
緒 言

　アリモドキゾウムシ Cylas formicarius（Fabricius）

はサツマイモ Ipomoea batatas L. の重要な害虫であり，

沖縄県全域に分布している（安田・小濱，１９９０）。本種

の寄主であるサツマイモ等は植物防疫法によって発生地

域から未発生地域への持ち出しが規制されているため，

本種の存在は沖縄県におけるサツマイモ生産振興の大き

な障害となっている。そこで，沖縄県では久米島におい

て不妊虫放飼法による本種の根絶事業を行っている（久

場ら，２０００）。

　不妊虫放飼の防除効果は，トラップに誘引された不妊

虫と野生虫の比で評価する（Iwahashi, １９７７）。野生虫と

識別するため，不妊虫はマーキングする必要がある。現

在アリモドキゾウムシ不妊虫のマーカーとして用いられ

ている蛍光色素は，脱落率が高く，フェロモントラップ

内で野生虫への汚染が発生する（久場ら，２０００）。本種

に対して蛍光色素に代わるマーカーがないため，暫定的

に用いられているが，根絶確認など正確な評価が必要な

場合には利用できない。そのため，防除効果は，不妊虫

の放飼を一時中断して野生虫の捕獲数で評価している。

放飼を中断する期間は，放飼される不妊虫の生存期間よ

り長いことが必要であり，残存する野生虫がこの中断期

間に増殖し，根絶が遅れるおそれがある。したがって，

アリモドキゾウムシの根絶事業において，マーカーの脱

落がなく，野生虫への汚染のない新たなマーキング法の

開発は急務である。

　タンパク質マーキング法は，簡便で安全，安価，そし

て大量マーキングが可能な手法である（Hagler and 

Jackson, ２００１）。これは，免疫グロブリン（例えば IgG）

を目的の昆虫に付着させ，ELISA法で検出するという手

法であり，サカハチテントウ Hippodamia convergens

（Hagler, １９９７）や カ ス ミ カ メ ム シ の 一 種 Lygus 

hesperusの卵寄生蜂 Anaphes iole（Hagler and Jackson, 

１９９８）などでマーキング法と保持力の試験が行われてい

る。サカハチテントウの野外試験で使用された rabbit 

IgG（以下 IgG）によるタンパク質マーキング法は，検

出力が高い。そこで，アリモドキゾウムシに対する IgG

を用いたタンパク質マーキング法の適性を評価するため，

保持力および汚染発生の有無について検討した。

　本試験に協力して頂いた沖縄県農業研究センターの赤

嶺正和氏，玉城学氏，外間一樹氏，松元孝太氏に深謝す

る。
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A protein marking for the sweet potato weevil, Cylas formicarius （Fabricius） 
（Coleoptera： Brentidae）.　Noriaki Mougi, Tsuguo Kohama, Takashi Matsuyama and Shinji 
Kawano （Okinawa Prefectural Agricultural Research Center, Itoman, Okinawa ９０１－０３３６, Japan）

　アリモドキゾウムシ Cylas formicarius（Fabricius）成虫に rabbit IgG を付着させ，ELISA法
で検出するタンパク質マーキングについて検討した。浸漬処理では，１．０，２．５，５．０mg/ml IgG
溶液処理個体から２４時間後にIgGを検出できた。また，５．０mg/ml IgG溶液処理個体から，室内飼
育条件（２６℃，１３L１１D）で，２８日間IgGを検出できたが，処理個体から無処理個体へIgGの汚染
が高率で発生した。アルカリ性緩衝液（炭酸ナトリウム緩衝液 ,　pH９．６）を希釈液に使用するこ
とで，汚染率は低減されたが，０％ではなかった。さらに，医療用ネブライザーを用いた噴霧処
理で付着する IgG 量を調整した結果，アルカリ性緩衝液で１．５mg/ml に希釈した IgG 溶液１００μ
l/１０頭を処理することで，汚染率を１．０％に低減できた。しかし，全ての処理個体から IgG を検出
できる期間は処理７日未満であった。以上の結果から，IgG の浸漬および噴霧処理は，アリモドキ
ゾウムシ成虫に対するタンパク質マーキング法として使用できないと判断された。
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材 料 お よ び 方 法

