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HEAT repeats
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図1 | コンデンシン I と II の分子構造　コンデンシンⅠ、Ⅱの分子構造を模式的に示した。コンデンシン
ⅠとⅡは共通のコアサブユニットとしてSMC2と SMC4をもつ。SMCタンパク質は 2つの反平行の
coiled-coil 領域が折り畳まれることでN末端とC末端が相互作用し、Head 領域とHinge 領域が形成
される。SMC2と SMC4は Hinge 領域で相互作用し、V字構造のヘテロダイマーを形成している。
kleisin ファミリーに属するCAP-H と CAP-H2 は N末端とC末端でそれぞれSMC2、SMC4の Head
領域と相互作用することでリング状構造を形成する。コンデンシンⅠにおけるCAP-D2、CAP-G とコ
ンデンシンⅡにおけるCAP-D3、CAP-G2 は HEAT repeats ドメインをもつ。

Coiled-coil
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Axial shortening

Condensin I

ΔCondensin II

図2 | コンデンシン I と II の細胞周期における局在と二段階の染色体凝縮モデル (a) G2 期と分裂期に
おけるコンデンシン I と II の動態。青色がコンデンシンⅠ、桃色がコンデンシンⅡを示している。コン
デンシンⅡは細胞周期を通じて核内に存在し、分裂前期から染色体に強く結合する。コンデンシンⅠは
間期において細胞質に存在し、分裂前中期の核膜崩壊 (Nuclear envelope breakdown) 後に染色体に
結合する。コンデンシン I を青色、II を桃色で模式的に示した。(b) 間期から核内に存在するコンデンシ
ン II は細胞分裂前期において、初期段階の染色体凝縮を行う。次いで、細胞分裂前中期の核膜崩壊によっ
て、細胞質に局在していたコンデンシン I が染色体に結合可能となる。コンデンシン I と II が協調的に
染色体を高度に折り畳むことで、分裂中期までに染色体構造の構築が完了する。顕微鏡観察ではコンデ
ンシン I と II は姉妹染色分体の軸上に局在しており、その軸上では排他的な局在がみられる。染色体凝
縮の過程において、コンデンシン II が軸に沿った方向、コンデンシン I が軸と垂直方向の染色体の折り
畳みをそれぞれ促進すると考えられている。下の染色体はコンデンシン I と II をそれぞれ欠損した場合
の異常な表現型を模式的に示している。コンデンシン I の欠損では太く肥大化した染色体が形成される
一方で、コンデンシン II の欠損では長く細い染色体になる。
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Condensin I

Topoisomerase I

(+) (+) (+)

