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第 l:i者緒 ~ 

Iコ

ハダニ類は峨形網ダニ闘のハダニ上科に属し(江原. 1975a) ，ほとんどが体長

1 mmにも満たない微細な生物である. とれらハダエ類は植物に等生し，口針で葉

の表皮細胞を刺し通し，莱肉細胞から内容物をl凪収する(回中・井上. 1964;建

石， 1987).一般に多食性で，通常高い増殖力を有するため多くの農業者虫を含

んでいる. また，有機りん剤を始めとする各種の農業薬剤に対するハダニ類の抵

抗性の発達が世界各国から報告され，重要な問題になっている (Brader，1977; 

Helle， 19'84;井上， 1989). わが聞においてもミカンハダエFanonychuscitri 

(McGregor) (入間. 1973;木村・・貞井， 1973;森・武智， 1973;関・松尾， 1973 

;西野・大串. 1973;井上， 1986， 1989; Osakabe and Inoue， 1988)やカンザワ

ハダニTetranychuskanzawa i Kishida (刑部， 197 3a， b;桑原， 1984a， b; 

Kuwahara， 1984;浜村， 1984，1985)などが，開発された防除薬剤に対して次々

に著しい抵抗性を獲得し，カンキツやチャなどで重要な難防除害虫になっているー

本研究で取り上げたミカンハダニは開胞種のリンゴハダエL叫且 (Koch)と共

にハダニ上科のFanonychuS属に含まれる.わが国ではこれらにごく最近記載され

たエホンササハダニP.bambusicola Ehara and Gotoh (Ehara and Gotoh， 1991) 

を加えた 3種で l属を形成している. ミカンハダニの染色体数はn=3で，他の

多くのハダエ類と同様に雌は 2倍体，雄は半数体で，交尾した雌成虫は受精卵と

未受精卵を，また未交尾雌は未受精卵だけを産み，受精卵は雌に，未受精卵は雄

になる(江原， 1975 a， b; H e 11 e a n d P i j n ac k e r， 1985) • ミカンハダニはカンキ

ツ類を始めナシ，モモなどの落葉性果樹に害生し，その他クワやモクセイ，マメ

ツゲなどにも発生する(江原， 1975c)広食性のハダニで， Ashihar，a (1987)によ

ればマメ科植物でも発育する.本種の生態については特にカンキツ類で詳しく研

究されている(真梶， 1959a， b， 1962;森， 1964;田中・井上. 1970;加藤， 19 

72; Nakao et a1.， 1977;古橋・酉野， 1979a， b;古橋， 1980;村間， 1983; 

Wanibuchi and 8aito， 1983) .発育速度が速く， 25
0

Cでは産卵されてからほぼ2

週間程度で成虫になり(真梶t 195，9a;内田， 1982) ，西南陵地のカンキツでは年

聞に13".."14世代を経過する(真梶， 1959b). これらに加えて，本種の農業上の重

要性から，被害解析(関・小林， 1963;内田ら t 1966;松尾・関， 1969a， b， 19 

76 ;大久保， 1983;浜村・ら， 1984)やシミュレーションモデルによる発生予察(

塩見ら， 1983;松本ら， 1983)なども試みられている. また，かつて矢後・古都

(1937a， b)によりナシに帯生していることが報告されたナシハダニと梢山・石

井(1934)によりタワの害虫として報告されたタワオオハダニ(原文ではクワオ

ホハダニ)が，その後Ehara(1955，1956)によりミカンハダニと同種であること



が確認されたことにより，種々の植物における研究が開始された. このような背

景からナシやモモなどに寄生するミカンハダニの研究が進み，またカンキツ脊生

のミカンハ夕、ニはカンキツよりもむしろナシやモモに等生した場合の方が産卵数

が多く，増殖能力が高いことなどが明らかにされてきた(古橋・西野. 1979b;内

田， 1982). これらの研究の中で，真梶(1961b)がナシの個体群では冬季に卵休

眠するものがあることを明らかにした. このため，本種における休眠性の変異が

注目されるようになった.

現在， ミカンハダエの休眠性が異なる個体群は便宜的にO1=休眠系統と休眠系統

(真梶， 1961a， 1961b) として類別されている.すなわち，非休眠系統は年聞を

通じてまったく休眠しないのに対して，休眠系統は 9月から 10月の短日条件下で

ナシなどの落葉性果樹の枝に休眠卵を産みつけ，卵のまま越冬する(内田・真梶，

1980 ;内田， 1982;孫ら. 1988). 真梶・内問(1980)，内回(1982)および

Fuiimoto and Takafuji (1988)の調査により， この休眠系統の休日民卵産卵のi臨界

日長は200Cでほぼ13時間前後であることが明らかにされている. さらにFujimoto

and Takafuji (1986)は光周期感受性を親世代の発育ステージ別に検討し，全発

育ステージに感受性があるが，特に第 1若虫期と第2若虫期に連続して短日条件

下に曝されると休眠率が著しく上昇することを示した. また，彼らは長日の休眠

阻止効果も短目の休眠誘起効果も累積されるが，長日効果の方が短日効果よりも

強いことも指摘している.

真梶(196la)は両系統の地理的分布を調査し，休眠系統はナシでは10月の地面

温度が180Cより低い地方に分布していることを指摘した. しかしその後，それよ

り南で休眠系統の発生が知られていなかった九州地方のナシ闘でも休眠系統が発

生した(山田・野田. 1985). また，千葉県や岡山県では年度や地域によって発

生するミカンハダニの系統が異なり(真梶ら， 1986;森本・高藤， 1983) ，両系

統が混発しているナジ闘があることが報告されるなど (Takafujiand Morimoto， 

1983 ;孫ら， 1988) ，これら両系統の分布は変化し，なおかつ被雑化している.

ナシ固にミカンハダエが発生する場合，通常，非休眠系統の卵は樹上で越冬でき

ないため (Takafuji and Fuj imoto， 1986) ，この系統だけが分布している地域で

は森本・高藤(1983)が指摘しているようにカンキツで発生した個体の流入など

により，通常秋に発生のピークがみられる. これに対して，両系統が混発するナ

シ固では，樹上で越冬した休眠系統の卵が春先にふ化し，発育と増殖を始めるた

め，春から発生がみられ夏にピークを示し，その後非休眠系統が発生する. この

ため，漉発闘では発生のピークが 2囲みられる CTakafujiand Morimoto， 1983; 

孫ら， 1988). したがって，それまで分布が確認されていない地域に新たに休眠

系統が侵入すると，春先の発生の確認が遅れ，思わぬ被害を受ける場合がある.
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ミカンハダエの種内では休眠性だけでなく，寄生性にも個体群問変異がみられ

る.休眠性と寄生性との関係について，真梶(l961b)，内田(1982)および森本

・高藤(1983)はナシから採集した休眠系統がいずれもカンキツでは発育できな

いことを示した. このため， ミカンハダニの寄生性は休眠性とともに変異してい

ると考えられている.寄生性も休眠性と同様に野外における個体群の動態に影響

を及ぼす重要な生態的特性であり，これらの変異の遺伝的関係、は果樹園における

ミカンハダニの防除の上でも重要な問題である. したがって， ミカンハダニの変

異個体群の識別法を確立し，その特性を把握することが農業上重要である.

これらの生態的特性の変異の遺伝的関係を解明するためには，まず個体制~を休

眠性や等生性の相違によって分類し，それぞれの特性を詳細に調査する必要があ

る. このためには個体レベルでそれらの生態的特性を判定することができる指標

が必要であり，その指標として，両系統の雌雄に顕著な形態的差異が見い出され

ることが望まれる. しかし，両系統の形態については， これまで体色の若干の相

違(真梶， 1961a)と卵径の違い(内田t 1982)が示されているだけで，両者を識

別するための明瞭な差異は知られていない.また，飼育実験によって休眠性や寄

生性の変異を識別するためには多くの時間と労力を要し， しかも個体ごとにその

変異を判定することはきわめて難しい. したがって，休眠性と寄生性の遺伝的関

係や両系統の特性に関する詳細な調査は困難であった.

1960年代以降のゲノレ電気泳動法の発展により，酵素タンパクなどの分子レベル

で生物の遺伝的変異を検出できるようになった.また，電気泳動法に基づいた遺

伝的距離の算出法や系統関係、の解析法が種々考案された (Nei，1987) • これによ

って，形態に基づく分類学や発生学とは異なった角度からも生物の変異や進化が

論ぜられるようになった.現在では既にショウジョウパエ科のDrosophila属(

o h n i s h i e t a 1. l 1983; Wa t a d a e t a 1.， 1986)やカ科のAnopheles属の一種(

Takai l 1986) ， ミツバチ科の包旦担E属とPsithyrus属 (Pekkarinen，1979; 

P a m il 0 e t a 1.， 1981， 1984， 1987) t アリ科のRhytidoponera属 CWard，1980) 

などの昆虫類や脊椎動物，魚類および植物に至る様々な生物において，タンパク

の分子進化に基づいた遺伝的距離の測定と系統関係の解明が行われている.

ノ、ダニ類においても， Ogita and Kasai (1965)がミカンハダニとナミハダニ

L旦斗旦eKochのエステラーゼ，酸性フォスフォモノエステラーゼおよびアミラ

ーゼを寒天ゲノレ電気持く窃J法により検出した. その後， ミカンハダニ(武久・田中，

1967 ;問中ら， 1972)やカンザワハダエ CKuwaharaet al.， 1981;桑原， 1982， 

1984b) t ナミハダニ (s1 a n k I 1979; We y d a e t a 1. t 1984)などでエステラーゼ

アイソザイムが検出され，主に有機りん剤抵抗性との関係について検討された.

一方t Sulaand Weyda (1983)はナミハダニの個体群開および個体群内にエステ



ラーゼアイソザイムの顕著な多型現象があることを示し， Ward et a1. (1982)は

ナミハダニ， L..1urkestani (Ugar. and Nik.)およびL..2acificusからリンゴ酸

脱水素酵素の遺伝子頻度を調査した.また，最近になってGotohet a1. (1991) 

はオウトウハダニL.yiennensis Zacherのエステラーゼアイソザイムを検出し，

休眠性の異なる個体群間にエステラーゼ活性の相違があることを示した. このよ

うに，電気泳動法の有用性はハダエ類の研究においても認められてきた. これら

の研究の中で，武久・問中(1967)はミカンハダエの遺伝的変異についてエステ

ラーゼアイソザイムの地域個体群間差異を指摘している. しかし，この報告で扱

われているミカンハダニはいずれもカンキツに寄生しているものであり，休眠系

統の発生が報告されているナシやモモの個体群に関する調査は行われていない.

アイ Yザイム分析により， ミカンハダニの休眠性や寄生性が個体ごとに識別で

きれば，それらの特性を様々な角度から詳細に検討することが可能になる. そこ

で，本研究では先ずミカンハダニの非休眠系統と休眠系統の識別法を確立する目

的で，阿系統の遺伝的差異を電気泳動法により検討した. ここでは，始めに武久

・田中(1967)が地域個体群間差異を検出したエステラーゼアイソザイムに着目

し， ミカンハダニ種内における変異とその理化学的性質について検討した(第3

章).続いて第4章では各地から採集した個体群について害生性および休眠性と

共にエステラーゼアイソザイムを調査し，これらの関係を解明した， また，それ

と同時に遺依的差異に基づいた両系統の識別法を確立した. さらに第5章では第

4寧の結果に基づいて分類された個体群の形態を走査型電子顕微鏡ならびに生物

顕微鏡を用いて精査し，両系統の形態的差異を明らかにした.

ノ、ダニ類はその生態的および遺伝的特性から集団の細分化と集団聞における遺

伝的分化が生じ易いと考えられる(刑部， 1991).事実. de Boer (1981，1985) 

はナミハダニの地域個体群開にNinfertilitybarrierNがあることを示しており，

また農業上問題となっているハダニ類の薬剤抵抗性の発達は集|蛍の遺伝的分化と

優れた適応能力を示すものとも考えられる. ミカンハダニに関して報告されてい

る休眠性や容生性などの生態的変具はきわめて顕著であり， さらに休眠系統につ

いて報告されている生態的特性は同種の非休眠系統よりむしろ近縁種のリンゴハ

ダニとの聞に多くの共通点もみられる.本研究は1981"'-'1990年にかけて果樹試験

場安芸津支場(広島県豊田郡安芸津町三津)において行ったものであるが，この

聞にミカンハダニの休眠性の変具に関わる問題は複数の研究者によって取り上げ

られ，休眠性の異なる個体群聞における生殖的隔離の存在 CTakafujiand Fuji-

moto， 1986; Takafuji， 1986， 1988)が指摘され，最近では雄成虫の挿入器の形

態的差異が指摘されている(国本ら， 1991). したがって， ミカンハダニはハダ

ニ類における生態的特性の変異とそれに伴う集団の分化機構を解明する上できわ
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めて好適な材料といえよう.

そこで， ミカンハダニにおける集団の分化機構を解明する目的で，同じ生態的

特性を有する個体群聞の遺伝的変異を調査し，また系統聞の寄生性の分化の要因

について検討した(第6章). ここでは，個体群聞の遺伝的分化について調査す

るため，エステラーゼアイソザイムの遺伝子分析を行い，地域個体群の対立遺伝

子頻度を調査した. これによって，地域間および脊主植物聞の遺伝的分化を明ら

かにし，遺伝子型頻度の検討からミカンハダニの繁殖様式について重要な示唆を

符.た.脊生性と生殖に関する調査では，当初，同じ生態的特性を有すると考えら

れた地域個体群聞でさらに分化が進んでいることを明らかにした.また，各種の

植物における発育とそれぞれの植物において発育したミカンハダニのエステラー

ぜ活性を調査し，脊生性の分化とエステラーゼ活性との関係を解明した.

最後に本研究の結論として，エステラーゼアイソザイムを遺伝的指標として得

られたミカンハダニの休眠性と害生性との関係，およびこれら生態的特性の異な

る個体群聞の雌雄の形態的差異とともに前述の生殖的隔離 (Takafujiand Fuji-

rnoto， 1986; Takafuji， 1986， 1988)および雄成虫の形態的差異(国本ら. 1991) 

に関する知見を総括して分類学上の基準(平l鳴ら. 1989)に照らし，おもに生物

学的観点からこれらの分類学的位置づけに関する提案を行い，またミカンハダエ

における変具個体群の分化の要因について提示した.

研究の実施にあたり，前果樹試験場虫害研究室長の井上晃一博士，当安芸津支

場虫害研究室の坂神泰輔室長ならびに口之津支場虫害研究室の芦原 亘室長より，

終始ご指導とご鞭揺をいただいた.本論文の取りまとめに当たっては，京都大学

農学部の久野英二教授ならびに高藤晃雄助教授から本稿のご校閲と懇切なご指導

ならびにど批判をいただくことができた. ここに深く感謝の意を表する.また，

北海道大学農学部の斎藤 裕博士には常日頃よりあたたかいご指導とご支援をい

ただき，名古屋大学農学部の宮田 正博士，熱帯農業研究センターの桑原雅彦博

士，東北農業試験場害虫発生予察研究室の宮井俊一室長，果樹試験場安芸津支場

育種法研究室の小林省蹴博士，愛媛大学教養部生物学教室の和多田正義博士の各

位よりご指導をいただいた. また，果樹試験場企画連絡室長の伊庭慶昭博士なら

びに当安芸津支場長の上野 勇博士にはあたたかいご激励とご支援をいただいた.

ハダエの採集にあたっては各地の大学ならびに試験場の各位より多大なご協力を

いただき，その飼育ならびに供試植物の栽培には当支場の山下礼子氏にご助力い

ただいた. ここに記して厚くお礼申し上げる.



第 2章 供試材料

本研究で用いたミカンハダニは果樹試験場安芸津支場のガラス室内で累代飼育

されている 4個体群 (KgHt，EhMyl， Fo YkおよびSgOg) と日本各地のカンキツおよ

びナシを中心に採集された個体群である(第 l表).なお，野外から採集された

個体群は必要に応じて恒温槽 (20
0

C)あるいは実験室(250

C)で，寒天ゲノレ(

0.5% ;少量のクリスタノレバイオレットを含む)上に置いたカンキツ，ナシ，モモ，

タワなどの葉片を用いて飼育した.

第 l表-1 供試虫の来歴

個体群 採集場所 採集年 脊主植物

くミカンハダニ〉

HkSp 北海道札幌市 1987， 1990 ヤマグワ

FsFs 福島県福島市飯坂町 1984 カラタチ

IsKg 石川県加賀市奥谷地区 1983 ナ シ

NnTk 長野県下伊那郡高森町 1986 ナ シ

IkTb 茨城県つくば市谷田部町 1986 ナ シ

IkTy 茨城県新治郡千代田村' 1983 ナ 乙/

IkAm 茨城県稲敷郡阿見町 1983 ナ 手/

TbMd 千葉県松戸市松戸 1986 ツ ゲ

TbYc 千葉県八千代市上高野 1986 ナ シ

TbTy 千葉県館山市山本 1990 カンキツ

KgHt 神奈川県平底fIJ 1971 カンキツ

KgNb 神奈川県小田原市 1989 カンキツ

YnYn 山梨県山梨市万力 1986 モ モー

YnMs 山梨県東入代~tß御坂町 1986 ナ シ

Ynlw 山梨県東八代郡石和町 1989 ナ シ

SoKg 静岡県掛川市 1990 カンキツ

SoOk 静岡県清水市 1989 カラタチ

AcGg 愛知県南郡市 1990 カンキツ

WkAt 和歌山県有国郡吉備町 1990 カンキツ



第 1表-2 供試虫の来歴

個体群 採集場所 採集年 帯主植物

くミカンハダエ〉

TtD.e 1 鳥取県東伯郡大栄町 1982 ナ シ

TtDe2 鳥取県東伯郡大栄Iilr 1989 ナ シ

TtDe3 鳥取県東伯郡大栄町 1990 ナ シ

Snlm 島根県出雲市芦渡町 1986 ナ ν 
HgKs 兵庫県城崎郡香住町田 1985 ナ シ

OyOyl 岡山県岡山市百枝月 1982 ナ シ

OyOy2 岡山県岡山市百枝月 1986 ナ シ

OyOy3 岡山県岡山市百枝月 1990 ナ シ

OyOk 岡山県巴久郡邑久町 1990 カンキツ

HsAt1c 広島県豊田郡安芸津町 1982 カンキツ

HsA t.2 c 広島県豊田郡安芸津町 1988 カンキツ

HsAtlp 広島県豊田郡安芸津町 1982 ナ シ

HsAt2 広島県豊田郡安芸津町 1983 数種植物

YgHg 山口県萩市 1989 カンキツ

EhMyl 愛媛県松山市 1979 カンキツ

TsKu 徳島県勝浦郡勝浦町 1990 カンキツ

FoYk 福岡県山門郡山川町 1977 カンキツ

FoAg1 福岡県甘木市長谷山 1982 ナ シ

FoAg2 福岡県甘木市長谷山 1989 ナ シ

FoAt 福岡県甘木市高木目 1984 ナ シ

FoKh1 福岡県嘉穂町府見届 1984 ナ シ

FoTs 福岡県筑紫野市 1989 カンキツ

SgOg 佐賀県小城郡小城町 1979 カンキツ

OiKs 大分県東国束郡国東町 1990 カンキツ

KsTm 鹿児島県垂水市本城 1990 カンキツ

OnNg 沖縄県名護市名護 1990 カンキツ

くリンゴハダニ〉

AmKi 青森県黒石市 1987 リンゴ

百越冬卵採集
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第3章 ミカンハダニとエステラーゼアイソザイム

Qgita and Kasai (1965)は，寒天ゲノレ電気泳動法によりミカンハダニとナミハ

ダエの雌成虫 1個体からでもアイソザイムが検出できることを示した.その後武

久・問中(1967)は，この手法を用いてミカンハダエのエステラーゼを検出する

際の泳動距離やゲノレのpH，緩衝液のイオン強度および試料・の添加法を検討した.

