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ʦƱ0Ýŋ0ʐƷ 

 
 

żȘȗĖřŁŏƭ 
ŢƉ 25ţŦÿİʤȾˇŁ 
Ǩ� � � Ď� � ģș� ʫÜ 

ƛŐƮĘĎ� � ǡ� ÖŮ 
 

 

ʦƱ˼ȭ 

xn\�m�_�/BEǏɼ¼Ǘ˅0Ǘɏ,ìŵ�Tqb�0ʗƺ 
 

1. ťʦ  

� əɿ�C9¤˾/ɸE;+	�CAEȗȎ1əɲ�CǗƉ�F*�D	ȗȎ0ȗŀ/,(*

əɲåʊ1Ż˸0}�ca+�E
əɲåʊ/��*1ǝ�±0əɲ/ˑ¶ƁĪIǟȶ/¶�

E�,�ƿ?˘ʐ+�D	#0%>/1 DNAʏʍ�Cəɲåʊ/��*Ǐɼ¼0Ǘ˅�ǟ��

ìŵ�F*�EŻʐ��E
ʏʍ�F%ĺĹǏɼå¼1åʊǃ/#F$FÅêù�F*̃Ŧ/

ƕDȢ;FE�	�0ˊȾ1Ǐɼ¼âɨ,ĕ2F*�D	ȯč.ĺĹǏɼå¼Iƿɚȩ/ļə

ɲ7ǟȶ/å˔ E%>/˘ʐ+�E
ƿʾ+1Ǐɼ¼å˔0ȡş�əɲ0�JùIÂˇ E

�,�ƺC�,.(*�*�D	Ǐɼ¼âɨ�Tqb�0ʗƺ1ȗĖȔʬ0ȕʗ&�+.�	

�J0B�.xn0ȥǩ0ĂĞɂƺ/?).�E,ǃű�FE
 

� åʊǃǏɼ¼âɨ/��* źȩ/Ǜɳ EĞľ,�*1	\�m�_�,ĕ2FEg�w

XʮʏČ¼�B�ȲCF*�E
xnIĻ>, E9,J-0ȰǑȗȎ/��* 2 ȿ˾0ʏČ

¼	\�m�_� I, II�ŀĢ�	�FC1Û˃0\L^|�qjn0 SMC2-SMC4~l�h

N��,#F$F/ȏȡȩ. 3 )0^|�qjn�CǗƉ�F*�E
�F;+/	-'C0

ʏČ¼?ǟş.åʊǃǏɼ¼Ǘ˅0Ǘɏ/Ż˸+�E�,�ȲCF*�E
���.�C	\

�m�_� I , II �Ňˬ/åʊǃǏɼ¼�+-0B�/Ǜɳ E�,+	ǟȶ.Ǐɼ¼âɨ�

.�FE0�,��ȇ/)�*1ĳ�0ȣě�ǡ�F*�E
˽ Ÿ˞ʖō/BD\�m�_� I	

II 0Ǐɼ¼Ùħ+0Ĵ;�.ŔĢ1ȲCF*�E?00	�FC0ʏČ¼�[t��+ŔĢ 

E˹ħ0ʟə��ƺ+�E�,�#0ȕȚ0�),�*Ɯ�CFE
 

� Ǉȴɂ+1\�m�_� I , II 0åʊǃxnǏɼ¼/��EŔĢIʟə/ʗǍ E%>	

Chromatin immunoprecipitation followed by high-throughput sequencing (ChIP-seq) ǯIȘ

�*	�FC0ʏČ¼0ɜČ˹ħIĬĩ˔ç���+čŅ E�,Iʞ<%
ChIP-seqǯ1Ŏ
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ʬ0g�wXʮ/Ŏ EƔ¼IȘ�*	#0g�wXʮ,#F/ɜČ E DNA˔çIČH"*

ɑʍ� (X��i�×Ȥǭ˦)	ŴCF% DNAIǝ�±_�XQ�^�+˔çǬŅ EƏǯ+�

E
�0Ƶǯ/B(*	\�m�_� I , II �åʊǃǏɼ¼�+ˡǃ/ʴßǲſ0̃�ˑ¶ľ

˹ħ/ȏ/Ŭ�ɜČ E�,IƺC�/�%
�C/	\�m�_� I0ˑ¶ľ˹ħ70ɜČ�

ǟş.Ǐɼ¼âɨ0Âˇ/˘ʐ+�E�,�ȸę�F%
 

 

2. \�m�_� I 1ʴßǲſ0̃�ˑ¶ľ0ʴßˠĻȇʾÌ/ɜČ E  

� \�m�_� I0ɜČ˹ħIɢɬȩ/ƺC�/ E%>	t\hf��+åʊǃ/čʥ�%x

n0 HeLaəɲIȘ�*	\�m�_� I (NCAPG^|�qjn) 0 ChIP-seqʗǍIʇ(%


#0ɜǎ	�F;+0˽Ÿ˞ʖō/BEĪĒ,�ɹ�*	ChIP-seqʗǍ+?\�m�_� I1

Ǐɼ¼Ùħ+ŔĢ�<CF%
ǝ/	BD̃ʗÑŦ+ʗǍIʇ(%,�G	ɕ 8 ûɋƎ0ɞʙ

ȩ/ǁƃ.\�m�_� I0ɜČ˹ħ�čŅ�F%
ˑ ¶ľ˹ħ,0ǧʶʗǍ�C	�FC0ɜ

Č˹ħ0 70%�g�wXʮI\�o Eˑ¶ľ0ʴßˠĻȇ (TSS) ʾÌ/ºɫ�*�E�,

�ƺC�,.(%
;%	\�m�_� I 0ˑ¶ľ0 TSS +0ɜČ˙,#FC0ˑ¶ľ0ˡǃ

/��Eʴßǲſ/1ǟ0ȯˢ�<CF%
�C/	\�m�_� I 1ˡǃ/ʴßǲſ0̃�

tRNAˑ¶ľ0ʾÌ/ɜČ E�,?ƺC�,.(%
 

 

3. \�m�_� I 1 RNA �����d 2	3 0åʊǃǏɼ¼�C0ʗ˯IÂˇ E  

� 9¤˾0əɲ/��*	åʊǃ/��Eʴß1Ŭ�ƒì�F*�E�,�ȲCF*�E
Ň

ˬ	ChIP-seqʗǍ+åʊǃ0 RNA�����d 2	3 (RNAP2, 3) 0Ǐɼ¼70ɜČ19,J

-<CF.�(%
#�+	ˡǃ/ʴßǲſ0̃�ˑ¶ľ0 TSSʾÌ/åʊǃ/.(*ɜČ 

E\�m�_� I �	åʊǃ0ʴßƒìǛǗ/ˢ��*�E�IǕʝ�%
\�m�_� I 

(NCAPG ^|�qjn) I siRNA +tjXhO��%əɲ/��*	åʊǃ0 RNAP2	3 0

ɜČI ChIP-seq / quantitative (q) PCR+ʗǍ�%ɜǎ	�FC0 RNA�����d0ɜČ0

˽ʀ.Įõ�<CF%
�Ƶ+	reverse transcription (RT) -qPCRʗǍ.-�C	�0,�ɜ

Č0Įõ�<CF% RNAP21ʴß¸˟0ǲſIǁ�*�.��,�ȸę�F%
�FC0ɜǎ

�C	\�m�_� I1 TSSʾÌ/��* RNAP2	30åʊǃǏɼ¼�C0ʗ˯IÂˇ E�

,�ȸ�F%
�Ƶ+	åʊǃ/��Eʴß˥Ŋïãȕ+\�m�_� I0ɜČ/ıù�<CF

.�(%�,�C	\�m�_� I 0 TSS ʾÌ70ɜČ1 RNA �����dɷ¼/1Àŀ�

.��,�ɮ�CF%
 

 

4. \�m�_� I 1åʊǃǏɼ¼�+þ˝ DNA /ɜČ E  

� ʴß/��*˛Ħ,.E DNA 1§˘˝�Cþ˝ DNA /ˠʊ E�,�Żʐ+�E
;%	
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\�m�_� I0\L^|�qjn1 in vitro+§˘˝BDþ˝ DNA/̃�L{MqlM�I

?)�,�C	\�m�_� I 1þ˝ DNA Ǘ˅IǙȩ,�* TSS ʾÌ/ɜČ�*�EĈɳſ

�ɮ�CF%
#�+	\�m�_� I 0 ChIP/BDŴCF% DNAI×Ȥǭ˦Ș0y�b�

+	þ˝ DNAIȏȡȩ/Ƕù ErX�L�d P1+ãȕ�	ɑʍ�% DNAI qPCR+Ņ˙

�%
#0ɜǎ	rX�L�d P1ãȕ+\�m�_� I 0 ChIP_Yp��˽ʀ/ǽŒ�%�

,�C	\�m�_� I0ɜČ˹ħ/1þ˝ DNAǗ˅�đ;FE�,�ƺC�,.(%
�C

/	DNA˔ç0ʗǍ�C	TSSʾÌ0\�m�_� IɜČ˹ħ0 94%+	#0 1V���a²

Ý/ CpG island (CGI) �ŀĢ�*�E�,�ȸ�F%
ƿʾ	�0B�. TSSʾÌ0 CGI˹

ħ+1þ˝ DNA, DNA-RNAuN|�jo/BE R-loopǗ˅�ĳ�ŭƉ�FE�,�ĪĒ�

F*�E
#�+	ǝ/ R-loopǗ˅�åʊǃǏɼ¼âɨ7Ą: ů˵IʗǍ�%
RNA0ʷˁ

.-/ˢHEg�wXʮ	THOC1 0ǜƧ/BDəɲÝ+0 R-loop Ǘ˅0Įõ�ĪĒ�F*�

E�,�C	siRNA+ THOC1ItjXhO��%əɲ+åʊǃǏɼ¼Iʖō�%
#0ɜǎ	

THOC1ItjXhO��%əɲ+1\�m�_� I0tjXhO�+<CFEB�.Ǐɼ¼�

ɰĴù�%ȡş.ʉȔĦ�ĳ�<CF%
�0ɜǎ�C	R-loop Ɗ�1þ˝ DNA Ǘ˅1ǟş

.Ǐɼ¼âɨIĸ�E�,�ȸę�F%
 

� �F;+/	in vitro0ʗǍ/��*	\�m�_� I\L^|�qjn�ȯʌȩ.þ˝ DNA

čİI§˘˝ DNA/ŝ�ƍ ǲſ�ȲCF*�E
�0åľǲſ,Ǉȴɂ+0ʗǍɜǎIČH

"*ɮ�E,	\�m�_� I1ʴßǲſ0̃�ˑ¶ľ0 TSSʾÌ/ȗ�% R-loop@þ˝DNA

Ǘ˅I§˘˝ DNA/ƍ�*ʗǶ�*�E0+1.��,ƢȀ�F%
 

 

5. \�m�_� I	II ,n�Ne���d IIα0åʊǃǏɼ¼�/��Eȯ¨ˢÁ  

� åʊǃ0 HeLaəɲ/��*	\�m�_� I,čǘ/	\�m�_� II (NCAPH2^|�

qjn) 0 ChIP-seqʗǍIʇ(%,�G	ɕ 6ûɋƎ0ɜČ˹ħ�čŅ�F	#0 89%�ˑ¶

ľ0 TSS ʾÌ/ºɫ E�,�ƺC�,.(%
;%	\�m�_� II 0ˑ¶ľ0 TSS +0

ɜČ˙,#FC0ˑ¶ľ0ˡǃ/��Eʴßǲſ/?ǟ0ȯˢ�<CF%
#�+	\�m�

_� I, II0ɜČ˹ħ/)�*ǧʶʗǍIʇ(%,�G	\�m�_� II0ɜČ˹ħ0 68%�

\�m�_� I,�ɹ�%
;%	\�m�_� II (NCAPD3^|�qjn) ItjXhO��

%əɲ+1	ȏ/ II0ɜČ˹ħ/��*	I0ɜČ0˽ʀ.Įõ�<CF%
�Ƶ+	\�m�

_� I (NCAPG^|�qjn) 0tjXhO�+1 II0ɜČ/�;Dıù1<CF.�(%
 

� \�m�_�ʏČ¼,čǘ/	xn0əɲ/��*n�Ne���d IIα (TOP2A) ?ǟş.

åʊǃǏɼ¼ŭƉ/Ż˸+�E�,�ȲCF*�E�,�C	TOP2A/)�*? ChIP-seqʗ

ǍIʇ(%
#0ɜǎ	ɕ 2 � 8 ûɋƎ0 TOP2A 0ɜČ˹ħ�čŅ�F	\�m�_� I ,

II0ɜČ˹ħ1 TOP2A,B�S�v��j} E�,�ƺC�,.(%
;%	TOP2AIt
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jXhO��%əɲ/��*	\�m�_� I 0 TSSʾÌ/��EɜČ�Įõ E�Ƶ+	II

0ɜČ/1�;Dıù�<CF.��,� ChIP-qPCRʗǍ/BDƺC�,.(%
 

� ²�0ɜǎ�C	\�m�_� I , II 1č�B�/ʴßǲſ0̃�ˑ¶ľ˹ħ/ɜČ�*�

*?	#0Ǐɼ¼70ɜČ0ìŵ@âɨ/��EŰò1ȡ.(*�E�,�ȸę�F%
­Ų	

\�m�_� I , II 0Ǜɳ0ˍ�@ TOP2A ,0ˢÁſ/)�*�C/ʗǍ�*��Żʐ��

E
 

 

6. ɤƙ  

� Ǉȴɂ/BD	\�m�_� I��F;+/ȲCF*�%B�.Ǐɼ¼Ùħ70ŔĢ/õ�*	

ʴßǲſ0̃�ˑ¶ľ0 TSS ʾÌ7ȏ/Ŭ�ɜČ�*�D	#0ɜČ˹ħ/1þ˝ DNA Ǘ˅

�đ;FE�,�ƺC�,.(%
;%	R-loop Ɗ�1þ˝ DNA Ǘ˅1ǟş.åʊǃǏɼ¼

âɨIĸ�E�,�ȸę�F%
²�0ɜǎ�C	\�m�_� I1åʊǃǏɼ¼Ùħ+[t�

DNA IƕDȢ=�,,�ʇ�*	ʴßǲſ0̃�ˑ¶ľ0 TSS ʾÌ/ȗ�% R-loop @þ˝

DNA Ǘ˅I§˘˝ DNA /ƍ�*ʗǶ E�,+	Ǐɼ¼âɨIÂˇ�*�E,ɮ�CF% 

(ğ)
�  

 

ȦʉʦƱ  

Sutani T*, Sakata T*, Nakato R, Masuda K, Ishibashi M, Yamashita D, Suzuki Y, Hirano T, 

Bando M, Shirahige K. 

	
  Condensin targets and reduces unwound DNA structures associated with transcription 

in mitotic chromosome condensation. � 

Nature Communications. 2015. (*These authors contributed equally to this work.) 
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ȟʢ�ʔ 
 
CDK� cyclin-dependent kinase 

ChIP  chromatin immunoprecipitation 

ChIP-qPCR  ChIP followed by quantitative PCR 

ChIP-seq  ChIP followed by high-throughput sequencing 

CGI  CpG island 

IgG� immunoglobulin G 

PCR� polymerase chain reaction 

rDNA  ribosomal DNA 

RNAP  RNA polymerase 

siRNA  small interfering RNA 

SMC� structural maintenance of chromosomes 

tRNA  transfer RNA 

TBP  TATA-binding protein 

TSS  transcription start site 
TTF2  transcription termination factor 2 
TTS  transcription termination site 
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Ɉ�Ɇ� ťʦ 
 
Ɉ�Ɏ� əɲåʊ,åʊǃ/��EǏɼ¼âɨ0˘ʐſ  

� əɿ�C9¤˾/ɸE;+	�CAEȗȎ1əɲ�CǗƉ�F*�D	ȗȎ0ȗŀ/

,(*əɲåʊ1Ż˸0}�ca+�E
əɲ0ˑ¶ƁĪ0Ǉ¼1[t� DNA,g�
wXʮ�CǗƉ�FEǏɼ¼+�D	əɲåʊ/��*1ǝ�±0əɲ/ˑ¶ƁĪIǟ

ȶ/¶�E�,�ƿ?˘ʐ+�E
#0%>/1	ċǏɼ¼�ŽŇ/ʏʍ�F	ǟȶ/

ļəɲ/å˔�FEŻʐ��E
�Å0əɲ1	Ǭ;(%˷ť+ʰ�E3,ɠ�0ˊȾ

/B(*#0 ʳIÆõ�	§å�*Į�E�	�0Æõ,åʊ0ŷȖ1əɲēǃ,ĕ

2F*�E
əɲēǃ1Ĵ��Ĝ)0ǣ˫/å�CF	əɲ0åʊ�ʰ�Eåʊ (M) ǃ	
Ǐɼ¼ DNA0ʏʍ�ʇHFE Sǃ	åʊŲ, Sǃ0ˡ0 G1ǃ	Sǃ,åʊî0ˡ0
G2ǃ+ƉDɅ(*�E
ȰǑəɲ0˃ş0əɲåʊǃ+1ǁɒåʊ,ĕ2FEǑ0å

ʊ,	əɲʮåʊ,ĕ2FEəɲ�å�FE§)0ˊȾ��E
ǁɒåʊ1îǃ	î 

ǃ	 ǃ	Ųǃ	ɚǃ0 5ǣ˫/å�CF	�0,�Ǐɼ¼1̃Ŧ/âɨ E
îǃ+
1	ʏʍ�F%Ǐɼ¼�əɲ̂ǒ0ÞɧƉ/ČH"*âɨ E
î ǃ+1Ǒɶ�ŗį

�	Ǐɼ¼1�4F*ȏǠ.Ǘ˅I,(%Vsn\L/BDɘ˜¼Ÿőɍ/ơȱ�	ǲ

Ȧ/ø�Ļ>E
 ǃ+1Ǐɼ¼�ɘ˜¼0ʯˋ˳/ưç�	Ųǃ/ɘ˜¼0�ǖ7,

å˯�*��
ɚǃ0ˡ/ļǏɼ¼1ɘ˜¼ǖ/ëˌ�*ɴâɨ�	ƴ%.Ǒɶ�ŭƉ

�FE
ɚǃ0ɚHD/əɲʮåʊ?Ń¥�	åʊǃ1ɚ¥ E
 
� əɲåʊǃ/��EǏɼ¼0̃Ŧ.âɨ0ˊȾ1Ǐɼ¼âɨ,ĕ2F	ʏʍ�F%ĺ

ĹǏɼå¼I˲ş/˧CF%əɲɃˡ0 +	ǟȶ�)ȳƻˡ/å˔ E�,IĈɳ/

�*�E
åʊǃ/��E�0B�.Ǐɼ¼Ǘ˅ìŵ1ˑ¶ƁĪIļəɲ/ǟȶ/ɟƐ

�	ǝ0əɲēǃI˄@�/ˇʇ E�+Ż˸+�E
�Ƶ+	åʊǃǏɼ¼0̃ǝǗ

˅/)�*1ĳ���ƺ+�D	Ǐɼ¼âɨ0Ņɭ1Ż!�?ƺȶ+.�
Ăȕȩ/1	

åʊǃǏɼ¼âɨ1�)0}�ca/å�CFE (Hirano, 2004)
;!�)ȭ1	Ǐ
ɼ¼ˡ0ɝ;D�ʗǶ�F	#F$F0Ǐɼ¼�Å�/å�CFEˊȾ+�E
§)ȭ

