
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

挑戦的萌芽研究

2016～2014

薬剤抵抗性原因遺伝子を簡便に推定する連鎖・連関ゲノムマッピング法の確立

Development of an acaricide resistance gene linkage mapping method

５０３４６０３７研究者番号：

刑部　正博（Osakabe, Masahiro）

京都大学・農学研究科・准教授

研究期間：

２６６６００４２

平成 年 月 日現在２９   ６ ２５

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：ナミハダニの薬剤抵抗性遺伝子を染色体地図上へのマッピングから推定する方法を確
立する。このため、ゲノムデータのscaffold上の位置が分かっているマイクロサテライトSSRについて連鎖解析
を行い、染色体構造を明らかにする。本研究では、ゲノムの90%以上をカバーする上位40個のうち26個の
scaffoldsの染色体上の位置を推定できた。また、ゲノムデータを利用したQTL解析により、ピリダベン抵抗性因
子をscaffold 7上に特定した。該当する位置に作用点であるミトコンドリア電子伝達系複合体I上のサブユニッ
トPSSTが存在し、ピリダベン抵抗性に関与するアミノ酸置換の存在を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Development of a new method analyzing acaricide resistance factor using 
genome mapping in the two-spotted spider mite was aimed in this study. To construct genome map, 
genetic linkages among microsatellite (SSR) loci, which position in scaffolds had been determined, 
were analyzed in the two-spotted spider mite. Consequently, 26 scaffolds of 40 largest scaffolds (> 
90% of a hole genome) were mapped into the resulting five linkage groups of SSRs. 
Resistance genes to pyridaben, a mitochondrial electron transport complex I inhibitors, was analyzed
 by QTL analysis. A significant QTL was indicated at scaffold 7 where PSST gene, a component of the 
complex I, existed, and the significant QTL area was extended to the next 10 cM, where one pseudo 
and five full-length cytochrome P450 monooxygenase genes were found. Previous studies suggested 
involvement of pyridaben resistance with cytochrome P450 functions.

研究分野： 応用昆虫学

キーワード： ハダニ　ゲノム　染色体地図　薬剤抵抗性　遺伝子マーカー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
ナミハダニは最も多くの薬剤に抵抗性を

獲得したコスモポリタンな農業害虫である。
抵抗性機構の多くが未解明のまま新規薬剤
が使われてきた結果、多くの薬剤間で交差抵
抗性が発達し（複合抵抗性）、解決策が不明
な深刻な状況に直面している。 
申請者らは長年に渡り、マイクロサテライ

ト（SSR）を遺伝子マーカーとして用いたハ
ダニ類の個体群構造解析を行ってきた。その
一方で、ナミハダニの SSR について連鎖解
析を進め、12 遺伝子座からなる連鎖地図を
作成した。それら SSR と薬剤抵抗性遺伝子
の連鎖解析から、作用機差が異なる 5 種類の
殺ダニ剤に対する抵抗性遺伝子の位置を調
べた。その結果、いずれの薬剤抵抗性遺伝子
も同一染色体上で連鎖していることが示唆
された。 

2011 年にナミハダニのゲノムデータが利
用可能になったことにより、薬剤抵抗性の遺
伝解析の飛躍的発展が期待されている。しか
し、ゲノムデータは 640 の scaffolds に分か
れており、それらが染色体（n=3）にどう配
置されているか、すなわち染色体構造は未だ
不明である。 
一方、薬剤抵抗性の主要な要因は作用点変

異と解毒機構によるものと考えられる。しか
し、殺ダニ剤では作用点が不明な薬剤や複数
の抵抗性因子が存在する場合などが知られ
ている。さらに、関連する主要な解毒酵素（チ
トクロム P450、カルボキシルエステラーゼ、
グルタチオン S-転移酵素など）は多重遺伝子
族であり、例えばチトクロム P450 ではゲノ
ム中に 86 個の異なる遺伝子が確認されてい
る。このため、薬剤抵抗性の原因遺伝子の特
定には依然として多大な労力と時間が必要
であり、方法論も確立していない。 

 
２．研究の目的 
ナミハダニの薬剤抵抗性発達は著しく、抵

抗性管理法の確立が急務であるが有効な方
法は無い。申請者は、独自に作成した SSR 連
鎖地図をもとに、ナミハダニゲノム中に抵抗
性原因候補遺伝子を迅速に絞り込む方法を
考案した。理論上、この方法は薬剤抵抗性が
解毒酵素の働きによる場合や、薬剤の標的部
位（作用点）の変異による場合など、あらゆ
るタイプの抵抗性発現に対して有効であり、
抵抗性原因遺伝子の特定効率が飛躍的に向
上するものと期待される。 
本研究では、新たな研究基盤として、SSR 

