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CHAPTER　I

ISOLATION　OF　IHE　SILKWORM　DIAPAUSE　HORMONE



lnsect　Dia Se

INIRODUCTION

　　　　　　　Diapaλ1se9　a　cessation　of　development　at　embrycnic,

1arva1,pupal　or　adJu,1t　stage　is　one　of　sl)ectacular　phenomena

in　insects｡　　lt　may　be　defined　as　a　temporary　interruption

of　development　which　would　occur　even　if　the　insects　were

kept　under　optimum　conditions　for　their　growth,and　a

period　of　adverse　conditions　such　as　low　teml)erature　and/o『

long　days　is　necessary　before　development　can　continue.

Furthermore　,　diapausing　insects　can　continue　their　arrested

development　even　if　environmental　circumstances　become

ade(!ju.ate　for　their　growth,whereas　quiescent　insects　resume

their　development　when　the　a(1verse　conditions　were　removed.

　　　　　　　The　occurrence　of　diapause　in　the　most　unfavourable

conditions　for　the　development　of　the　species,for　examl)1e,

the　low　temperatures　of　winter　or　summer　drought,　and.its

adaptive　value　for　the　species　clearly　show　the　role　that

environment　has　had　in　the　evolution　of　a　given　species.

Apart　from　this　common　lhylogeneticl　adaptation,in　so-called

゛facultative゛&Lapause　the　ambient　conditions　concerned　have

‘been　found　to　detemine　whether　the　geneticany　conditioned

'facultative゛diapause　will　actually　occur　or　not.　　0n　the

other　hand･,obligato:ry(1ial)ause　occurs　always　at　a　definite

stage　of　the　insect　irrespective　of　external　conditions｡

ln　other　words,insects　with　obligato:ry　diapalse　tepeat

only　one　generatioh　a　year　and　those　with　facultative

1
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diapause　repeat　more　than　two　generation　according　to　the

environmental　conditions.

　　　　　　　｢rhe　terminationof(1iapause　is　in　general　accomp!1she(1

by　exl)osure　of　the　diapause　insects　to　!ow　temperature　and/o｢

long　days.　　　During　this　long　period,physiogenesis　is

believe(1to　proceed　during　in　vivo　which　is　called　"diapause

development"(An1rewartha,1952).

　　　　　　　The　occurrence　9　maintenance　and　termination　of　d.1apause

are　also　studied　l)y　endocrinological　point　of　view　and

attracted&reat　interest　a｡mong　research　workers　in　the

field.　of　insect　endocrines　as　well　as　insect　biochemistry･

S11kworm　Dia Se

　　　　　　　Some　races　of　the　silkworm,12m22ΣZm2Ξ£,repeat

many　generations　1rrespective　of　environmental　circumstancGs,

which　is　calle(1　polyvoltinism.　　0ther　races　two　or　only

one　generation　a　year,the　fo:rmer　‘being　bivoltine　races

and　the　latter　univoltine　r　aces.　　Bivoltine　r&ces　are　of

the　facultative　diapause　and.　univoltine　races　the　obligatory

diapause,and　the　diapause　occurs　at　embryonic　stage　in　both｡

　　　　　　　The　studies　on　the　vo!tinism　of　the　silkworm　was

first　reported　‘by　Toyama　(1906)and.since　then　profound

results　were　obtained　by　only　Japanese　workers.　　Many

hypotheses　concerning　the　mechanism　of　diapaλ1se　indJuction

in　silkworm　eggs　were　put　forwardsz　production　of　a　substance

inhi1)iting　the　development　of　embryos(inh1‘bitory　substance

theory),1ow　activity　of　an　enzyme'11ke　substance　responsible

for　mobilization　of　yolk　surrounaing　em‘bryos(voltinism-

2



dete:rminer　theory),etc.　　But　these　theories　are　in　fact

working　hypotheses　and　nobody　knows　these　substances　stated

&bove(Hasegawa,!959).

　　　　　　　Hasegawa(!951)found　that　this　hormone　oriCinates

in　the　Suboesophagea1　Ganglion(SG)--an　obse:rvation　which

was　confirme　d　almost　simultaneously　by　R&ud£.　　　The　exterpa-

tion　of　SG　at　the　beginning　of　the　pupal　stage　causes　eg&s

which　were　destined　to　d-iapause　through　their　mother　to.

develop　without　diapause.　　ln　the　same　way　univoltine　fema!es

can　‘be　c&u.sed　to　lay　non-　dj-apause　e&gs,a　thin&which　they

never　do　ujn(1er　no:rlnal　conditions｡　　Conversely,a　fema!e

pupa　which　has　been　conditioned　to　lay　non'diapausinJ　eggs

receives　a　SG　from　a　female　which　wou!d　have　laid　diapausing

eggs　it　also　wi11　1ay　diapausing　eg&s｡　　?he　same　effect　can

be　produced　by　the　implantation　of　SG　from　either　females

or　males　of　a　univoltine　race.

The　Dial ,use　Hormone

　　　　　　　Since　the　findjLng　of　the　SG　activity　in　diaPause

induction　in　silkworm　eggs,Hasegawa　engaged　in　extraction

of　substance　secreted　from　the　SG　and　succee&d　in　extraction

of　this　substance　which　was　called　the　diapause　hormone

(Hasegajwa;　!957)｡　　The　hormone　was　extracted　from　SG　gnd

brain　complexes　dissected　out　from　ajbout　!5,000　silkworm

pupaes　the　coml)1exes　were　homogenized　in　8CZ　methanol　and

centrifu.ge(1.　　　The　supernatant　fluid　was　evaporated　in　vacuo

and　washed　with　ether｡　　The　aqueous　1&yer　was　then　extracte(1

with　chloroform.　　The　chloroform　extract　was　evaporated　to

5



Brain-suboesophageal　ganglion　comp!ex

　Precipitate

(suspended　in
80Z　methano1
and　re‐fractioー

nated.in　the

same　manner)

φ

1

1!｡　Homogenizea　in　80Z　methano1

2.　　Centrifuged

Supernatant

1.　　Freed　from　methanol　by

　　　　vacuum　evaporation

2.　Washed　with　ether

AqJueous

　Aqueous

(disc2ded)

Extracted　with　chloroform

Chloroform

(hormona1
　fraction)

Ether

PROCEDURE　USED　TO　SEPARATE　THE　DIAPAUSE　HORMONE　FROM　GANGL!ON　TISEES

from　K.　Hase&awa,Natujre,222.,1300(!957).
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give　a　solid　which　showed　a　high　diapause　indu.cing　activity

when　it　was　injecte(1　into　female　pupae　conditioned　to　lay

non-d.1aPausing　eJgs.　　　Consequently,the　diapause　hormone

secreted　from　SG　is　responsible　for　embryonic　diapause　in

the　811kwoln.

　　　　　　　Since　this　achievement　of　extraction　of　the　ho:?mone　,

its　purification　has　been　en&aged　using　more　than　one　m111ion

silkwo:rms　as　the　source　evel7　year｡

　　　　　　　The　d.iapaMse　eggs　of　silkworms　become　dark　a　few

days　after　oviposition.　　　This　pigment(ommochrome)originates

from　3-hydroxykym1renine(3-OHK)accumulated　in　oocytes

during　pupa1-a(1ult　development.　　　ln　non-diapause　eg&s,

however9　3-OHK　less　accumλ1ates　and　hence　no　coloration　in

them　was　observed.　　　Further,diapause　eggs　contain　about

60Z　higher　amount　of　glycogen　than　non-diapause　eggs.

These　characteristics　of　diapause　eggs　were　examined　by

Hasegawa　an(i　his-colaTborators　from　the　stand　point　of　the

mode　of　action　of　the　diapause　hormone.

　　　　　　　Hasegawa　andTamashita(1963,1965)have(11rectly

d､isclose(1　the　effects　of　the　hormone　on　the　penetration　of

3-OE　into　the　developing　ovaries　by　injecting　the　diapause

hormone　into　female　l)upae.　　　?hey　confirmed　these　effects

using　two　egg-color　mutants　of　silkwormsz　one　has　no　enzymes

to　transform　kynurenine　into　3-OHK,the　other　has　a　selective

permeabnity　of　3-OHK　in　its　ovaries(Yamashita,and　HaseJawa,

1%6)｡

5



　　　　　　　The　effects　of　the　diapause　hormone　on　the　glyco&en

content　of　th6　ovaries　and　the　b!ood　sugar　level　of　the

female　pupae　were　studied(Yamashita　and　HaseJawa,1965)｡

lt　was,then,conclu(1ed　that　one　of　the　actions　of　the　hormone

was　to　stimulate　the　penetration　of　blood　sugars　into　the

pupal　ovaries　and　their　deposition　therein　in　the　form　of

glycogen,thus　decreasin&their　content　in　the　haemo!ymph.

Correlation　of　g!ycogen　content　with　oocyte　age　and　its

synthesis　in　oocytes　was　demonstrated　to　e:xl)1ore　the　diapause

hormone-action　on　pupal　ovaries(Yamashita　and　Hasegawa,

197o).

　　　　　　　Recently,they　reporte(1　the　effects　of　the　d.1apause

ho:rmone　on　trehalase　activity　concerning　the　car`bohydrate

metabolism　in　the　silkworm　with　the　diapause(Yamashita　ana

Hasegawa,1967;　Yamashita,Hasegawa　and　Seki　,　1972).

Accor(1ing　to　this　paper,the　trehalase　activity　in　pupa1

ovaries　decreased　itself　by　extirpation　of　the　SG　secreting

the　ho:rmone.　　lts　activity　can,however,be　recovere(1　in

ca.　3　hr　by　injecting　the　diapause　hormone　intothe　SG-

removed　pul)ae　z　this　ho:rmone　facilitate　the　accumulation　of

glycogen　throuO　enh&ncement　of　the　treha!ase　activity　in

the　ovaries.

　　　　　　　ln　other　recent　investigation(Kai　and　Hasegawa,!971　,

1972)of　the　mode　of　the　hormone　affecting　protein　meta‘bolism

in　the　silkworm,"esterase　A",a　non-specific　esterase

involve(1　in　the　embryonal　development,disappeares　or　is

less　active　in　diapause　eggs　than　in　non-aiapaMse　egCs.

　　　　　　　Thus,the　diapause　hormone　has　been　known　to　play

6



important　roles　in　the　re£ulation　:Ln　the　mother　organism　of

the　silkworm　together　with　the　e&gs.

　　　　　　The　insect　hormones　whose　chemical　structures　are

knovm　to　date　are　moultin&holmone(MH)and　juvenile　hormone

(JH)classified　in　a　category　of　glan(1ular　hormone｡

　　　　　　EH　is　secreted　from　prothoracic　gland6,　acts　in

several　tissues　and　in(1uces　insect　moulting.　　　lts　structure

was　eluciaate(1　in　!965　by　Hm)er　and　Hopl)e　after　x-ray

crystanoG'aphic　analyses　as　l　(a-ec々sone).　lt　is　now

known　seven　zoo-ecdysones　isolated　from　animals　together　with

ca.　30　phytoecdysone　from　plants.

　　　　　　JH　is　secreted,on　the　other　hand,from　corpora

allata　and　has　morphologic,gonadotropic　a,nd　prothoracotropic

actions.　　ln　1967,its　structure　was　proved　to‘be　II

(C18'ju7e゛i16　ho=olle)byR611er　et　a1･　,　and　now　C17“JH

is　known　to　play　JH　activity･

　　　　　　　?ne　diapause　hormone(DH)now　isolated　from　the

silkworm　is　secreted　from　suboesophageal　glヽnglion,acts

on　pul)al　d.eveloping　ovaries　and.　induces　diapause　eJg　pro&mtion｡

lt　is　classified　as　neuro　hormone　together　with　brain　hormone

(or　activation　hormone:　AH)which　has　been　hiμ1y　purified｡

　　　　　　　The　life　science　of　such　insect　hormones　was　initiated

by　biologists　and　then　is　in　progress　in　the　fieldof　insect

endcrinology,where　the　chemistry　of　the　natural　prodncts

plays　also　an　important　role,　　　Eluci&1tion　of　the　chemica.i

structure　of　ecdysone　has　stinllated　investigaticns　on

7
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ecdy8one-1ike　substances　from　plants　as　well　as　other　insects

or　anima18.　　And　these　investigation　has　brought　a　gTeat

progres8　to　insect　phy8iology.　　And　then　the　chemical　research

correlating　the　insect　ho:rmones　takes　part　in　the　life　science

of　the　insect　by　it8　own　way　such　as　elucidating　their　chemica1

8tructures,total　synthesis　or　biogenesis(biosynthesis)of

them,etc.　　　However,tremendously　dlfficult　problems　are　left

unsolved,8ome　6f　which　should　be　elu61　Aated　chemically｡

Con8equently,chemical　approach　toward　the　study　of　the　silk-

worm　diapause　nlst　be　inevita7ble　for　fuzther　development　6f

the　study　of　the　silkwo:m　dlapause.

9



ABS?RACT

　　　　　　　The　diapause　ho:rmone(DH),secreted　from　the　sujboeso-

phageal　ganglion　is　responsible　for　the　embryonic　dj.apau.se

in　the　silkworm,12m12Σ!　m221£L.　　lt　was　extracted　by　an　effi-

cient　proced:u.re　from　two　millions　of　mated｡male　adult　heaas

of　the　silkwo:rm.　　At　lea8t　two　8pecies　of　DH　were　separated

from　the　extracts(a　complex　lipid.　fraction)by　gel　pe:rmeation

chromato&raphy　with　Sephadex　LH.20　by　organic　eluants｡　　One

of　them　wajs　further　pu:rified　by　repeating　gel　permeation

column　chromatogral)hy　with　Merckoge1R　Type　OR　6000　iil　the

cold.and.　dark　finany　to　give　a　single　peak　with　high　DH

activity.　　　This　preparation　seems　to　be　chemically　pure　and

its　molecular　weight　i8　chromatographica!1y　estimated　to　be

between　2,000　and　4,000.　　　0ther　characteristics　of　DH　are

also　presented.　　　Biological　activity　of　the　fina1　DH

preparation　i8　d.iscussed　with　reference　to　other　insect

ho:rmones　such　as　juvenile　ho:rmone　an(1　a-ecdysone.

