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要旨：湖沼や河川、海洋沿岸域で採取した水試料に浮遊・存在する DNA（環境 DNA）の分析により、水棲動物の生
息状況（在・不在やバイオマスなど）を推定する生物モニタリング手法は、“環境 DNA分析”と呼ばれる。これまで
に、淡水域から海水域までの様々な環境において、環境 DNA分析を用いた生物モニタリングが実施されており、目視
や採捕などによる従来の調査法と比べて、低コスト・高パフォーマンスであることが報告されている。現在まで、環境
DNAの分析に必要となる水試料の採取量や保存の仕方、水試料に含まれる DNAの回収・濃縮方法、DNAの抽出・精
製方法、および DNA情報の解析方法については、研究者ごとに様々な方法が採用されており、統一的なプロトコルは
ない。いくつかの研究では、水試料に含まれる DNAの濃縮方法や DNA抽出方法の違いが、得られる DNA濃度や検出
率に及ぼす影響を比較・検討しており、その結果、野外環境条件や対象生物種によって、効果的なプロトコルに相違が
あることがわかってきた。そこで本稿では、著者らのこれまでの研究を含めた既報の論文における実験手法を概説し、
環境 DNA分析を用いた効率的な生物モニタリング手法の確立に向けて議論を展開する。本稿によって、環境 DNA分
析が広く認知されるとともに、本稿がこれから環境 DNAの研究分野に参画する研究者の技術マニュアルとして活用さ
れることを願う。さらに、環境 DNA分析が、様々な局面での環境調査において、採捕や目視といった既存の手法と同
様に、一般的に利用される生物モニタリング手法となることを期待している。
キーワード：水棲生物、生物多様性モニタリング、プライマー・プローブ、リアルタイム 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

はじめに

　生物種の保全や管理をする上で最も基本的かつ重要な
情報は、生物の生息分布域や、個体数・生物量である。
つまり、水中の生物が「いつ」「どこに」「どれだけ」い
るのかを迅速に把握する必要がある。近年、湖沼や河川、

海洋沿岸域で採取した水試料に浮遊・存在する DNAの情
報を解析することで、水棲動物の生息状況（在・不在や
バイオマス）を評価する生物モニタリング手法の開発が
急速に進んでいる。この手法は、環境 DNA（英語表記で
は environmental DNA: eDNA）分析と呼ばれており、水試
料に含まれる、対象となる生物に由来する DNA断片を分
析する。環境 DNA分析では、水（数ミリリットルから数
リットルほど）を採取してその中の DNA情報を調べるだ
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けなので、従来の採捕や目視といった調査法と比較して
コストや効率の面でいくつもの利点がある（表1a）（Darling 

and Mahon 2011）。
　環境 DNA分析は、これまでに著名な国際誌にレビュー
論文が次々と掲載されており（例えば、Bohmann et al. 

2014；Rees et al. 2014b；Lawson Handley 2015；Pedersen et 

al. 2015；Thomsen and Willerslev 2015；Barnes and Turner 

2016）、また、Science誌の記事にも取り上げられている
（Kelly et al. 2014b）。図 1に、近年の環境 DNA分析を用
いた生物モニタリングに関する論文発表数の推移を示し
た。2014年以降から掲載数が著しく増加していることが
わかる。このことは、本研究分野への注目度が急速に高
まっていることの証左である。

　環境 DNA分析を用いた生物種の検出には大きく 2つの
方法がある。1つ目は、種特異的なプライマーを使った
ポリメラーゼ連鎖反応（polymerase chain reaction: PCR）
法を用いて対象種の DNAが水試料に含まれるかどうかを
確認する方法で、多くの研究で採用されている。2つ目は、
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用いた 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決定し、デー
タベース（GenBankなど）と照合して、水試料に含まれ
る DNAのホスト生物を決定する方法である。前者は主に
2つに区分でき、PCR増幅産物を電気泳動してバンドの
有無を確認する一般的な PCRの手順によるものと、近年
の環境 DNA分析の分野では主流となっているリアルタイ

表 1．環境 DNA分析を生物モニタリングに用いた場合の利点（a）と現状で改善・考慮すべき点（b）。
（a）

・水を採取するだけなので野外調査コストを大幅に削減できる。
・水を採取するだけなので調査による環境破壊がほとんどない。
・水を採取するだけなので調査者間の結果のバラツキを小さくできる。
・夜行性や生息密度の低い種を比較的容易に検出できる。
・DNA情報から生物種を同定するので形態学的な種同定の技術が必要ない。
・DNA検出手法によっては 1つの環境 DNA試料から多種を検出できる。
・水試料から抽出した環境 DNA試料は長期冷凍保存ができる。
・捕獲方法が未確立の外来種の侵入を DNAの有無からすばやく検知できる。

（b）

・生物モニタリングにおいて必ずしも 100％の検出率ではない。
・対象生物とともに、近縁種や共存種の十分な塩基配列情報が必要となる。
・検出された対象生物由来の DNAが、いつ、どこでその生物から放出されたのか不明なことが多い。
・死亡個体に由来する DNAも検出してしまう。
・環境 DNAが検出されても集団の齢構成やサイズ構成が分からない。
・偽陽性・偽陰性に対して細心の注意を払う必要がある。

図 1．環境 DNA研究に関する論文発表の経年推移。ただし、論文を執筆した 2015年 9月 23日
の時点で印刷中だったものについては 2015年の発表論文とした。
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ム PCRを利用する方法がある。なお、これらの手法につ
いては 4. (1) ～ (4) において詳しく述べる。
　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もあり、希少種モニタリン
グへの実用化が検討されている［例えば、オオサンショ
ウウオ Andrias japonicus（Fukumoto et al. 2015）、カワバタ
モロコ Hemigrammocypris rasborella（福岡ほか 2016）］。
また、侵入しているか否かをいち早く把握する必要があ
る外来種の検出にも有効である。実際に、環境 DNA分析
は、Ficetola et al.（2008）が外来の両生類（ウシガエル
Lithobates catesbeianus）に適用したのが始まりであり、そ
の後、軟体動物（Egan et al. 2013, 2015；Goldberg et al. 