　１．供試虫

　沖縄県糸満市で採取したサツマイモ塊根から採集した

アリモドキゾウムシを累代飼育し，２～５世代目の成虫

を供試虫とした。飼育は生のサツマイモ塊根を餌とし，

２６℃，１３L１１Dの条件で行った。

　２．マーカーの検出法

　IgG の検出には，Hagler and Miller（２００２）の方法に

したがいDAS －ELISA法（以下 ELISA法）を用いた。

原則として，ELISA法による検出は実験の処理が終了し

た翌日に行い，サンプルは検出するまで，－２８℃で冷凍

保存した。サンプルは乳鉢と乳棒または１．５ml マイクロ

チューブとホモジナイザー（S－２０３　池田理化製）を用

いて１０倍希釈した１０x Tris－Buffered Saline（Bio－Rad製）

溶液５００μl と共に粉砕した。Coating 液として anti－

rabbit goat γIgG（Calbiochem製），Conjugate 液とし

て HRP labeled anti－rabbit goat γIgG （Southern 

Biotech 製）を 用 い た。ま た，１．５％ ABTS｛２，２’－

Azinobis（３－ ethylbenzothiazoline －６－ sulfonic acid）　

ammonium salt（Organon Teknika Corporation 製）｝を

０．１M Citrate buffer（pH６．０）で１００倍希釈し，H２O２を

最終濃度が０．１％となるように加え Substrate 液とした。

吸光度（４０５nm）は Substrate 液を分注して１５分後に，

マイクロプレートリーダー（Benchmark Bio－Rad製）を

用いて測定した。

　なお本試験では，マイクロプレート（Nunc 製）に無

処理個体のサンプル液を対照として必ず分注し，対照の

２倍以上の吸光度（以下基準値）をIgG検出個体，それ

未満を IgG 非検出個体と判定した。

　３．浸漬処理個体からの IgGの検出

　アリモドキゾウムシ成虫を５頭ずつ，蒸留水で

１．０，２．５，および５．０mg/ml の濃度に希釈した IgG

（Cappel Reserch Reagents製）溶液に１５分間浸漬し，２４

時間の乾燥後に個体別にELISA検定を行った。

　試験は２６℃，１３L１１Dの実験室条件下で行った。マー

キング処理した供試虫（以下マーク虫）はペーパータオ

ルを敷いたタッパー（２９．５×３７．０×１３．５cm）に収容し，

実験室内で２４時間乾燥させた（乾燥が終わった時点で

マーキングが終了したとする）。なお，以下の試験およ

び乾燥処理は上記の条件で行った。

　４．浸漬処理における IgG検出可能期間　

　浸漬処理個体のIgG保持期間を調査するため，蒸留水

で２．５および５．０mg/ml の濃度に希釈した IgG 溶液に，

成虫を各５０頭１分間浸漬した。２４時間の乾燥後，マーク

虫は餌としてサツマイモ４００gを入れたタッパー（２９．５×

３７．０×１３．５cm）に移し集団飼育した。マーキング

１，２，３，７，１４および２８日後にタッパーから成虫を５頭

ずつ無作為に選び，個体別にELISA検定を行った。

　５．浸漬処理における IgG汚染発生調査

　マーク虫から無マーク虫への IgG の汚染については，

以下の方法で調査した。IgG を処理し，２４時間の乾燥が

終了した雄成虫，すなわちマーク虫１０頭と未処理の雌成

虫，すなわち無マーク虫１０頭をプラスチックカップ（直

径１２．５cm，高さ９．５cm）に収容した。１８時間後にマー

ク虫と無マーク虫を取り出し，個体別にELISA検定を

行った。

　なお，浸漬処理による汚染発生調査では，蒸留水で

２．５および５．０mg/ml に希釈した IgG 溶液を準備し，各

濃度に雄成虫１０頭を浸漬してマーク虫とした。

　６．アルカリ性緩衝液の汚染低減効果

　マーク虫から無マーク虫への汚染が認められたため，

タンパク質の変性を促すアルカリ性緩衝液（０．０５M炭

酸ナトリウム緩衝液 , pH９．６）の汚染軽減効果について

検討した。雄成虫を１０頭ずつ，アルカリ性緩衝液で２．５

および５．０mg/ml の濃度に希釈した IgG 溶液に１０秒間浸

漬した。対照区として蒸留水で希釈した同一濃度の IgG

溶液を用い，汚染発生調査を行った。

　７．IgG噴霧処理の汚染低減効果

