
緒　　　　　言

ニジュウヤホシテントウ Epilachna vigintioctopunctataは，
ナス科の農作物，特にジャガイモの大害虫として知られて
いる食植性のテントウムシである．寄主植物に含まれる
Epilachna属の摂食刺激物質に関しては，E. varivestisがリ
マ豆に含まれるスクロース，グルコース，フルクトースに
（Augustine et al., 1964），また，ファゼオルナチン，リナマ
リンおよび lotaustralineに摂食を刺激され（Nayer and

Fraenkel, 1963），ジュウニマダラテントウ E. boisduvaliがク
クルビタシン B（Abe et al., 2000）に，トホシテントウ E.

admirabilisがククルビタシン E, B, I, E–グルコシド（Abe

and Matsuda, 2000）に，オオニジュウヤホシテントウ E. vig-

intioctomaculataがリノレン酸メチル（Endo et al., 2004）に
刺激されることが知られている．
ホオズキはニジュウヤホシテントウの寄主植物の 1つで
あるが，オオニジュウヤホシテントウは同じ Epilachna属
でありながらこれを寄主としない．そこで本研究では，そ
の選好性の違いを明らかにする目的の一環として，ニジュ
ウヤホシテントウの摂食刺激物質をホオズキ葉中から単
離・同定し，同定された物質の活性をオオニジュウヤホシ
テントウに対しても調べた．

材料および方法

1. 供 試 虫

ニジュウヤホシテントウは神奈川県平塚市郊外のジャガ
イモ畑より採集し，恒温室（24�1°C，明期：暗期 �16時
間： 8時間）内で，主にジャガイモ，トマトの生葉を食餌
として累代飼育したものである．オオニジュウヤホシテン
トウは宮城県名取市郊外のジャガイモ畑より採集し，上述
の条件下で累代飼育したものである．ニジュウヤホシテン
トウ，オオニジュウヤホシテントウいずれも，雌雄は判別
せずに羽化後 4�11日目の成虫を供試した．

2. 供試植物

ホオズキは東北大学農学部内の圃場で栽培したものであ
る．

3. 生物検定

生物検定には以下に述べる濾紙法を用いた．直径 9 cm，
高さ 2 cmのプラスチック製ペトリ皿に，直径 7 cmの濾紙
（東洋濾紙株式会社，No. 1）を 3枚重ねて敷き，蒸留水
3 mlを湿度保持のために加えた．この上に外径 7 cm，内径
2 cmのプラスチック製ドーナツ板を載せ，これに試験濾紙
片（東洋濾紙，No. 52，2�2 cm）を等間隔に置き，向かい
合った 2枚をそれぞれ処理区および対照区とした．以上の
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ように設定したペトリ皿内にあらかじめ 24時間絶食させ
たニジュウヤホシテントウは 5頭，オオニジュウヤホシテ
ントウは 15頭を入れ，24�1°Cの恒温室（明期：暗期 �16

時間： 8時間）に 24時間静置した．
試験物質の処理法は，処理区の濾紙片には，植物 1 g当

量/mlになるように調整した試験溶液を 0.075 ml加えて溶
媒を風乾後，蒸留水 0.075 mlを加えた．対照区の濾紙片に
は溶媒のみを同様に処理し，風乾後，蒸留水 0.075 mlを加
えた．水可溶区またはスクロース溶液との共力作用を調べ
る場合は，上記と同様に試験溶液を加えて風乾した濾紙
に，後述の抽出操作で得られた水可溶区（植物 1 g当量/

ml）または 0.05 Mスクロース，0.075 mlを加えた．対照区
の濾紙片には溶媒のみを同様に処理し，風乾後，それぞれ
の水可溶区または 0.05 Mスクロースを加えた．刺激の判定
は試験終了後，濾紙片を取り出し，摂食刺激指数を求め
た．摂食刺激指数とは濾紙片を 2�2 mmのマス目に区切
り，この中に咬み痕が認められた場合 1点とし，濾紙片 1

枚につき 100点満点，つまり 1試験区あたりの処理区，対
照区をそれぞれ 200点満点とするものである．試験はいず
れの場合も 5反復行った．摂食刺激活性の有無は Mann-

