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１ 目的 

ベッコウトンボは環境省第 4 次レッドリストでは絶滅

危惧ⅠＡ類に指定されている。自然科学部が保護活動に

参加している桶ヶ谷沼は県内唯一の生息地である。そこ

では 1994年に 879頭確認されたのをピークに減少し、近

年では 100 頭以下となり目視の観察は年々難しくなって

いる。そこで、水中や空気中に放出される DNAを環境 DNA

として検出し、トンボの生存、生息域、生息環境の調査

に役立てられれば、ベッコウトンボの保護に寄与できる

と考えた。生態学的調査では水中のヤゴや、遠くを飛翔

するトンボの判別を目的とする。しかし、ベッコウトン

ボを特異的に判別できるプライマーは未だ無いと、神戸大学源利文先生から助言を頂いたため、羽化

期が重なり稀に交雑が見られる近縁のヨツボシトンボとベッコウトンボを対象にプライマーの設計を

行い、その有効性を明らかにすることとした。 

 

2 桶ヶ谷沼 

桶ケ谷沼は静岡県磐田市の北東部に位置する淡水性の沼地である。

水鳥や魚類、昆虫等多様な生物の生息地として知られている。沼縁に

はアシやマコモをはじめとする抽水植物が幅広く生え、周囲は落葉広

葉樹、照葉樹林、草生地、農耕地など起伏の富んだ多様な環境に恵ま

れている。また、ベッコウトンボの県内唯一の生息地としても知られ

ており、確認されたトンボは述べ 71種を数える。1991年には県内最

多種のトンボの生息地として県の自然環境保全地域にも指定されて

いる。現在では人工池を活用したベッコウトンボの保全活動が行われ

ている。そのため全国的に個体数や産卵場所が減少する現在において

桶ケ谷沼は非常に貴重な環境である。さらに桶ケ谷沼の北には東名高

速道路、南には国道 1号線が通り、主要道路に囲まれた区域となって

いる。沼地周辺が経済的好立地でありながら自然環境が維持されてお

り、保全活動がされてきたという歴史を併せて考えても貴重な沼地で

ある。 

 

3 保全活動への参加 

桶ケ谷沼では NPO法人「桶ケ谷沼を考える会」や NPO法人静岡県自然史博物館ネットワークの福井

順治先生を中心にベッコウトンボの保護活動が行われてきた。神奈川トンボ調査・保全ネットワーク

も活動に参加しており、ベッコウトンボの生息地としての湿地環境の保全も行われている。本校自然

科学部はそれらの保護活動に少しでも寄与したいと考え、2020年から桶ケ谷沼へ足を運び、活動に参

加させていただいている。 

 

(図 3)桶ヶ谷

沼 

(図 1)ベッコウトンボ (図 2)ヨツボシトンボ 



（１） 抽水植物の浚渫 

桶ケ谷沼は沼縁がアシやマコモなどの抽水植物に覆われている。ベッコウトンボの産卵には植生

遷移が進む途中段階の、開放水面がまばらに残る水面が必要である。桶ケ谷沼ではベッコウトンボ

の産卵を促進するため抽水植物の浚渫作業による開放水面の確保が行われており、本校自然科学部

は 2021 年 4 月 3 日に行われた活動に参加した。浚渫は水面を覆うアシやマコモなどの抽水植物の

根を除去する作業のことで鎌を使って行った。抽水植物の根は 30cm 四方ずつに切り出して少しず

つ除去していき、抽水植物で覆われていた場所に 3㎡ほどの水面の見える部分を整備し、ベッコウ

トンボの産卵場所とした。作業から 3か月後には神奈川トンボ調査・保全ネットワークの活動によ

ってベッコウトンボの産卵が確認されている。さらにカキツバタが咲いている様子も確認でき、湿

地環境における植生の変化も確認することができた。 

 

