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The bidimensional diffusion pattern of environmental DNA (eDNA) was investigated by analyzing its 
concentration in juvenile amphidromous Cottus fishes (C. hangiongensis and C. amblystomopsis) using real-time 
quantitative polymerase chain reaction (qPCR) assay. Environmental water samples were obtained from the left bank, 
center flow, and right bank of the mid-sized Ohno River, Hokkaido, Japan. at five cross-sectional lines situated 
between 50 m and 1,000 m from the mouth of the river. The sampling was conducted three times between June and 
July 2019. When compared with the results of direct capture conducted during the same time, the eDNA concentration 
rose in direct proportion to the number of Cottus fishes. The correlation coefficient reached its highest level when it 
was calculated with the eDNA concentration and the number of fish collected 550–800 m upstream, without 
considering diffusion in the transverse diffusion. Thus, eDNA sampling in mid-sized rivers would be more effective 
if conducted separately for each bank and the center flow. 
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1. はじめに 
 
 環境DNA（environmental DNA；以下，eDNA）分析は，

水中や土壌中に存在する組織片等の遺伝情報を読み取り

生物種の生息を推定する調査技術のひとつで，現地での採

水物の分析から生物の在・不在など様々なデータを得るこ

とができる効率的かつ安価な調査手法として注目を集め

ている 1),2)．本技術は，従来行われてきた直接採捕による調

査と比較して非侵襲的であることから 3)，とりわけ採捕が

難しいうえに調査圧の影響を強く受ける仔稚魚調査への

活用に対して，大きな効果が期待できる． 
淡水域における仔稚魚類は，基礎生産力が高く外敵の侵

入が少ないワンドや氾濫原，水草帯といった環境を選好す

ることで知られ，水域の中でも限られた範囲に集中分布す

ることが多いと考えられている 4),5)．したがって，仔稚魚の

生息確認や好適環境の把握を目的とした調査に eDNA 分

析技術を活用していくためには，eDNA含有物質の移流拡

散パターンなどについて，成魚を対象とする場合よりも解

像度の高い検証が求められる．しかし，河川における

eDNA含有物質の動態については，河川縦断方向に対する

拡散を取り上げた研究が数多く行われている一方で 6),7),8),9)，

横断方向を含めた面的な分布様式に関する検証例はきわ

めて少ない．また，仔稚魚期の個体に対するeDNA分析の

活用例として，アユPlecoglossus altivelis altivelisやイタセン

パラ Acheilognathus longipinnis を対象とした調査が試みら

れているが 10),11)，eDNA 定量 PCR 解析（quantitative PCR: 
以下，qPCR）における定量結果と資源量との相関性に関す

る具体的知見は得られていない． 
そこで本研究では，両側性回遊型カジカ属魚類の初期遡

上群（以下，遡上個体）を対象とした採捕調査と同時に河

川水を採水し，qPCRによって定量された eDNA含有物質

の分布と採捕個体の二次元的な分布とを比較することで，

eDNA 含有物質の拡散様式および仔稚魚類のモニタリン

グに対する eDNA分析の利用性について考察した．



2. 材料・方法 

 
現地調査は，北海道函館湾に注ぐ中規模河川である大野

川（流路延長: 28.6 km）の，明瞭な瀬淵構造が見られず横

断工作物がない感潮区間で，2019年6月4日，18日，7月
