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Hideki Matsuba， Shotaro Yoshimi， Mikio Inoue and Hiroki Hata*. 2014. Origin ofTanakia 
limbata in Ehime Prefecture indicated by phylog巴ographicanalysis of mitochondrial 
cytochrome b gene sequences. Japan. J. Ichthyol.， 61 (2): 89-96. 

Abstract Phylogeographic analysis ofthe bitterling Tanakia limbata in westem Japan was 
conducted to identify the origin of the fish population in Ehime， Shikoku Island. A survey 
of rivers and spring-fed ponds on the Matsuyama Plain， Ehime， indicated that T. limbata 
had become distributed on the plain over a period of 19 years to the present day. Sequences 
ofthe mitochondrial cytochrome b gene indicated that the 42 individuals sampled included 
4 haplotypes， which were shared with a T. limbata population in the Yabe River， Fukuoka， 
Kyushu Island. All 4 haplotypes belonged to the West Kyushu group of T. limbata. On the 
other hand， T. limbata comprising the West Seto clade inhabits westem Honshu and eastem 
Kyushu， which regions shared the same paleoriver system with Ehime 20，000 years BP. 
These results suggest that individuals of T. limbata presently collected in Ehime originated 
from the Yabe River or adjacent waters， having artificially transported over the mountain 
chain that may act as a natural ba汀ierseparating the West Kyushu and West Seto groups. 

To conserve an endangered native bitterling， T. lanceolata， in Ehime， management of the 
introduced T. limbata， so as to prevent competition and hybridization with the former， is 
necessary. 

*Corresponding author: Graduate School 01 Science and Engineering， Ehime University， 

2-5B聞かo-cho，M抑 uyama，Ehime 790-857えJapan(e-mail: hαω@;Sci.ehime-u.acjp) 

』τアブラボテ Tanakialimbataは濃尾平野以西の
ノ 本州，四国，および九州に生息するコイ

科魚類であり(長田， 1989)，環境省レッドリス

トでは準絶滅危倶に指定されている(環境省，

2013). 一方で，静岡県では国内外来種として定

着が確認されている(松沢・瀬能， 2008). 愛媛

県においては 1979年に初めて採集され，当時か

ら国内外来種の可能性が疑われていた(愛媛県，

1979). しかし，香川県や広島県など隣接する地

域には在来個体群が生息するため，県下にも未確

認の在来個体群が存在する可能性を考慮して愛

媛県レッドリストでは絶滅危慎I類とされてきた

(愛媛県， 2003). 

Hashiguchi et al. (2006)は福岡県，佐賀県，大

分県，山口県，島根県，岡山県，および愛媛県で

採集したアブラボテをミトコンドリア DNA(mtDNA) 

の部分塩基配列に基づいた系統地理から西九州グ

ループ，東瀬戸グループ，西瀬戸グループの3グ

l レープに分けたが，その時，愛媛県個体群として

用いたアブ、ラボテのハプロタイプは，地理的に含ま

れると考えられる西瀬戸グループではなく西九州グ

ループに内包された.このことから， Hashiguchi et 

al. (2006)が用いた愛媛県個体群は移入由来であ

ることが示唆された.しかし，この研究では愛媛県

松山平野の国近川水系における l地点のみで採集

された個体を用いているため，愛媛県のアブラボ

テ個体群がすべて移入由来であることを示すわけ

ではない.愛媛県における在来アブラボテ個体群
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の有無を明らか』こするためには，さらに多くのサン

プルを解析する必要がある.