1	#F$F0Ǐɼ¼�ő��ƕDȢ;F*ɛɩù�F	ǔȐ0Ǐɼ¼Ǘ˅�ŭƉ�F

EˊȾ+�E
�)ȭ1	�)0Ǐɼ¼/��*ĺĹǏɼå¼ˡ0ɝ;D�ʗǶ�F	

Åêù�FEˊȾ+�E
�FC0}�ca��ʇȩ�)ýʥȩ/ˇʇ E�,+	ƿ

ɚȩ/ļəɲ70ǟȶ.å˔IÃʝ E%>0Ǐɼ¼Ǘ˅�Ǘɏ�FE,ɮ�CFE
 

� åʊǃǏɼ¼âɨ0ìŵǛǗ0ȵɣ1	ʯˋ˳�Cɘ˜¼ǖ70å˯�ˉF%�W�

YǏɼ¼@ɘ˜¼0�ǖˡ/Ǐɼ¼�;%�(%Ǐɼ¼|�j`0å˔ȡşIƿɚȩ

/ũ�ʰ�  (Hirano, 2012; Hudson et al., 2009)
ƿʾ+1Ǐɼ¼å˔ȡş/B(*	



 9 

əɲ0�Jù�Âˇ�FE�,�ƺC�,.D))�E (Duijf and Benezra, 2013)

�0ʐĞ,�*1Ǐɼ¼å˔ȡş/BDȗ�%	Ǐɼ¼Ư�ıù�%ļəɲ/��E	

�Jˑ¶ľ0\z�Ư0Įõ@�Jƒìˑ¶ľ0\z�Ư0ǽŒ.-�ɮ�CF*�

E
;%	�W�YǏɼ¼1őǑ,ĕ2FEȡş.ǑǗ˅�ŭƉ�FEĂĞ,.E
ƿ

ʾ	�0őǑ�Ĵʒǚ.Ǐɼ¼ÞɧƉ0ĂĞ,.E�,�ĪĒ�F*�D (Zhang et 
al., 2015)	�0B�.[t� DNA0ıȡ1@1D�JùIÂˇ E,ɮ�CF*�E 

(Stephens et al., 2011)
ų(*	Ǐɼ¼âɨ�Tqb�0ʗƺ1ȗĖȔʬ0ȕʗ&�
+.�	�J0B�.xn0ȥǩ0ĂĞɂƺ/?).�E,ǃű�FE
 

 
Ɉ§Ɏ� Ǐɼ¼âɨ,\�m�_�ʏČ¼  
� åʊǃ/��EǏɼ¼0øƅ1��ɔ²�î�CȲCF*�%?00	Ǐɼ¼1˲ş

/śĴ+ȴɂ�˰�Ǘ˅¼+�(%�,�C	#0øƅìŵ/Ǜɳ Eåľ1˟C��

ƺ+�(%
ǧʶȩƿʾ/.(*	�0ˊȾ+ źȩ/Ǜɳ Eg�wXʮʏČ¼,�

*	\�m�_��ʑä�F% (Hirano and Mitchison, 1994; Hirano et al., 1997; 
Saitoh et al., 1994; Saka et al., 1994)
ȔĢ+1 2ȿ˾0\�m�_�ʏČ¼	\�m

�_� I, II�ȲCF*�E
small interfering RNA (siRNA) IȘ�% RNAšǼ/
BEtjXhO�Ň́�C	xnəɲ+1-'C?ǟş.åʊǃǏɼ¼ŭƉ/Ż˸+�

E�,�ȲCF*�E (Hirota et al., 2004; Ono et al., 2003)
\�m�_� I, II/

1 SMC2	SMC40Û˃0~l�hN��0\L^|�qjn��D	#FC/õ�
*#F$F/ȏȡȩ. 3)0^|�qjn (\�m�_��� CAP-H	CAP-D2	
CAP-G	\�m�_��� CAP-H2	CAP-D3	CAP-G2) +ǗƉ�F*�E (ğ 1)


SMC2, SMC41	Structural maintenance of chromosomes (SMC) g�wXʮ{K
���/Ŗ�*�EATPL�d+�E (Hirano, 2006; Nasmyth and Haering, 2005)

ȰǑȗȎ0 SMCg�wXʮ{K���1 SMC1�C 6�ŀĢ�	�FC1̇)0ą

�ʇ0 coiled-coil ˹ħ�ƕDȢ;FE�,+ Nǆɇ, Cǆɇ�ȯ¨¾Ș�	Head ˹
ħ, Hinge ˹ħ�ŭƉ�FE
�C/	̇ȿ˾0 SMCg�wXʮčİ� Hinge˹ħ
+ȯ¨¾Ș E�,/BD VĿǗ˅0~l�hN��IŭƉ�	#FC/¯0^|�

qjn�ȯ¨¾Ș E�,+ʏČ¼IŭƉ E
SMCg�wXʮ0Ǘ˅/1Û˃ſ�
�E?00	\x�_�ʏČ¼ (SMC1	SMC3) 1ĺĹǏɼå¼ˡơȱ,ʴßìŵ	
SMC5/SMC6ʏČ¼1 DNA0ɛ<Ƥ�@ÄŶ/#F$Fˢ��*�D	#0Ǐɼ¼�

+0Ǜɳ1ĳǘ+�E
\�m�_��0 CAP-H,\�m�_��0 CAP-H21
kleising�wXʮ{K���/Ŗ�*�D (Nasmyth and Haering, 2005; Schleiffer 
et al., 2003)	Nǆɇ, Cǆɇ+#F$F SMC2	SMC40 Head˹ħ,ȯ¨¾Ș E
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�,+��YȐ0Ǘ˅IŭƉ E
�FC CAP-H	CAP-H20#F$F/ǡD0^|
�qjn�ɜČ E (ğ 1)
\�m�_��/��E CAP-D2, CAP-G	\�m�_
��/��E CAP-D3, CAP-G2/1 HEAT repeats ,ĕ2FEąŶ˔ç�ŀĢ�	

�FC0Ǘ˅1g�wXʮˡ0ȯ¨¾Ș/ˢÁ E,ɮ�CF*�E (Neuwald and 
Hirano, 2000)
\�m�_�ʏČ¼0åľǲſ0 ź1 SMC^|�qjn0~l�
hN��+�D	#0ǲſIǡD0^|�qjn�ìŵ�*�E,ȔĢ1ɮ�CF*�

E
���.�C	�FC0^|�qjn0#F$F�§)0\�m�_�ʏČ¼0ǲ

ſ@Ǐɼ¼70ɜČ/-0B�/ˢ� E0�1	ǅ&�ƺ.ȇ�ĳ�
 
� xnIĻ>, E9,J-0ȰǑȗȎ/��*	\�m�_� I, II0�Ƶ�ŀĢ

 E�,�ȲCF*�E (Hirano, 2012)
�Ƶ+	˕ǥ.-0�˓0ȰǑȗȎ/1\
�m�_� I0<�ŀĢ�	þ/\�m�_�,?ĕ2FE
�0�,�C	ȰǑȗȎ
0Û˃0ÔȺ1\�m�_� I, II0�ƵI?(*�D	˕ǥ.-0�˓0ȗȎȿ/

��*ˇù0ˊȾ+\�m�_� II�ķHF%,ɮ�CF*�E
;%	ĂǑȗȎ/
?\�m�_�/¹%g�wXʮʏČ¼�ŀĢ E
 

�  
Ɉ�Ɏ� \�m�_�/BEåʊǃǏɼ¼Ǘ˅0Ǘɏ0�m�  
� əɲēǃ/��E\�m�_� I, II0Ɯø1ȡ.(*�D	\�m�_� II�ˡ
ǃ�CǑÝ/ŀĢ�	əɲåʊîǃ0Ƹ�ǣ˫�CǏɼ¼âɨIʇ�0/Ŏ�	\�m

�_� I1ĩǇȩ/əɲʮ/ŔĢ�	åʊî ǃ0ǑɶŗįŲ�CǏɼ¼/ɜČ E 
(ğ 2a)
åʊǃĺĹǏɼå¼/��*	\�m�_� I, II1,?/c�n��L˹
ħ,ɵ˓0ʵ/Ǯ(*ŔĢ�ʖō�FE�	#0ʵ�+1¨�/Ơ¯ȩ.ŔĢ�<CF

E (Ono et al., 2003)
;%	åʊǃ0xnəɲ/��E�N|N��`�YʗǍ�C	
\�m�_� I0Ǐɼ¼70ɜČ1 II,ǧʶ�*BDhNp�jX+�E�,�ȸę
�F*�E (Gerlich et al., 2006)
 

� \�m�_� I, II/BEåʊǃǏɼ¼0Ǘ˅ŭƉ�Tqb�1��)�0Ĉɳſ
�ɮ�CF*�E�	\�m�_� II�C I70˷ťɅ(%ɜČìŵ�˘ʐ+�E,
 E	§ǣ˫0åʊǃǏɼ¼âɨ�m��ȔĢ0,�G¡ǳ,.(*�E (Green et 

al., 2012; Hirano, 2005; Marko, 2008)(ğ 2b)
�0�m�+1	ˡǃ�CǑÝ/ŀĢ
 E\�m�_� II�	əɲåʊîǃ/ØE,	Ɉ�ǣ˫0Ǐɼ¼âɨIˠĻ E

Ɉ§ǣ˫0âɨ1	əɲåʊî ǃ/Ǒɶŗį/B(*əɲʮ/ŔĢ�*�%\�m�

_� I�Ǐɼ¼/ɜČ E�,+ˇʇ�	ƿɚȩ/\�m�_� I, II0ýʥȩ.¾
Ș/B(*åʊ ǃ0Ǐɼ¼Ǘ˅0Ǘɏ�Ń¥ E,ɮ�CF*�E
�0§ǣ˫0å

ʊǃǏɼ¼âɨ�m�1��)�0ĪĒ/B(*Ƭƚ�F*�E
;!	TQ�0ĀƘ
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äǷIȘ�%Ǐɼ¼ÞǗƉɓ/BEʗǍ/��*	əɲÝ,čǘ/\�m�_� II1 I
/ÔɅ(*Ǐɼ¼/ɜČ�*âɨIˠĻ E (Shintomi and Hirano, 2011)
;%	\
�m�_� I, IIIǜƧ�%ƻ0Ǐɼ¼0ʉȔĦ1#F$Fȡ.(*�D	\�m�

_� I0ǜƧ+1ĵ�ɰĴù�%Ǐɼ¼�ŭƉ�FE�Ƶ+	\�m�_� II0ǜƧ
+1˟�ə�Ǐɼ¼/.E (Green et al., 2012; Lai et al., 2011; Ono et al., 2003; 
Shintomi and Hirano, 2011)
�C/	\�m�_� I, II0čƻǜƧ+1Ǐɼ¼0

Ǘ˅0ŭƉɷ¼�ʰ�C.�
�FC0Ȳʑ�C	\�m�_� II�Ǐɼ¼0ʵ/Ǯ
(%Ƶď	\�m�_� I�ʵ/ĥȮ0Ƶď�C	#F$FǏɼ¼0ƕDȢ<IÂˇ 
E,ɮ�CF*�E (ğ 2b)
���.�C	-��(%�Tqb�+\�m�_� I

, II0ˡ+�0B�.Ǐɼ¼ŭƉ0ˍ��ȗ�E0�1�ƺ+�E
 
� �F;+/ȲCF*�E\�m�_� I0ƿ?ÜĦȩ.åľǛɳ1	n�Ne���
d I0ŀĢ�+ ATPÀŀȩ/	ȖȐ§˘˝ DNA/ǟ0ʱC"JIŐØ Eǲſ+�

E (Kimura and Hirano, 1997; Kimura et al., 2001)
�0ǲſ/B(*	\�m�_
� I1Ǐɼ¼0§˘˝ DNA/ǟ0ʱC"J0��}Ǘ˅IŭƉ�.�CƕDȢJ+�
��,+	Ǐɼ¼âɨIÂˇ�*�E0+1.��,ɮ�CF*�E (ğ 3a)(Swedlow 

and Hirano, 2003)
�Ƶ+	\�m�_� II�čǘ0ǲſIǁ E�-��1�ƺ+
�D	\�m�_� II0åľǛɳ/)�*19,J-ǅȲ+�E
;%	\�m�_
�,č� SMC{K���g�wXʮʏČ¼+�E\x�_�1	#0��YȐǗ˅/

B(*ĺĹǏɼå¼DNAčİIƗ�EB�/�*#FC0ơȱ/Ǜɳ E,ɮ�CF
*�E (Hirano, 2006; Nasmyth and Haering, 2005)
�0�,�C	¹%ʏČ¼Ǘ˅
I?)\�m�_�/BE DNA��}Ǘ˅ŭƉ0�m�?ƣĚ�F*�E (ğ 3b) 

(Cuylen and Haering, 2011; Thadani et al., 2012)
 

 
ɈĜɎ� \�m�_�0åʊǃǏɼ¼�+0ŔĢ,#0ìŵ  

� \�m�_�ʏČ¼1Ǐɼ¼Ùħ+ɜČ�<CFE
ȏ/˽Ÿ˞ʖō+1	Vsn\

L˹ħ/��*ǧʶȩŬ�ŔĢ�<CF	\�m�_� II1N�p�Vsn\L˹ħ
/	\�m�_� I1Ǐɼå¼0ʵBD0˹ħ/#F$FŔĢ�ʖō�FE (Lipp et 

al., 2007; Ono et al., 2004; Shintomi and Hirano, 2011)
�0ŔĢ1åʊ˕ǥ+?Ã
ŀ�F*�D	\�m�_� (xnəɲ+0\�m�_� I) 0ŔĢ/1Vsn\Lg
�wXʮ Pcs1-Mde4ʏČ¼�Żʐ+�E�,�ȲCF*�E (Tada et al., 2011)
;

%	xnəɲ/��E\�m�_� II,åʊ˕ǥ0\�m�_�0Vsn\L˹ħ7
0ŔĢ1	Vsn\Lg�wXʮMis6/CENP-I/B(*ìŵ�F*�E (Nakazawa 
et al., 2008)
�0˹ħ/��*	\�m�_� I1åʊ ǃ+0_ag�Vsn\L
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0ýʥȩ.ø�Iìŵ�*�E�,�ȸę�F*�E (Gerlich et al., 2006; Oliveira 
et al., 2005)
\�m�_� II1	TQ�0ĀƘäǷIȘ�% in vitro 0Ň́ɓ/BD	
c�n��LIIǗƉ Exan� H3v�L�n	CENP-A0��mM�YĄ4

CENP-ArX�Se��0ɡƚ/Żʐ+�E�,�ȸ�F*�E (Bernad et al., 
2011)
�0B�/	\�m�_� I	II1Vsn\L˹ħ/ŔĢ�	#0Ǜɳìŵ/
Ǹ�ˢÁ�*�E,ɮ�CFE
 

� ˕ǥ/��*1\�m�_�� rDNA˹ħ/ŔĢ E�,�²î�CȲCF*�D	
�0˹ħ/��EǏɼ¼âɨĄ4å˔IÂˇ E�,�ȲCF*�E (Freeman et al., 
2000; Nakazawa et al., 2008)
�0ŔĢ/1	äɽ˕ǥ+1 DNAʏʍ0ˇʇI˥Ŋ

 Eg�wXʮ Fob1,#0ȯ¨¾ȘĞľ+�E Tof2	Csm1	Lrs4 (Johzuka and 
Horiuchi, 2009; Johzuka et al., 2006)	åʊ˕ǥ+1 RNA�����d 10��`^
|�qjn Nuc1,#0�X��g�+�E Acr1�Ǜɳ�*�E�,�ĪĒ�F*�

E (Nakazawa et al., 2008)
;%	äɽ˕ǥ+1	\�m�_�� rDNA0\z�Ư
0ɡƚ,�0˹ħ/��E DNAh��`0ÄŶ/?Ō� E�,�ĪĒ�F*�E 
(Freeman et al., 2000; Ide et al., 2010)
�Ƶ+	�0B�.˕ǥ/��E\�m�_

�0 rDNA˹ħ+0ŔĢ@Ǜɳ�	xnəɲ+?Ãŀ�F*�E�-��1ȔĢ0,
�G�ƺ+�E
 
� �ʛ0˹ħ/õ�*	Ɉ�Ɏ+ˀ8%B�/	˽ Ÿ˞ʖō/��*\�m�_�ʏČ

¼1Ǐɼ¼ɵ˓˹ħ+?ȏŹȩ.ŔĢIȸ 
�0ŔĢìŵ/1	åʊǃȏȡȩ.Vp

�d/BE\�m�_�0^|�qjn0��˖ùÄ˿�ȲCF*�E
\�m�_�

I, II0#F$F/ȏȡȩ.^|�qjn1 Cyclin-dependent kinase 1 (CDK1) /B

(*��˖ù�FE (Abe et al., 2011; Kimura et al., 1998)
;%	Aurora B /BE
��˖ù�\�m�_� I0Ǐɼ¼70ɜČIÂˇ E�,?ȲCF*�E (Lipp et 
al., 2007)
ƿʾ	�0 Aurora B/BE\�m�_� I0 CAP-H^|�qjn0��

˖ù�	xan� H2AĄ4xan�v�L�n H2A.Z70\�m�_� I0ɜČIÂ
ˇ E�,�ĪĒ�F% (Tada et al., 2011)
�Ƶ+	\�m�_� II0åʊǃǏɼ
¼70ɜČ1 Polo-like kinase 1 (Plk1) /BE��˖ù+?Âˇ�FE�,�ĪĒ�

F*�E (Abe et al., 2011)
�0B�.åʊǃȏȡȩ.Vp�d/BEìŵ1ȲCF
*�E?00	\�m�_�ʏČ¼0Ǐɼ¼ɵ˓˹ħ/��EŔĢìŵ1ǅ&�ƺ.ȇ

�ĳ�
 

 
Ɉ©Ɏ� \�m�_�0Ǐɼ¼/��EɜČ˹ħ0ɢɬȩʗǍ  
� Ǐɼ¼/ɜČ Eg�wXʮ0ǛɳʗǍIʇ��+	#0[t��+0ɜČ˹ħIɢ
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ɬȩ/čŅ E�,1˲ş/ǁ÷+�E
#0B�.Əǯ,�*1	ƿè/ Chromatin 
immunoprecipitation (ChIP) -chipǯ�ˠȦ�F% (Blat and Kleckner, 1999; Ren et 
al., 2000)
ChIP-chip ǯ1ȭȩ0g�wXʮ0Ɣ¼IȘ�*X��i�×Ȥǭ˦ 

(ChIP) Iʇ�	ŴCF% DNAI DNA�NX�L�N/uN|�hNb E�,+	
ɜČ˹ħI[t��No/čŅ EƏǯ+�E
SMC g�wXʮʏČ¼0�)+�E
\x�_�0 ChIP-chip ʗǍ+1	\x�_��N�_���gǗƉĞľ 

CCCTC-binding factor (CTCF) ,ÛŔĢ�	�FC�ýʥȩ/ʴßìŵ/Ǜɳ E�
,�ƺC�,.(% (Parelho et al., 2008; Rubio et al., 2008; Stedman et al., 2008; 
Wendt et al., 2008)
ʾţ+1	ǝ�±_�XQ�^�0Ȧŕ/BD	Ĵʒǚ/ DNA

˔çIǬŅ+�EB�/.(%�,+	ChIP +ŴCF% DNA IȮ/˔çǬŅ E 
ChIP followed by high-throughput sequencing (ChIP-seq) ǯ�ˠȦ�F% (Park, 
2009)
�0Əǯ/BD	ChIP-chip BD̃ʗÑŦ+BDɢɬȩ.ɜČ}�{KN�I

ŴE�,�+�EB�/.(%
Ňˬ	\x�_�0 ChIP-seqʗǍ�C	CTCFɜČ
˹ħ,1ê/	\x�_�1ˑ¶ľ0Q�u�^�,}���g�˹ħ/��*ʴß�

mMQ�g�,ÛŔĢ�*�E�,�ƴ%.Ȳʑ,�*ŴCF*�E (Kagey et al., 

2010; Schmidt et al., 2010)
�C/	̃ǝǗ˅ʗǍ,ČH"*	\x�_�1N�_
���gǛɳ,1ê/	ˑ ¶ľ0Q�u�^�,}���g�˹ħ0ȯ¨¾ȘIÂˇ 

