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１ 動機・背景 

 静岡県磐田市に位置する桶ケ谷沼は絶滅危惧種ベッコウトンボの県内唯一の生息地として知られ

ており、NPO 静岡県自然史博物館ネットワークの福井順治先生を中心に地域の方による保護活動が行

われてきた。ベッコウトンボは1991年 8月に環境庁発行のレッドデータリストで絶滅危惧1A類に指

定され、その後1994年 1月には「種の保存法」の対象種となって原則採集が禁止されている。本校自

然科学部では、2020 年よりベッコウトンボの保護活動に参加している。また、平成 29 年より空中環

境DNAに関する研究を行っており、フクロウやシイタケの空中環境DNAの検出に成功している。本研

究では活動の一環として、ベッコウトンボの環境DNA回収を目指した研究を行っている。ベッコウト

ンボの空中環境DNAを回収できれば生息確認等に役立てられる。過去の研究で使用していた空中微粒

子採取装置は稼働時間に制限がなく、常に稼働している状態となっている。そのため電力の浪費が多

く、不要なDNA分解酵素が混入するリスクが高かった。これは、環境に調和していこうとする本研究

には適していないと判断した。そこで、この装置をベッコウトンボの飛翔条件や真菌の胞子形成など、

その生物の生態的活動条件に合わせて稼働する環境調和型の装置に改良し、その有効性を確かめた。

装置完成時、目的とするベッコウトンボの飛翔時期は逃したため、有効性は昨年度の研究でDNAが検

出できた真菌で確かめた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２ 先行研究における空中微粒子採取装置での環境DNAの採取 

 空中微粒子採取装置は空気中に浮遊・飛散している微粒子を採取し、空中環境DNAの減少を抑制

するオスバン溶液に保存する。その溶液に含まれる環境DNAを既知のプライマーを用いてPCR法で増

幅することで、その地域に生育する種を特定する。写真と仕組みを図１に示す。また、本研究で用い

たオスバン溶液に含まれる塩化ベンザルコニウムは 0.01％添加することにより 16 時間程度の DNA 保

存効果が確認されている。なお、使用するボトルやストローは使い捨てである。 

 

 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

先行研究では空中微粒子採取装置を16時間稼働させ、フクロウの生息が確認されている場所で空中からその

DNAを検出し、PCR法によるDNAの増幅に成功した。さらにシイタケ農園内に装置を16時間稼働させ、電気

泳動結果より、シイタケの特異的な増幅長である1000bpのバンドが確認できた。 

 

３ 研究方法 

（１） 実験１ 従来の空中微粒子採取装置の改良 

 従来の装置は同定したい生物が活動しない環境下でも16時間稼働していたため、対象生物の活動環境下

のみ稼働するように装置を改良した。本研究では、ArduinoUno、HIH6130、ACM1602A、SSR(ソリッドステート

リレー)を用いた。温度・湿度を感知するのにI²Cを用いた。I²C とは、IC間での通信を目的にしたシリアル

通信方式である。SDAでデータのやりとりを行い、SCLでIC間のタイミングを合わせることでI²C デバイス

とArduino間のデータのやり取りを可能にする。温度・湿度センサが搭載されているHIH6130は補正された

温度の範囲が5～50℃、湿度の範囲が10～90％であり、本研究に適していると考えた。これらの接続方法を

図２に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

HIH6130 から得た情報をもとにスイッチのON/OFF を切り替えるのに、SSR(ソリッドステートリレー)を用

いた。SSR は半導体で作られた無接点リレーである。無接点リレーは有接点リレーと比べてスイッチの開閉

回数に制限がなく、動作音が小さいため、空中からの環境DNA の採取に適していると考えた。HIH6130 から

得た情報が設定した稼働条件を満たしている場合のみ、SSR の入力機器がオンになり、電流が流れることで

フォトカプラが動作する。それを通じて出力回路のトリガ回路に電気信号を伝え、出力回路の開閉素子がオ

ンになることで負荷電流が流れる仕組みである。SSRと他の機器との接続方法を図３に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

