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Abstract.   We assessed the geographical distribution of yoshinobori gobies, belonging 
to the Rhinogobius species complex, in the irrigation ponds in southern Suzuka, Mie 
prefecture, Japan, by using color morph and mtDNA phylogenetic analyses.  Our results 
showed the presence of 3 different goby species, namely, To-yoshinobori (Rhinogobius 
kurodai), Shimahire-yoshinobori (Rhinogobius sp. BF), and Tokai-yoshinobori 
(Rhinogobius sp. TO), in 7 of the 11 irrigation ponds that we studied, while putative 
hybrid populations were found in the remaining 4 ponds.  Individuals in the hybrid 
populations showed inconsistencies in the findings from color morph and mtDNA 
analyses.  The distribution of each species and hybrids suggests that the Rhinogobius sp. 
TO were hybridized with Rhinogobius kurodai, and some populations of Rhinogobius 
sp. TO were supplanted by R. kurodai.  We also performed interspecific hybridization 
experiments in an aquarium, and found that Rhinogobius kurodai and related species 
could hybridize among themselves and still produce fertile offspring.

Key words: conservation, Rhinogobius, color morph, mitochondrial DNA, phylogeny, 
hybridization, genetic disturbance. 

（要約 ）
三重県鈴鹿市の南部丘陵地域において，ヨシノボリ類の色斑の判別と mtDNAの解析をおこない，種ご
との分布を調査した．mtDNAの解析は ND5遺伝子の前半部 923bpの塩基配列を決定しておこない，日
本国内の他地域のヨシノボリ類と比較した．色斑と mtDNAの系統によって同定した結果，鈴鹿市には
トウヨシノボリ，シマヒレヨシノボリ，トウカイヨシノボリの３種が分布することが明らかになった．
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しかし，11地点中 4地点では色斑と mtDNAの系統が一致せず，異種間交雑が生じていることが示唆さ
れた．交雑はトウヨシノボリとトウカイヨシノボリの間で生じていると考えられたが，現在の雑種群の
分布から推測すると，トウカイヨシノボリの分布域にトウヨシノボリが侵入して，交雑しつつ置き換わっ
ている可能性が示された．トウヨシノボリと近縁種間の交雑が実際に生じることを検証するために，飼
育下での交配実験も行った．既存の知見も合わせると，トウヨシノボリ，トウカイヨシノボリ，シマヒ
レヨシノボリ，ビワヨシノボリの４種間では，さまざまな組み合わせで交雑が生じうることが示された．
トウヨシノボリとの交雑によるトウカイヨシノボリの分布域の縮小が各地で起きているとするならば，
トウカイヨシノボリの生息状況は危機的な可能性がある．

　日本国内には 20万を越える数のため池があ
り，灌漑や治水に利用されている．その多くは
江戸時代に作られたとされており，当時の里地
里山の生態系が保存された地域が残る一方で，
市街地に近いため池の多くは環境改変と外来種
の侵入によって在来生物がほとんど見られない
ことがある（浜島ほか，2001）．そのため，近
年では外来種の駆除やビオトープ造成によるた
め池の希少生物の保全と復元の試みが各地で
行われている（内山ほか，2007）．また，ため
池に生息する淡水魚には環境省や地方自治体の
レッドリストにおける絶滅危惧種も多く，一
部の種は極めて危機的な状況にある（環境省，
2010）．東海地方固有の淡水性ハゼ科魚類であ
るトウカイヨシノボリ Rhinogobius sp. TOも，
ため池などの止水域に生息し，環境省と岐阜県
のレッドリストにおいて準絶滅危惧とされてい
る（岐阜県，2010；環境省，2010）．
　日本産ヨシノボリ属魚類には，現在のところ
15種が知られており（鈴木ほか，2010），その
中のトウヨシノボリ Rhinogobius kurodai，ビワ
ヨシノボリ Rhinogobius sp. BW，トウカイヨシ
ノボリ Rhinogobius sp. TO，シマヒレヨシノボ
リ Rhinogobius sp. BFは，本州の湖沼やため池，
流れの緩い河川に生息している（鈴木・向井，
2010）．東海地方のため池にはこれら 4種が生
息する可能性があるが，近年まで分類が混乱し
ていたため（Takahashi and Okazaki, 2002；鈴木・
坂本，2005；鈴木ほか，2010），各種を区別し
た分布情報は少なく，生息環境の消失・悪化が
懸念されつつも実態が不明なままだった（鈴木・

