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1.b.1 はじめに

1996年にシアノバクテリアとして最初にゲノム塩基

配列が決められた Synechocystis  sp.PCC6803は，外来

DNAを容易に取り込み，相同組換えによって，遺伝子

ターゲティングが容易にできる．これまで，薬剤耐性カ

セットによって分断した遺伝子を含むプラスミドによる

遺伝子破壊や，変異株のゲノムDNA・プラスミドクロー

ンによる相補を利用したクローニング などが行われて

いる．これまで多くの研究では，遺伝子破壊コンストラ

クトとしてプラスミドが用いられてきたが，これには目

的の遺伝子を含むDNA断片のプラスミドへのクローニ

ング，遺伝子内部の制限部位における切断，薬剤耐性カ

セットの挿入，という３つの段階を踏む必要がある．適

当な遺伝子内部の制限サイトがない場合も多く，また，

遺伝子によっては，プラスミドへのクローニングがうま

くできないこともある．筆者の研究室でも以前は，遺伝

子破壊コンストラクトを１個作るために１ヶ月程度要す

ることも稀ではなかった．近年，PCRを利用した遺伝子

改変技術が進歩し，これを活用することによって，クロー

ニングを経ることなく容易に融合遺伝子を作ることがで

きるようになった．本稿ではその一例として，相同組換

えに使う薬剤耐性カセットを含んだ直鎖DNAの作製と

それによる形質転換 について述べる．このような遺伝

子破壊法の基本は前項1.aに述べられているので，ここ

では，本法に特有の事柄を中心として解説する．

1.b.2 PCRを用いた遺伝子破壊コンストラ

クトの作製

図1に方法の概略を示す．全部で４個のDNAをPCR

によって増幅し，これを順次つないでいく．すべてを一

度につなぐということもよく行われるが，失敗した場合

にどこが悪いのか全くわからず，また，多くの場合，複

数のバンドが出るため，あまり適切ではない．少し手間

がかかるが，３回にわけてPCRを進めることにする．な

ぜ薬剤耐性カセットを分断するのかという疑問があるか

もしれない．このようにすれば，最後にできる正しいコ

ンストラクト以外のDNAが細胞に入っても薬剤耐性を

与えることはないからである．PCR自体は，各研究室で

行われている方法を利用すればよい．

本法で用いるプライマーは表1にまとめた．プライ

マーの長さは研究室ごとに好みがある．プライマーの設

計は経験に頼らず，適当なプライマー設計プログラムを

利用するのがよい．私の場合，長いにこしたことはない

と思ってだいたい25塩基くらいで設計しており，ATに

富む場合は，さらに長くしている．また，参考までに，

研究室で使っているPCRのプロトコルを表2，3に示し

た．実際に研究室で使っている装置は，BioRad社のiCy-

clerである．酵素としてはごく一般的なタカラのExTaq

を用いているが，特に変異率を低く抑えたい場合には他

の適当な酵素を利用することをお薦めする．

まず，カナマイシン耐性カセットを２つに分けて増や

す．私たちはpUC4Kというプラスミドに入っているカ

ナマイシン耐性カセットを使った．どこで分割しても構

わないが，分割した２つの断片は互いに重なり合うよう
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にする．ここでは，上流半分4K-L(707bp）と下流半分

4K-R(457bp）としている．重なりは50bpとなる．この

カナマイシン耐性遺伝子は昔のGCテール法でクローニ

ングされているので，上流側はＧが並んでいるつなぎの

部分のすぐ隣から使うことでプロモータを確保し，下流

側は終始コドンの150塩基ほど後ろまで含むようにして

ある（表1）．他の耐性カセットを使う場合には適宜考え

ればよい．次に，目的遺伝子の上流約1kbpの領域を増

やすようにプライマーup-fとup-rを設計する（図1）．

up-rについては，その5’側に，カナマイシン耐性カセッ

トの5’末端を増やすプライマーLfと相補的な配列であ

るLf-revをつけた形で合成する．同様に，下流側につい

高速簡便遺伝子破壊法

表1：本方法で用いるPCRプライマー

名称 配列（5’-＜3’）

4K-Lf  AGCCACGTTGTGTCTCAAAATCTCTGATGT
 

4K-Lr  GAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCC
 

4K-Rf  AAGCTTTTGCCATTCTCACCGGATTCAGTC
 

4K-Rr  AGAGCTTTGTTGTAGGTGGACCAGTTGGTG
 

Lf-rev-up-r ACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCT－(遺伝子ごとに設計)

