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研究成果の概要（和文）：がん等のヒトの疾患が単一の遺伝子や単純なパスウェイの損傷として説明できる例は
少なく、その殆どは複雑な細胞内ネットワーク全体の不全として考えなくてはならない。近年、網羅的なタンパ
ク質間の相互作用（インタラクトーム）が計測可能になり、患者個人のゲノム変異情報をリファレンスインタラ
クトームにマッピングすることで病態予測や予後予測の精度が向上することが示されている。本研究ではBFG
（barcode fusion genetics）法を利用した高速インタラクトームマッピング技術を利用してパーソナルインタ
ラクトーム計測技術の開発を進めた。

研究成果の概要（英文）：Human disorders and cancers are rarely interpreted by a single gene defect 
but rather by a malfunction of the cellular network. The recent deep sequencing-based screening 
methods have enabled high-throughput identification of human protein interaction maps. Furthermore, 
computational studies have shown that phenotypic prediction of mutations can be improved using 
cellular network information. This study aimed to develop a personal interactome technology using a 
high-throughput interactome screening method BFG-Y2H (barcode fusion genetics-yeast two-hybrid) that
 we have established previously.

研究分野：合成生物学

キーワード： タンパク質間相互作用　インタラクトーム　酵母遺伝学　DNAバーコード　超並列シークエンシング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム変異情報をヒトのリファレンスインタラクトームにマッピングすることで病態予測や予後予測の精度が向
上することが示されている。また疾患関連変異が他のゲノム変異に比べて有意に多くのタンパク質間相互作用を
阻害することも知られている。したがって、インタラクトーム情報を個人レベルで調べることが可能になればパ
ーソナルゲノム情報に加えてより高度な細胞あるいは疾病の動態予測が可能になる。またより高速なインタラク
トーム測定技術の開発は様々な生物種のゲノム情報がどのように形質として転写されるのか知る大きな手がかり
ともなり、本技術が医療分野および基礎生物学分野に与える影響は大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) パーソナルインタラクトーム ゲノム情報を用いたヒトの疾患動態の予測はチャレンジン
グな課題である。例えばがんにおいては、ドライバー変異を起点に腫瘍細胞に様々な変異が引き
起こされ、そのフェノタイプはゲノム全体に生じた多様な変異の総体としての結果として現れ
る。近年の超並列 DNA シークエンシング技術は腫瘍組織中のゲノム変異の網羅的な同定を可能
にし、患者のカルテ情報とともにがんゲノム情報が取得できるようになった。しかしながら、多
数の遺伝子に観察されるがんゲノム変異は（ドライバー変異を除いて）患者間で共通のものが極
端に少なく（共通する責任遺伝子候補が疎）、患者の病態をゲノム変異情報から既存の病態や細
胞形質に紐づける（クラスタリングする）手法には限界がある。近年、このようなアプローチに
おいて細胞内分子ネットワーク情報、特にヒトの網羅的なタンパク質間相互作用情報であるリ
ファレンスインタラクトームが有効であることが示されている (Vidal et al. Cell 2011)。2013 年に
は「ある遺伝子に損傷があると、その遺伝子が関わる分子ネットワークの部分構造が損傷を受け
る」という前提において、患者の変異情報を分子ネットワーク上で近傍にある遺伝子群に転嫁し、
該当する疾患サンプルの責任遺伝子候補群の数を増やすことでゲノム情報からのがん種の判定
精度、肺がんや卵巣がんなどの予後予測精度が向上することが示された (Hofree et al 2013 Nature 
Methods)。このように、より情報としては表現型に近い分子ネットワーク情報の活用によってゲノ
ム情報を病態情報に「転写」するフレームワークが有効であることが示される一方、任意の遺伝
子の損傷によって影響を受ける遺伝子回路はリファレンスインタラクトームで近接する遺伝子
全てに関わるわけではなく、その影響は一部である。また、遺伝子変異によって不都合な分子間
相互作用が新たに生じることもある。したがって、高精度の疾患動態予測のためには患者個人の
パーソナルインタラクトーム計測が有効であると考えられる。 
 

(2) 高速インタラクトームス
クリーニング 研究開始前に
我々は DNA バーコードを利
用して酵母ツーハイブリッド
（Y2H）法によるインタラク
トームスクリーニングを高速
化する Barcode Fusion Genetics 
(BFG)-Y2H 手法を開発してい
た  (Yachie et al 2016 Molecular 
Systems Biology)。Y2H 法では試験

される X と Y をコードする遺伝子がそれぞれ Gal4 転写因子の DNA 結合ドメイン（DB; DNA 
binding domain）と転写活性ドメイン（AD; activation domain）と融合される（DB-X 及び AD-Y）。
タンパク質 X-Y 間に相互作用がある場合には Gal4 転写因子が再構成され、選択遺伝子マーカー
が発現するため、相互作用の有無は選択的条件下における酵母細胞の生育の有無によって試験
される。 
 
BFG-Y2H 法 (図 1) でははじめに DB-X および AD-Y プラスミドにそれぞれ X または Y 特異的
な DNA バーコードカセットをもつ DB-X 細胞株および AD-Y 細胞株を準備する。次に、対象と
なる X 群および Y 群に対応する細胞
株を混合、接合によって X-Y ペアを
全て持つ二倍体の細胞集団を得る。
これを Y2H 選択培地に移し、タンパ
ク質相互作用をもつ Y2H 陽性の細胞
集団を一斉に選択する。この後、細胞
内で Cre の発現を薬剤によって誘導
すると、各細胞内で DB-X および AD-
Y プラスミドのバーコードが連結す
る（バーコードフュージョン）。細胞
からプラスミドを抽出後、PCR によ
って連結バーコード産物を増幅、超
並列 DNA シークエンシングによっ
てインタラクトームを一斉に同定で
きる (図 2)。 
 
