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ニホンミツバチとセイヨウミツバチの混合精液を

用いた異種間人工授精

ミツバチの女王蜂は羽化 8日目を過 ぎると

交尾飛行に飛び立ち,巣箱から数百 mから数

km離れた空中の特定の空間である ｢雄蜂の集

合場所｣ で 10匹前後の雄蜂と多回交尾をする

こ と が 知 られ て い る (Ruttner, 1985;

Koenlger,1986;Koenlgerand Koenlger,

1991).在来種が同所的に生息 しているスリラ

ンカのコミツパテ, トウヨウミツバチ,オオミ

ツパテの3種 (KoenigerandWijayaguna-

sekera,1976),ボルネオの トウヨウミツバチ,

サバ ミツバチ,オオミツバチの3種 (Koeniger

eta1.,1988),タイのク口コミツバチ,コミツ

バチ, トウヨウミツバチ,オオミツバチの4種

(Rinderereta1.,1993)は 1日の中で異なる

時間帯に交尾飛行が行われており,それが生殖

隔離機構の主因の一つと考えられている. しか

し在来種以外のミツバチが人為的に導入された

場合,交尾飛行時間がオーバーラップし,在来

種 の集合場所 に導入種 が飛来す ることや

(Ruttnereta1.,1973;RuttnerandMaul,

1983), ミツパテ属 4種の女王蜂の性フェロモ

ンの主成分が共通で,それが4種の雄蜂に対 し

て誘引活性をもっていることから (Butleret

a1.,1967;Shearereta1.,1970), ドイツにお

いて実験的に導入した トウヨウミツバチの女王

蜂がセイヨウミツバチ雄蜂の交尾標識をっけて

いることが確認され,異種間交尾があり得るこ

とが示された (RuttnerandMaul,1983).

日本には在来種のニホンミツバチと導入種の

セイヨウミツバチの2種が生息 しているが, 2

種の雄蜂の集合場所が異なった環境に独立に見

つかり,集合場所の相違が示唆された (吉田,

1994). しかし,セイヨウミツバチおよびニホ

吉田 忠晴

ンミツバチのそれぞれの集合場所で極めて少な

いながら異種堆蜂が捕獲された.さらにセイヨ

ウミツパテの集合場所で実験的に地上 8mのポ

ール上の旋回装置に固定 したニホンミツバチ女

王蜂とセイヨウミツバチ雄蜂との交尾を確認す

ることができた (Yoshida and Yamazaki,

1993).人為的に異種間の女王蜂と雄蜂が出会

う状況を設定 した場合,実際の交尾がおこるこ

とが観察されたため,交尾が成立 した場合をシ

ミュレートする目的で,セイヨウミツバチ女王

蜂に対 してニホンミツバチ雄蜂とセイヨウミツ

バチ雄蜂の精子がどのように使われるかについ

て混合精液を用いた人工授精で検討 した.

材料と方法

セイヨウミツバチ女王蜂は 1993年 5月2日

～27日の間,玉川大学 ミツバチ科学研究施設

付属蜂場において移虫法で生産 した.セイヨウ

ミツバチとこホンミツバチ雄蜂は 1993年 5月

13日～6月11日の間,各蜂場の正常群の巣門

に トラップを取りつけ,交尾飛行に出巣する成

熟雄蜂を得るか,通常群内の外側の巣坂上のも

のを直接採取 した.

1. 精液量と精子数の測定

両種雄蜂からの精液の採取は,胸部を指で固

定して腹部を圧迫する常法を用いて,淡黄色の

精液 と白色の粘液を放 出させた (Ruttner,

1976;Laidlaw,1977;吉田,1989).実体顕微

鏡下で粘液が入 らないように注意 しながら滅菌

チップ内に精液部分を吸入 して精液量を測定 し

た.精子数の測定は,Ruttneretal.(1973)

の血球計算板法に従って行 った.上述の要領で

射精させた精液の全量を 1mlのHyes緩衝液

(Ruttner,1976) でガラス製時計皿に流 し入
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れ,パスツールピペットで充分に撹拝 した.こ

の精子液を試験管に移 し替え,さらに時計皿を

1mlの蒸留水で洗浄 した液を試験管に加えた

級,蒸留水 8mlを加えて 10mlとした.精子の

入った緩衝液に蒸留水を加えると精子は円形状

になって死亡するため,血球計算板による精子

数の測定は容易に行うことができた.

2.受精嚢中の精子数の測定

産卵 45日後に各女王蜂を解剖 して受精嚢を

取り出し,精子数の測定と同様に血球計算板法

を用いて測定 した (Woyke,1973;1975).