一方，松山平野には愛媛県レッドリストに絶滅危

倶IB類として記載されている同属のヤリタナゴ

Tanakia lanceolataが生 息している(愛媛県，

2003). アブラボテとヤリタナゴとは人工交配下で累

代妊性をもっ雑種が生じることが報告されている

(鈴木 ・日比谷， 1986). Hashiguchi et al. (2006)も

松山平野国近川水系にてヤリタナゴと同定された個

体から，アブラボテ型の mtDNAを検出しており， 2 

種の交雑を示唆している.ヤリタナゴとの交雑がア

ブラボテの人為移入により生じているならば，ヤリ

タナゴに対する不可逆的な遺伝的改変であるため，

アブラボテを適切に管理してヤリタナゴを保護する

必要がある.
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そこで本研究では，アブラボテの生息が確認さ

れている松山平野全域に加え (愛媛県， 2003)，瀬

戸内海沿岸や九州からもアブラボテを採集し，分

子系統樹とハプロタイフ。ネットワークを構築するこ

とで松山平野のアブラボテの由来を検討した.ま

た，松山平野に点在する湧水池において分布調査

を行い，現在 (2013年)におけるアブラボテの

在 ・不在を明らかにするとともに過去の文献と比較

した.

材料と方法

サンプル採集および分布調査 松山平野を涜れ

る重信川水系，国近川水系，長尾谷川， 大谷川|水

系の 4水系 59地点，および湧水池42地点(愛媛
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Fig. 1. Maps showing sampling sites. Abbreviations correspond to those in Table 1. Squares and circles 

indicate sampling sites and spring-fed ponds， respectively. Tanakia limbata collected or recorded indicated 

by solid symbols， open symbols indicating absence. Three groups of T. limbata based on mtDNA (West 

Kyushu， West Seto， East Seto group) indicated by dark gray color， oblique stitch， and light gray color， 

respectively. X on Shigenobu River indicates collection site of T. limbata in 1979. 
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Table 1. Localities， sampling dates and numbers of specimens of Tanakia limbata 

Individuals in gray shaded rows morphologically classified as T. limbata 

but have mtDNA type of T. lanceolata suggesting putative hybrids目SeeFig.2a and text for detail 