b

a

図3 | コンデンシンの機能の分子メカニズムモデル (a) コンデンシンⅠによる正の超らせんループ構造
の導入。In vitro においてコンデンシン I はトポイソメラーゼ I 存在下で環状DNAに正の超らせんを導
入することから、同様にクロマチン上に正の超らせんループ構造を形成することで染色体DNAを折り
畳んでいると考えられている。(b) コンデンシンのリング状構造に由来するクロマチンループモデル。
コンデンシンはSMC2、SMC4ヘテロダイマーと kleisin ファミリータンパク質の相互作用によってリ
ング状の分子構造を形成する。このリング状構造によって二本の染色体DNAを抱えることでループを
形成すると考えられている。
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図4 | ChIP-seq を用いたコンデンシン I 結合領域の網羅的解析 (a) フローサイトメトリーによる細胞
周期同調の解析。M, ノコダゾールにより細胞分裂前中期に同調したHeLa 細胞。 G1, ノコダゾールから
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ンデンシン I (NCAPGサブユニット ) の ChIP-seq プロファイルである。赤色の領域は統計的に有意な
結合領域を表している。y軸は標準化したリード数を示している。プロファイルの可視化及び統計的に
有意な結合領域の抽出はChIP-seq 解析ツール、DROMPAで行った。(c) コンデンシン I の統計的に有
意な結合領域の遺伝子の転写開始点 (TSS) からの距離とその割合。 (d) 細胞分裂前中期に同調した細胞
におけるコンデンシン I のタンパク量のウェスタンブロッティングによる解析。Cond. I siRNA, (a) と
同様。WCE, Whole cell extracts。Soluble, 可溶性分画。Chromatin, 不溶性のクロマチン分画。α
-Tubulin とヒストンH3はそれぞれ可溶性分画、クロマチン分画におけるローディングコントロール。
(e) コントロールの免疫グロブリンG (IgG) とコンデンシン I の ChIP-qPCR。Mock ChIP, 非特異的な
ラビット IgGでのChIP。Cond. I ChIP, コンデンシン I の NCAPGサブユニットの抗体でのChIP。
siRNA, NCAPG siRNAオリゴなし (-) またはあり (+) でトランスフェクション処理を行ったサンプル。
Phase, M, ノコダゾールにより細胞分裂前中期に同調した細胞。 G1, ノコダゾールからのリリースによ
りG1期に同調した細胞。各 qPCRのサイトはコンデンシン I の統計的に有意な結合領域であり、名前
は近傍の遺伝子名である。NSはコンデンシン I の統計的に有意な結合がみられない領域である。エラー
バーは標準偏差を表す (n=3, qPCRの technical replicates)。
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流れを示している。コンデンシン I の NCAPGサブユニットの siRNA処理でした細胞 (Cond. I siRNA) 
または siRNA未処理の細胞 (Ctrl) をノコダゾールによって分裂期に同調した後、シェイクオフによっ
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で 10分インキュベートし、RNAP2 の ChIP を行った。qPCRにはコンデンシン I の結合する熱ショッ
クタンパク質遺伝子HSP90AA1 、HSPA1A、HSPA8の TSS、TTS及びGene body に位置するプ
ライマーペアを用いた。 (d) 転写阻害剤処理した細胞のMetaphasespread。コンデンシン I の
NCAPGサブユニット siRNA処理でした細胞 (Condensin I) または siRNA未処理の細胞 (Ctrl) を
Cdk1 阻害剤RO3306によるG2 / Mでの同調からリリースと同時に、ノコダゾールを添加して 1時
間培養した。さらにDMSO (Vehicle)、転写阻害剤 1,10-phenanthroline (120 ng/mL)、Triptolide 
(1 μM) の何れかを添加して 2時間培養し、シェイクオフによって回収してMetaphasespread を行っ
た。左の 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) によるDNA染色像にみられるような、通常 
(Normal) と比較して肥大化した染色体の表現型異常 (Swollen) のみられる細胞の割合を解析した。転
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サンプルにつき 100個以上の細胞を観察した。スケールバーは 1 μm。
本図内のエラーバーは標準偏差を表す (n=3, qPCRの technical replicates)。
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46



Mock
Mock

Cond. I
Cond. I

siRNA
Ctrl

Cond. I
Ctrl

Cond. I

ChIP

+6.7 +15.2 +30.6

rDNA base number (kb)

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

0.7

0.8

+41.9

c

%
 in

pu
t

Ctrl
Cond. I

Ctrl
Cond. I

siRNA Phase

Ctrl
Cond. I

Ctrl
Cond. I

Asy.
Asy.

M
M

siRNA Phase
Mock ChIP

RNAP1 ChIP

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

0.7

0.8

+6.7 +30.6

Asy.
Asy.
M
M

図10 | 続き (c) rDNA領域におけるChIP-qPCR。Mock ChIP, 非特異的なラビット IgGの ChIP。
Cond. I ChIP, コンデンシン I の NCAPGサブユニットのChIP。RNAP1 ChIP, RNAP1の PAF53 サ
ブユニットのChIP。コンデンシン I の NCAPGサブユニットの siRNAで処理した細胞 (Cond. I 
siRNA) または siRNA未処理の細胞 (Ctrl) を、非同調 (Asy.) またはノコダゾールによって分裂期に同
調 (M) して用いた。コンデンシン I の ChIP は分裂期に同調した細胞で行った。qPCRは (b) で示した
領域に位置するプライマーペアを用いた。エラーバーは標準偏差を表す (n=3, qPCRの technical 
replicates)。

