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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　相互作用している分子との相互作用状態を保持したまま任意の特定ゲノム領域を単離す
る方法であって、以下の工程１～３を含むことを特徴とする特定ゲノム領域の単離方法：
工程１：ゲノムDNA中の単離しようとするゲノム領域内またはその近傍に存在する特定の
内在性DNA配列に結合する外来性分子と、細胞内のゲノムDNAとを接触させる工程、
工程２：相互作用している分子との相互作用状態を保持している前記細胞内のゲノムDNA
を断片化する工程、および
工程３：前記外来性分子と特異的に結合する分子を、外来性分子が結合しているゲノムDN
A断片に結合させて複合体を生成し、当該複合体を回収する工程。
【請求項２】
　さらに、ゲノムDNAと、当該ゲノムDNAと相互作用している分子との相互作用状態を保持
する処理を行う工程を含むことを特徴とする請求項１に記載の特定ゲノム領域の単離方法
。
【請求項３】
　前記外来性分子が、外来性DNA結合蛋白質、外来性核酸または外来性蛋白質－核酸複合
体であることを特徴とする請求項１または２に記載の特定ゲノム領域の単離方法。
【請求項４】
　前記外来性分子が、ジンクフィンガー蛋白質、TALエフェクター蛋白質または不活性型C
as9蛋白質とガイドRNA（gRNA）の複合体であることを特徴とする請求項１または２に記載
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の特定ゲノム領域の単離方法。
【請求項５】
　前記外来性分子が、１種以上のタグ配列を含む融合分子であることを特徴とする請求項
１～４のいずれかに記載の特定ゲノム領域の単離方法。
【請求項６】
　前記外来性分子が、核移行シグナルを含む融合分子であることを特徴とする請求項１～
５のいずれかに記載の特定ゲノム領域の単離方法。
【請求項７】
　工程１において、解析対象細胞に、前記外来性分子をコードする遺伝子を導入し、当該
細胞内で発現させることを特徴とする請求項１～６のいずれかに記載の特定ゲノム領域の
単離方法。
【請求項８】
　相互作用している分子との相互作用状態を保持したまま特定ゲノム領域を単離する方法
であって、
工程Ｉ：相互作用している分子との相互作用状態を保持しているゲノムDNAを断片化する
工程、
工程ＩＩ：ゲノムDNA中の特定の内在性DNA配列に結合する外来性分子と、工程Ｉで断片化
した変性操作を行っていない前記ゲノムDNAとを接触させる工程、および
工程ＩＩＩ：前記外来性分子に結合したゲノムDNA断片を回収する工程を含み、
　前記外来性分子が、外来性DNA結合蛋白質または外来性蛋白質－核酸複合体であること
を特徴とする特定ゲノム領域の単離方法。
【請求項９】
　工程ＩＩにおいて、担体に固定化された前記外来性分子と、断片化した前記ゲノムDNA
とを接触させることを特徴とする請求項８に記載の特定ゲノム領域の単離方法。
【請求項１０】
　工程ＩＩにおいて、前記外来性分子と断片化した前記ゲノムDNAとを接触させた後に、
前記外来性分子を担体に固定化することを特徴とする請求項８に記載の特定ゲノム領域の
単離方法。
【請求項１１】
　さらに、ゲノムDNAと、当該ゲノムDNAと相互作用している分子との相互作用状態を保持
する処理を行う工程を含むことを特徴とする請求項８～１０のいずれかに記載の特定ゲノ
ム領域の単離方法。
【請求項１２】
　前記外来性分子が、ジンクフィンガー蛋白質または不活性型Cas9蛋白質とガイドRNA（g
RNA）の複合体であることを特徴とする請求項８～１１のいずれかに記載の特定ゲノム領
域の単離方法。
【請求項１３】
　請求項１～１２のいずれかに記載の方法で特定ゲノム領域を単離する工程と、単離した
特定ゲノム領域のゲノムDNAと相互作用している分子を、質量分析、免疫ブロット、ELISA
、塩基配列解析、マイクロアレイ解析およびPCRからなる群より選択される１または２以
上を用いて同定する工程を含むことを特徴とするゲノム機能発現の分子機構解析方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、内在性DNA配列特異的結合分子を用いる特定ゲノム領域の単離方法に関する
ものであり、特に、相互作用している分子との相互作用状態を保持したまま、特定ゲノム
領域を、内在性DNA配列特異的結合分子を用いて単離する方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　クロマチン領域の生化学的および分子生物学的解析は、ゲノム機能発現の分子機構を理
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解するために非常に重要である。しかし、未だクロマチン領域の生化学的な性質は十分に
解析されていない。これは、クロマチン領域の生化学的および分子生物学的解析に利用可
能な試料の採取方法が制限されていることに原因があると考えられる。
【０００３】
　クロマチン領域の生化学的および分子生物学的解析を行うためには、ゲノムDNAおよび
ゲノムDNAと相互作用している分子の相互作用状態を保持した試料を解析に供することが
必要である。相互作用分子との相互作用状態を保持した特定ゲノム領域を単離する方法と
して、以下の方法が知られている。
【０００４】
(i) クロマチン免疫沈降法
　クロマチン免疫沈降（chromatin immunoprecipitation）法（以下、「ChIP法」という
。）は、既知のDNA結合蛋白質に対する抗体を用いて特定ゲノム領域を免疫沈降させ、当
該領域を単離する方法である（非特許文献１、２参照）。したがって、ChIP法は、DNA結
合蛋白質に関する情報がなければ使用することができないという制限がある。また、一般
に、DNA結合蛋白質はゲノムDNAの複数の領域に結合するため、免疫沈降物中にはいろいろ
なゲノム領域が混在しており、ChIP法によって特定ゲノム領域のみを単離することは難し
いという問題を有している。さらに、ChIP法では、既知のDNA結合蛋白質が結合しないゲ
ノム領域を単離できないという問題がある。
【０００５】
(ii) Chromosome Conformation Capture法（以下「3C法」という。）
　3C法またはその派生法では、特定のゲノム領域と相互作用しているゲノム領域を同定す
ることができる（非特許文献３～５参照）。しかし、3C法では、制限酵素やDNAリガーゼ
による酵素反応を、クロスリンク（架橋）下という非最適条件下で行わなくてはならない
ため、非生理的な相互作用を検出する可能性が高いという問題がある。また、クロスリン
ク下では制限酵素処理が不完全になるため、標的ゲノム領域に隣接する領域がPCRで増幅
されバックグラウンドが極めて高くなり、未知の相互作用の検出が難しいという問題があ
る。
【０００６】
(iii) Fluorescence in situ Hybridization法（以下、「FISH法」という。）
　FISH法単独、もしくは蛍光抗体法と組み合わせることにより、特定ゲノム領域と別のゲ
ノム領域やRNA、蛋白質との相互作用が検出可能である。しかし、この方法は解像度が低
く、また、未知の分子との相互作用は検出できない。
【０００７】
(iv) Proteomics of Isolated Chromatin segments法（以下「PICh法」という。）
　PICh法は、特異的な核酸プローブを用いて、特定ゲノム領域を単離する方法であり、プ
ローブに相補的な多数の繰り返し配列からなるテロメア領域を単離できることが示されて
いる（非特許文献６参照）。しかしながら、PICh法ではクロスリンク下での核酸プローブ
と標的ゲノム領域のアニーリングが必要であり、低コピー数や１コピーの特定ゲノム領域
の単離が可能か否かは示されていない。
【０００８】
(v) 非特許文献７に記載の方法
　非特許文献７には、アフィニティー精製により特定ゲノム領域を単離しようとする試み
が記載されている。しかし、用いられている細胞は、酵母であり、高等真核細胞への応用
は行われていない。また、Cre-loxP系を利用して、特定ゲノム領域を切り出しているが、
この操作により、クロマチン構造が変化してしまう可能性がある。加えて、ホルムアルデ
ヒドによるクロスリンク処理を行えないため、精製の過程で結合している蛋白質やDNA等
の分子が解離する可能性もある。
【０００９】
(vi)iChIP法
　本発明者らにより開発された方法である（特許文献１、非特許文献８、９参照）。生理
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的なクロマチン構造を保持したまま特定ゲノム領域を単離するために、以下の操作を行う
。(1)解析対象細胞の標的ゲノム領域近傍領域へ外来性DNA結合分子の認識配列を挿入する
。(2)外来性DNA結合分子のDNA結合ドメインと、既存の抗体もしくは他の蛋白質等で認識
されるタグとの融合分子を、解析対象細胞に発現させる。(3)上記細胞を必要に応じてホ
ルムアルデヒド等でクロスリンクする。この操作により、標的ゲノム領域と相互作用する
蛋白質、RNA、DNAおよび他の分子がクロスリンクされる。また、この操作により、タグ付
き外来性DNA結合分子と挿入された認識配列もクロスリンクされる。(4)次いで、細胞を破
砕し、クロスリンクされたDNAを制限酵素等のDNA切断酵素処理または超音波処理により断
片化する。(5)タグ付き外来性DNA結合分子を含んだ複合体を、タグを認識する抗体または
蛋白質等を固定した担体を用いて沈降させる。(6)沈降された複合体中の標的ゲノム領域
と相互作用している分子を解析する。
　iChIP法の問題点としては、解析対象細胞の標的ゲノム領域の近傍へ外来性DNA結合分子
の認識配列を挿入する操作に手間がかかること、および認識配列の挿入が相互作用に影響
を及ぼす可能性を排除できないことが挙げられる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】国際公開WO2011/021684号
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Solomon, M.J., Larsen, P.L., Varshavsky, A., Mapping protein-DNA
 interactions in vivo with formaldehyde: evidence that histone H4 is retained on
 a highly transcribed gene. Cell (1988) 53, 937-947
【非特許文献２】Solomon, M.J., Varshavsky, A., Formaldehyde-mediated DNA-protein
 crosslinking: a probe for in vivo chromatin structures. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA (1985) 82, 6470-6474
【非特許文献３】Dekker, J., Rippe, K., Dekker, M., and Kleckner, N. Capturing ch
romosome conformation. Science (2002) 295, 1306-1311
【非特許文献４】Simonis, M., Klous, P., Splinter, E., Moshkin, Y., Willemsen, R.
