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緒 言 

 

産業革命以来、人間の活動は次第に増大してきたが、とくにここ数十年間で

自然環境に及ぼす影響が急激に変化し、生物多様性の低下が世界的な問題とな

っている（Begon et al., 1996）。地球上では、生命の誕生以来、生物の種分化と

絶滅の歴史を繰り返してきたとされるが（Wilson, 1989; Raup, 1992; Benton 

and Twitchett, 2003）、現在の生物の絶滅の速度は、種形成の速度をはるかに上

回っているため、先例がないほど急速である（Primack, 2004; プリマック・小

堀，2008）。生物多様性は、遺伝子、種、生態系などの異なるレベルからなる機

能的階層性を備えた概念とされ、それらからもたらされる酸素生産、気候調節、

栄養循環などの生態系サービスは、人間を含めた地球上の生物や生物群集が存

続していくために不可欠である（鷲谷・矢原，1996; Daily, 1999; Purvis and 

Hector, 2000）。このような生物多様性の重要性への関心の高まりは、1992 年の

国連環境開発会議（地球サミット）からは世界的な潮流となった。同会議で採

択され、翌年日本も批准した生物多様性条約には、国家戦略の策定、保全上重

要な種や生態系の特定と監視、生息域内保全と生息域外保全の推進、外来生物

対策、環境影響評価の実施、環境教育の促進などが謳われ、世界レベルでの生

物多様性の保全と持続可能な利用に向けた流れは確実なものとなっている。 

チョウ類（狭義）は、世界的に研究者や愛好家が多いため、生息状況がよく

把握されている生物群であり、2004 年に国際自然保護連合（IUCN）が発行し

たレッドリストには、240 種（亜種を含む）以上が掲載されている（Baillie et al., 

2004）。日本では、1991 年に最初のレッドデータブックが発行された後（環境

庁，1991）、定期的に改訂作業が行われ、2012 年には第 4 次レッドリストが発

表されたが、チョウ類の絶滅危惧種は増加の一途をたどっている。チョウ類の

多くは幼虫期に特定の植物を食草とし、多様な陸上生態系に生息する（Kudrna, 

1986; 石井，1993；New, 1997）が、ヨーロッパでは、とくに植生遷移の初期段

階に生息する種が多く絶滅の危機に瀕しているとされている（Thomas and 

Lewington, 1991; Thomas and Morris, 1994）。日本においても、シバ型の草地

に生息するチョウ類の多くが危機に瀕しており、野焼きの減少や牧業の衰退な

どによる遷移の進行、さらに植林や開発による生息地の消失が衰亡の原因とな

っている（石井，2001a）。 

シルビアシジミ Zizina emelina emelina（シジミチョウ科）（以下、本種）は、
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日本の関東地方以西から種子島以北と韓国における海浜や河川敷、畦畔などの

丈の低い草地に生息し、幼虫は主としてミヤコグサ Lotus japonicus（マメ科）

を利用することが知られている（福田他，1984）。Fig. I は、日本における過去

に本種の記録があった地点について、文献等の情報から推定した現在の生息状

況を示したものであるが、全国的に衰退が著しく、絶滅の危機に瀕しているこ

とがわかる。本種が衰退した要因は、河川のコンクリート護岸化や水田の基盤

整備、草地の維持・管理方法の変化などにより、寄主植物や生息地自体が減少

したためであると考えられている（巣瀬・枝，2003；間野・藤井，2009）。この

ようなことから、本種は、環境省レッドリスト（環境省，2012）、および大阪府

レッドデータブック（大阪府，2000）ではともに絶滅危惧 I 類として掲載され

ており、埼玉県、岐阜県、愛知県、和歌山県、高知県、愛媛県ではすでに絶滅

したと考えられている（埼玉県，2008；岐阜県，2009；愛知県，2009；高知県，

2002；愛媛県，2003）。栃木県さくら市では、本種を天然記念物に指定し、採集

を規制するとともに生息環境を管理するなどの保全活動が行われている（栃木

県林務部・栃木県立博物館，2005；加藤他，2007；葛谷，2007）。 

これまで、絶滅危惧種の保全方法としてさまざまな試みがなされてきたが、

チョウ類の生態は種によって大きく異なることから、実際の保全方法を検討す

るためには、個々の種を対象とした個生態学的な研究が必要である（New, 

1997）。保全方法には、大きく分けて、本来の生息地において生物群集や個体群

を保全する「生息域内保全」と、飼育などの人工的手法を用いて施設内で増殖、

保護を行う「生息域外保全」に分けられる（プリマック・小堀，2008）。本種は

現在、環境省の生息域外保全モデル事業および野生復帰モデル事業の対象種に

なっている（自然環境研究センター，2011; Ishii and Nakamura, 2012）。生息域

外保全を含む、本種の保全方法を検討するためには、生態学的な基礎情報の収

集と繁殖における技術確立が欠かせない。たとえば、野外における発生経過や

移動性の推定、飼育繁殖のための生活史の解明などが不可欠であるが、これま

でに断片的な記録はあるものの、詳細は知られていない。また、分子遺伝学的

アプローチは、保全単位を識別する上で、効果的であると考えられているが 

（Moritz, 1994; Meffe and Carroll, 1997; Primack, 2004）、本種における集団内、

集団間の遺伝的多様性に関する研究はほとんど行われてこなかった。さらに、

さまざまな動植物において、近縁種との相互作用や交雑が絶滅の危機要因のひ

とつとして報告されており（Levin et al., 1996; Allendorf et al., 2001）、本種の配
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偶行動における近縁種の影響を明らかにする必要がある。 

しかし、日本各地の生息地が減少していく中で、近年、大阪府豊中市にある

大阪国際空港とその周辺で本種が高密度で生息していることが確認された

（Minohara et al., 2007; Ishii. et al., 2008）。この地域にはミヤコグサはまったく

見られず、本種はシロツメクサ Trifolium repens（マメ科）やヤハズソウ

Kummerowia striata（マメ科）に産卵し、幼虫が発育することが確認されている

（Minohara et al., 2007）。さらに、大阪府吹田市の市街地にあるシロツメクサ

とセイヨウミヤコグサ Lotus corniculatus（マメ科）が群生している緑地でも本

種の発生が確認されているが、ここでもミヤコグサは見られない（Minohara et 

al., 2007）。同様に、千葉県鴨川市でも、牧草地のシロツメクサを利用して本種

が繁殖している生息地がある（岩坂，2004；鈴木，2007）。一方、兵庫県南部の

水田やため池の畦畔にはミヤコグサ群落が点在し、その周辺で本種が生息して

いるが（竹井，2005）、シロツメクサの利用が報告されたことはない。これらの

ことは、生息地によって本種雌成虫や幼虫の寄主植物選好性が異なる可能性を

示唆しており、詳細な調査が必要と考えられる。また、大阪国際空港周辺で採

集された雌成虫の中には子世代が全て雌になるブルードが確認されており、

Wolbachia 属の細胞内共生細菌（以下、Wolbachia）の感染が関与している可能

性がある（Minohara et al., 2007）。Wolbachia は主に昆虫やその他の無脊椎動物

に感染し、宿主の繁殖操作を行うことで知られているが（たとえば O’Neill et al., 

1997; Werren, 1997; Bourtzis and O’Neill, 1998 など）、本種に対してどのような

影響を及ぼすのかは明らかではない。  

本研究では、本種の生態学的な基礎情報を収集するために、日本国内の千葉

県から佐賀県にかけての計14ヶ所と韓国において野外調査を行い、第1章では、

得られた個体を用いて室内飼育実験を行うことにより、本種の生活史の解明と

を寄主植物利用について調査した。第 2 章では、本種の配偶行動を生息地で観

察するとともに、近縁種の影響を考察した。第 3 章では、遺伝子解析により共

生細菌 Wolbachia の感染状況と本種への影響について調査した。第 4 章では、

ミトコンドリア DNA（以下、mtDNA）と核 DNA を用いた遺伝子解析により、

各個体群の遺伝的多様性と集団分化の程度を推定した。そして、これらの結果

に基づき、本種における保全のあり方について考察を行った。
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第 1 章の緒言 

  

生息域外保全は、生息域内保全の補完として実施するものであるため、まず

実際の生息地における現状を把握することが重要である。季節生活環の解明は、

発生時期や移動性を推定するために必要不可欠である。昆虫類は、変温動物で

あり、適温の範囲内においては、温度に比例して発育速度が増加し、発育の完

了に要する期間は短くなる（Honĕk, 1996; 桐谷，1991, 1997）。発育速度がゼロ

になる温度を発育零点と呼び、その種の発育が完了するために必要な期間と温

度の総量（有効積算温度）を推定することが可能である。また、温度が高すぎ

ても、低すぎても発育が抑制されることが知られており、昆虫類において、こ

のような不適な環境に対する適応戦略が進化を遂げてきた。たとえば、温帯域

に生息する多くの昆虫では、さまざまなタイプの休眠の存在が季節変化に適応

した生活史の維持に役立っている（Tauber et al., 1986; Danks, 1987）。不適な季

節を予知するための主な環境刺激は、日長であることが知られており、これま

でに、光周期に反応して休眠が誘導される現象（光周性）が多くの昆虫で報告

されている（Danilevsky et al., 1961）。このように発育零点、有効積算温度、お

よび光周反応をしらべ、光温図表を作成することで、ある土地における昆虫の

周年経過を推定することができる。そこで本章第 1 節では、本種の野外の季節

消長を明らかにするとともに、卵、幼虫、蛹の発育速度、有効積算温度、日長

反応を調査し、周年経過を推定した。 

また、生息域外での繁殖には、累代飼育技術の確立が必要である。しかし、

本種における飼育・繁殖技術は未確立で、とくに屋内での安定した交配には至

っていない。そこで、第 2 節では、屋内での交配方法を確立するために、さま

ざまな条件下で本種の交配を試みた。 

さらに、生息環境を明らかにするために、本種の寄主利用能力の調査が必要

である。チョウ類の 99%が幼生期に植物を食べる「植食性」であることが知ら

れている。たとえば、モンシロチョウ属はアブラナ科、キシタアゲハ族はウマ

ノスズクサ科というように、そのほとんどが狭食性または単食性で寄主の範囲

が限定されることが多いが、このようなチョウ類（植食者）とその寄主植物（植

物）の関係は、長い相互作用による共進化の歴史により形成されてきたと考え

られている（たとえば Hougen-Entzman and Rausher, 1994; Menken and 

Roessingh, 1998 など）。寄主範囲を規定する至近要因については、さまざまな
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生理学的要因の関与が考えられるが（Miller and Strickler, 1984）、主に植物が

生産する多様な 2 次代謝産物の代謝能力や感覚器から得た情報の処理能力に対

して、種ごとに限界があるためと考えられている（Bernays, 2001; 本田，2005）。

したがって、寄主植物の選択は、雌成虫による産卵と幼虫の摂食能力によって

決定される（本田，2005）。そこで、本種の複数の寄主植物を用いて、本章第 3

節では幼虫の発育を、第 4 節では雌成虫の産卵選好性を調査した。 
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第 1 節 野外季節消長と温度・日長反応 

 

方法 

野外季節消長 

野外における本種の季節消長を明らかにするために、大阪国際空港周辺の緑

地（以下、近畿-1）（Fig. 1-1-1）において 2009 年 4 月中旬～11 月下旬に原則と

して月に１回、約 1 時間本種を採集し個体数を記録した。個体群は、大阪国際

空港に隣接する約 2,000 m2緑地で、シロツメクサ、ヤハズソウなどのマメ科植

物のほか、メヒシバ Digitaria ciliaris、スズメノヒエ類などの丈の低い草本が見

られた。調査はこの緑地内を一様に歩き、目視により発見した本種成虫を昆虫

網で採集した。 

 

温度・日長反応 

第 1 節で採集した個体を生かしたまますみやかに研究室に持ち帰り、雌から

採卵した。飼育用プラスチックケース（志賀昆虫普及社製；直径 90 mm、高さ

33 mm）に本種雌成虫を 1 個体ずつ入れ、25C の長日条件（16L-8D、明期 16

時間、暗期 8 時間、以下同様）下で寄主植物を提示した。寄主植物には、シロ

ツメクサを使用し、乾燥を防ぐために切り口を湿らせたロール紙片とアルミホ

イルで包んで固定した。雌成虫の餌として 3％ショ糖液を与えた。得られた卵

は産みつけられた寄主植物とともに、産卵日ごとに小型透明プラスチックシャ

ーレ（Becton Dickinson 社製；直径 50 mm、高さ 9 mm）に分けて、20、23、

25、30℃の 16L-8D（明期 16 時間、暗期 8 時間、以下同様）、20℃の 15L-9D、

14L-10D、13L-11D、12L-12D、および 25℃12L-12D でそれぞれ飼育し、発育期

間や休眠性の有無を調査した。温度と日長の制御にはインキュベータ（日本医

化器械製作所）を用いた。ウイルスや細菌による感染症を軽減させるために、

実験前に紫外線灯（波長 253.7nm，GL20，パナソニック製）を約 1 時間照射し

た。さらに、20℃12L-12D条件で2ヶ月間飼育した個体は、引き続き20℃12L-12D

条件で飼育するグループ、25℃16L-8D 条件に切り替えるグループ、または 10℃

0L-24D条件に 2ヶ月間置いたあと 25℃16L-8D条件で飼育するグループに分け

て飼育した。 

ふ化した幼虫は同様のプラスチックシャーレに 1 個体ずつに分けて飼育した。

若齢幼虫の体長は約 1 mm であるため、シャーレに移し変える際には面相筆を
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使い、死亡させないように注意を払った。幼虫に接触する筆は、個体ごとに 99%

アルコールで消毒し、十分乾燥させたものを使用した。幼虫の餌は、2 齢まで

はシロツメクサの生葉を与え、3 齢以降は、インセクタ F-II（日本農産工業社

製）にシロツメクサの乾燥粉末を重量比で 30％配合し、調整した人工飼料を与

えて飼育した。生葉は腐敗しやすいため、適宜新しいものに取り替えた。観察

は毎日行い、ふ化、脱皮、蛹化、羽化がみられた場合はその日付を記録した。

観察は毎日行った。統計解析には、SPSS for Windows ver. 15.0J を用いた。ま

た 16L-8D で得られた発育期間（D）を下記の「積算温度の法則」（式 1）に適

用し、各発育ステージにおける発育零点（t0）および有効積算温度（K）を算出

した。 

 

 D (T－t0)＝K  （式 1） 

  

ここで、D は発育に要した日数、T は飼育温度（℃）、t0 は発育零点（℃）、K

は有効積算温度（日度）である。発育零点および有効積算温度は、発育速度（1/D）

と飼育温度の回帰直線（式 2）の係数から算出した。 

 

 1/D＝(1/K) T－t0/K （式 2） 

 

光温図表の作成 

 前述で得られた各発育ステージの発育零点、有効積算温度および休眠誘起の

臨界日長から、大阪府豊中市における生活史を推定した。本研究では、有効温

度を算出するために、気象庁（2009）に基づく 2009 年の日平均気温を用いた。

日長および薄明薄暮期には Beck（1980）の値を使用した。産卵から羽化までの

発育零点と有効積算温度を用いて、年間世代数を推定した。 

 

結 果 

野外季節消長 

 本種成虫は、4 月 30 日に雄が 2 個体確認されたあと、5 月にはまったく確認

されなかった。6～8 月にかけて個体数は増加してピークを示したが、9、10 月

には減少し、11 月にはまったく確認されなかった（Fig. 1-1-2）。このように、

本種は確認される個体数に変動はあるものの、春から秋にかけて継続的に発生
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することが明らかになった。  

 

温度・日長反応 

16L-8D 条件では、温度条件に関わらず、すべての個体が 4 齢の幼虫期を経て

蛹化し成虫になった。16L-8Dにおける卵、幼虫、蛹の平均発育期間をTable. 1-1-1

に示した。卵、幼虫、蛹の平均発育期間は 20˚C でそれぞれ 6.7、28.3、13.2 日、

23˚C で 5.0、21.4、10.1 日、25˚C で 3.8、18.5、8.1 日、30˚C で 2.7、11.8、5.6

日であった。温度が高いほど発育期間が短く、すべての飼育温度において有意

な差が認められた（p<0.05、Tukey-Kramer’s test）。 

得られた卵、幼虫、蛹の発育期間から、各発育ステージから発育速度を求め、

その直線回帰式を算出した（Table. 1-1-2）。この直線回帰式から算出した卵、

幼虫、蛹の発育零点はそれぞれ 14.0、12.4、12.7℃、有効積算温度は 41.2、217.4、

98.0 日度であった。  

 次に、卵から飼育した個体についての累積脱皮曲線を示す。25℃では 16L-8D

条件のすべての個体と 12L-12D の 99%の個体において、卵、幼虫、蛹の平均発

育日数は、それぞれ約 4、19、8 日で、発育遅延は認められなかった（Fig. 1-1-3）。

25˚C12L-12D条件の 1%の個体に発育遅延が認められた（Fig. 1-1-4）。20℃では、

16L-8D、15L-9D、14L-10D では幼虫は休眠することなく発育し、4 齢を経て蛹

化した（Fig. 1-1-5）。13L-11D では、70％の個体は発育が遅延せず、4 齢を経て

蛹化したが、残り 30％の個体で 4 齢期間が遅延し、過剰脱皮が見られた。

12L-12D では約 95％の個体で 3、4 齢期間が遅延し、5 または 6 齢になった。ふ

化後 20℃12L-12D で飼育を継続したところ、180 日後も生存していた個体が

16%、180 日以内に死亡した個体、羽化した個体がそれぞれ 65、18%（n=72）

で、最大 8 齢になる個体が確認された。ふ化後 60 日を過ぎても、蛹化せず幼虫

である個体を休眠個体とすると、13L-11D で 30％の個体、12L-12D で約 100％

の個体が休眠に入ったため、50％の個体が休眠に入る休眠誘起の臨界日長は、

約 12 時間 40 分であると考えられた（Fig. 1-1-4）。 

 20℃12L-12D 条件で休眠に入った個体を 10℃で低温処理した後に 25℃

16L-8D 条件に移し替えて飼育した場合（以下、低温処理区）と、低温処理を行

わなかった場合（非処理区）で比較したところ、低温処理区が約 2 日早く羽化

にいたった（Fig. 1-1-6）。雌雄を区別して解析すると、低温処理区すると雄が

21.6 ± 0.3 日、雌が 24.3 ± 0.6 日（平均 ± S.E.）で羽化し、低温処理を行わなか
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った場合では、雄が 23.9 ± 0.4、雌が 24.6 ± 0.5 日で羽化し、低温処理を行った

雄のみが 2.7 日、発育期間が短いことが明らかになった（p<0.05, ANOVA）。 



第 1 章 

12 

 

第 2 節 人工条件下における交配の試み 

 

方 法 

以下の方法を用いて、交尾を記録した。 

 

吹流し法 

円筒型ネット（クラーク株式会社製；直径約 25 cm、高さ約 25 cm）に、人工

条件下で羽化させた雌雄を入れ、日の当たる場所で交配を試みた（Fig. 1-2-1a）。 

 

ドーム法 

昆虫飼育ドーム（博視科学会社製 BugDorm Store；幅 60 cm、奥行 60 cm、高

さ 60 cm）に、人工条件下で羽化させた雌雄を入れ、日の当たる場所で交配を

試みた。吸蜜植物として、ムラサキツメクサ Trifolium pratense（マメ科）、ヒメ

ジョオン Erigeron annuus（キク科）などを設置した（Fig. 1-2-1b）。 

 

温室における放蝶 

橿原市昆虫館の食草栽培温室（床面積 180 m2）において 2009 年 8 月、9 月 10

日～23 日、2010 年 9 月 13 日、9 月 17 日に放蝶した（Fig. 1-2-1c）。いずれも近

畿-1 で採集した子世代成虫であった。吸蜜植物としてメキシコハナヤナギ

Cuphea hyssopifolia（ミソハギ科）などを設置した。温室内にはプランター植え

のシロツメクサを配置し、卵が確認された場合は回収してシロツメクサの生葉

を与えて飼育を行った。また、交尾が確認された場合は既交尾雌を回収し、容

器内で採卵した。 

 

大型ネットケージにおける放蝶 

2010 年 9 月 14 日、17 日に、大阪府立大学圃場のガラスハウス内に大型ネッ

トケージ（床面積 9 m2、高さ 2 m）を設置し放蝶した（Fig. 1-2-1d）。いずれも

近畿-1 で採集した子世代成虫であった。吸蜜植物として、メキシコハナヤナギ

などを設置した。 

 

生息地吹流し法 

2011 年 6 月 24 日、6 月 25 日、7 月 26 日、8 月 9 日に近畿-1 で 18 個体、8
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月 9 日に兵庫県山間部の農業用ため池周辺（以下、近畿-2）で 13 個体の雌成虫

を採集し、雌 352 個体、雄 328 個体の子世代成虫を得た（Fig. 1-1-1）。前述の

子世代成虫のうち、羽化後の日齢が浅い個体を中心に用いて、雌 77 個体を 2011

年 7 月 26 日、8 月 26 日、9 月 8 日、9 月 11 日、9 月 13 日、9 月 14 日、9 月 28

日、10 月 4 日、10 月 12 日、10 月 13 日、10 月 16 日、10 月 18 日に近畿-1 で、

雌 11 個体を 8 月 29 日、9 月 12 日に近畿-2 で、野外で採集したばかりの雄（以

下、野外雄）と円筒型ネットに 1 個体ずつ入れ、現地で交配を試みた。 

 

ハンドペアリング法 

 2007 年 10 月 11 日にハンドペアリング法を試みた。ハンドペアリングとは、

雄の腹部末端の外部生殖器を、細い面相筆の先で刺激し valva（把握器）を開

かせ、人為的に雌の生殖器と結合させる技術である。 

 

結 果 

吹流し法 

約 100 ペアを供試した結果、雄は、他個体が近づくと雌雄に関係なく、翅を

震わせて追い払う行動が見られた。雌に対してほとんど関心がなく、交尾が成

立したのは 1 ペアのみであった。 

 

ドーム法 

1 回の試行で雄と雌を約 5 個体ずつ入れ、10 回の試行を行ったが、雄は雌に

対してほとんど関心がなく、交尾は成立しなかった。 

 

温室における放蝶 

2009 年 8 月、9 月 10 日～23 日、2010 年 9 月 13 日に雌 121 個体、雄 25 個体、

9 月 17 日に雌 68 個体、雄 21 個体を放蝶した。2009 年の放蝶では、2 日後から

個体数が激減したが、5 ペアの交尾を確認した。既交尾雌 1 個体を回収し、シ

ロツメクサを提示して採卵したところ、20 卵が得られ、4 個体がふ化し、雌 1

個体と雄 1 個体が成虫となった。また、温室内に設置したプランター植えのシ

ロツメクサに雌成虫が産卵する行動が見られた。産み付けられた卵は約 60 個で、

そのうち 3 個体がふ化し、雄 1 個体が羽化に至った。少なくとも 2 卵から卵寄

生蜂が羽化した。 
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2010 年の放蝶では、吸蜜する個体が見られたものの、雄が雌に関心を示さず、

配偶行動は見られなかった。放蝶して 4 日後に生き残った雌を回収して大阪府

立大学昆虫学研究室に持ち帰り採卵を試みたが、ほとんど産卵しなかった。 

 

大型ネットケージにおける放蝶 

2010 年 9 月 14 日に雌 38 個体、雄 20 個体を放蝶したところ、放蝶直後、約

10 分間は飛翔する雄が見られたが、雌に関心を示す個体は見られず、配偶行動

は確認されなかった。9 月 18 日に、雌雄約 20 個体ずつを放蝶し再試行したが、

9 月 14 日と同様に配偶行動は観察されなかった。 

 

生息地吹流し法 

近畿-1 で 149 個体、近畿-2 で 38 個体の野外雄を雌に提示した結果、雌に関

心を示した雄個体が多く、合計 32 ペアの交尾が成立した。そのうち、近畿-1

の雌と近畿-2 の雄の組合せが 3 ペア、近畿-2 の雌と近畿-1 の雄の組合せが 3 ペ

ア成立し、異なる個体群間の交配にも成功した。雄の進行方向に雌がいるよう

に円筒型ネットを回転させることで、交尾成功率を高めた。既交尾雌を飼育用

プラスチックケース（志賀昆虫普及社製；直径 90 mm、高さ 33 mm）に入れ、

ミヤコグサ、セイヨウミヤコグサ、シロツメクサのいずれかの寄主植物を提示

し死亡するまで採卵したところ、平均 174 卵、最大 334 卵が得られ、ほとんど

の個体が死亡日まで受精卵を産卵した。平均交尾時間は約 50 分であった。 

 

ハンドペアリング法 

 2007 年 10 月 11 日に雌雄各約 20 個体を用いてハンドペアリングを試みたと

ころ、一部の雄で、valva の開閉が見られたが、結合は成功しなかった。 
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第 3 節 複数の寄主植物に対する幼虫の発育  

 

採集地と採集日 

採集地と採集日は以下の通り（Table 1-3-1）。2007 年 9 月 9 日、9 月 28 日、

10 月 20 日、10 月 21 日、11 月 3 日、11 月 4 日に関東地方（3 ヶ所、関東-1～3）、

2011 年 10 月 23 日に中部地方（1 ヶ所、中部）、2007 年 4 月 28 日、7 月 5 日、

2011 年 6 月 24 日、7 月 26 日、8 月 9 日、8 月 26 日、9 月 8 日、9 月 28 日、10

月 4 日、10 月 12 日、2012 年 5 月 12 日、5 月 20 日、6 月 24 日、7 月 28 日に近

畿地方（4 ヶ所、近畿-1～4）、2012 年 7 月 31 日に四国地方（１ヶ所、四国）、

2011 年 11 月 12 日に九州地方（1 ヶ所、九州-1）計 10 ヶ所と、2012 年 8 月 20

日、8 月 23 日に韓国（2 ヶ所、韓国-1、2）で本種雌雄成虫を採集した（Fig. 1-1-1）。

採集した雌成虫は生かしたまますみやかに持ち帰り、以下の実験に用いた。生

息地吹流し法で交配させた野外雄も持ち帰り、のちに遺伝子解析を行うために

冷凍保存した。 

 

生息環境 

生息地の特徴を以下に示した。 

関東地方南部では、やや低密度ではあるが、広い範囲で本種が確認されたた

め、河川の流域で 3 つの個体群（関東-1～3）に分けた。主なマメ科植物として

ミヤコグサ、シロツメクサなどが見られた。関東-1 と関東-2 は棚田の畦畔や牧

草地、グラウンドといったシバ型の草地を中心に、関東-3 は、海岸の砂浜とそ

の周辺の草地で本種の生息が確認された。 

中部地方（中部）では、ミヤコグサやシロツメクサが生育する一級河川の堤

防で生息しているが、個体数は少なかった。 

近畿-1 では、空港周辺の緩衝緑地と公園内のシバ型草地に高密度に生息して

おり、シロツメクサ、ヤハズソウ、コマツナギ Indigofera pseudotinctoria、コメ

ツブツメクサ Trifolium dubium などのマメ科植物が確認された。2011 年より、

ミヤコグサに特徴的な萼片と通常セイヨウミヤコグサに見られる 4～8 の花数

を持つミヤコグサ属の一種 Lotus sp.の個体群が確認された。 

近畿-2、近畿-4 では、ミヤコグサ、シロツメクサ、コマツナギが生育するた

め池の畦畔のシバ型草地で、本種の生息が確認された。 

近畿-3 の生息地はセイヨウミヤコグサ、シロツメクサなどが繁茂し、近畿-1
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の近隣に位置するが、周辺に同様の緑地がなく孤立しているため、独立した個

体群とみなした。この生息地では、2009、2010 年の調査において本種は一度も

確認されず、絶滅したと考えられる。 

四国地方（四国）では、本種は一級河川の堤防などのシバ型の草地に広く生

息し、マメ科植物は、ミヤコグサ、シロツメクサ、コマツナギがみられた。 

九州-1 では、ミヤコグサ、シロツメクサ、ヤハズソウなどが生育する一級河

川の堤防の刈り込まれたシバ型の草地に本種が生息していた。 

野外でシロツメクサの利用が知られているのは、関東-1～3（鈴木，2007）、

近畿-1、近畿-3（Minohara et al., 2007）のみである。また、いずれの生息地も

年に数回の草刈り管理が行われていたと考えられる。 

 

方 法 

まず、各個体群から採集した雌成虫の子世代の幼虫の発育を調査した。次に、

異なる個体群間における交雑個体の発育明らかにするために、野外吹流し法を

用いて近畿-1 と近畿-2 間の交配実験を行った。卵から成虫に至るまで 25～

26℃16L-8D 条件下で飼育した。幼虫の餌として、2 齢までは、ミヤコグサ、セ

イヨウミヤコグサ、シロツメクサのいずれかの生葉を与え、3 齢以降は、その

まま生葉を与えるか、インセクタ F-II（日本農産工業社製）に各寄主植物の乾

燥粉末を重量比で 30％配合し、調整した人工飼料を与えて飼育し、蛹体重と発

育日数を記録した。蛹体重は蛹化後 4 日目に電子天秤（A＆D 社製、HR-60、

最低目盛 0.1 mg）を用いて秤量した。蛹体重と発育期間に関するデータは、羽

化にいたった個体のみを用いた。その他の飼育方法は第 1 章、第 1 節と同様に

行った。なお、雌 1 個体から得られたすべての子どもを「ブルード」と称する。 

 

結 果 

野外雌の子世代 

まず、人工飼料を用いて飼育した結果を示す。日本国内の個体群における幼

虫の生存率は、ほぼすべての条件で 90%以上を示し、幼虫期に与えた寄主植物

や個体群間で差がなかった（Table 1-3-2）。25℃16L-8D 条件で飼育した中部、

近畿-1、近畿-2、四国、九州-1 の平均幼虫期間は 16～20 日を示し、近畿-1、四

国、九州-1 ではミヤコグサで飼育した個体（ミヤコ区、以下同様）よりシロツ

メ区の方が有意に短かったが、中部、近畿-2 では差がなかった（Table 1-3-3）。
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最短幼虫期間を比較すると各個体群においてミヤコ区がシロツメ区より幼虫期

間が短いものはなかった。近畿-2、九州-1 では、ミヤコ、シロツメ区ともに、

近畿-1、四国では、シロツメ区のみで、雌よりも雄の方が、幼虫期間が短かっ

た（Table 1-3-3）。蛹体重は、いずれの個体群においても各摂食区の雌雄の差は

ほとんどなく、シロツメ区よりミヤコ区のほうが有意に重かった（Table 1-3-4）。

近畿-1、近畿-2、四国、九州-1 の各個体群の比較では、幼虫期間にほとんど差

はなかった（Fig. 1-3-1）。 

蛹体重はミヤコ区、シロツメ区ともに、近畿-1 と四国は近畿-2 と九州-1 より

も有意に重かった（Fig. 1-3-2）。近畿-1 のシロツメ区と近畿-2 のミヤコ区では

有意差はなかった（Mann-Whitney U test、p>0.05）。また、関東-1、関東-2、

近畿-3、近畿-4 では比較実験を行わなかったが、26℃16L-8D におけるシロツメ

区の蛹体重を、前述の近畿-1、近畿-2、四国、九州 1 の蛹体重と合わせて比較

したところ、関東-1、関東-2、近畿-3 は近畿-1、四国と、近畿 4 は近畿-2 と九

州-1 とほぼ有意差がなかった（Fig. 1-3-3）。1 個体の幼虫期間と蛹体重を 1 プロ

ットとし、各個体群、各区の相関を見てみると、ミヤコ区では、近畿-1 の雄、

九州-1 の雌で、シロツメ区では、近畿-1 の雌雄、近畿-2 の雌、四国雌、九州-1

雄で負の相関が見られ、正の相関が見られたものはなかった（Fig 1-3-4, 1-3-5, 

1-3-6 and 1-3-7）。また、近畿-1 個体群内の蛹体重をブルードごとに比較したと

ころ有意差があった（Table 1-3-5）。韓国個体群においてもシロツメクサの人工

飼料を用いて、正常に発育することが明らかになった。 

次に、近畿-1、近畿-2 から得られた雌の子世代に生葉のみを与えて飼育した

結果を示す。幼虫の生存率は個体群、寄主植物にかかわらず、90%以上で差が

なかった（Table 1-3-6）。幼虫の発育期間については、人工飼料を与えた場合と

比較するとほとんど差はなかった（Table 1-3-7）。蛹体重は、人工飼料を与えた

場合と比較すると、有意に軽かったが（Table 1-3-8）、近畿-1 と近畿-2 間におけ

る相対的な関係性は変わらなかった。また、供試数は少ないが、近畿-1 の個体

をセイヨウミヤコグサで飼育したところ、4 個体中 3 個体が羽化し、幼虫期間

が 14～17 日、蛹体重が 35.8～43.7 mg であった。 

 

近畿-1 と近畿-2 間の交雑個体 

幼虫期間は、近畿-1 純系と近畿-2 純系で差がなく、交雑個体においても差が

なかった（Fig. 1-3-8）。蛹体重については、上述でミヤコ区、シロツメ区とも
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に近畿-1 純系は近畿-2 純系よりも重いことが明らかになっており、ミヤコ区、

シロツメ区における近畿-1 の雌と近畿-2 の雄の子世代（近畿-1×近畿-2、以下

同様）と近畿-2×近畿-1 では、それぞれ各純系のほぼ中間の値を示した（Fig. 

