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環境 DNA分析とは

　この 15年ほどの間に，環境中の DNA情報を用いて生
物の生息域や生息数を推定しようとする「環境 DNA分析」
と呼ばれる技術が急速に発展している 1,2)．環境 DNAとは
環境媒体（水や土など）に含まれる DNAの総称であり，
微生物（本稿ではウイルスを含む）の場合にように生物体
そのものに含まれる DNAや，大型の動物の場合にように，
糞や体表粘液などを介して放出された生体外の DNAを含
む．環境 DNA分析は微生物を対象とした研究が先行して
進んでいたが，ここ数年でマクロ生物への適用例が多数報
告されるようになってきた．著者はマクロ生物の環境
DNA分析を専門としており，本稿ではマクロ生物の環境
DNA分析の現状を紹介するとともに，ウイルス学を初め
とする感染症の研究分野への応用可能性について議論した
い．
　マクロ生物の環境 DNA分析が初めて報告されたのは，
2008年のフランスの研究チームによるものである 3)．この

研究では，ウシガエル（Rana catesbeiana）のオタマジャ
クシが生息する池としない池でそれぞれ水を汲み，水中か
ら得た DNAサンプルから，ウシガエルの DNAが PCR法
によって検出されるかどうかを調べた．その結果，ウシガ
エルの生息する池からは DNAが検出され，生息しない池
からは検出されず，生物の在／不在と DNAの検出／非検
出が一致した．つまり，池にいって水を汲めば，マクロ生
物（ここではウシガエルのオタマジャクシ）の生息を知る
ことができるということである．この報告がきっかけとな
り，マクロ生物の環境 DNA分析に関する研究がはじまっ
た．これまでに，ヨーロッパ，アメリカのチームに加え，
日本の研究チームも多数の論文を発表しており，マクロ生
物の環境 DNA分析は国際的にみても日本のチームに強み
のある分野である 1)．
　このような手法によって，両生類や魚類といった比較的
大型の脊椎動物だけでなく 3-9)，貝などの軟体動物 10)，ザ
リガニなどの甲殻類 11)，あるいは沈水植物 12,13)でも環境
DNA分析に成功した例が報告されている．また，適用可
能なのは湖や川といった淡水域から海域まであらゆる水域
であることがすでに報告されている 2)．

環境 DNA分析の流れ

　マクロ生物の環境 DNA分析の流れを図 1に示した．現
場での作業は基本的に採水のみである．15mLから数 L程
度の水をプラスチックボトル等に汲む．大切なのは器具類
のデコンタミネーションで，採水用のボトルを含めサンプ
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ルと接する全ての容器，器具類を次亜塩素酸ナトリウム溶
液（塩素系漂白剤）でデコンタミネーションするか，使い
捨てのものを用いる．環境中の DNAは速やかに分解する
ことが知られており，サンプルを冷蔵または冷凍して運搬
する 14,15)，採水現場で濾過して濾紙を冷凍で運搬する 16)，
DNAの分解を阻害する保護溶液を用いて運搬する 17-19)な
どの分解防止策がとられる．サンプル水の中には様々な生
物種の DNAが含まれているが，分析対象の DNAは一般
に希薄であり，何らかの形で DNAを濃縮する必要がある．
サンプル容量が小さい場合にはエタノール沈殿が用いら
れ，大きい場合には濾紙を用いた濾過が用いられるのが一
般的である．環境中のマクロ生物の DNAは 1-10μm程度
のサイズ分画に最も多いとされており 20)，0.45～ 3.0μm
程度の孔径の濾紙を用いた濾過が効率的とされる 17)．濃
縮した DNAからの DNA抽出は様々な手法が用いられる
が，これまでの文献でもっともよく用いられているのは
QIAGEN社の DNeasyカラムを用いた方法である．著者
らも基本的にこの方法で DNA抽出を行っている 8,21)．サ
ンプルによってはこの手法では PCR阻害物質が混入する
ことがあるが，そのような場合には市販されている阻害物
質の除去カラムなどを用いることもある．このような形で
DNAを濃縮，精製した後は通常の PCR，リアルタイム

