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Dynabeads Protein A/Protein G/Mouse IgG を用いた ChIP 法  研究者の声【 6】  
東京大学  岸雄介先生  ご執筆  
 
５．プロトコル紹介  
【1】 IP されやすい抗原に対するプロトコル（抗原量が多い、DNA との結合が強い、免疫反応が強い、

非特異反応が多いなど） 
抗体例：H3K27me3 抗体（Millipore, #07-449）、H3K27ac 抗体（MBL, MABI0309） 
<Fixation> 
↓細胞を培地、PBS などで懸濁 
↓Add PFA (final 0.5%) 
↓室温 10 min 
↓Spin, 3000 rpm, 5 min 
↓PBS wash 
↓Spin, 3000 rpm, 5 min 
↓Remove sup 
↓Freeze with Liquid N2 
↓-80℃ 
  
Day 1 
<Beads の blocking> 
↓Beads 20 µl/IP (×sample 数) µl + pre-clear 用 20 μl Beads/sample を low-binding tube へ 
↓0.5% BSA/PBS で wash×1 
↓250 µl の 0.5% BSA/PBS で suspend  
↓4℃, rotation, 1 h (～O/N) 
  
<Antibody beads 作製> 
↓Blocking した beads に抗体を添加 (pre-clear 用は別にとっておく) 
↓4℃, rotation, O/N 
  
Day2 
<Sonication> 
↓ChIP Lysis buffer で suspend 
 *容量は sonicator によって変える 
↓Sonication 
 *Sonicator に合わせて強度を検討する必要あり 
 <- Agarose gel electrophoresis で fragment size をチェック 
↓Dilute with Dilution buffer 
 *容量は sonication で使った容量の 10 倍以上 
  
<pre-clear> 
↓Blocking 済みの beads 20 µl/IP 添加 
↓4℃, rotation > 1h 
↓Magnetic stand に立てて sup のみ回収 
  
<抗体を結合させた beads の wash> 
↓Ab binding beads を magnetic stand (invitrogen 社製) に立てる 
↓0.5% BSA/PBS 500 μl × 3 回 wash 
↓0.5% BSA/PBS 20 μl/IP で suspend 
  
<クロマチンと抗体を結合させた beads の反応 (Immunoprecipitation)> 
↓Sup を実験に合わせて分注 
    例) 
    Input 用: 50 μl 
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    IP 用: 500 μl 
    (Input は-20℃保存) 
↓Ab beads を 20 μl /IP で添加 
  
↓4℃, rotation, O/N 
  
Day3 
<Wash> 
Buffer 類は全て 4℃に冷やしておく。全てのステップで magnetic stand 使用。 
↓Wash buffer wash 500 μl × 8 
↓TE + 50 mM NaCl wash 500 μl× 1 
<Elution> 
↓Direct elution buffer 200 μl 添加して 65℃, 15 min 
 *Input（忘れないように！）にも Direct elution buffer (150 μl) を加え、final 200 μl になる

ようにする。 
  
<ProK 処理> 
↓Proteinase K (10 mg/ml) 5 μl 添加して 37℃, 6 h～O/N 
  
Day3 or 4 
<脱リンク> 
↓65℃ incubate 6 h～O/N 
  
Day4 
<DNA 精製> 
↓フェノール(25)・クロロホルム(24)・イソアミルアルコール(1) mix を等量(～200 μl)添加し激し

く mix 
↓Spin, 15000rpm, 15min, 室温 
↓Sup (～200 μl 程度) 回収 
↓+1/10 量の 3M NaOAc, + 2.5×量の EtOH + glycogen, 1 μl 
↓Spin 15000rpm, > 30 min, 4℃ 
↓70%EtOH で wash × 1 
↓ddH2O で suspend 
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【2】 IP されにくい抗原に対するプロトコル（抗原量が少ない、DNA との結合が弱い、免疫反応が弱

い、特異性が高いなど） 
抗体例：H2Aub 抗体（Millipore, #05-678）、Ring1B 抗体（Cell Signaling Technology, #5694）、
Mbd3 抗体（Santa Cruz, sc-9402）、Mbd3 抗体（abcam, ab157464） 
<Fixation> 
↓細胞を培地、PBS などで懸濁 
↓Add FA (final 1%) 
↓室温, 10 min 
↓Add glycine (final 125 mM) 
↓Spin, 3000 rpm, 5 min 
↓PBS wash 
↓Spin, 3000 rpm, 5 min 
↓Remove sup 
↓Freeze with Liquid N2 
↓-80℃ 
  
