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   Environmental DNA (eDNA) analysis is considered a powerful tool for estimating the biomass as 

well as the presence / absence of aquatic organisms in rivers. However, few studies have clarified the 

relationship between biomass and environmental DNA concentration in running water experiments. In 

this study, we revealed the relationship between eDNA concentration and biomass of Dark chub Candidia 

temminckii in a running water experiment. Furthermore, we attempted to quantify the eDNA 

concentration of C. temminckii at three rivers in Chugoku district, Japan. The results of the running water 

experiment revealed a clear positive relationship between the eDNA concentration and the total weight of 

C. temminckii. In addition, the eDNA of C. temminckii was detected in samples from all sites. 
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１． はじめに 

 

 近年，河川における生態系管理は，希少生物の保全だ

けでなく，普通種も含めた生態系の調査や把握が必要不

可欠となっている．現在，河川における生態系管理にお

いては，主に種多様性に着目した調査データは集積され

つつある一方，生物の量に関する情報の蓄積は少ない1)．

その理由として，河川における生物量の把握は陸域と比

べて困難であり，特に魚類に関しては網などを用いても

正確な現存量を把握できていないという課題があるため

である．これに対して，近年，湖沼や河川で採取した1L

程度の水サンプルに浮遊・存在するDNA（環境DNA）

の情報を調べることで，水棲生物の生息状況を評価する

生物モニタリング手法の開発が急速に進んでいる2), 3), 4), 5)．

この手法は環境DNA分析と呼ばれており，近年は，河

川における生物の在・不在6)だけではなく， 環境DNA

の量が生物量と強い正の関係性があることも明らかに

なってきており，生物量を推定できる技術としての可能

性も示されている7)．それゆえ，環境DNA分析は，今後

の河川における生態系管理において，重要なツールの一

つになると考えられる．  

現在，環境DNA量と生物量の関係についての実験的

研究としては，止水環境において環境DNA量と生物量
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の関係性を明らかにしたものが中心であり8), 9), 10)，流水

環境における研究例は少ない．止水環境では，生物から

排出された環境DNAは水中に滞留していると考えられ

る．一方，流水環境では，水が生物と接する時間が少な

く，さらに環境DNAを含んだ水は流下していくため，

止水環境とは異なり，流下環境DNA濃度が生物量を正

確に反映しない可能性も想定される．よって，流水環境

である河川において環境DNA分析を適用するうえで，

流水環境中においても，環境DNA濃度が生物量を反映

するかを検証することが必須である．これまでの流水環

境中の環境DNA量と生物量との関係については，野外

における目視調査による個体数・生物量と環境DNA濃

度の関係性を示したものが中心であるため7)，正確な生

物量が判明している流水環境下で，生物量と環境DNA

量の関係性を明らかにした研究例は少ない．よって本研

究では，河川に生息する純淡水魚であるカワムツ

Candidia temminckii 11)を用い，流水水路における実験に

より，流水環境下における生物量と環境DNA量の関係

性を明らかにし，さらに，野外への適用を目的として，

中国地方の3水系から得た水サンプルの環境DNA分析を

行うことにより，各河川・各地点におけるカワムツの生

物量の定量化を試みた． 

 

２． 方法 

 

(1) 対象魚種 

本研究で実験対象魚として選定したカワムツは，西日

本各地の河川と湖沼に分布するコイ科の純淡水性魚類で

ある．河川においては中・上流域の流れの緩やかな淵を

中心に生息し，岩などが点在する場所や，岸辺の植物が

水面に覆いかぶさったような環境を好む12)．本種は西日

本全ての一級河川において生息している13)普通種である

こと，また，河川に生息する遊泳性魚類のうち，採集お

よび飼育の点で容易であるため，流水水路での実験対象

魚として優れている． 

 

