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伊東市および小田原市に定着した外来種

ハリネズミのミトコンドリア DNA多型解析

岡 孝夫*・長谷川洋子*・鉄谷龍之料・安藤元一*・石井信夫***. 
LEE Ha出angど〉埼*わ同仲附〈り味中*恥料kド同2呼料4

(王平手成22年2月2お5臼受付/平成2幻2年4月2お3日受理)

要約:本研究はミトコンドリア DNA(mtDNA)の塩基多型情報から伊東市と小田原市に生息するハリネズ

ミの種を同定することを目的とした。両地域のハリネズミに加え，韓国産マンシュウハリネズミ Erinaceus

amurensisのmtDNAD-loop領域前半450bpの塩基配列を決定し，既報のナミハリネズミ E.eurψaeusお

よびヒトイロハリネズミ E.concolorの配列を加えて解析を行なった。その結果，伊東市および小田原市のハ

リネズミではそれぞれ lつのハプロタイプしか認められなかった。一方，韓国産ハリネズミは4個体で4つ

のハプロタイプが認められた。このことからも現在日本に定着しているハリネズミの遺伝的多様性は低く，

また，再地域の個体群が異なる導入経路を持つ可能性も示唆された。系統樹において，伊東市およひ什¥田原

市のハリネズミは韓国産E.amurensisとクラスターを形成し，E. euroραeusおよびE.concolorからは高い

ブートストラップ確率にて明確に区別された。また，伊東・小田原-E.amurensis聞の遺伝的差異は他の 2

種における種内変異レベルの遺伝的差異よりも小さかった。よって伊東市およびA¥田原市のハリネズミはE
amurensisであることが明らかとなった。

キーワード:外来種，種同定，ハリネズミ，分子系統， ミトコンドリア DNA

1. はじめに

日本では 2006年に外来生物法によりハリネズミ属

(Eri仰 ceus)が特定外来生物に指定された。ハリネズミ穏

にはナミハリネズミ E.europαeus，ヒ卜イロハリネズミ E.

concolor，マンシュウハリネズミ Eαmurensisの3穣が属

しているI)0 E. euroραeusは西ヨーロッパから中央ヨー

ロッパにかけて，E. concolorはヨーロッパ南東部からシ

リアにかけて，E.αmurenslsは朝鮮半島，中国北東部から

ロシアにかけて生息しているO 日本では現在，静岡県2)と

神奈川県3)で生息が確認されている。 日本では具体的な被

害は報告されていないが， ニュージーランドではE.euro“ 

仰 eusにより，地上に営巣する在来渉禽類の卵が捕食され

るなどの被害が報告されておりベ日本でも同様の被害が

懸念される。日本のハリネズミもこれまで E.euroραeus 

とされていたが5) 石井6.7)は頭骨の形態に着目し，底蝶形

骨の形状から日本に生息するハリネズミを E.αmurensis

とした。しかしながら，自本のハリネズミの種同定に関し

て，分子遺伝学的観点からの研究は行なわれていない。

近年，多くの外来生物で核DNAやミトコンドリア DNA

(mtDNA)などの分子遺伝マーカーを用いて，告人集団の

語や起源，分散様式，侵入にともなう遺伝的構造の変化に
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関する研究が行なわれている制。また，外部形態からはやj

別できない隠蔽種の存在や譲数田の侵入，在来種との交雑

についても研究されている8，9)。特に，種同定や移入経路の

推定においては mtDNAが用いられてきた10)。本研究では

静岡県伊東市および神奈川県小田原市で捕獲されたハリネ

ズミの mtDNAD-loop領域の境基配列情報から，同地域

のハリネズミの種を同定することを目的とした。

2. 材料および方法

1) 供試動物

伊東市のハリネズミは 2003~2009 年にかけて市内 12 か

所で捕獲した 25儲体を用いた。サンプリングは市内の東

西8km，高北 12kmの範囲で行なった。小田原市のハリネ

ズミは 2003~2009 年にかけて市内 2 か所で捕獲した 6 個

体に神奈川県立生命の星・地球博物館が保管する 3個体を

加えた。サンプルは博物館の個体を含め，市内の東西3

km，南北2kmの範囲で捕獲されたものを用いた。韓国産

E. amurensisはConservationGenome Resource Bank 

for Korean Wildlife (CGRB) に保管されていた4個体

(CGRB登録番号3639，3798， 4050， 6316)を用いた。詳細

は表 1に示した。

DNAは肝臓，筋肉，糞，仮剥製標本から諜準的なフェ



表 I 本研究で分析したハリネズミの採取地
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採取地

伊東市

個体数

ゴールド)11奈カントリークラブ 3

サザンクロスカントリークラブ、 3 

長田農園 3 

川奈ホテル 2 

ぐらんばる公罰

さくらの里

池

小室山

伊豆シャボテン公園

園民宿舎

天城霊園

伊豆急分譲地

小田原市 曽我別所

曽我谷津

曽我地域(神奈川県立博物館)

