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研究成果の概要（和文）：本研究では、1細胞全ゲノムDNA複製タイミング解析（scRepli-seq解析）を行うこと
で、マウスES細胞分化や着床前初期胚発生に伴うゲノムの核内コンパートメント分布（ゲノム三次元構造）の変
化を予測した。その結果、ES細胞分化に伴って核内コンパートメント分布は徐々に変化するが、変化の度合いは
細胞集団内の細胞間でほぼ均一である可能性が示唆された。マウス初期胚でのscRepli-seq解析は現在も継続中
であり、アレル分け解析や遺伝子発現解析との同時解析も実現している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we predicted the nuclear compartment (3D genome organization)
 dynamics during mouse ES cell differentiation and early pre-implantation embryogenesis by 
single-cell DNA replication sequencing (scRepli-seq) analysis in a genome-wide manner. The results 
suggested that the nuclear compartment profiles changed gradually but uniformly within a 
differentiating population. The scRepli-seq analysis in early mouse embryos is still ongoing, but we
 have successfully established haplotype-resolved scRepli-seq analysis. We have also acquired 
scRepli-seq and scRNA-seq from the same single cell.

研究分野：エピジェネティクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、ゲノム三次元構造の時系列変化の包括的な理解を目指す「4Dヌクレオーム」研究が国内外で注目されてい
る。本研究では、我々が開発した1細胞全ゲノムDNA複製タイミング解析法（scRepli-seq法）を用いることで、1
細胞レベルでマウスES細胞分化過程における核内コンパートメント変化の予測に成功した。また、初期胚発生過
程での変化の様式も明らかに出来つつある。ゆえに、本研究は、生体外（in vitro）での細胞分化実験と生体
（in vivo）の発生過程における4Dヌクレオームの共通点と差異を解明できるだけでなく、ゲノム三次元構造が
規定する新たな生命現象を見出す可能性がある。

※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 
胚発生や分化に伴い、ゲノム三次元構造（ゲノムの核内配置や凝縮度）は変化する。近年、ゲノ
ム三次元構造のゲノムワイド解析手法として、ゲノム DNA 領域間の相対的な核内配置を解析す
る Hi-C 法が開発された (Lieberman-Aiden et al., Science 2009)。Hi-C は、各ゲノム領域が、
ユークロマチン・ヘテロクロマチンに対応する A・B コンパートメントに振り分けられる様子を
ゲノムワイドに明らかにできる。これをマウス初期胚の解析に応用すれば初期発生に伴うゲノ
ム三次元構造の変化を明らかにできるが、高解像度の Hi-C データを得るには大量の細胞が必要
なため、Hi-C は細胞数に限りのある初期胚の解析には不向きで、１細胞解析も不得手である。 
一方、我々は、DNA 複製タイミングのゲノムワイド解析結果が、Hi-C から得られる A・Bコンパ
ートメント分布に非常に高い相関を示すことを明らかにしてきた（Ryba et al., Genome Res 
2010; Miura et al., Nat Genet 2019）。このことは、DNA 複製タイミングの解析結果から、核
内コンパートメント分布が予測できることを意味している。また、我々は最近、哺乳類培養細胞
を用いたゲノムワイド 1 細胞 DNA 複製タイミング解析法 scRepli-seq の開発に成功した
（Takahashi et al., Nat Genet 2019; Miura, Takahashi, Shibata et al., Nat Protoc 2020）。
分化前後のマウス ES 細胞で scRepli-seq を行うと、任意の分化状態においては細胞間で均一な
scRepli-seq 結果が観察され、これらの細胞間では核内コンパートメント分布も均一である可能
性が示唆された。では、この安定性は細胞分化の過程で継続的に維持されているのだろうか？ま
た、初期胚発生の過程ではどのようなコンパートメント変化が観察できるのだろうか？このよ
うな課題に取り組むことで、発生・分化に伴う核内コンパートメント変化の全容を明らかにした
いと考え、本研究計画に取り組んだ。 
 
