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注意

• 9/11でつまづいたところや、河岡のミスがあっ

たところは、スライドを追加することによってさ
らに説明を足したりしています。追加分で大
事なところは赤字にしてあります。質問は
skawaoka@atr.jpまで。
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自己紹介

• 2012年 「生殖細胞ゲノムを護る小分子RNA
に関する研究」で学位を取得

• 2012年-2014年米国コールドスプリングハー
バー研究所にて、「白血病細胞におけるクロ
マチン制御因子の機能解析」

• 2014年4月-現在 JST ERATO佐藤ライブ予測制
御プロジェクト コンテクストバイオロジーグ
ループ グループリーダー/ATR 主任研究員
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インフォマティクスに
関わり始めたのは大学院生のころ

• 扱っていた小分子RNAの解析にどうしても次
世代シーケンサーとインフォマティクス解析が
必要だった

• (当時の噂で)欧米では次世代シーケンサー
技術の発展に伴ってインフォマティクスのト
レーニングがかなり充実してきており、扱う研
究トピックによっては、「分からない」=「大損か
も」という構図ができつつあった
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アグリバイオの門をたたいた
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はじめる前の印象

• データをとってぽちっとボタンを押せばデータ
が出る

• コンピュータ任せだし、間違ったりすることは
ない

• 方法論は完璧に確立している

6



はじめた後の印象
ー基本的に実験と変わらない!?

• 説明書(プロトコル)を読みながら、状況に応じ
てad hocに対応していく必要がある

• ヒューマンエラーの入りうる余地が腐るほど
ある (ファイルの名前の書き間違えとか)

• 方法論を研究している方々がおり、日進月歩
で開発改良が進んでいる (=現行の方法は完
璧ではなく、できることとできないことがある)
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今日の実習の目的

• 実験者(≒インフォとしては素人)の目線から
やるエンドユーザー的ChIP-seq解析を身につ
ける

• 実験者の立場からみたChIP-seqの長所と、か
ゆいところ(≒ChIP-seqでは分からないところ)
を理解する
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目次

• そもそもChIP-seqとは

• ChIP-seqデータの見つけ方、手に入れ方

• ChIP-seqデータの見方

• いろいろ
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そもそもChIP-seqとは

• 自分が興味のあるタンパク質 (ヒストン、クロ
マチン結合タンパク質、転写因子など)が、ゲ

ノムにどのように局在しているかを、ある程度
の解像度で調べる方法
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今日の方針

• どんなときに、何のために、どういうふうに
ChIP-seq解析を行うのか、ということを理解し
てもらいたい

• というわけで、せっかくなので、実際に研究を
しているつもりになってやってもらいます (とは
いえもちろん、ひとのデータを使いますので、
その端々に、「他人が出したデータをどのよう
に検索し、使うか」という視点での解説を加え
ます)
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ChIP-seq解析の流れ

• データの取得とクオリティチェック

• ゲノムへのマッピング

• 基本的な特徴付け

• エンリッチメントの定義 (Peak Call)
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ChIP-seq解析の流れ (講義の後半)

• CallされたPeakの詳細な解析

• モチーフ解析

• 共局在解析
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せっかくなので、問題を設定

• iPS細胞

• 山中因子 (OSKM factor)→結局全部転写調節
因子

• 山中因子のゲノム上での局在を調べる
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ネタもと論文
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そもそもChIP-seqデータの見つけ方

• 誰かがやったデータを手に入れて解析する

• とりあえずUCSC genome browserを眺めてみ
る

• 自分でやる
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ChIP-seqデータの見つけ方
論文で見つける
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GEOデータベースで検索する
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例えば7番をクリック
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発見できるデータの実際
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発見できるデータのタイプ
これだけだとちょっと分かりにくい…
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個々のデータのほうが分かりやすい

23



データの取得

24



25



自分のPCに直接ダウンロード
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作業スペース(サーバーとか)
にダウンロードしたい場合
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SRAって？
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/N

BK47537/
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InputのデータがないGEOデータが
結構ありますが、Inputは重要です

