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研究成果の概要（和文）：本課題では、1細胞からエピゲノム情報とRNA情報を取り出すことが出来るマルチオミ
ックス技術の開発を目指した。課題推進中に、提案した方法の一部が達成されてしまったが、途中で方向転換し
て、新生RNAを含むポリアデニル化されていないRNA分子も捉えられるsingle-cell RNA-seq法を確立することに
成功した。新生RNAを検出することで、ChIP-seqなどで検出される転写調節要素の、活性化状態を知ることが出
来ると期待される。また、cell barcoding技術をランダムプライマーに持ち込むことを検討し、高出力化への道
筋をつけた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to develop technology for simultaneous detection of 
epigenome and transcriptome from one cell. We separated cytosol and nucleus from a single-cell using
 pipet tip. We tried to use nucleus for detection of epigenome. Moreover, we succeeded to develop 
single-cell RNA-seq method, which detect non-poly-A RNA including nascent RNA. Moreover, we tried to
 develop cell-barcoding method using random primer for high-throughput detection of RNA.

研究分野： バイオテクノロジー

キーワード： 1細胞RNA-seq　1細胞エピゲノムシーケンス

  ４版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ゲノム DNA のクロマチン構造やメチル化な
どのエピゲノムの変化が及ぼす RNA 量への
影響は未だ理解されていない部分が大きい。
一般的に、エピゲノム情報と RNA 情報は、
それぞれ細胞集団を用いて計測するため、1
細胞内でのエピゲノム情報と RNA 情報のリ
ンクが切れてしまい、平均化された情報の相
関解析になる。例えば、我々の体の臓器や組
織を構成する細胞集団はゲノム情報が同一
にも関わらず、分化状態や細胞状態に応じて
エピゲノム状態や RNA 量の不均一性が観察
される。つまり細胞集団での解析では、分化
状態や細胞状態の混じった細胞集団の平均
の解析となる。1 細胞から両者を同時に計測
することができれば、分化状態や細胞状態で
わけてから、両者の相関解析を精緻化するこ
とも出来ると考えられる。 
 我々が開発した Quartz-Seq をはじ
め、1 細胞 RNA-seq 法は、RNA 量の不均一
性を計測することで、分化状態の異なる細胞
をクラスター分けし、そのマーカー遺伝子を
取得することが可能になってきた。一方で、
1 細胞 RNA-seq だけでは、各クラスターの
RNA レベルのマーカー遺伝子をみつけるこ
とが出来ても、その変化を説明できるエピゲ
ノムの変数候補を得ることは出来ず、両者の
関連の理解が進まない。その為、1 細胞から
両者を計測する 1細胞マルチオミックス技術
の開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
本課題では、1 細胞から RNA 情報とエピゲノ
ム情報を取り出せる、またその代替になる多
次元情報を 1細胞から取り出せる 1細胞マル
チオミックス技術の確立およびそれに資す
る重要な分子生物学的な反応の確立を目的
とした。課題では、主に実験技術の開発に注
力した。 
 
３．研究の方法 
（１）エピゲノム情報と RNA 情報を物理的に
分ける方法 
Mouse embryonic stem cells を様々な濃度の
界面活性剤（0.05%-1%）を含む緩衝液で処理
し、1 つの核の total RNA 量を計測し、核へ
のダメージを検証した。また多数の細胞由来
の細胞質および核から抽出された total RNA
を用いて RNA-seq を行い、発現定量解析を行
った。 
 
（２）Non-poly-A RNA の検出 
まず mouse embryonic stem cell 由来の精製
した total RNA から希釈することで 10pg 
total RNA を作製し、single-cell RNA-seq
の性能検証に使用した。ランダムプライマー
から rRNA の配列と完全に一致する配列を除
いたNSR (Not so random) primersを合成し、
逆転写反応に用いた。逆転写反応後、Klenow 
fragment など中温性 DNA polymerase を用い

て、2 本鎖合成を行った。得られた産物を、
磁気ビーズで精製を行い、得られた DNA 産物
を、Nextera XT キットを用いてライブラリ作
製を行った。得られた sequence library DNA
を、Illumina sequencer で解析し、発現定量
解析を続けて行った。 
 
