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出芽酵母 に お けるゲノム工 学技術の

　　　　　　　　　　開発と応用
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　20世紀後半に組換えDNA 技術が 確立 され て 以来，個 々

の遺伝子 を操作す るためめさまざまな手法が開発され て

きた．そ の お か げで ，遺伝子 の 機能は急速 に明らか とな っ

て き て お りt そ れ ら を通じて生命を工学する ことが可能

とな っ 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，著者らは，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 ・改変するゲノム 工 学技術が

重要 に な ろう と考えた．そ こ で 産業上も重要であ り，

真核細胞 の モ デル で もあ る 出芽酵母を材料に，数年前か

らその開発に力 を注 い できた．

　本稿で は，はじめ に新しい ゲノ ム 工 学技術の 開発と し

て，著者らが独 自に発展させて きた染色体の分断技術に

つ い て その ア イデア とともに解説す る．そして ，染色体

分断技術を用 い た ゲノ ム サ イエ ン ス とバ イオテ ク ノ ロ

ジ ー
へ の ア プ ロ ーチ と し て，著者 らが取 り組ん で きた 4

つ の 研究 につ い て紹介 したい 1−14＞．

ゲ ノ ム 工 学の キ
ー

テクノ ロ ジー 1染色体 の分断技術

　ゲノ ム 工 学は，染色体の 大領域 の 欠 失 や 置換な どさま

ざまな操作を可能 とする こ とか ら，特に 全塩基配列が先

行 して明 らか とな っ て い る ポ ス トゲ ノ ム 時代 に お い て，

ゲノム の機能解析に 強力か つ 有効なア プ ロ
ー

チ を提供す

る ISrrl7），そ れゆえ，シ ン プル か つ 効果的 な ゲ ノ ム 工 学技

術の 開発が，ます ます必要とな っ て きて い る．

　著者らは，染色体を任意 の 位置で物理的に分断する と

い うシ ン プルな操作がゲノム工 学の キーテ ク ノ ロ ジーに

な る と考えた．染色体の 分断は，任意 の部位で染色体を

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．分断後は，特定領域 の 削除だ けで

な く，他の 染色体との 融合や他細胞 へ の移植な どさまざ

まな操作を容易に す る．さ ら に，染色体の 分断技術は，

酵母人 工染色体 （YAG ）に ク ロ
ー

ン 化された動 ・植物染

色体に も適用可能で あ る，し たが っ て．酵母 を細胞工場

とした高等生物染色体の 自在な操作も可能 となる．

　
一
方，著者 らは，染色体の 分断技術 を用 い ると，こ れ

までのゲノム⊥学技術で は難 しか っ た大規模なゲノ ム の

再編 すなわち
一

挙に多様なゲノム組成 を持 つ 細胞 を作

り出すこ とも可能ではない か と考えた，

　生命を形作る に は ど の よ うな遺伝子が 必要で あ るか

は，しばしば最少ゲ ノ ム とい う言葉で 表屍 され る バ イ オ

サ イエ ン ス に お け る最 も根源的な問 い の 1 つ であ る．一

方，特定の物質生産に最適な株をどの ように 育種するか

とい うこ とは，バ イオテクノ ロ ジ
ー

にお け る基本的な課

題 の 1 つ として挙げ られ る．た とえば 生産性向上 の た

め，酵母 の 場合 変異処理，交雑 細胞融合や遺伝子導

入な どさ まざまな方法が用 い られてきた．しか し，ゲノ

ム を人規模に操作す る時代 に移 りつ つ あ る今，ゲ ノ ム エ
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図 正，染色体 の 分断技術 を利用 した ゲノム の再 構 成．本文参照．

