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研究成果の概要（和文）：出芽酵母を対象に、一度の形質転換操作で染色体の任意領域に重複あ

るいは欠失を導入できる方法を用いて、ゲノワイドに 200 kb毎の染色体部分重複および部分欠

失を導入し、任意領域の部分異数性が表現型に与える影響を解析した。その結果、特定の染色

体領域の部分重複や部分欠失が産業上重要となるエタノールや高温、酸ストレス耐性の向上に

つながることを見出した。本研究の成果は、ゲノム工学技術を用いた新たな微生物育種法の確立

につながることから、発酵産業の発展に貢献すると期待される。  

 

 

研究成果の概要（英文）： Using PCR-mediated chromosomal duplication and deletion 

technologies that we developed, we investigated whether segmental duplication or deletion 

of specific chromosomal regions improved industrially important phenotypes in 

Saccharomyces cerevisiae. Systematic analysis of segmental duplication and deletion of 
chromosomes revealed that alteration of copy number of specific chromosomal regions 

enhanced resistance against a variety of stresses including ethanol, high-temperature 

and acid stresses. These results indicate that the genome-engineering technologies 

provide an unique and useful tool not only for analyzing genome function but also for 

breeding of S. cerevisaie for efficient production of bioethanol or organic acids. 
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１．研究開始当初の背景 
（1）20世紀後半に確立された組換え DNA技
術が、遺伝子の操作を通じて生命を工学する
ことを飛躍的に加速したのは周知のごとく
である。しかし、遺伝子を操作する時代から
ゲノムを操作する時代へと移りつつある今、
申請者らは、生命を工学するための次世代基
盤技術として、ゲノムを自在に操作・改変す

る技術が重要であると考え、数年前から、産
業上も重要であり真核細胞のモデルでもあ
る出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae を材
料にその開発に力を注いできた。そのための
キーとなる技術として、PCR を利用してワン
ステップで出芽酵母の染色体を何度でも繰
り返し分断できる染色体の分断技術を確立
した。染色体の分断は、任意の部位で染色体
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を 2つに切断するが、切断後もどちらとも染
色体として機能させる技術である。染色体の
分断技術を応用して、染色体部分欠失技術も
開発した。これらのゲノム工学技術は、酵母
染色体の自在な改変を可能とした。 
 
（2）産業用酵母が示す染色体の異数性およ
び部分異数性は、その優れた発酵特性やスト
レス耐性形質との関連が示唆されている。ま
た、病原性酵母 Candida albicans では、多
数の遺伝子を含む特定の染色体領域のコピ
ー数を増幅させることによって、薬剤耐性を
獲得する機構が知られている。ごく最近、出
芽酵母においても、様々なストレスに応じて、
染色体の多様な領域のコピー数変化が誘導
され、ストレス耐性を獲得する現象が報告さ
れた。染色体の異数性を変化させる機構は、
真核微生物である酵母に保存された、環境変
化に応じてゲノムを素早く進化させる環境
適応機構の一つであると考えられる。 
 

２．研究の目的 

 上記のような背景から、代表者らが独自に
開発したゲノム工学技術を駆使して、産業
上重要な微生物である出芽酵母を材料に、さ
まざまな特性を生み出す染色体の部分重複
および部分欠失をゲノムワイドに導入する
ことが可能となれば、染色体の部分コピー
数変化によるゲノムの進化を介した様々な
特性を有する酵母細胞の導出が可能になる
と考えた。そこで、本研究では、染色体の
分断技術を利用して、任意の染色体領域を
ワンステップで簡便に重複させるための染
色体部分重複技術を確立する。そして、染色
体部分欠失技術も合わせて使用し、ゲノムワ
イドな染色体の部分重複および部分欠失株
の構築とその細胞特性を解析した。加えて、
染色体の分断技術の新たな応用展開を目指
して、染色体の分断技術を基にしたゲノムの
大規模な再編成と育種への応用についても
検討した。 
 

