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Abstract 

Environmental DNA (eDNA) analysis represents a sophisticated and non-invasive method for evaluating 

biodiversity. This study employed eDNA metabarcoding to investigate the diversity of fish and decapod 

crustaceans in the irrigation waterway of taro fields located in Oyama, Ginowan City, Okinawa, Japan. On 

November 6th, 2019, water samples were collected and filtered using 0.22 μm and 0.45 μm Sterivex filters. 

The eDNA was extracted and amplified using MiFish-U-F/R primers for fish and MiDeca-F/R primers for 

decapod crustaceans, followed by sequencing with an Illumina MiSeq platform. The analysis revealed no 

statistically significant differences in DNA detection efficiency between the two filter pore sizes. The fish 

community analysis identified 10 haplotypes across six families, including three species not previously 

recorded in the study area. For decapod crustaceans, 19 haplotypes were identified, with Caridina typus and 

Macrobrachium lar being the most prevalent. Notably, the detection of the invasive Chinese mitten crab 

(Eriocheir sinensis) was determined to be a false positive due to the MiDeca-F/R primers lacking the 

resolution to distinguish accurately between closely related Eriocheir species. These findings underscore the 

utility of eDNA metabarcoding in biodiversity monitoring, while also highlighting the necessity of iterative 

sampling and primer refinement to enhance the accuracy of species identification. 

 
Key words: environmental DNA; MiFish-U-F/R; MiDeca-F/R; Eriocheir 

 

緒言 

環境 DNA（environmental DNA: eDNA）とは、

生物が環境中に放出した DNA断片のことを指す。

これら DNA は、水、土壌、空気などの自然環境

中に存在し、生物の細胞、糞便、体液などに由来

することが知られており、eDNA サンプルを分析

することで、特定の生物がその環境に存在するか

どうかを検出することが可能である（Ficetola et al. 

2008; Taberlet et al. 2012a）。従来の直接的な生物

調査方法と比較して、eDNA 分析は非侵襲的であ

り、効率的かつ迅速に環境中の生物多様性を評価

する手段として注目されている。しかし、eDNA

分析は従来の方法を必ずしも置き換えるのでは

なく、既存の方法と統合することでより大きな成

果を上げることが期待されている（Bohmann et al. 

2014; Thomsen and Willerslev 2015）。 
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eDNA 分析は比較的新しい技術であるが、急速

