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研究成果の概要（和文）：食草の違いだけで生殖的に隔離されていることが予想されているルイ

ヨウマダラテントウおよびヤマトアザミテントウの 2 種(集団)について、マイクロサテライト

マーカーを設定し、集団内多型および種間の遺伝的分化の解析を行なった。その結果、設定し

た 8つのマイクロサテライト遺伝子座のうち、少なくとも 3つの遺伝子座で多型が認められた

が、何れもアリル多型の程度が非常に小さく、かつ集団間における顕著な遺伝分化は認められ

なかった。このことは、両集団がごく最近、極めて短時間のうちに分化を遂げたため、食草選

択に関わる遺伝子の変異以外、ゲノム間の遺伝分化がほとんど生じてないことを示唆する。 
 
 
研究成果の概要（英文）： Extent of genetic differentiation between two sympatric ladybird 
beetles, Henosepilachna niponica and H. yasutomii, which are thought to be reproductively 
isolated from each other by their host preferences alone, was assessed using microsatellite 
markers established in this project. The analyzed data revealed that the genetic variation 
both within and between species were very low. These results suggest that the speciation of 
two species would have occurred so recently with short time that there is little genetic 
differentiation between them, except for a number of genes associated with their host 
preferences. 
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２．研究の目的 １． 研究開始当初の背景 
 (1) 食草の異なるいくつかの近縁なマダラ
テントウ種について、それぞれに特異的なマ
イクロサテライトマーカーを設定する。マイ
クロサテライトは、2-5 塩基の反復単位が数
個から数十個繰り返した反復配列で、その変
異性が非常に高いことから、集団内および集
団間の遺伝的変異を検出する、あるいは遺伝
マッピングを行なうための高感度の分子マ
ーカーとして広く用いられている。 

(1) 食植性昆虫は種数にして全世界の 4 分の
1 を占めるといわれている。従って、その種
分化過程を解明することは、生物多様性の相
当部分を説明することに他ならない。食植性
昆虫の種分化に関しては、主に同所的種分化
の可能性の有無をめぐり、数十年にわたり論
争が続いてきたが、近年、理論面の研究が進
展した結果、食植性昆虫においては「新しい
食草へ適応した種内品種(ホストレース)の形
成を経由する同所的種分化」が異所的種分化
と同じように重要である、という考えが広く
支持されるようになってきた。しかし、同所
的種分化に合致する例はまれであり、それが
どの程度頻繁に生じているかは不明である。 

 
(2) 設定したマイクロサテライトマーカーを
用いて、種内多型および種間の遺伝的分化の
程度を詳細に調査する。 
 
(3) 十分な数のマイクロサテライトマーカー
を得られた際には、相関解析や QTL 解析な
どの遺伝統計学的手法に基づく解析を行い、
最終的には食草選択に関わる遺伝子のマッ
ピングを試みる。 

 
(2) マダラテントウ類は食植性のテントウム
シで、一部の種についてはナス科、ウリ科、
マメ科などの害虫として良く知られている。
マダラテントウ類の多くの種は、比較的限ら
れた種類の植物だけを利用し、非常に近縁な
種間でも異なった植物を食い分けるという
生態的特徴を持つ。このような特徴を持つ生
物集団では、食草の違いが近縁種間の生殖隔
離機構となりうるため、種分化の諸問題を解
決するための格好の材料として注目される。
実際、いくつかのマダラテントウ種において
は、同所的な近縁種が食草の違いだけにより
生殖的に隔離されていることが、これまでの
研究によって明らかにされている。 

 
 
３．研究の方法 
(1) 解析候補の選定：解析の候補として、日
本に生息するヤマトアザミテントウ
(Henosepilachna niponica)とルイヨウマダ
ラテントウ(H. yasutomii)の地域個体群を選
定した(図 1.)。これらは、食草選択の違いだ
けで生殖的に隔離されていることがすでに
報告されている。 