向井，2010）．さらに，色斑的特徴から，これ
らの種間雑種と考えられる個体も見つかってお
り，遺伝的攪乱が生じている可能性も危惧され
ている（鈴木ほか，2010）．
　三重県では，トウヨシノボリ，トウカイヨ
シノボリ，シマヒレヨシノボリの 3種が分布
するとされているが（荒尾，2005；鈴木ほか，
2010），3種を区別した調査はほとんどおこな
われてこなかった．そこで，本研究では鈴鹿市
南部のため池群で採集されたヨシノボリ属魚類
について色斑的特徴の記録と mtDNAの解析を
おこない，各種の分布と交雑の有無についての
検討を行った．また，トウヨシノボリと近似種
間の種間交雑が可能なことを検証するために，
飼育下での交配実験も行った．

材料と方法

　鈴鹿市南部丘陵地帯では，これまで 81地点
のため池で魚類の分布調査がおこなわれており
（坂下ほか，2012），その中の 11地点でヨシノ
ボリ類が確認されている．本研究では，それら
11地点のため池（A～ K）で 2010年から 2011

年に採集した個体を供試魚として用いた．採集
した個体は，生かして実験室に移送し，個体
ごとに生時の状態をガラス水槽で撮影した後，
99.5％エタノールで保存した．標本は神奈川県
立生命の星・地球博物館（KPM-NI）と三重大
学水産実験所（FRLM）に登録し，保管した（Table 

1）．撮影した個体は，色斑の特徴をもとにシマ
ヒレヨシノボリ（BF）型（Fig. 1A），トウカイ
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ヨシノボリ（TO）型（Fig. 1B），トウヨシノボ
リ（OR）型（Fig. 1C）に分類した．色斑型の
同定基準は鈴木ほか（2010）に従った．また，
各個体の写真は，国立科学博物館と神奈川県立
生命の星・地球博物館による魚類写真資料デー

タ ベ ー ス（http://research.kahaku.go.jp/zoology/

photoDB/）に登録した．トウヨシノボリの学
名は鈴木・陳（2011）に従って Rhinogobius 

kurodaiを用いたが，Rhinogobius sp. ORの表記
が長らく使われてきたため（中坊，2000；越川，

 Table 1.  Color morph and mtDNA type of Rhinogobius gobies collected from 11 irrigation ponds in 
Suzuka, Mie Prefecture, Japan.

Locality Date ID No. color morph mtDNA Voucher specimen Photograph

Pond A 2011.5.14
A1 BF BF01 KPM-NI 31157 KPM-NR 106759
A2 BF BF01 KPM-NI 31158 KPM-NR 106760
A3 BF BF01 KPM-NI 31159 KPM-NR 106761

Pond B 2010.9.4
B1 TO TO03 FRLM 42417 KPM-NR 106791
B2 TO TO03 FRLM 42418 KPM-NR 106792

Pond C 2011.4.2
C1 OR OR02 KPM-NI 31160 KPM-NR 106762
C2 OR OR02 KPM-NI 31161 KPM-NR 106763
C3 juvenile OR02 KPM-NI 31162 KPM-NR 106764

Pond D 2011.4.2
D1 OR TO02 KPM-NI 31163 KPM-NR 106765
D2 OR OR02 KPM-NI 31164 KPM-NR 106766
D3 OR OR01 KPM-NI 31165 KPM-NR 106767

Pond E 2011.4.2

E1 BF OR02 KPM-NI 31166 KPM-NR 106768
E2 BF TO02 KPM-NI 31167 KPM-NR 106769
E3 BF OR02 KPM-NI 31168 KPM-NR 106770
E4 BF OR02 KPM-NI 31169 KPM-NR 106771
E5 BF OR02 KPM-NI 31170 KPM-NR 106772
E6 BF TO02 KPM-NI 31171 KPM-NR 106773
E7 BF OR03 KPM-NI 31172 KPM-NR 106774