に発展している。特に、次世代シーケンシング

（NGS）技術の導入により、大量の塩基配列デー

タを迅速に取得し、解析することが可能となり、

eDNA 分析の精度と信頼性が飛躍的に向上した

（Shokralla et al. 2012; Taberlet et al. 2012b）。生物

多様性の評価は、生態系の健康状態を理解し、保

全計画を練る上で不可欠となる。eDNA 分析は、

多種多様な生物の存在を迅速に検出する能力を

持っており、環境から得られる DNA データを解

析することで、特定の地域や生態系における生物

多様性の現状を明らかにし、絶滅危惧種の存在確

認や外来種の早期発見に有用とされている（Jerde 

et al. 2011; Thomsen et al. 2012）。 

eDNA 分析は多くの利点を持つ一方で、いくつ

かの課題が存在し、これらの課題を克服すること

が eDNA 技術の信頼性と適用範囲の拡大に繋が

ると期待されている（Rees et al. 2014）。例えば、

サンプル採集や増幅の過程でも、特定の DNA 断

片を効率よく回収するための最適化が求められ

る（Goldberg et al. 2015; Roussel et al. 2015）。また、

得られた塩基配列データを解析し、特定の生物種

に対応付けるためには、大規模なデータベースが

必要となる。しかし、現行のデータベースは完全

ではなく、特定の生物種や地域の塩基配列データ

が不足していることがあり、誤った種の同定や不

完全な結果が生じるリスクがある（Kvist 2013）。 

沖縄県の中南部は、近年の都市計画により急速

に市街地化が進み、特に計画の中心である西海岸

地域（宜野湾市・浦添市・那覇市）では行政区域

の大部分が市街地化している。沖縄県宜野湾市大

山は、戦前から水稲やタイモ（サトイモ科 Araceae）

の生産地として知られており、戦後には海岸低地

に広がる水田地帯でタイモが生産されている（小

川 2000）。宜野湾市に広がる島尻層群は泥岩を多

く含み保水性が高く、低地において、100 以上の

湧水（枯渇したものを含む）が水田地帯の形成と

淡水生態系の維持に貢献してきた（上原 2000）。

しかし近年では、宜野湾市の大規模な市街地化に

伴う埋め立て計画により大山を残して水田地帯

は消失し、また、現在唯一の水田地帯である大山

においても農業者の高齢化や後継者不足により

放棄田が散在している（外間 2007）。このように、

宜野湾市大山は、沖縄県西海岸地域に残された数

少ない二次的自然環境といえる。 

本研究では、沖縄県宜野湾市大山のタイモ水田

用水路から得られた水サンプルをもとに、水圏生

態系における重要な大型動物である魚類と十脚

甲殻類を対象として、MiFish-U-F/R（Miya et al. 

2015）およびMiDeca-F/R（Komai et al. 2019）によ

るNGSを用いたeDNAメタバーコーディング分

析を応用し、魚類相と十脚甲殻類相について調査

した。宜野湾市の淡水域からは、従来の直接的な

モニタリング手法により、周縁性魚類を含む3目

11科25種の魚類および4科9種の十脚甲殻類が報

告されている（立原2000; 諸喜田ら2000）。調査地

から得られた水サンプルを分析した結果、特定外

来生物に指定されているチュウゴクモクズガニ

Eriocheir sinensisと一致する塩基配列が検出され

た。しかし、沖縄県においてチュウゴクモクズガ

ニを含む外国産モクズガニ類Eriocheir spp.の定

着は報告されていない（沖縄県2024）。本研究で

は、チュウゴクモクズガニのDNAが検出された

結果の妥当性を検証するために、モクズガニ類に

対するMiDeca-F/Rを用いた解析手法の有効性に

ついても調査を行った。この調査は、解析手法の

限界を明らかにし、eDNA技術の信頼性と精度向

上を目指すものである。本研究は、eDNA分析と

従来の調査報告を総合して、沖縄県宜野湾市大山

のタイモ水田における生物多様性の現状を明ら

かにし、調査地の生態系保全に貢献することを目

的とした。 

 

材料および方法 

eDNA 分析  

2019 年 11 月 6 日に、沖縄県宜野湾市大山のタ

イモ水田用水路（26.284813 N, 127.747795 E 付近）

において水サンプルの採集を行った（Fig. 1）。ポ

アサイズ 0.22 µm および 0.45 µm の 2 種類の

Strivex Filter（Millipore）をタイモ水田用水路の水

を濾過するフィルターとして用いた。あらかじめ

消毒したバケツを用いて、用水路から採水しバケ 



 

Fig. 1. Maps (top two) showing the sampling site 

(26.284813 N, 127.747795 E) in Oyama, Ginowan, 

Okinawa, Japan. Reddish areas indicate taro fields. 

Irrigation waterway (bottom) where water samples were 

collected. 
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ツ 1 杯あたり 60 ml の水をテルモシリンジ

