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は じ め に

対馬島は，約10万年前に日本列島の一部としてユー
ラシア大陸と，最終氷期の約2万年前に九州と，分断
された形成史を持つ（大嶋1990，1991；Nakazawa
and Bae 2018）．面積は708㎞2で，上島と下島に分か
れ，九州と朝鮮半島の間に位置している．対馬島は大
陸や日本列島の影響を受けた生物相を形成していて生
物地理学的にも重要な地域である（日本自然保護協
1965；川口・荒木2016）．島嶼は固有の生態系や生物
相を形成していることが多いが，生物群集は外来種に
よる影響を受けやすい．近年，物流網の発達により日
本でも外来生物が増加している．
対馬島では，特定外来種に指定されているツマアカ

スズメバチVespa velutina Lepeletier, 1836が帰化して
いる（境・高橋2014；高橋ら2015）．対馬島の在来
スズメバチ（Vespa）属相は，オオスズメバチVespa
manadarinia Smith, 1852，キイロスズメバチV.
simillima Smith, 1868，コガタスズメバチV. analis
Fabricius, 1775，ヒメスズメバチV. ducalis Smith,
1852の4種である（松浦・山根1984；松浦1995；境
2021）．ツマアカスズメバチの帰化が，食物連鎖の上
位に位置するオオスズメバチやキイロスズメバチに影
響し，生態系のバランスを崩すことが懸念されている
（高橋ら2015，2016；山崎ら2020）．実際に朝鮮半
島では，ツマアカスズメバチが侵入してから7年後の
2010年には，生息数がキイロスズメバチで20％，オオ

スズメバチで10％の減少したことが報告されている
（Choi et al. 2012）．対馬島ではツマアカスズメバチ
の雄バチがキイロスズメバチの女王バチとの繁殖干渉
が報告されている（山崎ら2019）．
スズメバチ属は，近年外来種になる例が増加傾向に

ある（Smith-Pardo et al. 2020）．例えば，2019年にカ
ナダやアメリカにオオスズメバチの侵入が報告されて
いる（Wilson et al. 2021；高橋2021）．オオスズメバ
チは，東アジアにV. m. mandarinia Smith, 1852基亜
種，日本亜種のV. m. japonica Radoszkowski, 1857，
台湾亜種のV. m. nobilis Sonan, 1929，東南アジア一
帯のV. m. magnifica Smith, 1852の4亜種に分類され
ている．体色は，V. m. nobilis が，腹部が褐色で黄色
の縞模様，V. m. magnifica が，腹部が黒色で細い黄
色の縞模様と亜種の中で大きく異なるが，V. m. man-
darinia と V. m. japonica は，両亜種とも腹部は黄色
と黒の縞模様であるため体色での判別は困難である
（Archer 2012）．対馬島のオオスズメバチは，体色だ
けではV. m. mandarinia と V. m. japonica の判断を
行うことができない．北米に帰化したオオスズメバチ
は，日本または韓国由来であることが指摘されている．
本研究では，対馬産オオスズメバチの系統的位置の確
認と遺伝的固有性について解明するためにミトコンド
リアDNAの全ゲノムの配列を解読し，分子系統解析
を行った．
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材料および方法

対馬島で2017年にオオスズメバチの働きバチ成虫を
採集し，胸部筋肉組織からフェノール・クロロホルム
抽出でDNAを精製した．取り出した筋肉繊維を480μl
の Lysis バッファー（100mMTris-HCL pH8．0，10mM
EDTA，0．5％SDS）の中で細かく切り刻み，20μl の
proteinase K（QIAGEN）と1μ lのRNase A（QIAGEN）
を加え，55℃で一晩かけてインキュベートを行った．
次にサンプルを各500μl の TE飽和フェノール，フェ
ノール／クロロホルム／イソアミルアルコール（25：
24：1），およびクロロホルム／イソアミルアルコー
ル（24：1）の順で処理し，エタノール沈殿を行った．
精製したDNAは Ethachinmate（NIPPON GENE）
で 濃 縮 し，dsDNA濃 度 はQubit 3.0 Fliorometer
（Thermo Fisher Scientific）で40ng／μl 以上にTE
バッファーで調整した．
抽出した dsDNAは，それぞれCovaris を用いて断

