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緒 言

カイコの5令 幼虫の 発育過程に伴う中 腸 組織 の

rRNAとtRNAの 量的変化 と合成能の変化を 調べ

た結果,5令 食桑期にはrRNAとtRNAの いずれ

も多量に存在するが,食 桑しなくなつた熟蚕期で急速

に減少すること,ま たrRNAとtRNA合 成能は両

RNAの 量的変動とは逆に前蛹期 に高くなること,さ

らに中腸のタンパク質量は熟蚕に入ると急激に減少 し

ていつたが,こ の時期には著 しいタンパク質の質的変

化がみられ,新 しいタンパク質の合成が行なわれてい

ることを明らかにした(前 報I,II).こ れ らのことは

中腸組織におけるタンパク質合成がrRNAとtRNA

とによる翻訳段階で調節されている可能性を示唆して

いる.そ れ故に,変 態過程でタンパク質合成の調節が

翻訳のどの段階で行なわれているのかを探 ぐるために

調節因子の働きを調べた.

そこで無細胞タンパク質合成系を用いて,こ の合成

系で最も重要な因子と考えられるリボゾームとpH5

酵素(ア ミノアシルtRNA合 成酵素)に 焦点をしぼ

り,こ れらの活性の発育に伴う変動を調べることにし

た.ま ず カイコからリボゾームを単離精製 し,pH5

酵素を用いた無細胞タンパク質合成系を確立し,翻 訳

段階であるこの系にそれぞれ起源を異にするリボゾー

ムとpH5酵 素を 相互交換すると い う方法を用い,

これらの因子が調節作用に如何なる役割を果 している

かを明らかにしようとした,

材 料 お よ び 方 法

供試材料

九大農学部保存の正常系P22の5令3日 目(盛 食

期)と7日 目(前蛹期)の 幼虫および化蛹3日 目の蝋

を用いた.こ れらのうちリボゾーム単離法の確立のた

めには蠣を用いた,ま た発育に伴うリボゾームとpH

5酵 素(ア ミノアシルtRNA合 成酵素)の タンパク

質合成能の変化を調べるためには,5令3日 目と7日

目の中腸組織を用いた.

緩衝液および無細胞タンパク質合成系

リボゾーム単離用緩衝液にはIIan(1968)とKau-

lenas(1970)と によるものを用いたが,原 報通りの

緩衝液を用いてカイコの蛹からリボゾームを単離 した

場合,リ ボゾームは低速で沈澱するので単離すること

が困難であつた.そ こで 緩衝液からMg2+を 除 き,

KC1濃 度を高くしたところ,リ ボゾームの単離 が 可

能になつた.11an(1968)やKaulenas(1970)が 用



いた 緩衝 液 の組 成(A)と 改 良 した緩 衝 液 の組 成(B)

は次 の とお りで あ る,

緩 衝 液A:0,035MTris-HCI(pH7.8),0。025M

蔗糖,0.025M塩 化 カ リウ ム,0.0藍M塩 化 マ グネ シ

ウム,0.04M2一 メル カ プ トエ タノ ー ル.

緩衝 液B:0.035MTris。HC1(pH7.8),0.025M

蔗糖,O.025M塩 化 カ リウ ム,0.04M2一 メ ル カプ ト

エ タ ノー ル.

デ オ キ シコー ル 酸(DOC)は 使 用 直 前 に緩衝 液 に

と か し,最 終 的 に は1%の 濃度 で 使 用 し た.ま た

TritonX-100は 緩 衝 液BとAと に溶 か し,冷 蔵 庫 に

保 存 し,使 用 に 際 して は 最 終 濃度1%の も の を 用

いた,

無 細胞 タ ンパ ク質合 成 系 は福 留 ら(1968)の 方 法 に

したが つ て作 成 した.そ の組 成 はTablelに 示 す と

お りで あ る。

Table 1. Cell-free incorporation system.