また，彼らは九州地方を中心に少なくとも 3つの地域から採集されたミカンハ

ダニから，全部で 6本のエステラーゼ泳動帯を検出した. さらに，この中で各個

体群に共通する泳動帯はEa，E4および~EGの 3 本で， E1とE2の有無は個体群により

異なることを示した.そこで武久・田中 (1967)とほぼ同様の手法により， ミカ

ンハダエのエステラーゼアイソザイムにおける個体群間差異を調査した. 非特

異的エステラーゼの検出に当たって，基質による分離パターンに差が無い場合は，

一般に酢酸αーナフチノレ (α-NA)または s-NAのいずれか一方が基質として用い

られる. しかし，ハダニ類に対してこれら両基質を同時に用いて活性の差異を調

べた例は桑原(1982，1984b)がカンザワハダニについて報告した以外はみあたら

ない. そこで， α-NAとs-NAを分解するミカンハダエの非特異的エステラーゼの

性質を調べた.

1.種内にみられるエステラーゼアイソザイムの変異

材料および方法

実験に用いた個体群の中で， Kgl-It， EhMy1， SgOgおよびFoYkは採集後，果樹試験

場安芸津支場(広島県豊田郡安芸津町)内のガラス室(約250C)内でカンキツ(

シュウトウ)の実生苗木を用いて累代飼育した.また， HsAtlc. HsAtlp， OyOyl， 

TtDe1および、FoAg1は，採集後，野外での寄主と同じ植物(カンキツまたはナシ)

の莱片上で l週間以上室内飼育 (25DC. 16L-8D)した.

電気泳動の支持体はリン酸緩衝液 (pll8.04，イオン強度0.02μ)にアガロース

とポリピニノレピロリドン (PVP;K-90)をそれぞれ0.7と2%の割合で加え，加熱，

溶解し，ガラス板(15X 20cm)上に厚さ 1mrnに流して作成した.電ig平槽にはpl-1

8.04. イオン強度0.1μのリン酸緩衝液を用いた.各個体群から雌成虫を任意に抽

出し 1個体ずつ10μlの蒸留水中でガラス棒を用いてすりつぶした. これをセノレ

ロースアセテート j慌の小片 (2x 15mrn)に2'""-'3μlずつ吸着させてアガロースゲ

ノレ上に置き，車ちに電気泳動を開始した.電気泳動は40mA定電流 (200--250V)で

90分間行った.泳動終了後，酢酸Bーナフチlレ (s-NA)の1%アセトン溶液をク

ロマトスプレーを用いて噴霧した後，約37DC. 70'""-'90%RHで60分間加温し，次い

内

X
U



でFastBlue B塩の 0.5~も水溶液を l噴霧して非特異的エステラーゼの泳勤時:を検出

した.

また，ナシ脊生個体群(J-lsAtlpおよびFoAgl)の卵をカンキツ葉片上に移し，成

虫までの発育率と発育したtlt1fl成虫のエステラーゼを電気泳動法により検出した.

同様に，カンキツ害生個体群 (FoYk，KgHtおよび、HsAtlc)をナシ柴片上で 2世代

飼育し，世代ごとに雌成虫のエステラーゼを検出した.

結 果

ミカンハダエの非特異的エステラーゼの活性泳動帯は 6本(易動度の大きいも

のからE1'"'"' E6)検出された(第1図). Fo YkからはE1 • Ea. E4およびEs泳動帯が，

またHsAtlcからはE2 • Ea. E4およびEsが検出された.カンキツ寄生個体群ではE1

からE5まで計5本のバンドがみられ、これらは武久・問中(1967)が検出したも

のと同じ泳動帯であると考えられた(第2図).また，この中で、E3'"'"'Esの3本は

いずれの個体群にも共通にみられた点も同様である.一方，ナシ脊生個体1t平では

カンキツ寄生個体群と基本的に同じパターンを示したものとE4"'" E6までの 3本だ

けが検出された個体群の2つのグノレー7"に分けられた. また，カンキツ脊生のも

のと同じパターンを示した個体群では，カンキツ寄生のものに比べておバンドの

活性が低かった。

カンキツ脊生個体群と同じエステラーゼ、分離パターンを示した[-lsAtlpとFoAglの

カンキツ葉における発育率はいずれも80%以上と高く，いずれの個体群において

も発育した雌成虫のEa泳動帯の活性はナシで発育したものに比べて明らかに高く

なった(第3および4図).一方，ナシ築上で発育したFoYkのEa泳動帯の活性は

飼育 1世代田ですでに低下し 2世代田の個体ではその活性がさらに低下した(

第 5図). KgHtとHsAt 1-cの両個体群の場合もFoYkと同様に，ナシ葉での飼育 1世

代目の雌成虫のEa活性はカンキツ葉で発育した個体に比べて明らかに低かった.

考 察

力ンキツ帯主i三個体群と，これらと閉じ分離パターンを有するナシ有:生個体群と

の聞にみられたEa泳wjJ帯の活性の差異は脊主植物を変えた場合に解消されること

から，この違いは遺伝的なものではなく寄主植物の影響によるものと考えられる.

したがって， ミカンハダニから検出されたエステラーゼ分離パターンは第6図に

示す I""'Nの4つの型に分類することができる. これらのうち 1. IIおよびE

型は武久・問中(1967)が九州および四国地方のミカンハダエから検出した泳動

パターンとほぼ一致する.一方. uyuylおよびTtDelから検出されたWの型は本実

験においてはじめて検出された分離パターンである.森本・高藤(1983)および
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内田(1982)はこれらと同じ地域で採集したミカンハダニが卵休眠することを報

告しており. OyOy1とTtDelは休眠系統である可能性が高い. このため， ミカンハ

ダニの休眠性が電気泳動法によるエステラーゼ分離パターンによって識別できる

ことが期待される.そこで，以後はカンキツ容生個体群から検出された 1'"阻型

のエステラーゼ分離パターンをまとめてCT型とし. OyOy 1およびTtDelから検出さ

れたN型をPR型として(第6図)，これらのエステラーゼ型と生態的変異との関

係、について検討する.

2. 非特異的エステラーゼの性質

材料および方法

供試した個体群はカンキツ脊生のKgHt，EhMyl， HsA t 1 cおよび、FoYkとナシ守生の

TtDelで，電気泳動法による分離パターンの検出は基本的に前項と同様である.各

個体群から雌成虫を12個体ずつ抽出し，これらを 1個体ずつ10μlの蒸留水中で摩

砕し，それらをそれぞれ2枚のセノレロースアセテート脱片 (2x 15mm)に2---3

μlずつ服着させて支持体上に置いた.泳動終了後 2枚の膜片の内の一方を泳wj]

した部位に α-NAを，もう一方にはs-NAをi噴霧し，個体毎に両基質に対する活性

泳動帯を検出した.

1 n v i t r 0¥:におけるエステラーゼ活性の測定はvanAsperen (1962)およびKuwa一

hara et al. (1982)の方法に準じて行ったー雌成虫を 1個体ずつ3mlのリン酸緩

衝液 (0.067M. pH7.0)中で摩砕い酵素液とした.この酵素液に 2%のTriton 

X-I00を含んだエタノーjレ中に溶解させた 5xl0-2Mの基質 (α-NAまたはs-NA) 
を10μl加え， 300Cで20分間反応させた.その後， DBLS液 (Fa s t B 1 u e Bj:j'[ 1 %水

溶液:ラウジノレ硫酸ナトリウム 5%水溶液=2: 5)を加えて発色させ，第7図

に示したナフトーノレ量と眼光度の関係からエステラーゼ活性を算出した.吸光度

は分光光度計を用いて α-NAは600nm. s -NAは550nmで測定した.

阻害剤に対する反応については各個体鮮の雌成虫50個体を100.......150mlのリン酸

緩衝液 CO.067M，pH7.0)中で摩砕したものを酵素液とした. 1 mlの酵素液中に，

2 %Triton X-I00を含んだエタノーノレで必要に応じて希釈した阻害剤 (dichlor-

vos)を10μl加え， 30℃で10分間前阻害し，エステラーゼの活性を測定した.

結果

s -NAを用いた場合の分離パターンは前項(第3章一 1)に示したものと同様で

(第8図)，カンキツ寄生のKgHt.EhMy1， HsAt1cおよびFoYkはいずれもEa'""'J Esの

3本の泳部J帯を有し. EhMylとFoYkではそれぞれE2とE1が確認できた (CT型). こ

-14-
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れに対して，ナジ脊生のTtDelではE4.........E6の位置に泳動帯が検出された (PR型). 

α-NAにより検出された泳動帯のパターンも s-NAと同様で， CT型およびPR型のい

ずれも泳動帯の相対的位置に基質問の差異は認められなかった.

CT型の 3個体群のエステラーゼ活性は， α-NAではいずれの個体群聞でも有意差

が認められ (pく0.01)，活性の高いものからEhMyl，FoYk， KgHtの順であった(

第2表).また s-NAにおいてもKgHtの活性は他の 2個体群より有意に低かった(

pく0.01). このように KgHtの活性が低いのは他の2個体群がそれぞれEl' E2 

を有するのに対して，KgHtはとのいずれの泳動帯も持たないためかも知れない(

第8図).一方. PR型のTtDelのエステラーゼ活性は α-NAとs-NAのいずれにおい

てもCT型の 3個体群より有意に低かった (pく0.01) (第2表). 

次に，各個体群について α】 NAとs-NAに対する活性を比較すると. CT型ではい

ずれの個体群においても有意差が認められ (pく0.01)， α-NAに対する活性の方

がs-NAに対する活性よりやや高かった. しかし， PR型のTtDelでは基質問の差は

認められなかった.

各個体群の非特異的エステラーゼに対するdichlorvosの阻害様式(第9図)は

α一NAとs-NAのいずれを基質とした場合もきわめて類似しており，いずれの個体

群においても各漉度での阻害程度および縦114hとの交点や直線の折れ曲がる位置に

ついて基質問の顕著な差異はみられなかった.個体群聞で、はCT型のEhMylとFoYkの

パターンが類似しているのに対して. PR型のTtDelではこれらCT型に比べて高濃度

のdichlorvosによる限害程度が低く，直線の折れ曲がる位置もやや異なっていた

(第10図). 

第2表 In vitroにおける酢酸αーおよびBーナフチJレに対するミカンハ
y五百*特異的エステラーゼ活性 (300C. 20分間)

KgHt CT 
EhMyl CT 
FoYk CT 
TtDe 1 PR 

エステラーゼ活性畠

α-NA s-NA 

平均値b CV(目) 平均値b CV(抗)

5.01a 5 3.66e 28 
8.25b 27 4.59f 27 
6.96c 29 4.95f 22 
2.61d 25 2.46d 23 

活性比
(a/ s) 

個体群 エステラ
ーゼ型

1. 37 
1. 79 
1. 41 
1. 06 

a エステラーゼ活性は l雌成虫当りの基質分解量(1x 10-6M/ml)により，
50個体の平均値として示した.
b 表中のアルファベットが異なるものは t検定で有意差が認められた
(pく0.01)ことを示す

n
f
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直線が縦刺!と 100%以下で交差することは，さらに低濃度のdichlorvosによって

阻害されるエステラーゼの存在を示唆し，また直結が途中で折れ曲がることは測

定範囲内においても阻害剤に対する感受性の異なった酵素が存在していることを

示す. これらから，両基質の分解にはdichlorvosに対して異なった感受性を有す

る被数のエステラーゼが関与していることが伺える.

これらの阻害曲線を99%の信頼区聞によって宜線部分に分けるとすれば，いず

れも 2本の直線に区別されるが，ここでは個々の実験データに基づき 3本の直線

に分けるのが適当と考え，それぞれの個体群について直線1， IT. mを定めた(

第 9図，第10図). これらの直線から. A 1 d ri d g c (19 50 )の方法により 2分子速

度定数(包)を求めた(第3表). これらを個体群聞で比較すると，阻害様式の場

合と同様に基質問ではいずれの個体群においても各直線でほぼ近似した数値が得

られ，個体群間ではCT型のEhMy1とFoYkが類似しているのに対して， PR型のTtDc1

では直線Eのk.LがCT型の直線IIIのそれとほぼ同等であった以外はいずれもやや異

なった数値を示した.

考 察

カンザワハ夕、エでは電気泳動法により分離される複数のエステラーゼがNAの分

解に関与しており (Kuwaharaet a1. I 1981) ， α四およびBートIAに対する ln

己主旦での活性は同一系統でほとんど差がない (Kuwaharaet a1. I 1982) • また，

これらエステラーゼの電気泳動法による分離パターンや各種阻害剤による阻害様

式とそれに対するιおよび阻害物質定数(ム)なども両基質問でほぼ一致してい

る(桑原; 1982). これらのことから，カンザワハダニでは αーおよび s-NAは同

In vitr空でのdichlorvosの非特異的エステラーゼ阻
害反雇記おける 2分子速度定数 (ki)

第 3表

ι(x 1031/mol/min) 

IIIa E自

基質-フテ
型

ス
ゼ

エ一
個体群

1. 50 
1. 61 

2.29 
2.31 

2.79 
2.91 

α-NA 
s -NA 

CT EhMy1 

1. 70 
1. 78 

2.26 
2.51 

2.86 
2.81 

α-NA 
s -NA 

CT FoYk 

0.46 
0.40 

1. 61 
1. 75 

2.60 
2.37 

α-NA 
s -NA 

PR TtDe1 

，...20-

a 第9図および第10図参照



ーまたは極めて類似した酵素群によって分解されているものと考えられる. ミカ

ンハダエにおいても，電気泳動法における易動皮ならびにdichlorvosに対する感

受性の両面から，複数のエステラーゼがNAの分解に関与していることは明らかで

ある.また，電気泳動法において α-NAとs-NAのいずれを基質に用いた場合にも，

分離検出される泳動帯の相対的位置にはまったく差異がみられないことと， d i-

chlorvosによる阻害様式についても各個体群において基質問の差異がほとんどな

く，主上も近似した数値が得られたことから，両基質を分解するミカンハダニのエ

ステラーゼはほぼ同ーの酵素群であると考えられる.

ミカンハダニ雌成虫 1個体当りのエステラーゼ活性 (300C，20分間)はCT型で

は3.66.......8.25x10・6M/mlで. Kuwahara et al. (1982)がカンザワハダニについて

示した活性 (4.08'"'-'7.80x 10-6M/ml)にほぼ近い.一方，カンザワハダニでは同

一系統のα-NAとs-NAに対する活性はほとんど一致しているのに対して， ミカン

ハダエのCT型ではα-NAに対する活性の方が s-NAに対する活性に比べて高いこと

から，両者のエステラーゼの基質特異性に若干の相違があるものと思われた. PR 
型のミカンハダエのエステラーゼ活性はCT型に比べて明らかに低く，また α-NAと

s -NAに対する活性がほぼ同等である点でもCT型と異なっていた.またdichlor-

vosによる阻害様式においてCT型とPR型の問で差具がみられたことは，電気泳動法

による分離パターンの相違と共に， NAを分解する両者のエステラ}ゼが理化学的

性質の点でも異なる酵素群であることを示唆している. これらの点は，エステラ

ーゼ分離パターンの異なるミカンハダエ個体群聞の比較をする上で興味深い.
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第4草 ミカンハダニの生態的特性の変異とエステラーゼアイソザイム

ミカンハダニの休眠性と寄生性の変異の遺伝的関係を検討するためにはこれら

の生態的変異を識別することが可能な指標が必要である.休眠系統が存在する地

域で採集された個体群(森本・高藤， 1983;内問. 1982)のエステラーゼアイソ

ザイムの分離パターンは従来から知られているもの(武久・問中， 1967;田中ら，

1972) とは明らかに具なる(第3章). この遺伝的変異はミカンハダニの生態的

特性の変異を識別するための有効な指標になる可能性がある.そこで，本章では

ミカンハダニの脊生性ならびに休眠性の変異とエステラーゼアイソザイムの変異

との関係を検討した.

1.寄生性の変異とエステラーゼアイソザイム

内田(1982)は， ミカンハダニの脊主植物の中で，非休眠系統はカンキツ，ナ

シ，モモ，スモモ，アンズ，ウメなどでよく発育するのに対し，休眠系統はナシ，

モモ，スモモでは発育できるがカンキツ，アンズおよびウメでは発育しないこと

を示している.真梶(1961b)および森本・高藤 (1983) も同様にカンキツでは休

眠系統が発育できないことを指摘した. このように， ミカンハダエの脊生性の変

異はカンキツ類での発育の可否において顕著に表れるため，カンキツで発育でき

る個体群をカンキツ寄生型，カンキツでは発育しない個体群をナシ害生型として

分類することができる，本項では各地で採集された個体群についてカンキツでの

発育率と電気泳動法によるエステラーゼアイソザイムの分離パターンを調査し，

寄生型とエステラーゼ型 (CT型およびPR型)との関係を検討した.

a. 各地の個体群の容生型とエステラーゼ型

材料および方法

福島県から福岡県までの11県から，ナシ闘を中心に18地域個体群(第11図)を

採集した.全ての個体群は実験に用いるまで寒天ゲノレ上に置いたナシ諜片 (HkSp

はクワ葉片)に移し， 20ないし25
0

Cの実験室内で飼育した.