（３）Adaptor 配列付きランダムプライマー
が及ぼす逆転写反応の影響 
mouse embryonic stem cell 由来の精製 RNA
を用いて、random primer および様々なアダ
プター配列のついた random primer で逆転写
反応を行った。その後、Nanog などの遺伝子
発現をqPCRによって計測し、値を比較した。 
 
（４）Cell barcode sequence 
研究協力者の團野宏樹研究員と連携し、シー
ケンスレーベンシュタイン距離(編集距離 5)
およびハミング距離（編集距離 5）によりシ
ーケンスエラーやライブラリ作製でのエラ
ーを補正できる配列を計算により得た。様々
な cell barcode の長さで計算し、それぞれ
の塩基組成を計算した。 
 
（５）Nucleosome pattern を解析する際に得
られる 1細胞あたりの DNA 量 
mouse embryonic stem cellから核を抽出し、
double strand specific nuclease にて DNA
分解処理をした。その後、複数の核から DNA
を抽出して、高感度 DNA 長解析装置
（Bioanalyzer High-sensitivity kit）にて
解析した。 
 
（６）Sequence library DNA への変換効率の
計測とその改善 
市販の mouse genomic DNA を超音波により断
片化した。断片化した genomic DNA(1 ng or 
100 pg)を用いてライブラリ作製を行った。
ライブラリ作製方法は、両端の配列を修復し
たあと、AT ライゲーションにより両端にアダ
プターを付与する方式である (図 1)。 
ライブラリ作製に用いたインプットDNA量と
作製後のライブラリ DNA 量を qPCR などで計
測し、両端にアダプターが付与された効率を
計測した。ライブラリ作製においては、KAPA 
Hyper Prep Kit を用いた。我々が最終的に最
適化で得られた方法では、以下の改変を行っ
た。KAPA Hyper Prep Kit の反応ボリューム
を 1/5-1/10 に、End repair では 37ºC 1時間
反応した。 
 
（７）Single-cell ATAC-seq の実施 
上記条件にて核を抽出して、open chromatin
を 解 析 す る こ と の 出 来 る Single-cell 
ATAC-seq を行った。オリジナル論文では、微
細流路中にて反応を行っており、同時測定が
目的である我々の用途に合わない。mouse 
embryonic stem cell から抽出した核を、
SH800にて96 well plateに1つずつ分取し、
オリジナルの論文(Nature 523, 486–490)を



参考にライブラリ作製を行った。得られたシ
ーケンスライブラリ DNAは Bioanalyzer にて
解析した後、Illumina sequencerで解析した。 
 
（８）実験環境中に浮游する DNA コンタミネ
ーションの影響とその対策 
実験環境中に浮遊するDNAコンタミネーショ
ンの影響を計測するために、まずライブラリ
作製に使用する KAPA Hyper Prep Kit を 2 つ
用意して、それぞれ清浄度 ISO class 1 のク
リーンベンチと、清浄度 ISO class 6-7 の通
常実験室で、2-3 回ライブラリ作製を行い、
コンタミネーションのリスクに晒した。クリ
ーン度はパーティクルカウンターで計測し
て確認した。その後、2 pg の断片化ゲノム
DNA と non-template control (0 pg)を用い
て、清浄度 ISO class 1 でライブラリ作製し
た。アダプターの付与されたライブラリ DNA
は、19-20 cycle 程 PCR による増幅を行った
後、Bioanalyzer により DNA 長を計測した。
Non-template controlから得られたライブラ
リ DNA に関しては、illumina sequencer でシ
ーケンス反応を行い、Basespace cloud によ
り metagenome 解析を行った。 
 
（９）データ解析 
研究連携者の團野宏樹研究員と連携し、Mac 
pro に、ハイスループット single-cell 
RNA-seq法であるDrop-seqの解析パイプライ
ンを導入した 
(http://mccarrolllab.com/download/922/) 。 
解析パイプラインはDocker化したものをMac 
pro に組み込んだ。 
 
