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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　シーケンスライブラリーの調製方法であって、
（ａ）　核酸を含む試料へのクロマチン結合剤の添加；
（ｂ）　前記剤が結合したクロマチンの単離；
（ｃ）　工程（ｂ）の単離クロマチンへのトランスポザーゼの添加；
（ｄ）　クロマチンからの核酸の単離；および
（ｅ）　シーケンスライブラリーの入手、
を含む方法。
【請求項２】
　核酸を含む分子間の相互作用のマッピング方法であって、
（ａ）　核酸を含む試料へのクロマチン結合剤の添加；
（ｂ）　前記剤が結合したクロマチンの単離；
（ｃ）　工程（ｂ）の単離クロマチンへのトランスポザーゼの添加；
（ｄ）　クロマチンからの核酸の単離；
（ｅ）　核酸の増幅；
（ｆ）　増幅された核酸の配列決定；および
（ｇ）　分子間相互作用の特定、
を含む方法。
【請求項３】
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　結合剤が抗体である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　核酸を含む試料が、
（ｉ）　細胞の培養および回収；
（ｉｉ）　細胞の固定；
（ｉｉｉ）　細胞の溶解およびそれによる核酸を含む第一試料の入手；並びに
（ｉｖ）　第一試料の超音波処理およびそれによる、第１項または第２項に記載の方法で
使用されるべき、核酸を含む第二試料の入手、
によって調製された、請求項１～３に記載の方法。
【請求項５】
　細胞固定中に導入された架橋結合を外す工程をさらに含む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　核酸が、ＤＮＡである、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　細胞が、核酸－タンパク質複合体を含む、請求項４または５に記載の方法。
【請求項８】
　細胞が、ヒト細胞、動物細胞、細菌細胞、酵母細胞、古細菌細胞、植物細胞またはウイ
ルスである、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　ヒト細胞または動物細胞が、疾患細胞もしくは非疾患細胞、または疾患組織由来細胞も
しくは非疾患組織由来細胞である、および／または、ヒト細胞または動物細胞が、がん細
胞、免疫細胞、血液細胞または幹細胞である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　がんが、固形がんまたは血液がんであり、好ましくは、前記血液がんが、白血病である
か、または、固形がんが、腫瘍である、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　工程（ｉｉ）が、化学物質の添加および／または物理的手段を含む、および／または、
工程（ｉｖ）が、核酸断片の大部分が２０～５０００塩基対長、好ましくは２００～３０
０塩基対長になるまでの超音波処理を含む、請求項４に記載の方法。
【請求項１２】
　クロマチン結合剤が、ヒストン、転写因子、またはヒストンおよび／もしくは転写因子
に結合しているタンパク質に特異的に結合する、請求項１または２に記載の方法。
【請求項１３】
　クロマチン結合剤が、抗体である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　結合剤が、化学物質であり、好ましくは、化学物質が、薬剤またはツール化合物（tool
 compound）であり、好ましくは、化学物質が、ビオチン化されている、請求項１、２ま
たは１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　ヒストンおよび／または転写因子に結合しているタンパク質が、核酸リモデリングタン
パク質またはクロマチン修飾酵素であり、好ましくは、ヒストンが、Ｈ３．３、Ｈ２Ａ．
Ｚ、ＣＥＮＰ－Ａ、Ｈ３．２、Ｈ３．３Ａ、Ｈ３．３Ｂ、Ｈ４またはＨ３．１であり、好
ましくは、ヒストンが、修飾ヒストンであり、修飾がメチル化、アセチル化、プロピオニ
ル化、ブチリル化、クロトニル化、２－ヒドロキシイソブチリル化、マロニル化、サクシ
ニル化および／またはリボシル化であり、好ましくは、修飾ヒストンが、Ｈ３Ｋ４ｍｅ１
／２／３、Ｈ２ＢＫ５ｍｅ１、Ｈ３Ｋ２７ｍｅ１／２／３、Ｈ３Ｋ９ｍｅ１／２／３、Ｈ
４Ｋ２０ｍｅ１、Ｈ３Ｋ７９ｍｅ１、Ｈ３Ｋ３６ｍｅ３、Ｈ２ＡＫ５ａｃ、Ｈ２ＡＫ９ａ
ｃ、Ｈ２ＢＫ５ａｃ、Ｈ２ＢＫ１２ａｃ、Ｈ２ＢＫ２０ａｃ、Ｈ２ＢＫ１２０ａｃ、Ｈ３
Ｋ４ａｃ、Ｈ３Ｋ９ａｃ、Ｈ３Ｋ１４ａｃ、Ｈ３Ｋ１８ａｃ、Ｈ３Ｋ２３ａｃ、Ｈ３Ｋ２
７ａｃ、Ｈ３Ｋ３６ａｃ、Ｈ４Ｋ５ａｃ、Ｈ４Ｋ８ａｃ、Ｈ４Ｋ１２ａｃ、Ｈ４Ｋ１６ａ
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ｃ、Ｈ４Ｋ９１ａｃ、Ｈ２ＡｕｂまたはＨ２Ｂｕｂである、請求項１２～１４のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１６】
　トランスポザーゼが、ランダムＤＮＡ配列タグまたは所定ＤＮＡ配列タグを含み、好ま
しくは、トランスポザーゼが、Ｔｎ５トランスポザーゼである、請求項１または２に記載
の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、シーケンスライブラリーを調製し、核酸を含む分子間の相互作用を研究する
ための新規方法を提供する。さらに詳細には、本発明は、核酸を含む試料へのクロマチン
結合剤の添加；前記剤が結合したクロマチンの単離；トランスポザーゼの単離されたクロ
マチンへの添加；クロマチンからの核酸の単離；および、シーケンスライブラリーの入手
を含む、シーケンスライブラリーの調製方法に関する。さらに、本発明は、核酸を含む試
料へのクロマチン結合剤の添加；前記剤が結合したクロマチンの単離；トランスポザーゼ
の単離されたクロマチンへの添加；クロマチンからの核酸の単離；核酸の増幅；増幅され
た核酸の配列決定；および、分子間相互作用の特定を含む、核酸を含む分子間の相互作用
のマッピング方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　核酸と他の化学物質および／または生体分子との間の相互作用に関する知識は、研究お
よび医療において関心が高い。タンパク質－核酸相互作用のよく知られた研究法はクロマ
チン免疫沈降（ＣｈＩＰ）であり、所望により超並列配列決定（massive parallel seque
ncing）（ＣｈＩＰ－ｓｅｑ）を後に伴う。核酸および／またはタンパク質による、例え
ばクロマチン内の、小分子相互作用を研究するための方法はＣｈｅｍ－Ｓｅｑであり、以
下でより詳細に説明される。
【０００３】
　ＣｈＩＰ法は、ゲノム全体でのＤＮＡ－タンパク質相互作用の研究を可能にする。Ｃｈ
ＩＰ法は、クロマチンの構成、ヒストン修飾、並びに、転写因子の結合パターン（Ｘ－Ｃ
ｈＩＰを使用）およびそれら結合パターンの健康および疾患における遺伝子制御に与える
影響の理解に大いに貢献した（例えば、Nature (2012) 489, pp. 57-74 or Ernst et al.
 (2011) Nature 473, pp. 43-49を参照）。しかしながら、ＣｈＩＰは他と比較して依然
面倒なプロトコルであり、低インプット試料に適用される場合、特に手間がかかる（例え
ば、Greenleaf, W.J. (2014) Methodsを参照）。次世代シーケンス用にＣｈＩＰから核酸
を調製するために（すなわち、ライブラリーを調製するために）、従来のアプローチはい
くつかの骨の折れる段階、（ｉ）精製したＤＮＡ配列の末端修復による、リン酸化した３
’末端を有する平滑末端二本鎖ＤＮＡ断片の生成；（ｉｉ）Ａ－オーバーハングの付加；
（ｉｉｉ）相補的なＴ－オーバーハングを有するアダプターの、Ａ－オーバーハングを有
する二本鎖の末端修復されたＣｈＩＰ－ＤＮＡ断片へのライゲーション、を含んでいる。
アダプターはＤＮＡ断片の増幅を可能にし、その増幅により、品質管理および後の配列決
定に充分な量の断片が確保され、また、その増幅により、クラスター形成のためのフロー
セル上末端（flow-cell end）および多サンプル配列決定実験のためのバーコード配列が
導入されることによって、配列決定手順のための断片も調製される。従来の方法にはいく
つかの制限がある。（ｉ）ライブラリーを調製するのに５～１０ｎｇのインプット物質が
通常必要となり、これは少量の細胞に対するＣｈＩＰからは回収できない。このため、Ｃ
ｈＩＰ－ｓｅｑ実験に推奨される細胞量は１０６細胞の範囲内である。（ｉｉ）ライブラ
リーの手順がいくつかの酵素反応およびＤＮＡ精製に依存しており、これが、ライブラリ
ー調製を比較的骨の折れる手順にしている。また、不完全な酵素反応およびＤＮＡ精製は
回収されるライブラリー断片の量を少なくし、これが、要求されるインプット量の多さの
原因となっている。（ｉｉｉ）アダプターはセルフライゲーションを起こす可能性があり
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、増幅および配列決定から排除する必要がある。そのため、過剰なアダプターおよびアダ
プター二量体に対する選別を行うために、サイズ選別が必要となる。アダプターライゲー
ションの代わりとして、ＣｈＩＰ－ｓｅｑライブラリーをＤＮＡ断片の逆転写により作製
する他のプロトコルが開発された（参照：ＣｈＩＰ　Ｓｅｑ　Ｋｉｔ、クロンテック社、
マウンテンヴュー、カリフォルニア州）。さらに、少量の出発物質用のＣｈＩＰ－ｓｅｑ
プロトコルとして、ｉＣｈＩＰ（Lara-Astiaso et al. (2014) Science 345, pp. 943-9
）、ｌｉｎＤＡ（Shankaranarayanan et al. (2011) Nature Methods 8, pp. 565-7）お
よびキャリアー補助ＣｈＩＰ（carrier-assisted ChIP）（Zwart et al. (2013) BMC Gen
omics 14, 232 or Jakobsen et al. (2015) BMC Genomics 16, 46）等が開発されたが、
これらのプロトコルは追加の試薬、実操作時間（hands-on-time）、または多くの試料プ
ールを必要とし、これが、これらのプロトコルを高価な、非常に時間のかかる、および／
または融通の利かないものにしている（従来技術の方法および既知の欠点の概要について
は図１を参照）。
【０００４】
　クロマチン内の小分子とそれらのタンパク質／核酸標的との間の相互作用を研究する別
の方法としてＣｈｅｍ－ｓｅｑがある。この方法は、超並列ＤＮＡ配列決定法と併せて化
学親和力による捕捉を利用することで、小分子がそれらの標的タンパク質またはＤＮＡと
相互作用するゲノム部位を特定する。この方法は、Anders et al., Nature Biotechnolog
y (2013), 32(1), pp. 92-6に最初に報告された。
【０００５】
　最近、さらなる核酸ライブラリー調製方法が報告された。その方法は、ＤＮＡの断片化
およびアダプタータグ付け（「タグメンテーション」）を同時に起こすための、高活性Ｔ
ｎ５トランスポザーゼの開発を利用している（Adey et al. (2010) Genome Biol 11, R11
9を参照）。この方法では、配列決定法に適合するアダプターを予め積載されたトランス
ポザーゼが使用される。トランスポザーゼは、ＤＮＡを断片化しつつ、積載されたアダプ
ターをＤＮＡに組み込む。ゲノムＤＮＡのライブラリーの調製（Adey et al. (2010) Gen
ome Biol 11, R119）、ＤＮＡメチル化解析のための亜硫酸水素塩で変換されたＤＮＡの
調製（Wang, Q. et al. (2013) Nature Protocols 8, 2022-2032）、ＲＮＡ－ｓｅｑ　ｃ
ＤＮＡまたは他の核酸から配列決定準備済みライブラリーへの調製（Picelli S. et al. 
(2014) Genome Res vol. 24 (12) pp. 2033-2040)）に必要とされるトランスポザーゼは
ごく少量である。上記のPirelliの発表では、ライブラリーは単離されたｃＤＮＡ試料か
ら調製されている。しかし、数あるパラメーターの中でも特に、タグメンテーション反応
におけるトランスポザーゼの量が核酸断片の最終的なサイズ分布を決定していることから
、精製された核酸のタグメンテーション反応はトランスポザーゼ：核酸比の変動に極めて
敏感である。すなわち、得られる方法は、トランスポザーゼおよび核酸の適切な比を求め
て、次世代シーケンスまたは他の下流の適用に望ましい核酸サイズ分布を達成するために
、労力とコストのかかる実験法を必要とする。核酸断片の分布および存在量の決定が可能
ですらない場合もあり、その場合、とりわけ、Furey et al. (2012) Nature Reviews Gen
etics 13 (12), pp. 840-852で総説されている従来技術の適用に従って、シーケンスライ
ブラリーを調製するために、トランスポザーゼ：核酸の正しい比を見つけることができな
くなる。さらに、細胞核へのトランスポザーゼの添加によって、オープンクロマチンの領
域が回収され、ゲノムの調節領域におけるヌクレオソームポジショニングおよび転写因子
フットプリントの情報が送達される（Buenrostro JD. et al. (2013) Nat Meth, vol. 10
 (12) pp. 1213-1218）。
【０００６】
　しかし、トランスポザーゼには、ＣｈＩＰまたはＣｈｅｍ－Ｓｅｑ後の核酸からのシー
ケンスライブラリーの調製における使用に適しているとする、体系的な記述が無い。むし
ろ、このアプローチの潜在的な不利点が議論されている。これらの不利点は、国際公開第
２０１３／０７８４７０号または同第２０１４／２０５２９６号に記載されているように
、ＣｈＩＰ後に精製ＤＮＡに対しタグメンテーションを行うことに起因している。すなわ
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ち、ＣｈＩＰおよびタグメンテーションの組合せの主な欠点は以下である。（１）小断片
（２００～７００ｂｐ）に超音波処理済みのＣｈＩＰ後ＤＮＡが、そっくりそのまま、さ
らに断片化されること。それ故、タグメンテーションによって、最小サイズが約４０ｂｐ
に至る非常に小さなライブラリー断片が生じる可能性があり（Adey et al. (2010) Genom
e Biol 11, R119）、イルミナ社の配列決定法には１５０ｂｐ～２００ｂｐの断片が最短
の長さとして推奨されているため、その非常に小さなライブラリー断片は配列決定するこ
とが困難である可能性がある；（２）タグメンテーションによるさらなる断片化は元の沈
降断片１つ当たりに多重のシーケンスリードを生成する可能性があり、これにより下流の
解析が妨害されることが起こり得ること。一例として、６００ｂｐの免疫沈降ＤＮＡ断片
は、３００ｂｐ断片と比較して２倍量のライブラリー断片をもたらし、これにより、６０
０ｂｐ領域内のリードの相対量が人為的に増加され得る。これは、ＣｈＩＰ－ｓｅｑデー
タを解析する際の正確なピーク抽出（peak calling）にとって問題となり得る；（３）タ
グメンテーションによるシーケンスライブラリーの作製に精製されたＣｈＩＰ　ＤＮＡを
使用するアプローチが、タグメンテーション反応の組み立てに正確なサイズ決定およびＤ
ＮＡ定量化を必要とすることから、不便であること。超音波処理は、試料およびＤＮＡ量
によって異なり、通常はＩＰに使用される抗体に応じて桁が異なり得るため、タグメンテ
ーションに先立ち、全てのＣｈＩＰ試料についてこれらのパラメーターを求める必要があ
るだろう；（４）ＣｈＩＰ　ＤＮＡの量が、ロバストなタグメンテーション反応の組み立
てにおいて共に重大な意味を持つパラメーターである、ロバストな定量化およびサイズ決
定には少な過ぎる可能性があるという理由からも、タグメンテーションによるシーケンス
ライブラリーの作製に精製されたＣｈＩＰ　ＤＮＡを使用するアプローチが可能でない場
合が多いこと；並びに／または、（５）精製されたＣｈＩＰ　ＤＮＡのタグメンテーショ
ンは、免疫沈降された標的領域における局所的クロマチン構造の潜在的情報を保存しない
こと。国際公開第２０１３／０７８４７０号に記載される、ＴＡＭ－ＣｈＩＰと称される
別の方法は、ＣｈＩＰ用の抗体に結合したＴｎ５トランスポザーゼを利用する。すなわち
、ＴＡＭ－ＣｈＩＰの限定要因は、国際公開第２０１４／１９０２１４号にも記載されて
いるように、適用に先立ち生成する必要がある抗体－オリゴヌクレオチド複合体の使用の
制限である。これにより、クロマチン免疫沈降によるタンパク質－ＤＮＡ相互作用の研究
に主に使用されている、市販抗体の臨時的な使用が妨げられている。上記の制限を克服す
るために、二次抗体－オリゴヌクレオチド複合体をＴＡＭ－ＣｈＩＰで使用する場合も、
２セットの抗体を使用する必要があり、これは、二次抗体の使用がＣｈＩＰ等の適用にお
いて通常は利用されないという理由から、アッセイの複雑さを増大し、コストも同時に増
加させる。すなわち、ＴＡＭ－ＣｈＩＰは、国際公開第２０１３／０７８４７０号に記載
されるように、抗体－オリゴヌクレオチド－トランスポザーゼ複合体：インプットクロマ
チン比の広範な最適化を必要とする。抗体－オリゴヌクレオチド－トランスポザーゼ複合
体がその認識部位にリクルートされる量は最終的なライブラリーのサイズを決定するため
、並びに、認識部位の数は標的抗原に依存して数百から十万まで異なる可能性があるとい
う理由から、それぞれの特異的抗体－トランスポザーゼ複合体ごとに、抗体－オリゴヌク
レオチド－トランスポザーゼ複合体：インプットクロマチンの比を評価する必要がある。
すなわち、トランスポザーゼ：インプットクロマチンの比に対して感受性が低い、よりロ
バストな方法が必要とされる。ＴＡＭ－ＣｈＩＰのさらなる不利点は、各標的抗原に１つ
のトランスポソームしかリクルートされ得ないという事実による、０．５％～５％の範囲
内という、タグメンテーション反応の効率である。すなわち、核酸からシーケンスライブ
ラリー断片への変換の少なさ、および、インプット要求の増加の可能性、が認められてい
る。それ故、大部分の核酸断片の隣にシーケンスアダプターを導入することを目的として
、過剰なトランスポザーゼを使用して、標的部位のすぐ傍のいくつかの部位上の核酸をタ
グ付けすることができる方法が望ましい。最後に、ＴＡＭ－ＣｈＩＰは大量のインプット
クロマチンを必要とする。具体的には、標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑと同等のシークエンス結
果をもたらす、好結果のシーケンスライブラリー調製は、１０μｇのインプットクロマチ
ンを用いて初めて示され、これは約１５０万個の細胞に相当する。すなわち、存在量が少
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なく且つ希少な細胞型、例えば、初代患者腫瘍細胞または初代患者白血病細胞、生検から
得られる初代患者細胞、造血細胞型の小集団、発生モデルまたは発生学研究から得られた
存在量の少ない細胞集団は、研究することができない。それ故、低インプット量、すなわ
ちインプットとしてより少ない細胞数、の使用により、分子間相互作用の研究をロバスト
に可能にする方法が望ましい。
【発明の概要】
【０００７】
上記を踏まえると、インプット量に依存せず、より高速、容易、且つ／または安価な、改
善された、シーケンスライブラリー調製方法および／または核酸を含む分子間の相互作用
のマッピング方法が求められている。
【０００８】
すなわち、本発明は以下の項目に関する。
【０００９】
１．　シーケンスライブラリーの調製方法であって、
（ａ）　核酸を含む試料へのクロマチン結合剤の添加；
（ｂ）　前記剤が結合したクロマチンの単離；
（ｃ）　工程（ｂ）の単離クロマチンへのトランスポザーゼの添加；
（ｄ）　クロマチンからの核酸の単離；および
（ｅ）　シーケンスライブラリーの入手、
を含む方法。
【００１０】
２．　シーケンスライブラリーの調製方法であって、
（ａ）　核酸を含む試料へのクロマチン結合抗体の添加；
（ｂ）　前記抗体が結合したクロマチンの単離；
（ｃ）　工程（ｂ）の結合および単離されたクロマチンへのトランスポザーゼの添加；
（ｄ）　クロマチンからの核酸の単離；並びに
（ｅ）　シーケンスライブラリーの入手、
を含む方法。
【００１１】
３．　核酸を含む分子間の相互作用のマッピング方法であって、
を含む方法。
（ａ）　核酸を含む試料へのクロマチン結合剤の添加；
（ｂ）　前記剤が結合したクロマチンの単離；
（ｃ）　工程（ｂ）の単離クロマチンへのトランスポザーゼの添加；
（ｄ）　クロマチンからの核酸の単離；
（ｅ）　核酸の増幅；
（ｆ）　増幅された核酸の配列決定；および
（ｇ）　分子間相互作用の特定、
【００１２】
４．　核酸を含む分子間の相互作用のマッピング方法であって、
を含む方法。
（ａ）　核酸を含む試料へのクロマチン結合抗体の添加；
（ｂ）　前記抗体が結合したクロマチンの単離；
（ｃ）　工程（ｂ）の結合および単離されたクロマチンへのトランスポザーゼの添加；
（ｄ）　クロマチンからの核酸の単離；
（ｅ）　核酸の増幅；
（ｆ）　増幅された核酸の配列決定；並びに
（ｇ）　分子間相互作用の特定、
【００１３】
５．　核酸を含む試料が、
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（ｉ）　細胞の培養および回収；
（ｉｉ）　細胞の固定；
（ｉｉｉ）　細胞の溶解およびそれによる核酸を含む第一試料の入手；並びに
（ｉｖ）　第一試料の超音波処理およびそれによる、第１項または第２項に記載の方法で
使用されるべき、核酸を含む第二試料の入手、
によって調製された、第１項～第４項に記載の方法。
【００１４】
６．　細胞固定中に導入された架橋結合を外す工程をさらに含む、第１項～第５項に記載
の方法。
【００１５】
７．　核酸がＤＮＡである、第１項～第６項のいずれか一項に記載の方法。
【００１６】
８．　細胞が核酸－タンパク質複合体を含む、第５項～第７項のいずれか一項に記載の方
法。
【００１７】
９．　細胞がヒト細胞、動物細胞、細菌細胞、酵母細胞、古細菌細胞、植物細胞またはウ
イルスである、第８項に記載の方法。
【００１８】
１０．　ヒト細胞または動物細胞が、疾患細胞もしくは非疾患細胞、または疾患組織由来
細胞もしくは非疾患組織由来細胞である、第９項に記載の方法。
【００１９】
１１．　ヒト細胞または動物細胞ががん細胞、免疫細胞、血液細胞または幹細胞である、
第９項または第１０項に記載の方法。
【００２０】
１２．　がんが固形がんまたは血液がんである、第１１項に記載の方法。
【００２１】
１３．　血液がんが白血病である、第１２項に記載の方法。
【００２２】
１４．　固形がんが腫瘍である、第１２項に記載の方法。
【００２３】
１５．　動物が希少種に属する、絶滅危惧種に属する、および／またはモデル生物である
、第９項、第１０項または第１１項に記載の方法。
【００２４】
１６．　細胞が胚細胞である、第９項、第１０項または第１１項に記載の方法。
【００２５】
１７．　工程（ｉｉ）が化学物質の添加および／または物理的手段を含む、第５項に記載
の方法。
【００２６】
１８．　化学物質がホルムアルデヒドまたはパラホルムアルデヒドである、第１７項に記
載の方法。
【００２７】
１９．　物理的手段が紫外光またはレーザーを含む、第１７項に記載の方法。
【００２８】
２０．　工程（ｉｖ）が、核酸断片の大部分が２０～５０００塩基対長、好ましくは２０
０～３００塩基対長になるまでの超音波処理を含む、第５項に記載の方法。
【００２９】
２１．　クロマチン結合剤が抗体または化学物質である、第１項または第２項に記載の方
法。
【００３０】
２２．　抗体がヒストン、転写因子、またはヒストンおよび／もしくは転写因子に結合し
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ているタンパク質に特異的に結合する、第２１項に記載の方法。
【００３１】
２３．　ヒストンおよび／または転写因子に結合しているタンパク質が核酸リモデリング
タンパク質またはクロマチン修飾酵素である、第２２項に記載の方法。
【００３２】
２４．　ヒストンがＨ３．３、Ｈ２Ａ．Ｚ、ＣＥＮＰ－Ａ、Ｈ３．２、Ｈ３．３Ａ、Ｈ３
．３Ｂ、Ｈ４またはＨ３．１である、第２２項または第２３項に記載の方法。
【００３３】
２５．　ヒストンが修飾ヒストンであり、修飾がメチル化、アセチル化、プロピオニル化
、ブチリル化、クロトニル化、２－ヒドロキシイソブチリル化、マロニル化、サクシニル
化および／またはリボシル化である、第２２項、第２３項または第２４項に記載の方法。
【００３４】
２６．　修飾ヒストンがＨ３Ｋ４ｍｅ１／２／３、Ｈ２ＢＫ５ｍｅ１、Ｈ３Ｋ２７ｍｅ１
／２／３、Ｈ３Ｋ９ｍｅ１／２／３、Ｈ４Ｋ２０ｍｅ１、Ｈ３Ｋ７９ｍｅ１、Ｈ３Ｋ３６
ｍｅ３、Ｈ２ＡＫ５ａｃ、Ｈ２ＡＫ９ａｃ、Ｈ２ＢＫ５ａｃ、Ｈ２ＢＫ１２ａｃ、Ｈ２Ｂ
Ｋ２０ａｃ、Ｈ２ＢＫ１２０ａｃ、Ｈ３Ｋ４ａｃ、Ｈ３Ｋ９ａｃ、Ｈ３Ｋ１４ａｃ、Ｈ３
Ｋ１８ａｃ、Ｈ３Ｋ２３ａｃ、Ｈ３Ｋ２７ａｃ、Ｈ３Ｋ３６ａｃ、Ｈ４Ｋ５ａｃ、Ｈ４Ｋ
８ａｃ、Ｈ４Ｋ１２ａｃ、Ｈ４Ｋ１６ａｃ、Ｈ４Ｋ９１ａｃ、Ｈ２ＡｕｂまたはＨ２Ｂｕ
ｂである、第２５項に記載の方法。
【００３５】
２７．　化学物質が薬剤またはツール化合物（tool compound）である、第２１項に記載
の方法。
【００３６】
２８．　化学物質がビオチン化されている、第２１項または第２７項に記載の方法。
【００３７】
２９．　トランスポザーゼがランダムＤＮＡ配列タグまたは所定ＤＮＡ配列タグを含む、
第１項～第４項に記載の方法。
【００３８】
３０．　トランスポザーゼがＴｎ５トランスポザーゼである、第２９項に記載の方法。
【００３９】
　すなわち、本発明は、核酸を含む試料へのクロマチン結合剤の添加；前記剤が結合した
クロマチンの単離；トランスポザーゼの単離されたクロマチンへの添加；クロマチンから
の核酸の単離；および、シーケンスライブラリーの入手を含む、シーケンスライブラリー
の調製方法を提供する。
【発明を実施するための形態】
【００４０】
　さらなる実施形態が本明細書に記載されており、科学パート（scientific part）で例
証されている。添付の図面は本発明の例示を与えている。一方で、実施例における、およ
び添付の図面に例示される実験データは限定するものと見なされない。その中に含まれる
技術情報は本発明の一部を形成する。
【００４１】
　すなわち、本発明は、シーケンスライブラリーの調製方法および核酸、特にＤＮＡ、が
関与する分子間相互作用のマッピング方法を提供する。付随の実施例から明らかなように
、本明細書において提供される方法は、具体的には、試料にクロマチン結合剤を添加する
工程、結合したクロマチンを単離する工程、および、単離されたクロマチンにトランスポ
ザーゼを添加する工程を特定の順序で組み合わせることによる、シーケンスライブラリー
の調製、または核酸、特にＤＮＡ、が関与する分子間相互作用のマッピングを含む。すな
わち、本発明は、核酸を含む試料へのクロマチン結合剤の添加；前記剤が結合したクロマ
チンの単離；トランスポザーゼの単離されたクロマチンへの添加；クロマチンからの核酸
の単離；および、シーケンスライブラリーの入手を含む、シーケンスライブラリーの調製
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方法を提供する。トランスポザーゼの添加は結合されたクロマチンの単離の後に行われる
べきである。核酸はＤＮＡであることが好ましい。本発明の、核酸を含む分子間の相互作
用のマッピング方法は、核酸を含む試料へのクロマチン結合剤の添加；前記剤が結合した
クロマチンの単離；単離されたクロマチンへのトランスポザーゼの添加；クロマチンから
の核酸の単離；核酸の増幅；増幅された核酸の配列決定；および分子間相互作用の特定、
を含む。核酸を含む試料は、初代細胞試料または培養法により得られた試料であってよい
。試料が培養法から得られたものである場合、前記方法は、細胞の培養および回収；細胞
の固定；細胞の溶解による核酸を含む第一試料の入手；並びに第一試料の超音波処理によ
る核酸を含む第二試料の入手、をさらに含むことが好ましい。前記第二試料が本発明の方
法で使用されることが好ましい。前記核酸はＤＮＡ、特に二本鎖ＤＮＡ、であることがさ
らに好ましい。核酸を含む試料が初代細胞試料である場合、本発明の方法は、細胞の固定
；細胞の溶解による核酸を含む第一試料の入手；および第一試料の超音波処理による核酸
を含む第二試料の入手、をさらに含むことが好ましい。
【００４２】
　すなわち、驚くべきことに、そして予想外にも、ロバストな一段階反応における、クロ
マチンに特異的な剤に結合され、未結合のクロマチンから単離されたクロマチンに対する
直接的なタグメンテーションが、従来技術に含まれる方法と比較して、より高速、より安
価、より簡単、よりロバストで、且つ低インプット量の試料により良く適合する、非常に
ロバストな汎用性プロトコルをもたらすことが判明した。従って、トランスポザーゼの添
加は、クロマチン結合剤、特に抗体または化学物質、が結合したクロマチンを単離した後
に行われることが好ましい。従って、本発明は、好ましくは、核酸を含む試料へのクロマ
チン結合剤の添加；前記剤が結合したクロマチンの単離；クロマチン結合剤が結合したク
ロマチンの単離後の、単離されたクロマチンへのトランスポザーゼの添加；クロマチンか
らの核酸の単離；およびシーケンスライブラリーの入手、を含む方法に関する。核酸はＤ
ＮＡであることが好ましい。本発明の、核酸を含む分子間の相互作用のマッピング方法は
、核酸を含む試料へのクロマチン結合剤の添加；前記剤が結合したクロマチンの単離；ク
ロマチン結合剤が結合したクロマチンの単離後の、単離されたクロマチンへのトランスポ
ザーゼの添加；クロマチンからの核酸の単離；核酸の増幅；増幅された核酸の配列決定；
および分子間相互作用の特定、を含むことが好ましい。
【００４３】
　図２に示すように、標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑのプロトコルは、細胞を固定する工程、細
胞を溶解する工程、クロマチンを超音波処理する工程、およびビーズに結合した特異的抗
体で免疫沈降する工程を含む。脱架橋の後、ＣｈＩＰ　ＤＮＡの精製が行われ、次いで、
末端修復、精製、ポリアデニル化（A-tailing）、アダプターライゲーション、およびサ
イズ選別を含む多工程手順においてライブラリー調製にかけられる。標準的ＣｈＩＰ－ｓ
ｅｑプロトコルの最初の改善において、ＣｈＩＰ－ｔａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎと呼ばれる
方法が見つかった。ＣｈＩＰ－ｔａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎでは、精製されたＣｈＩＰ　Ｄ
ＮＡがタグメンテーションに基づくライブラリー調製に使用される（図１１参照）。精製
ＤＮＡのタグメンテーションがタグメンテーション酵素のＤＮＡに対する比に敏感である
ことから、前記方法はＤＮＡ濃度の変化に敏感であり、ＤＮＡ濃度は、極めて変動し易く
、且つ少な低過ぎるために、ＣｈＩＰ－ｓｅｑの多くの適用において定量化できないは可
能性がある。
【００４４】
これに関連して、驚くべきことに、そして予想外に、シーケンスアダプターが、タグメン
テーションを用いて、例えば、アダプターを載せたＴｎ５トランスポザーゼを用いて、剤
に結合したクロマチンの単離の後に一工程で導入される場合、得られる方法はＤＮＡ濃度
の変動に敏感でなくなることが分かった。
【００４５】
　すなわち、タンパク質が核酸を過剰なタグメンテーションから保護している、未結合ク
ロマチンから単離された剤結合型クロマチンに対し、タグメンテーションを直接行うこと
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により、本発明の方法のロバスト性の向上が達成された。結果として得られた本発明の方
法のプロトコルは（例えば、図２（右）および図４ａに示されるように）、ライブラリー
のサイズ分布（図３）、シーケンスリードのサイズ分布（図４ｂ）、マッピング性能（図
４ｃ）、トラック品質（図４ｄ）、および一致（図４ｅ）に関して、タグメンテーション
酵素濃度における２５倍の差にわたって非常にロバストであることが分かった。また、本
発明の方法は、シーケンスアダプター二量体を生じず、標準的なＣｈＩＰプロトコル後の
標準的な精製以外にいかなる核酸精製工程も必要としないという点でも、改善されている
。
【００４６】
　本明細書で提供される方法の上記の利点は、それらの方法を、従来技術において公知の
方法よりも優れたものにする。具体的には、本明細書で提供される方法は、従来技術にお
いて公知の方法、特に国際公開第２０１４／１９０２１４号において提供されたＴＡＭ－
ＣｈＩＰに対して、よりフレキシブルで、より安価で、よりロバストであり、より少量の
試料インプット量しか必要とせず、さらなる情報の入手を可能にする。具体的には、ＴＡ
Ｍ－ＣｈＩＰでは、特異的抗体－オリゴヌクレオチド－複合体または抗体－オリゴヌクレ
オチド－トランスポザーゼ－複合体が、トランスポザーゼを介したシーケンスライブラリ
ー調製に必要である。本発明では、骨が折れコストがかかる複合体化反応無しで、市販の
ＣｈＩＰ－ｓｅｑ抗体を臨時的に使用可能である。さらに、国際公開第２０１４／１９０
２１４号に記載されるＴＡＭ－ＣｈＩＰプロトコルは、インプットされるクロマチンに対
する抗体－オリゴヌクレオチド－トランスポザーゼ－複合体の比の大規模な最適化を必要
とするが、一方、本発明の方法は、トランスポザーゼ：クロマチンの比の変動に対してロ
