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ニ ジ ュ ウヤ ホ シ テ ン トウ成 虫 の蛋 白質 の電 気 泳 動 に よ る

分 離 と泳 動 パ タ ー ンの前 休 眠 期 に お け る変化

河 野 義 明1)
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Changes in Electrophoretic Patterns of Haemolymph and Fat Body Protein during the 
Prediapause Period in Henosepilachna Beetle. Yoshiaki KONO2) (Takeda Chemical Industries, Ltd., 
Agricultural Chemicals Division, Research Laboratory, Ichijoji-Takenouchi-cho, Sakyo-ku, Kyoto 
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Proteins of the haemolymph and fat body of Henosepilachna adults were analysed by polyacryl-
amide gel electrophoresis and the changes in the protein components were compared during the 

prediapause period in relation to the diapause induction. Some of the female-specific proteins like 
vitellogenin were identified but these proteins were not the major ones in the ovary of this species. 
There were no diapause-specific proteins, while the quantity of most of the protein components in 
the haemolymph and fat body increased with the lapse of the prediapause period. A protein in the 
haemolymph disappeared at the time corresponding to the loss of photoperiodic sensitivity when 
the fat body was fully developed for the diapause. Chromoproteins, which were colourless im-
mediately after adult emergence, became yellowish with a slight decrease in their relative electro-

phoretic mobilities, after the onset of adult feeding.

ニジュウヤホシテン トウHenosepilachna vigintioctopunc-

tata F.成 虫は短日目長下で飼育すると休眠にはいる(三

宅 ・田村,1943;安 江 ・河田,1964;河 野,1986)。 成 虫

を寄主植物の生葉で飼育 した場合,休 眠は羽化後5日 間

の短日目長によって決定 され,そ の後,長 日日長へ移 して

も,そ の効果はなく,短 日日長で飼育を続けたときと同

じく羽化後16日 を過ぎるころから成虫は摂食 しな くな

り休眠に入る(KONO, 1982)。 このような成虫の光周期

感受性の消失は脂肪体の発達(肥 大)に 関連が あ り,ジ

ャガイモ輪切 りを餌として与えた場合(河 野,1980)や,

給餌量を制限した場合(KONO, 1982)に 脂肪体の発達が

遅れると,こ れに伴って光周期感受性消失時期も遅 くな

る。この昆虫の光周期感受性 とは,ア ラタ体刺激ホルモ

ンなどを放出する脳の神経分泌細胞の分泌活性が長日日

長の影響で高められるこ とである(KONO, 1982)。 脂肪

体の発達 と神経分泌細胞活性化機能の停止との関連を明

らかにすることは昆虫における光周性の機構の本質を知

ることにつながると考えられる。

ニジュウヤホシテン トウ前休眠期での脂肪体発達に伴

う脂肪の蓄積,体 内水分含量の低下はすでに明らかにさ

れてお り,蛋 白質の蓄積 も示唆されている(河 野,1980)。

コロラドハムシLeptinotarsa decemlineata (DORTLAND, 1978; 

PEFEROEN et al., 1982),メ イ ガの一種Diatraea grandiosella 

(TURUNEN and CHIPPENDALE, 1979, 1980)で は 休眠個

体に特有の蛋白質が体液,脂 肪体に蓄積することが知ら

れ,ホ ルモンによる休眠調節機構におけるこの特異蛋白

質の役割 も論じられている(TURUNEN and CHIPPENDALE, 

1980)。 本種にも,休 眠に特異な蛋白質が存在するのか,

また,光 周期感受性消失 と関連 して増減するような蛋白

質が存在するのかといった点を検討するために,ポ リア

クリルアミドゲル電気泳動により体液および脂肪体の蛋

白質成分を分離 し,前 休眠期や給餌制限によって体重増

加を抑えた個体でのそれ らの変化を調べた。

本文にはいるに先だち,電 気泳動の方法の教授,論 文

の校閲を賜わった,佐 賀大学農学部の藤條純夫助教授に

感謝の意を表する。

材 料お よび方法

昆虫:京 都市左京区一乗寺においてナス科植物上から

1979年7月 に採集したニジュウヤホシテン トウ成虫 を
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もとにジャガイモ生葉を与えて累代飼育している群のな

