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はじめに 

イトウ(Parahucho perryi)は日本国内で最大の淡水魚であり、河川生態系にお

ける最高次捕食者である。本種はかつて北海道全域と本州北部の青森県、岩手

県に分布していた。しかし、河川開発などの影響により生息域を著しく減少さ

せ、現在では北海道の一部の水系でしか彼らの姿を確認することができない

(Fukushima et al. 2011)。こうした希少性から本種は IUCNの Red Listにおい

て最も絶滅の危険性が高いとされる CR に分類されているが、他の多くの絶滅

危惧種同様、「当該種が現在どこにいるのか、どれぐらいいるのか」といった生

態学における基礎的な情報の集積すら十分でない。また、遡河回遊魚である本

種の保全を行う上で必要不可欠な「河川内でいつどの流域を利用しているか」

という情報については、バイオテレメトリー技術等を用いた回遊行動の探索が

行われてきたが、これらの研究にはサンプル個体数が少ない、冬季は河川が結

氷するためデータを得ることができないという弱点があり、イトウの普遍的な

行動様式の解明には至っていない (Honda et al. 2010a, b, 2012, 2014, 2017)。

さらにその行動様式の決定要因についても他の冷水性魚類と同様、水温変動に

言及するにとどまり、餌資源をめぐる生活史戦略については未解明のままであ



る。 

こうした状況を打破する特効薬として、近年環境 DNA技術がにわかに注目を

集めている。環境 DNA技術とは、環境水や土壌などの環境媒体に含まれる周辺

生物由来の DNAを解析する技術のことを指す。この技術は 2008年にヨーロッ

パで初めて脊椎動物の在・不在の検出に利用されて以降、世界中で様々な生物

への応用が報告されており、サンプルが環境媒体であるという特性から標的生

物に対する侵襲性の低さを活かし、特に希少種や絶滅危惧種の力を発揮してい

る(Ficetola et al. 2008, Jerde et al. 2011; Fukumoto et al. 2015; Janosik et al. 2015; 

Laramie et al. 2015; Bellemain et al. 2016; Pfleger et al. 2016)。加えて、この技術で

用いられるサンプルには標的生物以外の DNAも含まれることから、ユニバーサ

ルプライマーを用いた生物相の把握への応用も始まっている(Miya et al. 2015)。 

本研究では、北海道内でも安定したイトウ個体群が存続しているとされる道

東の別寒辺牛川水系を対象として、環境 DNA技術を用いてイトウの河川内利用

様式の季節性を明らかにすることを第一義の目的とした。さらに次世代シーケ

ンサー(NGS)による解析を併用することで、「イトウの回遊行動が彼らの餌資源

の在不在と同期する」という仮説を検証し、イトウの河川内移動様式の季節変

動と餌資源との関係の解明を試みた。 

 

 

材料と方法 

調査水域・サンプル採集 

調査水域は別寒辺牛川水系および厚岸湖とした。別寒辺牛川の上流から河口

部、厚岸湖の右岸・左岸の間で計 7 定点（B1－B7）を設け、2016 年 6 月、8

月、11月、2017年 2月と四季を通じて計４回の採水を実施した(図 1)。各定点



ではブリーチ済みの 1Lボトルを用いて 2リットルの環境水を採集した。なお、

冬季については河川が凍結していたためワカサギ釣り用の穴あけドリルを用い

て氷に穴をあけそこから採水を行った(図 2)。このうち B2 定点では 2017 年 2

月に採水ポイントにアクセスできなかったためサンプルを採集できなかった。

採集した環境水はグラスメンブレンフィルター(Whatman GF/F, GE Healthcare 

Japan, Tokyo, Japan)で濾過を行い、濾紙 1枚あたり 1Lの水を濾過したものを濾

紙サンプルとして冷凍保存した。各地点の環境水を濾過する前には必ず滅菌蒸

留水を濾過し、濾過機材を介したサンプル汚染がないかの確認を行った。濾過

作業は北海道大学厚岸臨海実験所にてその日の内に行い、得られた濾紙サンプ

ルは北海道大学動物生態学研究室に持ち帰った後 DNA抽出に供した。 

 

DNA抽出・解析 

濾紙からの DNA抽出は先行研究(Mizumoto et al. 2018)に基づいて、DNeasy 

Blood and Tissue kit (Qiagen, Hilden, Germany)を用い、抽出 DNAの最終収量は

110µLとした。 

イトウの在・不在の検出については先行研究(Mizumoto et al. 2018)に基づき

定量 PCRを用いた検出形を使用した。すべての定量 PCRのランにおいて 1サ

ンプルあたり 2µLの抽出 DNAを 3レプリケート供し、同時に 2×101、2×102, 2× 

103、2×104、2×105コピーの合成 DNA を解析に供することで各サンプルに含ま

れる DNA量を推定した。また、滅菌蒸留水を各定量 PCRのランに供すること

でサンプル間および PCR実験に伴うサンプル汚染の有無を判定した。 

餌資源の解明については先行研究(Miya et al. 2015)に基づき、魚類全体を網

羅する魚類ユニバーサルプライマーであるMiFishプライマーを用いてDNA増

幅を行い、NGS(Illumina MiSeq, NGS hereafter)によるメタバーコーディング解析



(MiSeq platform: Illumina, San Diego, CA, USA)に供した。得られた解析データは

Miya et al. (2015)に基づいて種判別を行い、このときリード数が 1桁のものは

解析から除外した。 

 

