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研究成果の概要（和文）：mRNA ディスプレイ法の一種であるin vitro virus （IVV）法は、タンパク質間相互作用の
大規模解析に適した技術である。これまでのIVV 法では、相互作用するタンパク質の一方をベイトとして個別に調製す
る工程が律速となることから、相互作用するタンパク質対の両方を精製することなく組み合わせを検出する手法の開発
を実施した。その結果、相互作用のみられた対応付け分子複合体の架橋、エマルジョンPCR および次世代シーケンサに
よる配列解析によって、ベイトフリーな相互作用対の検出が可能であることを明らかにした。今回開発した新手法によ
り、簡便で網羅的なタンパク質間相互作用解析が可能となる。

研究成果の概要（英文）：In vitro virus (IVV) technology, a variation of mRNA display, is suitable for exte
nsive protein-protein interaction analysis. Previous IVV method requires bait protein preparation which be
come the rate-limiting step. This work aimed to develop IVV method which is not need bait molecule purific
ation. Chimeric DNA whose ends are corresponding to interacting pair can prepare by cross-linking of IVV m
olecule complex and following emulsion PCR, and next generation sequencing of the DNA can detect interacti
ng pair data without bait preparation step. This novel method serves as the foundation of simple and compr
ehensive protein-protein interaction analysis. 
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１．研究開始当初の背景 
 生命現象を動的な分子システムとして理
解するには、核酸やタンパク質が関与する分
子間相互作用を、網羅的に記述する必要があ
る。次世代型シーケンサをトランスクリプト
ームやプロテオーム解析に導入し、タンパク
質・DNA・RNA に関する分子間相互作用情報
を、大量に取得する試みがなされている
（Review: Morozova & Marra, Genome Res. 19, 
521-532, 2009）が、タンパク質間相互作用
におけるタンパク質情報を、次世代シーケン
サから直接得ることはできない。相互作用に
関与するタンパク質情報をDNA塩基配列に変
換し、次世代シーケンサで解析できれば、情
報を大量に、そして迅速に得ることができ、
プロテオミクス研究は飛躍的に進展する。 
 申請者らが開発した in vitro virus 法
（IVV 法、mRNA display 法の一種）では、
mRNA とそれがコードするタンパク質が共有
結合で連結した対応付け分子を用いること
で、タンパク質のアミノ酸配列情報を、DNA 
の塩基配列情報として取り出す。IVV 法は、
サンガー型 DNA シーケンサと組み合わせて
用いることで、それまで知られていなかった
多くのタンパク質間相互作用を明らかにし
た実績がある（Miyamoto-Sato et al., PLoS 
One, 2010）。しかし、これまでの IVV 法では
mRNA-protein 対応付け分子をアフィニティ
選択するために、標的タンパク質（bait と
呼ぶ）をビースなどに固定する必要がある。
したがって、大規模な解析を行うには数多く
の bait をそれぞれ調製し、個別にアフィニ
ティ選択を行うことになり、次世代型シーケ
ンサが提供しうる情報量を十分活かすよう
に試料を調製することは困難であった。 
 
２．研究の目的 
 IVV 法を次世代型シーケンサと組み合わ
せて用いる際の最大の障壁は bait の調製で
ある。そこで、本研究では bait の調製を必
要としない次世代型の IVV 法を開発する。具
体的には、mRNA-protein 対応付け分子どう
しの会合を、2 種類の mRNA 配列が向い合せ
につながった DNA 配列として取得できる方
法を考案し、その技術的確立をめざす。 
 
３．研究の方法 
申請者は、以下のような次世代型 IVV 法の
実験スキームを考案した（括弧内アルファベ
ットは、図 1 に対応）。 
(1) mRNA の 5’側末端と 3’末端にそれぞれ
共通の配列をもつような cDNA ライブラ
リを調製する。 
(2) 現在の IVV 法と同様の方法で、cDNA ラ
イブラリから mRNA-protein 対応付け分
子(a)を合成する。タンパク質間相互作用
を形成した対応付け分子どうしは、mRNA 
の5’末端が近接する確率が上昇する(b)。 
(3) 対応付け分子の 5’末端への相補性を有
し、かつ自己相補配列を持つオリゴ DNA 

