
はじめに
　DNAの特定の塩基配列による生物の同定は，
DNAバーコード（Hebert et al., 2003）と呼ばれ
る．比較対象となる配列のライブラリーが充実し
ている事が前提であり，該当する塩基配列が登録
されていなければ，既知種の塩基配列を収集する
ことから始めなければならない．筆者らは，島根
県の河川に生息する水生昆虫（いわゆる川虫）に
ついて，ミトコンドリア COI遺伝子の DNAバー
コード領域の解明を目的として，カゲロウ目・カ
ワゲラ目・トビケラ目の分析を行い，データベー
ス登録を行っている．林ほか（2022）では，187
個体の配列を報告し，登録を行った（付表 1）．
解明された種は，島根県に産する種のごく一部で

あり，さらに種内の配列の変異を解明するには，
より多くの個体の分析が必要である．
　本報告では，2022 年に追加で分析を行った 17
科 42 種（科止め，属止めの種類を含む）のトビ
ケラ目88個体について配列を取得し，データベー
スへの登録，および得られた配列と既存の公開
データから系統樹の作成を行ったので報告する．

材料と方法
サンプリング
　島根県内の主として河川において，幼虫および
成虫を採集し，無水エタノールで固定した．これ
らのサンプルはホシザキ野生生物研究所の大型冷
蔵庫にて冷蔵保存したものである．ここから，1
個体ずつ分け，IDとラベル付けをしてバイアル
瓶の無水エタノールで保存した．
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同定
　トビケラ 88 検体（個体）について形態による
同定を行った．同定作業は，基本的に川合・谷田
（2018）を参考としたが，当該文献に情報が無い
種については，丸山ほか（2016），Nozaki（2019），
Katsuma（2021）も参考とした．なお，同定時に
交尾器の詳細な観察が必要な一部の種について
は，腹節を 10%水酸化カリウム（KOH）水溶液
に浸漬した後，観察を行った．
　
DNA 分析方法
　標本から市販の抽出キットを用いて DNAを抽
出した．抽出した DNAは，PCR法によりミトコ
ンドリア DNAの COI遺伝子領域の一部約 658 ～
815bpを増幅した後，DNAシーケンサーを用い
て塩基配列を取得した．

1）DNA抽出
　標本からのDNA抽出は，DNeasy blood & tissue 

Kit（QIAGEN社）を用いて実施した．提供され
た各標本は，超純水で固定用のエタノールを洗い
流した後，清浄なプラスチック製シャーレ上に移
し，組織片をピンセットで採取した．組織片を採
取する際は，脚部又は胸部から筋肉組織のみを取
り出すか，個体のサイズが小さい場合は，切り
取った脚部をそのまま使用した．採取した組織
は，DNA抽出キットに添付されている ATL緩衝
液 180μLを予め分注しておいたプラスチック製
マイクロチューブに入れ，それを DNA抽出用サ
ンプルとした．以降の操作は，キット付属の取扱
説明書に従って作業を行ったが，最終的な DNA

溶出のための AEバッファーの量は，DNAを濃
縮するために 50μLに変更した．

　抽出した DNAサンプルは，－30℃に設定され
た冷凍庫内で保管した．凍結融解の繰り返しによ
る DNAの劣化を避けるため，遺伝子解析を実施
している期間のみ，4 ℃に設定された冷蔵庫内で
一時的に保管した．

2）PCR条件
　解析対象領域は，昆虫等動物の標準的なバー
コード領域として用いられるミトコンドリア
DNAの COI遺伝子領域の一部とした．COI遺伝
子の増幅には，LCO1490 及び HCO2198（Folmer 

et al., 1994）のプライマーセットと，リバース
側プライマーとして HCOoutout（Yano et al., 

2020）を使用した．
　PCR増幅に使用したプライマーの情報を表 1
に示した．本分析で使用したプライマーは，塩基
配列の一部が異なる複数のプライマーを混合した
縮退プライマーである．縮退プライマーは，PCR

増幅の際，プライマー結合部分の塩基配列がわず
かに異なるさまざまな生物の DNAの増幅が可能
になるなど，プライマーの汎用性が向上する一方
で，ダイレクトシーケンス法におけるサイクル
シークエンス反応には適さない．そのため，PCR