(2) 水路実験 

 実験装置は，貯水槽，上流水槽，水路部，下流水槽に

より構成され，実験水は貯水槽→上流水槽→水路→下流

水槽の順に流れる仕組みとした（図-1）．水路は長さ

600cm，高さ20cm，水路幅15cm，水路勾配1/1000のアク

リル製の直線水路で，水路上端と50cm地点にはアクリ

ル製の流水板を取り付け，実験魚の遊泳区間とした．本

実験装置は，上流水槽から水路部への流入量が調節可能

であり，また，水路下流端の可動式の堰により，水深や

流速の調節が可能である（図-1）．なお，下流端水槽に

排水用の配管を取り付け，実験で使用した水は常時排水

可能な仕組みにした（図-1）． 

 今回行った実験は，上流端から3.5m地点での流速を

0.2m/s，水深を6.5cmに固定し，可能な限り近いサイズ，

重量のカワムツを用いて，個体数を10，16，24尾で行っ

た．実験手順としては，まず事前準備として，実験開始

の24時間以上前に水路の貯水槽に水道水を貯め，次に，

実験開始の約12時間前に，遊泳区間の仕切り内に水深約

10cm程度に水を入れたナイロン袋を設置し，その中に

供試魚のカワムツを投入し，エアレーションをおこない，

水路環境での事前馴致をおこなった．まず実験水路内に

水を流し，水位が安定した後，上流方向に逆流しないよ

うに注意し，ナイロン袋内に馴致しているカワムツを仕

切り内に放流した．その後，水路内の遊泳区間と，3.5m

地点において，水深についてはポイントゲージを用い，

流速については電磁流速計（エヌケーエス製，PVM-3）

を用いて測定した．流量は50Lのコンテナを用い，ス
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図-1 実験装置 
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トップウォッチで容量が満たされるまでの時間を計測す

ることにより測定をおこなった．採水(1L)は，水位が安

定してから20分後に開始し，上流端水槽（コントロー

ル）および水路上流端から1.5mの地点において，5分間

隔で3回，ボトルを用いておこなった．なお，採水に用

いたボトルは，使用前に次亜塩素酸ナトリウム漂白剤

（市販製品の10%濃度）で漂白し，DNAを含まない脱イ

オン水によって洗浄して使用した．また，各実験に用い

たカワムツは，実験終了後，全個体の全長(mm)，体長

(mm)，体重(g)を測定した．なお，上流端水槽について

は，実験中常時エアレーションをおこなった． 

 

(3) 中国地方河川における分布特性 

野外での適用を目的として，中国地方の1級水系であ

る小瀬川，佐波川および高津川において，2016年の夏季

に採水をおこなった．小瀬川については2016年7月19日

に本川の河口から5kmから42.5kmの間に6地点，佐波川

については2016年7月21日に本川の河口から4.2kmから

36.5kmの間に11地点，高津川については2016年7月27日

に本川の河口から2.1kmから58.6kmの間の9地点の計26地

点でおこなった．各河川の調査地点については図-2に示

している．各地点ともに，瀬の下流側において表層水1L

を採集した．採水に用いたボトルは，上述の実験同様に，

使用前に次亜塩素酸ナトリウム漂白剤で漂白し，DNA

を含まない脱イオン水によって洗浄して使用した．また，

輸送時のDNA 混入による汚染の有無を確認するため，

輸送時のクーラーボックスの中に，水サンプルを採集し

たボトルと同様のものに脱イオン水を入れて，ネガティ

ブコントロール（以下，クーラーブランク）とした．す

べてのサンプルは冷却して持ち帰った． 

 