４．研究成果 
[物理的な分画方法] 
最初に、1 細胞から RNA 情報とエピゲノム
情報を取り出すために、物理的な分画方法に
ついて実験した。まず 1細胞を核と細胞質に
わけられるか検証した。核をエピゲノム解析
に、細胞質をRNA解析に使うことを想定した。
細胞の直径が約 10um であったが、核の直径
は 7um 程度であった。1 細胞から得られる
total RNA 量はおおよそ 10 pg であったが、1
個の核あたりの total RNA 量はおおよそ 3.5 
pg であった。直径から考えられる体積の差は、
細胞と核で 35%程度であり、細胞全体と核の
total RNA 量の比率と一致していた。界面活
性剤の濃度を 0.5%程度以上にすると、1個の
核あたりの total RNA が減少し、1 pg 程度ま
で減少することから、強い界面活性剤では、
核からのRNAの漏れ出し方が激しくなると考
えられた。核・細胞質・細胞から抽出した
total RNA をつかって bulk RNA-seq 解析した
結果、細胞質(約 6pg total RNA/cell)と細胞
全体の遺伝子発現プロファイルを比較した
結果、限られた遺伝子を除いて、細胞質だけ
でも殆どのトランスクリプトを検出するこ
とが可能であり、細胞全体と細胞質の遺伝子
発現プロファイルは十分似ていた。1 細胞の

細胞質をRNA解析に使っても良いと判断した。 
 つぎに 1 細胞を核抽出 buffer に採
取した後、遠心をして、細胞質を得ることが
出来るか人工的な系を使って検証した。磁気
ビーズを核にみたてて、上清だけ採取できる
の か 、 ロ ボ ッ ト (Agilent Bravo NGS 
workstation)をもちいて実験した。人間の手
によるピペッティングと異なり、ロボットを
使うことで安定して上清だけ吸えることが
わかり、物理的に両者を分けることは技術的
に可能であることを確認した。 
 
[エピゲノム解析技術] 
Embryonic stem cell から、個別に取得した、
1個の核を、既報の single-cell ATAC-seq を
改変することで解析した (Nature 523, 
486–490,2015)。得られたシーケンスライブ
ラリ DNA は、わずかに nucleosome pattern
が見えた（図 2）。続けて sequence 解析を行
った。結果としては、genomic DNA に mapping
することができるreadsが全体の10-20%程度
以下であった。Mapping reads しない read は
シーケンスライブラリDNAを作製したときに
使用するアダプターやプライマーなどの由
来ではないことを確かめた。おそらく、 
予期しない外部からの微量のコンタミネー
ションであることが疑われた。非常に微量な
DNA をターゲットとしているため、僅かな外
部からのコンタミネーションにも脆弱であ
ることが考えられた。ATAC-seq 自体は、Tn5
トランスポゼースを使用しており、全ての
DNA に対して反応する。DNase をベースとす
る open chromatin sequence では、意図しな
いコンタミも同時に分解することが期待さ
れた。 
 次に、open chromatin を解析するた
めdsDNaseを用いた酵素反応条件を確かめた。
embryonic stem cell 由来の核を dsDNase 処
理した。結果、1細胞あたり約 2 pg の断片化
されたゲノム DNA が得られ、Nucleosome 
pattern を示した（図 3）。 
 次に、これら断片化 DNA をシーケン
スライブラリDNAに変換できる効率を計測し
た。この効率は、1 細胞からエピゲノム情報
を取り出す時の精度に直結すると考えられ
る。まず人工的な系を用いて、Y型の sequence 
adaptorが両端にligationされる効率を計測
した（図 1）。この方式は、最も一般的な
Illumina社sequencer用のライブラリ作製方
法である。結果としては、kit の初期条件で
は、15%程度の効率しか無かった。そこで、
様々な条件を最適化した結果、以下 3点が重
要であることがわかった。1) 反応 volume。
1/5-1/10 の volume にする 2) 末端構造を修
復する温度条件を 37ºC 60 分にする。 3) Y
型 sequence adaptor の濃度を、初期設定値
より濃くする。これらの改善点により、最終
的に 60-80%の変換効率になった。 
 上述の通り、様々な工程において外
部からのコンタミネーションへの対策は重



