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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

和文 
本研究では新規エピゲノム解析技術の開発を通し国際標準解析技術の提案を行うとともに、ヒト血管

内皮細胞を対象としたエピゲノム解析を大規模に展開し、データ、技術両面で国際ヒトエピゲノムコンソ

ーシウム(IHEC)に貢献することを目的とし、1）新規エピゲノムマーカーの探索、2）オリゴクローナル抗

体によるヒストン修飾解析標準化技術の確立、3）微量組織を用いたエピゲノム解析技法の確立、4）ヒト

血管内皮細胞を対象とした大規模データ生成・解析を行った。 

 木村教授（東工大・生命理工学部）らは IHECが対象とする6種類のヒストン修飾のうち5種類（H3K4me3, 

H3K27ac, H3K27me3, H3K36me3, H3K9me3）について高い特異性を持つエピゲノム解析用モノクローナル

抗体をスクリーニングにより取得した。これら全ての抗体について、白髭教授（東大・分生研）らとの共

同研究により、培養細胞系において IVT 法を用いた微量 DNA（1 万細胞~）からのエピゲノム解析系の構

築に成功した。この技術基盤を元に和田教授（東大・アイソトープ総合センター）らはヒト血管内皮細胞に

ついて系統的にヒストン修飾、遺伝子発現量、DNA メチル化を含めたエピゲノムデータを網羅的に取得

した（現段階で計 11 細胞種 49 検体 337 サンプル、データサイズ約 2.6 テラバイト）。これらのサンプル

は IHEC 基準に加えて本グループ独自の基準を更に設けた厳しい品質評価を行っている（バクテリア汚

染チェック、GC 含量の偏り、同一抗体を用いたサンプル間での類似度チェック（ピーク単位・100kbp
ウィンドウ単位それぞれでの相関係数）など）。以上のエピゲノムデータは光山研究チーム長（産総研）

らが開発を進めてきた Web プラットフォームにより各種アノテーションデータと共にデータ公開にいた

っている。 

 これらのサンプルについて、白髭らが供する独自の解析パイプラインを用いた大規模血管内皮エピゲ

ノム比較を行った。血管内皮のように生体細胞から得られたサンプルは培養細胞に比べてサンプル取得

条件に依存するサンプルの品質のばらつきが顕著であり、結果として低クオリティと評価されるサンプ

ルの割合が高くなるが、全ヒストン修飾が揃わなければ解析に用いることができないエピゲノム解析で

は、従来の品質評価で低品質とされたサンプルを全て除去すると統計的解析に充分な数のサンプルセッ

トが揃いにくくなるという問題がある。この問題を解決するため、同一細胞種のサンプル間で共通するピ

ーク領域に解析対象を限定し、サンプルごとのピーク強度の差を考慮したデータ正規化を行うなど、低品

質サンプルをも含めたうえで信頼度の高い生物学的知見を得るための頑健な ChIP-seq 比較手法を新た

に開発した。これにより、1) 多数の血管内皮特異的なエンハンサー領域があること（11,563 サイト）、

2）プロモーター領域は内皮間で大きな違いがないが、エンハンサー領域は細胞間で顕著な違いがあり、

細胞種の分類に有効であること、3）複数のエンハンサーによって単一遺伝子の発現が協調的に制御さ

れること、などの知見を得た。これらの結果は、くも膜下出血などの疾病が起きるメカニズムの解明

や、血管バイパス手術の成功率など臨床分野への貢献、iPS 細胞の細胞分化マーカーの同定などに寄与す

るものである。また、厳しい品質管理パイプラインと、低品質サンプルのレスキューのための手法検討の

両面でもエピゲノム解析分野に貢献している。 
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英文 
This project aims the standardization of epigenome analysis in the aspect of both a sample 
preparation of ChIP-seq data and a computational technology, by 1) searching novel epigenome 
markers, 2) developing oligoclonal antibodies for epigenome analyses, 3) establishing analysis method 
for low amount inputs, and 4) implementing large-scale epigenome analysis of human vascular 
endothelial cells as a part of the international human epigenome consortium (IHEC) project. 
Prof. Kimura (Titech) et al. have achieved monoclonal and/or oligoclonal antibodies with the highest-
specificity for five histone modifications (H3K4me3, H3K27ac, H3K27me3, H3K36me3, H3K9me3). 
For all these antibodies, Prof. Shirahige (Tokyo univ.) et al. have developed the efficient sample 
preparation method for low-input ChIP-seq analysis (10,000~ cells) based on IVT amplification. Based 
on this platform, Prof. Wada (Tokyo univ.) et al. acquired comprehensive epigenome dataset for human 
vascular endothelial cells (so far 11 cell types, 49 donors and 337 samples, 2.6 TBytes in total). We 
adopt thorough quality assessment with various metrics in addition to IHEC standards (e.g., bacterial 
contamination, GC bias and correlation coefficient among samples with same antibodies), and have 
released on the web platform developed by Dr. Mitsuyama (AIST) et al.  
By integrating these histone modification data and other assays such as gene expression, DNA 
methylation and chromatin looping data, we implemented large-scale comparative egigenome 
analyses of human vascular endothelial cells. To overcome variations among individuals and condition 
of sample acquisition, we developed a new computational method that normalizes read profile based 
on signal-to-noise ratio of each sample with limiting the regions investigated to consistent active 
regulated regions among same cell types. As a result, we could find that 1) there are 11,563 vascular 
cell-specific enhancers, among which 30% were distally located, 2) enhancer sites are effective to 
classify samples into each vascular cell type compared with promoter sites, and 3) cell-type specific 
genes which are regulated by multiple enhancer sites. These finding facilitates to the elucidation of 
the mechanism of diseases such as subarachnoid hemorrhage, contribution to clinical fields such as 
the success rate of blood vessel bypass surgery and the identification of cell differentiation markers 
of iPS cells. 
 

