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研究成果の概要（和文）：遺伝子発現は非常に多くのタンパク質やRNAによって制御される。この多因子間で形
成される複雑な相互作用を定量的に計測することは現在の技術では困難である。そこで、この多因子に渡る相互
作用を定量的に測るための次世代シークエンシングを用いた新規な多因子間相互作用解析法を確立することを目
指し研究を進めた。転写を制御する複数因子に対する抗体にDNAバーコードを付加し、ポリマー中でPCR反応を行
った。このデータの解析から、多因子間にわたる相互作用を検出できることがわかった。このことから本法は新
規な多因子間相互作用解析法として確立できることが考えられた。

研究成果の概要（英文）：A vast number of proteins and RNAs regulate gene expression. It is difficult
 with current technology to quantitatively measure the complex interactions formed among these 
multifactorial proteins and RNAs. Therefore, we aimed to establish a novel method for analyzing 
multifactorial interactions using next-generation sequencing to measure these multifactorial 
interactions quantitatively. PCR reactions ligated between DNA barcodes conjugated to antibodies 
against multiple factors that regulate transcription in polymers. Analysis of the data showed that 
this method could detect multifactorial interactions. This data suggests that this method can detect
 multifactor interactions.

研究分野： ゲノム生物学

キーワード： 転写ユニティー　遺伝子発現　DNAバーコード

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果からDNAバーコードを付加した抗体とポリマーを用いて細胞を封入し、PCR反応を行うことで、多因子
間の相互作用を次世代シークエンシングによって解析できる方法を開発するための基盤を構築することができ
た。本法を用いることで、微量なヒト組織検体などにおいてタンパク質間の相互作用が検出できるようになり、
新たな組織検体の評価法になり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
エピジェネティックな遺伝子発現制御は、正常な発生過程に極めて重要である。例えば、幹細

胞を三胚葉に分化させることで未分化維持に必要な遺伝子の発現が抑制される。このような分
化過程と比較して、B細胞がプラズマ細胞に最終分化する過程は独特であり、遺伝子発現の増減
だけでなく、静止期細胞が細胞周期に入る時に全体の遺伝子発現を増加させる。このメカニズム
は長らく不明であったが、最近我々はゲノム解析、超高解像度顕微鏡、1分子イメージングと in 
situ Hi-C を用いて静止期から増殖期への B細胞のクロマチン構造変換機構を解明した。 
この研究から、静止期 B細胞の活性化過程において、クロマチンは 3つの段階をへて脱凝集す

ることを見出した。1、静止期 B細胞においてクロマチンは核膜付近に存在するが、クロマチン
のアセチル化に伴い核の内部へと移動する。2、Myc および ATP の増加によりヌクレオソームが
脱凝集する。3、クロマチン間の結合が長距離から短距離へと移行する。このクロマチン構造変
化によって、プロモーターとエンハンサー間の結合が促進される。これらの結果から、クロマチ
ン構造の脱凝集が転写に与える影響、および、核のトポロジー構築における Myc の新規な機能を
明らかにした（Molecular Cell 67, 566-578, 2017）。 
クロマチン構造が脱凝集することで、全体的な遺伝子発現の増加を誘導することが明らかにな

ったが、急速なクロマチン構造変換が可能なクロマチン構造を静止期 B 細胞がどのように形成
しているのか、その機構は全く不明である。急速な活性化に対応できるクロマチン構造を静止期
B細胞が形成できなければ、抗原に対し速やかに応答できない。このクロマチン構造は、複数の
タンパク質が複雑に相互作用することで制御される。このような複雑なタンパク質間相互作用
を解析する方法を開発することで、静止期 B 細胞が急速な活性化に対応できるクロマチン構造
を形成するメカニズムを明らかにすることを目的に研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
これまで我々は、静止期から増殖期へのダイナミックなクロマチン構造転換を促進する詳細な
分子メカニズムを明らかにしてきた。しかし、静止期 B細胞の急速な活性化に対応するための特
殊なクロマチン構造は不明である。 
この問いに答えるために、我々が超高解像度顕微鏡を用いて見出した静止期状態 B 細胞特異的
なエンハンサーアイランドの形成メカニズムを解明する。超高解像度顕微鏡は少数の蛍光物質
を励起させることで、それぞれの蛍光物質の位置を光学顕微鏡の１０倍の分解能で観察できる。
この顕微鏡を用いた実験の結果、静止期 B細胞は非常に凝集したヌクレオソーム構造をもち、核
膜付近にクロマチンが凝集した構造を持つことがわかった。一方、増殖期 B細胞は弛緩したヌク
レオソーム構造で全体的にクロマチンが広がっていた。エンハンサーのマーカーの１つである、
ヒストン H3の 27 番目のリジン（H3K27）のアセチル化を認識する抗体を用いて B細胞核を超高
解像度顕微鏡で観察したところ、静止期 B 細胞は H3K27 アセチル化が凝集した塊を形成してい
ることを見出した。一方、活性化に伴って H3K27 アセチル化シグナルは核全体に分散した。 
H3K27 アセチル化の ChIPseq を行ったところ、静止期状態のクロマチンで元々H3K27 アセチル

