
 - 1 -

 河川事業への遺伝情報の活用による効率的・効果的な河川環境調査技術と改善技術に関す

る研究 

研究予算：運営費交付金（一般勘定） 

研究期間：平 23～平 27 

担当チーム：水環境研究グループ（河川生態） 

研究担当者：萱場祐一、村岡敬子 

 

【要旨】 

本研究は，これまでの戦略研究を通じて現場適用の効果が示唆された遺伝情報を用い，これまで困難であった

魚類集団と空間の関わりの把握と，それに基づいた調査や事業計画の方法を提案することを目的に，平成 23 年

度を初年度として実施しているものであり、昨年度は魚道の評価に遺伝情報が適用できることを試験区間におい

て明らかとするとともに、実用化のためには分析の再現性等について検証が必要であることを示した．これらの

結果を踏まえ平成２４年度から３カ年間、実際の直轄河川の規模において”魚類の移動環境の評価”を行う際の

各種課題を整理することを目的に、民間コンサルタント 3 社との共同研究を行っている。さらに、平成 25 年度

は、遺伝情報を用い、外来種であるハリエンジュの供給源の推定を試みた。 

キーワード：AFLP，マイクロサテライト，ハリエンジュ, 高水敷樹林化  

 

 

1．はじめに   

遺伝情報の分析・解析技術は急速に発展しており、さ

まざまな分野において実用化がなされている。生物学の

分野においても、種間や地域間、あるいは個体間におい

て遺伝情報が異なる部位を利用し、当該種の分布域の調

査や個体数管理など、具体的な保全策にも活用されてい

る。河川環境分野では、魚類や植物の“遺伝子”に関わ

る地先の具体的な課題を解決しようとする調査事例があ

る。しかしながら、実際の流域スケールにおいて同様の

調査を適用する場合、目的に応じた適切なサンプリング

計画（魚種・地点の選定、調査時期・頻度等）、分析計画

（解析手法・分析手法）、組み合わせる環境情報の種類な

ど、まだ未解明な部分も多いのが実情である。 

そこで、遺伝情報をの活用を目指し、平成２５年度は、

外来種の繁殖状況の推定のための適用を試み見た。近年，

日本の多くの河川において河道内に樹木が繁茂し樹林が

形成される樹林化が進行している．河道内の樹林は出水

時に洪水を安全に流下させる妨げや流木発生の一因でも

あり，また出水かく乱に適応した河川固有の生物種の減

少につながるなど，治水安全上・生態系保全上双方にお

いて問題となっている．河川管理者らは，河道内樹木を

伐採・除根するなどの管理を行っているが，再び樹林化

することも少なくない．本研究で対象としたハリエンジ

ュ（ニセアカシア Robinia pseudoacacia）は，北アメリ

カ原産の落葉高木で，外来種でもある．外来種である本

種は種子からの繁殖だけでなく，株や根，枝などから萌

芽する特性をもつ．そのため，出水時などに上流から種

子や枝・根などの形で流下してきたものが定着し，拡大

していると考えられるものもあり，樹林化が問題となっ

ているエリアだけでなく，上流域における主たる供給源

の当該樹種に対しても適切な措置をおこなうことにより，

下流域の樹林化の速度を低減できる可能性がある．そこ

で，本研究では遺伝情報を用いて流域内におけるハリエ

ンジュの動向を推定することを試みた．ここに，ハリエ

ンジュが外来種であること，株や枝などから萌芽するク

ローンが存在すること，対象地域が同一水系内という限

られた範囲であることから，対象とする集団内の遺伝的

差異が小さいことが想定されたため，分析においてはマ

イクロサテライト解析および AFLP 解析の双方を用い

比較した． 

また、本研究では平成 24 年度から 3 カ年の計画で本

民間コンサルタント会社3社（㈱建設環境研究所・㈱建

設技術研究所・中電技術コンサルタント㈱）と土木研究

所との共同研究を行っている。本共同研究では、太田川

水系の直轄区間のスケールにおいて、遺伝情報を用いた

魚道の評価を試み、実用化にあたっての問題点を精査し

ようとするものである。平成２５年度は、図-1に示す範

囲において、初年度の結果を踏まえながらサンプリン



 2

グ・分析を行った。また、分析にあたっての留意点等を

随時まとめながら、手引きの素案を作成した。 

 

