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研究成果の概要（和文）：産業酵母の有用形質には染色体の部分異数性が重要であることが明らかになってきた。こう
した部分異数性と有用表現型との関係を明らかにするため，任意領域の重複を自在に作り出すゲノム工学技術（PCDup
法と命名）を開発した。PCDup法により、16本の染色体の全てについて，200kb 毎の重複（62領域）を作成することを
試みた。その結果，53領域について重複株を得る事ができた。さらに53株について表現型を調べた。その結果、高温や
酸に対して耐性が見られる株もあった。重複領域内の遺伝子の単独過剰発現ではそうした表現型は報告されていないの
で、それらの表現型は重複領域内複数遺伝子の同時重複によると考えられた。

研究成果の概要（英文）：It is being known that segmental aneuploidy plays an important role for 
industrial yeast strain to display useful traits. We have developed a news genome engineering technology 
to create segmental duplication of any desired region of chromosome in yeast. This technology designated 
PCDup for PCR-mediated chromosome segmental duplication was applied to construct a series of 62 strains 
harboring every 10 kb to 200 kb chromosomal region. 53 among 62 regions were successfully duplicated 
while other regions were not. Phenotypic analysis of 53 strains harboring segmental duplication revealed 
that some of the strains displayed industrially useful trains such as resistance to high temperature and 
acid environment. Since it has never been reported that over-expression of individual genes present on 
those regions causes such phenotype, we suggest that those phenotypes were likely due to simultaneous 
over-expression of some of genes present on those regions.

研究分野：酵母遺伝学, ゲノム機能工学
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１．研究開始当初の背景 
 
 持続的な社会の存続に必須の様々な汎用化成品や
バイオ燃料などの生産には、育種技術は、まだまだ
十分であるとは言い難い。近年、生産の場で、細胞
は複数のストレスに曝されることが認識され、生産
株には、多様なストレスに耐性の形質が必須である
ことが明らかになってきた。一方では、有用形質は
多くの遺伝子に支配されていることも明らかになり、
その改変には、複数の遺伝子を一挙に操作する新し
い育種技術が必要であることも共通認識となりつつ
ある。 
  こうした背景のもと、近年、上記の要求に応え得
るいくつかの技術が報告されている。例えば、多く
の遺伝子のプロモータに結合する TATA 結合タンパ
クに変異処理を施した後細胞に導入し、大規模な転
写変換を引き起こす「グローバル転写装置工学」、多
様な配列に結合できる人工的な転写因子プールを作
成し、これにより多数の遺伝子の転写変換を創出す
る「人工転写因子工学」などである。これらの技術
は、転写レベルで無限の多様性を創り出した後、そ
の中から、目的に合致した表現型を示す最適細胞を
選んでくることを目論むものである。しかし、こう
した技術の多くは、もともと細胞機能を解明するこ
とを目的として開発されたものであり、そのバイオ
テクノロジーへの応用はこれからの課題である。 
 こうした背景のもと、申請者らは、ゲノムの大規
模操作が、今後の微生物育種にとって重要になると
考え、酵母を材料として、様々なゲノム工学技術を
開発してきた。そのためのキーテクノロジーとなる
ものが染色体を任意の部位で分断できる「ワンステ
ップ染色体分断技術 (PCS 法 ： PCR-mediated 
chromosome splitting)」であり、この技術が、ゲノ
ムの多様性創出を含む、多様なゲノム操作に応用で
きることを、約 20 報の論文によって発表してきた。
このように、本研究の開始当初の背景は、i) ゲノム
レベル、あるいは ii) ゲノムの発現レベルのいかん
にかかわらず、「多様性創出による微生物育種」とい
う新しい風が吹き始めた頃と言える。 
 
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、これまで、いずれの
生物でも開発されていない、「染色体任意領域の重複
技術の開発；PCDup 法：PCR-mediated chromosome 
duplication 法」に焦点をあてた研究を行った。申
請者らは、文章がワードプロセッサーで自在に操る
ことができるようになったように、種々のゲノム工
学技術の発展によって、ゲノムが、まさに、文章の
ようにプロセッシングできるようになりつつあるこ
とを実感しており、こうした様々な技術によるゲノ
ムの大規模操作を、「ゲノムのワードプロセッシング」
と呼んでみたいと思っている。ゲノムの任意領域の
重複技術も、ゲノムのワードプロセッシング技術の
ひとつであるが、この技術が開発できれば、ゲノム
ワイドな重複株について種々の表現型を解析し、「酵
母ゲノム機能を理解する」だけでなく「有用菌株の

