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１．はじめに  

日本列島の淡水魚類は、山地の隆起や海峡により交流が妨げられており、各地域によ

る遺伝的分化が大きいことが知られている（Watanabe et al., 2017）。各地域で遺伝的に
分化した地域系統は、進化的に重要な単位として、保全する意義が大きいことが指摘さ

れている（渡辺・高橋，2010）。一方で、淡水魚類はアユなどの放流種苗への随伴や、
釣魚目的などの意図的な理由により、様々な魚種が日本中に移植されている（河村，

2015）。その結果、各地域の同種・近縁種を遺伝的に攪乱したため、地域固有の生物多
様性が失われつつある（日本魚理学会自然保護委員会，2013）。特に種内地域系統は外
見による識別が困難であることから、その侵入確認には相当な個体数の DNA 分析を行
うことにより、明らかにされてきた（Kitazima et al., 2015; Tominaga et al., 2020）。し
かし、確認時点では既に定着しているなど、外見による識別が困難な他地域集団の侵入

確認は、得てして遅れがちである。  
環境 DNA 分析は、生息地の水に含まれる DNA を分析することで低密度の生物でも
在不在を強力に検出できる手法である（土居・近藤，2021）。環境 DNA 分析は、河川
内の魚類相を把握できるメタバーコーディング解析（Yamamoto et al., 2017）や、対象
種を絞った種特異的解析による在不在研究（Sakata et al., 2017）などが発展しており、
これらの手法を用いることで、外来種の侵入のいち早い確認が期待されている（土居・

近藤，2021）。一方で、上記の環境 DNA 分析技術は、種〜属レベルの解像度であるこ
とがほとんどである。種内地域系統レベルの環境 DNA による分析技術は発展途上であ
り、コイの外来・在来系統の検出系が知られているのみである（Uchii et al., 2016）。
様々な魚種による外来・在来系統の識別を可能にする検出系を開発することができれ

ば、外来系統の侵入確認にかかる費用や労働力の軽減、および侵入初期の検出が期待で

きる。  
イチモンジタナゴ Acheilognathus cyanostigma は、コイ科タナゴ亜科魚類に属する純

淡水魚類であり、日本列島の東海地方から近畿、山陽、四国地方にかけて自然分布する

日本固有種である（北村・内山，2020）。環境省のレッドリストには絶滅危惧 IA 類と
して掲載されており（環境省，2020）、保全が必要な種類である。イチモンジタナゴは、

ミトコンドリア DNA（mtDNA）の解析により、琵琶湖・淀川水系周辺（Clade 1）、加

古川・由良川水系（Clade 2）、東海地方（Clade 3）の 3 つの地域に遺伝的に分化して
いると考えられている（Kitazima et al., 2015）。一方で、イチモンジタナゴは、東海、

九州、北陸、山陽地方などに移植されており、地域によっては国内外来種としても認識
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されている（Kitazima et al., 2015；北村・内山，2020）。東海地方は、イチモンジタナ

ゴ Clade 3 の自然分布域であるが、Clade 3 の mtDNA ハプロタイプが確認された地域は

三重県櫛田川水系の 1 地点のみであり、岐阜県や愛知県の木曽川水系、長良川水系、矢

作川水系からは、Clade1 または 2 のハプロタイプのみが確認されている（Kitazima et 
al., 2015；北村，2016）。これらのことから、東海地方のイチモンジタナゴは、近畿産

の移植により撹乱または置換がすすんでいると考えられており、東海地方在来集団

（Clade 3）は絶滅の危機が非常に高いと考えられている（北村，2016）。  
櫛田川水系の在来イチモンジタナゴ集団は、当初 1 つのため池から確認されていた

が、タイリクバラタナゴ Rhodeus ocellatus ocellatus などの外来種の侵入により個体数
が激減した。そこで、近隣のため池に緊急避難させ、いくつかのため池では再生産に成

