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研究成果の概要（和文）：　ゲノム工学は、基礎（ゲノム機能の解明）、応用（有用微生物の育種）の両面で今
後の生命科学、バイオテクノロジーの発展に欠かせない研究の推進エンジンである。ゲノムを自在に操作するた
め、ゲノム編集技術を取り入れ、ゲノムの複数部位の同時分断技術、ゲノムの複数領域の同時削除技術、ゲノム
の複数領域の同時重複技術、染色体大規模領域の置換技術の開発を行なった。また、そうした技術を、さらに、
ユーザーフレンドリーにするため、ゲノム編集技術における多様なガイド（guide） RNAのデリバリーのための
簡便な調製技術の開発も行なった。

研究成果の概要（英文）：  Genome engineering could be a prospective research-promoting engine for 
both basic and applied biosciences.  With this basic idea, we have developed a variety of genome 
engineering technologies.  These include one-step chromosome splitting,  deletion, segmental 
duplication and chromosome replacement.  In this study, we have further developed these genome 
engineering technologies by integrating CRISPR-Cas9 genome editing technology.   Outcome of these 
efforts resulted in multiple simultaneous splitting, deletion and duplication of any desired site 
and regions on tchromosome.  These achievement accelerates  manipulation of genome to reveal not 
only  genome function but also strain breeding for biotechnology.   

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 酵母　ゲノム工学
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 1.  研究開始当初の背景 
  多くの⽣物においてゲノムの塩基配列が
決定されていた研究開始当初はもちろん、そ
れから 3 年経過した今⽇においても、遺伝⼦
間相互作⽤やネットワーク、合成致死など、
⾼次のゲノム機能についてはまだまだ研究
が⼗分とは⾔い難い。また、近年、持続的な
社会の構築にはバイオによる⽣産⼿段が必
須と考えられるようになってきたが、そのた
めに必要なゲノム育種技術の開発も、まだま
だ不⼗分である。⽣産の場で、細胞が曝され
る多様なストレスへの耐性は多くの遺伝⼦
に⽀配されていることも明らかとなり、細胞
育種には、多くの遺伝⼦を⼀挙に操作するゲ
ノム⼯学技術が必須であることも共通認識
となりつつある。こうした研究開始当初の背
景のもと、「ゲノム機能の解明（基礎）」と「ゲ
ノム育種（応⽤）」の両分野をともに推進で
きる「研究推進エンジン」として、「ゲノム
⼯学技術」の進展が、今後益々重要性を増し
てくるものと考えた。  
  このような基本的な考えのもと、申請者ら
は、本研究の開始当初の数年前に、ゲノム⼯
学技術のキーテクノロジーとして、PCR 技術
だけで、染⾊体を任意の部位で⾃在に分断で
きるワンステップ染⾊体分断技術（PCS：
PCR-mediated Chromosome Splitting）を確
⽴し、その後、PCS をキーテクノロジーとし
て、多彩なゲノム⼯学技術を開発してきた．
また、そうした技術を駆使して、例えば、⾮
必須遺伝⼦しか存在しないにもかかわらず、
ゲノムの多くの領域が酵⺟細胞の⽣存に必
須であること(Nucl Acids Res 2014)、あるい
は、「ゲノムの再編成技術」と命名した新し
い育種技術によって、従来の変異株分離技術
によっては分離できなかったエタノール耐
性株を分離できることなどを報告してきた(J. 
Appl. Microbiol. Biotech. 2012)．これまでに、
染⾊体やゲノムを操作する技術は、他⽣物を
含め断⽚的には報告されてきたが、申請者ら
のように、キーテクノロジーとしての PCS
と、それをもとにした応⽤範囲の広い多彩な
ゲノム⼯学技術を開発してきたグループは、
研究開始当初はもちろん、現在でも存在しな
い。 
  しかし、それらのいずれの技術も、ゲノム
上の単⼀部位、あるいは単⼀領域を対象とし
た場合には威⼒を発揮するものの、複数の部

