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＜特 集＞環境DNAを用いた環境調査の現状と展望 

 

神奈川県における環境DNA調査の導入経緯とその活用について 
 

 

長谷部 勇太 

 

（神奈川県環境科学センター） 
 

 

 

1．はじめに 

神奈川県環境科学センターは公害が社会問題となって

いた1968年（昭和43年）に設置された「公害センター」

を前身としており，1991年（平成3年）に平塚市四之宮に

庁舎を新設移転し，現在の「環境科学センター」として

スタートした。 

当センターと生物調査との関係は長く，古くは1968年

（昭和43年）から県内の主要な河川を対象に水生生物（底

生動物，付着藻類，水草等）の調査を実施しており1,2)，

生物相から見た河川環境の評価を行ってきた。 

その後も定期的に魚類調査3)や底生動物調査4)を実施

しており，現在では県民の水源となっている相模川及び

酒匂川において良質な水を安定的に確保するための総合

的な取組である水源環境の保全に関する事業（以下「水

源事業」という）に基づく，両河川の生物調査（以下「河

川モニタリング」という）を実施している。 

河川モニタリングは両河川における水質や生物に関す

る基礎的な情報を収集するとともに，水源事業の実施が

河川に与える影響を評価することを目的としており，大

きく2種類の調査を実施している。 

一つ目は生物調査の専門家に委託し，両河川を広域的

に実施する調査（以下「専門家調査」という），二つ目

は生きものに興味がある県民の方々に協力いただき実施

する調査（以下「県民調査」という）である。専門家調

査は2008年に相模川，2009年に酒匂川で開始し，以降5年

に1回実施しており，県民調査は毎年実施している。 

本稿では，まず当センターが環境DNA調査を導入するこ

ととなった経緯を紹介し，次に過去に実施してきた環境

DNAに関する試行的な調査，さらには現在進めている全国

環境研協議会Ⅱ型実施共同研究の紹介，最後に，当セン

ターが考える環境DNA調査の展望と課題について述べる。 

 

2．環境DNA調査導入の経緯 

河川モニタリングは主に水質と生物の調査を実施して

おり，生物調査については捕獲調査を中心に実施してい

る。 

調査頻度・地点数については，それぞれの河川に上流

から下流まで40の調査地点を設定し，水質調査について

は月1回，生物調査については年2回（概ね夏季と冬季）

の頻度で調査を行っている。 

なお，生物調査のうちサンショウウオ類については対

象となる種の生息域が源流域に限定されていることから，

別途源流域を中心に25の調査地点を設定し，年1回の調査

としている。 

河川モニタリングにおける生物調査が抱える一つの課

題としては，調査頻度の少なさによる事業評価の精度の

低さが挙げられる。本来であれば，水質の変化よりも生

物相の変化の方がより多くの要因に影響されており，そ

の変化と水源事業の関係を評価するにはより高頻度での

調査が必要と考えられるが，生物調査は水質調査に比べ

委託費用が高く，当センターでの専門家調査でも予算等

の関係から5年に1度，年2回の頻度にとどまっている。 

そのような中，2018年度の生態学会大会でのシンポジ

ウム等で新たな生物調査手法である環境DNA調査が紹介

され，その特徴の一つである調査の簡易性に着目し，河

川モニタリングに導入することで評価精度の向上につな

がるのではないかと考え，導入に向けた検討を開始する

こととした。 

そこで，導入に向けた最初の取組として，環境DNA調査

と捕獲調査を同時に実施することで，従来から実施して

いた捕獲調査の代替や補完的な調査として活用可能なの

か検討を行うこととした。 

 

3．環境DNA調査導入に向けた試行調査 

3.1 サンショウウオ類調査 

最初にサンショウウオ類調査に関する試行調査につい

て紹介する。水源事業でのサンショウウオ類調査の対象

種は，丹沢山地に生息するハコネサンショウウオとヒガ

シヒダサンショウウオであるが，いずれも源流域に生息

しており，深い淵など調査が難しい場所も多く，捕獲調

査では確認できていない可能性もあることが課題となっ

ていた。環境DNA調査はこのような河川の構造に影響を受
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けずに調査が可能なため，捕獲調査と同等以上の結果が