連鎖地図上に scaffolds をマップし、薬剤抵抗
性と SSR の連鎖解析から原因遺伝子を含む
scaffold を特定し、候補遺伝子を簡便に推定
するゲノムマッピング法を確立することを
主目的とした。 
一方、SSR と薬剤抵抗性の連鎖解析と、交

配個体の子の死亡率を量的形質として SSR
との組換え率をもとにした連関解析（QTL 解
析）を用いて抵抗性遺伝子が推定できるかに

ついて、ピリダベン抵抗性をモデルとして検
証した。 

 
３． 研究の方法 
(1). SSR 連鎖解析と scaffolds のマッピング 
 当研究室では、本研究開始以前から多くの
SSR 遺伝子座について、解析用のプライマー
を設計していた。しかし、PCR 増幅の効率や
特異性において問題があるものや、Tm 値の
低さから、以下に述べる multiplex PCR に不
適当なプライマーなどが見られた。また、そ
れらの内の何割かは、genomic DNA から直接
SSRをクローニングして作成されたものであ
り、増幅されるSSRが必ずしも目的の scaffold
上に存在するとは限らないものも多かった。 
そこで、先ずそれらの SSR の scaffold 上の

位置を調べ、61 個の SSR を選出し、増幅の
低いものならびに Tm 値が低いものに関して
は改めてプライマーを設計しなおした。さら
に、scaffolds 1～40 について、SSR 用プライ
マーが設計されていないものを中心に、合計
45 個の SSR 用プライマーを作成した。これ
により、scaffolds 1～40 の全てについて 1 個
以上の SSR 用プライマーを得た。Scaffolds
は大きい順に番号が付けられており、40 番ま
ででナミハダニの全ゲノムサイズ（90 Mb）
の 90%以上に相当する。 
なお、ナミハダニは産雄単為生殖を行う。

既交尾の雌成虫は二倍体の受精卵と半数体
の未受精卵を共に産み、受精卵は雌に、未受
精卵は雄に発育する。雌成虫は未交尾（処女）
のままでも産卵し、それらは全て未受精卵で
あるため、半数体の雄に発育する。したがっ
て、異なる系統の雌雄を交配して F1 雌を得
ると、F1 雌で減数分裂により配偶子が形成さ
れる際に染色体の組換えが起こる。さらに、
この F1 雌を処女のまま未受精卵を産卵させ
ると、その組換えをそのまま遺伝子型に反映
した F2 雄を得ることができる。このため、
これら F2 雄の持つ SSR 遺伝子座の対立遺伝
子の組み合わせを親世代の組み合わせと比
較することにより、遺伝子座間の組換え率を
調べることができる。本研究ではこの方法に
より、scaffold 上の位置が分かっている SSR
遺伝子座間の組換率から連鎖群を解析し、関
連する scaffold 間の連鎖地図上の位置を推定
した。 
実験では、先ず、マッピングのため、予備

的に 8 つの飼育系統から 2 ないし 3 個体（雌
成虫）を抽出して個体ごとに DNA サンプル
を調整し、31 個の SSR について遺伝子型を
解析した。SSR の解析では、Multiplex PCR 
Assay Kit (Takara)により増幅したフラグメン
トを、シーケンサーによりフラグメント解析
し、Gene Mapper Software ver. 3.5 によりタイ
ピングした。 
この結果、最も変異が見られる系統の組み

合わせを 2 組選び、それぞれの正逆交配を行
い、F1 処女雌を得た。これらに F2 雄卵を産
卵させて成虫まで飼育した。得られた F2 雄



成虫と交配親の雌雄について、それぞれ DNA
サンプルを調整した。解析に用いた F2 雄は、
それぞれの系統間の正逆交配の合計で、172
および 145 個体である。 
フラグメント解析により得られた遺伝子

型データを取りまとめ、R ソフトウェアの
onemap パッケージを用いて組換え率から連
鎖解析を行い、連鎖群ならびにマーカー間の
距離を算出した。それらのデータをもとに
MapChart ソフトウェアにより連鎖地図を作
製した。 
なお、次項の QTL 解析に当たって、あらか

