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緒 言

前報において,カ イコの変態過程における中腸組織

のタンパク質の量的,質 的変化並びに核酸量の変動は

組織重の変動と平行しており,さ らに食桑活動と密接

な関係にあることを明らかにした.そ して幼虫から蛹

への変態に際して中腸組織細胞では構造的,機 能的変

化が生じ,幼 虫期にみられた消化吸収機能が失われて

ゆく反面,幼 虫期とは異なつた機能を持つように変化

してゆくことを示唆した,こ の中腸組織の構造及び機

能の変化に伴つて,当 然RNAの 質的変化が 生 じて

くるものと思われる.

細胞が本来の生理機能を営むためには,タ ンパク質

合成は第一義的な重要性をもつものであり,し かもこ

のタンパク質合成にはRNAは 欠 くことのできない

重要な成分である,そ こで幼虫から蛹への変態過程に

おける中腸組織のrRNAとtRNAの 量 的変化並び

にその合成およびRNAの 安定性につい て調べた.

材 料 お よ び 方 法

材料および中腸摘出の方法:前 報(1)と 同 じ方法

である.

中腸組織からのRNAの 抽出:Hosodaetal.(1963)

の方 法 に若 干 の変 更 を 加 え て 行 な つ た.す な わ ち緩 衝

液 か らMg2+を 除 き,ド デ シル 硫 酸 ナ ト リウ ム を含

まな い0.01MTris-HCI(pH7.8)-O.14MNaCl

緩衝 液 を,カ ミソ リで 細 片 した 中腸 組 織 に加 え ガ ラ ス

ホ モ ジナ イザ ー で摩 砕 した.摩 砕 液 に90%フ ェノ ー ル

を等 量 加 え室 温 で60分 間攪拌 した.そ の後,10,000×9

で30分 遠 心 分 離 を行 な い,水 層(1)と フ ェノ ー ル

を 含 む 間層 と に分 けた,フ ェ ノー ル を含 む 間 層 に同 緩

衝 液 を等 量 加 え,室 温 で30分 間攪拌 し,そ の後10,000

×gで30分 間 遠 心 分 離 を行 な つ て水 層 部 分 を 採 り,こ

れ を上 記 水 層(1)に 加 え,こ の 混合 液 につ い て さ ら

に同 じ方法 で フ ェノ ー ル 抽 出操 作 を3回 行 なつ た.最

後 に得 た水 層 に最 終 濃度2%に な るよ うに酢 酸 カ リウ

ムを 加 え,さ らに冷 エ タ ノ ール を3倍 量加 え,-20℃

に一 夜放 置 した.生 じた 沈澱 を 遠 心 分 離 に よ つ て 集

め,冷75%エ タ ノー ル で2回 洗 う.こ の操 作 に よつ て,

オ リゴヌ ク レオ チ ド とみ な さ れ る 低 分 子RNAは 除

去 され る.こ の様 に洗 浄 したRNAは,使 用 に際 し,

0.2Mbufferedsalineに 溶 か した.

32PのRNAへ の と りこみ:放 射性 リ ン酸(32P)

は0.OINHC1に 溶 か し,重 炭 酸 ナ トリウ ムで 中 和

した後,1mCi/ml溶 液 と し て 用 い た.1頭 当 り2

μCiの32Pを ミク ロ シ リ ンジを 用 い て幼 虫 に注 射 し



た.32Pの 注射 は5令 起蚕 に行 な い,24時 間(1日),

72時 間(3日),お よび168時 間(7日)と り こ ま せ

て,発 育 に 伴 うRNA合 成 能 の 変化 を調 べ た.

RNAに と りこ まれ た32Pの 放 射 能 の測 定:放 射 能

測 定 に はAloka製 ガ ス フ ロー カ ウ ンタ ーTDC-303

型 を 用 い た.メ チ ル化 ア ル ブ ミンカ ラムでRNAを

分 画 した場 合 に は,各 分 画 か ら0.1mlを 試 料 皿 に と

り,乾 燥 した後,放 射 能 を 測定 した.RNAをSTS

法 によ り分 画 した 場合 に は,各 分 画 をPCAで 中和

した後,一 定 量 を 試料 皿 に取 り,乾 燥 後 放 射 能 を測 定

した.

メチ ル 化ア ル ブ ミン(MAK)カ ラ ム の作 成 法 お よ

び各 種RNAの 分 画lMAKカ ラム はMandeland

Hershey(1960)の 方 法 に基 づ き作 成 した.RNAの

溶 出 は0.4Mか ら1.6MのNaClの 直 線 的 濃度 勾

配 を 用 い て行 なつ た.

溶 出 した 各 分 画 に つ い て,日 立 分 光 光度 計EPU-

2A型 を用 い て260nmで の吸 光度 を測 定 した,

MAKカ ラム を用 い て分 画 したrRNA量 とtRNA

量 の算 出 法:tRNAとrRNAの 分 画 は 一 定 量 の

RNAをMAKカ ラ ム に 重 層 し,0.2Mbuffered

salineで 十 分 に洗 い,次 に0.4Mか ら1.6Mの

NaClの 直線 的濃 度 勾 配法 で 溶 出 した.ま ず グ リコー

ゲ ンや オ リゴ ヌ ク レオ チ ドな どを 含 む と思 わ れ る 分

画,つ いでtRNA,rRNAの 順 で 溶 出 され た.

