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は　し　が　き

動物の胚発生において、胚子の成長には栄養成分はもちろん、エネルギーの適

切な供給が必要不可欠である。胎盤を介して母体から絶えず供給を受ける晴乳

類（胎生生物）とは異なり、昆虫類をはじめとする地球上に生息する大部分の

動物種（卵生生物）は、発生開始から採餌を開始するまでの間、胚発生に必要

な全てのエネルギーを脂肪やグリコーゲンなどの卵に予め貯蔵された物質に依

存している。従って、卵生生物の胚発生過程における胚子へのエネルギー供給

は、卵黄タンパク質の分解機構と同様に厳密な発生プログラムの調節下におか

れている。

昆虫類の卵は、栄養成分に富み、グリコーゲン頼粒や脂肪滴が未受精卵の段

階から卵内に含まれている。胚発生の開始直後から、胚子は、グリコーゲン顆

粒や脂肪滴を細胞内に取り込み分解し、エネルギーとして利用している。グリ

コーゲンは主に胚発生前半に、中性脂肪は胚発生後半に消費される事が報告さ

れている。円滑な胚発生遂行のためには、この限られた資源を効率良く組織内

部に取り込んで維持し、適切なタイミングと場所（組織）で利用することが重

要であるが、その詳細については殆ど解明されていない。その仕組みを明らか

にする事は、昆虫類をはじめとする全ての卵生生物の胚発生現象の解明におい

て非常に重要である。

本研究課題の目的は、卵生生物の栄養分・エネルギー源供給機構の解明の一

環であり、脂肪滴を多く含むカイコ卵を用い、カイコ発生卵に含まれる脂肪滴

の分布を正しく把握する事にある。昆虫の胚発生過程における脂肪滴の取り込

みと消費機構を明らかにするとともに、本研究遂行のために必要な電子顕微鏡

試料作製方法の確立を目指した。
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研　究　成　果

はじめに

卵生生物の胚発生過程において、卵に蓄積されているエネルギー源であるグ

リコーゲン顆粒や脂肪滴の胚体内への取り込みは、その後の胚の生存に関わる

重要な現象である。特に、脂肪滴はエネルギー効率も高く、胚発生後半の主要

なェネルギーとして利用されるが、胚発生過程における胚体内への脂肪滴の取

り込みについてはあまり研究が行われていない。

本研究課題では、カイコ胚発生過程において、胚体外卵黄に含まれる脂肪滴

が、いつ、どのように胚組織内へと取り込まれるかを解明することを目的とし

て行った。その成果を（1）「Changesinlipiddropletlocalizationduringthe

embryogenesisofthesilkworm，蝕みTmOZiJ　として以下に報告する。

カイコ卵は、硬い卵殻に包まれ、大量の栄養物質を含むがゆえに、電子顕微

鏡試料作製が非常に困難な材料である。本研究課題では、流動性のある脂肪滴

を超微形態学的に検討するためには、急速凍結法により卵細胞内部の脂肪滴を

瞬間的に凍結固定することが有効な方法であると考え、液体窒素への投入や液

化プロパンなどへの投入等、様々な急速凍結法による試料作製を試みてきた。

しかし、細胞内に氷晶が形成されることによる組織破壊が起こるために、充分

な電子顕微鏡観察像が得られなかった。そこで本研究課題では、無氷晶凍結が

可能な高圧凍結・凍結置換法をカイコ卵の電子顕微鏡試料作製に適用すること

により、脂肪滴などの成分流失を極力抑え、容易で、かつ安定した試料作製方

法を確立した。さらにこの方法を用い、カイコ初期発生過程での脂肪滴の局在

について検討を行ったので、（2）「高圧凍結・凍結置換法を用いたカイコ発生卵

の電子顕微鏡試料作製法と、カイコ初期発生過程における脂肪滴含有状態の電

子顕微鏡像」として以下に報告する。
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（1）Changesinlipid dropletlocalizatioJl during the embryogenesis of the

Silkworm，助椚恒例〃〟

Abstract

LipiddropletsinLepidopteraneggsareconsideredoneofthemostimportant

energysourcesduringlateembryogenesis，buttheprocessoftheirincorporationintothe

embryoisasyetunkn0wn・ThepresentstudyfocusedontheprocessoftranSitionof

lipiddropletsfromtheextraembryonicyolktotheembryoofthesilkwormBomわw

mori，uSlngmOrPhologicalandbiochemicalqpproaches・Themorphologicalstudy

revealedthattheincorporationoflipiddroplets丘omtheextraembryonicyolkintothe

embryooccursatthreepointsandinthreedi飴rentwaysduringthedevelopmentofthe

embryo・SomelipiddropletsweretranSlocateddirectlyfromtheextraembryonicyolkto

theembryobeforetheblastokinesisstage・However，themqiorityoflipiddroplets

togetherwiththeothercomponentsoftheextraembryonicyolkwereincoq）Oratedinthe

embryoviabothmorphogeneticinclusionduringdorsalclosureandingestionofthe

extraembyomicyolkbythedevelopingcaterpillarpriortohatching・Similarresultswere

obtained録omthebiochemicalstudy・Thus，WeprOPOSethattherearethreestepsinthe

incorporationoflipiddropletsfiomtheextraembryonicyolkintotheembryo・In

additionmorphologicalandbiochemicaldataconcemlngthetotalamountOflipid

dropletsintheeggsuggestedthatlipiddropletsweremainlyconsumedduringlate

embryogenesis，SeemlngtOSynChronizewiththetrachealdevelopment・

Kcywords：Bomわ汀mOri，egg，embryonicdevelopment，lipiddroplet，triglyceride
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INTRODUCTION