Pond F 2011.5.14
F1 BF TO01 KPM-NI 31173 KPM-NR 106775
F2 juvenile TO01 KPM-NI 31174 KPM-NR 106776
F3 juvenile TO01 KPM-NI 31175 KPM-NR 106777

Pond G 2011.4.2
G1 OR TO01 KPM-NI 31176 KPM-NR 106778
G2 OR OR01 KPM-NI 31177 KPM-NR 106779
G3 juvenile OR01 KPM-NI 31178 KPM-NR 106780

Pond H 2011.4.2
H1 OR OR01 KPM-NI 31179 KPM-NR 106781
H2 OR OR01 KPM-NI 31180 KPM-NR 106782
H3 OR OR01 KPM-NI 31181 KPM-NR 106783

Pond I 2011.5.14 I1 OR OR01 KPM-NI 31182 KPM-NR 106784

Pond J 2011.5.14
J1 OR OR01 KPM-NI 31183 KPM-NR 106785
J2 OR OR01 KPM-NI 31184 KPM-NR 106786
J3 OR OR01 KPM-NI 31185 KPM-NR 106787

Pond K 2011.5.14

K1 OR OR01 KPM-NI 31186 KPM-NR 106788

K2 OR OR01 KPM-NI 31187 KPM-NR 106789

K3 juvenile OR01 KPM-NI 31188 KPM-NR 106790

KPM-NI and KPM-NR, Kanagawa Prefectural Museum of Natural History.  FRLM, Fisheries Research 
Laboratory, Mie University.  Nucleotide sequences are available from Genbank/EMBL/DDBJ under 
accession numbers AB753778-AB753780 (OR01-OR03), AB753782 (BF01) and AB753784-AB753786 
(TO01-TO03).
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2001），略号には「OR」を用いた．
　各供試魚の DNA抽出はキアゲン社の DNeasy 

Blood & Tissue Kitを用いて行った．ミトコン
ドリア ND5遺伝子の部分塩基配列（約 1kbp）
を対象とした PCR増幅と塩基配列の決定に
は，L12321-Leu（5'-GGT CTT AGG AAC CAA 

AAA CTC TTG GTG CAA-3'）（Miya and Nishida, 

2000）とヨシノボリ属用に新たに設計した
H13366-ND5-Rhi （5'-AAG GCT GTG AAT GAT 

GGA GC-3'）のプライマー対を用いた．PCRに
はニューイングランドバイオラボ社の Crimson 

Taq PCR samplerのバッファーとタカラバイオ
株式会社の Ex Taq DNAポリメラーゼを使用し，
常法に従ってサーマルサイクラーで 95℃ 1分，
55℃ 1分，72℃ 2分の温度サイクルを 30回繰
り返して増幅を行った．PCR産物は GEヘルス
ケアジャパン社の ExoSAP-ITキットを用いて
処理した後，アプライドバイオシステムズ社の
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit ver. 3.1で
シークエンス反応をおこない，Beckman Coulter

（Agencourt）社の磁気ビーズ Clean SEQで精製，
ABI 3100 Genetic Analyzerで塩基配列を決定し
た．
　各個体の mtDNAが，どの種に近縁かを同
定するために，Mukai et al. (2005) の滋賀県
琵琶湖産のトウヨシノボリ（DDBJ登録番号

Fig.1  Three Rhinogobius species collected from the 
irrigation ponds in Suzuka, Mie Prefecture, Japan.  A, 
Rhinogobius sp. BF collected from Pond A (KPM-
NI 31159).  B, Rhinogobius sp. TO from Pond B 
(FRLM 42417).  C, Rhinogobius kurodai from Pond 
C (KPM-NI 31160).

Table 2.  Specimens for mtDNA phylogenetic analysis.

