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研究成果の概要（和文）：細胞の遺伝情報はゲノムに存在する遺伝子にコードされている。一方でおり、人体を
形成する細胞は全て同一の遺伝情報を持つ。そのため、細胞が固有の機能を獲得し組織形成し個体形成に至るに
は、選択的な遺伝子発現が不可欠である。この選択的な遺伝子発現を理解するには、(1)転写制御系の解明、転
写因子の結合、ヒストン修飾やクロマチン構造変換、RNAポリメラーゼIIの遺伝子座への結合に至る一連のダイ
ナミクスの同時測定、(2)RNA量の測定に至る多角的な測定を、同一サンプルを用いて行うことが必要である。本
研究では、各階層を横断的に測定するトランスオミクスデータ同時取得法の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：The genetic information in cells is encoded by genes on the genome DNA. Cell
 in the human body have the same genetic information, and selective gene expression is essential for
 cells to acquire their individual functions, to form specific tissues. To understand this selective
 gene expression, it is essential to elucidate a set of events of transcription on chromatin,such as
 binding of transcription factor, histone modification and chromatin remodeling, binding to RNA 
polymerase II locus.  To analyze this dynamic events in transcrition, it is critical to develop new 
technology to multi-layered analysis including a measurement of RNA amount and epigenome state using
 the same sample. In this study, we approached to develop a new transomics methods that could 
measure across layers.

研究分野：クロマチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
疾病等の根治的治療のためには、疾病の原因あるいは標的となる細胞を単一細胞レベルで解析する精度の高い理
解が必要である。現在までに取得可能な情報はトランスクリプトームや一部の情報に限られていた。本研究は、
その手法を拡張し、生体内のゲノムからタンパク質までの解析を可能にする技術的基盤の構築を行った。本研究
の成果により早期に包括的な単一細胞解析の開発が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
現在最もダイナミックレンジが広く再現性が高い計測機器は大規模シークエンサー（次世代シ
ークエンサー:NGS）である。我々はこれまで数々のエピゲノム解析やトランスクリプトーム解
析を行ってきた。大規模シークエンサーは、ゲノムや転写産物の配列を断片化された DNA 配
列として決定する。その解析能力は、人工的なオリゴであっても正確に 1分子単位で定量する
ことが可能でありそのダイナミックレンジは一桁から１０ｘ８レベルまでと現在の分析器の中
でも圧倒的である。そこで本研究では、細胞内のトランスオミクス情報を一度すべて人工的な
に設計された RNA 情報に変換し、シークエンサーにより定量することでエピゲノミクス（全
ゲノム上での転写因子の結合やヒストン修飾等のエピゲノム情報の解析）、トランスクリプトミ
クス（転写産物の解析）、プロテオミクス（全タンパク質の解析）のトランスオミクス情報を一
度に獲得することを目指した。 
２．研究の目的 
本研究では、特定のゲノム領域に存在する転写因子、ヒストン修飾、クロマチン制御因子等の
結合情報、そして転写産物に焦点を当て、これらのエピゲノム、トランスクリプトミクス等の
同時解析を試みた。基本的には RNA 以外の分子を全て人工的な RNA に変換し、細胞のすべ
ての情報を RNA として回収後、大規模シークエンサーで解析することで、分子種、分子数の
定量を試みる。固定した細胞を持ちいた用いたエピゲノム情報の RNA化（ChIL法）の未固定
細胞への応用を免疫希釈法の樹立により進め、トランスクリプトームデータとの同時取得を進
めるた。更に、未固定細胞における抗原抗体反応の条件検討を進めることでプロテオーム情報
の RNA情報への変換を試みた。 
３．研究の方法 
細胞数を 10,000 個程度として、本法の条件設定と安定作動条件の調整を行った。そのため、最