47



a

0

0.4

0.8

1.2

CDKN
1A

TP53 SMC3 NSRAB26 FUS

1.4

0.2

0.6

1.0

Vehicle
Triptolide
SNS-032

b

0

1.4

0.4

0.6

0.2

1.6

 %
 in

pu
t

siRNA, ChIP
Mock  
Mock 
Cond. I 
Cond. I 

0.8

1.0

1.2

MYC HSPA
1A

CDKN
1A

CDC6 NS

- +TBP siRNA:
TBP

H3

C
on

de
ns

in
 I 

C
hI

P
 

%
 in

pu
t

c

MYC BRD2 RPL13 NS
0

0.5

1

1.5

2

2.5

d

0 20 40 60 80 100
0
1

9.6
 

w/ CGI
(4,203) 

w/o CGI
(261)

TSS-adjacent condensin I sites
(total, 4,464)

Proportion to total TSSs (%)

Re
la

tiv
e 

en
ric

hm
en

t i
n 

co
nd

en
sin

 I 
bi

nd
in

g 
sit

esMock

Nuclease P1

 C
on

de
ns

in
 I 

C
hI

P
%

 in
pu

t

-
+
-
+

TBP

図11 | コンデンシン I の単鎖DNAへの結合とR-loop の染色体凝縮への影響 (a) 転写阻害剤処理し
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ン I の ChIP-qPCRを行った。 (b) TBP をノックダウンした分裂期の細胞におけるChIP-qPCR。TBP 
siRNA有り (+) または無し (-) でトランスフェクション処理を行った細胞を分裂前中期に同調し、
ChIP-qPCR を行った。Mock ChIP, 非特異的なラビット IgGの ChIP。Cond. I ChIP, コンデンシン I 
の NCAPGサブユニットのChIP。右下のウェスタンブロッティングは上記の細胞のWhole cell lysate
を用いて行った。ヒストンH3はローディングコントロール。 (c) コンデンシン I ChIP DNAを単鎖
DNA特異的なヌクレアーゼ P1で処理しての qPCR。コンデンシン I の ChIP によって得られたDNA
をビーズ上でヌクレアーゼ P1処理し、溶出、精製して qPCR 解析を行った。Mock はヌクレアーゼ無
しで同様の処理を行ったサンプル。(a から c) の各 qPCRのサイトはコンデンシン I の統計的に有意な
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チメント。　続く。
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Mock ChIP, 非特異的なラビットIgGでのChIP。Cond. II ChIP, コンデンシンII のNCAPH2サブユニッ
トの抗体でのChIP。TOP2A ChIP, TOP2Aの抗体でのChIP。siRNA, コンデンシン I サブユニット
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バーは標準偏差を表す (n=3, qPCRの technical replicates)。