学的手法に より，物質生産により適 したゲ ノム組成や最

少ゲ ノ ム に 対す る答 えを導 くこ とも，今までにな い 新た

な可能性を もた らす の で はな い だろ うか．っ ま り，著者

らの ア イ デア は 以下 の よ うな こ とで ある （図1）．16本の

染色体に合計約 6200 個の遺伝子 を持 っ て い る
一

倍体の

酵母細胞を対象に して，染 色体の分断 を行 い ，多数の ミ

ニ 染色体を作製する．非常に 興味深 い こ とに，酵母 で は T

50kb 以
一
ドの ミニ 染色体は不安定であ り，細胞分裂時に

高頻度で脱落して しまうこ とが報告され てい る 18−2e）．し

たが っ て，分断後培養を行えば　さまざまな組 み合わせ

で の ミニ 染色体の脱落が誘導され　多様なゲノ ム組成を

持つ 細胞の導出が期待され る．た とえば，た っ た 20個 の

脱落可能な ミニ 染色体で も，その 脱落の 組み合わ せ は，

約 100万通 りに もな り，こ れまでの育種技術に よっ ては

なし得なか っ た多様 な組み合 わせ の 多重変異株を創製で

きる道が拓け る こ と に な る．物質の 生産性 で ス ク リ
ー

ニ

ン グする こ とが で きれば 　より高い 生産性 を示すゲノム

組成を見い だすこ とも可能となる．また， ミニ 染色体の

脱落に よ り，培養した条件で の最少ゲノム 組成 に つ い て

重要な知 見 を与え る こ と も叮能とな ろ う．

　 こ の ようなゲ ノ ム 工 学技術は，少な くと もこ れまで に

なか っ た技術 で あ る の で，革新的な育種技術と い う観点

か ら だけで な く，ゲノ ム の 機能解析にお い て も新 しい 事

実を発見で き る の で は ない か と考 えた，そ こ で ，ゲノ ム

を自在 に改変す る ため の キーとな る技術として ，操作が

容易で 効率の 良 い 染色体分断技術 の 確立 に 取 りか か っ

た，

PCR ・mediated 　Chromosome 　Splitting（PCS ）法

　染色体に は，染色休 として 機能す る た め に 3 つ の配列

が必要で ある．1 つ H は，染 色休を複製させ る た め の 自

立複製配列 （ARS ），2つ 目は，複製された姉妹染色体を

均等に分配するため に ス ピン ドル が結合するため の セ ン

トロ メ ア，そ し て，3 つ 目は，染色体 の 末端複製の 閏題

を解決する た め の テ ロ メ ア 配列 で ある，したが っ て，染

色体の分断に よ っ て新 し く生成 した染色体もこ れ ら 3 つ

の 配列を具備して い なけれ ばならな い ．こ れら 3 つ の配

列を導入し，さ らに簡便で効率の 良 い 染色体分断法を確

立す る た め に，さまざまな経緯や困難があ っ たが，紙面

が限られて い る の で，こ こ で は割愛させ て い ただ き，最

終バ ージ ョ ン の み解説させ て い ただ くこ とに す る．

　上記の 3 つ の配列の 必要性を念頭 におきつ つ ，操作が

シ ン プ ル で非常に効率が 良 く，し か も何度 で も繰 り返し

分断を可能とする新しい 染色体分断方法 PCR −mediated

chromosome 　splittillg（PCS ）法を確立 した （図 2）7）．　PCS

法は，セ ン トロ メ ア お よび分断株を選択するため の選択

マ
ー

カーを 2ス テ ッ プ の PCR で調製 し，酵母に導入する

簡単な方法 である．操作は これだ けで あ る が，分断効率

は 80％ 以 上 を達成 した．

　操作を簡単に説明する と，1回 目の PGR で，分断のた

め の標的配列 とな る約 400bp の DNA 断片を 2 つ 調製す

る．次 に，2 回 日の PCR で  テ トラ ヒ メナ 由来の 36　bp

の テ ロ メ ア配列 （5L（CCGGAA ）6
−3’

）と選択 マ
ーカ ーか ら

なる DNA 断片，あ る い は，5t−（GGGCAA ）6−3
’

とセ ン トロ

メアか らな る DNA 断片 と1回目の PCR で調製 した標的配
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図2．PGS 法．プ ラ イマ ーPl 〔20111er），　 P2 （オ
ーバ ー

ラ ッ プ

配列 3C｝mer ＋ 20　mer ），　P3 （オーバ ・一ラ ッ プ配列30　mer ＋ 20
mcr ），　 P4 （20　mer ）を用 い て 1回 目の PGR で 30　bp の オーバ ー
ラ ッ プ 配列 （黒 磯 り四角）が 付与 され た標的配列 （TARGET ，
400　bp） を それ ぞれ増幅する，次 に，あ らか じめ調製 して お い

