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研究成果の概要 

渦鞭毛藻由来超炭素鎖有機化合物（SCCM）の生合成機構を解明するため、渦鞭毛藻 X株における遺伝子

破壊法の確立に取り組んだ。前年度に実施したゲノム再アノテーションの結果、大型のポリケチド合成

酵素（PKS）遺伝子群の一つとして、10モジュールから構成される PKS10を特定し、本年度はこれを破

壊対象遺伝子として設定した。はじめに、二重相同組換え法を用いて遺伝子破壊を試みたが、変異体の

取得には至らなかった。この結果は、渦鞭毛藻における染色体 DNAへの外来遺伝子組換え効率の極端な

低さを示唆している。そこで、CRISPR-Cas9システムを応用し、標的 DNA領域の切断と、それに続くド

ナーDNAによる組換え修復の導入という二段階戦略を採用した。Cas9および gRNAは、本株で高発現す

る Y遺伝子のプロモーター配下に配置し、さらに薬剤耐性遺伝子 pacを含むドナーDNAを搭載したプラ

スミド pYT4020を新たに設計・構築した。本プラスミドは繰り返し配列を含むため作製に難航し、約 3

ヶ月にわたり試行錯誤を重ねた末に完成させた。完成した pYT4020をエレクトロポレーションにより X

株に導入したところ、抗生物質 puromycin存在下にてごく僅かながら藻体の増殖が観察された。PCR解

析により、導入プラスミドの導入も確認された。さらに顕微鏡観察では、導入株において野生株と比較

して明らかな遊泳性の向上が見られ、形質転換の影響を示唆する所見が得られた。現在、標的遺伝子破

壊の有無について詳細な解析を継続しており、PCR 条件や選択培地の最適化を含めた検討を行ってい

る。今後は、pac遺伝子の染色体上への安定導入と表現型の明確化を通じて、より信頼性の高い渦鞭毛

藻の遺伝子操作系の確立を目指す。 
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