装置の稼働条件をベッコウトンボの活動帯［20℃＜T＜30℃かつ45％＜H］にした。この稼動条件は図４の文
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図１ 
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献を参考に設定した。また、HIH6130で感知した温度・湿度とSSRのスイッチのON/OFF状態をACM1602Aに

表示しようと試みた。作成したプログラムとフローチャートを図５に示す。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２） 実験２ 改良した空中微粒子採取装 

の空中環境 DNA の検出に成功している静岡県磐田市桶ヶ谷沼付近に従来の装置と改良した装置を 2021 年 8

月28日17：00～8月29日8：30に設置し、15時間程度稼働させた(図６)。改良した装置は担子菌類の菌糸

の成長に最適な温度・湿度帯［20℃＜T＜30℃かつ65％＜H］に限定して稼働するようにした。回収した試料
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F 5’-TTGCAGACGACTTGAATGG-3’ 
R 5’-TAGGATTCCCGCGTGGTCCCCCA-3’ 

F 5’-CTATCTAGCGAAACCACAGCCAAG-3’ 
R 5’-CAAAGTAGTGGTATTTCACCGTCG-3’ 

50μＬにDNA抽出試薬としてUniversAll Extraction BufferⅡを16μＬ加え、95℃で10分加熱し、５℃で

遠心分離を10分行った。この上澄み液をDNA抽出液とし、本液1μＬにDNAポリメラーゼとしてKOD One® PCR 

Master Mix 25µL、滅菌蒸留水22µL、図７のプライマーを2µL加えた。用いたプライマーにコンタミネーシ

ョンがないことを確認するため、DNA抽出液の代わりに滅菌蒸留水を1μL加えた試料を用意した。図８の温

度サイクルでPCR法によるDNA増幅を行い、その後アガロースゲルを用いた電気泳動法に置の有効性の証明 

改良した装置の有効性を証明するために、きのこよりDNAの増幅を確認した。昨年度はアガロースゲル濃

度を３％としたが、濃度を下げて泳動速度を上げることによって、増幅長の違いを明確にすることが可能と

なるため、本年度は２％とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３） 実験３ トンボの糞からのDNAの増幅 

 他種のトンボが排出した糞からDNAを増幅できれば、ベッコウトンボの空中環境DNAの検出につながると

考えた。本研究では、身近に多く生息するショウジョウトンボで以下の実験を行った(図９)。採取した糞を

ホモジナイズし、DNA 抽出試薬としてUniversAll Extraction BufferⅡ25μＬ、滅菌蒸留水15μＬを加え、

95℃で30分加熱した後、遠心分離を30分行い、上澄み液をDNA抽出液とした。このDNA抽出液2µLにDNA

ポリメラーゼとしてKOD one Master Mix 25μＬ、滅菌蒸留水22μＬ、図10のプライマーを2µL 用いた。

図11の温度サイクルで(2)と同様にPCR法によるDNAの増幅を行った。 プライマーは COI遺伝子領域. （シ

トクロームc オキシダーゼ・サブユニットI の遺伝子領域）の塩基配列から、本校自然科学部、プライマー

班が作成した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（４） 実験４ 空中からのベッコウトンボの環境DNAの検出への挑戦 

静岡県磐田市桶ヶ谷沼で改良した装置を2021年6月6日17：30～6月7日9：30に設置し、16時間程度

稼働させた(図12)。装置の稼働条件は、実験１で設定した［20℃＜T＜30℃かつ45％＜H］にした。設置場所

では、ベッコウトンボやヨツボシトンボが飛翔する様子を確認でき、採取時間中には降雨はなかった。回収

した試料を図13のプライマーを用いて実験２と同様に混合液を作った後、図11の温度サイクルでDNAの増

幅を行った。プライマーは COI遺伝子領域. （シトクロームc オキシダーゼ・サブユニットI の遺伝子領

域）の塩基配列から、本校自然科学部、プライマー班が作成した。 
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B A A…感知した温度 