Species Locality Haplotype N Accession No. Reference Voucher specimen
Rhinogobius 
giurinus Okinawa - 1 AB190338 Mukai et al., 2005 no voucher

Rhinogobius 
kurodai Akigawa, Tokyo - 1 AB190333 Mukai et al., 2005 KPM-NI 31194

Rhinogobius 
kurodai

Lake Biwa, 
Notogawa,Shiga - 1 AB190334 Mukai et al., 2005 KPM-NI 31193

Rhinogobius sp. 
BW

Lake Biwa, 
Sugaura,Shiga BW01 1 AB753787 this study KPM-NI 31189

Rhinogobius sp. 
BW

Lake Biwa, 
Kitakomatsu, 
Shiga

BW02, BW03 2 AB753788, 
AB753789 this study KPM-NI 31190

Rhinogobius sp. 
BF

Shirimi, 
Okayama - 3 AB753781 this study KPM-NI 31191

Rhinogobius sp. 
TO Hinakura, Gifu - 3 AB753783 this study KPM-NI 31192
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AB190333）と東京都秋川産のトウヨシノボリ
（DDBJ登録番号 AB190333）の塩基配列データ
を使用するとともに，滋賀県琵琶湖産ビワヨ
シノボリ 3個体と岡山県瀬戸内市のため池産シ
マヒレヨシノボリ 3個体，岐阜県岐阜市のため
池産トウカイヨシノボリ 3個体について，新た
に塩基配列を上述の方法で決定して使用した
（Table 2）．比較のための多重整列には Clustal X

（Thompson et al., 1997）を用い， MEGA5（Tamura 

et al., 2011） で 近 隣 結 合 法（Saitou and Nei, 

1987）による系統樹の推定を行った．遺伝距離
の推定は木村の 2変数モデル（Kimura, 1980）
を用いて行った．樹形の信頼性は 1000回のブー
ツストラップ反復によって推定した．系統樹の
外群にはゴクラクハゼ Rhinogobius giurinusの

塩基配列（DDBJ登録番号 AB190338， Mukai et 

al., 2005）を使用した．本研究で新たに決定し
た塩基配列は日本 DNAデータバンク（DDBJ）
に登録した（登録番号 AB753778- AB753789）．
集団遺伝データは遺伝的多様性データベース
GEDIMAP（Watanabe et al., 2010）に登録した（登
録番号 P1658-P1672）．
　ヨシノボリ類の種間交雑の可能性について検
証するために，飼育下での交配実験も行った．
交配実験には 2009年に和歌山県で採集したシ
マヒレヨシノボリのオスと岐阜県岐阜市で採集
したトウカイヨシノボリのメスを用いた．ま
た，得られた雑種のメスと 2010年に和歌山県
和歌山市紀の川水系で採集したトウヨシノボリ
のオスの交配実験も試みた．飼育には 45× 30

Fig.2  Neighbour-joining tree based on genetic distances estimated from mitochondrial ND5 gene sequences 
(923 bp) in yoshinobori gobies, Rhinogobius kurodai and related species, collected from Suzuka, Mie 
Prefecture, Japan (Table 1) and reference sequences (Table 2). Distances are based on Kimura’s two-
parameter model and calculated using MEGA5 (Tamura et al., 2011). Numbers adjacent to internal 
branches indicate bootstrap probabilities (>80%) based on 1,000 pseudoreplicates. Haplotypes OR01-
OR03, BF01, and TO01-TO03 are found in the irrigation ponds in Suzuka, Mie Prefecture.
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× 25cmのプラスチック水槽を用い，産卵基質
として塩化ビニルパイプと素焼きの陶片を各 2

つずつ設置した．シマヒレヨシノボリのオス 2

個体とトウカイヨシノボリのメス 5個体を収容
し，2009年 6月から飼育を行ったところ，7月
と 8月に卵を得た．孵化仔魚の飼育には 30l円
形ポリカーボネイト水槽を用い，10psuの塩分
に設定して約 200個体の孵化仔魚を収容した．
水温はヒーターとサーモスタットで調整し，最
初の 30日間の飼育水温は 22± 2.8℃であった．
初期の餌料は S型ワムシを与え，その後成長
に伴い飼育水の塩分を下げるに従いアルテミア
のノープリウス幼生や人工餌料を与えた．この
飼育実験から得られた交雑個体のメスは，翌年
にトウヨシノボリのオスと交配し，同様な方法
で卵と孵化仔魚を得た．