た．5
’一（CCCCAA ）r31 （黒 塗 り欠印）と オーバ ーラ ッ プ配列 （黒

塗 り四角）を両 端に持つ 選 択 マ ーカー
（loxP−MriRKF ，R−loxP，灰

色 長方形） お よび セ ン トロ メ ア （CE
’
iV ，灰 色 丸） と，1 回 目に

増幅 した標 的配 列 を川 い て オーバ ー
ラ ッ プ PCR を行 い，染 色 休

分断に 必 要な 2 つ の 断 片 伍 agment 　Iと ll＞ を調製する、その

後，調製 した 2 つ の 断片 を同 時に 酵母細胞 に導 入す る と、標的
配 列 で 相 同絹換 えが 起 こ り，染色体が 分断され る．

列 をオ
ーバ ー

ラ ッ プ PCR で融合し，図2中の fi’agment 　1

と 1 を調製する．Si−（CCCCAA ）6−3
「

は，酵母細胞 内でテ ロ

メア形成 の核とな りうるの で 2］），テ ロ メ ア配列 を加 纏 γo

で調製す る こ とな しに，こ の 36　bp の配列 を利用 して分

断部位での 新規 の テ ロ メ ア形成が 可能 とな っ た，そ して．

得られた丘agmcnt 　lと」を同時に酵母細胞に導入 し．マ
ー

カーで 形質転換体を選択す る と，標的配列 で 相 同組換え

が起こ り，期待通 りに任意 の 部位で 染色体の 分断 が起

こ っ た 株が得 られ る とい う算段で あ る．また，繰 り返 し

分断可能 となる ように，選択 マ
ー

カ
ー

に CreAoxP シ ス テ

ム を導入 した 22 ）．90．rP 　UH列 に挟まれた選択マ ーカ ー
は，

Crc組換え酵素を発現させ る こ とによ っ て 分断染色体か

ら 除去 で き る．こ う して，選択 マ ー
カ
ー

を再利用する こ

とに よ り何度 で も分断可能 とな っ た．

　実際 PcS 法 を用 い て 230　kb と出芽酵母の 中で最 も短

い 染 色休で あ る第 1番染色体を 5 つ の 染色体に連続的に

分断 し．巨大な染色体を電気泳動で 分離で きる パ ル ス

フ ィ
ール ドゲル 電気泳動解析で確認 した結果 〔図 3a），第

1番染色体が 合計5 つ の 染色体 に 分断され て お り，分断さ

れた染色体は染色体 として 機能 して い る こ とがわか っ

た．また，PCS 法を用い て 5箔 kb の 第 5番染色体 を 9 つ

の染色体に 分断す る こ とを試 み たが，平均90％ 程度 の 高

56
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図 3，バ ル ス フ ィ
ー

ル ドゲ ル 電気泳 動 解析．レ ーン 番号 は生成
され た 分 断染 色 体の数 を示す，（a ）第 1番染色体 （Chr．　1）の 5
回連続分 断，第 1番 染 色体 が左 端 か ら順 番に，2つ ，3っ ．4 つ 、
5 つ の 染色体に改変 されて い る こ とが わか る．レー

ン 5 で は，2
つ の 45kb 分 断染 色体が重 な っ て い る．（b）第5番染色体 （Chr．
V）の 91・漣 続分 断 矢 印 は新 し く牛 成 した 分断染 色体を示 す，

