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ABSTRACT 　Intraspeci 巨c　variations 　Lin　the

parotoid 　gland 　 secretlon 　of 　the 　］apanese

Toad
、
　Bu ゴro　bufoゴaponicus ，　from　Kyoto ，　were

examined 　 using 　paperchromatogTaphy ．　 Eth−

anol 　extracts 　were 　stained 　 and 　detected 　 wjth

（1）　ninhydrin ，　（2）　diazotized　f）・nitroaniline ，

（3） phosphomelybdic 　 acid
，　 and 　（4） Dragen ・

dorff’
s 　reagent ，　 The 　chromatographic 　 pa ヒ・

terns，　 except 　those 　detected 　with 　ninhydrin ，
were 　 similar ，　 with 　 no 　 significant 　 variation

with 　 age 　 orsex ，　 As 　 compared 　 with 　the 　 pat ・

terns 　obtained 　by 　investigators 　of 　several

North 　American 　species 　 belonging 　 tD　 B ．　 ame −

ricanus 　species 　group 　 andB ．　cognat ’
us 　 species

group ，　 the 　chromatographic 　 pattern 　of　 the

secretion 　frorn　B ，ノo ∫）onicus 　is　considerably

different，　possibly　indicating 　Phy 】ogenetic

di、
齟
ergence ．（Zool．　 M αg ．83 ．’9！一．95 ，1974 ）

　 日本産 ヒ キ ガ エ ル （Bu ．fo　bufo　J
’
aPoniCUS ．） は

，

ヨ ーロ
ヅ

パ 産 の ヒ キ ガ エ ル （Bufo　bu∫o 旗 勿） と

た が い に 亜 種 の 関係 に あ る と され て い る （Schlegel ，

1838 ； Okada ，ユ93ユ 他）。 しか し著 しい 地 方変異が

含 まれ て い る た め に そ の 分類学的位置づ け は い ま だ

明 瞭 で な く，口本産 の す べ て を 1亜 種 （B ・b・JaPo ・

niCMS ） とす る 考え方 （中村 ・上 野， 1963） と，数

亜 種を 認 め る 考 え 方 （Okada ，1966） と が 並 立 して

い る。日 本産 の も の に 限 らず，一般 に ヒ キ ガ エ ル 科

（Bufonidae ） の 動物 は 分類 が 困難 な もの と され て
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い る が，こ う した 分 類 状況 の 不 統
一