E�,+ʴßìŵ/Ǜɳ�*�EĈɳſ�ȸ�F%
 

� �F;+/	\�m�_�ʏČ¼/)�*? ChIP-chip/BEɢɬȩ.ɜČ˹ħʗ
Ǎ�˕ǥ/��*ʇHF*�D	\�m�_�� tRNAˑ¶ľĄ4 rDNA˹ħ7ŔĢ
 E�,�ĪĒ�F*�E (D’Ambrosio et al., 2008; Wang et al., 2005)
���.�

C	xn0B�.̃ɉȰǑȗȎ/��*	\�m�_� IĄ4 II0åʊǃǏɼ¼/�
�Eɢɬȩ.ɜČ˹ħ0ʗǍ1ʇHF*�.�
 

 
ɈÚɎ� Ǉȴɂ0ȭȩ,ȴɂ0L}��i  
� �ˀ0B�/	ȿ�0ȗȎȿ/��*	\�m�_� I, II/ˢ�*�F;+/ǘ�
.ȴɂ�.�F*�D	�FC0ʏČ¼�ǟş.åʊǃǏɼ¼0Ǘ˅IǗɏ E�+ 

źȩ.ŰòIǎ%�*�E�,1ƺȧ+�E
���.�C	\�m�_� I, II�
Ňˬ/åʊǃǏɼ¼�+-0B�/Ǜɳ E�,+	ǟȶ.Ǐɼ¼âɨ�.�FE0�

,��ȇ/)�*1ǅ&ĳ���ƺ+�E
\�m�_� I, II0ɜČ˹ħIɢɬȩ

/ʗǍ E�,+	�0B�.åʊǃǏɼ¼0âɨ�Tqb�/)�*0˘ʐ.ȲʑI

ŴE�,�ǃű+�E
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� Ǉȴɂ+1	\�m�_�ʏČ¼0ʟə.ɜČ˹ħ0čŅ,#0ɜČ˹ħ/��EǛ

ɳ0ʗƺIȭȩ,�%
;!	ChIP-seqǯIȘ�*	\�m�_� I0åʊǃxnǏ
ɼ¼/��EɜČ˹ħIɢɬȩ/čŅ�%
ǝ/	ŴCF%ɜČ˹ħ+0\�m�_�

I0Ǜɳ@ɜČìŵ�Tqb�/)�*ʗǍ�%
čǘ/	\�m�_� II/)�*?
ChIP-seqʗǍIʇ�	ɜČ˹ħIčŅ�%
�C/	ŴCF%ɜČ˹ħ/)�*\�
m�_� I, II+ǧʶʗǍɉIʇ�	�FC0ʏČ¼/BEǏɼ¼âɨ�Tqb�0

ʗƺIʞ<%
 

 
�  

Ɉ§Ɇ� ɜǎ 
 
Ɉ�Ɏ� \�m�_� I 0X��i�×Ȥǭ˦0ƿˏù  

� ÄİʤȾ0ȴɂ/��*	\�m�_� I0åʊǃǏɼ¼/��EɜČ˹ħIɢɬȩ
/čŅ E%>	\�m�_� I (NCAPG^|�qjn) 0 ChIP-seqʗǍIʇ(%

əɲ1t\hf��+åʊî ǃ/čʥ�%xnĨ̀əɲǐ0 HeLaəɲIȘ�	əɲ

ēǃ0čʥſ1{��^Nn�n��ʗǍ+ȶʠ�% (ğ 4a)
ŴCF%\�m�_�
I 0 ChIP-seq m�g0Ĉʓù/1Ǉȴɂň+ˠȦ�F% ChIP-seq ʗǍk��	
DROMPAIȘ� (Nakato et al., 2013)	input DNA,ǧʶ�*ɞʙȩ/ǁƃ/Ȇɨ

�*�E˹ħIɜČ˹ħ,�*Ƙä�%
#0ɜǎ	3709 ɋƎ0\�m�_� I ɜČ
˹ħ�čŅ�F (ğ 4b, ɜČ}�{KN�)	�FC0ɜČ˹ħ0 80%�ˑ¶ľ0ʴß
ˠĻȇ (Transcription start site, TSS) �C�ǳ,�ǳ 5V���a (kb) ²Ý/ºɫ

�*�E�,�ƺC�,.(% (ğ 4c)
�C/	NCAPG ^|�qjn0 siRNA /
B(*\�m�_� IItjXhO��%əɲ+ (ğ 4d)	ChIP _Yp��ǽŒ E
�,�\�m�_� I 0 ChIP-quantitative PCR (qPCR) /BDȶʠ�F% (ğ 4e)


;%	\�m�_� I�¡/əɲʮ/ŔĢ E G1ǃ+1åʊǃ,ǧʶ�*\�m�_
� I 0 ChIP _Yp�1˽ʀ/»�(%
�FC0ɜǎ�C	čŅ�F%ɜČ˹ħ�
Ňˬ0\�m�_� I0ɜČ/Țǋ E�,�ȸ�F%
�0ÄİʤȾ+0ȴɂ/��

*1	�ɻȩ.���L�mxoãȕ/BEəɲĠŅ,	Micrococcal nuclease 
(MNase) ãȕ,eqZ�_��Iɛ<ČH"%Ƶǯ/BDX��i�ƳȍùIʇ�	
Ǉȴɂň0Ǚȁȩ. ChIP-seq}�n\��IȘ�*Ň́Iʇ(%
���.�C	˾

¹0g�wXʮǗ˅I?)\x�_�0 ChIP-seqm�g,ǧʶ E,	\�m�_�
I0ɤɜČ˹ħƯ1Œ.�	_Yp�̅tNbǧ?»�(%
ChIP-seqǯ1ğ 5a/ȸ
�%B�/ȿ�0ʇȾ�CƉDɅ(*�D	\�m�_� I/ČH"*Ň́Iƿˏù 
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E�,+	BD̃ʗÑŦ/ĳ�0ɜČ˹ħIčŅ+�E,¦Ƃ�F%
˽ Ÿ˞IȘ�%

�N|N��`�YʗǍ�C	\�m�_� I0X��i�70ɜČ1\�m�_� II
,ǧʶ�*BDhNp�jX+�E�,�ȸę�F*�E� (Gerlich et al., 2006)
;

%	�0B�.hNp�jX.ɜČǘŨI?)g�wXʮ0 ChIPʗǍIʇ�īČ	Ǚ
ȩg�wXʮ/B(*1ĠŅążƻˡI˟� E�,+ ChIP ÷ȓ��ƹ E�,�
ĪĒ�F*�E (Poorey et al., 2013)
�Ƶ+	ˊŦ0ĠŅãȕ1X��i�0Ƴȍù

@ĈȂù	�C/ƔĂƔ¼ążIĸ�E�,B(*	ƿɚȩ/ ChIP÷ȓI»��"E
Ƶď/Ð�Ĉɳſ?�E
;%	ChIP/��*X��i�0Ƴȍù/1	eqZ�_
����ɻ/Ș�CF*�E�	�ˀ0B�/MNaseãȕ/B(*ƳȍùIʇ�Əǯ

?ȲCF*�E
�0Əǯ1eqZ�_��BD?÷ȓB�	rX�Se��þº;+

X��i�IƳȍù E�,�+�	ƿɚȩ/̃ʗÑŦ0 ChIP-seqm�g�ŴCFE
�,?�E (Kidder et al., 2011)
#�+	Ǉȴɂ+1_Yp�̅tNbǧIBD̃>	

Ȱ/ʾ�\�m�_� I0ɜČ˹ħIčŅ E%>/	\�m�_� I 0 ChIP/��
*əɲĠŅǯĄ4X��i�0Ƴȍù0Ƶǯ/)�*ǕʚIʇ(% (ğ 5a)
 
� ;!	X��i�0Ƴȍùǯ0Ǌ´/)�*Ǖʚ�%
HeLaəɲIt\hf��ã

ȕ/B(*əɲåʊî ǃ/čʥ�*ĝĆ�	���L�mxo+ĠŅãȕ�%
�0

ĠŅəɲ�Cþ˯�%X��i�åȜI 6ĝ0eqZ�_��ãȕ/BDDNA^Nb 
300-700 bp ȾŦ;+æƳ�	X��i�0ƳȍùIʇ(%
;%	�F,1ê/	þ

˯�%X��i�åȜI�F;+,čǘ/MNaseãȕ E�,+	¡/�t	`rX
�Se��0^Nb (150-500 bpȾŦ) ;+X��i�IƳȍù�	�C/ 3ĝ0eq
Z�_��ãȕIʇ(%
�ɯ0^�}�IȘ�*	\�m�_� I 0ɜČI

ChIP-qPCR+ʗǍ�% (ğ 5b)
#0ɜǎ	MNaseãȕ/ǧ8*	eqZ�_��ã
ȕ0<+X��i�IƳȍù�%^�}�+1 ChIP_Yp��»��*�%
�Ƶ+	
čƻ/ʇ(%xan� H3 0 9 Ƞȭ0�`�0n��i�ùÄ˿ (H3K9me3) /Ŏ 

EƔ¼IȘ�% ChIP+1	Ƴȍùãȕ0ˍ�/BE ChIP_Yp�0ıù19,J-
ʑCF.�(% (ğ 5c)
�FC0ɜǎ�C	\�m�_� I 0 ChIP +1 MNase ã
ȕ/BEX��i�0Ƴȍùǯ�	BDłŅ/X��i�70ɜČIƞ�CFE�,�

ƺC�,.(%
eqZ�_��ãȕ+0X��i�Ƴȍù0÷ȓ1	eqZ�_��

0ŬŦ,ƻˡ/Àŀ/ E
ȏ/	\�m�_� I0B�.ʏČ¼IŭƉ�*X��i
�/ɜČ EĞľ0 ChIP/��*1	˟ ƻˡ0eqZ�_��ãȕ/B(*g�wX

ʮ�g�wXʮ	�E�1g�wXʮ�DNA 0ȯ¨¾Ș�Ȏȕȩ/ȵį�F	ChIP ÷
ȓ�»��*�;�0�?�F.�
 
� g�wXʮʏČ¼IŭƉ�*X��i�/ɜČ EĞľ0 ChIP/��*1	���



 16 

L�mxo/BEg�wXʮ�DNA 0X�a��Xąż/ÔɅ(*	g�wXʮ�g�
wXʮ0X�a��Xʞʂ+ãȕ E�,+ (§ǣ˫ĠŅ)	ChIP÷ȓ��ƹ EīČ
��E�,�ȲCF*�E (Kurdistani, 2003; Nowak et al., 2005; Zhang et al., 

2012)
#�+	ǝ/�0§ǣ˫ĠŅ0ǕʚIʇ(%
åʊǃ/čʥ�%əɲIg�w
Xʮ�g�wXʮ0X�a��Xʞʂ	Ethylene glycol bis(succinimidyl succinate) 
(EGS) /B(*ãȕ�%Ų	�C/���L�mxoIǺõ�	§ǣ˫0ĠŅãȕI

ʇ(%
;%	\�n���,�*	�ɻȩ.���L�mxoãȕ0<+ĠŅ�%^

�}�0ʥʍ?ʇ(%
�FC0^�}�IȘ�*	\�m�_� I 0ɜČI
ChIP-qPCR +ʗǍ�% (ğ 5d)
#0ɜǎ	§ǣ˫ĠŅãȕIʇ(%^�}�+1ɕ

̇ÆȾŦ0 ChIP_Yp�0Įõ�<CF%
�Ƶ+	\�m�_� I0tjXhO�
Iʇ(%^�}�+1	ĠŅãȕ/BE ChIP_Yp�0Įõ1ʑCF.�(%
�0
�,�C	§ǣ˫ĠŅãȕ+0\�m�_� I 0 ChIP_Yp�0Įõ1þɖ.vjX

Y�O�o0Įõ+1.�,ɮ�CF%
#�+	§ǣ˫ĠŅãȕIʇ(%^�}�I

Ș�*\�m�_� I0 ChIP-seqʗǍIʇ�	���L�mxoãȕ0<0 ChIP-seq
m�g,ǧʶʗǍ�%
#0ɜǎ	§ǣ˫ĠŅãȕIʇ(%^�}�/��*1	\�

m�_� I0ɜČ˹ħĄ4 TSS+0˽ʀ. ChIP_Yp�0Įõ/õ�* (ğ 5e, f)	
ɜČ˹ħ0Ư?Ĵ��Įõ�*�% (ğ 5g)
\�m�_� I1g�wXʮʏČ¼Iŭ
Ɖ�	�)hNp�jX/X��i�/ɜČ E�,�C	EGS ,���L�mxo

/BE§ǣ˫ĠŅ1#0ɜČIBDłŅù E�,+	ChIP÷ȓIď��"*�E,
ɮ�CFE
 
� ²�0Ǖʚɜǎ�C	MNase ,eqZ�_��ãȕIɛ<ČH"%Əǯ/BEX�

�i�0Ƴȍù,	EGS ,���L�mxo/BE§ǣ˫ĠŅIȘ�E�,+	\�
m�_� I0 ChIP÷ȓ�BD̃>CF	_Yp�̅tNbǧ��ƹ E�,�ƺC�
,.(%
�FC0Ǖʚ/BD	\�m�_� I0 ChIP-seq}�n\��0ƿˏù/

Ɖô�% (Sakata et al., Methods Mol Biol., ƓɀȁÍ )
 

 
Ɉ§Ɏ� \�m�_� I 0åʊǃǏɼ¼�+0ɜČ˹ħ0ɢɬȩʗǍ  

� Ɉ�Ɏ+ƿˏù�%\�m�_� I 0 ChIP-seq /B(*ŴCF%m�gIȘ�*	
\�m�_� I0[t��No.ɜČ/)�*ÞʗǍIʇ(%
;!	Ǐɼ¼Ùħ/�
�E\�m�_� I0ŔĢIʗǍ�%
100 kbǦ/ input DNA,ǧʶ�*\�m�_

� I0ŔĢ�ʑCFE˹ħIʗǍ�%,�G	˽Ÿ˞ʖō+0ĪĒ,�ɹ�* (Ono et 
al., 2004)	\�m�_� I 1Ǐɼ¼Ùħ	ȏ/c�n��LʾÌ/Ŭ�ŔĢ�<CF
% (ğ 6a, 1ȠǏɼ¼)
ǝ/	BD̃ʗÑŦ+0ŔĢIʗǍ E%>/	500 bpǦ/
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input DNA,ǧʶ�*ɞʙȩ/ǁƃ/Ȇɨ�*�E˹ħIƘä E,	7825ɋƎ�\
�m�_� I0ɜČ˹ħ,�*čŅ�F% (ğ 6b, c, ɜČ}�{KN�)
�FC0ɜ
Č˹ħ,ˑ¶ľ˹ħ,0ºɫˢÁ/)�*ǧʶʗǍ�%,�G	70%�g�wXʮI\

�o Eˑ¶ľ0 TSS �C�ǳ,�ǳ 5 kb²Ý0˹ħ/ºɫ�*�% (ğ 7a, b)

�C/	ˑ¶ľ0ʴßǲſ,0ˢÁIʥ8E%>	˲čʥ0əɲ/��E RNA-seqm
�gIȘ�*ˑ¶ľIȦȔ˙0̃�?0�C»�?0;+̉)0Y��}/å˾�	ċ

ˑ¶ľY��}0 TSS ʾÌ/��E\�m�_� I 0ɜČ}�{KN�IʗǍ�% 
(ğ 7c)
#0ɜǎ	ˑ¶ľ0 TSS70\�m�_� I0ɜČ˙,ˡǃ0ʴßǲſ/1
Ŭ�ǟ0ȯˢ�<CF%
xn0əɲ/��*	¡/g�wXʮI\�o Eˑ¶ľ0

ʴßIʇ� RNA polymerase 2 (RNAP2) 1 promoter proximal pausing ǛǗ/BD
TSSʾÌ/ȏ/Ŭ�ŔĢ�*�E (Adelman and Lis, 2012)
Ňˬ	˲čʥ0əɲ/�
�E RNAP20 ChIP-seqʗǍ�C	RNAP20ɜČ˹ħ1 TSSʾÌ/˭ �*�D	

åʊǃ/��E\�m�_� I 0ɜČ˹ħ,B��ɹ�*�% (ğ 6b, 7d, \�m�
_� I 0ɜČ˹ħ0 82%)
�C/	g�wXʮI\�o Eˑ¶ľ/õ�*	\�m
�_� I1Ù¼0 26%0 tRNAˑ¶ľ (Ù tRNAˑ¶ľ 625ɋƎ0�' 164ɋƎ) 0

ʾÌ/ɜČ�*�% (ğ 6c)
�0 tRNAˑ¶ľʾÌ0ɜČ˹ħ�Ňˬ0\�m�_�
I/Țǋ E�,1	\�n���Ą4\�m�_� ItjXhO�əɲIȘ�%\�
m�_� I0 ChIP-qPCRʗǍ/B(*ȶ�>% (ğ 7e)
;%	˲čʥ0əɲ/��

E RNA polymerase 3 (RNAP3) 0 ChIP-seqm�gIȘ�%ʗǍ�C	\�m�_�
I�ɜČ�*�EÙ*0 tRNAˑ¶ľ1ˡǃ/��* RNAP3�ɜČ�*�E�,�ȸ
�F% (ğ 7f, g)
 

� ²�0ɜǎ�C	ˡǃ/ʴßǲſ0̃�	g�wXʮI\�o Eˑ¶ľ0 TSS Ą
4 tRNAˑ¶ľ0ʾÌ/	\�m�_� I1əɲåʊî ǃ/��*ȏ/Ŭ�ɜČ�*
�E�,�ƺC�,.(%
 

 
Ɉ�Ɏ� \�m�_� I /BEåʊǃʴßƒì,#0Ǐɼ¼âɨ70ů˵0ʗ
Ǎ  

� 9¤˾0əɲ/��*	åʊǃ0ʴß1Ŭ�ƒì�F*�E�,�ȲCF*�E
å

ʊǃ0ˇʇ,Û/	RNAP2	RNAP3 Ą4ĩǇʴßĞľ0X��i��C0ʗ˯�Â
ˇ�F*ʴßǲſ�ƒì�FE%>	ƴʒ0 RNA ČƉ1˥Ŋ�FE (Fairley et al., 

2003; Gottesfeld and Forbes, 1997; Parsons and Spencer, 1997)
#�+	ˡǃ/ʴß
ǲſ0̃�ˑ¶ľ0 TSS ʾÌ/ɜČ E\�m�_� I �	åʊǃ/��Eʴßƒì
ǛǗ,ˢˆ�*�E�IǕʝ�%
ƿè/	əɲåʊî ǃ0əɲ/��E RNAP20
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ChIP-seq ʗǍIʇ(%�	˲čʥ0əɲ,ǧʶ�*9,J-ɜČ1ʑCF!	�F;
+0ĪĒ,�ɹ�*	åʊǃ/��* RNAP21Ǐɼ¼�Cʗ˯ E�,�ȶ�>CF
% (ğ 6b, 8a)
�Ƶ	ɺĔǸ��,/	\�m�_� IItjXhO��%əɲ+1	

RNAP20ɜČ˙,ɜČ˹ħƯ0˽ʀ.Įõ�ʑCF	�C/#0Įõ�%ɜČ˹ħ0
ɕ 70%1\�m�_� I0ɜČ˹ħ,�ɹ�% (ğ 6b, 8a, b)
RNAP20ChIP-qPCR
+?čǘ/ʗǍ�%,�G	\�m�_� I 0tjXhO�/BDɕ 1.5 �ĊÆ0

RNAP20ɜČ˙0Įõ�ʑCF% (ğ 8c)
;%	siRNA0S{g�[jn/BEů
˵IɮƆ�*	�F;+,ȡ.E˔ç0 NCAPG siRNAS�]IȘ�%tjXhO�
+?	č�Îď0ɜǎ�ŴCF% (ğ 8d)
�C/	�0\�m�_� I0tjXhO

