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研究成果の概要（和文）：マラリア人工染色体ライブラリーは遺伝子のゲノムワイドな機能的スクリーニングを
可能にする革新的なツールであり、薬剤耐性遺伝子の同定などポストゲノム研究への多様な応用が期待されてい
る。しかしながら従来のライブラリー作製法は複雑な工程から成り、その技術的なハードルの高さが普及を妨げ
てきた。本研究の目的は最新のトランスポゼース技術を応用し、１ステップで人工染色体ライブラリーを作製す
る新技術を確立することにある。本技術はモデル生物でも実現していないハイスループットかつゲノムワイドな
遺伝子解析を実現し、耐性遺伝子同定や変異体原因遺伝子の探索など多くの研究においてNGSに代わり利用され
ることになるだろう。

研究成果の概要（英文）：The malaria artificial chromosome library is an innovative tool that enables
 genome-wide functional screening of genes and is expected to be applied to a wide variety of 
post-genomic studies such as identification of drug-resistant genes. However technical difficulties 
has prevented it from being popularized. For example, it is difficult to analyze multiple samples at
 the same time because of the complexity of the production processes. The purpose of this research 
is to a establishe a new technology for producing an artificial chromosome library in a single step 
by applying the latest transposon technology. This technology realizes genome-wide gene analysis 
that is not realized even in the model organisms. It will be used in place of NGS in many studies, 
such as gene identification and gene discovery.
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１．研究開始当初の背景 
マラリア原虫人工染色体はセントロメア

と末端のテロメア配列から成る構造を持つ
疑似染色体であり（１）数十から数百 kb の
巨大な DNA 断片を安定して保持できる。
（２）染色体と同様に高効率で分配され、か
つ１コピーで保持される。（３）従来のプラ
スミドを利用した方法に比べ、１００倍以上
の極めて高効率で原虫に導入できる。という
優れた特性を持つ (岩永他 Cell host & 
microbe 2010)。我々はこの特性を利用して、
ゲノムをマルチカバーする人工染色体ライ
ブラリーを原虫内で作製する手法を確立し
た（岩永他 Genome research 2012）。この方
法は遺伝子をその機能（表現型）に基づいて
ゲノムワイドに探索することを可能にする
革新的技術であり、現在我々は薬剤耐性遺伝
子のスクリーニングに応用している。一方従
来のライブラリー作製法は大量のゲノム
DNA の調整とそれに続く複数のステップ
（DNA の部分消化、ライゲ―ション、直鎖
化等）から成り、多検体を同時に解析するこ
とは困難であった。また高度な技術と経験を
要するため普及が進んでいなかった。研究代
表者は今回トランスポゼース技術を応用し
て本工程を劇的に簡略化する方法を着想し
た。 
 
２．研究の目的 
マラリア人工染色体ライブラリーは遺伝

子のゲノムワイドな機能的スクリーニング
を可能にする革新的なツールであり、薬剤耐
性遺伝子の同定などポストゲノム研究への
多様な応用が期待されている。しかしながら
従来のライブラリー作製法は複雑な工程か
ら成り、多検体を同時に解析することは困難
であった。またその技術的なハードルの高さ
が普及を妨げてきた。本研究の目的は最新の
トランスポゼース技術を応用することでこ
の工程を簡略化し、１ステップでマラリア原
虫人工染色体ライブラリーを作製する新技
術を確立することにある。この技術が実現す
ればマラリア原虫で少量のゲノムを利用し
たハイスループットな機能的解析が可能と
なる。少量の原虫ゲノムを用いた解析が可能
となれば、患者血から直接抽出したゲノムを
解析に利用でき、培養により株を樹立する必
要がなくなる。このことにより本技術のフィ
ールドへの応用が促進されるだろう。またこ
の成功は他の分野での人工染色体技術の発
展にも寄与するだろう。 
 
３．研究の方法 
Tn5 トランスポゼースはトランスポゾン

末端配列に特異的に結合する２つの DNA 結
合部位を持つトランスポゼースで、この配列
に挟まれた DNA のループとトランスポゼー
スの複合体がトランスポソームである。Tn5 
トランスポソームはマグネシウム存在下で
二本鎖DNA を切断し自身に結合していたDNA 