(4) 環境DNA分析手法 

カワムツに種特異的なプライマーおよび蛍光プローブ

は，ミトコンドリアDNAのCytochrome b領域の塩基配列

から設計を行った（Takahara et al. 未発表）．このプラ

イマー・プローブを用いたところ，近縁種のヌマムツ

Candidia sieboldii 11) ， ハ ス Opsariichthys uncirostris 

uncirostris 11)およびオイカワOpsariichthys platypus 11)の筋

肉から抽出したDNAではPCRで増幅せず，カワムツの筋

肉から抽出したDNAのみ増幅することを確認した． 

 水路実験，野外調査ともに，GF/F ガラスフィルター

(pore size c. 0.7 μm; GE Healthcare, Little Chalfont)で濾過し

た．また，濾過時のDNA の混入を確認するため，同様

の手法で脱イオン水を濾過することにより，ネガティブ

コントロールとして用いた．フィルターからの抽出は，

サリベットチューブ(Sarstedt, Nümbrecht, Germany)および

DNA 抽出キット(DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen)を用

いてDNA溶液を抽出した14)．抽出したDNA のサンプル

は ， PikoReal Real-Time PCR System (Thermo 

FisherScientific, Waltham)を用いて定量PCRをおこなった．

定量化のための検量線は，各PCR ごとにプラスミドに

よってクローニングされたカワムツの人工DNAの10000，

1000，100，10copies/µLの希釈系列から作成した．なお，

定量PCRの測定結果は，サンプルごとに4ウェルの平均

値を用いた． 

 

３．結果と考察 

 

(1) 水路実験 

 10尾，16尾，24尾それぞれについての実験時の条件に

ついて表-1に示した．これらの結果から，3つの条件下

において，流速，水深および水温は当初想定していた条

件にほぼ相違のない結果になっていたと言える．実験開

始から20分後，25分後，30分後に得られた環境DNAに

表-1 実験条件 

個体数 10尾 16尾 24尾

体長(mm; mean±SD) 56.3±2.8 62.8±12.5 69.4±8.1

体重(g; mean±SD) 4.94±0.42 3.93±1.84 5.08±1.41

総重量(g) 49.35 62.91 121.94

水温(℃) 16.7 16.1 17.9

流速(m/s)

　　遊泳エリア 0.16 0.16 0.18

　　3.5m地点 0.19 0.2 0.19

水深(cm)

　　遊泳エリア 7.8 8.5 8.5

　　3.5m地点 6.4 6.9 6.7

流量(m
3
/s) 0.0023 0.0022 0.0023

 

調査地点

高津川水系

佐波川水系

小瀬川水系

 

図-2 小瀬川，佐波川および高津川の調査地点図 
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ついて定量PCRをおこなった結果，10尾の場合は

0.878±0.137 copies/mL， 16尾の場合は， 1.253±0.168 

copies/mL，24尾の場合は，2.341±0.188 copies/mL（平均

±標準偏差）となり，平均値に着目すると，個体数が増

加するとともに，環境DNA濃度は増加するという結果

となった．また，変動係数に着目すると，10尾の場合で

0.156，16尾の場合で0.134，24尾の場合で0.081という結

果となり，20分後以降は，安定した値を示していること

が明らかになった． 

次に，環境DNA濃度と供試魚の総重量の関係性につ

いて図-3に示している．単回帰分析の結果，決定係数

（R2）は0.95と高い値を示した．これまで，止水環境下

における実験的研究においては，淡水魚類の量が環境

DNA量と正の関係性を示す事例が報告されてきたが
8),9),10)，本研究結果において，流水環境中で同様の傾向を

示したことから，環境DNAは，流水中の魚類の生物量

を高精度に反映する指標であることが示されたと言える． 

 

(2) 中国地方における分布特性 

小瀬川，佐波川および高津川において採水したサンプ

ルの分析結果について図-4に示している．小瀬川におけ

る結果は，6地点の平均が2.318 copies/mL，佐波川におけ

る結果は，11地点の平均が14.790 copies/mL，高津川にお

ける結果は，9地点の平均が7.740 copies/mLだった．これ

らの結果から，水系単位で比較すると，本研究対象の中

では最も佐波川がカワムツの環境DNA濃度が高く，小

瀬川が最も低かったことから，佐波川，高津川，小瀬川

の順にカワムツの生息密度は高いことが予想されるが，

流量や河川規模が異なる水系が異なる場合に，水系間を

比較できる指標の開発については，今後の検討課題であ

るといえる． 

eDNA濃度
(copies/mL)

14 – 40

7 – 14

3 – 7

0.3 – 3

 

図-4 小瀬川，佐波川，および高津川におけるカワムツの環境DNAの野外調査の結果 
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図-3 カワムツの総重量と環境DNA濃度の関係性 
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また，各水系内でのカワムツの流程分布傾向を明らか

