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１．日本側の研究実施体制 
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膜蛋白質（GLUT4、TLR４）と各種タグの融合遺伝子の作成と発現 
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２．日本側研究チームの研究目標及び計画概要 

ワークパッケージ③における各種融合蛋白質の蛍光プローブによる動態解析実験を行う

ために、Penicillin G amidase、Beta-lactamase、Beta-galactosidase の遺伝子断片を

GLUT4 の細胞膜外の第 1 ループもしくは C 末端に融合させた遺伝子をクローニングする。

また、その GLUT4 に PYP タグもしくは蛍光蛋白質を第 1 ループと C 末端のいずれかに融合

させた遺伝子を作成する。これらの融合遺伝子が HeLa 細胞内で発現するかをウェスタンブ

ロットによって検出する。融合させた位置に問題があり発現に問題がある場合は、融合部位

を変更するもしくは融合時に用いるリンカーアミノ酸配列の最適化を行い、再度遺伝子発現

をウェスタンブロットにより解析する。 

 

 

3. 日本側研究チームの実施概要 

Beta-lactamase（bLac）及びｍCherry の遺伝子を GLUT4 に融合させた二つの

遺伝子の作成を行った。一つは、GLUT4-mCherry-bLac であり、ＧＬＵＴ４の C

末端の細胞内ドメインに mCherry と bLac が提示される融合遺伝子である。もう一

方は、bLac-GLUT4-mCherry であり、bLac の遺伝子を、GLUT4 の細胞外第一ルー

プに提示し、mCherry を GLUT4 の C 末端側に提示される融合遺伝子である。

GLUT4-mCherry-bLac は、膜透過性蛍光プローブにより bLac の酵素活性を検出す

ることで、 GLUT4 全体の動態を確認することを可能となる。また、

bLac-GLUT4-mCherry は、膜非透過性蛍光プローブにより bLac の酵素活性を検出

することで、細胞膜上にトランスロケートした GLUT4 を選択的に検出することが可

能となると期待される。これらの遺伝子を HeLa 細胞に導入し、イメージングした結

果、発現が良好に確認された。 


