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本 論文 は、大腸 菌K・12株 における必須遺伝子 と非必須遺伝子 間にお ける遺伝 的相互 ‘

作 用解 析 を網羅 的 に行 う系 を開発 す るとともに、24の 必須遺伝子 を対象 として検証 を

行 った もので ある。

まず 申請者 は、解 析対象 とす る遺伝子 にっ いて、typeIICRISPRを 利 用 して発現抑

制 を行 う手法 の開発 を進 めた。CRISPRiと して報告 されたDNA二 重鎖切 断活性 を失

った変異型dCas9遺 伝子 がア ン ヒドロテ トラサイ ク リン （ATc）に よ り発 現誘導 され

るプ ラス ミ ド、及 びCas9タ ンパ ク質 の認識部位 を決 定す るた めのgRNAscafold配 列

を構成 的 に発現す るプ ラス ミ ドを利 用 し、必須遺伝子 のdnaAとfstVを 対象 として発

現抑 制系 の開発 と解 析条件 の検討 を行 った。gRNAscafoldを 形成す るためのgRNA’ 配

列 の設 計 とdCas9遺 伝子 の発現誘 導条件 の最適化 は、細胞 の生 育、細胞形 態の変化 、

mRNA量 の減 少 を指標 として行 った。gRNA配 列の設 計 は、、全大腸菌 ゲ ノム配列 を対

象 とし、両鎖 に対 してPAM配 列 と名 付 け られ たNGG配 列 を探索 し、その上流側20

塩基 を切 り出 した リス トを作成 し、対象 とす る遺伝子 の位置 か らgRNA配 列の選択 を

行 った。設計 した2本 の合成DNAを アニール させ 二本鎖化 したgRNA配 列 をGibson

法 と呼ばれ る相 同組換 えに よ りgRNAscafoldベ クターヘ クロー ン化 した。最初 に

dCas9発 現 プ ラス ミ ド自身が宿 主細胞の生育 と形 態に及 ぼす影響 についてATc濃 度依

存性 を調 べた。 その結果 、ATcが5pMま で の濃度 ではdCas9の 発現 に よる生育へ の

影響 はほ とん どない ことを確認 した。次 に、dCas9単 独 で の発現 で影響 の出ない条件

下 で、dnaAとftsNのgRNA配 列 をク ロー ン化 したプ ラス ミ ドとdCas9発 現プ ラス

ミ ドを共存 させ、gRNA配 列 の違 い とdCas9発 現 のためのATc濃 度依存性 を調 べた。

そ の結果 、gRNA設 計位 置に関 しては1対 象遺伝 子 による違いが存在す る こと、及び

dCas9の 発現誘導 は0．2μMか ら1pMの 範 囲が適切 で ある ことを確認 した。

次 に、この2種 類 のプ ラス ミ ドを接合 に よ り欠失株 ライ ブ ラ リー に移動 し、発 現抑制

と欠失 の網羅 的組合せ に よる遺伝的相互作 用解析手法 の開発 を進 めた。dCas9発 現プ

ラス ミ ドとgRNAscafold発 現 プラス ミ ドに、Fプ ラス ミ ド由来のo亘7▼配列 をクロー

ン化 し、 プ ラス ミ ドの高効率移動方法及 び解 析手法 の最適化 を図った。 その結果 、最

初 にdCas9発 現 プ ラス ミ ドを全欠失株 ライ ブ ラ リー に移 動す るこ とで、ライブ ラ リー

化 を図 った後 、再び接合 に よ りgRNAscafold発 現 プラス ミ ドを移動 させ る方法の確 実

性 が高い ことを見 出 し、 スタンプ ロボッ トを活用 した接合方法 の確 立 と、所属研 究室

で開発 した コロニー画像解析法 に より、解 析手法 の最適化 を行 った。そ の後、dnaAと

ftsNを 含 む24の 必須遺伝子 を対象 とし、網 羅 的解析 に よって検証 を行 った。

最 終的 に本論文 は、欠失株や変異株 を取得す るこ とな く、接合 に よ り簡便 に遺伝子 の

発現抑 制 と欠失 を組合せた遺伝 的相互作用解析 を可能 に した汎用性 の高い高効率な手

法 の開発 と検証 を行 った もので ある。 ・
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当研 究室で は、一貫 して大腸菌網羅的 リソー ス を活用 した システマテ ィックな解析