功している（北村，2016）。近年では、ため池に近い櫛田川水系支流において、イチモ

ンジタナゴが採集された情報もあるが（藤本，私信）、支流に生息するイチモンジタナ

ゴがため池から流下した個体であるか、ため池とは別の集団であるか、そもそも在来・

外来系統のいずれであるかも不明である。支流の集団が在来集団であれば、新たに保全

が必要であるが、もし外来集団であれば直ちに  駆除や隔離などの措置が必要である。

まずは、櫛田川水系における在・外来集団の正確な分布範囲の把握が必要であるが、櫛

田川水系内におけるイチモンジタナゴの生息密度は相当に低いことが予想される。  
そこで、本研究では、絶滅危惧 IA 類の淡水魚イチモンジタナゴの東海・近畿系統を

識別できる新たな環境 DNA 分析系を開発し、この検出系を用いて櫛田川水系内におけ

る本種の在来・外来系統それぞれの正確な分布範囲を明らかにする。なお、本研究では、

Clade1, 2 を合わせて近畿系統（または外来系統）、Clade3 を東海系統（または在来系

統）として呼称する。  
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２．イチモンジタナゴにおける種特異的プライマーおよび系統特異的プローブの開発  

2.1 プローブ開発  
本研究では、イチモンジタナゴを対象にした種特異的なプライマーを開発し、プロー

ブで両系統の一塩基多型（SNP）をジェノタイピングすることで、東海および近畿系統

の判別を試みた。プローブには、SNP を高感度にジェノタイピング可能な MGB プロー

ブを用いることとした。以下の手順でプローブを作成した。まず、アメリカ国立生物工

学情報センター（NCBI）のデータベース（GenBank）に登録されていたイチモンジタナ

ゴのミトコンドリア DNA cytochrome b（Cyt b）領域の塩基配列情報をダウンロードし

た。約 1000bp の配列が 29 配列得られ、そのうち東海系統が 6 配列、近畿系統が 23 配

列であった。CLUSTAL W（Thompson et al., 1994）を用いてアライメントした後、目視

で東海系統と近畿系統を区別できる SNP を探索した。その結果、280、451、457、571、
727、778、1030bp の位置の合計 7 ヶ所において両系統に特異的な SNP が確認された。
上記の SNP のうち、451 および 457bp の位置の SNP は近接していることから、この近

接 2SNP を対象とすることで、より高い精度でジェノタイピングが可能になると考えら

れた。この位置の SNP を対象とした MGB プローブを作成するために、Primer Express
を利用してプローブ候補を選定した。最終的に、Tm 値が 69℃程度になるプローブを選

定した [AcyaT（東海系統用） : 5’VIC-CCT ACA TAG GAG ACA CCC-MGB 3’Tm 71 ℃, 
AcyaK（近畿系統用） : 5’FAM-CCT ATA TAG GGG ACA CCC-MGB 3’ Tm 69 ℃]。  

 
2.2 プライマー開発  
プライマーは、イチモンジタナゴの種内系統をすべて増幅させるが、近縁種は増幅し

ないように設計した。イチモンジタナゴに近縁であるシロヒレタビラ Acheilognathus 
tabira tabira、カネヒラ Acheilognathus rhombeus、イタセンパラ Acheilognathus longipinnis、
タイリクバラタナゴ、ヤリタナゴ Tanakia lanceolata、アブラボテ Tanakia limbata の塩

基配列と比較し、5’および 3’末端それぞれの先端 5 塩基の中に 3 塩基以上のミスマッ

チがあるようにプライマーを設計した（Acya_cytb_eDNA2_F: GGT TCT CCT CCT CCT 
CGT TAT G、Acya_cytb_eDNA2_R: GGC GAC GAT GAA TGG AAG AA）。Primer-BLAST
（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/）を用いて、増幅される生物を確認し

