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Ce1lular　IDcalizat王orl　of 　tyrosLnase 　in　the

mOUSe 　 nlelanOma 　 Cell

HIRo −AKI 　 YAMAMoTo ，　 TAKUJI 　 TAKEUCHI

　 メ ラ ノ サ イ ト （メ ラ ＝ ン 色素細胞） に お け る メ ラ

ニ ソ 合成の 鍵酵素と言 わ れ る チ ロ シ ナ
ーゼ の 細胞内

移送を調 べ る端緒 と して ，こ の 酵素の 細胞 内分布を

調 べ た。

　 B16 マ ウ ス メ ラ ノ ー
マ （黒色腫 ） の ホ モ ジ ネ イ ト

を 77，0009 ，60分遠心 して得た沈査を ， ト リプ シ ン

処理 し，チ ロ シ ナ ーゼ を可溶化 した 。 硫安分画．セ

フ ァ デ ッ ク ス G −100Jイ オ ン 交換体を用 い た ク ロ r

トグ ラ フ ィ
ー

に よ り．精製チ ロ シ ナ ーゼ を得た。こ

の 方法 で は．メ ラ ノ ソ ーム か ら可 溶 化す る 場合 と同

様 の 標 品 が 得 られ た 。

　 こ の 精製標 品 を PBS に 溶 か し．等量 の ア ジ ュバ

ン トと と もに ウサ ギ の 皮下 に 1mg ずつ 3 〜 4 回 く

り返 し注射す る こ とに よ り，抗血 清を得 た。こ の 血

清 （弱 ℃ 30 分処 理済）は ． チ ロ シ ナ ーゼ 溶液 と一

本の沈降線を示 した 。

　培養 メ ラ ノ ーマ 細胞 （ク ロ
ーン N ）を，0．OIM 過

ヨ ゥ素酸，0．075M リシ ン． 2 ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ

ヒ ド，0、037M 　Na一
リ ン 酸緩衝液，ま た iM ％ パ ラ

ホ ル ム ア ル デ ヒ ド． ピ ク リ ン 酸混液 の 二 方法 を用 い

て 固定 した。エ ポ ン に 包埋 す る 場合 は OsO ・ に よ る

二 次固定を行な っ た e こ の 試料を エ ＊
・
ン また は メ タ

ク リ レ ー
トに 包 埋 し，間接酵素抗体法 に よ っ て チ p

シ ナ ーゼ の 検出を試 み た。現在 まで に反応が陽 性 で

あ っ た の は ，メ ラ ノ ソ ーム ．ゴ ル ジ 小胞，GERL 様

構造 お よ び ER の 突起部で あ り， さ らに 同定 で き

な い 構造が残 っ て い る 。 し か しなが ら，まだ 細胞内

構造が 不 明確な の で ．今篌さ ら に 検討 を重 ね た い 。

細胞融合に よ る形質発現棲櫨研究 におけ る．除稼細

胞の利用 に つ い て
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Recombination　 of 　karyoplast 　and 　cytoplast 　for

the　study 　of 　gene 　expression

YOICHI 　TAKAYAMA ，　 TAKUJI　 TAKEUCHI

　 Bl6 マ ウ ス メ ラ ノ ーマ の サ ブ ラ ィ ン ，　 G4 ．　E ．　TG

14．N ．は プ ラ ス テ ィ ッ ク 円盤 に よ る サ イ トカ ラ シ ン

B の 除核法 で は 接着性 の 悪 さ の 為 に 除核収率は非常

に低か っ た が接着性 の 強い 新 しい サ ブ ライ ン S を 分

離す る こ とに よ り解決した。除 核 条 件 は L 細胞 ，
メ

ラ ノ ー
マ とも 7μg／m ’ サ イ ト カ ラ シ ン B ，32℃．

27，　ooo　9 ，20分 で あ っ た。次に UV −HVJ に よ る融

合時 に カ リオ プ ラ ス トに 混在す る完全 な細胞 は 生残

して しま うの で除 く事が必 要 で あ る 。 サ イ トブ ラ ス

トに 混在 す る完全 な 細胞 及 び カ リt プ ラ ス トは 核 の

側に マ ー
カ
ー

と して BrdU ，6−TG 抵抗性 の もの を

用 い れ ば こ れ らの 薬剤 で 選別 で きる。カ リ オ プ ラ ス

トが 100％ 純粋 で あれば薬剤 に よ る選別法 と組 み 合

わ せ る事 に よ り再構成細胞 を と る 事 が で きる が，実

際は 困難で あ る 。 また 核 の マ ーカー
に 対応 して 細胞

質 マ ー
カ
ーが あれば再構成細胞 の 分離 は 可 能 で あ

る。メ ラ ノ ーマ に は メ ラ ノ ソ ーム と い うマ ー
カ
ーが

ある の で L 細飽に TK −
，培養液 に BrdU を用 い ，

ク ロ
ーニ ン グ と併用す る 事に よ っ て 再構成細胞 が と

れ る 点が有利 で あ る 。 現在 L 細胞側に 細胞質 マ ー
カ

ーが存在 しな い の で 逆 の 実験 は で ぎな い e

　今後，＝ V ス ロ マ イ シ ン そ の 他の 生化学的な細胞

質 マ ーカ ー
は ，ク 卩

一
＝ ン グ な どの 操作が 不 用 な 点

で よ りす く’2Lて い る の で そ れ らを 検 討 して み る つ も

りで あ る 。
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