化されている領域が活性化に伴って H3K27 アセチル化量が増加していた。また、ヒストン脱アセ
チル化阻害剤を静止期 B細胞の投与により、ヒストンのアセチル化を亢進させても、エンハンサ
ーアイランドの構造は維持されていた。 
H3K27 アセチル化活性を持つ p300 の ChIPseq を行ったところ、ゲノムワイドな結合領域は、静

止期と増殖期で変化しなかった。このことから、活性化時に必要となるエンハンサー領域がすで
に静止期クロマチンにおいても低レベルで H3K27 アセチル化されており、そのエンハンサー領
域が転写を活性化しないようにエンハンサー領域を核内で凝集させたエンハンサーアイランド
を形成しているという仮説が考えられた。 
 
３．研究の方法 
我々のこれまでの研究から、静止期 B細胞は核内に島状に局在する H3K27 アセチル化でマーク

されるエンハンサーアイランドを形成し、B細胞の活性化に伴って消失するという予備的な結果
を得た。さらに、エンハンサーアイランドはヒストン脱アセチル化酵素阻害剤によりヒストン全
体のアセチル化を亢進させることで、クロマチンを分散させても、エンハンサーアイランドは維
持されたことから、エンハンサーアイランドを能動的に形成している分子メカニズムの存在が
示唆された。 
このようなクロマチン構造は多数のタンパク質が複雑に相互作用することで制御される。これ

までに次世代シークエンシングを用いたクロマチン高次構造解析法や ChIPseq 法、ATACseq 法な
ど様々な方法が開発され、クロマチン構造を制御するメカニズムの解明が進められてきた。しか
し、既存の方法では、クロマチンに複雑に相互作用するタンパク質が形成するネットワークを同
定することはできない。そこで、本研究において、複数のタンパク質が核内で多因子間に渡る相
互作用を解析する方法の開発を行う。そのために、独自に設計した DNA バーコードを付加した抗
体を作成し、スライドガラス上に播種した細胞に作用させる。DNA バーコード抗体で標識した細



胞をポリマー中に埋め込み、スライドガラスのまま PCR を行う。この方法を開発することで、複
数のタンパク質によるクロマチン構造制御のメカニズムを明らかにする。 
 
４．研究成果 
複数のタンパク質が形成する相互作用ネットワークを解析する方法の開発を行った。最近、細胞
内での RNA の位置を PCR によって検出し、顕微鏡で撮像したようなデータを作成できることが
報告された（Weinstein et al. Cell 2019）。この系を応用することで、タンパク質間の相互作
用ネットワークを検出できるのではないかと考えた。まず、DNA バーコードの設計を行った。抗
体分子を識別するバーコード Unique Molecular Index (UMI)を NNNNNNNWWSNNNWWWNNNNS として
設計した。この UMI は 340 億以上のバリエーションを持つことができる。さらに、それぞれの抗
体を識別するための Antibody index を 4-6 塩基のバーコードとして配置した。3’側にはポリ
マーに連結した DNA オリゴと相同的な配列を配置した。この抗体バーコードを 2種類作成した。
次にポリマーに連結させる DNA オリゴの設計を行った。このポリマー連結オリゴによって、空間
的に PCR 反応を区別する。そのためにポリマー連結オリゴにバーコード配列 Unique Event Index 
(UEI)を付加した。UEI の配列は NNNNNATNNNNN とした。このポリマー連結オリゴを Target1 の抗
体結合オリゴ、または Target2 の抗体結合オリゴと結合するように 2種類合成した。ポリマーは
2 種類のものを混合し形成させる。その 1 方に SH 基を持ったものを用いた。オリゴの 5’末端
をアクリタイド修飾することで、SH基と共有結合させ、ポリマーに固定することが可能になる。 
 次に、PCR を行う系の検討を行った。当初 PCR チューブ中で PCR 反応を行ったが、顕微鏡で観
察しづらいことや、手作業で PCR チューブに細工をする操作が煩雑であった。そこで、スライド
ガラスに細胞を播種することにした。このスライドガラスにシール状の枠組みを添付して、細胞
を播種し、ポリマーで細胞を封入した。しかし、このシールの枠組みの周囲に抗体液が残存し、
非特異的なシグナルを生じる原因となることがわかった。そこで、次に、テフロン加工したスラ
イドガラスを用いてみた。テフロン加工してあることで、細胞をポリマーに封入しやすいことが
わかった。そこでスライドガラスをそのまま PCR できる機械によって、PCR 反応を行うことにし
た。 
次に PCR 反応の検討を行った。この PCR 反応は 3 段階で形成される。まず、1 段階目の PCR 反