じめ SSR マーカーと抵抗性遺伝子の連鎖解
析を行っており、それらの内、本項と同じ解
析方法により得られた 15 遺伝子座（F2 雄 192
個体）のデータを解析に加えた。このため、
解析に用いた F2 雄の合計は 509 個体となっ
た。また、解析用のデータが得られた SSR は
31個の scaffold上に分布する39遺伝子座であ
った。 
  
(2). 薬剤抵抗性遺伝子の QTL 解析 
① ピリダベン抵抗性遺伝子の scaffold への

マッピング 
ミトコンドリア電子伝達系複合体 I 阻害剤

（METI-Is）である殺ダニ剤は世界的に使用
されており、各地で特にナミハダニにおいて
抵抗性の発達が報告されている。しかし、そ
のメカニズムの詳細については不明であり、
作用点変異については研究報告がなかった。 
 そこで、抵抗性系統と感受性系統の正逆交
配により得られた F1 処女雌に未授精の雄卵
を産卵させ、発育した F2 雄成虫にピリダベ
ンを処理した。選抜後の生存個体について、
個体ごとに DNA を調整し、それぞれ異なる
scaffold（no. 3, 4, 7, 9, 35）上にある 5 つの遺
伝子座の SSR（TkMS15, TuCT13, TuCT09, 
TuCT67, Tu27；アクセッション番号AB107765, 
AB263085, AB263084, AB263090, AJ419831）
の遺伝子型をフラグメント解析により調べ
た。交配親の各 SSR 遺伝子座についても調べ、
抵抗性遺伝子と組換え率の低い遺伝子座を
含む scaffold を特定した。 
② Scaffold 内におけるピリダベン抵抗性遺

伝子の QTL 解析 
ピリダベン抵抗性遺伝子の存在が特定さ

れた scaffold 内の SSR 遺伝子座を調べ、12 遺
伝子座について QTL 解析用の PCR プライマ
ーを設計し、既存のプライマー2 つを合わせ
て系統間の変異を調査し、5 つの SSR 解析用
プライマー（TuCT04, tu07ms_g10, tu07ms_g7, 
tu07ms_g4, tu07ms_g3；アクセッション番号：
AB263083, LC090067, LC090066, LC090065, 
LC090064）を選んだ。 
 抵抗性系統と感受性系統を正逆交配し、F1
雌に戻し交雑して B1 処女雌を得た。これら
を個体ごとに隔離飼育して B2 雄卵を産卵さ
せ、発育した B2 雄成虫についてピリダベン
による死亡率を調べた。この死亡率を各 B2
雌個体の量的形質とした。 

一方で、交配親の雌雄ならびに産卵後の B1
雌から個体ごとにDNAサンプルを調整した。
これらについて、scaffold 内の SSR 遺伝子型
をフラグメント解析により調べた。 
交配親と B1 雌の遺伝子型データ R ソフト

ウェアの onemap パッケージを用いて組換え
率から連鎖解析を行い、連鎖群内における
SSR 遺伝子座間の距離を算出した。次に、B2
雄の死亡率と SSR 遺伝子型、遺伝子座間の距
離を用いて QTL 解析を行い、scaffold 内で抵
抗性遺伝子が存在する領域を推定した。デー
タ解析には R ソフトウェアの qtl パッケージ
を用いた。 
 
４．研究成果 
(1). SSR 連鎖解析と scaffolds のマッピング 
 解析した 39 遺伝子座の SSR の内、6 つの
SSRでは他の遺伝子座との連鎖は確認されな
かった。連鎖が確認されたものについては、
3 つ以上の遺伝子座による連鎖群が 5 つ（LG1
～5）確認され、その他に 2 遺伝子座の連鎖
が 1 つ確認された。同一の scaffold 上に存在
する SSR はいずれも連鎖地図上で隣り合っ
た位置に存在するかもしくは連鎖が確認で
きなかったかのいずれかであり、異なる場所
にマップされることはなかった（図 1）。 
当研究室における過去のデータも合わせ

たさらに多くのサンプルによる解析との比
較から、5 つの連鎖群の内、LG1（5 SSRs, 5 
scaffolds）と LG4（3 SSRs, 3 scaffolds）、なら
びに LG2（8 SSRs, 7 scaffolds）と LG5（7 SSRs, 
4 scaffolds）は同一の連鎖群である可能性が示
された。これらが正しければ、scaffolds はナ
ミハダニの染色体数と一致する 3 本にまとめ
られるが、特に LG2 と LG5 の結合について
はさらに検討が必要である。これらの結果か
ら、1～40 番の内、26 個の scaffolds について
連鎖関係が示された（2 つの SSR の連鎖を加
えると 28 scaffolds）。 