1-3-9）。 
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第 4 節 複数の寄主植物に対する雌成虫の産卵選好性 

 

採集地と採集日 

採集地と採集日は以下の通り（Table 1-4-1）。2007 年 9 月 9 日、9 月 28 日、

10 月 20 日、10 月 21 日、11 月 3 日、11 月 4 日に関東地方（3 ヶ所、関東-1～3）、

2007 年 7 月 5 日、10 月 22 日、2010 年 8 月 11 日、2011 年 8 月 9 日、8 月 29 日、

9 月 12 日、9 月 28 日、10 月 4 日、10 月 16 日、2012 年 5 月 12 日、7 月 28 日、

9 月 1 日に近畿地方（4 ヶ所、近畿-1～4）、2012 年 7 月 31 日に四国地方（１ヶ

所、四国）、2010 年 9 月 8 日、2011 年 11 月 12 日に九州地方（2 ヶ所、九州-1、

九州-2）計 10 ヶ所と、2012 年 8 月 20 日、8 月 23 日に韓国（2 ヶ所、韓国-1、2）

で本種雌雄成虫を採集した（Fig. 1-1-1）。採集した雌成虫は生かしたまますみ

やかに持ち帰り、以下の実験に用いた。生息地吹流し法で交配させた野外雄も

持ち帰り、冷凍保存した。 

 

生息環境 

関東-1～3、中部、近畿-1～4、四国、九州-1 については、第 3 章を参照。 

九州-2 では、ミヤコグサ、シロツメクサ、ヤハズソウ、コマツナギなどが生

育するキャンプ場や牧場などのシバ型の草地に本種が生息していた。 

 

方 法 

実験には、各個体群から採集した雌成虫とその子世代を利用した。産卵選好

性の遺伝様式を調べるために、第 2 節で述べた生息地吹流し法を用いて交配実

験を行った。また、産卵選好性に対する幼虫期の摂食経験の影響を調べた。 

各個体の寄主植物に対する選好性を調べるために、上述の飼育用プラスチッ

クケースに本種雌成虫を 1 個体ずつ入れ、25C の長日条件（16L-8D）下で寄

主植物を提示した。寄主植物には、ミヤコグサ、セイヨウミヤコグサ、シロツ

メクサを使用し、1 回の実験で、2 種類の植物の組合せを変えて同時に提示した

実験区（二者択一区）と、2 種類の植物の組合せを変えて交互に提示した実験

区（二者交互区）を設定した。二者択一区では、各寄主植物の重さが 0.15-0.25 

g になるように長さを調節した。二者交互区では、各寄主植物の重さが、

0.35-0.55 g になるように調節した。乾燥を防ぐために切り口を湿らせたロール

紙片とアルミホイルで包んで固定した（Fig. 1-4-1）。寄主植物が互いに接触し
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ないように茎部をテープで固定し、左右ランダムに配置した。雌成虫の餌とし

て 3％ショ糖液を与えた。寄主植物に産付された卵の数を成虫が死亡するまで

毎日記録し、寄主植物は毎日新鮮なものと取り替えた。 

 

結 果 

野外雌におけるミヤコグサとシロツメクサの二者択一区 

関東-1、中部、近畿-1、近畿-2、近畿-4、四国、九州-1、九州-2 で採集した雌

に、ミヤコグサとシロツメクサを同時に提示した。両種植物への産卵数を同じ

と仮定し、個体別に二項検定（p<0.05）を用いて解析したところ、近畿-2 の野

外雌では、シロツメクサに産卵した割合はほとんどの個体で 5%以下であり、

15 個体すべてがミヤコグサを選好した（ミヤコグサを選好：有意差なし：シロ

ツメクサを選好＝15：0：0 個体、以下同様）（Table 1-4-2）。九州-1 でも 3：0：

0 個体ですべての雌がミヤコグサを選好した。関東-1 では 2：1：0、近畿-4 で

は 1：1：0、四国では 11：1：0 で、ミヤコグサを選好した雌と選好性なしの雌

が混在した。一方、近畿-1 の野外雌では、7：1：5 個体で、ミヤコグサを選好

した雌とシロツメクサを選好した雌が混在した。シロツメクサに産卵の割合を

個体群別に合計すると、近畿-1 がもっとも多くシロツメクサに産卵し、続いて

九州-2、近畿-4、関東-1、四国、九州-1、中部、近畿-2 で、個体群間で有意差が

あった（Table 1-4-3）。近畿-1 と近畿-2 では各個体がシロツメクサに産卵した割

合を比較しても、近畿-1 と近畿-2 で有意差があった（Fig. 1-4-2）。韓国（2 ヶ所）

では、7 個体中 5 個体がシロツメクサに産卵した。 

 

野外雌におけるミヤコグサとシロツメクサの二者交互区 

近畿-1と近畿-2で採集した雌にミヤコグサとシロツメクサを 1日ごとに交互

に提示した。両種植物への産卵数を同じと仮定し、個体別に二項検定（p<0.05）

を用いて解析したところ、近畿-1 では 4：1：0 個体、近畿-2 では 3：0：0 個体

であった（Table 1-4-4）。近畿-1 と近畿-2 のシロツメクサに産卵した割合は、そ

れぞれ 33.2%と 0.0%で有意差が認められた（p<0.05, χ2検定）（Table 1-4-5）。 

 

野外雌におけるセイヨウミヤコグサとシロツメクサの二者択一区 

関東-1、関東-2、近畿-1、近畿-2、近畿-3、近畿-4 で採集した雌にセイヨウミ

ヤコグサとシロツメクサを同時に提示した。両種植物への産卵数を同じと仮定
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し、個体別に二項検定（p<0.05）を用いて解析したところ、近畿-2 では、5 個

体すべてがセイヨウミヤコグサを選好した（セイヨウミヤコグサを選好：有意

差なし：シロツメクサを選好＝5：0：0 個体、以下同様）（Table 1-4-6）。近畿-4

でも同様に 3：0：0 個体で、すべてがセイヨウミヤコグサを選好した。近畿-1

では 3：3：7 個体とシロツメクサを選好した個体が多かったものの、セイヨウ

ミヤコグサを選好した個体も認められた。関東-2、関東-1 では、それぞれ 4：0：

1、4：2：1 個体とセイヨウミヤコグサを選好した個体が多かったもののシロツ

メクサを選好した個体が見られ、選好性に個体差がみられた。 

野外で採集した雌成虫がシロツメクサに産卵の割合を個体群別に合計すると、

近畿-2 では 1％（n=146）、近畿-4 では 0％（n=92）であったが、関東-1 では 25％

（n=252）、関東-2 では 14%（n=132）、近畿-2 では 40%（n=86）、近畿-1 では 56％

（n=365）と生息地によって有意差があった（p<0.05）（Table 1-4-7）。ミヤコグ

サとシロツメクサの二者択一実験の結果と比較すると、近畿-1 と近畿-4 では異

なる結果となったが、関東-1、近畿-2 では同様の結果を示した（Table 1-4-8）。 

 

未交尾雌と既交尾雌における産卵数の比較 

飼育個体から採卵した結果、生涯産卵数（中央値）は未交尾雌では 2 個、既

交尾雌では 132.5 個と明らかな差があった（Table 1-4-9）。また、未交尾雌から

得られた卵は、葉面に固着せず、脱落するものが多数見られた。本種雌成虫は、

交尾を経験しないとほとんど産卵行動をとらないことが明らかになったので、

以下の産卵選好性の実験に用いるすべての飼育雌において、産卵行動を促すた

めに、野外雄と交尾させたものを使用している。 

 

飼育個体におけるミヤコグサとシロツメクサの二者択一区 

近畿-1 と近畿-2 における子世代の交配実験を行った結果、近畿-1 純系ではど

の個体もシロツメクサに産卵し、ミヤコ区では 4：0：0 個体、シロツメ区では

2：2：1 個体であった。近畿-1 個体群で合計したシロツメクサに産卵した割合

は、それぞれ、30.7%（n=840）、42.1%（n=742）であった。近畿-2 純系では、

ミヤコ区で 3：0：0 個体、シロツメ区で 1：0：0 個体、近畿-2 個体群で合計し

たシロツメクサに産卵した割合は、0.8%（n=358）、0%（n=86）で、シロツメ

クサにはほとんど産卵しなかった。近畿-1 純系と近畿-2 純系のシロツメクサに

産卵した割合は、幼虫期の寄主植物にかかわらず、有意に異なった（Tukey-type 
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multiple comparison test for proportion、p<0.05）。交雑個体におけるシロツメ

クサに産卵した割合は、近畿-1 純系と近畿-2 純系の中間の値をとった（Table 

1-4-10）。また、近畿-1 純系では摂食区による差が見られたが、近畿-2 純系と交

雑個体では、差は見られなかった。 
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第 1 章の考察 

 

温帯、熱帯・亜熱帯、広域（温帯から熱帯）に分布する 3 グループに分けて、

チョウ目とコウチュウ目について、発育零点 T0、有効積算温度 K の値を比較す

ると、熱帯・亜熱帯に分布する種は、温帯や広域分布種にくらべ高い T0を示す

傾向がある（桐谷，2012）。本種における卵、幼虫、蛹の発育零点は、12.4～14.0℃

を示し、桐谷（2012）に示されたチョウ目温帯種の発育零点の平均値より 3˚C

以上上回り、熱帯・亜熱帯種のものとほとんど差がなかった。本種は温帯に分

布するが、熱帯・亜熱帯に分布する近縁種のヒメシルビアシジミ Z. otis から派

生したとされ（Yago et al., 2008）、本種の起源が南方であることと矛盾しなかっ

た。 

これまでに知られている幼虫休眠はすべて光周期と温度の影響を受ける外因

性の休眠であると言われている（正木・矢田，1988）。幼虫休眠には、脱皮せず

に幼虫の状態でとどまるものと、蛹への脱皮ではなく幼虫脱皮を繰り返すもの

があり（Yin and Chippendale, 1979; 竹田，2007）、20℃短日条件では、最大 8

回の幼虫脱皮が観察され、本種は後者のタイプの休眠であると考えられた。過

剰脱皮では、アラタ体活性が高く、幼若ホルモンレベルが高いことにより制御

されることに起因すると考えられており（Saunders 1980; 石井，2000; 加藤・

遠藤，2005）、本種における幼虫休眠もホルモンにより制御されていると考えら

れる。これらのことから、本種は冬季に発育が遅延し休眠に入ることが明らか

になり、不適な環境を回避する戦略として、適応的であると考えられた。一方、

25℃短日条件では、ほとんど休眠に入らなかった。ジャコウアゲハ Atrophaneura 

alcinous では、幼虫期の温度が 20℃の臨界日長より、25℃の臨界日長の方が長

くなることが知られている（Kato, 2000）。また、幼虫休眠を行うベニシジミ

Lycaena phlaeas においても、20˚C では休眠に入る日長でも 25˚C ではほとんど

休眠に入らないことがわかっている（Sakai and Masaki, 1965）。このように温

度が光周反応を変更することは温帯種では普通にみられ、本種においても、温

度が休眠誘起に影響していると考えられた。 

休眠後の発育については、低温処理を行った雄が早く羽化することが明らか

になった。有意差があるものの、その差は約 2.5 日で無処理区でも正常に羽化

することから、他のチョウ目であるアメリカシロヒトリ Hyphantria cunea

（Masaki, 1977）やイチジクヒトリモドキ Asota ficus（Hirai et al., 2011）など
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と同様に、休眠消去に低温は必要ないと考えられた。低温を経験した休眠個体

のうち、雄は 25℃で 2.7 日羽化が早く、非休眠時の発育零点から計算すると、

約 32 日度早く羽化することになる。このことは、2009 年 4 月後半～5 月前半の

気温を考慮すると、雄が約 7 日早く羽化することを示す結果となった。雄が雌

よりも先に羽化を始める現象を雄性先熟といい、チョウ類ではモンシロチョウ

（鈴木，1980）や、ヤマキチョウ（Wiklund et al., 1996）などの多くの種で報

告されている。生物学的意義がさまざま議論されているが、一般的には、未交

尾雌と出会う雄の戦略と考えられている。第１節の本種の野外調査でも、4 月

下旬に雄のみが確認されたことや、Minohara et al.（2007）においても、春季

に雄が先に羽化することなどの観察と一致し、本種において春季に雄性先熟が

見られることが明らかになった。 

2009 年の近畿-1 の季節消長調査では、本種は春から秋にかけて継続的に発生

することが明らかになった。2009 年の AMeDAS の気温データ（気象庁，2009）

と、本研究で得られた発育零点、有効積算温度、臨界日長を用いて光温図表を

作成し、大阪府豊中市における最大年間世代数を推定した（Fig. 1-D-1）。野外

で最初に成虫が確認された 4 月 30 日を越冬成虫の発生日とした。その結果、第

1～第 5 世代では、幼虫期に臨界日長より長い日長条件下で発育するため、休眠

には入らず、各世代はそれぞれ最短で、6 月 17 日、7 月 14 日、8 月 7 日、8 月

31 日、10 月 1 日に羽化すると考えられた。臨界日長に達するのは 10 月 5 日と

推定され、第 6世代の幼虫期の日長は臨界日長より短くなり、日平均気温が 20℃

を下回るため、休眠に入り越冬すると考えられた。このことから最大年間世代

数は 6 世代と推定された。 

しかし、実際の発生では、休眠個体の羽化日はばらつき、成虫は数日生存す

ると考えられる。そこで、各世代の発生時期を重複させ、年間世代数と成虫の

発生時期を推定した（Fig 1-D-2）。Fig. 1-D-1 と同様に 4 月 30 日を越冬成虫の

発生日とし、Minohara et al.（2007）の結果から 5 月 10 日まで産卵が続くと仮

定した。飼育実験においては、羽化後 1 日以内に交尾し産卵可能であること、

また平均生存日数が9.1日であることが明らかになったため（坂本ら，未発表）、

産卵前期間は 0 日、成虫の生存日数は 9 日とした。各世代間の交配は仮定しな

かった。また臨界日長より日長が短い日に幼虫であった個体はすべて休眠する

と仮定した。その結果、第 1～第 4 世代は Fig 1-D-1 と同様に羽化すると考えら

れた。第 5 世代前半の幼虫期の日長は臨界日長より長いが、第 5 世代後半では
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臨界日長より短くなるため、休眠に入り、越冬すると考えられた。第 5 世代前

半から得られた第 6 世代も、幼虫期の日長が臨界日長より短くなるため、休眠

に入ると考えられた。このことから、本種は大阪府豊中市で 1 年に 5～6 世代を

経過することがわかった。成虫の発生時期については、5 月 11 日～6 月 16 日と

7月 2日～13日の 2回の密度低下期を除くと 11月 1日まで連続して発生すると

予想された。成虫の発生予想は、野外の季節消長と Minohara et al.（2007）に

ほぼ一致した。しかし、Minohara et al.（2007）では 2004 年は 11 月下旬まで

本種成虫が確認されたため、その年の気温によっては、11 月 1 日以降も発生が

続くと予想された。このように、本種では、野外の季節消長に対して温度・日

長反応から推定した周年経過が一致したため、移動性は低く、同じ生息地で繁

殖を繰り返していると考えられた。 

さまざまな条件下で交配を試みた結果、交尾の成立にもっとも優れていたの

は生息地吹流し法であった。生息地吹流し法は本実験の中で唯一野外雄を用い

た方法であり、雄の雌への関心が高かったことが交尾成立に結びついたと考え

られた。本種の飼育雄を用いた通常の吹流し法では雄の雌への関心が低く、野

外雄と飼育雄では雌への関心の程度が異なることが示唆された。また、既交尾

雌から採卵しふ化率を調査したところ、雌が生涯に産む卵数を受精させるのに、

1 回の交尾で十分であることがわかった。 

本種の既交尾雌の産卵数は未交尾雌よりも顕著に多く、未交尾雌は葉面に卵

を固着することが困難であった。チョウ類の雌は卵に与える栄養の一部を相手

の雄から得ていることが知られている（たとえば Thornhill, 1976）。精包には、

ショ糖やアミノ酸をはじめとするさまざまな栄養素が含有されており、雌の体

の維持に用いられたり（Gilbert, 1976; Boggs and Gilbert, 1979）、雌の寿命を延

ばし、産下卵数を増加させたりする働きがあるとしている（Watanabe, 1988；

Svärd and Wiklund, 1991；Oberhauser, 1992）。このことから、本種雌も、雄の

精包から産卵や固着に必要な成分を交尾雄から得ていると考えられた。未交尾

雌に寄主植物を提示してもほとんど産卵しなかったことから、産卵には交尾経

験が必要と考えられた。 

ガラス温室を用いた交配は、成功数は少なかったものの、雌雄ともに飼育個

体の交配が成立したことから、累代飼育を行う上では有用であると考えられた。

しかし、温室に設置した寄主植物に産み付けられた卵の一部からは、卵寄生蜂

の羽化が確認された。平林他（2009）と江田他（2009）は、卵寄生蜂であるメ
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アカタマゴバチ Trichogramma chilonis がオオルリシジミ Shijimiaeoides divinus 

barine の卵期におけるもっとも高い死亡要因としており、本種の場合も、卵寄

生によるふ化率の低下が累代飼育の問題点として挙げられた。卵寄生蜂は体サ

イズが 1 mm 未満で、温室内への侵入防止が困難であるため、温室内で産卵さ

せるのではなく、既交尾雌を回収し、密閉したプラスチック容器内で産卵させ

るのが望ましいと考えられた。また、放飼後、数日中に個体数が急激に減少し

たことから、ハエトリグモなど温室内で生活する捕食者による死亡要因が考え

られ、捕食者の侵入防止や駆除も必要と考えられた。 

しかし、異なる個体群間の形質の遺伝様式や共生細菌の性操作の解明には、

任意の組合せで交配することが必要である。温室や大型ケージでの放飼は、一

度に交配できる組合せが限られる。雌に標識して複数の系統を識別することは

可能であるが、雌が複数回交尾を行う可能性があるため、相手の雄を特定出来

ないことが問題点として挙げられる。このため、放飼できる雄は 1 系統に限ら

れる。また、回収しきれなかった既交尾雌や寄主植物上に産み付けられた卵な

どから、次回の実験にコンタミネーションを起こす可能性がある。一方、生息

地吹流し法は、任意の雌を交配させることが可能である。任意の雄を交配させ

ることは出来ないが、交尾後、研究室に持ち帰り、遺伝的背景を明らかにする

ことが可能である。また、一度に複数対の交配を成立させることが出来るため、

生息地吹き流し法は交配実験に有用であると考えられた。 

チョウ類の幼虫の摂食能力と雌の産卵選好には、少なからず個体差があり、

同一種内でも個体群間で顕著に差がある場合も珍しくない（たとえば、Bowers, 

1986; Nitao et al., 1991 など）。しかし、野外でよく利用されている植物種が個体

群間で異なっていても、実験的に調べてみると選好性に差が見られない場合も

ある（たとえば、Wehling and Thompson, 1997; Bossart and Scriber, 1999 など）。

本種のシロツメクサの摂食能力については、さまざまな報告がなされてきた。

中邨・田西（1988）は、兵庫県伊丹市で採集した本種の卵を持ち帰り、1 齢幼

虫から終齢幼虫になるまでシロツメクサを与えて飼育したところ、羽化にいた

ったと報告したが、福田ら（1984）によると、静岡県産の本種 1 齢幼虫にシロ

ツメクサを与えたところ、利用できずに死亡したとされ、個体群によって生存

率が異なる可能性が考えられていた。静岡県の個体はおそらく絶滅していると

考えられたため、調査を行うことはできなかったが、本研究の結果、いずれの

個体群においても生存率に差はなく、生葉や人工飼料を用いて約 90%以上の個
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体が羽化に至ったため、シロツメクサを利用可能であることが明らかになった。 

しかし、発育日数と蛹体重においては、寄主植物館で有意な差があった。幼

虫の発育日数は、1～2 日程度ではあるが、ミヤコ区よりシロツメ区の方が有意

に短くなった。蛹体重は、ミヤコ区よりもシロツメ区の方が有意に軽かった。

一般的に、寄主植物に対する利用能力が高い場合は、幼虫期間が短く、蛹体重

は重くなると考えられており（たとえば Hsiao, 1978）、各摂食区内では幼虫期

間と蛹体重の関係において、同様の傾向が見られたため、利用能力に個体差が

ある可能性が考えられた。各摂食区間では、蛹体重はミヤコ区が重くなるもの

の、幼虫期間はシロツメ区が短く、シロツメクサの利用は必ずしも不利ではな

い可能性が考えられた。また、個体群間の蛹体重が異なることから、個体群間

で各寄主植物に対する発育能力に差があると考えられた。 

京大蝶類研究会（2004）は、野外において、猪名川河川敷の個体は兵庫県南

部の個体よりも体サイズが大きいことを指摘している。猪名川河川敷は空港を

隔てて西側に位置し、近畿-1 と同一の個体群と考えられるため、猪名川河川敷

と兵庫県南部は、近畿-1 と近畿-2 の関係と見なすことができる。本研究では、

近畿-1 のシロツメ区と近畿-2 のミヤコ区の蛹体重には差がなく、京大蝶類研究

会（2004）の結果と一致しなかった。考えられる可能性として、夏場の土壌の

水分不足により、近畿-2 における野外のミヤコグサの状態はあまり良好ではな

く、より体サイズが小さくなること、また、猪名川河川敷にはセイヨウミヤコ

グサが繁茂する場所があり（Minohara et al., 2007）、それを利用した個体の体

サイズが大きくなることなどが挙げられる。 

本種に人工飼料と生葉を与えた結果、生存率と幼虫期間にほとんど有意差は

なかったが、蛹体重は生葉よりも人工飼料を与えた方が顕著に重くなった。他

の昆虫においても、人工飼料を与えた方が、タンパク質などの栄養を多量に摂

取できるため、体サイズが大きくなる例が報告されている（たとえば Bucher 

and Bracken, 1976；Cohen and Smith, 1998）。しかし、人工飼料を与えた場合

の個体群や摂食区による差は、生葉を与えた場合と相対的には変わらないと判

断された。本種の大量飼育や実験において、人工飼料は有用であると考えられ

た。 

産卵選好性については、一部の個体群ではシロツメクサに産卵することが明

らかになり、個体群間で産卵選好性が異なることが明らかになった。シロツメ

クサに産卵する個体群内でも、産卵選好性は個体によってばらつきがあること
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も明らかになった。とくに近畿-2 では、ミヤコグサとシロツメクサを交互に提

示した場合でも、シロツメクサにはほとんど産卵しなかったことから、シロツ

メクサに対する産卵能力はないと考えられる。チョウ類のいくつかの種では産

卵選好性は少なくとも Z染色体上にある 1つ以上の遺伝子によって決定されて

おり（Thompson et al., 1988; Thompson et al., 1990; Scriber et al., 1991; Scriber 

1994）、幼虫の摂食選好性や能力は、雌の産卵選好性と直接関係しない別の遺伝

子によって制御されていることも明らかになっている（Wiklund, 1975; 

Thompson et al., 1990）。一方、幼虫期に利用した植物に雌が産卵選好を持つ傾

向が見られる昆虫種が報告されているが（Hopkins host selection principle）

（Hopkins, 1916）、チョウ目ではそのような例は確認されていない。本研究の

結果から、近畿-1 の合計卵数を比較すると、シロツメ区の方がシロツメクサに

多く産卵することを示したが、選好性には個体間でばらつきが見られたため、

幼虫期の餌による選好性の変化は認められなかった。このことから、産卵選好

性は遺伝的に決定されていると考えられた。 

ミヤコグサとシロツメクサ、セイヨウミヤコグサとシロツメクサの二者択一

実験の結果は、ほとんど差がなかったことから、本種はセイヨウミヤコグサに

対して、ミヤコグサとほぼ同様に産卵可能であることが明らかになった。セイ

ヨウミヤコグサはミヤコグサの一倍体または二倍体の同属種であることを考慮

すると（清水，2003）、植物体に含まれる化学物質はほとんど差がないと考えら

れた。しかし、近畿-4 では異なる結果となった。近畿-4 では、1 個体のみが、

シロツメクサに多く産卵し、その他の個体は、シロツメクサにほとんど産卵し

なかったことから、シロツメクサに産卵可能な雌が個体群内に低頻度で存在す

ると考えられた。 

本種におけるシロツメ区の蛹体重と総産卵数には正の相関があり、シロツメ

区よりもミヤコ区の方が、総産卵数が多かった（Fig. 1-D-3）。他の昆虫類にお

いても蛹体重とその子の数に相関があり、蛹体重を雌の繁殖力を測る指標とし

ている（たとえば Armbrustera and Hutchinsona, 2002; Zhang et al. 2012 など）。

すなわち、体サイズが大きい雌ほど、高い繁殖力を持つと言える。また、産卵

数の増加は、種内の競争だけでなく、第 2 節で見られたような寄生圧に対して

も有利に働くと考えられる。これらのことから、いずれの個体群においてもシ

ロツメクサよりもミヤコグサを利用する方が、適応度が高いことが明らかにな

り、野外においては、シロツメクサを利用する近畿-1 個体群は、ミヤコグサを



第 1 章 

29 

 

利用する近畿-2 個体群と同等かそれ以上の適応度を持つと考えられた。 

関東-1、関東-2、近畿-1 では、産卵選好と幼虫の発育の両結果から、シロツ

メクサを利用することが明らかになり、野外の寄主植物利用状況と一致した。

また、中部、近畿-2、近畿-4、九州-1 では産卵選好性が制限要因となり、シロ

ツメクサを利用できないと考えられ、これも野外の観察と一致した。四国の個

体群では、体サイズも大きく、シロツメクサを利用して十分に発育することが

明らかになったが、シロツメクサへはほとんど産卵せず、野外での利用は困難

と考えられた。九州-2 では、野外でシロツメクサを利用しているという報告は

ないが、産卵選好実験の結果から、野外で利用している可能性は否定できなか

った。以上のように、成虫と幼虫の寄主植物に対する利用能力は、必ずしも対

応しないことが明らかになった。また、野外でシロツメクサの利用が報告され

ている個体群では、シロツメクサへの産卵能力を有していることと体サイズが

大きいことが示され、シロツメクサの野外での利用にはどちらの形質も必要で

ある可能性が考えられた。他のチョウ類でも、植物に対する親と子の感覚応答、

選好性に差があり、幼虫が前適応しているにも関わらず、母親の過剰防衛によ

って寄主範囲が限定されている例が知られている（Smiley, 1985; Honda and 

Hayashi, 1995a 1995b）。雌の産卵能力が寄主範囲を制限するのは、幼虫の移動

性には限界があり、適した植物にまで移動することが困難であるからである

（Thompson and Pellmyr 1991; Zalucki et al. 2002; Rhainds et al. 2008）。 

本種では、いずれの個体群でもシロツメ区よりミヤコ区の体サイズが大きく、

ミヤコグサに対する発育と繁殖力は高いと考えられたが、近畿-1、関東-1、関

東-2、関東-3 では、シロツメクサに産卵していた。幼虫が利用できる寄主植物

が複数ある場合でも、理論的には、母親は、子の生存率、繁殖率がもっとも高

くなる植物に産卵するはずである（Awmack and Leather, 2002）。しかし、幼虫

の発育に適さない植物に産卵選好を持つ種も知られており、幼虫が寄主植物に

対して生理学的な利益をもっていなくても、植物に関連する天敵を対処するの

に適している可能性があることや、幼虫の進化が成虫よりも遅れていることな

どから説明されている（Ohsaki and Sato, 1994; Forister, 2004）。本種では、シ

ロツメクサに産卵選好を持つ個体群では、ミヤコグサがほとんど生育しない環

境であることから、ミヤコグサの有無とシロツメクサへの産卵能力は関連して

いると考えられる。 

以上のような第 1 章の結果から、本種は、1 年に 5、6 世代発生し、冬季に幼
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虫で休眠に入り、移動性が低いことがあきらかになった。また、人工条件下に

よる繁殖では、野外で採集した雄個体が有用であることが判明した。さらに、

いずれの個体群でもミヤコグサの利用能力は高かったが、シロツメクサも利用

が可能であるのは一部の個体群のみで、その程度は個体群によって異なると考

えられた。  
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第 2 章の緒言 

 

