
はじめに
　島根県に生息する汽水・淡水性エビ類は，上
田（1970）によって概要が報告されている．この

研究の基礎となった上田常一コレクション（島根
県立三瓶自然館所蔵）は，目録が作成され，一部
の再検討が行われている（佐藤・加藤，1996；
大畑，2008；辻井，2022）．また，隠岐諸島も含
めた 2000 年代以降のファウナ調査としては，板
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Abstract　DNA barcodes of freshwater shrimps were studied based on the 
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木（2009），林（2013，2017），林ほか（2008，
2011，2016），辻井（2014）などがある．近年，
日本国内ではシナヌマエビ Neocaridina davidiや
チュウゴクスジエビ Palaemon sinensisなどの外
来種が確認され，島根県内でもチュウゴクスジ
エビが斐伊川水系などで確認されている（斉藤
ほか，2017；林・桑原，2019）．一方，シナヌマ
エビを含むカワリヌマエビ属は形態での識別が
難しく，島根県内にすでに分布が拡大している
可能性も高いが，侵入時期や拡大状況に不明な
点が多く，在来種のミナミヌマエビ Neocaridina 

denticulataとして記録されていることも少なくな
い状況である（例えば，林ほか，2008，2011，
2016）．
　カワリヌマエビ属の同定については，遺伝子分
析の手法が取り入れられ，五島列島の福江島（福
家ほか，2021）や滋賀県の琵琶湖流入河川（Onuki 

and Fuke, 2022）から在来種のミナミヌマエビが
報告され，その遺伝子配列が DNAデータベース
で公開されるようになった．この結果は，壱岐か
ら記載された Neocaridina ikiensisも含め，複数
の系統が存在することを示している．滋賀県で
の研究結果では，外来のシナヌマエビと在来の
ミナミヌマエビは形態的な区別が難しい個体が
存在し，また両者の種間交雑も示唆されている
（Onuki and Fuke, 2022）．
　筆者らは島根県産の汽水・淡水産エビ類の生息
状況を調査しているが，カワリヌマエビ属の同定
は大きな課題であった．そこで，取りかかりとし
て，カワリヌマエビ属を中心として，汽水・淡
水域に生息するエビ類のミトコンドリア DNAの
COI遺伝子の分析を行い，DNAバーコードの蓄
積を行うこととした．また，ミナミヌマエビや
シナヌマエビについては，近年，遺伝子の配列
が報告され（福家ほか，2021；Onuki and Fuke, 

2022），島根県産のサンプルと比較が可能となっ
ている．カワリヌマエビ属については，交雑個体
も存在するため，厳密には集団遺伝解析を行う必
要があるが，COIバーコード領域から外来種の移
入状況は検討できるため，分析を行い，その結果
を検討した．

材料と方法
サンプリング
　筆者らと協力者が採集した隠岐諸島を含む島根
県産の 50 個体を分析した（図 1）．サンプルはす
べて無水エタノールで固定し，冷暗所で保管した．

DNA 分析方法
　標本は，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 658bp

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．

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，脚部もしくは尾部の筋肉組織をピン
セットで採取した．
　採取した組織は，DNA抽出キットに添付され

図 1　分析したサンプルの採取地点（地理院地図）
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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．

PCR 条件
　解析対象領域は，昆虫等動物の標準的な DNA

バーコーディング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），もしくは jgLCO1490 及び
jgHCO2198（Geller et al., 2013）のプライマーセッ
トを使用した．
　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 5'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．
　DNA ポリメラーゼには Takara Ex Taq Hot 

Start 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 45℃ 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．

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ジェネティックアナライザ
（Applied Biosystems社）により塩基配列を決定
した．

系統解析
　取得した塩基配列について，最尤法（Maximum 

Likelihood法）による分子系統樹を作成した．形
態分類による種名が属止めの個体については，作
成した系統樹から同定結果の再検討を試みた．

表 1　解析に使用したプライマーセット．文献：1，Folmer et al., 1994; 2, Geller et al., 2013.