PCR，デジタル PCRといった一般に用いられる分子生物
学的なテクニックが利用可能である．著者らは 1Lのサン
プル水から 100μLの濃縮サンプルを得て，そのうち 1-5
μL程度を PCRの鋳型として用いるので，一つのサンプ
ルから幾つかの解析を行うことも可能である．以下では精
製した DNAの解析について述べる．

環境 DNAからの種特異的 DNA検出と定量

　マクロ生物の環境 DNA分析手法には大きく分けて 2種
類のアプローチがある．第一のアプローチがここで述べる
種特異的な検出法である．これは，特定の対象種の DNA
だけを選択的に増幅・検出することで行われる．ただし，
環境中の雑多な DNAの中から対象種の DNAだけを選択
的に増幅するような PCRプライマーを開発することは困
難であり，検出の特異性向上のために，TaqManプローブ
を用いたリアルタイム PCR法が用いられることが多い．
　環境 DNAの種特異的検出の典型的な適用例としては外
来種の分布域把握がある．例えば，広島県の 70箇所のた
め池で目視によるブルーギル（Lepomis macrochirus）の
生息確認と環境 DNA検出を試みた研究では 6)，目視で生
息が確認された 8箇所の池全てからブルーギルの DNAが
検出されたうえ，目視では確認できなかった 11の池から

図 1　環境 DNA分析の流れ
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られて来たが，最近ではデジタル PCRを用いたより高精度
な DNA定量手法も環境 DNA分析に応用されている 25,26)．
デジタル PCRとは nLサイズの小さなボリュームのドロッ
プレットや PCRウェルを多数用いて PCRを行うことで，
対象となる遺伝子の数を絶対定量するものである．相対定
量を基本とするリアルタイム PCRと比べ，定量精度が高
いことや PCR阻害に強いことなどの利点があり，近年注
目されている．さらに，SNP解析によるハプロタイプ頻
度の分析など，比較的新しい手法も環境 DNA分析に適用
されるようになってきた 21)．これは，雑多な夾雑物を含
む環境 DNAといっても，しっかりと精製してしまえば通
常の DNA実験に用いることができるレベルのサンプルが
得られるため，これまでに蓄積された手法を用いることが
可能であるがゆえである．現在は水サンプルを用いた分析
が主流の環境 DNA分析であるが，湖底堆積物からの
DNA検出も報告されており 27)，このようなサンプルから
の DNA精製手法が確立すれば，より多くの情報が得られ
るようになることだろう．

環境 DNAメタバーコーディング

　環境 DNA分析のもう一つのアプローチが環境中の
DNAから特定の分類群の遺伝子をまとめて増幅して，次
世代シーケンシングなどの技術を用いて分析する環境
DNAメタバーコーディングである．微生物の分野では
16S rRNAに代表される優れたメタバーコーディングマー
カーがすでに開発されており，このような分析がルー
ティーンに行われているが，マクロ生物を対象としたメタ
バーコーディング手法は今まさに開発が進んでいるところ
である．マクロ生物のメタバーコーディングは著者を含む
チームが河川の魚類に適用したのが最初の報告例である 28)．
この研究では，水槽実験によって，環境 DNA分析が水槽
内の魚種を過不足無く検出することや，京都府の由良川で
採取した 2Lの水サンプルから数種の魚の DNAを検出す
ることに成功した．これは，水を採取するだけで，その水
域の生物相を把握できる可能性を示した画期的な成果であ
る．ただし，このときに用いられたプライマーには増幅バ
イアスがあることが明らかであり，魚類相全体を解明する
には，増幅バイアスの少ない新たなプライマーが必要で
あった．この増幅バイアスはバーコード領域をミトコンド
リアのチトクローム B（CytB）遺伝子に設定したことに
由来する．魚類では CytBやシトクロームオキシダーゼサ
ブユニット I（COI）遺伝子が通常のバーコーディング目
的でよく解析され，データが蓄積されている．しかし，こ
れらのタンパク質をコードする遺伝子はアミノ酸レベルで
は保存的であるものの，塩基レベルでは配列の保存性が低
く，真にユニバーサルなプライマーの設計が困難である．
同時期に発表された別のチームの論文でも同様の問題があ
り，魚類相の把握に用いるには困難が多かった 29,30)．