B…感知した湿度 

C…スイッチのON/OFF状態 
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また、桶ヶ谷沼で採取したベッコウトンボとヨツボシトンボの活動環境下の飼育水をガラス棒に塗布し、本

校の教室内で扇風機によって風を送った。ベッコウトンボとヨツボシトンボの環境DNAを空気中に飛ばし、

従来の空中微粒子採取装置を用いて環境DNAの採取を試みた（図14）。図11の温度サイクルで上記の実験と

同様にPCR法によるDNAの増幅を行った。 

 

 

  

 

 

 

 

 

４ 実験結果 

実験１でHIH6130から感知した温度・湿度がベッコウトンボの飛翔の生態的活動条件［20℃＜T＜30℃かつ

45％＜H］を満たしている場合のみ、SSRのスイッチがONになりポンプが動いた（図15）。また、図16に示

すように感知した温度・湿度とスイッチのON/OFF状態をACM1602Aに表示できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

実験２の電気泳動結果(図２０)より、従来の装置での試料ではDNAの増幅を確認できなかったが、改良した

装置での試料では400bpや800bpバンドが確認できた。DNAの増幅長から先行研究のデータをもとに、アイ

シメジやキアミアシイグチなどの担子菌類のバンドを増幅できた。 

F 5’-CCTTATTATGAGCTCTAGGATTCGTATTC -3’ 

R 5’-GCCCCTATTGATAAAACATAATGGAAATGAG -3’ 

                

F 5’-CTATGGGCTCTAGGATTTGTATTTC-3’ 

R 5’-TATTGATAGTACATAGAGAAAGTGG-3’ 

（上：ベッコウトンボ 下：ヨツボシトンボ） 

         

図12 
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↑ 条件を満たす ↑ 条件を満たさない 図15 
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実験３では、ショウジョウトンボのDNAの増幅長はまだ得られていない。糞からのＤＮＡの増幅が確認で

きれば空中からの採取ができる可能性が大きい。 

 

 実験４では、ベッコウトンボの増幅帳である135bpとヨツボシトンボの増幅帳である145bpのバンドは見

られなかった(図18)。飼育水を用いた空中から環境DNAの検出を行う実験では、まだ目的の増幅帳のバンド

が得られていない 

 

 

 

 

 

 

 

４ 考察 

実験１から、HIH6130 の補正された温度範囲(5～50℃)・湿度範囲(10～90％)の環境下に生息種であれば、

その生態的活動条件に限定して装置を稼働させることができるため、ベッコウトンボの空中からの環境 DNA

の検出に役立てられる。 

実験２から、担子菌類の菌糸の成長に最適な温度・湿度帯のみ稼働したことでDNA分解酵素がはたらかず、

DNAを検出できたと考えられる。100bp未満のバンドはアプライ量が多かったことにより、電気泳動でテーリ

ングしたものと考えられる。 

実験４から、目的の増幅長は確認できなかったが100bp未満のバンドが確認できたことから、実験２と同様

にアプライ量が多かったことにより電気泳動でテーリングしたと考えられる。 

 

５ 結論と課題 

 実験１で改良できた装置は電子回路がむき出しているため、水が染み込むと電気の流れが阻害されてしま

い、正常な動作ができなくなる。降雨等の気象現象による装置の破損を防ぐために、防水ケースの使用や設

置場所の工夫等の対策を行う。装置の稼働条件はプログラム上で変更可能であり、改良した装置での試料の

み担子菌類のDNAを増幅できたことから、ベッコウトンボの空中からの環境DNAの検出に役立てられる。 

実験３では、ショウジョウトンボの胸筋からDNAの増幅が可能であることを確認し、図１３のプライマー

の有効性の証明を行う。飼育水を用いた空中から環境DNAの検出を行う実験では飼育水をフィルターろ過し、

付着物のDNAを抽出・増幅できるかを確認する。また、株式会社リバネスのご協力と共にHIH6130から感知

した温度・湿度が設定した稼働条件に限定して、ベッコウトンボの活動領域まで装置を動かせるようにする。 
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