得られるのであれば，従来の捕獲調査を代替できる可能

性がある。 

試行調査内容としては捕獲調査との同時調査による結

果の比較，DNAの流下距離検討及び時刻・季節によるDNA

濃度の変動に関する検討を実施した。 

この内容の詳細は既報に譲り5,6)，ここでは結果の概要

のみの紹介に留めることとする。 

結果としては，表1，表2のとおり8月に実施した捕獲調

査の際に同時に実施した環境DNA調査では結果が一致す

る地点が多いものの，捕獲調査では確認されたが，環境

DNAは検出できなかった地点も存在した。DNAの流下距離

検討において，ハコネサンショウウオの幼体15匹をかご

に入れ，河川内に設置し，直下で採水した場合でもDNA

が不検出であったことと併せて考えると，不検出となっ

たのは捕獲調査を実施した8月に河川にいるサンショウ

ウオは幼体であり，体の大きさが小さく，代謝等に伴い

外部に放出するDNAの量が非常に少ないことが原因と考

えられた。 

一方で，時刻・季節によるDNA濃度の変動に関する検討

を実施した結果からは時刻による濃度変化は少なく，季

節による変動は非常に大きいことが明らかとなった。こ

の調査では6月というハコネサンショウウオの繁殖期に

あたる時期に調査を実施したことで，8月の調査時に比べ，

10倍以上の高濃度のDNAが検出された。繁殖期には河川に

成体が戻ってきており，繁殖等に伴い活動が活発化して

いると想定されることから，放出されるDNAの量が多くな

ったものと考えられた。これらの試行調査の結果から適

切な調査時期を設定し，西丹沢地域におけるサンショウ

ウオ類の分布把握調査を実施した7)。 

 

3.2 魚類調査 

3.2.1 捕獲調査確認種に対する検出率 

次に魚類調査に関する試行調査について紹介する。魚

類については2015年に千葉博物館の宮氏が魚類のユニ

バーサルプライマーであるMiFishプライマーを開発し

ており8)，この試行調査においてもMiFishプライマーを

使用している。 

MiFishプライマーは非常に検出率が高く，美ら海水族

館の水槽での実験では水槽に生息する種の90％～100％

が検出されており8)，環境DNA学会発行の環境DNA調査・

分析マニュアル9)や環境省発行の「DNA分析技術を用いた

淡水魚類調査手法の手引き」10)においても代表的な魚類

の網羅解析手法として紹介されている。 

2018年度に相模川で39地点，2019年度に酒匂川で39

地点の専門家調査を実施しており，その捕獲調査の際に

採水も実施し，環境DNAサンプルを作成し，MiFishプラ

イマーによる魚類網羅解析を実施した。 

結果については両河川とも同様の傾向がみられたた

め，両河川のデータを図1のとおりまとめた。捕獲調査

で確認された個体数が多いほど，環境DNAで検出できる

確率は高まり，6個体以上捕獲された場合は，ほぼ100

％の確率で環境DNAが検出でき，捕獲個体数が1だった場

合でも90％に近い検出率となった。捕獲調査で確認され

たものの不検出となった種の中にはアユやスナヤツメ

類といったMiFishプライマー配列との一致率が低い種

も確認された。プライマーとのミスマッチが種の検出に

悪影響を与えることは上述の「DNA分析技術を用いた淡

表1  相模川水系の捕獲調査と環境DNA調査の結果比較 

2008 2013 2018 2008 2013 2018

St.1 沢井川 - - - - - - - -

St.2 底沢 - - - - - - - -

St.3 神ノ川A沢 - - 2 - 7 5 2 0.05

St.4 神ノ川B沢 2 - - - 8 5 1 0.38

St.5 神ノ川C沢 - - - - - - - -

St.6 神ノ川D沢 - - - - 6 8 - 0.26

St.7 神ノ川E沢 - - - - - - - -

St.8 道志川A沢 - - - - - 1 - 検出

St.9 道志川B沢 - - - - 2 1 1 1.51

St.10 早戸川A沢 1 - - - 6 34 5 0.16

St.11 早戸川B沢 - 7 - - 6 32 34 検出

St.12 早戸川C沢 1 - - - - - - -

St.13 早戸川D沢 - - - - 9 3 2 検出

St.14 早戸川E沢 - - - - - 3 1 検出

St.15 早戸川F沢 - - - - 2 - - 0.09

St.16 早戸川G沢 - - - -

St.17 早戸川H沢 - - - - - - - -

St.18 布川A沢 - - - - - - 4 -

St.19 布川B沢 - - - - - - - -

St.20 布川C沢 - - - - - - - -

St.21 布川D沢 - - - - 3 5 3 0.08

St.22 布川E沢 1 - - - 5 1 5 -

St.23 布川F沢 - - - - 5 4 1 0.09

St.24 布川G沢 - - - - 1 - - -

St.25 谷太郎川 - - - - - 4 1 検出

4地点 1地点 1地点 0地点 13地点13地点12地点 13地点

注1)   捕獲調査の数字は個体数

注2)