Whitney U-testにより判定した．
4. 摂食刺激物質の抽出・単離

ホオズキ新鮮葉（728.0 g）をメタノール 15 lで浸漬抽出
した．これは 3回繰り返した．メタノール抽出液は 40°C

以下で減圧乾固した．得られたメタノール抽出物（収量：
44.7 g）のうち 40 gを蒸留水 1 lに転溶し，クロロホルム，
ブタノール（1 l�3）で順次振とう抽出した．得られた画分
は 40°C以下で減圧乾固した．クロロホルムで抽出された
画分をクロロホルム可溶区，ブタノールで抽出された画分
をブタノール可溶区，クロロホルム，ブタノールのいずれ
でも抽出されなかった画分を水可溶区とした．ブタノール
可溶区は濃縮の途中で析出物を生じた．これは濾過し，淡
黄色の物質を得た（ブタノール可溶区沈殿物，収量：
2.8 g）．メタノール抽出物およびその分画画分はそれぞれ
1 g葉当量で摂食試験を行った．また，クロロホルム可溶
区，ブタノール可溶区およびブタノール可溶区沈殿物は，
1 g葉当量に 1 g葉当量濃度の水可溶区を加えたものについ
ても摂食試験を行った．
植物中には幅広く多様なフラボノイドが分布しており，
昆虫，特に甲虫目の寄主決定因子として重要な役割をして
いる例が多い（Hsiao, 1985）．そこで本研究では，水可溶
区を加えることで強い摂食刺激活性を示し，かつ，フラボ
ノイドと思われたブタノール可溶区沈殿物に着目して分析
を進めた．ブタノール可溶区沈殿物は薄層クロマトグラ
フィー（Silicagel 60 F254，Merck，5�10 cm）によって展開
（ブタノール：酢酸：水 �4 : 1 : 2）したところ，Rf値 0.73

の単一物質と判明したので，これを各種機器分析に供し

た．同定された物質は 1 g葉当量（2.7 mg/ml）およびその
0.5倍，2倍，5倍濃度に 1 g葉当量濃度の水可溶区または
0.05 Mスクロース溶液を加え，摂食試験を行った．また，
オオニジュウヤホシテントウに対しても同様に摂食試験を
実施した．

5. 機器分析
1H-NMRおよび 13C-NMR測定には Varian Unity INOVA

500（500 MHz）を使用した．溶媒はジメチルスルホキシド –

d6（DMSO）を使用し，内部標準物質はテトラメチルシラ
ンとした．MSの測定には JEOL JMS-700を使用した．

結果および考察

ホオズキ新鮮葉のメタノール抽出物およびそのクロロホ
ルム可溶区は単独でもニジュウヤホシテントウに対して摂
食刺激活性を示した（メタノール抽出物摂食刺激指数，88;

クロロホルム可溶区摂食刺激指数，51；第 1図）．これに
対して，ブタノール可溶区，水可溶区およびブタノール可
溶区の濃縮途中に析出した淡黄色の物質（ブタノール可溶
区沈殿物）は，単独では摂食刺激活性を示さなかった．ク
ロロホルム可溶区に水可溶区を加えると，クロロホルム可
溶区単独のときよりも摂食刺激活性は大幅に上昇した（摂
食刺激指数，139；第 2図）．またブタノール可溶区も水可
溶区を加えることで摂食刺激活性を示した（摂食刺激指
数，38）．ブタノール可溶区沈殿物は水可溶区を加えるこ
とで，クロロホルム可溶区と同程度の強い摂食刺激活性を
示した（摂食刺激指数，128）．
ブタノール可溶区沈殿物はメタノールに難溶，ピリジン
に易溶であった．1H-NMRでは，d 3.71（1H, d, J=10.7 Hz,

