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 鵜川ダムは新潟県鵜川水系に位置する建設中のダムであり，今後試験湛水予定である．試験湛水に伴い，

平成28年度～令和3年度に行った環境調査をもとに環境影響評価を行い，底生魚であるアカザへの影響が

大きいと予測された．そのため，移殖等による環境保全措置を実施し，生体への不可がない環境DNA調査

をモニタリング手法として実施した．令和3年度から移殖とともに環境DNA調査を実施していた．しかし，

令和3年度では，複数個体のアカザが捕獲されたが，環境DNAでは検出されなかった．令和4年度は既往文

献等をもとに採水条件のパターン別に複数検討した．その調査結果をもとに，アカザの不検出要因と希少

種のモニタリングにおける環境DNAの採水方法を検討した． 
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non-detection factors, monitoring survey 

 

 

 

1．はじめに  

 

(1) 調査地区と環境影響評価の概要 

 鵜川ダムは，新潟県鵜川水系上流に位置する建設中の

ダムであり，今後試験湛水を予定である（図-1）．試験

湛水実施に伴い，平成28年度～令和3年度に行った環境

調査結果をもとに環境影響評価を実施した．その結果，

ダム湛水予定区域内に複数個体のアカザ（環境省レッド

リスト：VU，新潟県レッドリスト：NT）が確認され，

試験湛水実施による生息環境及び産卵環境への影響が大

きいと予測された．アカザの環境保全措置の一つとして，

ダム湛水予定区域内から流入支川への移殖を令和3年度

から実施した．また，移殖先におけるアカザの定着の有

無のモニタリング手法の一つとして，生体への負荷がな

い環境DNAによる調査を採用した． 

 

(2) 令和3年度のアカザに関する調査結果の概要 

 令和3年度のアカザに関する調査概要を表-1に示す．

捕獲調査方法は，平成28年度～令和3年度の環境調査で

捕獲個体数の多い手法（主に定置網）で実施した．環境

DNA調査は，「環境DNA調査・実験マニュアルver2．2」1)

に準拠した．環境DNAの分析手法は，DNA Data Bank of 

Japanのデータを基に作成したアカザに特異的に反応
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図-1 調査位置と現地の環境 

 

表-1 令和3年度の調査結果 

No． 調査実施時期 アカザの捕獲数 採水量 採水場所 採水時間 DNA濃度（copies/ml） 

1 9月上旬 16 

1L 水脈筋（瀬環境）で採水 日中のみ 未検出 2 9月下旬～10月上旬 6 

3 11月上旬 0 

 

するプライマーを用いた種特異的な定量PCRを実施した． 

令和3年度調査では，第1回（9月上旬）と第2回（9月

下旬～10月上旬）調査では，アカザが複数個体捕獲され

たが，環境DNAでは検出されなかった． 

本研究では，令和3年度の調査結果及び手法を踏まえ

て，令和4年度の環境DNA調査は採水方法・採水地点に

ついて複数条件で実施し，アカザの不検出要因の検討を

行った．また，本検討の内容と既往文献をもとに，一般

的に環境DNAでの検出が難しい底生魚3)に関する採水条

件について検討した． 

 

2． 調査方法 

 

(1) 調査対象河川 

 調査地点は鵜川ダム湛水区域内及びアカザの移殖先で

ある流入河川で実施した．なお，本論文内においてアカ

ザ保全の観点から調査位置は明記せず，湛水予定区域と

流入河川と表記する． 

 令和4年度調査時期は捕獲調査及び環境DNA調査とも

に8月下旬，9月下旬及び11月上旬の合計3回調査を実施

した．  

(2) 捕獲調査方法 

 捕獲調査は，令和3年度の調査でほとんどの個体が定

置網で捕獲された結果を踏まえて定置網のみを実施した．

調査地点は，湛水予定区域と流入河川でそれぞれ実施し

た． 

 湛水予定区域で捕獲されたアカザは移殖先である流入

河川で放流した． 

 

(3) 環境DNAの採水方法 

 環境DNAの採水方法は表-2に示すとおりである． 

採水量は全調査時期で4Lとした．これは，メタバー

コンディング法による検出種数は採水量が増加するにつ

れて増加傾向にあること2)や採水量とサンプル中に含ま

れるDNAの総量3, 4)が比例関係にあることを踏まえて，ア

カザの検出確率の期待値をあげるためである． 

採水地点は，川岸の淵環境とした．既往文献より，川

岸の方が水脈筋より検出確率が高いこと2, 5)が示されてい

るため，令和3年度の採水地点から変更した． 

採水時間は，アカザが夜行性であり，夜間の方がより

活発に動きDNAが検出しやすくなる可能性を検証する

ために，日中と夜間の両方で採水を行った． 

また，アカザなどの底生魚は移動性が低く地域個体群

 

