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　タンパク質間の結合解析に酵母のツー

ハイブリッド法を用いたり、目的タンパ

ク質の発現に酵母を宿主に用いる酵

母家以外の研究者が増えている。真

核生物で最も扱いやすいモデル生物

である酵母は、実験材料としての幅を

広げ、分子生物学時代のファージや

大腸菌の役目を、ゲノム時代には酵

母が担う勢いである。酵母の価値は

その遺伝子操作法にある。今回、超

簡単な遺伝子導入法を開発したので

紹介する。単に混ぜるだけという方法

はコンペテントセル（形質転換能力を

与えた細胞）の概念をなくし、ポストゲ

ノム解析のキーツールとなる。 

　真核生物で最初にゲノム解析が完了

した酵母Saccharomyces cerevisiaeは、

ポストゲノムにおいてもその先頭を走っ

ている。その代表的な例の１つは、

EUROFANプロジェクトによって行わ

れた全遺伝子破壊株コレクションの作

成である。ここではゲノム解析により

明らかにされた約6,000のORFを薬剤

耐性マーカーで置換し、ノックアウトし

ている。これにより6,000の遺伝子のう

ち1,105遺伝子が破壊すると生存でき

なくなる必須遺伝子であることも明ら

かになった。このコレクションは1,144

株の必須遺伝子破壊ヘテロ2倍体セッ

ト（遺伝子2つのうち一方を破壊してあ

る）、約4,800株の非必須遺伝子破壊

１倍体セット（a及びα接合型）、約
4,800株の非必須遺伝子破壊株ホモ２

倍体セット、及び約6,000株のヘテロ2

倍体セットなどや、それらのプールか

らなる。日本ではインビトロジェンやフ

ナコシから入手可能である。遺伝子

破壊された部位にはそれぞれ異なるタ

グ配列が挿入してあり、タグ配列を利

用した株の同定も可能で、ハイスルー

プットゲノムワイド解析が盛んに行われ、

ゲノムレベルでの生物像が明らかになっ

てきている1, 2）。しかし、これだけでは

酵母の遺伝子しか解析できない。そ

こで求められるのがこれら数千のコレ

クションへの遺伝子導入法である。 

　酵母では様々な形質転換法が報告

されており、最も一般的に使われてい

るのはItoら3）によって報告された酢酸

リチウム法であろう。しかしこの方法

は遠心操作による細胞の濃縮や細胞

増殖期の制限があり、不可能ではな

いが数千の株には不向きである。私

たちがこれまでに用いてきたOne-step

法はChenら4）によって報告された方法

を改良したものであるが、その名の通

り「ワンステップ」で形質転換できること

から数千株へのハイスループットワーク

にも適用可能であると考えられた。実

際この方法を適用したセミハイスループッ

ト形質転換法も開発したが、これでも

4,800株の形質転換に2か月程度の時

間がかかり、その操作も、今思えば、

煩雑であった。 

　「S. cerevisiaeダイレクトトランスフォー

メーションキット 　　 」は酵母培養液に

形質転換液を混ぜるだけの操作で酵

母への遺伝子導入を可能にする画期

的な試薬である。日常的な酵母への

プラスミド導入には簡単な上に十分な

効率を持ち、さらに、その能力を最大

限に発揮できるのがハイスループット形

質転換である。酵母遺伝子破壊株コ

レクションに遺伝子を導入した報告は

いくつかあるが、いずれも破壊株プー

ルにランダムに導入したものからスクリー

ニングするか5）、マイクロプレートでの

遠心濃縮を含む通常の形質転換法で

あった6 , 7）。今回の方法がいかに簡単

で、さらにその簡単さがいかにパワフ

ルであるか紹介する。 

　一株ずつの形質転換では、試験

管などの培養容器に1mrのYPD培地

（酵母の最も一般的な富栄養培地）を

入れ酵母を植菌し、28℃で24時間培

養する。あらかじめ目的のプラスミドと ワコー 

図1. ダイレクトトランスフォーメーションキットによるハイスループット形質転換法 
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混合した試薬混合液25μrを入れた