片長が500bpになる条件でDNAの断片化を行った．
ライブラリー作製は，せん断されたDNA（500ng）
とKAPA HyperPrep Kit（KAPA Biosystems）を用
いて，キットのプロトコルに従ってライブラリーを作
製した．この時 PCR（8サイクル）によってライブ
ラリーを増幅させた．また，FastGene Adapter Kit
（FastGene）のアダプターを使用した．ライブラリー
の定量は，Synergy H1とQuantiFluor dsDNA System
を用いて，作製されたライブラリーの濃度測定を行っ
た．ライブラリーの品質確認は，Fragment Analyzer
と dsDNA 915 Reagent Kit（Advanced Analytical
Technologies）を用いて，作製されたライブラリーの
品質の確認を行った．シーケンシング解析は，MiSeq
（Illumina）を用いて2x300bpの条件で，作製され
たライブラリーで行った．ライブラリーの作製は，キッ
トのプロトコルに従って行った．次世代シーケンス
データの調整については，リードのクオリティフィル
タリングは sickle を用いて，クオリティ値が20未満の
塩基をそれぞれ取り除き，127塩基以下になったリー
ドとそのペアリードは破棄した．リードのアセンブル
は，Spades ver3．10．1を用いて，高品質のリードを
アセンブルした．

ミトコンドリアDNAの全長解析

得られたリード配列は，Geneious R9（Biomatters）
を用いて，データベースに登録されている山口県産
（LC541727）のオオスズメバチのミトコンドリア
DNAの全長配列をリファレンスにしてアセンブルし

た．得られたミトコンドリアDNAの全長配列は，遺
伝子領域を特定するためにMITOS Web Server
（Bernt et al. 2013）を用いてアノテーションをした．
今回解読した配列のうちCOXI 遺伝子を使用して
BOLD（https://www.boldsystems.org/）で種の確認
をした．
対馬を含めた8地域のオオスズメバチのミトコンド

リアDNAの13個のタンパク質コード領域を用いて
MEGA Xで最尤系統樹を作成した．さらに，4地域
（対馬島，山口県，韓国，中国）で37個の遺伝子を比
較して塩基置換部位を検出した．分岐年代推定は
kimura 2-parameter model を用いて遺伝距離を求め，
節足動物のミトコンドリアDNAで提唱されている進
化速度（100万年で2．3％，Brower, 1994）と分岐年代
推定の式（^t＝dxy／2μ，^t＝分岐年代推定，dxy＝塩基置
換率，μ＝突然変異率）に従って計算を行った．

結果および考察

得られたミトコンドリアゲノムは，15，908bpで37
個の遺伝子（13個のタンパク質コード遺伝子，22個の
tRNA遺伝子，2個の rRNA遺伝子）から構成され
ていた（表1）．H鎖（Heavy strand）には，9個の
タンパク質コード遺伝子と14個の tRNA遺伝子が，L
鎖（Light strand）には，4個のタンパク質コード遺
伝子，8個の tRNA遺伝子，2個の rRNA遺伝子が
確認された．タンパク質コード遺伝子に関して，ND
4遺伝子とND4L遺伝子が7塩基を，ND6遺伝子と
Cytb 遺伝子が16塩基を共有していた．ND2，COII，
ND3，ND5，ND4L，ND1遺伝子がATTを COI，
ATP6，COIII，ND4，ND6，Cytb 遺伝子がATGを，
ATP8遺伝子がATCを開始コドンとし，COIII 遺伝
子がTTT，ND4遺伝子がTAGを，それ以外の遺伝
子がTAAを終始コドンとしていた．tRNA-Ser 1 遺
伝子でDループが欠損していた．AT含有量は79％
であり，他のオオスズメバチのミトコンドリアゲノム
のAT含有量と類似した値を示した．
分子系統解析により構築した最尤系統樹は，8地域

のオオスズメバチが2つのクレードに分かれた（図1）．
対馬島のオオスズメバチは国内3地域およびカナダに
帰化した個体と同じクレードに属していた．中国，韓
国，アメリカに帰化した個体は，日本のクレードとは
高いブートストラップ値で分岐が支持された．
4地域（対馬島，山口県，韓国，中国）の37個の遺

