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　クロマチン免疫沈降法（ChIP）は、特定のタンパク質が

結合するDNA領域を同定する手法です。転写因子の結

合部位やヒストンのメチル化などのエピゲノム解析に利

用できます。

　ChIP-seqは、ChIPと次世代シーケンサーを組み合わせ

てゲノムワイドにエピゲノム情報を取得する手法です。

ChIPとマイクロアレイを組み合わせたChIP on chipと共

に様々な生物で転写制御メカニズムの理解に大きく貢

献しています。

　Genomics Suiteは、ChIP-seqのデータ解析を行うた

めにワークフローを提供しています。ChIP-seq用のワー

クフローでは次のような解析を行うことができます。

■ フラグメント長の推定

　次世代シーケンサーで決定される配列は免疫沈降し

たDNAフラグメントの一部です。そのため、片鎖の配列解

析を行った時はフラグメント長を推定する必要がありま

す。フラグメント長は順鎖と逆鎖の分布から推定します。

■ ピークの検出

　指定したサイズのウインドウに染色体を分割して、各

ウインドウに含まれるフラグメントの数をカウントしま

す。カウントしたフラグメント数は、ゼロ打ち切り負の二

項分布（ZTNB）に当てはめてピークを検出します。

　検出したピークごとにマン・ホイットニーU検定のp値

および対照サンプルに対する二項検定のp値が算出さ

れます。マン・ホイットニーU検定のp値は順鎖と逆鎖の

ピークが二峰性を示すことを判定するための評価基準

となります。対照サンプルに対する二項検定のp値は

PCRバイアスや抗体の非特異的結合などに起因する偽

陽性を判定するための評価基準となります。

■ モチーフの検出

　検出されたピークの塩基配列から共通する配列であ

るモチーフを検出します。新規のモチーフ検出と既知の

モチーフ検索ができます。

　新規のモチーフ検出は、ギブスサンプリングによって

行います。指定した塩基長の範囲で対数尤度比が最大

になる配列のサブセットを検出します。検出したモチーフ

はシークエンスロゴ（図1）で表示されます。

　既知のモチーフ検索は、特定のモチーフの文字列また

はJASPARなどのモチーフデータベースが提供する各モ

チーフのアラインメントマトリックスに対して実行できま

す。文字列に対する検索は完全一致検索ですので、一つ

の位置に複数の塩基を指定する場合はIUPACの塩基表

記を使用します。アラインメントマトリックスに対する検

索では、各モチーフの出現回数の期待値に対する二項分

布のp値が算出されます。このp値は各モチーフが検出さ

れたピークで濃縮されていることを判定するための評価

基準となります。

■ 遺伝子との相関

　検出されたピークをRefSeqやAceViewなどのトランス

クリプトームデータベースと比較して、各ピークがどの遺

伝子とどのような位置関係にあるかを確認できます。遺

伝子ごとに重複するピークの転写開始点からの距離（図

2）、重複する割合、重複する領域（プロモーター／5’-UTR

／CDS／3’-UTR／イントロン）を出力します。

　ピークが重複する遺伝子のリストは、GO Enrichment

解析やパスウェイ解析などを行うことができます。また、

同じサンプルでRNA-seqを行っている場合は、ChIP-seq

による転写因子結合部位の解析結果とRNA-seqによる

遺伝子発現の解析結果を統合できます。
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図2　転写開始点からの距離とリード数の比較

図1　新規モチーフの検出（シークエンスロゴ）

Partek Genomics Suiteは次世代シーケンサーとマイクロアレイの両方のデータ解析が可能なソフトウェア
です。ゲノム／トランスクリプトーム／エピゲノムの様々なアプリケーションに対応した解析ができます。次世
代シーケンサーを用いて転写因子などの結合部位を解析する手法がChIP-seqです。今回はGenomics Suite
を用いたChIP-seqデータ解析について紹介します。
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Genomics Suite: ChIP-seqデータ解析 結合自由エネルギー推算ツール「Hyde」応用事例