結果と考察

　鈴鹿市南部の 11地点のため池で採集した 34

個体のヨシノボリ属魚類の色斑は，特徴の明瞭
でない幼魚 5個体を除いてシマヒレヨシノボリ
（BF）型，トウカイヨシノボリ（TO）型，ト
ウヨシノボリ（OR）型に同定することができ
た．各ため池ではいずれかの色斑型のみが見ら
れ，複数種に同定できる個体が出現した場所は
無かった．色斑から TO型と同定される個体は
ため池 Bのみであった．BF型と同定されるの
はため池 A，E，Fの 3地点で，残りの 7地点
は OR型と同定された．それぞれの個体のミト
コンドリア ND5遺伝子の部分塩基配列 923塩
基対を決定して比較したところ，7種類のハプ
ロタイプが見いだされた．同様に塩基配列を決
定したビワヨシノボリ 3個体からは 3種類のハ
プロタイプが得られ，岡山県のシマヒレヨシノ
ボリ 3個体と岐阜県のトウカイヨシノボリ 3個
体からは各々１種類のハプロタイプが得られ
た．これらのハプロタイプと琵琶湖産および東
京都産トウヨシノボリの塩基配列を用いて近隣
結合法による系統樹を推定した結果，鈴鹿市の
ヨシノボリ属のハプロタイプはトウヨシノボリ
に近縁なもの（OR型：OR01～ 03），シマヒレ
ヨシノボリに近縁なもの（BF型：BF01），ト
ウカイヨシノボリに近縁なもの（TO型：TO01

～ 03）に分かれることが示された（Fig. 2）．
　各ため池における色斑型と mtDNA型は必
ずしも一致しなかった（Table 1）．色斑型と
mtDNA型が一致したため池は７地点で，ため
池 Aは色斑・mtDNAともシマヒレヨシノボリ
（Fig. 1A），ため池 Bはトウカイヨシノボリ（Fig. 

1B），ため池 C，H，I，J，Kはトウヨシノボリだっ
た（Fig. 1C）．残りの 4地点のうち，ため池 E

と Fは色斑が BF型だが，mtDNAは OR型か
TO型（Fig. 3A，B）だった．ため池 Dと Gで
は色斑が OR型で mtDNAが TO型の個体（Fig. 

3C）が見られた．
　こうした色斑と mtDNAの不一致は交雑によ

Fig.3  Specimens which showed inconsistencies between 
color morph and mtDNA type.  A, Rhinogobius sp. 
BF morph which had OR02 haplotype (KPM-NI 
31166).  B, Rhinogobius sp. BF morph which had 
TO01 haplotype (KPM-NI 31173).  C, Rhinogobius 
kurodai morph which had TO01 haplotype (KPM-NI 
31176).
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る可能性が考えられる．色斑と mtDNAが一致
しない個体群を雑種群と仮定して Fig. 4に分布
を図示した．色斑と mtDNAからシマヒレヨシ
ノボリと同定されるため池 Aと，トウカイヨ
シノボリと同定されるため池 Bは，やや孤立
した位置にある．一方，トウヨシノボリと同定
される個体群は西側に偏って分布しており，雑
種群と考えられるため池はトウヨシノボリの分
布に近接していた．雑種群の mtDNAはトウヨ
シノボリとトウカイヨシノボリに由来するた
め，本来ならばトウカイヨシノボリが分布する
ため池群にトウヨシノボリが侵入し，雑種化し
つつ置き換わっている可能性が考えられる．そ
の際，交雑の程度によってシマヒレヨシノボリ
類似の色斑型の個体群と，トウヨシノボリの色
斑型が優占して mtDNAのみが“ゴースト”と

して残存している個体群があるものと考えられ
る．ある種の分布域に別種の mtDNAが残って
いる例はいくつかの魚種で知られており，そう
した mtDNAは“ゴースト”と呼ばれ，過去の
分布変遷の証拠と考えられている（向井・高橋，
2010）．
　トウヨシノボリと近縁種の交雑について，よ
り直接的な証拠を得るために交配実験を行っ
た．実験環境の制約等のために体系的な交配実
験を行うことはできなかったが，シマヒレヨシ
ノボリのオスとトウカイヨシノボリのメスの組
み合わせで産卵が行われ，得られた卵から成
魚まで育てることができた（Fig. 5A, B）．さら
に，成熟した雑種メスとトウヨシノボリのオス
の組み合わせでも産卵が行われ，トウヨシノ
ボリに類似した個体を得ることができた（Fig. 