バストである。
【００４７】
　本明細書中で提供される方法（例えば特異的抗体による）における、トランスポザーゼ
を添加してからの目的のクロマチンの単離には、当該技術分野において公知の方法に優る
さらなる利点がある。具体的には、ＴＡＭ－ＣｈＩＰは、抗体－オリゴヌクレオチド複合
体の、クロマチン内の該複合体の認識部位に該複合体を標的化するための、最適な比を決
定する必要がある。それ故、認識部位のすぐ傍にある核酸だけがタグ付けされ、その結果
、トランスポザーゼを使用した場合のタグ付け頻度（０．５～５％）が比較的少なくなる
可能性がある。対照的に、本発明の方法は、目的のクロマチンの単離に使用される剤に関
係なく、タグメンテーションを可能にする。従って、トランスポザーゼ－クロマチン比に
対する本発明の方法のロバスト性に関しては、過剰量のトランスポザーゼを本発明の方法
で使用することで、シーケンスライブラリー調製の効率を最大にすることができる。この
達成により、当該技術分野において公知の方法と比較して、本発明の方法におけるインプ
ット要求は実質的に少なくなる。
【００４８】
　さらに、トランスポザーゼを添加してからの目的のクロマチンの単離は、予想外にも、
少量のトランスポザーゼ酵素を用いての効率的なシーケンスライブラリー調製を可能にす
る。これは、残りが廃棄されつつ目的クロマチンが単離されることにより、タグメンテー
ション反応において、非特異的な鋳型クロマチンの存在が減少することによるものである
。必要なトランスポザーゼ量の減少は、当該技術分野において公知の方法、特に国際公開
第２０１４／２０５２９６号および同第２０１４／１９０２１４号に記載の方法、に優る
本発明の方法の重要なコスト的利点である。
【００４９】
　精製ＤＮＡをシーケンスライブラリー調製の鋳型として用いる、当該技術分野において
公知の別の方法、例えば、Picelli et al.に記載の方法（上記で引用）、に関して、本発
明の方法のような、鋳型としてのクロマチンの使用は、局所的なクロマチンコンテキスト
（chromatin context）の高解像度の構造情報を保存する（例えば図９を参照）。
【００５０】
　すなわち、本発明の方法によって、初めて、特に本明細書中で提供される超高速法のよ
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うな、核酸の事前の精製も抽出も行わない、分子間相互作用の研究のための、クロマチン
からのシーケンスライブラリーの構築および増幅が可能となる。さらに、本発明の方法に
よって、初めて、ゲノム全域にわたるヒストンマークおよび転写因子のマッピングのため
の、合理化された低インプット量のワークフローが与えられることにより、疾患、特にが
ん、コホートおよび臨床研究において、クロマチンの接触性を大規模にマッピングするこ
とが実現可能となる。本明細書中で提供されるクロマチンプロファイリング分析が、臨床
の配列決定実験室での使用に十分に高速且つ簡単であるならば、クロマチンの調節解除は
、例えば層別がん治療のための、バイオマーカーの供給源として扱いやすいものとなる（
Rendeiro et al. (2016) Nature Comm. 7, Article number 11938も参照されたい）。
【００５１】
　本発明の方法は、５つの例示的なヒストンマーク（Ｈ３Ｋ４ｍｅ３、Ｈ３Ｋ２７ａｃ、
Ｈ３Ｋ４ｍｅ１、Ｈ３Ｋ３６ｍｅ３、およびＨ３Ｋ２７ｍｅ３）および４つの転写因子（
ＰＵ．１、ＣＴＣＦ、ＧＡＴＡ１、およびＲＥＳＴ）について検証された。全ての場合に
おいて、本発明の方法は、標準的なＣｈＩＰ－Ｓｅｑと比較した場合に、同様のデータ妥
当性を示した（図５ｆ）。しかしながら、本発明の方法は、インプットされる細胞の有意
な減少を可能にした。具体的には、Ｈ３Ｋ４ｍｅ３およびＨ３Ｋ２７ｍｅ３、並びにＧＡ
ＴＡ１およびＣＴＣＦについて、それぞれ１０，０００個および１００，０００個の細胞
から、事前の増幅無く、高品質のデータが得られた（図４ｆ）。これに関して、標準的な
ＣｈＩＰ－Ｓｅｑプロトコルにおいては、少なくとも５００，０００／１０，０００，０
００個の細胞がインプットとして推奨されており（それぞれ、ヒストン修飾／転写因子）
、一方、本発明の方法を用いては、１，０００個の細胞の使用が実行可能であるが、それ
ぞれ１０，０００個または１００，０００個の細胞を用いてデータが得られた。これに関
して、当該技術分野において公知の標準方法を用いて１０，０００個の細胞からＤＮＡを
精製した後にＱｕｂｉｔ（登録商標）蛍光光度計で測定した場合、１０，０００個の細胞
からは約２５ｎｇのクロマチンが得られる。すなわち、本発明の新規の方法は、それぞれ
ヒストン修飾または転写因子に関する従来のＣｈＩＰ－ｓｅｑにおけるインプット要求の
推奨と比較した場合、少なくとも５０～１００分の１に、細胞インプット量を減少させる
ことを可能にする。すなわち、精製した核酸またはｃＤＮＡをシーケンスライブラリー調
製のための鋳型として使用する、標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑおよび公知のトランスポザーゼ
介在性シーケンスライブラリー調製とは対照的に、本明細書で提供される方法は、シーケ
ンスライブラリーを調製するために、クロマチンを鋳型として使用することができる。
【００５２】
　標準的なＣｈＩＰプロトコルと本発明の方法との間には良好な相関およびピークの重な
りが観察され、また、いずれかの方法で調製されたバイオロジカルレプリケート間および
低インプット量試料間にも、良好な相関およびピークの重なりが観察された（図４ｇ、図
４ｈ、図５、図６および図７）。全体で、本発明の方法を用いて５２のライブラリーが配
列決定され、標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑでは２４のライブラリーが（図２、左）、ＣｈＩＰ
－ｔａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎでは９のライブラリー（図２、中央）が配列決定され、ほと
んどの実験において９５％超のアラインメント率および約９０％のユニークリード率が認
められた（図８）。タグメンテーションがクロマチンに対して直接実行されることを前提
として、タグメンテーション事象の分布が局所的クロマチン構造によって影響を受けるか
どうかが調べられた。さらに、転写因子のフットプリント（図９ａ）およびヌクレオソー
ム結合（図９ｂ、９ｃ）を示すパターンが認められた。目的に合わせた正規化アルゴリズ
ムおよび解析アルゴリズムを用いることで、転写因子のフットプリントの推測は可能であ
り、通例のＣｈＩＰ－ｓｅｑ読み取りに加えて、本発明の方法によって得られたデータか
ら、ヌクレオソーム領域の安定性および／またはヌクレオソームポジショニングも推測さ
れると予想される。
【００５３】
　添付の実施例にも示されている、これらの結果によって、より高速で（ＣｈＩＰおよび
最後のライブラリー増幅工程を除いて１０～２０分間、図２ｉ）、より対費用効果が高く
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（図１０）、低インプット量試料により良好に適合し（図６）、且つより簡単な、汎用性
の改良された標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑとして、本発明の方法は確立される。本発明の方法
は、広範囲の細胞数および酵素濃度、種々のクロマチン結合剤、並びに異なるＣｈＩＰプ
ロトコルに亘って、極めてロバストであることが分かったが、このことは、プロトコルの
適合および最適化の必要性を最小限にする。従って、本発明の方法は、多数の試料が関与
する、すなわち、ハイスループット法として、希少な細胞集団に焦点を置き、且つ／また
は、高速で、対費用効果が高く、且つロバストな実験のワークフローの恩恵を受ける、シ
ーケンスライブラリー調製の用途および／または核酸を含む分子間の相互作用のマッピン
グの用途によく適している。これに関して、本発明の方法は、ハイスループットに、自動
的に、且つ／または並行して、使用されることも企図される。従って、本発明の方法を実
施するために、ピペッティングを容易にし／再現性を向上させるために使用されるハイス
ループットな施設および／またはロボットが使用されることが企図される。当業者であれ
ば、本発明の方法をハイスループットに、自動的に、且つ／または並行して、実施するの
に適した手段を熟知している。例えば、複数の実験を並行して実行するために、マルチウ
ェルプレートが本発明の方法で使用され得る。そのようなマルチウェルプレートは例えば
９６個、３８４個または１５３６個のウェルを有し得る。マルチウェルプレートはまた、
ハイスループットな実験に適したロボット工学と組み合わせて使用され得る。公知のロボ
ットシステムは複数の実験の同時実施を可能にし、これにより、時間、コストが低減され
、且つ／または、実験データの信頼性が向上される。例えば、自動的な、ハイスループッ
トの配列決定用試料の調製を可能にするために、Ｓｃｉｃｌｏｎｅ　ＮＧＳ　Ｗｏｒｋｓ
ｔａｔｉｏｎ（Ｐ／Ｎ　ＳＧ３－３１０２０－０３００、パーキンエルマー社）が使用さ
れ得る。実験がハイスループットに実施される場合、クロマチン結合剤、特に抗体または
化学物質は、下記でさらに記載されるように、磁気ビーズに結合されていることが好まし
い。磁気ビーズは、ビーズに結合した粒子の、未結合物質からの単離に簡単に使用できる
ことから、ハイスループット法において特に有用である。また、本発明の方法は、マイク
ロ流体デバイスと組み合わせて使用されることも想定される。例えば、単一のマイクロ流
体チャンバを特徴とする、ポリ（ジメチルシロキサン）（ＰＤＭＳ）デバイスが本発明の
方法と組み合わせて使用され得る。マイクロ流体チャンバは１つの入口と１つの出口を有
することが好ましく、出口は、ポートに圧力をかけることで部分的に閉じることができる
オンチップ空気圧マイクロ弁を有することが好ましい。クロマチン結合剤、特に抗体また
は化学物質、で被覆された磁気ビーズは、マイクロ流体チャンバに流れ込み、充填層を形
成し、一方、空気圧マイクロ弁は部分的に閉じられる。次いで、超音波処理されたクロマ
チン断片がチャンバに流され、ビーズ表面上に吸着する。ビーズ間の間隙は２μｍよりも
小さく、小さな拡散距離での、標的クロマチン断片の迅速で高効率の吸着を促す。次に、
２つの異なる洗浄緩衝液中での振動洗浄によってビーズが洗浄され、非特異的に吸着した
クロマチン断片が除去される。最後に、ビーズがチャンバから流し出され、オフチップ処
理のために収集される。このアプローチは、Cao et al. (2015) Nature Methods（オンラ
インで入手可能）に記載されているように、本明細書中で提供される本発明の新規の方法
との組み合わせにおいて、実験時間および実験コストのさらなる低減を可能にする。Maco
sko et al. (2015) Cell 161 (5) pp. 1202-14およびKlein et al. (2015) Cell 161(5) 
pp. 1187-2201に記載されているような、本明細書中で提供される方法とＤｒｏｐ－Ｓｅ
ｑとの組み合わせも企図される。
【００５４】
　すなわち、本発明は特に、シーケンスライブラリー調製方法に関する。具体的には、核
酸を含む試料へのクロマチン結合剤の添加；前記剤が結合したクロマチンの単離；トラン
スポザーゼの単離されたクロマチンへの添加；クロマチンからの核酸の単離；および、シ
ーケンスライブラリーの入手を含む、シーケンスライブラリーの調製方法を提供する。
【００５５】
　クロマチン結合剤が抗体以外の化学物質である方法に関して、ゲノムと結合した特異的
タンパク質と結合することによって自身の効果を引き出す小分子リガンド（治療薬を含む
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）は相当な数であることが知られている。これらの化学成分とクロマチンとの全体的な相
互作用をゲノム全域に亘ってマッピングすることは、小分子が細胞機能に影響を与える機
構を理解する上での手がかりとなり得る。Ｃｈｅｍ－ｓｅｑは、様々な生物学的状況の中
で、治療法のゲノム全体への影響を調べ、核構造に対する薬剤の影響を理解するために、
利用することができる。より広い意味では、これらの方法は、小分子がゲノムに結合した
タンパク質の機能および活性を調節するために介する、治療的機構の理解を深めるのに有
用である。薬剤の細胞標的の同定を通じて、薬剤開発の初期において、副作用および毒性
の原因について、より深い理解を得ることが可能となり、これは、開発中止率を減少させ
る助けとなる。
【００５６】
　Ｃｈｅｍ－ｓｅｑは、下流の親和性捕捉を可能にするための、目的小分子のビオチン化
型を作製できることが必要である。Ｃｈｅｍ－ｓｅｑはインビトロ（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ）
においてもインビボ（ｉｎ　ｖｉｖｏ）においても実行することができる。
【００５７】
　インビボＣｈｅｍ－ｓｅｑにおいて、培地中の培養細胞は、研究中の小分子のビオチン
化型またはＤＭＳＯ（対照として）のいずれか、並びにＤＮＡ、タンパク質および小分子
の架橋結合のためのホルムアルデヒドで同時に処理される。次に、クロマチンが細胞から
抽出され、超音波処理され、ビオチンに対する非常に高い親和性を有するストレプトアビ
ジン磁気ビーズとインキュベートすることにより目的のビオチン化分子を含む領域が濃縮
される。次に、濃縮されたクロマチン画分がビーズから溶離され、架橋が外され、ＤＮＡ
が精製され、ライブラリーが作製されて次世代シーケンスにかけられる。対照と比較して
Ｃｈｅｍ－ｓｅｑライブラリーにおいて濃縮されたゲノム領域は、研究中の小分子と結合
している。すなわち、本発明は、小分子と核酸、特にＤＮＡ、との間の相互作用をマッピ
ングするインビボ方法にも関する。
【００５８】
　インビトロＣｈｅｍ－ｓｅｑは、ホルムアルデヒドによる培地中の培養細胞の架橋結合
から開始される。次に、細胞核が細胞から回収され、細胞核のクロマチンが抽出される。
この抽出物は、目的化合物のビオチン化型に結合したストレプトアビジン磁気ビーズと共
にインキュベートされる前に超音波処理される。これにより、目的小分子がその標的クロ
マチン領域と相互作用する機会が生まれる。次に、これらのクロマチン領域が磁石を用い
て単離され、ＤＮＡが精製される。このＤＮＡからライブラリーが調製され、次世代シー
ケンスにかけられ、その後、目的小分子について濃縮された領域を決定するための解析に
かけられる。
【００５９】
　すなわち、本発明は、上記のようにＣｈｅｍ－Ｓｅｑアプローチとタグメンテーション
とを組み合わせた、シーケンスライブラリーの調製または核酸を含む分子間相互作用のマ
ッピング方法にも関する。
【００６０】
　本発明の意義の範囲内の用語「シーケンスライブラリー」は、各々の核酸が例えば個々
の配列タグの使用によって同定可能である、核酸の提示を指す。従って、「シーケンスラ
イブラリーの入手」には、解析対象の核酸断片の末端に特定のアダプター配列を確実に付
加可能なプロセスが必要となる。この核酸調製物はしばしば「シーケンスライブラリー」
と称される。次世代シーケンス応用の大部分が、５′末端および３′末端に特定のアダプ
ターを有する核酸であるシーケンスライブラリーの調製を必要とする。例えば、イルミナ
社の配列決定のワークフローは、ＰＣＲ増幅の開始、およびブリッジＰＣＲ（bridge PCR
）によるクラスター形成に必要な特定ヌクレオチド配列の導入、および合成時配列決定（
sequencing-by-synthesis）反応の促進に使用される、部分的に相補的なアダプターオリ
ゴヌクレオチドを利用する。すなわち、シーケンスライブラリーを調製する本発明の方法
から得られるシーケンスライブラリーは、標準的な配列決定応用、例えば以下でさらに記
述される次世代シーケンス、における使用に適している。
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【００６１】
　本発明の意味においての「核酸」は、約５０ヌクレオチド超の長さを有することが好ま
しい、ヌクレオチドから構成されるあらゆる長さの重合体である。本発明の方法により、
核酸を含むシーケンスライブラリーの調製および／または核酸を含む分子間の相互作用の
マッピングが可能となる。本発明の方法の出発試料に含まれる核酸は、約５０～約５００
０ヌクレオチド長を有することが好ましく、好ましくは１００～約１０００ヌクレオチド
長、より好ましくは約２００～約７００ヌクレオチド長、さらにより好ましくは２００～
７００ヌクレオチド長、最も好ましくは２００～３００ヌクレオチド長を有する。出発試
料は、細胞の培養および回収；細胞の固定；細胞の溶解；並びに超音波処理を含む、本発
明の方法で使用される細胞内に含まれる核酸と混同されてはならない。これに関連して、
超音波処理を用いることで、細胞に含まれそれから得られた核酸が断片化されて、第二試
料とも称される出発試料が得られ、ここで、前記方法は細胞の培養および回収；細胞の固
定；細胞の溶解；並びに超音波処理という追加の工程を含む。これに関連して、「ヌクレ
オチド」には、公知のプリン塩基およびピリミジン塩基を含有する部分だけでなく、修飾
された他の複素環塩基を含有する部分も包含されることが意図される。このような修飾に
は、メチル化されたプリンまたはピリミジン、アシル化されたプリンまたはピリミジン、
アルキル化されたリボースまたは他の複素環が包含される。さらに、用語「ヌクレオチド
」には、ハプテンまたは蛍光標識を含有する部分であって、且つ、従来のリボース糖およ
びデオキシリボース糖を含有し得る部分だけでなく、他の糖を含有し得る部分も包含され
る。修飾ヌクレオシドまたは修飾ヌクレオチドは、糖部分にも修飾を含む（例えば、ヒド
ロキシル基のうちの一つまたは複数が、ハロゲン原子または脂肪族基と置換されている、
エーテルまたはアミン等の官能性を持たせられている）。しかし、ほとんどの場合、本発
明の方法で使用される核酸は、ワトソン・クリック塩基対形成相互作用に参加し得るデオ
キシリボヌクレオチド　リボヌクレオチドとして、天然のピリミジン塩基およびプリン塩
基を含む。天然ヌクレオチドとしては、グアニン、シトシン、アデニン、チミンおよびウ
ラシル（それぞれ、Ｇ、Ｃ、Ａ、ＴおよびＵ）が挙げられる。核酸はＤＮＡであってもよ
く、ＲＮＡであってもよく、あるいは、あらゆる他種の公知の核酸であってよい。核酸は
ＤＮＡであることが好ましく、二本鎖ＤＮＡであることが特に好ましい。
【００６２】
　用語「クロマチン結合剤」には、片方の結合パートナーとして、クロマチンを含む結合
複合体の構成員となる、あらゆる剤が包含される。例えば、クロマチン結合剤は、ポリペ
プチド（例えば、タンパク質またはその断片、特に抗体）であってもよく；核酸（例えば
、オリゴヌクレオチドおよびポリヌクレオチド等）であってもよく；または、小分子（例
えば、化学物質）であってもよい。故に、一実施形態では、クロマチン結合剤は、クロマ
チンおよび／またはクロマチンに結合するさらなる分子、特に他のポリペプチド、に特異
的な結合ドメインを有するポリペプチドである。例えば、クロマチン結合剤は、クロマチ
ンを認識するメチル－ＣｐＧ結合ドメイン（ＭＢＤ）を有していてもよい。クロマチン結
合剤はポリペプチドであることが好ましく、クロマチン、クロマチンと結合したタンパク
質（例えば、転写因子またはヒストン）、および／またはＤＮＡに特異的に結合するクロ
マチン結合抗体であることが特に好ましい。
【００６３】
　これに関連して、クロマチンは、本明細書で使用される場合、細胞内に存在し、ＤＮＡ
、タンパク質および／またはＲＮＡを含む、高分子の複合体である。クロマチンの主要な
機能は以下である：１）ＤＮＡをより小さな体積にパッケージングして細胞内に収まるよ
うにする機能、２）ＤＮＡ高分子を補強して有糸分裂を可能にする機能、３）ＤＮＡ損傷
を防止する機能、並びに、４）遺伝子発現およびＤＮＡ複製を調節する機能。クロマチン
の主要なタンパク質成分は、ＤＮＡをコンパクトにするヒストンである。クロマチンの構
造はいくつかの要素に依存する。全体構造は細胞周期の時期に依存する。間期では、クロ
マチンは構造に緩みが生じ、ＤＮＡを転写するＲＮＡポリメラーゼおよびＤＮＡを複製す
るＤＮＡポリメラーゼとの接触が可能となる。間期におけるクロマチンの局所構造は、Ｄ
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ＮＡ上に存在する遺伝子に依存する。活発に転写される（「発現スイッチがオンの」）遺
伝子をコードするＤＮＡは、より緩くパッケージングされており、ＲＮＡポリメラーゼお
よび転写因子と結合して存在する（ユークロマチンと称される）。一方、不活性遺伝子（
「発現スイッチがオフ」）をコードするＤＮＡは、構造タンパク質と結合して存在し、よ
り密集してパッケージングされている（ヘテロクロマチン）。また、クロマチンにおける
構造タンパク質のエピジェネティックな化学修飾も、局所的なクロマチン構造を変化させ
る（特に、メチル化およびアセチル化によるヒストンタンパク質の化学修飾；後述）。
【００６４】
　クロマチンの基本反復成分は、溶液中の純粋なＤＮＡよりもはるかに短い構造である、
リンカーＤＮＡの区間によって相互接続されたヌクレオソームである。コアヒストンに加
えて、ヌクレオソーム上のＤＮＡ鎖の出口／入口と接触するリンカーヒストン（Ｈ１）が
ある。ヒストンＨ１と一緒になったヌクレオソームコア粒子は、クロマトソームとして知
られている。約２０～６０塩基対のリンカーＤＮＡを有するヌクレオソームは、非生理的
条件下で、およそ１０ｎｍの「数珠玉構造」の繊維を形成し得る。ヌクレオソームは、通
常のＤＮＡパッケージングにおけるその機能に従って、非特異的にＤＮＡと結合する。し
かし、ヌクレオソームポジショニングを支配する、大型ＤＮＡ配列への優先性が存在する
。この優先性は主に、異なるＤＮＡ配列の物理的性質の差異によるものである。例えば、
アデニンおよびチミンは、より有利に、内部副溝に圧縮される。これは、ヌクレオソーム
が、およそ１０塩基対（ＤＮＡのヘリカルリピート（helical repeat））毎の１ヶ所にお
いて、優先的に結合し得ることを意味しており、ここで、ＤＮＡは内部副溝に存在するＡ
塩基およびＴ塩基の数が最大となるように回転される。本発明におけるクロマチン結合剤
は、クロマチン、ユークロマチンまたはヘテロクロマチンのあらゆる部分に結合し得る。
例えば、クロマチン結合剤はクロマチンに含まれるＤＮＡ、ＲＮＡまたはタンパク質と相
互作用し得る。具体的には、クロマチン結合剤は、クロマチンに含まれるヒストンもしく
は転写因子、および／またはヒストン、転写因子もしくはクロマチンと結合した他のタン
パク質と相互作用し得る。
【００６５】
　これに関連して、ヒストンは、ＤＮＡをヌクレオソームと呼ばれる構造単位にパッケー
ジングし整理する、真核細胞の核内に存在する高アルカリ性のタンパク質である（上記参
照）。ヒストンは、ＤＮＡが巻き付く糸巻きとして機能する、クロマチンの主要なタンパ
ク質成分であり、遺伝子制御に関与する。５つの主要なヒストンファミリーが存在する：
Ｈ１／Ｈ５、Ｈ２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３およびＨ４。ヒストンＨ２Ａ、ヒストンＨ２Ｂ、ヒス
トンＨ３およびヒストンＨ４はコアヒストンとして知られていおり、一方、ヒストンＨ１
およびヒストンＨ５はリンカーヒストンとして知られている。各コアヒストンが２つずつ
集合して、直径およそ６３オングストロームの八量体ヌクレオソームコアを形成する（ソ
レノイド（ＤＮＡ）様粒子）。１４７塩基対のＤＮＡがこのコア粒子に左巻きの高次らせ
ん回転で１．６５回巻き付くことで、直径約１００オングストロームの粒子が得られる。
リンカーヒストンＨ１が、ＤＮＡの入口部および出口部においてヌクレオソームと結合す
ることで、ＤＮＡが所定の位置に固定され、高次構造の形成が可能となる。そのような形
成で最も基本的なものは、１０ｎｍ繊維または数珠玉状の高次構造である。これは、ヌク
レオソームの各対を分離するおよそ５０塩基対のＤＮＡ（リンカーＤＮＡとも称される）
による、ヌクレオソーム周囲のＤＮＡの巻き付きを含む。高次構造には３０ｎｍ繊維（不
規則なＺ字形を形成）および１００ｎｍ繊維が含まれ、これらは正常細胞で見られる構造
である。有糸分裂および減数分裂では、凝集した染色体が、ヌクレオソームと他の調節タ
ンパク質との間の相互作用を通じて集合する。クロマチン結合剤、特に抗体または化学物
質は、ヒストンと相互作用し得る。すなわち、クロマチン結合剤は、ヒストンに特異的に
結合し得る、且つ／または、ヒストンと結合した別のポリペプチドおよび／もしくは化学
物質に結合し得る。クロマチン結合剤、特に抗体または化学物質はヒストンと直接相互作
用することが好ましい。
【００６６】
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　これに関連して、公知のヒトヒストンには、５つのクラスが含まれる：Ｈ１／Ｈ５、Ｈ
２Ａ、Ｈ２Ｂ、Ｈ３およびＨ４。Ｈ１クラスには、Ｈ１Ｆ０、Ｈ１ＦＮＴ、Ｈ１ＦＯＯ、
Ｈ１ＦＸ、ＨＩＳＴ１Ｈ１Ａ、ＨＩＳＴ１Ｈ１Ｂ、ＨＩＳＴ１Ｈ１Ｃ、ＨＩＳＴ１Ｈ１Ｄ
、ＨＩＳＴ１Ｈ１ＥおよびＨＩＳＴ１Ｈ１Ｔが含まれる。Ｈ２Ａクラスには、Ｈ２ＡＦＢ
１、Ｈ２ＡＦＢ２、Ｈ２ＡＦＢ３、Ｈ２ＡＦＪ、Ｈ２ＡＦＶ、Ｈ２ＡＦＸ、Ｈ２ＡＦＹ、
Ｈ２ＡＦＹ２、Ｈ２ＡＦＺ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＡＡ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＡＢ、ＨＩＳＴ１Ｈ２
ＡＣ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＡＤ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＡＥ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＡＧ、ＨＩＳＴ１Ｈ２
ＡＩ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＡＪ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＡＫ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＡＬ、ＨＩＳＴ１Ｈ２
ＡＭ、ＨＩＳＴ２Ｈ２ＡＡ３およびＨＩＳＴ２Ｈ２ＡＣが含まれる。Ｈ２Ｂクラスには、
Ｈ２ＢＦＭ、Ｈ２ＢＦＳ、Ｈ２ＢＦＷＴ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＢＡ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＢＢ、Ｈ
ＩＳＴ１Ｈ２ＢＣ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＢＤ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＢＥ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＢＦ、Ｈ
ＩＳＴ１Ｈ２ＢＧ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＢＨ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＢＩ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＢＪ、Ｈ
ＩＳＴ１Ｈ２ＢＫ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＢＬ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＢＭ、ＨＩＳＴ１Ｈ２ＢＮ、Ｈ
ＩＳＴ１Ｈ２ＢＯおよびＨＩＳＴ２Ｈ２ＢＥが含まれる。Ｈ３クラスには、ＨＩＳＴＨ３
Ａ、ＨＩＳＴＨ３Ｂ、ＨＩＳＴＨ３Ｃ、ＨＩＳＴＨ３Ｄ、ＨＩＳＴＨ３Ｅ、ＨＩＳＴＨ３
Ｆ、ＨＩＳＴＨ３Ｇ、ＨＩＳＴＨ３Ｈ、ＨＩＳＴＨ３Ｉ、ＨＩＳＴＨ３Ｊ、ＨＩＳＴ２Ｈ
３ＣおよびＨＩＳＴ３Ｈ３が含まれる。Ｈ４クラスには、ＨＩＳＴ１Ｈ４Ａ、ＨＩＳＴ１
Ｈ４Ｂ、ＨＩＳＴ１Ｈ４Ｃ、ＨＩＳＴ１Ｈ４Ｄ、ＨＩＳＴ１Ｈ４Ｅ、ＨＩＳＴ１Ｈ４Ｆ、
ＨＩＳＴ１Ｈ４Ｇ、ＨＩＳＴ１Ｈ４Ｈ、ＨＩＳＴ１Ｈ４Ｉ、ＨＩＳＴ１Ｈ４Ｊ、ＨＩＳＴ
１Ｈ４Ｋ、ＨＩＳＴ１Ｈ４ＬおよびＨＩＳＴ４Ｈ４が含まれる。クロマチン結合剤、特に
抗体または化学物質は、Ｈ３クラスのヒストン、特にＨ３．３、Ｈ３．２、Ｈ３．３Ａ、
Ｈ３．３ＢまたはＨ３．１、に結合することが好ましい。さらに、クロマチン結合剤、特
に抗体または化学物質は、Ｈ４、Ｈ２Ａ．ＺまたはＣＥＮＰ－Ａに結合することが好まし
い（後者２つはヒストンＨ３関連ヒストン型折り畳みを含有する）。
【００６７】
　さらに、クロマチン結合剤、特に抗体または化学物質は、公知のヒストンの修飾型に特
異的であることが想定される。膨大な数のヒストン修飾が報告されている。ヒストン修飾
は、ゲノムの翻訳、並びに別の結合タンパク質および／または他の化学物質にとってのＤ
ＮＡの接触性に、明確な意味および影響を有する。従って、本発明の方法は、例えばがん
細胞等の患部組織／細胞における、遺伝子発現の変化を起こし得る、修飾ヒストンが結合
した領域を特定するために使用されることが想定される。
【００６８】
　公知のヒストン修飾としては、メチル化、アセチル化、プロピオニル化、ブチリル化、
クロトニル化、２－ヒドロキシイソブチリル化、マロニル化、サクシニル化およびリボシ
ル化が挙げられる。特に、リジンのメチル化（methlyation）、アルギニンのメチル化（m
ethlyation）、リジンのアセチル化、セリン／スレオニン／チロシンのリン酸化が挙げら
れる。これに関して、リジンへの１、２または３つのメチル基の付加は、ヒストンの化学
的性質にほとんど影響がなく；メチル化は、リジンの電荷をそのまま残し、最小数の原子
しか追加しないため、立体状の相互作用がほとんど影響を受けない。しかし、特にＴｕｄ
ｏｒドメイン、クロモドメインまたはＰＨＤドメインを含有するタンパク質は、いくつか
のリジン（例えば：Ｈ４Ｋ２０）において、モノメチル化、ジメチル化およびトリメチル
化が異なる意味を有する限りにおいて、リジンのメチル化を鋭敏な感度で認識し、モノメ
チルリジン、ジメチルリジンおよびトリメチルリジンを区別することができる。このため
、リジンのメチル化は非常に情報価値のある標識であり、既知のヒストン修飾機能の中心
となっている。従って、クロマチン結合剤は、リジンがメチル化したヒストンおよび／ま
たはタンパク質に特異的であり、そのような修飾ヒストン、例えばＴｕｄｏｒドメイン、
クロモドメインまたはＰＨＤドメインを含有するタンパク質、を認識することが想定され
る。アルギニンがメチル化したヒストンに関しては、上記と同様の推論が適用され、すな
わち、いくつかのタンパク質ドメイン（例えば、Ｔｕｄｏｒドメイン）が、メチルリジン
に対してではなく、メチルアルギニンに対して特異的であり得る。アルギニンはモノメチ
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ル化またはジメチル化されることが知られており、メチル化は対称的である場合と非対称
的である場合があり、それぞれ異なる意味がある可能性がる。リジンのアセチル化に関し
て、アセチル基の付加は、正電荷が中和されるため、リジンに対して大きな化学的影響を
与える。これにより、ヒストンと負に帯電したＤＮＡ骨格との間の静電引力が減少し、ク
ロマチン構造が緩まる。高度にアセチル化されたヒストンは、より接触性の良いクロマチ
ンを形成し、活発な転写を伴う傾向がある。リジンのアセチル化は、ヒストンアセチルト
ランスフェラーゼが２つ以上のリジンに作用する傾向があるために、メチル化よりも、意
味において、正確性が低いと思われる。クロマチン構造に対し有意な効果を与えるのに複
数のリジンを変化させる必要があるのは、おそらくこれによるものである。従って、クロ
マチン結合剤は、アセチル化リジンおよび／またはアセチル化リジンと相互作用している
タンパク質に対して特異的であることも想定される。上記の他に、ヒストンに含まれるセ
リン／スレオニンおよび／またはチロシンをリン酸化によって修飾することができる。負
に帯電したリン酸基の付加は、タンパク質構造に大きな変化に繋がる可能性があり、これ
が、タンパク質の機能制御における特徴がはっきりした役割をリン酸化に与えている。ヒ
ストンのリン酸化は翻訳後修飾として明確な機能を有しており、ＢＲＣＴ（ＢＲＣＡ１　
Ｃ末端ドメイン）等の結合ドメインは特徴付けがなされている。従って、そのような修飾
ヒストン、すなわちリン酸化により修飾されたヒストンが、クロマチン結合剤によって認
識されることも想定される。
【００６９】
　上記のヒストンの修飾および当該技術分野で報告されている別の修飾は、転写の制御に
影響を与える。これに関連して、２つの公知のヒストン修飾が活発な転写と特に関連して
いる：Ｈ３リジン４のトリメチル化（Ｈ３Ｋ４Ｍｅ３）およびＨ３リジン３６のトリメチ
ル化（Ｈ３Ｋ３６Ｍｅ３）。Ｈ３Ｋ４Ｍｅ３は、活性遺伝子のプロモーターにおいて起こ
り、ＣＯＭＰＡＳＳ複合体によって実行される。この修飾は活性プロモーターの優れたマ
ーク（mark）であり、ある遺伝子のプロモーターにおけるこのヒストン修飾のレベルは、
その遺伝子の転写活性と広い相関性がある。このマークの形成は、かなり複雑な形で転写
に関連している。すなわち、遺伝子の転写初期にＲＮＡポリメラーゼＩＩが、ＲＮＡポリ
メラーゼＩＩのＣ末端ドメイン（ＣＴＤ）のリン酸化状態における変化によって特徴付け
られる、　開始」から「伸長」への切り換えを起こす。ＣＴＤをリン酸化する同一酵素は
Ｒａｄ６複合体もリン酸化し、次いで、リン酸化されたＲａｄ６複合体がＨ２ＢＫ１２３