InovIParOuSanimals，thenutrientsneededforembryogenesisareonlysupplied

丘omthosestoredintheegg（PostlethweitandGiorgi，1985）・Thethreemqiortypesof

nutrientcontainedineggsarePrOteins，Carbohydratesandlipids・Generally，PrOteinsare

usedassourcesofaminoacids（McGregorandLoughton，1977），Whereas，

carbohydratesandlipidsareuSedasenergysourcesduringembTyOgeneSis（Steele，1981，

Beenakkersetal．，1981）．

Ininsectswhichhaveacentrolecithalegg，alargeamOuntOfthenutrientsare

containedinthecenteroftheegg・Duringoogenesis，thesenutritiousmaterialsare

incorporatedintooocytesintheovari01es：PrOteinsarestoredintheyolkgranules

（RaikhelandDhadialla，1992），Carbohydratesarestoredinglycogengranules（Gutzeit

etal．，1994，YamashitaandHasegawa，1985），aJldlipidsarestoredinlipiddropletsin

theoocytecytoplasm（VanAntwerpenetal．，2005）．Oncefertilizationhasoccurred，the

zygotenucleidivideseveraltimesandformnumerOuSenergids・Someenergidsmove

towardtheeggsurfaceandformtheblastoderm，Whereasothersformthe

extraembryonicyolktissues・Theextraembryonicyolkconsistsoftheserosaandyolk

cells（Miyaetal．，1972，Nagyetal．，1994）orvitellophages（GiorgiandNordin，1994）・

Thefbrmationofyolkcellsduringearlyembryogenesishasbeenwelldocumentedin

thesilkwormBomわ∝mOri（Thkesueetal．，1976）．Generally，yOlkcellshavemanyyOlk

granules，lipiddropletsandglycogengramles（Miyaetal・，1972，FaustoetaL，1994）・

Therefore，yOlkcellsareconsideredtoplayanimportantroleinthestorageofnutrients

ininsecteggs．

Fromthepointofenergeticefnciency，lipidshavehigherenergeticvaluesthan
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Carbohydrates．IthBLSbeencalculatedthatlmgoflipiddeliversasmuchenergyas8mg

Ofstoredglycogen；thuslipidisamoredesirablematerialthanCatbohydrateforweight

economy（Beenakkersetal．，1981）．

Lipiddropletsinyolkcellsareassumedtobeincorporatedintotheembryonic

tissuesduringembryogenesis（Kawooyaetal．，1988），buttherearenostudies

describingwhenandhowlipiddroplets丘omyolkcellsareincorporatedintothe

embryo．Morphologicalstudiesarerequiredtoinvestigatethemannerinwhichlipid

dropletsareincorporatedintotheembryoduringlnSeCtembryogenesis．Thefateoflipid

dropletsintheyolkcellscouldhelpintheunderstandingoflipidmetabolismduring

insectembryogenesis．ThisstudyinvestigatestheeggsofthesilkwormB．mori，Since

theyhaveaparticularlyhighlipidcontent，Whicham0untStOabout12％oftheirwet

Weight（Gilbert，1967）or27．1％oftheirdryweight（Nakasone，1979）．Here，We

describechangesinthelocalizationoflipiddropletsbetweenyolkcellsandtheembryo

duringembryogenesisuslngmOrPhologicalandbiochemicalmethods．

MATERIALSANDMETHODS

d〃加〟血

Astandardstrain（Daizo）ofthesilkwormBom桓moriwasused．Undernormal

COnditions，mOthslaydiapaAISeand／ornon－diapauseeggs．Inordertoobtain”parental

moths”，thatonlylayednon－diapauseeggswe且rstrearedparentsuslngthreesequential

steps．First，Selectedeggswerekeptat15℃undercompletedarknessduringtheir
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embryonicperiod．Second，thelarvaeWerefedonmulberryleavesandkeptundera

long－day（Light16：Dark8）lightregimeat25℃foraboutlmonth．Third，PuPaeWere

keptunderdarkconditionsat25℃duringthep叩alphaseoveraperiodoflOdays

（1bmashitaandHasegawa，1985）．ARerthesesequentialtreatments，eXPerimental

non－diapauseeggswereobtained丘omthese”parentalmothS”．Withinlhra負er

oviposition，eggSWereCOllectedandkeptat25℃underdatkconditionsuntilhatching．

Larvaehatchedoutonthe9thdayaRerovIPOSitionundertheseexperimentalconditions．

ThedevelopmentalstagesoftheembryosweredeBnedmorphologicallybyre丘rringto

Ohtsuki（1979），YamashitaandYaginuma（1991）andSinghetal．（2002）．

助わねd〃〃慮りJ

Atleast5eggswerecollectedevery24haRerovIPOSition，untilhatching．Inorder

tofacilitatetherqpidpenetrationofthe丘xativesolutionthechorion，Whichsu汀0unds

theegg，WaSremOVedusinga丘neneedle（27×3／4G，TbrmOCo．Ltd．，Japan）inGrace’s

insectculturemedium（DAIGO，NipponSeiyakuCo．Ltd．，Japan）underadissection

microscope．Thesedechorionatedeggswere負xedwith4％paraformaldehydein0．1M

cacodylatebu飴r（pH7．4）for24hat5℃intherefrigerator，andrinsedthreetimesat

30minintervalswithcacodylatebu飴r．Para餓nsectionswerepreparedusinga

Standardpreparationprocess，aSPreViouslydescribedbyⅥlmahamaetal．（2003），and

Stainedwithhematoxylinandeosin．FrozensectionswerepreparedasfollowThe丘Ⅹed

eggsweretreatedfollowlngaStandardcryoprotectantSeries；briefly，theeggswere

incubatedin10％sucroseinO．01Mphosphatebu飴redsaline（PBS，PH7．4）for5hat

5℃，andtheconcentrationofsucrosewasgraduallyincreasedto20％．Afterthis
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treatmenteggswereimmersedintheembeddingmedium（OCTcompound，Miles