フ ェノ ー ル抽 出 したRNA中 のrRNA量 とtRNA

量 は次 の算 出法 を 用 い て求 めた.

組 織 重 当 りのtRNA量(mg/9)をAt,rRNA量

(mg/9)をArと す る.RNAlmg/m1の0.D.260nm

=22 .0と す る(石 英 キ ュ ベ ッ トの 吸収 層 の 厚 さ1

cmの 場 合)と,AtとArと は次 の式 か ら求 め られ

る.At={(カ ラム か ら溶 出 さ れ たtRNA分 画 の全

OD.26。nm値)/(カ ラ ム にか けた一 定 量 のRNAの 全

0.D.260。m値)}×(組 織 重 当 りのRNAの 全0.D.260nm

の値)÷22.同 様 にAr={(カ ラ ムか ら溶 出 さ れ た

rRNA分 画 の全0.D.260nmの 値)/(カ ラ ム にか けた

一 定 量 のRNAの 全0.D.260nrnの 値)}×(組 織重 当

り のRNAの 全0.D.260nmの 値)÷22.

ア クチ ノ マ イシ ンDの 注 射:ア クチ ノ マ イ シ ンD

を 蒸 留 水 に溶 か し,5℃ で 遮 光 して 保存 した もの を 用

いた.

ア クチ ノ マ ィ シ ンDのRNA合 成 にお よ ぼ す 影 響

を 調 べ る た め に,5令3日 目の 幼 虫 に この抗 生 物 質

(2μg/頭)と32P(2μci/頭)を 同 時 に注 射 し,一 定

時 間 後 に中腸 組 織 を と り出 しSTS法 に よ りRNA

を分画した.こ のRNA分 画への32Pの 取 り込み量,

すなわちRNA合 成量の測定はAloka製 ガス フ ロ

ーカウンターTDC-303型 を用いて行 なつ た.ま た

tRNAとrRNAそ れぞれの合成に対するアクチノマ

イシンDの 影響をみるためには,フ ェノール抽出した

RNAをMAKカ ラムで分画 し,各RNAへ の32Pの

とりこみを前述のガスフローカウンターで 測定した.

蔗糖密度勾配遠心分析法:フ ェノ ー ル 抽出 した

RNAをO.1M酢 酸緩衝液(pH5.0)に 溶かし,同

緩衝液に溶かした蔗糖 の5～20%勾 配上 に重層し・

SpincoModel65L2型 超遠心機,ロ ーターSW25を

用いて,25,000rpm,0℃ で8時 間遠心分離 した.遠

心分離後チューブの底に針で穴をあけ,一 定滴数ずつ

試験管に集めて分画したのち,同 緩衝液で希釈 し,日

立分光光度計EPU-2A型 を用いて260nmで 吸収値

を測定 した.

結 果

1,中 腸 組織 よ りフェ ノ ー ル 法で抽出 した

RNAの 純度

前述のフェノール法で中腸組織から抽出したRNA

の純度を次の諸点から調べた.

a.紫 外線吸収スペク トルの測定:中 腸組織よりフ

ェノ ー ル法で抽出したRNAを0.OIMTris・HC1

(pH7.6)-O.14MNaCl緩 衝 液に溶か し,分 光光度

計を用いて,紫 外吸収スペク トルを測定 した.そ の結

Fig.  1. Absorption spectrum of RNA ex-

tracted from the midgut of the 3-day-old 
fifth instar larvae.



果,Fig.1に 示 す よ うに,260nmに 吸収 極 大,230

nmに 吸収 極 小 を もつ典 型 的 な核 酸 の 紫外 吸収 ス ペ ク

トル が 認 め られ た.

b.蔗糖 密度 勾 配 遠 心 分析:一 般 に 細 胞 のRNA

の蔗糖 密 度 勾 配遠 心 分 析 で は,2種 類 のrRNAの ピ

ー ク(バ クテ リアで は23Sと16SのrRNA ,脊 椎

動 物 で は28Sと18SのrRNA)がi認 め られ,さ ら

にtRNA(5SrRNAやrRNAの 分解 物 を 含 む)

ピー クが 認 め られ る.中 腸 組 織 のRNAの 遠 心 分 析

の結 果,Fig.2に 示 す よ うに,3っ の ピー ク が 認 め

られ た.ピ ー ク の 位 置 か ら前 の2つ は28Sと18S

(昆 虫 で は26Sと17Sと もい う)のrRNAに 相 当

し,残 りはtRNAに 相 当す る もの とが 認 め られ る.