にするため，環境DNA濃度と河口からの距離との関係

性を図-5に示している．小瀬川および高津川は，河口か

らの距離が大きくなるほど環境DNA濃度が高くなる，

つまり上流域のほうがカワムツの生息密度が高いと予想

される結果となったが，佐波川については，河口からの

距離が近い，つまり下流域の環境DNA濃度が低いとい

う点に関しては共通していたものの，河口からの距離が

10.4 km付近でピークを迎え，それより上流では，環境

DNA濃度はあまり変化しないという結果となった．既

往の知見では，カワムツは河川の中・上流域を中心に生

息することが知られているため12)，全河川の結果につい

ては妥当と言えるものの，河川によって，流程分布のパ

ターンは一様ではないことが示唆される結果となった．  

流程で変化する環境条件は様々であるが，それらのうち，

水温との関係性に着目した結果を図-6に示している．本

研究における採水地点のうち，赤松ら15)で設定した水温

のモニタリングサイトと合致し，採水日前1ヶ月間の

データに欠測がなかった地点は，小瀬川で3地点，高津

川で6地点存在したが，佐波川については2点しか存在し

なかったため省略している．水温測定方法の詳細につい

ては赤松ら15)を参照していただきたい．これらの図から，

両河川ともに，平均水温が低い地点でカワムツの環境

DNA濃度が高い結果となっている．低水温域でカワム

ツの生物量が多くなる理由としては，魚自体の水温選好

性だけでなく，水温に左右される餌資源や競合種等の生

物的な環境条件や，流程によって変化する河床材料等の

水温とは無関係な物理環境条件など，さまざまな理由が

考えられる．よって，本研究の結果のみでは，カワムツ

の生物量を左右する具体的な環境条件に言及することま

ではできないが，本研究で構築した手法を今後河川にお

ける生物調査に用いることで，多地点における生物量の

定量化が短時間で可能になると思われる．  

また，河川において環境DNA分析を用いたモニタリ

ングをおこなう際，その地点で採水した水がどの程度の

影響範囲を示しているかを明らかにすることは最も大き

な課題の一つである．赤松ら1)は，河川における環境

DNA濃度の影響範囲が採水地点の上流400mから800mの

間である可能性を示しており，広範囲の累積値である可
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図-5 小瀬川，佐波川および高津川におけるカワムツの環

境DNA濃度と河口からの距離との関係性 
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図-6 小瀬川および高津川におけるカワムツの環境DNA濃度

と調査前1ヶ月間の平均水温との関係性 
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能性が少ないことを示しているが，本研究の，下流域の

ほうが上流域よりも環境DNA濃度が低いという結果も，

環境DNAは，採水地点より上流広範囲の累積値には

なっていないことを示唆するものとなっている．流水中

における環境DNAの影響範囲については，今後，流水

水路でのさらなる実験や，野外での操作実験を行うこと

により明確にする必要があると言える． 

 

４．結論 

本研究では，河川に生息する純淡水魚であるカワムツ

を用い，流水水路における実験により，流水環境下にお

ける生物量と環境DNA量の関係性を検討した結果，環

境DNA濃度と供試魚の総重量には明確な正の関係性が

みられたため，環境DNAは，流水中の魚類の生物量を

高精度に反映する指標であることが示された． 

 さらに，小瀬川，佐波川および高津川から得た水サン

プルの環境DNA分析を行うことにより，各河川・各地

点におけるカワムツの環境DNA量の定量化を試みた結

果，水系単位で比較すると，佐波川，高津川，小瀬川の

順にカワムツの環境DNA濃度は高く，また水系内で比

較すると，小瀬川および高津川は，上流域のほうが環境

DNA濃度が高かったことに対し，佐波川については，

下流域の環境DNA濃度が低いという点に関しては共通

していたものの，中流でピークを迎えるという結果とな

り，河川によって，流程分布のパターンは異なっていた． 

今後，本研究で構築したモニタリング手法を，カワム

ツだけでなく多種にも拡大することにより，多地点にお

ける多種の生物量の定量化が短時間で可能になることが

考えられるため，本研究成果は，生物量を考慮した河川

の生態系管理に寄与するものであると言える． 
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