Day 1 
<Beads の blocking> 
↓Beads 20 μl /IP (×sample 数) μl + pre-clear 用 20 μl Beads/sample を low-binding tube へ 
↓0.5% BSA/PBS で wash × 1 
↓250 µl の 0.5% BSA/PBS で suspend  
↓4℃, rotation, 1 h (～O/N) 
  
<Antibody beads 作製> 
↓Blocking した beads に抗体を添加 (pre-clear 用は別にとっておく) 
↓4℃, rotation,O/N 
  
Day2 
<Sonication> 
↓Koseki RIPA buffer で suspend 
 *容量は sonicator によって変える 
↓Sonication 
 *Sonicator に合わせて強度を検討する必要あり 
 <- Agarose gel electrophoresis で fragment size をチェック 
↓Dilute with Abcam RIPA 
  
<pre-clear> 
↓Blocking 済みの beads 20 μl/IP 添加 
↓4℃, rotation > 1h 
↓Magnetic stand に立てて sup のみ回収 
  
<抗体を結合させた beads の wash> 
↓Ab binding beads を magnetic stand (invitrogen 社製) に立てる 
↓Abcam RIPA buffer 500 μl × 3 回  wash 
↓Abcam RIPA buffer 20 μl/IP で suspend 
  
<クロマチンと抗体を結合させた beads の反応 (Immunoprecipitation)> 
↓Sup を実験に合わせて分注 
    例) 
    Input 用: 50 μl 
    IP 用: 500 μl 
    (Input は-20℃保存) 
↓Ab beads を 20 μl /IP で添加 
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↓4℃, rotation, O/N 
  
Day3 
<Wash> 
Buffer 類は全て 4℃に冷やしておく。全てのステップで magnetic stand 使用。 
↓Low buffer wash, 500 μl × 3 
↓HIgh buffer wash, 500 μl × 1 
 
<Elution> 
↓Direct elution buffer 200 μl 添加して 65℃, 15 min 
 *Input（忘れないように！）にも Direct elution buffer (150 μl) を加え、final 200 μl になる

ようにする。 
  
<ProK 処理> 
↓Proteinase K (10 mg/ml) 5 μl 添加して 37℃, 6 h～O/N 
  
Day3 or 4 
<脱リンク> 
↓65℃, 6 h～O/N 
  
Day4 
<DNA 精製> 
↓フェノール(25)・クロロホルム(24)・イソアミルアルコール(1) mix を等量(～200 μl )添加し激

しく mix 
↓Spin, 15000rpm, 15min, 室温 
↓Sup (～200 μl 程度) 回収 
↓+1/10 量の 3M NaOAc, + 2.5×量の EtOH + glycogen, 1 μl 
↓Spin 15000rpm, > 30 min, 4℃ 
↓70% EtOH で wash × 1 
↓ddH2O で suspend 
 
————— 
Buffer 
- Koseki RIPA buffer 
10 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
1 mM EDTA140 mM NaCl 
1% TritonX-100 
0.1% SDS 
0.1% sodium deoxycholate (DOC)  
 
- Abcam RIPA buffer (RIPA buffer in Abcam protocol) 
50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
150 mM NaCl 
2 mM EDTA (pH 8.0) 
1% NP-40 
0.5% Sodium Deoxycholate 
0.1% SDS 
 
- Low buffer (Wash buffer in Abcam protocol) 
0.1% SDS 
1% Triton X-100 
2 mM EDTA (pH 8.0) 
150 mM NaCl 
20 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
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- High buffer (Final wash buffer in Abcam protocol) 
0.1% SDS 
1% Triton X-100 
2 mM EDTA (pH 8.0) 
500 mM NaCl 
20 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
 
- Direct elution buffer 
10 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
5 mM EDTA 
300 mM NaCl 
0.5% SDS 
 
- Wash buffer 
50 mM Hepes-KOH (pH 7.6) 
500 mM LiCl 
1 mM EDTA (pH 8.0) 
1% NP-40 
0.7% Na-Deoxycholate 
  
- ChIP Lysis Buffer 
1% SDS 
10 mM EDTA 
50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
  
- ChIP Dilution Buffer 
0.01% SDS 
1.1% Triton X-100 
1.2 mM EDTA 
16.7 mM Tris-HCl (pH 8.0) 
167 mM NaCl 
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６．実験結果  
 

 
Kishi et al., 未発表データ 

 
Tsuboi et al., Developmental Cell, 2018 
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７．今回ご紹介いただいた手法を用いた論文を教えてください。  
（いずれも若干のプロトコル変更あり）  
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