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研究成果の概要（和文）：本研究は光活性化位置推定顕微鏡法（PALM法）とFRETを融合させた機能的超解像法を
確立し、細胞分化・リプログラミングでの核内のヒストン修飾と位置情報を同時に取得するものである。ヒスト
ン修飾は、細胞状態の遷移に関与することが知られ、細胞分化・リプログラミングにおいてもその重要性が強く
示唆されている。本研究課題は、ヒストン修飾と位置情報を実時間・実空間で獲得することを目指した。

研究成果の概要（英文）：In this project, I aimed to develop a methodology, which combines 
photoactivated localization microscopy (PALM) and Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) for 
obtain information of histone modification and its loci in living nuclei simultaneously. It has 
strongly suggested that histone modification regulates cellular states. Especially in the field of 
cell differentiation and reprogramming, the importance of histone modifications comes to be a big 
issue to understand the process of cell-state transition. The methodology will be a powerful method 
to clarify the dynamics of histone modification in various biological phenomena. 

研究分野： 細胞生物学

キーワード： ヒストン修飾
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１． 研究開始当初の背景 
  エピジェネティックな遺伝子発現制御機

構のなかでもヒストン修飾は重要な位置を占

める。ヒストン修飾による遺伝子発現調節が

細胞分化・リプログラミング等の多彩な生命

現象を制御していることが明らかとなってき

た。中でもヒストン修飾（アセチル化・メチ

ル化）はクロマチン構造変化を誘導すると考

えられており近傍に存在する遺伝子発現を制

御するダイナミックな機構である。近年まで

に生化学的知見は多く蓄積され続けている。

それゆえ、生化学的手法では、得ることので

きなかった、ヒストン修飾の動的変化を観察

する技術を開発する必要があった。そこで、

超解像顕微鏡法のひとつであるPALM法とヒス

トン修飾による構造変化をFRET効率変化とし

て捉えることのできるプローブを組み合わせ

ることにより、達成することを試みた。 

 
 
２．研究の目的 
  エピジェネティック制御の一つである、

ヒストン修飾(アセチル化・メチル化)は、細

胞分化・リプログラミング・がん化等への関

与が明らかであり、その動態の解明は最重要

課題として挙げられる。しかしヒストン修飾

を経時的に観察する手段がほぼ皆無であった

ため、そのダイナミクスは不明のままであっ

た。そこで、1)ヒストン修飾を生細胞におい

て１分子レベル、かつ、ナノメートル精度で

実時間観察する新規技術を開発し、ヒストン

修飾のダイナミクスを明らかにする。さらに、

2) ES・iPS 細胞を用いた分化・リプログラミ

ングにおける、ヒストン修飾による細胞状態

制御メカニズムを明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 １）超解像顕微技術(PALM)とFRET を融合さ

せた、機能的超解像技術法を確立する。 

先行研究によって開発されたFRET プローブ

Histac (Sasaki et al., 2009)をPALM に使用

できるように改変し、機能評価する。Histac

はヒストンH4K5/K8 アセチル化を検出するプ

ローブである。 

FRETプローブHistacはドナーとして、CFP,ア

クセプターとしてVenusを用いて開発されて

いるプローブである。これをPALM法に適応で

きるよう、PA-GFPと量子効率が高い有機系子

色素を採用した。有機色素は市販されている

複数種を試行し、アクセプターフォトブリー

チ法によって、最も優れたパフォーマンスを

示すものを最終決定した。加えて、複数のモ

デル細胞に改変プローブを一時的に導入する

ことで、有機色素の細胞透過性とその局在を

確認した。細胞内においてアセチル化阻害剤

によるアセチル化状態の変化を検出すること

を確認した。またH4K12 アセチル化検出FRET 

プローブHistacK12(Ito et al.,Chem 

biol(2011))にも同様の改変を行い、評価を行

った。 

モデル細胞を用いた試験的計測において、ま

たblinkingとswitchingの影響で同一分子を

複数回計測することが考えられるが、その点

を考慮した最適条件を設定した。 

以上により、プローブ・顕微鏡ともに計測法

の検討を行い、手法として確立するところと

なった。

 

２）細胞分化・リプログラミングにおけるヒ

ストン修飾の核内空間分布および時間変化の

計測 

ヒストン修飾が、細胞状態の変化を引き起こ

すことは、既に知られていることであり、な

かでも細胞分化・リプログラミング過程にお

ける、ヒストン修飾は、ダイナミックに変化

することが知られている。これらの未分化細



胞等を用いて、ヒストン修飾と細胞状態遷移

との関係性を実測することを目的としている。

未分化マウスES細胞に、改変したプローブを

一時的に導入したところ、導入効率が著しく

悪いながらも、発現を確認することができた。

目的としている細胞状態変化を追跡するため

には、恒常発現株の作製が望ましく、その作

製を試みた。もしプローブの導入によるサイ

ドエフェクトが現れた場合には、恒常発現で

はなく一時的な発現にて計測を実行する。 
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４．研究成果 

  3に示したとおり、顕微鏡システムの構築

と、生細胞核内において機能する改変プロー

ブの作製には成功している。しかしながら未

分化マウスES細胞に、改変したプローブを一

時的に導入したところ、導入効率が著しく悪

い。本研究の目的の遂行のためには、長時間

の観察と観察細胞数が大きいことが望ましい

ため、恒常発現株の作製は欠かせない。しか

しながら、恒常発現株の作製は現在のところ

作製に成功していない。発現細胞を安定して

維持することが出来なかったためである。こ

れはプローブ導入によるサイドエフェクトだ

と考えられる。このような現象は、他の哺乳

類モデル細胞を使用した場合にも見られた。

よって導入手法を、複数試行し、現在も安定

した恒常発現細胞の作製を試みている。また

一時的に発現させる場合であれば、モデル細

胞において数時間の観察は可能である。 

目的の遂行のためには、マウスES細胞やiPS

細胞での恒常発現株を樹立することが最も望

ましいが、現在は細胞種それぞれに応じた最

適導入法の検討を行っている。プローブの導

入法が決定し次第、上記未分化細胞のみなら

ず、哺乳類モデル細胞において、広く使用可

能なヒストン修飾と核内位置情報の両者を同

時獲得する手段となりえる。 
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