このRNA分 析 の結 果 か ら,抽 出 操 作 中 に 大 きな分

解 は生 じて お らず,ま たRNA分 子 の解 離 会 合 な ど

も起 こつ て いな い もの と思 われ る.な お フ ェノ ー ル抽

出 したRNAに 多 くの場 合,混 入 して くるDNAの

有 無 をDischeundSchwarz(1930)の 方 法 によ り調

べ た と ころ,DNAは ほ とん ど検 出 され な か つ た.

Fig. 3. Fractionation of RNA from the 
midgut of the I-day old fifth instar larvae.

Fig. 2. Sucrose density gradient centrifugal 

pattern of RNA extracted from the midgut 
of the 3-day-old fifth instar larvae.

2.MAKカ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ に よ る

DNAの 分 画

一般 にRNAをMAKカ ラ ムを 用 い,NaClの 直

線 的 濃度 勾 配 で 溶 出 す る と,tRNA,DNA,rRNAの

順 で溶 出分 離 され る.

5令1日 目の 中 腸 組織 のRNAを0.2Mbuffered

salineに 溶 か し,MAKカ ラム に重 層 し,同 じbuff-

eredsalineで 充 分 に まず グ リコ ーゲ ンや オ リゴ ヌ

ク レオ チ ドを洗 い去 る.そ の後0.4Mか ら16Mま

で のNaC1の 直 線 的 濃度 勾 配 で 溶 出 し た と こ ろ,

Fig.3に 示 す よ う に2っ の ピ ー クが検 出 され た.第

1の ピークは0.5Mか ら0.7MNaCIで 溶出され,

これはtRNAに 相当する.第2の ピークは0.75M

か ら0.9MNaClで 溶出されrRNAに 相当する.

バ クテリアのRNAをMAKカ ラ ムで 分離する

と,rRNAの 構成成分である23Sと16Sの2つ に

分離するが,こ れは動物細胞,例 えば培養細胞RNA

(川出 ・深田,1962)や 肝細胞RNA(木 村 ら,1962)

な どでもみられている.し か し中腸組織RNAで は,

この条件では2種 のRNA構 成成分は分離でき な か

つた.

3.発 育 経 過 に 伴 う 中腸組織 のrRNAと

tRNAの 量 的 変化

Fig.4に 示すように,中 腸組織RNAをMAKカ

ラムを用いてrRNAとtRNAに 分離することがで

きた.そ こで 各発育時期のカ イ コ の 中腸組織から

RNAを 抽出し,MAKカ ラ ムで それ ぞ れ2種 の

RNAに 分画 し,前 述したrRNAとtRNAの 計算

法によ り,rRNAとtRNAの 量的変化を調べた.

その結果Fig.4に 示すように,rRNA量 は食桑を始

めた5令1日 目から食桑しなくなつた5日 目の熟蚕ま

でほとんど同 じ値であつたが,吐 糸を始めると急速に

減少 し,前蛹期 の7日 目に至つて盛食期幼虫の場合の

約半分になつた.他 方tRNA量 はFig.4に 示すよ

うにrRNAの 量 的変化とほぼ同じ傾向を辿つた.



Fig. 4. Changes in the amounts of RNA 
and effects of actinomycin D on RNA con-

tents at different stages of the fifth instar 
larvae.  •  : rRNA, o: tRNA, ......: Actino-
mycin D, — : Control.

Fig. 6. Fractionation of RNA from the 

midgut of the 3-day-old fifth instar larvae 
after 32P incorporation.

4.発 育 に伴 う中腸組織のRNAの 変 化

発育経過に伴う中腸 組 織のRNA合 成能 の変化

を調べ る た め に,5令 起蚕に32Pを 注射 した後,1

日,3日,7日 を 経過 した カ イ コ の 中腸組織から

RNAを それぞれ抽出し,MAKカ ラムでRNAを

分離した.Fig.5,6,7に 示すように各発育段階にお

Fig. 7. Fractionation of RNA from the 
midgut of the 7-day-old fifth instar larvae 

after  32P incorporation.

Fig. 5. Fractionation of RNA from the 

midgut of the I-day-old fifth instar larvae 
after 32P incorporation.

け るRNAの260nmに お け る 吸収 ピー ク と放 射 能

との ピー ク と は溶 出 さ れて くるチ ュ ー ブ番 号 で 一致 し

た,つ ぎ にrRNAピ ー ク の260nmに お け る吸収 値

か らわ か る よ う にrRNA量 は発育 が進 行 す るに した

が つ て次 第 に減少 して い る.と ころ がtRNAの ピー

クを み る と,1日 目に比 べ て3日 日 と7日 目 はわ ず か

に高 くな つ て い る.他 方rRNAへ の32Pの と り こみ

を み る と,1日 日 と3日 目と は ほぼ 同 じで あ るが,7

日 目 にな る と,前2者 の約2倍 量 の と り こみが み られ

た.ま たtRNAへ の32Pの とり こみ は1日 目よ りは

3日 目 の方 が 多 く,3日 目よ りは7日 目で は さ らに多



Fig. 8. Comparison of specific activities 
 (cpm/O.D.26onm) of the rRNA and tRNA 

fractions from the midgut of the fifth in-
star larvae at different stages of the devel 
opment. -—--: tRNA; -•--: rRNA.