増幅用のプライマーには，各プライマーの 5ʼ 末
端側に，サイクルシークエンス反応の際に使用す
るM13 プライマー配列を付加したものを使用し
た．PCR増幅は，事前の検討実験において，増
幅産物を得られ易かった「LCO1490，HCOoutout」
のプライマーセットを用いて実施し，目的とする
COI遺伝子の増幅産物が得られなかったサンプル
については，「LCO1490，HCO2198」のセットに
変更して再度 PCRを実施した．
　DNAポリメラーゼには Takara Ex Taq Hot Start 

表1　解析に使用したプライマーセット．Folmer et al. （1994）（文献1）およびYano et al. （2020）（文献2）を使用した．

対象
分類群 領域 プライマー名 プライマーの塩基配列

（5ʼ 末端→ 3ʼ 末端） 文献 増幅
断片長

真核生物 COI

M13F_LCO1490 （M13F） GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 1 815bp
又は
658bp

M13R_HCOoutout （M13R） GTAAATATATGRTGDGCTC 2
M13R_HCO2198 （M13R） TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 1

注）各プライマーの 5ʼ 末端側には，それぞれ以下の配列を付加した．
M13F : TGTAAAACGACGGCCAGT
M13R : CAGGAAACAGCTATGAC
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Version（タカラバイオ社）を使用した．PCR反
応液の組成は，ポリメラーゼに添付された製品
マニュアルに記載された標準的なプロトコルに
従い，総量 20μLスケールで調整した．PCRの
温度条件は，熱変性ステップが 98℃ 10 秒，ア
ニーリングステップが 50℃ 30 秒，伸長ステッ
プが 72℃ 30 秒を 1 サイクルとして 35 回繰り返
した．温度の制御を行うサーマルサイクラーに
は Applied Biosystems社製 Veritiサーマルサイク
ラーを使用した．

3）塩基配列の決定
　得られた PCR産物は，磁気ビーズ精製試薬
SPRIselect（ベックマン・コールター社）により精
製し，それを鋳型として DNAシークエンス反応
キット BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

Kit（Applied Biosystems社）によりサイクルシー
クエンス反応を行った．シーケンス反応時のプ
ライマーには，それぞれM13F，M13Rを使用し
た．反応終了後，DNAシーケンサー SeqStudio

（Applied Biosystems社）により塩基配列を決定
した．

4）分子系統樹の作成
　取得した塩基配列について，先行研究において
国際塩基配列データベースに登録された島根県産
トビケラ目の塩基配列（アクセッション番号：
LC644500 ～ LC644538，LC644540 ～ LC644554）
や，その他データベース上に登録されている既
存の塩基配列と共に分子系統樹を作成した．分
子系統樹は科ごとに作成し，推定法は最尤法
（Maximum Likelihood法）を採用した．系統樹
作成の際，ブートストラップ解析の反復回数は
1000 回とした．形態による分類で，科あるいは
属止めの分類に留まった個体については，作成し
た系統樹から同定結果の再検討を試みた．

5） 日本 DNAデータバンク（DDBJ）への配列情
報の登録

　本業務で取得した塩基配列は，日本 DNAデー
タバンク（DDBJ）に登録申請を行い，アクセッ
ション番号を取得した．申請を行う際に登録する

登録者情報，論文情報，各塩基配列に対する学名
や採集地等の情報について，登録作業を実施した．

結果と考察
形態による水生昆虫類の同定結果
　形態による水生昆虫類の同定は，種の並び順，
学名は河川水辺の国勢調査のための生物リスト
（令和 3年度生物リスト）に準拠した．同定の結
果，17 科 42 種（科止め，属止めの種類を含む）
が確認された．

DNA 分析結果
　DNA分析結果を表 2に示した．分析の結果，
全てのサンプルから COI領域の塩基配列の取得
が取得できた．
　日本 DNAデータバンク（DDBJ）の登録時に
各サンプルに対して登録した情報及び各サンプ
ルのアクセッション番号についても同表に併記
した．DDBJから発行されたアクセッション番号
は，LC735740 ～ LC735827 である．登録の際，
種の学名が DDBJで採用されている学名と異な
る場合は，DDBJで採用されている学名に変更し
た．なお，申請時の学名は，任意の補足情報が記
載可能な note欄に「synonym: 申請時の学名」と
して記載し，申請時の学名で検索を行った場合に
も，検索結果にリストアップされるように配慮し
た．形態分類による同定結果が科止めまたは属止
めのサンプルについては，識別子として「HOWP-