（哺乳類ではＫ１２０）にユビキチンマークを付加する。Ｈ２ＢＫ１２３Ｕｂは転写され
た領域全体に生じるが、このマークは、ＣＯＭＰＡＳＳがプロモーターにおけるＨ３Ｋ４
をトリメチル化するために必要とされる。すなわち、本発明の好ましい態様では、クロマ
チン結合剤、特に抗体または化学物質は、Ｈ３Ｋ４Ｍｅ３に特異的である。別の態様では
、クロマチン結合剤、特に抗体または化学物質は、Ｈ３Ｋ３６Ｍｅ３に特異的である。こ
のトリメチル化は活性遺伝子の内側で生じ、メチルトランスフェラーゼＳｅｔ２によって
堆積される。このタンパク質は伸長中のＲＮＡポリメラーゼＩＩと結合し、Ｈ３Ｋ３６Ｍ
ｅ３は活発に転写された遺伝子を示す。Ｈ３Ｋ３６Ｍｅ３はＲｐｄ３ヒストンデアセチラ
ーゼ複合体によって認識され、Ｒｐｄ３ヒストンデアセチラーゼ複合体はアセチル修飾を
周囲のヒストンから除去し、クロマチンの凝縮を増進して偽の（spurious）転写を抑制す
る。クロマチン凝縮の増進は、転写因子がＤＮＡにアクセスすることを妨げ、遺伝子内で
新たな転写イベントが開始される可能性を減少させる。従って、このプロセスは転写が中
断されないようする働きを持つ。加えて、ヒストンＨ３のリジン２７のアセチル化（Ｈ３
Ｋ２７ａｃ）が、プロモーターおよびエンハンサーとしての活性調節エレメントに存在す
る。遺伝学において、エンハンサーは、タンパク質（活性化因子）と結合することで、遺
伝子の転写を活性化させることができる、短い（５０～１５００ｂｐ）ＤＮＡ領域である
。これらのタンパク質は通常は転写因子と呼ばれる。エンハンサーは、一般に、遺伝子か
ら最大１Ｍｂｐ（１，０００，０００ｂｐ）離れて位置するシス作動性であり、開始部位
の上流または下流に、順方向または逆方向のいずれかで、存在し得る。ヒトゲノムには数
十万のエンハンサーが存在する。特に、Ｈ３Ｋ２７ａｃによって、活性がある調節エレメ
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ントと落ち着いた（poised）調節エレメントとが区別されると報告された。これらのエレ
メントにおけるＨ３Ｋ２７ａｃの濃縮は、関連遺伝因子の発現の良い指標である。すなわ
ち、本発明の方法で使用される、クロマチン結合剤、特に抗体または化学物質は、Ｈ３Ｋ
２７ａｃに特異的であり得る。
【００７０】
　ヒストン修飾は遺伝子発現の抑制とも関連し得る。例えば、Ｈ３Ｋ２７Ｍｅ３、Ｈ３Ｋ
９Ｍｅ２／３およびＨ４Ｋ２０Ｍｅ３は、抑制された遺伝子と関連していることが知られ
ている。Ｈ３Ｋ２７Ｍｅ３はポリコーム複合体ＰＲＣ２によって堆積される。Ｈ３Ｋ２７
Ｍｅ３は、遺伝子抑制の明らかなマーカーであり、おそらくは他のタンパク質が結合する
ことで抑制機能を発現する。別のポリコーム複合体であるＰＲＣ１が、Ｈ３Ｋ２７Ｍｅ３
と結合可能であり、クロマチンの凝縮を助けるヒストン修飾Ｈ２ＡＫ１１９Ｕｂを付加す
る。Ｈ３リジン９のジメチル化およびトリメチル化（Ｈ３Ｋ９Ｍｅ２／３）は、特徴がは
っきりしたヘテロクロマチンマーカーであり、すなわち、遺伝子抑制と強く関連している
。Ｈ４Ｋ２０Ｍｅ３も同様に、ヘテロクロマチンと密接に関連している。このマークは、
ヘテロクロマチンタンパク質１（heterochromatin protein 1）によって少なくとも部分
的にリクルートされる、Ｓｕｖ４－２０ｈメチルトランスフェラーゼによって設置される
。すなわち、本発明の方法で使用されるクロマチン結合剤は、遺伝子および／または遺伝
子と結合したタンパク質の抑制と関連した、このような修飾ヒストンに特異的に結合する
ことも企図されている。
【００７１】
　ヒストンの修飾はＤＮＡ修復および染色体凝縮にも関連している。例えば、ＤＮＡ損傷
部位のマーキングはヒストン修飾の重要な機能である。ヒストン修飾はまた、太陽の紫外
線照射によって破壊を受けることからＤＮＡを保護する。例えば、リン酸化Ｈ２ＡＸ（別
名γＨ２ＡＸ）はＤＮＡに二重鎖切断のマーカーであり、ＤＮＡ損傷に対する応答の一部
を形成する。Ｈ２ＡＸは、ＤＮＡ二重鎖切断の検出後早期にリン酸化され、損傷の両側に
数キロ塩基にも及ぶドメインを形成する。γＨ２ＡＸはＭＤＣ１タンパク質に対する結合
部位として働き、次にＭＤＣ１が重要なＤＮＡ修復タンパク質をリクルートする。このよ
うに、γＨ２ＡＸはゲノム安定性を確保する機構の不可欠部分を形成している。また、Ｈ
３Ｋ５６Ａｃｘもゲノム安定性に必要とされる。Ｈ３Ｋ５６は、ｐ３００／Ｒｔｔ１０９
複合体によってアセチル化されているが、ＤＮＡ損傷部位周辺では急速に脱アセチル化さ
れる。Ｈ３Ｋ５６のアセチル化はまた、停止した複製フォークを安定化し、危険な複製フ
ォーク崩壊を防ぐことにも必要である。Ｈ３のセリン１０におけるリン酸化（リン酸－Ｈ
３Ｓ１０）は凝縮と関連しているが、Ｈ３Ｓ１０のリン酸化は、有糸分裂の外側の、ある
特定の染色体部位、例えばＧ２期の細胞の中心周囲（pericentric）のヘテロクロマチン
、にも存在する。Ｈ３Ｓ１０リン酸化は、高度転写部位におけるＲループ形成によって引
き起こされるＤＮＡ損傷とも関連付けられてきた。Ｈ２Ｂのセリン１０（酵母）またはセ
リン１４（哺乳類）におけるリン酸化もクロマチン凝縮と関連付けられているが、アポト
ーシス中の染色体凝縮の媒介という非常に異なる目的のためのものである。この残基の変
異を有する酵母は過酸化水素誘導性のアポトーシス細胞死に対して抵抗性であるため、こ
のマークは単なる、アポトーシスにおける後期作動性の傍観者ではない。
【００７２】
　すなわち、本発明の方法で使用されるクロマチン結合剤、特に抗体または化学物質は、
ヒストン、修飾ヒストンおよび／または他の因子、特に酵素等のポリペプチド、に特異的
に結合し、そのようなヒストンおよび／または修飾ヒストンと相互作用し得る。クロマチ
ン結合剤、特に抗体または化学物質が修飾ヒストンに結合する場合、クロマチン結合剤、
特に抗体または化学物質は、Ｈ３Ｋ４ｍｅ１／２／３、Ｈ２ＢＫ５ｍｅ１、Ｈ３Ｋ２７ｍ
ｅ１／２／３、Ｈ３Ｋ９ｍｅ１／２／３、Ｈ４Ｋ２０ｍｅ１、Ｈ３Ｋ７９ｍｅ１、Ｈ３Ｋ
３６ｍｅ３、Ｈ２ＡＫ５ａｃ、Ｈ２ＡＫ９ａｃ、Ｈ２ＢＫ５ａｃ、Ｈ２ＢＫ１２ａｃ、Ｈ
２ＢＫ２０ａｃ、Ｈ２ＢＫ１２０ａｃ、Ｈ３Ｋ４ａｃ、Ｈ３Ｋ９ａｃ、Ｈ３Ｋ１４ａｃ、
Ｈ３Ｋ１８ａｃ、Ｈ３Ｋ２３ａｃ、Ｈ３Ｋ２７ａｃ、Ｈ３Ｋ３６ａｃ、Ｈ４Ｋ５ａｃ、Ｈ
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４Ｋ８ａｃ、Ｈ４Ｋ１２ａｃ、Ｈ４Ｋ１６ａｃ、Ｈ４Ｋ９１ａｃ、Ｈ２ＡｕｂまたはＨ２
Ｂｕｂに結合することが好ましい。
【００７３】
　別の実施形態では、本発明の方法で使用されるクロマチン結合剤、特に抗体または化学
物質は、転写因子に特異的に結合する。転写因子（配列特異的ＤＮＡ結合因子と呼ばれる
場合もある）は、特定のＤＮＡ配列に結合することで、ＤＮＡからメッセンジャーＲＮＡ
への遺伝情報の転写速度を制御するタンパク質である。例示的な転写因子としては、限定
はされないが、ＡＡＦ、ａｂ１、ＡＤＡ２、ＡＤＡ－ＮＦ１、ＡＦ－１、ＡＦＰ１、Ａｈ
Ｒ、ＡＩＩＮ３、ＡＬＬ－１、α－ＣＢＦ、α－ＣＰ１、α－ＣＰ２ａ、α－ＣＰ２ｂ、
αＨｏ、αＨ２－αＨ３、Ａlｘ－４、ａＭＥＦ－２、ＡＭＬ１、ＡＭＬ１ａ、ＡＭＬ１
ｂ、ＡＭＬ１ｃ、ＡＭＬ１ΔＮ、ＡＭＬ２、ＡＭＬ３、ＡＭＬ３ａ、ＡＭＬ３ｂ、ＡＭＹ
－１Ｌ、Ａ－Ｍｙｂ、ＡＮＦ、ＡＰ－１、ＡＰ－２αＡ、ＡＰ－２αＢ、ＡＰ－２β、Ａ
Ｐ－２γ、ＡＰ－３（１）、ＡＰ－３（２）、ＡＰ－４、ＡＰ－５、ＡＰＣ、ＡＲ、ＡＲ
ＥＢ６、Ａｒｎｔ、Ａｒｎｔ（７７４Ｍ型）、ＡＲＰ－１、ＡＴＢＦ１－Ａ、ＡＴＢＦ１
－Ｂ、ＡＴＦ、ＡＴＦ－１、ＡＴＦ－２、ＡＴＦ－３、ＡＴＦ－３δＺＩＰ、ＡＴＦ－ａ
、ＡＴＦ－ａδ、ＡＴＰＦ１、Ｂａｒｈｌ１、Ｂａｒｈｌ２、Ｂａｒｘ１、Ｂａｒｘ２、
Ｂｃｌ－３、ＢＣＬ－６、ＢＤ７３、βカテニン、Ｂｉｎ１、Ｂ－Ｍｙｂ、ＢＰ１、ＢＰ
２、ｂｒａｈｍａ、ＢＲＣＡ１、Ｂｒｎ－３ａ、Ｂｒｎ－３ｂ、Ｂｒｎ－４、ＢＴＥＢ、
ＢＴＥＢ２、Ｂ－ＴＦＩＩＤ、Ｃ／ＥＢＰα、Ｃ／ＥＢＰβ、Ｃ／ＥＢＰδ、ＣＡＣＣ結
合因子、Ｃａｒｔ－１、ＣＢＦ（４）、ＣＢＦ（５）、ＣＢＰ、ＣＣＡＡＴ結合因子、Ｃ
ＣＭＴ結合因子、ＣＣＦ、ＣＣＧ１、ＣＣＫ－１ａ、ＣＣＫ－１ｂ、ＣＤ２８ＲＣ、ｃｄ
ｋ２、ｃｄｋ９、Ｃｄｘ－１、ＣＤＸ２、Ｃｄｘ－４、ＣＦＦ、Ｃｈｘ１０、ＣＬＩＭ１
、ＣＬＩＭ２、ＣＮＢＰ、ＣｏＳ、ＣＯＵＰ、ＣＰＩ、ＣＰＩＡ、ＣＰＩＣ、ＣＰ２、Ｃ
ＰＢＰ、ＣＰＥ結合タンパク質、ＣＲＥＢ、ＣＲＥＢ－２、ＣＲＥ－ＢＰ１、ＣＲＥ－Ｂ
Ｐａ、ＣＲＥＭα、ＣＲＦ、Ｃｒｘ、ＣＳＢＰ－１、ＣＴＣＦ、ＣＴＦ、ＣＴＦ－１、Ｃ
ＴＦ－２、ＣＴＦ－３、ＣＴＦ－５、ＣＴＦ－７、ＣＵＰ、ＣＵＴＬ１、Ｃｘ、サイクリ
ンＡ、サイクリンＴ１、サイクリンＴ２、サイクリンＴ２ａ、サイクリンＴ２ｂ、ＤＡＰ
、ＤＡＸ１、ＤＢ１、ＤＢＦ４、ＤＢＰ、ＤｂｐＡ、ＤｂｐＡｖ、ＤｂｐＢ、ＤＤＢ、Ｄ
ＤＢ－１、ＤＤＢ－２、ＤＥＦ、δＣＲＥＢ、δＭａｘ、ＤＦ－１、ＤＦ－２、ＤＦ－３
、Ｄｌｘ－１、Ｄｌｘ－２、Ｄｌｘ－３、Ｄｌｘ４（長鎖アイソフォーム）、Ｄｌｘ－４
（短鎖アイソフォーム　、Ｄｌｘ－５、Ｄｌｘ－６、ＤＰ－１、ＤＰ－２、ＤＳＩＦ、Ｄ
ＳＩＦ－ｐ１４、ＤＳＩＦ－ｐ１６０、ＤＴＦ、ＤＵＸ１、ＤＵＸ２、ＤＵＸ３、ＤＵＸ
４、Ｅ、Ｅ１２、Ｅ２Ｆ、Ｅ２Ｆ＋Ｅ４、Ｅ２Ｆ＋ｐ１０７、Ｅ２Ｆ－１、Ｅ２Ｆ－２、
Ｅ２Ｆ－３、Ｅ２Ｆ－４、Ｅ２Ｆ－５、Ｅ２Ｆ－６、Ｅ４７、Ｅ４ＢＰ４、Ｅ４Ｆ、Ｅ４
Ｆ１、Ｅ４ＴＦ２、ＥＡＲ２、ＥＢＰ－８０、ＥＣ２、ＥＦ１、ＥＦ－Ｃ、ＥＧＲ１、Ｅ
ＧＲ２、ＥＧＲ３、ＥＩＩａＥ－Ａ、ＥＩＩａＥ－Ｂ、ＥＩＩａＥ－Ｃα、ＥＩＩａＥ－
Ｃβ、ＥｉｖＦ、ＥＩｆ－１、ＥＩｋ－１、Ｅｍｘ－１、Ｅｍｘ－２、Ｅｍｘ－２、Ｅｎ
－１、Ｅｎ－２、ＥＮＨ結合タンパク質、ＥＮＫＴＦ－１、ＥＰＡＳ１、εＦ１、ＥＲ、
Ｅｒｇ－１、Ｅｒｇ－２、ＥＲＲ１、ＥＲＲ２、ＥＴＦ、Ｅｔｓ－１、Ｅｔｓ－１δＶｉ
ｌ、Ｅｔｓ－２、Ｅｖｘ－１、Ｆ２Ｆ、因子２、因子名（Factor name）、ＦＢＰ、ｆ－
ＥＢＰ、ＦＫＢＰ５９、ＦＫＨＬ１８、ＦＫＨＲＬ１Ｐ２、Ｆｌｉ－１、Ｆｏｓ、ＦＯＸ
Ｂ１、ＦＯＸＣ１、ＦＯＸＣ２、ＦＯＸＤ１、ＦＯＸＤ２、ＦＯＸＤ３、ＦＯＸＤ４、Ｆ
ＯＸＥ１、ＦＯＸＥ３、ＦＯＸＦ１、ＦＯＸＦ２、ＦＯＸＧ１ａ、ＦＯＸＧ１ｂ、ＦＯＸ
Ｇ１ｃ、ＦＯＸＨ１、ＦＯＸＩ１、ＦＯＸＪ１ａ、ＦＯＸＪ１ｂ、ＦＯＸＪ２（長鎖アイ
ソフォーム）、ＦＯＸＪ２（短鎖アイソフォーム）、ＦＯＸＪ３、ＦＯＸＫ１ａ、ＦＯＸ
Ｋ１ｂ、ＦＯＸＫ１ｃ、ＦＯＸＬ１、ＦＯＸＭ１ａ、ＦＯＸＭ１ｂ、ＦＯＸＭ１ｃ、ＦＯ
ＸＮ１、ＦＯＸＮ２、ＦＯＸＮ３、ＦＯＸＯ１ａ、ＦＯＸＯ１ｂ、ＦＯＸＯ２、ＦＯＸＯ
３ａ、ＦＯＸＯ３ｂ、ＦＯＸＯ４、ＦＯＸＰ１、ＦＯＸＰ３、Ｆｒａ－１、Ｆｒａ－２、
ＦＴＦ、ＦＴＳ、Ｇ因子、Ｇ６因子、ＧＡＢＰ、ＧＡＢＰ－α、ＧＡＢＰ－β１、ＧＡＢ
Ｐ－β２、ＧＡＤＤ１５３、ＧＡＦ、γＣＭＴ、γＣＡＣ１、γＣＡＣ２、ＧＡＴＡ－１
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、ＧＡＴＡ－２、ＧＡＴＡ－３、ＧＡＴＡ－４、ＧＡＴＡ－５、ＧＡＴＡ－６、Ｇｂｘ－
１、Ｇｂｘ－２、ＧＣＦ、ＧＣＭａ、ＧＣＮＳ、ＧＦ１、ＧＬＩ、ＧＬＩ３、ＧＲα、Ｇ
Ｒβ、ＧＲＦ－１、Ｇｓｃ、Ｇｓｃ１、ＧＴ－ＩＣ、ＧＴ－ＩＩＡ、ＧＴ－ＩＩＢα、Ｇ
Ｔ－ＩＩＢβ、Ｈ１ＴＦ１、Ｈ１ＴＦ２、Ｈ２ＲＩＩＢＰ、Ｈ４ＴＦ－１、Ｈ４ＴＦ－２
、ＨＡＮＤ１、ＨＡＮＤ２、ＨＢ９、ＨＤＡＣ１、ＨＤＡＣ２、ＨＤＡＣ３、ｈＤａｘｘ
、熱誘導因子、ＨＥＢ、ＨＥＢ１－ｐ６７、ＨＥＢ１－ｐ９４、ＨＥＦ－１Ｂ、ＨＥＦ－
１Ｔ、ＨＥＦ－４Ｃ、ＨＥＮ１、ＨＥＮ２、Ｈｅｓｘ１、Ｈｅｘ、ＨＩＦ－１、ＨＩＦ－
１α、ＨＩＦ－１β、ＨｉＮＦ－Ａ、ＨｉＮＦ－Ｂ、ＨＩＮＦ－Ｃ、ＨＩＮＦ－Ｄ、Ｈｉ
ＮＦ－Ｄ３、ＨｉＮＦ－Ｅ、ＨｉＮＦ－Ｐ、ＨＩＰ１、ＨＩＶ－ＥＰ２、Ｈｌｆ、ＨＬＴ
Ｆ、ＨＬＴＦ（Ｍｅｔｌ２３）、ＨＬＸ、ＨＭＢＰ、ＨＭＧＩ、ＨＭＧＩ（Ｙ）、ＨＭＧ
Ｙ、ＨＭＧＩ－Ｃ、ＨＮＦ－ＩＡ、ＨＮＦ－ＩＢ、ＨＮＦ－ＩＣ、ＨＮＦ－３、ＨＮＦ－
３α、ＨＮＦ－３β、ＨＮＦ－３γ、ＨＮＦ４、ＨＮＦ－４α、ＨＮＦ４α１、ＨＮＦ－
４α２、ＨＮＦ－４α３、ＨＮＦ－４α４、ＨＮＦ４γ、ＨＮＦ－６α、ｈｎＲＮＰＫ、
ＨＯＸ１１、ＨＯＸＡ１、ＨＯＸＡ１０、ＨＯＸＡ１０ＰＬ２、ＨＯＸＡ１１、ＨＯＸＡ
１３、ＨＯＸＡ２、ＨＯＸＡ３、ＨＯＸＡ４、ＨＯＸＡ５、ＨＯＸＡ６、ＨＯＸＡ７、Ｈ
ＯＸＡ９Ａ、ＨＯＸＡ９Ｂ、ＨＯＸＢ－１、ＨＯＸＢ１３、ＨＯＸＢ２、ＨＯＸＢ３、Ｈ
ＯＸＢ４、ＨＯＸＢＳ、ＨＯＸＢ６、ＨＯＸＡ５、ＨＯＸＢ７、ＨＯＸＢ８、ＨＯＸＢ９
、ＨＯＸＣ１０、ＨＯＸＣ１１、ＨＯＸＣ１２、ＨＯＸＣ１３、ＨＯＸＣ４、ＨＯＸＣ５
、ＨＯＸＣ６、ＨＯＸＣ８、ＨＯＸＣ９、ＨＯＸＤ１０、ＨＯＸＤ１１、ＨＯＸＤ１２、
ＨＯＸＤ１３、ＨＯＸＤ３、ＨＯＸＤ４、ＨＯＸＤ８、ＨＯＸＤ９、Ｈｐ５５、Ｈｐ６５
、ＨＰＸ４２Ｂ、ＨｒｐＦ、ＨＳＦ、ＨＳＦ１（長鎖）、ＨＳＦ１（短鎖）、ＨＳＦ２、
ｈｓｐ５６、Ｈｓｐ９０、ＩＢＰ－１、ＩＣＥＲ－ＩＩ、ＩＣＥＲ－Iｉγ、ＩＣＳＢＰ
、Ｉｄ１、Ｉｄ１　Ｈ’、Ｉｄ２、Ｉｄ３、Ｉｄ３／Ｈｅｉｒ－１、ＩＦ１、ＩｇＰＥ－
１、ＩｇＰＥ－２、ＩｇＰＥ－３、ＩκＢ、ＩκＢ－α、ＩκＢ－β、ＩκＢＲ、ＩＬ－
１　ＲＦ、ＩＬ－６　ＲＥ－ＢＰ、ＩＬ－６　ＲＦ、ＩＮＳＡＦ、ＩＰＦ１、ＩＲＦ－１
、ＩＲＦ－２、Ｂ、ＩＲＸ２ａ、Ｉｒｘ－３、Ｉｒｘ－４、ＩＳＧＦ－１、ＩＳＧＦ－３
、ＩＳＧＦ３α、ＩＳＧＦ－３γ、Iｓｔ－１、ＩＴＦ、ＩＴＦ－１、ＩＴＦ－２、ＪＲ
Ｆ、Ｊｕｎ、ＪｕｎＢ、ＪｕｎＤ、κｙ因子、ＫＢＰ－１、ＫＥＲ１、ＫＥＲ－１、Ｋｏ
ｘ１、ＫＲＦ－１、Ｋｕ自己抗原、ＫＵＰ、ＬＢＰ－１、ＬＢＰ－１ａ、ＬＢＸ１、ＬＣ
Ｒ－Ｆ１、ＬＥＦ－１、ＬＥＦ－ＩＢ、ＬＦ－Ａ１、ＬＨＸ１、ＬＨＸ２、ＬＨＸ３ａ、
ＬＨＸ３ｂ、ＬＨＸＳ、ＬＨＸ６．１ａ、ＬＨＸ６．１ｂ、ＬＩＴ－１、Ｌｍｏ１、Ｌｍ
ｏ２、ＬＭＸ１Ａ、ＬＭＸ１Ｂ、Ｌ－Ｍｙ１（長鎖型）、Ｌ－Ｍｙ１（短鎖型）、Ｌ－Ｍ
ｙ２、ＬＳＦ、ＬＸＲα、ＬｙＦ－１、Ｌｙｌ－１、Ｍ因子、Ｍａｄ１、ＭＡＳＨ－１、
Ｍａｘ１、Ｍａｘ２、ＭＡＺ、ＭＡＺ１、ＭＢ６７、ＭＢＦ１、ＭＢＦ２、ＭＢＦ３、Ｍ
ＢＰ－１（１）、ＭＢＰ－１（２）、ＭＢＰ－２、ＭＤＢＰ、ＭＥＦ－２、ＭＥＦ－２Ｂ
、ＭＥＦ－２Ｃ（４３３ＡＡ型）、ＭＥＦ－２Ｃ（４６５ＡＡ型）、ＭＥＦ－２Ｃ（４７
３Ｍ型）、ＭＥＦ－２Ｃ／δ３２（４４１ＡＡ型）、ＭＥＦ－２Ｄ００、ＭＥＦ－２Ｄ０
Ｂ、ＭＥＦ－２ＤＡ０、ＭＥＦ－２ＤＡＯ、ＭＥＦ－２ＤＡＢ、ＭＥＦ－２ＤＡ’Ｂ、Ｍ
ｅｉｓ－１、Ｍｅｉｓ－２ａ、Ｍｅｉｓ－２ｂ、Ｍｅｉｓ－２ｃ、Ｍｅｉｓ－２ｄ、Ｍｅ
ｉｓ－２ｅ、Ｍｅｉｓ３、Ｍｅｏｘ１、Ｍｅｏｘ１ａ、Ｍｅｏｘ２、ＭＨｏｘ（Ｋ－２）
、Ｍｉ、ＭＩＦ－１、Ｍｉｚ－１、ＭＭ－１、ＭＯＰ３、ＭＲ、Ｍｓｘ－１、Ｍｓｘ－２
、ＭＴＢ－Ｚｆ、ＭＴＦ－１、ｍｔＴＦ１、Ｍｘｉｌ、Ｍｙｂ、Ｍｙｃ、Ｍｙｃ１、Ｍｙ
ｆ－３、Ｍｙｆ－４、Ｍｙｆ－５、Ｍｙｆ－６、ＭｙｏＤ、ＭＺＦ－１、ＮＣ１、ＮＣ２
、ＮＣＸ、ＮＥＬＦ、ＮＥＲ１、Ｎｅｔ、ＮＦ　ＩＩＩ－ａ、ＮＦ　ＮＦ　ＮＦ－１、Ｎ
Ｆ－１Ａ、ＮＦ－１Ｂ、ＮＦ－１Ｘ、ＮＦ－４ＦＡ、ＮＦ－４ＦＢ、ＮＦ－４ＦＣ、ＮＦ
－Ａ、ＮＦ－ＡＢ、ＮＦＡＴ－１、ＮＦ－ＡＴ３、ＮＦ－Ａｔｃ、ＮＦ－Ａｔｐ、ＮＦ－
Ａｔｘ、Ｎｆ　ηＡ、ＮＦ－ＣＬＥＯａ、ＮＦ－ＣＬＥＯｂ、ＮＦδＥ３Ａ、ＮＦδＥ３
Ｂ、ＮＦδＥ３Ｃ、ＮＦδＥ４Ａ、ＮＦδＥ４Ｂ、ＮＦδＥ４Ｃ、Ｎｆｅ、ＮＦ－Ｅ、Ｎ
Ｆ－Ｅ２、ＮＦ－Ｅ２ｐ４５、ＮＦ－Ｅ３、ＮＦＥ－６、ＮＦ－Ｇｍａ、ＮＦ－ＧＭｂ、
ＮＦ－ＩＬ－２Ａ、ＮＦ－ＩＬ－２Ｂ、ＮＦ－ｊｕｎ、ＮＦ－κＢ、ＮＦ－κＢ（－様）
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、ＮＦ－κＢ１、ＮＦ－κＢ１、前駆物質、ＮＦ－κＢ２、ＮＦ－κＢ２（ｐ４９）、Ｎ
Ｆ－κＢ２前駆物質、ＮＦ－κＥ１、ＮＦ－κＥ２、ＮＦ－κＥ３、ＮＦ－ＭＨＣＩＩＡ
、ＮＦ－ＭＨＣＩＩＢ、ＮＦ－μＥ１、ＮＦ－μＥ２、ＮＦ－μＥ３、ＮＦ－Ｓ、ＮＦ－
Ｘ、ＮＦ－Ｘ１、ＮＦ－Ｘ２、ＮＦ－Ｘ３、ＮＦ－Ｘｃ、ＮＦ－ＹＡ、ＮＦ－Ｚｃ、ＮＦ
－Ｚｚ、ＮＨＰ－１、ＮＨＰ－２、ＮＨＰ３、ＮＨＰ４、ＮＫＸ２－５、ＮＫＸ２Ｂ、Ｎ
ＫＸ２Ｃ、ＮＫＸ２Ｇ、ＮＫＸ３Ａ、ＮＫＸ３Ａ　ｖ１、ＮＫＸ３Ａ　ｖ２、ＮＫＸ３Ａ
　ｖ３、ＮＫＸ３Ａ　ｖ４、ＮＫＸ３Ｂ、ＮＫＸ６Ａ、Ｎｍｉ、Ｎ－Ｍｙｃ、Ｎ－Ｏｃｔ
－２α、Ｎ－Ｏｃｔ－２β、Ｎ－Ｏｃｔ－３、Ｎ－Ｏｃｔ－４、Ｎ－Ｏｃｔ－５ａ、Ｎ－
Ｏｃｔ－５ｂ、ＮＰ－ＴＣＩＩ、ＮＲ２Ｅ３、ＮＲ４Ａ２、Ｎｒｆｌ、Ｎｒｆ－１、Ｎｒ
ｆ２、ＮＲＦ－２β１、ＮＲＦ－２γ１、ＮＲＬ、ＮＲＳＦ　１型、ＮＲＳＦ　２型、Ｎ
ＴＦ、０２、ＯＣＡ－Ｂ、Ｏｃｔ－１、Ｏｃｔ－２、Ｏｃｔ－２．１、Ｏｃｔ－２Ｂ、Ｏ
ｃｔ－２Ｃ、Ｏｃｔ－４Ａ、Ｏｃｔ４Ｂ、Ｏｃｔ－５、Ｏｃｔ－６、Ｏｃｔａ因子、八量
体結合因子、Ｏｃｔ－Ｂ２、Ｏｃｔ－Ｂ３、Ｏｔｘ１、Ｏｔｘ２、ＯＺＦ、ｐ１０７、ｐ
１３０、ｐ２８修飾因子、ｐ３００、ｐ３８ｅｒｇ、ｐ４５、ｐ４９ｅｒｇ、－ｐ５３、
ｐ５５、ｐ５５ｅｒｇ、ｐ６５δ、ｐ６７、Ｐａｘ－１、Ｐａｘ－２、Ｐａｘ－３、Ｐａ
ｘ－３Ａ、Ｐａｘ－３Ｂ、Ｐａｘ－４、Ｐａｘ－５、Ｐａｘ－６、Ｐａｘ－６／Ｐｄ－５
ａ、Ｐａｘ－７、Ｐａｘ－８、Ｐａｘ－８ａ、Ｐａｘ－８ｂ、Ｐａｘ－８ｃ、Ｐａｘ－８
ｄ、Ｐａｘ－８ｅ、Ｐａｘ－８ｆ、Ｐａｘ－９、Ｐｂｘ－１ａ、Ｐｂｘ－１ｂ、Ｐｂｘ－
２、Ｐｂｘ－３ａ、Ｐｂｘ－３ｂ、ＰＣ２、ＰＣ４、ＰＣ５、ＰＥＡ３、ＰＥＢＰ２α、
ＰＥＢＰ２β、Ｐｉｔ－１、ＰＩＴＸ１、ＰＩＴＸ２、ＰＩＴＸ３、ＰＫＮＯＸ１、ＰＬ
ＺＦ、ＰＯ－Ｂ、Ｐｏｎｔｉｎ５２、ＰＰＡＲα、ＰＰＡＲβ、ＰＰＡＲγ１、ＰＰＡＲ
γ２、ＰＰＵＲ、ＰＲ、ＰＲ　Ａ、ｐＲｂ、ＰＲＤ１－ＢＦ１、ＰＲＤＩ－ＢＦｃ、Ｐｒ
ｏｐ－１、ＰＳＥ１、Ｐ－ＴＥＦｂ、ＰＴＦ、ＰＴＦα、ＰＴＦβ、ＰＴＦδ、ＰＴＦγ
、Ｐｕボックス結合因子、Ｐｕボックス結合因子（Ｂ　ＪＡ－Ｂ）、ＰＵ．１、ＰｕＦ、
Ｐｕｒ因子、Ｒ１、Ｒ２、ＲＡＲ－α１、ＲＡＲ－β、ＲＡＲ－β２、ＲＡＲ－γ、ＲＡ
Ｒ－γ１、ＲＢＰ６０、ＲＢＰ－Ｊκ、Ｒｅ１、Ｒｅ１Ａ、Ｒｅ１Ｂ、ＲＦＸ、ＲＦＸ１
、ＲＦＸ２、ＲＦＸ３、ＲＦＸＳ、ＲＦ－Ｙ、ＲＯＲα１、ＲＯＲα２、ＲＯＲα３、Ｒ
ＯＲβ、ＲＯＲγ、Ｒｏｘ、ＲＰＦ１、ＲＰＧα、ＲＲＥＢ－１、ＲＳＲＦＣ４、ＲＳＲ
ＦＣ９、ＲＶＦ、ＲＸＲ－α、ＲＸＲ－β、ＳＡＰ－１ａ、ＳＡＰ１ｂ、ＳＦ－１、ＳＨ
ＯＸ２ａ、ＳＨＯＸ２ｂ、ＳＨＯＸａ、ＳＨＯＸｂ、ＳＨＰ、ＳＩＩＩ－ｐ１１０、ＳＩ
ＩＩ－ｐ１５、ＳＩＩＩ－ｐ１８、ＳＩＭ’、Ｓｉｘ－１、Ｓｉｘ－２、Ｓｉｘ－３、Ｓ
ｉｘ－
４、Ｓｉｘ－５、Ｓｉｘ－６、ＳＭＡＤ－１、ＳＭＡＤ－２、ＳＭＡＤ－３、ＳＭＡＤ－
４、ＳＭＡＤ－５、ＳＯＸ－１１、ＳＯＸ－１２、Ｓｏｘ－４、Ｓｏｘ－５、ＳＯＸ－９
、Ｓｐ１、Ｓｐ２、Ｓｐ３、Ｓｐ４、Ｓｐｈ因子、Ｓｐｉ－Ｂ、ＳＰＩＮ、ＳＲＣＡＰ、
ＳＲＥＢＰ－１ａ、ＳＲＥＢＰ－１ｂ、ＳＲＥＢＰ－１ｃ、ＳＲＥＢＰ－２、ＳＲＥ－Ｚ
ＢＰ、ＳＲＦ、ＳＲＹ、ＳＲＰ１、Ｓｔａｆ－５０、ＳＴＡＴ１α、ＳＴＡＴ１β、ＳＴ
ＡＴ２、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ４、ＳＴＡＴ６、Ｔ３Ｒ、Ｔ３Ｒ－α１、Ｔ３Ｒ－α２、
Ｔ３Ｒ－β、ＴＡＦ（Ｉ）１１０、ＴＡＦ（Ｉ）４８、ＴＡＦ（Ｉ）６３、ＴＡＦ（ＩＩ
）１００、ＴＡＦ（ＩＩ）１２５、ＴＡＦ（ＩＩ）１３５、ＴＡＦ（ＩＩ）１７０、ＴＡ
Ｆ（ＩＩ）１８、ＴＡＦ（ＩＩ）２０、ＴＡＦ（ＩＩ）２５０、ＴＡＦ（ＩＩ）２５０Ｄ
ｅｌｔａ、ＴＡＦ（ＩＩ）２８、ＴＡＦ（ＩＩ）３０、ＴＡＦ（ＩＩ）３１、ＴＡＦ（Ｉ
Ｉ）５５、ＴＡＦ（ＩＩ）７０－α、ＴＡＦ（ＩＩ）７０－β、ＴＡＦ（ＩＩ）７０－γ
、ＴＡＦ－Ｉ、ＴＡＦ－ＩＩ、ＴＡＦ－Ｌ、Ｔａｌ－１、Ｔａｌ－１β、Ｔａｌ－２、Ｔ
ＡＲ因子、ＴＢＰ、ＴＢＸ１Ａ、ＴＢＸ１Ｂ、ＴＢＸ２、ＴＢＸ４、ＴＢＸＳ（長鎖アイ
ソフォーム）、ＴＢＸＳ（短鎖アイソフォーム）、ＴＣＦ、ＴＣＦ－１、ＴＣＦ－１Ａ、
ＴＣＦ－１Ｂ、ＴＣＦ－１Ｃ、ＴＣＦ－１Ｄ、ＴＣＦ－１Ｅ、ＴＣＦ－１Ｆ、ＴＣＦ－１
Ｇ、ＴＣＦ－２α、ＴＣＦ－３、ＴＣＦ－４、ＴＣＦ－４（Ｋ）、ＴＣＦ－４Ｂ、ＴＣＦ
－４Ｅ、ＴＣＦβ１、ＴＥＦ－１、ＴＥＦ－２、ｔｅｌ、ＴＦＥ３、ＴＦＥＢ、ＴＦＩＩ
Ａ、ＴＦＩＩＡ－α／β前駆物質、ＴＦＩＩＡ－α／β前駆物質、ＴＦＩＩＡ－γ、ＴＦ
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ＩＩＢ、ＴＦＩＩＤ、ＴＦＩＩＥ、ＴＦＩＩＥ－α、ＴＦＩＩＥ－β、ＴＦＩＩＦ、ＴＦ
ＩＩＦ－α、ＴＦＩＩＦ－β、ＴＦＩＩＨ、ＴＦＩＩＨ＊、ＴＦＩＩＨ－ＣＡＫ、ＴＦＩ
ＩＨ－サイクリンＨ、ＴＦＩＩＨ－ＥＲＣＣ２／ＣＡＫ、ＴＦＩＩＨ－ＭＡＴ１、ＴＦＩ
ＩＨ－ＭＯ１５、ＴＦＩＩＨ－ｐ３４、ＴＦＩＩＨ－ｐ４４、ＴＦＩＩＨ－ｐ６２、ＴＦ
ＩＩＨ－ｐ８０、ＴＦＩＩＨ－ｐ９０、ＴＦＩＩ－Ｉ、Ｔｆ－ＬＦ１、Ｔｆ－ＬＦ２、Ｔ
ＧＩＦ、ＴＧＩＦ２、ＴＧＴ３、ＴＨＲＡ１、ＴＩＦ２、ＴＬＥ１、ＴＬＸ３、ＴＭＦ、
ＴＲ２、ＴＲ２－１１、ＴＲ２－９、ＴＲ３、ＴＲ４、ＴＲＡＰ、ＴＲＥＢ－１、ＴＲＥ
Ｂ－２、ＴＲＥＢ－３、ＴＲＥＦ１、ＴＲＥＦ２、ＴＲＦ（２）、ＴＴＦ－１、ＴＸＲＥ
　ＢＰ、ＴｘＲＥＦ、ＵＢＦ、ＵＢＰ－１、ＵＥＦ－１、ＵＥＦ－２、ＵＥＦ－３、ＵＥ
Ｆ－４、ＵＳＦ１、ＵＳＦ２、ＵＳＦ２ｂ、Ｖａｖ、Ｖａｘ－２、ＶＤＲ、ｖＨＮＦ－１
Ａ、ｖＨＮＦ－１Ｂ、ｖＨＮＦ－１Ｃ、ＶＩＴＦ、ＷＳＴＦ、ＷＴ１、ＷＴ１Ｉ、ＷＴ１
　Ｉ－ＫＴＳ、ＷＴ１　Ｉ－ｄｅｌ２、ＷＴ１－ＫＴＳ、ＷＴ１－ｄｅｌ２、Ｘ２ＢＰ、
ＸＢＰ－１、ＸＷ－Ｖ、ＸＸ、ＹＡＦ２、ＹＢ－１、ＹＥＢＰ、ＹＹ１、ＺＥＢ、ＺＦ１
、ＺＦ２、ＺＦＸ、ＺＨＸ１、ＺＩＣ２、ＺＩＤ、ＺＮＦ１７４等が挙げられる。
【００７４】
　転写因子は、単独で、または他のタンパク質と共に複合体として、ＲＮＡポリメラーゼ
（ＤＮＡからＲＮＡへの遺伝情報の転写を行う酵素）の特定の遺伝子へのリクルートを促
進（活性化因子として）または阻止（抑制因子として）することにより、この機能を実行
する。従って、クロマチン結合剤は、転写因子、一つもしくは複数の転写因子を含む複合
体、および／または転写因子と結合したタンパク質と、直接相互作用し得る。転写因子を
決定付ける特徴として、一つまたは複数のＤＮＡ結合ドメイン（ＤＢＤ）を含有すること
があり、ＤＢＤは、転写因子が制御する遺伝子に隣接した特定のＤＮＡ配列に結合する。
コアクチベーター、クロマチンリモデリング因子、ヒストンアセチラーゼ、ヒストンデア
セチラーゼ、ヒストンキナーゼ、およびヒストンメチラーゼ等のさらなるタンパク質は、
遺伝子制御で重要な役割を果たすが、ＤＮＡ結合ドメインを欠いているために、転写因子
には分類されない。しかし、本発明の方法で使用されるクロマチン結合剤はそのようなタ
ンパク質とも相互作用し得る。転写因子は、制御対象の遺伝子に隣接する、エンハンサー
またはプロモーターというＤＮＡ領域に結合する。転写因子に応じて、隣接する遺伝子の
転写は上方制御または下方制御される。転写因子は遺伝子発現の制御に種々の機構を利用
する。これらの機構には、ＲＮＡポリメラーゼのＤＮＡへの結合の安定化または阻止；ヒ
ストンタンパク質のアセチル化または脱アセチル化の触媒が含まれる。転写因子が直接こ
れを行う場合もあるし、あるいは、転写因子がこの触媒活性を有する他のタンパク質をリ
クルートする場合もある。多くの転写因子は２つの相反する機構、ヒストンタンパク質を
アセチル化し、ＤＮＡとヒストンの結合を弱め、ＤＮＡを転写の際によりアクセスし易い
ようにして、転写を上方制御する、ヒストンアセチルトランスフェラーゼ（ＨＡＴ）活性
；および／または、ヒストンタンパク質を脱アセチル化し、ＤＮＡとヒストンの結合を強
め、ＤＮＡを転写の際によりアクセスしにくいようにして、転写を下方制御する、ヒスト
ンデアセチラーゼ（ＨＤＡＣ）活性、の一方または他方を利用して転写を制御する。遺伝
子発現制御機構は、コアクチベータータンパク質またはコリプレッサータンパク質を転写
因子ＤＮＡ複合体にリクルートすることも含む。
【００７５】
　多くの転写因子は、少なくとも２つの理由、（１）変異が特定の疾患と関連し得ること
、および（２）転写因子が薬物治療の標的になり得ることから、臨床的意義を有する。従
って、本発明の方法で使用されるクロマチン結合剤は、転写因子と関連した疾患の診断お
よび／または治療に関連性を持ち得る。例えば、転写因子は発生、細胞間シグナル伝達、
および細胞周期において重要な役割を有するため、いくつかのヒト疾患は転写因子におけ
る変異と関連付けられている。さらに、多くの転写因子は腫瘍抑制因子か癌遺伝子のいず
れかであるため、転写因子の変異または異常制御はがんと関連している。少なくとも３つ
の転写因子群がヒトのがんにおいて重要であると知られている：（１）ＮＦ－κＢファミ
リーおよびＡＰ－１ファミリー、（２）ＳＴＡＴファミリー、並びに（３）ステロイド受
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容体。ヒト疾患に関与する別の転写因子を下記の表に示す。
【００７６】
【表１】

【００７７】
　従って、本発明の方法で使用されるクロマチン結合剤、特に抗体または化学物質は、疾
患、例えばがん、と関連することが知られている転写因子と相互作用し得る。これに関連
して、本発明の方法は、異常細胞および／または患部組織に由来する細胞における、ＤＮ
Ａと転写因子との間の相互作用の研究に使用され得る。また、本発明の方法は、薬剤とＤ
ＮＡ／転写因子との間の相互作用の研究に使用することができる。これに関連して、現在
処方されている薬剤のおよそ１０％が、転写因子の核内受容体クラスを直接標的としてい
る。例としては、それぞれ乳がん治療用および前立腺がん治療用のタモキシフェンおよび
ビカルタミド、並びに、種々の抗炎症ステロイドおよびタンパク質同化ステロイドが挙げ
られる。さらに、転写因子はしばしば、薬剤によるシグナル伝達カスケードを通じて、間
接的に調節される。
【００７８】
　上記の通り、本発明は、ポリペプチドと核酸、特にＤＮＡ、との相互作用に関する価値
のある情報を与える、核酸、特にＤＮＡ、が関与する分子間相互作用のマッピング方法に
関する。核酸はいかなる供給源由来であってもよく、例えば細胞由来、特に核酸－タンパ
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ク質複合体を含む細胞由来であってよい。細胞はヒト細胞、動物細胞、細菌細胞、酵母細
胞、古細菌細胞、植物細胞またはウイルスであることが好ましい。より好ましくは、細胞
はヒト細胞である。しかし、細胞は非天然の供給源由来であってもよく、例えば、操作さ
れた細胞または人工的に改変された細胞、特に遺伝子改変細胞由来であってよい。さらに
、ヒト細胞または動物細胞は、異常細胞であってもよく、非異常細胞であってもよく、患
部組織に由来する細胞であってもよく、非患部組織に由来する細胞であってもよい。これ
に関連して、ヒト細胞または動物細胞は、がん細胞であってもよく、免疫細胞であっても
よく、血液細胞であってもよく、または幹細胞であってもよい。細胞はがん細胞であるこ
とが好ましい。がんは固形がんであっても血液がんであってもよく、特に、白血病または
腫瘍である。転写の変化、すなわち、ＤＮＡの接触性の変化、ヒストンの修飾、転写因子
の修飾等、と関連した公知のがんは、Yeh et al. (2013) Curr. Opin. Oncol. 25(6)に要
約されている。細胞は胚細胞であってもよい。
【００７９】
　本発明の方法は少数の細胞の解析に特に有用であるため、解析予定の核酸の供給源とし
て利用可能な細胞を限定された数しか含まない供給源が特に想定されることは明らかであ
る。このような供給源には、ヒトまたは動物の初期胚形成期が含まれる。疾患、特にヒト
疾患、の場合、疾患の性質、例えば、がんの転移、原発腫瘍の小ささまたは患部器官の小
ささ、組織型の希少さおよび細胞型の希少さ、によって細胞数が限定される場合がある。
ヒト臨床試料の細胞数は、試料を得るためのアプローチ、例えば針生検または採血、によ
ってさらに限定される可能性がある。従って、そのような供給源に由来する試料も、本発
明の方法での使用が企図される。さらに、細胞数は他の制限、例えば動物の保護、動物の
希少性、または動物の絶滅危惧等、により限定される場合がある。さらに、本発明の方法
は、単一動物研究（single-animal study）、特に線虫（C. elegans）またはゼブラフィ
ッシュ等の小動物の単一動物研究において特に有用である。
【００８０】
　本発明の方法では、シーケンスライブラリーの調製または核酸を含む分子間の相互作用
のマッピングに先立ち、核酸を含む試料が、細胞の培養および回収；細胞の固定；細胞の
溶解による核酸を含む第一試料の入手；並びに試料の超音波処理による核酸を含む第二試
料の入手、によって調製されることが好ましい。前記第二試料は、シーケンスライブラリ
ーの調製または核酸を含む分子間の相互作用のマッピングのために、本発明の方法におい
て使用されることが好ましい。核酸を含む試料が初代細胞試料、例えばドナー由来の試料
、である場合、培養および回収の工程は省略してよい。従って、核酸を含む試料が初代細
胞試料である場合、本発明の方法は、細胞の固定；細胞の溶解による核酸を含む第一試料
の入手；および第一試料の超音波処理による核酸を含む第二試料の入手、をさらに含むこ
とが好ましい。
【００８１】
　従って、核酸を含む試料は、細胞の培養および回収を含む方法によって調製されること
が好ましい。これは、当該技術分野において周知の方法を用いて行われてよい。特に、培
養法は解析に使用される細胞型に好適でなければならない。そのような方法は、例えば、
Helgason et al. (2005) Basic Cell Culture Protocols, Methods in Molecular Biolog
y or Freshney (2010) Culture of Animal Cells, Wiley-Blackwellに記載されている。
細胞の回収も、当該技術分野で報告されている周知の方法によって行われる。例えば、細
胞は遠心分離によって回収してもよく、これにより、得られた細胞ペレットには細胞が存
在し、一方、上清には使用された培地が含有されることとなる。
【００８２】
　培養した細胞を回収した後、細胞は固定される場合がある。固定は試料を腐敗から保護
するために用いられる。すなわち、このプロセスにおいて、構造は天然状態（例えば生組
織）に（化学的に、且つ構造的に）可能な限り近い状態に保存される。これには、組織の
タンパク質および／または核酸を不溶性にすることで安定化することができる化学的固定
液が必要となる。そのような状態の保存に加えて、固定液は、試料中に含まれる高分子、
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特にタンパク質および／または核酸、を架橋させるのに使用される。
【００８３】
　すなわち、架橋固定液（crosslinking
fixative）は、高分子、特にタンパク質および／または核酸、の間に化学的な共有結合を
生成することによって作用する。これに関連して、周知の固定液はホルムアルデヒドであ
る。ホルムアルデヒドは、リン酸緩衝食塩水中およそ３．７％～４．０％のホルムアルデ
ヒドである、１０％中性緩衝ホルマリン（ＮＢＦ）として使用されることが好ましい。ホ
ルムアルデヒドは室温で気体であるため、ホルムアルデヒド固定液を作製する場合、水に
溶解されたホルマリン－ホルムアルデヒド気体（約３７％ｗ／ｖ）が使用される。パラホ
ルムアルデヒドはホルムアルデヒドの重合形態であり、通常は白色の細粉として得られ、
加熱されると脱重合してホルマリンに戻る。ホルムアルデヒドは、タンパク質、主に塩基
性アミノ酸であるリジン残基、を架橋結合することにより組織を固定する。その効果は過
剰な水により可逆性となり、これによりホルマリン色素の沈着が回避される。他の利点と
しては長期貯蔵および良好な組織透過性が挙げられる。もう１つの一般的な固定用アルデ
ヒドはグルタルアルデヒドである。グルタルアルデヒドは、ホルムアルデヒドと同様に、
タンパク質内のαヘリックス構造の変形を引き起こすことにより機能する。しかし、グル
タルアルデヒドはホルムアルデヒドより大きな分子であるため、グルタルアルデヒドの膜
を通じた拡散速度はホルムアルデヒドより遅い。結果的に、厚みのある試料に対するグル
タルアルデヒドによる固定が妨げられる場合があるが、この問題は試料のサイズを縮小さ
せることで克服することができる。グルタルアルデヒド固定の利点の１つは、より強固な
、または固く結合した固定産物を与え得ることであり、グルタルアルデヒドの長さおよび
２つのアルデヒド基は、グルタルアルデヒドが「架橋」してより遠くのタンパク質分子対
を連結することを可能にする。グルタルアルデヒド固定は、急速且つ不可逆的な変化を引
き起こし、迅速に固定し、電子顕微鏡観察によく適しており、４℃でよく固定し、最良の
全体的な細胞質および細胞核の詳細を与える。しかし、グルタルアルデヒド固定は免疫組
織化学染色には適していない。
【００８４】
　固定プロトコルの中には、各々の強みで互いを補い合うように、ホルムアルデヒドとグ
ルタルアルデヒドの組み合わせを要求するものもある。これらの架橋固定液（特にホルム
アルデヒド）は、タンパク質の二次構造を保存する傾向があり、三次構造もかなりの量保
護し得る。
【００８５】
　しかし、別の手段を用いて固定を行ってもよく、例えば、Zhang et al. (2004) Bioche
m Biophys Res Commun 322(3), 705-11に記載されているような、物理的手段、特に紫外
光、を用いた非化学的固定が挙げられる。あるいはまたは加えて、例えば、Benedetti et
 al. (2014) Methods Mol Biol 1204:24-34に記載されているような、レーザー、特に紫
外線レーザー、を用いて固定を行ってもよい。すなわち、固定は化学物質および／または
