中らの報告7)か岡らの報告8)をを参照

されたい。ろ過フィルターは GF/F フィルターを使用

し，パックは使い捨てにすることで，ろ過時の汚染リス

クは大幅に低減される。また，ボトルと比べて，パック

はかさばらないため持ち運びが容易で，多地点での採水

や山岳部での採水時に威力を発揮している。採水パック

が密封式であるため，ろ過器はそれに合わせて製作して

いるが，それ以外の注意点はオープンファンネルによる

ろ過と同じである。ろ過後の GF/F フィルターはろ過

面を内側に折りアルミホイルで遮光し，冷凍保管する。

3･2･3 現地ろ過（カートリッジ式フィルター）

環境 DNA マニュアルでは，汲んだ水を現地でろ過す

る方法も紹介されている。現地でのろ過はカートリッジ

式 フ ィ ル タ ー （ Sterivex HV 孔 径 0.45 nm :
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図 4 (a) サリベットを用いた DNA 抽出 (b) スピンカラム

を用いた DNA 抽出
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SVHV010RS）を使用する。カートリッジ式フィルター

は GF/F フィルター（0.7 nm）より孔径が小さく環境

DNA の捕集能力が高い一方，目詰まりを起こしやす

い。特に淡水・汽水域は，不純物が多いため，カート

リッジ式フィルターを手動でろ過しようとすると苦労す

ることも多い（目詰まりでシリンジのピストンが動かな

い）。そのため，現地でろ過を行う場合は自動ろ過器

（図 3b）を使用するもよい。

3･3 DNA 抽出

DNA 抽出は検出力確保のために重要である。ここで

は GF/F フィルターから DNA を抽出する流れを解説す

る。DNA 抽出の方法は環境 DNA マニュアルに準拠す

るが，環境総合リサーチでは山中らの手法7)を採用して

いる（環境 DNA マニュアルにも別法として記載あり）。

DNA 抽出の流れは次の通りである。◯１解凍したフィ

ルターを DNA 溶出液で処理後，DNeasy Boold and Tis-

sue kit（Qiagen）のプロトコルに従い，◯２DNA 吸着カ

ラムで DNA を選択的に吸着，◯３DNA が結合したカラ

ムを洗浄，◯４DNA を溶出する。

環境 DNA マニュアルと環境総合リサーチで採用して

いる方法の違いは主に◯１の部分となる。環境 DNA マ

ニュアルではサリベット（図 4a : 15 mL チューブと同

じ太さの唾液採取容器のコットンが入っていないもの）

を使用するが，変法では 1.5 mL チューブの大きさで処

理することができる（図 4b : エコノスピン空カラム EP

31201）。これだけの違いでも，処理検体数を大幅に増

加可能である。

また，マニュアルには記載されていないが，ろ過フィ

ルターに含まれる水分の除去は重要である。フィルター

に残っている水分はサンプルごとに異なるため，◯１の部

分で水分を遠心で除去しておくとフィルターに添加した

試薬の濃度が安定しやすい。また，フィルターから

DNA を溶出させる際，DNA 溶出液を添加した後に熱

処理を行うが，このときはできるだけヒートブロックや

ウォーターバスなどの接触型の加温装置を使用する。イ

ンキュベーターを使用する場合，静置するだけでは熱が

伝わりにくいため，事前に温めておいたアルミブロック

などを使用するとよい。

◯２以降は DNeasy Boold and Tissue kit のプロトコル

に従い抽出を行う。最終的な溶出液量は 100 nL に設定

することが多いが，複数の種や分類群を対象に分析を実

施する場合，使用する DNA 抽出液量が多くなるため，

1 地点で複数サンプル用意し，それぞれを抽出するなど

の工夫が必要である。

4 分 析 方 法

ここから先は遺伝子分析の技術に関する内容となる。

環境 DNA マニュアルに詳細な手順が記載されているた

め，注意点だけを記載していく。基本的には種特異的分

析も網羅的分析もどちらも PCR 法を利用しているた

め，注意点は共通している。

4･1 種特異的分析

種特異的分析では，対象種に固有の DNA 配列部分に

プライマーセットを設計してリアルタイム PCR による

検出を行う。主にミトコンドリア DNA の Cytochrome

b や 12S rRNA，16S rRNA 領域が使われることが多

い。これらの遺伝子領域は種や地域特性を反映すること

が多いため，DNA 配列のデータが豊富である。また，

核にコードされている DNA 領域を利用する場合，ITS

(Internal Transcribed Spacer）領域などが用いられる。

環境 DNA 分析ではミトコンドリア DNA がよく使用さ

れるが，反復配列が多い ITS 領域を使用すると検出感

度が高くなることがある。必要な配列データが存在する

場合，使用を検討してみるとよい。

4･1･1 プライマープローブの設計

プライマー設計では，まず NCBI nucleotide データ

ベース（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）に対象種と見

分ける必要がある近縁種の DNA 配列が存在するかを数

領域で確認する。その後，各種の DNA 配列を複数用意

して DNA 配列の比較を行う。比較には無料ツールであ

る MEGA（https://www.megasoftware.net/）が便利で

ある。

設計の際に考慮する条件は，◯１増幅長が 180 bp 以内，

◯２近縁種と異なる配列を 3′末端側 5 塩基以内に含む，

◯３対象種内では変異が無い配列，である。また，プライ

マーの Tm 値（プライマーの半数が鋳型に結合する温

度）は 60 °C 程度で温度差は 2 °C 以内設定，プライマー

の長さは 18～25 bp に設計する。また，種を分ける箇

所の塩基配列の選択は T/G ボンドを考慮し，フォワー

ド側は A か C，リバース側は T か G を変異個所として

選択する。設計後は NCBI のデータを使って疑似的に

PC 内で PCR を実施できる Primer BLAST (https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/）で，他に

どんな種が増幅されるかをチェックする（in silico）。対

象種以外で 3′末端側の 5 塩基以内にひとつも変異が

入っておらず，同所的に生息する種が候補として挙がっ

た場合は再度作成する。このチェックで同所的に生息す
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図 5 網羅的解析の増幅領域のイメージ
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る見分けたい種がなければ，個体から抽出した DNA サ

