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　生 きて い る細胞内に於て 、 膜小 胞同士 の 融

合 を観測する方法を開発したの で報告する 。

こ れ には 、前の 講演で 述 べ た時間分解顕 微蛍

光法 を用 い て、共嶋エ ネル ギー移動 （RET＞を

測定 す る方法を用 い た。培養細胞 （MH ／3T3）

にRETの エ ネル ギー供与体 （NBB−PEを含む リポ

ソーム ）をエ ン ドサ イ トーシ ス によ っ て取 り

込 ませ 、洗浄後、さ らに受容体（ス1」抑 一ダ ミン、

水溶性 ）を取 り込 ませ た 。 蛍光顕微鏡下で は、

色素を内水相に 含む多数の 膜小胞が点状に見

られ た 。 細胞中の 直径 1．6μm の スポ ッ トを選

択し 、な るべ く単一の 膜小胞 に つ い て 、供与

体の 蛍光減衰 曲線 を測 定 し た 。 受容体を加え

た細胞中で は蛍 光減衰が RETの ため に速 くな っ

てお ヴ、
こ れ は先に 形 成され た供与体を含む

小胞 と 、 後に形 成された受容体を含む小胞 と

の 融合 によるも の と考え られ た 。 また、単一

細胞内 に於て も、RETの 程度は 個 々 の 膜小胞 に

より異な っ て い た 。 膜小胞の 融含は 、小胞 内

の 酸 性化を NHaClに よ っ て 阻害 しても観察され

たが 、サ イ トカ ラ シ ン D て
’
細胞 を処理 す る と

見 られ な くな っ た 。 こ の よ うに、生 きて い る

単
一

細 胞 中の 特定の 部位に お ける膜 融合 を、

ほぼ リア ル タイム で （測定時間く 1 分 ）追跡

で きる こ と が 、本法 の 大 きな 覇点で ある 。

　 我 々 は らせ ん 靱 帯 の 線 維 芽 細 胞 に

訟 い て 、 B−glyGeroPhosphate を基 質

と し pH5 ．oで 活 性 を示 すaoid 　 Phos
−

Phatase （ACPase ）活 性 陽 性の ラ イ ソ

ゾ
ー

ム 以 外 に 、 pH3 ．9で 活 性 を 示 す

trimetaphosphatase （TMPase ） を 有
し 、 pinooy 七〇 sis に 関与 す る 管 状 ラ

イ ソ ゾ ー ム の 存在 に つ い て 既 に 報 告

した 。 細 胞 内 の ラ イ ソ ゾ
ー

ム 構 築 を

解 明 す る た め に は AGPase 活 性 と共 に
TMPase 活 性 を利 用 す る 必 要が あ る

。

モ ル モ ッ トの 内耳 蝸 牛 管上 皮 で ACP −・

ase 活 性 とTMPase 活 性 の 局 在 を 比 較
検 討 した 。

ACPase 活 性 検 出 に は

Robinson と Karnovsky の セ リ ウ ム 塩

法 を 、 TMPase 活 性 検 出 に はDoty 　e 七

al の 鉛 塩 法 の 他 、 セ リ ウ ム 塩 法 （20
mM 　aGetic 　acid 　buffer 、　pH3 ．9 、　2
mM 　CeC13 ・ 1mM 　trimetaph 。sphate ・

5％　suorose 、　0．00015 ％　Triton
X畦 oe）を 用 い た 。 蝸 牛 管 上 皮 に お い

て ACPase 活 性 とTMPase 活 性 は ほ ぼ 同
様 の 局 在 を 示 した が 、 血 管条 辺 縁 細
胞 と コ ル チ 器 支 持 細 胞 の 細 胞 質 に 散
在 す る 管 状 構 造 物 、 外 ラ セ ン 溝 上 皮
の 根 細 胞 の 集 積 した 管 状構 造 物 お よ

び ヘ ン ゼ ン 細 胞 基 部 形 質 膜 直 下 に 集
積 した 球 状 構 造 物 は TMPase 活 性 を有
す る が ACPase 活 性 陰 性 で あ る こ とが

明 らか に な っ た 。
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