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第1章序論

1-1.養菌性キクイムシおよぴアンプロシア菌の研究の歴史と現状

　キクイムシ類は､鞘佃目ゾウムシ上科に属する昆虫の一群であり､形態的に

ナガキクイムシ科(Platypodidae)とキクイムシ科(Scolytidae)に分類される.ま

たヽ食性や生息場所の違いからヽ樹皮下穿孔性キクイムシ(bark　beetles)と養菌

性キクイムシ(ambrosia　beetles)の2つのグループに大別される.キクイムシ科

の約半数を占める樹皮下穿孔性キクイムシは､樹木の形成層や師部を摂食する

グループでヽ一部の種では青変菌と呼ぱれるCerαΓ叫y,y心属の植物病原菌と共

生関係を持ちヽ健全木を加害する場合がある(Francke-Grosmann,1967;　Whitney,

1982).これに対してヽ養菌性キクイムシは衰弱木や伐倒木の材質部奥深くまで

穿孔しヽその坑道内でアンブロシア菌(ambrosia　fungi)と総称される共生菌を培

養する習性を持っており､幼虫はこの菌類を食物として利用している｡また､

このグループの成虫はヽmycangia(単数形mycangium)と呼ぱれる胞子貯蔵

器官を備え､この器官によって共生菌の胞子を貯蔵･運搬していることが知ら

れている｡現在､養菌性キクイムシであることが確認されているのは､ナガキ

クイムシ科のほぽ全種とキクイムシ科の10族である(Beaver,1989)･

　このような養菌性キクイムシの存在が初めて明らかにされたのは､今から

150年以上も前のことである.Schmidberger(1836)はヽキクイムシが坑道内で

正体不明の白色物質を摂食しているのを発見し､この物質をambrosia(ギリシ

ア神話では不老不死のための食物を意味する言葉)と命名した｡さらにHartig
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(1844)はヽこの物質が木材に由来するものではなくキクイムシによって培養さ

れた菌類であることを明らかにした｡以来､これらの菌類は､ambrosia

fungi(アンブロシア菌)と呼ぱれるようになりヽまたこれを食物としているキ

クイムシの一群も､ambrosia　beetles　(養菌性キクイムシ)と名付けられた｡

　その後ヽHubbard(1897),Neger(1908)など多くの研究者によって坑道内の

アンブロシア菌の観察が行われヽこの菌がモ゜リオイドチェーン(monilioid

chain)と呼ぱれる独特の生育形態を持つことが明らかになった.しかしヽアン

ブロシア菌の新しい坑道内への伝播方法は長い間不明であった.Neger

(1911)はヽこの菌がキクイムシ成虫の消化管を通じて定着すると考えヽまたDoane

and　Gmiland　(1929)はヽ外骨格への菌の付着による運搬を示唆した.ところがヽ

新成虫の消化管内に菌が全く存在しなかったり､休表上には様々な雑菌が付着

しているなどの矛盾が指摘されるようになり､これらの考えは次第に説得力を

失っていった.その後ヽNunberg(1951)がキクイムシの体内に共生菌の胞子を

貯蔵ヽ保護して運搬する特別の器官を発見しヽさらにFrancke-Grosmann(1956)

により､種々のキクイムシについてこの器官の存在が確認された｡この発見に

より､キクイムシとアンブロシア菌との相互関係は(相利)共生的であること

が示唆され､またその継続性も一応保証されることになった｡この胞子貯蔵器

官はヽBatra(1963)によってmycangiaと命名されヽその存在位置によってヽ口

腔,前胸背,前胸側板,基節寓,前･中胸背,鞘佃の6つの型に大別された

(Francke-Grosmann,,1963,1967).現在までに約20タイプのmycangiaが発見

され､その種特異性が示唆されているが､まだ存在位置の確認されていない種

が数多く残されている(Beaver,1989)･

　一方､キクイムシと共生するアンブロシア菌の対応関係については､これま

でに多くの研究者により議論されてきたが､体系化されるまでには至っていな
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い.これはヽキクイムシ自体の同定が難しいことヽまたmycangiaの存在位置の

特定とそこからの菌の分離に高度なミクロテクニックを必要とすることのほか

にヽアンブロシア菌がヽ坑道内ではambrosia状ヽmycangia内では酵母状ヽ培養

基上では菌糸状に生育する場合が多くヽこのような多形態性(pleomorphism)

(Batra,1967)のためにその同定が非常に困難であることヽなどに起因している.

　初期においてはヽアンブロシア菌はすべて同一の属である(Fisher　er　�･,

1953)かヽキクイムシの種ごとに特殊化している(Graham,1952)かヽあるいは

同一種内においても異なる系統の菌を持ちうる(Francke-Grosmann,1956)など

の考え方が支配的であった｡また､Francke-Grosmann　(1963)はヽ分類学上近

縁なキクイムシの共生菌は近縁もしくは同種であり､同種のキクイムシから分

離された異なる系統の菌は変種であると考えた.これに対してBatra(1963)はヽ

共生菌は1種のみではなく数種が複合的に共存しているという説を提出した｡

　さらにBatra(1966)はヽアンブロシア菌と総称されてきた共生菌をキクイム

シの成育における菌の重要性によってヽ①主要共生菌(primary　ambrosia　fungi:

以下ヽPAF)と②副次的共生菌(auxiliary　ambrosia　fungi:　以下ヽAAF)とに分類

することを提唱した｡　PAFは､高度に種特異的で分布範囲が共生するキクイム

シの分布範囲と一致し､幼虫成育期の坑道や飛翔期あるいは穿人期の成虫の

mycangiaから定常的に分離される菌と定義される.これは幼虫や成虫の食物と

なり､穿入期および幼虫成育期の坑道内では他の菌よりも優占的になると考え

られた.一方AAFはヽ坑道内やmycangia内に常在せずヽまた種特異性もみられ

ないが､幼虫あるいは新成虫の補助的な食料となりうる菌であるとされた｡こ

の提案は､これまで分離場所や分離時期などが混乱したまま同定､記載されて

いたアンブロシア菌を再検討し､また菌とキクイムシとの相互関係を正確に理

解する上で大きな役割を果たした｡

　　　　　　　　　　　　　　　　　　3



　その後Batra(1967)はヽこれまで明らかにされたアンブロシア菌の諸性質を

検討し､8属12種のPAFに関する検索表を作成した｡また､Francke-Grosmann

(1967),Kok(1979),Norris(1979)らもアンブロシア菌の記載を行いヽCarpenter

(1988)はAAFについてjz油r�むa,y属を創設した.現在のところヽ記載されて

いるアンブロシア菌の大部分は不完全菌類であり､完全世代が判明した一部の

種については子嚢菌類､半子嚢菌類､あるいは担子菌類に属することが確認さ

れている(Beaver,1989)･

　近年では､キクイムシが種特異的な1種類のPAFを食物としているのではな

く､PAFとAAF､さらにはバクテリアや細菌類までをも包含する1つの共生微

生物複合体(mutualisticmicrobial　complex)を摂食しているという考え方が提出

されヽ養菌性キクイムシの研究は新たな展開を見せつつある(Haanstad　and

Norris,1985;　Beavcr,　1989)o

1-2.共生の概念とその巫物学的意虞

　共生(symbiosis)という用語はヽ2種またはそれ以上の生物が1つの生活の場

を共有し､そのことによって少なくとも1種の生存様式が影響を受ける関係に

対してヽ1879年にde　Baryによって初めて提唱された(Ahmadjian　and　Paracer,

1986).これはヽ両種がともに利益を得る"相利共生"(mutualism)ヽ一種だけ利

益を得て他種は影響を受けない"片利共生"(commensalism)ヽ一種は利益を得る

が他種は害を受ける"寄生"(parasitism)の3様の形態を含むヽ広い意味での共生

の定義である｡これらの共生現象は､動物､植物､菌類などのすべての生物の

種間関係に存在する連続的な系列で､進化的観点からみると寄生は片利共生お
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よび相利共生の起源とされる(Ahmadjian　and　Paracer,　1986)･

　また､共生関係は2者間に生じる相対的な利益だけでなく､共生者

(symbionts)の存在位置ヽ共生関係の種特異性ヽ共生者間の相互依存度､共生関

係の一貫性ヽ共生による副産物の有無により分類できる(Starr,1975;　Ahmadjian

and　Paracer,　1986).すなわちヽ共生者が宿主(host;　2　つの共生者のうちの個体

サイズの大きい方)の細胞外に存在するか細胞内で生存するかにより､外部共生

(ectosymbiosis)と内部共生(endosymbiosis)に分類されヽまた共生者が1種の

みの生物と共生関係を結ぶ場合(oligophilic　symbiosis)とヽ多種と共生関係を結

ぶ場合(polyphilic　symbiosis)とに区別できる.さらにヽ共生関係にはヽ一方の

共生者の存在なしには成立しないような義務的な関係(obligate　symbiosis)とヽ

どちらかの共生者にとっては必須でないような関係(facultative　symbiosis)があ

りヽまたヽ生きた共生者から栄養を得る場合(biotrophic　symbiosis)と死亡した

共生者から栄養を得る場合(necrotrophic　symbiosis)がある.共生関係の一貫性

についても様々な程度があり､たとえぱ送紛共生の場合その関係が送粉者の滞

在時に限定されるのに対して､内部共生は恒常的に一貫性を持続し､捕食寄生

も寄主が死亡するまでは一貫性のある関係である｡加えて､共生関係の発達は､

共生者に形態上あるいは化学的に新たな変化をもたらす場合がある｡　R/ziz｡ゎj-

z-属のバクテリアとマメ科植物の共生によって生じる根粒と､その内部で生産

されるレグヘモグロビンなどはその代表例である｡

　共生関係は､その生物学的な機能の面からも大きく次のような4つのカテゴ

リーに分けられる(Smith　and　Douglas,　1985).まずヽ栄養補給に関与する消化

共生系は､共生者が生産あるいは分解した産物を栄養源として利用する場合で

ある｡この時､多くの共生者は宿主生物から生育に適した環境を提供されてお

り､この共生系は相利的である場合が多い｡このほか､移動能力を持たない共
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生者と移動を可能にしてくれる寄主生物との間には運搬共生系が成立し､また

一方の共生者が他方の体表に付着した病原菌や害虫を駆除してこれを餌とする

関係は､浄化共生系と呼ぱれている｡さらに､共生関係が具体的に観察されな

いところでも､生育環境の安定に関与する共生系が存在する｡この系は､ある

生物種が酸素や二酸化炭素などの環境因子を一定に保ち､このことによって生

育を保証された生物が環境条件を整えてくれた生物種に対して栄養的利益を与

えるという相互関係である｡

　共生は､生物間の競争を軽減する存在様式の1つである｡すなわち､環境の

違いに適応し独自の進化をたどって多様化した各々の生物は､他種の生物と継

続的に密接な共同体を形成することにより､単独では克服できない異なる環境

に適応できる(石川､1992)｡また､共生関係の成立した生物種間の相互には､

その関係が義務的であるほど共進化が起こりやすい(Boucher　er　α/･,1982).共

進化(coevolution)とはヽある種の作用がヽそれとかかわりを持つ他種の形質に

対する淘汰圧となり､その変化がまた元の種の形質の変化を促すような共同進

化のことであり､競争あるいは捕食一被食関係を含むほとんどすべての種間関

係においてみられる(Ehrlich　and　Raven,　1967).共進化はヽ2種間のみで起こ

る場合(pairwise　coevolution)と多種が関与する場合(diffuse　coevolution)があ

るが､いずれも相互作用する種個体群内の遺伝的変化とそれに伴う相互適応と

相互種分化を繰り返すことにより進行している｡

　また､共生は生物の進化を1つの方向に導く原動力になり､その緊密度が最

大限に達した場合に新しい生物の出現を招くものと考えられている｡そして､

生物の進化が､種分化による多様化とこの共生による複雑高度化の相互作用に

よって生じることが予想されている(Margulis,1981).この仮説は連続内部共

生説(SET:　scrial　endosymbiotic　theory)と呼ばれるものでヽダーウィン流の適
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応と自然選択による生物進化論に対抗するものである｡

　最近では､地球上の多種多様な生物が全体として持続的に共存している様相

を､地球共生系という多様な生物のグローバルなつながりとみなし､その存続

基盤である多数の生物の共存を維持､促進する機構を探る試みが始まっている

　(束･安部､1992)｡すなわち､細胞という小さな共生系から生物群集あるい

は地球上の全生物からなる大きな共生系に至る様々な場合において､共存を支

える仕組みとその中で生じている相互作用が解明され､その総合化が図られて

いる｡今日､共生という生物学的現象は､生物の細胞から群集､そして生態系

全体における相互作用系の進化を説明する上での有力な手段として再認識され

ている｡

1-3.本研究の目的と意義

　これまで多様な共生現象が､アプローチの上でも生態学､進化生物学から細

胞･分子生物学まで､研究対象も動物､植物から原生動物､細菌､ウイルスに

至るまで､様々な専門領域の研究者により探究されてきた｡この中で､養菌性

キクイムシとアンブロシア菌の共生関係も､植物遺体を利用する昆虫と微生物

との消化共生系という多様な連合システムの一つであり､昆虫学､微生物学､

樹病学だけでなく栄養生理学､進化生態学的な視点からも大きな興味が持たれ

ている(松本､1992)｡

　しかし既述したように､現在までに調べられたキクイムシとアンブロシア菌

はごく一部にすぎず､またそれぞれの生理､生態についても不明な点が数多く

残されているため､両者の分類学的な位置づけや種分化の機構､共進化的意義

は依然として混沌としたままである｡また､様々なアプローチから得られてい

る知見も､その研究対象であるキクイムシの種が異なるために､すべてのキク
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イムシ~アンブロシア菌間の共生システムに適用することはできない｡さらに,

養菌性キクイムシの研究における最大の問題は､野外研究の蓄積がきわめて乏

しい上に､そこから導き出される考察や仮説に対して実験的手法による検証が

ほとんど行われていないことであろう｡したがって､これまで得られた断片的

な知見を生かす上でも､野外調査と実験的手法を併用した総合的な生態研究が

望まれるところである｡

　そこで本研究では､養菌性キクイムシの1種であるクスノオオキクイムシ

(心/θ5αz�r14s謂凶1αΓs(BLAIヽiE)FORI))WOOI))を研究対象の中心としヽ

①寄主木の種類によってクスノオオキクイムシの繁殖成功度は異なるのか(第

　3､6章)､その差異は穿人パターンにも反映されているのか(第3章)｡

②本種は次世代生産のためにどのように食物資源を利用､分配しているのか

　　(第3､6章)｡

③キクイムシの成育段階に伴い､坑道内およびmycangia内の共生菌相は時空間

　的にどのような動態を示すのか､また菌の量と質はどのように変化するのか

　　(第4､5章)｡

④共生菌はいつmycangia内へ獲得されヽどのよ引こ維持･放出されているのか､

　また維持機構を発現させる要因は何か(第5章)｡

⑤本種の栄養源となる共生菌は何か､また他種のキクイムシの共生菌は利用可

　能か(第4､5､6章)｡

⑥本種および他種のキクイムシの共生菌は生化学的に異なるのか､その類似性

　はキクイムシの類縁関係､生活様式と何らかの関連性があるのか(第7章)｡

⑦本種とアンブロシア菌の繁殖戦略､その共生システムの成立過程とはいかな

　るものか(第8章)｡

といった点を様々な手法を用いて明らかにし､本種とアンブロシア菌の相互作

用･共生機構を総合的に解明することを試みた｡とくに､共生という生活様式
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の有効性およびそのメカニズムを定量的な尺度を用いて評価し､また人為的な

作用を加えることによりそれらを実証する点に力を注いだ｡そして､微視的あ

るいは巨視的な見方を相互にフィードバックさせながら､キクイムシとアンブ

ロシア菌の共生の意義を機能的･進化的両面からより多元的にとらえようとした｡

　本研究により､森林昆虫としてのキクイムシとアンブロシア菌の共生機構の

一端を解明できるだけでなく､森林生態系という複雑なシステムの中での生物

の適応や進化のプロセスを理解する上でも多くの示唆が得られるものと考えら

れる｡
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第2章　調査地と供試材料(キクイムシ

　　　　　　および坑道)

2-1.調査地の概要

　本研究の調査地は､愛知県北束部に位置する名古屋大学農学部附属演習林

(愛知県北設楽郡稲武町:北緯35°　11'､束経137°　33･､標高約980m)に隣接す

る広葉樹林(中田和林道沿線)である(図2-1)｡調査地は暖温帯上限から

冷温帯下部に属し､過去5年間(1988-1992年度)の年平均気温は約8°C､年

間降水量は2000mm前後である.また土壌型はヽ適潤性褐色森林土(BIぐB｡

(d)型)に分類される.

　調査林分は､本地域(スギ､ヒノキ､カラマツ造林地)内にわずかに残存す

る薪炭林の一部であり､ブナ･ナラ類(コナラ､ミズナラ)､シデ類(アカシ

デ､クマシデ)､カエデ類(コハウチワカエデ､ウリハダカエデ)､リョウブ､

シロモジなどで構成されている(図2-2)｡

2-2.キクイムシおよぴ坑道の採取

2-2-1.坑道内キクイムシとその坑道

　キクイムシおよび坑道の採取は､1988年12月から1993年2月までの約4年間

にわたって行った｡供試樹種は､本調査林分における優占樹種であるシロモジ

(μ�eΓαΓΓμ必α)(1988-1992年度)ヽコ゛ウチワカJIデOcer　jeわθ/ぷαzzz4謂)

10



(1991-1992年度)､ウリハダカエデ(ン4cer　　r所gr叫(1992年度)ヽリョウ

ブ(C/erみΓαゎαΓ沁ze�,y)(1992年度)の4種とした.

　採取方法は､餌木採集法を用いた(馬場･平嶋､1992)｡供試木を

1988~1992年の6~9月に毎週約5本ずつ(1990年度は他の月にもシロモジ

を毎月約5本ずつ)伐倒し､そのまま林内に放置して枯損させた｡枯損木への

キクイムシの穿入は､樹体外へのフラスの排出により確認した｡キクイムシが

穿入した試料木(以下､穿入木)は各成育段階に到達するまで林内放置を続け､

その後適宜実験室に搬入した｡成育段階は､経過日数およびフラスの排出状態

により推定した｡なお､搬入の際､穿入木は約1.5mに切断して試料材とし､そ

の切断面にはシリコンペーストを塗布して材の乾燥を防いだ｡

　実験室へ搬入後､まず試料材の表面にキクイムシの穿人位置をマークした｡

この穿入位置を中心として1つの坑道が含まれるように試料材を細断した後､

それぞれの試料片を割材し坑道内壁を露出させて､親成虫と卵､幼虫､蛸､未

成熟新成虫､新成虫､および各成育段階の坑道の採取を行った｡なお､ここで

未成熟成虫とは､脱蛸後体色の十分黒化していない虫体の軟質な成虫のことを

さし､また坑道の成育ステージは､坑道内に卵､幼虫､蛸､成虫が混在してい

る場合でも､その中の最大成育段階を示すものとした｡

2-2-2.飛翔分散成虫とその坑道

　越冬期の成虫および坑道の採取も､各年度の12~2月に同様の方法によって

行った｡また､この時期に林内から回収したキクイムシ穿人木の一部は､翌春

まで名古屋大学農学部束山構内に設置した野外網室(1.8×1.8×1.8m)内に静置

した｡この中で坑道から脱出､分散飛翔し始めたキクイムシを採集して飛翔成

虫試料とし､同時にキクイムシ飛翔分散後の坑道も採取した｡
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2-3.供試材料と研究内容

　本研究の個々の内容とそれぞれ対象とした供試材料の関係を表2-1に示す｡

なお､供試材料の処理､取扱いおよび測定方法などは調査､実験ごとに異なる

ため､これらについては各章において述べる｡
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第3章　クスノオオキクイムシ個体群の

　　　　　　　生態的特徴

3-1.諸言

　養菌性キクイムシ(ambrosia　beetles)はヽ樹幹内奥深くまで穿った坑道内でア

ンブロシア菌(ambrosia　fungi)と総称される菌類を培養する習性を持っておりヽ

彼らの幼虫や成虫がこの菌糸や胞子を食物として利用している｡すなわち､キ

クイムシは樹木という営巣資源を利用して坑道を形成し､その中で繁殖するア

ンブロシア菌という食物資源を消費して子孫を残している｡

　本章では､未知の部分の多いクスノオオキクイムシ(寿/｡g�,･む　｡凶/αΓs

(BLハM)FORD)WOOI))の生活史と生態を明らかにしヽまた寄主木‘`の穿人パ

ターン､穿孔後のキクイムシの発育過程と坑道の形成過程を定量的に解析する

ことにより､本種個体群の生態的特徴､とくに次世代生産における資源(寄主

木および食物)利用様式について考察する｡

3-2.材料と方法

3-2-1.クスノオオキクイムシの概要

　クスノオオキクイムシ(図3-1)は､日本全土および朝鮮半島､台湾､束

南アジアなどに分布し､各種の広葉樹やスギの材部を加害する(林ら､1984)｡

坑道は､樹幹の横軸に沿って形成される水平坑とその上下に長く分枝する垂直

坑により構成され､その形状から長梯子孔と呼ぱれている(加辺､1959)｡
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　雌成虫は体長約3.5mと比較的大型で､体色は黒色である｡外部形態的には､

前胸背の前縁中央に2つの突起が存在し､上佃が非常に短く､点刻列は不規則

で斜面部は急に切断された状態になっている(野淵､1980a)｡また､1夫多

妻性および雄雌異型でありヽ雄は軟弱で雌よりもかなり小型である(Nobuchi　and

Takahashi,1965)(図3-1).