沼代(神奈川県立博物館)

韓国 全羅南道 (CG旭 3639)

江原道 (CGRB3798ヲ4050)

京畿道 (CGRB6316)

緯国のサンプノレにはCGRBの登録番号を示した

4 

2 

今

3
1
U
1
d
今
4

2 

ノール・クロロフォルム法11)にて抽出した。得られた

DNA溶液は分光光度計GeneQuantpro.C (Amersham 

Biosciences)にて濃度測定を行ない， 20 nglμlに鵠整し，

実験に用いた。

2) 目的領域の増稿および塩基配列の決定

PCR法による呂的領域の増幅には既報12)のプライマー

(Forward ; 5ぺATACTC CTA CCA TCA ACA CCC 

AAAG同3'，Reverse; 5'-GTC CTG AAG AAA GAA CCA 

GAT GTC-3')を用いた。反応は PCRThermal Cycler SP 

(T，αKaRαBio)を用いて 25μlの反応系(鋳型DNA20ng，

dNTP各 0.2mM，プライマー各0.5μM，TaKaRa Ex Taq 

Polymerase HS (TaK.αRα) 1 unitおよびPCRBuffer)に

て 94
0
C3分の予備変性の後， 94

0
C 1分， 62

0
C 1分， 72

0

C 2 

分を 35サイクル，次いで 72
0

C10分の反応を行ない，目的

領域を増幅させた。 2%アガロースゲル電気泳動にて増幅

をE在誌!し， Wizard SV Gel & PCR Clean Up System 
(Promega)にて PCR産物の精製を行なった。塩基配列の

決定は MacrogenJapanに委託し， ABI BigDye Termi-

nator v3.1 Cycle Sequ巴ncingKitおよびABI3730xl 

Analyzer (Applied Biosystems)を用いて行なった。シー

クエンスプライマーは PCR-Reverseプライマーを用い

た。

い， ClustalX 1.8314)にてアライメントを行なった。次に

Kimuraの2変数モデル15)にもとづき，近隣結合法 (NJ

法)16)にて無根分子系統樹を作成した。系統樹の作成には

GenBankに登録されている E.euroρaeus (AF 379703 ~ 

AF379749)およびE.concolor (AF379750~ AF379766)の

配列12)を加えた。系統樹の分岐の信頼性はブートストラッ

プ法l川こて求めた。また，塩基配列聞の相違の程度を示す

P-distance (%)を算出し，比較を行なった。

3. 結 果

ハリネズミ 38個体の D-loop領域前半450bpの塩基配

列を決定した。 D司loop領域の開始位置は既報は18)の配列お

よびE.europaeusの mtDNA全塩基配列19)をもとに決定

した。アライメントの結果， 36bpからの ATの反復数に

高頻度 (31/38)で個体内多型が認められた。これは他の動

物種においても報告されており 2Ml)，系統遺伝学的な靖報

量は低いとされているため，解析から除いた。

得られた配列を既報のE.europaeus (GenBank Acces-

sion No. AF379703) と比較した結果を園 lに示した。 43

か所の塩基置換と lか所の挿入/欠損により， 6つのハプロ

タイプが認められた。本研究で認められた 6ハプロタイプ

に共通の置換はおか所であった。また，得られた昔日列は盟

際塩基配列データベース GenBank/EMBL/DDBJに登録

した(圏1)。伊東市のハリネズミ 25個体はすべて閉じハ

プロタイプ(以下，伊東型)であった。小田原市のノ¥リネ

ズミ 9個体も同じハプロタイプ(以下，小田原型)であり，

伊東型とは4壇基の差異 (3か所の境基置換， 1か所の挿

入/欠損)が認められた。対照的に韓国のハリネズミ 4個体

からは 4 つのハプロタイプ(以下，韓闇 1~4) が認められ

fこ。

本研究で得られた 6ハプロタイプ(伊東型，小田原型，

韓間 1~4) に E. europaeus (AF379703~ AF3797 49)およ

びE.concolor (AF379750~ AF379766)の配列12)を加え

NJ系統樹を作成した(図 2)。系統樹において 3つのクラ

スター，すなわち E.euroραeusクラスター，E. concolor 

クラスターおよび伊東・小田原・韓国クラスターが認めら

れた。いずれのクラスターも高いブートストラッフ。確率で

他とは明確に区別された(それぞれ 100%，98.8%， 

98.9%)。伊東・小田原・韓国クラスターはさらに 2つのサ

ブクラスター，すなわち伊東・小田原サブクラスターと韓

国サブクラスターに分かれた(ブートストラップ確率はそ

れぞれ 98.3%，100%)。平均P-distanceはE.euroρaeus 

およびE.concolorのクラスターに含まれた配列間でそれ

ぞれ 2.47%と1.87%，伊東型・小田原型韓菌型間で1.89

%， E. euroρaeus-E. concolorクラスター聞で 6.36%，E. 

