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三重県雲出川の中・下流域における魚類のメタバーコーディング解析（MB解析）ならびに同時期に同一区間で実施

された河川水辺の国勢調査による直接採捕記録との比較により，河道における環境DNA（eDNA）の適切なサンプリン

グ間隔について検討した．本研究では，河口0.0–16.2 km区間から0.2 km間隔で採水した82サンプルのうち，解析不

調を除く79サンプルから，延べ149 taxa（属・種といった分類学上有意な単位）の魚類が特定された．純淡水区間に

あたる3.4–16.2 kmの区間で得られた魚類リストの無作為抽出試験から，検出taxa数の期待値の増加曲線を求めたと

ころ，地点間隔を1地点 / 1.2 kmとすることで，効率的かつ安定的な種類数の検出が期待できると判断された．ま

た，直接採捕とMB解析とで得られた魚類リストの相関行列において，直接採捕が実施された4地区とそれぞれ最も高

い正の相関を示すMB解析結果は，-0.3–2.8 km下流から得られた．両者の距離は当該区間の勾配に対する正の相関を

示し，eDNA分析では目的区間の下流で採水する必要があり，その至適距離は勾配から強い影響を受けると示唆され

た．以上の結果は，eDNA分析における地点間隔の最適化に向けた実証的な指標となり得る． 

 

Key Words: metabarcoding, traditional sampling, correlation matrix, lower reaches, class A river 

 

1. はじめに 

 

 環境DNA（environmental DNA；以下，eDNA）分析技術

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，特定分類群の網羅的検出による生物相の把握や対象生

物の資源量の推定等を行う生物調査の手法である 1)．本技

術は，現地から収集された少量のサンプルの分析から多様

な生物情報を取得し得る効率的で非侵襲的な調査手法と

して注目を集め， とりわけ大型水生動物である魚類を対

象とした知見集積が著しく 2),3)，実用的な調査技術へと発

展しつつある． 

eDNA 分析と直接採捕を主体とした従来の調査法とを

組み合わせて河川事業へ活用することができれば，調査の

効率化や精度の向上が見込まれるばかりか，地理情報技術

等との組み合わせによる生息適地モデル構築といった，稠

密で精度高い環境評価への展開が期待できる 4),5),6)．しかし， 

eDNA分析技術に関する研究分野はいまだ発展途上で，調

査手法として河川事業へ実装するまでには，環境条件や対

象生物の生態に応じた検出特性，eDNAを含有する懸濁物

質（以下，eDNA含有物質）の動態等，乗り越えるべき課

題が残されている 7)．そこで，国土交通省は，河川・ダム

管理における eDNA 分析技術の活用へ向けた検討を目的

として，河川水辺の国勢調査の一環と位置付け，「環境

DNA を用いた河川生物把握の可能性に関するテーマ調査」

（以下，水国テーマ調査）を令和元年度より開始し，魚類

のメタバーコーディング解析（以下，MB解析）を中心と 
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した活用事例の集積ならびに課題解決のための調査・検討

を展開している 8)． 

水国テーマ調査における主要課題のひとつに，適当な調

査地点の設定に関する検討が挙げられる．eDNA分析技術

は，流下してくる物質から生物の存在を検出するという技

術的特性から，個体を直接採捕する従来法とは異なり，対

象生物の生息範囲を特定することが困難である．また， 

eDNA含有物質の動態については，調査地点の流況や河床

材料といった環境条件によって大きく変化すると指摘さ

れている一方で，大規模河川を対象とした野外実験に基づ

く実証的知見は不足している現状にある 7),9)．しかし，個

別の河川事業の効果・影響評価への活用に際しては，目的

とする河川あるいは区間における生物情報を過不足なく

検出することが求められる．すなわち，対象範囲の生物情

報を最も精度高く反映する調査地点の設定に向けた，調査

地点の設定根拠となり得る知見の集積ならびに検出範囲

の推定式の構築に向けた取り組みが不可欠と言える． 

本報では，令和2年度に実施した水国テーマ調査の一環

として実施された，三重県を流れる一級河川雲出川での定

間隔採水サンプルを用いたMB解析結果に基づき，調査地

点の設定条件に関する検討を行った．さらに，MB解析試

料の採水と同時期である 11 月上旬に実施された，国土交

通省中部地方整備局三重河川国道事務所による鈴鹿川・雲

出川での水辺現地調査業務（以下，水国調査）の秋季調査

で得られた魚類の採捕記録との照合を行い 10)，流況変化に

伴う eDNA 含有物質の検出範囲の変動について検証した．

なお，本報に示すデータのうち，環境情報（項: 2(1), 3(1)）

ならびに MB 解析（項: 2(2), 3(2)）の一部については既報

に示されているが 11)，議論を展開するうえでの重要情報と

して再掲している． 

 

