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Tetranychus 属ノ \ 夕、 ニ の分子分類の現状
一我が国 に お け る カ ン ザ ワ ハ ダニ種群の分 子 系統学的解析 を 例 に ー
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は じ め に

ハ ダニ は世界的 に ， 重 要 な 農業害虫 を 含 む グ ル ー プで

あ る 。 我 が 国 で記載 さ れ た 種類 は 1 999 年 時 点 で 78 種

(EI I .\IIi\， 1 999) で， そ の後 も 日 本未記載 の 種 が発見 さ れ

て い る 。 な か で も Tetranychus 属 は カ ン ザ ワ ハ ダ ニ ，

ナ ミ ハ ダニ な ど闘芸作物の 害虫穆 を 含 み， 縞物防疫の 観

点 か ら も 重 要 な グ ル ー プ で あ る 。 し か し ， 種 の 同 定 に

は ， 雄成虫 を 真横 に 封入 し た ス ラ イ ド 標本 を 作製 し て 柿

入器の形態 を 観察 す る 必要 が あ り ， 熟練 を 要 す る 。 ハ ダ

ニ の性比 は 一般 に 雌 に か た よ っ て お り ， 作物 に対す る 被

害の大半 は 雌成虫 に よ る も の で あ る た め に ， 個体数のm

艇 は 主 と し て 雌成虫 の数で行わ れ る 。 し た が っ て ， ハ ダ

ニ の種の識別 が雌成虫で行 う こ と が で き れ ば， 応用而で

極 め て 有意義 で あ ろ う 。

こ れ ま で， 分子生物学的手法 に よ る マ ー カ ー を 刑 し 3 た

簡易 な識別法 を 開発 す る た め に ， 様々 な研究が行 わ れ て

き た 。 本 稿 で は， 最 近 の Tetranychus 属 ハ ダ ニ に 関 す

る 分子生物学的手法 に よ る 研究 を概観 し た 後， 筆者 ら が

最近行 っ た 我 が閏 に お け る カ ン ザ ワ ハ ダニ の分子系統学

的解析の結果 を紹介 し た い と 思 う 。

I ハ ダ ニ の遺伝 的 マ ー カ ー

1 ア イ ソ ザ イ ム ・ ア ロ ザ イ ム

ア イ ソ ザ イ ム と は ， 同 じ 機能 を も つ が タ ン パ ク 質が異

な る 酵素 の こ と で あ る 。 こ の う ち ， 同一遺伝子座の対立

遺伝子 の 関係 に あ る も の を ア ロ ザ イ ム と い う 。 こ れ ら

は ， ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電気泳動法 に よ り 分離 し ， そ れ

ぞれの活性 に 応 じ た 基質 を加 え た 染色液 に よ り 染色 し ，

移動度 に よ っ て 多 �í� を 検 出 す る 。 安価iで大量 の個体数 を

扱 う こ と が で き る た め ， 1960 年代 か ら 多 く の 生物種で

遺伝的多型 を 検 出 す る の に 用 い ら れ て き た 。

Mo!ecu!ar Phy !ogenelic Ana!ysis o n  the Kanzawa spiclel 
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Tetranychus 属 ハ ダ ニ で の 研 究 例 は ， 榎 原 ・ 天 野