有性生殖を行う動物では、雌雄が出会うことは子孫を残すために不可欠であ

り、異性を発見し、互いに同種と認識したあと、交尾にいたる一連の行動を配

偶行動と呼ぶ（本田，2005a）。チョウ類の配偶行動のメカニズムについての研

究は、ミドリヒョウモン Argynnis paphia（Magnus, 1950）などで先駆し、その

後さまざまな種で明らかになってきた。保全における累代飼育技術の確立では、

配偶行動が空間や環境の制限を受けるため、人工産卵や交配が困難である場合

が多く、本種をはじめ（第 1 章第 2 節参照）、オガサワラシジミ Celastrina 

ogasawaraensis（中村，2009）などでも交配が大きな課題となっている。配偶行

動は、同属間や近縁種間では、おおまかに類似性が見られることも少なくない

が、種によって異なっていると考えられているため（本田，2005a）、種ごとの

行動解析が必要である。本種の配偶行動を解析する上で、比較対象としてヤマ

トシジミ Pseudozizeeria maha を用いた。 

ヤマトシジミは本種と同じヒメシジミ族に属しており、同様に草地環境に生

息している（白水，2006）。本種とヤマトシジミは後翅裏第 6 室の黒班の位置の

違いで区別することができるが、翅の斑紋パターンは酷似している（白水，2006）。

この両種が同所的に存在する中で、どのように同種を認識しているかを調査す

ることは、本種の雌探索の鍵刺激だけでなく、種間の相互作用をを明らかにす

る重要な観点である。 

また、本種は、2008 年にヒメシルビアシジミ Zizina otis から独立した種で

（Yago et al., 2008）、本種は温帯に、ヒメシルビアシジミは熱帯から亜熱帯に広

く分布し、国内においての分布域は隔離しているようであったが、1995 年およ

び 2008、2009 年にシルビアの分布の南限である鹿児島県種子島にごく近い屋久

島でヒメシルビアシジミが記録され、北上にともなう分布拡大が指摘されてい

る（久保田，2009; 河添，2012）。シルビアシジミ属 Zizina のニュージーランド

固有の Z. oxleyi が、人為的に移入された Z. otis labradus によって分布を徐々に

侵食され、絶滅の危機に瀕している例がある（Yago et al., 2008）。北上している

チョウ類の例は、ナガサキアゲハ Papilio memnon（Yoshio and Ishii, 1998；吉尾，

2002）やツマグロヒョウモン Argyreus hyperbius（白水，2006）がよく知られて

おり、とくに南西諸島を北上し、九州本島に上陸したものでは、タイワンクロ

ボシシジミ Megisba malaya、ナミエシロチョウ Appias paulina、ベニモンアゲハ
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Pachiliopta aristolociae（白水，1989；福田，2012）などが報告されている。この

ことから、ヒメシルビアシジミが今後、分布を拡大し、本種と同所的に生息す

る可能性が考えられる。 

本章第 1 節では、本種の配偶行動を観察し、雄の日齢との関係を合わせて考

察した。第 2 章では、斑紋が酷似するヤマトシジミと比較して、雌探索の鍵刺

激や種間の相互作用を調査した。第 3 章では、遺伝的に極めて近縁な種ヒメシ

ルビアシジミ Z. otisとの雑種形成の可能性と F1個体の発育について調査した。 

  



   第 2 章 

34 

 

第 1 節 配偶行動の観察 

 

方 法 

近畿-1 で採集した個体の子世代の雌 8 個体を 2012 年 6 月 22 日に、近畿-2 で

採集した個体の子世代の雌 8 個体と近畿-1 と近畿-2 の交雑個体の雌 5 個体を 7

月 28 日に、同様の交雑個体の雌 7 個体を 8 月 31 日に、近畿-1 において、生息

地吹流し法（第 1 章第 2 節参照）を用いて、雄の行動を記録した。つまり、雄

はすべて近畿-1 の個体である。提示した雌は、ミヤコグサまたはシロツメクサ

を与え、25℃16L-8D 条件で飼育したものである。 

野外雄の雌に対する関心度を、「まったく交尾試行しなかった」「1 度交尾試行

した」「2 度以上交尾試行した」の 3 段階に区別し、記録した。雄の翅の新鮮度

については、翅に損傷が見られないものを A、一部で鱗粉の脱落が見られるも

のを B、全体で鱗粉の脱落が見られるものを C とした。また、野外雄に雌を提

示したときに、まったく交尾試行しなかった個体に、別の雌を提示する実験も

行った。 

 

結 果 

2012年 6月 22日に生息地で雄 14個体を採集し、雌 8個体に提示したところ、

3 ペアの交尾が成立した（Fig. 2-1-1）。7 月 28 日は、雄 31 個体を採集し、雌 13

個体に提示して、3 ペアの交尾が成立した（Fig. 2-1-2）。8 月 31 日は、雄 14 個

体を採集し、雌 7 個体に提示して 4 ペアの交尾が成立した（Fig. 2-1-3）。翅の

新鮮度に区分して行動を比較すると、新鮮度 A の個体は、新鮮度 B、C と比べ

て、交尾試行をほとんど行わないことが明らかになり、Fig. 2-1-1 と Fig. 2-1-3

では、雌への関心度と翅の新鮮度には関連があった。また、成立した 10 ペアの

交尾について、雄の翅の新鮮度で分類すると、雄はすべて新鮮度 B または C の

個体であった（Fig. 2-1-4, 2-1-5, 2-1-6）。交尾を受け入れた雌の日齢は、1 日目

が 5 個体、2 日目が 5 個体、3 日目が 1 個体であった。雌の入れ替えを行った実

験では、近畿-2 の個体を交雑個体に入れ替えた区で、8 回中 3 回交尾試行を行

う個体が見られたが、交雑個体を近畿-2 の個体と入れ替えた区では 2 回中 2 回

とも交尾試行は見られなかった。 
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第 2 節 雌探索におけるヤマトシジミとの配偶行動の比較 

 

方 法 

2010 年 9 月 26 日、10 月 6 日に近畿-1 で、10 月 11 日に堺市にある大阪府立大

学の圃場（以下、大阪府大）で実験を行った。地上部が約 20 cm となるように

地面に刺した棒か、または地上部が約 20 cm になる葉面の先に、3 号針の虫ピ

ンでモデルを設置した（Fig. 2-2-1）。モデルには、死亡して 1 週間以内の個体

の標本を用いた。翅を閉じた状態のものを「翅裏モデル」、翅を開いた状態のも

のを「翅表モデル」、後翅裏の第 6 室の斑紋を油性マーカー（黒、細、ゼブラ株

式会社製）で塗りつぶしたものを「マークモデル」、透明粘着テープで封入した

ものを「封入モデル」とした。設置したモデルと実験日時は以下の通り。野外

における照度は照度計（TR-74Ui、最高照度 120,000 lx、株式会社ティアンドデ

イ製）を用いて測定した。 

9 月 26 日、10 月 11 日は、シルビアシジミの翅裏雄、翅表雄、翅裏マーク雄、

翅裏封入雄、翅裏雌、翅表雌、翅裏マーク雌、翅裏封入雌と、ヤマトシジミの

翅裏雄、翅表雄、翅裏雌、翅表雌のモデルを提示した。10 月 6 日は、シルビア

シジミの翅裏雄、翅表雄、翅裏雌、翅表雌、ヤマトシジミの翅裏雄、翅表雄、

翅裏雌、翅表雌、ツバメシジミの翅裏雄、翅裏雌のモデルを提示した。 

各モデルの設置間隔は 40cm 以上開けた。野外で飛翔する個体が各モデルに

対してどのような反応を示すかを観察し、記録した。飛来数は同一個体の重複

カウントを含んでいる。なお、実験方法や配偶行動の分類はヤマトシジミの配

偶行動に関する Wago et al.（1976）を参考にした。 

 

結 果 

近畿-1 で飛翔が確認されたシジミチョウ科は、本種、ヤマトシジミ、ツバメ

シジミ Everes argiades、ウラナミシジミの 4 種、府大では、ヤマトシジミ 1 種の

みであった。飛翔する個体は、各モデルに対して、接近し、求愛ポーズを取る

などした後、交尾を試みようと腹部を曲げる個体がいた。求愛行動が見られた

のはすべて雄で、雌は行わなかった。観察された配偶行動を以下のように分類

した。モデルを中心とした半径 20 cm 以内に飛翔個体が入ることを「接近」、

モデルの周囲でポーズをとることを「求愛」、モデルに体の一部が触れることを

「接触」、モデルに対して腹部を曲げることを「交尾試行」とした。 
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近畿-1 における 9 月 26 日の合計飛来雄数は本種が 48 回、ヤマトシジミが 10

回であった。本種飛翔雄は本種雄の翅裏モデルに対して「接近」「接触」「交尾

試行」が見られ、他のモデルに対しては、「接近」はしたものの、「接触」に至

ることはなかった（Fig. 2-2-2）。ヤマトシジミ飛翔雄は、本種雄の翅裏モデル

に対して「交尾試行」が 1 回、ヤマトシジミ雄の翅裏モデルに対して「接触」

が 1 回見られた。 

近畿-1 における 10 月 6 日の合計飛来雄数は、本種が 71 回、ヤマトシジミが

6 回であった（Fig. 2-2-3）。本種飛翔雄は、本種雄雌の翅裏モデルに対して強い

関心を示し、「交尾試行」が見られたが、ヤマトシジミに対しては「接近」すら

しなかった。雌の翅裏マークモデルに対して交尾試行を行ったが、封入モデル

に対しては関心を示さなかった。ヤマトシジミ飛翔雄は、本種とヤマトシジミ

の翅裏モデルに 1 回ずつ接近したのみであった。 

府大における10月11日の合計飛来雄数はヤマトシジミが66回であった（Fig. 

2-2-4）。ヤマトシジミ飛翔雄は、本種雄とヤマトシジミ雌雄の翅裏モデルに対

して、「求愛」や「接触」が確認され、ヤマトシジミ雌の翅裏モデルに対しての

み、交尾試行が見られた。 

配偶行動の順序については、両種間で異なった。ヤマトシジミは、「接近」し、

10～30 秒間の「求愛」を行いながら「接触」し、「交尾試行」に至ったが、本

種は「接近」した後、瞬時に「接触」、「交尾試行」に至ることが明らかになっ

た。 

本種雌雄とヤマトシジミの雄の飛来が観察された回数を 30 分ごとにまとめ、

照度のデータと比較した（Fig. 2-2-5）。本種の飛来は 9:00～15:30 まで継続して

観察され、雄の飛来数は雌よりも多かった。交尾時の照度を解析すると、平均

約 60,000 lx（n=8）、最低照度は 45,000 lx であった。 

照度は 11～13 時をピークに大きく山型となり、本種の野外雄が本種の雄と雌

のモデルに対して行った交尾試行の継続時間（中央値）は、それぞれ 20（n=14）、

5 秒（n=8）であった（Fig. 2-2-6）。 
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第 3 節 近縁種ヒメシルビアシジミとの交雑可能性 

 

方 法 

近畿-1 で採集した雌から採卵した子世代を 25˚C16L-8D 条件で飼育した。羽

化した雌と沖縄県石垣市で採集したヒメシルビアシジミの雄を円筒型ネット

（第 1 章第 2 節参照）に入れて交配を試みた。交尾後、ミヤコグサとシロツメ

クサを提示し、採卵した。得られた卵は 2 齢まではシロツメクサの生葉で飼育

し、3 齢以降はシロツメクサの人工飼料を用いて飼育した。比較のため、ヒメ

シルビアシジミをコメツブウマゴヤシ、ヤハズソウ、ミヤコグサ、シロツメク

サのいずれかで飼育した。ヒメシルビアシジミは、ふ化から蛹化まですべて生

葉で飼育した。その他の飼育法については第 1 章第 1 節と同様である。 

 

結 果 

合計で、2 ペアの交配が成立した。一度交尾が成立したように見えたが、生

殖器が離れた例もあった。成立した交配のそれぞれのブルードの名称を T298-1、

T298-2 とした。ふ化率は、T298-1 が 78%（n=251）、T298-2 が 100%（n=120）

で、ブルード間で有意差があった（χ2検定）。ふ化した幼虫を、それぞれ 60 個

体ずつ飼育し、卵からの累積脱皮率を示した（Fig. 2-3-1）。T298-1、T298-2 と

もに約半数の個体が 40 日以内に羽化にいたったが、残りは過剰脱皮を繰り返し、

60 日を過ぎてから羽化個体が出現し始めた。40 日以内に羽化した個体はすべて

雄で、それ以降に羽化したものはすべて雌であった。F1 個体の雌雄の幼虫期間

を比較すると、雄が 15.4 日、雌が 58.8 日で雄に比べて雌が約 4 倍近く長いこと

が明らかになった（Student’s t-test）。蛹体重は雄が 39.3 mg、雌が 48.9 mg で、

雄よりも雌の方が有意に重かった。羽化した雌の腹部を解剖したところ、成熟

卵が見られた。 

ヒメシルビアシジミの幼虫期間はコメツブ区がもっとも短く、16.1 日で、続

いてヤハズ区が 23.2 日、シロツメ区が 19.3 日でそれぞれ有意差があった

（Tukey-Kramer test, p<0.05）。蛹体重は、シロツメ区でもっとも重く 24.3 mg

で、続いてコメツブ区 21.4 mg、ヤハズ区で 19.8 mg であった（検定）。シロツ

メ区における本種、ヒメシルビアシジミ、F1 雄個体における平均幼虫期間を比

較したところ、本種（18.1 日）とヒメシルビア（19.3 日）で差はなかったが、

F1 雄個体（16 日）は両種よりも短かった（Fig. 2-3-2）。平均蛹体重は、シルビ
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ア、ヒメシルビア、F1 個体でそれぞれ 46、24、39 mg であった（Fig. 2-3-3）。 

F1 個体の翅の斑紋パターンを本種とヒメシルビアシジミと比較したところ、

本種はヒメシルビアシジミよりも裏面各室の小黒斑が大きく、前後翅亜外縁の

黒斑列が各室の小黒斑と同等に発達しているなどの点で異なるが、F1 個体では、

各室の小黒斑はヒメシルビアシジミよりも大きく、亜外縁の黒斑列は個体によ

って程度は異なるものの本種よりも発達が弱い傾向が見られた（Fig. 2-3-4）。

後翅表面外縁の黒斑列は本種では波状に、ヒメシルビアシジミでは線状となる

傾向が強いが、F1 個体では両方のパターンが見られた（Fig. 2-3-5）。 
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第 2章の考察 

 

本種の配偶行動においては、雄は、翅の新鮮度が低いほど雌に対する関心が

高く、同様に、交尾成功率も翅の新鮮度が低い雄で高く、日齢の依存性が認め

られた。一方、雌は羽化直後から雄を受け入れることが明らかになった。雄に

対する受容性は、卵成熟と密接に関係しているため、日齢に依存すると考えら

れている（本田，2005）。たとえばキタキチョウ Eurema mandarina では羽化 1

日後で受け入れ率が低く、4 日目以降でかなり高くなることや（Hiroki and Kato, 

1996）やマダラチョウ類では、生殖休眠のため羽化後数か月、雄を受け入れな

い種がいることが知られているが（本田，2005）、本種の場合は、これとは対照

的に羽化後すぐに交尾、産卵可能で、ホソオチョウ Sericinus montela などと同

様であった。 

チョウ類の異性の発見と認知にはあらゆる感覚器官を通して行われるが、主

に視覚と化学感覚が重要な働きをなしている（Rutowski, 1991; Vane-Wright 

and Boppré, 1993）。一般的に、チョウ類の配偶行動では、遠距離では視覚信号

で、近距離では嗅覚などの化学信号が重要な役割を果たしているとされている

（本田，2005a）。雄の探雌行動は、巡回型と呼ばれる一定の範囲を飛翔しなが

ら見回っていくタイプと、待ち伏せ型と呼ばれる一定の場所にとどまって雌が

なわばりに侵入してくるのを待つタイプにおおまかに分けることができ（たと

えば Scott, 1974,1975; Lundgren, 1977; Davies, 1978, Pivnick and McNeil, 1985; 

Dennis and Williams, 1987; Wickman, 1992, Takeuchi and Imafuku, 2005a, 

2005b）、1種が使い分ける例も見られる（Van Dyck et al., 1997a, 1997b; Takeuchi, 

2010）。本研究においては、静止しているモデルに対して複数の本種とヤマトシ

ジミの雄が何度も飛来し、飛び立つ行動が見られたため、どちらも巡回型の探

雌行動を取ると考えられた。 

両種飛翔雄は翅裏モデルに対してのみ関心を示し、翅表モデルにはほとんど

接近しなかったことから、両種ともに翅を閉じた状態が、雌探索の視覚イメー

ジであることが示唆された。Wago et al.（1976）でも、ヤマトシジミ雄が翅を

閉じた状態で視覚的に認識しているとしており、本種でも同様の結果が得られ

た。本種とヤマトシジミは、どちらも同種のモデルに対して強い関心を示すこ

とが明らかとなった。本種雄は本種の雌雄どちらのモデルに対しても配偶行動

を示した。また、交尾試行の継続時間を比較したところ、むしろ雄に対して長
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い時間試行を行ったことが明らかになり、接触時に雌雄を判断していない可能

性が高かった。Wago et al.（1976）はヤマトシジミの既交尾雌は羽ばたき拒否

を行うことが観察され、雌が羽ばたくことで雄は求愛行動を中止することがわ

かっている。モンシロチョウ属（Suzuki et al., 1977）やモンキチョウ属

（Silberglied and Taylor, 1978）では、腹部を曲げるなどして、交尾拒否の姿勢

を取ることも知られている。本種の未交尾雌が雄に対して、はばたき行動を行

う例が数回見られ、交尾拒否の意義を持つものと推察された。また本種の雄は

他個体の接近に対して、翅を震わせたり、はばたく行動を示すことが明らかに

なっている（第 1 章第 2 節参照）。本種雄は、静止している個体の雌雄の区別し

ておらず、実際に野外では、本種の飛翔雄が静止雄に接近した場合、静止雄が

羽ばたくことで飛翔雄が回避する行動が見られており（坂本，未発表）、羽ばた

き反応を認識することで雄と判断するのではないかと推察された。しかし、小

原・日高（1964）は、モンシロチョウでは、飛翔雄は静止雄に関心を持たない

が、静止雄は他の雄が近くを飛翔すると羽ばたき反応を行うため、この静止雄

の行動は雄であることを示す信号刺激ではないとしており、雄のはばたき反応

には種によって異なる意義を持つと考えられる。本種は雌雄の区別なく接近し、

羽ばたき反応が見られなければ交尾試行を行うと考えられた。 

ヤマトシジミ雄は、本種のモデルに対して交尾試行したのは 1 例であったも

のの、求愛ディスプレイを行い、接触するにいたった個体は数多く観察された。

このことから、ヤマトシジミはモデルに接触してから、同種を認識していると

考えられた。Wago（1977）はヤマトシジミの雄が本種の雌雄どちらに対して

も交尾試行を行うことを明らかにしており、異種に関心を持つという点では本

研究と結果はほぼ一致するが、本研究における接触後交尾試行に至る個体は少

なかったことや本種雌に対する関心が薄かったという点は、Wago（1977）を

再現しなかった。 

一方、本種雄はヤマトシジミのモデルに対して接近する頻度が少なく、接触

に至った個体は皆無であった。このことから、モデルに接触する前に、本種は

ヤマトシジミを異種と認識していると推測された。同種の判断は視覚的に行わ

れたと考えられるが、嗅覚信号で区別している可能性も否定できない。封入モ

デルにまったく関心を示さなかったのは、嗅覚信号を遮断したことによるもの

と推測できるが、透明なテープによる光の反射などに変化があり、視覚信号が

変わったからとも判断できた。Wago et al.（1976）では、ヤマトシジミは、封
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入したモデルでも同種に対して交尾試行をとったとされ、本研究においても、

本種の封入モデルに対して交尾試行が見られた。このことから本種とヤマトシ

ジミにおける同種認識の方法または精度は異なると推測された。また、マーク

モデルに対しても交尾試行が見られたことから、後翅第 6 室の斑紋の位置は、

両種を区別するのに重要な要素ではないことが明らかになった。 

また、Wago et al.（1977）は、両種翅裏の可視光における反射スペクトルに、

ほとんど差がないこと示している。チョウが紫外線を知覚できることは知られ

ているが、320-400nm の近紫外領域で反射パターンに特徴を持つ種があり（た

とえば Scott, 1986; 松野，1988；Imafuku et al., 2002）、これが雌雄の認知や異

種間の識別の役立っている例が報告されている（Silberglied, 1979）。そこで本

種とヤマトシジミの雌雄の裏面を、紫外線透過フィルタを装着したデジタルカ

メラで撮影した（Fig. 2-D-1）。その結果、本種とヤマトシジミの種間、種内の

雌雄間で可視領域と紫外領域による差異は認められず、紫外領域が種間や雌雄

の識別に使用されている可能性は低いことが明らかになった。 

配偶行動の順序は両種で異なり、接近から交尾試行に至るまでの時間は、本

種の方がはるかに短く、瞬時に行われた。Wago et al.（1976）では、ヤマトシ

ジミが求愛の姿勢を取ることは、雌を「説得する」意味を持つと推察している。

本種においては、特別な求愛行動を行うことなく、交尾にいたることが明らか

になった。このような行動様式は、ギフチョウ（Matsumoto, 1987）やオオカ

バマダラ（Pliske, 1975; Wells and Wells, 1992）で知られている。本種では、雌

に交尾試行せずに求愛だけを行う様式は見られなかったが、交尾試行中に翅を

震わせる行動が見られ、これが求愛を兼ねている可能性も考えられた。 

本種と近縁種ヒメシルビアシジミの交配実験では、両種間で交配が起こり、

F1 雌個体の発育が遅延することが明らかになった。種間雑種において、染色体

上の遺伝子間の不和合により、ヘテロの性染色体を持つ性で致死や不妊が見ら

れる現象がある（ホールデンの法則）（Haldane, 1922; Coyne, 1985; Futuyma, 

1986）。ハンドペアリング法によるアゲハチョウ科に属するさまざまな種間雑種

の F1 個体で雄のみが羽化し、チョウ目においては雌がヘテロの性染色体を持

つためと考えられている（阿江、1986）。本種とヒメシルビアシジミの種間交雑

においても、雌の発育が遅延したことはこの法則で説明できると考えられた。 

配偶過程において適応度の低下をもたらすあらゆる種類の種間相互作用には

様々な段階があるが、それが繁殖成功度を下げる場合はすべて「繁殖干渉」と
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呼ばれ、近年注目をされている概念である（Gröning and Hochkirch 2008；高

倉他，2010）。本種の F1 個体の適応度の低下は、種間の接合後隔離がある程度

存在することを示したが、繁殖干渉の可能性が示唆された。また、ヤマトシジ

ミの雄から本種が求愛行動を受けることで、交尾機会の減少などの繁殖干渉が

起こる可能性が示唆された。 

以上のような第 2 章の結果から、本種雄の雌に対する関心の高さは、日齢と

関係することが判明した。また、本種はヤマトシジミやヒメシルビアシジミか

ら求愛行動を受けることが明らかになり、同所的に生息する場合には、繁殖干

渉が起こる可能性が考えられた。 
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第 3 章の緒言 

 

昆虫と共生細菌との関係は多様であり、宿主範囲は広い（e.g. Buchner, 1965; 

Moran and Telang, 1998; Stouthamer et al., 1990）。アブラムシやシロアリなどの

宿主昆虫との間に相利共生関係を築く共生細菌もいれば、（たとえば、Ishikawa 

et al., 1989；Inoue, 2000 など)、一方で片利共生を築く細菌もいる（たとえば、

Bovien, 1937 など）。Wolbachia 属の共生細菌は、α プロテオバクテリア綱に属

し（O’Neill et al., 1992; Werren et al., 1995)、後者の片利共生タイプの内部共生

細菌である。Wolbachia はさまざまな節足動物に広く共生し（Werren et al., 1995; 

Werren, 1997）、細胞質不和合（Hoffmann et al., 1990; Turelli and Hoffmann, 

1995; Poinsot et al., 2003）、産雌性単為生殖（Stouthamer et al., 1990; Weeks and 

Breeuwer, 2001）、遺伝的雄の雌化（Rigaud et al., 1991; Hiroki et al., 2002; Negri 

et al., 2008）、雄殺し（Hurst et al., 1999; Fialho and Stevens, 2000）、などの多様

な繁殖操作を行うことで知られている。Wolbachia と宿主の進化は理論的に考察

されており、一般的に細胞質ゲノムは母系遺伝するため、雌に性比が偏ると細

胞質ゲノムにとって有利であると考えられている（Werren et al., 1988）。 

近年、本種が大阪国際空港とその周辺で生息が確認されたが（Minohara et al., 

2007; Ishii et al., 2008）、同地で採集された個体の飼育実験により、子世代が雌

ばかりになる事例が報告された（Minohara et al., 2007）。そこで本章第 1 節で

は、日本国内の 14 ヶ所と韓国の 2 ヶ所から本種成虫を採集し、Wolbachia 感染

とその頻度、性比などを調査した（Sakamoto et al., 2011）。通常 Wolbachia の検

出と系統の調査には、簡便で検出感度が高く、系統関係を反映することなどか

ら、遺伝子解析が用いられているため、本研究においても、遺伝子解析を利用

した。さらに第 1 節の結果、本種の雄を選択的に死亡させることが明らかにな

った Wolbachia に感染した雌個体から、翅の色彩が雄様の成虫とファレート成

虫が得られため、第 2 節ではそれらの外部生殖器を観察し、性別を調査した

（Sakamoto et al., 2010）。第 3 節では、感染状況の異なる雌雄の組み合わせで

交配実験を行い、ふ化率、性比を調査した。第 3 節の結果から、性モザイクの

出現頻度と体内における wEmeTn2 系統 Wolbachia の密度が関連する可能性が

あったため、第 4 節では Wolbachia 密度を定量 PCR によって調査した。 
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第 1 節 性比異常と Wolbachia 感染 

 

採集地と採集日 

 採集地と採集日は以下の通り（Table 3-1-1）。日本国内では、2007 年 9 月 9

日、9 月 28 日、10 月 20 日、10 月 21 日、11 月 3 日、11 月 4 日、2011 年 9 月

17 日に関東地方（4 ヶ所、関東 1～4）、2011 年 10 月 23 日に中部地方（1 ヶ所、

中部）、2004 年 9 月、10 月、11 月、2006 年 6 月、8 月、10 月、2007 年 4 月 28

日、7 月 5 日、10 月 22 日、11 月 7 日、2009 年 6 月 15 日、7 月 28 日、8 月 27

日、2010 年 8 月 11 日に近畿地方（5 ヶ所、近畿-1～5）、2012 年 7 月 31 日に四

国地方（1 ヶ所、四国）、2001 年 6 月 27 日、2010 年 9 月 8 日、2011 年 11 月 12

日、九州地方（3 ヶ所、九州 1～3）、計 14 ヶ所と、2012 年 8 月 20 日、8 月 23

日に韓国（2 ヶ所、韓国-1～2）で本種雌雄成虫を採集した（Fig. 1-1-1）。第 2

章で本種と交配したヒメシルビアシジミの雄 2 個体についても解析した。 

 

方 法 

Wolbachia 感染の有無とその系統の配列決定 

（1）DNA 抽出 

 各個体群から採集した雌雄成虫の胸部筋肉、中脚、後脚を試料として、

DNeasy Tissue Kit（Qiagen）を用いて全 DNA を抽出した。 

（2）PCR（Polymerase Chain Reaction：ポリメラーゼ連鎖反応） 

 抽出された全 DNA を鋳型として、Wolbachia の膜たんぱくに関与する遺伝子

Wolbachia surface protein（wsp）と細菌類の細胞分裂に関与する遺伝子

Filamenting temperature-sensitive mutant Z（ftsZ）の一部を Ex Taq DNA 

Polymerase (Takara), rTaq DNA Polymerase（Toyobo）、Taq DNA Polymerase

（Finnzymes）または KOD Dash（Toyobo）を用いた PCR 法で増幅した。wsp

領域の PCR にはプライマー81F、691R（Braig et al., 1998）を、ftsZ 領域はプラ

イマーftsZBf、 ftsZBr（Werren et al., 1995）または FTSZFT2、FTSZRTB2

（Wenseleers et al., 1998）用いた。プライマーはいずれも Wolbachia の遺伝子を

特異的に増幅するように設計されている。プライマーの塩基配列は以下の通り。 

 

 81F  5′-TGGTCCAATAAGTGATGAAGAAAC-3′ 

 691R  5′-AAAAATTAAACGCTACTCCA-3′ 
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 ftsZBf 5′-CCGATGCTCAAGCGTTAGAG-3′ 

ftsZBr  5′-CCACTTAACTCTTTCGTTTG -3′ 

 

FtsZFT2 5'-GAAGGTGTGCGACGTATGCG-3' 

FtsZRTB2 5'-ACTCTTTCGTTTGTTTGCTCAGTTG-3' 

 

PCR はサーマルサイクラー（C1000TM、BIO-RAD）を用い、以下の温度、サイ

クルで行った。 

 

 wsp  94.0℃：30 秒 1 回 

  94.0℃：30 秒、55.0℃：30 秒、75.0℃：2 分  40 回 

  72.0℃：2 分 1 回 

 

 ftsZ  94.0℃：5 分 1 回 94 °C,  

94.0℃：30 秒、60.0℃：1 分、72.0℃：2 分  45 回 

72.0℃：2 分 

 

PCR 産物の一部を、1％アガロースゲルを用いて 1×TAE バッファ中で 25 分間

（100V）電気泳動を行い、泳動後のゲルをエチジウムブロマイドで染色し、バ

ンドの出現によって目的領域の増幅を確認した。 

 

（3）PCR 産物の精製 

増幅した PCR 産物は AMPURE magnetic bead system（Agencourt）を用いて

精製した。 

 

（4）サイクルシークエンス 

精製した PCR 産物を ABI PRISEⓇ BigDyeⓇ Terminator v3.1 Cycle sequencing 

kit（Applied Biosystems）を用いてサイクルシークエンスを行った。サイクル

シークエンスには前述のサーマルサイクラー（PC-802 ; ASTEC）を用いた。サ

イクルシークエンスの温度設定は以下の通り。 
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  96.0℃：1 分 1 回 

  96.0℃：10 秒、50.0℃：5 秒、60.0℃：2 分 30 秒  40 回 

 

（5）サイクルシークエンス産物の精製とシークエンス 

サイクルシークエンス産物を Clean SEQ（Agencourt）を用いて精製した後、

DNA シークエンサーABI PRISEⓇ 3100 Genetic Analizer（Applied Biosystems） 

を用いたダイレクトシークエンスによって塩基配列を決定した。 

 

分子系統の解析 

 本種から得られた塩基配列に加えて、これまでの研究で知られている別種に

感染するWolbachiaの塩基配列をGenbankより引用し、CLUSTAL X（Thompson 

et al., 1997）を用いてアライメントを行った。アライメントを行った配列をもと

に、PAUP* 4.0b10（Swofford, 2002）を使用して、木村 2 変数法（Kimura, 1980）

で補正した NJ法（Saitou and Nei, 1987）によってハプロタイプ系統樹を作成し

た。 

 

飼育実験 

 採集した雌成虫または野外雄と交配させた飼育雌にシロツメクサまたはセイ

ヨウミヤコグサを与えて採卵した。得られた卵は産みつけられた寄主植物とと

もに、産卵日ごとに小型透明プラスチックシャーレ（Becton Dickinson 社製；

直径 50 mm、高さ 9 mm）に分けて飼育を行った。幼虫の餌は、2 齢まではシ

ロツメクサまたはセイヨウミヤコグサの生葉をどちらか一方を与えた。3 齢以

降は、インセクタ F-II（日本農産工業社製）に寄主植物の乾燥粉末を重量比で

30％配合し、調整した人工飼料を与えて飼育した。また、産卵から羽化までの

期間は、25℃の 16L-8D（明期 16 時間、暗期 8 時間）で飼育し、ブルードごと

のふ化率、性比を記録した。性は羽化直後の翅の色彩からを判断した。その他

の飼育方法は第 1 章、第 1 節と同様に行った。すべての統計解析には SPSS 

version 15.0 for Windows（SPSS Inc）、または R 2.8.1 software （R Development 

Core Team）を使用した。 

 

抗生物質処理とクロマチン染色 

採集雌に、餌として、1 日目は 5％ショ糖溶液、2 日目から 4 日目は 0.20％ w/v 
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テトラサイクリンを含む 5％のショ糖溶液、5 日目以降は 5％ショ糖溶液を与え