Input=免疫沈降をしない(特定のタンパク質に結
合しているかどうかを気にしない)で全ゲノムを
シーケンスするサンプル。理想的には完全に均
一な頻度でゲノムが読まれるはずだが、実際は
そうはならない(ライブラリ作成の際に存在する
PCRのステップなどが原因候補)。データベースで
は、Input、や、whole cell lysate、のように記述さ
れていることが多い。
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ChIP-seqはたてとよこ方向でデータを
みる。Inputはたてにみるのに大事。

Input

X

Y

たてにみ
る

よこにみる
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データがあるかどうかを確認

• 分かりやすいように、作業スペースは
kawaokaというフォルダにします

• mkdir kawaoka

• フォルダ内に必要なものを移動してください。
mv [ファイル] /Desktop/kawaoka
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ファイルフォーマット変換
サイズが大きすぎるので今日はやりません

$ fastq-dump [対象ファイル]
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シーケンスデータのクオリティを
チェック

• FastQCを使ってシーケンスのクオリティを
チェックすることができる

• 得られた配列の端はクオリティが低くなりがち

• 変にoverrepresentされる配列がないか？

• uni.fastqを使用する

33



クオリティチェックの実際

$ fastqc [対象fastqファイル]

(例) $ fastqc SRR445816.fastq
→SRR445816_fastqc.zipができる
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塩基ごとのクオリティ
20より低いとあまりよくない

SRR445816.fastq                                                                    uni.fastq

35



塩基ごとのクオリティの分布

SRR445816.fastq                                                                    uni.fastq
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Duplication level
同じ配列が何回登場したか？

SRR445816.fastq                                                                    uni.fastq
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Overrepresented seuquences

• 前ページと関連

• 登場回数の多すぎるシークエンスを出してくれる

• 経験談で、読めていたのがアダプターダイマー
ばかりだった、ということがあります
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ChIP-seq解析の流れ

• データの取得とクオリティチェック

• ゲノムへのマッピング

• 基本的な特徴付け

• エンリッチメントの定義 (Peak Call)
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ゲノムへのマッピング (Bowtie2)
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Bowtie2の使い方チェック

$ bowtie2

コマンドのオプションなどが分か
らなくなったら、とりあえずコマ
ンドをたたいてみると、いろいろ

な情報が出てくる
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ゲノムへのマッピング (Bowtie2)

$bowtie2 –x [ゲノム] –q [fastqファイル]
-N [0 or 1] –S [.sam] 

$ nohup bowtie2 –x [ゲノム] 
–q [fastqファイル]

-N [0 or 1] –S [.sam] &
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実際にマップしてみる
(nohupはoptionalです)

$ nohup bowtie2 –x chr17/chr17_base
–q uni.fastq

-N 0 –S uni.sam &

chr17のみにマップ
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nohupを使用する際の注意

• 使っているマシンによって、一度に複数の計算を
動かせるかどうかが異なります。ひとつの計算し
かできない場合、nohupで実行した計算が終了
する前に次の計算をスタートしてしまうと、最初
の計算が止まってしまいます。これを防ぐために
は。。。

1) nohupを使用しない

2) ターミナルに”top”とタイプし、計算中の計算の
リストを呼び出すことで、計算が進行中か終
わったかをチェックする
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以下のところで。。。

• uni.fastqをマップしたデータではなく、トリミン
グ前のデータを出していましたが、それが混
乱を読んでしまっていたので、全て削除しまし
た

• 最初からchr17にしかマップしていなかったの
にわざわざchr17にマップされたリードをgrep
で抜き出すステップを作って混乱してしまった
ので、そのステップを削除しました
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SAMファイルの理解

配列情報、マップされた染色体
…
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Uniquely mapped readsに
解析を絞ったほうが安全

ゲノム

リード

ゲノムの複数箇所にリードがマップされると、
そのリードがどこからきたのか分からない！
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2カ所以上にマップされたリードには“XS”が与えられている

$ wc uni.sam
$ 25003
$ grep “XS” uni.sam > hoge
$ wc hoge
$2515
$grep –v “XS” uni.sam > 
chr17_uni_uniq.sam
$wc chr17_uni_uniq.sam
$ 22488 48



