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研究成果の概要（和文）：動物細胞の染色体複製ドメイン構造（DNA複製の開始や複製フォークの進行が協調し
て制御される染色体構造単位）を単一細胞で、かつゲノム網羅的に調べることができる申請者独自の技術
single-cell DNA replication sequencing (scRepli-seq)法を用い、これまでアプローチが困難であった個々の
細胞レベルでの染色体構造制御を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We investigated structural characteristics of mammalian chromosomes at the 
level of individual cells using a novel technique for analyzing replication timing domains 
(chromosomal unit defined by DNA replication timing). To our surprise, cell-type-specific 
replication timing domain organization was remarkably conserved between individual cells and even 
between homologous chromosomes. A small degree of cell-to-cell variation was also detected in 
specific genomic regions where replication timing shifts during cell differentiation. Thus, our 
study uncovered the previously unrecognized dynamic and static properties of chromosomal domains.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： DNA複製　染色体　シングルセル 
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでDNA複製制御を単一細胞レベルで、高解像度、広範囲にわたって詳細に解析した例はなく、本研究で得
られた成果は今後のDNA複製研究に大きく貢献することは確実である。DNA複製に着目することで、これまでアプ
ローチの難しかった個々の細胞レベルでの染色体構造の安定性や揺らぎの実体を明らかにしたことは、巨大な染
色体分子の動態を理解するためのモデリングやシミュレーションにとって非常に有用で、関連学問分野への波及
効果が期待できる。   

※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。
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１．研究開始当初の背景 
遺伝的に同じ細胞であっても、個々の細胞間でクロマチン構造に大きなバリエーションがある

ことが示唆されている。これらの知見は主に FISH 法などの細胞生物学的なアプローチにより

得られたもので、特定の染色体領域に焦点をしぼった解析が中心であった。そのため、ゲノムワ

イドに見たときにどれほど共通性のあるものなのか、分化や発生における細胞状態と関連があ

るのかと言った問題は、研究の端緒についたばかりにすぎない。また、これらの課題に取り組む

ための技術基盤の整備も進んでいないのが現状である。申請者が 2012年 6月まで所属したフロ

リダ州立大学 David Gilbert研究室は、複製ドメイン構造（DNA複製開始やフォークの進行が

協調して制御される染色体単位）をゲノムワイドに調べることができる簡便な手法を確立し、こ

れまでヒトやマウスの ES 細胞を含む種々の細胞において詳細な複製ドメイン地図を作製して

きた。その結果、複製ドメインのサイズは 400キロから数メガベースであり、一本の染色体は、

S期初期、後期に複製される染色体ドメインのモザイク構造になっていることなどが明らかにな

った。興味深い事に、複製ドメイン構造は発生過程で変化し、細胞種に特異的なドメイン構造を

形成していることがわかった。このことは、エピジェネティックなクロマチン構造変化が DNA

複製制御の一因であることを示唆している。実際に申請者は、ES 細胞分化で見られる複製ドメ

イン構造の変化が、クロマチンの高次折り畳みパターンの変化を反映していること、クロマチン

リモデリング因子である BAF複合体が複製ドメイン形成に関与していることなどを明らかにし

てきた。このような DNA複製制御とクロマチン構造の密接な関係から、複製ドメイン構造にも

個々の細胞レベルで見た場合に大きなバリエーションが存在するのではないかと推測されてい

るが、その詳細は不明であった。 

 

２．研究の目的 

本研究では、クロマチン構造変化とも密接な関係がある DNA複製制御に着目し、哺乳類細胞の

染色体複製ドメイン構造を個々の細胞レベルで、かつゲノムワイドに調べることができる新し

い手法を用いることで、これまで知られていなかった染色体構造のダイナミックな制御を明ら

かにすることを目指した。従来の複製ドメイン解析法は、BrdUでラベルした細胞集団を S期初

期と後期のフラクションに分離、それぞれから BrdUラベル DNAを免疫沈降で回収し、マイク

ロアレイや次世代シーケンサーで解析するというもので、得られた結果は、細胞集団の平均値で

しかなかった。最近、申請者は、複製ドメイン構造を単一細胞でゲノムワイドに解析できる新し

い手法を確立した。この技術を用いることで、これまでアプローチが難しかった個々の細胞レベ

ルでの染色体構造制御を明らかにできるだけでなく、細胞分化や遺伝子発現との関係も体系的

に明らかにできると考え、本研究の着想に至った。 

 
３．研究の方法 
申請者は、DNA複製の過程でおこるコピー数変化（ゆるんだ染色体領域は、凝縮した領域より

も早く複製されコピー数が早く 2 倍になる）を検出することで、単一細胞レベルで網羅的に染

色体複製ドメイン構造を調べることができる single-cell DNA replication sequencing (scRepli-

seq) 法を確立しており、これを用いた（図 1）。出生前診断で染色体のトリソミー（2倍体と比

較して 1.5倍のゲノム量差）を検出する方法と原理的には同一であるが、個々の染色体ドメイン

のサイズである数百 kbというレベルでのコピー数の差を検出するために、単一細胞からのゲノ



ム増幅を可能な限り均一に行うことができる独自の条件を採用している。これにより、単一細胞

の複製ドメイン構造を集団細胞のデータに匹敵する精度で解析することが可能になっている。

さらに、父母間で異なる SNP 情報を利用することで 1 細胞中の各染色体について父方由来と母

方由来の染色体を識別

した。まず、マウス ES 細

胞とその分化系をモデ

ルとして用い、複製ドメ

イン構造が個々の細胞

でどれほど厳密に制御

されているのかについ

て体系的に調べた。次

に、実際の生体由来の細

胞（マウス胎児細胞）を

用いた解析も行なった。 

 

４．研究成果 

マウスES細胞をモデルとして用いた実験により、どの細胞においても安定に形成される染色体

複製ドメイン、細胞間でバリエーションが見られるドメインを体系的に同定することに成功し

た。さらにこのバリエーションの高いドメインは、細胞分化の過程でHi-Cで検出されるA/Bコ

ンパートメント構造に変化を起こし、複製のタイミングも変化するようなゲノム領域であるこ

とを見出した。これまで技術的な限界から数万個の細胞の平均像として見えていた染色体複製

ドメイン構造を、個々の細胞レベルでどれほど厳密に制御されているのかを明らかにし、染色

体構造の安定性と細胞の分化制御との密接な関係を示したこれらの成果については、すでに論

文として発表済みである（Miura et al. Nature Genetics 2019)。また、生体由来の希少細胞などの

サンプルにも対応できる改良型のscRepli-seq法（蛍光標識したヌクレオチド類似体の

Fluorescein-dUTPを細胞に取り込ませてDNA合成期の細胞を標識し、マイクロマニピュレータ

ーシステムを利用して複製中の一細胞を単離・回収する方法）の確立にも成功し、論文として

発表した（Miura et al. Nature Protocols 2020)。E9.5マウス胚から単離したシングルセルに対して

scRepli-seq解析を行ったところ、すでに培養マウスES細胞で確認されていたようなMbサイズの

複製ドメインを検出することに成功した。scRepli-seq法が、培養細胞だけでなく生体由来細胞

の解析にも有効であることを示したこの成果の意義は大きい。また、この計画を進める過程

で、DNAコピー数の検出を本質とするscRepli-seq法が、ゲノムコピー数異常検出の非常に強力

なツールとしても利用できることも見出した。 
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図 1 熙氏叫—seq法の概要とそれを用いた複製ドメイン構造の解析
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