放 射 能 の測 定

無 細 胞 タ ンパ ク質 合 成 系 に お け る合 成量 を求 め るた

め に14C-アミ ノ酸 の タ ンパ ク質 へ の と り こみ を 調 べ

た.こ の場 合 タ ンパ ク質 合 成 系 で 反 応 を行 な わ せ た

後,冷 トリク ロ ロ酢 酸(TCA)を 反 応 液 に10倍 量 加

え,0℃ に30分 間放 置 し,遠 心 分 離 によ り沈 澱 を 集

め る.こ の沈 澱 をTCA,さ らに エタ ノ ー ル ・エチ ル

エ ー テ ル(1:lv/v)で 順 次洗 つ て い く.そ の後 沈

澱 を ガ ラス フ ァイバ ー フ ィル タ ー上 に集 め,そ の フ ィ

ル ターを 乾 燥 して,液 シ ン用 バ イ ア ル に取 り,ジ フ

ェニ ルオ キ サ ゾー ル(PPO)ト ル エ ン系 溶媒 を加 えて

BeckmanLS-230/3型 液 体 シ ンチ レイ シ ョ ン ス ペ ク

トロ フ ォ トメー タ ー を用 いて 放射 能 を 測 定 した,

リボゾームの単離精製法

蛹からリボンームの単離に当つてはまず大腸菌や哺

乳動物の場合に用いられている方法にならつて行なつ

たが,こ れらの材料で得 られるように十分にきれいな

リボンームの単離ができなかつたので
,次 に昆虫を対

象にしたKaulenas(1970)の 方法に準 じて行なつた

がそれでも十分に満足のいく結果は得られなかつた.

そこでこれに若干の改変を加えたところ,十 分に純度

の高いリボン ームを単離することが出た.そ の方法の

概略をFig.1に 示す.す なわち,試 料蜥にその重量

の3倍 量の緩衝液を加え,テ フロンガラスホモジナイ

ザーで摩砕 し,この摩砕液を4重 のガーゼで濾過する.

この濾液を3,000xgで15分 間遠心分離を行ない,

核 や細胞片を除き,さ らにこの上清を30,000×9で

15分 間遠心分離を行ない,ミ トコンドリアを含 む 分

画を除いた上清を得る.こ の上清を ミトコンドリアを

除いた後の上清,す なわちpost-mitochondria(PM)

分 画 とする.こ のPM分 画 に界面活性剤(DOC又

はTritonX・ ・100)を最終濃度1%と なるように加え,

15分 間攪拌 した後,105,000×9で150分 間遠心分離を

行なうとリボンームが沈澱 してくる.こ の沈澱分画に

緩衝液を少量加え,十 分にリボン ームを分散させた懸

濁液を10,000×gで30分 間遠心を行ない,会 合物を

除いた.こ のリボン ーム液を緩衝液から蔗糖を除いた

もので 十分に緩衝化 したSephadexG-200カ ラムに

通 した.そ して素通りの乳白色を呈する部分を集め,

最終的なリボン ーム分画とした.

pH5酵 素(ア ミノアシルtRNA合 成酵素)分 画

の調製法

大腸菌からアミノアシルtRNA合 成酵素を調製す

る方法は林 ・岡本(1968)の 方法に準 じて行なつた。

大腸菌109を3倍 量の洗浄ずみの石英粉末 と混合 し

て乳鉢で十分に摩 りつつぶ し,こ れに菌体量の5倍 量

の10mMTris・HC1(pH7.5)-5mM塩 化 マグネシ

ウムー5mM2一 メルカプ トエタノール(TMM)緩 衝液

を加えて抽出を 行なつた.抽 出液を7,000×gで20

分間遠心分離を行ない上清を得る.さ らにこの上清を

105,000×9で150分 間遠心を行ない,遠 心管の上部

2/3の 上 清部分を集め,こ の上清部分をTMM緩 衝

液に対し3時 間透析し,つ いでTMM緩 衝液で 十分

に緩衝化したDEAE一 セルロースカラムに 吸着 させ

た,こ のカラムをTMM緩 衝液で十分に洗つた後,

0.25M塩 化 カリウムを含むTMM緩 衝 液で 溶出 し

た,溶 出液を10m1ず っ集め,260nmと280nmに

おける吸光度を測定 し,280nmの 吸光度が260nm



の 吸光 度 よ り も高 くな る部 分 を集 め,粗 酵 素液 と した.

中腸 組 織 か らのpH5酵 素 の調 製 法 は高 浪(1965)