てシロツメクサを用いて採卵した。得られた卵は前述と同様に飼育し、卵のふ

化率、幼虫の死亡率、成虫の性比を記録した。また、1 日目採卵の子世代と 5

日目採卵以降の子世代から全 DNA を抽出し、前述のように wsp 領域を PCR

法で増幅し、バンドの出現によって Wolbachia 感染の有無を調査した。さらに、

得られた子世代の遺伝的な性を決定するために、27 個体の子世代成虫を解剖し

性クロマチンを観察した。性クロマチンは、PBS バッファ内で腹部からマルピ

ーギ管を取り出し、約 1 分間カルノア液（酢酸：メタノール＝1：3）に 30 秒間

漬けて固定した後、スライドガラスに乗せて余分なカルノア液を蒸発させた。

酢酸乳酸オルセインで約 5 分間染色し、カバーグラスをかけ、押しつぶさずに

光学顕微鏡（E400, Nikon）を用いて観察した。 

 

結 果 

3 系統の Wolbachia の感染頻度 

wsp 領域を増幅した結果、関東-1 では 20%（n=10）、関東-2 では 100％（n=5）、

関東-3 では 100%（n=1）、関東-4 では 86%（n=7）、中部では 50%（n=2）、近畿

-1 では 76％（n=95）、近畿-3 では 81％（n=21）、九州-2 では 71%（n=7）、九州

-350%（n=1）の採集個体から Wolbachia が検出されたが、近畿-2（n=14）、近畿

-4（n=33）、近畿-5（n=5）、四国（n=10）、九州-1（n=1）では 0％であった。wsp

領域では、2 種類の配列が得られ、塩基数はプライマー配列を除いてそれぞれ、

555、558 塩基であった（DDBJ/EMBL/Genbank アクセッション No.：AB512756, 

AB512757)（Fig. 3-1-1）。ftsZ 領域では、不確定な塩基配列を除いた 621 bp を

用いて配列を決定し、3 種類の配列が確認された（DDBJ/EMBL/Genbank アク

セッション No.：AB512758, AB512759、未登録)（Fig. 3-1-2）。wsp と ftsZ 領域

の塩基配列合わせた結果、3 種類の配列が確認された。ヒメシルビアシジミは、

2 個体中 1 個体が Wolbachia に感染しており、上述の 3 系統とは異なる系統であ

ることが明らかになった。 

3 系統の Wolbachia 間の差異は、wsp 領域では 91 塩基（16％）、ftsZ 領域では

14 塩基（2％）であった。近畿-1 と大阪では 2 系統の Wolbachia に感染してお

り、それぞれの感染個体の割合は、wEmeTn1: 61％、wEmeTn2: 15％（n=95）、

近畿-2 では wEmeTn1: 71％、wEmeTn2: 10％（n=21）であった。鴨川では

wEmeTn1: 0％、wEmeTn2: 38％（n=13）であった（Table 3-1-2）。野外で採集
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した雄個体からは wEmeTn2 は検出されなかった。また、2 系統の Wolbachia に

同時に感染していた個体は見られなかった。 

 

性比異常と Wolbachia 感染との関係 

 近畿-1 の野外雌から得られた子世代のふ化率と雌の割合を示した（Table 

3-1-3）。wEmeTn2 感染雌から得られたブルードのふ化率（中央値）は 47％で

あったが、wEmeTn1 感染雌と非感染雌ではそれぞれ 90、88％で、wEmeTn2

感染のふ化率は、wEmeTn1 と非感染に比べて有意に低かった（Table 3-1-4）。 

wEmeTn2 感染雌 13 個体中 11 個体から得られた子世代はすべて雌になったが、

2 個体（個体番号：S123、T241）から得られた子世代から、雄の翅の色彩パタ

ーンを有する 17 個体が羽化したが、ほとんどが羽化不全であった。また、同様

に、雄様の翅を有し、ファレート成虫で死亡した個体が 2 個体得られた。

wEmeTn1 感染雌（n=24）と非感染雌（n=12）では子世代ではとくに羽化不全

は認められず、性比異常も見られなかった（p<0.05、二項検定）。wEmeTn2 感

染の雌率は、wEmeTn1 と非感染に比べて有意に高かった（Table 3-1-4）。関東

-1、関東-2、関東-3 で見られた wEmeTn2 感染雌の子世代もふ化率が低く、羽

化個体はすべて雌であった。関東-1 の Wolbachia 非感染の 1 個体からは雄に偏

った子世代が得られた。その他の個体群では、性比異常は見られなかった（Table 

3-1-5）。 

 

抗生物質処理とクロマチン染色 

wEmeTn2 に感染した雌 1 個体の 1 日目採卵から 12 日目採卵までの雌の割合

とふ化率を採卵日ごとにまとめて集計した（Table 3-1-6）。1 日目採卵から 4 日

目採卵の子世代の平均ふ化率は 57％、雌の平均割合は 100％（n=28）であった

が、6 日目採卵から 12 日目産卵の子世代の平均ふ化率は 100％、雌の平均割合

は 60％（n=50）であった（Fig. 3-1-3）。また、子世代の Wolbachia 感染につい

て調査したところ、1 日目採卵の子世代（雌 1 個体）は Wolbachia に感染してい

たが、5 日目採卵以降の子世代（雄 1 個体、雌 1 個体）は、Wolbachia に感染し

ていなかった。翅の色彩から雌と判断された 18 個体、雄と判断された 9 個体の

マルピーギ管の細胞を染色したところ、すべての雌で性クロマチンが観察され

たが、雄では観察されなかった（Fig. 3-1-4）（Table 3-1-7）。 
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第 2 節 性モザイク個体 

 

方 法 

2005 年 6 月と 2009年 4 月に近畿-1 で採集した雌 14 個体から得られた子世代

を第 3 章第 1 節の「飼育実験」の方法と同様に飼育した。本章第 1 節で雄殺し

の Wolbachia と考えられた wEmeTn2 感染雌の子世代のうち、翅に雄のような

色彩を有した個体は、羽化個体が 17 個体、ファレート成虫で死亡した個体が 2

個体得られた。そこで、これらの個体の外部形態、交尾器、内部生殖器の観察

を行った。比較のために、2005、2009 年に採集された wEmeTn1 感染雌（n=5）、

wEmeTn2 感染雌（n=6）、Wolbachia 非感染雌（n=3）からさらに子世代を抽出

した。前述の 3 個体を含めて、本節で用いた子世代成虫はそれぞれ 15、34、12

個体、ファレート成虫それぞれ 1、7、2 個体であった。死亡して間もない 16

個体については、PBS バッファ内で開腹し、外部および内部の生殖器と性クロ

マチンを、実体顕微鏡を用いて観察した（Nikon SMZ1500）。すでに乾燥した

46 個体については、腹部を切り取り、約 80℃の 10％KOH 水溶液で 15 分間浸

漬したあと、実体顕微鏡を用いて観察した。解剖は、飼育で得られたすべての

ファレート成虫と wEmeTn2 感染雌から得られた雄のような翅の色彩を有する

すべての個体について行った。wEmeTn1 感染雌と Wolbachia 非感染雌から得ら

れた成虫個体については、無作為に抽出した雌雄を用いた。Wolbachia の感染の

有無と系統の解析には、wsp 領域を用い、本章第 1 節の方法と同様に行った。 

  

結 果 

wEmeTn2 感染雌の子世代で翅に雄のような色彩を有していた 19 個体の成虫

を解剖した結果、外部生殖器に雄の特徴である valva と雌の特徴である卵巣や

papilla analis が見られた（Fig 3-2-1）。また、これらの個体の前脚は、雌のよ

うな形態を有していた。以後、両性の形態的特徴を併せ持つ個体を性モザイク

と呼ぶ。また、性モザイク個体についてランダムに抽出した 8個体の Wolbachia

感染の調査したところ、すべて母チョウと同じ wEmeTn2 に感染していた。

wEmeTn2 感染雌の子世代からは性モザイクが確認されたが、wEmeTn1 と非

感染の子世代からは、性モザイク個体はまったく認められなかった（Table 

3-2-1）。また、wEmeTn2 感染雌（T241）から得られた雌 9 個体と性モザイク

7 個体について、クロマチン染色を行ったところ、雌ではクロマチンの凝集が
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観察されたのに対して、性モザイク個体ではクロマチンの凝集はまったく観察

されなかった。 

なお、とくに詳細に観察した性モザイク 8 個体の交尾器の形態について、

Table 3-2-2 に示し、正常な雌雄の交尾器と比較し、以下に記載した。正常な本

種の雄は、9 節の腹面に U 字型の vinculum という器官を持つ。Valva は腹部

基底にある細長い突起で、長く硬い毛を持つ。Sociusはアーチ状になっており、

falx は鎌状で細長く、先端部が曲がっている（Fig. 3-2-2f）。正常な本種の雌は、

9＋10 節由来の柔毛に覆われた papilla analis を持ち、側面から見ると三角形で

ある（Fig. 3-2-2d, e）。また、交尾口付近に lamella（膣板）と呼ばれる舌状の

硬化部が見られ、背面には背板から前方に向かって体内に伸びる 1 対ずつの骨

化した apophysis posterioris（突出片）がある。 

得られた性モザイク個体は、主に 3 つのパターンが認められたため、それらを

代表する 3 個体（S113-1、S123-1、S123-2）の形態について示した。また、性

モザイクの 8 個体中 5 個体の翅の色彩は、典型的な雄の特徴を示した。S113-1

の形態は非常に複雑で、未発達な 2 対の valva と片方の valva が認められた。

そのうち 1 対の valva と vinculum 様の構造は体内に見られた（Fig. 3-2-2a）。

S123-2 の外部生殖器の大部分は、雌の特徴を示しており、2 対の未発達な valva

様の構造が lamella と papilla analis の隣接したところにそれぞれ確認された

（Fig. 3-2-2b）。S123-1 は腹面に雄の特徴である phallus、valva、vinculum、背

面には雌の特徴である papilla analis、apophysis posterioris が確認された (Fig. 

3-2-2c)。 

以上のことから、9節の腹面はvinculumやvalvaなどの雄の構造を、背面の9、 

10節はapophysis posterioris とpapilla analisなどの雌の構造を有する傾向にあ

ることが明らかになった。雄の器官であるsociusは雌の器官のpapilla analisと相

同であり、後者に分化していると考えられた。雄に特徴的な9節背面由来の

tegumenも確認されなかった。これらのことから、本種の性モザイク個体では、

背面と腹面はそれぞれ独立に性特異的な形質に分化していると考えられた。 

一方、S113-1 を例に数個体において、2 対以上の valva が確認された。S113-1

の 8 節腹面に位置する突起は、特徴的な形状と剛毛から valva であると判断し

た。また、体腔内に位置した変形した突起についても、同様の判断基準からvalva

と判断した。内側に存在する vinculum 様の構造が vinculum であるかどうか

は明らかではなかった。  
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第 3 節 Wolbachia 系統間の交配実験 

 

方 法 

採集地と採集日・交配実験 

 wEmeTn1 と wEmeTn2 の 2 系統の Wolbachia 感染個体と非感染個体の交配実

験は、第 3 章第 1 節で明らかになった各感染個体と非感染個体が混在する近畿

-1 と感染個体が見られない近畿-2 の個体を用いて行った。 

2011 年 6 月 24 日、6 月 25 日、7 月 26 日、8 月 9 日、2012 年 5 月 12 日、5

月 20 日に近畿-1 で、2011 年 8 月 9 日、2012 年 6 月 24 日に近畿-2 で、本種雌

成虫の採集を行った（Table 3-3-1）。T280 から得られたきょうだいの交配 1 例

を除くすべての交配実験は野外雄を用いた生息地吹流し法で行った。交配実験

は、2011 年 7 月 26 日、8 月 26 日、8 月 30 日、9 月 8 日、9 月 14 日、9 月 28

日、10 月 4 日、10 月 12 日、10 月 16 日、10 月 18 日、11 月 7 日、11 月 13 日、

2012 年 6 月 24 日、7 月 28 日に近畿-1 で、2011 年 8 月 29 日、9 月 12 日、2012

年 6 月 24 日に近畿-2 で実施した（交配実験の母系図は Appendix 参照）。ペア

リングに成功した個体は、交尾後すみやかに研究室に持ち帰り、ミヤコグサや

シロツメクサを用いて採卵した。ファレート成虫で死亡または羽化した個体の

性の判断は、基本的に翅の斑紋と前脚の形態から判断し、wEmeTn2 から得ら

れた雄の翅の斑紋パターンを有する個体については、腹部を解剖し外部生殖器

を観察することで、性モザイク個体か雄個体かを判断した。雌雄成虫は DNA

を抽出し、Wolbachia 感染の有無とその系統の配列決定を行った（第 3 章第 1

節参照）。 

  

結 果 

  交配実験の結果、wEmeTn1 と wEmeTn2 系統の Wolbachia と非感染系統の

全 6 通りの雌雄の組み合わせ、wEmeTn1 感染雌と wEmeTn1 感染雄（wEmeTn1

×wEmeTn1、以下同様）が 3 ペア（すべて近畿-1×近畿-1、うち 1 ペアがきょ

うだい間の交配）、wEmeTn1×非感染が 4 ペア（すべて近畿-1×近畿-2）、

wEmeTn2×wEmeTn1 が 7 ペア（近畿-1×近畿-1：4、交雑×近畿-1：3）、wEmeTn2

感染雌×非感染雌が 3 ペア（近畿-1 雌×近畿-1 雄：2、交雑種×近畿-2 雄：1）、

非感染と wEmeTn1 が 8 ペア（近畿-1×近畿-1：6、近畿-2×近畿-1：2）、非感

染と非感染が 4 ペア（うち、近畿-1×近畿-1：2、近畿-1×近畿-2：1、近畿-2×
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近畿-2：1）が得られた。wEmeTn2 雌の子世代では、すべてふ化率が低かった

が、14～84%とばらつきがみられた。産卵日ごとにふ化率を比較すると、T220

と T241 から得られた子孫（それぞれ T220 系統、T241 系統、以下同様）10 ブ

ルードで、母チョウの日齢経過とともにふ化率の減少傾向が見られた（それぞ

れ Fig. 3-3-1、Fig. 3-3-2）。性モザイク個体は 10 ブルード中 7 ブルードで確認さ

れ、割合はブルード間で 0～25%のばらつきが見られた（Table 3-3-2）。また、

T220-7 からは雄 2 個体が羽化した。性モザイク個体は、父親の Wolbachia 感染

状況に関係なく出現した。性モザイク個体が見られた 7 ブルードについて、産

卵日ごとに性モザイク率を見てみると、1 ブルードでは産卵日による差はほと

んどなかったが、6 ブルードでは、産卵 2 日目までは性モザイク個体が出現し、

産卵 3 日目以降は出現しなかった（Fig. 3-3-1、Fig. 3-3-2）。wEmeTn1×非感染

の 4 ペアのうち、2 ペアで低いふ化率を示し、それぞれ 48、19％であった。そ

れ以外の非感染雌と wEmeTn1 感染雌の子世代は、父親の感染の有無にかかわ

らず、すべて 90%以上のふ化率を示した。きょうだい間の交配（T280 の子世代

同士）は 1 ペアが成立し、95 個体の子世代が得られ、ふ化率は 74%であった。

ふ化個体の羽化率は 93%と高かったものの、32%の個体が蛹化時に奇形になり、

羽化不全であった。また、性比に偏りはなかった（p>0.05, binomial test）。 
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第 4 節 羽化後の日数と Wolbachia 密度 

 

方法 

wEmeTn2 感染雌（個体番号：T220-9、T241）から得られた羽化個体に 5%シ

ョ糖液を与え、25℃16L-8D で飼育した。羽化後 0～9 日目に冷凍することによ

り死亡させ、DNA 抽出時までそのまま保存した。また、比較のため、T241 か

ら得られた子世代の性モザイク 5 個体と T220-7 から得られた雄 2 個体の

Wolbachia 密度についても調査した。 

 

（1）DNA 抽出 

 各個体の胸部の筋肉を試料として、DNeasy Tissue Kit (QIAGEN) を用いて

全 DNA を抽出した。 

（2）定量 PCR 

抽出された全 DNA を鋳型として、Wolbachia surface protein（wsp）領域の一

部を SYBR Premix Ex Taq（Takara）または THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix

（TOYOBO）を用いて定量リアルタイム PCR を行った。Wolbachia の密度を本

種の核 DNA の増幅量で補正することで評価した。補正に用いる核 DNA 領域

は常染色体上にある Elongation factor 1α（EF-1α）を選定した。定量 PCR 用の

プライマーは、Tm 値が 60℃、配列数が 100bp 前後になるように設計した。

Wolbachia 用のプライマーは、すでに第 3 章第 1 節で明らかになった 2 系統の

Wolbachia の wsp 領域の配列をもとに Tn2 を特異的増幅する Tn2-158

（ 5'-AGGGTTGATGTTGAGGGACTTTAC-3' ） と Tn2-264

（5'-AATCCTGAAAATGCTGCCACACTG-3'）を作成した。EF-1α 用のプライ

マ ー は 、 EFS599 （ 5'-ATCTCCGGATGGCACGGYGACAA-3')EFA923 

(5'-ACGTTCTTCACGTTGAARCCAA-3') (Normark, 1994)を用いて決定した本

種の EF-1α の配列から、EL162 （5'-ACAAAATCGGTGGTATCGGAACG-3')

と EL250（5'-GCTGGGGCAAATACAACAATGG -3'）を作成した。各領域を

Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System を用いて、以下の温度、サイ

クルで増幅した。 

 

95.0℃：10 秒 1 回 

   95.0℃：5 秒、60.0℃：31 秒 40 回 
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  95.0℃：15 秒 1 回 

  60.0℃：1 分 1 回 

  95.0℃：15 秒 1 回 

 

（3）定量の解析 

検量線は、1 個体のサンプルを 1、1/2、1/4、1/8 希釈したものの増幅曲線か

ら作成し、Ct 値（Threshold Cycle）から初期 DNA 量を算出した。wsp の増

幅量を EF-1α の増幅量で割った値で Wolbachia 密度を推定した。 

 

結 果 

T220-9 の子世代はすべて雌であった。羽化日からの日数ごとに Wolbachia 密

度（wsp/EF-1α）をプロットし、回帰式を求めたところ、胸部における Wolbachia

の密度は日齢を経るとともに低下することが明らかになった（Fig. 3-4-1）

（p<0.05）。また、性モザイク 5 個体の Wolbachia 密度は雌と差がなかったが、

雄 2 個体の Wolbachia 密度は、それらの 1000 分の 1 以下であった。 
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第 3 章の考察 

 

遺伝子解析の結果、本種から 3 系統の Wolbachia が確認された。近年の分子

系統の研究により、16S リボソーム RNA の塩基配列に基づいて、Wolbachia は

8 つのスーパーグループ（A-H）に分類された（Casiraghi et al., 2005）。そのう

ち、節足動物で確認された Wolbachia の多くがスーパーグループ A と B に属す

ると考えられている（たとえば Werren et al., 1995; van Meer et al., 1999、

Vandekerckhove et al., 1999 など）。本種における wsp と ftsZ 領域の解析から、 

3 系統の Wolbachia はスーパーグループ B に属すると考えられた。wEmeTn2 と

wEmeNy1 の wsp 領域の塩基配列はエンケドンホソチョウ Acraea encedon、リュ

ウキュウムラサキ Hypolimnas bolina、キチョウ Eurema hecabe およびキタキチョ

ウの配列と完全に一致したが（それぞれ、Jiggins et al., 1998; Dyson et al., 2002; 

Hiroki et al., 2002, 2004）（Fig. 3-1-2）、ftsZ 領域では、wEmeTn2 はそれらの配

列と 0.5％異なり、wEmeNy1 はエンケドンホソチョウとリュウキュウムラサキ

と一致した（Fig. 3-1-3）。wEmeNy1 の wsp と ftsZ 領域の配列は、チョウ類の

みならず、キンモンホソガの一種 Phyllonorycter esperella (AJ005887) 、カバホシ

ボシホソガParornix devoniella (AJ005888)、コブノメイガCnaphalocrocis medinalis 

(HQ336508)、コチニールカイガラムシの一種 Dactylopius sp.に感染する

Wolbachia とも一致することが明らかになった。Schilthuizen and Stouthamer

（1998）や Zhou et al.（1998）は、Wolbachia は通常母子感染するにも関わらず、

Wolbachia と宿主の系統がしばしば一致しないと述べている。このことは、種内、

種間における水平感染の存在を示唆している（Heath et al., 1999）。Chai et al.

（2011）は、エンケドンホソチョウやリュウキュウムラサキに感染する

Wolbachia はさまざまな種にから検出され、地理や宿主による制限を受けていな

いことを指摘している。本種に感染する wEmeNy1 はこれらの Wolbachia と同

じ配列を持つことから、種内、種間における水平感染の可能性が示唆された。

MLST 法（Baldo et al., 2006）を用いれば、さらに確実な系統関係が明らかにな

ると考えられた。 

wEmeTn2 感染ブルードの一部では、すべてが雌になる性比異常と、約 50％

のふ化率になることが確認されたことから、wEmeTn2 が本種に見られる性比

異常と強く関連することが明らかになった。また、wEmeTn2 感染個体に対す

る抗生物質処理実験の結果、抗生物質を与えてから日数が経つほど、子世代の
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雌の割合は低下し、ふ化率は増加した。得られた子世代のすべての雌で性クロ

マチンが観察されたが、雄では観察されなかった。通常、ZW の染色体を持つ

雌では性クロマチンが見られるが、ZZ の染色体を持つ雄ではそれが見られな

い（Traut and Marec, 1996）。性クロマチンが見られれば遺伝的に雌、見られな

ければ遺伝的に雄と判断したところ、表現型と遺伝子型の性はすべての個体で

一致した。雄が現れなかった 1～4 日目採卵の雌が遺伝的にも雌であったことか

ら、死亡しているのは遺伝的な雄であると考えられた。以上のことから、

wEmeTn2 は卵期に雄が選択的に致死になる「雄殺し」の Wolbachia であると考

えられた。 

しかし、wEmeTn2 感染雌の一部のブルードからは性モザイク個体が得られ

た。wEmeTn1 感染雌と Wolbachia 非感染雌からは得られなかった。このことか

ら、性モザイクの出現に wEmeTn2 が強く関連していると考えられた。アズキ

ノメイガ Ostrinia scapulalis（チョウ目）では、雄殺しの Wolbachia 感染雌に抗

生物質を与えたり、非感染個体に Wolbachia を人為的に感染させることによっ

て、一部の性モザイクが現れることを報告している（Kageyama et al., 2003； 

Kageyama and Traut, 2004）。その後、性決定に関わる doublesex 遺伝子の発現

から、遺伝的な雄を雌化し、遺伝的な性と性決定因子の型が一致しない場合に

致死になることが明らかになった（Takafumi et al., 2012）。アズキノメイガに感

染する雄殺し Wolbachia が雌化する能力を持つことから考察すると、本種の性

モザイク個体出現の一つの可能性として、Wolbachia 感染により部分的に雌化し

たものの、遺伝的な性と性決定因子の性が完全には不一致にならず、死に至ら

なかったことが考えられた。 

また、母チョウの日齢ごとに分析してみると、性モザイク個体の出現はが産

卵初期に集中することが明らかになった。性モザイク個体の出現頻度を野外個

体と交配個体で比較すると、交配個体が有意に高かった。これは、野外で採集

した雌では、すでにある程度日齢が経過していたことに起因すると考えられた。

Kageyama et al.（2007）は、Wolbachiaと同様に寄主操作を行うことが知られる

Spiroplasma属の細菌（以下、Spiroplasma）において、共生細菌の密度と雄殺し

のタイミングについて、仮説を提唱している。Spiroplasmaの密度が日齢を経過

するほど高くなることがすでに知られており（Anbutsu and Fukatsu, 2003）、母

親の日齢が経過するほど、‘雄殺し’のタイミングが早く、完全になることから、

Spiroplasmaが高密度では初期型雄殺しになり、低密度では後期型の雄殺しにな
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ると考察されている（Kageyama et al., 2007）。本種における日齢の経過と性モザ

イク個体の出現頻度に関連があると思われたため、雌の日齢と胸部のWolbachia

密度を調査した結果、日齢を経過するほど胸部のWolbachiaの密度が低下するこ

とが明らかになったが、これは、上述の仮説と一致しない。この現象を説明す

る可能性として次のような仮説が考えられる。トコジラミCimex lectularius

（Hosokawa et al., 2010）ではWolbachiaが卵巣で局在することや、ウンカ類

（Noda, 1977）では、通常脂肪体細胞内に酵母様共生微生物が生息しているが、

雌成虫の卵巣が発達する頃になると、脂肪体から出て卵巣小管の下部に侵入し、

卵内に入り込むことが知られている。このように共生細菌が卵巣に移動する性

質や、卵巣での密度が高くなる例が知られていることから、本種においても、

羽化後にWolbachiaが卵巣に集中することなどが考えられ、このために胸部の

Wolbachia密度が低下した可能性が考えられた。その他の可能性としては、

Wolbachia密度が高いほど、性モザイク個体が出現することや、性モザイクの出

現に密度は関係していないことが考えられた。 

本種の性モザイク個体の形態的、発生的観点から考察すると、以下のような

ことが明らかになかった。性モザイク個体は、9節の腹面にvinculumやvalvaな

どの雄の構造を、背面の9、10節にapophysis posterioris とpapilla analisなどの

雌の構造を有する傾向にあった。このことから、本種の性モザイク個体では、

背面と腹面はそれぞれ独立に性特異的な形質に分化していると考えられた。さ

らにvinculumは9節の腹板から分化し、valvaは9節の付属肢であると考えられて

いる（Kristensen, 2003）。2つ目のvalvaとvinculumが確認されたことから、少な

くとも9節の一部が重複したことを示唆している。しかし、一説では、valvaはチ

ョウ目の幼虫の後期や蛹期の初期から見られるphallic lobeから派生したとされ

る（Snodgrass, 1935; Matsuda, 1976）。この説から考察すると、phallic lobeが

重複した可能性が考えられた。Matsuda（1976）は、phallic lobe にはpenisにな

る部分（本研究ではphallus）とvalvaになる部分がそれぞれ違う時期に独立に生

じると述べている。したがって、valvaとphallusが同時に観察されなかったこと

と矛盾しないと考えられた。性モザイクの器官の重複のメカニズムは不明であ

るが、性モザイクパターンの考察は、性決定と形態形成のメカニズムを考察す

る上で有益であると考えられる。また、本研究で得られた性モザイクのほとん

どが、翅が完全に伸びない羽化不全であることやファレート成虫で死亡したこ
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と、さらに形態的な観点から、野外で交尾し生殖することは困難であると考え

られた。  

  本種で見られた wEmeTn2 の感染率は関東-1 で、wEmeTn1 と wEmeNy1 の

感染率は関東-4、近畿-1、近畿-3、韓国で高く、Wolbachia の効率的な感染と生

殖操作が関与する可能性が考えられた。特に、「初期（卵期）の雄殺し」のダイ

ナミクスは、以下のようなものに起因するとされている。例えば、きょうだい

間で共食いが起こるような宿主の生態では、きょうだい間で不均衡な相互作用

を生み、初期の雄殺しの性質は個体群内で拡がると考えられる（Hurst et al., 

1997）。もう一つの要因は、近親交配を回避することで致死遺伝子の影響を受け

る可能性を低下させることである（Hurst and Majerus, 1993）。wEmeTn2 感染

個体が確認された個体群では、雄殺しの Wolbachia に感染することで、近親交

配が回避され、感染個体にとって有益である可能性が考えられた。また、細胞

質不和合による寄主操作も、非感染雌と感染雄の子が死にいたるため、急速に

集団内に拡大すると考えられているが（たとえば Hoffmann et al., 1990）、本種

の交配実験の結果、非感染雌と wEmeTn1 感染雄の交配の子世代のふ化率は

90%以上と高く、細胞質不和合による寄主操作は行われていないと考えられ、

wEmeTn1 に高頻度に感染することを説明できる明確な生殖操作は確認されな

かった。wEmeNy1 については交配実験などを実施して検証することが必要で

ある。 

 wEmeTn1 雌と非感染雄の組合せでは、2 ペアの子世代で著しく低いふ化率を

示すものがあった。しかし、性比異常は見られず、Wolbachia 感染によるふ化率

の低下とは考えにくい。また、これらの組み合わせは、雌は近畿-1、雄は近畿

-2 の異なる個体群の交配であったため、個体群分化によるふ化率の低下である

可能性も考えられた。 

Wolbachia 感染による性比異常は、チョウ類では、エンケドンホソチョウ 

（Jiggins et al., 1998）、リュウキュウムラサキ（Dyson et al., 2002）、キチョウお

よびキタキチョウ（Hiroki et al., 2002, 2004）に続く 4 番目の事例である。チョ

ウ類において、本種で見られたような、3 系統の Wolbachia に感染し、そのうち

1 系統が雄殺しであるという報告例はない。さらに、wEmeTn2 系統の Wolbachia

は「雄殺し」を引き起こすだけでなく、性モザイク個体の出現にも関与してい

る可能性がある。これらのことから、本種における Wolbachia 感染は、宿主で

あるシルビアシジミの個体群動態や遺伝的多様性を理解するうえで重要な要素
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となると考えられた。 

以上のような第 3 章の結果から、本種に感染する Wolbachia 感染系統と頻度

は個体群間で異なり、そのうち 1 系統の Wolbachia は卵期に雄を死亡させる「雄

殺し」であるとともに、一部の個体を性モザイク化することが明らかになった。 
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第 4 章の緒言 

 

動植物の分布は、時間や空間において非常に多様で（Hewitt 1996, 2000; 

Taberlet et al. 1998）、地理的な分断や気候の変化による進化プロセスが遺伝的パ

ターンを形成してきた（Avise, 1994, 2000; Nichols and Hewitt, 1994; Schmitt 

and Müller, 2007; Saitoh et al. 2008; Dvořáková et al., 2010; Šmídová et al., 2011, 

Hucka et al., 2012）。チョウ類においても、これまでに保全を目的とした遺伝的

構造の解析がなされてきた（Anthony et al., 2001; Krauss et al., 2004; Schmitt et 

al., 2004; Schmitt et al., 2005）。すでに、シルビアシジミ属の分子系統と生物地

理に関する研究が行われ、本種内で遺伝子型がいくつか確認されているが

（Yago et al., 2008）、種内でどのような遺伝的構造を有しているか、どの程度集

団が分化しているかについては明らかになっていない。 

また、1970 年代から、絶滅危惧種における遺伝的要因の重要性が認められ

るようになった。絶滅リスクに影響する遺伝的要因の一つとして、近交弱勢が

考えられる（Frankel and Soulé, 1981）。集団サイズが小さいことや、種内や集

団内の遺伝的多様性が低いことで近交弱勢が起こりやすくなる（たとえば O’ 