H-6�），5.08（1H, d, J=7.3 Hz, H-1�），6.45（1H, d, J=2.1 Hz,

H-6），6.76（1H, s, H-3），6.79（1H, d, J=2.1 Hz, H-8），6.91

（1H, d, J=8.5 Hz, H-5�），7.43（1H, d, J=2.1 Hz, H-2�），7.45

（1H, dd, J=2.3, 8.4 Hz, H-6�），13.00（1H, s, –OH（C-5）），
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第 1図　ホオズキメタノール抽出物および各分画画分のニジュ
ウヤホシテントウに対する摂食刺激活性
M: メタノール抽出物; C: クロロホルム可溶区; B: ブタノー
ル可溶区; W: 水可溶区; B dep: ブタノール可溶区沈殿物．
**: Mann-Whitney U–検定により p�0.01で処理区と対照
区の間に有意差が認められたことを示す．



に特徴的なシグナルが認められた．13C-NMRでは，d 60.59

（C-6�），69.52（C-4�），73.12（C-2�），76.40（C-5�），77.18

（C-3�），94.77（C-8），99.62（C-6），99.95（C-1�），103.26

（C-3），105.41（C-10），113.69（C-2�），116.07（C-5�），
119.28（C-6�），121.48（C-1�），145.94（C-3�），150.08（C-

4�），157.12（C-9），161.32（C-5），163.13（C-7），164.65

（C-2），182.13（C-4）のシグナルが確認された．FAB-MS

スペクトルの結果，ポジティブイオンモードで m/z 449

（M�H）�, m/z 287（M�H-162）�，ネガティブイオンモード
で m/z 447（M�H）�, m/z 285（M�H-162）�のイオンピーク

が認められた．また，酸加水分解して得た糖を 2つの溶媒
系（ブタノール：酢酸：水�4 : 1 : 2および酢酸エチル：ピ
リジン：水 �2 : 1 : 2）を用いて薄層クロマトグラフィー
（Silicagel 60 F254, Merck, 5�10 cm）によって展開し，5%硫
酸を噴霧して 105°Cで 10分間加熱して発色させたところ，
前者溶媒系では Rf値 0.51に，後者溶媒系では Rf値 0.76

にそれぞれ黒色のスポットが認められた．これらはグル
コースの標品と一致したことから，糖鎖部分はグルコース
と判断された．以上の結果を既知のスペクトルデータ
（Markham and Chari, 1982; Markham and Geiger, 1994）と比
較検討したところ，摂食刺激物質はルテオリン 7–O–グル
コシド（第 3図）であると推定され，標品のルテオリン
7–O–グルコシドの NMRと比較したところケミカルシフト
が一致した．以上のことより，この物質はルテオリン 7–O–

グルコシドと同定した．
水画分の存在下で，ルテオリン 7–O–グルコシドの生葉

1 g当量（2.7 mg/ml）および 0.5, 2, 5倍濃度における摂食刺
激活性を調べた．ニジュウヤホシテントウに対し，ルテオ
リン 7–O–グルコシドは葉に含まれる濃度で摂食刺激活性
が認められた（摂食刺激指数，61；第 4図）．また，濃度
が高くなるにつれて活性が高くなる傾向が見られた．オオ
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第 2図　クロロホルム可溶区，ブタノール可溶区，ブタノー
ル可溶区沈殿物に水可溶区を加えた場合のニジュウヤ
ホシテントウに対する摂食刺激活性
C�W: クロロホルム可溶区に水可溶区を加えたもの;
B�W: ブタノール可溶区に水可溶区を加えたもの; B
dep�W: ブタノール可溶区沈殿物に水可溶区を加えた
もの．**: Mann-Whitney U–検定により p�0.01で処理
区と対照区の間に有意差が認められたことを示す． 第 3図　ルテオリン 7–O–グルコシドの構造式

第 4図　ルテオリン 7–O–グルコシドのニジュウヤホシテントウおよびオオニジュウヤホシテントウに対する摂食刺激活性
L7G: ルテオリン 7–O–グルコシド; W: ホオズキ葉 1 g当量濃度の水可溶区; S: 0.05 Mスクロース溶液．**: Mann-
Whitney U–検定により p�0.01で処理区と対照区の間に有意差が認められたことを示す．単独はルテオリン 7–O–
グルコシドのみで水可溶区およびスクロース溶液を加えていないもの，L7G�Wはルテオリン 7–O–グルコシドに
水可溶区を加えたもの，L7G�Sはルテオリン 7–O–グルコシドにスクロース溶液を加えたものである．また，1
倍がホオズキ葉 1 g当量のルテオリン 7–O–グルコシドであり，その 0.5, 2, 5倍濃度についても摂食刺激活性を調査
した．