　なお､本種は以前寿1&･,･,4s属に分類されていたが､前肢の基節が互いに離れ

ていることから近年恥/ag�z･z4,y属へ改属された(Wood,1989)･

3-2-2.クスノオオキクイムシの生活史

　本調査地におけるクスノオオキクイムシの生活史を､1988~1989年の6~9

月､および1990年4月から1991年3月に伐倒放置したシロモジを用いて調査し

た｡それぞれの時期に伐倒したシロモジヘの本種の飛来､穿入の有無は､定期

的な野外観察により確認した｡穿入後は穿人孔周辺の変化(フラス排出状況､

坑道外への説出など)を継続して野外観察するとともに､約1週間毎に穿入木

の一部を実験室に搬人して割材し､坑道を露出させることにより材内における

本種の生活史の調査を行った｡

3-2-3.キクイムシ類の穿人パターン

　キクイムシ類の穿入パターンの調査には､様々なサイズ(地際直径2~8cm)

のシロモジ､コハウチワカエデ､ウリハダカエデ､リョウブを供試木として使

用した｡供試木を1992年の6~9月(クスノオオキクイムシの飛翔分散期)に

林内で伐倒し､約1ヵ月以上放置した｡キクイムシ類の穿入が終了した後､穿

入木の樹幹､枝を適当な長さに切断し､これらの材をすべて個別に実験室へ搬

入した｡採集した材に認められる穿入孔をクスノオオキクイムシとその他のキ

　　　　　　　　　　　　　　　　　14



クイムシに大別した後､それぞれの穿入孔数と穿入木個体の地際直径を測定し

た｡また､一部の穿入木については､割材して坑道内に存在するキクイムシ成

虫を採集し､キクイムシ種の確認を行った｡

3-2-4.クスノオオキクイムシの発育過程およぴ坑道の形成過程

　材内におけるクスノオオキクイムシの発育過程および坑道の形成過程の調査

は､シロモジ､コハウチワカエデの全成育段階(穿孔~越冬:　1991-1992年

度)の坑道を用いて行った｡割材してそれぞれの坑道を露出させ､1つの坑道

内に存在する子孫(卵､幼虫､蛸､未成熟新成虫､新成虫)の数を記録し､ま

たその生重をマイクロバランス上で測定した｡同時に､水平坑道と垂直坑道の

長さもそれぞれ測定した｡

　また､ウリハダカエデ､リョウブの新成虫期から越冬期(1992年度)の坑道

については､新成虫数と坑道長を記録した｡

3-3.結果

3-3-1.クスノオオキクイムシの生活史

　クスノオオキクイムシは､本調査地において1年で1世代を経過した(図

3-2)｡雌成虫は7月下旬をピークとして6月下旬から9月上旬まで飛翔分

散し､伐倒放置した供試木に飛来して樹皮上を活発に動き回る｡本種の飛翔か

ら穿入までに要する期間､およびこの間の行動については不明であるが､この

供試木上歩行はおそらく寄主木の探索行動であると考えられる｡

　材の状態が穿人に好適であると判断すると､雌成虫は穿入位置を決定し､ま

ず材表面から鉛直方向に穿孔を始め､その後ほぼ年輪に沿った形で水平坑道を

形成する｡水平坑道の形成後､成虫は水平坑道の途中から材繊維方向に垂直坑
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道を形成する(図3-3)｡この間､穿入孔からはチューブ状のフラスが盛ん

に排出されるが､本種のフラスは軟質のため約2cm程度伸びると地上へ落下す

る｡穿入してから約3週間後､アンブロシア菌の白色菌層が坑道内壁を覆い始

めた頃に産卵が開始される｡卵は数個ずつ塊状に産下される｡成虫は産卵後､

穿入孔に蜘蛛の糸の様なものを張り巡らし､最終的にこの糸状膜で坑道を封鎖

する(図3-4)｡雌成虫単独で坑道の管理を行う本種にとって､この膜は外

敵の侵入防止あるいは坑道内の温湿度調整に必須のものと推測されるが､その

詳細は不明である｡

　孵化幼虫は坑道内のアンブロシア菌を摂食しながら成長し､3~4週間で蛸

化､羽化する｡この時期のフラスはすべて幼虫が排出する黒色糸状の糞であり､

とくに終齢幼虫期に多い｡蛸は頭部を垂直坑道の末端部に向けてすきまなく一

列に並ぶように存在し(図3-5)､新成虫もこの状態で黄色~茶色~黒色ヘ

と次第に着色･硬化し､成熟していく｡雄成虫は雌成虫よりも早く羽化し､同

一坑道内の多数の雌成虫と交尾した後に坑道外へ出る｡脱出した雄成虫は､寄

主木上を歩行したり､あるいは別の坑道(と思われる)の穿入孔付近に密集し

ているのが観察されるが､他坑道の雌成虫との交尾に成功しているかどうかは

不明である｡また､脱出雄成虫の坑道外における生存期間はかなり短いことが

予想される｡一方､雌成虫は交尾後そのまま材内で成虫越冬し､翌春再び外界

へ脱出､新しい寄主木に穿入して繁殖する｡

3-3-2.異なる種類の寄主木における穿入パターン､産卵坑道率およぴ

　　　　　　繁殖成功率

　異なる樹種､サイズの寄主木へ穿孔したキクイムシ類の数を､図3-6に示

す｡シロモジヘは､クスノオオキクイムシ以外のキクイムシ類(ミカドキクイ

ムシ(Sca/yr叩/αΓypz4,y�b必)ヽサクキクイムシ(心/ag�rむcΓα,y沁ga/s)
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ノ`ンノキキクイムシ(み/ag�rz4,yμΓ~n小ノ`ヽネミジカキクイムシ

(瀞/θsαz�rz45　ゎra心)ヽツヅミキクイムシ(心/eba,yαz叩mn4,y)など)が優占

的に穿孔した｡その穿孔数は､寄主木のサイズに依存していた｡コハウチワカ

エデにおいては､他種のキクイムシ類よりもクスノオオキクイムシの方が優占

的となる場合が多く､その穿孔数も寄主木のサイズが大きくなるにつれて増加

した｡　リョウブヘのキクイムシ類の穿孔数は､他の樹種と比べてかなり少な

かった｡また､穿入部位の材の直径は､ミカドキクイムシ､サクキクイムシ､

ハンノキキクイムシ､クスノオオキクイムシ､ハネミジカキクイムシ､ツヅミ

キクイムシの順に小さくなる傾向があった｡

　図3-7は､各寄主木の単木(主樹幹)あたりのクスノオオキクイムシの穿

孔数を比較したものである｡単木あたりで比較することにより､樹種による枝

部資源量の差異の影響がなくなり､樹種間の穿孔数の違いをより正確に検出で

きると考えられる｡シロモジとコハウチワカエデヘのクスノオオキクイムシの

穿孔数は､ウリハダカエデとリョウブよりも多い傾向が認められた｡

　穿入した樹種により､クスノオオキクイムシの産卵坑道率と繁殖成功率は有

意に異なった(G-test,P<O.01).産卵坑道率はヽウリ゛ダカJIデヽリョウブヽシ

ロモジ､コハウチワカエデの順に大きくなり､またウリハダカエデにおける繁

殖成功率は他の樹種の約50%以下となった｡ただし､ここでいう産卵坑道率と

は､1cm以上の垂直坑道を有する坑道(産卵坑道)(図3-8参照)の数を割

材して露出させた坑道(調査坑道)の数で除したものであり､繁殖成功率とは

雌新成虫が存在する坑道(繁殖坑道)の数を産卵坑道数で除したものである｡

すなわち､

　　　　　産卵坑道率(%)=産卵坑道数/調査坑道数

　　　　　繁殖成功率(%)=繁殖坑道数/産卵坑道数

と定義した｡また､ウリハダカエデにおける雌新成虫数が約2､3個体であっ
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たのに対し､他の樹種では平均5個体以上であった(表3-1)｡

3-3-3.キクイムシの発育過程と坑道の形成過程

　クスノオオキクイムシの子孫数とそのステージ構成の時間的変化を表3-2

に示す｡供試木(シロモジ､コハウチワカエデ)を伐倒後､20日以内に産卵が

開始された｡産卵開始後20日間で新成虫が出現し､この時期には全成育ステー

ジが存在した｡子孫数(=産卵数)は60日後まで増加していくが､その後は雄

成虫の脱出と幼虫の死亡により子孫数は減少した｡この幼虫の死亡は､栄養源

であるアンブロシア菌の枯渇によるものと考えられる｡また､卵から雌成虫お

よび雄成虫へと成育した結果､生重はそれぞれ約90倍および約16倍に増加し､

雌成虫の生重は雄成虫の約5.5倍であった｡性比は極端に雌に偏り､約1:9

　(♂:♀)であった｡

　図3-8に､本種の坑道形成過程を示す｡水平坑道は約2cm形成され､その

後垂直坑道が約1cm形成された時に産卵が行われた｡幼虫期から蛸期にかけて

垂直坑道は約2倍に拡張され､幼虫の成育終了後(おそらく新成虫により)さ

らに延長された｡最終的に､本種の坑道の全長は平均6cmとなった｡

　また､全成育ステージにおいて､坑道あたりの子孫数と坑道長との間には､

正の相関が認められた(図3-9)｡すなわち､大きい坑道ほど多くの子孫が

存在する傾向が認められた｡しかし､回帰直線の傾き(回帰係数)は､卵期

(O.68)~蛸期から新成虫期`越冬期(O.16)にかけて大きく低下した.これはヽ前

述した産卵終了後の坑道延長と幼虫の死亡などによるものと考えられる｡

3-3-4.次世代休サイズと坑道長､成育時期との関係

　坑道あたりの雌蛸および雌新成虫(次世代)の平均生重(体サイズ)と坑道
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長との関係を図3　-10に示す.6cm以下の坑道ではヽ蛸は9mg以下ヽ新成虫

は8mg以下とヽ次世代の平均体サイズが極端に小さい場合があった.また､坑

道長6cmで各坑道を二分して､その中の蛸および新成虫の生重頻度分布を比較

した(図3　-11)｡その結果､6cm以上の坑道内の蛸および新成虫の平均生重

はヽ6cm以下のものより有意に大きかったが(U-test,P<O.01)ヽ6cm以上の坑

道でも生重の小さい個体が存在し､逆に6cm以下の場合でも生重の大きい個体

が産出されていることが明らかになった｡つまり､両坑道内の次世代の体サイ

ズ範囲はほぽ同一であった｡したがって､各坑道内における次世代の平均体サ

イズの相違は､その体サイズ構成により生じるものと推察された｡

　また､坑道長ではなく同一坑道内の各個体(5個体以上)をその成育時期の

遅速によりグループ分けし､この成育時期グループ間で蛸および新成虫の生重

頻度分布を比較した(図3　-12)｡蛸の成育時期は､坑道内における新成虫の

有無により分類した｡すなわち､蛸が最大成育ステージの場合はこの蛸を同一

坑道内の幼虫よりも早く蛸化した個体と考え､新成虫が混在する場合はこの坑

道内に存在する蛸を新成虫に続いて蛸化した遅いグループであると判断した｡

また､新成虫については､その体色(黄色~茶色~こげ茶色~黒色)の濃い個

体ほど早く説蛸羽化したものと考えた｡その結果､蛸､新成虫ともに早い時期

に成育した個体の方が平均生重が有意に大きく(U-test,　Kruska1-Wallis　test,

P<O.05)ヽまた生重の範囲もより大きい方`とシフトしていた.

3-4.考察

3-4-1.寄主木選好性と繁殖成功との関連性

　養菌性キクイムシ(ambrosia　beetle)はヽ樹皮下穿孔性キクイムシ(bark
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beetle)と比較して一般に穿入樹種の範囲がきわめて広い種類が多い.これは､

樹皮下穿孔性キクイムシが形成層および靭皮部を直接摂食するのに対して､養

菌性キクイムシの食物源は本質的には自らが持ち込むアンブロシア菌であり､

この共生菌の寄主木に対する種特異性が低いためとされている(野淵､1974;

Beaver,1979;　Atkinson　and　Equihua-Martinez,　1986).すなわちヽ養菌性キ

クイムシの広食性は､共生するアンブロシア菌の寄主特異性の低さを反映した

ものと考えられている｡

　今回の調査でも､クスノオオキクイムシは生息地内の優占樹種4種すべてを

寄主木として選択し､繁殖に成功した｡しかし､その選好性の程度は樹種によ

り異なる傾向がみられ､本種の産卵坑道率および繁殖成功度は､選好性の高い

寄主木において高いことが明らかになった｡広食性とされる養菌性キクイムシ

の寄主木選好性に関しては､7,･yZ,�e�,･｡,z　/j,zeαΓz4副こついても知られており､

樹木の形態的要因とともに､そこに含まれる揮発性物質が化学的要因として決

定的な役割を果たしていることが明らかにされている(Chapman,1966;　Chapman

and　Dyer,　1969;　Shore　d　α/･,1987).またヽ寄主木選好性と繁殖成功との依存

性も示唆されている(Shore　erα/･,1987).養菌性キクイムシの寄主選択はヽ至

近的メカニズムとしては､おそらく生息地に存在する寄主の嗅覚および視覚に

よる発見であろう｡そして､寄主木内ではアンブロシア菌と樹木との相互作用

が生じ､その結果がキクイムシの繁殖に反映されていると考えられる｡すなわ

ち､共生菌が比較的多くの寄主木内で生育できることは予想されるが､その生

育にはある程度の変異があり､この変異がまたキクイムシの繁殖にも変異をも

たらす｡このような樹木を介した相互進化により､現在の養菌性キクイムシの

寄主木選好性と繁殖成功との依存性が確立されているものと推察される｡

　また､樹木側から見ると､シロモジのように多くのキクイムシ類に選択され

20



るもの､コハウチワカエデのようにクスノオオキクイムシに優占的に利用され

るもの､リョウブのようにほとんどキクイムシ類に穿孔されないものというよ

うに､キクイムシ類による利用形態が大きく異なっていた｡この結果もまた､

各種キクイムシおよび各種アンブロシア菌と樹木との相互作用の総和として解

釈できるが､より具体的な解答を得るにはさらに研究が必要である｡加えて､

養菌性キクイムシは､生息地内の樹種が少ない場合､優占樹種を集中的に加害

することが知られており(Beaverand　Browne,1979;　Atkinson　and　Equihua-

Martinez,1986;　Noguera-Martinez　and　Atkinson,　1990)ヽその寄主木選好性をヽ

寄主木の多様性と寄主特異性の程度との関連性(Stevens,1986)といった観点か

ら考察することも必要であろう｡

3-4-2.クスノオオキクイムシ成虫の資源依存的産卵

　養菌性キクイムシの次世代生産は､坑道内で繁殖するアンブロシア菌の発育

に依存ししている(Kanek0,1965;　Beaver,　1989).またヽ同一寄主木における

共生菌の繁殖の程度(食物資源量)は､親成虫によって形成される坑道の大き

さに依存するものと考えられ､クスノオオキクイムシのように坑道全体をアン

ブロシア菌の繁殖場所として利用する種類の場合(第4章参照)､全坑道長

　(水平坑道長と垂直坑道長を加えたもの)が食物資源の相対量を表す指標にな

ると考えられる｡

　本研究において､クスノオオキクイムシの産卵は､水平坑道の完成後垂直坑

道を形成する際に開始され､この頃アンブロシア菌は確実に坑道内で繁殖して

いる(第4章参照)｡このことは､共生菌の定着が産卵を誘導することを示唆

し､共生菌の摂食による卵巣成熟の可能性(French　and　Roeper,　1975;　Kingsolver

and　Norris,　1977)を暗示するものである.またヽ産卵期から蛸期における全坑
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道長と子孫数間の正の相関関係にも示されるように､産卵行動は坑道の拡張と

ともに比較的長期間継続した｡すなわち､本種の産卵は､坑道長を指標とする

食物資源量に依存して行われているものと考えられる｡樹皮下穿孔性キクイム

シにおいても､しぱしぱ母坑道長と産卵孔数(=産卵数)との間に正の相関が

認められている(Foltz　erα/･,1976;　Anderbrant,　1990;　Zhang　Erα/･,1992).し

かし､そこでの母坑道長はその周辺に存在する形成層の量を間接的に表す指標

と考えられ､実際に各幼虫が摂食できる形成層の量は､他個体の産出した幼虫

との競争により親成虫が産卵時に予想した量をかなり下まわるものと推察され

る｡これに対して､本種のような養菌性キクイムシの場合には､将来の食物資

源量をより正確に把握することが可能であり､その資源量に応じて産卵数を調

節しているものと考えられる｡

　ミカドキクイムシは､産卵孔に共生菌を植え付け､この中に卵を1個だけ産

下する(Kinuura　er　α/･,1991).これと対照的にヽクスノオオキクイムシはヽ数

個の卵を各垂直坑道､時には水平坑道にも産下するが､その卵数が各坑道内の

局所的資源量に依存したものであるかどうかは不明である｡しかしながら､本

種の親成虫の産卵様式はおそらく食物資源の時空間的分布(第4章参照)と密

接に関連したものであろう｡そして､各坑道内で孵化した幼虫はその中に確実

に存在する食物資源を､その探索にほとんどエネルギーを費やすことなく､孵

化直後から容易に獲得することができるものと考えられる｡

3-4-3.クスノオオキクイムシの次世代生産と資源利用様式

　クスノオオキクイムシ幼虫は坑道内のアンブロシア菌を約40日間共同利用し､

この間､坑道長と子孫数との間には正の相関関係が一貫して成立した｡他種の

養菌性キクイムシについても､新成虫数と排出されるフラス量(Shore　er　α/.,

1987)あるいは坑道体積(French　and　Roeper,　1975)との間に同様の関係が見い
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出されている｡このような関係は､親成虫による資源依存的な産卵の結果であ

ると考えられるが､同時にキクイムシの次世代数が成虫自身の産卵能力だけで

なく､食物資源となる共生菌の量､あるいはそれを増大させるための坑道形成

･坑道管理能力によっても大きく左右されることを示唆している｡

　次世代まで成育できた個体は､蛸化あるいは脱蛸羽化する時期が他の姉妹よ

り遅いものほど､すなわち幼虫期に共生菌の摂食時期が遅かった個体ほど､そ

の生重は大きく減少した｡さらに本研究において､次世代における体サイズの

変異が坑道長に関係なく生じるという事実も発見された｡このような変異を生

み出す要因は､幼虫期における量的､質的食物の利用効率(食物利用度;　food

availability)の違いであると考えられヽこの違いは種内競争による食物資源の

量的な減少あるいは質的な低下(第4章参照)によるものであることが予想さ

れる｡つまり､幼虫期の遅れに伴って食物資源をめぐる競争が激化し､その結

果､食物利用度が大きく低下するため､体サイズの小さい個体が産出されるも

のと推察される｡

　これまで､樹皮下穿孔性キクイムシと比較して､養菌性キクイムシの種内競

争は次世代生産に関してそれほど大きな抑制因子にはならないと考えられてき

た(Beaver,1974;野淵ヽ1980b).しかしヽ本研究の結果が示すようにヽ坑道内

における本種の種内競争は､その次世代体サイズにも大きな影響を与えている

ものと思われる｡

　一方､本種の資源非依存的な体サイズの変異は､坑道内の食物資源量とは無

関係に体サイズの大き,い次世代を残している､とも解釈できる｡樹皮下穿孔性

キクイムシについては､体サイズの大きい個体はその産卵能力､生存率､飛翔

力などが高いことが示されている(Atkins,1967;　Safranyik,　1976;　Sahota　and

Thomson,1979).養菌性キクイムシの体サイズに関してもヽこれらの適応度要

素(fitness　components)やmycangia内における共生菌の保持能力ヽあるいは坑
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道形成能力などとの間に相関性があるかも知れない｡クスノオオキクイムシの

卵の孵化は不斉一であり､孵化時期が早い幼虫ほどその食物利用度は坑道内の

食物資源量とは関係なく大きくなるであろう｡この結果として､本種は将米多

くの子孫を残す可能性のある体サイズの大きい個体を確実に生産することがで

きるものと考えられる｡
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4-1.諸言

第4章　坑道内共生菌

　クスノオオキクイムシの生活史とその生態的特微(第3章)の調査により､

本種の坑道内で白色のアンブロシア菌が繁殖していることが確認され､成虫お

よび幼虫がこの食物資源を利用し､次世代を残していることが明らかになった｡

しかし､この白色菌層がどのような菌種であるのか､また本種がどのような菌

類と共生関係を結んでいるかを解明するためには､微生物学的手法による研究

が不可欠である｡

　一般に､自然界の微生物集団を研究する主な方法には､直接試験､分離培養

法ヽおよび代謝活性のアセスメントの3つがある(Atlas　and　Bartha,　1987).つ

まり､微生物は顕微鏡を用いて観察するか､培養することによって肉眼的なコ

ロニーを形成させるか､あるいは酵素や栄養素の回転速度､呼吸量といった生

体量の間接的指標を得ることによってその生態が明らかにできる｡

　そこで本章では､キクイムシの各成育段階ごとに坑道内から菌類の分離を行

うと同時に､SEM(走査型電子顕微鏡)を用いて実際の坑道内における共生菌

の生育状況を観察することにより､本種の生活史と共生菌相との関連性を明ら

かにしヽ本種の主要共生菌(PAF)および副次的共生菌(AAF)(Batra,1966)を特

定しようと試みた｡ざらに､これまで困難とされた共生菌の定量的評価を試み､

その動態をより明確なものにしようとした｡また､異なる穿入樹種で繁殖する

本種のPAFについてもその一致性を検証した｡
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4-2.材料と方法

4-2-1.SEM(走査型電子顕微鎮)観察法

　可視光線よりもはるかに波長の短い電子線を用いるSEMは､実体顕微鏡に比

べてその解像度､焦点深度を飛躍的に向上させた顕微鏡である｡しかし､高真

空下で試料に電子線を照射しヽその反射二次電子を増幅させ陰極線管(CRT)上

に映し出しているため､観察試料はこの電子線照射に耐えられるように物理的

･化学的に安定化(固定)させる必要がある｡また､非電導性の生物試料の場

合は､その表面を電導性物質でコーティングする必要がある｡これは､試料の

帯電による二次電子の発生不良を避けるとともに､その発生量を増加させるた

めである(赤堀,1982)｡本実験では､坑道内共生菌の固定にオスミウム酸

(0,04)蒸気固定法を用いた.この方法によれぱヽ菌組織に損傷を与えないため

に自然状態の坑道内共生菌が観察でき､またオスミウム酸自体に電導性がある

ためにより安定した画像が得られる｡コーティングは炭素と金の二重蒸着法を

用い､観察にはJSM-T20(日本電子製)を使用した｡

　SEM観察には､シロモジ材中の各キクイムシ成育段階(穿入期､産卵期､幼

虫期､蛸期､新成虫期､越冬期､飛翔期:1988､1989年度)における水平坑道

および垂直坑道を使用した.観察試料は､以下のような手順で調整した(Batra

erα/･,1986).まずヽ割材して坑道を露出させヽその中に存在する親成虫あるい

はその子孫を取り‘除き､坑道内壁を採取した｡次に､坑道内壁に触れないよう

に注意しながら､5~10mm角のブロック状に切り分け､内壁を上面にして小

ペトリ皿内に置き､これを2%オスミウム酸溶液1mlとともに秤量ビン内に封

入､固定した｡　24時間以上放置して十分黒変させた試料を､吸引デシケーター

に入れて10時間以上乾燥させた後､銀ペーストにより試料載台に接着し､真空

　　　　　　　　　　　　　　　　　26



蒸着装置中で炭素､金を蒸着した後､SEM観察した｡

4-2-2.分離培養法

　微生物を分離､培養することの大きな利点は､活性状態にある生きた微生物

を検出できること､その後それらを同定できることである｡この分離培養法に

は様々な方法があるが､本研究では各キクイムシ成育段階の坑道内に存在する

菌類をまず確実に分離し､次にそれらの相対的な数量や活性を比較するための

指標を得ることを目的として､直接接種法と希釈平板法をそれぞれ採用した

(青島ら､1983　;　山里ら､1986)｡

　a)直接接種法

　本法は､シロモジ材中の各キクイムシ成育段階(穿入~産卵期､幼虫~蛸期､

未成熟新成虫期､成熟新成虫期､越冬期､飛翔期:1988､1989､1990年度)

