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研究成果の概要（和文）：サケ科魚類は水産資源として高い価値を有すると同時に、食物連鎖を介して森・川・
海を繋ぐ重要な生態的役割を担っている。しかし、生活史を通して広範囲に移動する彼らの生態を網羅的に把握
するのは非常に困難で、生物保全・管理上の障壁となっている。そこで本研究では広域の生物分布を効率的に推
定可能な環境DNA技術を応用し、種内変異解析を可能な技術へと発展させることで、周辺生物の分布と同時にそ
の遺伝的多様性の推定を実現した。その結果、河川水に含まれるDNAから絶滅危惧種イトウの分布とその制限要
因となりうる外来種ニジマスの影響を定量的に評価できたほか、北日本のサケの系統群を明確に区別することが
可能になった。

研究成果の概要（英文）：Salmonid fishes are highly valuable as fishery resources and play an 
important ecological role in linking forests, rivers, and oceans through the food chain. However, it
 is very difficult to comprehensively understand their ecology as they move over a wide area 
throughout their life history. In this study, we applied environmental DNA technology, which can 
efficiently estimate the distribution of organisms over a wide area, and developed it into a 
technology that can analyze intraspecific variation, thereby realizing the estimation of the 
distribution of aquatic organisms and their genetic diversity at the same time. As a result, we were
 able to quantitatively evaluate the distribution of Sakhalin taimen and the impact of non-native 
rainbow trout from DNA contained in river water. In addition, we were able to clearly distinguish 
the phylogenetic relationship of chum salmon in northern Japan.

研究分野：分子生態学

キーワード： 環境DNA　種内多型　魚類

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
サケなどの回遊性魚類は重要な水産資源であると同時に、食物連鎖を介して陸と海を繋ぐ重要な生態的役割を担
っている。しかし、広範囲に移動する彼らの生態を網羅的に把握するのは非常に困難で、生物保全・管理上の障
壁となってきた。そこで本研究では環境DNA技術を応用し、周辺水圏生物の在不在や分布のみならず、種内多型
に関する情報の推定を試みた。その結果、希少種イトウの分布制限要因となるニジマスの影響を定量評価したほ
か、サケの個体群の遺伝的構成を環境水から再現することに成功した。これらの結果は水産有用種のみならず希
少種・外来種管理に広く応用可能で、今後の生物モニタリングに広く適用されることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
サケに代表される回遊性魚類は水産資源として高い価値を有すると同時に、食物連鎖を介し
て森・川・海を繋ぐ重要な生態的役割を担っている。しかし、生活史を通して広範囲に移動する
彼らの生態を網羅的に把握するのは非常に困難で、生物保全・管理上の障壁となっている。 
そもそも水圏生物の生態解明には様々な技術的障害がある。河川や湖沼、海洋の環境変動を測
定する技術が日進月歩な一方、水圏生物の調査には依然として捕獲網や電気ショッカーが用い
られている。これらの方法では調査に多大な労力がかかる上、その結果が調査者のスキルや専門
知識に強く影響される。また希少種や外来種については、その発見すらままならないことが多い。 
 そこで救世主として期待されているのが「環境 DNA 技術」である。野生生物の周辺には水、空
気、土壌といった環境媒体が存在するが、近年この環境媒体、特に環境水中に検出可能な量の DNA
（以下、環境 DNA）が存在することが分かってきた。これを解析することで捕獲に依らず、周辺
水圏生物の在不在、生物量や分布、その時空間変動に関する情報が得られる。更にこの技術は申
請者らの先行研究により、一度に数百もの魚類相解析が出来る系へと発展を遂げてきた。一方で
サケ科魚類については種分化してからの時間が比較的短く、遺伝的な差異が少ないことから環
境 DNA に含まれる短い DNA 断片から種や系統群を見分けることは困難とされてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では環境 DNA 技術を種内多型解析ツールとして発展させ、地域特異性の高い回遊性魚
類の生物分布と遺伝的多様性を同時に評価する手法の開発を目指す。サケに代表される回遊性
魚類は日本人にとって資源・文化両面から極めて重要な存在だが、分布域における季節性や個体
群の遺伝的特性は網羅的な捕獲調査の困難さ故にしばしば著しく制限されている。そこで本研
究では河川・沿岸で採取した環境水から DNA を抽出し、これを解析することで回遊魚の移住特性
と遺伝的背景の関係を明らかにする。これにより非侵襲的で効果的な野生動物の集団遺伝解析
が実現し、周辺生物・生息環境を含めた生態系の管理に必要な情報を得ることが可能となる。 
 
