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ナ ミ テ ン トウ に お け る エ ス テ ラ ー ゼ

ア イ ソ ザ イ ム の 変 異1

谷 本 智 昭

香川県高松高等学校生物教室

(1975年4月11日 受領)

テン トウムシ科 に属す る種 におけ る種 内酵素多型お よび 種間

特 異性 を 検 討す る目的 で,翅 鞘斑紋 の多型に富むナ ミテ ン トウ

について,酵 素系において も 分子多型があ らわれて くるか どう

かを β-ナフチルアセテー トを基 質 とす る可 溶性非特異的エ ステ

ラーゼのアイ ソザイムを 寒天ゲル電気泳動法を用いて 分析 し,

あわせて 他2種 のテ ン トウムシ との間に,酵 素 タンパ クレベル

で種間特異性 があ らわれて くるか どうかについて も 比較 した と

ころ若干の興味あ る知見をえたので報告す る。

なお,本 研究について ご懇切な御助言 と こ激励 をいただ き,

ナ ミテ ン トウの 人工飼料を分譲いただいた 香川大学農学部岡本

秀俊助教授に対 し深 く感謝の意 を表 します。 また,電 気泳動法

について ご指導いただいた 香川農試病虫部主任尾崎幸三郎博士

に謝意 を表 します。

材 料 お よ び 方法

供試の ナ ミテ ン トウ(Harmonia axyridis PALLAS)お

よび ナナホシテン トウ(Coccinella septempuntata bruckii 

MULSANT)は,香 川県高松市飯 田町 ならびに 御厩町 の小麦畑

で,ま たニジ ュウヤホシテン トウ(Epilachna sparsa ori-

entalis DIEKE)は ジャガイモ畑で それ ぞれ1974年5月10日

か ら5月22日 までの間で採集 し,1日 間 は消化管 内容物が完全

消化 され る必要が あるため,ス ポンジに 水 を浸み こませて飼育

した あと,個 体の まま 冷凍保存 し材料は冷凍後5日 以 内に分 析

した。 なお,実 験材料 はすべ て成 虫を使 い,採 集 および飼育 の

際 に交尾行動 がみ られ たものについては 雌 雄を区分 して保存 し

た。 また,泳 動 の際 に翅鞘斑紋 も記録 した。

寒天 ゲル電気泳動法 の 試料液 としては,成 体 各1個 体ずつ脱

イオン水で よく洗 い,各 個体 の4倍 重 の 脱 イオン水を加 えて各

個体 ご とに体全体 のホモジ ェネー トを作成 した。 試料 液は 東 洋

ろ紙No.50を1×3mmの 小片 に した ものに添加 し,電 極槽

液 としてpH6.8の リン酸緩衝液(イ オン強度0.05)を 使 用

した。 また,寒 天 ゲルフ ィルムは リン酸 緩衝液(イ オ ン強度

0.025) 100mlにP・V・P(ポ リビニル ピロ リドン)2gと 寒天

粉末0.7gと を加えて30分 蒸 し,ガ ラス板(17×10cm)上 に

0.9mmの 厚 さのゲル フィルムを作成 した。 そ して,上 記の試

料液 を添加 したろ紙 をゲルフ ィルム内に うめ こみ,冷 所で30分

放置 した後,ろ 紙 を取 り除 き電極槽 にセ ッ トして定電圧(250V-

8mA)を90分 間流 した。泳動後2%β-ナ フチルアセテー ト

のアセ トン液を基質 として噴霧 し,30分 間湿室定温器(38℃)

