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Abstract : Hynobius tokyoensis is a pond-breeding salamander which is endemic to the Kanto district

and southern Fukushima prefecture in Japan. To examine genetic differentiation of this salamander,

the hyper-variable region 2 (HV 2) of the mitochondrial D-loop was sequenced and compared among

66 individuals derived from 37 localities. A total of 20 haplotypes were detected in this study. Six of 21

variant positions in this region were found in the repeat sequences. The phylogenetic analysis indicated

that this species was clearly divided into two major groups : a northern and a southern population. The

dominant haplotypes were different among local populations within each major group. These results

suggest that in order to protect and to preserve the genetic diversity of this species, each local population

should be protected as far as possible.

は じめ に

ト ウ キ ョ ウ サ ン シ ョ ウ ウ オ(Hynobius

tokyoensis Tago,1931)は,福 島県 南 部 か ら群

馬 県 を 除 く関 東 地 方 に か け て 分 布 す る小 型

の 止 水 性 サ ン シ ョ ウ ウ オ で あ る.本 種 は,

近 縁 種 で あ る カ ス ミサ ン シ ョ ウ ウ オ(H.

nebulosus Temminck and Schlegel,1838)の 亜

種 と され た 時 期 も あ った が(中 村 ・上 野,

1963;環 境 庁,1982),最 近 の ア イ ソザ イ ム

に 基 づ く系 統 解 析 の結 果 か ら は,独 立 種 で あ

る と され た.ま た,本 種 の愛 知 県 産 個 体 群 と

され て きた もの は,カ ス ミサ ン シ ョウ ウ オに

所属 す る と考 え られ た(Matsui,1987;Matsui

et al.,2001).

本 種 は,海 岸 付 近 か ら低 山地 に か け て生 息

す るが,丘 陵地 に最 も多 い(環 境 庁,1982;

伊 原,2001).特 に,雑 木 林 や 水 田 と い っ

た,里 山 環 境 に 適 した 生 活 史 を 持 つ.そ の

た め,圃 場 整 備 に 伴 う用 水 路 の 人 工 化,後

継 者 不 足 に よ る圃 場 の 荒 廃 と乾 燥 化,大 規

模 な都 市 開 発 な ど に よ り急 速 に 生 息 地 が 消

失 しつ つ あ る(金 田 ・大 野,1998;草 野 ・川

上,1999).生 息 地 の消 失 は,特 に 東 京 都 下

で深 刻 で あ り,そ のた め 東 京 個 体 群 は,絶 滅

の お そ れ の あ る地 域 個 体 群 と して レ ッ ドデ ー

タ ブ ック に リス ト ア ッ プ さ れ た(環 境 庁,
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1991).現 在,か な りの個 体 数 が 維 持 され て

い る と考 え られ る千 葉 県 に お い て も,生 息

環 境 の 改 変 に よ り著 し く減 少 す る恐 れ が あ

る こ とか ら,重 要 な保 護 動 物 に 指 定 さ れ て い

る(千 葉 県,2000).ま た,里 山 を代 表 す る

生 物 と して人 々 に親 し まれ,多 くの 個人 や 団

体 が,本 種 の保 護 活 動 に力 を 入 れ て い る(草

野 ・川上,1999).

こ の よ うな 背 景 か ら,開 発 に 伴 う補 償 措

置 と し て,本 種 の 保 全 の た め の 飼 育 と移 植

が 提 起 され て い る(斎 藤,2003).一 方 で,

善 意 か ら と考 え ら れ る が,自 然 分 布 域 を 無

視 した 移 植 が 行 わ れ た 可 能 性 の 高 い 生 息 場

所 が あ る こ と も報 告 さ れ て い る(金 田 ・大

野,1998).そ こ で,本 種 の保 全 を 考 え る上

で も,地 域 個 体 群 の 絶 滅 や 移 植 に よ り生 物

地 理 学 的 情 報 が 失 わ れ る前 に,本 種 の 遺 伝

的 構造 を 明 らか に す る こ とが 必要 で あ る と考

え られ る.本 種 の 遺 伝学 的 な研 究 と して は,

こ れ ま で ア イ ソザ イ ム に よ る検 討 が あ る が

(Matsui,1987;Matsui et al.,2001),今 後 は,

取 扱 い が 容 易 で 非 致 死 的 な試 料採 取 が可 能 な

遺 伝 子 解 析 に よ る方 法 も必 要 と考 え られ る.