 

結果 

定量 PCRを用いた解析の結果、B7定点を除くすべての定点でイトウの DNA

が検出され、別寒辺牛川河口域に当たる B5定点においては一年を通してイトウ

の DNAが検出された(図 3)。季節ごとの検出頻度を見ると、夏季に最も多くの

地点でイトウの DNAが検出され、秋季・冬季が最も検出頻度が低かったが、検

出された DNA量においては冬季の B5定点が最も多かった(図 3)。 

NGS を用いた解析の結果、合計 26 種の魚類が検出された(表 1)。このうち、

イトウとアメマスは増幅配列のミスマッチが 1 塩基しかなく種判別が困難なた

めリストから除外し、同様に Oncorhunchus 属と Gymnogobius 属も種判別が

困難なため属ごとにまとめて分類し、さらに亜種間の判別も困難なため、

Tribolodon brandtii brandtii と Tribolodon brandtii maruta は Tribolodon 

brandtii とした(表 1)。これら種判別が可能な魚種のうちエゾトミヨ Pungitius 

tymensis、イバラトミヨ Pungitius pungitius、エゾウグイ Tribolodon 

sachalinensisが 1年を通して高頻度で検出され、中でもエゾウグイは 80％の割

合でイトウと同所的に検出された(図 4)。しかしながら、これらの魚種の在・不

在およびリード数の多寡とイトウの在・不在およびコピー数の間に有意な相関

は認められなかった。 

 

 



考察 

本研究の結果、環境 DNA技術を用いて別寒辺牛川水系における、冬季を含む

すべての季節においてイトウの河川内分布を推測することができた。また、NGS

を用いた魚類相推定の結果、本水系における魚類相の季節的な変化を網羅的に

明らかにすることができただけでなく、エゾトミヨ、イバラトミヨ、エゾウグ

イが本水系における優先種であること、中でもエゾウグイが高頻度でイトウと

同所的に分布する魚種であることが明らかとなった。これらは従来の直接観察

やバイオテレメトリー等を用いた調査では得られない極めて新しい知見であっ

た一方で、先行研究から明らかにされてきた「春季には産卵のため上流域にお

ける個体群密度が高まる」「夏季には高水温を避けるため上流域における個体群

密度が高まる」などの回遊行動パターンとは異なる結果となった。また、「イト

ウの回遊行動が彼らの餌資源の在不在と同期する」という仮説についても、そ

れを支持する明確な結果は得られなかった。こうした結果が得られた理由とし

て、環境 DNA 技術の物理的な検出範囲、検出感度が様々な環境パラメータ(水

温、紫外線量、流速、濁度など)によって時々刻々変化していたことが原因とし

て考えられる。今後の展望として、採水地点の数を増やすこと、採水の回数を 1

シーズンに複数回に増やすことで、環境パラメータの時空間的なバラつきを考

慮した解析を行うことができるものと期待される。さらに本研究の調査スキー

ムはサンプリングに関する制限がほぼ存在しないため、同様の調査を複数河川

で同時に行うことでイトウを含めた遡河性回遊魚の普遍的な行動生態を解明す

る新たな技術となることが期待される。 
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表 1	 NGS 解析により検出された魚種。種判別が困難な種は属ごとにまとめら

れ、イトウとアメマスは表から除外されている。 

 

Scientific nam e Japanese nam e D etection

A canthogobius lactipes   アシシロハゼ	   3

A m m odytes personatus   イカナゴ	   1

A rctoscopus japonicus   ハタハタ	   1

B arbatula toni   フクドジョウ	   5

C lidoderm a asperrim um    サメガレイ	   1

C lupea pallasii   ニシン	   3

C ololabis saira   サンマ	   4

C ottus am blystom opsis   エゾハナカジカ	   2

C yprinus carpio コイ   1

Eleginus gracilis   コマイ	   2

G adus m acrocephalus   マダラ	   5

G asterosteus aculeatus イトヨ 1

G ym nogobius 14

H ippoglossoides dubius アカガレイ	   1

H ypom esus japonicus   チカ	   2

Inopsetta ischyra   ヌマガレイ 7

Liparis agassizii   エゾクサウオ	   1

M icrostom us achne   ババガレイ	   1

M isgurnus anguillicaudatus ドジョウ 3

M yoxocephalus brandti   アオカジカ	   1

O ncorhynchus 15

P holidapus dybow skii   ムロランギンポ	   2

P holis crassispina タケギンポ   2

P leuronectes schrenki   クロガシラガレイ	   2

P ungitius pungitius イバラトミヨ 11

P ungitius tym ensis   エゾトミヨ	   18

R hynchocypris percnurus sachalinensis   ヤチウグイ 3

Sardinops m elanostictus   マイワシ	   4

Tribolodon brandtii 13

Tribolodon hakonensis   ウグイ	   8

Tribolodon sachalinensis   エゾウグイ	   10

Tridentiger bifasciatus   シモフリシマハゼ	   1



 
図 1	 本研究の調査地点。本研究対象種の保護の観点から採水地点の位置情報は

明記しない。 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 2	 B1 定点における冬季採水の風景。ワカサギ釣り用のドリルで氷に穴をあ

け、そこから河川水を採集した。 

  

 

 

 

 

 

 



 

図 3	 定量 PCRによるイトウ環境 DNAの季節推移。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
図 4	 NGSによるエゾウグイ環境 DNAの季節推移。 

 