2．材料と方法 

2．1 調査地点およびサンプリング 

本研究では，長野県を流れる一級河川天竜川本川約

50Kmの区間の2地点およびそこにつながる7支川，計

9 地点において，2011 年 11 月にサンプリングを行った

（図-2）．なるべく隣接しない個体を選定し，各地点 30

サンプルについて葉のついた枝を採取し，冷蔵状態で実

験室に持ち帰り-80℃にて冷凍保存した．DNA抽出には

Qiagen 社製DNeasy Plant Mini Kitを用いた．また，

アウトグループとして，岐阜県内の木曽川において7サ

ンプル，土木研究所敷地内（茨城県つくば市）において

8サンプルを採取した． 

2．2 マイクロサテライト解析 

本研究では Lian1らの方法に従い，A～F 地点の 172

個体 6 領域についてマイクロサテライト情報を取得し，

1セット（３プライマーペア×２回）のPCRにより145

サンプルに対して有効なデータを得た．分析の結果，6

領域において最大 186Allele が検出された．これより地

点間の遺伝的距離を Genepop ver4.22),3)によって求め，

PHYLIP Version 3.684)によって系統樹を作成した．また， 

Structure5)による個体の帰属性解析を行った． 

2．3 AFLP解析 

AFLP 解析は ABI 社製 AFLP ®Ligation and 

Preselective Amplification Moduleを用いてアダプター

配列に3塩基付加し，蛍光標識したEcoRIプライマーお

よび無標識のMSE-Ⅰプライマーを組み合わせ，ハリエ

ンジュに対して，Eco ACT-MseⅠCAT, (同)AAC-CAA，

(同)ACG-CTC の計 3 通りのプライマー組み合わせによ

り分析を行った．PCR増幅産物は，ABI社製3100を用

いて電気泳動した後，同社Gene-mapperR(ver.3)を用い

て自動解析した結果，2 組のプライマーペアから計

195Allele (Eco ACT-Mse Ⅰ CAT 73Allele, 

AAC-CAA122Allele)が検出された．得られた AFLP デ

ータから，AFLP SURV)6)を用いて各地点間，個体間の

遺伝的距離を求め，PHYLIP Version 3.68によって系統

樹を作成した．また， Structureによる個体の帰属性解

析を行った．分析は，得られた全サンプリングを3つの

96well プレートにて実施し，1 セット（2 プライマーペ

ア）のSelectiv PCRにより，168サンプルについて有効 

 

3．結果 

3．1 分析方法の比較 

 
図-2 サンプリング地点 
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筆者らは，これまでの検討により，遺伝的差異

が極めて小さい集団に対して AFLP を適用する

場合，分析の再現性が影響を与えることを示して

きた 7)．今回のケースにおいても同様に，

Structure による解析結果において，Plate1 と

Plate2,3の間に明瞭な差が表れた．複数回の泳動

結果の比較から，この差異は Ligation もしくは

Preselectiv PCR のステップに起因するととも

に，試薬類の影響ではないと考えられるものの，

原因は特定できなかった．以降の比較・分析はこ

の再現性の影響がないPlate1, Plate2,3に分けて

実施することとした． 

マイクロサテライト手法では，6 領域についてそれぞ

れ5, 12, 8,18, 8, 6Allelを得るとともに，1塩基違いの

Allele を複数含む領域が２つみられた．これらの結果か

ら，本流域のハリエンジュに対して，マイクロサテライ

トを適用できると考えられた． 

得られたデータをもとに，AFLP，マイクロサテライ

トそれぞれについて得られた地点間の遺伝的距離の関係

は同様の結果を示した(図-3)．また，アウトグループで

ある2つの地点も天竜川流域の地点の間に混在する結果

を示しており，当該種が人為的に広く拡大されてきたこ

とを追認させる結果となった． 

 

3．2 マイクロサテライト情報に基づく検討 

 

マイクロサテライトの 144 サンプルのうち，43 サン

プル（14個体）の遺伝情報が地点内において一致し，こ

れらが地点内における同一個体あるいはクローンである

と考えられた．その比率は地点によってばらつきが大き

く，支川Bでは半数が同じ遺伝情報を有していた(図-4)．

本川では，下流に位置する地点Fの率が上流のDの倍の

値を示した．サンプリング地点の物理環境・サンプリン

グ数の適正化等の追加検討を行う必要があるものの，各

地点の繁殖のしやすさを推定する目安とし利用できる可

能性がある．尚，AFLPの場合には”同一の遺伝情報”

