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 近年利用が拡大する環境DNA手法を応用して，陸生種の調査ができることが報告されている．しかし， 
陸生種が水域にDNAを放出する機会が少ないことから，その検出手法は確立されていない．そこで本研究 
では，降雨時に表面流出によって陸域から河川に流入する環境DNAを対象として，陸生種の調査・検出を 
試みた．また，様々な降雨イベントを対象にすることで，環境因子（e.g., 降水量，濁度）が環境DNA検出 
に与える影響を検討した．結果として，降雨時調査において47 サンプル中42サンプルで陸生種のDNAが
安定的に検出された．一般化線形モデルにより，環境DNA濃度に対して，降水量，濁度，森林の割合，市
街地の割合が有意な正の効果，流入点‐調査点が有意な負の効果を有していることが確認された． 
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1.  はじめに 

 
生物多様性は生態系および人間社会の持続性を支

えているため1)，気候変動等に伴う生物多様性の変

化（文献１）を把握することは重要である。しかし，

従来の生物調査においては直接捕獲や目視観察とい

った時間・労力を要するものであり，より効率的な

生物モニタリング手法の確立が極めて重要な課題で

ある．近年，環境DNA（eDNA）を用いた生物調査
法が急速に発展している2, 3)．eDNAは，海や湖沼，
土壌など環境中に含まれる生物の皮膚片，粘液，排

泄物などに由来するDNAのことであり，この検出
可否によって対象生物の在否を判定できる特長を有

する．また，低コスト，短時間，非侵略的などのメ

リットが挙げられている4)． 
eDNAを用いた生物調査（以下，eDNA法）はこ

れまで，魚類や両生類等の水生・半水性種を対象と

して研究が進展してきた5)．その一方，近年では陸

生種が水源における水浴や排泄等に伴いそのDNA
を水中に放出し，検出可能になることが報告されて

いる6)．Ushio et al.（2017）は，哺乳類を標的とする
プライマーによって，動物園のケージの中における

水試料から，飼育されている哺乳類が多数検出され

たことを報告している7)．Coutant et al（2021）は，
アマゾン川流域において，eDNAによる多種網羅的
検出手法（i.e., メタバーコーディング）が陸生種や
半水生種に適用可能かを検証した8)．結果として，

非水生種，水生種，半水生種が効率的に検出され，

さらに，検出できた種の分布は既知の分布と整合し

ていることが分かった．以上の研究報告は，eDNA
法が水域のみならず，陸域生態系の調査にも活用し

得ることを示唆している．しかし，これまでの陸生

種に関する研究の課題として，陸生種が水域と接触

する機会は少ないかつ不規則であるため，対象種が

実際に存在していても，水域においてeDNAを検出
できないことが挙げられる9)． 加えて，水中のDNA
がpH，水温，流下距離などの要因に応じて分解が
促進されるため10-12)，検出はさらに困難になる． 

Yang et al（2021）とCoutant et al （2021）は，降
雨時の表面流出により陸域のeDNAが河川・水域に
輸送されていると考察した8,13)．また，Valentin et al 
（2021）は異なる降水量および降雨状態が陸域にお
けるeDNAの流出に与える影響を検討した14)．結果

として，降雨があればその多寡にかかわらず陸上植

物表面にあるeDNAが迅速に除去されることが示さ
れた．この結果は，陸域におけるeDNAが降雨に伴
う表面流出によって河川に輸送される機構が存在す

ることを示唆している．そのため，降雨出水時にお

ける河川のeDNA調査によって，水域と接触する機
会が少ない陸生種を迅速に検出できることが考えら

れる．しかし，降雨時の表面流出による侵食作用で

砂泥が河川に流入し，水の濁度が高くなる傾向があ

る．よって，高濁度の水サンプルからeDNAを効率
的に回収する工程が必要となる． 
 一般的に，水サンプルからeDNAを濃縮する際は，
回収率を向上させるために孔径が小さいフィルター
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を使うことが提案されている15,16)．しかし，調査対

象が濁水の場合は，ろ紙の目詰まりが発生すること

に加えて，eDNAが懸濁物質に吸着して粒度が大き
くなることが報告されている 17)．このため ，高濁
度の水域を対象にeDNA法におけるろ過・濃縮手法
の適用可否を検討し18)，eDNA検出可否に及ぼす環
境要因の検討を行う必要があるが，そのような研究

