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研究成果の概要（和文）：生命活動は遺伝子が互いに協調し相互作用することで機能している。出芽酵母では、
1800万株に及ぶ二重遺伝子破壊株の増殖表現型を観察することで網羅的に遺伝的相互作用のネットワークが明ら
かにされた。本研究では、高次元形態情報を用いて遺伝的相互作用を徹底的に明らかにすることが可能な技術の
開発を行う。本研究が提案する手法は、最新のセルソーター技術と次世代シーケンサー技術を組み合わせて、一
度に数千株の形態情報を取得可能にする。本研究では、提案手法を実現するシステムのコンセプトを検証するた
めにFACSと次世代シーケンサーを組み合わせて実用レベルのシステムを実装し、提案法の実現可能性を実証し
た。

研究成果の概要（英文）：Living systems function through the orchestration and interaction of genes. 
In Saccharomyces cerevisiae, the genetic interaction network was comprehensively clarified by the 
growth phenotypes of 18 million double disruption mutants. In this research, we will develop a 
technology that can thoroughly clarify genetic interactions using high-dimensional morphological 
information. The method proposed in this study combines the latest cell sorter technology and 
next-generation sequencing technology to enable acquisition of morphological information on 
thousands of strains at once. Here, as a proof-of-concept study, a practical level system was 
implemented by combining FACS and a next-generation sequencer, and the feasibility of the proposed 
method was demonstrated.

研究分野： 生命応答システム

キーワード： 出芽酵母　細胞形態　iIACS　FACS　CalMorph　Bar-seq　次世代シーケンサ　大規模解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
増殖表現型が生育機能を反映する一方で、高次元形態表現型は様々な細胞内プロセスを高解像度に反映する。生
命活動の実態を遺伝子間の複雑な相互作用からより深く理解するためには、遺伝子間相互作用ネットワークを従
来の増殖表現型だけでなく高次元形態表現型に拡張する必要がある。本研究では、そのための基盤的な技術開発
の基礎を築いており、複雑な生物学的現象を理解するための足がかりとなる。遺伝子間相互は複雑で予想不可能
な遺伝病や有害な薬理作用の源泉となっており、本研究が遺伝子間相互作用ネットワークのより深い理解に貢献
することで、原因不明の難病や希少疾患を克服する機会につながることを期待できる。

※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 

遺伝子は生命個体を構成する機能分子をコードした生命の基本的設計図であり、個々の遺伝子
が担う機能は遺伝子間で互いに協調し相互作用することによって生命活動に寄与している。遺伝
学的相互作用は複数の遺伝子に変異を同時に導入したときの表現型から観察することが可能であ
る。例えば 2 つの単独変異体 a と b、そして変異を同時に持つ二重変異体 a b の増殖速度を比較す
ることで、正と負の遺伝学的相互作用が検出できる（図 1）。遺伝学的相互作用は遺伝子間の機能
的関係を反映し、そのプロファイルの類似性から細胞内ネットワークで機能するモジュールに関
する情報を得ることができる。したがって
遺伝学的相互作用の深い理解は多数の遺伝
子を同時に扱うようなゲノムスケールの
DNA 設計・合成をするために不可欠であ
る。ごく最近、出芽酵母の遺伝学的相互作用
が網羅的に明らかにされた[1]。出芽酵母に
6,000 ある遺伝子について二重変異株を網
羅的に作成し、その増殖速度を調べて単独
変異株と比較した。二重変異株の組み合わ
せは全部で 1,800 万あるが、カナダ、アメリカ、ドイツ、イギリス、日本、中国の合同研究チー
ムがその約 9 割にあたる遺伝学的相互作用を解析し、55 万の正の相互作用と 35 万の負の相互作
用を同定した。特に増殖に必須な遺伝子には密な遺伝学的相互作用ネットワークが集中し、細胞
機能の重要なハブとして機能していることがわかった。この成果は、単に分子やシステムレベル
での出芽酵母細胞の深い理解につながるだけでなく、ヒトの遺伝学にも大きな貢献をすることが
期待されている。 

