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アブストラクト
HaloCHIPTM Systemは、抗体を使用することなく細胞内タンパク質：

DNA複合体を共有結合により捕捉する新規な方法です。標的とする
DNA結合タンパク質をHaloTag® 融合タンパク質として細胞で発現さ
せ、DNAとの間で架橋を形成させます。その後、高特異的な共有結合
によりHaloTag® と相互作用するHaloLinkTM Resinが融合タンパク質を捕
捉します。HaloLinkTM Resinでタンパク質：DNA架橋複合体の間に完全
な共有結合が形成されるため、レジンを強く洗浄することにより、非
特異的なDNAおよびタンパク質を共免疫沈降法と比較して効果的に除
去できます。架橋を切断すると、レジンから精製DNA断片が遊離しま
す。タンパク質：DNA複合体を単離する際の特異性向上およびバック
グラウンド干渉の低減にともなうシグナル/ノイズ比の増加により、こ
の新しい方法はゲノム内のタンパク質結合に生じたわずかな変化を検
出することができます。

イントロダクション
クロマチン構造および遺伝子発現の調節は、正常な成長や細胞増殖
にとって不可欠です。転写イベントは、特異的なタンパク質：DNA相
互作用により、空間的にも時間的にも厳密に制御されています。現在、
クロマチン免疫沈降 (ChIP) 法とDNAマイクロアレイまたはウルトラハ
イスループット塩基配列解析を組み合わせることにより、ゲノム全域
でクロマチンのタンパク質結合部位を特定し、トランスクリプトーム
の特性を検討しようとする取り組みが急速に進んでいます(1,2)。DNA
マイクロアレイおよび塩基配列決定の分野が著しく進歩し、新たなテ
クノロジーが開発されたことにより、タンパク質結合部位をゲノムレ
ベルで検討できるようになりましたが、それより上流のChIP(3,4) プロ
セスによるDNA断片の捕捉は、依然として煩雑で長時間を要します。
ChIP法の目下の問題点は、架橋されたエピトープを認識することが証
明されている高特異的な抗体の数が少ないこと、共免疫沈降ステップ
における捕捉の効率および特異性が不十分であること、時間を要する
多段階の手順を必要とすることなどです。HaloCHIPTM Systemは、これ
らの諸問題に対処するために設計されたもので、標準的なChIP法に代
わる頑健かつ効率的な方法を提供します。

HaloCHIPTM System
HaloCHIPTM Systemでは、HaloTag® というタンパク質タグを使用し
ます。HaloTag® 作用部位は、あらゆるタンパク質と融合させることが
でき、互換性のある各種リガンドと標的タンパク質との共有結合によ
る相互作用を媒介します。HaloTag® テクノロジー向けに数種類の蛍光
リガンドおよび固相リガンドが設計されているで、HaloTag® 融合タン
パク質の特性をin vivo、in vitroの両方で検討することができます(5,6)。
HaloCHIPTM Systemでは、HaloTag® を融合させた DNA結合タンパク質
を一過性または安定的に細胞内で発現させることができます。図1に
HaloCHIPTM Systemの概略図を示します。ChIPプロトコル(3) と同様、
細胞をホルムアルデヒド処理することにより、タンパク質とDNAの間
に共有結合による架橋を形成させた後、細胞を溶解し、超音波処理に
よりクロマチンを500～1500 bpに断片化します。その後、HaloCHIPTM

System特有の手順として、細胞溶解液中の架橋複合体を共有結合によ
りHaloLinkTM Resin上に直接捕捉した後、強く洗浄し、非特異的なタン

パク質およびDNAを除去します。熱処理によりホルムアルデヒド架橋
を切断すると、捕捉されたDNA断片がHaloLinkTM Resinから遊離します。
DNAはPCR精製キットで精製し、任意の方法で解析することができま
す。HaloCHIPTM 実験の対照としては、HaloLinkTM Resinによる複合体
捕捉前の細胞溶解液を対照サンプルとして分取し、HaloCHIPTM

Blocking Ligandとインキュベーションしたものを用います。Blocking
LigandをHaloTag® タンパク質と結合させると、HaloTag® タンパク質
とHaloLinkTM の相互作用が阻止されます。この対照を使用することによ
り、バックグラウンドのDNA結合を最も正確に推定することができます。

HaloCHIPTM SystemにHaloTag® タンパク質を
使用する利点

HaloTag® タンパク質およびHaloCHIPTM Systemを用いる利点は、1）
共有結合によりHaloLinkTM Resinへ迅速に捕捉できることと、2) 0.75～
1%ホルムアルデヒド処理、細胞溶解処理や弱い超音波処理後も結合活
性が保持されることにあります。HaloTag® タンパク質とリガンドの速
い結合速度すなわち結合効率は、ビオチン-ストレプトアビジン間の相
互作用と同等であり、2～3時間というわずかな時間に75%以上の
HaloTag® タンパク質：DNA架橋複合体がHaloLinkTM Resinに結合しま
す(図2)。この所要時間は、ChIP法の共免疫沈降に要する時間よりはる
かに短いものです(4)。

