
はじめに
　ナガレカタビロアメンボ属 Pseudoveliaは，
カタビロアメンボ科に属し，日本からは 5 種
が知られている（林・宮本，2018；中島ほか，
2020）．このうち本州にはナガレカタビロアメン
ボ Pseudovelia tibialis Esaki & Miyamoto, 1955 と
エサキナガレカタビロアメンボ Pseudovelia esakii 

Miyamoto, 1959 の 2 種が記録されている．エサ
キナガレカタビロアメンボは東北地方（青森，
秋田，福島）に分布するとされてきたが（塘，
2017；林・宮本，2018），西日本にもよく似た種

が分布することが報告されている（矢崎・石田，
2008；渡部，2016；稲畑，2022）．エサキナガレ
カタビロアメンボが湖岸などに生息するのに対し
て，西日本などで確認されている近似種は湖岸だ
けではなく大河川の中下流域でも確認されている
ことから，別種の可能性も含めて検討が必要とさ
れている（林・宮本，2018）．筆者らも石川県や
島根県において，この学名未決定のナガレカタビ
ロアメンボ属を得ていることから，エサキナガレ
カタビロアメンボやナガレカタビロアメンボも含
めて検討を行うこととした．本論文は，これらの
遺伝的な関係を検討するため，ミトコンドリア
DNAの COIバーコード領域について分析を行っ
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た結果を報告する．

材料と方法
サンプリング
　本州産の合計 50 個体を分析した．内訳は，エ
サキナガレカタビロアメンボのタイプロカリティ
（十和田湖）（Miyamoto, 1959）で採集された秋田
県および同種として記録が公表（塘，2017）され
ている福島県産の 8個体，関東地方以南のダム湖
や河川中下流域などから採集された未同定の 32
個体（千葉県，埼玉県，神奈川県，石川県，岐阜

県，愛知県，滋賀県，京都府，島根県，岡山県，
広島県産），およびナガレカタビロアメンボ 10 個
体（石川県，鳥取県，隠岐を含む島根県）である
（図 1）．

DNA分析方法
　DNA抽出用に選定した標本から，市販の抽
出キットを用いて DNAを抽出した．抽出した
DNAは，PCR法によりミトコンドリア DNAの
COI遺伝子領域の一部約 658bpを増幅した後，
DNAシーケンサーを用いて塩基配列を取得した．

図 1　サンプルの採取地点．1，秋田県小坂町；2，福島県猪苗代町；3，千葉県野田市；4，埼玉県戸田市；
5，神奈川県山北町；6，石川県白山市桑島；7，岐阜県下呂市；8，愛知県豊田市；9，滋賀県大津市；10，京
都府井手町；11，島根県出雲市島村町；12，岡山県倉敷市；13，広島県呉市；14，石川県白山市；15，鳥取
県琴浦町；16，島根県隠岐の島町；17，島根県出雲市芦渡町．14―17はナガレカタビロアメンボの採取地点．
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DNA抽出
　標本からのDNA抽出は，DNeasy blood & tissue 

Kit（QIAGEN社）を用いて実施した．分析対象
に選定した水生昆虫類の各標本は，超純水で固定
用のエタノールを洗い流した後，清浄なプラス
チック製シャーレ上に移し，実体顕微鏡下で脚部
または胸部から筋肉組織をピンセットで採取し
た．体サイズの小さな標本については，筋肉組織
のみを採取することが困難であったため，脚部を
そのまま抽出に使用した．
　採取した組織は，DNA抽出キットに添付され
ている ATL緩衝液 180μLを予め分注しておいた
プラスチック製マイクロチューブに入れ，それを
DNA抽出用サンプルとした．以降の操作は，キッ
ト付属の取扱説明書に従って作業を行い，最終的
な DNAの溶出量のみ 50μLに変更した．抽出し
た DNAサンプルは，－30℃に設定された冷凍庫
内で保管した．凍結融解の繰り返しによる DNA

の劣化を避けるため，遺伝子解析を実施している
期間のみ，4℃に設定された冷蔵庫内で一時的に
保管した．

PCR条件
　解析対象領域は，昆虫等動物の標準的なバー
コード領域として用いられるミトコンドリア
DNAの COI遺伝子領域の一部とした．COI遺伝
子の増幅には，フォワード側プライマーとして
jgLCO1490（Geller et al., 2013），リバース側プラ
イマーとして HCOoutout（Yano et al., 2020）を
使用した．
　PCR増幅に使用したプライマーの情報を表 1に
示した．本分析には，各プライマーの 5ʼ 末端側に
M13 プライマー配列を付加したものを使用した． 