要であることが示唆されていた。そのため、
ligationによるライブラリDNA作製でのコン
タミネーションへの影響を調べた。0pg、 2pg
の断片化 DNA を、クリーンベンチ内・外で予
め使用した試薬を使いライブラリ作製した。
結果、クリーンベンチ外で試薬をつかった場
合、0 pg(non-template control)において、
意図しない DNA のピークが見られた（図 4）。
クリーンベンチ内での使用の場合、それらは
見られなかった。クリーンベンチ内でライブ
ラリを作製した場合、2 pg からコンタミネ
ーション無く、ライブラリ作製が可能である
ことがわかった（図 4）。これらの結果は、pg
オーダーの微量 DNAを想定する 1細胞エピゲ
ノム解析は、コンタミネーションの対策を必
要とすることを示唆している。 
 ではこのコンタミネーションの由
来が何だったのかを知るために、クリーンベ
ンチ外の non-template control で得られた
シーケンスライブラリ DNA を Illumina 
sequencer で解析した。その後、metagenome
解析した。結果、ヨーグルトの生産に関わる
微生物や海洋系細菌などが見つかった（図 5）。
部屋の環境なのか、人間由来か最終的には判
別がつかなかった。一方、クリーンベンチ外
で、1回に起きるコンタミネーションは、0.1 
pg-0.25 pg 程度であることも分かった。 
 
[RNA の検出] 
エピゲノム情報と RNA情報の 1細胞同時計測
は、物理的分画を主軸とする方法により、課
題推進中に幾つかの方法が提唱された。一方
で、細胞集団のことを理解するためには、高
出力化が未だ求められている。また、GRO-seq
など新生 RNA を計測する方法では、ChIP-seq
などのエピゲノムシーケンス技術によって
発見される転写調節要素の、活性化状態を知
ることが出来ることが知られている。新生
RNA の計測は、エピゲノム変化による RNA の
転写制御への影響を直接計測していると考
えられ、エピゲノム情報と RNA 情報の同時計
測の代替になる可能性がある。一方で、1 細
胞での網羅的な計測方法は未だ報告されて
いない。より報告価値が高く、高出力化も同
時に見込める後者について、開発を進めた。 
 新生 RNA などの poly-A が付与され
ていない RNA も検出するためには、逆転写反
応時に使用するプライマーを、ランダムプラ
イマーをベースする必要が有る。これまでの
方法では、逆転写反応時に poly-dT 配列をベ
ースとしたプライマーを使用していたので、
poly-A RNAしか検出することが出来なかった。
NSR primer を用いた逆転写反応と単純な 2本
鎖 DNA 合成を行うことで、高い定量性能を出
せることがわかった（図 6）。一方で、新生
RNA なども含む形で検出できるようになって
も、1 細胞ごとに細胞を処理するため、高出
力化には至っていない。近年の1細胞RNA-seq
は、mRNA を対象とした方法として成熟しつつ
有り、少なくとも百以上の 1細胞を 1実験の