ニジュウヤホシテントウに対して摂食試験を試みたところ，
ニジュウヤホシテントウと同程度の摂食刺激活性（摂食刺
激指数，58）が認められた．また，0.05 Mのスクロースを
添加した場合は中程度の活性（摂食刺激指数，53）が認め
られた．
以上の結果から，ホオズキ葉中に含まれるニジュウヤホ
シテントウの摂食刺激に関与する物質の一つとして，二次
物質であるルテオリン 7–O–グルコシドが明らかになった．
ルテオリン 7–O–グルコシドは必ずしもホオズキに特異的
に含まれるフラボノイドではないが，ニジュウヤホシテン
トウがホオズキを摂食する上で一つの鍵刺激として働いて
いるものと思われる．また，本物質はニジュウヤホシテン
トウの他の代表的な寄主植物であるジャガイモやトマト葉
中にはその存在が確認されていない（堀ら，未発表）こと
から，本種の寄主選択において共通的に働いているフラボ
ノイドではないと考えられる．
この物質はホオズキを寄主としないオオニジュウヤホシ
テントウにも同程度の摂食刺激活性を示したことから，両
種のホオズキに対する寄主適合性の違いには，他の物質が
関与していると考えられる．本種の寄主であるトマト葉に
ホオズキの熱湯抽出物を塗布すると摂食が著しく阻害され
ることが確認されている（堀ら，未発表）．ホオズキ中に
はオオニジュウヤホシテントウの摂食阻害物質が存在し，
摂食刺激物質の活性を阻害するため，オオニジュウヤホシ
テントウはホオズキを摂食できないと考えられる．
ルテオリン 7–O–グルコシドの摂食刺激には水画分の添

加が必要であった．水画分にはルテオリン 7–O–グルコシ
ドと共力的に働いて本物質の活性を発現させる物質が含ま
れていると考えられる．有意差は認められなかったものの，
スクロースはルテオリン 7–O–グルコシドと共力的に働い
ているので，糖類が共力物質となっている可能性が考えら
れる．
また，クロロホルム可溶区は単独でも弱い摂食刺激活性
を示し，水可溶区と混合することで，ブタノール可溶区沈
殿物と同程度の摂食刺激活性を示した．ジャガイモ葉メタ
ノール抽出物のクロロホルム可溶画分にはリノレン酸メチ
ルが含まれており，オオニジュウヤホシテントウに強い摂
食刺激作用を示すことが明らかになっている（Endo et al.,

2004）．ホオズキについても，リノレン酸メチルまたは関
連化合物が含まれている可能性がある．クロロホルム画分
に関しては現在追求中である．

摘　　　　　要

ホオズキに対するニジュウヤホシテントウの寄主選択機
構を明らかにする目的で，ホオズキ葉中に含まれるニジュ

ウヤホシテントウの摂食刺激物質の単離，同定を試みた．
ホオズキ新鮮葉のメタノール抽出物およびそのクロロホル
ム可溶区は単独でもニジュウヤホシテントウに対して摂食
刺激活性を示した．またクロロホルム可溶区は水可溶区を
加えることで活性が大幅に上昇した．これに対してブタ
ノール可溶区，水可溶区およびブタノール可溶区の濃縮途
中に析出した物質（ブタノール可溶区沈殿物）は単独では
活性を示さず，ブタノール可溶区およびブタノール可溶区
沈殿物は水可溶区を加えることで，摂食刺激活性を示し
た．特に，ブタノール可溶区沈殿物に水可溶区を加えた場
合はクロロホルム可溶区に水可溶区を加えた場合と同程度
の活性を示した．ブタノール可溶区沈殿物は各種分析の結
果，ルテオリン 7–O–グルコシドと同定され，水可溶区を
加えることで，葉に含まれる濃度でニジュウヤホシテント
ウに対して摂食刺激活性を示した．以上の結果から，ルテ
オリン 7–O–グルコシドは，ニジュウヤホシテントウがホ
オズキを摂食する上で一つの鍵物質として働いていると考
えられた．
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