は ，従来の 研究

方 法 が 比 較的少数 の 個 体の 外部形態 の 比較 の み に 基

い て い た とこ ろ 1こ 一
因 がある と考え られ る。

　とこ ろ で ヒ キ ガ エ ル 属 （Bufo） の 動物 は 耳 の 上

方 に 耳腺 と よ ばれ る こ の 属特有の 器官をそなえ て い

る。こ れ は 外敵 に 襲 わ れ た際に 毒液 を 出す もの で ．
一

種 の 防衛羅官 とみ られ て い る 。
こ の 耳腺の 分泌物

質 を ペ ーパ ー
ク ロ マ ト グ ヲ フ ィ

ー
に よ っ て分析 し，

ヒ キ ガ エ ル 類 の 系統 分類 に 役 立 て た 研 究 （Hun ・

saker 　et　al ．，1961 ； Wittliff，1962 な ど） が 近年

とみ に 試み られ る よ うに な っ た。な か で も，Low

（1972）は 世 界各地 に 産す る多数の 種類 を 対象と し，

こ の 分析に もと つ い て広汎な論述を行 っ て い る 。
こ

の 方法 の 系統分類学 に 対す る有効性 は，耳腺 の 特殊

化 と そ の 適応的 ・機能的意義 か らみ て 十分予想 し う

る と こ ろ で あ るe

　 しか しな が ら．こ れ らの 研究 で は ア ジ ア 地 域に 産

す る ヒ キ ガ エ ル に つ い て は ほ と ん ど触れ られ て お ら

ず，ま た 種 間 の 比較を 行 な う さ い に 基 本 的 な 重 要 達

を もつ 種内変異 の 討論 が 十分 に 行 な わ れ て い な い 。

　 以上 の よ うな 観点 か ら，筆者 は ，1972 年 8 月に

京都市内で 採集 した ヒ キ ガ エル を対象 と し． ペ ー

パ ーク 卩 マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ る 耳腺分泌物質 の 分析

を 行 い ，齢．性別 に よ る同物質搆成 の 種内変異 を 調

査 した。また ，そ の 結果 に もとつ ぎす で に 知 られ て

い る北 米 産， イ タ リ ア 産 の Bufo 属 の 諸種 と の 比

較 に よ り 日本 産 の ヒ キ ガ エ ル の 系統 の 問題に つ い て

も考察を試み た 。

　 対象と し た ヒ キ ガ エ ル は 15個体 で こ れ らの 個 体

に は 性 的 に 未成熟 な 7 個体 か ら十分 に 生長 し．明 ら

か に性成熟 に 達 して い る と考え られ る成体 の 雌雄 各

4個体まで 種 々 の 発育段階 の もの が含まれ て い る 。

ヒ キ ガ エ ル の 生理 。生態的件成熟 を 判 別 す る方法 は

確 立 して い ない が，今回 は 次の 基準に 基い て成熟度

を 判定 した 。i）前肢第 1 −−M 指内側に 晦瘤 を 有し，

発声す る もの は 成体 の 雄。 ii）体長 90mm 以 上 で

i） の 形 質 を もた ない もの は 成 体 の 雌。 iii） i） ii）

に 概当 し な い もの は 幼蛙 と した 。

　 ヒ キ ガ エ ル を 採集後数 日 内に 耳腺 の 周囲 を 湿 っ た

ガ ーゼ で ふ き，乾 燥させ て か ら，耳腺 を 圧 迫 し，滲 出

した 分泌液を直経約 4mm の 脱脂綿球 で 吸 収 した b

こ の 脱脂綿球を試験管 に 投入 し，O．2mi の エ タ ノ ー

ル を加え 5°C で 24時間抽出 を 行 っ た。そ の 後 O．1

ml の エ タ ノ
ー

ル 抽出物 を一次 元 の 上 昇法 を 用 い て

分離 し た 。

　 枦紙は 東洋か紙 No ．50 を用 い ，展 開 剤 に は 水 飽

N 工工
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和 n 一ブ タ ノ ール ，氷酢酸，水 （4 ： 1 ： ly ！v ）を用

い た一展開剤 は 使用 の た び に 新 し く調整 し，あ らか

じめ 容器内 に 蒸気 を満 た して か ら 約 25°C で 12時

間展開を行 っ た 、展開完了 後の フ 卩 ン トま で の 平均

距 離は 約 26cm で あ っ た 。　こ れ を室温で 乾燥後，
ニン ヒ ド リ ン （a 一ア ミ ノ 酸 グ ル

ープ の 検出）． dia・

zotized 　p・nitroaniline （フ ＝ノ ー
ル お よ び ア 卩 マ

テ ぞ ノ ク ア ミ ン の 検出），燐 モ リ ブ デ ン 酸 （ヒ ド ロ

キ シ ス テ P イ ド
’
の 検出），Dra εe コ dorff 試 薬 （ア i

ン ア ん 力 卩 イ ドの 検出） を 用 い て 検出を行 っ た t．ニ

ン ヒ ド リ ン を使用 した 場合は 室温 で
一

昼 夜放 置 し，

燐 モ リ ブ デ ン 醸 で は 室温 で 乾燥後 37℃ に 加 熱 した．
diazotized♪・nitroaniline ．　 Dragendorff 試 薬 の

場 合 は 室温 で 乾 燥 し た の ち 検出 を 行 っ た。

　 ニ ン ヒ ド リ ン ： 6箇所 以 上 に 紫色の ス ボ ーy トが 見

られ た
。

こ れ らの ヌ・ホ
ソ トの 数，位置に は か な り の

個体変異 が み られ た が，こ れ らの 変異に は 齢や 性別

に よ る傾向は み られ ず，い ずれ も最 上 部に 淡黄色の

ス ポ
ソ トが 現 れ ，紫色の ス ボ ソ トもた が い に 類似 し

た ハヌ ー
ン を と っ た 〔図 1）。

　 diazotized　p・nitroaniline ： Rf ＿O、61 の 位 置 に

強 い 赤禍 色 の 入 尽 ノ ト が み ら れ た、 こ の ス ボ ．
／ ト

（表 1，A ） は か な りの 広 が りを 持 ち，周 辺 部 で は 弱

い 赤褐色 を 呈 し た．
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　燐 モ リ ブ デ ン 酸 ： 室温 で は Rf・＝O．62 の 位置 と

Rf ＝ 0．84 の 位 置 に 強 く青灰色の ス ポ ッ ト が み られ
『．

（表1，B −a お よ び B −b）、と くに 後者 は 縦 長 で あ っ t」．
一部の 個体 で は こ れ ら の ．ス ポ ッ トが 明 青色を 呈 し た．．

