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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
（日本語） 
創薬等ライフサイエンス研究支援基盤事業における機能ゲノミクス解析に必要な支援と高度化を行

った。 
 
１．ChIP-seq 解析基盤技術提供 
代表機関である東京大学分子細胞生物学研究所の白髭克彦教授と共同で、ChIP-seq の技術支援を行

った。ChIP-seq の技術支援に関して、様々な研究機関に所属する研究者からの事前相談に乗った（10
件以上）。また、採択課題に対応するため、ヒストン H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, H3K9me1, 
H3K9me2, H3K9me3, H3K14ac, H3K27ac, H3K27me3, RNA polymerase II Ser2ph, RNA 
polymerase II Ser5ph の抗体の精製とクオリティチェックを行った後、依頼者及び代表機関に提供

した（13 件）。 
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特に、徳島大学に関する支援では、ブロードな局在を示すヒストン修飾の局在解析に成功したこ

とに加え、ヒストンメチル化酵素欠損細胞と脱メチル化酵素欠損細胞における分布の変化を明らか

にした。 
 
２．抗体スクリーニング 
1 万細胞の ChIP-seq に使用するため、概ね 10%以上の回収率を達成するための条件を検討した。反

応バッファー中の SDS の濃度を通常の 1%から 0.5%に下げることで、結合効率が上昇する場合があ

ることが分かった。また、インプットの濃度を減少させることによっても、回収効率が改善された。

これらの条件検討および新規抗体の検討の結果、H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, 
H3K9me2, H3K9me3, H3K14ac, H3K27ac, H3K27me3, H3K36me3, H4K20me1, RNA 
polymerase II Ser2ph, RNA polymerase II Ser5ph, RNA polymerase II K7me2 等、20 種類の主要

なクロマチン修飾や RNA ポリメラーゼ II 修飾に関して、ChIP で 9%以上の回収率を達成する条件

を確認でき、少数細胞へ適用できることが示された。 
 

３．極少数細胞からの ChIP-seq 法 
100 細胞を用いた微量エピゲノム解析法の開発のために、新規技術の開発を行った。この方法（特許

申請中）では、接着性の細胞を可溶化する前に抗体を反応させることで非特異的吸着を抑え、また、

抗体が結合した領域の DNA を増幅することができる。そのため、100 細胞あるいはそれ以下の細胞

数でのエピゲノム解析が可能であると考えられた。また、単一細胞レベルまで少数化できる可能性

を示す結果も出ており、通常の ChIP に替わる方法として期待できた。 
 

 
（英語） 
We have provided technical supports for functional genomics analyses towards many 
researchers, and developed new techniques as following. 
 
1. Support for ChIP-seq materials and techniques  
In collaboration with Prof. Katsuhiko Shirahige, the leading PI of the project at the Institute of 
Molecular and Cellular Biosciences, Tokyo University, we provided technical supports on ChIP 
seq analysis for small number of cells. We were consulted on the ChIP-seq support by more than 
ten researchers in various organizations. For approved projects, we provided total 13 antibodies, 
including H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, H3K9me1, H3K9me2, H3K9me3, H3K14ac, H3K27ac, 
H3K27me3, RNA polymerase II Ser2ph, RNA polymerase II Ser5ph, after purification and 
quality   check. 
 
Among the supports, a collaborative work with Tokushima University has been one of the most 
successful projects. We have been able to demonstrate the difference of a histone modification 
that broadly distributed on the genome in the wild type and enzyme-knockout cells, although the 
analysis of broadly distributed marks are generally difficult. 
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2. Screening the antibodies and ChIP conditions suitable for small scale ChIP-seq 
For ChIP-seq using a relatively small number, such as 10,000, of cells, we screened various 
antibodies and reactions to achieve 10% input recovery, as previous analysis indicated such high 
recovery conditions are essential for small scale ChIP-seq. We found out that reducing SDS 
concentration from 1% (usual concentration) to 0.5% could improve the immunoprecipitation 
efficiency in some antibodies. Reducing the input material concentration also improved the 
efficiency. As a result, 20 different antibodies, including H3K4me1, H3K4me2, H3K4me3, 
H3K9ac, H3K9me2, H3K9me3, H3K14ac, H3K27ac, H3K27me3, H3K36me3, H4K20me1, RNA 
polymerase II Ser2ph, RNA polymerase II Ser5ph, RNA polymerase II K7me2, was able to 
recover the target chromatin regions more than 9% efficiency. These antibodies can be applied 
for small scale ChIP-seq. 
 
3. Epigenome analysis from an extremely small number of cells. 
We have developed a new method to reveal chromatin modification states from a much smaller 
number (such as 100) of cells. This method (under patent pending) uses immunoreaction before 
lysing adherent cells so that non-specific chromatin absorption can be avoided, and can amplify 
the genome regions close to antibody-binding sites. This method is promising for small scale 
epigenome analysis down to less than 100 cells. 
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