HaloTag® タンパク質とHaloLinkTM Resinとの強力な共有結合により、
細胞溶解液などの複雑な混合液中のタンパク質：DNA複合体、あるい
は少量の細胞（2～4×105個）から調製された低濃度のタンパク質：
DNA複合体を効率的に捕捉することができます。捕捉後、HaloLinkTM

Resinと HaloTag® 融合タンパク質：DNA架橋複合体の間に共有結合が
形成されるため、強い洗浄を長時間行うことにより、HaloLinkTM Resin
に結合した非特異的なタンパク質およびDNAを除去することができま
す。共有結合の形成は、洗浄ステップ中の解離によるタンパク質：
DNA複合体の損失という問題の解決にもなります。共有結合以外の相
互作用により捕捉されている場合には、このような洗浄ステップを実
行することはできません。また、HaloCHIPTM Systemを使用した場合、
高濃度の界面活性剤や塩を含むバッファーで洗浄しても、サンプルの
損失をまねくことはありません。水やTEを使用することもできます。
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各種転写因子に関する HaloCHIPTM実験
HaloCHIPTM Systemの特異性および機能を実証するため、p65/NFκB

をモデル系として用いることにしました(7)。p65タンパク質の特性は
従来のChIPを用いてすでに検討されており、IκB、IL-6、IL-8遺伝子な
どのプロモーター領域に結合することが確認されています(8,9)。実験
のため、完全長ヒトp65 タンパク質をpFC8A (HaloTag®) CMV Flexi®

Vectorにクローニングし、HeLa細胞でC末端p65-HaloTag® 融合タンパ
ク質として一過性に発現させました。その結果、p65 特異的プロモー
ターに対する特異的かつ充分な結合 (対照との比較) が、エンドポイン
トPCRおよびPlexor® qPCR System(10) によるDNA解析により示されま
した(図3)。バックグラウンドシグナル(図3、パネルA) は、HaloLinkTM

Resinへの捕捉前に HaloCHIPTM Blocking Ligandとともにインキュベー
ションした対照サンプルから得られたシグナルです。定量Plexor® デー
タは、対照サンプルのバックグラウンドシグナルに対するサンプルシ
グナルの比率としてプロットしたものです。HaloCHIPTM Systemは、
p53-HaloTag® およびCREB-HaloTag® 融合タンパク質の予想される各
プロモーター (p21/WafおよびhCG) に対する結合の検討にも使用され
ています(11,12)。いずれの系においても、特異的プロモーターが捕捉
され、標準的なエンドポイントPCRにより増幅されることが示されま
した(図4)。これらの実験では、CREBにはJEG-3細胞、p53にはU2OS
細胞と異なる細胞を使用したことから、HaloCHIPTM Systemの汎用性が
実証されました。
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図2．p65-HaloTag® 融合タンパク質：DNA架橋複合体のHaloLinkTM Resinへ
の捕捉

HeLa細胞 (2×105個) にp65-HaloTag® コンストラクトをトランスフェクショ
ンし、0.75%ホルムアルデヒド処理によりDNAとの架橋を形成後、細胞を溶
解し、超音波処理した。この出発材料からサンプルを分取後、HaloLinkTM

Resinとともに室温で2時間インキュベーションした。インキュベーション後、
上清 (p65-HaloTag®：DNA架橋複合体のレジン非結合分画) を回収した。出
発材料、非結合分画とも蛍光HaloCHIPTM Blocking Ligandで標識し、SDS-
PAGEに供した。その後、Typhoon® スキャナーを用いた視覚化により、蛍光
を検出した。出発材料であるp65-HaloTag®：DNA架橋複合体の75%以上が
HaloLinkTM Resinに捕捉された。架橋複合体にはさまざまなサイズが存在する
ため、両レーンのp65-HaloTag®：DNA架橋複合体ともスメア状に泳動された。
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これらの例は、分離したDNA断片の解析に標準的PCR法が使用でき
ることを示しています。また、1回のHaloCHIPTM 実験で回収される
DNA収量が通常10 ngを上回ることから、HaloCHIPTM Systemを用いれ
ば、マイクロアレイ解析、塩基配列決定といった他の下流のアプリ
ケーションを実行することができます。

