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研究成果の概要（和文）：Solexa/SOLiD などの次世代新型シークエンサーとクロマチン免

疫沈降法(ChIP)を組み合わせた免疫沈降シークエンシング(ChIP-Seq)解析において、実験

により得られたタグ配列情報と、対象とするゲノム情報とを組み合わせることにより、網

羅的かつ定量的なタンパク質等結合情報を抽出するための ChIP-Seq に特化した情報解析

プロトコルを導出することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：We developed a new algorithm for ChIP-seq analysis using next 
generation sequencer (i.e. Solexa / SOLiD) and targeted genome information, which can be 
picked up protein binding sites cyclopaedically and quantitatively from the entire genome. 
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年度  

  年度  
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研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：基礎生物学、遺伝・ゲノム動態 
キーワード：バイオインフォマティクス・ChIP-seq 解析 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）染色体とは生命の本質であり、その維
持、継承機構の破綻は癌化、老化をはじめ、
種々の疾病の原因となる。複製、分配、転写、
高次構造制御、組換え、修復といった染色体
機能についての個別研究は我国でも盛んな
研究分野であり、染色体機能に関わる重要な
タンパク質が国内で多数同定されてきた。こ
れらタンパク質が染色体上のどこにどの時
期に局在するかを詳細に捉える技術として、
ChIP-chip 法（タンパク質の結合部位を同定
す る 染 色 体 免 疫 沈 降 法 － Chromatin 
Im-muno-precipitation 法－と DNA チップ
を組み合わせた方法）が申請者を含むグルー

プにより開発され、染色体上のタンパク質の
動態を高い解像度で捉えることが可能とな
った。申請者らは本方法を用い、複製タンパ
ク質とチェックポイントタンパク質、分配タ
ンパク質と転写装置、分配タンパク質とその
制御因子が染色体上で働く動態を捉えるこ
とに酵母からヒトに至るまで幅広く成功し
ている。 
（２）一方近年、Solexa/SOLiD に代表され
る次世代新型シークエンサーと呼ばれる
25-35 塩基ほどを数千万本高速に配列決定す
ることが可能な機械が登場してきており、応
用分野の一つとしてクロマチン免疫沈降法
(ChIP)と組み合わせた免疫沈降シークエン
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シング(ChIP-Seq)が挙げられている。しかし、
今見られている ChIP-Seq による解析事例に
関してはChIP-chip法の解析手法を流用して
いるに過ぎず、せっかくハイブリダイズとい
う間接的な方法ではなく、配列情報として読
み取れているという ChIP-Seq ならではのメ
リットを活かした研究事例は見当たらない。
ChIP-chip ではクロスハイブリダイズの影響
により解析ができていない繰り返し配列へ
の結合情報や、セントロメアなどシークエン
スされていなかったゲノム領域へのアクセ
スが可能となるの可能性を ChIP-seq 解析は
秘めている。 
（３）そこで、申請者らが、ChIP-chip 法に
関して持っている大きなアドバンテージを
持っている、ChIP-chip 法で得た情報解析プ
ロトコルをベースとし、上述した ChIP-Seq
ならではの特徴を活かした情報解析プロト
コルを研究開発することはさらなるアドバ
ンテージを生み、染色体動態研究分野におい
て今後もリーダーシップを発揮していくこ
とが可能になると期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、Solexa/SOLiD などの次世
代新型シークエンサーとクロマチン免疫沈
降法(ChIP)を組み合わせた免疫沈降シーク
エンシング(ChIP-Seq)解析において、実験に
より得られたタグ配列情報と、対象とするゲ
ノム情報とを組み合わせることにより、網羅
的かつ定量的なタンパク質等結合情報を抽
出するための ChIP-Seq に特化した情報解析
プロトコルを導出することにある。本研究を
通じ、ChIP-Seq の利点を広く認識されてい
るコストによるメリットのみではなく、定量
性の担保とゲノム中の繰り返し配列や非シ
ークエンス領域までを対象とした網羅性の
担保を可能にすると考えられる。 
 
３．研究の方法 
（１）まず、ChIP-chip で一定の研究成果を
挙げているコヒーシンタンパク質を用い、ヒ
ト HeLA 細胞における ChIP-Seq 解析を実施し、
得られたデータをヒトゲノム上のユニーク
領域にマッピングし、結合領域を同定するこ
とで ChIP-chip 成果の再現を図る。 
（２）続いて、繰り返し配列を含む全ゲノム
領域へのタンパク質結合情報を抽出するた
めの情報解析プロトコルの研究開発を実施
する。また、ゲノムへマッピングした結果張
り付かなかったタグ情報をまとめて収集し、
velvet など現在研究開発が進んでいるアセ
ンブルプログラムによる解析を用いること
で、未だゲノムシークエンスされていない領
域への結合状況の解析も実施する。 
（３）ChIP-seq 解析アルゴリズムの精度向上
を目指し、mate-pair 情報を用いることでタ