3.人工授精のための精液の採取

1回 の授精 に用 い る精 液量 は,Woyke

(1973)の報告に従って4mm3とした.セイヨ

ウミツバチとこホンミツバチの精液を,各 3本

のシリンジチップに各 4mm3採取 したものを

対照区とした.精液総量を4mm3としてセイヨ

ウミツバチ3mm3+ニホンミツパテ1mm3,セ

イ ヨウ ミツバチ 2mm3+ニホ ンミツパテ 2

mm3,セイヨウミツバチ 1mm3十二ホンミツバ

チ3mm3の割合で採取 したものを混合精液と

した.自然交尾や人工授精において受精嚢中で

精子はよく混 じり合っていることが報告されて

いるが (Laidlaw and Page,1984;Moritz,

1986), さらに精子の混 じり合いを高めるため

に,セイヨウミツバチとこホンミツバチの精子

をシリンジチップ内に交互に採取 した.

4.人工授精

人工授精は穴あき刺針紺子 (Schley,1988)

を用いたRuttner型の人工授精器で,羽化 7-

11日目の各 3匹のセイヨウミツバチ女王に行

った.処理後,女王蜂の麺を切り,巣門に隔王

板を取り付けた小型巣箱に導入 した.処理翌日

に産卵刺激のための二酸化炭素ガス麻酔を行っ

た (Mackensen,1947).処理 3.-4日後に最初

に女王蜂が生んだ 200-280卵をチェックし

た.チェック後 4日目に卵,15日目に蛸の状態

を観察 した後,定温器内で羽化成虫を判定 し

た.

結 果

セイヨウミツバチ雄蜂の一匹あたりの精液量

は0.51mm3で,Harbo(1985)の報告と同様

であった.ニホンミツパテ雄蜂の精液採取量は

0.14mm3と明 らかに少なく, トウヨウミツバ

チで報告されている0.2mm3 (Ruttnereta1.,

1973),および0.16mm3(woyke,1973)とほ

ぼ同じ結果を示 した (表 1).1mm3当たりの精

液中の精子数はセイヨウミツバチで374万,ニ

ホンミツバチで256万を示 し (表 1), セイヨ

ウミツパテとニホンミツバチの濃度比は3:2

であった.これは Ruttneretal.(1973)が報

告 したセイヨウミツバチとトウヨウミツバチの

精子濃度の結果と同様であった.人工授精時に

1mm3の精液を得るのにセイヨウミツバチでは

約 2匹, ニホンミツバチでは8-9匹の雄蜂を

必要とした.

各 3匹のセイヨウミツバチ女王蜂に人工授

精 した結果を表 2に示 した.

自然交尾女王蜂の貯化率は91.6%を示 した

が,同種であるセイヨウミツパテ精液 4mm3を

人工授精 した場合,僻化率は自然交尾よりやや

低い84.6%で,その内 90.5%がセイヨウミツ

パテの働き蜂になった.異種であるニホンミツ

バチ精液 4mm3を人工授精 した場合,観察 した

720卵の内,714卵 (99.2%)で異常を認めた.

その内,676卵 (93.9%)は末僻化卵か新たに

産卵された卵で,38卵 (5.3%)は巣房内に幼虫

や卵がまったく認められない空の巣房か,幼虫

の餌だけが残っていた巣房であった. しかし,

わずか6卵 (0.8%)で貯化幼虫を認めたが,こ

表 1 セイヨウミツバチとこホンミツバチ雄蜂の精液量と精子数

セイヨウミツバチ ニホンミツバチ

琵蜂芸 範 囲 平均±SD 琵蜂芸 範 囲 平均±SD

精子量 (mm3)* 123 0.50-0.57 0.51±0.04 320 0,13-0.18 0.14±0.01

精子数 (106/mm3) 25 2,2-6.4 3.74±1.48 30 1.912.9 2.56±0.34

*精子量はシリンジチップに採取できた雄蜂で示した.
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表 2 セイヨウミツバチとこホンミツバチ精液を用いた人工授精セイヨウミツバチ女王蜂の卵の発育状態

人 工 授 精
精液量(mm3)

セイヨウ ニ ホ ン
ミツパテ ミツバチ

卵の発育状態●▲

異 常 巣 房 数 卵受化幼虫の

空 幼虫の餌 合計(%) 正常巣房数(%)

受精嚢中
桶数(%)●2の精子数

(10./mmS)●3

4 0

3 1(9:2)●4

2 2(6:4)

1 3(3:6)

0 4

自然交尾

0

2

4

0

1

0

1

1

0

8

7

3

7

0

1

1

2

2

0

0

0

4

6

7

0

4

0

7

7

5

1

1

3

4

6

9

8

8

6

0

5

4

7

8

9

2

7

6

7

6

6

7

6

100(15.4)

160(20.6)

321(46.7)

507(72.8)

714(99.2)

57(8.4)

549(84.6)

618(79.4)

367(53.3)

189(27.2)

6(0.8)

618(91.6)

497(90.5)

538(87.0)

313(85.2)

170(89.9)

0( 0)

565(91.4)

4

0

9

2

8

4

6

7

4

5

4

5

1

1

1

1

1

4

*1 人工授精後3または4日目に産下した最初の巣房内の卵を記録した.記録4日後に巣房内を観察した.

