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ゲノム

ATGCATGCATGC…

ゲノムには遺伝子（~2万）や無数の制御領域がコードされている。

ゲノムの状態は細胞ごとに異なる。

ゲノムの配列は生物種、個体間で異なる。 複雑で多様な生き物

遺伝子

制御領域 制御領域

遺伝子

脳神経細胞

生殖細胞

ヒトゲノムは30億のA, T, G, Cの並び

DNA



ゲノム機能解析
ゲノム配列の機能と進化を研究

遺伝子の発現状態、ゲノムの３次元的構造・化学的状態、細胞の状態、生体システムの状態、を解析

位置交換（ゲノム編集、ヒトゲノムの多様性）
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２０年前のシーケンス解析

遺伝子

制御領域 制御領域

遺伝子

発現解析

エピジェネティクス解析

全ゲノム配列解析

~10Gb

~10Gb

~100Gb

A > C

C > T GGG挿入
各DNA断片をそれぞれ個別に増幅

それぞれ個別に配列解析 

（１本あたり800bpくらい）

ヒトゲノム計画（１人）： 

~10年、~3000億円



次世代シーケンス解析

遺伝子

制御領域 制御領域

遺伝子

発現解析

エピジェネティクス解析

全ゲノム配列解析

~10Gb

~10Gb

~100Gb

A > C

C > T GGG挿入

~3Tb

各DNA断片をまとめて処理

各DNA断片をまとめて解析

ヒトゲノム（１人）： 

1~2日、数万円



シーケンスデータの処理プロセス
遺伝子発現解析を例に

配列データ ゲノムへのマッピング 遺伝子との照合
データ解析

サンプルの分布

ASHBiファイルサーバーに保存 

定期的に自動バックアップ
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シーケンスデータの処理プロセス
遺伝子発現解析を例に

配列データ ゲノムへのマッピング 遺伝子との照合
データ解析

サンプルの分布
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配列ファイルに変換

100Gb~3Tb

サンプル１

サンプル２

.fastqファイル .bamファイル .countファイル

論文で発表
公的データベースに登録

ASHBiファイルサーバーに保存 

定期的に自動バックアップ



公的データベースGEO (NCBI), ArrayExpress (EBI), DRA (DDBJ)
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Controlling gene activation by enhancers
through a drug-inducible topological
insulator
Taro Tsujimura1,2†*, Osamu Takase1,2, Masahiro Yoshikawa1,2, Etsuko Sano1,2,
Matsuhiko Hayashi3, Kazuto Hoshi4,5, Tsuyoshi Takato4,5, Atsushi Toyoda6,
Hideyuki Okano2, Keiichi Hishikawa1,2*

1Department of iPS Cell Research & Epigenetic Medicine, Keio University School of
Medicine, Tokyo, Japan; 2Department of Physiology, Keio University School of
Medicine, Tokyo, Japan; 3Apheresis and Dialysis Center, Keio University School of
Medicine, Tokyo, Japan; 4Division of Tissue Engineering, University of Tokyo
Hospital, Tokyo, Japan; 5Department of Oral and Maxillofacial Surgery, University
of Tokyo Hospital, Tokyo, Japan; 6Department of Genomics and Evolutionary
Biology, National Institute of Genetics, Mishima, Japan

Abstract While regulation of gene-enhancer interaction is intensively studied, its application
remains limited. Here, we reconstituted arrays of CTCF-binding sites and devised a synthetic
topological insulator with tetO for chromatin-engineering (STITCH). By coupling STITCH with tetR
linked to the KRAB domain to induce heterochromatin and disable the insulation, we developed a
drug-inducible system to control gene activation by enhancers. In human induced pluripotent stem
cells, STITCH inserted between MYC and the enhancer down-regulated MYC. Progressive
mutagenesis of STITCH led to a preferential escalation of the gene-enhancer interaction,
corroborating the strong insulation ability of STITCH. STITCH also altered epigenetic states around
MYC. Time-course analysis by drug induction uncovered deposition and removal of H3K27me3
repressive marks follows and reflects, but does not precede and determine, the expression change.
Finally, STITCH inserted near NEUROG2 impaired the gene activation in differentiating neural
progenitor cells. Thus, STITCH should be broadly useful for functional genetic studies.