2013）や甲殻類（Tréguier et al. 2014）、爬虫類（Piaggio et 

al. 2014；Davy et al. 2015；Hunter et al. 2015）や魚類（Jerde 

et al. 2013；Díaz-Ferguson et al. 2014；Keskin 2014；Nathan 

et al. 2015）など、幅広い分類群において、外来種検出の
研究が進められている。さらに、外来の水草も、水試料
に含まれる DNAによって検出可能であることが報告され
ており（Scriver et al. 2015）、動物・植物に関わらず、ほ
とんどの生物に環境 DNA分析が適用できると考えられる
（詳細は表 2参照）。
　以上のように、湖沼や河川などから水を採取して DNA

情報を分析すると、生物の生息の有無を高い精度で判定
できることから、環境 DNA研究の初期（2011年から
2013年頃）には、その生物モニタリング調査への有用性
のみが強調される傾向があった。しかし、採取した水試
料に含まれる DNAの正体（水に含まれる DNAが生物か
らどのような過程や状態で放出されたのか）、さらに、そ
れら DNAの効率的な回収方法、そして、PCRなどの各
種 DNA検出法の特徴に応じた DNA検出率などについて
は未解明な部分が多く、解決すべき課題は現在も山積し
ている。そこで近年では、環境 DNA分析による最適な生
物モニタリング手法の確立を目指し、これまでブラック
ボックスであった部分に焦点が当てられ始められている。
例えば、Deiner et al.（2015）は、環境 DNAの効果的な濃
縮と抽出の方法を綿密な実験により検討し、Turner et 

al.（2015）は、環境中の DNAの蓄積性を検討している。
　そこで本稿では、現在までに公表済みの環境 DNA分析
の手法開発について概説し、そこから最適な手法確立に
向けた展望について議論する。本稿によって環境 DNA分
析がより広く認知されるとともに、本稿が、これから環
境 DNAの研究分野に参画する研究者の技術マニュアルと
して利用されることを期待している。

1.  環境 DNAとは

　環境中に存在する DNAが生物からどのような状態で放
出されているのかを明らかにすることは、効率的に DNA

を回収する手法の開発にとって有用な情報となる。Turner 

et al.（2014a）は、採取した水試料の濾過処理の際に用い
る濾紙の穴径（ポアサイズ）の違いに応じたサイズ分画
によって、環境中に存在する DNAのサイズを検証した。
その結果、DNAの総量は、0.2 mm以下のポアサイズの濾
紙を通過した分画において高いことが示された。しかし
この分画にはバクテリアなどの微生物に由来する DNAも
含まれている。コイ（Cyprinus carpio）やカワマス
（Salvelinus fontinalis）といった魚類に由来する環境 DNA

は、おおよそ 1-10 mmポアサイズの濾紙に最も多く捕集
され、その大きさからミトコンドリアや細胞片に由来す
る可能性が高いと考えられた（Turner et al. 2014a；Wilcox 

et al. 2015）。Merkes et al.（2014）は、死亡した魚体（ハ
クレン Hypophthalmichthys molitrix）から高濃度の DNAが
継続的に放出されることを明らかにした。このことは、
魚体は、生死に関わらず環境 DNAの放出源となっている
ことを示している。また、ブルーギル（Lepomis 

macrochirus）から水中へ放出される DNAの速度は、幼
魚の方が成魚よりも速いことから、DNAの放出速度は、
成長とともに減少する代謝速度に制御されていると考え
られた（Maruyama et al. 2014）。加えて、対象種の排泄物
にも大量の DNAが含まれていることが明らかになってお
り（Klymus et al. 2015）、腸壁などから剥がれ落ちた組織
片もまた、環境 DNAの由来となっていることが示唆され
ている。
　また、コクレンの仲間（Hypophthalmichthys spp.）を対
象にした研究では、魚類の DNAは、湖沼の表層水と比べ
て堆積物に高濃度で分布していることが報告された
（Turner et al. 2015）。これは、環境中の DNAや細胞片が、
何らかの物質に吸着されるなどして沈んだためか、堆積
物中での DNAの安定性が高いためであると考えられる。
一方で、シクリッドの 1種（Hemichromis letourneuxi）が
実験池に放出した DNAは、池底の方が表層水より検出率
が低いことも報告されている（Moyer et al. 2014）。これら
の結果は、環境中の DNAは水試料の採取地点（表層・中
層・底層など）によって濃度や検出率が異なることを示
唆しており、今後の更なる検証が必要である。
　環境中の DNAの現存量は、閉鎖系であれば対象生物の
DNA放出量から環境中の生物学的・物理化学的作用によ
る DNA分解量を差し引いた量になる。それゆえ、環境中
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高原輝彦ほか

588

に放出された DNAの分解に関する研究も進んでいる（例
えば、Thomsen et al. 2012a；Barnes et al. 2014；Pilliod et 

al. 2014）。例えば、微生物の増殖に好適な環境で DNAの
分解が促進されるとの報告がある（Strickler et al. 2015）。
さらに、小規模の池（4.8 m3）でチョウザメの 1種（Acipenser 

baerii）を 10日間畜養してから池から取り除いたところ、
環境中の DNA濃度は経時的に低下して 17日後に未検出
になることがわかった（Dejean et al. 2011）。ガラスビー
カーで 5日間畜養されたウシガエルのオタマジャクシの
場合も同様に、オタマジャクシを取り除いてから経過日
数に応じて DNA濃度が低下し、25日後に未検出となっ
た（Dejean et al. 2011）。コモチカワツボ（Potamopyrgus 

antipodarum）の場合においては、実験用コンテナ（1.5リ
ットル）からそれらを除去した後、DNAは 21日後に未
検出となった（Goldberg et al. 2013）。加えて、淡水魚か
ら水中に放出された DNAの濃度は 1時間あたりおよそ
10％減少することが報告されている（Barnes et al. 2014；
Maruyama et al. 2014）。一方で、海水魚では 5％以下の減
少率であることも明らかにされた（Thomsen et al. 2012a）。
　野外の実例の一つとして、オオサンショウウオにおい
ては、年 4回の野外調査で冬にもっとも環境中の DNAの
検出率が高いことが明らかになっている（Fukumoto et al. 