, de Wit, E., van Steensel, B., and de Laat, W. Nuclear organization of active a
nd inactive chromatin domains uncovered by chromosome conformation capture-on-ch
ip (4C). Nat. Genet. (2006) 38, 1348-1354
【非特許文献５】Simonis, M., Kooren, J., and de Laat, W. An evaluation of 3C-bas
ed methods to capture DNA interactions. Nat. Methods (2007) 4, 895-901
【非特許文献６】Dejardin, J., and Kingston, R.E. Purification of proteins associ
ated with specific genomic loci. Cell (2009) 136, 175-186
【非特許文献７】Griesenbeck, J., Boeger, H., Strattan, J.S., and Kornberg, R.D. 
Affinity purification of specific chromatin segments from chromosomal loci in ye
ast. Mol. Cell Biol. (2003) 23, 9275-9282
【非特許文献８】Hoshino, A., and Fujii, H. Insertional chromatin immunoprecipita
tion: a method for isolating specific genomic regions. J. Biosci. Bioeng. (2009)
 108, 446-449
【非特許文献９】Fujita, H., and Fujii, H. Direct identification of insulator com
ponents by insertional chromatin immunoprecipitation. PLoS One (2011) 6, e26109
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　本発明は、解析対象細胞の標的ゲノム領域の近傍へ外来性DNA結合分子の認識配列を挿
入する操作を必要とせず、解析対象細胞の標的ゲノム領域内または近傍の内在性DNA配列
を利用して、相互作用している分子との相互作用状態を保持したまま、任意のゲノム領域
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を特異的に単離することができる方法を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明は、上記課題を解決するために、以下の各発明を包含する。
［１］相互作用している分子との相互作用状態を保持したまま特定ゲノム領域を単離する
方法であって、以下の工程（Ａ）および（Ｂ）を含むことを特徴とする特定ゲノム領域の
単離方法。
（Ａ）相互作用している分子との相互作用状態を保持しているゲノムDNAを断片化する工
程
（Ｂ）ゲノムDNA中の特定の内在性DNA配列に結合する外来性分子と、ゲノムDNAとを接触
させる工程
［２］さらに、（Ｃ）ゲノムDNAと、当該ゲノムDNAと相互作用している分子との相互作用
状態を保持する処理を行う工程を含むことを特徴とする前記［１］に記載の特定ゲノム領
域の単離方法。
［３］前記外来性分子が、外来性DNA結合蛋白質、外来性核酸または外来性蛋白質－核酸
複合体であることを特徴とする前記［１］または［２］に記載の特定ゲノム領域の単離方
法。
［４］前記外来性分子が、ジンクフィンガー蛋白質、TALエフェクター蛋白質または不活
性型Cas9蛋白質とガイドRNA（gRNA）の複合体であることを特徴とする前記［１］または
［２］に記載の特定ゲノム領域の単離方法。
［５］以下の工程１～３を含むことを特徴とする前記［１］～［４］のいずれかに記載の
特定ゲノム領域の単離方法。
工程１：前記外来性分子と、細胞内のゲノムDNAとを接触させる工程
工程２：相互作用している分子との相互作用状態を保持している前記細胞内のゲノムDNA
を断片化する工程
工程３：前記外来性分子と特異的に結合する分子を、外来性分子が結合しているゲノムDN
A断片に結合させて複合体を生成し、当該複合体を回収する工程
［６］前記外来性分子が、１種以上のタグ配列を含む融合分子であることを特徴とする前
記［５］に記載の特定ゲノム領域の単離方法。
［７］前記外来性分子が、核移行シグナルを含む融合分子であることを特徴とする前記［
５］または［６］に記載の特定ゲノム領域の単離方法。
［８］工程１において、解析対象細胞に、前記外来性分子をコードする遺伝子を導入し、
当該細胞内で発現させることを特徴とする前記［５］～［７］のいずれかに記載の特定ゲ
ノム領域の単離方法。
［９］以下の工程Ｉ～ＩＩＩを含むことを特徴とする前記［１］～［４］のいずれかに記
載の特定ゲノム領域の単離方法。
工程Ｉ：相互作用している分子との相互作用状態を保持しているゲノムDNAを断片化する
工程
工程ＩＩ：前記外来性分子と、断片化した前記ゲノムDNAとを接触させる工程
工程ＩＩＩ：前記外来性分子に結合したゲノムDNA断片を回収する工程
［１０］工程ＩＩにおいて、担体に固定化された前記外来性分子と、断片化した前記ゲノ
ムDNAとを接触させることを特徴とする前記［９］に記載の特定ゲノム領域の単離方法。
［１１］工程ＩＩにおいて、前記外来性分子と、断片化した前記ゲノムDNAとを接触させ
た後に、前記外来性分子を担体に固定化することを特徴とする前記［９］に記載の特定ゲ
ノム領域の単離方法。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明によれば、解析対象細胞の標的ゲノム領域内または近傍の内在性DNA配列を利用
して、相互作用している分子との相互作用状態を保持したまま、任意のゲノム領域を特異
的に単離することができる。本発明の特定ゲノム領域の単離方法は、解析対象細胞の標的
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ゲノム領域内または近傍の内在性DNA配列を利用するものであり、外来性DNA結合分子の認
識配列を挿入しないので、挿入配列による相互作用への影響を排除することができる。し
たがって、単離されたゲノム領域は、ゲノム機能発現の分子機構解析のための試料として
非常に有用である。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】本発明の特定ゲノム領域の単離方法の第１の実施形態を示す図である。
【図２】本発明の特定ゲノム領域の単離方法の第２の実施形態を示す図である。
【図３】テロメア配列に結合するTALエフェクター蛋白質（Telomere-TAL）に3×FLAGタグ
および核移行シグナルを融合させた蛋白質である3×FN-Tel-TALの発現細胞および対照蛋
白質（3×FNLDD）発現細胞における、各蛋白質の発現レベルをフローサイトメトリーによ
り示した図である。
【図４】3×FN-Tel-TALを用いて、テロメア領域のゲノムDNAが単離できたことを、テロメ
ア配列に対するプローブを用いたサザンブロット解析により示した図である。（Ａ）およ
び（Ｂ）は再現性を確認した結果である。
【図５】単離したテロメア領域に含まれるテロメラーゼRNAを、RT-PCRにより検出した結
果を示す図である。
【図６】ヒトSox2遺伝子プロモーター領域のDNA配列に結合するTALエフェクター蛋白質（
3×FN-Sox2-TAL）発現細胞および２種類の対照蛋白質発現細胞における、各蛋白質の発現
レベルを免疫ブロット解析により示した図である。
【図７】ヒトSox2遺伝子プロモーター領域の模式図であり、矢印はリアルタイムPCRのプ