カンキツ莱における発育を調べるため，卵が産み付けられたナシまたはクワ(

HkSp)莱片を小片に切り分けて20--250

Cで2--3日間風乾させ，その葉片を寒天

ゲjレに乗せたシュウトウ莱片 (2X 3 cm)上に移し，25
0

C (16L-8D)の実験室内

に置いた.ナシまたはタワ葉片は 5~6 日後に除去し， 10........ 14日後に発育状況を

調査した.
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アガロースゲノレ電気泳動によるエステラーゼ分離パターンの検出は第3章と基

本的に同様の方法で行った. ここでは厚さ約0.6mmのゲノレを用いて2mA/cm(300'"'"' 

400V)で60.......70分間通電した.

結果

カンキツ(シュウトウ)での発育率が80%以上の 7個体群 (FsFs，IkTb， NnTk， 

1 kTy， 1 kAm， TbMdおよびtFoAg1)のエステラーゼ型はいずれもCT型で，発育率が

10%以下の 8個体群(IsKg，TtDe1， SnIm. TbYc， HgKs， YnMs， FoAtおよびFoKhl)

はPR型であった(第4表). これらに対して， YnYnおよびOyOy2の発育率はそれぞ

れ23.9%および11.8%で，両エステラーゼ型の個体が漉在していた.そこで，こ

れら 2個体群をエステラーゼ型によりサプ、グノレー7
0

に分け，それぞれについてカ

ンキツでの発育率を再調査した.その結果，いずれもCT型のサブグノレー7
0

のカン

キツでの発育率は90%以上と高く，一方PR型は10%以下であった(第5表). 

また，北海道のヤマグワから採集されたHkSpの発育率は 0%で(第4表)ナシ

帯生型であったが，エステラーゼ活性が低いためアガロースゲ、ノレ電気泳動法では

ミカンハダニ地域個体群のカンキツ葉での発育率とエステラーゼ型第4表

エステラーゼ型bカンキツでの発育白
寄主植物個体群

PR型CT型供試
虫数

逃亡率死亡率発育率供試
虫数

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
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第 5表 山梨産モモ帯生個体群 (YnYn)および岡山産ナシ寄生個体群
(OyOy2)のエステラーゼ型の異なるサプグループのカンキツ
(シュウトウ)での発育率

個体群 エステラーゼ型 供試虫数 発育率 死亡率 逃亡率

YnYn CT 176 92.0日 4.0目 4.0弘
PR 88 9. 1 70.5 20.5 

OyOy2 CT 92 95.7 4.3 。
PR 258 1.6 81. 0 17.4 

エステラーゼ型が判定できなかった.

b. ナシ帯生型個体群におけるエステラーゼ活性の変54

前項で、HkSp個体群のエステラーゼ型が判定できなかったことから，ナシ寄生型

個体群間にエステラーゼ活性的差異がある可能性が考えられた. とのため， HkSp 

のエステラーゼ活性を他の個体群とよ旦己主旦で比較した.

材料および方法

供試した個体群はHkSpとCT型のFoYk，およびuyuy2のPR型のサブグループ(

UyUy2' :第4章一l-a参照)である. ~t1g成虫を 5 個体ずつ 1 rnlのリン酸緩衝液(

O.lM， pH7.0)中で障砕い SephadexG-25およびろ過膜(孔佳0.45μrn)を用いて

遠心ろ過 (2，OOOg)した. とのろ液をサンプルとしてタンパタ量当りのエステラ

ーゼ活性を調査した. タンパクの定量は色素結合法(藤保， 1980)を用いて，

u1iver et a1. (1951)の方法により行った.ろ液0.5rnlにクマジープリリアント

ブルー溶液(バイオラッド、社製)0.5rnlを加え，分先光度計により 595nmでの政光

度を ~J!IJ定し，ウシのガンマグロプリンをもとに作成した検量線からタンパク量を

決定した.

In vitroにおけるエステラーゼ活性は50.......150μlのろ液をリン酸緩衝液で 1ml 

に希釈し，第3章一2と同様の方法で測定した.また，タンパク量およびエステラ

ーゼ活性の測定は，それぞれの個体群について 3反復ずつ行った.

結 果

タンパタ量当りのエステラーゼ活性は(第6表). αーおよび s-NAのいずれを

基質に用いた場合にも，カンキツ寄生型のFoYkが他の 2個体群に比べて7......19倍高

F
h
u
 

q
h
 



第 6表 害生型の異なるミカンハダニ雌成虫のi旦ヰι旦におけるエステラーゼ活
{生

エス テ寄 生容 主 タンパク量
個体群ラーゼ型 植物a (μg/ml) 

型

性
一
川

情
一
-

一

円

ρ

ゼ
一

-フ一
テ
一

ス
一
一
則

エ
一
一-α 

活性比
(α/s) 

FoYk CT カンキツ C 4.21 
(3.92-4.42) 

0.61 
(0.51-0.78) 

0.31 
(0 . 28-0 . 34) 

1.18 6.63 4.96 
(6.13-7.00) (4.52-5.26) 

12.61 0.63 
(11. 53ー13.27)(0.54-0.77)

7.21 0.26 
(6.6ト7.56)(0.26-0.26) 

表中の o内の数字は最小および最大値を示す
日 C. シュウトウ V，インゲンマメ M. クワ
b 活性はタンパク 1μE当り l分間の酢酸ナフチノレ (NA)分解盆(1x 10-自mo1NA 
分解量/タンパタ (μg)/分)により示した.

OyOy2' PR ナシ V 1.03 

HkSp ? ナシ M 0.84 

かった.一方，ナシ寄生型の中でも個体群間で顕著な差がみられ. HkSpの活性は

OyOy2'の1/2またはそれ以下であった. α-NAとs-NAに対する活性の比は. FoYkと

OyOy2'ではいずれも 1以上であった. しかし， HkSpではこれらの関係が逆転し，

活性比は0.84であった.

c. まとめ

ミカンハダニのカンキツへの容生性はエステラーゼ型と密接な関係があり. CT 

型の個体群はカンキツで発育するカンキツ型で. PR型はカンキツでは発育できな

いナシ寄生型であることが明らかになった.また. YnYnおよびOyOy2の2個体群の

ように寄生性の異なる個体が混在する場合でも，エステラーゼ型を基にカンキツ

に対する寄生性の異なるサブグループに分けることができた. このことは， ミカ

ンハダニの害生性の分化が遺伝的に安定していることを示すものであり，エステ

ラーゼ型から逆に脊生型を判別することが可能であると考えられる.

一方，北海道のヤマグワから採集したHkSp個体群はナシ帯生型で、あることがカ

ンキツでの発育率から明らかである. しかし，この個体群についてはアガロース

ゲノレ電気泳動法によるエステラーゼ型は判定できなかった. 1 n丘l旦の実験から，

この原因はHkSp個体群のエステラーゼ活性が顕著に低いためであることが明らか

になった. したがって，このようにエステラーゼ活性が顕著に低い個体群も含め

て生態的特性とエステラーゼ型との関係を検討するためには，アガロースゲノレ電

気泳動法よりも感度の高い検出法の検討が必要である.
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2. 休眠性の変異とエステラーゼアイソザイム

休眠系統において休眼が誘起される!臨界日長は200Cで13時間前後である(真椛

・内田， 1980;内田， 1982; Fujimoto and Takafuji， 1988) • そこで，各個体群

の短日条件下における卵休眠誘起の有無とエステラーゼ型との関係を調べた.

また，第4章一l-aにおいて，活性の低い個体群のエステラーゼ型を判別する

のにアガロースゲノレ電気泳動法だけでは不十分であることが明らかになった. こ

のため，ポリアクリルアミドゲル電気泳動法によりミカンハダニのエ只テラーゼ

アイソザイムを検出し，検出感度をアガロース法の場合と比較した.

a. ポりアタリ Jレアミドゲjレ電気泳動法によるエステラーゼアイソザイムの

分離

材料および方法

供試した個体群は， CT型(カンキツ脊生型)のKgHt，EhMy1および、FoYk，PR型(

ナシ寄生型)のOyOy2'およびナシ寄生型でエステラーゼ型が不明のHkSpである.

電気泳動法は基本的にAotsukaand Asami (1979)の方法と同様である.ゲノレ(

幅160x高さ 150x厚さ0.5mm)はLaemmli(1970)に準じてSDSを含まないものを調

整した. ゲ、jレの緩衝液系は濃縮ゲノレと分間lEゲノレでそれぞれ0.25M(pH6.8)および

0.375M (pH8.8)のトリス一塩酸緩衝液で，電極用緩衝液は0.025Mトリスー0.192M

グリシン緩衝液である.

各個体群から雌成虫を任意に取り出し， 10μlのトリス一塩酸緩衝液(10mM，

pH6.8; 20%グリセリンおよびO.002%BPBを含む)中で 1個体ずつ摩砕し，干し径

0.45μmのろ過膜を用いて遠心ろ過したものをサンプノレとした.酵素活性に応じて

4""'8μlのサンフツレをアプライしたゲノレを約 5
0

Cの水槽に入れ， 40mA定電流で60"-'

70分開通電してタンパクを泳動させた.泳動終了後， αーおよび s-NA (5 X 10幽 3M) 

とFa s t B 1 u e RR:臨 (0.2%)を含んだ0.16Mリン酸緩衝液 (pH7.0)に室温でゲノレを

20"""30分間浸して泳動帯を検出した.基質と発色剤はそれぞれエタノーノレ (2%

Triton X-100) と蒸留水に溶解後，緩衝液と混合した.

結 果

CT型個体群においてはいずれもアガロースゲノレ電気泳動法に比べて泳動帯数が

多く，ポリアクリノレアミドゲノレ電気泳!lílJ法の方がエステラーゼの分間I~および検出

感度が高いと恩われた(第12岡).ポリアタリ Jレアミドゲノレを用いた場合もアガ

ロースゲノレの場合と同様に， αーおよび s-NAのいずれを基質に用いても同じ位誼
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に泳!WJ'帯が得られた. しかし，これらの基質を混合して用いた場合，基質特異性

の相違から色調の異なる泳部J帯がみられた. このことは，基質特異性が異なる酵

素の存在が示唆され，最も遅い泳!W)帯はその色調から s-NAをより速やかに分解し，

それより易窃J度の大きな泳動帯は α-NAを主に分解していると考えられた.そこで

以後はこれらをそれぞれs-Estおよびα-Estと仮称する. α-Estではバンド数が

多く，易動度の小さな音~位において明らかな多型性が示された. このため，この

部位を止ニEst1と仮称し，後に遺伝子分析を行った. これに対して，s -Es tでは単

一で活性が比較的低い泳動帯が検出された. この場合も，泳W)帯の易wJ)度に違い

がみられたが，易動度の差が小さすぎてホモ個体とヘテロ個体の識別が困難であ

った，

PR型のOyOy2' の分離パターンはCT型のKgIHおよひ~FoYk と顕著に異なり ， s -Es t 

の泳動帯の位置およびα-Estのパターンに相違がみられた(第13図). このよう

にポリアクリルアミドゲル電気泳動法においても，アガロースゲノレ電気泳動法に

おけるエステラーゼ型に対応して， CT型とPR型の明らかな相違が検出できる.

アガロースゲノレ電気泳動法では検出できなかったHkSp個体群においても明瞭な

泳動帯が検出された. この個体群のエステラーゼ、分間;mパターンはPR型のOyOy2'の

ものときわめて類似していた.第14図のザイモグラムに示したように s-Estの
泳動帯の易動度には多少の違いがみられたが，同程度の相違はCT型内にもみられ

る(第12図)ことから， I-IkSpのエステラーゼ型はPR型と考えられる。

b. 各地の個体群の休眠性とエヌテラーゼ型

材料および方法

用いたミカンハダエは，カンキツから採集されたTbTy，SoKg， YgHg， WkAt， 

K sTm，ナシのIsKg，IkTy， IkAm. Ynlw， TtDe2， FoAg2， FoAt， FoKhlおよびヤマグ

ワから採集されたHkSpの14個体群である(第15岡).各個体群の雌成虫20，，-，30個

体を寒天ゲル上のクワまたはナシの葉片 (5X 5cm)に移し， 20
0

C短日(1IL-13D)

条件下で産卵させた.産下された卵はそのまま成虫になるまで飼育を続け，発育

した雌成虫を新しいクワまたはナシ諜片に移し，同じ短日条件下で 3........7日間産

卵させた.雌成虫を除いた後，卵が付着している張片を25
DC長田(16L-8D)条件

下に移し， 10日後に卵のふ化率を調査してその休眠性を判定した，エステラーゼ

アイソザイムはアガロースゲノレまたはポリアクリノレアミドゲノレ電気泳動法により

検出した.

-29-
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結 果

卵のふ化率は個体群問で顕著な差が認められ(第7表)， HkSp， IkKg， TtDe2. 

FoAg2および~FoKhlの 5 個体群ではふ化幼虫がみられなかったのに対して，その他

の個体群ではいずれも 80%以上の卵がふ化した. したがって，前の 5個体群は休

眠系統で卵が休眠しており，休眠が誘起されなかった後の 9個体群は非休眠系統

であると判定されたー また，各個体群のエステラーゼ型はCT型またはPR型の一方

に固定しており，非休眠系統の 9個体群ではすべてCT型で，休眠系統の 5個体群

ではPR型であった.

とめまC. 

各個体群のエステラーゼ型と卵のふ化率との関係は明l瞭であった. Takafuj i 

and Fujimoto (1985)およびTakafuji (1988)はカンキツおよびナシから採集さ

れたミカンハダニの休眠性の異なる系統聞に完全な生殖的隔離があることを明ら

かにした. とのことは， ミカンハダニの休眠性が遺伝的に完全に分化しているこ

とを示唆するものである. これらのことから， ミカンハダニの休眠性は，寄生性

と同様にエステラーゼ型によって完全に識別できると考えられる.エステラーゼ

200C短日(1IL-13D)条件下で産下されたミカンハダニ地域個体群の卵
のふ化率 C25

0

C，16L-8D) とエステラーゼ型
第 7表

エステラーゼ型

供試虫数
ふ化率供試卵数雌成虫数帯主植物個体群

PR 

TbTy 
IkArn 
Ynlw 
FoAg2 
SoKg 
Yg(-)g 
IkTy 
WkAt 
KsTm 
HkSp 
IsKg 
TtDe2 
FoAt 
FoKhl 

0
0
0
0
0
 

CT 

0
0
0
0
0
0
0
0
0
 

74b 

9司

114b 

73b 

88b 

9Jb 
129 

90b 

129b 

35b 
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型と守生性との関係についてはすでに第4章一1で述べた.すなわち， CT型はカン

キツ容生型(カンキツで正常に発育するもの)であり， PR型はナシ守生型(カン

キツでは正常に発育できないもの)である.また，ヱステラ{ゼ活性の低いHkSp

はカンキツでは発育できないことがわかっている. これらを本項の結果と総合す

ると， CT型は非休眠系統でカンキツ帯生型の個体群であり~ PR型は休眠系統でナ

シ容生型の個体群である. このことは， ミカンハダニの休眠性と害生性の連鎖を

示しており， ミカンハダ=の休眠性と容生性に関するこれまでの報告(真梶，

1961b;内田; 1982;森本・高藤; 1983)を支持するものである.また，電気泳動

法では個体ごとにこれらの生態的変具を識別できるため，休眠性および脊生性の

異なる個体が混在している場合 (Takafujiand Morimoto， 1983;真梶弘 1986)

や山田・野田(1985)が報告しているようにそれまで発生が認められなかった地

域に休眠系統が発生するようになった場合にもこれら 2系統を明瞭に識別できる.
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第5章 エステラーゼ型が異なるミカンハダニ個体群聞にみられる形態的変異

ミカンハダニの生態的変異を個体ごとに判別する手法がこれまで確立されてい

なかったため，生態的特性の異なる個体群聞における形態的変異に関する研究は

あまり進んでいない. これまでには，卵径の相違(内田， 1982) と雌成虫の体色

の若干の相違(真梶I 1961a)が知られているだけである.本章ではエステラーゼ

型により生態的特性を識別した個体群について，走査型電子顕微鏡ならびに生物

顕微鏡による形態的変異の調査を行った.

1. 走査型電子顕微鏡による微細I構造の比較

材料および方法

観察に用いた個体群はCT型のKgHt，EhMy1およびFoYkとPR型のHkSp，TtDe2およ

びOyOy2'とリンゴハダニのAmKiである.これらはいずれも半年間以上，実験室内

または隔離ガラス室内で継続飼育している個体群である.雌成虫をメタノーjレ・

酢酸混合液(メタノーノレ:酢酸:水=1:3: 1)で30分間処理した後エタノー

ノレで、脱水処理し，順次アセトン，酢酸イソアミノレに置換した. これらを臨界点乾

燥後，金を蒸着させて走査型電子顕微鏡により外部形態を観察した(第16図). 

観察は雄成虫の触肢先端部，雌成虫の爪間体(第1脚)および周気管の形態につ

いて行った.

結果

雄成虫触肢先端部の毛の配置等に関して，エステラーゼ型聞における基本的な

相違はみられなかった(第17および18図上しかし，吐糸腺(第18図，矢印)は

CT型個体群に比べてPR型個体群の方が大きく，相対的によく発達していた. CT型

個体群の周気管は末端部からほぼ4μmの部位で11
'
mが広がり，末端に向けて細長い

形をしているのに対して， PR型では末端が広がり楕円形に近い形であった(第19

および20図).また， リンゴハダニの周気管はPR型と同様に末端部が広がってい

た(第20図). CT型およびPR型の爪間体はいずれも爪状で 3対の腹毛を有するが，

CT型では爪状の部位と腹毛(基部から 2番目〕との角度がほぼ直角であるのに対

してt PR型ではこの角度が90度より顕著に小さかった(第21および22図). 
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A B 

F弓司守~吉守竺T可

第17図 走査型電子顕微鋭により観察されたCT型 (EhMy1) (A) およびPR型
(O~Oy2') (B) 個体群の雄成虫の角川支先立i制fI~

KgHt(CT) EhMy 1 (CT) HkSp (PR) OyOy2' (PR) 

10μm 

第 18図 CT型および、PR型個体群の雄成虫のf~1(JJ支先端部の形態比較

司，
i
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A B 

1i(~ 19区l走査型電子顕微鋭により観察された口型 (Kglh) (A)およびPR型

第20図

(OyOy2 ') (B)個体群の雌成虫の周気管末端部

KgHt 

(CT) 

EhMy1 

(CT) 

DyOy2 

(PR) 

10μm 

CT型およびPR型個体群およびリンゴ、ハダニの~tl[成虫の周気管末端部の形

態比i¥[交
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第21図 走査型電子顕微鏡により観察されたCT型 (KgHt) (A)およびPR型
(OyOy2 ') (B)個体群の雌成虫第 1脚先端部



第22図 CT型(一一〉およびPR型(…ー)個体群の雌成虫の爪間体の形態

比較
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プレパラート標本による形態比較2. 