　噴霧処理は，浸漬処理と異なりIgGの処理量を調整す

ることが可能であり，汚染低減効果が期待できる。そこ

で，噴霧処理のIgG濃度，処理量が汚染発生に与える影

響について検討した。アルカリ緩衝液および蒸留水で希

釈した１．０，１．５，２．０，２．５および５．０mg/ml の IgG 溶液

を準備し，医療用ネブライザー（NE－U２２, オムロン製）

で噴霧処理した。各濃度とも１０頭を供試し，１０頭あたり

５０μlと１００μlの２段階で噴霧し，２４時間の乾燥後，汚染

発生調査を行った。さらに，上記条件で汚染が認められ

なかった組み合わせ，すなわちアルカリ性緩衝液で

１．５mg/ml に希釈した IgG 溶液の１００および５０μl 噴霧処

理については，１区１０頭１０反復で汚染発生調査を追加実

施した。汚染の程度は，マーク虫のうち検出個体と判定

された個体の割合（以下マーク個体率）と無マーク虫の

うち検出個体と判定された個体の割合（以下汚染個体

率）で評価した。

　８．噴霧処理における IgG検出可能期間

　雄成虫を合計１５０頭供試し，アルカリ性緩衝液および

蒸留水で１．５および２．０mg/ml の濃度に希釈した IgG 溶

液を準備し，１０頭あたり１００μl を噴霧処理した。２４時間

の乾燥後，直径９．５cm，高さ５．０cmのプラスチックカッ
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プにおよそ１㎝の土を敷き，餌としてサツマイモの蔓を

与え，１頭ずつ個体飼育した。マーキング１，７，１４，２１

および２８日後に，１０頭ずつ無作為に選び，個体別に

ELISA検定を行った。

結 果

　１．浸漬処理個体からの IgGの検出

　供試した１．０，２．５，５．０mg/ml のいずれの濃度でも，

全ての処理個体から IgG が検出された（第１図）。すな

わち，１．０mg/ml 以上の濃度の IgG 溶液に浸漬した個体

は，２４時間後にマーク虫として判定できることが明らか

となった。なお，１．０mg/ml IgG 溶液に浸漬した個体の

吸光度は，２．５および５．０mg/ml IgG 溶液に比べて低

かった（第１図）。このため，以降の試験では吸光度が

高い２．５および５．０mg/ml IgG 溶液について検討した。

　２．浸漬処理における IgG検出可能期間

　５．０mg/ml IgG 溶液に浸漬した場合は，処理２８日後ま

で全ての処理個体から IgG が検出された。一方，

２．５mg/ml IgG 溶液に浸漬した場合は，処理１４日後まで

全ての個体からIgGが検出されたが，２８日後に非検出個

体が１個体認められた（第１表）。

　３．浸漬処理における IgG汚染発生調査

　２．５および５．０mg/ml IgG 溶液で浸漬処理した場合，

いずれの濃度でも，プラスチックカップ内でマーク虫と

１８時間同居させた全ての無マーク虫からIgGが検出され

た。しかし，無マーク虫の吸光度は同居させたマーク虫

に比べ低い傾向にあった（第２図）。

　４．アルカリ性緩衝液の汚染低減効果

　アルカリ性緩衝液希釈した２．５および５．０mg/ml IgG

溶液に浸漬したマーク虫全てからIgGが検出された。ま

た，IgG 溶液で浸漬したマーク虫と１８時間同居した無

マーク虫１０頭のうち，２．５mg/ml では１０頭のうち３頭か

ら，５．０mg/ml では１０頭全てから IgG が検出された。一

方，蒸留水で希釈した IgG 溶液に浸漬した場合，

２．５，５．０mg/ml いずれの濃度でも，全てのマーク虫お

よび無マーク虫から IgG が検出された。また，IgG の有

無に関係なく，蒸留水に比べアルカリ緩衝液で希釈した

IgG 溶液で処理した個体の吸光度が低い傾向にあった

（第３図）。

　５．IgG噴霧処理の汚染低減効果

　１．５mg/ml 以上の IgG 濃度で噴霧処理した場合，希釈

液の種類，噴霧量の違いに関係なく全てのマーク虫から

Kyushu Pl. Prot. Res. Vol. 5352

第１図　アリモドキゾウムシにおけるIgG浸漬処理濃度と処理２４時間後の吸光度．基
準値は無処理個体の吸光度（４０５nm）の２倍の値．
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第１表　浸漬処理２８日後までの IgG 検出個体数 a）