ライマーを表す。
【図８】ヒトSox2遺伝子プロモーター領域のDNA配列に結合するTALエフェクター蛋白質（
3×FN-Sox2-TAL）を用いて、ヒトSox2遺伝子プロモーター領域のゲノムDNAが単離できた
ことを、リアルタイムPCRにより示した図である。
【図９】本発明の特定ゲノム領域の単離方法の一実施形態（不活性型Cas9蛋白質とgRNAの
複合体（CRISPR系）を用いた特定ゲノム領域の単離方法）のスキームを示す図である。
【図１０】3×FLAGタグ付きのdCas9蛋白質（3×F-dCas9）発現細胞および対照蛋白質（3
×FNLDD）発現細胞における、各蛋白質の発現レベルを免疫ブロット解析により示した図
である。
【図１１】ヒトIRF-1遺伝子座に存在する配列に対応するgRNA（gRNA-hIRF-1 #12）と3×F
LAGタグ付きのdCas9蛋白質（3×F-dCas9）を用いて、ヒトIRF-1遺伝子座のゲノムDNAが単
離できたことを、リアルタイムPCRにより示した図である。
【図１２】単離したIRF-1領域に含まれる蛋白質を質量分析により同定するために、単離
したIRF-1領域をSDS-PAGEに供し、サンプルが1.0 cm程ゲル内に入るまで電気泳動し、ク
マシーブリリアントブルー染色した後、5分割することを示した図である。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
〔特定ゲノム領域の単離方法〕
　本発明の特定ゲノム領域の単離方法（以下、「本発明の方法」という。）は、以下の工
程（Ａ）および（Ｂ）を含むものであればよい。
（Ａ）相互作用している分子との相互作用状態を保持しているゲノムDNAを断片化する工
程
（Ｂ）ゲノムDNA中の特定の内在性DNA配列に結合する外来性分子と、ゲノムDNAとを接触
させる工程
工程（Ａ）および（Ｂ）の順序は限定されず、先に工程（Ａ）、後に工程（Ｂ）を行って
もよく、先に工程（Ｂ）、後に工程（Ａ）を行ってもよい。
　本発明の方法は、さらに以下の工程（Ｃ）を含むことが好ましい。
（Ｃ）ゲノムDNAと、当該ゲノムDNAと相互作用している分子との相互作用状態を保持する
処理を行う工程
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工程（Ｃ）は、工程（Ａ）より先に行うことが好ましい。
【００１７】
　外来性分子は、ゲノムDNA中の特定の内在性DNA配列に結合する性質を持つ外来性の分子
であれば特に限定されない。例えば、外来性DNA結合蛋白質、外来性核酸、外来性蛋白質
－核酸複合体などを好適に用いることができる。外来性DNA結合蛋白質としては、蛋白質
のアミノ酸配列を標的DNAの塩基配列に関連付けて設計することが可能な蛋白質が好まし
い。このような外来性DNA結合蛋白質としては、例えば、ジンクフィンガー蛋白質、TALエ
フェクター蛋白質などが挙げられる。外来性核酸としては、DNAアプタマー、RNAアプタマ
ーなどが挙げられる。外来性蛋白質－核酸複合体としては、不活性型Cas9蛋白質とgRNAの
複合体などが挙げられる。
【００１８】
　ジンクフィンガー蛋白質は、任意のDNAの塩基配列を認識するように改変可能であるこ
とが知られている（例えば、Beerli et al., (2002) Nature Biotechnol. 20:135-141; P
abo et al., (2001) Ann. Rev. Biochem. 70:313-340; Isalan et al., (2001) Nature B
iotechnol. 19:656-660; Segal et al., (2001) Curr. Opin. Biotechnol.12:632-637;Ch
oo et al.,(2000)Curr.Opin.Struct.Biol.10:411-416を参照）。改変されたジンクフィン
ガー蛋白質は、天然のジンクフィンガー蛋白質が持たない新規な結合特異性を持つことが
できる。改変する方法は特に限定されないが、例えば既知の特異性を持つ個々のジンクフ
ィンガーモジュールをつなぎ合わせる方法が挙げられる。
　ファージディスプレイやツーハイブリッドシステム等を用いる特異性の選択方法は、米
国特許第5,789,538号；米国特許第5,925,523号；米国特許第6,007,988号；米国特許第6,0
13,453号；米国特許第6,410,248号；米国特許第6,140,466号；米国特許第6,200,759号；
米国特許第6,242,568号；国際公開WO98/37186；国際公開WO98/53057；国際公開WO00/2787
8；国際公開WO01/88197、英国特許第2,338,237号等に開示されている。
【００１９】
　TALエフェクター蛋白質は、植物病原細菌ザントモナス属から単離された蛋白質である
。TALエフェクター蛋白質のDNA結合ドメインは、１つのユニットが約３４アミノ酸からな
る、ほぼ完全なタンデムリピート構造を有する。ユニットの１２および１３番目のアミノ
酸は高頻度に変化しておりRVD（repeat variable diresidue）と呼ばれる。RVDの違いがD
NA塩基認識特異性を決定する。特定の塩基配列を認識するTALエフェクター蛋白質を作製
するためには、対応するRVDを含んだユニットをつなぎ合わせればよい（Moscou and Bogd
anove, (2009) Science 326:1501、Boch et al., (2009) Science 326:1509-1512、Mille
r et al., (2011) Nat. Biotechnol., 29:143-148を参照）。
【００２０】
　外来性核酸は、例えば、ランダム核酸配列ライブラリーから標的のゲノムDNA配列に結
合する分子種をアフィニティー精製し、PCR法等を用いて濃縮・選別することにより取得
することができる。また、こうして選別した核酸に適当な変異を導入して、標的ゲノムDN
A配列との親和性を更に向上させることも可能である。
【００２１】
　外来性蛋白質－核酸複合体としては、不活性型Cas9蛋白質とgRNAの複合体が好ましい。
Cas9蛋白質は細菌および古細菌由来の酵素で、RNAガイド下にそのRNAに特異的な配列を切
断する（CRISPR系）。不活性型Cas9は、DNA切断活性を欠くCas9変異体であり、RNAガイド
下にそれと相補的なDNA配列に結合する性質を有している（Jinek et al., (2012) Scienc
e, 337:816-821）。したがって、標的DNA配列と相補的な配列を含むRNAと不活性型Cas9の
複合体は、本発明の方法に用いる外来分子として好適である。
【００２２】
　外来性分子が結合するゲノムDNA中の特定の内在性DNA配列は、単離しようとするゲノム
領域内またはその近傍に存在するDNA配列を選択すればよい。選択するDNA配列は、単離し
ようとするゲノム領域内またはその近傍のみに存在し、それ以外のゲノムDNA上に存在し
ないことが好ましいが、それ以外のゲノムDNA上に稀に存在するものを選択してもよい。
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【００２３】
　工程（Ｂ）における外来性分子とゲノムDNAとを接触させる方法は特に限定されない。
細胞の核内で接触させてもよく、相互作用している分子との相互作用状態を保持した状態
のゲノムDNAを細胞から抽出した後に接触させてもよい。また、単離しようとするゲノム
領域内またはその近傍に存在する内在性DNA配列を複数選択し、それぞれのDNA配列に結合
する複数の外来性分子を接触させてもよい。複数の外来性分子を接触させて、順次精製を
行うことにより、単離しようとするゲノム領域の特異性を増加させることができる。
【００２４】
　工程（Ａ）におけるゲノムDNAの断片化は、目的のゲノム領域を含み得る適当なサイズ
のゲノムDNA断片を生成させるために行われる。ゲノムDNAを断片化する処理の方法として
