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環境 DNA 技術を用いたカラスガイのモニタリング手法の検討（第２報） 

【水環境対策チーム】 
 

盛山哲郎、増川正敏 1）、羽田智栄 2）、成岡朋弘 

 

1 はじめに 

生物の生息状況の情報は生物を対象とする研究

を行う上で必須である 1)。しかし、実際に生息状況

を調べるためには、生物の捕獲調査などを行う必要

があるため、大変な労力がかかるほか、見分けが困

難な生物種の場合、種の同定ができる専門家の協力

が必要となってくる 1)2)3)。そこで近年、従来の調査

法を補う手法として「環境DNA技術」と呼ばれる分

析手法が急速に発展している 1)3)4)。 

環境DNAとは、水などの環境中に存在する生物由

来のDNAのことである 5)。環境DNA技術とは、環境

DNAを調べることで、同DNAの有無から調査対象の

生物の存否を推定することができる技術である 6)7)。

環境DNA技術のメリットは、調査地での作業が水を

採取するだけなので対象生物を捕獲する必要がな

いことから簡便であることであり、生物の生息状況

の調査を迅速化することが可能となる 2)4)8)9)。 

一方、イシガイ類の淡水産二枚貝であるカラスガ

イCristaria plicataは、現在、環境省レッドリス

トで準絶滅危惧種に、鳥取県では特定希少野生動植

物に指定されている。本県のレッドデータブック

によるとカラスガイの生息地は県東部の湖山池

と多鯰ヶ池とされているが 10)、湖山池では、平成

24年3月から開始された汽水化事業により湖内の

カラスガイの個体群は絶滅したことが確認され

た 11)12)。このため、県内において確認されている

カラスガイの生息地は、公に知られる場所として

は多鯰ケ池のみとなり、その他個人所有の2つの

農業用ため池での生息が確認されているのみで

ある 11)12)。 

カラスガイの保全の必要性がこれまで以上に

高まったことから、カラスガイの生息が確認され

ているため池とされていないため池の両方にお

いて本種の生存・生息確認手法の一つの可能性と

して、環境DNA技術を用いたモニタリング手法を検

討したので本稿で報告する。 

 

2 研究方法 

2.1 カラスガイの環境ＤＮＡ検出系の設計 

カラスガイの存在を確認するためには、近縁種の

DNAを誤って検出することがないよう、カラスガイ

のDNAを特異的に検出する手法（以下「検出系」と

いう。）を作製する必要がある。第1報で報告した

とおり、本研究ではPCRによる検出系の設計を行っ

た 13)。検出の対象は湖山池周辺水域とし、当該水

域に生息することが知られているカラスガイの近

縁種（イシガイ類）を下記のとおり4種選定した。 

 

イシガイ、ヌマガイ、ニセマツカサガイ、タガイ 

 
上記４種の近縁種とカラスガイ（以下「湖山池周辺

水域のイシガイ類」という。）の遺伝子情報をDNA

データーベースのDDBJ（DNA Data Bank of Japan） 

から入手し、プライマー設計ツールの

Primer-BLAST(NCBI(National Center for  

Biotechnology Information）提供)を用いてカラス

ガイのミトコンドリア 16SrRNA 遺伝子に特異的な

プライマーを設計した。 

 

2.2 カラスガイの検出系の確認試験 

 設計したプライマーが、実際にカラスガイのDNA

のみ特異的に増幅し、近縁種4種のDNAを誤増幅し

ないかどうかを確かめる試験を行った。 

2.2.1 DNA 抽出 

湖山池周辺水域のイシガイ類（各種2個体（①、

②とする）ずつ）の軟体部外側を滅菌綿棒でぬぐう

ことによって粘液を2017年10月に採取した。この

綿棒からQIAamp DNA Micro Kit（QIAGEN社）を用

いてDNA抽出した。 

2.2.2 PCR 反応 

 各DNA抽出サンプルを用いて、1次PCRと2次PCR

（nested PCR）の連続した2回のPCR（使用装置：

バイオ・ラッドラボラトリーズ社製S1000 Thermal 

Cycler）を行った。2回のPCRを行った理由は、検

出感度を高めるためである 14)。PCR反応条件は表１

のとおりであり、使用した酵素はKOD-Plus-Neo（東

洋紡社）で、アガロースゲル電気泳動にて目的の

DNA断片（以下「目的断片」という。）が増幅され

ているかどうか確認した。 

１） 現 鳥取県水環境保全課、 ２）現 鳥取県健康政策課 
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表１ PCRプログラム 