( 1 996) や GOI( 八 and T.� I(M'I I J I  ( 1 997) が あ る 。 前者 は ，

エ ス テ ラ ー ゼ の バ ン ド パ タ ー ン を 用 い て 6 種の ， 後者 は

PGI ( クー ル コ ー ス リ ン 酸異性化酵素) と MDH ( リ ン ゴ

酸脱水素酵素) を 組 み 合わ せ て 7 種の 識別 が可能 な こ と

を 明 ら か に し た 。 こ れ ら の 方 法 は種の簡易同定 を 行 う に

は適 し て い る が， 酵索が異 な れ ば染色液 の 組成 も 異 な る

こ と ， l f附体で得 ら れ る 遺伝子座 の 数 が限 ら れ て い る こ

と な ど か ら ， 多数の遺伝子座の 解析 を必要 と す る 集 同遺

伝学的研究や， よ り 精密 な情報 を必要 と す る 進化系統学

的研究 に は 不適 当 で あ る と 考 え ら れ る 。 そ こ で ， DNA 

を 用 い た 多型検出 方法が検討 さ れ る よ う に な っ た 。

2 DNA マ ー カ -

PCR ( ポ リ メ ラ ー ゼ連 鎖 反 応) に よ る DNA の 靖 幅

が可能 に な っ た こ と に よ り ， 微小 な 農業 害 虫 で も DNA

多 型検 出 が可能 に な っ て き た 。 1990 年代 に 入 っ て ハ ダ

ニ で も DNA 解析が行わ れ る よ う に な り ， 特 に ， 重 要 な

農業害虫 を 多 く 含 む Tefranycluls 属 の ハ ダ ニ が 主 な 研

究対象 と な っ て き た 。

PCR は， 遺伝子特異的 な 一組 の 短 い (20 塩基程度)

プ ラ イ マ ー と 呼 ば れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 耐熱性 の

DNA 合成酵素 ( Taq ポ リ メ ラ ー ゼ が使わ れ る こ と が 多

い ) と 組 み 合 わ せ ， DNA の 変成 ・ 会合 ・ 伸 張 反 応 を 繰

り 返 す こ と に よ っ て 目 的の遺伝子 の コ ピ ー 数 を 短時間 に

増幅 さ せ て 検出可能 に す る 技術で あ る o こ の プ ラ イ マ ー

の作成 に は ， 増幅 し よ う と す る 遺伝子の塩基配列情報が

必 要 な た め ， 従 来 は 利 用 で き る 分 類群が 限 ら れ て い た

が， 様々 な 分類群での 知見が蓄積 し て く る に つ れ， 広 く

利用 さ れ る よ う に な っ て き た 。

ハ ダニ で DNA 多型 を 解析 し た 最初の例 は ， お そ ら く

N .\ \ " i\j，\'; 巴t a L  ( 1 9 9 2 ) に よ る Tet ra n vch us 属 と

Eotetranych附 属 の ハ ダニ 6 種 の 研 究 例 で あ ろ う o 彼 ら

は 核 ゲ ノ ム t の リ ボ ゾ ー ム RNA 遺 伝 子 ( リ ボ ゾ ー ム

DN A) 0) ITS 2 ( Internal  Transcribed Spacer 2 ) と

呼 ばれ る 領域の塩基配列 を 決定 し ， 積間 ・ 属間 で比il� し

た 。 そ の 結果， こ の領域が種 の 識別 や 系統推定 に 耐 え ら

れ る で あ ろ う こ と を 見 い だ し た の で あ る 。 そ の 後，
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NAVA.lAS et al. ( 1 998) は ナ ミ ハ ダ ニ を 用 い て ， ITS 領