Rr-rev-dn-f CACCAACTGGTCCACCTACAACAAAGCTCT－(遺伝子ごとに設計)

up-f 遺伝子ごとに設計

dn-r 遺伝子ごとに設計
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図1：PCRを用いた遺伝子破壊コンストラクトの作製



ても一方は複合したプライマーとしておく．通常，遺伝

子を完全に欠損した変異株を作ることを考えるので，

コード領域はほとんど含まない形で，上流側と下流側を

別々に増やしている．但し，隣の遺伝子が近接している

場合には，その発現に影響しないように配慮する必要が

ある．また，図１では，遺伝子の向きは指定していない．

しかし，目的遺伝子Ｘの下流側にも遺伝子が並んでいる

場合，共転写されているかどうかはわからないにしても，

極性効果により下流側の転写ができなくなるのを避ける

ため，カナマイシン耐性カセットの転写方向と目的遺伝

子Ｘの転写方向をそろえておくのが無難である．

こうして１回目のPCRで，４個のDNAを作る．でき

たDNAはミニゲル電気泳動で確認し，DNA精製キッ

ト（GEヘルスケア社GFXなど）により精製する．100μl

の反応液から得られたDNAを50μlの純水に溶かして

おく．

次にDNAを２個ずつ結合する．これは，目的遺伝子の

上流部と下流部を増幅する際に用いた複合プライマーに

含まれるカナマイシン耐性遺伝子の末端配列を利用す

る．upと4K-L，dnと4K-Rをそれぞれアニーリングし

て，１回の伸長反応を行う（表4，5）．このときはプライ

マーを使わず，アニーリング効率を高めるため，高濃度

のDNAを使って反応する．結合する２つのDNAの濃

度があまり大きく異ならないように留意する．反応後，

DNAの一部をとり，純水で50-200倍に希釈する．この

とき，いくつかの希釈率を試すのがよい．濃すぎると次

のPCR産物が複数バンドになり，薄すぎると何も増え

ない．

この希釈液をテンプレートとして，２回目のPCRを

行う．条件は表2，3の通り．プライマーはそれぞれ，up-f

とLr，およびRfとdn-rである．産物を電気泳動で確認

し，DNAを精製する．

こうして得られた２つのDNAを上記と同様にして結

合し，PCRで増幅する．この３回目のPCRが曲者で，

多数のバンドが出ることが多い．その場合，目的のバン

ドをピペットで吸い出して，再度PCRで増幅すると，１

本のバンドになることが多い．但し再び多数のバンドに

なることもある．この際，ゲルを切り出してGeneClean

などのキットで精製するというような必要はなく，先の

細い微量ピペットで1μl程度吸い出せばよい．

1.b.3 相同組換えによる遺伝子破壊株の取得

ひとたびDNAコンストラクトが完成すれば，あとは

難しくない．基本的な形質転換の方法については前項1.

aを参照していただくとして，ここでは Synechocystis の

表2：PCR反応の組成

滅菌蒸留水 76.5μl
10x PCR緩衝液 10
2.5mM dNTP混合液 8
5mMプライマー１ 2
5mMプライマー２ 2

変性DNAテンプレート 1

ExTaq 0.5

全量 100

ゲノムDNAやプラスミドDNAは，アルカリ変性したものを用い
ると増幅効率が高い．すなわち，1μg/μl程度のDNAを1μlとり，
9μlの2N KOH，2mM EDTAを加えて，37℃で10分間処理し
た後，1μlの2N酢酸を加えて中和する．さらに90μlの滅菌蒸留
水を加える．通常さらに５倍程度希釈してPCRに用いる．－20℃
で保存する．

表3：PCR反応のプログラム

サイクル ステップ 温度（℃) 時間

１(x1） １ 96 2分

２(x4） １ 95 30秒
２ 55 1分30秒
３ 72 2分

３(x25） １ 95 30秒
２ 57 1分30秒
３ 72 2分

４(x1） １ 72 10分

５(x1） １ 10 0（無限)

