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Abstract Japanese Eight-barbel Loach, Lefua echigonia 

（Nemacheilidae, Cypriniformes）, is an endemic freshwater 

fish species that inhabits slow-flowing streams in irrigation 

channels, spring water, and marshlands in the area from 

Tohoku district to Kinki district of Japan. This species’ habitat 

is severely threatened by human activities and the species 

was listed as “endangered” by the FY2020 Japanese Ministry 

of the Environment in its Red List of Threatened Species. In 

this study, we attempted to detect the environmental DNA 

（eDNA） of the Japanese Eight-barbel Loach in the tributaries 

and waterways of the Koma-gawa River, Kuzu-gawa River, 

and Oppe-gawa River in the Iruma-gawa River system. 

Japanese Eight-barbel Loach eDNA was detected in nine of 

twenty water samples. Furthermore, target species eDNA was 

detected at all sites where this species could be captured and at 

one site where it could not be captured. Many small tributaries 

and waterways in this area have not yet been explored; thus, 

further surveys are needed in these areas.

Key words environmental DNA, habitat survey, Iruma-gawa 

River system, Japanese Eight-barbel Loach, real-time PCR, 

Saitama Prefecture

はじめに

　ホトケドジョウ（Lefua echigonia）はコイ目フクドジ

ョウ科ホトケドジョウ属に分類される日本固有の淡水魚

である．東北地方から近畿地方にかけての河川上・中

流域や農業用水路，丘陵地細流，池沼など様々な場所に

生息しており，水質が良好で植生が豊富な緩やかな流れ

のある場所を好む（中島 2017）．埼玉県では，サワガニ

（Geothelphusa dehaani）やオランダガラシ（Nasturtium 

officinale）が生息できるような湧水環境に本種が生息し

ているが，こういった環境も近隣地域の開発により湧水

が枯渇する可能性があり，実際，その生息地および個体

数が減少している（金澤 2021）．2020年度環境省レッド

リストでは絶滅危惧IB類に（環境省 2020），2018年度埼

玉県レッドリストでは絶滅危惧IA類に指定されている

（埼玉県 2018）．

　本研究で調査対象としたのは坂戸市とその周辺地域で

ある．外秩父・奥武蔵の山々と入間川の支流である高麗

川の作用によって形成された扇状地性台地であり，毛呂

山台地や坂戸台地の武蔵野面，立川面等の河岸段丘から

湧水が生じている（真野ほか 2022）．坂戸台地舌端部で

は高麗川が合流した越辺川に繋がる水路に湧水が流れ込

んでいると思わる水域があり，これらの台地に加えて毛

呂山丘陵等の丘陵地，関東山地の裾野の河川・水路など

には本種が生息している可能性がある（図1）．本種は秋

から冬にかけての水温低下に伴って湧水域へ移動すると

の報告があり（守山ほか 2007），保全池での確認も行わ

れている（守山ほか 2010）．こういった生態故なのであ

ろうか，栃木県小貝川上流域の本種のマイクロサテライ

ト遺伝子座の解析では，集団間に有意な遺伝的分化が認

められた（小出水ほか 2008）．それぞれの生息地を別個

に保全していくことが本種の保全に必要となり，本種の

生息地を少しでも多く把握しておくことが重要である．

　近年，水圏生物のモニタリング手法として，環境DNA

分析が注目されている．環境DNAとは，河川や池，土

壌，空気中などの環境中に存在している生物由来の組織

片や排泄物などの生体外に放出されたDNAの総称のこ

とである．環境DNA分析では，湖沼や河川で採取した水

サンプルに含まれるDNAを分析することで生物の分布

や生物量が分かることか明らかになっている（Goldberg 
et al. 2016; 高原ほか 2016; 赤松ほか 2018）．環境DNAを

用いる利点は，水を汲むだけで生物のDNAを採取する

ことが可能であるため，生物の発見に時間や労力がか
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した．

属特異的プライマー・プローブセットの特異性の検証と

検量線の作成

　設計されたプライマー・プローブセットがホトケドジ

ョウ属のみを特異的に増幅させるものであることを確

認するために，ホトケドジョウ属4種に加え，当該地域

に生息しているドジョウ科のヒガシシマドジョウやド

ジョウ，カラドジョウの個体からWizard Genomic DNA 
purification Kit（Promega）を用いてDNAを抽出し，増幅

確認を行った．

　PCR分析には，リアルタイムPCR装置（Step One リア

ルタイムPCRシステム：Thermo Fisher Scientific）を用

いた．TaqMan Environmental Master Mix（Thermo Fisher 
Scientific）を5µL，超純水を3.5µL，プライマー・プロー

