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抄録 

EGD1 mRNAがコードするEgd1蛋白質は，出芽酵母のnascent associated complex（NAC）を構成す

る．EGD1 mRNAは，過剰発現させると細胞質に独特な塊状の局在を示す．しかし，EGD1 mRNAの

局在化のメカニズムは不明である．本研究では，EGD1 mRNAの局在化に関わる因子のスクリーニ

ングを行い，局在化に関わる因子の候補を得た．また，内在性のEGD1 mRNAの局在解析について，

1分子in situ hybridization法による解析を試みた． 

 

１． 研究目的 

細胞内で局在化するmRNAは多数報告されてお

り，mRNA の局在化によって，蛋白質の翻訳が時

空間的に制御される． 

当研究室では，これまで，RNAを強制発現させ

て可視化することで，局在化 RNA のスクリーニン

グを行ってきた．出芽酵母の局在化 RNAのスクリ

ーニングで得た EGD1 mRNA は，細胞質に独特な

塊状の局在を示し，出芽酵母の NACのサブユニッ

トをコードする[1]．NAC はリボソームで合成され

る新生ポリペプチドに対して，シャペロンとして

はたらくと考えられている． 

本研究では、EGD1 mRNA の局在化のメカニズ

ムを調べるために，EGD1 mRNA の局在化に関わ

る因子のスクリーニングを行った．また，内在性

の EGD1 mRNA の局在について，1 分子 in situ 

hybridization 法による解析を試行した． 

 

 

 

２． 研究内容及び成果 

2.1. EGD1 mRNA の局在化に関わる因子のスク

リーニング 

出芽酵母の 5,000 個弱の非必須遺伝子を破壊し

た遺伝子破壊株バンクを用い，EGD1 mRNA の局

在化に関わる因子のスクリーニングを行った．野

生型株に，U1A タグ付きの EGD1 mRNA を強制発

現させるプラスミドと，U1Aタグに結合する U1A

蛋白質と緑色蛍光蛋白質（GFP）との融合蛋白質を

強制発現させるプラスミドを導入し，同時に発現

誘導すると，GFP により EGD1 mRNAが可視化さ

れ，細胞内に塊状の局在が検出できた．EGD1 

mRNA の局在化に異常を示す遺伝子破壊株を探索

するために，遺伝子破壊株バンクの各遺伝子破壊

株に，U1A タグ付きの EGD1 mRNA を強制発現さ

せるプラスミドと，U1Aタグに結合する U1A 蛋白

質と緑色蛍光蛋白質（GFP）との融合蛋白質を強制

発現させるプラスミドを導入した[2]．発現誘導後，

蛍光顕微鏡下で EGD1 mRNA の局在を観察し，野

生型株と異なる局在を示す株を探索した．本研究
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を含め，現在までに 1,385 株の遺伝子破壊株につ

いて一次スクリーニングとしての観察を終え，

EGD1 mRNA の局在が野生型株と異なる遺伝子破

壊株の候補を 2株得た． 

 

2.2. 1分子 in situ hybridization 法による解析 

EGD1 mRNA の局在について，これまでは過剰

発現させた状態で観察していたが，1 分子 in situ 

hybridization 法による内在性の EGD1 mRNA の局

在解析を行うため，準備を進めた．EGD1 mRNAの

塩基配列に相補的な 19 塩基長の標識プローブを

25 種類設計し，1分子 in situ hybridization による検

出を試みた． 

 

３． まとめと今後の課題 

EGD1 mRNA の局在に影響を及ぼす遺伝子破壊

株の候補について，さらなる解析を進め，EGD1 

mRNA の局在化のメカニズムを調べたい．また，

1 分子 in situ hybridization 法による局在解析につい

ては, 実験条件を検討し，複数のコントロール実

験を行うことで，内在性の EGD1 mRNAの局在に

ついて詳細に解析したい． 

 

４. 付記 

 本研究は，大妻女子大学戦略的個人研究費（課

題番号 N2207）の助成を受けたものである． 
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