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４．研究開発の成果 

今年度は下記の通り実施した。 

【支援】 

①少数細胞の ChIP-seq 解析技術基盤の提供 

ヒストン修飾抗体を用いた ChIP（染色体免疫沈降）-seq を中心に 11 グループから計 191 サンプルを

受託し、７割を超えるサンプルについては固定した細胞より染色体免疫沈降産物を調整する段階から、

その他のものについては ChIP された DNA をライブラリ化する段階から受託した。191 サンプル全てに

ついてライブラリー作成、うち 156 サンプルについてシークエンス、さらに DROMPA（情報解析パイ

プライン）によるデータ解析を行った。また、４つの研究室についてはそれぞれの研究室より助教、あ

るいはポスドクが代表者の研究室にて直接指導を受けながら染色体免疫沈降の段階からのサンプル調

製も行った。 

【高度化】 

②「微量化」による高度化 (抗体と DNA 増幅法の検討) 

1) 染色体免疫沈降効率の高い抗体の作成（分担機関と共同） 

従来の 6 種のヒストン修飾に加え、新たに Pol2 修飾、H3K9ac、H3K9me2 抗体について 10000 細胞で

の ChIP-seq に供することが出来る段階になった。 

2) 試行錯誤の結果、Picorupter による染色体可溶化の後に ThruPLEX DNA-seq kit に依る増幅とライブ

ラリ作成を行うことで 10 の 4 乗細胞からの ChIP-seq を問題なく行うことができるようになった。この

課題についてはセルソーターで分画した細胞についてもデータをルーチンに得ることに成功しており、

達成度は 100%に近い。 

③分担機関により準備される微量化検討サンプルのシークエンス解析を行う。 

受託した 11 件中ほぼ全てが微量化が対象の課題であり、全てについて、ライブラリー作成、シーク

エンスまで終了した(達成度 100%)。 

 クロマチン断片化手法の最適化と、ThruPLEX DNA-seq kit によるライブラリー化により ChIP-seq の微

量化プロトコルをほぼ固定できた。10^4 で得られた H3K4me3 の局在プロファイルは、10^5 から得られ

たプロファイルと同様の精度の高いデータを得ることが出来た（図 1）。 

 

図 1 RPE 細胞 (1x10^4;上段、2.5x10^5;下段)における H3K4me3 の ChIPseq プロファイル 

 

④ChIP-seq の生物種別ノイズの検証と除去による高度化 



 偽陽性のサイトを削除する正規化を開発し、汎用性の高いパイプラインとして公開した（達成度

100%）。 

Spike-in 解析を用いた ChIP-seq データの正規化手法を開発し、ノイズ検出に用いた。Spike-in 解析と

は、複数の ChIP サンプルの比較解析の際に異なる生物種由来のゲノム DNA を reference として全サン

プルに等量入れ、シーケンシング後に得られた reference リード数を正規化に用いることで、reference リ

ードが無い場合には検出不可能なピーク強度の変化を測定できる技術である。その結果、比較するサン

プル間で目的タンパクの DNA 結合量が大きく異なる場合、免疫沈降によって得られた DNA 量に含まれ

るバックグラウンドリードの割合が大きく異なるが、通常の正規化手法ではバックグラウンドの量は一

定であると仮定しているため、過度に増幅されたバックグラウンドがノイズとして現れていることがわ

かった。また、バックグラウンドの量が多くなるポリクローナル抗体に比べ、モノクローナル抗体を用

いた場合はその影響が非常に大きくなるらしいこともわかってきた。これらのノイズは reference リード

による除去が可能である。 

 新たな解析手法として、S/N 比の差を考慮した多サンプル比較解析手法を開発した。すなわち、通常

の全リード数を用いた正規化を行ったうえで、サンプル間で共通するピーク領域でのピーク強度分布を

測定し（図 2 上）、その中央値に基づき各サンプルのピーク強度を補正する。この手法を用いて組織間

サンプルクラスタリングを行った結果、この補正により良好なクラスタリング結果を得た（図 2 下）。

同一抗体を用いた解析など、同一領域のピーク強度はサンプル間で一定であると仮定できる場合には、

この正規化を用いることで技術的要因によるばらつきに対し頑健な定量的解析を行うことができる。 

 ここで用いられている品質評価指標及び解析手法の一部は既に我々の開発した DROMPA に組み込ま

れ、DROMPA3 として github 上で公開している(https://github.com/rnakato/DROMPA3)。DROMPA を用い

た論文は昨年度 8 報出版されている。 

 

図 2 ピーク強度の Z スコアを用いたサンプル間クラスタリング。（上）各サンプルのピーク強度の分布。 

（下）ヒートマップ。色の濃淡がピーク強度を表し、下部 ID の色が組織の種類を表す。全リード正規

化ではサンプルが組織ごとに分かれていないが、中央値正規化を用いることでうまくクラスタリングが

できている。 