における水平坑道および垂直坑道からの共生菌の分離に使用した｡また､コハ

ウチワカエデ､ウリハダカエデ､リョウブの穿人~産卵期の水平坑道(1992年

度)からも本法による共生菌の分離を行った｡本法の詳細は､以下の通りである｡

　まず､キクイムシ穿入材を坑道を含む適当な大きさに切断し､その表面を

99%アルコールで数回拭いた後､火炎滅菌したナタを用いて割材した｡そして､

坑道内から親成虫あるいはその子孫を取り除き坑道内壁を露出させた後､すぐ

にこの中で繁殖している菌層の一部を白金耳でかき取り､平板培地に無菌的に

接種した｡培養は25°C一定､全暗条件で行い､生育した菌類はそれぞれ数回再

分離を繰り返して純粋分離株とした｡使用した培地は､PD,YM,CM,YEME寒

天培地(表4-1)であり､各培地には細菌による汚染を防ぐために硫酸スト

レプトマイシンを添加した｡

27



　　b)希釈平板法

　本法による共生菌の分離は､シロモジ材中の各キクイムシ成育段階(穿人期､

産卵期､1齢幼虫期､終齢幼虫期､蛸期､新成虫期､越冬期､飛翔期:1991年

度)における水平坑道および垂直坑道について行われた｡

　菌体試料は､以下のような手順で調整､分離した｡直接接種法と同様の方法

で露出させた坑道内壁から､ミクロスプーンを用いて菌層をすべて剥し取り､

無菌的に滅菌水に懸濁した｡この懸濁液には､滅菌水10m1に対して総坑道長

10cmの内壁に存在する菌体が含まれるようにした｡そして､菌体が十分に分散

するように一定の超音波処理(30W,10秒×2)を行った後ヽ10倍ずつ5~6段

階希釈し､各希釈液の一定量をコンラージ棒を用いて5枚のPDA平板培地全面

に塗布した｡培養は25°C一定､全暗条件で行い､出現したコロニーはそれぞれ

再分離を繰り返して純粋分離した｡そして､適当な希釈度､塗布量､平均コロ

ニー数から､最初の懸濁液中に生存した各菌類の数(生菌数)を算出した｡

　またヽ分離された共生菌の中で,4s扮aje//αsp.についてはヽその胞子および

菌糸の大きさが他の分離菌よりも十分に大きく､判別可能であったため､希釈

培養後の各菌体試料中の本菌の胞子数および菌糸数をThoma血球計算盤を用い

て直接計測した｡これらの計測数は､顕微鏡下での菌の生死が区別できないこ

とから､死菌を含めた全菌数である｡

　以上の各分離菌の生菌数ヽ.4z油ra�/αsp.の胞子数および菌糸数はヽす^゛て

坑道1cmあたりに換算した｡

4-2-3.分簾菌の同定法

　分離した菌類はヽ形態学的ヽ培養学的諸性質を調^゛ヽBatra(1967)ヽvonArx

(1981)ヽBarnctt　and　Hunter(1987)(主に不完全菌)ヽ飯塚'後藤(1969)､長
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谷川(1984)ヽBarnett　er　α/･(1990)(酵母類)ヽ宇田川ら(1986)(主に子嚢

菌)などに従ってその分類学的位置の検索を行った｡同定の困難であった分離

菌は､各方面の専門家に確認あるいは同定を依頼した｡また､未同定の分離菌

は､糸状菌類あるいは酵母類といった分類群として取り扱った｡

4-3.結果

4-3-1.SEM観察

　穿入直後の坑道､とくに後から形成される垂直坑道は､材の組織が露出･した

ままの状態であった｡穿孔後の時間経過とともに､次第に坑道内壁に直径

5~10μmの円形~楕円形の胞子を中心とする菌体が認められるようになった

　(図4-1)｡産卵期になると､水平坑道内の全面を菌層が被覆し(図4-

2a)､また垂直坑道でもその先端部を除いてほぽ全体に共生菌が繁殖している

のが確認された｡この共生菌は､直径約10μmの円形~楕円形あるいは卵形の

分生子､およびモニリオイドチェーンと呼ぱれる数珠状に連鎖した分生子柄を

備え(図4-2b)､このモニリオイドチェーンが先細りになっていないという

形態的特徴からj�)ra山//αsp.に属するものと考えられた(Batra,1967).この

菌の胞子形成は坑道内側に向かって行われ､しぱしぱ分生子柄とその先端の分

生子が隆起､密生した柵状構造を形成することが観察された｡

　幼虫期にもヽjz油ra,yjE//α　sp.がさらに活発に繁殖して厚い菌層を形成したがヽ

菌の繁殖状態には大きな変化が生じた｡すなわち､キクイムシ幼虫の摂食によ

ると思われる菌体の変形および剥離(図4-3a)､粘状物質による分生子の被

覆(図4-3b)､分生子表面への微小付着物(図4-3c)､菌糸体の繁殖

　(図4-3d)などが所々で観察された｡このような繁殖状態は､蛸期まで継続
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したが､菌層は次第に衰退して不均質となり､脱蛸羽化後には材組織の露出す

る割合が多くなった(図4-4)｡また､越冬期以降は､さらに荒れた状態を

呈し､外界から侵入したと思われる菌体も認められた｡

4-3-2.キクイムシの成育に伴う共生菌相の動態

　a)水平坑道

　図4-5aに､直接接種法により分離された共生菌の種構成とその相対的優占

度の変化を示す｡ここで優占度とは､分離されたすべての菌株数(分離数)に

占める各菌種の菌株数の割合である｡また､分離数をすべての接種点の数(供

試数)で除した値を分離率とし､分離された共生菌の豊富さの指標として使用

した｡すなわち､

　　　　　　　　優占度(%)=各菌種の菌株数/分離数

　　　　　　　　分離率(%)=分離数/供試数

と定義した｡

　1989年度における分離率は穿入･産卵期から幼虫･蛸期にかけて上昇し､1990

年度にはその後も上昇し続けた｡また､共生菌相は両年度ともにj�,r｡sjE//α

sp･ヽ酵母類ヽj)αe�oり･ca　sp.により構成されていた.穿入゜産卵期にはヽ

js扮aje//αsp.が優占種であったがヽその後は酵母類ヽj)αe�a何･ca　sp.が次

第に優占的となりヽ越冬期以降にはQΓαΓacμ心sp.およびその他の糸状菌も分

離された｡

　一方ヽ希釈平板法によってもヽj�7ra,yje//α　sp･ヽ酵母類ヽj)αε�o7yca

sp.が分離されヽ坑道1cmあたりの生菌数で表された各分離菌の動態も直接接種

法の結果とほぼ一致した(図4-5b).jz油rgje//α　sp.は1齢幼虫期までは

優占種として増加したが､終齢幼虫期には大きく減少し､その後蛸期に一時的
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増加傾向をみせたものの､新成虫期以降は全く分離されなかった｡これに対し

てヽ酵母類は幼虫期から継続して優占種となりヽまたj)αe�az町ca　sp.も蛸期

から分離され､新成虫期以後に優占的となった｡共生菌全体の生菌数は､各成

育段階における優占種の生菌数を反映し､穿入~1齢幼虫期まではj�,,･｡sje//α

sp.の増殖に伴い確実に増加するがヽそれ以降は酵母類の生菌数の増減により不

安定なものとなった｡

　図4-5cに､顕微鏡下で計測したjz油z･a�/α　sp.の坑道1cmあたりの胞子

数および菌糸数の変化を示す｡また､生菌数を全菌数で除した値を生菌率とし

て菌の活性度の基準として考えた｡すなわち､

　　　　　　　　生菌率(%)=生菌数/(胞子数十菌糸数)

と定義した｡

j�)rQje//α　Sp.の全菌数はヽ1齢幼虫期まで急増しヽ終齢幼虫期に大きく減少

した後､新成虫期までその数を維持した｡また､生菌率は､産卵期に最も高く

なった｡

　b)垂直坑道

　垂直坑道の共生菌相の遷移は､基本的に水平坑道と同様の傾向を示した(図

4-6a).相違点はヽ幼虫`蛸期においてj)αe�a何･ca　sp.が分離数の約30%

を占め､同時期の水平坑道よりもその優占度が大きかったことである｡また､

図4-6bに示すように､水平坑道と比べて1齢幼虫期から終齢幼虫期にかけて

のj�･z･g�/α　sp.の生菌数の減少が小さくヽまた酵母類の優占度が終齢幼虫期

から大きくなりヽj)αε�asyca　sp.の場合は蛸`新成虫期にかけて優占的に

なった.またヽjz油raie//α　sp.の全菌数の変化はヽ水平坑道と同じパターンを

示したが､生菌率は終齢幼虫期に最大となった(図4-6c)･
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4-3-3.異なる種類の寄主木の坑道内における主要共生菌

　コハウチワカエデ､ウリハダカエデ､リョウブの穿入~産卵期の水平坑道内

から直接接種法による共生菌の分離を行った結果､すべての樹種からj�,ra沁//α

sp.の分離に成功した.その優占度はヽコ.'`ウチワカJIデが95%ヽウリ゛ダカJI

デが91%､リョウブが88%であった｡また､各樹種ともに少数の酵母類の分離

株が得られたが､この酵母類の種構成の違いを明らかにすることはできなかった｡

4-4.考察

4-4-1.クスノオオキクイムシの食物資源としての共生菌

　今回の分離培養実験によって､クスノオオキクイムシは坑道内において異な

る3つのグループの菌類と複合的に共存していることが明らかになり､この結

果はBatra(1963)の複合共生菌説を支持するものであった.しかしヽそれぞれ

の共生菌の相対優占度や生育状態は､水平坑道と垂直坑道ともにキクイムシの

成育ステージの進行に伴い大きく変化し､このことは本種の食物資源としての

各共生菌の重要性が異なることを示唆している｡

　すなわちヽjz油z･a,yje//αsp.は幼虫の出現前までに優占的に増殖したがヽ幼虫

の摂食行動の開始とともに量的､質的に衰退し始め､その後優占度が大きく低

下した｡こうした遷移様式は､SEM観察によっても確認された｡また､酵母類

は幼虫の摂食開始後ヽj)αe�aり･ca　sp.は摂食終了後からその優占度が増大しヽ

とくに酵母類は幼虫摂食とは無関係に恒常的かつ豊富に存在した｡これらの結

果からヽBatra(1966)の提唱した主要共生菌(PAF)に相当するものはjz油ra�/α

sp.でありヽまた副次的共生菌(AAF)は酵母類およびj)αε�az町ca　sp.と考えら

れる.つまりヽクスノオオキクイムシはj�7ra吏//αsp.を主たる食物資源としヽ
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また酵母類あるいはFαe�aり･ca　sp.を副次的に体内に取り込んでいる可能性

がある｡

　またヽj�)ra,yje//α　sp.はシロモジだけでなくコハウチワカこ1デヽウリハダ力

エデ､リョウブの穿入~産卵期の坑道内にも定着していた｡したがって､クス

ノオオキクイムシは､寄主木の樹種に特異的なものではなく､j�,,･･5je//α

sp.という同一の食物資源を摂食していることが確認された.この結果ヽ同種キ

クイムシにおける樹種特異的共生菌(Graham,1952;高木ヽ1967)はヽ少なくと

も同一地域内のPAFについては存在しないものと推察される｡

4-4-2.坑道位置と共生菌の動態との関連性

　Beaver(1989)はヽ共生菌相あるいは細菌類を含む共生微生物複合体(mutualistic

microbial　complex:　Haanstad　and　Norris,　1985)においてヽ各種微生物の坑道内

における優占度が坑道部位あるいはそこを利用するキクイムシの成育時期に

よって変わりうることを示唆した｡本研究では､この仮説を支持する知見がい

くつか得られた｡

　垂直坑道は水平坑道の後に形成されるにもかかわらず､産卵期という同一時

間断面においてヽ両坑道の沁油ra�/αsP.の全菌数はほぼ等しいものであった.

また､分離培養実験やSEM観察によって示されたように､菌の植え付け時期は

水平坑道の方が明らかに早い｡したがって､垂直坑道におけるj�,ra�/α

sp.の繁殖は水平坑道よりも活発であるものと考えられる.一般にアンブロシア

菌の菌糸は､木質部組織中に侵入､分枝してセルロースやリグニンを分解する

ことによって栄養源を得ている(Haack　and　Slansky,　1987).このことを考慮す

れぱ､キクイムシや他の菌類による影響の少ないと考えられる産卵期における

j�)raie//α　sp.の繁殖速度の違いはヽ坑道の形成される部位による影響ヽつま
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り材組織の構造や材繊維の結晶性といった物理的要因､あるいは材の化学成分

などによるものであると推察される｡

　一方､酵母類は水平坑道においては卵の孵化開始から､垂直坑道では幼虫が

終齢まで成育した頃から優占種となった｡このことは､坑道の形成過程と時間

的に一致し､酵母類の生息域が坑道の形成とともに次第に拡大していくことを

示唆している.またヽこの酵母類がヽ成虫のmycangia内に混入しヽあるいは体

表に付着して坑道内へ持ち込まれたのか､外界から単独で侵人してきたのかは

不明であるが､その坑道内での生息域の拡大は幼虫の行動様式とも密接な関係

があるものと考えられる｡すなわち､クスノオオキクイムシの幼虫が成長する

につれて垂直坑道へ移動し､必ずこの坑道内で蛸化､新成虫となる(第3章参

照)ことから､この幼虫の移動とともに､体表に付着するかあるいは排泄物を

介して､酵母類が水平坑道から垂直坑道へ定着することが予想される｡

　またヽjz油raje//α　sp.の生菌率はヽ水平坑道においては産卵期から1齢幼虫

期にピークに達し､垂直坑道では終齢幼虫期に大きくなった｡このことは､

jz油raiE//α　sp.の活性度がヽ坑道位置により異なる時期に増大する可能性を示

し､また上述した幼虫の移動時期と対応しているようにみえる｡アンブロシア

菌の繁殖は､キクイムシ幼虫の摂食による物理的剰激あるいは分泌物質による

化学的剰激などによって促進されることが示唆されている(Batra,1966;　French

and　Roeper,1972;　Kinuura　erα/･,1991).本研究ではヽ幼虫期における

j�･rgie//α　sp.の量的増殖を裏付ける結果は得られずヽ幼虫により一方的に搾

取されているものと考えられた｡また､分生子などへの付着物(図4-3c)､

菌体自体の変形や剥離(図4-3a)など､質的にも決して好影響を受けている

様子は認められなかった.本種の.4/77ゎra,yje//α　sp.の生理的活性と幼虫の存在と

の正確な関連性については､今後の研究を待ちたい｡
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4-4-3.食物資源の時間的変化パターンとその利用形態

　本章で得られた結果を総合すると､クスノオオキクイムシの食物資源となる

主要共生菌(PAF)はj�)r6je//α　sp.と考えられヽ彼らはこの菌を様々な樹種の

寄主木内に持ち込み､水平坑道と垂直坑道からなる坑道型の空間全体をその繁

殖場所として利用しているものと思われる｡そして､坑道内におけるj�,r｡je//α

sp.の量あるいは質の時間的変化パターンヽと他の菌類との共存様式はヽ坑道位

置により多少の違いがあるが､おおよそ図4-7のようにモデル化できる｡

　まずヽjz油roje//αsp.はヽキクイムシ成虫による坑道形成とその内壁への接

種胞子の植え付けにより繁殖を始め､その量を急激に増加させていく｡孵化幼

虫が現れ始めた頃､最大量に達するが､その後幼虫の発育とともに加速度的に

減少し､同時に菌の質的状態も大きく低下していく｡また幼虫発育期からは､

酵母類およびj)αe�aり･ca　sp.といった副次的共生菌(AAF)が共存することに

よって坑道内共生菌の種数は増加し､越冬期以降になると外界からの侵人菌が

加わる結果､共生菌フロラはさらに多様なものとなる｡

　資源の季節的､すなわち時間的変化は､急増､瞬発､定常的更新､恒常､急

減という5つの基本タイプに分類される(Price,1984).この分類に従えぱヽ本

種の食物資源であるjs扮o,yiE//α　sp.の坑道内における量的変化はヽ急増タイプ

あるいは急増･急減タイプに､また質的変化は急減タイプにそれぞれ類型化さ

れるであろう｡
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第5章　mycangia(胞子貯蔵器官)内

　　　　　　　　共生菌

5-1.諸言

　mycangiaはヽキクイムシ体内の様々な位置に存在し､彼らの食物となる共生

菌の胞子を貯蔵ヽ保護する特別な器官であると考えられている(Francke-

Grosnlann,1963,1967;　Beaver,　1989).したがってヽクスノオオキクイムシの

坑道内に存在した共生菌､とくに本種の主栄養源であることが示唆された

jz油ra�/αsp.(第4章)はヽこのmycangia内で優占的に保持されているはず

であり､このことが明らかになれぱ､本種とアンブロシア共生菌との相互関係

はより明確なものとなる.しかしながらヽ本種のmycangiaについては､その詳

細な構造や器官内の共生菌は全く明らかにされておらずヽわずかに野淵(1974)

が本種と痢心恥a,y　d匈回･のmycangiaの構造上の類似性について触れているに

過ぎない｡

　そこで､キクイムシとアンブロシア菌の共生関係を明らかにする上で重要な

鍵となる　このmycangiaの役割を解明することを目的としてヽ本種のmycangia

の構造と器官内共生菌の貯蔵状態をSEMレベルで解明し､またキクイムシの各

成育ステージにおいて局ycangia内からの共生菌の分離培養実験を行った.そし

て､これらの結果から共生菌の獲得から放出に至る過程､すなわちいつ共生菌

がmycangia内へ獲得されヽどのように維持ヽ放出されているのかについて考察

した｡さらに､これらの仮説を証明するために､キクイムシに様々な人為的処

理を加えた実験系を設定し､その反応を調査した｡
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5-2.材粁と方法

5-2-1.SEM観察法およぴ共生菌放出行動の観察法

　SEM観察には､シロモジ材中の越冬成虫および飛翔成虫(1990年度)を供試

した･mycangiaの解剖操作はヽこれまでしぱしぱ大きな変形あるいは破壊を

伴ったが､小型解剖皿(直径3cmシャーレ内にパラフィンを流人･硬化させた

もの)上で虫体とその周囲を昆虫針で固定しながら前胸背と中胸背を慎重に広

げることによりヽ成虫を生存させたままの極めて自然状態に近いmycangiaが観

察可能となった(図5-1a､図5-2a)｡　SEM試料は､この解剖状態の成虫

を解剖皿ごと2%オスミウム酸溶液で蒸気固定し､説水後成虫を解剖皿から試

料載台に移動､貼付してカーボン､金蒸着を施して調整した｡

　また飛翔成虫については､体表面の雑菌を除去した後､PDA培地上を歩行さ

せてその共生菌放出行動を観察した.雑菌の除去方法としてはヽHgC12やアル

コールによって虫体表面を洗浄する方法(Baker　and　Norris,　1968;　Haanstad　and

Norris,1985)があるがヽこの方法ではキクイムシ成虫を衰弱させヽまた

mycangia内共生菌にも影響を与える可能性があるためヽ次のような無菌化法

(Franckc-Grosslnann,1956;　Batra,　1985;　Batra　erα/･,1986)を採用した.

　まず､濾紙を敷いたペトリ皿を滅菌した後､この濾紙を滅菌水で湿らせ､そ

の上をキクイムシ成虫に2時間這わせた｡次に､ペトリ皿を交換して別の湿っ

た濾紙の上を6時間這わせた後､乾いた濾紙の上を6時間這わせた｡そして､

この6時間毎の湿乾濾紙上での歩行を3回繰り返させることによって､キクイ

ムシの体表面に付着した雑菌を取り除いた｡
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5-2-2.分離培養法

　a)直接接種法

　本法による共生菌の分離は､

①シロモジを寄主木とする各成育段階(未成熟新成虫期､成熟新成虫期､越冬

　期､飛翔前期､飛翔期､穿入~産卵期､幼虫期)の成虫(1989年度)

②シロモジ材内で蛸化した個体を滅菌ペトリ皿内(25°C､全暗条件下)で脱蛸､

　成熟させた個体､および未成熟成虫を同様に成熟させた個体(1989年度)

③シロモジ材内で成虫越冬している個体を､5°Cおよび25°Cの全暗条件下で4､

　8､12､16日間滅菌ペトリ皿内に置いた個体(1990年度)

④シロモジ､コハウチワカエデ､ウリハダカエデ､リョウブから飛翔分散した

　成虫(1992年度)

について行われた｡

　①､②の成虫は､上述したFrancke-Grossmann(1956)ヽBatra(1986)の方法

により雑菌を除去した後､また③の成虫は恒温庫から取り出してすぐに､④の

成虫も採集した直後にそれぞれ小型解剖皿上に静置し､実体顕微鏡下で改良型

ウエッケル剪刀などを用いて無菌的に解剖した｡摘出したmycangiaを､坑道内

からの共生菌の分離方法と同様に､各平板培地に直接接種し､25°C一定､全暗

条件下で培養した｡

　b)希釈平板法

　本法は､シロモジを寄主木とする各成育段階(成熟新成虫期､越冬期､飛翔

期､穿入期､産卵期､1齢幼虫期､終齢幼虫期､蛸期:1991年度)の成虫に適

用した｡なお､穿入期については､水平坑道長が2cm以上と以下､産卵期につ

いては､卵数が10個以上と以下の場合にそれぞれ分類した｡また､シロモジ材
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内で成虫越冬している個体と､これらを､5°C､15°C､20°C､25°Cの4段階の

温度条件下で､6､12､18､24､30日間無菌かつ全暗状態に置いた個体

　(1992年度)のmycangiaからもヽ本法による共生菌の分離を行った.

　各成育段階､各温度処理区ともに､成虫の雑菌除去は行わず､直接接種法と

同様の方法でmycangiaを摘出した.各5個体(生重約9mgの個体)の

mycangiaを滅菌水500μ1に懸濁しヽ坑道内共生菌の希釈平板法と同様の調整､

分離操作を行った.またヽ各分離菌の生菌数ヽj�)ra吻//αsp.の胞子数および

菌糸数も同様の方法で算出しヽ1個体あたり01つのmycangiaあたり)に換

算した｡

　また､昆虫の律動的運動は代謝における化学反応の一指標と考えられ､昆虫

の温度反応の研究にはこの律動的運動量が用いられている(一瀬ら､1980)｡

そこで､温度とクスノオオキクイムシの活動量あるいは代謝量との関係を明ら

かにするために､本種の成虫の起上運動速度を測定した｡ただし､ここでいう

起上運動とは､転倒して仰向けになった成虫が前肢､中肢および後肢を大きく

動かしながら体を反転､正位させる行動のことをいい､本種は転倒直後からこ

のような行動を示す｡測定は､各成虫個体を恒温庫から取り出した直後に濾紙

上に落下､転倒させ､この時点から成虫が完全に起き上がるまでの時間を計測

することによって行った｡各温度処理区ともに10個体の成虫を供試し､その平

均値を代謝量の相対的指標と考えた｡

5-2-3.分離菌の同定法

　直接接種法および希釈平板法によってmycangiaから純粋分離された菌類につ

いては､その形態学的､培養学的諸性質を第3章で述べた文献と照合して同定

を行った｡また､未同定の分離菌も､糸状菌類あるいは酵母類といった分類群
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として取り扱った｡

5-3.結果

5　-　3　-　1　.　mycangiaの微細構造と共生菌の放出

　クスノオオキクイムシのmycangiaはヽ前胸背と中胸背の間の節間膜が陥没し

た一対のポーチ状をなし､その開口部(約0.2×0.4mm)は虫体背面に存在した

　(図5-1a､図5-2a)｡この部分は正常な状態では節間膜により完全に被

覆されており､その確認は不可能である｡

　越冬期のmycangia内膜上にはヽ平坦な板状の物質が付着し(図5-1b､c)､

この付着物は開口部周辺でも多数観察された(図5-1d)｡また､開口部を閉

鎮する節間膜は､この時期には起伏の少ない状態を呈していた(図5-1e)｡

　一方ヽ飛翔成虫のmycangiaはヽ越冬期と比較して全く異なる様相を呈した

　(図5-2aヽb).この時期のmycangiaはヽ2つのポーチ内に共生菌を高密度

に保持し､その節間膜は体内方向へ大きく拡張して菌塊の周囲を覆っていた｡

開口部側の菌塊表面上は粘液状物質により完全に被覆され(図5-2c)､また

菌塊内部では直径5μm前後の貯蔵胞子が出芽と分裂により生育､存在してい

ることが確認された(図5-2d､e)｡さらに､貯蔵胞子の表面からも粘液物

が分泌されていることが確認された(図5-2e)｡また､前胸背基部側の節間

膜にも形態的に大きな変化が見られた｡この部分の膜組織は隆起､肥大し(図

5-2f)ヽその表面からは剰状突起物が多数形成されていた(図5-2g).