River system Abbreviation Locality n Date Accession number 

Ehime Prefecture 

Kunichika R. KNa 恥1asaki 2 Sep.2011 AB907119-31 

Kunichika R. KNb Masaki 14 恥1ay2011 AB907119-31 

Kun.ichika R. KNb Masak.i 2 堕ilY.2011 AB920290-91 

Kunichika R. KNc Masaki 3 恥1ay2011 AB907119-31 

Kunichika R. KNc Masa対 1 May2011 AB920289 

Kunichika R. KNd 恥1asaki 10 恥1ay2011 AB907119-31 

Kunichika R KN 3 * AB 1 08980-82 

Nagaodani R NDe Masaki 6 Sep.2011 AB907133-35 

Shigenobu R SGf Toon Jun.2012 AB907145-48 

Shigenobu R SGg Toon 6 Jun.2012 AB907145-48 

Kagawa Prefecture 

DokiR DK Marugame 5 Oct. 2011 AB907110-11 

Kyoto Prefecture 

Yodo R. YD Kameoka 9 May 2013 AB907114-15 

Hyogo Prefecture 

MukoR. MK  Amagasaki 5 Dec.2013 AB907104-07 

Okayama Prefecture 

Asahi R AH 4 * AB 108968-71 

Hiroshima Pr巴fecture

AshidaR AD Fukuyama 8 Aug.2012 AB907102-03 

2 Jun.2013 AB907102-03 

Numata R NT Mihara 2 Jun.2013 AB907108-09 

Shimane Prefecture 

GounokawaR GN 8 * AB 1 08972-79 

Yamaguchi Prefecture 

Fushino R FS Yamaguchi 5 Oct. 2013 AB907160-61 

Kotou R KT Ube 3 Oct. 2013 AB907162-63 

KoyaR. KY Shimonoseki 8 Sep.2013 AB 907164-66 

10 *ABI08958-67 

Oita Prefecture 

Yamakuni R YM Nakatsu 10 Feb.2013 AB907139-42 

Yakkan R YK Usa 4 Feb.2013 AB907136-38 

5 *ABI08953-57 

Yasaka R YS Kitsuki 10 Oct. 2013 AB907143-44 

Fukuoka Prefecture 

OngaR OG 3 *ABI08935-37 

ImaR IM 5 *ABI08938-42 

Nagasa R. NG 3 * AB 1 08943-45 

Chikugo R CGhm 5 *ABI08921-25 

CGks 9 *ABI08926-34 

YabeR YB 8 *ABI08913-20 

Yame 10 Feb.2013 AB907153-59 

Saga Prefecture 

Matsuura R. MT 7 * AB 1 08946-52 

KiseR. KS Saga 6 Feb.2013 AB907149-52 

Kumamoto P児島cture

MidoriR MD Kumamoto 4 Oct.2013 AB907116-18 

Kagoshima Prefecture 

K句iroR KJ Izumi 5 Oct. 2013 AB907112-13 

Takamatsu R. T恥4 Akune 5 Oct. 2013 AB907132 

ホdenotecitations from DDBJ. 
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県立博物館， 1994， 1995) にて2011年5月から

2013年 10月に手網，電気漁具もしくはモンドリ屋

を用いてアブラボテの採集を試みた.そのうち， 3 

水系 11地点，および湧水池3地点の計 14地点に

おいて計45個体のアブラボテが採集された.また

比較サンプルとして香川県，広島県，兵庫県，京

都府，山口県，大分県，福岡県，佐賀県，鹿児島

県および熊本県においてもアブ、ラボテの採集を行っ

た (Fig.1; Table 1). なお，香川県ではアブラボテ

は絶滅危倶I類，広島県，兵庫県，京都府，鹿児

島県および熊本県では準絶滅危倶に指定されてい

るため，これらの地域では一つの調査地で採集個

体数を9個体以下とした採集した個体は直ちに

99.9 %エタノールで固定した.種同定は中坊

(2013)の分類に従った.また， 42地点の湧水池

においては潜水調査も行い，アブラボテの在・不

在を確認した.この調査は， 2012年 12月から

2013年7月の期聞に，各池につき l回， Uchida 

and Inoue (2010)に準拠してベルトトランセクトを

設けて行ったそして，湧水池の魚類相が記載さ

れている文献(愛媛県立博物館， 1994， 1995; 

Uchida and Inoue， 2010)からタナゴ類の分布記録

を抽出し，本調査の結果と比較した.なお，湧水

池の概況や潜水調査の方法については Uchidaand 

Inoue (2010)と藤原ほか (2014)に記述されてい

る.

mtDNA分析 エタノール固定した各試料より右

腹鰭の一部を切り出し， Wizard ⑧ Genomic DNA 

Purification Kit (promega)を用いてDNAを抽出し

た.mtDNAのcytochromeb (cytb)領域について

プライマーセット Forward: NEW-FOR， 5'-AGCC 

TACGAAAAACACACCC-3' (Gilles et al.， 2001)， 

Reverse : cytb-Rev， 5'-GATCTTCGGATTACAAGA 

CC-3' (Hashiguchi et al.， 2006)を用いてPCRを行

い増幅した.目的領域が増幅されたPCR産物につ

いては ABI3130(Applied Biosystems) により塩基

配列を決定した.得られた配列は DNAData Bank 

of Japan (DDBJ)に登録した.