2. 材料・方法 

 

(1)  採水作業・環境情報の記録 

調査区間は，雲出川の河口0.0 kmから上流16.2 kmまで

の範囲とした（図-1）．現地作業は，2020年11月2–6日の

期間中に，いずれも 9：00–17：00 までの日中の時間帯に

実施した．本研究では，対象区間を0.2 km間隔で82のブ

ロックに分割し，各ブロックの右岸側下流端の岸際から表

層水各 1ℓ を採水してMB 解析に用いる検体とした．採水

区間は，eDNA 含有物質の流下区間を 1–2km 程度と推定

した山口ほか（2018）を参考として 12)，検出の空白区間が

生じない間隔として設定した．なお，採水作業中のコンタ

ミネーションが生じていないことを確認するため，採水時

には毎作業日に対して 1 検体ずつイオン交換水を用いた

陰性対照を作成した．採水後の検体は，DNA の劣化を予

防するため塩化ベンザルコニウム溶液を終濃度 0.01 %と

なるよう添加した後，冷暗環境を保った状態で実験室へと

移送した．採水に際しては，環境情報として採水地点の水

温（℃），pH，濁度（NTU），流速（cm / s）を記録した．

水温とpHは携行測定器WM-32EP（東亜DKK社）を，濁

度は携行測定器TB-31（東亜DKK 社）を，流速はプロペ

ラ式流速計CR-11（コスモ理研社）を，それぞれ用いて測

定した．また，物理環境に関わる付帯情報として，雲出川

の河川維持管理計画から諸元情報を参照した 13)． 

 

(2) メタバーコーディング解析  

各ブロックで採水した検体をメンブレンフィルター

（ADVANTEC社，孔径：0.45μm）で全量濾過し，DNeasy 

Blood Tissue Kit（QIAGEN社）を用いてフィルタリングさ

れた残渣物からDNAを抽出した後，抽出物をOneStep PCR 

Inhibitor Removal kit（ZYMO RESEARCH社）で精製した．

精製後のDNAは，MiFish-U/U2/E/L（Mifish-L：Mifish-Uの

配列を一部改変しヤツメウナギ科に至適化したプライマ

ー）を4: 2: 2: 1の比率で混合したプライマーセットを用い

たTwo-step tailed PCR法によって対象領域を増幅し3)，Frag-

ment Analyzer / dsDNA 915 Reagent Kit（Advanced Analytical 

Technologies 社）で解析試料としての品質を確認した後に

MiSeq / MiSeq regent Kit v3（2×300 bp，illumina社）による

超並列シーケンシングへ供した．対象領域の増幅に際して

は，1st PCR時に8回の反復区を設け，得られたPCR産物

を混合して2nd PCRへと供した． 
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図-1 雲出川下流域の流況および水国調査地区（A－D）の範囲 
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解析によって得られたDNA配列群は，Fastx toolkit（ver. 

0.0.14）ならびにQiime 2.0（ver. 2020.8）のdada2プラグイ

ンを用いた代表配列（以下，OTU）の抽出を行った後 14)，

データベースMitoFish との照合により配列の相同性 97 %

以上となる taxon（分類学上有意な集まりであること示す

単位，複数：taxa）を特定し，さらにDNA Data Bank of Japan

の登録配列と照合して該当 taxon を精査したうえでリスト

化した 15),16)．なお，希少種保護の観点から，本報では各地

点における詳細なリストの内訳は掲載しない． 

 

(3) 調査地点の設定に関する検討  

a) 地点設定の頻度と検出taxa数の変化 

MB解析で得られた魚類リストの在・不在情報を用いて，

調査地点の設定頻度と検出される taxon 数の増加率につい

て検討した．本分析では，既往知見において偶然性の高さ

が指摘される感潮区間および 8)，解析不調により欠測とな

った4.8 km地点の値を除く64地点（3.4–16.2 km）から得

られたMB解析結果を集計対象とした．特定の地点を起点

とすることで生じるバイアスの影響を避けるため，疑似乱

数によってMB 解析地点から 1–64 地点ぶんの魚類リスト

を無作為抽出し，採水頻度に応じた taxon 数の増加率を推

定した．無作為抽出の試行回数は100反復とし，その平均

を代表値とした．疑似乱数の生成には，表計算ソフトExcel 

2019（Microsoft社）に内装される rand関数を用いた． 

b) 流況に応じた調査地点の設定条件 

 MB 解析で得られた魚類リストと水国調査で得られた

魚類リストの在・不在情報を用いて，ピアソンの積率相関

係数に基づく相関行列を作成した．その後，直接採捕を実

施した水国調査地区の末端と最も高い正の相関を示す

MB 解析地点との距離を調査区間の環境変化と照合する

ことで，流況に応じた eDNA含有物質の検出範囲の変化に

ついて検討した．本分析では，解析不調により欠測となっ

た0.0，1.2，4.8 km地点の値を除く79地点（0.2–16.2 km）

から得られたMB解析結果ならびに，水国調査が実施され

た4地区（A：0.5–1.5 km，B：4.8–6.2 km，C：9.8–11.1 km，

D：13.2–14.8 km；図-1）から得られた採捕記録を集計対象

とした．相関行列の作成には，統計ソフトR（Windows, ver. 