本研究課題の核心をなす学術的問いは、これまでに明らかにされてきた遺伝学的相互作用は過
小評価されているのではないか、という点である。特に、遺伝学的相互作用を網羅的に調べられ
た研究では、表現型として増殖速度しか調べられていないことが、その主たる理由である。これ
までの申請者らの研究により、出芽酵母の形態は増殖表現型とは質的に異なる表現型であり、表
現型解析としてはより感度が高く、より多くの遺伝子変異が野生型とは異なる形態表現型を示す
ことが明らかになってきた。そもそも増殖表現型は一次元の情報であり、増殖速度が遅くなるか
早くなるかの二方向性の指標であるのに対して、顕微鏡から得られる出芽酵母の画像には数百次
元の情報が含まれており、表現型の多様性をバイアスかけずに解析するのに適している。4718 の
非必須遺伝子破壊株のうち、完全培地
で増殖が遅くなる株は 1200 あるのに
対して、形態が変化する株は 3300 あ
る（図 2）[2, 3]。ポラリソーム、細胞
質分裂、細胞極性などに関与する多く
の遺伝子は細胞増殖にほとんど影響
を与えないが、細胞形態には大きな影
響を与える。1112 のヘテロ二倍体必
須遺伝子破壊株の場合は、完全培地で
増殖が遅くなる株は 98 であるのに対



して、形態が変化する株は 657 もある[4]。さらに、ポラリソーム、細胞質分裂、細胞極性、接合
などに関与する多くの遺伝子は細胞増殖にほとんど影響与えることがないが、細胞形態には大き
な影響を与える（図 2）[2]。トランスポートの調節や二次代謝産物の合成に関わる遺伝子の多く
も細胞形態にのみ大きな影響を与えた。また、増殖を指標にした遺伝学的相互作用や化学遺伝学
的相互作用は「正」か「負」の関係のどちらかしかないが、高次元の形態表現型を指標にする場
合には形態的特徴ごとに相互作用は「正」と
「負」が規定されるため、その数は桁違いと
なる。Ca2+感受性変異と Ca2+の間の関係で
は、実際に形態表現型を指標にすることによ
り、高次元での詳細な相互作用が明らかにな
った（図 3）[5]。先の研究では増殖速度を指
標にして網羅的に遺伝学的相互作用が調べ
られたが、もし細胞形態を指標にして高次元
で遺伝学的相互作用を解析することができ
れば、今までとは全く異質でかつ圧倒的に大
量の相互作用データが得られることは間違いない。 
 
２．研究の目的 

本研究では、「形態表現型の観点から遺伝学的相互作用をゲノムスケールで明らかにできる技術
の開発」を目的にした。形態を指標に出芽酵母の全ての遺伝子の遺伝学的相互作用について調べ
ていくためには、最終的には 1,800 万の二重変異株の解析が必要であり、ひとつひとつの二重変
異株の顕微鏡写真を撮っ
て解析していくにはスル
ープット的に問題があっ
た。そこで、今回の研究計
画では最新のセルソータ
ー技術と次世代シーケン
サー技術を組み合わせる
ことによって、DNA の塩
基配列を決定して形態情報を取得するという革新的な技術（iIACS-DNASeq システム）を提案す
る（図 4）。 

セルソーター技術は、多分野の最先端技術を結集させて最近開発されたインテリジェント画像
活性細胞選抜法（Intelligent Image-Activated Cell Sorting）[6]を用いる。今まで細胞形態を指標
にして細胞を高速で分取することは不可能であったが、超高速共焦点顕微鏡、局所的な高速フロ
ー制御を可能にするオンチップセルソーティング装置、インフラストラクチャ（IP）アーキテク
チャによる超高速通信システムを組み合わせた iIACS により、それがはじめて可能になった。細
胞集団をマイクロ流体工学技術により整列させ、100 細胞／秒の高速で個々の細胞の蛍光画像を
取得し、深層学習を実装した AI プロセッサーの分析結果に応じてリアルタイムに特定の形態を持
つ細胞を選抜できる。 

今回開発する iIACS-DNAseq システムは DNA の塩基配列を決定することで形態情報を取得す
るという iIACS を応用した一段と画期的な技術であり、今までに全く例がない。従来は顕微鏡と



