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研究成果の概要（和文）： 本研究では、タンパク質と結合していないDNAを分解する非特異的エンドヌクレアー
ゼと、ゲノムDNA結合タンパク質に特異的なIgG抗体と結合するプロテインAとを架橋したユニバーサルプローブ
を創製し、このプローブを用いて、遺伝子の欠失、置換、及び、挿入変異がゲノムDNA結合タンパク質の有する
遺伝情報へ及ぼす影響を単一細胞レベルで追跡するscChIC-Seq法を開発した。活性型H3K4me3と抑制型H3K27me3
ヒストン修飾を検出するプローブを創製し、方法の特異性と感度の高さを実証した。本法を用いて、ゲノム編集
細胞のゲノムDNA結合タンパク質の位置と量の変化を経時的・網羅的に解析を行った。

研究成果の概要（英文）： In this study, we developed a universal probe in which non-specific 
endonuclease, MNase, that degrades genomic DNAs that proteins were not bound and protein A that 
binds to IgG antibodies specific to a genomic DNA-binding protein were covalently-crosslinked. 
Developed method using this universal probe (scChIC-Seq method) enabled tracking the genetic 
information regarding to the genomic DNA-binding proteins signals at the single-cell level (Nature 
Methods, 16, 323-325, 2019). We created probes that detect active histone-modified H3K4me3 and 
inhibitory histone-modified H3K27me3 signals, and demonstrated specificity and sensitivity of the 
developed probes to analyze epigenetic modification. In this study, the position and amount of 
genomic DNA-binding proteins motifs in genome-edited cells were comprehensively analyzed using this 
method.

研究分野： ゲノム生物学

キーワード： バイオテクノロジー　ゲノム編集　単一細胞　DNA結合タンパク質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム編集技術が応用されたバイオテクノロジーは、目覚ましい発展を遂げている。今後、国内外でゲノム編集
食品の開発と流通が進むと予想されている。本研究では、我々が開発したscChIC-Seq法を用いて単一細胞単位で
ゲノム編集食品のゲノムに起こる変化を網羅的に検出可能であることを実証した。本法は、ゲノムの特定のタン
パク質の性質の変化を高感度かつ特異的に検出可能な新しい技術であることから、ゲノム編集食品の安全性を確
認する新たな方法の１つになることが期待される。

※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 
近年、ゲノム編集ツールを用いてゲノム編集生物が開発され、食品のみならず医療用などへの

応用が期待されているところである。このような技術の実用化に向けた安全性を裏付ける評価
法は、未だ発展途上にある。特に、細胞の運命を司るゲノム DNA 結合タンパク質の微細な変化
をとらえる手法については、特異性、感度、再現性を向上させ改良が必要であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、汎用性と高い再現性を実現し、これまでに不可能とされてきた単一細胞単位のゲ

ノムタンパク質を解析可能な特異的な方法（scChIC-Seq 法）を開発し、本法を用いて、様々な
細胞を解析し、ゲノム編集技術のさらなる進化・発展に繋がる知見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
１) 新型プローブの創成: ゲノムタンパク質に特異的な IgG 抗体と Nuclease micrococcal from 
S. aureus （MNase）またはプロテイン Aと MNase を共有結合させたプローブを作成した。本研
究の供試 IgG 抗体の標的抗原は、ブロモドメインタンパク質 BRD4、活性型ヒストン修飾 H3K4me3
と H3K27ac、抑制型ヒストン修飾 H3K27me3 等のゲノム DNA 結合タンパク質とした。 
 
２) scChIC-Seq 法の最適化: 供試細胞には、ホルムアルデヒドで固定したマウス線維芽細胞
3T3-L1 細胞及びマウス T 細胞リンパ腫 EL4 を用いた。創成したプローブを用いて、断片化させ
たゲノム DNA は、End-It-DNA End-Repair Kit を使用して、平滑末端にし、Klenow Exo-で A-hang
させた。次に、Illumina Adaptor Oligo Mix を TA ライゲーションし、Indexing Primer と Common 
PCR Primer 1.0 を使用して、PCR 後、得られた増幅産物をシークエンスした。シークエンサーに
は、HiSeq2500、又は、MiSeq を用い、Fastq データファイルを得た。データファイル中の DNA1
本毎の塩基配列（リード）は、Bowtie2 を用いて、マウスゲノム（mm9）へ 張付け（マッピング）
することで、ゲノム中の「場所」を特定した。リード配列の密集領域（「量」）は、SICER を用い
て同定した。同一細胞種や異種細胞種間の比較には、EdgeR を用いた。また、あわせて WEB 公開
されている ENCODE （Encyclopedia of DNA Elements）の ChIP-Seq データと比較することで、
scChIC-Seq データの特異性について考察した。 
 
３) ゲノム編集細胞
を用いた検証: 供試
細胞には、上述した
HEK293、3T3-L1、EL4、
マウス ES 細胞を用
いた。CRISPR-Cas9
を用いて、いわゆる
セ ー フ ハ ー バ ー
AAVS1、CCR5、ROSA26
領域を中心に、欠失
（<300 bp）、置換
（<30 bp）、並びに、
トランスジーン発現
カセット（<3,000 
bp）を配列、長さ、
組合わせを変えて変
異導入し、解析に供
した 
 
４．研究成果 
１) 従来の免疫沈降（ChIP）後、次世代シークエンサーで解析する方法を用いてブロモドメイン
タンパク質 BRD4 のゲノム上の位置を網羅的に解析した。そのデータと我々が開発した scChIC-
Seq 法を用いて 3000 個の細胞あたりの情報と比較解析を試みた。その結果、Brd4 の位置情報は、
66%の一致率を示すことが示唆された（図１）。 

  



 
２) scChIC-Seq 法には、使用す
る抗体の化学修飾の最適化、
様々な細胞由来ゲノムの脱凝縮
反応の最適化、使用する緩衝液
の最適化等を検討する必要があ
ったため、様々な細胞種を同方
法に供して単一細胞単位で解析
可能な方法を検討した。その結
果、細胞の固定化後、新型プロー
ブを細胞と混合する前に、界面
活性剤（RIPA）を 1%(v/v)含有さ
せた溶液で処理し、同プローブ
の細胞膜の浸透を増加させるこ
とにより、感度が向上すること
が示唆された（図２）。 
 
３）改良型 scChIC-Seq 法を用
いて、17 個と 3000 個の野生
型 HEK293 細胞の H3K4me3 タ
ンパク質の位置情報を解析し
た（図３A）。その結果、17個
の細胞において特定のゲノム 領
域を検出可能である
ことが示唆された。次
に、12個の野生型とゲ
ノム編集細胞の多変
量解析を行い、ゲノム
編集後の H3K4me3 タ
ンパク質の位置情報
から細胞の性質を分
類した（図３B）。その
結果、明確な分類はな
されなかった。以上の
結果は、ゲノム編集に
よってヒストンタン
パク質の明確な変化
が起きていないこと
が示唆された。今後、
同方法を用いて、様々
なゲノムの位置にゲノム編集を行った細胞間において、ゲノム編集後の多角的な表現型の微細
な変化を継続して解析する予定である。 
 
＜引用文献＞ 
1. Nature Methods, 16, 323-325, 2019 
 
 

図３．新型プローブを用いてH3K4me3-ProA-Mnaseの位置情報を比較
（A）17個と３０００個のHEK293細胞のデータを比較
（B）２４個の野生型とゲノム編集細胞のH3K4me3位置情報を多変量解析した結果

（A） （B）
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