まとめ
HaloCHIPTM Systemは、細胞内タンパク質：DNA架橋複合体の新たな

捕捉アプローチであり、その後の解析にすぐに使用できるDNA断片を
得ることができます。HaloTag® タンパク質を使用する大きな利点は、
共有結合が形成されること、捕捉が速やかであること、弱いホルムア
ルデヒド処理や超音波処理後も活性が保持されることなどです。この
ため、転写因子特異的な抗体が不要であるほか、捕捉した複合体を長
時間洗浄することができます。そのため、HaloCHIPTM Systemを使用す
ることにより、最終的にバックグラウンドが低減され、シグナル/ノイ
ズ比が上昇します。また、HaloCHIPTM Systemは、標準的なChIPより所
要時間を2～3日節約することもでき、多様な細胞株を用いた各種DNA
結合タンパク質の検討に使用できることが実証されています。
HaloCHIPTM Systemは、イメージング(5)、タンパク質：タンパク質プル
ダウン法(6) といった他のあらゆるHaloTag® のアプリケーションを補
完しますので、1種類のHaloTag® 融合タンパク質コンストラクトを用
いて、DNA結合タンパク質の全ライフサイクルを検討することができ
ます。
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図3．p65-HaloTag®タンパク質により得られたHaloCHIPTMデータの標準的PCRおよび定量PCRによる解析

HeLa細胞 (4×105個) にp65-HaloTag® コンストラクトをトランスフェクションし、ホルムアルデヒド処理によりDNAとの架橋を形成後、
HaloCHIPTM System Technical Manual, #TM075に記載されているHaloCHIPTM のプロトコルを用いて処理した。HaloCHIPTM 法により得ら
れたDNA断片をさらに精製し、p65特異的プロモーター (IκB、IL-6、IL-8など) を増幅後、標準的PCR (33サイクル) またはPlexor® System
を用いた定量PCRにより解析した。パネルA．PCR産物からの特異的シグナルおよびバックグラウンド/対照シグナルが、エチジウムブロ
マイド染色した2%アガロースゲル上に認められる。パネルB．定量Plexor® PCR解析後、各プロモーターのシグナル/ノイズ比を求め、グ
ラフにプロットした。
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図4．HaloCHIPTM によるp53およびCREB特異的プロモーターの
捕捉

U20S細胞にp53-HaloTag® コンストラクトをトランスフェクショ
ンし (パネルA)、JEG-3細胞にCREB-HaloTag® コンストラクトを
トランスフェクションした (パネルB)。細胞をHaloCHIPTM System
Technical Manual, #TM075に記載されているHaloCHIPTM System
のプロトコルを用いて処理した。パネルA．p53特異的なp21/Waf
プロモーターのPCR増幅産物が、エチジウムブロマイド染色した
2%ゲル上に認められる。パネルB．CREB特異的なhCGプロモー
ターのPCR増幅産物が、エチジウムブロマイド染色した2%ゲル
上に認められる。PCR産物より得られた特異的シグナルおよび対
照サンプルからのシグナルを示す。
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プロトコル

� HaloCHIP™ System Technical Manual, #TM075, Promega Corporation
www.promega.com/tbs/tm075/tm075.html

製品案内

製品名 サイズ カタログ番号 価格（￥）

HaloCHIP™ System 20 reactions G9410 85,000
HaloLink™ Resin 2 ml G1911 27,000

5 ml G1912 58,000
HaloLink™ Magnetic Beads 1 ml G9311 16,000
HaloTag® pHT2 Vector 20 µg G8241 48,000
pFC8A (HaloTag®) CMV Flexi® Vector 20 µg C3631 48,000
pFC8K (HaloTag®) CMV Flexi® Vector 20 µg C3641 48,000
HaloTag® Alexa Fluor® 488 Ligand 30 µl G1001 75,000
HaloTag® Oregon Green® Ligand 30 µl G2801 75,000
HaloTag® TMR Ligand 30 µl G8251 75,000
HaloTag® diAcFAM Ligand 30 µl G8272 75,000
HaloTag® Coumarin Ligand 30 µl G8581 75,000
HaloTag® Biotin Ligand 30 µl G8281 75,000
HaloTag® PEG-Biotin Ligand 30 µl G8591 75,000
HaloTag® Amine (04) Ligand 5 mg P6741 95,000
HaloTag® Succinimidyl Ester (04) Ligand 5 mg P6751 95,000
HaloTag® Thiol (04) Ligand 5 mg P6761 95,000
HaloTag® Iodoacetamide (04) Ligand 5 mg P6771 95,000
HaloTag® Succinimidyl Ester (02) Ligand 5 mg P1691 95,000
HaloTag® Amine (02) Ligand 5 mg P6711 95,000
HaloTag® Iodoacetamide (02) Ligand 5 mg P1681 95,000