注3)

注4)

注5) 表中の「-」は未検出及び未確認を示す。

注6) 表中の網掛け部分は調査未実施を示す。

環境DNAの確認地点数については、｢検出｣も含めた。

ハコネサンショウウオ

環境DNA

(copies/ml)

捕獲調査(調査年)
水系名

環境DNAの分析は地点毎に4反復で行い、4回の平均値を記載。

定量下限値は0.05copies/ml(1copy/2μl)。4回のうち1回でもDNAが検出されたものの

うち、平均値が定量下限値未満の場合は｢検出｣とした。

地

点

番

号

環境DNA

(copies/ml)

確認地点数

捕獲調査(調査年)
調査地点

種名 ヒガシヒダサンショウウオ

表2  酒匂川の捕獲調査と環境DNA調査の結果比較 

2009 2014 2019 2009 2014 2019

St.1 白石沢A沢 - - - - 31 21 43 検出

St.2 用木沢 - - - - - 1 20 0.82

St.3 東沢A沢 3 5 12 - - 3 2 0.30

St.4 東沢B沢 2 6 2 - - - 2 -

St.5 東沢C沢 - - - - 30 30 23 検出

St.6 西沢 - - - - - - - -

St.7 大滝沢 - - - - - - - -

St.8 玄倉川A沢 - - 20 23

St.9 玄倉川B沢 - - 34 48

St.10 玄倉川C沢 - - - -

St.11 玄倉川D沢 - - 5 2

St.12 玄倉川E沢 - - 17 26

St.13 玄倉川F沢 - - - - - - - -

St.14 大棚沢A沢 - - - - - - - -

St.15 大棚沢B沢 - - - - - - - -

St.16 金山沢 - - - - - -

St.17 水の木沢 - - - - - - - -

St.18 大又沢A沢 - - - - 12 13 2 0.06

St.19 大又沢B沢 - - - - - - - -

St.20 大又沢C沢 - - - - - - - -

St.21 ヘイソ沢 - - - - - - - -

St.22 寄沢 - - - - - - 1 検出

St.23 勘七沢 - - - - - - - -

St.24 槍沢 - - - - - - - -

St.25 梶ヶ沢 - - - - - - - 検出

2地点 2地点 2地点 0地点 7地点 9地点 7地点 7地点

注1)   捕獲調査の数字は個体数

注2)

注3)

注4)

注5)表中の「-」は未検出及び未確認を示す。

注6)表中の網掛け部分は調査未実施を示す。

環境DNAの確認地点数については、｢検出｣も含めた。

ハコネサンショウウオ

eDNA(2019)
(copies/mL)

捕獲調査(調査年)
水系名

環境DNAの分析は地点毎に4反復で行い、4回の平均値を記載。

定量下限値は0.05copies/mL(1copy/2μL)。4回のうち1回でもDNAが検出されたもののうち、平均
値が定量下限値未満の場合は｢検出｣とした。

地
点
番
号

eDNA(2019)
(copies/mL)

確認地点数

捕獲調査(調査年)
調査地点

種名 ヒガシヒダサンショウウオ

環境DNA 環境DNA 
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水魚類調査手法の手引き」でも言及されており，スナヤ

ツメ類用のプライマーを混合することで当該種の検出

率が改善することが示されている10)。 

当センターでも，酒匂川における調査の際にはスナヤ

ツメ類用のプライマーを混合して用いており，相模川で

は検出できなかったスナヤツメ類北方種の環境DNAを検

出することができている。 

アユについては，両河川において放流も実施されてお

り，商業的にも重要な魚種であることから，今回の試行

調査では実施していないがアユ用のプライマーを混合

することで検出率向上が期待できる。 

 

3.2.2 環境DNA検出種のリード数比率の比較 

環境DNA調査結果を以下の4つのグループに分け，それ

ぞれのグループに属する種が，調査地点においてどのよ

うなリード数比率となるか検討を行った。なお，ここで

地点𝑖𝑖における種𝑎𝑎のリード数比率𝑎𝑎𝑎𝑎(%)は，以下の式で

あらわされる。 

𝑎𝑎𝑎𝑎(%) =
𝑎𝑎𝑎𝑎
𝐴𝐴𝐴𝐴 

𝑎𝑎𝑎𝑎 = 地点𝑖𝑖における種𝑎𝑎のリード数 

     𝐴𝐴𝐴𝐴 = 地点𝑖𝑖における総リード数 

 

a) グループ1 

当該地点の同時期の捕獲調査において確認された種

b) グループ2 

グループ1に該当しない種のうち，過去に当該地点で

実施した調査で確認されている種

c) グループ3 

グループ1，2に該当しない種のうち，当該地点の環境

と生息環境が異なるため，コンタミネーションと考えら

れる種 

d) グループ4 

グループ1から3までに該当しない種 

 