かから,適 宜,羽 化直後の成虫を選 び短 日条 件(10L-

14D, 25℃),ま たは,長 日条件(16L-8D, 25℃)で 飼育

した個体を実験に用いた。餌はとくに記述 しない限 り,

ジャガイモ生葉で,十 分量与えた。

電気泳動:各 試料 は7.5%ポ リアクリルア ミドゲルデ

ィスク(pH 9.4)に よ り,ト リスーグリシン緩衝液(pH 

8.3)を 使 って電気泳 動 した。泳動 した ゲルディスクは

12.5%ト リクロロ酢酸水 溶液 で固 定後,0.05% com-

massie brighliant blue R-250を 含 む7%酢 酸水溶液で

蛋白質を染色 した。7%酢 酸水溶液で十分洗った後,デ

ンシ トメーター(Gelman Sciences製DCD-16型)に よ

りゲルディスクを波長575nmの 吸光度で測定,記 録 し

た。蛋白質成分の構成比は吸光度の相対値を比較 して論

じた。

電気泳動の試料:全 虫体(5頭/0.5ml),脂 肪 体(腹 部

脂肪体5頭 分/0.2ml)お よび卵巣(3頭 分/0.2ml)を 括弧

内の割合に生理食塩水(0.14M NaClを 含 む0.01M燐 酸

緩衝液,pH 7.2)を 加 え磨砕 し,5,000rpm,10分 間遠心

した上清 をそれぞれディスク当り,20, 20, 40μl入 れ て

泳動 した。体液は成虫の胸背板に太 目の昆虫針で穴を開

け,毛 細管で5頭 分を採集 し,そ の1μlを ディスクに

加 えた。

個体別の泳動 には,脂 肪体(1頭 分/0.1ml)磨 砕液の

遠心上清40μl,あ る いは,体 液0.5μlを 各ディスクに

加えた。

虫体蛋白質の定量:各 日齢の雌成虫10頭 を冷 や した

1.5mlの 生理食塩水(前 述)で 磨砕 し,5,000rpmで10分

間遠心した。上清0.25mlに,10% (w/v)ト リクロロ酢

酸を当量加え,30分 間氷中で冷却 した後,5,000rpmで

10分 間遠心して蛋白質の沈殿を得た。5%ト リクロロ酢

酸(1回),エ タノール ーエチルエーテル(3:1, v/v)混 合

液(2回),エ チルエーテル(2回)を 加えて攪拌,遠 心する

洗浄操作を繰 り返 した後,1N NaOH (100℃ 加熱)で2回

抽出し蛋白質分画を得た。 これ を総蛋白質標準血清(和

光純薬)を 対照 として,ビ ュレット反応により定量 した。

結 果

1. 体液 と卵巣の蛋白質

羽化後長 日日長下で15日 経 過した 成虫(15LD)の 体

液蛋白質を電気泳動するとFig. 1の よ うなパターンが

得られた。雌成虫(15LDf)に は原点に残るものを含 め

ると14本 のバン ドが認められ,こ れらに泳動の先端(F)

側 からi～xiiお よびxiiiと 名称を付けた。雄(15LDm)

Table 1. Relative mobility (Rm) in 7.5% polyacrylamide 

gel electrophoresis of haemolymph, ovary and fat 
body proteins in adult females of Henosepilachna

Characteristics of haemolymph, fat body and ovary proteins 

correspond to those described in the Figures.