（リンカー
DNA）を加え
る。対応付け
分子どうし
がタンパク
質間相互作
用を形成し
ていれば、添
加したオリ
ゴ DNA を介
して 5’末
端どうしが
結び付けら
れる(c)。 
(4) mRNA の 3’
末端に相補
的なプライ
マーを用い
て逆転写反
応を行う(d)。 
(5) DNA リガー
ゼを用いて、
伸 長 し た
cDNA とリン
カーDNA を
連結する(e)。 
(6) RNase H を
用いて RNA 
を分解する
(f)。 
(7) DNA ポリメ
ラーゼを用
い て cDNA 
の 3’側を
伸長し(g)、
二本鎖 DNA 
とする(h)。 
本研究では、ま
ず考案したスキ
ームで、2 種類
のmRNA配列が向
い合せにつなが
った DNA 配列を
簡便に得ること
ができるかどう
かを検証した。検証は、相互作用の形成が既
知であるモデル分子（転写因子 Fos および
Jun の相互作用領域）を用い、従来の IVV 法
からの改良点である 3～7 の工程に対して実
施した。 
 
４．研究成果 
近接ライゲーション法の検証 
精製した IVV分子の mRNA 部分を逆転写し、
相補的な DNA を合成した。その後、回収した
Fos および Jun に対応する IVV 分子を含む溶
液にリンカーを添加し、DNA リガーゼを用い
て連結反応を行った。さらに、RNA 分解酵素
を用いて IVV 分子の mRNA 部分を分解し、DNA
ポリメラーゼを用いて伸長反応を行った。最

図1. 次世代型IVV 法
の実験スキーム（近接
ライゲーション法） 



後に、Fos および Jun をコードする塩基配列
に対するするプライマーを用いてPCRを行っ
た。その結果、目的産物の長さに相当する 300
‐400bp の塩基長をもつ DNA のバンドを確認
した。しかし、リンカーDNA を介して遺伝子
が連結されたコンストラクトは、PCR での確
認は可能であるものの、合成効率が著しく低
いことが判明した。また、近接ライゲーショ
ン法は複雑な行程が多く、実験が長期化する
という問題点も浮上した。以上より、図 1で
示した実験スキームは、タンパク質の相互作
用と対応付けられる DNA コンストラクトを
簡便に得る、という当初の要求を満たさない
と判断した。 
スキームの改良と検証 
 当初の実験スキームを変更し、対応付け分
子の複合体を水滴内に１個だけ封入し、その
中でPCRを行うことで分子間相互作用を検出
する方法（エマルジョン PCR 法）を用いるこ
とを考案した（図 2）。これが実現できた場合、
実験手順の大幅な短縮と特異的な相互作用
の効率的な検出が可能となり、解析精度を飛
躍的に向上できる。 

エマルジョンPCRによる解析を想定した予
備的な実験において、目的の分子どうしが相

互作用すること、さらにその相互作用がコン
トロールと比較して 30 倍以上の濃縮効率を
示すことを確認した。 
また、弱い相互作用によって形成された複
合体では、エマルジョンへの封入処理の際に
タンパク質どうしが解離することが想定さ
れるため、複合体を形成したタンパク質どう
しを架橋することで複合体の安定化が可能
か検討した。モデル分子として Fos-Jun を用
いた系では、架橋反応によって複合体の濃縮
効率が 20 倍になること、相互作用がみられ
ない既知のIVV分子の共存によって架橋反応
が競合する系においても、Fos-Jun の組み合
わせで架橋された分子が多く検出されるこ
とを確認した（図 3）。以上より、架橋反応に
よって、IVV 対応付け分子複合体の安定化と、
それに続くエマルジョン PCR による増幅が
可能であることを明らかにした。 
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