くなつた.

発育経過に伴う中腸組織のRNA合 成能の変化を

RNA量 当 りの32Pの とりこみ(cpm/0.D.260nm)で み

ると,Fig.8に 示 すように,tRNAで は5令 食桑中

の比活性はほとんど同 じであるが,7日 目の閉鎖系に

入り化蛹 に向かつ て い る時期には急激な増加がみら

れ,1日 目や3日 目の食桑期の6倍 にも達した.他 方

rRNAの 比活性は発育が進行するにつ れ て ゆ るや

かに,ほ ぼ 直線的に増加し,7日 目には1日 目の比

活性の4倍 に達 した.す なわち,中 腸組織における

rRNAとtRNAの 比活性は食桑 している時期より

も,む しろ食桑をやめて閉鎖系に入つた時期の方が高

かつた.こ の結果は3H-ウ リジンを用いたpulseラ

ベルでの結果 と同じであつた(未 発表).

5.発 育 経過 に伴 う中腸組織 のRNA合 成 の

特異性

アクチノマイシンD(AD)はDNA依 存RNA

合成 を特異的に阻害する試薬である(Reichetat.,

1961,1962).し たがつて,ADを カイコに注射 して

経時的にRNA量 の変化を調べると,組 織中で生産

されたRNAの 代謝回転を推測することができる.

RNA合 成におよぼす アクチノマイシンD(AD)

の阻害作用時間を調べた結果をFig.9に 示す.グ ラ

フの各点は対照区のRNA合 成量に対するAD処 理

によるRNA合 成阻害率で表わされている.ADを

カイコに注射すれば徐々にRNA合 成阻害作用 が高

Fig. 9. Time course for the effect of actino-

mycin D on incorporation of  32P into RNA.

まり,約5時 間後に最大の阻害度を示し,少 なくとも

凋べた範囲の24時 間後までは この作用は継続 した.

体液中の32Pは 少な くとも調べた一週間の間では同じ

強さを保つていた.

RNA合 成 におよぼすアクチノマイシンD(AD)量

の影響を調べた結果をFig.10に 示す.グ ラフの 各

点は対照区のRNA合 成量 に対 す るAD処 理区の

RNA合 成量の割合を求め,そ の値から求めたRNA

阻害率を示している.AD2μ9を カイコに注射する

とRNA合 成 を約50%阻 害 した.さ らにAD量 を増

していくに伴い阻害率は高くなるが,25μgで は注射

数時間後にカイコは死んでしまつた.

rRNAとtRNA合 成 におよぼすアクチノマイシン

D(AD)の 作用を 調べた.前 述のように大量(25

μg/頭)のADを カイコに注射 してもRNA合 成を完

全に抑えることはできな か つ た.と ころ がPerry

(1963)に よると用いるAD量 により特異的にrRNA

合成 のみが阻害されるといわれている.こ れらの点か

ら各種のAD濃 度に対するrRNAとtRNA合 成阻

害作用を別々に検討する必要がある.そ こで5令3日

Fig. 10. Effect of concentration of actino-
mycin D on incorporation of  32P into RNA.



目幼 虫 にADを1頭 当 り0μ9,2μ9,5μ9と そ れ ぞ

れ2μciの32Pと を 同時 に注射 した.注 射5時 間 後

に中 腸 組 織 を取 り出 し,フ ェ ノー ル法 でRNAを 抽

出 し,MAKカ ラ ムでrRNAとtRNAと に分 画

し,各 々 へ の32Pの と り こみ を 調 べ た.そ の結 果 を

Fig.11に 示 す.rRNAはAD量 が0μ9の とき の

合 成 量 を100と す る と,2μ9の とき の合 成 率 は70%

とな り,5μ9の とき に は25%と な つ た.他 方tRNA

の合 成 を み る と,2μ9の とき77%,5μ9の とき に

70%と な り,rRNAの 場 合 の よ う にAD5μ9で 顕

著 な合 成 の低 下 は起 こ らな かつ た.す な わ ちtRNA

に対 す る合 成 阻害 作 用 とrRNAに 対 す る それ とは注

射 したAD量 に よつ て 阻 害程 度 が 異 な つ て お り,AD

の 阻害 効 果 はrRNA合 成 に対 して と くに著 しか つ た,

Fig. 11. Differential sensitivities of the syn-
theses of rRNA and tRNA to actinomycin D. 

 -—--  : rRNA ; • • .. • • : tRNA.

アクチノ マイ シンD(AD)処 理後のrRNAと

tRNA量 の経時的変化を調べた、ADを5令 起蚕に

1頭 当2μ9注 射し,そ の後rRNAとtRNA量 を経

時的に調べた結果,rRNAは 対照区のものに比し各

時期とも80%の 値を示し,対 照区の変化とほぼ平行

して変化していつた(Fig.4).他 方tRNAを みると

5令1日 目および3日 目に お けるAD注 射区では,

rRNAの 場合 と同様に対照区の約80%の 値を示して

いるが,5日 目ではrRNAの 場合 と異なり,tRNA

は対照区よりもむしろ30%多 かつた.こ こでAD注

射量 を1頭 当り2μ9と した の は,こ のAD量 で

RNA合 成 が50%抑 え られること(Fig.10),お よ

びこの量よりも多量に注射するとカイコが非常に衰弱

し,比 較的早 く斃死する個体が多くなることによる.