2022」を付加して登録した．
　科毎にまとめて作成した分子系統樹を図 1 ～
図 17 に示した．また，表 2に示す通り，形態分
類による同定結果が科止めまたは属止めとなった
サンプルについては，分子系統樹を基に同定結果
の再検討を行った．その結果，下記に記述する通
り，一部のサンプルは種レベルで同定することが
できた．

1）分析番号 T205，T208，T236
　T205，T208，T236 の 3 個体はいずれも雌であ
り，ナガレトビケラ属 Rhyacophila sp.の雌の多
くは未知であることから，形態による分類では
属止めとなった．DNA分析の結果，これら 3
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個体はいずれもトランスクィラナガレトビケラ
Rhyacophila transquillaのクレードに含まれたこ
とから，本種に同定した．
2）分析番号 T209
　T209 は雌の個体であり，タニガワトビケラ属
Dolophilodes sp.以外のカワトビケラ科 Philopota-

midaeの雌は，形態による属までの同定が困難で
あることから，形態による分類では科止めとなっ
た．DNA分析の結果，データベース上のツダタ
ニガワトビケラ Kisaura tsudaiの配列と一致した
ことから，本種に同定した．
3）分析番号 T223
　T223 は，形態による分類ではコヤマトビケ
ラ属となったが，コマコヤマトビケラ Agapetus 

komanusと同定された分析番号 T282 と同じ配列
が得られたため，本種に同定した．
4）分析番号 T240
　T240は，形態による分類ではカクツツトビケラ
属となったが，コカクツツトビケラ Lepidostoma 

japonicumと同定された分析番号 T263 と同じ配
列が得られたため，本種に同定した．
5）分析番号 T238，T242，T260，T280
　分析番号 T238及び T242の 2個体については，
互いに非常に近い配列を持つことから同種と考え
られるものの，データベース上に高い一致率を示
す配列は登録されておらず，種を同定することが
できなかったため，ヒメトビケラ属とした．また，
T260 コヤマトビケラ属及び T280 シマトビケラ属
についても，他のサンプルから取得した配列及び
データベース上の登録配列に高い一致率を示すも
のはみられなかったことから，共に属止めのまま
とした．
　以上の結果から，本研究の分析サンプルから
確認されたトビケラ目は，17 科 40 種（属止めの
種類を含む）となった．サンプル毎の形態によ
る同定結果，形態と DNAを合わせた同定結果，
DDBJ登録情報の一覧については，表2に示した．
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図 1　シマトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．
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図 2　カワトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．
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図 4　ヒメトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．

図 3　キブネクダトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．
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図 5　ヤマトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．
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図 6　ナガレトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．
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図 7　コエグリトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．
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図 8　アシエダトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．
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図 10　カクツツトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．

図 9　ニンギョウトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．
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図 12　キタガミトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．

図 11　ヒゲナガトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．
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図 13　エグリトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．
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図 15　フトヒゲトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．

図 14　ホソバトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．
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図 17 マルバネトビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．

図 16　トビケラ科の分子系統樹．国際塩基配列データベースからダウンロードしたデータについては，
アクセッション番号，学名，個体番号を記載した．

108

林　成多・相馬　理央・吉成　暁・鳥居　高明



番号 学名 和名
DDBJ への登録情報

organism country collection_date collected_by Accession No.
P084 Larcasia akagiae コブニンギョウトビケラ Larcasia akagiae Japan: Shimane, Izumo 2021/3/14 Masakazu Hayashi LC644539

T001 Parapsyche sp. シロフツヤトビケラ属 Parapsyche sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Oda 2019/3/19 Masakazu Hayashi LC644512

T003 Rhyacophila lezeyi レゼイナガレトビケラ Rhyacophila lezeyi Japan: Shimane, Oda 2019/3/19 Masakazu Hayashi LC644525

T005 Nemotaulius sp. スジトビケラ属 Nemotaulius sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Unnan 2020/12/29 Masakazu Hayashi LC644543

T007 Gumaga orientalis トウヨウグマガトビケラ Gumaga orientalis Japan: Shimane, Unnan 2020/12/29 Masakazu Hayashi LC644551

T009 Hydropsyche dilatata オオヤマシマトビケラ Hydropsyche dilatata Japan: Shimane, Izumo 2020/12/26 Masakazu Hayashi LC644507