材料および方法

供試した個体群は前項と同様の飼育個体群である. メタノーjレ・酢酸混合液で

30分間処理した雌成虫を，ホイヤー氏i夜を用いてスライドグラス上に側面が上に

なるように封入した.生物顕微鏡により周気管の形態を観察し，爪間体について

は腹毛と爪間体との角度(第23図-a)ならびに曲率(第23図-b)を測定した.ま

た，胴部背面の最前方に位置する通常毛 (pl)と後方の内仙毛 (C4).外仙毛(

L4)および瞥毛 (CL) (第24圏;背毛の記号はEharaand Tho (1988)に準じた)

の長さについても計測した.なお， ミカンハダニの背毛の多くは歪曲しているが，

毛の歪曲率に個体差はほとんど認められなかったため，実用上の便利さから背毛

の長さは毛の基部から先端までの直線距離として計測した.

結 果

周気管末端部の形態は走査型電子顕微鏡による観察ではエステラーゼアイソザ

イム型聞で僅かな相違がみられたが，生物顕微鏡による観察では標本作成時に周

気管の形態が変化し易いため，微小な相違を識別するのは困難であった.

腹毛と爪間体との角度 (a) と，爪間体の曲率 (b)の角度をラジアンで示す

と aはCT型のKgHtとEhMylでは1.5-.... 2.0であるのに対してPR型のHkSpとOyOy2'で

は1.0...... 1. 3であり， PR型ではCT型に比べて明らかに小さかった(第23図).また，

曲率 bはPR型に比べてCT型の方が明らかに小さく; CT型の爪間体はPR型のものに

比べて鋭く曲がっていた. これらの平均値を個体群聞で比較すると，角度 aおよ

び曲率 b のいずれにおいても CT型のKg[-[tおよび~EhMyl と PR型のHkSpおよびOyOy2' と

の聞に明瞭な差が認められた(第8表 pく0.05).一方， リンゴハダニのAmKi

エステラーゼ型の異なるミカンハダニ個体群およびリンゴ、ハダニに
おける雌成虫の爪間体(第 l脚)の腹毛との角度 (a)ならびに曲
率 (b)

第8表

ba 供試虫数エステラーゼ型個体群 a B 

KgHt 
EhMyl 
HkSp 
OyOy2' 
AmKi (P. 

l.50+0.12a 
l.51+0.11a 
l. 97土0.18b
1.98+0.16b 
l. 59土o.10a 

1.70+0.13a 
1. 66+ O. 13a 
1.13+0.07b 
1.22+0.07b 
1.20+0.11b 
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自第23図参照;平均値(ラジアン) +SD. 表li=lのアノレファベットが異なるもの
はDuncanの多重検定法において有意差が認められた(pく0.05)ことを示す.
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・， PR型;ム， リンゴハダニ:アルファベットは各個体群の平均値を示
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の爪間体では，角度 aはPR型にきわめて類似し，逆に曲率bはCT型に近かった.

したがって， リンゴハダエのJi¥間体はPR型と同様に腹毛の付近から曲がり始め，

腹毛から先端までの曲がり具合いはCT型と問機に大きかった(第23間，第8表). 

背毛の長さは，いずれもDuncanの多重検定法においてミカンハダニの 2型相互

の問およびリンゴハダニとの聞で有意差が検出され，その場合の有意水準はCT型

とリンゴハダニのC4で5%であった他はいずれも 1%であった. C4はCT型ミカン

ハダエとリンゴハダエの聞では視覚的には顕著な差はみられなかったが， PR型で

はこれらに比べて明らかに長かった〈第25図). L4はCT型， PR型， リンゴハダニ

の順に短かった(第26図).また， CL (第27図)およびPl(第28図)はいずれも

CT型で他より短く， PR型とリンゴハダニの問では差が小さかった. したがって，

C4， L4， CLおよびPlの長さはいずれもPR型の方がCT型に比べて長い傾向があった.

これらの中で， L4とCLはC'I型と PR型の頻度分布に重なりがみられず明瞭な差があ

り，逆に分布の重複が最も大きかったのはPlであった.

これら背毛の相対比(第 9表)ではL4/C4，CL/C4， Pl/L4およびP1/CLでミカン

ハダニのCT型と PR型の顕著な相違が検出された (pく0.05)• これらに比べて顕

著ではないが， L4/CLおよびPl/C4においてもエステラーゼ型聞に差異がみられた.

また， リンゴハダニのAmKi個体群はこれら全ての相対比において， ミカンハダニ

の各個体群との聞に有意差があった (pくo.05) • 

L4/C4およびCL/C4の相対比は真梶(1961.a)が示した結果とよく一致し， ミカン

ハダニのL4/C4はほぼ0.5以下であり， リンゴハダエではほぼ0.6以上であった(第

29図). また， ミカンハダニのCT型個体群のL4/C4は0.25""-'0.4程度であるのに対

して， PR型個体群では0.35......0.5であり，後者がやや大きい傾向がみられた.また，

各型における個体群ごとの平均値においても同様の相違がみられた(第9表). 

一方， Pl/L4ならびにPl/CLではいずれもCT型個体群の方がPR型個体群より顕著に

大きく，両型聞で分布の重なりはみられなかった(第30図). また， リンゴハダ

ニはPR型に近い位置に分布した.このように， ミカンハダニのCT型と PR型を区別

するためには前述のL4/C4およびCL/C4の相対比よりもPl/L4およびPl/CLの方が適

していた.
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第25図 CT型 (A)およびPR型 (B) ミカンハダエならびにリンゴハダニ (C)飼育

個体群におけるC4長の頗度分布
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第26図 CT型 (A)およびPR型 (B)ミカンハダニならびにリンゴハダニ (C)飼育

個体群におけるL4長の頗度分布
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第27図 CT型 (A)およびPR型 onミカンハダエならびにリンゴハダニ (C)飼育

個体群におけるCL長の頻度分布
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第28図 CT型 (A)およびPR型 (B)ミカンハダニならびにリンゴ、ハダニ (C)飼育

-個体群におけるPl長の頻度分布
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第 9表 エステラーゼ型の異なるミカンハダニ個体群およびリンゴハダニの飼育
個体群における雌成虫の背毛 (C4，L4. CLおよびPl)の相対比

個体群 エステラ 供試 相対比(平均値+SD)
ーゼ型 虫数

L4/C4 CL/C4 L4/CL 

EhMyl CT 21 0..34土0.03b 0.32+0..04b 1. 05土0.07ab
FoYk CT 20 0.30土0.02a 0.30+0.02a 1. 03土O.05a
KgHt CT 20 0.34+0.03b 0.33+0.03b 1. 05土O.06ab
OyOy2' PR 20 0.42土0.04c 0.35+0.02c 1.19:!::0.12c 
HkSp PR 20 0.41土0.03c 0.38土0.03d 1.09+0.07b 
TtDe2 PR 20 0.43+ O. 04c 0.36土0.03c 1.21+0.12c 
AmKi (P.ll1mi) 20 0.66土0.04d 0.43+0.02e 1. 56土O.10d

個体群 相対比(平均値土SD)

P1/L4 Pl/CL Pl/C4 

EhMyl 2.08+0.16a 2.18土0.18a 0.70+0.04b 
FoYk 2.03+0.14ab 2.09+0.12b 0.62+0.05c 
KgHt 2.00+0.13b 2.10+0.16b 0.68+0.05b 
OyOy2' 1 .41土O.13c 1. 67 +0. 08d O.58+0.04de 
HkSp 1.46+0.13c 1.60+0.15de 0.61+0.05cd 
TtDe2 1.31+0.10d 1. 57土0.10e 0.56+0.04e 
AmKi 1.1S+0.07e 1. 79 +0. 09c 0.76土O.04a

表中のアノレブアベットが異なるものはDuncanの多重検定法において有意差が認
められた (pく0.0のことを示す.
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3.地域個体群のエステラーゼ型と形態的変異

第5章ー1および2ではミカンハダニのCT型とPR型聞の形態的相違について飼育

個体群を用いて調査した結果を示した. この中で，爪間体の形状ならびに背毛の

長さの比において両者の形態的差異が示された.そこで，本項では野外で採集し

たミカンハダエの雌成虫について形態を調査した. しかし，爪間体については計

測に困難があり，多数の標本を扱うことはできないため，調査は背毛の長さにつ

いて行った.

材料および方法

野外のウンシュウミカン，ナシおよびタワから採集したミカンハダニ雌成虫(

計9個体群;第31図)を前項と開様にプレパラート標本にし， C4， L4， CLおよび

Plの長さを計測した.なお，調査した個体群の中で、AcGg，WkAt， TsKu， OiKs， 

KsTmおよびOnNgの61固体群はCT型で， HkSp， OyOy3および、TtDe3の3個体群はPR型

である.

次に，飼育個体群も含めて，調査した各個体の4本の背毛について算出した全

ての相対比 (L4/C4，CL/C4， Pl/C4， Pl/L4， Pl/CLおよびL4/CL)の個体群毎の平

均値をもとにクラスター分析を行った.なお，非類似度には楳準化ユークリッド

平方距離を用い，クラスターの結合は群平均法により行った.

結 果

背毛長の相対比は，野外の個体群(第10表)においても飼育個体群(第9表)

と同様の傾向を示した. しかし，個体群聞の差異は飼育個体群の場合に比べて小

さく，エステラーゼ型が異なる全ての個体群聞で顕著な相違が検出されたのは

P1/L4およびP1/CLだけであった.

野外個体群のP1/L4とP1/CLの散布図(第32図)では，飼育個体群の場合に比べ

てエステラーゼ型聞の相違は明瞭ではなく，両者の分布に重なりがみられた. こ

の原因は， CT型飼育個体群のP1/S2とP1/Cはそれぞれ1.7.......2.5および1.8....... 2.6の

聞に分布している(第30図)のに対して， CT型野外個体群ではそれぞれ1.4--2.2 

および1.6.......2.4となり 比率が低下しているためである. しかし，これら相対比

の関係は飼育個体群の場合と同様の傾向を示した.
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第10表 エステラーゼ型の具なるミカンハダニ個体群およびリンゴ、ハダニの野外
個体群における雌成虫の背毛 (C4，L4， CLおよびP1)の相対比

個体群 エステラ 供試 相対比(平均値+SD)
ーゼ型 虫数

L4/C4 CL/C4 L4/CL 

OnNg CT 22 0.35土0.03a 0.34土0.03bcd 1.02+0.06a 
WkAt CT 20 0.39+0.03bc 0.34+0.03bcd 1. 15土0.08bcd
TsKu CT 19 0.37+0.04ab 0.34土 0.04bc 1.10+0.08b 
KsTm CT 20 0.36土0.03ab 0.31+0.03a 1.17+0.11cd 
AcGg CT 15 0.36+0.04a 0.33土0.03ab 1.09+0.08b 
OiKs CT 16 0.36土0.03ab O.32+0.02ab 1.12+0.070c 
OyOy3 PR 24 0.42土0.03c 0.36土0.02d 1. 20土0.10d
TtDe3 PR 25 0.39+0.09b 0.35土 0.03cd 1.17+0.09cd 
HkSp PR 14 0.42土0.05c 0.33土0.02abc 1.28+0.15e 

個体群 相対比(平均値+SD)

P1/L4 Pl/CL Pl!C4 

OnNg 1.99+0.19a 2.03+0.22a 0.69+0.05a 
WkAt 1.71+0.21b 2.00土0.16ab 0.68土0.05a
TsKu 1.76+0.16b 1. 93土O.17a b 0.65+0.04b 
KsTm 1.69+0.19b 1 .97 + 0 . 16 a b 0.61+0.05bc 
AcGg 1.79+0.16b 1.93+0.15ab 0.63土0.05bc
OiKs 1.70+0.12b 1.90土O.13b 0.61+0.05bc 
OyOy3 1. 45土0.11c 1.73:1:0.17c 0.61+0.04bo 
TtDe3 1.50+0.10c 1.75+0.150 0.61土0.050
HkSp 1.32+0.19d 1.66+0.130 0.55+0.05d 

表中のアノレファベットが異なるものはDuncanの多重検定法において有意差が認
められた (pく0.0のことを示す.
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野外個体群と飼育個体群の背毛の全ての相対比(第9および10表)を基に作成

したタラスター(第33図)は，最初にミカンハダニとリンゴ、ハダエの2:U平に大き

く分かれ，次いでミカンハダニのCT型とPR型が分かれた. また，エステラーゼ型内

の個体群間の非類似度は 2型間および種聞に比べてきわめて小さかった.同じエ

ステラーゼ型の個体群の非類似皮と地理的分布との聞には明|瞭な関係はみられな

かったが，北海道産のHkSpと他のPR型個体群との聞に違いがみられた.また，沖

制産の野外個体群OnNgは他の野外個体群とは具なり，むしろ飼育個体群との類似

性が高かった.

'} AmKi (P. !1lmi) (L) 

TtDe2 (L) 

OyOy2' (L) 

TtDe3(W)| 

OyOy3，(W) 
PR型

HkSp (L) 

HkSp (W) 

FoYk (L) 

KgHt (L) 

EhMy 1 (L) 

OnNg (W) 

OiKs (W) I CT 

TsKu (W) 

AcGg (W) 

KsTm (W) 

WkAt (W) 

L・t'. 
45 40 10 5 o 

第33図 飼育および野外個体群のC4，L4， CLおよびPlの長さの相対比によるクラ

スター分析
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4. まとめ

本意で観察したミカンハダニCT型個体群とリンゴハダニの周気管ならびにCT型

個体群の爪間体の形態はMcGregorand Newcomer (1928)がリンゴハダニとミカン

ハダエについて示した形態的特性とほぼ一致する.しかし PR型ミカンハダニの

周気管末端はCT型とリンゴハダエの中間的な形状を呈しており，爪間体でもエス

テラーゼ型開で顕著な相違がみられ， リンゴハダニが両者の中間的形状を有する

ことが明らかになった.爪間体の構造はハダニ亜科の属への検索に用いられてい

る(江原， 1975c)重要な形質である. したがって， ミカンハダニのCT型と PR型の

個体群聞において爪間体に明瞭な相違がみられた点は，今後これらの系統関係を

検討する上で興味深い.また，爪間体の形状はハダニの歩行機能に直接関与する

形質でもあることから，これらの相違ほCT型およびPR型個体群の行動・生態を比

較する上でも重要な情報になると考えられる.

CT型の野外個体群と室内個体群の聞でP1/L4とP1/CLの比率に若干のずれがみら

れた原因は不明であるが，いずれも傾向は同じであり，両エステラーゼ型の形態

的差異が明らかになった.槌来， ミカンハダニとリンゴハダ=を識別する形態上

の基準として，内仙毛 (C4)，外仙毛 (L4)および帯毛 (CL)の相対比が用いら

れている (Pritchardand Baker， 1955;真梶， 1961a;江原. 1975c). この方法

ではCT型とPR型のいずれもリンゴハダニと明瞭に識別されるため，形態的特性は

これら 3者の中ではリンゴハダニが最も類縁関係、の薄いものと考えられてきた.

しかし， Plに対するL4およびCLの比率を用いることにより，これらの関係は変化

し， PR型ミカンハダニはCT型とリンゴハダニの中間的もしくはむしろリンゴハダ

ニに近い形態的特性を持っている印象を受ける.

個別の形質において必ずしも明確でなかったミカンハダニのCT型およびPR型と

リンゴハダニとの関係を，複数の形質を用いてクラスター分析によって検討した

結果， リンゴ、ハダエ， ミカンハダエのCT型およびPR型個体群の3つの大きなクラ

スターが形成された形質の選択方法によってはこの 3つのクラスターの結合)1国

序が変わる可能性も否定できないが，少なくともこれら 3つの群が明確に区別さ

れることは明らかである.今後，遺伝学的な手法も用いてこれらエステラーゼ型

の異なるミカンハダニおよびリンゴハダニの系統関係を調査する必要がある.

円
，
E

「
同
U



第6章変品集団の分化の要因

第4章ではエステラーゼ型によりミカンハダニの休眠性と帯生性が識別できる

ことを示した.すなわち，エステラーゼ型がCT型の個体群は非休眠系統でカンキ

ツ害生型であり t PR型の個体群は休眠系統でナシ脊生型である.緒言でも述べた

ように， ミカンハダニの種内に休眠性の異なる 2系統が存在するととはすでに示

唆されていた(真梶. 1961b;内田. 1982;森本・高藤. 1983)ものの，それらを

明確に識別し得る指標がなかったため，それぞれの系統内における遺伝的分化や

生態的特性の変異はあまり調査されていない.

本章ではこれら系統聞にみられるような分化が生じる要因を解明する目的で，

同じエステラーゼ型を有する個体群聞における遺伝的分化ならびにエステラーゼ

型開における守生性の変異の要因について検討した.

1.個体群聞の遺伝的分化

a. CT型個体群におけるエステラーゼアイソザイム遺伝子頻度の地理的変異

CT型個体群内ではアガロースゲノレおよびポリアクリ jレアミドゲノレ電気泳動法に

おいてエステラーゼアイソザイムの個体変異が検出され，中でもポリアクリノレア

ミドゲノレ電気泳動法に検出されるι-Estlでは顕著な多型性がみられる(第4章一

2 -a，第12図). Ward et al. (1982)はTetranychus属の 3種のハダエについて

リンゴ酸脱水素酵素 (MDH)の遺伝子頻度を調査した際に，雄成虫の電気泳動パタ

ーンは検出できなかったとしている.また，ハダニ類のエステラーゼに関するこ

れまでの調査 CBlank，1979; Sula and Weyda. 1983; Weyda et al.， 1984; Ku-

wahara et al.， 1981;桑原， 1982， 1984b; Kuwahata， 1984)においてもいずれ

も遺伝子分析をするには至っていない，本項ではa:-E己iについて遺伝子分析を

行い，その結果に基づいて地域個体群聞の対立遺伝子頗度を調査した.

1). α-Estl遺伝子分析

材料および方法

供試虫はKgHt. EhMylおよびFoYkの3個体群である.