伝子における塩基置換部位を比較した結果，23個の遺
伝子領域の165箇所で塩基置換を検出することができ
た（表2）．対馬島のみで検出された固有の置換部位
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tRNA-Tyr L 1 67 67

tRNA-Ile H 92 161 70

tRNA-Met H 166 231 66

tRNA-Gln L 244 310 67

ND2 H ATT TAA 405 1412 1008

tRNA-Trp H 1421 1487 67

tRNA-Cys L 1481 1548 68

COI H ATG TAA 1569 3104 1536

tRNA-Leu2 H 3108 3179 72

COII H ATT TAA 3180 3860 681

tRNA-Lys H 3868 3937 70

tRNA-Asp H 4010 4076 67

ATP8 H ATC TAA 4077 4244 168

ATP6 H ATG TAA 4248 4913 666

COIII H ATG TTT 4915 5698 784

tRNA-Gly H 5699 5767 69

ND3 H ATT TAA 5771 6121 351

tRNA-Ala H 6132 6199 68

tRNA-Arg H 6199 6266 68

tRNA-Asn H 6290 6357 68

tRNA-Glu H 6409 6475 67

tRNA-Ser1 H 6495 6554 60

tRNA-Phe L 6698 6764 67

ND5 L ATT TAA 6773 8452 1680

tRNA-His L 8450 8522 73

ND4 L ATG TAG 8628 9944 1317

ND4L L ATT TAA 9938 10234 297

tRNA-Thr H 10285 10351 67

tRNA-Pro L 10357 10422 66

ND6 H ATG TAA 10443 10979 537

Cytb H ATG TAA 10984 12126 1143

tRNA-Ser2 H 12142 12208 67

tRNA-Leu1 L 12208 12279 72

ND1 L ATT TAA 12398 13348 951

16S rRNA L 14002 15498 1497

tRNA-Val L 14845 14917 73

12S rRNA L 14925 15683 759

1)

表1．対馬島産オオスズメバチのミトコンドリアDNAの遺伝子配置

1）HはHeavy-strand、Lは Light strand を意味する。
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― 135,005 251,732 174,023

0.0062 ― 183,062 282,185

0.0116 0.0084 ― 249,885

0.008 0.013 0.0115 ―

は8箇所であった．対馬島と各地域を比較すると，対
馬島と山口県で共通の塩基置換部位は49箇所，対馬島
と韓国で共通の置換部位は2箇所，対馬島と中国で共
通の塩基置換部位は見られなかった．さらに，全長配
列を用いて遺伝距離を計算した結果，対馬島と山口県
は0．0062，対馬島と韓国は0．0116，対馬島と中国では
0．0080となった．遺伝距離をもとに分岐年代推定を
行った結果，対馬島と山口県で約13万年前，対馬島と
韓国で約25万年前，対馬島と中国で約17万年前に分岐
したことが推定された（表3）．
対馬島のオオスズメバチの遺伝距離は，日本の個体

が最も小さく，系統解析からも同一クレードに属して
いたことから，日本亜種に含まれることが明らかに
なった．また，地理学的にも対馬島は約10万年前に日
本列島の一部として大陸から切り離されていることが
分かっており（大嶋1990，1991；Nakazawa and Bae
2018），遺伝距離から推定された分岐年代ともよく一
致していた．対馬産のオオスズメバチは，地理的隔離
により生じた遺伝的固有性が存在していることが明ら
かになった．対馬産ニホンミツバチでも同様の現象が
確認されている（高橋・吉田2002，2003；Takahashi
et al. 2007；若宮ら2016；Okuyama et al. 2017；高橋
ら2017）．以上のことから，対馬個体は大陸と日本列
島が繋がっていた10万年以上前から他地域との遺伝的

交流がないと考えられるが，日本亜種に含めるのが妥
当であることが推定された．また，北米に帰化してい
る個体と対馬産個体におけるミトコンドリアDNAの
塩基配列の一致率は，山口県，岐阜県，韓国の個体よ
りも低く，侵入起源地ではないことがわかった．
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