ブ混合溶液を0.5µL，DNA抽出溶液を1µL加え，全量を

10μLとしたものをリアルタイムPCR反応に供した．プラ

イマー・プローブ混合溶液は，最終的な濃度がプライマ

ー（Lefua CR-F・Lefua CR-R）では900nM，プローブ（Lefua 
CR-Probe）では125nMとなるように調製したものである．

温度条件は，95℃ 10分間の初期熱変性の後，熱変性95

℃ 15秒，アニーリングと伸長反応57℃ 1分で55サイク

ルとした．分析の際には，DNA抽出溶液の代わりに超

純水を1µL入れたPCRブランクを作成し，PCR時にコン

タミネーションが起こっていないかの確認に用いた．

　各PCRのホトケドジョウ環境DNA濃度を求めるため

に，人工DNAを用いて検量線を作成した．本種のDNA

領域を含む人工DNA配列は，FASMAC社製のqUCFaベク

ターDNAに挿入されたものを用いた．プロトコルに従

い濃度計算を行い，TE bufferで希釈することにより1.0×

104～1.0×1010 copies/µLまでの希釈系列を作成した．そ

の後，この希釈系列を用いて上述と同条件でリアルタイ

ムPCRを行った．

環境DNA分析

　入間川の支流である高麗川や葛川，越辺川に注ぐ湧

水起源と考えられる小川や水路など20ヶ所を選定し

た（表2）．2021年8，10，12月に，各採水地点でポリエ

チレン製のボトルに1L採水し，DNAの分解を抑制する

ために10％塩化ベンザルコニウム水溶液を1mL添加し

（Yamanaka et al. 2017），保冷して研究室に持ち帰った．

輸送時のDNAの混入をチェックするためのクーラーブ

ランクと，一日に複数箇所を採水する際の採水作業時お

よびろ過時の混入をチェックするためのブランクをそれ

からないことが挙げられる（Taberlet et al. 2012）．また，

調査時の対象生物の生息環境への影響が少ないことや

（Thomsen and Willerslev 2015），目視による調査が難し

い生物等の発見が行えるなど多くの利点がある． 

　本研究は，入間川水系の高麗川および越辺川の支流や

水路において，ホトケドジョウ由来の環境DNAの検出

を試みた．また，現地採集調査の結果とも比較し，本種

の生息状況を調べることを目的とした．

材料と方法

属特異的プライマー・プローブセットの設計

　ホトケドジョウのみを種特異的に増幅させるプライマ

ー・プローブセットを設計するために，DNA Data Bank 
of Japan（DDBJ）からホトケドジョウ属のホトケドジョ

ウ，ナガレホトケドジョウ（L. torrentis），エゾホトケド

ジョウ（L. nikkonis），ヒメドジョウ（L. costata）と同じ

フクドジョウ科のフクドジョウ（Barbatula oreas），ドジ

ョウ科のヤマトシマドジョウ（Cobitis matsubarae），イ

シドジョウ（C. takatsuensis），シマドジョウ（C. biwae），

ドジョウ（Misgurnus anguillicaudatus），カラドジョウ（M. 

dabryanus），アジメドジョウ（Niwaella delicata）のミト

コンドリアゲノムの調節領域の塩基配列（アクセッショ

ンNo. は表1に記載）を入手し比較した．ホトケドジョ

ウ属内の変異が少なく，種特異的なプライマー・プロー

ブセットが設計できなかったため，属特異的なプライマ

ー・プローブセットを作製した（表1）．しかしながら，

当該地域においては，ナガレホトケドジョウやエゾホト

ケドジョウの生息域ではなく，外来種であるヒメドジョ

ウも含めて現在までのところ生息確認されたことがない

ため，これらをマーカーとして用いて問題が無いと判断

図1．本研究で新規に発見されたホトケドジョウ生息地．
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表1. 作製されたホトケドジョウ属特異的プライマーと近縁種の塩基配列．A）はフォワードプライマー，
B）はリバースプライマー，C）はプローブの領域を示す．

Accession No. Primer, probe, or species Sequences
A） Lefua CR-F Primer ＡＣＣＡＡＧＣＣＧＧＧＣＡＴＴＣＴＴ 

