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研究成果の概要（和文）：これまで形態により分類されてきたユスリカ科昆虫のDNAバーコーディングによる種同定を
実現するため、標本を収集し分類基準となるDNAバーコードを決定した。標本の採集地点等とDNAバーコードを74種473
標本について和文・英文のデータベースとして公開した。同時に日本DNAデータバンクとDNAバーコードの国際的収集機
関BOLD Systemsに登録した。標本DNAバーコードの分子系統解析により普通種に含まれていた隠蔽種を発見し報告した
。DNAバーコーディングにより再検討された種の生息量に基づき、湖沼・河川・ため池の様々な水域環境に特徴的なユ
スリカ群集を類型化し指標種を抽出した。

研究成果の概要（英文）：DNA barcoding was applied to reveal the community composition of chironomids in 
various types of inland waters along with collecting DNA barcodes for molecular species identification. 
The DNA barcodes collected were made public in the chironomid DNA barcode databases both in Japanese and 
English. Several cryptic species were found by the molecular phylogenetic analysis during the course of 
DNA barcoding. On the community composition data mined by the DNA-based species identification, types of 
chironomid communities specific to a range of freshwater environments were classified and indicator 
species were found.

研究分野： 生物多様性学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ユスリカは淡水域生態系の主要なメンバ
ーであり、魚類だけでなく、陸上のトンボ・
クモ・鳥類のエサとなり、様々な生態的機能
を示す一方で、富栄養化した水域からの大発
生による迷惑害虫、アレルゲンとなる衛生害
虫、またコレラ菌の媒介者としても注目され
ている。ただし、ユスリカの種多様性は高い
ため、多様性評価において正確な種の同定が
必要であり、信頼性のある分類基準への需要
が高い。ユスリカの分類を必要とする分布・
生態等の報告が、国内では、国立環境研等の
研究機関や大学・地方自治体・企業の研究者
によってなされてきた。しかしながら、ユス
リカの分類基準はオス成虫形態の特徴に基
づくため、メス成虫・蛹、生活史の大部分を
占める幼虫等の正確な分類は困難であった。
幼虫の飼育羽化や調査域での成虫羽化採集
により成虫オスと幼虫を対応付けすること
が可能ではあるが、多大な労力と分類技術に
関する熟練を要するため、一般的な調査研究
にはなじまない。したがって、ユスリカ類の
種同定をより正確に、かつ容易に実行できる
手法が必要とされている。 
 最近は、DNA シークエンサーの普及が著
しく、1000 塩基対長程度の遺伝子であれば、
塩基配列情報の決定を低コストで比較的容
易に行うことが可能になった。これに伴い、
対象とする生物種の塩基配列を特定の遺伝
子について収集し、その塩基配列（DNA バ
ーコード）の違いによって種を同定するDNA
バーコーディングが盛んとなっている。その
利点は、種の特徴がはっきり現れていない生
物個体の同定が可能であり、また根拠となる
塩基配列情報が容易に記録保存できるため、
後続の研究によって検証可能であり、たとえ
種名が変更されても、実体としての種の同一
性が担保されることである。 
 DNA バーコーディングをユスリカの種同
定基準整備に適用すれば、オス成虫形態だけ
による現行の種同定作業がより正確になる
と考えられる。この改良された基準を広範な
水域の調査に適用すれば、水域毎のユスリカ
群集組成が高い定量性と再現性の下に明ら
かとなり、水質生物指標の検討や水域の生物
多様性評価の発展が期待される。 
 
２．研究の目的 
 国内各地での標本採集により、ユスリカ科
昆虫の DNA バーコーディングを進めて、
DNA バーコード（ミトコンドリア COI 領域）
収集と分子系統解析による分類体系再検討
を行い、ユスリカ種同定基準を新たに整備す
る。既存の湖沼富栄養化・河川水質汚濁に対
するユスリカ指標種体系を過去および現在
の収集標本の DNA バーコーディングにより
再検討し、分類学的再現性を増強した体系を
作成する。形状・水質・生物相および周辺環
境の特性が異なるため池において、ユスリカ
群集組成調査を行い、ユスリカ多様性と水域