事例は極めて限定的である．降雨時における濁水か

らeDNAを検出できる条件が理解され，その回収手
法が確立されれば，流域における水生種・陸生種の

双方を一斉にモニタリングすることも視野に入る．

Staley et al（2018）は降雨後において河川，河川と
繋がる雨水の排水口，海岸のeDNAを解析した19)．

結果として，排水口において，主に魚類および人間

を検出し，河川において，降雨後に非人間哺乳類の

DNAが増加した．しかし，検出された陸生哺乳類
の放出源は不明瞭であり，人間の排泄物から検出さ

れた可能性が否定できないと考察している．また，

eDNAの検出に影響を及ぼす環境条件は不明である． 

そこで本研究では，畜産動物として宮崎市内に高

頻度で分布するウシ（Bos taurus）を対象として，

複数の降雨イベント時において河川水からeDNAを
解析し，検出可否に影響する要因を検討した．宮崎

市の年間降水量は日本全国において上位であり，多

様な降雨形態における評価が可能となる．また，対

象種をウシに設定した理由として，宮崎において，

ウシは広汎的に分布していてその生息位置（ i.e., 
eDNA放出源）も明瞭であり，近縁種がいないため
偽陽性のリスクが極めて低いことが挙げられる．よ

って，本研究により，陸生種の検出に影響を及ぼす

環境条件が整理される． 
 
 
２. 材料と方法 
 
(1) 調査領域と調査日  

調査河川は，宮崎市内を流下し，集水域に牛舎が

存在する清武川水系の3河川（水無川，岡川，田上
川）および田上川に接続する用水路とした（図-1）．

調査時期は2021年9月～2023年6月の降雨直後（赤江
観測所により3時間合計雨量0~39 mm）において3～
5回実施した．各調査においては，1 L の採水を2反

復で実施した．2021年，2023年調査と2022年5月調
査においては，降雨後調査の2時間後に2回目の調査
を実施した．また，環境項目の測定のために250ml
の採水を実施した． 
 
(2)  eDNA濃縮と抽出 

 eDNA濃縮に使用したろ紙は，孔径 0.7 μm
（GF/F；ワットマン社）と2.7 μm（GF/D ；ワット
マン社）のものを使用した． DNA抽出は，eDNA濃
度の定量において変動性が小さいと報告されている

Eichmiller et al.（2016）の手法に倣い行った20)．ま

ず，滅菌した鋏とピンセットを用いて，クリーンベ

ンチで約1×3 mmに切断した．その後，DNeasy 
PowerSoil Kit（QIAGEN社）を用いて切断したろ紙
から既定のプロトコルに従いDNAを抽出した． 
 
(3) eDNA定量とデジタル PCR の実施条件 

 ミトコンドリアのシトクロム b（Cytb）領域を標
的とするプライマーおよびプローブ 21) を使用し，

Forward primer=Reverse primer450 nM，Probe=125 nM 
の濃度で 96°Cで 10分，60°Cで 2分間の変性，98°C
で 30秒間の伸長を 50サイクルの条件により Pを実
施した．陽性と陰性のウェルを区別する蛍光強度の

閾値は，Quant Studio 3D Analysis Suite（Applied 
Biosystems 社）のデフォルトの設定を採用した．た
だし，陽性ウェルのプロットの蛍光強度が低く，陰

性ウェルのプロットと蛍光強度により明瞭に分離さ

れていない場合には，陰性であると判断した 22). 
 
(4) 環境因子 

降雨時における河川水からの陸生種の検出可否は，

陸域に存在するeDNAの水域への流出機構および輸
送途中の分解・沈降に関わるパラメータに左右され

ると考えられる．このため，本研究ではeDNA検出
可否に与える環境変数を選定し，eDNA濃度との関
係性を評価した．表面流出の発生に影響すると考え

られる環境変数として，降雨強度の指標である3時
間合計雨量と流域土地利用の割合（ALOS 100 m解
像度）を採用した．また，輸送途中の分解・沈降に

影響すると考えられる環境変数として，河川に流入

すると想定される点から調査地点までの河道距離

（以下，流入点－調査点距離）と調査地点に近傍の

牛舎から河川までの直線距離（以下，放出源－河川

距離）を採用した．さらに，降雨に伴い河川水の濁

度が高くなり，濁水からのeDNA回収は困難となる
23)ため，濁度（PT-200-TROAM，朝日サイエンス社）
を選定した．土地利用について，ALOSから10項目
の土地利用を森林，農地，市街地，その他，4項目
にまとめた．その結果，調査河川流域の土地利用は