ScientincCo．Ltd．，USA），andwerefrozenusingdryice．Sections（6トIm）throughthe

medianplaneofeacheggweremadeusingacryostat（OTFAS／D／XY；BrightInstrument

Co．，UK）．ThefrOzensectionswerestainedwithlipiddyesaRerdryingfbr30minat

roomtemperature・

The丘ozensectionswerestainedwithoilredO（Merck，Germany）and／orwith

hematoxylin（Merck，Germany）．Slidesweremountedinanaqueousmountingmedium

（Geltol，ImmunOn，USA）．Thespecimenswereobservedwithalightmicroscope

（AHBS3，01ympusCo．Ltd．，Japan），anddigitalimageswereobtainedusinganattached

CCDcamera（DP－20，01ympusCo．Ltd．，Japan）・Sections丘omthreeindividualeggson

eachdaywereobservedandpicturesweretakeninordertocalculatecolordi飴rences・

血聯血ねα〃〟的郎

DigitalimagesfromthespecimensstainedwithoilredOwereanalyzedwithAdobe

Photoshop（Ver．7．0．1），uSingthehistogramfunction，bycountingthenumberofpixelsin

anarea．TheareastainedredbyoilredOshowedatypicalpixelvalue（R；175pixel，G；

65pixel，B；65pixel），Whichwasclearlydi鮎rentfiomthepixelvaluesoftherestof

theegg・Theratiosoftheredareaintheextraembryonicyolktothatinthewholeeggor

intheembryonicareawerecalculatedforeachegg・Ratiosofthetotalredareatothe

areaOfthewholeeggwerealSoobtained・Datawereexpressedasaverageswith

standarderrorfor3eggs．ThevalueswereanalyzedusingtheStudent’st－teSt・Pvalues

＜0．05werejudgedasslgnincant・
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乃加一極grcか〃劇け〟噸叩郎

Thin－layerchromatographywasusedtoexaminethetriglyceridecomposition

Ofembryosandextraembryonicyolkrespectively．Twentyeggswerecollectedevery24

hafterovIPOSitionuntilhatching．HalfofthesedeveloplngeggSWeredechorionatedin

Grace’sinsectculturemediumunderadissectionmicroscope．Thesedechorionatedeggs

WerePutin200トLlof25mMHepesbu飴rcontaining150mMNaCl（PH7．0），andwere

gentlydissectedintoembryoandextraembryonicyolkusing負neneedles（27×3／4G，

TbrmoCo．Ltd．，Japan）underthedissectionmicroscope．Tbnofeachpart（embryoor

remainingextraembryonicyolk）werecollectedandwerehomogenizedwith100トIlof

bu飴ruslngaTbnonpestleonice．Tbnwhole，developingeggs，includingthechorion，

WereWaShedbrieflywithethan01，andwerealsohomogenized．Lipidscontainedinall

OfthethehomogenizedsubstanCeSWereeXtraCtedinchloroform－methan01（2：1，by

VOlume）followingthemethodofFoIchetal．（1957）．Neutrallipidswereseparatedby

thin－layerchromatography（TLC）（HPTLCsilicage160，MerckCo．Ltd，Germany）using

hexane／diethylether／aceticacid（80：20：1，byvolume）asaneluent，andwereobserved

underultravioletlight（365nm）usingatranSilluminatoraRersprayingtheplatewith

0．005％primulin（MPBiomedicalsInc．，FranCe）in80％acetone．Eachlipidspotwas

quantitativelyanalyzedusingImage－J（Ver．1．38，NIH，USA）withtripalmitin（T15888，

Sigma，USA）asastandard．ThereforetheamountOfTGinteneggswasexpressedin

tripalmitinequivalent．StatisticalanalysiswasperformedusingStudent’st－teSt．
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RESUIJS