位や複数の領域を同時に操作することには
成功していなかった。もし、開発してきた
様々なゲノム操作技術（例えば、ゲノムの任
意領域の削除技術（PCD：PCR-mediated 
Chromosome Deletion ） や 重 複 技 術 
(PCDup: PCR-mediated Chromosome 
Duplication)、再編成技術（GReO: Genome  
Re-Organization）等を、同時に複数の部位や
領域を対象として可能なように発展させる
ことができれば、染⾊体を⼀挙に多数に分断
したり、多数の特定領域を同時に削除したり、
あるいは重複したりすることが可能となり、
ゲノムの再編成や多様化を短い時間に達成
（加速化）することができる．こうした技術
の進化は、単に技術の改良に留まらない⾰新
的な効果を、ゲノム操作にもたらすものと考
えた。こうした状況が、研究開始当初の状況
である。 
２．研究の目的 
   上記の背景のもと、本申請では、ゲノム
⼯学技術をさらに発展、拡張するため、我々
が開発してきた染⾊体の分断技術（PCS）、削
除技術（PCD）、重複技術（PCDup）に、新
しく勃興してきたゲノム編集技術を融合し、
これまで達成することができなかった複数
領域同時分断技術（CRISPR-PCS）複数領域
同時削除技術（CRISPR-PCD）、複数領域同
時重複技術（CRISPR-PCDup）の開発を⾏う
ことを研究の⽬的とした。また、これらの技
術のハイスループット化（迅速、簡便化）に
関わる重要な要素技術である様々なガイド
RNA (gRNA)の発現を、共通の鋳型プラスミ
ドを⽤いて PCR だけで調製する⾮常に簡便
な技術の開発(gRNA-TES : gRNA Transient 
Expression System)も⽬的とした。 
３．研究の方法 
 本研究を始めるまでに開発をしていた染
⾊体任意部位の分断技術（PCS）、染⾊体任意
領域の⽋失技術 PCD、染⾊体任意領域の重
複技術（PCDup）技術を、PCS では標的部
位に、また PCD と PCDup では標的領域の
両端に、ゲノム編集技術による⼆重鎖切断を
導⼊⼊れることにより、従来の技術ではでき
なかった複数部位や複数領域の染⾊体操作
ができるかどうかを検討する。また、様々な
標的に対する gRNA を、ひとつの共通鋳型プ
ラスミドで、PCR によって調製できるプライ
マーのデザイン戦略を考える。 
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４．研究成果 
1)ゲノムの複数部位の同時分断技術（ 
CRIPSR-PCS）の開発 
 「ワンステップ染⾊体分断技術（PCS）」
に、「ゲノム編集技術」を取り⼊れることに
よって、これまで不可能であった染⾊体複数
部位の同時分断を可能とする技術を開発す
ることができるかどうかの検討を⾏なった。
その結果、4 カ所の部位の分断が、1 回の形
質転換で同時にできるようになった。この成
果 は 、 Nature の 姉 妹 紙 で あ る Scientific 
Reports 誌 （2016）に発表したが、この成
果によって、1 本の天然染⾊体を、⼀回の形
質転換によって 5 本に分断することができる
ようになった。その結果、従来、ひとつひと
つ分断を続けていくことでしかできなかっ
たため、1 本の天然染⾊体を 5 本に分断する
のに約 35 ⽇かかっていたが、それが 1 ⽇で
できるようになった（確認に要する時間を含
めると、1 週間程度かかるが、操作そのもの
は 1 ⽇で終了する）。 
2）ゲノムの複数部位の同時削除技術（ 
CRISPR-PCD）法の開発 
 従来の PCD 技術では成功していなかった
染⾊体 2 領域の同時削除が、CRISPR/Cas 複
合体の発現下において可能となるかどうか
試みた。まず、染⾊体末端領域の 2 カ所につ
いて同時⽋失を⾏ったところ、従来法では全
く得られなかった同時⽋失形質転換体が、形
質転換体総数の約 20%の頻度で得られるこ
とがわかった。次に、相同組換え部位が倍と
なるため、より難易度が⾼くなる染⾊体内部
領域の 2 カ所同時⽋失を試したところ、同じ
く従来法では全く得られなかった 2 領域同時
⽋失形質転換体が約 50%の頻度で得られる
ことがわかった。この技術を CRISPR-PCD
と命名した。これらの結果より、染⾊体の末
端、内部にかかわらず、少なくとも 2 領域に
ついては、CRISPR-PCD 法によって同時⽋
失が可能であることがわかった。 

3) ゲノムの複数部位の同時重複技術（ 
CRISPR-PCDup）の開発 
 従来の PCDup 法では成功していなかった
染⾊体 2 領域の同時重複が、CRISPR/Cas 複
合体の発現下で PCDup 技術を⾏う事により
可能となるかどうか試みた。その結果、形質
転換体総数の約 40% が、⽬的の 2 領域が同
時に重複している形質転換体であることが