（２） 人工池「甑塚の水辺」の整備 

桶ケ谷沼では 2011年に「甑塚の水辺」という人工池が造成された。そこにはトンボのヤゴが産卵

できるように水を張ったコンテナが 150 個並べられており、そのうち 50 個はベッコウトンボが産

卵できるように整備されている。本校自然科学部は人工池での活動にも参加させていただき、産卵

環境の整備を行った。コンテナ内の水を全て捨て、雨水を溜められるようにした。雨水を溜めた後

は浚渫の際に切り出した抽水植物の根を再利用し産卵後にヤゴが生育できる環境を整備した。人工

池は沼から離れており、また切り出した抽水植物の根は水分を含んでいて重く、産卵環境を整備す

ることの大変さを実感した。 

 

（３） 外来生物・対象種以外の種の防除 

  ベッコウトンボのヤゴを育成するためのコンテナを整備するとその環境の良さから他種のトンボ

も流入し、競合してしまう。そのためコンテナにネットをかけることで、多種のトンボとの競合に

よる生息数の減少を防げるようにした。 

 

（４） 羽化の準備 

  人工池「甑塚の水辺」で生育したヤゴは羽化期を迎えた際、羽化のときにつかまる止まり木が必

要になる。しかし「甑塚の水辺」はコンテナを並べて作られているので止まり木を人工的に用意す

る必要がある。本校自然科学部が活動に参加したときは桶ケ谷沼に自生しているセイタカアワダチ

ソウの枯れ枝を、1つのコンテナにつき 3～5本程度立て、羽化できるようにした。 

 

（５） ベッコウトンボの定量調査 

  人工池ではベッコウトンボのヤゴの定量調査が行われている。本校自然科学部は福井順治先生が

中心に行っている定量調査に立ち会い、ベッコウトンボのヤゴを観察することができた。立ち会っ

たのは 2021年 10月 17日の活動で、100匹以上の個体を確認することができた。 

 

 

 

 

(図 5)羽化の準備 (図 4)抽水植物の浚渫 (図 6)産卵環境の整備 



（６） トンボとの触れ合い 

  桶ケ谷沼に定期的に通うことで多くのトンボと触れ合うことができた。本校自然科学部が活動に

参加し、整備を行った人工池「甑塚の水辺」ではベッコウトンボとその近縁種ヨツボシトンボの羽

化の様子を観察することができた。 

4 プライマーの設計 

プライマーとは DNA 複製の起点と

なる短鎖 DNAである。分離した二本鎖

DNA のそれぞれに対応した塩基と結

合し、両プライマーに囲まれている領

域がターゲット DNAとなる。この領域

は PCR 法を用いることで増幅するこ

とができる。 

PCR法（ポリメラーゼ連鎖反応法）

は、少量の DNA から同じ DNA を大量に複製する方法であり、DNA の解析などには必要不可欠な手法で

ある。原理は以下の通りである。 

（１） ［変性］DNA溶液を約 95℃に加熱し、DNAを二本鎖に分離する。 

（２） ［アニーリング］50～60℃に下げて二本鎖に分かれた DNAにプライマ―を結合させる。 

（３） ［伸長］約 72℃で DNAポリメラーゼが働き、各ヌクレオチドを材料に DNAが複製される。 

この（１）～（３）の操作を繰り返すことで領域内の DNAが複製されていく。 

この（２）の操作で、目的の種にの

み存在する種特異的な塩基配列と

対応するプライマーを用いること

で、PCR法を用いて種の判別を行う

ことが可能となる。ベッコウトンボ

と、その近縁種であり羽化期が一致

するヨツボシトンボのプライマー

の設計を行った。NCBI に記載され

ており種の判別に適した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）

の塩基配列を増幅することを目的

とした。まず２種の塩基配列を比較

して特異性がある箇所を検討し、そ

の際に EXCELを利用した。塩基配列

を関数で文字列を１文字ごと分解、

条件付き書式で塩基ごとに着色することで相違箇所を可視

化し(図 8)、一般的なプライマーの条件の GC 含量や Tm 値

などの試行錯誤を重ね、2 ヶ月かけて最適なプライマーを

検討した（図 12～15）。 

  