考 察

昆虫の変態過程におけるRNAの 量的変動に関 す

る従来の研究では全RNA量 の変化として捉えられて

いるために,RNA中 の個々の分子種の変動に関する

情報はほとんど得 られていない.た だ変態時における

脂肪組織中のRNA種 の変化をみた結果,発 育に伴

つてtRNA/DNA比 は一定であるが,rRNA/DNA

比 は徐々に減少 していくことが明らかにされ て い る

(Takahashi,1966).ま た 全虫体を材料 と して全

RNAの 塩基組成 を分析 した結果 か ら,変 態中に

rRNAとtRNAの 比が変化している可能性が推論さ

れている(Sissakian,1959),

5令 食桑開始から盛食期をへて熟蚕,す なわち食桑

しなくなつて栄養的閉鎖系に入り蛹化に向かいつつあ

る時期までの中腸組織における全RNA量 は 発育経

過に伴い徐々に減少 している(前 報).し か しながら

rRNAとtRNAに ついてみれば,Fig.4に 示すよ

うに,5令1日 目から5日 目までの食桑を行なつてい

る期間中では,rRNAとtRNA含 量 は多量でかつ

一定の値を保つている.す なわちフェノール抽出した

RNAをMAKカ ラムで分離 した場合,オ リゴヌク

レオチ ドなどの低分子RNAが 除かれ るた め に,

MAKカ ラムによつて得たtRNAとrRNAと を含

む量は全RNA量 に比べて少なくなる.し かしなが

らこれらのtRNAとrRNA最 の変化は細胞内で機

能 しているtRNAとrRNAと の変化を真 に反映 し

ているものと考えることができる.し たがつて,5令

1日 目から5日 目までの期間中,rRNAとtRNAと

が多量でかつ一定であることは中腸組織が盛んな消化

吸収機能を営んでいることと関係があるといえる.ま

た,幼 虫が食桑 しな くな り閉鎖系に入つた7日 目

にtRNAとrRNA含 量が減少していることは,こ

の期間に消化吸収機能が低下 していることを示唆して

いる.

赤井(1970)は 中腸組織における微細構造の電顕観

察で,食 桑中,円 筒細胞と盃状細胞の細胞質には粗面

小胞体が良く発達 していることを認めた ことか ら,細

胞内でタンパク質合成が盛んに行なわれていることを

推測 し,ま た熟蚕になると,こ れらの細胞において粗

面小胞体は少なくなり,リ ソゾームが出現 し始めるこ

とを観察し,こ れを 細胞の 退化の徴候であると考え

た,こ のことは著者の実験結果 と傾向としてはよく一

致している.す なわち,中 腸組織は食桑期間には,盛



んな消化吸収活動を行ない,そ れに伴つてタンパク質

合成を活発に行なつているが,熟 蚕になるとこの機能

が弱まると共にタンパク質合成 も低下していくものと

いえる.

中腸組織のRNAの 比活性は,Fig.8に 示すよう

に1日 目や3日 目のRNA合 成能に比し,7日 目の前

虫雨期の方がむしろ高 くなつている.こ のことは中腸に

関する組織学的観察結果およびそれらか ら推論される

消化吸収機能の低下 と矛盾しているかのよ うに み え

る.幼 虫の5令 後期から熟蚕期,前蛹期 へと中腸の生

理機能は低下 し,細 胞構造は崩壊 しつつあるとするな

らば,5令7日 目の前蛹期 の中腸組織におけるRNA

の比活性の高まりは何を意味しているので あろうか.

このことは中腸組織が化蛹 に向かつて機能的変化を起

こしつつあることを示唆しているのではないかと思わ

れる.そ の理由は辻田(1943),赤 井(1970),Waku

andSumimoto(1971)ら による中腸組織の組織学的

観察において,幼 虫期間中分泌と吸収の機能を司つて

いた円筒細胞や盃状細胞は熟蚕期から化蛹に向かうに

つれて崩壊 してゆく反面,新 生細胞は盛んに分裂増殖

していることが明らかにされているか らである.す な

わち,こ の7日 目にみられるRNA合 成能の高ま り

は新生細胞の活動を反映 しているものであり,前蛹期

にみられるRNA合 成能の 高まりは化蛹 に備え て,

新生細胞が分裂増殖 して幼虫中腸組織の再編成をしつ

つあること,そ れに伴つて幼虫期とは別の生理機能が

生 じつつあることを意味 しているものと推察される.