グループ毎のリード数比率を箱ヒゲ図にまとめたの

が図2である。グループ1はリード数比率が高くなる傾向

があり，Tukey-Kramer法による検定の結果でもグループ

1のリード数比率の平均はグループ2,グループ3及びグ

ループ4よりも有意（p<0.01）に高かった。 

種網羅解析においては，グループ3に属するようなコ

ンタミネーション由来や排水由来と思われるデータが

一定程度入ってきてしまうことがあり，それらを取り除

き，グループ1に属するデータを最大化することが調査

地点における生物相の評価精度向上につながる。 

そういった点からはグループ1のリード数比率が他の

グループに比べて有意に高い点を活用し，リード数比率

が一定程度低いデータについては一律に有効データと

して扱わないという処理手法は，作業が簡単でありつつ，

精度の高い調査データを得られるという点で有効な手

法であると考えられ，過去の報告でも同様のデータ処理

が行われている事例がある11)。 

一方で，プライマーとのミスマッチが認められる種

（アユ等），緩流部に生息する種（ナマズ，カムルチー

等）はリード数比率が低く出る傾向があるため，一部の

図2 グループ毎のリード数比率の比較 

グループ1 グループ2 グループ3 グループ4 
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図1 両河川における捕獲個体数と環境DNA検出率 
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種については上記の点を考慮して，リード数比率の基準

値を設定する必要がある。 

  

3.3 底生動物調査 

 最後に底生動物に関する試行調査について紹介する。

底生動物については魚類と異なり，少なくとも試行調査

を実施した時点では国内において標準とされるようなユ

ニバーサルプライマーは開発されておらず，種の同定の

際に使用するDNAデータベースについても十分に整備さ

れているとは言えない状況であった。 

 そこで2019年度は酒匂川10地点で採水したサンプルを

用いて，対象とする領域が異なる複数のプライマーの性

能試験を実施した。使用したプライマーはそれぞれ①ミ

トコンドリアDNACO1の658塩基対の後半領域12)，②前半領

域13)，③ミトコンドリアDNAの16SrRNA領域14)及び④核DNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

の18SrDNA領域15)を対象としたものとした。 

 それぞれのプライマーの分析結果を分類群別のリード

数割合で整理した結果を次に示す。 

①CO1後半領域のプライマーの結果は図3のとおり，非

常に多くの種の環境DNAを増幅し，珪藻類や緑藻類の配列

等の割合が多く，赤い点線で囲った底生動物の配列は全

体の約1割強であった。 

CO1前半領域のプライマーの結果は図4のとおり，デー

タベースにヒットしない配列が全体の4分の3を占め，底

生動物の配列は全体の1割に満たなかった。 

16SrRNA領域のプライマーの結果は図5のとおり，カゲ

ロウ目の配列が全体の9割近くになるなど，底生動物の配

列割合は高かったものの，総じて増幅が悪く，解析の過

程で多くの配列が除去され，他のプライマーに比べ得ら

図3 CO1後半領域プライマーの分類群別リード数 図4 CO1前半領域プライマーの分類群別リード数 

図5 16SrRNA領域プライマーの分類群別リード数 図6 18SrRNA領域プライマーの分類群別リード数 
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れた配列が5％にも満たない結果となった。 

