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研究成果の概要（和文）：網羅的遺伝学的相互作用に基づく酵母ケミカルゲノミクス法と高次元バイオイメージ
ングシステムCalMorphを利用した細胞形態プロファイリング法を組み合わせて化合物の標的を高速に予測する基
盤を開発した。確立した基盤を用いて、理研の天然化合物バンク（NPDepo）をはじめ合計7つの化合物ライブラ
リーに所蔵される化合物13,524個についてスクリーニングを行い、化合物の標的機能の注釈付けを行った。

研究成果の概要（英文）：Combining chemical genomics profiling based on genetic interactions and 
morphological profiling using a sophisticated image-processing program, CalMorph, we developed a 
multi-dimensional strategy for linking novel bioactive compounds to their targets and pathways. We 
established a high-throughput chemical-genetic screening platform to functionally annotate large 
compound collections in a rapid and systematic manner using next generation sequencing. Furthermore,
 we assembled a computational platform for functionally annotating compounds to specific biological 
processes and pathways. Finally, we applied our chemical-genomic/morphological profiling pipeline to
 annotate 13,524 compounds in total by screening seven diverse compound collections including the 
RIKEN NPDepo library.

研究分野： yeast chemical genomics

キーワード： chemical genomics　morphological profiling　yeast　target identification
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１．研究開始当初の背景 
 創薬研究においては、化合物が作用する生
体内や細胞内の標的（タンパク質）を同定す
ることが非常に重要である。化合物の標的の
同定には、それらの物理的相互作用の直接的
検出が考えられるが、化合物と標的タンパク
質の結合力が弱い場合や試験管内で細胞内
の生理的条件を再現できていない場合など
は同定が困難である。そこで、物理的相互作
用の直接的検出に依らない化合物の標的同
定法開発へのパラダイム転換が必要であっ
た。 
 研究代表者および研究分担者は真核生物
のモデル生物であり遺伝学解析が容易な出
芽酵母を用いた、有用な網羅的解析法の開発
を行ってきた。研究代表者はこれまでに
Synthetic Genetic Array（SGA）法（Science, 
2001）を開発し、それにより構築した二重遺
伝子破壊株の増殖度合いを数値化し、合成致
死遺伝子データベースを作成し、遺伝子機能
相関プロファイルを描き出すことに成功し
た（Science, 2004）。これは個々の遺伝子が
機能的にどの遺伝子と相互作用するかを網
羅的に明らかにしたものである。さらに、こ
の手法により 2300 万対の二重破壊株を作製
し、より包括的な相関プロファイルを完成さ
せた（Science, 2010; 2016）。また、出芽酵
母遺伝子破壊株セットに対して数十の化合
物の感受性を決定し、その情報を合成致死遺
伝子データベースと照合することにより、化
合物の標的遺伝子とその機能を迅速に推定
できることを示した（Nat. Biotechnol., 2004; 
Cell, 2006）。このゲノムワイドな遺伝学的表
現型解析による化合物の作用機構の特徴付
けをケミカルゲノミクスプロファイリング
と呼ぶ。一方、研究分担者は、細胞形態定量
化プログラム CalMorph を開発し、出芽酵母
の細胞形態、アクチン、核などの形態に関す
る高次元表現型データから表現型プロファ
イルを統計学的に抽出し、パターンの類似性
からその条件下で影響を受けている遺伝子
機能を推測したり、化合物の細胞標的を推定
したりできる表現型プロファイリング法を
確立した（PNAS, 2005）。 
 
２．研究の目的 
 網羅的な遺伝学的相互作用に基づく酵母
ケミカルゲノミクス法と高次元バイオイメ
ージングシステム CalMorph を利用した細胞
形態プロファイリング法を組み合わせて化
合物の標的を高速に予測する基盤を開発す
る。確立した基盤を用いて、ユニークな天然
物ライブラリーである理化学研究所の天然
化合物バンク（NPDepo）に収蔵される
10,000化合物について、それぞれの標的を予
測／同定する。 
 

