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研究成果の概要（和文）：　形態的特徴による種同定が極めて困難なハダニの超高速識別法確立のため、１． 
RNA-Seq(全転写産物解析)を用い、網羅的に種特異的配列を抽出。２．１で設計したプライマーでPCRを行い、種
特異的な増幅を確認。その際、マルチプレックスPCRを念頭に、PCR増幅産物長が種ごとに異なるプライマーセッ
トを設計。３．プライマーセットを混合したマルチプレックスPCRの条件を検討し、1本のPCRチューブで最大6種
の識別が可能な条件を確立。４．DNA抽出に要する時間削減のため、生きたダニ1匹から直接、又はすり潰した液
によるPCR条件を設定。最終的にハダニ11種12系統を約1.5時間で同定可能な手法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Spider mite species are extremely difficult to identify only by morphology. 
In this study, a molecular method was established for ultra-rapid identification of spider mites: 
(1) Species-specific primer sequences were extracted by comprehensive analysis of RNA-Seq data. (2) 
PCR was performed using the candidate primers to confirm species-specific amplification. For 
multiplex PCR to identify species, primer sets were designed resulting in PCR amplification products
 differing among species. (3) Multiplex PCR conditions were examined using mixtures of primer sets, 
and it was confirmed that up to six species can be identified with one PCR tube. (4) To speed up DNA
 extraction, we arranged PCR conditions using either an individual mite directly or a mixture of 
homogenized mite body as template. Finally, we tested our method to correctly identify 12 strains of
 11 spider mite species within 1.5 h using multiplex PCR.

研究分野：農学

キーワード： ダニ・線虫管理　系統関係　ゲノム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　多数の農業害虫を含むハダニにおける害虫種の簡易識別は、農業や検疫の現場で広く望まれる。本研究の成果
は、特別な機器を必要とせず、PCR法の応用により、1.5時間という短時間で害虫種のハダニの識別に成功し、普
及しやすい識別技術として社会の要請に応えるものである。また本研究では、RNA-Seq(全転写産物解析)により
得られた大規模データから種特異的配列を得る手法を開発し、学術的にも大きく貢献した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

１．研究開始当初の背景 
ハダニ類は体サイズが極小で(成虫でも0.5mm)、形態的に酷似する種が多く存在する。そ

れらの識別に用いる形態的特徴は雄成虫の挿入器サイズ(0.3～0.5μm の差を識別)や脚の毛

の数であるが、毛の数には種内変異があり、同定には熟練を要する。そこで、形態的特徴に

代わる種の簡易識別法が1990年代初頭から模索されてきた。例えばフォスフォグルコムタ

ーゼアイソザイム (Gotoh et al., 2007)、核rRNA遺伝子のITS領域の制限酵素断片長多型(PCR-

RFLP)を利用した研究 (Osakabe et al., 2008)、そしてITS領域とミトコンドリアDNAのCOI領

域(約400 bp)による研究(Navajas et al., 1998; Hinomoto & Takafuji, 2001)などであるが、農業上

重要な害虫を多く含むTetranychus属の種の識別はできなかった。我々は、COI領域(約900 bp)

とITS領域、28S領域を用いて、日本産Oligonychus属ハダニ全18種中17種(Matsuda et al., 2012)

およびCOI領域によって日本産Tetranychus属ハダニ全13種の識別に成功した(Matsuda et al., 

2013)。しかし、海外産のT. turkestaniと国産のナミハダニT. urticaeは識別できなかった。こ

れらの結果は、従来試みられてきた少数の遺伝子領域だけによる種の識別法では、ハダニ科

全体や世界各地に分布する同属の種を対象とした種の識別を行うことが不可能であること

を示唆している。つまり、近縁種間で塩基置換の蓄積が大きい新たな遺伝子を探索して用い

るか、あるいは全く新規の分類・識別指標を構築する必要がある。そこで我々は、ハダニ類

について次世代シークエンサーによる大容量塩基配列解析(トランスクリプトーム解析; 