の方 法 を少 し改 変 して 行 な つ た.す な わ ち前 に述 べ た

リボンー ム単離 法 に基 づ きPM分 画 を 得 ,こ れ に界 面

活性 剤 を加 え な い で,105,000×gで150分 間 遠心 を

行 な い,上 清 の上 部2/3の 部 分 を集 めた.こ の上 清 に

1M酢 酸 を加 え,pHを5.0に 調 整 した.こ れ に よつ

て生 じた 沈澱 を 低 速 遠心 分 離 で 集 あ,こ の沈 澱 に氷 冷

した 蒸 留水 を 加 え,懸 濁 し,再 び 遠 心 分 離を 行 な つ て得

られ る沈 澱 に少 量 の 氷 冷蒸 留 水 を加 え,ホ モ ジナ イ ザ

ーで 十 分 に分 散 させ て か ら,lNKOHを 加 えてpH

を7.5に 調整 した.こ のpHを 調 整 した 溶 液 に0.IM

Tris-HCI(pH7.5)を 最 終 的 に0.05MTris-HC1

(pH7.5)に な るよ うに加 え,0.05MTris-HC1(pH

7.5)-O.01M酢 酸 マ グネ シウ ムー0.09M酢 酸 ア ン モ

ニ ウムーO.006M2一 メル カ プ トエ タ ノ ール 緩衝 液 で 緩

衝化 したDEAE一 セ ル ロー スカ ラム に 吸着 させ,0.3

M塩 化 カ リウ ムを含 む 同緩 衝 液 で溶 出 した.こ の 溶

出液 の 各 分 画 の260nmと280nmに お ける 吸光 度

を測 定 し,吸 光 度 が260nmよ り も280nmに お い

て高 い分 画 を集 め,こ れ をpH5酵 素(ア ミノア シ

ルtRNA合 成 酵 素)分 画 と した.

リボ ゾ ー ム の 電子 顕 微 鏡観 察

精 製リボン ー ム を 白金 パ ラ ジウ ムで シ ャ ドー イ ング

し,JEM-3A型 電 子 顕 微 鏡 で観 察 を 行 な つ た.

蔗糖密 度 勾配 遠心 分 析

精製リボン ー ムの蔗糖 密 度 勾 配 遠心 分離 はKaule-

nasandFairbairn(1966)の 方 法 に基 づ き,10～40

%の 濃度 勾配 でSpincoSW50ロ ー タ ー を 使用 し,

50,000rpm,60分間 遠 心 分 離 を行 なつ た.

結 果

1.リボン ー ム の 単離 と精 製

リボンー ム の単 離 には 緩衝 液AとBと の2っ の もの

を 用 い,Fig.1に 示 す操 作 で 単 離 を行 なつ た.分 離

結 果 をTable2に 示 す.リボン ー ム は 多量 のRNA

を含 む の で260nmに 吸収 極 大,235nmに 吸 収 極小

を もつ が,リボン ー ムの 構成 タ ンパ ク質 以 外 の タ ンパ

ク質 の混 入 が あ る と き は,極 小 値 が 長 波長 側 にず れ る

の で,極 大 値対 極 小 値 の 比 率 が小 さ くな る.こ の よ う

な こ とか ら260nmの 吸光 度 に対 す る235nmの 吸

光度 の比(吸 収 比)と,リボン ー ム含 有RNAの 比

率(%),お よび 蛹 の単 位 体 重 単 りの260nmに お け

る吸光 度(0.D.26。 。m)な ど によ つ て,抽 出単 離 され

たリボン ー ム の純度 を表 わ した.Table2に 示 す よ う

に,緩 衝 液Aでリボン ー ムを 単 離 した場 合 ホモ ジネ ー

ト(H)にDOCを 加 えた もの よ り も,PM分 画 に

DOCを 加 え た方 がRNA含 有 量(1%),OD.260。m

値 と もに優 れ て い た.し か しリボン ー ム単 離 に お よ

ぼ すDOCとTritonX-100と の 界 面活 性 剤 の影 響

Fig. 1. Outline of the method of ribosome 
from the pupae.

Table 2. Effects of various isolation media on the yield and purity of ribosomes 
from the pupae and the midgut.

Buffer  A: 0.035 M Tris-HC1 (pH 7.6), 0.25 M Sucrose, 0.01 M MgCl„ 0. 025M 
KC1, 0.004 M Mercaptoethanol. 
Buffer B: 0. 035 M Tris-HC1 (pH 7. 6) 0.25 M Sucrose, 0.25 M KC1, 0.004 M 
Mercaptoethanol. 
H : Homogenate. PM : Post mitochondrial supernatant.



