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【緒言】 染色体の改変は相同組み換えを用いて

行われる。この時、相同組換え部位、改変部位お

よび選択マーカーを持つ DNA 断片を作製し細胞

を形質転換する。しかし選択マーカーは、その種

類が限られているので、一つの細胞に複数の遺伝

子改変を導入することは技術的に困難である。そ

こで本研究では、選択マーカーを染色体に残さな

い改変法の作製した。C-末端にトリプル HA( 

3×HA)エピトープを挿入する 3×HA タギングを

モデルケースとした。作成した方法の特徴は以下

の通りである。 

  

【作製した方法の特徴】 (1) 相同組み換えで用

いる DNA 断片を PCRで調製することができる。新

たに作製した pMN-12（図 1 上：PCR で増幅する

カセットのみ記載）を鋳型とする。この時、フォ

ワードプライマーとして、終止コドン直前の DNA

配列 40 塩基と pMN-12 に特異的な配列 20 塩基を

含む 60 塩基のプライマー（図１-F2）を用いる。

またリバースプライマーとして、終止コドン直後

の DNA 配列 40 塩基、3×HA の３番目の HA 配列

40 塩基（図２）および pMN-12 に特異的な配列 40

塩基を含む 100 塩基のプライマー（図１-40:40）

を用いる。これにより、組換え部位である目的遺

伝子の終止コドン直前の DNA 配列と直後の DNA

配列の間に、3×HA、ADH1 ターミネーター、

GAL10p-GIN11M86、選択マーカーである LEU2、1

×HA（3×HAの３番目の HA配列と同一配列：図2）

を含む DNA断片を調製することができる。 

 (2)作製した 3× HA タギング法は pop-in 

recombination と pop-out recombination を組み

合わせた 2段階からなる（図３）。 

 まず第一段階では、相同組換え（pop-in 

recombination）を用いて、(1)の方法で調製し

た DNA 断片を用いて酵母を形質転換する（図３

上）。pop-in 組換え体は、ロイシン非要求性ク

ローンを選択することにより分離することがで

きる（図３：pop-in）。第二段階では、挿入した

3×HA の３番目のHA配列と1×HA配列の間での

相同組換え（pop-out recombination）により、

ADH1ターミネーター、GAL10p-GIN11M86および

LEU2 を欠失する（図３:pop-out）。欠失したク

ローンの選択は、GIN11M86 配列を用いる。

GIN11M86はガラクトースで誘導可能な GAL10プ

ロモーターから過剰発現すると酵母の増殖を阻

害する遺伝子である。このため、pop-out 組換

え体は、ガラクトースを含む培地で生育するク

ローンを選択することにより分離できる。 

(3) この 2段階法により、3×HA 以外に外来性 



の DNA を全く含まない遺伝子改変が可能となる。

実際、この方法で作製した 16 クローンの SWI5-3

×HA 株のゲノムシークエンシングを行った結果、

全てのクローンで意図した HA 配列部位で

pop-out recombination が起こっており、第一段

階 で 挿 入 し た ADH1 タ ー ミ ネ ー タ ー 、

GAL10p-GIN11M86、選択マーカーである LEU2を完

全に染色体上から消去することができた。 

 

 

 

 

【結論】 3×HA配列のみを目的遺伝子に挿入す

る効率の良い新しい遺伝子改変法を構築した。1

回の PCR、１回の pop-in recombination と１回

の pop-out recombinationのみが必要な簡便な系

である。同様な方法により、他のエピトープの挿

入や突然変異の導入も可能であり、応用性が高い。 

 

 

 

  

 

 


