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Ⓨ⾲䝍䜲䝖䝹䠖⭠⳦⣽⬊ቨྜᡂ㜼ᐖస⏝ࢆ⏝ࡓࡋ⤌ࢡࣃࣥࢱ࠼㉁ᢳฟἲࡢ㛤Ⓨ                                        

䠄බ㛤䞉㠀බ㛤䠅 

[⫼ᬒ䡡┠ⓗ] 
⭠⳦ෆࡽ┠ⓗࡢ⤌ࢡࣃࣥࢱ࠼㉁ࢆᅇࡵࡓࡿࡍ⭠⳦ࡿࡍ○◚ࢆᚲせࠋࡿ࠶ࡀ◚○᪉ἲ࡚ࡋ

㉸㡢Ἴ◚○ࡢ࡞≀⌮ⓗ࡞ᡭἲࢡࣃࣥࢱࡾࡼ࡞⇕ࠊࡀࡿࢀࡽ࠸⏝ࡃࡼࡀ㉁ࡀᦆയࡿࡅཷࢆሙྜࡀ

ᑐၥ㢟ࡢࡇࠋࡿࢀࡲᮃࡀຠ⋡ࡿࡼ⡆␎ࡢ⛬ᕤ○◚ࡣ࡚࠸࠾ᐇ㦂࠸ከࡀヨᩱᩘࠊࡓࡲࠋࡿ࠶

ࡘᣢࢆ⏝⣽⬊ቨྜᡂ㜼ᐖస࡚࠸࠾ᙜ◊✲ᐊࠊࡋ VanX 㓝⣲࡚࠸⏝ࢆ⭠⳦ࡢ⮬ᕫ⁐⳦ࡿࡼ✜࡞
᮲௳࡛⡆౽ࢡࣃࣥࢱ㉁ࢆᢳฟࡿࡍ᪉ἲࢆ㛤Ⓨࠋࡓࡋᮏ◊✲࡛ࡢࡇࡣ⣽⬊ቨྜᡂ㜼ᐖࡿࡼ⁐⳦ᶵᵓ

᪂ࠊࡿࡏࡉ⳦⁐ࢆ⳦⭠࡚࠸⏝ࢆ⣔ᢠ⏕≀㉁࣒ࢱࢡșࣛࠊࡋᣦ┠ࢆ㛤Ⓨࡢᡭἲ࡞౽⡆ࡾࡼࠊࡋ┠╔

つࢡࣃࣥࢱࡢ㉁ᢳฟἲࡢ㛤Ⓨཬࡢࡑࡧホ౯ࠋࡓࡗ⾜ࢆ 
[◊✲᪉ἲ] 

䜰䞁䝢䝅䝸䞁䛾⁐⳦స⏝䜢⏝䛧䛶┠ⓗ䝍䞁䝟䜽㉁䛾ᅇ䛜ྍ⬟䛛᳨ド䛧䛯䚹ྍ⁐ᛶ⏬ศ䛻Ⓨ⌧䛩䜛 4 ✀䛾

䝰䝕䝹䝍䞁䝟䜽㉁࠙Green Fluorescent Protein㸦GFPuv㸧ࠊGaussia Luciferase㸦GLuc㸧ࠊ
Caspase-Activated DNase㸦CAD㸧1-86 C34SࠊIntein Nᮎ➃࣓ࣥࢻ㸦N-inteinࠚ㸧 ⭠ࠋࡓ࠸⏝ࢆ
⳦ BL21 (DE3)ᰴྛ㑇ఏᏊࡓࡋࢻ࣮ࢥࢆ pET26bཬࡧ pAED4ࢀࡒࢀࡑࢆࢻ࣑ࢫࣛࣉᤄධࠋࡓࡋⓎ⌧
ㄏᑟᚋࠊᢠ⏕≀㉁➼ࡢヨ⸆ࢆῧຍ⃮ࡋᗘࢆ ᐃ࡛ࡇࡿࡍ⁐⳦ຠ⋡ࡢホ౯ࠊࡽࡉࠋࡓࡗ⾜ࢆᇵᆅୖ

Ύ⏬ศࡢ SDS-PAGEゎᯒࢡࣃࣥࢱࣝࢹࣔྛ࠸⾜ࢆ㉁ࡢᨺฟྜࢆㄪࠋࡓ 
[⤖ᯝ䡡⪃ᐹ] 
⭠ࠋࡓࡗ⾜ࢆウ᳨ࡢ௳᮲⳦⁐➼ࢢ࣑ࣥࢱࡢῧຍࡸῧຍ㔞ࡸῧຍࡢࠎ✀ࠊ࡚࠸⏝ࢆGFPuvࠊࡎࡲ
⳦ෆ࡛ GFPuvࢆⓎ⌧ㄏᑟᚋࠊᢠ⏕≀㉁ࢆᇵᆅῧຍࠊྛࡋ 㛫ࡿࡅ࠾ᇵᆅୖࡢΎ⏬ศࢆ SDS-PAGE
ุ᩿ࡿ࠶࡛⬟ྍࡀ㉁ᢳฟࢡࣃࣥࢱࡓࡋ⏝ࢆ⏝స⳦⁐ࡢᢠ⏕≀㉁ࠊࡾࡼࢀࡇࠋࡓࡋゎᯒ࡚࠸⏝ࢆ