2015）。これらのことから、水温が低い方が環境中の微生
物などによる DNAの分解が遅くなり、それによって、環
境中の DNAの検出率が高くなったと考えられる。更なる
検討は必要であるが、環境 DNA分析を用いたオオサンシ
ョウウオのモニタリング調査は、冬期に実施することで
効果的な成果を得ることができるのかもしれない。

2.  サンプリングの方法

2. (1) 水試料の採取量と採取場所
　環境 DNAの分析に供する水試料の量は、回収される環
境 DNAの量や検出率に大いに影響を及ぼす。すなわち、
一回に採取する水の量や採水回数の増加に応じて DNAの
濃度や検出率も上昇することは間違いない［詳しくは、
山中ほか（2016）参照］。しかしながら、調査や分析にか
けることができる労力は限られていることから、コスト
パフォーマンスが最大になる計画のデザインが望まれる。
また、先にも述べたように、水試料の採取地点も DNAの
濃度や検出率に影響を及ぼすと考えられる。一方で、湖
水から検出されるコイの DNA濃度は水深の違いにあまり
影響されないことが報告されている（Eichmiller et al. 

2014）。さらに Pilliod et al.（2013）は、流水環境の渓流に

おいても、岸付近と流心の間で両生類の DNAの濃度が違
わないことを報告した。しかし、ため池におけるブルー
ギルとオオクチバス（Micropterus salmoides）では、岸辺
と池の中心それぞれの表層から採取した水試料間で DNA

の濃度や検出率が異なり、またそのパターンが魚種に応
じて顕著に違うことがわかっている（Takahara et al. 未発
表）。これらのことは、対象種の生態学的特性（生息場所
として岸と沖のどちらを選好するかなど）や調査地の特
徴（水量や止水・流水環境など）に応じて、水試料の採
取量と採取地点を検討する必要性を示している。
　特定の DNA断片の有り無しによって種を検出する環境
DNA分析では、試料の DNA汚染によって簡単に間違っ
た結果の解釈をもたらすため、十分に注意をしなくては
ならない。なお、野外調査時における汚染の防止に関し
ては、山中ほか（2016）が詳しい。

2. (2) 水試料の採取後の取扱い
　野外で採取した水試料を実験室に持ち帰るまでの取扱
いには大きく分けて 3つの方法がある。1つ目は、水試
料をクーラーボックスなどに入れて、できるだけ低温状
態を保ちながら実験室まで持ち帰り、その後の処理を行
う方法である。低温状態を維持することにより、DNA分
解に関わる酵素（例えば、DNaseなど）の働きを軽減す
ることができる。4 ℃におかれた水試料は、24時間以内
では DNAの検出率に違いが出ないことが報告されている
が（Pilliod et al. 2013）、冷蔵で持ち帰った水試料は、可能
な限り早く次段階の処理（濾過や試薬添加など）を行う
ことが望ましい。
　2つ目は、野外の現場で水試料に処理を加える場合で
あり、この処理は更に 2つに区分される。まず、少量の
水試料（15ミリリットル程度）を採取した場合は、その
試料にエタノールなどの試薬を添加して、試料に溶解し
ている DNAを沈殿させた後、実験室に持ち帰る方法であ
る（例えば、Ficetola et al. 2008；Dejean et al. 2012）。一方
で、比較的大容量の水試料を採取する場合では、その場
で濾過処理を行い、水試料に含まれる DNAを濾紙に捕集
して（詳細は後述）、その濾紙を冷蔵あるいは試薬添加を
するなどして実験室に持ち帰る方法である。野外におけ
る濾過処理の手順や注意点などについての詳細は、山中
ほか（2016）を参照されたい。
　3つ目は、ポリ瓶などに入れて持ち帰った水試料をそ
のまま冷凍保存する方法である（例えば、Takahara et al. 

2013；Deiner and Altermatt 2014；Rees et al. 2014a；Deiner 

et al. 2015）。この方法は、試薬添加や濾過などの処理を
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速やかに実行できない場合に採用することが多い。そし
て後日、それらのポリ瓶を常温の水道水にさらすなどし
て水試料を解凍した後、濾過処理などを行う。一般市民
参加型のようなボランティア活動をベースにした環境調
査では、現場において水試料の濾過処理を行うことは困
難なので、水試料を冷凍保存する本手法の有用性は高い。
しかし、原因はまだ明らかになっていないが、水試料を
一旦冷凍すると、後述するリアルタイム PCR実験の際に
PCR阻害が起きやすくなり、DNAの検出率が低下する場
合がある（Takahara et al. 2015）。したがって、PCR阻害
を軽減する手法を併用するなど、水試料の冷凍保存につ
いては更なる検討が必要である（詳細は 5. (3) 参照）。

3. 水試料中の DNAの濃縮・抽出

3. (1) DNAの濃縮
　水試料に含まれる DNAを濃縮する方法は、大きく 2つ
に区分される。1つ目は、上述の 2. (2) でも少し触れたよ
うに、少量の水試料（一般的に 15ミリリットル）に含ま
れる DNAをエタノール沈殿によって凝集する方法である
（図 2右上）。この手法の長所と短所については表 3を参

照されたい。
　2つ目の方法は、水試料の容量が大きい場合に用いら
れる。これは、フィルター濾過法によって、水試料に含
まれる DNAを濾紙に捕集することで DNAを濃縮する方
法である（図 2左上）（例えば、Takahara et al. 2012；
Santas et al. 2013）。上述の 2. (1) で述べたように、水試料
の量は回収される環境 DNAの濃度や検出率に大いに影響
を及ぼす。よって、エタノール沈殿法などに比べて、容
積の大きい水試料の処理が可能なフィルター濾過法の方
が回収できる DNAの濃度が高くなる。しかし、後述の 3. 

(2) にあるように、濾過に必要な使用機材一式の入念な洗
浄などが必要であり、エタノール沈殿法に比べて、それ
らの作業に時間と手間を要する。
　フィルター濾過法に使用する濾紙の穴径（ポアサイズ）
は研究者間で異なり、すでに上述したコイの研究例では、
1から 10-µmのポアサイズの濾紙にコイの DNAが捕集さ
れやすいことがわかっている（Turner et al. 2014a）。一般
的に、ポアサイズが小さい濾紙の方が水試料に含まれる
DNAを多く捕集すると考えられるが、濁度が高く有機物
を多く含む水試料の場合は目詰まりを起こしやすく、十
分量の水試料を濾過できないことがある。また、濾紙の