ヽ

`;
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EXPERIME4TAL

1)　112EmL

　　　　　　The　activity　of　DH　in　a　test　sample　was　directly

estimated　by　observing　whether　or　not　diapause　eggs　wou!d

be　laid　by　moths　of　non-diapause　egg　producers　which　had

been　injected　with　the　sample　at　the　pupal　stage.　　SO

that　available　season　for　this　assay　is　practically　limited

from　April　to　December　in　a　year(about　ten　times)｡

Silkworm　pupae　of　a　polyvoltine　race　(N4)were

mainly　used　for　the　bioassay,and　sometime8　those　of　a

hybrid　between　l)aizo　(bivoltine　race)and　N4were　also　used｡‘

These　non-d.iapause　egg　prodjucers　were　expo8ed　to　a　low

temperature　and　a　darkness　during　the1r　emTbryonic　life,

so　that　the　female　adults　should　be　destined　to　lay　on!y

non-d.iapause　egg8　but　no　diapause　eggs.

　　　　　　　Samples　to　be　assayed　were　dissolved　or　suspen(1ed

in　water　containing　a　small　amount　of　ammonia,and　was

injecte(1　into　3-day　old　pupae　with　a　finely　tapered　glass

capillary.　　　Each　5　to　30μ1　of　different　concentrations

of　the　solution　was　mainly　injected　into　9　pupae　in　the

dorsu2　of　their　pregonadsl　segment　avoiding　the　dorsa1

vesse1.f　　?he　pupae　injected　with　the　test　8ami)1e　emerged

1'　The　injections　of　test　samples　are　most　effective　in

3-day　old　pupae　to　produce(1iapause　eggs　owing　to　avoiding

1!ΣIZ£inactivation　of　the　inj　ected,(to　be　continued)

11



4　or　5　days　after　the　injection　at　27-28oC｡

　　　　　　　ln　genera1,3　days　after　oviposition,diapalse　eggs

become　dark　brown　in　color　owing　to　the　p1&ment(ommochrome)

formed　in　the　serasa　cells,while　non-diapause　e&gs　remain

pale　yellow　up　to　the　end　of　embryonal　stage.　　　Therefore,

3　days　after　oviposition,we　can　estimate　the　degree　of　DH

activity　of　test　saJnples　by　observing　the　color　of　the　laid

eggs.　　　?he　degree　of　DH　activity　of　a　given　sample,　thus

estimated,is　e:xl)ressed　as　follows:

　　　　　　　+++　　indicates　the　prodllction　of　all　or　most　diapause

　　　　　　　　　　　eggs,ind.icatin&that　the　inj　ecte(1sample　has

　　　　　　　　　　　strong　DH　activity;

　　　　　　　++　　‘both(Uapause　and　non-diapau.se　eg&s,number　of

　　　　　　　　　　　the　former　is　less　than　the　latter;

　　　　　　　　+　only　a　few　diapause　eggs;　and

　　　　　　　　-　no　diapause　eggs.

lntermediates　among　these　de&rees　are　tentatively　presented

as　〈+++,>++,〈++,>+,〈+and±.
　　k

　　　　　　　Fig.　1-£was　taken　a　few　days　after　oviposition,

indicating　that　egg　color　becomes　reddish　in　300and　200Rg

injections　of　DH　fraction,whilst　remains　yellowish　in　less

amount　of　the　fraction｡　　Colore(1　eggs　are　diapaλλse　eggs

samples.　　Purified　DH　preparations,however,were　injected

one　day　later　when　the　compoujnd　eyes　colored　dark　red,

becaλlse　by　the　usual　method,　　the　lH　is　completely　inacti-

vated　before(fU-splayin&its　activity･

12



produced　by　the　action　of　the　DH　injected,while　remaining

yellowish　eggs　non-diapause　eggs　produced　without　any

effect　of　DH.　　11herefore,the　emb:ryos　of　the　forner　eggs

overwinters　in　this　state,while　those　in　the　latter　develop

and　hatch　from　egg　shells　as　larvae　with　black　pi§ment.

Thus,in　Fig.　1-!　are　shown　those　black　non-diapause　eg£ヽs

with　larvae　｣ust　before　hatching,　!　indicates　larval　hatching

froJn　non-diapaλ1se　eggs　and　!!　the　white　egg　shells　after

larval　hatching　and　colored　eggs　remaining　in　diapause｡

ln　200and　300R&injections　of　DH　fractions,all　or　almost

all　　　　eggs　are　of(1ia4)au8e　type　ana　in　50　}1g　injections

of　them,　the　eggs　are　mostly　of　non-diapause　type　thoug4　a

few　diapause　eggs　were　prohced.　Sus,　the　holnonal　activity

of　this　sample　is　estimated　as　follows:　+++in　both　300and

200　Rg/pupa9　++ill　100　'}1&/yup89　alld+　ill　50μg/pupa9

respectively･

　　　　　　Silkworm　larvae　generally　hatch　from　non-diapause

eggs　ajbout　ll　days　after　oviposition.　　　Therefore　,　more

than　2　weeks　after　oviposition　of　adults　injected　with　a

test　sample,dj.apause　eggs　and　egg　shells　of　non-diapause

eggs　after　larval　hatching　(just　like　the　picture}50Fg

in　Fig.1)can　be　counted　in　each　batch　of　eggs　laid　by

each　adult.　　To　compare　IDH　activity　among　the　test　samples

in　detai1,some　percent　portions　of　the　d.iapause　eggs　of

aTbout　9　adults　was　referred　'to　as　the　DH　activity　of　a

&iven　amount　of　the　sample.

　　　　　　?u2rthe:rmore　,　in　order　to　estimate　the　relative`

13



efficiency　of　extraction　and　purification　of　DH,a　diapause

hormone　unit(DH　unit)was　tentatively　established.　　0ne

DH　unit　is　defined　as　the　amount　of　a　test　saml)1e　necessary

to　produce　on　an　average　40-60Z　dlapause　eggs　when　injected

in　a　non-diapause　egg　producer.

2)　Eμeμμs

　　　　　　　?he　most　adequate　sourc&　for　the　preparation　of　DH

seems　to　be　the　complexes　of　brain　and　su゛bQesophagea1

ganglion(SG),which,however,must　be　dissected　out　from

silkworm　pu.pae.　　Hence　they　can　be　used　only　in　case　of

small　amount　prepa,ration　and　they　cou1(1　be　collected　in

impractically　sufficient　amount　for　the　chemical　studies,ヽon

IE.　　　The　finding(Hasegawa,1964)that　DH　content　in　the

silkwo:m　male　adult　heads　is　lmch　higher　than　that　in　females

made　it　promising　for　us　to　collect　sufficient　amount　of

the　male　heads　as　the　DH　source　,　since　they　are　usually

discarded　in　the　last　course　of　the　silkworm　seed　prodλlction｡

ln　every　year,more　than　one　million　adult　heads　were　kindly

supplied　from　the　Nagano　Silkworm　Seed　Rroduction　lnstitute　,

where　the　moths　were　dried　l)elow　80oC　and　their　heads　were

cut　off.　The　whole　heads　were　throuμ1y　ground　at　room

temperature　with　a　mechanical　puiverizer　and　used　for　the

following　investigation.

14



SEX　DIFF£RENCE　IN　CONTENT　OF　DIAPAJUSE　HORMONE　iN　MO?H　HEADS

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　(Gimpaku,　l　diapause　'　race)

Sex　of　Amount　of

　　　　　　　extract

donors　injected(mg)

Avera£e　num‘bers　of　eggs　laid

Non-diapause　eggs

　　　Avsrage

percentaJe　of

Diapause　eggs　.dj.apause　eggs

§

♀

♀

♂

♂

O.8(=25　heads)

1.6(=45　headq)

0.

1.

8

6

(=18　heads)

(=36　heads)

289

278

229

167
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―

0.

5.

12.

59.

0

2

6

6f

By　exclusion　of　the　moths　showed　low　response　(5.1　and　13.y,the

percentage　is　on　an　average　49.6　ranging　from　40.0to　71.3.

from　K｡　Hasegawa,J.　Exp.　Bio1.　j1,855(1964).
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3)　§Σ!Ξ2£2!

　　　　　　The　procednre　origina1!y　used　for　extraction　of　DH

from　the　dissected　brain-SG　complexes(Hasegawa,!957)could

not　be　applied　for　extraction　of　it　from　the　whole　adult　heads

in　a　large　scale.　　After　many　trials,we　have　finally

estajblished　extraction　procedu.re　as　indicated　in　Fig.2.

　　　　　　?hus,the　pulverized　one　million　heads(ca.2　kg)were

washed　with　acetonef(2.5　1　×　5　times),and　the　resiae　was

extracted.three　times　with　2.5　1　portions　of　a　mixture　of

methanol　and　chloroform(1:1)t　　The　extracts　were　evaporated

under　re&ced　pressure　below　50oC　to　give　an　oily　residue,

which　gave　precipitates　by　addition　of　acetone｡　　The　precipi-

tates　were　collected　by　centrifugation,rinsed　with　acetone

and　then　partitioned　between　‘butanol　and.　water｡　　The　upper

(‘butano1)1ayer　was　separated　and　washed　well　with　water

(over　five　times)to　become　free　from　water‐soluble　materials

and　then　eva{porated　in　vacuo　to　dryness　to　give　a　dark

brown　solid(Diapause　Hormone　Extracts:　DHE).　　　The　yield

of　the　DHE　from　one　minion　heads　゛as　50　9,and　900　Rg　of　this

DHE　which　corresponds　to　about　50heads　was　as　active　as　1　DH

unit.　　Thus9　the　efficiency　of　this　extraction　procedJure　is

comparable　to　that　of　the　dissected　brain-SG　complexes　as

the　DH　source　for　the　extraction｡

f Reprodjucibility　of　this　procedure　was　confirmed　during　the

couJse　by　monitoring　the　residJual　weight　after　evaporating

every　extract　as　shown　in　Fig.　5-a　and　Fig.5-b｡
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Pulverized　one　m111ion　adult　heads(ca.　2　kg)

Washed　with　acetone

　､　1

Residue

Extracted　with　a　mixture　of

methano1-chloroform(1:1)

Extracts　(ca.160　g)

Acetone(ca.400　g)

Residue

1.Concentrated　in　vacuo　below　50°C

2.Washed　with　acetone

Residue

1.Dissolved　in　butano1

2.Washed　with　water

BuOH-1ayer

Acetone

Acueous　layer

　　　　　1

　　　　　　　　Concentrated　in　vacuo　below　50°C

Hormon!11y　active　solid(30　g);[DHE]

Fig.　2　　Flow　sheet　of　extraction　of　the　diapause　ho:rmone

　　　　　　　　froi　one　million　adult　heads　of　mated　males｡
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　　　　　　The　yield　of　DHE　is　!ittle(!ifferent　from　sample　to

sample　used　every　year　so　as　to　follow　just　the　same　proce-

dure　every　time　,　and　correspon(1ingly　the　holmonal　activity

of　it　is　almost　in　unity　amonJ　them　as　111ustrated　in　Fig.　4.

The(Uapause　ear　percentage　increases　as　the　dose　rises　with

d.rowing　a　curve｡f

f　　rrne　reason　why　it　does'not　correlat9　1inearly　lies　in

the　biological　fact　that　all　eggs　in　the　ovaries　of　a　silk-

worm　are　not　always　sensitive　to　the　hormone.　　Thus,some

eggs　are　considerea　to　be　decide(1　a1ready　as　non-(!1apause

when　the　hormone　is　injected,and　some　eg&s　do　not　&row　up

to､a　stage　being　destine(1　to　be　diapause　or　non-diapause

until　the　time　when　the　hormone　still　exists　therein.
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4)Purification　Ste I

　　　　　　Gel　permeation　chromatog:raphy　with　Se?hadex　LH-20

(1imited　molecular　weight　to　be　permeated,　4,000)using

or9Jlic　solvents　was　applied　to　the　f1rst　preparative　scale

of　purification.　　Althou&h　DHE　is　sparingly　soluble　either

in　methanol　or　in　chloroform,it　dissolves　easily　in　a　mixture

of　methanol　and　chloroform(or　dichloromethane),especially

in　a　1:1　mixture　of　the　two　solvents.　　The　best　solve4t

gystem　for　the　chromatography　of　DHE　was　dete:rmined　after

analytical　tests(Fig.　12　and　Tajble　4)as　methano1-dichloro-

methan6(9:1).As　mS　is　fa1rly　stajble　to　heat　and.!ight

(Ta1)1e　3),this　chromatography　was　carried　out　at　room

temperature.

　　　　　　Sephadex　LH-20　(160g)(Pharmacia　Fine　Chemicals,

Uppsa!a,swe(len)was　suspended　in　meth&no!-dichloromethane

(9:1)for　2　days　with　occasional　shaking　and　then　packed　into

a　glass　column(2.5　×　150　cm)fonowed　by　washing　with　ca.

