
タバココナジラミBemisia tabaciは，トマトをはじめ，

キュウリやナスなど多くの農作物を加害し，吸汁害や

すす病の原因となるだけでなく，さまざまなウイルス

病を媒介して大きな被害をもたらす。タバココナジラ

ミには多数のバイオタイプの存在が知られており

（Perring，2001；De Barro et al.，2005），国内では，土

着系統の個体群（松井，1993）の他にバイオタイプＢ

（大戸，1990）およびバイオタイプＱ（Ueda and

Brown，2006）の存在が確認されている。2004年に国

内への侵入が初めて確認されたタバココナジラミバイ

オタイプＱは薬剤感受性が著しく低下した系統であ

り，近年大きな被害を起こしているトマト黄化葉巻ウ

イルス（TYLCV）の媒介者となることから，その防

除対策の確立が急務となっている。

千葉県では，1989年にタバココナジラミバイオタイ

プＢの発生（河名ら，1990）が，2005年にバイオタイ

プＱの発生（大井田ら，未発表）が確認されている。

現地では，１つのバイオタイプだけでなく，両バイオ

タイプやオンシツコナジラミが混在して発生する事例

も認められている。タバココナジラミの発生生態の解

明や防除対策の確立，また適切な防除法の選択のため

には，生態や生理，薬剤感受性が異なるバイオタイプ

を判別しなければならない。しかし，バイオタイプは

形態では判別できないため，アイソザイム分析や

DNA解析による判別が行われてきた（Perring，2001）。

これまでに，タバココナジラミバイオタイプＢとバ

イオタイプＱを簡易に判別するために，RAPD-PCR法

（Khasdan et al.，2005）およびPCR-RFLP法（Khasdan

et al.，2005；上田，2006）が開発されている。しかし，

RAPD-PCR法は，検出されるDNA断片数が多いために
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摘　　　要