処理後日数IgG 濃度
（mg/ml） ２８日１４日７日３日２日１日

４５５５５５２．５

５５５５５５５．０

a）各濃度５０頭ずつ処理し，各調査日に各濃度から５頭を無作為
に選び IgG を検出した．



IgG が検出された。１．０mg/ml IgG 溶液を噴霧処理した

場合にIgGを検出できないマーク虫が認められたが，そ

の数は５０μlに比べて１００μl噴霧処理で多い傾向が認めら

れた。IgG が検出される無マーク虫（汚染個体）の数は，

IgG濃度が高いほど，５０μl 噴霧より１００μl 噴霧で多い傾

向が認められた。また，汚染個体が確認されないIgG濃

度は，蒸留水が１．０mg/ml，アルカリ性緩衝液が

１．５mg/ml 以下と希釈液の種類で異なった（第２表）。

全てのマーク虫からIgGが検出され，かつ汚染個体が発

生しない条件は，アルカリ性緩衝液で希釈した

１．５mg/ml IgG 溶液を５０または１００μl 噴霧した場合で

あった。同条件で追加試験を実施した結果，１００μl 噴霧

処理ではマーク個体率が１００％，汚染個体率が１．０±

３．２％，５０μl 噴霧処理ではマーク個体率が７２．０±２０．４％，

汚染個体率が０％となった（第３表）。

　６．噴霧処理における IgG検出可能期間

　IgG 処理１日後は，希釈液の種類，濃度および噴霧量

に関係なく全てのマーク虫からIgGが検出されたが，処

理７日後から非検出個体が確認された。非検出個体数は，

日数の経過にしたがい増加し，処理１４日後以降処理個体

の半数以上になった（第４表）。
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第２図　浸漬処理においてIgGの処理濃度が汚染発生に与える影響．処理２４時間乾燥
後，マーク虫（♂）と無マーク虫（♀）を同一容器に１８時間収容した後，IgG
の吸光度（４０５nm）を測定した．基準値は無処理個体の吸光度の２倍の値．