また､この突起物に関与するか､あるいは何らかの分泌腺と考えられる小孔も

存在した｡

　また､飛翔期あるいは穿入~産卵期において､成虫の前･中胸背の間隙より

　　　　　　　　　　　　　　　　　40



貯蔵胞子が参出する現象が､自然状態で観察された(図5-3a)｡また､培地

上を歩行させた成虫の中に､その共生菌放出の方法を如実に示すと思われる個

体が存在した(図5-3b)｡この成虫は培地上で転倒し､背面より露出した胞

子塊が培地表面に接着したために移動不可能な状態に陥っていた｡この観察個

体のほか､他の個体を投入した培地上においても､同様の菌塊が多数付着､発

芽しておりヽ明らかに雑菌と思われる菌類以外はす^゛てjz油ram//αsp.であっ

た｡

5-3-2.キクイムシの成育に伴う共生菌相の動態

　mycangia内から分離された共生菌相の変遷および分離率をヽ図5-4aに示

す.未成熟新成虫および越冬成虫からはヽ.4z必ra,yje//α　sp･､酵母類､

狗e�a何･ca　sp･ヽQΓαωcy,y心　sp.が分離された.越冬期には八ze�oびca

sp.が優占的になりヽまた分離率が低下する傾向が認められた.しかしヽこれら

以外の成育段階の成虫からはヽj紬r心ε//αsp.のみが分離されヽ優占種となっ

た.またヽ蛸を無菌的に脱蛸ヽ成熟させた成虫のmycangiaからは共生菌が分離

されなかったのに対し､未成熟成虫に同様の処理を加えた場合には､j�,,･｡㎡ε//α

sp.のみが100%分離された.

　希釈平板法によってmycangia内から分離できたのはヽj�･ra,y�/αsp.のみで

あり､直接接種法によって分離された酵母類ヽj)αe�a何･ca　sp･ヽCerαΓacy,y心

sp.などは検出できなかった.図5-4bにヽ1個体あたりのmycangia内に生存

したjz油ra,yje//αsp.の菌数の変化を示す.成熟新成虫のjs扮ajd/αsp.は越冬

期には検出できなかったが､飛翔期に最大量となり､その後産卵期までに急減

し､幼虫期以降はその生菌数がさらに減少した｡全菌数の変化もほぼ同様のパ
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ターンを示したが､産卵後の大きな減少傾向は認められなかった(図5-4c)｡

またヽ飛翔成虫のmycangia内では胞子の割合が極めて大きくなりヽ生菌率も穿

入後期をピークとして飛翔期から産卵時期にかけて高いことも明らかになった｡

　また､コハウチワカエデ､ウリハダカエデ､リョウブの各寄主木から飛翔分

散した成虫のmycangia内からはヽj/油ra�/αsp.のみが100%分離されヽこれ

らの分離株はシロモジから飛翔分散した成虫のmycangia内から分離された

j�)ra,yje//αsp.と同一種と考えられた.

5-3-3.温度処理による共生菌相の変化

　越冬成虫を5°C下に置いた場合ヽmycangia内から酵母類ヽj)αe�asyca

sp.が継続して分離されヽどの処理期間においてもFαe�a即･ca　sp.が優占種と

なった｡分離率は処理期間が長くなるにつれて減少した｡これに対して､25°C

処理区ではヽすべての処理期間においてj�･ra,吻//αsp.のみが分離されヽ分離

率は増加傾向にあった(図5-5a)｡

　4段階の温度処理による越冬成虫のmycangia内jz油ra,yfe//αsp.の生菌数変化

を､図5-5bに示す｡　20°Cおよび25°C処理区においてのみ､生菌数の継続的

な増加が認められた｡しかし､どの処理日数においても､25°C処理区の方が

20°C処理区より有意に生菌数が多かった｡また､両処理区ともに12日後から胞

子あるいは菌糸の存在が確認されたが､有意な増加傾向が認められたのは25°C

処理区の胞子数のみであった(図5-5c)｡生菌率は､両処理区ともに処理期

間の後期に大きくなった｡

　また､4段階の温度処理区の中で､20°Cおよび25°C処理区の成虫の律動的運

動速度が最も速く､すなわち転倒から最も短い時間で起き上がることができた
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(図5-6)｡

5-4.考察

5-4-1.　mycangia内への共生菌の獲得

　一般にヽmycangia内への共生菌の獲得時期は説蛸直後であると考えられ

(Francke-Grosmann,1963;　Beaver,　1989)ヽ゛ンノキキクイムシ(λy/agz�a,y

μΓszu,y)の場合は新成虫の羽化後4日以内に行われることが明らかにされて

いる(Kaneko　and　Takagi,1965).またヽ樹皮下穿孔性キクイムシの

£)a心acrau,y属の数種についてはヽmycangia内へは複数の共生菌が獲得され､

この中で種特異的な菌種のみが器官内で生育できることが示唆されている(whit-

ney,1971;　Barras　and　Perry,　1972;　Paine　and　Birch,　1983)oクスノオオキクイ

ムシの場合ヽ脱蛸直後の未成熟な新成虫のmycangia内からヽ低率ながら

j7油ra,yiE//α　sp.が分離されヽ酵母類ヽFαε�a何･ca　sp.およびQΓαΓacμ心

sp.も共存していた.これらはいずれもヽこの時期に坑道内から分離される菌で

あった｡したがって本種は､新成虫の説蛸後かなり早い時期に坑道内に存在す

る菌を非選択的にmycangia内へ取り込んでいるものと推察される.またヽ蛸を

人工的に脱蛸､成熟させた成虫､すなわち坑道内に接触させず無菌的に成熟さ

せた成虫のmycangia内には共生菌が存在しなかったのに対してヽ坑道内で脱蛸

した未成熟成虫を無菌的に成熟させた場合は､実際の成熟成虫と同様に

jz油rQ,y�/α　sp.のみが分離された.この結果によりヽ本種における共生菌の

mycangia内への獲得が脱蛸直後であることが実験的に証明されるとともにヽ非

選択的に取り込まれた共生菌の中でj4z油rg�/αsp.のみがその後mycangia内で
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純粋培養されることが初めて明らかにされた｡

　mycangia内‘`の共生菌の取り込み方法についてはヽBatra　and　Batra　(1967)

が母孔内での未成熟成虫の揺さぶり行動(rocking　movement)による菌の獲得を

示唆している.また高木(1967)はヽノ`ンノキキクイムシやシイノコキクイムシ

(寿/&aa,y　ca町･αcrz4,y)の説蛸直後の新成虫が､歩行運動に伴い中胸背と後胸背

の間からmycangiaの膜を反転゜突出させヽこの膜に胞子や菌糸を付着させて取

り入れることを発見した.このような共生菌の取り込み方法はヽmycangiaの位

置や形状に由来すると考えられ(Beaver,1989)ヽ゛ンノキキクイムシやシイノ

コキクイムシと類似した構造のmycangiaを備えるクスノオオキクイムシにおい

ても､おそらく新成虫が坑道内で動き回る際に同様の方法で坑道内壁に存在す

る菌をmycangia内に獲得しているものと推察される.そしてヽこれら一連の行

動は､共生菌の獲得が受動的ではなくむしろキクイムシの側からの積極的な働

きかけである可能性を示唆するものと考えられる｡

5-4-2.温度が共生菌の維持に与える影響

　クスノオオキクイムシ成虫のmycangia内に取り込まれたjz油raje//αsp.　はヽ

新成虫の成熟に伴い器官内で優占種となったが､越冬期に入ると再びその優占

度が低下しヽ酵母類ヽj)αec汝･り･ca　sp.が高頻度で分離された.共生菌獲得時

のjz油ra,yje/1αsp.の優占度はヽ坑道内の共生菌相の相対的優占度を反映したも

のであると考えられるがヽ越冬期におけるj�)rajE//α　sp.の優占度の低下は取

り込まれた共生菌の量的あるいは質的衰退によるものと推察される｡このこと

は､SEM観察によっても確認されている｡ところが､分離培養実験やSEM観察

によって明らかになったようにヽ飛翔期が近づくにつれてmycangia内の
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jz油z･asie//αの胞子は出芽と分裂を繰り返しながら大量に増殖し､唯一の優占種

となった.すなわちヽ越冬成虫のmycangia内においてヽほとんど存在しないか

あるいはその形状を全く変えてしまった状態にあると思われたj�,ra副/α

sp.はヽ飛翔期にかけてその生理的活性を回復しヽmycangia内で優占的に繁殖

できるものと考えられる｡

　このようなmycangia内における共生菌の選択的培養に関してはヽ

mycangiaの付属腺がある種の化学物質を分泌して雑菌の生育を抑制するか､あ

るいは共生菌の生育を促進するかのいずれか､またはその両方であることが指

摘されており(Schneider　and　Rudinsky,　1969;　Happ　erα/･,1971;　Barras　and

Perry,1972)ヽまた共生菌自身によって生産される抗生物質もこのような作用に

重要な役割を果たすことも示唆されている(Nakashima　erα/･,1982).本研究に

おいてヽ飛翔成虫mycangia内の貯蔵胞子表面から粘液物が分泌されていること

がSEM観察により発見されたが､この分泌物は共生菌の生産した抗生物質であ

る可能性もある｡また､菌塊表面上を被覆する粘液状物質あるいはこの部分を

閉鎖する節間膜の隆起､肥大現象やその表面からの剰状突起物の形成､小孔の

存在といった多くの傍証はヽmycangia内からの分泌物の存在を暗示するもので

ある.しかしヽこのようなmycangia内の形態的ヽ化学的ヽ生理的変化が実際に

貯蔵胞子の増殖とどのような関連性があるのかについては今後より詳細な研究

が必要である｡

　また､これまで共生菌の選択的培養やmycangia付属腺からの分泌は､成虫の

飛翔期に活発になるとされていた(Schneider　and　Rudinsky,　1969;　Barras　and

Perry,1972;　Nakashima,　1979;　Paine　and　Birch,　1983).しかしヽクスノオオ

キクイムシの場合は､越冬期以前の新成虫が成熟したかなり早い時期において

もこの選択的培養が行われていた｡新成虫が8月から出現するという本種の生
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活史を考慮すれぱ､この選択的培養はキクイムシの成育段階というよりも､キ

クイムシの存在する物理的環境､とくに温度や湿度といった要因によって発現

するものであると考えられる｡つまり､ある温湿度条件下において､

mycangiaの付属腺の分泌が活発になるかヽあるいは共生菌自体の生理的活性が

高まり抗生物質の生産が開始されるかヽまたはその両方によりmycangia内で

jz油ra,yje//αsp.　1　種のみが培養されるものと推察される.

　本研究で行われた越冬成虫の温度処理により､5　°Cでは越冬成虫の

mycangia内共生菌相と同じままであったがヽ25°Cになるとj/油ra,yje//αsp.のみ

が選択的に培養されることが明らかになった｡また､この選択的培養は20°Cと

25°Cのみで起こり､処理期間が長くなるにつれて生菌率は大きくなり､生理的

活性はともに向上することが示唆された.しかしヽ実際にmycangia内で増殖し

たj/油ra吻//αsp.の量はヽ25°Cの方が20°Cより有意に多くヽまた20°Cでは処理

期間を延長してもその菌量は一定のままであったのに対し､25°Cの場合はその

貯蔵胞子の量が継続して増加し30日後には飛翔成虫の貯蔵量と同量となった｡

これらの結果はヽmycangia内における共生菌の選択的培養の発現が温度により

規定されることを実証し､またこの培養の程度､スピードが温度条件によって

微妙に異なることを示唆している｡さらに､温度処理はキクイムシ自体の律動

的運動にも影響を与え､高温処理によってキクイムシの生理的反応が大きくな

ることが明らかになった｡そして､この傾向が温度処理と選択的培養の発現と

の関係と一致することからヽキクイムシの生理的活性の向上とmycangiaの付属

腺の活性化あるいは分泌の開始との密接な関連性が示唆される｡

5-4-3.クスノオオキクイムシの主栄養源と共生菌の接種方法

　飛翔分散期および穿入期にmycangia内から分離された共生菌はヽす^゛て
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jz油ra･yie//αsp.であった.このことはヽjz油ra,yjE//αsp.がクスノオオキクイム

シによって積極的に運搬されていることを意味し､坑道内に存在した4�,,･｡je//α

sp.が本種のmycangia内に由来するものであることを示唆している.また､本

種の飛翔成虫はヽ寄主木とした樹種に関係なくル油ra,吻//αsp.をmycangia内に

保持して分散飛翔しており､この事実は本種が寄主木の樹種に特異的なもので

はなくヽjz油ra,yie//α　sp.という同一の食物資源を摂食している(第4章)とい

う仮説を支持するものである.以上のことからヽj�)rg�/α　sp.がクスノオオ

キクイムシの主栄養源(PAF)であることが強く示唆されヽまた本種と種特異的

に密接な関係を持っているものと考えられる｡

　mycangia内のjz油raje//αsp.はヽ飛翔期に貯蔵胞子の形で最も多く存在した

が､その大部分が産卵期までに減少した｡したがって､クスノオオキクイムシ

成虫は､産卵までに完成される水平坑道内にはすべての内壁にj�,r｡siE//α

sp.を植え付けることが可能であるがヽ垂直坑道の場合はこの段階までに形成さ

れた部分のみにしか接種できないと考えられる｡垂直坑道におけるj�,,･｡5jE//α

sp.の繁殖が水平坑道よりも活発である(第4章)ことを考えれぱヽこのような

貯蔵胞子の坑道内への配分は､本種にとって適応的な共生菌の接種様式である

のかも知れない｡また､生菌率はこの時期に高く､このことは坑道内へ接種さ

れるjz油rg�/αsp.が生理的に活性の高い状態にあることを示唆している.

　本種のアンブロシア菌の放出経路は､人工培地上で観察されたように､成虫

の前･中胸背面に存在するmycangiaの開口部であると思われる.そしてヽ実際

の接種はヽmycangia内で大量増殖していたj/油m吻//αsp.貯蔵胞子が開口部か

ら溢出し､成虫の穿孔活動に伴って坑道内壁に接触またはペースト状に塗布さ

れることによって起こるものと推察される｡この共生菌の接種方法も､おそら

くmycangiaの位置や形状に由来するものと考えられヽたとえぱ本種と同じく前
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胸背付近にmycangiaの存在するZ)e�rQcran,y属においてもヽ成虫の穿孔中に

mycangiaが圧迫されることによりヽ菌の胞子が器官内から搾り出されることが

示唆されている(whitney,1982)･
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第6章　クスノオオキクイムシの人工飼育

6-1.諸言

　本研究では､これまで野外おけるクスノオオキクイムシの生態(第3章)を

明らかにし､また本種の穿孔材から採取される坑道内およびキクイムシ成虫の

mycangia内における共生菌の存在様式(第4､5章)を解明してきた.そして､

これらの結果から､本種とアンブロシア菌の相互関係に関するいくつかの考察

や仮説を導き出した.この中でmycangiaの機能の一部についてはヽキクイムシ

成虫をとりまく生物的､非生物的諸条件を人為的に除去あるいは付加すること

によって､実験的に証明することができた｡

　本章では､まだ検証されていない以下のような問題､すなわち

①本種はヽ主要共生菌(PAF)であるjz油rde//α　sp.を摂食することによって実

　際に成育できるのかヽ酵母類およびj)αε�a何･ca　sp･　(AAF)や他種のキクイ

　ムシのPAFでは成育可能か(第4､5章)､

②共生菌をめぐる本種の種内競争は､その生存率や体サイズにどの程度の影響

　を与えるのか(第3章)､

③繁殖成功度の異なる寄主木の樹種の材成分は､本種の成育にどのような影響

　を及ぽすのか(第3章)､

といった点を明らかにすることを目的として､本種の卵あるいは孵化幼虫に対

して人工的に制御した様々な成育条件を与え､各条件下における本種の反応や

潜在能力を検出しようと試みた｡
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6-2.材料と方法

6-2-1.卵およぴ孵化幼虫の採取

　飼育実験には､シロモジ材中の坑道内に産下されたクスノオオキクイムシの

卵とこの卵に由来する孵化幼虫(1991､1992年度)を用いた｡まず､割材して

坑道を露出させることにより卵塊を採取し､濾紙を敷いた滅菌ペトリ皿内に集

めた｡この中の一部は､卵の状態のまま供試したが､その他の卵は滅菌水で湿

らせた濾紙の上に移し､25°C､全暗条件下で孵化させた｡この孵化期間中､1

日おきに湿った濾紙を交換し､また孵化した幼虫はすべて24時間以内に微小針

を用いてそれぞれの飼育条件下に移した｡また､卵および孵化幼虫の表面殺菌

は行わなかった｡

6-2-2.飼育方法と実験計酉

　養菌性キクイムシの飼育方法には､①野外から持ち帰ったキクイムシ穿入木

を好適な温湿度条件下で管理する､②実験室内で自然の木材に人為的に穿入さ

せる､③木粉を固化した人工材や､④人工合成培地で培養したアンブロシア菌

を摂食させる､などの方法がある(高木､1967;　Batra,1985;　Batra　er　α/.,

1986)｡

　本研究では､④の方法を採用した｡供試したアンブロシア菌は､クスノオオ

キクイムシの坑道内およびmycangia内から分離したj�リ'a,yje//α　sp･ヽ

j)αec尚syca　sp･ヽCα�j心　sp.(酵母類の一種)とヽミカドキクイムシ

(Sc吟r叩/α卯a,y�b必)ヽノ`ネミジカキクイムシ(瀞/θぶαz�rz45　わrel心)､サク

キクイムシ(蜀心g�r･4,y　ロ･α,y沁ga/z4j)の坑道内から分離したj�)ra池//α

spp.である(図6-1).各キクイムシと共生するjz油ra旅･//αspp.はいずれも
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モニリオイドチェーンと呼ぱれる分生子柄を持つが､その形態的あるいは培養

的性質が異なることからヽここではそれぞれj�)ra,yie//αsp.　1,　2,3,4と表記し

た｡

　各アンブロシア菌は､PDA平板培地(直径3　cm,　培養面積8　cm2あるいは直

径9　cm,　培養面積63cm2)､およびPDAにシロモジ､コハウチワカエデ､ウリ

″ヽダカJIデヽリョウブの鋸屑(20g/1000ml)をそれぞれ添加した平板培地(直

径9cm)に無菌的に接種した｡その後､接種した菌が培地全面に繁殖するまで､

25　°C一定､全暗条件で約1~3週間培養した｡各培地には細菌による汚染を防

ぐために硫酸ストレプトマイシンを添加した｡

　採取した卵および孵化幼虫は､表6-1に示したような飼育密度､アンブロ

シア菌種､培地の種類の組み合わせで､25°C一定､全暗条件で無菌的に飼育し

た｡なお､卵からの飼育の場合は､卵塊の状態のまま供試した区と1卵ずつ離

して配置した区とを設けた｡卵および孵化幼虫を投人した後､培養基は一度も

交換しなかった｡調査は毎日行い､各飼育個体の発育過程を観察するとともに､

蛸化した個体は培養基から取り出してマイクロバランス上で生重を測定した｡

6-3.結果

6-3-1.各アンプロシア菌におけるキクイムシ飼育結果

　クスノオオキクイムシおよび他種キクイムシのアンブロシア菌による飼育で

羽化個体が得られたのはヽ本種のjz油rajE//αsp.　1と゛ネミジカキクイムシの

j�･ra,yie//α　sp.　3を与えた場合であった(表6-2).本種のj)αe�a即･ca

sp.およびCn･jj而　sP･ヽまたミカドキクイムシおよびサクキクイムシの

jz油rg�/α　sp.　2および4では成虫まで成育できなかった.しかしヽ羽化串は
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j�･rajE//αsp.　1を与えた区(68.8%)の方力t4z油ra,yje//αsp.3を投与した区(17.6

%)よりも有意に高く(G-test,P<O.01)ヽまた雌蛸の平均生重も有意に大きかっ

た｡

　jg扮a,yjE//αsp.　1を用いて異なる幼虫密度で飼育した場合､菌面積8　cm2あた

り5､10個体になると有意に平均雌蛸重が小さくなった(表6-3)｡2個体

区においては､すべて1個体のみが蛸化して成虫となったが､終齢幼虫期に単

独で摂食できた個体の蛸重の方が､終齢幼虫同士で競合した個体よりも有意に

大きくなった(U-test,P<O.05).一方ヽ菌面積63cm2あたりの卵数および配置は､

平均雌蛸重に大きな影響は与えなかった(表6-4)｡しかし､8卵区は､1

個体あたりに換算した菌面積が1幼虫区とほぼ同じであるにもかかわらず､そ

の平均雌蛸重は有意に大きかった(U-test,P<0.0　1).またヽ同一培養基上におい

て､早く孵化した個体は後から孵化してくる個体よりも確実に早く成育を完了

した｡

　表6-5にヽ寄主木の鋸屑添加培地上で生育させた拙ゎra吻陥sp.　1による

飼育結果を示す｡4樹種の中でシロモジとコハウチワカエデの鋸屑を添加した

場合のみ､羽化成虫が得られた｡また､これらの平均雌蛸重間には､有意な差

は認められなかった｡

　飼育実験の結果､クスノオオキクイムシの発育日数は､雌の場合､卵期が約

3日､幼虫期は約10~14日､蛸期は約7日､卵から成虫羽化までは約22日前後

であり､雄は約3日早く羽化することが明らかになった｡これらの結果は､ほ

ぼ野外個体群の結果(第3章)と一致していた｡また､雄の蛸重は雌の3~4

分の1であった｡しかし､野外個体と比較すると雄の蛸重は同じかむしろ大き

かったのに対して､雌は小さい個体が多かった｡

　羽化成虫の多くはヽハンノキキクイムシ(Kaneko　er　�,,1965)と同様にヽその
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体色を十分黒化しないまま短期間で死亡した.またヽ゛ンノキキクイムシ(Weber

and　MCPherson,　1983)や戎y/e恥a,yμΓa沙zaパNorris　and　Chu,　1985)で確認

された共食い現象(雌成虫が交尾後に雄成虫を捕食する)は､本研究では観察

されなかった｡

6-3-2.菌面積と緬重､緬化率との関係

　jz油z･a,yie//αsp.　1を用いた異なる幼虫密度､卵密度による飼育結果(表6-

3､4)から､孵化幼虫1個体あたりの菌面積に対してそれぞれの飼育区の平

均蛸生重および蛸化率をプロットした(図6-2)｡平均蛸重､蛸化串ともに

1幼虫あたりの菌面積10cm2までは､菌面積の増加につれてほぽ直線的に上昇

した(KendalPs　r　-test,　r=1.00,P40.01;　r=0.80,P40.05)｡　しかし､菌面積が

10cm2以上になると増加傾向は小さくなり､それぞれある一定の上限値､すな

わち平均蛸重は9mgヽ蛸化率は80%に到達した.