 

 

 

 

(図 9)設計に使用した塩基配列 

※斜線太字は本研究でベッコウトンボのプライマーにした配列 

 

（図 8）相違箇所の可視化 

(図 7)産卵場所の整備 

（図 10）プライマーを設計する様子 



研究で使用した一般的なプライマーの条件は以下の通りである。 

（１） プライマーの長さを１８～３０塩基以内にする。 

（２） Fプライマーと Rプライマーの Tm値の差を３℃以内にする。 

（３） アニーリング温度が F・Rプライマーのうち、Tm値の低い方より２～３℃低くする。 

（４） GC含量が４０％～６０％である。 

（５） プライマー内で４塩基以上の連続した同一塩基配列・反復配列を避ける。 

（６） プライマー間で３塩基以上の相補的結合を避ける。 

（７） ATリッチ構造と GCリッチ構造のバランスが取れている。 

 

設計したベッコウトンボのプライマー(図 11)の概要は以下の通りである。 

（１） Fプライマー、Rプライマーともに 25塩基にした。 

（２） Fプライマーと Rプライマーの Tm値の差は 3.3℃となった。 

（３） アニーリング温度は F・Rプライマーのうち、Tm値の高い方よりも 0.5℃高くなった。 

（４） GC含量は、Fプライマーが 40％、Rプライマーは 32％となった。 

（５） ４塩基以上の連続した同一塩基配列・反復配列を避けることができた。 

（６） ３塩基の相補的結合が数カ所見られた。 

（７） ATリッチ構造と GCリッチ構造のバランスは取ることができた。 

設計したヨツボシトンボのプライマー(図 12)の概要は以下の通りである。 

（１） プライマーは 29塩基、Rプライマーは 31塩基となった。 

（２） プライマーと Rプライマーの Tm値の差は 0.8℃となった。 

（３） アニーリング温度は F・Rプライマーのうち、Tm値の低い方よりも 2.3℃低くなった。 

（４） GC含量は、Fプライマーが 38％、Rプライマーは 35％となった。 

（５） 4塩基以上の連続した同一塩基配列は 2箇所見られた。 

（６） 3基の相補的結合が数カ所見られた。 

 

 

 

 

 

 

【ヨツボシトンボ】 

Fプライマー  5’－ＣＣＴＴＡＴＴＡＴＧＡＧＣＴＣＴＡＧＧＡＴＴＣＧＴＡＴＴＣ－3’  

855~883 (29mer）  GC含量：38%  Ｔｍ値：66.2℃ 

Rプライマー  5’－ＧＣＣＣＣＴＡＴＴＧＡＴＡＡＡＡＣＡＴＡＡＴＧＧＡＡＡＴＧＡＧ－3’ 

969~999 (31mer）  ＧＣ含量：35%  Tm値：67.0℃     ［増幅長：145bp］ 

(図 12) 設計したヨツボシトンボのプライマー 

【ベッコウトンボ】 

Ｆプライマー    5’－ＣＴＡＴＧＧＧＣＴＣＴＡＧＧＡＴＴＴＧＴＡＴＴＴＣ－３’  

860～884 (25mer)  GC含量：40%  Tm値：62.5℃ 

Rプライマー   5’－ＴＡＴＴＧＡＴＡＧＴＡＣＡＴＡＧＡＧＡＡＡＧＴＧＧ－３’  

970～994 (25mer） GC含量：32％  Tm値：59.2℃      ［増幅長：135bp］ 

(図 11) 設計したベッコウトンボのプライマー 



5 プライマーの有効性の確認方法 

設計したプライマーの有効性を確認するために、ベッコウト

ンボとヨツボシトンボの胸筋と飼育水から得た試料から、２種

のプライマーが種に特異的に増幅し目的の塩基長のバンドが得

られるかを確認した。DNA抽出液 2μLに DNAポリメラーゼとし

て KOD one Master Mix 25μL、本研究で設計したベッコウトン

ボ、またはヨツボシトンボのプライマーを 2μL加え、蒸留滅菌

水で 50μLに調製した。その後、2％アガロー

スゲルを用いて電気泳動法で DNA の増幅を確

認した。胸筋については、保護活動の際に死骸

を頂き用いた。ヨツボシトンボの飼育水は、2

月に桶ヶ谷沼から本校に持ち帰ったヤゴの水

槽に 6 月に羽化していない個体がいたことか

ら、ガラス繊維濾紙により吸引濾過し増幅の

ための試料を得た。 

 