（TERMO, 50 ml）によって加圧濾過した。濾過は

フィルターが詰まるまで繰り返し、最終的な濾過

量は、ポアサイズ 0.22 µm のフィルターでは 720 

ml、ポアサイズ 0.45 µm のフィルターでは 840 ml

となった。採水および濾過は、手をアルコール消

毒し、使い捨てゴム手袋を着用して行った。フィ

ルターを交換する際には、使い捨てゴム手袋とシ

リンジを新たなものに交換した。濾過後、シリン

ジを用いてフィルター内の水分を排出し、フィル

ターを保冷した状態で琉球大学亜熱帯島嶼科学

拠点研究棟の実験室へ持ち帰った。実験室では、

フィルターから、Sato et al.（2022）と同様に

DNeasy Power Water Sterivex kit（Qiagen）を用い

て DNA を抽出した。未使用フィルターおよび精

製水を濾過したフィルターから同様に DNAの抽

出を試み、ネガティブコントロールとした。抽出

した eDNA サンプルをもとに、魚類を対象とし

て、ミトコンドリア 12S rRNA（12S）遺伝子の一

部を増幅する MiFish-U-F/R（Miya et al. 2015）を、

十脚甲殻類を対象として、ミトコンドリア 16S 

rRNA（16S）遺伝子の一部を増幅する MiDeca-F/R

（Komai et al. 2019）をプライマーとして用いた

Two-step tailed PCRを実施した。PCR 条件は Miya 

et al.（2015）と Komai et al.（2019）に従った。さ

らに MiDeca-F/R については、Komai et al.（2019）

に従った手法（standard method）と PCR 試薬を

TaKaRa Ex Taq® Hot Start Version（Takara Bio）に

変更した手法（modified method）についても実施

した。反応液組成は、10 × Ex Taq Buffer 1.0 μl、

dNTP Mixture 0.8 μl、5 µM の MiDeca-F/R それぞ

れ 0.20 μl、滅菌蒸留水 3.75 μl、TaKaRa Ex Taq HS 

0.05 μl、鋳型 2.0 μl の全量 8.0 μl とした。増幅反

応は、94 °Cで 1 分間の初期変性後、94 °Cで 1 分

間の変性、51 °Cで 1.5 分間のアニーリング、72 °C

で 1.5 分間の伸長反応を 5 サイクル行い、さらに

アニーリング温度を 55 °C に変更した 35 サイク

ル行った後、72 °Cで 5 分間の最終伸長反応とし

た。全ての PCR 反応は、Veriti 96 Well Thermal 

Cycler（Applied Biosystems）により行い、2nd-round 

PCR の増幅産物の塩基配列は、MiSeq（Illumina）

により決定した。得られた塩基配列は、Sato et al.

（2022）と同様にハプロタイプごとに集計し、6

リード以上のハプロタイプについて国際塩基配

列データベース（INSD：International Nucleotide 

Sequence Database）上で照合し、相同性が 98 %以

上を示す種を選択した（Tables 1, 2）。ツノナガヌ

マエビ Caridina grandirostris と C. brevidactyla

（DQ478528）は、MiDeca-F/Rの増幅領域におい

て同一の塩基配列となるが、de Manzancourt et al.

（2018）により C. brevidactyla（DQ478528）はツ

ノナガヌマエビの誤同定であることが指摘され

ているため、ここではツノナガヌマエビとして扱

った。ポアサイズや PCR 試薬の違いによる検出

結果の差異を検証するため t 検定を実施した。統

計解析は、R ver. 4.2.1（R Core Team 2022）、RStudio 

2023.12.1+402（RStudio Team 2023）、Rの stats パ

ッケージ内の t.test 関数を使用して実行した。 

 



 

Table 1. Read counts of 10 haplotypes (#01 to #10) detected using MiFish-U-F/R primers from water 

samples collected in the irrigation waterway of taro fields in Oyama, Ginowan, Okinawa, Japan, and 

their assigned fish species. NCS (negative control samples). 
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モクズガニ属 genus Eriocheir De Haan, 1835 の

