IRIE DNA [2 & 57 A DF A DENEETE

(25]
O7 =T BADRJINC

BRARAE R ERT
WFFEFAE 0 ME— VR AEW]

BRI RFEATH Y . ZOREITE LTI &V E O MR HEE & 454

SNTWDHOO, BEEFA TIIEIN - PHERII DA~ T L7207 2 OB 2 FHEICHE TE TWhanE

KrH 5,

X—U— R BREEDNA, 7o, A, EhisiE

1. [ZL®IC

7 = Plecoglossus altivelis altivelis | AR B HIE 2 534
T D MAIELER T, ZOATELITEK D B &) T
JND_EFEERI BT LT 72BN )10 Rtk CrE
i35 & ZAIZEEE Y . Ik Lo fFeud) Il ofiiuic
Ko TR E TN D, S BICEE, THE
ROMHE TR L7 AN B L, o B
ECRUIC 72 D Z & 20 IRT (il - B, 2006),
[+ A3 DR EHE D 107 7K O] 1 Fe i 5 i
IZBWT, 31 KRICBWTT 2 0AEBBRE A (A2
HZENEHEEL 725> TED, 45 KRIZOWTIE
FNORFAZERELER E LTORBRH Y . FHAE
WZBW TN ORFNZEFETHL LB OND D
DD, ZOWIERIE 1990 FA04E v — 7 IR
b2 (-1, BHKES, 2019), 72Ol
OPWNE, WAKRO EFoH T 72X D RE, KR
DEFE7R R BRI EMEITZE L T D ES
nTna Bz, -, 2011 ; AEIED, 2011 ;)1
ZIED, 2005),

— 5T, TaOKRHCERT D & EREUIRE
IRE S R T D . 2D, I A~ FORET
B OB 2 Enb, 7Rz iad
2 BT, ZOWEES - EHiERIC s 2 7 2 oEiE
(JBkE) ZHUREICIET 2 2 EnEEND, LovL,
7 O EHIRON) 1 E WX RS FE oD i MIE RS
HEEDNEM SN TWD oI L Bz, Es2ms
VENRAT)EEHEPT, 2019)  AFARMEARREORD 233 L
T FHADMEEESC, 2 OB OW L - Wi AT
%7 2 DORAREOEREIX i&hf%ﬁéhfwﬁ
o [ARRIZ, FIEERINCIIT 5T 2 DA DN T
@\ﬁﬁDNA ;émﬁmﬁﬁanfmé@ XL

BUE DNA 10 Lo C7 2O FREADAE BT 2B 2 o — L THIR T UL, 4H%OT 204 %
Bt 5 L CEEAMR A S ZLNTE S, T TSI AMICE

B 2T D,
18,000 4,500
16,000 - |71 L 4,000
14,000 A /J \ —5597F | 3500
o 12,000 J""\ 3,000 B
1 10,000 \ / \‘\ 2,500 ;&
- }

ﬁ 8,000 /J*-/\« \ 2,000 f{_
P 6,000 JI \ \" 1,500 ".,_:
4,000 \ \ 1,000
2,000 \\'/\ 500
0 %¥ %ﬁ%iﬁ%‘ +-’=F—§§J: U ﬁ + 0
O m kD Ch N un w H — <f ’\ ‘ o M w ‘ O\ o~
EEEEEEFERIE RS

BIZIE, §2lEhy, 2017), A - RIS D BREE
DNA (2L DHHRIL, ZHETD L ZAFEHIDR,
£ 2T, AWFREE T ASHEEOWRAEIC LD T D
EROHE PRI O IEHRS AT RTREZeTE ) I s Ok
WW)K%MT\%ﬁDNA&ﬁ%KiéTi®ﬁﬁ
DOEFARILOTIRZ1TV N, BB DNA 250 5B - 1
W BT DT 2R OB AR T 2 FiE L 72V
D HOREETEAT T2,

2. IERA*®
2. 1 REINEAIASIZH T2 7 1DIRE
TE)T A ERIC IS B 7 2 DI O EE A iR 3

L7, WEINKHEL Y TR 5 Hus, IB@INC 5

R OFIAHE (ol - ) ki) (X2 2H) | 2018
11 H~2019 45 1 2/ TH 1El, Hfaxy b
WIS X D BRETIA 2 ki L 7= (-3 28), 72721

11 A2 Wi, JEIIREEL Y Tl 5 S oA T
2EHERE LTS, [FIRFIZ, 12 A & 1 HIZHoW T,
BRBE DNA OV 7L & LT, BB & [F— Dl -
FE, IoIFWD - B TE (BB S 4 BoKE)



