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要旨

世界的にカエル類の種数や個体数の減少が確認されており，開発などによる生息地の荒廃などが原因

とされている．愛知県内でも14種のカエル種が確認されているが，そのうち10種のカエルが，国，県，

地域レベルでレッドリストに登録されている．カエル群集の種多様性を評価するに際し，個体数や種数

のみならず遺伝的な情報を把握することが重要であるが，愛知県内に生息するカエル類の遺伝子データ

は十分とは言えない．本研究では，愛知県内に生息するカエル 8 種（ニホンアマガエル（Hyla 

japonica），ツチガエル（Glandirana rugosa），トノサマガエル（Pelophylax nigromaculatus），ナゴヤ

ダルマガエル（Pelophylax porosus brevipodus），ニホンアカガエル（Rana japonica），ヤマアカガエル

（Rana ornativentris），モリアオガエル（Rhacophorus arboreus），シュレーゲルアオガエル（Rhacophorus 

schlegelii））について，ミトコンドリアのリボソームにおける16S rDNAの塩基配列と，トノサマガエ

ル属2種（トノサマガエル，ナゴヤダルマガエル）については，核に含まれる遺伝子の１つのrhodの

一部配列を決定し，DDBJデータベース（DNA Data Bank of Japan, DDBJ Center）に登録したことを

報告する．

都市化や湿地の分断化などによって，世界的に両生類

の 種 数 や 個 体 数 が 減 少 し て い る（Blaustein and 

Kiesecker 2002; Naito 2012）．カエル類は地域生態系の

食物連鎖の中で中間的な階層に位置し，上位の消費者や

下位の生産者の個体群および生態系の安定に大きな役割

を果たしている．そのため，現状のカエル相を評価する

ことは，地域の水田生態系の健全性の評価につながると

考えられる．

愛知県内には14種のカエル類が生息（移入種のウシ

ガエル1種を含む）しており，そのうち10種が国や県，

市のレベルで絶滅危惧種として指定されている（愛知県

環境部．第三次レッドリスト．レッドリストあいち
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2015．http://www.pref.aichi.jp/kankyo/sizen-ka/

shizen/yasei/redlist/．2018年3月確認，名古屋市．名

古屋市版レッドリスト2015．http://www.city.nagoya.

