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　Green　Flu◎re．scent 　Protein（GFP ）は オ ワ ン ク ラ ゲか ら単離 された蛋 白質で あ り、 生体

に と っ て毒性の 少 な い 波長域（40enm か ら 470nm）で ある励起光 を照射す る こ とに よ っ

て 強 い 緑色 の 蛍光 を発 する 。 酵 素活性 に基 づ く従来 の レ ポ ー
タ

ー
タ ン パ ク質 と異な

り、GFP に よ る蛍 光 発光には 励起光以外 に何 も必 要 と しない こ とか ら、生 きた ま ま

の 細胞 の 蛍 光 ラ ベ リン グや 、遺 伝子 組 み換 えを通 じて 目的 とす る 蛋 白質 の 細 胞 内局

在 を経時的 に 可視化で きる分子 マ
ーカ ーと して 急速 に普及 しつ つ ある 。

　我 々 は 、（輝 P を用 い て 動物 培養細胞 の 蛍光 ラ ベ ル を行 うため 、 種々 の 条件 を検討

した 。 そ の 結果 、 海水中に 生息す る ク ラゲ 由 来の GPP は細 胞の 培養温度 であ る37℃

で は 十分 に発光で きず、よ り低温 に維持する必要の ある こ とを見 い だ した 。 そ こ で 、

こ の 温度感受性 を克服するGFP 変異体 の 作製 を試 み 、これ に成功 した 。

　次 に GFP を用 い た 細胞 内蛋 自質の 可視化 を 目的に 、 ホ ル モ ン と結合 し細胞 質か ら

核 へ 移行す る レ セ プ タ
ー

型 転写因子 、
グ ル コ コ ル チ コ イ ドレ セ プ タ

ー
（GR ）との 融合

タ ン パ ク 質を構築 し 、 細胞 内の 局在 を蛍光観察 した 。 GFP の 蛍 光は細胞 を固定せ ず

に検 ti1で きる こ と 、退色が少 な く何度 で も観察で きる こ とか ら、GR 核移行の 経路 や

時間的 な変化 を
一

細胞 で追跡 す るこ とが で きた 。

　 さ らに GFP の 蛍光 を指標 と して転写活性化 能の 定量 的なア ッ セ イ系 を構築す るた

め に 、GFP レ ポー
タ

ー一遺伝子 を作製 した 。 プ ロ モ ー
タ

ー
に はホ ル モ ン誘 導性 の マ ウ

ス 乳 ガ ン ウ イル ス プ ロ モ
ー

タ
ー

を用 い た 。 こ の レポ
ー

タ
ー
遺伝子 を細胞 に 導入 し蛍

光顕微鏡で 観察する と 、 ホ ル モ ン濃度依存 的な蛍光 の 増強が観 察 された 。 こ の系 の

利点は 、非常 に 少数の 細胞で 転 写制御の 観 察が可能 に なる こ とで ある 。 また 、こ の

系の 定量性 を調 べ る た め に、同 試料の 細 胞抽出液 を調 製 し蛍光 強度 を測定 した。そ

の結果 を従来用 い られ て い る レ ポー タ ー タ ン パ ク 質で ある ル シ フ ェ ラ
ーゼ と比較 し、

同等の 検出感度 を有する こ とを確認 した。
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