域 が 種 内 で は 多 型 が 少 な い こ と を 実 証 し た 。 ま た ，

NAVA.lAS et al .  ( 1 996) は ， ミ 卜 コ ン ド リ ア ト. の COI

( チ ト ク ロ ー ム 脱水素酵素) 遺伝子-の塩基配列 を 用 い て ，

ハ ダニ 20 種の 系 統学的分析 を 行 っ た 。 こ の 研 究 で は ，

形態， 生活史 と 分子系統樹 を あ わ せ て 考察す る こ と に よ

っ て ， ハ ダニ類の進化過程 に つ い て 考察 し て い る o

し か し ， 種 の 同 定 ・ 識別 の た め に い ち い ち 臨基配列 を

解析す る の は ， 煩雑 な う え に 費用 も か か る 。 そ こ で， 他

の見虫種 な ど で一般 に 利 用 さ れ て い る の は PCR- RFLP

と い う 方法 で あ る 。 こ れ は ， PCR で 増 幅 し た DNA 断

片 を ， 特異的な配列 を 認識 し て 切断す る 制 限酵素 で処理

し た 後 に 電気泳動 し ， そ の バ ン ド パ タ ー ン を 解析 す る も

の で あ る 。 制限酵素が認識す る 配列 の有無でバ ン ド の本

数が変化す る の で， 種間 で配列 に 違 い が あ れ ば， 種の違

い は バ ン ド パ タ ー ン の違 い と な っ て あ ら わ れ る 。 ま た ，

制限酵素 は そ の種類 に よ り 認識す る 配列 が 興 な る の で，

そ の組合せ を 変 え る こ と に よ り ， 様々 な塩基配列 を比較

す る こ と が可能であ る 。

GOTOl l et a l .  ( 1 998) は ， 形態的 に 識 別 が 外| 難 な ナ ミ

ハ ダ ニ と そ の 同 胞 種 ナ ミ ハ ダ ニ モ ド キ T. pueraricola 

を ， 上述の ITS 2 領域 の PCR-RFLP に よ っ て 識別可能

な こ と を 示 し た 。 こ う し た 研 究 の 積 み 重 ね に よ っ て ，

Tetranychus 属ノ 、 ダニ を 一 つ の 系 で す べ て 識別 し よ う と

い う 試 み も な さ れ て お り ， 阻 場 に 発 生 す る 主 な

Tetranychus 属 4 種 に つ い て の PCR- RFLP に よ る 識別

法が開発 さ れ て い る (刑部 ら ， 未発表) 。

H カ ン ザ ワ ハ ダ ニ のニつ の系統

カ ン ザ ワ ハ ダニ Tetranychus Iwnzawai は ， 茨城大 の

後藤 ら の グ ル ー プ に よ る 精力 的 な研究の 結果， 部分的不

和合性 の あ る T 系 統 と K 系統 の 2 系統 が見 い だ さ れ た

(Gmll and GOTOI I ，  1996 ; GOTOI I e t  al . ，  1999) 。 こ れ ら 2 系

統 は， K 系統雌 と T 系 統 雄 が 交 尾 し た 場合， そ の 子 世

代 で雌が出現 し な い。 の ち に EI I A I/ ;\ ( 1 999) に よ っ て ，

雄 の 交 尾器 に 形態 差 が 認 め ら れ， K 系 統 は ニ セ カ ン ザ

ワ ハ 夕、、 ニ T. þarakanzawai と 命 名 さ れ た 。 こ の 詳 し い

経緯 は後藤 (2000 a， b) を 参照 さ れ た い 。

こ の 2 系統 を 識別 す る に は ， ニ セ カ ン ザ ワ ハ ダニ が別

種 と し て 記載 さ れ る 以前 は， 交配実験 に よ る し か な か っ

た 。 し か し ， 野外 に 発生 す る 個体群の 調査 を 行 う 際 に ，

す べ て の個体 を 1 個体ず つ 飼育 し ， 交配 を 行 っ て 識別 す

る こ と は非現実的で あ る 。 我 々 は ， こ れ ら 2 種 を識別す

る た め に の DNA マ ー カ ー を 開 発で き な い か と 考 え た 。

最終的 に は ， 上述の PCR-RFLP マ ー カ ー の よ う な 簡便

な手法 を 開発 し な く て は な ら な い が， ま ず塩基配列 を 解

読す る 必要 が あ る と 考 え ， 詳細 な 解析 を 行 っ た 。