は、例えば、制限酵素でゲノムDNAを消化する方法、DNA分解酵素（エンドヌクレアーゼ）
でゲノムDNAを部分分解（部分切断）する方法、超音波処理により物理的に切断する方法
などが挙げられる。
　制限酵素を用いる場合、単離しようとするゲノム領域の内部を切断せず、目的のゲノム
領域以外の部分をできるだけ含まない位置で切断可能な制限酵素を選択することが好まし
い。
　DNA分解酵素（エンドヌクレアーゼ）を用いる場合は、単離しようとするゲノム領域の
サイズより少し大きい断片を生成する反応条件を予め決定しておくことが好ましい。
　超音波処理を行う場合は、単離しようとするゲノム領域のサイズより少し大きい断片に
切断される処理条件を予め決定しておくことが好ましい。
【００２５】
　ゲノムDNAの断片化は、当該ゲノムDNAが相互作用している分子との相互作用状態を保持
している状態で行うことが好ましい。そのため、ゲノムDNAの断片化を行う前に、必要に
応じてゲノムDNAと、当該ゲノムDNAと相互作用している分子との相互作用状態を保持する
処理（工程（Ｃ））を行うことが好ましい。相互作用状態を保持する処理は、特に限定さ
れないが、後に相互作用している分子を分離、精製して解析に供することができるように
、相互作用状態の保持を必要に応じて解除できることが好ましい。好ましい処理としては
、例えば架橋処理が挙げられる。架橋処理に用いる好ましい架橋処理剤としては、例えば
ホルムアルデヒドが挙げられる。
【００２６】
〔第１の実施形態〕
　本発明の方法は、以下の工程１～３を含むものであればよい。本発明の方法により、相
互作用している分子との相互作用状態を保持したまま特定ゲノム領域を単離することが可
能となる。相互作用状態を保持した特定ゲノム領域が単離できる限り、工程１～３以外の
工程を含んでもよく、その内容は限定されない。なお、第１の実施形態の解析対象細胞は
、生細胞であることが好ましい。
　工程１：ゲノムDNA中の特定の内在性DNA配列に結合する外来性分子と、細胞内のゲノム
DNAとを接触させる工程
　工程２：相互作用している分子との相互作用状態を保持している前記細胞内のゲノムDN
Aを断片化する工程
　工程３：前記外来性分子と特異的に結合する分子を、外来性分子が結合しているゲノム
DNA断片に結合させて複合体を生成し、当該複合体を回収する工程
【００２７】
　以下、各工程順に本発明の方法を詳細に説明する。
（１）工程１
　工程１は、ゲノムDNA中の特定の内在性DNA配列に結合する外来性分子と、細胞内のゲノ
ムDNAとを接触させる工程である。
　本発明の方法を第１の実施形態で行う場合、外来性分子は１種以上のタグ配列を含む融
合分子であることが好ましい。外来性分子がタグ配列を含むことにより、当該外来性分子
と特異的に結合する分子を容易に入手することができる。タグ配列は特に限定されず、公
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知のタグ配列から適宜選択して使用することができる。具体的には、例えば、ヒスチジン
タグ、FLAGタグ、Strepタグ、カルモジュリン結合ペプチド、GSTタグ、MBPタグ、Haloタ
グ、HAタグなどが挙げられる。
【００２８】
　外来性分子とタグ配列との融合分子は、２種類以上のタグ配列を含んでいてもよい。２
種以上のタグ配列は直接連結されていてもよく、プロテアーゼ認識配列やスペーサー配列
を介して連結されている構成としてもよい。このような構成とすることにより、当該融合
分子が結合したゲノム領域を２段階以上で精製することが可能となるため、非特異的結合
に基づくバックグラウンドを大幅に低減することができ、特定ゲノム領域の特異的な単離
効率が大幅に向上する。
【００２９】
　タグ配列を連結するプロテアーゼ認識配列は、タグ配列の切断に通常用いられるプロテ
アーゼが認識する配列を適宜選択して用いることができる。タグ配列の切断に用いられる
プロテアーゼとしては、例えば、タバコエッチウイルス（TEV）プロテアーゼ、ヒトライ
ノウイルス（HRV）プロテアーゼ、エンテロキナーゼ（EK）、トロンビン（Tb）、第Xa因
子（Xa）などが知られている。
【００３０】
　解析対象細胞として真核細胞を用いる場合には、核移行シグナルを含む融合分子とする
ことが好ましい。当該融合分子が核移行シグナルを有することにより、核内に移行してゲ
ノムDNAと接触することが可能となる。核移行シグナルは公知の核移行シグナルから適宜
選択すればよい。具体的には、例えば、SV40T抗原の核移行シグナル、c-Mycの核移行シグ
ナル、p53の核移行シグナル、NF-κBp50の核移行シグナルなどが挙げられる。また、細胞
内に取り込まれる性質を持つアミノ酸配列（蛋白質トランスダクションドメイン）を含む
融合分子としてもよい。
【００３１】
　外来性分子が蛋白質である場合、例えば、公知の遺伝子組換え技術により組換え蛋白質
として当該外来性分子を製造することができる。すなわち、外来性蛋白質をコードするDN
Aを公知の発現ベクターに挿入し、得られた発現ベクターを適切な宿主細胞に導入して発
現させ、公知の方法で精製すればよい。外来性蛋白質が融合蛋白質の場合は、融合させる
各蛋白質をコードするDNAを適宜連結して融合DNAを作製し、これを発現ベクターに挿入す
ればよい。
【００３２】
　外来性分子が核酸である場合、例えば、公知の化学合成法、PCR法、in vitro transcri
ption法、reverse transcription法、細胞に組み込んだ遺伝子からの転写等により当該核
酸を製造することができる。外来性核酸を融合分子とする場合は、公知の化学合成法を用
いることができる。
【００３３】
　外来性分子を細胞内のゲノムDNAと接触させる方法は特に限定されず、例えば、上述の
ように公知の遺伝子組換え技術等を用いて得られた外来性蛋白質や外来性核酸を、マイク
ロインジェクション、エレクトロポレーション、リポフェクション等により、解析対象の
細胞に導入する方法が挙げられる。また、外来性分子として、上記の細胞内に取り込まれ
る性質を持つアミノ酸配列（蛋白質トランスダクションドメイン）を含む融合分子を用い
て、解析対象の細胞に直接導入することも可能である。また、外来性分子とは別に、外来
性分子と結合する性質を持つアミノ酸配列を融合させた蛋白質トランスダクションドメイ
ンを作製し、これを外来性分子と混合して解析対象の細胞に導入することも可能である。
【００３４】
　また、外来性分子を細胞内で発現させてもよい。この場合は、解析対象細胞を宿主細胞
とし、当該細胞で外来性分子を発現可能な発現ベクターを作製して導入すればよい。宿主
が原核細胞の場合、発現した外来性分子は細胞質中でゲノムDNAと接触することができる
。宿主が真核細胞の場合は、核移行シグナルを含む融合分子を発現させることにより、発
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現した外来性分子が細胞質から核に移行し、ゲノムDNAと接触することができる。また、
外来性分子をコードする遺伝子が発現可能に導入されたトランスジェニック生物を用いる
ことにより、外来性分子を細胞内のゲノムDNAと接触させることもできる。
　ゲノムDNAと接触した外来性分子は、標的の内在性DNA配列に結合することができる。
【００３５】
（２）工程２
　工程２は、相互作用している分子との相互作用状態を保持している前記細胞内のゲノム
DNAを断片化する工程である。工程２を行う前にゲノムDNAと、当該ゲノムDNAと相互作用
している分子との相互作用状態を保持する処理を行うことが好ましいが、相互作用状態を
保持する処理を行うことなく、工程２を行ってもよい。
　ゲノムDNAには、転写因子等のDNA結合蛋白質、DNA、RNAなどの核酸、その他の分子など
が細胞周期や外からの刺激等に応じて相互作用しているので、解析目的に合わせたタイミ
ングで、相互作用状態を保持する処理またはゲノムDNAの断片化処理を行うことが好まし
い。また、これらの処理を行う前に、必要に応じて細胞に刺激を与えてもよい。なお、断