ンプルで増幅の確認をする。

リアルタイム PCR で使用する Taqman プローブは設

計したプライマーが増幅する配列内に設計する。Taq-

man プローブは DNA 断片に蛍光色素と消光物質を付与

したものであり，検出の特異性を向上させる役割も果た

している。設計時に考慮する条件はフォワードプライ

マーと同様だが，Tm 値は 70 °C を目標とし，蛍光修飾

を両端に付与する。もし，Tm 値が 70 °C 付近で設計で

きない場合は MGB（Minor Groove Binder）修飾によっ

て Tm 値を上げることができる。

4･1･2 リアルタイム PCR

環境 DNA 分析のリアルタイム PCR は希薄な対象種

の DNA を増幅させるため , 一般的に使用されている方

法に工夫を加えている。

まず，環境媒体から得たサンプルを利用するため，腐

植酸に代表される PCR 阻害物質への耐性が高い試薬

（Ex. Environmental Master Mix 2.0 : Applied Bio-

systems）を使用することは重要である9)。また，サイ

クル数を多くすると希薄な DNA が増幅される可能性が

上がるため，PCR の増幅ステップは 55 サイクルが基準

とされている。分析結果によっては，増幅後の産物をサ

ンガーシーケンスにて確認する場合がある。増幅後の

PCR 産物は非常に高濃度であり，空気中に舞うとコン

タミの大きな原因となるため，試薬を扱う部屋と区画を

分けるなどの工夫が必要である。

リアルタイム PCR は既知濃度の DNA 配列を使って

検量線を書くことで，サンプル中の DNA 濃度を推定す

ることがきる（定量 PCR：以下，qPCR）。qPCR は検

量線の精度が重要になるため，検量線作成には人工合成

遺伝子サービスを利用するとよい。これは自分で配列と

長さを指定して発注すると，プラスミドの状態で納品さ

れる。人工合成遺伝子を発注する際は，NCBI に登録さ

れている対象種の配列を使い，プライマー配列の両端は

10 bp 程度の余裕を設けるほか，可能な限り制限酵素に

よる切断の後，精製を行うことでエラー配列の無い検量

線用の DNA 断片を手に入れることができる。コストを

下げる場合，組織片から得た PCR 産物を検量線に用い

ることもできる。その際には，長い PCR 産物（1500

bp 程度）で検量線用の DNA 断片を作成すると，短い

配列と比べて DNA 濃度調整時の誤差低減が期待でき

る。ただし，組織片由来の検量線は人工遺伝子のものよ

り検量線がばらつく傾向にあるため，正確性を期す場合

は人工合成遺伝子の使用を推奨する。リアルタイム

PCR を用いた環境 DNA 分析については高原らの報

告10)などを参考にするとよい。

4･2 網羅的分析

網羅的分析ではハイスループットシーケンサーを使っ

た配列解読を行う。網羅的分析で最もよく行われるのが

魚類の種構成の検出であり，魚類の検出用プライマーは

宮らが開発した MiFish が使われる11)。他にも潮らが開

発した哺乳類（MiMammal)12)や駒井らが開発した甲殻

類（MiDeca)13)，酒井らが開発した小型サンショウウ

オ類（Hynobius_12s)14)などが存在する。このような幅

広い種を増幅させるプライマーのことをユニバーサルプ

ライマーとも呼ぶ（図 5）。

網羅的分析は以下のように進める。◯１1stPCR：対象

分類群の DNA 配列をユニバーサルプライマーで増幅，

◯２2ndPCR：サンプルに固有な DNA 配列と機械分析の

ための DNA 配列の付与，◯３濃度調整後，ハイスルー

プットシーケンサーで配列の決定，◯４出力データを処理

して結果を出力する。

4･2･1 1st PCR

1st PCR は対象となる種群・分類群の DNA 配列をユ

ニバーサルプライマーにて増幅するステップである。

1st PCR は，PCR サイクルで変化する熱を伝わりやす

くするため，可能であれば薄く成形されたチューブやプ

レートを使用すると増幅がかかりやすくてよい。うまく

増幅すると 38 サイクルで 30～40 ng/nL 程度の DNA

濃度になる。また，1 サンプルあたりの反復数も重要で

ある。網羅的分析では 1st PCR の反復数を 8 反復とす

ることが多い。反復数を減らすと検出種数が低下するこ

とがあるため15)，試料の節約目的などで減らす場合に

は注意が必要である。