も DNAが検出され，通常の生態調査の手法よりも迅速か
つ高感度に検出が可能であることが示された．この他にも，
北米の五大湖におけるアジア由来のコイ科魚類の環境
DNA検出 9)，バラスト水によって運ばれた巻貝の DNA検
出など 10)，環境 DNAを用いて，外来種の侵入状況を把握
する取り組みが各地で行われている．また，外来種の駆除
活動を行った後に駆除に成功したかどうかの指標として環
境 DNAを用いることも可能であろう．
　種特異的な環境 DNA検出の応用例として，外来種の分
布把握の次によく報告されるのが，希少種の生息地把握で
ある．国内の研究例では，環境省レッドリストで絶滅危惧
IB 類に指定されているコイ科のカワバタモロコ
（Hemigrammocypris rasborella）の新規生息地を発見した
事例が報告されている 22)．これによると，兵庫県の 81箇
所の池で採水をした結果，6箇所の池でカワバタモロコの
DNAが検出され，引き続き個体の捕獲調査を実施したと
ころ，6箇所のうち 5箇所で実際にカワバタモロコが生息
していることが確認された．つまり，野外調査としては 5
日ほどかけて水を汲むだけでカワバタモロコの新規生息地
を 5箇所も発見できたということになる．これは，これま
で相当の努力によって兵庫県下の生息地が 30箇所ほど知
られていただけであることを考えると，効率的に新たな生
息地を見つけられることを示している．この他にも，特別
天然記念物であるオオサンショウウオ（Andrias japonicus）
の分布域を調査した例や 4)，ニホンザリガニ（Cambaroides 
japonicus）の検出例 11)が報告されており，希少種の生息
地探索に環境 DNA分析が有効であることが次々と示され
ている．
　あるところに多数の個体が生息していれば，つまり生息
密度が高ければ，水中の環境 DNA濃度も高まることが期
待される．逆に言えば，環境 DNA濃度が高いところには
より多くの個体（あるいはより大きな個体）が生息してい
る可能性がある．このような発想に基づき，環境 DNA量
から特定の種の個体数やバイオマスを推定しようという試
みも行われている．Takahara et al. (2012) 7)はこのような
取り組みの先駆的な例であるが，水槽実験と野外実験池を
用いた実験により，水槽や池に生息するコイ（Cyprinus 
carpio）のバイオマスと環境 DNA量の間にはリニアな相
関関係があることを初めて明らかにした．このような例は
その後両生類でも成り立つことなどが報告されてきた 23)．
最近では河川におけるアユのバイオマスとその DNA量の
間にも正の相関があることが示され 24)，また海洋におい
ても魚群探知機によって推定したマアジの生息数と環境
DNA量の間に正の関係があること 8)，つまりバイオマス
の推定が可能であることが報告されており，環境 DNAの
定量によるバイオマス推定は池や湖などの閉鎖系だけでな
く川や海のような開放系でも可能であるといえる．
　DNAの量を測る上では主にリアルタイム PCR法が用い
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（Cyprinid herpesvirus 3：以下 CyHV-3と略す）の環境中
での動態を調べるために，DNAの定量を行っていた．そ
のような技術の発展形として，現在のマクロ生物の環境
DNA分析がある．ここでは，CyHV-3の動態を水中 DNA
の定量から明らかにした例について簡単に紹介したい．
　コイヘルペスウイルス病は 1990年代後半に初めて報告
された比較的新しい感染症である 36)．その病原体である
CyHV-3はAlloherpesviridae に分類され，そのゲノムサ
イズは 295kbpと比較的大型のウイルスである 37)．発見当
初はニシキゴイ（Cyprinus carpio koi）にのみ感染する病
気と考えられたが，後にコイ（C. carpio）全般に感染するこ
とが明らかになるとともに，世界中に感染が広がった 36,38)．
日本国内にも 2003年に初めて侵入が確認された後，2005
年までには全ての都道府県での発症が確認された 39)．感
染したコイは 80%以上が死ぬとされ 40)，2004年に琵琶湖
で起きたアウトブレイクでは 10万匹以上のコイが死んだ
と推定されている 41)．著者を含むグループでは，この病
気の発生や拡大に人間活動が影響しているとする仮説を実
証するべく研究を行っており，感染の指標として水中のウ
イルス定量を試みた．
　水中のウイルスを選択的に回収，濃縮する技術は幾つか
の方法が提唱されており，例えば水中のノロウイルスの遺
伝子型が同時期にその集水域で流行した遺伝子型と一致す
ることなどを明らかにした優れた論文が多数出版されてい
る 42,43)．中でも，陰電荷膜法と呼ばれるテクニックが
CyHV-3の回収にも使えることが示され 44)，著者らもその
技術を採用して CyHV-3の季節動態や空間分布を明らかに
することとした．例えば，京都府の由良川でアウトブレイ
クが発生した直後から継続的に採水して調査を行った結
果，アウトブレイクの収束から 3ヶ月たっても高濃度の
CyHV-3が水中に存在することが明らかになった 45)．また，
琵琶湖における調査の結果からは夏場に CyHV-3の濃度が
高まり，冬には検出限界以下まで濃度が下がることや，堆
積物中に高濃度のウイルスがたまっていることが明らかに
なり 46,47)，また，全国の一級河川のほとんどがコイヘルペ
スウイルスによって汚染されていることなどがわかった 48)．
これらの研究と並行して，湖岸の形状改変が湖内の水温環
境を変化させること 49)，水温環境の変化がコイのストレ
ス応答や感染症への感受性を変化させること 50-52)，野外
における CyHV-3の伝播ダイナミクスなどが明らかになっ
た 53,54)．
　これらの成果から，人間活動による環境改変が CyHV-3
のダイナミクスに影響し，感染症の発症や拡大に影響する
ことはある程度はっきりしたが 35)，一つ欠落した情報が
ある．それは，コイの環境中での動態である．実は，コイ
がどこにどれだけ生息しているのかは，あまりわかってい
ない．春に湖岸の抽水植物帯で産卵することは良く知られ
ているが，それ以外の時期にはどこにいるのか，例えば琵