ンパク質結合箇所の有意性判定を高めるた
めのアルゴリズム開発を実施する。これによ
り、繰り返し配列への結合状況を解析するた
めのプロトタイプ解析を実施する。 
 
４．研究成果 
（１）ヒトのコヒーシンデータ(SOLiD)を用
い、ChIP-chip で得られた結果を再現可能な、
ChIP-seq 解析プログラムの開発に成功した。
ChIP-chip 解析では、ある Locus に対して設
定された複数プローブから得られた結合情
報を基に、Wilcoxon-rank-test を用いて有意
に結合している領域を決定している。
ChIP-seq の場合では、全ゲノム領域中への
IP分画由来およびWCE分画由来の結合状況の
分布から有意に IP/WCE が高い領域を抽出す
ることが理想である。しかしながら、IP/WCE
の分布パターンはほぼ正規分布を取り、ゲノ
ム全体の分布パターンから有意な領域を見
いだすことは不可能である。このため、
ChIP-seq 解析においても、ChIP-chip と同様
にゲノムの局所局所に注目し、ある Window
サイズを設定し、その Window 内に結合した
IP分画由来のタグ数とWCE分画由来タグ数か
ら濃縮度を算出し、注目している Window を
さらに 50 分割し、個々のサブ window での
IP,WCE 量 を 比 べ た デ ー タ を 基 に
Wilcoxon-rank-test を用いることで優位性

を算出す
る手法を
開発した。 
 本手法
をヒトの
コヒーシ
ンデータ
に適用す
ることで、
左図の通
り、ほぼ

ChIP-chip で得られた結合サイトを包含する
ChIP-seq 結果を得ることに成功した。 
 本手法の結果により、ChIP-seq では ChIP- 
chipで得られた結合サイト数よりも約3倍の
サイト数が得られていることが確認できる。
これは、ChIP-chip 解析ではアクセスできな
かった繰り返し配列へのアクセスが可能に
なったこと（下図、赤枠を参照） 

さらには、解析の分解能が高まったことで、



 

 

ChIP-chip 解析時には、1 結合サイトと判定
されていた領域が、ChIP-seq 解析では複数の
結合サイトと判定されるケースが認められ
ることに起因する。（下図参照） 

繰り返し配列へのアクセスが可能となった
背景には、ChIP-chip ではクロスハイブリダ
イズの可能性を除去できないのに対し、
ChIP-seqh では塩基レベルでの精度を持った
データが得られるため、一般的に繰り返し配
列とされるゲノム領域でも区別がつくこと
が大きい。例えばヒトゲノムでは、50bp の配
列長があれば、ゲノム全体の 91.1%、繰り返
し配列中でも実に 85.3%を区別することが可
能となる。 
（２）上述のアルゴリズムを用い、ChIP-seq
データに対する結合サイト抽出プロトコル
を確立し、種々の生物／タンパク質への適用
を行った。これらの結果は論文①〜⑤にまと
められている成果へと繋がっている。また、
ヒトのコヒーシンに対する ChIP-seq 解析結
果の概要は、以下の通りにまとめられる。 

すなわち、マップされた全タグのうち 52%は
ユニークな領域に、残りの 48%は ChIP-seq の
みでアクセス可能な繰り返し配列にマッピ
ングされるのみならず、マップされない全体
の 48%のタグ配列をアセンブルすることで、
有意に濃縮された配列を認めることができ
た。この配列の存在は PCRで確認されている。
このように、ゲノム未解読領域への結合状況
も ChIP-chip では不可能であったが、次世代
シークエンサから得られた配列をアセンブ
ルすることでアクセスが可能となり、本手法
の応用は、今後さらなる知見の獲得への応用
が期待される。 
繰り返し配列領域への結合状況の解析では、

繰り返し配列のクラス毎に IP 分画由来の配
列の割合、WCE 分画由来の配列の割合を算出
し、その両者の比をとることで、どのクラス
の繰り返し配列に濃縮がかかっているかを
算出するといった、ChIP-chip では不可能な
ChIP-seq ならではの解析手法も編み出せて
いる。本手法も今後様々な応用例が期待でき
る。 
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