皿 カ ン ザ ワ ハ ダ ニ の分子系統学的解析

我々 は ， 全 国 か ら 採集 し て 室 内 で イ ン ゲ ン マ メ の リ ー

フ デ ィ ス ク 上で維持 し て い た い く つ か の カ ン ザ ワ ハ ダニ

の地理的系統 を 刑 い ， 分子系統学的 に 二つ の 系統 に 分 け

ら れ る か ど う か を 検 証 し た ( H I�(州 ro and TAKミ 1' 1 ' .1 1 ，

200 1 ) 。 な お ， 我 々 の 実 験 は EI L\ liA ( 1 999) 以 前 に 行 っ

た の で， こ こ で は ニ セ カ ン ザ ワ ハ ダ ニ の 名 称 は 使 用 せ

ず， T 系 統 ( カ ン ザ ワ ハ ダニ ) ， K 系統 ( ニ セ カ ン ザ ワ

ハ ダ ニ ) で 統 一 す る 。 ま た ， 実 験 に 用 い た 地 理 的 「 系

統」 と の 混乱 を 避 け る た め ， 今 後 こ の 稿 で は 両 者 を T

タ イ プ， K タ イ プ と 呼ぶ こ と に す る 。

各系統か ら ラ ン ダム に サ ン プル し た ハ ダニ の雌成 虫 か

ら 1 {li\1 体 ず つ DNA を 抽 出 し ， PCR に よ っ て ミ ト コ ン

ド リ ア l二 の COI お よ び核 ゲ ノ ム |二 の ITS 1 領域 を 増幅

し た 。 ミ ト コ ン ド リ ア の場合， 基本的 に l 個体 に 1 種類

の遺伝子型 ( ハ プ ロ タ イ プ) し か な い と 考 え て 差 し 支 え

な い の で， PCR に よ っ て 得 ら れ た DN A 断 片 を ， そ の

ま ま シ ー ク エ ン ス 反応 に 用 い て 塩基配列 を 決定 し た 。 一

方， 絞 ゲ ノ ム 上 の ITS 1 で は ， 雌 の 場 合 父 親 由 来 と 母

親由来の 2 組の ゲ ノ ム で遺伝子型が異 な る 可能性， さ ら

に は ， ゲ ノ ム 中 の 反 復 間 で の 多 型が存在す る 可能性が考

え ら れ る 。 し た が っ て ， そ の ま ま 塩基配列 を 決 定 す る こ

と は で き な い 。 そ こ で， PCR 産 物 を プ ラ ス ミ ド に 組 み

込み， 大腸菌 に 導入 し て 1 コ ピ ー ず つ 分離培養す る と い

う ク ロ ー ニ ン グ操作 を 行 っ た 。 こ れ に よ り ， 正舷な塩基

配列 の 解析がで き る 。

一方， 各 系 統 か ら 選 ん だ雄 成 虫 と K タ イ プ の 雌 成 虫

を 交配す る こ と に よ っ て ， そ れ ぞ れ の 系統が ど ち ら の タ

イ プ に 属 す る か を 決 定 し た 。 そ の 結 果， 1 7 系 統 [11 6 系

統 で T タ イ プ と K タ イ プ が 混 在 す る こ と が わ か っ た

( 図 1 ) 。 も ち ろ ん， 飼育の過程で遺伝的浮動が起 こ る の

で， こ の 比率が そ の ま ま 野外側体群 で の T/K 比 を 表 す

わ け でb は な い が， 野外で は 普通 に こ れ ら 2 タ イ プが混在

す る と 考 え ら れ る 。 一方， GOTO I I  et al. ( 1 999) で は ，

す べ て の個体群で い ずれ か の タ イ プ に 固定 し て い る 結果

が得 ら れ て い る 。 こ の違 い は ， 多様性 を 意識 し た 我 々 の

飼育法 で は ， 飼育{1f;1体数が多 い た め と 考 え ら れ る 。

残念 な が ら ， DNA を 抽 出 し た 個体 自 体が T タ イ プか

K タ イ プか を 検証 は で き な か っ た 。 そ こ で， こ れ ら 混

在 し た 系 統 は 除 い て ， 明 ら か な T タ イ プ， K タ イ プ の

み を 用 い て 得 ら れた DNA 塩基配列 を 用 い て 系統樹 を 構

築 し た 。 そ の 結 果， COI 領 域 ( 図 - 2 ) で も ITS 1 領 域
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図 ー :1 カ ン ザ ワ ハ ダ ニ の 核 ゲ ノ ム 上 の リ ボ ゾ ー ム DNA