　このような困難を打開したのはミトコンドリアの 12S 
rRNAに代表されるリボソーム遺伝子におけるメタバー
コーディングプライマーの開発である．リボソーム遺伝子
は一般にステム・ループ構造と呼ばれる構造を持ち，二本
鎖を形成するステム部分は進化速度が非常に遅く，つまり
生物種間での相同性が高く，ループ部分は進化速度が速い，
つまり種間の変異が多いという特徴がある．このことを利
用することで，ステム部分のような進化速度の遅い領域に
プライマーを設計し，ループ部分のような進化速度の速い
領域を挟んで PCR増幅することで，種の同定に用いるこ
とができる．Kelly et al. (2014) 31)は 12s rRNA遺伝子に設
計したメタバーコーディングプライマーで多くの魚類の
DNAの同時検出に成功したが，バーコーディング領域の
解像度が低く，検出された DNA配列からでは属レベルの
同定にとどまった．同様に，Valentini et al. (2016) 32)も種
レベルまで同定することが困難であることを報告してい
る．一方，Miya et al. (2015) 33)によって開発されたMiFish
プライマーは，魚類の環境 DNAメタバーコーディング用
のプライマーとしては現時点で世界最高水準のものであ
る．このプライマーを用いることで，例えば沖縄県の美ら
海水族館の水槽水から，飼育魚種の 93%の種が検出され
るなど，MiFishプライマーは幅広い魚種に適用可能であ
り，種レベルの判別を行うことが可能である．MiFishの
唯一の弱点は 12S rRNAの遺伝子情報がデータベース上に
十分には無いということであったが，徐々に改善され，現
在では約 7000種の判別が可能になっているということで
ある．
　最近では，例えば真核生物をすべてまとめて検出しよう
という大胆な試みも報告されているが，多くが COIをバー
コード領域として利用している．COIには上述したように
増幅バイアスの欠点があり，例えば Deiner et al. (2016) 34)