図 2．水試料から DNAを濃縮・抽出・測定するまでの実験手順の概略図。



高原輝彦ほか

590

表
3．
水
試
料
か
ら

D
N

A
を
濃
縮
・
抽
出
・
測
定
す
る
ま
で
の
各
実
験
手
法
の
長
所
と
短
所
。

長
所

短
所

D
N

A
の
濃
縮

・
フ
ィ
ル
タ
ー
濾
過
法

回
収
で
き
る

D
N

A
の
量
が
多
い
。

濾
過
処
理
ご
と
に
機
材
一
式
の
入
念
な
洗
浄
が
必
要
で
あ
る
。

・
エ
タ
ノ
ー
ル
沈
殿
法

現
場
で

D
N

A
を
保
存
で
き
る
。

環
境

D
N

A
濃
度
が
低
い
と
き
、
検
出
限
界
を
下
回
る
可
能
性
が
あ
る
。

作
業
が
簡
便
で
あ
る
。

大
容
量
（
例
え
ば
、

50
0 

m
L）
を
遠
心
分
離
で
き
る
機
器
は
高
額
で
あ
る
。

試
薬
類
が
安
価
で
あ
る
。

・
市
販
の
限
外
濾
過
ユ
ニ
ッ
ト
を
用
い
た
限
外
濾
過
法

試
薬
添
加
が
必
要
な
く
、
遠
心
処
理
だ
け
で
良
い
。

手
法
の
有
用
性
に
つ
い
て
更
な
る
検
証
が
必
要
で
あ
る
。

大
容
量
（
例
え
ば
、

50
0 

m
L）
を
遠
心
分
離
で
き
る
機
器
は
高
額
で
あ
る
。

限
外
濾
過
ユ
ニ
ッ
ト
は
高
額
で
あ
る
。

不
純
物
が
多
い
試
料
で
は
目
詰
ま
り
を
起
こ
し
や
す
い
。

D
N

A
の
抽
出

・
市
販
の
カ
ラ
ム
式
キ
ッ
ト
類

手
順
な
ど
が
マ
ニ
ュ
ア
ル
化
さ
れ
て
い
る
。

キ
ッ
ト
間
で
抽
出
さ
れ
る

D
N

A
の
回
収
率
が
異
な
る
。

・
有
機
溶
媒
に
よ
る
液
相
分
離

古
典
的
手
法
と
し
て
広
く
利
用
さ
れ
て
い
る
。

フ
ェ
ノ
ー
ル
や
ク
ロ
ロ
ホ
ル
ム
な
ど
の
試
薬
は
劇
物
で
あ
り
、
廃
液
処
理
が
必
要
で
あ
る
。

D
N

A
の
測
定

・
PC

R
＋
電
気
泳
動

広
く
普
及
し
て
い
る
手
法
で
あ
る
。

D
N

A
の
定
量
性
が
低
い
。

PC
R
増
幅
産
物
間
の
汚
染
や
混
入
を
起
こ
し
や
す
い
。

・
リ
ア
ル
タ
イ
ム

PC
R

プ
ロ
ー
ブ
の
使
用
に
よ
り
種
特
異
性
の
高
い
検
出
が
可
能
で
あ
る
。

機
器
が
高
額
で
あ
る
。

D
N

A
の
定
量
性
が
高
い
。

PC
R
増
幅
産
物
間
の
汚
染
や
混
入
が
起
き
に
く
い
。

・
デ
ジ
タ
ル

PC
R

プ
ロ
ー
ブ
の
使
用
に
よ
り
特
異
性
の
高
い
検
出
が
可
能
で
あ
る
。

ラ
ン
ニ
ン
グ
コ
ス
ト
が
高
い
。

と
く
に
低
濃
度

D
N

A
の
定
量
性
が
優
れ
て
い
る
。

機
器
が
高
額
で
、
ま
だ
普
及
し
て
い
な
い
。

PC
R
増
幅
産
物
間
の
汚
染
や
混
入
が
起
き
に
く
い
。

PC
R
増
幅
産
物
を
回
収
で
き
な
い
た
め
、
増
幅
産
物
の
塩
基
配
列
が
特
定
で
き
な
い
。

PC
R
時
の
阻
害
物
質
の
影
響
を
軽
減
で
き
る
。

・
次
世
代
シ
ー
ケ
ン
サ
ー
に
よ
る
メ
タ
バ
ー
コ
ー
デ
ィ
ン
グ

1
回
の
測
定
で
種
組
成
の
網
羅
的
な
解
析
が
可
能
で
あ
る
。

生
物
種
間
で

PC
R
増
幅
効
率
が
異
な
る
。

出
力
さ
れ
た
デ
ー
タ
解
析
に
専
門
的
な
技
術
を
要
す
る
。



環境 DNA分析の手法開発の現状

591

材質（例えば、ポリカーボネート製やガラス繊維製など）
も、水試料の濾過処理による DNAの吸着作用に影響を及
ぼすことが報告されている（Liang and Keeley 2013；
Renshaw et al. 2015）。さらに、Eichmiller et al.（2016）は、
環境 DNA分析を適用する目的が、対象動物（この場合、
コイ）の在・不在の検出か、あるいは、バイオマスの定
量によって、最適な濾紙が違うことを報告している。濾
過処理に適した濾紙は、対象種や野外環境（流水か止水か、
濁度の度合いなど）によって相違があると考えられるた
め、予備的な実験を行うなど綿密な検討が必要である。
　濾過処理によって DNAが捕集された濾紙は、次の行程
である DNA抽出までの間、DNAフリーのアルミホイル
に包むなどし、冷凍して保管することが多い（例えば、
Takahara et al. 2012, 2013）。あるいは、そのフィルターを
試薬（エタノールなど）に浸漬させる方法も提案されて
いる（Goldberg et al. 2011；Renshaw et al. 2015；Minamoto 

et al. 2016）。Wegleitner et al.（2015）は、試薬“Longmire’s 

buffer（Longmire et al. 1997）”に浸漬したフィルターの
DNA濃度は、室温（20℃）で 150日間は変化しないこと
を報告している。
　また、研究例は少ないが、試薬の添加をせずに遠心分
離のみによって DNAを濃縮する方法（例えば、Klymus 

et al. 2015）や、限外濾過ユニットによって水試料に含ま
れる DNAを濃縮する方法も実施されている（Takahara et 

al. 2012）。なお、各方法の長所と短所については表 3に
まとめた。

3. (2) DNAの混入防止
　濾過による DNA濃縮過程の際、使用する濾過機材から
DNA汚染が起こっていないことを確認するために、DNA

が含まれていない蒸留水などを水試料と同様に濾過する
陰性対照（ネガティブコントロール）を使用した研究は
多い（例えば、Goldberg et al. 2013；Jerde et al. 2013）。現
在では、陰性対照を用いて汚染や混入が起こっていない
ことを確認することが強く推奨されているので、実際に
環境 DNA分析を行う際には必ず実施すべきである。さら
に実験時における手袋の着用や、使用機材一式を次亜塩
素酸処理することによる DNAの除去によって、サンプル
間の混入を防止できる。また、水道水と蒸留水を用いた
入念な洗浄とすすぎにより、次亜塩素酸処理なしでも
DNAを検出限界以下まで除去できることも報告されてい
る（Fukumoto et al. 2015）。環境 DNA分析を取り入れた
生物モニタリング調査の強みの一つは、例えば市民参加
型のイベントなどと連携することで、大規模な一斉調査