1.5mrチューブに、この培養液25μrを

分注し混合する。42℃で2時間ヒート

ショックを与え、適切な選択培地に混

合液を広げた後、28℃で培養すれば

形質転換体を得ることができる。この

方法で5,000cfu/μgDNA以上の形質

転換効率が得られた。酢酸リチウム

法などとくらべると形質転換効率は低く、

遺伝子ライブラリースクリーニングには

不向きである。また、染色体上への

遺伝子の組み込みができないという欠

点はある。しかし、単に形質転換体

を得るための実験であれば必要以上

のコロニーを得ることができるし、一桁

程度であれば、細胞を濃縮すること

で容易に形質転換効率を上げることも

可能であった。 

　この方法を酵母遺伝子破壊株コレ

クションに適用したハイスループット形

質転換の例を示す。ハイスループット

形質転換法では、酵母遺伝子破壊

株コレクションが保存されている96ウェ

ルフォーマットのままで操作を行った（図

1）。この例では、LEU2を形質転換

マーカーとするpRS3158）に、ガラクトー

スプロモーター下に食中毒原因菌

Campylobacter jejuniのエフェクター

遺伝子CdtBを挿入したプラスミドを導

入した。この時のプラスミドは大腸菌

からアルカリ-SDS法で調整したものを

用いており、大腸菌由来のRNAが大

量に含まれているので、キャリアー

RNA/DNAは加えていない。角型シャー

レに作成したYPD寒天培地上に保存

しておいた破壊株を、96個のピンが

ついたレプリケーターで取り、25μrの

YPD液体培地を分注した96ウェルプレー

トに植菌した。プラスチック製のふたを

して28℃で24時間静置培養した。形

質転換用酵母の培養は25μrという少

量の培地で行うため、プレート周辺の

ウェルが乾燥しやすい。乾燥したウェ

ルに滅菌水を入れて形質転換を試み

たが、形質転換体はほとんど得られ

なかったことから、乾燥を防ぐ必要が

ある。培養時にプレートを完全にシー

ルした嫌気的な培養を行っても好気条

件下と同等に形質転換体を得ることが

できたことから、プレートを密閉して培

養するのも一つの方法である。24時

間培養した培養液はプレートミキサー

で穏やかに撹拌し、細胞を十分に懸

濁した後、形質転換液を分注し再び

穏やかに撹拌した。今回は12チャン

ネルピペットを用いて形質転換液の分

注を行ったが、一度に大量のプレート

に対して形質転換を行うときには96ウェ

ル対応の分注装置を使うと細かな神

経を使う必要がなくなる。42℃に2時

間おいた後、10μrずつを選択培地に

スポットし、数日後のすべてのプレート

の様子を図2に示した。この実験では

まず、53枚（0349と0381を1枚のプレー

トにまとめた）のプレートを29枚と24枚

の2回に分けて形質転換操作を行い、 

図2. Campylobacter jejuni CdtB遺伝子を導入した遺伝子破壊株コレクション 

プレート上の各数字はプレート番号を表す。 

0349と0381は1つのプレートにまとめて操

作を行った。 
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コードNo. 品　　名 容　量 規　格 希望納入価格（円） 

20回用 
100回用 
500回用 

遺伝子研究用 
4,800

10,000
40,000

296-62701
292-62703
290-62704

S. cerevisiae Direct Transformation Kit Wako

P r o d u c t s
ゲノムワイドなスクリーニングに対応!!
S. cerevisiae ダイレクトトランスフォーメーションキット ワコー 

特　　長 形質転換効率 

BY4743株にpRS316を導入した場合の形質転換効率 

●96ウェルマイクロプレート法……………… 500cfu/μg以上 

●チューブ法………………………………… 5,000cfu/μg以上 

 （20回用）（100回用）（500回用） 

●Sc Transformation Reagent 500μr 2.5mr 12.5mr 

●Carrier DNA（5μg/μr） 50μr 250μr 1.25mr

キット内容 

　本キットは、出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae）を簡単に形質転換させ

ることができる試薬キットです。わずらわしい菌体の遠心・洗浄操作をすることな

く、酵母培養液に直接プラスミドDNAと専用試薬を加えるだけのワンステップト

ランスフォーメーション試薬です。特に96ウェルマイクロプレートを用いた多検体

への導入に威力を発揮します。 

 

 

●菌体の遠心・洗浄が不要 

●目的プラスミドDNAと専用試薬を加えるだけのワンステッ

プタイプ 

●96ウェルマイクロプレートで導入できるため、多検体処理

が可能 

●チューブ法でも導入が可能 

●低粘性試薬の実現で、ハイスループット化が可能 
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4,708株の破壊株から4,602株の形質

転換体を得た。残りの106株を96ウェ

ルプレートに集めもう一度形質転換し、

98株の形質転換体を得た。残り8株

のうち6株はチューブ法で形質転換体

を得た。最後まで残った2株はロイシン

要求性株であるために、形質転換体

を得ることができなかったことがわかった。

この結果はS. cerevisiaeダイレクトトラン

スフォーメーションキット  　で簡単に

4,700株に遺伝子を導入できることを

示しているとともに、新しい結果「遺

伝子導入できない非必須遺伝子破壊

株はない。」ということを示している。

DNAの取り込みは生物にとって必須

の現象であると考え始めている。 

　この方法を用いることで、酵母で発

現させたときに何らかの表現型を示す

遺伝子であればどんな遺伝子でも解

析可能である。例えば、ほ乳類アポトー

シス誘導遺伝子Baxを酵母で過剰発

現させると致死性を示すことから、ハ

イスループット形質転換法により酵母

内でBaxと遺伝学的に相互作用のあ

る遺伝子の探索が可能になる。タン

パク質の発現、局在の解析や、さら

には疾患の原因となる遺伝子を用いる

ことができれば、創薬のターゲットとな

る遺伝子の探索も可能になる。既に

私たちはこの方法を用いて酵母遺伝子、

ヒト遺伝子、病原菌エフェクター遺伝子、

有用酵素遺伝子など12以上の遺伝子

の導入を完了し、ゲノムレベルの解析

を行っている。それぞれ大変興味深

い結果が得られており、この方法の

簡便さはもちろんであるが、そこからも

たらされる結果にも驚かされている。 

ワコー 