そ こで,本 研 究 で は,種 内 変 異 の 存在 が期 待

で き る領 域 の一 つ で あ る ミ トコ ン ド リア遺 伝

子D-loop HV2領 域(松 井 ・小 池,2003)の

解 析 を試 み た.

材 料 及 び 方 法

本 種 の 主 な 分 布 域 か ら遺 伝 子 解 析 用 の試

料 を 採 集 した(表1).系 統 解 析 の外 群 と し

て,ヒ ダサ ン シ ョ ウ ウ オ(H.kimurae)と ツ

シ マサ ン シ ョウ ウオ(H.tsuensis)の 飼 育 個

体 に つ い て も,1個 体 ず つ 用 い た.各 地 点

で,主 に1個 体 の 標 本 を 用 い た が,東 京 都

の2地 点 と千 葉 県 の1地 点 のみ10個 体 ず つ 用

い た.こ れ ら3地 点 につ い て は,解 析 後 にハ

プ ロタ イ プ多 様 度(h=n(1－ ΣXi2)/(n－1):n

=標 本 数,x=ハ プ ロ タ イ プ 頻 度)を 算 出 し

た.現 地 に て,採 集 した 成 体 の 尾 部 先 端 約

3mmを 解 剖 用 ハ サ ミで 切 断 し,エ タ ノー ル

(>99.5%)中 に保 存 した.成 体 が採 集 で き

な か っ た 一 部 の地 点 で は,分 析 に 幼 生 を 用

い た.試 料 は 流 水 で よ く洗 い,火 炎 処 理 した

ピ ンセ ッ トと カ ミソ リを 用 い て約1mmを 切

り出 し,遺 伝 子 の 抽 出 を 行 った.遺 伝 子 の

抽 出,PCR産 物 の 精 製,シ ー ケ ンス 反 応 に

は,DNeasy Tissue Kit(QIAGEN,69504),

QIAquick PCR Purification Kit(QIAGEN,

28104),ThermoSequenase Cy5.5Tbrminator

Sequencing Kit(Amersham,US79840)の 各

キ ッ トを用 い,そ れ ぞ れ 付 属 の マ ニ ア ル に

従 っ て 作 業 した.HV2領 域 の 増 幅 の た め,

以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い た:5'-TTT TTT

TAC CTA TTG AAT TAT C-3'(Forward),

5'-GCG CTA CGC TTT AAT TAA GCT AC-3'

(Reverse).こ れ に よ り増 幅 され る領 域 は,

シベ リアサ ン シ ョ ウ ウオ(Ranodon sibiricus)

(Accession No.AJ419960)の16111-16418,

1-6bpに 相 当 す る.ま た,プ ラ イ マ ー の 設

計 に は,本 登 録 デ ー タ の 配 列 を 参 考 に し

た.PCRで は,TaKaRa Ex Taq(TAKARA,

RR001A)を 用 い,ア ニ ー リ ン グ温 度33℃,

30サ イ ク ル で 増 幅 し た.シ ー ケ ンサ ー は,

GeneRapid(AmershamBiosciences)を 用 い,

上 記 キ ッ トに よ る一 般 的 な手 順 に 従 って作 業

した.系 統 解 析 に は,CLUSTAL W(http://

wwwddbj.nig.ac.jp/search/clustalw-j.html)

とnjplot(http://biom3.univ-lyonl.fr/software/

njplot.html)を 用 い た.ハ プ ロタ イ プ名 は,

最 初 に発 見 され た 県 名 の頭 文 字(東 京都 の み

M)と 発 見 順位 で整 理 した た め,分 布 や 系統

関係 とは無 関係 で あ る.