Bowtie2のリポートをチェックする

25000 reads; of these:
25000 (100.00%) were unpaired; of these:

21630 (86.52%) aligned 0 times
855 (3.42%) aligned exactly 1 time
2515 (10.06%) aligned >1 times

13.48% overall alignment rate

25003-22488=2515

(注1) wc uni.samで25003と3行多くなるのは、uni.samの最初の3行にbowtie2
からの出力が以下のように出ているため

@HD     VN:1.0  SO:unsorted
@SQ     SN:chr17        LN:81195210
@PG     ID:bowtie2      PN:bowtie2      VN:2.2.3

(注2) マッピング率がとても低いようにみえるのは、chr17だけにマッピングし
ているからです
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Uniquely mapped readsに
解析を絞ったほうが安全だが、

一応他の方法
ゲノム

リード

X箇所にマップされた場合、各箇所に
1/Xをかけることにより、重みをつける
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マッピングはここまで

• 以降はあらかじめこちらで用意したsamファイ

ルを使用して実習を進めていきますので、
uni.fastqのことはもう忘れてください
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ChIP-seq解析の流れ

• データの取得とクオリティチェック

• ゲノムへのマッピング

• 基本的な特徴付け

• エンリッチメントの定義 (Peak Call)
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SAMファイルからの作業分岐

• だいたいbamが多い。場合によってはソートし
ていたり、インデックス化している。

• Bedに変換しておくと、後で何かと便利ではあ
る。
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Ngsplotを使ってみよう
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Ngsplotでできること

• ChIP-seqによって得られたリードが任意の座標の
周辺にどのように分布しているかを調べることが
できる

• Ngsplotを入手するだけで、よく使われる座標(例
えば転写開始点(TSS))などに関してはいっぱつ
でできるし、応用編で、Oct4結合サイトの周辺に
c-Mycがどのように分布しているか、ということな
ども調べることができる

• インプットはインデックス化されたbamファイル
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まずすること:変数のエクスポートとR
パッケージのインストール

• #まず、NGSPLOT変数をエクスポートする必要があるので、ターミ
ナルを起動して、毎回下記のコマンドを実行してください

• export NGSPLOT=/usr/local/src/ngsplot

• #NGSPLOTが依存するRパッケージをインストールする必要があり
ます。Rを起動して、以下をコピペ

• > source("http://bioconductor.org/biocLite.R")

• > biocLite("ShortRead")

• > biocLite("BSgenome")

• > biocLite("doMC")
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あらかじめ渡してあるデータセッ
トがあることを確認してください

• chr17_Input.sam、chr17_Oct4.sam、
chr17_cMyc.sam

• 練習で、ここからuniqueなリードを取り出して
みましょう (注)後の解析に必要なので、3サン
プル全てに関して実行してください
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まずすること:ファイルの変換

• Samtoolsを使ってファイルフォーマットを変換
する
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Bamへの変換: samtools

$ samtools

注
前の計算が終わる前に次の計算をはじめないこと！
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Bamへの変換: samtools

$ samtools view –S –b [samファイ
ル] > [bamファイル]

$ samtools view -S -b 
chr17_Oct4_uniq.sam > 
chr17_Oct4_uniq.bam
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Bamファイルをソート

$ samtools sort 
[bamファイル] […sorted]

$ samtools sort 
chr17_Oct4_uniq.bam 

chr17_Oct4_uniq_sorted
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ソートしたbamファイルをインデックス
化

$ samtools index [sorted.bam]

$ samtools index 
chr17_Oct4_uniq_sorted.bam

62



以上の作業を、Input、Oct4、cMycに
対してやってみてください

注
前の計算が終わる前に次の計算をはじめないこと！
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例えばTSS周辺のcMycの分布は？
• ngs.plot.r -G hg19 -R tss -C 

chr17_cMyc_uniq_sorted.bam -O 
chr17_cMyc_uniq.tss -T chr17_cMyc_uniq -L 
3000 -FL 300
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前スライドの説明

