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研究成果の概要（和文）：すでに報告されている環状YAC（酵母人工染色体）ベクターを改良することで、高いクロー
ニング効率を持つ全ゲノムクローニングのためのベクターを作成した。またファイトプラズマゲノムを感染植物から効
率的に抽出する系を確立した。加えて、ゲノムのクローニングを確認するためのマルチプレックスPCRの系を確立した
。確立したマルチプレックスPCRの手法を応用し、ファイトプラズマ感染植物中の系統判別が可能であることが判明し
たため、このストラテジーも確立した。

研究成果の概要（英文）：A vector system for the whole genome cloning was established. A previously reporte
d circular YAC (yeast artificial chromosome) vector was modified and used for genome cloning. Using this n
ew system, high efficiency of positive clones was observed. A method to extract phytoplasma genome from in
fected plant tissues was also established. In addition, a multiplex-PCR system was established to confirm 
cloning of large genomic fragment. Strain-identification of phytoplasmas in infected host was also perform
ed using the multiplex-PCR system.
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１．研究開始当初の背景 
(1) ゲノム操作技術の進展 
 近年、合成ゲノム学の分野において、細菌
のゲノムを大規模に再構成する手法が立て
続けに開発されつつある。マイコプラズマと
いう細菌を用いた例を挙げると、メガ bp 単
位のゲノムを酵母の細胞内においてアッセ
ンブルする手法 (PNAS 105: 20404-9, 2008)、
溶液中で数百kbp のDNAをアッセンブルす
る手法 (Nature Methods 6: 343-5, 2009)、
細菌の環状ゲノムをまるごと細胞へと「ゲノ
ム移植」する手法などが開発されている 
(Science 317: 632-8, 2007; Science 325: 
1693-6, 2009)。これらの新手法は、メガベー
ス単位のゲノムを操作・改変する上で非常に
画期的かつ利用価値の高いものであり、細菌
の研究を大きく進展させ、新たな知見を加速
度的に生み出す手法として期待される。 
これらの手法を開発する中で、「ゲノム移
植によってドナー細菌の性質をレシピエン
ト細菌へと完全に付与できる」という興味深
い知見が得られている（図１）。具体的には、
ドナー細菌の増殖速度・コロニー形状・タン
パク質の発現様式・膜タンパク質のレパート
リーなどのすべての性質がレシピエント細
菌へと付与され、移植後の細菌はドナー細菌
とまったく区別がつかなくなった (Science 
317: 632-8)。この知見は、細菌が持つ多くの
性質を、ゲノム移植によりすべて付与できる
という好例である。 

 

 
(2) 植物病原細菌ファイトプラズマ 
ファイトプラズマは 700 種以上の植物に
感染する植物病原細菌であり、ヨコバイなど
の昆虫によって伝搬される。世界各国で多く
の農作物に感染し、農業生産に甚大な被害を
与えている一方で、植物に葉化（花が葉に変

化する病徴）などのユニークな病徴を誘導す
る点は非常に興味深く（図２）、加えて植物
と昆虫という異なる生物界の宿主に感染で
きるホストスイッチング機構も興味深い。し
かし培養ができないことから、その研究は非
常に困難である。そのような状況の中、研究
代表者らは世界に先駆けファイトプラズマ
のゲノム解読に成功した（Nature Genetics 
36: 27-9, 2004）。ゲノム配列から、その病原
性などを司る遺伝子の候補は見いだせたも
のの、培養や遺伝子操作ができないことから
詳細な解析ができないのが現状である。 
 

 
２．研究の目的 
本研究は、近年開発されつつあるゲノム
操作の技術を応用することで、植物病原細
菌ファイトプラズマのゲノムを大規模に操
作することで、ファイトプラズマの培養の
ための系を構築することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
近年開発された全ゲノムクローニングや
ゲノム移植などの手法に改良を加えた手法
を用いた。クローニングの宿主としては出芽
酵母を用い、環状の酵母人工染色体（Yeast 
artificial chromosome: YAC）をベクターと
して用いた。クローニング手法は、酵母の細
胞内で相同組換えによるアッセンブルが自
然 に 起 こ る と い う TAR 
(Transformation-Associated 
Recombination) cloningを応用した手法を
用いた。また、マルチプレックス PCR に
は QIAGEN Multiplex PCR Kitを用い、
各プライマーのアニール温度を 60℃に設
計した。 
 
４．研究成果 
(1) クローニングベクターの作成 



難培養細菌ファイトプラズマの全ゲノム
をクローニングする系を確立するため、これ
に先立ち、クローニング用ベクターの調査お
よび検討を行った。酵母において大きなゲノ
ム断片をクローニングするための YAC（酵母
人工染色体）ベクターはいくつか開発されて
いるため (Science 317: 632-8, 2007)、これら
を改変し、クローニング用ベクターとして検
討した。ベクターは、酵母および大腸菌にお
いて複製するように設計されており、かつ、
酵母においては環状のゲノムとして保持さ
れるように設計されている。このベクターを
用いたクローニングは、ベクター配列とター
ゲットとなるゲノム断片とが 60 bp ほど重
複するような「のりしろ」配列を設計すると、
酵母の細胞内で相同組換えによるアッセン
ブルが自然に起こるというTAR cloningを応
用し (Science 317: 632-8, 2007)、の手法に倣
ってストラテジーを確立した。「のりしろ」
配列はプライマー合成によって作製した。こ
のベクターを使うことでクローニング効率
が大幅に改善されることを確認した。 
 
(2) ゲノム抽出手法の改良 
難培養細菌ファイトプラズマの全ゲノム
を感染植物から抽出する系の確立を行った。
感染植物におけるファイトプラズマ菌体の
量は非常に少ないため、植物の核およびオル
ガネラゲノムの混入を防ぐ必要がある。遠心
分離法およびパルスフィールドゲル電気泳
動法を用いることで、純度の高いゲノムを抽
出することに成功した。 
 
(3) 規模ゲノムクローニングを確認する系の
確立 
大規模なゲノム断片のクローニングに成
功したかどうかを確認する系としてはマル
チプレックスPCRが最適であろうと考えられ
るため、この系の確立を試みた。ファイトプ
ラズマゲノムの複数の領域に対してプライ
マーを設計し、これを混ぜ合わせ、1つの PCR
反応で９断片（９ゲノム領域）を増幅するこ
とができる系を確立した（図３）。プライマ
ーは、全ゲノム内に 1コピーのみ存在する遺
伝子に対して設計する必要があり、プライマ
ー同士のアニーリングおよびプライマー内
のセルフアニーリングを防ぐ必要があるた
め、詳細な解析が必要であった。これにより、
数百kbpの断片のクローニングに成功したか
どうかを 1 チューブ、１PCR リアクションで
確認することができる。この系により、ゲノ
ムクローニングの実験が速やかに進展する
ものと考えられる。 
加えて、確立したマルチプレックス PCR の
手法を応用することで、ファイトプラズマ感
染植物中のファイトプラズマ系統の簡易判
別を行うことができることが判明したため、
このストラテジーの確立も行い諸学会およ
び論文として発表した。この系は、培養ので
きないファイトプラズマについて、フィール

ドにおける感染調査などの疫学的な利用や、
温室における保持ファイトプラズマ菌株の
確認など、様々な場面への応用利用が期待さ
れる。 
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