の環境特性および他の水生生物の多様性と
の関連を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)DNA バーコーディングに伴う分析手法の
確立 
 DNA バーコーディングに供されるユスリカ
標本は、様々な保存状態にある。塩基配列を
取得する際に、効率と費用を合わせて考慮し
た手法を用いるために、ミトコンドリア COI
領域塩基配列の取得率が標本の保存状態や
標本の部位、DNA 抽出方法によってどのよう
に影響されるかについて比較した。 
(2)DNA バーコードデータベースの作成 
 形態的特徴に基づき種同定されたユスリ
カ標本から得られたDNAバーコードを標本ご
とに標本画像・成育段階・採集地・採集日時
等の情報と組合せた上で国立環境研ウェブ
サイト上に検索機能付きデータベースとし
て公開した。DNA バーコードは事前に日本ジ
ーンデータバンクに登録し、公開後は GBIF
及び BOLD でも公開した。 
(3)DNA バーコーディングによる分類体系の
再検討 
 日本産 8 種を含むユスリカ属 72 種の COI
領域について種内および2種間の平均遺伝的
距離（Kimura-2-parameter, K2P）を算出し、
種間と種内を分ける遺伝的距離の閾値を求
めた。また、分子系統解析を行った。同様に、
全収集 COI 配列の系統解析を行い、形態同定
と塩基配列による種区分が対応するかどう
かを調べた。 
(4)湖沼ユスリカの水質指標性・多様性 
 中部山岳地帯における甲信地方の8自然湖
沼(山中湖、精進湖、河口湖、西湖、本栖湖、
中綱湖、野尻湖、諏訪湖)について、底生動
物群集の生息密度や現存量、主要種の分布パ
ターンなどと富栄養化指数との関連性につ
いて検討した。富栄養湖の沖帯湖底で優占す
る P. akamusi アカムシユスリカは、湖底水
温の上昇する夏期には底泥深くまで掘潜し
（およそ表層泥から 70cm-100cm 程度まで掘
潜）、夏眠することが知られている。したが
ってこの時期には、通常のエクマンバージ採
泥器では捕獲できない。これらの点を踏まえ、
今回の調査では掘潜行動が始まる（底水温上
昇の前）春期に調査を行ったもののみを選択
した。 
(5)河川ユスリカの水質指標性・多様性 
 北海道から沖縄まで、日本各地の河川を中
心とした水域において、幼虫を含む底質材料
を定量・定性採集し、実験室に持ち帰り、プ
ラスチック製容器に収容し、エアーレーショ
ンを施しつつ飼育して羽化♂成虫を回収し
た。同時に水サンプルを採取し、電気伝導
度・全窒素・クロロフィル量等の水質検査に
供した。これと並行して、棲息密度が低い種、
飼育困難な種を網羅するため、自動販売機等
を利用した灯火採集を実施し、さらに走光性
の低い種を対象としてスイーピングを行っ



た。 
(6)ため池ユスリカの水質指標性・多様性 
 兵庫県播磨平野のため池 20 面の底質・水
草から定量採集されたユスリカ幼虫標本に
ついてミトコンドリア CO1の DNA 配列を決定
した。決定された DNA 配列をハプロタイプに
集約した上で、ベイズ法により 2種類の系統
樹(分子時計モデルを前提とするものとしな
いもの)を作成した。統計的に種区分するた
めに、前者の系統樹に GMYC モデルを、後者
に PTP モデルを適用し、ハプロタイプを種に
区分した。いずれのモデルも系統樹全体を種
分化過程と種内合祖過程に 2分割し、分割境
界を横切る枝の 1 本ずつを 1 種と見なした。
両者の区分結果を比較した上で、最終的な種
数が少なくなる方向で種区分を統一した。 
 
４．研究成果 
(1)DNA バーコーディングに伴う分析手法の
確立 
 シリカメンブレンフィルターを用いた精
製は、保存状態に拠らず取得率が高く、特に
貴重な標本や保存状態の悪い標本に適して
いると考えられた。一方、粗抽出や廉価なキ
ットによる抽出も、保存状態が良い標本や大
量の標本を扱う際には有用であることがわ
かった。古い標本など DNA の断片化により塩
基配列が取得できないことが想定された場
合は、シークエンス領域を短くすることで、
取得率が回復できる場合もあった。また、翅
の乾燥プレパラート標本や水面から採集さ
れる羽化殻からも DNA を抽出し、成功率はそ
れぞれ 18%と 41.7%と決して高くはなかった
が、乾燥した翅標本や羽化殻も有用なバーコ
ーディング試料となり得ると考えられた。 
(2)DNA バーコードデータベースの作成 
 74種473標本のDNAバーコード及び採集情
報等をセットにしユスリカ標本DNAデータベ
ース(http://www.nies.go.jp/yusurika/ 
index.html)と Chironomid DNA Barcode 
Database(http://supiss.nies.go.jp/yusur
ika/en/index.html)として公開した。また、
BOLD Systems 上に project "Japanese 
chironomids"として登録した。 
(3)DNA バーコーディングによる分類体系の
再検討 
 ユスリカ属において種内および種間の平
均 K2P距離はそれぞれ 2.6％と 17.2％であっ
たが、各距離の頻度分布は重複し、明確なバ
ーコードギャップは存在しなかった。ただし、
2 種間における遺伝的距離のうち 99.7％は
3.0％以上であったことから、3%以上の種間
遺伝的距離を示すユスリカ属の 2種は、別種
の可能性が高いと判断できると結論した。ま
た、系統解析により、ヤマトユスリカやウス
イロユスリカは隠ぺい種を含む可能性が示
唆された。ユスリカ属以外にも、COI 塩基配
列の系統解析によって、複数種について隠ぺ
い種が含まれる可能性が示され、分類体系の
再検討の必要性が示唆された。 