３．研究の方法 

（1）使用菌株 

 出芽酵母野生型株として、BY4741（MATa 
his31 leu20 LYS2 met15Δ ura3Δ0）、
BY4742（MAT his31 leu20 lys2Δ0 MET15 
ura3Δ0）、およびその二倍体である BY4743
（ MATa/ his31/his31 leu20/leu20 
LYS2/lys2Δ0 met15Δ0/MET15 
ura3Δ0/ura3Δ0）を使用した。染色体の分
断と脱落を利用したゲノムの再編成では、野
生型株として FY833 株（ MATa his3200 
leu21 lys2Δ202 trp1Δ63 ura3-52）を使
用した。酵母の培養は、特に記載しない限り、
生育至適温度である 30℃で行った。 
 

（2）染色体の部分重複および部分欠失 
 酵母染色体の部分重複には、一倍体細胞を
対象として、 PCR-mediated chromosomal 
duplication法（図 1）を適用した。 

図 1. PCR-mediated chromosomal duplication
法 
 PCRにより、相同組換えに必要な標的領域、
選択マーカー、セントロメア、およびテロメ
ア配列を保持した重複用断片 I と II を調製
し、一倍体酵母細胞に導入することで部分重
複株を構築した。 
 
 酵母染色体の末端領域の欠失には、二倍体
細 胞 を 対 象 と し て 、 PCR-mediated 
chromosomal deletion 法（図 2）を適用し、
ハプロ部分欠失株を構築した。 

図 2. PCR-mediated chromosomal deletion
法 
 PCRにより、相同組換えに必要な標的領域、
選択マーカー、およびテロメア配列を保持し
た欠失用断片を調製し、二倍体酵母細胞に導
入することでハプロ部分欠失株を構築した。 
 
 酵母染色体の内部領域の欠失には、まず、
一倍体細胞を対象にして、染色体の分断技術
による欠失予定領域のミニ染色体化を行っ
た。その後、野生型株と交雑させ、二倍体を
形成した後、当該ミニ染色体の脱落によりハ
プロ部分欠失株を構築した。ミニ染色体の脱
落には、薬剤である 5-FOA を用いた URA3 マ
ーカーのカウンターセレクション法を使用
した。 
  
４．研究成果 
（1）染色体部分重複技術の確立と染色体部
分重複株の細胞特性解析 
 染色体の分断技術を応用することにより、
染色体の部分重複技術を確立した（図 1）。重
複効率は、得られた形質転換体の 10%から 90%
と差はあるものの、重複により致死となる領
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域以外は、簡便に重複させることが可能とな
った。 
 解析のために安定性が高く、遺伝子も十分
な数がのっている 150 Kb程度（100個程度の
遺伝子）を重複の単位として、第 1番から第
16 番までの染色体の端から 200 kb 毎にそれ
ぞれの領域が部分重複した酵母株の構築を
試みた。これまでに、第 1番から第 7番、お
よび第 10番から第 16番染色体の部分重複を
行った。得られた部分重複株の細胞特性を解
析したところ、第 1番染色体[1 bp - 100 kb]
の重複は硫酸ストレス耐性を付与し、第 3番
染色体[1 bp - 160 kb]と[160 kb - 315 kb]
の重複はエタノールおよび硫酸ストレス耐
性を付与することを見出した（図 3）。部分重
複 染 色 株の安定性を調べたところ、非常に
安定に保持されることが分かった。 
 一方、第 4 番染色体[800 kb – 1,000 kb]
は重複させることができなかった。そこで、
当該領域を 50 kb毎の 4つに分けて重複さ
せたところ、それぞれは重複させることが
可能であった。したがって、第 4 番染色体
[800 kb – 1000 kb]には、同時に 2コピーに
増幅すると致死となる複数個の遺伝子の存
在が示唆され、染色体の部分重複技術はゲノ
ムの機能解析にも役立つツールを提供でき
ることが分かった。 