図14 | コンデンシン II の単鎖DNAへの結合の解析 
コンデンシン II ChIP DNAの単鎖DNA特異的なヌク
レアーゼ P1処理での qPCR。コンデンシン II 
(NCAPH2サブユニット )の ChIP によって得られた
DNAをビーズ上でヌクレアーゼ P1処理し、溶出、精
製して qPCR 解析を行った。Mock はヌクレアーゼ無
しで同様の処理を行ったサンプル。各 qPCRのサイト
はコンデンシン II の統計的に有意な結合領域であり、
名前は近傍の遺伝子名である。NSはコンデンシン II の
統計的に有意な結合がみられない領域である。エラー
バーは標準偏差を表す (n=3, qPCRの technical 
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図15 | コンデンシン I、II と TOP2Aの相互関係の解析 (a, b) 各 ChIP-seq データから抽出された統計的に有意
な結合領域数とその重なりを示すベン図。ChIP, コンデンシン I (NCAPGサブユニット )または II (NCAPH2サブ
ユニット )の ChIP。siRNA, コンデンシン I (NCAPGサブユニット )、II (NCAPD3サブユニット ) siRNAまたは
siRNAなし (Ctrl) でトランスフェクション処理を行い、細胞分裂前中期に同調したサンプル。抽出された結合領
域が 1 ベース以上オーバーラップする場合を重なる結合領域と判定した。 (c) 分裂期のコントロール ( 左 ) または
コンデンシン I (NCAPGサブユニット ) ノックダウン ( 右 ) 細胞におけるコンデンシン II 結合領域で平均化した
コンデンシン II の ChIP-seq プロファイル。コンデンシン I (NCAPGサブユニット ) の siRNAあり (Cond. I 
siRNA) または無し (Ctrl) でトランスフェクション処理を行い、細胞分裂前中期に同調したサンプル。y軸は平均
したリード数を示している。 (d)各結合領域で平均化したコンデンシン I (上段 ) と II (下段 ) のChIP-seqプロファ
イル。(i) Condensin I unique sites, 分裂期のコントロールの細胞におけるコンデンシン I 結合領域でコンデンシ
ン II 結合領域と重ならない領域。(ii) Condensin I + II sites, コンデンシン II 結合領域でコンデンシン I 結合領域
と重なる領域。(iii) Condensin II unique sites, コンデンシン II 結合領域でコンデンシン I 結合領域と重ならない
領域。Cond. I (NCAPG)、II (NCAPD3) siRNAまたは siRNAオリゴなし (Ctrl) でトランスフェクション処理を
行ったサンプル。y軸は平均したリード数を示している。 　続く。
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図15 | 続き  (e-g) 分裂期の細胞におけるコンデンシン I またはコンデンシン II の ChIP-qPCR。
siRNA, コンデンシン I サブユニットNCAPG、 コンデンシン II サブユニットNCAPD3、NCAPG2、
TOP2A (#2) siRNAまたは siRNAオリゴなし (Ctrl) でトランスフェクション処理を行ったサンプル。
各 qPCRのサイトはそれぞれコンデンシン I または II の統計的に有意な結合領域であり、名前は近傍の
遺伝子名である。NSはコンデンシン I と II の統計的に有意な結合がみられない領域である。(h) 分裂期
の細胞における TOP2Aの ChIP-qPCR。siRNA, コンデンシン I サブユニットNCAPG (Cond. I)、 コン
デンシン II サブユニットNCAPD3 (Cond. II)、その両方の siRNAまたは siRNAオリゴなし (Ctrl) で
トランスフェクション処理を行ったサンプル。Condensin I + II sites, コンデンシン I と II 両方の統計
的に有意な結合領域であり、名前は近傍の遺伝子名である。Condensin II unique sites, コンデンシン
II の統計的に有意な結合領域であり、コンデンシン I の統計的に有意な結合がみられない領域。
Condensin I + II sites と Condensin II unique sites のどちらにも TOP2Aの統計的に有意な結合領
域がオーバーラップしている。NSは TOP2Aの統計的に有意な結合がみられない領域である。本図内
のエラーバーは標準偏差を表す (n=3, qPCRの technical replicates)。
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図16 | コンデンシン I による分裂期染色体凝縮メカニズムのモデル 転写活性の高い遺伝子領域におい
て、コンデンシン I は RNAポリメラーゼ (RNAPII, III) を排除しつつ、転写によって生じた単鎖DNA 
(ssDNA) またはDNA:RNAハイブリッドのR-loop 構造を二重鎖 (dsDNA) に巻き戻す。二重鎖DNA
への巻き戻しはコンデンシン I が染色体DNAに正の超らせん ( (+) supercoiled) を導入するために必
要であり、この正の超らせんの導入は染色体全域で起こる。DNAの正の超らせん構造は染色体の折り
畳みと個別化を促進し、正確な分裂期染色体構造の構築に寄与する。
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図17 | コンデンシンIとIIによる二段階の分裂期染色体凝縮メカニズムのモデル コンデンシンIを青色、
II を桃色、II の結合領域を橙色で模式的に示した。コンデンシン II は細胞分裂前期において、決まった
領域に結合して初期段階の染色体DNAの折り畳みを行う。細胞分裂前中期の核膜崩壊後にコンデンシ
ン I が結合し、より細かく染色体DNAを折り畳む。このときコンデンシン I は単鎖や絡み合ったDNA
構造に優先的に結合してこれらの構造の解消を促進する。最終的に、コンデンシン I と II の協調的な染
色体DNAの折り畳みによって染色体構造の構築が中期までに完了する。下の図はコンデンシン II を欠
損した場合を模式的に示している。コンデンシン II の欠損では、間期の染色体の状態からいきなりコン
デンシン I による細やかな染色体DNAの折り畳みが進行する。この場合、効果的に染色体DNAを折り
畳むことができず、効率よく染色体の大きさを減少させていくことができない。
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 59 