物理的手段を用いて行うことが好ましい。これに関連して、物理的手段は紫外光または紫
外線レーザーを含むことが好ましい。固定は、化学物質、好ましくはホルムアルデヒドま
たはパラホルムアルデヒド、を用いて行うことが好ましい。
【００８６】
　導入された架橋結合は、ライブラリー調製の後、すなわち、トランスポザーゼの添加の
後、クロマチンから核酸を単離するより前に、除去され得る。架橋結合の除去は当該技術
分野において周知の方法を用いて行ってよい。
【００８７】
　例えば、ホルムアルデヒド架橋は試料を加熱することにより除去され得る。試料は約６
５℃に、好ましくは数時間かけて、加熱されることが好ましい。具体的には、約６５℃に
、４時間以上、例えば一晩かけて、試料を加熱してよい。あるいは、約９５℃に約１０～
１５分間かけて試料を加熱してもよい。しかし、核酸を含む試料の完全性を保持するには
、低温、特に約６５℃、への加熱が好ましい。加熱に加えて、界面活性剤および／または
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塩（例えば０．５～１％ＳＤＳおよび／または約３００ｍＭ　ＮａＣｌ）を添加して架橋
を除去してもよい。さらに、架橋除去後に、リボヌクレアーゼおよび／またはプロテアー
ゼＫを添加して、核酸、特にＤＮＡ、を含む試料からタンパク質および／またはＲＮＡを
それぞれ除去してもよい。一例として、試料は、０．５μｌの１０ｍｇ／ｍｌリボヌクレ
アーゼＡ（デオキシリボヌクレアーゼを含有しないリボヌクレアーゼ）で３７℃で３０分
間、次いで、１μｌの２０ｍｇ／ｍｌプロテアーゼＫで５５℃で１～２時間、処理され得
る。
【００８８】
　本発明の方法の超高速な構成では、試料は脱架橋のために高温に加熱され得る。具体的
には、試料は脱架橋のために約９５℃に加熱され得る。このような高温は、脱架橋に必要
な時間を有意に短縮し得る。具体的には、脱架橋に必要な時間は、約６５℃で約４時間の
ような数時間から、約９５℃では約１０～１５分間に短縮され得る。本発明の方法で使用
されるトランスポザーゼはアダプター配列を含むオリゴヌクレオチドを含むことが好まし
く、また、本発明の方法において脱架橋はトランスポザーゼの添加の後に行われるため、
このようなアダプター配列は脱架橋の前に組み込まれ得る。従って、このような高温は、
標準的なＣｈＩＰプロトコルを用いる際には使用することができない。これは、高温への
加熱がＣｈＩＰ　ＤＮＡを変性させるであろうということ、および、ＣｈＩＰ　ＤＮＡの
複雑さにより、正しく再アニーリングしない断片（特にＡＴリッチ配列）があるというこ
とが理由である。二本鎖アダプターのライゲーションによってライブラリーを調製する際
、正しく再アニーリングしなかったＣｈＩＰ　ＤＮＡ断片は、最終的なライブラリーから
排除され、配列決定バイアスをもたらす可能性がある。しかし、本発明の方法では、脱架
橋のために、約９５℃のような高温を使用することができる。これにより、全体的なアッ
セイ時間が著しく短縮される（実施例１４参照）。さらに、脱架橋のために約９５℃のよ
うな高温を用いることで、ビーズから溶離させる工程が回避される。ビーズからの溶離を
回避することにより、使用される方法の複雑さ（complexicity）がさらに低減され、本発
明の方法の実施に必要な全体時間がさらに短縮される。これは、ビーズからの溶離が、例
えばＳＤＳおよび／または高濃度の塩を用いる、後のＰＣＲ工程と適合しない緩衝液の使
用を含むからである。このような緩衝液は、事前のＤＮＡ精製無しでのライブラリーの増
幅を困難または不可能にする。すなわち、本明細書に記載の超高速な構成はＤＮＡ精製を
不要にする。本発明の方法が脱架橋のために高温、特に約９５℃の温度、の使用を含む場
合、本方法は、高温の適用に先立ちトランスポザーゼ反応中に導入されたオリゴヌクレオ
チドを末端修復する工程、すなわち、アダプター配列を埋める工程、特に、トランスポザ
ーゼ反応中に導入されたオリゴヌクレオチドを含む鎖と対向する逆の鎖上のアダプター配
列を埋める工程、も含むことが好ましい。従って、本発明の方法は、脱架橋のために約９
５℃のような高温が使用される場合、高温の適用前に末端修復のためのＰＣＲ成分を添加
する工程を含むことが好ましい。この末端修復は、ビーズ上で、ＰＣＲ　ＭＭを用いて、
加熱前に、末端修復条件（例えば７２℃で５分間）において、Ｔａｑポリメラーゼのよう
なＤＮＡポリメラーゼを用いて、行われることが好ましい。しかし、末端修復は、末端修
復用ミックス（end-repair mix）を用いてより低い温度で行われてもよい。
【００８９】
　従って、本発明は超高速のシーケンスライブラリー調製方法を提供する。超高速シーケ
ンスライブラリー調製方法は、架橋結合により固定された、核酸を含む試料へのクロマチ
ン結合剤の添加；前記剤が結合したクロマチンの単離；前記剤が結合した単離されたクロ
マチンへのトランスポザーゼの添加；トランスポザーゼ反応中に生成されたオリゴヌクレ
オチド末端の充填；高温、好ましくは約９５℃、での脱架橋；およびシーケンスライブラ
リーの入手、を含む。さらに、本発明は、核酸を含む分子間の相互作用の超高速マッピン
グ方法に関する。分子間相互作用の超高速マッピング方法は、核酸を含む試料へのクロマ
チン結合剤の添加；前記剤が結合したクロマチンの単離；前記剤が結合した単離されたク
ロマチンへのトランスポザーゼの添加；トランスポザーゼ反応中に生成されたオリゴヌク
レオチド末端の充填；高温、好ましくは約９５℃、での脱架橋；核酸の増幅；増幅された
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核酸の配列決定；および分子間相互作用の特定、を含む。これに関して、超高速とは、本
発明の超高速法が公知の方法で予想される全体的な実験時間を有意に短縮することを意味
する。具体的には、本発明の超高速法は、１仕事日未満、すなわち約１０時間足らずでの
、シーケンスライブラリーの調製または分子間相互作用のマッピングを、それぞれ可能に
する。試料の入手、例えばドナーからの血液試料の入手、からシーケンスライブラリーの
入手までの、シーケンスライブラリー調製に必要な全体時間は、約１５時間の範囲内であ
る。
【００９０】
　本発明の方法は細胞を溶解する工程をさらに含んでもよい。溶解とは細胞膜の破壊を指
す。これは、当該技術分野において周知の方法によって達成されてよい。具体的には、溶
解は機械的手段または化学的手段で達成されてよい。例えば、反復的な凍結融解、超音波
処理、圧力、または濾過によるような、細胞膜の機械的破砕が採用されてよい。しかし、
溶解は、特に酵素または界面活性剤または他のカオトロピック剤を用いる化学的手段によ
って達成されることが好ましい。好ましい細胞溶解法は、Thermo Scientific Pierce Cel
l Lysis Technical Handbook or Lottspeich, Engels (2012) Bioanalytik, Springer Sp
ektrumに記載されている。これに関連して、本発明の方法で使用される溶解は、細胞試料
から核酸を単離して核酸を含む第一試料を入手するために行われる。前記第一試料は本発
明の方法を用いるさらなる解析に使用される、すなわち、前記第一試料は、特に超音波処
理を用いる、さらなる試料調製に使用されるか、または、シーケンスライブラリー調製も
しくは核酸を含む分子間の相互作用のマッピングのために本発明の方法を用いてそのまま
解析される。
【００９１】
　従って、一実施形態において、細胞溶解の後に、本発明の方法は超音波処理の工程を含
み得る。超音波処理は、化学的効果および物理的効果の両方を多数もたらす。生物学的応
用において、超音波処理は生体物質を破壊または非活性化するために一般的に使用されて
いる。例えば、超音波処理は、細胞膜を破壊し、細胞内容物を放出させるために、しばし
ば使用される。このプロセスはソノポレーション（sonoporation）と呼ばれている。超音
波処理は核酸分子、特にＤＮＡ、を断片化するのにも使用され、短時間の超音波処理を受
けた核酸、特にＤＮＡが、より小さな断片に剪断される。超音波処理は、核酸およびタン
パク質を含有する分子複合体、特に核酸（特にＤＮＡ）を含有するクロマチン、を断片化
するのにも使用され、複合体は、複合体内の内容物である核酸、特にＤＮＡ、がより小さ
な断片に剪断される、短時間の超音波処理を受ける。これに関連して、特定の長さを有す
る、且つ／または、核酸、特にＤＮＡ、を含む試料に含有される断片の大部分が特定の長
さを有する、核酸、特にＤＮＡ、の断片を作製するための、超音波処理の強度の調整方法
は周知である。これに関して、核酸、特にＤＮＡ、を含む試料は、２００～７００塩基対
の長さを有する断片を含むことが好ましい。従って、超音波処理は、核酸断片の大部分が
２００～７００塩基対の長さとなるまで行われることが好ましい。そのような断片を作製
するための、超音波処理の強度および期間の調整方法は周知である。さらに、超音波処理
の構成を検証するための、そのような断片の長さを測定する方法も周知である。
【００９２】
　これに関連して、超音波処理の構成は、核酸試料を得るための固定条件および細胞株／
組織／細胞型／器官に依存し得る。さらに、超音波処理の構成は、使用される超音波処理
装置にも依存し得る。
【００９３】
　核酸試料、特にＤＮＡを含む試料、を断片化するのに、別の手法を用いることも想定さ
れる。例えば、クロマチンに含まれる核酸の断片化には、酵素消化を用いることができる
。例示となる酵素は、ｆｒａｇｍｅｎｔａｓｅ（ＮＥＢ社）またはＭＮａｓｅ（黄色ブド
ウ球菌（Staphylococcus aureus）の細胞外ヌクレアーゼ）である。クロマチンに含まれ
る核酸を断片化するのに、化学薬品、または超音波以外の他の物理的方法を用いることも
できる。
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【００９４】
　超音波処理の結果を、当該技術分野において周知の方法で検証する場合がある。例えば
、核酸、特にＤＮＡ、の断片の大部分が２００～７００塩基対の長さであるかどうかを検
証するために、アガロースゲル電気泳動を用いて断片長を検査する場合がる。
【００９５】
　上記の通り、本発明の方法は、第一工程として、上記の準備工程の後に、核酸、特にＤ
ＮＡ、を含む試料への、クロマチン結合剤、特に抗体または化学物質、の添加を含む。核
酸、特にＤＮＡ、を含む試料は、上記の通り、細胞由来であることが好ましい。クロマチ
ン結合剤の添加後、前記剤が結合したクロマチンは単離される。具体的には、前記剤が結
合したクロマチンが未結合のクロマチンから単離される。それにより、クロマチンの総量
が大きく減少して、タグメンテーション現象が減少する。クロマチンの単離は、当該技術
分野において報告されている種々の手法によって達成され得る。例えば、クロマチン結合
剤、特に抗体または化学物質は、親和性による相互作用を介して、表面上に固定化するこ
とができる。これらの表面は粒子（ビーズ）であることが好ましい。しかし、他の表面、
例えばカラム、も想定される。クロマチン結合剤が抗体である場合、抗体のＦｃ部分がプ
ロテインＡ、プロテインＧまたはプロテインＬ等を介してビーズ表面に結合し得る。これ
に関連して、プロテインＡは、細菌である黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）の
細胞壁に元々存在する、４２ｋＤａの表面タンパク質である。プロテインＡはｓｐａ遺伝
子によってコードされており、ｓｐａ遺伝子の制御は、ＤＮＡトポロジー、細胞内モル浸
透圧濃度、およびＡｒｌＳ－ＡｒｌＲと呼ばれる二成分系によって調節されている。プロ
テインＡは、免疫グロブリンへの結合能を有することから、生化学研究で一般的に使用さ
れている。あるいは、抗体はプロテインＧを介して表面に結合する場合があり、プロテイ
ンＧは、プロテインＡにかなり似て、Ｃ群およびＧ群の連鎖球菌属細菌において発現され
る免疫グロブリン結合タンパク質であるが、結合特異性が異なっている。プロテインＧは
、６５ｋＤａ（Ｇ１４８プロテインＧ）および５８ｋＤａ（Ｃ４０プロテインＧ）の細胞
表面タンパク質であり、Ｆａｂ領域およびＦｃ領域へのその結合性を介した抗体精製に一
般的に使用されている。従って、抗体であるクロマチン結合剤が、プロテインＡ、プロテ
インＧまたはプロテインＬ等を介してビーズに結合することにより、前記剤、特に抗体、
が結合したクロマチンを未結合のクロマチンから単離することが可能である。
【００９６】
　本発明の方法において、クロマチンは、他の手段、例えばクロマチン結合剤に結合させ
たアフィニティ－タグ、によって単離されてもよい。例えば、アフィニティ－タグには、
それぞれストレプトアビジンまたはニッケルと結合することができる、ビオチンまたはＨ
ｉｓが含まれ得る。多成分アフィニティ－タグ複合体の他の例としては、リガンドおよび
その受容体、例えば、アビジン－ビオチン、ストレプトアビジン－ビオチン、およびビオ
チンの誘導体、ストレプトアビジンの誘導体、またはアビジンの誘導体、例えば、限定は
されないが、２－イミノビオチン、デスチオビオチン、ＮｅｕｔｒＡｖｉｄｉｎおよびＣ
ａｐｔＡｖｉｄｉｎ等；結合タンパク質／結合ペプチド、例えば、マルトース－マルトー
ス結合タンパク質（ＭＢＰ）、カルシウム－カルシウム結合タンパク質／結合ペプチド（
ＣＢＰ）；抗原－抗体、例えば、エピトープタグ、およびそれらの対応する抗エピトープ
抗体；ハプテン、例えば、ジニトロフェニルおよびジゴキシゲニン、並びにそれらの対応
する抗体；アプタマーおよびそれらの対応する標的；ポリＨｉｓタグ（例えば、ペンタＨ
ｉｓおよびヘキサＨｉｓ）およびそれらの結合パートナー、例えば、対応する固定化金属
イオンアフィニティークロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）物質および抗ポリＨｉｓ抗体；並
びに、フルオロフォアおよび抗フルオロフォア抗体、等が挙げられる。
【００９７】
　従って、化学物質であるクロマチン結合剤は、ビオチンで標識されていることが好まし
い。
【００９８】
　ビーズは、磁気ビーズ、ラテックスビーズまたはアガロースをベースとした物質等とす
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ることができる。固定化された標的クロマチンは、次いで、ビーズの単離によって単離す
ることができる。これは、フィルター上にクロマチン結合剤を有するビーズを保持するフ
ィルターカラムを用いるスピン遠心分離で達成することができ、一方、未結合クロマチン
画分はそのフィルター通過し、廃棄され得る。磁気ビーズの場合、磁力がビーズに加えら
れることで反応器内に保持され、一方、未結合クロマチン画分は例えばピペット操作によ
り廃棄され得る。前記剤は、クロマチンへの添加の前に、表面／ビーズに予め結合させて
おくこともできる。前記剤は、予め結合させておく場合、表面に化学的に架橋することも
でき、クロマチンを単離するのに親和性による相互作用だけに依存しない。一例として、
タンパク質をビーズに結合させるのに、ピメルイミド酸ジメチル（ＤＭＰ）を用いること
ができる。クロマチンの単離は、クロマチンと前記剤との非特異的な相互作用、またはク
ロマチンと単離用試薬の反応器もしくは表面との非特異的な相互作用を排除するための洗
浄工程によって、しばしば補助される。前記剤により単離されたクロマチンまたは上記の
手順により単離された化学物質の洗浄は、塩および界面活性剤を含む化学物質を含有する
緩衝水溶液を添加し、後にそれを除去することにより、達成される。従って、本発明の方
法は、クロマチン結合剤が結合したクロマチンの単離の後に、洗浄工程をさらに含んでい
てもよい。
【００９９】
　クロマチン結合剤、特に抗体または化学物質、が結合したクロマチンの単離の後、単離
されたクロマチンにトランスポザーゼが添加される。トランスポザーゼは、トランスポゾ
ンの末端に結合し、切り貼り機構（cut and paste mechanism）または複製転位機構によ
り、トランスポゾンの別のゲノム部分への移動を触媒する酵素である。トランスポザーゼ
はＥＣ番号ＥＣ２．７．７に分類される。トランスポザーゼをコードする遺伝子はほとん
どの生物のゲノムに広く存在しており、知られている中で最も豊富な遺伝子である。本発
明との関連において好ましいトランスポザーゼは、トランスポザーゼ（Ｔｎｐ）Ｔｎ５で
ある。Ｔｎ５は、レトロウイルスのインテグラーゼを含むリボヌクレアーゼタンパク質ス
ーパーファミリーのメンバーである。Ｔｎ５はシェワネラ属細菌および大腸菌属細菌で見
られる。トランスポゾンは、カナマイシンおよび他のアミノグリコシド抗生物質に対する
抗生物質耐性をコードする。Ｔｎ５および他のトランスポザーゼは著しく不活性である。
ＤＮＡ転位現象は本質的に変異原性であるため、トランスポザーゼの活性が低いことは、
宿主において致命的な変異が生じて転位因子が排除されるリスクを減らすために、必要な
ことである。Ｔｎ５がそのように非反応性である理由の１つは、Ｎ末端およびＣ末端が互
いに比較的ごく接近して存在しており、互いに阻害し合う傾向があるためである。これは
、トランスポザーゼの高活性型をもたらした、いくつかの変異の特徴付けによって解明さ
れた。そのような変異の１つであるＬ３７２Ｐは、Ｔｎ５トランスポザーゼ内の３７２番
アミノ酸の変異である。通常、このアミノ酸はαヘリックスの中央にあるロイシン残基で
ある。このロイシンがプロリン残基で置換された場合、αヘリックスが破壊され、Ｃ末端
ドメインに立体構造変化が生じ、タンパク質の高活性化を促進するに足りるほどＣ末端ド
メインがＮ末端ドメインから分離される。従って、天然のＴｎ５トランスポザーゼよりも
高い活性を有する、そのような修飾されたトランスポザーゼを用いることが好ましい。さ
らに、本発明の方法で使用されるトランスポザーゼが、標的核酸、特に標的ＤＮＡ、に挿
入されるオリゴヌクレオチドを積載していることがさらに好ましい。
【０１００】
　例えば、配列番号１もしくは配列番号２の核酸配列または配列番号１もしくは配列番号
２のいずれかと８０、８５、９０、９５、９６、９７、９８もしくは９９％の配列同一性
を有する核酸配列によってコードされるトランスポザーゼが、本発明の方法で使用され得
る。これに関して、トランスポザーゼは、配列番号３に示される核酸配列を有する発現ベ
クターを用いて、または、配列番号１または配列番号２のいずれかと８０、８５、９０、
９５、９６、９７、９８もしくは９９％の配列同一性を有する核酸配列によってコードさ
れるトランスポザーゼに相当する、トランスポザーゼをコードする配列を含む発現ベクタ
ーを用いて、作製され得る。
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【０１０１】
　従って、高活性Ｔｎ５トランスポザーゼおよびＴｎ５型トランスポザーゼ認識部位（Go
ryshin and Reznikoff, J. Biol. Chem., 273:7367 (1998)）、またはＲ１末端配列およ
びＲ２末端配列を含むＭｕＡトランスポザーゼおよびＭｕトランスポザーゼ認識部位（Mi
zuuchi, K., Cell, 35: 785, 1983; Savilahti, H, et al, EMBO J., 14: 4893, 1995）
を使用することが好ましい。本発明の方法で使用することができる転位系のさらなる例と
しては、黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）Ｔｎ５５２（Colegio et al, J. Bac
teriol, 183: 2384-8, 2001 ; Kirby C et al, Mol. Microbiol, 43: 173-86, 2002）、
Ｔｙ１（Devine & Boeke, Nucleic Acids Res., 22: 3765-72, 1994および国際公開第９
５／２３８７５号）、トランスポゾンＴｎ７（Craig, N L, Science. 271 : 1512, 1996;
 Craig, N L, Review in: Curr Top Microbiol Immunol, 204:27-48, 1996）、Ｔｎ１０
およびＩＳ１０（Kleckner N, et al, Curr Top Microbiol Immunol, 204:49-82, 1996）
、Ｍａｒｉｎｅｒトランスポザーゼ（Lampe D J, et al, EMBO J., 15: 5470-9, 1996）
、Ｔｅｌ（Plasterk R H, Curr. Topics Microbiol. Immunol, 204: 125-43, 1996）、Ｐ
因子（Gloor, G B, Methods Mol. Biol, 260: 97- 1 14, 2004）、Ｔｎ３（Ichikawa & O
htsubo, J Biol. Chem. 265: 18829-32, 1990）、細菌性挿入配列（bacterial insertion
 sequence）（Ohtsubo & Sekine, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 204: 1-26, 1996）
、レトロウイルス（Brown, et al, Proc Natl Acad Sci USA, 86:2525-9, 1989）、並び
に酵母のレトロトランスポゾン（Boeke & Corces, Annu Rev Microbiol. 43 :403-34, 19
89）が挙げられる。さらなる例として、ＩＳ５、Ｔｎ１０、Ｔｎ９０３、ＩＳ９１１、お
よびトランスポザーゼファミリー酵素の改変型（Zhang et al, (2009) PLoS Genet. 5:e1
000689. Epub 2009 Oct 16; Wilson C. et al (2007) J. Microbiol. Methods 71 :332-5
）、並びに米国特許第５，９２５，５４５号；同第５，９６５，４４３号；同第６，４３
７，１０９号；同第６，１５９，７３６号；同第６，４０６，８９６号；同第７，０８３
，９８０号；同第７，３１６，９０３号；同第７，６０８，４３４号；同第６，２９４，
３８５号；同第７，０６７，６４４号、同第７，５２７，９６６号；および国際公開第２
０１２１０３５４５号（全て、その全体が参照によって本明細書に明確に援用される）に
記載されるものが挙げられる。
【０１０２】
　使用されるトランスポザーゼに好適であればいかなる緩衝液も本発明の方法で使用して
よいが、使用されるトランスポザーゼの効率的な酵素反応に特に適した緩衝液を使用する
ことが好ましい。これに関して、ジメチルホルムアミドを含む緩衝液は、本発明の方法、
特にトランスポザーゼ反応中、における使用に特に好ましい。加えて、ＴＡＰＳ、トリス
－酢酸または同様の系を包含する別の緩衝系を含む緩衝液も使用することができる。さら
に、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）のようなクラウディング試薬は、ごく少量のＤＮ
Ａのタグメンテーション効率を上げるのに特に有用である。タグメンテーション反応に特
に有用な条件は、Picelli et al. (2014) Genome Res. 24:2033-2040に記載されている。
【０１０３】
　トランスポザーゼ酵素は、標的核酸（特に標的ＤＮＡ）における核酸（特にＤＮＡ）の
挿入を触媒する。挿入のための標的核酸、特に標的ＤＮＡは、クロマチン結合剤、特に抗
体または化学物質、が結合した単離されたクロマチンに含まれる。本発明の方法で使用さ
れるトランスポザーゼは、標的核酸、特に標的ＤＮＡ、に挿入されるオリゴヌクレオチド
を積載している。トランスポザーゼおよびオリゴヌクレオチドの複合体はトランスポソー
ムとも称される。トランスポソームは、組込みのための２つの異なるオリゴヌクレオチド
を含むヘテロ二量体であることが好ましい。これに関して、トランスポザーゼに積載され
たオリゴヌクレオチドは、複数の配列を含む。具体的には、オリゴヌクレオチドは、少な
くとも、第一の配列および第二の配列を含む。第一の配列はオリゴヌクレオチドのトラン
スポザーゼへの積載に必要である。オリゴヌクレオチドをトランスポザーゼに積載するた
めの例示的な配列は、米国特許出願公開第２０１０／０１２００９８号に記載されている
。第二の配列は、増幅中、特にＰＣＲ増幅中、に結合するプライマーに必要とされるリン
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カー配列を含む。このようにして、第一の配列および第二の配列を含むオリゴヌクレオチ
ドは、トランスポザーゼ酵素によって標的核酸、特に標的ＤＮＡ、に挿入される。オリゴ
ヌクレオチドはバーコード配列を含む配列をさらに含んでいてもよい。バーコード配列は
ランダム配列であってもよいし、または所定の配列であってもよい。これに関連して、本
発明における用語「ランダム配列」は、各々の位置が、独立して且つ同等に、任意のヌク
レオチドである可能性を有する、ヌクレオチドの配列と理解されたい。ランダムなヌクレ
オチドは、任意の順序の、任意のヌクレオチド、例えば、Ｇ、Ａ、Ｃ、Ｔ、Ｕ、またはそ
の化学的類似物、とすることができ、ここで、Ｇはグアニンヌクレオチドを、、Ａはアデ
ニンヌクレオチドを、Ｔはチミンヌクレオチドを、Ｃはシトシンヌクレオチドを、Ｕはウ
ラシルヌクレオチドを表すと理解される。公知のオリゴヌクレオチド合成法が、本質的に
、ヌクレオチドＧ、Ａ、Ｃ、ＴまたはＵの不均等な出現をもたらし得ることは、当業者に
理解される。例えば合成は、ランダム化されたＤＮＡ配列にＧ等のヌクレオチドの過剰出
現をもたらし得る。これは、均等なヌクレオチド提示に基づいて期待される、ユニークな
ランダム配列の数の減少をもたらし得る。標的核酸、特にＤＮＡ、に挿入するためのオリ
ゴヌクレオチドは、シーケンスアダプター、例えばナノポアシーケンシングまたはロシュ
社４５４シーケンシングに好適なアダプター、をさらに含んでいてもよい。さらに、オリ
ゴヌクレオチドはビオチンタグ配列を含んでいてもよい。トランスポザーゼに積載された
オリゴヌクレオチドは、インデックス付け（indexing）のための、前記第一配列および第
二配列並びにバーコード配列を含むことが好ましい。トランスポザーゼ反応におけるバー
コード配列の組込みは、配列決定解析および／または分子間相互作用のマッピングにおけ
る、各核酸断片、特にＤＮＡ断片、の固有の識別を可能にする。
【０１０４】
　使用されるトランスポザーゼが核酸（特にＤＮＡ）を標的核酸（特に標的ＤＮＡ）に効
率的に組み込むのに必要な時間が、緩衝液の成分および温度等の様々なパラメーターに依
存して変動し得ることは、当業者によく知られている。従って、最適なインキュベーショ
ン時間が見つかるまでに、様々なインキュベーション時間が試験／適用され得ることを、
当業者はよく理解している。これについて、最適とは、組込み効率および／または本発明
の方法を実行するための所要時間を考慮した最適な時間を指す。種々のインキュベーショ
ン時間が、前記核酸（特に前記ＤＮＡ）の前記標的核酸（特に標的ＤＮＡ）への効率的な
組込みと必ずしも相関しているわけではないが、１０分未満、５分未満、好ましくは、２
分未満のインキュベーション時間を使用することが好ましい。タグメンテーション反応に
は、１分間の反応時間を採用することが最も好ましい。さらに、温度および体積のような
パラメーターも最適化され得る。これに関して、Ｔｎ５トランスポザーゼの推奨インキュ
ベーション温度は約３７℃である。従って、本発明の方法は、トランスポザーゼを添加し
た後、タグメンテーションのために約３７℃で好ましくは約１分間インキュベートする工
程を含むことが好ましい。別の反応温度を採用してもよいが、試料の完全性およびトラン
スポザーゼの効率を維持するために、約１６℃超且つ約５５℃未満の温度の使用が好まし
い。
【０１０５】
　トランスポザーゼが単離されたクロマチンに添加された後、核酸、特にＤＮＡ、がクロ
マチンを含む試料から単離され、すなわち、核酸、特にＤＮＡ、が残りのクロマチン成分
から分離される。これは当該技術分野において公知の種々の手法によって達成され得る。
例えば、核酸、特にＤＮＡは、カラム精製、フェノール－クロロホルム抽出、その後のエ
タノール沈殿、固相可逆的固定化（Solid Phase Reversible Immobilisation）およびＣ
ｈｅｌｅｘ（登録商標）１００、並びに他の当該技術分野において公知の手法を用いて精
製することができる。カラム精製は、核酸、特にＤＮＡ、の固相（シリカまたは他の固相
）への結合（吸着）に基づいており、使用される緩衝液のｐＨおよび塩含有量に依存して
いる。試料の遠心分離後、有機相には変性タンパク質が残り、一方、核酸、特にＤＮＡ、
を含有する水相はクロロホルムと混合され、溶液からフェノール残渣が除去される。水相
からＤＮＡを単離するために、フェノール－クロロホルムに続いて、エタノール沈殿また
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はイソプロパノール沈殿が行われる。ＤＮＡは、これらのアルコール中で不溶性であるた
め、凝集し、遠心分離後にペレットを与える。ＤＮＡの沈殿は、イオン強度を上げること
により、通常、酢酸ナトリウムを添加することにより、向上する。Ｃｈｅｌｅｘ（登録商
標）１００は、バイオラド社から流通されるキレート化物質であり、イオン交換を介した
他の化合物の精製に使用されている。Ｃｈｅｌｅｘ（登録商標）１００はＤＮＡの精製に
使用することもできる。ＳＰＲＩ（固相可逆的固定化）ビーズは常磁性（磁場でのみ磁性
を持つ）である。各ビーズは、ポリスチレンが、一層の磁鉄鉱層で囲まれ、カルボキシル
分子で被覆されたものである。このビーズが、「クラウディング剤」ポリエチレングリコ
ール（ＰＥＧ）および塩（通常、２０％ＰＥＧ、２．５Ｍ　ＮａＣｌ）の存在下で、ＤＮ
Ａと可逆的に結合する。ＰＥＧは負に帯電したＤＮＡをビーズ表面上のカルボキシル基と
結合させる。固定化は反応におけるＰＥＧおよび塩の濃度に依存しているため、ビーズ対
ＤＮＡの体積比は重大な意味を持つ。ＤＮＡ精製は、溶液へのリボヌクレアーゼおよびプ
ロテアーゼの添加によるＲＮＡおよびタンパク質の除去によって、しばしば補助される。
【０１０６】
　核酸の単離後、シーケンスライブラリーが上記のように入手され得る。具体的には、配
列決定に適合する核酸、特にＤＮＡ、のライブラリーは、配列決定に必要なアダプター配
列を含む核酸、特にＤＮＡ、の断片を含む。すなわち、本発明のシーケンスライブラリー
調製方法は、前記アダプター配列を組み込むための増幅工程をさらに含んでいてもよい。
増幅は以下のように行われる。アダプター配列は、シーケンスライブラリーの調製後に使
用される配列決定法によって異なる。例えば、イルミナ社の配列決定法が使用される場合
、ｉ５末端およびｉ７末端が核酸断片に結合され得る。これは、トランスポザーゼ酵素に
積載されたオリゴヌクレオチドが配列決定に適合したアダプター配列を含む、トランスポ
ザーゼ反応によって達成されてもよい。
【０１０７】
　本発明の方法が、核酸を含む分子間の相互作用のマッピング方法である場合、核酸は単
離後に増幅される。増幅は、当該技術分野において公知の種々の手法によって達成され得
る。核酸、特にＤＮＡ、を増幅するための最もよく知られた手法は、ポリメラーゼ連鎖反
応（ＰＣＲ）であり、ＰＣＲでは、試料が、試料中の核酸鋳型へのプライマーのハイブリ
ダイゼーションを可能にする条件下で、オリゴヌクレオチドプライマー対と接触する。プ
ライマーは、適切な条件下で伸長し、鋳型から分離し、再びアニーリングし、伸長し、分
離することで、核酸のコピーの数を増幅する。このサイクルは反復可能である。増幅産物
は、電気泳動、制限酵素切断パターン、オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションも
しくはライゲーション、および／または核酸配列決定等の手法によって、特徴付けするこ
とができる。
【０１０８】
　本発明の方法での使用に適したプライマーは、本発明の方法で使用されるトランスポソ
ームに含まれるオリゴヌクレオチドに含まれる第二の配列にハイブリダイズ可能な配列を
含む。加えて、プライマーは配列決定に必要な配列を含んでいてもよい。本発明の方法で
は、後に使用される配列決定法に適合する特異的プライマーが使用されることが好ましい
。これに関して、イルミナ社の配列決定法は、本発明の方法で使用される１つの好ましい
配列決定法として、クラスター増幅に必要なフローセルにハイブリダイズ可能な、フロー
セル上末端（flowcell end）を導入するプライマーと適合する。これに関して、プライマ
ーは、イルミナ社の配列決定法のための、ｉ５末端およびｉ７末端を導入してもよい。さ
らに、プライマーは、多サンプル化のためのバーコードを導入してもよい。具体的には、
プライマー配列に含まれるバーコードは、ＰＣＲ複製物を識別するためのユニークな分子
識別子として、および／または、１つの配列決定ランに複数の実験を組み合わせるための
所定のバーコードとして、使用され得る。
【０１０９】
　本発明の核酸、特にＤＮＡ、が関与する分子間相互作用のマッピング方法では、増幅さ
れたＤＮＡが配列決定される。当該技術分野において公知の様々な配列決定法がある。一
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般的に配列決定は、固相上のピロシーケンス（454 sequencing、ロシュ社）、可逆的な転
写終結を用いる合成時配列決定法（sequencing-by-synthesis）（ＩＬＬＵＭＩＮＡ（登
録商標）Genome Analyzer）、またはナノポア社技術（例えば、オックスフォード・ナノ
ポアテクノロジーズ社製（Oxford Nanopore Technologies）のＭｉｎＩＯＮ（商標））を
用いて行うことができる。いくつかの実施形態では、単離されたタグ付き断片が、例えば