流入支川

鵜川本川
（湛水予定区域）

研究対象区域

鵜川ダム下流
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毎に遺伝的分化が進んでいる可能性があり，作成したプ

ライマーではPCR反応が起こらない可能性がある．その

ため，捕獲したアカザのヒレを用いたプライマーの検証

も実施した．第1回調査（9月上旬）に捕獲されたアカザ

の個体からヒレを採取し，本分析で使用しているプライ

マーによるDNAの増幅の有無を確認した． 

 

(4) 環境DNA分析方法 

 採水サンプルは，塩化ベンザルコニウムを採水1Lに

対して約1mlの比率で添加し，クーラーボックスに入れ

遮光・冷却状態で実験室に運搬した．サンプルのろ過・

分析については，基本的に「環境DNA調査・実験マニ

ュアルver2．2」1)に準拠した． 

 サンプルをろ過したフィルターからMPure  Bacterial 

DNA Extraction Kit を用いてDNAを抽出した．抽出した

DNAはDNeasy PowerClean Pro Cleanup Kitを用いてPCR阻害

物質の除去を行った．抽出・精製したDNA溶液はそれ

ぞれ4つのサンプルに分注して以下の作業を実施した．

抽出・精製したDNAはquantitative PCR（qPCR）で蛍光シ

グナルを測定した．qPCRをおこなう際に用いたアカザ

特異的なプライマーとTaqMan蛍光プローブの配列は

DNA Data Bank of Japanのデータを基に作成した．使用し

たプライマー，TaqMan蛍光プローブについては超純水

を使用して同様にqPCRをおこない，蛍光シグナルが生

じないことを確認した． 

 また，標準試料として，PCRごとにプラスミドによっ

てクローニングされたアカザの人工DNAを47， 470， 

4700， 470000 copiesについて測定し，それらの結果から

検量線を作成することによりサンプルの定量化をおこな

った． 

 

3． 調査結果 

 

 捕獲調査結果及び環境DNA調査結果を表-2に示す．9月 

下旬の調査結果ではアカザのDNAが検出された．また，9

月下旬の流入河川では捕獲調査では確認されなかったが，

環境DNA調査の方で検出されたことから，生息している

可能性が高い．一方で，8月下旬では，湛水予定区域内

で，48個体確認されたが，DNAでは検出されなかった． 

 なお，11月中旬は水温も低くなり，アカザの活動が鈍

くなり捕獲調査でも，アカザは確認されなかった． 

 また，現地で捕獲されたアカザのヒレを用いたプライ

マーの検証では，PCRによるDNAの増幅が確認された．こ

のことから，本分析で使用しているプライマーは鵜川に

生息するアカザのDNAに反応することが確認された． 

 

4．考察 

 

(1) 不検出要因の検討と対応策 

 令和4年度の調査結果と令和3年度の調査結果を比較し

て，令和3年度のアカザの不検出要因は以下の2点である

と考えられる． 

① アカザから放出される細胞片の量 

② 採水地点の瀬淵環境 

 アカザは底生魚であり，体長約10cm～15cmの小型魚

である．そのため，他の遊泳魚や中型～大型魚等と比較

して，放出される細胞片の量が微量であることが，環境

DNAによる不検出要因であると考えられる．これに対

する対応策として，採水量を増やすことが挙げられる．

採水量が増えることにより，採水サンプル中に含まれる

DNAの総量が増え，河川中に微量でしか存在しない魚

種も検出しやすくなると考えられる．類似の傾向として，

メタバーコンディング法による検出種数と採水量の関係

がある2)．これは採水量の増加に伴い，サンプル内の

DNAの総量が増加し4)，濃度が低い種も検出できること

に起因している． 

 採水地点の瀬淵環境については，本調査の結果からは

淵環境の方が検出する可能性が高いと考えられる．これ

は，流速が遅い場所の方が，魚類の細胞片が長時間浮遊

していることが多く，検出しやすくなると考えられる． 

 