4日に計3回実施した．調査時の流況を確認するため，初

回調査時には調査区間上流の河口から 1,400m の地点へド

ップラー式流量計（SonTek-IQ, Xylem Inc.）を設置し，10分
間隔で 9:00－17:30 の流量を連続測定した．その後，測定

結果をもとに水位と流量との換算式を作成し，以降の調査

時には同地点における水位を記録して流量を推算した． 
 
(1) 直接採捕 
 カジカ属魚類の採捕は，河口から上流1,000 mまでの区

間を対象として，河口部から上流方向へと向かって行った．

採捕努力量は5人・時間とし，Dフレームネット（目合い

約1.5 mm, 底辺長250 mm, 以下, タモ網）を用いて実施し

た．大野川にはいずれも両側回遊型であるカンキョウカジ

カCottus hangiongensisとエゾハナカジカC. amblystomopsis
が同所的に生息するが 12),13)，遡上初期の小型個体は正確な

種判別が困難なことに加え, 同定作業の際に個体へ大き

なダメージが生じると予期されたことから，カジカ属まで

の同定に止めた．遡上個体が採捕された場合には, 地点情

報を携行型GPS（eTrex 20J, Garmin 社, Olathe, 現地測定誤

差: ±3 m）で記録した．ただし，遡上個体がきわめて密な

集団を形成していると判断された場合には，50 個体を上

限に個体数を計数し1つの地点情報として記録した． 
 
(2) qPCR解析 
 河口から 50m を起点とする 5 本の横断測線上に左右岸

の岸際線から 2 m 離れた地点と流路中央を加えた 3 点を

設定し，各回15サンプルを採水した（図-1）．各測線の延

長は39.1－48.9 mであった．採水は最干潮の前後から上げ

潮にあたる時間帯に実施し，塩水遡上に伴う反転流が生じ

ていないことを確認したうえで，新品のポリエチレンバッ

グ（Ziploc フリーザーバッグL, 旭化成社）を用いて表層

水1 Lを採水した．採水後のサンプルは速やかに孔径0.45 
μm のメンブレンフィルター（セルロース混合エステルタ

イプ, ADVANTEC社）で濾過し，アルミホイルに包んだう

えでドライアイスによって凍結し研究室へ持ち帰り，

DNA抽出作業までの間，-80 ℃下で保管した． 
凍結サンプルからDNeasy Blood & Tissue Kit（Qiagen社）

を用いてDNAを抽出し，さらにQIAquick PCR Purification 
Kit（QIAGEN 社）を用いて阻害物質を除去して解析試料

とした．増幅領域は，ミトコンドリアDNA の Cyt-b 領域

上の79 bpとし，カンキョウカジカとエゾハナカジカの両

種を増幅可能なプライマーセット（F-primer: 5'-GCAGA-
CGTCGCCATTC-3', R-primer: 5'-GAGATGCAATGGCCAA-
TG-3'）を新たに設計して用いた．プライマーの特異性は，

National Center for Biotechnology Informationが有するデータ

ベースへ登録されたゲノム情報と照合して検証し，調査地

で出現し得る目的外の生物由来の配列情報と一致しない

ことを確認した． 
eDNAの検出には，SYBR-Green 法に基づく qPCR 解析

を用いた 14)．今回の解析では，StepOnePlus Real-Time PCR 
System（Thermo Fisher Scientific inc.）を使用し，50サイク

ルの PCR 反応により，解析試料ないし検量線作成用の標

準試料を含む20 μLの反応液（PowerUpTM SYBRTM Green 
Master Mix [2x, Thermo Fisher Scientific inc., USA]: 10 μL, F-R 
primer: 各0.4 μL, 蒸留水: 7.2 μL, 試料: 2 μL）中に含まれる

eDNA濃度を定量した．qPCR解析は 1試料 4反復ずつ行

い，中央値を代表とした．また，毎回の解析時には，試料

に代えて蒸留水を加えた反応液を，対照区として設けた． 
 
(3) 資源量評価 
 定量された eDNA 濃度と直接採捕で獲られた個体数と

を用いて相関係数を算出し，eDNA濃度と資源量との関係

について検討した．相関係数の算出に際しては，Line 1－4
（以下，Line 1－6をL 1－6と記載）では採水地点から上

流の測線まで，L5では上流200 m（L6）までの，上流区間

で獲られた全ての個体を集計した値と，さらに調査測線上

の3つの横断区分（左岸側，流路中央，右岸側）別に細分

した値とを用いて，eDNA濃度と最も高い相関性を示す範

囲の推定を試みた（図-2）．なお，両側回遊型カジカ類の遡

上個体の資源量については，50個体を上限とした10段階

に区分し評価した．統計解析にはR ver. 3.6.1を用いた． 
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図-1 調査区間の設定状況．Line 1－5：採水を実施した横断測線