にも,こ のうちのほとんどの成分が認められたが,xiは

見 られず,i, iiは わずかしか存在 しなかった。各蛋白質

成分の相対的泳動距離(Rm)をTable 1に 示 した。iiの

バ ン ドは2本 が重なっているように見えるので,Fig. 1, 

15LDfに 見 られるピー クの両肩につい てRm値 を示し

た。

短 日日長下,羽 化後6日 の雌 成 虫(6SDf)の 体液も

15LDfと ほぼ同じ電気泳動パターンを示したが(Fig. 1),

iiお よびxiの バ ン ドは不明瞭 で,逆 に,長 日成虫には

見 られない成分S (Rm: 0.124)が 確認 された。

15LDfの 卵巣からは,Fig. 1, Ovに 示すように12本

の主要成分が検出 された。これ らをa～mと 名付け,

Rm値 をTable 1に 掲 げた。Rm値 のみの比較か らす る

と,6種 の成分が体液のものと共通のようである。すな
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Fig. 1. Protein patterns of haemolymph and ovary in 

adult Henosepilachna. Haemolymph and super-

natant of the homogenate of ovary were subjected to 

electrophoresis on 7.5% polyacrylamide gel (pH 

9.4) with the running fluid consisting of Tris-glycine 

buffer (pH 8.3). Gel discs were stained with 

Coomassie brilliant blue R-250 and scanned with a 

densitometer. Haemolymph: 6SDf, 6 day-old short 

day female; 15LDf, 15 day-old long day female; 

15LDm, 15 day-old long day male; Ovary: Ov, 

15 day-old long day female. The adults were fed 

on potato leaves under a: short day (12L-12D) 

or long day (16L-8D) regime at 25•Ž. O, F: 

origin and front of electrophoresis.

わち,c-dはiiに,f, g, k, 1はv, vi, ix, xiに 対 応 し,

卵巣には特有の成分b, h, j, mが 認 められた。このこと

は体液 と卵巣磨砕液 とを混合して電気泳動に掛けた結果

からも裏付けられた。

長 日条件下3日 後(3LDf)お よび6日 後(6LDf)の 雌

成虫の体液蛋白質の泳動 パターンはFig. 2に 示 した。

6LDfに は15LDfと 同 じ成分が確認された。3LDfに は

ii, iv, xiお よびxiiiの バ ン ドが見 られなかった。

体液蛋白質の泳動では染色をする前に黄色の2本 のバ

ン ドが見られる(Fig. 2, Ch)。 これらのバン ドはvとxiii

との蛋白質成分に一致する位置にあることから,こ れら

Fig. 2. Protein patterns of haemolymph from 6 day-old 

(6LDf) and 3 day-old (3LDf) long day female, 
detected by Coomassie brilliant blue staining. 
Ch: scanning pattern of 6LDf haemolymph at 
475nm before staining.

Fig. 3. Comparison of fat body (FB) and haemolymph 

(H) protein patterns in 9 day-old short day female.

は色素を含んだものと判断される。

2. 脂肪体蛋白質

短日条件下,羽 化9日 後の雌成虫(9SDf)の 脂肪体の

可溶性蛋白質の泳動パターンをFig. 3,に 示 した。先端

と原点付近の成分を除いて も15本 のバン ド(1～15)が

認 められる。それらのRm値 をTable 1に 示 した。9SDf

の体液蛋白質の泳動 パターン(Fig. 3, H)と の 比較から

も,脂 肪体と体液に共通の成分は少なく,Rm値 か らみ

て3とiiの 原点側,5とiv,お よび,12とixの3種 が

両組織に共通のようである。
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短日条件下,羽 化6日 後(6SD)の 雌雄 で脂肪体蛋白

質を比較したが,質 的にはほとんど違いがなく,雄 にも

成分14を 除 く14本 のバン ドが確認された。また,長 日

条件下,羽 化6日 後の雌(6LDf)の 脂肪体にも量的には

少ないが,6, 10を 除 く13本 の バ ンドが 認 め られ た

(データ省略)。

3. 前休 眠期の雌成虫における蛋白質成分の変化

i. 全虫体の蛋白質

短 日条件下での全虫体の水溶性蛋白質量は,羽 化後か

ら徐々に増加 した。羽化 当 日は1頭 当 り0.6mgで あ

ったが,6日 後には1mg, 12日 後 には1.5mgに 達 し,

その後はほぼ一定値であった。雌成虫の全虫体の蛋白質

泳動パターンは,多 数の蛋白質バン ドが存在するために

Fig. 4. Changes in protein patterns of haemolymph 

during the prediapause period in short day 

females. Adult age in days is represented in the 

figures.