 (4)湖沼ユスリカの水質指標性・多様性 
 対象とした甲信地方の自然湖沼沖帯に生
息するユスリカ類の優占種とその平均現存
量を、2013 年各湖沼の平均 COD 値の順に並べ
て解析を行った。また、ユスリカの種類毎に、
COD 値の出現範囲を検討した。COD 値の高い
湖沼（富栄養湖）では P. akamusi アカムシ
ユスリカ、C. plumosus オオユスリカの出現
頻度が高く、それよりもやや COD 値が下がる
と C. nipponensis ヤマトユスリカの出現頻
度が高まる傾向が示された。また、COD 値が
低いと(貧栄養湖)、今回対象とした湖沼群で
は、Micropsectraナガスネユスリカ属の出現
頻度が高まる傾向が示された。貧栄養状態で
は、それぞれの湖沼毎に優占種が異なる可能
性もある。今後はさらに、対象湖沼を広げ、
沖帯のユスリカ類について調査を行い、富栄
養化との関連性について検討を行って行く
予定である。 
 (5)河川ユスリカの水質指標性・多様性 
 全国 26 都道府県の約 140 地点にて調査を
行い、計 4亜科 78 属 223 種のユスリカ♂成
虫を得、このうち 20 種は未記載種の可能性
があると考えられた。しかし、ケブカユスリ
カ亜科・オオヤマユスリカ亜科等の高山地帯
を主な分布域とする種は全く採集されてお
らず、ヤマユスリカ亜科についても数種しか
採集されていないため、今後更なる種レパー
トリーの拡大が必要である。エリユスリカ亜
科の 35 属については、28SrRNA の塩基配列に
基く属間遺伝子系統樹を作成した結果、形態
的系統樹とよく合致する場合も見られる一
方、形態的に近いにも拘らず遺伝的には遠く
離れている場合も少なからず見られた。また、
Cricotopus, Eukiefferiella,Orthocladius
属については、mtDNA COⅠ領域遺伝子に基く
種間遺伝子系統樹を作成した結果、同種で１
つのクレードを形成することが多いが、種内
でも地域間で遺伝的距離が遠く離れている
場合も見られ、隠蔽種の存在が示唆された。
一方で、同亜属内でも遺伝的に遠い種や、逆
に別亜属に属していても遺伝的に近い場合
も見られ、エリユスリカ亜科には分類の見直
しが必要なグループが含まれていることが
示唆された。一方、水質との関わりに関して
は、Polypedilum unifascium, 
Cladotanytarsus vanderwulpi, Tanytarsus 
tamaundecimusのように清澄域から富栄養化
の進行した水域まで幅広く出現する種もあ
る一方、Brillia bifida, Polypedilum 
akisplendens, P. hiroshimaense等の清澄水
域のみ、Paratrichocladius tamaater, 
Cricotopus metatibialis, Polypedilum 
tamagohanumのように中程度に富栄養化した
水域のみ、Orthocladius glabripennis, 
Dicrotendipes nigricephalicus, 
Polypedilum surugenseのように富栄養化が
進行した水域のみから出現する種が見られ、
後者のグループは各水質範囲の指標生物と
して有望であり、今後、実用化に向けて更な



る出現データの集積が必要であることがわ
かった。 
 (6)ため池ユスリカの水質指標性・多様性 
 個々のため池から 0 種から 21 種のユスリ
カが確認された。底質からは 0〜15 種、水草
からは 3〜16 種が見つかり、総確認種数は 72
種であった。このうち、31種の学名が確定さ
れた。国内の湖について報告されている、採
集幼虫の形態分類にもとづく種数と比較す
ると、種数の多いため池では湖のそれに劣ら
ない結果であった。この結果は、ため池にも
湖に劣らないユスリカ多様性が存在するこ
とを示すと共に、形態的差異が未分化な幼虫
でも種の区別が可能であるというDNAバーコ
ーディングの利点も示唆していると考えら
れる。 
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