図 3. 染色体部分重複株のストレス耐性 
 野生型株（1）、第 3番染色体[1 bp - 160 kb]
重複株（2）、および第 3番染色体[160 kb - 315 
kb]重複株（3）を 6% エタノールおよび 0.44%
硫酸含有培地に、106個の細胞数から順次 10
倍希釈してスポットし生育させた。 
 
（2）染色体部分欠失株の構築と細胞特性解
析 
 染色体部分重複実験で重複させたのと同
じ領域を部分欠失させるが、それらの領域に
は必ず必須遺伝子が存在する。そこで、ハプ
ロ（2n-1）欠失でもその欠失効果が表現型に
現れると予想して、二倍体細胞において同一
領域をハプロ欠失させることを試みた。まず、
染色体末端領域については、二倍体細胞を対
象 と し て 、 PCR-mediated chromosomal 
deletion法（図 2）を適用し、ハプロ部分欠

失株を構築した。染色体内部領域については、
欠失予定領域がミニ染色体化された一倍体
細胞を構築し、野生型株との二倍体形成後、
ミニ染色体の脱落によってハプロ部分欠失
株を構築した。これまでに、第 8 番、13 番、
14 番、15 番、16 番染色体の部分欠失を行っ
た。第 14番染色体[600 kb – 800 kb]のハプ
ロ部分欠失により、高温耐性とエタノール耐
性を獲得することが明らかとなった。 
 一方、一倍体細胞を用いた、非必須遺伝子
のみからなる領域の抽出とその領域の欠失
実験についても検討した。その結果、第 4番
染色体[1 bp – 30 kb] 、[1,470 kb – 1,490 
kb]および[1,500 kb – 1,530 kb]の欠失によ
り、乳酸や高温耐性を獲得することが明らか
となった（図 4）。  

図 4. 染色体部分欠失株のストレス耐性 
 野生型株（1）、第 4 番染色体[1,470 kb – 
1,490 kb]欠失株（2）、第 4番染色体[1,500 kb 
– 1,530 kb]欠失株（3）、および第 4 番染色
体[1 bp – 30 kb] 欠失株（4）を 41℃および
5% 乳酸培地に、106 個の細胞数から順次 10
倍希釈してスポットし生育させた。 
 
 酵母のエタノールや高温、酸ストレス耐性
化は、 環型  を目指した イ マスから
のエタノールや有機酸など基幹化合物の効
率的な発酵生産に重要となる。「ゲノムの特
定領域の部分重複・部分欠失による細胞機能
の改良」という本研究の成果は、ゲノム工学
技術を用いた新たな微生物育種法の確立に
つながることから、真核細胞のゲノムの機能
解明に資するだけでなく、 イ による 環
型  の構築を目指した発酵産業の発展に
も貢献すると期待される。 
 
（3）染色体の分断と脱落を利用したゲノム
の再編成 
 一倍体細胞を用いて、染色体の分断による
非必須遺伝子のみからなる多数のミニ染色
体の作成とそれらのミニ染色体の脱落を通
じた、天然には存在しない多様なゲノム組成
を持つ酵母細胞の創製について検討した。染
色体の分断技術を駆使して、脱落可能と思わ
れる多数のミニ染色体を保持する酵母細胞
を作成し、栄養培地で培養することによって
ミニ染色体の脱落を誘導した。その結果、さ
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まざまな組合わせでミニ染色体の脱落が起
こり、天然には存在しない多様なゲノム組成
を持つ酵母細胞を容易に創製できた。染色体
の分断技術を利用することにより、これまで
の方法では成しえなかったゲノムの大規模
な再編成が可能であることが分かった。 
 
