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研究成果の概要（和文）：　本研究では、申請者らが酵母を材料として、それまでに開発してきた多様な酵母ゲノム工
学技術の中で、キーテクノロジーである「染色体任意部位における分断技術」の迅速化・簡便化を目的とした．その結
果、従来の分断技術に、近年勃興してきた「ゲノム編集技術」を取り入れる事によって、これまで不可能であった1回
の形質転換で4カ所までの同時分断が可能となる革新的な技術を開発することができた．この成果は、ゲノムの多様性
を創出するために必要な、多数の人工染色体の創出を、飛躍的に短い時間で達成することができることを意味しており
、「多様性創出ゲノム工学」の発展に大きな貢献をする技術であると結論できる．

研究成果の概要（英文）：We have previously developed chromosome splitting technology (PCS) in the yeast 
Saccharomyces cerevisiae. It is based on homologous recombination and enables splitting of a chromosome 
at any point to form two newly derived chromosomes. However, because of low homologous recombination 
activity, PCS is limited to a single site at a time, which makes the splitting of multiple loci laborious 
and time-consuming. In this study, we have developed efficient and versatile genome engineering 
technology named CRISPR-PCS by integrating PCS with the genome editing CRISPR/Cas system. This 
integration allowed activation of homologous recombination. In fact, the CRISPR-PCS enabled generation of 
simultaneous multiple chromosome splitting such as generation of up to five derived chromosomes from a 
single chromosome and eight derived chromosomes from four different chromosomes. The CRISPR-PCS 
technology should contribute to not only breeding novel yeast strains but also revealing genome function.

研究分野：ゲノム工学
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らは、酵母を材料として、それまで

いずれの生物でも開発されていなかった染

色体任意部位のワンステップ分断技術、任意

領 域の削除技術、重複技術等々、多様なゲ

ノム工学技術を開発し、それらの技術が実際

に「ゲノム機能の解明や育種」に応用できる

ことを 20 報近い論文によって示してきた。

物質生産に最適なゲノムを「ベストゲノム」

と定義すれば、これからの微生物育種におけ

る最大の課題は、ベストゲノムがいかなるも

のかを明らかにすることであろう。この問題

に答えるため、本研究では、申請者らが開発

してきた酵母のゲノム工学を駆使して、天文

学的な種類のゲノム組成を持つ出芽酵母細

胞集団を創出し、それからベストゲノムを持

つ細胞をスクリーニングする「多様性創出ゲ

ノム工学技術」の開発を目指した． 
 
２．研究の目的 
 上記の目標を達成するため、体細胞分裂で

脱落可能な染色体領域を、申請者らが開発し

た染色体分断技術（PCS法）によりゲノムワ

イドに人工染色体化し、その多様な組合わせ

の脱落によって多様性を創出する（ゲノムの

再編成）技術を確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

従来の技術は、一度の形質転換により染色

体一カ所の分断しかできず、同時性と迅速性

の観点からは満足のいくものではなかった。

そこで、本研究では、染色体の分断技術に、

近 年 勃 興 し て き た ゲ ノ ム 編 集 技 術

CRISPR/Cas を取り入れ、従来不可能であっ

た染色体の複数部位の同時分断を可能とす

る、スループットの高い革新的なゲノム工学

技術(CRISPR-PCS 技術と命名)を確立するこ

とを目的とした。 

 
４．研究成果 

(1) CRISPR-PCS法による形質転換効率の上昇 

 まず、従来の PCS 技術に比べ、CRISPR-PCS

技術では、形質転換体の出現頻度がどれくら

い上昇するかを調べたところ、CRISPR-PCS の

方が約10倍〜100効率が良いことがわかった．

このことにより、従来の PCS 法によってミニ

染色体を作成するには順次2回の形質転換が

必要であったにもかかわらず、CRISPR−PCS 法

では、1 回の形質転換で新しいミニ染色体を

一挙に作成できるようになった． 

 （2） 2 カ所同時分断 

   そこで次に、同じ染色体上の 2カ所、およ

び異なる染色体上の2カ所の同時分断を試み

た．その結果、同じ染色体においても、違う

染色体においても、CRISPR-PCS によってのみ

同時分断が可能であることがわかった．同時

に、CRISPR-PCS 技術の最適化も図った結果、

使用する分断に必要な PCS断片の相同領域

を 50 bpと短くしても、同時分断が可能であ

ることもわかった。 

（3）3箇所、4箇所同時分断 

 こうした成果をもとに、2 年目には、同

時 3箇所分断、さらに同時 4カ所分断に挑

戦した。その結果、まず、異なる染色体に

おける 3箇所同時分断に成功した。これよ

り 1回の形質転換で、3つの天然の染色体

を 6つの人工染色体にすることが可能とな

った（3本 → 6本）。ついで、同一染色体

における 3箇所同時分断にも成功した。 こ

の結果、1 回の形質転換で、1 本の天然染

色体を 4つの人工染色体にすることが可能

となった（1 本 → 4 本）（図 1）．さらに、

異なる染色体上の4箇所の部位の同時分断に

 

図 1. 4 番染色体における三カ所同時分断 
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も成功した。これより、1回の形質転換で、4

つの天然染色体を8本の人工染色体にするこ

とができるようになった（4本 → 8 本）（図

では示していない）。これらの結果は、ゲノ

ムの再編成技術によりゲノムの多様性を創

出するために必要な、多数の人工染色体の創

出を、これまでより飛躍的に短い時間で達成

することができることを意味しており（従来

の PCS 法では、4 本の染色体を 8 本にするに

は、35 日程度かかっていたのが、12 日間程

度）、染色体分断に要する多大な時間や労力

を大幅に削減することが出来ることとなっ

た（図 2）． 

（4）今後の展望 

 こうした研究成果を基盤にした今後の

研究の方向としては、染色体分断技術の更

なるハイスループット化を目指すととも

に、染色体の２領域、あるいは３領域の同

時削除、同時重複技術の確立も目指すこと

を考えている。この目的は、染色体分断に 

よる人工染色体の創出と、その後の多様な

組合わせの脱落を介したゲノムの多様性

創出という方法論だけでなく、ワンステッ

プの形質転換で、種々の複数染色体領域の

削除や重複の組み合わせによってゲノム

の多様性創出を可能にするためである。し

かし、その組み合わせ数を考えると、この

アプローチが真に有効であるためには、少

なくとも５領域程度について、同時削除、

同時重複が可能になる必要があろう。従っ

て、同時削除、同時重複については、その

限界を見極めることが必要である。また、

本挑戦的萌芽研究とは別途の研究によっ

て、単一領域の削除、あるいは単一領域の

重複により、バイオテクノロジーに有用な

形質が現れる染色体の特定領域をいくつ

も明らかにしているので、こうした領域の

２つあるいは３つ、あるいはそれ以上の組

合わせを持つ細胞の、ハイスループットで

の創成を目指すことが今後の課題である

と考えている。 
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