DNA バーコーディング解析 

2022 年 4 月に、沖縄県南城市玉城百名におい

て、1 個体のモクズガニ E. japonica（標本番号：

NSMT-Cr-30828）を採集し、70 %エタノールで固

定した。得られた標本の第 2 歩脚の長節から筋肉

片を切除し、Imai et al.（2004）に従って粗全 DNA

を抽出した。粗全 DNA を鋳型として、1471（5’-

CCTGTTTANCAAAAACAT-3’ ） と 1472 （ 5’-

AGATAGAAACCAACCTGG-3’ ）（ Crandall and 

Fitzpatrick 1996）をプライマーとして用いた PCR

反応により 16S 遺伝子の一部を増幅した。反応液

は、Emerald Amp® PCR Master Mix（Takara）12.5 

μl、25 pmol /μl の各プライマー1.0 μl、鋳型 DNA 

3.0 μl、滅菌蒸留水 7.5 μl の全量 25.0 μl とした。

反応条件は、95 °C で 3 分間の変性後、95 °C で

30秒間の変性、50 °Cで 30秒間のアニーリング、

72 °C で 1.5 分間の伸長反応を 30 サイクル行い、

最後に 72 °Cで 7 分間の伸長反応を加えた。PCR

反応は、 Simpli Amp Thermal Cycler（Applied 

Biosystems）により行った。得られた増幅産物は

マクロジェン・ジャパン（東京）の塩基配列解析

サービスを利用し、3730xl DNA analyzer（Applied 

Biosystems）により塩基配列を決定した。また、

1997年 9月 12日に静岡県静岡市清水区波多打川

で採集された aモクズガニ 1 個体についても同様 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

に塩基配列を決定した。2023 年 10 月 20 日時点

で INSDデータベース上に公開されていた 3種の

モクズガニ類（モクズガニ、チュウゴクモクズガ

ニ、E. hepuensis）の 16S 遺伝子 42 配列をダウン

ロードし、本研究で得られた沖縄県と静岡県のモ

クズガニの塩基配列とともに、合計 44 配列を

NGPhylogeny.fr（https://ngphylogeny.fr/）の MAFFT

（Katoh and Standley 2013）によりアライメント

し、MiDeca-F/R による増幅領域に対応する部分

を切り出した。切り出した塩基配列からハプロタ

イプを決定し、ハプロタイプ間の塩基置換数を観

察した。 

 

結果 

魚類を対象とする MiFish-U-F/R を用いた分析

では、ポアサイズ 0.22 μm のフィルターで濾過し

たサンプルから 38,530 リード 9 ハプロタイプ、

ポアサイズ 0.45 μm のサンプルから 31,880 リー

ド 8 ハプロタイプが検出された（Table 1）。また、

十脚甲殻類を対象とする MiDeca-F/R を用いた分

析では、Komai et al.（2019）に従った standard 

method では、ポアサイズ 0.22 μm と 0.45 μm のサ

ンプルからそれぞれ 19,001リード 14ハプロタイ

プ、18,066 リード 13 ハプロタイプ、PCR試薬を

変更した modified method では、8,399 リード 10

ハプロタイプ、8,327 リード 15 ハプロタイプが検



 

Table 2. Read counts of 19 haplotypes (#11 to #29) detected using MiDeca-F/R primers from water samples 

collected from the irrigation waterway of taro fields in Oyama, Ginowan, Okinawa, Japan, and their assigned 

decapod crustacean species. NCS (negative control samples). 
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出された（Table 2）。2 種類のフィルター（ポアサ

イズ：0.22 μm、0.45 μm）に由来する魚類と十脚

甲殻類の検出結果を比較するため、対応のある t

検定を実施した。その結果、リード数に統計的な

有意差は認められなかった（t (2) = 1.237, p > 0.05）。

リード数の平均値の差は 2548.333 であり、95 %

信頼区間は-6314.93 から 11411.60 であった。ハプ

ロタイプ数についても、同様に統計的な有意差は

認められなかった（t (2) = -0.945, p > 0.05）。ハプ

ロタイプ数の平均値の差は-1.667 であり、95 %信

頼区間は-9.256 から 5.922 であった。つまり、フ

ィルターのポアサイズの違いは、タイモ水田用水

路に生息する魚類と十脚甲殻類に由来する DNA

の検出に影響を与えなかったことが示された。 

MiDeca-F/R を用いた 2 通りの PCR 条件

（standard and modified methods）による十脚甲殻

類の検出結果を比較するため、対応のある t 検定

を実施した。その結果、リード数に統計的な有意

差が認められた（t (1) = 23.57, p = 0.027）。リード

数の平均値の差は 10170.5 であり、95 %信頼区間

は 4687.773 から 15653.227 であった。一方で、ハ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

プロタイプ数については、統計的な有意差は認め

られなかった（t (1) = 0.333, P > 0.05）。ハプロタ

イプ数の平均値の差は 1 であり、95 %信頼区間は

-37.119 から 39.119 であった。つまり、standard 

method の PCR条件において、より多くの十脚甲

殻類の塩基配列が検出され、PCR条件の設定がリ

ード数の検出結果に重要な影響を与えることを

示した。しかし、一部のハプロタイプ（#21、#23、

#27）は、standard method の PCR 条件においては

検出されていなかった。 

MiFish-U-F/R と MiDeca-F/R を用いたネガティ

ブコントロールで検出されたそれぞれ 2 種の塩

基配列は、ともに 2 リードと極めて少なかった。 

 