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

658bp
M13R_HCO2198 （M13R）TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA

M13F_jgLCO1490 （M13F）ITCIACIAAYCAYAARGAYATTGG
2

M13R_jgHCO2198 （M13R）TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA

注）各プライマーの 5'末端側には，それぞれ以下の配列を付加した．
M13F : TGTAAAACGACGGCCAGT
M13R : CAGGAAACAGCTATGAC

65

島根県に生息する淡水産エビ類の DNAバーコード領域



日本 DNA データバンク（DDBJ）への配列情報
の登録
　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
ついては，発注者と協議の上で決定し，登録作業
を実施した． 

結果と考察
　DNA分析結果を表 2に示した．分析の結果，
50 検体のうち，49 検体から COI遺伝子領域の配
列が取得できた．分析番号 SDEC001（ヒメヌマ
エビ）については，いずれのプライマーセットに
おいても PCR増幅産物が得られなかったことか
ら，塩基配列取得不能となった．
　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，
LC798357 ～ LC798405 である．形態分類による
同定結果が属止めのサンプルについては，識別子
として「HOWP-2023」を付加して登録した．
　作成した分子系統樹を図 2～図 4に示した．カ
ワリヌマエビ属のサンプルについては，既存の配
列情報を含めて分子系統樹を作成し，各種との系
統関係から所属するクレードを検討した．ミナミ
ヌマエビもシナヌマエビも複数のクレードが存在
するため，形態によって分類された種との対応関
係が必ず一致しないこと，今回はミトコンドリア
DNAの一部領域を検討したことから，遺伝子に
よる今回の同定結果は暫定的なものである（図5）．
　上田（1970）によると，島根県のミナミヌマエ
ビは，当時の知見では県東部での記録がごく限ら
れている種である．とりわけ斐伊川水系ではヌマ
エビの記録はあっても本種の記録がなく，単なる
記録漏れでないことを示唆している．今回の分析
において，国内の在来系統であるミナミヌマエビ
の配列を持つ個体群が確認されたが，安来市の伯
太川などで確認された滋賀県の系統に関しては
1970 年代以降に増えた可能性が高い．一方，熊
本県の系統は，島根県西部に従来から分布する個

体群に相当する可能性がある．
　情報が限られるため，さらなる分析が必要であ
るが，人為に由来するシナヌマエビなどの外来系
統が隠岐諸島を含めて広く分布していることは確
実である．このことから，在来および外来系統の
生息状況の確認が急務であることが今回の分析で
判明した．
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図 2　ヌマエビ科の分子系統樹．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，学名を記載した．
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図 3　ヌマエビ科カワリヌマエビ属の分子系統樹．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，学名を記載した．
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図 4　テナガエビ科の分子系統樹．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，学名を記載した．
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図 5　カワリヌマエビ属各系統の出現地点．ミナミヌマエビ（滋賀県）は Onuki and Fuke（2022）が報告した系統；
ミナミヌマエビ（熊本県）は福家（2021）が報告した系統．

ミナミヌマエビ（滋賀県）
ミナミヌマエビ（熊本県）
シナヌマエビ
不明（外来系統？）
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C
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ヌ
マ
エ
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C
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m
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a
ヤ
マ
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ヌ
マ
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C
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m
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a
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m

an
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m

a,
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12
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7-
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3.1
1 E

M
. H
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83
58

4
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E
C
00
4
ヌ
マ
エ
ビ
科

C
ar

id
in

a 
se

rr
at
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ヒ
メ
ヌ
マ
エ
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id
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m
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20
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M
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83
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5
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E
C
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5
ヌ
マ
エ
ビ
科

C
ar

id
in

a 
le
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a
ミ
ゾ
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ヌ
マ
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id
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a
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e,
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ot
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19
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8-
09
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2.3
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M
. H

ay
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79
83
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6
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E
C
00
6
ヌ
マ
エ
ビ
科

C
ar

id
in

a 
le

uc
os

ti
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a
ミ
ゾ
レ
ヌ
マ
エ
ビ

C
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id
in

a 
le

uc
os

ti
ct

a
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pa
n:
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m
an

e,
 O

da
, Y

un
ot
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20
19
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8-
09
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.07
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 13
2.3
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M
. H
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LC
79
83
61

7
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E
C
00
7
ヌ
マ
エ
ビ
科

Pa
ra

ty
a 
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ヌ
カ
エ
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ra
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a 
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is
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pa
n:

 S
hi

m
an
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M
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C
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8
ヌ
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ビ
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Pa
ra
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a 
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ヌ
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C
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a 
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m
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ヌ
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a 
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C
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0
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m

pr
es

sa
ヌ
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e,
 O

da
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C
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ナ
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ジ
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M
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66

12
SD
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C
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2
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ナ
ガ
エ
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Pa
la

em
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ス
ジ
エ
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on

 p
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de
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 S
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m
an

e,
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um
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a
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4-
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2.7
4 E

M
. H

ay
as
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83
67
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C
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3
テ
ナ
ガ
エ
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Pa
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in

en
si

s
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ュ
ウ
ゴ
ク
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ジ
エ
ビ

Pa
la
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pa
n:

 S
hi

m
an

e,
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um
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m
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4 E