片化処理を効率よく行うために、断片化処理の前に、公知の方法を用いて細胞を溶解また
は破砕またはクロマチン分画を抽出しておくことが好ましい。
　工程２により、外来性分子が結合しているDNA断片と、外来性分子が結合していないDNA
断片が生成する。
【００３６】
（３）工程３
　工程３は、前記外来性分子と特異的に結合する分子を、外来性分子が結合しているDNA
断片に結合させて複合体を生成し、当該複合体を回収する工程である。外来性分子は、単
離しようとするゲノム領域内またはその近傍に存在する特定の内在性DNA配列部分でゲノ
ムDNAと結合しているので、外来性分子が結合しているDNA断片には目的の特定ゲノム領域
が含まれていると考えられる。したがって、外来性分子と特異的に結合する分子が結合し
て生成した複合体を回収することにより、目的の特定ゲノム領域を単離することができる
。
【００３７】
　工程３で用いる方法は、外来性分子が結合した目的の特定ゲノム領域を含むDNA断片と
、外来性分子と特異的に結合する分子との複合体を生成することができ、当該複合体を回
収できる方法であれば、どのような方法であってもよい。例えば、外来性分子と特異的に
結合する抗体やペプチド、ニッケルイオン等が固定された担体を用いて、複合体を沈降さ
せて回収する方法などが挙げられる。
【００３８】
　外来性分子として、例えば２種類のタグ配列を含み、両タグ配列がプロテアーゼ認識配
列を介して連結されている構成の融合分子を用いた場合には、第１のタグ配列と特異的に
結合する分子を結合させて第１の複合体を生成した後、第１の複合体をプロテアーゼで処
理してプロテアーゼ認識配列を切断し、続いて第２のタグ配列と特異的に結合する分子を
、第１の複合体から遊離したゲノムDNAに結合させて第２の複合体を生成することが好ま
しい。２段階で複合体を生成することにより、第１のタグ配列と特異的に結合する分子や
、これを固定した担体に非特異的に結合する分子がバックグラウンドとして濃縮される不
都合を回避でき、特定ゲノム領域の特異的な単離効率が大幅に向上する。
【００３９】
　なお、２種類のタグ配列がプロテアーゼ認識配列を介して連結されている構成の外来性
分子を用いない場合でも、タグ配列と特異的に結合する分子から、複合体を遊離させるこ
とによりバックグラウンドを低減させることが可能である。具体的には、例えばタグ配列
としてFLAGタグを用いた場合に、FLAGペプチドを加えることにより、抗FLAG抗体と結合し
た複合体から複合体を遊離させる場合等が挙げられる。
【００４０】
　図１に従って、本発明の第１の実施形態の一つの具体例を以下に説明する。ただし、本
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発明の方法は、当該実施形態に限定されるものではない。
（１）図１Ａに示すように、解析対象細胞の目的のゲノム領域内またはその近傍に存在し
、外来性分子の標的とする内在性DNA配列を決定する。
（２）決定した内在性DNA配列に特異的に結合するTALエフェクター蛋白質を設計する。こ
れと核移行シグナル（NLS: Nuclear localization signal）配列およびFLAGを３回繰り返
したタグ配列との融合蛋白質（3×FN-TAL、図１Ｂ参照）を発現させるための発現ベクタ
ーを作製し、解析対象細胞内で発現可能に導入する。
（３）3×FN-TALの発現ベクターを導入した解析対象細胞に対して、必要に応じで刺激を
与える。単離しようとするゲノム領域においてゲノムDNAと相互作用している蛋白質、RNA
、DNA、およびその他の分子の相互作用状態を保持させるために、必要に応じてホルムア
ルデヒド等の架橋剤で細胞を架橋処理する。もちろん、3×FN-TALは、標的の内在性DNA配
列と結合している（図１Ｃ上段参照）。
（４）細胞を溶解し、相互作用状態を保持しているゲノムDNAを制限酵素等のDNA切断酵素
で消化して断片化する。断片化は、超音波処理で行ってもよい。この工程により、3×FN-
TALが結合しているDNA断片と、3×FN-TALが結合していないDNA断片が生成する。
（５）3×FN-TALが結合しているDNA断片は、抗FLAG抗体と結合して複合体（免疫沈降複合
体）を生成する（図１Ｃ下段参照）。
（６）単離した複合体はゲノム領域と相互作用している分子を保持している。したがって
、相互作用（架橋）を解除し、蛋白質、RNA、DNA、およびその他の分子を精製してこれら
の分子を同定することができる。
【００４１】
〔第２の実施形態〕
　本発明の方法は、以下の工程Ｉ～ＩＩＩを含むものであればよい。本発明の方法により
、相互作用している分子との相互作用状態を保持したまま特定ゲノム領域を単離すること
が可能となる。相互作用状態を保持した特定ゲノム領域が単離できる限り、工程Ｉ～ＩＩ
Ｉ以外の工程を含んでもよく、その内容は限定されない。なお、第２の実施形態の解析対
象細胞は生細胞に限定されず、組織標本等の細胞も解析対象細胞として好適である。
工程Ｉ：相互作用している分子との相互作用状態を保持しているゲノムDNAを断片化する
工程
工程ＩＩ：ゲノムDNA中の特定の内在性DNA配列に結合する外来性分子と、断片化した前記
ゲノムDNAとを接触させる工程
工程ＩＩＩ：前記外来性分子に結合したゲノムDNA断片を回収する工程
【００４２】
　以下、各工程順に本発明の方法を詳細に説明する。
（１）工程Ｉ
　工程Ｉは、相互作用している分子との相互作用状態を保持しているゲノムDNAを断片化
する工程である。解析対象として生細胞を用いる場合には、工程１を行う前にゲノムDNA
と、当該ゲノムDNAと相互作用している分子との相互作用状態を保持する処理を行うこと
が好ましいが、相互作用状態を保持する処理を行うことなく、工程１を行ってもよい。生
細胞は細胞の細胞周期や外からの刺激等に応じて相互作用している分子が異なると考えら
れるので、解析目的に合わせたタイミングで、相互作用状態を保持する処理またはゲノム
DNAの断片化処理を行うことが好ましい。また、これらの処理を行う前に、必要に応じて
細胞に刺激を与えてもよい。
　組織標本等の細胞を解析対象とする場合には、ゲノムDNAと相互作用している分子との
相互作用状態は保持されていると考えられるので、通常改めて相互作用状態を保持する処
理を行うことは要しない。
　いずれの細胞を解析対象とする場合も、断片化処理を効率よく行うために、断片化処理
の前に、公知の方法を用いて細胞を溶解または破砕またはクロマチン分画を抽出しておく
ことが好ましい。
【００４３】
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（２）工程ＩＩ
　工程ＩＩは、ゲノムDNA中の特定の内在性DNA配列に結合する外来性分子と、断片化した
前記ゲノムDNAとを接触させる工程である。外来性分子は、工程Ｉで調製した断片化ゲノ
ムDNAと接触させる前に、予め担体に固定化されていることが好ましい。あるいは、外来
性分子と断片化ゲノムDNAと接触させた後に、外来性分子を担体に固定化してもよい。外
来性分子を担体に固定化することにより、外来性分子が結合する内在性DNA配列を含むDNA
断片のみを担体に結合させることができる。外来性分子は、第１の実施形態において説明
した方法で製造することができる。
【００４４】
　外来性分子を固定化する担体は、蛋白質または核酸を固定化できる担体であれば特に限
定されない。例えば、ガラス、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリ酢酸ビニル、ポリ塩
化ビニル、メタアクリレート、ラテックス、アガロース、セルロース、デキストラン、デ
ンプン、デキストリン、シリカゲル、多孔性セラミックス等の素材できたビーズ、マグネ
チックビーズ、ディスク、スティック、チューブ、マイクロタイタープレート、マイクロ
センサーチップ、マイクロアレイ等が挙げられる。外来性分子の担体への固定化方法は、
物理的吸着、共有結合、架橋等の公知の方法を適宜選択して用いることができる。