（4）ゲノムの再編成と育種 
 ゲノムの再編成技術を利用して、高エタノ
ール耐性を示す株の育種を試みた。エタノー
ルストレス培地で、脱落可能なミニ染色体を
多数保持した染色体分断株を経代培養し、ミ
ニ染色体の脱落を誘導した。その結果、第 14
番染色体右端と第 8 番染色体左端が脱落し、
高エタノール耐性を示す株が得られた（図 3）。
染色体の分断技術を利用したゲノムの再編
成技術は、菌株育種に利用できることが明ら
かとなった（図 5）。 

図 5. ゲノムの再編成と育種 
 8%エタノール含有培地で、親株（ミニ染色
体保持株：黒丸）、エタノール耐性株（第 14
番染色体右端と第 8番染色体左端が脱落：白
丸）、およびエタノール耐性株をさらに高濃
度エタノール含有培地で継代培養すること
によって得られたエタノール耐性株（黒三
角）の生育を調べた。 
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CNE1-2, AST1-1 and AST1-2, SWH1-1 and SWH1-2,
YOL164W-1 and YOL164W-2, SER1-1 and SER1-2,
PHR1-1 and PHR1-2, CTP1-1 and CTP1-2, MAK32-1 and
MAK32-2, YKR100C-1 and YKR100C-2, YNR068C-1
and YNR068C-2, YKL218C-1 and YKL218C-2, and
COS8-1 and COS8-2 primer pairs were used to amplify
portions of mini-chromosomes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, and 12, respectively. The primer sequences are shown
in Table 1. All but the YKL218C and COS8 genes (Fig. 4A,
lane 23 and lane 25) on the mini-chromosomes were PCR-
amplified. The FY833, SH6310, and ETY1 strains were

further analyzed for karyotype by CHEF gel electrophoresis,
and Southern hybridization analysis was performed using
YKL218C (0.91kb) and COS8 (0.7kb) genes as probes.
The YKL218C probe hybridized with chromosome XIV in
FY833 and mini-chromosome 11 in SH6310 (Fig. 4B, lane
2 and lane 3), and the COS8 probe hybridized with
chromosome VIII in FY833 and mini-chromosome 12 in
SH6310 (Fig. 4C, lane 2 and lane 3). Mini-chromosomes
11 and 12 were not detected in the ETY1 strain (Fig. 4B
and 4C, lane 4), which corroborates the results of PCR
analysis, indicating that mini-chromosomes 11 and 12 were
lost in the ETY1 strain as a result of genome reconstruction.

Analysis of Ethanol Tolerance-Related Genes in the
ETY1 Strain
To investigate the ethanol tolerance-related genes in the
ETY1 strain, we analyzed the genes on mini-chromosomes
11 and 12. Mini-chromosome 11 has the following ten
genes: YKL225W, PAU16, YKL223W, YKL222C, MCH2,
FRE2, COS9, SRY1, JEN1, and URA1. The genes on mini-
chromosome 12 were YHL0050C, YKL050W-A, YHL049C,

Fig. 2. Screening of ethanol-resistant strains derived from the SH6310 strain. 
The SH6310, ETY1, ETY1-1, ETY1-2, ETY1-3, ETY1-4, ETY1-5, and ETY1-6 strains were grown to OD  =1.0 in YPD. Aliquots of 10-fold serially
diluted cell suspensions from each strain were spotted onto YPD and YPD containing 5%  to 10%  ethanol (YPDE) plates.

Fig. 3. Comparison of cell growth of the SH6310, ETY1, and ETY1-3 strains on YPD and YPDE media. 
Cells were grown in 10ml of YPD medium containing various ethanol concentrations (0% , 6% , and 8% ) for 72h, at 30C, starting from OD  = 0.1.
Symbols: ( ) SH6310, ( ) ETY1, ( ) ETY1-3 strains.

Table 3. Specific growth rate (µ) of the SH6310, ETY-1, and
ETY1-3 strains cultured in YPD and YPD containing 6%  and 8%
ethanol for 72h.

Strains YPD YPDE (6) YPDE (8)

SH6310 0.25 0.10 0.01

ETY1 0.28 0.23 0.15

ETY1-3 0.30 0.23 0.19
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