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闢一7 液胞内灌流法 に よ る 車軸藻液 胞膜 の 単離 1臨 蓬
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　近年植物細胞 に お い て ピ ロ リ ン 酸 （ PPi ）を ヱ ネ ル ギ ー源 と し て 周 い る 新種 の H’ee送 獵 構 が 発 見 さ れ た。

　 こ の H“re送 性 ピ ロ フ ＊ ス フ ァ タ ーゼ （ げ PPase ＞ の 翻胞内 の 局 在 に つ い て 、新 免 は 巨 大 単 細 胞 軍 軸藻 類

の
一

種、Nitella　 translfisefis　よ り 調整 し た 脱原 形 質 膜 モ デ ル 細 胞 を 尾 い 直 接 に 液 胞 膜 上 に そ の 活 性 の 存

在 を 示 し ta。　 高等植物 に お い て は密度勾配遠心 に よ り 分離さ れ た液鞄膜 、 ゴ ル ヅ体 を 豊窰 に 含 む 膜分 画

を 用 い て 、各 々 の 分 画 に 甘 PPase の 活性 の 存在 が 示 さ れ た o 　 し か し な が ら簡分画 へ の 他 の 細胞内小器官

由来 膜小胞 の 混在 、あ る い は 信頼 に 足 る 液胞鰻標識酵 素 の 欠 如 な ど の た め 、H’PPase の 細 胞 内 局 在 を 完 全

に 決定 し 酵棄活性 を 正 確 に 溯 定 す る こ と は 今 な お 困 難 な 部 分 を 残 し て い る。

　今回 我 々 は 液胞膜 の シ ョ 聴密度勾配上の 局在 髪 知 り、ま 泛 液 胞 膜分 画 へ の 他 の 膜 系 か らの 混入 を 可能 な

限 り少 くす る た め Chara　 C鉱 軈 　を 用 い 細 胞内灌流 の 捜法 に よ り 液胞膜 を 単離 し た 。 　　 図 a に 示 す

よ うに 細胞 の 両端 を 切除 し 叛 後、翻胞液を除去 す る た め 細胞内瀧 流 液 を 導 入 す る 6　 こ の 最 初 の 濯流 に よ

り PPase 活性測定 を 署 し く困難 に す る 酸性 フ n・ス フ ァ タ
ーゼ を大部分除表 ず る こ と が で き る 。 　 引 き 続 き

二 回 目 の 細胞内濃流 を EGTA 蘯 含 竃 灌流液 に よ り両 方 向 に 行 う。　 こ の 鑠 作 に よ り液胞貘 は 破 れ 自 ら 小胞

を 形成 し 、

一
部 は そ の 内部 に 原 形質 を 取 の 込 む。　 原形質ゾ ル は く ずれ 落ち細胞外 へ 流 し 出 さ れ て く る 。

　液胞瞑 の シ ョ 糖密度勾配 上 の 局在 を 知 る 海 め に 、最 初 の 細 胞 内 灌 流 を 300μg／ml の FITC −ConA を 含 む 液

で 行 い 液胞膜を標 識した 。 　 未結合 の 臼 TC−ConAは 引 き続 い て 細胞内灌流 を 行 っ て 除去 し た 。　FITC −Co 酸

と 共 に 125mM の α
・methyl −V−mannosiCl

’
e を 灑 流 液 に 擁え て お く と 臼 TC・Co嫉 の 液 胞 膜 へ の 特 異的 な 結 合

は 阻害 さ れ た 。 　 二 回 昌 の 濯 流 に よ り 得 た 分画 を 直接 15X−．45Xの シ ョ 糖密度 勾配 の 上 に 載 せ 80、OOO　 xg で

15 時 問遠 心 を 行 っ た。Fi’rcの 蛍光 はシ m 糖 濃 度約 17X及び 25X の 位 置 で 極 大 と な る。　25Xの 擾 大 値 は 他

の 液胞膜標識酵棄 で あ る KNO3 感 受 性 解 Pase の 極大 値 と一
致 す る が 大部分 は 小胞体 の 分画 とも 重 な る 。

　液胞膜 を 単 離 す る に あ た っ て は 、別 に パ ーコ ール に よ る不 漣 続密度 勾配 遠心 癒 行 ， 鳬 。 　 二 回目 の 濯 流

の 後 こ の 分画 の バ ーコ ール 濃 度 な 1魄 に 調 整 い 更 に 上屡 に 3X の バ ーコ ール を 含 む 細胞内灌 流液 薮 載 せ

る 。 1、OOO　x8 に て 15 分遠 心 しバ ス ツ ール ビ ベ ッ トに よ っ て 上層 に 浮 い て きた 液胞驥 を 採 集 す る 。 　 こ の

分画 に は ゴ ル ジ 体 の 標 識 酵 禦 で あ る 1飢 en 七 助 Pa3e、あ る い は ミ トコ ン ド リ ア の 内 膜 の 標識酵 覊 で あ る

Cytochrone 　 c 酸 化 酵 粟 の 活 性 は 見 い 出 せ な か っ 彪 。 　 二 回 闘の 灌流 の 領 に も細胞壁 、 原形質膜 、 葉 緑体

は 綯 胞 側 に 残 っ て お り、ζ の 濃胞膜分画 に 混 入 す る こ と は な い 。　 液胞膜分 画 は ATP及 び PPiに 敏存 し た

　　 　　　　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　　 　 げ ポ ン プ 活性 を 持 つ 。 　 H淨 Pase は

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pH　 8．5 付 近 に て 活 性 が 最 大 と な り
　 　 　 　 　 CW
Is〜．　　　　　　 　　P隅　　　　　kF　ここ よ　り活 性 阻 害 を 受 け る

perfusion
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。 為掘 籍

Chi

　　　 （ Ki躊 0・5曽0・8 団阿 ）・ま 炬 強力 な

CS 　 　 ATPase の 阻害剤 で あ る DCCb に 対 し

ゆ
　　　 て は 比較的感受性 が 低 い 。 　 ま だ硝酸

　　　 イ オ ン に よ ¢ 活性 阻害 な 受 け な い こ と

　　　 など ATPase と は 多 くの 点 で 異 な つ 距

　　　 性質 を 持 つ o 　 こ の こ 乙 は PPi に 依 存

　　　 し た H
◆‘t ン プ 活 性 は 、H・A↑Paseに よ る

　　　 の で は な く、別個 の H’輪 送 性 酵 齋 に よ

　 　 　 る も の で あ る こ と を 示 す も の で あ る 。
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