たところ、イチモンジタナゴの 29 配列はすべて増幅され、日本国内に生息する近縁の

タナゴ亜科魚種は増幅されないことを確認した。増幅長は約 200bp であった。  
 

2.3 プライマーの種特異性確認  
次に、技術的な信頼性を担保するために、対象種と近縁種の組織から抽出した DNA

サンプルを用いて、プライマーの種特異性の確認を行った。DNA サンプルには、イチ

モンジタナゴ東海系統（No. 1-3）、イチモンジタナゴ近畿系統（No. 4-7）の他、イチ

モンジタナゴと同所的に生息する可能性のある近縁のタナゴ亜科魚類としてヤリタナ

ゴ（No. 8-10）、アブラボテ（No. 11-13）、カネヒラ（No. 14-16）、シロヒレタビラ（No. 
17-19）、タナゴ Acheilognathus melanogaster（No. 20-22）、タイリクバラタナゴ（No. 
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23-25）、ミナミアカヒレタビラ Acheilognathus tabira jordani（No. 26-28）、ゼニタナゴ

Acheilognathus typus（No. 29, 30）、カゼトゲタナゴ Rhodeus atremius atremius（No. 31）
を使用した。上記の DNA サンプルを、Qubit を用いて 0.1ng/ul になるように希釈した。

PCR については、反応液量を 12 ul とし、2 x TaqPath qPCR Master Mix を 6 ul、最終濃
度が 900 nM のプライマー対、テンプレート DNA 2 ul を混合した。各サンプルおよび
超純⽔を⽤いた PCR ネガコンは 3 反復で⾏った。PCR 増幅にはリアルタイム PCR 装置
（StepOne-Plus）を⽤い、50℃2 分、95℃10 分の後、95℃15 秒、60℃60 秒を 55 サイク
ルの温度条件で⾏った。PCR 後、各繰り返しサンプルを 1 つに集約し、電気泳動を行

った。  
電気泳動の結果、イチモンジタナゴについては、東海・近畿両系統ともに増幅領域に

バンドが確認された。近縁種については、ヤリタナゴ（No. 10）、カネヒラ（No. 16）、
タイリクバラタナゴ（No. 24、25）、ミナミアカヒレタビラ（No. 26）の約 200bp 付近

においてバンドが薄く確認された（Fig. 2-1）。  
 

2.4 プライマーおよびプローブの種特異性確認  
2.3 で行った電気泳動の結果では、近縁種における増幅産物が、対象領域か偶然増幅

長が一致した他の領域であるかが不明である。そこで、プローブも添加したリアルタイ

ム PCR 分析をすることにより、増幅産物の確認を行った。使用した DNA サンプルは、

2.3 で 0.1ng/ul に希釈した 31 サンプルとした。PCR については、反応液量を 12 ul と
し、2 x TaqPath qPCR Master Mix を 6 ul、最終濃度が 900 nM のプライマー対、125 nM
の TaqMan MGB プローブ 2 種類、テンプレート DNA 2 ul を混合した。各サンプルおよ
び超純⽔を⽤いた PCR ネガコンは 3 反復で⾏った。PCR 増幅にはリアルタイム PCR 装
置（StepOne-Plus）を⽤い、50℃2 分、95℃10 分の後、95℃15 秒、60℃60 秒を 55 サイ
クルの温度条件で⾏った。  
リアルタイム PCR の結果、東海系統用プローブ（AcyaT）は、イチモンジタナゴ東海

系統の 3 サンプル（A1−A9）のみを増幅した。近畿系統用プローブ（AcyaK）は、イチ

モンジタナゴ近畿系統の 4 サンプル（A10−B9）と、1 個体のタイリクバラタナゴ（G1, 
G3）を増幅した（Table2-1. Fig. 2-2）。これらのことから、東海系統用および近畿系統

用いずれも、イチモンジタナゴの対象系統のみを増幅していた。しかし、近畿系統用プ

ローブでは、タイリクバラタナゴを 1 個体のみ増幅していた。電気泳動では、ヤリタナ

ゴやカネヒラなどの増幅が疑われていたが、プローブを添加したリアルタイム PCR に
より、本プライマーとプローブセットは近縁種のほとんどを増幅させないことが確認

できた。  
 
2.5 タイリクバラタナゴサンプルの増幅配列確認  
 2.4 の実験により、タイリクバラタナゴの 1 個体が近畿系統用のプローブで増幅され

た。本サンプルは、2.3 の電気泳動で増幅が確認された No. 25 と同じサンプルである。

リアルタイム PCR では、増幅したタイリクバラタナゴサンプルが、イチモンジタナゴ

サンプルによる汚染（コンタミネーション）か、タイリクバラタナゴ DNA の増幅かを
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判断することができない。そこで、2.4 で増幅したタイリクバラタナゴサンプルの塩基