（各測線の延長 [m]）．●：左岸側，●：流路中央，○：右岸

側，に設けた採水地点．両岸際は水際から 2 mに設定． 
 

図-2 各測点における環境 DNA 濃度と採捕個体数との比較パ

ターンのイメージ．上流区間で獲られた全個体数との比

較時には横断方向への拡散が含まれるため    と   
で示される地点へのeDNA含有物質の拡散が（表-1 A），
横断区分別に集計する場合には  で示される地点のみ

への拡散が（表-1 B），それぞれ想定される. 



 
3. 結果・考察 
 
(1) 採捕個体数および調査時の流況 
計3回の現地調査において，393個体のカジカ属魚類の

遡上個体が獲られた（1回目: 13個体, 2回目: 141個体, 3回
目: 239個体; 図-3）．調査区間の上流端とした河口1,000 m
への遡上個体の到達が確認されたのは 2 回目調査時以降

であった．同時に 50 個体以上の遡上個体が採捕された高

密度地点は，2回目調査時と3回目調査時に各1地点，そ

れぞれL2－L3区間の右岸側のみで確認された．なお，調

査区間内においてカンキョウカジカないしエゾハナカジ

カの成魚は採捕されなかった． 
調査区間の流量は，6月4日に測定された実測値は1.3 ± 

0.31 m3/s（平均値 ± 標準偏差 [0.8－2.1 m3/s：最小－最大]）
で，実測値から得られた換算式（y=4.3224x-0.771，R=0.795，
N=52，y=流量，x=代表点水位）に基づき算出された6月18
日と 7月4日の推定流量はそれぞれ1.7 m3/sと1.9 m3/sで
あった．流量測定時の流速は0.19 ± 0.02 m/s，水深は0.49 ± 
0.06 mで，測定時間中に降雨等は確認されなかった． 
 
(2) eDNAの検出状況 
解析試料は，河川中に設置されたオイルフェンスの影響

で採水できなかった第3回調査時L1上の 3地点を除く延

べ 42 地点から得られた．そのうち，両側回遊型カジカ類

に由来する eDNAが検出されたのは40 / 42（95.2 %）試料

であった．サンプルの解析は6回に分けて実施した．eDNA
の定量に用いた検量線の決定係数は 0.964－0.993 (R2，Y-
intercept: 64.3－77.7)で，PCR増幅効率は53.1－69.5 %であ

った．対照区からの増幅は生じなかった． 
今回の解析で定量されたeDNA濃度は4.0 ± 4.87 copies / 

ml（1回目: 0.4 ± 0.40 copies / ml, 2回目: 4.0 ± 2.83 copies / ml, 
3回目: 8.4 ± 6.27 copies / ml; 図-3）であった．なお，Steel-
Dwass test を用いた検定の結果，eDNA 濃度の分布には，

左右岸あるいは流心付近のいずれかに偏る傾向は認めら

れなかった． 
 
(3) 環境DNA含有物質の拡散範囲 
本研究においては，個体サイズの変化が少ない遡上個体

に対してはるかに大きな eDNA の排出源となり得る成魚

は採捕されず，また成魚の存在を予期させる高いeDNA濃

度の地点は確認されなかった．さらに，カジカ属の遡上盛

期に至っていなかった可能性が高い 6 月 4 日に採水した

サンプル中の eDNA 濃度は，後 2 回の調査時と比較して

著しく低い値であった（図-3）．直接採捕と qPCR 解析の

結果は互いに矛盾せず，今回検出されたeDNA含有物質は

遡上個体に由来し，qPCR 解析の活用によって初期遡上群

の到達地点や遡上盛期の推定が可能と考えられた． 
eDNA含有物質の主たる影響範囲，すなわちqPCR解析

で定量される eDNA 濃度と直接採捕で獲られた資源量と

の相関を示す区間の指標として，各測点での eDNA 濃度

と上流区間における採捕個体数との相関係数を算出した

 