6-3-3.発育速度と蛎重との関係

　jz油ra㎡e//αsp.　1による1幼虫区および8卵区ヽまたjz油ra旅･//αsp.　3によ

る1幼虫区について､各飼育個体の雌蛸重と蛸化するまでの発育速度との関係

を示した(図6-3)｡ただし､ここでいう発育速度とは､孵化から蛸化まで

の日数の逆数で表すものとする.jz油raje//αsp.　1の1幼虫区ではヽ蛸重と発

育速度との間に正の相関が認められたが､他の飼育区においては統計的に有意

な相関はみられなかった｡
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6-4.考察

6-4-1.クスノオオキクイムシの主栄養源と他の菌類の役割

　各キクイムシ成育段階における坑道内およびmycangia内からの共生菌分離実

験の結果よりヽクスノオオキクイムシの主要共生菌(PAF)は.4z油ra�/α　sp.で

ありヽ副次的共生菌(AAF)は酵母類およびj)αe�a何･ca　sp.であると推測され

た(第4ヽ5章).本章の人工飼育実験によってヽPAFであるj/油ra�/α　sp･

1は確実に本種の栄養源となることが証明され､またAAFは単独ではj�,,･｡加//α

sp.　1の代用食にはなり得ないことが明らかになった.

　PAFの生産するビタミン類やプロビタミンであるステロイド類は､養菌性キ

クイムシの変態に必須のものであると考えられており(Norris,1966;　Kok　er　α/･,

1970;　Kok,　1979)ヽ本種の発育や変態にもヽおそらくj/油ra心//αsP.　1の化学

的作用が大きく貢献しているであろう.しかしヽj)αe�az町ca　sp.に属する菌

がヽ昆虫病原性(青木ヽ1989)あるいはセルロース分解性(原口らヽ1985)

などを有するのに対して､酵母類は栄養的に多くのビタミン類を含み､樹皮下

穿孔性キクイムシの一種であるか5　ce｡ゎΓαeでは､その正常な発育や変態に共生

酵母j)icみiαsp.により合成されるビタミンB類が不可欠であることが発見されて

いる(Gusteleva,1982).したがってヽ本種と共存するAAFヽとくに酵母類がキ

クイムシ幼虫に必須微量要素を供給したりヽあるいはj/油ra,yje//αsp.　1との相

互作用によって新たな化学的作用を与えている可能性も否定できない｡本実験

において､羽化成虫が短期間で死亡したことも､あるいはこのような酵母類の

役割が不足していたことに起因しているかも知れない｡今後は､PAFとAAFを

混合投与するような飼育実験を行い､AAFの間接作用やPAFとAAFとの化学的
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相互作用を明らかにしていく必要がある｡

　また､キクイムシ成虫を用いた飼育実験により､PAFが存在しない場合には

キクイムシの産卵や繁殖が起こらないことが示され(Norris　and　Baker,1967;

Kingsolver　and　Norris,　1977)ヽさらにPAFを摂食した雌成虫の方がAAFや無関

係な雑菌類(non-ambrosia　fungi:　NAF)のみで飼育した成虫よりも多くの卵を

産下できることも発見されている(Norris,1979).このようにキクイムシと共生

する菌類は､幼虫の成育だけでなく成虫の産卵にも大きな影響を与えており､

共生菌のキクイムシに対する役割や栄養価は､その全生活史を通じて総合的に

検討されるべきであると考えられる｡

6-4-2.他種キクイムシの共生菌の利用可能性

　ミカドキクイムシ(Kinuura　er　α/･,1991)ヽノ`ヽネミジカキクイムシおよびサク

キクイムシ(衣浦らヽ1990)と共生するjz油m吏//αsp.　2,　3および4はヽいずれも

各キクイムシの主要共生菌(PAF)であることが示唆されている.これらの他種

キクイムシのPAFの中で､クスノオオキクイムシはハネミジカキクイムシの

j�･rg池//αsp.　3のみを利用することができた.このことはヽj�)rg�/αsp･

3に含まれるタンパク質､核酸､多糖類および複合脂質などの菌体成分が､本種

の栄養要求性に合致したことを意味している.またヽj/油ra,y�/αsp.　3と本種

のPAFであるjz油rg�/αsp.　1との物質代謝能の類似性が高くヽこれらの菌種

が近縁種である可能性も示唆している.しかしながらヽj�7m山//αsp.　3によ

り成育したクスノオオキクイムシの成虫羽化率､平均蛸重がともに小さくなっ

たことからヽ本種力t4sゎrgje//αsp.　3を摂食することによって得られる成長JI

ネルギーヽあるいはその栄養摂取効率はヽjz油rg�/αsp.　1の場合よりも低い
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ことが予想される｡

　Batra(1966)はヽ他種キクイムシのPAFヽまたAAFやNAFによっても人工飼

育に成功している｡しかし､この飼育実験は､木材中に人為的に形成した坑道

に各供試菌を接種し､この中にキクイムシ成虫を穿入させたか､坑道内に存在

した卵や幼虫に各共生菌を与えたもので､いずれもその成育効果が正確に検出

されていないものと考えられる.なぜならヽ成虫が穿入した場合はヽmycangia

内から自分自身のPAFを接種､培養している可能性があり､また､坑道内の幼

虫はすでに自種のPAFを摂食しているからである｡これに対して､Kaneko　and

Takagi(1966)はヽ本研究で行ったように(第5章)蛸期に坑道内から取り出し

てmycangia内に共生菌を獲得させなかった成虫を用いてヽこれらが他種のキク

イムシのPAFを利用して繁殖できることを証明した｡キクイムシ類が潜在的に

自種の共生菌以外の菌類を利用できるかどうかを正確に検討する際には､供試

体のバイパス的機構を完全に封鎖した実験系､すなわち成虫による飼育ならぱ

そのmycangia内を無菌化した成虫をヽまた幼虫の場合は本実験のように孵化直

後の幼虫を用いた飼育実験を行うべきであろう｡

6-4-3.寄主木成分がキクイムシの繁殖に与える影響

　クスノオオキクイムシ野外個体群は､シロモジやコハウチワカエデに対して

強い選好性を示し､またこれらの樹種に穿入した場合､同一の食物資源である

jz油z･a,yje//α　sp.を利用するにもかかわらずヽその産卵坑道率や繁殖成功率は他

の樹種よりも大きくなった(第3､4､5章)｡このような寄主木の樹種とキ

クイムシの繁殖成功との関連性は､本種の実験個体群においても認められた｡

すなわち､シロモジとコノ`ウチワカふデの鋸屑添加培地上のj/油ra5fe//α　sp･

1を摂食した場合にのみ､本種の孵化幼虫は成虫まで成育することができた｡
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　寄主木の鋸屑を加えた培地中には､樹木成分の熱水可溶分である有機塩､糖､

ガム､ペクチン類似物質､ガラクタン､タンニンなどの諸成分が溶出している

　(原口ら､1985)｡菌類は､この抽出成分中の糖､デンプン､アミノ酸などを

栄養源として生長できるが､フェノール類やモノテルペン類などは抗菌作用を

示し､その生育は阻害される｡したがって､菌類の繁殖は樹木成分の組成によ

り大きな影響を受けることが予想され､実際にリョウブの鋸屑添加培地では､

他の樹種と比較してヽjz油ra�/αsP.　1の繁殖がきわめて悪いことが観察され

ている｡また､高等植物の二次代謝産物には､動物体内のホルモンバランスを

破壊する､毒性によって阻害する(アルカロイドなど)､食味を減退させる

　(cucurbitacin類など)あるいは栄養的価値そのものを減少させる(タンニン類

など)といった摂食阻害作用があることが示唆されている(Harborne,1977)･

以上のことから､PDAにウリハダカエデやリョウブの鋸屑を添加した場合にキ

クイムシ幼虫の成育が不成功に終わった理由としては､これらの抽出成分が共

生菌を介してキクイムシ幼虫に悪影響を与えたか､あるいは直接的に摂食を阻

害したためであると推察される｡

　キクイムシ成虫を自然の木材に穿入させた飼育実験では､同一樹種であって

も部位が異なれぱキクイムシの成育に大きな差異が生じ(Kanek0,1965)ヽまた

合成培地に鋸屑を添加した場合でもその部位や状態によってキクイムシの繁殖

成功が異なることが示されている(Saunders　and　Knoke,　1967).これらの結果

もまた､それぞれの部位､状態における樹木成分の組成の違いによるものであ

ろう｡今後､各樹種内に含まれる諸成分と共生菌の繁殖およびキクイムシの発

育との関連性を明らかにすることによって､樹体内におけるキクイムシの繁殖

や樹木をめぐるキクイムシとアンブロシア菌との共進化に関する生化学的基盤

が得られ､またキクイムシの寄主木選択についても進化的観点からの考察が可
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能になるであろう｡

6-4-4.クスノオオキクイムシの種内競争

　.4z油raje//αsp.　1の培養面積はヽクスノオオキクイムシ幼虫の摂食できる食

物資源量を表す指標である｡今回の飼育実験の結果､幼虫1個体あたりの菌面

積が10cm2以下になると､その蛸化率､蛸重はともに大きく減少することが明

らかになった｡すなわち､体サイズおよび生存率に対する密度効果(種内競

争)が認められた.このことからヽ食物資源であるjz油ra,yje//αsp.　1の量が本

種の次世代数の制限要因になること､また体サイズが各個体の獲得した資源量

に依存し､この獲得量が種内競争の強さに大きく影響されること(第3章)が

実験的に確認された｡

　8卵区における1幼虫あたりの菌面積は､平均的には1幼虫区の菌面積とほ

ぼ同じである｡しかし､実際には早く孵化した個体がこの平均を上回る菌面積

を消費して大型の個体となり､飼育区全体としても次世代の平均体サイズが1

幼虫区より大きくなった｡この結果は､本種の野外個体群にみられる卵の孵化

時期に依存した資源利用様式(第3章)の有効性を裏付けるものである｡すな

わち､幼虫からの飼育実験の結果から推測されるように､本種の幼虫が同時に

摂食を始めた場合､おそらく彼らは食物資源の分配を重ねて共存共貧の状態に

陥る､いわゆるスクランブル型の種内競争(Nicholson,1954)を展開すると思わ

れる｡そして､利用できる食物資源量が少ない場合には､各個体が発育を完了

できる最小の資源量を確保できず､個体群は崩壊する可能性がある｡このよう

な危険を回避する方法が､幼虫の不斉一な出現であり､また親成虫による資源

依存的な産卵様式(第3章)であると考えられ､この結果､本種は実際の坑道

内において全体の資源量に対応したある一定数の次世代を生産できる(第3

章)ものと推察される｡
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　また､単独で飼育した幼虫間において､発育速度が早い個体はその蛸重が大

きくなった｡この現象は､種内競争による資源の分配量の差によるものではな

く､おそらく体サイズあるいは摂食速度における各個体間の遺伝的変異に起因

するものと推測されるが､本研究ではその詳細を明らかにすることはできな

かった｡
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第7章　数種キクイムシと共生する

　　アンブロシア菌の化学的分類

7-1.諸言

　生物の進化はDNAの進化であり､その塩基配列の順序や長さの一連の変化に

よるものである｡また､タンパク質は各種アミノ酸から構成された高分子化合

物であり､その一次構造はDNAの塩基配列によって規定されており､この塩基

配列の反映の一つとして考えられる｡したがって､微生物に存在するタンパク

質の構造的性質を比較することによって､菌株間の相同性が識別でき､またそ

の類縁関係を論じることも可能となる(駒形､1985)｡そして､このタンパク

質の構造的性質を最も簡便かつ迅速に研究する手段として電気泳動法が利用さ

れている.すなわちヽ適当なpHヽ緩衝液および支持体を選び電場をかけること

により､各タンパク質をその荷電の差や分子の大きさ､形状に基づいて固有の

移動度で陰極または陽極へ移動させることができる(平井ら､1989)｡

　近年､微生物の分類にも血清学､生化学､遺伝学などの手法が導入されてい

るが､この電気泳動法を用いたタンパク質分析やアイソザイムの遺伝子分析も

多くの菌類に対して適用されておりヽその有用性が示唆されている(Shechter　er

α/･,1972;　Reynolds　μα/･,1983;　Micales　Erα/･,1986;　Hanson　and　Wells,

1991).そこで本章ではヽSDS-PAGE(ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリル

アミドゲル電気泳動法)を用いてクスノオオキクイムシを含む4種の養菌性キ

クイムシと共生するアンブロシア菌のタンパク質分析を試み､その組成の相違

から菌種間の類似性について検討した｡
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7-2.材料と方法

7-2-1.泳動試料の調整

　供試したアンブロシア菌は､クスノオオキクイムシの坑道内から分離した

jsわra,y�/αsp.　1ヽj)αε�asLyca　sp･ヽCα��αsp.とヽミカドキクイムシヽ゛

ネミジカキクイムシヽサクキクイムシの坑道内から分離したj�･ra,yie//αsp.　2,　3,

4である｡これら6種のアンブロシア菌は､すべてシロモジ材に形成されたキク

イムシ坑道(1990年度)から分離した｡

　試料の調整は以下の手順で行った｡まず､各供試菌をPDA培地に接種し､

25°C､全暗条件で約10日間培養した｡この際､クスノオオキクイムシ飛翔成虫

のmycangiaも直接接種ヽ培養した.その後ヽ各供試菌体O.1gを培地上からサン

プルチューブ(1.5　m1)に採取しヽ滅菌水300μ1を加えてテフロンホモジナイザー

および超音波処理(30W,10秒×4)によって破砕した.破砕した菌体はヽ2時間

加温乾燥した後ヽ緩衝液200μ1(pH　6.7,　0.5Mトリス塩酸ヽ10%SDS溶液ヽ5%

2-メルカプトエタノール､10%グリセロール､0.01%ブロモフェノールブ

ルーからなる)を加えて5分間煮沸しヽ遠心分離(16,000xg,10分)した後ヽ

その上清を泳動試料とした｡

7-2-2.SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法

　本法は､試料タンパク質を分離すると同時に､その分子量を測定できるとい

う特微を持っている｡その原理は､界面活性剤の一つであるSDS(ドデシル硫

酸ナトリウム)でタンパク質を処理すると､SDSがタンパク質の分子量に応じ

た量比で結合することを利用している｡　SDSとタンパク質が結合すると､SDS-

61



タンパク複合体の形成によって大きな陰荷電が生じ､各タンパクが元来持って

いた荷電が無視できるようになる｡また､複合体の形状はタンパク質の形状と

関係なく､互いに類似した棒状となる｡このため､SDS一タンパク複合体は､ゲ

ル分子のふるい効果だけに依存して泳動され､複合体の分子量の違い､すなわ

ちタンパク質の分子量の大きさによって泳動速度が決まる｡したがって､分子

量が既知の標準タンパク質の泳動度と試料タンパク質の泳動度を比較すること

によって､試料タンパク質の分子量を推定することができる(平井ら､1989)｡

　本研究のタンパク質分析はヽLaemmli(1970)のSDS-ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動法に従って行った｡各泳動試料の5μ1を10%ゲルに添加し､定電流

20mAで5時間泳動した｡分離したタンパク質は銀染色法により発色させ､そ

の相対移動度から分子量を推定した｡

7-3.結果

7-3-1.各アンプロシア菌の泳動パターンと構成タンパク

　SDS-PAGEによる各アンブロシア菌のタンパク質パターンを図7-1に､ま

たその構成タンパクを表7-1に示す.Fαe�az町ca　sp.やa�i心sp.に存在

するタンパクはそれほど明瞭に染色されなかったがヽj�)ra,yje//αsp.　1,　2,3,

4およびクスノオオキクイムシ飛翔成虫のmycangia内貯蔵菌は多数の明瞭なバ

ンドを持った･mycangia内貯蔵菌のバンドは31本ヽj�)ram//αsp.　1,　2,3,

4ヽj)αec心gタca　sp.およびQ�i面　sp.のバンドはそれぞれ25ヽ37ヽ28ヽ14ヽ

16本存在し､合計75種類の分子量を持つバンドが検出された｡

　mycangiaから直接培養した菌に存在したバンドはす^゛てヽj/油ra�/α　sp･

1のバンドと一致した.このことはヽクスノオオキクイムシのmycangia内で貯
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蔵ヽ運搬されている菌がヽ坑道内で繁殖している.4�)ra,yie//αsp.　1と全く同一

種であることを明示している.またヽjz油ra,yje//α　sp.　1とjz油ra,yje//α　sp･

3は､よく類似した泳動パターンを示し､その主成分となる構成タンパクはとも

に分子量38.8kDaと推定された.これに対してヽj�･ra吻//α　sp.　2および

jz油raje//αsp.　4の主要タンパクの分子量はそれぞれ27.2kDa､38.0kDaであっ

た.またヽjz油ra,yie//αsp.　2には24.2kDaヽ.4z油z'a,yie//αsp.　4には41.2kDaと

48.4kDaの分子量を持つ特微的なバンドがそれぞれ検出された｡すべての

j�7ra�/αspp.に共通するバンドはヽ分子量55.2kDaと59.3kDaのタンパク質

のみであった｡

7-3-2.アンプロシア菌間の類縁度

　各アンブロシア菌に存在するタンパク質の組成(表7-1)に基づき､Coats

erα/･(1990)の方法によってアンブロシア菌間の類縁度あるいは相違度を比較し

た(表7-2)｡すなわち､2つの菌株を比較して一方のみに存在するバンド

の総数を算出し､この数を相違度として2つのアンブロシア菌間の類縁性を表

す指標とした｡つまり､この相違度が小さい(バンド数が少ない)ほど､比較

した菌株間の類縁度は高いと考えることができる｡

　この結果ヽmycangia内貯蔵菌とj�･z･a,yje//α　sp.　1との相違度が最も小さくヽ

またjz油rg�/αsp.　1とjz油ra,吏//αsp.　3はヽその他の菌株間よりも類縁度が

高いことが明らかになった｡
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7-4.考察

7-4-1.アンプロシア菌の化学的分類法としてのタンパク質分柝

　Batra(1966)の提唱した主要アンブロシア菌(PAF)と副次的アンブロシア菌

(AAF)は､Nakashima　erα/･(1987)や本研究で示されたように(第4､5章)､

キクイムシの成育段階に伴う共生菌の種構成やその相対的優占度の変遷を調査

することによって比較的明確に判別することができる｡そして､分離された

PAFの同定は､人工培地上で分離菌の生殖器官を形成させ､その諸形質を観察

するか(Batra,1967;　Haanstad　and　Norris,　1985;　Nakashima　er　α/.,1987)､最

近ではNakashima(1989)ヽNakashima　er　α/.(1992)や本研究のように(第4

章)､坑道内における自然状態の共生菌をSEM観察することによって､それぞ

れの形態的特微をBatra(1967)やBarnett　and　Hunter　(1987)などのモノグラフ

と照合することによって行われてきた｡しかし､検索表に掲載されている菌種

自体が少なく､また観察者がその形態的あるいは培養的性質を客観的に判断す

ることが難しいために､アンブロシア菌の正確な分類､同定は､とくに種のレ

ベルにおいては非常に困難であり､本研究においても種名まで特定できなかった｡

　さらに､アンブロシア菌はその存在場所によって異なる生育形式を示すこと

が知られている(Batra,1967;　Beaver,　1989).すなわちヽ本研究でも明らかに

なったように坑道内ではモニリオイド状となり分生子を形成するがヽmycangia

内では酵母状の形態で存在している(第4､5章).この多形態性(pleomor-

phism)はヽアンブロシア菌の同定をより一層困難にしヽまた養菌性キクイムシ

の研究発展の大きな障害となってきた(Cooke　and　Rayner,　1984;　Nakashima　E｡/.,

1992)･

　今回用いた電気泳動法により､クスノオオキクイムシの副次的共生菌
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(AAF)であるj)αe�asyca　sp.やQ�i心　sp.とヽ各キクイムシの主要共生菌

(PAF)であるjz油raje//αsp.　1,　2,3,4との間にヽバンドの数とその発色量に大

きな差異のあることが明確になった｡また､各キクイムシと共生するj｡扮｡m//α

spp.がそれぞれ独自の泳動パターンを示すことも明らかになった.これらの結

果は､アンブロシア菌のタンパク質分析が､PAFとAAFとを分類し､またPAF

を同定する上で有効な一手段となることを示唆している｡さらに､各アンブロ

シア菌のタンパク質パターンから菌株間の相違度を定量的に算出することもで

きることから､単に形態や生理的性質の類似する菌種の分類､同定に有効であ

るだけでなく､その類縁関係の解明をも可能にするものと考えられる｡

　近年では､新しい化学的分類方法として､アンブロシア菌の補酵素Q(ユビ

キノン)システムによる分類も試行されている(Yamada　er　α/･,1987).今後ヽ

従来の形態的分類体系を再検討し､これと並行して化学的分類方法をさらに発

展させていけぱ､アンブロシア菌の分類や同定はより簡単なものとなり､さら

にはその系統発生や種分化の機構に関してもより多くの情報が得られるものと

思われる｡

7-4-2.J�,raie11α属のキクイムシ種特異性

　調査地内に生息する4種の養菌性キクイムシ､クスノオオキクイムシ

(寿/θsαz�rz45剤凶1αΓs)ヽミカドキクイムシ(Sc叫r叩/α卯z4,s�知必)ヽノ`ヽネミ

ジカキクイムシ(xy/θsαzzjrz4ぶ　　わreW,y)ヽサクキクイムシ(jり/ag�a,y

　　　　　　　　　　犀

cΓα,白ga/･4,y)はヽ共通の寄主木であるシロモジに穿入しヽその樹体内に形成し

た各坑道内でj�･ra斑//α属の共生菌をPAFとして利用している(第4章;衣浦らヽ

1990;　Kinuura　Erα/･,1991).そしてヽいずれのPAFもモニリオイドチェーンと

呼ぱれる分生子柄を備え､この形態が先細りにならないという特徴を持ってい
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る｡しかし､異なる種類のキクイムシの坑道内で繁殖するj�,,･｡5�/α属が､異

なる分生子形態を示すことがSEM観察により確認されており(Nakashima　erα/･,

1992)ヽ今回のSDS-PAGEによっても各キクイムシと共生するjsゎra,吻//α属

は明らかに異なる泳動パターンを示した｡したがって､これらのj�,ra池//α属

はそれぞれ異なる種であることが示唆され､また養菌性キクイムシは､同一地

域の同種の寄主木に穿入しながらキクイムシの種ごとに異なるj�,rgie陥

spp･ヽすなわち種特異的なPAFと共生関係を結んでいることが推察される.

　またヽミカドキクイムシのPAFであるj/油ram//αsp.　2の主要タンパク質はヽ

その分子量が他のjz油ra,yiE//α　spp.よりも明らかに小さくヽこのことは

jz油raje//αsp.　2が他のjs扮a�/αspp.と系統的にかなり疎遠であることを示

唆している.そしてヽjg扮aje//αsp.　2がSc的･r叩/妁仰4jこ属するミカドキク

イムシの共生菌でありヽ他のjz油ra,y�/αspp.がいずれもみ/ag�r回属のキク

イムシ類と共生していることから､Francke-Grosmann(1967)のいうキクイム

シとその共生菌との近縁性の一致､すなわち分類学上近縁なキクイムシではそ

の共生菌も近縁である可能性が示唆された｡また､同じ乃/｡g�,･z4s属のキクイ

ムシ間でも､クスノオオキクイムシとハネミジカキクイムシのPAFである

j�)rg�/αsp.　1とj�7ra�/αsp.　3の類縁度はとりわけ高くヽこのことはク

スノオオキクイムシが゛ネミジカキクイムシのj�)ra,yie//αsp.　3を利用できた

という飼育実験の結果(第6章)を裏付けるものであった｡

　以上のことからヽ各キクイムシの主要共生菌(PAF)である.4�7ra,yje//α属はヽ

キクイムシの種に特異的な共生菌でありながら､その類縁性の程度は共生する

キクイムシの分類学上の近縁度や生理､生態により微妙に異なるものと推察さ

れる｡
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第8章　総合考察

　本章では､これまでの調査および実験の結果をもとに､クスノオオキクイム

シとアンブロシア菌との共生機構について包括的に議論する｡まず､本種の

mycangia内への共生菌の取り込みから放出に至る過程を微生物生態学的に考察

し､その食物資源の獲得と配分の方法からキクイムシ側の繁殖戦略を論じた｡

また､キクイムシの生態的特微と共生するアンブロシア菌との関連性およびそ

の種特異性の成立過程については､他種のキクイムシ類との比較を通して進化

生態学的に考察した｡さらに､キクイムシとアンブロシア菌との共存を支える

仕組みとその相互作用を総括しヽまた両者の共生機構の特徴を共生(symbio-

sis)の定義に従って詳細に検討した.