内 の ITS 1 鎖域 を JH い て 構築 し た 系統樹

系統名 の 後 の折狐|人j は ， 交配実験 に よ っ て 得 ら れ た
タ イ プ を 示 す . ド線で示 し た 2 系 統 は そ れ ぞ れ K タ
イ プ， T タ イ プの標準系統.
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( 図-3) で も 種内 多型 が 認 め ら れ た が， 二 つ の タ イ プが

独立 し た 単系統 を構成す る わ け で は な い こ と が 明 ら か に

な っ た の で あ る 。 ど ち ら の 系 統樹 に お い て も ， K タ イ

プが多 系統 を 示 し ， そ の 一 部 の 系 統 の 中 に T タ イ プが

混在 し て い る ， と い う 傾向 が 見 ら れた 。 し た が っ て ， こ

の結果 を 見 る と ， DNA 場基配列 で は こ れ ら 2 タ イ プ を

分 離 ・ 識別 で き な い こ と が 明 ら か に な っ た 。 ま た ， T

タ イ プ は K タ イ プの一部が分化 し て 出 現 し た と 考 え ら

れた 。

も ち ろ ん， 種分化 の過程 に お い て は 祖先集 団 内 の 多型

を 引 き 継 ぐ こ と が あ り ， 必 ず し も 明確 に 遺伝子系統樹が

分岐 す る わ け で は な い。 し か し ， こ れ ら 2 タ イ プ の 場

合， 部分的 な が ら 遺伝子交流が確認 さ れ て お り ， 生物学

的種概念か ら 言 え ば種分化 を 完了 し て い る と は考 え に く

い。 ま た ， 個体群動態や遺伝子交流 を 考 え る う え で も ，

こ れ ら 2 タ イ プ は 同ー の 集 団 と 考 え た ほ う が扱 い や す い

の で は な い か と 考 え ら れ る 。
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お わ り に

本稿 で は ， Tetral1 l'slllts 属 ハ ダ ニ に お け る 遺伝子 マ ー

カ ー を使 っ た I識別法 に つ い て 概観す る と と も に ， カ ン ザ

ワ ハ ダニ ・ ニ セ カ ン ザ ワ ハ ダ二 種群の DNA 分析 を 行 っ

た我々 の研究例 を 紹 介 し た 。 こ の研究例 の よ う に ， 必ず

し も 遺伝的分析 を 種 の 同 定 に 用 い る こ と がで き る と は |仮

ら な い が， あ る 意味では こ れ は 当 然 の こ と な の で あ る 。

つ ま り ， 種の識別 に 用 い ら れて い る 形態形質 を 支配す る

遺伝子 と ， 系 統 樹 や PCR- RFLP に 用 い ら れ る 遺 伝 子

は ， 全 く 別 の遺伝子 で あ る 。 形態 に よ る 分類 と 遺伝子分

類が完全 に 一致す る 完全 な遺伝子診断法 を 開発す る た め

に は ， 形態形質 の形成 に か か わ る 遺伝子 を 解明 す る 必要

が あ る だ ろ う o し か し ， 様々 な 害虫、種で そ れ を 行 う の は

ま だ ま だ先の話で あ る 。 当 面 は ， 昔、L用 的 に m い ら れ る 領

域 を 用 い て ， 照合 し て い く ほ か な い と 考 え ら れ る 。

反面， 形態， 寄主範囲， 生殖不利合性， 遺伝子の 多 t�!

学 界 だ よ り

0第 5 固獣害対策学習会 (芦屋大会) の ご案内
・ 主催 : 獣筈総合研究所
・ 日 時 : 平成 13 年 12 月 22 日 (土) �23 日 ( 日 )
・場所 : 兵庫県芦屋市 総合研修 セ ン タ 一 六 巾 ハ ウ ス

]R 神戸線 か 阪神電気鉄道 「芦屋駅」 南 口 ま た は 阪 急
電鉄 「阪急芦匡川 駅j よ り 阪急ノ f ス 「有馬 ・ 山 口 営業
所行」 か 「芦屋ハ イ ラ ン ド 行」 で 「奥池ノ て ス 停J 下車
徒歩 15 分

