
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
カワニナやゲンジボタルの水
路内分布調査による水環境

の理解　

　　東北学院中学校・高等学校科学部生物班



研究の目的・背景

　台原森林公園内ホタルの里エリア

のゲンジボタルとカワニナが定着で

きる水環境を維持するため、定期的

な水温、水質の調査とカワニナの分

布調査、ゲンジボタルの分布を調べ

るため、環境DNA調査を行った。 



現地水環境

2023年10月からこれまで継続して現地保全活動を行い、水温・水質調査を行ってきた。
以下はその結果である。



カワニナの放流と定着①

カワニナの分布調査の手法は以下の通りである。

①全長26mの東北学院専用水路全体にネットを敷き、ネットの下や土にカワニナが　潜る
ことがないように工夫する。

②中央を第5地点とし、上流から下流にかけて第1〜8地点に等間隔に区分する。

③さらにそれぞれの区間を1’〜7’に細区画化する。

④中央5地点に100匹のカワニナを放流し、その後の3日間、1週間後のカワニナの分　布
を調べる。このとき、3日間はネットを取り外さず目視で、1週間後はネットを　全て外して頭
数をカウントする。



カワニナの放流と定着②

②1週間後に確認できた頭数
　合計76匹確認できたが残りの　24
匹の所在は不明である。

分布調査の結果は以下の通りである。
①3日間、目視で確認できた頭数
　1日目合計38匹、2日目合計27匹、3日目合計16匹であった。



環境DNA調査　実験方法①

環境DNAのサンプルの採取を以下の手順に
従って行った。

①サンプルをE区、D区、東北学院専用水　路
で採取する。

②①のサンプルをゲンジボタルのDNAが通　
過するように濾過する。

③②のサンプルをステリベクスを用いて更　に
濾過する。一つのステリベクスにつ　　き、5回
濾過し、それを四回繰り返す。

④フィルターにRNAlaterを注入してから、　パ
ラフィルムを使って封をする。 

　　　　　　　　　　　　　　　　



環境DNA調査　実験方法②

次に、DNAの抽出を以下の手順に従って行った。　　　　　　　　　　　　　　①QlAvacを使

用しDNAを吸引後、再びフィルターに封をする。　　　　　　　　②1本のステリベクスあたり

20μLのProteinase-K(600mAU/ml)、2.0×10²μL の 　AL、2.2×10²μL の PBS (-) の

割合で抽出液を調合し、それをステリベクスに注　入後、再びフィルターに封をする。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

③ステリベクスをローテーターのチューブホルダーに　　　　　　　　　　　　　セットし、あら

かじめ56℃まで温めておいた乾熱滅　　　　　　　　　　　　　菌器で20分間10rpmで回転さ

せながら加温する。　　　　　　　　　　　　　　このとき、50mLコニカルチューブに、2.0mL
チュー　　　　　　　　　　　　　ブを挿し込む。



環境DNA調査　実験方法③

④加温終了後、ステリベクスの注入孔を50mLコニカルチューブ内の2.0mLチュー　ブを
挿入し、そこまで押し込む。

⑤キャップを閉めた後、6.0×10³gで一分間遠心し、DNAを抽出する。

⑥遠心終了後、コレクションチューブを取り替え、5.0×10²μLのBufferAW1で再び　6.0
×10³gで1分間遠心する。

⑦再びコレクションチューブ、5.0×10²μLのBufferAW2を注入し、2.0×10⁴gで3分　間遠
心する。

⑧遠心終了後、1.5mLチューブ取り替え、2.0×10²μLの溶出Buffer AEをカラムの　メン
ブレン上に注ぎ、室温で1分間インキュベートしたあと6.0×10³gで一分間　遠心する。



環境DNA調査　実験方法④

⑨目的のサンプルが入手できたかを調べるため、電気泳動を行う。

⑩リアルタイムPCR調査を行う。（リアルタイムPCR調査とは、DNAを増幅させ　てDNA
の有無を判断する方法である。）



結果①

リアルタイムPCRの50サイクル後増幅産物を
2μL使用し、1.5%アガロースゲルで1.0×10²、
15分間の電気泳動
赤：標準サンプル
左からコピー数5.0×10⁴、5.0×10³、5.0×10²、
5.0×10、5.0
緑：測定サンプル
左からホタル200、ホタル100、ホタル50
水路A(上流水路)、水路B(保全水路)
水路C(既存水路)
ホタル500(0.2L)、ホタル500(0.8L) 
N:分子量マーカー(50 bp DNA Ladder;Takara
社)
※目的の増幅産物(170bp付近)が得られたこと
を確認するための電気泳動。おそらくいずれの
サンプルも増幅の限度近くに達しているので下
のDNA濃度はバンドの濃さに反映されない。

以下は電気泳動の結果である。



結果②
右はリアルタイムPCR調

査の結果である。



考察①

電気泳動の結果から、標準サンプルと同様、校内の卓上飼育及び採取したサンプルで

も170bpの増幅DNA断片がPCRにて増えたことを確認できた。Ａ～Ｃはそれぞれ台原

森林公園の水路のE区、TG区、D区から採取したものであるが、いずれも標準サンプル

と同様の170bp周辺にバンドが検出できたことから、すべてのゲンジボタルに共通してい

るといえる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 



考察②
次に、リアルタイムPCRの結果を比較すると、全てのサンプルで閾値を超える蛍光が確

認できた。得られたCT値から判断して、水路におけるDNA濃度を比較すると、B（保全水

路）＞A（上流水路）＞C（既存水路）であった。
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