を 比 較 す る と,RNA含 有率(%)に つ い て はTri-

tonX-100に よ る方 がDOCに よ る場 合 よ り も多 く,

ま た 吸収 比 で は ほ とん ど差 が なか つ た.緩 衝 液Bを 用

いPM分 画 にTritonX-100を 加 え てリボン ー ムを単

離 した場合 に は,他 の い ず れ の方 法 によ る もの よ り も

吸収 比,RNA含 有 量(%),0.D.26。 。m値 と も に高

く,吸 収 比,RNA含 有 量(%),0.D.26。 。m値 を総

合 す る と,緩 衝 液Bを 用 い,PM分 画 にTritonX-100

を加 えてリボン ー ムを 単離 す る 方 法 が 最 も 優 れ て い

る こ とが わ か つ た.蛹 全体 か らリボン ー ムを 単 離 し

た場 合,そ の発 育 時 期 の 違 い,雌 雄 によ る違 い,蛹 を

一20℃ に保 存 す る期 間 の長 短 な ど によ り
,同 じ単離

法 を 用 い て もリボン ー ム の純 度 に影 響 が み られ た.特

に卵 巣 が 発育 した時 期 の 雌 で はKaulenas(1970)が

Achetadomesticus(コ オ ロギ)の 場 合 に指 摘 して い る

よ う に,リボン ー ムの 単離 は非 常 に困難 で あつ た.し

か しな が ら単 一 組 織 と して 中腸 組 織 を用 い た 時 には,

他 の条 件 によ り余 り影響 を受 けず に,再 現 性 よ く リボ

ソー ムを単 離 す る こ とがで きた.

次 に単離 したリボン ー ム の紫 外線 吸収 ス ペ ク トルを

Fig.2に 示 す.嫡 体 か ら 緩衝 液Aを 用 いPM分 画

にDOCを 加 え て 単離 したリボン ー ムで は 極小 値 が

極 端 に長 波長(250nm)側 にず れ,し か も 極 大 値 が

はつ き り しな いカ ー ブ を示 した.一 方DOCの 代 り

にTritonX-100を 用 いた場 合,極 小 値 は245nmと

長 波長 側 にず れ て い るが,前 者 ほ どで な く,ま た極 大

値 が260nmに み られ た.ま たRNaseの 作 用 を お

さえ る た め にベ ン トナ イ トを用 い た場 合,DOCの 場

合 とほ とん ど同 じカ ー ブを 示 し,良 好 な 結果 は得 られ

な かつ た.

他 方 蛹 体 か ら 緩 衝 液Bを 用 い,TritonX-100を

PM分 画 に加 え,リボン ー ム を単 離 した場 合,Fig.2B

に示 す よ う に,い く分 極 小値 が長 波 長 側(240nm)

に ず れ て はい るが,極 大 値 に対 す る極 小 値 の比 は高 く

な つ て いた.し か しな が ら中 腸組 織 か ら同 じ方 法 で 単

離 したリボン ー ム分 画 は,リボン ー ム に 特 有 な235

nmに 吸収 極小,260nmを 吸収 極 大 を もつ パ ター ン

と同 じパ ター ンを示 した.こ のリボン ー ム は260nm

と235nmの 吸 収 比 が約1.9で あ り,RNA含 量 が

55%と な りネ ズ ミ肝 臓リボン ー ム標 品 にお け るRNA

含 量50%,吸 収 比1.6の もの と比 較 して もか な り 純

度 の高 い もので あ る.こ の よ うに して得 られ た高 純度

のリボン ー ム につ いて蔗糖 密 度 勾 配 遠心 を行 なつ た結

果,Fig.3に 示 す よ う に,第22分 画 附近 に ピー クが

Fig. 3. Sucrose density gradient centrifuga-
tion analysis of ribosomes from the midgut 

of Bombyx  mori.

Fig. 2. Absorption spectra of ribosomes iso-
lated from the whole body pupae and 
from the midgut of the 3-day-old fifth 
instar larvae. A: Ribosomes were isolated 
from the pupae with buffer A, B: Ribosomes 
were isolated from the pupae and the 
midgut with buffer B (PM+Triton X-100).

Fig. 4. Electron micrograph of ribosomes 

isolated from the midgut of Bombyx mori.



みられ,さ らにこの リボゾームを電子顕微鏡で観察し

たところ,Fig.4に 示すように,ほ とんど均一な直

径200Aの顆粒 であつた.

以上を総括 して,嫡 と中腸とか らリボンームを単離

する方法としては,緩 衝液Bを 用いTritonX-100を

PM分 画 に加えて抽出する方法が最も優れていること

になる.

