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Project Period (FY) 2007 – 2008

Project Status Completed (Fiscal Year 2008)

Budget Amount *help ¥6,800,000 (Direct Cost: ¥6,800,000)
Fiscal Year 2008: ¥3,400,000 (Direct Cost: ¥3,400,000) 
Fiscal Year 2007: ¥3,400,000 (Direct Cost: ¥3,400,000)

Keywords ミトコンドリア / ゴルジ体 / 定量 / リソソーム / 酸性化

Research Abstract ミトコンドリア標的シグナル配列を付加したGFPを⽤いミトコンドリアを標識したCHO細胞を⽤いて、細胞周期にともなうオートファゴソーム形成の変化をモ
ニターすることを試みた。細胞をノコダゾール処理によって分裂期に同調した後、洗浄して細胞周期を進⾏させる⽅法(ノコダゾールブロック)と、過剰量のチミ
ジンを培地に添加してS期に同調した後、洗浄して細胞周期を進⾏させることを2度⾏う⽅法(ダブルチミジンブロック)の両⽅を試みた。何れの⽅法でも細胞周
期の同調には成功した。しかしながら、ノコダゾールブロックでは、細胞への毒性が強く、細胞周期の再開が良好に起こらず、解析に⽤いる事ができなかっ
た。⼀⽅、ダブルチミジンブロックは、⽐較的良好に細胞周期の再開が起こった。しかしながら、原因不明の理由によって細胞周期の同調率が低かった。ミト
コンドリアのGFP蛍光の増減を測定したところ、多少の変動が観察されたが、再現性のある有意な上昇や下降は残念ながら観察することができなかった。以上の
結果から、細胞周期の同調法などに改良を加えてより精度の良い実験系を開発する必要があると考えられた。また、何れの処理によっても薬物の添加を⽤いる
ことから、薬物の細胞への添加によって細胞の代謝系が活性化し、薬物代謝にかかわるオルガネラであるミトコンドリアに負荷がかかり、ミトコンドリアGFPの
変動が副次的に引き起こされた可能性も考えられため、今後は薬物を利⽤しない細胞周期同調法、例えば、低⾎清処理による細胞周期同調などを試みる必要性
があると考えられた。
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