Brien，1994 など）。Crnokrak and Roff（1999）は、実際に 34 種を含む 151 例

の動物と植物類で近親交配による影響を調査し、約 90％の交配で近交弱勢が起

こることを結論付けている。種内の遺伝的多様性や遺伝的構造を明らかにする

ことは、絶滅リスクを評価するために重要である。 

チョウ類における個体群の遺伝的多様性の研究では、アロザイム（たとえば、

Meglecz et al., 1999; Vamdewpestojine et al., 1999; Krauss et al., 2004）、マイクロ

サテライトマーカー（Haraper et al., 2003）、ミトコンドリア DNA（mtDNA）

（Bogdanowicz et al., 1993; Sperling, 1993）、核 DNA（Belträn et al., 2002）、AFLP

（Takami et al., 2004）などが解析に用いられている。そこで本章では、かつ解

析が容易であると考えられる mtDNA と核 DNA の塩基配列を用いて遺伝子解

析を行った。 
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方 法 

 

採集地と採集日 

採集地と採集日は以下の通り（Table 4-1-1）。日本国内では、2007 年 9 月 9

日、9 月 28 日、10 月 20 日、10 月 21 日、11 月 3 日、11 月 4 日、2011 年 9 月

17 日に関東地方（4 ヶ所、関東-1～4）、2011 年 10 月 23 日に中部地方（1 ヶ所、

中部）、2004 年 9 月、10 月、11 月、2006 年 6 月、8 月、10 月、2007 年 4 月 28

日、7 月 5 日、10 月 22 日、11 月 7 日、2009 年 6 月 15 日、7 月 28 日、8 月 27

日、2010 年 8 月 11 日に近畿地方（5 ヶ所、近畿-1～5）、2012 年 7 月 31 日に四

国地方（1 ヶ所、四国）、2001 年 6 月 27 日、2010 年 9 月 8 日、2011 年 11 月 12

日、九州地方（3 ヶ所、九州-1～3）、計 14 ヶ所と、2012 年 8 月 20 日、8 月 23

日に韓国（2 ヶ所、韓国-1、2）で本種雌雄成虫を採集した（Fig. 1-1-1）。 

 

（1）DNA 抽出 

 各個体群から採集した雌雄成虫をサンプルとして用いた。各個体の脚部を試

料として、DNeasy Tissue kit (Qiagen) を用いて全 DNA を抽出した。 

（2）PCR（Polymerase Chain Reaction：ポリメラーゼ連鎖反応） 

 抽出された全 DNA を鋳型として、mtDNA 内の NADH dehydrogenase 

subunit 5 (ND5) 領域の一部 830bpと cytochrome oxidase subunit I (COI) 領域

の一部 658bp、同様に核 DNA 内の性染色体（Z 染色体）上に存在する triose 

phosphate isomerase （Tpi）領域の一部 356bp を、Ex Taq DNA Polymerase 

(Takara), rTaq DNA Polymerase（Toyobo)、Taq DNA Polymerase (Finnzymes)

または KOD Dash (Toyobo) を用いた PCR 法で増幅した。 ND5 領域の PCR

にはプライマーV１（Yagi et al., 1999）、KA1L（谷川他，1998）を、COI 領域の

PCR にはプライマーLCO1490、HCO2198（Folmer et al., 1994）を使用した。

Tpi 領域の PCR にはプライマー（Jiggins et al., 2001）を使用して得られた本種

の塩基配列から新たにプライマーを開発した。プライマーの塩基配列は以下の

通り。 

 

 V1    5’-CCTGTTTCTGCTTTAGTTCA-3’ 

 KA1L  5’-GTTCTAATATAAGGTATAAATCATAT-3’ 
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 LCO1490 5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’ 

 HCO2198 5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’ 

 

TpiziF  5’-AGAAAGACGAATTGGTTGCTGA-3’ 

TpiziR  5’-TGGTAATAGGGCTTTAGTCTG-3’ 

 

 

PCR はサーマルサイクラー（C1000TM、BIO-RAD）を用い、以下の温度、サイ

クルで行った。 

 

 ND5   94.0℃：1 分 1 回 

         94.0℃：1 分、45.0℃：1 分、72.0℃：2 分   30 回 

 

 COI  94.0℃：2 分 1 回 

   94.0℃：15 秒、52.0℃：30 秒、72.0℃：1 分  40 回 

  72.0℃：5 分 1 回 

 

 Tpi  95.0℃：1 分 1 回 

  95.0℃：1 分、54.0℃：1 分、72.0℃：30 秒  35 回 

  72.0℃：5 分 1 回 

     

PCR 産物の一部を、1％アガロースゲルを用いて 1×TAE バッファ中で 25 分間

（100V）電気泳動を行い、泳動後のゲルをエチジウムブロマイドで染色し、バ

ンドの出現によって目的領域の増幅を確認した。 

 

（3）PCR 産物の精製 

増幅した PCR 産物は AMPure magnetic bead system（Agencourt）を用いて精

製した。 

 

（4）サイクルシークエンス 

精製した PCR 産物を ABI PRISEⓇ BigDyeⓇ Terminator v3.1 Cycle sequencing 

kit（Applied Biosystems）を用いてサイクルシークエンスを行った。サイクル
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シークエンスには前述のサーマルサイクラー（C1000TM、BIO-RAD）を用いた。

サイクルシークエンスの温度設定は以下の通り。 

 

 96.0℃：1 分 1 回 

 96.0℃：10 秒、50.0℃：5 秒、60.0℃：2 分 30 秒  40 回 

 

（5）サイクルシークエンス産物の精製とシークエンス 

サイクルシークエンス産物を Clean SEQ（Agencourt）を用いて精製した後、

DNA シークエンサーABI PRISEⓇ 3100 Genetic Analizer（Applied Biosystems） 

を用いたダイレクトシークエンスによって塩基配列を決定した。 

 

分子系統の解析 

 本種から得られた塩基配列を CLUSTAL X（Thompson et al., 1997）を用いて

アライメントを行い、PAUP* 4.0b10（Swofford, 2002）を使用して、最尤法に

よってハプロタイプ系統樹を作成した。最尤法の構築は、Modeltest3.7（Posada 

and Crandall. 1998）を用いて階層的尤度比検定により、最適な分子進化モデル

を選択して行った。 

 

ハプロタイプ多様度・頻度解析 

 遺伝的多様性を表す指標として、ハプロタイプ多様度（haplotype diversity; h）

（式 3；Nei, 1973）および塩基多様度（nucleotide diversity; π）（式 4；Nei and 

Li, 1979）を、ARLEQUIN ver. 3.5（Excoffier and Lischer, 2010）を用いて求め

た。 

 

ハプロタイプ多様度 (ℎ) =
𝑛

𝑛 − 1
(1 − ∑ 𝑝𝑖

2

𝑘

𝑖=1

)      （式 3） 

塩基多様度 (𝜋) = ∑ 𝑥𝑖𝑥𝑗𝑑𝑖𝑗

𝑞

𝑖𝑗

                     （式 4） 

  n: 集団内の対立遺伝子の総数、k: 集団内のハプロタイプ数、𝑝𝑖番目のハプロタイプ頻度 

𝑥𝑖,𝑗: 集団内における i, j 番目の対立遺伝子の平均頻度の推定値 

𝑑𝑖𝑗 : i 番目と j 番目の対立遺伝子間での 1 サイトあたりの塩基置換数の推定値 
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ここで、ハプロタイプ多様度（h）は 0～1 の値をとり、1 に近づくほど多様

度が高いことを示す指標で、塩基多様度（π）は 2 つの塩基配列間で異なる塩

基の割合を示す量の平均値である。 

 

 個体群間の遺伝的な集団構造を明らかにするために、各個体群を 1 つの個体

群と仮定し、ARLEQUIN ver. 3.5（Excoffier and Lischer, 2010）を用いて

AMOVA（analysis of molecular variance; Excoffier et al., 1992）による解析を行

い、FSTを算出した。それぞれの分集団から無作為に抽出された 2 つの配偶子間

の相関で、分集団の遺伝的分化の程度を表す数値である（Wright, 1951）。本研

究では、Wright （1951）が提唱した定義式を改良したもので、自然集団にも

適用可能とされる Nei（1987）の定義式（5）により FSTを算出した。 

 

𝐹ST  =  (ℎT − ℎS) / ℎT        （式 5） 

 

ここで、hTは集団全体の総ヘテロ接合度、ℎSは分集団内のヘテロ接合度の期

待値である。FSTは0～1の値をとり、1に近いほど遺伝的に異なるという（Wright, 

1951）。 

 

結 果 

日本国内における上記 14 ヶ所から採集された雌雄成虫の ND5 領域からは、

832 塩基中 4 塩基に変異が見られ、4 種類のハプロタイプが確認された

（Genbank: AB714583-AB714594）。COI 領域からは、658 塩基中 3 塩基に変異

が見られ、4 種類のハプロタイプが確認された（Genbank: AB714595-AB714606

未登録あり）。上述の 2 つの領域を合わせると、合計で 6 種類のハプロタイプ

（I-VI）に分けられた（Fig. 4-1）（Table 4-2）。Fig. 4-2 は mtDNA ハプロタイプ

を用いてネットワーク樹を構築し、ハプロタイプを各個体群で塗り分けたもの

である。近畿-1 が 3 ハプロタイプ（I, II, IV）ともっとも多く、近畿 3（I, IV）、

近畿-2（I, II）、近畿-4（I）、関東-4（I）近畿-5（II）、四国（I）、九州-1（IV）九

州-2（IV）、九州-3（IV）で見られたハプロタイプはいずれも近畿-1 のものと共

通であった（Table 4-3）。関東-1、関東-2、関東-3（III）と中部（V、VI）で見

られたハプロタイプは、他のいずれの個体群とも共通のものは認められなかっ

た。他の個体群では見られなかった。塩基多様度は 0.001 以下であった。近畿
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地方では、共通のハプロタイプが見られたが、近畿-1 と近畿-3 では IV（それぞ

れ 66、87％）、近畿-2 では II（91％）、近畿-4 ではハプロタイプ I（100％）が集

団内で優占し、ハプロタイプの構成比は個体群によって異なっていた。 

一方、103 個体の雌の Tpi 領域からは 355-360 塩基が得られ、6 ハプロタイ

プが確認された（Table 4-4）。挿入欠失を除いた 355 塩基について 4 ハプロタイ

プ（A-D）の系統解析を行った（Genbank: AB714607-AB714624）（Fig. 4-3）。

挿入欠失は 4 塩基と 1 塩基の 2 ヶ所に認められ、それらを 5 番目の変異とみな

し、ハプロタイプネットワーク樹を構築すると、6 ハプロタイプ（A-F）が確認

された。Fig. 4-4 は核 DNA ハプロタイプを各個体群で塗り分けたものである。

近畿-4 が 4 ハプロタイプ（A、B、C、E）ともっとも多く、続いて、関東-1、

関東-2（A、D、F）、近畿-1、近畿-3（A、B）、近畿-2（A、C）、関東-3（D）、

関東-4（D）、中部（D）であった（Table 4-5）。ハプロタイプ B、C は近畿と四

国地方で、ハプロタイプ D、F は関東と中部地方で、ハプロタイプ E は近畿-4

でのみ見られた。近畿地方では、共通のハプロタイプが見られたものの、近畿

-1 と近畿-3 ではハプロタイプ A+B（いずれも 100%）、近畿-4 では B（53％）、

近畿-2 では C（90％）が集団内で優占し、ハプロタイプの構成比は個体群によ

って異なっていた。韓国で見られた mtDNA ハプロタイプは 2 種類（VII、VIII）

で、いずれも日本国内のものとは異なったが、核 DNA はすべて関東地方で見

られたハプロタイプ D と一致した。 
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第 4 章の考察 

 

集団の分化は遺伝子流動に左右されるため、集団間の分化は主の移動･分散能

力や集団間の隔離の程度に関連すると予想されており、実際の観察はおおむね

これらの予測を支持している（Hastings and Harrison, 1994; Harmrick and 

Godt, 1996）。サンプル数が 10 以上ある 6 個体群において、mtDNA と核 DNA 

の AMOVA 解析の結果、個体群間で遺伝的構造が異なることが明らかになった

（p<0.001）（Table 4-D-1）。また、上述の 6 個体群において、mtDNA と核 DNA

のペアワイズ FST解析を行った結果、近畿-1 と近畿-3、近畿-4 と四国間を除く

すべての個体群間で遺伝的分化が認められた（Table 4-D-2）。mtDNA の近畿-3

と近畿-4 間では遺伝的に異なることが示されたものの、核 DNA ではそれが示

されなかった。しかし、近畿-4 のみで、ハプロタイプ E が確認されたため、近

畿-4 はある程度隔離されている個体群であることが示された。関東-1、関東-2、

関東-3 ではハプロタイプ III のみが確認され、これらの個体群では、遺伝的な

分化が認められなかった。韓国の核 DNA ハプロタイプは関東地方でみられる

ものと一致したが、mtDNA ハプロタイプはすべて異なったため、遺伝子交流

はないと考えられた。以上のことから、本種の個体群間では、遺伝的分化が生

じていると推測され、本種は移動性が低いことが示された。 

本種の ND5 領域の塩基配列データに加えて、日本各地の同領域の塩基デー

タを Genbank から引用し、比較した結果、Yago et al.（2008）では、本研究で

確認された ND5 領域における 4 ハプロタイプに加えて、異なる 1 ハプロタイ

プが確認されていた。そのハプロタイプの採集地は、鹿児島県であった。全国

的にみても、近畿-1 のハプロタイプ数がもっとも多くで、ハプロタイプ III は

関東地方固有であった。 

絶滅が危惧される哺乳類、鳥類、魚類、昆虫などの 38 種のうち、32 種は絶

滅のおそれのない近縁種と比べて遺伝的多様性が低いことが明らかになってい

る（Frankham, 1995b）。他のチョウ類の mtDNA の多様性は、ナガサキアゲハ

Papilio memonon で 9 つのハプロタイプ（吉尾，2005）、本州に生息するベニヒ

カゲ Erebia niphonica で 11 ハプロタイプ（ND5 + COI: 942 bp）（中谷他，2006）

が確認されている。また、核 DNA の解析からは、本州に広く分布するキタキ

チョウの Tpi 領域（457 bp）で 29 のハプロタイプが確認されている（Narita et 

al., 2006）。これらの例と本種の遺伝的多様性を比較すると、本種に見られたハ
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プロタイプ数は少ないことが明らかになった。本種の野外調査や飼育では、し

ばしば翅に斑紋異常が見られることがある（例えば、中村，2007；大塚，2008

など）。翅の斑紋などの形態に異常は、遺伝子の変異とも考えられ（Carroll et al., 

1994; Hiyama et al., 2012）、各地で個体数が減少していることから考えると、近

交弱勢の影響の一つと考えられた。以上のことから、本種は遺伝的多様性が低

下している可能性が考えられた。 

近畿-1 では 6 つのハプロタイプのうち 3 つが確認され、本種の中では、もっ

とも mtDNA ハプロタイプ数は多かったが。核 DNA のハプロタイプでは。近

畿-4 がもっとも多く確認されたため、核 DNA と mtDNA の遺伝的多様性の傾

向は異なる可能性が示唆された。mtDNA は細胞質ゲノムであるので、本種の

母系の系統関係を反映すると考えられる。mtDNA と核 DNA 間で遺伝的多様

性の傾向が異なることから。遺伝子流動に性差がある可能性が考えられた。 

以上のような第 4 章の結果から、本種の遺伝的多様性は低く、比較的近隣の

組合せを除くすべての個体群間でハプロタイプ頻度が異なり、個体群の分化が

認められた。 
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寄主植物利用 

第 1 章では、個体群間で寄主植物選好性が異なることが明らかになった。そ

こで、産卵選好性を第 4 章で得られた遺伝子解析から考察した。Table D-1 はミ

ヤコグサ属 L. spp.とシロツメクサの二者択一実験における産卵選好性をミトコ

ンドリアと核 DNA ハプロタイプ別にまとめたものである。mtDNA ハプロタ

イプと産卵選好性の関係を見てみると、ハプロタイプ II については、すべてミ

ヤコグサを選好したが、ハプロタイプ I、III、IV では、どちらを選好する個体

も確認された。同様に、核 DNA ハプロタイプと産卵選好性の関係を見てみる

と、ハプロタイプ C でシロツメクサを選好する個体が見られなかったものの、

ハプロタイプ A、B、D では、どちらを選好する個体も見られた。近畿-1 の核

DNA では、2 ハプロタイプが見られているが、その選好性の頻度はハプロタイ

プ間で差がなかった（Fisher’s exact test, p<0.05）。近畿-1 の mtDNA ハプロタ

イプは 3 種類が認められたが、産卵選好性のデータが得られたのは IV のみで

あったため、ハプロタイプ間の比較はできなかった。これらのことから、一部

のハプロタイプでは、産卵選好性に偏りがあったものの、ハプロタイプと選好

性に明確な対応関係は見られず、産卵選好性を遺伝的背景から説明するには不

十分であった。幼虫の発育についても、個体群間で異なることが明らかになっ

たが、遺伝的背景から明確な体サイズの違いを説明するには不十分であった。 

そこで、本種における寄主植物利用を各植物の来歴と合わせて考察した。福

田他（1984）は、ミヤコグサを帰化種と考え、本種がヤハズソウやコマツナギ

を本来の食草としていたか、ミヤコグサの帰化後に本種が移入したと述べてい

る。ヤハズソウの利用記録はあるものの、秋冬に枯死することから、ヤハズソ

ウのみを利用していたとは考えにくく、コマツナギ Indigofera bungeana に関し

ては、利用記録はあるものの単体での利用は知られていないことから、これら

の植物のみを利用して生息するのは困難ではないかと考えられた。ウマゴヤシ

Medicago polymorpha、コメツブウマゴヤシ M. lupulina でも利用記録があるが、

同様の理由で主な食草として利用されていないと考えられる。ミヤコグサにつ

いては、前川（1943，1978）が史前に帰化した植物ではないかと指摘している

が、確証はなく、現在でもほとんどの生息地がミヤコグサに依存していること

から、本種は主にミヤコグサを利用してきたと考えられる。仮に、ミヤコグサ

が帰化種で、弥生時代以降に本種が侵入したとすれば、およそ 3,000 年内に本

種は分布を拡大したことになるが、複数のハプロタイプが地域ごとに固有であ
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ることと分子進化速度を考慮すると矛盾するため、この説は支持できない。シ

ロツメクサは、1846 年の江戸後期にガラス製品の詰め物として干し草に混ざっ

て種子が渡来し、明治時代以降に、牧草や緑肥などとして本格的に輸入される

ようになった帰化植物であるとされている（貴志，1856；長田，1972；淺井，

1993）。セイヨウミヤコグサについては、渡来年に関しては諸説あるものの、1940

年代以降に初めて記録され、これも帰化植物であるとされている（清水，2003）。

いずれの個体群においてもシロツメクサよりミヤコグサにおける適応度が高く、

シロツメクサを利用できる個体群は限られていた。これらのことから、ミヤコ

グサは古来より自生する植物で、本種は主にミヤコグサを利用していたが、シ

ロツメクサの帰化後、この植物を利用する個体が現れ、寄主の拡大が生じたと

考えられた。セイヨウミヤコグサはミヤコグサの同属種であるとされ、化学・

生態学的な障壁が少なく、ミヤコグサと同様に利用できる可能性が考えられる。 

 

繁殖干渉の影響 

第 2 章では、本種はヒメシルビアシジミからの繁殖干渉を受けることが明ら

かになった。Kuno（1992）は、2 種の生物が配偶過程で相互に作用するモデル

を構築し、2 種の分布域が拡大し二次的に出会った場合には、一方が絶滅する

ことを示し、分布域は重なることなく、側所的な分布を保つことを推定した。

Zizina 属におけるニュージーランド固有の Z. oxleyi が、人為的に移入された Z. 

otis labradus によって分布域を徐々に侵食され、絶滅の危機に瀕しているが

（Yago et al., 2008）、これを説明する一つの要因として繁殖干渉の可能性が考え

られた。このことから、ヒメシルビアシジミとの繁殖干渉が、本種の分布にも

影響を与える可能性が考えられ、将来的に本種の主な衰退要因の一つとなり得

ることが推定される。 

 

Wolbachia が本種の遺伝的構造に与える影響 

第 3 章では、Wolbachia 感染系統と頻度は個体群によって異なり、そのうち１

系統が本種に対して「雄殺し」と呼ばれる生殖操作と一部の個体を性モザイク

化することが明らかになった。そこで、Wolbachia による本種の mtDNA と核

DNA に対する遺伝的影響について考察した。解析のためには、TCS* version 

1.21（Clement et al., 2000）を用いたハプロタイプネットワーク樹を作成した。

mtDNA と Wolbachia 感染との関係をネットワーク樹で示したところ、
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wEmeTn1 感染個体の mtDNA ハプロタイプは IV、wEmeTn2 感染個体のハプ

ロタイプは I、II、III のいずれか、wEmeNy1 感染個体はハプロタイプ I または

V のいずれかであったことから、Wolbachia 感染系統と mtDNA ハプロタイプは

関連していると考えられた（Fig.D-1）。一方、核 DNA のネットワーク樹と

Wolbachia 感染系統には明確な対応関係は見られなかった（Fig.D-2）。Johnstone 

and Hurst（1996）は、数理生態学的な解析を用いて、雄殺しの Wolbachia に感

染した雌の適応度が非感染の雌より高いと仮定した場合に、集団内で雄殺しの

Wolbachia に感染した個体の mtDNA ハプロタイプの割合が増加し、mtDNA の

多様性が減少することを示した。幼虫期にきょうだい間で競争が起こるエンケ

ドンホソチョウにおいて、雄が死亡することで雌の適応度が高まり、Wolbachia

感染個体が持つハプロタイプが集団内で優占して、非感染系統のハプロタイプ

が排除されたと考えられている（Jiggins et al., 2003）。またオナジショウジョウ

バエ Drosophila simulans（Turelli and Hoffman, 1991）やキチョウおよびキタキ

チョウ（Narita et al, 2006）に細胞質不和合を引きおこす Wolbachia についても、

集団内に感染個体の mtDNA ハプロタイプが拡がることが報告されている。そ

こで、本種における mtDNA の多様性の減少の可能性を検討するために、DnaSP 

version 5.10（Rozas et al., 2003）を用いて HKA 検定（Hudson et al., 1987）を

行った。mtDNA（ND5+COI）と Z 染色体（Tpi）の有効集団サイズを 1：3 で

補正し、外群にはヒメシルビアシジミを用いて各遺伝子の変異率を比較した。

解析の結果、感染と非感染のどちらの個体群でも有意な差は見られなかった

（Table D-2）。mtDNA の多様性が減少することは統計学的に示されなかった

ものの、野外個体群のほぼすべてのハプロタイプで Wolbachia 感染が確認され

たことから、感染個体の mtDNA ハプロタイプが維持されるメカニズムが存在

する可能性が考えられた。また、数理モデルから、mtDNA だけでなく、核 DNA

への影響を推定する研究も進んでおり、Engelstdäter and Hurst（2007）は、「雄

殺し」が存在する個体群では、核 DNA の致死遺伝子は固定しやすく、進化上

有利な遺伝子は固定されにくいため、核 DNA の遺伝的多様性は低下すると結

論付けている。このことは、本種において、mtDNA の減少が検出されなかっ

たことの一要因として考えられる。また、種間交雑により近縁種の Wolbachia

が感染し、mtDNA 遺伝子に影響を及ぼした例がいくつかの昆虫で報告されて

おり（Ballard et al. 1996; Dean et al. 2003; Gompert et al., 2006; Narita et al., 

2006）、本種とヒメシルビアシジミ間の遺伝子浸透にともない、互いのもつ共生
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細菌が寄主操作を起こす可能性が考えられる。 

さらに、近年、雄殺しの共生細菌が、宿主の行動に影響を与える事例も報告

されている。雄殺し Wolbachia 感染個体の頻度が高いことで知られるエンケド

ンホソチョウでは、集団内の性比が極端に雌に偏ることにより、雌が雄をめぐ

って競争するというような求愛様式の逆転現象が生じている（Jiggins et al., 

2000; Randerson et al., 2000）。本種の近畿-1 の野外調査の結果では、性比はむ

しろ雄に偏っていたが、これは雄が探雌行動を行い、活動的であることに起因

すると考えられ、エンケドンホソチョウのような配偶行動の変化は観察されな

かった。また、近畿地方（近畿-1、3）と関東地方（関東-1～3）の雌個体にお

ける雄殺し Wolbachia の感染頻度はそれぞれ 20、50%であり、すべての雌が均

等に子を産むと仮定すると、性比はそれぞれ雌：雄＝1：0.80、1：0.50 と推定

され、極端に雄が少なくなる頻度ではなかった。しかし、Bonte et al.（2009）

は数理生態学的解析から、雄殺しの共生細菌に感染する集団では、雄に偏った

分散行動が進化しすることを論証し、絶滅リスクが軽減されることを示してい

る。このことから、本種の雄殺し Wolbachia に感染した個体群でも、雄の分散

頻度が高くなる可能性が示唆された。このように、Wolbachia は本種の遺伝的多

様性のみならず、成虫行動にも影響を与えている可能性が考えられる。 

 

遺伝的分化と地理的距離の関係 

第 4 章では個体群間の遺伝子流動を、FST を用いて推定し、個体群間で遺伝

的分化が生じていることが明らかになった。FST と種の移動、分散能力との間

には強い負の相関があることが知られており、ある種における移動パターンは、

分集団の遺伝子流動と地理的距離の関係から推定することができる

（Frankham et al., 2002）。実際に、ほ乳類では、オオツノヒツジOvis canadensis、

ハイイロオオカミ Canis lupus、ヒグマ Ursus arctos（Forbes and Hogg, 1999）、

鳥類では、ホオジロシマアカゲラ Picoides borealis、キタ・ニシアメリカフクロ

ウ Strix occidentalis（Haig et al., 2001）において、遺伝的分化が地理的距離と相

関していたことが報告されている。そこで、本種においても mtDNA と核 DNA

から得られた各個体群間の FST 値と距離の関係を解析した。その結果、地理的

に離れるほど、遺伝子流動が低下することが示されなかった（Fig. D-3）。遺伝

的距離と地理的距離の関係については、さまざまな分散モデルが構築されてお

り（たとえば、Kimura and Weiss, 1964; Ibrahim et al., 1995）、本種における FST
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と地理的距離の相関は、Ibrahim et al.（1995）における飛び石分散モデルに近

いと考えられる。一定以上の距離では、個体群間において遺伝子流動はほとん

ど起こらないことから、本種の移動性は低く、個体群は非連続的であることが

明らかになった。 

 

遺伝的隔離の背景 

以上のように、さまざまな観点から、本種の集団の分化が支持された。そこ

で、本種の遺伝的構造を、気候と地史の変遷から考察した。ほとんどのチョウ

類は植食性で、その分布は寄主植物の分布と一致し、とくに、日本固有種の多

くは、照葉樹林や落葉樹林などの森林植生と結びついている（石井，2001b）。

植物の分布は気候の影響を強く受けるため、植生帯はおおむね緯度と平行に形

成される（日浦，1973）。たとえば、ヒロハヘビノボラス Berberis amurensis や

メギ B. thunbergii を利用するミヤマシロチョウ Aporia hippia の分布は亜高山帯

と、ブナ Fagus crenata やイヌブナ F. japonica を利用するフジミドリシジミ

Sibataniozephyrus fujisanus は落葉広葉樹林帯と、イチイガシ Quercus gilva を利

用するルーミスシジミPanchala ganesaの分布は照葉樹林帯とそれぞれ一致する

ことが知られている（石井，2001；白水，2006）。本種は、西日本を中心とする

低地に分布する。これを現在の植生分布と重ねると、照葉樹林帯の分布域内に

ほぼ限定されることが明らかになった（Fig. D-4）。実際には、本種は照葉樹林

を生息場所として利用しているわけではないが、照葉樹林が成立する気候帯に

分布していると考えられる。 

気候変化における集団の分化の例がいくつか知られている。たとえば、現在

のアメリカのフロリダ半島南部は、気候学的に温暖な北部や西部と異なり亜熱

帯気候地域である。フロリダ半島は、寒冷期には現在よりもずっと大きく、南

方に分布域が狭まった温帯性種の重要なレフュージアであったとされ、半島固

有の多様な陸生動物群が形成された（Remington, 1968; Avise, 2000; Muhs et al., 

2003）。現在は、半島亜種の北上にともなって、本土亜種との交雑が見られる接

触帯が存在する（Remington, 1968）。また、沿岸部に生息する温帯種について

も、氷河期に南部に移動し、間氷期に北上した際に、大西洋沿岸部とメキシコ

湾岸部に物理的に分断したとされている（Avice, 2000）。フロリダ半島の沿岸部

に生息するハマヒメドリ Ammodramus maritimus（Avise and Nelson, 1989）、ブ

ラックシーバス Centropristis striata（Bowen and Avise, 1990）、ハンミョウ属の
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一種 Cicindela dorsalis（Vogler and DeSalle, 1993, 1994）などは、遺伝子解析か

らも 2 つの集団に分かれることが支持されている。このように、気候変化によ

る分布の縮小と拡大が生物集団に変化をもたらしてきたと考えられる。 

植生帯と日本列島の地史との関係は諸説あるが、おおまかには次のような変

遷をたどっている。約 200～15 万年前は、現在の日本列島と朝鮮半島は陸続き

であった（湊，1977; 安田，1980）。3～2 万年前の更新世後期には、日本は、朝

鮮半島と分断し、1 万年前～現在の完新世に、本州、四国、九州が分離した。2 

～1 万年前の寒冷期には、本州から九州の大部分が冷温帯性落葉広葉樹林で覆

われ、照葉樹林帯は、太平洋側の海岸線にまで追いやられた後、寒冷期が終わ

り、温暖化に伴って再び北上してきたとされている（安田，1980）（Fig. D-5）。

とくに、太平洋側は半島や岬などの先細りの地形が多く、寒冷期に本種の分布

域が南に行くにしたがって、生息地が限定されたと考えられた。集団サイズが

縮小すると遺伝的浮動の影響を受けやすいため、集団内の遺伝的多様性の消失

とアリルの固定が生じやすい（Frankham et al., 2002）。すなわち、本種は、現

在の房総半島、伊豆半島、紀伊半島、四国南部、九州南部に分断され、集団サ

イズの縮小にともない、それぞれに固有の遺伝子型と頻度を形成した（Fig. 

D-6）。その後、照葉樹林帯の北上にともなって本種の分布も北へと拡大したと

考えられる。実際に、本種における mtDNA と核 DNA の遺伝子構成は、地史

と植生の変遷とよく一致している。現在の分布は分断された各集団が、それぞ

れ北上したものが定着したものと考えられる。これらのことは大阪府と兵庫県

の個体群が最短で約 30km しか離れていないにもかかわらず、遺伝的分化が認

められたことと矛盾しない。 

 

以上のような遺伝学的、生態学的、疫学的な知見を踏まえて、本種の保全の

あり方ついて考察する。生息域内保全では、まず、保全単位を決定する必要が

ある。本研究の結果、ごく近隣の個体群を除いて遺伝子流動が起らないことが

示された。また、各個体群において感染する Wolbachia と頻度が異なることも、

各個体群間でほとんど交流がないことを支持する結果となった。Nice et al.

