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研究成果の概要（和文）：本研究はミヤコカブリダニに微生物を人為的に共生させる系の構築を目的の一つとし
ている。この構築に際し、そもそもミヤコカブリダニがどのような共生微生物叢を持っているかは非常に有用な
情報であるため，次世代シーケンサーを使って16S rRNA遺伝子配列を解析して微生物叢の推定を行った．その結
果，雌成虫と卵で微生物叢が有意に異なることが示唆された．微生物種の解析からもこれは支持された．また，
卵に特異的に見られる分類群や個体群に関係なく雌成虫と卵に共通でみられる微生物種も見出された．人為共生
の方法構築のため，モデルとして蛍光ビーズや大腸菌を吸汁させるシステムと観察系を構築した．

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to construct a system that allows microorganisms to
 coexist artificially with the phytoseiid mite. The results suggested that the microbiota of adult 
females and eggs are different. However, some microbial species were commonly found both in adult 
females and eggs. We constructed the observation　method of phytoseiid mites that ingest 
fluorescence beads or Escherichia coli.

研究分野： 植物保護

キーワード： 生物的防除　生物農薬　天敵農薬　ミヤコカブリダニ　共生微生物　16S rRNAメタゲノム解析　人工共
生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の目的は，今後普及が進むと考えられる生物農薬の性能を強化してより使いやすくする技術の基礎となる
ものである．得られた結果の一つであるミヤコカブリダニの微生物叢の親子間や個体群間比較データや微生物の
取り込ませ方はその基盤となる情報や技術で，有用である．

※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。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
化学農薬による環境負荷に対する低減の要請，害虫の化学農薬に対する感受性低下を背景に，

生産者の総合的病害虫管理（IPM）技術への需要は今後ますますのびていくものと考えられる．
IPM の基盤技術である生物農薬については，施設野菜における天敵の利用技術が長く研究され，
実用化されてきた．世界的に見れば，最初の生物的防除が行われてから約 130 年が経過してい
る（van Lenteren BioControl 57:1–20, 2012）．しかしながら生物農薬は，化学農薬と比べて防
除成功率が振れやすく，使い方に習熟が必要であり，世界的にも農家への普及率は数％から 10％
程度である．この理由として変動の激しい圃場環境で天敵を圃場に定着させるのが難しいこと，
天敵と併用できる農薬（天敵のターゲットではない病害虫防除のため農薬が併用されることが
多い）が限られることなどの問題がある．申請者は現職にて 10 年間にわたり，生物農薬の事業
化に携わった．その過程で全ての農家が，タイミングを選ばずに放飼，定着させることができ，
化学農薬のように効き目がシャープな生物農薬を開発したいと考えてきた．このためには生物
農薬（微生物，昆虫，ダニ）のゲノム情報に基づいて改良する基礎研究が必要である． 
 
２．研究の目的 
本研究は生物農薬の主要な有効成分である天敵カブリダニを人為的に操作して機能強化する

試みのひとつである．昆虫，ダニ類に見られる共生微生物は寄主の形質（性，殺虫剤抵抗性など）
を変化させている．この現象を逆手に取って，有用形質を持たせた微生物を天敵に人為的に共生
化させ，所期した形質を天敵に付与する新技術の確立をめざす．異なる有用形質を有する複数の
微生物系統を構築・保管しておき，用途に合わせて共生化し，形質転換することを意図する．つ
まり，有用形質を持つ微生物をカートリッジ化してオーダーメイドで生物農薬を作ろうという
試みである．他の天敵にも転用可能なコンセプトで，新しい分野・技術の創出になると考える． 
本研究では上記目的を達成する基礎として，１．カブリダニの持つ微生物叢の解明を行う．ま

た，２．微生物をカブリダニに取り込ませる技術の構築する． 
 
３．研究の方法 
１．カブリダニの持つ微生物叢の解明 
① 16rRNA のアンプリコン解析を行った． 

 
２．微生物をカブリダニに取り込ませる技術 
② サイズの異なる蛍光ビーズを取り込ませる実験系を構築した． 
③ 蛍光ビーズの方法を応用して大腸菌を取り込ませる実験系を構築した． 