をその部位に挿入する（①）。一方 DNA をル
ープ状でなく独立した断片として結合 
させれば、DNA をランダムに切断し断端に

配列を結合させることができる（②）。今回
の方法の要点は人工染色体作製の主要なス
テップである DNA 断片化とテロメア配列の
付加を②の活性を利用して瞬時に行い、テロ
メア配列を結合した直鎖 DNA をゲノムから
直接調製する点にある。またセントロメアは
①の反応を利用し、同時に内部に挿入する。
したがって予め作製した２種類のトランス
ポソームをゲノム DNA と均等に混合し、マグ
ネシウムを添加するだけで直鎖型人工染色
体を作製できる（①＋②）。さらにこの反応
は生理的条件で実施されるため反応液は直
接に遺伝子導入に用いることができる。した
がって本法では使用する DNA のロスがほと
んどなく、少量の原虫 DNA から１ステップで
ゲノム全体をカバーするライブラリーの作
製が可能である。 
具体的にはまずテロメア配列付加用及び

セントロメア (+選択マーカー)挿入用の２
種類のコンストラクトを構築する。このコン
ストラクトをもとにトランスポソームを作
製する。次にテロメア配列付加用トランスポ
ソームを用い実際のマラリア原虫ゲノムを
切断し、ゲノムが 10 kｂp 以上の断片になる
最少量を決定する。同様にセントロメア挿入
用のトランスポソームを作製しユニットを
決定する。定量した２種類のトランスポソー
ムを使用して実際に人工染色体ライブラリ
ーを作製する。 
 
４．研究成果 
(１)テロメア配列付加用コンストラクトの
作製 
テロメア配列は、研究代表者らがすでに所

有している人工染色体作製用コンストラク
トから PCR で必要部分を増幅することで調
整した。この断片を epicentre 社のトランス
ポゾンプラスミドベクターにサブクローニ
ングしトランスポゾン末端配列を付加した。
最後にトランスポゾン末端配列を付加した
断片を切り出し精製した 
 

(2)セントロメア (+選択マーカー)挿入用コ
ンストラクトの作製 
セントロメア配列はテロメア配列と同様

に研究代表者らがすでに所有している人工
染色体作製用コンストラクトから PCR で必
要部分を増幅することで調整した。選択マー
カーとしては human DHFR と GFP の両者を
bidirectional なプロモーターで誘導する
コンストラクトを使用した。この断片を
epicentre 社のトランスポゾンプラスミド
ベクターにサブクローニングしトランスポ
ゾン末端配列を付加した。最後にトランスポ
ゾン末端配列を付加したセントロメア (+選
択マーカー)挿入用コンストラクトを切り出
し精製した 



 
(3)テロメア配列付加用トランスポソーム作
製とトランスポソーム活性の評価 
テロメア配列付加用トランスポソームの作
製は精製したトランスポゾン末端配列を付
加した断片とトランスポゼースとを溶液中
で混合することで実施した。次に作製したテ
ロメア配列付加用トランスポソームの定量
を、熱帯熱マラリアゲノムを用いて実施した。
まずおおもとのテロメア配列付加用トラン
スポソームから希釈系列を作製し、大部分の
断片が 10 kbp 以上になる濃度をアジレント
社のバイオアナライザーを用いて決定した。
DNA 1μg を 10 kbp 以上に切断する最少量を
１ユニットとした。 
 
(4)セントロメア挿入用トランスポソームの
作製 
セントロメア挿入用トランスポソームの作
製はテロメア配列付加用トランスポソーム
作製と同様に精製したトランスポゾン末端
配列を付加した断片とトランスポゼースと
を溶液中で混合することで実施した。セント
ロメア挿入用トランスポソームは DNA の切
断では定量できないため、テロメア配列付加
用トランスポソームと同様の希釈で同等の
挿入活性が得られると推測し、テロメア配列 
付加用トランスポソームの 2 倍程度のユニ
ットを人工染色体作製に使用することとし
た。 
 
(5)人工染色体作製 
熱帯熱マラリア原虫ゲノムを用いて人工染
色体を上記のトランスポソームから作製し
た。ゲノム 1μg に対しトランスポソームス
トックを 1 ユニット(テロメア)対 2 ユニッ
ト(セントロメア)の割合で加え混合した。こ
の溶液にマグネシウムを加えトランスポソ
ームを活性化した。30 分インキュベートし
反応を完了した（下図）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
現在完成した人工染色体ライブラリーの

評価を実施している。十分な完成度があると
評価されれば今後ライブラリーを直接導入
法で熱帯熱マラリア原虫に導入し FACS で
GFP 陽性原虫の割合を解析しトランスフェ
クションの効率を評価する。またセントロメ
ア挿入用トランスポソームの量は異なった
比率で複数回トランスフェクションを行う
ことにより最適化する予定である。マラリア
原虫に導入する予定である。24時間後にFACS
で GFP陽性原虫の割合を解析しトランスフェ

クションの効率を評価する。最終的に最適化
した条件をもとに薬剤耐性株からライブラ
リーを作製し、耐性遺伝子の同定を試みる予
定である。 
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