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研究成果の概要（和文）： 

 研究代表者らは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情
報を集めることにより、遺伝子欠損によって変化する表現型プロファイルが遺伝子産物の機
能に関係していることを発見した。このことをヒントにして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
機能を推測する（表現型プロファイリング）法を確立した。この方法は、生理活性物質の細胞
標的を推定できる新しい方法としても利用できる。犯罪捜査における容疑者プロファイリングと
同様に、プロファイルの精度は統計的データの質と量に依存することから、観察対象の表現型
を増やすことも試みた。これにより顕微鏡画像から得られる細胞周期や細胞構造の情報を主と
する表現型を 1,000 以上のパラメータ（指標）から解析するシステムを構築できた。 

 

研究成果の概要（英文）： 
Drug discovery are based on elucidation of the potential mechanisms of action and 

cellular targets of candidate chemical compounds. We developed high-content imaging 

techniques in Saccharomyces cerevisiae, allowing simultaneous analysis of morphological 

phenotypes regarding to cell shape, actin and nucleus. We proposed a novel strategy to 

identify drug targets by combining phenome database and high-content imaging in yeast. 

In this approach, we infer the cellular functions affected by candidate drugs by comparing 

morphologic profiles induced by the compounds with the phenotypes of yeast mutants. 

Using this method and four well-characterized reagents, we successfully identified 

previously known target genes of the compounds as well as other genes involved with 

functionally related cellular pathways. We also expanded our morphological analyses on 

other cellular structures. We succeeded to extract 1,111 parameters from digital images of 9 

subcellular structures including cell shape, nuclear DNA, mitochondria, actin structures, 

spindle pole bodies, septin rings, the vacuole, the cis- and trans-Golgi. With advancements 

in our study, systematic and comprehensive morphological analyses will inevitably 

continue to progress. 
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研究分野：生物学 
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キーワード：出芽酵母・機能ゲノム・細胞周期 

            細胞形態・画像解析 

 
１．研究開始当初の背景 

 約 6,000 の比較的少数の遺伝子からなる出
芽酵母は、個々の遺伝子の単独破壊株セット
が作成されており、遺伝子機能喪失と表現型
と の 関 係 を 網 羅 的 に 調 べ る い わ ゆ る
Phenome 研究が精力的になされてきた
（Warringer J ら (2003)、Dudley AM ら
(2005)、Brown JA ら(2006)、Hillenmeyer 

ME ら(2008)）。しかしながらこれらの研究は
複数の条件下での増殖速度を測定するとい
う単純なものであり、調べている観点は一つ
に過ぎない。一方、研究代表者らは、遺伝子
の機能喪失という「原因」に対し、できるだ
け多くの観点から表現型を観察することが
必要だと考えた。そこで、多くの観点からの
観察が可能な細胞形態を観察対象として、形
態表現型を501もの観点で定量的に数値化で
きるシステムを構築した（Ohtani M ら
(2004)）。このシステムでは出芽酵母細胞の細
胞壁、アクチン細胞骨格、核 DNA を蛍光試
薬で染色し、蛍光顕微鏡により 200 個以上の
細胞の三重染色像を取得し、細胞形態定量化
プログラム CalMorph（カルモルフ）による
画像処理を行い、細胞の外形、細胞周期の特
定の時期における細胞骨格の配向、細胞中の
核の位置関係など、細胞周期ステージ別に集
計して出力する。この高次元の形態情報解析
法を用い、一倍体非必須遺伝子破壊株全 4718

株について定量的形態情報を取得し、データ
ベース化することで、遺伝学の究極の目標で
ある、遺伝子産物の機能と表現型との間の関
係を詳細に明らかにすることを試みた
（Ohya Y ら(2005)）。その結果、同じ機能に
関わる遺伝子の破壊株は類似した表現型を
示すことを見いだし、形態情報の類似性から
遺伝子の機能を予測することができること
を示した。 

 

２．研究の目的 

 研究代表者らは、上述のように出芽酵母の
非必須遺伝子破壊株セットを用いた表現型
解析から、遺伝子破壊株の表現型データベー
スを構築した。そこで本計画では、特定の条
件下（例えば、化合物の添加や遺伝子破壊の
導入など）における超多次元的表現型データ
から表現型パラメータのパターンを統計学
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す
る方法（表現型プロファイリング）の開発と
その妥当性の検証を行うとともに、より精密

なプロファイリングを行うための技術基盤
の構築を行うことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 本研究計画は、二つのテーマに大別される。
「定量的形態情報を用いた表現型プロファ
イリング」では、遺伝子破壊株セットの情報
を用いて表現型プロファイリングの手法を
確立し、それに基づいた作用機序未知分子の
細胞内標的探索を行なった。「新しい表現型
パラメータに基づく詳細な表現型解析シス
テムの構築」では、画像解析プログラム
CalMorph の機能を拡張させて、定量化対象の
拡張を行なうとともに、形態情報の比較のた
めにクラスタリング解析を行い、形態情報に
基づく表現型プロファイリングを発展深化
させた。 
 