が実施できることである（Biggs et al. 2015）。そのような
連携調査において次亜塩素酸処理を行うのが困難な場合
には、上述のような入念な洗浄を取り入れることで汚染
や混入のリスクを減らすことができる。この場合は陰性
対照の実施がとくに重要となる。

3. (3) DNAの抽出・精製
　水試料から濃縮された DNAを抽出・精製する際には、
いくつかの市販のカラム式キットが汎用されている。
Eichmiller et al.（2016）は、6種類の DNA抽出キットを
用いてDNAの濃度や検出率の検証を行っている。例えば、
Fast DNA SPIN Kit（MP Biomedicals社）で処理された環
境 DNA試料では、わずかに PCRの阻害反応がみられた
にもかかわらず、コイが放出した DNAの検出感度が最も
高いことを報告した。一方、PowerSoil DNA Isolation Kit

（MoBio社）では、PCRの阻害反応がなく、コイの DNA

を定量する際に適していることが報告されている。また、
キアゲン社の DNeasy Blood and Tissue Kitは多くの研究者
に使用されており、他のキット（例えば、MoBio社の
PowerWater DNA Isolation Kitなど）と比べて、DNAを効
率的に抽出・精製できるとの報告もある（Deiner et al. 

2015）。
　その他にも、古典的手法である CTAB（cetyl trimethyl 

ammonium bromide）法やフェノール -クロロフォルム -

イソアミルアルコール（phenol–chloroform–isoamyl 

alcohol: PCI）法のような液相分離とエタノール沈殿法を
併用した方法も用いられている（Deiner and Altermatt 

2014；Deiner et al. 2015；Minamoto et al. 2016）。とくに
CTAB法は、従来、植物片などの組織由来の DNAを抽出
するのに用いられることが多かったが、環境 DNAにも適
用可能であることが報告されている（Turner et al. 2014b, 

2015）。PCI法もまた、環境DNA分析に利用されている（例
えば、Minamoto et al. 2016）。しかし、フェノールやクロ
ロフォルムは劇物指定されており、実験後に大量の廃液
を処理する必要性があることが難点としてあげられる。
水試料の保管方法と DNA抽出法の組合せによっても
DNAの検出率が変化するため（Deiner et al. 2015）、今後、
更なる検討が必要である。なお、各方法の長所と短所に
ついては表 3にまとめた。

4 . 環境 DNAの検出方法

　ここでは、これまでの環境 DNA研究で採用されている
DNA検出方法を 4つに区分して紹介する（図 2、表 3参照）。
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4. (1) 電気泳動によるPCR増幅産物の判別
　環境 DNA研究の初期から現在まで、通常の PCR法に
よる DNAの増幅、ゲル電気泳動による増幅産物の確認、
そしてシーケンス解析による増幅産物の塩基配列の決定
によって、対象種に由来する DNAが環境中に存在してい
たかどうかを確認する手法が広く用いられている（例え
ば、Olson et al. 2012；Mächler et al. 2014；Janosik and 

Johnston 2015；Koizumi et al. 2015）（表 2）。このような、
電気泳動を伴う一般的な PCRにおいても、増幅産物のバ
ンドの濃さや、繰り返しの PCRのうち何度バンドが検出
されるかによって、対象種の DNA濃度を半定量的に推定
することも可能である。古典的な PCRは、下記に述べる
リアルタイム PCRといった他の方法に比べて安価に実施
できる利点がある。しかし、DNAの増幅確認のために電
気泳動を行う際に、PCRチューブを開栓して PCR増幅産
物を取り出す必要があるため、他のサンプルや実験器具
への汚染をおこしやすい短所がある。そのため、PCR前
後で作業する実験室を分けるなどの対策を講じる必要が
ある。

4. (2) リアルタイムPCR
　近年の環境 DNA研究では、リアルタイム PCRを用い
た手法が主流になっている（例えば、Pilliod et al. 2013；
Gustavson et al. 2015；Spear et al. 2015）（表 2）。従来の
PCRに比べて、リアルタイム PCRは DNAの検出感度や
特異性、定量性を向上させることができる（Wilcox et al. 

2013；Díaz-Ferguson et al. 2014；Turner et al. 2014b）。簡潔
に説明すると、リアルタイム PCRは、種特異的なプライ
マーにて増幅された DNA断片との作用によって生じる蛍
光色素のシグナルを経時的（リアルタイム）に検出する
ことで、DNA濃度を測定できる。
　蛍光色素を用いるリアルタイム PCRの方法は、主とし
て 2種類ある。まず、インターカレーション法では、二
本鎖 DNAの間に入り込んで（インターカレート）蛍光を
発する色素（インターカレーター：SYBR Green Iなど）
を用いる。この方法は低コストで簡便であるが、蛍光物
質がすべての二本鎖 DNAに結合するため、非特異的増幅
が起こらないプライマーの設計と反応条件の十分な検討
が重要になる。一方、ハイブリダイゼーション法では、
蛍光物質で標識した、標的配列に特異的に結合するオリ
ゴヌクレオチド（プローブ）を使って目的の DNAを検出
する。つまり、特異的なプライマーで増幅した DNA断片
に、特異的なプロープがさらにハイブリダイズした場合
にのみ蛍光シグナルが検出されるので、前述のインター

カレーション法よりもさらに特異性が高い測定方法であ
る。TaqMan®プローブは、1つのオリゴヌクレオチドの
両端にそれぞれ蛍光するレポーターとクエンチャー（レ
ポーターの蛍光を消光する）を結合させたプローブであ
り、ハイブリダイゼーション法で最も一般的に用いられ
ている。PCRのアニーリングのステップにおいて標的と
する DNAにハイブリダイズした TaqMan®プローブが、
DNA伸長反応を行うTaq DNAポリメラーゼが持つ5’→3’