３．研究の方法 
（１）環境 DNA サンプリング 
研究室でこれまでに集積した環境 DNA サンプルに加え、石狩川水系の千歳川や世界自然遺産・
知床半島の河川、滋賀県姉川や秋田県雄物川水系の河川・湖沼・溜池などから定期的に採水・ろ
過を行い、環境 DNA サンプルの収集を行った。この際、水温や電気伝導率、塩濃度や濁度、溶存
酸素量や pH 等の水質情報に加え現場周辺の生物目視情報等を記録し、その後の解析に供した。 
 
（２）環境 DNA 分析手法の確立 
 環境 DNA 分析手法は近年、飛躍的な発展を遂げつつある。特に環境 DNA を濃縮するためのろ過
手法は黎明期から大きく様変わりしており、長期モニタリング時に手法の選択を難しくしてい
る。このため研究室で長年継続してきた定点環境 DNA 収集については比較の為、グラスメンブレ
ンを用いた従来のろ過手法を継続する一方、新規調査地点での環境 DNA 収集についてはステリ
ベクス（カートリッジ式ろ紙）を用いた最新の手法を用いて分析を行った。 
 環境 DNA サンプルから種内多型情報を得るため、サケ亜科に注目した新規 PCR プライマーの
開発を行った。これを用いて PCR を行った後、次世代シーケンサー（iSeq）による超並列アンプ
リコン解析により種内多型を検出し、集団遺伝解析に供した。また同所的に生息する魚類を推定
するため、一部のサンプルについては先に我々が開発を行った魚類メタバーコーディング用の
PCR プライマー（MiFish）や種特異プライマーによる解析を行い、種間相互作用解析に供した。
なお、千歳川環境 DNA サンプルの一部については全国的な環境 DNA モニタリングデータベース
（ANEMONE, https://db.anemone.bio/）にも提供し、MiFish 解析の結果を一般公開している。 
 
４．研究成果 
 サケ科魚類の種内多型解析技術開発に先立ち、サケ科魚類についてこれまで困難とされてき
た環境 DNA を用いた種判別が可能なプライマー（SalmonU4）の開発を行った。このためデータベ
ース登録されたサケ科魚類 19 種の DNA 配列を収集、これをもとに国内に生息する全てのサケ科
魚類について種判別可能な領域を選別しプライマーをデザインした。その後、サケ科 10 種の組
織由来 DNA を用いて実際に検出能を確認したのち、札幌市豊平川さけ科学館の協力の下、同館で
飼育している 16種のサケ科魚類水槽から採水を行い、環境 DNA サンプルを採集して太平洋サケ
属 8種、大西洋サケ属 2種（全種）、イワナ属 5種、イトウ属 1種（全種）の識別能を確認した。  
本プライマーを用いて研究室で保有する全道約 300 河川の環境 DNA サンプルの解析を行った
結果、IUCN によって絶滅危惧種(CR)に指定されているイトウ（Parahucho perryi）の高精度分
布を推定することに成功した（Kanbe et al. submitted）。同時に特定外来種ニジマス
（Oncorhynchus mykiss）についても解析を行い、両種が道内の複数河川で分布を重複させてお
り、その種間相互作用の結果、イトウの生物量が減少している可能性が明らかとなった（図１）。 
 



