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研究成果の概要（和文）：ヒゲナガカワトビケラ(Stenopsyche marmorata)幼虫が作る巣網、捕

獲網、巣糸タンパク質 (Larval Net Protein, LNP)をコードする遺伝子を同定し、野外個体群

の遺伝子発現量を測定し、河川からの大量羽化時期の予測に応用できないかを検討した。その

結果、大量に成虫となって羽化する時期（水温の高い 6月～9月）に、Smsp-4 の発現量が多く

なることが示唆された。LNP 遺伝子発現量とヒゲナガカワトビケラ幼虫の齢別解析の結果が良

く一致するため、LNP の遺伝子発現を利用した新しいライフサイクルアセスメントへの応用が

可能となった。 

 

研究成果の概要（英文）：We identified the gene which encoded the nest, net, and larval 

net protein (LNP) made by Stenopsyche marmorata larvae. We measured gene expression of 
population in the field and considered whether we could apply it for prediction of the 

time of its emergence in large quantities from the river. As a result, it was suggested 

that expression of Smsp-4 increased, from June to September when the water temperature 

is high, at the time it emerges in large quantities. Because the results well accorded 

with LNP gene expression of the analysis of age structure of S. marmorata, application 
to new life cycle assessments which used gene expression of LNP was feasible. 
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１．研究開始当初の背景 
造網性トビケラ目幼虫はタンパク質性の

絹様糸から構成されるネットを河川礫間に
張り、自身の保護と捕食活動のために利用し
つつ幼虫期を過ごす。幼虫は年間の特定時期

に大量・同時的に羽化し、都市圏に飛来する。
成虫（とくに翅表面の微毛）は人体に対して
強いアレルゲン性を保有していることから、
公衆衛生面での重要種（有害種）と見なされ
る。また、河川水を水源とする水力発電所で
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は、幼虫の大量発生および付着による流過水
量阻害による発電効率低下が問題となって
いる。このように、トビケラ目水生昆虫のラ
イフサイクルは人間の経済社会活動と密接
な関係をもっている。国外においても同様な
問題が数多く報告されているが、有効な解決
策は見出されていない。日本国内では、平林
らによりトビケラ目水生昆虫類の生態学的
な調査・研究が継続され、その防除対策に応
用可能な基礎的知見が蓄積されつつある。し
かし、これまでの知見は、幼虫および成虫の
二つの形態ステージのみに限られており、定
量的なライフサイクルアセスメントの手法
は未だ確立されてない。 

 
２．研究の目的 
トビケラ目昆虫の造網性幼虫が作る巣網

（ネット）・巣糸タンパク質 (Larval Net 
Protein, LNP) およびそれをコードする遺
伝子を同定し、フィールドに生息する個体
群の遺伝子発現量を定量する。遺伝子発現
量の季節変化から、新しいライフサイクル
アセスメント法を開発することが本研究の
目的である。 

 
３．研究の方法 
(a) S. marmorata 幼虫の個体群動態 
 調査は 2010 年、2011 年、2012 年の 3年間、
4月から 12 月までの毎月一度、千曲川中流域
の 2地点(常田新橋下流、冠着橋上流)におい
て行った。サーバーネット（NGG42；50 X 50cm
のコドラートサンプル）サンプラーを用いて、
各地点の瀬の部分で 3サンプルずつ、試料を
採集した。採集したサンプルは現地で 70％エ
タノールで固定し、実験室に持ち帰り、S. 
marmorata 幼虫を全て拾い出し、カウントし
た。幼虫の成長解析をするために、頭長を個
体毎に接眼マイクロメータで計測し、頻度分
布を作成して、齢を決定した。また、個体毎
に湿重量も計測し、蛹化の時期を推測した。 
(b) S. marmorata silk proteins (Smsp)の
一次構造解析 
 我々は、これまでに、幼虫絹糸腺内に 4
種の主要な幼虫ネットタンパク質 (Larval 
Net Protein, LNP)として、S. marmorata 
silk proteins (Smsp-1～4) が存在することを
明らかにした。そこで、Smsp-1～4 のアミ
ノ酸配列を推定するために、Smsp 遺伝子の
クローニングを行った。Smsp-1～4 の N 末
端アミノ酸配列を基に設計した縮重プライ
マーを用いて、絹糸腺 cDNA ライブラリー
から Smsp-1～4 をそれぞれコードする
cDNA のクローニングを行った。 
(c) LNP 検出用 PCR プライマー開発・リアル
タイム PCR 法による LNP 遺伝子定量 
 クローニングした Smsp-1～4 の cDNA 配列
を用いて、特異的に検出・定量が可能な PCR

