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研究成果の概要（和文）：本研究では、褐色脂肪前駆細胞から褐色脂肪細胞への分化各段階におけるシングル核
クロマチン構造解析及びシングル核発現解析を行った。まず、これらの遺伝子発現変化を指標として、クロマチ
ン構造変化を同定し、新規転写因子の同定へとつなげ、それら新規転写因子とクロマチン構造変化の関わりの解
明を試みた。まず分化各時期特異的な遺伝子発現を同定することができた。褐色脂肪前駆細胞から褐色脂肪細胞
への分化各段階における、オープンクロマチン領域を改良版ATAC-seqを用いて1細胞毎に同定することを行い。
分化各時期特異的なオープンクロマチン領域を同定し、転写因子のモチーフが濃縮していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed single-nucleus chromatin structure and 
single-nucleus expression at each stage of differentiation from brown fat precursor cells to brown 
fat cells. First, we used these gene expression changes as indicators to identify chromatin 
structural changes, which led to the identification of novel transcription factors, and then we 
attempted to elucidate the relationship between these novel transcription factors and chromatin 
structural changes. First, we were able to identify gene expression specific to each stage of 
differentiation. We identified open chromatin regions at each stage of differentiation from brown 
adipose progenitor cells to brown adipocytes on a cell-by-cell basis using an improved version of 
ATAC-seq. We identified open chromatin regions specific to each stage of differentiation and found 
that transcription factor motifs are enriched in these regions.

研究分野： エピゲノム研究

キーワード： クロマチン　シングルセル　遺伝子発現
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、褐色脂肪前駆細胞から褐色脂肪細胞への分化各段階におけるシングル核クロマチン構造解析及びシ
ングル核発現解析を行い、褐色脂肪細胞分化を促進させる新規転写因子を同定し、新規転写因子が褐色脂肪細胞
のクロマチン構造をどう変化させうるのかを、少数細胞を用いたChIP-seq解析およびシングルセル発現解析を用
いることによって明らかにすることを目的とした。褐色脂肪細胞分化をモデルケースとして、転写因子のオンオ
フやエピゲノム変化が分化関連遺伝子の発現に影響を及ぼし、さらなるエピゲノム変化を引き起こして分化を制
御している過程をの一部を詳細に示すことができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
本研究では、今までは細胞数が少なく解析が困難であった、褐色脂肪前駆細胞から褐色脂肪細胞
への分化各段 階におけるシングル核クロマチン構造解析（オープンクロマチン領域の同定）及
びシングル 核発現解析を行い、褐色脂肪細胞分化を促進させる新規転写因子を同定していく。
また、新 規転写因子が褐色脂肪細胞のクロマチン構造をどう変化させうるのかを、少数細胞を
用いた ChIP-seq 解析およびシングルセル発現解析を用いることによって明らかにする。 
 
２．研究の目的 
マウス褐色脂肪細胞分化過程において各々のクロマチン構造がどのような順番で変化していく
かは知られていな い。申請者は、マウス褐色脂肪細胞化過程におけるクロマチン構造の変化に
興味を持ち、1-100 細胞程度の微量細胞数を用いたクロマチン構造解析法を完成させた。本研究 
では、今までは細胞数が少なく解析が困難であった、褐色脂肪前駆細胞から褐色脂肪細胞への分
化各段 階におけるシングル核クロマチン構造解析（オープンクロマチン領域の同定）及びシン
グル 核発現解析を行い、褐色脂肪細胞分化を促進させる新規転写因子を同定していく。また 
、新 規転写因子が褐色脂肪細胞のクロマチン構造をどう変化させうるのかを、少数細胞を用い
た ChIP-seq 解析およびシングルセル発現解析を用いることによって明らかにする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、褐色脂肪前駆細胞から褐色脂肪細胞への分化各段階におけるシングル核クロマチ
ン構造解析（オープンクロマチン領域の同定）及びシングル核発現解析を行い、褐色脂肪細胞分
化を促進させる新規転写因子を同定し、新規転写因子が褐色脂肪細胞のクロマチン構造をどう
変化させうるのかを、少数細胞を用いた ChIP-seq 解析およびシングルセル発現解析を用いるこ
とによって明らかにすることを目的とした。申請者は準備として、褐色脂肪細胞核におけるシン
グル核発現解析を行い、1 細胞毎に各々遺伝子発現が 大きく異なることを見出している。そこ
で、これらの遺伝子発現変化を指標として、(a)クロマチン構造変化を同定し、(b)新規転写因子
の同定へとつなげ、(c)(d)それら新規転写因子とクロマチン構造変化 の関わりを解明する研究
計画としている。まず、これらの遺伝子発現変化を指標として、(a)クロマチン 構造変化を同定
し、(b)新規転写因子の同定へとつなげ、(c)(d)それら新規転写因子とクロマチン構造変化 の関
わりの解明を試みた。 
申請者は準備として、褐色脂肪細胞核におけるシン グル核発現解析を行い、1 細胞毎に各々遺
伝子発現が 大きく異なることを見出している。 そこで、こ れらの遺伝子発現変化を指標とし
て、(a)クロマチン 構造変化を同定し、(b)新規転写因子の同定へとつな げ、(c)(d)それら新規 
転写因子とクロマチン構造変化 の関わりを解明する(図 4)。 (a)褐色脂肪分化におけるオープ
ンクロマチン領域の 同定（クロマチン構造解析 ） 褐色脂肪前駆細胞から褐色脂肪細胞への分
化各段階 における、オープンクロマチン領域を改良版 ATAC-seq を用いて 1 細胞毎に同定す
る。タ イム ポイントとして、分化前(Day0)、分化初期(Day1-2)、分化中期(Day4)、分化後期
(Day6-8)を 選択し、各時期特異的なオープンクロマチン 領域を同定する。 (b) 褐色脂肪分化
を促進させる新規転写因子の同定 (a)で同定したオープンクロマチン領域は、転写因子が結合し
やすい領 域であり、転写因 子結合モチーフを多く含んでいる。そこで申請者らが脂肪分化細胞
解析の際に用いた EM アル ゴリズム(expectation maximiz ation algorithm)を利用し、新規転写



因子モチーフを同定す る。 (c) 新規転写因子の褐色脂肪分化における役割の解明 (b)で同定し
た新規 転写因子や、シングル核発現解析で得られた候補転写因子について、 褐色脂肪各分化段
階における ChIP-seq を行い、新規転写因子がいつゲノ ム上のどの位置に結 合するか同定し、
オープンクロマチン領域とのオーバーラップを検証する。 また siRNA / 発現プラスミドを用い
転写因子 の発現を調節し、シングル核発現解析を行い、 分化度を比較する。これら転写因子の
褐色脂肪分化における役割の解明を目指す。 
 
４．研究成果 
 
タイムポイントとして、分化前(Day0)、分化初期(Day1-2)、分化中期(Day4)、分化後期(Day6-
8)を 選択し、各時期特異的な遺伝子発現を同定することができた。次に、(a)褐色脂肪分化にお
けるオープンクロマチン領域の 同定（クロマチン構造解析） 褐色脂肪前駆細胞から褐色脂肪細
胞への分化各段階 における、オープンクロマチン領域を改良版 ATAC-seq を用いて 1 細胞毎に
同定することを行っている。タイムポイントとして、分化前(Day0)、分化初期(Day1-2)、分化
中期(Day4)、分化後期(Day6-8)を 選択し、各時期特異的なオープンクロマチン領域を同定する
ことができており、ポジティブコントロールとなる転写因子のモチーフが濃縮していることを
見出した。 
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