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研究成果の概要（和文）： 

吸血昆虫ブユは日本では人獣共通オンコセルカ症やライチョウのロイコチトゾーンを媒介する。
しかし、ブユのメス成虫は形態で類似している種類があり媒介種の同定が困難な場合があった。
そこで日本にいるブユを DNAで分類するために、50種類のミトコンドリアのチトクロームｃオ
キシダーゼ subunit 1 (CO1), subunit 2 (CO2), 16Sリボソーマル RNA遺伝子(16S rRNA)の一
部の配列を決定した。16S rRNAでは種間で差がない場合でも、CO1、CO2では十分に違いが認め
られ、これらの配列で種の同定が可能であることを示した。 
研究成果の概要（英文）： 
Black flies are blood sucking insects, and transmit a filarial parasite which cause zoonotic 

onchocerciasis and Leucocytozoon lavati of an endangered rock ptarmigan in Japan. But 

similarity in morphological characters of adult female made difficult to identify some 

species. To identify black fly species based on DNA sequences, sequences of mitochondrial 

genes (CO1, CO2 and 16S rRNA) were determined for 50 black fly species of Japan. Some 

species had similar sequences in 16S rRNA. But in CO1 and CO2 regions, all species have 

divergent sequences enough for species identification.  
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１．研究開始当初の背景 
吸 血 昆 虫 で あ る ブ ユ (Diptera: 

Simuliidae)は日本で 5属 75種類が記録され
ており、我が国では哺乳類に寄生するオンコ
セルカやライチョウのロイコチトゾーンな
どを媒介することが知られている。これまで
ブユなどの昆虫媒介性の寄生虫は、昆虫を解
剖して寄生虫の形態より同定していた。近年、
オンコセルカやロイコチトゾーンを含む多

くの寄生虫の DNA配列が登録されるようにな
ってきた。それらの配列は形態で分類困難な
寄生虫を DNA配列で分類すると共に、昆虫を
解剖せずに寄生虫を持つかもしれない昆虫
と共に DNA抽出し PCR法などによって感染の
有無と寄生虫種が判定できるようになった。
しかし、ベクターであるブユの DNA配列は一
部の種では登録されているものの、現状では
多くのブユ種は DNA配列からは同定できない。 
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またブユはメス成虫では形態で同定が困
難なグループが存在する。その一つが、
Nevermannia亜属の vernum種グループである。
大分県でも vernum 種グループの Simulium 
uchidai からフィラリア幼虫が見いだされた
が、近縁種である S. koshikiense との鑑別
が問題となった。また岩手県ではダイセンヤ
マブユから牛寄生のオンコセルカ幼虫が見
つかっている。この S. daisense も S. 
malyscheviと成虫での分類が困難である。さ
らにオオブユの仲間もメス成虫での同定が
困難である。Prosimulium yezoenseは北海道
から九州まで分布しているが、北日本に分布
している近縁種との区別が難しい。このよう
な種のメス成虫から病原体が見いだされた
場合は、種の同定がきわめて困難であり、DNA
配列による媒介種の同定が望まれていた。 
ブユが媒介する病原体を研究しようとす

ると、学術発表ではブユ種の同定が不可欠と
なる。ブユの形態分類は上記のような分類の
難しい近縁種の存在などもあり、専門家以外
の研究者にとっては難しい点が多い。つまり
ブユの分類が困難なことが、ブユが媒介する
病原体を研究する障害となっていた。ブユを
DNA 配列で分類できることとなれば、この障
害が軽くなり研究が活性化されると期待出
来る。 

 
２．研究の目的 
(1)日本産ブユの DNAデータベース構築 
日本産ブユを採集し、DNA を抽出し、ミト

コンドリアのチトクロームｃオキシダーゼ 
subunit 1 (CO1), subunit 2 (CO2), 16S リ
ボソーマル RNA遺伝子(16S rRNA)の配列を決
定する。ミトコンドリアの配列はブユのみだ
けではなく、さまざまな昆虫種で種の鑑別や
系統解析のために使われている。よってブユ
のミトコンドリアの配列をもとに、各種が同
定できるデータベースを構築する。 
(1)日本産ブユの分類学的再検討 
今回の調査で採集をするが、その際現在分

類学的に問題となっている種に関して再検
討を行う。Simulium konoiは以前ホソスネブ
ユ亜属に属していたが、形態の再検討から
Boreosimulium亜属に移された。このように、
亜属や種グループの系統関係を DNA配列から
再検討する。 
 
３．研究の方法 
(1)ブユの採集 
日本各地の河川よりブユの幼虫、蛹また、

それら周辺で成虫を採集した。形態で同定可
能な、または種の鑑別の特徴が明確なステー
ジで同定を行った。蛹は研究室で成虫に羽化
させたものもある。（Table 1）。 
(2)ミトコンドリア遺伝子の塩基配列の決定 
 ブユの全 DNAを Qiagen DNeasy Blood & 