次に ク ロ マ ト グ ラ ム を 37℃ に 加 熱 し た が 変化 は み

られなか つ た 、

　 Dragendorff試薬 ： Rf ＝0．61 （表 1，　C −b）の 位

置に 強 く ピ ン ク 万 レ ン ジ色の ス ボ 、ントがみ られ，そ

の ほ か に Rf＝O、85 （表 1，Cc ） の 位置に は や や弱

い オ レ γ ジ 色 の ス ポ ッ トが み られ ko 後者は 縦長 で

そ の 長 さは 平 均 L て 原点か らフ ロ γ h まで の 跨離 の

1
ム に 達 した 。Rf ＝0，53 （表 1，　C −a ） の 位 置 に は 非

常に 弱 い ピ ン ク オ レ ン ジ 色 の ス tt　tV トbt認 め られ た

が，こ れ は非常 1こ 弱 くしば しば 検笛 で きな か っ た ．

　 ニ ソ ヒ ド リ ソ を 除 く 3 種 の 指示薬を 用 い て 検 出 し

た 場 合 の Rf 値 は 体長に 関 係な く
一

定 の 値を と る よ

うに 思わ れ る （表 D 。そ こ で，Rf 平均笹の 信頼限

界 （信頼度 95％） を 幼若個体 と 成体間 で 比較す る

と （表 2） 有 意差 は な い と 判断 され た。次 に 成体 に

つ い て 雌 雄 間 で 同 様 な 比較 を 行 っ た が，有意差は な

か っ
た （表 3）。

　先に 述 べ た よ うに 今回 京都 市 内 で 採集 し た ヒ キ ガ

エ ル 澗体群内で は a 一ア ミ ノ 酸 グ ル ープ を除 い て耳

腺分泌物質に 齢
・性別な どに よ る種内変異 が 見 出 せ

ず．その 構成 が ほ ぼ安定 し て い る こ と が判明 した
。

こ の 結果は Ilunsaker　 et　al ．（1961 ） お よ び Wit −

tliff （1962） が 北 米産の キ ガ エ ル 数種 に つ い て 少数

の 個体 か ら推 測 し た 結果 と
一

致す る。

　 ニ ン ヒ ド リ ソ に よ る 〔r
一ア ミ ノ 酸 グ ル

ープ の 検出

では 他の 三 つ の 方法 とは 異な り 個体変 異 が み られ た

が，こ の 内容 が 実験誤 差 に よ る も の か ，実験下 の 各

個 体 の もつ 生理 的 な 性 質 を 反映 し て い る もの か は 今

の と 二 ろ 不明 て ．そ の 内容 の 詳細 に つ い て は 今後 さ

らに 検討 を 加え る 必要 が あ る．

　他 の 3 種 の 方法 に よ る 結果 に つ い ては ，予備的 な

実験 で
一部 の 個体に つ い て 同

一
謎 斗を 2度以一畷 開

し た 時 ほ と ん ど差 が な か っ た 二 とか ら実験誤差は 嘆

少 とみ られ る、 ま た被験 個 体の あ い だ て は
パ タ

ー
ン

に 差異 が ほ と ん ど見出せ ず安定 し て い る こ と か ら，

べ 一パ ーク ロ マ ト グ ラ ム の パ タ
ー

ソ を 分類 学 的研究

の
一

手法 と して 利 用す る 際に は，こ れ ら 3種 の 方法

は ニ ン ヒ ド リ ン に よ る方法 よ り も有効 で あ る と考 え

Table 　 2、 Ninety 丘ve ％ c ・ nfidence 　inter ・
卩
al 。f　 m 母 an 　 Rf　 values ・

　　　（ユ）　young 　i皿 div重duals　and 　 adults ．

Spot Age n X ± tbX

A （yeung ）

（adult ）

B

7

只）

D．617± 0，014

D．613」： 0．035

　　（yOUD9 ）
a

　　（adult ）

78 0．610± e．OIS
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a
（・・u ・g）1 ；）
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一
1

・
・ ll器

b
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（・ d ・lt） … 8
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−

7
C
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，
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Table 　3，　 Ninety　five 弩 co 面 dence 　interval　of　 Inean 　Rf ￥ alues ；
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　 つ ぎに．耳腺物質の 構成 に ほ と ん ど変異 が ない こ

