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      DNA 塩基配列に基づいて幼虫標本から正確な種数を知る 

 

＊高村健二・上野隆平・今藤夏子・奥田しおり・大林夏湖（国環研） 
 
 

１． はじめに 
 ユスリカ科昆虫の成虫は種特異的特徴に富んで

いるが、幼虫はそれに乏しい。しかし、幼虫の成育

期間は長く、一方で成虫の出現期間は短いため、採

集が容易なのは幼虫である。ある水域に生息するユ

スリカ科昆虫の多様性を調べるには、この食違いが

障害となり、ユスリカ多様性研究には一定の足枷が

はめられてきた。 

 しかし、近年普及した DNA バーコーディングに

より、幼虫標本であっても正確な種同定とそれによ

る多様性の評価が可能となる展望が開けてきた。

DNA バーコーディングによる種同定が可能となれ

ば、DNA バーコードを学名の代替として将来的にも

参照可能な多様性資料を整えることができる。 

 本研究では、兵庫県南西部のため池におけるユス

リカ多様性調査にあたって幼虫標本 DNA バーコー

ドの分子系統樹から種数を求めている。同種・近縁

種標本を多く含んだ分子系統樹においては枝末端

に近づくほど分枝が短く密になる傾向が認められ

る。この分枝パターンの疎密に注目して統計学的に

種間・種内に区分する複数の手法が近年提案されて

いる。これらの手法を適用してため池毎に求めた種

数を報告し、従来の止水域からの報告例と比較する。 

 

２．材料と方法 
 調査を行ったため池 20 面は、兵庫県加古川市・

播磨町・小野市・加東市・加西市にわたる播磨平野

に存在する。これらの池において初夏および初秋に

底質および水草の採集を行い、それらの基質からユ

スリカ幼虫を肉眼にて拾い出した。拾い出した幼虫

標本はエタノール中に保存し、タンパク分解酵素に

よる DNA 抽出を施した。 

 抽出 DNA から DNA シークエンサー(ABI3730)に

より標本のミトコンドリア DNA CO1 領域の塩基配

列を決定した。決定された塩基配列は重複分を除い

た上で整列し、Mr. Bayes 等のソフトウェアを用いて

分子系統樹を作成した。 

 分子系統樹から進化過程を考慮した上で種を区

分する手法は主に 2 つある。解析対象の系統樹にお

いて、根から全ての枝先までが等長であることを求

める GMYC(General Mixed Yule Coalescence: Pons et 

al. 2006)と必ずしも等長を求めない PTP(Poisson Tree 

Process: Zhang et al. 2013)である。ここでは両手法を

採用し、両方の結果を比較した上で、標本中のユス

リカ種数を求めた。 

 

３．結果 
 初夏に採集された 766 標本から、ため池あたり 1

〜15 種（底質 1〜11 種、水草 2〜7 種）が区分され

た。全ての池で集計すると 62 種（底質 48 種、水草

40 種）であった。ただし、底質の場合、池 2 面では

標本の塩基配列決定率が 50%をはるかに下回った。

また水草が採集された池は 11 面に留まった。 

 区分された種のうち、既知の DNA バーコードと

の BLAST 検索等により少なくとも属名まで確定し

たのは、33 種であった。したがって、半数近い種は

DNA バーコーディングだけからでは詳しい分類群

が判明しなかった。 

 

４．考察 
 本研究で調査された 20 面のため池からは 62 種の

存在が確認された。ただし池によって確認種数が大

きく変化する上、種類相の入れ替りも大きかった。

池による種の入れ替りが大きいのは、池の環境・水

生植物相・水生動物多様性に違いがあるためと考え

られる。参考までに国内の湖から報告された種数を

集計すると、およそ 2〜38 種の範囲である。今回調

査されたため池の総水面面積は 0.2 km2に満たない。

参照した湖が最小でも 0.68 km2であるから、面積に

比べて多様なため池生態系の特性が窺われる。また、

本研究では幼虫標本 DNA バーコードの分子系統解

析に基づいて種が区分された。一方、参照された湖

では成虫標本の形態分類に基づいている。標本の

DNA 配列決定が成功する限り、例え 1 個体でも信頼

性の高い種区分が可能である本手法の特徴も報告

種数の多さに反映されたと考えられる。
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