結 果

本 調査 に よ り,福 島県 南 部 を含 む 関 東 地 方

の37地 点 よ り,ト ウキ ョウサ ン シ ョウ ウ オ の

ミ ト コ ン ド リア遺 伝 子D-loop HV2領 域 の 配

列 を 決 定 し,20種 類 の ハ プ ロタ イ プが 確 認 さ

れ た(表2).こ の う ち,ハ プ ロ タ イ プM1
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表1.　 トウキ ョ ウサ ンシ ョ ウウ オ の標 本 採 集 地.

Table 1. Sample locality of H. tokyoensis.
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を デ ー タ ベ ー ス に 登 録 し た(Accession No.

AB233470).ハ プ ロタ イ プ間 の変 異 は4%以

下 で あ った.塩 基 置 換 は,ト ラ ンス バ ー ジ ョ

ンが8ヶ 所,ト ラ ン ジ ッ シ ョ ンが10ヶ 所 存

在 した.繰 り返 し配 列 の 欠 失 あ るい は重 複 に

よる ギ ャ ップが5ヶ 所 か ら認 め られ,配 列 長

は313-316bpと 異 な って い た.系 統 解 析 の結

果 では,福 島 県 南 部 か ら茨城 県 北 部 にか け て

の個 体 群(北 グル ー プ)と,そ れ 以 外 の個 体

群(南 グル ー プ)と の 間 に大 き な差 異 が 認 め

ら れ た(図1).栃 木 県 のT1お よ び 三 浦 半

島 のK1は,系 統 解 析 の結 果 で は独 立 した グ

ルー プ分 け は で きな か った が,他 のハ プ ロタ

イ プに は な い238A-Tの 置換(あ るい は238A

の 欠 失)と297GTの 重 複 な どが 特 徴 的 で あ っ

た.

採 集 地 点 と確 認 され た ハ プ ロタ イ プを 地

図 上 に示 した(図2).複 数 地 点 か ら確 認 さ

れ た ハ プ ロ タ イ プ や,相 同性 の 高 い ハ プ ロ

タ イ プが 比較 的近 い範 囲 に集 中 して お り,地

理 的 傾 向が 認 め られ た.例 外 と して,栃 木 県

のT1と 三 浦 半 島 のK1は 相 同性 が 高 い が 距

離 的 には 遠 く離 れ て い る.ま た,海 を 隔 てた

三 浦 半 島 と房 総 半 島 の 両地 域 か ら,共 通 の ハ

プ ロ タ イ プ(C5)が 確 認 され た.各 地 域 か ら

複 数 の ハ プ ロ タ イ プ が確 認 され た が,栃 木

県 の み 単 一 の ハ プ ロタ イ プ(T1)が 確 認 され

た.T1は,比 較 的 近 い 埼 玉 か ら も確 認 され

た.そ れ ぞ れ10個 体 ず つ の標 本 が 得 られ た3

地 点 の ハ プ ロ タ イ プ多 様 度(h)は,St.23が

0.356,St.24が0.000,St.30が0.644と,地 点

に よ り開 きが あ った.

考 察

トウキ ョ ウサ ン シ ョウ ウ オは 移 動 能 力 の 乏

しい生 物 種 で あ り,そ のた め 生 物 地 理 学 的 に

も重 要 な遺 伝 情 報 を 持 つ と考 え られ るが,形

態 に よる比 較 が 難 しい こ と と,遺 伝 子 配 列 の

変 異 に富 む 領 域 につ い て の情 報 が 不 足 して い

た た め,種 内変 異 の比 較 は 難 しか った.本 研

図1.　 ミ トコ ン ド リア遺 伝 子D-loop HV2領 域 に 基 づ く トウ キ ョウサ ン シ ョウ ウ オ の ハ プ ロタ イ プの 系 統

樹(NJ法).ブ ー トス トラ ップ値(試 行1000回)を 枝 の隣 に示 す.