図１ 環境 DNA 解析で推定された、イトウ DNA
濃度のニジマス DNA 検出・非検出河川における
二群比較。×が各群の平均値、横線が中央値を示
す（Kanbe et al. submitted より一部改変）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
サケを対象とした種内多型解析用のプライマーは、突然変異率が通常の点突然変異と比べ 10-
100 倍高いことで知られるマイクロサテライト領域を対象にデザインした。その結果、22 遺伝子
座中21座については種内多型を確認する一方、一部の領域では同時に他のサケ科魚類由来のDNA
増幅も認められた。このためサケ由来の DNA のみが増幅可能な 10 遺伝子座について追解析を行
い、うち 8 遺伝子座について通常の環境 DNA メタバーコーディング解析手法である 150bp のペ
アエンドシーケンシングに加え、より反復配列数の多い、長い DNA 塩基配列も解析可能な 300bp
シングルリードシーケンシングに供して結果を比較した（図２）。その結果、8 遺伝子座のうち
少なくとも 3 座については 150bp ペアエンドでは得られない、反復配列数の多い対立遺伝子を
300bp シングルリードで検出可能であることが分かった。更にこれらの最適化された遺伝子座セ
ットを組み合わせた分子系統樹を作成し、北海道内の複数のサケ個体群、本州のサケ個体群を環
境水から明確に識別できることが明らかとなった（Araki et al. in prep.）。 

図２ 千歳川サケ蓄養池由来の環境 DNA から推定したマイクロサテライト対立遺伝子頻度 
 
 石狩川水系の支流である千歳川では、環境 DNA 解析により種内変異に加えサケの季節性や生
物量変動、他種との相互作用を解明する試みを行った。その結果、千歳川においてサケの河川利
用とウグイの季節動態には一年を通して明確な相関があることが判明し、両種の間に産卵床等
の空間資源を巡る種間相互作用が存在する可能性が示された（Onyekamma et al. in prep.）。 
 世界自然遺産・知床の河川においては毎年約 40 河川での採水調査を行い、知床河川で報告事
例のある絶滅危惧種オショロコマの遺伝子浸透個体（アメマスの遺伝子がオショロコマのゲノ
ムの一部に置換した個体）の割合について、河川間でどのように異なるのか、また個体数変動が
どの程度ばらつくのか環境 DNA を基に推定する試みを行った。その結果、１）知床河川における
オショロコマの個体数は酷暑だった 2021 年夏には一時的に減少した可能性はあるもののその後
は回復傾向にあること、２）河川ごとの遺伝子浸透率は年間を通して安定していることに加え、
同じサンプルを q-PCR 解析に供することで３）外来種アメリカミンクの定着とオショロコマの
河川内密度に強い相関はないものの、ミンクはサケマス増殖河川に多く出現する傾向、の 3点が
明らかとなった（Ozawa et al. in prep., Takaba et al. in prep.）。 
同じくイワナ属に含まれるアメマスにはナガレモンイワナとよばれる特殊な表現型が知られ
ており、希少形態型として保全対象とされている。滋賀県・姉川水系では捕獲によるこの魚の保
全学調査が行われていたため、本研究ではこれに加え姉川水源近傍で採水調査を行い、ナガレモ
ンイワナの河川内動態と種内多型（ハプロタイプ）の詳細分布を明らかにした（Araki et al. 
submitted）。その結果、この魚は従来想定されていたより多くの支川に生息しており、また水源
によってハプロタイプ組成が異なることが明らかとなった。加えて秋田県・雄物川水系で実施し
た環境 DNA メタバーコーディング解析の結果、溜池生態系においては肉食性もしくは侵略的外
来種の中でも特にオオクチバスの影響が強く、在来種の平均 4 割がオオクチバスの侵入により
局所絶滅している可能性が示された（小粥ら in press）。 
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