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１．目的 

癌をはじめとする多くの疾患は単一の遺伝子の欠損ではなく複雑な細胞内ネットワーク動態の欠損に起

因する。したがって、哺乳動物細胞内で様々な条件下におけるタンパク質ネットワークをはじめとする

ネットワーク動態を網羅的に同定することは細胞内の複雑な分子の作用機序を理解するために非常に重

要であるが、現在までにそのようなテクノロジーはない。	
 

	
 

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。

同様に、ベクター上にshRNA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1,2。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た

めには、それぞれの組み合わせについて特異的なDNAバーコードを準備する必要があり、実現されてい

なかった。そこで申請者は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法」を提案した。またこ

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図1｜BFG-Y2H法。	
 バーコード化されたDB-X株群及びAD-Y株群を準備し、全てを混合してプール化す

る。Y2H選択的環境下に移し、Y2H陽性細胞を一斉にスクリーニングする。1細胞内でXおよびY特異的

なバーコードが配列特異的組換酵素Creによって交換・連結される。細胞プールの破砕、DNAの精製

後、バーコードフュージョン領域をPCRで増幅し超並列シーケンサーによって相互作用をもつタンパ

ク質の組合せを全て同定する。	
 



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3に応用したBarcode	
 

Fusion	
 Genetics	
 (BFG)-Y2H法を開発した。	
 

	
 

２．方法 

BFG-Y2Hテクノロジーではターゲットとなるインタラクトームスクリーニングのスペースに対応する「バ

ーコード化」された酵母一倍体DB-X株群及びAD-Y株群を準備する	
 (図1)。すべての一倍体株はそれぞれ

DB-XまたはAD-Y特異的なDNAバーコードをDB-XまたはAD-Yベクターにそれぞれ二つずつ持つ。それぞれの

DNAバーコードはCre	
 DNA組換酵素の認識配列であるlox配列に挟まれている。スクリーニングのために、

バーコード化されたDB-X株群及びAD-Y株群はそれぞれ混合してプール化される。DB-Xプール及びAD-Yプ

ールはさらに混合され、一つの試験管内のプール環境下でDB-X細胞とAD-Y細胞の接合が一斉に行われ、

タンパク質間相互作用をもつY2H陽性の二倍体細胞は一斉にリポーター遺伝子スクリーニングによって

選択される。プール内で選択されたY2H陽性の細胞それぞれについて細胞内でCre酵素を誘導的に発現さ

せ、高効率のDNA組換えによってDB-XおよびAD-Y特異的なバーコードを連結させる（バーコードフュージ

ョン）。その後、細胞は破砕され、プラスミドベクターが抽出され、DB-Xベクター及びAD-Yベクターの

フュージョンバーコードはPCR法によって増幅され、超並列シーケンサーで一斉に解読することにより、

ターゲットスペースに含まれるインタラクトーム	
 (Y2H陽性のXY組合せ全て)	
 が網羅的に同定される。	
 

 

３．結果 

 

BFG-Y2H法を開発し、ヒトの中心体タンパク質ネットワーク（~150×150）、腫瘍遺伝子ネットワーク（~350

×350）、腫瘍ウィルスターゲット遺伝子ネットワーク（~600×600）、中規模ヒトインタラクトーム（~1,500

×1,500）をスクリーニングした結果、BFG-Y2H法が既存の高速Y2Hスクリーニング手法群と同等の精度を

もつことを示した（図2）。	
 

  

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

図4	
 |	
 BFG-Y2H法によって同定されたインタラクトーム群。(a)	
 各インタラクトームスクリーニングの

スペースサイズ。(b)	
 huCENT,	
 ヒト中心体タンパク質ネットワークのスクリーニング。huCCC,	
 ガン遺

伝子群のインタラクトームスクリーニング。huCV,	
 腫瘍ウィルスのターゲットとなるヒト遺伝子群の

インタラクトームスクリーニング。huCVA,	
 中規模インタラクトームの一斉スクリーニング。(c,d)	
 同

じキャリブレーションセットによってスクリーニングロバストネスが示された。(e,f)	
 HQ-Y2H法によ

る高精度大規模インタラクトームカタログHI-II-14の被覆率・精度との比較。全てのネットワークに

おいてHI-II-14と同程度のパフォーマンスを示し、被覆率については低いものの、BFG-Y2H法は精度に

おいてHI-II-14を勝った。(g)	
 腫瘍ウィルスのタンパク質と結合するタンパク質間で有意に多くの相

互作用が観察された。 



 

 

 

４．考察 

タンパク質１ペアの直接的な相互作用をアッセイする方法には通常のY2H法がある。Y2H法はこれまでに様々な

生物種のインタラクトームを高品質で大規模に計測するために用いられてきた4,5。Y2H法は主に物理的なタンパ

ク質間相互作用を同定する。他にはPCA、MAPPIT、LUMIER法などがある。特にMAPPITとLUMIER法はヒト細胞

を用いて生理的な相互作用を計測するのに用いられて来た。いずれも一つのアッセイで一つのタンパク質間相

互作用を捉えるためにそのコストは高い。 

 

一つのベイトタンパク質について、それが生理的に結合するタンパク質群を網羅的に同定する「一対多」スクリー

ニング手法には質量分析を用いたものがある（AP-MS）。AP-MSは直接的に相互作用するタンパク質と間接的な

ものを区別することができない。他の「一対多」手法には次世代シーケンサーとY2H法や ORFeomeプールのin 

vitro翻訳と組み合わせたものがある。これまで複数のタンパク質の組合せについて相互作用を全て一斉にスクリ

ーニングする「多対多」の手法はなかったが、申請者はこれをBFG-Y2H法の開発によって実現し、貴財団の助成

期間中に最大で250万のタンパク質ペアについて数週間程度でスクリーニングできることを実証した6。 
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