2　1　of　the　same　solvent　mixture　before　use｡the‘bed　being

110cm　in　length.　About　1,000　mg　of　DHE　was　dissolved　in

2　ml　of　the　solvents　(9:1)and　the　solution　was　centrifuaed｡

The　supe:rnatant　containing　ca.　700mg　of　DEE　was　placed　on

the　column　which　was　then　eluted　at　a　rate　of　5　m1/hr　for

ca.　5　hr　and,then　at　10　m1/hr.　　　The　fraction　containing

eve:ry　6　ml　of　the　eluents　from　the　co!umn　were　conected

and　each　fraction　was　evaporated　in　a　10-m1‘bia1,which　had

been　weighed　beforehand,　and　dried　in　vacuo　‘cver　rhosphorls

pentoxide.　　　The　chromatograa　was　monitored　by　weijling

the　residual　material　in　eve:ry　bia1.､　Fig.5　1!1ustrates
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Fig.　5　　First　chromatography　of　the　diapause　ho:rmone　extracts(DHE)｡

Original　sample,700mg　of　DHE　(1　mE　unit/900μg)1n　2　m1;　ge1,

Sephadex　LH-20,160　g;　column,2.5　×　150　cm;　elution,my;hano1-

dichloromethane(9:1);flow　rate,　5　to　10　m1/hr;　fracti｡n　size,

6　m1/tube.　　Cross-hatched　area,　DH　fraction　with　!　DH　lmit　by

90μg/pul)a　injections.
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a　typical　one　of　the　f1rst　chromatop?ams.

　　　　　　ln　the　first　chromatogram　(Fig.　5),a　sman　peak　on

the　left(tubem�ber,23)ana　the　larGest　peak　on　the　center

(tu7be　nunTber,35)consist　of　main!y　peptides　and　dihydrosphin-

gomyelin(III),respectively.゛゛゛　　lhe　hormonally　active　frac-

tions,which　show　1　DH　unit　by　90Fg/puPa　injections,1ocate

‘between　the　two　peaks,i｡e｡in　the　cross-hatched　area(tu`be

numbers,24　to　32).　　?hat　is,　DH　activity　of　these　fractions

increased　ten　times　to　that　of　the　origina1　DHE.　　　Therefore,

this　chromatography　is　ve〕7　efficient　to　separate　active

component　from　DHE;　the　yield　being　almost　quantitative.

f　The　reproducibility　of　the　lst　chromato&ram　is　ve:ry　high:　‘

dihydrosphingomyelin,the　major　peak,　e!utes　into　almost　the

same　numTber　of　the　tubes.　0nly　the　majcr　peak　(tube　nuzbers,

34　to　36)　amounting　ca.　20Z　ofDHE　solidifies　into　white

ge1-!ike　material　when　all　of　the　tubes　from　the　column　were

stored　at　-20oC　for　several　hours｡　　These　factshelped　us

to　fin(1out　exact　tul)es　having　dihy&rosphingomyelin,ana　hence

monitoring　of　the　every　chromatogram　by　weighing　the　eluent　s

waS　not　necessary　in　order　to　find　out　the　hormona1!y　active

fractions.

　　　?he　structure　of　dihydjrosphingomyelin(III)was　identified

as　fonows=　Rf=0.3(silica　ge1　G,CHC1 3‾h30H“H20゛6515`5);
　　　　　　-

cH3(cH2)12cH2cH{I♀I“cH2o`P°o(o')“cH2cH2j(c≒)3

　　　　　　oH　NHco(cH2μc≒

　　　　(III)Dihy(irosphingomyelin
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　　　　　　The　hormonally　active　fractions　indicated　in　the　cross-

h4tched　area　in　Fig.　5　were　combined゛and　re-chromatog7aPhed　on

a　longer　column(1.5　×　300cm)with　a　minimum　dead　space,which

was　designed　for　more　precise　sepaJation｡　　To　this　co!umn　was

packed　Sephadex　LH-20(160　g)whose　heμφt　was　ca｡　285　cm　after

washing　with　methano1-dich!oronethane(9=1)｡　　About　150　nJ　of

f　　The　active　fractions　of　the　first　chromatoCram　wQre　com-

bined　by　dissolving　in　methano1-dichloromethane(1:1),but

they　some　times　contained　insoluble　material　when　re-dissolved

in　the　solvent　system(9:1).　　　soluble　fraction　in　this　solvent

system(ca.　80Zof　the　collectednmounts)was　used　for　the

second　chromatoJraphy　after　centrifugation.　　　The　insoluble　　‘

material　had　almost　the　same　DH　activity　as　the　soluble　fraction.

(continued　from　tμe　forward　page)

‰B『
(cm'1

3400,2950,2850,1640,1545,1470y　1255,　1085,1050,%5

);6
CDC1

ppm

3“CD 50D1.85(6H,t),1.27(ca.　40H,br　s),2.1(6H),

3.18(9H,s),5.6(2H),4.0-4.　3　(8H),5.3-6.2(ca.　3H);Dngen-

dorf,+;　treatment　of　an　acid　hydrolysate　with　diazomethane

gave　methyl　behenate　53μ,methyl　arachidonate　μ‰　etc.　by　glc

analysis　on　12Z　DEGS　colulm　at　195oC;　treatment　of　the　a!kaline

hy&olysate　with　N,0-bis(trimethylsily1)acetami(1e　showed　the

same　retention　time　(4.　9　min　at　150oC)on　2Z　SE-3091ass　column

as　lMS-dihydrosphingosine　preparea　from　bovine　sphinJomye!in

hydrogenates　on　Pd-C　and　their　mass　spectra(m/e　513,etc｡)

were　superimposable.
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active　substEmce(1　DH!.mit　in　90　R&)obtaine(1　from　the　first

chromatoJraphy　was　dissolved　in　O.5　ml　of　the　mixed　solvent

and　the　solution　was　poured　on　the　colym,which　was　deve!oped

with　the　mixed　so!vent　at　a　rate　of　1.1　to　1.5　m1/hr｡　　The

eluents　were　collected　in　eve:ry　200　drops(ca.　1.5　m!)per

tube,and　the　chromatoGTam　was　monitored　by　weiChin&　the

residue　of　the　eluents　after　evaporation.　　A　tyrical　diaJram

of　the　second　chromatogral)hy　is　illustrated　in　Fig｡6,in

which　DH　activities　of　some　fractions　are　also　shown　by　20Fg

per　pupa　lnJ　ectlons.

　　　　　　　in　the　second　chromatograJn(Fig.　6)are　there　a　sma11

(tube　numl)er,51)and　the　largest　peak(tube　mmber,82)which

correspond,res2pective!y,to　the　peptide-　and　the　dihydro-　　　　'

sphingomyelin-peak　of　the　first　chromatoJram(Fig.　5)｡　　lhe

half-height　width　of　these　two　pejks　are　eqJuivalent　to　about

4　tubes,indicating　that　the　second　chromatography　was　ve:7

efficient　to　separate　these　materials　in　a　narrow　range｡

On　the　other　hand,　fractions　with　high　DH　activity　were　widely

spread　over　13　tubes(tube　numbers,54　to　66).　　?his　fact

suggests　the　presence　of　at　least　two　tyPes　of　DH;　fractions

in　tube　mmTbers　54　to　61　being　tentatively　called　as　Fraction　A

and　those　in　tube　nam1)ers　63　to　66　as　Fraction　B｡　　DH　content

in　Fraction　B　is,however,changeable　from　sample　to　sample｡

　　　　　　　Repetition　of　Sephadex　LH-20　chromatoG?aphy　of　the

active　Fractions,A　and　B,farther　three　times　at　:room　tempera-

ture　gave　finally　one　single　peaks,respectively.　　The　DH

activity　of　them,however,did　not　increase　more　than　that

of　the　starting　materia1.　　The　re&son　why　DH　activity　did
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Original　sample,　150mg(1　DH　unit/90μg)inO｡5　m1;　ge1,

Sephadex　LH-20,1　60　g;　column　,　1.5×300cm;　elution,methano1-

dichloromethane(9:1);flow　rate,　1.1　to1　.　5　mi/hr;　fraction

size,1.5　m1/tube;　assayed　fractions(bars),avera&e　percen｡

ta&es　of　the　diapause　eg&s　produced　by　20　wΓΛmpa　injecticns.

Cross-hatched　areas　A,Fraction　A(tube　numbers　54　to　6!〕and

B,Fraction　B(tube　numbers　63　to　66).
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not　increase　in　such　purification　steps　would　be　that　Purified

sanples　containing　more　DH　became　more　labile　to　heat　and

light.
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5)Parification　Ste II

　　　　　　Fu.rther　purification　on　the　Fraction　A　had　to　be　carried

out　in　the　dark　at　a　low　temperature.　　The　best　solvent　system

used　in　the　purification　step　l,howover,could　not　be　used　in

this　case　because　of　its　low　solu‘bility　in　the　cold･.　　We　haa

to　find　out　a　new　techni(rue　in　order　to　perform　fujrther　purif1-

cation　at　a　low　tem:perature(practicany　below　5oC)｡　　New　J91s

for　pe:rmeation　chromatogra!)hy　using　or&anic　solvents　have　become

commercially　availaTble　since　1971,i.e.　Merckoge1R　Type　OR

(E.　Merck,　Damstadt,Gemany).　0ne　of　them,　R0　6000(11mited

molecular　wei&ht　to　be　pemeated,　4,000)exhibited　satisfactory

results　for　DH　separation　using　hl　mixture　of　methanol　and

dichloromethane　as　the　solvent.

　　　　　　Since　the　bed　volume　of　the　Merckogel　coluJrm　is　extre-

mely　changeable　with　the　pressure,we　used　a　&1ass　column

(○.8　×　200　cm)e(ru.ipped　with　a　porous　tef!on　filter　at　each

end,an(1　a　mobile　column　stopl)er　was　placed　on　one　end　to

adjust　the　filter　on　the　ge1　1)ed.　0ne　end　of　this　column

was　connected　to　a　drop-counting　fraction　conector,　and

another　end　to　a　constant　flow　pump(JLC゛P2゛JEOL゛Tokyoi

Japan)through　a　sampler　(used　for　liqjuid　chromatograPh,　JLC-

3BC,JEOL)with　a　teflon　tubing,respectively.　　　Merckoge1R

Type　OR　6000(45　g)was　suspended　in　methano1-dichloro:lethane

(1:1)for　2　days　with　occasional　shaking,then　washed　by

decantation　and　packed　into　the　column.　　After　letting　the

gel　bed　settle　down　by　washing　the　colurm　wi゛th　the　mixed

solvent(1:1)at　a　constant　presaure,aTbout　40　mg　of　FractionA

was　charged　in　the　sampler　and.　introdJuced　into　the　column
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without　pressure　change.　　　The　column　was　developed　at　a

flow　rate　of　ca.1　m1/hrin　a　co1(1　dark　room　(ca.　5oc),

Fifty　drops　(ca.0.4　m1)were　collected　in　each　tube｡

The　chromatogram　was　monj　tored　by　we1&hin&　the　eluents

afTter　evaporation　in　vacuo　over　P205゛　　A　typical　diaμ゛aJI1

of　the　third　chromatography　is　shown　in　Fig.　7　toJether

゛ith　:DH　activity　of　some　fractions　testedyl)y　9　Rg/pupa

lnJectlons.

　　　　　　　As　Fig.　7　indicates,high　DH　activities　in　the

chromatogram　locate　in　both　sides　of　the　largest　peak,

especially　in　the　shoulder(tube　numbers,36　to　40),but

the　peak　itself　shows　comparatively　low　activity.　　The

active　fractions　before　the　peak　seem　to　be　derived　from

Fraction　A　of　the　second　chromato£Tam,an(1　those　a.fter　the

peak　from　Fraction　B.　　　Tota1　DH　units　in　40　mg　of　origina!

Fraction　A　are　2,000,whereas　those　in　the　assayed　ten

fractions　in　the　3rd　chromatogram　are　calculated　to　be　ca.

1750,i.e.　87Z　of　DH　are　rec6vered　in　the　ten　fractions｡

Hence　almost　a11　DH　was　recovere(1　without　any　decTement　of

the　activity.　　　Chromato£゛raphy　by　the　Merckogel　at　a　low

temperature　was,thus,quite　satisfactory　for　isolation　of

DH　from　highly　active　DH　fractions.

　　　　　　Further　purification　by　the　fourth　chromatography

was　performed　on　25　mg　of　hiOly　active　fractions　conected

from　tube　mmbers　36　to　59　of　the　third　chromatoJ7aphy

using　methano1-(11chloromethane(1　:1　)　at　a　flow　rate　of　ca｡

1.1　m1/hr　on　a　column(0.8×400　cm)j　which　consists　of
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Fig.　7　Thir(1　chromatog'aphy　of　the　diapause　ho:rmone.

U

Original　sample,　40　mg　of　Fraction　A　(1　E　unit/20μg)in

O.2　m1;　ge1,　Merckoge1R　Type　OR　6000(270-600mesh),45　g;

column,0.8　×　200　cm(see　text);　elution,methano1-(11chloro-

methane(1s1);now　rate,　1　m1/hr;　fraction　size,　0.4　m1

per　tube;　assayed　fractions(bars),avera&e　percentages

of　the　diapa,se　eggs　produced　by　9　μ&/pupa　injections.

Cross-hatched　area:　used　for　the　fo!1owing　chromatography･
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two　200　cm　columns　used　for　the　3ra　chromatography　j　ointed

together　with　a　teflon　tubing.　　Fifty　lrops(ca｡0.4　m1)

were　collected　in　each　tube｡　　The　chromatogram　was　also

monitored　by　weighing　the　eluent　by　1　μg-scale　after

eval)oration.　　?he　fourth　chromato&ram　shows　only　one

single　peak　as　illustrated　in　Fig｡8.where　DH　activities

on　five　fractions　were　tested.　　Centra!　three　fractic　rs

of　the　peak　show　a,n　eqjually　strong　activity(ca.　1　DH　unit

in　6　Fg)9　but　fractions　inits　both　sides　were　less　active.