6 結果と考察 

ベッコウトンボのプライマーを用いた増

幅では、ベッコウトンボの胸筋から増幅長

100bp～150bpの間にバンドが確認され(図 16

中の a)、近縁であるヨツボシトンボの胸筋か

らバンドは得られなかった(図 16中の b) 

ヨツボシトンボのプライマーを用いた増

幅では、ヨツボシトンボの胸筋からさらに長

いが 200bp 以下のバンドが確認できた(図 16

中の c)が、ベッコウトンボの胸筋も増幅した

(ｂ)。ヨツボシトンボの飼育水については、ヨ

ツボシトンボのプライマーを用いた混合液か

らバンドを確認することができず(図 17 中の

e)、ベッコウトンボのプライマーからもバンド

は確認されなかった(図 17 中のｆ)。ヨツボシ

トンボのプライマーはヨツボシトンボに対し

ては特異性を実証できなかったが、特異性が確

認できたベッコウトンボのプライマーと併用

することで２種の識別が可能となる。ヨツボシ

トンボのプライマーがベッコウトンボの DNA

も増幅してしまった原因として、プライマーの

GC 含量の不足、同一塩基が 4 塩基連続しているなど設計上の問題点があった。NCBI に記載されてい

るベッコウトンボ・ヨツボシトンボ CO1遺伝子領域や、他のデータベースが少なかったため、プライ

マー設計において一部の条件を妥協せざるを得なかった。また、本校付近で捕獲したショウジョウト

ンボ、シオカラトンボ、オニヤンマからも胸筋を採取し、設計したベッコウ・ヨツボシ両種のプライ

マーをそれぞれ用いて実験を行ったが、増幅はされていない。この実験でベッコウトンボやヨツボシ

トンボの胸筋から増幅を行えなかった原因は、前実験から長期間経過していたことによる死骸の劣化

や、胸筋の可採部位が少なかったことが考えられる。  

(図 14)ヨツボシの飼育水 

 

（図 15）胸筋を採取する様子 

 

（図 18）各種胸筋 実験

結果 

(図 13)本研究で使用した温度サイクル 

（図 17）飼育水 実験結果 

 

（図 16）胸筋 実験結果 

 



7 反省と課題 

本実験でベッコウトンボの COⅠ領域を増幅するこ

とが出来たが、判別の精度を上げるには他の領域を

模索する必要がある。また、ベッコウトンボと生息環

境が重なるヨツボシ以外のトンボの COⅠ領域も、今

回設計したプライマーを用いて増幅されないかどう

かを確認する必要があり、それが確認できれば、羽化

時期だけでなく、水中のヤゴにも有効である。現在

は、桶ヶ谷沼の甑塚に設置されているコンテナで採

水を行い、DNAの増幅が行えるか検討している。 

本校では昨年度までに空中粒子採取装置が制作され、

フクロウやマツタケの空中環境 DNA の検出にも成功

している。現在ベッコウトンボの飛翔時間帯にあわせ

て稼働する装置の開発も行っており、そこでの活用が

まだできていない。べッコウトンボの空中環境 DNAを

生息環境から検出できれば生息地の特定に繋がるた

め、希少種の保全のために研究を進めていきたい。 
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(図 19)採水を行った桶ヶ谷沼の｢甑塚の水辺｣ 

 

(図 20)改良中の空中微粒子採取装

置 

 



（９） 「日本のトンボ 改訂版」尾園暁 川島逸郎 二橋亮 文一総合出版 

 

 

 

 

 

  



 