1st PCR 後は残ったプライマーなどの
きょう

夾
ざつ

雑物を除去
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図 6 (a) Egel sizeselect による泳動図 (b) Bioanalyzer
による精製配列長の図

図 7 Miseq でのシーケンス作業
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するために磁気ビーズを用いた精製を行う。環境総合リ

サーチでは AMPureXP（Beckman）を使用しているが，

Roland らの方法16)に従い自作することで，AMpureXP

と比較して試薬コストを約 1/6 程度に抑えることもで

きる。

1stPCR でうまく増幅されない場合，サンプル内の環

境 DNA が低濃度であるか，PCR 阻害による影響を受

けている可能性が考えられる。PCR 阻害が疑われる場

合は抽出 DNA に対して磁気ビーズによる精製・濃縮を

行うか，希釈することで増幅される場合がある。

4･2･2 2nd PCR

2nd PCR は，サンプルを区別するためのタグ配列を

付与するステップである。2nd PCR には精製後の PCR

産物を使用する。サンプルごとのデータ量を均一化する

ため，ここで 1st PCR 産物の濃度を 0.1 ng/nL に調整

してから 2nd PCR を行う。2nd PCR 後の産物は，電気

泳動やフラグメントアナライザーで 2nd PCR 産物の品

質を確認するとよい。2nd PCR 産物は EGel システム

（Thermo 社）などで目的のバンドのみを抽出するが，

精製後の PCR 産物を希釈しないと図 6a,b のようにうま

く目的のバンドが分離されないことが多い。

抽出後の 2nd PCR 産物は，サンプル量などを踏まえ

て 1012 pM に濃度調整し，ハイスループットシーケ

ンスにて配列を決定する（図 7）。

4･2･3 NGS 解析

調整したライブラリをハイスループットシーケンサー

にセットし，分析を開始する。使用するキットによるが

結果は 13 日程度で出力される。出力された結果は

Fastq 形式で表記されており，これは解読された DNA

配列 1 塩基ごとに読み取り品質スコア（以下，クオリ

ティスコア）が付与されたものである。

データ中には，本来存在しないエラー配列などが含ま

れているため，データ解析処理を行う。詳細は割愛する

が，データ解析の主な流れは以下の通りである。◯１プラ

イマー配列部分の除去，◯２一定以下のクオリティスコア

を含むリードの除去，◯３出現率が低くエラー配列と思わ

れるリードの除去，◯４同一配列の統合（代表配列の作成），

◯５データベースとの照合，である。これらの解析は複数

の方法が存在するが，WEB 上で公開されている解析パ

イプライン（MiFish pipeline : http: //mitofish.aori.u-

tokyo.ac.jp/mifish/）は MiFish プライマーを用いた網

羅的分析のデータ解析で簡単に利用できるものである。

魚類以外の分類群を対象に解析を行う場合，宮らの報告

などを参考にして解析パイプラインを組むと良い17)。

5 今後への期待と展望

生物調査手法しての環境 DNA 分析は，2015 年に魚

類の網羅的な検出用プライマー（MiFish）が開発され

てから一気に広まった。すでに多くの調査で使われてき

たが，まだまだ新しい技術であり，データベースの拡充

や今後の発展が期待される。環境 DNA は捕獲調査も含

めた生態調査の代替技術と誤解されることも多いが，あ

くまで生態調査のひとつのツールという位置づけであ

る。各調査法の偽陰性や擬陽性については避けようがな

い部分もあるため，目的に応じて適切な手法を選択する

ことが重要である。今後の展望としては，DNA データ

ベースの拡充や魚類以外の分類群への拡張，生物資源管

理への応用などが期待される。環境 DNA の強みは採捕

調査では困難な地点の調査や，多地点化の容易さである

ため，環境 DNA の良さを生かして環境評価などに役立

てられるよう，今後もこの分野の発展に寄与していきた

い。もし案件などで相談したい場合はぜひご連絡してい

ただければ幸いである。
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