各行が観察している転写開始点に対応している。
転写開始点周辺のタグの密度を赤ベースの
heatmap表示したものが左図である。イメージとし
ては、heatmapを圧縮して、各行の平均

とばらつきをとった図が右下に対応している。

薄い緑がばらつきを

表す。

スライド６８が分かりや

いので参照のこと。
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cMycのGenebodyなら？
• ngs.plot.r -G hg19 -R genebody -C 

chr17_cMyc_uniq_sorted.bam -O 
chr17_cMyc_uniq.genebody -T chr17_cMyc_uniq 
-L 3000 -FL 300
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コントロールはどうする？

• 論文でよく見かけるChIP-seqデータのリプレゼ

ンテーションで、よく、コントロールがないもの
があります(紙面の都合で削る場合も?)

• 読み手にとっても重要な情報なので、きちん
と示すことを推奨

• 今回の場合は、Input readsを使ってみる
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Input genebody (てんでバラバラ)
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注意すべき点は2点。ひとつが、ばらつきの大き

さ。ふたつめが、縦軸のスコア。縦軸の頂点の
スコアをみると、Input(左)とcMyc(右)で3倍以上

の差があることが分かる。複数サンプルの重ね
あわせに関してはスライド108-109を参照のこと。
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他のやつもやってみてください
• 例えばOct4のgenebodyはこんな感じです

(正解コマンドは全てコマンドリストに記載)
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ChIP-seq解析の流れ

• データの取得とクオリティチェック

• ゲノムへのマッピング

• 基本的な特徴付け

• エンリッチメントの定義 (Peak Call)
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ピークコーリング

Input

X

Y

たてにみ
る

よこにみる
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よく使われているソフトウェア

• MACS14, Homerなど
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MACS14を使ってみる

$nohup macs14 –t [IP.bam] –name=[結果
ファイルの名前] –c [Input.bam] –f [ファ
イルフォーマットの指定] –g [ゲノム] –
wig&

$ nohup macs14 -t chr17_Oct4_uniq.bam 
--name=chr17_Oct4 -c  
chr17_Input_uniq.bam -f BAM -g hs --
wig&
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出てくるデータの種類

ファイルがたくさん出てきて分かりにくかったので、ここで全て明記し
ます。Oct4のピークをコールすると、コマンドを実行したディレクトリに
以下のものができます。

chr17_Oct4_MACS_wiggle (wigファイルを含む新しいディレクトリ)
chr17_Oct4_model.r
chr17_Oct4_negative_peaks.xls
chr17_Oct4_peaks.bed

chr17_Oct4_peaks.xls (後で使う)
chr17_Oct4_summits.bed (後で使う)

cMycでピークをコールすると、上記のファイルのOct4の部分がcMyc
にかわったファイル群が出てきます
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chr17_Oct4_peaks.xls
BioLinuxのLibreOfficeで開くには、タブ区切りにチェッ
ク、コロン•空白区切りのチェックをはずしてください

エクセルなら普通にクリックで開けます
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迷子になったら

• Linuxで計算をして出力されたファイルの名前を
検索してみる

• PCに存在するファイルを時系列で並べ替えて新
しいファイルを探す

• 自分のいるディレクトリを検索して移動してみつ
ける

などなど
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全部が信頼できるわけではない！

• 統計値が与えられてはいるが、信頼できない
ピーク(例えば、再現性のないピーク)が、統計

的に信頼できる、とコールされることはよくあ
る

• これらを全部確実に除く方法はないが、いく
つかの基準を設けることで(もしかすると)偽
ピークを排除できうる
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chr17_cMyc_peaks.xlsを例に

• ピークファイルのfold enrichmentとtagsを基準
にピークを並べ替えてみる
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ゲノムブラウザベースのチェック
インターネットで「UCSC genome browser」と検索、

genome browserをクリック
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ゲノムブラウザベースのチェック
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Searchの項目に、遺伝子名や染色体名、座標などを打ち込むと、
好きな場所のマップを出せる
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ブラウザベースのチェック
add custom tracksからwigファイルをアップロード
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カスタムトラックにwigファイルを
アップロード
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トラックしたいデータ