とに 立 脚 し て ，WjttHff が 北米産 の Bufo 属 の 二

つ の 種群 （B ・C・gnatUS 種群，　 B ．　 ameri ・ an ・ S 種

群）に 属す る 7種 に つ い て報告した 結果 と本実験 の

結果 を ，
ペ ー・a一

ク ロ マ トク ラ ム 上 の パ タ ー ン に

よ っ て 比較 し て み る （表 4）。北米産 の 二 つ の 種 群

・に 属す る 4種は す べ て 類似の パ
タ
ー

ン を示 し，両 種

群間 の 相違点 も Rf π0・63 の 位 置だ け で 顕 著に み ら

れ る に すぎない が．そ れ ら と本 実験 て 得 られ た 結果

の 間に は 明 らか な 相違 が み られ る。Rf ＝O．56，0．86，
O，91 の 各位 置 で み た だ け で も， 日本産 の もの は 両

種 群 と は か け 離れ た系統 に 属す る こ と が うか が わ れ

る。

　
→

方，Low （1972）は 本実験とは 異な っ た 手法を

用い て イ タ リ ア 産 の ヒ キ ガ エ ル （Bufo 　bufo　bufo）
の 耳腺分泌 物質の ペ ーパ ーク ロ マ トグ ラ ム パ タ ー

ン

を検討 し，本実験 の 結果 と 同様に ，イ タ リア 産 の ヒ

キ ガ エ ル も上記北米産諸種 とは 近縁 で な い と い う結

論を得 て い る。 こ の こ とか ら Bufo 　bufo は 北 米 産

の 上 記 の 二 つ の 種群 とは 系統的 に か け 離れ て い る こ

とが 考え られ る。こ の こ と は Martin （1972） の 骨

格の 形状の 研究か ら も支持 され る と こ ろ で あ る。

　 も っ と も，Low の 用 い た イ タ リ ア 産 の もの を 含

む ヨ ーP ・
ノ

バ 産 の 原 名亜 種と 日本産の 亜 種とを同
一

種 （Bufo 　bufの に 属せ しめ る こ とに つ い て は 疑問

が もた れ て お り （Guttman ，1967 ； Marlin，1972）、
多 くの 角度か らの 再検討が 必 要 で あ る。

　耳腺分泌物質 の 構成 が 同一
個体群内 で ほ と ん ど 変

異 しない こ と が 明 らか に な っ た こ と，ま た そ の 分析

結果 と骨格な どの 形 態 学 的解折 とが，種 また は 亜種
レ ベ ル に お け る 系統関 係 に つ い て

一
致 し た 結論を導

くこ とか ら，逆 に 耳腺分泌物質 の 構成 が 系統関係を

反映 し て い る 可能性 は高ま り，系統学 の 研究手段 と

L て それ に
一

応の 信 頼性を認 め る こ とが で きる。し

た が っ て ，微妙な地 方変異 の 実体 など．形態学的方

法 の み で は 解明が困難な 問題を研究す る に あた っ て ，
耳腺物質の 変異 に もあわ せ て 着 目す る こ と は 十分意

1
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The 　 Effect　 of 　 Ultravio！et　 Irradiation　on 　the

Period 　of 　Immaturity 　in　Parameeium 　cau ・

datum ・　YosHIoM 且 TAKAG ］ （lnstitute　 of 　 Bio ・

10gy，　 Kyo ヒo　 Prefecturai 　 Univer §ity　 Qf 　Med ・

icjne，　 Kyoto 　603）．

ABSTRACT 　 One　 of 　two 　exconjugants 　de・
rived 　 from 　 the 　 same 　 conlugant 　pair　was 　ir・
radiated 　 with 　253．7nm 　ultraviole 目 ight （800
erg ．　mm −2

）； the　 other 　 was 　 used 　 as 　 a　 non ，
irradiated 　control ．　The 　irradiation　was 　per ・
formed 　 on 　the 　 exconjugant 　 at 　 the 　four 　rna ・
cronuc ］ear 　 anlagen 　 stage ．　 The 　 length 　of 　the

period 　 of 　 immaturity 　 was 　 measured 　by　the

number 　of　fissions　between 　conjugatjon 　and

the　 first　 apPearance 　 of　 mating 　 reactivity ．
Elex・efi 　pairs 　of 　exconjugant 　 cl   皿 es 　 were

established ．　The 　 difference　 of　 the　 length 　 of

the 　period 　of 　immaturity 　between 　UV ・irra−

diated　and 　non ・irraCliated　clones 　was 　statis ．
tically 　 significant （P ＜ 0，01）indicatillg　a　shor ・
tening 　 effect 　 of 　 UV −irradiation ，　 In　 another

experiment 　 in　 which 　 UV −irradjatlon 　 was

performed 　on 　cens 　at 　the 　age 　of 　2D　fissions，
a　tendency 　to　 shorten 　 the　 period 　 of 　 imma ・
turitywas 　recognizedin 　UV ・irradiated 　clones ，
although 　the 　difference　betweenUV ・irradiated
andnQn ・irradiated 　clones 　 wasnot 　 statisticall 、