い 分断効率を維持 した まま，選択 マ
ー

カーを再利用 し つ

つ 連続的に 分断す る こ とが可能で あ っ た （図 3b）．これ

らの 結果から，PCS 法で は分断後も新 しい 染色体として

正常に挙動で き る こ と，分断効率が高い こ と，分断を繰

返 し行え る こ とが わ か り，PCS 法 は シ ン プル か つ 高効率

の染色体分断方法で ある こ とがわか っ た，

　さ らに，ARS 配列が 存在 しな い 染色休領域 を 分断 に

よ っ て 操作で き る よ うに，ARs 配列 を pcs 法に取 り込ん

だ方法 も開発し た s・4）．YAC に ク ロ
ー

ン 化された動 ・ 植物

染色体は，通常，酵母細胞 内で ARS 活性を示す配列を含

ん で い な い ．した が っ て，こ の 方法は，YAC に ク ロ ー
ン

化 された動 ・植物染色体の詳細な マ ッ ピン グや機能解析

に向けた操作に も有効であ り，実際 シ ロ イヌナズナ

DNA を含む YAG の どの ような領域 で も，染色体分断 に

よ っ て 新し くYAC として機能 させ る こ とを示すこ とが

で きた．

染色体分断技術の ゲノ ムサイ エ ン ス と

　　バ イオ テ ク ノ ロ ジー
へ の応用

　次 に，開発 した染色休分断法 を用 い たゲ ノ ム サイエ ン

ス とバ イオテクノ ロ ジーへ の応用 の取り組み として，1）

有用形質の遺伝的基盤解析へ の 染色体分 断技術の 応用 ：

Chl・olnosome 　shuming ，2）染色体 の 分断に よ る ゲ ノ ム

の 再構成 へ の 展開，S）染色体構造 と細胞生理 の解析 ：リ

ボ ソ ーム DNA ク ラ ス タ
ー

の み か らな る染色体の 構 築，
4） ワ ン ス テ ッ プ染色体欠 失導入 へ の応用 に つ い て 紹介

した い ．

　1）有用形質の 遺伝的基盤解析 へ の 染色体分断技術の

応用 ：Chremosome 　shuffting 　　エ タ ノ ール 耐性 や 高

温耐 性な ど酵母 の 有用 形質 の 多 くは，多数の遺伝子 に
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図4．Chromosomc 　shuMing 法．本文 参 照，

よ っ て支配され て い る こ とが知 られ てい るが，こ の よう

な多因子形質を解析するための ゲ ノム工学的ア プ ロ ーチ

は限 られ て い る 2S）．そ こ で，多因子 に よ っ て 攴配され て

い る有用形質に つ い て，相反する形質を示す 2 つ の酵母

株 の特定の （同
一

の）染色体領域 の 置換を行 っ た後 表

現型 を解析する こ とに よ り，有用形質 の 遣伝的基盤を染

色体 の レ ベ ル で効率良 く解析する こ とが で き る chromo −

some 　shuftling とい う方法 を考案した （図 4）ll＞．簡単に

説明す る と，形質の違 う a 型 と α 型酵母 の 同 の 染色体

部位 を分断して，URA3 やTRPI な どで マ
ー

クしてお く．

その後 　これらを交雑 し，得られた 二 倍体を培養する こ

とによ っ て，どち らか の ミニ 染色体の 脱落 を誘導す る．

興味深い こ とに，こ の段階で， ミニ 染色体 につ い て，ヘ

ミザイガ ス な状態か ら ホ モ ザイガス な状態に白発的 に 回

復する細胞が出現して くる こ とを見 い だ してお り，この

ような株は，四 分子分析や サ ザン 解析 で 見分け る こ とが

μf能 であ る，こ の よ うな株は，特定 の 染色体領域だけが

片親 由来 の もの だ け か ら成 る ハ イブ リ ッ ドであ る の で，

この ハ イブリ ッ ドの表現型を評仙・解析する こ とに より，

形質に重要な遺伝子 の絞 り込みが可能 となる．したが っ

て，この 方法により，有用形質 の 遺伝的基盤 をサブク ロ

モ ソ
ー

マ ル レ ベ ル で解析する こ とが 可能 とな っ た．

　2）染色体 の 分断に よるゲ ノ ム の再構成へ の 展開

次に，前述したゲ ノ ム の再構成に つ い て （図 D，染色体

の 分断 とその後の ミニ 染色体の脱落に よ り，本当 に 多様

なゲノム 組成 を待つ 細胞が 挙 に創出で き る か どうか を

モ デル実験で調 べ た．

　 倍 体酵母細胞に お い て，大 きさが 50kb 以 ドの 7 つ の

ミ ニ 染色体 を PCS 法で作製した ．こ の 7つ の ミニ 染色体

は，遺伝子 をそれぞれ 20個弱含ん で い る が，それらの 中

に は単独遺伝子破壊で致死性を示す必須遺伝子は含 まれ

て い な い こ とか ら脱落可能と予想され る．これ ら 7 つ の

ミニ 染色体 の 脱落 ・∫能な組 み合わ せ は，理論的 に は 128
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通 り考えられ る．そ こで こ の株を栄養培地で培養した

