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研究成果の概要（和文）：シルビアシジミは、生息地や食草の衰退によってレッドリストの最も高いランクに入
っている。本研究では、15座のマイクロサテライトマーカーを開発し、13個体群について遺伝的多様性を解析し
た。遺伝的多様性は伊丹空港個体群で最も高く、安定した個体数が長年維持されてきたと推定された。石川と栃
木の個体群は遺伝的多様性が低く、生息地の分断や孤立が進行していると考えられた。Fstに基づいてPrincipal
 Coordinate Analysis (PCoA)を行ったところ、近畿・四国、千葉・島根・九州、栃木、石川の4つのグループに
分かれた。遺伝的な変異が最も多い伊丹空港個体群は本種の保全上重要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Zizina emelina is one of the most endangered butterfly species listed in the
 Red Data Book published by the Ministry of the Environment, Japan, due to loss of its principal 
food plant and habitat. We developed 15 microsatellite loci and estimated the genetic diversity of 
this species using 213 individuals from 13 populations in Japan. The genetic diversity of the 
Itami-Airport population in the Kinki district was the highest, suggesting that the population was 
large and stable. Conversely, the genetic diversity of the Ishikawa and Tochigi populations was 
markedly lower than that observed elsewhere, suggesting that these populations were isolated and 
that their habitats were fragmented. The Itami-Airport population, which had the highest genetic 
diversity, is considered to be an important reservoir of genetic variation for maintaining genetic 
diversity in this species.

研究分野： 昆虫生理・生態学
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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 
【研究の学術的背景】 
 近年、農耕地や放牧地の減少、河川や海浜
の護岸等により草地が減少し、それにともな
う草地性の動植物の衰退が著しい。特に草丈
の低い「シバ型草地」の減少は著しく、そこ
に生息する多くの生物が絶滅危惧種となっ
ている。チョウ類では、約 90 の種や亜種が
環境省の 2012 年版レッドリストに掲載され
ているが、そのうちの 50 種以上が草地性で
ある。このような日本の草原性チョウ類を危
機的な状況から保全するためには、モデルと
なる種を選定し、生活史や遺伝的多様性の観
点から保全策を検討する必要がある。 
シルビアシジミZizina emelina は2008年

にヒメシルビアシジミ Z. otis から独立した
種で、関東～種子島と韓国の一部のみに分布
する。本種は主としてシバ型草地に生息し、
環境省のレッドリストで絶滅危惧 IB 類に選
定されているほか、最近では環境省の生息域
外保全のモデル種ともなっている。日本にお
ける本種の衰退は著しく、すでに６県で絶滅
したと考えられている。一方で、大阪府、兵
庫県、石川県、和歌山県などで絶滅したと考
えられていた生息地において近年になって
再発見される例や、新たな生息地が発見され
る例も知られている。申請者らの調査によっ
て、本種が大阪府豊中市と兵庫県伊丹市にま
たがる大阪国際空港とその周辺の緑地に高
密度で生息することが明らかになった。本種
の幼虫は主としてマメ科のミヤコグサ Lotus 
japonicus を寄主植物として利用することが
知られているが、大阪国際空港周辺では、同
じマメ科のシロツメクサTrifolium repensを
主に利用していた。また、この生息地で得ら
れたメス成虫から採卵し、実験室内で幼虫を
飼育したところ、複数のメス成虫において子
世代がすべてメスとなる現象が認められた。
申請者らは、昆虫類に性比異常を起こすこと
が知られる共生細菌ボルバキア（Wolbachia）
の感染の可能性を考え、調査したところ、こ
の性比異常は、ボルバキアによって引き起こ
される「オス殺し」であることが明らかにな
った。さらに申請者らは、ミトコンドリア
DNA と核 DNA の一部の配列を元に日本と
韓国各地における本種の遺伝的な変異の調
査を行った。その結果、ミトコンドリア DNA
の解析では、本種の各地における遺伝的な変
異は比較的小さく、地域によってハプロタイ
プ頻度は異なるものの、離れた生息地におい
ても同一のハプロタイプが認められた。この
背景にはボルバキアのオス殺しによる遺伝
的多様性の低下も関与していることが判明
しており、核 DNA の解析においても傾向は
類似していたものの、さらに変異は少なかっ
た。このような背景から、本種の各個体群に
おける遺伝的多様性については、塩基配列の
比較のみでは評価が難しく、保全単位の設定
も困難となっている。 
 

２．研究の目的 
近年、遺伝的集団構造の解析法として、新

たにマイクロサテライトなどのマーカーが
利用されるようになった。草原性のチョウで
あるヒョウモンモドキ類では、この方法を用
いることによって、塩基配列の比較では明ら
かにできなかった、狭い地域の中の遺伝子流
動や遺伝的多様性の比較を可能にしている。
本研究ではこの技術を利用して、個体群ごと
のより詳細な遺伝的多様性を明らかにする
ことを目的とした。 
以上ような遺伝的な側面に加えて、各地の