魚類相  

合計 10 種類のハプロタイプ（#01–#10）が検出

され、6 科 7 属 10 種に分類された（Table 1）。た

だし、クロヨシノボリ aRhinogobius brunneus、ヤ

イマヒラヨシノボリ R. yaima、ケンムンヒラヨシ

ノボリ R. yonezawain の 3 種、および、アヤヨシ

ノボリ Rhinogobius sp. MO、アオバラヨシノボリ 
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Rhinogobius sp. BBの 2 種は、それぞれ MiFish-U-

F/Rの増幅領域では識別できないため、前者をヨ

シノボリ類１Rhinogobius sp. 1（296 リード）（#08）、

後者をヨシノボリ類 2 Rhinogobius sp. 2（422 リー

ド）（#09）とした。また、ヌマチチブ Tridentiger 

brevispinis、ナガノゴリ T. kuroiwae、チチブ T. 

obscurus の 3 種についても相同性が 99 %以上で

あるため、チチブ類 Tridentiger sp. （20 リード）

（#10）とした。総数 70,410 リードの約 90 %がオ

オクチユゴイ Kuhlia rupestris（63,456リード）（#05）

であると判定され、同属であるユゴイ K. 

marginata（516 リード）（#04）の 123 倍の検出量

であった。その他、オオウナギ（3941 リード）

（#01）、テンジクカワアナゴ Eleotris fusca（1449

リード）（#02）、タメトモハゼ Giuris tolsoni（18 リ

ード）（#03）、グッピーPoecilia reticulata（6 リー

ド）（#06）が検出された。魚類以外では、スッポ

ン Pelodiscus sinensis が検出された。 

 

十脚甲殻類相  

合計 19 種類のハプロタイプ（#11–#29）が検出

され 4 科 4 属 11 種に分類された（Table 2）。17 種

のハプロタイプ（51,878 リード）（#11–#27）はコ

エビ下目 Caridea であり、9 種が検出された。コ

エビ下目の内、81 %（41,989 リード）がヒメヌマ

エビ属 Caridina、19 %（9,889 リード）がテナガ

エビ属 Macrobrachium であった。ヒメヌマエビ属

のうち 39,272リードがトゲナシヌマエビ C. typus

と判定され 4 ハプロタイプ（#14–#17）が検出さ

れた。検出されたその他のヒメヌマエビ属はミゾ

レヌマエビ C. leucosticta（2034 リード）（#13）、

リュウグウヒメエビ C. laoagensis（482 リード）

（#12）、ツノナガヌマエビ（201 リード）（#11）

の 3 種であった。テナガエビ属のうち 7,134 リー

ドがコンジンテナガエビ M. lar と判定され 6 ハ

プロタイプ（#21–#26）が検出された。検出され

たその他のテナガエビ属はザラテナガエビ M. 

australe（1292 リード）（#18）、ヒラテテナガエビ

M. japonicum（803 リード）（#20）、ミナミテナガ

エビ M. formosense（637 リード）（#19）、ナンヨ

ウテナガエビ M. ustulatum（23 リード）（#27）の

4 種であった。 

2 種のハプロタイプ（#28, #29）（1,915 リード）

はカニ下目 Brachyura であり 2 種が検出され、

1,838 リード（#28）は特定外来生物であるチュウ

ゴクモクズガニと判定され、77 リード（#29）は

クロベンケイガニ Orisarma dehaani と判定され

た。 

 

モクズガニ属  

沖縄県南城市玉城百名と静岡県静岡市清水区

波多打川で採集したモクズガニ各 1 個体で決定

した 16S 遺伝子配列（LC829462, LC829463）及び

データベースから入手したモクズガニ類の 16S

遺伝子 42 配列、計 44 配列から、171 bp の MiDeca

領域を切り出しアライメントを行ったところ、5

種のハプロタイプが得られた（Hap1–Hap5）。Hap1

には沖縄県産モクズガニとチュウゴクモクズガ

ニの 2 種、Hap2 にはモクズガニ、チュウゴクモ

クズガニ、E. hepuensis の 3 種、Hap3 と Hap5 に

はモクズガニ 1 種が含まれていた（Table 3）。ハ

プロタイプ間の塩基置換数は 1 から 4 であり、

Hap2 と Hap3、Hap2 と Hap5 の組み合わせが最大

値であった。従って、MiDeca-F/R の増幅領域 171 

bp においては、モクズガニ類の種を正確に識別

する変異は含まれていない。 

 

