
生物工学　第92巻70

酵母細胞におけるゲノムの大規模な改変技術は，産業
にとって有用な物質を産生する菌株の育種のみならず，
ゲノム機能の解明においても有用である．近年，筆者ら1,2)

は，出芽酵母の染色体を分断しミニ染色体化する技術で
あるPCR-mediated Chromosome Splitting（PCS）法を
開発した．PCS法は，セントロメア，テロメアおよび
形質転換体を選択するためのマーカーを含む分断用断片
をPCRで調製し，形質転換によって酵母に導入すると
いった簡単な操作で天然の染色体を分断する新しいゲノ
ム工学技術である．従来，50   kb以下のミニ染色体は有
糸分裂中に容易に脱落する 3)ことが知られている．PCS
法を繰り返すことによって，50   kb以下のミニ染色体を
多数保持した酵母細胞を作り，種々の異なる条件で培養
すれば，さまざまなミニ染色体の組合せを持った酵母細
胞を生み出すことができると考え，筆者らは，この技術
をGenome   Reorganization   Technology（GReO技術）と
名づけた．本研究は，GReO技術により，実際に多様な
ミニ染色体の組合せを持った細胞を創成することができ
るか検証することを目的に実験を行った．
まず，PCS法を用いて多くのミニ染色体を持つ二つ
の出芽酵母株（ZN92株，SH6484株）を作製した．
ZN92株は，第4染色体と第11染色体から作った16本
のミニ染色体を持っている．16本中7本のミニ染色体は
必須遺伝子を持っていないため，それらのミニ染色体は，
多様な組合せで脱落すると考えられる．SH6484株は，
9本の染色体を分断して作製した，非必須遺伝子からな
る14本のミニ染色体を持っている．ZN92株と同様，種々
の組合せでの脱落が生じると考えられた．
このことを実証するため，まず，ZN92株において7

本のミニ染色体が，どのような組合せで脱落するか検証
した．7本のミニ染色体の脱落の組合せは，特定の組合
せによる合成致死がないと仮定すると，理論上128通り

（ ）である．ZN92株を培養し，得られたコロニー

のうち128を分析したところ，ミニ染色体の組合せが異
なる19種があることがわかった．このことから，
GReO技術によって，さまざまな組合せのミニ染色体を
もつ株を作り出せることが実証できたと考えた．興味深
いことに，7本のミニ染色体のうち，1本のミニ染色体（18 
kb）はいずれのクローンでも脱落していなかった．こ
のミニ染色体は12個の非必須遺伝子を持つが，それら
の中に合成致死となる遺伝子の組合せがあることが示唆
された．
次に，ミニ染色体では，分断時にセントロメアが末端

に付加されていることから，セントロメア機能が抑制さ
れている可能性があるので，コピー数の増加有無を，
SH6484株を用いて解析した．SH6484株を栄養培地で
培養し，ゲノム構成が変化した株を得た．この株と，比
較対象とした非染色体分断株であるFY834株からゲノ
ムDNAを抽出し，DNAマイクロアレイを用いて網羅
的にゲノムDNAの変化を調べた．その結果，ミニ染色
体14本中8本が脱落し，6本は保持されていることがわ
かった．また，保持されているミニ染色体のうち4本で
コピー数の増加が観察された．加えて，興味深いことに
ミトコンドリアゲノムや分断されていない第12番染色
体上のリボソーム遺伝子領域が増幅していることがわ
かった．これより，この現象は，ミニ染色体の脱落ある
いは染色体の分断によって生じた可能性が考えられた．
このように，筆者らは，本研究で開発したGReO技

術が，ゲノム機能やその構成の解明に役立つだけでなく，
有用物質の生産に適した培養条件下でゲノム構成を最適
化させることに応用できることから，産業上有用な株の
育種にも有効な方法であると考えている．
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