FigurelAshowsasectionthroughadevelopingegginearlyorganOgeneSis（Stage

17）；aPPendagedevelopmentinthegnathalandthoracicsegmentshasstarted．The

WholeegglSenVelopedbytheserosa，theamnionandtheamioncavltyareformed，

andtherearetwodi飴rentkindsoftissue：embryonictissueandextraembryonicyolk．

Theshapeandcolorofcellsintheembryonictissuesdi飴rfromthoseofthecellsinthe

extraembyonicyolk．Theextraembryonicyolkisnlledwithmanyyolkcells，Theshape

Ofeachyolkcellisroundandthediameterisca．40－60LIm．Manyofthegranules

arrangedbeneaththesurfaceoftheyolkcellmembraneareyolkgranules・Non－Stained

areascanbeobservedaroundthenucleiatthecenteroftheyolkcells．

UsingtheserialfrOzensectionsofthedevelopingeggsinearlyorganogenesis（stage

17），WeCOmParedthecolorofeachcellstainedbyoilredO（FigurelB），by

hematoxylin（FigurelC），OrbyoilredOandhematoxylin（FigurelD）inorderto

examinethelocalizationoflipiddropletsinthedeveloplngegg．Sectionsslngle－Stained

WithoilredOexhibitedaredcolor，Whilstthoseslngle－Stainedwithhematoxylin

exhibitedablue－Violetcolor．SectionsdoubleJStainedwithoilredOandhematoxylin

exhibitedbothredandblue－Violetcoloration．Dark－redspotsinanareaStainedbyoil

redO（indicatedbyarrowheads）mightbeanartifactbytheunsoIved坑nedyecrystals

Whichcouldnotremovebypapermtration．Comparisonoftheseserialsections

indicatedthatthepartsstainedwithoilredOwerevariousinfbrm，rOundorirregu】ar

Shapes，1argeOrSmall，andexhibitedaliquidquality・TheseseemedequlValenttolipid

dropletsaspreviouslydescribed（Miyaetal．，1972）．OilredOdidnotstaininsidethe

yolkgranules．Thosepartswhichwereblue－Violetandstainedwithhematoxylinwere
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yolkgranules，yOlknuclei，andembryonictissues，anddidnotoverlapwithoilredO

Stainedareas（FigurelC）．Thus，hematoxylinactedasacounterstainforoilredO・Lipid

dropletsweremainlylocalizedinthecytoplasmoftheextraembryonicyolk，andsome

ofthemlocalizedinembryonictissues．Lipiddropletsintheembryonictissueswere

Smallerthanthoseintheextraembryonicyolk．

ThetranSitioninthelocalizationoflipiddropletsintheeggsduringembryogenesis

isshownuSingfrozensections（FigurelD－H）．AttheearlyorganOgeneSisstage（stage

17，FigurelD），theextraembryonicyolkoccupiedagreaterareaoftheeggthanthe

embryo・Mostlipiddropletswerelocalizedintheextraembryonicyolkarea，Whereasa

Smallnumberoflipiddropletswereobservedintheembryonictissues・Attheear1y

blastokinesisstage（stage21A），theembryobecameinvaginatedtowardthecenterofthe

eggandseverallipiddropletswereobservedbothintheembryonictissuesandthe

extraembryonicyolkarea（datanotshown）．Attheendoftheembryonicreversalstage

（Stage22），embryonicdorsalclosureandembryonicreversalwerecompleted；halfof

thereddotswereobservedinthedeveloplngembryos，andtheotherhalfremainedin

theextraembryonicyolk（FigurelE）．

AttheheadpigmentationIstage（Stage26），theembryosadoptedcaterpillar－like

shapes（thedevelopingcaterpillar）；theextraembryonicyolkstillremainedoutsideof

thedevelopingcaterpillars（FigurelF）．Duringthisstage，thedevelopingcaterpillars

wereoRenobservedslowlymovlngtheirmandibularorgansandlegsinsidethechorion・

Ingestionbehaviorofthesedevelopingcaterpillarswasobserved（datanotshown）・They

bitandswallowedtheremalnlngeXtraembryonicyolkbystickingtheirheadintothe

yolk，andeventuallyingestedtheserosacovenngtheirbody・AtthebodypigmentationI

stage（stage28），thedevelopingcaterpillarsshowedcompletelarvalshapesandtheir
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Skinsbecameblacknaturally；nOeXtraembryonicyolkwasfoundoutsidetheembryoin

theegg．TheforegutsandmidgutsofthedeveloplngCaterPillarswerenlledwithyolk

COntentS，andmanyreddotswereobservedintheguttractandintheguttissues（Figure

lG）．Atthehatchingstage（Stage30），the丘rstinstarlarvaeWerehatched丘omthe

Chorion．Noyolkorlipiddropletswereobservedintheirgut，WhereassomepleCeS

resemblingchorionwerefoundintheirmidguts．Aftwremalnlngreddotswere

Observedinthecaterpillarlegtissuesandthedorsalthorax（FigurelH）．

Figure2showsthechangeSinthelocalizationoflipiddropletsbetweentheembryo

andtheextraembyonicyolkduringthewholeprocessofembryogenesis．The

PerCentageSOfthecharacteristicredareaintheembryoandintheextraembryonicyolk

againstthewholeredareawerecalculatedRomthemorphologlCalobservations・Atthe

StartOfdevelopment，thepercentageoftotallipidareawasabout15％．Thepercentage

Oflipidareaintheembryosgraduallyincreasedandtheextraembryoniclipidarea

decreasedthroughtheprogressofdevelopment，Whilethetotalpercentageoflipidarea

didnotchangeSignincantly．Atthecompletionoftheembryonicreversalstage（Stage

22），thepercentageoflipiddropletareaintheembryonictissueswasalmostthesameas

intheextraembryonicyolk．Fromstage22totheheadpigmentationIstage（stage26），

thepercentageoflipiddropletsintheembryowashigherthanthatinthe

extraembryonicyolk，andtheamountoflipidasapercentageoftotalareastartedto

decreaselinearly録omstage22．Duringthisperiod，theformationoftracheawas

Observed（FigurelF）．AttheheadpigmentationIIstage（stage27），allofthe

extraembryomicyolkwasstu飴dintothemidgutandnolipiddropletsexteriortothe

developingcaterpillarwereobserved．Atthehatchingstage（Stage30），thepercentageof

lipiddropletswasdramaticallydecreased・
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TLCanalyseswereperformedtoexaminethechangeSintheamountOfthe