考察 

ポアサイズの違いによる eDNA の捕集効率の

違いは先行研究により報告されている。例えば

Turner et al.（2014）は、池と湖において、ポアサ

イズが小さいほど（< 0.2 μm）多くの eDNA が捕

集されるが、コイ Cyprinus carpio の DNA に限る

と 1.0–10.0 μm が最も効率が良いことを報告して

いる。本研究では、用水路において、ポアサイズ

0.22 μm と 0.45 μm を比較したが、DNA 全体の検

出量には統計学的な有意差は確認されず、0.22 

μm と 0.45 μm 程度のサイズ差では結果に影響し

ないと考えられた。ただし、今回の結果は用水路

から得られたサンプルのみであるため、他の生態

系においても同様であるか、今後の検証が必要で

ある。MiDeca-F/R の PCR 条件の違いでは、Komai  



 

Table 3. Mitten crab species of the genus Eriocheir assigned to five haplotypes 

(Hap1 to Hap5) detected using MiDeca-F/R primers. 

 

Table 4. Comparison of fish species detected by present eDNA metabarcoding analysis 

with those from previous observations (Tachihara 2000; personal communication) in the 

study area. Plus signs indicate the positivity, whereas minus signs donote the negativity. 

Asterisks represent their DNA may have been detected (see Discussion). 

Aquatic Animals 2024 | August 6 | Nagai et al. AA2024-20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

et al.（2019）の方法によって、有意に多くの塩基

配列が検出されたが、ナンヨウテナガエビ（ハプ

ロタイプ#27）やコンジンテナガエビの一部のハ

プロタイプ（#21, #23）は検出されなかった。こ

のことは、本研究で新たに設定した PCR 条件が

単に劣っていたことを示すものではなく、PCR条

件の多様性が eDNA 分析によって検出される種

多様性に影響を与える可能性を示すものである。

本研究では、追加の条件設定によりナンヨウテナ

ガエビの偽陰性が回避された。これらの知見は、

今後の実験設計や手法の最適化に役立てられる 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ことが期待される。  

 

魚類相  

沖縄県宜野湾市大山から周縁性魚類を含む 11

科 25 種の魚類が記録されており（立原 2000）、

このうちタイモ水田周辺には、5 科 9 属 12 種の

魚類が生息している（立原私信; Table 4）。本研究

の eDNA 分析によって、用水路から検出された

魚類は 6 科 7 属 10 種であった。eDNA 分析によ

り新たに分布が推定される種は、オオクチユゴイ、

タメトモハゼ Giuris tolsoni、ゴクラクハゼ



 

Table 5. Comparison of MiFish-U-F/R primer sequences with the corresponding nucleotide sequences of fish 

species postulated to inhabit the taro fields at Oyama, Ginowan, Okinawa, Japan. Identical nucleotides with 

primers are indicated by hyphens. 
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Rhinogobius similis の計 3 種であった。一方で、ニ

ホンウナギ Anguilla japonica、カダヤシ Gambusia 

affinis、カワスズメ Oreochromis mossambicus、ミ

ミズハゼ Luciogobius guttatus、チチブモドキ

Eleotris acanthopomaの計 5種の DNAは検出され

なかった。検出されなかった 5 種と MiFish-U-F/R

の塩基配列を比較したところ、MiFish-U-F と 1–3

塩基のミスマッチが確認され、MiFish-U-R とは

完全に一致していた（Table 5）。しかし、ニホン

ウナギとチチブモドキで見られたプライマーと 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

のミスマッチは、それぞれ DNA が検出されたオ

オウナギ a Anguilla marmorata（計 3,941 リード）

とテンジクカワアナゴ Eleotris fusca（計 1,449 リ

ード）と同じ個所であり、プライマーとのミスマ

ッチによる偽陰性ではないと考えられる。a eDNA

が検出された 7 種のうち、ユゴイとオオクチユゴ

イを除く 5 種は、同様に MiFish-U-F と 1–3 a塩基

のミスマッチが確認された（Table 5）。aユゴイと

オオクチユゴイについては、a INSD に登録されて

いる aミトコンドリア a12S a遺伝子の a塩基配列が、 
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MiFish-U-F/R の増幅領域 167 bp のみ（ユゴイ：

