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Ⅰ　はじめに

　源流部に生息する水生昆虫相は、源流を取り巻く

森林環境を強く反映すると考えられる。源流部の周

辺の森林が貧弱で源流の流水が途絶えたり、降雨の

折りに源流で大量の土砂が動いたりする場合、その

場所には健全な源流部の生物相が構成されないと想

定される。このような視点に立つと源流部流域のモ

ニタリング対象生物として源流に生息する底生動物

は非常に有効であると考えられる。モニタリングに

は生物種の同定が不可欠であるが、源流部に生息す

るトビケラ目昆虫の幼虫（底生動物）の同定は大き

な困難を伴う。この状況は幼虫と成虫の整合性が不

十分なことによるもので、すなわち成虫形態は新種

で記載される折りに論文中で定義されるが、その幼

虫は不明なまま放置されることによる。

　従来、成虫と幼虫の関係は形態を精査した幼虫を

飼育することによって一致させる方法や成虫の生息

種を完全に調べた上で幼虫を網羅的に採集し消去法

で推定する方法などがあった。しかしナガレトビケ

ラ科やカワトビケラ科のように、一つの地点に同

属（幼虫間の形態的な差が少ない）の複数種が生息

すると考えられる場合、幼虫と成虫を一致させるこ

とは極めて困難であった。この状況を解決する方法

として、遺伝子情報を使った方法が考えられる。こ

の方法の原理は、細胞中のミトコンドリアの遺伝子

を成虫と幼虫で（蛹や雌雄間においても）比較すれ

ば、同一種であればほとんど同じ遺伝子構造となる

と考えられることによる。このように遺伝子をつ

かった成虫と幼虫など種内や種間の関係推定は理論

的には明瞭であり、欧米ではこの手法をもとにトビ

ケラ目昆虫の成虫と幼虫の一致が試みられている

(Johanson, 2007)。

　本稿では、ヌタノ沢の源流部に生息するトビケラ

の幼虫の同定をより正確なものとすることを目的に
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タに加えた。これらの情報は、今後の客観的な種の

同定に貢献するものと考えられる。

Ⅱ　材料と方法

　今回検討したトビケラ目昆虫は、神奈川県山北町

中川ヌタノ沢（北緯 35° 46; 東経 139° 06。 標高

560 m から 616 m）で 2011 年と 2012 年に採集され

たものである。成虫は源流渓流の灌木に静止してい

る個体を掬い取りで採集した。幼虫は水がしたたる

岩盤上での見つけ採り採集や一般の底生動物などと

一緒に小型の D- フレームネットで採集した。採集

した成虫や幼虫は 95% エチルアルコールに固定して

研究室に持ち帰り、一日後に新しい 95% エチルア

ルコールと入れ替え冷蔵で保存して、形態や遺伝子

解析の材料とした。

　形態解析のための写真は、実体顕微鏡 (OLYMPUS 

SZX16) に装着した写真撮影装置 (DP20) を使用し、

被写体深度を大きくする場合には画像合成ソフト

(Helicon Focus) を利用した。遺伝子の抽出には、

成虫 •幼虫ともに右の後脚組織を使用し、幼虫が小

型個体の場合は組織量を増やすために前脚・中脚も

使用した。組織は1.5 mlのエッフェンドルフチュー

ブに入れた状態でペッスルを使い粉砕した。遺伝

子の抽出は Qiagen 社の遺伝子抽出キット (DNeasy 

Blood and Tissue Kit) を使用した。PCR 反応は、

Takara の Z-taq を使用し、ミトコンドリアのチト

クロームオキシターゼサブユニット (CO1) ではプラ

イマー Jerry (F:5'-CAA CATTTA TTT TGA TTT TTT 

GG- 3') と Pat (R: 5'-TCC AAT GCA CTA ATC TGC 

CAT ATT A- 3') 16S 領域は、16sARL(F:5'-CGC CTG 

TTT ATC AAA AAC AT- 3') と 16sBRH(F:5'-CCG CTG 

TTT ATC AAA AAC AT- 3') を使用した。PCR の温度

と時間条件は、初めに 94℃まで加熱し、その状態

を 2 分間保った後、二本鎖 DNA を熱変成で解離さ

せるため 98℃を 1 秒間、プライマーが一本鎖 DNA

とアニーリング（結合）するために 50℃を 5秒間、

DNA を伸長させるために 72℃を 15 秒間保つという

「熱変成 - アニーリング（結合）- 伸長」のサイク

ルを 30 回繰り返した .PCR 反応を行う器材として

は、ASTEC 社製 GeneAtlas322 を使用した。PCR 産物

は、ExoSAP-IT(GE Healthcare UK、Buckinghamshire)