  
(3) 従来は食性の変換が種分化の発端となり、
その後に様々な生殖隔離要因が進化して種
分化が完了すると考えられてきたが、種を
「生殖的に隔離された生物学的実体＝生物
学的種」と考える限り、上記の研究結果は、
食草変換によってただちに完全な種分化が
引き起こされると考えた方がよいことを示
唆する。いいかえれば、「食草変換は種分化
の発端ではなく、種分化そのものである」と
解釈することができる。 

 
 
 
 
 

 
図 1．ヤマトアザミテントウ(Henosepilachna 
niponica) とルイヨウマダラテントウ(H. 
yasutomii) 
 

 (2) 多型マイクロサテライトマーカーの設
定：成虫個体より精製したゲノム DNA を制限
酵素で切断し、市販のカセット配列を結合し
て PCR 増幅を行なった。得られた PCR 断片と
ビオチン標識したマイクロサテライト特有
の繰り返し配列をハイブリダイゼーション
させ、磁石ビーズを用いてこれを選択的に回
収した。得られた断片をさらに PCR 増幅し、
クローニングして目的配列を含む DNA領域の
塩基配列を決定し、PCR プライマーを設計し
た。こうして得られたマーカーのそれぞれに
ついて、野外サンプ個体の DNA を鋳型として
PCR を行ない、マーカーの多型判定を行った。 

(4) 遺伝学的観点から見た場合、上記の解釈
はひとつの重要な示唆を与える。それは、食
草変換によって完全な種分化が引き起こさ
れるとすると、いくつかのマダラテントウ種
においては、食草選択に関する遺伝子そのも
のが直接種分化に関わった遺伝子であると
判断することが出来るという点である。 
 
(5) 近年、分子生物学の発達にともない、種
分化の分子機構の解明や種分化に関わる遺
伝子の検出が、分子レベルで行われるように
なった。しかしながら、このアプローチから
の研究は、未だショウジョウバエを代表とす
る比較的少数のモデル生物について行なわ
れているにすぎない。 

 
(3) 集団内多型と集団間の遺伝的分化の調
査： 対象とする野外集団個体について DNA



(2) マイクロサテライト多型および各集団
の遺伝的多様性 

を抽出し、マイクロサテライトマーカーを用
いた PCR 反応を行ない、フラグメント解析を
行なった。得られた多型情報をもとに、集団
内多型および種間の遺伝的分化の程度を推
定した。 

設定した 8つマイクロサテライト遺伝子座
について、ヤマトアザミテントウおよびルイ
ヨウマダラテントウの野外集団を対象に、蛍
光プライマーを用いて PCR を行ない、ABI 
3130 を用いたフラグメント解析により、アリ
ルのサイズを推定した。その結果、8 つのマ
イクロサテライト遺伝子座のうち、多型が認
められた遺伝子座は 13-71R、14-01R、および
15-07R の 3つであった。そして、残り 5つの
遺伝子座についてはアリルが 1つしか観察さ
れず、多型が検出されなかった(表 1.)。 

 
 
４．研究成果 
(1)マイクロサテライトマーカーの新規設定 

ルイヨウマダラテントウ成虫個体より精
製したゲノム DNA を制限酵素で切断し、カセ
ット配列を結合して PCR 増幅を行なった。得
られた PCR断片からマイクロサテライト特有
の繰り返し配列を濃縮して再度 PCR増幅を行
なった後、TAベクターに挿入してクローニン
グを行なった。その後、これまで合計約 1600
個のクローンについて、ビオチン標識をした
2 塩基および 4 塩基くり返し配列をプローブ
に用いて、ハイブリダイゼンションによるス
クリーニングを行なった。その結果、ポジテ
ィブと思われる 84 個のクローンが得られ、
これらの DNA 塩基配列を決定した。こうして
得られた塩基配列について phredPhrap によ
るアセンブルを行なったところ、14 の異なる
繰り返し配列を含む領域が確認された。そこ
で、これらの配列のそれぞれについて、くり
かえし配列領域を増幅するよう PCRプライマ
ーを設計し、元の DNA を鋳型として PCR 増幅
のテストを行なったところ、8 種類のプライ
マーについて増幅が確認された。こうして、
本研究ではこれまで、マダラテントウを用い
た多型解析の候補マーカーとして、8 個のマ
イクロサテライトマーカーを新たに設定し
た（表 1．）。 