T011 Limnephilidae エグリトビケラ科 Limnephilidae sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Unnan 2020/3/18 Masakazu Hayashi LC644547

T012 Diplectrona kibuneana キブネミヤマシマトビケラ Diplectrona kibuneana Japan: Shimane, Izumo 2019/1/18 Masakazu Hayashi LC644503

T013 Nothopsyche ruficollis ホタルトビケラ Nothopsyche ruficollis Japan: Shimane, Unnan 2020/3/18 Masakazu Hayashi LC644545

T014 Wormaldia sp. ヒメタニガワトビケラ属 Wormaldia sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Unnan 2019/5/24 Masakazu Hayashi LC644516

T016 Homoplectra sp. ニセミヤマシマトビケラ属 Homoplectra sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Unnan 2019/5/24 Masakazu Hayashi LC644504

T018 Goera japonica ニンギョウトビケラ Goera japonica Japan: Shimane, Okinoshima 2019/10/9 Masakazu Hayashi LC644536

T020 Nothopsyche yamagataensis ヤマガタトビイロトビケラ Nothopsyche yamagataensis Japan: Shimane, Unnan 2019/5/24 Masakazu Hayashi LC644546

T021 Hydropsyche sp. シマトビケラ属 Hydropsyche sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Okuizumo 2019/5/21 Masakazu Hayashi LC644510

T023 Cheumatopsyche infascia ナミコガタシマトビケラ Cheumatopsyche infascia Japan: Shimane, Izumo 2021/1/26 Masakazu Hayashi LC644501

T027 Rhyacophila lezeyi レゼイナガレトビケラ Rhyacophila lezeyi Japan: Shimane, Izumo 2021/2/6 Masakazu Hayashi LC644526

T028 Apsilochorema sutshanum ツメナガナガレトビケラ Apsilochorema sutshanum Japan: Shimane, Izumo 2021/2/6 Masakazu Hayashi LC644521

T030 Lepidostoma sp. カクツツトビケラ属 Lepidostoma sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Izumo 2021/2/6 Masakazu Hayashi LC644541

T032 Apatania sp. コエグリトビケラ属 Apatania sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Izumo 2021/2/9 Masakazu Hayashi LC644531

T034 Apatania kyotoensis キョウトコエグリトビケラ Apatania kyotoensis Japan: Shimane, Izumo 2021/2/9 Masakazu Hayashi LC644530

T036 Potamyia chinensis エチゴシマトビケラ Potamyia chinensis Japan: Shimane, Izumo 2021/2/14 Masakazu Hayashi LC644514

T038 Stenopsyche marmorata ヒゲナガカワトビケラ Stenopsyche marmorata Japan: Shimane, Izumo 2021/2/14 Masakazu Hayashi LC644518

T041 Cheumatopsyche brevilineata コガタシマトビケラ Cheumatopsyche brevilineata Japan: Shimane, Izumo 2021/2/24 Masakazu Hayashi LC644500

T044 Anisocentropus pallidus ウスイロコバントビケラ Anisocentropus pallidus Japan: Shimane, Unnan 2021/2/21 Masakazu Hayashi LC644535

T045 Uenoa tokunagai クロツツトビケラ Uenoa tokunagai Japan: Shimane, Izumo 2020/3/24 Masakazu Hayashi LC644554

T046 Micrasema hanasense ハナセマルツツトビケラ Micrasema hanasense Japan: Shimane, Izumo 2020/3/24 Masakazu Hayashi LC644533

T048 Agapetus sp. コヤマトビケラ属 Agapetus sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Izumo 2021/3/1 Masakazu Hayashi LC644519

T049 Glossosoma sp. ヤマトビケラ属 Glossosoma sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Izumo 2021/3/1 Masakazu Hayashi LC644520

T050 Goera japonica ニンギョウトビケラ Goera japonica Japan: Shimane, Izumo 2021/3/1 Masakazu Hayashi LC644537

T059 Hydropsyche dilatata オオヤマシマトビケラ Hydropsyche dilatata Japan: Shimane, Izumo 2021/2/23 Masakazu Hayashi LC644508

T066 Nothopsyche pallipes トビイロトビケラ Nothopsyche pallipes Japan: Shimane, Izumo 2021/3/4 Masakazu Hayashi LC644544