後，平板培地に塗布して 128 コ ロ ニ ーをピ ッ クア ッ プ し，

これら 7 つ の ミニ 染 色体が脱落して い る か どうかを解析

した （論文準備巾）．

　そ の 結果，ま っ た く新しい 19種の ゲ ノ ム 組成 を持つ 株

が得られた，　
一
方，理論値よ り も得られたゲノム 組成 の

種類が少なか っ た理由として，脱落が観察され ない ミニ

染色体も存在 した．したが っ て，そ れ らの ミニ 染色体の

脱落は致死 とな る こ とが疑われ，単独欠失では致死 とは

ならな い が，多重欠失で致死性を示す合成致死遺伝子 の

存在 も示唆された．い ずれ に して も，染色体の分断 と脱

落に よ り，予想 した よ うな多様な ゲ ノ ム 組成 を創 りうる

こ とが実際に証明で きた，したが っ て，PGS 法 による迅

速か つ 高効率な染色体の 分断 と ミニ 染色体 の 脱落によっ

て，こ れまでの 育種技術に よ っ て はなし得なか っ た多様

なゲノム組成 つ まり多様な特徴を持 つ 細胞 を
一

挙に創

製す る道が拓 けた，こ れ らの株をス ク リ
ー

ニ ン グに供す

る こ とに よ っ て，さまざまな目的に 合わ せ てゲノム の再

構成や進化を促進 でき る こ とが 示唆された，

　3＞染色体構造と細胞生理の解析 ：リボソ
ー

ム DNA ク

ラス ター染色体の構築　　PGS 法 は ，さ まざまな大 きさ

や構造の 染色体を持つ 酵母細胞を白在に作 り出せ ること

か ら，染色体の 構造が細胞生理 に 及ぼす影響 を系統的に

調べ る こ とが容易 とな っ た，出芽酵母の リボソーム DNA

（rDNA ）は，第 12 番染色体の左端か ら 450 　kb，右端か

ら610kb の位置に 存在するが，約 9kb の ユ ニ ッ トが 150

コ ピータ ン デム に 並んだ巨大な ク ラス ター
を構成 してお

り，第 12番染色体 の 半分以上 が rDNA クラス タ ーで ある

とい う特異な構造 を示す．こ の ようなタ ン デム リピー
ト

配列は，組換えに よる構造変化 の 危機に絶えずさ ら され

て お り，ゲノム の 恒常性維持 とい う観点か ら も興味が持

たれ る．

　そ こ で，PCS 法を用 い て，第 12番染色休をrDNA クラ

ス ターの 両端で 分断し て，rDNA ク ラ ス ターの みか らな

る特異的な染色体を構築し，rDNA が関与する細胞生理

に お け る第 12番染色体の 構造 の 重要性を解析した 1），そ

の結果 rDNA ク ラス タ ー染色体では，野生型株で は維

持 され て い る rDNA の コ ピ ー
数が 半分以下 に 減少 し，

rDNA が局在 する核小体の形態が異常 とな る こ と，お よ

び ，老化 を引 き起 こ すと考え ら れ て い る cxtra 　chromo ．

somal 　rDNA 　circles が蓄積 し寿命 も低下 した．こ れ らの

こ とか ら，第 12番染色体上 に おける 1
・DNA ク ラス ターの

左右の 構造が rDNA の 正常な機能発現に重要で あ る こ と

が 明 ら か とな っ た．

　4） ワ ン ス テ ッ プ染色体欠失導入 へ の応用　　出芽 酵

母 は単細胞の真核生物で あり，ゲノム の 全塩基配列 も決
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図 5，PCD 法．（a） 染色 体の 内部領域へ の 欠 失導人．（b）染色