8-1.クスノオオキクイムシの繁殖戦略

8-1-1.共生菌の獲得､維持､接種戦略

　生物は､個体自身の生命活動を維持するために､また子孫を増やす繁殖活動

を行うために無機物あるいは有機物を栄養源として利用しなけれぱならない｡

そして生物は､冬の寒さや乾季の乾燥といった物理的環境要因､あるいは他種､

同種生物との競争といった様々な相互関係に適応しながら､この栄養源の獲得

のために様々な戦略をとっている｡動物の採餌戦略は､その生活史､すなわち

配偶子の産出から出生､成長､生殖､死亡に至るまでの一連の過程における生

活史戦略の中でも重要な位置を占める(Pianka,1978)･

　養菌性キクイムシの場合､アンブロシア菌と呼ぱれる菌類が食物資源であり､
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この共生菌を摂食することによって､成虫は卵あるいは精子という配偶子の生

産が可能となり､その子孫もまた成長のためのエネルギーを獲得することがで

きる｡しかし､多くの動物､昆虫類が大量のエネルギーと時間を食物の探索に

費やしているのに対して､養菌性キクイムシは時空間的に変動する食物資源を

比較的容易に獲得しているものと考えられる｡その理由は､彼らが成虫体内に

胞子貯蔵器官(mycangia)を備えておりヽ共生菌の胞子がこの器官により保護ヽ

運搬されているからである｡

　本研究によって､養菌性キクイムシの一種であるクスノオオキクイムシの

mycangiaの形態と機能について数多くの知見が得られた.これらの結果を総合

すれぱヽ本種がmycangia内へ共生菌を取り込みヽ維持しヽそして坑道内へ放出

する方法､すなわち食物資源を獲得するための戦略は､以下のようなものと推

察される(図8-1)｡

　①新雌成虫は､脱蛸して間もない未成熟な時期に坑道内壁に存在する共生菌

を無作為にmycangia内に取り込む.この共生菌の獲得はヽ前胸背と中胸背の間

からmycangiaを反転ヽ露出させヽ菌の胞子や菌糸を付着して取り込むと考えら

れる｡

　②成熟新成虫期ヽmycangia内に取り込んだ共生菌はヽ一時的に食物資源(PAF)

であるj/油ra,yie//αsp.のみが選択的に培養される.

　③越冬期に入ると､PAFは質的､量的に衰退し､取り込み時に存在した副次

的共生菌(AAF)が優占種となる.

　④飛翔期が近づくと､PAFが再び優占的に活性化､増殖する｡この選択的培

養は継続的であり､この時期のPAFは最も多量に存在する｡

　以上のようなPAFの選択的培養あるいはAAFの繁殖抑制の発現は､温度によ

り制御されている｡その至近的要因としては､キクイムシの生理的活性が上昇
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することによって起こると考えられるmycangiaの付属腺からの分泌物､また

PAF自体の繁殖とPAFの生産する抗生物質による影響が考えられる｡

　⑤新たな寄主木に穿孔した成虫は､活性化したPAF貯蔵胞子の大部分を産卵

期までにmycangia内から坑道内へ放出する.この放出はヽmycangiaを圧迫し

て､開口部から搾出した胞子塊を坑道内壁に接着､塗布することによって行わ

れるものと思われる｡

　⑥PAFの接種後､成虫はこの菌の繁殖あるいは子孫の養育に専念するが､次

世代の成育とともに次第にその生理的活性が低下し､死に至る｡成虫の衰弱に

伴いヽmycangia内に残存するPAFの活性も低下してやがて死滅するものと思わ

れる｡

　⑦親成虫の用意したPAFを摂食して成育した次世代は､脱蛸後に親成虫が

行ったように坑道内の共生菌をmycangia内へ獲得する(①に戻る).

　このように本種は､幼虫時期に利用した食物資源を摂食終了時にただちに成

虫体内に取り込み､獲得した資源をその飛翔分散の季節性に合わせて選択的に

維持､増殖させることができる｡また､成虫は良質の食物が最も多くなった時

期に新しい生息地へと移動し､ここで保持している資源をさらに増産して安全

かつ確実に食物を子孫に供給することができる｡この一連の過程において､本

種にとって最もリスクの大きい作業は､新たな寄主木の発見と､この中での食

物資源の定着､増殖であると思われる｡しかし､穿入樹種の範囲を広げ､また

PAFを坑道内壁へ確実に接種し､さらには坑道部位によるPAFの繁殖力の違い

によってその接種量を調節するという適応的なPAF接種戦略を採用することに

よって､本種はこれらの諸問題を克服しているものと推察される｡

　このサイクルは､本種の繁殖の成功にとって､また本種とアンブロシア菌と

の共生関係が成立､永続するために必要不可欠なものである｡同時に､PAFで
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あるjz油ra,yje//α　sp.の生息域の拡大もこのサイクリックな共生システムの成立

によって可能になっているものと考えられる｡

8-1-2.次世代生産戦略

　生物による資源の利用を考えるには､資源の獲得と獲得した資源の利用ある

いは分配という二つの局面がある｡前述したように､クスノオオキクイムシの

資源獲得についてはそのメカニズムがおおよそ明らかになった｡本研究によっ

て得られた結果は､さらに第二の局面､すなわち本種がいかに食物資源を利用､

分配して次世代を残しているのかという点についても一つの解答を与えた｡

　親成虫はヽ坑道サイズを拡大することによって､本種の食物資筒(PAF)であ

るjz油ra,yjE//αsp.の量を増大させることができる(図8-2).ここで彼らはヽ

このPAFの一部を摂食して卵巣を発育させ､資源量に応じて産卵数を調節して

いるものと思われる｡したがって､次世代の数は､親成虫の接種したPAFが坑

道内で十分に繁殖できた場合の全資源量から､この親成虫および成虫まで成育

できず途中で死亡した幼虫の摂食分を差し引いた資源量によって決まるものと

推察される｡すなわち､

　利用可能な資源量=全資源量一親成虫の摂食量一途中で死亡する幼虫の摂食量

により､次世代数が決定されているものと考えられる｡

　しかしながら､親成虫が長期間にわたって産卵し続けるために､幼虫の孵化

時期は個体間で大きく異なる｡したがって､本種の幼虫はこの食物資源を一斉

に摂食し始めるのではなく､早く産下されて早く孵化した個体から順次優占的

に利用し､またいかなる坑道内(資源量下)においても､この早く孵化した個

体ほど良質の食物資源を優占的に獲得して体サイズを大きくすることができも

のと推察される｡すなわち､本種は､親成虫の産卵様式とその孵化幼虫の発育

パターンが連結することによって､限られた食物資源量下でより大きな個体を
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効率的に生産することができるものと考えられる｡各個体の適応度(繁殖成功度:

fitness)はヽその体サイズに依存すると考えられている(Charnov,1982).本種

の次世代生産戦略は､全体の資源をある一定の個体数までが利用できるコンテ

スト型種内競争を基本とし､かつ体サイズの大きい次世代をより多く生産でき

るように資源を配分する､つまり親個体の適応度を最大化する方向に進化して

きたものと考えられる｡

　今後､さらに多くの養菌性キクイムシについて､その坑道内および

mycangia内におけるアンブロシア菌の時間的ヽ空間的な存在様式を定量的に調

査し､菌の動態と各種キクイムシの生態を照合すれぱ､共生菌の獲得からその

利用､分配といった食物資源の利用様式とそれに立脚した繁殖戦略の機構を明

らかにすることができよう｡さらにまた､キクイムシ間の多様な資源利用と繁

殖戦略の様式を比較･検討することによって､キクイムシ類の生活史の進化の

解明に重要な手がかりが得られるであろう｡

8-2.キクイムシ類とアンプロシア菌の共進化

8-2-1.キクイムシ類の生態的特徴とアンプロシア菌の類縁度について

　本研究において､クスノオオキクイムシ(寿/θsαz�r14s　剤凶/αΓs)ヽミカドキ

クイムシ(Sca叫叩/αり7･･4,y　�b必)ヽ.'`ネミジカキクイムシ(匈心g�a,y

ゎre心)ヽサクキクイムシ(寿/ag�rs　crα,血ga/･4,y)の主要共生菌(PAF)であ

るj�,,･･sje//α属の菌の化学的分類実験を行った結果､これら4種のPAFがそれ

ぞれ異なる菌種であることが明らかにされ､またPAF間の類縁関係が共生する

キクイムシの分類学上の位置だけでなく生理､生態とも何らかの関連性を持つ

可能性が示唆された.またヽNakashimaErα/･(1992)によれぱヽPAFの種類が
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各キクイムシの形成する坑道のタイプによって異なり､さらに坑道の位置に

よってPAFが異なる､すなわち複数種のPAFと共生するキクイムシも存在する

と考えられている｡

　lpinae亜科蜀･/ag�a,y属(クスノオオキクイムシヽ･'`ネミジカキクイムシ､

サクキクイムシ)とScolytoPlatypinae亜科Sca/yr叩/α印即,y属(ミカドキクイム

シ)という､系統分類学的に全く異なるキクイムシ間では､習性､性比､

mycangiaのタイプなどヽその生態的特徴に多くの相違点がある(表8-1;　衣

浦らヽ1990;　Kinuura　and　Hりii,1991).またヽ乃/ag�rs属の中でもヽサク

キクイムシの世代数､越冬段階､坑道型が他の2種と異なるのに対して､クス

ノオオキクイムシとハネミジカキクイムシの生態的特微はきわめて類似してい

る｡このようなキクイムシ間の生態的特微の相違性および類似性は､共生する

PAF間の類縁関係ヽすなわちミカドキクイムシのjs扮am//αsp.(sp.　2)が他属

の3種とかなり疎遠であり､一方クスノオオキクイムシとハネミジカキクイム

シのj/油ra,yie//αsp･(sp.　3)はその類縁度がきわめて高いこととよく一致してい

る｡

　自然界において､アンブロシア菌の存在場所は､キクイムシがその体内に備

えているmycangia内とヽ彼らが形成する坑道内のみである.したがってヽアン

ブロシア菌はキクイムシのmycangia内と坑道(樹木部位)内の諸環境に適応す

る方向に進化し､逆にアンブロシア菌を食物とするキクイムシの方も､アンブ

ロシア菌の進化の影響をこの部分において最も強く受けるものと思われる｡以

上のことから､キクイムシ類の生態的特徴の中でも､とくに坑道型や

mycangiaの類似性が高いほど共生するPAFはより近縁である可能性が示唆され

る｡

　樹皮下穿孔性キクイムシに関しては､個体群内の遺伝的変異が明らかにされ､
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またその行動､形態､分類学的位置､寄主木の樹種との関連性についても研究

が進んでいる(Anderson　er　α/･,1979;　Florence　erα/･,1982;　Sturgeon　and　Mitton,

1986;　de　Groot　erα/･,1992).養菌性キクイムシとアンブロシア菌についても､

このような遺伝子レベルでの解析を行い､両者あるいは樹木を含めた3者間の

相互関係に関する至近要因が明らかになれぱ､その共進化のメカニズムに関す

る議論はより説得力のあるものとなろう｡

8-2-2.アンプロシア菌における種特異性の進化

　キクイムシ類と菌類との共生は､樹皮下穿孔性キクイムシが靭皮部とともに

この部位に伸長してきた菌を偶然に摂食したことから始まったと考えられてい

る｡その後､キクイムシは､栄養価の低い材質部においても菌がキクイムシの

成育に必要な栄養源を分解､合成できることを利用して樹幹内部へと進出し､

捕食､寄生される危険の高い生息場所である樹皮下から逃れるとともに､その

栄養摂取比率を木材からエネルギー効率の良い菌へと次第にシフトさせていっ

た(Batra,1966;　Kirdenda11,　1983;　Beaver,　1989).つまりヽ樹皮下穿孔性キク

イムシは､新しい生態学的地位を利用することによってその食性を食靭皮部性

から養菌性へと転換させたものと考えられている｡

　これに対して､樹皮下穿孔性キクイムシと養菌性キクイムシは､腐朽材を摂

食する食材性を原始的な習性として､それぞれ独立的に進化したという説があ

る(Schedl,1958;　Berryman,　1989).すなわちヽ初期のキクイムシと菌はヽとも

に材が腐朽した後に侵入し､共存するだけの関係であったが､この中で菌の代

謝産物を利用して腐朽材をより早く発見するキクイムシが存在するようになっ

た｡この後､植物病原性のある菌と遭遇し､この病原菌を利用したり､あるい

はフェロモンを生産して仲間を誘引し､集中攻撃を行うことによって､健全木

を自力で枯死させるタイプが出現した｡さらに､この過程で菌の病原性を弱め
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ることにより樹木の誘導防御反応を抑え､栄養のある生きた靭皮部に穿入､摂

食し始めたグループが､樹皮下穿孔性キクイムシヘと進化した｡一方､枯死木

の材質部で菌との接触を繰り返すうちに坑道内で特定の菌を摂食､繁殖させる

ように進化したキクイムシが､現在の養菌性キクイムシであると考えられた｡

野淵(1974)はヽキクイムシ類の外部形態､前胃形態および生活様式に基づき､

さらに複雑､多岐にわたる生活型の進化モデルを提出している｡

　そして､本研究によって､このように進化した養菌性キクイムシが種特異的

な共生菌(PAF)を栄養源としながらもヽ他種キクイムシのPAFも利用できる潜

在能力を有することが初めて明らかにされた｡しかも､前述したように､この

利用可能な他種のPAFが自種のPAFの近縁種であり､キクイムシ同士も多くの

共通する生活様式を持つことは､キクイムシとアンブロシア菌の共進化を考え

る上で非常に興味深い事実である｡さらに､他種のPAFを利用した場合､キク

イムシの適応度(fitness)は低下するという重要な知見も得られた.これらの結

果は､キクイムシ類がどのような共進化的過程を経由してアンブロシア菌との

緊密な共生システムを成立させたのか､すなわち現在のキクイムシとアンブロ

シア菌(PAF)との種特異的な共生関係の進化ルートを説明する新しい仮説を生

み出すことができる｡ここで､以下に示すような2つの方向性を持つ仮説､1

種のキクイムシ対1種のアンブロシア菌という形の共進化説と､複数の種から

なるグループ間で起こる拡散された共進化説を提案したい｡

　まず第一の仮説はヽ1種対1種型共進化由来の種特異的共生関係(pairwise

coevolutionary　mutuilism:　以下ヽPCM)はヽキクイムシと菌類の関係が相利共

生的になる以前にすでに1対1の特殊化が起こっていたとする考え方である｡

これは､樹皮下穿孔性あるいは食材性キクイムシが､遭遇した菌類の胞子(子

実体)を高頻度に摂食することを前提としている｡すなわち､菌側は最も高い
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エネルギーを投資して形成する胞子をキクイムシに摂食されて大きな損失を受

けるため､キクイムシの食害に対する物理化学的防衛機構を発達させるように

なる｡もしこの時､胞子がキクイムシにとって十分大きい栄養価を含んでてい

れぱ､キクイムシは菌の防衛を乗り越えるような対抗手段を持つようになり､

両者の軍拡競争の結果､キクイムシの多くは特定の菌に特殊化していくものと

考えられる｡

　このような条件下では､利用される菌側にとって摂食されることは明らかに

適応度の低下を招き､逆に利用するキクイムシ側にとってはプラスとなるので､

両者の関係はキクイムシに利己的なものとなる｡ところが､キクイムシが飛翔

分散する際､偶然この菌の胞子を運ぷことによって､菌の適応度が上がる可能

性がある｡ここで､胞子を運搬されやすくするような突然変異が菌側に生じた

とすれば､その系統は､自分のクローンを摂食される損失は変わらないとして

も､その一部を新しい生息地へ定着させるという胞子分散機能を通して適応度

を高めることができる｡たとえぱ､胞子表面の粘性を大きくすることによって

キクイムシの体表に付着しやすくする形質の進化などがこれに相当する｡この

段階では､キクイムシの方は胞子を偶然に運搬しているだけであり､その適応

度には大きな変化はないが､この変異が菌の個体群中に十分広まれば菌の密度

が上昇し､この菌に特殊化していたキクイムシに大きなプラスの効果をもたら

すことができる｡このため､キクイムシの方もより積極的にこの菌を運搬する

努力を始めヽついにはmycangiaという胞子を貯蔵するための特別な器官を産出

するようになる｡そして､このような変化が蓄積することにより､両者の関係

は相利共生的な方向へ進化し､やがてキクイムシは栄養源をこの菌のみに依存

するようになるものと推測される｡このPCM仮説においては､起源となるキク

イムシ間の生活様式が類似していれぱ､遭遇する菌類の生態も共通する部分が

多いと考えられ､その後の特殊化と共進化により創出されるキクイムシとアン
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ブロシア菌も互いに近縁種となることが予想される｡

　一方ヽ多種対多種型の共進化的過程を経由して種特異的な共生関係(diffuse

coevolutionary　mutualism:　以下ヽDCM)が成立することも可能である.この

ルートは､キクイムシが胞子ではなく菌糸体を摂食することから出発する｡菌

糸の生体量は胞子よりも十分大きく､また栄養価はかなり低いものと考えられ

る｡したがって､菌糸体を摂食された時の菌側の損失は､胞子の損失に比べて

ごくわずかであると思われ､キクイムシに対する菌の防衛は起こりにくい｡ま

た､キクイムシにとっても大量の菌糸体を摂食しなけれぱ十分な栄養源が得ら

れないので､特定の菌に特殊化する必然性は低いものと考えられる｡この結果､

キクイムシと菌との初期の関係は､ともに特定の相手を持たない､またほぼ中

立的な関係であると推察される｡そして､この多対多の関係においても､ある

菌群(または1種の菌)に運搬効率を高くするような突然変異株が出現すれぱ

これらの菌の密度は大きくなり､その中立関係は相利的関係に移行し始める｡

しかし､キクイムシの栄養摂取効率は､どの菌の密度が高くなっても改善され

ないので､キクイムシ側としてはこれらの菌に特殊化することの利益は少ない｡

このため､この時点での両者の関係は少(または1)対多のままであると思わ

れる｡したがって､このような状況下でいずれかの菌がキクイムシヘの報酬を

増加させることができれぱ､その菌は運搬者を独占することが可能になり､菌

同士の種間競争においても有利となる｡この報酬の増加は､おそらく最初は菌

糸の栄養価を高めるという形で始まり､後には胞子を提供するという別の方法

が登場したものと推測される｡また､これと同調して､キクイムシ側もより大

きい報酬を与えてくれる菌を優占的に運搬する方法を発達させていくであろう｡

こうした共進化の結果､菌は多種類のキクイムシの中から自分を最も優占的に

運搬するパートナーを獲得し､またキクイムシは自分の適応度を最も大きくす

る菌と種特異的関係を構築できるものと推察される｡本研究における飼育実験

　　　　　　　　　　　　　　　　　76



によって､他種のキクイムシを成育させることのできるPAFが存在し､この菌

による他種キクイムシの適応度が自種よりも小さいことは､DCM型の進化の痕

跡を示す一端であるのかもしれない｡

8-3.キクイムシ類とアンプロシア菌の共生機構の特性

　本研究において､クスノオオキクイムシの成育に必要不可欠な主要共生菌

(PAF)はj�)ra,yje//α　sp.でありヽ副次的な共生菌(AAF)はヽシロモジを穿入樹

種とする場合に酵母類やj'αe�aり･ca　sp.であることが示唆された.また､同

一樹種内で共存する他の2属3種のキクイムシも､PAFとしてj�,,･｡sje//α属の

菌を保持し､これらの菌はキクイムシの種ごとにそれぞれ異なることが明らか

になった｡これらのキクイムシ類も､シロモジ由来のAAFとして酵母類や

j)α�/9･yca　sp.　と共生しているものと考えられているが(衣浦らヽ1990;　Kinuura

Erα/･,1991)ヽこれらの菌が本種のものと同一種であるかヽまた樹種特異的なも

のであるのかは不明である｡しかしながら､養菌性キクイムシ類の多くが､種

特異的PAFを主たる栄養源として他の数種の菌類と共存していることは間違い

なくヽいわゆる多種間共生関係(polyphilic　symbiosis)を形成しているものと考

えられる｡そして､坑道内における共生菌の遷移様式は､キクイムシの成育段

階とともに本論で示したようなモデル(第4章)によってほぽ近似でき､また

mycangia内における共生菌の挙動およびそのメカ゜ズムもヽ本章のシェマを用

いて十分説明できるものと考えられる｡さらに､本研究で得られた結果および

過去の知見を総合して､キクイムシ類と各アンブロシア菌との共生機構を

Ahmadjian　and　Paracer　(1986)の分類に基づき比較'整理すれぱヽその特性は

およそ以下のように一般化できるであろう(表8-2)｡
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　キクイムシは､PAFが樹木の材質部から分解､合成した産物を栄養源として

利用している｡木質部は､キクイムシ自身の持つ消化酵素のみでは分解困難で

あるセルロースとリグニンで構成され､また窒素分やタンパク質､ビタミン類

などの栄養分も不足している(Haack　and　Slansky,　1987).したがってヽキクイ

ムシはPAFを直接的に摂食することによって､低栄養基質から栄養価の高い食

物を効串的に獲得することができるものと考えられる｡一方､PAFは､キクイ

ムシのmycangia内で優占的に培養ヽ保護されることによりヽ風などの信頼性の

低い媒体による自然分散に比べて､安全かつ確実に新しい生息地へ運搬されて

いる｡さらに､材組織が露出して物理的あるいは化学的に侵入しやすい状態に

ある坑道内壁に直接接種され､また坑道内の諸環境をその生育に好適になるよ

うに調整してもらうことによって､PAFは坑道内でも優占的に繁殖することが

できる｡このように､PAFとキクイムシとの間には､栄養源の獲得というキク

イムシ側の利益と好適な生息地への運搬および環境変化からの保護というPAF

側の利益との交換による相利共生関係(mutualism)が成立しているものと考えら

れる｡また､この関係は生物学的機能の面からみれぱ消化･運搬共生系に相当

し､PAFが宿主であるキクイムシの細胞外に存在することから外部共生

(ectosymbiosis)に分類される.なおヽPAFはキクイムシによって明らかに生存

したまま摂食されている(biotrophic　symbiosis)･

　PAFとキクイムシはそれぞれ多くの近縁種を含んでいるが､両者の共生関係

はおそらく1対1の種特異的なものであると考えられる｡したがって､この関

係は､お互いに他者の存在なしには繁殖できない､きわめて相互依存度の高い

義務的な共生関係(obligate　symbiosis)である.そしてヽこの共生関係が義務的

であるために､両者間には共進化がより強く起こり(Boucher　er　α/･,1982)ヽそ

の結果､キクイムシは食物となるPAFを次世代に伝達するためにmycangiaとい
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う構造や機能の特殊化した胞子貯蔵器官を発達させ､一方PAF側は､他の菌類