必ずInputをいれること！

chr17_Oct4_MACS_wiggleフォルダの中に、controlとtreatとい
うさらにふたつのフォルダがある。Controlに入っているのが

Input、treatに入っているのが免疫沈降(IP)

chr17_Oct4_control_afterfiting_chr17.wig.gz (これがInput)
chr17_Oct4_treat_afterfiting_chr17.wig.gz (これがIP)
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ゲノムブラウザでの「感覚的な」解析
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Chr17: TP53領域 Oct4
(searchのボックスにTP53と打ち込んで検索)
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c-Mycも足してみる
(add custom trackからアップロード)
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結構論文と違うような…?
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Data representationは人それぞれ

• 自分の研究にとって重要な観察は、論文で示
されているデータを鵜呑みにするのではなく、
自分で解析をやりなおしてみて、感覚をつか
むことが大事だと思います
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Wigファイルの他に:
結構便利なbed file

• そもそも、GEOにもbedが落ちているケースが
結構ある

• マッピングファイルがあれば簡単につくれる

• MACS14はbedデータもはきだしてくれる

• 何よりもサイズが軽いのでお手軽
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Bedが落ちている場合
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自分でBedファイルに変換

• bedtools bamtobed -i Oct4.bam > Oct4.bed

のようにすれば良いだけ
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MACS14はbedも生成します

• ***peak.bed (chr17_Oct4_peaks.bed)

• ランキングして、ものすごく信頼性の高いもの
だけを選んだりしてみても良い (->その場合は、
トップ100とかを恣意的に選んだファイルを作
成するだけ)
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ゲノムブラウザにあげてみる
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ベッドファイルをみてみると

ピークとしてコールされた座標が
単にボックスとして表示される 95



そのピーク本物？
実験屋からひとこと

• 実験で検証？ノックダウンして消えるか？

• 違う抗体？

• どの方法でも検出される？

• ENCODEプロジェクトでvalidateされた抗体は
一応心配ない
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ピーク検証の具体例 (ノックダウン)
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ピーク検証の具体例 (違う抗体)
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(さらにひとこと)
ゲノムワイドな解析とローカルな解析

• ゲノムワイドな解析→ざっくりとした全体像

や、ある分子が動く、ゲノムワイドに通用する
ルールを抽出したい(ちょっと主観)

• ローカルな解析→特定の生命現象を説明す
るための「the」を探しているケースが多い
(ちょっと主観)
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ピークコーリングまとめ

• ピーク同定は以降の解析の基礎

• ピークコーリングで吐き出されるデータ群は
役に立つ
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少し発展編

• 共局在解析ー例えば、cMycとOct4はお互い
にどんな関係にあるのだろうか？

• モチーフ解析ーピークとしてコールされた配
列に何か特別な特徴はないだろうか？
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Summit.bedとngsplotの組み合わせ

• Summitの復習 (ピークの頂点)

• Ngsplotは、基準点を自分で指定すること
ができる
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重ね合わせ

• 何を中心にするのか？ー例えばOct4

• 何を重ね合わせるのか？ー例えばcMyc
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cMycのピークにOct4を重ねてみる

• 中心にするものーMACSでコールした
summit.bedファイル
(chr17_cMyc_summits.bed )

• 重ね合わせたいものー
chr17_Oct4_uniq_sorted.bam
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実際のコマンド例: ngs.plot.r

• ngs.plot.r -G hg19 -R bed -C 
chr17_Oct4_uniq_sorted.bam -E 
chr17_cMyc_summits.bed -O 
Oct4_cMyc_centered -T Oct4 -L 1000 -FL 150

• ngs.plot.r -G hg19 -R bed -C 
chr17_Input_uniq_sorted.bam -E 
chr17_cMyc_summits.bed -O 
Input_cMyc_centered -T Oct4 -L 1000 -FL 150
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いろいろ組み合わせでやってみてくだ
さい (例: cMycを中心にしたOct4)
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コントロールはどうする？Input!!
Colorkey
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複数データをさらに重ね合わせ