DH　activity　of　the　fraction　at　the　center　of　the　peak　in

the　fourth　chromatogram(tube　num‘ber　57)was　assaye(1　in　deta11

(Tajble　1-a　an(1　Tajble　1-b)｡　ln　taTble　1-a　are　shovm　the

actually　prodjuced　diapause　e&gs　and　in　?ajble　1-b,those

summarized　results.　　And｡the　mean　diapaise　egg　percentage

is　illustrated　against　dose　in　Fig.　9.　　?hus,the　higher

the　dose　the　nlch　higher　the　percentage　of　diapause　egg

pro(hctiony　and　6　Fg　of　the　fraction　were　as　active　as

to　produce　about　100diapaλ1se　eg&s｡

　　　　　　Ei&ht　mg　of　hi&hly　active　fractions　collected　from

tube　num7bers　53　to　61　of　the　fourth　chr｡natogram　was　re｡

chromatog'aphed　on　the　same　column　us2d　for　the　preceeding

chromatoJraphy　at　a　now　rate　of　1.25　m1/hr　collecting0.6　m!

per　tube.　　　There　finally　obtaine(!　one　homogeneous　peak

as　indicated　in　Fig.　10.　　Five　Fg　of　the　central　fraction

of　the　peak　was　as　active　as　to　produce　diapMlse　eggs　with

an　average　of　27.7　per　cent,which　corresponds　approximately

to　1　DH　unit　in　6　Fg(see　Fig･　9).
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Fig･　.8　　　Fourth　chromatography　of　the　diapause　hormone.

Original　sample　,　25　mg　of　fractions　conected　from　cross-

hatched　area　in　the　3rd　chromatoFams(1　DH　unit/9　μg);

ge1,Merckoge1RType　OR　6000,90g;　column,　0.8×400cm;

elution　and　fractionation,identical　to　the　4th　chromatc-

graphy;　assayed　fractions(bars)9　average　percentage　of　the

diapase　eGs　produced　by　6　Rg/puμinjections.　Cross-

hatched.areas　used　for　the　following　chromatography｡
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Table　lA　Production　of　diaPause　eggs　by　the　fraction　at　the　toP　of　the　fourth　chromatogram･･

Amount　of

fractions

injected
　　(μg)

l
　
　
{
/
}
　
　
4
　
　
　
z
o

Nu!Tlber　of　　　No.of No.of

　PuPae　　Adu!ts　　adult?　1aying　adults　laying
　　　　　　　　　laylng　　non-dlaPause

inj　ected　　eggs　　　eggs　alone　　　　diaPause　eggs

9

9

9

9

q
'
　
　
O
z
　
　
　
R
y
　
　
　
n
{
)

Recipients:　Pu.Pae　of　N4

3

O
　
　
　
1
　
　
　
0

6

9

7

8

(a　Polyvoltine　race).

Average　no.　of　eggs　laid　　Percentage　of　diaPause　eggs

non-diaPause

　　　　eggs

239

193

182

163

diaPause

　　eggs

4
　
　
　
7
　
　
　
z
o
　
　
　
7

　
　
　
　
　
1
　
　
　
4
　
　
　
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

Min.

0.

3.

0.

28.

0

1

0

5

Max｡

5.

21.

37.

52.

0

3

6

9

Mean

1.

8.

20.

39.

6

5

4

2.
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ch:romatograz(Fig.8).

Diapause　eg　percentages　were　plotted　against　injectea

aaount(Fg/pupa);　N4　race　was　used‘
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the　diapause　ho:rmone.

original　sample　,　8　mg　of　the　fractions　collected　from　tube　numbers

53　to　6i　of　the　4th　chromatography;　ge1,column　and　elution,

ldentical　to　the　4th　chromatography;　now　rate　,　1.25　m1/hr;

fraction　size,　0.7　m1/tube.
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　　　　　　　lajble　2　is　the　suJnmary　of　the　purification　se(luence

ofDH　starting　from　2.18　m1111on　mated　male　adMlt　heads

of　the　silkworms.　　lhus,tota1　:nH　units　in　finally　purified

DH　prepa.:ration　are　500　,　corresponding　to　less　than･　IS　of

those　in　the　original　heaas.　　Wo:rk　on　t1;1e　improvement　of

the　yield　is　now　in　progz゛e8s.

y
1
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Table　2.　　Summary　of　purification　of　the　diapause　hormone　from　2.i8　m111ion

　　　　　　　　　male　adult　heads.

4､

Purification
lnitia1　Weight　Fina1　Weight　　　Activityi

　　　　　　　　､､(g)　　　(g)`(pg/1DH　unit)

　Total

DH　unit's

hOH゛CHC13 extraction

B゛OH‾H20　p゛titio゛[pHE]

!st　chromato`graphy　on
　　　SePhad6X　LH-20

2nd　chromatography　on

　　　SePhadex　LH-20

4,260

　327

　　38

0.93

3rd　chromatography　on　　(Fr.A)O.165
　　Merckoge10R　6000

4th　chromatography　on

　　　Merckoge10R　6000

5th　chromatograPhy　on

　　　Merckoge10R　6000

0.02`5

0.008

327

　63

2 ｡1

0.167(Fr.　A1
0.117(?r.　B)

0.029.

0.012

0.003

900

　90

0
0
　
9
　
　
6
　
　
㈲

70

23

　　　-

,000

,000

8,300

5,800

3 ,200

2,000

500

i　This　is　defined　as　the　amounts　of　test　sample　which　gives　40‘60Z　diapause　eggs

゛he゛　1゛j　ected　1゛t°　p゛Pse　°f　p°1y゛゜1t1゛e　r8ce　(N4);†5μg　1゛ject1°゛s　of　this

sample　were　as　active　as　to　Produce　diapause　eggs　with　an　average　of　27　.　7　Z　,　6　μg

injections　being　estimated　t9　yield　1　DH　unit.　　　　　　　‥
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m:scussloN

　1　)　Extraction

　　　　　　　te　first　extraction　of　iE　(Hasegawa,1957)was

　achieved　from　80μmethanol　homogenates　of　brain-SG　complexes

　dissectedy　out　from　811kworm　pharate　a&ats.　ln　thi8　ca8e,

　the　active　principle　was　located　in　aqJu,eou8　1ayer　41en

　washed　with　ether　a｡nd　it　Wai　extractea　with　chlorofozm　from

　the　aqJueous　layer.　　However,1n　ca8e　of　whole　adult　heads

　used･　as　the　6ource　,　the　active　p:rinciple　was　located　in

　the　ether　£raction　when　the　first　extraction　proced:uze　wa8

　followed.　az1(1　DH　was　precipitated　by　ad.dition　of　excess　acetone

　to　the　ether　fraction.〕　!11his　difference　may　come　from

　ahi&11pid　content　in　the　whole　heads.　ln　the　case　of

　small　scale　extraction　from　the　whole　heads　a　slight　modifi-

　cation　of　the　first　procedure　was　neces8ary,but　the　proce-

　auz゛e　was　not　aaequate　in　a　large　scale　extraction.

　　　　　　　0ne　of　the　difficulties　encountered.　dur14g　establish-

　ment　of　the　new　extra,ction　procedure　shown　in　Fig｡2　was

　that　the　pupae　that　had　been　inj　ected　with　the　methano1-,

,chloroform　extracts　4owea　an　a7bno:rmality　in　the　metabolism

　and　the　resultant　adults　laid　only　ve27　few　eggs　without

　any　indication　of　DH　effect.　　lherefore,the　hozmona1

　activity　of　the　extract8　was　hardly　estimated　in　the　e&zlly

　stage　of　the　extraction.　　　After　some　trials,we　have　founa

　it　effective　to　p&rtition　the　complex　lipid　fraction,

　methano1-chloz･oform(1s1)extracts.,between　batanol　and　water
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i
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to　remove　water　soluble　materials,especially　proteins　which

miat　distufb　the　bioa8say.　　:No　dj.fficulties　occu:rred,　1n

performing　the　bioassay　on　the　remaining　s611d(IHE)thus

obtained　by　evaporating　the　solvent　£rom　the　butanol　layer

(Fig.　2).　　DHE　゛as　as　active　as　one　:DH　unit　by　900　‘}λg

injection　into　non-diapause　egg　pro&1cers　and　conse(laently

30　g　of　the　extracts　from　one　million　head.scontain　about

33,000　m【units.　　From　the　prev10us　work(Hasegawa,1964),

we　estimatea　the　extra,cts　from　35　male　adult　heaa8　as　active

as　to　produ.ce　about　40　per　cent　diapau.se　eggs.　Hence,

tota1　DH　unit8　1n　one　m111ion　male　adult　heads　eq:ual　to

ajbout　28,500.　　Thus‘,the　efficiency　of　the　method　pre8ented

in　Fig.　2　1s　so　high　as`to　be　comp&ra7ble　to　that　used　for

extraction　from　the　brain-SG　complexes.
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2　)･Stabilit　of　the　l)1a　ause　Ho:tmone　in　C:rude　State8

　　　　　　For　the　:purification　of　DH　its　8ta7b111ty　was　examined

by　treating　a　crude　ho:monal　fraction　with　acids,　bases,

heat　and　light　such　as　those　listed　in　Table　3.　1n　this

tajble　are　summarized　the　z･esults　performea　on　lH!,the

DH　activity　of　which　was　+++in　400}lg･<+++or++ln　200}λg

aμa+or>+1n　100}λg　injections(degree　of　:E　activity,

see‘b10assay).

　　　　　　As　shown　in　this　ta7ble,DH　is　8ta7ble　to　weak　acids

or　weak　bases　bu.t　a　little　labile　in　the　8olutions　containing

h1&concentration　of　HCl　or　KOH.　IH　in　crude　states

was　also　stable　even　when　it　wa8　e:xposed　to　60oC　overn1&t

or　light　for　6　hr;　the　fo:rmer　being　tested　on　DHE　dissolved　‘

1n　glacial　aoetic　acid,asmonia　or　methano1-dichloromethazle

(1s1)and　the　latter　te8t6d　in　a　methanol　or　methal･1o1-

dichloromethane(1s1)solution　with　a　mercury　lamp･

　　　　　　Details　of　its　sta7bility　to　heat　and　light　a:re　shown

in`?1g.　11,　where　its　ho:rmonal　activity　was　　little　affectea

by　e:xposujre　to　heat　o:z･　11&t,

ゝ

/
X
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Tal)1e　3.　　Stability　of　the　diapause　hor�one　in　crude　extracts.

Treatments

Degree　of　DH　activities　by　injections　of

400　μg 200　μg 100　μ8

None

Methano1;dichloromethana(.1sl)i

Conc｡ammonia:methano1　CL;3)

Conc｡ammonia1

Pyridine

2N　KOH:methano1　(1:3)

Glacial　acetic　acid1

1N　HC1:methano1-chloroform　CL=3}

Light†　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　▽

　　+4+

　　･H+

　　+･H･　'

　　+4+

　　++F

〈+÷6r　･H･

　　･H+

　　･g++　･

　,4+t

〈+･H･　or　++

〈･H+or　4+

〈･H+or++

　　<･H･+

　　　>“t+

　　　　>+

}
　
+
　
‥
}
‥

+or>+

+
　
　
+

`
/
　
　
　
ー

　　>+÷

　+Or>+

　+or　±

･H･　or　〈4+

　　　+

　+○r〉+

　　　　DH　extracts,dissolved　in　telst　solvents　indicated　in　this　table　in

concentrations　of　O.25　to　O.5Z　and　left　overnight　except　t　for　6　hr　exposure

to　mercury　lamp　in　methanol　or　�et'hano1:dichloromethane'(1z1);　l　exposed　to

60°C｡　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　,　　　　　　　　　　゛

j
X
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Fig.　11 Effects　of　heat　and　light　on　the　cru,de

diapa;use　ho:zl�one.

Origjjnal　saJnple　,　0.¥solutionof　a　cruae　diapause

ho:mone(1　2　u;nit/300　}lg)1n　methazlo1-dlchloromethazle

(1s1);　H,8　h:r　heating　at　60oC;　L,2　hr　exposu:xle　'

to　a　mercury　laml);　　C゛non‘treated;　‘bioasaay゛N4

pupae;　　ordinate,average　percent　of　the

　　　　　　　　　　　　y　1
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3)chromato　a　hic　character48tic9

　　　　Sta7bility　of　al　to　tμose　reagents　in　S7ble　3　8eemea

promisingj:`a:rtherμΓ1fication　of　DH　from　lHE,　e8pecially

for　､　tactionation　by　coluxm　ch:romatogaphie8　with　8111cic

ac14(Ms111゛c4'゜dt).s111cl°　acid9Hyn°　ape゛　Ce11　(W8;k°).

magne81um　s111cate　(Woelm),Florisi1(Woelm)or　cellulose

powder(Toyo　Roshi).　None　of　the8e　chromatog゛aphies,

however,were　sa,tisfacto:ry　togive　high　active　f21･actions

froxEDH!:.　0ther　chromatographies　using　polyaaiae　(Woelm),

DEAE　cenulose　(Brown)and,‘bio-ge1　P-10　(Bio-b,a)were

also　ineffective.

　　　　　　　Before　Sephaaex　2-20　becaJne　comercially　available

　in　1968,　we　triea　gel　filtza,tion　chromatographies　of　DEE　　　　‘
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　J

　with　Sephadex(μtype　‘by　a(lueou8　solvent　system　con81stiag

　two　parts　of　water　and　one　part　of　methazlol　with　a　little

　ammonia　since　IES　is　hardly　8oluble　in　water.　DRE　was

y　ch:romatogz゛al)hed　on　aephaaex(μ25,G-50and　G-200,　allof

　which　passed　active　fraction　without　any　partition.　　lhese

　gel　filtrationdata　suggestea　that　al　in　aqμeous　s61ution

　woula　form　aggregates　consisting　of　larg`e　molecular　sizes.

　E'v'en　aftei　pu:1?1fication,IE　in　an　active　f:raction　haying　､

　1　S　unit　in　30　}lg　fozsea　aggregates　in　a9eous　solvent

　system｡

　　　　　　　　　　　　　　　y　l

　　　　　　　lt　is　a1ready　known　that　in　polaz　solvents　gangμosides

　form　micelles　having　a　moleculat　we1&t　of　ibout　200,000　to

　250,000(wiegandt,1968).　indj.methylfo:mamiae　oz　tetra-

　hyd2?ofaran,on　the　other　hand,　they　fom　molecula:r　solutions
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　characterized　by　a　molecular　weight　of　1,000　to　3,000.