応によって、抗体結合オリゴとそれぞれに対応するポリマー結合オリゴの間で PCR 反応をして、
抗体結合オリゴに位置情報を付与する。2段階目の PCR 反応の過程において、1つのポリマー結
合オリゴを複数の抗体結合オリゴとの間で PCR 反応を行うことで、1つのポリマー結合オリゴの
周囲に存在する抗体情報が取得可能になる。3段階目の PCR 反応によって、抗体オリゴとポリマ
ーオリゴが連結した Target1 と Target2 のそれぞれを連結させる。これによって、抗体間での結
合をネットワーク化することが可能になる。DNA をポリマーから回収し、精製した後に、シーク
エンシング用のアダプター配列を付加し、ライブラリーを構築した。 
このライブラリーを次世代シークエンシングによって解析し、データを解析するパイプライン

を構築した。初めに Trim_galore を用いて、read のクオリティーコントロールを行い、質の低
い配列を削除した。次に、flash2 を用いてペアードエンドの配列を結合し、1本の DNA 配列情報
に変換した。この配列から Umi_tools を用いて必要な UMI、UEI、抗体に関するバーコード情報
を抽出した。このデータを整形し、正しい抗体インデックスを持っている read を抽出した。デ
ータを整形した後に、Rの igraph バッケージを用いてグラフ構造の解析を行った。 
この解析を静止期 B細胞と活性化 6時間、24 時間、48時間で行った。抗体には RNA ポリメラー

ゼ II、Myc、p300、CTCF、HDAC1 などのクロマチンを制御する因子、ヒストン H3の 4番目のリジ
ンのメチル化(H3K4me1、H3K4me3)、27 番目のリジンのアセチル化(H3K27ac)、メチル化(H3K27me3)、
転写終結を制御する CPSF73、転写メディエーターMed26 などを用いた。 
このデータを解析すると、データは UEI をノードし、それぞれの UEI 間の相互作用を主鎖とし、

各 UEI に複数の抗体結合情報が付与された構造を取ることがわかった。転写の活性化状態のマ
ーカーとして知られている H3K27ac について解析したところ、活性化に伴って、1つの UEI に結
合する H3K27ac 抗体数が徐々に増加していくことがわかった。この結果、B細胞の活性化過程に
おいて H3K27ac が増加していくという ChIPseq やウエスタンブロット法などの解析の結果と合
致する。 
さらに B 細胞は活性化に伴ってほぼ全ての遺伝子の転写が 10 倍程度に増加し、タンパク質量

も顕著に増加する。そこで、本データからタンパク質量が増加することに伴って、ネットワーク
の濃度が増加することを検出できるか検討した。ネットワーク濃度は、理論的に形成可能なノー
ドの繋がりを母数とし、実際に検出できたノードの繋がり数を子数とすることで求めた。その結
果、B細胞の活性化に伴って、ネットワーク濃度が増加していくことを検出できた。これらのこ
とから本法は、核内での複数タンパク質によって形成される複雑な相互作用をネットワークと
して検出できることが示唆された。 
 次に、ネットワークを図示することを試みた。この解析の過程で、UEI のバーコード集団内で
バリエーションが不足し、重複が生じている可能性が示唆された。そこで、この重複をデータか
ら排除するためにオリゴを再設計した。ランダム配列を延長した結果、PCR が設計どおりに反応
しないことが示唆されたので、PCR の温度条件、酵素などを再検討した。現在、この改善したプ
ロトコルでデータの再取得を行っている。 
 本研究から、核内で生じる複雑なタンパク質の相互作用で形成されるネットワークを DNA バ



ーコード付加抗体とポリマー結合バーコード DNA を組み合わせることで、検出できることが示
唆された。今後さらにこのプロトコルの開発を進めることで、本法を完成させる。この方法を用
いて B 細胞の活性化過程におけるクロマチン高次構造変換を制御する分子ネットワークを明ら
かにする。 
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