18SrDNA領域のプライマーの結果は図6のとおり，様々

な分類群の環境DNAが検出され，底生動物の配列が非常に

少なく，全体の配列の5％に満たない結果となった。 

サンプルには様々な生物から放出された環境DNAある

いは微生物などの場合は生物自身が含まれており，特異

性の低いプライマーを用いると対象とする生物種以外の

環境DNAにより分析結果が水増しされてしまうことが報

告されている16)。 

 この問題を解決するためには底生動物に特異的なプラ

イマーを用いることが必要となる。そのため2019年度の

結果を受け，2020年度の試行調査では酒匂川20地点で採

水したサンプルを用いて，真菌，藻類及びバクテリア等

の非標的分類群のDNA増幅を抑えるプライマー17)（以下

「2020年度新規プライマー」）を用いて，検証を行った。 

その結果を図7に示す。ここで，「生リード」とは次世

代シーケンサーから出力された配列数，「カット後リー

ド」は精度の低い配列などを除去した後の配列数及び「集

計対象リード」は底生動物に分類される種の配列数数を

示している。左側のグラフが2020年度新規プライマーの

結果で，右側のグラフが2019年度に試したプライマーの

うち，最も底生動物の配列割合が多かった①CO1領域後半

のプライマーの結果である。 

2020年度新規プライマーは底生動物の配列数の割合が

非常に多くなっており，非対象分類群のDNAの増幅を抑え

ていることが確認できた。 

次に同時に実施した捕獲調査結果と比較した結果を図

8に示す。ここでは底生動物の中で，多くの割合を占める

水生昆虫類のうち代表的な分類群であるカゲロウ目，カ

ワゲラ目，トビケラ目，トンボ目及びハエ目の結果を示

している。最も検出率が良かったのはハエ目であり，特

にユスリカ科の仲間が非常に多く検出された。一方で，

その他の4つの分類群では捕獲調査で確認された種の環

境DNA調査での検出率が悪く，より検出率の高いプライマ

ーを探索することが，この試行調査終了時点での課題と

なった。 

 

4．底生動物調査手法の標準化を目指して 

上記の試行調査を経て，課題の残った底生動物につい

ては，2022年度現在においても手法開発に取り組んでい

る。その目標は誰が調査しても精度の高い結果を得られ

るような標準化された手法の開発である。 

底生動物には水生昆虫類，貝類及び甲殻類等様々な生

物群が含まれるが，その多くを占めるのは昆虫類に属す

る種であることから，現在のところ水生昆虫類を対象に

して標準化を進めている。 

標準化のためには大きく2つの取組が重要と考えてい

る。一つ目が調査・分析工程の標準化，二つ目がDNAデー

タベースの充実である。 

調査・分析工程の標準化については，現場での採水方

法，採水量及び複製の数，ろ過・抽出工程におけるフィ

ルターの選択，磁気ビーズ式又はカラム式の選択及び抽

図7 2019年度試行プライマーと2020年度試行プライマーの配列数比較 

fwhF2-EPTDr2n 
(2020年度新規プライマー) 
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出時のバッファーの量，分析工程における1stPCRの複製

数，サイクル数及びプライマーの選択等，検討すべき事

項は多岐にわたっている。試行調査の結果からはプライ

マーとしては16SrRNA領域に設計された昆虫用のユニバ

ーサルプライマーであるMtInsects-16S18)を中心にいく

つかのプライマーを組み合わせることが適切と考えてい

る。また，検討を進める中でMiFishプライマーのように2

段階PCRのプロトコルでは増幅バイアスの影響を強く受

けること等，新たな問題も明らかとなってきている。 

DNAデータベースは，次世代シーケンサーで得られた配

列と照合することにより種の同定を行うために必ず必要

となるものである。現在のところMtInsects-16Sが対象と

している領域についてはDDBJ等のDNAデータベースへの

登録種数が少なく，手法標準化のためにはDNAデータベー

ス整備についても同時に進めなければならない。そこで

山梨大学と協力し，CO1領域658塩基対の後半部分と

MtInsects-16Sの対象領域についてDNAデータベースの整

備を進めている。 

DNAデータベースの基となる生体サンプルの収集につ

いては2022年度より開始したⅡ型実施共同研究「複数プ

ライマーを用いた環境DNA底生動物調査手法の開発」によ

り全国の地方環境研究所に協力いただいている。ハエ目

等のように非常に数が多く，同定についても専門性が必

要な分類群については，上記の研究だけでは十分な種数

を確保できないと想定されるため，多くの分類の専門家

からの協力を得られるかが鍵になるのではないかと考え

ている。 

最後に，手法の標準化については既にある程度確立さ

れてきており，今後は標準化された手法により得られた

データをいかに活用するかが重要となってくる。底生動

物については古くから水環境を評価する指標生物として

用いられてきており19)，環境DNA調査についても調査デー

タを積み重ねることで環境指標として活用できるものと

期待される。 

更に近年では生物多様性保護の重要性が高まってきて

おり，水環境における生物多様性の評価においても昆虫

相の把握は重要な要素となりうるものと考えられる。 

環境DNA調査は2008年にウシガエルの環境DNAを検出し

て以来様々な技術開発が進み，現時点においても様々な

生物群を簡単に調査することが可能となってきている。

今後も更なる技術開発が進み，世界的な課題である生物

多様性の保全に資する技術となることを期待して，本稿

を締めたいと思う。 
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