わかった。この技術を CRISPR-PCDup と命
名した。これらの結果から、従来法では実現
できなかった染⾊体 2 領域同時重複が、
CRISPR-PCDup 法によって可能であること
がわかった。 
4）染色体大規模領域の削除（置換）技術の
開発  
 これまでの研究で、⼤規模に任意の染⾊体
領域を削除する技術（PCD 法）を開発して
きた。しかしこの技術では削除により染⾊体
数の増加が起こるので正確な表現型の解析
には適さない。⼀⽅、染⾊体数の増減を伴わ
な い 、 従 来 の 削 除 技 術 (PCRep; 
PCR-mediated Chromosome Replacement)
では⼤規模領域(>100kb)を削除する事は不
可能である。その理由として、削除に⽤いる
DNA モジュールの左端および右端に付加し
た染⾊体との相同配列は、ゲノム上で数百 kb
と遠く離れており、相同組換えが起こるため
には、それら遠く離れた部位が核内で⼤きな
ループ構造を形成して近接する必要がある
為であろうと考えた。こうしたループ構造は、
2 つの部位が染⾊体上で遠く離れていればい
る程困難と想像される。そこで、この問題を
解決する為、CRISPR/Cas9 ゲノム編集技術
を取り⼊れ、遠く離れた部位に⼆重鎖切断を
⼊れることにより、それらの部位が、細胞内
で近接可能になる状況を作り出すようにし
た。こうした条件下で、⼀体どれくらいの⻑
さまで⼤規模領域の削除（置換）が可能かを、
⼆倍体を⽤いて検討した。その結果、少なく
とも 500kb の⻑さの領域を容易に削除できる
ことが明らかになった。   
5)  guide RNA の簡便なデリバリー技術
の開発 
   我々が開発してきた種々のゲノム工学技

術（分断、削除、重複など）と CRISPR/Cas9 
技術を融合して、より強力でユーザーフレン

ドリーなゲノム工学技術とするためにはい

くつかの点を簡便化する必要がある。そのひ

とつが、多様な標的部位に応じて個々に作成

する必要がある gRNA発現プラスミドの構
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築である。これを簡便化するため、共通のプ

ラスミドを鋳型として、どのような標的配列

にも応じた gRNA を調製できる技術
（gRNA-TES: gRNA Transient Expression 
System）を開発した。gRNA-TES は、プラス
ミドを使⽤せず、gRNA を⼀過的に発現する
DNA 断⽚を PCR だけで調製するものである。
オーバーラップ PCR の条件、形質転換時に
導⼊する gRNA 発現 DNA 断⽚量の最適化、
使⽤する DNA ポリメラーゼの種類などを検
討し、この技術を最大限に発揮するための最

適化条件を確立した。 

6）新規合成致死遺伝子ペアの同定 
 ゲノム機能を理解する重要な課題のひとつ

は、合成致死を引き起こす遺伝子ペアの同定

である。以前の研究によって、単独で削除し
ても致死にはならない遺伝⼦(⾮必須遺伝⼦)
しか存在しないにもかかわらず、染⾊体から
削除できない 49 領域を⾒出していた。そこ
で、本研究では、これら 49 領域のうち⻑さ
が⼩さい 5 領域について合成致死遺伝⼦ペア
を同定することを試みた。5領域のそれぞれ
について、左半分と右半分の領域の削除を試

みた結果、Chr9-2（９番染⾊体の左端から２
番⽬の 14.4kb の領域）の右側領域のみ（７
遺伝子が存在）削除できなかった。従って、

合成致死遺伝子ペアはこの領域に存在し、7

つの遺伝子のうちのいずれかの組み合わせ

であることが示唆された。一方、他の４つの

領域については、左側領域の欠失も右側領域

の欠失もいずれも致死ではなかったので、合

成致死ペアは両領域に分かれて存在するこ

とが示唆された。今後は、同様な限定削除解

析を繰り返すことによって、最終的には、そ

れら５つの領域に存在する未知合成致死遺

伝子ペアの同定を目指す． 
  こうして開発してきた⼀連のゲノム⼯学
技術は、本研究申請のもととなった Nucleic 
Acids Research 誌（2014 年）の論⽂、そして、
本研究の 1 年⽬の成果として Nature の姉妹

誌である Scientific Reports 誌（2015 年）に
発表した論⽂、さらに 2 年⽬の成果として同
じく Scientific Reports 誌（2016 年）に受理
された論⽂と、毎年 Impact Factor の⾼い国
際誌に発表してきており、当初考えていた以
上に研究は進展したと考えている。 
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