euroραeus一伊東・小田原間，E. concolor-伊東・小田原簡

でそれぞれ4.93%と5.76%であった。

4. 考 察

これまで，ハリネズミ属3種の mtDNA多型については

3) データ解析 主にヨーロッパに生息する 2種，E. europaeusおよび五

得られた塩基配列は BioEdit7.0.9.013)にて確認を行な concolorで報告されてきた12.18)。一方，中国や韓国に生息
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ハプロタイプ

ι丘ropaeus
伊東型

小田原型

韓国1

韓匿2

韓003
韓医4

111 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 3 

22333 345 5 566 6 6 7 7 7 8 9 9 0 022 7 799 0 1 1 123 3 3 445 7 7 9 7 9 

O 4 5 6 8 9 9 039 1 2 6 802 3 4 6 7 5 7 4 5 4 7 7 8 102 5 0 0 5 6 3 9 0 5 755 6 
C TTAGCTACAGAGCTTTATCTATTCTCTTGT目 TGTTAGATTGTG

TCC'AT'T'GATATCCCG'T.G ・A・C' • CACAAA・C'AGAA'CA
TCC'AT・T'GATATCCCG' T' • • ATC' • CGC' AA・C'AGAA'CA
TC' GA' • T' GATATCCCGCTC' CA' CT' • • C' AAC' GAGAAACA 
TC.GA.CT'GATATCCCGCTC.CA.CT'・・ C'AAC. • AGAAACA 
TC' GA' CTTGATATCCCG' TC' CA' CT' . • C' AAC' . AGAAACA 
TC' GA' CT' GATATCCCGCTC' CA' CTC' • C' AAC' • AGAAACA 

主主録番号

AF379703 

AB548735 

AB548736 

AB557981 

AB557982 

AB557983 

AB557984 

160 

m
n
o
ミ円。~。、

は欠損を示す)本研究で認められた 6つのハプロタイプ(函中の・は AF379703と開一塩基，

100.0% 

内
む
さ
史
、
肉
声
明
な

伊東型

小田原型

韓国3

韓陸1

韓国2

韓園4

する E.αmurensisは報告がなく， GenBankに塩基配列も

登録されていない。そこで本研究では韓冨産E.αmurensls

の塩基配列を新たに決定し，既報ωの 2穫の D-loop配列

とともに比較に用いた。はじめに伊東市と小田原市のハリ

ネズミの塩基配列を比較した結果，両地域のハ 1)ネズミか

らはそれぞれ lつのハプロタイプしか認められなかった。

このことからも現在日本に定着しているハリネズミの遺伝

的多様性は低く，また，両地域の個体群が異なる導入経路

を持つ可能性も示唆された。 Erinαceus属 3種 (E.euro-

ραeus， E. concolor， E. amurensis)の配列に伊東市と小田

原市で認められた配列を加えて作成したNJ系統樹は大き
く3つのクラスターに分かれ， これまでの種分類1)を支持

する結果となった。伊東型・小田原型一韓国型 (E.αmuren-

sis)間の平均 P-distanceは同属他種の種内変異のレベノレ

であり，本研究結果と E.euroραeus， E. concolor閤の P-

distanceはE.euroραeus忍 concolorクラスター間のそれ

と同程度であった。以上のことから，伊東・小田原のハリ

ネズミはマンシュウハリネズミ E.αmurensisであると考

えられた。

国 1
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Mitochondrial DNA Polymorphisms of Alien 
Hedgehogs in Ito and Odawara， Japan 

By 

Takao OKAへYokoHASEGAWA*， Tatsuyuki TETSUYA料， Motokazu ANDO*， 

Nobuo ISHu*料， Hang LEE****， Hiroshi OGAWA* and Takashi AMANO* 

(Received February 25， 2010/ Accepted April 23， 2010) 

Summary : This study analyzed the mitochondrial DNA D-loop r巴gionof hedgehogs in Ito and 

Odawara to evaluate their genetic variation and taxonomic status. In addition， D-loop sequences of 

the Korean hedgehog Erinaceus amurensis as well as the reported sequences of th巴twoEuropean 

hedgehog species E. europaeus and E. concolor were investigated. Both populations from Ito and 

Odawara showed only one haplotype each with a difference of thre巴substitutionsand on巴indelof 450 

bp between them. In contrast， four haplotypes were obs巴rvedin four samples obtained from different 

regions of Korea. It is suggested that the genetic diversity of the hedgehog in Ito and Odawara were 

low but th巴yhave independent introduction routes. In the phylogenetic tree of genus Erinαceus， 

specimens from Ito and Odawara were clustered with the Korean hedgehog and were separated from 

the two European species with a high bootstrap value. Genetic variation between the Ito但Odawara

species and E.αmurensis was less than observed in ‘inter' species of other two species. These results 

suggest that hedgehogs found in Ito and Odawara are actually E.αmurensis 

Key words : Hedg巴hog，Invasive alien species， Mitochondrial DNA， Molecular phylogeny， Specific 

classifica tion 
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