今後は、さらにナミハダニの染色体構造の
完全な解明を目指す予定であり、新たに国際
的な協力関係を構築して解析を進めている。 
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図1 SSR連鎖群（LG）．横棒と左の数字は各SSRの位置とそれ
らの遺伝的距離（cM）を示す．赤色の矢印は対応するscaffoldの
位置を示す．



(2). 薬剤抵抗性遺伝子の QTL 解析 
① ピリダベン抵抗性遺伝子の scaffold への

マッピング 
ピリダベン抵抗性は scaffold 7と scaffold 35

に存在する TkMS15 と TuCT13 と有意な連鎖
が検出された。これらの内、全社との組み換
え率は 5.73%と小さいのに対して後者とは
28.19%であった。これらの結果から、ピリダ
ベン抵抗性遺伝子は scaffold 7 上に存在する
可能性が高いと考えられた。 
② Scaffold 内におけるピリダベン抵抗性遺

伝子の QTL 解析 
Scaffold 7 内に設計された 5 つの SSRs を用

いた QTL 解析により、 tu07ms_g10 と
tu07ms_g7 の間、470,925 塩基の範囲にピリダ
ベン抵抗性に関与する QTL の存在が推定さ
れた（図 2b）。この領域にはピリダベンの作
用点であるミトコンドリア電子伝達系複合
体 I を構成するサブユニットの一つである
PSST をコードする遺伝子（tetur07g05240）が
存在する。PSST はサブユニット 49kDA と共
にキノン結合ポケットを形成しており、同じ
く METI-Is に含まれる殺ダニ剤であるフェン
ピロキシメートの結合に関与していると考
えられている。 

 
抵抗性系統と感受性系統の tetur07g05240

の DNA 塩基配列を比較したところ、抵抗性
系統では H110R のアミノ酸置換を引き起こ
す塩基置換（A329G）が見つかった。選抜試
験、交配実験等の結果からこの変異がピリダ
ベン抵抗性に関与していることが明らかに
なった。 
ロ ッ ド 値 プ ロ ッ ト に よ れ ば 、 Q1 ～

tu07ms_g4 の間、約 10 cM の位置にも有意な
QTL範囲が認められる（図3）。Q1はほぼPSST
の位置に相当すると仮定し、scaffold 7 の
PSST～tu07ms_g4 の範囲を調べたところ、1
つの偽遺伝子と 5 つのチトクロム 450 遺伝子
（cyp gene）：CYP385A1（tetur07g05500）、
CYP392A1 （tetur07g06410）、CYP392A2p 

 
（tetur07g06440）、 CYP392A3（tetur07g06460）、
CYP392A4（tetur07g06480）、CYP390B1（tetur 
07g08209）が含まれていることが分かった。 
 過去の研究から、ピリダベン抵抗性系統の
LC50 値はチトクロム P450 阻害剤であるピペ
ロニルブトキシド（PBO）の処理によって顕
著に低下することが明らかになっている。今
回示された QTL 領域には cyp gene のクラス
ターも含まれていることから、それらの遺伝
子の効果についても今後検証を進める予定
である。 
 これらにより、抵抗性原因因子の解明の手
段として、連鎖・連関解析による連鎖マッピ
ングとゲノムデータの活用が有効であるこ
とが示された。また、本研究ではあらかじめ
抵抗性遺伝子が存在する scaffold を連鎖解析
により推定した後に QTL 解析を行った。しか
し、ゲノム全体にわたる SSR およびそれらを
含む scaffold の連鎖地図が完成して染色体の
位置が分かるようになれば、最初から QTL
解析を行うことが可能になると考えられる。 
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図2 （a）Scaffold 7におけるSSR遺伝子座の物理的（塩基配列）
位置、（b）SSRの連鎖地図とピリダベン抵抗性遺伝子の予測位
置（Q1）．（a）の左の数字はscaffoldのスタート位置からの塩基数
を示す．PSSTはscaffold 7上に存在するミトコンドリア電子伝達
系複合体IのサブユニットであるPSSTの遺伝子座を示す．
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図3 Scaffold 7上のSSR連鎖位置と抵抗性のロッド値プロット（青線：
simple interval mapping (sim) ，赤線：composite interval mapping 
(cim) ）．緑線：α = 5% (cim)，Q1：QTL位置，▽：チトクロムP450遺伝
子，■：チトクロムP450遺伝子クラスター．
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