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DNAバーコーディング法を利用したツマアカスズメバチ
の食性解析の試み
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スズメバチ亜科（Vespinae）のグループは，

主に昆虫やクモなどを捕食し，その場で筋肉部

分のみを肉団子（肉片）にして巣へ持ち帰り幼

虫のタンパク源として分配する（松浦・山根，

１９８４）．これまでスズメバチ類の食性解析は，

野外で捕食行動の観察や巣に持ち帰ってきた肉

団子を顕微鏡で同定することにより行われてき

た（Archer，１９７７；Gambino，１９９２；松浦・山根，

１９８４）．松浦・山根（１９８４）は，在来スズメバ

チ属（Vespa）５種について約２，０００個の肉団子

から，被食昆虫を同定している．この結果から，

８目の昆虫類を捕食している広範囲捕食者

（generalist）であったキイロスズメバチ Vespa

simillima や，特定のハチ類のみを餌とする専

門食（specialist）であるヒメスズメバチ V. ducalis

など，種によって食性が異なることが明らかに

されている．しかし，肉団子の形態学的手法に

よる被食種の同定は，昆虫類の高度な同定能力

が要求されることに加えて，肉団子はすでに咀

嚼されているため，そもそも同定が困難である

場合が多いことも問題である．例えば，ハワイ

で外来種として定着している Vespula pensyl-

vanica の食性解析の例では，３２２個のうち５７個

（１７．５％）しか被食種の同定に成功していない

（Gambino，１９９２）．

近年では，肉団子から単離した DNAを用い

た DNAバーコーディング法によって，スズメ

バチ亜科の食性解析が行われている（Wilson et

al.,２００９）．V. pensylvanica では，働き蜂が持ち

帰ってきた４６５個の肉団子のうち３９０個（約

８４％）で科レベルまでの同定に成功している

（Wilson et al., ２００９）．フタモンアシナガバチ

Polistes Chinensis では，肉団子の回収の手間を

省くため，巣内にいる幼虫の胃の未消化内容物

から DNAを単離し，２９９個のうち２１１個（７０％）

を内容物の DNAを同定することができた

（Ward and Ramon-Laca，２０１３）．

アジアの広域分布種であるツマアカスズメバ

チ V. velutina は，２００３年頃から韓国や欧州へ侵

入し，分布拡大を続けている（Kim et al.,２００６；

Haxaire et al.,２００６；Choi et al.,２０１２；Rome et

al.,２０１３）．侵入地では，在来種の減少や養蜂

被害に加えて，人への衛生被害が報告されてお

り（Monceau et al., ２０１４），侵略的外来種とし

て位置づけられている．日本では，２０１２年１０月

に長崎県対馬市（境・高橋，２０１４）で，２０１５年

９月に福岡県北九州市（Minoshima et al.,２０１５）

で発見されている．対馬市では，２０１３年以降個

体数が急激に増加し，生息範囲が拡大している．

外来生物による在来生物の捕食は，生物多様

性の減少を引き起こす要因の一つとして位置づ

けられている（Clavero et al.,２００９）．スズメバ

チ属は，生態系において上位捕食者に位置する

ため，在来生態系へ大きな影響力を持っている
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と推測される．対馬島では，ツマアカスズメバ