エキソヌクレアーゼ活性によって分解されると、レポー
ターとクエンチャーが乖離し、消光作用が働かなくなっ
て蛍光が発せられる仕組みである。
　リアルタイム PCRは、DNAの増幅後の電気泳動を必
要としないため、従来の PCRと比べて簡便であり、また
汚染や混入の可能性を低くできる利点がある。また、リ
アルタイム PCRでは、既知濃度の DNA試料をスタンダ
ードとして未知試料と同時に分析することで、検量線か
ら DNA濃度を定量することができる。定量精度が高いた
め、環境 DNA分析を野外から得た水試料に適用した場合、
DNA定量値から対象生物の生物量や個体数の推定が可能
であり（Takahara et al. 2012；Thomsen et al. 2012b；Pilliod 

et al. 2013；Moyer et al. 2014）、その推定精度の向上が期
待されている。ただし、種特異的なプライマーを使用す
るこの方法では、一度の PCRで対象とする 1種の検出し
かできない。野外から得た水試料の中には多種の DNAが
混在していることが普通である。複数種を検出したい場
合には、各種に特異的なプライマーを作成後、同一試料
を個別に分析したり、一つの PCR 反応系において複数の
プライマーを同時に使用することで、複数種を同時に増
幅・検出するマルチプレックス PCRを行ったりする必要
がある。
　一方で、リアルタイム PCRを用いた手法においては、
その検出感度の高さゆえに、微量の汚染・混入に由来す
る DNAも検出してしまうおそれがある。そこで実験の前
提として、PCRの前処理（水試料の濾過から DNA抽出・
精製まで）を行う実験室とリアルタイム PCRを行う実験
室は別々にすることが強く推奨されている。加えて、
PCR反応によって生成した増幅産物が次回以降の PCR反
応液に混入してしまうキャリーオーバーによって誤って
陽性と判定してしまうことを防止する手段として、dUTP

と Uracil-N-Glycosylase（UNG: 一本鎖あるいは二本鎖
DNAのウラシルとデオキシリボースの結合を分解する酵
素）を使用した PCR系も適用されている（Díaz-Ferguson 

et al. 2014；Moyer et al. 2014）。この系ではまず、PCR反
応時に dUTPを含む基質を用いることで、増幅産物にウ
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ラシルを取り込ませる。次の PCR反応を行う際に、UNG

に汚染・混入した増幅産物を分解させる前処理を行うこ
とにより、ウラシルを含まない試料由来の DNAのみが鋳
型となるため、PCR産物のキャリーオーバーを防止でき
る。なお、リアルタイム PCRを用いた実験デザインにつ
いては、5. (1) ～ (3) において詳しく述べる。
　最後に少し特殊なリアルタイム PCR法を紹介してお
く。これは、DNAと RNAからなるプローブ（キメラプ
ローブ）と RNA分解酵素 H（RNase H）を用いた方法
（Cycleave®PCR、タカラバイオ株式会社）で、環境 DNA

分析への適用例がある（Uchii et al. 2016）。キメラプロー
ブは TaqMan®プローブと同様に 2つの蛍光物質（レポー
ターとクエンチャー）で標識されている。標的配列に特
異的なプライマーにより増幅した DNA断片にキメラプロ
ーブがハイブリダイズすると、RNase Hによって、鋳型
DNAと結合しているプローブ中の RNA部分が分解され、
蛍光シグナルが発せられる仕組みである。この方法は、
標的配列中の一塩基多型を区別して定量できるため、非
常に検出特異性の高い方法として活用が期待される。

4. (3) デジタルPCR
　リアルタイム PCRは従来の PCRを上回る検出感度を
もつことから、環境 DNA研究でも広く用いられている。
さらに近年では、第 3世代 PCRと呼ばれるデジタル PCR

法が実用化され、環境 DNA研究に用いられつつある（表
2）。デジタル PCR法とは、DNA試料を数万の極少量の
溶液に小分けして分析する手法である。バイオ・ラッド
社のデジタル PCRシステム QX-100および QX-200では、
数マイクロリットルの DNA試料が約 2万個の 2ピコリッ
トルの油膜で区切られた粒（ドロップレット）に分けら
れる。ひとつのドロップレットには通常 0から数コピー
の DNAが含まれる。それらのドロップレット内で、ター
ゲットとする生物種の DNAが PCR増幅される。ドロッ
プレット内で DNAが増幅した場合、蛍光プローブが各ド
ロップレット内で蛍光を発する。フローサイトメーター
を用い、ひとつのドロップレットごとに蛍光シグナルの
有無を測定することで、各ドロップレット内にターゲッ
ト種の DNAが含まれているか（1）否か（0）を判別し、
それらのドロップレットの数によって、DNAの濃度を定
量する。このように、0か 1で判別するため“デジタル”
PCR法と呼ばれている。たくさんに小分けされたドロッ
プレット内で DNAを個別に増幅させることで、絶対定量
ができることから、リアルタイム PCRよりも高精度に
DNA濃度を定量できると考えられている。

　これまでに、デジタル PCRの環境 DNA分析における
有用性を検証した研究が数例ある（Nathan et al. 2014；
Doi et al. 2015a, b）。ひとつは環境 DNAの定量精度につい
ての研究である。この研究では、野外水槽におけるコイ
の飼育実験により、個体数・生物量と環境 DNA濃度の関
係を解析した。水中の環境 DNAが低濃度である場合、リ
アルタイム PCRよりもデジタル PCRの方が、高精度に
環境 DNAを定量できることが明らかとなった（Doi et al. 

2015b）。また、リアルタイム PCRの結果と比較して、デ
ジタル PCRでは同一サンプルの反復測定値のばらつきが
小さいこともわかった（Doi et al. 2015b）。さらに、ため
池から採取した水試料を用いて環境 DNAの検出感度につ
いて検証したところ、リアルタイム PCRよりもデジタル
PCRで検出感度が高いことが明らかとなった（Doi et al. 