 
 

 

HeLa  ( ) 37
CO2 5% DMEM (Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium) (Wako) 10% Fetal bovine serum (Biosera) 

L  (Wako) 20 mM HEPES-KOH (pH 7.4)
TrypLE Express (Thermo Fisher Scientific) 

 

 
(Calbiochem) 2 mM 14-16

PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.76mM KH2PO4

) 8 14-16
PBS 7 50 

ng/mL 4

RNAP2 3 ChIP
Metaphasespread ( 9d) 
7 CDK1 RO3306 (Calbiochem) 8 µM 2

G2/M PBS 2
G1

PBS 2

 
HeLa GFP

CENPA HeLa  

(Kunitoku et al., 2003)  

 
 

PBS 20 70% Ethanol 20
PBS 50 µg/mL, 

propidium iodide / 0.1 mg/mL RNase (Roche) / PBS 30

FACSCalibur (Becton Dickinson) 
20000  

 



 60 

RNA  
siRNA Lipofectamine RNAiMAX (Thermo Fisher 

Scientific) siRNA 50nM

8
60

siRNA  

 
NCAPD3: 5’ - AAACGUAGGACUGUUAAUCAGGAGC - 3’ 
NCAPG: 5’ - AAUAAGACGAGAAAGAAUCCUGCUG - 3’ 
NCAPG ( 8d, #2): 5’ - UAAAUAGUCUGCAUAUACUACAGGC - 3’ 

NCAPG2: 5’ - UUUGCAUGAUUCCAAGACUCCGCUG - 3’ 
NCAPH2 (#1): 5’ - ACUCCCGGACUAACGUGGAUCUCAA - 3’ 

NCAPH2 (#2): 5’ - CAGCCAAUGGAAGUUUCCGUGUGCA- 3’  
TBP: 5’ - GGGAGCUGUGAUGUGAAGUUUCCUA - 3’ 
THOC1: 5’ - CCCUCUGUCUGAGAAAUCAGGUCUU - 3’ 

TOP2A (#1): 5’ - GAGAUGUCACUAAUGAUGACCAUUA - 3’ 
TOP2A (#2): 5’ - GCUCAGCUCUUUGGCUCGAUUGUUA - 3’ 
TOP2A (#3): 5’ - CAACCUUCAACUAUCUUCUUGAUAU - 3’ 

TTF2 (Jiang et al., 2004): 5’ - GGGAGCUGUGAUGUGAAGUUUCCUA - 3’ 
 

 

 
ChIP; GFP  (TP401, Torrey PinesBiolabs) H3K9me3

 (05-1250, Merck Millipore) NCAPH2  (A302-276A, 

Bethyl) RNAP1 PAF53  (ab88623, Abcam)
RNAP2 CTD  (8WG16 ab817, Abcam)
RNAP3 RPC32  (sc-21754, Santa Cruz Biotechnology)

G (IgG, 2797, Cell Signaling) Rad21
 (Deardorff et al., 2012) RNAP2 CTD repeat 2

 (Stasevich et al., 2014)  
; NCAPH2

 (Abe et al., 2011) α-Tubulin  (B-5-1-2 , Sigma)
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H3  (ab1791, Abcam) TBP  
(MAb-TBPCSH-100, diagenode) NCAPD3  (A300-604A, Bethyl)
NCAPG  (A300-602A, Bethyl)  

ChIP ; TOP2A  (ab74715, Abcam)  
ChIP ; NCAPG

 (Nakajima et al., 2007)  

 
1:1000; α-Tubulin H3 NCAPD3 TOP2A NCAPH2

NCAPG  

1:2000; TBP  
NCAPG 1:1000  

Horseradish peroxidase-conjugated 

Affinipure Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Anti-Rabbit IgG (H+L) (Jackson 
Immuno Research) 1:5000  

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary Antibody, Alexa 

Fluor® 568 conjugate (Thermo Fisher Scientific) 1:400  
1,10-phenanthroline (Sigma) Triptolide (Enzo Life Sciences)

SNS-032 (Selleck Chemicals)  (Chen et al., 2009; Wang et al., 2011)  

 
 (ChIP) 