水無川が森林78.2%，農地12.2%，市街地5.4%，岡
川が森林47.9%，農地29.5%，市街地16.1%，田上川
が森林16.7%，農地35.3%，市街地27.8%であった．
表面流出の発生に関係が深い点を考慮し，森林の割

合と市街地の割合を採用した．なお，放出源－河川

距離と流入点－調査点距離はそれぞれ，水無川まで

図-1 調査領域である清武流域 

- 154 -



 

3 

約144 mと260 m，岡川まで約30 mと186 m，用水路
まで約5 mと150 m，田上川まで約313 mと約497 mで
ある． 

 
(4) データ解析 

陸生種の検出可否に影響を及ぼす要因の分析のた

めに，eDNA濃度を目的変数，3時間合計雨量，濁
度，放出源－河川距離，流入点－調査点距離，森林

の割合，市街地の割合，ろ紙の種類を説明変数とし

たポアソン分布に基づく一般化線形モデルを構築し

た(glmTMBパッケージ，R4.3.1)．この際，未検出の
についてはeDNA濃度を0とした．なお，2021年9月
サンプルは濁度が未観測のため，欠損とした． 
 

 

３. 結果と考察 

 
(1) 基礎環境項目 

表-1に各河川における基礎環境項目を測定した結

果を示す．水温は，5月12日の水無川サンプルと9月
13日の田上川サンプル以外，調査日及び河川間にお
いて大きな差は見られず，17.9℃～21.6℃であった．

pHの測定結果は，2023年6月2日の2回目のサンプル
はやや低い（pH：5.98～6.16）が，それ以外は全体
的に中性(pH：6.9～7.96)であり，水無川が高い値を
示した．電解度の測定結果は，25.8 μS/cm～166.2 
μS/cmの範囲であり，各河川における調査日間にお
いて大きな変動があった．2021年11月22日の結果は，
地点に共通して他の調査日より大きい値を示した．

濁度の測定結果については，流域の土地利用と降水

量に応じて，大きな差が見られた（0.45 ppm～
314.34 ppm）．降水量の増加により，濁度が高くな
る傾向が見られた．市街地の割合が大きく，周辺に

農地がある田上川と用水路において，雨量の増加に

伴う濁度の増加幅が大きいことが分かる． 
 

(2) eDNA定量結果 

図-2に降雨時における eDNA定量結果を示す．47
サンプルのうち 42 サンプルにおいて eDNA が検出

された．調査期別では，eDNA 濃度としては，2021
年 9月期に 855～8267 Copies/L ，11月期に 0～1350 
Copies/L ，2022 年 5 月期に 250～3801 Copies/L ，9
月期に 0～2934 Copies/L，11 月期に 4807～399185 
Copies/L，2023 年 6 月期に 0～1040 Copies/L の範囲
であった．よって，全調査地点において，降雨時に

おける河川水試料から，安定的に陸生種を検出・定

量できることが分かった．なお，降水量が多い

2022 年 11 月 29 において，高濃度のウシ DNA が検
出されたのに対して，降水量が少ない 2021年 11月
において，低濃度または非検出のサンプルが多かっ

た．未検出の 5サンプルのうち，水無川が 3 サンプ
ルを占めた．よって，水無川においては相対的に陸

域 eDNAが河川に流入しにくいことが示唆された． 
 ろ紙別の検出結果として，全体的に GF/F が多く
の eDNA を回収できる傾向を示した．4 サンプルの
み GF/D のほうが多くの eDNA を回収したことを示
した．これらのサンプル取得時における濁度は極め