分離が不完全 であったが,羽 化後の 日齢が 進むにつれ

て,ほ とんどの成分が増加するようである。脂肪体の蛋

白質成分3, 6, 8, 12, 13に 該当すると思われるバンドは

とくに6日 以降顕著に検出されるようになった。

ii. 体液蛋 白質

体液蛋白質の泳動パターンの前休眠期における変化を

Fig. 4に 示 した。羽化当日にもv, vi, vii, viii, x, xiiの6

本 のバンドは明瞭に確認できる。

成分vは3日 までに急激に増加 したが,そ の後一定量

になり,15日 にわずかに減 少 した。viは3日 以後も増

加 を続け12日 に最大値に達 した。vii, viiiは 最 も顕著に

増加 し,9日 に最大濃度 となった。休眠個体に特有な成

分sは3日 に現れ,6日 まで増加 したが,そ の後は極端

に減少 した。xiiは 羽化当日と15日 には大量に存在 した

が,3日 か ら12日 の盛んな摂食を行 ってい る期間には

減少してお り,そ のかわ りにRm値 の やや小 さい成分

Fig. 5. Changes in protein patterns of fat body during 

the prediapause period in short day females. Adult 

age in days is represented in the figures.
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xiiiの濃度が著 し く上 昇 した。また,羽 化当日のvの

Rm値 が他の時期の値より,わ ずかに大きいことも判明

した。このように,同 一 と考えられる蛋白質のRm値 が

羽化当日と摂食を始めてからとで異なることは,こ の蛋

白質が他の物質と結合して分子サイズを変えることを示

唆する。

iii. 脂肪体蛋白質

短日条件下の雌成虫における脂肪体蛋白質の泳動パタ

ーンの変化をFig . 5に 示 した。羽化当日には どの成分

も量が少なく,目 立ったピークを示 さないが,3日 には

2, 6, 7, 12, 13の 成分が増加 し,か な りはっき りしたバ

ン ドを形成 した。ほとんどの蛋白質は9日 まで増加 し続

け,そ の後15日 までほぼ同様に保たれた。1, 2, 3の 成

分は9日 の最大量に達 した後,明 らかに減少 した。また,

蛋白質7, 8は6日 に最大に達 した。

4. 蛋 白質パターンへの給餌条件の影響

短 日条件下に,羽 化直後から食餌植物であるジャガイ

モ生葉の代わ りにジャガイモ輪切 りを与えて飼育 したと

き,お よび,生 葉給餌量 を制限して成虫の体重増加を抑

えたときの体液および脂肪体の蛋白質泳動パターンを羽

化9日 後の雌成虫(9SDf)で 比較 した。ジャガイモ輪切

りを与えても成虫の体重は正常に増加したが,体 液蛋白

Fig. 6. Haemolymph protein patterns in 9 day-old short 
day females fed with potato slices (SP) and underfed 

(A, B, C). Relative body weight (percentage to 
the weight at emergence) of A, B and C was 125%, 

135% and 150% respectively.

質のパターン(Fig. 6, SP)は 生葉飼育虫と比べて明らか

に異 なっていた。蛋白質vii, xの 量 が極端に少な く,s

お よびxiiiは まったく認め られなかった。vとvi,お よ

び,viiiとixの 間に生葉飼育虫には見 られないバン ドが

現れた。また,vのRm値 がわずかに大きくなり,羽 化

当日の体液の該当するバン ドの値 と一致 した。この場合

のvに は色が付かなかった。給餌制限により9日 の体重

が羽化時の125, 137, 150%(正 常 に近い)の3個 体(Fig. 