ChIP  (Deardorff et al., 2012) 1 × 107

1% 37% 10
2.5 M glycine / PBS 125 mM

5

PBS 2 1 mL LB0  (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 

mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% NP-40, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ) 
4 2,000 ×g 3

−80 1 mL
MNB1  (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM NaCl, 2.5 mM MgCl2, 0.1% 

NP-40, 1 mM dithiothreitol (DTT), 1 mM PMSF, 1× cOmplete™ EDTA-free protease 
inhibitor cocktail (Roche) ) 10 4

2,000 ×g 3 100 µL MNB2  (10 mM 

Tris-HCl pH 7.5, 10 mM NaCl, 2.5 mM MgCl2, 0.1% NP-40, 1 mM DTT, 1 mM 
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PMSF, 5mM  CaCl2) 0.5 µL (1,000 gel units) MNase (New England 
Biolabs) 37 15

5 µL 0.5M EDTA 300 µL LB3

 (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.5 mM EGTA, 1% Triton 

X-100, 0.1% Na-Deoxycholate, 0.1% SDS, 1× cOmplete™ protease inhibitor cocktail 
(Roche) ) 4 2,000 ×g 1 Branson Sonifier 250D 

(Branson)  ( 17%  12 3 1
4 10,000 ×g 1 ) 4
19,000 ×g 30 500 µL LB3

400 µL 4
20 µL 80 µL  (50 mM Tris-HCl pH 

8.0, 10 mM EDTA, 1% SDS) input DNA

50 µL  (Dynabeads Protein A Dynabeads 
anti-Mouse IgG, Thermo Fisher Scientific) 5 mg/mL bovine serum albumin / PBS 
(BSA/PBS) 2 500 µL BSA/PBS 2.5 µg

4 3 BSA/PBS 2 LB3
1 ChIP RIPA

 (50 mM HEPES-KOH pH 7.4, 0.5 M LiCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 

0.5% Na-Deoxycholate) 5 TE50   (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM 
EDTA) 100 µL 65 20

10,000 ×g 1

 (ChIP ) input DNA 65 6
2 µL 50 mg/mL RNase (Roche)

37 2 µL 50 mg/mL Proteinase K 

(Merck Millipore) 50 2
QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN)

DNA input ChIP DNA  

 ( 5b, 
c) 1 mL LB1  (50 mM HEPES-KOH pH 7.5, 140 mM 

NaCl, 1 mM EDTA, 10% glycerol, 0.5% NP-40, 0.25% Triton-X 100, 1 mM PMSF, 10 
mM DTT) 4 2,000 ×g 3

1 mL LB2  (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 200 
mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 1 mM PMSF) 10
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4 2,000 ×g 3 1 mL LB3
10 4 2,000 ×g 3

400 µL LB3 4 2,000 ×g

1 Branson Sonifier 250D  (
17%  12 6 1 4 10,000 ×g 1

)  

I (NCAPG ) ChIP-seq 
 ( 5 11) PBS 2 1.5 mM Ethylene 

glycol bis(succinimidyl succinate) (EGS) / PBS 45

1% 37% 
20 2.5 M 

glycine / PBS 200 mM 10

 

 
ChIP-seq  

ChIP input DNA Covaris S2 
Focused-ultrasonicator (Covaris) 150-200 bp  (Duty Cycle, 
10%; Intensity, 5; Cycles per Burst, 100; Duration, 300 sec) ChIP-seq library DNA

NEBNext® ChIP-seq Library Prep Master Mix Set for Illumina (New 
England Biolabs) ChIP-seq library 
DNA HiSeq® 2000 massively parallel DNA sequencing platform (Illumina) 

single-end 65 bp  
Bowtie (Langmead et al., 2009) 

28 3  (-n3 option)

 ( )  (-m1 option) 
 (UCSC hg19) ChIP-seq 1  

ChIP-seq

ChIP-seq DROMPA  (Nakato et al., 2013) 4
11 DROMPA ( 1) ChIP-seq

PCR  (5’ )

read per million normalization  (
) 100 Mb 106

10-bp wiggle
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ChIP-seq
500 bp