を使用して精製しシーケンス反応のテンプレート

として使用した。シークエンス反応には、BigDye 

Terninator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems、California) を 使 用 し、ABI 3130xl 

全自動シークエンサー (Perkin Elmer/Applied 

Biosystems、California) で解析した。塩基配列

デ ー タ は、CLC Workbench software (CLC bio、

Aarhus) を使って整列させ、塩基データの整合性は

MEGA v5 (Tamura et al.2011) を使って検討した。

　検討標本は個体の令期や性、採集地点、採集日、

採集者、標本番号、Total DNA番号.の順に記載した。

Ⅲ　結果と考察

Family Arctopsychidae アミメシマトビケラ科 
１　Parapsyche sp．シロフツヤトビケラ属の一種

【検討標本】雌成虫，ヌタノ沢 B 沢，2012-IX-10，

司村宜祥，RBK-11248，R539.

【形態】図 1.頭部は黄色がかった茶色。頭部の隆起

や前胸は暗黄色。前翅の斑紋は、Ulmer (1907) の

記載と一致する。

【注釈】本標本が雌個体であること、また日本産の

シロフツヤトビケラ属の分類には混乱がみられるこ

とから現状では種名の確定ができない。

【遺伝子情報（CO1)】CTCCGGATAGCTCTAAAAAAGAATCA

TTTGGAAGACTTAGAATAATTTATGCAATAATCTCAATTGGTCTT

TTAGGATTCGTAGTTTGAGGTCATCATATATTTACAGTAGGAATA

GACGTTGACACTCGCGCCTATTATACATCTATTACTATAATTATT

GCTATTCCTACAGGAATTAAAATTTTCAGTTGACTTGCTAATTT

AAATGGAACCCCTCTCGTATTTAACCCCCCTCTATTATGAACTC

TCGGATTCATCTTTTTATTTACAATTGGAGGACTAACCGGAATC

ATCTTATCTAATTCTTCTATTGACACTGTCCTTCACGACACCTAT

TATGTAGTTGCTCATTTTCATTATGTCCTATCTATAGGGGCAGTA

TTTGCCATCATAGCAGGAATACTTCATTGATACNCCCTTATTTAC

AGGATTAATATTAAACAAAAAAATACTTATAATTCAATTTTTTTC

CATATTTTTAGGTGTAAATTTAACTTTTTTTCCCCCAACACTTTC

TCGGCCTTGCTGGTATACCTCGACGTTATTCANANTACACAGA

２　Parapsyche sp. シロフツヤトビケラ属の一種

【検討標本】幼虫，ヌタノ沢 B 沢岩盤，2011-VII-

25，司村宜祥，RBK-11246，R538.

【形態】図 2.頭部背面には明瞭な斑紋はない。頭部
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図 2. シロフツヤトビケラ属の一種の幼虫 .RBK-11246
A: 幼虫全形（側面）, B: 頭部背面 , C: 頭部腹面 . B•C は同じスケール

図 1. シロフツヤトビケラ属の一種の成虫 .RBK-11248
A: 雌成虫全形 , B: 頭部・胸部側面 , C: 前翅 , D: 腹部末端
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背面の咽頭板はほぼ長方形。腹部は櫛状刺毛で被わ