triglyceride（TG）duringembryogenesis．Lipidextractedshowedthreem毎orbands

WhichhadsimilarRfvaluetotripalmitin（Figure3）．Theam0untOfeachthreem亘ior

bandsdecreasedsimilarlyduringembryogenesis．ThetotalamOuntOfTGinthewhole

eggdecreasedgraduallyfromstage21Ato26，droppedsharplyatstage27，andhad

almostdisappearedbystage30（Figure3，4）．AmountSOfTGintheembryoandinthe

extraembryonicyolkwerecompared（Figure4）．Theam0untSOfTGinthe

extraembryonicyolkwerelargerthanthatintheembryoduringearlyembryogenesis，

theydroppedsharplyaRerstage22，anddisappearedentirelyduringstage26－27．In

COntraSt，theamOuntSOfTGintheembryoweresmallfromearlyembryogenesisto

blastokinesis，andreachedamaximumamOuntOfTGatstage27．FinallymostofTGin

theembryohaddisappearedbystage30．

DISCtJSSION

LipidisoneofthemostimportantenergySOurCeSforinsectembryogenesis．Neutral

lipids，SuChasTG，havehigherenergeticvaluesthanCarbohydrate；thus，lipidisamore

desirablematerialthanCarbohydrate，andismainlyusedduringlateembryogesis

（Beenakkersetal．，1981）．TGsarestoredaslipiddropletsintheoocytecytoplasm

duringoogenesis（VanAntwerpenetal．，2005）．Manylipiddropletslocalizeintheyolk

CellsintheearlyeggdevelopmentinBomわ∝mOri（Miyaetal．，1972）．Therefore，itis

highlyprobablethatlipiddropletsintheyolkcellsareincorporatedintotheembryoand

areconsumedduringlateembryogenesis．Tbinvestigatethemechanismofenergy
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SuPPlyduringlnSeCtembryogenesis，itisimportanttOunderstandchangeSOfthe

localizationoflipiddropletsintheeggduringthewholeprocessofembryogenesis．

SincelipiddropletsareeaSilysolubleinorganicsoIvents，SuChasalcoholorxylene，

Para疏nsectionsarenotsuitablefortheobservationoflipidlocalization・Inorderto

ObservelocalizationoflipiddropletsinBom桓eggsduringembryogenesis，WeuSed

丘ozensections．Theprocessofprepanng丘Ozensectionsdoesnotrequiredehydration

uslngOrganicsoIvents．SerialfiozensectionswerestainedbyoilredO，byhematoxylin，

andbothoilredOandhematoxylin，reSPeCtively．OilredOspecincallystainsreg10nS

Withfattyacidsandneutrallipidswitharedcolor（LillieandAshbum，1943）・

Hematoxylinstainsproteinsandnucleicacids（Puchtleretal・，1986，Bettingerand

Zimmermann，1991），butitdoesnotstainlipiddroplets（FigurelC）．Usingthisstaining

method，itwasdemonstratedthattherewerealotoflipiddropletsaroundtheyolk

granulesinyolkcells．Theseresultscorrespondwellwithapreviouselectron

microscopICrePOrtthattherearemanylipiddropletsandyolkgranulesintheyolkcell

CytOPlasminB．mori（Miyaetal．，1972）．Moreover，丘Ozensectionsstainedwithoilred

Oallowedobservationoftheoveralldistributionoflipiddropletsinthewholeegg

duringtheembryogenesiswhichhasscarcelybeenobservedbyTEM・

Themanmerinwhichlipidfiomtheextraembryonicyolkisincorporatedintothe

embryodi飴rsslightlyamongspecies・InDiptera，alloftheextraembryonicyolkis

enclosedbytheamnioserosaandthen蔦nallyincorporatedintothemidgutduringdorsal

Closure（Hartenstein，1993）．Ontheotherhand，inLepidoptera，initialincorporationof

theextraembryonicyolkintotheembryotakesplaceduringthedorsalclosure，butsome

extraembryonicyolkremains（TrumanandRiddiford，1999，LamerandDom，2001）・A

SeCOndincorporationoccursthroughingestionoftheextraembryonicyolkbythe
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developingcaterpillaritselfbeforelarvalhatching（Ⅵ虹naShitaand「血ginuma，1991，