　Since　extraction　method　of　lHE　is　very　similar　to　that　of

　the　gazlgliosides　(hllzi　and　wiegandt,1963;　w｡1feand　J,owden,

　1964),an　effective　separatioxi　of　SE　would　be　expectea　by

　&gel　pe:rmeation　chroma,togzヽaphy　using　organic　solvents

　where　no　agg:regates　woula　be　fomed.　For　such　a　ge1

　permeation　chromatogaphy,　Sephadex　LH-20　was　commercially

　produced　in　1968.　aen,we　adoptea　this　Sephadex　aJld　tested

　its　sepazation　efficien6y　using　mixtur9s　of　methanol　ana　'

J　chloroform　as　llua,nts.　　lhe　z'esults　a:1:゛e　summaz゛18ed　in　Fig･.12,&

　゛ra'ble　4.　　　　　/

　　　　　　?hus,the　mixture　of　9sl　showeajbest　separa,tion　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t}･●

　origina1〕ES　in　a7bout　9　per　cent　of　£raction8　with　10-fola

　lH　activity.　　?his　activity　coula　be　o‘btained　qμantitatively

　when　dichloromethane　was　used.　1nstead　of　chloroform　with

　the　preparative　column　as　also　shown　in　Tajble　4.　　4nce

　dichloromethane　is　more　stable　to　light　than　chloz･ofozm,

　methano1-dich:1oromethane(9s1)was　used　as　the　best　solvent

　sy8tem　also　in　Seβadex　2-20　column　for　the　flrst　and　secona

　chz,omatogaphies.

　　　　As　stated　in　RλΓ1fication　step　l,　repeating　column

chromatogaphies　of　l`raction　A　&nd　:B　by　Sephadex　LH-20　gave

nnally　respective　81ngle　peakl　but　did　not　increase　2　actl-

vity　hi&er　than　that　of　the　or1μnal　fractions.　Se　active

Finoiple　in　hialy　μΓ1fied　fractions　is　digraaed　during

45
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l`arther　ch:romatogra,phies　of　Fra,etion　A　and　11`zl･&etion　l

of　the　aj.aμ,λs●　homone　with　Sephadex　a-20　colusl

ohrosatography･

Fzlaction　A　&nd　Fra,ction　B　separa,ted　in　the　seeond

chromatogr&phy(Fig.　6)were　respectively　re-ch:rolnato-

graphed　fuzther　three　times　with　the　saae　xxla:nner　a8

that　of　the　2nd　chromatography.　yinally　they　affordea

these　chromatograms　with　only&slight　a【&etivities

(++or>+by　18　μ/pupa).
　　　　　　　y　l　　　　　　　　　　　.　　　　　　¶
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rable　4.　　Solvent　effects　of　methanol　and　chloroforla　on　Sephadex　LH-20　column

　　　　　　　　　chromatography　f6r　separation　of　diapause　hormone　extracts　(DHE).

Solvent　system

CH30H　Z　CHC13

SePhadex

　LH-20

Column

DHE(1　DH　unit/

900　･μg)used　,

Tield　of　fractions･

{1Dμunit/90μg)

1

1

9

9

9

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

(v/v)

4

1

1

1

11

(g)

0
　
　
　
0
　
　
　
0
　
　
　
0
　
　
･
0

g
ー
　
　
″
{
,
″
　
　
ζ
.
y
　
　
z
o
　
　
6

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
　
　
　
1

　　　　(cm)

1.5　×　150

1.5　×　150

1.5　×　150

2.5　×　250

2.5　×　250

(mg)

150

150

150

500　　'

500

1　　Dichloromethane　was､used　instead　of　chloroforxa｡
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　ru,rther　chromatography　at　room　temperature.　Sen　stability

　of　S　in　highly　purified　fractions　was　re-examined.　ln

this　ca8e,　0.0〕j　ofmethano1.dichloromethane(1s1)solutions

　ofμΓ1fied　E　fraction,which　show　l　DH　unit　by　30　Fg　izijec･

`tion,were　heatea　to　60o　for　5　hr　or　exl)osed　toa　mercu:ry

　lamp　for　2　.hr.　　lhe8e　saml)1es　as　well　as　non-treated　sam:ples

　were　bioassayed9　and　the　resultsaze　presented　in　Fig･　13.

　As　shown　in　this　figure,al　activity　of　these　treated　8amples

　almost　aisappeared.　　lt　is　in　oontrast　'with　the　ease　,　of　DH

　in　cruae　states(?1g｡11).　　lhis　indicates　that　al　becomes

very　lajbile　to　heat　ana　light　as　the　μΓ1ficationμoceeds.

　　　　　　lhus,fuzther　pu2･1fication　of　the　active　FractionA

　(1　z　unit/2o　μg)had　to　be　carried　out　in　the　da:1?k　at　a　,●
　　　　　　　　　　　　　ヽ

　1ow　temp6ratu.re.　　ln　this　9　case　,　the　best　solvent　system

　(9=1,methano1-dichloromethane)f?r　Sephadex　l,a-20　chromato-

　graphy　c(yuld　not　be　u8ed　becase　of　low　solu7b111ty　of　Fraotion

　A　at　low　tempera,tures　but　they　showed　poor　sepazation｡

　lherefore,we　haa　to　search　another　gel　for　permeation

　chromatography　having　hia　separation　ab111ty　at　low　temperatu-

　re8,and　exaainea　two　Merckogels　of　Type　OR　(polyvinyl　acetate),

　0R　6000　and　OR　20000　(1imitea　molecular　weight　to　be　per-

　meatea,14,000),which　ha,ve　been　commercially　available　since

　1971.　　We　found　the　former　to　e:xhibit　better　sepazatizlg

　ab111ty　than　the　latte:zyusing　methano1-dichloromethane(1s1)

　1n　the　c01d｡　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T　　　　　　　　　　　　　　/
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4　)　lhe　e:xistence　of　two　s　ecies

　　　　　As　Fig.　6　shows,the　peptide　ana　the　dlhydrosphingo-

myelin　az゛e　effectively　8eparated　in　a　narrow　range　,　the

half-height　width　“being　about　4　tu‘bes,while　f:ractions　,

which　show　high　DH　activity　by　20　μg　injections,widely

located　in　13　tubes.　　Hence　we　suggested　the　presence　of

two　ho:rmonally　active　fractions　:1n　the　second　ch:romatograms.

?his　suggestion　was　:f`iλz゛ther　confizmedyby　the　thlra　chromato-

graphy(Fig.　7).　　Fraction　A　･　pooled,　from　2nd　column　chromato｡

graphy　was　f:ractionatea　with　the　Merckoge1R　lylse　OR　6000

column.　¶I゛he　active　fractions　located.in　‘both　81des　of　the

peak;　the　right　fraction　corre8pondj.ng　to　?raction　B　azla　the

left　l`z?action　A,　respectively.　Sis　inference　was　visualizedj

by　farther　chromatography　of　the　peak　fractions　(ti7benumbezs,

41　to　43)in　an　identica;L　way　as　8tatea　in　the　3rd　chromato-

graphy,ana　the　resu,lt　was　monitored　by　weight　together　with

IXB;　activity　measurements　by　6　Rg　injection　(Fig｡14).

V

y
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Fig.　14　Re-chromatoμaphy　of　the　iaj　or　fraction　of

the　3rd　chromatography･

Original　saaple　,　34　mg･　of　fractions　collectea　from　tu'be　nu‘bers

41　to　43　of　the　3ra　chromatogr4)hy;　ch:i:'omatographic　conditions,

1dentical　to　the　3id　chromatog:raphy;　assayea　fractions(bars),

average　peroentages　of　the　diapause　eggs　pz'odlicea　by　6　pg/pu,pa

injections.
　　　　　　　　　　　　　,|
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5)　Molecular　Wei　t

　　　　Se　molecular　weiat　of　S　in　Fraction　A　was　esti-

ma,ted　to　be　between　2000　and　4000　from　the　fonowing　eviden-

ces;　2　eluted　after　the　peptid.e　fraction　fz゛om　Sephadex

LH-20　as　well　as　MezokogeljR¶xype　OR　6000　col㎝ns　whos9

11mitea　molecular　we1&t　to　be　pemeated　a:re　both　4000　ana

hence　the　molecular　wel&ht　of　2　aoes　not　exce6a　4000.

0n　the　other　hana,　1t　far　exceeas　that　of　djjhy&rosphingomyelin

(xaolecular　weight　,　6a　830)as　shown　in　Fig･〕5　and　6.

″11hi　molecular　weight　of　2　in　Fraction　B　was　suggestive　also

to　lbe　‘between　2000　a;na　4000　ana　slightly　smallez　than　tha,t

of　al　in　?raction　A.

y
X
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6)I　?he　l)1a　use　Ho:rlx〉ne
　　　　t

　　　.`A8　Fig.　8　and　lable　l　indicate,the　fourth　ch:romatograza

6f　2tshows　a　single　pe&k･　and　6}1g　of　the　peak　was　as　active
l　　　　l　　　　l

as　one　:DH　unit　and　yieldea　more　than　l00　diapause　eggs　on　an

aveiage.　　For　further　confizsation,the　active　substance

obtjined　fro�the　fourth　･　chromat6&raihy　was　chromatog:xl･aphed

again(Fig.　10)｡　　lhe　chz･olxlatogz,axa(Fig.10)8hows　only　a

81ngle　peak　eluting゛　syxnzaetrically　in　a　nazrow　razlge;　5　.Fg　of

thetop-fraction　havingμoducea　74　dj.apase　egs.

　　　　　We　ha;ire　eozaparedy　the　activity　of　oa:r　fina1　Ml　prepa-

　　i

za,tion　wiih　that(yf　other　insect　hormones.　　Brain　ho:rmone

separatea£xl゛om　silkwoza　brains　is　functional　to　induce　:plλpal-　‘

8alt　ae゛e1°pe゛t　l゛j゛blessμp“　゜f　!111ZZ　ISijJ`O.02μ

1njeotions(Ysazaki　ana　Kobayash1,　1969)and　o£≒a!!!1!9y4thia/

agg　in　O.002　}lg　injeetions　(lshizakiand　lehikawa,　1967).
　　t　　　　　　　　　≒　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

llie8e&ctivities　should,　however,not　be　compa,z･ed.to　that　of

oth9r　ho:nxlones.　for　brain　horzxlone　acts　in　two'step　endcrine

sechanisl;　the　homones　stislates　the　μothozacic　glands　to

release�oulting　ho:r�one　which,in　tu:zln,stlJixu1&tes　further

theμothoracic　glanas　themselves　(w1111aas;　1952).

　　　　　Fouz゛th　instar　silkwo:rs　larvae　deprived　of　thelr　corpora

&11ata　at　the　begiming　of　the　inst&r　becozxle　matu:re　Fecoc1-

ously　and　transfom　intd　μpae.　Using　these　allactectomized

silkwom　larvae　weighing　o.25　to　0.5　9,　0htaki　et　a1.　(1971)

iep°゛ted　th゛t　1}λg　il`jectiolls　°f　‘n゛C18　JH　are　゛eq゛1゛ea　t°

sake　60　pertcent　of　4th　instaz･　1arvae　to　develop　normally｡

Another　exallple　wa,8　present　by　w111i4ms　(1968)ln　a-eedysone.
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lxi　isolated　pu,pal　abaomens　of　diaμu.sing�ale　m　!Znill!&

pupae　weighing　2　9.　20　Fg　injection8　of　a-ecdysone　a:re　neeessa:ry

　　U　　　　　　　　　　　　　　　　　　!

for　h&1f　of　them　to　aevelop.　Since　the　weights　of　ou:r　test

animals　are　O.7　to　O.8　9,　0u:r　fina1　S　μe:pazations　sees　to

be　highly　puzified　£z゛o�biological　point　of　view｡

　　　　　Recently　Sonobe　and　Ohnish1(1971)reported　that

　crade　8aaples　extracted　fzl･o�felna,1e　adu:Lt　heads　with　80?6

　methano1&nd　fiactionated　by　a　Sephadex　G　colulxlns　●xhibitea

　thediapause　fact6r(horlxlone)activity.●　sey　usea　azl

　indirect　bioas8ay　to　a8sess　its　activity　without　testiz:!g　whether

　the1r　active　preparations　would　actually　produce　aj.apa;u,se　eggs

　or　not.　?hey　traced　the　horlaonal　activity　by　measu:ring

＼3-hydz･o4kyzxrenj,ne(3-OHK)content　in　the　ovaries　one　day

　&fter　the　injections.　According　to　theiz･　data,　severa1

●　″11heir　procedure　for　extraction　(80S　aethanol)6f　the

factor　is　the　saae　as　that　reported　by　Hasegawa　in　!957.

And　we　have　a:1z･eady　failed,　to　apply　the　μocedu:re8　to　the

puz･ific&tion　of　Z　using　&dult　heads　because　the　extra,ots

interfere　normal　meta;bolism　of　the　silkwom　by　it8　injection.

Althou､gh　e:xperimental　det&11s　are　not　present　ixl　thelr　paper,

we　e:xazained.　the1r　data　by　fonowing　them　using　17　,000　adxλ1t

heads.　　Finally,.we　have　obtained　a　confiaence　that　the

diapause　factor　is　sjm{1ar　to　the　very　crude　diapause　homone

bas&a　on　the　Sepha,aex　LH-20　chroma,togaphic'analysis　and

othir　experilaents¨which&rediscussia　hez･ein.
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●

thousand�icrograzs　of　the　diapause　factoz･　fra,ct10n　obtained

by　Sephadex(μ50　chromatography　were　requ1rea　for　elevation

of　the　3-OHK　content.　　0ur　final　m【preparation　18　as　active

　　ヽ,　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

as　io　produce　more　thazl100　dlapause　eggs　(39S)on　an　a,verage

by　6}lg　injections.　Although　diz･ect　comparison　of　the1『

ho:monal　activity　with　that　of　ouz'　preparation　is　extremely

difficult,the　degree　of　pu:rification　of　the　diapaλλ8e　fa,ctor

seems　to　be　far　less　(1/1,000)μazl　that　of　ou:rs,　even　if

μe　factor　coula　produce　diapause　eggs.　aey　reported　that

the　molecular　weight　of　the　factor　1&ys　between　5,000and

10,000　u8ing　Sephadex(μ50　coluxm,　and　that　there　exists　large

molecule　su‘bstances　which　might　be　agg:regates　of　the　factor

S
r
F

or　other　high-molecula:r-weight　su‘bstance(s)of　the　factor｡　　‘

lf　the1r　factor　be　the　saae　as　our　diapause　hormone,the

moleculaz　weight　9ggestea　in　their　Fper　would　‘be　gestiona,ble

beca;u,se　of　aggrega,tes　formation　of　the　fa,ctoi　in　aqJu.eou8

solvents.