２．研究の目的 
本研究では、scRepli-seq による１細胞全ゲノム解析を行うことで、(1) ES 細胞分化過程におけ
る DNA 複製タイミングの経時的変化を明らかにし、この結果にもとづいて (2) マウス初期胚発
生過程における核内コンパートメント変化を予測することを目的とした。また、(1)(2)の解析か
ら、in vitro と in vivo における変化の差異を明らかにすることを目的とした。一方、scRepli-
seq は 1 細胞解析であるため、細胞間均一性・不均一性の程度も明らかにできる。そこで、発生・
分化に伴う複製タイミング変化、即ち核内コンパートメント変化が、細胞集団の中でどの程度均
一性を維持して起きるのかについても明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究で行う複製タイミング解析は、我々が開発したゲノムワイド 1 細胞 DNA 複製タイミング
解析法（scRepli-seq）を用いて行った。scRepli-seq は、S期細胞のゲノム上で DNA コピー数の
差を検出することで複製ドメインを検出する方法である。個々の 1細胞（培養細胞の場合はフロ
ーサイトメーター（FACS）を利用、初期胚の場合は顕微鏡下で 1細胞を回収）サンプルから抽出
したゲノム DNA の全ゲノム増幅を行い、次世代シーケンサー（NGS）を用いてこのゲノム DNA を
解読し、ゲノム DNA 上の初期複製ドメイン（複製後、コ
ピー数 2）と後期複製ドメイン（複製前、コピー数 1）を
識別した（図 1）。複製タイミング解析からの核内コンパ
ートメント分布の予測は、初期複製ドメイン（Early）を
Aコンパートメント、後期複製ドメイン（Late）を Bコン
パートメントと読み変えた（図 1）。 
 複製タイミング解析には S 期の細胞が必要である。培
養細胞の場合は FACS による細胞周期解析で S 期細胞を
識別できるが、細胞数に限りのある初期胚では FACS 解析
が行えない。そこで、研究開始当初は、EdUの取り込みと
複製 foci の顕微鏡観察により S 期細胞を回収する計画
であった。しかし、研究の過程で、scRepli-seq の NGS デ
ータから事後に S 期細胞を同定する方法を確立できたた
め（ゲノム複製率を算出）、これを初期胚での解析に利用
した。scRepli-seq 法については、実験方法およびデータ
解析法の詳細を Nature Protocols誌に公開した（Miura, 
Takahashi, Shibata et al., Nat Protoc 2020）。 
 
４．研究成果 
本研究では、(i) ES 細胞分化過程における scRepli-seq 解析と核内コンパートメント変化の推
定、(ii) 顕微鏡観察による Mid-S 複製細胞の同定方法の確立、(iii)着床前胚の scRepli-seq、
(iv) 着床後胚における三胚葉分化に伴う scRepli-seq 解析、を順に行うことを計画していた。



 

 

現在（iii）を行っている最中であり、(iv)については今後取り組んでいきたいと考えている。
なお、（ii）については、この実験自体は成功していたが「３. 研究の方法」で記述した通り、
別の効率的な S期細胞の同定方法が確立できたため、そちらを採用することにした。 
 
(1) マウス ES 細胞分化における scRepli-seq の経時的解析 
初期胚での解析に先立ち、まず ES 細胞分化の過程で DNA 複製プロファイル、即ち核内コンパー
トメント分布がどのように変化していくのかを調べた。マウス ES 細胞を用いて、分化後 1週間、
経時的（1日ごと）に scRepli-seq を行った。複製タイミングの S期全域に渡る全ゲノムプロフ
ァイルは、分化に伴い徐々に変化し、SPRING 解析（データ間ばらつきの解析手法）の結果、同じ
日の細胞はほぼ全て１本の軌跡にきれいに乗ることが観察された。そしてその軌跡は、分化に伴
って一定方向に動く様子が観察できた。この結果から、分化過程の細胞集団中の個々の細胞は、
複製プロファイル、ひいては核内コンパートメントを徐々に変化させるが、変化の度合いは細胞
間でほぼ均一であることが示唆された。本研究結果については、インフォマティクス解析を当研
究室の三浦尚研究員が行い、2019 年に論文で発表している（Miura et al., Nat Genet 2019）。 
 