３．研究の方法 
 理研の天然化合物バンク（NPDepo）の
10,000化合物をスクリーニングし、酵母に対
する細胞活性を確認する。顕著な細胞活性を
示した化合物に対して、イメージスクリーニ
ングを行い、各化合物の標的予測／同定を行
い、化合物バンクに収蔵される化合物のクラ
スター解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 薬剤感受性株の作製 
 酵母は細胞壁を持ち、また、薬剤排出機構
も発達しているため、化合物が効きにくいと
考えられている。そこで、出芽酵母の薬剤に
対する反応性を制御する転写因子をコードす
るPDR1およびPDR3遺伝子と、薬剤排出ポン
プをコードするSNQ2遺伝子を破壊すること
により、化合物の作用機序解析に最適な薬剤
感受性型株を作製した。 
 
(2) 高速ケミカルゲノミクス法の開発 
 出芽酵母の遺伝子破壊株ライブラリーで
は、各遺伝子を薬剤耐性マーカーと置換して
欠失させる際に、薬剤耐性マーカー遺伝子の
上流および下流に、各遺伝子に固有の 20 塩
基から成る「バーコード配列」が挿入されて
いる。酵母ケミカルゲノミクス法に使用する
遺伝子破壊株として、生存には必須ではない
約 5,000個の非必須遺伝子から異なる生物学
的プロセスに所属する代表遺伝子群310個を
選抜し、それらの遺伝子破壊株を使うことに
した。310個の遺伝子破壊株は、全て薬剤感
受性株をホストとして用いて作製した。各遺
伝子破壊株は、個々のバーコード配列を解読
することにより識別できるので、酵母ケミカ
ルゲノミクス法では、選んだ 310遺伝子破壊
株セットをまとめて 1つの化合物存在下でプ
ール培養できる。その後、DNA を抽出して、
各遺伝子固有のバーコード配列を次世代シ
ークエンスにて解読する。また、768種の異
なる化合物処理群を区別できるような「マル
チプレックスタグ配列（10 塩基配列）」をデ
ザインし、そのタグ配列を含むように各遺伝
子破壊株の特異的配列のバーコード部分を
PCRで増幅した。これにより、768個の化合
物で処理した遺伝子破壊株プールサンプル
（96穴マルチプレート8枚分に相当）のPCR
産物を混合して次世代シークエンサーにか
けることができ、最終的に解析を行う際にマ
ルチプレックスタグ配列によって化合物を
識別・分類し、各化合物存在下での遺伝子破
壊株の増減の検出、つまり、ケミカルゲノミ
クスプロファイリングを高速化して行うこ
とが可能となった。 
 
(3) 化合物ライブラリーのスクリーニング 
 高速ケミカルゲノミクス法を用いて、理研
の天然化合物バンク（NPDepo）や米国の国
立衛生研究所（NIH）、国立がん研究所（NCI）



の化合物ライブラリーを含む合計 13,524 個
の化合物について、化合物の標的機能の注釈
付けを行った。 
 出芽酵母の合成致死遺伝子プロファイリ
ングから、各遺伝子は大きく分けて 17 の生
物学的プロセスに属していることがわかっ
ていた（Science, 2016）。合成致死遺伝子デ
ータベースとケミカルゲノミクスプロファ
イルとの照合を行い、各化合物ライブラリー
に含まれる化合物の予測された標的につい
て、生物学的プロセスごとにクラスタリング
したところ、例えば、NPDepoライブラリー
には 17 の生物学的プロセスのうち大部分を
標的とするさまざまな化合物が含まれてい
ることがわかった。一方、NIHや NCIの化合
物ライブラリーに含まれる化合物の標的機
能には偏りがみられた。 
 
(4) 予測された標的プロセスの検証 
 ケミカルゲノミクス法により、25化合物に
ついて「細胞壁」関連の生物学的プロセスを
標的としていることが予測された。また、こ
れらの化合物について、高次元バイオイメー
ジングシステム CalMorph を利用して解析を
行ったところ、うち 8化合物について、処理
細胞の細胞壁の染色像が化合物未処理の細
胞（コントロール）と異なることが示された。
さらに、8 化合物で出芽酵母細胞を処理する
と、細胞壁の成分の一つであるβ-1,3-glucan
の分解酵素（Zymolyase）に感受性を示し、
細胞溶解が起こるなど、細胞壁を標的とする
化合物が示す特徴的な表現型を示した。以上
のことから、25化合物のうち 8化合物は予測
通り、「細胞壁」関連の生物学的プロセスを
標的とすることが証明された。よって、ケミ
カルゲノミクスとイメージングのデュアル
アプローチに基づく本法により化合物の標
的分子の同定が可能であることが示された。 
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