*2 15日後に有蓋巣房を調査した.( )内は正常巣房数に対する割合.嫡からは全て働き蜂が羽化した.

*3 巣房の観察終了後に女王蜂を解劃し,3匹の平均値を示した.

*4 ( )内は精子比叡

の幼虫が働き蜂であるか,雄蜂であるかの確認

はできず,醇化直後に全て死亡 した.この実験

区において働き蜂巣板中に32の雄蜂巣房が認

められ, その内の 18の巣房から雄蜂が羽化 し

たことにより女王蜂の産卵行動は正常であるこ

とが確認された.精液量がセイヨウミツバチ3

mm3+ニホンミツバチ 1mm3(精子比率 9:2),

セイヨウミツバチ2mm3+ニホンミツバチ 2

mm3 (精子比率 6:4),セイヨウミツバチ 1

mm3+ニホンミツバチ3mm3(精子比率 3:6)

の混合精液では,酵化率 はそれぞれ 79.5,

53.6,26.5%で,羽化 したものは全て働き蜂で

あった.図 1は表 2で示 した同種精子,異種精

子および混合精子での押化率であるが,混合精

液では同種精子の割合にはぼ比例 して子孫が出

現 した.3匹の自然交尾女王蜂の受精嚢中の平

均精子数は454万であった.4mm3を人工授精

した各 3匹の女王蜂の受精嚢中の平均精子数

は148万-170万で,受精蛮中の精子の生存は

正常であった.

考 察

ミツバチの異種間交配については, トウヨウ

ミツバチ女王蜂とセイヨウミツバチ雄蜂の報告

(RuttnerandMaul,1983)に加えて,ニホン

ミツバチ女王蜂とセイヨウミツバチ雄蜂の交尾

を観察 した. トウヨウミツパテ雄蜂のセイヨウ

ミツバチ女王蜂に対する異種精子の活動は人工

授精によって検討され,異種精子は受精嚢へ移

動 す ることが認 め られ た (Woyke,1973;

Ruttner and Maul,1983). Ruttner and

Maul(1983) は,異種精子を人工授精 した場

合,卵は腫発生初期の段階で死亡することを報

告 した.セイヨウミツバチ女王蜂にニホンミツ

バチ雄蜂の精液を人工授精 した本研究において

ち,卵は旺発生初期の段階で死亡することが顕

微鏡観察により確認された (図 2).人工授精女

王蜂の受精嚢中の精子数 は 148-170万であ

り, Woyke (1973), Ruttner and Maul

(1983)の結果とほぼ一致 しており,精子の生

存は正常であった.受精嚢中の精子は完全に混

じり合 って いることが報告 されて いるが

(Laidlaw andPage,1984;Moritz,1986),

混合精液を人工授精 した場合,同種精子の割合

にほぼ比例 して子孫が出現 したことから,異種
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自然交尾

混 合柿液の側合 (mm')

図 1 セイヨウミツバチとこホンミツパテの精液を人

工授精したセイヨウミツバチ女王蜂による聯化率
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図 2 卵の発生状態正常な陸発生が行われ筋化直前

の卵 (左)と膝発生が進んでいない卵 (右).

5%の次亜塩素酸ナトリウム溶液で卵表面の祭

膜の一部を取り除いた.スケールは0.5mm.

精子の受精蛮中での生存とその混 じり合いは正

常であること示された. ミツバチの場合,受精

嚢から続 く輸精管から3-10束の精子が中央

輸卵管に放出され,卵との受精に使われことが

報告されている (Nachtsheim,1913).もし異

種間交配が成立 して異種精子を受け取 った場

令,異種精子と受精 した卵は僻化 しないため,

その群は衰退 し,滅んでしまうなど大きな影響

を与えることが予想された.

本報は,Appl.Entomol.Zool.誌上に公表

された論文内容を許可を得て転載 した.

(〒194 町田市玉川学園 6-1-1 玉川大学)
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Apismellifera(Am)queenswereinseminated

mixedsemenofAm dronesandApiscerana

japonica(Acj)drones.AtthecontrolwhereAm

queensweretreated4mm3 Am dronesemen,

hatchabilitywas84.6%. Ontheotherhand,

when 4mma Acj semen was given,0.8%

hatchedbuttheydiedimmediatelyafterhatch-

1ng.Hatchabilityincaseswith3mm3 Am and

lmm3 Acj,2mm3 Am and2mm3Acj,1mm3 Am

and3mm3 Acjwere79.4%,53.3%,and27.2%,

respectively,andtheygaveonlyAm workers,

Spermatozoaactivitiesinspermathecaseemed

normal, but the heterospecific fertilization

caused abnormal development. Accordingly

Am workerswereproducedinparallelwiththe

ratioofAm spermatozoainmixedsemen.