〇PCRプログラム（1次PCR、2次PCR） 

熱変性   ：94℃,2分 

熱変性   ：98℃,10秒 

アニーリング：55℃,45秒  30サイクル 

伸長反応  ：68℃,1.5分 

 

2.3 生息池の水と飼育水槽の水での検出系の実証

試験 

本検出系の有用性を確認するため、鳥取県内で既

にカラスガイが存在している生息地のA池、B池、

多鯰ｹ池の3池で1池当たり3箇所において、表層

水2Lずつ採水した｡A池の採水箇所をA1、A2、A3、

B池の採水箇所をB1、B2、B3、多鯰ｹ池の採水箇所

をT1、T2、T3とする。 

また当研究所では、湖山池の汽水化事業によって

絶滅したカラスガイの再生に向けて、付近のため池

で発見された湖山池のカラスガイと同系統のカラ

スガイを元にして、カラスガイ稚貝を2016年度か

ら2018年度にかけて人工的に生産しており 15)、カ

ラスガイ稚貝の飼育水槽2個(S3、S4)においても、

1個につき2Lずつ採水した｡ 

採水時期は、A池と飼育水槽の水は2018年3月、

B池と多鯰ｹ池の水は2018年8月である｡ 

2.3.1 ろ過、DNA 抽出、PCR 反応 

3地点の生息池の水と飼育水槽の水を、ガラス繊

維ろ紙GF/D(粒子保持能:2.7μm)とGF/F(粒子保持

能:0.7μm)を用いて 2L 全量を吸引ろ過した(GF/F

の上に GF/D を重ねた)｡ろ過後の GF/D と GF/F を

別々のマイクロチューブに入れた後は、2.2と同様

の条件で､DNA抽出､PCRを行い、その後、アガロー

スゲル電気泳動を行った｡なおPCRで用いたPC（ポ

ジティブコントロール）は、2.2.1でDNA抽出した

カラスガイのサンプルである。 

2.3.2 DNA シーケンス 

A池と飼育水槽の水に由来する2次PCR産物を

MonoFas DNA 精製キットⅠ（GLサイエンス製品）で

精製し、BigDyeTerminator v1.1 Cycle Sequencing 

Kit(Applied Biosystems製品）にて、設計したプラ

イマーを用いてサイクルシークエンスを行った。

BigDye Xterminator精製キット(Applied 

Biosystems製品）で精製後、塩基配列の読み取りに

はDNAシーケンサー（Applied Biosystems 3500 

Genetic Analyzer）を使用して、両側読みによりDNA

の塩基配列を確認した。 

 