　　　　　　　　Dujring　the　cour8e'　of　DH　puzification　before　Se:phadex

LH-20　became　availa7ble　,　we　ha;ve　iried　to　deg:rad　e　l　impurities

or　proteins　in　DHE　by　enzyme8,sach　as　lipase,phospholipase　D,

papain,nagase　and　bromelain.　　　lhe　IE　activity　of　lEE　was

little　affected　by　such　lipid　hy(h゛olases,while　suzpri8ingly

the　proteinases　completely　inactivated　the　active　principle.

Similar　obse:zl･va,tion　wa,8&1so　reportea　by　Sonobe　azld　Ohniahl.

μthough　the　extraction　procedlλΓe　that　has　been　used　by　us

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　.　●　　　｢

was　ve:ry　si�£1&zl･　to　that　for　complex　lipias,the　enzyme

　　　　l　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　゛

expeziments　sggestea　the　μesence　oupeptide　linkages　in
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the　lH�olecule.　　lhis　discrepancy　was　recently　reconcilea

by　findjjng　that　the　parified　la　indeed　contains　several　kinds

of　allino　acid8　as　well　as　some　othez　co�ponents.　　lhese

results　on　the　chemical　azlaly8es　of　the　lli　aze　discussed　in

Chapter　l:!:.

　　　　　　　Althoagh　we　ha,sre　not　yet　pu:rified　another　species　of

DH　in　Fzlaetion　B,this　species　see�s　to　be　a　siailar　type　of

compouna　to　that　in　li゛z'aetion　A.

J

/
1
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CHA?SR　II

C5XICAL　NA!XMRE　OF　IHE　SILKWORM　DIAPAUSE　HORMOISIE

･



ABS?RAC?

　　　　　　　ln　Chapter　l　i8　de8cribed　the　isolation　of　the　diapau8e

ho:rmone(DH)which　is　re8pon81ble　for　the　induction　of　the

em1)ryonic　diapau8e　of　the　811kio:rm･　!2Ξ!!Z2S.!2£1.　L.　　　¶11he

8tability　of　DH　wa8　re-e:xamined　to　make　it　clear　whether　DH

even　after　purification　is　fairly　8tal)1e　or　not　to　some　reagents

such　a8　weak　acid,ba8es,8odium　periodate　,　acyl　halide　or

acid　anhydjride　,　although　it　is　ve:ry　labile　to　heat　or　light｡

lnve8tigation8　on　DH　with　various　enzyma,tic　dige8tion　led　us

to　conclude　that　our　fina,1　preparation　of　DH　contain　fairly

large　portion　of　peptide　residue　in　it8　molecule,and　the

peptide　linkage8　play　an　important　role　for　diapaM8e　induction

in　the　silkwo】s.　　Amino　acid　analy8i8　together　with　aaino

8ugar8゛8howed.　that　DH,1n　fact,contain8　aminoacid8　and　amino

aλgai8　such　a8　Lys,Ar8゛,A8p.　7hr,Ser.　Glu,Pro,Gly,A:1a,

Va1゛ne゛Leu゛:Phe゛?yr゛(ac4H2　alld　G814H2‘
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INIRODUC?10N

　　　　　　ln　Chapter　l　we　have　reported　on　purification1)and

isolation2)of　the　diapause　ho:rmone(DH)which　is　responsible

for　the　induction　of　the　embryonic　diapause　of　the　silkwom,

!2!S£EZ1,L.5)　　lt　was　efficiently　extracted　into　a　complex

lipid　fraction;　pulverized　head　powder　of　more　than　two　millions

of　silkworm　a.dults　as　the　extraction　soujrce　was　washe(1　with

acetone　an(1　then　extracted　with　methano1-chloroform(1s1).

¶lihe　extracts　were　paj:゛titioned　by　butanol　and　water,the　active

substance　in　the　butanol　layer　having　almost　qjuantitative

amount　of　DH　in　the　brain　u8ed｡　　¶11he　DH　extract8　were　twice

chromatographed　with　Sephaaex　LH-20　column　chromatography　by

a　mixture　of　methanol　and　dichloromethane　(9s1).　Two　active

principles　were　obtained　and　one　of　them　was　further　three　times

purified　by　Merckoge1R　Tyl)e　OR　6000　column　chromatography　with

a　mixture　of　methanol　azld　dichloromethane(1s1).　　Finally

we　obtained　ho:rmonally　active　sharp　8ingle　chromatogram.

Another　DH　fraction　obtained　during　the　course　of　its　pu:rifi-

cation　18　not　yet　purified.

　　　　　　BiologiciL　comparisonof　this　l)H　with　other　insect

ho:rmones,　a‐ecdysone4)aJld　C18'j゛゛e゛ile　hol`゜゛e゛5)shows

that　the　purified　DH　inducing　about　40　percent　of　diapause

egs(40　D¥)by　6μ/pupa　injection9　is　to　‘be　regarded　&s

an　pure　insect　ho:rmoneo　　　Chemical　analyses　dlscussed　herein

have　also　given　fu,rther　evidence　of　the　final　prepajration

of　DH　to　!)e　pure｡
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　　　　　　　Although　the　extraction　proced:ujre　of　DH　was　ve:ry

similar　to　that　for　complex　lipids,our　enzyme　e:xperiments

surprisingly　8howed　that　DH　activity　was　not　lost　by　incubation

with　lipid　hydrolases　such　as　lipase　and　pho8pholipase　l),but

with　proteolytic　enzy�es　such　a8　nagase　･　papain　and　bromelain

immediately　after　incubation.

　　　　　　　ln　thi8　paper,we　report　fujrther　confi:rmation　of　the

DH　to　have　peptide　linkages　in　its　molecule　by　meaJls　of　its

degradation　with　chemica1　reagents　or　highly　8pecific　proteoly･

tic　enzymes　such　as　trypsin,a,-chymotry:psin　and　carbox;ylpepti-

da8e.
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EXERDENm

1)　!!2aM

　　　　　1)Each　bioassay　consists　of　9　pupae　of　non-diap&use

egg゛　producer8　(N4　race)゛(for　details゛　see　1310ASSAY　in　Chapter

l　or　Reference　N0.2).

　　　　　ii)Degree　of　DH　activity　of　a　given　sample　was

directly　estimated　by　obse:rving　the　eggs　laid　by　the　adMlts

injected　with　test　8amples　as　reported.　　When　dj.apause　egg

percentages　are　reqJuired　a8　DH　activity　of　a　given　sample,

eggs　laid　by　each　adxλ1t　were　counted　2　weeks　after　oviposition

and　each　diapause　egg　percent　was　averaged.　　　The　averaged

values(D¥)were　referred　to　as　the　DH　activities　of　injected

samples.

2　)　Ma,terials　　　　㎜

　　　　　　i)Highly　purified　DH　with　more　than　80　D4　by　20　ug

per　pupa　was　used　to　te8t　the　sta7bility　of　DH　to　chemica1

reagents　or　enzymes｡　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヽ

　　　　　　ii)For　chemical　analysis　of　DH,the　fina!1y　obtaine(1

pure　DH　was　employed　together　with　partially　purified　fractions

obtained　duzing　the　course　of　purification.
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3)5､9々4

　　　　We　have　a1ready　reported　that　DH　is　fairly　stable　to

acids,bases,heat　or　light　so　long　as　it　remains　in　a　crude

8tate　ajld　that　it　becomes　more　labile　to　heat　and　light　when

highly　purified.　Thus,　comparatively　pui゛e　DH　fraction　(40

D¥by　30}lg/pupa)i=ediately　loses　its　activity　into　less

than　2　D¥when　exposed　to　heat　(60oC,5　hr)or　to　light

(mercury　lamp,　2　hr)(Fig.I-13),whilst　a　crude　2　(75　D4

by　900　Fg/μpa)l‘etaills　its　acti7ity　amo`mting　t°　ca.　80Z

of　the　orig:iJlal　one　after　the　same　treatments(Fig.I-11)｡

　　　　　　A　purified　DH　fraction　having　high　activity(more　than

80　Dμby　20μg/pupa)was　tested　on　the　stability　of　DH　to

acids　or　bases.　　solutions　containing　400　μg/tube　of　this

DH　dis8olved　in　acid　(0.1N　or〕jN　HC1)or　ba8es　(0.1N　or　1N

NaOH,conc.　aq-ammonia　or　pyridjLne)were　anowed　to　stand

o゛ernight　at　rooll　teRper8'ture　aild　thell　e゛apo゛ated　lmder　N2

stream　and　dessiccated　at　ca.　10'2mmHg　with　vacuJum　pump･

These　treatea　sample8　were　dissolved　in　0.2　ml　of　water　and

then　every　O.02　ml　of　thi8　solution　was　injected　into　9　silk-

wo:rm　pupae　.　thus　,　40μg/pupa.The　result8　are　sulmarized

in　Table　1.

　'　　　　Acylation　of　DH　was　carried　out　by　d188olving　the

sample　in　0.1　ml　of　pyridine　ana　mixing　with　acetic　anhydJide

(0.1　m1),benzoic　anhydride(ca.1　mg)or　p-nitrobenzoy1

chloride(ca.1　mg)for　15　hr　at　room　temperature.　　The

reaction　mixtures　were　evaporated　an(1　assayed.　in　the　same

ma;nner　as　described　above,and　the　results　are　8hown　in　Table　1.

66



　　　　　　Periodate　o:xidation　was　performed　as　follows6)s

the　DH　was　dissolved　in　sodium　acetate　buffer　(O.3　m1,　0.1M,

pH　5.6)ad　to　this　solution　was　added　a　8odium　periodate

solution(O｡03　m1,　0.1M)andallowed　to　stand　at　5oC　for　1,

10　or　20　hr.　　Ethylene　glycol　solution(O｡01　m1,0.5M)was

added　to　8top　the　reaction　into　the　mixtures　and　they　were

concentrated　and　subsequently　extracted　with　methano1-dichlo‐　,

romethane(1s1)three　times.　　The　extract8,after　evaporated,

were　assayed　by　injecting　one　tenth　of　the　extracts　per　pupa,

ana　the　results　are　shown　in　Ta7ble　l　together　with　those　by

incubation　:Ln　the　acetate　buffer　without　periodate　as　the

contro1.

4　)　StajTbilit　of　Hi　hly　Purified　DH　to　Some　Enzymes

　　　　　　　　　　　　　As　the　DH　even　after　purified　i8　fairly

8table　to　acids　or　bases,DH　is　con8idered　to　be　stable　under

the　condition8　where　DH　is　incu‘bated　in　slightly　basic　or

acidic　buffered　solution8　for　enzymic　e:)q)eriments.　　The　enzyme

e:xl)eriments　were　performed　to　deduce　the　entity　of　DH　using

highlyμΓ1fied　DH　with　more　than　80　D¥by　2(j)g/μμ8･s　the

substrates　to　the　enzymes　as　follows｡

　　　　i)¶rrypsin　s　Sigma　Cat.　No.　T-8003,　Type　l　from　bovine

pancreas,2x　crystanize(1,ethanol　precipitate　with　10,000

unit8/mg　was　used‥　A　solution　of　this　enzyme　(400μginlm1

of　O.001N　HC1)was　prepared　and　then　pre-incubated　at　25oC
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Table　1　　STABILITY　OF　HIGHLY　:PURIFIED　DIAPAUSE　HORMONE

　　　　　　　　　TO　SEVERAL　REAGENTS｡

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Diapause

reatmenti'　　　　　　　activity

　　　　　　　　　　　　　　　　　　remained

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Diapause

reatmenti･　　　　　　　activity

　　　　　　　　　　　　　　　　　remained

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　(2S)

on-treated#　　　　　　　　　82.7

.1N-HC1　　　　　　　　　　　　　　57.8

.1N-NaOH　　　　　　　　　　　　　82.8

N.HC1　　　　　　　　　　　　　　　　75.6

N-NaOH　　　　　　　　　　　　　　18.6

aOAc(20　hr)　　　　　　　　74.7

0;(1　hr)　　　　74.5

　　　　　　　　　　　(Dμ)

8Z　8'q'NH3　80.1

Pyridine　　　　　　　81.4

Ac20/Py:ridine　　　　75°　2

220/Pyl:'idine　　　　68゛　4

NBC1/Pyridine　　　64.2

0;(10　hr)　　　　72.5

0;(20　hr)　　　　72.0

゛　　Treatment　s　　solutions　of　DH(400　F&/0.3　m1)were　anowed

to　stand.overnight　at　room　temperature　except　those　indicated

in　the　'parentheses　at　5°C　in　the　da:rk.

#　Original　saple　=　82.7　D¥by　40μg/pupa,80.7　DW　by　20

μg/pupa　and　62.　6　D¥by　10μg/pupa;　compared　by　40　}lg/pupa.
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for　several　minutes.

　　　　　E7ery　400}λg　of　the　p`11゛ified　DH　゛8･s　placea　in　a　tu‘be

and　dissolved　in　Tris-HC1　(O.05M,pH　7.2)buffered　8olution

(0.2　to0.28　m1)so　as　to　become　its　final　volume　to　be　0.3　m1

after　add.ition　of　the　enzyme　solution.　　Fifty　micro　liter

(containing　20　Fg　of　tryl)sin)of　the　enzyme　solution　was　intro“

duced　into　the　DH　solution　which　was　pre-incubate(1　beforehand

for　a　few　minute8,and　the　reaction　mixture　was　allowed　to　stana

at　25oC　for　a　period　of　10　min,30　min,1　hr　or　3　hr.