チは，在来スズメバチより大きなコロニーを形

成するため（高橋ら，２０１５），本種の帰化によ

る在来生物への影響が懸念されている．

対馬島は，朝鮮半島と九州本土の中間に位置

しており，大陸系の種や固有種や固有亜種など

が生息している．本種の帰化による在来生物群

集への影響を明らかにするために，本種の食性

を明らかにする必要がある．侵入地のフランス

では，働き蜂が持ち帰ってきた肉団子（２，５００

個）の形態観察から膜翅目（５５％）と双翅目

（３４％）が主な捕食種であった（Villemant et al.,

２０１１）．しかし，従来の方法で問題点として挙

げられていたように，形態での同定は困難であ

ることから，肉団子の約３０％は同定することが

できなかった．肉団子を利用した DNAバー

コーディングを利用することで，同定精度は高

くなると予測される．しかしツマアカスズメバ

チは高所に営巣する習性があることから（高橋

ら，２０１５），巣へ接近することが困難である．

そこで今回我われは，駆除された巣に残ってい

る幼虫の未消化内容物を用いた DNAバーコー

ディング法による食性解析の検証実験を行った．

２０１５年９月２５日に，長崎県対馬市豊玉町芦浦

で駆除されたツマアカスズメバチの巣から５齢

幼虫１０個体を回収し，－２５℃で保存した．解剖

時に幼虫の体液が腸内容物へ混入することを防

ぐため，解剖３日前より９９．５％エタノール液浸

によって脱水を行った．解剖および腸内容物の

回収は実体顕微鏡下で行った．まず，解剖バサ

ミを用いて，幼虫の腹側の肛門から頭部にかけ

て切開した（図１‐�，�）．この時，腸を傷つ
けないよう，体の中心軸を避けて解剖した（図

１‐�）．ピンセットを用いて腸全体を体内から
取り出した（図１‐�）．幼虫の細胞のコンタミ
ネーションを避けるため，解剖バサミを取り換

え，口器付近を分断した（図１‐�）．新しいピ
ンセットを用いて，宿主細胞を避けつつ口器側

の断面から内容物（約１�四方）を回収した（図
１‐�）．内容物をキムワイプにあててエタノー
ルを吸収させ，１．５mlマイクロチューブへ入れ

た．蓋を開けたまま５分間放置し，エタノール

を完全に除去した．

DNA抽出には，NucleoSpin Tissue（Takara）

を使用した．PCRには，動物の一般的なバー

コード領域である CO１遺伝子の増幅に広く利

用されているプライマー（LCO１４９０:５′‐GGT

CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G‐３′，HCO

図１．ツマアカスズメバチの幼虫から腸内物を回収する工程
（写真はツマグロスズメバチ V. affinis の５齢幼虫）．
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２１９８:５′‐TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA

AAT CA‐３′）を使用した（Folmer et al.,１９９４）．

PCRには Ex tag DNA polymerase（Takara）を使

用し，温度条件は，９８�を２分の処理を行い，
９８�で１０秒，４５�で３０秒，７２�で１分を５サイ
クル，続けて９８�で１０秒，５０�で３０秒，７２�で
１分を３０サイクル行った．最後に７２�で７分の
最終伸長反応を行った．PCR産物は，１．２％ア

ガロースゲル電気泳動で増幅産物の有無を確認

した．

PCR産物には，多種の被食者由来の CO１遺

伝子が混在している状態にあるため，クローニ

ングを経てシークエンスを行った．Ligation

Mighty Mix（Takara）を使用し，PCR産物をプ

ラスミドベクター（T-Vector pMD２０: Takara）に

挿入した．得られたプラスミドは，大腸菌（E.

coli JM１０９Competent Cells: Takara）に形質転換

させた．大腸菌を LA培地に播種し，３７�で１６

時間培養した．以上の操作は添付のプロトコル

に従った．インサートが挿入されたプラスミド

が形質転換された大腸菌コロニーを，１個の未

消化内容物あたり３～８個回収し，３０μLの AE

buffer（QIAGEN）に溶解した．９８�で３分の
加熱処理を行い，４�，１４，０００rpmで３分間の

遠心によりプラスミドを上清に回収し，鋳型

DNAとして PCRに使用した．PCRには，M１３

Forward‐２０（５′‐GTA AAA CGA CGG CCA G‐

３′）と，M１３Reverse Primer（５′‐CAG GAA ACA

GCT ATG AC‐３′）を使用した．温度条件は，９８

�を２分の処理後，９８�で１０秒，５５�で３０秒，
７２�で１分を３０サイクル，７２�で７分の最終伸
長を行った．PCR産物は，ExoSAP（Affymetrix）

