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研究成果の概要（和文）：　Fusarium oxysporumに最適化したゲノム編集系の確立を行い，高効率でのノックア
ウト，ノックイン，塩基編集ならびに広域欠失を可能とした。確立したゲノム編集系を用いることで，アクセサ
リー染色体の大部分を除去した人工染色体を構築し，従来の手法では困難であった染色体領域の細胞内クローニ
ングやゲノムの再構成，染色体移植手法の利用可能性を示した。本研究により，アクセサリー染色体のゲノム機
能解析に加え，菌糸融合や水平伝播機構，病原性進化機構の包括的な解析が可能となった。

研究成果の概要（英文）：We developed a genome editing technology optimized for Fusarium oxysporum to
 enable efficient targeted gene knock-out, knock-in, base editing, and chromosomal deletion. Using 
this technology, we constructed a filamentous fungal artificial chromosome by removing a large 
proportion of the accessory chromosome, and showed the potential of the technology to carry out 
intracellular cloning of chromosomal regions, chromosome reconstruction, and edited chromosome 
transfer. Our findings and developed technologies would enable comprehensive analysis of hyphal 
fusion, horizontal transfer, pathogenicity evolution mechanisms, and the function of the accessory 
chromosomal region in F. oxysporum

研究分野：植物保護科学，応用微生物学，ゲノム科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　酵母，植物，マウスおよびヒトにおける人工染色体は確立されており，これまで導入が困難であった広域な染
色体領域の導入やモデルマウスの作成等，従来の研究領域を大幅に拡大させた。本研究では，糸状菌では初とな
る人工染色体の作出に成功し，新たなゲノム編集手法を含む遺伝子工学・染色体工学的な利用可能性を示した。
また人工染色体作製に用いたゲノム領域の広域欠失誘導は，染色体領域を標的とした新たなゲノム機能解析手法
として有用である。以上より，応用微生物学や植物保護科学，遺伝子工学，染色体工学等，多様な学術的・社会
的分野において重要な知見や技術を得ることができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 

 
 人類は植物病害に対抗するためにこれまで様々な植物の抵抗性育種をおこなってきたが，そ
れを犯す病原菌とのいたちごっこは今現在も続いている。トマトに病害を引き起こすトマト萎
凋病菌 (Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi ) は病原性の獲得から現在のレース分化 (栽
培品種ごとに病原性が異なる) に至るまでの病原菌の進化機構を解析するモデル菌といえる。 
 本病原菌の出現は非病原性 F. oxysporum が生存に必須ではない 1-3 Mb程度の小型染色体 
(アクセサリー染色体) の獲得により生じたと推察されている (Nature 464:367-373)。アクセ
サリー染色体の一部には複数の病原性関連遺伝子とトランスポゾン等の反復配列が集中的に座
上しており，トマトに対する病原力を支配している。これらのアクセサリー染色体のサイズや
座上遺伝子の変異様式は菌株ごとに多様性があることが示されつつあり，アクセサリー染色体
が細菌のプラスミドのように様々な病原性関連遺伝子を載せる，それらを変異させる，あるい
は失うことで抵抗性品種に対して新たな病原性を示すようになることが考えられる。 
 酵母，植物，マウスおよびヒトにおける人工染色体は既に構築されており，これまで導入が
困難であった広域な遺伝子領域の導入やモデルマウスの作製等，従来の研究領域を大幅に拡大
させた。しかし，糸状菌において有用な人工染色体ならびにその利用報告はない。我々は小型
で生存に必須でないといったトマト萎凋病菌のアクセサリー染色体の特性に着目し，ゲノム編
集技術を用いたアクセサリー染色体の編集によってテロメア・セントロメア・複製起点のみで
構成された人工染色体の作出が可能ではないかと着想した。 
 
 
２．研究の目的 
 
 ゲノム編集技術を用いたアクセサリー染色体編集により，糸状菌で初めての報告となる人工
染色体を作出し，細胞内での染色体領域のクローニング・再構成・移植といった新たな遺伝子
工学的ツールの拡充を目的とした。また人工染色体を用いることで，これまで複雑で多面的で
あったアクセサリー染色体の機能や水平伝搬機構，病原性変異機構をシンプルに解析・理解す
るための基盤技術開発を試みた。 
 