jp/shisei/category/53-5-22-2-3-3-0-0-0-0.html．2018 年 3

月確認，豊田市．豊田市生物調査報告書 2018. http://

www . c i t y . t o yo t a . a i c h i . j p /ku ra sh i /kankyou/

sizen/1016111.html．2018年3月確認．）．カエル相の評

価を行うにあたり直接観察や夜間の鳴き声による判別が

行われているが，近縁種や雑種の種判別は熟練者以外で

は難しく，遺伝子を用いた種同定が確実であると考えら

れる．特にナゴヤダルマガエル（Pelophylax porosus 

brevipodus） は 各 地 で ト ノ サ マ ガ エ ル（Pelophylax 

nigromaculatus）との雑種が形成されていることが確認

されており，純系種や雑種などの評価のために，遺伝子

情報が必要である （Komaki et al. 2012.; 名古屋市．名古

屋市版レッドリスト2015．）．生物の遺伝子情報がまと

め ら れ て い る National Center for Biotechnology 

Information （NCBI）データベースには愛知県のカエル

種の配列情報は，著者らが確認した2018年3月現在で，

種判別などに使用するミトコンドリア内のリボソーマル

DNA （rDNA）の登録数は非常に少なく，ツチガエル

（Glandirana rugosa） の 12S リ ボ ソ ー マ ル DNA （12S 

rDNA）で3件登録されているのみであった．そのため，

近縁種間の種判別などを行う基盤が整っていないと考え

られた．

そこで本報告では，愛知県に生息するカエル14種の

うち8種を対象に，カエル種の分類に利用されるミトコ

ンドリアの16SリボソーマルDNA （16S rDNA）の配列

を決定した．さらに絶滅が危惧されているナゴヤダルマ

ガエルとトノサマガエルについて，核由来の遺伝子での

配列比較のために，rhod遺伝子の一部配列を決定した．

まず，愛知県内の池や田に生息するカエル8種23個体

を捕獲した（表1）．MS-222によって麻酔後，各個体の

指の一部を切り取り，NucleoSpin Tissue （Macherey-

Nagel社 , ドイツ）の標準プロトコールを使用し，ゲノ

ムDNAの抽出を行った．16S rDNAの配列について，

既報の両生類用のミトコンドリア16S rDNAプライマー

（フォワード側；5’-CGCCTGTTTAYCAAAAACATC-3’，

リ バ ー ス 側；5’-GACCCYATGGAGCTTHAAAC-3’，

Simon et al. 1994; Bossuyt and Millinkovitch 2000） を

用い，EmeraldAmp PCR Master Mix （タカラバイオ, 

大阪）を混合した反応液を調製し，GeneAmp PCR 

Thermal Cycler System 9700 （Applied Biosystems, ア

メリカ） を用いて対象領域を増幅した．PCR条件は，初

期の熱変性を94℃ , 5分間，サイクリングは，熱変性を

94℃ , 30秒間，アニーリングを55℃ , 30秒間，伸長反応

を72℃ , 1分間で，35サイクルとした．増幅後の反応液

を1.5%アガロースゲル （Merck, ドイツ）に入れ，電気

表1．本研究で使用したサンプルリストと登録配列の番号

Table 1．Sample list used in this study with Accession numbers
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泳動（Mupid-2，コスモバイオ）を行なった後に，染色