(2) マウス着床前初期胚を用いた scRepli-seq 解析 
着床前初期胚を用いた解析についても、(1)の培養細胞を用いた実験とほぼ同じプロトコール
（Miura, Takahashi, Shibata et al., Nat Protoc 2020）を用いて scRepli-seq を行った。培
養細胞ではエタノール固定をした細胞を解析に用いていたが、初期胚の解析では生細胞を用い
た。初期胚の 1細胞サンプリングについては、胚の扱いに慣れている理研 BDR北島研究室・京極
博久研究員に協力して頂いた。 
本研究では、着床直後（1細胞期胚）から胚
盤胞期までの複製プロファイルの変化を解
析したいと考えているが、まずは 1 細胞で
S期細胞を回収しやすい（と予想された）4
細胞期胚と 8 細胞期胚を用いて scRepli-
seq を行った。 
様々なタイミング（受精後の時間）で胚を
回収し scRepli-seq を行ったところ、4 細
胞期胚および 8細胞期胚で S 期全体のデー
タが得られ、複製プロファイルの全容を観
察することができた（図 2）。得られた結果
を見てみると、4 細胞期胚と 8 細胞期胚の
複製プロファイルは非常によく似ているこ
とがわかり、この時期の核内コンパートメ
ント分布はほとんど変化しないことが示唆
された。また、マウス ES 細胞の複製プロファイルとも比較的よく似ていることがわかった。現
在、他の発生ステージの細胞を用いた scRepli-seq 解析を行っているところである。 
 
(3) マウス着床前初期胚の細胞周期 
上述したように、4細胞期胚と 8細胞期胚の複製プロファイルには大きな違いがなかったが、細
胞周期の胚内の同調性には差があった。scRepli-seq からは S期の時間を算出できるが、4細胞
期胚では 1つの胚内に存在する 4 つの細胞の細胞周期がほぼ同調しているのに対し、8細胞期胚
では、細胞周期のバラつきが観察され始めた。このバラつきがなぜ生じるのかは興味深い。現在、
まず遺伝子発現との関係を調べるために、8 細胞期胚を用いて同一細胞からの scRepli-seq と
scRNA-seq (RamDA-seq)を試みている（scRepli-RamDA-seq）。予備的実験では、scRepli-RamDA-
seq から得られた複製プロファイルは、単独の scRepli-seq から得られるそれと比べても遜色な
いものであった。今後は、RamDA-seq データを詳細に解析し、細胞周期の進行度合いと遺伝子発
現にどのような関係があるのかを明らかにしたいと考えている。なお、RamDA-seq については、
理研 BDR二階堂研究室との共同研究で進めている。 
 
(4) F1ハイブリットマウス胚を用いた haplotype-resolved scRepli-seq 解析 
着床前初期胚では、父親由来と母親由来のアレル間でエピジェネティック状態が異なっている。
数百個の細胞を用いた haplotype-resolved Hi-C 解析によると、1細胞期胚での核内コンパート
メント分布については詳細な解析がされていないものの、アレル間でゲノム三次元構造は異な
っている（Du et al., Nature 2017）。本研究では、初期胚での 1細胞 scRepli-seq 解析により、
アレル間で核内コンパートメント分布が異なるのかを明らかにしたい。この研究に先立ち、我々
は F1ハイブリッドマウス由来 ES 細胞を用いた haplotype-resolved scRepli-seq 解析に成功し
ており、各アレルの複製プロファイルを観察できている（Takahashi et al., Nat Genet 2019）。
初期胚での解析には B6（雌）と MSM（雄）に由来する胚を用いて haplotype-resolved scRepli-
seq を行っている。現在、初期胚でも培養細胞を使用した場合と同程度の解像度の scRepli-seq
結果が得られることが確認できており、様々な発生ステージの胚を用いた解析を進めている。 
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