プライマーを設計した。次に、毎月定期的に
サンプリングした S. marmorata の絹糸腺か
ら mRNA を抽出し、逆転写酵素を用いて調製
した cDNA を鋳型としてリアルタイム PCR 法
により遺伝子定量解析を行った。 
 
４．研究成果 
(a) S. marmorata 幼虫の成長解析 
 調査期間中の S. marmorata 幼虫の生息密
度の季節変化は両地点共に、同じ動態を示し、
6月と 11-12 月に高い値(500-1000 匹/m2)を
示した。一方、現存量は、初春(5 月)と初秋
から冬期(9月～12 月)に高く、60-80 g/m2 と
なった。常田新橋下流域よりも、冠着橋上流
地点の方が、常に密度、現存量ともに低い傾
向を示した。幼虫の成長解析の結果、5月と
8 月に羽化期のピークがあることが推測され、
6月と 9月には 1，2齢の若齢幼虫が高密度で
出現した。既報告の発育ゼロ点と有効積算温
度から推定した年間世代数とも一致した。大
量羽化直前の蛹のステージの出現頻度は年
により洪水パターンが異なるために同一で
はなく、2011年では4月と8月に高かったが、
2012 年では 4-5 月、9月に高かった。 
(b) S. marmorata silk proteins (Smsp)の
一次構造解析 
Smsp-1～4 の N 末端アミノ酸配列を基に設

計した縮重プライマーを用いて、絹糸腺 cDNA
ライブラリーから Smsp-2,3,4 をコードする
全長 cDNAのクローニングに成功した。Smsp-2
アミノ酸配列(167 aa)の大部分は G、Y、Dか
らなる特徴的な反復配列から構成されてい
た。Smsp-4 アミノ酸配列(132 aa)では、–GGW–
を含む反復配列が特徴的であった。BLAST 検
索の結果、Smsp-2 や Smsp-4 と有意な相同性
を持つ既知蛋白質は無く、新規な蛋白質であ
ることが判明した。また、Smsp-3 アミノ酸配
列(248 残基)は、チェコ産シマトビケラ
(Hydropsyche angustipennis)等の他種トビ
ケラ由来の L-fibroinと顕著な相同性を有し
ていた。一方、Smsp-1 は分子量が非常に大き
く、全長をクローニングすることは困難であ
ったが、3’-末端断片配列をコードする cDNA
クローンを獲得した。 
(c) LNP 検出用 PCR プライマー開発・リアル
タイム PCR 法による LNP 遺伝子定量 
クローニングした Smsp-1～4 の cDNA 配列

を用いて、それらの遺伝子を特異的に検出・
定量が可能な PCR プライマーを設計し、リア
ルタイム PCR法による遺伝子定量解析の実験
系の構築に成功した。 
そこで、2011 年 4 月から 2012 年 1 月の間

及び 2012 年 4 月から 2012 年 12 月の間、月
毎に 5 齢幼虫を採集して、リアルタイム PCR
により遺伝子発現解析を行った。その結果、
Smsp-1 及び Smsp-3 は比較的安定して発現し
ているのに対し、Smsp-2 発現量の変動が非常



 

 

に大きい傾向が見られた。特に、Smsp-4 発現
量は夏季に比較的多く、冬季には減少する傾
向が見られ、幼虫巣網を形成するシルク蛋白
質遺伝子は季節により変動していることが
示唆された。これらの結果より、LNP の遺伝
子発現解析を利用した新しいライフサイク
ルアセスメント法への応用の可能性が期待
される。 
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