配列解読を行った。塩基配列の解読を行ったのは、タイリクバラタナゴ（No. 25）のリ

アルタイム PCR 産物である G1, G3 に加え、タイリクバラタナゴ（No. 23-25）の原液、

タイリクバラタナゴ（No. 25）の 0.1ng/ul 希釈液、イチモンジタナゴ近畿系統 2 個体
（No. 5-6）とした。リアルタイム PCR 産物である G1, G3 以外の 6 サンプルについて、

PCR を行った。1 サンプルあたりミリ Q3.75ul、10uM 各プライマー0.25ul、Ex Premier 
DNA Polymerase Dye plus6.25ul として混合した。最後に、テンプレート DNA を 2ul ず
つ分注し、Simpliamp を用いて PCR を行った。PCR 条件は、94℃1 分の後、94℃30 秒、

60℃30 秒、72℃1 分を 30 サイクルとした。次に、上記 PCR を行った３サンプルと、タ

イリクバラタナゴ（No. 25）のリアルタイム PCR 産物である G1, G3 を加えた８サンプ

ルについて、PCR 産物の精製を行った。ミリ Q1.125ul、ExoSAP IT Express0.125ul とな
るように混合し、各サンプルに 1.25ul ずつ分注した。温度条件は、37℃8 分、80℃2 分
とした。精製後、タカラバイオ株式会社のプレミックスシーケンスのプロトコルに従っ

て調整を行い、プレミックスシーケンスを依頼した。シーケンスの結果、タイリクバラ

タナゴ（No. 25）のリアルタイム PCR 産物である G1, G3 は、シーケンスしたイチモン

ジタナゴ近畿系統（No. 5-6）の配列と一致した。また、タイリクバラタナゴ（No. 23-
25）の原液およびタイリクバラタナゴ（No. 25）の 0.1ng/ul 希釈液からは、タイリクバ

ラタナゴの DNA が増幅された。これらのことから、リアルタイム PCR により増幅し

たタイリクバラタナゴ（No. 25）のサンプルは、イチモンジタナゴ近畿系統のコンタミ

ネーションであると結論付けられた。  
 
2.6 結論  
イチモンジタナゴの種特異的プライマーおよび、イチモンジタナゴ東海・近畿系統に

特異的に反応する各プローブを用いてリアルタイム PCR を行ったところ、東海・近畿

系統用プローブはイチモンジタナゴの各対象系統を誤検出なく識別できた。近縁種に

おいては、近畿系統用プローブにタイリクバラタナゴの 1 個体が増幅されていたが、

イチモンジタナゴ近畿系統のコンタミネーションであることが判明した。これらのこ

とから、本研究で開発したイチモンジタナゴプライマーは問題なくイチモンジタナゴ

のみを増幅し、イチモンジタナゴ東海・近畿用の各プローブは、問題なく対象系統のみ

に反応すると考えられる。  
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Fig. 2-1 本研究で開発したイチモンジタナゴ種特異プライマーを用いた PCR による像
副産物の電気泳動像。増幅領域である約 200bp 付近において、No. 1-7（イチモンジタ

ナゴ）、No. 10（ヤリタナゴ）、No. 16（カネヒラ）、No. 34, 35（タイリクバラタナゴ）、

No. 26（ミナミアカヒレタビラ）の増幅が確認できる。  
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Table 1-1 本研究で開発したイチモンジタナゴ種特異プライマーおよび東海・近畿系統

用プローブセットを用いて行ったリアルタイム PCR の結果。3 繰り返しで行い、陽性

反応の数を示す。  
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Fig. 2-2 本研究で開発したイチモンジタナゴ種特異プライマーおよび東海・近畿系統