【００４５】
（３）工程ＩＩＩ
　工程ＩＩＩは、前記外来性分子に結合したゲノムDNA断片を回収する工程である。外来
性分子は、単離しようとするゲノム領域内またはその近傍に存在する特定の内在性DNA配
列部分でゲノムDNAと結合するので、外来性分子に結合したゲノムDNA断片には目的の特定
ゲノム領域が含まれていると考えられる。したがって、外来性分子に結合したゲノムDNA
断片を回収することにより、目的の特定ゲノム領域を単離することができる。
【００４６】
　工程ＩＩおよびＩＩＩで用いる具体的な方法は特に限定されない。例えば、外来性分子
を固定化した担体をカラムに詰めて、ここに工程Ｉで調製したDNA断片を通し、外来性分
子に目的のゲノムDNA領域を結合させた後、カラムを洗浄し、その後、目的のゲノムDNA領
域を溶出させることで回収する方法が挙げられる。あるいは、外来性分子を固定化した担
体を入れたチューブに工程Ｉで調整したDNA断片を加え、撹拌操作等により外来性分子と
目的のゲノムDNA領域を接触させ、その後、担体を洗浄した後、目的のゲノムDNA領域を溶
出して回収する方法が挙げられる。
【００４７】
　図２に、本発明の第２の実施形態の一つの具体例を示す。ただし、本発明の方法は、当
該実施形態に限定されるものではない。以下、図２に従って、本発明の第２の実施形態の
一例を説明する。
（１）図２Ａに示すように、解析対象細胞の目的のゲノム領域内またはその近傍に存在し
、外来性分子の標的とする内在性DNA配列を決定する。
（２）決定した内在性DNA配列に特異的に結合するTALエフェクター蛋白質を設計し、これ
にタグを付けた組み換え蛋白質として取得する。タグは、例えばプロメガ社製のHaloTag
（登録商標）である。これをプロメガ社製のHaloLink Magnetic Beads（商品名）に共有
結合により固定化する（TAL-conjugated beads、図２Ｂ参照）。あるいは、タグは、例え
ばGSTタグである。これをGEヘルスケア社製のGlutathione Sepharose 4Bにアフィニティ
ー結合により固定化する。
（３）解析対象細胞に対して、必要に応じて刺激を与える。単離しようとするゲノム領域
においてゲノムDNAと相互作用している蛋白質、RNA、DNA、およびその他の分子の相互作
用状態を保持させるために、必要に応じてホルムアルデヒド等の架橋剤で細胞を架橋処理
する（図２Ｃ上段参照）。
（４）細胞を溶解し、相互作用状態を保持しているゲノムDNAを制限酵素等のDNA切断酵素
で消化して断片化する。断片化は、超音波処理で行ってもよい。この工程により、TAL-co
njugated beadsが結合する内在性DNA配列を含むDNA断片と、これを含まないDNA断片が生
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成する。
（５）TAL-conjugated beadsが結合する内在性DNA配列を含むDNA断片は、TAL-conjugated
 beadsと結合する（図２Ｃ下段参照）。
（６）TAL-conjugated beadsを回収することにより目的のゲノム領域を単離することがで
きる。単離したゲノム領域は相互作用している分子を保持している。したがって、相互作
用（架橋）を解除し、蛋白質、RNA、DNA、およびその他の分子を精製してこれらの分子を
同定することができる。
【００４８】
〔単離した特定ゲノム領域の利用〕
　本発明の方法により単離した特定ゲノム領域は、ゲノム機能発現の分子機構解析のため
の試料として非常に有用である。すなわち、単離した特定ゲノム領域には、ゲノムDNAと
相互作用している分子（蛋白質、DNA、RNAなど）の相互作用状態が保持されているので、
相互作用している分子を同定し、その機能を推定することが可能となり、ゲノム機能発現
の分子機構解析に大きな貢献をもたらすことが期待できる。
【００４９】
　単離した特定ゲノム領域において相互作用している分子の同定は、公知の方法を適宜組
み合わせて行えばよく、特に限定されない。例えば、相互作用状態の保持を解除して、相
互作用している分子を分離、精製し、公知の同定方法を適用することで行うことができる
。相互作用状態を保持する処理がホルムアルデヒドを用いた架橋処理の場合には、高濃度
の塩溶液（5M NaCl溶液など）を添加して適当な温度で適当な時間（例えば約６５℃で一
夜）インキュベートすることにより架橋を解除することができる。公知の同定方法として
は、対象が蛋白質の場合には、例えば、質量分析、免疫ブロット、ELISA（Enzyme-linked
 immunosorbent assay）などが挙げられ、対象がDNAまたはRNAの場合には、例えば、塩基
配列解析、マイクロアレイ解析、PCR（polymerase chain reaction）などが挙げられる。
【実施例】
【００５０】
　以下、実施例により本発明を詳細に説明するが、本発明はこれらに限定されるものでは
ない。
【００５１】
〔実施例１：テロメア領域の単離〕
（１）解析用細胞の作製
　テロメアリピート（TTAGGG）を認識するTALエフェクター蛋白質を発現する細胞を作製
した。TAGGGTTAGGGTTAGGGTT（配列番号１）のテロメアリピートを含む19-merの二本鎖DNA
（TAGGGTTAGGGTTAGGGTT：配列番号１）に結合するTelomere-TALをコードするDNAを合成し
た。合成はライフテクノロジーズ社に委託した。Telomere-TALに3×FLAGタグおよび核移
行シグナル（NLS）を融合した蛋白質3×FN-Tel-TAL（配列番号２）を発現するレトロウイ
ルスベクター3×FN-Tel-TAL/pMXs-puroを作製し、マウス血球系細胞株Ba/F3に感染させ、
ピューロマイシンセレクションにより、感染細胞のみを選別した。3×FN-Tel-TAL蛋白質
のアミノ酸配列を配列番号２に示した。
　陰性対照細胞は以下のようにして作製した。3×FLAGタグ、NLSおよび細菌のLexA蛋白質
からなる融合蛋白質3×FNLDD（Fujita and Fujii. Adv. Biosci. Biotechnol. 3, 626-62
9 (2012)）を発現するレトロウイルスベクター3×FNLDD/pMXs-puroをBa/F3細胞に感染さ
せ、ピューロマイシンセレクションにより、感染細胞のみを選別した。
【００５２】
　3×FN-Tel-TAL蛋白質と3×FNLDD蛋白質の発現を、FLAGタグに対する抗体（シグマ－ア
ルドリッチ社製、フルオレセインイソチオシアネート結合anti-FLAG M2、F4049）を用い
て細胞内染色を行い、フローサイトメトリーによって検出した。結果を図３に示した。図
中、Ba/F3（左）は宿主細胞のみ、3×FNLDD（中）は3×FNLDD蛋白質発現細胞、3×FN-Tel
-TAL（右）は3×FN-Tel-TAL蛋白質発現細胞の結果である。図３からわかるように、3×FN
-Tel-TAL蛋白質と3×FNLDD蛋白質の発現レベルは、同程度であった。
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【００５３】
（２）特定ゲノム領域の単離
(a) インターロイキン３含有RPMI完全培地30mL中に2×107個の細胞を含む細胞懸濁液に81
0μLの37％ホルムアルデヒドを添加して37℃で5分間置き細胞を架橋処理した。続いて、1
.25Mグリシン溶液を3 mL添加して室温で10分間置き、中和した。
(b) 遠心分離（1.3 krpm、5分間、4℃）により細胞を氷冷PBSで２回洗浄した後、10 mLの
細胞溶解バッファー（10 mM Tris (pH8.0)、1 mM EDTA、0.5％ IGEPAL CA-630、プロテア
ーゼインヒビターカクテル）に懸濁した。氷上で10分間置いた後、遠心分離 (2.0 krpm、
8分間、4℃)後、上清を捨て、ペレットを10 mLの核溶解バッファー（10 mM Tris (pH8.0)