6, A-C)の 体液蛋 白質を比較すると,体 重増加に伴って

蛋白質viiお よびxが 増加 し,逆 に,sは 体重 増加の抑

えられた個体に現れた。

ジャガイモ輪切 り飼育 虫の脂 肪 体蛋 白質 パターン

Fig. 7. Fat body protein patterns in 9 day-old short 
day females fed with potato slices (9 SD SP) and 

underfed (9 SD A, B, C), and normally fed 15 
day-old short day female (15SD). Relative body 

weight (percentage to the weight at emergence) 
of 9SD A, B and C was 125%, 137% and 154% 
respectively.
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(Fig. 7, SP)を 見 る と,生 葉 飼 育 虫 に 比 べ1～6の 成 分 が

少 な く,13が 非 常 に 多 い 。

給 餌 制 限 に よ っ て 得 た8頭 の9SDf成 虫(羽 化 時 に 比

べ て 体 重 が125, 137, 137, 143, 144, 150, 154, 163%に

増 加)と 正 常 飼 育 の3頭 の15SDf成 虫 の脂 肪 体 蛋 白質 を

同時 に泳 動 して 比 較 した 。 代 表 例 をFig. 7, 9SDA-Cお

よ び15SDに 示 した 。 と くに 変 化 の 顕 著 で あ った3, 6, 

8, 9の 成 分 に つ い て 相 対 的 な量 を9SDfの 体 重 比150%

未 満,9SDfの 体 重 比150%以 上,お よ び15SDfの3組

に分 け て 比較 した(Table 2)。 平 均 値 の 間 でt-testに よ

る有 意 差 検 定(5%)を 行 っ た と こ ろ,成 分8, 9で は 体

重 の 重 い 組 で 有 意 に 多 く,こ れ と15SDfと に は 差 が な

か った 。3, 6は 体 重 の異 な る9SDfの 成 虫 間 で は 有 意 差

を示 さな か った が,15SDfで は9SDfの 両組 に 比 べ て 明

らか に 少 な か った 。

考 察

ニジュウヤホシテン トウ成虫の体液から雌特有の蛋白

質成分iiのFront側 とxiが 電気泳動 によって分離され

た。これ らと同じRm値 を示す成分が卵巣(c, 1)に も認

められることか ら(Table 1),こ の 成 分 が,こ の昆虫の

Vitellogeninで ある可能性が強い。しかし,こ れらの成

分が卵巣内で占める割合は低 く(Fig. 1),他 の昆虫;コ

ロラドハムシ(DORTLAND, 1978)や ナナホシテン トウ(桜

井ら,1985),で 見 られるような主要成分 とはなってい

ない。

ニジュウヤホシテン トウの卵巣 には10本 以上の蛋白

質成分が認められ,そ のうち6成 分はRm値 の比較か ら

体液にも存在すること(Table 1),お よび,SDS-ポ リア

クリルアミドゲル電気泳動により単位蛋白質に分割 した

分析では,こ の昆虫においても雌成虫の体液,卵 巣の主

要蛋白質としてvitellogeninと 呼ぶべきものが確認 され

ていること(奥 田ら,1986)か ら,こ の昆虫ではvitello-

geninが 多様な状態で存在 して お り,そ れ らが 今回の

nativeな 条件での電気泳動によっては主要成分としての

vitellogeninが 同定できなかった理由と考えられる。

体液には2本 の黄色の色素たんぱく(v, xiii)が見 られ

たが(Fig. 2),色 素 を含まないジャガイモ輪切 りで飼育

した場合には見 られず(Fig. 6),わ ずかRm値 の大 きい

蛋白質 として出現することが明らかになった。しかも,

餌 を食べていない羽化当日の体液にはジャガイモ輪切 り

飼育虫と同じRm値 を示す蛋白質が存在した(Fig. 4)。

これは,餌 に由来する色素,お そらくカロチノイ ドが,こ

れら蛋白質 と結合 してRmが 変化した結果だと考えられ

る。Vitellogeninに はカロチノイ ドが含まれていること

が報告されているが(CHINO et al., 1976),さ らに,グ

リセリド等の運搬機能 をもつ蛋 白質,Lipophorinに も

カロチノイ ドが含まれてい る(CHINO et al., 1969)。 カ

ロチノイ ドは被運搬物 とも考えられることから,今 回観

察した蛋白質はこれ らに類したものと考えられる。ジャ

ガイモ飼育虫には他にも特有な蛋白質バン ドが認められ

ることから,色 素以外の物質 と結合 してRm値 が変化す