Dometal．，1987，TrumanandRiddiford，1999）．Ourmorphologicaldatasuggeststhat

thetranSitionoflipiddropletsfromtheextraembryonicyolktotheembryoduring

embryogenesisrenectstheincorporationofextraembryonicyolkintotheembryo．

Moreover，itwasobservedthatsomelipiddropletswerelocalizedintheembryonic

tissuesbeforeblastokinesis．Wecandividetheprocessofincorporationoftheselipid

dropletsintothreesteps（Figure2）．The丘rststep（I）isduringearlyembryogenesis

beforeblastokinesis，thetotallipidcontentintheeggwasalmostconstant，Whereasthe

quantityoflipiddropletsintheembryosgraduallyincreasedandthatinthe

extraembryonicareadecreased．Duringblastokinesis（Stage21A－C），thesecondstep（II）

OCCurred：thelipiddropletsassociatedwiththeextraembryonicyolkwereincorporated

intothemidgutbymeanSOftheirdorsalclosure．Thethirdstep（ⅠⅠⅠ）wasobservedin

developingcaterpillarSduringheadpigmentationstages（StageS26to27）：thelipid

dropletsassociatedwiththeextraembryonicyolkwereincorporatedbydeveloping

CaterPillarsthroughingestionoftheextraembryonicyolk・

Ithasbeenshownthatthelipidsstoredinaninsect’seggsconsistsmostlyofTG

（Beenakkersetal．，1981，VanAntwerpenetal．，2005），andinaccordanCethem亘iorityof

thelipidintheeggsofB．moriisalsoTG，aSShownbyabiochemicalanalysisoflipid

COmPOnentS（Nakasone，1979，MiuraandShimizu，1987）．Weextractedlipid

COmPOnentS録omB．morieggsbythesamemamerOfNakasone（1979）．Theextracted

lipidswereseparatedbyTLCusingtheeluentswhichcanSeParatetheneutrallipid

COmPOnentSintoTG，丘eefattyacid，anddiglyceride．Them句OrCOmPOnentSmlgrated

fasterthan録eefattyacidanddiglyceride．TheRfvalueofm句OrCOmPOnentSWere

Similartothatoftripalmitin，akindofTG．InreviewlngOurdataandpreviousreports，it
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isobviousthatthem亘iorbandswerecomposedofTG．TheTGbandsseemtocontainat

leastthreedi飴rentkindsofTGs．ⅥlrietiesofTGsinB．moriegghasbeenreportedby

Nakasone（1979）．

Whentheam0untSOfTGsintheeggwereexaminedduringtheembryogenesisby

meanSOfTLCanalyses，TGwasalmostconstantprlOrtOblastokinesis・Theamount

graduallyreducedduringblastokinesis，reaChinghalfvolumeduringthehead

plgmentationstage，andwasfinallyalmostallgonewithinhatchinglarva・Fromthe

morphologicalstudythetimlngSOfTGreductionsseemtobesynchronizedwiththe

timlngOfreductionofpercentagelipidarea・WhilstthetransitionpattemOftheamount

ofTGbetweentheembryoandextraembryonicyolk，eXtraCtedusingdissection，Were

alsosimilartothosefoundinthemorphologlCalstudy，thesumofTGsintheembryo

andextraembryonicyolkwasnotequaltotheamountofTGsextractedfromwholeeggs・

ThelossofTGintheseseparatesamplesmayperhapsbeaccountedforbysome

technicalaspectoftheeggdissectionprocess・Nonetheless，itisconvinclngthatthe

TLCdatasupportstheresultsofmorphologicalanalysISWithrespecttothelocalization

Oflipiddropletsintheeggduringembryogenesis・

Previousstudiessuggestthatlipidsaremainlyusedasenergysourcesfbrlateinsect

embryogenesis（Beenakkersetal・，1981）・Nakasone（1979）demonstratedthatthe

decreaseinthetotalamountoflipidcontentsduringembryogenesiswasmainlyduetoa

decreaseintheamountofTGinB．mori．AccordingtoMiuraandShimizu（1987），TG

COntentgraduallydecreasedfromthe5thdayafterovIPOSition，andtheresplratOry

quotientvalueswereclosetol．0丘omtheearlytomiddlestageofembryogenesis（until

the4thdayaAeroviposition），丘omthatpointonthevaluesdecreasedtoaboutO・8，

suggestingthatcarbohydratewasusedasasourceofenergythroughoutdevelopment，
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butthatlipidwasusedduringlateembryogenesisinB．mori．Ourresultscorrespondto

thesestudies，SincemostofTGinthedeveloplngeggWaSCOnSumedbylate

embryogenesis．Inthisphase，thedevelopingcaterpillarbegantomoveinsidethe

Chorion．Ourresultsindicatethatlipidconsumptionseemstobesynchronizedwith

trachealdevelopmentinthedeveloplngCaterPillars．TbobtainenergyasATP録omlipid，

β－OXidationmustoccurfollowingaerobicmetabolisminthemitochondrialCrista

（Beenakkersetal．，1981）．Fromthestages24to25，thetracheabecomewelldeveloped

（Ohtsuki，1979，YamashitaandYaginuma，1991，Singhetal．，2002），thusthedeveloping

CaterPillarscouldobtainsu疏cientoxygenfbrtheirmitochondria．Duringlate

embryogenesislipidmaybeconsumedusingoxygenobtainedthroughthenewly

developedtrachea．

Duringthethirdstep（Stage29－30），larvamuStneedagreaterenergysupplyuntil

theystarttofeedonmulberryleavesbythemselvesaRerhatching．Energysuppliedby

lipidconsumptionprobablysupportstheactivelarvalmovements．Accordingly，TG

COnSumPt10nreaChesamaximumduringthisperiod，

Asfhrasweknow，thisistheBrstobservationoflipiddropletintakeseparatedinto

threesteps．Inparticular，thenrststep，thetranSlocationofsomelipiddropletsto

embryonictissuespr10rtOblastokinesisisrema正able．Whilsttheincorporationofthe

m亘iorityoflipiddropletsintotheembryoissynchronizedwiththeincorporationof

extraembryonicyolkduringthesecondandthirdsteps；inthe丘rststeplipiddroplets

SeemtObeabsorbeddirectlyintotheembryonictissues．Duringthesecondandthird

StePS，lipiddropletsareprobablyabsorbedviathemidgutepitheliaafterthe

incorporationoftheextraembryonicyolkintothemidgut．Thus，themannerof

incorporationfbrthe丘rststepisquitedifRrent丘omtheothersteps．
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ManyStudieshavebeenperformedtoinvestigatethechangeSinlipidcomponents