、1 mM EDTA、0.5M NaCl、1% Trion X-100、0.5% sodium deoxycholate、0.5% lauroylsa
rcosine salt、プロテアーゼインヒビターカクテル）に懸濁し、2～3分おきにボルテック
スをかけながら氷上で10分間置いた。遠心分離（2.0 krpm、8分間、4℃）後、上澄みを捨
て、氷冷PBSを用いて洗浄したペレットをクロマチン分画とした。
【００５４】
(c) クロマチン分画を800μLの溶解バッファー３（10 mM Tris (pH8.0)、1 mM EDTA、0.5
 mM EGTA、150mM NaCl、0.1% sodium deoxycholate、0.1% SDS、プロテアーゼインヒビタ
ーカクテル）に懸濁し、架橋されたゲノムDNAを超音波処理により断片化した（超音波発
生機：TOMY SEIKO社製、Ultrasonic disruptor UD-201、output: 3、Duty: 100%、10 sec
 x 6 with 20 sec intervals を２分間の間隔を空けて3セット（計18回））。
(d) 遠心分離（1.3 krpm、10分間、4℃）して上清800μLを回収した。このうち、160μL
（4×106細胞相当）に240μLの溶解バッファー３、50μLの10％ Triton X-100を含んだ溶
解バッファー３、50μLの10×プロテアーゼインヒビター溶液を加えて、500μLとした。
続いて、対照IgGを結合させたDynabeadsを用いて、プレクリアー操作を行い、非特異的結
合物を除いた。次いで、抗FLAG抗体M2（シグマ－アルドリッチ社製、anti-FLAG M2、F180
4）を結合させたDynabeadsを用いて、免疫沈降した。
【００５５】
(e) 洗浄後、免疫沈降物複合体を300μLのTEに懸濁し、架橋除去後、RNase AおよびProte
inase K処理を行い、次いでフェノール／クロロフォルム処理によって、DNAを精製した。
(f) 得られたDNAをサザンブロット解析に用いた。テロメアDNAの検出には、Roche社製Tel
o TAGGG Telomerase Length Assay kit（12209136001）を用いた。
【００５６】
　サザンブロット解析の結果を図４（Ａ）および（Ｂ）に示した。（Ａ）および（Ｂ）は
再現性を確認した結果である。図４（Ａ）および（Ｂ）から明らかなように、免疫沈降を
行った２種類のサンプル中、3×FN-Tel-TALを用いた場合のみ、免疫沈降物複合体からテ
ロメアDNAが検出された。この結果から、3×FN-Tel-TALを用いた免疫沈降により、テロメ
ア領域が回収できることが明らかとなった。
【００５７】
（３）単離したテロメア領域に含まれる蛋白質の同定
(g) 上記(a)～(d)と同様の操作により、免疫沈降物を得た。免疫沈降には、300μLのDyna
beadsと、30μLの抗体を用いた。免疫沈降物に200μLの3×FLAGペプチド溶液（シグマ－
アルドリッチ社製、F4799、0.5 mg/mL）を加えて37℃、20分間インキュベートすることで
ビーズから溶出した。イソプロパノールを用いて溶出した免疫沈降物を沈殿させ、40μL
の2×SDSサンプルバッファーに懸濁して100℃、30分間インキュベートし、蛋白質の変性
と架橋の解除を同時に行った。
(h) 次いで、4-20％SDS-PAGEゲルで、サンプルが1.5 cm程ゲル内に入るまで電気泳動し、
クマシーブリリアントブルー (CBB) 染色した後、5分割して質量分析解析を行った。
【００５８】
　3×FNLDDと比較して相対的に3×FN-Tel-TALに多く検出された蛋白質には、既知のテロ
メア結合蛋白質、他のテロメア結合蛋白質に結合することが知られている蛋白質、遺伝学
的解析からテロメア機能に関与することが示されている蛋白質が多数含まれていた（表１
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参照）。この結果から、本発明の方法により、特定ゲノム領域の配列に特異的に結合する
蛋白質をクロマチン複合体として単離し、質量分析により同定できることが示された。
【００５９】
【表１】

【００６０】
（４）単離したテロメア領域に含まれるRNAの同定
(i) 上記(a)～(e)と同様の操作により、免疫沈降物を得た。全てのバッファーにRNasin P
lus（プロメガ社）を加えた。Proteinase K処理後に、Isogen II（ニッポンジーン社）を
用いてRNAを精製した。
(j) 次いで、TITANIUM One-Step RT-PCR（クローンテック社）を用いてRT-PCRを行い、テ
ロメラーゼRNAの検出を試みた。RT-PCRに用いたプライマーは5’-CCGGCGCCCCGCGGCTGACAG
AG-3’（配列番号３）（逆転写用）、5'-GCTGTGGGTTCTGGTCTTTTGTTC-3'（配列番号４）、
5’-GCGGCAGCGGAGTCCTAAG-3’（配列番号５）である。
【００６１】
　RT-PCRの結果を図５に示した。図５から明らかなように、3×FN-Tel-TALを用いた場合
に特異的に、テロメレラーゼRNAが検出された。この結果から、本発明の方法により、特
定ゲノム領域の配列に特異的に結合するRNAをクロマチン複合体として単離し、RT-PCRに
より定量することができることが示された。
【００６２】
〔実施例２：Sox2遺伝子プロモーター領域の単離〕
（１）解析用細胞の作製
　ヒトSox2遺伝子プロモーター領域に存在する塩基配列（TTATTCCCTGACA、配列番号６）
を認識するTALエフェクター蛋白質を発現する細胞を作製した。上記配列（配列番号６）
を認識するTALエフェクター蛋白質をコードするDNAをAddgeneより購入した（Addgene #35
388）。この蛋白質に3×FLAGタグおよび核移行シグナル（NLS）を融合した蛋白質3×FN-S
ox2-TALを発現するプラスミドベクターを作製し、ヒト胎児腎細胞293Tにトランスフェク
ションし、3×FN-Sox2-TAL発現細胞を作製した。
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　陰性対照として、以下の細胞を作製した。ヒトKLF4遺伝子プロモーター領域に存在する
塩基配列（TCTTACTTATAAC、配列番号７）を認識するTALエフェクター蛋白質をコードする
DNA（Addgene #35389）およびサイトメガウイルスのプロモーター領域に存在する塩基配
列（ACCACTCACTATA、配列番号８）を認識するTALエフェクター蛋白質をコードするDNA（A
ddgene #27970）をそれぞれAddgeneより購入し、同様の操作を行って、各蛋白質（3×FN-
KLF4-TAL、3×FN-CMV-TAL8）発現細胞を作製した。
【００６３】
　これらの各TALエフェクター蛋白質の発現を、FLAGタグに対する抗体（シグマ－アルド
リッチ社製、anti-FLAG M2、F1804）を用いてウエスタンブロットにより検出した。結果
を図６に示した。図６からわかるように、TALエフェクター蛋白質の発現は、いずれも同
程度であった。
【００６４】
（２）特定ゲノム領域の単離
(a) DMEM完全培地30 mL中に1.5×107個の細胞を含む細胞懸濁液に810μLの37％ホルムア
ルデヒドを添加して37℃で5分間置き、細胞を架橋処理した。続いて、1.25Mグリシン溶液
を3 mL添加して室温で10分間置き、中和した。
(b)～(d) 実施例１の（２）(b)～(d)と同様の操作を行い、解析対象領域であるSox2プロ
モーター領域を免疫沈降した。
(e) 洗浄後、免疫沈降物に40μLの3×FLAGペプチド溶液（シグマ－アルドリッチ社製、F4
799、0.5 mg/mL）を加えて37℃、30分間インキュベートすることでビーズから溶出した。
溶出した免疫沈降物を60μLのTEに懸濁し、RNase AおよびProteinase K処理、ならびに架