Tissue Kitで抽出し、付属の Buffer AEに溶
解させた。CO1と CO2については Simon et al. 
1994や Lunt et al. 1996を参考に PCRの
primerを設定した。また 16S rRNAは Xiong 
and Kocher 1991の primerを使用した(Table 
2)。適切な primerの組み合わせで CO1と CO2
領域を増幅させた。増幅プログラムは 94℃1
分の後、94℃30秒、50℃30秒、72℃1分を
35サイクル行い、最後に 72℃5分をし、アガ
ロースゲルで電気泳動を行った。増幅した
PCR産物は直接鋳型として、またはクローニ
ングを行った後、ABI bigdye  terminator 
kit ver3と Genetic Analyzer 3130を使って
配列を決定した。 
(3)系統解析 
 CO1、CO2、16S rRNAそれぞれについて配列
を整列した。16S rRNAは gapを含むため、
ClustalWを使って整列させた後手動で修正
を行った。gapについては以降の解析から省
いた。遺伝距離は Kimura 2 parameter法を
使った。その距離を利用し MEGA5を使って近
隣接合法で系統樹を作成した。また
bootstrap法を使って樹形の確からしさを検
証した（1,000 replications）。さらにベイ
ズ法を用いた系統樹も作成した。最適な置換
モデルを MrModeltestを用いて選択した。選 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
択されたモデルは CO1と CO2は GTR+I+G、16S 
rRNAは GTR+Gであった。MrBayes3.1を用い
て系統樹を作成した。使用した generation
は 1,000,000。最初の 25%は Burninで解析か
ら省いた。系統樹の outgroupとして
Drosophila yakubaと Anopheles gambiaeを
使用した。 
 
４．研究成果 
(1)ブユのミトコンドリア遺伝子配列 
日本各地から 50 種類のブユを採集した

（Table 1）。それらのブユのミトコンドリア
CO1、CO2、16S rRNA を決定した（CO1、CO2
については全配列、16S rRNAについては一部
のみ）。16S rRNAでは Nevermannia亜属 vernum
種グループでは差がなかったが、CO1と CO2の
配列て は と と の種間て 十分な 
  か あった。しかしその vernum種ク ル
ーフ の S. uchidai、S. ibarakiense、S. 
rebunense、S. uemotoiについては配列か 類
似していた。これらの種に関しては種の再
定 か  要になる可能性か あ る 。 16S 
rRNA で類似していた S. japonicum と
S.kawamurae も CO1と CO2では十分に違いが
あった。今後 、塩基配列て の種の同定の
 度を めるには、各種について種   
を調  なけれは ならない。今回使用した
PCR プライマーセットの中で CO1 のフ ライ
マーセット (C1-J-2195 と TL2-N-3014)は全
ての種において安定して PCR増幅し塩基配列
の決定か 行な ることから、この領域は
種   を調  る領域として有効 て あ
る。また の昆虫種の  ーコート フ 
ロシ  クトて 利用されているフ ラ イ
マーセット(LCO1490-HCO2198)て も同し 
く有効て あることを確認した。さらに、
今回作成したテ ータをもとに日本のフ 
ユ種と海外の種の関係も明らかにしていく。 
(2)日本産ブユの系統関係 
 日本産ブユの系統関係を調べるため、近隣
接合法とベイズ法で系統樹を作成した。3 つ
の領域を合わせた配列で作成した近隣接合 
法の系統樹を Figure 1 に示した。ベイズ法

でも、近隣接合法のブートストラップの値が
 い枝については、ベイズ法で作成した樹形
も同様であった。今回複数の種がある亜属
(Gomphostilbia, Nevermannia, Simulium)が、
亜属として単系統としてまとまるかを、各遺
伝子の配列で系統樹を作成して検討した。 
CO1と 16S rRNAでは Gomphostilbia, 
Simulium亜属が単系統になり、Nevermannia
亜属も種グループではまとまったが、CO2の
配列による系統樹ではそれら亜属全てが単
系統にはならなかった。このことは、これら
亜属が本来単系統であるとするならば、亜属
レベルでの分化を調べる場合は CO2より CO1
または 16S rRNAの方が適していることを意
味する。またこれら 3亜属の関係は Simulium
と Nevermannia亜属が Gomphostilbiaより近
縁という結果になった。これは Phayuhasena 
et al (2010)がタイのブユで行った結果と同
じである。しかし Takaoka (2012)は形態の特 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 日本産ブユの 50種のミトコンドリア CO1,CO2,16S 

rRNAの塩基配列に基づく近隣接合法による系統樹。枝にある数

字はブートストラップ値（1,000replication）。Simulium属の３



つの亜属と Tribe Prosimuliniを右側の線で示した。 

徴から Simuliumと Gomphostilbia亜属が近
縁としている。これらの関係をより正確に検
証するには、亜属分化を調べるために適した
遺伝子が 要となってくる。 

Otsuka et al (2001)は Nevermannia亜属
 の種グループ間の関係を 16S rRNAで調べ
ている。その結果では ruficorne種グループ
は のグループと大きくかけ離れていた。今
回も 16S rRNA領域では同様の結果が出たが、
CO1,CO2では大きく離れてはいなかった。し
かし Nevermannia亜属 の各種グループは全
てがまとまることはなく、その亜属としての
位置は明らかにできなかった。また、S. konoi
は Nevermannia亜属の種と近縁になることは
なかった。同じ Boreosimulium亜属の S. 
tokachienseも Figure 1 では近くに来るも
ののそれらには十分な違いがみられた。 
さらに Tribe Prosimuliniでは Helodon属

の H. daisetsensisと H. kamuiが単系とな
らなかった。また、Prosimulium yezoenseと
P. apoinaは極めて近縁でその種の独立性が
危ぶまれる。P. yezoenseが日本に広く分布
しているのに対して、P. apoinaは北海道の
限られた地域に生息している。 にも北海道
には P. karibaenseと P. sarurenseが限ら
れた地域に生息している。これらの種の関係
も今後明らかにしていかなければならない。 
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