体 の 末端領域へ の 欠失導入．本文参照．（c）欠失株 の生育．栄

養培 地 （YPDA ） とハ イ グロ マ イ シ ン 添加培地 （100　geg！ml ）に

左端か ら 106個 の 細胞 を順 次 10 倍希釈 して ス ポ ッ トし，30
°G で

生育 させ た．WT ，野生型株 ；以下，そ れ ぞれ の 株名 は 欠失 し

た遺 伝 P数 を示 す．△ 2S　genesは，△ 13　genesと△ 10genes の

欠失領域 を併せ 持つ 株 として作製 された，

定されて い る こ とか ら，細胞が生命を維持 して い くため

の 必要な最少遺伝子セ ッ トを調べ る モデル 生物 として非

常に魅力的で あ る．一倍体出芽酵母 は 約 6200 個 の 遺伝 子

を持つ が，その 80％以上 は非必 須遺伝子 で ある こ とか

ら，少な くとも研究室の環境 ドに お い て，生命維持機能

とは切 り離す ことが可能な遺伝子が多数存在する こ とが

示唆され る24）．そ こ で，簡便に染色休に 大きな欠失 を導

入する こ とができれば，最少ゲ ノム の研究やゲ ノ ム の 機

能解析を さ ら に促進で き るの では と考え，PCS 法を応用

す ることによ っ て，染色体の任意の 領域に ワン ス テ ッ プ

で 大規模欠失 を導人でき る PCR ・mediated 　chromosomal

deletion（PCD ）法 を開発し7r　s）．

　染色体の 内部領域の 場合，PCS 法 と同様 の 2 つ の DNA

断片を PGR で調製 し，図 5aの ように 欠失させ た い 領域 の

外側 に導入すれ ば その 内部領域はテ ロ メ ア もセ ン トロ

メ ア も持た な い こ とか ら欠失で きるであ ろうと考えた．

また，染色体の 末端領域の場合，図 5bの ように選択 マ ー

カ
ー

を持 つ 1つ の DNA 断片の み の導入 で 欠失 n］
』
能で あろ

58

うと考えた．

　 こ の ア イデア を確かめ る ため に，40kb 程度まで の 大

きさで，それぞれ遺伝子を10 個か ら 19 個含むが，必須

遺伝子を含まない 4 つ の内部領域 と 2 つ の末端領域 を
．・

倍体細胞で欠失させた，形質転換体を取得後，それぞれ

7株以上 に つ い て バ ル ス フ ィ
ール ドゲル 電気泳動 と欠失

領域 をプ ロ
ーブとしたサザ ン 解析を行 っ た結果，6 つ の

領域中，5 つ の領域に お い て 7e％ 以上の 効率で期待通 り

の 欠失を導人で きる こ とが わ か っ た．欠失を導入 で きな

か っ た 1つ の領域 （14個の 非必須遺伝予を含む第 13番染

色体の 中央領域 31kb）に つ い て も，その後の解析か ら，
一
倍体酵母の生存に 必須な領域で ある こ とが明 らか と

なっ た S）．一
倍体細胞に お い て，こ の ようにワン ス テ ッ

プで効率良く染色体の 内部に大きな欠失を導入で き る方

法は これまで に報告されて いない．

　次 に，こ の よ うに して作製 した欠失株の 生育 を調べ た

と こ ろ （図 5c＞T 大変興味深い こ とに，19 個の遺伝子が

削除され た株を除 い て，栄養培地 （YPDA ）で 野生型株

と遜色 の な い 生育を示 した．この こ とか ら，欠失 した遺

伝子群は少な くと も研究室条件下で は生存に ま っ た く必

要な い ことが明らか とな っ た．一
方，12個の 遺伝子が削

除された株はタ ン パ ク質合成の阻害剤で あるハ イグロ マ

イ シ ン に強 い 感受 性 を示 した．しか し，こ の 感受性は，

これ ら 12個 の 遺伝子の単独破壊株で は見ら れなか っ た

こ とか ら，欠失 した 12個 の 遺伝子 の 中に機能重複し た遺

伝子 の 存在 が明らか とな っ た．これらの こ とか ら，PGD

法は，最少 ゲ ノ ム へ 向けたゲ ノ ム の 特定領域 の 要不 要，

および，その領域に含まれ る遺伝子群の機能重複や合成

致死な どの 遺伝学的相互作用を迅速に サ