LC037040, LC519415, LC552469; オオクチユゴ

イ：AB972190, LC458256, LC496194, LC552468）

または MiFish-U-F/R のアニーリング部位と増幅

領域を含まない（オオクチユゴイ：KJ774840）た

め、プライマーとのミスマッチを確認できなかっ

た。検出されたリードの約 90 %を、以前記録さ

れていなかったオオクチユゴイが占めていたこ

とについては、今後、タイモ水田用水路における

優先種としての位置付けや実際の個体群密度に

関する直接観察が必要であると考える。  

ヨシノボリ類の一部は MiFish-U-F/R の増幅領

域では識別できないため、それぞれヨシノボリ類

の一種としたが、ヨシノボリ類 1 と配列が一致す

る種をみると、ヤイマヒラヨシノボリとケンムン

ヒラヨシノボリの記載以前の総称であったヒラ

ヨシノボリ Rhinogobius sp. DL が宜野湾市から記

録されておらず（立原 2000）、加えて、沖縄島に

分布するケンムンヒラヨシノボリは河川上流部

に生息することから（Suzuki et al. 2020）、クロヨ

シノボリのみが当地域で検出されうる種と考え

られる。同様に、ヨシノボリ類 2 については、立

原（2000）が宜野湾市からアヤヨシノボリを記録

していること、また、アオバラヨシノボリは沖縄

島北部の河川にのみ分布が知られることから（岩

田 2003）、本検出はアヤヨシノボリに由来すると

推定される。チチブ類の一種については、該当 3

種の国内での分布から（明仁 1987；立原 2000）、

ナガノゴリに該当する。調査地であるタイモ水田

には、昔からタウナギ類 Monopterus sp.が生息し

ているとされ、著者らは標本を得て保管している

が、一方で、用水路から DNA は検出されなかっ

た。タウナギ類の塩基配列は、MiFish-U-F/R とそ

れぞれ 2 塩基のミスマッチが存在する（Table 5）。

つまり、タウナギ類が検出されなかったことは、

プライマーとのミスマッチが要因の一つの可能

性がある。他には、タウナギ類は用水路ではなく、

タイモ水田の泥地に潜って生息していることや、

タイモ水田と用水路の接続が時期によってタイ

モ収穫後に耕す場合や水位維持の注水だけの一

方向の流れに限られていること等が要因となっ

て検出されなかった可能性も考えられるため、さ

らなる検証が必要である。 

わずか 1 回の eDNA サンプルの採集により、

沖縄県宜野湾市大山に生息が確認されていた魚

類の約 40 %にのぼる種の DNA が、1 つの用水路

から得られ、さらに未報告の 3 種の存在が新たに

示唆された。これは、MiFish-U-F/R を用いた

eDNA 分析が、直接採集や目視観察といった従来

の調査と比較して、低コストで生物多様性を検証

することが可能であることを示している。地点数、

季節、年月、種ごとの生態を考慮したサンプリン

グによって、より詳細な魚類相が解明されていく

ことが期待される。しかし、eDNA 分析は従来的

な調査にとって代わるものでなく、生息の実態や

個体群密度などは、従来通りの直接採集や目視観

察が必要となる。 

 

十脚甲殻類相 

諸喜田ら（2000）は、宜野湾市の地表河川（中

流から上流）と湧水から 4 科 9 種の十脚甲殻類を

報告している（Table 6）。本研究で用水路から検

出された十脚甲殻類は 4 科 11 種であり、諸喜田

ら（2000）が外来種として記録したスジエビ

Palaemon paucidens と ア メ リ カ ザ リ ガ ニ

Procambarus clarkii は検出されなかった。スジエ

ビは北海道から奄美大島に分布し、沖縄島から採

集されたスジエビがミトコンドリア 16S 遺伝子

配列解析の結果、琵琶湖由来と同じハプロタイプ

（A1 ハプロタイプ）を有したことから（張ら

2018）、外来種とした諸喜田ら（2000）を裏付け

た。アメリカザリガニについても 1980 年代から

沖縄県の外来種として定着している（諸喜田ら

2000）。両種と MiDeca-F/R の塩基配列を比較した

ところ完全に一致したため、検出されなかった要

因として、プライマーのミスマッチは除外される。

外来種であるスジエビ A タイプとアメリカザリ

ガニは、純淡水性生物であることから、沖縄県へ

の侵入は人為的なものである。尚、タイモ水田へ

の定着は不明であるため、継続なモニタリングが

必要である。諸喜田ら（2000）の淡水域の採集記

録になく、本研究によって eDNA が検出された 



 