�/BE RNAP20ɜČ0Įõ� RNAP2ȏȡȩ+�E�IǕʝ E%>	åʊǃ/�
�*Ǐɼ¼ɵ˓70ɜČ�<CF.�\x�_�  (RAD21 ^|�qjn ) +
ChIP-qPCRʗǍIʇ(%
#0ɜǎ	\�m�_� I0tjXhO�+\x�_�0

ɜČ0Įõ19,J-<CF.�(% (ğ 8e)
ɠ�*	\�m�_� I0 RNAP3/
Ŏ Eů˵Ičǘ/ʗǍ�%
#0ɜǎ	\�m�_� IItjXhO��%əɲ/�
�*	RNAP2 ,čǘ/	RNAP3 0ɜČ˙Ą4ɜČ˹ħƯ0Įõ�ʑCF	#0Įõ

�% RNAP3�ɜČ E tRNAˑ¶ľ0ɕ 70%1\�m�_� I�ɜČ E tRNAˑ
¶ľ,�ɹ�*�% (ğ 6c, 8f-h)
²�0ɜǎ�C	\�m�_� I1åʊǃ/��
*	RNAP2, 30Ǐɼ¼�C0ʗ˯IÂˇ E�,�ȸę�F%
 

� ǝ/	\�m�_� I0tjXhO�/B(*	�ˀ0B�/ɜČ�<CF% RNAP2
�	ʴß¸˟ǲſIǁ�*�E�-��IǕʝ�%
�0 RNAP2 0ɜČ0Įõ�	
TSS /õ�*ˑ¶ľ Ķ0˹ħĄ4ʴßɚɜȇ  (Transcription termination site, 

TTS) /��*?<CFE�	ChIP-qPCR +Ǖʝ�%
#0ɜǎ	ɜČ0Įõ�<C
F%01 TSS 0<+�(% (ğ 9a, �ǣ)
;%	TSS /ɜČ�% RNAP2 �ʴß¸
˟ąż7Ƚʇ E/1	RNAP2 /đ;FE��`^|�qjn RPB1 0 C-terminal 

domain (CTD) �z�n0 2 Ƞȭ0c��0��˖ù�Żʐ+�E�,�ȲCF*�
E
Ňˬ	�0��˖ùĦ0 RNAP2 (RNAP2 pS2) 1 TSSBD?ˑ¶ľÝ˓�C TTS
/��*ĳ�ŔĢ�*�E�,�ȲCF*�E (Adelman and Lis, 2012)
#�+	�

0��˖ùIʠʨ EƔ¼IȘ�* ChIP-qPCRʗǍIʇ(%,�G	RNAP2 pS21
TSSʾÌ/ŔĢ�*�D	ʴß¸˟�*�E RNAP2/ȏŹȩ.ˑ¶ľÝ˓@ TTS+
0ŔĢ1ʑCF.�(% (ğ 9a, �ǣ)
\�m�_� I0tjXhO�+ RNAP2/

BEʴß¸˟�Įõ�*�.��,Iƾ/ȶʠ E%>	\�m�_� IItjXhO
��%əɲ/��*	åʊǃ,åʊȮŲ0 G1èǃ/��Eƴʒ RNAČƉI Reverse 
transcription (RT)-qPCRʗǍ+Ǖʝ�%
ƴʒ/ČƉ�F% RNA1QXe�,N�
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n��0ĭȝIđ=˹ħIĮŠ E}�N���LIȘ�*	RNA a}�N_�Yî
0ǅƉȊ. RNA Țǋ0˔çIǕä E�,+Ņ˙�%
#0ɜǎ	RNAP2 0
ChIP-qPCRʗǍ0ɜǎ/�ɹ�*	\�m�_� IItjXhO��%åʊǃ0əɲ

/��*	\�n���əɲ,ǧʶ�*ƴʒ RNA ČƉ0Įõ1<CF.�(% (ğ
9b)
²�0ɜǎ�C	åʊǃǏɼ¼/��*\�m�_� I 0tjXhO�/BDĮ
õ�%ˑ¶ľ0 TSS 70 RNAP2 0ɜČ1	ʴß¸˟I·H.��,�ȸę�F%


X��i��+ʴß¸˟�ˇʇ E%>/1 RNAP2 0ʴßˠĻȇ70ɜČĄ4��
˖ù/BEǲſù&�+.�	ĳ�0ʴß¸˟Ğľ�Żʐ+�D	�FC0Ğľ1\�

m�_� I0ŀĢ,1ˢÁ.�åʊǃ/��*�ǲù�F*�E0�?�F.�
;%	

Transcription termination factor 2 (TTF2) 1åʊǃ0ʴßƒì/Ǜɳ E�,�Ȳ
CF*�EĞľ0�)+�E (Jiang et al., 2004)
�0 TTF2 0tjXhO�+?
BRD2ˑ¶ľ0 TSSʾÌ+ RNAP20ɜČ0Įõ�<CF% (ğ 9a)
�C/	 �0

Ğľ/õ�*\�m�_� IItjXhO��%əɲ/��*1	#F$FIþȑ+t
jXhO��%īČ,ǧʶ�*	BD RNAP20ɜČ�Įõ�*�%
Œ.�,?�˓
0ˑ¶ľ/)�*	\�m�_� I, TTF21ȯ£ȩ/ RNAP2IåʊǃǏɼ¼�CƠ

˩�*�E0�?�F.�
 
� �F;+0ɜǎ�C	\�m�_� I0tjXhO�/BD	RNAP20åʊǃǏɼ
¼70ɜČ�Įõ E�,�ƺC�,.(%
�Ƶ+	�0ɜČ0Įõ�\�m�_�

I0 RNAP2IɁǖȩ/Ǐɼ¼�CƠ˩ Eǲſ�ƒì�F%ɜǎ+�E0�	?��
1ǟş.Ǐɼ¼âɨˇʇ0˥Ŋ/·(*ñǝȩ/ RNAP2 0Ǐɼ¼�C0ʗ˯�ƒì
�F%0�1�ƺ�E
�0ȇIƺC�/ E%>	åʊǃ/čʥ�%əɲ/ȋ_�j

X0íȄI��	\�m�_� I�ɜČ Eȋ_�jXżɊˑ¶ľ70 RNAP20ɜČ
I ChIP-qPCR/BDǕʝ�% (ğ 9c)
#0ɜǎ	åʊǃ0əɲ/ȋ_�jXíȄI
��*? RNAP2 0ȋ_�jXżɊˑ¶ľ70ɜČ0Įõ1<CF.�(%
�Ƶ+	

\�m�_� IItjXhO��%åʊǃ0əɲ/��*1	ȋ_�jXíȄ/ż�*
ˑ¶ľ0 TSS 70 RNAP2 0ɜČ0Įõ�<CF%
�0ɜǎ�C	\�m�_� I
1Ɂǖȩ/ RNAP2IåʊǃǏɼ¼�CƠ˩ EǛɳIǁ�*�E�,�ȸę�F%
 

� ǝ/	RNAP20åʊǃǏɼ¼70ɜČ�Ǐɼ¼âɨ7ů˵ E�-��IǕʝ�%

\�m�_� I ItjXhO��%əɲ0åʊǃǏɼ¼1˃ş,ǧʶ�*ɰĴù E
ȡş0ʉȔĦIȸ  (Ono et al., 2003) (ğ 9d)
#�+	�0ʉȔĦ/Ŏ�	ʴß˥Ŋ

ï 1,10-phenanthroline;%1 Triptolide/BEãȕIʇ�	\�m�_� I0tjX
hO�əɲ/��* RNAP2 0Ǐɼ¼70ɜČI˥Ŋ�%,�0ů˵Iʖō�% (ğ
9d)
1,10-phenanthroline 1 ZnNS�IV��n E�,+ RNAP20 DNA70ɜ
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ČIƒì�	Triptolide1 cyclin-dependent kinase 7 (CDK7) Àŀȩ/ RNAP20å
ʗIÂˇ E�,+#F$FʴßI˥Ŋ E (Wang et al., 2011)
Ǐɼ¼Ñ0ʖō0
ɜǎ	ʴß˥Ŋïãȕ0ǁȈ/ˢHC!	\�m�_� ItjXhO�/BEǏɼ¼ɰ

Ĵù0ʉȔĦ�ʖō�F%
�0ɜǎ�C	Ǐɼ¼�/��E RNAP20ŀĢɷ¼1Ǐ
ɼ¼âɨ0ˇʇ/ů˵�.��,�ȸę�F%
 

 
ɈĜɎ� xn rDNA ˹ħ/��E\�m�_� I 0ɜČʗǍ  
� �F;+/	˕ǥ/��*\�m�_� I 1 rDNA ˹ħ/ŔĢ E�,�[t��
No.ʗǍ/BDȲCF*�E�,�C (D’Ambrosio et al., 2008; Wang et al., 2005)	

xnəɲ+?�0˹ħ/��EŔĢʗǍIʇ(%
xn0 rDNA ˹ħ1̃Ŧ.ɪDʿ
�˔ç+�E%>	�ɻȩ. ChIP-seqʗǍ/Ș�CFExn�{K��a[t�/1
˔çƁĪ�đ;F*�.�
ų(*	��;+ʇ(*�%B�.˃ş0 ChIP-seqʗǍ

ǯ+1\�m�_� I 0xn rDNA ˹ħ70ɜČIǕʝ+�.�
#�+	Zentner
C�ɮǓ�%xn rDNA˹ħ+0 ChIP-seqʗǍwN}�N� (Zentner et al., 2011) 
/.C�	­ĝćŴ�%\�m�_� I ChIP-seqm�gIȘ�* rDNA˹ħ/��E

ʗǍIʇ(% (ğ 10a)
;!	1þºå0xn rDNAɪDʿ�˔çIxn�{K��
a[t�/õ�	#0xn�{K��a[t� (��+1 human reference rDNA plus 
genome,ĕ6) /ȏȡȩ/�jz�Y�FE��o0<IȘ�*ʗǍIʇ(%
�0

ChIP-seq}�{KN�/��*	\�m�_� I1 rDNA˹ħÙħ/Ǿ(*ŔĢ�ʑ
CF	ȏ/}���g�˹ħ/��*ɾšĳ�ŔĢ�*�% (ğ 10b)
�0 rDNA˹
ħ70ŔĢ�Ňˬ/\�m�_� I/Țǋ E�,I	\�m�_� IItjXhO�

�%əɲ/��*	\�m�_� I 0 ChIP-qPCRIʇ�	ChIP _Yp�0ǽŒI²
*ȶ�>%  (ğ 10c, Ś )
;%	čǘ/˲čʥ,åʊǃ0əɲ/��E RNA 
polymerase 1 (RNAP1, PAF53^|�qjn)0ŔĢI ChIP-seq/BDʗǍ�% (ğ

10b)
#0ɜǎ	˲čʥ0əɲ/��* RNAP11 rDNA 0}���g�Ą4\�o
˹ħ/ɜČ�<CF%
�Ƶ+	åʊǃ/��*1 RNAP10ɜČ1ˡǃ,ǧʶ�*Ĵ
Š/ǽŒ�*�D	#0ɜČ1\�m�_� I0tjXhO�əɲ+9,J-ıù1<

CF.�(%
RNAP10 ChIP-qPCRʗǍ+?čǘ0ÎďIȸ�% (ğ 10c, Ċ)
 
� ²�0ɜǎ�C	˕ǥ,čǘ/	xnəɲ/��*?\�m�_� I 1 rDNA ˹ħ
/ɜČ E�,�ƺC�,.(%
åʊǃ/��* RNAP1 0 rDNA ˹ħ70ɜČ1

ƒì�F*�%�Ƶ+	\�m�_� I0tjXhO�/BE RNAP10ɜČ˙0ıù
1<CF.�(%
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Ɉ©Ɏ� \�m�_� I 0åʊǃǏɼ¼70ɜČ�Tqb�0ʗǍ  
� \�m�_� I0 ChIP-seqʗǍ�C	\�m�_� I1ˡǃ/ʴßǲſ0̃�ˑ¶
ľ0 TSS ʾÌ/ɜČ�*�E�,�ƺC�,.(%
åʊǃ1ʴß�Ŭ�ƒì�F*

�E�	åʊǃˇØȮŲ/ǅ&ˑ¶ľ˹ħ/ŀĢ E RNAP2, RNAP3ɷ¼IǙȩ,
�*\�m�_� I�Ǐɼ¼/ɜČ�*�EĈɳſ?ɮ�CF%
#�+	åʊǃ0ə
ɲIʴß˥Ŋï Triptolide;%1 SNS-032 (CDKsI˥Ŋ E�,+RNAP20ǲſù

Iĸ�E) +ãȕ�	\�m�_� I0ɜČI ChIP-qPCR/BDʗǍ�%
#0ɜǎ	
ʴß˥Ŋïãȕ/BE\�m�_� I 0ɜČ0ǽŒ1<CF.�(% (ğ 11a)
ĩǇ
ʴßĞľ0�)+�E TATA-binding protein (TBP) 1 8*0 RNA�����d/

BEʴßʡŐ/Żʐ+�E�,/õ�* (Vannini and Cramer, 2012)	åʊǃ/��
*\�m�_� I,ȯ¨¾Ș E,��ĪĒ��E (Xing et al., 2008)
#�+	TBP
I siRNA +tjXhO��%åʊǃ0əɲ/��*	\�m�_� I 0 ChIP-qPCR

ʗǍIʇ(% (ğ 11b)
#0ɜǎ	TBP0tjXhO�+\�m�_� I0ɜČ/1
9,J-ıù�<CF.�(%
²�0ɜǎ�C	\�m�_� I 0ˑ¶ľ0 TSS ʾ
Ì70ɜČ1 RNAP2@ TBP.-0ʴßʋɫ#0?0/1Àŀ�.��,�ȸę�F

%
\�m�_� I1ʴß/·�½C�0X��i�Ǘ˅IɜČ0Ǚȩ,�*�EĈɳ
ſ�ɮ�CF%
 
� \�m�_�ʏČ¼0\L^|�qjn+�E SMC2-SMC4 ~l�hN��1§˘

˝ DNABDþ˝ DNA/̃�L{MqlM�Iƚ'	ȯʌȩ.þ˝ DNAčİ+0§
˘˝ DNA 0ŭƉIÂˇ Eǲſ��E�,�ȲCF*�E (Sakai et al., 2003; 
Sutani and Yanagida, 1997)
;%	ʴß/��*˛Ħ,.E DNA1§˘˝�Cþ˝

DNA /ˠʊ E�,�Żʐ+�D	\�m�_� I 1�0B�.þ˝ DNA Ǘ˅IǙ
ȩ,�*Ǐɼ¼/ɜČ�*�E�,�ɮ�CF%
#�+	\�m�_� I � TSS ʾ
Ì+þ˝ DNA/ɜČ�*�E�IǕʝ�%
\�m�_� I 0 ChIP/BDŴCF%

DNA I×Ȥǭ˦Ș0y�b�+	þ˝ DNA Ą4 RNA Iȏȡȩ/Ƕù ErX�L
�d P1+ãȕ�	ɑʍ�% DNAI qPCR+ʗǍ�% (ğ 11c)
#0ɜǎ	rX�L
�d P1+ãȕ�%^�}�+1\�m�_� I 0 ChIP_Yp��˽ʀ/ǽŒ�%�

,�C	\�m�_� I+ ChIP�F% DNA/1þ˝ DNA�đ;FE�,�ƺC�
,.(%
�0�,�C	ˑ¶ľ0 TSS ʾÌ/ȗ�%þ˝ DNA Ǘ˅IǙȩ,�*\
�m�_� I�ɜČ E�,�ȸę�F%
 

� ʾţ	CpG island (CGI) �ʾ�/ŀĢ Eˑ¶ľ0 TSSȮʾ0�ǳ˹ħ+	˟�ł
Ņ. DNA-RNA uN|�jnIđ= R-loop Ǘ˅�ŭƉ�FE�,�ĪĒ�F*�E 
(Ginno et al., 2012)
�0 R-loopǗ˅1ƴʒ/ČƉ�F%YLq��ji. RNA�˛
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Ħ,.(%_n_��ji. DNA,�Lq���Y E�,+ŭƉ�F	̨ Ħ+.�

YLq��ji. DNA 1þ˝Ǘ˅,.E
#�+	­ĝŴCF%ˑ¶ľ0 TSS ʾÌ
0\�m�_� I ɜČ˹ħ/)�* DNA ˔ç0ʗǍIʇ(%,�G	�FC0Ň/

94%/��*	#0 1kb²Ý0˹ħ/CGI�ŀĢ E�,�ƺC�,.(% (ğ 11d)

CGI �ʾÌ/ŀĢ E\�m�_� I ɜČ˹ħ1	CGI �ʾÌ/ŀĢ�.�ɜČ˹ħ
,ǧ8* 9.6 Æ0̃˻Ŧ+<CF%
åʊǃ/��*? R-loop Ǘ˅�ɡƚ�F*�E

�1�ƺ+�E�	�0Ǘ˅/·(*ȗ�%þ˝ DNAǗ˅1åʊǃ+?ɷȉ/1ʗǶ
�F!ǡȞ�	�0þ˝ DNA/\�m�_� I�ɜČ E�,?ɮ�CFE
ɠ�*	
R-loop ;%1#F/Țǋ Eþ˝ DNA Ǘ˅0Ǐɼ¼âɨ70ů˵IǕʝ�%
ʴß

@ RNAʷˁìŵ/ˢHEg�wXʮ+�E THOC1IǜƧ�"%əɲ+1	R-loopǗ
˅�Ǐɼ¼�+ʁɁ E�,�ȲCF*�E  (Castellano-Pozo et al., 2013; 
Domínguez-Sánchez et al., 2011)
#�+	THOC1I siRNA/B(*tjXhO�

�	åʊǃǏɼ¼0ʉȔĦIʖō�% (ğ 11e)
THOC1 0tjXhO�÷ȓ1	
RT-qPCR /BDȶʠ�%
#0ɜǎ	THOC1 ItjXhO��%əɲ/��*1Ù
¼0 46%+ɰĴù�%ȡş.Ǐɼ¼�ʖō�F	#0òČ1\�m�_� IItjXh

O��%əɲ,9:čȾŦ+�(%
;%	\�m�_� I, THOC10�ƵItjX
hO��%əɲ/��*1ȡş.ʉȔĦ�<CFEòČ� 83%;+Įõ�%
�0ɜ
ǎ�C	R-loop;%1#F/Țǋ Eþ˝ DNAǗ˅�ŀĢ E,	Ǐɼ¼âɨ0ĸ�

,.E�,�ȸę�F%
 

 
ɈÚɎ� \�m�_� II, DNAn�Ne���d IIα0åʊǃǏɼ¼�+0ɜ

Č˹ħ0ɢɬȩʗǍ  
� ĳ�0ȰǑȗȎ+1\�m�_� I /õ�*	\�m�_� II ?ǟş.åʊǃǏɼ
¼âɨ/Ż˸+�E (Hirano, 2012; Hudson et al., 2009; Thadani et al., 2012)
;%	

\�m�_�ʏČ¼/õ�*	DNAn�Ne���d II?åʊǃǏɼ¼âɨ/��*
˘ʐ.ŰòIǎ%�*�E�,�ȲCF*�E (Baxter and Aragón, 2012; Moser 
and Swedlow, 2011)
xnəɲ/��* DNAn�Ne���d II1 α (TOP2A) ,

 β (TOP2B) 05%)0^|gN}�ŀĢ�	åʊǃ/��*19,J- TOP2A 0<
�Ǐɼ¼�/ŔĢ�*�E (Christensen et al., 2002; Meyer et al., 1997)
���.�
C	\�m�_� II , TOP2A �Ňˬ/åʊǃǏɼ¼�+-0B�/Ǜɳ E�,+