れる。腹部側面の気管鰓はすべて単一棒状。

【注釈】上記の雌成虫個体 (RBK-11248) との CO1 遺

伝子の相同部分を比較した所、533 塩基中異なるの

は 5塩基であり、 99.1% の塩基配列の一致から２個

体は同一種であると判断することができた。幼虫で

遺伝子が解析できた (RBK-11252) もほぼ同じ遺伝

子構造であった。

【遺伝子情報（CO1)】

TTGGGAAGACTTAGAATAATTTATGCAATAATCTCAATTGGTCTT

TTAGGATTCGTAGTTTGAGGTCATCATATATTTACAGTAGGAATA

GACGTTGACACTCGCGCCTATTATACATCTATTACTATAATTATT

GCTATTCCTACAGGAATTAAAATTTTCAGTTGACTTGCTAATTTA

AATGGAACCCCTCTCGTATTTAACCCCCCTCTATTATGAACTCTC

GGATTCATCTTTTTATTTACAATTGGAGGACTAACTGGAATCATC

TTATCTAATTCTTCTATTGACACTGTCCTTCACGACACCTATTAT

GTAGTTGCTCATTTTCATTATGTCCTATCTATGGGGGCAGTATTT

GCCATCATAGCAGGAATACTTCATTGATACCCCTTATTTACAGG

ATTAATATTAAACAAAAAAATACTTATAATTCAATTTTTTTCCA

TATTTTTAGGTGTAAATTTAACTTTTTTCCCCCAACACTTTCTCG

GTCTTGCTGGTATACCTCGACGTTATTCAGATTACCCAGATTCTT

TTTTATCCTGAAATGTAGTATCTTCCCTGGGATCAATAATCTCTA

TTATTAGAATTATAATCCTAATCTATATCATTTGAGAAAGAATAA

TTAATAAAAAATTAATTATTTTTACCACTAATACTACCCCATCAA

NGAAGGCTTCATTTTACCCCTCC

Family Rhyacophilidae ナガレトビケラ科
３　Rhyacophila sp.1. ナガレトビケラ属の一種

【検討標本】幼虫，ヌタノ沢 B 沢，2011-I-26，司

村宜祥，RBK-11255，R594.

【形態】図 3. 頭部は赤みがかった茶褐色で顕著

な斑紋はない。頭部は細長く（頭長 HL/ 最大幅

HW)=1.52。頭幅の最大幅は後半にある。前脚腿節の

内側に顕著な突起があり、その先端には刺毛が生ず

る。気管鰓はない。尾肢鉤爪は無歯、副爪はない。

【注釈】典型的な崖湿地の生息種である。 湿った

岩盤に貼り付くようにしている状態で採集されるこ

とが多い。服部 (2005) では、Rhyacophila sp. RM? 

と扱われている。 成虫は未知である。他のナガレ

トビケラ幼虫にはない前脚腿節の内側に顕著な突起

があることから、新種群のナガレトビケラである可

能性が高い。今後遺伝子情報での成虫との一致が望

まれる。

【遺伝子情報 (16S)】

CGCCTGTTTATCAAAAACATGGCTTTTTGAATATAATTTGAGGTC

TGACCTGCCCACTGAGGATTTAAATGGCCGCGGTATTTTGACCGT

GCTAAGGTAGCATAATCATTAGTTTTTTAATTGAAAGCTGGAATG

AAGGGTTGGATGAAAAAGGGACTGTCTTTGAATTATTTTGAAAGA

ATTTTATTTTTAAGTAAAAAAGCTTAAATTTTTTTAAAAGACGAG

AAGACCCTATAGAGTTTTATATAAGATAAATATTTATCTTTAAGT

ATTTTTAACTAAGTGTTTATTTTGTATTTGATTGGGGTGACTAAA

AAATTTGTAGAACTTTTTTATTTTAGACCATTTATTTATGAAAAA

TTGATCCATAGTTAGTGATTAAAAGAAAAAATTACCTTAGGGAT

AACAGCGTAATTTTTTTTAAGAGTTCAAATCGAAAAAAAAGATT

GCGACCTCGATGTCGGAATAAAGTGANTCATTGGAGTTGTCAGTG

GCAGTTCA

【遺伝子情報に関する注釈】

今回検討したナガレトビケラ科の種に関しては、ミ

トコンドリア CO1 領域での遺伝子検討ができなかっ

た。これは使用したユニバーサルプライマーがあて

はまるナガレトビケラの塩基配列に変異があり、プ

ライマーが機能しなかったと推定される。このため

ナガレトビケラ科ではミトコンドリアの 16S 領域を

解析した。ミトコンドリアの 16S も CO1 と同様に種

間や個体群間において変異が認められる領域で、成

虫と幼虫との関係を検討するのには有効であると考

えられる。

４　Rhyacophila sp.2. ナガレトビケラ属の一種

【検討標本】幼虫，ヌタノ沢 A 沢細流，2012-VII-

9，司村宜祥，RBK-11262，R597.