• 生成されるフォルダのなかにあるavgprof.txt
がなまデータなので、これをRやエクセルで読
み込んで重ねれば良い
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重ね合わせの実際
• 最後に重ねてみると。。。
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何が分かったか？

• Oct4のまわりにはcMycがいる。では、cMycの
まわりにはOct4がいるか、というのをどうやっ
て調べれば良いか？
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モチーフ解析

• 自分の調べたいタンパク質がエンリッチして
いるゲノム配列にどのような特徴があるかを
調べたい
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モチーフ解析をやってみよう

• 必要なもの: 解析したい部分のマルチファス
タファイル

• 専用のソフトウェア (MEME、FIRE、などなど)

• MEMEは普通にオンラインで使えます
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解析したい部分のmultifastaを
つくる

• 配列がとりだせれば何でも良い

• MACSでコールしたピークファイルを使う

• blast+のblastdbcmdを使う(ネットで坊農さん
が紹介していました)
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blastdbcmdに必要なもの

• 染色体別のhg19のchr17の配列

• 上記をmakeblastdbでフォーマットする
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blastdbcmd

• makeblastdb -in chr17.fa -dbtype nucl -
hash_index

• blastdbcmd -db chr17.fa -entry all -range 
5000000-5000100

• これを自分が取ってきたピークに対して実行
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考えること

• 何個まで使うのか？(つまり、どこまでをピー
クとして信用するのか)→とりあえずfold 
enrichment/tagでソートしてトップ500くらいを
やってみる

• 取り出す領域はピーク全体でいいのか？→
あとで考える
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J列にファイル
名を追加す

る

tagや
fold_enrichm
entで並びか

えれば、上位
XXX個のピー

ク、というふう
にできる
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K列に…
• =”blastdbcmd -db "&A25&".fa -entry all -range 

"&B25&"-"&C25&" > "&J25&".txt”

• こんな感じになる: blastdbcmd -db chr7.fa -entry 
all -range 1513589-1514175 > Peak001.txt 
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K列をドラッグしてコピペ
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• vi extractseq.sh

• iを押して文章書き込みモード、編集終了は
esc、セーブは:を押してからwq!

• エクセルからコピペ

• sh extractseq.sh

K列をコピーして、シェルスクリプトを
つくる (emacsとかgeditとか何でも良い)
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cat Peak* > peak_all.txt
によってファイルを結合→multifasta化
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Summit(ピークの頂点)だけ取り出す
なら

chr start end length summit tags #NAME? fold_enrichmentFDR(%)

chr7 1513589 1514175 587 278 139 1183.26 92.59 0

chr5 154133800 154134796 997 740 243 1798.41 71.52 0

chr19 56151219 56152489 1271 354 264 1809.34 70.86 0

chr15 55818703 55819145 443 166 100 826.24 68.42 0

chr22 21983060 21984583 1524 550 280 1925.75 68.34 0

chr16 75267757 75268793 1037 224 185 1182.99 68.07 0
chr11 69451031 69451660 630 390 138 1049.97 67.06 0

chr2 68589115 68589553 439 214 148 1289.82 66.62 0

chr22 41418420 41418939 520 271 111 899.41 66.27 0

chr10 88726173 88726879 707 306 131 951.96 64.52 0

chr19 2391267 2391794 528 271 100 770.82 64.45 0

[start+summit-1]±XXX base
のように計算して、後は同じ

(やってみてください)
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Top100だけみたい場合は
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先ほど作ったファイルをFold 
enrichment/tagsでソートするだけ

どういう基準でソートするか、上位いくつのピー
クを使うのか、は、解析者側のチョイス
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実際にモチーフ解析
モチーフサイズ→4-10
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Oct4のモチーフ
(Oct4_top100.txt(ダウンロード可))
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cMycのモチーフ
(cMyc_top100.txt(ダウンロード可))
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ChIP-seq解析で大事なのは

• 良い抗体 (言わずもがな)

• 良質のChIPed DNA (結構ダメChIPがあります)

• じゅうぶんなリード数

• 丁寧なvalidation

• 目的に応じた使い分け

(ChIP-seq以外でも大事ですが)
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