Fiveμ(2　Fg),20}11(8Fg)a〃Mgμ(40}lg)were　introd1λcea

into　the　DH　solution　and　incubated　for　30　min.　Hydzochloric

acid　solution(100μ19　0.001N)containing　no　enzyme　was　also

incubated　as　the　contro1.

　　　　　After　the　incubation　was　stopped　at　the　indicated

period　‘by　add,ition　of　O.　5　ml　of　ethano1　,　each　tube　was　stored

at　-20oC　and　then　evaporated　to　dryness.　　　The　residlλe　was

extracted　three　times　with　methano1-dichlorometha;ne　(1s1)

and　evaporated.in　vacuo.　The　extract　in　each　tube　wa8　dissolved

in　0.2　ml　of　water,　0.02　ml　of　which　was　injected　into　each

pupa.　The　results　of　a8say　summarized/by　relative　activity

to　incubation　time　were　illustrated　in　Fig.1　and　those　to

enzyme　percentage　(to　sample　･　1n　weight)in　Fig.　2.

　　　　　　ii)a-Chymotrypsin‡Boeringer　Cat.　No.　15139ECAA

from　pancrease　,　cryst,1yophilized,10,000　units/mg　was　used.

A　solution　of　this　enzyme(400}λg　in　l　ml　of　O●001N　HC1)　was

prepared.

　　　　　　The　DH　solution　were　prepare(1　as　the　same　manner　as
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Fig.　1　　Effect　of　incubation　time　on　the　diapause　ho:rmone

　　　　　　　　hydl゛olyzed　with　t:rypsin　and　a-chymotrypsin.

?he　diapause　ho:rmone　with　84.3D¥by　40　}1g/pupa　was　used　as

sub8trate;　reaction　mixture9　400μg　of　the　:DH　and　20　}lg　of

each　enzyme;　enzymic　hydjrolysis　was　anowed　to　proceed　at　25oC｡

Remained　DH　was　assayed,and　the　activity　wa8　plotted　relatively

so　a8　the　original　activity　to　be　100Z.

-x--　contro1;　　-(E)-　a‐chymotrypsin;　　-《》-　　t:rypsin｡
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Fig.　2　　Effect　of　enzyme　concentration　on　the　diapause　ho:rmone

　　　　　　　　hydrolyzed　with　tryp8in　and　a-chymotrypsin.

lncubation　time　is　30　min;　other　conditions　are　the　same　as

8tated　in　Fig.1.　　(For　deta11,see　the　text)

-x--　contro1;　-･(E)-(z-chymotrypsin;　-･e}-　trypsin｡
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in　the　case　of　trypsin　but　for　the　phosphate　‘buffer　(O.05M,

pH　7.0)for　incubation.

　　　　A11　treatments　of　azld　after　the　incubation　were　carrie(1

out　just　the　same　as　done　in　trypsin　experiment,and　the

results　of　assay　are　suJularized　also　in　Fig.1　and　Fig.2.

　　　　iii)a-Chymot17psin　s　Sigma　Cat.　No.C-4129　from

bovine　pancrea8　,　3x　cryst,　1yophilized,8alt　free,　Tyl)e　II,

45　units/mg　was　also　uaed　to　digest　the　DH　in　the　same　manner

(but　for　long　incujbation　up　to　10　hr)a8(ii),and　the　results

are　susnarized　in　Ta,ble　2.

　　　　　iv)　Ca,:rboxy　peptidase　s　DyP-carboxypeptidase　A　made

by　Worthington　COAlgP　OIA　(50　units/mg)was　used　for　the

incubation　of　the　DH　which　is　dissolved　in　0.25　ml　of　N-ethy1-

morpholine　acetate　(O.2M,pH　8.5)buffer.Enzyme　8olution

was　prepared　by　diluting　the　enzyme　suspension　(5μ)with

10S　aq-L1Cl　solution　(50μ)and　the　morpholine　buffer　(450μ);

50}λ1　containing　ca.　25}1g　of　the　enzyme　was　introduced.　jJlto

the　preliminarily　incubated　DH　solution　containing　400　Rg/tube｡

To　these　reaction　mixtures'was　added　10　μ1　of　toluene　and　then

they　were　incubated　at　37oc　for　0,　5,7,24,36and　48　hr.7)

A11　reaction　mixtures　゛ere　evaporated　and　assayed　by　40　μ/μpa.

0nly　0.05　ml　of　10S　(10Z　aq-L1C1)of　the　morpholine　buffer

instead　of　the　enzyme　solution　was　incubated　with　the　DH

solution　as　the　contro1.　The　results　are　shown　in　TaTble　3.

v)j　Glucosidases　s(z-Gluco8idase(Boeringer,Cat｡No.
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Table　2.　　STABILITTOF　THE〕)IAPAUSE　HORMONE　TO　a-CHYMOIRYPSIN

　　　　　　　　　(sigma).

Enzy�e　conct

lncubation　time

ヽ10　min　　　30　min　　　l　hr　　　　　3　hr　　　　　10　h『

　　(S)

0

2

5

0

　(D¥)　(D4)　(D4)　(D4)　(D¥)

6.5　　　74.1　　　79.9　　　74.6　　　81.0

　　　　　50.1

9.3　　　　49.9　　　　49.6　　　.27.2　　　　　･1.8

　　　　　34.5

　　Number8　in　this　table　show　average　diapaλ18e　egg　percentages

(D¥)by　DH　remaining　after　the　incubation　(40}λg/pupa)｡

f　Percentage　in　weight　of　the　enzyme　to　the　substrate(DH).
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Table　3　STABILITY　OF　THE　DIAPAUSE　HOEONE　TO　CARBOXTPEPTIDASE

　Numbers　in　thi8　table　show　average　diapause　egg　percentages

by　DH　remaining　after　the　incubation　which　was　performed　at　57oC

on　each　soiution　of　DH　(400μg　with　activity　of　82.7　D4　by　40

Fg/pupa)in　N“ethylllorph°1ine　8･cet3te　buffer(O.5㎡1　9　0.　2M9　pH　8.　5)

containing　ca.　0.　6　mg　(O.¥)of　L1Cl　with　25}1g(ca.　69　to　the

substrate)of　carboxypeptidase　A(CPase-A).
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7150202)(20μ)oΓβ-glucosidase(Sigma,Cat｡No.G　8625)

(100　g)was　mixed　with　the　2　dissolved　in　0.3　ml　of　acetate

buffer(O.1M,pH　5.6)was　incubated　at　25°C　overnight　and　then

evaporated　to　lryness.　　　lhe　residue　were　bioassayed,and　the

results　az･e　summa:rizea　in　Tajble　4.

5　)　Amino　Acid　Anal　si8

　　　　　lhe　hydrolysi8　wa,s　performed　by　dissolving　the　sample

in　6N　HC1　(oncedistilled　at　an　atmospheric　pressuz`e　at　108oC)

(O.3　to　o.5　1a)and　the　solution　was　placed　in　a　tube　which

was　then　dega,ssedunder　reduced　pressλΓe(ca.　10“2mmHg)by

repetition　of　freezing　and　melting　and　finally　sealed　in　vacu0.8)

　　　　　ae　reaction　time　was　detemined　firstly　by　hydrolyzing

a　fraction　(tUTbe　number8　43,　0f　the　third　chromatography;　Fig.

I-7)by　heating　its　6N　HCl　solutions　at　nOOC　for　12,24,48

0r　　96　hr.　'rhe　resultant　amino　ac1&and　amino　sllgars゛are

summarized　in　Table　5,where　maximum　values　are　underlined.

　　　　　?arther　amino　acid　and　aaino　sagar　analyses　were

carried　out‘by　hydrolyzing　the　8aml)1e(80　to　600　Rg)at　110°C

for　48　hr.

i'　Free　amino　acids　an(1　aaino　sugars　thus　obtained　were

measuz`ed　with　JEOL　Mode1　JLC･5AH　Amino　Acid　Automatic　Analyser,

where　a71･lno　suga,rs　were　detected　by　eluting　them　after　tyro3ine

with　citrate　buffer　(pH　5.28).

75



Table　4　STABILln　OF　TEyDIλPAUSE　HORMONE　TO　GLUCOS!DASES

Enzyme

Specific　activity

f　the　enzyme　used

　　(1o'‰1o1/min)

Diapause

activity

remained

　(Dμ)

non-treated

ontrol

a-glucosidase

a-glucosidase

-glucosidase

-glucosidase

　　　-

　　0

　500

1000

25　-　350

50　-　700

73.0

5.4

6.6

6.6

0.5

4.8

Each　solution　of　E　(400μg　with　its　E　activity　of　73.0DEZ

by　40　}lg/pupa,69.9Dμby　20μg/pupa　and　51.0Dφby　10μg

per　pupa)in　sodiumacetate　buffer(O｡3　m1,0.1M,pH　5.6)

was　incubated　at　25oC　overnight.　After　incubation　the　mixture

was　evaporated　with　O.5　ml　of　ethanol　and　then　assaye(1by

40μg/pupa.
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lable　5　DEERMINATION　OF　SE　HT20LYSIS　IIS　OF　THE

　　　　　DIAPAUSE　HORMONE

Libera,ted　amino　acids　&amino　sugars

12　hr゛　24　hr゛　48　hri'　96　hri･･

Lys

H18

H3

rg

sp

hr

er

lu

ro

ly

Ala

ys

a1

et

le

eu

yr

he

Glc'NH2

Ga1'NH2

　14.9　　　18.5　　　24.4　　　2La

race　　trace　　　　4.8　　　　12

8o　　　　186　　　　316　　　　j£1

race　　　　　trace　　　　　!j£l　　　　　!l&l

21.0　　　24.2　　　aa　　aa.

　n.8　　　13.5　　　17.5　　　18.2

　29.2　　　3o.o　　　Za　　　34.6

　26.9　　　36.2　　　41.2　　　na

　54.0　　　72.6　　　75.2　　　na｡

　36.1　　　36.4　　　4£1　　　43.8

　39.4　　　46.2　　　50.6　　　52.9

　0　　　　0　　　　0　　　　0

　23.2　　　21.5　　　31.9　　　na

race　　　　　　o　　　　　　　trace　　　　　　　o

14.7　　　21.9　　　34.7　　　jna

　33.1　　　48.8　　　61.0　　　£11.!!

　9.5　　　9.6　　　11.1　　　U｡3

　8.7　　　10.5　　　MJ.　　13.8

33　　　185　　　aE　　　163

!!　　　254　　　210　　　180

■･

1n　vacuo　at　110

Hydrolyses　were　performed　for　the8e　period　with　6N　HC1

oc;　the　numbers,　calcd.　10'3}1mo1/1mg･
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RESULII゛S　AND　DISCUSSION

1　)　Stabilit　of　DH　to　Chemica1　Re　ents

　　　　　　　Almost　all　treatments　in　the　acid　or　base8　1n　Ta,ble　1

gave　no　considera,ble　effect　on　the　DH　to　e:xhibit　its　ho:rmona1

activity　remaining　after　the　treatments　but　for　the　case　with

1N　NaOH.

　　　　　　　Acylation　of　DH　was　intended　to　modify　it　into　a　chromo-

phore-containing　derivative　which　is　detecta7ble　by　Uv　absotption

and　would　be　availajble　for　high　performance　liqJu.1d　chromato-

graphic　analysis　of　DH.　‘I゛he　DH　after　these　treatments　retained

its　ho:rmonal　activity,and　KPLC　analysis　would　reveal　whether

the　DH　would　be　modified　well　or　not.

　　　　　　　Glucosa.mine　and　galactos°゛ine　were　found　in　DH　hy(iroly-

8ate,which　were　simultaneously　゛`alyzed　with　amino　acids.

The　confirmation　of　the8e　azino　sagars　to　be　necessary　for　the

diapau,se　induction　was　failed　by　the　fact　that　the　DH　wa8　not

affected　by　treatment　with　sodium　periodate　in　acetate　buffer

(lable　1).　　″I゛his　fa,ct　suggests　the　presence　of　the　sugars　to

situate　on　the　position　where　they　do　not　affect　the　ho:rmona1

activity;　or　the　fact　su,ggests　that　the　aJaino　suga,r8　ha;ve

glucosidic　linkage　at　l　position　and　protective　group　(such

as　acety1)on　the　2nd　and　4th　position　of　the　su､gar8　and　are

innert　to　:periodate　o:xidation｡　　¶I゛he　qJuestion　how　they　are　in

the　DH　molecule　will　be　solvea　by　farther　study　on　DH　with

reference　to　the　axxlino　acid　seqjuence｡
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2　)　Stajbilit　　of　DH　to　Enz　e8

　　　　　　Highly　purified　DH　indeed　degraded　by　proteolytic

enzymes　as　111ustrated　in　Fig.　1　an(1　Fig.　2,where　:DH　was

incubated　with　and　without　trypsin　or　(x,-chymotryp8in.　　Both

of　the　contz`ols　in　!rz･1s-HCl　oz･　phosphate　buffer　were　slightly

(10-11S)1ess　active　than　the　original　which　had　an　average

of　84.3D¥by　40}!g/pupa,｡A11　of　the　activities　of　DH

treated　with　the　enzymes　were　calculated　relatively　8o　as

the　original　activity　to　be　100Z｡　　ln　Fig.1　was　plotted　the

relative　activity　against　incu7bated　time(hr),where　the　enzy�es

equivalent　to　5S　of　the　substrate　(:E)in　weight　were　used.

ln　Fig.　2　was　plotted　the　relative　activity　against　enzyme

amount(wt･　percent　to　the　substrate),where　incubation　was

performed　for　30　min.　　DH　incubated　with　trypsin　lost　its

activity　imxnedlately　after(only　less　than　ten　minutes')

1ncubation;　or　less　than　1Z　of　th18　enzyme　i8　necessary　to

degrade　half　of　the　activity　in　30　ainutes･　incubation.

