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研究成果の概要（和文）：生体内においてタンパク質は多様なタンパク質と相互作用して、細胞・組織機能を綿
密に制御している。本研究では生体内タンパク質間相互作用を直接かつ網羅的に解析可能な新規マウスモデル
（in vivo BioID）を開発し、その技術基盤の確立を行った。その結果、反復注射や化学溶媒を使用せずマウス
へのストレスを軽減し、高効率に相互作用因子のビオチン化を可能とする新たなビオチンの投与法を樹立した。

研究成果の概要（英文）：Protein-protein interaction (PPI) has a critical role for the proper 
regulation of cellular and tissue functions. In this study, we have generated a novel BioID mouse 
model, which enables us to directly analyze PPI in vivo. We investigated an appropriate method for 
biotin administration and found that feeding a 0.5% biotin diet efficiently induced biotinylation of
 proximal proteins. This method can avoid unnecessary chemical solvent-induced biological changes 
and injection-related stresses in mice. 

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
in vivo BioIDは基礎生物学、分子生物学、医学など多岐にわたる分野で活用が見込まれる強力な研究ツールで
あり、本研究成果はin vivo BioIDの基盤となる新規ビオチン化誘導法を報告したものである。また、in vivo 
BioIDは各種組織における利用例が少ない状況であったが、脳や心臓、肝臓、精巣など幅広い組織で活用可能で
あることを示した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 近年のゲノム編集技術の発達により、遺伝子改変マウスが簡便かつ迅速に作製可能になり、in 
vivo におけるタンパク質の機能解析が飛躍的に進んでいる。遺伝子改変マウスを用いた解析は、
目的とするタンパク質の欠損・変異などによる生体への影響を直接的に調べることが可能であ
るため、非常に重宝されている。一方で、生体内においてタンパク質が適切な場で、適切な時間
に機能するためには、タンパク質同士の相互作用が必要不可欠であるが、in vivoで、目的とする
タンパク質がどのようなタンパク質と相互作用し生体機能を調節しているか検証することは容
易ではない。理由として、目的タンパクに対し非常に高い特異性が十分担保された、高品質な抗
体が必要であることや、生体組織における目的タンパク質の発現が低く、質量分析によるタンパ
ク同定に十分なタンパク量を確保できないことなどが挙げられる (Free RB., et al. Curr. Protoc. 
Neurosci. 2009)。そのため多くの研究において、タグ付きタンパク質の過剰発現系を用いた培養
細胞株 (in vitro) での網羅的タンパク質間相互作用（インタラクトーム）解析が行われているが、
生体組織と株化された培養細胞では環境が大きく異なるため、生体内における正確な相互作用
を捉えることができない。加えて、インタラクトーム解析手法の問題点として、従来のような免
疫沈降による解析では、酵素–基質のような一過性の相互作用を捉えられないという問題点があ
る。このように現在のところ、様々な種類のタンパク質に適用可能な、in vivo におけるインタラ
クトーム解析技術は十分に確立されていない。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では近位依存性ビオチンラベリング (BioID, Roux KJ. et al. J. Cell. Biol. 2012) と
いう手法に着目した。本手法はビオチンリガーゼを融合した目的タンパク質を発現させること
で、相互作用タンパク質をビオチン標識する手法である。その後、ビオチン化タンパクをアビジ
ンビーズにより精製し、質量分析に供することで相互作用因子を網羅的に同定できる。本手法の
重要な特徴は、相互作用因子を不可逆的にビオチン標識できる点であり、安定的な相互作用に加
え、酵素–基質間の一過性の相互作用や、弱い相互作用も捉えることが可能である (Li P., et al. 
Proteomics 2017) 。また、タンパク精製の段階において、アビジンとビオチンの非常に強固な結
合を利用するため、目的タンパクに対する抗体を用いる必要がない。さらに、未知の相互作用因
子を同定できる可能性もあることから、これらのメリットを生かし、本研究では BioID ノック
インマウスを作製し、in vivo インタラクトーム解析の基盤を確立することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) in vivo BioID assay の有用性を検証するため、概日リズム制御転写因子 BMAL1-ビオチンリガ
ーゼ (BirA*) 融合遺伝子ノックインマウス（BMAL1-BioIDマウス）を作製した。BMAL1 は生
体内における相互作用因子が多数知られていること、様々な組織において機能すること、局在が
核に限られることから、検証に適していると考えた。作製にはゲノム編集を用い、マウス内在 
ROSA26 遺伝子座に BioID 発現コンストラクト (CAG promoter-BMAL1-BirA*-HA CDS) を挿
入した（図１）。 
(2) BMAL1-BioID マウスより線維芽細胞を調整し、in vitro において BMAL1-BirA* のビオチン
化能について、ウエスタンブロット法により検証した。 
(3) ビオチン投与により、in vivo における BMAL1近傍タンパクのビオチン化誘導を試みた。投
与法は７日間連続の皮下注射、または高ビオチン含有餌の７日間の自由摂食を用いた。その後組
織を採材し、タンパク質のビオチン化についてウエスタンブロット法により検証した。 
 