中腸組織は皮膚組織と異なり脱皮ごとに盛んな分泌

活動や,細 胞分裂,核 酸合成,タ ンパク質合成などを

行なうような組織ではなく,ま たセクロピアにおける

休眠蛹の脂肪体や成虫芽のように成虫化に伴つて急速

なRNA合 成を開始する(Wyatt,1965,1968)と い

う組織でもない.中 腸組織ではそれを構成する細胞が

分裂増殖 して,円 筒細胞や盃状細胞に分化 し発育成長

に伴つて細胞数を増加せ しめ て ゆ き,令 の 進行に

つれてこれらの細胞が肥大生長して大きくなり,中 腸

の長 さ も伸 びて ゆ く(辻 田,1943;赤 井,1970;

WakuandSumimoto,1971).山 口(1962)に よる

と中腸の長さは体長の伸長に相応して生長するのであ

るが,4令 期までと比較した場合,5令1日 目からの

中腸の生長率は急に大きくなり,そ の長さは体長の

90%に 達 し,3日 目から4日 目には 引き伸ばすと体長

よりも長 くなるといつている.こ れらの事実からする

と,4令 期に造られたrRNAやtRNAは4眠 期中

から脱皮期にかけて一旦分解をうけ,そ の後再合成さ

れるというのではなく,む しろ4眠 中か らそのまま

安定な状態で細胞質中に継続 して 保存されると考え

られる.

そこでRNAが5令 期,全 食桑期間を通 じて 細胞

に保存されているという可能性について検討すること

にした.す なわち,DNA依 存RNA合 成を特異的

に阻害するアクチノマイシンD(AD)を 用 いて細胞

におけるRNA合 成 に関して一時的な生理的脱核状

態をつくり,核 でのRNA合 成を阻害させると,そ

の細胞にはADを 与えられる以前に合成されたRNA

の み が存在す る ことにな る.こ の様な状態にして

RNA量 の経時的変化を調べたところ,Fig.4に 示

すように対照区におけるrRNAとtRNAと の量は

5令1日 目に多量に存在し,5日 目までほぼ一定の高

い値で保持され て い る.他 方AD処 理 区においても

tRNAの5日 目を除いて,rRNAは 対 照区のRNA

量 よ りも20%少 ないレベルで対照区と平行的な 変化

を示 し経時的に一定の値を示 してい る.も しRNA

合成 のみが行なわれ,RNAの 分解が起こつていない

ならば,RNAは 一定の値とならず,増 加の傾向を示

すと思われる.逆 にRNA合 成が行なわれず,分 解

のみが起こつているならばRNA量 はむしろ減少 の

傾向を示すことになるはずである.ま た合成 も分解も

起こらない場合には一定値をとると考 え られ るが,

32Pの とりこみ実験からRNA合 成が行なわれている

ことは明らかであり,し たがつてRNA量 が 一定の

値を示すということは,RNA合 成量と分解量とが均

衡を保つているものと解せざるを得ない.す なわち生

体内におけるRNAの 合成量と分解量との関係は対

照区およびAD処 理区について,次 のようであると推

定される.

RNAの 合成量をa,分 解量をbと し,合 成量と分

解量とが等 しいとすれば(a・ ・b),5令 起蚕時におけ

るRNA量(A)は,対 照区では1日 目にRNA量

がA、(≒A)と なる,1日 「1から3日 目まで合成と

分解が起こつて,A1量 か ら分解量bが 減少 し,新 た

に合成量aが 加わるので3日 目のRNA(A3)はA,

=(A,-b)+aと な るが,a=bと する時はA,・=Al

となる.ま た,5Ei目 のRNA量(A5)は,A5=

〔{(A,-b)+a}-b〕+aと なるが,こ の場合 もa

==bの 条件下では,A5・A、 となる.結 局1日 目から

5日 目までRNA量 は一定となつて見かけ上変化 が

ないことになる.

他方AD処 理区 で は,AD量 の1頭 当り2μgは

RNA合 成を50%阻 害するので,5令 起蚕時のRNA



量Aは 分解を うけ て1日RのRNA量 はA'1と な

る.1日 目から3日 目までに分解量bが 減少 し,新 た

に合成量1/2a(ADに よる合成1≦tl害は50%)が 加

わるので,3日 目のRNA量A6は,A≦=(Af-b)

+1/2aで あるが,a=bな る条件の 下で は,A'3=

Af-1/2aと なる.ま た5日 目のRNA量(A9)は

同様 にA9=〔{(Aで 一b)+1/2a}-b〕+1/2a=A{

-1/2a×2と な り,結 局発育経過 に伴いATか ら

1/2aつ つ減少 してゆく。 従つてグラフは一定の値を

とる直線とならず 下降を 示す 曲線になると思われる

る.そ れにもかかわらず実際にはFig.4に 示すよう

にグラフは一定に近い値を示すものであつた.そ れ故

にこれには見かけ上 一定の値を示すように働 く何らか

の原因が 伏在することが 考えられる。 その原因とし

て,1つ にはADのRNA合 成 阻害作用が,時 間 の

経過につれて漸次弱 くなつていくに伴い,RNA合 成

量が50%よ り多くなる,そ の阻害作用が弱くな るた

めに合成量が増加する分を αとすれば,合成量はa/2,

a/2+α,a/2+2α,a/2+3α,… …といつた具合に発育

経過につれて推移する.結 局,分 解速度は一定であつ

ても合成量はαずつ増 してゆくことにな る ので一定

に近い値を示すグラフが得られるものと思われる.