/"
g ALY
o FElll
L I=p Il e

FoE/Ea
° e i
2 B2

e Nad? §
oEmE | e s ]
& Q

a2
AESH] | i 0 2 4 6km
——— m—
Y 3 $E7—4 02018 Google, ZENRIN B

M-2 7iFHAOZRER (2018 4)

EEERICEBNT T Uy MV OBKEI TS T2, 725,
[RIRFHALZ SE S AL 738 N RHE & BISKMICER T 57 =
DY FAFRFAEIZ L - T, BEAM (8@ 1ZiXE
JIRHETIEL U HK) 38 (GO F LTS L
EINTND (WEOIED, 2019),

2. 2 IBHEDNA O

1) BERFELEBFEOHREE

KGOV T VRRUTY TV E O CEER
AL, HEBOREUL Y F— kB A K EIC %
AL T, ZORE, i DRE DNA O %
[EBET 2 72 DIc o0 “Hegeny 21To7, T,
HAL_ YN a = AOWREED 0.01% & 722 X 5Tk
MUTeF o TVREEE 7o v F—a=y b (P4
AT URT A fLFE 045 um) CIEET 5 R/EEAFEE
Lz, 70, bRV o= AEIRINT 5 38ET
I, —H oS T2 T AR LT,

2) DNA MiEid & ih

B Clb oL a = AERIM L= 7L
R OWNWTIR, ERENTTI I AT 4V —
(Whatman GF/F 47mm: GE Healthcare 1) % v T
Wes [ L, A O e 2 S L7z, IR O
IRE 238 C RiEE V., 70 500mL H7- 0
1B Qo7 ndbich 2 B 2 Lz, o
7 A4 VZ =L, 20°CTHERE L7z, DNA Offitic
B L Cl ProteinaseK % & A T2 VAR 2 Ut 56°C T
30 /04 > F 2X— k LC DNA O¥EH %17V, DNeasy
blood and tissue kit (Qiagen f1:#4) ZHW\T7 4 L& —
725 DNA filitt - #8247 - 7 ([E#KE 100 4 L) o
i & 72 DNA IRIRIE-30°C CHAS R Lo, 7 4 /b
H—a=v MZX DR T NE, ATV RT AN
IZ Buffer ATL 720uL + Protelinase K 80uL Z#s/0 L., 56°C

M-3 HMEARY ~ERMFIRR

T 40 531 > % 2~— | L7=#. DNeasy blood and tissue
kitliZAHB T 507 A THREL, 17 L &72 0 50uL
O Buffer AE % ] T DNA ¥ L, Hifb_> 1o
= LRI T VR RE & RIERIC-20°C THAGIRE L
7o

3) NWMFEDRFE

E T VREEIZ O T Thermo Fisher sciencetic £1:
# Qbit 35 L TN Agilent £1:% Tape Station % T, 55
M7z DNA DRER JOMEOMREZIT 72, 720
DNA JE&(%. Thermo Fishr Scienseti #1:# Quant Studio
3 U7 NHALPCR AT I, Yamanakaetal. (2016)
DT T A ~—%H\T{T-7=, TagMan gene expression
Master Mix % JHV 7= Pt Tld, Total volume 15uL

(B> 77V DNA2uL) O HrRIZBNT, WTiLs T
AR LR o7, iU, I ARicEEND
7 20 DNA VP72 W ATREMEAS B 2 BT= 72, Twell
72V ® DNA B4 H°7 & L b2, PCR FLEMED
WEZZTTCOHAEELBE L., LV EWEOR
BrzlF It SNDHEEREEH 2 LT, KV EH
PEORWFERZG D LD PCR FKEOBKF 1T -
Too HEEROFER, AT PCR SUGHEZ 25uL/well
L. ZOfk%E DNA > 7 /L8 2.5ul, Taq Path
Master Mix % 12.5uL, 4% 10pmol/uL O F 77 A ~—%
225uL, R 77 A ~—% 2.25uL, Spmol/uL @ TaqMan
Probe % 125uL ZHARE L7z, (HL, ¥ 7L DNA
DA D AU ZDU T Total Volume % 20uL, DNA
P70 20uL & L7, PCR OIRFESAMIE UNG ALEE
% 50°CT 2457, WIIZNEZ 95°CT 10 3 OYIIAT
T D%, 95CT I5F. 60°CT 1 4y DIREESRMHT 50 H
A 7 VOERPCR M &7 72,

ETOIHIMIE, B L 1T >& DAfEE
PEERPEERT D70, FEAT v 7T EIZF CER Y



M-5 #H&EShf=-7FA (2018 &)