Ǐɼ¼âɨ/Ō��*�E0�	;%	\�m�_� IIđ>	�FC0ȯ¨ˢÁ1-
0B�+�E0�/)�*1ǅȲ.ȇ�ĳ�
#�+	\�m�_� I,čǘ/	åʊ
ǃ0 HeLa əɲIȘ�*\�m�_� II (NCAPH2 ^|�qjn) , TOP2A 0
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ChIP-seq ʗǍIʇ(%
ƿè/	Ǐɼ¼Ùħ/��EŔĢIʗǍ�%,�G	\�m
�_� II 1Ǐɼ¼Ùħ/Ǿ(*ŔĢ�<CF%?00	c�n��LʾÌ/��*1
\�m�_� I9-ĳ�0ŔĢ1<CF.�(% (ğ 12a, 2ȠǏɼ¼)
c�n��L

0BD ź°ʾ0˹ħ1̃Ŧ.ɪDʿ�˔ç+�E%>/xn�{K��a[t�/

1đ;F*�C!	­ĝ0 ChIP-seqʗǍ+1�0B�.˹ħ/��EŔĢ1ƞ�CF
.�
\�m�_� II �N�p�Vsn\L˹ħ7ŔĢ E�,��F;+/ʖō�

F*�E�,�C (Ono et al., 2004)	\�m�_� II1­ĝ0 ChIP-seqʗǍ+ƞ�
CF*�.�c�n��L0 ź°ʾ0˹ħ/\�m�_� I BD˧Ŕ�*�EĈɳ
ſ�ɮ�CFE
�Ƶ+	TOP2A 0 ChIP-seq ʗǍ+1	c�n��Lēʺ0Ŭ�Ŕ

Ģ/õ�*	Ǐɼ¼ɵ˓˹ħ70ŔĢ?<CF%
�0ŔĢ1�F;+0˽Ÿ˞ʖō/

BEĪĒ,�ɹ�*�E (Christensen et al., 2002; Taagepera et al., 1993)
ǝ/	B
D̃ʗÑŦ+ɞʙȩ/ǁƃ.ɜČ˹ħIƘä�%,�G	[t�Ù¼+\�m�_�

II1 5982ɋƎ	TOP2A1 27806ɋƎ�#F$FčŅ�F% (ğ 12b, ɜČ}�{K
N�)
�FC0ɜČ˹ħIˑ¶ľ˹ħ,ǧʶ�%,�G	\�m�_� I ,čǘ/	
\�m�_� II0ɜČ˹ħ0 89%�ˑ¶ľ0 TSS �C�ǳ,�ǳ 5 kb ²Ý/˭ �

*�% (ğ 12c)
TOP2A 0ɜČ˹ħ?ɕüƯ1ˑ¶ľ0 TSS ʾÌ0˹ħ/ŔĢ�	
#F²Ĳ0˹ħ+1¡/ˑ¶ľÝ˓@�ǳ0˹ħ/ŔĢ�<CF% (ğ 12d)
;%	
\�m�_� II, TOP2A0ˑ¶ľ0 TSS70ɜČ1	\�m�_� I,čǘ/	ˡ

ǃ0əɲ0ʴßǲſ,ǟ0ȯˢ�<CF% (ğ 12e)
#�+	ǝ/�FC0ɜČ˹ħ
,\�m�_� IɜČ˹ħ/)�*ǧʶʗǍIʇ(% (ğ 12f)
\�m�_� IɜČ˹
ħ/��E\�m�_� II	TOP2AɜČ˹ħ,0˘.D0òČ1#F$F 46%, 75%

+�(%
;%	\�m�_� II 0ɜČ˹ħ0Ň/ 93%� TOP2A 0ɜČ˹ħ,˘.
(%
�FC0 ChIP-seqʗǍ+ŴCF%ɜČ˹ħ�Ňˬ0\�m�_� II, TOP2A
/Țǋ E�-��I	�FCI#F$FtjXhO��%əɲIȘ�% ChIP-qPCR

ʗǍ+Ǖʝ�%
#0ɜǎ	\�m�_� II , TOP2A ItjXhO��%əɲ/�
�*	#F$F ChIP_Yp�0ǽŒ�ȶʠ+�% (ğ 13a, b)
 
� \�m�_� II 0 ChIP+ŴCF% DNA/)�*?	\�m�_� I+0ʗǍ,

čǘ/	þ˝ DNAȏȡȩ.rX�L�d P1+ãȕ�%,�G	\�m�_� I9-
+1.�?00 qPCR/BD ChIP_Yp�0ɾš0»��<CF% (ğ 14)
 
� ²�0ɜǎ�C	\�m�_� I/õ�	\�m�_� II, TOP2A?åʊǃǏɼ¼

/��*	ˡǃ/ʴßǲſ0̃�ˑ¶ľ0 TSS ʾÌ/ɜČ�	#0�˓0ɜČ˹ħ1
\�m�_� I	II, TOP2A+S�v��j} E�,�ȸę�F%
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Ɉ�Ɏ� \�m�_� I	II , DNA n�Ne���d IIα0ȯ¨ˢÁ0ʗǍ  
� \�m�_� I	II, TOP2A0ˑ¶ľ0 TSSʾÌ70ɜČ�¨�/-0B�/ˢÁ
�*�E0�IǕʝ E%>	�FC0Ğľ0-F��)IǜƧ�"*	ǡD0Ğľ0

ɜČ0ıùIʗǍ�%
siRNA/BD\�m�_� IIItjXhO��%åʊǃ0ə
ɲ/��*\�m�_� I0 ChIP-seqIʇ(%,�G	ɺĔǸ��,/	\�m�_
� I0ɜČ˙Ą4	ɞʙȩ/ǁƃ.ɜČ˹ħƯ0˽ʀ.Įõ�<CF% (ğ 12b, 15a)


ąŎ/	\�m�_� I ItjXhO��%əɲ+0\�m�_� II 0 ChIP-seq ʗ
Ǎ/��*	\�m�_� II 0ɜČ˙Ą4ɜČ˹ħƯ0ıù1<CF.�(% (ğ
12b)
#0�Ƶ+	\�n���,tjXhO�+čŅ�F%ɜČ˹ħ1ɕüƯ+˘

.C!	�ɯ0ˡ+ɜČ˹ħ0ºɫ1ıù�*�% (ğ 15b)
#�+	#F$F+Ŵ
CF%\�m�_� II0ɜČ˹ħ/��*	\�m�_� II0ɜČ}�{KN�I#
F$F0 ChIP-seqm�g/)�*ʗǍ�%,�G	-'C0˹ħ/��*?�;Dı

ù1<CF.�(% (ğ 15c)
ų(*	\�m�_� I 0tjXhO�/BDƴ%/
čŅ�F%\�m�_� II 0ɜČ˹ħ1	\�n���/��*?�EȾŦ\�m�
_� II �ɜČ�*�D	tjXhO�ãȕ/BDɜČ˙�ɾšĮõ�%�,+ɞʙȩ

/ǁƃ.ɜČ,�*éŅ�F%ɜǎ+�E,ɮ�CFE
�FC0ʗǍ�C	\�m�

_� I 0tjXhO�/BD	\�m�_� II 0ɜČ}�{KN�1Ĵ��ıù�*
�.��,�ȸę�F%
ǝ/	\�m�_� I , II 0ɜČıùI�C/ʟə/ƺC

�/ E%>	­ĝ0ʗǍ+ŴCF%\�m�_� I	II0ɜČ˹ħI	 (i) \�m�
_� I0<0ɜČ˹ħ	(ii) \�m�_� I, II�˘.EɜČ˹ħ	(iii) \�m�_�
II0<0ɜČ˹ħ0�)/å˾�	#F$F0˹ħ/��EɜČ}�{KN�IʗǍ�

% (ğ 15d)
\�m�_� IIItjXhO��%əɲ/��*	\�m�_� I 1 (i) 
�C (iii) 0Ù*0˹ħ/��*ɜČ˙�Įõ�*�%
ȏ/\�m�_� II 0ɜČ
 E (ii) , (iii) 0˹ħ+1ɜČ0Įõ0òČ�Ĵ��(%
�Ƶ+	\�m�_� I

ItjXhO��%əɲ+1	-0˹ħ/��*?\�m�_� II 0ɜČ/9,J-
ıù1<CF.�(%
²�0ʗǍ,čǘ0ɜǎ�\�m�_� I, II0 ChIP-qPCR
ʗǍ+?ŴCF% (ğ 15e, f)
ǝ/	TOP2A0 siRNA+ãȕ�%åʊǃ0əɲ/�

�*\�m�_� I, II 0 ChIP-qPCRʗǍIʇ(% (ğ 15g)
#0ɜǎ	\�m�
_� I1Ǖʝ�% 4)0^Nn0Ù*+ɜČ0Įõ�<CF%�Ƶ+	\�m�_� II
0ɜČ19,J-ıù�.�(%
�FC0ʗǍ,�ʇ�*	OPag�|�jlM�

Y/BD\�m�_� I0X��i�åȜ/��EɜČ0ʗǍIʇ(%,�G	\�m
�_� II Ą4 TOP2A tjXhO�əɲ/��*	\�m�_� I 0g�wX˙/ı
ù1<CF.�(% (ğ 13a, b, �0OPag�|�lM�Y)
�FC0ɜǎ�C	
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ChIP/��E\�m�_� I 0ɜČ0Įõ1Ǐɼ¼Ù¼+ɜČ˙�Įõ�%0+1.
�	¡/Ǐɼ¼�+0ŔĢ0ıù/BE?0+�E�,�ȸę�F%
\�m�_� I
1\�m�_� II@ TOP2A0tjXhO�/BDˑ¶ľ0 TSSʾÌ/ȗ�%Ǐɼ¼

0ȡş.Ǘ˅Iʠʨ�	#FIʗǶ E%>/ɜČ�ŔƎȩ/Įõ E0�?�F.�
 
� ǝ/	\�m�_� I , II ItjXhO��%åʊǃ0əɲ/��* ChIP-qPCR
/BD TOP2A 0ɜČ0ʗǍIʇ(% (ğ 15h)
\�m�_� II, TOP2A1ɜČ˹

ħ�B�S�v��j} E�,�C	\�m�_� II �ŔĢ E TOP2A 0ɜČ˹
ħ/ȱȭ�%
#0ɜǎ	\�m�_� I , II 0�Ƶ�ŔĢ E˹ħ+1\�m�_
� I þȑĄ4\�m�_� I, II 0�ƵItjXhO��%əɲ/��* TOP2A 0

ɜČ0˽ʀ.ǽŒ�<CF%
;%	\�m�_� II 0<�ŔĢ E˹ħ+1\�m
�_� I, II 0�ƵItjXhO��%əɲ/��* TOP2A 0ɜČ�ǽŒ�%
�
FC0ɜǎ�C	\�m�_� I, II 0�Ƶ�ŔĢ EɜČ˹ħ+1 TOP2A 1¡/

\�m�_� I Àŀȩ/ɜČ E�,�ȸ�F%
�Ƶ+	\�m�_� II 0<�Ŕ
Ģ E˹ħ+1\�m�_� I , II 0�ƵItjXhO��%əɲ+0< TOP2A 0
ɜČ0ǽŒ�<CF%�,�C	�FC0˹ħ/��*1 I , II 0-'C�/Àŀ�

*ɜČ E�,�ȸę�F%
\�m�_� II 0tjXhO�0<+1 TOP2A 0ɜ
Č0ǽŒ1<CF.�(%�	�ˀ0ʗǍ/BD\�m�_� II 0tjXhO�+1
\�m�_� I 0ɜČ�Įõ E�,�ƺC�,.(*�E
�0ȇIɮƆ E,	

\�m�_� II ItjXhO��%īČ1Įõ�%\�m�_� I �ǽŒ�%\�m
�_� II 0±HD/ TOP2A 0�X��n/Ǜɳ�*�E0�?�F.�
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Ɉ�Ɇ� ɜʦ,ɮō 
 
Ɉ�Ɏ� \�m�_�ʏČ¼0ˑ¶ľ0 TSS ʾÌ/��EŔĢ  

� Ǉȴɂ0 ChIP-seqʗǍ/BD	əɲåʊî ǃ0xnǏɼ¼/��*	\�m�_
� I �ˑ¶ľ0 TSS ʾÌ/Ŭ�ŔĢ E�,IƺC�/�%
;%	tRNA ˑ¶ľ,
rDNA ˹ħ/��E\�m�_� I 0ŔĢ?ȸ�%
�0ɜǎ/�ɹ�*	˕ǥ+1

ChIP-chip ʗǍ/BD	\�m�_� (xnəɲ/��E\�m�_� I) 0 tRNA ˑ
¶ľ, rDNA ˹ħ/��EŔĢ��F;+/ĪĒ�F*�E (D’Ambrosio et al., 
2008; Wang et al., 2005)
;%	Ǉȴɂň0˸ʪÿİ/BDʇHF%åʊ˕ǥ0

ChIP-seq ʗǍ�C	g�wXʮI\�o Eˑ¶ľ0ȏ/ʴßɚɜȇʾÌ/\�m�
_��ʴßÀŀȩ/ɜČ E�,�ƺC�,.(*�E (Sutani et al., 2015)
åʊ˕
ǥ+1xnəɲ9-åʊǃ0ʴß1ƒì�F*�C!	ChIP-seq,#0¯0ʗǍ�C	

\�m�_��ʴß/B(*ȗ�%þ˝DNAǗ˅IǙȩ,�*åʊǃǏɼ¼/ɜČ 
E�,�Ŭ�ȸę�F*�E
�Ƶ+	xn0əɲ+1åʊǃ0ʴß�Ŭ�ƒì�F*

�E�	\�m�_� I1ˡǃ/ʴßǲſ0̃�ˑ¶ľ0 TSSʾÌ/ɜČ E�,,	

#FC0ɜČ˹ħ/þ˝ DNAǗ˅�đ;FE�,IǇȴɂ/��*ƺC�/�%
\
�m�_� I 0ˡǃ/ʴßǲſ0̃�ˑ¶ľ0 TSSʾÌ/��EŬ�ŔĢ1	q�n
�Țǋ0DT40əɲIȘ�%åʊǃ0\�m�_� I 0ChIP-seqʗǍ/��*?ĪĒ

�F*�E (Kim et al., 2013)
;%	\�m�_� I1 TSSʾÌ0 CGI,B�ÛŔ
Ģ E�,�Ǉȴɂ�Cȸ�F%
ƿʾ/.(*	�0B�.˹ħ+1˟�łŅ.

DNA-RNAuN|�jn0 R-loopǗ˅�ŭƉ�FE�,�ĪĒ�F*�E (Ginno et 

al., 2012)
²�0�,�C	åʊǃȮî0ʴß/B(*ȗ�%þ˝ DNA;%1 R-loop
Ǘ˅�åʊǃ/Ø(*?ɷȉ/ʗǶ�F!ǡŀ�*�D	�0B�.Ǘ˅IǙȩ,�*

\�m�_� I�Ǐɼ¼7ɜČ�*�E,ɮ�CFE
 

� �F;+0ĪĒ�C	\�m�_� I0Ǐɼ¼70ɜČìŵ1ȗȎȿ@[t�˹ħǦ
/ȡ.E,ɮ�CFE
äɽ˕ǥ/��E tRNA ˑ¶ľ70\�m�_�0�X��
n/1	\x�_���h�+�E Scc2/4 ,ʴßĞľ TFIIIB/C �Ǜɳ�*�E 

(D’Ambrosio et al., 2008; Haeusler et al., 2008)
åʊ˕ǥ+1	ʴß/·�n��`
T�an�a/Àŀ�*	\�m�_�� tRNA ˑ¶ľ/ɜČ E�,�ȸę�F*
�E (Legros et al., 2014)
rDNA˹ħ/��*1	äɽ˕ǥ+1 cdc14{Ra{Kg

�d/BE RNAP1 0ʴßƒì/B(*\�m�_�0ɜČ�Âˇ�FE�Ƶ+ 
(Clemente-Blanco et al., 2009; Wang et al., 2006)	åʊ˕ǥ+1 RNAP10��`^
|�qjnĄ4#0��h��ŔĢ/Żʐ+�E (Nakazawa et al., 2008)
c�n�
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�L˹ħ+1	Vsn\Lg�wXʮ/B(*\�m�_�0ŔĢ�ìŵ�F*�E 
(Nakazawa et al., 2008; Tada et al., 2011)
Ǉȴɂ+1	RNAP2	3/BEʴß/B
(*ȗ�%ȏǠ. DNAǗ˅IǙȩ,�*	\�m�_� I�Ǐɼ¼/ɜČ E�,�

ȸę�F%
�Ƶ+	ƿʾ/.(*	Ï�Úȿ˾0g�wXʮĞľ	\Lxan�	�

)0xan�_���� (Nucleoplasmin, Nap1, FACT)	n�Ne���d II	#�
*\�m�_� I/B(* in vitro0Ň́ɓ+1åʊǃǏɼ¼�ÞǗƉ+�E�,�Ī

Ē�F% (Shintomi et al., 2015)
�FC0ĪĒ�CɤČȩ/ɮ�E,	ȔĢ;+0,
�G	\�m�_� I�Ǐɼ¼7ɜČ E�+½�Ňˬ/˘ʐ.0�/)�*1B�H
�C.�ȇ�ĳ�
\�m�_� I0åʊǃǏɼ¼70ɜČ�Tqb�1˲ş/ĳǘ+

ʏˮ+�D	in vivo, in vitro0�Ƶ0Ň́ɓ+­Ų?�C.EʗǍ�Żʐ+�E,

žHFE
 
� Ǉȴɂ+1	\�m�_� I,čǘ/	\�m�_� II?ˑ¶ľ0 TSSʾÌ/Ŭ�

ŔĢ E�,Iȸ�%
�F;+/	˲čʥ0�Oa ESəɲĄ4ɦʄ0Ȧȗǃɱ (ĳ
��˲čʥ0əɲ)/��E\�m�_� II0 ChIP-seqʗǍ�C	\�m�_� II�
ʴßǲſ0̃�ˑ¶ľ0}���g�@Q�u�^�˹ħ/ɜČ E�,�ĪĒ�F

*�% (Dowen et al., 2013; Kranz et al., 2013)
�Ƶ+	åʊǃǏɼ¼/��E\�
m�_� II0ŔĢ0ʟə1�ƺ+�(%�	åʊǃ/��E\�m�_� II0ɜČ˙
?ˡǃ0ʴß˙,ǟ/ȯˢ�*�E�,�Ǉȴɂ/BDȸ�F%
l ǃ,åʊǃ/��

E\�m�_� II 0øƅĄ4Ǜɳ0ˢˆ1;&�ƺ.ȇ�ĳ��	ˡǃ,åʊǃ0ˡ
+\�m�_� II 1Û˃0˹ħ/ɜČ�*�E0�ɉ/)�*­ŲʗǍ�*��Żʐ
��E
 

� Ǉȴɂ/BD	\�m�_� I , II 0ɜČ˹ħ1�˓S�v��j} E�,�ƺ
C�,.(%
�0ɜǎ1˽Ÿ˞ʖō/��E	\�m�_� I , II �ĺĹǏɼå¼
0ʵ�/ǧʶȩ˘ʏ"!/ŔĢ�*�E,��ĪĒ,ȡ.E  (Maeshima and 

Laemmli, 2003; Ono et al., 2003)
�FC0ʗǍɜǎ0Ŝ1²�0ȕȚ�Cȗ�*�E
,ɮ�*�E
;!	ChIP-seq ʗǍ/BDčŅ�F%ɜČ˹ħ1¯0˹ħBD?Ŭ�
ŔĢ0<CFEɞʙȩ/ǁƃ.˹ħ,�*Ƙä�*�E�	�F1#F²Ĳ0˹ħ/Ǚ