0n　the　other　hand,a-chymotrypsin　8hows　relatively　slower

hydrolyzing　a;bility　of　DH　than　trypsin.　　More　than　3　hr8゛

incu‘bation　or　more　than　10Z　of　this　enzyme　wou:Ld　be　necessary

to　degra,de　hal　f　of　the　original　activity.

　　　　　　Ta;ble　2　8hows　the　sta7bility　of　DH　to　another　a,-chymo-

trypsin　produced　by　Sigma,where　obse:rvation　of　almost　similar

tendency　is　111ustrated.

　　　　　　Conse(lμently,these　enzymic　e:XCperiments　suggest　that

there　e:xist　peptide　linkages　in　DH　molecule　re8ponsible　for　the

indMction　of　the　diapause　ho:rmonal　activity.
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　　　　　　　Table　3　show8　that　no　81gnificaj･lt　decrea8e　of　the　activity

18　observed　during　the　incubation　with　carboxypeptidase　A.

The　fa,ct　that　DH　18　not　affected　by　carboxypeptida8e　8uggests

the　C-te:rminu8　of　DH　molecule　to　be　ab8ent(cyclic　peptide)o『

to　be　brocked　by　8ome　8ubstituent　other　than　a　neutral　amino

acid.

　　　　　　　ln　TaTble　4　are　aummarized　the　re8ult8　on　DH　treated　with

a-　andβ-gluco8ida8e,where　only　minor　effect　of　the　enzymos

to　DH　activity　wa8　ob8e:rved.　　The8e　experiment8　together　with

the　failu:z゛e　affecting　DH　by　acylation　or　periodate　oxidation

(Table　1)su.ggest　that　gluco8e,if　any　it　is　in　DH　iolecule,

might　not　be　conce:rned　with　DH　activity･

3　)　Con8tituent8　of　DH

　　　　　　　From　the　reault8　of　enzyme　experiment8,DH　molecule

contain8　8ome　peptide　linkages　which　are　responsible　for　the

ho:rmonal　activity　in　the　8ilkworm　diapause.　　Ba8ed　on　th18

fact　the　amino　acid8　were　8y8tematically　analyzed　on　8evera1

fractions　conce:rned　in　order　to　dete:rmine　them　a8　accurately

a8　po881ble.　　¶11he　ana,1y8es　were　performed　on　not　only　the

fractions　of　the　fina,1　ch:romatogram　but　also　tho8e　in　the　chro-

matog:ram8　which　have　been　obtained　dMring　the　course　of　DH

purification.

　　　　A8　a1ready　8tated　in　the　f1rst　chromatogz`aa(Fig.　I-5),

we　have　obtained　a　peptiae　fraction(tube　number8　22-24)which

precedes　the　:E　fra,ction　in　the　chromatogram.　　Results　of
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amino　acid　analy8i8　of　this　fraction(tube　number　2　3)is　depicted

in　?able　6,A.　　ln　thi8　table　are　a18o　8hown　the　re&ult8　on

!,s　DH　fraction　of　the　4th　chroma,togram(Fig.I-8),tube　numbers

55　to　61　ajld　on　2　s　DH-inactive　fraction････　of　rech:romatographed

one　in　Fig.　I-14,tube　num7bers　44　to　49.　　1he　relative　compos1-

tion　of　ajnino　acids　in　!　are　ve:ry　8imilar　to　those　in　2,and　the

total　amounts　in　B　are　about　five　times　of　those　in　C.　　There
　　　　　　　　　　　　　　-　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-

18　1ittle　relation　between　the　components　of　B　and　A.　　0n　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-　　　-

other　hand,the　ho:rmonal　activity　of　C　could　be　e8timated　from

Fig.　I-14,to　be　one　fifth　to　one　tenth　of　that　of　!.　　And

hence　the8e　aJnino　acid8　may　be　a8signed　to　tho8e　originating

from　DH　fractionsB.　　Whilst　amino　8ugar8　are　not･　found　in　A　but
　　　　　　　　　　　　　　-　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-

in　!,and£.　and　the　content8　11`C　are　higher　than　the　one8　in

!　by　five　to　six　time8.　Although　contellts　of　the　aainoys4gar8

in　!　are　comparaTble　to　tho8e　of　other　amino　acid8　1n　their　order,

it　18　que8tionable　whether　the　aJnino　sugar8　origina,te　from　the

DH　molecule　it8elf　or　not,8ince　fractions!,　in　which　the　amino

sugar　content8　are　ve:ry　high,　might　contaminate　in　the　fraction4･

§ ?he　maj　or　components　of　thi8　ho:rmonally　inactive　fraction　s!

are　analyzed　by　acid　hydroly8i8　to　afford　fatty　acid8　and　neutra1

sugars　such　as　gluco8e　,　fuco8e,manno8e　and　unknown　sugars

together　with　the　amino　8ugar8.　　　Thi8　fraction　may　be　a　kind

of　glycolipid8　such　a8　ga,nglio81de.　　　Slight　aaouzlt8　of　amino

acids　found　in　th18　fraction　are　considered　to　be　contazninated

sibstance8　from　the　ho:rmonal　fraction｡
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　　　　　　For　further　confirmation　of　these　amino　acids　and　amino

8ugar8　in　DH　fraction　to　originate　,　in　fact,from　DH　molecule

four　of　the　fraction8(tube　number8　33,40,43　and　48)of　the

3rd　chromatogram(Fig.　I-7)were　analyzed(Table　7),where

di8tribution　of　only　neutral　amino　acid8　and　amino　sugar8　was

determined.　　Tube　number(t.n.)40　and　t.n.48　have　been　e8t1-

mated　to　be　ve:ry　active;　t.n.　43　to　be　less　active;　and　t.n.33

to　be　inactivee　　From　the　value8　of　aaino　8ugar　content　analyzed,

it　i8　evident　that　t.n･~48　i8　not　contaminated　by　the　components

in　t.n.43,indicating　that　when　two　fraction8　are　8eparated

by　five　or　more　tube8,the　latter　fraction　i8　not　affected　by

contamina,tion　of　the　former　fraction.　　?hi8　fact　applies　to

the　ca8e　of　t.n.　40　which　18,therefor4　not　contaminated　by

t.n.33,although　the　total　amino　acid　content8　of　each　other

az`e　ve:ry　81milar.　　since　the　ganglio8ide-1ike　fraction(21n

Tajble　6)e88entially　contain8　no　amino　acids,the　amino　acids　in

t.n.40　mu8t　originate　from　the　DH　active　fraction8(t.n.36　to

40).　　Final　chromatogram　8hown　in　Fig｡I-10　gave　the　amino

acid8　which　are,thu8,0riginate　from　DH　molecule.

　　　　　　The　relative　mole-ratio8　of　the　amino　acid8　and　amino

8ugar8　on　three　of　the　fraction8　(t.n.　34,　38　ad　42)in　the

final　chromatogram　are　8ummarized　in　TaTble　8,where　a8partic

acid(A8p)is　taken　a8　8tandard　value,1.00.　　A11　con8tituent8

of　the　three　fractions　are　almost　identica1.　　S11ghtldeviation

of　the　value8　in　this　tible　from　integer,number8　i8　con8idere(1

to　be　due　to　incompletene88　of　the　hydroly818　or　decompo8ition

of　the　product8.　　1t　18　not　unreasonable　81nce　the　ho:rmone

contain8　8ome　non-amino　acid　component8　that　would　affect　to
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lajble　6　CONSTISENTS　OF　SE　I)IAPAUSE　HOaO:NE(I)

Liberated　amino　acid8　&aJnino　sugar8

　　　　A　　　　　　　　B　　　　　　　　C

ig.I-5　t.n.23　Fig.I-8　t.n･l?'Fig.I-!4　t.n･1;“

Ly8

18

rg

sp

h『

er

Glu

Pro

ly

Ala

ys

a1

et

le

Leu

yr

he

IC“NH2

a1'NH2

　83　　　　　　　　-　　　　　　　12

155　　　　　　　　-　　　　　　　　7

190　　　　　　　　-　　　　　　　n

440　　　　　　　89　　　　　　　17

314　　　　　　　58　　　　　　　n

232　　　　　　　85　　　　　　　22

151　　　　　　　102　　　　　　　J`a3

754　　　　　　　142　　　　　　　19

442　　　　　　　101　　　　　　　26

898　　　　　　　128　　　　　　　26

　0　　　　　　　　0　　　　　　　　0

270　　　　　　　73　　　　　　　21

race　　　　　　　　　　trace　　　　　　　　　　　　o

218　　　　　　　　　　　　　72　　　　　　　　　　　　　17

702　　　　　　　　　　　　155　　　　　　　　　　　　　31

283　　　　　　　　　　　　　47　　　　　　　　　　　　　　8

92　　　　　　　　　　　　　43　　　　　　　　　　　　　　8

　0　　　　　　　　　　　　　56　　　　　　　　　　　　327

　0　　　　　　　　　　　　　51　　　　　　　　　　　　261

Hydrolysi8　s　6N　HC1　,　110oC ,48　hr;　calcd.　10'ymo1/1mg゛.
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Tajble　7　CONSTlmSTS　OF　SE　DIAPAUSE　HORMONE(II)

　　　　　　Distribution　of　azino　acids　and　amino　suga,rs

　　　　　　in　the　31゛d　chromato&ram(Fig.　I-7).

Liberated　aaino　acids　&amino　sugar8

,　　　t.n.　33　　　t.n.　40　　　t.n.43　　　t｡n.48

Asp

hr

er

lu

ro

ly

la

y8

a1

et

le

eu

yr

he

　80　　　　69　　　　20　　　　19

59　　　　50　　　　17　　　　19

60　　　　69　　　　30　　　　25

54,　　　86　　　　34　　　　52

-　　　　　　　　　-　　　　　　　　　-　　　　　　　　　-

20　　　　105　　　　44　　　　58

65　　　　131　　　　46　　　　41

0　　　　　0　　　　　0　　　　　0

89　　　　91　　　　44　　　　51

0　　　　　　0　　　　　'0　　　　　　0

89　　　　90　　　　41　　　　48

86　　　　　　156　　　　　　　　63　　　　　　‘　75

55　　　　37　　　　12　　　　　6

47　　　　47　　　　15　　　　16

A.A.tota1　　　1004　　　　932　　　　366　　　　410

lc'NH2　　　　tl'ace　　147　　　316　　trace

a1`NH2　　　　　　　　trace　　　124　　　　228　　　trace

A｡S.total　　　　　　trace　　　　　　271　　　　　　　544　　　　　　trace

Hydrolysis　s　6N‘　HC1　,　110oC,21　hr;　calcd.　10`3}lmo1/mg･
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Table　8　　CONSTITUENTS　OF　?HE　DiAPAUSE　HO:RMONE　(III)

　　　　　　　　Relative　mole-ratio8　of　amino　acids　and　amino

　　　　　　　　sugars　of　the　three　fractions　in　the　fina1

　　　　　　　　chromatogram(Fig.　I-10).

Relative　mole-ratio8　of　the　tube　no.of

　　　34　　　　　　　　　　　　　38　　　　　　　　　　　　　42

Lys

His

Arg

Aspf

hr

er

lu

ro

ly

Ala

y8

a1

Met

le

eu

l`y『

he

Glc'NH2

al“NH2

0.59　　　　　　　　0.58　　　　　　　　0.75

race　　　　　　　　　　trace　　　　　　　　　　trace

.70　　　　　　　　0.61　　　　　　　　1.08

.00　　　　　　　　　　　1.00　　　　　　　　　　　1.00

.97　　　　　　　　0.77　　　　　　　　0.77

.02　　　　　　　　0.74　　　　　　　　0.90

.08　　　　　　　　1.56　　　　　　　　1.26

.75　　　　　　　　2.24　　　　　　　　2.55

.29　　　　　　　　1.56　　　　　　　　1.28

.88　　　　　　　　1.67　　　　　　　　1.68

　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　0

.99　　　　　　　　1.23　　　　　　　　0.98

race　　　　　　　　　　trace　　　　　　　　　　trace

.55　　　　　　　　1.37　　　　　　　　1.34

.10　　　　　　　　　　　　2.21　　　　　　　　　　　　2.11

.75　　　　　　　　0.63　　　　　　　　0.60

.68　　　　　　0.68　　　　　　0.71

.00　　　　　　0.67　　　　　　　1.03

.09　　　　　　0.65　　　　　　0.85

f　Taken　as　standard　value｡
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the　yields　of　amino　acid8　in　the　hydrolysate.

　　　　　　　lnfrared　spectruJn　of　DH　i8　shown　in　Fig.5,the　charac-

teri8tic　aTb8orptions　being　5350　cm'1(OH,NH),2900(methylene),

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S

1720(shoulder,ester),1220(ester),1650,1530(amide)and

1060(C-O　or　O-H)｡　｢lihis　spectrum　support8　that　DH　molecule

consi8t8　ma,inly　ofamino　acids　in　the　form　of　peptide　linkages･

but　there　are　indication8　that　is　also　contains　some　other

component8.　　　Tryptic　and　a-chymotryptic　digestions　of　DH　havi　゛

8hown　the　presence　of　peptide　linkages　in　DH　molecule　a8　a

part　re8pon8ible　for　the　diapau8e　indlλction.　　　Con8eqJuently,

the　8ilkwo:m　diapau8e　ho:rmone(in　Fraction　A;　pp　51)contains

the　14　amino　acid.8　and　2　amino　sugars　as　depicted　in　the　fina1

tajble.　　Analy8is　of　other　component8　of　the　ho:rmone　are　now

under　inve8tigation　using　8everal　micro　analytical　techniques.

　　　　　　　RλΓther,i8olation　and　the　chemica1　8tudie8　on　the

diapause　ho:rmone　in　Fraction　B　are　now　in　progres8,and　cor-

relation　of　the　con8tituent8　of　the　ho:rmones　in　Fraction8　A　and

B　wi11　1nake　the　whole　molecu:Lar　8tructure　of　the　ho:rmone

evident　in　neaz　future.

X
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