の指標としてStructure計算により得られる各要素の比

率を用いることにより，マイクロサテライトに準じる結

果を推定可能と考えられる． 

地点内で同一の遺伝情報を有するデータを削除した後，

地点間の遺伝的距離を再度計算した結果を図-5 に示す．

本川D・Fともに，他の地点に比較して上流の支川Bか

ら遠い関係を示した． 

同一支川内の Sub 地点間と本川地点の比較（支川 B-

本川 D,支川 E-本川 F）では，いずれも支川上

流域では上下流の地理的環境を反映させる結果

を示したが，下流域では本川と絡み合う結果と

なった．上流域では他の地域からの種子等の移

入が少なく流下により拡散するが，下流域では

上流域からだけでなく他からの侵入がある可能

性がしめされた． 

 

4．河川事業への遺伝情報活用を目指した共同

研究 

 平成 25 年度のサンプリングは、土木研究所

および共同研究参画3社の協力のもと、①昨年

度の分析結果の追認、②堰堤の無い区間や分断

された地点を含めた総合的な評価、③他魚種に

おける移動環境の評価 を目的に平成 25 年 9

～10月にかけて実施された。本調査ではカワム

 
 

a)マイクロサテライト             b)AFLP 

図-3 遺伝情報に基づく各地点の遺伝的距離 

 

図-4 各地点内で同じ遺伝情報を有する比率 
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ツ・カワヨシノボリの他、9 種のサンプルを得た。これ

らのサンプルは、順次分析されるとともに、引き続き本

研究課題においても分析される予定である。本共同研究

の取り組みの経過は、積極的な学会活動を通じて、官・

民・学の意見や助言を得ることにより、より適用性の高

いものとなるよう努力を行っている。 

 

5．考察 

本研究により，同一流域ないにおけるハリエンジュに

対してマイクロサテライト分析により得られる情報を用

いることにより，繁殖や拡散に関するいくつかの仮説を

設定できた．今後，追加調査・分析や流域や地点の特性，

人為的要因等を含めて精査をしていくことにより，河川

内の樹林管理に資することができると考えられる．また，

今回の調査対象とした天竜川においては，ハリエンジュ

に対してマイクロサテライトによる多型が得られたが，

他の水系においてどの程度の多型が得られるかは不明で

ある．AFLP分析手法については，再現性等においてい

くつかの課題はあるものの，マイクロサテライトに準じ

るデータをどの程度得られるものであるか，引き続き比

較検討を予定している． 
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図-5 各地点同じ胃炎情報を有するサンプルを除

いた、マイクロサテライト情報に基づく各地点

の遺伝的距離 
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APPLICATION OF MOLECULAR BIOLOGICAL METHOD ON ASSESSMENT OF RIVER  
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                           Research Period：FY2011-2015 

Research Team ： Water Environment Research 

Group(River Environment) 

                           Author：KAYABA Yuichi 

                                                               MURAOKA Keiko 

                                                                

Abstract ：  
The woody vegetation on floodplains poses several problems for river management, such as flood control, in Japan.  

Willow, bamboo, and black locust trees are dominant species, which proliferate with high reproductive abilities in 

river environments. Therefore river administrators need to establish methods to limit the spread of riparian forests 

in order to maintain sufficient river flow capacity to reduce the risk of flooding. On this study, Genetic information 

of Robinia pseudoacacia were compared through the river to estimate the main origin of supply of seeds or 

branches.  Treatment of black locust trees was conducted in a forest 182 km from the mouth of the Tenryu River 

(Nagano Prefecture). The 30 leaves samples per sites were collected on 11 sites, and preserved in -80°until DNA 

extraction using a phenol-chloroform extraction protocol after proteolysis by Proteinase K. The amplified fragment 

length polymorphisms (AFLP) method was applied. To estimate the genetic differentiation between populations in 

each area and between different generations, the genetic diversity and population genetic structure were estimated 

using AFLP SURV1, 2 and STRUCTURE3. The Phylip software package4 was used to generate a minimum 

spanning tree. The genetic structures of each individuals were similar throughout the river, but several hypothesis 

of luxuriate are build.  

 

Key words : AFLP, STR, Robinia pseudoacacia, woody vegetation on floodplain 
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