ヌクレオチド配列決定により、解析される。いくつかの例では、ヌクレオチド配列は、増
幅を用いる、または増幅を用いない、配列決定法またはハイブリダイゼーション法を利用
して決定される。
【０１１０】
　核酸の配列決定により得られた配列情報を基に、当該技術分野において公知の手段を用
いて、分子間相互作用を特定することができる。例えば、配列決定された核酸をゲノム配
列に対してアラインメントする配列比較用ソフトウェアを用いて、データを解析してよい
。ゲノム配列は、自由にアクセス可能なデータ供給源から、一般的に知られ、入手可能な
ものである。解析対象の試料中に存在する配列決定された核酸とゲノム配列との一致は、
前記配列決定された核酸に、本発明の方法におけるクロマチン結合剤により認識される高
分子、例えばヒストンまたは転写因子、が結合していることの指標として用いられ得る。
【０１１１】
　クロマチン結合剤が化学物質、例えば薬剤、である場合、解析対象の核酸断片に含まれ
るゲノム配列に対する一致は、化学物質、例えば薬剤の、クロマチンに含まれる特定の核
酸領域に対する結合を示す。
【０１１２】
　ゲノム配列に対する配列決定された核酸の一致に基づき、統計的計算法を用いて、有意
な結合領域を決定し、それらの領域を非特異的な「バックグラウンドシグナル」から区別
することができる。特定された領域は、遺伝子発現データセット、ゲノムアノテーション
データセット、遺伝子オントロジーデータセットまたは他のシステム生物学データセット
を含む他のデータセットとの関連付けにより、それら領域の生物学的役割のさらなる推測
に用いることができる。
【０１１３】
　クロマチン結合剤、特に化学物質、例えば薬剤、が結合した前記核酸に由来する領域を
蓄積させることにより、計算法を用いて、前記領域の特筆すべき配列特徴を決定すること
もできる。このようなアプローチは、特定の転写因子に結合されることが知られている特
定のＤＮＡ結合モチーフの濃縮を見つけるために使用することができる。
【０１１４】
　本発明の方法は、トランスポザーゼ酵素がアクセスできない、標的核酸、特にＤＮＡ、
に含まれる領域の特定に使用することもできる。具体的には、本発明の方法を用いてシー
ケンスライブラリーが作製される場合、シーケンスライブラリー断片が、標的クロマチン
におけるトランスポザーゼによる配列決定適合性オリゴヌクレオチドの導入によって作製
され得る。核酸およびタンパク質を含むクロマチンにおいて、クロマチンに含まれるタン
パク質は、シーケンスライブラリーの調製を妨げることなく、ＤＮＡ－タンパク質相互作
用部位において、標的核酸、特にＤＮＡ、へのアダプター組込みにある程度介入し得る。
トランスポザーゼ挿入から保護された前記核酸領域が計算法により特定され得る。このよ
うな領域は、クロマチンに含まれるタンパク質の「フットプリント」であることから、高
解像度の相互作用を示すものとなる。
【０１１５】
　本発明の方法は１本のチューブ内で行われてもよいが、反応中にチューブ換え（tube t
ransfer）を含むことが好ましい。具体的には、反応チューブはトランスポザーゼの添加
の前に交換され得る。追加で、または代わりに、トランスポザーゼの添加後、トランスポ
ザーゼ反応が終了した後に、チューブが交換される場合もある。後者の場合、チューブ壁
に付着している非特異的なクロマチン断片のタグメンテーションが減少する。従って、本
発明の方法は、少なくとも１回、好ましくは２回、のチューブ換え、を含むことが好まし
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く、第一のチューブ換えは、トランスポザーゼ反応の後、クロマチンから核酸を単離する
前に、または、超高速プロトコルが使用される場合は脱架橋の前に、実行され、第二のチ
ューブ換えが採用される場合、第二のチューブ換えはトランスポザーゼの添加前に実行さ
れる。
【０１１６】
　また、本発明はキット、特に研究用キット、に関する。本発明のキットは、一つもしく
は複数の化学物質または一つもしくは複数の抗体／抗体のような一つまたは複数のクロマ
チン結合剤、およびトランスポザーゼを含む。本発明のキットは、高活性の、好ましくは
オリゴヌクレオチドが積載された、トランスポザーゼ（tranposase）を含み得る。特定の
実施形態では、本発明のキットは、配列番号１もしくは配列番号２の核酸配列にコードさ
れるトランスポザーゼ（tranposase）、または配列番号３の核酸配列を有する発現ベクタ
ーを含む。本発明のキットは、すぐ使用できる形態のトランスポザーゼ酵素を含んでいて
もよい。本発明のキットは、疾患のような医学的状態の診断で使用され得る。前記疾患の
ような医学的状態は、ＤＮＡと、例えば、限定はされないが、転写因子／ヒストン等のさ
らなる成分との相互作用が関与するものであれば、いかなる状態／疾患であってもよい。
例えば、ＤＮＡと転写因子／ヒストンとの相互作用に関連していることが知られている疾
患としては、限定はされないが、例えばがんのような、増殖性疾患が挙げられる。すなわ
ち、本発明のキットは、限定はされないが、Ｔ細胞性急性リンパ芽球白血病等、急性骨髄
性白血病、ユーイング肉腫、急性前骨髄球性白血病、急性リンパ芽球白血病、びまん性大
細胞型Ｂ細胞リンパ腫、移行上皮癌、結腸直腸がん、膵がん、乳がん、骨髄異形成症候群
、正中線上癌（midline carcinoma）、乳頭様甲状腺がん、腎癌、髄芽細胞腫、多発性骨
髄腫、骨髄異形成症候群、食道がん（oesophagila cancer）、卵巣がん、前立腺がん、肺
がん、ラブドイドがん（rhabdoid cancer）、肝細胞癌、家族性シュワン細胞腫症（famil
ial schwannomatosis）、軟骨肉腫、類上皮肉腫（epethioloid sarcoma）、髄膜腫、脊索
腫、未分化肉腫、パーキンソン病、ハンチントン病、先天性筋強直性ジストロフィー、関
節リウマチ、全身性エリテマトーデス（systemic lupus erythematodes）、１型糖尿病、
免疫不全症、セントロメアの不安定性（Centromere instability）および顔面異常症候群
、並びに特にＡＴＲＸ症候群、を含む疾患の診断に使用され得る。
【０１１７】
　さらに、前記キットは化学物質とＤＮＡとの相互作用の評価／判定に使用され得る。こ
れに関して、本発明のキットは、患者のような個体の、ＤＮＡと相互作用する化学物質を
用いた治療への反応の可能性の評価／判定に使用され得る。治療は、有効であることが知
られている化学物質を用いる種々の疾患／状態の治療、または、有効性を試験する場合、
治療される医学的状態が、ＤＮＡの相互作用が関与する限りいかなる疾患／状態であって
もよい、種々の疾患／状態の治療、を含み得る。すなわち、疾患のような前記医学的状態
は、ＤＮＡと、例えば、限定はされないが、転写因子／ヒストン等のさらなる成分との相
互作用が関与するものであれば、いかなる状態／疾患であってもよい。例えば、ＤＮＡと
転写因子／ヒストンとの相互作用に関連していることが知られている疾患としては、限定
はされないが、例えばがんのような、増殖性疾患が挙げられる。すなわち、本発明のキッ
トは、限定はされないが、Ｔ細胞性急性リンパ芽球白血病等、急性骨髄性白血病、ユーイ
ング肉腫、急性前骨髄球性白血病、急性リンパ芽球白血病、びまん性大細胞型Ｂ細胞リン
パ腫、移行上皮癌、結腸直腸がん、膵がん、乳がん、骨髄異形成症候群、正中線上癌（mi
dline carcinoma）、乳頭様甲状腺がん、腎癌、髄芽細胞腫、多発性骨髄腫、骨髄異形成
症候群、食道がん（oesophagila cancer）、卵巣がん、前立腺がん、肺がん、ラブドイド
がん（rhabdoid cancer）、肝細胞癌、家族性シュワン細胞腫症（familial schwannomato
sis）、軟骨肉腫、類上皮肉腫（epethioloid sarcoma）、髄膜腫、脊索腫、未分化肉腫、
パーキンソン病、ハンチントン病、先天性筋強直性ジストロフィー、関節リウマチ、全身
性エリテマトーデス（systemic lupus erythematodes）、１型糖尿病、免疫不全症、セン
トロメアの不安定性（Centromere instability）および顔面異常症候群、並びに特にＡＴ
ＲＸ症候群、を含む疾患の診断に使用され得る。
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【０１１８】
　本発明の特に好ましい実施形態では、本発明の（関連において作製される）キットまた
は本発明の方法および用途は、さらに取扱説明書を、含んでいてもよく、または備えてい
てもよい。例えば、前記取扱説明書は、本明細書において提供された、本発明による基づ
く、診断用途における本発明のキットの使用（使用法）を、当業者に指導し得る。特に、
前記取扱説明書は、本明細書において提供された方法または用途を使用または適用するた
めの指導を含み得る。
【０１１９】
　本発明の（関連において作製される）キットは、本発明の方法および用途を実行するの
に好適／必要な、物質／化学物質および／または装置をさらに含んでいてもよい。例えば
、そのような物質／化学物質および／または装置は、本発明のキットに含まれる化学薬品
および／またはトランスポザーゼの安定化および／または貯蔵のような、本明細書におい
て提供される用途に必要な化合物の安定化および／または貯蔵のための、溶媒、希釈剤お
よび／または緩衝液である。
【０１２０】
　別途定義がない限り、本明細書で使用される専門用語および科学用語は、本発明が属す
る技術分野の当業者により一般に理解されるものと同じ意味を有する。本明細書に記載の
ものと類似または等価の、方法および材料を、本発明の実施または試験で使用することが
できるが、以下には好適な方法および材料が記載された。矛盾が生じる場合には、定義も
含めて、本明細書に従うものとする。加えて、材料、方法、および実施例は単なる例示で
あり、限定を意図するものではない。
【０１２１】
　本発明の方法および手法は、特に記載がない限り、本明細書の全体を通して引用および
考察された、様々な、一般的な、より具体的な参考文献に記載される、当該技術分野にお
いて周知の従来法に従って、通常実施される。　例えば、Sambrook et al., Molecular C
loning: A Laboratory Manual, 2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold S
pring Harbor, N.Y. (1989)およびAusubel et al., Current Protocols in Molecular Bi
ology, Greene Publishing Associates (1992)、およびHarlow and Lane Antibodies: A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
 (1990)を参照されたい。
【０１２２】
　図面および上記において本発明が詳細に図示および説明されているが、そのような図示
および説明は、例示または代表と見なされるべきであり、限定と見なされるべきではない
。当業者によって、下記の請求項の範囲および精神内で変更および修正が行われてよいこ
とは理解される。特に、本発明は、上記および下記の異なる実施形態の特徴の任意の組み
合わせを有するさらなる実施形態も包含する。
【０１２３】
　本発明はまた、個々に図面に示されたさらなる特徴を、それらが上記または下記で説明
されていない場合でも、全て包含する。また、図面および明細書に記載される実施形態の
１つの代替物、並びにその特徴の１つの代替物を、本発明の他の態様の発明の主題から、
放棄することができる。
【０１２４】
　さらに、特許請求の範囲において、「を含む（comprising）」という言葉は、他の要素
または工程を除外せず、不定冠詞「ａ」または「ａｎ」は複数形を除外しない。特許請求
の範囲に記載されるいくつかの特徴の機能を、単一のユニットが果たしてもよい。特性ま
たは値と接続された用語「本質的に」、「約」、「およそ」等は、個々に、その特性その
ものまたはその値そのものも、それぞれ規定している。特許請求の範囲におけるいかなる
引用符号も、範囲を限定するものと解釈されるべきではない。
【０１２５】
また、本発明は以下の図面によっても説明される。
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【図面の簡単な説明】
【０１２６】
【図１】従来技術の方法およびそれらの主な欠点の概要
【図２】標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑ、ＣｈＩＰ－ｔａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ、およびＣｈＩ
Ｐｍｅｎｔａｔｉｏｎの模式的な概観標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑおよび精製ＣｈＩＰ　ＤＮ
Ａのタグメンテーションによるライブラリー調製（ＣｈＩＰ－ｔａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ
）と比較した、ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎの模式的な概観。３つ全てのプロトコルが、
ホルムアルデヒドによる細胞固定、細胞溶解、クロマチンの超音波処理、およびビーズに
結合した特異的抗体による免疫沈降（「クロマチン免疫沈降」）から開始されている。標
準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑ（左）では、脱架橋の後、ＣｈＩＰ　ＤＮＡの精製が行われ、次い
で、末端修復、精製、ポリアデニル化、アダプターライゲーション、およびサイズ選別を
含む多工程手順においてライブラリー調製にかけられる。ＣｈＩＰ－ｔａｇｍｅｎｔａｔ
ｉｏｎ（中央）は、タグメンテーションに基づくライブラリー調製に精製されたＣｈＩＰ
　ＤＮＡを使用しており、プロトコルがＤＮＡ濃度の変化に敏感であるという不都合があ
る。ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ（右）では、シーケンスアダプターが、アダプターを載
せたＴｎ５トランスポザーゼによるタグメンテーションを用いて、免疫沈降中に一工程で
導入される。
【図３】補足的図３：ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎのライブラリーサイズ分布に対するＴ
ｎ５酵素濃度の影響様々な量のＴｎ５トランスポザーゼ（イルミナ社製Ｎｅｘｔｅｒａ　
ＤＮＡライブラリー調製キットからの０．２μｌ～５μｌの酵素）で調製された、Ｈ３Ｋ
４ｍｅ３についての、ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎライブラリーのＤＮＡ断片のサイズ分
布。脱架橋後でライブラリー濃縮前の断片サイズは赤色で示され、濃縮ＰＣＲ後の断片サ
イズは緑色で示され、サイズ選別された最終ライブラリーは青色で示されている。
【図４】ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ：ヒストンマークおよび転写因子のための高速、安
価、低インプット量のＣｈＩＰ－ｓｅｑ（ａ）ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎの模式的な概
観（精製されたＣｈＩＰ　ＤＮＡから開始される標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑ、ＣｈＩＰ－ｔ
ａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ、およびＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎの比較については図２を参
照されたい）。（ｂ）様々なＴｎ５酵素濃度で得られたＨ３Ｋ４ｍｅ３　ＣｈＩＰｍｅｎ
ｔａｔｉｏｎライブラリーのペアエンド配列決定からの、マッピングされたインサートの
長さのサイズ分布。（ｃ）様々なＴｎ５酵素濃度で得られた、Ｈ３Ｋ４ｍｅ３　ＣｈＩＰ
ｍｅｎｔａｔｉｏｎライブラリーにおいての、マッピングされたリード（上段）およびユ
ニークリード（下段）の割合。（ｄ）様々なＴｎ５酵素濃度で得られたＨ３Ｋ４ｍｅ３　
ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎライブラリーを比較している、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｂｒｏｗｓｅ
ｒのスクリーンショット。（ｅ）様々なＴｎ５酵素濃度で得られたＨ３Ｋ４ｍｅ３　Ｃｈ
ＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎにおいての、ゲノム全域に亘る相関ヒートマップ（１，０００ｂ
ｐウインドウ）。（ｆ）異なるインプット量から得られた、５つのヒストン修飾および４
つの転写因子についての、ＣｈＩＰ－ｓｅｑ（「ＣｈＩＰ」）およびＣｈＩＰｍｅｎｔａ
ｔｉｏｎ（「ＣＭ」）のデータを示す、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｂｒｏｗｓｅｒのスクリーンショ
ット。２つのバイオロジカルレプリケートから得られたデータを組み合わせた。（ｇ）種
々のヒストンマークおよび種々の細胞インプット量についての、標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑ
およびＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎのデータの、ゲノム全域に亘る相関ヒートマップ（１
，０００ｂｐウインドウ）。（ｈ）種々の転写因子および種々の細胞インプット量（高：
１０，０００，０００細胞；低：１００，０００または５００，０００細胞）についての
、標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑデータおよびＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎデータの、ゲノム全
域に亘る相関（１，０００ｂｐウインドウ）。（ｉ）標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑ（上）、市
販の低インプット量ライブラリー調製キット（中央）、およびＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏ
ｎ（下）の、実操作時間の比較。実操作時間は、プロトコルの開始から、最後のライブラ
リー増幅ＰＣＲ反応まで（しかしそれを含まない）、計算された。
【図５】標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑデータおよびＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎデータの全体
的な比較（ａ）ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ（左）および標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑ（右）
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について別々に示される、全遺伝子に沿った、ヒストンマーク分布の複合プロット。（ｂ
）配列決定されたライブラリー全てについての、ピーク内のリードの割合（ＦＲｉＰ）、
並びにＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎから抽出されたピークの数（上段パネル）およびＣｈ
ＩＰ－ｓｅｑから抽出されたピークの数（下段パネル）のデータ。なお、配列決定深度は
レプリケート間で異なる（図８）。
【図６】低インプット量ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎデータについてのＧｅｎｏｍｅ　Ｂ
ｒｏｗｓｅｒのトラック個々のバイオロジカルレプリケートおよび種々の細胞インプット
量（すなわち、１０，０００，０００細胞、５００，０００細胞、１００，０００細胞お
よび１０，０００細胞）についての、ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ（「ＣＭ」）データを
示す、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｂｒｏｗｓｅｒのスクリーンショット。１０，０００，０００細胞
データから得られた標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑ（「ＣｈＩＰ」）がリファレンスとして含ま
れる。
【図７】標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑ実験とＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ実験との間のピーク
重なり　ピーク重なりは、その他のレプリケート／方法／インプット量における重要なピ
ークと重なる、１つのレプリケート／方法／インプット量における上位Ｘ％のピークの割
合として算出された。
【図８】２４種の標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑライブラリー、５２種のＣｈＩＰｍｅｎｔａｔ
ｉｏｎライブラリー、および９種のＣｈＩＰ－ｔａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎライブラリーに
ついての配列決定の概要
【図９】ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎデータにおける高解像度パターン（ａ）抽出された
ピーク下の、それぞれの転写因子のモチーフ周囲の、ＣＴＣＦ、ＧＡＴＡ１、ＰＵ．１、
およびＲＥＳＴのＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎデータについての、シグナル強度（Ｔｎ５
挿入頻度）。上段パネルはＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ、ＡＴＡＣ－ｓｅｑ、およびデオ
キシリボヌクレアーゼ－ｓｅｑの生シグナルを示しており、一方、下段パネルは、ゲノム
ＤＮＡのタグメンテーションによって定められたバックグラウンド、並びにそれに対して
正規化されたＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎおよびＡＴＡＣ－ｓｅｑのシグナル強度を示し
ている。正規化は、各ピークについて、バックグラウンドシグナルのＺスコアに対し、シ
グナルにｅを超えさせることによって、行われた。視覚化を目的として、正規化されたシ
グナルは、全ピークで平均化され、２０ｂｐハニング・ウィンドウで平滑化され、比較用
にＺスコア変換された。（ｂ）Ｈ３Ｋ４ｍｅ３についての、ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ
データにおける挿入事象間のペアワイズ距離の頻度。１０ｂｐ周期の振動数は、ヌクレオ
ソーム周囲のＤＮＡの旋回性と関連付けることができる１。（ｃ）ＮｕｃｌｅｏＡＴＡＣ
ソフトウェアおよびＧＭ１２８７８細胞についてのＡＴＡＣ－ｓｅｑデータを用いて位置
を定めたヌクレオソーム周囲のＨ３Ｋ４ｍｅ１　ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎデータのシ
グナル強度（挿入度数）。ヌクレオソーム境界においてより高く且つ周期的な挿入を有す
る構造化パターンに注目されたい。
【図１０】標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑおよびＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎの試薬コストの比
較　標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑ（上）、市販の低インプット量ライブラリー調製キット（中
央）、およびＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ（下）の試薬コストの比較。コスト見積は、増
幅およびインデックス付けを含むライブラリー調製について、ただしサイズ選別、反応精
製、および配列決定前の最終品質管理段階のための試薬は除外して、算出された。
【図１１】精製されたＣｈＩＰ　ＤＮＡを開始点とするＣｈＩＰ－ｔａｇｍｅｎｔａｔｉ
ｏｎによるライブラリー調製（ａ）異なる量の精製ＣｈＩＰ　ＤＮＡを出発物質として用
いた、末梢血単核球（ＰＢＭＣ）におけるＨ３Ｋ４ｍｅ３についての、ＣｈＩＰ－ｔａｇ
ｍｅｎｔａｔｉｏｎプロファイルの、代表的なＵＣＳＣ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｂｒｏｗｓｅｒ
のスクリーンショット。（ｂ）異なる量の精製ＤＮＡを出発物質として用いた、末梢血単
核球（ＰＢＭＣ）におけるＨ３Ｋ４ｍｅ３についての、標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑ（１０，
０００，０００個の細胞から入手）およびＣｈＩＰ－ｔａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎを比較し
ている、ペアワイズ散布図。
【図１２】本発明の方法を用いたＰＵ．１結合部位における異なる実験のＰＵ．１リード
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数。破線および点線はそれぞれ５００，０００個または１０，０００，０００（10 mio）
個の細胞を用いた実験から得られたデータを示す。Ｍ字形の破線は、５００，０００個の
細胞および実施例１３に記載の例示的な最適化構成を用いた実験から得られたＰＵ．１シ
グナルを示す。最適化されたプロトコルは標準プロトコルによる１０，０００，０００個
の細胞を用いた実験よりも高い信号雑音比を与えている。
【図１３】注釈付き転写開始における、本発明の超高速法を用いた異なる実験から得られ
たＨ３Ｋ２７ａｃリード数。点線および破線は実施例１４に記載の超高速プロトコルに対
応しており、一方、直線は標準的なプロトコルを用いた実験を示している。超高速プロト
コル（実施例１３の最適化プロトコルも使用）は、標準プロトコルによる１０，０００，
０００個の細胞を用いた実験と同等かそれよりも良好な信号雑音比を与えている。
【図１４】１日間における配列決定準備済みライブラリーの作製。１日間において、ヒス
トンマークおよび転写因子についての、配列決定準備済みライブラリーの作製を可能にす
る、５００，０００個のＫ５６２細胞を用いた超高速プロトコル。上段トラックの右手は
、Ｋ５６２細胞のグロビン遺伝子座におけるスーパーエンハンサーに対応する、Ｈ３Ｋ２
７ａｃについての密なシグナルを示している。
【図１５】Ｔｎ５トランスポザーゼおよび自家製トランスポザーゼを用いて得られたシー
ケンスライブラリー調製物の比較。白血病細胞株の細胞が、Ｈ３Ｋ４ｍｅ３抗体、並びに
市販のＴｎ５トランスポザーゼ、または配列番号１および配列番号２に示される核酸配列
にコードされる配列を有する自家製トランスポザーゼ（transpose）を用いた本発明の方
法にかけられた。図から分かるように、結果は使用されたトランスポザーゼに依存してい
ない。
【実施例】
【０１２７】
　本発明は、本発明およびその多くの利点のより深い理解を与える、以下の例示的な非限
定例によってさらに説明される。以下の実施例は本発明の好ましい実施形態を示すために
含まれている。以下の実施例に開示される手法が、本発明の実施において良好に機能する
ように本発明で使用される手法を表し、従って、その実施のための好ましい様式を構成す
ると考えることができることは、当業者には理解されるべきである。しかし、本開示に照
らし合わせて、本発明の精神および範囲から逸脱せずに、多くの変更が、開示された特定
の実施形態において実行でき、且つ、同様または類似の結果を得ることができることは、
当業者には理解されるべきである。
【０１２８】
　特に記載がない限り、組換え遺伝子技術の確立された方法を、例えば、Sambrook, Russ
ell “Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, N
.Y. (2001)（その全体が参照によって本明細書に援用される）に記載される通りに、使用
した。
【０１２９】
　本明細書では、特許出願、製造業者のマニュアルおよび科学出版物を含む多数の文書が
引用されている。これらの文書の開示は、本発明の特許性に関連していると見なされない
が、その全体が参照によって本明細書に援用される。より具体的には、参照された文書は
全て、あたかも個々の文書が参照により援用されると明確且つ個々に示されるのとの同程
度に、参照によって援用される。
【０１３０】
実施例１：ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎのプロトコル
細胞の回収および固定
　細胞を回収し、ＰＢＳで１回洗浄し、１．５ｍｌ以下のＰＢＳ中の１％パラホルムアル
デヒドで室温で１０分間固定した。グリシンを０．１２５Ｍの最終含量になるように室温
で５分間加え、反応を停止させた。細胞を５００×ｇ、１０分間、４℃で集め、１μＭ　
ＰＭＳＦを添加した１ｍｌ以下の氷冷ＰＢＳで２回洗浄した。
【０１３１】
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溶解および超音波処理
　ペレットをＲＩＰＡ緩衝液（１０ｍＭトリス塩酸、ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐ
Ｈ８．０、１４０ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　ｘ－１００、０．１％ＳＤＳ、０
．１％ＤＯＣ、１×プロテアーゼ阻害剤（シグマ社））中で溶解させ、１ｍｌ　ｍｉｌｌ
ｉＴＵＢＥ内で、コバリス社製（Covaris）Ｓ２２０において、断片の大部分が２００～
７００塩基対の長さになるまで３０分間、超音波処理した（設定：デューティサイクル（
duty cycle）５％、ピーク放射電力（peak incident power）１４０ワット、バーストあ
たりのサイクル数（cycles per burst）２００、Ｋ５６２細胞用）。ライセートを最高速
度で４℃で５分間遠心した。次に、断片化されたクロマチンを含有する上清を０．５　Ｐ
ＣＲチューブに移し、氷上に置いた。
【０１３２】
ＩＰ用ビーズの調製
　超音波処理と並行して、５０μｌ　磁性プロテインＡ／Ｇビーズ（低インプット量のＣ
ｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎでは１０μｌ）を、ＰＢＳ（０．５％ＢＳＡ、０．５％Ｔｗｅ
ｅｎ－２０）中で２回それらを洗浄および再懸濁することにより、ブロッキングおよび抗
体結合させた。抗体を加え、室温で１時間超（または４℃で２時間超）回転させてビーズ
に結合させた。
【０１３３】
免疫沈降および洗浄
　ＣｈＩＰあたり、ブロッキングされ、抗体が結合した磁性プロテインＡビーズ５０μｌ
を加え、４℃で３時間インキュベートした。その後、免疫沈降用ビーズを、冷１５０μｌ
　ＲＩＰＡ（２回）、ＲＩＰＡ－５００（１０ｍＭトリス塩酸、ｐＨ８．０、１ｍＭ　Ｅ
ＤＴＡ、ｐＨ８．０、５００ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　ｘ－１００、０．１％
ＳＤＳ、０．１％ＤＯＣ）（２回）、およびＲＩＰＡ－ＬｉＣｌ（１０ｍＭトリス塩酸、
ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０、２５０ｍＭ　ＬｉＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏｎ
　Ｘ－１００、０．５％ＤＯＣ、０．５％ＮＰ４０（２回）で洗浄した。
【０１３４】
タグメンテーション～ライブラリー調製
　ビーズを冷トリス塩酸（ｐＨ８．０）で２回洗浄して、界面活性剤、塩、およびＥＤＴ
Ａを除去した。次に、ビーズを、Ｎｅｘｔｅｒａ　ＤＮＡ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐ　Ｋ
ｉｔ（イルミナ社）のＴａｇｍｅｎｔ　ＤＮＡ　Ｅｎｚｙｍｅを１μｌ含有する、３０μ
ｌのタグメンテーション反応混合物（１０ｍＭ　トリス　ｐＨ８．０、５ｍＭ　ＭｇＣｌ
）中に再懸濁させ、サーモサイクラー内で３７℃で１０分間インキュベートした。次に、
ビーズを磁石の上に置いてタグメンテーション反応を除去し、その後ＲＩＰＡで２回洗浄
した。
【０１３５】
完全な洗浄およびＤＮＡ溶出、次いで脱架橋
最後に、ビーズをＴＥ（ｐＨ８．０）で２回洗浄した。複合体を溶出させるため、ビーズ
を、２μｌのプロテアーゼＫ（ＮＥＢ）を含有する７０μｌの溶出緩衝液（０．５％ＳＤ
Ｓ、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０ｍＭ　トリス塩酸　ｐＨ８．０）と
、５５℃で１時間および６５℃で８時間インキュベートして、ホルムアルデヒド架橋を外
し、上清を新しいチューブに移した。
【０１３６】
ＤＮＡ精製
　最後に、ＤＮＡをＡＭＰｕｒｅ　ＸＰビーズ（試料：ビーズ比　１：２）またはキアゲ
ン社製ＭｉｎＥｌｕｔｅカラムで精製した。
【０１３７】
ライブラリーの増幅
　１μｌの各ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ反応を、０．１５μＭプライマー（プライマー