の繁殖を抑制するような抗生物質を生産しヽまたmycangiaという特殊な環境に

適応してこの器官内での生育形式を酵母型に変化させている｡また､キクイム

シによる共生菌の獲得戦略､すなわち幼虫が自分の摂食したPAFを脱蛸直後に

坑道内からmycangia内に取り込むことによってヽ両者の共生関係はその接触場

所をサイクリックに転換させながら､ほぽ恒常的に一貫性を持続しているもの

と考えられる｡

　これに対して､AAFはキクイムシによって能動的に培養､運搬されているも

のではないと思われる｡しかし､AAFは坑道内でキクイムシと共存しており､

その成長過程でPAFほど積極的ではないものの､幼虫あるいは新成虫によって

摂食されているか､または間接的にキクイムシ体内に流入している可能性があ

る｡そして､AAFが存在してもキクイムシの正常な発育がみられることから､

AAFはキクイムシの次世代生産にそれほど不利な影響を及ぼしておらず､とく

に酵母類についてはその成長に必要な微量栄養素を供給している可能性もある｡

したがってヽAAFとキクイムシとの共生関係は原始的共同(protocooperation)

あるいは偏利共生(commensalism)と呼ぷ^゛きものでありヽ両者の関係は非義務

的かつ坑道内だけに限定された一時的なものであると考えられる｡また､AAF

がキクイムシのmycangia内で選択的に培養されずヽキクイムシの成育もAAFに

依存していないことから､AAFの多くは多種のキクイムシと共生する､つまり

両者の共生関係の種特異性は低いことが予想される｡しかし､このAAFのキク

イムシ種特異性については､多種のキクイムシのAAFを正確に同定し､その種

構成を比較することによって初めてその真偽を明らかにすることができる｡ま

た､AAFと穿入樹種との関連性や坑道内への侵入経路についても､キクイムシ
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とアンブロシア菌との共生システムを考える上で､今後明らかにすべき必要が

あろう｡

　以上述べてきたように､キクイムシはその貢献度にいくらかの差異はあるも

のの､PAFとAAFと複合的に共生していると考えられる｡そして､本研究では

明らかにできなかったが､これらの共生菌間では多様な相互作用が生じており､

この相互作用はキクイムシの存在により複雑高度化し､各共生者に何らかの影

響を与えているものと推測される｡同様に､Haanstad　and　Norris(1985)の示唆

したヽバクテリアや細菌類を含めた共生微生物複合体(mutualistic　microbia1

complex)を考えれぱヽこの複合体にさらに多くの相互作用系が存在することは

容易に想像できよう｡このような様々な相互作用の影響を受けながら､キクイ

ムシはmycangiaおよび坑道内に生息する多種多様な微生物集団とともに全体と

して持続的に共存しているようにみえる｡しかしながら､共生者同士は自分自

身の適応度を低下させてまで協力し合っているわけではなく､適応度に対する

利益が損失を相対的に上回った場合のみに協力していると考えられる｡つまり､

共生関係は自然選択の圧力がある中でそれぞれの共生者がお互いを利用し合っ

た結果としての提携に過ぎないと考えられる｡

　さらに､この共生系においては､ある共生者の作用の変化に対応して他の共

生者の形質が変化し､この変化がさらに他者の作用や形質の変化を促進すると

いう､連鎖的かつ継続的な相互適応が起こっていると予想される｡したがって､

共生系は決して固定化したものではなく､生態的条件によっては十分変化しう

る可塑的なものであり､現在のキクイムシとPAFとの種特異的共生関係も､

AAFや他の共生微生物の突然変異､あるいは新たな微生物との遭遇などにより

今後さらにダイナミックな様相を示す可能性がある｡すなわち､本論において

提出した共進化由来の種特異的共生関係(PCMおよびDCM)の成立仮説で示した
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ように､共進化の作用は共生関係の緊密性､特殊性を増大する方向に働くが､

ある共生者に対する特殊化は必ずしも促進されるだけでなく､他の共生者の移

出入や形質変異の程度によっては抑制もされうる不安定なものと考えられ､場

合によっては種特異的パートナーが置換する可能性もあると推測される｡つま

り､現在のキクイムシとアンブロシア菌との共生関係は､長い進化の過程で形

成されてきたある時間的断面での途中経過に過ぎないと考えられる｡

　養菌性キクイムシの中には､さらに多様な生態や生活様式を有するものが数

多く存在しヽまたmycangiaを備える樹皮下穿孔性キクイムシも発見されている.

今後､これらのキクイムシとその共生菌の調査を行うことによって各キクイム

シ類と共生菌との共生システムを解明し､またそれぞれのシステムを両者の連

続的な共進化系統樹上の諸段階に位置づけ､総合化することによって､キクイ

ムシ類と菌類との種分化の機構とその共進化的意義を明らかにしていきたい｡
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摘　要

　養菌性キクイムシ(ambrosia　beetle)はヽ樹木を介した昆虫と微生物との相互

関係における進化の過程でヽアンブロシア菌(ambrosia　fungi)と総称される菌類

を自分の食糧として積極的に利用する習性を獲得した昆虫群である｡本研究で

は､養菌性キクイムシの一種であるクスノオオキクイムシとアンブロシア菌の

共生機構とその適応的意義を解明することを目的として､野外調査と実験的手

法を併用した総合的な研究を行った.具体的にはヽ(1)名古屋大学農学部附属演

習林に隣接する広葉樹林(愛知県北束部)における本種個体群の生態調査ヽ(2)

その坑道内および(3)胞子貯蔵器官(mycangia)内共生菌の走査型電子顕微鏡

(SEM)観察と分離培養実験ヽ(4)本種の人工飼育実験ヽ(5)アンブロシア菌の化

学的分類実験を行った｡

　その結果､以下のことが明らかにされた｡

　(1)クスノオオキクイムシ個休群の生態的特徴

①本種は､本調査地において1年で1世代を経過した｡飛翔分散は雌成虫のみ

　が行い､7月下旬をピークとして6月下旬から9月上旬まで続いた｡性比は､

　約1:9(♂:♀)であった｡

②寄主木の樹種別にみると､シロモジヘは､本種を含む多種のキクイムシが穿

　孔した｡コハウチワカエデにおいては､本種が優占的に穿孔した｡これらの

　寄主木への単木(主樹幹)あたりの本種の穿孔数は､ウリハダカエデとリョ

　ウブよりも多かった｡リョウブヘは､他種のキクイムシ類の穿孔も少なかっ

　た｡

　　　　　　　　　　　　　　　　　　82



③本種の産卵坑道率は､ウリハダカエデ､リョウブ､シロモジ､コハウチワ力

　エデの順に大きくなり､ウリハダカエデにおける繁殖成功率は他の樹種の約

　50%以下となった｡また､ウリハダカエデにおける雌新成虫数が約2､3個

　体であったのに対し､他の樹種では平均5個体以上であった｡

④雌成虫は､水平坑道の完成後､垂直坑道を約1cm形成した時点(供試木伐倒

　後20日以内)で産卵を開始し､卵を数個ずつ塊状に産下した｡また成虫は､

　穿入孔を蜘蛛糸状の膜で封鎖することが初めて明らかになった｡

⑤孵化幼虫は､産卵開始後20日間で蛸化､羽化した｡この時期の坑道内には､

　卵から新成虫までの全成育ステージの個体が混在していた｡子孫数は､供試

　木伐倒から60日後まで増加したが､その後は雄成虫の脱出と餌不足による幼

　虫の死亡により減少した｡垂直坑道は幼虫期から蛸期にかけて約2倍に拡張

　され､幼虫の成育終了後(おそらく新成虫により)さらに延長された｡最終

　的に､本種の坑道の全長は平均6cmとなった｡

⑥全成育ステージにおいて､坑道あたりの子孫数と坑道長との間には､正の相

　関が認められた.しかしヽ回帰直線の傾き(回帰係数)はヽ卵期(O.68)`蛸

　期から新成虫期`越冬期(O.16)にかけて大きく低下した.

⑦各坑道あたりの雌蛸および雌新成虫の平均生重は､坑道長6cm以下の場合､

　極端に小さい場合があった｡また､坑道長6cmで坑道を二分し､それぞれの

　次世代の平均生重と体サイズの頻度分布を比較した｡その結果､6cm以上の

　坑道の平均生重は6cm以下のものより有意に大きかったが､体サイズの分布

　範囲はほぽ同一であった｡

⑧同一坑道内の各個体(5個体以上)の成育時期を､蛸は坑道内における新成

　虫の有無､新成虫は体色によりグループ分けし､これらの成育時期グループ

　に含まれる蛸および新成虫の生重頻度分布を比較した｡その結果､蛸､新成
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虫ともに早い時期に成育した個体の方が平均生重が有意に大きく､また生重

の範囲もより大きい方へとシフトしていた｡

　(2)坑道内共生菌

①シロモジ材の水平坑道から直接接種法により分離された共生菌は､主に

　.4z油ra,yie//α　sp･ヽ酵母類ヽj)αEc尚町ca　sp.であった.穿入･産卵期には､

　jz油raje//αsp.が優占種であったがヽその後は酵母類ヽj)αe�aり･ca　sp.が

　次第に優占的となった｡また､コハウチワカエデ､ウリハダカエデ､リョウ

　ブの穿入･産卵期の水平坑道からもjz油ra如i//αsp.が優占的に分離された.

②希釈平板法によってもヽjsゎrg�/αsP･ヽ酵母類ヽFαe�asLyca　sp.が分離

　され､坑道1cmあたりの生菌数で表された各分離菌の動態も直接接種法の結

　果とほぽ一致した.また､顕微鏡下で直接計測されたjz油rg�/αsp.の全菌

　数は､1齢幼虫期までに急増し､終齢幼虫期に大きく減少した後､新成虫期

　までその数を維持した｡

③垂直坑道の共生菌相の遷移様式は､水平坑道とほぽ同様の傾向を示したが､

　幼虫`蛸期においてj)αe�aり･ca　sp.の優占度が同時期の水平坑道よりも大

　きくヽまたjz油raje//αsp.の生菌数が1齢幼虫期から終齢幼虫期にかけて水

　平坑道ほど大きく減少しない点が異なっていた｡

④SEM観察によって明らかにされた実際の坑道内の共生菌繁殖状況は､①~③

　のようなキクイムシの成育に伴う共生菌相の動態をおおよそ反映するもので

　あった｡

　(3)mycangia内共生菌

①本種のmycangiaはヽ前胸背と中胸背の間の節間膜が陥没した一対のポーチ状
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　をなし､その開口部は虫体背面に存在した｡

②SEM観察によりヽ越冬期のmycangia内膜上にはヽ平坦な板状の物質が付着し

　ていることが明らかになった.一方ヽ飛翔成虫のmycangiaにおいてはヽ開口

　部側の菌塊表面が粘液状物質により被覆され､貯蔵胞子自体からも粘液物が

　分泌されていた｡また､開口部を閉鎮する節間膜の膜組織が隆起､肥大し､

　その表面では剰状突起物が多数形成されていることが初めて確認された｡

③未成熟新成虫および越冬成虫のmycangia内からはヽjz油ram//αsp.以外に酵

　母類ヽj)αec尚何･ca　sp.などが分離された.しかしヽその他の成育段階の成

　虫からはヽjz油ra,yje//α　sp.のみが分離された.さらにヽ蛸を無菌的に説蛸ヽ

　成熟させた成虫のmycangiaからは共生菌が分離されなかったのに対しヽ未成

　熟成虫に同様の処理を加えた場合にはヽjz油ra�/α　sp.が100%分離された.

　またヽ飛翔成虫のmycangia内からはヽ飛翔分散した寄生樹種と関係なくヽ

　jz油ra,y�/αsp.のみが分離された.

④mycangia内のjz油ra,yjE//αsp.生菌数はヽ飛翔期に最大量となりヽその後産卵

　期までに急減し､幼虫期以降はさらに減少した｡全菌数の変化もほぽ同様の

　パターンを示したが､産卵後の大きな減少傾向は認められなかった｡また､

　飛翔成虫のmycangia内では胞子の割合が極めて大きくなった.

⑤越冬成虫を5°C下に置いた場合､mycangia内の優占種は､常に酵母類と

　j)αε�olLyca　sp.であった.これに対してヽ25°C処理区ではヽす^゛ての処理

　期間においてj�,r｡sje//α　s.のみが分離された｡また､越冬成虫に5､15､　　　　　　　　　　　　　　　p

　20､25°Cの4段階の温度処理を加えた場合､20°Cおよび25°C処理区の

　jz油ra,yje//αsp.生菌数がヽ処理日数の延長とともに増加した.しかしヽどの

　処理日数においても､25°C処理区の方が20°C処理区より有意に生菌数が多く､
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また25°C処理区の胞子数のみが有意に増加した｡

　(4)クスノオオキクイムシの人工飼育

①本種の羽化個体が得られたのはヽ本種のjz油raje//αsp.　1と.'`ネミジカキク

　イムシのjsbrgjd/α　sp.　3を与えて飼育した場合のみであった.本種の

　Fαe�asLyca　sp.およびCα��αsp･ヽミカドキクイムシおよびサクキクイム

　シのj�)ra拙･//αspp.では成虫まで成育できなかった.しかしヽ羽化率は

　.4z油raiel/αsp.　1を与えた処理区(68.8%)の方カt4加brg�/αsp.　3を投与し

　た区(17.6%)よりも有意に高くヽまた雌蛸の平均生重も有意に大きかった.

②4樹種の鋸屑添加培地上で生育させたj�,,･｡斑//αsp.1によって飼育した結

　果､シロモジとコハウチワカエデの鋸屑を添加した場合のみ､羽化成虫が得

　られた｡これらの平均雌蛸重間には､有意な差は認められなかった｡

③クスノオオキクイムシの発育日数は､雌の場合､卵期が約3日､幼虫期は約

　10~14日､蛸期は約7日､卵から成虫羽化までは約22日前後であり､雄は約

　3日早く羽化した｡また､同一培養基上において､早く孵化した個体は遅れ

　て孵化してくる個体よりも確実に早く成育を完了した｡

④菌の培地上での面積を食物資源量の指標としたとき､孵化幼虫1個体あたり

　のj�)raie//αsp.　1の菌面積が10cm2まではヽ平均蛸生重ヽ蛸化率ともに菌

　面積の増加につれてほぽ直線的に上昇した｡しかし､この面積以上になると

　増加傾向は小さくなりヽ平均蛸重は9mgヽ蛸化率は80%の一定の上限値に到

　達した｡

⑤j�)ra�/αsp.1の1幼虫区では､各飼育個体の雌蛸重と蛸化するまでの発

　育速度との間に正の相関が認められた｡

86



　(5)アンプロシア菌の化学的分類

①SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法を用いて､クスノオオキクイムシ､

　ミカドキクイムシ､ハネミジカキクイムシ､サクキクイムシと共生する7種

　のアンブロシア菌のタンパク質分析を行った結果､各キクイムシのj�,rosfe11α

　spp.はヽ本種のFαe�a酌･ca　sp.やa��αsp.より多数の明瞭なバンドを持

　ち､またキクイムシ種特異的な泳動パターンを示した｡

②ミカドキクイムシのjmbrosie11αsp,はヽ他属の3種とかなり疎遠でありヽ一

　方､多くの共通する生活様式を持つクスノオオキクイムシとハネミジカキク

　イムシのj4z油z'ajE//αsp.はその類縁性がきわめて高かった.

　以上の結果を総合して､次のことが示唆された｡

①本種の主要な食物資源(PAF)はj�四,yje//αsp.でありヽ彼らはこの菌を様々

　な樹種の寄主木内に持ち込み､坑道全体をその繁殖場所としている｡しかし､

　本種の繁殖成功は寄主木の樹木成分により大きな影響を受けるものと推察さ

　れる｡

②親成虫はヽ坑道サイズを拡大することによってjz油ra�/α　sp.の量を増大さ

　せ､この資源量に応じて産卵数を調節している｡早く孵化した幼虫は､良質

　の食物資源を優占的に利用して体サイズの大きい個体となる｡このような資

　源利用様式により､本種は限られた資源量下でより大きな個体を効串的に生

　産できるものと思われる｡

③mycangia内への共生菌の獲得は脱蛸直後に行われヽ坑道内に存在する菌を非

　選択的に取り込んでいる｡その後､取り込まれた共生菌の中でPAFのみが選

　択的に培養される｡このPAFの選択的培養の発現は温度により規定され､至

　近要因としてはmycangiaの付属腺からの分泌物やPAFの生産する抗生物質に
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　よる影響が考えられる｡また､坑道内への貯蔵胞子の接種様式が､坑道部位

　によるPAFの繁殖速度の違いに対応した､適応的なものであることが示唆さ

　れた｡

④養菌性キクイムシは､同一樹木内で共存しながら種特異的なPAFと共生関係

　を成立させている｡また､キクイムシ間の生態学的特徴を比較することに

　よって､その類似性が高いほど共生するPAFはより近縁である可能性が示さ

　れた｡さらに､他種キクイムシの共生菌は自種のPAFの近縁種であれぱ潜在

　的に利用可能であるが､その場合にはキクイムシの適応度が低下することが

　初めて実証された｡

⑤④の結果に基づき､キクイムシとアンブロシア菌との種特異的な共生関係の

　進化ルートを説明する新しい仮説(PCM:　pairwise　coevolutionary　mutualism,

　DCM:　diffuse　coevolutionary　mutualism)を提案した.

⑥本研究結果をもとに､キクイムシとアンブロシア菌の共生機構の特質を明ら

　かにし､また両者の相互作用系の特徴とその成立過程を共生(symbiosis)の定

　義に従って詳細に検討した｡

88



謝辞

　本研究は､名古屋大学農学部森林保護学研究室の肘井直樹助教授の御指導の

もとで行われた｡研究の遂行から本論文の作成にいたるまで､あらゆる面にお

いて丁寧なる御教示､御助力を頂いた｡日頃よりの絶えざる御指導と激励とあ

わせて､心から深甚なる感謝の意を表したい｡

　森林保護学研究室の柴田叡ぺ教授には､本論文の作成において適切なる御指

導を賜るとともに暖かい励ましを頂いた｡ここに､心から謝意を表する次第で

ある｡また､名古屋大学農学部の只木良也教授､束京大学農学部の古田公人教

授からは､御多忙にもかかわらず､それぞれの御専門の立場から本論文に関し

て数々の貴重な御意見､御批評を頂いた｡心から厚く御礼申し上げる｡

　北海道大学農学部の中島敏夫名誉教授､飯塚敏彦教授には､走査型電子顕微

鏡(SEM)による観察方法について丁重な御指導と養菌性キクイムシに関する

様々な御教示を頂いた｡名古屋大学農学部の故西村正陽教授､柘植尚志助教授

からは､分離培養法をはじめとして菌類に関する多大なる御指導､御教示を

賜った｡また､信州大学農学部の林康夫教授､森林総合研究所の島津光明博士､

および元林業試験場樹病科長の佐保春芳博士には糸状菌類の同定について､束

京家政大学の曽根田正己教授､名古屋大学農学部の川北一人博士には酵母類の

同定について数多くの御教示を賜った｡さらに､電気泳動法については､名古

星大学農学部の柳沼利信博士､北海道大学農学部の飯塚敏彦教授､静岡大学農

学部の山田雄三教授から丁寧な御指導､貴重な御教示を頂いた｡なお､柳沼利

信博士には､実験の遂行においても多大なる御協力を頂いた｡これらの方々の

御助力が無くしては､本研究は到底達成しえないものであった｡心から厚く御

礼申し上げる｡

　　　　　　　　　　　　　　　　　89



　名古屋大学農学部附属稲武演習林の山田金二､青木重昌､今泉保次技官､稲

武町古橋会の北原宣幸氏には､演習林および調査林分の使用をはじめとして､

何かと御面倒をおかけし､また数々の御便宜を図って頂いた｡名古屋大学理学

部(現:年代測定資料研究センター)の永井ひろ美劫手､元農学部技官の小林拓

次郎氏にも､SEMの使用に際して幾多の便宜を図って頂いた｡これらの方々に

この場をお借りして心から謝意を表する次第である｡

　また､本研究に取り組むきっかけを与えて下さるとともに､数多くの御教示

を賜った森林保護学研究室の衣浦晴生博士(現:森林総合研究所束北支所)､

数々の協力と示唆に富む討論の場を与えられた浦野忠久氏(現:森林総合研究所

関西支所)､加藤一隆氏(現:関西林木育種センター)に心から厚く御礼申し上

げる｡当研究室の大学院学生の大野義徳氏､彭旭束氏､石田朗氏､福田秀志氏､

平野恭弘氏､吉田和広氏､および歴代の学部専攻学生諸氏にも､様々な形で惜

しみない御協力を頂いた｡これらの方々にも､心よりの感謝の意を表したい｡

　最後に､学部学生時から博士課程後期2年まで御指導を頂き､またつねに暖

かい励ましと御支援を頂いた名古屋大学農学部森林保護学研究室の金光桂二元

教授に､この場をお借りして改めて感謝の意を表するとともに､本論文の完成

を御報告申し上げたい｡
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図2-1.調査地の概念図.

図2-2.調査林分の概況.
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図3-1.クスノオオキクイムシ(左:雄成虫､右:雌成虫)･

　　　　　(上:頭部､Bar=2mm)

1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月

成虫の飛翔･穿入

　　　　卵

　　　　　幼虫

　　　　　　蛸

　　　　　　　　　　　新成虫

1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月

図3-2.本調査地におけるクスノオオキクイムシの生活史



VG

10mm

-EH

図3-3.クスノオオキクイムシの坑道型.

　　　　　EH:穿人孔,HG:水平坑道,VG:垂直坑道,MB:親成虫,NA:新成虫

図3-4.蜘蛛糸状の膜による穿人孔の封鎖(産卵期)･
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図3-5.クスノオオキクイムシの蛸化(雌蛸)･
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図3-6.異なる樹種､サイズの寄主木におけるキクイムシ類の穿孔数.
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図3-8.クスノオオキクイムシの坑道形成過程.

　　縦線は全坑道長の標準偏差を示す.
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図3　-12.　同一坑道内における成育時期の違いにより分類した次世代生重の相対頻度分布.

　　　蛸および新成虫の成育時期は､坑道内での共存新成虫の有無および成虫の体色の差異によっ
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　　　英字を付した各成育時期の成虫の平均生重の間にはヽMann-Whitney's　U-testおよび

　　　Kruskal-Wallis　testによる有意差(5%)がそれぞれあることを示す.
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図4-1.　坑道内への共生菌の定着(穿入期).

　　　　　(SEM:　Bar=50μm)

図4-2a.共生菌の繁殖(産卵期).

　　　　　(SEM:　Bar=50μm)
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図4　-　2　b.　Aj71わrosjeHa　sp.のモニリオイドチェーン(産卵期).

　　　　　　(SEM:　Bar=10μm)

図4-3a.共生菌の変形､剥離(幼虫期).

　　　　　　(SEM:　Bar=10μm)
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図4-3b.　粘質物質による披覆(幼虫期).

　　　　　　(SEM:　Bar=50μm)

図4-3c.　分生子上の微小付着物(幼虫期).