M
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68
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C
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ナ
ガ
エ
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M
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ナ
ガ
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M
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69
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C
01
5
テ
ナ
ガ
エ
ビ
科

M
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ro
br
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um
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ナ
ミ
テ
ナ
ガ
エ
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um
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m

an
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70
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C
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ナ
ガ
エ
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M
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ナ
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テ
ナ
ガ
エ
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 S
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m

an
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71
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C
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テ
ナ
ガ
エ
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M
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i
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C
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マ
エ
ビ
科
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ワ
リ
ヌ
マ
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ビ
属
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ri

di
na
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a
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e
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0
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エ
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科

N
eo
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di
na
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ワ
リ
ヌ
マ
エ
ビ
属

N
eo
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ri

di
na
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at
a
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 S
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m
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5-
01

35
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02
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エ
ビ
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カ
ワ
リ
ヌ
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ビ
属

N
eo
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ri

di
na
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m
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K
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ヌ
マ
エ
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科
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di
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カ
ワ
リ
ヌ
マ
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属

N
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ri

di
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m
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e,
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ヌ
マ
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ビ
科
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リ
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id
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26
SD
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N
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di
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カ
ワ
リ
ヌ
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エ
ビ
属
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in
a 
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20
23
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pa

n:
 S

hi
m

an
e,

 O
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12
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3.2
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M
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81

識
別
子
を
追
加

27
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E
C
02
7
ヌ
マ
エ
ビ
科

N
eo

ca
ri

di
na

 
カ
ワ
リ
ヌ
マ
エ
ビ
属

N
eo

ca
ri

di
na

 d
av

id
Ja

pa
n:

 S
hi

m
an

e,
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um
o,
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hi

m
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a
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23
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2.8
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M
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E
C
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エ
ビ
科

N
eo
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na

 
カ
ワ
リ
ヌ
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ビ
属

N
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na
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id
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m
an
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 Iz

um
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a
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35
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2.8
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M
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29
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E
C
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エ
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科
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カ
ワ
リ
ヌ
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ビ
属

N
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na
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 H
ik
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E
C
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ヌ
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エ
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N
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ワ
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N
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M
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as

hi
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表
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分
析
サ
ン
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一
覧
お
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ッ
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E
C
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ヌ
マ
エ
ビ
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ri
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ヌ
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エ
ビ
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N
eo
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ri
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na
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ul

at
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Y
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E
C
03
2

ヌ
マ
エ
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N
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m
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is

um
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1.9
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Y
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87
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E
C
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ヌ
マ
エ
ビ
科

N
eo
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ri

di
na

 
カ
ワ
リ
ヌ
マ
エ
ビ
属

N
eo
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m
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Y
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83
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SD

E
C
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4

ヌ
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エ
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科

N
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di
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カ
ワ
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ヌ
マ
エ
ビ
属

N
eo
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pa
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m
an

e,
 M

is
at
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in
at

o
20
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9-
16

35
.02
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Y
. T
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79
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89
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E
C
03
5

ヌ
マ
エ
ビ
科

N
eo
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ri
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na

 
カ
ワ
リ
ヌ
マ
エ
ビ
属

N
eo
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O
W

P-
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pa
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m
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Y
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識
別
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追
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C
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エ
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科

N
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na

 
カ
ワ
リ
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エ
ビ
属

N
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W

P-
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un

ot
su

20
23

-0
9-
28

35
.08

 N
 13
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別
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加
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E
C
03
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ヌ
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エ
ビ
科

N
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di
na

 
カ
ワ
リ
ヌ
マ
エ
ビ
属

N
eo

ca
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di
na
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 S
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m
an
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ai
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a
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18

35
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 N
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2.6
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Y
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83
92
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E
C
03
8

ヌ
マ
エ
ビ
科

N
eo

ca
ri

di
na

 
カ
ワ
リ
ヌ
マ
エ
ビ
属

N
eo

ca
ri

di
na
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en

tic
ul

at
a
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pa

n:
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hi
m

an
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 H
am

ad
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 O
og

an
e
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.94

 N
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2.1
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Y
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jii
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83
93
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E
C
03
9

ヌ
マ
エ
ビ
科

N
eo
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na

 
カ
ワ
リ
ヌ
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エ
ビ
属

N
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a 
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W
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94
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別
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を
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加
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C
04
0

ヌ
マ
エ
ビ
科
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a 
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W
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T
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C
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34
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C
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ヌ
マ
エ
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科
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ワ
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E
C
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エ
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N
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ワ
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a 
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W
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m
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H
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o
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識
別
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を
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加
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E
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