 
４． 研究成果 
①次世代シーケンスによりカブリダニから抽出した DNA に含まれる微生物由来の 16S rRNA 遺伝
子配列を解析して微生物叢の推定を行った．まずカブリダニ微生物叢の DNA を抽出する方法を
検討した．虫体の破砕方法や条件，虫体破砕後の DNA 抽出方法，16S rRNA 配列増幅方法を確立
した．確立した方法にて調製した DNA サンプルをアンプリコンシーケンスに供試した．供試した
のは，ミヤコカブリダニのメス成虫と同卵から抽出した DNA である．解析の結果，メス成虫には
62，卵には 100 の OTU が検出された．すなわち，本種は生活史を通じてバクテリアを共生させて
いると推察された．Jaccard 指数はメス成虫と卵が 0.571 で，比較として用いた別種（スワルス
キーカブリダニのメス成虫）との値（メス同士：0.854，卵とスワルスキーカブリダニ：0.878）
よりも類似性が高かった．ミヤコカブリダニのメス成虫と卵で確認された OTU のうち 80%を占め
る 3 種類の OTU は共通であった． 
国内で採集したミヤコカブリダニの複数個体群間および親子間（雌成虫と卵）の微生物叢の比

較を行った．その結果，各比較についてα多様性については有意な差は認められなかったが，β
多様性については，個体群ごとにクラスターが形成されること，また，雌成虫と卵でもクラスタ
ーが形成される結果となった．すなわち，これらの単位で微生物叢が有意に異なることが示唆さ
れた．微生物種の解析からもこれは支持された．また，卵に特異的に見られる分類群や個体群に
関係なく雌成虫と卵に共通でみられる微生物種も見出された． 
虫体の部位ごとに細菌叢に違いがあるかどうかを調べることを試みた．人為共生化させるベ

クターの選択にこの情報は有用である．カブリダニは微小なため，解剖して部位ごとにサンプル
を分けるのが難しい．そこでカブリダニ体表洗浄処理の有無，飢餓処理の有無での細菌叢の違い
や糞に見られる細菌叢を比較解析した．その結果，上記処理による細菌叢の OTU 数（40 から 60）
や分類群構成割合に大きな違いはなかった．すなわち部位ごとに細菌叢に大きな違いはないと
考えられた． 
次に，抗生物質処理を施したカブリダニの細菌叢を解析した．抗生物質処理すると，検出され

る OTU 数は減少し，その細菌叢の多様度も低下した．今回は抗生物質処理時間を 24 時間とした
が，処理時間を増加した場合に細菌叢がどのように変化するか，またホストであるカブリダニに



どのような変化が起こるかを調べて，細菌叢の機能も調べる必要がある． 
 
カブリダニの微生物叢から培養可能な微生物を分離することを試みた．上記のように体表洗

浄処理，飢餓処理を施した雌成虫を破砕して細菌用の寒天培地に塗りつけ，培養後に出現したコ
ロニーを回収して 16S rRNA アンプリコン解析に供した．他にカブリダニを歩かせた寒天培地上
に出現したコロニーやカブリダニの糞自体からも DNA を抽出して解析した．その結果，検出され
た OTU 数は 10 から 15 程度で多様度も小さかった．具体的には Serratia 属，Staphylococcus 属
などが検出された．これらは処理間，糞内の構成ともよく似ていた． 
 
②③カブリダニに微生物を取り込ませる手法の検討を行った．微生物の代わりにサイズの異な
る蛍光ビーズを用いて吸汁方法を試した．直径 50nm ビーズ液滴に蜂蜜をまぜて供試すると，ビ
ーズを取り込むことが蛍光顕微鏡観察によって確認できた．そこで微生物を供試可能でより効
率的な吸汁系の構築を試みた．プラスチックシャーレを用いた吸汁系を作成したが取り込み効
率が悪かったため，改良を行った．次にミヤコカブリダニが餌として利用するハダニに蛍光ビー
ズを吸汁させ，そのハダニをミヤコカブリダニに捕食させる方法を試した．その結果，50nm ビ
ーズをハダニは取り込み，さらにそのハダニを捕食したミヤコカブリダニも高い確率で大量の
ビーズを取り込んでいることが観察された．さらに直径 750nm ビーズについても同じ方法で試
したところ，確率は下がるがハダニの取り込みが観察され，50nm ビーズよりも少量ではあるが，
750nm ビーズを取り込んでいるミヤコカブリダニを観察することができた．ハダニやミヤコカブ
リダニの系統を変えても同様の結果が得られた．さらに大きなビーズ（直径 1um，2um，3um）で
もこの方法を試したところ，ハダニは 1um ビーズを非常に低頻度ながら取り込むことがわかっ
たが，ミヤコカブリダニが吸汁するかは今のところ不明である．今後はこの取り込み率を高める
工夫（吸汁の環境条件，個体条件）を引き続き行う．また，実際の微生物（大腸菌等）を用いた
吸汁系の改良も引き続き進める． 
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