Table 6. Comparison of decapod crustacean species detected by present eDNA 

metabarcoding analysis with those from previous observations (Shokita et al., 2000; 

Nagai et al., 2022) in the study area. Plus signs indicate the positivity, whereas minus 

signs denote the negativity. An asterisk represents that the DNA may have been 

detected (see Discussion). 
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種は、ツノナガヌマエビ Caridina grandirostris、

リュウグウヒメエビ C. laoagensis、ナンヨウテナ

ガエビ、クロベンケイガニ Orisarma dehaani であ

った。リュウグウヒメエビについては、Nagai et 

al.（2022）が調査地点から、クロベンケイガニに

ついては、諸喜田ら（2000）の宜野湾市の汽水域

からの記録があることから、両種の DNA が検出

されたことに矛盾はない。ナンヨウテナガエビは、

2017 年にザラテテナガエビ M. australe の下位シ

ノニムから隠蔽種として再記載され（Castelin et 

al. 2017）、日本における本種の記録は沖縄県名護

市と静岡県賀茂郡河津町の 2 例に限られる（Fuke 

and Imai 2018; 皆川・福家 2024）。ナンヨウテナ

ガエビとザラテテナガエビの形態学的種同定は

困難であるが、本研究による eDNA 分析では、明

確に両種を識別できることが明らかとなった。今

後、日本南部の淡水域の eDNA を分析すること

で、稀種であるナンヨウテナガエビの生息地の解

明が期待される。 

1箇所の水路から得た 4つの eDNAサンプルの

採集により、沖縄県宜野湾市大山の広範囲で確認

されていた約 80 %の十脚甲殻類が検出されたこ

とは，MiDeca-F/R を用いた eDNA メタバーコー

ディングが十脚甲殻類相を把握するための手法

として、非侵襲的かつ効率的であることが示され 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

た。さらに調査地周辺で未報告の稀種ナンヨウテ

ナガエビが検出されたことは、eDNA 分析が直接

採集や目視観察では確認の難しい種を検出する

場合があり，生物相の詳細な把握にも貢献できる

ことを示している。 

 

モクズガニ属  

MiDeca-F/Rの増幅領域171 bpにおいては、沖縄

産モクズガニとチュウゴクモクズガニのみなら

ず、モクズガニ類全体を識別できないことが示さ

れた。検出されたヒメヌマエビ属は種間変異とし

て14–44塩基（種内変異：1–2塩基）、テナガエビ

属は種間変異として16–39塩基（種内変異：1–18

塩基）が確認された（Table S1参照）。淡水性エビ

類と比較して、モクズガニ類のMiDeca-F/Rの増幅

領域における変異は非常に小さいことが明らか

となった。モクズガニ属は、「特定外来生物によ

る生態系等に係る被害の防止に関する法律（外来

生物法）」によって、モクズガニとオガサワラモ

クズガニを除く全種が特定外来生物に指定され

ている。山崎（2011）は、沖縄産モクズガニは小

規模集団である上に、他のモクズガニ属と近縁で

あり交雑する可能性があることから、沖縄への外

来産モクズガニ属の導入に警鐘を鳴らしている。

eDNA分析による外来甲殻類の検出例として、

http://aquaanimal.net/cgi-bin/appendix/AA2024-20TableS1.pdf
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Hiraoka et al.（2021）によるチュウゴクスジエビ

Palaemon sinensisなどが挙げられ、外来種の侵入

状況のモニタリングにeDNA分析が有効であるこ

とが示されている。しかしながらMiDeca-F/Rを用

いたeDNA分析ではモクズガニ類を明確に識別で

きないことから、今後、外来モクズガニ属の侵入

をeDNA分析によりモニタリングする場合は、新

規のプライマーを設計する必要があると考える。 
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