Fig. 4  Geographical distribution of three 
Rhinogobius species and putative hybrids 
in  Suzuka ,  Mie  Pre fec tu re ,  Japan .  
Mitochondrial BF haplotype (open square), 
TO haplotype (closed circle), OR haplotype 
(open circle) ,  and both TO and OR 
haplotypes (half closed circle).
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5C）．辻本ほか（2003）では，琵琶湖産のトウ
ヨシノボリとビワヨシノボリ，奈良県産のシマ
ヒレヨシノボリの間での交配実験を行い，トウ
ヨシノボリとシマヒレヨシノボリ，また，ビワ
ヨシノボリとシマヒレヨシノボリの間で産卵が
行われ，仔魚が正常に発育することを確認して
いる．これらのことから，トウヨシノボリ，ビ
ワヨシノボリ，シマヒレヨシノボリ，トウカイ
ヨシノボリの 4種は，様々な組み合わせで潜在
的に交配可能であると考えられる．ただし，こ
れら 4種の内，ビワヨシノボリは琵琶湖水系，
シマヒレヨシノボリは瀬戸内海周辺，トウカ

イヨシノボリは伊勢湾・三河湾周辺が，それ
ぞれの自然分布と考えられており（鈴木ほか，
2010），本来は異所的に生息することで交配の
機会がなかったものと考えられる．トウヨシノ
ボリは本州に広く分布するが，琵琶湖産アユの
放流種苗に混入することで人為的に分布を拡大
しているとされており（越川，2001），近縁な
各地域固有種との交雑は人為的な分布拡大の結
果生じている可能性がある．鈴鹿市におけるト
ウヨシノボリの分布が在来か非在来かは不明だ
が，鈴鹿市のトウカイヨシノボリの mtDNAの
分布（Fig.4）から考えると，本来なら鈴鹿市
南西部の丘陵に広く分布していたトウカイヨシ
ノボリが，トウヨシノボリの侵入によって分布
を置き換えられてきたように推察できる．その
場合，鈴鹿市南部において１地点しか残されて
いないトウカイヨシノボリの生息状況は危機的
であり，なんらかの保全策を検討する必要があ
る．
　このような近縁種の侵入による交雑と種の
置き換わりは，長野県以北に分布するシナイ
モツゴ Pseudorasbora pumila pumilaで詳しく研
究されている（小西・高田，2005）．ため池に
生息するシナイモツゴは，西日本および中国
大陸に生息していたモツゴ P. parvaが侵入する
と，交雑して置き換えられてしまうため，生
息地の環境改変や肉食性外来魚（オオクチバ
ス Micropterus salmoidesやブルーギル Lepomis 

macrochirus）の侵入が無かったとしても，モ
ツゴの侵入によってその場所から絶滅してしま
う．そのため，シナイモツゴの生息地は減少し
続けており，環境省のレッドリストで絶滅危惧
IA類とされている（環境省，2010）．トウカイ
ヨシノボリは環境省と岐阜県のレッドリストで
準絶滅危惧とされており（岐阜県，2010；環境
省，2010），愛知県や三重県ではレッドリスト
に掲載すらされていないが，本種は愛知県・岐
阜県・三重県の 3県にしか分布せず，トウヨシ
ノボリや他の類似種との交雑による置き換わり
が 3県で広く生じていた場合，種の存続が危ぶ

Fig. 5  Hybrid individuals which bred in an aquarium.  
A, male F1 hybrid between male Rhinogobius sp. 
BF and female Rhinogobius sp. TO.  B, female F1 
hybrid between male Rhinogobius sp. BF and female 
Rhinogobius sp. TO.  C, male hybrid between male 
Rhinogobius kurodai and female F1 hybrid (male 
Rhinogobius sp. BF and female Rhinogobius sp. TO).
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まれる状況に陥っている可能性もあるだろう．
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