「

signi 丘cant （0．05 〈 P く 0．10）　（Zool．　 Mag ．83 ．・

96 − 98 ，　1974 ）

　接合 を 終 え た ゾ ウ リ ム シ は ，ふ つ う，未熟期 と呼

ば れ る時期に は い る。未熟期 とは ，ゾ ウ リ ム シ が 二

分裂に よ る 増殖 の み を 行 ない ，接合能力を もた な い

時期 で ある。こ れ に 続 く，無性 生 殖 と有 性 生殖が と

ユ） 文部省科学奨励研究費 に よ っ た。
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もに 可能な時期 を成熟期 と い う。

　 Paramecium 　caudat “ m で ‘よ．未熟期 の 長 さは ，

温度や 栄養条 件 の 違 い に よ る 分裂速度 の 変化 と は 無

関 係 に ，主 に 接合後 の 分裂 回 数 と 関 係 した 要 因 に

よ っ て 決 め られ て い る。言 い か え れ ば ．速 く分裂 し

よ うが 遅 く分裂 し よ うが，原則 と して ，あ る
一

定

の 分裂 回 数 を 経な い こ と に は 成 熟 期 に 達 し な い

（Takagi ，
1970 ； M ｛waanCl 　 Hiwatashi

，
1970）。

P ，caudaturn の 分裂速度 は ，1 日当 り 0 回〜3．5 回

分裂 の 幅 で コ ン ト P 一ル で き るが，こ れ まで の 実験

で は ， 1 日 1 回 分裂 以 下 の 速 度 で 飼 育 し た 場 合に つ

い て 検討 が 欠 け て い た 。そ こ で 分裂速度 を極端に 遅

らせ る た め ，接 合 を 終 え た 細胞 〔4 大 核 原 基期の 接

合完了 体〕 を，D4 ℃ に ， 2） エ サ を与．k な い で ，

そ れぞれ 15 日闘 置 い て み た。こ の よ う な条件 で は ，

どち ら も 15B 間 に 1回分裂 す る も の がわ ず か に 見

られ る 程 度 で ，ほ と ん ど分 裂 しな か っ た。そ の よ う

な 処 理 を した の ち に ， 25‘C ・最適培養液 と い う 標

準環境に 移 し て 飼育 し た もの と，初 め か ら標準環境

下 で 飼育 し た もの と の 關 で ，接 合 完 了 体 ク ロ
ーソ の

未 熟 期 の 長 さ を 比 較 し て み た 。 そ の 結 果 は ，どの 場

合 もほ ぼ 50回 分裂と い う未熟期 の 長 さ を 示 し，や

は り差 は み られ な か っ た （高木，未発表）。

　 分裂 回 数に 関 して こ の よ うに 安定 な 未熟期 の 長 さ

を，人 為的 に 変え る こ と に 最初に 成功 した の は ．東

北大学 の ＝ 三輸 ら　（Mlwa 　 and 　 Hiwatashi ，1970 ；

三 輸，ユ970） で あ る。彼 らは ，接合後 5〜6 回 分裂

時 か
「
o 　20 数回 分裂時 ま で の 期間中， マ イ トマ イ シ

ン C ，その 他 の DNA 複製阻害剤 を 含む 培養液で 飼

育す る こ と に よ っ て ，無 処 理 の 場合 に は 約 60 回 分

裂 と い う未熟期 の 長 さが ，約 50 回 分裂 に 短縮 され

る こ とを見 出 し た 。
こ の よ うな 未熟期の 短縮効果 が

紫外線 の 照 射 に よ っ て もひ き起 こ され る こ とが わ

か っ た の で ．こ こ に 報告す る。

　材料 は，1’
arameciUin 　 caudatum ，　 syngen 　 3 に

属す る 2 つ の 株 Kok （接 合型 V ） と Nks （接合型

11） の F 】 ク P 一
ン で あ る。 Kok は 愛知教育大学

の 伊東氏 に よ っ て 京都市内 で 採集 され 、Nks は 高

木 が 奈 良 市内で 採 集 した もの で あ る。

　培養液 は ，生 レ タ ス し ぼ り 汁を． Dry1 の 溶液

〔Dry生，1959）で 約 2．5弩 に 溶 か し た もの （pH ；7、0）

に ，Ae 「 obacte
’
「 ae 「ogenes を接種 し て 25 °C で

＿

晩 incubate した もの （Hiwatashl ，
1968） を 用い

た ．

　紫外線の 照射に は ，東芝 GL −15殺 菌灯 （λ ： 253．7
nm ） を 用 い ，線量 の 測 定に は Ultra −Violet 社 の
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