得られた cytb領域の塩基配列データに加えて，

DDBJのウェブ、サイトからアブ、ラボテの cytb遺伝子塩

基配列として登録されている全データを引用して使用

した.外群には国近川 (ABI08912，ABI08906)，福

岡県矢部川水系 (ABI08852)，福岡県遠賀川

(AB108874)，守岡山県旭川 (ABI08894)，島根県斐伊

川 (ABI08903) のヤリタナゴを用い， Clustal W 

(Thompson et al.， 1994)により多重整列を行った.こ

れらの塩基配列データをもとに， MEGA5 (Tamura et 

al.， 2011)によりモデル選択を行い，ベイズ情報量基

準により選択されたTamura-Nei+ G modelを用い，

最尤法による系統樹を作製した.また各枝について

近隣結合法，最尤法，それぞれで 1，000回のランダ

ム・サンプリング、によるブ、ートストラップ確率を求め

た松山平野で確認されたハプロタイプを含むクレー

ドについて，統計学的最節約法に基づ、くハフ。ロタイプ

ネットワークをTCS1.21(Clement et al.， 2000)により

作製した.さらに， ARLEQUIN ver 3.5.1.3 (Excoffier 

and Lischer， 2010)を用いて松山平野のアブラボテ集

団聞のペアワイズFst値 (Slatkin，1995)を算出した.

集団間の分化の有意性は Benjaminiand Hochberg 

(1995， BH法)による FalseDiscovery Rate (FDR)調

整を行ったP値を用いて検定した.

結 果

愛媛県松山平野におけるアブラボテの分布変遷

湧水池における分布調査の結果，アブラボテは

全湧水池42地点 (Fig.1) のうち，国近川水系，

長尾谷川水系周辺の松前区域 (Masakiarea)に位

置する 4地点と重信川中流の東温区域 (Toonarea) 

に位置する 2地点の合計6地点に出現した.一

方， 1994年， 1995年， 2000年に魚類相が記録さ

れている 29地点の湧水池(うち 2地点の湧水池が

2012年 12月までに消失)では，そのいずれからも

アブラボテは確認されていない(愛媛県立博物館，

1994， 1995; Uchida and Inoue， 2010). 本研究で

2013年にアブラボテを確認したこれらの 6地点の

湧水池は松前区域の 1地点を除いて上記29地点

の湧水池に含まれる (Tabl巴2). また， 2000年にヤ

Year Number of ponds 

Table 2. Distribution of Tanakia limbata in spring-fed ponds on the Matsuyama Plain， Ehime Prefecture 

Literature 

Presence Absence 

1994， 1995 
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Ehime Prefectural Museum (1994， 1995) 

Uchida and Inoue (2010) 

This study 
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リタナゴの生息が確認されていた東温区域の 1地点

(Uchida and Inoue， 2010)では 20日年にはヤリタナ

ゴは見られず，アブラボテが確認された.

