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クロサンショウウオ(Hynobius nigrescens)

・東北から滋賀の北部にかけて分布
・遺伝的に東北から福井県北部のCladeⅠと 
福井県と滋賀県の一部のCladeⅡの系統に
分けられる

・環境省は「準絶滅危惧種」、岐阜県は
「絶滅危惧Ⅱ類」に指定している
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総サンプル数
DNA抽出・PCR
シークエンス

揖斐川町櫨原
(2地点)

61 16

飛騨地方
（飛騨市、白川村）

38 28

尾芽胚→幼生 幼生 成体

櫨原1 2 18 -

櫨原2 4 - 37

• Morii et al.（2025）・滋賀県サンプル・揖斐川町サンプルのデータを比較
(通常、頭胴長は腹面から計測するが、揖斐川町の個体は背面から計測した)

• 比較項目：頭胴長、頭胴長比（頭胴長/全長）

• 5地点間の平均値を一元配置分散分析（ANOVA）で比較

• 有意差がある（p < 0.05）場合、Tukey–Kramer法で多重比較

• 使用ソフト：Microsoft Excel 

方法

結果

考察

岐阜県揖斐川町のクロサンショウウオ
・従来の生息地よりもかなり南に位置し温暖化の影響を受けやすい
・生息地の悪化も進んでいる

絶滅の危険性が最も高いクロサンショウウオ個体群

サンプルは以下の産地と個体数を使用した
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図1.揖斐川町で捕獲したクロサンショウウオ

図2.サンプルの採取地点

クロサンショウウオの全長に対す
る頭胴長の大きさは地域ごとに
異なる

揖斐川町の個体群と他地域の個体
群の全長に対する頭胴長の割合
を比較し、揖斐川町の形質的特
徴を調査した

目的

図5.各系統の分布図,参考文献（Morii et al., 2025）より引用

図6.地域ごとのクロサンショウウオの全長と頭胴長の割合を比較したグラフ
（(Morii et al., 2025)のデータを使用）

図7.頭胴長の地域間比較の箱ひげ図 図8.全長に対する頭胴長の割合の地域間比較の箱ひげ図

図9.悪化している生息地

調査・研究
• 揖斐川町の個体群のシークエンスデータを用いた

同個体群の遺伝的多様度の評価

• 形質的・生態的な違いの原因の解明

保全

• 南方に位置する個体群

• 天敵が多い

• 水深が浅い

• 遮水シートを設置し、
新たな池を作る

• 保全の必要性を発信

表2.各発生段階におけるサンプル数表1.遺伝子解析の段階別サンプル数

P119
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CladeⅠ

揖斐川町櫨原

3. シークエンスによる系統解析

青森県
秋田県
岩手県
山形県
宮城県
福島県

山形県
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新潟県

新潟県
長野県
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石川県
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福井県
滋賀県

仮説

①プライマーはHYD_Cytb_F1(50-CYAAYCCTAAAGCWGCAAAATA-30)と
salamander_cytb_R_N2(50-YTYTCAATCTTKGGYTTACAAGACC-30) 
（Matsui et al., 2008）を使用し, Cytochrome（シトクロー
ム）領域の一部の1075bpを増幅

②PCRはプロメガ社のGoTaq® Green Master Mix,を使用して
95℃2分間の初期変性の後に95℃60秒,55℃60秒,72℃120秒の
サイクルを30回行う

①現地調査で捕獲した個体の尾部から,生体への影響がほぼない
と考えられる約2㎜の組織サンプルを採取し,99.5％エタノー
ル中で,－20℃で保管

②キアゲン社のDNeasy Blood & Tissue Kitを用いて,DNAを抽出

DNAの抽出方法

PCRの方法

電気泳動の方法と結果: DNAの増幅を確認するため,2％アガロースゲルを
用いて,100Vで20分間電気泳動を行った

・揖斐川町の個体群は腹部が大きく、繁殖期を過ぎても
水中で生息している→従来とは異なる生態・形態

・生息地がCladeⅡが生息している滋賀県と福井県に近い

 揖斐川町の個体群はCladeⅡか未確認の系統に含まれる
可能性のある未知の個体群と言える

図3.クロサンショウウオ系統樹
（先行研究(Seki &  Mito, 2023)より引用)

シークエンスの方法

① ニューイングランドバイオラボ社のExo-CIP Rapid PCR Cleanup Kitを用いてPCR産物の精製を行う
② 塩基配列の決定はBigDye ver 3.1を使用したサンガー法で，ABI 3130を用いる

遺伝的多様性の評価

系統解析

シークエンスの結果から系統解析を行い、分子系統樹を作成

シークエンスの結果から、揖斐川町の個体群と岐阜県内の他地域の個体群の
遺伝的多様性を評価する
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図4.PCRの写真結果(写真は加工済み)
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表3.各地域間におけるクロサンショウウオの頭胴長の多重比較 表4.各地域間における全長に対する頭胴長の割合の多重比較

比較ペア 大小関係(平均値) 判定（p値）

揖斐川町 / 滋賀 揖斐川町 ＞ 滋賀 有意差あり(0.001)

滋賀 / 中部 中部 ＞ 滋賀 有意差あり(0.001)

揖斐川町 / 北関東 揖斐川町 ＞ 北関東 有意差あり(0.001)

揖斐川町 / 東北 揖斐川町 ＞ 東北 有意差あり(0.001)

揖斐川町 / 中部 揖斐川町 ＞ 中部 有意差なし(0.9)

揖斐川町 / 佐渡 揖斐川町 ＞ 佐渡 有意差なし(0.729)

中部 / 佐渡 中部 ＞ 佐渡 有意差なし(0.9)

比較ペア 大小関係(平均値) 判定（p値）

揖斐川町 / 中部 中部 ＞ 揖斐川町 有意差あり(0.03)

中部 / 東北 中部 ＞ 東北 有意差あり(0.003)

滋賀 / 揖斐川町 滋賀 ＞ 揖斐川町 有意差なし(0.87)

今のデータによる形質比較では系統が
断定できず、謎が深い

自分たち自身が実際に現地に赴き、捕獲・測定を通して詳細なデータを
手に入れ、形質の傾向を解明したい

今後
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