も技術的に困難な未固定細胞を用いたエピゲノムデータの RNA 化に焦点を当てた。当初は、使
用抗体を、ヒストン修飾 H3K4me3 あるいは H3K27me3 のそれぞれ活性化クロマチン領域、抑制
型クロマチン領域に絞り、の検出を試みた。検討を進めたプロトコールを以下に示す。（クロマ
チンに結合する抗体プローブの作製）1) PEG リンカーを挟んでランダム配列、T7RNA プロモー
ター配列、６塩基の index 配列（抗体を識別させる）と８塩基の分子バーコードとを加えたＤ
ＮＡを合成し抗体に架橋を行う。（クロマチン上での抗原抗体反応）2)DNA を結合させた抗体を
用いて通常の免疫染色同様に細胞（今回は NIH3T3 細胞を用いる）に抗体を反応させる。（クロ
マチン領域の分割）3) RIPA バッファー（1%SDS とデオキシコール酸を含む強変性バッファー）
を用いて可溶化させ、閉鎖系にて微量で超音波破砕とによるクロマチン断片化を同時に行う。
尚、我々の用いる抗体は通常のエピゲノム解析において超音波破砕 RIPA バッファーでも反応し
ているので抗体の反応性に問題はない(Harada et al Nucleic Acids Res. 2015)。（分割したク
ロマチンの分画と識別化）次に、破砕液をそれぞれに異なる標識配列を含む９６ウェルプレー
トや droplet 等に分画した。96 ウェルでの反応系を検証し、反応が確認されたため既に導入し
ている droplet システムにより、10万ウェル以上に相当する希釈と、分画されたゲノムと子応
対抗体に付加した DNA を共通の標識配列のついた RNA として転写した。この標識配列の付加に
は GEM と呼ばれる多様なアダプターをそれぞれゲル化したものを用いた(Hashimshory et al 
Genome Biol 2016.)。以上の工程により、H3K4me3 が反応したゲノム断片と H3K4me3 抗体に付
加されたオリゴの index 配列が同時に存在していたことを確認した結果、同じ分画つまり同じ
識別配列からであることが検出されたと判断した。 
４．研究成果 
1 回の試行で得られるゲノム領域は、希釈したウェルで割ったものに対応する約 400 塩基の
領域程度の空間解像度であった。これは通常の ChIPseq とほぼ同程度の解像度に相当し遺伝子
レベルでの解析に相当する。また、この工程を繰り返し収集することで、細胞に普遍的に存在
するシグナルについては、エラー率（近接しない DNA の誤検出率）1％以下の高精度な解像度の
データを得られることが将来的には可能と考えられ、原理的には 1細胞レベルでの解析が見込
まれた。一方で現在もまだ開発は継続しており、複数の細胞について工程を繰り返すことで解
像度と信頼性を高めていく予定である。本工程における技術的な課題点は、極微量の DNA 断片
を増幅させる方法であるが、T7RNA Polymerase と template switch 法を併用した手法で ChIP
断片の増幅をルーチンに行っており問題なかった。サンプル数の爆発的な増大については、
dropletDropletを用いることで半自動化し外部DNAによる汚染の問題を解決し効率よくライブ
ラリー作成を行うことで解決を図った。これら手法で得られたライブラリーは Hiseq1500 で 10
億リード程度データを取得した。まず、得られたリード情報をすべてゲノム上にマップさせる
することで、ゲノム上で情報が獲得されるた領域を評価決定したけっか、実効リードは５－１
０％と決して効率は高くないが解析には十分であった。実際に標識配列ごとに得られたゲノム
領域の頻度を計算し最終的にシグナルが集積された領域の数と集積しないゲノム領域の数が十
分な解像度に達したか評価を行い、十分と判断した。これら手法を複数のバッファー条件およ
び超音波破砕条件にて検討を行い、最もシグナルが濃縮される実験情報の確定を行った。得ら
れたデータはすでに取得しているH3K4me3及びH3K27me3のデータ(Harada et al. Nucleic Acids 
Res. , 2015)と比較を行いデータ再現性の確認を行い、現在論文投稿準備中である。ターゲッ
トとする標的分子の多様化をエピゲノム、トランスクリプトミクスに加えてプロテオミクスの
追加も図った。独自に多くの標準データを所持する骨格筋芽細胞 C2C12、加えてを NIH3T3 細胞



に加えて解析を行った。エピゲノム及び、プロテオームデータの取得には独自に作出している
ため、量的に無限無制限に得ることが採取可能できるな以下のモノクローナル抗体を用いた。
１）転写因子群: MyoD, SRF, Myf5、2)クロマチンリモデリング因子群：Brg1, Brm, Chd1, 
Chd2(Harada et al., EMBO J. , 2012)、 ３）ヒストン修飾：H3K4me3 及び H3K27me3（これら
のみ購入）、4)RNA ポリメラーゼ II。これら 4群の解析（計 7種）について異なる index（識別
配列）をつけた抗体を作出した。現在解析を進めている。以上、当初提案をほぼ達成し、論文
発表順をを進めている。本研究で得られた知見、技術については早期に公開して技術供与を進
めていきたい。 
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