また、多型の認められた 3つの遺伝子座に
おいて、今回観察されたアリルの数は何れも
2つだった。そのうち、15-07R の遺伝子座に
おける 1つのアリルは、ルイヨウマダラテン
トウ集団にのみ固有に観察されたが、他の遺
伝子座も含む残り全てのアリルについては、
全て両集団で共通に観察された。 
8 つのマイクロサテライト遺伝子座に基づ

く平均ヘテロ接合体率は両集団全体で 0.14
と算出された。そのうち、ヤマトアザミテン
トウ、およびルイヨウマダラテントウ集団の
平均ヘテロ接合体率はそれぞれ 0.08 および
0.16 と算出された(表 2.)。 
なお、通常、2～3塩基繰り返しのマイクロ

サテライト遺伝子座においては、アリルが 5
～10 個ほど観察され、ヘテロ接合体率が比較
的高い値を示すことが多い。しかしながら、
本研究では 2塩基あるいは 3塩基繰返しのマ
イクロサテライト遺伝子座を設定したにも
かかわらず、得られたアリル数、集団のヘテ
ロ接合体率ともに低い値が示された。この結
果は、両マダラトウトウ集団におけるゲノム
の遺伝的多様性そのものが非常に低いこと
を示唆する。 

 
表 1．本研究で新たに設定したマイクロサテ
ライト 8遺伝子座のプライマー配列． 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

表 2．ヤマトアザミテントウ・ルヨウマダラ
テントウ集団で観察された各マイクロサテ
ライト遺伝子座のアリル数． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



表 3．ヤマトアザミテントウ・ルヨウマダラ
テントウ集団における各マイクロサテライ
ト遺伝子座のヘテロ接合体率． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(2) 集団間の遺伝分化 

設定した 8マイクロサテライト遺伝子座に
おけるアリル分布を両集団で比較したとこ
ろ、前項目でも述べたように、ほとんどのア
リルが両集団で共有されており、アリル置換
が生じている遺伝子座は認められなかった。 

また、ARLEQUIN プログラムを用いて、両集
団間の遺伝分化に関する調査を行なったと
ころ、集団間の Fst は 0.103 と算出され、有
意差は認められなかった(p=0.07)。 

さらに、両集団のそれぞれの個体について、
STRUCTURE プログラムを用いて、仮想集団数
を 2としてアサイメントテストを行なったと
ころ、解析した個体は何れもどちらかの集団
に分けられることなく、ほぼ 0.5 の確率で割
り当てられた。このことは、両集団の個体が
よく似た遺伝組成を持ち、明確な集団構造が
認められなかったことを意味する(図 2.)。 
なお、前項目で述べたように、両集団では

集団内の遺伝的多様性そのものが低いこと
を考慮すると、これらの結果は、両集団では
ごく最近、極めて短時間のうちに食草変換に
よる種分化が生じたため、食草選択に関わる
遺伝子の変異以外、ゲノム上の遺伝分化が現
在においてもほとんど生じてない可能性を
示唆する。 
 
 
 
 
 
 
 

 

(3) 結論および今後の展望 
ヤマトアザミテントウおよびルイヨウマ

ダラテントウの地域集団間では、食草選択に
関わる遺伝子以外の遺伝分化がほとんど生
じてない可能性が示唆された。このことは、
「食草変換は種分化の発端ではなく、種分化
そのものである」という最近の仮説を強く支
持する。また、これらの集団は、ノイズとな
るバックグラウンドの遺伝分化が非常に少
ないため、目的遺伝子のタイピングを行なう
には格好の対象と言える。本研究を継続する
ことで、食草選択に関わる遺伝子の特定が十
分可能であると期待される。 
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６．研究組織 

図 2. “STRUCTURE”プログラムによるアサ
イメントテストの結果． 
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