Ny MW E BRI ORI s
HAK U H— R DNA DIXLOX ZMET2I2ITES
2oie, DD, [F—7 L — MIZEBWWTa v
Ix—varPEbnir—AZHR L= 2T, 1
R 7= 0 3 ARV LT L, 3 [EIF 2 BILL RO
well [ZHBIESHEGR S NS %Z T L, ZNLT
DOEFUZDNTIE PRI (SAR7E) | &l L7,

3. HARHER

3.1 7AFHAOEERR

TEJIAT O CHRREE ST 7 2 DfFREfITR-1 D & B
DTHhHD (M-528), 11 HIZoWTid, @IIKET
TOFENTIAL FER SN b DD, 12 A LIBRIFIRTE
JIRRT D [5 & ST O TORER & 72 o7z,

Fm, BEEESN T IO TG EEDS 8 LA D
fFa<THot-,

3. 2 RIEDNAIZEL D7 I1DE - FEDHTE

7 2. DNA OREZRARIIEFR2 D LB TH 55,2018
EEE 12 BI3BE N oAtk ol - &g Chgd S 4, H
JEJE T b IiEB 2 bR < 2 TOMS TR S -, 728,
RS I = OB S ehro7e, L, 1 Al
7% LRI - TN L, HER B o o DIER
J& Clif EMOKIEE FOAE 720 R TIE IR &
W L BRI A DI & e otz, Fi-, WEECIE =
& IR BAED A THER S 4, 12 A & ik d 5 & /R
Lol b DO, FlEFEEFNE) | THERN B -T2,

HIE)TIZ. 12 B3V hnoBmgr cn-Fnso 3
VIIVTHER SN H 00, 1 AIEFRELESE SR

DO FFHEINER Lic, 7ol b P ra=y sk
WML T T AT 7 A 3—=7 4 ¥ —%FH LR L
eI EBMIZTCT 4V F—a =y FTCIEE LT
YT N ORIRRIL, BB OF B EVMETIN B o Tz,
F7o, R P ra=u sk b 25007
NTHBRIMEMRIILT LRI TR RN &b, 7
ZDOFRERET 72012131 U v MAVOEKTIER
BT DOMHEIIRNN,

x-1 BREShE=T71FA (2018 )

vl B2l
AO | mEE | RSB | = KEET [RS8 RRWL | AN | HigE
118 | 1R=IE 9 0 0 0 0 — — — - —
VAE]|S| 17 3 6 2 2 - — — - —
12R 0 0 0 0 0 0 1 0 0
1R 0 0 0 0 0 0 1
®-2(1) #m-HTILHOTLDNADEE (2018 &)
A FEUE s AR
12/22 1%8%/@ = R =B
B> 7 ILnie 0S 0S-2 SIT 0S 0S-2 Sil 0S 0S-2 SiT
AEE T O O O o
+= O O O ND
FEN REKIS O O O O o O
= O ND ? ?
FE)AD O ND O O
IRE ? ND O O
238)117k P9 O O ND O
IShrll KR ND O ND ND
SESH ND O O
L ND O O O




£-2(12) thm - TILAOTLDNADEE (2018 &)
HEH FENIE T )=
1/19 R EXE *=IE PEE *IE
B 7L 0S 0S-2 ST 0S 0S-2 ST 0S 0S-2 ST
REET O ND ND ND
+= ND ND ND @)
ol JREk1S ND ND ND ND ND O ND ND O
TEE ND ND ND ND
b1l b ND ND ND ND O O ND ND ND
R L] ND ND ND
23Rk P ND ND ND
B3] KR O O ND
SESHED ND O O
Jeisas ND ND ND

0S : by HFra=y MM ST: 74X —a=y k [O]: 7EHE ND: REHE [2]: RO

3. 3 IREEDNAIZK B 7 IDENEEDHER

ik L0 11 ALAMIIE I O T = OfFHE
FPTEE A EHERENR D T2 T2 OEER T & BREE
DNA DOIAIZ L DMREX R D272, D=8, 12
AUBEOT @@L, FICEREE DNA OFMZ LD
ZHENT 2,

11 A0S 12 AT TR LRETR A2 T
LRI T O Cofmd b L 51272 b, 1 H
2725 L HIERE & 2T A~BET 5 L E 2 i,
Z D%, BIROWETRNOEHRT S L, 2 AEND

WAL, Z0%, 3 HEOM EA2BGT 5 &
EBzohd (K6 28), 72k, ko & B0 HEINZ
VEEEN 0D 38 fEDAFFNE F L TV DICH D 5T,
[BE) 110D RS CTIIBREE DNA (2 X DR 7275
2D, RIEZN Lol (i z 1 XpEE
HRFN) 2 L WD ATREMERSE 2 B b,
kg (2004) (X, R SIS D T
ORI, B TR, IRMHITISEIE L, £ D1k,
PIBAIE 248 T, AT LRRI IR I C B L, 21

BFID

il

.
ot
.
S
.
o
-

.
.
0
B
““
.
.