AB177677 Lefua echigonia ＡＣＣＡＡＧＣＣＧＧＧＣＡＴＴＣＴＴ 
AB177668 L. torrentis ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 
AP011300 L. nikkonis ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 
KT943751 L. costata ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 
AB102809 Barbatula barbatula ＣＡ・・Ｔ・・ＴＴ・・・・・・・・・ 
AP013310 Cobitis matsubarae ・・・・・・・・・・・・Ｇ・・・・Ｃ 
AP011290 C. takatsuensis ・・・・Ｔ・・・・Ａ・・・・・・・Ｃ 
AP011344 C. biwae ・・・・Ｔ・・・・・・・・・・・・・ 
AP011291 Misgurnus anguillicaudatus ・・・・Ｔ・・・・・・・・・・・・・ 
AP012124 M. dabryanus ・・・・Ｔ・・・・・・・・・・・・・ 
AP011230 Niwaella delicata ・・・・Ｔ・・・・・・・・・・・・・ 

B） Lefua CR-R Primer ＧＡＡＡＴＴＣＴＧＡＡＴＣＡＡＧＧＴＴＡＧＧＡＡＣＡ 
- Lefua echigonia ＧＡＡＡＴＴＣＴＧＡＡＴＣＡＡＧＧＴＴＡＧＧＡＡＣＡ 
- L. torrentis ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 
- L. nikkonis ・・・・・・・・・・・・・・・・・・－・Ｔ・・・・・ 
- L. costata ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・－Ｔ・・・・・ 
- Barbatula barbatula Ａ・・・・ＧＴ・Ａ・・・Ｔ・・・・・－－ｎ・・・・・ 
- Cobitis matsubarae ・・・Ｃ・ＧＡＣＡ・・・Ｔ・・・・・－－Ｔ・・・・・ 
- C. takatsuensis ・・・・・ＧＡＣＡ・・・Ｔ・・・・・－－Ｔ・・・・・ 
- C. biwae ・・・Ｃ・ＧＧ・Ａ・・・Ｔ・・・・・－－・・・・・・ 
- Misgurnus anguillicaudatus ・・・Ｃ・ＧＧ・Ａ・・・Ｔ・・・・・－－・・・・・・ 
- M. dabryanus ・・・・・ＡＡ・Ａ・・Ａ・・・・・・－－・・・・・・ 
- Niwaella delicata ・・Ｇ・・ＧＴ・Ａ・・・Ｔ・・・・・－－・・・・・・ 

C） Lefua CR-Probe ＡＴＣＣＡＣＡＴＴＴＣＡＧＡＧＴＧＣ
- Lefua echigonia ＡＴＣＣＡＣＡＴＴＴＣＡＧＡＧＴＧＣ 
- L. torrentis ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 
- L. nikkonis ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 
- L. costata ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 
- Barbatula barbatula ・ＣＴＴＧ・・・・・・・・・・・・Ａ
- Cobitis matsubarae Ａ・ＡＴ・・・・Ｃ・・・Ａ・・・・・ 
- C. takatsuensis Ａ・ＡＴ・・・・Ｃ・・・Ａ・・・・・ 
- C. biwae Ａ・ＡＴ・・・・Ｃ・・・・・・・・・ 
- Misgurnus anguillicaudatus Ａ・ＡＴ・・・・Ｃ・・・・・・・・・ 
- M. dabryanus Ａ・ＡＴ・・・・Ｃ・・・・・・・・・ 
- Niwaella delicata ・・ＡＴＧ・・・Ｃ・・・・・・・・・ 

表2．採水地点別のホトケドジョウの環境DNA検出状況および環境DNA濃度．

水系 環境 採水日 リアルタイムPCR
の検出状況

環境DNAコピー数
（copies/L）

A1 高麗川 河川 2021年10月20日 1/8 460
A2 河川 2021年10月20日 2/3 2992
A3 河川（三面張） 2021年10月20日 0/8 0
A4 河川 2021年10月20日 1/3 463
A5 河川 2021年12月12日 1/8 457
A6 河川 2021年12月12日 2/3 899
A7 土水路 2021年12月12日 0/8 0
A8 湧水池 2021年12月25日 3/3 9006
A9 土水路 2021年12月25日 3/3 5322
A10 土水路 2021年12月25日 2/3 813
B1 葛川 土水路 2021年8月7日 0/8 0
B2 河川 2021年8月7日 0/8 0
B3 河川 2021年8月7日 2/3 1438
B4 土水路 2021年8月7日 0/8 0
C1 越辺川 土水路 2021年8月28日 0/8 0
C2 土水路 2021年8月28日 0/8 0
C3 河川 2021年10月28日 0/8 0
C4 土水路 2021年10月28日 0/8 0
C5 土水路 2021年10月28日 0/8 0
C6 土水路 2021年10月28日 0/8 0
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より行われた．生息個体の確認が第一の目的であり，調