個体群の保全にはそれぞれの個体群の生活
史特性を明らかにし、把握しておくことが不
可欠である。まず、個体群の維持のためには、
幼虫の寄主植物の確保が必要不可欠である
が、申請者らの調査により、本種にはミヤコ
グサのみを寄主植物とする単食性個体群と
シロツメクサなども利用する広食性個体群
の存在が明らかとなっている。本研究では、
各地の個体群について産卵実験や幼虫の発
育に関する飼育実験を行い（寄主植物選好性
実験）、本種の食性を明らかにすることで、
生息地における植生の管理状況や外来雑草
の影響などについて考察する。また、本種の
周年経過のうち、特に越冬期には生息地にお
ける草刈など人為的な管理の影響を強く受
けることから、飼育実験により越冬に入る時
期を正確に予測することが必要となってい
る。申請者らの予備実験により、本種は 20℃
程度で幼虫期に短日を感受すると休眠に入
ることが判明している。一方、野外で本種成
虫が見られる時期については、11 月までの生
息地もあれば、9 月で姿を消す場所もあり、
生息地によって本種が休眠に入る臨界日長
が異なることが示唆されている。本研究では、
緯度の異なる石川県、大阪府などの個体群に
ついても休眠性を調査し、臨界日長を明らか
にする。本種は、シバ型草原性の絶滅危惧種
であるが、比較的多くの生息地が点在する地
域がある一方で、地理的に隔離された個体群
も存在する。したがって、遺伝的多様性の程
度、寄主植物利用、ボルバキアの感染、休眠
などの生活史形質が個体群ごとに異なるこ
とが予想される。本研究では、特に最近発見
または再発見された生息地（石川県、和歌山
県）や衰退が始まっていると考えられる生息
地（千葉県、栃木県、大阪府、兵庫県）の本
種の遺伝的多様性を明らかにするとともに、
緯度や環境の異なる生息地における休眠性
などの生活史の解明を行うが、得られた成果
は生息地の維持管理をはじめとして、多くの
シバ型草地性絶滅危惧種の保全に寄与する
ものとなり得る。 
 
３．研究の方法 
大阪府の生息地で調査を行い、採集した個体
から全 DNA を抽出した。次世代シーケンサー
の解析結果により、マイクロサテライトマー
カーの予備的な選定を行った。続いて、千葉



県、栃木県、石川県、兵庫県などでもシルビ
アシジミの個体から DNA を抽出し、これらの
サンプルについて、キャピラリー・シークエ
ンサー（ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer）
を用いて前述のマーカーによる予備的な解
析を行い、マイクロサテライトマーカーにつ
いて、有効なプライマーを選抜した。開発・
選定したプライマーを用いて、本研究で採集
した個体や過去に採集された個体について
解析を行った。解析は原則として 1個体群に
つき 10 個体以上について行った。特に、最
近発見・再発見された石川県などの孤立した
個体群と、兵庫県や千葉県のように比較的広
範囲に複数の個体群が点在するような地域
について、遺伝的多様性を詳細に解析し、比
較した。解析には新鮮な個体を用いることが
望ましいが、過去に採集した既存のサンプル
についても可能な範囲で解析を行った。 
野外で採集した幼虫などを飼育し、寄生性

天敵の調査を行った。寄生バチや寄生バエな
どの天敵が脱出した場合は飼育を継続し、羽
化後に同定した。 
また、得られた幼虫を孵化後速やかに 20℃

のさまざまな日長条件下に置き、休眠性を明
らかにする実験を行った。日長は、16L-8D（16
時間日長）、15L-8D、14L-10D、13L-11D、
12L-10D などをについて調査した。休眠の指
標として、幼虫期の発育遅延や過剰脱皮（非
休眠では 4齢）などを記録した。 
 
４．研究成果 
シルビアシジミとヒメシルビアシジミを

生息地から採集し、DNA 抽出を行った。大阪
府の生息地で採集したシルビアシジミから
抽出した全DNAを用いて次世代シークエンサ
ーによる解析を行い、得られたデータからマ
イクロサテライトを含む配列の探索を行っ
た。その結果、多数のマイクロサテライトを
含む領域が確認された。さらに、解析に有効
な100bp前後の短い領域を挟むプライマーの
候補を抽出した。 
開発したマイクロサテライトマーカーを

用いて、兵庫県、大阪府、石川県、徳島県、
島根県、長崎県、宮崎県、鹿児島県、千葉県、
栃木県で採集された本種について、実際の解
析を行った。使用した 15 塩基座すべてで多
型が確認され、確認されたアリル数は 2～15
であった。遺伝的多様性は兵庫県の伊丹空港
周辺個体群で高く、栃木県や石川県では低か
った。PCoA 解析の結果では、石川県は他の個
体群と遺伝的に大きく異なっていた。石川県
の個体群を除いて PCoA 解析を行った結果、
本種個体群は遺伝的に離れた3つのグループ
（近畿と徳島県のグループ、千葉県と島根県
と九州のグループ、栃木県のグループ）に分
かれた。さらに、伊丹空港周辺の生息地間で
の比較では、地理的距離と遺伝的距離の間に
相関関係は見られなかった。以上の結果から、
本種の一部の個体群では生息域の分断・孤立
化がすすみ、遺伝的多様性の喪失が起こって

いると考えられる。伊丹空港周辺では、本種
個体が生息域間を頻繁に移動・分散すること
で高い遺伝的多様性が保たれていると考え
られる。 
伊丹空港周辺では、定期的に詳細な野外調

査を行い、成虫は 5～10 月に確認された。空
港に隣接する生息地では、個体数密度が高く、
離れた生息地では密度は低かった。 
休眠性については、恒温器を用いて 20℃の

さまざまな日長条件下で卵から成虫の飼育
実験を行った。日本での分布の北限である石
川県産個体群と大阪府個体群を比較した結
果、臨界日長が約 1 時間 20 分異なることを
明らかにした。 
石川県個体群では、寄生性天敵を複数発見

した。これらの寄生性天敵は、いずれも越冬
幼虫の飼育によって羽化が確認されたもの
で、コマユバチ科、ヒメバチ科、ヤドリバエ
科にそれぞれ属していると考えられた。 
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