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研究成果の概要（和文）：多領域間クロマチン相互作用を1分子の解像度で網羅的に解析できる新たな手法、標
的型(targeted)Pore-C法の開発をおこなった。従来型Pore-Cは２点間クロマチン相互作用検出法Hi-C法の改良版
で、ライブラリを断片化することなくロングリードシーケンサーを用いて解読することで、多点間の相互作用を
簡単に検出することができる。このPore-Cを改良し、特定の標的分子の周辺ゲノムに化学修飾を付加し濃縮する
ことで、標的が介在する相互作用に絞った解析を可能にした。手法の開発には一定の成功を収めたが、修飾効率
の向上が必要であるなど実用化への課題も残されている。

研究成果の概要（英文）：Through this project, I developed a new method, "targeted Pore-C," which 
enables the multi-contact analysis in genome-wide with a single molecular resolution. The original 
Pore-C method is a derivative version of the genome-wide contact detection method "Hi-C." It can 
detect multi-contact using a long-read sequencer and unfragmented library. I improved this Pore-C to
 focus on multi-contacts mediated by a specific factor of interest, which was achieved by 
introducing a chemical modification to DNA nearby the factor. Development of the new method in this 
project gained a sure success and remaining some challenges for practical use, such as improvement 
of modification efficiency.

研究分野： ゲノム生物学

キーワード： ゲノム　クロマチン高次構造　次世代シーケンサー　ロングリードシーケンサー　Hi-C　Pore-C　多点
間相互作用
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研究成果の学術的意義や社会的意義
クロマチン領域の相互の物理的位置関係はゲノム情報の発現に非常に重要な役割を果たしている。これらを解析
する手法として現在はHi-CやHiChIPなどの方法が用いられてきたが、これら既存法は原理的にクロマチン高次構
造を２領域間の点と点の相互作用の積算としてしか検出できない。今回Pore-C法をもとに開発したtargeted 
Pore-Cは、標的分子周辺に形成された多点間の相互作用を１分子の解像度で検出することを可能にし、近接領域
を点と点ではなく塊で捉え、また細胞間のバリエーションを損なうことなく、既存技術では観察し得なかった核
内のクロマチン高次構造を記述できる。

※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 

ゲノムが持つ遺伝子情報は、ヌクレオソーム、ヒストン修飾、プロモーター・エンハンサ

ーなどの機能ユニットやこれらに結合するタンパク質など、様々な次元で制御されている。

これらに加え、クロマチン領域の相互の物理的位置関係、すなわち「ゲノムがどのように核

内で折り畳まれ配置されているか」もその機能の発揮に非常に重要な要素であることに注

目が集まっている。このようなクロマチン高次構造を解析する手法として現在は Hi-C や

HiChIP などの方法が広く用いられており（図１）、ゲノムが TAD や compartment、chromosome 

territory などの機能的

階層に分かれて存在

し、それぞれに転写活

性や凝集状態を制御さ

れていることが明らか

にされている(1)。さらに最近では、自己集合能を持ったタンパ

ク質と DNA が結合し緩やかな”場”を形成して機能的に働く

「相分離（phase-separation）」と言った現象がクロマチンの高次

構造に影響を与えていることも示唆されてきている（図２）(2)。 

しかしながら、上にあげた従来の方法は、核内で隣接する２

つの DNA 領域を酵素的に接合し、次世代シーケンサーを用い

て接合部分のDNA 配列を読み取ることで近接領域の位置情報

を得るため、基本的に２領域間の点と点のクロマチン相互作用

しか検出できず、また、得られた情報を数億〜数十億配列分積

算してゲノム全体の高次構造データを作成するため、得られた

データは多くの細胞=多くのゲノム分子の平均のデータとなってしまう。これでは、多数の

領域の相互作用からなり、細胞間でもその構成にバリエーションがあると予想される相分

離のような現象を捉えるには限界がある。実際にクロマチンが核内でどのような高次構造

を持って配置されているのかをより正確に、柔軟に理解するには、近接領域を点と点では

なく塊で捉え、細胞間のバリエーションを損なうことなく網羅的に記述できる新たな方法

の開発が必要であった。 

そこで我々は本研究に先立ち、ゲノム生物学における次世代の研究手法として、１分子解

像度の多領域間相互作用検出技術 ChIA-drop 法を開発してきた。前述のように、この方法を

用いてこれまでには観察することが不可能だった図３のようなクロマチンの局所高次構造

を示唆するようなデータが得られた。

しかしながら本研究の開始時の方法

では技術的制約から検出能力に限界

があり、先の例ではコンデンシンの

結合が集中するセントロメア近傍で

しか十分なシグナルが得られていな

い。そこで本研究によりより詳細で

正確なゲノム高次構造情報の取得を

可能とする、新たな技術の開発を目
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▲ 図１ Hi-C / HiChIP の原理とデータ例 
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▲ 図３ コンデンシンの ChIA-drop 結果実験 と想像図 