 
III. 成果の外部への発表 

 
（１）学会誌・雑誌等における論文一覧（国内誌 0 件、国際誌 5 件） 
 

1. Decreased cohesin in the brain leads to defective synapse development and anxiety-related 
behavior. Fujita Y, Masuda K, Bando M, Nakato R, Katou Y, Tanaka T, Nakayama M, Takao 
K, Miyakawa T, Tanaka T, Ago Y, Hashimoto H, Shirahige K, Yamashita T.J Exp Med. 2017 
May 1;214(5):1431-1452. doi: 10.1084/jem.20161517. Epub 2017 Apr 13. 

2. Identification of a variant-specific phosphorylation of TH2A during spermiogenesis. Hada M, 
Masuda K, Yamaguchi K, Shirahige K, Okada Y. Sci Rep. 2017 Apr 7;7:46228. doi: 
10.1038/srep46228. 
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3. Exome sequencing-based identification of mutations in non-syndromic genes among 
individuals with apparently syndromic features. Nishi E, Masuda K, Arakawa M, Kawame H, 
Kosho T, Kitahara M, Kubota N, Hidaka E, Katoh Y, Shirahige K, Izumi K. Am J Med Genet 
A. 2016 Nov;170(11):2889-2894. doi: 10.1002/ajmg.a.37826. Epub 2016 Aug 26. 

4. The International Human Epigenome Consortium: A Blueprint for Scientific Collaboration 
and Discovery. Stunnenberg HG; International Human Epigenome Consortium., Hirst M. Cell. 
2016 Nov 17;167(5):1145-1149. doi: 10.1016/j.cell.2016.11.007. 

5. Recent advances in ChIP-seq analysis: from quality management to whole-genome annotation., 
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2. 白髭克彦，Transcriptional regulation by cohesin and its loader, 第 9 回 NAGOYA グローバルリ

トリート, 2017/2/10 
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イナミクス研究会，2016/1/13  
 

 
③ ポスター発表（国内会議 0 件、国際会議 1 件） 
1. Nakato R., Wada Y., Katou Y., Nakaki R., Tsutsumi S., Mituyama T., Kimura H., Aburatani 
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of human vascular endothelial cells, Cold Spring Harbor Laboratory (CSHL) 2016 meetings 
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１．標準エピゲノム解析： 

 本研究初年度に最適化した生理的な増殖因子濃度とした細胞培養液を用い、前年度の累計内皮細胞数

は 11 種類、41 内皮細胞であったが、今年度末時点で 16 種 72 内皮細胞のエピゲノム情報の蓄積に至っ

た。内訳は、HAoEC（Aorta, 大動脈内皮細胞）8 件、HPAEC（Pulmonary artery, 肺動脈内皮細胞）6 件、

HCoAEC（Coronary artery, 冠動脈内皮細胞）13 件、HBCAEC（Brachiocephalic artery, 腕頭動脈内皮細胞）

を 2 件、HScAEC（Subclavian artery、鎖骨下動脈）1 件、HUVEC（Umbilical vein, 臍帯静脈内皮細胞）を

4 件、HUAEC（Umbilical artery, 臍帯動脈内皮細胞）4 件、HMVEC-C（microvasculature EC-Cardiac, 心臓

微小循環内皮細胞）3 件、HENDC (Endocardial cells, 心内膜)を 6 件、HCCaEC (Common carotid artery, 総
頸動脈)が 10 件、HGSVEC（Great Saphenous vein、大伏在静脈）5 件、HSVEC (superior vena cava Endothelial 
cells、上大静脈) 1 件、HPVEC (Pulmonary Vein、肺静脈) 1 件、HRAEC (Renal artery Endothelial cells、腎動

脈) 8 件である。このうち、同一ドナー由来で複数血管が取得できた個体が 8 例あった。 
 得られた各種エピゲノムデータを用いて、エンハンソソーム解析を行ったところ、組織特異性を反映し