duringinsectembryogenesis（Benakkersetal．，1981，Nakasone，1979，Miuraand

Shimizu，1987），however，therehasbeenlittleattentiontohowandwhenlipiddroplets

areincorporatedintotheembryo．Thepresentstudydemonstratesthechangesofthe

localizationoflipiddropletsduringembryogenesisbothmorphologicallyand

biochemically．Itisnotablethatincorporationoflipiddropletsstartsduringearly

embyogenesis．ItispossiblethatlipiddropletsincorporatedintheBrststeparestored

andusedforsubsequentdevelopment．Theprecisemechanismfortheqptakeoflipids

fromthedropletsbyembryonictissues，eitherfromthesurroundingyolkcellsduring

the蝕ststep，Orfromtheincorporatedextraembryonicyolkinsidethemidgutduringthe

SeCOndandthirdstepsisstillunknown．ItispossiblethatthetranSPOrtOfTGfromthe

lipiddroplettotheembryomictissuesinvoIveslipidcarrierproteins，SuChaslipophorin

（ChinoandDowner，1982，Kawooyaetal・，1988）．Furthermorphological－TEM

StudiesarerequiredtoinvestigatethesemechanismsoflipidtranSPOrt・
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Figure2：ChangeSinthetipidareastainedwithoilredObetweentheembryoandextraembryonicyolk

duringembryogenesis．BlacksquareSindicatetheperCentageOflipidareaintheembryonictissues・Open

circlesindicatethepercentageoflipidareaintheextraembryonictissues．Blackdiamondsindicatethe

totalpercentagesoflipid，byarealintheembryoandextraembryonicyolk・Samplingwasperformed

every24h ndisshownfbreachdevelopmentalstage・Numbersinthetopcolumnshowsthreephasesof

lipidincorporationintotheembryo，Eachdatashowsmean土Standarderror（n＝3）・
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（2）高圧凍結・凍結置換法を用いたカイコ発生卵の電子顕微鏡試料作製法と、

カイコ初期発生過程における脂肪滴含有状態の電子顕微鏡像」

カイコ卵は、昆虫卵の中でも特に試料作製が困難な材料である。その理由と

して、①硬い卵殻をもつ、②卵細胞は非常に軟らかく壊れやすい、③液体成分

（水溶性・脂溶性）を多量に含む、ことなどがあげられる。カイコ卵の電子顕

微鏡（以下、電顕）観察は、1960～70年代に宮慶一郎博士（岩手大学農学部）

らの研究グループによる優れた研究がなされていたが、カイコ卵の電顕観察に

は高度に熟練した技術が要求されるだけでなく、液体成分があったであろう部

分の構造が充分に維持されず、得られた観察像にばらつきが生じる事などの理

由から、現在では殆ど行われていない。一方で近年、カイコ卵を用いた生化学

的・分子生物学的解析の進展に伴い、形態学的な解析の重要性が高まってきて

いる。私たちは、試料作製上のいくつかの技術的な問題を解決し、より簡単で

再現性の高いカイコ卵の電顕試料作製方法を確立することにより、カイコ発生

卵に含まれる脂肪滴の局在を検討した。発生過程での脂肪滴の局在性の変化に

ついては現在解析中であるが、本研究で確立したカイコ卵の試料作製方法につ

いての成果を以下に記述する。

卵殻の除去

カイコ卵を電顕で観察するためには、まず卵殻を固定前に除去する事が必要

である。カイコの卵殻は非常に硬く、殻の外側から固定液は浸透できない。ま

た、強酸、強アルカリ、次亜塩素酸ナトリウム、タンパク分解酵素などの薬品

処理を行っても溶解しない。従って、電解研磨したタングステン針などを用い

て物理的に除去する方法が長年用いられてきたが、卵殻内部の卵細胞は非常に

軟らかく壊れやすいため、物理的な卵殻除去には熟練を要する。本研究では、

カイコ卵を虫ピンの頭に瞬間接着剤で固定し、実体顕微鏡下でグレース昆虫培

養液中に移し、医療用のディスポーザブル注射針（27GX3／4，テルモ）を用いて卵

殻のみを切り裂くようにして除去した（図1参照）。この方法は比較的容易に卵穀

を除去することができ、卵殻を除去された卵は、培養液中で気管形成期前後ま

で成長した。
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図1　カイコ卵の卵殻除去
A；卵殻除去に必要な器具
（左側より、ヘアループ，ピンセット2本，ディ
スポーザブル注射針（lml用），注射針（27GX

3／4），虫ピン，瞬間接着剤，プラスティックシャ
ーレ）、この他に必要な物品；実体顕微鏡，パス
ツールピペット
B；卵殻除去の方法（実体顕微鏡下での作業）
虫ピンの頭部に卵を接着しく黒矢印）、実体顕微
鏡下でグレース昆虫培養液満たしたシャーレ内
で卵殻を注射針で縦方向（赤矢印）に切り裂く
ようにして卵殻を除去する。