（2009）は、Wolbachia の繁殖操作が個体群の存続に影響することから、絶滅危

惧種の保全の際にそれらを調査する必要性を主張しており、本研究において明

らかになった寄主操作や感染頻度からも、Wolbachia 感染の調査は、本種の保全

上不可欠な要素であると考えられる。さらに、個体群間で寄主利用能力が異な
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ることが明らかになったことから、最小保全単位を決定する上で、生態学的な

差異も重要であると考えられる。そこで、これらの結果に基づき、比較的十分

にデータを集積した関東から四国の 11 個体群について、本種の最小保全単位を

設定した。まず、mtDNA および核 DNA の解析では、共通のハプロタイプが

認められない個体群間は、異なる保全単位とした。共通のハプロタイプが認め

られる場合は、サンプルサイズが 10 以上の個体群で FST解析を行い、有意差が

ある場合は異なる単位とした。サンプルサイズが 10 未満の個体群については、

共通のハプロタイプが見られる近隣の個体群と同一と見なした。mtDNA もし

くは核 DNA のいずれか一方で、遺伝的分化が示された場合は異なる保全単位

とした。その結果、mtDNA および核 DNA の解析からは 6 分類が認められた。

Wolbachia 感染状況については、感染個体が 1 個体でも確認されれば感染個体群

として扱い、非感染の個体群と異なる単位と見なした。感染個体群についても、

異なる系統が検出された場合は、同様に異なる単位として扱った。その結果、

Wolbachia 感染状況からは、4 分類が認められた。寄主利用能力については、産

卵選好性と幼虫の体サイズにおいてそれぞれ個体群間で有意差があったことか

ら、独立の単位として扱った。産卵選好性はシロツメクサに産卵した割合が 10%

を基準に、体サイズは平均蛹体重が 45 mg を基準に考慮した結果、4 分類が考

えられた。これらの単位から総合的に判断すると、7 つの保全単位が提案でき

る（Fig. D-7）。生物集団の保全や多様性の評価を行う際には、これまでのよう

に遺伝的固有性のみに基づいて設定される進化的重要単位（Evolutionarily 

Significant Unit; ESU）や管理単位（Management Unit; MU）（Moritz, 1994）

の基準だけでは、繁殖集団の固有性を認識するのに不十分で、共生細菌の感染

状況や寄主植物利用能力の差異を含めて総合的に保全単位を決定する必要があ

ると考えられる。 

生息域内保全では、もっとも優先される施策であるが、まず、最小保全単位

をもとに、生息環境を管理する必要がある。本種はシバ型の草地に生息し、ミ

ヤコグサやシロツメクサを利用することが明らかになった。大崎（1986）は、

モンシロチョウが日向の草地に生息していることは、多化多産の r 戦略にもと

づく、不安定な生息地や寄主植物に適応した結果であると述べている。同様に

本種（シルビアシジミ）は、年 6 化の r 戦略者と考えられ、不安定なシバ型草

地へ適応していると考えられる。本種の生息環境は、海浜や火山地帯などの人

為的な影響をほとんど受けていない自然草地と、河川堤防、畦畔、ため池の周
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辺など人的管理により維持されている草地の 2 つのタイプに分けられる（福田

他，1984）。牛馬による農耕の衰退や刈敷肥料の廃止などの人間の生活様式の変

化にともない、草刈などの管理が行われなくなることで遷移が進行したため、

遷移の初期段階の草地に生息するチョウ類多くは衰亡の危機にさらされており

（石井，2001a）、これらの保全には、生息地の管理が重要である。北原（2003）

は、ホシチャバネセセリ Aeromachus inachus、アカセセリ Hesperia florinda、ミ

ヤマシジミ Lycaeides argyrognomom、クロシジミ Niphanda fusca、ゴマシジミ

Maculinea teleius、ヒョウモンチョウ Brenthis daphne、キマダラモドキ Kirinia 

fentoni などの絶滅危惧種が北富士演習場（山梨県）に集中分布することを明ら

かにし、演習による攪乱や人的に管理された二次草原がこれらの種の繁栄と存

続に大きく関与していること指摘している。演習地のように人為により管理さ

れた草地に多くのレッド種が生息する例は他にもいくつかあり、広い意味での

里地里山問題のひとつに位置づけられる（たとえば、石井，2001；森本，2001；

北原，2003）。 

本種の保全活動は、すでに栃木県さくら市氏家町において活発に行われてお

り、ミヤコグサを駆逐する外来種のシナダレスズメガヤ Eragrostis curvula の除

去や、ミヤコグサを移植した保護区を造成することで成果を上げている（財団

法人リバーフロント整備センター，2012）。また、Kobayashi et al.（2009）は、

本種の保全においては、春季とそれ以降に毎月草地の刈り払いを行うことが望

ましいと述べている。また、本研究において、本種は冬季も温暖な日には摂食

を行うことが明らかになっており、1 年を通じて草丈を低く保ち、外来種の除

去を行うなどの管理が必要であると考えられる。本種は、大阪府域では 1980

年代に絶滅したと考えられていたが（蓑原，2005）、近年、大阪国際空港内とそ

の周辺で、高密度で生息することが確認され、空港内の草地の管理状態が本種

の生息に好ましいことが指摘されている（Minohara et al., 2007; Ishii et al., 

2008）。このような事例から、本種の生息地として、草丈を維持するだけではな

く、広大な面積を持つ明るく開けた環境条件も不可欠で、とくに本種おいては、

大阪国際空港は保全上重要な生息地であると考えられる。 

しかしながら、集団が小さくなりすぎると、生息環境が改善されても、人口

学的変動、環境変動、遺伝的変異の 3 つの要因から集団がさらに小さくなり、

絶滅の一途をたどりはじめる（絶滅の渦）（Gilpin and Soule, 1986; Guerrant, 

1992）。生息域内での保存が困難な場合は、生息域外保全の手法を組み合わせる
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ことが有用であるとされている（プリマック・小堀，2008）。たとえば、イギリ

スでは、1970 年代に絶滅したアリオンゴマシジミ Maculinea arion を復活させる

ために、スウェーデンの個体をもとに再導入事業を行った（Thomas, 1999）。

江田（2011）は、絶滅危惧種のオオルリシジミの主な死亡要因がメアカタマゴ

バチによる寄生であることを発見し、生息地の野焼きを行うことと飼育した蛹

個体を放すことで、絶滅に瀕した個体群の回復に成功しており、生息環境の管

理と個体群の補強を組み合わせた有用な保全方法として注目に値する。このよ

うに個体群の補強や再導入などの実践例はわずかであるものの、絶滅危惧種の

保全に大きく貢献してきた。本研究では、本種の生活史形質の解明や管理技術

の開発から、生息域外での繁殖に必要な基礎技術の確立がなされたと言える。

まず、雌成虫からの採卵は、プラスチック容器のような密閉した狭い空間で十

分可能であること、幼虫の飼育においては、人工飼料を用いて本種を大量に飼

育できることが明らかになり、作業・空間における効率的な飼育・管理方法が

確立された。とくに、人工飼料の利用は、寄主植物の鮮度や質を均一にし、発

育のばらつきを最小限に抑えることや、冬季における寄主植物の減少に左右さ

れることがないなどの点からも、安定した繁殖に欠かせない要素であると考え

られた。人工条件下における交配では、改善すべき点は少なからず残るものの、

本研究から明らかになった配偶行動の解析結果が交配技術の確立に有用である

ことが示された。 

ファウンダー個体の選定については、本研究の結果から遺伝的多様性の低下

や近交弱勢が示唆されたため、遺伝的な偏りを防ぐためにファウンダーを多く

採集し、交配の組合せには十分配慮する必要があると考えられる。また、本研

究では、Wolbachia は本種に対して多面的な影響があることが明らかになったこ

とから、残存個体群の感染頻度から大きく逸脱しないような繁殖管理を行うべ

きと考えられる。繁殖場所ついては、近縁種の影響を考慮して選定すべきであ

る。 

他にも、干ばつ、嵐、洪水、津波、火山の噴火、火事、疫病などのカタスト

ロフィも、生物群集を周期的に死滅に追いやる原因の一つとされている（プリ

マック・小堀、2008）。カタストロフィなどの環境変動における集団の存続率は、

個体群が大きいほど高いが（Drayton and Primack, 1999）、本種の生息地は非

連続的で各集団が孤立していることが明らかになり、カタストロフィにより個

体群単位で絶滅する可能性がある。このような個体群の絶滅を防ぐには、野外
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個体群を定期的に調査しながら、生息域外で保存し繁殖させることがもっとも

確実な保全方法である。中村（2005）は、チョウ類の保全のためには、実際に

保全活動を担う主体が必要であること指摘しており、このような生息域外保全

システムの構築は、各地域の動物園や昆虫館と連携して推進してくことが望ま

しいと考えられる。 

以上のような本研究の結果より、本種の保全においては、まず、各個体群の

寄主植物利用能力、Wolbachia 感染、遺伝的多様性の調査から、最小保全単位を

決定し、1 年を通じて生息環境を管理する必要があると考えられる。将来的に、

生息域外での増殖や野生復帰のニーズが生じると考えられるが、その場合には、

近縁種による繁殖干渉を考慮しつつ、保全単位をもとに繁殖個体や導入場所の

選定を行うことが重要である。 

  



摘 要 

 

 

摘 要 

 

シルビアシジミ Zizina emelina emelina（シジミチョウ科）（以下、本種）は、

関東地方以西から種子島以北と韓国に分布する。河川敷、畦畔、海岸などの丈

の低い草地に生息し、幼虫の主な寄主植物としてミヤコグサ Lotus japonicus（マ

メ科）やシロツメクサ Trifolium repens（マメ科）が知られる。本種は近年、各

地で生息地や個体数が減少し、環境省レッドリストでは絶滅危惧 IB 類にランク

されており、同省による生息域外保全モデル事業の対象になっている。生息域

外保全を含む、本種の保全方法を検討するためには、分布状況や遺伝的多様性、

寄主植物、生活史形質、配偶行動、共生細菌などの基礎情報を収集するととも

に、成虫の交配、採卵、幼虫の飼育、休眠個体の管理などの基礎技術の確立が

欠かせない。そこで本研究では、本種の保全のあり方について考察することを

目的として、これらの基礎情報や基礎技術を集積するための野外調査と室内実

験を日本各地および韓国の個体群を用いて行った。第 1 章では、本種の生活史

や寄主利用を明らかにするために、室内飼育実験を行った。また第 2 章では、

本種の配偶行動を生息地で観察するとともに、近縁種ヒメシルビアシジミや同

所的に生息するヤマトシジミとの繁殖干渉の可能性について調査を行った。さ

らに、第 3 章では遺伝子解析により共生細菌の感染状況と本種への影響につい

て調査し、第 4 章では日本各地および韓国の個体群の遺伝的分化の程度につい

て解析を行った。 

 

第 1 章 生活史と寄主植物利用  

本種の生活史と寄主植物利用を明らかにするために、野外調査および室内実

験を行った。まず、野外での季節消長を明らかにするために、近畿地方中部の

1 ヶ所の生息地において、2009 年に成虫の捕獲調査を実施するとともに、雌成

虫から採卵し、子世代の卵・幼虫・蛹を 20～30℃16 L（明期 16 時間、暗期 8

時間、以下同様）および 20℃15～12 L の条件下で飼育し、発育期間や休眠性

の有無を調査した。野外では、成虫は 4 月下旬～10 月下旬にほぼ継続的に確認

された。飼育実験の結果、16 L では、すべての個体が発育の遅延を生じること

なく 4 齢の幼虫期を経て蛹化し成虫になったのに対して、20℃12 L では、ほと

んどの個体で 4 齢期以降の発育が遅延し、わずかに摂食を続けながら脱皮を繰

り返すことが確認された。これらのことから、本種は幼虫期後期に休眠に入り
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越冬することが明らかになった。また、各日長条件における休眠率から、休眠

誘起の臨界日長は 20℃で約 12 時間 40 分と推定された。飼育実験より得られ

た発育零点、有効積算温度、臨界日長と生息地付近の日平均気温の季節変化か

ら、本種は近畿地方中部において 1 年に 5～6 世代を経過すると推定された。

推定された周年経過と野外での季節消長がほぼ一致していたことから、本種は

定住性が高いと考えられた。 

日本各地の生息地における雌成虫の産卵選好性を比較するために、計 8 ヶ所

の個体群を対象として、ミヤコグサとシロツメクサの生葉を野外で採集した雌

成虫に同時に提示し、各植物上の卵数を記録した。その結果、シロツメクサに

産卵した割合は、近畿地方中部の個体群がもっとも大きく、中部地方、近畿地

方西部、九州地方南部の各個体群では小さかったことから、選好性は個体群間

で異なることが明らかになった。シロツメクサに産卵した割合がごく小さい個

体群に大きい個体群を交配したところ、その子世代ではやや大きくなった。次

に、各植物を与えた場合の幼虫の発育を調べるために、上記の 8 ヶ所のうち 4

ヶ所の個体群を対象として、両植物による幼虫の飼育を行った。その結果、羽

化率には個体群と供試植物による違いは認められず、ほとんどの個体が正常に

羽化したが、蛹体重は、いずれの個体群においても、ミヤコグサを与えた区の

方が有意に重かった。また、いずれの食草を与えた場合も、近畿地方中部と四

国地方の個体群は近畿地方西部と九州地方南部の個体群よりも蛹体重は有意に

重かった。蛹体重の異なる個体群間で交配を行ったところ、子世代の蛹体重は

中間的な傾向を示した。これら一連の実験で得られたデータをもとに、雌の蛹

体重と総産卵数について解析を行ったところ、両者には正の相関が認められた。

韓国の個体群は、シロツメクサにも産卵し、幼虫もこの植物で成虫まで発育し

た。 

これらのことから、本種の本来の食草はミヤコグサで、一部の個体群でシロ

ツメクサに寄主の拡大が起こったと推察された。 

 

第 2 章 配偶行動と近縁種の影響 

本種の配偶行動における雄の雌探索の鍵刺激を明らかにするために、さまざ

まな成虫の標本モデルを用いて野外観察を行った。その際、本種と同所的に生

息し、比較的近縁なヤマトシジミ Pseudozizeeria maha についても同様の観察を

行った。その結果、両種ともに、雄は翅を広げたモデルにはほとんど接近しな
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かったのに対して、翅を閉じたモデルに強い関心を示すことが明らかになった。

交尾試行にいたるまでの過程では、本種の雄はモデルに接近し、直後に接触し

て交尾姿勢をとったが、P. maha の雄はモデルの近隣で求愛を行うなど、種間で

違いが見られた。本種の雄は、P. maha の雌雄のモデルにはほとんど接近しなか

ったが、P. maha の雄は、本種の雄モデルに対して、求愛や接触を行った。 

次に、近縁種ヒメシルビアシジミ Z. otis との交雑の可能性を明らかにするた

めに、同種の雄と本種の雌を円筒型ネットに入れて配偶行動を観察した。その

結果、Z. otis 雄は本種の雌に強い関心を示し、交尾が成立した。F1 世代をシロ

ツメクサで飼育したところ、雄は正常に発育したが、雌は卵期または幼虫期に

発育が遅延した。 

これらのことから、本種は上記 2 種の近縁種の雄から求愛行動を受けること

が明らかになり、とくに Z. otis が同所的に生息する場合には、繁殖干渉が起こ

る可能性が考えられた。 

 

第 3 章 Wolbachia 感染と寄主操作  

飼育実験の結果、子世代がすべて雌になる事例が発見されたため、日本各地

の 14 ヶ所と韓国の個体群を対象に、wsp 領域の一部（555-558 bp）と ftsZ 領域

の一部（621 bp）を用いて、昆虫類に性比異常を引き起こすことが知られる細

胞内共生細菌 Wolbachia pipientis（以下、Wolbachia）の感染の有無とその系統を

調査した。その結果、全体で合計 3 系統の Wolbachia（Tn1、Tn2、Ny1）が確

認された。近畿地方中部の 2 ヶ所の個体群では Tn1 と Tn2 が確認され、そのう

ち 1 ヶ所では 50%以上の高頻度で Tn1 に感染していた。九州地方の個体群では

Tn1、関東地方の個体群では Tn2 または Ny1、中部地方の個体群では Ny1 が確

認されたのに対して、近畿地方西部と四国地方の個体群はすべて非感染であっ

た。また、韓国の個体群では、解析した 16 個体すべてが Tn1 もしくは Ny1 に

感染しており、非感染個体は見られなかった。これらのことから、Wolbachia

の感染については、非感染も含めて個体群間で頻度が異なるとともに、感染系

統にも違いがあることが明らかになった。 

各個体群の子世代の性比を調査したところ、近畿・関東両地方の個体群では、

Tn2 感染雌の子世代のふ化率は約 50%でほとんどが雌として羽化したが、擬成

虫期に死亡した個体や羽化に失敗した個体のほとんどは雄の翅の斑紋パターン

と外部生殖器に雌雄の特徴を有する性モザイクであった。その細胞を観察した
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ところ、これらの性モザイク個体はすべて遺伝的には雄であったことから、体

の一部が雌化したものと考えられた。また、Tn2 感染雌の一部では、産卵初期

の子世代に性モザイクの出現率が高い傾向が認められた。一部の個体群では

Tn1とNy1が高い感染率を示したものの、明確な寄主操作は確認されなかった。 

これらのことから、Tn2 系統の Wolbachia は、本種に対して「雄殺し」と呼

ばれる寄主操作を行い、さらに一部の個体を性モザイク化することが明らかに

なった。 

 

第 4 章 遺伝的多様性  

本種の遺伝的多様性と集団分化の程度を明らかにするために、前章の個体群

を対象として、ミトコンドリア DNA（以下、mtDNA）の ND5 領域の一部（832 

bp）と COI 領域の一部（658 bp）、核 DNA の Tpi 領域の一部（355-360 bp）の

塩基配列を調査した。日本各地の個体群における mtDNA の解析では、ND5

と COI の 2 つの領域を合わせて 6 通りのハプロタイプ（I～VI）が確認された。

近畿地方の個体群では、3 ハプロタイプ（I、II、IV）が確認され、関東地方北

部、四国地方、九州地方の個体群では、共通のハプロタイプが見られたが、そ

れらの出現頻度は異なっていた。関東地方南部の個体群では 1 ハプロタイプ

（III）、中部地方の個体群では 2 ハプロタイプ（V、VI）が見られ、他のいずれ

の個体群とも共通のものは認められなかった。mtDNA ハプロタイプは、Tn1

感染個体では IV、Tn2 感染個体では I、II、III のいずれか、Ny1 感染個体では

IまたはVであったことから、Wolbachia感染系統と関連していると考えられた。

核 DNA の解析では 6 ハプロタイプ（A～F）が確認された。ハプロタイプ A は

全国に分布していたが、ハプロタイプ B、C は近畿・四国両地方の個体群、ハ

プロタイプ D、F は関東・中部両地方の個体群にのみ見られ、個体群間で出現

頻度は異なっていた。また、韓国の個体群で見られた 2 種類の mtDNA ハプロ

タイプ（VII、VIII）は、いずれも日本国内のものとは異なったが、核 DNA は

すべて関東・中部両地方の個体群で見られたハプロタイプ D と一致した。 

日本国内の個体群の遺伝的多様性を比較したところ、ほぼすべての個体群間

でハプロタイプ頻度が異なり、個体群の分化が認められた。遺伝的分化の程度

と地理的距離の関係について解析したところ、離れた個体群間では分化の程度

が高かったことから、本種の移動性は低く、各個体群の遺伝的構造は不連続で

あることが明らかになった。 
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以上のような本研究の結果から、本種の保全方法を検討するうえでの基礎情

報が明らかになり、飼育や交配などの繁殖に関する技術も確立された。本種の

保全においては、まず、各個体群の寄主植物の利用能力、Wolbachia 感染の有無、

遺伝的多様性解析などの調査を実施したうえで、最小保全単位を決定し、生息

環境の維持・管理手法を確立する必要がある。また、生息域外での累代飼育と

野生復帰を実施する場合には、近縁種による繁殖干渉を考慮しつつ、保全単位

をもとにファウンダー個体や導入場所の選定を行うことが重要と考えられる。 
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Summary 

 

A study on conservation ecology of life history and genetic diversity in the 

lycaenid butterfly, Zizina emelina 

 

Yoshiko SAKAMOTO 

 

The lycaenid butterly, Zizina emelina emelina (de l'Orza) (Lepidoptera), is 

distributed from the Kanto district to Tanegashima Island in Japan, and in 

Korea. Zizina emelina occurs in short grasslands such as those of riverbanks, 

seashores, and ridge of paddy fields, and major larval food plants are the 

bird's-foot trefoil, Lotus japonicus (Fabaceae), and the white clover, Trefolium 

repens (Fabaceae), in Japan. This species is listed in the Red Data List of Japan 

as one of the most endangered species due to habitat and population 

destruction and chosen as a model insect for the ex-situ conservation project of 

the Ministry of Environment, Japan. In order to consider the conservation 

measures including the ex-situ conservation, essential are the collection of 

basic information concerning distribution, genetic diversity, host plant, 

life-history trait, mating behavior, and symbiont, and the establishment of 

basic techniques for mating, egg collection, larval rearing, and management of 

diapausing larvae. In this study, both field and laboratory researches for 

acquiring basic information and techniques were conducted to consider the 

measures to conserve Z. emelina of the Japanese and Korean populations. In 

Chapter 1, laboratory experiments were conducted to clarify the life history 

and host plant utilization in Z. emelina. In Chapter 2, field observations of 

mating behavior of Z. emelina and investigations of the possibilities of 

reproductive interference from the most related species, Z. otis, and the 

sympatric lycaenid, Pseudozizeeria maha, were conducted. The symbiont 

infection status was investigated by genetic analysis in Chapter 3, and the 

degree of genetic differentiation between populations was analyzed in Chapter 

4. 
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Chapter 1: Life history and host-plant utilization  

Both field and laboratory researches were conducted to clarify life history 

and host-plant utilization in Z. emelina. A field survey was conducted to 

elucidate the seasonal prevalence of a population in central Kinki district (a 

central Kinki population) in 2009. To clarify the temperature and 

photoperiodic response, egg, larva and pupa of this species were reared under 

a photoperiod of 16-h light and 8-h dark (16L) at a different constant 

temperature of 20-30°C and under a different constant photoperiod of 15-12L 

at 20°C. As a result, adults were observed almost continuously from late April 

to late October in the field (Fig. 1-1-2). Results of rearing experiment showed 

that arrested development was not observed in any stages under 16L, while 

almost 100% of larvae entered diapause under 12L at 20°C as they slightly fed 

on food with extra molts (Fig. 1-1-5). The results demonstrate that the late 

instar larvae of Z. emelina enter diapause and pass the winter. It is inferred 

from the incidence of diapause under each photoperiodic condition that the 

critical photoperiod for inducing larval diapause in the population is  

approximately 12 h 40 min at 20 °C (Fig. 1-1-4). Z. emelina was estimated to 

have five or six generations in the population, according to the developmental 

zero, effective accumulated temperature and critical photoperiod obtained 

from rearing experiment, and the data for the daily mean temperature in 2009 

(Table 1-1-1, 1-1-2, Fig. 1-D-1, 1-D-2). It is considered that Z. emelina has the low 

dispersal/migratory ability because the estimated seasonal life cycle is almost 

consistent with the seasonal prevalence observed in the field.  

For comparison of oviposition preference among eight populations in 

Japan, female adults were put into a plastic container with leaves of L. japonicus 

and T. repens and the number of eggs laid on each plant was counted (Fig. 

1-4-1). As a result, the rate of eggs laid on T. repens was highest in females of 

the central Kinki population, while it was low in those of the Chubu, western 

Kinki and southern Kyushu populations, indicating that the preference was 

different among populations (Table 1-4-2, 1-4-3). When a population with a 

low oviposition preference for T. repens was crossed with the other one with a 

high preference for the plant, preference of their progenies for the plant was 
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intermediate between the two populations (Table 1-4-10). Larvae of four of the 

above eight populations were reared on the two plants to examine the 

development on each plant. As a result, the emergence rates were not 

significantly different between both populations and host plants (Table 1-3-2), 

and almost all individuals made the adult eclosion normally. However, the 

pupal weights of L. japonicus fed groups were significantly greater than those 

of T. repens fed groups in all populations (Table 1-3-4). In both host plants, the 

pupal weights of central Kinki and Shikoku populations were significantly 

greater than those of western Kinki and southern Kyushu ones (Fig. 1-3-2). The 

pupal weight of the hybrids was intermediate between populations with 

different pupal weights (Fig. 1-3-9). It was proved from the data of these 

experiments that the number of eggs laid per female was positively correlated 

with the pupal weight of female (Fig. D-3). In the Korea population, adult 

females laid on leaves of T. repens, and the larvae developed on the plant.  

The results showed that the original host plant of Z. emelina is L. japonicus, 

and the host range was expanded to T. repens in some populations. 

 

Chapter 2: Mating behavior and influences of related species on reproduction 

In order to clarify the key stimuli to female finding in the male mating 

behavior of Z. emelina and Pseudozizeeria maha, a sympatric lycaenid with a 

similar wing pattern, observations on  the response of flying male to various 

wing models were carried out in the field (Fig. 2-2-1). As a result, in both 

species, flying males showed a strong interest in closed-wing models, while 

they scarcely approached open-wing ones. In the sequence of events, the flying 

Z. emelina males approached and immediately touched the models, and tried 

to copulate with them, while P. maha males displayed courtship posture 

around them, indicating that both species have the different behavioral 

patterns. In addition P. maha males frequently approached and contacted Z. 

emelina male models, and tried to copulate with them, while Z. emelina scarcely 

approached the P. maha models (Fig. 2-2-2, 2-2-3, 2-2-4). 

The mating behavior of Z. emelina females and Z. otis males was observed 

in net cages to estimate the possibility of hybridization between the most 
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related species,. As a result, Z. otis males were strongly interested in Z. emelina 

females, and two couples were obtained. When the F1 offspring was reared on 

T. repens, males normally developed, but the development of females was 

retarded in egg or larval stages.  

The results showed that Z. emelina was affected by means of the 

reproductive interference especially when Z. otis is sympatric with Z. emelina. 

 

Chapter 3: Wolbachia infection and host manipulation 

Some females produced no male offspring in rearing experiments. 

Therefore, the detection of Wolbachia pipientis affecting the host sex ratio and its 

strain were investigated by genetic analysis of parts of wsp and ftsZ genes in a 

total of 14 populations in Japan and Korea. As a result, three strains of 

Wolbachia, Tn1, Tn2 and Ny1, were found in the populations of Japan and 

Korea (Fig. 3-1-1, 3-1-2). Both Tn1 and Tn2 were found in central Kinki 

populations, and more than 50% of individuals were infected with Tn1 in one 

of them (Table 3-1-2). As for Kyushu, Kanto and Chubu populations, infections 

by Tn1, Tn2 and Ny1 and Ny1 were found respectively. In contrast, no 

infection was found in western Kinki and Shikoku populations. In Korea, all of 

the 16 individuals examined were infected with Tn1 or Ny1. The results 

showed that Wolbachia infection strains and their rates were different among 

populations.  

The mean egg hatchability of broods from wEmeTn2-infected females was 

almost 50%, and most of them emerged as female adults in Kinki and Kanto 

populations (Table 3-1-3, 3-1-4). In that strain, however, individuals which 

were dead in the pharate adult stage or incompletely emerged had male-like 

wing patterns, and were sexual mosaics with male and female characteristics 

in external genetalia (Fig. 3-2-1, 3-2-2). Close observations of somatic cells 

revealed that these sexual mosaics were genetically male and their body parts 

were feminized (Fig. 3-1-4). The incidence of sexual mosaics has a tendency to 

be higher in early offspring produced by Tn2-infected females (Fig. 3-3-1, 

3-3-2). Although some populations showed high incidence of Tn1 and Tn2 

infection, clear manipulations were not found. 
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The results showed that Tn2 strain of Wolbachia kills the host males and/or 

induces sexual mosaic in Z. emelina. 

 

Chapter 4: Genetic diversity 

Mitochondrial ND5 and COI genes and a nuclear Tpi gene were analyzed to 

investigate the genetic diversity and degree of differentiation in above 

mentioned populations in Z. emelina. Six haplotypes (I-VI) were found by 

analyses of combined ND5 and COI genes (Fig. 4-1). Three haplotypes (I, II, IV) 

were found in Kinki populations, and northern Kanto, Shikoku and Kyushu 

populations have haplotypes common to those of Kinki populations. The 

haplotype frequencies were different among populations. One (III) and Two (V, 

VI) haplotypes were unique to southern Kanto and Chubu population, 

respectively. Individuals infected with Tn1 Wolbachia had an only mitotype IV, 

while Tn2- and Ny1-infected individuals a mitotype I, II or III, and I or V, 

respectively. This indicates that mitochondrial haplotypes are associated with 

Wolbachia strains of infection. Six haplotypes (A-F) were found by analyzing of 

nuclear DNA (Fig. 4-3). Haplotype A was distributed throughout Z. emelina 

populations in Japan, while Haplotypes B and C, and D and F were unique to 

Kinki and Shikoku, and Kanto and Chubu populations, respectively, although 

haplotype frequencies were different among populations. Two mytotypes (VII, 

VIII) in Korean populations were different from any mytotypes in Japan, while 

nuclear types of all the Korean individuals examined were identical to 

Haplotype D in Kanto and Chubu populations in Japan. Haplotype 

frequencies were proved to be different among almost all populations from 

comparison of genetic diversity of Japanese populations, indicating the 

population differentiation in Z. emelina. Analysis of the degree of genetic 

differentiation and geographic distance showed that the degrees were high 

between distant populations (Fig. D-3), indicating that Z. emelina has little 

migratory activity and the populations are not continuous.  

From the results of this study, the basic information on considering 

measures for the conservation of Z. emelina was accumulated with the 

reproductive techniques for rearing and crossing established.  
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For conservation of Z. emelina, it is essential to decide conservation units and 

to establish the measures for maintaining habitat environments after 

investigating the host-plant utilization ability, Wolbachia infection and genetic 

diversity. When  the ex-situ preservation plan for successive rearing and 

reintroduction is  arranged, it is important to select populations for obtaining 

founder individuals and introducing reproducing individuals according to  

conservation units with due consideration to reproductive interference from 

the related species. 

 



Temperature

(°C)

20 80 6.69 ± 0.06a 134 28.25 ± 0.23a 134 13.20 ± 0.10a

23 48 5.02 ± 0.02b 48 21.42 ± 0.17b 48 10.08 ± 0.13b

25 80 3.78 ± 0.06c 80 18.50 ± 0.21c 81 8.13 ± 0.08c

30 26 2.65 ± 0.10d 26 11.81 ± 0.16d 26 5.58 ± 0.13d

Table 1-1-1. Developmental periods of eggs, larvae and pupae of Z. emelina  under different temperature conditions

Egg Larva Pupa

Values followed by a different letter in the same column are significantly different (anova, Tukey–Kramer test,

p <0.05).

Number of

samples

mean ± SE

  (days)

Number of

samples

mean ± SE

  (days)

Number of

samples

mean ± SE

  (days)



Stage Regression line R 2 t 0 (°C) K  (day degree) N

Egg V  = - 0.341 + 0.0243t 0.80 14.0 41.2 235

Larva V  = - 0.057 + 0.0046t 0.90 12.4 217.4 289

Pupa V  = - 0.129 + 0.0102t 0.89 12.7 98.0 289

Egg-Pupa V  = - 0.040 + 0.0030t 0.94 13.3 333.3 235

Table 1-1-2. The regression lines for temperature (t ) and developmental rate (V ) , developmental threshold

(t 0) and thermal constants (K ) calculated by relations between temperatures and developmental rates of

eggs, larva, pupa, and whole immature stages of Z. emelina.