この条件はかなりゆるめの条件なので，もう少しアニーリング温度
（ステップ２）を高くしてもよい．また，短いDNAを増やす時は，
ステップ２と３の時間も短くしてよい．

表4：接続反応の組成

滅菌蒸留水 68.5μl

10x PCR緩衝液 10

2.5mM dNTP混合液 1

DNA1 10

DNA2 10

ExTaq 0.5

全量 100

なお，DNAの量は適宜変更してもよく，その場合，水の量を加減
する．

表5：接続反応のプログラム

ステップ 温度（℃） 時間

１ 95 5分

２ 55 1分

３ 72 10分

４ 10 0（無限）

ステップ２に進む段階のアニーリングを，時間をかけてゆっくりと
温度を下げるようにすればもっとよいかもしれない．
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形質転換について述べる．100mlの三角フラスコに25

ml程度のBG11培地をいれ，Synechocystis のシングル

コロニーを植え込む．なお，私たちは1mMのNaHCO

（炭酸水素ナトリウム）を添加している．30℃で数日間，

30μE m s 程度の白色蛍光灯（15-20W のランプを使

い，20cm程度離す）で培養する．750nmの吸光度（濁

度）が0.5程度の対数期の細胞を用いる．100μlの培養

液をマイクロチューブに取り，できあがったPCR産物

（精製品）を20μl加える．量は適宜変更してもよい．

1.3％寒天を含む新鮮なBG11培地の上にセルロースア

セテートフィルター（0.45μm口径のもの，アドバン

テック製など，パッケージのものをそのまま用い，オー

トクレーブする必要はない）を滅菌したピンセットで載

せ，この上に上記の細胞液をスプレッダーで広げる．軽

く広げる程度で，刷り込まないこと．クリーンベンチで

表面を乾かし，シャーレをテープ（パラフィルムを切っ

て用いている）で巻いて，光を弱くして１日間培養を行

う．なお，寒天培地の場合，BG11培地には0.05％ Na

SO（チオ硫酸ナトリウム）と1mM NaHCO を添加し

ておくことで，プレート効率が高まるとされている．

１日または２日経って，フィルター表面がうす緑色に

なったら，フィルターを滅菌ピンセットではがし，30μg/

mlのカナマイシンを含み1.3％寒天で固めた新鮮な

BG11培地に載せる．パラフィルムでシールし，今度は

20-30μE m s 程度の光を当てて培養する．特に明暗

周期をつける必要はなく，多くの研究室は連続明期で培

養している．数日で細胞は白くなるが，１週間を過ぎる

と小さなコロニーが見えてくる．これが形質転換体であ

る．十分にコロニーが大きくなったら，白金耳で30μg/

mlのカナマイシンを含み1.3％寒天で固めた新鮮な

BG11培地に移す．あとは，シングルコロニーを広げて植

える作業を数回繰りかえす．

コロニーが遺伝子破壊株であることを確認するには，

コロニーPCRを行う．ただし，大腸菌のプラスミドのス

クリーニングの場合とは異なり，１回のPCRでは十分

にDNAが増えないことが多い．通常，まず，up-fとdn-r

で増やし，その産物の一部（0.5μl）を使って，２回目の

PCRを行う．その場合，up-fとRrまたはLfとdn-rの

組み合わせを用いてカナマイシン耐性カセットを含む形

質転換体を確認する．Synechocystis のゲノムはマルチコ

ピーなので，完全に野生型コピーがなくなっていること

を確認するため，目的遺伝子Ｘの内部配列を一方のプラ

イマーとし，他方はup-fまたはdn-rを用いてPCRを行

う（論文 参照）．候補株が見つかったら，液体培養で殖

やし，更に詳細な確認をする．

1.b.4 おわりに

この方法は非常に簡単で，同時に多数の遺伝子を扱う

こともできる．月曜日にプライマーがあれば，PCRのや

り直しを含めても，金曜日には形質転換までいくことが

できる．一人でも，１週間で８個程度の遺伝子破壊が余

裕をもってできる（選抜の段階は別）．元気のある研究者

ならばその２倍でも可能であろう．Synechocystis の遺伝

子は約3,000個なので，準備が順調にできれば，フルに

働けば一人でも１年間で終わる計算である．筆者らは，

このようにして40個の遺伝子破壊を行い，変異株の光合

成特性などを調べた ．
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