高圧凍結・凍結置

高圧凍結は、奈良女子大学理学部に設置されている高圧凍結装置（EM－mCT，

Leica，Germany）を使用した。高圧凍結用の試料台は銅製の円盤で、中央の溝

（直径1．2mm，深さ20（恒m）に試料を置き、試料台の上下から挟み込むよう

にして試料ホルダーに装着する構造である。従って、この試料台の溝より大き

い試料はこの装置で凍結させる事ができない。カイコ卵はこの試料台の深さよ

り若干大きいため、フライス盤を用いて市販の試料台の溝をさらに175Pm掘

り下げたものを準備した（図2参照）。この加工試料台（直径1．2mm，深さ

37叫m）を用いて高圧凍結を行ったところ、未加工の試料台と同様の

1990～2030気圧の高圧状態を示し、加工試料台での高圧凍結が可能であること

が示されたので、以降の試料作製には全て加工試料台を用いた。

庶萱．一声華等＿
図2　高圧凍結用試料台の金属加工
A；未加工の試料台（左）と加工した試料台（右）
B；卵殻除去卵を試料台に載せた状態
未加工の試料台（左）、加工した試料台（右）、卵殻除去卵（矢印）
未加工の試料台では卵は溝から盛り上がっているが、
加工した試料台では卵は溝に納まっている。

カイコ卵は、凍結直前に卵殻を除去し高圧凍結を行い（未固定卵）、液体窒素

に入れた状態で浜松医大まで運搬し、本研究費補助金で導入した凍結置換装置

（EM・AFS，Leica，Germany）を用い、オスミウム・アセトンによる凍結置換作業

を行った。その後、Queto1812樹脂に包埋し、ウルトラミクロトーム（UCでLeica，

Germany）を用いて超薄切片を作製し、透過型電子顕微鏡（JEM・1220，JEOL，

Japan）で観察を行った。比較として、通常の試料作製方法で作製された試料の

観察像も示した（図3参照）。各試料作製方法による休眠卵の卵黄細胞の電顕像

を比較すると、通常法で作製された試料では、卵黄細胞の内部には卵黄顆粒と

核、ミトコンドリアなどが観察されたが、細胞内に無構造の部分が多く見られ

た。一方、高圧凍結・凍結置換法で作製された未固定卵の試料では、卵黄顆粒

膜の一部破損が見られたが、通常法の試料で卵黄細胞内部の成分が消失してい

たと思われる部分に、多数の脂肪滴や細胞質基質が観察された。
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図4　高圧凍結・凍結置換法で作製されたカイコ休眠卵卵黄細胞の超微細構造
A：未固定卵，B＝固定卵（2％グルタールアルデヒド前固定）
Mt；ミトコンドリア，L；脂肪滴，rER；粗面小胞体

カイコ初期発生過程における脂肪滴含有状態の電子顕微鏡

研究（1）で示したように、発生過程において卵内に蓄積されていた脂肪

滴は、胚体外卵黄から胚組織へと取り込まれ、醇化直前の発生後期に消費され

ている。胚体外卵黄に含まれる脂肪滴は、胚運動期以前（第一段階）、胚反転完了

期（第二段階）、点青期（第三段階）の三段階で胚体内へと取り込まれるのである。

ここでは、高圧凍結・凍結置換法を用いた試料作製方法により、初期発生過程

におけるカイコ卵の脂肪滴含有状態を観察した。その成果については現在解析

中であるが、その観察の一端として、第一段階の始めである胚盤葉期（sta酢3）

の胚組織と第二段階の胚反転完了期（sta酢22）の幼虫体内の電子顕微鏡観察像

を示す（図5）。第一段階の胚盤葉細胞では、細胞内に脂肪滴がグリコーゲン頼

粒と共に含まれていることが観察された。また、第二段階の胚反転完了期では、

dorsalclosureによって中腸内部に取り込まれた卵黄細胞と、発達中の中腸細胞、

体腔内の脂肪体、それぞれの組織内部に脂肪滴が観察された。このことから、

第二段階の発達中の幼虫体内において、中腸内の卵黄細胞の脂肪滴は、中腸内

で分解・吸収され、体腔の脂肪体へと輸送されていることが示唆された。同時

に、中腸細胞は形態学的に未分化な状態でも胚発生段階の早い段階から脂肪滴

の輸送に関して機能的に働いていることが示唆された。
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図5　高圧凍結・凍結置換法を用いたカイコ発生卵の電子顕微鏡観察像
A；胚盤葉形成期の胚組織，　B；dorsalclo邑u∫e完了期の幼虫体内
MG：中腸，YC；卵黄細胞，FB；脂肪体，
L；脂肪滴，yg；卵黄顆粒，g；グリコーゲン額粒

本研究課題成果のもたらした今後の電子顕微鏡観察への展望と期待

本研究課題で得られた成果は、難しかったカイコ卵の試料作製をより確実で

簡単なものとした事のみにとどまらない。第一に、通常法による電顕観察では

捉えにくかった脂肪滴や細胞質基質の観察を容易なものとし、化学固定等によ

るアーティファクトの少ない、生体内の状態をより反映した超微細構造の観察

が可能になった事が挙げられる。さらに、高圧凍結法は細胞・組織を無氷晶状

態で凍結させる事ができるため、生きた状態の細胞・組織を瞬間的に凍結固定

し、生体内での反応を超微形態学的に捉えることが可能である。また、試料台

の制約により凍結可能な試料の大きさが限られていたため、これまではあまり

多くの組織等の電顕観察に用いられることはなかったが、今回の検討で試料台

を加工することにより、わずかでも凍結可能な試料サイズが大きくなった事は、

非常に意義深い。たとえわずかな大きさの拡張であっても、高圧凍結が適用で

きる標本が大きくなったことにより、カイコ卵はもちろんの事、高圧凍結が可

能になった標本が増えたからである。

本研究課題で得られた成果をもとに、今後、高圧凍結・凍結置換法を用いた

電顕試料作製は、電子顕微鏡観察の主流となることが予想される。
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