Location Main larval food plant Landscape Month of sampling Female Male

Kanto-1 L. japonicus, T. repens 1 glassland Sep. & Nov. 2007 11 0

Kanto-2 L. japonicus , T. repens 1 meadow, glassland Sep. 2007 3 0

Kanto-3 L. japonicus, T. repens 1 seashore Nov. 2007 1 0

Chubu L. japonicus riverbank Oct. 2011 1 0

Kinki-1 T. repens 2 , L. sp. 4) glassland June-Oct. 2011 13 7

May & June 2012

Kinki-2 L. japonicus 3 ridge of pond June, Aug. & Sep. 2011 4 7

June & Jul. 2012

Kinki-3 L. corniculatus 2 glassland Apr. 2007 7 0

Kinki-4 L. japonicus 3 ridge of pond Jul. 2007 3 0

Shikoku L. japonicus riverbank Jul. 2012 10 0

Kyushu-1 L. japonicus riverbank Nov. 2011 3 0

Korea-1 L. japonicus,  T.repens,

Kummerowia stipulacea, K.

striata

glassland Aug. 2012 6 0

Korea-2 glassland Aug. 2012 1 0

1) Suzuki (2007)

2) Minohara et al. (2007)

3) Takei (2005)

4) This species had both L. japonicus  and L. corniculatus 's charactelistics.

Table 1-3-1. Collected individuals of Z. emelina for developmental experiments from ten populations in Japan and two

populations in Korea .



Population Larval food Survival rate1) N

Kanto-1 T. repens 94.9 a 294

Kanto-2 T. repens 91.1 a 79

Kanto-3 T. repens 100 a 7

Chubu L. japonicus 100  a 14

T. repens 66.7 a 9

Kinki-1 L. japonicus 98.1 a 317

T. repens 95.6 a 453

Kinki-2 L. japonicus 93.0 a 57

T. repens 90.0 a 90

Kinki-3 T. repens 90.0 a 150

Shikoku L. japonicus 98.1 a 103

T. repens 95.0 a 119

Kyushu-1 L. japonicus 96.4 a 56

T. repens 98.0 a 49

Table 1-3-2. Larval survival rates of Z. emelina  reared

under 25-26 OC16L-8D conditions on artifitial diet of L.

japonicus  or T. repens  in nine populations.

1) Rates followed by the same letter are not significantly

different at 5% levels by Tukey-type multiple

comparison test (p >0.05).



L. japonicus

fed group
N

T. repens

fed group
N

Chubu ♀ 17.4 ± 0.5 5 17 1 ns -

♂ 16.9 ± 0.4 9 18 ± 0.8 5 ns -

Kinki-1 ♀ 18.5 ± 0.1 156 17.9 ± 0.2 242 ** -

♂ 18.1 ± 0.2 151 17.1 ± 0.2 169 *** -

Kinki-2 ♀ 17.9 ± 0.2 21 17.6 ± 0.2 44 ns ns

♂ 16.8 ± 0.3 30 16.6 ± 0.2 36 ns -

Shikoku ♀ 19.0 ± 0.2 53 18.2 ± 0.2 51 ** -

♂ 18.5 ± 0.2 49 17.6 ± 0.1 52 ** **

Kyushu-1 ♀ 20.6 ± 0.4 29 19.0 ± 0.3 20 ** -

♂ 19.1 ± 0.3 25 17.2 ± 0.2 23 *** -

1) Student's t- test was performed between L. japonicus  and T. repens fed groups

2) Mann-Whitney U  test was performed when the group sample variances were unequal.

**: p <0.01, ***: p <0.001, ns: not significant.

Mean ± SE of larval periods (Days) 

t- test 1)

Mann-

Whitney

U  test 2)

Population

Table 1-3-3. Larval periods of Z. emelina  reared on L. japonicus  or T. repens  artificial diets

ns ns 

ns ** 

** ** 

** ns 

** ** 



Table 1-3-4. Pupal weights of Z. emelina  reared on L. japonicus  and T. repens  artificial diets

L. japonicus

fed group
N

T. repens

fed group
N

Chubu ♀ 52.0 ± 2.5 5 45.6 1 ns -

♂ 54.0 ± 4.1 9 43.1 ± 4.1 5 * -

Kinki-1 ♀ 53.2 ± 0.5 156 48.0 ± 0.4 240 *** -

♂ 51.4 ± 0.4 151 47.8 ± 0.5 165 *** ***

Kinki-2 ♀ 46.9 ± 0.9 21 40.1 ± 0.7 44 *** -

♂ 47.1 ± 0.6 30 40.9 ± 0.7 36 *** -

Shikoku ♀ 54.3 ± 0.6 53 47.8 ± 0.7 51 *** -

♂ 53.3 ± 0.7 49 46.3 ± 0.9 52 *** -

Kyushu-1 ♀ 40.8 ± 1.4 29 36.1 ± 1.6 20 * -

♂ 44.0 ± 1.2 25 40.6 ± 1.3 23 ns -

1) Student's t- test was performed between L. japonicus  and T. repens fed groups

2) Mann-Whitney U  test was also performed when the group sample variances were unequal.

*: p <0.05, ***: p <0.001, ns: not significant

Mann-

Whitney

U  test 2)

Population t- test 1)

Mean ± SE of pupal weight (mg) 

ns ns 

ns ** 

ns ns 

ns 

ns 

ns 

* 



Pupal weight (mg)

Mean ± SE

L. japonicus ♀ T280 21 51.6 ± 0.6 a

T281 9 55.9 ± 0.9 b

T282 15 55.1 ± 0.6 b

T283 20 58.2 ± 1.0 b

♂ T280 15 51.4 ± 0.8 a

T281 16 52.0 ± 0.8 a

T282 12 51.4 ± 1.8 a

T283 18 54.9 ± 0.9 a

T. repens ♂ T280 28 48.0 ± 1.0 a

T281 14 52.4 ± 0.9 b

T282 15 51.6 ± 0.9 ab

T283 27 53.4 ± 1.2 b

♂ T280 21 45.7 ± 1.2 a

T281 9 50.6 ± 1.3 b

T282 10 51.7 ± 1.1 b

T283 20 53.3 ± 0.8 b

Table 1-3-5. Pupal weights of Z. emelina  in four broods in the Kinki-1

population

Means followed by the same letter in each condition of larval food and

sex are not significantly different at 5 % levels by Tukey-Kramer test.

Tukey

Kramer
NMother IDLarval food



Population
No. of

broods
Larval food Survival rate1) N

Kinki-1 5 L. japonicus 95.5 a 22

T. repens 92.3 a 26

Kinki-2 3 L. japonicus 100 a 11

T. repens 100 a 13

Table 1-3-6. Larval survival rates of Z. emelina  reared on L.

japonicus  and T. repens  fresh leaves

1) Rates followed by the same letter are not significantly

different at 5% levels by Tukey-type multiple comparison



on artificial diet N 　on fresh leaves N

Kinki-1 L. japonicus ♀ 18.5 ± 1.8 156 20.9 ± 0.9 8 ***

♂ 18.1 ± 2.1 151 19.3 ± 0.4 12 ns

T. repens ♀ 17.8 ± 2.2 240 18.4 ± 0.4 9 ns

♂ 17.1 ± 2.3 165 17.5 ± 0.3 15 ns

 

Kinki-2 L. japonicus ♀ 17.9 ± 0.9 21 17.8 ± 0.5 6 ns

♂ 16.8 ± 1.4 30 17.2 ± 0.4 5 ns

T. repens ♀ 17.6 ± 1.5 44 15.7 ± 0.3 9 **

♂ 16.5 ± 1.3 36 15.3 ± 0.5 4 ns

1) Student's t- test was performed between L. japonicus  and T. repens fed groups

**: p <0.01, ns: not significant.

Table 1-3-7. Comparison of larval periods between individuals reared on artificial diet and on fresh

leaves in the Kinki-1 and Kinki-2 populations in Z. emelina

Population
Larval food

plant
Sex

Mean ± SE of larval period (Days) 
t- test 1)



on artificial N 　on fresh N

Kinki-1 L. japonicus ♀ 53.2 ± 0.5 156 42.9 ± 2.0 8 ***

♂ 51.4 ± 0.4 151 41.3 ± 1.9 12 ***

T. repens ♀ 48.0 ± 0.4 240 34.3 ± 2.3 9 ***

♂ 47.8 ± 0.5 165 32.9 ± 0.9 15 ***

Kinki-2 L. japonicus ♀ 46.9 ± 0.9 21 35.2 ± 0.7 6 ***

♂ 47.1 ± 0.6 30 34.2 ± 2.1 5 ***

T. repens ♀ 40.1 ± 0.7 44 28.5 ± 1.1 9 ***

♂ 40.9 ± 0.7 36 27.9 ± 2.7 4 ***

1) Student's t- test was performed between artificial diet and on fresh leaf fed groups

***: p <0.001

Table 1-3-8. Comparison of pupal weights between individuals reared on artificial diet and on fresh

leaves in the Kinki-1 and Kinki-2 populations in Z. emelina

t- test 1)Population
Larval food

plant
Sex

Mean ± SE of pupal weight (mg) 



Location Main larval food plant Landscape Month of sampling Female Male

Kanto-1 L. japonicus, T. repens 1 glassland Sep. & Nov. 2007 13 0

Kanto-2 L. japonicus , T. repens 1 meadow, glassland Sep. 2007 5 0

Kanto-3 L. japonicus, T. repens 1 seashore Nov. 2007 1 0

Chubu L. japonicus riverbank Oct. 2011 1 0

Kinki-1 T. repens 2 , L. sp. 4) glassland Oct. 2007 34 28

Aug. 2010

Aug.-Nov. 2011

May & Jul. 2012

Kinki-2 L. japonicus 3 ridge of pond Jul. 2007 20 10

June Aug .& Sep. 2011

Kinki-3 L. corniculatus 2 glassland Jul. & Aug. 2006 3 0

Kinki-4 L. japonicus 3 ridge of pond Jul. 2007 8 0

Aug. 2010

Shikoku L. japonicus riverbank Jul. 2012 12 0

Kyushu-1 L. japonicus riverbank Nov. 2011 3 0

Kyushu-2 L. japonicus campsite Sep. 2010 3 0

Korea-1 L. japonicus,  T.repens,

Kummerowia stipulacea, K.

striata

glassland Aug. 2012 6 0

Korea-2 glassland Aug. 2012 1 0

1) Suzuki (2007)

2) Minohara et al. (2007)

3) Takei (2005)

4) This species had both L. japonicus  and L. corniculatus 's charactelistics.

Table 1-4-1. Collected individuals of Z. emelina for oviposition experiments from nine populations in Japan and two

populations in Korea



 L. japonicus n.s. T. repens

Kanto-1 2 1 0 66.7 0

Chubu 1 0 0 100 0

Kinki-1 7 1 5 53.8 38.5

Kinki-2 15 0 0 100 0

Kinki-4 1 1 0 50.0 0

Shikoku 11 1 0 91.7 0

Kyushu-1 3 0 0 100 0

Kyushu-2 2 1 0 66.7 0

Table 1-4-2. Host-plant preference for L. japonicus  and T. repens  of female adults collected from eight

populations and the rate of females preferring each host plants in Z. emelina

Population

Preference1) (p <0.05) Rate of female

preferring

T. repens  (%)

1) by binomial test

Rate of female

preferring

L. japonicus   (%)



on L. japonicus on T. repens

Kanto-1 167 38 3 18.5 c

Chubu 39 1 1   2.5 cd

Kinki-1 559 361 13 39.2 a

Kinki-2 914 17 15   1.9 d

Kinki-4 104 36 2 25.7 b

Shikoku 387 32 13   7.6 c

Kyushu-1 138 4 3   2.8 cd

Kyushu-2 32 19 3 37.3 ab

Rate on

T. repens  (%)

Rates followed by the same letter in each stage are not significantly different at 5%

levels by Tukey-type multiple comparison test (p >0.05).

Table 1-4-3. Total number of eggs oviposited on L. japonicus  and T. repens  in dual-

choice tests by field-collected females from eight populations in Z. emelina

Population
No. of eggs oviposited No. of

females



 L. japonicus n.s. T. repens

Kinki-1 4 1 0 80.0 0

Kinki-2 3 0 0 100.0 0

1. by binomial test

Table 1-4-4. Host-plant preference for L. japonicus  and T. repens  of female adults collected from the Kinki-

1 and Kinki-2 populations and the rate of females preferring each host plants

population

Preference(1 (p <0.05) Rate of female

preferring

L. japonicus   (%)

Rate of female

preferring

T. repens  (%)



on L. japonicus on T. repens

Kinki-1 307 153 6 33.2

Kinki-2 111 0 3 0

There is a significantly difference between popualtion and rate on T. repens  (p <0.05)

Table 1-4-5. Total number of eggs oviposited on L. japonicus  and T. repens  by field-

collected females in alternation test from the Kinki-1 and Kinki-2 populations in Z.

emelina

Population
No. of eggs oviposited Number of

females

Rate on

T. repens  (%)



 L. corniculatus n.s. T. repens

Kanto-1 4 2 1 100 0

Kanto-2 4 0 1 80.0 20

Kinki-1 3 3 7 23.1 53.8

Kinki-2 5 0 0 100 0

Kinki-3 2 1 0 67 0

Kinki-4 2 0 0 100.0 0

1. by binomial test

Table 1-4-6.  Host-plant preference for L. corniculatus  and T. repens  of female adults collected from six

populations and the rate of females preferring each host plants in Z. emelina

population

Preference(1 (p <0.05) Rate of female

preferring

L. japonicus   (%)

Rate of female

preferring

T. repens  (%)



on L. corniculatus on T. repens

Kanto-1 252 85 7 25.2 bc

Kanto-2 132 32 5 13.5 c

Kinki-1 156 205 13 56.8 a

Kinki-2 144 2 5 1.4 d

Kinki-3 52 34 3 39.5 b

Kinki-4 92 0 3 0 d

Table 1-4-7. Total number of eggs oviposited on L. corniculatus  and T. repens  by field-

collected females from six populations in Z. emelina

Population
No. of eggs oviposited

Rates followed by the same letter in each stage are not significantly different at 5%

levels by Tukey-type multiple comparison test (p >0.05).

No. of

females

Rate on

T. repens  (%)



L. japonicus

and T. repens

L. corniculatus

and T. repens
Kanto-1 18.5 (205) 25.2 (337) ns

Kanto-2 - 13.5 (164) -

Chubu 2.5 (40) - -

Kinki-1 39.2 (920) 56.2 (365) p <0.001

Kinki-2 1.9 (931) 1.4 (146) ns

Kinki-4 25.7 (140) 0 (92) p <0.001

Shikoku 7.6 (419) - -

Kyushu-1 2.8 (142) - -

Kyushu-2 37.3 (41) - -

Oviposition rate for T. repen s %

(Total no. of eggs laid)

Table 1-4-8. Comparison of oviposition rates for T. repens  between

two combinational dual-choice tests in Z. emelina

Population Chi-square test



Mated Unmated

Kanto-1 - 4 (14) -

Kanto-2 - 0 (17) -

Kinki-1 169 (13) 6 (6) ***

Kinki-2 102 (4) 1 (17) ***

Kinki-3 - 3 (54) -

Kinki-4 - 5 (11) -

Hybrid2) 123 (15) 0 (1) NS

Total 132 (32) 2 (130) ***

2) Hybrid between the Kinki-1 and Kinki-2 populations

Median (no. of females)
population P 1)

Table 1-4-9. Number of eggs oviposited by mated and unmated

female offspring of Z. emelina  obtained from females in six

populations.

1) Mann-Whitney U  test



on L. japonicus on T. repens

Kinki-1 × Kinki-1 L. japonicus 582 258 5 30.7 ba

T. repens 430 312 6 42.1 a

Kinki-1 × Kinki-2 L. japonicus 743 58 4   7.2 de

T. repens 468 24 4   4.9 ef

Kinki-2 × Kinki-1 L. japonicus 359 63 4 14.9 c

T. repens 245 35 4 12.5 cd

Kinki-2 × Kinki-2 L. japonicus 345 3 3   0.8 f

T. repens 86 0 1      0 f

Rates followed by the same letter in each stage are not significantly different at 5% levels by Tukey-type

multiple comparison test (p >0.05).

Larval food

plant

Table 1-4-10. Total number of eggs oviposited on L. japonicus  and T. repens  in dual-choice tests by females

reared on the each host plant from the crossing experiments between the Kinki-1 and Kinki-2 populations in

Z. emelina

Crossing experiment

♀×♂

No. of eggs oviposited No. of

females

Rate on

T. repens  (%)



Table 3-1-1. Collected individuals of Z. emelina  for Wolbachia  detection from 14 populations in Japan and two populations in Korea

Population Main larval food plant Landscape Month of sampling Female  Male

Kanto-1 L. japonicus, T. repens 1 glassland Sep. & Nov. 2007 10 0

Kanto-2 L. japonicus , T. repens 1 meadow, glassland Sep. 2007 5 0

Kanto-3 L. japonicus, T. repens 1 seashore Nov. 2007 1 0

Kanto-4 L. japonicus riverbank Sep. 2011 5 2

Chubu L. japonicus riverbank Oct. 2011 1 1

Kinki-1 T. repens 2, L. sp.4 glassland Aug. Sep. Oct. & Nov. 2004 62 33

June 2005

Apr. Oct. & Nov. 2007 

Jun. Jul. & Aug. 2009

Kinki-2 L. japonicus 3 ridge of pond Jul. 2007 10 4

Aug. 2010

Kinki-3 L. corniculatus 2 glassland Jul. & Aug. 2006 14 7

Apr. 2007

Kinki-4 L. japonicus 3 ridge of pond Oct. 2006 17 16

Jul. 2007

Aug. 2010

Kinki-5 L. japonicus 3 ridge of paddy field Aug. & Oct. 2006 2 3

Shikoku L. japonicus riverbank Jul. 2012 10 0

Kyushu-1 L. japonicus riverbank Nov. 2011 1 0

Kyushu-2 L. japonicus glassland Sep. 2010 6 1

Kyushu-3 L. japonicus Jun. 2001 0 2

Korea-1 L. japonicus,  T.repens,

Kummerowia stipulacea, K.

striata

glassland Aug. 2012 10 2

Korea-2 glassland Aug. 2012 4 0

158 71

1) Suzuki (2007)

2) Minohara et al. (2007)

3) Takei (2005)

4) This species had both L. japonicus  and L. corniculatus 's charactelistics



Table 3-1-2. Infection rates of Wolbachia  in Z. emelina  in 14 populations in Japan and two populations in Korea

Population
Wolbachia

strain
Female Male Total Population

Wolbachia

strain
Female Male Total

Kanto-1 w EmeTn1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) Kinki-4 w EmeTn1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

w EmeTn2 2 (20%) 0 (0%) 2 (20%) w EmeTn2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

w EmeNy1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) w EmeNy1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

uninfected 8 (80%) 0 (0.0%) 8 (80%) uninfected 17 (100%) 16 (100%) 33 (100%)

Total n=10 n=0 n=10 Total n=17 n=16 n=33

Kanto-2 w EmeTn1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) Kinki-5 w EmeTn1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

w EmeTn2 5 (100%) 0 (0%) 5 (100%) w EmeTn2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

w EmeNy1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) w EmeNy1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

uninfected 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) uninfected 2 (100%) 3 (100%) 5 (100%)

Total n=5 n=0 n=5 Total n=2 n=3 n=5

Kanto-3 w EmeTn1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) Shikoku w EmeTn1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

w EmeTn2 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%) w EmeTn2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

w EmeNy1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) w EmeNy1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

uninfected 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) uninfected 10 (100%) 0 (0%) 10 (100%)

Total n=1 n=0 n=1 Total n=10 n=0 n=10

Kanto-4 w EmeTn1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) Kyushu-1 w EmeTn1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

w EmeTn2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) w EmeTn2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

w EmeNy1 4 (80%) 2 (100%) 6 (86%) w EmeNy1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

uninfected 1 (20%) 0 (0%) 1 (14%) uninfected 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%)

Total n=5 n=2 n=7 Total n=1 n=0 n=1

Chubu w EmeTn1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) Kyushu-2 w EmeTn1 4 (0%) 1 (0%) 5 (71%)

w EmeTn2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) w EmeTn2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

w EmeNy1 0 (0%) 1 (100%) 1 (50%) w EmeNy1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

uninfected 1 (100%) 0 (0%) 1 (50%) uninfected 2 (100%) 0 (0%) 2 (29%)

Total n=1 n=1 n=2 Total n=6 n=0 n=7

Kinki-1 w EmeTn1 34 (55%) 24 (73%) 58 (61%) Kyushu-3 w EmeTn1 0 (0%) 1 (50%) 1 (50%)

w EmeTn2 14 (23%) 0 (0%) 14 (15%) w EmeTn2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

w EmeNy1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) w EmeNy1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

uninfected 14 (23%) 9 (27%) 23 (24%) uninfected 0 (0%) 1 (50%) 1 (50%)

Total n=62 n=33 n=95 Total n=0 n=2 n=2

Kinki-2 w EmeTn1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) Korea-1 w EmeTn1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

w EmeTn2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) w EmeTn2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

w EmeNy1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) w EmeNy1 10 (100%) 2 (100%) 12 (100%)

uninfected 10 (100%) 4 (100%) 14 (100%) uninfected 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Total n=10 n=4 n=14 Total n=10 n=2 n=12

Kinki-3 w EmeTn1 9 (65%) 6 (86%) 15 (71%) Korea-2 w EmeTn1 2 (50%) 0 (0%) 2 (50%)

w EmeTn2 2 (14%) 0 (0.0%) 2 (10%) w EmeTn2 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

w EmeNy1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) w EmeNy1 2 (50%) 0 (0%) 2 (50%)

uninfected 3 (21%) 1 (14%) 4 (19%) uninfected 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Total n=14 n=7 n=21 Total n=4 n=0 n=4



Individual

number

Wolbachia

infection

Egg

hatchability

Larval

Survival rate
Female Male

Female

rate
p 1

in 2004

S1 uninfected ne ne 19 28 0.40 ns

S2 w EmeTn1 ne ne 7 12 0.37 ns

S3 w EmeTn2 ne ne 16 0 1.00 ***

S4 uninfected ne ne 13 17 0.43 ns

S5 uninfected ne ne 24 19 0.56 ns

S6 w EmeTn2 ne ne 28 0 1.00 ***

S7 w EmeTn1 0.84 (32) 0.96 (25) 19 5 0.79 **

S8 uninfected 0.89 (37) 0.91 (33) 16 14 0.53 ns

S13 w EmeTn2 0.45 (22) 0.70 (10) 7 0 1.00 **

S14 w EmeTn1 0.95 (41) 0.97 (39) 21 17 0.55 ns

S15 uninfected 0.86 (105) ne 34 26 0.57 ns

S17 w EmeTn1 0.93 (44) 0.88 (41) 17 16 0.52 ns

S21 uninfected 1.00 (21) 0.80 (21) 8 9 0.47 ns

S25 w EmeTn1 0.88 (34) ne 12 14 0.46 ns

S32 w EmeTn1 ne ne 17 4 0.81 **

in 2005

S103 w EmeTn1 0.89 (108) ne 23 36 0.39 ns

S104 uninfected 0.91 (46) ne 16 18 0.47 ns

S105 w EmeTn2 0.48 (58) ne 13 0 1.00 ***

S106 w EmeTn2 0.38 (88) ne 20 0 1.00 ***

S108 uninfected 0.78 (45) ne 11 9 0.55 ns

S109 w EmeTn1 0.86 (59) ne 20 24 0.45 ns

S110 w EmeTn1 0.94 (53) ne 19 23 0.45 ns

S111 w EmeTn2 0.47 (115) ne 31 0 1.00 ***

S112 w EmeTn1 0.90 (30) ne 15 4 0.79 **

S113 w EmeTn2 0.44 (39) ne 6 0 1.00 ns

S114 w EmeTn2 0.47 (101) ne 37 0 1.00 ***

S115 w EmeTn1 0.38 (55) ne 5 6 0.45 ns

S116 w EmeTn1 0.58 (80) ne 13 11 0.54 ns

S117 uninfected 0.75 (44) ne 8 9 0.47 ns

S118 w EmeTn2 0.58 (12) ne 7 0 1.00 *

S119 w EmeTn1 0.86 (43) ne 10 15 0.40 ns

S120 w EmeTn1 0.85 (27) ne 9 8 0.53 ns

S121 w EmeTn1 0.93 (59) ne 20 14 0.59 ns

S122 uninfected 0.55 (20) ne 2 7 0.22 ns

S123 w EmeTn2 0.60 (124) ne 41 1 0.98 ***

S124 uninfected 0.77 (48) ne 17 12 0.59 ns

in 2007

T8 w EmeTn1 0.90 (19) 0.88 (17) 10 5 0.67 ns

T12 w EmeTn1 0.90 (10) 1.00 (9) 4 5 0.44 ns

T13 w EmeTn1 0.95 (22) 0.86 (21) 12 7 0.63 ns

T14 w EmeTn1 1.00 (15) 0.80 (15) 4 8 0.33 ns

T15 w EmeTn1 1.00 (25) 0.92 (24) 11 11 0.50 ns

T23 uninfected 0.91 (23) 0.90 (21) 10 9 0.53 ns

T24 w EmeTn1 1.00 (38) 0.91 (35) 14 25 0.36 ns

T25 w EmeTn2 0.44 (23) ne 5 0 1.00 *

T27 w EmeTn1 0.92 (38) ne 12 13 0.48 ns

T28 w EmeTn1 0.98 (41) ne 9 10 0.47 ns

T29 w EmeTn2 0.46 (22) 0.90 (10) 9 0 1.00 **

T32 w EmeTn1 0.90 (10) 1.00 (10) 7 3 0.70 ns

in 2011

T241 w EmeTn2 1.00 (48) 1.00 (33) 17 16 0.52 NS

Table 3-1-3. Wolbachia  infection of female adults of Z. emelina  collected in the Kinki-1population in 2004, 2005,

2007 and 2011 and egg hatchability, viability, and sex ratio of their offspring.

Mother Offspring

 ne, not examined. 1) by binominal test  *:  p <0.05, 　 **: p <0.01,   ***:  p <0.001,    ns: p >0.05.

Egg hatchabilities and viabilities are given with total numbers of eggs and larvae in parentheses.

Not all of laid eggs were used for the experiment and total numbers were inconsistent because of accidental

death.



Hatchability Female rate

w EmeTn1 0.90 a 0.50 a

w EmeTn2 0.54 b 0.92 b

uninfected 0.88 a 0.53 a

Wolbachia

strain

Median (rate)

Mann-Whitney U -test for two-group comparisons.

Values with the same letter in the same column was not

significantly different by Bonferroni method after

Mann-Whitney U  test (p >0.05).

Table 3-1-4. Hatchabilities and female rates of Z. emelina

by Wolbachia  strains in the Kinki-1 population.



Individua

l

Wolbachia

infection

Egg

hatchability
Female Male Female rate P 1

Kanto-1 K1 uninfected 0.75 10 10 0.50 NS

K4 uninfected 0.88 15 15 0.50 NS

K11 uninfected 0.87 10 15 0.40 NS

K22 uninfected 0.96 18 32 0.34 *

K23 uninfected 0.91 25 26 0.49 NS

Kanto-2 K8 w EmeTn2 0.71 24 0 1.00 ***

K9 w EmeTn2 0.68 13 0 1.00 ***

Kanto-3 K24 w EmeTn2 0.40 11 0 1.00 ***

Kinki-3 P6 w EmeTn1 1.00 14 21 0.40 NS

P7 uninfected 1.00 10 18 0.36 NS

P9 w EmeTn1 1.00 13 18 0.42 NS

P10 uninfected 0.97 10 14 0.42 NS

P11 w EmeTn1 0.98 23 20 0.53 NS

P12 w EmeTn1 1.00 4 3 0.57 NS

P13 w EmeTn1 1.00 18 21 0.46 NS

Kinki-2 h4 uninfected 0.89 7 4 0.64 NS

h5 uninfected 0.86 5 2 0.71 NS

h6 uninfected 0.94 8 6 0.57 NS

h7 uninfected 1.00 10 7 0.59 NS

Kinki-4 h1 uninfected 0.79 12 5 0.71 NS

h2 uninfected 0.95 11 11 0.50 NS

1) by binomial test *:  p <0.05, 　 **: p <0.01,   ***:  p <0.001,    NS: p >0.05

Table 3-1-5. Wolbachia  infection of female adults of Z. emelina  collected in the Kanto-1, Kanto-2, Kanto-3,

Kinki-1, Kinki-2, Kinki-3 and Kinki-4 populations in  2007, and egg hatchability and sex ratio of their

Site

Mother Offspring



laid hatched unhatched females males

1 37 19 18 13 0

2 - - - - -

3 34 17 7 11 0

4 14 7 7 4 0

5 36 31 5 6 8

6 22 22 0 4 13

7 9 9 0 4 5

8 15 14 0 7 2

9 9 9 0 6 2

10 5 5 0 2 1

11 - - - - -

12 5 5 0 3 1

Table 3-1-6. Fate of successive eggs batches laid by a w EmeTn2 infected female of Z.

emelina  with tetracycline treatment from day 2 to day 4

Eggs Adults emergedDay of

oviposition



sex chromatin

+

sex chromatin

-

sex chromatin

+

sex chromatin

-

1 2

2

3 6

4 2

5 1 3

6 1 4

7 1 2

8 2

9 1

10 2

11

12

Table 3-1-7. Observation of sex chromatin obtained by a w EmeTn2 infected

female of Z. emelina  with tetracycline treatment from day 2 to day 4

Day of

oviposition

Phenotypic female Phenotypic male



male sexual

mosaic

female

Adult

in 2005

w EmeTn1 15 (5) 6 - 9

w EmeTn2 10 (5) - 1 9

uninfected 12 (3) 7 - 5

in 2011

w EmeTn2 25 (1) - 16 9

Pharate adult

in 2005

w EmeTn1 1 (1) 1 - -

w EmeTn2 9 (5) - 5 2

uninfected 2 (2) - - 2

in 2009

w EmeTn2 2 (1) 0 2 0

Total 74 (15) 14 24 36

Table 3-2-1. Sexual phenotype of genitalia obtained by adult

and pharate adult females of Z. emelina  infected and

uninfected with the two strains of Wolbachia  collected in the

Kinki-1 population

No. of individuals

(No. of mothers)

Sex



IX+X

phallus vinculum valva socius falx lamella
apophysis

posterioris

papilla

analis
S113-1 w EmeTn2 pharate adult +  +* ++ - - + + +

S123-1 w EmeTn2 adult - + + - - + + +

S123-2 w EmeTn2 pharate adult + + ++ - - - + +

S113-2 w EmeTn2 pharate adult + + ++ - - - - +

S113-3 w EmeTn2 pharate adult + + + - - - + +

S123-3 w EmeTn2 pharate adult + + + - - + + +

T101-1 w EmeTn2 pharate adult + + ++ - - - + +

T101-2 w EmeTn2 pharate adult + + ++ - - - + +

+; observed, ++; more than two pairs of apparatuses observed, -; not observed.

*; the vinculum appeared inside the body and was possible to be duplicated (see text).

