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【学位論文内容の要旨】 

遺伝子工学は，生命機能の解析，有用タンパク質の工業生産，農業，および創薬など様々な分野に応用さ

れている。近年の DNA シークエンス技術の発達によって，様々な生物種の大量のゲノム情報が解読されてき

た。これに伴い，ゲノミクスやプロテオミクスなどの遺伝子を網羅的に解析するオミクス技術が急速に発展

してきた。しかしながら，遺伝子解析のための変異導入，配列の挿入や削除などの操作は，1970 年代に確立

された大腸菌でのプラスミドクローニングを介した手法が主流である。そのため，たくさんの遺伝子を次々

に操作することは未だに困難である。そこで本論文では，酵母とヒト培養細胞において，ポリメラーゼ連鎖

反応(PCR)で合成した DNA を直接利用することにより，数多くの遺伝子を扱うことができる新しい遺伝子操作

法の開発を目指し，その成果についてまとめたものである。 

序論では，酵母と哺乳動物細胞における遺伝子操作技術の発展の背景，PCR 技術，発現解析の現状につい

て述べた。 

第一章では，配列を付加する PCR におけるプライマー設計について検討した。PCR は，2つのオリゴヌクレ

オチドプライマーを用いて任意の DNA 領域の合成を行う。プライマーはテンプレートに結合するためのアニ

ーリング配列を持つが，アニーリング配列の 5’側には任意の DNA 配列を付加できる。例えばクローニング用

制限酵素配列や遺伝子破壊用相同配列，フュージョン PCR 用の配列を設計することが可能であり，PCR の有

用性を高めている。PCR においてプライマーが付加配列を含む場合には付加配列もアニーリングに寄与する

ことになる。プライマーの長さは通常 20̃30 塩基長であるが，付加配列を有する場合はプライマーのアニー

リング配列をより短くすることができると考えられる。結果として，付加配列を含むプライマーにおいて，

グアニンとシトシンのみで構成される 9塩基長が最小のアニーリング配列として有効であることを明らかに

した。決定した最小のアニーリング配列は，機能的配列をタンパク質コーディング配列にインフレームで融

合させることも可能であり，人工配列を持たせたテンプレートに対する共通のプライマーとしても利用する

こともできる。配列を付加するプライマーの最小化は，設計上もコスト的にも有利であり，特にゲノムワイ

ドな遺伝子工学において有用な技術となる。 

第二章では，酵母において多数の遺伝子のリアルタイムな発現解析を可能にする，PCR 合成 DNA を直接利

用した組換え遺伝子構築法の開発を行った。遺伝子発現解析は，細胞状態の制御機構を理解するために重要

である。次世代シークエンサーを利用したマイクロアレイや mRNA シークエンスなどの遺伝子発現解析は，網

羅的な解析が可能であるが，サンプリングが必要でありリアルタイムな解析が困難である。もし生細胞での



リアルタイムな遺伝子発現解析を行えたならば，環境変化に対する細胞応答を明らかにするために有用であ

る。そのためには，プロモーターと蛍光レポーター遺伝子を融合したレポーター遺伝子の構築が不可欠であ

り，同時に多数の遺伝子発現を調べるためにはその組換え遺伝子構築法を確立する必要がある。そこで，ま

ず耐熱性酵母 Kluyveromyces marxianus の非相同末端結合を利用し，プロモーターとレポーター遺伝子が正

確に結合したものだけを選択できる遺伝子操作法の開発を行った。 

確立した手法を用いて糖代謝系の様々な遺伝子プロモーター組換え体を構築し，これら株の蛍光強度をリ

アルタイムに測定することで，糖条件を変えた場合の代謝系遺伝子群の発現挙動を解析した。また，酵母

Saccharomyces cerevisiae においても同様のリアルタイム発現モニタリングを行った。2種の酵母のリアル

タイムな発現解析を行った結果，複数の糖条件における遺伝子発現を同時に比較することができ，環境によ

って遺伝子の発現時期と発現速度が異なることを明らかにした。既存の手法では明らかにできなかった生細

胞における遺伝子発現の挙動を示す結果となった。 

第三章では，酵母で確立した PCR による遺伝子操作法をヒト培養細胞に適応することを目指した。現在，

哺乳動物細胞への遺伝子導入方法の大半は大腸菌プラスミドを介しており，PCR 合成 DNA を直接利用した遺

伝子発現はほとんど行われていない。そこで第三章では，ヒト培養細胞において PCR 合成 DNA を直接導入す

ることが可能な遺伝子発現方法の開発を試みた。その結果，添加することでトランスフェクション効率が向

上する 2種類のエンハンサー試薬を特定し，遺伝子導入の相乗的な効果を示した。これにより，ヒト培養細

胞において PCR 合成 DNA を用いた 96 ウェルの培養条件での遺伝子発現解析を実現させた。開発した手法を用

いて，ターミネータ配列の変異解析を行い，ヒト培養細胞での遺伝子発現に必要な 60 塩基長の最小ターミ

ネータ配列を決定した。この配列はプライマーに設計可能な長さであり，ターミネータを付加するプライマ

ーを利用することで，配列削除，挿入，置換などの遺伝子操作が容易になる。 

本論文では PCR 合成 DNA を利用した新しい遺伝子操作技術を開発した。本論文の成果は，酵母とヒト培養細

胞において数多くの遺伝子や変異配列を次々と解析するために有効な技術であり，ポストゲノム時代に適し

たハイスループットな遺伝子操作が可能な技術となる。

【論文審査結果の要旨】 