2.リボン ームとpH5酵 素 によるタンパク質合

成の調節機構

中腸組織からかなり純度の高いリボン ームを単離す

ることができたので,こ のリボン ームと大腸菌のアミ

ノアシルtRNA合 成酵素分画とを用いて,無 細胞タン

パク質合成系をつくり,14C-アミ ノ酸のとりこみを調

べた.Table3に 示すように,単 離リボン ームを 用

いた完全なタンパク質合成では,他 の種々の要素を除

いた区に比して,14C-アミ ノ酸のとりこみが最 も高か

つた.ま た対照区におけるバックグランドのとりこみ

は極めて低いので,完 全区においては高能率にタンパ

ク質が合成されることを示している.発 育に伴う中腸

組織の機能的変化に並行して,タ ンパ ク質合成 も変

化する.タ ンパク質合成は翻訳レベルにおける種々の

要因によつて影響を うけている,そ こでこの合成系か

ら種々の要素を除き,ア ミノ酸のとりこみをみたとこ

Table 3. Effects of factors on protein syn-

thesis withcrude a minoacyl-tRNA synthet-
ase of E. coli and ribosomes from the mid-

gut of Bombyx  mori.

Complete 

Without ribosome 
Without aminoacyl-tRNA 

   synthetase 
Without poly U 
Without ATP regeneration 

   system 
Control

ろ,ア ミノ酸のとりこみはリボン ームを除いた場合に

最 も低下した.

さ らに詳細に翻'訳レベルでの調節について調べた。

すなわちpH5酵 素 とリボン ームに注目し,5令3日

目の最 も盛んに食桑を行なつている幼虫(盛 食期)と

食桑しなくなり,中 腸組織が崩壊の様相を示しつつあ

る7日 日(前蛹期)の 中腸組織からリボンームとpH

5酵 素を調製し,つ いで3日 目のリボン ームとpH5

酵素 とから無細胞タンパク質合成系,3日 目のリボン

ームと7日目 のpH5酵 素 とからなる無細胞 タンパ

ク質合成系,7日 目のリボン ームとpH5酵 素,さ

らに7日 目のリボン ームと3日 日のpH5酵 素の組

み合わせという4通 りの合成系をつ くつた.Table4

に示すように,リボン ームとpH5酵 素 とをともに

7日 目のもの同志で組み合わせた系のア ミノ酸のとり

こみは,両 者を3日 目からとつたもの同志の組み合わ

せのものよりも高かつた.す なわち7日 目の中腸組織

におけるタンパク質合成能は3日 目のもの よ り も高

い,ま た3日 目のリボン ームに対 して 同じ3日 目の

pH5酵 素 と組み合わせてつくつたタンパク質合成系

の場合よりも,7日 目のpH5酵 素 とを組み合わせ

たときの方がア ミノ酸のとりこみが高かつた.ま た7

日目のリボン ームに対 して3日 目のpH5酵 素を組

み合わせた場合よりも,7日 目のpH5酵 素 とを 組

み合わせた方がアミノ酸のとりこみが高かつた.す な

わち,pH5酵 素についていえば,3日 目のものより

も7日 目のものの方が効率よくアミノ酸を と りこむ

し,さ らに3日 目のpH5酵 素を3日 目のリボン ー

ムと組み合わせて作つたタンパク質合成系の場合より

も,7日 日のリボン ームと組み合わせた方がアミノ酸

のとりこみが高かつた.ま た7日 目のpH5酵 素 を

3日 目のリボン ームと組み合わせた場合よりも,7日

目のリボン ームと組み合わせた方がアミノ酸のとりこ

みが高かつた.す なわち,リボン ームに関 しては3日

目のものよりも7日 目のものの方がアミノ酸とりこみ

Table 4. Comparison between homologous and heterologous cell-free incorporation 
system as stimulating factor in protein synthesis.



の効 率 は高 い.以 上 の 結果 か ら,タ ンパ ク質 合 成 能 は

リボンー ムお よ びpH5酵 素(ア ミノ ア シルtRNA

合 成 酵 素)に よつ て調 節 を うけ てお り,両 者 と もに7

日目 の前蛹期 の ものの 方 が盛 食 期 の もの よ り もタ ンパ

ク質 合 成 能 を 高 め る 効果 が 顕 著 で あ る こ とが 明 瞭 で

あ る.