Fig. 1. NJ tree of haplotypes of H. tokyoensis based on the mtDNA HV 2 region. Bootstrap values greater than
500 (1000 replicates) are shown near the nodes.
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図2.　 トウキ ョウサ ンショウウオのハプ ロタイプの分布.地 点名 とハ プロタイ プを記す.破 線 は北 グルー

プと南 グルー プの区分.点 線は分布域.複 数 の標本 を分析 した地点 の括弧内の数字 は,各 ハプ ロタイプの個

体数 を示す.

Fig. 2. Geographical distribution of haplotypes of H. tokyoensis. Stations and haplotypes are shown on the map.

The broken line shows the boundary of the northern and southern groups. The dotted line shows the distribution

area. At the stations where two or more samples were analyzed, figures in parentheses show the numbers of samples

for each haplotype.

究 で は,ミ トコ ン ド リア 遺 伝 子D-loop HV2

領 域 の解 析 に よ り20種 類 のハ プ ロタ イ プが 確

認 さ れ た が,こ れ に よ り,本 種 の種 内 変 異 の

研 究 が 可能 とな った.

系 統 解 析 の 結 果 で は,北 グ ル ー プ と南 グ

ル ー プで 明 瞭 に グル ー プ分 けが 可 能 で あ り,

両者 の 分化 の程 度 は高 い と考 え られ た.両 グ

ル ー プの 由来 につ い て は,両 グルー プ の境 界

付 近 で の詳 細 な分 布 や,近 縁 種(特 に トウ ホ

クサ ン シ ョウ ウオ,Hynobius lichenatus)と の

遺 伝 的 関係 につ い て の調 査 も必 要 で あ る と考

え られ るた め,こ こで は考 察 しな い.

北 グル ー プ内 で は,地 点 間 が離 れ てい る こ

ともあ るが,い ず れ の地 点 か ら も異 な る ハ プ

ロタ イ プが 確 認 され た.た だ し,同 地 点 で採

集 され た3個 体(St.2)に つ い て は,す べ て

同 じ ハ プ ロタ イ プ で あ った こ とか ら,北 グ

ル ー プ の地 点 内 で の 多様 性 につ い て は,さ ら

に調 査 が 必 要 で あ る.

三 浦 半 島 か らは,K1とC5の ハ プ ロ タ イ

プが 確 認 さ れ た が,C5は 房 総 半 島 か ら も確

認 され て い る.本 種 は,両 棲類 で あ る こ と

か ら海 を 渡 る こ と は で き な い た め,こ の事

実 は 興 味 深 い.本 種 同 様,低 移 動 性 で あ る

ア オ オ サ ム シ の赤 色 型 亜 種Carabus insulicola

nishikawai(Ishikawa,1966)も 房 総 半 島 南

部 と 三 浦 半 島 南 部 に 分 布 す る が(石 川,

1991).両 種 に お け る分 布 の共 通 点 も,両 半

島 が 数 万 年 前 は 陸 続 き で あ った(Kaizuka et

al.,1977)と い う地 史 的 要 因 に 由 来 す る と考

え られ る.一 方,T1お よ びK1は,距 離 的

に 遠 い が 相 同性 は高 い.特 に,他 のハ プ ロ タ

イ プに 見 られ な い238Aの 欠 失 と297GTの 重

複 が,そ れ ぞ れ独 立 に起 こった の で は ない と

す れ ば,古 東 京 川(Kaizuka et al.,1977)な

ど の存 在 に よ り分布 が連 絡 して いた とい う仮

説 も成 り立 つ もの と思 われ る.古 東 京 川 は,

現 在 のT1の 分 布 域 か ら 現 在 の 東 京 湾 を 通

り,現 在 の湾 口か ら太平 洋 に注 い で いた と考

え られ て い る.お そ ら く,低 移 動 性 で水 場 の



爬虫両棲類学会報2006(1) 7

存在が不可欠なサンショウウオにとっては,

水系の異なる地域への分散よりは,水 系内で

の分散の方が,は るかに起こりやすかっただ

ろう.