母一息子系:各個体群の飼育集団中から第3静止期の雌を採取し，寒天ゲノレ上

においたクワ葉片 (2x 2 cm)に個体ごとに移して隔離飼育した.雌成虫が脱皮

した後， 3，.....4日間産卵させ，雌成虫を個体ごとに管瓶に移して冷凍保存 (-20
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OC) した.産下された卵は成虫(雄)に発育するまでそのまま飼育を続けた.発

育した雄は莱片ごとにまとめて管瓶に移し，親の雌成虫とともに冷凍保存した.

母一娘系:母一息子系の場合と同様に第3静止期の雌を隔離し，雌成虫が脱皮

した後，各葉片に集団飼育中の個イ'~q砕から雄成虫を 1 個体ずつ導入した. 3""'4 

日間産卵させた後，各諜片上の雌雄をそれぞれ管j慨に移し冷凍保存した.産下さ

れた卵は成虫に発育するまでそのまま飼育を続けた.発育した個体の中からtll1li成

虫 (Fj) だけを選び，葉片ごとにまとめて管j慌に移して冷凍保存した.

冷凍保存した雌成虫は個体毎に10μlのトリスー塩酸緩衝液中ですりつぶして遠

心ろ過した.泳窃Jの際にはろ液をそれぞれ5μlずつサン 7"}レとして用いた.雄成

虫は5μlの緩衝液中ですりつぶし，そのまま全量をサンプjレとして用いた.

ポリアクリノレアミドゲlレ電気泳動法は第4章四2-aと同様である.

結 果

母一息子系:雌成虫Pf1， Pf2およびPf3の立二h斗ではそれぞれl本のメインバ

ンド(図中の矢印)が検出され， Pf1の泳部J帯の易動度は他の2個体に比べて小さ

かった(第34図).また，これらの子孫 (Fm1，Fm2およびFm3)では母親のメイン

バンドと同じ位置に泳動帯が検出された.これに対して， Pf4ではこれら 2本の泳

動帯がともに検出され，さらにその中央にも泳動帯が一本検出された. P f4の子孫

(Fm4)では易動度の大きい泳!WJ帯または小さい泳動帯のいずれか一方が検出され，

個体によって分離パターンが 2種類に分かれた.そとで，検出されたバンドを易

動度の大きい順にF， 1およびSとし， Fバンドまたは Sバンドが 1本だけ検出

されたものをそれぞれ f型および s型の分離パターン 3本のバンドがすべてみ

られたものを i型の分離パターンとして，実験に用いた全ての雌成虫の分離パタ

第11表 α-Esけにおける親雌のバンド型と次世代雄成虫のバンド
軍扇J.!tとの関係

親雌の 親llt1~の 次世代 次世代雄成虫のバンド型頗度b

バンド型a 個体数 雄成虫数
l 

9 37 1.00 0 
i 10 42 0.67 0 
s 4 19 0 0 

a fおよび s それぞれFおよびSバンドだけを有するもの;
i. F. Iおよび Sの3本のバンドを有するもの

S 

0 
0.33* 
1. 00 

b *. χ 2検定により fの頻度との聞に有意差 (pく0.05)が認めら
れる
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第34図 親雌 (pf)およびその息子 (Fm)のエステラーゼ泳動像(記号の後の数

字が同じものは親子であることを示す.図中の矢印はメインバンドを示

す)
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ーンとそれらが産下した卵から発育した雄の分離パターンの頗度を比較した(第

11表). この結果， f型および s型の雌からはすべて親と同じ分離パターンの雄

が得られたのに対して i型の雌が産んだ雄の分間'fEパターンは f型と s型に分か

れ i型は検出されなかった. したがって f型 (Pf2およびPf3)および S型 (

Pfl)の雌では対立遺伝子がホモになっており，バンドが 3本検出された個体(

Pf4)ではヘテロであると考えられる.また，これらのことから且ニb斗の分離パ

ターンは 2分子の結合体により活性を示すダイマー酵素によるものと推定された.

なお，との場合 i型雌が産んだ雄の子孫の比率は理論的には f型 s型で 1: 1 

であるが，本実験の結果では期待値に適合しなかった (pく0，05)• この原因に

ついては不明であり，今後検討する必要がある.

母一娘系:交配実験の結果(第35図)では f型xs型 (Pf5x Pm5， Pf6 x Pm6) 
および s型Xf型 (Pf7XPm7，Pf8XPm8およびPf9X Pm9)の正逆交配により得ら

れたF1雌の分離パターン (Ff5，Ff6， Ff7， Ff8およびFf9)はすべて i型であった.

とのことから，主二Estlは2対立遺伝子を有する単一の遺伝子座に支配されている

ことが証明された. したがって，以後は便宜上生二Estlを遺伝子座名とし Fおよ

び S泳動帯に対応する対立遺伝子をそれぞれAおよび旦とする(第36図). 

雌 雄

S S (一)

I 

F F 
(+) 

遺伝子型 AA AB BB A B 

第36図 阜二Estlのザイモグラムと遺伝子型
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2). 旦二Est1対立遺伝子J民度の個体群間差異

材料および方法

カンキツ園を中心に，千葉県から沖純県にかけてCT型ミカンハダニを14個体群

採集し，ポリアクリ jレアミドゲノレ電気泳動法により~t1{~成虫のa: -Est1における対立

遺伝子会およびEの頻度を調査した.採集した雌成虫は実験に用いるまでの間，

冷凍庫(-80
0
C) に保存した.

結果

ウンシュウミカン園から採集した10個体群の内，関東，東潟，近畿，中国，四

園地方および沖縄本島から採集された 7個体群では，主二h斗の対立遺伝子が旦に

固定していた(第37図). これに対して，九州地方のウンシュウミカン閣から採

集された 3 個体群ではA対立遺伝子が30~45%の頻度で出現し，遺伝子頻度の地

理的変異がみられた.

一方，カラタチおよびナνから採集した個体群では，東海地方のものからもム

対立遺伝子が低い頻度で出現した.また，山口県のナツミカンと福岡県のナシで

のA対立遺伝子の出現頻度はほぼ80%と高かった. とのため，これらの樹種にお

いても， α-Estlの対立遺伝子頻度における地理的傾向はウンシュウミカンの場合

と同様と考えられた，

両対立遺伝子が出現した個体群の中で， YnlwとSoOkの2個体群の遺伝子型頗度

は χ2検定においてハーディー・ワインベノレグの法則から推定される期待値との聞

に有意差 (pく0.01)がみられたが，他の5個体群では期待値とほぼ一致した(

第12表). 

。ぺU
内
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b~n時 カラタチ
台対立逝伝子

第37図 CT型ミカンハダエにおける旦二Estl対立遺伝子頗皮の地理的分布
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第四表 CT型地域個体群における旦二Estlの対立遺伝子頻度

個 体 群 脊 主目雌成 遺伝子型頻度b 遺伝子頗度
植物 虫数

く東海地方〉
Ynlw D. 114 
SoOk 0 96 
く九州地方〉
ygHg 0 91 
OiKs @ 90 
FoAg2 ム 73
FoTs @ 86 
KsTm @ 129 

AA AB BB 

0.05 0.13 0.82* 
0.01 0.01 0.98* 

0.64 0.30 0.07 
0.08 0.39 0.53 
0.57 0.40 0.03 
0.16 0.56 0.28 
0.19 0.48 0.33 

A B 

0.12 0.88 
0.02 0.98 

0.79 0.21 
0.27 0.73 
0.770.23 
0.44 0.56 
0.43 0.57 

期待値ロ

AA AB BB 

0.01 0.21 0.77 
0.001>0.04 0.96 

0.62 0.33 0.05 
0.07 0.40 0.53 
0.59 0.36 0.05 
0.19 0.49 0.31 
0.18 0.49 0.32 

B @ ウンシュウミカン.0 カラタチおよびナツミカン，ム ナシ
b *:ハーディ・ワインベノレグの法則による期待値との χ2検定において有意差が
認められる (pくo.01) . 
D ハーディ・ワインベノレグの法則による期待値

3). まとめ

CT型ミカンハダニの止法旦iは，ポリアクリノレアミドゲノレの蒋層を用いた電気泳

動法により，雄成虫 1個体からでも十分に分離パターンが検出されたため，交配

実験に基づいた遺伝子分析ができた.特に，エユテラーゼのように被数の遺・伝子

座が関与し，また修飾され易い酵素を用いる場合には遺伝子分析により遺伝子座

を決定する必要がある. したがって，止-Estlの遺伝子分析はハダニ類における実

験手法の基礎になると考えられる.

武久・田中(1967)は中国，四国および九州地方から採集したミカンハダエ(

CT型)について，薄層寒天電気泳動法によりエステラーゼ泳部j帯を検出し，九州|

地方(福岡および屈児島県)と中国地方(山口県)の個体群の分離パターンは I

または皿型で，四国地方(松山市)の個体群はE型(第 3章一 1参照)であった.

本研究でも，アガロース電気泳動法によるCT型ミカンハダニのエステラーゼ分離

パターンは I"'illの3つの型に分類された. この中で. FoYkとEhMylの分離パター

ンはそれぞれ IおよびE型であり(第2図)，これらの旦二Estl対立遺伝子は，

FoYkとEhMylではそれぞれAと旦に固定している(第12および13図). このことか

ら.Q:.二Estlはアガロース電気泳動法におけるEtおよびEe泳動帯を支配している可

能性が大きい. また. KgI-ltはE型を示す個体群である(第 2図)が，立二b斗対立

遺伝子にはAと旦が混在し，ホモ個体とヘテロ個体がみられる(第12図). この

点は. KgHtのエステラーゼ活性とアガロース電気泳動法による検出感度から説明
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できる. KgHtで検出される Fまたは Sバンドの活性はFoYkやEhMylのものに比べて

低く，一方泳窃j帯の検出感度はポリアクリノレアミドゲノレに比べてアガロースゲノレ

では低いため，アガロースゲル電気泳1ffJJ法における凹型は 1またはE型の中で

E1またはE2泳動帯の活性が低い個体によるものと考えられる.

主ニ邑斗対立遺伝子の地理的分布の傾向は武久・問中 (1967)の調査結果とほぼ

一致し.A対立遺伝子は九州地方に多く分布しでいる. したがってE このような

分布の偏りは1960年代には既に生じていたものと考えられる.武久・田中(1967)

はE1およびE2泳動帯は有機リン剤抵抗性を示す指標であるとし，問中ら (1972)

も交配実験の結果からCMP斉IJ抵抗性遺伝子がE1エステラーゼ活性を支閉している可

能性が大きいことを指摘した.エステラーゼ活性と昆虫の薬剤抵抗性との関係に

ついてOppenoorthand van Asperen (1960)は有機リン剤抵抗性イエバエ也盟主

d omestica L.の研究から抵抗性系統ではアリエステラーゼ活性を支配する遺

伝子が突然変異により対立遺伝子に変化し，その結果有機リン剤を解毒する酵素

が生産される'という主旨の>>mutant aliesterase説"を提唱した. これに対し

て. Smissaert (1965)は速度論的研究から，ナミハダニの有機リン剤抵抗性機構

はOppenoorthand van Asperen (1960)の仮説では説明できないとし，その後は

アセチjレコリンエステラーゼを対象とした研究を展開した (Smi s s a e r t e t a 1. t 

1970) • その後，マラチオン抵抗性イエバエにおいてもカノレボキシJレエステラー

ゼ活性が非常に高いにもかかわらず，アリエステラーゼ活性は感受性系統と変わ

らない系統が発見され，アリエステラーゼ活性と薬剤抵抗性との関係に対する関

心は薄らいできた(本山， 1981).一方，ツマグロヨコバイ 1~ephotettix

c icticeps Uh 1 e r (M i y a t a a n d S a it 0 t 1976;宮田ら， 1981)やヒメトピウンカ

Laodelphax striatellus Fallen (Miyata et a1. t 1976) ，ネッタイイエカ

包担主且且旦~ guinquefasciatu~ (Miyata et a1.， 1984)などの昆虫やカンザワ

ハダニ(1印刷haraet a1. t 1981; Kuwahara， 1984;桑原， 1984b)では電気泳動

法により分離されるエステラーゼの中にマラチオン分解活性を示すものがあるこ

とが実証されている.またモモアカアブラムシMyzus.Qe rs icae (Sulz.)では有機

リン剤抵抗性とエステラーゼ活性との関係が示されており (Devonshire，1977; 

Devonshire and Sawicki， 1979). 最近ではワタアブラムシ担主主 Eossypii

Gloverではエステラーゼ活性の異なる個体群の存在が知られており (Hamaand 

H 0 s 0 d a， 1988;西東， 1989) .これらの活性の相違と薬剤抵抗性との関連を示す

報告もみられる(井上， 1987; Takada and Murakami， 1988) • 

ミカンハダニのエステラーゼ泳11VJ帯に関しては有機リン剤等に対する分解活性

が調査されていない. しかし，前述のカンザワハダニや昆虫類で薬剤分解活性が

みられる場合があることから， ミカンハダニの場合にもエステラーゼアイソザイ
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ムと薬剤抵抗性との関係は否定できない. さらに，旦二Estlは武久・田中(1967)

および問中ら(1 972) が薬剤抵抗性との関連を示したE1 およひ~E2泳動帯に対応し

ていることから，殺虫剤および殺ダニ斉IJの散布がこの対立遺伝子にみられる地理

的分布の偏りを生じたー闘である可能性が考えられる.特にカンキツ園ではミカ

ンハダニの薬剤j抵抗性がきわめて深刻な問題であ IJ (井上1 1989) ，薬剤散布が

ハダニ類の遺伝的形質に及ぼす影響についての研究は，今後さらに必要である.

また，ハダニ類では近親交配が頗繁に行われ易いと考えられている.近親交配

が行われる場合には，集団内のホモ接合体の比率が高まり，遺伝子型頗度はハー

ディー・ワインベノレグの法則から外れる. しかし，且ニEstlに会と Eの両対立遺伝

子がみられる個体群の遺伝子型頒度は，この法則から推定される期待値とほぼ一

致し，東海地方における 2例を除いて有意差はみられなかった. Ward et al. ( 

1982)が調査したナミハダニとTetranychusturkestan i (Ugarov and Nikolski) 

のリンゴ酸脱水素酵素でも，検出された遺伝子型頗皮がハーディー・ワインベノレ

グの法則に槌うことを示した. さらに彼らはヘテロ接合体率から求めた近交係数

は，調査された 5つの個体群でいずれも 0に近いことを示した.分子レベノレでみ

たこれらの遺伝的構造は近親交配がむしろ普通に行われていると考えられている

という指摘と対照的であり，多数の遺伝子座を用いた詳しい調査が必要である.

一方，遺伝子型頗度がハーディー・ワインベノレグの法員Ijから外れ，ホモ個体の

頗度が高い東海地方のYnlw個体群は個体密度ならびに寄主植物であるナシの諜の

被害状況から，発生のごく初期の段階であると判断された.ハダニ類は移動能力

が低いため，同じ寄主に次々に新しい個体が流入して来ることは考え難い. この

ため，発生のごく初期で個体がパッチ状に分布しているような状態では由来の異

なる個体と出会う確率が低く，そのために近親交配の頒度が高まり，結果的にホ

モ接合体の頒度が高くなるものと考えられる.

b. PR型個体群における害生性の変異と生殖的隔離

1). PR型内における容生性の分化

北海道のヤマグワから採集されたHkSpはPR型個体群で、ある(第4章一l-b，第

7表)が，この個体群は他のナシ寄生型個体群に比べてエステラーゼ活性が顕著

に低いことが示された(第4章一l-b，第6表).そこでこの個体群の脊生性を

さらに調査し，他の個体群と比較した.
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材料および方法

供試した個体群は北海道のヤマグワから採集したHkSp(PR型)，島根県のナν
から採集したSnlm(PR型)および神奈川県産カンキツ等生のKgHt(CT型)である.

雌成虫を寒天ゲル上に置いたナシまたはクワの諜片に移して 2""'3日間産卵させ

た.雌成虫を除いた後，卵が付着している葉片を小片に切り分け， 200Cで風ii吃さ
せた.乾燥した葉片上でふ化した幼虫を24時間以内に，寒天ゲノレ上においた調査

業片 (2x 2cm)に1個体ずつ移した.移した幼虫は20DCで飼育し，成虫までの発

育状況を調査した.

結果

CT型のKgHtおよび‘PR型のSnlm個体群はいずれもクワでよく発育し，発育率は90

%前後であった(第13表). Sn 1 mに比べてKu[tの方が発育が遅く，発育期間は約

10日であった. HkSpのクワでの発育率は70%で，発育期間はSnlmよりさらに短く，

第13表 CT型 (KgHt)およびPR型 (Sn1 m)個体群のクワでの発育(200C)

エステ 供試 発育日数a

個体群 ラーゼ 虫数発育率死亡率逃亡率
型 個体数 平均値土SE

KgHt CT 29 89.7目 0 出 10.3日 ♀ 19 10.3+0.3a 
♂ 7 9.7+ O. 4a 

SnIm PR 29 93.1 6.9 ♀ 23 8.7土O.2b
♂ 4 7.8+0.8bc 

日 幼虫接種から成虫への脱皮までに要した日紙本表ならびに第14表中のアノレ
ファベットが異なるものはDuncanの多重検定において有意差が認められたことを
示す (pく0.05)

第14表 北梅道産HkSp個体群の数種植物莱での発育

供試植物 供試虫数発育率死亡率逃亡率

クワ 30 70.0目 13.3日 16.7目

ナシ 60 3.3 43.3 53.4 
インケやンマメ 30 0 43.3 56.7 
シュウトウ 25 0 24.0 76.0 

B 幼虫接種から成虫への脱庇までに要した日数，
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個体数 平均値+SE

♀ 
♂ 

11 
10 

♀ 2 

第13表参照 b

7.6+0.2c 
6.7+0.2c 

10 . 5 (1 0-11) b 

( )は範聞



第15表 北海道のヤマグワから採集されたHkSp個体群 (PR型)とナジ脊生のPR型
およびCT型ミカンハダニおよびリンゴハダニの帯主範囲

発育率目
寄生型

カンキツ ナシ クワ インドンマメ

ミカンハダニ PR型 (HkSp) × × O × ク ワ
PR型(ナシ寄生) Xb Ob 。00 ナ シ
CT型 @b 。b 。。。 カンキツ

リンゴハダエd × O 。 × 

日@.発育率 (D%)> 80; O. 80>D孟60;ム， 60>D~30; x. 30>D 
b 第6章-2田 a. 第20表参照. 0 Ashihara (1987) • d Osakabe et a1. (1990) 

雌で7.6日，雄で6.7日であった(第14表). この個体群のナシでの発育率は3.3%

で，発育した雌2個体の発育期間は10および11日で，クワで発育したものに比べ

て長くなる傾向がみられた. また，インゲンマメとνュウトウでは発育する個体

はみられなかった.