考 察

リボンー ム につ い て は大 腸 菌 や ネ ズ ミ肝 臓 な どで詳

細 に研究 が行 なわ れ て い る.バ クテ リア や哺 乳 類 を材

料 と してリボン ー ム の単 離 に用 い られ て い る方 法 を カ

イ コの蛹 に応 用 して,リボン ー ムの単 離 を 試 み た とこ

ろ,良 好 な結 果 は得 られな か つ た.リボン ー ムの単 離

は既 に数 種 の昆 虫 に お いて 試 み ら れ て い る(Foxet

al.,1965;IIan,1968;Kaulenas,1970;Ahmedet

at.,1970)で,こ れ らの 方法 を用 いて,カ イ コ の蛹 か

らリボン ー ムの 単離 を行 な つ て も,RNA含 量,収 量

共 に低 く,か つ実 験 的 再 現性 が低 く,さ らに紫 外 線 吸

収 ス ペ ク トル も大 腸 菌 か ら得 たリボン ー ム標品 に比 し

て満 足 の い く結 果 を 得 る こ とがで き な か つ た.た だ

Kaulenas(1970)の0.25M蔗糖,0.025M塩 化 カ

リウ ム,0.O1M塩 化 マ グネ シウ ム,0.04M2－ メル

カ プ トエ タノ ー ル,0.035MTris-HCI(pH7.8)緩

衝 液 を 用 い た場 合 に は,他 の いず れ の もの よ りも良 い

結 果 が 得・られ た.そ こでKaulenasの この 緩 衝 液 を

基 に して,更 に詳 細 な検 討 を 加 え た.す な わ ち,緩 衝

液 中 のMgイ オ ン,塩 化 カ リウ ム濃度,ベ ン トナ イ

ト,界 面活 性 剤 や 摩砕 時 の組 織 重 と緩衝 液 量 との 比 な

どを 検 討 した結 果,Mgイ オ ンを 除 い て,塩 化 カ リウ

ムを0.25Mに,組 織 重:緩 衝 液量 を1:3(W/V)に

し,さ らにPM分 画 にTritonX-100を 最 終 濃 度1%

に加 え る よ う に変 え た方 法 で 行 な う と,最 も純度 の高

いリボン ー ムが 得 られ る こ とを 確 認 した.ま た この リ

ボ ソー ム はSephadexG-200カ ラム を通 す こ とに よ

り,さ らに純 度 を高 め る こ とが で き る.こ の 方 法 に よ

つ て得 られ たリボン ー ムで は紫外 線 吸収 ス ペ ク ト ル

(Fig.2,B)は 典 型 的なリボン ー ム の カー ブ を示 し,

260nmの 吸収 極 大,235nmに 吸収 極 小 が あ り,そ

の比 が1.9で,RNA含 量 は55%で あ る.蔗糖 密 度

勾 配遠 心 分 析 で 単 一 の ピ ー ク を 示 し,Kaulenas

(1970)に よ り示 さ れた コオ ロギ のリボン ー ム(80S)

と同 じ位 置 にあ る こ とか ら80Sの モ ノマ ー で あ る.

この こと は さ らに 電 子 顕 微 鏡観 察 か ら ほぼ200Aの

直径 を もつ 均 一 な顆粒 か らな る こと,そ の上リボン ー

ム の主 要 な性 質 の1つ で あ る タ ンパ ク質合 成 能 を 保 持

して い る こ と もわ か つ た.特 に他 の 材料 を 用 い た 場

合,Mgイ オ ンはリボン ー ム の構 造 の安 定 化 に必 要 で

あ り,そ れ故 に抽 出 緩衝 液 に は欠 くこ とがで きな い も

の と され,ま た林(1965)は カ イ コを用 いた場 合Mg

イオ ンがリボン ー ムに 強 く結 合 して い る可 能 性 を指 摘

して い る.さ ら に前 に 述べ た よ う にRNA抽 出 の 際

にMg2+を 欠 いた 緩 衝 液 を 用 い て良 い結 果 が 得 られ

た こ とは,リボン ー ム の安 定 化 にMg2+が 必要 で あ

るに もか か わ ら ず,カ イ コの場 合 は細 胞 内 にMg2÷

が す で に 十分 に(0.084mg/中 腸)存 在 して い る た め

に,緩 衝 液 にMgイ オ ンを加 え な い方 が 良好 な結 果

を もた らした もの と思 わ れ る.

Table3に 示 す よ う に,中 腸 組 織 か ら 単離 精 製 し

たリボン ー ム は大 腸 菌 ア ミノ ア シルtRNA合 成 酵 素

を 用 いた 無 細胞 タ ンパ ク質 合 成 系 で 顕 著 な タ ンパ ク質

合 成 を 行 な つ た,ま た この合 成 系 か ら ア ミノ ア シル

tRNA合 成 酵 素,PolyU,ATP再 生 系 を除 いた 場

合 の ア ミノ 酸 の と り こみ はリボン ー ムを 除 い た もの よ

り も高 か つ た.こ の こ とは単 離 精 製 したリボン ー ム は

か な り高 純 度 で あ つ た に もか か わ らず,リボン ー ム に

mRNA(も と もと細胞 内でリボン ー ム につ いて い た

もの)の 断片 や 他 の成 分 を含 ん で い る 可 能 性 を 示 す.