液（GelRed, Biotium, アメリカ）を入れた TAE バッ

ファーに浸し，増幅産物を紫外線光により励起させて確

認した．増幅産物はExoSAP-IT PCR Product Cleanup 

（Affymetrix, アメリカ）を用いて短い増幅産物やプライ

マーを除去した後，BigDye Terminator ver3 （Applied 

Biosystems）を用いてシーケンス反応を行い，ABI3100

（Applied Biosystems）で配列を決定した．シーケンス

反応以降の操作は，名古屋大学遺伝子実験施設に依頼し

た．今回得られた16S rDNAの配列は，新たに愛知県内

で得られたものであるため（表1），国立遺伝学研究所

のDNA Data Bank of Japan （DDBJ）に登録した（表1，

Accession number: LC389197-LC389219）．配列決定後

に，各カエル種の増幅産物をNCBIに登録されているデー

タベース上の配列と比較を行った（表2, 附表1）．今回

配列を決定した全8種は，愛知県由来の16S rDNAの既

存配列が確認できなく，岐阜県関ヶ原で採取されたツチ

ガエルの既存配列が最も地理的な距離が近いものであっ

た（Mawaribuchi et al. 2016）．ナゴヤダルマガエルは

登録されている配列がなく，我々のサンプルが初めての

登録となった．トノサマガエル，モリアオガエル

（Rhacophorus arboreus）， シ ュ レ ー ゲ ル ア オ ガ エ ル

（Rhacophorus schlegelii）についても，国内で採取され

たとはっきりわかる既存配列はこれまでになかった．モ

リアオガエルについては，既存の配列（AY880523, 

unknown origin）と同一であったが，トノサマガエルと

シュレーゲルアオガエルについては，既存の配列とは3

塩 基 以 上 異 な っ て い た． ニ ホ ン ア マ ガ エ ル（Hyla 

japonica）， ツ チ ガ エ ル， ニ ホ ン ア カ ガ エ ル（Rana 

japonica），ヤマアカガエル（Rana ornativentris）の4

種の配列は，登録されている配列のいずれとも合致しな

かった．

トノサマガエルとナゴヤダルマガエルの2種について

は，NCBIに登録されている核由来の遺伝子の中でrhod

遺伝子の28配列（附表2）をダウンロードし，2種間で

配列を比較した．配列中にトノサマガエルだけの変異が

見つかったため，その変異を中心として増幅産物が約

600 bp（base pair）となるようプライマーを新たに設計

した（フォワード側；5’-TAGAAGAGCAGAATGAGGCAG-3’，

リ バ ー ス 側；5’-GCCACTTACCTTCCACCACAC-3’）．

理論上，このプライマーを使用すれば，参考にした28

配列14地域の全てにおいて増幅でき，配列を比較する

ことで種の判別が可能であると考えられる．分析するサ

ンプルは豊田市で採取したトノサマガエル2個体（Pn4, 

8）と，日進市で採取したナゴヤダルマガエル2個体（Pp1, 

2）を使用した（表1）．上記と同じ機器と試薬を用いて

PCRを行った．設計したプライマーのPCR条件を検討

するため，上記のPCR条件に対して，3つのアニーリン

グ温度条件（60, 62, 64℃）を試した（図1）．3つの条件

のうちいずれの温度でも対象となる増副産物である600 

bp付近に明瞭なバンドが見られた．しかし，60℃では

非特異的なバンドが数多くみられ，特にトノサマガエル

（Pn4, 8）のサンプルでは400 bp付近にも明るいバンド

が見られた．62℃の条件では多くの非特異的なバンドは

減少し，64℃ではほとんど見られなくなった．このプラ

イマーセットのPCR条件を，初期の熱変性を94℃ , 5分

間，サイクリングは，熱変性を94℃ , 30秒間， アニーリ

ングを64℃ , 30秒間， 伸長反応を72℃ , 30秒間で，30サ

表2．データベース上の16S rDNA配列と本研究で明らかにした配列の比較結果

Table 2．Summary of comparison of 16S rDNA sequences between database and our samples.
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イクルとして，対象領域を増幅し，得られた産物を上記

と同様に処理し，配列を決定した．16S rDNA同様に

DDBJに登録した（表1，Accession number: LC389585-

LC389588）．トノサマガエルのサンプルで見られた400 

bp付近のバンドについて，62℃の条件の増幅産物の切

り出しと精製を行い（Gel/PCR エクストラクション

キット，日本ジェネティックス，東京），配列を解読し

たところ，2018年3月現在でNCBIのデータベースには

登録されていなかった．ナゴヤダルマガエルでは増幅産

物が見られないことから，トノサマガエルだけが持って

いる遺伝子配列が増幅された可能性が高く，このバンド

の有無で種判別ができる可能性がある．この配列につい

て も DDBJ に 登 録 し た（ 表 1，Accession number: 

LC390044, LC390045）．今後サンプル数を増やすことや

ゲノムの解読などの研究が進むことで，この増幅産物が

種判別に使用できるかどうかなどが明らかになると考え

られる．
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図1  トノサマガエルとナゴヤダルマガエルのrhodの一部配列の決定のためのPCR条件を検討するために行った電気泳動ゲルの様

子．アニーリング温度を60，62，64℃の3段階に分けて検証した．アニーリング温度の下のアルファベットはサンプルの名前

を示す（表１参照）．ゲルの一番左には100 bp DNA分子量マーカーを同時に流した．一番下のバンドが100 bpで，1 kbp ま

で100 bpずつ分子量が大きくなる．60℃では設計したプライマーで増幅する600 bpのバンド以外にも，400 bpなどのバンド

が増幅している．温度を64℃まで上昇させていくと，このような非特異的なバンドが消えていく．本報告では，64℃で増幅し

た産物をrhodの配列決定に用いた．62℃で増幅させた時にトノサマガエル（Pn4, 8）で見える400 bpのバンドはナゴヤダルマ

ガエルでは見られないことから，ゲルから切り出した後、配列を決定した．60℃のゲルには，一度に様々な個体の増幅産物を

流したため，対象個体だけを切り取って示している． 

Fig. 1． A state of the electrophoresis gel for the examining of the PCR condition for determining the partial sequence of rhod 

gene of Pelophylax nigromaculatus and Pelophylax porosus brevipodus. The annealing temperature was verified by three 

different temperatures: 60, 62 and 64℃. Alphabets under the annealing temperature indicated the name of the sample （see 

Table 1）. A 100 bp DNA ladder was shown on the left of the gel. The bottom band is 100 bp and the molecular weight 

increases by 100 bp until 1 kbp. The primers designed in this study targeted the 600 bp band, however, at 60℃ , non-

specific bands such as 400 bp were also amplified. When the temperature was raised to 64℃, nonspecific band disappeared. 

In this report, the product amplified at 64℃ was used for rhod sequencing. When amplifying at 62℃ , the 400 bp bands 

were confirmed in P. nigromaculatus （Pn 4, 8） which were not observed in P. porosus brevipodus. We used 400 bp bands 

amplified at 62℃ for the determination of the sequences. Amplified products of various individuals were contained in a 

same gel at the 60℃ gel; we showed only the target individuals by cutting out the others.
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附表1．本研究で対象としたカエル種の16S rDNAの配列比較に用いたデータリスト

Supplementary table 1. Sequence list used for comparison of 16S rDNA of frog species targeted in this study.
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附表2．ナゴヤダルマガエルとトノサマガエルのrhod遺伝子の配列決定のために参考にしたデータリスト

Supplementary table 2． Sequence list referred for the determination of rhod gene sequences of 

Pelophylax porosus brevipodus and Pelophylax nigromaculatus.
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