用プローブセットを用いて行ったリアルタイム PCR の結果。（A）東海系統用プロー

ブにより増幅したイチモンジタナゴサンプルを示す。（B）近畿系統用プローブにより

増幅したイチモンジタナゴサンプルを示す。（C）近畿系統用プローブにより増幅した

タイリクバラタナゴサンプルを示す。  
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３．櫛田川水系におけるイチモンジタナゴ在来・外来系統判別調査  

3.1 材料と方法  
 2021 年 11 月 13 日に、櫛田川水系支流 A（過去にイチモンジタナゴの採集情報があ

る流域）から 10 地点（A1-A10）、櫛田川水系支流 B（イチモンジタナゴの保護池があ

る流域）から 4 地点（B1-B4）、イチモンジタナゴの保護池を含めたため池 6 地点（P1-
P6）から採水を行った。支流 A および B は、櫛田川本流から約 1 km 間隔の採水地点と

して設定した。各採水地点の詳細について、表 3-1 に示したが、詳細な位置に関しては

保護の観点から公表しない。基本的な採水手法は、環境 DNA 調査・実験マニュアル  Ver. 
2.2（Minamoto et al., 2021）に従い、若干の変更を施した。採水時には使い捨てのプラ

スチックカップを使用し、1 地点あたり表層水を 1000 ml 採水した。コンタミネーショ

ンを防ぐため、プラスチックカップは 1 地点の採水に用いた後、廃棄した。採水後、

DNAの分解抑制のために直ちに 10 %塩化ベンザルコニウムを 1000 μl 添加し（Yamanaka 
et al., 2017）、冷蔵状態で研究室に持ち帰った。ネガティブコントロールには、支流 A
の 10 地点後の採水後（NC1）、および支流 B とため池の合計 10 地点の採水後（NC2）
に、1000 ml の超純水を用いた。  
研究室に持ち帰り、その日のうちに濾過を行った。濾過は、直径 47 mm、0.7 um ポア

サイズの GF/F フィルターを用いて行い、濾過後直ちに -20℃で保管した。DNA 抽出は、

基本的には Miya et al. (2016)を、若干の変更部分を Hirohara et al. (2021)に従い、DNeasy 
Blood and Tissue Kit を用いて行った。  

mtDNA の Cyt b 領域の一部を、本報告書２で開発したプライマー対を用いて PCR に
より増幅した。PCR については、反応液量を 12 ul とし、2 x TaqPath qPCR Master Mix
を 6 ul、最終濃度が 900 nM のプライマー対、125 nM の TaqMan MGB プローブ 2 種類、
テンプレート DNA 2 ul を混合した。各サンプルおよび超純水を用いた PCR ネガコンは

3 反復で行った。PCR 増幅にはリアルタイム PCR 装置（StepOne-Plus）を用い、50℃2
分、95℃10 分の後、95℃15 秒、60℃60 秒を 55 サイクルの温度条件で行った。  

 
3.2 結果  
イチモンジタナゴの種特異プライマー・系統特異プローブセットを用いてリアルタイ

ム PCR を行った結果、近畿系統プローブによる陽性反応は得られず、東海系統プロー

ブによる反応が 6 地点で得られた（Table 3-1, Fig. 3-1, 3-2）。東海系統については、陽

性反応数 3/3 の地点が P3 および P6、陽性反応数 2/3 の地点が B1 および B2、陽性反応

数 1/3 の地点が A2 および P5 であった。残りの地点は陰性だった（Table 3-1, Fig. 3-2）。  
 
3.3 考察  
イチモンジタナゴ近畿系統のプローブは反応しなかったことから、本研究で検出され

たイチモンジタナゴは、全て東海系統である可能性が高いと判断された。  
支流 A からは A2 からのみ陽性反応があった。支流 A では、櫛田川本流との合流点

付近から過去のイチモンジタナゴの採集情報がある（藤本，  私信）。陽性反応のあっ

た A2 は、支流 A の下流側にあたり、過去の採集情報のエリアと一致する。過去に支流
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A で確認されたイチモンジタナゴは、支流 A の上流と下流のいずれから移動してきた