配列については、Buenrostro et al. Nature Methods（最初のＡＴＡＣ－ｓｅｑに関する
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刊行物））、１×ＳＹＢＲ　ｇｒｅｅｎおよび５μｌのＫＡＰＡ　ＨＩＦＩ　２×ｒｅａ
ｄｙ　ｍｉｘを含有する１０μｌのｑＰＣＲ反応中で、以下のプログラムを用いて増幅し
て、最適な濃縮サイクル数を評価した：７２℃５分；９８℃３０秒；９８℃１０秒、６３
℃３０秒、７２℃３０秒を２４サイクル；７２℃で１分間の最終伸長。第一のＰＣＲ工程
におけるニックトランスレーションが上手くいくように、ＰＣＲ反応の調製前にＫＡＰＡ
　ＨＩＦＩ　２ｘ　ｒｅａｄｙ　ｍｉｘを９８℃で４５秒間インキュベートして、ホット
スタート酵素（hot-start enzyme）を活性化させた。ライブラリーの最終濃縮を、０．７
５μＭプライマーおよび２５μｌのＫＡＰＡ　ＨＩＦ　２ｘ　ｒｅａｄｙ　ｍｉｘを用い
る５０μｌの反応中で行った。ライブラリーはＮサイクル増幅され、ここでＮはｑＰＣＲ
反応において決定された端数切り上げのＣｑ値と等しい。
【０１３８】
ライブラリーの精製およびサイズ選別（任意）
　濃縮したライブラリーを、０．７：１（ビーズ：試料）の比でＳＰＲＩ　ＡＭＰｕｒｅ
　ＸＰビーズを用いるサイズ選別法で精製して、長い断片（６００ｂｐ超）を除去し、２
：１（ビーズ：試料）の比で反応中の残留ＤＮＡを回収した。配列決定を、イルミナ社製
ＨｉＳｅｑ２０００／２５００プラットフォームを用いる、ＣｅＭＭにおける、Ｂｉｏｍ
ｅｄｉｃａｌ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｆａｃｉｌｉｔｙによって行った。
【０１３９】
実施例２：ＣｈＩＰ－Ｓｅｑ、ＣｈＩＰ－ｔａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎおよびＣｈＩＰｍｅ
ｎｔａｔｉｏｎの比較
細胞培養および試料収集
　Ｋ５６２細胞を１０％ＦＣＳおよび抗生物質を添加したＲＰＭＩ培地中で培養した。細
胞をＣＡＳＹセルカウンターで分析して、細胞数を決定した。ウィーン医科大学の倫理委
員会に承認されるように、末梢血を健常人から得た。凝固をＥＤＴＡまたはヘパリンで防
止し、末梢血をＰＢＳで１：１～１：３希釈し、Ｌｙｍｐｈｏｐｒｅｐ密度勾配（Ａｘｉ
ｓ－Ｓｈｉｅｌｄ）を用いて製造業者の説明書に従って末梢血単核球（ＰＢＭＣ）を単離
した。精製した細胞を１０％ＦＢＳおよびペニシリン－ストレプトマイシンを添加したＲ
ＰＭＩ中に懸濁した。
【０１４０】
クロマチン免疫沈降
　実施例３～５で詳述されるクロマチン免疫沈降を行うための３つの異なるプロトコルと
組み合わせて、ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎを試験した。
【０１４１】
標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑライブラリー調製
　精製したＣｈＩＰ　ＤＮＡを、製造業者の取扱説明書に従ってＮＥＢＮｅｘｔ　Ｅｎｄ
　Ｒｅｐａｉｒ　Ｍｏｄｕｌｅ（ＮＥＢ社）を用いて、末端修復した。精製は、製造業者
の取扱説明書に従ってＡｍｐｕｒｅ　ＸＰビーズ（Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ）を用いて行った
。Ｋｌｅｎｏｗ（３’→５’エキソ）ポリメラーゼ（エンジマティクス社（Enzymatics）
）を用いて断片をポリアデニル化し、Ｔ４　ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ（エンジマティクス社
）を用いてＴｒｕＳｅｑ適合性アダプターを結合した。Ａｍｐｕｒｅ　ＸＰビーズを用い
て最終的なライブラリーをサイズ選別し、アダプター二量体を除去した。
【０１４２】
ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎのライブラリー調製
　ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎは種々様々なＣｈＩＰプロトコルに適合し、これは、異な
るＣｈＩＰプロトコルにおいて最もよく機能する抗体へのＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎの
適用を容易にしている。一般的に、免疫沈降したクロマチンを保持するビーズがＬｉＣｌ
含有洗浄緩衝液（実施例３ではＣｈＩＰ用ＷＢＩＩＩ、実施例４ではＣｈＩＰ用ＲＩＰＡ
－ＬｉＣｌ、および実施例５ではＣｈＩＰ用ＴＦ－ＷＢＩＩＩ）で洗浄されるまで、最適
なＣｈＩＰプロトコルが実行される。次に、ビーズをトリス塩酸（ｐＨ８．０）で２回洗
浄して、界面活性剤、塩およびＥＤＴＡを除去する。その後、ビーズを、Ｎｅｘｔｅｒａ
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　ＤＮＡ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐ　Ｋｉｔ（イルミナ社）のＴａｇｍｅｎｔ　ＤＮＡ酵
素を１μｌ含有する、２０～３０μｌのタグメンテーション反応緩衝液（１０ｍＭ　トリ
ス　ｐＨ８．０、５ｍＭ　ＭｇＣｌ）中に再懸濁させ、サーモサイクラー内で３７℃で１
０～２０分間インキュベートする。タグメンテーションに続いて、ビーズを１５０μｌの
ＷＢＩ（ＣｈＩＰ　実施例３）、ＲＩＰＡ（ＣｈＩＰ　実施例４）、またはＷＢＩ（Ｃｈ
ＩＰ　実施例５）で２回洗浄する。その後、対応するＣｈＩＰプロトコルを継続し、最後
のビーズ洗浄、ビーズからの溶出、脱架橋およびＤＮＡ精製を行う。
【０１４３】
　タグメンテーション反応の条件はクロマチン単離に使用される剤よって異なる。タグメ
ンテーション条件は、温度（例えば、４℃、１６℃、５５℃等）、タグメンテーション時
間（例えば、１、２、３、５、１５、２０、３０、または６０分間等）、Ｔａｇｍｅｎｔ
　ＤＮＡ酵素濃度（０．００１、０．０１、０．１、０．２、０．５、１．５、２、３、
４、５または１０μｌ等）、および反応体積（０．００１、０．０１、０．１、１、５、
１０、１５、２０、５０、１００または２００μｌ等）において異なる。さらに、タグメ
ンテーション反応緩衝液も異なり、界面活性剤、塩、溶媒等の添加剤を含んでいてもよい
（一例として、タグメンテーション反応緩衝液はジメチルホルムアミド、ポリエチレング
リコール、酢酸マンガン（ＩＩ）等を含有することができる）。
【０１４４】
ＣｈＩＰ－タグメンテーションのライブラリー調製
　末梢血単核球（ＰＢＭＣ）における標準的なＨ３Ｋ４ｍｅ３　ＣｈＩＰから精製したＣ
ｈＩＰ　ＤＮＡを、Ｑｕｂｉｔ蛍光光度計を用いて測定し、次いで、０．１％Ｔｗｅｅｎ
－２０を添加した１０ｍＭ　トリス塩酸（ｐＨ８．５）で希釈して、１００ｐｇ、１０ｐ
ｇ、または２ｐｇの総ＤＮＡにした。タグメンテーション反応を、希釈したＤＮＡ、５μ
ｌの２×タグメンテーション緩衝液（イルミナ社）および１μｌ（１００ｐｇ　ＤＮＡ）
または０．５μｌ（１０ｐｇおよび２ｐｇ）の１：１０希釈Ｎｅｘｔｅｒａ　Ｔａｇ　Ｄ
ＮＡ　Ｅｎｚｙｍｅ（予冷ＴＥ／５０％グリセロールで希釈）を含有する１０μｌの反応
において、５５℃で５分間行った。タグメンテーションしたＤＮＡを、製造業者の取扱説
明書に従ってＮｅｘｔｅｒａ　ＤＮＡ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐ　Ｋｉｔ（イルミナ社）
を用いて、以下のプログラムで増幅した：７２℃５分；９８℃３０秒；９８℃１０秒、６
３℃３０秒、７２℃３０秒を１４サイクル；７２℃で１分間の最終伸長。１．５：１のビ
ーズ：試料比でＳＰＲＩ　ＡＭＰｕｒｅ　ＸＰビーズを用いて、ライブラリーを精製した
。Ｋ５６２　ＣｈＩＰからの精製したＣｈＩＰ　ＤＮＡまたは除タンパクしたインプット
ＤＮＡは、ＰＢＭＣに関しての調製に少し変更を加えて、調製した：５ｎｇのＣｈＩＰ　
ＤＮＡを、５μｌの反応において０．５μｌの１：１０希釈Ｔｎ５酵素を用いる５５℃で
５分間のタグメンテーション反応に用いた。ＭｉｎＥｌｕｔｅキット（キアゲン社）を用
いてＤＮＡを精製し、ＫＡＰＡ　ＨＩＦＩ　２×ｒｅａｄｙ　ｍｉｘを用いて増幅した。
【０１４５】
標準的ＣｈＩＰ－ｓｅｑライブラリー、ＣｈＩＰ－ｔａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎライブラリ
ー、およびＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎライブラリーの増幅および配列決定
　１μｌの各ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ反応を、０．１５μＭプライマー、１×ＳＹＢ
Ｒ　ｇｒｅｅｎおよび５μｌのＫＡＰＡ　ＨＩＦＩ　２×ｒｅａｄｙ　ｍｉｘを含有する
１０μｌのｑＰＣＲ反応中で、以下のプログラムを用いて増幅して、最適な濃縮サイクル
数を評価した：７２℃５分；９８℃３０秒；９８℃１０秒、６３℃３０秒、７２℃３０秒
を２４サイクル；７２℃で１分間の最終伸長。第一のＰＣＲ工程におけるニックトランス
レーションが上手くいくように、ＰＣＲ反応の調製前にＫＡＰＡ　ＨＩＦＩ　２ｘ　ｒｅ
ａｄｙ　ｍｉｘを９８℃で４５秒間インキュベートして、ホットスタート酵素を活性化さ
せた。ライブラリーの最終濃縮を、０．７５μＭプライマーおよび２５μｌのＫＡＰＡ　
ＨＩＦ　２ｘ　ｒｅａｄｙ　ｍｉｘを用いる５０μｌの反応中で行った。ライブラリーは
Ｎサイクル増幅され、ここでＮはｑＰＣＲ反応において決定された端数切り上げのＣｑ値
と等しい。濃縮したライブラリーを、０．７：１（ビーズ：試料）の比でＳＰＲＩ　ＡＭ
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Ｐｕｒｅ　ＸＰビーズを用いるサイズ選別法で精製して、長い断片（６００ｂｐ超）を除
去し、２：１（ビーズ：試料）の比で反応中の残留ＤＮＡを回収した。配列決定を、イル
ミナ社製ＨｉＳｅｑ２０００／２５００プラットフォームを用いる、ＣｅＭＭにおける、
Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｆａｃｉｌｉｔｙによって行った（詳細
については図８を参照）。
【０１４６】
ＡＴＡＣ－ｓｅｑ
　オープンクロマチンのマッピングを、トランスポザーゼ接近可能クロマチン解析法（as
say for transposase accessible chromatin）（ＡＴＡＣ－ｓｅｑ）を用いて、Ｋ５６２
細胞用に小さな改変を加えた以前の報告の通りに、行った。各実験において、１×１０５

個の細胞を５０μｌのＰＢＳで１回洗浄し、５０μｌのＡＴＡＣ－ｓｅｑ溶解緩衝液（１
０ｍＭトリス塩酸、ｐＨ７．４、１０ｍＭ　ＮａＣｌ、３ｍＭ　ＭｇＣｌ２および０．０
１％ＩＧＥＰＡＬ　ＣＡ－６３０）中で再懸濁し、４℃で１０分間遠心した。遠心分離後
、ペレットを５０μｌのＭｇＣｌ２緩衝液（１０ｍＭ　トリス　ｐＨ８．０、５ｍＭ　Ｍ
ｇＣｌ２）で短時間洗浄し、その後、トランスポザーゼ反応混合物（１２．５μＬの２×
ＴＤ緩衝液、２μＬのトランスポザーゼ（イルミナ社）および１０．５μＬのヌクレアー
ゼ非含有水）中で３７℃で３０分間インキュベートした。ＭｉｎＥｌｕｔｅキット（キア
ゲン社）を用いたＤＮＡ精製の後、１μｌの溶出ＤＮＡをｑＰＣＲ反応に用いて、最適な
増幅サイクル数を評価した。ライブラリー増幅の後、ＳＰＲＩサイズ選別を行い、１２０
０ｂｐより長い断片を排除した。Ｑｕｂｉｔ蛍光光度計（ライフテクノロジーズ社）でＤ
ＮＡ濃度を測定した。
【０１４７】
配列決定データの処理およびバイオインフォマティクス解析
　リードをｓｋｅｗｅｒを用いてトリミングした。トリミングしたリードを、Ｂｏｗｔｉ
ｅ２を「－－ｖｅｒｙ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ」のパラメーターで用いて、ヒトゲノムのｈ
ｇ１９／ＧＲＣｈ３７アセンブリーにアラインメントした。ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ
およびＡＴＡＣ－ｓｅｑのデータについては、転位事象の中心が示されるようにリード開
始位置を調整した。前の記述２の通りに、プラス鎖にアラインメントさせたリードは＋４
ｂｐだけずらし、マイナス鎖にアラインメントさせたリードは－５ｂｐだけずらした。Ｍ
ＡＣＳ２を用いて、ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ試料、ＣｈＩＰ－ｓｅｑ試料、およびＡ
ＴＡＣ－ｓｅｑ試料に対してピーク抽出を行った。ＣｈＩＰおよびＣｈＩＰｍｅｎｔａｔ
ｉｏｎのデータについて、ＭＡＣＳ２を、２００ｂｐの帯域幅を用い、バイオロジカルレ
プリケート用にバックグラウンドとして独立して適合ＩｇＧ対照を用いて、実行した。ブ
ロードなヒストンマーク（Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３、Ｈ３Ｋ３６ｍｅ３）については、「－－ｂ
ｒｏａｄ」、「－－ｎｏｍｏｄｅｌ」、「－－ｅｘｔｓｉｚｅ　７３」、および「－－ｐ
ｖａｌｕｅ　１ｅ－３」のフラグおよび引数をとった。レプリケート間の一貫性を確認し
た後、併せたバイオロジカルレプリケートから抽出されたピークに対して、同様に下流解
析を行った。ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎおよびＣｈＩＰ－ｓｅｑの両試料の相関分析に
ついて、ゲノム全体で１，０００ｂｐのウインドウ内のリード数を算出し、非重複リード
の総数に対して正規化した。ピアソン相関係数を計算し、底を２とするシグナルの対数を
全てのウインドウについてプロットした。バイオロジカルレプリケート間、異なる手法間
（ＣｈＩＰ－ｓｅｑ対ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ）、および異なる細胞数間で比較を行
った（後者２つは併せたバイオロジカルレプリケートに基づく）。抽出したピーク間の比
較を、他のレプリケートからのピークと重なっている上位５％または２５％のピークの割
合を算出することにより行った。同じ比較を、ＣｈＩＰ－ｓｅｑとＣｈＩＰｍｅｎｔａｔ
ｉｏｎのデータ間、および、両レプリケートを組み合わせた試料を用いて、異なる数の細
胞を用いて作製されたＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ試料間で、行った。
【０１４８】
実施例３：ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎと適合する例示的なＣｈＩＰプロトコル
　細胞をＰＢＳで１回洗浄し、１ｍｌ以下のＰＢＳ中の１％パラホルムアルデヒドで室温
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で５分間固定した。グリシンを添加して反応を止めた。細胞を５００×ｇ、１０分間、４
℃で集め（特に記載がない限り、後の作業は氷上で行い、冷緩衝液および冷溶液を使用し
た）、１μＭ　ＰＭＳＦを添加した１ｍｌ以下の氷冷ＰＢＳで２回洗浄した。ペレットを
、細胞溶解緩衝液（５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ／ＫＯＨ　ｐＨ７．４、１４０ｍＭ　ＮａＣｌ
、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ、１０％グリセロール、０．５％ＮＰ－４０
、０．２５％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１×プロテアーゼ阻害剤（シグマ社））中で１
０分間、氷上で溶解させた。溶解させた細胞を１，０００×ｇ、４℃で１０分間遠心して
核を単離し、上清を捨て、ペレットを超音波処理緩衝液（１０ｍＭ　トリス塩酸　ｐＨ７
．６、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．１％ＳＤＳ）中に再懸濁させ、コバリス社製Ｓ２２０上の
１３０μｌのｍｉｃｒｏＴＵＢＥ（３×１０６個以下の細胞用）内で、断片の大部分が２
００～７００塩基対の長さになるまで１２分間、超音波処理した（設定：デューティサイ
クル　２％、ピーク放射電力　１０５ワット、バーストあたりのサイクル数　２００）。
ライセートを最高速度で４℃で５分間遠心し、上清を新しいチューブに移した。ライセー
トを、２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、０．１％ＳＤＳ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１５０
ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡの緩衝液組成でＩＰ当たり２
００μｌに調整し、Ｈ３Ｋ４ｍｅ３に対する抗体（１μｇ／ＩＰ、ダイアジェノード社（
Ｄｉａｇｅｎｏｄｅ）ｐＡｂ－００３－０５０）またはＨ３Ｋ２７ｍｅ３に対する抗体（
１μｇ／ＩＰ、ダイアジェノード社ｐＡｂ－１９５－０５０）と共に、ローテータ上で４
℃で一晩インキュベートした。２０μｌのプロテインＡ（または、使用する抗体に応じて
、プロテインＧ）磁気ビーズを、ＰＢＳ中の０．１％ＢＳＡで一晩ブロッキングし、翌日
ＩＰに加えてローテータ上に４℃で２時間置き、免疫沈降した断片を捕捉した。次に、免
疫沈降したクロマチンを、ＷＢＩ（２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．
１％ＳＤＳ、０．１％ＤＯＣ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．
５ｍＭ　ＥＧＴＡ）（２回）、ＷＢＩＩ（２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、５００ｍＭ　ＮａＣｌ
、０．１％ＳＤＳ、０．１％ＤＯＣ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１ｍＭ　ＥＤＴＡ
、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ）（１回）、ＷＢＩＩＩ（２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、２５０ｍＭ　
ＬｉＣｌ、０．５％ＤＯＣ、０．５％ＮＰ－４０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧ
ＴＡ）（１回）、およびＷＢＩＶ（２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍ
Ｍ　ＥＧＴＡ）（２回）で洗浄した。次に、ビーズを、２μｌのプロテアーゼＫ（ＮＥＢ
）を含有する７０μｌの溶出緩衝液（０．５％ＳＤＳ、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、５ｍＭ　
ＥＤＴＡ、１０ｍＭ　トリス塩酸　ｐＨ８．０）と、５５℃で１時間および６５℃で８時
間インキュベートして、ホルムアルデヒド架橋を外し、上清を新しいチューブに移した。
別の３０μｌの溶出緩衝液をビーズに加えて１分間置き、溶出液を合わせ、別の１μｌの
プロテアーゼＫと５５℃で１時間インキュベートした。最後に、ＤＮＡをSPRI　ＡＭＰｕ
ｒｅ　ＸＰビーズ（試料：ビーズ比　１：２）またはキアゲン社製ＭｉｎＥｌｕｔｅカラ
ムで精製した。
【０１４９】
実施例４：ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎと適合する例示的なＣｈＩＰプロトコル
　細胞をＰＢＳで１回洗浄し、１．５ｍｌ以下のＰＢＳ中の１％パラホルムアルデヒドで
室温で１０分間固定した。グリシンを添加して反応を止めた。細胞を５００×ｇ、１０分
間、４℃で集め（特に記載がない限り、後の作業は氷上で行い、冷緩衝液および冷溶液を
使用した）、１μＭ　ＰＭＳＦを添加した１ｍｌ以下の氷冷ＰＢＳで２回洗浄した。ペレ
ットをＲＩＰＡ緩衝液（１０ｍＭトリス塩酸、ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．
０、１４０ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　ｘ－１００、０．１％ＳＤＳ、０．１％
ＤＯＣ、１×プロテアーゼ阻害剤（シグマ社））中で溶解させ、１ｍｌ　ｍｉｌｌｉＴＵ
ＢＥ内で、コバリス社製Ｓ２２０において、断片の大部分が２００～７００塩基対の長さ
になるまで３０分間、超音波処理した（設定：デューティサイクル　５％、ピーク放射電
力　１４０ワット、バーストあたりのサイクル数　２００）。ライセートを最高速度で４
℃で５分間遠心し、超音波処理されたクロマチンを含有する上清を新しいチューブに移し
た。並行して、５０μｌ（低インプット量のＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎでは１０μｌ）
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の磁性プロテインＡビーズまたは磁性プロテインＧビーズ（使用する抗体に依存）を、Ｐ
ＢＳ（０．５％ＢＳＡ、０．５％Ｔｗｅｅｎ－２０）中で２回洗浄および再懸濁すること
により、ブロッキングおよび抗体結合させた。抗体を加え、室温で１時間超回転させてビ
ーズに結合させた。使用した抗体は、Ｈ３Ｋ４ｍｅ１（１μｇ／ＩＰ、ダイアジェノード
社ｐＡｂ－１９４－０５０）、Ｈ３Ｋ３６ｍｅ３（１μｇ／ＩＰ、ダイアジェノード社ｐ
Ａｂ－１９２－０５０）、およびＲＥＳＴ（１０μｇ／ＩＰ、ミリポア社０７－５７９）
であった。次に、ブロッキングした抗体結合ビーズを磁石上に置き、上清を除去し、超音
波処理したライセートをビーズに加え、その後、４℃で３時間ローテータ上でインキュベ
ートした。その後、ビーズを、１５０μｌ　ＲＩＰＡ（２回）、ＲＩＰＡ－５００（１０
ｍＭトリス塩酸、ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０、５００ｍＭ　ＮａＣｌ、
１％Ｔｒｉｔｏｎ　ｘ－１００、０．１％ＳＤＳ、０．１％ＤＯＣ）（２回）、ＲＩＰＡ
－ＬｉＣｌ（１０ｍＭトリス塩酸、ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０、２５０
ｍＭ　ＬｉＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、０．５％ＤＯＣ、０．５％ＮＰ４０）
およびＴＥ（ｐＨ８．０）（２回）で洗浄した。次に、ビーズを、２μｌのプロテアーゼ
Ｋ（ＮＥＢ）を含有する７０μｌの溶出緩衝液（０．５％ＳＤＳ、３００ｍＭ　ＮａＣｌ
、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０ｍＭ　トリス塩酸　ｐＨ８．０）と、５５℃で１時間および６
５℃で８時間インキュベートして、ホルムアルデヒド架橋を外し、上清を新しいチューブ
に移した。最後に、ＤＮＡをＳＰＲＩ　ＡＭＰｕｒｅ　ＸＰビーズ（試料：ビーズ比　１
：２）またはキアゲン社製ＭｉｎＥｌｕｔｅカラムで精製した。
【０１５０】
実施例５：ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎと適合する例示的なＣｈＩＰプロトコル
　細胞をＰＢＳで１回洗浄し、１．５ｍｌ以下のＰＢＳ中の１％パラホルムアルデヒドで
室温で５～１０分間固定した。グリシンを添加して反応を止めた。細胞を５００×ｇ、１
０分間、４℃で集め（特に記載がない限り、後の作業は氷上で行い、冷緩衝液および冷溶
液を使用した）、１μＭ　ＰＭＳＦを添加した１ｍｌ以下の氷冷ＰＢＳで２回洗浄した。
ペレットを、Ｌ３Ｂ緩衝液（１０ｍＭ　トリス塩酸、ｐＨ８．０、１００ｍＭ　ＮａＣｌ
、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ、０．１％デオキシコール酸ナトリウム、０
．５％Ｎ－ラウロイルザルコシン、１×プロテアーゼ阻害剤（シグマ社））中で溶解させ
、１ｍｌ　ｍｉｌｌｉＴＵＢＥ内で、コバリス社製Ｓ２２０において、断片の大部分が２
００～７００塩基対の長さになるまで２０分間、超音波処理した（設定：デューティサイ
クル　５％、ピーク放射電力　１４０ワット、バーストあたりのサイクル数　２００）。
ライセートに１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を添加し、最高速度で４℃で５分間遠心し、
超音波処理されたクロマチンを含有する上清を新しいチューブに移した。並行して、ビー
ズを、０．５％ＢＳＡを含むＰＢＳで２回洗浄し、ＩＰ当たり５０μｌ（低インプット量
のＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎでは１０μｌのビーズ）の磁性プロテインＡビーズまたは
磁性プロテインＧビーズ（使用する抗体に依存）を０．５％ＢＳＡを含む２００μｌのＰ
ＢＳ中に再懸濁することにより、ブロッキングおよび抗体結合させた。抗体を加え、室温
で１時間超または４℃で２時間超、ローテータで回転させてビーズに結合させた。使用し
た抗体は、Ｈ３Ｋ２７ａｃ（２μｇ、ダイアジェノード社ｐＡｂ－１９６－０５０）、Ｐ
Ｕ．１（５μｇ／ＩＰ、サンタクルーズ社（Santa Cruz）ｓｃ－３５２）、ＣＴＣＦ（１
０μｌ／ＩＰ、ミリポア社０７－７２９）、およびＧＡＴＡ１（４μｇ／ＩＰ、低インプ
ット量では２μｇ、アブカム社ａｂ１１８５２）であった。ブロッキングした抗体結合磁
気ビーズをクロマチンを含むチューブに加え、４℃で３時間インキュベートした。次にビ
ーズを、１５０μｌのＴＦ－ＷＢＩ（２０ｍＭ　トリス塩酸／ｐＨ７．４、１５０ｍＭ　
ＮａＣｌ、０．１％ＳＤＳ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、２ｍＭ　ＥＤＴＡ）（２回
）、ＴＦ－ＷＢＩＩＩ（２５０ｍＭ　ＬｉＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、０．７
％ＤＯＣ、１０ｍＭトリス塩酸、１ｍＭ　ＥＤＴＡ）（２回）、およびＴＥＴ（０．２％
Ｔｗｅｅｎ－２０、１０ｍＭトリス塩酸／ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ）（２回）で洗
浄した。次に、ビーズを、２μｌのプロテアーゼＫ（ＮＥＢ）を含有する７０μｌの溶出
緩衝液（０．５％ＳＤＳ、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０ｍＭ　トリス
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塩酸　ｐＨ８．０）と、５５℃で１時間および６５℃で８時間インキュベートして、ホル
ムアルデヒド架橋を外し、上清を新しいチューブに移した。別の３０μｌの溶出緩衝液を
ビーズに加えて１分間置き、溶出液を合わせ、別の１μｌのプロテアーゼＫと５５℃で１
時間インキュベートした。最後に、ＤＮＡをＳＰＲＩ　ＡＭＰｕｒｅ　ＸＰビーズ（試料
：ビーズ比　１：２）またはキアゲン社製ＭｉｎＥｌｕｔｅカラムで精製した。
【０１５１】
実施例６：例示的な超音波処理の構成
　Ｋ５６２白血病細胞株については、１％ホルムアルデヒドによる固定を室温で１０分間
行った。超音波処理緩衝液（１０ｍＭトリス塩酸　ｐＨ７．６、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．
１％ＳＤＳ）中のクロマチンを、コバリス社製Ｓ２２０（または同様のバージョン）上の
１３０μｌのコバリス社製ｍｉｃｒｏＴＵＢＥ（３×１０６個以下の細胞用）内で、１０
～１５分間、以下の設定で、超音波処理した：デューティサイクル　２％、ピーク放射電
力　１０５ワット、バーストあたりのサイクル数　２００、推奨水温度最大値　８℃、脱
気用ポンプのスイッチオン。第二の例として、クロマチンは、ＲＩＰＡ緩衝液（１０ｍＭ
トリス塩酸、ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０、１４０ｍＭ　ＮａＣｌ、１％
Ｔｒｉｔｏｎ　ｘ－１００、０．１％ＳＤＳ、０．１％ＤＯＣ、１×プロテアーゼ阻害剤
（シグマ社））に入れ、１ｍｌのコバリス社製ｍｉｌｌｉＴＵＢＥ内で、コバリス社製Ｓ
２２０（または同様のバージョンの装置）において、２５～３０分間、以下の設定で、超
音波処理することができる：デューティサイクル　５％、ピーク放射電力　１４０ワット
、バーストあたりのサイクル数　２００、推奨水温度最大値　８℃、脱気用ポンプのスイ
ッチオン。
【０１５２】
　他の超音波処理装置を使用することができ、一例としてはＢｉｏｒｕｐｔｏｒ（ダイア
ジェノード社）が挙げられ、いくつかの細胞株に適した例示的な超音波処理設定として、
クロマチンを、溶解緩衝液（１０ｍＭトリス塩酸、ｐＨ８．０、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、
１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ、０．１％デオキシコール酸ナトリウム、０．
５％Ｎ－ラウロイルザルコシン、１×プロテアーゼ阻害剤（シグマ社Ｐ８３４０））中、
設定「Ｈｉｇｈ」で、エッペンドルフチューブ（Ｅｐｐｙ）（５０μｌ～２００μｌ）内
で２×１５分、超音波処理サイクルは３０秒オン／３０秒オフにして、または、１５ｍｌ
コニカルチューブ（５００μｌ～１．５ｍｌ）内で、共振器と共に、１５分間、超音波処
理サイクルは３０秒オン／３０秒オフにして、超音波処理することができる。
【０１５３】
　超音波処理に使用される別の装置は、プローブ型超音波処理器である。一例として、溶
解緩衝液（１０ｍＭトリス塩酸、ｐＨ８．０、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ
、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ、０．１％デオキシコール酸ナトリウム、０．５％Ｎ－ラウロイ
ルザルコシン、１×プロテアーゼ阻害剤（シグマ社Ｐ８３４０））中のクロマチンを、マ
イクロチッププローブを備えたＢｒａｎｓｏｎ　Ｓｏｎｉｆｉｅｒ　４５０を用いて、氷
上で、１０秒間を６回、約１２Ｗの出力で、クロマチンの過熱を防ぐために超音波処理サ
イクル間で推奨の３０秒間休止させて、超音波処理することができる。
【０１５４】
実施例７：原発腫瘍の解析
　凍結した腫瘍片を、ミクロトームを用いて５０μｍ切片にスライスし、氷上の反応チュ
ーブに移した（腫瘍のサイズによるが、複数のヒストンＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ反応
には２０～５０枚の切片で十分である）。切片をＰＢＳで１回洗浄し、１．５ｍｌ以下の
ＰＢＳ中の１％パラホルムアルデヒドを用いて室温で１０分間固定する。グリシンを添加
して反応を止める。細胞を５００×ｇ、１０分間、４℃で集め（特に記載がない限り、後
の作業は氷上で行い、緩衝液および溶液は冷却されている）、１μＭ　ＰＭＳＦを添加し
た１ｍｌ以下の氷冷ＰＢＳで２回洗浄する。ペレットを、Ｌ３Ｂ緩衝液（１０ｍＭ　トリ
ス塩酸、ｐＨ８．０、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ
、０．１％デオキシコール酸ナトリウム、０．５％Ｎ－ラウロイルザルコシン、１×プロ
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テアーゼ阻害剤（シグマ社））中で溶解させ、１ｍｌ　ｍｉｌｌｉＴＵＢＥ内で、コバリ
ス社製Ｓ２２０において、断片の大部分が２００～７００塩基対の長さになるまで３５分
間、超音波処理する（設定：デューティサイクル　５％、ピーク放射電力　１４０ワット
、バーストあたりのサイクル数　２００）。ライセートに１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
を添加し、最高速度で４℃で５分間遠心し、超音波処理されたクロマチンを含有する上清
を新しいチューブに移す。並行して、ビーズを、０．５％ＢＳＡを含むＰＢＳで２回洗浄
し、ＩＰ当たり５０μｌ（低インプット量のＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎでは１０μｌの
ビーズ）の磁性プロテインＡビーズまたは磁性プロテインＧビーズ（使用する抗体に依存
）を０．５％ＢＳＡを含む２００μｌのＰＢＳ中に再懸濁することにより、ブロッキング
および抗体結合させる。抗体を加え、室温で１時間超回転させてビーズに結合させる。抗
体の例として、Ｈ３Ｋ２７ａｃ（２μｇ、ダイアジェノード社ｐＡｂ－１９６－０５０）
、ＰＵ．１（５μｇ／ＩＰ、サンタクルーズ社（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ）ｓｃ－３５２）
、ＣＴＣＦ（１０μｌ／ＩＰ、ミリポア社０７－７２９）、およびＧＡＴＡ１（４μｇ／
ＩＰ、および、低インプット量では２μｇ、アブカム社ａｂ１１８５２）がある。ブロッ
キングした抗体結合磁気ビーズをクロマチンを含むチューブに加え、４℃で３時間インキ
ュベートする。次にビーズを、１５０μｌのＴＦ－ＷＢＩ（２０ｍＭ　トリス塩酸／ｐＨ
７．４、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．１％ＳＤＳ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、２ｍ
Ｍ　ＥＤＴＡ）（２回）、およびＴＦ－ＷＢＩＩＩ（２５０ｍＭ　ＬｉＣｌ、１％Ｔｒｉ