■ ChIP-seqとは

■ Genomics Suiteで実現できるデータ解析

■ 化合物スクリーニング ■ 複合体の相互作用解析とリード最適化
　ドッキングシミュレーションを用いた化合物のバー

チャルスクリーニングは、新規リード化合物の探索にお

いて非常に有効な手段です。ここでは、BioSolveIT社の

ドッキングツール「FlexSIS」とHydeを組み合わせて化合

物スクリーニングに応用した例を紹介します。FlexSIS

のみを使用し評価した場合（a）と、FlexSISとHydeを

組み合わせ評価した場合（b）でROC曲線を作成し、

Active/Decoy化合物の分離の予測性能を比較しました。

サンプルとしてDUD1）から得たPPARγとACEの2つの分

子系を用いました。各分子系のActive/Decoy化合物の

数は以下の通りです（表1）。

　各受容体構造もDUDから入手し、HydeのGUIである

LeadITを用いて水素原子付加などの前処理を行い、

FlexSISを用いて化合物をドッキングさせました。図1の

（a）はFlexSISのスコアを使用して、化合物を順位付けた

時のROC曲線、（b）は各化合物について上位25件のドッ

キングモデルを抽出し、Hydeを用いて再スコアリングし

順位付けた時のROC曲線です。

　どちらの系も、Hydeを組み合わせた結果（b）の方が理

想的な分離に近いことが分かります。予測能を示すROC曲

線下の面積（最大値1）も、PPARγの場合で（a）0.86から

（b）0.92、ACEの場合で（a）0.62から（b）0.88に向上しました。

　ヒトアデノシンA2A受容体とリガンドの結晶構造

（PDB: 3EML）を用いて、Hydeによる相互作用解析と化

合物デザインに応用した例を紹介します。

　まず、FlexSISを用いてリガンドの再ドッキングを行い

ました。トップランクのドッキングモデルと結晶構造との

RMSD値は1.02Åで、結晶構造をよく再現することがで

きました。図2はトップランクのドッキングモデルをHyde

を用いて評価した結果です。各原子をHydeスコアの寄

与で色付けており、ΔG>0の原子は赤、ΔG<0の原子は

緑で表現しています。また全体のΔG は-37 kJ/molとなり、

ΔGから換算されたKi値は数nMで、実験値（Ki=0.8 nM）2）

と近い値が得られました。

　図2の丸印の窒素原子は、近傍の受容体原子の脱水和

エネルギーが -1.0 kJ/molであるにも関わらず、この窒素

原子自身の脱水和エネルギーが+4.6 kJ/molであるため、

計+3.6 kJ/molとなり赤く色付けられています。この窒素

原子を疎水的な炭素原子に変換することで、受容体との

疎水性相互作用が期待でき、親和力が改善する可能性

があります。LeadITの分子編集機能を用いて、原子を編

集した結果が図3です。丸印の炭素原子は緑に色付けら

れ、全体のΔG、LEも改善されています。

1） DUD (http://dud.docking.org/r2)

2） Monica Mantri  et  al . ,  J .  Med.  Chem. 2008, 51,  

4449-4455.

Hydeは、リガンドと受容体の複合体構造から結合自由エネルギー（Hydeスコア）を推算するツールです。Hyde
スコアは、水素結合エネルギーと脱水和エネルギーの合算値として求められ、様々な分子系のドッキングスコア
として利用できます。また、Hydeスコアは原子毎に色や数値で表示でき、分子編集機能と組み合わせることによ
り結合部位内でのリード最適化にも利用できます。ここでは、Hydeとドッキングツール「FlexSIS」を組み合わせ
た化合物スクリーニングの例と、Hydeを用いたGPCR-リガンド間の相互作用解析の例を紹介します。

図2　左: FlexSISで得たドッキングモデルを原子毎のHydeスコア
で色付け。右: ドッキングモデルにおけるΔG、Ligand Efficiency（LE）、
ΔGから換算されたKi値。

図3　リガンドの窒素原子を炭素原子に変更しHydeで評価した結果

表1　PPARγ、ACEにおけるActive/Decoy化合物数

PPARγ

81

2906

2987

ACE

49

1727

1776

Actives

Decoys

Total

図1　PPARγ（左）、ACE（右）のROC曲線（青: 手法a、緑: 手法b、
赤: 理想的な分類、灰: ランダム抽出）。