  

 
図 1 BFG-Y2H 法によるインタラクトームの一斉スクリーニング 

 
図 2 BFG-Y2H 法によって得られた様々なインタラクトーム。最
大のものは 250 万ペアからスクリーニングされた結果。 



 

 

２．研究の目的 
BFG-Y2H 法がインタラクトームスクリーニングを高速化した一方で、BFG-Y2H 法を含めて直接
的な相互作用を計測できる高品質手法はいずれも ORF クローンの利用を前提としており、現状
では任意の組織や生物種のインタラクトームを de novo で計測することは困難である。がんなど
の疾患動態を理解するために、高品質のパーソナルインタラクトームを取得する重要性は増し
ているが、このためには任意の検体から得たトータル RNA サンプルを元に高速に ORF ライブ
ラリーを合成できる手法が必要である。そこで本研究では以下の研究計画に示す通り、トータル
RNA からバーコードが付加された ORF ライブラリーを作成する手法、および水-油系エマルジ
ョンを用いたこの反応系の超並列化手法の開発に取り組んだ。これによって任意のサンプルか
らバーコード化された ORF を高速に得て、BFG-Y2H 法によって高速にパーソナルインタラクト
ームを計測するパイプラインの樹立を進めた。2020 年に入って、国際プロジェクトがヒトリフ
ァレンスインタラクトームの大部分を決定したばかりであるが (Luck et al 2020 Nature)、早い段階
において高速にパーソナルインタラクトーム（の部分スペース）を一斉に同定できる技術の確立
を進めた。 
 
３．研究の方法 

BFG-Y2H 法は huORFeome
ライブラリーなど既に樹立
されたORFライブラリーが
あれば、これの ORF それぞ
れに特異的な DNA バーコ
ードを紐付けて素早くイン
タラクトーム計測を行うこ
とができる。しかしながら、
現状診断などに有効なスピ
ードで任意の臨床サンプル
からトータル RNA を得て、
ここからORFライブラリー
を確立し、バーコード化する
ような手法はない。このため、
本研究では水-油系エマルジ

ョン系と DNA バーコード化ビーズを用いてライブラリー作成時における様々なバイアスが最小化された
バーコード化パーソナル ORF ライブラリー合成手法 emperor（en masse generation of  personalized 
ORFeome library）の開発を進めた。この emperor法では、遺伝子毎に特異的な DNAバーコードカセッ
トと連結した逆転写プライマーと増幅用プライマーがビオチン-アビジン結合によって表面に固相化され
た CART ビーズ（図 3a）がはじめに解析対象スペース内の ORF 全てについて準備される。本ビーズ上
では DNAバーコードカセットと連結した cDNA を合成できるようになっている（図 3b）。ヒト組織からトー
タル RNA を得て、多種類のビーズ群と混合し、ビーズのみを精製することによって、ビーズ表面に特異
的な RNA 産物が捕捉されたものを得る（図 3c）。1st strand cDNA を合成後、これをエマルジョン内に
PCR 試薬と共にカプセル化して PCR 反応を行い、PCR 競合やプライマー間の干渉がない状態でそれ
ぞれの ORFをプール状で一斉に増幅する。各 ORFはそれぞれ設計された DNAバーコードカセットと
特異的に連結し、回収されたバーコード化パーソナル ORFプールは一斉に Gateway BP反応によって
Gateway Entry ベクターにクローニングされる。得られたバーコード化パーソナル ORF プールは混合状
態のままGateway LR反応によってEntryベクターからY2Hベクターにサブクローニングすることができ、
得られたバーコード化 Y2H ベクター（DB-X または AD-Y）を混合状態のまま酵母株に形質転換するこ
とで、BFG-Y2H 法のための細胞集団が得られる。これを BFG-Y2H 法に適用することよってパーソナル
インタラクトームを得られると考えた。 
 
４．研究成果 
 (1) サーベイスペースの確立 はじめに、研究開発のため
の基盤となる試験 ORF スペースを準備した。標準タンパク
質間相互作用情報として複数のタンパク質相互作用同定技
術で同定されたタンパク質相互作用データセットである
hsPRSv1 と文献ベースで報告されているタンパク質相互作
用データセット Lit-BM-13 の和集合を取り、これと BioGRID
データベースにおいて Y2H 陽性であるものと大規模高品質
Y2H データ HI-II-14 の積集合を取ることで、410 のタンパク
質間相互作用を得た。このスペースに含まれる ORF につい
て研究開発においてトータル RNA を得る HEK293 細胞にお
ける発現レベルを確認した（図 4）。次に、ここからホモ二量
体を形成するものを除き、436 遺伝子（305 Y2H 陽性ペア）
を得て、これを最終的な開発用サーベイスペースとした。 

 
図 3 水-油エマルジョンと DNA バーコードを用いた emperor 法。(a) 任意の
RNA を捕捉し、特異的な DNA バーコードを連結して cDNA を合成するため
の capture reverse transcription (CART) ビーズのデザイン。(b) CART ビー
ズ上でのバーコード化 ORF の合成。(c) エマルジョンによる物理的区画化と
CART ビーズを用いたバーコード化パーソナル ORF プールの作成。 

 
 
図 4 既存の Y2H インタラクトームデ
ータセット (a) とそれらに含まれる遺
伝子群の HEK293 細胞における RNA
発現量 (b)。 
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