る蛋白質 も存在すると考えられる。

緒言でも触れたように,ニ ジュウヤホシテントウ成虫

の休眠誘起にはふたつの関門がある。第一が光周期感受

性の消失で,第二が摂食終了である。両者は成虫の体重増

加や脂肪体の発達と密接に関連しており(KONO, 1982),

蛋 白質の蓄積 との関連も考えられる。摂食終了は明らか

に脂肪体蛋白質の増加が止まった後に起こり,こ の時期

が体重,脂 肪の増加の終了に一致することから,蛋 白質,

Table 2. Comparison of relative concentration of fat body protein bands between 

normal and underfed 9SDf beetles, based on the absorbancy at 575nm on 

polyacryl amid gels

Normal 9SDf: 9 day-old female adults which had been fed an adequate amount of 

host plant foliage and whose weight had increased by more than 1.5 fold that at 
emergence; underfed 9SDf: 9 day-old females which had received little food and 

consequently in which the weight had increased by less than 1.44 fold that at emer-

gence; 15 SDf: normally fed 15 day-old female.
a,b: different characters in each band indicate a significant difference at 5% level 

(t-test).
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脂肪の貯蔵完了が摂食終了の原因と考えられる。

光周期感受性は羽化後,短 日目長条件下に6日 間置か

れ,成 虫の体重が羽化時の150%に 達す る と消失 す る

が,給 餌を制限 して体重増加 を抑えると消失時期 も遅れ

る(KONO, 1982)。短 日条件下,給 餌制限により得た体重

比150%以 下 の9日 齢の成虫と正常に近い体重比150%

以上 の成虫とで蛋白質成分を比較 した結果,体 液蛋白質

vii, xは 明 らかに重い成虫に多量に存在 した(Fig. 6)。し

かも,光 周期感受性の消失しないジャガイモ輪切 り飼育

虫には少量 しか認められないことから,こ れ ら蛋白質の

増加は光周期感受性消失と並行 しているといえる。同様

に脂肪体蛋白質3, 8, 9も 体重比150%以 上の 成虫に多

量に現れたが,3は 羽化後9日 をピークにその後減少す

る特異な変化を示した(Fig. 5)。 さ らに,体 液中の蛋白

質sは 正常飼育の場合,光 周期感受性消失時の羽化6日

後までは増加 し,そ の後急激に減少 したが(Fig. 4),給

餌制限を行 った9日 齢の体重比150%以 下 の成虫には存

在 し,150%以 上 の成虫では消失 した点で(Fig. 6),最

も注 目すべき蛋白質である。

以上のように,ニ ジュウヤホシテン トウは休眠に入 る

までに蛋白質を多量に貯 えるが,そ れは コロラドハム

シで知 られるような休眠虫に特異 な もの(DORTLAND, 

1978; PEFEROEN et al., 1982)で はなく,通 常存在 してい

る多様な蛋白質であるようである。 しかし,量 的には少

ないが,光 周期感受性消失と関連 して変化する成分sの

ような蛋白質も存在し,こ れらの研究により新 しい展開

も期待される。

摘 要

ニジュウヤホシテン トウ成虫の体液,脂 肪体の蛋白質

をポリアクリルアミド・ゲル電気泳動によって分離し,

それぞれの蛋白質成分の前休眠期および脂肪体発達に伴

う変化を観察した。この昆虫 では,雌 特異的なvitello-

genin様 蛋 白質は認められたが,そ れ らは卵巣蛋白質の

主要成分ではなかった。休眠に特異的な蛋白質は認めら

れなかったが,ほ とんどの体液,お よび,脂 肪体蛋白質

成分は前休眠期の進行につれて増加した。体液蛋白質の

中に脂肪体が発達すると消失するものも認められ,一 成

分は光周期感受性消失後に消失した。体液中には色素蛋

白質 と呼ぶべきものが存在した。これらは羽化時には色

素 と結合 しておらず,摂 食が始まると色素と結合 して電

気泳動上の相対距離が小さいほうへ変化することが明ら

かになった。
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