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次世代シーケンサーを用いたクロマチン相互作用解析法とその応用

岡部 篤史，金田 篤志

1. はじめに

近年のさまざまな研究によりDNAの核内における配置
は転写制御や複製，DNA修復などに関わっており，細胞
種特異的な制御に非常に重要な役割を果たしていることが
知られている．クロマチン構造の解析手法としては顕微鏡
を用いた手法が広く使われ，各ゲノム領域の核内における
配置についての重要な知見が報告されている．しかし，顕
微鏡を用いた手法では数百kbp程度の解像度での核内配置
を検出することはできるが，数kbpレベルでの相互作用を
検出することは難しく，一度に観察できる領域の数にも限
りがある．Job Dekkerらによってchromosome conformation 
capture（3C）法が報告され 1），この3C法の原理を応用し，
次世代シーケンサーを用いてゲノムワイドにクロマチン相
互作用を検出する手法が報告されてきた．現在までに，次
世代シーケンス技術を用いてさまざまな細胞種において，
エンハンサー領域が標的遺伝子とループ構造をとることで
転写を制御していることや，さらに高次な構造であるドメ
イン構造として制御されることが報告されている 2）．本稿
では，次世代シーケンス技術を用いたクロマチン構造解析
手法について概説するとともに，我々が取り組んだ改良手
法を記す．

2. クロマチン相互作用解析の原理

3C法の原理は以下のとおりである．ループ構造を構成
しているDNAとタンパク質の複合体をホルマリンで固定
し，制限酵素を用いて断片化する．断片化されたDNA末
端どうしをリガーゼにより結合させ，脱架橋の後，環状化

したDNAを精製し，異なる領域の配列が結合したゲノム
断片を定量する（図1）．三次元的に近くにある断片ほど
結合する確率が高いため，より多くの結合断片が検出され
ることになる．既知の2領域間の制限酵素の認識配列の近
傍にプライマーを設計することにより，DNA断片を定量
する手法を3C法といい 1），既知の1領域との相互作用領域
を決定するために，既知領域の両端に外向きのプライマー
を設計し，インバースPCRによって相互作用領域の配列
を増幅，次世代シーケンサーで解析を行う手法を4C-seq
法という 3, 4）．

3. ゲノムワイドなクロマチン相互作用解析法

3C法をベースとして次世代シーケンサーでのペアエン
ドシーケンスによりゲノムワイドにクロマチン相互作用
を検出する手法がHi-C法である 5）．ホルマリン固定して断
片化したクロマチンDNA複合体のDNA末端を，ビオチン
を付加した塩基により修復，その後DNA末端どうしをリ
ガーゼにより結合させる．環状化したDNAを精製し断片
化した後，ビオチン化DNA断片のみ回収する．このDNA
断片にシーケンス用アダプターを付加し，PCRによって増
幅，シーケンサーによるペアエンドでのシーケンスを行う
（図1）．Hi-C法による最も新しい構造的な発見は，topo-
logical associating domain（TAD）と呼ばれる，染色体を分
割する数百kbpから数Mbpスケールの構造的なまとまりで

図1 クロマチン相互作用解析法の原理
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ある 6）．このTADというドメイン構造はヒストン修飾など
や転写活性，DNA複製時期などの特性と相関を示してい
る．さらに，多くのプロモーター‒エンハンサー間の相互
作用はTAD内で起きており，このドメイン構造が核内に
おける反応において重要な役割を果たしていることがわか
る．このように，Hi-C法により数百kbpから数Mbpの解像
度でのクロマチン構造が明らかになったが，さらに高解像
度な相互作用を解析するためには数十億リードという膨大
なリード数が必要であり，わずかながら報告はあるがコス
ト的に現実的でない．そこで特定領域のみを濃縮すること
で，少ないリード数により高解像度での相互作用を検出す
る方法が開発された．