Introduction
Interaction of genes and enhancers is greatly affected by architectural proteins that bind to chroma-
tin and organize folding of the genome (Dekker et al., 2017). Most notably, CTCF mediates loop
formation of chromatin in association with a cohesin complex, which physically bundles two distant
loci of the genomic DNA (Parelho et al., 2008; Phillips-Cremins et al., 2013; Wendt et al., 2008).
The genome-wide contact maps of chromatin show that the CTCF-binding sites often demarcate
boundaries of so-called contact domains or topologically associating domains (TADs), where chro-
matin association takes place more preferentially inside than outside (Dixon et al., 2012; Phillips-
Cremins et al., 2013; Rao et al., 2014). The looping between two CTCF-binding sites is mostly
established where they are in the converging orientations with each other (de Wit et al., 2015;
Guo et al., 2015; Rao et al., 2014; Vietri Rudan et al., 2015). Loss of cohesin or CTCF resulted in
disappearance of contact domains (Gassler et al., 2017; Nora et al., 2017; Rao et al., 2017;
Schwarzer et al., 2017; Wutz et al., 2017). According to the extrusion model, the cohesin ring
extrudes the chromatin fiber from a site of loading and pauses at a CTCF-binding site that is ori-
ented towards the ring (Fudenberg et al., 2016; Sanborn et al., 2015). This model is widely
accepted as the underlying mechanism for the formation of the loops and contact domains.
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Figure 2. Transcriptome analysis of Hap, STITCH+30kb and del(30-440). (A) Tracks of RNA-seq from Hap, STITCH+30kb, and del(30-440) around the

MYC locus. (B–D) MA-plots of RNA-seq to compare STITCH+30kb vs. Hap (B), del(30-440) vs. Hap (C) and STITCH+30kb vs. del(30-440) (D).
Differentially expressed genes (adjusted p-values<0.05, log2 fold changes > 0.5) are marked by colors (orange for up-regulated genes and dark blue for

down-regulated ones). (E and F) Enriched categories among HALLMARK50 (Liberzon et al., 2015) by GSEA (Liao et al., 2019) (left) and the

enrichment plots against the categories MYC targets variant 1 and 2 (right) in STITCH+30kb (E) and del(30-440) (F).
The online version of this article includes the following source data and figure supplement(s) for figure 2:

Source data 1. RNA-seq read counts and the results of the DESeq2 analyses.

Figure 2 continued on next page
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１つのデータセットの概要



データファイルへのリンク



プロトコルの記載



ゲノムシーケンスデータまとめ
配列データ ゲノムへのマッピング 遺伝子との照合

データ解析

ASHBiのファイルサーバーに保存 

定期的に自動バックアップ
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.fastqファイル .bamファイル .countファイル

論文公的データベース
データの概要、取得方法をテキストで記載

複数のプロジェクト



実際は複雑：「実験ノート」「 プロジェクト」「リソース」「データ」
2021年8月19日 

遺伝子Aのノックアウトマウスの解析 

胎児前脳RNA-seqをした(wt vs KO) 。 

認知症疾患iPS細胞由来の脳オルガノイドの解析 

ゲノム上のヒストン修飾のChIP-seqをした（健常vs疾患）。 

RNA-seqとChIP-seqはまとめて次世代シーケンス解析した。 

データの場所は「20210819_sequence」フォルダ。 

2021年9月19日 

遺伝子Aノックアウトマウスの解析 

胎児前脳でのレポーター遺伝子の発現を見た(wt vs KO)。 

認知症疾患iPS細胞由来の神経細胞の解析 

分化させた神経細胞の状態を解析した（健常vs疾患）。 

分割

NGSデータ
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マウスリソースのデータベースの構築 
（欧州分子生物学研所・ポスドク時代の取り組み）



個人プロジェクトの派生データの統合→データベース



データベースを活用した統括的解析研究

ゲノムの「制御ドメイン」を明らかにした。



ASHBiでのゲノムデータマネジメントとその課題

配列データ ゲノムへのマッピング 遺伝子との照合

ASHBiのファイルサーバーに保存 

定期的に自動バックアップ
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生データ

100Gb~3Tb

サンプル１

サンプル２

.fastqファイル .bamファイル .countファイル

各ラボごとに管理

• 統括的な管理方法？ 

• データの内容をどう管理？ 

• 「ヒト」の個人情報保護との整合性？ 

• ブラインド状態でデータ解析の場合は？ 

• リソース、他の多角的解析データ群との照合をどう実現？
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