　DNA ポリメラーゼには Takara Ex Taq Hot 

Start Version（タカラバイオ社）を使用した．
PCR反応液の組成は，ポリメラーゼに添付され
た製品マニュアルに記載された標準的なプロトコ
ルに従い，総量 20μLスケールで調整した．PCR

の温度条件は，熱変性ステップが 98℃ 10 秒，ア
ニーリングステップが 50℃ 30 秒，伸長ステッ
プが 72℃ 30 秒を 1 サイクルとして 35 回繰り返
した．温度の制御を行うサーマルサイクラーに
は Applied Biosystems社製 Veritiサーマルサイク
ラーを使用した．

塩基配列の決定
　得られた PCR産物は，磁気ビーズ精製試
薬 SPRIselect（ベックマン・コールター社）に
より精製し，それを鋳型として DNAシークエ
ンス反応キット BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit（Applied Biosystems社）により
サイクルシークエンス反応を行った．シーケン
ス反応時のプライマーには，それぞれM13F，
M13Rを使用した．
　反応終了後，DNAシーケンサー SeqStudioジェ
ネティックアナライザ（Applied Biosystems社）
により塩基配列を決定した．

日本DNAデータバンク（DDBJ）への配列情報
の登録
　本分析で取得した塩基配列は，日本 DNAデー
タバンク（DDBJ）に登録申請を行い，アクセッ
ション番号を取得した．

系統解析
　MEGA11（Tamura et al., 2021）を用いて最尤

表 1　解析に使用したプライマーセット

対象分類群 領域 プライマー名 プライマーの塩基配列
（5ʼ 末端→ 3ʼ 末端） 文献 増幅断片長

真核生物 COI
M13F_jgLCO1490 （M13F）ITCIACIAAYCAYAARGAYATTGG 1

815bp
M13R_HCOoutout （M13R）GTAAATATATGRTGDGCTC 2

注）各プライマーの 5ʼ 末端側には，それぞれ以下の配列を付加した．
M13F：TGTAAAACGACGGCCAGT
M13R：CAGGAAACAGCTATGAC
文献 1：Geller et al. （2013）；文献 2：Yano et al. （2020）．
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法による系統解析を行った．ブートストラップを
1000 回行い，その確率を示した．外群にはチャ
イロケシカタビロアメンボ Microvelia japonica 

Esaki & Miyamoto, 1955（LC604111）をデータ
ベースより利用した．

結果と考察
　DNA分析結果を表 2に示した．日本 DNAデー

タバンク（DDBJ）の登録時に各サンプルに対し
て登録した情報及び各サンプルのアクセッショ
ン番号についても同表に併記した．DDBJから
発行されたアクセッション番号は，LC738963 ～
LC739012 である．
　DNA分析の結果，すべての検体から COI遺伝
子領域の配列が取得できた．得られた系統樹を
図 2に示す．秋田県や福島県の湖岸で採集された 

図 2　最尤法による分子系統樹．チャイロカタビロアメンボを外群とした．
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“典型的な”エサキナガレカタビロアメンボと関
東地方以西で得られたナガレカタビロアメンボ属
は，滋賀県のサンプルを除いて同一のクレードに
入り，互いにごく近縁であった．ハプロタイプは
複数確認できるものの，産地の位置とも関連が見
られない．また，未公表ではあるが，筆者らはオ
ス交尾器などの形態についても比較を行っている
が，明確な差異は見いだせていない．以上のこと
から，西日本などで広く確認されているナガレカ
タビロアメンボ属は，エサキナガレカタビロアメ
ンボそのものであると見なせると筆者らは判断
する．
　河川中下流域と湖やダム湖岸に生息するエサキ
ナガレカタビロアメンボは，生息環境が大きく異
なるため，形態やミトコンドリア DNAの一部領
域では区別できないものの，生態的な分化が生じ
ている可能性も否定できない．これについては今
後の研究を待つこととし，現時点では 1種と扱う
ことを提案する．
　ナガレカタビロアメンボについては，日本海側
の 4地点を分析したが，すべて同一の配列であっ
た．さらにサンプル数や地点数を増やすことに
よって，異なるハプロタイプが確認できる可能性
はあると思われる．このほか，滋賀県産の個体に
ついては，配列が大きく異なっていたことから，
形態についても詳細に再検討する必要がある．
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