本章ー2-aで述べるように，発育率からみたCT型およびナシ寄生のPR型個体群

の容主範囲は，非休眠系統と休眠系統として報告されているもの(真梶， 1961b; 

内田， 1982;森本・高藤， 1983) と同様であり，さらにAshihara(1987)の実験

ではカンキツから採集された非休眠系統 (CT型)のインゲンマメでの発育串は80

%以上であり，またナシ脊生の休眠系統 (PR型， SnImを供試)では66.7%であっ

た. したがって， HkSp個体群の脊生性は，第15表に示すように， CT型およびナシ

害生のPR型個体群のいずれとも異なり，さらに同胞種であるリンゴハダニ (Osa-

kabe et al. 1 1990) とも異なっているーしたがって，以後はHkSpのようにクワだ

けで発育するものをナシ寄生型と区別し，タワ寄生型と呼ぶことにする.

2). PR型個体群聞の生殖的隔離

遺伝的系統関係について検討する上で，生殖的隔離に関する知見はきわめて重

要である. Takafuji and Fujimoto (1985)およびTakafuji (1988)は休眠性の異

なるミカンハダニ系統聞の生殖的隔離をカンキツおよびナシから採集された個体

群を用いて確認している.北海道のヤマグワから採集されたHkSp(PR型)個体群

はエステラーゼ活性(第4章-1田 b，第6表)だけでなく，害生性の点でも他の

PR型個体群とは異なりナジで発育できない(クワ脊生型;第6章ー1-b-1)).そ

こで本項では. HkSp個体群と CT型個体群およびナシ帯生型のPR型個体群との交配
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実験を行い，生殖的隔離について調べた，

材料および方法

供試した個体群はクワ脊生型のHkSp(PR型).ナシ寄生型のOyOy2'(PR型;第

4章一l-a参照)およびカンキツ寄生型のHsAt2c(CT型)である. これらの個体

群を数世代クワ莱片で飼育した後，交配実験に用いた.

交眼前隔離:各個体群の中から，第三静止期の雌と雄をそれぞれ別々に寒天ゲ

ノレ上のクワ架片 (5X 5cm)に移した. これらを200Cの恒温槽内に置き，翌日脱皮

を終えた処女雌と未交尾雄を 1cm角のクワ莱片に 1個体ずつ移し，接種後10およ

び20分以内の交尾率と交尾までに要した時間および交尾時間を調べた.交尾行illlJ
は実体顕微鏡下で観察した. このとき，莱片上の温度が24.-....270Cになるように室

温を調整した.本実験では雄が雌の胴部下に入り交尾器を雌の胴部腹面に押し当

てて静止した時点で交尾が成立し，交尾器を雌の胴部から離した時点で交尾が終

了したと判断し，雄の接種から交尾成立までを交尾前時間，交尾成立から終了ま

でを交尾時間とした.

交配後隔離:各個体群の中から，第三静止期の雌を新しいクワ葉片に移し， 20 

℃の恒温槽内に置いた.脱皮後 1ないし 2日目の処女雌と，飼育集団の中から任

意に取り出した雄成虫を 2cm角のクワ葉片上に 1個体ずつ移し，交尾行部Jを確認

した後，雄成虫を取り除いて200
Cの恒温槽内に置いた.その後，産卵数を毎日調

査し，産卵開始から 5"'"'7日間産卵させた.産下された卵は20a
Cで飼育を続け，

最後の卵が産下されてから 14日後にふ化率を調査した. また，ふ化幼虫について

は成虫までの発育率と性比を調査した.

結果

交配前隔離の調査では，同一個体群内の交尾はいずれも接種から 10分以内に85

"-' 92%が， 20分以内ではほぼ90%以上が交尾を開始した(第16表).交尾時間は

ナν寄生型のOyOy2'で短く，平均6.6分であった.カンキツ寄生型のHsAt2cおよび

クワ帯生型のHkSpの交尾時間は差がなく，約8分であった.

異なった個体群間交配においても交尾率は高く(第17表)， HsAt2cXHkSpで20

分後の交尾率が69.4%であった他は，いずれの組み合せにおいても 10分後には70

%以上が，また20分後には76%以上が交尾した.交尾時間は， HsAt2cとOyOy2'ま

たはHkSpの正逆交配において顕著な差が認められ，いずれもIlsAt2cを母系にした

場合には個体群内交配の場合に比べて顕著に短くなり， HsAt2cXOyOy2'では3.4分，

H s A t 2 c X HkS pでは2.1分であった.逆に， OyOy2'またはHkSpを母系とした場合には

これらに比べて顕著に長く， OyOy2' X HsA t2cでは8.5分， HkSpXHsAt2cでは10.1分
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第16表 クワ寄生型 (HkSp，PR型)，ナシ寄生型 (OyOy2'，PR型)および
カンキツ脊生型 (HsAt2c， CT型)ミカンハダニの個体群内交配に
おける交尾率と交尾時間

交配組合せ
(♀×♂) 

交配数
交尾平(%)

10分後 20分後
交尾時間(分) a 

(平均値土SD)

]-]kSp X HkSp 27 85.2 88.9 7.89+1.81c 
OyOy2'xOyOy2' 29 86.2 93.1 6.63+1.19b 
HsAt2cxHsAt2c 25 92.0 96.0 7.83+1.98c 

目本表ならびに第17表中のアjレファベy トが異なるものはDuncanの多重検定にお
いて有意差が認められたことを示す (pく0.05)

第17表 クワ寄生型 (HkSp，PR型)，ナシ寄生型 (OyOy2'，PR型)および
カンキツ帯生型 (HsAt2c， CT型)ミカンハダニの個体群間交配に
おける交尾率と交尾時間

交尾率(%)
交西日組合せ 交配数 交尾時間(分)且
(♀×♂) 10分後 20分後 (平均値土SD)

OyOy2' X I-IkSp 30 76.7 83.3 7.40土2.03bc
HkSp X OyOy2 J 30 86.7 90.0 8.22土3.06c

HsA t2c x HkSp 36 61.1 69.4 2.14土1.34a
HkSp X HsAt2c 30 83.3 96.7 10.05土2.54d

]-lsA t2 c X OyOy2 ' 29 75.9 75.9 3.38+2.27a 
OyOy2 J X HsA t2c 30 73.3 80.0 8.45+1.43c 

a 第16表参照

であった. これら PR型とCT型個体群聞における交配実験の結果は， Takafuj i and 

Fuj irnoto (1985)がカンキツとナシから採集した非休眠系統と休眠系統の正逆交

配における交尾時聞に顕著な有意差が生じるとした結果と一致した.一方，

OyOy2'とHkSpとの聞では正逆交配による交尾時間の顕著な差はみられず，いずれ

も個体群内交配の場合とほぼ同じ長さであった.

交西日後隔離の翻査では， HsAt2cの1雌当りの産卵数は個体群内交配および個体

群間交配のいずれの場合も 15卵程度であった(第18表). これに比べて. OyOy2' 

および、HkSpの雌成虫の産卵数は少なく，特に他の個体群と交配した場合には10卵

以下であった.また，個体群内交配における産下卵のふ化率はI-1sAt2cで、最も高く

(97%) ， ]-lkSpおよびOyOy2'でもそれぞれ82%および70%と高かった(第19表). 

発育率はHkSpで67%とやや敏かったが， ]-lsA t2cおよびOyOy2'ではそれぞれ95%お
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第18表 交配組合せと産卵数

交配組合せ 雌成虫数 1雌当り麗卵数司
(♀×♂) 平均値+SD

HsAt2c X HsAt2c 15 14.9+6.0d 
OyOy2 I X OyOy2 I 17 11.1+7.5bcd 
HkSp X Hk 18 12.1土 8.1cd

HsAt2cX HkSp 19 15.2+3.4d 
HkSp X HsA t2c 24 7.3+6.3ab 

OyOy2 I X HkSp 32 6.2+4.9a 
HkSp X OyOy2 I 24 9.5+7.1abc 

自表中のアノレファベットが異なるものはDuncan
の多重検定において有意差が認められたことを示
す (pく0.05)

第19表 クワ帯生型 (HkSp，PR型)，ナシ宥生型 (OyOy2'，PR型)およびカンキ
ツ害生型CI-IsAt2c， CT型)ミカンハダニの個体群内および個体群間交配
による次世代の発育と性比

交配組合せ 交配数調査卵数 ふ化率 発育率a 産雌々率b 次世代。

(♀×♂) (%) (%) (%) の性比

HsAt2cXHsAt2c 15 223 96.9 94.8 93.3 0.66 
OyOy2 I X OyOy2' 17 186 69.9 81. 7 100 0.79 
HkSp X HkSp 18 214 81.8 67.3 80.0 0.49 

HsAt2cX HkSp 19 289 97.2 97.9 。
HkSp X HsA t2 c 24 175 50.3 63.0 。
OyOy2' X HkSp 32 198 56.1 84.5 24.0 0.13 
HkSp X OyOy2 I 24 226 67.7 68.2 5.3 0.01 

日ふ化幼虫の発育率で未ふ化卵は含まない
b 次世代で成虫の得られなかったものは除く
c 雌成虫数/(雌成虫数+雄成虫数)

よび82%と高かった.産雌々率はいずれも 80%以上で，次世代の性比はHsAt2c，

OyOy2'およびHkSpでそれぞれ0.66、0.79および0.49であり，発育した個体の約半

数以上が雌であった.

HsAt2cと甘kSpの個体群間交配では， H~At2cを母系とした場合にはふ化率および
発育率がいずれも高く， 97%以上であった.逆に， HkSpを母系とした場合にはふ

化率が50%で，発育率もやや低かった.また，正逆交配のいずれにおいても雌は

得られなかった.一方， OyOy2 IとI-1kSpの交配ではいずれを母系にした場合もふ化

h
7
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率が低く， OyOy2 I X HkSpおよびHkSp X OyOy2 Iでそれぞれ56および68%であった.

次世代の発育率は母系の個体群内交四日とほぼ同等でOyOy2I X HkSpでは85%，HkSp 

X OyOy2 Jでは68%であった.産雌々率はOyOy2'X HkS pおよび、HkSpX OyOy2 Iでそれ

ぞれ24および 5%で，次世代の性比はそれぞれ0.13および0.01であり，個体群内

交配に比べていずれも極めて低かった.

3). まとめ

HkSp個体群のエステラーゼ型はPR型であり，休眠系統でカンキツでは発育でき

ない(第4章-l-a，第4表:第4章一2-b，第7表). しかし，この個体群は

ナシやインゲンマメでも発育できず(クワ帯生型)，また他のPR型個体群との間

に生殖的不和合性があることが明らかになった.井上(1972)はカンキツ寄生型

(非休眠系統)の個体群間交配においてF2Osのふ化率が低手下することを示した.

また， Takafuji and Fujimoto (1985)は同系統内の地域個体群聞に生殖的不和合

性はないが，休眠系統の個体群間交配ではF1の卵のふ化率および発育率が個体群

内交自己の場合に比べて低いことを指摘している. これらに対して，HkSpと他のPR

型個体群 (OyOy2')との交自己ではF'lの得られる確率がきわめて低く，井上 (1972)

およびTakafujiand Fujimoto (1985)が示した例に比ベて，生殖的隔離がさらに

進んでいることが明らかになった.害生性の変異と生殖的不平日合性のいずれが先

に生じたか，またこれら個体群聞の系統関係、は不明であるが， HkSp個体群と他の

PR型個体群は遺伝的に分化しつつあることは明らかで， CT型個体群および同胞種

のリンゴハダニを含めた遺伝的な系統関係に興味が持たれる.

Watanabe and Kawanishi (1979)はνョウジョウパエ科の近縁種聞における生

殖的隔離について，一方向的交尾選択に基づいた種分化モデルを構築した. この

種分化モデノレでは 2つの近縁穂聞の正逆交配が行われた場合，祖先種の雄は分化

種(新しい種)の雌との交尾成功率が低く，逆に分化種の雄は祖先種の雌との交

尾が成立し易いと考えられている.との場合，用いられているのは一定時間内に

おける交尾率である. ミカンハダニの休眠性の異なる個体群間では交尾平に顕著

な差はみられない. したがって， ミカンハダニの生態的変異に関してWatanabe

and Kaw畠nishi(1979)の種分化モデ、ノレを直接導入することはできない. しかし，

これらの正逆交阻では交尾時聞に顕著な差がみられ，またTakafuji (1988)は休

眠性の異なる個体群の第三静止期の雌に対する雄成虫のガード行動において，非

休眠系統の雄は非休眠および休眠系統のいずれの雌も同じ確率でガードするのに

対して，休眠系統の雄は同系統の雌をガードする確率が高いととを指摘しており

興味深い.生殖行動におけるこれらの不均衡が交配前隔離としての意味を持っか
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否かについては，雄から雌h の精子の移入および卵巣までの精子の移動経路など

の点から今後検討する必要がある.

2. 寄生性の変異の要因

第 3章一1ではCT型ミカンハダニのエステラーゼの活性は脊主植物の経類によっ

て変化し，カンキツでは高く，ナシでは低くなることを明らかにした.本主主では

数種の植物におけるCT型(カンキツ脊生型)とPR型(ナシ寄生型)のミカンハダ

ニの発育とエステラーゼ活性を調査し，帯主植物の種類とエステラーゼ活性との

関係、について解明した.

a. 数種の植物におけるCT型およびPR型個体群の発育

材料および方法

供試した個体群はC1型のKgl-Itおよ'CFPR型のTtDclである.飼育個体群中から雌成

虫を任意に取り出し，微量のクリスタノレバイオレットを含んだ寒天ゲノレ (0.5出)

上に置いたカンキツ(シュウトウ) (KgHt)またはナシ (TtDel)の莱片 (1x 1 

cm)に1葉片当り 3個体ずつ移した. 2日間産卵させた後，接種した雌成虫を除

いた.卵が付着している葉片を寒天ゲノレから剥し 3日間風乾させた. その後，

乾燥した葉片を寒天ゲノレ上の調査植物の葉片に乗せ， 9日後にミカンハダニの発

育状況を調査した調査に用いた植物はカンキツ類ではウンシュウミカンCitrus

旦盟主主 Marc.，シュウトウC.au r a n t i Uln L..ハッサクC.hassaku hort. ex 

Tanaka，ユズιi旦盟主 Si e b. e x T a n a ka. トロイヤーシトレンジ(カラタチ

Poncirus trifoliata Ra f. xワシントンネーブノレC.s inensis Osbeck var. 

b rasiliensis Tanaka)およびカラタチで，その他はナシPyrusserotina Rehder 

var.旦斗.!Rehder，モモ主旦山i盟立主旦 Sieb.et Zucc. var. vulgaris 

Maxim.， リンゴ也担E盟且i旦Mill.var. domestica Schneider，ブドウ巴斗1

v inifera L.，クリ Castaneacrenata Sieb. et Zucc.，ピワETiobotrya

j aponici! Li nd 1 ey. モクセイOsmanthusfragrans Lour. var. a urantiacus 

MakinoおよびヒイラギモクセイOsmanthusFortune i Carr.である.ハダニの飼育

はすべて250Cの実験室内で行った.
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異なった帯主植物におけるCT型 (Kgl-It)およびPR型 CTtDel)
ミカンハダニの発育

第20表

PR型CT型
供試植物

発育率供試虫数 発育率供試虫数
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CT型だけが発育
CT型およびPR型が発育
両型とも発育不良

第21表

GRPl 
GRP2 
GRP3 

結 果

CT型のKgHt個体群はカンキツ類およびナν，モモで80私以上の個体が成虫まで

発育した(第20表).一方， PR型のTtDel個体群もナシおよびモモではよく発育し，

発育率は75%以上であったが，カンキツ類では発育率がきわめて低く， 6%以下

であった. しかし，カラタチではTtDeIもきわめてよく発育した.また，その他の

植物では両個体群とも発育率が低かった. したがって，供試した植物は第21表に

示す3つのグループ，すなわち， CT型だけが発育するGRP1，CT型とPR型がいずれ

もよく発育するGRP2およびいずれも発育率が低いGRP3に分けられた.
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b. PR型個体群のトロピタオレンジとカラタチの体調I1J自雑種における発育

近年の生物工学的技術の発展により， トロピタオレンジとカラタチの細胞融合

と融合体からの植物の再分化が成功し，体細胞雑種が育成された (Ohgawaraet 

a 1. I 1985) .一方， ミカンハダニのPR型個体群はカンキツ類ではほとんど発育で

きないが，その中でカラタチだけは例外的にナシ!寄生型もよく発育する. PR型個

体群の前記体細胞雑種における発育の可否は， ミカンハダニの需生性の変異機構

について検討する上できわめて興味深い.そこで，体制!胞雑種のクローンにおけ

るPR型{固体群の発育を調査した.

材料および方法

供試した個体群は島根県のナシから採集したPR型のSnImであり， トロピタオレ

ンジとカラタチの体細胞雑種は果樹試験場安芸津支場の岡場で栽培されているク

ローンの内t No.1-1， NO.2-1およびNo，3-3の3クローン (Ohgawaraand Kobaya-

shi， 1991)を用いた.

SnIm個体群を寒天ゲノレに乗せたナシ葉片で飼育し，卵が産み付けられた諜片を

ゲノレから剥し，小片に切り分けて 2日間風乾させた.風乾した葉片を寒天ゲJレに

乗せたトロピタオレンジ，体細胞剤師重3クローン，カラタチおよび、ナシ葉片上に

移した. これらの葉片上でふ化した幼虫を24時間以内に新しい葉片 (2x 2 cm) 

に 1個体ずつ移し，成虫までの発育率を調査した.なお，ハダニの飼育は20"Cの

恒温槽内で行った.