により精製した．サイクルシーケンスには，M

１３Forward‐２０のみを使用し，BigDye Cycle se-

quencing kit ver３．１（Life technology）より行い，

Genetic Analyzer３１３０x（Life technology）で解析

表１ ツマアカスズメバチ幼虫の未消化内容物のDNAバーコーディング法による被食種同定結果

幼虫の個体番号 分類群 N アクセッション番号 一致率（％）

No．１ 内翅上目（Endopterygota sp.）
オオアオカミキリ（Chloridolum thaliodes）
ジョロウグモ（Nephila clavata）
オオアオカミキリ（Chloridolum thaliodes）
オニヤンマ科（Cordyligaster sp.）

１
２
１
１
１

KP４２０９９３
AB４５７２０２
HQ４４１９２７，KP２２６１３８
AB４５７２０２
KM９８７７９９

８９．５
８６．７‐８７．７
９０．５‐９９．８
８５．７
９０．５

No．２ トゲグモ（Gasteracantha kuhlii）
コガタコガネグモ（Argiope minuta）
ツクツクボウシ（Meimuna opalifera）

１
３
１

JN８１７１６４
JN８１７１５９
GQ５２７０８８

９９．５
９９．２‐９９．５
９３．０

No．３ 内翅上目（Endopterygota sp.） ３ KP４２０９９３ ８９．７‐８９．９

No．４ タカネイエバエ属（Spilogona sp.）
未記載種

１
２

KC６２６３２８
－

８２．８
－

No．５ ジョロウグモ（Nephila clavata）
ツマアカスズメバチ（Vespa velutina）
ベッコウヒラタシデムシ（Calosilpha brunneicollis）
ホソイエバエ属（Helina sp.）
オンブバッタ（Atractomorpha lata）

１
１
１
１
１

KP２２６１３８
JQ７８０４５４
HM１８０４８８
KM６２７０２８
HM１８０４８５

９９．７
１００
９０．１
８１．５
９９．８

No．６ オニヤンマ科（Cordyligaster sp.）
タカネイエバエ属（Spilogona sp.）
未記載種

２
１
２

KM９８７７８２
HM８９１７９７
－

８４．４‐８４．５
８３．３
－

No．７ ホソイエバエ属（Helina sp.）
イエバエ科（Muscidae sp.）
未記載種

１
３
１

KM６２７０２８，KM９７２１１２
HQ９７９１５８
－

８３．３‐８３．８
８１．３‐８４．３
－

No．８ ツクツクボウシ（Meimuna opalifera） １ GQ５２７０８８ ９９．０

No．１０ ツマアカスズメバチ（Vespa velutina）
内翅上目（Endopterygota sp.）

１
４

JQ７８０４５４
KP４２０９９３

９９．２
８９．６‐８９．８

No．９は配列が得られなかった。
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した．得られた配列は，GENETYX Ver．１０（ゼ