でインキ ュベー トした。発色 は2%ナ フタ ニルジアゾブルB水

溶液 によった。 なお,ア イソザイムの活性帯は移動度の大 きい

方 か ら順次原点側 の小 さい方へEst 1か らEst 6と して表示

した。

結 果 な らび に考 察

寒天ゲル電気泳動法 に よるナ ミテ ン トウの 非特異的エ ステ ラ

ーゼアイ ソザイムは,同 一種内において も 個体間に移動度や活

性帯の大 きさな どに 著 しい変異がみ られ,種 内 アイソザ イムパ

ター ンを六つの タイプ(A～F)に 類別す ることがで きた。 また

寒天ゲル電気泳動法で判別で きる β-ナフチル アセテ ー トを基質

とす るアイソザ イムの数はEst 1か らEst 6の6本 が存在 し

それぞれ活性帯 と して検 出で きた。

1. 体全体のエステ ラーゼ泳動分離像の概要

香川県高松市の一つの地域集団で採集 された検体33個 体で あ

るが,そ れ らのアイ ソザイムパター ンは第1図 に示す ように,総

合す ると陽極端部にみ られ るEst 1は ほとん どの個体にみ られ

高活性 あるいはか な り高 い 活性 を示 した。 次に泳動板 中央部 に

Est 2お よびEst 4が 検 出され るが,前 者 はすべ ての個体 に存

在 しか な り高活性 の場合 と低活性 の場合 とがみ られ た。 また後

者 のEst 4は 殆ん どの個体に存在す るがいずれ も低活性であ る。

ただ 中央部 に存在 するEst 3は ご く少数 の個 体であ らわれ る活

性帯 である。 また原点側に近いEst 6お よびEst 5は,前 者

がか な り多 くの個体 にみ られ る 中活 性あ るいは 低活 性を示 すの

に対 し,後 者 は非常 に高活性 で 活性帯 の幅 も大 きいが ごく少数

の個体 に存在 す るものであ る。

第1図 ナ ミテ ン トウにおけ るエ ステ ラーゼ

アイ ソザイムの泳動像。

以上 総合 す ると第1図 のよ うに,Est 1か らEst 6の6本 の

エステ ラーゼア イソザ イムが 検 出で きた。 そして個体間の変異

はそれ らのいずれかの欠除に よる多型で あると判断で きた。

2. 種内アイソザ イムパ ター ンの類別 と集 団での 出現ひん度

種内 アイソザ イムパ ターンを 判別 していく うちに,お よそ六

つの タイプ(A～F)に 類別 して扱 うことがで きると考えた(第

2図)。

非常に複雑な アイソザ イムパ ターンであるが,各 個体 のパ タ

1 Variations of esterase isozymes in Harmonia axyridis PALLAS. By Chiaki TANIMOTO (Takamatsu High School, 

Takamatsu-shi, Kagawa 760)
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第2図 ナ ミテ ン トウにみ られ るエステ ラーゼアイソザ イ