は河川の水サンプルから 19門に渡る 296科の DNAを検
出したが，魚類の DNAがほとんど検出されないなど，明
らかにバイアスがあることが報告されている．このような
手法は全体を大づかみにするためには有効と考えられる
が，著者のこれまでの経験からは，魚類や哺乳類といった
ある程度の分類群ごとにメタバーコーディング検出系を作
成して，丁寧に解析を積み重ねることが取りこぼしの少な
いデータを得るためには有効であると考えられる．

環境 DNA手法のウイルス感染症研究への応用

　ここまで見てきたように，マクロ生物の分布推定に有用
な環境 DNA分析であるが，国内でこのような分析がはじ
まったのはウイルス感染症に関連する研究がきっかけで
あった．著者の当時所属したグループでは，人間活動が感
染症の発生や拡大に与える影響について，コイヘルペスウ
イルス感染症をモデルとした研究を行っていた 35)．その
中で，DNA ウイルスであるコイヘルペスウイルス
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る生物の分布を明らかにできる可能性のある環境 DNA分
析は，感染症の生態学的研究と非常に親和性の高い技術で
あるといえる．

感染症研究への期待と解決すべき課題

　前述のように，環境 DNA分析を用いることで，一杯の
水サンプルからウイルスを含む微生物から，大型の脊椎動
物まであらゆる生物の分布を把握することができる．つま
り，病原体とその宿主の分布をひとまとめに解析すること
が可能である．このような技術を用いることで，一般に複
雑な生活史を持つ病原生物の分布や動態，それらを媒介す
るベクター生物の分布や動態を明らかにすることが可能で
ある．特に，それらの生物の分布域や環境中動態が不明な
場合に，広い範囲をスクリーニングする手法として有効で
あると考えられる．具体的には，デング熱を媒介する蚊の
分布を把握する，水を採取してトリインフルエンザウイル
スの侵入を把握するなどへの応用が考えられる．
　一方で環境 DNA分析にはまだ解決すべき課題がいくつ
か残されている．第一に DNAの由来やその環境中でのダ
イナミクスが理解されていないことがある．マクロ生物の
環境 DNAは糞や体表粘液などに含まれていることがわ
かっているが，どちらがより効いているのかはよくわから
ない．また上述のように，1-10μm程度のサイズであるこ
とはわかっているが細胞片のような状態なのか，細胞小器
官の状態で水中にあるのか，それとも DNAが何らかの粒
子に絡みついたような状態で存在しているのかなどがわ
かっておらず，それゆえ環境中における挙動の理解も進ん
でいない．
　第二の課題は，環境 DNAが反映する時空間的な範囲が
わからない点である．あるところで DNAが検出されたと
して，その DNAを持っていた生き物は，いつその付近に
いたのか，採水地からどれくらいの距離にいたのかなどを
正確に理解することは困難である．空間的な面では，環境
DNAは河川において数百 mから十 km超にわたって検出
されうるという報告がある 34,58)．また，海域においては半
径 150～ 250m以内のバイオマスをよく反映するという
データもある 8)．時間的には，生物を取り除いてから数時
間から数ヶ月程度検出可能な程度の量が残存するという報
告例がある．環境 DNAの分解過程は指数関数的であると
されており，放出地点から時間とともに，距離とともに分
解や希釈の効果によって減衰する．そのため，時間と空間
を分離することは困難であり，様々な仮定をおいた上で時
間や空間的な情報を推定していくといったアプローチが必
要になる．
　さらに，DNAなどの遺伝物質を検出することと，そこ
に生きている生物（あるいは活性のあるウイルス）がいる
ということは同義ではないという点には十分に注意を払う
必要がある．環境 DNA中のラナウイルスの DNA定量に