10個 体 の標 本が得 られ た地 点内 のハ プ

ロタイプ多様度には,地 点間で開 きがあっ

た.最 も多様性 の高か った千葉 県のSt.30

(h=0.644)は,一 年を通 して涸れることの

無い湧水の注 ぐ安定した産卵場所であり,多

くの個体が産卵のために訪れていた.St.23

(0.356)も,比 較的安定な水場である.そ

れに対 し,最 も多様性が低か った東京都 の

St.24(0.000)は,個 体数は少 なくない もの

の,雨 水に頼る水溜 りの多い産卵場所である

ため,幼 体が変態上陸する前に干上がること

も多いよ うだ.し たがって,St.27の 場合,

産卵場所の不安定さが遺伝的多様性 の低下

に関係している可能性 も考えられる.遺 伝的

多様性の低下と,個 体数の減少,す なわち絶

滅との関連が多 くの研究者に指摘されている

が(米 田,2003),栃 木県の4地 点か らも,

すべて同じハ プロタイプが検出されている

ため,ど の程度の個体数が維持されているの

か詳細な調査が必要 と考えられる.特 に,本

種の場合,地 域的に特定のハプロタイプ(ハ

プロタイプグループ)が 優占する傾向が認め

られることから,個 体群の絶滅により種全体

の遺伝的多様性が大きく低下する可能性があ

る.そ のため,そ れぞれの個体群の保全は極

めて重要であると考えられる.

本研究 により,ト ウキ ョウサ ンショウウ

オの ミトコンドリア遺伝子に基づ く遺伝的

構造について知ることができた.今 回解析さ

れた領域からは,複 数のハプロタイプが確認

され,地 理的傾向も認められたことから,今

後,地 史的研究や,本 種の保全のために活用

することができるだろう.
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Climate warming and timing of breeding of amphibians :

A case of amphibian populations in the Tama district, Tokyo
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近 年,地 球 規 模 で の 両 生 類 の 減 少 が 危 惧

され て い る が,こ こ 日本 で も,特 に 大 都 市

近 郊 で の こ の数 十 年 の 両 生 類 個 体 群 の衰 退

は 際 立 って い る.両 生 類 の減 少 や 絶 滅 の原 因

と して は,人 為 的 な環 境 破 壊 が際 立 つ が,こ

れ 以 外 に酸 性 雨,残 留 農 薬 の拡 散 な ど とと も

に,地 球温 暖化 に伴 う気 候 の変 化 も上 げ られ

て い る(松 井,1996;Blaustein et al,2003;

Pounds and Puschendorf,2004).両 生 類 の 皮

膚 は 薄 く,外 界 か らの様 々 な影 響 を受 けや す

い.極 端 な温 度 変 化 や 乾 燥 は致 命 的 だ ろ う.

また,彼 らの繁 殖 活 動 は温 度 や 降 雨 の影 響 を

受 け るた め に,気 候 の変 化 は個 体 群 に深 刻 な

影 響 を与 え る可 能 性 が あ る(Blaustein et al.,

2001).し かしながら,地 球温暖化に伴 う気

候変動のような変化は,長 期間に徐々に進行

するため,そ の両生類個体群への影響を検出

するのは容易ではない.短 期間の調査では不

可能で,最 低でも数十年 レベルの調査が必要

だろ う.地 球温暖化の生物群集への影響が頻

繁に話題に上がっている今 日でも,そ の両生

類の繁殖への影響の有無を検証した報告はま

だ数少ない.

英国のカエル類3種 とイモリ類3種 に関し

て,17年 間にわたり繁殖活動をモニタリング

した結果,カ エル類1種 を除きすべての種で

温暖化に伴 う繁殖活動の早期化の傾向が明ら

か となった(Beebee,1995).カ エル類では