4.0.3）を用いた． 

 

3. 結果と考察 

 

(1) 環境条件 

現地調査を実施した 5 日間のうち，河口 0.0–1.6 km と

5.0–6.4 km地点での採水ならびに直接採捕調査を実施した

11 月 2 日にのみわずかな降水が見られた．水質項目にお

いては，水温では最下流域で最も高く上流方向に対して漸

減していく傾向が，濁度では最下流の0.0–1.0 km区間およ

び6.0–8.0 km区間で部分的な上昇傾向が，それぞれ確認さ

れた一方で，pH には全区間を通じた特定の変化傾向は生

じなかった（図-2）． MB解析における解析精度ならびに

読み取りリード数と降水ないし水質項目に見られた傾向

との直接的な関連性は検出されなかった． 

各採水地点における流速の全区間平均値は9.8 ± 19.1 cm 

/ sであった．調査地区全体の平均勾配は約 1 / 900 で，河

口から約4 kmまでのセグメント3区間（勾配：1 / 5,000以

下），約4–15 kmまでのセグメント2区間（勾配：1 / 400–

1 / 5,000），約15 km以上のセグメント1区間（勾配：1 / 60–

1 / 400）に大別された．また，一般測として流速と勾配は

正の相関性を示すが，本研究では，勾配が1 / 1,000よりも

急になる河口約 7.0 km 以上の区間において流速の上昇が

認められた一方で，より上流域で勾配が急な12.0 km以上

の区間では再び低下していた．この傾向は，本研究では流

心部から離れた岸際の採水地点で流速を測定したため，水

際環境や流路形状といった，勾配以外の要因から強い影響

を受けた結果を反映したものと考えられた．  

 

(2) 魚類の検出・確認状況 

解析対象とした 82 検体のうち 79 検体から正常濃度の

DNA抽出物ならびに解析用Libraryが得られ，魚類の配列

情報として12,388–24,424リードが読み取られた（最小–最

大；図-3）．読み取られた配列からは364 OTUが抽出され，

149 taxa（属・種といった分類上の有意な集まりであること

を示す単位 [単数: taxon]）に特定された．各地点における

検出数は 23–59 taxa（図-3）で，とりわけ感潮区間下流区

間で多くの種類が検出された．解析不調となった3検体は，

それぞれ河口から0.0，1.2，4.8 km地点からの採水物であ

った．解析不調が生じた要因は不明であるが，同様の手法
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で同時に解析したサンプルでは不調が生じていないこと，

不調サンプルがそれぞれ離れた地点からの採水物である

ことから，偶発的に多量の PCR 阻害物質を混入させてし

まったことによる可能性がある． 

なお，今回の解析では，生理的適性から雲出川には生息

し得ない魚類，外洋性海産魚類，および純淡水域において

検出された海産魚類に特定された 24 taxaを，河川外に由

来する可能性が高いと判断し集計対象から除外した．また，

11 月 3，4 日に作成された陰性対照から 8 OTU（4–798 リ

ード）の擬陽性が確認されたため，当該 OTU については

コンタミネーションが生じた可能性が高いと判断して集

計対象から除外した． 

 

(3) 抽出地点数に応じた想定検出taxon数の変化 

 MB解析における検出 taxaの増加率は，採水頻度の上昇

に対して対数的に増加した（y = 7.6725 ln(x) + 32.885，R2 = 

0.9923，y：想定検出Taxa，x：抽出地点数；図-4）．100回

の無作為抽出によって得られた平均検出 taxa の増加曲線

は，採水頻度が8–11 / 64地点の範囲で大きく変曲した．ま

た，データのばらつきを示す変動係数（CV値）は，1 / 64

地点を想定した場合の0.14から漸減し，11 / 64地点以上の

頻度を想定したケースにおいて 0.05 を下回ると同時に減

少率が鈍化した（図-5）． 

以上の結果から，河川の中・下流域での eDNA分析にお

いては，採水地点間の間隔を1.2 km未満（11 / 64 地点か

らの採水に相当 ）に設定することで，効率的かつ安定的

な taxa数の検出が期待できると示唆された．本成果に関連

する知見として，北川ほか（2021）は，本研究と同一区間

における海産魚類等の検出状況を調査し，eDNA含有物質

の有効検出範囲を約 1.6 km と推定している 11)．本研究に

おいて好適間隔と推定された 1 地点 / 1.2 km は，有効検

出範囲の 75 %に相当し，調査区間の eDNA 含有物質を連

続的かつ大きく重複せずに検出できる間隔と考えられ，既

往知見と相矛盾しない傾向が得られた． 
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図-6 2021年11月に実施された直接採捕（水国勢調査）にお