2 REEMSHEEA

1 BRITRRA
BEID

B4 3~160
T fEAD Y £

n ;ﬁi’i‘ ﬂ@ﬁgg 71575
KNbRZE B 2 O :11~12 A@E
@ 1AE
@ :2~3RE ARSI NIRE ?
E-6 RITREICHTE7ILFHAOHE

4



{EBEHEEEE ) & ORBEATE D & EEA) |~ E3 5
EHE LTS, —H T, HFAE (2009) 1E. &I
V5 CI3HE B E P T AR IS ) U
FLBELRNE LTV,

BE) Oy 28D & L T8 IRHED B OBIK D
ADMNBRD T D7 < | BRIEA T D Z Lo b HE X
FEET, HEH (2009) O®ELL S RE LB
L 7RMIBE LN EEZXBND, ZDD, 4
[FIOESE DNA OfERZIEE 2 721812 T 57 20
FROBEREIL, B (2004) OHELFE T, —FEH
IREHEIZAEIE L2 1T, RS D WITIEHR~BE T2
ZEME T,

4. L
ABFFECIE, TSR D 7 2 7 OB e 2

\ZEREE DNA O FH O FATREMEIC DUV TR 24T o 72,

ZTOFER, UUTDZ ENbholz,

1) BRHE DNA (2K 57 ATHEFRDTE « RIEDHEEIL,
EEEOTE « ATE & OIEABITITFRENED LOD, HE
faxy PRI TERWGET OKEEE) THEEEL
FREE T DY IR 9 BEZBND,

2) AEIORFFETIL, 7 OB DNA OE &SN N T
TP, IOIIIBERR BRGNS R oo 2
LD | BREE DNA IC K A7 OB B &% E &N
ICHEET D Z X T eotz,

3) V&) 1] S & E IS HERE S 2 KRBT 57 20
HHE A BREE DNA O TIBEF - 2 BN H 5,
UAERE b [RIBROFHA 2 Shi L, 7 = OBRED S iE e

RS D L L BT, T OB & OBE IR

B DNA 12 X0 EEHRZAT 5 FIEORG 21T 5 TIE

Th 5,

e

B DNA O 7Y o 7B U CIEatEB RS2 5
FFFEFTAT FRUEZ I QNS KR TR SE R A, s D)l
DELEENTEO T E2TEE £ L,

Z ZAZHIFLE L B E T,

SEXH (51AIE)

D) EfEBER - RME: 22 EThrola7 2OR, FliE
fif, MU, 265pp, 2006

2) EMOKEER « WK PERHRA, hitps//www.maff.
go.jp/j/tokei/kouhyou/naisui_gyosei/ (2020.1.2 Fi'%)

3) HFAREER T a2 S AN D OAERENIE, H AKE
ES, 1771839, 356-359, 2011

4) FEESE - FIHE— - SHAERRO 72O O BHEIHIC
£ H U UIEAREE, (IBUROKPESIN > 7 — i,
38-43, 2011

5) JZidsk— « AR - ILAR : TR 27 20
TR & AR DORAGR,  REFIKEERBR AT e s,
7, %% 10-5, 2005

6) [EEA@ETE ] FESFT - 5 40 [IE) | BRBi R B E bt
-3, https://www.kkr.mlit.go.jp/yodogawa/activity/comit/k:
_iinkai/bd083b0000000rq5-att/03.houkoku.pdf (2019.3.27 [

Ta)

7) WCVER - RIEISEE - TEPE - SRR R - BREE - —
FASEGL - {LOJINZESIT DBREL DNA S34r & V727 =D
ERAb & AMEICR B R 5 2 ZERBERORR, TARY
AU BICK TS, 734, 1105-1110, 2017

8) WHARE— - VIPIEESL « AP - IR« e OP R
KIKHEPET BRI AT 8. )Beiham ek, 25
%, 423-428, 2019

9) Yamanaka, H., Minamoto, T., "The use of environmental DNA
of fishes as an efficient method of determining habitat
connectivity", Ecological Indicators, Vol. 62, 147-153, 2016