て高い傾向を有していた．よって，高濁度の水域か

ら eDNA を回収する際には，GF/D が回収率におい

て優位であることが示唆された． 
 各地点において，同流域にある用水路と田上川は

すべての調査時期に渡って，最も安定的に検出でき

る結果となった．その理由として，これら地点から

放出源までの距離が短いことが挙げられる．実際に，

降水量が少ない時期（2021 年 11 月）においても検
出ができている．これら地点を比較すると，同調査

時期において，田上川に比べて用水路において高濃

度で eDNA が検出される傾向が確認された．その理
由として，田上川において，流入点－調査点距離が

長く，下流まで輸送 される途中に eDNA が微生物

による分解や物理的な作用（e.g., 沈降）を受けたこ
とに加えて，支流の合流によって eDNA が希釈され
たことが挙げられる． 

 

` 調査日 濁度(ppm) 電解度(μS/cm) pH(-) 水温(℃） 降水量(mm)
放出源－
河川距離

(m)

流入点－
調査点距
離(m)

2021.11.22 55.20(5.78) 111.6(119.3) 7.37(7.37) - 1.5(0)
2022.5.12 19.30（25.38） 53.6(61.1） 7.96（7.91）14.9（17.7） 14.5
2022.11.29 45.12 98.20 7.87 18.00 6.50
2023.6.2 285.82(110.31)  -(56.6) 7.72(6.16) 17.9(18) 30.5(14.5)

2021.11.22 6.72（4.07） 119.4(126.6) 7.25(7.27) - 0.5(0)
2022.9.13 16.72 67.30 7.11 24.20 4.00
2022.11.29 138.54 39.80 7.18 19.00 42.00
2023.6.2 12.77(7.43)  -(76.7) 6.9(5.98) 21(21) 39.5(8.5)

2022.5.12 174.52(46.73) 76.7(71.3) 7.44(7.18) 19.7(18.4) 12(7.5)
2022.9.13 63.25 55.70 7.70 21.60 4.00
2023.6.2 314.34(112.33)  -(67.1) 7.47(6.09) 20.9(21) 36(14.5)

2021.11.22 0.96(0.45) 164.7(166.2) 7.181(7.082) - 0.5(0)
2022.11.29 189.94 25.80 7.33 19.00 30.50

5 150

144 260

313 497

30 186

用水路

水無川

岡川

田上川

表-1 環境項目測定結果と雨量情括弧内は 2 回目調査の結果，「-」は未観測を示
す． 
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3) eDNA濃度と各環境因子との相関 
 一般化線形モデルの結果を表-2 に示す．eDNA 濃

度に対して，3 時間合計雨量，濁度，森林の割合，
市街地の割合が有意な正の効果，流入点‐調査点距
離が有意な負の効果を有していた．これにより，降

水量が多い条件において， eDNAの陸域から河川へ
の流出・輸送が促進されることが示唆された．高濁

度条件下において eDNA濃度が高まる傾向が見られ
たが，これは濁度が降水量と相関を有していること

も原因と思われる．流入点‐調査点距離が長い条件
において eDNA濃度が低下する傾向は，陸域から河
川に流入した eDNAが輸送に伴い生化学的な分解や
沈降により減衰し，検出しにくくなることを示唆し

ている． 

 

 
4. まとめ 

 
本研究では，eDNA 手法を用いて，降雨時におけ

る河川から 2種類の孔径の ろ紙を用いて，畜産動物
として飼育されるウシを対象に陸生種の検出可否を

検討した．また，eDNA 検出に影響する環境因子に

ついて回帰モデルによって評価した．得られ た主
要な結果を以下に示す． 

 
1) 宮崎市内の 3 河川を対象に，降雨時におい て

計 10 回の eDNA 調査を実施した，結果として，

強度の高 くない降雨イベント時も含めて，47
サンプル中 42サンプルで eDNA が検出された．
よって，  降雨時において河川から陸生種の 
DNA が安定的に 検出可能であることが示され
た． 

2) ろ紙別の eDNA 濃度の全体的な傾向として，
孔 径の小さいろ紙（GF/F）の方が高い値を示
した．しかし，高濁度条件下においては，孔

径の大きいろ紙 （GF/D）において回収率が高
まるケースも確認さ れた．よって，高濁度条
件においては， GF/D を使用することが有益で
あることが考えられ る． 

3) 一般化線形モデルにより，降雨時における陸

生種の eDNA濃度に対して降水量，濁度，森林
の割合，市街地の割合が正の効果を有するこ

とが確認された．よって，降水量の増加は陸

域の DNA の河川への輸送を促進することが示

唆された． 
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