3 結果及び考察 

3.1 カラスガイの検出系の確認試験（図１） 

確認試験を行う前に設計したプライマーは近縁

種4種のDNAを誤増幅しないことをPrimer-BLAST

で理論上確認しているものの、実験結果によると、

1次PCR で目的断片（144bp）はカラスガイのみな

らずタガイ②でも確認された（図1(a)）。2次PCR

で目的の断片（121bp）はカラスガイのみならず、

タガイ①、②とヌマガイ①でも確認された（図

1(b)）。これらの近縁種のDNAが誤増幅された要因

について次のとおり考察した。 

1次PCRに供した近縁種のDNAの濃度（PCR反応

液内での終濃度）は、使用した酵素の製造メーカー

が推奨する範囲内の2ng/μL程度であったが、この

DNA濃度が高すぎた可能性が考えられる。他の環境

DNAの研究例では、PCRに供した近縁種のDNAの濃

度（PCR反応液内での終濃度）は5pg/μLという報

告がある 16)。今回、検出系の確認試験では生体か

ら直接ぬぐった粘液（以下「ぬぐい液」という。）

を使用したが、本検出系を実際に自然生態系で運用

する段階においては、環境水を対象とすることにな

る。近縁種生息地の環境水の方が、ぬぐい液より、

近縁種の DNA 濃度はかなり低いものと予想される

ため、近縁種のぬぐい液のDNAサンプルを薄めた試

料を作製して、検出系の確認試験を行う方法もあっ

たかと考えられる。 

 また、近縁種のDNAが誤増幅された考えれるその

他の要因としては、今回、誤増幅されたタガイとヌ

マガイの遺伝子配列は、DNAデーターベースに登録

されていない変異を持った DNA 配列だった可能性

も否定できない。さらに、Primer-BLAST において

は、設計したプライマーは近縁種4種のDNAを誤増

幅しなかったが、実際に確かめたところ誤増幅され

たことから、プライマー設計の改善の余地も残され

ていると考えられる。 

 

3.2 生息池の水と飼育水槽の水での検出系の実証

試験（図2、図3、図4） 

A池のA1で採水した水をGF/D、GF/Fでろ過した

DNA 抽出サンプルの名前をそれぞれA1D、A1F とす

る。その他の生息地や飼育水槽で採水した水のDNA

抽出サンプルの表記名についても前述と同様とす

る。 

 

3.2.1 1 次PCR（図2(a)、図3(a)、図4(a)） 

1次PCRを行ったところ、生息池の水では、多鯰
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ヶ池の１サンプルT2Fで若干目的断片（144bp）が

確認されたが、これ以外のA池、B池、多鯰ヶ池の

サンプルにおいては、目的断片は全て確認されなか

った。 

飼育水槽の水は4つのサンプル（S3D、S3F、S4D、

S4F）全て目的断片（144bp）が確認された。 

3.2.2 2 次PCR（図2(b)、図3(b)、図4(b)） 

2次PCRを行ったところ、A池、B池、多鯰ｹ池の

各 3 箇所の水は GF/F でろ過したサンプル（A1F、

A2F、A3F、B1F、B2F、B3F、T1F、T2F、T3F）から

目的断片（121bp）が確認され、GF/D でろ過した

サンプルからは目的断片は全て確認されなかった。 

1次PCRで上記3池の水から目的断片がほとんど

確認されず、2次PCRを行うことで目的断片が確認

された理由としては、環境中に存在するカラスガイ

の環境 DNA の濃度がかなり低かったものと考えら

れ、実際、環境中の生物のDNAはかなり希薄である

との報告がある 4)。 

飼育水槽の水は1次PCRと同様に4つのサンプル

（S3D、S3F、S4D、S4F）全てから目的断片（121bp）

が確認された。 

3.2.3 DNA シーケンス 

2次PCRで目的断片が確認されたA池の水のA1F、

A2F、A3Fと飼育水槽の水のS3D、S3F、S4D、S4Fと

PC をシーケンス解析したところ、これらの目的断

片（121bp）のDNA配列は、カラスガイのDNA配列

と完全に一致していた。 

 

4 まとめ 

湖山池でカラスガイの個体群が絶滅したことを

受け、周辺のため池等での本種の生息・生存確認手

法の一つの可能性として、環境DNA技術を用いたカ

ラスガイのモニタリング手法を検討した。今回、検

出系の確認試験で近縁種の DNA が誤増幅されたこ

とから、PCRだけでなく、シーケンス解析まで行い

カラスガイの生息・生存状況を確認した。 

カラスガイの生息池の水とカラスガイ稚貝の飼

育水槽の水をシーケンス解析まで行うことで、カラ

スガイのDNAを検出できた。PCRのプライマー設計

や、PCRに供する試料調整方法にも検討の余地があ

るものの、環境DNA技術はカラスガイの生息・生存

確認に有用なモニタリング手法である可能性が示

唆された。 
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(b)2次PCR 
図1 カラスガイの検出系の確認実験 

(a)1次PCR 

(b)2次PCR (a)1次PCR 

図2 A池の水と飼育水槽の水での検出系の実証実験 

(a)1次PCR (b)2次PCR 
図3 B池の水での検出系の実証実験 

図4 多鯰ｹ池の水での検出系の実証実験 

(a)1次PCR (b)2次PCR 