【形態】図 4.頭部は黄色がかった茶褐色で斑紋はな

い。頭部は細長い（頭長 HL/ 最大幅 HW)=1.83。頭

幅は前半と後半ではほとんど変わらない。前脚脛節

末端腹面の刺毛は刺状。気管鰓はない。尾肢鉤爪は

二歯、末端の一歯は大きいが、もう一歯は小さい。

尾肢に副爪はない。 

【注釈】細流の生息種。服部 (2005) の検索表では、

Rhyacophila shikotsuensis シコツナガレトビケラに

該当する。本種はシコツナガレトビケラである可能

性が極めて高いが種名の確定には遺伝子情報での成

虫との一致を待ちたい。
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図 4. ナガレトビケラ属の一種の幼虫 (Rhyacophila sp.2).RBK-11262
A: 幼虫全形（背面）, B: 頭部・前胸部背面 , C: 腹部末端尾肢側面 , D: 前脚後面 , E: 中脚後面 . D•E は同じスケール

図 3. ナガレトビケラ属の一種の幼虫 (Rhyacophila sp.1).RBK-11255
A: 幼虫全形（背面）, B: 頭部・前胸部背面 , C: 腹部末端後面 , D: 腹部末端尾肢側面 , E: 前脚後面 , F: 中脚後面 , G: 後脚後面
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【遺伝子情報 (16S)】AACATGGAGGTGGCAATCTTAAATTT

CAATAAGAACTTAAAATTTAAATTACGCTGTTATCCCTAAGGTAA

CTTAATCTATTAATCAGTATTACAGGATCAATAAACTCAAAAATT

TTTGTTAAATTTTATAAAAAGTTCAATTAATTTTTTAATCACCCC

AATTCAATTACTAAAGCTATAAAATTGTAAATCTTATAAACTTA

AATAATAAAGATCTATAGGGTCTTCTCGTCTTTTATAACTATTT

TAGCTTTTTAACTAAAAAATTAAATTCTATATTATTAATtTGAA

ACAGTTATTATCTCGTCCAATCATTCATTCCAGTCTTTAATTAAA

AGACTATTTATTATGCTACCTTCGCACAGTCAAAATACTGCAGCC

CTTCAAATTTAATTTCAGTGGGCAGATTAGACTTAAAATTATTAA

TCAATAAGACATGTTTTTGATAAACAGGCG

５　Rhyacophila sp.3. ナガレトビケラ属の一種

【検討標本】幼虫，ヌタノ沢 B 沢，2012-IX-10，司

村宜祥，RBK-11266，R599.

【形態】図 5.頭部の地色は、黄色がかった茶褐色で

あるが頭部前方には顕著な黒色部があり、頭部全体

に複雑な黒い小斑紋がある。頭部は細長くない（頭

長 HL/ 最大幅 HW)=1.04、頭幅はほぼ中央で最大幅

となる。前・中・後脚の爪の基部には顕著な刺があ

る。前脚脛節末端後面の刺毛は刺状。気管鰓はない。

尾肢鉤爪は二歯。尾肢に副爪はない。尾肢側板の腹

面基部は鉤爪状となって突出する。基部キチン板と

の間は弱くキチン化する。

【注釈】服部 (2005) の検索表では、Rhyacophila 

nakagawai ナカガワナガレトビケラに該当する。ヌ

タノ沢では、ナカガワナガレトビケラの成虫がこれ

まで採集されていないことから種名の確定には遺伝

子情報での成虫との一致を待ちたい。

【遺伝子情報 (16S)】

GGTCGCAAACTTAAATTTCNTAAGAACTTAAAATTTAAATTACGC

TGTTATCCCTAAGGTAACTTAATCTAATAATCTATAATATAGGAT

CAATAACTCAAAAATTTTTGTTAATAAATTCAAAAAGTtTGATAA

ATTTTTTAATCACCCCAATTAAATATTTAAAAATTTTAATTTATT

AATAAATTAAAATTTAAATATAAAGATCTAtAGGGTCTTCTCGTC

図 5. ナガレトビケラ属の一種の幼虫 (Rhyacophila sp.3).RBK-11255
A: 幼虫全形（斜め背面）, B: 頭部背面 , C: 腹部末端側面 , D: 前脚後面 , E: 中脚後面 , F: 後脚後面 . E•F は同じスケール
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TTTTATAAATATTTAAACTTtTTAATTTAAAAATTAAATTCTATT

TAAATAAATgTGAGACAGTTTTTATTTCGTCCAATCATTCATACC

AGTCTTCAATTAAAAGACTATTTATTATGCTACCTTCGCACAGTC

AAAATACTGCAGCCCTTTAAATTTAATTTCAGTGGGCAGATTAAA

CTTTAAATTATTAATCAAAAAGACATGTTTTTGATAAA
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