４．研究成果 
(1) BMAL1-BioIDマウス（図１）
の脳、心臓、肝臓、腎臓、精巣な
どの組織を採材し、ウエスタンブ
ロットにより BMAL1-BirA*-HA 
融合タンパクの発現について検証
した。抗 BMAL1 抗体による検出
の結果、BMAL1-BioIDマウスの各
組織では内在性 BMAL1 タンパク
に加え、高分子量側に野生型マウスでは見られないバンドが検出された。抗 HA抗体による検出
の結果、前述のバンドと同じ分子量にバンドが検出されたことから、BMAL1-BioID マウス組織
において、BMAL1-BirA*-HA 融合タンパクの全長が発現していることが確認できた。 
(2) BMAL1-BioIDマウス線維芽細胞に対し、ビオチン 50µMを 24時間処理、細胞を回収後、ウ
エスタンブロットを実施した。その結果、野生型マウス由来線維芽細胞ではビオチン化タンパク



の増加は認められなかったが、BMAL1-BioID マウス線
維芽細胞では著しいビオチン化タンパクの増加が認め
られた（図２）。以上より、ノックインした BMAL1-
BirA*-HA タンパクがビオチン化能を有していることが
判明した。 
(3) in vivo における BMAL1近傍タンパクのビオチン化
誘導について検証するため、はじめに、先行報告の方法
を用いビオチンを投与した（Uezu A., et al. Science 2016）。
BMAL1-BioID マウスに対し７日間連続でビオチンの皮
下注射を実施したが、各組織において、ビオチン化タン
パクの増加は認められなかった。これは先行報告に比
べ、本研究のノックインマウスでは BirA*の発現量が少
なく、ビオチン化タンパクの蓄積に十分なビオチンを供
給できなかった可能性が考えられた。 
そこで、持続的に体内のビオチン濃度を高く維持でき
る手法として、高ビオチン含有餌の自由摂食法を考案し
た。通常の餌もビオチンを含んでいるものの、その量は
わずかであり、BMAL1-BioID マウスにおいてもビオチ
ン化は誘導されない。一方で 0.5% のビオチンを含む餌
を調整し、マウスに７日間与えたところ、BMAL1-BioID
マウス組織においてビオチン化タンパクの蓄積が認め
られた（図３）。 
皮下注射によるビオチン化誘導法では、ビオチンの７
日間の反復注射によるストレスや、溶媒である DMSO
がタンパク質間相互作用に与える影響を避けられない。
一方、本研究により考案したビオチン高含有餌の自由摂
食による誘導法では、マウスに対するストレスを大幅に
軽減し、かつ高効率な生体内ビオチン化誘導を可能とし
た。これらの結果は論文としてまとめ、すでに publishさ
れている（Murata K. et al. J. Biochem. 2021）。 
一方で、ビオチンリガーゼ BirA*は、その発現量次第では in vivo BioIDにおいては活性が不十
分であることが示唆された。そのため BioID2や TurboID といったより高活性なビオチンリガー
ゼを用いることが in vivo BioIDに適している可能性がある。 
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