結 果

SnIm個体群はナシおよびカラタチでは80%以上の個体が発育し，発育回数はい

ずれも 7日程度であった(第22表). これに対して， トロピタオレンジでは発育

率がきわめて低く，わずか3.3%であった.また，発育した 1個体(♂)の発育期

間は16日で，ナシおよびカラタチで発育した個体に比べて 2倍以上の期間を要し

た. この個体群はトロピタオレンジとカラタチの体細胞雑種3クローンにおいて

もほとんど発育しなかった. また，クローンNo.1-1で発育した 3個体(平)の発

育日数は， トロピタオレンジの場合と同様に，ナシおよびカラタチで発育したも

のに比べて顕著に長かった.
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第22表 トロピタオレンジとカラタチの体細胞雑種におけるPR寄生型個体群
(Sn 1 m)の発育(20DC)

供試植物 供試発育率死亡率逃亡率 発育イ田 発育日数畠
虫数 体数 平均値土SE

トロピタオレンジ 30 3.3% 56.7日 40.0目 ♂ 16 

体細胞雑種1-1 30 10.0 33.3 56.7 ♀ 3 11.1(16-20)b 
体細胞雑種2日 l 30 。 10.0 90.0 
体細胞雑種3-3 30 。 20.0 80.0 

カラタチ 29 82.8 3.4 13.8 ♀ 12 7.0+0.9 
♂ 12 6.8+0.5 

ナ シ 21 85.2 14.8 ♀ 14 1.1+0.5 
♂ 6.7+0.9 

白羽J虫接種から成虫への脱皮までに要した日数 b ( )内は最短一最長

c. 寄主植物の種類がCT型個体1lT:のエステラーゼ活性に及ぼす影響

材料および方法

供試虫はCT型のKgHt個体群と果樹試験場安芸津支場内のウンシュウミカン，ユ

ズ，ハッサク yュウトウ， トロイヤーνトレンジ，ヮνントンネーブJレ，カラ

タチおよびナシに自然発生していたミカンハダニ (HsAt2)である. これらの雌成

虫についてアガロースゲノレ電気泳動法によりエステラーゼ分離パターンを調査し

た. また，アガロースゲノレから泳動帯が検出Eされた部分をすべて切り取り，それ

ぞれ 1mlのリン酸緩衝液中にいれ. 85......90
D

Cに加熱して溶解させた. これらの溶

液の眼光度 (550nm)を分光光度計で測定し，個々の泳動帯の活性を示した.また，

これらの結果を基に寄主植物とエステラーゼ活性との関係を多変量解析により分

析した.

結 果

KgHt個体群のナνおよびそモ (GRP2)で発育した個体では，ウンシュウミカン

およびνュウトウ (GRPl)で発育したものに比べて E3および~E4泳!fJt)帯の活性が
明らかに低かった (pく0.05) (第23表). Es泳動帯ではウンシュウミカンで発

育した個体の活性はGRP2で発育した個体に比べて顕著に高かった (pく0.05)が，

νュウトウとGRP2の聞では差はみられなかった (p>0.05) • また， GRPlの個体

のE3/E4およびEs/Esの活性比はGRP2の個体に比べて明らかに大きかったが，
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第23表 異なった植物で発育したCT型飼育個体群 (Kglh)のエステラー
ゼ活性

寄主植物 標本数
O.D. (x 10-3)土SEB

E3 E4 Es 

GRPl 
ウンシュウミカン 4 318土26a 334土 lla 224土 8a
シュウトウ 4 305土32a 269土 15b 159土 13b

GRP2 
ナ ν 4 110土13b 198土 16c 154:!: 17 b 
モ モ 4 91+19c 153+27c 155土18b

白表中同列のアノレファベットが異なるもすの.はダンカンの多重検定により有
意差が認められた (pく0.05)ことを示

第24表 異なった植物で発育したCT型飼育個体群 (KgIH)のエステラー
ゼ活性の相対比

活性比+SE目

脊主植物
E3/E4 Es/Es E4/E6 

GRPl 
ウンシュウミカン 0.95+0.05a 1. 41 + 0.07 a 1. 49土0.05ab
シュウトウ 1.13+0.08b 2.00+0.38a 1.74+0.22a 

GRP2 
ナ シ 0.55土0.03c 0.71+0.04b 1. 31土0.12ab
モ モ 0.57+0.04c 0.60土0.13b 1. 02土o.17b 

自第23表参照

E4/E6では明瞭な差はみられなかった(第24表). 

野外のGRP1から採集された個体のエステラーゼ活性は，ネーブノレオレンジを除

けば，いずれの泳動帯においてもカラタチとナシ (GRP2)のものに比べて高い傾

向がみられた(第25表). 中でも，ウンシュウミカンとユズではすべての泳動相:

においてGRP2より有意に活性が高かった (pく0.05). また， Ea/E4およびEa/E6

の活性比はいずれもGRP1の方がGRP2より高く， トロイヤーシトレンジとカラタチ

の場合を除けば，いずれも有意差が認、められた (pく0.05) (第26表). E4/E6に

ついては，ウンシュウミカンとシュウトウではGRP2より有意に大きな活性比がみ

られた (pく0.05)が， GRP1のその他の帯主ではGRP2との聞に有意差は認められ

なかった (p>0.05)• 
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のエステラーゼ活性異なった植物から採集したCT型野外個体群 (HsAt2)第25表

O.D. (x 10-3)土SEa
標本数帯主植物
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n
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584土41a 319+ 7a 
406+ 47 a 308+ 32a 
302+ 58b 224土46b
292+38b 154+24bcd 
251+50bcd 178+37bcd 
158+ 15d 102+ 12d 

173+13bc 
126+ 10cd 

191土24bc
170+ 6cd 

126+14c 
58+ 12c 

105土 18d
115+19cd 

12 
8 

GRPl 
ウンシュウミカン
ユズ

ハyサク
シュウトウ
トロイヤーνトレンジ
ネーブノレオレンジ

GRP2 
カラタチ
ナシ

231土22a 551 + 56a 
267+30a 316土 51a
193+38ab 213土42b
123+ 19bcd 227土34b
200+37abc 173土36bc
99+ 19d 118土 llc

Q
u
n
x
u
n
x
U
A
M
O
a
n吐

D
O

のエステラーゼ活

日第23表参照

異なった植物から採集したCT型野外個体群 (HsAt2)
性の相対比

第26表

活性比+SEa

E4/E6 E3/E6 E3/E4 
寄主植物

1.86+0.05a 
1.98+0.12a 
1.65+0.19ab 
l.40:t0.08b 
l. 31土O.04b
1. 42土O.04b

1. 47土 0.06b
1.34+0.09b 

O.71+0.04cd 
O.46+0.09d 

O.48+0.01d 
0.35土0.07e

GRPl 
ウンシュウミカン
シュウトウ
ネーブノレオレンジ
ハッサク
ユス
トロイヤーシトレンジ

GRP2 
カラタチ
ナシ

L74+0.08a 
1.55+0.16a 
1.24+0.14b 
0.98+0.05b 
0.99土O.06b
0.97土O.03bc

0.94土O.05a
O.78+0.05ab 
O.75+0.04bc 
O.70+0.04bc 
0.76+0.05abc 
O.68+0.01bcd 

白第23表参照

主成分分析 E3，E4 およびEs泳!lVJ帯の活性と E3/E4 および~E3/E6の活性比を変数

とし，それらの相関行列を用いて主成分分析を行った. この結果，第 1主成分(

z，)と第2主成分(Z2) の変数に対する累積容与率はKgHtで96.4%，HsAt2で

95.5%であった.因子負荷量によればKgHtのスコア散布図のZj ilillJはE3，E4泳部J帯

の活性とEa/E，jおよびE3/E6の活性比を示している(第38図). この個体群のスコ

ア散布図ではGRPlの個体のZjスコアはすべてGRP2より大きかった(第39図). 

HsAt2については因子負荷量(第38図)を基に座標軸を回転させ，新しい座標軸を
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それぞれZjおよひeZ22とした(第39図). これによって Zt I車il!はE3t E.および

E5泳動帯の活性を示す.またt E3/E.およびE3/E5の活性比が大きい場合にはZ2'ili!1J 

で小さな値をとることになる. との場合! GRPlの個体のスコアは座標固に広く分

布し， GRPlとGRP2の4・目遣はKgHtの場合ほど明瞭ではなかった. しかし， GRPlと

GRP2のスコア分布の傾向は異なり. GRPlの多くの個体がZtI ilillJで正またはZ2I Ili!1Jで

負の値を示したのに対して. GRP2の多くはZl軸で負で， Z2 I ili!hで正の値を示した.

これらの中で特にウンνュウミカンの個体ではGRP2との聞に顕著な相違がみられ

た.

判別分析:分析に用いた変数は主成分分析の場合と同じである. また， ~1:1j別分

析に先立ち， KgHtとHsAt2の両個体群についてHote11 i ngのT2検定を行った結果，

いずれもGRPlとGRP2の聞に有意な差が認められた (pく0.01).そこでそれぞれ

の個体群についてGRPlとGRP2の判別関数を作成し.

KgHt: z=-40.822+130.068xt+80.320x2-154.036x3+63.596x.-24.873X5 

HsAt2: Z=ー15.838-21.538Xt-l1.037x2+42.975x3+14.800x.+6.436x5

(x t "-' X3， E3. E.および、E6の活性 x.およびx6，E3/E.およびE3/E6の活性比)

これらの式を用いて各個体の寄主楠物を判定する場合の誤判別の確率はKgHtと

HsAt2でそれぞれ0.1%および9.3%であった.

第40図と第41図にはエステラーゼ活性を調査した各個体の帯主植物の判別結果

を， GRPlとGRP2からのMahalanobis'汎距離の差 (=-2 z)として示した. これによ

るとKgHtの各個体はすべて正しく帯主植物が判定された(第40函).主成分分析

の場合と同様に， HsA t2ではGRPlとGRP2の4・目違はKgfれほど明瞭ではないが， 90%の

個体の寄主植物は正しく判定された(第41図にこの場合 4個体で誤判別が生

じ 2個体は半Ij定できなかった. また，この個体群ではウンシュウミカンとナシ

の差異が最も明瞭であった.
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d. まとめ

本実験で用いた植物の中で， PR型(ナシ脊生型)のTtDe1は，カンキツ類の中で

は例外的にカラタチで非常に高い発育率を示した.しかし，カラタチとワシント

ンネーブJレの交配雑種であるトロイヤーシトレンジやトロピタオレンジとカラタ

チの体細胞雑種ではほとんど発育しなかった. このように，カラタチが交雑およ

び細胞融合により PR型個体群の帯主植物として不適なものに変化することは， ミ

カンハダエの脊生性の変異機構を検討する上で興味深い.数種の広食性の昆虫類

では植物のニ次物質により mixed-functionoxidase (Brattsten et al.， 1977; 

Yu， 1982a; Ahmad， 1983; Yu and Ing， 1984)やグノレタチオン Sートランスフエ

ラーゼ (Yu，1982b)など薬物の代謝に関わる酵素系が誘導され，このため帯主植

物の種類により薬物に対する感受性が変化する (Be r r y e t a 1. J 1980) .脊主植

物による酵素誘導はナミハダニでも生じており，エステラーゼを含む数種の薬物

分解酵素の活性が変化する (Mul1inand Croft， 1983). また，ユキヤナギアブ

ラムシA. C i t ri co 1a van der Gootでは特定のエステラーゼ泳動帯の活性がカンキ

ツ類に脊生した場合に高くなり，他の寄主植物に帯生した場合にはほとんど消失

してしまう(駒11碕J 1991). ミカンハダニでも同様の現象がみられ，駒l崎(1991)

も指摘しているように，この活性の変化は前述のような植物の二次物質による薬

物分解酵素の誘導と関連しているように思われる. PR型がカラタチでは発育する

が，カラタチと他のカンキツ類との雑種において発育できない事実は，他のカン

キツ類がPR型に対して発育阻害もしくは忌避作用のある二次物質を有することを

暗示しているとも考えられる.筆者は，カンキツからの粗抽出物がCT型とPR型の

いずれの幼虫に対しでも顕著な忌避あるいは発育l塩害作用を示すことを確認して

おり，この点からも前述の二次物質の影響が示唆される. したがって，ハダニ類

のカンキツに対する帯生性については，今後生化学的な両からも検討する必要が

ある.
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第7章総合考察

かつて日本のナシやクワへの害生が報告されていたナシハダニTetranychus

5 p. (矢後・古郡， 1937a， 19S7b)およびクワオオハダニPanonychu5mori Ki-

shida (横山・石井， 1934)は， ミカンハダニLci且i(McGregor)であることが

Eha ra (1955 J 1956)により確認された.近年になって本種の休眠系統の地理的分

布が変化していること(山田・野田， 1985;真梶ら， 1986) ，またその休眠性の

有無がナシ園における発生消長にも影響を及ぼしていることが指摘され (Taka-

fuji and Morimoto， 1983; Takafuji and Fujimoto， 1986;孫ら， 1988)防除上

の問題になっている.このため，個体群聞の休眠性や寄生性の変異について，遺

伝的関係や形態的差異などの詳細な調査が必要になった. しかし，生態的変異を

個体ごとに識別する手法が確立されていないため，これらの調査は困難であった.

本研究では，このミカンハダニについて，寄主植物あるいは地域を具にする個

体群のエステラーゼアイソザイムを検討した.その結果，明確に区別される 2つ

のエステラーゼ型が存在し，さらにそれらが前述の休眠性や脊生性の変異に対応

していることを明らかにした. これによって， ミカンハダニの生態学的研究の発

展の障害になっている生態的変異の識別法を確立し，その生態的変異がエステラ

ーゼアイソザイムによって個体ごとに判別できることを示した. また，休眠性と

エステラーゼ型ならびに寄生性とエステラーゼ型がそれぞれ同様に一致している

ことから，休眠性と害生性が連鎖していることも間接的に証明した. このため，

・とれら 2つの生態的変異をエステラーゼ型 (CT型およびPR型)により同時に識別

することができるようになった.

ノ、ダニ類の休眠性の変異に関してはナミハダニL 巴斗旦旦 Kochでよく研究され

ており(高藤ら， 1981， 1989; Helle， 1985; Veerman， 1985) ，地域個体群聞で

休眠率に差があることが知られている(後藤・真梶， 1981; Goka and Takafuji， 

1990) • また，ナミハダニでは休眠性の異なる個体聞の交配が可能なため，種々

の遺伝学的研究も行われている (Helle，1968; Ignatowicz， 1985; Goka and 

Takafuji， 1991). しかし， ミカンハダエの系統開にみられる生態的形質の差異

は遺伝的に安定したものであることが，エステラーゼ型との比較によって明らか

である.また，飼育および交阻実験の結果から休眠性が異なる個体群聞に強い生

殖的隔離が生じていることが指摘されており (Takafujiand Fuji-moto， 1985; 

高藤， 1986; Takafuji， 1988) ，このことはエステラーゼ型をもとに分類された

個体群を用いた本実験の結果からも明らかである.生態的形質の差異の遺伝的安

定性とエステラーゼ型聞における生殖的隔離が確認されたことにより，前述の飼

育および交配実験によって示された生殖的隔離が，各地の個体群において普遍的
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に存在することが示唆された. したがって， ミカンハダニ系統聞の生態的形質の

差異は，ナミハダニにおける休眠性の変異とは遺伝的背景が明らかに異なり，す

でに遺伝的に分化が完了していると考えられる.

平嶋ら(1989)は昆虫の分類に用いる形質として形態的形質，生理的形質，遺

伝的な(不)稔性，生態的な形質および行動学的な形質の 5つを挙げている. ミ

カンハダエ系統(エステラーゼ型)聞の差異をこれらの分類形質に照らしてみる

と，休眠性および容生性の相違は明らかに生態的形質の差異であり，エステラー

ゼ型の相違は生理的形質の差異である.また，生殖的隔離の存在は遺伝的な不稔

性に他ならない. このように， ミカンハダニの系統聞では前述の 5つの分類形質

の内， 3つの形質において差異がみられる.特に，遺伝的不拍:性は生物学的粧の

定義に相当するものであり， ミカンハダニの両系統は生物学的には別種であると

判断される. さらに本研究では雌成虫の爪間体の形状や背毛の長さの比率などの

形態的形質においても系統聞に差異があることが明らかになった.爪間体の形状

はハダニ類の属の検索(江原， 1975c)や，属聞の系統関係の検討 (Gutierrez

and He11e， 1985)に用いられている形質である点で興味深い.最近では両系統の

雄成虫の挿入器の形状にも差具があることが指摘されている(国本ら， 1991). 

これらの事実はいずれも， ミカンハダニのいわゆる休眠系統 (PR型)と非休眠系

統 (CT型)が別種として記載されるべきであることを示している.

ミカンハダニはナミハダニやリンゴハダニL叫mi(Koch)と並び農業上の重要

害虫の一種である.また，その帯主範囲は広く，江原(l975c)はその脊主植物と

してカンキツ類やナシ，モモなどの果樹をはじめ12種をあげている. これらに加

えて， As hiha ra (1 9 87)はミカンハダニが野外でインゲンマメに脊生し，正常に

発育することを実験的に確認している. しかし，前述の論点からCT型ミカンハダ

ニとPR型ミカンハダニは別種として扱われるべきであると考えられることから，

このハダニの寄主範囲については， Osaka be (1987a， b)のようにエステラーゼ型

との関係に基づいて調査するか，もしくは真梶(19S1b)や内田(1982)，森本・

高藤(1983)などのように休眠性を調査した上で検討される必要がある.一方，

緒言でも述べたように，ナシ固などにおける休眠系統 (PR型)の地理的分布の変

化(山田・野田， 1985)や年次・地域による発生系統の変化(真梶ら， 1986)を

把揮するために，農業の現場においてもこれら両変異型を識別する必要がある.

これらがエステラーゼ型により迅速に識別できることは本研究の結果から明白で

あるが，電気泳動法を診断技術として採用するためには器材と技術的熟練が必要

である. これに対して 雌成虫の背毛長の比率はプレパラート標本により検定が

可能な点で，診断技術として普及する上では電気泳動法に比べてより現実的であ

る.ハダニ類の標本作成に関しでも，従来，技術的な熟練が必要であったが，著
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者らは固定液中でハダニ類の脚を伸長させる方法を考案し，標本作成に当たって

の技術的な困難さを緩和することに成功した(斎藤・刑部，未発表). したがっ

て，背毛長の比率をもとに~1~1j別式が作成されれば，それによって形態的な系統識
別法の実用化が e可能になる.