表-2 令和 4年度の調査結果概要 

年度 調査実施時期 採水地点 アカザの捕獲数 採水量 採水場所 採水時間 
DNA濃度

（copies/ml） 

R4 

8月下旬  

湛水予定区域内 48 

4L 
川岸（淵環境） 

で採水 

日中と夜間の 

両方実施 
未検出 

流入河川 ―※1 

9月下旬 

湛水予定区域内 19 

日中のみ 

1．8 

流入河川 0 0．7 

11月中旬 
湛水予定区域内 ―※2 ―※2 

流入河川 0 未検出 

※1：令和4年度第1回の調査のため，移植先である流入河川では捕獲調査は実施していない． 

※2：令和 4年度第 3回調査は移殖先である流入河川での定着の有無を確認する調査のため，湛水予定区域内では捕獲調査・DNA調査は実施してい

ない．  
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表-3 本研究結果と既往文献の比較 

No． 文献名 対象種 採水量 瀬淵環境 採水時間帯 周辺環境 採水地点数 備考 

1 本研究 アカザ ● ● × ― ―  

2 Takahara T et al., (2022) 6) ネコギギ ― × × ― ―  

3 篠原ら（2022）5) 多種 ― ● ― ― ●  

4 渡部ら(2021) 2) 多種 ● ● ― ― ―  

5 Jerde et al., (2016) 7) 多種 ― ― ― ● ― 河床材 

6 Jane et al., (2015) 8) 多種 ― ― ― ● ― 落葉の有無 

7 Santas et al., (2013) 9) サンショウウオ ● ― ― ― ―  

8 Tréguier et al., (2014) 10) アメリカザリガニ ― ― ― ― ●  

9 Piaggio et al., (2014) 11) アメリカザリガニ ― ― ― ― ●  

10 Muha et al., (2019) 12) 多種 ● ― ― ― ―  

※●：影響あり，×：影響なし，―：未検討 

 
表-4 底生魚に関する環境 DNAの採水条件（案） 

項目 内容 

採水量 4L 

採水地点の瀬淵環境 淵環境 

採水時間帯 大きな影響は及ぼさない 

採水方法 海綿を使用したサンプリング 

 

 一方で，採水時間帯による影響は本調査では確認

されなかった．これは，アカザが日中瀬環境に隠れ

ている習性があるためだと思われる．日中は瀬環境

に生息しているため，アカザの活動量に関わらず細

胞片は流下しやすく，環境DNAの検出確率には大

きな差は確認されなかったと考えられる． 

 

(2) 底生魚に関する環境DNAの採水条件（案） 

 本研究の調査結果と既往文献を整理したものを表

-3に示す．本調査を含めて，他の多くの既往文献か

ら採水量や瀬淵環境は検出確率に影響を及ぼすこと

が示唆された．一方で，採水時間帯による検出確率

に影響があると示されている論文は少ない． 

 以上のことを踏まえて，底生魚に関する環境

DNAの採水条件（案）を考案する（表-4）．また，

最新の研究では、従来のポリビンやバケツ等による

河川水の採水方法より，海綿を河川に設置し，海綿

からDNAを抽出する方法がより多くのDNAをサン

プリングできると考えられる13)．従来のポリビンや

バケツ等による採水は採水した瞬間に周辺に存在し

ているDNAのみを分析する．一方で，海綿を利用

したサンプリング方法では，海綿を設置している間

の積分値賭してDNAを分析することができる．そ

のため，低濃度のDNAを分析する際には適してい

ると考えられる． 

 一方で，この採水条件が全ての場合で最も効率の

よい手法である可能性はない．山中ら（2016）14)で

も指摘してるようにその現場特有の条件や対象種の

特性も存在するため，表-4に示した採水条件を一つ

の指標として，現場環境や対象種の特性を考慮して

採水条件を設定することがよいと考えられる． 

 

謝辞：本稿に示した調査・解析については新潟県柏

崎地域整備部の発注業務の一部として実施したもの
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The Ukawa Dam, located in the Ukawa River system in Niigata Prefecture, is under construction and is 

scheduled to be flooded in the future. With the test flooding, an environmental impact assessment was 

conducted based on environmental surveys conducted from 2018 to 2021, and it was predicted that there 

would be a significant impact on the benthic fish, Liobagrus reini. Therefore, we carried out environmental 

preservation measures such as relocation of the fish, and considered an environmental DNA survey as a 

monitoring method that is not harmful to the fish. Since 2021, we have been conducting environmental 

DNA surveys as well as translocations. However, in 2021, several Liobagrus reini were captured, but were 

not detected by environmental DNA. In 2022, we examined several patterns of water sampling conditions 

based on previous studies. Based on the survey results, we examined the factors of non-detection and the 

method of environmental DNA sampling for monitoring rare species. 

 

 