指した。 
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２．研究の目的 

本研究の目的は『核内におけるゲノムの高次構造を理解するための、多領域間クロマ

チン相互作用を１分子の解像度で網羅的に解析できる新たな手法の開発』である。 

前述の通り、ゲノム上の遺伝子情報が正しく機能するためにはクロマチンが核内で適切

な立体的配置をとっていることが必要であり、この高次構造を正確に記述することは生命

現象の理解に大変重要である。しかし、最もスタンダードな方法である Hi-C/HiChIP 法を用

いた解析では多くの重要な情報（多領域間相互作用、細胞・分子間の多様性、等）が損なわ

れている。そこで我々は、これらに対応する次世代のクロマチン高次構造解析法として、

ChIA-drop (Chromatin Interaction Analysis using droplets)の開発を行なってきた（図３）。研究

開始当初の目的としてこの ChIA-drop をベースに検出効率を改善し、より詳細なデータを

得られる手法の開発を目指した。しかし研究を進める途上で、同じ多領域間相互作用検出法

である Pore-C 法がより簡便で汎用性があり、本研究の目的達成のためには Pore-C をベー

スとする新たな手法の開発がより近道であると判断し、以後こちらを研究の主軸とした。 

Pore-C 法は２点間相互作用検出法 Hi-C の改良版で、クロマチンを固定・断片化し DNA

の接合(proximity ligation)を行うまでは通常の in situ Hi-C と同様である（図４）。このと

きクロマチン断片の両端は近傍 DNA とそれぞれ接合し、多くの断片が連続した非常に長い

DNA となってい

る。この DNA を

Hi-C のように断片

化することなくロ

ングリードシーケ

ンサー (Nanopore

シーケンサー)を用

いて解読すること

で、多点間の相互

作用を検出するこ

とができる。この

方法のプロトコルは Hi-C をさらに簡略化したものであり、マイクロ流体回路を用いた

ChIA-drop よりも実験手法としてより簡単で確実性が高い。一方で１回の Nanopore シー

ケンシングで得られるデータ量は Hi-C 等で用いられるイルミナシーケンサーに比べ少な

く、Hi-C に匹敵するほどの全ゲノムデータを得るためにはコストが嵩みすぎるという欠点

がある。そこでこの点の改善を標的として新たな多領域間クロマチン相互作用の開発を行

った。 

 

３．研究の方法 

 上述の通り、Nanopore シーケンサーにより得られる実験１回あたりのデータ量はイルミ

ナシーケンサーに比べ少ない。しかし多領域間相互作用の解析においてはむしろ特定タン

パク質を介した相互作用に注目することがより有意義であると考え、標的タンパク質に絞
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った相互作用のみの抽出を可能にし、且つそれに伴い必要なデータ量をすなわちコストを

最小限にすることが可能な、標的型(targeted)Pore-C 法の開発を行った。標的タンパク質の

結合領域を濃縮する方法として、標的周辺のゲノムに修飾を導入挿入する方法を探索した。

ひとつ目の方法は、ビオチン化されたオリゴを標的周辺に挿入する方法、もうひとつはアデ

ニンメチラーゼを用いて標的周辺のアデニンをメチル化する方法である。これと並行し、

tPore-C データの解析プログラムを新たに開発する。このプログラムは既存の Pore-C 解析

プログラムを拡張し、tPore-C で用いられるタグ配列の処理を可能とし、データの視覚的な

理解を補助するデータの可視化機能を付加したものである。 

 

４．研究成果 

 標的タンパク質の周辺への標識の導入に、まず Tn5 トランスポザーゼを用いる方法を試みた。

Tn5 は Protein A と融合した Protein A :: Tn5 として、抗原に結合した抗体の周辺へ濃縮するこ

とができる。この Protein A :: Tn5 へあらかじめビオチン化した 100bp 程度のオリゴをロード

しておくことで標的周辺へビオチンを挿入するのだが、実際の反応効率は期待ほど得られなか

った。原因としてこの Protein A :: Tn5 - ビオチン化オリゴ複合体の形成時に、タンパク質がラ

ンダムに結合した非反応性の凝集体を形成してしまうことが観察された。様々な条件検討をお

こなって凝集体の解消を試みたが改善には至らなかった。続いて２次抗体と直接コンジュゲー

トしたビオチン化オリゴタグを抗原周辺へ挿入することを試みた。はじめに、標的周辺に抗体に

よりリクルートされたタグを、のちに添加する Tn5 トランスポザーゼによって挿入することを

試みたが、期待したほどの効率を得ることは難しかった。そこで、Pore-C プロトコル中の制限

酵素によるゲノムの断片化後に標的にタグ付加抗体を結合させ、制限酵素断片の proximity 

ligation の合間にこのビオチン化オリゴタグを差し込むことを試みた。しかしこれも、タグの挿

入頻度が制限酵素サイトの頻度に依存するために十分な効率が得られなかった。そこで 2 次抗

体を大腸菌由来の非特異的アデニンメチル化酵素 EcoGII と融合し、標的周辺のアデニンにメチ

ル基を導入することでメチルアデニン抗体を用いて標的領域の濃縮を行うことを試みた。この

方法も一定の効率でライブラリの作成を行うことができるが、ビオチン–ストレプトアビジンの

強力な結合を用いた前述の方法に比べて効率の改善には限界があった。最終的に標的領域の濃

縮効率が最も高かった方法は、Pore-C プロトコルの proximity ligation ののちに界面活性剤処

理や sonication によって核構造を緩やかに壊したのち、標的タンパク質の結合した Pore-C ライ

ブラリを抗体によって濃縮するものであった。この方法によって得られたライブラリは、並行し

て開発した tPore-C 解析プログラム（tPore-C snakemake、未公開）を用いてゲノムへのマッ

ピングをおこなった結果、ChIP-seq 等から予想される各タンパク質のゲノム上での分布と最も

一致した。一方で、核構造を破壊する際にライブラリが一部断片化してしまい、相互作用情報が

一定程度損なわれてしまうこともわかっており、今後のさらなる効率化と実用化へ課題を残し

た。今後これらの課題を解決し成果を論文として発表する。 
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