アブラボテの系統地理 cytb領域の塩基配列を

決定したアブラボテ 146個体に DDBJから引用した

70配列を加え，合計 216個体から得られたし016

塩基対を相同領域として解析に用いた.この領域

において挿入や欠損による塩基配列長の多型はな

く，塩基置換によって区別される 87種類のmtDNA

ハプロタイプが検出された.アブラボテは

Hashiguchi et al. (2006)と同じ東瀬戸グループ，西

瀬戸グループ，西九州グループの3グループに分

けられた (Fig.2a). それぞれのグループは高い

ブートストラップ値を示して単系統性が支持され

た.西九州グ、ループと西瀬戸グ、ルーフ。との境界は

Hashiguchi et al. (2006)が示した結果と一致するも

のであったが，鹿児島県を流れる高松川と小次郎

JlIと熊本県の緑川が西九州グループに含まれること
や，愛媛県とは豊後水道をまたいで近接する大分

県で国東半島を南に流れる八坂川が西瀬戸グルー

プに含まれることが新たに明らかとなった.また，

Hashiguchi et al. (2006)ではやや不明瞭であった

西瀬戸，東瀬戸グループの境界が瀬戸内海側では

広島県沼田川と芦田川との聞にあることが示され

た一方で，松山平野で採集された 42個体はすべ

て西九州グループに包括された.この西九州グ

ループにおいて統計学的最節約法によるハプロタ

イプネットワークを作成したところ，愛媛県でみら

れた4種類のハプロタイプは，そのすべてが福岡

県矢部川水系でのみみられる 11種のハフ。ロタイプ

の中に含まれた (Table3 ; Fig. 2b). 遺伝的な分化

の指標である Fst値は，松前区域内の国近川と長

尾谷川水系間ではー0.0おとなり，有意な遺伝的分

4 

Table 3. Haploりrpefrequencies of Tanαkia limbαta 

collected at sampling sites on the Matsuyama plain， 
Ehime Prefecture 

slte n hap10types 

22 25 26 28 

KNa 2 。 。 1 

KNb 14 3 4 2 5 

KNc 3 。 2 。 l 

KNd 10 2 3 3 2 

NDe 6 。 3 2 

SGf l 。 。 。 l 

SGg 6 2 。 。 4 

化は見られなかった (BH法による FDR調整後p=

0.802). 一方で松前区域と東温区域の聞の，国近

JIIと東温区域，長尾谷川と東温区域の聞ではFst
値は 0.227と0.280となり，どちらの集団聞でも有

意な遺伝的分化が見られた(どちらも BH法による

FDR調整後p=0.041). 

アブラボテとヤリタナゴとの交雑個体 cytb領域

の塩基配列を決定した松山平野のアブラボテ45個

体のうち，国近川水系の KNbで採集された2個体

とKNcで採集された 1個体は，ヤリタナゴの遺伝

子型をもっていた (Fig.2 ; Table 1). これらの個体

は，側線鱗数が 32，33および 35であり，側線鱗

数 32-36(中坊， 2013)というアブラボテの形質に

一致し，側線鱗数 36-39というヤリタナゴとは一致

しなかった.これらのヤリタナゴの2ハプロタイプ

は，松山在来のヤリタナゴ、個体群と単系統群となっ

た.

考 察

松山平野のアブラボテの分布は，湧水池が集中

する松山平野沿岸部の松前区域と重信川水系中流

の東温区域の2区域に限られていた.この2区域

で採集したアブラボテはすべてmtDNAの系統にお

いて西九州グループに含まれた. 1979年に重信川

中下流域 (Fig.1の×地点)で初確認された松山

平野のアブラボテ(愛媛県， 1979)は，湧水池に

おける過去の魚類相との比較から分布域を拡大し

ていることが考えられた (Fig.1). 松前区域には水

田が多くみられ，濯概用の複雑な水路網により，

湧水池と河川が結ぼれている(愛媛県立博物館，

1994， 1995). また， 1979年にアブラボテが初確認

された重信川の地点もこの区域に含まれる.この区

域のアブラボテが確認された湧水池では，接続す

る周辺河川に多くのアブラボテ個体や，産卵床とな

るイシガイ科二枚員が生息しているため(松葉，

未発表)，アブラボテはこの水路網在介して分布を

広げたと考えられる.その結果，国近川と長尾谷

川の個体群には遺伝的な分化が見られなかったと

考えられる.一方，松山平野においてアブラボテ

が確認された松前区域と東温区域との聞には連続

的な分布が見られず，この 2区域の個体群聞では

遺伝的な分化が見られた.そのため，東温区域へ

の分布域の拡大にはまれな長距離分散が生じたと

考えられるが，人為的な移植の関与が疑われる.

松山平野で、は湧水池に加え，河川で採集したす

べてのアブラボテ個体が福岡県西部の矢部川水系
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Fig. 2. a: Maximum likelihood (ML) tre巴ofTanakia limbata in westem Japan based on 1016 bp of mitochondrial cytb 

Numbers on branches are bootstrap values (shown only above 60%) of ML and neighbor joining (NJ) analyses with 1000 

replicates. Numbers following # indicate haplotype code shown in Fig. 2b. Abbreviations denote rivers listed in Table 1; 

number of individuals given in parentheses; Gray shaded individuals in T lanceolata clade morphologically classified as T 

limbata suggest putative hybrids;へcitation企omDDBJ. b: Statistical parsimony network of mitochondrial haplotypes of 
T limbata belonging to West Kyushu group. Circle size reflects number of individuals of each haplotyp巴.Periods indicate 

missing haplotypes， each line segment indicating a single mutation between haplotypes. Code of each haplotype corresponds 

to that ofhaplotypes in Fig. 2a. 
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に見られるアブラボテ個体群とハプロタイプを共有