ネティックス）で編集し，DDBJの BLASTに

よる相同性検索を行った．相同性の結果，最も

一致率が高い種を被食種とした．

１０個体の幼虫未消化内容物のうち，９個で被

食種の塩基配列を得ることができた．相同性検

索の結果，鞘翅目，蜻蛉目，半翅目，双翅目，

直翅目，クモ目の合計６目が検出された（表１）．

ツマアカスズメバチは，オニヤンマ科，鞘翅目

昆虫，双翅目類を捕食する能力があり，近縁種

と位置づけられているキイロスズメバチやコガ

タスズメバチと食性が類似する広範囲捕食者で

あると考えられた．また，野外で二ホンミツバ

チ Apis cerana の働き蜂成虫を捕食するところ

が観察されており，本種はさらに多様な昆虫類

を捕食していると予測される．また，対馬には

６目（蜻蛉，鞘翅，鱗翅，半翅，直翅，アミメ

カゲロウ）１０７種の絶滅危惧昆虫（長崎県レッ

ドリストＨ２２年度改訂）や，大陸系の固有亜種

が生息している．今回，これらの種は検出され

なかったが，解析したサンプル数が少ないこと，

サンプルが秋に限定されていたこと，被食種全

体から見た場合，相対的に少ないことなどが原

因であると思われる．おそらく小型である種や

被食量が少ない種ほど検出されにくいため，こ

のような種を検出するための方法を改良する必

要があると思われた．

口器側と肛門側の合計４か所から回収した内

容物を用いた PCRでは，口器側から肛門側に

かけて PCRの成功率が減少し，一部のサンプ

ル（２５％）は肛門付近の内容物から PCR増幅

産物を得ることができなかった．スズメバチの

幼虫は，蛹化直前に１度だけ糞を排出するため，

肛門付近には消化物が堆積している．肛門付近

の内容物は，DNAの断片化が進行しているた

め分析が困難であり，肛門より口器側の内容物

は分析可能な DNAが多く残っていることが示

唆された．そこで今回は，劣化の少ない DNA

を得るため，口器側の内容物のみを解析に用い

た．肛門側の比較的消化の進んだ内容物におけ

る PCR増幅効率の低下を解決するために，増

幅断片長の短いプライマーペアの設計が必要に

なると思われる．ただし，短い配列情報では，

相同性検索による餌生物種同定精度が低下する

ため，複数のプライマーを用いるなどの工夫が

必要となることが予測される．

今回の食性解析では，６目の生物が検出され

たが，これまでの形態観察とおおむね一致して

いた．さらに DNAバーコーディング法では，

種類によって属や科や種まで同定することがで

きた（表１）．この結果は，DNAバーコーディ

ング法による食性解析がツマアカスズメバチに

おいても有効である可能性を示唆する結果であ

る．最近は，次世代シーケンサ―を用いた食性

解析が利用されており，さまざまな動物類に対

して短時間かつ効率的に被食種の塩基配列が得

られるようになった（Ando et al.,２０１３）．今後，

次世代シーケンサ―を利用してハイスループッ

ト解析による網羅的な食性解析に対しても幼虫

の未消化内容物を利用した手法が有効であると

考えている．

今回の対馬におけるツマアカスズメバチの被

食種同定の検証実験から，DNAバーコーディ

ング法の部分で２つの課題点が見つかった．ま

ず，双翅目で DNAバーコード領域の登録種数

が少なく，種や属まで同定できる数が少ないこ

とがあげられる．今回は８１．３％から８４．５％の一

致率にとどまっており，同時に双翅目の DNA

バーコーディング化を進める必要がある．さら

に本種の環境リスクを評価するためには，種レ

ベルでの同定精度が求められるが，対馬に生息

する絶滅危惧昆虫の約半数は，ミトコンドリア

DNAの CO１遺伝子の塩基配列情報が登録され

ていない．全ての種の配列情報を解析すること

は困難であるため，今後は絶滅危惧種や大陸系

種などの希少種を優先的に，現存する標本を利

用して遺伝子解析を行い，データベースを作成

することが重要であると考えている．DNAバー

コーディング法は，比較的短い塩基配列を解析

するため，古い乾燥標本からでも DNA単離が

可能であることから地元の自治体や研究者など

と連携して解析を進めて行きたいと考えている．

今回の解析では，９個体のうち２個体の幼虫

から，ツマアカスズメバチの配列が検出されて
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いる（表１）．これは解剖時に本体由来の DNA

が混入したためであると考えている．この問題

の解決には，ブロッキング・プライマーの使用

や次世代シーケンサ―を利用する場合はペプチ

ド核酸によって，本体由来の DNAが混入する

ことを抑えることができるかもしれない．

今回は，DNAバーコーディング法によるツ

マアカスズメバチの食性解析の検証を行ったと

ころ，幼虫の未消化内容物から DNAが単離で

きること，DNAバーコーディング法によって

分類群によっては種まで同定可能性あることが

わかった．この方法を利用することで，ツマア

カスズメバチの食性解析が可能であるため，在

来生態系への捕食による影響調査に利用できる

ことが示唆された．
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