またADの 作用がRNA合 成 を抑えると同時に細

胞内のRNA分 解を も抑え,両 者が量的にほぼ等し

いとすれば,そ れは見かけ上一定の値をとることに働

く原因の1つ に考えられるであろう.

本 実験 結果 にお ける5日 目でのAD処 理 区 の

tRNA量 が対照区よりも多くなつていることは(Fig.

4),ADのRNA合 成阻害作用が次第に弱くなつ

ていつたことを端的に示していると思われる,5令 期

にはrRNA量 とtRNA量 とはほぼ 一定であるが,

厳密にはこれらのRNA合 成 と分解とが起こつ て お

り,RNAは 代謝同転 してたえず変化しているのであ

ろう.そ れ故に4令 期に造られたrRNAとtRNA

とが5令 食桑期を通 じて安定な状態で存在していると

いうことを正確に言うたtoに は,な お検討すべき点が

残されているけれども,Antherαeapernyiの 脂肪組織

において,RNAが 合成されているが,合 成を停止し

た後においても,既 存のRNAは 一週間にわたり安

定 して維持されて い る こ と(Barthetal.,1964),

rRNAは 他のRNA種 に比 して安定であること(石

本 ら,1970),ADは 低濃度で全RNAの80%を 占

めるrRNA合 成を特に大きく阻害すること(Perry,

1963)な どを併せて考えると,少 なくとも5令 初期に

多量に存在するRNAは4令 期に造られたRNAの

持 ち こみ で あ り,そ れ が5令 食 桑 期 を通 じて 存 在 す る

と い う可 能 性 が 高 い.

以 上 の 事 柄 を さ ら に 詳 細 に検 討 す るた め にrRNA

とtRNA合 成 にお よ ぼすADの 影響 を 調べ た.Fig.

llに 示 す よ うにrRNA合 成 はAD量 が 増 す に つ れ

て阻 害 の程 度 が 増 加 して いつ た.一 方tRNAはAD

量 の如何 に かか わ らず約30%の 合 成 阻害 を 受 け る に

す ぎな か つ た.こ の こ とはKadowakietat.(1965,

1966)に よ る と一定 条 件 下 で はADの 合 成 阻 害作 用 が

rRNAとtRNAと で 異 な る とい う 結 果 や,ADは

低 濃 度 で はrRNA合 成 を 特 異 的 に 阻害 す る と い う

HeLa細 胞 ので のPerry(1962,1963)に よ る結 果 と

も一致 してい る.

このADに よ るrRNAとtRNA合 成 阻 害 の ちが

い は,ADの 作 用 機構 と して,染 色体DNA鎖 の グ

アニ ン塩 基 とか な り安 定 な状 態 で結 合 し,RNA合 成

を 阻 害 す る こ とが 明 らか に され て い る(Hamiltonet

al.,1963)こ とか ら,ADに よ るrRNAとtRNA

合 成 阻 害 の差 異 は両DNA分 子 中 のGC含 量 の ち が

い によ る もの と思 わ れ るが,カ イ コ のrRNA分 子 の

GC含 量 は50%で あ り,tRNA分 子 のGC含 量 は

52%で あ る こ と(SuzukiandBrown,1972)か らす

る と,ADのtRNAとrRNA合 成 阻 害 をGC含 量

の ちが い だ けで 説 明 す る こ と はで き な い.1つ の考 え

方 と して はXen(～ ρusや1)rosophilaな どでrRNA遺

伝 子 の染 色 体 ヒにお ける そ の存 在様 式 がredundancy

の 高 い遺 伝 子 で あ る こ と,例 え ばXenopustaevisで

は450～800個(WallaceandBirnstie1,1965),

、Orosophilamelanogasterで は130個(Ritossaand

Spiegelman,1965),が 明 らか に され て い るが,も し

カ イ コのrRNA遺 伝 子 がXenopusや1)rosophilaな

ど と同様 にredundancyが 高 い もの と 仮 定 す る な ら

ば,ADがtRNA遺 伝 子 よ り もrRNA遺 伝子 と よ

り結合 しやす く な り,そ の た め にrRNA合 成 が

tRNA合 成 よ り も強 く阻 害 され た ので はな い か と 考

え られ る.

以上 の結 果,中 腸 組織 のrRNAとtRNAが5令

摂 食期 間 中多 量 に存 在 し,閉 鎖系 に入 る と減少 して ゆ

く とい うこ と は,中 腸 の消化 吸収 機 能 の 変 化 と充 分 に

対応 的で あ る.し か しなが ら閉鎖 系 に は い る と摂 食 期

に比 べ,RNA合 成 能 が 高 くな る の は,組 織 学 的変 化

を 考 慮す る と熟 蚕 期 の 中腸 組 織 は幼 虫 期 の もの とは 異

な つ た別 の 機 能 が生 じつ つ あ る こ とを 示 唆 して お り,

しか も この機 能 は新生 細胞 によ る新 しい 中腸 皮 膜形 成

と関 係 して い る もの と思 わ れ る.