　　　　　(SEM:　Bar=10μm)
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図4-3d･　菌糸体の繁殖(幼虫期).

　　　　　　(SEM:　Bar=50μm)

図4-4.　新成虫期の坑道.

　　　　　(SEM:　Bar=100μm)
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117

(●)

(%)
200

100

○

(
‐
[
＼
一
)

補-

宿謳
くに



10

　
Q
}
　
　
　
　
{
n
}
　
　
　
　
4
　
　
　
　
　
ク
』

(
E
Q
`
叙
眼
o
o
一
)
剱
癩
…
'
疋
細
蛎

0

キクイムシ成育段階
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図4-6a.　垂直坑道内共生菌の動態(直接接種法).

119

(●)

(%)
200

100

○

(
'
[
＼
一
)

佃-
諧誕
く以



10

　
　
8
　
　
　
　
{
0
　
　
　
　
　
4
　
　
　
　
　
9
』

(
E
ミ
銀
瀕
a
o
一
)
謳
啜
…
S
`
細
蛎

0

キクイムシ成育段階
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　　縦線は標準偏差を示す.
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図4-6c.　垂直坑道内j/油r�e//αsp.の胞子数と菌糸数(直接牡測)

　　　　　および生菌率の変化.

　　　縦線は標準偏差を示す.
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.Ajzzわrosjejja　sp.

　　　(PAF)の量
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イムシ顧胆ク

図4-7.　坑道内における共生菌の動態を示すモデル.
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図5-1a.クスノオオキクイムシ雌成虫のmycangia(越冬期)･

　　　　　(上:前胸背､Bar=1mm)

図5-1b.越冬成虫のmycangia.

　　　　　(上:前胸背､SEM:　Bar=500μm)

　　　図中A,Bについては､図5-1d,eを参照.

　　　　　　　　　　　　122



図5-1c.越冬成虫mycangia内に付着する板状物質.

　　　　　　(SEM:　Bar=100μm)

包j　･･ai''jil　j　/　無言j
　　　yいらム煮≒くフム/でヽ
;　　　　　　●,　　･j　?j'や･ヽyがりJぐ･1

　､ヶり八グ社づヤ
　｢　ヽご埓yy汎:ヘア

yダ≒京レ4″‘い＼デ`レ7`フR
和lダ(ハ必　　釦　)ごべ
レ尚``j　,湊J･･ヽや､',i.`　･ぶyで
　　　　　L　　j'　?ヽ,鳶`jで｡､.止__　__　…._　　)__._一一一一一一

図5　-　1　d.　mycangia周辺の節間膜に付着する板状物質(図5-1bのA部の拡大).

　　　　　　(SEM:　Bar=50μm)
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図5-1e.mycangjaの前胸背基部側の節間膜(開口部を封鎖する部分)

　　　　　(図5-1bのB部の拡大)･

　　　　　(SEM:　Bar=50μm)

図5-2a.クスノオオキクイムシ雌成虫のmycangia(飛翔期)･

　　　　　(上:前胸背､Bar=1mm)
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図5-2b.　飛翔成虫のmycangia.

　　　　　　(上:前胸背､SEM:　Bar=500μm)

　　　図中Aについては､図5-2cを参照.
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　　　　　　　　　　㎜　㎜㎜　　　㎜㎜㎜　㎜

図5　-　2　c.　mycangia内の貯蔵胞子(開□部)(図5-2bのA部の拡犬).

　　　　　　(SEM:　Bar=50μm)

125



図5-2d.　飛翔成虫mycangia内の貯蔵胞子(内部).

　　　　　　　(SEM:　Bar=50μm)

　　　図中Aについては､図5-2eを参照.
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図5-2e.　貯蔵胞子の表面(図5-2dのA部の拡大).

　　　　　　(SEM:　Bar=10μm)



図5-2f.　飛翔成虫mycangiaの前胸背基部側の節間膜(開□部を封鎖する部分).

　　　　　　　(SEM:　Bar=50μm)

　　　図中Aについては､図5-2gを参照.

図5-2g.　節間膜組織の刺状突起(図5-2fのA部の拡大).

　　　　　　(SEM:　Bar=10μm)
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図5-3a.貯蔵胞子の彦出(飛翔成虫).

図5-3b.mycangiaからの貯蔵胞子の放出(飛翔成虫)･
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図5-4　a.　mycangia内共生菌の動態(直接分離法).
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図5-4　c.　mycangiaらlz油r�e//αsp.の胞子数と菌糸数(直接牡測)

　　　　　および生菌串の変化.

　　　縦線は標準偏差を示す.穿入期は水平坑道長が2cm以上と以下､産卵期は

　　　卵数が10個以上と以下の場合ににそれぞれ分類した｡
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図5-5b.　温度処理による越冬成虫のmycangia内加お�ぶ2　sp.の生菌数の変化

　　　　　(希釈平板培養法).

　　　縦線は標準偏差を示す.同一英字を付した各処理温度の生菌数の間には､

　　　Duncan's　multiple　range　testによる有意差(1%)がないことを示す.
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　　Duncan's　multiple　range　testによる有意差(1%)がないことを示す.
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　　　縦線は標準偏差を示す.同一英字を付した各処理温度の起上時間の間には､

　　　Kruska1-Wallis　testによる有意差(5%)がないことを示す.
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図6-1.クスノオオキクイムシの人工飼育に使川したアンブロシア菌.
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①未成熟成虫期　②成熟成虫期　　③越冬期 ④飛翔期

　非選択的取り込み選択的培養･抑制　培養･抑制　選択的培養･抑制の再開

　　　　　　　　　　　　(一時的)　　　　の中断　(継続的→貯蔵胞子の増加)

mycallgi8の反転?温度上昇　キクイムシの生理的活性の増大→mycangia分泌物質?

　　　　　　　　　　　　　　　Tjこj77z)rosjejj∂sp.の繁殖→抗生物質?
　　　　　　　　　　　温度低下一A･7めrosjejja　sp.質的変化???

⑤穿入･産卵期 ⑥幼虫期 ⑦蜻期

活性化した貯蔵胞子の集中的放出　菌の培養管理?生理的活性低下､死亡

　　　　mycangiaの圧迫?　　　貯蔵胞子の活性低下､死滅(質的変化?)

B　WII謂　Aj7?j!)rosjejj∂sp

図8-1.　クスノ才才キクイムシによる共生菌の獲得･維持･放出過程のシェマ.
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表2-1

測定･実験項目
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　　供試木サイズ

　　穿入孔数
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(aθara　ゐarゐjj7θΓyjs)
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表3-1. 　各寄主木におけるクスノオオキクイムシの産卵率､繁殖成功率､

雌新成虫数.

樹種 調査坑道数

シロモジ

コハウチワカエデ

ウリハダカエデ

リョウブ

産卵坑道率

繁殖成功率

(%)

(%)

　産卵坑道率゛

(産卵坑道数)

30.0%(n=69)

37.4%(n=42)

15.4%(n=12)

20.0%(n=6)

　繁殖成功率゛

(繁殖坑道数)

91.3%(n=63)

72.1%(n=3D

33.3%(n=4)

83.3%(n=5)

230

115

　78

　30

=産卵坑道数/調査坑道数

=繁殖坑道数/産卵坑道数
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暮

b

　　雌新成虫数

(平均土標準誤差)

5.0土0.5

6.7士0.9

2.5土0.6

5.4士1.2
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表3-2.　クスノオオキクイムシの発育過程.

伐倒後の日数

(調査坑道数)

　く20(n=24)

20-40(n=21)

40　-　60　(n=38)

60く　(n=22)

　生重(m9)

(平均±標準誤差)

卵

5.3±8.3

0.2±0.6

-

-

一

〇.11±0.03

(n=111)

1齢

0.2±0.6

3.1±4.5

2.2±4.1

-

-

0.64±0.30

(n=136)

坑道あたりの平均子孫数(平均士標準誤差)

幼虫
-

　2齢
-

-

0.6±1.4

0.3±0.8

-

2.58±0.72

　(n=21)

-

終齢

1.1±2.2

0.1±0.4

-

6.93±2.85

　(n=15)

雄

蛸

雌

-　　　　-

0.1±0.3　　　1.2±1.7

-　　　　　　0.3±0.9

-　　　　-

2.56±0.45　10.30±2.24

　(n=5)　(n=46)

雄

新成虫

-

0.2±0.4

0.7±0.7

一

-

1.81±0.59

(n=32)

雌

-

0.2±0.5

7.1±4.7

6.4±6.6

9.99±0.95

　(n=552)

合計

　5.5±8.6

　6.8±8.2

10.7±6.6

　6.4±6.6



表4-1.培地組成.

成分

Glucose

Potato　extract

Peptone

Yeast　extract

Malt　extract

MgS04-7H20

K2HP04

Agar

DistiHed　water

PD

20g

　4g
-

一

　一

　一

　一

　15g

1000m1

YM

培地

　10g
　一

　　5g

　　3g

　　3g
　一

　-

　15g

1000m1

CM

20g
-

10g

　5g

　
　
g
　
g

一
2
5

　15g

1000m1
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YEME

　-

　一

　一

　10g

　25g
　一

　一

　15g

1000m1
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狗θc/jalμθs　sp.

az7d/画sp.

j4励z‘りsjθjja　sp.　2

j4励msjθjja　sp.　3

j4励rasjθjj∂sp.　4

表6-1.本研究で行われたクスノオオキクイムシ人工飼育の実験計画.

アンブロシア菌種　　共生するキクイムシ種

j4励msjθjja　sp.1　クスノオオキクイムシ　PDA

クスノオオキクイムシ

クスノオオキクイムシ

ミカドキクイムシ

ハネミジカキクイムシ

サクキクイムシ

四
一
m
m
四
m
四
m

培地

PDA十シロモジ鋸屑

PDA十コハウチワカエデ鋸屑

PDA十ウリハダカエデ鋸屑

PDA十リョウブ鋸屑

PDA

PDA

PDA

PDA

PDA

飼育密度

1孵化幼虫/菌面積8　cm2

2孵化幼虫/菌面積8　cm2

5孵化幼虫/菌面積8　cm2

10孵化幼虫/菌面積8　cm2

2卵(隔離配置)/菌面積63cm2

5卵(隔離配置)/菌面積63cm2

5卵(密着配置)/菌面積63cm2

8卵(隔離配置)/菌面積63cm2

8孵化幼虫/菌面積63cm2

8孵化幼虫/菌面積63cm2

8孵化幼虫/菌面積63cm2

8孵化幼虫/菌面積63cm2

1孵化幼虫/菌面積8cm2

1孵化幼虫/菌面積8　cm2

1孵化幼虫/菌面積8　cm2

1孵化幼虫/菌面積8　cm2

1孵化幼虫/菌面積8　cm2

反復数

N

N
　
N

N

N

16

10

4
　
9
`

4

N=6

N=6

N=1

N=3

N=3

N=3

N=4

N=30

N=30

N=30

N=34

N=30



』
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a

寧

尨θcjjalycθs　sp.　クスノオオキクイムシn=30

azxが血sp.　　　クスノオオキクイムシn=30

j4励rりsjθjja　sp.　2ミカドキクイムシ

表6-2.クスノオオキクイムシおよび他種キクイムシのアンブロシア菌によるクスノオオキクイムシ孵化幼虫の飼

　　　　育結果(菌面積8　cm2あたり1幼虫).

アンブロシア菌種 　共生する

キクイムシ種

供試個体数

j4励ras/θjja　sp.1クスノオオキクイムシn=16　♀

平均発育日数(生存個体数)

蜻期

6.7(n=10)

5.0(n=D
-

-

-

-

-

-

4.8(n=

3.5(n=
-

　蜻重(mg)*

(平均±標準誤差)

合計(土標準誤差)

18.6土2.9(n=10)

15.0

-

(n=1)

-

一

-

一

一

17.3土2.3(n=4)

14.5土0.5(n=2)
-

7.59土0.5P

3.00

-

一

-

-

-

一

6.41土0.54゛)

2.14土0.13

-

幼虫期

11.9(n=10)

♂10.0(n=D

♀-

♂-

♀-

♂-

nニ30　♀-

　　♂-

j4励rasjθjja　sp.　3ハネミジカキクイムシn=34　♀12.5(n=6)

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　♂H.0(n=2)

j4励msjθjja　sp.　4サクキクイムシ n=30 ♀-

　　　　　　　　　　　　　　　　♂-

異なる英字を付した各アンブロシア菌の平均雌蜻重の間1

4)

2)

　　　-　　　　　-　　　　　　　　-

こは､t-testによる有意差(1%)があることを示す



表6-3.j4励msjθjja　sp.　1を用いた異なる孵化幼虫密度によるクスノオオキクイムシの

　　　　飼育結果.

菌面積8　cm2あたりの

　　　　幼虫数

　　(供試個体数)

1幼虫(n=16)

2幼虫(n=20)

5幼虫(n=20)

10幼虫(n=20)

幼虫期

11.9(n=10)

10.0(n=1)

10.6(n=
-

11.3(n=

9.0(n=

8.0(n=

8.0(n=

8)

4)

平均発育日数(生存個体数)

蛸期

6.7(n=10)

5.0(n=1)

5.8(n=8)
-

8.5(n=4)

一
一
　
　
一
一

n
　
n
ぐ
ぐ
0
　
0

　
参
　
　
奉4
　
7

り
り
l
　
n
乙

D

合計(土標準誤差)

18.6土2.9(n=10)

15.0　(n=1)

16.4土1.5(n=8)
-

19.8土3.9(n=4)

13.0　(n=1)

15.0土0.0(n=2)

11.0　(n=1)

　蜻重(mg)*

(平均士標準誤差)

7.59土0.5P

3.00

7.59土0.49^
-

6.54土0.241)

2.67

5.96土0.28゛

1.88

♀

♂

♀

♂

♀

♂

♀

♂ 3

D

2)

O(n=1)

*　同一英字を付した各幼虫密度条件の平均雌蜻重の間には､Duncan'　s　multiple　range　test

による有意差(1%)がないことを示す.
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表6-4.j励rasjθjja　sp.　1を用いた異なる卵密度および配置によるクスノオオキクイムシの飼育結果.

菌面積63cm2あたりの

　卵数および配置

　(供試個体数)

2卵隔離(n=8)

5卵隔離(n=30)

5卵密着(n=30)

8卵隔離(n=8)

卵期

2.9(n=7)
-

2.9(n=23)
-

3.3(n=26)
-

4.8(n=8)
-

平均発育日数(生存個体数)

　　幼虫期　　　蛸期

13.1(nニ4)

11.1(n=D

13.9(n=10)

11.1(n=3)

14.4(n=9)

10.7(n=1)

10.8(n=7)
-

6.3(n=

5.0(n=

6.0(n=

5.0(n=

6.0(n=

5.0(n=

5.7(n=
-

4)

D

5)

3)

6)

D

7)

合計(土標準誤差)

22.3士1.5(n=

19.0　(nニ

22.8土3.6(n=

19.0±0.0(n=

23.7土3.3(n=

19.0

4)

D

5)

3)

6)

(n=1

21.3士1.8(n
-

7

)

)

　蜻重(mg)*

(平均士標準誤差)

9.39土1.05^

2.83

9.03士0.80“

1.93土0.55

8.09土0.76t)

2.72

8.58士0.55“

-

♀

♂

♀

♂

♀

♂

♀

♂

*　同一英字を付した各飼育条件の平均雌蛸重の間には､Duncan'　s　multiple　range　testによる有意差(5

%)がないことを示す.
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表6-5.各寄生木の鋸屑添加培地上で生育させたj励Γθsjθjja　sp.　1によるクスノオオキクイ

　　　　ムシ孵化幼虫の飼育結果(菌面積63cm2あたり8幼虫).

樹種 供試個体数

シロモジ　　　　　n=24

コハウチワカエデ　n=24

ウリハダカエデ　　n=24

リョウブ n=32

平均発育日数(生存個体数)

幼虫期 蛸期 合計(土標準誤差)

　蜻重(mg)*

(平均土標準誤差)

♀　11.8(n=4)4.7(n=4)　16.5土1.4(n=4)　8.06士0.48

♂-　　　　-　　　　-　　　　　　-

♀　11.4(n=9)6.8(n=9)　18.2土2.1(n=9)　8.35土0.75

♂-　　　　-　　　　-　　　　　　-

♀-　　　　-　　　　-　　　　　　　-

♂-　　　　-　　　　-　　　　　　-

♀-　　　　-　　　　-　　　　　　-

♂-　　　　-　　　　-　　　　　　-

*t-testにより有意差(5%)なし.
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表7-1.各アンブロシア菌の構成タンパク質.

番号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
拘

11

ク
.
ー
}
4
5
6

1
1
1
1
1

□
椙
扨
3
創
a
3
s
a
a
訂
a
3
恥
訓
2
s
s
肺
濁
お
s
3
g
剔
Q
g
4
妬
哺
一
一
`
哺
哺
釦
創
駝
9
糾
恥
恥
g
関
s
釦
創
駝
s
s
肪
恥
町
s
ー
加
η
η
η
μ
乃

総タンパク質数

分子量

　(kDa)
-

　119,7

　111.5

　104.9

　103.8

　98.7

　91.0

　90,0

　88.3

　87,4

　84.7

　83.8

　81.4

　79.7

　78.1

　75.8

　73.5

　70.6

　S.9

　S,1

　67,1

　66.7

　64,4

　63.7

　62.5

　61.2

　59,9

　59.3

2
j
ウ
‘
j
j
j
4
一
j
4
一
4
一
j
j
溥
j
j
2
j
j
4
‥
2
j
j
j
j
j
j
j
j
j
j
7
j
ク
'
j
溥
j
j
j
j
!
j
j
j
j
J
溥
尨
4
一

詞
弱
弱
M
9
駝
引
恥
相
哺
g
む
‥
妬
g
g
4
g
e
む
一
剔
S
認
S
訂
肺
S
詑
創
創
加
3
a
一
″
一
加
加
加
a
a
μ
S
s
3
`
一
い
`
一
一
加
加
掬
恟

FMb》

會
　
曹

會

▲

▲
　
▲
゛
゛
･
▲
゛
　
一
　
▲
　
▲
　
▲

▲
▲
　
▲
　
▲

▲
゛

▲
　
　
▲
　
　
一

▲

A
　
會
　
會

▲

▲
　
　
▲

▲
　
會
　
　
會
　
　
▲
　
▲

▲
S

AI
一

會

▲
　
▲

會
會
　
會

奢

▲
　
　
▲
　
　
▲

▲
゛
　
▲
　
一

會
　
會

會

會

脅

▲

A

會

▲

▲
　
　
▲

會

▲
　
▲

　
　
1
會
3

存在するタンパク質叫
一

P　　　　　　C

奢

會

會

奢

會

脅

會

會

會

▲
　
　
一

▲

▲
　
　
゛
　
M

會

會

奢

奢
會

會

奢

會

會

奢

▲

▲

會

會

會

會

16

A2

脅
會

會

會
會

會

會

▲
▲
　
▲
　
一

會

會

會

會

會

▲

會

▲

會
會
A

脅

▲

會

25

紹
會
　
會
會
　
會
　
會
▲

會

▲
゛

▲
▲

會
　
會
　
會

▲

▲
▲
　
▲
　
會
　
會

●

會

會

會

會

A

會
　
會
　
會

▲

會

▲

會

會

▲

一
罫

“A,主要タンパク質;▲,副タンパク質;･,微量タンパク質,
叫FM,mycan91aからの直接培養株;AI,4n扮osl紬l　sp,　1;　P,　PI∂djo/71yc齢sp,;C,Cs噛加sp.;A2,初11yひsli加sp.2;　A3,　4/7?扮as/1廸sp.3;

　A4,舶わ�幽sp.4.

149

A4
-

會

▲

゛
゛
▲
゛

會

▲
　
　
一
▲

▲
゛

▲

會

會

▲

會

會

▲

A

▲

▲

會

會

會

▲

一
a
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表7-2.各アンブロシア菌間の相違度゛)の比較

剤
P
C
超
心
一
一
″

FMb〉

6
y
む
S
柁
S

1
　
　
Q
}
　
{
0
　
4
　
Q
)

Q
}
　
　
{
a
　
{
/
』
　
　
1
　
{
/
』

1
　
″
D
　
　
{
/
』

Q
一
}
　
4
　
4

8
　
9
3
　
2

35

　　　　　FM　　　　AI　　　　　P　　　　　C　　　　　A2　　　　A3　　　　A4

8)2つのアンブロシア菌は､1方のアンブロシア菌のみにタンパク質が存在する

　　場合に相違性があるとし､そのタンパク質の総数を相違度と定義した.

l)〉FM,mycan9iaからの直接培養株;AI,Ambros/e//a　sp.　1　;

　　P,　Raec//omyces　sp.　;　C,　Cand/(ya　sp.　;　A2,　j4mかros/θ//a　sp.　2;

　　A3,　Ambros/e//a　sp.　3;　A4,　Ambros/e陥sp.　4.
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表8-1.キクイムシ4種の生態的特徴の比較.

生態的特徴

　　世代

　　習性

性比(♀:♂)

越冬段階

Mycangia構造

穿人部位

フラス状態

　坑道型

クスノオオキクイムシ

xyj　osandrus　回tHatus

1年1世代(6~8月)

　1夫多妾陛

8:1

　　　　成虫

ポーチ状(前･中胸背)

　枝条部~枝条皿末端

短く軟質のチューブ状

長梯子孔(共同部屋型)

キクイムシ種

ハネミジカキクイムシ　　　サクキクイムシ

xyjosandrus　brevjs　xyjosandrus　crasjussc�us

1年1世代(5~7月)1年2世代(7~8月､9~10月)

　　1夫多妻性

　　　　10:1

　　　　成虫

ポーチ状(前･中胸怖

　　枝条部末端

短く軟質のチューブ状

長梯子孔(共同部屋型)

1夫多妻性

10:1

　　　幼虫

ポーチ状(前･中胸背)

　細幹部~枝条部

長く硬質のチューブ状

材質共同孔(共同部屋型)

　ミカドキクイムシ

Scojyt卯jatypus　mjkado

1年2世代(5~6月､8~9月)

　　　　1夫1妻性

　　　　　1:1

　　　　　成虫

　　ピット状(前胸背)

　　　　樹幹部

　　　　　粉状

個宰聖)
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表8-2.　キクイムシ類とアンブロシア菌との共生機構の特陛.

共生関係の形質

生物学的機能

相対的利益

共生者の位置

栄養共生者の生死

関係の種特具昨

相互依存度

関係の一貫性

副産物の形成

共生者の組み合わせ

キクイムシー酵母類

　　　　　　(AAF)

随伴的運搬?栄養補助?

十?0

-一一-

低い?(多種)

　低い?

　+?

細胞外

　生存

低い?(多種)

　低い?

刊寺的継続(坑道内)

なし?　　微量栄養素?

キクイムシーA紬rosieHa　sp

　　　　　　　　　(PAF)

積極的運搬･保護

　　　++

----

----

栄養補給

　++

細胞外

生存

　高い(1種のみ)高い(1種のみ)

　高い(義務的)高い(義務的)

　恨常的(町cangia内と坑道内)

mycangiaと分泌液　抗生物質

キクイムシーPaecH閲yces　sp

　　　　　　　　　(AAF?)

随伴的運搬?

　　0

----

-一一-

低い?(多種)

　低い

　共存

　+?

細胞夕i､
----

低い?(多種)

　低い?

刊寺的継続(坑道内)

なし なし