RNA-Seq)を行い、解析した79種86系統に共通する652遺伝子を抽出し、これらの大規模遺伝

子情報を利用した分子系統解析を行って属間および種間の系統関係の解明を進めると共に、

種の簡易識別に有効な遺伝子の探索を進めた。その結果、652遺伝子のうち、20遺伝子につ

いて72種の識別を試みたところ、legumain 遺伝子(核)とribosomal protein L39 遺伝子(ミトコ

ンドリア)について、全種の識別が可能であるばかりでなく、COI遺伝子では識別できなかっ

たナミハダニとT. turkestaniを識別できることが分かった。 

また現場への普及には、高額な機器・試薬や時間を要するDNAシークエンスは不適であ

り、PCR装置と電気泳動によるバンドパターンのみで識別できる手法が必要不可欠であるこ

とを再認識した。近年、Real Time PCRを用いた簡易識別法も提唱されているが、高額な機

器・試薬や時間を要するという同様の難点を抱えている(Li et al., 2015)。加えて、従来の識

別法で良く行われている制限酵素を用いたPCR-RFLP法では、切断する配列部位に変異があ

ると、バンドが検出されなくなるため、地理的変異の検討が必要不可欠であるが、その点は

全く検討されていない(Osakabe et al., 2008; Arimoto et al., 2013)。しかし我々は、これまで多

くのハダニ種を全国から採集し(Gotoh et al., 1999a, b)、100系統以上を維持している他、凍結

保存している系統が多数あるので、有効な簡易識別法を開発した場合は、直ちに地理的変異

を考慮したプライマーの改良に着手できる状況が整っていた。 

 近年、マルチプレックスPCRが安価で効率的な簡易識別の手法として注目され、魚類

(Higashi et al., 2016)や病原微生物(Padley et al., 2013)など広い分類群の種識別に活用されてい

る。しかし、マルチプレックスPCRで多数の種を識別する際の最大の問題点は種特異性が低

く近縁種も増幅してしまうプライマーの混在であるが、本研究では膨大な数の候補から種

特異性が高いプライマーを選択的に設計できるため、この危険性をほぼ完全に回避できる

可能性が高いことが分かった。 
 
 
 
 



 

 

２．研究の目的 
ハダニでは害虫種の形態が互いに酷似しており、植物検疫や農業現場では種の同定が非

常に困難なため、簡易識別法の開発が切望されている。我々は、大容量塩基配列解析(RNA-

Seq)により 79種 86系統のハダニに共通する 652遺伝子を既に抽出している。そこで本研究

では、これらの RNA-Seq データに基づいて識別用プライマーセットを作製し、サンプリン

グから種同定までを現在の 9 時間から 1 時間以内でできるアッセイ系(超高速簡易識別法)を

構築する。具体的には、増幅されるバンドの長さを対象種ごとに変えた種特異的プライマー

を設計し、複数のプライマーを組合せて識別用プライマーセットとしてマルチプレックス

PCR を行う。電気泳動によるバンドの確認だけで種の簡易識別が可能な本法は、従来法よ

り信頼性と速度を飛躍的に向上させるものと期待される。 

本研究では、(1) RNA-Seqのデータに基づいて、識別対象種(常時利用可能な 42種を想定)

のすべてについて、対象種のみでバンドが増幅される種特異的プライマーを１組ずつ設計

する。プライマーを設計する遺伝子は、全種に共通する 652遺伝子を網羅的に検討し、種特

異性の高い遺伝子を対象種ごとに複数抽出する。(2) 簡易識別に要する時間を短縮して、１

時間以内に識別するため、バンドの長さを 100 bp 毎に異なるよう設計した種特異的プライ

マー6 組を 1 チューブに入れてマルチプレックス PCRを行い、6種を同時に識別する(100〜

600 bpで 6種)。 
 
 

３．研究の方法 

 (1) RNA−Seq データの取得とプライマー候補配列の抽出 

簡易同定に利用可能な種特異的な塩基配列を分離するために、ハダニ各種について各 100

～200 個体を供試して、RNA-Seqを実施する。RNA−Seqにより取得した readsは、Trinity（k-

mer=25）を用いてアセンブルを行い、コンティグと呼ばれる長い配列を得る。コンティグは、

種ごとに k-merと呼ばれる短い連続塩基に分解して他種と相互に比較し、各種に特異的な配

列のみをプライマー候補とする。 

 

(2) プライマーの設計および PCR 条件の検討 

(1) で得られた候補配列から設計したプライマーを用いて PCR を行い、種特異的な増幅

が確認できるかどうかを検討する。具体的には、① プライマー候補配列が含まれる遺伝子

配列をアライメントして、種特異的プライマーと対になるプライマー配列を設計する。その

際、これらのプライマーを用いたマルチプレックス PCRを検討するため、PCR 増幅産物の

長さが種ごとに 100bp 単位で異なるプライマーセットを設計する。② ①で設計したプライ

マーセットを用いて、解析対象となるハダニをテンプレートとした PCRを行う。③ PCR 増

幅産物を電気泳動で分析し、増幅されるはずの種のみで、想定される断片長のバンドが得ら

れることを確認する。 想定される増幅断片長のバンドが得られなかった場合、あるいは、

複数の系統でバンドが得られた場合、PCR に用いたプライマーセットは種特異的プライマ

ーとして使用できないものと判定する。①〜③は、種特異的プライマーが得られるまで繰

り返す。 

 