育種」にも応用できると考え研究を行った。 
 
３．研究方法 
 （計画１）染色体任意領域重複技術の開発 
 
 ダウン症候群やガン細胞の例を持ち出すまでもな
く、遺伝子自身は正常であっても、染色体の異数性
や部分異数性によってそのコピー数のバランスが異
常になると、細胞生理に重要な影響が出てくること
は良く知られている。単一遺伝子の重複ではなく、
数十の遺伝子が存在する染色体領域の重複が、有用
形質にどのような影響を及ぼすかについては、これ
まで、そうした異常なゲノム組成を持つ細胞を自在
に創り出す技術がなかったこともあって全く未知の
領域であった。本申請では、望みのサイズの染色体
任意領域の重複を可能とするゲノム工学技術を以下
のような考え方で開発した。すなわち、申請者らは、
既に、ゲノムの任意領域をワンステップで削除する
「染色体任意領域のワンステップ削除技術（PCD
法：PCR-mediated chromosome deletion）」を開発し
ている。この技術は、クローニングを必要とするこ
となく、PCR とワンステップの形質転換で、染色体
の任意領域を削除できる技術である。染色体任意領
域の重複には、この技術で用いるプライマーと全く
逆の方向性を持つプライマーを使えばよいと考えた。
すなわち、重複を目的とする領域の左端あるいは右
端と 50 塩基程度の相同な配列に、テロメア付加のた
めのシード配列を付けた２種のオリゴヌクレオチド
をプライマーとし、セントロメア、あるいは形質転
換体の選択マーカーを持つプラスミドを鋳型として
用いて PCR により２種の DNA モジュールを増幅し、
それらを用いて形質転換を行う。導入した２種の
DNA モジュールのそれぞれと重複を目指す領域の左
端、および右端とで相同組換えが起こり、その結果、
ワンステップで当該の領域からなる新しい染色体が
生成することを期待した。 
 
 （計画２）全ゲノムに渡る染色体部分重複株の構
築と表現型の解析 
   産業酵母の有用形質には，染色体部分領域の重
複が重要であることが明らかになってきた。こう
した部分異数性と（有用）表現型との関係を明ら
かにするため、計画 1で開発した重複技術により、
出芽酵母１倍体が持つ 16 本の染色体に渡る、ゲノ
ムワイドな染色体部分領域重複株を、100kb〜
200kb の大きさで作成し、そうした部分異数性
（segmental duplication）の表現型、あるいは細
胞生理（有用形質）に及ぼす効果を解析した。 
 
４．研究成果 
 
（計画１）染色体任意領域重複技術の開発 
 研究方法の項で述べた戦略により、染色体の任意
領域を自在に重複させるゲノム工学技術を開発する
ことができた。この技術を PCDup（PCR-mediated 
chromosome segmental duplication）法と命名した。
PCDup 法により重複できる長さに下限は無いと考え
られたが、上限は 300kb までであった。重複可能領
域に上限がある理由としては、重複現象が、生成し
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た染色体の娘細胞への不分離によって起こると想定
されることから、300kb 以上の長さになると染色体
の不分離（chromosome non-disjunction）の頻度が
著しく低くなるためと考えられた。 
 16 本の染色体の全てについて、100kb 〜 200kb 
毎の重複（合計 62 領域）を試みたところ、62 領域
のうち 53 領域については重複株を得る事ができた
が、9 領域については重複が得られなかった。重複
株が得られなかった 9 領域について、200kb 領域を
任意に 50kb 領域に分け重複を試みた結果、7領域に
ついては、50kb 領域のひとつが重複できず、残りの
２領域については、4つの 50kb の全てが重複可能で
あった。これらの結果より、7 領域のそれぞれにお
いて重複できない 50kb の領域については、その領域
内に、コピー数が同時に 2コピーに増加すると合成
致死を引き起こす遺伝子ペアがある可能性が示唆さ
れた。また残りの 2領域については、4つの 50kb の
領域のいずれかの組合わせにおいて、コピー数が同
時に 2コピーに増加すると合成致死を引き起こす遺
伝子ペアがある可能性が示唆された。 
 
 （計画 2）全ゲノムに渡る染色体部分重複株の構
築と表現型の解析 
  重複が得られた全 53 株について表現型の解析を
行った。その結果、多くの重複株はストレス感受性
を示すものの、高温や酸に対して耐性が見られる株
もあった。重複領域内のそれぞれの遺伝子の単独過
剰発現では、そうした表現型は報告されていないの
で、こうした表現型は重複領域内にある複数遺伝子
の同時重複に起因すると考えられた。 
 
 これらの研究成果より、PCDup 法は、簡便に、効
率良く染色体任意領域の自在な重複を可能とする新
しいゲノム工学技術として有用な方法であると結論
した。また、PCDup 法により構築した、出芽酵母の
全ゲノムをカバーする部分異数体は、産業に有用な
酵母の育種分野への貢献可能なリソースとしてだけ
でなく、薬剤耐性/感受性等、医学薬学分野に関連し
た種々の細胞生理の異常などを系統的に解析するた
めのリソースとしても大きな有用性を持っていると
期待できる。 
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