ーベ イできる有

用なツ
ー

ル とな る こ とが示された．

おわ りに

　木研究では，出芽酵母にお け る染色体の 分断技術PGS

法を開発し，それ を基盤 として，こ れ ま で は 困難 で あ っ

たサブク ロ モ ソ
ー

マ ル レベ ル で の有用形質の 遺伝的基盤

解析，ゲノ ム の 大規模 な再構成，染色体構造と細胞生理

の解析 お よび染色体 へ の 簡便な欠失導入な どを 1・］
’
能と

す る 新 しい ゲ ノ ム 工 学技術 へ の 道 を拓 い た．さらに，PCS

法は YAC に ク ロ
ー

ン 化 された動 ・植物染色体に も適用

で き る こ とから，酵母を細胞 工 場 として，高等生物染色

体の機能解析に も貢献する こ と も可能 とな っ た．特に，

染色体の 分断 と ミニ 染色体の脱落を利用す る と，こ れま

で の育種技術 によ っ てはな し得なか っ た多様なゲノ ム組

成，すなわち多様な特徴を持つ 多重欠失株 を
一

挙 に作り

出すこ とが可能とな っ た．実際 著者 らは PCS 法 を用 い

たゲノ ム の 大規模改変 に よ っ て エ タ ノール や グ リセ ロ
ー
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ル の 生産量が 向上 した株を見い だ して い る こ とか ら 6）．

染色体の分断技術を用いたゲノム工学的手法か ら得られ

る情報は，今後 育種に おける最適なゲ ノ ム の構築に 重

要な貢献をするであろう．

　
一
方，ミニ 染色体の 脱落を人為的に制御する こ とが可能

となれば，さ らに染色体分断技術 の 利用 範囲は広が る．

ミニ 染色体を安定化させ る方法として，ヘ テ ロ ク ロ マ チン

形成に関与する Sir タ ン パ ク質 と相互作用 の あ る Zdslp

や Zds2p を過剰発現する方法が報告され て い る が E5），著

者 らも独自に，ミニ 染色体の 安定性を強化する遺伝子を

見 い だ して お り （論文準備中），その機構解明と ミニ 染色

体の安定化制御へ の応用 に 興味が持たれ る，加えて，な

ぜ ミニ 染色体が不安定なの か は未だ明 らか とな っ て お ら

ず， ミニ 染色体の 脱落制御技術の開発を 目指して．その

機構 の解明に も挑戦して い る．

　科学の 飛躍的な進展に は．必ず基盤的な技術の発展が

あ っ た と言っ て も過言で はない ．著者 らはゲノ ム の 自在

な操作技術が，今後の バ イオサ イエ ン ス ，バ イオテクノ

ロ ジ ー
におけ る基 盤技術の ひ とつ に な る もの と考えて お

り，その 発展 に努力して い きた い．

　本 研 究 は、大阪大学大学院工 学研究科　生命先端 工 学専攻

〔旧　応用生物工 学専攻）ゲノム 機能工 学領域で 行わ れた研究

で あり，多大な る ご指導　ご鞭撻を賜 りました原島　俊教授 に

心 よ りお礼巾し上 げます，同時に，木研究を行 う にあた りご助

言，ご助力 くださ い ま した 同研 究室 の金 子嘉信准教授，慶應義

塾大学医学部 の 西沢 正 文先生 に深謝致 します．また，一．・
緒に研

究 を行 っ た KLmYeen 　Hee 先生 （現 ・韓国 Dong −Eui 大学 ），凵」

岸 ．雄 さん （現 。味の 素），生嶋茂仁 さん （現 ・キ リン ホー
ル

デ ィ ン グ ス ），中澤利雅 さん （現
・
白鶴酒造）．技術員で あ っ た

池 田真知子 さん，お よび，谷河真理 映さん （現 ・森永乳 業） に

感 謝 申 し上 げ ます，彼 ら と出会 うこ とが な け れ ば，こ の よ うな

賞 は到底頂 くこ とが で きなか っ た と思 い ます．こ の 他に も，向

由起 夫 先生 （現 ・長浜 バ イ オ 大学），中村　純先生 （広島大学），
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ます．
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