４．研究成果 
4-1. 定量的形態情報を用いた表現型プロフ
ァイリング 
 まず 4718 の非遺伝子破壊株の表現型デー
タベースを利用して、類似した表現型を持つ
株を探索するアルゴリズムを開発すること
を試みた。類似した表現型を持つ株が探索で
きれば、生理活性物質によって引き起こされ
る形態変化と同じような形態変化を起こす
遺伝子欠損株を探すことが出来る。さらにこ
の方法を応用すれば、生理活性物質の細胞標
的を推定できるはずである。 
 類似した表現型を持つ株を探索するため
に、形態的特徴の類似性を比較（プロファイ
リング）する手法を開発した。まず、4718非
必須遺伝子破壊株の形態的特徴については
データベースを既に我々は得ている。一方で、
細胞標的を推定したい生理活性物質を、野生
型酵母に 5段階の異なる濃度で 5回ずつ処理
し、形態情報を取得した。そして形態変化の
濃度依存性を Jonckheere 検定の統計量であ
る Z値を使用して評価した。ここで、実験誤
差の影響をなるべく排除するために、501 パ
ラメータのデータから主成分分析を用いて
104 主成分（寄与率 99%）を抽出し、この主
成分上の主成分得点を算出することで、4718
変異株や濃度依存的形態変化の特徴を表す
数値を得た。そして最後に両者の相関係数 R
を 4718株すべてについて算出した。 相関係
数が高い変異株こそが形態変化が類似した
変異株、すなわち薬剤標的の候補となる。統
計的にそのような変異株を同定するために、



false discovery rate (FDR)が 0.01 の無相
関検定を行った。 
 この方法の有効性は、標的が既に知られて
いる 4つの薬剤（Hydroxyurea、concanamycin 
A、lovastatin と echinocandin B）をモデル
ケースにして検証した。その結果、重複して
いる成分やマイナーな成分である場合を除
いて薬剤の標的は実際に候補として予想さ
れ、上位 100 株には関連する機能が欠損した
変異株が濃縮されていた。これらの結果から、
細胞の形態情報プロファイリングによって、
形態変化を引き起こす生理活性物質の細胞
標的が推定可能であることが示された（発表
論文①、②、④）。  
 
4-2. 新しい表現型パラメータに基づく詳細
な表現型解析システムの構築 
 画像解析プログラム（CalMorph）は、細胞
外形、アクチン、核 DNAの形状を記述するた
めに開発され、501 種類の観点（パラメータ
ー）において定量化された形態を抽出する。
本研究では、細胞周期依存的な形態変化をよ
り多面的に解析するため、より多くの細胞内
構造体に着目した。その結果、ミトコンドリ
ア、紡錘極体、セプチンリング、液胞、シス
ゴルジ、トランスゴルジなど、新たに６つの
細胞内構造体が CalMorph により認識され、
定量的な形態解析に用いることが可能にな
った。これにより、既存の 501パラメータに
加えて、610 パラメータが定義され、計 1,111
パラメータによって出芽酵母の細胞内構造
の形態が定義できることが示された。（発表
論文⑤） 
 画像解析プログラムをもちいて、紡錘極体
の細胞周期依存的変化を追跡した。CalMorph
では、個々の細胞内における蛍光の座標とそ
の明るさを数値化する。それらの情報を用い
て、ひとつの細胞内に２つの紡錘極体が認識
された細胞について、それらの紡錘極体間の
距離と毋細胞に対する芽の大きさをグラフ
化したところ、紡錘極体は、芽の断面積が毋
細胞のそれの約半分となるまでは、約 10 
pixels（1.295 μm）以下の short spindle
によって近接しており、それ以降芽が成長す
るにつれて、紡錘極体はさらに分離し、芽に
移行することが示された。これは、既知の紡
錘極体の形態変化と一致する結果であり、
CalMorph による紡錘極体の形態解析の有効
性を示すものであった。 
  もう一方で、研究代表者らは、形態情報
の比較のためにクラスタリング解析を行っ
た。表現型の分類はひとつの遺伝子内に生じ
た複数の変異株についても必要になること
がある。Fks1p と Fks2p は 1,3--グルカン
合成酵素の推定上の触媒サブユニットであ
るが、グルカンを合成する以外に Fks1p は多
機能を持っていることが示唆されていた。そ

こで fks2 の遺伝子破壊株をバックグラウン
ドとして 10 個の温度感受性変異株を fks1で
単離し、これらの変異株の形態に基づいてク
ラスタリングをすることにした。 
 細胞形態の類似性に基づく変異株の階層
クラスタリングの結果から、FKS1 遺伝子内に
生じたグルカン合成酵素の温度感受性変異
株は３つのグループに分かれることがわか
った。興味深かったのは、その３つのグルー
プは Fks1pの機能サブドメインに対応してい
たということである。最も N 末に近いところ
に変異を持つクラス 1変異では細胞レベルの
グルカン合成が低下していた。クラス２変異
はグルカン合成には異常はなく、細胞の極性
やエンドサイトシスが異常になっていた。ク
ラス３はグルカン合成の活性部位に近いと
ころの変異であり、in vitro のグルカン合成
活性に影響していた。このように、形態表現
型に基づくクラスタリングは Fks1pのような
多機能タンパク質の機能ドメインの分離に
有効であることが明らかになった。 
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