ムの泳動像 タイプと種 内酵素多型。

TYPE A: 4本 のアイソザ イムが存在 し,特 にEst 5

が非常に高活性,Est 1お よびEst 3が 中活性,Est 4

が低活性の もの。

TYPE B: 3本 の アイソザ イムが検 出され,Est 1が

高活性,Est 2が 中活性,Est 4が 低活性の もの。

TYPE C: 4本 が存在 し,Est 1が 高活性,Est 2お

よびEst 4が 低活性,さ らにEst 6が 中活性 の もの。

TYPE D: 3本 が存在 し,い ずれ も活性が低いが,Est 

1が 中活性の もの。

TYPE E: 3本 が検出 され,す べ て低活性で あ り,Est 

1お よびEst 5が 欠除 してい る。

TYPE F: Est 5を 欠除す るだ けで他の5本 が活性帯

をな し,特 にEst 1は 高活性,Est 2お よびEst 6

は中活性,ま たEst 3お よびEst 4は 低活性の もの

で,Est 3は 他の タイプにはない活性帯 である。

第1表 エステ ラーゼ各タ イプの出現ひん度＊

＊ 香川県高松市集団

ー ンを六 つのタイプにあてはめて 自然集団にお ける 出現ひん度

を第1表 にま とめた。

この自然集 団ではタイプCの 出現 率が33%程 度 と一番高 く,

次にタイプBお よびタイプAが それ ぞれ約18%,タ イプF,タ

イプDそ してタイプEと 順 次出現率 が小 さ くな る結 果を得た。

3. 斑紋型 とエステ ラーゼ アイソザイム ・タイプ

ナ ミテン トウの翅鞘斑紋 を紅型,四 紋 型,二 紋型,斑 紋型 と

大 き く四つに 分 けて,エ ステラーゼアイソザイムのタイプを比

較 した ところ第2表 のよ うな結 果が得 られ た。デー ターの うち,

紅型,四 紋型,斑 紋型 はサンプル数 が非常 に少ないのでは っき

りした結 果 はで ないが,二 紋型 に関す るかぎ りエステラーゼア

イソザ イムの タイプがAか らFま ですべ て この 二紋 型に 存在 す

ることか ら 斑紋型 とエステラーゼタイプ との関連性 はあま りみ

第2表 斑紋型 とエ ステラーゼタイプ との関係

数字 は個 体数 を示 す。

られ ない もの と判 定された。

4. 性差 とエステラーゼアイソザイム ・タイプ

野 外での採集時 な らびにペ トリ皿で 飼育 してい る際,交 尾行

動が み られ た ものについてのみ 雌 雄を判別 したため,今 回の実

験 に供 した個 体数 が少な く結論 まではだせないが,第3表 の よ

うな一応 の結 果を得 た。

第3表 性差 とエ ステ ラーゼ各 タイプ との関係

数字 は個体数 を示す。

すなわち,雄 に もエステラーゼアイソザイムのタイプがAか

らFま で殆ん どすべ て認め られ ること,ま た雌に も同様 な結果

が認め られ ることか ら,エ ステ ラーゼ アイソザ イム につい ては

明 らか な性差は認め られ ない と判定 され た。 ただ,サ ンプル数

が少 ないので今後個体数 を増や して再度検討 してみたい。

5. テ ン トウム シ3種 のエステラーゼア イソザ イムパ ター ン

の差異

第3図 お よび 第4図 に示 した ように,ナ ミテ ン トウには6本

のエ ステ ラーゼ アイソザ イムが 検 出され,パ ター ンに よって 六

つに類別で きる 種内酵素多型 を示すのに対 し,ナ ナ ホシテ ン ト

ウでは4本 の活性帯が それ ぞれ アイソザイムをな し,特 にEst 2

は非常に 高活性で ゾー ンの幅 も大 きく 調査 された個体すべてに

ナ ミテ ン トウ

ナナ ホ シ

テン トウ

ニ ジ ュウヤ ホ シ

テ ン トウ

第3図 テン トウムシ3種 のエステ ラーゼアイソザイム泳

動 像にみ られ る種間特異性 。

a.ナ ミテ ン トウ b.ナ ナホシテン トウ

c.ニ ジ ュウヤホシテン トウ
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第4図 自然集団(高 松)に お けるエ ステ ラーゼアイ ソザ

イム ・タ イプの個体変異。

No.1～No.6ナ ミテ ン トウ

No.7ニ ジュウヤ ホシテン トウ

No.8～No.10ナ ナホシテ ン トウ

検 出で きた。Est 3な らびにEst 4と は種内でいずれかを欠除

す る程度の個体変 異は認め られ たが,ナ ミテン トウ とは 対照 的

であった。

また,ニ ジュウヤホシテン トウには1本 の活性帯 しか検 出で

きなか った。今 回調査 した テン トウムシ3種 にはエステラーゼ

アイソザイム ・パ ターンにお いて 種 間特異性 が 明 りょうであっ

た。

近年 になって種 の分化,種 の特異性 な どを研究 す る一手法 と

して,電 気泳動法 を使 ってタ ンパ ク質 の差 異 あ るいはアイソザ

イムを とりあげ た もの,ま た免疫学的 な手法 によって 分析 す る

方法が とられ てい る。

佐 々治 ・大西(1973)は α-ナフチルアセテー トを 基質 とし

て1個 体全体 の可溶性 エステラーゼのアイソザ イムをデ ィス ク

電気泳動法で分析 した。 その結 果 ナ ミテン トウのアイソザ イム

パ ターンには個 体間に著 しい変異があ るが,総 合 す ると 中央部

に3種 と陽極 部の端 に1種 の顕著 な もの,や や不明確な6種,

合計10種 のアイソザイムが存在 し,個 体間の変異はそれ らのい

ずれか を 欠除す るとい う。 あわせ てナナホシテン トウにつ いて

同様 な方法で 分析す る と,極 め て安定 したパ ターンを示す こ と

で対照的で あった と報告 している。

著者の結果 も,基 質が β-ナフチルアセテー トで あった こと,

さらに寒天ゲル電気泳動法 を用 いた ことで 活性帯の数 は 少な く

また異 なるが,ナ ナホシテン トウお よび ナ ミテ ン トウとを 比較

した場合種内多型の有無につい ては,ほ ぼ 同様の結果が 得 られ

た もの と考え る。 ただ著者が ナミテ ン トウの 種内 をアイソザイ

ムパター ンに よって,六 つに類別で きた ことは 今後各地集団に

おけ る各タイプの出現ひん度 を 比較検討で き,集 団的な立場で

種の系統分化 の問題 な どを分析す る手がか りが 得 られた もの と

考 え られ る。

また,エ ステ ラーゼタ イプ(A～F)と 斑紋 型お よび性差 との

関連性 については,も う少 しサ ンプル数を多 くして 論 議すべ き

で今後の課題 であ る。

なお,佐 々治(1974)は オオニジ ュウヤ ホシテ ン トウ群 につ

いて,同 様の方 法でエステ ラーゼアイ ソザイムを 検出 した とこ

ろ,い ずれの型において も,同 一個体群内に も 顕著な酵素多型

現象 がみられ,そ のパ ターンは異 った種または 型間で特異1生が

認 められた と報 告 してい る。 今 回著 者が扱 ったニジ ュウヤホシ

テン トウの場合 はサ ンプル数 が少な く,ま た,寒 天ゲル電気泳

動法 によった こ ともあ り,多 型現象 を明確には 認め られなか っ

たが,今 後さらに検討 を要 す るもの と考 え られ る。
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