ていることが明らかになり、同定された内皮細胞特異的な転写制御領域についてモチーフ解析等を行い、

その成果を投稿中である。 

 取得されたエピゲノム情報のうち、6種類、26内皮細胞のデータセットを先行して DRA/DDBJに登録・

公開を完了したが、引きつづき IHEC が定める質的基準に照らしてデータベース公開に耐えうる良質なデ

ータが取得されているため、データベース機関との交渉を通じて登録作業を進めている。 

２．病態エピゲノム解析： 

 標準エピゲノム情報の取得と平行して、臨床機関において得られる疾患内皮細胞のエピゲノム情報を解析する

ことによって、慢性的な刺激が蓄積されて疾患発症にいたるメカニズムを解明することが期待される。そこで、血

管チームでは病態エピゲノム解析を実施するため、国内協力医療機関における病理検体から、初代培養技術を

用いてエピゲノム解析に使用可能な内皮細胞を調製した。その結果、脳外科、心血管外科の専門診療機関にお

いて術中検体を用いたエピゲノム解析結果が得られた。今後症例数を増やすことによって、標準エピゲノム

との相異点を明らかにし、疾患発症におけるエピゲノム情報の変化を追跡する研究の基盤が形成された。 

３．新規エピゲノム解析手法の開発：  

 エピゲノム情報から得られる、エンハンソソーム情報は、クロマチン相互作用解析によって得られる情報とともに

解析することにより、クロマチン構造を解明する手がかりとなる。従来取得されている内皮細胞の網羅的クロマチ

ン相互作用解析結果と、先端研で実施した DNAメチル化領域の解析と併せて解析することによって、

toporogically associated domainとの関係が明らかになり、現在論文化を進めている。 

 
 

III. 成果の外部への発表 
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1. Dynamically and epigenetically coordinated GATA/ETS/SOX transcription factor expression 

is indispensable for endothelial cell differentiation. Kanki Y, Nakaki R, Shimamura T, 
Matsunaga T, Yamamizu K, Katayama S, Suehiro JI, Osawa T, Aburatani H, Kodama T, 
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１．標準エピゲノム解析： 

本研究初年度に最適化した生理的な増殖因子濃度とした細胞培養液を用い、前年度の累計内皮細胞

数は 11 種類、41 内皮細胞であったが、今年度末時点で 16 種 72 内皮細胞のエピゲノム情報の蓄積に至

った。内訳は、HAoEC（Aorta, 大動脈内皮細胞）8 件、HPAEC（Pulmonary artery, 肺動脈内皮細胞）6

件、HCoAEC（Coronary artery, 冠動脈内皮細胞）13 件、HBCAEC（Brachiocephalic artery, 腕頭動脈内皮

細胞）を 2 件、HScAEC（Subclavian artery、鎖骨下動脈）1 件、HUVEC（Umbilical vein, 臍帯静脈内皮

細胞）を 4 件、HUAEC（Umbilical artery, 臍帯動脈内皮細胞）4 件、HMVEC-C（microvasculature EC-

Cardiac, 心臓微小循環内皮細胞）3 件、HENDC (Endocardial cells, 心内膜)を 6 件、HCCaEC (Common 

carotid artery, 総頸動脈)が 10 件、HGSVEC（Great Saphenous vein、大伏在静脈）5 件、HSVEC (superior 

vena cava Endothelial cells、上大静脈) 1 件、HPVEC (Pulmonary Vein、肺静脈) 1 件、HRAEC (Renal artery 

Endothelial cells、腎動脈) 8 件である。このうち、同一ドナー由来で複数血管が取得できた個体が 8 例

あった。 

得られた各種エピゲノムデータを用いて、エンハンソソーム解析を行ったところ、組織特異性を反映

していることが明らかになり、同定された内皮細胞特異的な転写制御領域についてモチーフ解析等を

行い、その成果を投稿中である。 

取得されたエピゲノム情報のうち、6 種類、26 内皮細胞のデータセットを先行して DRA/DDBJ に登

録・公開を完了したが、引きつづき IHEC が定める質的基準に照らしてデータベース公開に耐えうる良

質なデータが取得されているため、データベース機関との交渉を通じて登録作業を進めている。 

 

２．病態エピゲノム解析： 

標準エピゲノム情報の取得と平行して、臨床機関において得られる疾患内皮細胞のエピゲノム情報

を解析することによって、慢性的な刺激が蓄積されて疾患発症にいたるメカニズムを解明することが

期待される。そこで、血管チームでは病態エピゲノム解析を実施するため、国内協力医療機関における

病理検体から、初代培養技術を用いてエピゲノム解析に使用可能な内皮細胞を調製した。その結果、脳

外科、心血管外科の専門診療機関において術中検体を用いたエピゲノム解析結果が得られた。今後症例

数を増やすことによって、標準エピゲノムとの相異点を明らかにし、疾患発症におけるエピゲノム情報

の変化を追跡する研究の基盤が形成された。 

 

３．新規エピゲノム解析手法の開発：  

エピゲノム情報から得られる、エンハンソソーム情報は、クロマチン相互作用解析によって得られる

情報とともに解析することにより、クロマチン構造を解明する手がかりとなる。従来取得されている内

皮細胞の網羅的クロマチン相互作用解析結果と、先端研で実施した DNA メチル化領域の解析と併せて

解析することによって、toporogically associated domain との関係が明らかになり、現在論文化を進めて

いる。 
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