ける各地区の確認種数． 
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(4) 相関行列に基づく好適調査地点の推定 

雲出川で実施された水国調査における総確認魚類数は

50 種 / 属で，各水国調査地区（A–D 地区；図-1）におけ

る確認数はそれぞれ 16–22 種 / 属であった（属レベルま

での同定に止まる個体を含む，図-6）．なお，MB解析の結

果と同様，希少種保護の観点から詳細な内訳は掲載しない． 

各水国調査地区の魚類リストと MB 解析で得られた 79

地点ぶんの検出魚類リストとの相関行列は，いずれも二次

関数式による近似式で表される単峰型の分布様式を呈し

た（図-7）．また，各水国調査地区の至近側の末端と，各地

区の魚類リストに対してそれぞれ最も高い相関係数を示

す検出魚類リストが得られたeDNA採水地点は，それぞれ

A地区で-0.3 km（vs. 上流端），B地区で0.8 km（vs. 下流

端），C地区で1.2 km（vs. 下流端），D地区で2.8 km（vs. 

下流端）であった．各末端と採水地点との距離は，各地区

の勾配に対して高い正の相関を示した（y = 1556.4x–0.3416，

y：直接採捕区間の末端と相関値が最高となる eDNA 採水

地点までの距離，x：勾配；図-8）． 

水国調査における確認リストと eDNA の検出リストと

の相関行列に見られた単峰型の分布様式は，MB解析によ

って，雲出川における淡水魚類相の縦断的な変化に応じた

魚類リストが検出されたことを示唆している．また，各地

区の勾配と魚類リスト間の相関係数との対応関係から，

eDNA分析を用いた魚類調査では，目的とする区間よりも

下流側に離れた地点で採水することが望ましく，その至適

距離は，当該区間の勾配から強い影響を受けると推察され

た．本研究で検出された eDNA含有物質の流下範囲と勾配

との関連性については，採水地点の流心部における流速の

影響を間接的に検出している可能性がある．流況と検出範

囲との因果関係の解明には更なる精査が求められる一方

で，勾配の値は実測が不可欠な流速とは異なり地形情報か

らの算出が可能である．すなわち，勾配を指標として用い

ることで，eDNA分析を用いた生物調査における効率的な

計画立案や対象生物の生息範囲の推定に活用し得ると期

待できる．ただし，北川ほか（2021）は，中規模河川の下

流域における eDNA 含有物質の横断方向への拡散は限定

的と指摘している 17)．本研究では右岸側のみで採水を実施

したことから，水国調査地区の直下では対岸側から流下す

る eDNA含有物質を捉えられず，当該地区の生物情報を十

分に検出できなかった可能性は残される． 

 

4. 結論 

 

本研究で得られた結果から，河川の中・下流域でのMB

解析を用いた魚類調査における，好適な地点間隔の設定に

関する諸条件が明らかとなった．すなわち，①採水地点間
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図-8 水国調査地区の勾配と各地区で得られた魚類リストに対

して最も高い相関係数を示すリストが得られたMB解

析（採水）地点までの距離． 
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の間隔を 1.2 km 程度に設定することで効率的かつ安定的

な taxa数の確認が期待できること，②MB解析によって検

出される魚類リストが生息魚類の縦断分布を反映してい

ること，③eDNA分析では目的とする調査区間よりも下流

側に離れた地点で採水することが望ましく，④その至適距

離は当該区間の勾配から強い影響を受けること，といった，

eDNA 含有物質の流下実態に関する実証的知見が集積さ

れた．これらの成果は，eDNA分析を用いた河川調査での

地点設定における数的指標としての活用が見込まれる．他

方で，本研究で得られた知見は単一河川での事例に基づく

もので，水温等の環境条件が大きく異なる高・低緯度地域

や高度に都市化された地域といった，異なる環境を流れる

河川への汎用性は検証されていない．そこで今後は，環境

条件の異なる他河川において事例を集積し，勾配に関連し

た数的指標の変化に対する eDNA 含有物質の有効検出範

囲の応答性および検出範囲に大きな影響をおよぼし得る

環境要因を抽出することで，より一般化された指標の策定

へと展開していく必要がある． 
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