した が つ て ピ=・'-Mマ イ シ ン処 理 やrun-off(タ ンパ

ク質合 成 系 か ら ラベ ル さ れ た ア ミノ 酸 を除 いた 系 で プ

レイ ンキ ュベ ー トを行 な い,リボン ー ム につ い て い る

mRNAを 除 く)に よ りリボン ー ム に つ い て い る

mRNAを 除 くこ とな ど 検 討 す べ き点 が 残 つ て い る.

真 のリボン ー ム を用 い て タ ンパ ク質 生 合 成 系 を つ くる

こ とが 必 要 とな る.

タ ンパ ク質 合成 は転 写 な らび に翻訳 レベ ルで種 々 の

因子 に よ り 調 節 を うけ てい る.特 に 後 者 につ い て は

mRNAの 高 次構 造,tRNA量,tRNAの 分 子種,

mRNAの マ ス キ ング,リボン ー ム に よ るhomolo-

gousなmRNAとheterologousなmRNAの 識

別 な ど種 々 の 段 階 で調 節 が 行 な わ れ て い る こ とが 知 ら

れ て い る.そ こで著 省 はリボン ー ム とpH5酵 素(ア

ミノ ア シルtRNA合 成 酵 素)に 注 目 し,発 育 期 の異

な る 中腸 組 織 か ら調 節 した これ らの 要 素 にお け る タ ン

パ ク質 合 成能 につ いて 調 べ た.Table4に 示す よ う

に,pH5酵 素 を 一定 に して,リボン ー ム を3日 目 と

7日 目の2つ を用 い,タ ンパ ク質 合 成 能 を み る と,3

旧目 のリボン ー ム の タ ンパ ク質 合 成 能 に比 して7日目

の もの の 方 が高 かつ た.こ の よ うな タ ンパ ク質 合 成 能

の違 いを もた らす 要因 と して,リボン ー ム に 内在 して

い るmRNAの 量 の差 が 考 え られ るが,Table4に



おいて,3日 目と7日目 との値がほぼ同じであること

は,生体内 でのリボン ームについているmRNAは

3EI目 で も7日 目でも同じ吊:であると思われる.そ れ

故にこの違いをもたらす原因としては,次 の可能性が

考え られ る.す なわちタンパク質性の因子(開 始因

予)がリボン ームに結合することによつて,引 きおこ

されるリボン ームのmRNAの 翻訳能の変化 という

ことである.こ の可能性についてはインターフェロン

が細胞のリボン ームについて,ウ イルスRNAの 翻

訳を不可能にすること,お よびこのようなリボン ーム

の機能変化は ホ ス ト細胞のRNA合 成に依存す る

(塩川,1970,SalbandMarcus,1965)と い うこと

から十分に考えられる.

つ ぎにリボン ームを一定にして,pH5酵 素を3日

口のものと7日 日のものと変えて,各 々のタンパク質

合成能をみると,7日目 のpH5酵 素を用いた方が

3日 日のものを用いた場合よりもタンパク質合成能が

高かつた.す なわちpH5酵 素 中に存在するそ れぞ

れのアミノ酸に対応するアミノアシルtRNA合 成酵

素の質的なちがい(分 子種の相違)か,量 的なちがい

を生 じたことによつてタンパク質合成が調節をうけて

いると思われる.こ のことはIIan(1968),Fristrom

(1970),Grigliattietal.(1973)に よつて示されてい

るように,組 織分化がtRNAの 分子種のちがいによ

り調節をうけているという事実 と符合 し,非 常に興味

あることである.