処理単位として、数千・数万の 1細胞の解析
が可能になってきている。高出力化により、
細胞集団の理解につながっている。そこで、
ランダムプライマーベースの 1 細胞 RNA-seq
を高出力化するための開発を行った。 
 高出力化の key technology として
は、cell barcoding 技術がある。1細胞ごと
に個別の unique な配列を逆転写反応で付与
することで、得られた first-strand cDNA を
まとめて精製し、その後のシーケンスライブ
ラリ作製を高出力化することが出来る。ラン
ダムプライマーにアダプター配列を付与す
る cell barcoding 技術の開発を行った。ア
ダプター配列をつけたランダムプライマー
をつかった分子生物学的な手法はこれまで
にも報告されているが、集団細胞を対象とし
ているので、効率は不明である。効率が低い
と、1 細胞では定量性能の側面から大きな問
題となる。まず様々な長さのアダプター配列
を N6 ランダム配列の 5’側に付与して、逆転
写反応を行った。結果としては、アダプター
配列の長さが 35 塩基程度以上だと、逆転写
効率が1/7-1/8程度以下になることが明らか
になった。逆に、アダプター配列を 17 塩基
程度以下にすると、効率が回復してくること
がわかった（図 7）。この結果から、ランダム
プライマーでの cell barcoding に使用する
配列は少なくとも 17 塩基長以下で選択する
必要が有ることを示唆している。 
 次に cell barcoding に使用する
cell barcode 配列の計算を行った。Cell 
barcode として正確に認識・割り振るために
は、お互いがユニークであり、シーケンスエ
ラーなどを補正出来ることが望まれる。そこ
で、團野宏樹研究員と連携し、シーケンスレ
ーベンシュタイン距離（編集距離 5）の 12 塩
基の配列を計算した。これは、塩基欠失や塩
基置換が2個あってもどちらの配列由来か判
定できる。結果、226 個の配列が見つかった。
一方で、塩基組成に偏りがあることが観察さ
れた（図 8）。この偏りは、Illumina sequencer
で解析する際に問題になる可能性があった。
そのため、226 種類から 96 種類選択して塩基
組成の偏りを減らすことに成功した（図 9）。
またハミング距離（編集距離 5）で、なおか
つ6塩基,7塩基,8塩基,9塩基,10塩基,11塩
基,12 塩基でも計算し配列を求めた。結果、
それぞれ 8種類、20 種類、48 種類、125 種類、
363 種類、953 種類、2857 種類の配列が得ら
れた。塩基配列としても、シーケンスレーベ
ンシュタイン距離の場合に比べて、塩基偏り
は緩やかであった（図 10）。9 塩基あれば、
96 well plate 1 枚分で、11 塩基あれば 384 
well x 2 枚分で Cell barcoding が可能にな
ると予想される。上述の開発した 1 細胞
RNA-seq の 反 応 と 組 み 合 わ せ 現 在
single-cell RNA-seq の開発・解析を進めて
いる。また解析環境も必要となるので、ハイ
スループット single-cell RNA-seq 法である
Drop-seq の解析パイプラインを市販 PC の



Mac pro にインストールした。別プロジェク
トで申請者が開発したハイスループット
single-cell RNA-seq 法である Quartz-Seq2
のデモデータを解析できることを確かめた。
また Cell-barcode の認識を別部位に変える
ことで、同パイプラインを上記のランダムプ
ライマーを用いた cell barcoding 技術によ
るハイスループット single-cell RNA-seq 法
に流用することが可能なことがわかった。 
  
[まとめ] 
本課題では、1 細胞マルチオミックス技術の
開発を目指した。課題推進中に、提案した方
法の一部が達成されてしまったが、途中で方
向転換して、新生 RNA を含む RNA 分子を捉え
られる single-cell RNA-seq 法を確立するこ
とに成功した。また、cell barcoding 技術を
ランダムプライマーに持ち込むことを検討
し、高出力化への道筋をつけた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. Single-cell ATAC-seq のライブラリ
DNA のサイズ長分布 

図 1. Y 型アダプターライゲーションによ

るシーケンスライブラリ作製方法 

図 3. dsDNase 処 理 し た 核 の
nucleosome pattern 

 

図 4.微量 DNA からのライブラリ作製 

図 6. 開発方法を用いた 10 pg total 

RNA からの 2 回の発現定量の再現

性 

図 5. 実験環境中の浮游 DNA のメタゲノ

ム解析 

図 7. アダプター配列の長さによる逆転

写効率への影響 

Y 軸は、qPCR score。棒グラフの上部

にある数字が、アダプター配列の長さ。 
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図 8. シーケンスレーベンシュタイン距

離セルバーコード配列（12 塩基）の塩基

組成 

図 9. 補正後のシーケンスレーベンシュタ

イン距離セルバーコード配列（12 塩基）

の塩基組成 

 

図 10. ハミング距離セルバーコード配列

（12 塩基）の塩基組成 

 