程内における様々な遺伝的変異とその隔臨機構は遺伝的分化を生じさせる重要

な要因である. しかし，その一方で種々の環境要因が遺伝的構成に及ぼす影響の

強さは，それを受ける生物の生態的特性や遺伝的特性によって異なる.例えば，

地理的に閉じ条件に被数種の生物がおかれた場合，集団の細分化と隔離の程度は

個々の生物の移動・分散能力と関係がある.飛朔能力の高い昆虫は地理的に比較

的離れたととろにいる個体聞でも交尾可能なため，飛朔能力に比べて強い物理的

な障壁が生じないと隔離は起こり難い. したがって，比較的広い地域を背景にし

た大きな集団の形成が可能である. これに対して，飛朔能力が乏しく，効串的な

移動・分散手段を持たない昆虫では距離をおいた個体聞の交尾は事実上不可能で

あり，恐らく比較的狭い地域で分集団を形成せざるを得ないであろう.また，物

理的に少しの障害(大きな池や川あるいは不連続な脊主植物の分布など)があれ

ばそれが隔離の原因になるかも知れない.ハダニ類は人為的な運搬や昆虫あるい

は鳥類などに付着して運搬される場合を除けば，歩行と風(刑部， 1967)による

分散が主な移動手段であり(真梶， 1975) ，長距離にわたる移動が頗繁に起きて

いるとは考え難い. このため，環境要因によって集団が細分化され易く，比較的

狭い地域で繁殖集団を形成していると考えられる.事実deBoer (1981， 1985)は，

オランダからフランスに至る海岸線に生息するナミハダエでは， 30km以上離れた

地域個体群聞に通常高い>>Infertility barrier"があることを示した. このこと

は，ハダニ類が地域ごとに小さな集団を形成している一例である.

後代の遺伝子頻度に影響を及ぼす要因として，個々の生物の繁殖様式がきわめ

て重要である.ハダニ類(例えばナミハダエやミカンハグニ)では，雌成虫が同

種の雄と複数回の交尾を行った;場合 1回目の交尾が正常であれば，その雄の精

子でほとんどの卵が受精し 2回目以降の交尾が無効になることが知られている

(Boudreaux， 1963; Hel1e， 1967; Takafuji， 1986;高藤， 1986). 生息密度が

極端に高くない場合には一般に雌に比べて雄の比率が低いため，複数の雌と有効

な交尾を行っている可能性が高く，それらの雌は同一個体の雄の遺伝子を子孫に

伝えることになる. Helle and Overmeer (1973)によれば，雌成虫は通常一枚の

葉に多数の卵を産下し，発育期間中に生息、密度が過剰にならない限り子孫の分散

はおこらず，兄妹交自己が頻繁に行われることや，また系統の異なるハダニが同じ

場所にいる場合には同系統内での交配が優先して行われることなどが報告されて

いる.ハダエ類のこれらの繁殖様式に閲する特性は，集団の近交係数を高める方
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向に働くであろう.

ハダニ類の染色体数はn=2..........7で，多くは雌が2倍体 (2n)で雄が半数体 (n)

である (Helleand Pijnacker， 1985). これらの種では通常産雄単為生殖が行わ

れ，交尾雌は受精卵と未受精卵を，処女雌は未受精卵のみを産卵し，受精卵が雌

に未受精卵はすべて雄になる.雌が 2倍体で雄が半数体である生物では有害な

あるいは致死的な遺伝子の頗度が，雌雄共に2倍体の生物に比ペて速やかに集団

中で低下し，これとは逆に生存に有利な突然変異が生じた場合，雄が半数体とな

る遺伝子座では 2倍体の場合に比べて早く固定されると考えられる (Hart1，

1972; Crozier， 1985;刑部， 1991). さらにハダニ類では個体群増殖率が高く，

また他の生物に比べて突然変異率が高い (X10-4) (Hel1e and van Zon， 1967) 

ことから，優れた適応能力を持っていることが予想され，実際に進化速度が速い

ことを示す報告も幾つかある (Hel1eand Overmerr， 1973) • 

このような繁殖様式や遺伝的特性にもとづく環境適応の顕著な例として，カン

キツ類に寄生するミカンハダエやチャのカンザワハダ:::=.T.J<a nzawa i Kishidaなど

における顕著な薬剤抵抗性の発達(井上， 1986， 1989;刑部， 1973a， b;桑原，

1984 b)が挙げられる.一方，数種の広食性の見虫類においては，寄主楠物の二次

物質の代謝のために諜物の代謝に関わる酵素系が誘導され，結果的に薬剤感受性

が変化する (Brattstenet al.， 1977; Berry et al.， 1980; Yu， 1982a， b; 

Ahmad， 1983; Yu and Ing， 1984). これと同織の現象がナミハダニにおいてもみ

られる (Mullinand Croft， 1983) • これらの現象と前述のハダエ類の生態的お

よび遺伝的特性を併せて考えると，ハダニ類において種内変異が生じ，それらが

隔離され，遺伝的分化を遂げる場合の要因のーっとして，寄生性の進化がきわめ

て重要な意味をもつことが推測される.すなわち，ある種の植物は生体防御機構

のーっとして，二次物質を生産する能力を備え，これによって害虫による加害や

病原菌の進入を防いでいる. タバコが生産するニコチンなどはこの典型的な例で，

カンキツ類におけるテルベン類なども問織の役割を果たしていると考えられる.

事実. PR型ミカンハダニが発育できないカンキツ類 (GRPl)で発育したCT型ミカ

ンハダニのエステラーゼ活性が上昇する現象は， GRP1の二次物質による酵素誘導

を強く印象づけるものである. また，古橋・西野(I979b)および森本・高藤(

1983)はウンシュウミカンとナν，モモにおけるミカンハダニの産卵数と内的自

然増加率を比較し， ミカンハダニの増殖能力はウンシュウミカンよりもナシやモ

モで高いことを示した.本研究ではカンキツ葉での発育率を調査した際にPR型ミ

カンハダニの逃亡率が高くなる傾向がみられた. ζれらは，カンキツの持つある

種の成分がPR型ミカンハダニに対して忌避的に作用している可能性を示唆してい

る. また，カラタチではよく発育するにも関わらずカラタチとネーブルの交雑・種
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やカラタチとオレンジの体細胞雑種ではほとんど発育できない点から，カンキツ

属の持つ成分がPR型ミカンハダニの発育を阻害していることが予想される. これ

らの観点から， PR型がカンキツで発育できない理由として，二次物質の影響が重

要と考えられる. また， PR型ミカンハダニは冬季に卵休眠することによってナシ

やモモ，クワなどの落葉性の樹種で永続的に個体群を維持することができるが，

休眠しないCT型個体群はこれらの樹種では越冬できない (Takafujiand Fujimo-

to， 1986) . これら脊生性や休眠性の適応的変異の方向性については，今後，近

縁種も含めてCT型およびPR型聞の系統関係が解明されるのを待たねばならない.

PR型の北海道産 (HkSp)と岡山産 (Oyuy2')個体群聞の交配では，正逆交配の

いずれにおいてもF1が得られる頗度がきわめて低く，これらの個体群聞に顕著な

生殖的不親和性が存在することが明らかになった. これらの内，uyOy2'はTaka-

fuji and Fujimoto (1985)が用いた個体群と同様にナシから採集されたものであ

り，一方HkSpはEhara(1956)が報告したのとほぼ同じ地域のヤマグワから採集さ

れた個体群である. HkSpのエステラーゼ活性は他の地域のPR型個体群に比べて顕

著に低く，またクワではよく発育するが，他のPR型個体群がよく発育するナシで

は発育できない. このことは， HKSpが脊主植物および地理的要因による隔離によ

ってPR型の他の個体群と分化しつつあることを示唆している. このこともハダニ

類の分化に寄生性の変異が大きな要因となることを支持し，その後ハダニ類の泣

伝的特性である高い突然変異率と速い進化速度によってその分化の程度が増すと

考えられよう.

カンキツ類に容生している CT型ミカンハダニおいても旦ヰ旦l対立遺伝子頻度に

地理的な偏りが認められ，遺伝的分化が生じていることが明らかになった. ミカ

ンハダニの寄主植物の中で，特に重大な経済的被害を被っているのはカンキツ類

である.また，その最も大きな原因は，防除薬剤jに対して次々と抵抗性を獲得す

る(井上， 1989)点にある.薬剤の散布歴は地域によって具なり，それにともな

ってミカンハダニの薬剤抵抗性の発達程度も異なる. このため，それぞれの個体

群の生息環境や地域により，様々な遺伝的変異が生じていることが予想される.

ミカンハダニのエステラーゼと薬剤抵抗性との関係については，本研究の結呆か

らは明確にできない. しかし，且二主斗対立遺伝子頻度の地理的差具ーが検出された

ことにより， CT型ミカンハダニの個体群聞における遺伝的形質の変化の一部を証

明できた.今後，薬剤抵抗性に直接関与している遺伝子と，これらの淘汰に対し

て中立な遺伝子の地理的変異を検出することができれば，薬剤散布による迫・伝的

分化の実態とそれがミカンハダニ個体群の遺・伝的構造に及ぼす影響を把握できる

と考えられる.一方，立二Estl対立遺伝子に関する調査ではほとんどの個体群にお

いて，遺伝子型頻度の実測値とハーディー・ワインベノレグの法則から推定される
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期待値との聞に有意差は認められなかった.このことは ハダニ類では近親交配

が頗繁であり，そのために集団の近交係数が上昇し，集団聞の遺伝的距離が拡大

し易いという仮説と矛盾することを示唆している. しかし一方で，発生初期の遺

伝子型頻度をみると，ホモ個体の頒度が有意に高くなり，近親交阻の頗度が高い

ことがうかがえる. したがって，ハダエ類に特徴的な繁殖様式が遺伝子型頗度に

与える影響は発生密度や空間分布パターンによって異なり，今後さらに研究する

必要があろう.

本研究では，ハダニ類においてアイソザイム分析を応用して生態的形質の差異

とそれに伴う形態的形質の差異を明らかにした.種内における遺伝的分化が生じ

易いと考えられるハダニ類では，最近になってオウトウハダニT.Viennensis 

Zacherの休眠性とエステラーゼアイソザイムとの関係について研究されている(

Gotoh et al.， 1991) .昆虫類においても駒|崎(1991)がエステラーゼアイソザ

イムによるユキヤナギアブラムシ担比sc itricola van der Gootのバイオタイプ

の識別を行い，またワタアブラムシLKossypii Gloverの脊生性のd分化について

も向様の手法による判別法の確立が期待されている. さらに，クリタマパチ

Dryocosrnus kuriohilus Yasurnatsuの脊生蜂で近年中国から日本へ導入されたチュ

ウゴクオナガコパチTory盟主 s inensis Karnijo (村上ら， 1977;村上・清田，

1983; Otake et al. I 1984)と在来種のタリマモリオナガコパチT.beneficus 

Yasumatsu et Kamijoとの聞の交雑や競争の問題が生じている. しかし，これら 2

種の寄生峰には雌成虫の産卵管鞘と胸部の長さの比率が異なる以外には形態的差

異が認められていない (Karnijo，1982; Otake， 1987) • このため，雄成虫では種

の判別が不可能であり，交雑や競争を解析するための手法がない.本研究で用い

たアイソザイム分析による変異の識別法は，ハダニ類だけでなく，昆虫類におい

ても幅広く応用できる手法であり，今後，多方面における活用が期待される.
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要約

ミカンハダニはカンキツやナシ，モモなどを加害する重要な呆樹害虫である.

このミカンハダニには年聞を通じて休眠しない非休眠系統と，冬季に卵盤で休眠

する休眠系統が存在する.近年，とれら両系統の分布の様相が変化し，なおかつ

複雑化している.休眠性の有無は発生消長や個体群の動態に影響を及ぼすため，

両系統の分布と生態的特性の差異を把握した上で防除法を検討することが重要で

ある. しかし，これらの系統開に顕著な形態差異がないため，両者の識別は閤離

で， このことが種々の調査を行う上で大きな障害になってきた. ミカンハダニの

個体群聞には寄生性の変異も存在するが，休眠性と寄生性との関係については充

分に解明されていない.そこで，本研究では遺伝学的手法を用いてミカンハダニ

の非休眠系統と休眠系統の識別法を確立し，休眠性と寄生性との関係を解明した.

また，これらの結果と遺伝学的手法をもとに分類された個体群の形態に関する調

査ならびに本研究の問に他の研究者により蓄積された新しい知見を総括して分類

学上の基準に照らし，主に生物学的観点からこれら 2系統の分類学的位置づけを

行った.最後に，集団の遺伝的構造と生殖的隔離の両面から解析し， ミカンハダ

ニにおける変異個体群の分化の要因について考察した.

生鶴的特性の変異とエステラーゼアイ Yザイム

1. アガロースゲJレ電気泳動法により. 6本のエステラーゼ泳!ffJJ帯 (Et"" E6) 

を検出した. この中で Ea泳動帯はミカンハダエがカンキツに脊生した場合に活

性が高まり，ナシでは活性が低下することが明らかになった.また，休眠系統の

存在が確認されている鳥取県と岡山県のナシから採集された個体群はE4-E6泳動

帯を有し (W型). Ea "'"' E5泳!fVJ帯が共通に検出された他の個体群の分離パターン

( 1 ....，国型)と異なっていた. これにより， ミカンハダニのエステラーゼアイソ

ザイムをその分離パターンから CT型(1 ""'皿型)と PR型 (N型)に分類した.

2. 電気泳動において酢酸αーおよびBーナフチノレのいずれを基質に用いた場合

にも，分離検出される泳動帯の相対的位置にはまったく差異がみられないこと，

およびdichlorvosによる阻害様式についても各個体群において基質問の差異がほ

とんどなく klも近似した数値が得られたことから，両基質を分解するCT型およ

びPR型個体群のエステラーゼはほぼ同一の酵素群であると考えられた.

3. ミカンハダニの害生性の変異はカンキツでの発育率において顕著に表れる.

調査した 18地域のすべての個体群においてカンキツでの発育の良否とエステラー

ゼ型の変異は完全に一致し，カンキツ寄生型(カンキツでの発育率80%以上)個
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体群のエステラーゼ型はCT型，ナシ寄生型(括育率10%以下)の個体群はPR型で

あった.また，両型が混在した 2個体群をエステラーゼ型によってそれぞれ2つ

のサブグノレー7'に分けた結果，いずれもCT型のサブグループのカンキツでの発育

率は90%以上と高く， PR型は10%以下であった. このことから，エステラーゼ型

の変異は寄生型が異なる個体が混在する場合でも遺伝的に安定していることが明

らかになった.また，調査に用いた18個体群の内，北海道のヤマグワから採集さ

れたナシ害生型個体群 (HkSp)ではアガロースゲJレ電気泳動法によりエステラー

ゼ泳動帯が検出されなかった. 1旦弘江主での活性の調査の結果，この個体群のエ

ステラーゼ活性は他のナシ寄生型個体群やカンキツ寄生型個体群に比べて顕著に

イ丘かった.

4. ポリアクリノレアミドゲノレ電気泳動法によるミカンハダニのエステラーゼア

イソザイムの検出を行った結果，アガロースゲノレ電気泳動法に対応してCT型と PR

型の明瞭な判別が可能であり，かっ検出感度がより高かった.また，この手法に

より前述のHkSp個体群のエステラーゼアイソザイムが検出でき， PR型であること

が明らかになった.

5. 14地域の個体群について， 200C短日(1IL-13D)条件下での卵休眠の有無と

エステラーゼ型を調査した.その結果，非休眠系統のエステラーゼ型はすべてCT

型であり，休眠系統ではすべてPR型であった. したがって，休眠性の変異も寄生

型と同様にエステラーゼ型の変異と一致した遺伝的に安定な特性であった.

以上の結果から， ミカンハダエの休眠性および寄生性の変異はエステラーゼ型

を指標として，

CT型=カンキツ容生型=非休眠型およびPR型=ナシ脊生型=休眠型

と定義できた.

5. 走査型電子顕微鏡および生物顕微鏡での調査により， CT型と PR型個体群聞

の形態的差異を検出した.まf~成虫の吐糸線はCT型個体群に比べてPR型個体鮮の方

が大きく，またPR型個体群の雌成虫の周気管末端はcr型個体群と同胞程のリンゴ

ハダニの中間的な形状を呈した.爪間体の形状は同型間で顕著に異なり，爪間体

と腹毛との角度はCT型ではほぼ直角であるのに対して， PR型ではこの角度が90度

より小さかった.また，爪間体の曲率はPR型に比ペてCT型の方が明らかに小さく，

鋭く曲がっていた.形態的差異は雌成虫の背毛長 (C4，L4， CLおよびPl)ならび

にそれらの比率によっても検出され，これらの比率を用いたクラスター分析では

両型の畑体群は異なったクラスターを形成した.

これらの結果と近年蓄積された他の知見を総括することにより， ミカンハダニ

のcr型およびPR型個体群は生物学的には別種として取り扱うのが妥当と考えられ

た.
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変異集団の分化の要因

1. CT型個体群のエステラーゼアイソザイムは一部で顕著な多型性を示し，こ

れらは 2対立遺伝子 (A，B)を持つ単一の遺伝子座(且二Est 1)に由来すること

が判明した.

2. 阜二主上l対立遺伝子の地理的分布を調査した結果 A対立遺伝子の出現頻度

は九州地方で顕著に高く，地理的に偏りがみられた.九州地方のカンキツ困およ

び発生密度の高いナシ園から採集された各個体群の遺伝子型頻度はハーディー・

ワインベノレグの法見IJから推定される期待値とほぼ一致した.一方，発生初期のナ

シ園から採集された個体群の遺伝子型頗度はハーデ、ィ・ワインベノレグの法則によ

る期待値に比べてホモ個体の頗度が高かったことから，発生のごく初期でパッチ

状に個体が存在するような段階では，由来の具なる個体と出会う機会が少なく，

その結果近親交阻の頻度が高まることがうかがえた.

3. 北海道のヤマグワから採集されたPR型個体群の守主範囲がこれまでに報告

されている休眠系統 (PR型)と異なり，クワでは発育するが他のPR型個体群が発

育するナシやインゲンマメでは発育できず(クワ脊生型)，またこの個体群と他

のPR型個体群との聞に不完全ながら生殖的不和合性がみられた.

4. CT型およびPR型個体群の発育率により，植物を 3つのグノレー7
0

(GRPl， CT 

型だけが発育できるもの;GRP2， CT型とPR型が共によく発育するもの;GRP3，両

エステラーゼ型が共に発育できないもの)に分類した. この結果， GRPlにはカラ

タチを除いたカンキツ類が含まれ， GRP2にはナシ，モモおよびカラタチが含まれ

た. PR型個体群はカラタチではよく発育するが， 卜ロピタオレンジとカラタチの

体細胞雑種では発育できなかった. PR型が発育できないGRPlで発育したCT型個体

のエステラーゼ活性は， GRP2で発育した個体に比べて顕著に高かった. これらの

結果から，寄生性の変異に植物の二次物質による発育阻害作用が関与している可

能性が示唆された.

以上の結果から， ミカンハダニの遺伝的分化の要因として，地理的および寄主

植物聞における隔離と発生初期における近親交配の機会的増加ならびに脊主植物

との相互作用が重要な役割を果たしていることが示唆された.
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