した.これらは西九州グループに属する.愛媛県と

隣接する香川県，広島県芦田川以東では東瀬戸グ

lレープの個体群が，山口県，広島県沼田川以西，

大分県，福岡県東部の豊前地域(中島ら， 2006) 

は西瀬戸グ、ループの個体群が生息していた.瀬戸

内西部は，約2万年前まで陸化した瀬戸内海を豊

後水道へ流れていたとされる古瀬戸内川水系を共

有していたと考えられている(桑代， 1959;日本第

四紀学会， 1987;北川ほか， 2009). 一方，九州

北部では三郡山地・英彦山地の東西で魚類相が異

なり(中島ほか， 2006)，本研究や Hashiguchiet 

al. (2006)でもこの両山地東西でアブラボテが遺

伝的に別グループに分かれることが示されている.

三郡山地・英彦山地が障壁となってその間で、遺伝

的分化が生じている例は他の魚種にも見られ，メダ

カでは愛媛県に生息する個体群は山口県や大分県

の個体群と同一のグループに属する一方で，有明

海沿岸諸河川の個体群はそれらと大きく隔たったグ

f[/-プに属することが系統地理解析で、明らかになっ

ている (Takehanaet al.， 2003). そのため，松山平

野で採集されたアブラボテの個体群が，福岡県西

部の矢部川のみでみられるハプロタイプをもつのは

不自然であり，三郡山地・英彦山地の地理的隔離

を越えて人為的にもたらされた個体群である可能性

がきわめて高い.

ヤリタナゴとアブラボテが同所的に生息している

九州北部では，アブラボテはヤリタナゴに比べ川幅

の狭い場所在好むことが知られている (Onikuraet 

al.， 2012). 松山平野は規模が小さく，平野部で湧

出して生じた河川は比較的細いまま海に流れ込む.

このような小河川はアブラボテにとって潜在的な生

息適地であり，アブラボテの分布域拡大を容易にし

ている要因なのかもしれない.さらに，松山平野に

おいては，アブラボテと在来ヤリタナゴとの聞に交

雑が生じていることが示唆され (Hashiguchiet al.， 

2006)，本研究で、も国近川水系神寄川 (KNc)で1

個体，国近川の水源となる出作新泉(KNb)で2

個体，側線有孔鱗数ではアブラボテに分類される

個体から，松山平野在来のヤリタナゴ型の mtDNA

が検出された.現在，松山平野においてアブラボ

テが分布を広げる一方で、，ヤリタナゴは急速に生

息地を減少させている(藤原ほか， 2014). 愛媛県

のヤリタナゴ個体群を保全するためにも，人為移入

起源の可能性がきわめて高い松山平野のアブラボ

テの個体群を早急に管理し，これ以上の人為的な

移植を防ぐこと，また2種の遺伝子浸透について

モニタリングしていくことが必要である.

本研究では，徹底した分布調査と mtDNAを用

いた分子系統解析により，福岡県西部矢部川水系

からの移入起源の可能性がきわめて高いアブラボ

テが松山平野において，近年急速に分布を拡大し

たことを明らかにした.ただし， mtDNAは有効集

団サイズが核遺伝子より小さく，かつて松山平野に

小規模の在来アブラボテ集団が存在したが，西九

州クレードの個体群が移植されたことで，その遺伝

子型が集団内に固定された可能性を否定できな

い.在来ヤリタナゴとアブラボテとの交雑を防ぐた

めにも，在来アブラボテ個体群が未発見のまま消

失することを防ぐためにも，今後はこの知見を地域

住民と行政が共有し，タナゴ類の人為的拡散を防

ぎ，在来ヤリタナゴの保全に努める必要がある.
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