2004年に国内で発生が確認されたタバココナジラミバイオタイプＱは薬剤感受性が低く，全

国的に被害が拡大しているトマト黄化葉巻ウイルスの媒介者になることから，トマト栽培にお

ける重要害虫となっている。しかし，タバココナジラミバイオタイプＱは，従来から発生して

いるバイオタイプＢと形態で判別することができない。そこで，共通の農作物に発生するタバ

ココナジラミバイオタイプＢ，バイオタイプＱおよびオンシツコナジラミを判別するために，

マルチプレックスPCR用プライマーセットを開発した。本プライマーセットを用いたPCRによ

って，タバココナジラミバイオタイプＢでは313 bpと250 bp，バイオタイプＱでは313 bpと116

bp，オンシツコナジラミでは417 bpのDNA断片が増幅される。



解析に手間がかかり，場合によっては再現性に問題が

ある。一方，PCR-RFLP法は，制限酵素処理のために

時間とコストがかかり，切断が不十分な場合には解析

が困難なことがある。また，農業現場での診断への利

用を想定すると，タバココナジラミだけでなく，共通

する農作物に発生し，実際に診断に持ち込まれること

があるオンシツコナジラミTrialeurodes vaporariorumに

ついても判別できる必要がある。しかし，これまでに

タバココナジラミとオンシツコナジラミを簡易に判別

する方法は開発されていない。そこで，本研究では，

１回のPCR反応によりタバココナジラミバイオタイプ

Ｂ，バイオタイプＱおよびオンシツコナジラミを安定

して判別できるマルチプレックスPCRプライマーセッ

トを開発した。

本試験の実施にあたり，千葉県農林水産部農業改良

課の野々宮弘明氏，千葉県印旛農林振興センターの風

戸治子氏，中臺敬子氏，千葉県農業総合研究センター

の藤平俊子氏にご協力いただいた。厚くお礼申し上げ

る。

材料および方法

１．タバココナジラミバイオタイプＱ，バイオタイ

プＢおよびオンシツコナジラミのmtCOI遺伝子

領域の塩基配列の決定

供試材料として，タバココナジラミは千葉県内７ヶ

所（柏市，山田町，佐倉市，松戸市，船橋市，市原市，

旭市），オンシツコナジラミは県内５ヶ所（柏市，佐

倉市，野田市，本埜村，千葉市）で，2005年12月から

2006年3月に採集した成虫を使用した。各採集地につ

いて１個体からDNAを抽出した。1.5 mlのプラスチッ

クチューブに供試虫１個体と50μlの抽出バッファー

（200 mM Tris-HCl pH 8.0, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5

% SDS）（Khasdan et al.，2005）を入れてペッスルで虫

体を粉砕し，これに50μlの3M 酢酸ナトリウム溶液

（pH 5.2）および100μlのクロロホルム－イソアミルア

ルコール（24 : 1, v / v）液を加えて混合した。室温

（20～25℃）で15,000 rpm，15分間の遠心分離を行った

後，上清を新しい1.5 mlチューブに移し，100μlのイ

ソプロパノールを加え，イソプロパノール沈殿により

DNAを回収した。DNAは70%エタノールで洗浄した

後，乾燥し，10μg / mlのRNase Aを含む12μlのTEバ

ッファー（10 mM Tris HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0）

に溶解した。抽出したDNAを鋳型として，PCRにより

ミトコンドリアチトクロームオキシダーゼ（mtCOI）

遺伝子領域のDNAを増幅した。タバココナジラミで

は，Frohlich et al.（1999）のプライマー，C1-J-2195

MTD-10 (TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT)，L2-N-

3014 MTD-12（TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA）

をPCRに使用した。オンシツコナジラミではDNAデー

タベース‘GenBank’に登録されているオンシツコナジ

ラミmtCOI遺伝子領域の塩基配列AJ550183から新たに

設 計 し た プ ラ イ マ ー ， A J 5 5 0 1 8 3 _ 6 5 F

（ATTGAAGTCTTTGGAAGCCTC），AJ550183_514R

（AAACTGGGAAAGAAGAAGGTTAAA）を使用した。

反応溶液は，抽出したコナジラミの全DNA抽出液５

μl，３μMプライマー各５μl，10 × PCR buffer ５μl，

2.5 mM dNTPs ４μl，５ U /μl TaKaRa Ex Taq Hot

Start Version（タカラバイオ社製）0.25μl，および滅

菌蒸留水 25.75μlを混合したものとした。反応温度条

件は，95℃２分間の熱変性後，95℃30秒間・52℃30秒

間・72℃１分間を35サイクル繰り返し，72℃５分間の

伸長反応を行うものとした。シーケンス反応は，

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System（プロメガ社製）

を用いて精製したPCRの増幅産物を鋳型にし，PCRに

使用したプライマーとBigDye Terminator v1.1 Cycle

Sequencing Kit（アプライドバイオシステムズジャパ

ン社製）を用い，キットのプロトコールに従って行っ

た。シーケンス反応産物を用い，DNAシーケンサー

ABI377（アプライドバイオシステムズジャパン社製）

によって塩基配列を決定した。

２．タバココナジラミバイオタイプＱ，バイオタイ

プＢおよびオンシツコナジラミの判別プライマ

ーセットの作成