技術 開発及 びそ の解析 を進 めてきてい る。2006年 に大腸菌 の全予 測遺伝 子欠失株 ライ

ブ ラ リー を完成 した後 は、接合 を用いた網羅 的な遺伝 的相互 作用手法 の開発 と解析 を

精 力 的に進 めて きてい るが、欠失株 ライブ ラ リー には栄養培 地37・Cの 条件で生育 に必

須 な遺伝 子 の欠失株 は存在 しない。従 って、必須 遺伝子 を含 めて解析 を可能 にす る手

法 の開発 を進 めてお り、過去 にプ ラス ミ ドよ り必須遺伝子産物 の相補条件 下で染色体

上 の必須 遺伝子 の欠失 を行 う方法 の開発 を行 ったが、対象遺伝 子 に よって相補 条件 下

で も欠失 が不可能 な もの も多い。そ こで、CRISPRiに よるknock－down法 を用いた解

析 手法 について、必須遺伝子 を対象 に開発 を行 った。

申請者 は、Harvard大 学の共 同研究 グルー プを訪 問 した際、CRISPRiに よる手法

の適用 可能性 を議 論 し、必須遺伝子 の発 現量 を抑 える手法 の開発 に関す る共同研 究を

開始 した。本 博士論文 にお いては、CRISPRiに 必要 なCas9変 異体 であ るdCas9及 び

gRNAvector等 の材料 の供給 を受 け、当研 究室 の強 みであ る接合 及び システマ ッテ ィ

ック解析 手法 を取 り込んだ実験系 を確 立 し、大腸菌全必須遺伝子323の 中か ら選択 し

た24遺 伝 子 を用 いて実験 系の検証 を行 った。

申請者 の成果 は、1） 大腸菌全遺伝子 を対象 に したgRNAの 設計 、2）dCas9及 び

gRNAの ベ クター にFプ ラス ミ ド由来 のo質7配 列 を導入後 、接合 に よる可動化、3）

dCas9のtetプ ロモー ター による発現誘導 システ ムの導入 、4）Gibson組 換 え法 によ

るgRNA配 列 の ク ロー ン化手法の確立 を行 った。 本手法 を確 立 した後 、2種 類の必須

遺伝 子 （dnaA及 びftsMを 対象 に、gRNA配 列 のデ ザイ ン方 法 を検討 し、開始 コ ド

ンか らの距離 、 コーデ ィング鎖及び非 コーデ ィング鎖 に よるknock・down効 率 の違い

につい て検証 を行 った。dCas9発 現誘 導剤 の添加 に よる生育への影 響、細胞 の形態変

化 、qRT・PCR法 に よるmRNA量 の変動等 の検証 を進 め、CRISPRiに よる手法の確 立

を行 った。

ま た 、 本 手 法 を用 い 、全 非 必 須 遺 伝 子 の欠 失 株 に接 合 に よ りknock－downの

CRISPRiのplasmidを 移動 し、必須遺伝子及 び非必須遺伝子 との網羅的遺伝的相互作

用解 析手法 の確 立 を行 うとともに、さらに22種 類 の必須 遺伝 子 を選択 し、網羅的遺伝

的相 互作用解析 へ の可能性 の検証 を行 なった。

本 論文 はCRISPRiと 接合 を活用 した必須遺伝子 と非必須 遺伝 子 とのシステマテ ィ

ックな遺伝 的相互 作用 の解 析手法 を確立 した もので ある。多重 遺伝子 の相 互作用解析

への可能性 を含 め、学術上、応 用上貢献す る ところが非 常に大 きい。 よって審 査委員
一 同 は

、本論 文 が博 士 （バイオサイエ ンス）の学位 論文 と して価値 ある もの と認 めた。