IX X IX

Table 3-2-2. Developmental stage at death and presence and absence of each genital apparatus in eight sexual mosaic offsprings obtained from females

infected with w EmeTn2 Wolbachia in Z. emelina

Individual

Number

Mother's

Wolbachia

strain

Developmental

stage at death

Male organ Female organ



Table 3-3-1. Collected individuals of Z. emelina  for crossing experiments from the Kinki-1 and Kinki-2 populations

Population Main larval food plant Landscape Month of sampling Female  Male

Kinki-1 T. repens 1), L. sp.3 glassland June Jul. and Aug. 2011 10 41

May 2012

Kinki-2 L. japonicus 2) ridge of pond Aug. 2011 5 7

June 2012

Total 15 48

1) Minohara et al. (2007)

2) Takei (2005)

3) This species had both L. japonicus  and L. corniculatus 's charactelistics



Crossing combination

(Mother × Father)
Hatchability

Larval

survival
Female rate †

Sex mosaic

rate †

wEmeTn1-infected × wEmeTn1-infected

T238-2 × T256 0.96 (157) 0.79 (149) 0.46 (109) 0 (109)

T238-3 × T257 0.93 (148) 0.86 (107) 0.63* (92) 0 (92)

T298 × T310 0.74 (95) 0.93 (70) 0.41 (54) 0 (54)

wEmeTn1-infected × uninfected

T246-1 × Y223 0.48 (54) 0.86 (25) 0.57 (21) 0 (21)

T246-2 × Y224 0.19 (27) 0.25 (4) 0.00 (1) 0 (1)

T290-1 × Y230 0.91 (205) 0.92 (187) 0.51 (168) 0 (168)

T290-2 × Y231 1.00 (135) 0.99 (130) 0.51 (130) 0 (0.51)

wEmeTn2-infected × wEmeTn1-infected

T220-1 × T229 0.63 (113) 0.79 (72) 1.00*** (57) 0 (57)

T220-2 × T231 0.68 (225) 0.67 (134) 1.00*** (90) 0 (90)

T220-5‡ × T255 0.71 (334) 0.76 (217) 0.98*** (165) 0.02 (165)

T220-6‡ × T278 0.81 (133) 0.63 (105) 0.87*** (69) 0.12 (69)

T220-7‡ × T279 0.66 (156) 0.81 (96) 0.91*** (78) 0.08 (78)

T241-2 × T268 0.14 (35) 1.00  (4) 0.75 (4) 0.25 (4)

T241-3 × T269 0.82 (293) 0.63 (207) 0.85*** (130) 0.15 (130)

wEmeTn2-infected × uninfected

T241-1 × T253 0.51 (89) 0.65 (41) 0.89*** (28) 0.11 (28)

T220-4 × T254 0.84 (186) 0.50 (86) 0.88*** (43) 0.09 (43)

T220-3 × Y222 0.67 (186) 0.48 (106) 1.00*** (51) 0 (51)

uninfected × wEmeTn1-infected

T217-1 × T226 0.98 (208) 0.92 (163) 0.56 (150) 0 (150)

T217-2 × T227 0.96 (128) 0.95 (121) 0.49 (117) 0 (117)

T217-3 × T228 0.96 (250) 0.91 (223) 0.52 (203) 0 (203)

T218-1 × T230 0.98 (151) 0.92 (144) 0.44 (132) 0 (132)

T218-2 × T232 0.99 (118) 0.93 (95) 0.50 (88) 0 (88)

T219-1 × T233 0.97 (154) 0.80 (139) 0.53 (110) 0 (110)

Y215-2 × T262 1.00 (111) 0.83 (102) 0.58 (85) 0 (85)

Y215-3 × T263 0.92 (76) 0.95 (65) 0.52 (62) 0 (62)

uninfected × uninfected

T217-4 × T234 0.95 (225) 0.91 (193) 0.48 (176) 0 (176)

T217-5 × T235 0.98 (269) 0.86 (240) 0.51 (216) 0 (216)

T294-1 × Y232 0.88 (118) 0.99 (118) 0.56 (117) 0 (117)

Y215-1 × Y225 0.97 (88) 0.87 (78) 0.48 (68) 0 (68)

‡ Hybrids between the Kinki-1 and Kinki-2 populations.

Table 3-3-2. Egg hatchability, larval survival rate and sex ratio of offspring produced by

crossing combinations of two strains of Wolbachia -infected and uninfected Z. emelina  in the

Kinki-1 and Kinki-2 populations

† It is including individuals which died during pharate adult stage

Not all of laid eggs were used for the experiment and total numbers were inconsistent because

of accidental death.

Egg hatchabilities and viabilities are given with total numbers of eggs and larvae in

Female rates were analyzed by binomial test  *:  p <0.05, ***:  p <0.001

The first letters ‘T’ and ‘Y’ indicate the collection sites, the Kinki-1 and Kinki-2 population,



Table 4-1. Collected individuals of Z. emelina  for genetic analyses from 14 populations in Japan and two populations in Korea

Location Main larval food plant Landscape Month of sampling Females  Males

Kanto-1 L. japonicus, T. repens 1 glassland Sep. & Nov. 2007 10 0

Kanto-2 L. japonicus , T. repens 1 meadow, glassland Sep. 2007 5 0

Kanto-3 L. japonicus, T. repens 1 seashore Nov. 2007 1 0

Kanto-4 L. japonicus riverbank Sep. 2011 5 2

Chubu L. japonicus riverbank Oct. 2011 1 1

Kinki-1 T. repens 2, L. sp.4 glassland Aug. Sep. Oct. & Nov. 2004 41 33

Apr. Oct. & Nov. 2007 

Jun. Jul. & Aug. 2009

Kinki-2 L. japonicus 3 ridge of pond Jul. 2007 10 4

Aug. 2010

Kinki-3 L. corniculatus 2 glassland Jul. & Aug. 2006 14 7

Apr. 2007

Kinki-4 L. japonicus 3 ridge of pond Oct. 2006 17 16

Jul. 2007

Aug. 2010

Kinki-5 L. japonicus 3 ridge of paddy field Aug. & Oct. 2006 2 3

Shikoku L. japonicus riverbank Jul. 2012 10 0

Kyushu-1 L. japonicus riverbank Nov. 2011 1 0

Kyushu-2 L. japonicus glassland Sep. 2010 6 1

Kyushu-3 L. japonicus Jun. 2001 0 2

Korea-1 L. japonicus,  T.repens,

Kummerowia stipulacea, K.

striata

glassland Aug. 2012 10 2

Korea-2 glassland Aug. 2012 4 0

123 69

1) Suzuki (2007)

2) Minohara et al. (2007)

3) Takei (2005)

4) This species had both L. japonicus  and L. corniculatus 's charactelistics



variable site 1): ND5  region COI  region

Haplotype 121 188 654 688 789 235 469 470 535

I A T C G G T G G G

II A T T G G T G G G

III A T C A G T G G G

IV G T C G A T G G A

V A T C G G T A G G

VI A T C G G C G G G

VII G C C G A T G G A

VIII G C C G A T G A A

１）The number indecates the location of 3'-end of sequences in each region.

(not including primers)

Table 4-2. Eight haplotypes and nine variable sites obtained from analyses of ND5  (832bp) and COI  (658bp) regions in

mitochondrial DNA in Z. emelina



Population
No. of

individuals

Nucleotide

diversity
Haplotype

Haplotype

diversity
Kanto-1 10 0.000000 III 0.000

Kanto-2 3 0.000000 III 0.000

Kanto-3 1 0.000000 III 0.000

Kanto-4 7 0.000000 I 0.000

Chubu 2 0.001342 V, VI 1.000

Kinki-1 40 0.000726 I, II, IV 0.344

Kinki-2 14 0.000096 I, II 0.143

Kinki-3 21 0.000767 I, IV 0.381

Kinki-4 25 0.000000 I 0.000

Kinki-5 4 0.000000 II 0.000

Shikoku 10 0.000000 I 0.000

Kyushu-1 1 0.000000 IV 0.000

Kyushu-2 7 0.000000 IV 0.000

Kyushu-3 2 0.000000 IV 0.000

Total 137 - 6 -

Table 4-3.  Genetic diversity of mitochondrial haplotype within populations

in Z. emelina



variable site 1): Tpi region

Haplotype 52 196 213 246 247 248 249 354

A G A G - - - - A

B G A A - - - - A

C A A G - - - - A

D G A G - - - - G

E A A G C A T A A

F G - G - - - - G

Table 4-4. Six haplotypes and eight variable sites obtained from analyses of Tpi  (355-360bp)

region in nuclear DNA in Z. emelina

１）The number indecates the location of 3'-end of sequences in each region. (not including

primers)



No. of

individuals

(No. of alleles)

Nucleotide

diversity
Haplotype

Haplotype

diversity

Kanto-1 10 (10) 0.001315 A, D (+F) 0.467

Kanto-2 5 (5) 0.001690 A, D (+F) 0.600

Kanto-3 1 (1) 0.000000 D 0.000

Kanto-4 4 (4) 0.000000 D 0.000

Chubu 1 (1) 0.000000 D 0.000

Kinki-1 28 (28) 0.001461 A, B 0.519

Kinki-2 10 (10) 0.000563 A, C 0.200

Kinki-3 14 (14) 0.001486 A, B 0.528

Kinki-4 17 (17) 0.002858 A, B, C (+E) 0.618

Shikoku 10 (10) 0.002629 B, C 0.467

Total 94 (94) - 4 -
1) The number of individuals with each of the haplotypes

Table 4-5. Genetic diversity of nuclear haplotype within populations in Z.

emelina



d.f.
Sum of

squares

Variance of

components
% F ST P *

Frequency and the number of different bases

Mitochondrial DNA (ND5 +COI )

Among populations 5 75.24 0.78 72.68 0.73 <0.001

Among individuals within populations 114 33.46 0.29 27.32

Total 119 108.63 1.07

Nuclear DNA (Tpi )

Among populations 5 18.28 0.23 43.04 0.43 <0.001

Among individuals within populations 83 25.75 0.31 56.96

Total 88 44.02

*After 10,000 random permutations.

Table 4-D-1. Analysis of molecular variance (AMOVA) of mitochondrial and nuclear haplotypes in Z. emelina



Kanto-1 Kinki-1 Kinki-2 Kinki-3 Kinki-4 Shikoku

Kanto-1 - 0.765 *** 0.956 *** 0.773 *** 1.000 *** 1.000 ***

Kinki-1 0.583 *** - 0.758 *** -0.031 0.739 *** 0.680 ***

Kinki-2 0.792 *** 0.701 *** - 0.774 *** 0.945 *** 0.910 ***

Kinki-3 0.606 *** -0.046 0.737 *** - 0.768 *** 0.681***

Kinki-4 0.504 *** 0.116 * 0.420 ** 0.086* - 0.000

Shikoku 0.588 *** 0.439 *** 0.115 0.421 ** 0.088 -

 *:  P <0.05, **: P <0.01, ***: P <0.001, after 100,000 random permutations

Upper: mitochondrial DNA

Lower: nuclear DNA

Table 4-D-2. Population pairwise F ST-values based on the frequency and the number of

different bases in Z. emelina



Preference

of L. spp.
n.s.

Preference

of T. repens

All populations

mitochondria I 15 1 2

II 7 0 0

III 8 2 2

IV 6 4 7

V 0 0 0

VI 1 0 0

nuclear A 5 4 2

B 6 1 4

C 16 1 0

D 3 1 1

E 1 0 0

F 3 1 0

Kinki-1 *

nuclear A 2 4 2

B 1 1 4

No. of individuals

HaplotypeDNA

* A significant difference was not observed in the

oviposition preference between nuclear haplotypes (p <0.05

by Fisher’s exact test).

Table D-1. Relationship between oviposition preferences

and mitochondrial and nuclear haplotypes in Z. emelina



mtDNA Nuclear DNA mtDNA Nuclear DNA mtDNA Nuclear DNA mtDNA Nuclear DNA

ND5 + COI Tpi ND5 + COI Tpi ND5 + COI Tpi ND5 + COI Tpi

Intraspecific polymorphism

No. of alleles 141 103 13 16 40 28 25 17

Segregating sites (obs*) 7 3 0 1 4 1 0 2

Segregating sites (exp†) 6.55 3.45 0.64 0.36 3.43 1.57 1.22 0.78

Total number of sites‡ 1490 352 1490 352 1490 352 1490 352

Interspecific divergence

No. of differences (obs*) 28.68 6.30 30.00 4.63 27.45 5.50 29.00 5.47

No. of differences (exp†) 29.13 5.85 29.36 5.26 28.02 4.93 27.78 6.69

Sum of deviation ¶ 0.11 1.74 0.32 3.10

P  value 0.74 0.18 0.57 0.08

*Observed value.

†Expected value.

‡Nucleotide sites containing alignment gaps were excluded.

¶The effective population sizes of the mitochondrial gene (ND5 +COI ), the Z-choromosomal gene (Tpi )were corrected.

Table D-2. The HKA test for mitochondrial and Z-chromosomal polymorphism within Z. emelina  and divergence between Z. emelina  and Z. otis .

Total individuals
Kanto-1, 2 and 3

 (infected with w EmeTn2)

Kinki-1

(infected with w EmeTn1

 and w EmeTn2 )

Kinki-4 (uninfected)



Nuclear DNA



Fig. I. The map of distribution closed circles of Z. emelina in Japan drawn from Editorial staff of Cho-ken  Salon 
(2005) and Mano and Fujii (2009) etc. The blue, red and black points indicate extant, extinct and data deficient. 
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Fig. 1-1-1. Study sites. 
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Fig. 1-1-2. Seasonal change in numbers of adults of Z. emelina in the Kinki-1 population in 2009. 
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Fig. 1-1-3. Cumulative rate of larval and pupal molts in Z. emelina collected from the Kinki-1 
population in 2009 under 16L-8D and 12L-12D conditions at 25 ˚C.  

E: egg, I-VI: larval instars, P: pupa. A: adult 
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Fig. 1-1-4.  Incidence of larval diapause of Z. emelina collected from the Kinki-1 population in 2008 
and 2009, reared under different photoperiods at 20 and 25 OC. 
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Fig. 1-1-5. Cumulative rate of larval and pupal molts in Z. emelina collected from the Kinki-1 
population in 2009 under different photoperiodic conditions at 20 ˚C. 

E: egg, I-VI: larval instars, P: pupa. A: adult 
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Fig. 1-1-6. Cumulative rate of larval and pupal molts after trasfer to 25 ˚C–16L–8D in Z. emelina  
a: Larvae were reared in 20˚C–12L–12D for 2 months.  
b: Larvae were reared in 20˚C–12L–12D for 2 months and chilled at 10˚C for 2 months. 
 
M1: first lraval molt after transfer, M2: second larval molt after transfer, P: pupa, A: adult 
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Fig. 1-2-1. A facility and equipments for mating in Z. emelina.  a: Cylindrical nets,  b: A rearing 
tent,  c: A glasshouse in the Kashihara City Insectalium, d: A large-size cage 
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c d 
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Fig. 1-3-1. Larval periods of Z. emelina on the two host plants fed groups in offspring obtained from four 
populations, Kinki-1, Kinki-2, Shikoku and Kyushu-1. The numbers in parentheses are the number of females. 
Box: 25th–75th percentile, line in the box: median, whiskers: minimum and maximum. Box plots with same letter 
are not significantly different at 5% levels by Steel-Dwass test. 
1) Three females obtained from cross experiments are included. 
2) A female obtained from cross experiments are included.  
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Fig. 1-3-2. Pupal weights of Z. emelina on the two host plants fed groups in offspring obtained from four 
populations, Kinki-1, Kinki-2, Shikoku and Kyushu-1. The numbers in parentheses are the number of females. 
Box: 25th–75th percentile, line in the box: median, whiskers: minimum and maximum. Box plots with same letter 
are not significantly different at 5% levels by Steel-Dwass test. 
1) Three females obtained from cross experiments are included. 
2) A female obtained from cross experiments are included.  
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Fig. 1-3-3. Pupal weights of Z emelina in T. repens fed group under a 25-26O C16L-8D condition in offspring obtained 
from eight populations, Kanto-1, Kanto-2, Kinki-1, Kinki-2, Kinki-3, Kinki-4, Shikoku and Kyushu-1. Means 
followed by the same letter are not significantly different at 5% levels by Tukey-Kramer test (p>0.05). 
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Fig. 1-3-4. Relationship between larval periods and pupal weights of Z. emelina obtained from females collected 
from the Kinki-1 population. A: L. japonicus fed females,  B: L. japonicus fed males, C: T. repens fed females        
D: T. repens fed males. 
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Fig. 1-3-5. Relationship between larval periods and pupal weights of Z. emelina obtained from females collected 
from the Kinki-2 population. A: L. japonicus fed females,  B: L. japonicus fed males, C: T. repens fed females        
D: T. repens fed males. 
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Fig. 1-3-6. Relationship between larval periods and pupal weights of Z. emelina obtained from females collected 
from the Shikoku population. A: L. japonicus fed females,  B: L. japonicus fed males, C: T. repens fed females      
D: T. repens fed males. 
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Fig. 1-3-7. Relationship between larval periods and pupal weights of Z. emelina obtained from females collected 
from the Kyushu-1 population. A: L. japonicus fed females,  B: L. japonicus fed males, C: T. repens fed females D: T. 
repens fed males. 
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Fig. 1-3-8. Larval periods for the four cross combinations on the two host plants fed groups. The numbers in 
parentheses are the number of broods tested for each combination. Box: 25th–75th percentile, Line in the 
box: median, Whiskers: minimum and maximum. Box plots with same letter are not significantly different at 
5% levels by Steel-Dwass test. 
1) Ten broods obtained from field-collected females are included. 
2) Three broods obtained from field-collected females are included. 

0 

10 

20 

30 

40 



L. japonicus L. japonicus L. japonicus L. japonicus T. repens T. repens T. repens T. repens 

Kinki-1♀×Kinki-1♂ Kinki-1♀×Kinki-2♂ Kinki-2♀×Kinki-1♂ Kinki-2♀×Kinki-2♂ 

♀ ♀ ♀ ♀ ♂ ♂ ♂ ♂ ♀ ♀ ♀ ♀ ♂ ♂ ♂ ♂ 

P
up

al
 w

ei
gh

t (
m

g)
 

Fig. 1-3-9. Pupal weights for the four cross combinations on the two host plants fed groups. The numbers in 
parentheses are the number of broods tested for each combination. Box: 25th–75th percentile, Line in the box: 
median, Whiskers: minimum and maximum. Box plots with same letter are not significantly different at 5% levels 
by Steel-Dwass test. 
1) Ten broods obtained from field-collected females are included. 
2) Three broods obtained from field-collected females are included. 
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Fig. 1-4-1. A petri dish and host-plants for investigating 
adult oviposition preference of Z. emelina. 

Left : T. repens Right : L. corniculatus Center: sucrose-
saturated paper 
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Fig. 1-4-2. Oviposition rate of Z. emelina for T. repens  in field-collected females  from  Kinki-1 and Kinki-2 
populations.  
*: significantly different by Mann-Whitney U test 
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Fig. 1-D-1. Photothermograph for Z. emelina at Kinki-1 City in 2009. Roman figure indicates month. CP: 
critical photoperiod for inducing 4th instar larval diapause, A: adult. E: egg, L: larva, P: pupa. 
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Fig. 1-D-2. Estimated seasonal occurrence of adults, eggs, larvae and pupae of Z. emelina in the 
Kinki-1 population in 2009. CP: critical photoperiod for inducing 4th instar larval diapause. 
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Fig. 1-D-3. Relationship between pupal weight and adult fecundity.   
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Fig. 2-1-1. Number of field-collected males of Z. emelina in the Kinki-2 population classified by their mating 
behavior for Kinki-1’s females. 
Alphabets A-C indicate the levels of freshness in alphabetical order.  
++ : Males trying to copulate more than once, + : Males trying to copulate once, - :  Males not trying to copulate. 
*: significantly different by Fisher’s exact test 
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Fig. 2-1-2. Number of field-collected males in the Kinki-1 population classified by their mating behavior for Kinki-
2’s and hybrid females. 
Alphabets A-C indicate the levels of freshness in alphabetical order. 
++ : Males trying to copulate more than once, + : Males trying to copulate once, - :  Males not trying to copulate. 
*: not significantly different by Fisher’s exact test 

N
o.

 o
f m

al
es

 

- 

p>0.05* 



0

2

4

6

8

10

A B C 

++ 

+ 

Fig. 2-1-3. Number of field-collected males of Z. emelina in the Kinki-1 population classified by their mating 
behavior for hybrid females. 
Alphabets A-C indicate the levels of freshness in alphabetical order. 
++ : Males trying to copulate more than once, + : Males trying to copulate once, - :  Males not trying copulate. 
*: significantly different by Fisher’s exact test 
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Fig. 2-1-4. Number of field-collected males of Z. emelina in the Kinki-2 population classified by success of failure 
of copulations for Kinki-1’s females. 
Alphabets A-C indicate the levels of freshness in alphabetical order. 
*: significantly different by Fisher’s exact test 
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Fig. 2-1-5. Number of Z. emelina field-collected males in the Kinki-1 population classified by success or failure of 
copulations for Kinki-2’s and hybrid females. 
Alphabets A-C indicate the levels of freshness in alphabetical order. 
*: not significantly different by Fisher’s exact test 
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Fig. 2-1-6. Number of field-collected males of Z. emelina in the Kinki-1 population classified by success or failure 
of copulations for hybrid females.. 
Alphabets A-C indicate the levels of freshness in alphabetical order. 
*: not significantly different by Fisher’s exact test 
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Fig. 2-2-1. Examples of closed wing models for mating behavior experiment.  a: a female of Z. emelina, b: a male of Z. 
emelina, c: a sealed female of Z. emelina, d: a sealed male of Z. emelina, d: a female of P. maha, f: a male of P. maha. 
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Fig. 2-2-2. Number of responses for each model in flying males of P. maha in crop field of the OPU on 26th 
September, 2010. 
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Fig. 2-2-3. Number of responses for each model in flying males of Z. emelina  in the Kinki-1 population on 6th October, 
2010 
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Fig. 2-2-4. Number of responses for each model in flying males of P. maha in crop field of the OPU on 11th October, 
2010. 
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emelina and P. maha, and amount of illuminance and UV.  
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Fig. 2-2-6. Duration of copulation attempt for male and female models in flying males of Z. emelina in the Kinki-1 
population in 2010. 
 *: significantly different by Mann-Whitney U test 

N=14 8 

p<0.05* 



a 

0 20 40 60 80 100

b 

100 

0 

50 

100 

0 

50 

Days after hatch 

A 

E 

A P 

E 

L 

L 

Fig. 2-3-1. Cumulative rate of larval and pupal molts in hybrids between Z.emelina and Z. otis in 
2012 under 16L-8D photoperiodic conditions at 20 ˚C. a: a brood of T298-1, b: a brood of T298-2, 
E: egg, L: larva, P: pupa. A: adult 
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Fig. 2-3-2. Larval periods of individuals reared on L. japonicus, T. repens,  M. lupulina and Lespedeza striata fed 
groups in Z. emelina, Z. otis and their hybrid offspring. Means followed by the same letter are not significantly 
different at 5% levels by Tukey-Kramer test (p>0.05). 
1) All individuals died in larval stage. 
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Fig. 2-3-3. Pupal weights of individuals reared on L. japonicus, T. repens,  M. lupulina and Lespedeza striata fed 
groups in Z. emelina, Z. otis and their hybrid offspring. Means followed by the same letter are not significantly 
different at 5% levels by Tukey-Kramer test (p>0.05). 
1) All individuals died in larval stage. 
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Z. emelina F1 hybrid  Z. otis 

Fig. 2-3-4. The undersurface of male wings in Z. emelina, Z. otis and their F1 hybrids.  
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Fig. 2-3-5. The uppersurface of male wings in Z. emelina, Z. otis and their F1 hybrids.  
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Fig. 2-D-1. A photograph of the undersurface of wings in visible (upper) 
and ultraviolet (under).  
a, b: Z. emelina, c, d: P. maha, a, c: male, b, d: female 
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Fig. 3-1-1. Phylogenetic tree of  B-group of Wolbachia based on the wsp gene with 
outgroup of A-group Wolbachia form Drosophila melanogaster (AF020064). The tree 
was constructed by NJ methods. Bootstrap values of less than 50% are not shown. 
Wolbachia strains are given as their host species names. 
Fem: Feminization   MK: Male-killing   CI: Cytoplasmic incompatibility 
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Fig. 3-1-2.  Phylogenetic tree of the B-group of Wolbachia based on the ftsZ gene 
with outgroup of A-group Wolbachia form Drosophila simulans (AY227739). The tree 
was constructed by NJ methods. Bootstrap values of less than 50% are not shown. 
Wolbachia strains are given as their host species names.  
Fem: Feminization   MK: Male-killing   CI: Cytoplasmic incompatibility 
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Fig. 3-1-3. Female rate and hatchability of successive eggs batches laid by a wEmeTn2-infected female of Z. emelina 
with tetracycline treatment from day 2 to day 4. 
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Fig. 3-1-4. Sex chromatin of malpighian tubule cells, stained with lactic acetic orcein in Z. emelina. 
 a: a male obtained from the uninfected female, b: a female obtained from the infected female 
Arrows: W chromatin bodies. 
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Fig. 3-2-1. Internal and external genitalia of Z. emelina. Red and 
blue arrows indicate ovaries and valvae, female and male 
characteristics, respectively. 
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Fig. 3-2-2. External genitalia of Z. emelina (a): S113-1, (b): S123-2, (c): S123-1, 
(d)(e): a normal female, (f): a normal male, (a)(b)(e): in ventral view, (c)(d)(f): in 
right lateral view, VL: valva, SC: socuis, FL: falx, PH: phallus, VN: vinculum, 
PA: papilla analis, LM: lamella, AP: apophysis posterioris 
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Fig. 3-3-1. Hatch, larval survival and sex mosaic rates of successive egg batches laid by T220-offspring females 
of Z. emelina infected with wEmeTn2. 

T220-3, 4, 5, 6 and 7 were hybrids between Kinki-1 and Kinki-3. 
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Fig. 3-3-2. Hatch, larval survival and sex mosaic rates of successive eggs batches laid by T241-offspring females 
infected with wEmeTn2. 
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Fig. 3-4-1. Relationship between Wolbachia density and day after emergence in females infected with wEmeTn2 
Wolbachia. 
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Fig. 4-1. Maximum-likelihood phylogeny on the basis of the mitochondrial 
ND5+COI gene sequences (1490 aligned nucleotide sites) of Z. emelina. The roman 
figures (I-VIII) indicate each different haplotype. Z. otis was used as outgroup. 
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Fig. 4-2. Haplotype network on the basis of the ND5 + COI gene sequences (1490 bp) of Z. emelina. A network with 
95% connection limit is shown, where the size of each of the circles reflects the number of individuals with each of 
the haplotypes, respectively. Each haplotype is shaded according to the proportion of individuals classified by 
collection site. 
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Fig. 4-3. Maximum-likelihood phylogeny on the basis of the nuclear Tpi gene 
sequences (355 aligned nucleotide sites) of Z. emelina. The roman figures (A-D) 
indicate each different haplotype. Z. otis was used as outgroup. 
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Fig. 4-4. Haplotype network on the basis of the Tpi gene sequences (355-360 bp) of Z. emelina. A network with 95% 
connection limit is shown, where the size of each of the circles reflects the number of individuals with each of the 
haplotypes, respectively. Each haplotype is shaded according to the proportion of individuals classified by 
collection site. 
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Fig. D-1. Haplotype network on the basis of the ND5 + COI gene sequences (1490 bp) of Z. emelina. A network with 
95% connection limit is shown, where the size of each of the circles reflects the number of individuals with each of 
the haplotypes, respectively. Each haplotype is shaded according to the proportion of individuals classified by 
Wolbachia infection status. 
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Fig. D-2. Haplotype network on the basis of the Tpi gene sequences (355-360 bp) of Z. emelina. A network with 95% 
connection limit is shown, where the size of each of the circles reflects the number of individuals with each of the 
haplotypes, respectively. Each haplotype is shaded according to the proportion of individuals classified by 
Wolbachia infection status. 
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Fig. D-3. Relationship between genetic differentiation FST and geographical distance among 
populations in Honshu, Japan. Geographic distance was measured as a straight line distance 
between sites. Each point represents a pair of populations. Solid lines indicate logarithmic 
regression lines between FST and distance. Separated and not separated by sea are shown as 
open and closed plots. 
a: mitochondrial genetic differentiation,  b: nuclear genetic differentiation 
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Fig. D-4. The map of evergreen broad-leaved forest zones (shaded) and distribution of Z. emelina (closed circles ) in 
Japan drawn by Editorial staff of Cho-ken  Salon (2005) and Mano and Fujii (2009). The blue, red and black closed 
circles indicate extant, extinct and data deficient. 



Fig. D-5. The paleogeographic map and transition of the evergreen broad-leaved forest zone (shaded) after the last 
ice age.   
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Modified from Yasuda (1980)  
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Fig. D-6. An evolutionary hypothesis on the spread of Z. emelina by estimation from the results of DNA 
haplotypes in the formation process of the Japanese Archipelago with postglacial warming. 



Fig. D-7. Conservation units for Z. emelina in Japan. Each color indicates the different unit. 



T220 

T229 T220-1 T220-2 T231 

T220-4 T254 T255 

T220-3 Y222 

T220-5 T278 T220-6 T279 T220-7 

T276 T220-8 T220-9 T277 

Appendix 1.  A maternal tree of T220 collected from the Kinki-1 population. 
Square and circle indicate female and male, respectively.  
The first letters ‘T’ and ‘Y’ in male indicate the collection sites, the Kinki-1 and Kinki-2 populations, respectively. 
Blue, red and black indicate wEmeTn1-infected, wEmeTn2-infected and uninfected individuals, respectively. 



Appendix 2.  A maternal tree of T217 collected from the Kinki-1 population. 
Square and circle indicate female and male, respectively.  
The first letters ‘T’ indicates the collection site, the Kinki-1 population. 
Blue and black indicate wEmeTn1-infected and uninfected individuals, respectively. 
Dashed line indicates “not examined“ about Wolbachia infection. 
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Appendix 3. Maternal trees of T241 and T238 collected from the Kinki-1 population. 
Square and circle indicate female and male, respectively.  
The first letters ‘T’ indicates the collection site, the Kinki-1 population. 
Blue, red and black indicate wEmeTn1-infected, wEmeTn2-infected and uninfected individuals, respectively. 
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Appendix 4.  A maternal tree of Y215 collected from the Kinki-2 population. 
Square and circle indicate female and male, respectively.  
The first letters ‘T’ and ‘Y’ in male indicate the collection sites, the Kinki-1 and Kinki-2 populations, respectively. 
Blue and black indicate wEmeTn1-infected and uninfected individuals, respectively. 
Dashed line indicates “not examined“ about Wolbachia infection. 
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Appendix 5. Maternal trees of T246 collected from the Kinki-1 population. 
Square and circle indicate female and male, respectively.  
The first letters ‘T’ and ‘Y’ in male indicate the collection sites, the Kinki-1 and Kinki-2 populations, respectively. 
Blue and black indicate wEmeTn1-infected and uninfected individuals, respectively. 
Dashed line indicates “not examined“ about Wolbachia infection. 
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Appendix 6. Maternal trees of T218, T219 and T294 collected from the Kinki-1 population. 
Square and circle indicate female and male, respectively.  
The first letters ‘T’ and ‘Y’ in male indicate the collection sites, the Kinki-1 and Kinki-2 populations, respectively. 
Blue and black indicate wEmeTn1-infected and uninfected individuals, respectively. 
Dashed line indicates “not examined“ about Wolbachia infection. 