༑ศࡀ㉁ࢡࣃࣥࢱ࠸᪩ࡀㄏᑟ⳦⁐ࠊࢁࡇࡓࡗ⾜ࢆ㐺᭱ࡢᢠ⏕≀㉁ῧຍᮇࠊࡽࡉࠋࡓࡋ

Ⓨ⌧࠺ࡲࡋ࡚ࡋ⳦⁐ࡲࡲ࠸࡞ࢀࡉഴྥࠊࡵࡓࡓࢀࡽࡳࡀᮏ◊✲࡛ࡣⓎ⌧ㄏᑟᚋ 2 h௨㝆⁐⳦ㄏᑟࢆ
㜼ᐖࢮ࣮࣐ࢱࢡșࣛᢠ⏕≀㉁ࠊࡵࡓࡿࡍウ᳨ࢆㄏᑟἲ⳦⁐ࡿࡍᑐ⳦ᢠ⏕≀㉁⪏ᛶࠊḟࠋࡓࡗ⾜

࣮࣐ࢱࢡșࣛᢠ⏕≀㉁ࠊᯝ⤖ࡢࡑࠋࡓࡋᐃ ࢆᗘኚ⃮ࡢᚋࡢࡑࠊ࠸⾜ࢆㄏᑟ⳦⁐࡚ࡏྜࡳ⤌ࢆ⸆

ࢆ⸆㜼ᐖࢮ ຠᯝ⳦⁐࡞ᢠ⏕≀㉁ῧຍ㔞࡛༑ศࡢప⃰ᗘࠊሙྜࡓࡗ⾜ࢆㄏᑟ⳦⁐࡚ࡋ⏝ྜ࡛ేࡢ1:1
ࡓࢀࡽᚓ࡚ࡗࡼ⳦⁐ᕫ⮬ࠊࡽࡉࠋࡓ࠸⏝ࡶᐇ㦂࡛ࡢ௨㝆ࢆ௳᮲ࡢࡇࠊࡵࡓࡓࢀࡉㄆ☜ࡀ GFPuv
ࠊᯝྠ⤖ࡓࡋẚ㍑ࡢࡶࡓࢀࡽ㉸㡢Ἴ◚○࡛ᚓࢆග ᐃ⺯ࡢ ⛬ᗘࡢ⺯ගᙉᗘࠊࡽࡇࡢࡇࠋࡓࡋ♧ࢆ

ᮏᡭἲࡣ┠ⓗࢡࣃࣥࢱ㉁ࡢ≧ែᙳ㡪ࢆࡀࡇ࠸࡞࠼♧၀ࠋࡓࢀࡉḟࠊ⁐⳦ຠ⋡ࡓࡿࡏࡉୖྥࢆ

ࡉࠋࡓࡋୖྥࡀ⋠ຠ⳦⁐ࠊᯝ⤖ࡓࡋῧຍࢆ㠃άᛶ⏺࣒࣮ࢳࢰࣜ㞟⳦๓ࡧㄏᑟ㛤ጞཬ⳦⁐ࠊࡵ

⃰ࢆᇵ㣴ᾮⓎ⌧ㄏᑟᚋࠊࡵࡓࡿࡏࡉຠ⋡ࢆ⛬⢭〇ᕤࡢ㉁ࢡࣃࣥࢱⓗ┠ࡓࢀࡽᚓࡾࡼ⳦⁐ࠊࡽ

ᇵ㣴ࠊᯝ⤖ࡢࡑࠋࡓࡋド᳨ࡿࡁᅇ࡛ࢆ㉁ࢡࣃࣥࢱࡢ➼ྠ㠀⃰⦰ࠊࡅࢆㄏᑟ⳦⁐ࡽ࡚ࡋ⦰

ᾮࡿࡍ⦰⃰ࢆ⁐⳦ຠ⋡ࡀⴭࡃࡋపୗࡾࡼ⦰⃰ࠊࡣࢀࡇࠊࡀࡓࡋ⳦యᐦᗘࡀ㠀ᖖ㧗ࡾࡲ⣽⬊ศ

ຠ⋡ࡀపୗࡿ࠶࡛ࡵࡓࡓࡋ᥎ ࠋࡿࢀࡉḟࢡࣃࣥࢱࣝࢹࣔࡢ✀4ࠊ㉁࡚࠸⏝ࢆᮏᡭἲ᳨ࡢドࡗ⾜ࢆ
⣽⬊ศࡣ⳦⁐ࡿࡼ⣔ᢠ⏕≀㉁࣒ࢱࢡșࣛࠊࡋࡋࠋࡓࡁฟ᳨࡛ࢆࡽࢀࡑࡽᇵᆅୖΎ⏬ศࠊᯝ⤖ࡓ

㐣⛬࡛㉳ࠊࡵࡓࡿࡇ⣽⬊ศຠ⋡ẚ࡚ࡋ⁐⳦ຠ⋡ࡀኚࠋࡿࢀࡽ࠼⪄ࡿࡍ௨ୖࠊࡾࡼșࣛࢡ

⣽⬊◚○ἲࡢࠊࡣᚋࠋࡓࡁ࡛ࡀࡇࡿࡍ㛤Ⓨࢆ㉁ᢳฟἲࢡࣃࣥࢱࡢ᪂つࡓ࠸⏝ࢆ⣔ᢠ⏕≀㉁࣒ࢱ

 ࠋ࠺⾜ࢆ᮲௳᳨ウ⳦⁐ࡓࡅྥᐇ⏝ࡧཬࠊẚ㍑ࡢ㔞ࡧຠ⋡ཬ⳦⁐ࡢ