・ 日 程 : 1 2 月 22 日
エ ク ス カ ー シ ョ ン : 六 甲 山 の 野生 イ ノ シ シ 観察
基調講演 : ニ ホ ン イ ノ シ シ の 生態 (仮題)
口 頭発表 : ( イ ノ シ シ 関連 : 一般募集)
ミ ニ シ ン ポ : 野生 イ ノ シ シ の被害管理 (仮題)
口 頭発表 : (一般募集)
ミ ニ シ ン ポ : 有害駆除 と 個体数調整 (仮題)
ポ ス タ 一発表 (一般募集) お よ び懇親会， ビ デ オ (獣
害関係)
1 2 月 23 日
ビ デ オ (野生動物捕獲 の実際 : 仮題)
実演 : 捕獲器具の取扱 い (仮題)
口 頭発表 : (調査技術関連 : 一般募集)
ミ ニ シ ン ポ : 電波発信機 に お け る 自 己 と そ の対策 (仮

題)
口 頭発表 : (防除技術関連 : 一般募集)

な ど が複雑 に か ら み あ っ て 分化 し つ つ あ る こ の カ ン ザ ワ

ハ ダニ積群 は ， 進化生物学， 生態学の観点か ら も 非常 に

興味深 い分類群で あ る と 考 え ら れ， 今後， こ れ ら の領域

を 有機的 に 総合 し た 研究 の 発展 を 期待 し た い。
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ミ ニ シ ン ポ : (一般募集)
口 頭発表 : (行政関連 : 一般募集)
意見交換

・ 申 込 み 方 法 : 氏 名 ・ 所属 ・ 生年 月 日 ・ 性別 ・ 連絡先 ・
電話番号 ・ FAX 番号 ・ 電子 メ ー ル ア ド レ ス ・ 発表 の
有無 ・ エ ク ス カ ー シ ョ ン へ の 参加 ・ 会場への 交通手段
を 事務局 ま で郵送か E-l1lail で お送 り 下 さ い。

・ 参加費 : (発表) ①�1 1/ 1 5 ②�12/21  ③ 当 日
一般 (有 り ) ① 10 ， 000 円 ， ② 13 ， 000 円 ， ③ 15 ， 000 円

(無 し ) ① 30 ， 000 円 ， ② 50 ， 000 円 ， ③参加不可
学生 (有 り ) ① 7 ， 500 円 ， ② 8 ， 500 円 ， ③ 9 ， 000 円

(無 し ) ① 9 ， 500 円 ， ② 1 0 ， 500 円 ， ③参加不可
会場定員 ( 1 05 名 ) を 超 え た 場合 は ， 発表者 を優先。
支払方法 : 郵便貯金 普 通 口 座 14630 - 1697202 1

獣害対策学習会 代 表 高木直樹
・連絡票 の提出

口 頭発表， ポ ス タ ー で の 発表 を 希望 す る 方 は ， 申 込 み
と は 別 に 連絡票 を 提 出 し て 下 さ い 。
1 . 発 表 の 種 類， 2 . タ イ ト ル， 3 . カ テ ゴ リ ー (現状 報
告 ・ 調 査 技 術 ・ 防 除 技 術) ， 4 . 発 表 内 容 の 公 開 (許
可 ・ 問 い 合 わ せ ・ 禁止) ， 5 . 共 同 発表者， 6 . 使 用 す る
機材 (OHP ・ ス ラ イ ド ・ ビ デ オ プ ロ ジ ェ ク タ ー ) ， 7 .  
必 要 な 模造紙 の枚数 (縦 120 CI1l X 横 90 CI1l) ポ ス タ
一 発表， 送金金額

・事務局 : 干 520-0244 滋賀県大津市衣川 1 - 1 - 1 7 獣害総
合 研 究 所 FAX (077) 573-5422 ， E-l1la i l : j yugai  
@f  5.dion.ne.jp 
実行委員 (仲谷淳， 川 道美枝子， 恩地実)
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