画像解析技術を使って細胞の形態解析を行ってきたが、今回の技術は DNA シークエンスをして
形態解析をするという明らかなパラダイムシフトを提示するものであり、極めて独創的である。
これまでは変異株一つ一つについて、膨大な手間と時間をかけて顕微鏡観察を行い画像データ得
て形態変化を調べていたが、iIACS により特定の形態を示す株のみを濃縮し、自動化の進んでい
る DNA シークエンサーと組み合わせることで、形態表現型解析のスループットを飛躍的に高め
ることができる。 
 
３．研究の方法 

本研究で、現在構想段階にある提案法に基づいて実用レベルのシステムを構築することで、実
現可能性を検証する。まず、異なる DNA タグがついた二倍体非必須遺伝子ホモ破壊株コレクシ
ョンから、特に著しい形態異常を示す株を 110 株選抜した[7]。選抜した株のうち約 80 株で細胞
の外形を Ras2-GFP で標識し、生きたまま蛍光観察できる株を作製した。次に、各株の細胞数が
均等になるようにプールした培養液を調製した。そして、FACS を用いて大きい細胞を分取した
のち、分取前と分取後の培養液中に含まれる株の DNA バーコード配列を次世代シーケンサーで
読むことでカウントし、大きい細胞中に含まれる遺伝子破壊株の比率を求めた。得られたデータ
と従来法により取得済みの形態データ[7]を比較することで、本法の基盤となるコンセプトの実現
可能性について検証した。最後に、iIACS-DNASeq システムの有効性を一重変異株の既存の形態
データと比較することにより検証する。構築したシステムが実用レベルにあるかどうかを、FACS
の場合と同様に従来法により取得済みのデータと比較することで検証する。 

 
４．研究成果 
(1) FACS を使用した実現可能性調査 

FACS とシーケンサーで細胞の大きさを測定可能か
どうか実証するために、著しい形態異常を示す 80 種
類の酵母遺伝子破壊株をプールした培養液を細胞サ
イズに従って選別した後、サイズが大きい細胞として
収集された細胞の割合と変異体の細胞サイズとの相
関を調査した。プールド培養液に占める遺伝子破壊株
の割合を、変異株に固有の DNA バーコード(アンプリ
コン)の存在比率から算出したところ、大きい細胞の
アンプリコンの割合が、既に取得済みの細胞サイズと
有意に相関した（p < 0.05、図 5）。この結果から、FACS
と次世代シーケンサーを組み合わせることで一度に
多くの株の大きさを定量することが可能であること
がわかった。 

 
(2) iIACS を使用した実現可能性調査 
(a) iIACS による撮影試験 

二倍体出芽酵母を iIACS で撮影可能かどうか検証するために、まず選抜した 80 株の染色体に
GFP-RAS60 と HTA-CyOFP1 を発現する遺伝子をインテグレーションして、細胞の外形と核を
それぞれ緑と赤の蛍光で標識した。次に、このうち目視で識別可能な 6 株を iIACS で撮影したと

図 5 細胞サイズとアンプリコンの比
の相関関係 



ころ、多くの細胞が単一細胞としてではなくク
ラスターとして観察され、特に apq13Δ 株は、
細長く特徴的な細胞形態が映し出されていた
（図 6）。この結果から、作成した蛍光標識株を
使用することで、細胞形態で判別可能な顕微鏡
画像を iIACS で撮影できることがわかった。 

 
(b) iIACS による細胞分取のシミュレーション 

形態的特徴が最も顕著に映し出されていた
apq13Δを標的として、6 株の混合物から apq13
Δを形態に基づいて判定し分取可能かどうか調
査した。(a)の実験を 2 回繰り返し、apq13Δを顕微鏡画像から判別する AI モデルを構築した(図 
7)。次に、(a)の実験をさらに追加して 3 回目を実施して得られたデータを使用して、AI モデルを
検証したところ、判別閾値を 98%に設定した場
合、標的領域における apq13Δの最終濃度は
92.71%となり(図 7)、高い選別精度が得られた。
この結果から、GFP を導入した酵母株に iIACS
を使用することで形態的特徴に基づいて酵母細
胞を分取可能であることが実証された。 
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図 6 iIACSで撮影された 6株の顕微鏡画像 
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