ｔｏｎ　Ｘ－１００、０．７％ＤＯＣ、１０ｍＭトリス塩酸、１ｍＭ　ＥＤＴＡ）（２回
）で洗浄する。ビーズを冷トリス塩酸（ｐＨ８．０）で２回洗浄して、界面活性剤、塩、
およびＥＤＴＡを除去する。ビーズを、Ｎｅｘｔｅｒａ　ＤＮＡ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅ
ｐ　Ｋｉｔ（イルミナ社）のＴａｇｍｅｎｔ　ＤＮＡ　Ｅｎｚｙｍｅを１μｌ含有する、
３０μｌのタグメンテーション反応混合物（１０ｍＭ　トリス　ｐＨ８．０、５ｍＭ　Ｍ
ｇＣｌ）中に慎重に再懸濁させ、サーモサイクラー内で３７℃で１０分間インキュベート
する。前記反応を磁石上に置き、上清を除去することで、タグメンテーション反応を除去
し、ビーズをＴＦ－ＷＢＩで２回洗浄する。ビーズをＴＥＴ（０．２％Ｔｗｅｅｎ－２０
、１０ｍＭトリス塩酸／ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ）（２回）で洗浄する。次に、ビ
ーズを、２μｌのプロテアーゼＫ（ＮＥＢ）を含有する７０μｌの溶出緩衝液（０．５％
ＳＤＳ、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０ｍＭ　トリス塩酸　ｐＨ８．０
）と、５５℃で１時間および６５℃で８時間インキュベートして、ホルムアルデヒド架橋
を外し、上清を新しいチューブに移す。別の３０μｌの溶出緩衝液をビーズに加えて１分
間置き、溶出液を合わせ、別の１μｌのプロテアーゼＫと５５℃で１時間インキュベート
する。最後に、ＤＮＡをＳＰＲＩ　ＡＭＰｕｒｅ　ＸＰビーズ（試料：ビーズ比　１：２
）またはキアゲン社製ＭｉｎＥｌｕｔｅカラムで精製し、１１μｌのＨ２Ｏに溶出させる
。１μｌの各ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ反応を、０．１５μＭプライマー、１×ＳＹＢ
Ｒ　ｇｒｅｅｎおよび５μｌのＫＡＰＡ　ＨＩＦＩ　２×ｒｅａｄｙ　ｍｉｘを含有する
１０μｌのｑＰＣＲ反応中で、以下のプログラムを用いて増幅して、最適な濃縮サイクル
数を評価する：７２℃５分；９８℃３０秒；９８℃１０秒、６３℃３０秒、７２℃３０秒
を２４サイクル；７２℃で１分間の最終伸長。第一のＰＣＲ工程におけるニックトランス
レーションが上手くいくように、ＰＣＲ反応の調製前にＫＡＰＡ　ＨＩＦＩ　２ｘ　ｒｅ
ａｄｙ　ｍｉｘを９８℃で４５秒間プレインキュベートして、ホットスタート酵素を活性
化させる。ライブラリーの最終濃縮（ＣｈＩＰからの残りの１０μｌを使用）を、０．７
５μＭプライマーおよび２５μｌのＫＡＰＡ　ＨＩＦ　２ｘ　ｒｅａｄｙ　ｍｉｘを用い
る５０μｌの反応中で行う。ライブラリーはＮサイクル増幅され、ここでＮはｑＰＣＲ反
応において決定された端数切り上げのＣｑ値と等しい。濃縮したライブラリーを、０．７
：１（ビーズ：試料）の比でＳＰＲＩ　ＡＭＰｕｒｅ　ＸＰビーズを用いるサイズ選別法
で精製して、長い断片（６００ｂｐ超）を除去し、２：１（ビーズ：試料）の比で反応中
の残留ＤＮＡを回収する。配列決定を、イルミナ社製ＨｉＳｅｑ２０００／２５００プラ
ットフォームを用いて行う。
【０１５５】
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実施例８：臨床検体または他の供給源に由来する、ホルマリン固定およびパラフィン包埋
された試料（ＦＦＰＥ試料）に対するＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ
　当該技術分野において公知の方法を用いて、試料をホルマリン固定しパラフィン包埋す
る。ＦＦＰＥ試料に対し本発明を使用するために、室温、１ｍＬのヒストレモン（hystol
emon）溶液（６～８回）中での連続的なインキュベーション（各１０分間）を通じて、組
織試料切片の脱パラフィン（deparaffination）を行う。次に試料を、エタノールによっ
て、エタノール濃度を１００％（無水エタノール）から開始して９５％、７０％、５０％
、および２０％へと減少させながら再水和していき、最終段階として水で再水和する（再
水和反応の各段階は室温で５分間）。再水和させたＦＦＰＥ切片を、０．５ｍＬの透過処
理緩衝液［１×トリス緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）、０．５％Ｔｗｅｅｎ２０、１ｍＭ　Ｐ
ＭＳＦ、および１０μｇ／ｍＬリボヌクレアーゼＡ］中、室温で３０分間、回転台（rota
ting platform）において、インキュベートする。１８，０００×ｇ、＋４℃で５分間遠
心分離した後、試料を２００μＬの消化緩衝液［５０ｍＭトリス塩酸（ｐＨ７．４）、０
．３２Ｍスクロース、４ｍＭ　ＭｇＣｌ２、１ｍＭ　ＣａＣｌ２、および０．１ｍＭ　Ｐ
ＭＳＦ］中に再懸濁する。ＦＦＰＥ由来試料を、Ｌａｂｓｏｎｉｃ　Ｌ超音波処理器（Ｂ
．ブラウン・バイオテック・インターナショナル社（B. Braun, Biotech International
））を用いて、穏やかな超音波処理を通じて部分的に断片化し、次いで、１Ｕ／１０μｇ
クロマチンの最終濃度の小球菌ヌクレアーゼ（Ｎ．７０１９６Ｙ；ＵＳＢ）により３７℃
で１分間消化する。１８，０００×ｇ、＋４℃で５分間遠心分離した後、試料を２００μ
Ｌの超音波処理緩衝液［１×ＴＢＳ、０．１％ＳＤＳ、および１ｍＭ　Ｎａ２ＥＤＴＡ（
ｐＨ８．０）］中に再懸濁し、さらに断片化する。８，０００×ｇ、室温で５分間遠心分
離した後、第一の上清を集める（約１７０μＬの体積）。ペレットを５０μＬの超音波処
理緩衝液で１回洗浄し、５秒間ボルテックスし、再度遠心分離して、第二の上清を得る（
約２２０μＬの最終体積に達する）。クロマチンをＱｕｂｉｔ（インビトロジェン社）に
よって蛍光定量する。ＣｈＩＰ緩衝液［３０ｍＭトリス塩酸（ｐＨ７．４）、５０ｍＭ　
ＮａＣｌ、５ｍＭ　Ｎａ２ＥＤＴＡ、および０．１ｍＭ　ＰＭＳＦ］中、各アッセイに２
６０～６００ｎｇのクロマチンを用いて（各実験でＦＦＰＥ試料から抽出されたクロマチ
ンの量または行われるＣｈＩＰアッセイの数に依存）、クロマチンの免疫選択を行い、回
転台において、＋４℃で１６時間、所望の抗体と共にインキュベートする。２０μＬの５
０体積％のスラリー状ｒｅｃ－Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ　４Ｂ　Ｃｏｎ
ｊｕｇａｔｅ（ＣｈＩＰ緩衝液中１ｍｇ／ｍＬのＢＳＡと共に＋４℃で１６時間プレイン
キュベート；ザイメッド社（Zymed））を各ＣｈＩＰアッセイに加え、＋４℃で３時間イ
ンキュベートする。２，０００×ｇ、＋４℃で５分間遠心分離した後、ペレットを、２ｍ
Ｌの洗浄緩衝液Ａ［５０ｍＭトリス塩酸（ｐＨ７．４）、１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、
５０ｍＭ　ＮａＣｌ、５ｍＭ　Ｎａ２ＥＤＴＡ、および０．１ｍＭ　ＰＭＳＦ］および２
ｍＬの洗浄緩衝液Ｂ［５０ｍＭトリス塩酸（ｐＨ７．４）、１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００
、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、５ｍＭ　Ｎａ２ＥＤＴＡ、および０．１ｍＭ　ＰＭＳＦ］で連
続的に洗浄する。ビーズを冷トリス塩酸（ｐＨ８．０）で２回洗浄して、界面活性剤、塩
、およびＥＤＴＡを除去する。ビーズを、Ｎｅｘｔｅｒａ　ＤＮＡ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒ
ｅｐ　Ｋｉｔ（イルミナ社）のＴａｇｍｅｎｔ　ＤＮＡ　Ｅｎｚｙｍｅを１μｌ含有する
、３０μｌのタグメンテーション反応混合物（１０ｍＭ　トリス　ｐＨ８．０、５ｍＭ　
ＭｇＣｌ）中に慎重に再懸濁させ、サーモサイクラー内で３７℃で１０分間インキュベー
トする。タグメンテーション反応を磁石上に置き、上清を除去することで、タグメンテー
ション反応を取り除き、ビーズを２回、洗浄緩衝液Ａおよび１０ｍＬの洗浄緩衝液Ｃ［５
０ｍＭトリス塩酸（ｐＨ７．４）、１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ
、５ｍＭ　Ｎａ２ＥＤＴＡ、および０．１ｍＭ　ＰＭＳＦ］で洗浄する。２００μＬの溶
出緩衝液［１×トリス－ＥＤＴＡ（ＴＥ）／１％ＳＤＳ］を加えることで溶出を行い、回
転台において室温で３０分間インキュベートする。１，２００×ｇ、室温で５分間遠心分
離した後、上清を収集し、前記溶出を繰り返して４００μＬの最終体積（結合画分）を得
る。ＤＮＡ単離。溶出緩衝液（０．２Ｍ　ＮａＣｌ）中、６５℃で一晩インキュベートし
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、次いで８０μｇ／ｍＬプロテアーゼＫ（＋４５℃で３時間）で消化することにより、脱
架橋を行った。３分の１容のフェノール：クロロホルム（１：１）、１容のフェノール：
クロロホルム（１：１）および１容のクロロホルムによる連続抽出で、ＤＮＡを単離した
。ＤＮＡを－２０℃で一晩沈殿させる。遠心分離後、ＤＮＡペレットを１１μＬのＴＥ緩
衝液中に再懸濁させる（－２０℃で保存）。１μｌの各ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ反応
を、０．１５μＭプライマー、１×ＳＹＢＲ　ｇｒｅｅｎおよび５μｌのＫＡＰＡ　ＨＩ
ＦＩ　２×ｒｅａｄｙ　ｍｉｘを含有する１０μｌのｑＰＣＲ反応中で、以下のプログラ
ムを用いて増幅して、最適な濃縮サイクル数を評価する：７２℃５分；９８℃３０秒；９
８℃１０秒、６３℃３０秒、７２℃３０秒を２４サイクル；７２℃で１分間の最終伸長。
第一のＰＣＲ工程におけるニックトランスレーションが上手くいくように、ＰＣＲ反応の
調製前にＫＡＰＡ　ＨＩＦＩ　２ｘ　ｒｅａｄｙ　ｍｉｘを９８℃で４５秒間プレインキ
ュベートして、ホットスタート酵素を活性化させる。ライブラリーの最終濃縮（ＣｈＩＰ
からの残りの１０μｌを使用）を、０．７５μＭプライマーおよび２５μｌのＫＡＰＡ　
ＨＩＦ　２ｘ　ｒｅａｄｙ　ｍｉｘを用いる５０μｌの反応中で行う。ライブラリーはＮ
サイクル増幅され、ここでＮはｑＰＣＲ反応において決定された端数切り上げのＣｑ値と
等しい。濃縮したライブラリーを、０．７：１（ビーズ：試料）の比でＳＰＲＩ　ＡＭＰ
ｕｒｅ　ＸＰビーズを用いるサイズ選別法で精製して、長い断片（６００ｂｐ超）を除去
し、２：１（ビーズ：試料）の比で反応中の残留ＤＮＡを回収する。配列決定を、イルミ
ナ社製ＨｉＳｅｑ２０００／２５００プラットフォームを用いて行う。
【０１５６】
実施例９：ヒト白血病に対するＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ
　Ｂ細胞性慢性リンパ性白血病（Ｂ－ＣＬＬ）、別名慢性リンパ様白血病（ＣＬＬ）は、
成人において最も一般的な白血病の種類（白血球のがんの一種）である。骨髄から生じ、
リンパ節で発達し、正常には抗体産生により感染と戦うＢ細胞リンパ球に、ＣＬＬは影響
を及ぼす。
【０１５７】
初代ＣＬＬ患者試料の単離およびＲｏｂｏｓｅｐによるＣＤ２＋細胞のネガティブセレク
ション
　酪酸ナトリウム（ＮａＢ）を新鮮末梢血に５ｍＭの最終濃度となるように添加する。こ
れを、室温で等体積のフィコール（ＧＥヘルスケア社、アマシャム社、英国）上に層にし
て、１３．８ｇ、４℃で２０分間、速度を落とさずに遠心分離する。ＰＢＭＣ層を抜き取
り、５ｍＭ　ＮａＢを含有する２０ｍｌのＰＢＳで２回洗浄する。得られた細胞を完全培
地中で洗浄し、２５０μｌのＲｏｂｏｓｅｐ緩衝液中で再懸濁し、製造業者の説明書に従
ってネガティブセレクション用にＲｏｂｏｓｅｐ装置をセットアップする（ＥａｓｙＳｅ
ｐ　Ｈｕｍａｎ　ＣＤ２　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ　Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ、カタログ番
号１８６５７；ステムセルテクノロジーズ社（StemCell technologies）、グルノーブル
、フランス）。カラムと結合していない細胞（すなわちＣＤ２－集団）を集め、培地中で
再懸濁し、本発明に記載の免疫沈降手順にそのまま使用する。実際には、患者由来の白血
病試料は、当該技術分野において公知の方法を用いて凍結することができる。
【０１５８】
細胞の凍結
　細胞は１×１０ｅ８細胞／ｍｌの濃度で凍結されるべきである。白血病細胞に、等体積
のＲＰＭＩ／５０％ＦＣＳ＋２０％ＤＭＳＯを、５分間かけて、繰り返し滴加および混合
する（最高濃度１×１０ｅ８細胞／ｍｌ、最終濃度の凍結用培地ＲＰＭＩ／５０％ＦＣＳ
＋１０％ＤＭＳＯ）。凍結用培地中の１ｍｌの細胞を無菌の標識付きクライオチューブに
移す。クライオチューブを室温の凍結保存用ボックスに入れ、凍結保存用ボックスを－８
０℃のフリーザーに入れる。２４時間以内に、凍結したクライオチューブを窒素タンクに
移す。
【０１５９】
細胞の融解
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　３７℃の水浴中で極めて迅速に、細胞を融解させる。バイアルを開く前に７０％エタノ
ールで拭く。直ちに１ｍｌの細胞を、３７℃に予め温めたＲＰＭＩ／１０％ＦＣＳを含む
１５ｍｌチューブに移す。細胞を２５０×ｇ、室温で５分間遠心する。細胞ペレットを、
３７℃に予め温めた２ｍｌのＲＰＭＩ／１０％ＦＣＳに慎重に再懸濁させる。免疫沈降へ
進む。
【０１６０】
免疫沈降
　細胞をＰＢＳで１回洗浄し、１ｍｌ以下のＰＢＳ中の１％パラホルムアルデヒドで室温
で５分間固定する。グリシンを添加して反応を止める。細胞を５００×ｇ、１０分間、４
℃で集め（特に記載がない限り、後の作業は氷上で行い、冷緩衝液および冷溶液を使用す
る）、１μＭ　ＰＭＳＦを添加した１ｍｌ以下の氷冷ＰＢＳで２回洗浄する。ペレットを
、細胞溶解緩衝液（５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ／ＫＯＨ　ｐＨ７．４、１４０ｍＭ　ＮａＣｌ
、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ、１０％グリセロール、０．５％ＮＰ－４０
、０．２５％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１×プロテアーゼ阻害剤（シグマ社））中で１
０分間、氷上で溶解させる。溶解させた細胞を１，０００×ｇ、４℃で１０分間遠心して
核を単離し、上清を捨て、ペレットを超音波処理緩衝液（１０ｍＭ　トリス塩酸　ｐＨ７
．６、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．１％ＳＤＳ）中に再懸濁させ、コバリス社製Ｓ２２０上の
１３０μｌのｍｉｃｒｏＴＵＢＥ（３×１０６個以下の細胞用）内で、断片の大部分が２
００～７００塩基対の長さになるまで１５分間、超音波処理する（設定：デューティサイ
クル　２％、ピーク放射電力　１０５ワット、バーストあたりのサイクル数　２００）。
ライセートを最高速度で４℃で５分間遠心し、上清を新しいチューブに移す。ライセート
を、２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、０．１％ＳＤＳ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１５０ｍ
Ｍ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡの緩衝液組成でＩＰ当たり２０
０μｌに調整し、最適な抗体と共に、ローテータ上で４℃で一晩インキュベートする。２
０μｌのプロテインＡ（または、使用する抗体に応じて、プロテインＧ）磁気ビーズを、
ＰＢＳ中の０．１％ＢＳＡで一晩ブロッキングし、翌日ＩＰに加えてローテータ上に４℃
で２時間置き、免疫沈降した断片を捕捉する。次に、免疫沈降したクロマチンを、ＷＢＩ
（２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．１％ＳＤＳ、０．１％ＤＯＣ、１
％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ）（２回）、Ｗ
ＢＩＩ（２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、５００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．１％ＳＤＳ、０．１％ＤＯ
Ｃ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ）（１回
）、およびＷＢＩＩＩ（２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、２５０ｍＭ　ＬｉＣｌ、０．５％ＤＯＣ
、０．５％ＮＰ－４０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ）（１回）で洗浄する
。ビーズを冷トリス塩酸（ｐＨ８．０）で２回洗浄して、界面活性剤、塩、およびＥＤＴ
Ａを除去する。ビーズを、Ｎｅｘｔｅｒａ　ＤＮＡ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐ　Ｋｉｔ（
イルミナ社）のＴａｇｍｅｎｔ　ＤＮＡ　Ｅｎｚｙｍｅを１μｌ含有する、３０μｌのタ
グメンテーション反応混合物（１０ｍＭ　トリス　ｐＨ８．０、５ｍＭ　ＭｇＣｌ）中に
慎重に再懸濁させ、サーモサイクラー内で３７℃で１０分間インキュベートする。前記反
応を磁石上に置き、上清を除去することで、タグメンテーション反応を除去し、ビーズを
ＷＢＩで２回洗浄する。ビーズをＷＢＩＶ（２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、
０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ）（２回）で洗浄する。次に、ビーズを、２μｌのプロテアーゼＫ
（ＮＥＢ）を含有する７０μｌの溶出緩衝液（０．５％ＳＤＳ、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、
５ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０ｍＭ　トリス塩酸　ｐＨ８．０）と、５５℃で１時間および６５
℃で８時間インキュベートして、ホルムアルデヒド架橋を外し、上清を新しいチューブに
移す。別の３０μｌの溶出緩衝液をビーズに加えて１分間置き、溶出液を合わせ、別の１
μｌのプロテアーゼＫと５５℃で１時間インキュベートする。最後に、ＤＮＡをＳＰＲＩ
　ＡＭＰｕｒｅ　ＸＰビーズ（試料：ビーズ比　１：２）またはキアゲン社製ＭｉｎＥｌ
ｕｔｅカラムで精製する。ＤＮＡを１１μｌのＥＢ緩衝液（１０ｍＭトリス塩酸　ｐＨ８
．５）中に溶出させる。１μｌの各ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ反応を、０．１５μＭプ
ライマー、１×ＳＹＢＲ　ｇｒｅｅｎおよび５μｌのＫＡＰＡ　ＨＩＦＩ　２×ｒｅａｄ
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ｙ　ｍｉｘを含有する１０μｌのｑＰＣＲ反応中で、以下のプログラムを用いて増幅して
、最適な濃縮サイクル数を評価する：７２℃５分；９８℃３０秒；９８℃１０秒、６３℃
３０秒、７２℃３０秒を２４サイクル；７２℃で１分間の最終伸長。第一のＰＣＲ工程に
おけるニックトランスレーションが上手くいくように、ＰＣＲ反応の調製前にＫＡＰＡ　
ＨＩＦＩ　２ｘ　ｒｅａｄｙ　ｍｉｘを９８℃で４５秒間プレインキュベートして、ホッ
トスタート酵素を活性化させる。ライブラリーの最終濃縮（ＣｈＩＰからの残りの１０μ
ｌを使用）を、０．７５μＭプライマーおよび２５μｌのＫＡＰＡ　ＨＩＦ　２ｘ　ｒｅ
ａｄｙ　ｍｉｘを用いる５０μｌの反応中で行う。ライブラリーはＮサイクル増幅され、
ここでＮはｑＰＣＲ反応において決定された端数切り上げのＣｑ値と等しい。濃縮したラ
イブラリーを、０．７：１（ビーズ：試料）の比でＳＰＲＩ　ＡＭＰｕｒｅ　ＸＰビーズ
を用いるサイズ選別法で精製して、長い断片（６００ｂｐ超）を除去し、２：１（ビーズ
：試料）の比で反応中の残留ＤＮＡを回収する。配列決定を、イルミナ社製ＨｉＳｅｑ２
０００／２５００プラットフォームを用いて行う。
【０１６１】
実施例１０：細胞株に対するＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ
　Ｋ５６２細胞は、最初に樹立されたヒト不死化骨髄性白血病株であった。Ｋ５６２細胞
は赤白血病型の細胞であり、Ｋ５６２細胞株は、急性転化期の５３歳の女性ＣＭＬ患者に
由来する。Ｋ５６２細胞は非接着性で丸く、ｂｃｒ：ａｂｌ融合遺伝子について陽性であ
り、未分化の顆粒球および赤血球の両方といくつかのプロテオミクス的な類似点がある。
【０１６２】
　細胞をＰＢＳで１回洗浄し、１ｍｌ以下のＰＢＳ中の１％パラホルムアルデヒドで室温
で５分間固定する。グリシンを添加して反応を止める。細胞を５００×ｇ、１０分間、４
℃で集め（特に記載がない限り、後の作業は氷上で行い、冷緩衝液および冷溶液を使用す
る）、１μＭ　ＰＭＳＦを添加した１ｍｌ以下の氷冷ＰＢＳで２回洗浄する。ペレットを
、細胞溶解緩衝液（５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ／ＫＯＨ　ｐＨ７．４、１４０ｍＭ　ＮａＣｌ
、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ、１０％グリセロール、０．５％ＮＰ－４０
、０．２５％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１×プロテアーゼ阻害剤（シグマ社））中で１
０分間、氷上で溶解させる。溶解させた細胞を１，０００×ｇ、４℃で１０分間遠心して
核を単離し、上清を捨て、ペレットを超音波処理緩衝液（１０ｍＭ　トリス塩酸　ｐＨ７
．６、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．１％ＳＤＳ）中に再懸濁させ、コバリス社製Ｓ２２０上の
１３０μｌのｍｉｃｒｏＴＵＢＥ（３×１０６個以下の細胞用）内で、断片の大部分が２
００～７００塩基対の長さになるまで１５分間、超音波処理する（設定：デューティサイ
クル　２％、ピーク放射電力　１０５ワット、バーストあたりのサイクル数　２００）。
ライセートを最高速度で４℃で５分間遠心し、上清を新しいチューブに移す。ライセート
を、２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、０．１％ＳＤＳ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１５０ｍ
Ｍ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡの緩衝液組成でＩＰ当たり２０
０μｌに調整し、最適な抗体と共に、ローテータ上で４℃で一晩インキュベートする。２
０μｌのプロテインＡ（または、使用する抗体に応じて、プロテインＧ）磁気ビーズを、
ＰＢＳ中の０．１％ＢＳＡで一晩ブロッキングし、翌日ＩＰに加えてローテータ上に４℃
で２時間置き、免疫沈降した断片を捕捉する。次に、免疫沈降したクロマチンを、ＷＢＩ
（２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．１％ＳＤＳ、０．１％ＤＯＣ、１
％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ）（２回）、Ｗ
ＢＩＩ（２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、５００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．１％ＳＤＳ、０．１％ＤＯ
Ｃ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ）（１回
）、およびＷＢＩＩＩ（２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、２５０ｍＭ　ＬｉＣｌ、０．５％ＤＯＣ
、０．５％ＮＰ－４０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ）（１回）で洗浄する
。ビーズを冷トリス塩酸（ｐＨ８．０）で２回洗浄して、界面活性剤、塩、およびＥＤＴ
Ａを除去する。ビーズを、Ｎｅｘｔｅｒａ　ＤＮＡ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐ　Ｋｉｔ（
イルミナ社）のＴａｇｍｅｎｔ　ＤＮＡ　Ｅｎｚｙｍｅを１μｌ含有する、３０μｌのタ
グメンテーション反応混合物（１０ｍＭ　トリス　ｐＨ８．０、５ｍＭ　ＭｇＣｌ）中に
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慎重に再懸濁させ、サーモサイクラー内で３７℃で１０分間インキュベートする。前記反
応を磁石上に置き、上清を除去することで、タグメンテーション反応を除去し、ビーズを
ＷＢＩで２回洗浄する。ビーズをＷＢＩＶ（２０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、
０．５ｍＭ　ＥＧＴＡ）（２回）で洗浄する。次に、ビーズを、２μｌのプロテアーゼＫ
（ＮＥＢ）を含有する７０μｌの溶出緩衝液（０．５％ＳＤＳ、３００ｍＭ　ＮａＣｌ、
５ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０ｍＭ　トリス塩酸　ｐＨ８．０）と、５５℃で１時間および６５
℃で８時間インキュベートして、ホルムアルデヒド架橋を外し、上清を新しいチューブに
移す。別の３０μｌの溶出緩衝液をビーズに加えて１分間置き、溶出液を合わせ、別の１
μｌのプロテアーゼＫと５５℃で１時間インキュベートする。最後に、ＤＮＡをＳＰＲＩ
　ＡＭＰｕｒｅ　ＸＰビーズ（試料：ビーズ比　１：２）またはキアゲン社製ＭｉｎＥｌ
ｕｔｅカラムで精製する。ＤＮＡを１１μｌのＥＢ緩衝液（１０ｍＭトリス塩酸　ｐＨ８
．５）中に溶出させる。１μｌの各ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ反応を、０．１５μＭプ
ライマー、１×ＳＹＢＲ　ｇｒｅｅｎおよび５μｌのＫＡＰＡ　ＨＩＦＩ　２×ｒｅａｄ
ｙ　ｍｉｘを含有する１０μｌのｑＰＣＲ反応中で、以下のプログラムを用いて増幅して
、最適な濃縮サイクル数を評価する：７２℃５分；９８℃３０秒；９８℃１０秒、６３℃
３０秒、７２℃３０秒を２４サイクル；７２℃で１分間の最終伸長。第一のＰＣＲ工程に
おけるニックトランスレーションが上手くいくように、ＰＣＲ反応の調製前にＫＡＰＡ　
ＨＩＦＩ　２ｘ　ｒｅａｄｙ　ｍｉｘを９８℃で４５秒間プレインキュベートして、ホッ
トスタート酵素を活性化させる。ライブラリーの最終濃縮（ＣｈＩＰからの残りの１０μ
ｌを使用）を、０．７５μＭプライマーおよび２５μｌのＫＡＰＡ　ＨＩＦ　２ｘ　ｒｅ
ａｄｙ　ｍｉｘを用いる５０μｌの反応中で行う。ライブラリーはＮサイクル増幅され、
ここでＮはｑＰＣＲ反応において決定された端数切り上げのＣｑ値と等しい。濃縮したラ
イブラリーを、０．７：１（ビーズ：試料）の比でＳＰＲＩ　ＡＭＰｕｒｅ　ＸＰビーズ
を用いるサイズ選別法で精製して、長い断片（６００ｂｐ超）を除去し、２：１（ビーズ
：試料）の比で反応中の残留ＤＮＡを回収する。配列決定を、イルミナ社製ＨｉＳｅｑ２
０００／２５００プラットフォームを用いて行う。
【０１６３】
実施例１１：細胞数が少ない場合があるモデル生物またはモデル生物の一部に対するＣｈ
ＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ
　本発明の方法は、ゲノム全体のヒストン－ＤＮＡ相互作用の解析に低インプット量しか
必要としない。本発明により、少ない細胞数からなる個々の動物の初期発生段階の解析が
可能となることが期待される。１つの例として、コイ目（Cypriniformes）ヒメハヤ科（
コイ科（Cyprinidae））に属する熱帯淡水魚である、ゼブラフィッシュ（Danio rerio）
がある。ゼブラフィッシュは、ヒマラヤ地方を原産とし、観賞魚として人気が高く、しば
しばゼブラダニオ（zebra danio）という商品名で販売されている。ゼブラフィッシュは
また、科学研究において重要な、脊椎動物のモデル生物である。受精後、卵子は分割し、
４時間後には既に胚は数千個の細胞からなり、本発明を用いた単一胚におけるヒストン修
飾の解析に充分となり得る。本発明が細胞に対して使用可能となるように、初期発生段階
の胚の貯蔵を利用して細胞数を増加させることもできる。提案されたプロトコルは、所望
の細胞型／組織／発生段階の単離が当該技術分野において周知の方法を用いて実行される
場合、あらゆる種類の他の生物、例えばマウス、に適合可能である。ある特定の状況（す
なわち、過剰発現実験またはノックダウン実験）では、この手法に必要な多数の胚を一度
に入手することが困難である可能性がある。これらの場合、胚の処理および固定を数回に
分けて行うことができ、これは、液体窒素中で凍結し、必要な胚の総数が集まるまで－８
０℃で保存することができる。全ての胚が同じ発生段階で収集されたことを確認するため
、ゼブラフィッシュの雌と雄を１５分間だけつがわせ、胚用培地（Ｅ３培地：５ｍＭ　Ｎ
ａＣｌ、０．１７ｍＭ　ＫＣｌ、０．４ｍＭ　ＣａＣｌ２、０．１６ｍＭ　ＭｇＳＯ４）
を含むペトリ皿に胚を集め、それらを所望の発生段階に達するまで２８℃で育てる。０．
５０ｍｌのＥ３中に胚を集め、５μｌの３０ｍｇ／ｍｌプロナーゼ（ロシュ社、参照１０
１６５９２１００１）を添加する。胚を２８℃で穏やかに振盪およびインキュベートする
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。卵膜の軟化には約１５分間かかる。立体顕微鏡下で、卵膜を持たない最初の胚が見つか
るまで胚を調べる。直ちに、胚をＥ３培地で徹底的に洗浄して（３回）、プロナーゼを完
全に取り除く。卵膜から胚を外すため、ピペットを用いてＥ３培地中で慎重にそれらをピ
ペッティングする。胚をピペットで０．５ｍｌチューブに移し、Ｅ３を全て除去する。０
．４６ｍｌのＥ３および０．４ｍｌの４％ＰＦＡ（４％ＰＦＡ（シグマ社Ｐ６１４８）、
リン酸緩衝液２００ｍＭ、ｐＨ７．４、ＮａＯＨ　０．０２Ｎ）を胚に加え、室温で１５
分間穏やかに振盪する。グリシン（メルク社、１．００５９０．１０００）を０．１２５
Ｍの最終濃度になるように加えてホルムアルデヒドを抑制し、室温で５分間穏やかに振盪
する。上清を除去し、胚を氷冷１×ＰＢＳ中で３回すすぐ。ＰＢＳを除去し、細胞溶解を
行うか、またはペレットを液体窒素中で凍結して－８０℃で保存する。以後は４℃の低温
室で作業を行う。Ｄｙｎａ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ磁気ビーズをしっかりと混ぜる。１０μ
ｌ（抗体当たり）を取り、それらを１．５ｍｌセーフロックチューブ内で１ｍｌの新鮮ブ
ロッキング溶液（１×ＰＢＳ中０．５％ＢＳＡ；４℃で１週間保存可）中で洗浄する。３
０００ｒｐｍで３分間遠心してビーズを集める。ビーズを１．５ｍｌのブロッキング溶液
でさらに２回洗浄する。それぞれの洗浄の後、ビーズを激しく再懸濁させる。磁気スタン
ド（ＤＹＮＡＭａｇ－Ｓｐｉｎ、インビトロジェン社１２３．２０Ｄ）を用いてビーズを
集め、上清を捨てる。ビーズを１０μｌのブロッキング溶液に再懸濁し、抗体を加える。
いくつかの抗体の含量は以下とすることができる：１μｌの抗Ｈ３Ｋ４ｍｅ１抗体（ダイ
アジェノード社、カタログ番号ＣＳ－０３７－１００、濃度未定）、１μｌの抗Ｈ３Ｋ４
ｍｅ３抗体（ダイアジェノード社、カタログ番号ｐＡｂ－００３－０５０、１．１μｇ／
μｌ）、１μｌの抗Ｈ３Ｋ２７ａｃ抗体（アブカム社、カタログ番号ａｂ４７２９、０．
８０ｍｇ／ｍｌ）および１μｌの抗Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３（ミリポア社０７－４４９、１ｍｇ
／ｍｌ）。抗体を４℃で最低で４時間または一晩、回転台上でインキュベートする。磁気
スタンドを用いてビーズを集め、上清を除去する。低温室内で、ビーズを０．２ｍｌのブ
ロッキング溶液で洗浄する。この工程をさらに２回繰り返す。ビーズを１０μｌのブロッ
キング溶液に再懸濁する。使用の直前に、プロテアーゼ阻害剤（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ｔａ
ｂｌｅｔ、ロシュ社１１６９７４９８００１）を全ての溶解緩衝液に加える。（Ｃｏｍｐ
ｌｅｔｅの５０×ストック（１錠剤／ｍｌ　１×ＰＢＳ）は－２０℃で２ヵ月間保存可能
）。架橋結合後の胚を、０．１３ｍｌの細胞溶解緩衝液（５０ｍＭトリス塩酸　ｐＨ７．
５、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、１％ＳＤＳ）に再懸濁する。破壊のために胚を上下にピペッテ
ィングし、圧搾（squeeze）する。チューブを氷上に置き、１０分間インキュベートする
。試料を１５分間氷上で放置し、氷水浴を新たに加える。コバリス社製Ｓ２２０上の１３
０μｌのｍｉｃｒｏＴＵＢＥ（コバリス社、３×１０６個以下の細胞用）内で、断片の大
部分が２００～７００塩基対の長さになるまで１０～６０分間（使用される胚の多さに依
存し、実験的に求める必要がある）、超音波処理する（設定：デューティサイクル　２％
、ピーク放射電力　１０５ワット、バーストあたりのサイクル数　２００）。
【０１６４】
　２容のＩＰ希釈緩衝液（１６．７ｍＭトリス塩酸　ｐＨ７．５、１６７ｍＭ　ＮａＣｌ