 
 
 

表-1 各側線における環境DNA量と上流で採捕されたカジカ属遡上個体数の相関係数行列 

  

Lx 

カジカ属遡上個体の積算個体数 

A: 測線上で獲られた全個体数と比較した値† B: 横断区分別に集計した個体数と比較した値† 

~Lx+1 ~Lx+2 ~Lx+3 ~Lx+4 ~Lx+5  ~Lx+1 ~Lx+2 ~Lx+3 ~Lx+4 ~Lx+5 

環
境

DN
A 

濃
度

 L5 0.483      0.701     

L4 0.617 0.500     -0.001 0.181    

L3 0.345 0.445 0.753    0.082 0.250 0.778   

L2 0.668 0.621 0.545 0.741   0.601 0.630 0.676 0.706  

L1 0.583 0.583 0.583 0.583 0.583  0.313 0.936 0.949 0.946 0.929 
黒字：p < 0.05，灰色字：p > 0.05（無相関検定）． †図-2参照． 
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図-3 環境DNA定量解析で検出されたカジカ属遡上個体のeDNA濃度（上）ならびに同日に直接採捕された個体数． 
N.D.: 環境DNA欠測のため除外．L: 左岸から2m，M: 流路中央，R: 右岸から2m．L1－L5: 図-1参照． 

 
 



ところ，採水地点を設けた測線から上流 550－950 m の区

間で獲られた積算個体数との比較時に，有意な正相関を示

す組み合わせが多く生じた（表-1; 無相関検定，p < 0.05）．
また，350 m以上の検出範囲を想定した場合には横断区分

別（左岸側，流路中央，右岸側）に積算個体数を集計した

組み合わせに，200 m 以下の検出範囲を想定した場合には

流路全体で獲られた積算個体数との組み合わせに，それぞ

れ正の相関性が強くなる傾向が生じたが，既往知見により

eDNA含有物質の検出範囲は350 mを超えると想定される

ことから 8),9)，横断方向に対する eDNA 含有物質の拡散は

限定的である可能性が高いと判断された．加えて，2次流

の一般則に従い 15)，流路が大きく湾曲するL2－L4区間で

は，採水を行った表層付近に外側（右岸側）へ向けた2次
流が生じていたと想定されたが，今回の結果からは，eDNA
濃度のピークが全体的に右岸側へとシフトすることで L2
以下の相関係数が低下するといった現象は生じず，2次流

による横断的な混合効果の影響は読み取られなかった． 
最下流の測点を設けたL1 における上流区間の積算個体

数と eDNA濃度との相関係数は，550 m区間での値を頂点

として 950 m 区間で低下傾向を呈した（表-1）．さらに，

有意な正相関が確認された組合せにおいて，L2では800 m
区間，L3 では 600 m 区間と，採捕個体数との比較が可能

であった最長区間で最も強い正相関が確認された．eDNA
含有物質の減耗について，山口ほか（2018）9)は，小河川に

おけるアユの浸漬実験から，eDNA含有物質は排出源から

1,000 m下流までに10－20 %程度へ減少し2,000 m下流で

は検出されなくなったと報告している．L1－L5 から得ら

れた相関係数の推移傾向は既往知見と矛盾せず，今回採水

時の流況下で検出された eDNA 濃度は，上流約 550－800 
m 区間における資源量が強く反映された値と推定された．

また，eDNA含有物質の横断方向への拡散に見られた傾向

から，とりわけ流況が穏やかな中・下流域での正確な資源

量推定には，左・右岸および流心付近の別にサンプリング

を行い面的な推定を行う必要があると考えられた． 
 

4. 結論 
 
本研究で得られた知見により，中規模河川の下流域にお

ける eDNA 含有物質の分散様式の一端が明らかとなると

同時に，仔稚魚類のモニタリングに対するqPCR解析の活

用へ向けた端緒が開かれた．今後は，中・上流域など多様

な流況下における eDNA 含有物質の拡散様式を検証し，

qPCR に基づく資源量推定の利用性について精査していく

必要がある． 
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