さらに3日 目と7日 目との中腸組織から調製 したリ

ボソームやpH5酵 素 のタンパク質合成能にお け る

差異は,中 腸組織を構成する細胞の種類の違い,す な

わち中腸組織の機能の違いを反映していることが考え

られる.事実3日 目の中腸組織では旺盛な分泌や吸収

の機能をもつ円筒細胞や盃状細胞からなつているのに

対し,7HUに は これらの細胞の機能は低 下し,細 胞

的にも退化消失の方向に向かつており,ま た未分化で

分裂増殖を行なつている新生細胞が大部分を占め,新

しい 皮膜組織を 形成しつつある(辻 田,1943;赤 井,

1970;WakuandSumimoto,1970).こ のようにリ

ボソームやpH5酵 素が細胞の種類の違いによつ て

タンパク質・合成能を異にしていることは,と りもなお

さずそれぞれの細胞においてリボン ームやpH5酵

素 の機能を調節する作用,換 言すれば,遺 伝子発現に

おける翻訳レベルでの調節が行なわれていることを示

唆している.総 括的に言えば,本 来の消化吸収機能が

低 下する7日目 において,中 腸組織におけるタンパク

質合成がかえつて高いということは,こ の時期に新し

い機能的変化を生じつつあることを意味 していると思

われる,

摘 要

Mgイ オ ンを除き,塩 化カ リウム濃度を高くする改

良を施 した緩衝液(B)を 用 いて蛹を摩砕し,ミ トコ

ンドリアを除いた上清分画にTritonX-100を 加 える

ことにより,蛹 から純度の高いリボン ームを単離する

ことができた.こ の方法を用いて中腸から単離したリ

ボ ソー ム は260nm/235nmの 吸収比が約1.9で あ

り,約55%のRNAを 含 む.こ のリボン ームは80S

の大きさで,直 径200Aの 粒子である.こ のリボン

ームを大腸菌か ら調製した無細胞タンパク質合成系に

加え,タ ンパク質合成能を調べたところ,ア ミノ酸を

とりこむ能力を もつていることが判明した.

盛食期(3日目 幼虫)と 熟蚕期(7日 円幼虫)と の

中腸組織からリボン ームとpH5醒 素を調製し無細

胞タンパク質合成系をつくり,両 時期のタンパク質合

成を調べたところ,盛 食期よりも熟蚕期の方が高かつ

た.さ らにリボン ームとpH5酵 素 とを相互に交絡

する方法,例 えば盛食期のリボン ームと盛食期のpH

5酵 素 との組み合わせ,盛 食期のリボン ームと熟蚕期

のpH5酵 素 との組み合わせなどの合成系をつくり,

タ ンパク質合成実験を行なつた結果,熟 蚕のリボン ー

ムを用いた系は盛食期のものよりもタンパク質合成能

が高 く,ま たpH5酵 素の場合 も同様であつた.タ

ンパク質合成能はリボン ームおよびpH5酵 素 によ

る調節をうけており,リボン ームとpH5酵 素 とは

ともに幼虫期に比べ熟蚕期の方がタンパク質合成能を

高める効果が大であつたことから,熟 蚕期のリボン ー

ムとpH5酵 素 は幼虫期とは異なる質的変化を して

いる可能性が考えられる。
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                                 Summary 

   Isolation and characterization of ribosome from the midgut of Bombyx mori, and 
their capacity for in vivo protein synthesis at different stages of development were 
studied. 
    Conventional procedures for ribosome isolation were ineffective when applied 
to Bombyx mori. The preparation of ribosomes from this material depended upon 
the elimination of Mg ion from the homogenizing medium, the presence of a mod-
erately high KC1 concentration in the homogenizing medium, and the addition of 
Triton X-100 rather than deoxycholate to post-mitochondrial fraction. 

   The ribosomes prepared in this manner had a RNA content of 55 per cent, A260: 
A235 ratio of 1. 9, with absorption maxima and minima at 260 and 235 nm, respec-
tively, and were given 80S by sucrose density gradient centrifugation analysis. The 
ribosome had a particle of diameter of 200 A by electron microscopic observation. 
The ribosomes prepared in this manner had a capacity for in vitro protein synthesis. 
Addition of this ribosome to E. coli cell-free system stimulated amino acid incor-

poration into protein. By the use of in vitro protein synthesizing system with 
ribosomal and supernatant fractions from different stages of the development (gluto-
neous and maturation stages), their capacity for in vitro protein synthesis was 
studied at different stages of the development. The level of amino acid incorporation 
exhibited higher by ribosomal and supernatant fractions from maturation stage 
than that from glutoneous stage. Endogenous capacity for protein synthesis of 
ribosomal fraction from maturation stage exhibited higher than that from gluto-
neous stage, and also it is true of endogenous capacity for protein synthesis of 
supernatant fraction from maturation stage. The activity of protein synthesis is 
higher at the stage of maturation than at the stage of feeding. 

   Results obtained by the use of in vitro protein synthesizing system suggest that 
the nature of ribosomal and supernatant faction from the stage of maturation is 
different from that of the glutoneous stage and control of protein synthesis takes 

place at each of the levels of ribosome and supernatant.