、１．２ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．０１％ＳＤＳ）を加える。超音波処理されたクロマチンに
１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を加える。１４，０００ｒｐｍ、４℃で１０分間遠心し、
クロマチンを新しいチューブに移す。１０μｌの抗体／磁気ビーズ混合物を、超音波処理
したクロマチンの各一定分量に加える。チューブを４℃で一晩、回転台上でインキュベー
トする。磁気スタンドを用いてチューブからビーズを集め、上清を除去する。０．２ｍｌ
のＲＩＰＡ洗浄緩衝液（５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ　ｐＨ７．６、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．７
％ＤＯＣ、１％Ｉｇｅｐａｌ、０．５Ｍ　ＬｉＣｌ）を各チューブに加える。チューブを
穏やかに浸透してビーズを再懸濁する。磁気スタンドを用いてビーズを集め、上清を除去
する。前記工程をさらに３回繰り返す。ビーズを冷トリス塩酸（ｐＨ８．０）で２回洗浄
して、界面活性剤、塩、およびＥＤＴＡを除去する。ビーズを３０μｌのタグメンテーシ
ョン反応混合物（ここでは：Ｎｅｘｔｅｒａ　ＤＮＡ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐ　Ｋｉｔ
（イルミナ社）のＴａｇｍｅｎｔ　ＤＮＡ　Ｅｎｚｙｍｅを２μｌ、Ｎｅｘｔｅｒａ　Ｄ
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ＮＡ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐ　Ｋｉｔの２×Ｔａｇｍｅｎｔ　ＤＮＡ緩衝液を１５μｌ
、およびヌクレアーゼ非含有水を１３μｌ）中で慎重に再懸濁し、サーモサイクラー内で
３７℃で３分間インキュベートする。前記反応を磁石上に置き、上清を除去することで、
タグメンテーション反応を除去し、ビーズをＲＩＰＡで２回洗浄する。１ｍｌの１×ＴＢ
Ｓ（５０ｍＭトリス　ｐＨ７．５、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ）で１回洗浄し、磁気スタンド
を用いてビーズを集め、上清を除去する。ビーズを２００μｌの１×ＴＢＳに再懸濁する
。３０００ｒｐｍで３分間遠心し、残留ＴＢＳを全て吸引する。６０μｌの溶出緩衝液（
５０ｍＭ　ＮａＨＣＯ３、１％ＳＤＳ）を加える。２分毎に短時間ボルテックスしながら
、６５℃で１０～１５分間、ＤＮＡ－タンパク質複合体をビーズから溶離させる。ビーズ
を１４，０００ｒｐｍで１分間遠心沈殿させる。６５０μｌの上清を１．５ｍｌセーフロ
ックチューブに移す。３００ｍＭ　ＮａＣｌを加える。６５℃で６時間または一晩かけて
ホルムアルデヒド架橋を外す。リボヌクレアーゼＡを０．３３μｇ／μｌの最終濃度とな
るように加え、３７℃で２時間インキュベートする。１容のフェノール／クロロホルム／
イソアミルアルコール（２５：２４：１、ＡＭＲＥＳＣＯ　０８８３）を加え、混合し、
５分間遠心する。上側の相を新しい１．５ｍｌセーフロックチューブに移す。１μｇのグ
リコーゲンを加える。１／１０の３Ｍ　ＮａＡｃおよび２容の１００％ＥｔＯＨを加える
。ＤＮＡを沈降させるため、１４，０００ｒｐｍで１０分間遠心する。ペレットを５００
μｌの７５％冷ＥｔＯＨで洗浄し、１４，０００ｒｐｍ、４℃で５分間遠心する。ペレッ
トを室温で風乾し、７０μｌの１０ｍＭトリス塩酸（ｐＨ８）に再懸濁する。ＱＩＡｑｕ
ｉｃｋ　ＰＣＲ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（キアゲン社２８１０４）を用いて
（キットに付随の説明書に従う）、ＤＮＡを（インプットおよびＣｈＩＰ反応の両方から
）精製する。１１μｌのＥＢ緩衝液（１０ｍＭトリス塩酸　ｐＨ８．５）中に溶出させる
。１μｌの各ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ反応を、０．１５μＭプライマー、１×ＳＹＢ
Ｒ　ｇｒｅｅｎおよび５μｌのＫＡＰＡ　ＨＩＦＩ　２×ｒｅａｄｙ　ｍｉｘを含有する
１０μｌのｑＰＣＲ反応中で、以下のプログラムを用いて増幅して、最適な濃縮サイクル
数を評価する：７２℃５分；９８℃３０秒；９８℃１０秒、６３℃３０秒、７２℃３０秒
を２４サイクル；７２℃で１分間の最終伸長。第一のＰＣＲ工程におけるニックトランス
レーションが上手くいくように、ＰＣＲ反応の調製前にＫＡＰＡ　ＨＩＦＩ　２ｘ　ｒｅ
ａｄｙ　ｍｉｘを９８℃で４５秒間プレインキュベートして、ホットスタート酵素を活性
化させる。ライブラリーの最終濃縮（ＣｈＩＰからの残りの１０μｌを使用）を、０．７
５μＭプライマーおよび２５μｌのＫＡＰＡ　ＨＩＦ　２ｘ　ｒｅａｄｙ　ｍｉｘを用い
る５０μｌの反応中で行う。ライブラリーはＮサイクル増幅され、ここでＮはｑＰＣＲ反
応において決定された端数切り上げのＣｑ値と等しい。濃縮したライブラリーを、０．７
：１（ビーズ：試料）の比でＳＰＲＩ　ＡＭＰｕｒｅ　ＸＰビーズを用いるサイズ選別法
で精製して、長い断片（６００ｂｐ超）を除去し、２：１（ビーズ：試料）の比で反応中
の残留ＤＮＡを回収する。配列決定を、イルミナ社製ＨｉＳｅｑ２０００／２５００プラ
ットフォームを用いて行う。
【０１６５】
実施例１２：化学物質をクロマチン結合剤として用いる本発明の方法
インビボでの、ゲノム全域にわたる、ビオチン化ＪＱ１の占有解析（インビボＣｈｅｍ－
ｓｅｑ）。
　対数増殖期のＭＭ１．Ｓ細胞（試料当たり２×１０８個の細胞）を、５μＭビオチン化
ＪＱ１（Ｂｉｏ－ＪＱ１）またはＤＭＳＯ（ビヒクル）および１％ホルムアルデヒドで同
時に、細胞培養液中で２０分間処理する。トリスが３００ｍＭの最終濃度となるようにト
リス緩衝液（ｐＨ７．５）を加えて、化学的な架橋結合を終了させる。シリコン製スクレ
ーパーを用いて細胞を回収し、遠心分離し、得られたペレットをＰＢＳで３回洗浄する。
細胞核を以下の通りに調製する。細胞を、５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５、１４０ｍ
Ｍ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０％グリセロール、０．５％ＮＰ－４０、０．２５
％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００およびプロテアーゼ阻害剤混合物「ｃｏｍｐｌｅｔｅ」（ロ
シュ社）中で溶解し、細胞核を１０ｍＭトリス塩酸、ｐＨ８．０、２００ｍＭ　ＮａＣｌ
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、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡおよびプロテアーゼ阻害剤で１回洗浄する。
核を、５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ－ＫＯＨ、ｐＨ７．５、１４０ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　Ｅ
ＤＴＡ、１ｍＭ　ＥＧＴＡ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、０．１％デオキシコール酸
ナトリウム、０．１％ＳＤＳ（超音波処理緩衝液）およびプロテアーゼ阻害剤混合物中で
、氷上、１８Ｗで、１０サイクル（各３０秒）、サイクル間に３０秒間の間隔を空けて、
再懸濁および超音波処理する。超音波処理したライセートを遠心分離で清澄にし、磁性ス
トレプトアビジンＤｙｎａｂｅａｄｓ（ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｔ１、
インビトロジェン社）と共に４℃で１６～２０時間インキュベートする（ビーズはこのイ
ンキュベーション工程の前に０．５％ＢＳＡ含有ＰＢＳ中でブロッキングする）。超音波
処理した核ライセートのインキュベーション後、ビーズを、超音波処理緩衝液で２回、５
００ｍＭ　ＮａＣｌを含有する超音波処理緩衝液で１回、ＬｉＣｌ緩衝液（２０ｍＭトリ
ス塩酸、ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、２５０ｍＭ　ＬｉＣｌ、０．５％ＮＰ－４０、
０．５％デオキシコール酸ナトリウム）で１回洗浄する。ビーズを冷トリス塩酸（ｐＨ８
．０）で２回洗浄して、界面活性剤、塩、およびＥＤＴＡを除去する。ビーズを３０μｌ
のタグメンテーション反応混合物（ここでは：Ｎｅｘｔｅｒａ　ＤＮＡ　Ｓａｍｐｌｅ　
Ｐｒｅｐ　Ｋｉｔ（イルミナ社）のＴａｇｍｅｎｔ　ＤＮＡ　Ｅｎｚｙｍｅを２μｌ、Ｎ
ｅｘｔｅｒａ　ＤＮＡ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐ　Ｋｉｔの２×Ｔａｇｍｅｎｔ　ＤＮＡ
緩衝液を１５μｌ、およびヌクレアーゼ非含有水を１３μｌ）中で慎重に再懸濁し、サー
モサイクラー内で３７℃で３分間インキュベートする。前記反応を磁石上に置き、上清を
除去することで、タグメンテーション反応を除去し、ビーズを超音波処理緩衝液で２回洗
浄する。次に、ビーズを１０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）、０．１ｍＭ　ＥＤＴＡで１回洗
浄する。その後、結合したタンパク質－ＤＮＡ複合体を５０ｍＭトリス塩酸、ｐＨ８．０
、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、１％ＳＤＳ中、６５℃で１５分間溶離させ、溶離液を６５℃で一
晩インキュベートして架橋結合を外す。混入したＲＮＡおよびタンパク質を、それぞれリ
ボヌクレアーゼおよびプロテアーゼＫの添加により消化し、上述の通りにＤＮＡを精製す
る３４。最後に、精製したＤＮＡ断片を超並列配列決定にかける。
【０１６６】
インビトロでの、ゲノム全域にわたる、ビオチン化ＪＱ１の占有解析（インビトロＣｈｅ
ｍ－ｓｅｑ）
　対数増殖期の未処理ＭＭ１．Ｓ細胞を、１％ホルムアルデヒドで２０分間、細胞培養液
中で固定する。化学的な架橋結合を終了させ、細胞核を調製し、超音波処理した核ライセ
ートを上記のように得る。しかし、インビボのプロトコルと異なり、ストレプトアビジン
Ｄｙｎａｂｅａｄｓを、０．５％ＢＳＡおよび２００μＭビオチン化薬剤またはビヒクル
（ＤＭＳＯ）を含有するＰＢＳ中で６時間プレインキュベートする。その後、薬剤が結合
したビーズをＰＢＳ／０．５％ＢＳＡで４回洗浄して未結合の薬剤を除去し、超音波処理
した核ライセート中、４℃で１６～２０時間インキュベートする。以降の工程は全て上記
（インビボＣｈｅｍ－ｓｅｑ法）と同じである。
【０１６７】
インビトロでの、ゲノム全域にわたる、ビオチン化ＡＴ７５１９を用いた占有解析（イン
ビトロＣｈｅｍ－ｓｅｑ）
　対数増殖期の未処理ＭＭ１．Ｓ細胞を、０．５％ホルムアルデヒドで５分間、細胞培養
液中で固定する。トリスが３００ｍＭの最終濃度となるようにトリス緩衝液（ｐＨ７．５
）を加えて、化学的な架橋結合を終了させる。細胞をＰＢＳで３回洗浄し、細胞核を以下
の通りに調製する。細胞核を、５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．５、１４０ｍＭ　ＮａＣ
ｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０％グリセロール、０．５％ＮＰ－４０、０．２５％Ｔｒｉｔ
ｏｎ　Ｘ－１００およびプロテアーゼ阻害剤混合物「ｃｏｍｐｌｅｔｅ」（ロシュ社）中
で溶解し、細胞核を１０ｍＭトリス塩酸、ｐＨ８．０、２００ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　
ＥＤＴＡ、０．５ｍＭ　ＥＧＴＡおよびプロテアーゼ阻害剤で１回洗浄する。核を、５０
ｍＭ　ＨＥＰＥＳ－ＫＯＨ、ｐＨ７．５、１４０ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１
ｍＭ　ＥＧＴＡ、０．５％ＮＰ－４０、０．５％Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ（超音波処理緩衝液）
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中で再懸濁および超音波処理する。ペレットを、氷上、Ｍｉｓｏｎｉｘ超音波処理器内で
、９～１２Ｗで、４サイクル（各３０秒間）、サイクル間に１分間の間隔を空けて、超音
波処理する。薬剤結合ビーズを清澄化した超音波処理物に加え、１２～１８時間沈降させ
る。その後、薬剤結合ビーズを超音波処理緩衝液で３回洗浄する。ビーズを冷トリス塩酸
（ｐＨ８．０）で２回洗浄して、界面活性剤、塩、およびＥＤＴＡを除去する。ビーズを
３０μｌのタグメンテーション反応混合物（ここでは：Ｎｅｘｔｅｒａ　ＤＮＡ　Ｓａｍ
ｐｌｅ　Ｐｒｅｐ　Ｋｉｔ（イルミナ社）のＴａｇｍｅｎｔ　ＤＮＡ　Ｅｎｚｙｍｅを２
μｌ、Ｎｅｘｔｅｒａ　ＤＮＡ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐ　Ｋｉｔの２×Ｔａｇｍｅｎｔ
　ＤＮＡ緩衝液を１５μｌ、およびヌクレアーゼ非含有水を１３μｌ）中で慎重に再懸濁
し、サーモサイクラー内で３７℃で３分間インキュベートする。前記反応を磁石上に置き
、上清を除去することで、タグメンテーション反応を除去し、ビーズを超音波処理緩衝液
で２回洗浄する。タンパク質を１％ＳＤＳ中で溶離させ、溶離液を１％ＳＤＳ中、６５℃
で一晩インキュベートすることにより架橋結合を外す。混入したＲＮＡおよびタンパク質
を、リボヌクレアーゼＡおよびプロテアーゼＫと共に順次インキュベートすることにより
消化し、上述の通りにＤＮＡを精製する。精製したＤＮＡ断片を超並列配列決定にかける
。
【０１６８】
Ｃｈｅｍ－ｓｅｑによるゲノム全域にわたるビオチン化ソラレンの占有解析
　Ｎｕｃｌｅｉ　ＥＺ　ｐｒｅｐキット（シグマ社）を用いて、細胞核を対数増殖期のＭ
Ｍ．Ｓ細胞から調製する。次に、核を氷冷ＰＢＳに再懸濁し、そのまま、５μＭビオチン
化ソラレンまたはビヒクル（ＤＭＳＯ）と共に４℃で３０分間インキュベートする。核を
ＰＢＳで１回洗浄し、その後すぐに、氷上で３０分間、３６０ｎｍで照射する（Ｓｔｒａ
ｔａｌｉｎｋｅｒ）。核を、５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ－ＫＯＨ、ｐＨ７．５、１４０ｍＭ　
ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１ｍＭ　ＥＧＴＡ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、０．
１％デオキシコール酸ナトリウム、０．１％ＳＤＳ（超音波処理緩衝液）およびプロテア
ーゼ阻害剤混合物中で、氷上、１８Ｗで、１０サイクル（各３０秒）、サイクル間に３０
秒間の間隔を空けて、再懸濁および超音波処理する。超音波処理したライセートを遠心分
離で清澄にし、磁性ストレプトアビジンＤｙｎａｂｅａｄｓ（ＭｙＯｎｅ　Ｓｔｒｅｐｔ
ａｖｉｄｉｎ　Ｔ１、インビトロジェン社）と共に４℃で１６～２０時間インキュベート
する（ビーズはこのインキュベーション工程の前に０．５％ＢＳＡ含有ＰＢＳ中でブロッ
キングする）。超音波処理した核ライセートのインキュベーション後、ビーズを、超音波
処理緩衝液で２回、５００ｍＭ　ＮａＣｌを含有する超音波処理緩衝液で１回、ＬｉＣｌ
緩衝液（２０ｍＭトリス塩酸、ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、２５０ｍＭ　ＬｉＣｌ、
０．５％ＮＰ－４０、０．５％デオキシコール酸ナトリウム）で１回洗浄する。ビーズを
冷トリス塩酸（ｐＨ８．０）で２回洗浄して、界面活性剤、塩、およびＥＤＴＡを除去す
る。ビーズを３０μｌのタグメンテーション反応混合物（ここでは：Ｎｅｘｔｅｒａ　Ｄ
ＮＡ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐ　Ｋｉｔ（イルミナ社）のＴａｇｍｅｎｔ　ＤＮＡ　Ｅｎ
ｚｙｍｅを２μｌ、Ｎｅｘｔｅｒａ　ＤＮＡ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐ　Ｋｉｔの２×Ｔ
ａｇｍｅｎｔ　ＤＮＡ緩衝液を１５μｌ、およびヌクレアーゼ非含有水を１３μｌ）中で
慎重に再懸濁し、サーモサイクラー内で３７℃で３分間インキュベートする。前記反応を
磁石上に置き、上清を除去することで、タグメンテーション反応を除去し、ビーズを超音
波処理緩衝液で２回洗浄し、次いで、１０ｍＭトリス、ｐＨ７．５、０．１ｍＭ　ＥＤＴ
Ａで１回洗浄する。その後、結合したタンパク質－ＤＮＡ複合体を５０ｍＭトリス塩酸、
ｐＨ８．０、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、１％ＳＤＳおよび１０ｍＭビオチン中で溶離させ、溶
離液を６５℃で一晩インキュベートする。混入したＲＮＡおよびタンパク質を、それぞれ
リボヌクレアーゼおよびプロテアーゼＫの添加により消化し、上述の通りにＤＮＡを精製
する。最後に、精製したＤＮＡ試料を２５４ｎｍで５分間照射して（Ｓｔｒａｔａｌｉｎ
ｋｅｒ）ソラレン－ＤＮＡ架橋結合を外し、その後、ライブラリー調製、超並列ＤＮＡ配
列決定法を行う。
【０１６９】
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実施例１３：信号雑音比改善のためのパラメーター最適化プロトコル
　複数のパラメーターを最適化することで、本発明の方法を用いた実験における信号雑音
比を改善することができる。本明細書中で提供される例示的なプロトコルは、チューブ換
えおよび特定のタグメンテーション緩衝液を用いることで、タグメンテーション時間を約
１分間に短縮する。前記プロトコルは、実施例３、４および５にそれぞれ記載されるプロ
トコルのような、様々なＣｈＩＰ用プロトコルに適合する。これにより、前記プロトコル
は、ある特定のＣｈＩＰプロトコルにおいて最もよく機能する抗体への適用が容易である
。免疫沈降したクロマチンを有するビーズをＬｉＣｌ含有洗浄緩衝液（実施例３ではＷＢ
ＩＩＩ、実施例４ではＲＩＰＡ－ＬｉＣｌ、実施例５ではＴＦ－ＷＢＩＩＩ）で洗浄する
まで、実施例３、４または５のプロトコルに従うことにより、最良の信号雑音比が認めら
れた。次に、ビーズを冷トリス塩酸（ｐＨ８．０）で１回洗浄して、界面活性剤、塩、お
よびＥＤＴＡを除去した。その後、ビーズを再度冷トリス塩酸（ｐＨ８．０）で洗浄した
が、その後すぐに反応を磁石上に置いて上清を捨てることをしなかった。その代わり、ビ
ーズを含む反応全体を新しいチューブに移し、その後に、磁石上に置いて上清を除去した
。これにより、チューブ壁に付着している非特異的なクロマチン断片のタグメンテーショ
ンが減少した。次に、ビーズを、Ｎｅｘｔｅｒａ　ＤＮＡ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐ　Ｋ
ｉｔ（イルミナ社）のＴａｇｍｅｎｔ　ＤＮＡ　Ｅｎｚｙｍｅを１μｌ含有する、２５μ
ｌのタグメンテーション反応混合物（１０ｍＭ　トリス　ｐＨ８．０、５ｍＭ　ＭｇＣｌ

２、１０体積％ジメチルホルムアミド）中に慎重に再懸濁させ、サーモサイクラー内で３
７℃で１分間インキュベートした。トランスポザーゼはオリゴヌクレオチドをＤＮＡに組
み込むための機構として水分子を求核攻撃（nucleophilic attac）に利用することから、
極性非プロトン（aprotoc）溶媒としてのジメチルホルムアミドは求核反応を増強するこ
とができるため、転位反応において有効であり得る。あるいは、ＮｅｘｅｒａキットのＴ
ａｇｍｅｎｔ　ＤＮＡ緩衝液を用いてもよい。タグメンテーション反応を除去し、ビーズ
をＷＢＩ（実施例３）、ＲＩＰＡ（実施例４）、またはＴＦ－ＷＢＩ（実施例５）で２回
洗浄した。その後は、ＣｈＩＰプロトコルに従ったが、前工程で既述したようにＷＢＩＶ
（実施例３）、ＴＥ（実施例４）、またはＴＥＴ（実施例５）で２回目の洗浄を行う際に
反応を再度新しいチューブに移した。これにより、チューブ壁に付着しているタグ付けさ
れた非特異的クロマチン断片の繰り越し汚染が減少した。実験は５００，０００個の細胞
を用いて行い、それぞれ５００，０００個の細胞または１０，０００，０００個（１０Ｍ
ｉｏ）の細胞を使用して、チューブ換え無しの、ジメチルホルムアミドを使用しない標準
プロトコルと比較した。結果を図１２を示す。最適化されたプロトコルは、本明細書に記
載の方法の標準プロトコルによる１０，０００，０００個の細胞を用いた実験以上の信号
雑音比を与えている。
【０１７０】
実施例１４：アッセイ時間の最適化
　さらにアッセイ時間を最適化するため、脱架橋のための加熱温度を上昇させてもよい。
従って、例えば、最初の変性前に７２℃５分間のＰＣＲ工程が推奨されるＮｅｘｔｅｒａ
プロトコルのように、リバース鎖上のアダプター配列を充填するための追加の「末端修復
」工程と共に、本発明の方法を実行した。そうするために、ＰＣＲマスターミックスを加
え、試料を７２℃に加熱し、９５℃で脱架橋した。トランスポザーゼはＤＮＡに「固着（
stick）」し得るため、プロトコルは、末端修復を可能にするために、末端修復前のＥＤ
ＴＡによるトランスポザーゼの「剥がし」、ＭｇＣｌ２によるＥＤＴＡのクエンチングを
提案している（ＥＤＴＡはあらゆるＰＣＲを妨害する）。最終洗浄工程までのＣｈＩＰｍ
ｅｎｔａｔｉｏｎを含み、溶出緩衝液でビーズからクロマチンをすぐに溶離させる代わり
に、末端修復のためのＰＣＲマスターミックスの直接的な添加により（ａ以下）；クロマ
チンからのトランスポザーゼの完全な剥離を確実にするためのＥＤＴＡ、次いでＭｇＣｌ

２によるクエンチング、次いで末端修復のためのＰＣＲマスターミックスの添加により（
ｂ以下）；または、上記のように単により速い手順を用いて（ｃ以下）、ビーズを再懸濁
させる、プロトコルを含む、いくつかの超高速プロトコルを実行した。その後、反応を７
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２℃で５分間インキュベートして末端を修復し（＝第二鎖のアダプター末端を埋め）、９
５℃で１０～１５分間架橋を外し、反応に新鮮なＰＣＲマスターミックスを補給し（また
は、プロトコル２ｃの場合は補給しない）、プライマーを添加し、ライブラリーを増幅し
た。（ａ）の場合、クロマチンを保持するビーズを最後に洗浄するまで、ＣｈＩＰｍｅｎ
ｔａｔｉｏｎ手順に従った。上清を捨て、ビーズを１４μｌの冷１×ＫＡＰＡ　ＨｉＦｉ
　Ｈｏｔ　Ｓｔａｒｔ　ＲｅａｄｙＭｉｘ（９５℃に３０秒間予熱）に再懸濁した。反応
を７２℃で５分間、次いで９５℃で１０分間インキュベートした。その後、反応を４℃に
冷却した。後のＰＣＲのため、各１．５μｌのフォワードプライマーおよびリバースプラ
イマー（それぞれ２５μＭ）、１５μｌのＨ２Ｏおよび１８μｌの２×ＫＡＰＡ　ＨｉＦ
ｉ　Ｈｏｔ　Ｓｔａｒｔ　ＲｅａｄｙＭｉｘ（９５℃に３０秒間予熱）を加え、ＤＮＡを
増幅した。（ｂ）の場合、クロマチンを保持するビーズを最後に洗浄し、上清を捨てるま
で、ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ手順に従った。ビーズを８μｌの５０ｍＭ　ＥＤＴＡに
再懸濁し、５０℃で３０分間インキュベートした。次に、２μｌの２００ｍＭ　ＭｇＣｌ

２を加え、５０℃で３０分間インキュベートし、その後、１０μｌの２×ＫＡＰＡ　Ｈｉ
Ｆｉ　Ｈｏｔ　Ｓｔａｒｔ　ＲｅａｄｙＭｉｘを加え（９５℃に３０秒間予熱）、７２℃
で５分間インキュベートした。その後、反応を９５℃で１０分間インキュベートし、次い
で４℃に冷却した。最後に、各１．５μｌの２５μＭフォワードプライマーおよびリバー
スプライマー、１２μｌのＨ２Ｏおよび１５μｌの２×ＫＡＰＡ　ＨｉＦｉ　Ｈｏｔ　Ｓ
ｔａｒｔ　ＲｅａｄｙＭｉｘを加え（９５℃に３０秒間予熱）、ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉ
ｏｎライブラリー増幅パラメーターに基づいて１２～１８サイクルを用いて反応を増幅し
た。（ｃ）の場合、クロマチンを保持するビーズを最後に洗浄し、上清を捨てるまで、Ｃ
ｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ手順に従った。次に、１１μｌの２０ｍＭ　ＥＤＴＡを加え、
５０℃で１０分間インキュベートした。その後、１１μｌの２０ｍＭ　ＭｇＣｌ２および
２５μｌの２×ＫＡＰＡ　ＨｉＦｉ　Ｈｏｔ　Ｓｔａｒｔ　ＲｅａｄｙＭｉｘを加え（９
５℃に３０秒間予熱）、７２℃で５分間インキュベートした。反応を９５°Ｃで１０分間
インキュベートし、次いで４℃に冷却した。次に、各１．５μｌの２５μＭフォワードプ
ライマーおよびリバースプライマーを加え、ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎライブラリー増
幅パラメーターに基づいて１２～１８サイクルで反応を増幅した。結果を図１５に示す。
すなわち、本明細書に記載の超高速手順の使用は、実験時間を有意に短縮しつつ、同等の
データ妥当性をもたらした。特に、（ｃ）の場合、細胞培養からライブラリー増幅までの
全手順を一作業日で完了することができる。より具体的には、実験工程は、細胞の回収お
よびビーズの調製（実施例５に従う）（２０分間）、ホルムアルデヒドでの細胞の固定お
よびペレットの洗浄（４５分間）、細胞の溶解および超音波処理（sonify）（４０分間）
、抗体でのクロマチンの単離（＝免疫沈降工程、実施例５に従う場合は３時間）、クロマ
チンの洗浄（３０分間）、トランスポザーゼの添加（１０分間）、後の洗浄（１０分間）
、末端修復および脱架橋（３０分間）、ライブラリーの増幅（４５分間）、並びにライブ
ラリーの精製（４５分間）、を含み、合計時間は８時間未満となる。ここで、長い作業日
のスケジュールに、患者からの特定の細胞（例えば、ＣＤ４＋Ｔ細胞）の単離を、まだ組
み込むことができる（採血およびＣＤ４＋単離に＋９０分間）。第二の操作者が適切な配
列決定装置（例えば、イルミナ社製ＭｉＳｅｑ）を準備している場合、試料をオーバーナ
イトで配列決定することができ、これにより、患者採血から配列決定までが約２４時間の
完全なワークフローができあがり、臨床的なタイムスケールでのエピゲノムの個別化が可
能となる。より具体的には、ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ試料をイルミナ社製ＭｉＳｅｑ
でＭｉＳｅｑ　Ｒｅａｇｅｎｔ　Ｋｉｔ　ｖ３を用いて配列決定する場合、５０回の配列
決定サイクルを、約２５百万個のクラスターから、５～６時間で完了することが可能であ
り、これにより、採血から配列決定ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉｏｎ実験（sequenced ChIPme
ntation experiment）までの合計時間は約１５時間となる。
【０１７１】
実施例１５：別のトランスポザーゼを用いた超高速アッセイ
　別のトランスポザーゼをPicelli et al. (2014) Genome Research 24:2033-40に従って
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調製した。簡潔には、Picelli et al.に従って（上記の通りに）、配列番号３の配列を有
する発現ベクターを用いて、Ｃ末端インテインタグおよびキチン結合ドメインを含有する
自家製トランスポザーゼをコードする核酸に関連する配列番号１またはコアトランスポザ
ーゼ酵素に関連する配列番号２の配列にコードされるアミノ酸配列を有するＴｎ５酵素を
作製および保存し、次に、一定分量のＴｎ５をＴｎ５希釈緩衝液で希釈し（Ｔｎ５の活性
に応じて）、Ｔｎ５に積載させるためのオリゴヌクレオチドを作製し、その後、希釈され
たＴｎ５にオリゴヌクレオチドを積載する（全ての工程は上記の通り）。「自家製」Ｔｎ
５は代わりとしてそのまま使用することができる。以下の緩衝液を使用した：Ｔｎ５希釈
緩衝液（５０ｍＭトリス塩酸（ｐＨ７．５）；１００ｍＭ　ＮａＣｌ；０．１ｍＭ　ＥＤ
ＴＡ；５０％グリセロール；０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００および１ｍＭ　ＤＴＴ（
通常は希釈前に新鮮なものを加える：１ｍｌの緩衝液当たり１μｌの１Ｍ　ＤＴＴ）。モ
ザイク末端（Mosaic End）オリゴヌクレオチドのプレアニーリングのために、以下の手順
に従った：（１）Ｔｎ５ＭＥ－Ａオリゴヌクレオチド＋Ｔｎ５ＭＥｒｅｖオリゴヌクレオ
チドの１００μＭ等モル混合物およびＴｎ５ＭＥ－Ｂオリゴヌクレオチド＋Ｔｎ５ＭＥｒ
ｅｖオリゴヌクレオチドの１００μＭ等モル混合物の調製；Ｔｎ５ＭＥｒｅｖ：５’－［
リン酸化］ＣＴＧＴＣＴＣＴＴＡＴＡＣＡＣＡＴＣＴ－３’（配列番号４）；Ｔｎ５ＭＥ
－Ａ：５’－ＴＣＧＴＣＧＧＣＡＧＣＧＴＣＡＧＡＴＧＴＧＴＡＴＡＡＧＡＧＡＣＡＧ－
３’（配列番号５）およびＴｎ５ＭＥ－Ｂ：５’－ＧＴＣＴＣＧＴＧＧＧＣＴＣＧＧＡＧ
ＡＴＧＴＧＴＡＴＡＡＧＡＧＡＣＡＧ－３’（配列番号６）を使用、ここで、Ｔｎ５Ｍｅ
ｒｅｖは５’末端がリン酸化されている；（２）両混合物を９５℃で３分間インキュベー
トし、サーモブロックの電源を切って一晩インキュベートして冷却し、その後、両方を１
：１で混合、（３）０．１４３容のプレアニーリングされたオリゴヌクレオチド１：１を
Ｔｎ５希釈物に添加し、室温で１時間インキュベートすることにより、トランスポソーム
の生成を行い、必要になるまで氷上でインキュベート。
【０１７２】
　各実験のため、３００，０００個のＫ５６２白血病細胞株の細胞をＰＢＳで１回洗浄し
、１．５ｍｌ以下のＰＢＳ中の１％パラホルムアルデヒドで室温で１０分間固定した。グ
リシンを添加して反応を止めた。細胞を５００×ｇ、１０分間、４℃で集め（特に記載が
ない限り、後の作業は氷上で行い、冷緩衝液および冷溶液を使用した）、１μＭ　ＰＭＳ
Ｆを添加した１ｍｌ以下の氷冷ＰＢＳで２回洗浄した。ペレットを超音波処理緩衝液（１
０ｍＭトリス塩酸、ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０、０．２５％ＳＤＳ、１
×プロテアーゼ阻害剤（シグマ社））中で溶解させ、１ｍｌ　ｍｉｌｌｉＴＵＢＥ内で、
コバリス社製Ｓ２２０において、断片の大部分が２００～７００塩基対の長さになるまで
２０分間、超音波処理した（設定：デューティサイクル　５％、ピーク放射電力　１４０
ワット、バーストあたりのサイクル数　２００）。ライセートをＲＩＰＡ条件に合うよう
に調製した（１０ｍＭトリス塩酸、ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０、１４０
ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　ｘ－１００、０．１％ＳＤＳ、０．１％ＤＯＣ、１
×プロテアーゼ阻害剤（シグマ社））。ライセートを最高速度で４℃で５分間遠心し、超
音波処理されたクロマチンを含有する上清を新しいチューブに移した。並行して、１０μ
ｌの磁性プロテインＡビーズまたは磁性プロテインＧビーズ（使用する抗体に依存）を、
ＰＢＳ（０．５％ＢＳＡ、０．５％Ｔｗｅｅｎ－２０）中で２回洗浄および再懸濁するこ
とにより、ブロッキングおよび抗体結合させた。抗体を加え、室温で１時間超回転させて
ビーズに結合させた。使用した抗体はＨ３Ｋ４ｍｅ３（１μｇ／ＩＰ、ダイアジェノード
社）であった。次に、ブロッキングした抗体結合ビーズを磁石上に置き、上清を除去し、
超音波処理したライセートをビーズに加え、その後、４℃で３時間ローテータ上でインキ
ュベートした。その後、ビーズを、１５０μｌ　ＲＩＰＡ（２回）、ＲＩＰＡ－５００（
１０ｍＭトリス塩酸、ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０、５００ｍＭ　ＮａＣ
ｌ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　ｘ－１００、０．１％ＳＤＳ、０．１％ＤＯＣ）（２回）、ＲＩ
ＰＡ－ＬｉＣｌ（１０ｍＭトリス塩酸、ｐＨ８．０、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０、２
５０ｍＭ　ＬｉＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、０．５％ＤＯＣ、０．５％ＮＰ４
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０（２回）およびトリス（ｐＨ８．０）（２回）で洗浄した。１１μｌの２０ｍＭ　ＥＤ
ＴＡをビーズに加え、５０℃で１０分間インキュベートした。その後、１１μｌの２０ｍ
Ｍ　ＭｇＣｌ２および２５μｌの２×ＫＡＰＡ　ＨｉＦｉ　Ｈｏｔ　Ｓｔａｒｔ　Ｒｅａ
ｄｙＭｉｘを加え（９５℃に３０秒間予熱）、７２℃で５分間インキュベートした。反応
を９５℃で１０分間インキュベートし、次いで４℃に冷却した。次に、各１．５μｌの２
５μＭフォワードプライマーおよびリバースプライマーを加え、ＣｈＩＰｍｅｎｔａｔｉ
ｏｎライブラリー増幅パラメーターに基づいて１０～１４サイクルで反応を増幅した。結
果は図１５に示され、２つの異なる供給源からの、市販のイルミナ社製Ｔｎ５トランスポ
ソームまたは「自家製」Ｔｎ５トランスポソームを用いた、Ｈ３Ｋ４ｍｅ３のＣｈＩＰｍ
ｅｎｔａｔｉｏｎシーケンスライブラリーが示されている。この実験は、市販のイルミナ
社製トランスポザーゼ（ｔｎ５）または自家製トランスポザーゼ酵素を用いての同一の結
果を示している。

【図１－１】 【図１－２】
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