第３表　アルカリ緩衝液で希釈した１．５mg/ml IgG
溶液で噴霧処理した場合のマーク個体率と
汚染個体率

汚染個体率± SD
（％）

マーク個体率± SD
（％）

噴霧量 a）

０７２．０±２０．４５０μl

１．０±３．２１００１００μl

a）ネブライザー（NE－U22，オムロン製）を用いた．

第２表　噴霧処理における希釈液，IgG 濃度および噴
霧量がマーク個体数と汚染個体数に与える影響

噴霧量a）

IgG 濃度
（mg/ml）

希釈液 １００μl５０μl

汚染数マーク数汚染数マーク数

０４０９b）１．０

蒸留水

６１０１１０１．５

５１０４１０２．０

５１０２１０２．５

１０１０８１０５．０

０００６１．０

アルカリ性
緩衝液

０１００１０１．５

３１０１１０２．０

１０１０１１０２．５

１０１０８１０５．０

a）ネブライザー（NE－U22，オムロン製）を用いた．　b）供試
虫１０頭のうち IgG が検出された個体数．

2.5mg/ml

♂ ♀ ♂ ♀

基準値（0.13）

5.0mg/ml

吸
光
度
（
40
5n
m
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考 察

　マーキング法に必要な条件は，無マーク虫への汚染が

発生しないこと，生存期間を通してマーカーが検出可能

であることである。アリモドキゾウムシでは，防除効果

の判定にファンネル型のフェロモントラップが使用され

る。このトラップは，捕獲された個体が１８時間程度生存

し，トラップ内の生存虫や死亡虫と接触するため，マー

カーが脱落する頻度が低い場合でも，汚染が高率で発生

する可能性がある。また，２００Gyの放射線量で不妊化し

たアリモドキゾウムシ成虫は，照射２８日後までにほとん

どの個体が死亡する（Kohama and Hammond，未発表）。

したがって，アリモドキゾウムシでは，マーカーの汚染

がなく，２８日間検出可能なマーキング法の開発が重要と

なる。

　IgG 浸漬処理２４時間後に，１．０mg/ml 以上の濃度で全

てのマーク虫から IgG は検出された（第１図）。また，

処理濃度が高いほど吸光度も高い傾向があり，IgG の付

着量が多いと考えられた（第１図）。室内条件下で２８日

後までの IgG の検出を試みたところ，５．０mg/ml の濃度

でマーキングした場合，２８日後まで全てのマーク虫から

IgG が検出されたが，２．５mg/ml では１頭検出されな

かった（第１表）。したがって，本種のマーキングに必

要とされる保持期間（２８日）を満たすためには

５．０mg/ml 以上の濃度が必要である。

　しかし，２．５または５．０mg/ml IgG 溶液に浸漬処理し

たマーク虫と無マーク虫を同居させた場合，全ての無

マーク虫から IgG が検出された（第２図）。不妊虫放飼

による本種の根絶防除において，モニタリングに使用す

るフェロモントラップ内は本試験で用いたプラスチック

カップよりも捕獲虫が高密度となることが予想される。

したがって，IgG をマーカーとして利用するためには，

汚染を防止する方法が必要である。

　IgG の希釈液にアルカリ性緩衝液を用い，汚染の低減

を試みたところ，２．５mg/ml の濃度では無マーク虫１０頭
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第３図　浸漬処理において希釈液の種類が汚染発生に与える影響．処理２４時間乾燥後，
マーク虫（♂）と無マーク虫（♀）を同一容器に１８時間収容した後，IgG の吸
光度（４０５nm）を測定した．基準値は無処理個体の吸光度の２倍の値．
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第４表　噴霧処理 a）における希釈液の種類および IgG
濃度が IgG の検出可能期間に与える影響

処理後日数と検出個体数IgG 濃度
（mg/ml）

希釈液
２８日２１日１４日７日１日

３０４４１０b）１．５
蒸留水

３４５７１０２．０

２２３８１０１．５アルカリ性緩
衝液 ４４４６１０２．０

a）ネブライザー（NE－U22，オムロン製）を用い１０頭あたり１００
μl を噴霧した．　b）各濃度９０頭ずつ処理し，調査日毎に無作為
に１０頭選び IgG を検出した．



のうち３頭から，５．０mg/ml の濃度では全ての無マーク

虫からIgGが検出された。また，蒸留水に比べアルカリ

性緩衝液で希釈した場合，無マーク虫の吸光度は低い傾

向にあった（第３図）。したがって，IgG をアルカリ性緩

衝液で希釈することで汚染を低減できるが，その効果は

不十分と考えられる。

　アルカリ性緩衝液で１．５mg/ml に希釈した IgG 溶液

１００μl をネブライザーを使用して噴霧処理することで，

全てのマーク虫を検出個体として識別可能で無マーク虫

を検出個体として誤識別する率を１．０±３．１６％に抑える

ことが可能だった（第３表）。しかし，全てのマーク虫

を検出個体と判別できる期間は７日未満であり，

５．０mg/ml 浸漬処理の２８日間に比べて短い（第４表）。

使用したネブライザーは粒径５μmの細かい霧でIgG溶

液を体表面に付着させるため，浸漬処理に比べて少量の

IgG が均一に付着し，汚染する頻度は低くなると推測さ

れる。この結果，汚染低減効果は認められるものの，付

着量が少ないため検出が可能な期間が短くなったと推測

される。なお，１．０mg/ml の濃度で１００μl 噴霧処理に比

べ５０μl の方が，マーク個体数が高かった理由は不明で

ある。

　以上の結果は，アリモドキゾウムシのマーカーに IgG

を使用した場合，必要な保持期間を確保するためには汚

染が発生する付着量が必要であり，汚染を防止できる付

着量では必要な保持期間が確保できないことを示してい

る。したがって，IgG を体表面に付着させるマーキング

法を本種に利用することは困難であると判断される。

　IgG の利用方法として，体内に取り込ませて検出する

方法や蛍光抗体法を用いてIgGの付着状態を蛍光顕微鏡

で観察し，マーク個体と汚染個体を識別する方法が考え

られる。これらの方法については，今後の検討課題であ

る。
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