琶湖のような大きな湖ではほぼ何もわからないといって良
い．ちょうどその頃水槽で飼育しているコイが相当量の
DNAを水槽中に放出していることがわかり，これを利用
することで環境中におけるコイの動態を明らかにできるの
ではないかという発想から，マクロ生物の環境 DNAの研
究が国内で進むこととなった．
　その後，水槽実験や野外の池を用いた実験により，水中
の環境 DNA量からコイのバイオマスを推定できることが
明らかになった 7)．現時点では，ようやく道具立てが揃い，
コイの動態と CyHV-3の動態の関係を明らかにする準備が
出来たという段階であり，パイロット的な実験の結果も報
告されつつある 55)．今後，マクロ生物であるコイとウイ
ルスである CyHV-3の環境動態がより詳細に明らかになっ
ていくであろう．
　
環境 DNAを用いたタイ肝吸虫の生態解明への取り組み

　環境 DNA分析の感染症研究への応用は，寄生虫の感染
症に関する研究でもはじまっている．著者らのグループで
は，タイ肝吸虫の生態を明らかにする取り組みを行ってい
る．タイ肝吸虫は扁形動物の一種であり，貝と魚を中間宿
主として，ヒトを含む哺乳類が終宿主である寄生虫である．
感染者は長期間寄生された結果，肝硬変や胆管癌などを引
き起こし，最悪の場合は死に至る 56)．その名前の通り，
タイやラオス，カンボジアなどの東南アジア各国に約
2000万人の感染者がいると見積もられている．このよう
な複雑な生活史を持つ寄生虫の生態を解明し感染を低減さ
せるためには，第一段階として効果的なホットスポットの
スクリーニング手法の開発が求められる．そこで，著者ら
のチームでは，環境 DNA分析を用いて寄生虫および宿主
の分布状況の解明に取り組んでいる 57)．
　寄生虫症のリスクエリアとなるのは，寄生虫と第一中間
宿主である巻き貝，第二中間宿主であるコイ科の魚類が出
会う場所である．つまり，それぞれの分布域をマッピング
し，その分布が重なる地点にリスクがあるということにな
る．一杯の水から水域のあらゆる生物の生息状況を把握で
きる可能性のある環境DNA分析によって，このようなマッ
ピングが可能となる．これまでに分析ツールの開発はおお
よそすんでおり，ラオスのサバナケット県で行ったパイ
ロット調査では，水サンプルからタイ肝吸虫の DNAを特
異的に検出すること，第一中間宿主であるBithynia 属の
巻き貝の DNAを特異的に検出すること，MiFishプライ
マーを用いた環境 DNAメタバーコーディングによって第
二中間宿主となりうるコイ科魚類の分布を網羅的に明らか
にすることが可能であることが示された．環境 DNA分析
の結果推定されたリスクエリアで採れた魚が高頻度でタイ
肝吸虫に感染していることもその後の調査で明らかになっ
た．将来的には大規模なリスクマッピングも可能であろう．
このように，一杯の水から微生物やウイルスを含むあらゆ
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よってオタマジャクシの感染価を評価できる可能性が報告
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　このように，現段階では様々な課題が残されているマク
ロ生物の環境 DNA分析であるが，初めての報告が 2008
年であることを考えれば，8年間でかなり研究が進んだと
評価していいのではないだろうか．課題となっている部分
についても各地で研究が進められており，一つ一つ解決さ
れていくと思われる．環境 DNA分析はこれまでに行われ
てきた釣りや網などを用いた捕獲手法とは特性の違う調査
法である．その特性の違いはまだ我々には理解できていな
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確かである．このポテンシャルを最大限に活かすことで感
染症の研究，とりわけ病原体と宿主の環境動態の解明に役
立つ日が来ることを期待したい．
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 Environmental DNA analysis for micro- and macro-organisms is rapidly developing. 
Environmental DNA means total DNA present in environmental media such as water or soil, and 
includes DNA contained in the organisms themselves and extra-organism DNA of macro-organisms. 
Analysis of environmental DNA can be divided into two methods, species-specific detection and meta-
barcoding, which can be used according to each purpose. Applicable subjects are all organisms 
(including viruses in this case) with DNA as genes, and application to rivers, ponds, lakes and marines 
has been reported. In this paper, the present situation of environmental DNA analysis of macro 
organisms is described, and the possibility of application to infectious disease studies and the 
problems to be solved are discussed.


