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令和元年度研究報告 尼崎小田高校 

 

神戸市に生息するセトウチサンショウウオの分布と遺伝的特性の解明 

―兵庫県内他地域との比較― 

（環境 DNAを用いたセトウチサンショウウオの分布の推定）  

 

原田 侑季 （兵庫県立尼崎小田高校 サンショウウオ研究班） 

 

はじめに 

カスミサンショウウオ Hynobius nebulosusは長年，愛知県以西に 1種のみが生息するとされていた（松

井 2005， MATSUI 2006，青木 2011， TANI and HOELKER 2016）．2019年 2月，DNAの塩基配列や形態・

成体の比較により，9種に分けるのが妥当とする論文が発表された．兵庫県では，このうちセトウチサン

ショウウオ H. setouchi が瀬戸内海沿岸に，ヒバサンショウウオ H. utsunomiyaorum が宍粟市に，サン

インサンショウウオ H. setoi が新温泉町に生息することがわかっている（MATSUI 2019，高橋 2020）．

国営明石海峡公園神戸地区あいな里山公園においては，NPOの兵庫・水辺ネットワークなどの里山保全活

動によりにより，セトウチサンショウウオの生息が毎年確認されている．また一般市民対象の観察会な

ども開催されている． 

9 種の内の 1 種であるヤマトサンショウウオ

H. vandenburghi の環境 DNA の検出方法が報告

された（SAKAI 2019）．環境 DNAとは自然界に

生息している生体から剥がれ落ちた状態で自然

界中に漂っている DNAを指し，これを解析する

ことによりその場所に生息している生物を推定

することができる．今回は神戸市に生息するセ

トウチサンショウウオの分布と遺伝的特性の解

明し，兵庫県内他地域との比較するために有効

であると推測される環境 DNAの検出方法を研究

するために，「ヤマトサンショウウオの環境 DNA

の検出と同様の方法でセトウチサンショウウオ

分布が推定できる．」とい

う仮説を立てて，これを検

証することを目的とした． 

 

方法 

2019年 12月 19日(木)

にあいな里山公園相談ヶ

辻付近の池で採水したサ

ンプルを持ち帰り(サンプ

ル A5，A8，A9，A10，A11)

さらにセトウチサンショ

ウウオが生息していない

ことが確実な本校プール

でも採水した（サンプル

B）．採水したサンプルをグ

 

 

 

 

 

図 1. 電気泳動像 

N : ネガティブコントロール 

表1.  検出結果 

サンプル名 採水場所 増幅産物 1回目 2回目 3回目 4回目 5回目
約250bp ー ー ー ー ー
約850bp +++ +++ +++ +++ +++
約250bp ー +++ +++ +++ +++
約850bp +++ + + + +
約250bp ー ー ー ー ー
約850bp +++ ー ー ー ー
約250bp ー ー ー ー ー
約850bp ー ー ー ー ー
約250bp ー ー ー ー ー
約850bp ー +++ ー ー ー
約250bp ー ー ー ー ー
約850bp ー ー ー ー ー

A5 あいな里山公園

あいな里山公園A8

あいな里山公園A9

A10

A11

あいな里山公園

あいな里山公園

B 尼崎小田高校プール
 

+++：顕著なバンド，++：バンド，＋：薄いバンドを示す． 

A9   A10   A11     A5      B     A8     N 

850bp ―    ―    +++   +++   －   +    －  

250bp ―    ―    ―    ―    －  +++   － 

 

600bp― 

250bp― 
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ラスフィルターでろ過し，ろ物から DNA 抽出キット(DN easy)を用い，環境 DNA サンプルを抽出した(源

ら  2019)． 

このサンプルを用いてミトコンドリア DNAの 12S領域に対する PCR法による DNA増幅を行った．条件

は 95℃2分，その後 98℃10秒・62℃15秒・68℃15秒，55サイクルであった（SAKAI 2019）．DNAポリ

メラーゼは Tks Gflex™ (TAKARA)を用いた．2%アガロースゲル電気泳動によりバンドの有無を確認した．

電気泳動で確認した約 250bp のバンドと約 850bp のバンドは北海道システムサイエンスに業者委託して

塩基配列を解読した． 

 

結果 

PCR条件はいろいろ試してみたが，SAKAIら (2019)に従った条件(95℃2分，その後 98℃10秒・62℃15

秒・68℃15 秒，55 サイクル)が最もスメアやノイズと思われるバンドが少なかった．A8 からは約 250bp

のバンドと約 850bpのバンドが得られた．その他の A5，A9，A11からは約 850bpのバンドのみが得られ

た．あいな里山公園の池 A10 および尼崎小田高等学校のプールで採水した B からは目的のバンドが検出

されなかった（表 1，図 1）. 塩基配列を解読した約 250bpのバンドと約 850bpバンドはともに，ノイズ

が激しく，特定の塩基配列を反映したものではなく，配列の解読は全くできなかった（図 2）． 

 

 

図 2. 約 250bpのバンドのシーケンス結果 

 

考察 

先行研究においてはミトコンドリア DNA の 12S 領域の PCR 法による DNA 増幅の結果，

238bp(AC:LC485185)のバンドが得られた．よって今回得られた約 250bp のバンドは該当するバンドの

可能性が高かったが，約 850bp のバンドは該当しなかった．また先行研究によれば環境 DNA の検出で

は同一サンプルの PCR法による DNA増幅を 5回行ったうち，5回すべてにおいて検出されなくても陽性

であると判断し，ヤマトサンショウウオの調査が実施された．同様に判断すれば，今回の実験では A8

では 5回中 4回において約 250bpのバンドが検出され，セトウチサンショウウオの分布が推定される

との判断が可能であると考えられたが，その他のサンプルについては分布を推定することは難しかっ

た． 

今回得られた約 250bpと約 850bpのバンドの塩基配列の解読を行った結果，ノイズが多く，特定の

12S領域の配列は解読できなかった．約 250bpのバンドについてもサンショウウオの環境 DNAを増幅し

たバンドとは断定できなかった． 

これらのことから，ヤマトサンショウウオと同様の方法でセトウチサンショウウオの環境 DNA を検

出することは，成功しなかった．よって仮説を肯定することはできなかった.しかし，今回の実験だけ

で仮説を否定することも難しいと考えられた． 

今後は再度 PCR条件を検討し，より最適な条件を見つけていく必要があると思われた．またセトウ

チサンショウウオの成体から抽出した DNA サンプルで 12S 領域が増幅されるかどうか確認する必要が

あると思われた．またプライマーの塩基配列の検討なども行っていく必要があると思われた．今後の

継続的な研究が期待された． 
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