ȩg�wXʮ�ɜČ�*�.��,Iȸ�*�EH�+1.�
Ňˬ	Ǉȴɂ/��E

\�m�_� I , II 0 ChIP-qPCR ʗǍ/��*	ɞʙȩ/ǁƃ.ɜČ˹ħ²Ĳ+?
�FC0ʏČ¼��EȾŦ0˙1ɜČ�*�E�,�ȸ�F*�E (ğ 4e, 13a, NS

0^Nn)
;%	ChIP-seq ʗǍ,˽Ÿ˞ʗǍ+1#0ʗÑŦ1Ĵ��ȡ.(*�D	
ChIP-seq 0˃ş0ʗǍ+Ƙä�FEɜČ˹ħ1ƯȨ�CƯû��a0^Nb+�E0
/Ŏ�*	˽Ÿ˞ʗǍ1BDĴŔȩ+�E
ų(*	»ʗÑŦ0 ChIP-seq}�{KN
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�0Ƶ�˽Ÿ˞ʗǍ+<CFEɜǎ,BDȯ¹+�E�,�ǃű�FE
Ňˬ	ğ 6a, 
12a0B�.Ĵ�.aZ��+ŔĢ}�{KN�0ʗǍIʇ�,	\�m�_� I, II
+ǧʶȩˍ(%ŔĢwg��Iȸ�	I/)�*1c�n��LʾÌ0ŔĢ.-?ʑ�

E
�C/	åʊǃǏɼ¼1̃Ŧ/ƕD%%;F*̃ǝǗ˅IŭƉ�*�E�Ƶ+	

ChIP-seq }�{KN�1 DNA Ĭĩ˔ç�+0ŔĢIʉ�*�D	#FC�Ǐɼ¼�
+-0B�/ȯ¨¾Ș�*̃ǝǗ˅IŭƉ�*�E�1�ƺ+�E
�0B�.̃ǝǗ

˅I DNAĬĩ˔ç���+ƺC�/ E%>/1	Hi-C@ Choromatin interaction 
analysis by paired-end tag sequencing (ChIA-PET) 0B�.ƏǯIȘ�*	­Ųåʊ
ǃǏɼ¼IʗǍ�*��Żʐ��E (Dekker et al., 2013)
 

� ˽Ÿ˞ʗǍ/��EǏɼ¼�0Ğľ0ʟə.ŔĢ1	ȔĢ0,�G	åʊǃǏɼ¼I

a}�jo�*ʖō EƵǯ��ɻȩ+�E
���.�C	��+ʖō�FEŔĢ�	

Ňˬ0əɲÝ+0ŔĢ,Ż!�?č�+�EÃʝ1.�
˽ Ÿ˞ʗǍ/��*?	­Ų

BDȗȕǊ´/ʾ�Ǐɼ¼0Ǘ˅IʱʗÑ˽Ÿ˞0B�.Əǯ+ʗǍ E�,�Żʐ

+�E
­Ų�FC0ě˼IʗǬ E�,/B(*	ChIP-seq ,˽Ÿ˞0�ʗǍ0ˡ
+ɞ�ȩ.ʑʗ�ŴCFE,žHFE
 

 
Ɉ§Ɏ� \�m�_� I /BEåʊǃ0 RNA �����d0Ơ˩  
� Ǉȴɂ/��*	\�m�_� I 1åʊǃ/��* RNAP2	3 0Ơ˩/Ǜɳ E�

,�ȸę�F%
̃ ɉȰǑȗȎəɲ+0åʊǃ/��Eʴß0ƒì�Tqb�,�*1	

åʊǃȏȡȩ/ǲſù EVp�d0��˖ùÄ˿I®�%ʴßĞľ@RNA����
�d0Ǐɼ¼�C0¢˯0Âˇ@ʴßɚɜĞľ TTF2 �Ǜɳ E�,��F;+/Ī

Ē�F*�E (Fairley et al., 2003; Gottesfeld and Forbes, 1997; Jiang et al., 2004; 
Parsons and Spencer, 1997)
\�m�_� I�Ɂǖȩ/ RNAP2IǏɼ¼�CƠ˩ 
EǛɳIǁ E�1�ƺ+�E�	Ǉȴɂ/��*\�m�_� IItjXhO��%

əɲ/ȋ_�jXíȄIõ�%,�G	ȋ_�jXżɊˑ¶ľ70 RNAP20ɜČ�ʡ
Ő�F%
�0ɜǎ�C	\�m�_� I1 RNAP20ˑ¶ľ70ƴ%.��mM�Y
Iƒì E�,�ȸę�F%
˃ ş0åʊǃəɲ/��*?	l ǃ/ʴßǲſ0̃�ˑ

¶ľ0}���g�1ʴßIʡŐ EǲſIŪ�ǡ�*�D	\�m�_� I1�0B
�.˹ħ70 RNAP20��mM�YIƒì�*�E0�?�F.�
;%	\�m�
_� I1 in vitro/��* DNA /ǟ0ʱC"JIŐØ Eǲſ,ȯʌȩ.þ˝ DNA

čİ0§˘˝ŭƉIÂˇ Eǲſ�ȲCF*�E
\�m�_� I1�FC0ǲſIə
ɲÝ+Ȧƥ�*	TSSʾÌ/��E DNAǗ˅Iıù�"E�,+ RNA�����d
0ɜČIƒì�*�E0�?�F.�
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� RNAP2	3 ,ȡ.(*	\�m�_� I tjXhO�+åʊǃ0 RNAP1 0ɜČ˙
0Įõ1<CF.�(%
­ĝ0ʗǍ1 rDNA ɪDʿ�˹ħI 1 þºå0˔ç+ʗǍ
�*�E%>	ʴßǲſ0̃� rDNA ˹ħ,�ǲſ.˹ħIúê+�*�.�
ų(

*	\�m�_� I0tjXhO�/B(*³/ʴßǲſ0̃� rDNA˹ħ+ RNAP1
0ɜČ�ıù�*�%,�*?	ɹ ß��ǲſ.˹ħ,�ɥ/ŢĤù�F*�;��,

+#0ıù�ƞ�˰�.(*�EĈɳſ��E
;%	RNAP10Ǐɼ¼�+0øƅ1

^|�qjn/B(*ĪĒ�ȡ.(*�D	åʊǃ+?Ǐɼ¼70ɜČ�ɡƚ�F*�

E?0,#�+.�?0��E (Gottesfeld and Forbes, 1997; Hernandez-Verdun, 
2011; Voit et al., 2015)
ų(*	­ĝʗǍ+Ș�%?0²Ĳ0¯0^|�qjn+?

\�m�_� I0tjXhO�/BEɜČ0ıùIʗǍ�*<EŻʐ��E
 
� åʊǃ/ʴß�ƒì�F*�E�Ƶ+	åʊǃȮŲ/əɲ1 �/ʴßIÞǲſù 

EŻʐ��E
n�0 DT40əɲ/��*	\�m�_� IItjXLOn E, G1

èǃ0ˑ¶ľȦȔ�ƹ0ˉŧ�<CFE�,�ĪĒ�F*�E�,�C	\�m�_�

I1åʊȮŲ0ˑ¶ľ0Þǲſù/?ˢ��*�E�,�ȸę�F*�E (Kim et al., 
2013)
Ǉȴɂ/��*	\�m�_� I 0tjXhO�+ʴß¸˟IʇH.��ŃÙ

. RNAP20Įõ�<CF%� (ğ 9a, b)	�0B�. RNA�����d1åʊŲ0
ʴßI˥Ŋ EĈɳſ�ɮ�CFE
åʊǃ/��*�Ŧ�FC0 RNA�����d
�Ơ˩�FE�,�	åʊŲ0ʽ˄.ʴß0Þǲſù/1Żʐ.0�?�F.�
;%	

åʊȮŲ0ːƖȩ.ʴß0Þǲſù/1	åʊǃ/��E�˓0xan�0Lci�ù

Ä˿@ʴßĞľ0ɜČ0ɡƚ�˘ʐ+�E�,�ȲCF*�E (Blobel et al., 2009; 
Kadauke et al., 2012; Young et al., 2007; Zhao et al., 2011)
\�m�_� I?�FC

0ìŵ/ˢHEĈɳſ��D	­Ų�C.EʗǍ�Żʐ+�E
 

� �  
Ɉ�Ɏ� þ˝ DNA , R-loop Ǘ˅0Ǐɼ¼âɨ70ů˵  

� Ǉȴɂ/��*	åʊǃ/��E R-loop ;%1þ˝ DNA Ǘ˅0ʁɁ1Ǐɼ¼âɨ
Iĸ�E�,�ȸę�F%
\�m�_� I0þ˝ DNA70ɜČ,	þ˝ DNAčİ
I§˘˝/ŝ�ƍ ǲſIɮƆ E,	\�m�_� I 1 R-loop @þ˝ DNA Ǘ˅I

ʗǶ E�,+Ǐɼ¼âɨIÂˇ�*�E,ɮ�CFE (ğ 16)
 
� Ǉȴɂ,�ʇ�*ʇHF%åʊ˕ǥ/��EʗǍ+1	\�m�_�0ıȡǐ0ȸ 

Ǐɼ¼âɨǜƧ�ʴßƒì/BDȯʌ�FE�,�ƺC�,.(% (Sutani et al., 

2015)
;%	Ǐɼ¼å˔ȡş�ʖō�F%əɲ+1þ˝ DNA /ɜČ Eg�wXʮ
+�E RPA0ɜČ�Įõ�*�%
�C/	þ˝ DNA/ɜČ�/�� RPAıȡ1\
�m�_�0ıȡ/BEǏɼ¼âɨȡş0ʉȔĦIĝŶ E�,�ĪĒ�F*�E 
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(Akai et al., 2011)
²�0�,�C	\�m�_� I0Ǜɳ1åʊ˕ǥ,xn0ˡ+
Ãŀ�F*�D	-'C?Ǐɼ¼âɨIĸ�Eþ˝ DNA0B�.Ǘ˅/ɜČ�	#0
Ǘ˅IʗǶ E�,+âɨIÂˇ�*�E,ɮ�CF%
 

� \�m�_� I/BEþ˝ DNAǗ˅0ʗǶ0³ʣ1	ťʦ+ˀ8%\�m�_�ʏ
Č¼/BEʱC"JǗ˅0ŐØI®�%Ǐɼ¼âɨ�m�/ɛ<ʼ>E
ɦ C"J0Ő

Ø/BE§˘˝ DNA0ƕDȢ<0î/	þ˝ DNAǗ˅�ʗǶ�FEŻʐ��E, 

E,	þ˝ DNAǗ˅�Ǐɼ¼âɨIĸ�E�,,\�m�_� I��0Ǘ˅Iȗ�E
ʴßǲſ0̃�˹ħ/B�ɜČ E�,0ʻʎ�Č� (ğ 16)
Ǉȴɂ/��E\�m
�_� I0 ChIP-seq / qPCRʗǍ+1ɞʙȩ/ǁƃ0˽ʀ.ɜČ˹ħ²Ĳ/?	\�

m�_� I �Ǐɼ¼Ù¼/�EȾŦ0òČ+Ū�ɜČ�*�E�,�ȸę�F*�E 
(ğ 4e, NS0^Nn)
�FC0Ù¼ȩ.Ū�ɜČ�\�m�_� I/BEY��v�
.Ǐɼ¼ DNA0ƕDȢ<Iʉ�*�E0�?�F.�
ƿʾ+1awNXN�[t�

IǙȁù/Ș�E�,+	BDŅ˙ȩ/Ǚȩg�wXʮ0ɜČIʗǍ+�E ChIP-seq
0Əǯ�ɮǓ�F*�E (Hu et al., 2015; Orlando et al., 2014)
�FC0ƏǯIȘ�
E�,+	�0B�.Ū�ɜČ?BDŅ˙ȩ�)ɢɬȩ/Ǖʝ+�E,žHFE
 

 
ɈĜɎ� \�m�_� I	II , TOP2A 0åʊǃǏɼ¼�+0ˆƨ   
� Ǉȴɂ+1	\�m�_� I	II,čǘ/	xnəɲ+åʊǃǏɼ¼âɨ/˘ʐ.Ű

òIǎ% TOP2A0 ChIP-seqʗǍIʇ�	#0[t��No.ɜČ˹ħIƺC�/
�%
\�m�_� I	II0 ChIP-seq m�g,0ǧʶʗǍ0ɜǎ	�FC�ɯ0ɜČ
˹ħ1 TSS ʾÌ/��*�˓S�v��j}�*�%
;%	�FC0ɜČ˹ħ0Œ

.�,?ƯTƎ+	TOP2A0ɜČ1\�m�_� I;%1 II/Àŀ�*�%�,�C	
\�m�_�ʏČ¼, TOP2A0ˆƨ�ȸę�F%
 
� ˽Ÿ˞ʖō/BEʗǍ/BD	\�m�_� I	II/Û˃0\L^|�qjn+�E

SMC2 ;%1 SMC4 0ǜƧ+ TOP2A 0ȡş.ŔĢ�<CFE�,��F;+/ĪĒ
�F*�E (Coelho, 2003; Hudson et al., 2003; Samejima et al., 2012)
Ǉȴɂ+1
ˑ¶ľ0 TSS ʾÌ0BDʟə.˹ħ/��E\�m�_�ʏČ¼, TOP2A 0ȯ¨ˢ

ÁIxnəɲ/��*ƺC�/�%
åľǲſ/ȱȭ E,	DNA n�Ne���d
II1§˘˝ DNAIčƻ/æƳ�	#0ˡIê0§˘˝ DNA �˃ˊ EążIʘĽ 
E�,+	ɝ<Č(%§˘˝ DNA čİIʗ�mTls�_��ǲſIǁ�*�E 

(Chen et al., 2013; Wang, 2002)
�0ǲſ� DNAn�Ne���d II �Ǐɼ¼âɨ
IÂˇ E�+˘ʐ.ŰòIǎ%�*�E,ɮ�CF*�E
ƿʾ/.(*	n�Ne

���d II IǜƧ�%äɽ˕ǥ/��*	\�m�_�Àŀȩ/ȖȐ DNA /ǟ0ʱ
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C"J0ʁɁ�<CFE�,�ĪĒ�F*�E (Baxter et al., 2011)
čƻ/	in vitro

0Ň́/��*ʱC"JI?)ɝ<Č(% DNAčİ1ʱC"J0.� DNA,ǧʶ�
*	n�Ne���d II /B(*mTls�_���F@ ��,�ȸ�F%
²�

0ɜǎ1\�m�_�/BEɝ<Č(% DNA 70ǟ0ʱC"J0ŐØ�	�FC0
DNA0mTls�_��IÂˇ E�,Iȸę�*�E
Ǉȴɂ/BEʗǍ�C	TSS
ʾÌ/��*\�m�_� I ;%1 II /B(*þ˝ DNA �§˘˝/ŝ�ƍ�F*�

C	DNA 0ǟ0ʱC"JǗ˅�ŐØ�FE,žHFE
ǝ�+	ȗ�% DNA Ǘ˅I
ʠʨ�* TOP2A��X��n�FE�,+ DNA0mTls�_���Âˇ�F*�
EĈɳſ�ɮ�CFE
˲čʥ0�Oa ESəɲ/��* TOP2A1}���g�˹ħ

/ɜČ�	ʴßìŵ/ˢHE�,�ĪĒ�F*�E (Thakurela et al., 2013)
\�m
�_� II�čǘ/}���g�˹ħ/ɜČ E�,�C (Dowen et al., 2013)	l ǃ/

��*?\�m�_� II 1 TOP2A 0Ǐɼ¼70�X��n/Ō��*�E0�?�

F.�
 

�  
Ɉ©Ɏ� Ǐɼ¼âɨ/��E\�m�_� I , II 0Űò0ˍ�  

� Ǉȴɂ/��*	\�m�_� II, TOP2AItjXhO�/BD	\�m�_� I
0ɜČ0Įõ�<CF%
\�m�_� II @ TOP2A 1	åʊǃ/��*\�m�_
� IBD?Ô/Ǐɼ¼/ɜČ�*âɨ/Ǜɳ E�,�C	�Ğľ0ǜƧ/B(*þ˝

@ɝ<Č(% DNAǗ˅�ʗǶ�F!/ʁɁ E�,+	\�m�_� I0ɜČ�Âˇ
�F*�E0�?�F.�
���(%Ǐɼ¼âɨIĸ�EB�. DNAǗ˅IǙȩ,
�*\�m�_� I1Ǐɼ¼/ɜČ�	#FC0ʗǶIÂˇ E�,+Ǐɼ¼âɨ/Ō

��*�E�,�ɮ�CFE
�Ƶ+	Ǉȴɂ0ʗǍ+1	\�m�_� I@ TOP2A
0tjXhO�+\�m�_� II 0ŔĢ/ıù1<CF.�(%
�0�,�C	\
�m�_� II 0åʊǃǏɼ¼70ɜČ1	\�m�_� I ,ȡ.D	þ˝@ɝ<Č(

% DNA0B�.Ǘ˅I¡.Ǚȩ,�.�Ĉɳſ��E
�F;+/	\�m�_� II
0X��i�70ɜČ0Ǚȩ,�*	xan� H40 20Ƞȭ0�`�0�t�i�ù
Ä˿�ȲCF*�E (Liu et al., 2010)
;%	\�m�_� II1�ŦǏɼ¼/ɜČ 

E,łŅ/ɜČ�%;;+�EÎď�\�m�_� I BDŬ��,�ĪĒ�F*�E 
(Gerlich et al., 2006)
�FC0�,�C	\�m�_� II1	I/ÔɅ(*åʊǃǏ
ɼ¼0ȏŅ0˹ħ/ɜČ�	Ɉ�ǣ˫0Ǐɼ¼ DNA0ƕDȢ<Iʇ�,žHFE (ğ

17)
ǝ�+	\�m�_� I �ǑɶŗįŲ/ȡş. DNA Ǘ˅I¡.Ǚȩ,�*ɜČ
�	#FC0ʗǶIÂˇ�))	BDə��Ǐɼ¼ DNA0ƕDȢ<Iˇ>E�,+Ɉ
§ǣ˫0âɨąż/Ō��*�E0+1.��,ƢȀ�FE
�0B�.\�m�_�
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I, II/BE§ǣ˫0âɨ�Tqb�/BD	ǟȶ.åʊǃǏɼ¼Ǘ˅0Ǘɏ�ˈʇ�
FE,ɮ�CF%
 
� \�m�_� II 1əɲēǃI˃�*ǑÝ/ŔĢ�	ˡǃ/��*?Ǐɼ¼�+Ǜɳ

�*�E,žHFE
­ĝ0Ň́ɓ+1 siRNA/B(*\�m�_� II^|�qjn
ItjXhO��*�E%>	l ǃ/��*?\�m�_� II0ȦȔ�ǽŒ�*�E

ų(*	ˡǃ0\�m�_� II 0Ǜɳ»��åʊǃ/?ů˵I��*�EĈɳſIĐ

Ņ+�.�
\�m�_� II 0B�.əɲēǃI˃�*Ǜɳ�*�EĞľ/)�*	
åʊǃȏȡȩ/ǛɳIʗǍ EīČ	\�mM_�p��)˄@�/ˑ¶ľItjXL

On EŇ́ɓ�Żʐ+�E,žHFE
ƿʾ+1	ʂïãȕ/B(*ƿȳ 30åȾŦ

+Ǚȩg�wXʮIåʗ E auxin-inducible degron (AID) _al��ɮǓ�F*�
E (Nishimura et al., 2009)
�0_al�+1ƯȨL�t˖0 AIDgYIʆČ�%Ǚ
ȩg�wXʮIS�V_�Àŀȩ/åʗ+�E
#�+	ʾţȫJ/Ș�CF*�E

clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) /Cas9/BE[
t�ɧ˭ƑʈɉIȘ�* AIDgYIÝĢſ0\�m�_� II^|�qjn/ʆČ E
�,+	\�mM_�p�/ȳƻˡ+\�m�_� II IǜƧ�"E�,�+�E
�

0B�.ʗǍ/B(*	åʊǃ;%1ˡǃȏȡȩ/\�m�_� II 0ǛɳIƺC�/
+�E,žHFE
 

 
ɈÚɎ� ɤƙ,­Ų0ŕǂ  
� Ǉȴɂ/BD	\�m�_� I �ʴßǲſ0̃�ˑ¶ľ0 TSS ʾÌ/ɜČ�	#0
ɜČ˹ħ/1þ˝ DNAǗ˅�đ;FE�,�ƺC�,.(%
�C/	þ˝ DNAI

·� R-loopǗ˅1Ǐɼ¼âɨIĸ�E�,�ȸę�F%
;%	\�m�_� II?ʴ
ßǲſ0̃�ˑ¶ľ0 TSS ʾÌ/ɜČ�*�D	�˓0˹ħ+\�m�_� I ,S�
v��j}�*�%
\�m�_� II@ TOP2AIǜƧ�%əɲ+\�m�_� I0ɜ

Č1Įõ�*�%�	�Ƶ+\�m�_� II0ɜČ1\�m�_� I@ TOP2AǜƧ+
�;Dıù�*�.�(%
ų(*	č�B�/ʴßǲſ0̃�ˑ¶ľ˹ħ/ɜČ�*

�*?	\�m�_� I, II0Ǐɼ¼âɨ/��EŰò1ȡ.(*�E,ɮ�CFE


�C/	TOP2A?\�m�_� I	II,Û/ TSSʾÌ+ÛŔĢ�*�E�,�ȸ�F
%
TOP2A0ŔĢ1�FC0ʏČ¼/Àŀ�*�D	Ǐɼ¼âɨ/��Ëɯ0ˆƨ
�ȸę�F%
 

� ȔĢ0,�G	\�m�_� I�Ǐɼ¼âɨIĸ�EB�. DNAǗ˅IǙȩ,�*
Ǐɼ¼/ɜČ�	#FC0ʗǶIÂˇ�*�E�Ƶ+	\�m�_� II 1�EȾŦǬ
;(%˹ħ/�Ņ0òČ+ɜČ E�,+	åʊǃǏɼ¼Ǘ˅0Ǘɏ/��Eʲī0B



 33 

�/Ǜɳ�*�E0+1.��,¦Ƃ�*�E
\�m�_� I @ II 0ǜƧ+þ˝
DNA @ R-loop .-0ȡş.Ǘ˅�åʊǃǏɼ¼�+Įõ�*�E�-��/)�*
­ŲǕʝ�*��Żʐ��E
;%	\�m�_� II 0ɜČǙȩ,�*1xan�Ä

˿�ɮ�CFE�,�C	�0�,/)�* ChIP-seq ɉ+ʟə/ʗǍ�*��%�

�C/	TOP2A1ˑ¶ľÝ˓@ˑ¶ľ²Ĳ0˹ħ/ŔĢ�<CF%�	�FC0˹ħ
/1-0B�.ȏŹ��E0�BDʟ��ʗǍ EŻʐ��E
 

 

  



SMC2 SMC4

CAP-H

CAP-D2 CAP-G

SMC2 SMC4

CAP-H2

CAP-D3 CAP-G2

Hinge

Head

SMC

kleisin

HEAT repeats

Condensin I Condensin II

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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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
のリリースによりG1期に同調した細胞。Cond. I siRNA, コンデンシン I サブユニットNCAPG の
siRNAオリゴなし (-) またはあり (+) で細胞同調前にトランスフェクション処理を行ったサンプル。x
軸はゲノムDNA含量、y軸は細胞数を表している。(b) 分裂期のHeLa 細胞におけるコンデンシン I の
ChIP-seq プロファイル。上段の図はRefSeq 遺伝子の位置を示している。下段の図は分裂前中期のコ
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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よるコンデンシン I ChIP-seq の最適化 (a) ChIP-seq の概
略図。細胞固定とクロマチン断片化における検討項目をそ
れぞれ青字と緑字で示している。(b, c) ChIP-qPCRによる
二つのクロマチン断片化の手法の比較。分裂前中期に同調
した細胞を用いて、(b) コンデンシン I (NCAPGサブユニッ
トと (c) H3K9me3の ChIP-qPCRを行った。
MNase+Sonic, クロマチン画分をMNase 処理で断片化後
に 3回のソニケーション処理をしたサンプル。Sonic, 6 回
のソニケーション処理をしたサンプル。(d) ChIP-qPCRに
よる二つの細胞固定方法の比較。Fixation, それぞれのサン
プルにおける固定条件を示している。FAはホルムアルデヒ
ドのみで、EGS+FAは EGSに次いでホルムアルデヒドを
加えてそれぞれ固定したサンプル。siRNA, NCAPG siRNA
オリゴなし (-) またはあり (+) で細胞同調前にトランス
フェクション処理を行ったサンプルを示す。(b) と (d) の各
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。(b) の NS1、
NS2と (d) の 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。(c) の BS1、BS2は H3K9me3
が統計的に有意に存在する領域、NS1、NS2は統計的に有
意には存在していない領域である。(bから d) 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5 | 続き (e) 分裂期のHeLa 細胞におけるコンデンシン I の ChIP-seq プロファイル。上段の図は
RefSeq 遺伝子の位置を示している。中段及び下段の図はそれぞれの固定条件でサンプル調製を行った
コンデンシン I 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。(f) 遺伝子の転写開始点 (TSS) 周辺での各固定条件における
コンデンシン I の平均化したChIP-seq プロファイル。(g) 各固定条件でのChIP-seq データから抽出さ
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均化したコンデンシン I の ChIP-seq プロファイル。非同調の細胞におけるRNA-seq データを基に遺
伝子を発現量によって４つのグループにランク分けし (High から Low)、各遺伝子グループの TSSにお
けるコンデンシン I の ChIP-seq プロファイルを平均化して示した。y軸は平均化したリード数。 (d) 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, RNAP2
またはコンデンシン I (Cond. I) の ChIP。M, ノコダゾールにより細胞分裂前中期に同調した細胞。 Asy. 
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トの抗体でのChIP。各 qPCRのサイトは tRNA遺伝子付近でのコンデンシン I の統計的に有意な結合
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プロファイルをそれぞれ黒色と紫色で示した。(g) 非同調の細胞におけるRNAP3の結合領域または分
裂期のコンデンシン I 結合領域とオーバーラップする tRNA遺伝子とその一致の割合を示すベン図。結
合領域と tRNA遺伝子とのオーバーラップは 1 ベース以上とした。
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チメント。　続く。

48



R
el

at
iv

e 
m

R
N

A
 le

ve
l 

0

0.4

0.8

0.2

0.6

1.0

THOC1CtrlsiRNA : siRNA :

%
 o

f c
el

ls

20

60

40

100

0

80

C
trl

C
ond. I

TH
O

C
1

C
ond. I

+ TH
O

C
1

Normal

Swollen

e

DAPI

Cond. I

Ctrl THOC1 Cond. I Cond. I 
+THOC1siRNA :

図11 | 続き (e) コンデンシン I と THOC1をノックダウンした細胞のMetaphasespread。コンデン
シン I の NCAPGサブユニット (Cond. I) か THOC1、その両方の siRNAで処理または siRNA未処理
の細胞 (Ctrl) で Metaphasespread を行った。Ctrl と THOC1ノックダウンの細胞はNCAPGサブユ
ニットの抗体で免疫染色を行った。染色体DNAは DAPI 染色した。スケールバーは 1 μm。左下は
Ctrl と THOC1 siRNA処理した細胞 での THOC1の RT-qPCR。y軸はCtrl の細胞を 1としたときの
相対的なRNA量。右下は通常 (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。各サンプルにつき 100個以上の細胞を観察した。

49



10 Mb20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240

2

0

1

Condensin I

Condensin II

0

16
24
32
40

30
40
50
60
70

8

2

0

1

2

0

1TOP2A

20
0

Gene 
density

GC%

a

Condensin I

Genes

Condensin I Cond. II
siRNA

Condensin II

Condensin II Cond. I
siRNA

TOP2A

chr1  41.0-42.0 Mb

41.0 41.5 42.0 Mb
30

0

30

0

30

0

30

0

30

0

b

R
ea

d 
de

ns
ity

図12 | 分裂期におけるコンデンシン II と TOP2AのChIP-seq 解析 (a) コンデンシン I (NCAPGサ
ブユニット )、コンデンシン II (NCAPH2サブユニット )、TOP2Aの ChIP-seq に基づく 2番染色体全
体での局在。y軸は 100 kb 毎の ChIP / input DNAシグナル比を表しており、1より大きい領域を赤
い色で示している。Gene density は 500 kb 毎に存在する遺伝子数、GC%は配列中のGC含量である。
95 Mb付近の何もない領域は、配列決定されておらず、今回用いたヒトリファレンスゲノム hg19 に
は含まれていないセントロメア領域。 (b) 分裂期の細胞におけるコンデンシン I、コンデンシン II、
TOP2Aの ChIP-seq プロファイル。上段の図はRefSeq 遺伝子の位置を示している。下の五段は各
ChIP-seq プロファイル。Cond. I, Cond. II siRNA, siRNA処理によりコンデンシン I の NCAPGサブ
ユニット、コンデンシン II の NCAPD3サブユニットをそれぞれノックダウンした細胞。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。　続く。 

50



20

60

40

0

Distance from TSS
0 5 10 15 20 4540353025 50

80

R
el

at
iv

e 
fre

qu
en

cy
 (%

)

>50

100

10

20

60

40

30

50

0

Distance from TSS
0 5 10 15 20 4540353025 50 >50

1.5

1.0

0.5

-0.5

0Lo
g 

ra
tio

 (p
ea

ks
 p

er
 b

ac
kg

ro
un

d)

U
pstream

 (5kb)

D
ow

nstream
 (5kb)

5’
U

TR

3’
U

TR

C
oding exon

Intron

Intergenic

0.4

1.6

1.2

0.8

-0.4

0

2.0

-1.0

U
pstream

 (5kb)

D
ow

nstream
 (5kb)

5’
U

TR

3’
U

TR

C
oding exon

Intron

Intergenic

c

e

6

5

0

1

2

3

4

C
on

de
ns

in
 II

 re
ad

 d
en

si
ty

High

Low

7

6

10

0

2

4

TO
P

2A
 re

ad
 d

en
si

ty

0 1,000 2,000-1,000-2,000
Distance from TSS

bp

8

R
el

at
iv

e 
fre

qu
en

cy
 (%

)

Lo
g 

ra
tio

 (p
ea

ks
 p

er
 b

ac
kg

ro
un

d)

f

19523
279

2073

143
3898

2723

1662

Condensin I
(8837)

Condensin II
(5982)

TOP2A
(27806)

d

Condensin II ChIP-seq

TOP2A ChIP-seq

0 1,000 2,000-1,000-2,000
Distance from TSS

bp

図12 | 続き (c) 左 , コンデンシン II 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。右 , コンデンシン II 結合領域と遺伝子領域
との局在の比較。y軸は各領域におけるコンデンシン
II 結合領域の局在のバックグラウンドに対する比率を
log10 スケールで表している。(d) TOP2A の統計的
に有意な結合領域についてそれぞれ (c) と同様の解析
を行った。 (e) 遺伝子の TSS周辺での平均化したコン
デンシン II と TOP2Aの ChIP-seq プロファイル。非
同調の細胞におけるRNA-seq データを基に遺伝子を
発現量によって４つのグループにランク分けし (High
から Low)、各遺伝子グループの TSSにおける
ChIP-seq プロファイルを平均化して示した。y軸は
平均化したリード数。(f) 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。括弧内の数字は総結合領域数である。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。

Condensin II ChIP-seq TOP2A ChIP-seq
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図13 | 分裂期におけるコンデンシン II と TOP2AのChIP-qPCR及びウェスタンブロッティング解
析 (a, b) コントロール IgG、コンデンシン II と TOP2A の ChIP-qPCRとウェスタンブロッティング。
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
NCAPG、 コンデンシン II サブユニットNCAPD3、NCAPH2 #1-3 ( それぞれ標的配列が異なる )、
NCAPGと NCAPD3の両方 (Cond. I+II)、TOP2A #1-3 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。(a, b) の各 qPCRのサイトはそれぞれコンデンシン II と
TOP2A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 と
TOP2Aの統計的に有意な結合がみられない領域である。WCE, Whole cell extracts。Chromatin, 不
溶性のクロマチン分画。Ponceau S 染色とヒストンH3はローディングコントロール。本図内のエラー
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 
replicates)。
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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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ɈĜɆ� ǈƲ,Ƶǯ 
 
əɲĨ̀,čʥ  

� HeLa əɲ (xnľŉ˺˓�Jəɲ)I}�alMjXmMj_��/Ʃȿ�	37�	
CO2ȆŦ 5%0Ǌ´+Ĩ̀�%
Ĩ̀Ƿ1̃Y�\�a DMEM (Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium) (Wako) / 10% Fetal bovine serum (Biosera) 	�q_���an�

}n�N_��L�Y�g��ȂǷ (Wako)	�C/ 20 mM HEPES-KOH (pH 7.4)Iõ
�*¿Ș�%
ˊĮǢ�.��'/ TrypLE Express (Thermo Fisher Scientific) +ə
ɲImMj_��C1��*Ş˗�*Ʃ�Ȯ�	əɲ0ɟ±Iʇ(%
 

� əɲåʊî ǃ+0čʥ/1h|�i�`�|�jXǯ,t\hf�� 
(Calbiochem) IȘ�%
əɲI 2 mM i�`�IǺõ�%Ĩ̀Ƿ + 14-16ƻˡĨ̀
�%Ų	PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.76mM KH2PO4	S�

nX��|ȃɿ) +ǱǴ�	˃ ş0Ĩ̀Ƿ+ 8ƻˡĨ̀�%
i�`�IǺõ�* 14-16
ƻˡĨ̀�	�Ŧ PBS +ǱǴ�*Þ4˃ş0Ĩ̀Ƿ+ 7 ƻˡĨ̀�%
�C/	50 
ng/mL t\hf��IǺõ�* 4 ƻˡĨ̀Ų	.E8�åʊǃ0əɲ0<IʗǍ E

%>	_PNXS{�*�ǻ0əɲ0<IĝĆ�%
;%	RNAP2	3 0 ChIP Ą4
Metaphasespread (ğ 9d) +1BDčʥĨ>E%>	§ĝȭ0i�`����a�C
7 ƻˡŲ/ CDK1 ˥Ŋï+�E RO3306 (Calbiochem)IɚȆŦ 8 µM +Ǻõ�*	2

ƻˡĨ̀�	G2/M ǃ/əɲIčʥ�%
�C/	PBS +ǱǴŲ/ 2 ƻˡt\hf�
�IǺõ�%Ĩ̀Ƿ+Ĩ̀�	_PNXS{+ĝĆ�%
G1 ǃ+0əɲčʥ1t\h
f��/B(*åʊǃ+ÊǞ�%əɲI_PNXS{+ĝĆ�	PBS +ǱǴŲ/ 2 ƻ

ˡ˃ş0Ĩ̀Ƿ+Ĩ̀�*�CĝĆ�%
 
� ¿Ș�% HeLa əɲǐ1�Jȴɂµ�JȴɂƎ0Ťș«ÿİ�Cå��F%
GFP
gY°� CENPA IȦȔ E HeLa əɲǐ/)�*1 +/ĪĒ�F*�E 

(Kunitoku et al., 2003)
 

 
{��^Nn�n��ʗǍ  

� əɲIĝĆŲ	PBS+ǱǴ�*�20�+à@�% 70% Ethanol/ƈȅ�	�20�+�
Ƽ²�N�V���n�*ĠŅãȕIʇ(%
ĠŅ�%əɲIPBS+ǱǴ�	50 µg/mL, 
propidium iodide / 0.1 mg/mL RNase (Roche) / PBS/ƈȅ�*	ňǿ+ 30åˡN�

V���n�%
�FC0əɲ/)�*	FACSCalibur (Becton Dickinson) IȘ�*
{��^Nn�n��ʗǍIʇ(%
^�}��%D 20000Å0əɲIʗǍ�%
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RNA šǼ  
� � siRNA 0n��a{PX_��1 Lipofectamine RNAiMAX (Thermo Fisher 
Scientific) IȘ�*	Ǻ°0}�n\��/ų(*ʇ(%
siRNA1ɚȆŦ 50nM+

¿Ș�%
əɲčʥ EīČ	�ĝȭ0i�`�Ǻõ0 8ƻˡî/n��a{PX_�
�Iʇ(%
˲čʥ0īČ1n��a{PX_���C 60ƻˡ+əɲIĝĆ�%
¿
Ș�% siRNA0c�a˝0˔çI²�/ȸ 
 

 
NCAPD3: 5’ - AAACGUAGGACUGUUAAUCAGGAGC - 3’ 
NCAPG: 5’ - AAUAAGACGAGAAAGAAUCCUGCUG - 3’ 
NCAPG (ğ 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’ 
 
Ɣ¼,ʞʂ  

� ¿Ș�%Ɣ¼I²�/ȸ 
� �  
ChIP; GFP��X��p�Ɣ¼ (TP401, Torrey PinesBiolabs)	H3K9me3�tX�
�p�Ɣ¼ (05-1250, Merck Millipore)	NCAPH2��X��p�Ɣ¼ (A302-276A, 

Bethyl)	RNAP1 PAF53 ^|�qjn��X��p�Ɣ¼  (ab88623, Abcam)	
RNAP2 CTD �z�n�tX��p�Ɣ¼ (8WG16 X���	ab817, Abcam)	
RNAP3 RPC32�tX��p�Ɣ¼ (sc-21754, Santa Cruz Biotechnology)	˲ ȏȡȩ

�yjn×ȤY�|�� G (IgG, 2797, Cell Signaling)	Rad21��X��p�Ɣ¼/
)�*1 +/ĪĒ�F*�E (Deardorff et al., 2012)	RNAP2 CTD repeat0 2Ƞ
ȭ0c��0��˖ùÄ˿Iʠʨ E�tX��p�Ɣ¼1ĴˤĴŁĴŁ˨ȗĖǛɳ

ȴɂȻ0Ǆǉńÿİ/BD¾ä	å��F% (Stasevich et al., 2014)
 
OPag�|�jlM�Y; NCAPH2 ��X��p�Ɣ¼/)�*1 +/ĪĒ�F*

�E (Abe et al., 2011)
α-Tubulin�tX��p�Ɣ¼ (B-5-1-2X���, Sigma)	
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xan� H3 ��X��p�Ɣ¼  (ab1791, Abcam)	TBP �tX��p�Ɣ¼ 
(MAb-TBPCSH-100, diagenode)	NCAPD3��X��p�Ɣ¼ (A300-604A, Bethyl)	
NCAPG��X��p�Ɣ¼ (A300-602A, Bethyl)
 

ChIP	OPag�|�jlM�Y; TOP2A��X��p�Ɣ¼ (ab74715, Abcam)
 
ChIP	OPag�|�jlM�Y	×ȤǏɼ; NCAPG��X��p�Ɣ¼/)�*1 
+/ĪĒ�F*�E (Nakajima et al., 2007)
 

� OPag�|�jlM�Y/��EƔ¼0Ş˗ȓI²�/ȸ 
 
1:1000; α-TubulinƔ¼	xan� H3 Ɣ¼	NCAPD3 Ɣ¼	TOP2A Ɣ¼	NCAPH2

Ɣ¼	NCAPGƔ¼
 

1:2000; TBPƔ¼
 
� ×ȤǏɼ/��E NCAPGƔ¼0Ş˗ȓ1 1:1000+ʇ(%
 
� OPag�|�lM�Y0§ǝƔ¼1 Horseradish peroxidase-conjugated 

Affinipure Goat Anti-Mouse IgG (H+L)Ą4 Anti-Rabbit IgG (H+L) (Jackson 
Immuno Research)I 1:50000Ş˗ȓ+¿Ș�%
 