(i) input ChIP p-value 10-4

(ii) ChIP/input 3 (iii) ChIP  / 
ChIP 3 (iv) input  / 

input 10 (v) ChIP 6

I (NCAPG) False discovery rate (v)
7  ( 6 )  

rDNA ChIP-seq rDNA

PCR read per million 
normalization  

12 DROMPA ( 2.5.3) ChIP-seq

PCR read per million 
normalization 10-bp 100-bp
wiggle ChIP-seq

 (TSS
10-bp 100-bp) 100 bp

(i) ChIP

ChIP p-value 0.01 (ii) input
ChIP p-value 0.01 (iii) Benjamini-Hochberg q-value 0.05

 

RefSeq
HeLa RNA-seq  (Gene Expression Omnibus GMS765402)

ChIP-seq CEAS 

(cis-regulatory element annotation system)  (Shin et al., 2009)  CGI
UCSC Genome Bioinformatics  

 

Quantitative PCR 
ChIP DNA cDNA qPCR real-time PCR systems 7500

StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific) KAPA Fast qPCR kit (KAPA 

Biosystems) 
2 rDNA

tRNA  (Oler et al., 
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2010; Zentner et al., 2011)  

 
ChIP DNA P1  

ChIP ChIP DNA
ChIP DNA P1 100 µL  

(40 mM MES-Na pH 6.0, 400 mM NaCl, 1 mM Zn(OAc)2, 0.2× cOmplete™ 
EDTA-free protease inhibitor cocktail, 50 µg/mL BSA) 10
P1 (Wako) 42 20 TE50

1 ChIP  

 
RNA RT-qPCR 

1 × 106 1 mL Trizol (Thermo Fisher Scientific) Nuclrospin 

RNA kit (Macherey-Nagel) RNA
RNA cDNA ReverTra Ace qPCR RT Master 

Mix (Toyobo) cDNA qPCR

β-actin
RNA  
(Blobel et al., 2009)  

 
 

 

(Deardorff et al., 2012) 5 × 106 PBS
 (20 mM HEPES-KOH pH 7.5, 100 mM NaCl, 10mM KCl, 10% Glycerol, 340 

mM sucrose, 1.5 mM MgCl2, 0.25% Triton X-100, 1 mM DTT, 1× cOmplete™ 

protease inhibitor cocktail, 1× PhosSTOP phosphatase inhibitor cocktail (Roche) ) 
10 Whole cell extract (WCE) 

4 1,500 ×g 5

WCE
26G DNA  

SDS sample  ( 25 mM Tris-HCl (pH6.8), 50 

mM DTT, 3% SDS, 0.1% Bromophenol blue, 10% glycerol) 95 5
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

(PAGE) Mini 
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trans-blot cell (Bio-RAD) 70V 2 30V 10
 (192 mM Glycine, 25mM Tris, 15% Methanol) 

 (Amersham Protran Premium 0.2 µm NC, GE Healthcare 

Life science) Ponceau S  (0.05% Ponceau S, 
1% Acetic acid)  
(PBS/0.1% Tween-20 (PBS-T) / 3% non-fat milk) 2 4

12 Can Get Signal® (TOYOBO) MaxBlot 
Solution 1 (MBL Life science) 1 4
12 PBS-T 3  

45 PBS-T 3
Luminata Forte Western HRP Substrate (Merck Millipore) 
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life science)  

 
 

 (Abe et al., 2011)

 (PBS : Milli-Q  = 2 : 3) 
37 5

 ( 1 × 104) 1, 800 rpm 5 Cytospin 4 (Thermo Fisher Scientific) 

0.1% Triton X-100 / PBS 2
PBS 3 2%  / 137 

mM  (pH 7.4) 20 PBS 1

0.5% Triton X-100 / PBS 5 0.05% Triton X-100 / PBS 5
5% goat serum / 0.05% Triton X-100 / PBS 1

1% goat serum / 0.05% Triton X-100 / PBS

4
0.05% Triton X-100 / PBS 5 3 1% goat 

serum / 0.05% Triton X-100 / PBS 45

0.05% Triton X-100 / PBS 5 2 0.5 
µg/mL 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) / 0.05% Triton X-100 / PBS 5

PBS Milli-Q ProLong® Gold antifade reagent 

(Thermo Fisher Scientific)  (Olympus BX-51 + 
DP-30 )  
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