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9. 研究実績の概要

細胞は多種多様なタンパク質を発現するが、それぞれを緑色タンパク質あるいは赤色タンパク質にて蛍光標識し、細胞内にて共発現さ
せ、赤色蛍光と緑色蛍光の位置関係を網羅的に調べる解析を共局在オームと称する。本研究では出芽酵母細胞が発現すると考えられる
約６０００種類のタンパク質を題材とした共局在オーム解析の基盤整備を進めることを試みた。出芽酵母においては、数多くのタンパ
ク質がそれぞれ緑色蛍光タンパク質で標識されたライブラリーが存在している。昨年度までの研究において私は、そのライブラリー株
において、緑色蛍光タンパク質遺伝子を赤色蛍光タンパク質に置き換えることができる手法を開発した。本年度は小胞体に着目し、小
胞体局在とされている可溶性タンパク質１００種類について、緑色蛍光タンパク質標識を赤色蛍光タンパク質標識に置き換える作業を
行った。あるタンパク質を緑色蛍光タンパク質標識した細胞と他のタンパク質を赤色蛍光タンパク質標識した細胞を交配することによ
り、２種類の蛍光標識タンパク質を共発現する細胞を作出することが可能になる。細胞の交配においては、HO遺伝子導入による性転換
法を用いた。そして私は、このようなプロセスで得られた２倍体細胞のそれぞれについて蛍光顕微鏡観察を行い、緑色蛍光と赤色蛍光
の細胞内分布とそのオーバーラップについておデータを集めた。蛍光顕微鏡観察における緑色蛍光の赤色蛍光フィルターへの漏れ、お
よび赤色蛍光の赤色蛍光フィルターへの漏れは、単独の蛍光タンパク質を発現する細胞の蛍光画像プロファイルにて補正した。そして
私は、小胞体タンパク質と分類されたタンパク質も総じて小胞体全体に一様に分布しているのではなく、それぞれ固有のムラをもって
分布していることを見いだした。すなわち、小胞体の中にさまざまなドメイン構造が存在していることが強く示唆されたのである。
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