T068 Anisocentropus kawamurai コバントビケラ Anisocentropus kawamurai Japan: Shimane, Izumo 2021/3/14 Masakazu Hayashi LC644534

T072 Molanna moesta ホソバトビケラ Molanna moesta Japan: Shimane, Unnan 2021/3/8 Masakazu Hayashi LC644548

T074 Limnephilus sp. キリバネトビケラ属 Limnephilus sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Unnan 2021/3/8 Masakazu Hayashi LC644542

T075 Lepidostoma orientale トウヨウカクツツトビケラ Lepidostoma orientale Japan: Shimane, Unnan 2021/3/8 Masakazu Hayashi LC644540

T076 Eubasilissa sp. ムラサキトビケラ属 Eubasilissa sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Unnan 2021/3/11 Masakazu Hayashi LC644549

T077 Eubasilissa sp. ムラサキトビケラ属 Eubasilissa sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Unnan 2021/3/11 Masakazu Hayashi LC644550

T078 Rhyacophila lezeyi レゼイナガレトビケラ Rhyacophila lezeyi Japan: Shimane, Unnan 2021/3/11 Masakazu Hayashi LC644527

T080 Rhyacophila kawamurae カワムラナガレトビケラ Rhyacophila kawamurae Japan: Shimane, Unnan 2021/3/11 Masakazu Hayashi LC644522

T081 Gumaga orientalis トウヨウグマガトビケラ Gumaga orientalis Japan: Shimane, Izumo 2021/3/14 Masakazu Hayashi LC644552

T082 Homoplectra sp. ニセミヤマシマトビケラ属 Homoplectra sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Izumo 2021/3/14 Masakazu Hayashi LC644505

T087 Neophylax sp. アツバエグリトビケラ属 Neophylax sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Okuizumo 2021/3/18 Masakazu Hayashi LC644553

T088 Rhyacophila transquilla トランスクィラナガレトビケラ Rhyacophila transquilla Japan: Shimane, Okuizumo 2021/3/18 Masakazu Hayashi LC644529

T089 Nyctiophylax kisoensis キソイワトビケラ Nyctiophylax kisoensis Japan: Shimane, Okuizumo 2021/3/18 Masakazu Hayashi LC644517

T090 Hydropsyche ancorapunctata イカリシマトビケラ Hydropsyche ancorapunctata Japan: Shimane, Okuizumo 2021/3/18 Masakazu Hayashi LC644506

T092 Moropsyche sp. クロバネトビケラ属 Moropsyche sp. HOWP-2021 Japan: Shimane, Okuizumo 2021/3/18 Masakazu Hayashi LC644532

T094 Dolophilodes japonica タニガワトビケラ Dolophilodes japonica Japan: Shimane, Okuizumo 2021/3/18 Masakazu Hayashi LC644515

T096 Parapsyche sp. シロフツヤトビケラ属 Parapsyche Japan: Shimane, Okuizumo 2021/3/18 Masakazu Hayashi LC644513

T097 Hydropsyche dilatata オオヤマシマトビケラ Hydropsyche dilatata Japan: Shimane, Okuizumo 2021/3/18 Masakazu Hayashi LC644509

T098 Rhyacophila kuwayamai クワヤマナガレトビケラ Rhyacophila kuwayamai Japan: Shimane, Okuizumo 2021/3/18 Masakazu Hayashi LC644524

T100 Rhyacophila lezeyi レゼイナガレトビケラ Rhyacophila lezeyi Japan: Shimane, Okuizumo 2021/3/18 Masakazu Hayashi LC644528

T101 Rhyacophila kisoensis キソナガレトビケラ Rhyacophila kisoensis Japan: Shimane, Okuizumo 2021/3/18 Masakazu Hayashi LC644523

T104 Goera japonica ニンギョウトビケラ Goera japonica Japan: Shimane, Unnan 2021/3/8 Masakazu Hayashi LC644538

T105 Cheumatopsyche infascia ナミコガタシマトビケラ Cheumatopsyche infascia Japan: Shimane, Nishinoshima 2021/3/23 Takayuki Fukuda LC644502

T106 Macrostemum radiatum オオシマトビケラ Macrostemum radiatum Japan: Shimane, Unnan 2021/3/27 Masakazu Hayashi LC644511

付表 1　林ほか（2022）によって報告された島根県産トビケラ目の配列情報
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