4. 特定領域からのループ構造解析手法

1） 抗体を用いる方法
特定領域を濃縮するために，目的タンパク質に特異的な

抗体を使用することで特定のタンパク質を介したクロマチ
ン相互作用を検出する手法も複数報告されている．タンパ
ク質とDNAの複合体をホルマリンや架橋剤で固定した後，
断片化し，抗体を用いて標的タンパク質を含んだDNA-タ
ンパク質複合体を濃縮する．DNA末端にビオチン化リン
カーを付加し，リガーゼによる末端間の結合を行う．そ
の後，制限酵素や超音波による断片化の後シーケンス用
アダプターを付加してPCRによりライブラリの増幅を行
い，ペアエンドでのシーケンスを行う 7）．この手法により
転写因子estrogen receptor（ER）やRNAポリメラーゼ IIを
標的とすることによりプロモーター‒エンハンサー間の相
互作用が同定され 7, 8），クロマチン構造タンパク質として
知られるCCC TC-binding factor（CTCF）を標的とすること
でインシュレーター領域間の相互作用が同定された 9）．ま
た，Hi-Cの手法でクロマチンを調製した後にChIPを行う
HiChIPという手法も報告されており，活性化マーカーで
あるヒストンH3K27acに対する抗体を用いることでエン

ハンサーからの相互作用の解析に成功している 10）．これ
らの手法の欠点として，抗体の品質に大きく依存する点
と，大量の標的タンパク質‒DNA複合体を濃縮するために
比較的大量の細胞数が必要である点がある．

2） キャプチャーオリゴによる方法
次に，キャプチャーオリゴを用いることで標的配列を含

む領域のみを濃縮させ，高解像度なクロマチン相互作用を
検出するキャプチャー Hi-C法が報告された．この手法は
PCR増幅したHi-Cライブラリに対し，標的領域のゲノム
配列に相補的なキャプチャーオリゴを用いて標的配列を含
むライブラリを濃縮し，再度PCR増幅の後，ペアエンドで
のシーケンスを行う．この方法により，大腸がん関連SNP
や乳がん関連SNPを含むエンハンサー領域にキャプチャー
オリゴを設計することで標的遺伝子が同定され 11, 12），全プ
ロモーター領域にキャプチャーオリゴを設計し制御プロ
モーター間，プロモーター‒エンハンサー間の相互作用が
同定された 13）．ChIA-PET法と異なり，抗体の品質などに
依存せずに特定領域間の高解像度な相互作用を同定するこ
とができ，細胞特異的なエンハンサー領域の標的同定など
を目的にさまざまな細胞系で解析が進められている．

5. 市販キャプチャーオリゴキットを用いた改良

全遺伝子のプロモーター領域にプローブをカスタムで設
計することはコスト的にもまだまだ容易でない．そこで，
我々はエクソーム解析用に設計されているオリゴプローブ
を用いればコストを低減しつつ，効率的に転写制御領域間
の相互作用を検出できるのではないかと考えた．全遺伝子
のエクソン領域とエンハンサー領域にプローブが設計され
たAll exome V5＋Regulatoryキットを用いてHi-Cライブラ
リをキャプチャーし，エクソン領域とエンハンサー領域の
クロマチン相互作用を検出した．この手法を用いて大腸が
ん由来細胞株HCT116の制御領域間の相互作用を解析し，

図2 転写制御領域間のキャプチャー Hi-C
（A）大腸がん由来細胞株HCT116を用いて，エクソン領域とエンハンサー領域に設計されたプローブによるキャプ
チャー Hi-C法を行った．（B）ヒストン修飾パターンによって分類すると，検出された相互作用全体のうち，プロ
モーター間相互作用が全体の3％，プロモーター・エンハンサー間が5％，エンハンサー間が4％であった．
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181,617（P＜10−4）の統計的に有意な相互作用を同定した
（図2A）．同定した相互作用をヒストン修飾状態で分類す
ると，プロモーター／エンハンサー間の相互作用が全体の
5％，エンハンサー間の相互作用が4％であった（図2B）．
エンハンサー間の相互作用は，従来よく行われているプロ
モーターキャプチャー Hi-C法では検出できないことから，
この改良手法によってより多くの種類の相互作用を検出す
ることができる．このように，キャプチャー技術とHi-C
法を組み合わせることで転写制御領域間の詳細なループ構
造が明らかとなり，複雑な転写制御機構を解明することに
つながり，非常に有用な実験手法であるといえる．

6. おわりに

次世代シーケンサーを用いたクロマチン相互作用解析手
法について概説するとともに我々が取り組んでいる改良手
法について概説した．これらの手法はコスト面でも情報解
析面でもまだまだハードルが高い部分もあるが，核内の
複雑な制御メカニズムを解明するためには非常に有用な手
法であるといえる．今後の手法的改良や新技術の創出によ
り，さらにクロマチン構造と核内での制御メカニズムが明
らかになることを期待している．
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