DNA データベース‘GenBank’に登録されているタバ

ココナジラミバイオタイプＱ（AB204579，AB204586-

AB204588），バイオタイプＢ（AB204577，AB204578，

AB204580-AB204585）およびオンシツコナジラミ

（AF110708，AJ550183）のmtCOI遺伝子領域の塩基配

列と前述の方法により決定した県内で採集したコナジ

ラミ類のmtCOI遺伝子領域の塩基配列間の相同性を，

遺伝情報処理ソフトウェアGENETYX（ゼネティック

ス社製）を用いて調べた。塩基配列の相同性をもとに，

県内で採集したコナジラミ類をタバココナジラミバイ

オタイプＱ，バイオタイプＢまたはオンシツコナジラ

ミに判別した。このようにして得られた各コナジラミ

類の配列をアラインメント解析し，それぞれについて

コンセンサス配列を作成した（第１図）。コンセンサ

160 Annual Report of the Kanto-Tosan Plant Protection Society, No. 54, 2007



ス配列は，遺伝情報処理ソフトウェアGENETYXでア

ラインメントし，異なる塩基についてはAまたはCを

Mで，AまたはGをRで，CまたはGをSで，AまたはT

をWで，CまたはTをYで表すことによって作成した。

コンセンサス配列を用いて三者の判別に利用できる

PCRプライマーセットを設計した。まず，タバココナ

ジラミまたはオンシツコナジラミのmtCOI遺伝子領域

を特異的に増幅できるプライマーセットとして，両者

で異なる配列を３´末端に配置したプライマー

BtCOIF，BtCOIR，TvCOIF，およびTvCOIRを設計した

（第１表）。タバココナジラミバイオタイプＱおよびバ

イオタイプＢの判別用には，上田（2006）においてバ

イオタイプ判別に利用している制限酵素部位を標的と

して，Hayashi et al.（2004）の方法により３´末端か

ら３塩基目にミスマッチを配置した１塩基多型検出プ

ライマーを設計した（第１表）。すなわち，バイオタ

イプＱを特異的に増幅するプライマー（BtQCOIF）は，

３´末端の塩基をＣに，３´末端から３番目の塩基を

Ａとし，バイオタイプＢを特異的に増幅するプライマ

ー（BtBCOIR）は，３´末端の塩基をＡに，３´末端

から３番目の塩基をＣとし，前者はBtCOIRと後者は

BtCOIFとの間でPCR産物が増幅するように設計した
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第１図　タバココナジラミバイオタイプＢ，バイオタイプＱおよびオンシツコナジラミのmtCOI遺伝子領域のコンセン
サス塩基配列のアラインメントとマルチプレックスPCRプライマーの結合位置　　　　　　　　　　　　　　　

注）矢印がプライマーの結合位置とDNAの合成方向を示す。コンセンサス塩基配列においては，MはAまたはCを，
RはAまたはGを，SはCまたはGを，WはAまたはTを，YはCまたはTを，－はギャップを表す。コンセンサス塩
基配列の作成に使用した塩基配列および作成法については，材料と方法２に記載した。



（第１図）。

３．マルチプレックスPCR法によるコナジラミ類の

判別

2006年５月から2007年２月に，県内でタバココナジ

ラミおよびオンシツコナジラミの成虫と老齢幼虫を採

集し（第２表），開発したマルチプレックスPCR法を

用いて判別を行った。反応溶液は，１と同様の方法で

コナジラミから抽出した全DNAの1 / 8量に相当する

1.5μl，３μM プライマー６種類各１μl，10×PCR

buffer １μl，2.5 mM dNTPs 0.8μl，５ U /μl TaKaRa

Taq Hot Start Version（タカラバイオ社製）0.05μl，お

よび滅菌蒸留水 0.65μlを混合したものとした。反応

温度条件は，95℃２分間の熱変性後，95℃30秒間・

55℃30秒間・72℃30秒間を40サイクル繰り返し，72℃

５分間の伸長反応を行うものとした。３ %アガロー

ス（分子生物学用，SIGMA社製）ゲル電気泳動によ

りPCR産物を分離し，DNA断片長を確認した。

マルチプレックスPCR法の有効性を検証するため

に，供試個体の残りのDNA抽出液を用いて，PCR-

RFLP法（上田，2006）による判別を行い，マルチプ

レックスPCRの結果と比較した。

結果および考察

千葉県内７ヶ所で採集したタバココナジラミの

mtCOI遺伝子領域の塩基配列（776 bp）を，DNA デー

タベース‘GenBank’に登録されているタバココナジラ

ミの配列と比較したところ，松戸市，船橋市，旭市お

よび山田町の個体の配列は，広島県三原市

（AB204588），鹿児島県宮之城町（AB204586）および

鹿児島県大口市（AB204587）の個体の配列と，柏市，

佐倉市および市原市の個体の配列は，熊本県西合志町

（AB204579）の個体の配列と完全に一致した。一致し

た配列はいずれもバイオタイプＱのものであることか

ら，供試したタバココナジラミは，バイオタイプＱで

あることが確かめられた。

また，県内５ヶ所で採集したオンシツコナジラミに

ついてmtCOI遺伝子領域の塩基配列（420 bp）を，

‘GenBank’に登録されているオンシツコナジラミの

配列と比較したところ，全ての個体の配列がレユニオ

ン島（フランス領）産オンシツコナジラミの配列

（AJ550183）と完全に一致し，供試個体がオンシツコ

ナジラミであることを遺伝子情報からも確認すること

ができた。

タバココナジラミバイオタイプＱ，バイオタイプＢ

およびオンシツコナジラミのmtCOI遺伝子領域コンセ
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プライマー名 配列

