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研究成果の概要（和文）：複数の遺伝型が関わる細胞の生育を一斉に計測することのできるDNA Barcode Fusion
 Genetics (BFG) 法を開発し、これをタンパク質の相互作用をスクリーニングする酵母ツーハイブリッド (Y2H)
 法と組み合わせたBarcode Fusion Genetics (BFG)-Y2H法を開発した。さらに、BFG-Y2H法が既存のY2H法と同等
の精度をもつことを示し、任意のタンパク質スペースが関わるインタラクトームを1人の研究者が2-3週間でスク
リーニング可能であること、最低でも250万のタンパク質ペアについて一斉にインタラクトームを得られること
を実証した。

研究成果の概要（英文）：We remain one or two orders of magnitude away from a complete interaction 
map for humans and other major model organisms. Completion will require screening at substantially 
larger scales with many complementary assays, requiring further efficiency gains in proteome-scale 
interaction mapping. Here, we report Barcode Fusion Genetics-Yeast Two-Hybrid (BFG-Y2H), by which a 
full matrix of protein pairs can be screened in a single multiplexed strain pool. BFG-Y2H uses Cre 
recombination to fuse DNA barcodes from distinct plasmids, generating chimeric protein-pair barcodes
 that can be quantified via next-generation sequencing. We applied BFG-Y2H to four different 
matrices ranging in scale from ~25 K to 2.5 M protein pairs. The results show that BFG-Y2H increases
 the efficiency of protein matrix screening, with quality that is on par with state-of-the-art Y2H 
methods.

研究分野： 合成生物学

キーワード： DNAバーコード　インタラクトーム　超並列DNAシークエンシング　酵母ツーハイブリッド　タンパク質
間相互作用

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
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、医学分
野においては、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。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、パーソナルゲノ
ム情報に加えてヒト組織から固有のインタ
ラクトームを計測することができれば、より
高精度な病態予測が可能になると考えられ
るが、現在までにそのようなテクノロジーは
ない。 
 
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
体としての結果である。次世代 DNA シーク
エンシング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. 2011 
Cell）。2013 年には UCSD の Trey Ideker らが
「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を向上させた
（Hofree et al. 2013 Nat. Methods）。 
 
このように、より形質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ることができる。 
 
２．研究の目的 
短 DNA リードを大量に解読できる次世代シ
ーケンシング技術の登場によって「DNA バー
コード」という考え方が大規模な細胞の表現
型解析を可能にした。例えば、出芽酵母の一
遺伝子破壊株のコレクションはそれぞれ人
工合成された DNA バーコードを破壊された
遺伝子座をもつ。このため全ての破壊株を混
合して一斉に細胞プールを薬剤などの環境
下でスクリーニングすることができ、スクリ
ーニング後の不均質な細胞集団は破壊株毎
の DNA バーコード数を次世代シーケンシン
グによって数え上げることで解析できる
（Hillenmeyer et al. 2008 Science）。同様に、ベ
クター上に siRNA や CRISPR sgRNA をエン
コードするDNAもDNAバーコードとして扱
うことができる（Berns et al. 2004 Nature; 
Shalem et al. 2014 Science; Wang et al. 2014 
Science）。これらのベクターをプール化して
一斉に培養細胞にトランスフェクションし、
スクリーニング後にバーコード数を定量す
ることで対応する遺伝子それぞれへの摂動
応答を網羅的に解析することが可能になっ
た。 
 
一方でこの方法論は細胞あたり改変や編集
を二つ以上組み合わせた大規模スクリーニ
ングに持ち込むことはできなかった。例えば
ヒトの遺伝子は約 20,000 あるが、ヒトのタン
パク質間相互作用の網羅的（インタラクトー
ム）スクリーニングのためには 200,000,000
の 2 タンパク質の組合せ全てについて合成
DNA バーコードを準備することが必要であ
った。 
 
これまでにこのようなこの問題を解決する
ために、Cre-loxP 反応を利用して、1 細胞内
それぞれで異なる二種類のバーコードを連
結させ、細胞集団を超並列シーケンシングで
一斉に解析する Barcode Fusion Genetics 
(BFG) 法を開発した。本研究では、これをタ
ンパク質の相互作用をスクリーニングする
酵母ツーハイブリッド（Y2H）に応用した
BFG-Y2H 法を完成させることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
BFG-Y2H法では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。DB-X バーコードカ
セットは UP タグおよび DN タグと呼ばれる
二つの DNA バーコードから構成され、UP タ
グは loxP および lox2272 配列で挟まれる。同
様に UP タグと DN タグをもつ AD-Y バーコ
ードカセットでは、DN タグが loxP および
lox2272 配列で挟まれる。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、Cre の発現を
誘導すると、各細胞内で DB-X および AD-Y
プラスミドの loxP 間と lox2272 間において
DNA 組換えが引き起こされ、DB-X の UP タ
グと AD-Y の DN タグがプラスミド間で交換
される。これによって AD-Y および DB-X プ
ラスミド上でそれぞれ UP タグと UP タグの
連結及び DN タグと DN タグの連結が生じる
（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
グによって解析する。連結バーコードそれぞ
れのリード数を数えることによって全ての
X-Yペアについて定量的な相互作用のスコア
が得られる。 
 
４．研究成果 
BFG-Y2H法を用いて、これまでに最低でも250
万のタンパク質ペアについて相互作用の有
無を 1人の研究者が 2-3週間程度で高品質に
スクリーニングできることを実証した。既存
のY2H法は細胞の生育の有無を定性的に評価
するバイナリーシステムであったが、
BFG-Y2H 法によって定量的にタンパク質間相
互作用を評価できるようになり、相互作用ス
コアの強さとともに既報のタンパク質間相
互作用の再補足度が高くなることが観察さ
れた。また、BFG-Y2H 法で高い相互作用スコ
アを示したタンパク質ペアおよび陰性であ
った複数のタンパク質ペアについてルシフ
ェラーゼ再構成（GPCA）法によって検証した。
GPCA 法ではルシフェリンを酸化して発光さ
せるルシフェラーゼを二つに分断させたも
のそれぞれに Xおよび Yを融合させたものを
ヒトの培養細胞において発現させ、ルシフェ
リンの発光によってX-Y間の相互作用を試験
する。本検証において BFG-Y2H 法から得られ
る相互作用スコアと GPCA 法から得られるル
シフェリンの発光強度が有意に相関し、両ア
ッセイから得られる定量値がタンパク質間
相互作用の強度を反映したものであること
が示唆された。さらに、タンパク質間相互作
用の立体構造が結晶構造解析またはホモロ
ジーモデリングによって得られているもの

のうち、相互作用面における非共有結合の数
が多いタンパク質ペアがBFG-Y2H法の相互作
用スコアによって有意に濃縮されることが
観察され、BFG-Y2H 法の相互作用スコアと結
合強度の関係が示された。 
 
患者のゲノム情報をインタラクトーム情報
に転写することが疾患動態を解釈に役立つ
ことが明らかになるにつれて、今後達成され
るヒト全インタラクトームカタログの決定
を超えて高速に患者個人から個別のインタ
ラクトームを高速に計測する技術の重要性
が増してきた。患者個人または患部サンプル
の動態には遺伝子の変異パターン、転写のス
プライシングバリアント、タンパク質の翻訳
後修飾など多様な「プロテオフォーム」が関
わる。「パーソナルインタラクトーム」の同
定にはプロテオフォームによるスクリーニ
ングスペースの組合せ爆発に対応できる異
次元のテクノロジーの創出が必要であるが、
これらを可能にする基盤としてBFG-Y2H法を
樹立した。  
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