３．研究の方法 
 
 まずFusarium oxysporumに最適化したゲノム編集ツールの開発ならびにゲノム編集手法の開
発を行い，本菌のゲノム修復特性を調査した。得られた技術・知見を基にアクセサリー染色体
の編集を実施し，セントロメア・テロメア・複製起点を除く染色体領域の大部分を除去するこ
とで人工染色体の構築を行った。人工染色体ならびに自立複製 DNA の細胞内の安定性を評価し，
それぞれの特性を利用したゲノム編集技術開発，水平伝播機構の検出・解析およびアクセサリ
ー染色体の機能解析を実施した。 
 
４．研究成果 
 
<2018 年度> 
 F. oxysporum に最適化した CRISPR/Cas9 システムの開発に着手した。CRISPR/Cas9 の主要構
成要素の 1 つである single-guide RNA (sgRNA)を核内で効率に発現させるために内生 small 
nuclear U6 RNA プロモーターを取得し，糸状菌のコドン使用頻度に最適化した Cas9 を高発現
プロモーター (Tef promoter) により発現させた。構築した CRISPR/Cas9 システムを用いるこ
とで，標的遺伝子破壊 (Ku80 および Lig4) 効率の上昇がみられ，CRISPR/Cas9 による DNA 切断
活性が認められた。本システムは様々な F. oxysporum においても利用可能であり，高効率での
遺伝子破壊，塩基編集ならびに外来 DNA ノックイン手法の開発に成功した。 
 
<2019 年度> 
 構築した CRISPR/Cas9 システムを用いた際に一部の遺伝子座 (Lig4) において十分な遺伝子
破壊効率が得られなかったため (14 %程度)，内生ヒストンH2B由来の核局在化シグナルを用い，
sgRNA 配列を改変することで CRISPR/Cas9 システムのさらなる改良を行った。改良した
CRISPR/Cas9 システムを用いることで，Lig4 遺伝子破壊効率が 100%まで向上し，その他のゲノ
ム編集手法の高効率化ならびにショートホモロジーアームを用いた遺伝子破壊・ノックイン法
の開発に成功した。確立したゲノム編集系を用いることで，これまで困難であったアクセサリ
ー染色体座上遺伝子の破壊・改変が可能となり，アクセサリー染色体領域の除去に着手した。
本実験過程において一部の DNA 配列に自立複製能があることが示唆され，人工ベクターとして
の利用とその特性調査を並行して行った。 
 
<2020 年度> 



 自立複製能が認められた DNA 配列の特性を調査し，細胞内での安定性を向上させる配列を同
定することでプラスミド化に成功した。本プラスミドを用いることで形質転換効率が大幅に上
昇し，ベクター上の遺伝子発現調節や新規ゲノム編集技術としての利用，プラスミドの一過的
な保持と除去，菌糸融合の高感度検出に成功した。CRISPR/Cas9 システムに加え，CRISPR/Cas12a
システムの構築・最適化を実施し，あらゆるゲノム編集 (遺伝子破壊，多重遺伝子破壊，塩基
編集，ノックイン等) 効率の向上に成功した。 
 
<2021 年度> 
 アクセサリー染色体内の 2 箇所同時切断と相同組換えの誘導により数百塩基 (800 kb 程度) 
にわたる広域欠失の導入が可能となり，必要領域以外を除去した人工染色体を構築した。また，
異なる染色体領域の 2箇所同時切断・相同組換えの誘導により，染色体領域の交換や大規模領
域のクローニングが可能であることを見出した。編集されたアクセサリー染色体は共培養法に
よって他菌に水平移行させることが可能であり，細胞内での染色体領域のクローニング・再構
成・移植といった新たな遺伝子工学手法としての利用可能性を示した。また，アクセサリー染
色体領域を除去した変異株ライブリーを並行して作出し，病原性を含む表現型との関連性につ
いて調査を行っている。また CRISPR/Cas12a を用いたハイスループット遺伝子破壊手法を確立
し，アクセサリー染色体領域の機能解析に加え，単一遺伝子の網羅的な遺伝子機能解析が可能
となった。自立複製ベクターによる水平移動の高感度検出手法や人工染色体上での病原性染色
体領域の再現・移植手法との組み合わせにより，今後細胞融合や水平伝播，病原性進化機構を
シンプルかつ包括的に解析していくことが可能となるものと考えられる。 
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