BtCOIF TGGAAAATTAGAGGTATTTGGAAGGTTG

BtCOIR CACATCTACAGAAGARTTACCAAGAATAAT

BtQCOIF TGGAATAAAGTCCAATAAATTCAGGACC

BtBCOIR AAATCCTGTAAATCAAAGGCCACGA

TvCOIF AAGCCTCGGTATAATTTACGCTATAGTA

TvCOIR GGTTAAAATTTAAACTTAACTCCTACTACC

第１表　マルチプレックスPCRに用いたプライマーの塩
基配列
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一宮町
白子町
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佐倉市
大網白里町
山武市
我孫子市
我孫子市
東金市
長生村

トマト
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トマト
トマト
トマト
キュウリ
トマト
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0

0

0
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Tv

0

0

0
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0

0

0

0

0

6
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0

0
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0
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0
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0
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個体数�
マルチプレックス PCR法 PCR-RFLP法

採集地� 植物�

2006/5

2006/5

2006/5

2006/5

2006/5

2006/5

2006/7

2006/7

2006/7

2007/2

注）Bt-Q：タバココナジラミバイオタイプＱ， Bt-B：タバココナジラミバイオタイプＢ，Tv：オンシツコナジラミ，
　－：データ無し

第２表　千葉県内で採集したタバココナジラミバイオタイプＢ，バイオタイプＱおよびオンシツコナジラミのマルチプ
レックスPCR法およびPCR-RFLP法による判別



ンサス配列から設計した特異的プライマーを用いて，

県内で採集したコナジラミ類のDNAを鋳型に，マル

チプレックスPCRを試みた。増幅産物を３%アガロー

スゲルにより電気泳動したところ，設計したプライマ

ーで増幅されることが予想されたDNA断片長と一致

して，タバココナジラミでは313 bpに，オンシツコナ

ジラミでは417 bpに相当するDNA断片が確認できた

（第２図）。さらに，タバココナジラミバイオタイプＱ

では116 bpに，バイオタイプＢでは250 bpに相当する

DNA断片が認められた。また，電気泳動像には，明

確な非特異的増幅産物やプライマーダイマーは認めら

れなかった。このことから，本プライマーを用いたマ

ルチプレックスPCRにより，タバココナジラミバイオ

タイプＱ，バイオタイプＢおよびオンシツコナジラミ

の判別が可能であると考えられた。

開発したマルチプレックスPCR法により，安定的に

コナジラミ類の判別ができることを確認するために，

採集地域や時期，発生植物が異なる成虫と老齢幼虫を

用いて実験を行った。その結果，２つの方法によるタ

バココナジラミバイオタイプＱおよびバイオタイプＢ

の判別結果は完全に一致し（第２表），マルチプレッ

クスPCR法によっても安定的に判別できることが明ら

かとなった。

これまでにRAPD-PCR法やPCR-RFLP法を用いた，タ

バココナジラミバイオタイプＢとバイオタイプＱを判

別するための分子生物学的手法が開発されてきた

（Khasdan et al.，2005；上田，2006）。筆者らが開発し

たマルチプレックスPCR法は，これらの方法よりも安

定した結果が得られ，時間やコストの削減につながっ

た。さらに本法は，現場から診断依頼サンプルとして

持ち込まれる可能性のあるオンシツコナジラミを判別

できるプライマーも加えているため，タバココナジラ

ミにオンシツコナジラミが混入していた場合の判別に

も対応可能である。また，国内には土着系統のコナジ

ラミが存在しているが（松井，1993），塩基配列から

日本土着系統（バイオタイプJpL）と確認された千葉

県産コナジラミを材料に本マルチプレックスPCR法を

行った場合，タバココナジラミバイオタイプＢ，バイ

オタイプＱおよびオンシツコナジラミで得られる

DNA断片と類似したサイズのDNA断片が生じないこ

とを，塩基配列と実験から確認している（津金，未発

表）。したがって本マルチプレックスPCR法は，トマ

トやキュウリに発生する主要なコナジラミ類を判別す

るために，非常に有用な方法であると言える。

異なるバイオタイプは，形態に差異はないが，生態

や生理に異なった特徴を持っている。そのため，薬剤

感受性や寄主植物の範囲，病原体の媒介性など，農業

上問題となる特性にも差があると考えられている。今

後は，タバココナジラミの総合的防除法の確立に向け，

千葉県内で発生する個体群のバイオタイプと生態や薬

剤感受性等の特性の関係を解明しなければならない。
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