2015a）。これは、DNAを小分けされた極少量の溶液中で
増幅するデジタル PCRは、リアルタイム PCRに比べ、
PCR阻害物質の影響を受けにくいためだったと考えられ
る。したがって、デジタル PCRは、環境 DNAの定量精
度および検出感度において、リアルタイム PCRよりも優
れている可能性が高い。しかし、デジタル PCRを用いた
研究例は非常に少なく、ランニングコストも高いため、
今後の進展に期待したい。

4. (4) メタバーコーディング
　次世代シーケンサーを用いたメタバーコーディング手
法を用いた環境 DNA研究も始まっている（Thomsen et al. 

2012a, b；Kelly et al. 2014a；Miya et al. 2015；Evans et al. 

2016；Valentini et al. 2016）（表 2）。Minamoto et al.（2012）
は次世代シーケンサーこそ用いていないが、環境 DNAの
メタバーコーディングに関する最初の論文である。この
論文では、魚類全般に共通する縮退プライマーを作成し
て、水試料から複数の魚種を同時に検出できる手法を開
発し、実際の河川生物相調査に適用できることを示した。
このようなメタバーコーディング手法を用いた解析は、群
集レベルの生物多様性を迅速に解明できる可能性をもつ。
　メタバーコーディングでは、対象とする分類群が共通
してもつ DNA塩基配列に特異的なユニバーサルプライマ
ーを使い、環境 DNA試料の中から興味のある種の DNA

を（理想的には）全て増幅するため、網羅的な生物情報
の解析が可能となる。1本の DNA断片から得られる塩基
配列情報は 1リードという単位でカウントされるが、デ
ータ解析によって得られた種ごとのリード数から生物量
や個体数を推定する試みもなされている。
　ただ、使用するシーケンサーの機種にもよるが、一度
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に数百万～数億の DNA断片の塩基配列が決定されるため
に、得られるデータ量は膨大なもとのとなり、データベ
ースとの照合による生物種の同定には、高度な専門技能
と計算機が必要となる。さらに、環境 DNA試料に含まれ
る DNAをユニバーサルプライマーで増幅する際、生物種
間で増幅効率が異なると考えられるため、リード数によ
る生物量や個体数の推定は半定量的であるとの認識が一
般的である。しかしMiya et al.（2015）は、種レベルの解
像度をもつ領域を対象として、増幅にかかるバイアスを
軽減させたユニバーサルプライマーを開発することに初
めて成功しており、メタバーコーディングによる従来の
種組成の解明のみでなく、生物量や個体数の把握の実現
が期待される。

5. リアルタイム PCRの実験デザイン

　表 2は、リアルタイム PCRが環境 DNA研究に関する
学術論文 66報のうち 39報で使用され、全体の研究のお
よそ 6割を占めていることを示している。従来の PCRに
比べて、高い DNA検出感度と優れた定量性をもつリアル
タイム PCRは、環境 DNA研究の発展には欠かすことが
できない。そこで、本研究分野において主流となってい
るリアルタイム PCRについて詳細に説明する。

5. (1) プライマーの作成
　対象種に特異的なプライマーの開発では、対象種の近
縁種や、生息場所における共存種を誤って検出しないも
のを作成する必要がある。したがって、高い種特異性を
もつプライマーセットを使用するのが肝要である。その
ために、対象種の特定の DNA領域のみを増幅するような
プライマーを設計する必要がある。そこで、プライマー
設計プログラム［例えば、Primer Express（ライフテクノ
ロジー社）、Primer3Plus（http://primer3plus.com）］を用い
て対象 DNA領域を増幅するプライマー候補を多数設計し
たうえで、調査地に生息している非対象種の DNAとは塩
基のミスマッチが多いプライマーを選択することになる。
このとき、プライマーの 3’末端付近に 1つ以上のミスマ
ッチを含むのが良いとされている（Wright et al. 2014）。
　ほとんどの研究では、設計したプライマーセットの特
異性を確認するために、近縁種の組織から抽出した DNA

をテンプレートとして PCRしても増幅がみられないこと
や、データベース上の塩基配列情報に対して仮想的に
PCRを実行しても非特異的な増幅が起きないことを確認
している（in silico解析）（例えば、Jerde et al. 2011；

Takahara et al. 2012；Laramie et al. 2015）。さらに、対象種
とは別の種を入れた水槽の水から環境 DNAを抽出し、
DNAの増幅が確かにみられないことを確認するなど、プ
ライマーの特異性について入念に検証している研究例も
ある（Eichmiller et al. 2014）。
　これまでに、4. (2) で述べた TaqMan®プローブ法を用
いたリアルタイム PCRによって、サケ科の近縁な 2種（カ
ワマス Salvelinus fontinalisとブルトラウト Salvelinus 

confluentus）の DNAが混在する中から一方（対象種）の
DNAを検出する場合に、その検出感度に対して他方（非
対象種）の DNA塩基配列とプライマーとのミスマッチの
数がどのように影響するかを調べた研究例がある（Wilcox 

et al. 2013）。結果として、プライマーと非対象種の DNA

の塩基配列のミスマッチ数が多いほど、感度良く対象種
を検出できることが示されている。
　最終的に、PCRによって環境 DNA試料から増幅され
た DNA断片が、対象種の DNA配列と一致するかどうか
をシーケンス解析によって確認することで、対象種に対
する環境 DNA検出技術の確立が成される（例えば、
Goldberg et al. 2013；Takahara et al. 2013；Sigsgaard et al. 

2015）。このとき、PCR産物（アンプリコン）が短すぎる
とダイレクトシークエンスが困難であり、長すぎるとリ
アルタイム PCRの増幅効率が低下するため、増幅長が
100-150bp程度となるプライマーを設計するのが一般的で
ある。

5. (2) PCRの実験条件
　リアルタイム PCRによって対象とする DNAを増幅さ
せる際に、テンプレート DNAに対して「熱変性̶アニー
リング̶伸長反応」を繰り返すサイクル数は、最少で 35

サイクル（Moyer et al. 2014）、最大で 55サイクル（例えば、
Foote et al. 2012；Biggs et al. 2015）が採用されており、多
くの場合、50～ 55サイクルに設定されている。例えば、
Takahara et al.（2015）では、PCRサイクル数を増加させ
ると、DNAを検出できる確率が増加することが報告した。
しかし、リアルタイム PCRのサイクル数は、偽陽性（対
象種が居ないのに居ると判定する間違い）や偽陰性（対
象種が居るのに居ないと判定する間違い）をもたらす確
率とも関係があるため（Bustin et al. 2009）、適切に設定し
なければならない。
　リアルタイム PCR実験の際に同一の DNA試料を独立
に複数回測定する反復数（PCRプレート中のウェル数）
もまた重要な実験条件の一つであり（Takahara et al. 