査範囲や時間など努力量を合わせることはされていな

い．そのため，個体確認尾数は参考までに留めたい（表3）．

結果と考察

属特異的プライマー・プローブセットの有効性

　設計されたプライマー・プローブセットがホトケドジ

ョウ属のみを特異的に増幅させるものであることを確認

するために，ホトケドジョウ属4種に加え，当該地域に

生息しているドジョウ科のヒガシシマドジョウやドジョ

ウ，カラドジョウのDNA試料を用いて増幅確認を行っ

た．その結果，ホトケドジョウ属4種全てにおいてDNA

増幅が確認されたが，ドジョウ科のDNA試料では確認

されなかった．これにより，ホトケドジョウ属のみを特

異的に検出するプライマー・プローブセットであること

が確認された．また，上述したように，当該地域には現

状ではホトケドジョウの生息しか確認されておらず，こ

れらをマーカーとして用いて問題が無いと判断した．

　1.0×104～1.0×1010 copies/µLに調整した人工DNAを

リアルタイムPCRしたところ，それぞれのCt値が27.96，

23.97，19.95，16.97，12.95，8.96，5.98であった．それら

をもとに検量線を作成したところ，y = ‒3.6771x＋42.417

（R²＝0.9985）となった． 

環境DNA分析と捕獲調査

　環境DNA分析の結果，本研究の調査地20地点中9地点

でホトケドジョウの環境DNAが検出された（表1）．検

出された地点は，山間部の湧水起源の小川やそれらに連

続している水路などであった．一方，山間部でも長い

流路が三面張り水路である河川（A3）や，平野部の畑

や水田地帯の水路（A7，C1～6）では検出されなかった       

（表1）．

　3反復で1つでも陽性反応が出たところは本種の環境
DNAコピー数が比較的多く，さらに5反復行い計8反復

で1つだけ陽性反応が出た地点は比較的少なかった．環

境DNA濃度が低いと考えられる希少種を対象とした分

析の場合には，よりコストが嵩むことになるが，8反復

程度は行うことが必要ではないだろうか．

　調査地点のうち最もホトケドジョウの環境DNA濃度

が高かったのは湧水池（A8，図1）で9,006 copies/Lであ

った（表1）．ここは近隣住民のボランティアによる管理

が行われており，ゲンジボタル（Luciola cruciata）も観

察できる綺麗な湧水池である．そのため，池の中には入

ぞれネガティブコントロールとして用いた．

　サンプル水の採水，ろ過およびDNA抽出は，環境
DNA調査・実験マニュアル ver.2.1に従った（一般社団法

人環境DNA学会 2019）．採水サンプルはその日のうちに

ガラス繊維フィルターWhatman GF/F（直径47mm，孔径

0.7µL；GE Healthcare）を用いて減圧ろ過を行った．フ

ィルターをプロテアーゼK溶液で処理後，サリベットチ

ューブ（Sarstedt）を通して溶液を回収した．DNAの抽

出にはDNeasy Blood & Tissue Kit（Qiagen）を用い，最

終的にBuffer AE 100µLで溶解した．抽出したDNAは 

‒20℃でリアルタイムPCR実験まで冷凍保存した．PCR

分析は上述と同条件で行った．環境DNA学会が推奨し

ているプロトコルに従い，各採水地点3反復行い，その

うち1つでも増幅が確認された場合を陽性として扱った．

また，本種は希少種であるため，回収できる環境DNAも

非常に低濃度である場合も考えられるため， 3反復全て

で増幅が確認されなかった場合は，カワバタモロコの研

究（福岡ほか 2016）でやられていた8反復に倣って，さ

らに5反復リアルタイムPCRを行った．計8反復行った場

合も同様に，1つでも増幅が確認されたものを陽性とし

て扱った．

現地採集調査

　捕獲には30cm × 32cmの網目3mmのタモ網を用いた．

調査人数は1つの地点に対して最低2人以上で行い，採水

同日の調査では採水地点から上流に遡って行った（表3）．

環境DNA分析で陽性と判定された地点の後日調査では，

採水地点とその上流の範囲で，湧水の出ているところや

本種が隠れる場所のあるような領域を上流に遡って行っ

た．これらの調査はホトケドジョウ調査会のメンバーに

表3．捕獲調査による個体確認状況．
水系 調査日 時間（分） 人数 捕獲尾数

A1 高麗川 2021年12月25日 80 5 3
A2 2022年3月20日 10 2 > 25