橋除去後、ChIP DNA Clean & Concentrator-Capped column（ZYMO RESEARCH社製、D5205
）を用いてDNAを精製した。
(f) 得られたDNAを用いてリアルタイムPCRを行った。リアルタイムPCRに用いたプライマ
ーは、5’-ATTGGTCGCTAGAAACCCATTTATT-3’（配列番号９）、5’-CTGCCTTGACAACTCCTGATA
CTTT-3’（配列番号１０）であり、ヒトSox2遺伝子プロモーター領域内の3×FN-Sox2-TAL
認識配列（TTATTCCCTGACA、配列番号６）を挟むように設計した（図７参照）。
【００６５】
　リアルタイムPCRの結果を図８に示した。図８から明らかなように、3×FN-Sox2-TALを
用いた場合、陰性対照と比較し、2.5～3倍程度Sox2プロモーター領域の濃縮が見られた。
この結果から、3×FN-Sox2-TALを用いた免疫沈降により、Sox2プロモーター領域が回収で
きることが明らかとなった。以上の結果から、細胞あたり１あるいは２コピーの解析対象
ゲノム領域についても、本発明の方法を応用できることが示唆された。
【００６６】
〔実施例３：不活性型Cas9蛋白質とRNAの複合体（CRISPR系）を用いたIRF-1遺伝子座の単
離〕
　本実施例のスキームを図９に示した。
（１）解析用CRISPR系の作製
　SV40 T抗原由来の核移行シグナルを含むCas9 D10A変異体をコードするプラスミドをAdd
geneより購入した（Addgene #41816）。これを基に、H840A変異を導入して、酵素活性を
持たないCas9変異体（dCas9）を作製した。dCas9のコーディング配列をp3XFLAG-CMV-7.1
（シグマ－アルドリッチ社）に組み込み、3×FLAGタグ付きのdCas9蛋白質を発現するベク
ター3×F-dCas9/pCMV-7.1を作製した。ヒト胎児腎由来の293T細胞に3×F-dCas9/pCMV-7.1
を一過性にトランスフェクトして、3×F-dCas9を発現させた。また、3×FNLDD/pCMV-7.1
を293T細胞に一過性にトランスフェクトして、3×F-dCas9を発現させたものと比較した。
　各細胞から核抽出物を調製し、3×F-dCas9の発現および3×FNLDDの発現を、FLAGタグに
対する抗体（シグマ－アルドリッチ社製、anti-FLAG M2、F1804）を用いてウエスタンブ
ロットにより検出した。結果を図１０に示した。図中（－）は宿主細胞のみを表す。下段
のCBB染色像から、各レーンのサンプル量が同じであることがわかる。ウエスタンブロッ
トの結果から、3×F-dCas9の発現および3×FNLDDの発現は同程度であった。
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【００６７】
　次に、Mali et al., Science (2013) 339: 823-826に従って、ヒトIRF-1遺伝子座に存
在する5'-CCGGGGGCGCTGGGCTGTCCCGG-3'配列（配列番号１１）に対応するgRNAの発現ベク
ターを構築した。二つのオリゴヌクレオチド5'-TTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAAC
ACCGCGGGGGCGCTGGGCTGTCC-3'（配列番号１２）と5'-GACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCT
CTAAAACGGACAGCCCAGCGCCCCCGC-3'（配列番号１３）をアニールさせ、Phusionポリメラー
ゼ（ニューイングランドバイオラブズ社）を用いて、100ベースペアの二重鎖DNA断片を合
成した。アガロース電気泳動により、この断片を精製し、ギブソンアセンブリー法キット
（ニューイングランドバイオラブズ社）を用いて、gRNAクローニングベクター（Addgene 
#41824）と結合させ、gRNAを発現するgRNA-hIRF-1 #12を作製した。
【００６８】
（２）ヒトIRF-1遺伝子座の単離
(a) 上記3×F-dCas9/pCMV-7.1とgRNA-hIRF-1 #12を、ヒト胎児腎由来の293T細胞3×106個
にリポフェクタミン2000（インビトロジェン社）を用いて導入した。トランスフェクショ
ンの翌日に、細胞を播き直し、更に翌日に、DMEM完全培地30 mL中の細胞に810μLの37%ホ
ルムアルデヒドを添加して37℃で5分間置き、細胞を架橋処理した。続いて、1.25Mグリシ
ン溶液を3 mL添加して室温で10分間置き、中和した。
(b)～(d) 実施例１の（２）(b)～(d)と同様の操作を行い、解析対象領域であるIRF-1領域
を免疫沈降した。
(e) 洗浄後、免疫沈降物複合体を285μLのTEに懸濁し、12μLの5M NaClを加えて65℃で終
夜処理し、架橋除去後、RNase AおよびProteinase K処理を行い、次いでフェノール／ク
ロロフォルム処理によって、DNAを精製した。
(f) 得られたDNAを用いてリアルタイムPCRを行った。リアルタイムPCRに用いたプライマ
ーは、5'-CGCCTGCGTTCGGGAGATATAC-3'（配列番号１４）、5'-CTGTCCTCTCACTCCGCCTTGT-3'
（配列番号１５）であり、ヒトIRF-1遺伝子座の標的DNA配列近傍に設計した。また、無関
係な領域であるSox2遺伝子座の定量のため、配列番号９および１０のプライマーを用いた
。
【００６９】
　リアルタイムPCRの結果を図１１に示した。図１１から明らかなように、陰性対照では
、ほとんどIRF-1遺伝子座が濃縮されなかったのに対して、3×F-dCas9とgRNA-hIRF-1 #12
とを用いた場合、インプットに対して7.7％もの濃縮が認められた。また、関係のないSox
2遺伝子座は全く濃縮されなかった。この結果から、3×F-dCas9とgRNAを用いた免疫沈降
により、標的遺伝子座が特異的かつ効率的に回収できることが明らかとなった。以上の結
果から、細胞あたり１あるいは２コピーの解析対象ゲノム領域についても、本発明の方法
を応用できることが示唆された。
【００７０】
（３）単離したIRF-1領域に含まれる蛋白質の同定
(g) 上記(a)～(d)と同様の操作により、免疫沈降物を得た。免疫沈降には、300μLのDyna
beadsと、30μLの抗体を用いた。免疫沈降物に200μLの3×FLAGペプチド溶液（シグマ－
アルドリッチ社製、F4799、0.5 mg/mL）を加えて37℃、20分間インキュベートすることで
ビーズから溶出した。イソプロパノールを用いて溶出した免疫沈降物を沈殿させ、40μL
の2×SDSサンプルバッファーに懸濁して100℃、30分間インキュベートし、蛋白質の変性
と架橋の解除を同時に行った。
(h) 次いで、4-20％SDS-PAGEゲルで、サンプルが1.0 cm程ゲル内に入るまで電気泳動し、
クマシーブリリアントブルー染色した後、5分割して質量分析解析を行った（図１２参照
）。
【００７１】
　検出された蛋白質には、ヒストン等の既知のクロマチン構成蛋白質、ヒストン結合蛋白
質、代謝酵素蛋白質、RNAヘリカーゼ等が多数含まれていた（表２参照）。この結果から
、本発明の方法により、特定ゲノム領域の配列に結合する蛋白質をクロマチン複合体とし
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【００７２】
【表２】

【００７３】
　なお本発明は上述した各実施形態および実施例に限定されるものではなく、請求項に示
した範囲で種々の変更が可能であり、異なる実施形態にそれぞれ開示された技術的手段を
適宜組み合わせて得られる実施形態についても本発明の技術的範囲に含まれる。また、本
明細書中に記載された学術文献および特許文献の全てが、本明細書中において参考として
援用される。
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