(3) マルチプレックス PCR 条件の最適化 

(2) において作成した種特異的プライマーセットを識別に用いる場合、識別したいハダニ



 

 

に対して解析対象種と同数のプライマーを用いた PCRを実施する必要がある。また、識別

したいハダニの数が多い場合や解析対象種が追加された場合には、さらに反応の数が増え

ることになるため、大変な手間がかかり、現実的ではない。そこで、複数の種特異的プライ

マーセットを 1 つのチューブに混合し、増幅断片長に基づいて種の識別が可能であるマル

チプレックス PCRを行う。マルチプレックス PCRでは、プライマー間の相互作用によって

起こる誤った増幅や非特異的な塩基配列の増幅や複数のプライマーが結合してしまうこと

による PCR 効率の低下を避けなければならない。そこで、設計したプライマーを用いて、

マルチプレックス PCRのプライマーの組み合わせ、および反応条件の最適化を行う。 

 

(4) DNA抽出条件の簡易化 

ダニの識別に要す時間を大幅に減らすため、DNA 抽出に要する時間を削減する必要があ

る。そのため、生きたダニ 1 個体を直接 PCR 反応のテンプレートとする direct-PCR法およ

びダニ 1 個体をホモジェナイズした簡易抽出法の技術開発を行い、マルチプレックス PCR

と組み合わせることで識別に要する時間を削減する。 

 

 

４．研究成果 

 (1) RNA−Seq データの取得とプライマー候補配列の抽出 

 ハダニ各種について、RNA-Seqを実施した。QIAGEN 社の RNeasy Micro Kitを用いて、1

種につき 100～200 個体から Total RNA を抽出した。RNA の品質確認および定量を行った

後、illumina 社の TruSeq RNA Library Prep Kit または TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit

を用いて、シークエンスライブラリを調整した。ライブラリは、illumina 社の HiSeq 2000ま

たは NextSeq 500でシークエンスした。さらに、Trinity（k-mer=25）を用いてシークエンス

リードを種ごとにアセンブルし、コンティグを得た。RNA-Seq およびアセンブルは、ハダ

ニ類 7 属 36 種 37 系統(ナミハダニ属 (Tetranychus 属) 13 種 14 系統、マルハダニ属 

(Panonychus属) 4種、ツメハダニ属 (Oligonychus属) 7種、マタハダニ属 (Schizotetranychus

属) 2種、アケハダニ属 (Eotetranychus属) 5種、クダハダニ属 (Amphitetranychus属) 2種、

ヒラタハダニ属 (Aponychus 属) 1 種)について実施した。コンティグを種ごとに k-mer に分

解して他種と相互に比較し、1種につき 10〜6,226本の種特異的プライマー候補配列を得た。 

 

(2) プライマーの設計および PCR 条件の検討 

 (1)で得られたプライマー候補配列が含まれる遺伝子配列のアライメントデータを用いて、

候補配列と対になるプライマーを設計した。RNA-Seq データをアセンブルしてできたコン

ティグにはイントロンが含まれないため、ゲノム DNA を用いて行う PCR において塩基配

列の長さに齟齬が生じる可能性がある。したがって、プライマーは、主にイントロンレスの

遺伝子のアライメントデータを用いて設計した。次に、各種に特異的なプライマーセットを

用いた PCRを行った。PCR 増幅産物の電気泳動において、増幅されるはずの種のみで、想

定される断片長のバンドが得られることを確認した。想定される増幅断片長のバンドが得

られなかった場合、あるいは、複数の系統でバンドが得られた場合、PCRに用いたプライマ

ーセットは種特異的プライマーとして使用できないものと判定した。プライマー設計と

PCR 反応を繰り返し行い、22種 23系統について種特異的プライマーセットを得た。これら



 

 

に加えて、12 系統のプライマー候補配列が得られているため、同様の方法でプライマーセ

ットを作成できる状態にある。 

 

(3) マルチプレックス PCR 条件の最適化 

 (2)で設計した 22種 23系統のプライマーセットを用いて、マルチプレックス PCR法の最

適化を行った。プライマー数が増えると、非特異的なバンドが増えるため、1つのチューブ

で 6 種類のプライマーに絞り込み、1 つのチューブにおいて、100bp～600bp 間の最大 6 種

のマルチプレックス PCRによる識別が可能であることを確認した（図 1）。 

 

 (4) DNA抽出条件の簡易化 

(3)で確立したマルチプレックス PCR 条件において、生きたダニ 1 個体を直接 PCR 反応

のテンプレートとする direct-PCR 法およびダニ 1 個体をホモジェナイズした簡易抽出法を

試みた。マルチプレックス PCR 条件においては、簡易抽出法で得られたテンプレートを用

い、11種 12系統のハダニを、1.5 時間で識別することに成功した。 
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