個体群であるかについては不明であった。しかし本研究では、陽性反応があったのは支

流 A2 のみであり、上流側からは陽性反応は得られなかった。また、後述するが、支流

A に近い支流 B からもイチモンジタナゴの陽性反応が得られていることから、支流 A
のイチモンジタナゴは、上流からの移動個体ではなく、支流 B からの移動個体である

可能性が高い。  
支流 B からは、B1 および B2 から陽性反応が得られた。支流 B は、保護池として利

用しているため池（P6）の位置する流域である。また、B1 と B2 はいずれも保護池 P6
の下流側であることから、P6 から流出した環境水に含まれた環境 DNA または、P６か
ら支流 B に流出したイチモンジタナゴが存在し、その個体由来の環境 DNA を検出した
可能性が考えられる。  
ため池からは、P3、P5、P6 から陽性反応が得られた。この 3 箇所のため池は、保護

池として活用しており、現在も生息が確認されているため池である。陽性反応が得られ

なかったため池 P1、P2、P4 は、イチモンジタナゴがかつて確認されていたが、現在は

確認されていないため池である（北村，私信）。これらのことから、本環境 DNA 調査
は、今までの採集調査による結果とよく対応している。  
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Table 3-1 櫛田川水系の採水サンプルで行ったイチモンジタナゴのリアルタイム PCR
の結果。3 繰り返しで行い、陽性反応の数を示す。  
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Fig. 3-1 櫛田川水系の採水サンプルで行ったイチモンジタナゴのリアルタイム PCRの
結果。ピンク色は東海系統用プローブを、緑色は近畿系統用プローブによる増幅曲線を

表す。  
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Fog. 3-2 櫛田川水系における採水地点。採水地点ナンバーは、Table 3-1 に対応してい
る。赤色で示した部分が、イチモンジタナゴ東海系統の陽性反応が得られたエリアを示

す。  
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４．総合考察  

本研究により、イチモンジタナゴの種特異的プライマーおよび、東海・近畿系統を識

別可能なプローブが開発された。本検出系は、櫛田川水系のみならず、全国の本種の保

全活動においても活用できる。本検出系は簡便に外来集団の侵入状況の把握が可能で

あることから、各地域における保全にかかる費用や労働力を軽減でき、持続的な保全活

動を行う上で有用である。また、本研究で開発した検出系は、過去にイチモンジタナゴ

の分布が知られていた三重県五十鈴川水系および員弁川水系などの調査においても応

用可能である。本種の保全に重要な残存在来集団の発見において、本検出系が高い効果

を発揮することが期待される。今後、本検出系の検出限界および定量限界を求めること

で、検出系の信頼性を高める必要がある。  
櫛田川水系の調査により、櫛田川水系におけるイチモンジタナゴの詳細な分布範囲が

明らかになった。櫛田川水系におけるイチモンジタナゴは、東海系統のみの検出であ

り、現時点で近畿系統の侵入の可能性は低いことが示された。支流 A で確認されてい
たイチモンジタナゴは、保護池から支流 B に流下し、支流 B から櫛田川本流を介して

分散した個体である可能性が高い。支流 A でイチモンジタナゴを検出した地点は、ワ

ンドであった。イチモンジタナゴは、河川内ではワンドなどの止水環境に近い生息環境

を好むことが知られている（北村・内山，2020）。そのため、櫛田川水系にワンド環境

を維持することで、イチモンジタナゴの繁殖に適した場が創出される可能性がある。櫛

田川水系内でイチモンジタナゴが自然に増える環境を整えることが期待される。  
櫛田川水系におけるイチモンジタナゴ東海系統の分布範囲は、局所的であることが示

された。本研究で得られた櫛田川水系におけるイチモンジタナゴの分布情報は、櫛田川

水系における環境アセスメントや学校教育活動、博物館における展示活動にも役立て

ることが可能である。今後、これらの活動に役立てられるよう、関係機関に情報提供を

行っていく。  
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