2015）、その反復数は研究者間で異なる。先にも述べたよ
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うに、採取する水試料の量や測定回数を増やせば、DNA

の検出率が上昇することは間違いない（Thomsen et al. 

2012b；Takahara et al. 2015）。反復数の増加は DNAの検
出率を上昇させ（Takahara et al. 2015）、最少で 2反復
（Merkes et al. 2014；Klymus et al. 2015）、最大で 12反復が
採用されている（Tréguier et al. 2014；Biggs et al. 2015）。
少ない反復数は偽陰性をもたらす可能性を高める。一方、
多すぎる反復数は、偽陽性をもたらす可能性があり、さ
らに、PCR試薬や環境 DNA試料の消費量の増大など、
コストが大きくなることから、十分な検討が必要である。
　また、PCR実験の際にも先の 3. (2) で述べたような汚
染や混入が生じていないかどうかを確認するために、陰
性対照による確認をすることは重要である。

5. (3) DNA増幅の阻害要因
　環境 DNA試料には、PCRを阻害する物質がしばしば
含まれており、それは腐葉土などに由来するフミン酸な
どであると考えられている。PCR阻害を回避する方法と
して、リアルタイム PCRに供する DNA試料を希釈し、
阻害物質をその影響が現れない濃度まで薄める方法があ
る（例えば、McKee et al. 2015；Takahara et al. 2015）。し
かし、そもそも環境 DNA試料に含まれる対象種の DNA

濃度は低いことが多いので、サンプルの希釈によって対
象種の DNAの検出率も低下してしまうことが懸念され
る。そこで、PCR阻害物質の影響を軽減する PCR試薬（例
えば、Environmental Master Mix 2.0、ライフテクノロジー
社）を使用することで、DNA検出率が十分に改善される
ことが実証されている（Doi et al. 2015a；Jane et al. 2015；
Takahara et al. 2015）。しかし、本 PCR試薬には、4. (2) に
示した UNG（PCR産物のキャリーオーバーによる偽陽性
防止策の 1つとして利用される）が含まれていないので
注意が必要である。また、既知濃度の内部標準 DNAを添
加することで、PCRの際に阻害が起こっているかどうか
を確認する手法も推奨されている（Laramie et al. 2015；
McKee et al. 2015；Sigsgaard et al. 2015；Turner et al. 

2015）。あるいは、DNA試料の精製の過程で阻害物質を
除去するキット（OneStep™ PCR Inhibitor Removal Kit、
Zymo Research社）の併用や（McKee et al. 2015）、ウシ血
清アルブミン（bovine serum albumin、BSA）を微量加え
ることで阻害を軽減する手法も用いられている（例えば、
Barnes et al. 2014；Eichmiller et al. 2014；Deiner et al. 

2015）。これらの手法は、PCR阻害を軽減できる可能性が
あるが、各実験段階において作業工程が増えるなどのコ
ストが発生する場合があるので、実験条件などに応じて

適宜使い分けることが望ましいと考えられる。

将来への展望

　最近、Roussel et al.（2015）は、環境 DNA分析を利用
した生物モニタリング手法の有用性にいくつかの疑問を
呈した。彼らの論文における議論も含め、環境 DNA分析
の問題点を表 1bに示している。Roussel et al.（2015）は
とくに、環境 DNA分析を用いた生物モニタリングの有効
性は、生物種間で異なるため、新たな種を対象にした環
境 DNA分析を行う前に、まずは自然に近い環境下におけ
る対象種の DNA検出率について、予備的検証を行う必要
があると指摘している。さらに、従来の採捕調査などと
同様に、環境 DNA分析もまた、必ずしも対象種を 100％
の確率で検出できるわけではないことも挙げている。そ
れゆえ、環境 DNA分析が優れていることを実証するため
には、それら複数の生物モニタリング手法を用いた調査
結果を十分に比較・検討する必要があると結論付けてい
る。これらの課題に加え、本稿で述べたように、水試料
の採取から DNA測定までの、最適な環境 DNA分析のプ
ロトコルを確立することもまた、喫緊の課題である。
　前項で述べたように、環境 DNA分析やメタバーコーデ
ィングには、対象種やその近縁種の DNA配列情報が充実
していることが大前提である。したがって、環境 DNAを
用いた手法開発と並行して、種々の生物 DNA情報のデー
タベース整備も進めなければならない。そのためには、
多数の動植物試料からの地道なデータ（配列情報）の取
得がますます重要である。これによって、環境 DNA分析
の適用を望む保全対象種や外来種などの DNA配列情報も
明らかになっていくだろう。今後、環境 DNA分析の適用
可能な生物種が増加し、本モニタリング手法が多くの場
面で活躍することは間違いない。
　野外の水試料から得た環境 DNA試料は、冷凍すること
で DNAの変性を抑えて、長期間、安定的に保管すること
が可能である。これらの環境 DNA試料は、水試料を採取
した場所の生物群集情報をリアルタイムで保持している
ことから、将来的に様々な活用法が見出される貴重なサ
ンプルになると考えられる。例えば、過去、現在、将来
のサンプルの DNA情報を比較することで、生物群集がど
のように変化しているのかを明らかにすることもできる
だろう。外来種がいつ頃侵入したのか、あるいは侵入す
る可能性が高まっているか、など、生物群集の将来予測
にも活用できることが期待される。今後は、国内外にお
いて精力的に環境 DNA試料を収集しておくことが重要で
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あると考えられる。環境 DNA試料の収集と保管に関わる
整備を進めることで、環境 DNA試料のアーカイブ化を実
現できる。これは、生物多様性保全に向けた効率的な将
来予測を可能にする大規模なプロジェクトに発展する可
能性を秘めていると言っても過言ではないだろう。
　以上のような環境 DNA分析に着目した手法は、淡水域
の調査のみに留まることなく、すでに海水に生息する生
物種でもその有用性が実証されつつある（Foote et al. 

2012；Thomsen et al. 2012a；Kelly et al. 2014a；Miya et al. 

2015）。今後、本稿で述べた課題が 1つ 1つ解決されてい
くことによって、環境 DNA分析が学術研究の発展のみな
らず、行政における環境保全に関する施策の立案や、一
般社会におけるボランティアも含めた環境調査までの幅広
い分野でますます利用されるようになることを期待する。
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