A4 2021年12月25日 90 6 17
A6 2021年12月12日 90 5 25
A7 2021年12月12日 90 3 0
A8 2021年12月25日 90 4 10+
A9 2021年12月25日 100 5 24
A10 2021年12月25日 90 4 3
B1 葛川 2021年12月12日 30 3 0
B2 2021年8月7日 60 4 0
B3 2021年8月7日 40 4 0
B4 2021年8月7日 90 2 0
C1 越辺川 2021年8月28日 90 3 0
C2 2021年8月28日 90 3 0
C3 2022年8月25日 105 6 0
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らず，池の縁から水生植物の根付近をさらうだけの捕獲

調査であったが，短時間でホトケドジョウを数尾確認

できた（調査では下流の水路にてさらに10尾確認）．か

つてこの湧水池の下流は土水路であったが，2020年に

一部がコンクリートU字溝化されてしまった（真野ほか 

2022）．今後の本種の生息状況について注視していく必

要がある．

　捕獲調査では，環境DNA分析で陽性判定となった後調

査を行った3地点（A1，A2およびA4）を含めた計15地

点中7地点でホトケドジョウを捕獲できた．この7地点全

てでホトケドジョウの環境DNAも検出でき，環境DNA

分析と捕獲調査の結果が一致した．ホトケドジョウの環

境DNAが検出された9地点のうち8地点で捕獲調査を行

ったのだが，1地点（B3）でのみ本種の生息を確認でき

なかった．ここは山間の水田地域で，水田水路など細い

水路まで調査していないため，本研究での個体確認はで

きなかった．しかしながら，当地域は農薬や化学肥料を

使わずに稲作などを行っており，今後捕獲調査を重ねる

ことにより本種の生息が確認できるのではないかと期待

される．

　今回，捕獲調査によりホトケドジョウを確認できた全

ての地点で本種の環境DNAを検出できた．また，その中

には，環境DNA分析の陽性判定を受けて後日捕獲調査を

行い，生息確認ができた地点もある．地点A2はその上

流はほとんどが三面張水路となっており，生息の可能性

は低いと考えられていた．しかし，環境DNA分析により

本種の環境DNAが高濃度に存在することが明らかとな

り後日の捕獲調査となった．調査の結果，三面張水路ま

でのわずかな領域であったが，5メートルほどの範囲に

多数のホトケドジョウの生息が確認された．これらのこ

とから，環境DNA分析の優位性が検証でき，本研究で用

いたプライマー・プローブセットの有効性も再確認でき

た．すなわち，まずは労力のかからない環境DNA分析を，

湧水の存在や河川・水路状況から本種の生息可能性が高

いと思われる地点で行い，陽性判定となった地点から優

先的にその周辺で捕獲調査を行って行くことで作業の効

率化を図ることができる．今後は，更に調査範囲を広げ

て環境DNAによる分析および捕獲調査を行い，ホトケ

ドジョウの生息分布を把握し，環境要因と生息状況の関

係を明らかにし，保全に有効活用していく必要がある．
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摘　要

　ホトケドジョウ（Lefua echigonia）はコイ目フクドジ

ョウ科ホトケドジョウ属に分類される日本固有の淡水魚

である．東北地方から近畿地方にかけての河川上・中流

域や農業用水路，丘陵地細流，池沼など様々な場所に生

息しており，水質が良好で植生が豊富な緩やかな流れの

ある場所を好むが，その生息地および個体数が減少して

おり，2020年度環境省レッドリストでは絶滅危惧ⅠB類

に，2018年度埼玉県レッドリストでは絶滅危惧ⅠA類に

指定されている．本研究は，入間川水系の高麗川および

越辺川の支流や水路において，ホトケドジョウ由来の環

境DNAの検出を試みた．20地点中9地点で陽性と判定さ

れた．そのうちの8地点で当日あるいは後日捕獲調査を

行い，7地点では生息を確認できたが1地点では捕獲でき

なかった．この地域周辺ではまだ踏査していない小さな

支流や水路が多数存在する．今後それらの捕獲調査を行

っていく必要がある．

キーワード　環境DNA，生息地調査，入間川水系，ホ

トケドジョウ，リアルタイムPCR，埼玉県
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