� ×ȤǏɼ0§ǝƔ¼1 Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary Antibody, Alexa 

Fluor® 568 conjugate (Thermo Fisher Scientific)I 1:4000Ş˗ȓ+¿Ș�%
 
� ʴß˥Ŋï,�* 1,10-phenanthroline (Sigma)	Triptolide (Enzo Life Sciences)	
SNS-032 (Selleck Chemicals)IȘ�% (Chen et al., 2009; Wang et al., 2011)
 

 
X��i�×Ȥǭ˦  (ChIP) 
� � ChIP0Ƶǯ1�F;+ĪĒ�F*�E (Deardorff et al., 2012)
�1 × 1070əɲ

IĨ̀Ƿ/ɚȆŦ 1%/.EB�/ 37% ���L�mxoȂǷIõ�*ňǿ+ 10åˡ
N�V���n�	ĠŅãȕIʇ(%
ǝ/ 2.5 M glycine / PBSIɚȆŦ 125 mM+
õ�*�C/ 5åˡN�V���n�	X�a��XążIÊǞ�"%
ĠŅ�%əɲ

Iǫà PBS+ 2ĝǱǴ�%Ų	1 mL0 LB0vj{K� (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 

mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.1% NP-40, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ) 
/ƈȅ�*Ȃʗ�	4�/��* 2,000 ×g+ 3åˡˎź�*X��i�ȜåIĝĆ�%


�0ǣ˫/��*Ƿ¼Ʉɗ+áɜ�	−80�+Ãŀ�%
X��i�ȜåI 1 mL 0
MNB1vj{K� (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) ) +ƈȅ�	10åˡǫ�+N�V���n�%
#0Ų	4�
/��* 2,000 ×g+ 3åˡˎź�	��jnI 100 µL0MNB2vj{K� (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) +ƈȅŲ	0.5 µL (1,000 gel units) 0MNase (New England 
Biolabs) Iõ�	37�+ 15åˡN�V���n�	X��i�IƳȍù�%
�C/	
ążǷIǫ�/Ƚ�	5 µL0 0.5M EDTAIõ�*ążIÊǞ�"%
300 µL0 LB3

vj{K� (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) )Iõ�	4�/��* 2,000 ×g+ 1åˡˎź�%
Branson Sonifier 250D 

(Branson) I¿Ș�*eqZ�_�� (ƝŠIƿĴ0 17%+ 12ȼˡI 3ĝ	1ĝǦ/
4�/��* 10,000 ×g + 1 åˡˎź�*az�hO�)Iʇ(%
ǝ/ 4�/��*
19,000 ×g+ 30åˡˎź�	�ǻ/ 500 µL0 LB3vj{K�Iõ�*ƳȍùX��

i�ȂǷ,�%
�0X��i�ȂǷ 400 µL/Ɣ¼y�bIõ�*�Ƽ 4�+ʴÇǹ
ė�%
;%	20 µL X��i�ȂǷ/ 80 µL0Ȃävj{K� (50 mM Tris-HCl pH 
8.0, 10 mM EDTA, 1% SDS) Iõ�*�input DNA
,�%
Ɣ¼y�b1²�0B

�/ʥʍ�%
50 µL 0ȷǩy�b  (Dynabeads Protein A ;%1 Dynabeads 
anti-Mouse IgG, Thermo Fisher Scientific) I 5 mg/mL bovine serum albumin / PBS 
(BSA/PBS)+ 2ĝǱǴ�	500 µL0 BSA/PBS/ƈȅ�%
ƈȅǷ/ 2.5 µg0Ɣ¼I

õ�	4�+ 3ƻˡ²�ʴÇǹė�%
�0Ɣ¼y�bI BSA/PBS+ 2ĝ	LB3vj
{K�+ 1ĝǱǴ�* ChIP/¿Ș�%
X��i�ȂǷ,ążŲ	Ɣ¼y�bI RIPA
ǱǴvj{K� (50 mM HEPES-KOH pH 7.4, 0.5 M LiCl, 1 mM EDTA, 1% NP-40, 

0.5% Na-Deoxycholate)+ 5ĝ	TE50vj{K�  (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM 
EDTA)+̆ĝǱǴ�%Ų	100 µL 0Ȃävj{K�/ƈȅ�%
#0Ų	65�+ 20
åˡN�V���n�	Ɣ¼y�bIňǿ/��* 10,000 ×g+ 1åˡˎź�*az�

hO��%
�ǻ (ChIP^�}�), input DNAI 65�+ 6ƻˡ�C�ƼN�V��
�n�	ɴX�a��XążIʇ(%
#0Ų	2 µL0 50 mg/mL RNase (Roche)I
õ�	37�+̆ƻˡN�V���n�%
�C/ 2 µL 0 50 mg/mL Proteinase K 

(Merck Millipore)Iõ�	50�+ 2 ƻˡ�C�ƼN�V���n�%
�C/	
QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN)IȘ�*VjnǺ°0}�n\��/ų
(* DNAɑʍ�	input Ą4 ChIP DNA,�%
 

� eqZ�_��/B(*X��i�ƳȍùIʇ�īČ	²�0Ƶǯ+ʇ(% (ğ 5b, 
c)
ĠŅŲ0əɲI 1 mL0 LB1vj{K� (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) /ƈȅ�*Ȃʗ�	4�/��* 2,000 ×g+ 3åˡˎź�*X��i�Ȝå
IĝĆ�%
X��i�ȜåI 1 mL0 LB2vj{K� (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 200 
mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 1 mM PMSF) +ƈȅ�	10åˡǫ�+N�
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V���n�%
ǝ/	4�/��* 2,000 ×g+ 3åˡˎź�%
#0Ų	1 mL0 LB3
vj{K�/ƈȅ�	10 åˡǫ�+N�V���n�*	4�/��* 2,000 ×g + 3
åˡˎź�%
�C/	400 µL0 LB3vj{K�Iõ�*	4�/��* 2,000 ×g+

1 åˡˎź�%
Branson Sonifier 250D I¿Ș�*eqZ�_�� (ƝŠIƿĴ0
17%+ 12ȼˡI 6ĝ	1ĝǦ/ 4�/��* 10,000 ×g+ 1åˡˎź�*az�hO
�) Iʇ�	X��i�IƳȍùĄ4ĈȂù�%
 

� \�m�_� I (NCAPG ^|�qjn) 0 ChIP-seq 1§ǣ˫ĠŅãȕ�%əɲ+
ʇ(% (ğ 5�C 11)
ĝĆ�%əɲIǫà PBS+ 2ĝǱǴ�%Ų	1.5 mM Ethylene 
glycol bis(succinimidyl succinate) (EGS) / PBS/ƈȅ�	ňǿ+ 45åˡʴÇǹė�

*�ǣ˫ȭ0ĠŅIʇ(%
�C/	ɚȆŦ 1%/.EB�/ 37% ���L�mxo
ȂǷIõ�*ňǿ+ 20 åˡʴÇǹė�	§ǣ˫ȭ0ĠŅãȕIʇ(%
ǝ/ 2.5 M 
glycine / PBSIɚȆŦ 200 mM+õ�*�C/ 10åˡʴÇǹė�	X�a��Xą

żIÊǞ�"%
 

 
ChIP-seq ǯ  

� ChIP Ą 4 input DNA 1 Ǻ ° 0 } � n \ � � / ų ( * Covaris S2 
Focused-ultrasonicator (Covaris) +ɕ 150-200 bp0˟�/Ƴȍù�% (Duty Cycle, 
10%; Intensity, 5; Cycles per Burst, 100; Duration, 300 sec)
ChIP-seq library DNA

0ʥʍ1 NEBNext® ChIP-seq Library Prep Master Mix Set for Illumina (New 
England Biolabs) +Ǻ°0}�n\��/ų(*ʇ(%
ʥʍ�% ChIP-seq library 
DNAI HiSeq® 2000 massively parallel DNA sequencing platform (Illumina) /B

(* single-end+ 65 bpI_�XQ�a�*˔çǬŅ�%
 
� ŴCF%˔ç1 Bowtie (Langmead et al., 2009) IȘ�*�jz�Y�%
ċ��
o0ƿè0 28Ĭĩ/)�*	�a�jiIƿĴ 3Ĭĩ;+ʜŋ� (-n3 option)	[t

��+ȏȡȩ/ (�ɋƎ&�/) �jz�Y�FE��o (-m1 option) Ixn�{K
��a[t� (UCSC hg19)�/�j}�%
ChIP-seqm�g0ɞʙ1ʉ 1/ȸ�%
 
� ChIP-seq }�{KN�0ĈʓùĄ4ɞʙȩ/ǁƃ.ɜČ˹ħ0čŅ1Ǉȴɂň+ˠ

Ȧ�F% ChIP-seqʗǍk��	DROMPAIȘ�% (Nakato et al., 2013)
ğ 4�C
11;+0ʗǍ1 DROMPA (v�`�� 1) +ʇ(%
ChIP-seq0�jz�Ym�g/
��*	PCR vNLa/Țǋ E��o (5’Ë0˔ç�č���očİ)I{M�g�

�	ċǏɼ¼/��* read per million normalizationǯ ([t�^Nb/ż�*�Ņ
0��oƯ/ EƵǯ) +Ǚȁù�%
��oƯ1 100 MbǦ/ 106��o,�%
�

C/	[t��0 10-bp Ǧ/�jz�Y�FE��oƯIɌä�	wiggle {KN�I
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¾Ɖ�%
�0{KN�I ChIP-seq}�{KN�0Ĉʓù@ɞʙȩ/ǁƃ.ɜČ˹ħ
0Ƙä/Ș�%
ɜČ˹ħ0čŅ+1 500 bpǦ0��oƯ/)�*²�0ˣÈIȘ�
%
(i) ȍËOM�\Xe�0˷ºėǕŅ/��* input, ChIP0ˡ0 p-value� 10-4

²�
(ii) ChIP/input� 3²�
(iii)� #0˹ħ/��E ChIP��oƯ / Ù¼+0Ţ
Ĥ0 ChIP ��oƯ� 3 ²�
(iv) #0˹ħ/��E input ��oƯ / Ù¼+0ŢĤ
0 input ��oƯ� 10 ²�
(v) #0˹ħ/��E ChIP ��oƯ� 6 ²�
\�m

�_� I (NCAPG)0ɜČ˹ħƘä/��*1 False discovery rateI��E%>	(v)
0ˣÈI 7²�,�% (ğ 6²˦)
 
� rDNA˹ħ/��EChIP-seqʗǍ+1 rDNAɪDʿ�˔ç/�j}�FE��oI

Ĉʓù E%>	PCRvNLa0{M�g�1ʇH!	[t�Ù¼+ read per million 
normalizationǯ+Ǚȁù�%
 
� ğ 12²˦0ʗǍ1 DROMPA (v�`�� 2.5.3) +ʇ(%
ChIP-seq0�jz�Y

m�g/��*	PCR vNLaI{M�g��	[t�Ù¼+ read per million 
normalizationǯ+Ǚȁù�%
�C/	10-bp;%1 100-bpǦ/��oƯIɌä�	
wiggle{KN�I¾Ɖ�%
�0{KN�I ChIP-seq}�{KN�0Ĉʓù@ɞʙȩ

/ǁƃ.ɜČ˹ħ0Ƙä/Ș�% (TSS @ɜČ˹ħ/��EŢĤ0}�{KN�0Ĉ
ʓù1 10-bp	#F²Ĳ1 100-bp)
ɜČ˹ħ0čŅ+1 100 bpǦ0��oƯ/)�*
²�0ˣÈIȘ�%
(i) §˶ǕŅ/��*#0˹ħ/��E ChIP ��oƯ,Ù¼+

0ŢĤ0 ChIP ��oƯ0ˡ0 p-value � 0.01 ²�
(ii) §˶ǕŅ/��* input ,
ChIP0ˡ0 p-value� 0.01²�
(iii) Benjamini-Hochbergǯ/��* q-value� 0.05
²�
 

� ˑ¶ľ0ʗǍ/1 RefSeqˑ¶ľIȘ�%
ˑ¶ľ0ȦȔ˙,ɜČ0ȯˢ0ʗǍ/1
˲čʥ0 HeLaəɲ0 RNA-seqm�g (Gene Expression Omnibus0 GMS765402)
IȘ�%
 ChIP-seq m�g0ˑ¶ľ˹ħ,0ǧʶ/1ʗǍk�� CEAS 

(cis-regulatory element annotation system) IȘ�% (Shin et al., 2009)
 CGI0m
�g1 UCSC Genome Bioinformatics ^Nn0?0IȘ�%
 

 

Quantitative PCR 
� ChIP DNA Ą4 cDNA 0 qPCR ʗǍ1 real-time PCR systems 7500 ;%1
StepOnePlus (Thermo Fisher Scientific) , KAPA Fast qPCR kit (KAPA 

Biosystems) IȘ�*Ǻ°0}�n\��/ų(*ʇ(%
č�^�}�+�ĝɪDʿ
�ʙȀIʇ�	ǙȁÉŜIɌä�%
¿Ș�%}�N���L1ʉ 2 /ȸ�%
rDNA
˹ħ, tRNA ˑ¶ľ°ʾ0}�N���L1�F;+/ĪĒ�F*�E (Oler et al., 
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2010; Zentner et al., 2011)
 

 
ChIP DNA 0rX�L�d P1 ãȕ  

� �ˀ0 ChIP0Ƶǯ+ ChIP DNAIɑʍ�	Ɣ¼y�b�C0ȂäIʇ�î/y�
b�+ ChIP DNA/²�B�/rX�L�d P1ãȕ�%
100 µL0ążvj{K� 

(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�qjn0rX�L�d
P1 (Wako) Iõ�* 42�+ 20åˡN�V���n�%
ążŲ	Ɣ¼y�bI TE50
vj{K�+ 1ĝǱǴ�*	ChIP,čǘ0Ƶǯ+Ȃä�C0ƫ¾Iʇ(%
 

 
RNA Ƙä, RT-qPCR 
� �1 × 1060əɲI 1 mL0 Trizol (Thermo Fisher Scientific)+ĝĆ�	Nuclrospin 

RNA kit (Macherey-Nagel)IȘ�*Ǻ°0}�n\��/ų(* RNA0Ƙä�B4
ɑʍIʇ(%
ŴCF% RNA0 cDNA70˂ʴß1 ReverTra Ace qPCR RT Master 
Mix (Toyobo) IȘ�*Ǻ°0}�n\��/ų(*ʇ(%
cDNA1 qPCR/B(*

ʗǍ�%
N�g�p�\�n���/1β-actin ˑ¶ľIȘ�%
ƴʒ/ČƉ�F%
RNA IŅ˙ E%>0}�N���L1�F;+/ĪĒ�F*�E?0IȘ�% 
(Blobel et al., 2009)
 

 
g�wXʮʗǍ  
� g�wXʮƘä,OPag�|�jlM�Y0Ƶǯ1�F;+/ĪĒ�F*�E 

(Deardorff et al., 2012)
�5 × 1060əɲIǫà PBS+ǱǴ�	X��i�åȜvj
{K� (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) ) 
Iõ�	ǫ�+ 10åˡN�V���n�%
�˓IWhole cell extract (WCE) ,�*
ĝĆ�%Ų	4�/��* 1,500 ×g+ 5åˡˎź�	�ǻIĈȂſȜå,�%
ǭǤI

Þ4X��i�åȜvj{K�/ƈȅ�*X��i�Ȝå,�%
WCE,X��i�
Ȝå/)�*1 26G0˚+_L��Y�* DNAIðƳ�%
 
� åȜ�%ċȂǷ/ SDS sample vj{K� (ɚȆŦ 25 mM Tris-HCl (pH6.8), 50 

mM DTT, 3% SDS, 0.1% Bromophenol blue, 10% glycerol) Iõ�* 95�+ 5åˡã
ȕ�*ǰø^�}�,�%
�FCIȘ�* SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
(PAGE) Iʇ�	g�wXʮIåľ˙Ǧ/å˯�%
å˯�%g�wXʮ1 Mini 
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trans-blot cell (Bio-RAD) IȘ�*	70V0Ņ˱ġ+ 2ƻˡ;%1 30V+ 10ƻˡ0ã
ȕ+ʴßvj{K� (192 mM Glycine, 25mM Tris, 15% Methanol) IȘ�*qn�
c���a��|�� (Amersham Protran Premium 0.2 µm NC, GE Healthcare 

Life science) /ʴß�%
ʴßŲ0��|��I Ponceau SȂǷ (0.05% Ponceau S, 
1% Acetic acid) +Ǐɼ�*aV���%
�C/	|�jV�Yvj{K� 
(PBS/0.1% Tween-20 (PBS-T) / 3% non-fat milk) /ǵ�*	ňǿ+ 2ƻˡ;%1 4�

+ 12ƻˡƝȬ�%
�0��|��I Can Get Signal® (TOYOBO) ;%1MaxBlot 
Solution 1 (MBL Life science) +ˏņŞ˗�%�ǝƔ¼,ňǿ+ 1ƻˡ;%1 4�+
12ƻˡN�V���n�%
�C/	PBS-T+ 3ĝǱǴŲ	|�jV�Yvj{K� 

+Ş˗�%§ǝƔ¼,ňǿ+ 45 åˡN�V���n�%
PBS-T + 3 ĝǱǴŲ	
Luminata Forte Western HRP Substrate (Merck Millipore) +ùŁȦÕǕä�	
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life science) +ʗǍ�%
 

 
×ȤǏɼ  
� ×ȤǏɼ0Ƶǯ/)�*1�F;+/ĪĒ�F*�E (Abe et al., 2011)
åʊǃ/

čʥ�%əɲI_PNXS{+ĝĆ�	»ūvj{K� (PBS : Milli-QǪ = 2 : 3) /
ƈȅ�	37�+ 5 åˡN�V���n�%
²�0ãȕ1Ù*ňǿ+ʇ(%
�0ə
ɲ (�1 × 104) I 1, 800 rpm+ 5åˡ	Cytospin 4 (Thermo Fisher Scientific) +ˎ

ź�	a�NoU�a/a}�jo�%
�0əɲI 0.1% Triton X-100 / PBS+ 2å
ˡ	ǝ�+ PBS+ 3åˡN�V���n�%
�C/	2% w����L�mxo / 137 
mM ��˖pn�O�vj{K� (pH 7.4) + 20åˡĠŅãȕIʇ(%
PBS+ 1ĝ

ǱǴŲ	0.5% Triton X-100 / PBS+ 5åˡ	ǝ�+ 0.05% Triton X-100 / PBS+ 5å
ˡN�V���n�%
�C/	5% goat serum / 0.05% Triton X-100 / PBS+ 1ƻˡ
N�V���n�%
#0Ų	1% goat serum / 0.05% Triton X-100 / PBS+ˏņŞ˗

�%�ǝƔ¼/B(* 4�+�ƼN�V���n�%
ǝ0ƶ	²�0ãȕIÙ*ňǿ
+ʇ(%
0.05% Triton X-100 / PBS+ 5åˡ0ǱǴI 3ĝɪDʿ�%
ǝ/	1% goat 
serum / 0.05% Triton X-100 / PBS+ˏņŞ˗�%§ǝƔ¼/B(* 45åˡN�V�

��n�%
0.05% Triton X-100 / PBS+ 5åˡ0ǱǴI 2ĝɪDʿ�%
�C/ 0.5 
µg/mL 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) / 0.05% Triton X-100 / PBS+ 5åˡN
�V���n�%
PBS	Milli-QǪ0˷/ǱǴŲ	ProLong® Gold antifade reagent 

(Thermo Fisher Scientific) IȘ�*�O�n�	ʅÕ˽Ÿ˞ (Olympus BX-51 + 
DP-30 m`g�T��) +ʗǍ�%
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