10) @EfGESR T -HIRA I 31T 2 7 2 ORI ARSI
B 20158, MWIEEMBENRE 2 —HiEE, 23
#,113-173, 2004

1) HF3REZ - AESE - I BRI BT 5 Ao
T RO IR, B ILREROKER S EE o 7 —
IKPERFFERTRITE R, 18, 3341, 2009


https://www.maff.go.jp/j/tokei/kouhyou/naisui_gyosei/
https://www.kkr.mlit.go.jp/yodogawa/activity/comit/kankyo

	【要旨】
	1．はじめに
	2．研究方法
	2．1　淀川河口部におけるアユの採集
	2．2　環境DNAの分析
	現地で塩化ベンザルコニウムを添加したサンプル系群については、実験室内でグラスフィルター（Whatman GF/F 47mm: GE Healthcare社製）を用いて吸引濾過し、生物代謝物の濃縮を実施した。濾過の際は沈殿物を避けて上清を用い、サンプル500mLあたり1枚（1サンプルあたり2枚）を使用した。濾過後のフィルターは、-20℃で凍結保管した。DNAの抽出に際してはProteinaseKを含んだ溶解液を添加後、56℃で30分インキュベートしてDNAの溶出を行い、DNeasy blood an...
	で40分インキュベートした後、DNeasy blood and tissue kitに付属するカラムで精製し、１サンプルあたり50µLのBuffer AEを用いてDNAを溶出し、塩化ベンザルコニウム添加サンプル系群と同様に-20℃で凍結保管した。
	で40分インキュベートした後、DNeasy blood and tissue kitに付属するカラムで精製し、１サンプルあたり50µLのBuffer AEを用いてDNAを溶出し、塩化ベンザルコニウム添加サンプル系群と同様に-20℃で凍結保管した。
	各サンプル系群についてThermo Fisher sciencetic社製QbitおよびAgilent社製Tape Stationを用いて、得られたDNAの濃度および品質の確認を行った。アユのDNA定量は、Thermo Fishr Scienseti 社製Quant Studio 3リアルタイムPCRシステム、Yamanaka et al. （2016）のプライマーを用いて行った。TaqMan gene expression Master Mixを用いた予備検討では、Total volume 15...
	全ての分析は、分析者や機材によるばらつきの可能性を排除するため、作業ステップごとに同じ電動ピ
	ペットを用いたが、定量限界付近の低濃度領域におけるスタンダードDNAのばらつきを解消するには至らなかった。そのため、同一プレート内においてコンタミネーションが疑われたケースを排除したうえで、1検体当たり3回繰り返して分析し、3回中2回以上のwellに増幅が確認された地点を「在」とし、それ以下の回数については「不明瞭（≒不在）」と判断した。
	3．研究結果
	3．1　アユ仔稚魚の採集結果
	3．2　環境DNAによるアユの在・不在の推定
	アユのDNAの確認状況は表-2のとおりである。2018年度12月は新淀川の全域の流心・表層で確認され、中底層でも伝法橋を除く全ての地点で確認された。なお、河岸部では十三で確認されなかった。しかし、1月になると確認地点・箇所が減少し、確認があったのは表層では最上流の大堰直下のみとなり、中底層ではJR鉄橋と新淀川河口のみとなった。また、河岸部では十三とJR鉄橋のみで確認され、12月と比較すると局所的となったものの、引き続き新淀川で確認があった。
	アユのDNAの確認状況は表-2のとおりである。2018年度12月は新淀川の全域の流心・表層で確認され、中底層でも伝法橋を除く全ての地点で確認された。なお、河岸部では十三で確認されなかった。しかし、1月になると確認地点・箇所が減少し、確認があったのは表層では最上流の大堰直下のみとなり、中底層ではJR鉄橋と新淀川河口のみとなった。また、河岸部では十三とJR鉄橋のみで確認され、12月と比較すると局所的となったものの、引き続き新淀川で確認があった。
	旧淀川では、12月はいずれかの場所でいずれかのサンプルで確認されたものの、1月は天保山とふとう前の下流部に集中した。なお、塩化ベンザルコニウムを添加しグラスファイバーフィルターを利用して濾過したサンプルと現地にてフィルターユニットで濾過したサンプルの検出能は、後者の方が高い傾向があった。また、同じ塩化ベンザルコニウムによる2つのサンプルでも検出傾向は必ずしも同じではないことから、アユの仔魚を検出するためには1リットルの採水では不足するのかも知れない。
	OS：塩化ベンザルコニウム添加　ST：フィルターユニット　○：在判定　ND：不在判定　？：不明瞭
	3．3　環境DNAによるアユの動態の推測
	4．まとめ