摘 要

変態過程における中腸組織のrRNAとtRNAと の

変化をみると,rRNAは5令 摂食期間を通 じて高い

値を示 し,吐 糸を開始すると急速に減少 していつた.

またtRNAはrRNAと 同 じ傾向で 変化 して いつ

た.摂 食期間中rRNAとtRNAと が多量に存在す

ることは,こ の期間中タンパク質合成が盛んに行われ

ていることを示唆している。

しかしながらRNA合 成 能をみると,tRNAの 合

成能は摂食期間中はほとんど一定であるが,閉 鎖系に

入ると急激に高 くなつた.rRNAの 合成能は発育経

過に伴つてほぼ直線的に増加 していつた.す なわち,

中腸組織におけるrRNAとtRNAと の合成能は摂

食中よりも,閉 鎖系に入つた方が高かつた.

中腸組織のRNA合 成 におよぼすアクチノマ イ シ

ンD(AD)の 影響をみると,ADを カイコに注射 し

た1時 間後にRNA合 成阻害効果が現われ,24蒔 間

まで阻害がみられた.注 射するAD量 を増してゆくと

RNA合 成阻害効果は増大する。 しか しながら5～6

時間後に致死させる最である1頭 当り25μ9を 注 射

しても阻害度は80%に とまつた.

rRNAとtRNA合 成へのADの 影響をみると注

射するAD量 によりrRNA合 成 とtRNA合 成阻害に

違いがみられるが,ADはrRNA合 成をより強 く阻

害 した.

5令 起蚕にADを 注射 し,RNA合 成を阻害 したの

ちrRNAとtRNA量 の経時的変化を調 べ た と こ

ろ,と もに摂食期間中対照の80%と 高い値を 示した

が,tRNAは5日 目に対照よりも高い値を示 した,

すなわち5令 初期に多量に存在するRNAは4令 期

に作 られたRNAが 持 ちこまれ,そ して5令 摂食期

間を通 じて安定な状態で存在するものと思われる,

以 上 の結果,5令 摂 食期間 中には,中 腸組織の

rRNAとtRNAが 多量に存在 し,閉 鎖系に入つ て

減少していつた.中 腸の消化吸収機能の変化と充分対

応的である.閉 鎖系に入るとRNA合 成能が高 くな

るのは,組 織学的変化を考慮すると,幼 虫期とは異な

つた別の生理機能が生 じつつあるものと思われ,し か

もこの機能は新生細胞による新しい中腸皮膜組織の形

成に関係 していると思われる.
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                                Summary 

   Developmental changes in RNA content and its synthesis in the midgut during 
metamorphosis and the effect of actinomycin D on RNA synthesis in the midgut 
was studied. 

   The large amount of rRNA and tRNA per gram of tissue through the period 
of feeding at the fifth instar were contained in the midgut at high constant value 
of approximately 4 mg and  0.  7 mg, respectively, and then decreased rapidly at the 
beginning of the larval maturation. The result implies that the midgut at gluto-
neous stage, unlike that at stage of larval maturation, has a high rate of protein 
biosynthesis. 
   The rate of tRNA synthesis continued to increase gradually during the period 
of feeding and then enhanced greatly at larval maturation at which larva ceased 
to feed. On the other hand, the rate of rRNA synthesis continued to increase 
linearly accompanying larval development, that is, the rates of both RNA in the 
midgut at larval maturation were higher than that at the feeding stage. 

   The higher concentration of actinomycin D was injected, the stronger RNA 
synthesis was inhibited. Inhibition of RNA synthesis appeared within 1 hour 
after administration with actinimycin D, reached maximum by 5 hour and then 
continued for 24 hours. Although the larva treated with high concentration of 
actinomycin D, such as 25 fig, was died within 5 to 6 hours after injection, even 
the administration of larva with 25 fig of actinomycin D did not inhibit completely 
RNA synthesis, but inhibited 80 per cent of the control. The differential sensitivi-
ty of rRNA and tRNA syntheses to actinomycin D was noted. Actinomycin D 
inhibited rRNA synthesis stronger than tRNA synthesis. 

   Inhibition of both RNA syntheses was dependent on the actinomycin D dosage 
with which larvae were injected. After the 50 per cent blockage of further RNA 
syntheses by the treatment of the I-day-old fifth instar larva with actinomycin 
D, developmental changes of both RNA contents were examined through stage 
of the fifth instar larva. Ribosomal RNA and tRNA contents during the period 
of feeding were at constant value of about 3. 2 mg and 0. 6 mg, respectively, each



value was about 75 per cent of the  controI, except for at the 5th day of the fifth 
instar, tRNA content was higher than the control. The results indicated that RNA 

synthesized during the fourth moulting and/or the fourth instar occurs relatively 

stable during the period of feeding at the fifth instar.


